
0 1959 by: Schweizerische Chemische Gesellschaft. Base1 - 
Soci6t6 suisse de chimie. Bale - Societl svizzera di chimica, Basilea 
Nachdruck verboten. - Tous droits r6serv6s. - Printed in Switzerland 

114. Unterlagen zu einem qualitativen Nachweis von Cystein 
auf photographischer Grundlage 

von F. H. Schwarzenbach 
(12. I. 59) 

A. Grundversuch 
Bringen wir einige Tropfen einer Cysteinlosung auf die lichtempfindliche Schicht 

einer photographischen Emulsion und belichten wir nach einer kurzen Einwirkungs- 
zeit im Dunkeln die Filmschicht auf totale Schwarzung, so heben sich nach der Ent- 
wicklung die Cysteintropfen als helle Flecken vom schwarzen Hintergrund ab 
(Fig. 1 und 2). 

lo-' in-* in-' 10-6 in-' in-' 10-8-m. 

Cystein-hydrochlorid 

Glutathion 

Mcthionin 

Cystin 

Fig. 1. Die Wivkung von Cystein-hydrochlovid, Glutathion, Methionin und Cystin im Phototest 
Verdunnungen von 10-,-m. bis 10-8-m. in Borax-Bernsteinsaure-Puffer nach KOLTHOPF, pH = 4,O. 

Einwirkung auf die Photoschicht 3 Min., Relichtung 8 Sek. 

In der vorliegenden Mitteilung sind vor allem die praktischen Erfahrungen zu- 
sammengestellt, die sich bei der Auswertung dieser Reaktion zu einem photographi- 
schen Nachweisverfahren fur Cystein ergaben. 

B. Der photographische Tiipfeltest fiir Cystein 

a) Photographische Redingungen. Photographische Emulsion. Die Versuche werden rnit Ver- 
grosserungspapier dgfa-Brovira n (mittlere Harte, weiss. glanzend) durchgefdhrt. Die Verwen- 
dung von Vergrosserungspapier an Stelle von panchromatischen Emulsionen erlaubt es, die 
Experimente bei rotem Licht statt bei volliger Dunkelheit anzusetzen. 

Lichtquelle. Fur die Belichtung wird ein handelsublicher Vergrosserungsapparat verwendet. 
Sol1 Cystein in gefarbten Extrakten nachgewiesen werden, so sind der Lichtquelle geeignete 
Farbfilter zur optischen Kompensation vorzuschalten (vgl. Abschnitt C, e,  11 Storungen durch 
gefiirbte oder triibe lbsungen )I). 

Belichtung und Entwicklung. Die Belichtungsbcdingungen sind fur die verwendete Apparatur 
in besonderen Vorversuchen festzulegen. Die Ergebnisse von Versuchen, in dcnen die Belichtungs- 
zeit und die Entwicklungsbedingungen variiert wurden, sind in den Fig. 2a und 2 b veranschau- 
licht. Die Papiere mit den aufgetropften Losungen von Cystein-hydrochlorid (in unsern Ver- 
suchen wurde nur L-Cystein-hydrochlorid verwendet) in den Verdiinnungen 10-* bis 10-8-m. 
werden nach dreiminutiger Einwirkung wahrend 2. 4, 8, 16 und 32 Sek. belichtet. Die Entwick- 
lung erfolgte rnit Metol-Hydrochinon-Entwickler rAgfa n, bci 20"; die Entwicklungsdauer stieg 
rnit der Verdunnung des Entwicklers wie folgt : 

Verdunnung des Entwicklers rnit Wasser . . . . 1 :2 1:4 1:8 1 :1G 1:32 
Entwicklungsdauer in Min. . . . . . . . . . . Ill, 2 2'1, 3 3 

'ila 
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Die Differenzierung zwixhen den verschiedenen Konzentrationsstufen nimmt mit steigender 
Belichtungszeit vorerst zu ; bei weiterer Steigerung der Belichtungsdauer vcrschwindet die Auf- 
hellung bci den niedrigen Konzentrationsstufen. Ausscrdem nimmt in der Konzentration von 
10-2-m. im Zcntrum des Flecks die aufhellende Wirkung ab, wobei sich jedoch am Rande ein 
heller Saum ausbildet. 

Destilliertcs Wasser (DW) bewirkt bei kurzen Belichtungszeiten eine leichte Aufhellung ; bei 
Belichtungen von 8 Sek. und mehr verschwindet diese Aufhellung (Fig. 2a und 2b). 

