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EIN BEITRAG ZUR DIRECTPHOTOMETRIE VON
PAPIERCHROMATOGRAMMEN MIT HILFE EINES
EINFACHEN EXTINKTIONENSCHREIBERS
N QUANTITATIVE BESTIMMUNG VON AMINOSAUREN

JEAN BARROLLIER, JOHANNA HEILMANN uNp EUGEN WATZKE
Hauptlaboratorium der Scheving A.G., Berlin-West (Deulschland)

Bei Pap1erchromatogra.rnrnen und -elektropherogrammen liegt der Gedanke nahe, auf
~ die bisher vielfach geiibte Elution der gefirbten Zonen und anschliessende Colori-

metrie der Eluate zu verzichten und statt dessen die Papierstreifen selbst photo-

metrisch auszuwerten. Diese Auswertung liuft auf eine Colorimetrie auf dem mtakten o
Streifen hinaus, den man sich in eine Vielzahl von schmalen Streifchen zerlegt denken .
kann, die den Kiivetten eines Colorlmeters entsprechen und nacheinander 00101'1- :

metriert werden. Stellt man die farbigen Zonen eines Papierchromatogramms oder

elektropherogramms als Extinktionskurven dar, so folgt nach dem La.mbert—-‘ “
Beer’schen Gesetz Proportionalitit von Inhalt der Kurvenﬂachcn und Substannnenge _‘

in den betreffenden Zonen.

Neuerdings findet die D1réctphotornetr1e, besonders bei Elektropherogrammen, ;

zunehmend Interesse und es sind bereits einige Gerite im Handel, welche Extinktions-

kurven schreiben. Als Beispiele seien genannt der Zeiss-Extinktionenschreiber und .
der Elphor-Integraph von Bender und Hobein. Beide arbeiten nach dem Kompensa- -
tionsprinzip unter Verwendung eines logarithmischen Graukeils bzw. einer logarlth-" ‘
misch geschnittenen Blende. GRUBHOFER! erreicht das gleiche Ziel auf einem an-
deren Wege. Er misst den Photostrom mit einem Spiegelgalvanometer, wobei die
Galvanometerlichtmarke mit Hilfe eines Kurvenspiegels derart abgelenkt Wird,"dass “"'
eine der Extinktion entsprechende Anzeige entsteht. Die schwierig zu berechnende "
Spiegelkurve hat er nach einem Niherungsverfahren ermittelt und danach einen
Spiegel schleifen lassen. Die Extinktionskurve wird halbautomatisch geschrleben,
indem man die Wanderung der Lichtmarke auf einem Transparenzpapler rmt der

Hand nachzeichnet.

Wir haben unabhingig davon und gleichzeitig denselben Weg beschritten, wobex' "
wir den Kurvenspiegel durch Biegen eines verspiegelten Stahlbandes herstellen. Unter
Verwendung im Handel befindlicher Bauelemente, wie Splegelga.lvanometer Nach-‘i_;,
laufschreiber und Chromatometer von B. Lange, haben wir ein vo]lautomatlsches‘u‘;‘“

Gerat zum . Schreiben von Extinktionskurven gebaut. Der einzige von uns selbst

rhergestellte Teil ist der Kurvensplegel Wir haben unseren. E:-.tmktlonenschrelber sowﬂ

aufgebaut dass keine feinmechanische Pra7ls1onsarbe1t notig ist.

- Von einer Berechnung der Spiegelkurve haben w1r bewusst Abstand genommen

N
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und den Kurvensp1ege1 an Hand empirischer Daten justiert. Wir verwendeten dabei
einen Stufenkell mit bekannten Absorptions- und Extinktionswerten. Die Spiegel-
kurve wurde rein zeichnerisch, ohne geometrische Konstruktion dargestellt, um den
Verlauf der Spiegelkurve zu veranschaulichen. Diese Kurve dient dazu, die Aus-
gangslage fiir die eigentliche Justierung des Stahlbandes festzulegen.

‘Inder Praxis ist der Extinktionsbereich von 0~1.0 von Interesse. Wir haben uns
daher auf diesen Messbereich beschrinkt, wie es auch beim Zeiss-Extinktionenschrei-
ben und dem Gerit von GRUBHOFER geschehen ist. Prinzipiell kann der Bereich der
Schréibung auch auf hohere Extinktionen ausgedehnt werden.

