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TRENNUNG UND BESTIMMUNG BIOLOGISCH WICHTIGER
a-KETOCARBONSAUREN

H. BAYZER
Biologische Forschung* dev Osterreichischen Stickstoffwerke AG., Linz|Donaw (Usterveich)

(Eingegangen am 13. Januar 1971)

SUMMARY

Separation and determination of biologically important a-keto acids

A method for the separation and quantitative determination of a-keto acids
extracted from biological material is described. 2,4-Dinitrophenylhydrazones of the
keto acids are separated from excess reagent and from DNPH-derivatives of neutral
carbonyl compounds by thin-layer electrophoresis. For isolation of DNPH-keto acids
two-dimensional separation by combination of thin-layer electrophoresis and chro-
matography on cellulose layers is recommended. ‘

EINLEITUNG

Von den verschiedenen Methoden, die zur Isolierung und Trennung von a-
Ketocarbonsduren zur Verfiigung stehen!:?, wird am hiufigsten die Reaktion mit
2,4-Dinitrophenylhydrazin mit nachfolgender papier- oder diinnschichtchromato-
graphischer Auftrennung der gebildeten 2z,4-Dinitrophenylhydrazone (DNPH) an-
gewendet3-12, Die vor der chromatographischen Trennung meist notwendige Ent-
fernung von iiberschiissigem 2,4-Dinitrophenylhydrazin und DNPH-Derivaten der
in biologischem Material vorhandenen neutralen Carbonylverbindungen bildet dabei
allerdings fiir die nachfolgende quantitative Bestimmung der DNPH-Ketosduren
eine Fehlerquelle, auf die spiter noch nidher eingegangen werden wird. Schwierig-
keiten ergeben sich oft auch daraus, dass die einzelnen a-Ketosduren in sehr unter-
schiedlichen Mengen nebeneinander vorkommen und aus diesem Grunde eindimen-
sionale Chromatogramme in vielen Fillen keine zufriedenstellenden Auftrennungen
geben. Das Ziel der vorliegenden Arbeit war daher die Ausarbeitung einer Methode,
die wohl auf der Umsetzung der a-Ketosduren mit 2,4-Dinitrophenylhydrazin basiert,
die jedoch die genannten Fehlerquellen und Schwierigkeiten ausschaltet. Im Zu-
sammenhang mit Stoffwechseluntersuchungen an héheren Pflanzen galt dabei unser

besonderes Interesse der quantitativen Erfassung von Glyoxylsiure, Brenztrauben-
sdure, a-Ketoglutarsdure und Oxalessigséiure.

* Leiter: Doz. Dr. H. H. MAYR.
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TRENNUNG DER Q-KETOCARBONSAUREN ALS 2,4-DINITROPHENYLHYDRAZONE AUF CEL-
LULOSESCHICHTEN

Von den verschiedenen fiir die Auftrennung der DNPH-Ketosduren in Irage
kommenden Trigermaterialien wihlten wir flir unsere Arbeiten Celluloseschichten
aus. Glasplatten vom Format 20 X 20 cm wurden mit Cellulose MN 300 der Firma
Macherey, Nagel & Co Duren mit einem Strelchgerat auf die iibliche Art und Weise
beschichtet.

