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DIE FARBENREAKTIONEN VON AMINOSAUREN
MIT DIPHENYLAMIN

I. EINE NEUE FARBENRL’,AK'I‘ION VON EIWEISS MIT DIPHENYLAMIN

Masary FunATsD

Diphenylamin erzeugt, wie bekannt, durch die Verschmelzung
mit der Oxalsdure sowie deren Salze einen Farhstoff, Diphenyl-
aminblau (Anilinblau} (1), und ebenso leicht durch die Oxydation
mit Salpetersdure einen anderen blauen Farbstoff, eine Chinoid-
form von N- N’-Diphenyibenzidin (2). Diese Farbenreaktionen Ver-
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Ich fand, dass Eiweiss auch in siruptser Phosphorsiure mit
Diphenylamin hauptsachlich einen Blaufarbstoff bildet. Wenn
man namiich das Eiweiss in sirupdser Phosphorsidure mit Diphenyi-
amin verschmiltzt und nach dem Abk{ihlen Alkohol tropfenweise
dazu fiigt, so tritt intensive Blaufarbung 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 Aminosdure des Eiweisses,
welche durch FErhitzen mit Phosphorsidure frei gelegt wurde.
Und eben Blaufarbung dabei ist hauptsichlich auf Cystin, Cystein
sowie Serin zurilckzufiihren.

Der Farbstoff, den FEiweiss oder Cystin sowie Serin erzeugt,
“unterscheidet sich von Anilinblau durch verschiedene chemische
Eigenschaften. Fitgt man hei der Anilinblaubildung Wasser zu
dem Reaktionsgemisch, so fallt das fiberschissige Diphenylamin
aus, das durch Adqorpticm des Farbstoffes hellblau gefirbt bleibt,
Wahlenci bei der Farbenreaktion von Eiweiss oder Cystin dadurch
die Blaufarbung vollstandig verblaqst und Dlphenylamlnnleder
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schlag nur gelb gefarbt wird. Aus diesen widsserigen Losungen
~sind beide Farbstoffe mit Aether ausschiittelbar, indem sie sich
mit violetter Farbe bei Anilinblau und gelber Farbe beim Eiweiss
oder Cystin lggen.” Durch Chromatographie ldsst sie sich in
atherischen Losungen voneinander scheiden.

Diese Farbstoffe haben auch verschiedene Stabilitat gegen
Temperatur. Nimlich erhitzt man bei der Anilinblau-  sowie
Diphenylbenzidinbildung das Reaktionsgemisch vollstandig bis zur
dunkelroten Fatbe unter Zusatz von SnCl, "so tritt micht mehr
Blaufarbung auf, sondern nur Gelbbraunfarbung durch die Zerset-
zungsprodukte. Jedoch bei der Farbstoffbildung des Eiweisses
sowie Cystins {ritt unter denselben Bedingungen immer die inten-
sivste Farbung auf.

Oxydationsinittel, wis Salpetersiure, reagieren in Phosphorsidure
mit Diphenylamin schou in der Kalte und bilden biauen Farbstoff;
durch Erhitzung jedoch liefern sie gelbe Zersetzungsprodukte und
werden nicht mehr blau, daher kann man sie leicht unterscheiden.

AUSFUHRUNG

In ein Mikroreagenzglass bringt man 2-3 mg. oder 0.1-0.2 cem
der zu untersuchenden Eiweissprobe mit 0.5-1 cem siruposer Phos-
phorsaure und verschimilzl mit wenigem Diphenylamin unter Zusatlz
von einer kleinen Menge SnCl, auf kleiner offener Flamme bis
zur roten oder dunkelroten Farbe (1-2 Min.). Fiigt man der erkal-
teten Masse absoluten Ailkchol tropfenweise hinzu, so iritt haupt-
sachlich eine Blau- oder Blaugrinfirbung auf. Es zeigt die An-
wesenheit von Eiweiss. Bei solchem [Eiwelss, dessen Trypto-
phangehalt in ¢inem gewissen Grade mehr als Cystin und Serin
ist, tritt. cine Rotviolett- vder Rotiz bung auf. Emne Blindprobe
bleibt unter denselben Bediungungen farblos.

SnCl, wirkt dabei hemmend auf die Enlstehung der Humin-
substanzen, aber in  Anwesenheit von iberschiissiger  Starke,
Zucker, Oel oder Tfett wird die Farbtonung durch dic Huminstoffe
immer dunkler.

Diese Farbenreaktion scheint cine Dehydricrungsreaktion zu
sein, daher muss man das Wasser moglichst vermeiden. Es
bedeutet natiirlich nicht, dass die Anwesenheit des Wassers fiies_e
Reaktion ginzlich vernichtet, sondern dass es in crsten Reaktions-
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stufen hemmend wirkt und die Farbstoffhiliung spater auftritt,
Eindampfen des Wasscrs durch die fortsetzende Frhitzung beschleu-
nigt die Farbstoffbildung. Auwl diese Weise kann man verdiannte,
bis zu ungefihr 50 prozentige, Phosphorsidure noch verwenden.

Absolater Alkohol ist am besten, aber stait dessen sind auch
Methylalkohol und Azeton verwendbar. Andere organische Lo
sungsmittel sind ungeeignet.  Man beachte jedoch, dass der Zusatz
von (berschitssigem  Alkohol die einmal entwickelte Blaufarbe
entfirbt und nur geibbraune Farbe ergibt.

