
Konstitutionsfragen und Papierchromatograpbie, 3. )iitt?: 
E r k e n r t u n g  y o n  Amino -  u n d  H y d r o x y s / / u r e n  sowie  y o n  Oxo- 
v e r b i n d u n g e n  d u r e h  Reak t . i onen ,  we lehe  an t  der  S t a r t l i n i e  

d u r e h g e f i i h r ~  w e r d e n  

( K n r z e  M i t t  e i l ung )  

Von 

Thcrese Kirchenmayer Und Friedrich Kuffner 
Aus dora Organiseh-ehemisehert Instit~t der Universitgt, Wien 

(Eingegangen am 11. September 1962) 

Amino- und Hydroxys/~uren werden auf der St.artlinie eines 
Papierehromatogrammes mit Essigs/iureanhych~id und Pyridin 
umgesetzt und ihre Derivate mit versehiedenen Beagentien, 
welehe auf die COOH- bzw. auf die C0--NH-Gruppe anspreehen, 
naehgewiesen. 

Aldehyde k6nnen *nit Girard-l:leagens P in die entsprechenden 
Derivate ~bergefiihrt werden, welehe mJttels Dragendor]]s 
Re~gens erkennbar sind. 

lgeindarstelhmg der Derivate ist, nieht notwendig. 

In  Fortsetzung unserer Vers~.lche~, 2, die 5[ethoden der quMitativen 
organisehen Analyse auf die Papierehroma.tographie zu fibertragen, indem 
wit dureh Reaktionen gut der S~artlinie auf das Vorhandensein bestimmter 
Atomgruppierungen in den Komponenten einer Sgoffmisehung priifen, 
haben wit Amino- and Hydroxys/~uren mit Essigs/iuregnhydrid behandelt. 
Ein Pyridinzusatz war zur vollst/indigen Umsetzung not.wendig. 

Die Aeetylierungsmet:hode yon Fr.itz mad Schenk a (saure Katalyse dnreh 
Perehlors/iurezusatz) war fiir unser Verfahren nieht geeignet. 

DaB die Umsetzung mit Essigs/~ureanhydrid nieht immer bzw. nieht 
aussehliel31ieh einfaeh zum Aeetylprodukt fiihrt, zeigg das AufSreten meh- 

1 2. Mitt..: F, Ku[/ner utld Th. Kirchenmayer, Mh. Chem. 93, 775 (1962). 
2 1. Mitt.: F. Ku/]ner nnd Th. K,irchenmayer, Mh. Chem. 92, 701 (1961). 
'" J. S. Fritz und G. H. Schenlc, Analyt. Chem. 31, 1808 (1959). 
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refer I~eaktionsprodukte, die wir nieht ngher untersuchten, bei Mono- 
amino- bzw. Monohydroxyss Boi der 7-Aminobutters~ure jedoeh 
konnten wir ein I~eaktionsprodukt sehr einfaeh, dutch Mitlaufenlassen yon 
Pyrrolidon, Ms solehes charakterisieren. Mit Wasserabspaltung und Esto- 
lidbildung (Lgetylmilchs/~ure ?) ist speziell bei den Hydroxysguren zus/~tz- 
lieh zu rechnen. 

Die Chromatographie der Aldehyde und Ketone, besonders der ali- 
phatisehen, bereitet naeh wit vor Sehwierigkeiten und erfolgt daher mei- 
stens fiber Deriv~te. Der dazu n6tige ArbeitsauhYand kann vermindert 
werden dutch Herstellung der Girard-P-Derivate auf dem Startpunkt. 
Wi~hrend Aeetaldehyd, wahrseheinlieh wegen seiner Fliiehtigkeit, nieht 
umgesetzt werden konnte, gelang die Reaktion ohne besondere Vorsiehts- 
mal3nahmen sehon beim Propionaldehyd, aber aueh bei aromatisehen Alde- 
hyden, Aeetophenon und einigen anderen Ketonen, bisweilen aueh (sehr 
schwaeh) bei Formaldehyd. 

Al lgemeine  G e s i c h t s p u n k t e  bezi igl ieh 
der S t a r t l i n i e n m e t h o d e  

Die angewandte Reaktion sell spezifisch se[n und bei Zimmertempera- 
tur oder knapp dariiber verlaufen. Das zuzusetzende Reagens, welches 
meist im Uberschug vorliegt, soil keine Reaktion mit dem Phasentrs 
(Papier) geben und beim Entwiekeln des Chromatogrammes nieht stSren, 
d. h. es mul3 entweder fliichtig sein (z. B. Essigsaureanhydrid, Pyridin), 
um vorher entfernt werden zu k6nnen, oder es sell im Chromatogramm 
einen extremen R~-Wert haben (diazotierte Sulfanils~ure 1, Girard.Rea- 
gens-P), oder aber mit dem zur Sichtbarmachung verwendeten Reagens 
nieht unter Fs reagieren. 

