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PAPIERCHROMATOGRAPHISCHER NACHWEIS VON AMINOSAUREN 

MIT DEHYDROASCORBINSAURE 

In Zusammenhang mit praparativen und analyt.isehen Arbeiten tiber die Dehydro- 
ascorbins%rre fanden wir in der Literatur einige Hinweise tiber ihre Reaktivit5.t auf 
Amine und Aminosauren. ABDERWALDEN~ erkannte bei verschiedenen Aminosjiuren 
nach Zusatz von Ascorbinsaureliisung schwache Farbver%.nderungen, die sich bei 
Zugabe alterer Lijsungen verst&-kten. Vor allem Histidin zeigte nach kurzer Zeit eine 
rijtlich violette Fgrbung; aber such Alanin oder Phenylalanin wiesen nach bestimm- 
ten Zeiten charakteristische Vergnderungen auf. PECHERER~ beobachtete ebenfalls bei 
einer Reihe von AminosZuren nach Zusatz der von ihm dargestellten Dehydro- 
ascorbins%ure eine FarbverZnderung nach Rot, die besonders beim Erhitzen auftrat. 

Wir haben diese bisher kaum beachtete Reaktion aufgeg&fen und versucht, 
sie auf das Papier zu tibertragen. Die notwendige DehydroascorbinsZure als Rein- 
substanz wurde nach einem eigenen Verfahren aus Ascorbinsaure durch Oxydation 
rnit Selendioxyd hergestellta. Wir verteilten zunachst 20 Aminosauren auf dem Papier 
und besprtihten mit Dehydroascorbinsaurelosungen verschiedener Zusammenset- 
zung und zum Vergleich such mit Ninhydrinreagens. Mit Dehydroascorbins$i.ure 
erhtilt man nach Erwarmen auf IOOO rosarote Flecke unterschiedlicher Farbtiefe, die 
gut begrenzt erscheinen. Nicht erkennbar waren Oxyprolin und Prolin, wghrend 
Phenylalanin, Tyrosin und Tryptophan nur schwache Reaktionen gaben (Tabelle I). 

Urn die Empfindlichkeitsgrenze des Arninosaurenachweises mit Dehydro- 
ascorbinsgure kennenzulernen, wurden Verdtinnungsreihen von 0.2 bis 50 pg Amino- 
saure papierchromatographisch verteilt und mit Dehydroascorbins%ure sichtbar ge- 
macht (Tabelle II). Dabei zeigte sich, dass Oxyprolin und Prolin such nachweisbar 
sind, sic11 aber nur sehr schwach anfgrben, die Grenze liegt bei 25 ,ug. Phenylalanin, 
Tyrosin und Tryptophan kijnnen bis etwa IO ,ccg und alle tibrigen Aminosauren bis 
herab zu etwa 2 ,ug identifiziert werden. 

Die typische Rosaf&bung des Am.inos~ureAecl~es nach dem Erwarmen setzt das 
Vorhandensein einer bestinu-nten Dehydroascorbinsaurekonzentration voraus. Pa- 
pierchromatographisch verteilte Aminosauren wurden mit Dehydroascorbinsaure- 
lijsungen verschiedener Konzentration behandelt (Tabelle III). Eine Rosaf5rbung 
tritt erst bei einer Konzentration von 0.05 y0 DehydroascorbinsZure auf, w&hrend 
die I %ige Losung sehr farbtiefe Flecke gibt. Nach unseren Erfahrungen dtirfte die 
0.5 %ige Dehydroascorbinsaurelijsung zur Erkennung von Aminosauren auf dem 
Papier ausreichend sein. Die Erhitzungszeiten (5 Min.) mtissen ebenso wie die Tem- 
peraturen (100~) mijglichst konstant gehalten werden, da lgngeres Erwarmen oder 
Steigerung der Temperatur die Flecke graubraun verfarben. 
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TABELLE I 

PARBRBAKTIONEN EINIGER AMINOS#URRN MIT DEHYDROASCORBINS~URE 

I111 VERGLEICH MIT NINHYDRIN 
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TABELLE III 
FARBBILDUNG IN ABM;~NGIGKl%IT VON DER DEIIYDROhSCORRINS~URl5I<ON%l3NTRATION 

Fnrblorr Farblorr 

0.001 schwach brkmlich-gelb 0.05 
0.002 schwach brkkmlich-gclb 0.1 

0.005 schwslch br&unlich-gclb 0.2 

0.01 schwach braunlich-gclb 0.5 
0.02 schwach brsunlich-gelb I.0 

sc11wac11 rosa 
rosa 

rosa 
rosa 
rot 

Unter Einhaltung der beschriebenen Versuchsbedingungen ist die Dehydroascorbin- 
saure jedenf’alls recht gut zur Identifizierung von Aminosauren auf dem Papier 
gee&-ret. Wie am Beispiel eines Originalchromatogra,mms zu ersehen ist, kann man 
Glykokoll nach papierchromatographischer Verteilung im Bereich von I bis 50 lug 
cleutlich sichtbar machen (Fig. I). 

