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1952 versffentlichten Rydon und Smith! eine Methode fiir den Nachweis von
Peptiden und &dhnlichen Verbindungen in der Papierchromatographie. Bei dieser
Methode werden die getrockneten Chromatogramme einer Chloratmosphire aus-
gesetzt und nach der Entfernung des tiberschiissigen Chlors im Luftstrom mit einer
Jodkalistiirkel8sung bespriiht. Durch die Chlorierung entstandene Chloraminderivate
setzen Jod frei, das in blauschwarzen Flecken auf hellblauem Untergrund sichtbar
wird. .

Reindel und Hoppe® modifizierten diese Methode. Sie chlorierten die Papier-
streifen nicht im trockenen Zustand, sondern nach Befeuchien mit einer Mischung
von wissrigem Alkohol und Aceton. Der blaue Farbstoff entstand dann durch Baden
der Streifen in einer essigsauren o-Tolidin oder Benzidinldsung unter Zusatz von
Kaliumjodid. Dabei gelingt es den Blindwert des Papiers weitgehend auszuschalten.
Greig und Leaback® ersetzten gasformiges Chlor durch eine 10-14%ige Natrium-
hypochloritiosung, welche auf das Papier aufgespriht wurde. Dxe Entwicklung er-
folgte ebenfalls mit o-Tolidin—Kaliumjodid.

~ Weber und Langemann® beschrieben Farbungen von Phenolen mit Hilfe der
“Chlor—o-Tolidin Reaktion” wobei andere Phenol-Reagenzien, wie Folin-Cioecalteu,
Ferrichlorid usw. an Empfindlichkeit iibertroffen wurden. Alle diese beschricbenen
Methoden sind jedoch schwierig zu standardisieren und die Flecken sind nicht stabil.
Schwichere Flecken verblassen rasch und konnen nach wenigen Minuten bereits ver-
schwunden sein. Auch ist der Gebrauch von Benzidin und seinen Derivaten ihrer
Cancerogenitit wegen nicht unbedenklich. Die neue TDM Variante beruht auf der
Beobachtung$, dass 4,4’-Tetramethyldiamino-diphenylmethan (im folgenden als TDM
bezeichnet) mit N-Chlorverbindungen in Losung einen blauen Farbstoff bildet. Diese
Reaktion wurde nun fir den Nachweis von N-Verbindungen in der Chromatographie
verwertet. In der vorliegenden Arbeit erd die Anwendung fir die Dunnschxcht—
chromatographie beschricben. .

MATERIALIEN UND METHODEN

Reagenzien .
Ve'wendet wurden Natnumbypochlontlosung, Handelsprodukt enthaltend-
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i3—14% aktives Chlor, 4.4'-Tetramethyldiamino-diphenylmethan puriss. (Fluka,
Buchs, Schweiz; Art. 87800), Ninhydrin puriss. (Fluka, Art. 72490) und Kaliumjodid
‘puriss. p.a. (Fluka, Art. 60400).

Dimnschichtchromatographie

Fur die Danaschichtchromatographie wurden folgende Trigermaterialien ver-
wendet: Trigerplatten SL,s, Silica 60 (Antec, Art. 252.792) DC-Fertigplatten Kiesel-
gel 60 F,se (Merck, Art. 5729) DC-Fertigplatten Cellulose F (Merck, Art. 5718) und
selbstbeschichiete Aluminiumoxidplatten (45 g Aluminiumoxid DO der Fa. Camag,
135 ml Wasser und 3.5 g Gips, Schichtdicke 0.3 mm). Die Entwicklung erfolgte bei
einer Laufstrecke von 15 cm in Desaga-Kammern bei Kammersdttigung.

TDM-Reagens

Spriihlosung A: Natrium-hypochloritlosung (FHandelsprodukt enthaltend
13-14 9/ aktives Chlor auf sechsfaches Volumen verdiinnen, im Kiihlschrank haltbar).

Spriihlosung B: Gesamtmengen von Lésung C und D mischen, 1.5 ml von
Lésung E dazugeben (im Dunkeln bei Raumtemperatur mindestens 1 Monat haltbar).
Lésung C: 2.5 g 4,4'-Tetramethyldiamino-diphenylmethan in 10 ml Eisessig ldsen
(lost sich mit griinlicher Farbe) dann mit 50 ml Wasser verdiinnen (falls sich Nieder-
schlag bildet: filtrieren). L&sung D: 5 g Kaliumjodid in 100 mi Wasser 16sen. Losung
E: (.3 g Ninhydrin in 90 ml Wasser 16sen und 10 ml Eisessig zugeben.