Einige bier angefiihrte Einsehr/~nkungen bei der Auswahl der I~eak- 
tionen (I~caktion mit dem Papier, Zimmertemp.), diirften beim Arbeitcn 
auf der Diinnschichtplatte wegfMlen ; hier ist also der Anwendungsbereieh 
betr/~ehtlieh breiter. 

Die I.~eaktienen ~uf dem Startfleck m~ssen nieht immer quantitativ 
ausgeitihrt werden, so dab neben der umgesetzten Verbindung aueh die 
unvers Substanz im gle ichen  Lauf dureh ihren eigenen R2-Wert 
welter eharakterisiert wird. 

Ftir die Siehtbarmaehung stehen sowohl die neu gebildete Atomgrup- 
pierung (z. B. Azofarbstoff 1) oder deren l~eaktionen zur Verfiigung, als 
auch Reaktionen der im Molektil vorhandenen, an der Reaktion nicht teil- 
nehmenden Gruppen, wobei es sieh um Funktionen des zu untersuchenden 
Molekfils handeln kann (z. B. Pyridinring des Aeetylanabasins ~) oder um 
solche des zugesetzten Reagens (z. B. Pyridiniumring des Girard-Rea- 
gens P). 
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Wi rd  von zwei Verb indungen ,  welche ghnliche R~-Wer t e  haben,  
nur  eine auf dem Star t f leek  in ein De r iva t  f ibergeftihrt ,  so is t  zu er- 
warren,  daf] sieh die be iden  S~offe nunmehr  gut  vone inander  t rennen  

lassen. 

Den 0s te r re ieh i sehen  St ieks tof fwerken  sowio der  Aus t r i a  Tabak -  
werke AG. danken  wir  ffir die Un te r s t i i t zung  dieser Arbe.it. 

Experimenteller Tell 

Die Ausftihrung der Chromatogramme erfolgte auf Sehleicher & Schtiller 
Papier  2043b Mgl. 

Fill" die Amino. und Hydroxysauren wurde unser Laufmit tel  K i (n-Bu- 
t ano l - -E isess ig - -Wasser  = 8 : 1 : 10) verwendet. Zur Aeetylierung verwende- 
ten wit  Essigs~ureanhydrid mi t  Zusatz yon 3% Pyridin,  wie bei unseren Ver. 
suehen mi t  Phenolen beschrieben 2. 

Sichtbarmachung der Aminosduren und ihrer Reaktionsprodu]cte 

1. 0,2proz.  alkohol. NinhydrinlSsung (Tab. 1, Spalte 1). Die Acetyl-  
derivate reagieren nicht  mit  Ninhydrin.  

2. Reaktion auf die CO--NH-Gruppierung 4, *. Das yore LSsungsmitgel 
(Eisessig) befreite Chromatogramm (2 Stdn. bei 60~ fiber einem 300 W 
Elsteinrohr [Infrarotstrahler]  getrocknet) wurde I0 Min. in eine Chloratmo- 
sphere geh/ingt (0,1proz. KMnO4-Lsg.+10proz.  HC1, 1: ]) und, naehdem 
das freie Chlor dutch halbstdg. Trocknen vertrieben war, mit  einem l : l - G e -  
misch yon tproz. KJ -  und lproz. St/irkelsg. besprfiht (Tab. 1, Spalte 2). 

3. Reakt ion auf die COOH-Gruppierung "~ (gilt daher aucb fiir die Pro- 
dukte,  welche aus I:tydroxys~uren entstehen):  Das (wie Schon unter 2, be- 
sehrieben) vom Eisessig befreite Chromatogramm wurde mit  einem Ge- 
misch gleicher Volumina lproz. KJ- ,  lproz. KJO3- und lproz. St~rkelsg. be- 
handelt .  Diese Methode isg einfaeher und rascher als die tmber 2. (Tab. 1, 
Spalte 3; Tab. 2, Spa]re 2). 

4. ]3espriShen mit  Indikatoren.  Gegeniiber 1. und 2. weniger empfindlieh, 
daher nicht  in Begraeht zu ziehen. 

