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SUMMARY 

If chromatograms (thin-layer and paper) and clectropherograms dyed with a 
collidine-containing ninhydrin reagent are sprayed with a I o/o ethanolic ICOH solution, 
threonine and allo-threonine show a pink to bright red fluorescence, after several 
hours and on the next day, respectively. The necessary conditions for the dcvelop- 
ment of this fluorescence are -sufficiently high humidity of the air and enough (day) 
light falling onto the chromatograms . It is favourable to put the thin-layer plates 
into a box equipped with a container with 72 o/0 v/vglycerol. 

If the same chromatograms are heated immediately before the treatment with 
ethanolic ROE-1 (20 min, So”), threonine transiently shows a light green,, and allo- 
threonine and serine a dark and dim green fluorescence. At higher humidity the 
difference between allo-threonine and threonine diminishes, whereas the behaviour 
of serine is not affected, Subsequent formation of red fluorescence of threonines is 
favoured by heating before the ROW treatment. While the presence of collidine in 
the ninhydrin reagent is advantageous for the formation of the red fluorescence, it 
is essential for the transient formation of the green fluorescence. 

. 

IZINLELTUNG z 

hls spezifische Nachweisreaktionen f tir die Hydroxyaminosauren standen 
bisher im wesentlichen nur Methoden zur Verftigung, die auf oxydativer Spaltung 
der genannten Verbinclungen mittels Perjodat zu Alclehyd und Ammoniak beruhten, 
wobei letzteres mit Hilfe von Nessler Reagens’ oder Acetylacetona erkannt werden 
kann. Der Nachweis des aus Threonin entstehenden Acetaldehyds durch die Blau- 
farbung mit Nitroprussid-Natrium und einem sekundaren hmin (Pipcridins) stellt 
eine speziiische Reaktion auf Threonin dar. 

Derartige Nachweisreaktionen erfassen allerdings nur die Hydroxyamino- 
s%.urcn, aber es w&ire wtinschenswert, diese - mijglichst in einem Arbeitsgang - 
zugleich mit den tibrigen Aminosauren nachweisen. zu kiinnen. 

Verschiedentlich waren schon sogenannte polychromntische Nachweisreagentien 
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vorgeschlagen worden, die durch Zusatz von Collidin”, Q, Cyclohexylamin” oder 
ahnlichen Substanzen zu einer Ninhydrinlijsung teilweise sehr unterschiedliche Farb- 
nuancen fur einige ArninosHuren ergeben. Zugabe von Metallsalzen, vorzugsweise 
Cu2-+ (z,B. Methode van MOFFAT UND LYTLI?‘) liess eine noch weitergehende Differen- 
zierung zu. Threonin unterscheidet sic11 dabei allerdings meist zu wenig von den be- 
nachbart auftretenden Substanzen, urn auf Grund der Farbung eine sichere Identifi- 
zierung zu erlauben. 

Vor einiger Zeit hatten wir beobachtet, dass durch Nachbehandeln der nin- 
hydringefarbten (mit einem Collidin enthaltendem Reagens7) Chromatogramme mit 
athanolischer KOW einige Aminosguren charakteristische, z.T. leuchtende Fluores- 
zenzen ergaben 8. Unter bestimmten Bedingungen zeigt jedoch such Threonin eine 
eigentiimliche Fluoreszenz, deren Auftreten durch entsprechende Massnahmen zu 
einer verlasslichen, spezifischen und emplindlichen Nachweisreaktion gestaltet werden 
kann. 

Verwendet wurden nI--Threonin der Firma Merck, vermutlich nicht &lo-frei, 
Ia-Threonin allo-frei der Firma Fluka und DL-nZZo-Threonin der Firma Schuchardt. 
Die anderen Prgparate von Aminosauren, Aminosaure-Derivaten und Peptiden 
stammten von clen genannten Firmen, bzw. au& von den Firmen Serva und Cal- 
biochem. 

Ftir die Dtinnschichtchromatographie dienten Cellulose-Fertigplatten cler 
Firma Merck 20 x 20 cm ohne Fluoreszenz-Zusatz. 