Zeichnung der Sﬁwgel/mrve

Man kann sich die Splegelkurve aus einer Vielzahl von kleinen, ebenen Spiegeln
zusammengesetzt denken, die als Tangenten der exacten Spiegelkurve anliegen. Der
jeweilige.Berﬁhrungspunkt der Tangenten ist zugleich der Punkt, wo der Lichtstrahl
des Galvanometerspiegels auf den Kurvenspiegel auftrifft. Da es sich bei den Spiegel-
kurven um schwach gekriitmmte und stetige Kurven handelt, so sind fiir benachbarte
_Spiegelelemente die Tangentenabschnitte vom Berithrungspunkt bis zu ihrem Schnitt-
punkt angenéhert gleich (AC = CB). Diese Niherungsannahme, zusammen mit dem
‘Spiegelgesetz, gestattet die Elementarspiegel in einem geschlossenen Kurvenzug
(Spiegelkurve) aufzustellen, |

Zunichst ist er noch insofern unbestimmt, als sich der Verlauf der Spiegelkurve
als abhingig vom Kurvenbeginn, d.h. der Lage des ersten Elementarspiegels, erweist

‘Jr‘

AC= 180mm c
8C=.1720mm

- AC=25.bmm
BC=25.5mm

—

; ‘Fxg I. I inks: ch Tangcntcnmbschmttc AC und BC sind ann'thrend gleich. Rechts Z exchnerlsche
. Darstellung der Lage der Elemenhrspxegel der Spwgelkurve

‘ -Luemtur S. 445.
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‘D1e Unbestlmmthelt dieser Lage wird auf einen engen Bereich emgeschrankt durch
die TForderung, dass der reflektierte Lichtstrahl nur mit einer 20° nicht uberstelgenden
Parallaxe in die Photozelle des Nachlaufschreibers einfallen darf. Diese Emschrankungfa “.

‘ergibt sich aus dem Bau der Photozelle. ' S

Von einer Parallaxe von etwa 5°~10° fiir den Anfang der Spiegelkurve ausgehend
haben wir mit Hilfe eines durchsichtigen Lineals und \mGeltransporteurs auf den
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" Fig, 2. Aufstellung von Galvanometer G, Spaltlampe 1., Kurvenspiegel S, Absorptions- und
Il\tmktlonsskah 1. Aufstellungsart.

Strahlen des Galvanometerspwgels die Lagen der ]:lementarsplegel sO aufge7e1chnet
dass obige Bedingungen, nidmlich Erfiillung des Reﬁextonsgesetms und Glelchhelt
der Tangentenabschmtte, erfiillt werden.
Die Aufstellung von 10 Elementarsplegeln im Bereich von 0-go% Absorptlon
(E = o0-1.0) gibt bereits ausrelchend Auskunft iiber den Verlauf der Spiegelkurve.
Obige Forderungen werden von den in Fig. 2 und 3 dargestellten Anordnungen .
von Galvanometer, Kurvenspiegel und Skalen erfiillt. Der vom Galvanometerspiegel . -
zundchst nach A fallende Lichtstrahl wird vom Kurvenspiegel S der Extinktion =
"entsprechend nach E reflektiert und fillt dabei stets mit einer unter 20° liegenden
Parallaxe in die Photozelle des Nachlaufschreibers. |
'~ Wie bei GRUBHOFER, ergeben sich unsymmetrische, S-forrmge Splegelkurven
- Wir haben bei unserem Gerdt die Aufstellung nach Fig. 2 verwirklicht, weil uns-
hierbei in einfacher Weise, durch Teilung des Lichtstrahls, gleichzeitige Steuerung des
} Nachlaufschrmbers und Beobachtung der Absorptionsskala erméglicht wird. Dies:# oo
erleichtert die durch'Regulierung des Photostroms der Messzelle erfolgende Emstel-
‘ lung des Galvanometerausschlags auf dle Skalenlinge (s.u. ) L
Lueratm’S 445
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Fig. 3. Aufstcllung von Galvanometer G, Spwltlampc L, Kurvenspiegel S, Absorptions- und
' Extinktionsskala. 2. Aufstellungsart. ‘

‘ S mfenkez'l

_ ‘Die Eichung und Justierung unseres Gerits erfolgte an Hand eines Stufenkeils.
'Wir haben uns denselben angefertigt, indem wir ro Streifen aus 0.05 mm dicker
‘Lupolenfolie treppenartig {iber einander legten und die Enden der einzelnen Folien
mit einander verschweissten. : :

