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Fluorometrische Triglyceridbestimmung auf Diinnschicht-
chromatogrammen*

Die quantltatlve Direktauswertung von chromatographisch getrennten Sub-
stanzgemxschen hat in der letzten Zeit immer mehr an Bedeutung gewonnen. Dieses
Verfahren wird allerdings durch eine relativ schlechte Reproduzierbarkeit eingeengt,
eine Folge vor allem der Sprayreagenzien beim Sichtbarmachen der Flecken. Aus
diesem Grunde scheint es von Vorteil zu sein, wenn das Nachweisreagenz ein Bestand-
teil der Adsorptionsschicht selbst ist.

Es ist bekannt, dass eine Reihe von lipiden Substanzen, welche mit Schwefel-
siure bespriiht wurden, beim Erwirmen dann eine charakteristische Farbe bzw
Fluoreszenz zeigen!:2, Den gleichen Effekt erhidlt man auch beim Erhitzen von
Platten, welche mit Ammoniumsulfat impriagniert sind?, In dieser Arbeit wurde ver-
sucht, die erstmals von uns beobachtete Fluoreszenz bei Triglyceriden quantitativ
auszuwerten.

Experimentelles

Die in Chromschwefelsiure gereinigten Glasplatten (20 X 20 cm) wurden mit
Kieselgel G (Merck), das mit einer 109%,igen Ammoniumsulfatlésung im Verhéltnis
1:2.3 durchgemischt wird, 250 um hoch beschichtet. Die Platten wurden luftge-
trocknet und zur Reinigung in #-Heptan-Didthyldther (7:3) laufen gelassent. Nach
einer einstiindigen Aktivierung bei r10° wurden nach Abkiihlen der Platten unter
Stickstoff die Triglyceride aufgetragen. Beim Auftragen muss darauf geachtet werden,
dass die Startflecken gleich gross sind, damit bei der anschliessenden Messung das
Verhiltnis Messfliche zu Fleckgrosse konstant bleibt. Gleichgrosse Startflecken wer-
den am besten dadurch erhalten, dass gleiche Volumina aus einer Verdiinnungsreihe
aufgetragen werden. Nach dem Entwickeln bis zu einer Laufhthe von 1ocm im
Fliessmittel n-Heptan—Didthylither (7:3)* bei Kammersiittigung wurden die Kam-
mern luftgetrocknet. Je nach dem aufgetragenen Konzentrationsbereich wurden die
Platten in einem abgeschlossenen Gefiss im Trockenschrank bei 150° 25, 45 oder 85
min erhitzt. Die Verwendung eines abgeschlossenen Gefisses verhindert die Ver-
schmutzung des Chromatogramms wéhrend des Erhitzens,

Die quantitative Auswertung der so entwickelten Fluoreszenz wurde in unserem
Labor mit einem Vitatron TLD 100 vorgenommen. Als Anregungslichtquelle diente
eine Quecksilberlampe mit einem UVB-Filter, Das gelbgriine Fluoreszenzlicht wurde
“unter Vorschaltung einer Kreisblende mit 2 mm Durchmesser und einem Filter bei
450 nm vermessen. Am Schreiber wurde der am stéirksten fluoreszierende Fleck auf
Vollausschlag, der Untergrund auf o eingestellt, Die Messfliche wurde dem Durch-
messer des gréssten Chromatogrammfleckes angepasst. Zur Errechnung der Peak-
flichen wurde die Hhe mit der Halbwertsbreite multipliziert. Um Stérlicht auszu-
schalten, musste bei grosser Verstirkung des Photostroms in einem halbdunklen
Raum vermessen werden.

* Herrn Univ. Prof. DDr. Th. LEIPERT zum 70. Geburistag gewidmet.
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Ergebnisse und Diskussion

Wihrend des Erhitzens steigt die Fluoreszenz auf einen Maximalwert an und
sinkt mit fortschreitender Veraschung auf o ab. Total veraschte Flecken geben keine
Fluoreszenz mehr. Beim Aufstellen der Eichkurve ergab sich, dass zur Erreichung von
Eichgeraden die Einhaltung bestimmter Erhitzungszeiten notwendig war. Fiir einen
Konzentrationsbereich von 1—7 ug Triglycerid wurden 45 min (Tabelle I), fiir einen
Konzentrationsbereich von %7-30 ug Triglycerid 25 min (Tabelle I1), als optimale

TABELLE I

ERMITTLUNG DER EICHKURVE FUR DEN KONZENTRATIONSBEREICH VON I-7 #1 TRIOLEIN AUS 15
VERSUCHEN

Erhitzungsdauer 43 min,

Auftragsmenge (pg) Peakfidche (mm?®) s (%)

0.58 222 4 22 10
0.90 342 + 21 6
1.80 671 - 15 2
3.60 12908 o

5.40 1889 % 55 3

% Die Fliche dicser Konzentration wurde bei jedem Versuch auf r2go mm? rechnerisch
korrigiert.

TABELLE II

ERMITTLUNG DER EICHKURVE FUR DEN KONZENTRATIONSBEREICH 7-30 Ug
Erhitzungsdauer 25 min,

Auftragsmenge (1g) Peakfldche (mm?) s (%)

5.65 : 385 4 28 7
I1.20 873 &4 36 4
22.40 1787 + 39
33.60° . 27000 . a

& Die Fliche dieser Konzentration wurde bei jedem Versuch auf 2700 mm? rechnerisch
korrigiert.

Erhitzungsdauer ermittelt; die Messwerte innerhalb beider Bereiche liegen dann auf
Geraden (Fig. 1 und 2). Bei zu langem Erhitzen bog die Eichkurve bei hdheren Kon-
zentrationen: durch Fluoreszenzloschung dagegen um (Fig. 3). Es wurde versucht,
auch fiir einen Konzentrationsbereich von o0.1-1.0 ug Triolein eine Eichkurve zu er-
mitteln. Die Platten wurden dabei 85 min erhitzt. Zu reproduzierbaren Werten ge-
langt man in diesem Bereich allerdings nur bei Vorreinigung des Adsorptionsmittels
und Destillation der Laufmittel, da ansonsten der Untergrund mittels des Vitatron
TLD 100 nicht mehr kompensierbar ist. Gleiche Versuche wurden auch mit Tripal-
mitat durchgefiihrt. Sie zeigten bei gleichen Bedingungen eine geringere Intensitit des
‘Fluoreszenzlichtes im Vergleich zu Triolein, lieferten jedoch ebenfalls eine Eichgerade.
Die fluoreszierenden Flecken liessen sich mit Methanol eluieren. Eine Rechromato-
graphie im Laufmittel Chloroform-Methanol (9:1) zeigte, dass der fluoreszierende
Fleck aus mindestens vier fluoreszierenden Anteilen besteht. :
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Fig. 1. Eichkurve filr den I<onzentrationsbereich von 1—7 ug Triolein.
Fig. 2. Eichkurve fir den Konzentrationsbereich von 7-30 ug Triolein.
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Fig, 3. Abweichung der Eichkurve bei htheren Konzentrationen nach einer Erhitzungsdauer von
45 min,

Eine Anwendung dieser Methode zur Bestimmung von Rattenleber-Triglyceriden
ergab eine gute Ubereinstimmung mit den enzymatisch gefundenen Werten. Die
enzymatische Messung lieferte einen Triglyceridgehalt von 3.1%,, wihrend das

fluorometrische Verfahren 3.0% (bezogen auf das Frischlebergewicht) Triglyceride
~ergaben., ‘ , . ,
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