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DIE DUNNSCHICHTCHROMATOGRAPHIE DER KETOSAUREN 

PIZNTTI RONKAINEN 

Fovschurt.gsZaboratovz’eut des Slaatlichen ALlzo~~olmonopoZs (AZ/CO), 
Hetsinlzi (Filznlaaad) 

(Eingcgangen don 29. Oktober 1962) 

EINLEITUNG 

Zur Trennung der Ketosguren wurden eine Anzahl van papierchromatographischen 
Methoden entwickeltl. Infolge der Labilitgt einiger Ketosguren kommen die zur 
Trennung freier’ Ssuren angewandten Methoden2s3 nicht mehr stark in Frage, sondern 
die Keto&uren werden zur Papierchromatographie in Abkommlinge, tiblicherweise in 
z,+Dinitrophenylhydrazone (DNP), umgewandelt. Als mobile Phasen werden ent- 
weder neutrale oder alkalische, alkoholhaltige IZsungsmittel angewendetd-7. Da die 
DNP-Abkijmmlinge der Ketos5uren in zwei isomeren Formen auftreten kijnnen, die 
bei der Papierchromatographie als getrennte Flecken in Erscheinung treten, wirkt 
dies auf die Identifizierung der Verbindungen erschwerend. Einige Autoren haben 
aus den DNP-Abkammlingen der KetosZuren durch Hydrierung die entsprechenden 
Aminostiuren hergestellt und die so erhaltenen Aminos&uren identifiziertl. 

In den der vorliegenden Arbeit zugrunde liegenden Untersuchungen wurde die 
Entwicklung passender Lijsungsmittelsysteme und Chromatographiermethoden fiir 
die dtinnschichtchromatographische Trennung der DNP-Abkommlinge folgender 
Ketossuren angestrebt : a-Keto+-methylvaleriansgure, a-KetoisocapronsZure, a-Keto- 
isovalerians%iure, a-Ketobutters%ure, BrenztraubenGure, LZvulins&rre, a-Ketoglu- 
tars5iure und Oxalessig&.ure. 

Material 
EXPERIMENTELLES 

a-Keto-P-methylvalerians5ure wurde aus Isoleucin und a-Ketoisocapron&ure aus 
Leuci.n durch Oxydation dargestellts. Die iibrigen Ketosguren wurden fertig bezogen 
und entsprachen dem geforderten Reinheitsgrad. Zur Herstellung der DNP-Abkiimm- 
Iinge wurde zur wgsserigen Ltjsung jeder Keto&ure z,+Dinitrophenylhydrazin- 
16sung (DN-Lijsung) im Vberschuss zugefiigt; die DN-Liisung enthielt 2.5 g DN/rooo 
ml 2 N HCI, Nach der Reagenszugabe liess man bei Zimmertemperatur iiber Nacht 
stehen. Der DNP-Niederschlag wurde abfiltriert, mit 2 N HCl und Wasser gewaschen 
und iiber Phosphorpentoxyd im Exsiccator getrocknet. 

AufarZ~eiluqg ah Materials 

Die Ltislichkeit der DNP-Abkijmmlinge der Ketos5uren in 2 iV WC1 ist derart gross, 
dass aus Lijsungen mit nur kleinen Ketos~urekonzentrationen iiberhaupt kein DNP- 
Niederschlag erhalten werden kann. Zur Isolierung der Hydrazone der Keto&i.uren 
wurden diverse Extraktionsverfahren entwickelt S-11. Da in den rneisten Fallen die 
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Extraktionsverfahren besonders bei der Untersuchung der Ketosauren von Natur- 
produkten eingesetzt werden miisscn, wurde der DNP-Niederschlag jeder Keto&i.ure 
mit den gleichen Liisungsmitteln und nach dem gleichen Verfahren behandelt wie bei 
dcr Extraktionli. Aus den so behandelten DNP-Niederschlggen wurden Lijsungen her- 
gestellt, bei denen als Lijsungsmittel ein Gemisch von Dioxan (E. Merck, pro anal.) 
und 0.067 M Phosphatpufferlosung (pH 72) im Volumenverh5ltnis I : I diente. Die 
Konzentrat ion der Liisungen betrug 5 mg _ DNP-Niederschlag/t; ml Lijsungsmit tel. 
ALTMANN cl! aZ.12 haben als Losungsmittel fiir die DNP-Abkijmmlinge der Ketosauren 
- beim Auftragen der Startflecken auf dss Papier- 0.2 M Phosphatpufferlosung 
(pH 7.2) gebraucht. Nach ihrcn Beobachtungen verursachen organische Lijsungs- 
mittel einen Abbau der DNP-Abkijmmlinge der Ketosguren, insbesondere ein Decar- 
boxylieren derselben. Da jedoch die DNP-Abkcmmlinge einiger Ketosguren in 
blosser Phosphatpufferlosung schwer laslich sind, wurde von uns als L8sungsmittel 
fur die Niederschlage das vorgenannte Gemisch von Dioxan und Phosphatpuffer- 
lijsung angewandt. . 