Absorption und Extinktion wurden fiir jede Stufe im Unicam bei 500 mu gemessen.
‘Daten des Keils: Breite = 4.0 cm; Lange 15 cm; Linge/Stufe = 1.5 cm;
. Lange bis zur Schweissstelle = 25 cm. :

s Stuje. » I _ 2 3 4 5 6 7 8 9 10
,'A.‘bsbrp'tion 21 38 50.5 61.3 69.8 75:5 8o0.9 '85.0° 87.2 89.8
xt'mk}:ion . 0.103 0.206.  0.306 0.412 0.518 a.G10 0.720 ‘0‘820 0.899 o0.990
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o Photorelle novh zusitzlich mit einem schwarzen Tuch ab.
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Au/'stellung des Gerdts

TFig. 4 veranschaullcht die Veremlgung der Bauelemente (Photometerbank = I
- Galvanometer und Kurvenspiegel = I1, Nachlaufschrelber = ITII) zu einem voll-
automatischen Extinktionenschreiber.

I. Photometerbank. Als. Photometerbank haben wir das mit einer Selen7elle |
arbeitende Chromatometer 3b der Fa. Bruno Lange verwendet. Das Chromatogramm
wird hier auf einem Schlitten, der von einem Synchronmotor bewegt wird, unter der
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Fig. 4. Zusammenstellung der Bauelemente (schematisch). = Photometerbank. mit Photo-".

messzelle‘M 11 = Spiegeclvorrichtung mit Galvanometer G, Spaltl’mmpe L, Kurvenspiegel S
' IIT = \Ta.chlaufvchrexbcr mit Photozelle Z zum Steuern der Schreibfedcr.

Photozelle vorbeigefithrt. Schlittenlinge = 40 cm, Spaltbrelte = I mm, Spa.ltlange”f
(variabel) bis 40 mm. Der Vorschub ist in Stufen wihlbar; 2.8 cm/min haben sich alsf‘
- glinstig erwiesen. S
Fir unseren Zweck haben wir an dem Chromatometer einige Abanderungen ‘
‘vorgenommen
(a) Um in monochromatischem Licht messen zu kénnen, haben wir einen Halter”,‘
~ fiir Interferenzfilter (50 X 50 mm) zwischen Lampe und Spalt eingebaut. VVlr be- '.
nutzen die Doppellinienfilter (DIL) von Schott u. Gen., Mainz. -
(b) Wir ersetzen in dem Chromatometer die 4 Volt- Emfadenlarnpe (8 W) durch’
die kleine Osram-Soffittenlampe No. 6452 (6 V, 15 W), die iiber einen Netzstablllsator'f
‘betrleben wird. '
(c) Der Spalt wird rn1t einer matten Perlonfolie untellegt um das Licht lelcht :
diffus zu machen. |
‘ (d) Die hochklappbare Photozelle M muss bei der Messung stets d1e glelche Lage
‘ elnnehrnen Wir sichern dies durch Anbrlngen eines Anschlags an der Photozelle M.
| (e) Von der Photozelle muss sorgfiltig alles Nebenlicht ferngehalten werden Da._,'-
- die: angebrachte Vorrichtung (‘‘Vorspalt”) dafiir nicht - a.usrelcht, decken wir - d1 ‘“""*

II. Galvanometer und Kurvensybwgel Das Galvanometer G der Kurvensplcgel
! zlemmr S. 445 ‘ ' '
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und dle Lampe L fir dlc L1chtrnarke werden auf einer schwercn auf Welchgumml-
puffern ruhenden Alummlurngrundplatte erschiitterungsfrei aufgestellt.

" (a) Das hoch stromempﬁndhche Galvanometer, Type SSG 11 von Ruhstrat, hat
eine Stromkonstante ¢ = 3.5-5.0°107? rnA./mm/m einen inneren ‘Widerstand Rg ==
1000 2 und eine Schwmgungsdauer von 0.6-0.88 sec.

