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CHROM. 3412
Diinnschicht-Chromatographie von Carbonsiuren an Cellulose

Verschiedene Methoden zur Trennung von Carbonsduren durch Diinnschicht-
Chromatographie (DC) nach STaHL!-® wurden beschrieben: BRAUN UND GEENEN?,
PeETROWITZ UND PASTUSKAS, LYNES?, TING UND DUGGER!? sowie RAajAGoPAL, SARAS-
WATHY, SUBBARAM UND AcHAYA!l verwenden Kieselgel-Schichten; SCHWEIGER!Z2,
BANCHER UND ScHERZ!3, DitTMANN!Y, HIGGINS UND VON BRANDI3, LEHMANN UND
MarTINODS, MYERS UND HuAaNG!?, BAYZER?® sowie RASMUSSEN?? arbeiten mit Cellu-
lose-Schichten. Dancis, HuTzLER UND LeviTZ?0, HAKKINEN UND KULONENZ! und
WHITFIELD?2 trennen Ketosédure-2,4- dmltrophenylhydraaone, RONKAINEN2? trennt
Methylester von Ketosdure-z,4-dinitrophenylhydrazonen; THoMPsoN UND HeDINZ4
trennen Carbonsiure-2,4-dinitrophenylhydrazide; Rinx uND HERRMANN2S chromato-
graphieren Rhodanin-Derivate von Ketosduren. BACHUR® beschreibt verschiedene
Nachweisverfahren der getrennten Sduren; Corrus-PEEREBOOM?? hat eine Ubersicht
tiber die DC von Carbonsiuren geschrieben.

Zweck dieser Arbeit ist die Beschreibung des Verhaltens einer grdsseren Zahl
biochemisch interessanter Carbonsiduren bei DC an Cellulose.

Material

Streichgerdt fiir konstante Schichtdicke (Desaga); Cellulosepulver MN 300
(Macherey, Nagel & Co.); Amylalkohol zur Fettbestimmung nach GERBER, Ameisen-
sdure 98-1009%, z.A., n-Butanol zur Chromatographie, sek.-Butanol zur Chromato-
graphie, Ammoniak-Lésung min. 25 % z.A. (alles E. Merck AG).

Methode
15 g Cellulosepulver werden in einem Mixgeridt ca. 30 Sek. mit go ml Wasser

intensiv verriihrt; Glasplatten von 2o X 20 cm? Fliche werden durch Lagern in
konzentrierter Soda-Lésung entfettet, mit Wasser griindlich gewaschen und nach
Trocknen und Abkiihlen mit der Cellulose-Suspension beschichtet. Die Platten
bleiben zuniichst in einem staubarmen Raum 2 Std. bei Zimmertemperatur waage-
recht liegen, anschliessend werden sie 4 Std. auf 105° erwdrmt. Abgekiihit und auf-
bewahrt werden die fertigen Platten in einem Exsikkator iiber Blaugel®®. Im allge-
meinen wurden wissrige Losungen der Substanzen aufgetragen; Fumarsdure war in
40 %ig. wissrigem n-Propanol gelost; pL-e-Hydroxybuttersdure, Isocitronensidure
und Glyoxylsiure wurden als Natrium-Salze verwendet. Die Konzentrationen der
Losungen waren im allgemeinen so gewihlt, dass die in Tabelle I angegebenen Mengen
in jeweils 1 ul Losung enthalten waren.

Zur Herstellung der Dinitrophenylhydrazone einiger Ketosiduren wurden zu
jeweils 10 mg Ketosdure: 0.5 ml Isopropanol + 0.4 ml Wasser 4 0.1 ml Reagenz-
Loésung (300 mg 2,4-Dinitrophenylhydrazin in 100 ml 2 NV HC]) gegeben ; diese Lésung
wurde direkt aufgetragen.