Bei den DNP-Abkijmmlingen der KetosZuren lciinnen such durch pH-Ande- 
rungen, die das Extrahieren mit sich bringt, gewisse Komplikationen verursacht 
werden, so z.B. das Isomerisieren bestimmter Komponentenls. Aus diesem Grunde 
wurden fiir vergleichende Untersuchungen such L%ungen von nicht mit den Ex- 
tralctionsl6sungsmitteln behandelten DNP-Niederschlggen angefertigt ; als deren 
Lijsungsmittel kam das friiher erwahnte Dioxan-Phosphatpuffer-Gemisch zur An- 
wendung. 

Die Glasplatte (20 x 20 cm) wird mit Kieselgel G (E. Merck, fur Dtinnschicht- 
chromatographie nach Stahl) beschichtet. Zur Beschichtung werden 30 Kieselgel G in 
65 ml Wasser suspendiert. Bei einigen Versuchen wurde an Stelle von Wasser eine Lo- 
sung verwendet, die 5 ml Propions5ure und 60 ml Wasser enthielt. Bei der Beschichtung 
der Platten wurden zwei verschiedene Schichtdicken gewghlt. Die beschichteten 
Platten wurden wghrend ca. 30 Min. bei 11o--120~ aktiviert. In einem Abstand von 
1x.5 cm vom unteren Plattenrand ritzten wir in die Kieselgelschicht eine Querlinie. 
Die zu untersuchendenVerbindungen wurden auf dienoch heissen Platten aufgetragen, 
die Platten liess man darauf abktihlen und wahrend ca:30 Min. in einer geschlossenen, 
mobile Phase enthaltenden, Kammer sattigen; wghrend dieser Zeit ruhten die Platten 
auf speziellen glasernen Unterlagen. Wenn darauf .die Kammer schr%.g gestellt wurde, 
kam die Platte mit der mobilen Phase in Beriihrung und man liess diese bis zur 
Querlinie aufsteigen. Die Laufdauer betrug zwischen 35 und 40 Min. Bei einigen Ver- 
suchen, auf deren Platten keine Querlinien gezogen worden waren, liess man die mo- 
bile Phase bis sum oberen Plattenrand aufsteigen, die Laufzeit betrug dann beinahe 
zwei Stunden. 

Ltisungsmittelsysteme und Durchfidhru~g der Dfinnschichtchromatogra$hie 

Von den erprobten Lijsungsmitteln wurde das Gemisch aus Petrolather (BDH, 
Sdp. 60-80”) und Kthy1formia.t (Fluka, puriss.) im Volumenverhaltnis von 13 : 7 einer 
ntieren Untersuchung unterworfen. Mit diesem Lijsungsmittelgemisch liefen alle zu 
untersuchenden Komponenten, doch zeigte es sich, dass der Gehalt des verwendeten 
Athylformiates an freier Saure bei verschiedenen Lieferungen unterschiedlich war 
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und dies somit die Reproduzierbarkeit der Versuchsresultate ungiinstig beeinflusste. 
Als das Ltjsungsmittelgemisch zwecks Ncutralisierung mit NaHCO, geschiittelt 
wurde, hatte das zur Folge, dass’die Komponenten iiberhaupt nicht mehr liefen. 
Das Lijsungsmittel muss also freie Sgiure enthalten. Aus diesem Grunde wurde eine 
Versuchsserie angesetzt, bei der zu je IOO ml neutralisiertem Lijsungsmittelgemisch 
vor der Diinnschicht~hromatographie verschieden grosse AmeisensZ,uremengen (E. 
Merck, pro anal.) zugesetzt wurden. An Stelle von Ameisensgure nahmen wir such 
Essigs5ure (Fluka, puriss.), Butters5ure (Fluka, puriss.), Propions&ure (Fluka, 
puriss.) und Valerians%re (Fluka, puriss.) . 

