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1952 ver6ffentlichten Rydon und Smithl-eine Methode fir den Nachweis von 
Peptiden und ghnlichen Verbindungen in der Papierchromatographie. Bei dieser 
M&ode werden die getrockneten Chromatogramme einer Chloratmosphtie aus- 
gesetzt und nach der Entfemung des iiberschiissigen Chlors im Luftstrom mit einer 
Jodkzdist2rkeliisung bespriiht. Durch die Chiorierung entstandene Chloraminderivate_ 
setzen Jod frei, das in blauschwarzen Flecken auf hellbiauen Untergrund sichtbar 
w&d. 

Reindel und Hopps modifizierten diese Methode. Sie chlorierten die Papier- 
streifen nicht im trockenen Zustand, sondem nach Befeuchten r&t einer Mischung 
von w&&gem Alkohol und A&ton. Der blaue Farbstoff entstand dann durch Baden 
der Streifen in einer essigsauren u-Tohdin oder Beuzidi&%mg unter Zusatz von 
Kaliumjodid. Dabei gehngt es den Blindwert des Papiers weitgehend auszuschalten. 
Greig und Leaback ersetzten gasf6rmiges Chlor durch eine 10-14%ige Natrium- 
hypochiorithjsun,, = weiche auf das Papier aufgespr-jht wurde. Die Entwickhmg er- 
folgte ebenfalis mit o-Tolidin-Kaliumjodid. 

Weber und Langemann~ beschrieben Fsrbungen von PhenoIen mit Hilfe der 
“ChIoruT~lidin Reaktion” wobei andere PhenoEReagenzien, wie Folin-Ciocalteu, 
Ferrichlorid usw. an Empfindhchkeit iihertroffen wurden. Alle diese beschriebenen 
Methoden sind jedoch schwierig zu standardisieren und die F&ken sind nicht stab% 
Schwgchere Flecken verblassen rasch und kijnnen nach wenigen Minuten bereits ver- 
schwunden sein. Auch ist der Gebrauch von Beuzidin und semen Derivaten ihrer 
Cancerogenitit wegen nicht unbedenklich. Die neue TDM Variante beruht auf der 
Beobachtun$, dass 4,4’-Tetramethyldiamino-diphenyImethan (im folgenden als TDM 
bezeichnet) mit N-Chlorverbindungen in Lijsung einen biauen Farbstoff bildet. Diese 
Reaktion wurde nun f-r den Nachweis von N-Verbindungen in der Chromatographie 
verwertet. In der vorhegenden A&&t wird die Anwendung- fiir die Diinnschicht- 
cbromatographie beschrieben. 

MATJSHUEN -UND METHODEN 

R2izgemien 

Verwendet burden: Nat&rmhypochloriti&ung, Handelsprodukt en&a&end. 
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L3-14% aktives Chlor, 4,4’-Tetramethyldiamino-diphenyhnethan puriss. (Fluka, 
Buchs, Schweiz; Art. 87800), Ninhydrin puriss. (Flu& Art. 72490) und Kaliumjodid 

~puriss. p.a. (Fluka, Art. 60400). 

-F?ir die DGnnschichtchromatographie wurden folgende TrZgermaterialien ver- 
wendet: Ttigerplatten S& Silica 60 (Antec, Art. 252.792) DC-Fettigplatten Kiesel- 
gel $I F= (Merck, Art. 5729) DC-Fertigplatten Cellulose F (Merck, Art. 5718) und 
selbstbcschichtete Aluminiumoxidplatten (45 g Aluminiumoxid DO der Fa. Camag, 
135 ml Wasser und 3.5 g Gips, Schichtdicke 0.3 mm). Die Entwickhmg erfolgtc bei 
einer Laufstrecke van 15 cm in Desaga-Kammern bei Kammers&tigung. 

TDWRecgens 
Spriihlijsung A: Natrium-hypochloritltisung (Handelsprodukt enthaltend 

13-14 % aktives Chlor auf sechsfaches Volumen verdiinnen, im Kiihlschrank haltbar). 
Spriihliisung B : Gesamtmengen von Lijsung C und D mischen, 1.5 ml von 

Lesung E dazugeben (im Dunkeln bei Raumtemperatur mindestens 1 Monat haltbar). 
Losung C: 2.5 g 4,4’-Tetramethyldiamino-diphenyhnethan in 10 ml Eisessig l&en 
(lSst sich nut griinlicher Farbe) dann nut 50 ml Wasser verdiinnen (falls sich Nieder- 
s&lag bildet: filtrieren). Liisung D: 5 g Kaliumjodid in 100 ml Wasser l&en. LSsung 
E: 0.3 g Ninhydrin in 90 ml Wasser l&en und 10 ml Eisessig zugeben. 