2* 
2" 

h 

Fig. 2. Einfluss von Belichtung und Entwicklung auf die pholographische Sachweisreaktion 
von Cystein-hydrochlorid 

a) Entwicklung in Metol-Hydrochinon-Entwickler r Agfa 10;  Verdiinnung 1 : 4 ; Entwicklungsdauer 
2 Min. bei 20". b) Entwicklung in Metol-Hydrochinon-Entwickler thgfan; Verdiinnung 1 : 32; 
Entwicklungsdauer 5 Min. bei 20". Usungen von Cystein-hydrochlorid 10-z-10-8-m. in Borax- 
Bernsteinsaure-Puffer, pH = 4,O. Belichtungszeiten abgestuft 2, 4, 8, 16 und 32 Sek. 

*) DW = destilliertes Wasser. 

Auf Grund dieser Rcobachtungsreihe wahlten wir fur die Versuche eine Relichtung, die knapp 
iiber der Minimaldosis fur vollstandige Schwarzung der unbehandelten Teile des Papiers liegt. 
Durch Abblendung der Lichtquelle fixierten wir die dazu notwendige Relichtungszeit auf 8 Sek. 

Verdiinnen wir den Entwickler unter gleichzeitigcr Verlangerung der Entwicklungsdauer, 
so gelingt es, die Empfindlichkeit der Rcaktion zu steigcrn. Besonders auffallig ist die Erhohung 
der Sensibilitat bei verlangerten Belichtungszeiten (Fig. 2 a  und b ;  16" und 32") ; gleichzeitig wird 
die ausloschende Wirkung der hohen Cysteinkonzentration vermindert. 

Fur unsere l'ersuche verwendeten wir bei unveranderter apparativer Anordnung eine Be- 
lichtungszeit von 8 Sek. ; die Entwicklung erfolgte in Metol-Hydrochinon-Entwickler Agfar 1 : 2 
wahrend 11/* Min. bei 20". 

Fixierung und Trocknung der Pa.piere. Die belichteten Papiere werden iibcr destilliertes N'asser 
in saures Fixierbad (ii Fixyl >I) iibergefiihrt und nach halbstiindiger Fixierung iibcr Sacht ge- 
wassert. Die Trocknung erfolgt auf der Hochglanzpresse. 

b) Versuchsbedingungen fur die Tupfelveaktion. Die Tupfclreaktion ist bei rotem Licht in der 
Dunkelkammer auszufiihren. Die klare, auf pH 3,0-4,0 gepufferte Losung (s. folgenden Abschnitt) 
wird mit einer Pipette auf die lichtempfindliche Schicht getropft (Tropfen von 0,04 ml). Da sich 
die aufhellende Wirkunfi des Cysteins bei langercr Uauer der Einwirkung steigert, lasst man den 
Tropfen zunachst mindestens 1 Min. auf der Filmschicht liegen. Dann belichtet man das Yhoto- 
papier, ohne den Tropfen von der Schicht zu entfernen. 

In  unseren Versuchen hat es sich bewahrt, die Cysteinlosungen drei Min. einwirken zu lassen. 
Trocknet der Tropfen ein, so blcibt die Reaktion erhalten. 

c) Wahl des Puffers. Die aufhellende W'irkung des Cystcins in der Photoreaktion hiingt in 
ausgepragtcm Masse von dcr Wasserstoffionenkonzentration der Losung ab. Im alkalischen 
Bereich geben sclbst konzentricrtc Cysteinlosungen nur schwache Flecken ; im sauren Bereich 
(bis pH 2,4 untersucht) steigt mit fallendem pH dic Aufhellung standig an (Fig. 3). 

l) Ilocumcnta Gcigy, Base1 1955, p.  101. 
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Puffer, die Chlorionen oder Glycocoll enthalten, sind zu vermeiden, da diese beiden Kompo- 
nenten in der Konzentration 0,l-m. selbst eine schwache Aufhellung im Phototest bewirken und 
daher den Nachweis niedriger Cysteinkonzentrationen storen. Fur die Versuche eignen sich 
Citratpuffer nach MCILVAINE (pH = 3,O) I) und Borax-Bernsteinsaure-Puffer nach KOLTHOFF 
(pH = 4,O). 

0.5-10-s lo-' lo-* lo-. lo-' gin11 Cystein-hydrochlorid 

PH 2,4 

pH 3,A 

pH 7,2 

Fig. 3. Beein flussung der Photoreaktion auf Cystein durch die Wassevstoffionenkonzentration der 
Losung 

Fiinf Parallelen einer Verdiinnungsreihe von Cystein-hydrochlorid u-erden mit Pufferlosungen der 
Wasserstoffionenkonzentrationen pH 2,4, 3.6, 4,8, G,O und 7.2 versetzt (Citratpuffer nach 
MCILVAINE) . Endkonzentration des Cystein-hydrochlorids in den Verdiinnungsreihen 0,5 g/ml bis 

5pg/ml, Verdiinnungsfaktor q = 0.1. 

