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CHROM. 34.12 

Diinnschicht-Chromatographie von Carbonslwren an Cellulose 

Verschiedene Methoden zur Trennung von Carbons&ren durch Diinnschicht- 
Chromatograpl~ie (DC) nach S*rAHL1-O wurden beschrieben: BRAUN UND GEENEN', 

PE*rRowITz UND PASTUSKA~, LYNES~, TING UND DUGGER~" sowie RAJAGOPAL, SARAS- 
WATHY, SUBBARA~~ UND ACI-IAYA~~ verwenden Kieselgel-Schichten ; SCHWEIGER~~, 
BANCHER UND SCHERZOS, DITTRIANNl*, HIGGINS UND VON BRANDER, LBHR~ANN UND 
MARTINOD~~, MYERS UND HUANG~‘, BASTERS* sowie RASkIUSSENID arbeiten mit Cellu- 
lose-Schichten. DANCIS, Hu-rZmR UND LEVIT@, HXKICINEN UND KULONEN~~ und 
WHITFIELD trennen Ketosaure-2,4-dinitrophenylhydrazone ; RONICAINEN~~ trennt 
Methylester von Ketosaure-2,4-dinitrophenylhyclrazonen; THO~~PSON UND HEDIN~~ 
trennen Carbonsaure-2,4-dinitrophenylhydrazide; RINIC UND HERRRIANN~~ chromato- 
graph&en Rhodanin-Derivate von Ketosauren. BACHUR?~ beschreibt verschiedene 
Nachweisverfahren der getrennten Sauren ; COPIUS-PEEREBOOM~~ hat eine Obersicht 
iiher die DC von Carbonsguren geschrieben. 

Zweclc dieser Arbeit ist die Beschreibung des Verhaltens einer grosseren %a111 
biochemisch interessanter Carbonsauren bei DC an Cellulose. 

Streichgerat fiir lconstante Schichtdicke (Desaga) ; Cellulosepulver MN 300 
(Macherey, Nagel & Co.) ; Amylall~ohol zur Fettbestimmung nach GERBER, Ameisen- 
saure $3-100 o/o z.A., sz-Butanol zur Chromatographie, se/z.-Butanol zur Chromato- 
graphic, Ammoniak-Losung min. 25 y. z.A. (alles E. Merclc AG). 

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

intensiv verriihrt; Glasplatten von 20 x 20 cm” Flache werden durch Lagern in 
konzentrierter Soda-Losung entfettet, mit Wasser grtindlich gewaschen und nach 
Troclcnen und Abkiihlen mit der Cellulose-Suspension beschichtet. Die Platten 
bleiben zun%chst in einem staubarmen Raum 2 Std. bei Zimmertemperatur waage- 
recht liegen, anschliessend werden sie 4 Std. auf 105~ erwarmt. Abgel<tihlt und auf- 
bewahrt werden die fertigen Platten in einem Exsiklcator iiber Blauge128. Im allge- 
meinen wurden wgssrige Lijsungen der Substanzen aufgetragen; Fumars~ure war in 
40 %ig. w&srigem rc-Propanol gel&t ; DL-cc-Hydroxybuttersaure, Isocitronens%iure 
und Glyoxylsaure wurden als Natrium-Salze verwendet. Die Konzentrationen der 
Ldsungen waren im allgemeinen so gewahlt, dass die in Tabelle I angegebenen Mengen 
in jeweils I ,ul Losung enthalten waren. 

Zur Herstellung der Dinitrophenylhydrazone einiger Ketosauren wurden zu 
jeweils x0 mg Ketosaure: 0.5 ml Isopropanol + 0.4 ml Wasser + 0.1 ml Reagenz- 
L&sung (300 mg 2,4-Dinitrophenylhydrazin in IOO ml 2 A7 HCl) gegeben ; diese Losung 
wurde dir&t aufgetragen. 

Chromatographiert wird einmal IO cm aufsteigend, ohne Kammersattigung, 
bei Raumtemperatur von ca. 23”. Die Proben werden in Einzelmengen von htichstens 
0.5 ~1 unter Zwischentrocknung 17 mm von unteren Rand der Platte entfernt auf 
moglichst kleinem Fleck aufgetragen. 
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A Zialischer IdikatoP. 40 mg Bromkresolgriin in I00 ml Athanol gel&t, 0. I iV 
NaOH bis zur Blaufarbung zugegeben ; diesen Indikator fur Platten nach Entwicklung 
mit Systemen I oder II verwendet. 