Die DNPH-Derivate der a-Ketosiuren wurden nach Standardmethoden her-
gestellt48, Dabei ist zu beachten, dass die meisten DNPH-Ketosduren in zwei cis-
trans-isomeren Formen vorkommen, die sich ineinander umwandeln kénnen? und die
sowohl bei der diinnschichtchromatographischen als auch der elektrophoretischen
Auftrennung unterschiedliche Wanderungsgeschwindigkeiten 7e1gen Beide Isomeren
sind gelb gefirbt, lassen sich aber durch Farbreaktionen, die sie mit verschiedenen
Reagentien geben, leicht identifizieren!s. So zeigen nach dem Bespriihen der Cellu-
loseschicht mit einer gesiittigten dthanolischen KOH-Lésung die cis-Isomeren eine
bridunlichgelbe Firbung wihrend die ¢rans-Isomeren dunkelbraun gefirbt sind. Die
VerWéndling von gesittigter wisseriger Nay,CO4-Losung als Sprithreagens fithrt zu
einer  Rotfirbung der frams-Isomeren, die cis-Isomeren geben dagegen keine Farb-
reaktion. Schliesslich bilden die cis-Isomeren einen roten Nickelkomplex, wenn man
sie m1t 70%-Athanol aus der Cellulosesch1cht eluiert, die &thanolische Lésung in
einem kleinen Probershrchen mit etwas Zinkstaub versetzt und nachdem man einige
Sekunden geschiittelt hat, einen Tropfen 59%ige wisserige NiCl,-Losung zusetzt.
Fiir diese Nachweisreaktion sind allerdings mindestens 5 ug eines cis-Isomeren not-
wendig. trans-Isomere geben mit Nickelchlorid keine Reaktion.

Diinnschichtchromatographische Trennung

~Von den zahlreichen verwendeten Fliessmitteln erwies sich fiir die diinn-
schichtchromatographische Auftrennung der DNPH-Ketosiduren auf Celluloseschich-
ten das ‘schon bei der papierchromatographischen Trennung dieser Verbindungen*
bewihrte System .n-Butanol-Athanol-o0.5 N Ammoniak (7:1:2) als am besten ge-
eignet. Wihrend die DNPH-a-Ketoglutarsidure als einheitlicher Spot wandert, tren-
nen sich die  DNPH-Derivate von Glyoxylsidure, Brenztraubensiure und Oxalessig-
sdure in die beiden isomeren Formen auf (Fig. 1). Gemische, die ungefihr gleiche
Mengen der verschiedenen Ketosiuren enthalten, lassen sich in dem genannten Iliess-
mittel vollkommen in ihre Komponenten auftrennen, wobei noch etwa o.z ug der
einzelnen DNPH-Ketosiiuren durch ihre gelbe Eigenfarbe erkennbar sind und. sich
noch 0.1 ug nach Bespriihen der Celluloseschicht mit geséttigter dthanolischer KOH-
Losung nachwelsen lassen. D1e Trenndauer betrigt etwa 4 Std.

Dzmnsckzchtelektrophoretzscke Trennung

Fiir die- elektrophoretlsche Trennung der DNPH- Ketosauren auf Cellulose-
schlchten ist die Verwendung einer ‘Elektrophoreseapparatur zu empfehlen, die eine
kithlbare Auflagefliche fiir das Trigermaterial besitzt und das Anlegen von Span-
nungen bis etwa rooo V.gestattet. Die besten Trennergebnisse wurden mit einer
Pufferlésung pH 6.2 erzielt, die sich aus Pyridin-Eisessig—~Wasser (ro:r:8g) zusam-
mensetzt. Die DNPH-Ketosduren wandern von der Kathode zur Anode und die
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Fig. 1. Dtinnschichtchromatographische Trennung von DNPH-Ketosduren auf Celluloseschichten
in n-Butanol-Athanol-o.5 N. Ammoniak (7:1:2). 1 = 2,4-Dinitrophenylhydrazin, 2za = cis-
DNPH-Brenztraubensiure, 2b = trans-DNPH-Brenztraubensiiure, 3a = c¢is-DNPH-Glyoxyl-
sdure, 3b = frans-DNPH-Glyoxylsiure, 4a = cis-DNPH-Oxalessigsiiure, 4b = trans-DNPH-
Oxalessigsiiure, 5 = DNPH-a-Ketoglutarsiiure.