C. Stbrungen der photographischen Nachweisreaktion auf Cystein 
a) Storungen durch Orydafaonsmittel. Priifen wir Cysteinlosungen, denen man Oxydations- 

mittel zugesetzt hat, im Phototest, so tritt eine Ausloschung der aufhellenden Wirkung auf. Fur 
den Versuch in Fig. 4 z. B. wurde eine Mischung von 1,0 ml einer wasserigen Lasung von 10-4 g/ml 
Cystein-hydrochlorid mit 0.5 ml 3-prOZ. Wasserstoffperoxyd und 1,0 ml Borax-Bernsteinsaure- 
Puffer aufgetropft. Der Zusatz des Oxydationsmittels bewirkt eine deutliche Abschwachung der 
aufhellenden Wirkung. 

a 

b 

Fig. 4. Oxydation des Cysteins mat 3-proz. Wasserstoffeeroxyd 
1.0 ml einer Losung von Cystein-hydrochlorid g/ml) + 1.0 ml Borax-Bernsteinsaure-Puffer 
pH = 4,O werden mit 0,5 ml 3-prOZ. H,O, versetzt und aufgetropft (Reihe b) ; in der Kontrolle 
wird an Stelle des Wasserstoffperoxydes destilliertes Wasser zugesetzt (Reihe a). Belichtung 
8 Sek. nach dreiminiitiger Einwirkung der Losungen. Die cysteinbedingte Aufhellung wird durch 

H,O, abgeschwacht. 

In neutraler Usung ist Cystein autoxydabel. Bewahren wir eine wasserige Verdiinnungsreihe 
von Cystein-hydrochlorid in unverschlossenen Reagenzglasern bei + 1 einige Wochen im Kiihl- 
raum auf und priifen wir die Losungen in Intervallen von einigen Tagen, so fallt bei zunehmcndcr 
Lagerungsdauer die Aktivitat im Phototest standig a b  (Fig. 5). 

10-1 10-a 10-4 10-5 lo-' 10-7 10-8 DW g/ml L-Cystein- lo-* lo-' 10V lo-$ lo-' DW g;ml L-Cystein- 
h ydrochlorid h ydrochlorid 

a h 

Fig. 5 .  Lagerungsversuch mit einer L'erdiinnungsreihe von Cystein-hydrochlovid 
Eine frisch hergestellte Verdiinnungsreihe von Cystein-hydrochlorid in Wasser wird 3 Wochen 
bei + 1' aufbewahrt und von Zeit zu Zeit im Phototest gepriift. Verdiinnungsreihe lo-, g/ml bis 
lo-* g/ml. a) Test nach 13 Tagen. b) Test nach 17 Tagen. Einwirkung 1 Min., Belichtung 8 Sek. 
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I (  

b) Storungen durch Zusatz von Alkali. Alkalische Losungen wirken in doppelter Weise storend 

1. In alkalischem Milieu wird die Oxydation von Cystein beschleunigt. 
2. Dunkeleinwirkung von Alkali begiinstigt bei der nachherigen photographischen Entwick- 

lung die Schwarzung der lichtempfindlichen Schicht. Dieser Effekt lasst sich bei einer vorzeitigen 
Unterbrechung der photographischen Entwicklung durch eine raschere Schwarzung der alkali- 
schen Tropfen im Vergleich zu den iibrigen Partien des Photopapiers erkennen (Fig. 6, I und 11). 

auf die photographische Cysteinreaktion ein : 

a 

b 

c 

11 

a 

b 

C 

Fig. 6 .  Aufhebung der photographischen Reaktion von Cystean durch Zusatz von Natronlauge oder 
Silbernitratlosung. Einfluss eines worzeitigen Unterbruchs der Entwicklung 

a) 1.0 ml Cysteinlosung (Cystein-hydrochlorid 10-4 g/ml) + 1,0 ml NaOH 0,l-n. 
b) 1,0 ml Cysteinl(isung+l,O ml H,O dest. (Kontrollc). 
c) 1.0 ml CysteinlBsung+ 1.0 ml AgNO, 0.05-m. 
Belichtung 8 Sek., Entwicklung l'/, Min., unverkiirzt. 

a) 1,0 ml Cysteinlosung (Cystein-hydrochlorid 
b) 1.0 ml Cytcinlosungf 0,5 ml H,O dest. (Kontrollc). 
c) 1.0 ml Cysteinlosung+0,5 ml AgNO, 0,05-m. 
Belichtung 8 Sek., Entwicklung auf 50 Sek. verkiirzt. 