(b) Die Lichtmarke liefert uns eine Quecksilberdampflampe (Osram HgQS 500,
120 W), die in einem gekiihlten Gehiuse brennt. In dem Mantel dieses Geh#uses
wurde ein 5 cm langer und 3 mm breiter Spalt ausgespart. Es entsteht eine kriftige
Lichtmarke, welche den Nachlaufschreiber gut steuert. Es kann natiirlich jede andere
Llchtquelle verwendet werden, die eine geniigend kriftige Lichtmarke gibt.
| {(c) Fiir den Kurvenspiegel wird ein 25-30 cm langes, 2 cm breites und 0.4-0.5 mm
starkes Federstahlband verwendet, das auf Hochglanz poliert und anschliessend
Verchromt wird. Es wird auf einem Block in solcher Héhe montiert und justiert, dass
die Lichtmarke des Galvanometers halbiert wird. Die obere Hilfte des Lichtstrahls
fallt direct nach A auf die Absorptionsskala, die untere Hilfte wird der Extinktion
v entsprechénd nach E reflektiert und steuert dort den Nachlaufschreiber.

Der biegsame Spiegel wird von kleinen Winkeln festgehalten. Durch Verschieben

dieser Winkel auf der Unterlage wird beim Justleren das spiegelnde Band zu der
;Sp1ege1kurve gebogen und in dieser Lage fixiert.

- (d) Die Absorptions- und Extinktionsskalen (s. Fig. 2 und 4). werden auf mat-
: tlerten Ple*uglasstrelfen aufgezeichnet. ‘
| III. Nachlaufschreiber. Wir benutzen den Na.chl'n.ufschrelber nach Wllhelml der
‘Fa. Bruno Lange mit einer Schreibbreite von 20 cm. Nachdem der Messbereich auf
‘Extinktionen von o-1.0 beschrinkt wurde, entspricht 1 cm Schrelbhohe einer Extink-
: t1on 0.05. ‘ :

‘Die Wechsel- Radgetrlebe sind in Chromatometer und Nachlaufschreiber derart
auf einander abgestlrnmt dass der Vorschub von Chromatogramm und Registrier-
‘papier mit gleicher Geschwindigkeit oder in einem wéhlbaren Geschw1nd1gke1ts-
verhqltms erfolgen kann. In den meisten Fillen werden gleiche Vorschubsgeschwin-
dlglxelten erwiinscht sein. : :

 Regelwiderstand. R ist ein im ‘Galvanometerkreis- llegender Regelwiderstand, der
in Grob- und Feinregulierung (1.3 MQ + 10 kQ) unterteilt ist. Er dient zur Abstim-

‘mung des von Spaltlange und Transparenz des Chromatogramms abhéngigen Photo-

stroms’ auf den der Absorptlon bzw. Extinktion o entsprechenden Galvanometer-
‘ ausschlag

T u;twmmg des Kurvensﬁzegels

‘Die Absorptlons- und E~<t1nkt10nswerte des fiir die Justierung benutzten Stufenkeﬂs
‘wurdcn bei 500 my gemessen. Dementsprechend muss das Interferenzﬁlter fir die
Welle nlinge 500 myu in das Chromatometer eingesetzt werden. o |
o Lundchst zelchnet man die Extinktionsskala (o-1.0) auf und legt d1e Endpunkte
der Absorptmnbskala., o und '100%, Absorptlon, w1111sur11ch fest. Wir haben beide
. Skalen 2o cm. lang gemacht

. Litevatur S. 445
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Man legt den. Stufenkeil auf den Schlitten des Chromatometers und stellt die . .;
Lange des Spaltes der Messzelle M der Breite des Stufenkeils entsprechend ein. Z unichst ]
lisst man die Messzelle unbeleuchtet und stellt die Lichtmarke des stromlosen Galva-w.
nometers auf der Absorptionsskale auf den Fixpunkt 100% ein. Ohne den Keil unter
die Messzclle zu bringen, wird dann die Spaltbeleuchtung im Chromatorneter em-

Ext.
+4— 07
A =+2% v
+1.5% ‘ A— 06
+— 0.5
+ .5% ;
-1%s =t— 04
A= 22.5% ' =1.5% .
™ ‘ T 09
- 2% -
‘ - 2598 : ~ 02
2% ‘lj o
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2cme 0.1 Ext, ‘ ‘ - 6% - ‘
H_a e

- Fig. 5. Geschrlcbenc Extinktionskurve des Stufenkeils. 500 my.