Trenndauer betrigt bei einem Spannungsgefille von 45—-50 V/cm etwa 2 Std. Wihrend
sich unter diesen Bedingungen DNPH-a-Ketoglutarsiure und die beiden isomeren
Formen der DNPH-Oxalessigsdure gut voneinander trennen lassen, zeigen sowohl
die cis- als auch die frans-Formen von DNPH-Brenztraubensiure und DNPH-
Glyoxylsiure ungefihr die gleichen Wanderungsgeschwindigkeiten und man erhilt
dementsprechend keine oder nur sehr mangelhafte Auftrennungen zwischen diesen
beiden Siduren (Fig. 2). Zu dhnlichen Ergebnissen kommt man, wenn man an Stelle
des Pyridinacetatpuffers pH 6.2 eine 0.05 M Na,COsz-Losung verwendet, doch ist

nach unseren Erfahrungen der Pyridinacetatpuffer wegen der schirferen Abgrenzung
der einzelnen Spots vorzuziehen.
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Fig. 2. Ditnnschichtelektrophoretische Trennung von DNPH-Kectosiuren auf Celluloseschichten.
Pyridin-Eisessig—Wasser (10:1:89), pH 6.2, 45 V/cm. 1 == 2,4-Dinitrophenylhydrazin, 2a =
cis-DNPH-Brenztraubensiiure, 2b = trans-DNPH-Brenztraubensiiure, 3a = ¢cis-DNPH-Glyoxyl-
siure, 3b == trans-DNPH-Glyoxylsiiure, 4a == cis-DNPH-Oxalessigsiiure, 4b = trans-DNPH-
Oxalessigsiure, 5 = DNPH-a-I{ctoglutarsiure.
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Fig. 3. Zweidimensionale Trennung von DNPH-Ketosiéuren auf Celluloseschichten. 1. Richtung:
Dunnschlchtclektrophorese, Pyr1d1n—Elsess1g—Wasser (10:1:89), pH 6.2, 45 V/cm. 2. Richtung:
Diinnschichtchromatographie in #z-Butanol-Athanol-o.5 N Ammoniak (7:1:2). 1 = 2,4-Dini-
trophenylhydrazm, 2a’ = c¢is-DNPH-Brenztraubensiure, 2b = trans- DNP¥I-Brenztraubensiure,
3a = ¢is-DNPH-Glyoxylsiure, 3b = trans-DNPH-Glyoxylsiure, 4a = cis-DNPH-Oxalessigsiure,
4b = trans DNPH -Oxalessigsdure, 5 = DNPH-a-Ketoglutarsiure,

Zwmdzmenszonale Trenmmg

‘ Fir die Auftrennung von a-Ketosauregemlschen die sehr unterschiedliche
Mengen der e1n7elnen Sduren enthalten, hat sich die zweidimensionale Auftrennung
mittels Dunnschlchtchromatographle und Dunnschlchtelektrophorese auf Cellulose-
schlchten sehr gut bewihrt. Dabei ist es empfehlenswert zuerst die elektrophoretlsche
Trennung durchzufithren und dann die Chromatographie anzuschliessen, da man auf
diese Art und Weise eine schirfere Auftrennung der DNPH-Ketosiuren erhilt
(Flg 3). Tiir die zwe1d1mens1onale Trennung liegt die untere Nachweisgrenze bei
etwa 1 ug je Sdure. '

QUANTITATIVE BESTIMMUNG DER a-KETOCARBONSAUREN IN BIOLOGISCHEM MATERIAL

- Die Extraktion der a-Ketocarbonsiduren aus Pflanzenmaterial wurde nach
IsHERWOOD UND N1Avis! in der Kilte mittels 0.6. M Metaphosphorséiure vorgenom-
men. Nach dem Zentrifugieren wird der Extrakt 2 Std. lang bei 35° mit einer 0.2%-
igen L8sung von 2,4-Dinitrophenylhydrazin in 2 N Salzsdure zur Reaktion gebracht,
wobei der Reagensiiberschuss bezogen auf die Gesamtmenge an:vorhandenen Car-
bonylverbindungen etwa 509, betragen soll. Die Umsetzung verlduft unter diesen
Bedingungen quantitativ. Hierauf wird das Reaktionsgemisch mehrmals mit kleinen
Portionen Athylacetat ausgeschiittelt. In die organische Phase gehen neben den
DNPH-Ketosiuren auch die DNPH-Derivate der im biologischen Material vor-
handenen neutralen Carbonylverbmdungen sowie das iiberschiissige 2,4-Dinitro-
phenylhydrazm iiber.