Da bei der Extra&ion der Hydrazone oft kleine Mengen freies Dinitrophenyl- 
hydrazin mit extrahiert werden, wurde bei allen Diinnschichtentwicklungen als 
Vergleichssubstsnz eine Lijsung von z,qDinitrophenylhydrazin in einem Gemisch 
von Dioxan und Phosphatpuffer (pH 7.2) im Verhsltnis I : I verwendet. Bei den ferti- 
gen Chromatogrammen wurden die zuriickgelegten Laufstrecken der Hydrazon- und 
der Hydrazinfleclcen ausgemessen, In Tabelle I werden die Verh&ltnisse der Lauf- 
strecken - berechnet in Bezug auf diejenige des z,4-Dinitrophenylhydrazins - oder 
RB-Werte dargestellt. Beim Auftreten von Isomeren wurde nur die dominierende 
Komponente fiir die Berechnung in Betracht gezogen. In die Tabelle I sind ebenfalls 
die verwendeten mobilen Phasen und die mit einem Cord-Meter an sechs verschiedenen 
Stellen der Platte gemessencn Mittelwerte der Schichtdicke aufgenommen. Die 
durchschnittliche Abweichung von der mit tleren Schichtdicke war bei jeder einzelnen 
Platte kleiner als & 0.01 mm, jedoch war der Unterschied in cler Schichtdicke erheb- 
lich grijsser in Bezug auf die nach gleicher Art hergestellten Platten untereinander, wie 
aus Tabelle I hervorgeht. Die Fig. I. und 2 zeigen zwei Chromatogramme der Tabelle I. 

Fig. I. Das mit PetrolBther-~thylformint/hmeiscns~ure (100 rn1/0.052 mol.) als mobile Phase von 
clcn DNP-Komponenten dcr Ketostiuren crhaltene Diinnschichtchromatogramm. Substanzmenge 
in den Startflcclcen 2 pg. Xomponenten: (I) a-Keto-@-methylvalerinnslure; (2) a-Kctoisocapron- 
&ure; (3) a-I~etoisovalcrianski.urc; (4) a-XCetobutters~ure; (5) BrenztraubensYure ; (6) Ltivulin- 

&we; (7) a-KetoglutarsBure; (5) OxalessigsYure. V: z,4-Dinitrophenylhydrnzin. 
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Bei den Diinnschichtchromatogrammen der Tabelle I wurde neben den einzelnen 
Komponenten immer, such ein Gemisch aller acht Komponenten gleichzeitig chroma- 
tographiert . Eine befriedigendc Trennung konnte jedoch nicht erreicht tverden. 
Aus diesem G&de wurden Versuche angestellt, bei denen eine &derung der Ad- 

V1234.56 78 
Fig. 2. Das mit Pctrolathcr-&hylformiat/Propionslure (IOO ml/o.roq mol.) aIs mobile Phase von 
den DNP-Komponenten dcr Ketosii.uren erhaltene Diinnschichtchromatogramm. Substanamenge 
in den Startflcclscn 2 pg. Komponenten: (I) cr-Keto+methylvaleriansiure; (2) a-Ketoisocapron- 
s&Ire; (3) a+Ketoisovaleriansaure: (4) cc-Ketobutterslure; (5) BrenztraubensZiure; (6) LW-ulin- 

s&we; (7) ot-KetoglutarsZure; (8) Osalessigsaure. V: 2,4-Dinitrophenylhydrazin. 

sorbtions-Eigenschaften des Kieselgel G durch Vergnderung der Schichtdicke und 
durch Zusatz von S5ure zur Streichmasse angestrebt wurde. In Tabelle II werden die 
lin-Werte der DNP-Komponenten der Keto&uren - berechnet in Bezug auf das 
z,+Dinitrophenylhydrazin - der Versuche wiedergegeben, bei denen sowohl neutrale 