Einer quantitativen Auswertung der Chromatogramme stehen zun5chst Hemm- 
nisse im Wege. Die rosa Farbverbindungen lassen sich zwar mit Wasser aus dem 
Papier herauslosen, sind aber sehr instabil und liefern demzufolge keine befriedigend 
reproduzierbaren Werte. Auch das zur Stabilisierung der Ninhydrinflecke verwendete 
Kupferreagens nach KAWERAU UND WIELAND* ftihrte zu keinem sichtbaren Erfolg. 

Die Farbreaktion dtirfte ahnlich verlaufen, wie die Umsetzung zwischen Ninhy- 
drin und Aminosauren; Alanin spaltete neben Ammoniak noch Kohlendioxyd und 
Acetaldehyd ab 2, Untersuchungen iiber den mijglichen Realctionsablauf zwischen 
DehydroascorbinsZiure und Aminosauren sind im Gange. 

Fig. I. Glylcokollnachwcis mit Dchydroascorbinslure. 

VEICsUCI-ISTEIL 

I. Nachweis der Aminosauren mit Dera~d~oascorbi?asiizcre 

(a) Sjwiihrengentien. Reagenslosung A: O,I g Dehydroascorbinsaure wurden in 5 ml 
etwa 60” warmem Wasser gel&t und mit Butanol zu IOO ml aufgeftillt. 
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Reagenslosung 13 : 0.5 g DehydroascorbinsZurc wurden wie bei A gel&t. 
Reagenslijsung C: 0.5 g Dehydroascorbinsaure wurden in 5 ml etwa 60” warmem 

Wasser gel&t, mit IO ml Essigsaure gemischt und schliesslich mit Butanol zu IOO ml 
aufgeftillt. 

Ninhydrinreagens nach CRAMER” : 0.2 g Ninhydrin wurden in 95 ml Butanol gel&t 
und mit 5 nil 2 iV EssigsZure vermischt. 

(b) Arbcitsweise. Jeweils IO mg der Aminos~uren wurden in 5 ml Wasser gel&t; 
Cystin und Tyrosin wurden in einer Mischung aus 3 ml Wasser und 2 ml Athanol und 
I Tropfen 25 %iger Salzs%ure gelijst. 

Auf 4 verschiedenen Papierbogen 23.5 x 25 cm (Schleicher & Schtill 2043 bM) 
wurden jeweils IO ,ul (= 20 ,ug) der Aminosaurelosungen aufgetragen und an der Luft 
getrocknet. Nach Izsttindiger S%i.ttigungszeit wurde mit dem Gemisch Butanol- 
Essigs%ure-Wasser (4: I : I) (V/V/V) aufsteigend nach der Zylindermethode chromato- 
graphiert. Die getrockneten Chromatogramme, d.h. die 4 Proben von jeder Amino- 
sgure, wurden mit den Reagenslosungen A bis C bzw. mit dem Ninhydrinreagens be- 
spriiht. Die mit Reagenslijsung A bis C behandelten Chromatogramme wurden in 
einem auf 100’ vorgeheizten Trockenschrank 5 Min. getrocknet, die mit Ninhydrin- 
reagens behandelten 5 Min. bei 70” getrocknet (Tabelle I). 

2. Enz$$n&&i~eit des Allzilzos~l~renacltzaeises wtit Del~yd~oascorbinsci’ure 

Verdiinnungsreihen von 0.2, 0.5, I, 2, 3,~~ IO, 25 und 50 ,ug der geprtiften Aminosauren 
(Tab. I) wurden unter gleichen Versuchsbedingungen (I b) chromatographiert, an- 
schliessend mit Reagenslijsung A (I a) besprtiht und 5 Min. bei 100’ getrocknet (Tab. II). 

3. Er~&flzc~z,n der Delty~yoascor2jilzsir:zLrelzo~~ze?zlralio?2 mtm Nnchweis der A ntinosiizcren 

Auf verschiedenen Papierbogen 23.5 x 28 cm (Schleicher & Schtill 2043 b&I) wurden 
jeweils 25 ,ug der Am.inos&uren (Alanin, Asparagin, Asparaginsaure, Glutamins~ure. 
Glykol~oll, Lysin, Leucin, d,l-Methionin, Serin und Valin) nebeneinander aufgetragen 
und nach 12 sttindiger Sattigungszeit mit dem Gemisch Butanol-Essigsaure-Wasser 
(4: 1:1) (V/V/V) aufsteigend nach der Zylindermethode chromatographiert. Nach dem 
Trocknen wurde mit Dehydroascorbinsaureldsungen verschiedener Konzentrationen 
bespriiht und 5 Min. bei 100~ getrocknet (Tabelle III). 

ZUSAMMENFASSUNG 

Es wird tiber eine Farbreaktion zum papierchromatographischen Nachweis von 
AminosZuren mit Dehydroascorbin&ure berichtet. Aminosauremengen bis herab zu 
2 pg sind als rosarote Flecke erkennbar. 

SUMMARY 

A colour reaction is described for the detection of amino acids on paper chromatograms 
by means of dehydroascorbic acid. Amounts of amino acids down to 2 pg appear as 
pink-red spots. 
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