geschaltet und der Photostrom mit dem Widerstand R so reguliert, dass die L1cht-
marke jetzt auf dem anderen Fixpunkt 0% steht. Anschliessend wird der Stufenkeil *:
durchgezogen und fiir jede der bekannten Absorptionen die Lage der Lichtmarke
angezeichnet. Die Absorptionsskala ist nicht linear, sondern folgt im Prinzip einer
tg-Funktion. Da wir mit einem Galvanometerausschlag bis zu 28° arbeiten, rnacht',';ﬁ
sich die Verdrillung des Spannbandchens zusitzlich bemerkbar. Es war da.her vors-
zuziehen auch die Absorptionsskala auf Grund empirischer Daten zu eichen. MR

"Das: Spiegelband wird zun#chst in der zeichnerisch ermittelten (s. Fig. ‘2),":1?;‘
annihernd richtigen Lage aufgestellt. Die eigentliche Justierung erfolgt, indem man '
unter Regulierung des Photostroms mit dem Widerstand R die Absorptionsskala
Punkt fiir Punkt abtastet. Dabei wird jeweils durch Verschieben der Haltewinkel die -
Lage des betreffenden Spiegelabschnitts derart corrlglert dass der reflektierte Teil ¢
der Lichtmarke auf den Absorption entsprechenden Punkt der Extinktionsskala
f4llt. Es ist vorteilhaft bei der Justierung vom Wendepunkt der Spiegelkurve, der bel"'j;f‘
60% Absorption liegt, auszugehen. Mit 15 Wml\elpaaren ldsst sich das sp1ege1nde[,jf7j.
Stahlband in der Spiegelkurve festlegen. PR T e

Zur Kontrolle der Justierung wurde mit dem Apparat anschliessend die E*{tmk“"“{vé
“;‘t1onskurve ‘des Stufenkeils geschrieben (Fig. 5). Bei unserem modellmissig- a.uf g
- gestellten Gerit betrdgt die mittlere Abweichung von den Sollwerten + 2. 5% '
‘ ]'zie;a!m S 445 ‘
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Regzstrwrung dar Extmktzons/mvve :

Das. Chromatogra.rnm wird in bekannter Weise transparent gemacht und auf den
"Schlitten des Chromatometers gelegt. Die Linge des Spaltes der Messzelle wird auf
‘die Breite der auszuwertenden Zonen eingestellt. GRASSMANN UND HANNIG2 haben
ge7e1gt dass nur unter dieser Voraussetzung quant1ta.t1v auswertbare Extinktions-
kurven erhalten werden. Wenn die gefirbten Zonen die Linge des Spalts nicht
ausfiillen, werden zu niedrige Extinktionen registriert. Dieser Fehler hingt von der
Verteﬂung des Farbstoffs iiber die Spaltlinge sowie von der Grésse der Extinktion ab.

: Be1 hoheren Extinktionen wird der Fehler sehr erheblich.

‘Bevor die Spaltbeleuchtung der Messzelle eingeschaltet wird, kontrolhert ‘man
die Lage der Lichtmarke des Galvanometers. Sie soll auf 100% Absorption stehen;
. nétigenfalls wird die Stellung des Galvanometerspiegels korrigiert. Dann bringt man
eine ungefirbte Stelle des Chromatogramms unter den Spalt der Photozelle, schaltet
“die Spaltbeleuchtung ein und stellt die Lichtmarke durch Regeln des Photostroms

‘mit dem Widerstand R auf 0% Absorption ein.
Jetzt werden die Motore fiir die Registriertrommel des Nachlaufschreibers

und den Vorschub des Chroma.‘cogra.mms in Gang gesetzt und die Extinktionskurve
- geschrieben.