- Vor der weiteren Aufarbeltung werden die Athylacetatextrakte emgeengt Die
Mengenverhaltmsse, in denen die einzelnen Ketosduren sowie {iberschiissiges Reagens
und andere-Carbonylverbindungen darin vorkommen, lassen sich leicht durch ein
Dunnschlchtchromatogramm oder ,eine zweidimensionale Trennung mittels Diinn-
schichtchromatographie und Elektrophorese feststellen. Danach richtet sich dann
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die Art der Aaftrennung fiir die quantitative Bestimmung. Sind keine grossen Kon-
zentrationsunterschiede und wenig iiberschiissiges Reagens vorhanden, wird man.
vielfach mit einer diinnschichtchromatographischen Auftrennung in Streifenform
auskommen. In xn-Butanol-Athanol-0.5 N Ammoniak (7:1:2) wandert 2,4-Dini-
trophenylhydrazin mit der Front und stort in kleinen Mengen nicht. Da in biolo-
gischem Material die a-Ketosiuren aber meist in sehr unterschiedlichen Mengen
nebeneinander vorkommen und vielfach auch noch neutrale Carbonylverbindungen
vorhanden sind, ist oft eine zweidimensionale Auftrennung der DNPH-Derivate
mittels Diinnschichtelektrophorese und Diinnschichtchromatographie vorteilhafter,
da sich die einzelnen Spots dann besser auftrennen und leichter zuordnen lassen.

Zur quantitativen Bestimmung der DNPH-Ketosduren werden die gelb ge-
fairbten Spots von der Platte geschabt, das Cellulosepulver mit 0.2 M NaHCO;-
Losung eluiert, die Aufschlimmung zentrifugiert und die iiberstehende klare Losung,
die 1~-3 ug Ketosdure pro ml enthalten soll, spektrophotometrisch vermessen. Das
Absorptionsmaximum der DNPH-a-Ketocarbonsiuren liegt zwischen 370 und 380
nm. Die ¢is- und {rans-Formen der einzelnen DNPH-Ketosiuren kénnen gemeinsam
eluiert und gemessen werden.

Ist der bei der Umsetzung der Carbonylverbindungen verwendete Uberschuss
an 2,4-Dinitrophenylhydrazin so gross, dass bei der Auftrennung der fiir die quanti-
tative Bestimmung notwendigen Mengen von DNPH-Ketosiuren Stérungen auf-
treten, muss zuerst eine Abtrennung der DNPH-Ketosduren von nicht umgesetztem
Reagens vorgenommen werden. Neben einer sdulenchromatographischen Methode!?
sind hierflir in der Literatur verschiedene Ausschiittelungsoperationen beschrieben.
Letztere haben nach unseren Erfahrungen jedoch alle den Nachteil, dass dabei mehr
oder minder grosse Verluste an DNPH-Ketosduren auftreten. Mit Hilfe der oben
beschriebenen diinnschichtelektrophoretischen Trennung, bei der 2,4-Dinitrophenyl-
hydrazin und neutrale DNPH-Verbindungen am Start bleiben, ist dagegen eine
quantitative Entfernung der unerwiinschten Begleitsubstanzen moglich ohne dass
die Gefahr besteht, dass dabei DNPH-Ketosiduren verloren gehen. Es wird dazu auf
eine Celluloseschicht eine entsprechende Menge der Athylacetatldsung streifenférmig
aufgetragen und unter Verwendung des Pyridinacetatpuffers pH 6.2 eine elektro-
phoretische Trennung durchgefiihrt. Die gelbe Eigenfarbe der DNPH-Verbindungen
erlaubt ein direktes Verfolgen des Trennvorganges, sodass hierfiir die ganze Platten-
linge ausgeniitzt werden kann. Die gelb gefirbten Zonen der DNPH-Ketosduren
werden von der Platte geschabt, mit 0.2 M NaHCO,-Lésung eluiert, das Eluat mit
konz. Salzsiure versetzt bis kein CO, mehr entweicht und hierauf die DNPH-Keto-
sduren mit Athylacetat ausgeschiittelt. Die eingeengte Athylacetatlosung wird fiir
die weiteren Auftrennungen verwendet.