Zur Anfarbung der Dtinnschicht-Chromatogramme, sowie such von Papier- 
Hochspannungselektropherogrammen, bentitzten wir ein von CLOTTEN UND CLOTTEN 
empfohlenes Reagens7, eine 0.4%ige L&sung von Ninhydrin in Propanol-z, die 
5 Vol. y0 2,4,6-Collidin enthtilt (p.a. Reagentien der Firma Merck). Ftir einige Ver- 
suche wurde au& der Collidinzusatz fortgelassen. D,as Nachspriihen mit L (YO athano- 
lischer KOH erfolgte etwa 24 Std. (oder spater) nach der Ninhydrin-F&bung. Die 
Fluoreszenzen wurden mit einer Universal-UV-Lampe der Firma Camag bei 350 nm 
beobachtet . 

Zur Einstellung ciner gewtinschten relativen Luftfeuchtigkeit wurden kleine 
Glaswannen oder Porzellanschalen mit verschiedenen Glycerin-Wassermischungen 
in Entwicklungskammern, bzw. Exsiccatoren gestellt, die Dtinnschichtplatten nach 
Chromatographie und WegtIocknung des Fliessmittels ‘eingebracht und nur jeweils 
zum Bespriihen, ‘bzw. zur Beobachtung herausgenommen. Verwendet wurde wasser- 
freies Glycerin &Y&J der Firma Apoka (von einer Bestimmung des geringen Rest- 
wassergehaltes wurde abgesehen) . 

ORGEUNISSE UND DIS#USSION 

Werden Chromatogramme (Cellulose DC-Platten oder Papierchromatogramme 
bzw. Elektropherogramme) nach der F&-bung mit einem collidin&ltigen Ninhydrin- 
Reagens mit ~thanolischer KOH (am besten mehrmals) tiberspriiht, so zeigt Threonin 
wie such allo-Threonin mehrere Stunden, bzw. erst am nachsten Tag, eine charakte- 
ristischc und spezifische rosarote bis krgftig rote Fluoreszenz, vorausgesctzt, dass die 
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relative Luftfeuchtigkeit gcniigend hoch ist (etwa ah 45-50 O/o; eine genaue Grenze 
l&st sich nicht angeben). Diese Fluoreszenz zeigt sich allgemein umso eher, je’ hdher 
der Luftfeuchtigkeitsgehalt ist. Bei der &lo-Verbindung scheint diese hbh%ngigkeit 
aber weniger ausgepragt zu sein, so tritt die Fluoreszenz von &lo-Threonin bei holleren 
Feuchtigkeitswerten meist erst sp&ter voll in Erscheinung, Anders verh%lt es sich 
bei mgssiger Feuchtigkeit (etwa unter 50 (go>, ja die Grenze, bis zu der die Fluoreszenz 
noch zu sehen ist, liegt fur die all@-Verbindung uherhaupt etwas tiefer. 

Urn such bei trockeneren Bedingungen clie Threonine nachweisen zu kijnnen, 
stellten wir die PI&ten in n-tit verschiedenen Glycerin-Wasser-Mischungen be- 
schickte I~amn~crn. Gtinstig zeigte sich hierbei ein Glycerin- Gehalt -van etwa 70-75 
Vol. % - wir arbeiteten daun zumeist mit 72 Vol. (% ( k: 76 Gew. %) Glycerin (theo- 
retisch etwa ‘54 y0 rcl. LuftE. (Lit. g), in Wirklichkcit &was hoher wegen geringer 
WasserhSltigkeit des Reinglycerins).. 1 

Eine gewisse Abkangigkeit von den Feuchtigkeitsverhaltnissen im Laborraum 
15sst sic11 auf diesc Art freilich nicht vermeiden (&fnen der Xammern, Herausnehmen 
der Platten zum Besprtihen und zur Beobachtung), wodurch es besonders bei grossen 
Fcuchtigkeitsunterschieden zwischen Aussenluft und Rammer beztiglich des huf- 
tretens uncl der Intensit%t der Fluoreszenzen docll zu gewissen Differenzen kommt; 
dennoch entsprach unsere Versuchsanordnung zum.eist vijllig und die Verwendung 
einer &was aufwendigeren Apparatur, wie beispielsweise von WXLLINGTON~” ange- 
geben, war nicht erforderlich. 

Ein zweiter wesentlicher Faktor fur das Zustandekommen der Threonin- 
Fluoreszenz ist Lichteinwirkung (am besten helles, diffuses Tageslicht) auf die nin- 
hydringefgrbten Chromatogramme sowohl vor, wie au& nach der Behandlung mit 
Bthanolischer KOH. Hierbei scheinen Licht- und Feuchtigkeitswirkung einander 
teilweise ersetzen zu kannen. 