Quantz'tatz've Auswertung der Extinktionskurven

- Wir planimetrieren unsere Kurven durch Ausschneiden und Wigen der Papierstiicke.
Die Proportionalitit von Dosis und Extinktionskurvenfliche wurden an Modell-
" elektropherogrammen des Farbstoffs Neucoccin nachgepriift. :
- Zunichst wurde der einer Kolorimetrie in L&sung entsprechende, optimale Fall
,untersucht, bei dem die farbigen Zonen auf véllig durchsichtigem Untergrund stehen.
Die Testpherogramme wurden durch Elektropherieren des Farbstoffs in Agargel
hergestellt. Als Triiger fiir die Gelschicht diente Tesa- oder Cellophanfolie. Nach dem
“ Trocknen erhilt man die Pherogramme als klar durchsichtige Filme. Es wurden genau
"~ dosierte Mengen Farbstoffiésung in bekannter Weise in Filterpapierstreifchen auf-
gesaugt und diese auf das Gel gelegt. Durch Wahl von Streifenbreite und Farbstoff-
konzentration wurde dabei die Gestalt der Extinktionskurven variiert, so dass nach
‘ ‘Wunsch hohe und schrnale neben niedrigen und breiten Kurven erhalten wurden.
' Flg 6 7e1gt die lineare Beziehung zwischen Dosis und Extinktionskurvenfliache.
Nachtolgend sei auf einen Punkt hingewiesen, der unseres Wissens bei der
directen photornetrlschen Auswertung von Pherogrammen bisher noch nicht beachtet
wurde.
. Bei transpa.rent gemachten Papieren beoba.chtet man einen Elnﬂuss des Trans-
: parenzgrades auf die Hoéhe der Extinktionskurven. Diesen Effekt veranschaulicht
Fig. 7. Sie zeigt dle Extinktionskurven eines Tcstpherograrnms auf Whatman No. 1,
' Dbei dem nachemander durch Embetten in I‘1u551gke1ten von verschledenem Brechungs-
etponenten unterschledhche Grade der L1chtdurchlass1gke1t hergestellt wurden.
o I= emgebettet in a-Bromnaphthahn, 971, 6587, Durch1a351gl<e1t bei 500 mp,
oy I% ‘ ‘ L S e ‘ : , ‘
S L ztemtu_r S. 445.
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II =‘e‘ingebettet in Paraffinsl, #2° 1.4812; Durch1a531gl<e1t bei 500 mp = 4 8 A,. _
IIT = elngebettet in Transparenzél (200 ml a-Bromnaphthalin + 250 ml

Parafﬁnol »Y 1.5599; Durch1a551gl<e1t bei 500 mu = 17.4%. i
7700 T
11600 T

800
800 1
700 A
500
500 1
&00
300 T
200 Yt
700 1

‘ 10 20 30 40 50 60 8 Neucocein »
Fig. 6. Bemehung zwischen Stlbst'tn?dosxs und Fliche der Extinktionskurve. Testsubstanz =

Neucoccin,

Ext.

2em= 0.1Exl.

em 13 22 1 w0 9 § 7 6 5 .4 ‘3 2 1 0 :

"Fig. 7. Abhiingigkeit der Hohe der Extinktionskurven vom Transparenzgrad des Papiers. Test-

pherogramm bei verschiedenen Graden der Llchtdurchlassxgkelt ausgemessen, Testsubstanz = >

Neucocein. 500 mu. I = 2.19%, Durchlissigkeit; II = 4.8% Durchlissigkeit; III = 17.4% Durch-
ldssigkeit. .

Zum Verglemh seien d1e Durchlass1gke1ten von Glas, Cellophdnfohe und mcht L

transparent gemachtem Whatmanpapier bei 500 mu angefiihrt:

Whatman No. I, 0.I5 mm. dick; Durchlaismgkelt = ca. 0.1%
‘Glas, z mm dick; Durc111a551gke1t ‘ 84%
Cellophanfohe o. 04 mm dlck Durchlissigkeit = 87.5%

D1e Kurven der Fig. 7 zelgen deuthch dass mit abnehmender Transparenz des
"‘themtur S. 445



voL.1 (1958) ' .  PHOTOMETRIE VON CHROMATOGRAMMEN | 443

Papieruntérgrundes hoéhere Extinktionen registriert werden. Dies erklirt sich durch
die bei geringerer Transparenz stirker in Erscheinung tretenden Lichtbrechungen
und -reflektionen an den Papierfasern; mit abnehmender Transparenz wird der Weg
des durchfallenden Lichtstrahls. im Papierfilz verlangert ~die Elementarkiivetten
werden scheinbar dicker. | , |
Bei gle1chb1e1bendem Jransparenzgrad des Papieruntergrundes gilt jedoch die
‘Proportionalitit von Dosis und Extinktionskurvenfliche (Tabelle I).

TABELLE I
Kurve I Kurve I Kurve 1I1
. Neucoceindosis - Transparens = 2,1% ‘ Transparenz = 4.8% ‘ Transparens = 17.4%
mmd mmd/y Neucoccin mm? mmdly Neucoccin mm? . mmd/y Neucocein

6.4 Y 262 41 : 192 ‘ 30 176 27.6
55 360 38 204 31 256 26.8

rt 75 Y 478 : 40.7 - 382 32 335 28.5
i.M. 39.9 31.0 27.6

Zonenbreite = Spaltlinge = 38 mm; 500 my.