Methode
(1) Die Diinnschichtplatte nach der Chromatographie durch 15-Min Auf-

TABELLE]

QUANTITATIVE NACHWEISGRENZE VON 12 PEPTIDEN

Yergleich von TDM und RH® (Reindel-Hoppe, Chlor—o-Tolidin-Verfahren nach Chlorierung durch
Sprithen mit Natriumhypochloritlésung) in gg pro Fleck aus Chromatogrammen auf Kieselgel.
1 sungsmittelsysteme: n-Butanol-Essigsaure-Wasser (67:10:23) und #-Butano:-Pyridin—Essigsaure
Wasser (38:24:8:30). Die angegebenen Zahlen bezeichnen die minimale Menge Substanz, mit der ein
noch sichtbarer Fleck erzeugt wird.

Peptide Nachweisgrenze

(ug)

TDM RH
Z-Trp-Leu-OH 0.05 0.08
Z-GIn-Trp-Leu-OH 0.05 0.05
Z-Val-Gln-Trp-Leu-OH 0.02 0.05
H-Trp-Leu-OH 0.05 0.05
Z-Arg-Val-Gln-Trp-Leu-OH 0.05 0.05
H-Gln-Trp-Leu-OH 0.05 0.10
H-Val-Gln-Trp-Leu-OH 0.06 0.06
Z-Arg-Val-GluJOC(CH;):}-Trp-Leu-OH  0.05 0.10
Z-Trp-Leu-QCH, 0.05 0.10
Z-GIn-Trp-Leu-OCH; 0.05 0.10

H-Met-Gln-Arg-Val-Gin-Trp-Leu-
Arg-Lys-Lys-Lys-Gin-Leu-Val-
Arg-His-Asn-Phe-OH 0.05 0.08
Z-Val-Gln-Trp-Leu-OCH; 0.05 0.10
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bewahren im Trockenschrank bei 100° trocknen (wurden pyridinhaltige L&sungs-
mittel verwendet, soll noch zusitzlich etwa 30 Min mit dem warmen Féhn abgeblasen
wearden). Die trockenen Platten mit SprithiGsung A besprithen bis sie feucht, aber
nicht nass sind.

(2) Kieselgelplatten 10 Min im warmen Luftstrom trocknen. Cellulose- und
Aloxpiatten 45 Min mit warmem Fohn oder 5 Min bei 100° trocknen. Dann werden
die Platten mit Spriihlosung B leicht bespriiht. Es entstchen grine Flecken, deren
Farbe langsam von blaugriin nach blauschwarz wechselt. Dieser Vorgang kann
durch Heizen mit dem Fohn oder durch Bestrahlen unter der UV-Lampe (350 nm)
beschleunigt werden. Die Flecken sind mehrere Stiinden stabil {unter Sauerstoff und
Lichtausschluss mehrere Tage).

Die beschricbene Reaktion kann auch auf Platien ausgefiihrt werden, die

TABELLE II

QUANTITATIVE NACHWEISGRENZE VON 30 AMINOSAUREN

Vergleich von TDM, RH? (Reindel-Hoppe, Chlorierung durch Sprithen mit Natriumhypochlorit-
1&sung) und NC®* (Ninhydrin—Collidin-Reagens) in pg pro Fleck aus Chromatogrammen auf
Kiesclgel. Losungsmittelsystem: n-Butanol-Pyridin-Essigsdure—Wasser (38:24:8:30).