TABELLE II 

RR-WRRTE~ DER DNP-HOMPONENTEN DER KETOSAUREN ERHALTEN BEI D~NNSCHICHTCHROMATO- 
GRAPHIE MIT PRTROLXTHER-~THYL~ORM~AT/PROPIONS~~IJRB (100 ml/o.104 mol.) = ~0nrr.E PHASE 

UND MIT NEUTRALER,SOWIE SAURER STREICHMASSEBEIVERSCHIEDENENSCIIICHTDICKRN 

Komponenten: (I) cc-Keto-&methylvalerianskiure; (2) rx-KetoisocapronsZure; (3) ar-Ketoiso- 
valcriansaure; (4) ct-KetobuttersZure; (5) BrenztraubensHure; (6) LZvulinsOure; (7)a-Ketoglutar- 

saure; (8) Oxalessigsaure 

0. IO neutral 0.58 0.56 0.59 0.48 0.28 0.56 0.05 0.02 
0.10 sauer 0.48 0.48 C-39 0.29 0.20 C-49 0.02 0.02 

0.16 neutral 0.50 0.51 o-43 0.35 0.24 o-55 0.04 0.0-I 
0.17 sauer 0.45 0.42 C-37 0.30 0.20 0.52 0.02 0.00 

l Ro = Laufstrecke des DNP-Fleckens der Ketosaurc/Laufstrecke des Dinitrophenylhy- 
drazinfleckens. 
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(65 ml Wasser/so g Kieselgel G) als such saure Streichmasse (60 ml Wasser/g ml 
PropionsZure/go g Kieselgel G) bei zwei verschiedenen Schichtdicken verwendet 
wurden. Die Schichtdicken wurden an sechs verschiedenen Stellen jeder Platte ge- 
messen. Die in Tabelle II mitgeteilten Schichtdicken stellen Mittelwerte der Messun- 
gen dar. Der mittlere Fehler des Schichtdickenmittelwertes bei den diinneren 
Schichten war kleiner als & 0.01 mm, bei den dickeren Schichten jedoch bewegte er 
sich in der GrGssenordnung von + 0.01 mm. Als mobile Phase wurde das beim Chro- 
matogramm der Fig. 2 verwendete Lijsungsmittelgemisch gebraucht, da dabei das 
Fehlen von Isomeren die Trennung vereinfacht. Es sei in diesem Zusammenhang 
bemerkt, dass das erwahnte Lijsungsmittelgemisch such zur Trennung einiger anderer 
DNP-Komponenten angewendet werden kann und man z.B. von den DNP-Ab- 
kijmmlingen des Furfurals bei Anwendung dieses Liisungsmittels als mobile Phase bei 
der Diinnschichtchromatographie nur einen einzigen Flecken erhglt, wghrend sich 
mit einigen anderen Lijsungsmitteln sowohl bei der Diinnschicht-, wie such bei der 
Papierchromatographie zwei zueinander isomere Flecken ausbildenl”. 

Aus dem Gemisch der Komponenten 1-8 trennten sich die einzelnen’ Kompo- 
nenten am besten bei der letzten Entwicklung der Tabelle II, bei der also die Schicht- 
dicke vergriissert und die Streich.masse sauer war. Dabei liefen die Komponenten I 

M V.i 2 3 4 4.6.7 ‘8 
Fig. 3. Dss mit PetrolUher-ffthylformiat/Propions&ure (IOO ml/o.104 mol.) als mobile Phase von 
den DNP-Komponenten der Ketosiluren erhaltene Diinnschichtchromstogramm. Die Substanz- 
menge jeder Komponentc im,Startflecken betrug I pg, die Stroichmassc war sauer und die Schicht- 
dicke betrug 0.17 & 0.01 mm. Komponenten: (I) a-Keto-p-methylvalerian&iure; (2) ol-Ketoiso- 
capron&i.ure; (3) a-KetoisovaleriansZure; (4) a-Ketobutters%ure; (5) BrenztraubensLure; (6) 
Uvulins5ure ; (7) a-KetoglutarsBure ; (8) OxalessigsBure. V: z,4-Dinitrophenylhydrazin. M: 

Gemisch der Komponenten plus V. 