Sichtbarmachung der Hydroxys(turen 

1. Besprtihen mi t  0,05proz. w~Briger LSsung yon Bromphenolblau (Tab. 2, 
Spalte I). 

2. Verwendung des bei den Aminos/~uren unter  3. angegebenen J o d i d - -  
Jodat---St~rke-Gemisches (Tab. 2, Spalte 2). 

* Modifikationen dieser Methode sind bekamat, wurden aber yon uns 
nicht  verwendet:  Th. W~eland und K. Dose, Angew. Chem. 66, 781 (i954); 
2'. ReindeI und W. Hoppe, Naturwissensch. 411, 22i (1953); Chem. Ber. 87, 
1103 (1954). 

4 j .  M. Hais und K. Maee]~, t-Iandb, d. Papierehromatogr. ,  Jena  1960, I ,  
736, D 7a. H . N .  Rydon und P. W. G. Smith, Nature  [London] 169, 922 (I952). 

A. G. Lang, J. R. Quayle und R.J .  Stedman, J. chem. Soc. [London] 
1951, 2197. 
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Tabel le  1. h R F - W e r t e *  d e r  A m i n o s a u r e n  u n d  i h r e r  b e i  E i n w i r k u n g  
y o n  E s s i g s ~ u r e a n h y d r i d  e n t s t a n d e n e n  P r o d u k t e  

1 2 3 

Alan in  . . . . . . . . . . . . . . . . . .  12 
n a c h  A e e t y l i e r u n g  . . . . . .  

Val in  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  2 9  
n a e h  Aee ty l i e rung  . . . . . .  

y-Aminobut ters /~ure  . . . . . . .  18 
, ,naeh A e e t y l i e r u n g " . . . .  
Py r ro l i don  . . . . . . . . . . . . . . .  
Glutamins'Xure . . . . . . . . . .  10 

naeh  Aee ty l ie rung  . . . . . .  
Leue in  . . . . . . . . . . . . . . . . . .  40 

n a e h  Ace ty l i e rung  . . . . . .  
Nor leue in  . . . . . . . . . . . . . . . .  42 

n a e h  Aee ty l ie rung  . . . . . .  
Iaoleucin . . . . . . . . . . . . . . . .  41 

n a c h  Aee ty l ie rung  . . . . . .  
L y s i n h y d r o e h l o r i d  . . . . . . . .  3 

n a c h  Aee ty l ie rung  . . . . . .  
Me th ion in  . . . . . . . . . . . . . . .  29 

n a e h  Aee ty l ie rung  . . . . . .  
P h e n y l a l a n i n  . . . . . . . . . . . . . .  34 

naeh  Aee ty l i e rung  . . . . . .  
T r y p t o p h a n  . . . . . . . . . . . . . .  20 

naeh  Aee ty l i e rung  . . . . . .  

Solvens:  K I. 

12 15 
75 73 
29 29 
87 87 
18 
66, 70 

70 
10 10 
44 45, 60 
38 41 
91 91 
45 43 
93 88 
41 40 
88, 93 88 

2 10 
~17, 70  17, 72  
24 24 
30, 79 80 
37 37 
88 86 
23 20 
83 83 

Naehweis :  1. N inhydr in ,  2. Chlorierung,  K J  und  Stiirke, 
3. K J ,  K J 0 3  u n d  St/~rke. 

W e a n  zwei  h R F - W e r t e  angegeben  sind, so s te i l t  der f e t t -  
gedruek te  den I-Iauptfleck dar .  

* Der Kfirze h~lber schreiben wir statt der RF~Werte ihr ttundertfaches an. Wit ~ haben daffir 
die l~ezeiehnung ttekto-BF-Werte (h RFWerte) vorgeschlagen. 

Oxoverbindungen 

Z u m  Nachweis  der A ldehyde  h a b e n  wir die au fge t ragenen  Oxoverb indun-  
gen auf  dem Star tp~mkt  m i t  2 Tropfen  einer LSrung yon  Girard-~e~gens P 
in 10 ml  Aikoho] l ind 2 mi  Eisessig ve r se tz t  und  zur volls$~ndigen U m s e t z u n g  
30 Min, bei ca. 60~ fiber dem E l s t e in roh r  ge t roeknet .  

