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Amino- und Hydroxyséuren werden auf der Startlinie eines
Papierchromatogrammes mit Essigsdureanhydrid und Pyridin
umgesetzt und ihre Derivate mit verschiedenen Reagentien,
welche auf die COOH- bzw. auf die CO—NH-Gruppe ansprechen,
nachgewiesen.

Aldehyde konnen mit Girard-Reagens P in die entsprechenden
Derivate tibergefihrt werden, welche mittels Dragendorfis
Reagens erkennbar sind.

Reindarstellung der Derivate ist nicht notwendig.

In Fortsetzung unserer Versuche®:2, die Methoden der qualitativen
organischen Analyse auf die Papierchromatographie zu iibertragen, indem
wir durch Reaktionen auf der Startlinie auf das Vorhandensein bestimmter
Atomgruppierungen in den Komponenten einer Stoffmischung priifen,
haben wir Amino- und Hydroxysduren mit Essigsdureanhydrid behandelt.
Ein Pyridinzusatz war zar vollstdndigen Umsetzung notwendig.

Die Acetylierungsmethode von Fritz und Schenk?® (saure Katalyse duarch
Perchlorsdurezusatz) war fir unser Verfahren nicht geeignet.

Dafi die Umsetzung mit Essigsdureanhydrid nicht immer bzw. nicht
ausschlieBlich einfach zum Acetylprodukt fithrt, zeigt das Auftreten meh-

1 2. Mitt.: F. Kuffner und Th. Kirchenmayer, Mh. Chem. 93, 775 (1962).
2 1. Mitt.: F. Kuffner und Th. Kirchenmayer, Mh. Chem. 92, 701 (1961).
3 J. 8. Fritz und G. H. Schenk, Analyt. Chem. 31, 1808 (1959).
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rerer Reaktionsprodukte, die wir nicht ndher untersuchten, bei Mono-
amino- bzw. Monohydroxysduren. Bei der y-Aminobuttersdure jedoch
konnten wir ein Reaktionsprodukt sehr einfach, durch Mitlaufenlassen von
Pyrrolidon, als solches charakterisieren. Mit Wasserabspaltung und Esto-
lidbildung (Lactylmilchséure ?) ist speziell bei den Hydroxysiuren zusitz-
lich zu rechnen.

Die Chromatographie der Aldehyde und Ketone, besonders der ali-
phatischen, bereitet nach wie vor Schwierigkeiten und erfolgt daher mei-
stens iiber Derivate. Der dazu nétige Arbeitsaufwand kann vermindert
werden durch Herstellung der Girard-P-Derivate auf dem Startpunkt.
Wihrend Acetaldehyd, wahrscheinlich wegen seiner Flichtigkeit, nicht
umgesetzt werden konnte, gelang die Reaktion ohne besondere Vorsichts-
maBnahmen schon beim Propionaldehyd, aber auch bei aromatischen Alde-
hyden, Acetophenon und einigen anderen Ketonen, bisweilen auch (sehr
schwach) bei Formaldehyd.

Allgemeine Gesichtspunkte beziiglich
der Startlinienmethode

Die angewandte Reaktion soll spezifisch sein und bei Zimmertempera-
tur oder knapp dariiber verlaufen. Das zuzusetzende Reagens, welches
meist im UberschuB vorliegt, soll keine Reaktion mit dem Phasentréger
(Papier) geben und beim Entwickeln des Chromatogrammes nicht storen,
d. h. es mubB entweder fliichtig sein (z. B. Essigsdureanbydrid, Pyridin),
um vorher entfernt werden zu konnen, oder es soll im Chromatogramm
einen extremen R,-Wert haben (diazotierte Sulfanilsiure!, Girard-Rea-
gens-P), oder aber mit dem zur Sichtbarmachung verwendeten Reagens
nicht unter Firbung reagieren.

Einige hier angefithrte Binschrinkungen bei der Auswahl der Reak-
tionen (Reaktion mit dem Papier, Zimmertemp.), diirften beim Arbeiten
auf der Diinnschichtplatte wegfallen; hier ist also der Anwendungsbereich
betrichtlich breiter.

Die Reaktionen auf dem Startfleck missen nicht immer quantitativ
ausgefithrt werden, so daB neben der umgesetzten Verbindung auch die
unverdnderte Substanz im gleichen Lauf durch ihren eigenen R, -Wert
weiter charakterisiert wird.

