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Einstieg 1: Siegfried Ruhemann entdeckte im Jahre 1911, dass Ninhydrin mit Aminosau-
ren und Peptiden eine blauviolette Farbung ergibt, den so genannten ,Ruhemannschen
Purpur”. Diese Farb-Reaktion ist sehr empfindlich, es lassen sich damit noch sehr kleine
Aminosaure-Mengen nachweisen. Sie kommt beispielsweise bei Dinnschicht-Chroma-
togrammen von Aminosauren zum Einsatz.

Auch der Hautschweild enthalt Spuren von Aminoséauren. Finger-Abdriicke auf Papier
konnen daher mittels der Ninhydrin-Reaktion sichtbar gemacht werden.

Abb. 1: Hand-Abdruck auf Schreibmaschinen-Papier, Ninhydrin-Farbung [8]

In der Medizin wird der Ninhydrin-Test (Moberg-Test) zum Nachweis peripherer Nerven-
Lasionen angewandt. Da die sympathischen Fasern, die die Schweil3-Sekretion regulie-
ren, nach Austritt aus dem Rickenmark mit den peripheren Nerven verlaufen, kommt es
bei Nerven-Lasionen auch zum Ausfall der Schweil3-Sekretion. Beim Moberg-Test wer-
den Hand- oder Fu3-Abdriicke auf Papier mit Ninhydrinlosung behandelt, wobei die mit
dem Schweil3 freigesetzten Aminosauren und Peptide zu einer Farbung fuhren.

Einstieg 2: Fingerabdriicke auf glatten Oberflachen werden zumeist mit Aluminiumpulver
sichtbar gemacht. Mit einem Pinsel wird das feine Pulver auf die Oberflache aufgebracht
und so werden die Abdriicke erkennbar.

Bei einem Verbrechen konnten nun auf den glatten Oberflachen am Tatort keine verwert-
baren Abdricke gefunden werden. Jedoch wurden verdachtige Papiere sichergestellt.
Vielleicht lassen sich darauf Fingerabdricke finden? Das normalerweise verwendete Alu-
miniumpulver bleibt jedoch auf der rauen Oberflache nicht nur am Fingerabdruck, son-
dern vor allem in den Poren des Papiers hangen. Diese Methode ist also bei rauen Ober-
flachen ganzlich ungeeignet.

Jedoch haben Chemiker auch fir dieses Problem eine Losung!




1  Reaktionspartner des Ninhydrins

Die Losung der Chemiker zum Nachweis von Fingerabdricken auf Papier lautet Nin-
hydrin. Bei dieser Nachweisreaktion entsteht ein blauer Farbstoff, durch welchen die Pa-
pillarleisten (also die Schleifen, Bogen und Wirbel) des Fingerabdrucks sichtbar werden.
Um spater den Reaktionsmechanismus formulieren zu kénnen, ist es zunéchst hilfreich,

den/die Reaktionspartner des Ninhydrins zu bestimmen.

1.1 Experiment 1. Reaktionspartner des Ninhydrins

Material:
e Reagenzglaser
e Reagenzglas-Gestell

e Reagenzglas-Klammer

Chemikalien:
e Ninhydrin

O

H302, H315, H319
P302+P312+P330+P305+P351+P338

e Ethanol techn.

HS

H225, H319
P210, P240, P305+P351+P338,
P403+P233

e Wasser
e Speisedl
e Glycin

e Alanin

e Leucin

e Natriumchlorid

Durchfiihrung:

Heizplatte oder Wasserbad
Becherglaser (100mL, 500mL)
Pasteur-Pipette, Hutchen

Essigsaure
w ~ 5%

H226, H314
P210, P280, P301+P330+P331,
P303+P361+P353, P305+P351+P338

Ammoniakwasser
c=0,1mol/L

So¢

H221, H280, H331, H314, H410
EUHO71

P210, P260, P273, P280
P303+P361+P353+P315,
P304+P340+P315,
P305+P351+P338+P315, P377, P381,
P405, P403

Fur die Ninhydrinlosung werden 0,1 g Ninhydrin in einem Becherglas mit 50 mL Ethanol

verdunnt.

Wasser, Speiseol, Essigsaure, Natriumchlorid, Glycin, Alanin, Leucin und verdinntes
Ammoniak-Wasser werden in je einzelnen Reagenzglasern mit wenigen Tropfen (4-5)
Ninhydrin-L6sung versetzt und vorsichtig in einem 80°C Wasserbad erhitzt.