Die Farbenentwicklung ist sehr empfindlich und di:- Erfassungs-
grenze fir Cystin 1st=0,1 ¢ und auch die Grenzkonzeotration dafiir
ist 1:1,000,000.  Tiweiss, welches mindestens 0,1 7 Cystin  enthilt,
lasst sich dadurch noch gut erkennen.

A'I]erdings st die 'F'zirbung' nicht so stabil und verblasst mit
der Zeit, wird jedoch durch Erwirmung wicder intensiver.

FARBENREAKTION VERSCHIEDENER EIWEISSE UND
FEIWEISS-5UBSTANZEN,

’I‘abellg [ zeigh die Farbungen der verschiedenen Eiweisse,
welche bei den oben heschriebenen Reaktionen gegeben wurden.

Tabelle L
Eweiss Farbe nach Farbe unter Zusatz
2= Erhitzen von Alkoho!
Eier-albumin rot blau
Blut-albumin rot blau
Himoglobin rot hlauviolett
Eiweiss aus Rindfeisch rot vielettgrun
W ., Makrelenhecht rot blau
f‘CQlolabis saira)
» .. Thunfisch rot blau
Grelbfisch rot ‘biau
. Walfisch braun griinbraun
Casein rotbrau griinbraun
Gelatin rot blau
Pepton (Terunchi) rot blau
Sojabonen-Eiweiss rothraun blaugrin
Glicinin rotbraun blaugriin
Gliadin rof blaugriin
Edestin ' rot blan

Legumin mtbraup . grinbraun




Also alle gewohnlichen Eiweisse geben blaue oder blauliche
Farbung. Andere Naturstoffe als Eiweiss, wie Starke, Dextrin
und Gummi arabicum, liefern keine Farbstoffe, sondern nur die
dunkelbraunen Huminsubstanzen. Da diese Farbenreaktion eigent
lich aufl der Aminosdure selbst, welche das Eiweiss aufbaut,
zurlickzufithren ist, so kann man daraus schiiessen, dass die Farbe
von der Art und Menge der Bestandteilen des Eiweisses abhangt.

Ausser den oben beschriebenen drei Aminosauren gibt es noch
einige andere, die durch diese Reaktion die Farbe bilden. Solche
“nat@irlichen Aminosiuren sind in Tabelle Il ersichtlich.

Die meisten von den iibrigen Aminosiuren liefern keine Farb-
stoffe sondern nur die Zersetzungsprodukte.

Tablelle II

Farbe nach " Farbe unter Zusatz

Aminosaure Erhitzung von Alkohol
Serin rot bian
) Cyste.in (Cystin) rot blau
Lanthionin rot blau
Méthionin rot gelb
Glutaminsiure rotbraun griin
~ Tyrosin rotbraun rotbraum
Prolin rothraun rotviolett
Oxyprolin rotbraun rotviolett

Tryptophan rotbraun rot

Uker die Farbenreaktionen einzelner Aminosduren will ich in
der zweiten Mitteilung dieser Untersuchung cingghend berichten.

Aue oben gegebenen zwei labellen (1 und I} kann man leicht
verstehen, dass die Verschiedenheit der Reaktionsfarbe des Liweisses
auf die der Bestandteile beruht. Und weiter kann man sagen,
dass die Farbe des Fiweisses eine gemischte Farbe der einzel-
nen Aminosduren darstellt. 7. B. Glutathion, das Cystin und
Glutaminsiure als Baustein enthalt, liefert die gemischte FFarbe
von Blau und Grin. Grimbraune Farbe hei dem Fiweiss des
Walfisches scheint auf seinem wenigen Cystingehalt zu  beruhen,
Ferner gibt, wie bei der Hefe, Eiweigs, von hherem Tryptophange



97

halt rétlichen Farbton. Da die Farbenreaktion des Cystins und
Serins am empfindlichsten ist, so ergibt das meiste Eiweiss immer
blauliche Farbe.

In EiW'eiss—SLzbstanzen lasst sich diese Methode auch direkt
ausfithren und durch blduliche Farbe das Eiweiss darin erkennen.
Tahelle Il zeigt die Farbe verschiedener Eiweiss-Substanzen.

Tabelle IIL

3 Farbe nach Farbe unter Zusatz
Substanzen Erhxtzen von Alkohol
Koaguliertes Eier-Albumin wt b]au
Haar dunkelrot hlau
Wolle dunkelrot blau
Seide dunkelrat blau
Hefe rot rotviolett
Presskuchen des lerings rot ) blau
Pulver des Kurbissamens dunkelrot dunkelblau
Maispulver rotviolett blau
Sojabohnenpulver Tot blaugrun
}\lew . dunhelvmzeit dunkelbldu

ZUSAMMENFASSUNG

1. Eiweiss reagiert auch wie Oxalsdure mit Diphenylamin in
am;pmel Phosphorsdure und hildet haupts&chhch blaulichen Farb-
stoff.

2. Diese Farbung beruht auf einigen Aminosduren, vor allen
Cystin und Serin.

3. Aus diesem Grunde wird ¢ine neue Methode der empfind-
lichen qualltatmn Farbenreaktion von Eiweiss ausgefiihrt, die man
“als Nachweiss von Eiweiss verwenden kann.

Zum Schluss danke ich herzlich Herrn Professor Yasuvoshi
Oshima fr seine freundliche Leifung und gleichzeitig Herrn Yoshi-
teru Semba fiir seine hochst wertvolle Mithilfe in der ersten
Stufe dieser Untersuchung.
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