I 
I I  

g/ml) + 0,5 ml NaOH 0,l-n. 

c) Storungen durch Alkalichloride. Alkalichloride an und fur sich bewirken in hoher Konzen- 
tration cine lcichtc Aufhellung im Phototest. Die Prufung zweier Verdiinnungsreihcn von Natrium- 
chlorid und Kaliumchlorid von 1-m. bis 10-6-m. in Borax-Bernsteinsaure-Puffer pH = 4.0 
zcigtc, dass sich die aufhellende Wirkung auf die Konzcntration 1,0-in. beschrankt (1;ig. 7) .  

NaCl 

KC1 

Fig. 7 .  Die Wirkung von Alkalichloriden i n  der Photoreaktion 
X7erdiinnungsreihen van Natrium- und Kaliumchlorid 1,O-m. bis 10 -5-m. in 

Borax-Bernsteinsaure-Puffer nach KOLTHOFF, pH = 4,O. 

d) Stiivung durch Silberionen. Bei dem benutzten pH stort AgNO,, weil es Cystein fallt. Bei 
cinem Uberschuss von Silbcrnitrat fallt Cystein quantitativ aus, so dass die aufhcllende Wirkung 
im Phototest ausblcibt. 

e) Storungen bei gefavbten oder triiben Losungen. Bei triiben oder gefarbten Lijsungcn ist der 
photographische Tcst auf Cystein gestort, indem ein Teil des einstrahlendcn Lichtes bei der Be- 
lichtung der aufgctragenen Tropfen verschluckt wird. Als Folge dieser partiellen Absorption 
gelangt wenigcr Licht auf die photographische Emulsion, so dass sich der Fleck bei der Belichtung 
ganz unabhangig von cvtl. vorhandencm Cystein wenigcr stark als dic umgebende Kontrollflachc 
schwarzt. Uadurch bcwirken Farbstofflosungen eine unspezifische hufhellung. Storungen durch 
teilwcisc Lichtabsorption sind bei allen gcfarbten Iiisungcn zu erwarten, die Licht im Empfind- 
lichkeitsbereich der vcrwendetcn photographischen Emulsion absorbieren. 
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Fig. 8 zeigt die optisch bedingte, aufhellcnde Wirkung eincr gelben (sauren) und einer blauen 
(basischen) Liisung des Indikators Xitrazingelb. Beide Farbtone zeigen die gleiche aufhellende 
Wirkung. 

10-' lo-' 10-6 10-6 lo-' g;ml Nitrazingelb 

a 

b 

Fig. 8. Aufhellende Wirkung von Farbstoffen i n  der Photoreaktion 
g/ml-lO-' g/ml. Verdiinnungsfaktor q = 0,l. 

a) Saure Losung, gelb gefarbt. b) Alkalische Losung, blau gefarbt. 
Nitrazingelb, \-erdunnungsreihe 

Bei klaren Farbstofflosungen lasst sich in giinstigen Fallen der aufhellende Effekt durch Aus- 
filterung der absorbierten Wellenbereiche aus dem Spektrum der Lichtquelle aufheben. Ein Bei- 
spiel fiir die optische Kompensation einer farbstoffbedingten, unspezifischen Aufhellung gibt Ver- 
such Fig. 9 mit Bilirubin in alkalischer Liisung als Farbstoff ; durch Vorschaltung der blaugelben 
Filter SCHOTT BG 17 oder BG 19 wird die aufhellcnde Wirkung dcs Bilirubins dcutlich abge- 
schwacht, wahrend die cysteinbedingte Aufhellung unbeeinflusst bleibt. 

BG13 BG18 BG16 BGO BG19 BC17 

a 

b 

Fig. 9. A bschmachung einer farbstoffbedingten Aufhellung durch Verwendung 
geeignetw Farbfilter bei der Belichtung 

Auf eine photographische Schicht sind nebeneinander Streifen einer alkalischen Bilirubinlosung 
1,6. 1W6 g/ml (a) und einer Losung von Cystein-hydrochlorid (10-3g/ml, ungepuffert) aufgetragen 
worden (b). Die Belichtung des Filmes erfolgt durch Farbfilter, die zwischen Lichtquelle und 
photographische Schicht eingeschaltet sind (Belichtung 8 Sek.) . Bei 2wischenscha.ltung der Farb- 
filter SCHOTT BG 17 und BG 19 erscheint die aufhellende Wirkung der Bilirubinlosung deutlich 
abgeschwacht, wahrend die Cysteinwirkung nnbeeinflusst bleibt. 

Bei triiben Losungen kann die Aufhellung, die oft sehr ausgepragt ist, durch die Vorschaltung 
optischer Filter nicht abgeschwacht werden. 

