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SUMMARY 

TI&-Layer chromatopa$hy of cc-lzeto acids 

A method is described for the qualitative and quantitative estimation of a-keto 
acids as their z,+dinitrophenylhydrazones by thin-layer chromatography on silica 
gel. The solvent system is composed of ethyl formate, petroleum ether, and glacial 
acetic acid. The method is suitable for the separation of six keto acids of biological 
interest, Liz, oxaloacetic acid, a-ketoglutaric acid, glyoxylic acid, pyruvic acid, a-keto- 
butyric acid, and a-ketoisovaleric acid. The quantitative assay is carried out spectro- 
photometrically at 380 nm after elution of the separated substances from the thin- 
layer plates. 

EINLEITUNG 

Fur die Untersuchung der u-Ketosauren stehen eine Reihe von Methoden zur 
Verftigung. Eine’Ubersicht iiher die Analyse der Ketosauren unter besonderer Be- 
riicksichtigung der chromatographischen Methoden gibt Nrzxsnl. In, den letzten 
Jahren sind fur einige biologisch besonders interessante a-KetosZuren enzymatische 
Verfahren entwickelt worden 2, Diese gestatten hsufig eine qualitative und quantita- 
tive Bestimmung einzelner a-Ketosauren direkt im Extrakt des Untersuchungs- 
materials. Ftir die Analyse von Ketos5uregemischen jedoch hat sich die Uberfiihrung 
der Ketosauren in die z,+Dinitroph’enylhydrazone und die anschliessende Auftren- 
nung mit Hilfe der Papierchromatographie oder Dunnschichtchromatographie be- 
wahrt3-12. Die Diinnschichtchromatographie der DNP-Ketosauren wurde zuerst von 
RONKAINEN~ auf mit niederen Fettsauren impragniertem Kieselgel G durchgefiihrt. 
Die beschriebenen dtinnscl~ichtchron~atograpl~ischen Methoden lieferten dabei aller- 
dings keine befriedigende Trennung. der bei Stoffwechseluntersuchungen besonders 
interessierenden Oxalessig-, a-Ketogj.utar-, Glyoxyl- und Brenztrauber&ure. Ledig- 
lich eine kiirzlich erschienene Arbeit berichtete ,iiber eine Trennung durch zweil 
dimensionale Dtinnschichtchromatographie 12. Die vorliegende Arbeit beschreibt eine 
Methode, die eine Modifikation des von RONKAINEN~ angegebenen Systems darstellt. 
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.I. 
Sie gestattet eine gute Trennung, Identifizierung und eine. quantitative Bestimmung 
der genannten a-Ketos&iuren durch Diinnschichtchromatographie in einer Richtung. 

EXPERIMENTELLES 

Material 
Die verwendeten Ketosauren und Athylformiat (puriss.) wurden von Fluka, 

Aluminiumosid von Woelm und die iibrigen Chemikalien von Merck bezogen. Zur 
Diinnscl~ichtchron~atograpl~ie diente die Standardausriistung von Desaga. 

Herstehwg der DNP-Ketosiiwen 
Als Reagenz dient eine frisch bereitete, gesgttigte Losung von z,4-Dinitro- 

phenylhydrazin in 3%iger Perchlorsaure. Dazu wird I g 2,4-Dinitrophenylhydrazin 
in 500 ml der PerchlorsZure 1-2 Std. intensiv geschiittelt und anschliessend der unge- 
liiste Riickstand abfiltriert. Gleiche Volumina des neutralen Extraktes und des 
Reagenzes werden gemischt und I Std. bei Zimmertemperatur, anschliessend 16 Std. 
bei 3” gehalten. Danach wird die L&sung mehrmals mit kleinen Portionen Athylacetat 
ausgeschiittelt, bis die wassrige Phase farblos zuruckbleibt. Dabei werden die DNP- 
Ketos&rren, andere DNP-Carbonylverbindungen und iiberschiissiges Reagenz estra- 
hiert. Die organische Phase wird nun mit wasserfreikm Na,SO, getrocknet und tiber 
Al,O, chromatographiert (wie unten beschrieben) oder dreimal mit Io%iger NaHCO,- 
L&sung ausgeschiittelt, diese vorsichtig mit HCl angesauert und mit Athylacetat 
extrahiert. Die orangefarbene Lesung der DNP-Ketosauren in Athylacetat wird mit 
wasserfreiem Na,S04 getrocknet und im Vakuum bei Raumtemperatur zur Trockene 
eingedampft. Der Riickstand wird mit einem definierten Volumen Athylacetat gelijst 
und steht zur qualitativen und quantitativen Analyse zur Verfiigung. 