Fiir die Sichtbarmachung stehen sowohl die neu gebildete Atomgrup-
pierung (z. B. Azofarbstoff!) oder deren Reaktionen zur Verfiigung, als
auch Reaktionen der im Molekiil vorhandenen, an der Reaktion nicht teil-
nehmenden Gruppen, wobei es sich um Funktionen des zu untersuchenden
Molekiils handeln kann (z. B. Pyridinring des Acetylanabasins?) oder um
solche des zugesetzten Reagens (z. B. Pyridiniumring des Girard-Rea-
gens P).
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Wird von zwel Verbindungen, welche dhnliche Ep-Werte haben,
nur eine auf dem Startfleck in ein Derivat abergefihrt, so ist zu er-
warten, daf sich die beiden Stoffe nunmehr gut voneinander trennen
lassen.

Den Osterreichischen Stickstoffwerken sowie der Austris Tabak-
werke AG. danken wir fiir die Unterstiitzung dieser Arbeit.

Experimenteller Teil

Die Ausfihrung der Chromatogramme erfolgte auf Schieicher & Schiiller
Papier 2043b Mgl

Fir die Amino- und Hydrozysiuren wurde unser Laufmittel K 1 (n-Bu-
tanol—Eisessig— Wasser = 8:1:10) verwendet. Zur Acetylierung verwende-
ten wir Essigsdureanhydrid mit Zusatz von 39 Pyridin, wie bei unseren Ver.
suchen mit Phenolen beschrieben?.

Sichtbarmachung der Aminosduren und ihrer Reaktionsprodukte

1. 0,2 proz. alkchol. Ninhydrinlésung (Tab. 1, Spalte 1}. Die Acetyl-
derivate reagieren nicht mit Ninhydrin.

2. Reaktion auf die CO—NH-Gruppierung? *: Das vom Ldsungsmittel
(Eisessig) befreite Chromatogramm (2 Stdn. bei 60° C tiber einem 300 W
Elsteinrohr [Infrarotstrahler] getrocknet) wurde 10 Min. in eine Chloratmo-
sphére gehéngt (0,1proz. KMnOy-Lsg. 4 10proz. HCI, 1:1) und, nachdem
das freie Chlor durch halbstdg. Trocknen vertrieben war, mit einem 1:1-Ge.
misch von 1proz. KJ- und 1proz. Stérkelsg. bespritht (Tab. 1, Spalte 2).

3. Reaktion auf die COOH-Gruppierung? (gilt daher auch fir die Pro-
dukte, welche aus Hydroxysduren entstehen): Das (wie schon unter 2. be-
schrieben) vom Kisessig befreite Chromatogramm wurde mit einem Ge-
misch gleicher Volumina lproz. KJ-, iproz. KJO3- und iproz. Stirkelsg. be-
handelt. Diese Methode ist einfacher und rascher als die unter 2. {Tab. 1,
Spalte 3; Tab. 2, Spalte 2). ,

4. Besprithen mit Indikatoren. Gegenuiber 1. und 2. weniger empfindlich,
daher nicht in Betracht zu ziehen.

Sichibarmachung der Hydroxysiuren

1. Bespriihen mit 0,05proz. wafriger Losung von Bromphenolblau (Tab. 2,
Spalte 1).

2. Verwendung des bei den Aminosiuren unter 3. angegebenen Jodid—
Jodat—=Stédrke-Gemisches (Tab. 2, Spalte 2).

* Modifikationen dieser Methode sind bekannt, wurden aber von uns
nicht verwendet: Th. Wieland und K. Dose, Angew. Chem. 66, 781 (1954);
F. Reindel und W. Hoppe, Naturwissensch. 40, 221 (1953); Chem. Ber. 87,
1103 (1954).

1 J. M. Hais und K. Macek, Handb. d. Papierchromatogr., Jena 1960, I,
736, D 7a. H.N. Rydon und P. W. G. Smith, Nature [London] 169, 922 (1952).

5 A.G. Lang, J. R. Quayle und R.J. Stedman, J. chem. Soc. [London]
1951, 2197.
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Tabelle 1. hRp-Werte* der Aminoséuren und ihrer bei Einwirkung
von KEssigsiureanhydrid entstandenen Produkte

1 2 3
Alanin ... ... .00 12 12 15
nach Aeetylisrung ... ... ' 75 73
Valin..................., © 29 29 29
nach Acetylierung ...... 87 87
y-Aminobuttersdure . ...... 18 18
,nach Acetylierung™. ... 66, 70
Pyrrolidon ............... 70
Glutaminsdure ...... ... 10 10 10
nach Acetylierung ...... 44 45, 60
Leucin ... 40 38 41
nach Acetylierung ...... 91 91
Norlevein................ 42 45 43
nach Acetylierung ...... 93 88
Isoleucin ................ 41 41 40
nach Acetylierung ...... 88, 93 88
Lysinhydrochlorid ........ 3 2 - 10
nach Acetylierung ...... 17, 70 17, 72
Methionin ............... 29 24 24
nach Acetylierung ...... 30, 79 80
Phenylalanin . ............ 34 37 a
nach Acetylierung ...... 88 86
Tryptophan . .......... ... 20 23 20
nach Acetylierung ...... 83 : 83

Solvens: K 1.

