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DIE FARBENREAKTIONEK VON AMINOSÄUREN 
MIT DIPI-lENYLAMIN 

I. EINE NEn: FARBENREAKTJON VON ELWEIS" MIT DIPHENYLAMIN 

!V[ASARU FUNATSU 

Diphenylamin erzeugt, wie bekannt, durch die Verschmelzung 
mit der Oxalsäure sowie deren Salze einen Farbstoff, Diphenyl­
aminblau (Anilinblaul (1). und ebenso leicht durch die Oxydation 
mit Salpetersäure eineu anderen blauen Farbstoff. eine Chinoid­
form von N-N'·Diphenylbenzidin 12). Diese Farbenreaktionen ver­
wendet man in deli geeigneten Läsüngsmitteln als empfindliche 
qualitative Real<;tionen, 

Ich fand, dass Eiweiss auch in sirupöser Phosphorsäure mit 
Diphenylamin hauptsächlich einen Blaufarbstoff bildet. Wenn 
man nämiich das Eiweiss in sirupöser Phosphorsäure mit Diphenyl­
amin verschmiltzt und nach dem Abkühlen Alkohol tropfenweise 
dazu fügt, so tritt intensive Blaufärbung auf. Cystin oder Cystein 
sowie Serin reagieren in ganz gleicher Weise mit Diphenylamin 
und liefern Blaufarbe. Daraus kann man schliessen, dass diese 
Farbenreaktion keinesfalls auf einer Bindungskette in Eiweiss 
beruht, sondern auf irgendwelcher Aminosäure des Eiweisses, 
welche durch Erhitzen mit Phosphorsäure frei gelegt wurde. 
Und eben Blaufärbung dabei ist hauptsächlich auf Cystin, Cystein 
sowie Serin zurückzuführen. 

Der Farbstoff, den Eiweiss oder Cystin sowie Serin erzeugt, 
unterscheidet sich von Anilinblau durch verschiedene chemische, 
Eigenschaften. Fügt man bei der Anilinblaubildung Wasser zu 
dem Reaktionsgemisch, so fällt das überschüssige Diphenylamin 
aus, das durch Adsorptio;' des Farbstoffes hellblau gefärbt bleibt, 
während bei der Farbenreaktion von Eiweiss oder Cystin dadurch 
die Blaufärbung vollständig- verblasst und Diphenylaminnieder-
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schlag nur gelb gefärbt wird. Aus diesen wässerigen Lösungen 
sind heide Farbstoffe mit Aethrr ausschüttelbar. indem sie sich 
mit violetter Farbe bei Anilinblau und gelber ' Farbe beim Ei'weiss 
oder Cystin lösen. Durch Chromatographie lässt sie sich in 
ätherischen Lösungen voneinander scheiden. 

Diese Farbstoffe haben auch ve rschiedene Stabilität gegen 
Temperatur. Nämlich "Thitzt man bei der Anilinblau- sowie 
Diphenylbenzidinbildung das Reaktionsgemisch vollständig bis zur 
dunkelroten Farbe unter Zusatz von Sn CI" . so tritt nicht mehr 
Blaufärbung auf, sondern nur Gelbbraunfärbung durch die Zerset· 
zungsprodukte. Jedoch bei der Farbstoffbildung des Eiweisses 
sowie Cystins tritt unter denselben Bedingungen immer die inten­
sivste Färbung auf. 

üxydationsmittel, wi,; Salpetersäure, reagieren in-Phosphorsäure 
mit Diphenylamin schon in der Kälte und bilden blauen Farbstoff ; 
durch Erhi tzung jedoch liefern sie gelbe Zersetzungsprodukte und 
werden nicht mehr blau , daher kann man sie leicht unterscheiden. 