D. Nachweis von Cysteinflecken in Filterpapier mit Hilfe des Phototests 
Die photographische Reaktion lasst sich in verschiedencr Weise fur den Nachweis von Cystein 

in Filterpapicr modifizieren. Diesc Modifikationen eignen sich fur die Untcrsuchung von Chroma- 
togrammen und Elektropherogrammen. 

a) Abklatschvevfahren. Das Abklatschverfahren bietct den grossen Vorteil, Cysteinflecken in 
Filterpapier genau zu lokalisieren. Sein Nachteil besteht in der geringen Empfindlichkeit. 

Filterpapierausschnitte, die Cysteinflccken enthalten (Tropfen von 0.04 ml eincr wasserigen 
Cysteinlosung 10-8 g/ml), werden trocken auf ein Vergrosserungspapier aufgelegt. Mit einer 
Gummiwalze, die von mehreren Lagen feuchtem Filterpapier umwickclt ist. wird der Ausschnitt 
durch langsames, einmaliges Abrollen der Walze angedriickt. L)as auf diese Weise befeuchtete und 
auf die Photoschicht gepresste Filterpapierstiick wird nach drei Min. abgezogen. Belichtung und 
Rntwicklung erfolgen wie beim friiher beschricbenen Tiipfeltest. 

Untcr Verlangerung der Belichtungszeit ist es moglich, die Photoschicht direkt durch das 
aufgelcgte, befeuchtete Filterpapierstiick zu belichten. 

Das Abklatschverfahrcn erfordert einige Geschicklichkeit. 1st die Walze zu nass, so werden 
dic Flecken verwaschen; doch tritt eine starkere Aufhellung ein. Bei ungcniigentler Bcfeuchtung 
erscheinen oft blindc Stellen auf der belichteten Photoschicht. 

72 
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Fig. 10a und b zeigcn die Lokalisation von Cysteinflecken in Filterpapier mit Hilfe des Ab- 
kIatschverfahrens. Drei Tropfen (0,04-0.05 ml) einer Cysteinlosung 10-9 g/ml wurden auf ein 
Filterpapier aufgetropft. Diese Papicre wurden an der Luft getrocknet; der Sachweis erfolgte 
2-15 Tage nach Clem Auftrag der Usung.  Die beiden Aufnahmen zeigen die Untcrschiede bci 
Verwendung einer stark befeuchtetcn (Fig. 10 b) und einer massig befeuchtctcn Filterpapierwalze 
(Fig. 10a). Bei dem in Fig. 10b dargcstellten Vcrsuch erfolgte die Belichtung durch das aufgelegte 
1 3  lterpapier hindu rch . 

a b 

C 

1 2 3 4 5  

Fig. 10. Nachweis oon Cysteinflecken in Filterpapier nach dem Abklatschverjuhren 
a) A4bklatschen und Belichtung getrennt. Drei Tropfen (je 0,04 ml) einer wasserigen Losung von 
Cystein-hydrochlorid 10 -s g/ml werclen auf Filterpapier aufgetropft und 48 Std. bei Zirnmer- 
temperatur getrocknet. Nachweis durch Abklatschen auf Vergrosserungspapier Agfa-Brovira. 
Einwirkungszeit 1 Min., Belichtung 8 Sek. (Zahlen 1-5 s. Text, S. 1138). 
b) Abklatschen mit Belichtung durch aufgelegtes Filterpapier hindurch. Drei Tropfen (je 0.04 ml) 
einer wasserigen Losung von Cystein-hydrochlorid g/ml werden auf Filterpapicr aufgetropft 
und wahrend 16 Tagen bei Zimmertemperatur getrocknet. Einwirkung auf Photoschicht 1 5th. 

Belichtung durch Filterpapier hindurcb 15 Sek. (Einzelheiten s. Text). 
c) Elutionsverfahren. Nachweis v o n  Cysteik~ in Filterpapier durch Photorea.ktion mit einem Elzrnt 

(Erlclarung s. Text, S. 1138). 

b) Elutionsvevfahren. Rci eindimensionalen Papicrchromatogrammen oder Elektrophcro- 
grammen werdcn die Streifen quer zur Fliessrichtung der aufgctrennten Losungen in Abschnitte 
passender Brcite unterteilt. Man schneidet die Abschnitte mit einer Schere so zu, dass sic in einer 
Spitze auslaufcn, und hangt dcnTeilstreifcn rnit der Spitze nach unten frci an einen mit dcstillier- 
tem Wasser gctrankten Block aus gefaltetcm Filterpapier. Die nach einiger Zcit an der Spitze 
dcs Teilstrcifens austretenden Tropfen werden auf Photopapier aufgefangen und clcn Bedingungen 
dcs Tupfeltests entsprechend im Phototest gepruft. 