1.2 Versuchsergebnisse und Interpretation
Fingerabdriicke setzen sich hauptsachlich aus Wasser, Fetten und Schweild zusammen.

Versetzt man Wasser bzw. Ol mit dem Ninhydrinlésung (vgl. Experiment 1), kann man
(auch nach dem Erhitzen) keine Blaufarbung erkennen.
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Abb. 2: Wasser und Ol mit Ninhydrinldsung versetzt

Daraus kann man schlieRen, dass Wasser und Ol nicht die ausschlaggebenden Reakti-
onspartner des Ninhydrins sind; folglich findet sich dieser im Schweil3 des Fingerab-

drucks.

Schweild setzt sich vor allem aus Wasser, Salzen, Sduren, Aminosauren, Glucose und
Sulfaten zusammen. Versetzt man nun Salze (hier reprasentiert durch NaCl), Sauren
(hier reprasentiert durch Essigsaure) oder Aminosauren (hier reprasentiert durch Glycin,
Alanin und Leucin), beobachtet man folgendes:

Essigsaure  NaCl Glycin Alanin Leucin

Abb. 3: Essigsaure, NaCl, Glycin, Alanin und Leucin mit Ninhydrinldsung versetzt

Bei den Aminosauren ist (nach dem Erhitzen) die (gewiinschte) charakteristische Blaufar-
bung zu beobachten. Dies legt nahe, dass Aminoséauren in der Fingerabdrucknachweis-
reaktion die Reaktionspartner des Ninhydrins sind. Aufgrund ihrer Struktur haben Amino-
sauren drei mogliche aktive Reaktionszentren: das C-terminale Ende (Carboxygruppe),
das N-terminale Ende (Aminogruppe) und der Aminosaurerest R.
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Abb. 4: Strukturformel Aminoséuren (von links allgemeine Struktur, Glycin, Alanin, Leucin)

Da sich die Aminosaurereste von Glycin, Alanin und Leucin nicht voneinander unterschei-
den, die Blaufarbung jedoch bei allen aufgetreten ist, scheint der Aminoséurerest nicht
an der Reaktion beteiligt zu sein. Aufgrund der ausbleibenden Blaufarbung der Essig-
saure in diesem Experiment, lasst sich ebenfalls die Reaktion am C-terminalen Ende
ausschliel3en. Gibt man jedoch zu verdiinntem Ammoniak etwas Ninhydrinldsung hinzu,
beobachtet man (nhach dem Erhitzen) eine Gelbfarbung der vorher klaren Lésung.
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Abb. 5: Ammoniak versetzt mit Ninhydrinlésung

Scheinbar hat eine Reaktion stattgefunden, wenn auch nicht die gewiinschte Blaufarbung
zu erkennen war. Daraus lasst sich folgern, dass das N-terminale Ende der Aminosauren
im Schweil3 der Fingerabdricke mit dem Ninhydrin reagieren und die gewlnschte
Blaufarbung der Nachweisreaktion liefern.

1.3 Experiment 2: Nachweis von Fingerabdricken
Material:
o Papier e Heizplatte oder Fohn

e Kleine Sprihflasche

Chemikalien:
e Ninhydrin e Ethanol
H302, H315, H319 @ ‘@
P302+P312+P330+P305+P351+P338 H225, H319
P210, P240, P305+P351+P338,
P403+P233
Durchfihrung:

Auf ein Blatt Papier werden Hand oder Fingerabdriicke gemacht. Die Ninhydrinldsung
(0,1 g Ninhydrin auf 50 mL Ethanol) wird in eine kleine Spruhflasche geflllt und in kleinen
Mengen flachig auf das Papier verspriht. Achtung: Ninhydrin ist ein Gefahrenstoff, der
Spruhnebel sollte nicht direkt bzw. in grof3en Mengen eingeatmet werden! Das bespriihte




Papier wird vorsichtig auf einer Heizplatte oder mit einem F6hn erhitzt, bis eine Blaufar-
bung auftritt.

Abb. 6: Handabdruck auf Papier, sichtbar gemacht mit Ninhydrinlésung

Alternative:

Anstatt Fingerabdricke nachzuweisen, kdnnen auch Spinnenweben mithilfe derselben
Versuchsdurchfiihrung sichtbar gemacht werden. Hierzu wird das Spinnennetzt auf das
Papier angehaftet, mit der Ninhydrinlésung bespriht und vorsichtig erhitzt.