Meihode 
(1) Die Dunnschichtplatte nach der Chromatographie durch 15-Min Auf- 

TABELLE I 

QUANTITATIVJ% NACHWEJSGRENZE VON 12 PEPTIDEN 
Vergkich von TDM und Rw (Reindel-Hoppe, Chlor-u-ToEdin-Verfahren nach Chlorierung durch 
Sp&+hen mit Natriumhypochloritliung) in pg pro Fleck aus Chromatogrammen auf Kicselgel. 
Liisungsmittelsysteme: n-Butanol-E!ssigsUre-Wasser (67:10:23) und n-Butanoi-Pyridin-Essigs&re 
Wass (38 :24:8 :30). Die angegebenen Zahlen bezeichnen die minimale Menge Substanz, mit der ein 
noch sichtbarer Fleck txzeugt wird. 

Peptfde Nachweisgrenze 
C-gl 

Z-Tr&eu-OH 
Z-Gin-Trp-Leu-OH 
Z-Val-Gln-Trp-Leu-OH 
H-Trp-J&x-OK 
Z-Arg-V&G&Trp-Leu-OH 
H-Gin-Trp-Leu-OH 
H-Val-Gln-Trp-Leu-OH 
Z-~-V~~lu~OC(~,h~T~~~ 
Z-Tip-Leu-QfX, 
Z-Gin-Trp-Leu-OCH, 
H-M&-C&I-AI@U-G~I+T~~-Leu- 

Arg-Lys-Lys-Lys-Ghl-Leu-val- 
Arg-His-Asn-Phe-oH 

Z-V&G~I-T~~-L~U-QCH, 

o.gs 0.08 
0.05 0.05 
0.02 0.05 
0.05 0.05 
0.05 0.05 
0.05 0.10 
0.06 0.06 

-OH 0.05 0.10 
0.05 0.10 
0.05 0.10 

0.05 0.08 
0.05 OS0 
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bewahren im Trockenschrank bei 100” trocknen (wurden pyridinhahige Ltisungs- 
mittel verwendet, sob noch zus&.z.hch etwa 30 Min mit dem warmen F&n abgeblasen 
werden). Die trockenen Platten mit Spr&&ung A bespriihen bis sic feucht, aber 
mcht nass sind. 

(2) Kieselgelplatten 10 Miu im warren Luftstrom trocknen. Cellulose- und 
Aloxplatten 45 Mm mit warmem FGhn oder 5 Min bei 100” trocknen. Dann werden 
die PI&ten mit SpriihlGsung B leicht besprtiht. Es entstehen grtine Flecken, deren 
Farbe langsam von bfaugriin nach blauschwarz wechselt. Dieser Vorgang kann 
durch Heizen mit dem F6hn oder durch Bestrahien unter der UV-Lampe (350 nrn) 
-bescbleuuigt werden. Die Flecken siuci mehrere S%&den stabii (unter Sauerstoff und 
Lichtausschluss mehrere Tage). 

Die beschriebene Reaktion kann such auf Platten ausgefihrt werden, die 

T-BELLE II 

QUANTITATIVE NACJFIWEISGRENZE VON 30 AMINOSAUREN 

Vcrg!eich von TDM, RH? (ReindeI-Hoppe, Chlorierung durch Spaen mit Natriumbypochlorit- 
@sung) und NC? (Ninhydxin-Collidin-Reagens) in pg pro Fleck aus Chromatogrammen auf 
Kiezelgel. Li%mgsmittelsystem: n-ButanoI-Pyridin-Essi&ure-Wasser (38:24:8:30). 

Aminosiure Nuchweisgrenze (pg) 

TDM RH NC 

fZmbw 
bei NC 

‘&%llh 1.0 1.0 
a-Amino-n-burtetiure 8.0 10 
cc-Amino-isobuttetiure 8.0 IO 
e-Amino-ncaprons&lre 0.05 0.1 
Arginin 0.5 0.5 
Asp=+ 0.05 0.5 
Aspalaginsi%r& 1.0 1.0 
Citrullin 0.05 1.0 
Cysteinszure 0.1 0.1 
a,a-IXaminopimelinsFmre 1.0 1.5 @au) 
Dijod*osirt 1.0 1.0 
Glutamin 0.1 0.1 
GlU-llIt 0.5 1.0 
Hi&i& 0.1 0.1 
Isoleucic 8.0 10 
Leucin 10 10 
Lysin 0.05 0.05 
Methioti 0.1 0.1 
Nmalin 8.0 10 
orni~hin 0.05 0.05 
Pbenylalanin 0.08 0.1 (gel’o) 
ProlixI 0.1 0.2 
SarkoSin 0.1 0.1 
Serin 1.0 1 .O (gelb) 
Tam-in 0.05 0.1 
ThreQnin 0.5 0.1 
lll~OX& 0.05 0.1 
Tryptophan 0.1 0.1 ~%raun) 
Tyrosin 2.0 5.0 
Vaxn 8.0 10 