Die Elutionsmcthode fur den photographischen Nachweis von Cystein ist sehr empfindlich 
und dcm Abklatschverfahren immer dann vorzuziehen, wenn kleine Substanzrnengen nachzu- 
weisen sind. 

Die vcrwendetcn Filtcrpapiere (fur Auftrennung und fur die Herstellung des Filtcrpapier- 
blocks) sind in Vorversuchen auf ihrcn Gehalt an aufhcllenden Substanzen zu priifen. 

Pig. 1Oc zeigt das Ergcbnis eines Versuches zum Nachweis von Cysteinflccken in Filterpapicr 
nach der Elutionsmethode. Drei Tropfen (0,04-0,OS ml) einer Cysteinlosung von lo-' g/ml wurden 
in dcr Art dcr l'ig. 30a und b auf ein Filterpapier aufgetropft und an der Luft wahrend 10 Tagcn 
vollstandig getrocknet. Das Filterpapier wurde nach dcm Schema der Fig. 10a in die Streifen 
1-5 zcrschnitten, dic wie oben hcschrieben cluiert wurden. I)ie Tropren 1-5 der Fig. 1Oc ent- 
sprechcn diesen funf Eluaten. 
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E. Versuche zur Abgrenzung der Spezifitiit der photographischen Nachweisreaktion 
fur Cystein 

a) Aminosuuren. Um die Spezifitat der Reaktion abzutasten, untersuchten wir vorerst die 
unten aufgefiihrten Aminosauren im Phototest. Dazu wurden sie je nach ihrer Loslichkeit in der 
Konzentration von g/ml, g/ml oder g/ml in Borax-Bernsteinsaure-Puffer pH 4.0 
nach KOLTHOFF gelost und diese Losungen in geometrischer Progression mit dem Verdunnungs- 
faktor q = 0,l bis zum Ausbleiben der Photoreaktion verdiinnt. 

Es  erwiesen sich nur zwei Aminosauren als wirksam : L-Cystein-hydrochlorid : Aufhellung bis 
l O W  g/ml, und Glutathion (vermutlich oxydicrte Form) : schwache AufhelIung bis 

Alle iibrigen waren unwirksam : L-( - )-Cystin (Anfangskonzentration g/ml), Glycocoll, 
L-( - )-Dihydroxy-phenylalanin (Anfangskonzentration 10-3 g/ml), L-( - )-Methionin, L-( + )-Ala- 
nin, L-( - )-Glutamin, ~-(+)-Arginin. L( - )-Asparagin, L-( + )-Valin, L-( - )-Tryptophan, L-( - ) -  
Prolin, L-( - )-Histidin, L-( - )-Phenylalanin, Sarkosin (Anfangskonzentration 10-8 g/ml), 

Unter den gcpriiften Aminosauren besitzt also nur Cystein-hydrochlorid eine stark aufhellende 
Wirkung im Phototest. Schwacher aufhellend wirkt Glutathion, wahrend die bciden schwefel- 
haltigen Aminosauren Cystin und Methionin, die keine freie SH-Gruppe aufweisen, negativ 
reagieren. Fig. 1 gibt das Ergebnis einer vergleichenden Versuchsreihe mit diescn 4 Aminosauren 
in den Konzentrationen 10-2-m. bis lO-*-m. wieder. das dieses Verhalten bestatigt. 

Glycocoll weist im Konzentrationsbereich von bis lo-* g/ml keine aufhellende Wirkung 
auf ; dagegen reagiert diese Aminosaure in der Konzentration von 6 * g/ml schwach positiv. 

b) Weitere Substanzen. Stark aufhellend wirkt im Phototest Natriumthiosulfat (SH-Gruppe), 
wahrend Natriumrhodanid (S=CNH) weniger aktiv ist (Fig. 11) ; Alkalichloride zeigcn in hoher 
Konzentration eine schwach positive Reaktion (Fig. 7) .  

g/ml. 

1,0 lo-' lo-' lo-' lo-' 10-'-m. 

Natriumthiobulfat 

Natnurnrhmlaud 

Fig. 11. Die Wivkung von Natvaumthiosulfat und Natriumrhodanad im Phototest 
Verdiinnungsreihen 1,O-m. bis 10-6-m. in Borax-Bernsteinsaure-Puffer nach KOLTHOFF, p H  = 4,O. 
Verdiinnungsfaktor q = 0,l. Einwirkung auf die lichtempfindliche Schicht wahrend 3 Min.. 

Belichtung 8 Sek. 

Auf Grund dieser crsten Versuche lasst sich vermutcn, dass fiir die aufhellende Wirkung im 
Phototest eine frcic Sulfhycirylgruppe in der Molckcl notwcndig ist. Experimente sind im Gangr, 
um diese Vcrmutung durch Untersuchung wcitcrer Thiolverbindungen zu priifen. 