Abb. 7: Spinnenwebe und Fingerabdriicke auf Papier, sichtbar gemacht mit Ninhydrinlésung

2  Die Ninhydrin-Reaktion

Obwohl die Ninhydrin-Reaktion schon 1911 von Siegfried Ruhemann entdeckt wurde, ist
der Reaktionsmechanismus erst seit den 1970er Jahren im Detail bekannt.

2.1 Die vorgelagerte Gleichgewichtsreaktion

Im Folgenden sind die wichtigsten Schritte der Ninhydrin-Reaktion abgebildet. Die Reak-
tion wird hier exemplarisch mit einer Aminosaure als Reaktionspartner dargestellt, wei-
terhin wird Ninhydrinldsung benétigt. Mit Blick auf die Reaktion ist zu beachten, dass
Ninhydrin, aber auch die Aminosaure, eigenen Gleichgewichtsreaktionen unterworfen
sind.




Das Gleichgewicht zwischen Ninhydrin und seinem Hydrat bzw. die Zwitterionen-Struktur
der Aminosaure sind im Folgenden kurz dargestellt:
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Zwitterionenstruktur der Aminosauren
Abb. 8: vorgelagerte Gleichgewichte

2.2 Reaktionsmechanismus

Werden Aminosauren mit der Ninhydrinldsung zusammengebracht erfolgt der erste
Schritt der Reaktion. Der Stickstoff der a-Aminogruppe greift nukleophil am Carbonyl-
Kohlenstoff des Ninhydrins an. Nach anschie3ender Wasser-Eliminierung entsteht die
erste Zwischen-Stufe der Reaktion, ein Ketimin-Derivat.
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Abb. 9: nukleophiler Angriff der Amino-Gruppe und Bildung des Ketimin-Derivats

Im darauffolgenden Schritt kommt es zu einer Decarboxylierung des Ketimin-Derivats.
dies ist bedingt durch die raumLiche Nahe von Carbonyl-Sauerstoff und Carboxy-Gruppe.
Durch die Decarboxylierung kommt es zu einer neuen Ordnung der Bindungsverhaltnisse
und das Aldimin-Derivat wird gebildet.
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Abb. 10: Decarboxylierung des Ketimin-Derivats

Durch Hydrolyse wird nun das Aldimin-Derivat in einen Aldehyd, der den Aminosaure-
Rest tragt, und in ein Aminoketon, welches das Ninhydrin-Gertst beinhaltet, gespalten.
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Abb. 11: Hydrolyse des Aldimin-Derivats

Um nun zum blauen Farbstoff zu gelangen, muss noch ein zweites Ninhydrin-Gerust in
das Molekll eingebaut werden. Dies erfolgt durch nukleophilen Angriff der Amino-Gruppe
des Aminoketons an den Carbonyl-Kohlenstoff eines zweiten Ninhydrins. Nach Eliminie-
rung von Wasser erhalt man den blau-violetten Farbstoff Ruhemanns-Purpur.
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Abb. 12: nukleophiler Angriff des Aminoketons und Wasser-Eliminierung zum blau-violetten Farbstoff Ru-
hemanns Purpur

Bei ndherer Betrachtung der Reaktion bleibt festzuhalten, dass lediglich das Stickstoff-
Atom der Aminosaure Uber verschiedene Zwischen-Stufen in das Farbstoff-Molekdl Ein-
gang gefunden hat. Somit liegt der Verdacht nahe, dass auch mit anderen Verbindungen
(z. B. Amine) eine Reaktion moglich ist. Auf einfache Art und Weise lasst sich somit die
Spezifitat der Reaktion bestimmen.

2.3  Experiment 3: Ninhydrin Reaktion

Material:
e Reagenzglaser, d= 18 mm e Reagenzglas-Klammer
e Reagenzglas-Gestell e Pasteur-Pipette, Hutchen

e Brenner, Feuerzeug

Chemikalien:

e Ninhydrin-L6sung e  Fmoc-Al-OH

e CAS-Nr.: 35661-39-3
CAS-Nr.: 485-47-2
@ e Isopropylamin
Achtu ng CAS-Nr.: 75-31-0

H302, H315, H319 @
P302+P352, P305+P351+P338 Gefahr

L-Alani H224, H315, H319, H335
* L-Alanin P201, P233, P302+P352,
CAS-Nr.: 56-41-7 P305+P351+P338, P403+P235

Durchfihrung 1: Zu einer Losung von L-Alanin in Wasser wird Ninhydrinlésung gege-
ben. Auf das Erhitzen wird in diesem Versuch verzichtet, um den Einfluss der Temperatur
auf die Reaktionskinetik deutlich zu machen.