Weitgehender Lichtausschluss verhindert aber selbst bei Einstellen der Platten 
in Kammern mit 72 “/;1 Glycerin das Auftreten der roten Fluoreszenz vollstgndig, 
wghrend die tibrigen bereits frtiher? erwahnten Fluoreszenzen such unter diesen Be- 
dingungen zumeist vijllig normal in Erscheinung treten. 

Wurden die Platten entweder nur vor oder nuI n.ach der KOH-Einwirkung im 
Dunkeln belassen (stets tiber 72 Y. Glycerin), so war die Threonin-Fluoreszenz zwar 
deutlich schw&cher, aber doch noch zu sehen. 

Eine zweite recht charakteristische Nachweismijglichkeit fur Threonin ergibt 
sich daraus, dass nach einem Erhitzen (etwa 20 Min auf cn. 80”) der Ninhydrin-ge- 
ftirloten Platten und sofort nach dem Abktihlen erfolgenden Besprtihen mit T. %ig 
tithanolischer KOH eine hellgrtine (bis schmutzig blaulich-griine, manchmal such 
gelbgrtine) Fluoreszenz auftritt, die allerdings nur kurze Zeit (oft nur 10-20 Min 
oder ktirzer) sichtbar bleibt. Schliesslich macht sie nach einer gewissen ubergangs- 
zcit -die entsprcchenden Bedingungen vorausgesetzt - der oben erw$hnten roten 
Fluoreszenz Platz. 

Mitunter ist diese grtinliche Fluoreszenz such ohne Erhitzen gleich nach dem 
Besprtihen mit ~~thanolischer KOH erkennbar, jedoch nur bei relativ geringer Luft- 
feuchtigkeit und such dann zumeist nur schmutzig-grtinlich, jedenfalls stets weniger 
ausgepragt als bei erhitzten Platten. 

In gewisser Weise &hnlich dem Threonin verhalt sic11 bei dieser Reaktion 
Serin, doch ist dessen Fluoreszenz gegentiber der des Threonins dunkler und schmut- 
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ziger-grtin und verschwindct meist noch &was rascher, sodass cinc Unterscheidung -- 
aumindest nach einigen Minuten -1eicht mijglich ist. Homoserin gibt dagegen t&r- 
haupt keine Fluoreszenz. 

Bemerkenswert ist aber, dass das Fluoreszenzverhalten von nMo-Tl Ireon in 
bei dieser Reaktion schon mehr dem Serin als dem Threonin ahnelt, besonders bei 
massiger bis mittlerer Luftfeuchtigkeit. Bei haherer Feuchtigkeit wird &lo-Threonin 
dem Threonin ahnlicher und die Unterschiede werden undeutlicher oder verschwinden 
vijllig (z.B. meist bei Platten iiber 72 OX-, Glycerin). Bei Platten, die sich frei im Labo- 
ratorium - bei nicht allzu holler Raumfeuchtigkeit (etwa bis Go %) - oder tiber 
konzentrierteren Glycerinl%xmgen befanden, ist jedoch mit dieser Reaktion eine 
gute Unterscheidung zwischen Threonin und allo-Threonin mijglich. Gemische der 
beiden lassen sich dabei nattirlich nicht aufschltisseln.. 

Scliwieriger wird such der Nachweis in Gegenwart anderer Aminos&..rren 
(Ahnlichkeit von Threonin mit der &lo-Verbindung oder Scrin, wenn diese allein 
vorliegen) . 

Auf Papier ist diese vortibergehende GrtMluoreszena von Threonin zumeist 
undeutlicher (mehr schmutzig blau-grtin). Da &lo-Thrconin und Serin dann meist 
schon fast gar keine Fluoreszenz zeigen, ist jedoch such bier eine gewisse Unter- 
scheidungsmijglichkeit gegeben. 

Eine gewisse Ahnlichkeit besteht zwischen der grtinen Threonin-Fluoreszenz 
und der hellgriinen (abcr bestandigen) von Phenylalanine sowie mit der vorerst gelb- 
grtinen (spgter in Blau tibergehenden) cles Arginin 8* 11, doch sind Verwccbslungen 
schon wegen dcr fast stets verschiedenen Positionen auf den Chromatogrammen 
kaum zu befiirchten. 