‘Dic Kurvenfliachen I sind 44% grosser 'llS d1e Kurvenﬂachen I1I.

' Da es schw1er1g ist die L1chtdurchla.551gke1t der Papiere mit der notwendigen
‘Genauigkeit zu reproduzieren, sind die Extinktionskurvenflichen verschiedener
Chromatogramme oder Pherogramme fiir quantitative Bestimmungen nicht unmittel-
bar mit einander zu vergleichen.

‘ Wir tragen daher auf den auszuwertenden Paplerstrelfen nachtriglich eine genau
dosierte Menge eines Farbstoffs, dessen Absorptionsmaximum mit der auszuwertenden
Fiarbung iiberein stimmt, der Zonenbreite entsprechend als Strich auf und nehmen
dessen Extinktionskurvenfliche als Bezugsgrtsse fiir die quantitative Bestimmung.
Es ergeben sich Umrechnungsfaktoren, welche das Verhéltnis der Kurvenflichen fir
gleiche Dosen Bezugsfarbstoff und Substanz angeben; sie sind unabhingig von
Unterschieden in der Transparenz des Papiers und den sich daraus ergebenden Unter-

schleden in der Héhe der registrierten Extinktionen.

Der Einfluss des Transparenzgrades des Papiers auf die I-Iohe der reglstnerten
E\tmktlonen nimmt mit steigender Lichtdurchlissigkeit der geélten Papiere stark

~ab und macht sich bei hoher Llchtdurcllla551g1<e1t nicht mehr stérend bemerkbar. Ein
‘solcher Fall liegt z.B. bei hochacetylierten Papieren vor, die in Paraffinsl 60% Licht-

- durchlissigkeit erreichen. Bei diesen ist die Beziehung auf einen Farbstoff {iberfliissig;

- vielmehr kann die Substanzmenge direct in Beziehung zur registrierten Kurvenfliche
gesetzt werden. Dem Extinktionskoeffizienten der Absolutkolorimetrie entspricht in
diesem TFalle eine bestimmte, konstante Fliche der Extinktionskurve bei Einheits-
bedingungen, d.h. bei 1y Substanz, verteilt auf T cm Spaltlinge. Der zahlenmaissige
‘Wert dleser Fliche, die man ‘‘specifische ‘Extinktionskurvenfliche’”” nennen konnte,
hangt natiirlich vom Massstab der. Ex‘emkuonsschrelbung ab.

Ausweﬂzmg von Amzn,osaumckromatogmmmen

| Die Chromatogramme werden in bekannter \Velse hergestellt wobei sich nach
" Litevatur S. 445 ‘ ‘ '
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unseren Erfalirungen besonders harte Papiere, wie z.B. Schleicher u. Schiill 2045 aM
und agl gut bewihren. Als Laufmittel bevorzugen wir Propanol-Ameisensiure—
Wasser (75:13:12) und dhnliche Lésungsmittelsysteme. Die Auftrennung der langsé.m‘-g%
wanderden " Aminosiuren (Rp < 0.5) wird durch mehrmaliges Laufenlassen des
Chromatograrnms sehr verbessert. ‘ ‘
Gut auswertbare Fiarbungen erzielen wir mit dem von uns angegebenen Nm—,
hydrm—Cd Reagens® 4; die Farbe entwickelt sich in 24 Stunden bei Zj immertemperatur   ._‘
vollstiindig und beginnt erst nach weiteren 24 Stunden merklich abzublassen. Das‘ .
Chromatogramm ist sorgfiltig vor allen Ammoniakspuren aus der Raumluft 7u o
schiitzen, sonst entstehen stérende Rotfirbungen des Papieruntergrundes. “
- Als giinstigen Dosierungsbereich fanden wir 0.3-1.2y an einzelner Ammosaure/cm'
Startlinie. .
Da bei der Chromatographie von Aminosiuren normale Cellulosepapiere ange-
wendet werden, die in Transparenzél nur méssige Lichtdurchlidssigkeit, etwa 17 %,
erreichen, ist es notwendig, bei der photometrischen Auswertung die Extinktions-
kurven auf einen Standardfarbstoff zu beziehen. Bei der Ninhydrin—Cd-Farbung der
Aminosduren ist Neucoccin dafiir geeignet. Die genau dosierte Farbstoffmenge wird
nach der Ausfirbung der Aminosédurezonen als Strich aufgetragen; Dosis 8—10 y/cm‘
Zum Transparentmachen verwenden wir a-Bromnaphthalin-Paraffinél (2oo: :250).
Das Chromatogramm muss luftblasenfrei und véllig in Transparenzsl elngebettet
zwischen die Glasplatten des Chromatometerschlittens gebracht werden. Es ‘ist
falsch, das getrinkte Chromatogramm vor Auflegen auf den Chromatometerschlitten
zwischen Filterpapier abzuléschen, weil dabei die Lichtdurchlidssigkeit auf 2.5-3%
herabsinkt und zudem die Gefahr e1ner ungleichmiéssigen T ransparen7 lings des
Papierstreifens besteht. : PR
Mit genau dosierten Modellchromatogrammen wurde fiir die einzelnen Amino-
sduren der ‘‘Neucoccinfaktor” ermittelt, d.h. der Faktor fiir die Umrechnung von
Neucoccin auf die betreffende Aminosidure. Er ist das Verhiltnis der Dosen von‘
‘Amlnosaure und Neucoccin, welche gleiche Extinktionskurvenflichen geben.