Beobachtung 1: Die Aminoséaure L-Alanin zeigt ohne Erhitzen keine sofortige Reaktion
mit der Ninhydrinlésung. Lasst man das Reaktionsgefal3 jedoch ca. einen Tag stehen, so
tritt tief blau-violette Farbung auf. Die klassische Farb-Reaktion ist somit abgelaufen.

Durchfihrung 2: Zu einer Losung von L-Alanin in Wasser wird Ninhydrinlésung gege-
ben. Es wird kurz Uber der nicht-leuchtenden Brenner-Flamme erhitzt.

Beobachtung 2: L-Alanin reagiert bei erhdhter Temperatur (80°C) sofort mit Ninhydrin
zu einem purpurfarbenen Farbstoff.




Durchfihrung 3: Hier werden L-Alanin Molekile eingesetzt deren Amino-Gruppe ge-
schutzt ist. eine Variante ist beispielsweise der Schutz durch Fluoren-9-ylmethoxycar-
bonyl (Fmoc). Zu einer Lésung von Fmoc-Alanin in Wasser wird Ninhydrinlésung gege-
ben. Es wird Uber der nicht-leuchtenden Brenner-Flamme erhitzt.

Beobachtung 3: Die Amino-Gruppe ist hier dem Zugriff des Ninhydrins durch die Fmoc-
Schutzgruppe entzogen. Selbst nach erfolgtem Erhitzen tritt keine Reaktion ein.

Hintergrund:

O Oj‘:t‘:
O

Abb. 13: Die Fmoc-Schutzgruppe
Fluoren-9-yImethoxycarbonyl

Durchfihrung 4: Zu einigen mL Isopropylamin wird Ninhydrinlésung gegeben.

Beobachtung 4: Isopropylamin reagiert bereits ohne Erhitzen mit Ninhydrin zu einem
gelb-roten Farbstoff. Die bisher im Zusammenhang mit Ninhydrin beobachtete charakte-
ristische Purpur-Farbung bleibt aus.

Interpretation:

e Eine Temperatur-Erhdhung beeinflusst die Kinetik der Reaktion. Ein schnellerer Re-
aktionsablauf ist durch Steigerung der Temperatur moéglich.

e Durch die Ninhydrinldsung zeigt sich bei a-Aminosauren mit freien Amino-Gruppen
eine Purpur-Farbung. Somit ist diese Reaktion ein Nachweis fiir das Vorhandensein
von Aminosauren.

¢ Mitanderen Molekulen treten ebenfalls Farb-Reaktionen auf, das Ruhemanns-Purpur
wird hier jedoch nicht gebildet.

3  Ergédnzungen zu Aminosauren

Der Begriff ,Aminosauren® weist auf das Vorhandensein mindestens einer Amino- und
mindestens einer Carboxyl-Gruppe hin. Fir die Stellung dieser Gruppen ergeben sich
jedoch unterschiedliche Moglichkeiten:

0]
0} f o @ f o
* O —— # C}
NH NH
2 + 3

Abb. 14: Konstrukt einer Aminosaure und des zugehdrigen Zwitter-lons

Durch das Einfihren einer Amino-Gruppe in a-Position entsteht ein chirales Zentrum, das
Molekil selbst wird asymmetrisch. Ein Mal3 fur die Chiralitat ist die Sequenz-Regel von
Cahn, Ingold und Prelog, die die R-/S-Nomenklatur eingeflhrt haben. Die historische Ein-
teilung, die von den Natur-Stoffen herrthrt, ist die D-/L-Nomenklatur.
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Bei Aminoséauren stehen noch weitere Mdglichkeiten der Klassifizierung zur Verfiigung.
Man unterscheidet ferner (nur einige Beispiele):

e proteinogene Aminosauren: Fur 20 Aminosauren ist im genetischen Code die In-
formation zur Biosynthese der Proteine vorhanden. Diese Aminosauren sind L-konfi-
guriert (Ausnahme: Glycin). Darauf folgt im Cahn-Ingold-Prelog-System, sofern nicht
ein Substituent hoherer Prioritat (L-Cystein) als die Carboxyl-Gruppe erhalt, die S-
Konfiguration.

e essenzielle Aminosauren: Diese Aminosauren kann der Mensch nicht selbst synthe-
tisieren. Sie missen somit durch die Nahrung (Proteine) aufgenommen werden. Bei-
spiele: Valin, Lysin, Tryptophan, ...