Reinigzcng der DNP-Ketosiiuren 
Zur Entfernung unvollst&ndig abgetrennter neutraler DNP-Carbonylverbin- 

dungen und des tiberschiissigen Reagenzes von der Klasse der DNP-KetosYuren hat 
sic11 das folgende Verfahren bewshrt. Die Lijsung der DNP-Derivate in Athylacetat 
wird an einer mit Al,O, (Aktivitatsstufe III nach Brockmann) gefiillten Saule chro- 
matographiert. Dazu werden IO g A&O3 mit 0.6 ml dest. Wasser in einem verschlos- 
senen Kolben solange geschiittelt, bis ein frei fliessendes homogenes Pulver entstan- 
den ist. Dieses wird in trockenern Athylacetat suspendiert und in eine S$iule von I cm 
Durchmesser gefiillt . Nach Aufgabe der Lijsung wird mit jithylacetat so lange eluiert, 
bis die erste geschlossene orangefarbene Zone, die das Reagenz und die neutralen 
DNP-Carbonylverbindungen enthalt, vollst2indig aus der Saule ausgetreten ist. Die 
DNP-Ketosauren bleiben als geschlossene Zone am oberen Saulenende fixiert, An- 
schliessend wird mit 20 ml g6°/0igenl Athanol nachgewaschen und dann die DNP- 
KetosHuren mit o.gT/,iger NaHCO,-Liisung eluiert, 

Dii~nsc~~chtclzromatogyap~~e der DNP-Ketoshwen 
.Die Dtinnschichtchromatographie wurde auf Glasplatten (20 x, 20 cm), die in 

tiblicher Weise in einer Schichtdicke von 0.25 oder 0.5 mm mit Kieselgel G beschichtet 
waren, durchgeftihrt. Die Schicht wurde nicht durch Erhitzen aktiviert, sondern ein- 
fach an der Luft getrocknet. Als Laufmittel diente das Gemisch Athylformia t-Petrol- 
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benzin (Sdp. 6078o’)TEisessig (50 :go :$), ‘Die Cliromat~gra~hie. third ‘dhne .Kamm:er- 
sgttigung durchgeftihrt, r&h, I Std. hat ,die Laufmittelfrdnt 16.5 cm ~z+ickgelegt:-,:. : 

. ,., . ,,. .’ ., . , ‘.. ,” ., 

Quantitative Bestimwkg dev’ DNP-Keto&urtivz 
. ,‘, 

: ‘.. .’ 
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Zur quantitativen Bestimmung der DNP-Ketosguren werden definierte.Mengen 
der Athylacetat-L&ung punktfiSrmig oder als ‘Band von aicht lnebeneinander’ liegen- 
den Punkton aufgetiagen. Wir verwendeten dafur eiue graduierte:Hamilton-Spritie 
von IO pl Gesamtvolumen. ‘Das ‘Chromatogramm,.wird nach beendeter Entwicklung 
im kalten Luftstrom gut getrocknet; danach”‘werden die einzelnen F&ken, ausge- 

schabt, mit 3 ml 3%iger NaHCO,-L&sung gut durchgertihrt und ‘zentrifiigiert,. Die , 
tiberstehende klare:, LCisung wird zur Extinktionsmessung mit Gem Spektralphoto- 
.meter bei 380 nm eingesetzt. Einen Leerwert gewinnt man in gleicher W&e, .aus 
substanzfreier Kieselgelschicht der gleichen Platte. ‘. 

Zur, Prtifung, der ,Reproduzierbarkeit der quantitativen Bestimmung : wurden 
Gemische von je IO pniol,&Ketoglutar-, ‘Glyoxyl-, Brenztrauben-, a-Ketobutter- und 
a-Ketoisovalerians~ure in 50 ml gel&t und ‘mit 50 ml Reagenz v&set&. Nach ‘der 
Reinigung iiber die, AlsO,-SBule w&de der getrocknete ,Rtickstand der DN,P-Keto;, “’ 

sguren in 2.5 ml Athylacetat aufgenonamen’und davon Startflecke’,von .je 5,’ IO, 20, 
30 und 40 ,ul aufget,ragerr und ‘wie oben angegeben qua&tat& bestimmt. 

,I,, 
.’ ‘. 