Nachweis: 1. Ninhydrin, 2. Chlorierung, KJ und Stérke,
3. XJ, KJO;z und Stérke.

Wenn zwei hRp-Werte angegeben sind, so stellt der fett-
gedruckte den Hauptfleck dar.

* Der Kiirze halber schreiben wir statt der R p-Werte ihr Hundertfaches an. Wir ® haben dafitr
die Bezeichnung Hekto-R p-Werte (h R p-Werte) vorgeschlagen.

Oxoverbindungen

Zum Nachweis der Aldehyde haben wir die aufgetragenen Oxoverbindun-
gen auf dem Startpunkt mit 2 Tropfen einer Lorung von Girard-Reagens P
in 10 ml Alkohol und 2 ml Eisessig versetzt und zur vollstandigen Umseszung
30 Min. bei ca. 60° C iber dem Elsteinrohr getrocknet.

Als Laufmittel verwendeten wir Elektrolytlésungen?, z. B. 15proz. oder
0,2 m Natrivmehlorid- oder 0,2 m Ammontartratldsung. Die h BEp-Werte einer
bestimmten Verbindung sind in allen diesen Entwicklern ziemlich dhnlich
(Tab. 3).

Das Uberschiissige Girard-Reagens stellt in diesen Ldsungsmitteln einen
Schnelldufer dar und stort somit den Nachweis der Hydrazone nicht. Die

6 F. Kuffner und N. Faderl, Mh. Chem. 86, 999 (1955).
7 F. Kujfner, K. Schick und H. Biihn, Mh. Chem. 87, 749 (1956).
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Tabelle 2. hRp-Werte der Hydroxysduren und der bei der Ein-
wirkung von Essigsdureanhydrid entstandenen Produkte

1 2
Glykolsdure . ............. 56 56
nach ,,Acetylierung“.... 76 76
Milechsdure .. ...oovvnn... 69, 76 70, 76
nach ,,Acetylierung®.... 84 85, 73
Apfelsure .. ............. 45 44, 75
nach ,,Acetylierung®.... Start Start, 88
Citronenséiure ............ 41 40
nach ,,Acetylierung*.... 50, 24 50, 23
Gallusséure .............. 57 56
nach Acetylierung ...... 88 88
Solvens: K 1.
Nachweis: 1. Bromphenolblau, 2. Jodid—Jodat—
Stérke.

Sichtbarmachung erfolgt mit Dragendorffs Reagens?®, welches auf die Pyridin-
gruppe des Girard-Restes anspricht.

Die Hydrazone aliphatischer Ketone werden in unserem Solvens schlecht
getrennt, sofern {iberhaupt Reaktion eintritt*.

Tabelle 3. hRp-Werte von Géirard-P-Hydrazonen von Aldehyden
und Ketonen

Propionaldehyd.......... 72  m-Nitrobenzaldehyd . .... 54
Isobutyraldehyd ......... 87  B-Acetylpyridin ......... 81
n-Capronaldehyd ........ 656  B-Pyridyl-propylketon.... 73
2-Athylhexaldehyd ...... . 78  Acetophenon ............ 85
Pyrogallolaldehyd........ 30  Diisobutylketon ......... 85
Resorcindialdehyd ....... 17 Diisopropylketon ........ 85
o-Nitrobenzaldehyd ...... 63

Solvens: 15proz. NaCl-Lésung.

* R. B. Seligmann, M. D. Edmonds, A. K. O’ Keeffe und L. A. Lee, Chem.
& Ind. 1954, 1195 geben fiir die Trennung der Girard-P-Hydrazone ein Losungs-
mittel an, das sich aber fiir unsere Methode nicht eignet. Das iiberschiissige
Girard-Reagens wiirde sich Giber zwei Drittel des Chromatogramms erstrecken
und somit die Flecke der Hydrazone iiberdecken.

8 J. M. Hais und K. Macek, 1.c. 758, D 144a.

Herausgeber: Akademie der Wissenschaften, Wien I, Dr.-Ignaz-Seipel-Platz 2, und Verein Osterr.
Chemiker, Wien I, Eschenbachgasse 9. — Verlag: Springer-Verlag, Wien I, Molkerbastei 5.—
Tiir den Inhalt verantwortlich: Prof. Dr. F. Kuffner, Wien IX, Wihringer Strafe 38
Druck: Adolf Holzhausens Nachfolger, Wien VII, Kandlgasse 19-21