Die Anwesenheit von Collidin in der NinhydrinlCisung ist ftir das Auftreten 
der grtinen Threonin-Fluoreszenz notwendig; bci Verwendung des collidinfreien 
Reagens ist sic nicht zu beobachten. 

Der Einfluss von anderen polychromatisch wirlcenden Zus%tzen auf diese 
Reaktion wie such auf die Ausbildung der roten Eluoreszenz muss noch untersucht 
werden ; interessantcrweise versagt nach Anwendung eines Dicyclohexylamin- 
haltigen Fliessmittels von ARX YJND NEEER I2 diese Reaktion und such die Rot- 
Auoreszenz kann selten (gut) beobxbtet werden. 

Vorteilbaft ist, dass das spatere Auftreten der roten Fluoreszenz durch das 
Erhitzen vor dcm Besprtihen mit Alkali begtinstigt wird. Sie tritt zumeist etwas 
rascher ein, und zeigt sich oft such noch in Fallen, wenn Feuchtigkeit, bzw. Licht- 
zufuhr schon etwas zu niedrig liegen. 

So war einmal auf einer tiber 72 y0 Glycerin unter weitgehendem Lichtaus- 
scl~Iuss aufbewahrten Platte die rijtliche Threonin-Pluoreszenz (wit zuvor die grtine, 
die nicht lichtabh3ngig sein dtirfte) zwar schwach, aber noch deutlich wahrnel~mbar. 

l3ei ausgesprochen ungtinstigcn Bedingungen ist aber such bei erhitzten 
Platten die rote Threonin-Fluorcszenz nicht zu sehen. .- , 

Unter optimalen Verhaltnissen (Feuchtigkeit, Lichtzufuhr, collidinh;iltiges 
Ninhydrinreagens, Erhitzen vor der KOH-Behandlung) stellt das Auftreten dieser 
roten Fluoreszenz tine rccht empfindliche Nachweisreaktion ftir Threonin, baw. allo- 

Threonin dar. 0.1 pg- mituntcr sogar noch J3ruchteile~davon -1assen sic11 noch recht 
gut auf Dtinnschichtplatten erkcnnen. 

Bei hdheren Konzentrationen - unter etwas ungtinstigeren Bcdingungen oft 
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au& im Normalbereich (1-2 pg) - fluuorcszicrt oft nur der Rand des Flecks und das 
Innere bildet einen dunklen, nicht fluoreszierenden Kern, was aber die Erkennbarkeit 
keincswegs becintr&chtigt. Auch in Gegenwart nicht’ allzu grosser Mengen anderer, 
an derselben Stelle befindlicher AminosWren wird die Nachweisbarkeit von Threonin 
nicht wesentlicli eingeschr%nlct . 

So konnte etwa in Anwesenheit der doppelten Menge von Glutamins%ure--die 
in vielen Butanol und Essigs5ure enthaltenden Fliessmitteln weitgehend an der- 
selben Stelle auftritt -Threonin leicht in Form eines leuchtend hellrot fluoreszierenden 
Ringes erkannt werden, w2hrend das Innere des betreffenden Fleckes dunkelblau 
(GlutaminsKure !) fluoresziertes. 

Demgegentiber ist zwar die griine Fluoreszenz weit *weniger empfindlich 
(Grenze meist bei 0.5-r /Ag) und such vie1 st6rungsanfHliger bei Anwesenheit anderer 
AminosWren an derselben Stelle, aber doch recht charakteristisch. 

Flir die bescllriebene Wachweisreaktion ist offenbar das Vorliegen der freien 
01-I-Gruppe am Threonin Voraussetzung. So weisen 0-Methyl-threonin. und Threonin- 
phosphor&i,ure weder die grtine, noch die rote Fluoreszenz auf. 

Auch die untersuchten Threonin-h8ltigen Peptide zcigten diese Pluoreszenz 
nicht (vgl. Tabelle I). Die blaugrline Fluoreszenz von Methionylthreonin dtirfte eher 
auf die Anwesenheit des Methionylrestes im Peptid zurtickzufiihren sein, denn L- 