Der mittlere ,Fehler der: Einzelmessung’ lag fiir die- gesamte +alyse .,bei der 
Auswertung von .vier parallelen Aufarbeitungen,im Durchschnitt,bei 4%. Der mittlere ‘7 

Fehler des .MittelwertesY dieser Restimnmngen .lag im 'Durchscbnitt bei --z%?Diese 
FehlerabschZtzungen. gelten nicht fiir. die quantitative Bestimmung, der: labile&u 
DhTP-OxalessigsWre. Die Genauigkeit der, eig&tli&hen diinnschichtchrgm?togra~hi~ ’ 

s&en Methode (Auftragen mit der IO pl-Spritze, Chromatographie, .Abkratzen ‘der 
Flecke, Elution, spektrophotometrische Messung) ist wes,entlich griisser wie aus Fig. i 
ersichtlich ist. Der ‘durch Regressionsrechnung ernrittelte’ Anstieg der in Fig. 2 dar- 
gestellten Geraden war r&t einer Standardabweichung’ von o.zgyo behaftet. 

DJSItUSSXJti DER ERGEBNISSE 

: 
Das in Fig. I dargestellte Chromatogramm zeigt eine gute Auftrennung der lc 

vier bei Stoffwechseluntersuchungen besonders interessierenden a-Keto&i.uren Okal- ’ 

essig-, a-Ketoglutar-, Glyoxyl- und Brenztraubensaure. Diese vier DNP-Ketosauren ., 

treten im Chromatogramm vorzugsweise als Einzelflecke auf. Die’Unterdrtickung der ,,’ 
,A,uftrennung in Isomere in Abhkngigkeit von der Konzentration und Art der Stiure 

,‘, im Laufmittel diskutierte s&on RONKAINEN~. Er fand, dass Essigsgure und+Propion-’ 
s&ire die Auftrennung in zwei Flecke weuiger begtinstigen’ als Ameisenstiure. Ab;- ,” 

,_ h&ngig von den hufarbeitungsbedingungen finden ,‘wir manchmal bei ‘DNP-‘Glyoxyl-‘. .; 

Formi 
* Dcr mittlerc Fchler der Einzelmcssu’ng (die Stsndardabwcichung) wurcle nich dcr : 
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Fig: i: :ij’~~nscl;i~Rtchrotnstographic clcr D&I?-Ketos3ureil auf ‘kie&&el G, Laufmittal : Pctrol- 
bcnzin: (Sdp. G&800)-Athylformiat-EssigsBurc (50:50:7) ftir die Substanzfleckc A bis H (rcchtc 
S&e ties Chromatogramms) ; Pctrolbenzin (Sclp. Go-8o”)-Athylformiat-Essigsjiurc (65 : 35 :7) fCLr 
clen Substanzfleck H’ (linkc Scite des Chromatogramms). Substanzen : je 10 1.g Oxalcssigsiure 
(B), a-%;eto~lutarslurc (C), Glyoxyldiure (I)), BrcnztraubensSure (E), rx-KctobuttersUn’c (I?), 
tl-Ketoisovalcrianslurc (G). 1-I uncl H’ sincl ein Gemisch aus B bis G. A ist ein Gemisch aus je 
32 nmol C bis G, clas tiber A&O, gcrcinigt. und flir die quantitativcn Aualyscn verwcnclet wurcle. 
Schicht : Kicsclgel G (Merck), lufttr~ckcn. Laufstrcclcc clcr Front: 16.7 cm. 

*. 

z&ure und selten bei DNI?-Brenztraubens&_n-e Doppelflecke, die bei quantitativen 
Bestimnzungen dann zusammengefasst werden . Diese mijglicherweise auftretende 
Aufspaltung in zwei Isomere macht sich aber bei unserem System nicht stiirend 
bemerkbar, da die zus5tzlich auftretenden Isomerenfleckc in ihren Xl,*-Werten nicht 
mit and.eren DNP-Keto&uren interferieren. In Fig. rA zeigt die DNP-Glyoxylsgure 
im iiber Al,O, gereinigten Gemisch von fiinf DNP-Ketos5uren eine. Aufspaltung in 
zwei Flecke. Interessanterweise ist der Fleck des zu&tzlich auftreten’den Isomeren 
grijsser als der der Ausgangssubstanz. Das kijnnte unter UmstZnden zu der Vermutung 
fiihren, dass es sic11 urn eine andere DNP-Ketosgiure als DNF-Glyoxylsgure handelt. 
Die einzigen uns bekannten DNP-Derivate, die ghnliche Rp-Werte wie DNP-Glyoxyl- 
s5ure aufweisen, sind DNP-Phenylglyoxyl- und DNI?-$-Hydroxyphenylbrenztrauben- 
&Lure. Beide DNP-Ketosguren liessen sich bei einer Laufstrecke von 32 cm (Dauer: 
3.5 Std.) abtrennen. Eine Priifung auf Abwesenheit dieser b&den Sgiuren ist spektro- 
photornetrisch m5glich, da die Absorptionsspektren der DNP-Glyoxylstiiure und der 
beiden anderen DNP-Ketosguren unterschiedlich sind. Alle DNP-Ketosguren be- 
sitzen unter den angegebenen Versuchsbedingungen ein brei,tes Absorptionsmaximum 
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TABELI,E 1 