F. Empfindlichkeit des photographischen Nachweisverfahrens fur Cystein 

Die Empfindlichkeit des photographischen Tiipfeltests wurde rnit Hilfe von Cystein-hydro- 
chlorid in Borax-Bernstcinsaure-Puffer p H  = 4,0 untersucht. Die Bestimmung der aufhcllenden 
Wirkung erfolgte durch visuellen Vergleich mit den Aufhellungsstufen eines Eichstreifens. Dieser 
EichstreiIen wurde durch Verdiinnunfi einer Ausgangslosung von Cystcin-hydrochlorid lov4 g/ml 
Init dem Vcrdiinnungsfaktor q = 0,5 hergcstcllt (Fig. 12). Stufen 1-6, Verdiinnungsrcihc von 
Cystein-hydrochlorid in Borax-Bernsteinsaurc-Puffcr pH = 4,O ; Stufe 7, Kontrolle rnit Puffcr- 
losung ohnc Cysteinzusatz. 

1 2 3 4 5 6 7  

Fig. 12. Standardveihe zur Beuvteilung von A ufhellungm 
Die Stufcn sind nach abnehmender Aufhellung fortlaufend von 1-7 bezeichnet. Herstcllung der 
Standardreihe : Eine Ausgangslosung von Cystein-hydrochlorid g/ml wird fortlaufend rnit 
dem Vcrdiinnungsfaktor q = 1/2 verdunnt (pH = 4.0). Einwirkung 3 Min., Belichtung 8 Sek. 
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Als Mass fiir die Aktivitat cines Stoffes im Phototest wird die als Grenzkonzentration he- 
zeichnete Konzentration der Verdiinnungsstufe gewahlt, die bei Ausmittlung von fiinf parallelen 
Versuchen im Mittel eine Aufhellung dcr Stufe 5 ergibt. Diese Stufe l a s t  sich, wie \'crsuche mit 
verschiedenen Vcrsuchspersonen zeigten, noch sicher gegen die Stufe 7 abgrenzen. 

Versuchc mit verschicdenen Praparaten von Cystcin-hydrochlorid zeigten, dass cine mittlcre 
Aufhcllung, dic dcr Stufe 5 cntspricht, hei eincr Verdiinnung von ca. 6pg/ml (d. h. 4.10-5-m.) 
erreicht wird (Fig. 12). was bei dcr verwendeten Tropfengrosse von 0,04 ml einer nachweisbaren 
Mindestmenge von 0.24 pg entspricht. 

Verglcicht man in entsprechcnder IVeise die Aktivitaten andcrer aufhellcnder Stoffe im 
Phototest, so crgeben sich folgentk (.;rciizkoxieentrdtioncn : 

Cystein-hydrochloritl . . . . 4.10-6-m. Glutathion . . . . . . . . 1 +10-*-m. 
Natriumthiosulfat . . . . . 5.10-5-m. Natriumrhodanid . . . . . - -7.10-5-m. 

G. Die Wirkungsweise des Cysteins 

Einer Anregung von Prof. Dr. H. AMMANK an der E. T. H. Zurich folgend, 
pruften wir die Frage, ob Cystein die primare lichtabhangige Reduktion des Silber- 
ions stort oder ob es die Reifung der Silberkristalle wahrend der photographischen 
Entwicklung beeinflusst. 

Zu diescm Zaccke setzten w-ir identischc Verdiinnungsreihcn von Cystein-hydrochlorid (lo-* 
bis 10-%n. DW und Puffer) in Citratpuffern nach MCILVAINE mit pH 7,2, 6.0, 4 3 ,  3,6 und 2.4 
an, indem wir jewcils dic Cysteinlosungen in eincm ersten Versuch vor der Belichtung, in cinem 
zweiten Versuch nuck der Belichtung auftropften. Wirkt Cystein auf die primare lichtabhangige 
Reduktion des Silbcrions ein, so ist zu erwarten, dass die nach der Belichtung aufgetropfte 
Cysteinlosung kcinc Aufhellung mehr bewirkt. Rccinflusst dagegen Cystein den Reifungsprozess 
wlhrend der photographischen Entwicklung, so wird auch bei vorausgehcnder Exposition einc 
Aulhcllung auftreten (Fig. 13a und 13b). 

lo-' lo-' lo-' lo-' lo-' 10-8 DW molare Cysteinlosung 

PH 7,2 

PH 2 4  

Fig. 13 a. Auswirkzrng des ,4uftropfens der Cysteinlosung im Phototest vor bzw. nach der Relichliing 
Cystein-hydrochlorid 10-2-10-8-m. in Citrat-Puffer nach MCILVAINE pH 7,2, 6.0, 4,8, 3.6 und 2.4. 
Einwirkungsdauer 3 &fin., Belichtung 8 Sek. a) Auftropfen der Cysteinlosung uor der Belichtung. 