Haben Oxalessigsdure und a-Ketoglutarsiure bei der Elektrophorese bereits
das andere Plattenende erreicht ehe noch zwischen dem cis-Isomeren der DNPH-
Brenztraubensiure und dem iiberschiissigen 2,4-Dinitrophenylhydrazin eine Auf-
trennung stattgefunden hat, ist entweder der Reagensiiberschuss sehr gross oder es
wurde zuviel Athylacetatlésung auf die Platte aufgetragen. Abhilfe bringt eine ge-
ringere Beladung der Platte oder die Kombination von Elektrophorese und Chro-
matographie zur Reagensabtrennung. Bei der Diinnschichtchromatographie erlaubt
ein grosser Reagensiiberschuss infolge Schwanzbildung keine saubere Abtrennung
von Brenztraubensdure und Glyoxylsiure. Sehr gut abgetrennt werden dagegen a-
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Ketoglutarsiure und Oxalessigsédure, da sie relativ langsam wandern. Mann kann nun
gleiche Mengen ‘der. }'\thylacetatlosung auf zwei Platten streifenférmig auftragen, eine
Platte in #-Butanol-Athanol-0.5 N Ammoniak (7:1:2) chromatographisch auftren-
nen und daraus a-Ketoglutarsiure und Oxa1e531gsaure mit 0.2 M NaHCO,,-Losung
eluieren; wihrend man mit der anderen Platte eine Elektrophorese in Pyridinacetat-
puffer pH 6.2 durchfiihrt, a-Ketoglutarsiure und Oxalessigsdure am positiven  Pol
auswandern ldsst und dadurch eine scharfe Abtrennung von Brenztraubensidure und
Glyoxylsdure erhilt;, die man aus dieser. Platte eluiert. Nach Vereinigung der beiden
NaHCOz-Lésungen und Anséduern: derselben, kénnen die DNPH-Ketosiduren mit
Athylacetat ausgeschiittelt und wie oben beschrleben aufgetrennt und quantitativ
best1mmt werden. e ~

~Zur Erstellung der: Elchkurven fur die spektrophotometrlsche Bestlrnmung
Werden ‘die einzelnen Ketosiuren unter den oben angefithrten Bedingungen mit 2,4-
Dinitrophenylhydrazin umgesetzt, die DNPH-Ketosduren mit Athylacetat ausge-
schiittelt, iiberschiissiges 2,4-Dinitrophenylhydrazin "mittels Diinnschichtelektro-
phorese’ abgetrennt und die. DNPH-Ketosduren mit 0.2 M N aHCOa-Losung aus der
Celluloseschlcht elujert und spektrophotometrlsch vermessen. :

ZUSAMMENI‘ASSUNG

]:s w1rd ‘eine Methode zur Trennung und quantltatwen Bestlmmung blOlOngCh
wichtiger a-Ketocarbonsduren beschrieben, die den: unterschiedlichen Mengenver-
hiltnissen, in denen dlese Verbmdungen nebenemander vorkommen koénnen, Rech-
nung trigt. ' : : ~

Die ‘aus: b1ologxschem Matenal extralnerten a-Ketocarbonsauren werden in
ihre '2,4-Dinitrophenylhydrazone tibergefiihrt, iiberschiissiges Reagens und DNPH-
Derivate 'neutraler - Carbonylverbindungen mittels Diinnschichtelektrophorese- ab-
getrennt und die DNPH-Ketosiuren durch Diinnschichtchromatographie und Diinn-
schichtelektrophorese zweidimensional auf einer Celluloseschicht aufgetrennt. Die
quantitative - Bestimmung der ‘mit- NaHCOs—Losung e1u1erten DNPH-Ketosduren
erfolgt spektrophotometnsch : : :
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