A Xy
N <fw
x = gesuchte Aminosiuremenge
A = Fliche der Aminosdurekurve
N = Tldche der Neucoccinkurve
y = Neucoccindosis
Fy =

Neucoccinfaktor

Wir haben die Neucoccinfaktoren fiir r5 Aminosiuren ermittelt und gefunden, :
dass sie sich in Gruppen aufteilen. Ein Zusammenhang mit der chemischen Konstltu- b
tion der Aminoséuren ist dabei nicht zu erkennen. T R

Ahnliche Unterschiede zeigen sich auch in den E*{tmktlonskoefﬁnenten, wennlc?*ﬁf
der Farbstoff aus dem Papler mit” Methanol eluiert und kolorimetriert wird. Der;,.
I‘ehler liegt bei der directen photometrischen Auswertung der Chromatogramme be1mﬂ
4+ 6%; bei der Kolorlmetrle des I‘a.rbstoffs im metha.nohschen Elua.t fanden w1r
emen durchschmtthchen l‘ehler von 4= 5%. |
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Fn Ay 0.00 Fymy o1 Fyayg 0014— 0,16 Fpp= 0.19
Ala Glu ‘ Asp ‘ His
Ser Leu Gly .

Val Ileu Phe
Lys Tyr
Met
Orn
Thre

Schwierigkeiten macht sowohl bei der Directphotometrie als auch bei der
Kolorimetrie des eluierten Farbstoffs die Bestimmung von Gly. Bei der Auswertung
der Extinktionskurven liegt die Fehlerbreite fiir Gly bei 4+ 10%. Die Elution des von
Gly mit dem Ninhydrin—Cd-Reagens gebildeten Farbstoffs mit Methanol gelingt nur

sehr unvollstéindig, so dass der Fehler bei der Kolorimetrie dieses methanolischen
Extrakts eher noch grosser ist.

ZUSAMMENTFASSUNG

Es wird eine einfache Apparatur zum Schreiben der Extinktionskurven von Chromatogrammen
und Pherogrammen beschrieben, die zum gréssten Teil aus bekannten, kiuflichen Geridten auf-
gebaut ist. Der einzige zusitzliche Teil ist ein elastisches, verspiegeltes Stahlband, das derartig
zu einer Kurve gebogen wird, dass die von diesem Kurvenspiegel reflektierte Lichtmarke des
Galvanometers die Extinktion anzeigt. Die Wanderung der Lichtmarke wird von einem Nachlauf-
schreiber als Extinktionskurve registriert.

Mit diesem Gerit wird an der quantitativen Bestimmung von Aminosiuren die Du'ect-
photometrie von Chromatogrammen demonstriert, wobei zugleich die cxperlmentellen Bedin-
gungen fiir derartige quantitative Bestimmungen angegeben werden.

SUMMARY

A simple apparatus is described with which the extinction curves of chromatograms and phero-
grams can be traced. It is constructed for the greater part from well-known commercial instru-
ments, the only additional part consisting of a mirror made from a flexible steel band, which is
bent into such a curve that a galvanometer 11ght-=.pot reflected from this curved mirror indicates
the extinction. The movement of the light-spot is registered as an extinction curve by means of a
recorder.

The quantitative determination of amino acids is given as an example of direct photometry

of chromatograms with this apparatus. The experimental conditions for such quantlta,twe deter-
minations are also discussed.
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