Methionyl-L:leucin verh2ilt sich analog. 
Das sic11 von Threonin durch Decarboxylierung ableitende Amin, das ISG- 

propanolamin II-Amino+ propanol) zeigte zwar selbstverst%ndlich positive Nin- 

BLUORESZENZTCN VON TI-IREONIN UND EINIGEN DBRIVATEN NACI.1 ANPjiRBUNG MIT COLLIDIN- 

I-IXLTIGER NINIIYDRINL~SUNG UND NAcJIBEJIANDLuNG MIT XTI-IAN~LISCHER ICOH 

Tlirconin 

allo-Thrconin 

O-i\iTctllyl-tl~rcorlin 
ThrconiIl-phosphors!lurc 
I.-hlanyl-L-tllrconin 

L-Isolcucyl-t-thrconin 

L-VLLIyI-I.-thrconin 

L-Mcthionyl-L-thrconin 
I-Alnino-a-propan 

(a) hcllrot 

(b) hellgrt\n 

(s) hcllrot 
(b) dunlclcr sclimutziggrlln 

lccinc Fluorcszcnz 
lccinc Fluorcszona 
schmutzig blaugrau, 
mituntcr gclbgd’ln 
Ans!t.tzc zu violcttcr 
I~luorcszcnz 
AnsBtzc zu violcttcr 
~i~llOrOSiZOJIZ 

blaugriln 
lccine Fluorcszonz 

Gcnt\gcncle Feuchtiglccit, Lichtcinwirlcung, 
Nachweisgronzc etwa o. I pg. 

Bci .Erhitzcn vor I~OI-I-Einwirltung; sonst 
feuclrtiglrcits- uncl liclrtunabhtingi~, unbestdnclig, 
geht (untcr cntsprcchcnclcn Beclingungcn) Clbcr 
in (a) ; Nachwcisgrcnzc 0.5-x keg. 

Ucclingungcn im wcscntlichcn wie ftk Thrconin. 
I3ci 13diitzcn vor KOI-I-Einwirltung ; bci htihcror 
Fcuclitiglccit wie Thrconin, sonst allcs wio 
bci ‘J’hrconin, 

Mdst nur’xn Rancl dcs I%xk3 zu schcn. 

Moist nur :~ni Rand clcs l?lcclts zu schcn. 
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hyclrinreaktion, interessanterweise aber keinerlei Fluoreszcnz, im Gegensatz zu 
,+Phenylathylamin, das die hellgriine Phenylalanin-FluoreszenzR ebenso gibt13, 

Da somit alle bisher untersuchten Threoninderivate die beschriebenen Fluores- 
zenzerscheinungen nicht aufwiesen, mtissen diese als nur fiir freies Threonin charakte- 
ristisch betrachtet werden. &lo-Threonin zeigt dasselbe Verhalten mit gewissen 
Unterschieden, die besonders in Bezug auf die vorubergehend auftretende grtine 
Fluoreszenz erheblich sind und eine Wnterscl~eidungsm6glicl~kcit zulassen. 

ZUSAMMENFASSUNG 

Werden Chromatogramme (Cellulose DC-Platten, oder Papier-Chromato- 
gramme, bzw. Elektropherogramme) nach der hnfarbung mit einem Collidin-hgltigen 
Ninhydrin-Reagens mit I ‘+&iger athanolischer KOI-I iibersprtiht, so zeigt Threonin, 
sowie allo-Threonin nach mehreren Stunden, bzw. am nachsten Tag, eine rosa bis 
hellrote Fluoreszenz unter der Voraussetzung, class die relative Luftfeuchtigkeit 
geniigend hoch ist und such ausreichend (Tages-) Licht auf die Chromatogramme 
gelangt. Gtinstig ist es, die Dtinnschichtplatten in ein Gef%ss einzustellen, das mit 
72 vol. %igem Glycerin beschickt wurde. 

Werden die Ninhydrin-gefarbten Chromatogramme unmittelbar vor der Be- 
handlung mit +i,thanolischer KOEI etwa 20 Min auf ccc. So” erhitzt, so zeigt Threonin 
vorlibergehend eine hellgrtine, allo-Threonin und Serin dagegen mehr eine dunkler 
und schmutzig gtine Fluoreszenz. Bei hiiherer Luftfeuchtigkeit wird der Unterschied 
von nllo-Threonin gegenuber Threonin geringer, das Verhalten von Serin gndert sick 
nicht. Die sp3tcre Ausbildung der roten Eluoreszenz der Threonine wird durch das 
Erhitzen vor der KOI-I-Behandlung begunstigt. Die Anwesenheit von Collidin im 
Ninhydrin-Reagens ist fur das Zustandekommen der roten Fluoreszenz vorteilhaft, 
ftir das Auftreten der vortibergehenden grfinen sogar notwendig. 
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