AUSFÜHI<UNQ 

In ein Mikroreagenzglass bringt man 2- 3 mg. oder 0.1-0.2 cem 
der lU untersuchenden Eiweissprobe mit 0.5- 1 ccm sirupöser Phos­
phorsäure und verschmilzt mit wenigem Di pIJ enylamin unter Zusatz 
von e iner kleinen Menge SnCI, auf kleiner offener Flamme bis 
zur roten oder dunkelroten Fa rbe (1- 2 Min.), Fügt man der erkal­
leten Masse absoluten Alkohol t ropft-nweise hinzu, so tritt haupt­
sächlich eine l:lIau· oder Blallgrünfii rbung auf. Es zeigt die An­
wesenheit von Eiweiss. Bei solchem I~ iwe i;;s , dessen Trypto­
phangehalt in einem ;:ewissen Crack mehr al s C:yslm und 3erin 
ist , tri tt ciiw l~otvioletl- oder RuLiäl bUlig. auf. Eine Blindprobe 
bleibt unter denseIt",,, Bedingungen farblos . 

Snel, wirkt dabei hcnl1llend auf die Enl stdnmg der Humin­
substanzen, aber in Anwesenhei t \(011 überschüssiger Stärke, 
Zucker, Oe! oder Fetl wird die Farbtönullg durch dit' Hurninstoffe 
immer dunkler. 

Diese Farbenreaktion seh"int r· il1 e Uehyririerul1gsreaktion zu 
sein, daher muss mall das Was:;er möglichsl vermeiden. Es 
bedeutet natürlich nicht, dass die An wesenheit des Wassers diese 
Reaktion gänzlich vernichtet. sondern dass es in u stcn Reaktions· 
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stufen hemmend wirkt u[1<1 die Farbstoffbildung später auftritt. 
Eindampfen des Wassers durch die lori setzende Erhitzung beschleu­
nigt die Farbstoffbildung. Auf diese Weise kann man' verdünnte, 
bis zu ungefähr 50 prozentige, Phosphorsäure noch venvenden. 

Absoluter Alkohol ist arn beslen, "lwr statt dessen sind auch 
Methylalkohol und Azeton verwendbar. Andere organische Lö­
sungsmittel sind ungeeignet. Man bmch/i' jedoch, dass der Zusatz 
von überschüssigem Alkohol die einmal "ni wickelte Blaufarbe 
entfärbt und' nur i{elbbraune Farbe ergibt. 

Die Farbencnlwicklung ist sehr empllndlich und cli,· Erfassungs­
g·n'fl7.e für Cystin istoO,J r und auch die Grenzkol17.c"tration dafür 
ist l:I,OOO,()()O. Eiweiss, welches mindeslens 0.1 r Cystin enthält, 
lässt sich dadurch noch gut erkennen. 

Allerdings ist die Färbung nicht so stabil lmd verblasst mit 
der Zeit. wird jedoch durch Erwärmung wirder intensiver 

I"ARBENREAKTION VERSCHIEDENER EIWEISSE UND 
EIWEISS-SlII;lSTANZEN. 

Tabelle f zeigt die Färbungen der verschiedenen Eiweisse, 
welche bei' den oben beschriebenen Reaktionen gegeben wurden. 

Eiweiss 

Eier-albumin 
Blut-albumin 
Hämoglobin 

Eiweiss aus Wndfleisch 
Makrelenhecht 
i,C~lolabis sairal 
Thunfisch 
Gelbfisch 
\Valfisch 

Casein 
Gelatin 
Pepton (T~runchi) 
Sojabonen-Eiweiss 
Glicinin 
Gliadin 
Edestin 
Legumin 

Tabelle L 

Farbe nach 
Erhitzen 

rot 
rot 
rot 
rot 

cot 

cot 

rot 
braun 
rotbram 

rot 
rot 
rotbraun 
rotbraun 
rot 

rot 
Tutbraup 

F"rbe unter Zusatz 
von Alkohol 

blau 
blau 
blauviolett 
\'iolettgrün 

blau 

blau 
blau 
griinbraun 

grünbraun 
blau 
blau 
blaugrün 

blaugrün 
blaugrün 
blau 
grünbraun 
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Also alle gewöhnlichen Eiweisse geben blaue oder bläuliche 
Färbu ng. Andere Naturstoffe als Eiweiss , wie Stärke, Dextrin 
und Gummi arabicum, liefern keine Fa rbstoffe, sondern nur die 
du nkelbraunen Huminsubstanzen. Da diese Farbenreaktion ei gent. 
lieh auf . der Aminosäure selbst, welche das Eiweiss aufbaut, 
zurückzuführen ist, so .kann man daraus schliessen, dass die Farbe 
von der Art und Menge' d,' r Bestandteilen des Eiweisses abhängt. 