Rp-WERTE IXR DNP-KETOS~UREN 

UC Dtinnschichtchromatographie wurdc untcr den bci Fig. I angcgcbcncn Bedingungen durch- 
gcftihrt. 

Oxalcssigsturc 0.x2 
fr-KctoglutarsOurc 0.22 

GlyoxylsYurc 0.40 
13renztraubcnsUurc 0.52 
cr-I~etobuttersLurc 0.00 
cr-Iictoisovalerians~urc 0.66 

bei 370-380 nm. Es empfiehlt sich claher zur Priifung auf Rcinheit der DNP-Glyosyl- 
s2iure nicht nur das Maximum der Extinktion zu suchen, sondern die Extinktion bei 
drei Wellenlgngen zu messen. Wir ermittelten die Extinktion bei 360 nm, im Maxi- 
mum (370 nm. fiir DNP-Glyoxyls&urc, die beiden andercn Maxima lagen bei 380 und 
386 nm) und bei 400 nm. Die Verh~ltniszahlen EIBO/EmaX und E40,,/Emux erwiesen 
sich als zuverltissige Reinheitskriterien: Es sei dariuf hingewiesen’; dass DANCIS et aZ.3 
eine quantitative Bestimmung der DNP-Brenztraubensgure und der- verzweigt- 
kettigen a-Keto&uren, die von Valin, Leucin und Isoleucin abgeleitet werden k8&en, 
angegeben haben. Sie eluierten die DNP-Ketosguren mit 0.1 N NaOH von der 
Kieselgelschicht und bestimmten die Absorptibnsspektren in 0~5 N NaOH. Unter 
diesen Bedingungen wird das Pi;oton vom Stickstoff der Hydrazongruppierting abge:. 
l&t und das Absorptionsmaximum zu hijheren Wellenl&ingen (440-450 nm) verscho- 
ben. Wir bestimmten die Extinktion dagegen in NaHCO,-LCisung; das Spektrum 
entspricht dem der z,4-Dinitrophenylhydrazone im sauren und neutialen Bereicl! 
mit undissoziiertem Proton an der Hydrazongruppe. 

Aus Tabelle I ist wei.terhin zu ersehen, dass die htiheren Hon~ologen dir DNP- 
Brenztraubensgure griissere RF-Werte als die uns in erster Linic interessierenden vier 

Probevdumen [pII 

Fig. 2. Quantitative Analyst dcr JXtnnschichtchrornatographic von DNP-Kctos%uren, Es 
wurdcn die angegebenen Volumina dcs Gcmisches A (Fig. I) auf die Kiesclgclschicht aufgetragen. 
Nach dcr Entwicklung wurde jcwcils clic DNP-KctoglutarsWrc mit 3 O/o NaHCO, cluicrt uncl clic 
Extinktion bci 380 nm bestimmt. Das Cemisch cnthiclt von jedcr ‘DNP-Kctostlurc 4 nmol//Al. 
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Ketodurep besitzen. In unserem System ist such die Trennung von c-Ketobutter- 
und a-KetovaleriansZure gut ; a-Ketovalerian- und a-Ketoisovalerians5ure ergeben 
allerdings einen gemeinsamen Fleck. In biologischem Material ist ausserdem die 
Anwesenheit von L%vulinsaure zu berticksichtigen. Die DNP-L&vulin&iure besitzt 
einen dem Reagenz Zhnlichen RI.7-Wert und interferiert daher nicht mit den DNP- 
a-Ketos5uren. Dartiber hinaus besteht die MGglichkeit, das angegebene Laufmittel- 
system durch Vergnderung des VolumenverhZltnisses von Athylformiat zu Petrol- 
benzin bei konstantem Essigsaureanteil an spezielle Trennaufgaben anzupassen. Wir 
erhielten bei allen Variationen bis zu einem Verhgltnis Petrolbenzin-Athylformiat 
(70 :30) Chromatogramme von guter Qualitat, wie beispielsweise in Fig. I (H’) zu 
sehen -i&t 1 , 