. 
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234 P. ROSKMNEN 

und 2 gleichartig. jedoch trennte sich die einzige y-Ketos&ure des Gemisches, die 
L8vulinsZure, aus dem Gemisch als separater Fleckcn. Hingegen trennte sie sich bei 
den iibrigen Entwicklungen der Tabelle II nicht aIs separater Flecken, obwohl auf 
Grund der RpWerte erwartet werden konnte, dass sie vor den anderen such in der 
zweitletzten Entwicklung der Tabelle II laufen wurde. Fig. 3 zeigt das der letzten 
Entwicklung der Tabelle II entsprechende D&nschichtchromatogramm. Auf der 
Kieselgelschicht wurde keine Querlinie gezogen, sondem man liess das LGsungsmittel 
bis zum oberen Plattenrand aufsteigen. 

Bei den vorher beschriebenen Versuchen wurden die DMP-Xiederschlage der Keto- 
sauren zuerst mit Extraktionsl&ungsmittelll behandelt und danach - zwecks 
Auftragung auf die Diinnschichtplatte - in einem I: I-Gemisch von Dioxan und 
0.067M PhosphatpufferlGsung (pH 7.2) aufgel&t. Wenn die Chromatograpbierung mit 
frischen, hiichstens wahrend zwei Tagen bei Raumtemperatur gestandenen Lijsungen 
der DNP-Niederschl%ge durchgefiihrt wurde, konnte einzig oberhalb des Lgvulin- 
saurefleckens ein sehr schwacher weiterer Flecken erkannt werden (in den Fig. I und 
z mit Kreisen markiert). Wenn der in Fig. 2 gezeigte Versuch mit Lijsungen der DNP- 
Niederschlgge, die wahrend einer Woche bei Raumtemperatur gestanden hatten, 
wiederholt wnrde, trat ein weiterer Flecken such oberhalb des Oxalessigsaurefleckens 
auf, wie aus Fig. 4 ersehen werden kann. Es tritt offenbar eine Zersetzung der ge 
nannten Substanzen ein. 

12 34 5 67s 
Fig. 4. Wiederholung des in Fig. 2 gezeigten Versuches, nachdem die Liisungen der DNP-Kompo- 
ncnten der Ketosluren w5hrend einer Woche bei Raumtemperatur gestanden hatten. DNP- 
Komponentcn der KetosPuren : (I) a-Iieto-#?-methylvalerians~ure ; (2) a-Ketoisocaprons&re; (3) 
a-KetoisovalcrianGiure; (4) a-Iietobutters~ure; (5) BrenztraubensSure; (6) LSvuIinsSurc; (7) 

a- IietoglutarsHure : (8) Osakssigsiure. 
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Aus Fig. 4 kann ersehen werden, dass das sich aus dem DNP-Abk6mmling der 
Oxalessigs&ure gebildete Abbauprodukt auf gleiche Weise wander& wie der DNP- 
Abkiimmling der Brenztraubens%.rre. Die gleiche Beobachtung konnte such bei 
anderen, in Tabelle I erwghnten mobilen Phasen gemacht werden. Es ist demnach 
offensichtlich, dass der DNP-Abkommling der Oxalessigs&ure in der Dioxan-Phos- 
phatpuffer-Losung langsam decarboxyliert. Als vergleichende Versuche mit solchen 
DNP-Niederschl%gen der Ketosguren angestellt wurden, die nach der FZl.lung nicht 
mit Extraktionsliisungsmittel behandelt worden waren, und als Liisungsmittel zur 
Auftragung der Niederschlgge auf die Platten wiederum ein Gemisch von Dioxan 
und Phosphatpuffer zur Anwendung kam, zeigten sich keine - such nach Stehen- 
lassen der Liisung - der aus Fig. 4 ersichtlichen Abbauprodukte der Komponenten. 
Dies weist darauf hin, dass der Grund fur den Abbau bei der Extraktionsbehandlung 
gesucht werden muss. 