Als Lau fmi t t e l  v e r w e n d e t e n  wi t  E lek t ro ly t l6sungen  7, z.B. 15proz. oder  
0,2 m Na t r iumehlo r id -  oder  0,2 m Ammontar~ra t lSmmg.  ]Die h R F - W e r t e  einer 
b e s t i m m t e n  Verb indung  s ind  in allen diesen Ent~wieklern ziemlieh /ihnlieh 
(Tab. 3). 

Das tibersehfissige Girard-geagens stel l t  in diesen L6sur~gsmits e inen 
SehnelFAufer dar  und  s t6r t  somit  den  Naehweis  der t I y d r a z 0 n e  nieht .  Die 

F. Ku//ner und  N. lXaderl, Mh. Chem. 86, 999 (t955). 
7 F. Ku]]ner, K.  Schick und  H. Bi~hn, Mh, Chem. 87, 749 (1956). 
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Tabel le  2. h R F - W e r t e  d e r  H y d r o x y s / ~ u r e n  u n d  d e r  b e i  d e r  E i n -  
w i r k u n g  y o n  E s s i g s ~ u r e a n h y d r i d  e n t s t a n d e n e n  P r o d u k t e  

i 2 

Glyko l s~ure  . . . . . . . . . . . . . .  56 56 
naeh , , A e e t y l i e r u n g " . . . .  76 76 

Milchs/~ure . . . . . . . . . . . . . . .  69, 76 70, 76 
n a e h  , , A c e t y l i e r t m g " . . . .  84 85, 73 

Apfels~ture . . . . . . . . . . . . . . .  45 44, 75 
n a e h  , , A e e t y l i e r u n g " . . . .  S t a r t  S ta r t ,  88 

Citronens~ture . . . . . . . . . . . .  41 40 
n a e h  , , A e e t y t i e r u n g " . . . .  50, 24 50, 23 

Ga l lus s~ure  . . . . . . . . . . . . . .  57 56 
n a c h  A c e t y l i e r u n g  . . . . . .  88 88 

Solvens :  K 1. 
N a e h w e i s :  1. B r o m p h e n o l b l a u ,  2. J o d i d - - J o d a t - -  

St~rke.  

S i e h t b a r m a e h u n g  erfolgt  m i t  Dragendor//s R e a g e n s  s, welches  a u f  die [Pyridin- 
g r u p p e  des  Girard-Igestes ansp r i eh t .  

Die t i y d r a z o n e  a l i p h a t i s e h e r  K e t o n e  w e r d e n  in  u n s e r e m  Solvens  s e h l e e h t  
ge t r en n t ,  sofe rn  t i b e r h a u p t  R e a k t i o n  e in t r i t t * .  

Tabel le  3. h R F - W e r t e  y o n  G i r a r d - P - H y d r a z o n e n  y o n  A l d e h y d e n  
u n d  K e t o n e n  

P r o p i o n a l d e h y d  . . . . . . . . . .  72 
I s o b u t y r a l d e h y d  . . . . . . . . .  87 
n - C a p r o n a l d e h y d  . . . . . . . .  65 
2 - ~ t h y l h e x a l d e h y d  . . . . . .  , 73 
P y r o g a l l o l a l d e h y d  . . . . . . . .  30 
l~esore ind ia ldehyd  . . . . . . .  17 
o - N i t r o b e n z a l d e h y d  . . . . . .  63 

Solvens :  15proz~ NaCl -Lbsung .  

m - N i t r o b e n z a l d e h y d  . . . . .  54 
-Aee ty lpy r id in  . . . . . . . . .  81 

~ - P y r i d y l - p r o p y l k e t o n  . . . .  73 
A e e t o p h e n o n  . . . . . . . . . . . .  85 
D i i s o b u t y l k e t o n  . . . . . . . . .  85 
D i i s o p r o p y l k e t o n  . . . . . . . .  85 

* R. B. Seligmann, M. D. Edmonds, A. E. O'Kee//e u n d  L. A. Lee, Chem~ 
& Ind .  1954, 1195 geben  fiir die T r e n n u n g  der  Girard-P-ttydrazone e in  L S s u n g s  - 
mi t t e l  an,  das  s ich  abe r  fiir unse re  5{ethode n i c h t  eigIlet. D a s  f ibersehf iss ige  
Girard.Reagens wfirde s ieh  fiber zwei Dr i t t e l  des C h r o m a t o g r a m m s  e r s t r e e ke n  
u n d  s o m i t  die F lecke  der  I i y d r a z o n e  f iberdeeken.  

s j .  M. Hais u n d  K .  Macelc, 1. c. 758, D 144a.  
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