Das breite Absorptionsmaximum der DNP-Ketosauren bei 370-380 nm ge- 
stattet such die Verwendung eines Filterphotometers mit den Hg-Linien bei 366 oder 
405 nm fur die routinemassige quantitative Bestimmung der Ketos%uren. Die Ge- 
nauigkeit der quantitativen Bestimmung wird durch die Herstellung der DNP- 
Derivate und durch den Aufarbeitungsgang zur Abtrennung der Klasse der DNP- 
Keto&uren begrenzt. Der entscheidende Faktor ist die Erreichung einer vollst&n- 
digen Umsetzung der KetosZuren mit dem Reagenz. Aus diesem Grund wghlten wir 
die relativ langen Reaktionszeiten. In der Praxis empfiehlt es sich, bei unbekannter 
Zusammensetzung des ,Extraktes zwei Par(allelproben mit einem unterschiedlich 
grossen Uberschuss an Reagenz uinzusetzen. Fiir die quantitative Bestimmung der 
labilen Oxalessigstiure verwendeten wir diese Methode nicht, sondern die leicht durch- 
fiihrbare enzymatische Bestimmungsmethode mit Hilfe von . Malatdehydrogenase2. 
Wir kannen, deshalb keine Angaben tiber die Reproduzierbarkeit der dtinnschicht- 
chromatographischen Methode bei Oxalessigs&rre machen. Dagegen war die Diinn- 
schichtchromatographie gut geeignet .,fiir den Nachweis von OxalessigsZure als Reak- 
tionsprodukt der Pyruvatcarboxylase-Reaktion in zellfreien Extrakten aus Pen&& 
l&cm camemberti. Wir bestimmten dabei den Einbau von mit, 14C markiertem CO, in 
Gegenwart von Brenztraubens&ure, ATP, Mg s+ und zellfreiem Extrakt ,in- die Oxal- 
essig&iure. Der Nachweis der Radioaktivit&tsverteilung auf dem entwickelten Chro- 
matogramm erfolgte mit einem Dtinnschichtscannerl*. 

Die Frage, ob sich eine Reinigung iiber Al,O, empfiehlt, muss von Fall ku Fall 
entschieden werden. Sie ist im allgemeinen nicht notwendig, da das tiberschtissige 
Reagenz und die meisten neutralen DNP-Carbonylverbindungen, die bei der Extrak- 
tionsmethode mit in die Fraktion der DNP-Ketosauren gelangen k8nnen, in dem 
angegebenen chromatographischen System griissere Rp-Werte als die DNP-Keto- 
s&uren besitzen. Auf der anderen Seite erfordert die Chromatographie iiber A120, nur 
einen unerheblich grasseren Zeitaufwand. Die gesamten neutralen DNP-Carbonyl- 
verbindungen und das tiberschtissige Reagent werden abgetrennt. Bei einer Charge 
des Reagenzes trat bei uns ein unbekannter Substanzfleck in der Nahe der DNP- 
Ketoglutars&ure auf; diese stijrende Substanz aus den? Reagenz liess sich iiber Al@, 
abtrennen. 

Abschliessend sei noch darauf hingewiesen, dass die angegebene Methode such 
auf handelstiblichen Fertigplatten gute Trennungen bei verlgngerter Laufzeit liefert . 
In unserem Fall handelte es sich urn DC-Karten SI F, Kieselgel mit Fluoreszenz- 
indikator der Fa. Riedel-De Haen. 

J. Ch~omatog., 43 (x969) ropxog 
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ZUSAMMENFASSUNG 

Es wird eine Methode zur qualitativen und quantitativen Bestinlmung von 
a-Ketosauren durch Diinnschichtchrornatographie auf Kieselgel beschrieben. Die 
Methode eignet sich besonders gut zur Trennung und Identifizierung der in biologi- 
schem Material vorkommenden Oxalessig-,. u-Ketoglutar-, Glyoxyl-, Brenztrauben-, 
a-Ketobutter- und a-Ketoisovalerian&uiure. Das angegebene Laufmittel hisst sich 
durch Variation cler Zusammensetzung an verscbiedene Trennprobleme anpassen. 
Die quantitative Bestimmung erfolgt spektrophotometrisch bei 380 nm nach Elution 
der getrennten Substanzen von der Kieselgelschicht. 
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