
&UANTlTATIV@ ANALYSE VON D~NNSCHICHTCHROM~~~~G~~AMMEN 

MIT GERINGEN “‘C-AI(TIVIT;tTEN DURCH Ag-AKTIVIERUNG UND 

I-Q-INDI%IERUNG IXR AUTORADIOGRAMME 

The concentration of 14C-1abcled sugars (glucose, fructose, and xylose) on 
thin-layer chromatogratns was determined with autoradiograms (contact method; 
tight days’ csposure), Since photodensitometric measurements did not give the 
precision req.&ccl, the silver content of the radiograms was dctcrmined directly 
by neutron activation analysis. This method reduces error and facilitates the ana- 
lytical procedure but requires a long decay time. The precision of the measurements 
was increased by application of a mercury multiplication solution (2fJ3Hg-labeled) 
on the autoradiograms. Tile mercury activity can be determined immediately after 
exposure. The graph obtained by plotting the logarithm of the concentration against 
the tncrcury activity has a linear region from IO-*$ to Io+ &i. 

Im Rallmen ciner Arbeit tiber die Auftrennung von ‘JC-markierten Kohlen- 
hydraten (Glucose. Sylose, Fructose usw.) war die Erzielung von hoher Genauigkeit 
dcr quantitativen Ergebnisse von bcsonderem Interessc. Dariiber hinaus war es 
wtfnschenswert, die Ditnnschiclltchromatogramme, auf denen die einzelnen Kohlen- 
hydrate aufgctrennt vorliegen, fiir wcitere Untersuchungen unbeschtldigt au erhalten. 

Vielfacll wiesen die Proben einen W-Gehalt von weniger als 10-3 ,uCi auf. 
Die Bestimmung dieser geringcn Aktivittiten war eine zus%tzliche Scllwierigkeit der 
Aufgabenstellung. 

Nur verh!iltnismiissig wenig Methoden erfiillen diese Voraussetzungen. Die 
tiblichen “Cliromatogram-Scanner” erfordern das Zersclmciden gresserer Chro- 
matogrammplatten und lassen sehr oft an Genauigkeit au wSfnschen iibrig. Es bot 
sich daher ftir die Lijsung dieses Problems vor allem die Anfertigung von Autoradio- 
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grammen an. Damit war jedoch such das Problem der quantitativen Auswertung 
von der I)linnscllichtplatte auf das Autoradiogramm Uertragen. 

Aus Glucose, Fructose und Xylose wurden S.7G* IO-~ (bmv. 0.576~ IO-~) molare 
Lijsungen hergestellt, die mit den jeweiligcn 14C-nyarkierten Verbindungen (n-[lQC,J- 
Glucose, usw.) indiziert wurden, so dass sie 2 &i/ml (bzw. 0.2 &i/ml) enthielten. 
Von jcder dicser Ldsungen wurde eine Vcrdtinnungsreihe auf eine Kunststoff-Dlinn- 
schichtplattc (Type ivIerck, 254, Kieselgur) in 5-,~1 Portionen aufgctragen. Die gc- 
ringste applizierte Menge der Glucose enthielt dcmnach z.R. 7A3S /Ig (bzw, 0.78s log) 
und hatte eine AktivitKt von I l roB3 &i (bzw. r* IO-” &i). Auf der Dtinnschichtplatte 
wurde daneben die doppelte, dreifache usw. bis zehnfachc Mengc aufgetragcn 
und danach durch Einsetzen in das Laufmittel eineinhalb Stunden entwickelt. Das 
Laufmittel bestand aus ~%thylaactat-Isopropanol-Wasser (II I : 52 : 40). 

Nach dem Trocknen der DL~nnschichtplatten wurden Autoradiogramme nach 
der IContaktmethodez hergestcllt, wobei die Expositionszeit infolge der gcringen 
StrahlungsintensitKt acht Tage betrug. Als I;ilmmaterial wurden Agfa, DW, 
Osray-Filmc verwendet, Ein 13eispiel dieser Autoracliogramme ist in Fig, I wieder- 
gcgeben. 1% die Fructose und Xylose wurde nur der 13creicll der .I;lcckcn rcproduzicrt, 