BESPRECHUNG DER RESULTATE 

Mit neutralisiertem Gemisch von Petrolathcr-Athylformiat (13: 7) als mobile Phase 
blieben die DNP-Komponenten der KetosCi,uren am Startflecken. Art und Menge der 
der mobilen Phase zugesetzten Sauren beeinflusst sowohl die in Bezug auf das z,4-Dini- 
trophenylhydrazin berechneten RB-Werte wie such die sich wghrend der Entwick- 
lung aus den Komponenten bildenden Flecken (Tabelle I). Mit der Zunahme der 
Saurekonzentration der mobilen Phase wachsen such die RB-Werte, bei gleicher 
molarer Konzentration aber wachsendem Molgewicht der Sauren vermindem sich 
jedoch die RB-Werte (Tabelle I). Wenn die mobile Phase such nur geringe Mengen an 
Ameisens%ure enthzlt, trennen sich von den meisten Komponenten wZhrend der 
Entwicklung zwei aufeinanderfolgende Flecken ab - sie stellen zwei einander isomere 
Verbindungen dar (Tabelle I, Fig. I). Wenn an Stelle von Ameisensaure deren hiihere 
Homologen verwendet wurden, geschah bei geringen S&urekonzentrationen keine 
Abtrennung von Isomeren (Tabelle I, Fig. 2). Im Allgemeinen kann beobachtct 
werden, dass mit der Erhiihung der Saurekonzentration der mobilen Phase such die 
Anzahl der Komponenten zunimmt, aus denen sich Isomere bilden. Demnach ist es 
mijglich, dass die in der mobilen Phase enthaltene Saure, sofern deren Konzentration 
und Star-Ice ausreichend sind, im Verlaufe der Entwicklung eine Isomerisierung ein- 
zelner Komponenten verursacht. Andrerseits besteht die Mcglichkeit, dass die Es- 
traktionsbehandlung. der DNP-Abkommlinge mit der damit verbundenen pH- 
&derung - wie einige Autoren beobachten konntenr3 - oder das bei der Auflijsung 
der Niederschlage gebrauchte Lijsungsmittel eine Isomerisierung der Komponenten 
verursachen kann. Bei bestimmten Komponenten waren dabei beide Isomere schon 
im Startflecken vorhanden, aber mit mobilen Phasen, durch welche die Isomere 
nicht getrennt werden, bliebe ihre Wanderungsgeschwindigkeit die gleiche. Von den 
Isomeren ist immer eine Komponente die dominierende. Die dominierende Kompo- 
nente der BrenztraubensZure und der oc-Ketoisocapronsgure wander-t langsamer, 
diejenige der a-Ketobuttersaure, a-Ketoisovaleriansaure und der a-Keto-@methyl- 
valeriansaure dagegen schneller als ihr Isomer (Tabelle I, Fig. I). 

Oberhalb des Lavulins%urefleckens erscheint in den Fig. I und 2 ein sehr 
schwacher Flecken (in den Figuren mit Kreisen marltiert). Da das Auftreten des 
Fleckens von der Art der mobilen Phase unabhangig ist, scheint nicht ein Flecken des 
Isomers, sondern der eines Abbauproduktes in Frage zu stehen. Wenn man die 
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Liisungen der DNP-Niederschlage bei Raumtemperatur wahrend einer Woche stehen 
I&St, zeigt sich bei der Diinnschichtentwicklung ein Flecken eines Abbauproduktes 
ebenfalls oberhalb des Fleckens der Oxalessigsaure (Fig. 4). Dieses Abbauprodukt 
wandert bei der Diinnschichtentwicklnng auf gleiche Weise wie der DNP-Abkiimm- 
ling der BrenztraubensZure und wurde demnach als Folge der Decarboxylierung der 
Oxalessigs5ure gebildet . Falls die DNP-Niederschlage der Ketosguren nicht mit 
Extraktionsl6sungsmittel behandelt wurden und man zwecks Auftragung auf die 
Platte als Lijsungsmittel fiir die Niederschlage, wie bei den anderen Versuchen, ein 
Gemisch von Dioxan und Phosphatpuffer anwendet, k&men bei der Dtinnschicht- 
entwicklung keine der vorher erw%hnten Abbauprodukte festgestellt werden, woraus 
der Schluss gezogen werden kann, dass die Extraktionsbehandlung auf den Abbau der 
DNP-Komponenten der LZvulin- und der Osalessigsaure einen bestimmten Einfluss 
ausiibt. 