lo-' 10 ' 10-5 lWe lo-' 10-8 DW molare Cysteinlosiin: 

pH 7 2  

pli  3,6 

PH 2,4 

Fig. 13b. Auftropfen der Cysteinlosung nach der Belichtung 
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Die Versuche zeigen, dass sich bei der photographischen Cysteinreaktion ver- 
schiedene Vorgange uberlagern. Die Einwirkung von Cystein rzach der Belichtung 
bewirkt fiir sich allein bereits eine Aufhellung im Phototest, wobei die Wirkung 
sowohl von der Wasserstoffionenkonzentration wie auch von der Konzentration des 
Cysteins abhangig ist (Fig. 13b). Bei Zugabe von 3-proz. H,O, fallt diese auf- 
hellende Wirkung weg (Fig. 14). 

a 

b 

Fig. 14. Oxydafion des Cysteins mit ,?-pros. Wasserstoffperoxyd 
1 ,O  ml ciner Losung von Cystein-hydrochlorid (10-4 g/ml) + 1,0 ml Borax-Bernsteinsaure-Puffer 
pH 4,O werden rnit 0,s ml 3-proz. H,O, versetzt und nach Belichtung aufgetropft (Reihe b) ; 
in der Kontrolle (Reihe a) wird an Stelle des Wasserstoffperoxydes dcstilliertes Wasser zugesetzt. 
Belichtung 8 Sek., Einwirkung der Losungen 3 Min. Die cysteinbedingte Reifungs hemmzrng der 

belichteten photographischen Emulsion fallt bei Zusaiz von H,O, weg. 

Tragen wir die Cysteinlosung VOY der Belichtung auf, so verstarkt sich der auf- 
hellende Effekt. Daraus ist zu schliessen, dass auch die photochemische Primar- 
reaktion durch Cystein gestort wird (Fig. 13a). 

Eigenartig ist die Entstehung dunklerer Flecken mit hellem Saum, die bei der Prufung kon- 
zentrierter Cysteinlosungen (10-,-m.) bci zwei Versuchsanordnungen auftraten : Bei pH 4,O tritt 
Saumbildung ein. wenn die Belichtung ubcr die Minimaldosis fur totale Schwarzung hinaus ver- 
langert wird (Fig. 2a); eine entsprechendc Rcaktion ergibt sich aber auch, wenn Cystein in 
ncutraier LCisung nach der Belichtung dcs Photopapiers aufgetropft wird ; bei sauren Cystcinlosun- 
gen ist in diesem Fall die Ausloschung w-eniger stark ausgepragt (Fig. 13b). Eine E r k l h n g  fur 
diese eigenartige Erscheinung vermag ich nicht zu geben. 

Die Arbeit wurde rnit Unterstiitzung durch den Schweizevischen ,Vationalfonds f i i v  wissen- 
schaftliche Forschung ausgefiihrt. 

Herrn Prof. Dr. H. AMMANN, E. T. H. Zurich, verdanke ich wertvolle Anrcgungen zur Aus- 
gestaltung der Arbeit. 

Frl. E. SCHNEGG danke ich fur die gewissenhafte Mithilfe bei der Ihrchfuhrung der Versuche. 

Zusammenfassung 
1. Es wird eine qualitative Nachweisreaktion fur Cystein auf photographischer 

Basis beschrieben. Die Methode wertet die Beobachtung aus, dass sich Tropfen einer 
Cysteinlosung, die auf eine Filmschicht einwirken, nach Belichtung und photo- 
graphischer Entwicklung als helle Flecken vom geschwarzten Hintergrund abheben. 

2. Das Verfahren eignet sich zum Nachweis von Cystein in Losung oder zur 
Lokalisation von Cysteinflecken in Filterpapier (Chromatogramme, Elektrophero- 
gramme). Cystcin lasst sich mit Hilfe des photographischen Tests im besonderen von 
den schwefelhaltigen Aminosauren Cystin und Methionin unterscheiden. 

3. Die Nachweisgrenze fur Cystein in Losung von pH 4,O liegt fur Tropfen von 
0,04ml bei einer Konzentration von 6mg/l, d. h. bei einer absoluten Menge von 
0,24 pg. 

4. Der Chemismus der photographischen Nachweisreaktion ist noch ungeklart. 
Es scheint eine freic SH-Gruppe notwendig zu sein. 

Theodor-Kocher-Institut, Univt.rsitat Bern 




