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CNROM. 6250 

Fluorometrisehe Triglyceridbestimmung auf Dtinnschicht- 
chramatogrammen* 

Die quantitative Direktauswertung von chromatographisch getrennten Sub- 
stanzgemischen bat in der letzten Zeit: immer mehr an Bedeutung gewonnen. Dieses 
Verfahren wircl allerclings durch eine relativ schlechte Reproduzierbarkeit eingeengt, 
eine Folgc vor allem der Sprayreagenzien beim Sichtbarmachen cler Flecken. Aus 
diesem Grunde scheint es von Vorteil zu sein, wenn das Nachweisreagenz ein Bestancl- 
teil der Adsorptionsschicht selbst ist. 

Es ist bekannt, dass eine Reihe von lipiden Substanzen, welclle mit Schwefel- 
sgure besprtiht wurden, beim Erwtirmen dann eine charakteristische Farbe bzw. 
Fluoreszenz zeigen 192, Den gleicben Effekt erhglt: man au& beim Erhitzen von 
Platten, welcbe mit Ammoniumsulfat imprggniert sind3. In dieser Arbeit wurde ver- 
sucht, die erstmals von uns beobachCete Pluoreszenz bei Triglyceriden quantitativ 
auszuwerten. 

Die in Chromschwefels%.ure gereinigten Glasplatten (20 x 20 cm) wurden mit 
Kieselgel G (Merck), das mit: einer ro%igen Ammoniumsulfat&,ung im Verhtiltnis 
I : 2,3 durchgemischt wird, 250 pm hoch beschichtet. Die Platten wurden luftge- 
trocknet. uncl zur Reinigung in N-Heptan-Di&thyl&ther (7 :3) laufen gelassen”. Nach 
einer einsttindigen Aktivierung bei ILOO wurden nach Abkl’ihlen der Platten’ unter 
Stickstoff die Triglyceride aufgetragen. Beim Auftragen muss darauf geachtet: werden, 
dass die Startflecken gleich gross sind, damit bei der anscbliessenclen Messung das 
Verhsltnis MessABche zu Fleckgrijsse konsQant bleibt. Gleichgrosse Startflecken wer- 
den am besten dadurch erhalten, dass gleiche Volumina aus einer Verdtinnungsreihe 
aufgetragen werden. Nach dem Entwickeln bis zu einer Laufhtihe von IO cm im 
IXessmiLtel +z-Weptan-DiSithyl&ither (7 :3)* bei KammersZittigung wurden die Kam- 
mern luftgetrocknet. Je nach dem aufgetragenen Konzentrationsbereich wurden die 
Platten in einem abgeschlossenen Gefass im Trockenschrank bei 150~ 25, 45 oder 85 
min erbitzt. Die Verwendung eines abgeschlossenen Gef&ses verhindert die Ver- 
schmutzung des Chromatogramms wtihrend des Erhitzens. 

Die quantitative Auswertung der so entwickelten Fluoreszenz wurde in unserem 
Labor mit einem Vitatron TLD IOO vorgenommen. Als Anregungslichtquelle dientc 
eine Queck silberlampc miL einem UVB-Filter, Das gelbgrf\ne Fluoreszenzlicht wurde 

* unter Vorschaltung einer Kreisblencle mid 2 mm Durchmesser und einem Filter bei 
450 nm vermessen, Am Schreiber wurde der am stgrksten fluoreszierende Fleck auf 
Vollausschlag, der Untergrund auf o eingestellt, Die Mess%i.che wutde dem Durch- 
messer des grijsstxn Chromatogrammfleckes angepasst, Zur Errechnung der Peak- 
II&hen wurde die H6be mit der Halbwertsbreite multipliziert. Urn Stiirlicht auszu- 
schalten, musste bei grosser VerstPrkung des Photostroms in einem halbdunklen 
R&urn vermessen werden. 