0.05 m 
0.05 violett 
0.05 viofett 
1.0 violett 
0.2 violett 
2.0 gelb 
0.05 m 
0.1 violett 
0.05 violett 
2.0 vioXett 
5.0 ViOl&t 

0.5 viotett 

0.05 violett 

0.3 grau 

0.1 violett 
0.5 viofett 
0.5 violert 
0.5 violett 
0.05 violett 
0.2 violett 
0_2 violett 
0.5 gelb 
0.1 grau 
0.2 viotett 
0.2 violett 
0.5 violett 
20 bnun 
0.5 ViOlfS 

0.5 braun 
0.05 ViOlet: 



NOTES_ 

bereits tit dem Ninhydrin-, Pauly-Diazo- oder AmmoniumperchIorat-Reagens 
mit Joddampf behandelt worden sind. 
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oder 

ERGEBNISSE UND DISKUSSLON 

Das TDM-Reagens iBsst sich fiberall dort verwenden, wo friiher o-Tolidin 
zum Einsatz kam. Verbindungen, die mindestens ein durch Chlor substituierbares 
Wasserstoffatom am Stickstoff besitzen, Zassen sich gut nachweisen. Dazu gehiiren 
Amine, Amide, Peptide (Tabelte I), AminosZuren (TabelIe II) usw. Hinweise iiber 
den Nachweis von Phenolen k&men der Tabelle III entnommen werden. Die Vorteile 
des TDM-Reagens sind: hohe Empfindlichkeit, hohe Unspezifitit und #onstanz 
der Flecken. Die Empfindlichkeit ist durchwegz gleich (in wenigen ?Xlen sogar noch 

ehvas besser) als beim o-Tolidinverfahren: Die minimalen noch nachweisbaren 
Mengen sind bei beiden Verfahren gleich (siehe Tabelle I und II) und die Farbintensi- 
tgiten der Flecke von grisseren Subs* _anzmengen sind ebenfalls vergleichbar. 

Das TDM-Reagens ist anwendbar auf verschiedenen Arten van T+ger- 
schichten: Kieselgel, Aluminiumoxid- und CeJluloseschichten wurden gepriift. Bei 
den beiden ktzten muss lediglich die Trocknung nach der Chlorierung moditiiert 

werden (siehe Methoden). 
Bei der Chromatographie von geschiitzten Peptiden werden die Platten 

(Kieselgel und Aluminiumoxid) am besten nach der Entwicklung mit konz. SalzsHure 
bespriiht und erhifzt (20 Min bei IlOo). Dadurch werden die Peptidderivate frei 
gemacht und teilweise gespalten, was die Empiindlichkeit fiir solche Verbindungen 
stark erhiiht. 

Das TDM-Reagens ist einfach in der Mandhabung. Es wird im Chromato- 
graphielabor der Pharma-Forschung seit drei Iahren routinemiissig verwendet und 
hat sich bei einer grossen Zahl VOQ Verbindungen sehr gut bewghrt. Es ergibt Farb- 
flecken, die iiber llngere Zeit haltbar sind und sich mittels Kontaktkopien oder 
Polaroidfotos gut dokumentieren lassen. 

TABELLE III 

FARBREAKTlON VON PHENOLEN UND VERWANDTEN VERBINDUNGEN 
VergIeich von TDM und m (Reindel-Hoppe, Chlorierung durch Spri2hen mit Natriumhypochlorit- 
lbsuo~), aus Chromatogmmmen auf Kkelgel. L6sungsmitteJsystem: Chloroform-Methanol (95 5). 

Phenol oder Ebdicbe 
Ver&inahg 

Phenol 
Pentachlorphenol 
2,4,5-Trichlorphenol 
4-tertzButyl-bmnzkatecbin 
pNitropheno1 
N-Hydroxysuccinimid 
N-Hydroxybenztriazol 
8-Oxychinolin 
ChromotropsZure 

- 

Fmbe bei IO ,ug 

TDM 

lila 
blau 
blaugrau 
rot 
graublau 

iZ&WU 

heflbraun 
grau 

RK 

vioIett 
griin 
grauviolett 
orange 
violett 
graugelb 
helibram 
rotbraun 
grau 
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