Aminosdure Nachweisgrenze (ug) Férbung
bei NC
DM RH NC

B-Alanin 10 io 0.05 eriin
a-Amino-n-buttersure 8.0 10 0.05 viclett
a-Amino-isobuttersdure 8.0 10 0.05 violett
e-Amino-ncapronsaure  0.05 0.1 1.0 violett
Arginin 0.5 0.5 0.2 violett
Asparagin 0.05 0.5 20 gelb
Asparaginsaure 1.0 1.0 0.03 gran
Citrullin 0.05 1.0 0.1 violett
Cysteinsdure 0.1 0.1 0.05 viclett
a,c-Daminopimelinsdure 1.0 1.5 (grau) 2.0 violett
Dijodtyrosin 1.0 1.0 590 violett
Glutamin 0.1 0.1 R 0.5 violett
Glutaminsdure 0.5 1.0 0.05 violett
Histidin 0.1 0.1 0.3 grau
Isoleucin 8.0 10 0.1 violett
Leucin 10 10 0.5 violett
Lysin 0.05 0.05 0.5 violett
Methionin 0.1 0.1 0.5 violett
Morvalin 8.0 10 0.05 violett
Ornithin 0.05 0.05 0.2 violett
Phenylalanin 0.08 0.1 (gelb) 02 violett
Prolin 0.1 0.2 0.5 gelb
Sarkosin 0.1 0.1 0.1 grau
Serin 1.0 1.0 (gelb) 0.2 violett
Taurin 9.05 0.1 0.2 violett
Threonin Q.5 0.1 0.5 violeit
Thyroxin 0.05 0.1 2.0 braun
Tryptophan 0.1 0.1 (braun) 0.5 violett
Tyrosin 2.0 5.0 0.5 braun

Valin 8.0 10 0.05 violett
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bereits mit dem Ninhydrin-, Pauly-Diazo- oder Ammoniumperchlorat-Reagens oder
mit Joddampf behandelt worden sind.

ERGEBNISSE UND DISKUSSION

Das TDM-Reagens 1dsst sich iiberall dort verwenden, wo frither o-Tolidin
zum Einsatz kam. Verbindungen, dic mindestens ein durch Chlor substituierbares
Wasserstoffatom am Stickstoff besitzen, lassen sich gut nachweisen. Dazu gehoren
Amine, Amide, Peptide (Tabelle I), Aminosiduren (Tabelle IT) usw. Hinweise iiber
den Nachweis von Phenolen kénnen der Tabelle III entnommen werden. Die Vorteile
des TDM-Reagens sind: hohe Empfindlichkeit, hohe Unspezifitit und Konstanz
der Flecken. Die Empfindlichkeit ist durchwegs gleich (in wenigen Fillen sogar noch
etwas besser) als beim o¢-Tolidinverfahren: Die minimalen noch nachweisbaren
Mengen sind bei beiden Verfahren gleich (siche Tabelle I und I1) und die Farbintensi-
taten der Flecke von grdsseren Substanzmengen sind ebenfalls vergleichbar.

Das TDM-Reagens ist anwendbar auf verschiedenen Arten von Triger-
schichten: Kieselgel, Aluminiumoxid- und Celluloseschichten wurden gepriift. Bei
den beiden letzten muss lediglich die Trocknung nach der Chlorierung modifiziert
werden (siehe Methoden).

Bei der Chromatographie von geschiitzten Peptiden werden die Platten
(Kieselgel und Aluminiumoxid) am besten nach der Eniwicklung mit konz. Salzsdure
bespriiht und erhitzt (20 Min bei 110°). Dadurch werden die Peptidderivate frei
gemacht und teilweise gespalten, was die Empfindlichkeit fiir solche Verbindungen
stark erh&ht.

Das TDM-Reagens ist einfach in der Handhabung. Es wird imm Chromato-
graphielabor der Pharma-Forschung seit drei Jahren routinemissig verwendet und
hat sich bei einer grossen Zahl von Verbindungen sehr gut bewihrt. Es ergibt Farb-
flecken, die iiber lingere Zeit haltbar sind und sich mittels Kontaktkopien oder
Polaroidfotos gut dokumentieren lassen.

TABELLE I
FARBREAKTION VON PHENOLEN UND VERWANDTEN VERBINDUNGEN

Vergleich von TDM und RE® (Reindel-Hoppe, Chlorierung durch Sprihen mit Natriummhypochlorit-
16sung), aus Chromatogrammen auf Kieselgel. Losungsmittelsystem: Chloroform—Methanol (95:5).

Phenol oder dhrliche Farbe bet 10 ug
Verbindung TDM RE
Phenol lila violett
Pentachlorphenol blau grin
2,4,5-Trichlorphkenol blaugrau grauviolett
4-tert -Butyl-brenzkatechin ot orange
p-Nitrophenol graublau violett
N-Hydroxysuccinimid griin graugelb
N-Hydroxybenztriazol hellbraun hellbraun
8-Oxychinolin hellbraun rotbraun

Chromotropsiure grau grau
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