Sazcrer IrtdikatoF. 50 mg Bromphenolblau + 200 mg Citronensaure in x.00 ml 
Wasser gelost; diesen Indikator nach Entwiclclung mit System III benutzt. 

Natrodauge. 0.5 N; Bespriihen mit diesem Reagenz erhijht die Empfindlichkeit 
des Nachweises von 2,4-Dinitrophenylhydrazonen. 

Entwickler-Systeme 
System I : Amylall~ohol-Ameisensaure-Wasser (40 : 40 : 2, v/v/v)la. 

System II : vz-Butanol-Ameisens&ure-Wasser (60 : IO : 20, v/v/v)'". 

System III : sek.-Butanol-z, N wsssrige NH,-Lijsung (80 : 20, v/v)14. 

Ergebnz’s 
Aufgetragene Mengen und gemessene RF-Werte sind in Tabelle I zusammen- 

gefasst. Die Mengen betragen etwa das Doppelte der minimal nachweisbaren Mengen. 
(Die Indilratoren miissen mehrfach gespriiht werden, alkalischer Indiltator hgufiger 

TABELLE I 

NACHGEWIESENE MLNGEN, RF-WERTE UND STANDARDABWl%ICIIUNGBN DER &‘p-WERTE 

Substanz 
. . 

Menge 
h!d 

System I System I? System III 

Amcisens&ure 1.3 
Essigsk7rc I.0 

l?ropions%ure 2.0 

ButtersSure 2.0 

Isobuttershre 0.9 
Valerians&we 1.4 
IsovaleriansYure 1.4 
Capronskre I.4 
TsocaprQnsSure I.4 

Oxalskh-e 1.0 

MalonsYure I.5 
BernsteinsSure 2.0 

Maleinsku-e 
Fumarshre 

cis-AconitsYurc 
(Nebenfleck) 

3.5 
I.0 

4.0 

Glylcol&urc 
Milchskiure 
c+Hydroxybutterskiure 
/SIlydroxybuttersYure 
cr-Hydroxyisobutters&ure 
cr-Hydroxyisovalerians~ure 
cc-Hydroxyisocapronshre 

~pfelshre 
WeiiisSure 

2.5 
2.5 
I.9 
2.5 
2.5 

;:: 

1.0 

1.0 

0.58 f 0.02 0.62 f 0.04 
0.66 f 0.01 0.79 & 0.01 
0.74 zt 0.07 0.85 f 0.01 

0.73 zt 0.03 0.78 & 0.02 

0.77 -i 0.04 0.93 & 0.01 

0.54 -f 0.02 0.66 & 0.02 
0.65 & 0.02 0.81 & 0.02 

0.6t & 0.03 0.70 & 0.02 
0.77 & 0.02 0.84 & 0.02 
0.86 & 0.01 0.93 * 0.01 

o.s2 & 0.02 0.90 & 0.02 
& 0.03 0.89 & 

0.90 * 0.01 I 

o.g2 * 0.01 I :: 

o-55 =t 0.03 o.G4 * 0.02 
0.35 & 0.02 0.45 rt 0.03 

0.2I & 0.00 

0.21 * 0.01 

0.31 & 0.01 

0.44 rt 0.01 
0.43 rt 0.02 

0.63 & 0.01 
0.60 I: 0.02 
0.80 -J= 0.02 

0.79 * 0.02 

0.04 * 0.01 
0.06 * 0.02 

0.07 & 0.02 

0.07 + 0.04 
0.06 & 0.02 

0 CD 

0.20 & o.oLf 

0.23 * 0.04 
0.37 f 0.04 
0.31 & 0.02 

0.35 & 0.02 

0.48 f 0.02 
o.G2 f 0.04 

0.04 * 0.01 

0.03 _i 0.01 
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TAl3IX,LE I (Fortselrung) 

Substunz System / System 11 

Citroncns~ure 
lsocitronensiiure 

D-Galacturons~urc 
D-Glucuronsiiurc 
L-Ascorbinsklre 

Glyoxyls$ure 

Glyoxylsiiurc-2,4-clinitrophcnyl- 
hyclrazon 
(Ncbcnflcck) 