--- 

l Horrn Univ. Prof. DDr. Th. LBIPERT zum 70. Goburtstag gowidmct; 
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WBhrend des Erhitzens steigt die Fluoreszenz auf einen Maximalwert an und 
sinkt mit fortschreitender Veraschung auf o ab. Total veraschtc Flecken geben keine 
Fluoreszenz m&r. Beim Aufstellen der Eichkurve ergab sick, class zur Erreichung von 
Eichgeraclen die Einbaltung bestimmter Erbitzungszeiten notwendig war. Fur einen 
Konzentrationsbereich von r-7 ,ug Triglycerid wurden 45 min (Tabelle I), ftir einen 
Konzentrationsbereich von 7-30 ,ug Triglycerid 25 min (Tabelle II), als optimale 

TABELLE I 

ERMITTLUNG DER EICHKURVE PttR DXN KON2BNTRhTIONSBBREICI-I VON I-7,t”g TRIOLIZIN AUS I5 
VERSUCI-IIZN 
Erhitzungsdauer 45 min, 

A ujlragsmcnge (pg) Pcal@Yclae (ntw9) s (%) 
-- 

0.58 222 * 22 IO 
0.90 342 =t 21 G 

1.80 671 =t I5 2 
3&o 12gom a 
5.40 18% f 55 3 

a Die Fltlcl~c dicscr Konzonlxation wurde bci jedcm Versuch auf 1290 mm9 rcchnerisch 
korrigiert. 

TABEL&E II 

I?,RMlTTLUNG DRR JIICWKURVI? BttR DEN KON%ENTRhTIONSBBRRICW 7-30 ,Mg 
Erhitzungsdauer 25 min. 

A acflragsmcngs (pg) PeakfhYclrc (mana) s (%I 

5.65 385 =t 28 7 
11.20 873 4 36 4 
22.40 I787 i- 39 
33.60’ 27000 e 

@ Die Fllcho dicscr E;onzcntr&ion wurde bei jedcm Versuch auf 2700 mma rechnerisch 
korrigiert. 

Erhitzungsdauer ermittelt ; die Messwerte innerhalb beider Bereiche liegen dann auf 
Geraden, (Fig. z und ?). Bei zu langem Erhitzen bog die Eichkurve bei htiheren Kon- 
zentrationen durch FluoreszenzlGschung dagegen urn (Fig. 3). Es wurde versucht, 
such ftir einen Konzentrationsbereich von OJ-1.0 pg Triolein eine Eichkurve zu er- 
mitteln; Die Platten wurden dabei 85 min erbitzt. Zu reproduzierbaren Werten ge- 
langt ‘man in diesem Bereich allerdings nur bci Vorreinigung des Adsorptionsmittels 
und DestiIlation der Laufmittel, da ansonsten der Untergrund mittels des Vitatron 
TLD IOO. niche mehr kompensierbar ist. Gleiche Versuche wurden such mit Tripal- 
mitat durchgeftihrt. Sie zeigten bei gleicben Bedingungen eine geringere Intensittit des 
Fluoreszenzlichtes im Vergleich zu Triolein, lieferten jedoch ebenfalls eine Eicbgerade. 
Die f’Juoreszierenden Flecken liessen sic11 mit Methanol eluieren. Eine Rechromato- 
graphie. im Laufmittel Chloroform-Methanol (g :I) zeigte, dass der fluoreszierende 
Fleck aus’ mind&ens, vier ~ fluoreszierenden Anteilen besteht. 
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1. Eichlcurvc ftlr den Konzentrntionsbercich von 1-7 pg Triolein. 
2. Eichlcurvc filr den Konzcntrationsborcich von 7-30 yg Triolein. 
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Fig, 3. Abwcichung dcr Eichlcurve bci hC)hcren Konzontrstionen nsLch ciner Erhitzungsdaucr von 
45 min. 

Eine Anwendung dieser Met&ode zur Bestimmung von Rattenleber-Triglyceriden 
ergab eine gute l%ereinstimmung mit den enzymatisch gefundenen Werten. Die 
enzymatische Messung lieferte einen TriglyceridgehaIt von 3, I o/o) wghrend das 
fluoromelrische Verfahren 3 .o y. (bezogen ,@f das Frkchlebergewicht) Triglyceride 
ergaben. 
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