4  Umsatz-Kontrolle bei der Festphasen-Peptid-Synthese

Peptide werden aus a-Aminosauren aufgebaut. Ihre Synthese ist von groRer Bedeutung
und mit einigen Schwierigkeiten verbunden. Ein Arbeiten mit Schutz-Gruppen und Akti-
vierungsreagenzien ist unumganglich. Ein wichtiges Verfahren, bei dem auch die Nin-
hydrin-Reaktion eine Rolle spielt, ist die Synthese an der festen Phase.

Hierbei wird die erste Aminosaure an ein Harz (in den folgenden Gleichungen als R ge-
kennzeichnet) geknuipft (Merrifield-Technik). Diese Bindung wird erst nach vollstandig ab-
geschlossener Synthese durch Verseifung gelost. Durch diese Verankerung wird der Ge-
samt-Prozess automatisierbar, so dass eine Grol3-Produktion von Peptiden moglich ist.

Die Amino-Gruppe der zweiten Aminosaure muss geschitzt werden. Eine Mdglichkeit
hierfur ist die Fmoc-Schutzgruppe (Fluoren-9-ylmethoxycarbonyl). Das bei der Konden-
sationsreaktion entstehende Wasser wird durch Dicyclohexylcarbodiimid (DCC) abgefan-
gen. Gemal diesen Vorgaben ist im Folgenden die Synthese eines Dipeptids dargestellt:

0 R

FmocHN \)L 0
<" “OH HEN)\H’ ®

DMF / CH2Cl;

QO il

R, )
geschutztestes Dipeptid
Abb. 15: Synthese eines geschitzten Dipeptids
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FUr die Peptid-Synthese ist es aul3erordentlich wichtig, den Reaktionsverlauf zu kontrol-
lieren. Der Umsatz muss nahezu quantitativ verlaufen. Zur Uberprifung zieht man eine
kleine Probe aus dem Reaktionsgemisch und fuhrt den Kaiser-Test durch.

Hauptbestandteil dieses Tests ist die Ninhydrin-Reaktion:

8]
0] R,
0 Rs (@]
Minhydrin ungeschitztestes Dipeptid
o 0 R
0] 0]
NH, +
NN e
R, 0
OH
Aminoketon

Ruhemanns-Purpur
Abb. 16: Reaktion eines positiv verlaufenden Kaiser-Tests

Farbt sich die Test-Losung blau-violett, so sind noch freie a-Amino-Gruppen vorhanden
und die Reaktion ist noch nicht beendet.

5 Weitere Anwendungsmaglichkeiten

e Identifizierung von Aminosauren bei der Elektrophorese bzw. bei der Chromatogra-
phie (R-Werte)

e Kolorimetrische Analysen von Kleinst-Mengen, die Aminosauren enthalten. Ruhe-
mannsches Purpur absorbiert bei 570 nm

Zusammenfassung: Ninhydrin reagiert mit dem N-terminalen Ende von Aminosauren
zu einem blauen Farbstoff, Ruhemanns-Purpur genannt. Dabei greift zunachst der Stick-
stoff der Aminosaure den Carbonyl-Kohlenstoff des Ninhydrins nukleophil an. Nach einer
Wassereliminierung bildet sich ein Ketimin-Derivat, welches im folgenden Schritt decar-
boxyliert und zu einem Aldimin-Derivat wird. Nach einer anschlielBenden Hydrolyse wird
dieses in einen Aldehyd und ein Aminoketon aufgespalten, welches erneut vom N-termi-
nalen Ende einer weiteren Aminosaure nukleophil angegriffen wird. Nach erneuter Was-
serabspaltung gelangt man zum Ruhemanns-Purpur. Mithilfe dieser Reaktion kann man
nicht nur Fingerabdrticke auf Papier nachweisen, sondern unter anderem auch die Fest-
phasen-Peptid-Synthese kontrollieren.

Abschluss 2: Um die vermuteten Fingerabdriicke auf dem Papier sichtbar zu machen,
wird dieses mit einer Ninhydrin-Losung bespruht und anschlie3end vorsichtig erhitzt. Zum
Vorschein kommt der Fingerabdruck mit allen Schleifen, Wirbeln und Bogen. Dieser kann
mit Abdrticken von Tatverdachtigen abgeglichen werden.
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