Ausser den oben beschr iebenen drei Aminosäuren gibt es noch 
einige andere, die durch diese Reaktion die Farbe bilden. Solche 
natürlichen Aminosäuren sind in Tabelle II ersichtlich. 

Die I:Deisten von den übrigen AminosäuY€l1 liefern keine Faro­
stoffe sondern nur die Zersetzungsprodukte. 

- _ .. _._._-- - - . _ ... 

Amin osaure 

S.erin 

Cyste'in (Cystin) 

Lanthion in 

Mc!thionin 

Glutaminsäure 

T yrosin 

ProHn 

Oxyprolin 

T I"yptophan 
.- - - ".--. 

Tablell e Il. 

Farbe nach 
Erhitzung 

- -
rot 

rot 

rot 

rot 

rotbraun 

rotbraun 

rotbraun 

ro tbraun 

rotbraun 

Farbe unter Zusatz 
von Alkohol 

" ... .. _~--

blau 

blau 

blau 

gelb 

grün 

rotbraum 

rotviole~t 

rot violett 

rot 

Uber die Farbenrt aktionen t:in:w lnt' l" AmirlOsäuren \vill ich in 
der zweiten Mitteilung dieser Unk rsuc hung cingc:hend berichten. 

Am. oben gegebem'n zwei Tabellen i I und II I kann man leicht 
verstehen, dass die Ver' Lhieuenheit der Reaktionsfarbe des Eiweisses 
auf die der Bestandtei lf' beruh t. Und wc'ite,. kann man sagen , 
dass die Farbe des Eiweisses eine gemischte Farbe der einzel­
nen Aminosäuren rlarstellt. Z. B. Clulathion, das Cystin und 
Glutaminsä ur(' ~ls Hel lIstE·i n . enthä lt , liefert die gemischte 'Farbe 
von Blau und Grün . C;,rünbra l1lw Farbe bei c1 ,' m Eiweiss des 
Walfisches scheint auf seinem wenigen Cyst ingehalt zu beruhen. 
Ferner gibt, wie bei der Hefe, Eiweiss, VOll höherem Tryptophange 
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halt rötlichen Farbton. Da d"ie Farbenreaktion des Cystins und 
Serins am empfindlichsten ist , so ergibt das meiste Eiweiss immer 
bläuliche Farbe. 

In Eiweiss·Substanzen lässt sich diese Methode auch direkt 
ausführen lind durch bläuliche Farbe das Eiweiss darin erkennen. 
Tabelle III zeigt die Farbe verschiedener Eiweiss·Substanzen. 

Sllbs tanzen 

KoagUliertes Eier-Albumin 
Haar 
Woll e 
Seide 
Hefe 
Pressk uchen deSt Herings 
Pulver des Kürbissamens 
M aisp Lllver 
Sojnoohnenpulver 
K!e ie 

Tabell e II!. 

r"ube nach 
Erhitzen 

rot 
dunkelrot 
dunkelrot 
dunkelrot 
rot 
cot 
dunkelrot 
rotviolett 
rot 
dunkelvioiett 

ZUSA~u.rEI'F ASSUNG 

Farbe unter Zusatz 
von Alkohol 

blau 
qlau 
blau 
blau 
rotviolett 
blau 
dunkelbl au 
blau 
blaugrün 
dunkelbI<Ju 

1 .. Eiweiss reagiert 
si ru[1öser Phosphorsäure 

auch wie Oxalsäure mit 
und bildet hauptsächlich 

Diphenylamin in 
bläulichen Farb· 

stoff. \ " 
:!. Diese Färbung beruht auf einigeri' Aminosäuren. vor a llen 

Cystin und Serin. 
3. " Aus diesem Grunde wird <'ine neue Methode der empfind­

lichen q llalitativcn Farbenreaktion von Eiweiss ausgeführt. die man 
als Nachweiss von Eiweiss verwenden kann. 

Zum Schluss danke ich herzlich Herrn Professor Yasuyoshi 
Oshima für se ine freundliche Leitung und gleichzeitig Herrn Yoshi­
teru Semba für seine höchst wertvolle Mithilfe in der ersten 
Stufe dieser Untersuchung. 
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