Chromatographiert wird einmal 10 cm aufsteigend, ohne Kammersittigung,
bei Raumtemperatur von ca. 23°. Die Proben werden in Einzelmengen von hochstens
0.5 wl unter Zwischentrocknung 17 mm von unteren Rand der Platte entfernt auf

moglichst kleinem TFleck aufgetragen.
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Spriihreagenzien
Alkalischer Indikator®. 40 mg Bromkresolgriin in 1oo ml Athanol gelést, 0.1 IV

NaOH bis zur Blaufirbung zugegeben ; diesen Indikator fiir Platten nach Entwicklung

mit Systemen I oder II verwendet. ,
Saurer Indikator®®. 50 mg Bromphenolblau + 200 mg Citronensdure in 100 ml

Wasser gelost; diesen Indikator nach Entwicklung mit System III benutzt.
Natronlauge. 0.5 IN ; Bespriihen mit diesem Reagenz erhsht die Empfindlichkeit

des Nachweises von 2,4-Dinitrophenylhydrazonen.

Entwickler-Systeme

System I: Amylalkohol-Ameisensdure-Wasser (40:40:2, v/v/v)i2
System II: n-Butanol-Ameisensiure—Wasser (60:10:20, v/v/v)13,
System III: sek.-Butanol-z N wissrige NH;-Loésung (80:20, v/v)4,

Ergebnis

Aufgetragene Mengen und gemessene Rp-Werte sind in Tabelle I zusammen-
gefasst. Die Mengen betragen etwa das Doppelte der minimal nachweisbaren Mengen.
(Die Indikatoren miissen mehrfach gespriiht werden, alkalischer Indikator hiufiger

TABELLE I
NACHGEWIESENE MENGEN, Rp~-WERTE UND STANDARDABWEICHUNGEN DER [Rp-WERTE
Substanz Menge System I System I'T System 11T
- (1g)
Ameisensiure 1.3 0.21 - 0.00
Essigsdure 1.0 0.21 -+ 0.01
Propionsiure 2.0 0.31 -+ o.or
Buttersédure 2.0 0.44 == 0.01
Isobuttersdure 0.9 0.43 == 0.02
Valeriansiure I.4 0.63 4 o.o0r
Isovaleriansidure 1.4 0.60 -+ 0,02
Capronsiure 1.4 0.80 -+ 0.02
Isocapronsiure 1.4 0.79 4- 0.02
Oxalséure I.0 0.58 -} o0.02 0.62 4 0.04 0.04 4= 0.01
Malonsiure 1.5 0.66 -} 0.01 0.79 = o.or 0.06 4- 0.02
Bernsteinsiure 2.0 0.74 == 0.07 0.85 4 o.or 0.07 = 0.02
Maleinstiure 3.5 0.73 o= 0.03 0.78 4 o.02 0.07 4- 0.04
Fumarsiure 1.0 0.77 == 0.04 0.93 + 0.0rI 0.06 4 0.02
cis-Aconitsdure 4.0 0.54 = 0.02 0.66 4- 0.02 o + o
(Nebenfleck) 0.65 - 0.02 0.81 4 0.02
Glykolsiure 2.5 0.66 - 0.03 0.70 4 o0.02 0.20 == 0.04
Milchsédure 2.5 0.77 = o.02 0.84 4 o.02 0.23 o= 0.04
a-Hydroxybuttersiure 1.9 0.86 - o.01 0.93 4: o.01 0.37 o= 0.04
f-Hydroxybuttersidure 2.5 0.82 4 0.02 0.90 - 0.02 0.31 4 0.02
«-Hydroxyisobuttersiure 2.5 0.85 - 0.03 0.89 4 0.06 0.35 &4 0.02
a-Hydroxyisovaleriansiure 1.9 0.90 -+ 0.01I I -+ o 0.48 + o0.02
«-Hydroxyisocapronsiure 3.8 0.92 - 0,01 I + o 0.62 4 0.04
Apfelsdure 1.0 0.55 =& 0.03 0.64 =+ 0.02 0.04 & 0.01
Weinsédure 1.0 0.35 =+ 0.02 0.45 =+ 0.03 0.03 - 0.01
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T TABELLE I (Fortsetzung)