Eine Vergrosserung der Schichtdicke verkleinert den Ru-Wert aller Komponen- 
ten. Der RpWert der einzigen y-KetosZure, der LSivulinsaure, verandert sich bei der 
Vergdsserung der Sohichtdicke prozentual am wenigsten (Tabelle II). Falls der 
Streichmasse Propion&ure zugegeben wird, wirkt dieser Zusatz auf die RB-Werte 
verkleinemd. Der Vorteil eines Zusatzes von PropionsZure zur Streichmasse und 
einer gr6sseren Schichtdicke besteht darin, dass die einzelnen Komponenten aus dem 
Gemisch besser getrennt werden (Fig. 3). Dabei wandern nur die DNP-Abktimmlinge 
der ac-Keto-/J-methylvaleriansUre und der a-Ketoisocapronsaure zusammen, w&hrend 
die Trennung der anderen befriedigend verlauft . 

ZUSAMMENFASSUNG 

Zur Trennung der 2,4-Dinitrophenylhydrazone von acht Ketos8uren wurde eine 
diinnschichtchromatographische Methode entwickelt. Bei Verwendung der mobilen 
Phase Petrokither-&hylformiat/Monocarbons$iure nahmen die Rn-Werte der 
Komponenten - berechnet in Bezug auf das 2,4_Dinitrophenylhydrazin - zu, wenn 
die SZurekonzentration der mobilen Phase gr&ser, oder das Molekulargewicht der der 
mobilen Phase zugesetaten Sgurekleiner wurde. Falls die mobile Phase such nur in 
geringem Masse Arneisensgure enthielt, trennten sich bei einigen Komponenten im 
Verlaufe der Entwicklung zwei aufeinanderfolgende Isomerenflecken ab. Mit den 
hiiheren Homologen der Ameisens5ure konnte bei geringen %i.urekonzentrationen 
aus den Komponenten keine Abtrennung von Isomeren konstatiert werden. Bei 
Vergr&serung der Saurekonzentration der mobilen Phase nahm such die Anzahl der 
Komponenten zu, die zwei Flecken liefex-ten. Als Folge der Extraktionsbehandlung 
der Niederschhige waren einige Komponenten in ihren Losungen nicht stabil. Die 
VergrGsserung der Schichtdicke wie such ein Zusatz von S8ure zur Streichmasse haben 
ein Absinken der Rg_Werte zur Folge. Durch AnsZuren der Streichmasse und mit 
einer dickeren Sc’hicht von Kieselgel G konnte die Trennung der einzelnen Komponen- 
ten aus dem Gemisch verbessert werden. 

SUMMARY 

A method of thin-layer chromatography was developed for the separation of the 2,4- 
dinitrophenylhydrazones of eight keto-acids. When petroleum ether-ethyl formate/ 
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monocarboxylic acid was used as t&e solvent S~~&ZHEU hi&er 22~ vaIues off ithe CXBHR.I~O- 
nents-measured with reference to z,+aJiniti~phe~ny~y~~~~ ob&&ned 
with increasing acid concentr,ation or with decreastig nno&xxaIar xve&Mt of tie & 
in the solvent system. If the mobile phase c~&a.iuned even small axrnou~&~ of f~tic 
acid, some of the compounds ,gave two sucoessive q&s due to 2sorners_ \XMn tigit~e~ 
homologues of formic acid no .separation of isomers could be s-&I w’Bnceop tie atid 
concentration was low. When the concentration was m.Csed. tie mn.mbe.r 0% ~0nqxmnennIt~ 
that gave two spots also increased. Owing to tie &ratcCon procedure 30 wticb tie 
precipitates were subjected some ‘03 the compounds ~vere nti stile ti s~llrxtiorn_ 
A thicker layer of Kieselgel G and a~oad~~omca3~c~~~~~ea~~~ 
before coating caused the RB values to decrease- The separation of Itlhne indiv&na~~ 
keto-acids from the mixture could be improved by acidSyi.ng tie spn-e.a&rg nxnixtta~e 
and using a thicker layer. 
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