Brenztraubcnsiiurc-2,4dinitrophcnyl- 
hyclrazon 

LBvulinsZure 
LBvulins%urc-2,4dlinitrophcnyl- 

hydrazon 
cc-Kctoglutarsiiurc 
a-Kctoglutarsiiurre-2,4-clinitrophenyl- 

hyclrazon 

Acctoll-0 _,4-clinitrophcnylhyclrazon 

SchwcfelsiiuretJ 

0.5 
I.9 

I.5 

I.5 
5.0 

4.5 

10a 

10n 

1.s 

IO” 

2.5 

IOU 

10n 

I.5 

1.5 

0.42 rfi: 0.03 
0.38 & 0.03 

0.26 * 0.02 
0.27 & 0.02 
0.45 & 0.04 

0.45 f 0.04 
uncl 0.70 * 0.02 

0.86 f 0.03 

o.OG f 0.02 

0.23 f 0.02 0.22 & 0.01 
0.30 rt 0.02 0.11 & 0.03 
0.36 & 0.02 0.31 * 0.01 
0.46 rrt 0.02 0.34 -fr 0.05 
0.41 rt: 0.02 0.22 & 0.05 

0.57 3: 0.04 
0.55 & 0.01 

0.27 & 0.03 
0.29 1_ 0.02 
0.47 -Jr 0.02 

0.76 rl: 0.04 

o.gr $1 0.03 

0.78 * 0.04. 

0.01 f 0.01 

0.02 It 0.01 

0.04 f 0.03 
0.04 f 0.03 
0.15 & 0.03 

0.04 & 0.01 

0.35 f 0.04 
o.G3 & 0.01 

0.55 & 0.06 
0.33 rt 0.04 

0.66 & 0.08 
0.08 & 0.03 

0.2G & 0.02 

0 

a T3ci den 2, 4-Dinitrophenylhydrazoncn bceichen sich die Mcngcnangaben auf die Mengcn 
eingesetzter rciner Kctos~ure. 

1~ Tm System T haben alle clrei l?leclte ctwa glcichc Grijssc; im System II ist clagcgcn die 
Hauptmengc cler Substanz bei Rb- 0.22 lolcalisiert. 

C Tn clen Systemen I uncl II sind jeweils clic l%xlce mit dcm klcinercn RF-Wcrt~(o.4I bzw. 0.22) 
lcleiner als die Flcclce mit dem griisscren Xp-Wert. 

als saurer Indilcator.) Die Xr;l-Werte sind jeweils Mittelwerte von vim Platten. Hinter 
den Rp-Werten sind deren Standardabweichungen (m = 4) angegeben. 

Die beiden Flecke, die man rnit Glyoxylskre in1 System I erh5lt, sind etwa 
gleich gross. Man muss wohl an Unllagerung bzw. Disproportionierung wshrend cler 
Chronlatographie denken. Der Nebenfleck mit RF 0.63, der dagegen bei der DC des 
Glyoxylsgure-2,4-clinitrophenylhydrazons auftritt, ist mijglicherweise so zu deuten, 
dass sich stereoisomere 2,4-Dinitrophenylhydrazone bei der DC trennten. 

Die bei der DC von cis-AconitsZure in beiden sauren Entwiclcler-Systemen auf- 
tretenden Nebenflecken kommen wohl dadurch zustande, dass sic11 ein Teil der 
Substanz in trnns-Aconitsgure umgewandelt hat. 

Bei anderen SZuren wurden dagegen Nebenflecke beobachtet, die durch teil- 
weise Zersetzung der Substanzen vor oder w%hrend der DC erklgrt werden miissen: 
Brenztraubens$ure, l?henylbrenztraubens%ure, $-HydroxyphenylbrenztraubensZure, 
Oxalessig&iure und die 2,4-Dinitrophenylhydrazone der drei letztgenannten Keto- 
s&u-en. DC dieser %iuren ist unter den hier beschriebenen Bedingungen nicht miiglich. 

oc-KetobuttersZure, cc-Ketoisovalerianskre und cc-Ketoisocapronskure lassen 
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sich zwar mit den beiden sauren Systemen I und II zersetzungsfrei chrornatographie- 
ren, und die a,.+-Dinitrophenylhydrazone dieser drei Ketos%.uren lassen sich such mit 
System III gut abtrennen; alle Substamen haben jedoch sehr Zhnliche Rp-Werte 
zwischen 0.87 und o.gS. Deshalb wurden diese Verbindungen nicht in Tabelle I er- 
wzihnt, 
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