Substanz Menge System I System 1T System 111
(ng) '
Citronensiure 0.5 0.42 - 0.03 0.57 -}- 0.04 0.0I -4 0.01
Isocitronensiure 1.9 0.38 - 0.03 0.55 +4- 0.01 0.02 -+ 0.01
D-Galacturonsiure 1.5 0.26 -}- 0.02 0.27 -} 0.03 0.04 - 0.03
D-Glucuronsiiure 1.5 0.27 - 0.02 0.29 - 0.02 0.04 4 0.03
L-Ascorbinsidure 5.0 0.45 -k 0.04 0.47 o= 0,02 0.15 4 0.03
Glyoxylsiure 4.5 0.45 4= 0.04 0.76 -- 0.04 0.04 &+ 0.01
und o.70 -}- 0.02
Glyoxylsiure-2,4-~ dm:trophcny]-
hydrazon 108 0.35 o+ 0.04
{(Nebenfleck) 0.63 + o.01
Brenztraubensiure-2,4-dinitrophenyl-
hydrazon 108 0.55 =+ 0.06
Lawvulinsiure 1.8 0.86 + 0.03 0.9I - 0.03 0.33 -+ 0.04
Lavulinsidure-2,4-dinitrophenyl-
hydrazon 108 0.66 - 0.08
«-Ketoglutarsiure 2.5 0.66 -~ 0.02 0.78 - 0.04 0.08 - 0.03
ee-Ketoglutarsiure-2, 4- (lmltropheny]-
hydrazon 108 0.26 - 0.02
Aceton-2,4-dinitrophenylhydrazon 108 o
Schwefelsiure? 1.5 0.23 - 0.02 0.22 4 0.01
0,30 4= 0,02 O.11 == 0.03
0.36 4 0.02 0.31 o= 0.0I
Phosphorsidurce 1.5 0.46 4 0.02 0.34 - 0.05
0.41 == 0.02 0.22 -4 0.05

& BBei den 2,4-Dinitrophenylhydrazonen bezichen sich die Mengenangaben auf die Mengen
eingesetzter reiner Ketosédure.

b Im System I haben alle drei Flecke etwa gleiche Grosse; im Systermn II ist dagegen die
Hauptmenge der Substanz bei 2 0.22 lokalisiert.

¢ In den Systemen I und II sind jeweils die Flecke mit dem kleineren Rp-Wert'(0.41 bzw. 0.2
kkleiner als die Flecke mit dem grésseren Rp-Wert.

als saurer Indikator.) Die Rp-Werte sind jeweils Mittelwerte von vier Platten. Hinter
den Rp-Werten sind deren Standardabweichungen (72 = 4) angegeben.

Die beiden TFlecke, die man mit Glyoxylsdure im System I erhilt, sind etwa
gleich gross. Man muss wohl an Umlagerung bzw. Disproportionierung wihrend der
Chromatographie denken. Der Nebenfleck mit Rp 0.63, der dagegen bei der DC des
Glyoxylsidure-2,4-dinitrophenylhydrazons auftritt, ist moglicherweise so zu deuten,
dass sich stereoisomere 2,4-Dinitrophenylhydrazone bei der DC trennten.

Die bei der DC von cis-Aconitsdure in beiden sauren Entwickler-Systemen auf-
tretenden Nebenflecken kommen wohl dadurch zustande, dass sich ein Teil der
Substanz in frans-Aconitsdure umgewandelt hat.

Bei anderen Sduren wurden dagegen Nebenflecke beobachtet, die durch teil-
weise Zersetzung der Substanzen vor oder wihrend der DC erkldart werden miissen:
Brenztraubensiure, Phenylbrenztraubensidure, p-Hydroxyphenylbrenztraubensiure,
Oxalessigsdure und die 2,4-Dinitrophenylhydrazone der drei letztgenannten Keto-
sduren. DC dieser Sduren ist unter den hier beschriebenen Bedingungen nicht méglich.

«-Ketobuttersdure, «-Ketoisovaleriansdure und «-Ketoisocapronsidure lassen
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sich zwar mit den beiden sauren Systemen I und II zersetzungsfrei chromatographie-
ren, und die 2,4-Dinitrophenylhydrazone dieser drei Ketosduren lassen sich auch mit
System III gut abtrennen; alle Substanzen haben jedoch sehr &dhnliche Rp-Werte
zwischen 0.87 und 0.98. Deshalb wurden diese Verbindungen nicht in Tabelle I er-

wihnt.
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