Cltrorrtntogva~rtw~nl~tivitiit zcvtd Schwitrmvtg dcs I;ihrntntcvinls 
Entsprechend der Belichtung des Filmmaterials mit sichtbarem Licht erh#lt 

man such bei der l3estrahlung mit Betastrahlen sog. Schwtirzungslturvo,n3, 
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In Fig. 2a ist das densitometrisch ausgewertete Autoradiogramm eines Chro- 
matogrammes wiedergegeben, das ‘QC-markierte Fructose . . stcigender Aktivitfit 
enthielt. Wird die Bestrahlungsdosis als Exposition in logarithmischer Form auf- 
getragen (Fig. zb), dann erhglt man die typischen “Gradationskurven”, wie sic aus der 
Photographic bckannt sind. Beide Darstellungen enthalten nur verh%ltnism%ssig 
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Fly. z. Schwtirzutlgslturvc dos Autorncliogrammcs (Agfa, DW, Osrav-Film) von WZ-marl&ton 
Fructosctlccltcn cincr Dl\nnschichtplatte~ (a) Die Schwtlrzung ist inVAbhtingigkcit von clcr lX:x- 
position (I 9 Io-3-Jo* IO- 3 /tCi und rrcht Tnge) nufgctragcn. (b) “Gradutionslturvo”. Die SchwClrzung 
ist in Abhtingigltcit vom Logarithmus dcr Esposition nufgctmgcn, Mcsswcrtc wit in fn). 



kurze gerade Absclmitte und verlangcn daher ftir die quantitative Auswertung einer 
unbekannten Probe die Anfertigung von zahlreichen Vergleiclqxobcn. Es sollte 
daher untersucht werden, inwiefern tine clirekte l3estimmung dcs Silbers im Film- 
material durch Aktivierungsanalysc und Zndiziorung dcr photodensitometrischen 
Metliocle iibcrlegen ist . f 

AICTIVl~~UNC;SANAlSTlSCH~ BI’:STIRIRIUNG DES SILI315IZS I&I PILZI 

Durch die Neutronenaktivierung 1Ksst sic11 das nach dcr Entwicklung des 
Autoradiogrammes vorhandcne Silbcr quantitativ bcstimmen. %u dicsem Zweck 
wurden die Filme im TRIGA Reaktor des Atominstitutcs 3 11 bci cinem Neutronen- 
fluss von 1.7’ xo13 n cm+ set --O bcstrshlt. Es erwies sic11 als vortcilllaft, das aktivierte 
PiImmaterial crst nach einigen Tagen (iiblichcrweise acht) zu messen4. Nach dicscm 
Zcitraum waren nicht nur die kurzlcbigcn Silberisotope (*fleAg, ty2 = 2.3 min und 
llOAg, 1yz = 24 se@) vijllig zerfallen, sondern such die anderen aktivicrbarcn Ele- 
mente des ITilmmaterials* warcn in ihrer Aktivitiit stark abgcsunken. 

Die Pleclten wurden dann mit konstanter Fl~icl~engrdssc aus dem Film ge- 
sclmitten und die langlebige SilberaktivitHt (IlomAg, 1~~ = 253 dfi) in einem Probcn- 
wechsler mit Geiger-Mliller-Endfcnster&ihler gemessen. Mit fleckenfreien I’ilmstellen 
(gleicher Fltichengrijsse) wurde der Leerwert bestimmt. 

In Fig. 3 sind die auf diese Weisc ausgewerteten Autoradiogramme wieder- 
gegeben. Es ist auffallend, dass sic11 der lincarc Bcrcich ttber eine Zchnerpotenz 
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Fig:. 3. Silbcnrktivicrutl~ tics Autoratliojirnrnrlls von 14C-markicrtcn Glucose (a), Fructose t-j-) 
uncl Svloac (0) Dt~nnschichtcllron~~to~r;~lnlcrl. Abhtingigkcit dcr Silbcr-Aktivitat in Impulscn 
per Bli’nute (Ipm) vom Logarithmus clcr Expodtion (I 1 IO-~-IO* 10-3 pCi untl acht Trrgc). Film- 
material: Agfa, DW, Osray-Film 

l Wit mbchtcn nicht veraitumcn, clcr Nrma Afga Gcvacrt, Mortscl, ftlr huskllnftc tibar clie 
chcmischo Zusammensctzung clcs Pilmmatcrials zu clanlcon. 
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erstreckt und daher wesentlich griisser ist als bei der photodensitometrischen Aus- 
wertung (Fig. zb). 

Den Vorteilen dieser Methode, wie z.B. vergr&serter linearer Bereich, stehen 
such Nachteile gegentiber: verlGltnism%ssig holler Lcerwert durch die im IXmmaterisl 
befindlichen und eingebrachten (Entwicklung) aktivierbaren Elemente. Dadurch 
wird eine relativ langc Abklingzeit erforderlich. 

INDIZIERUNG DES FILMBILDES MIT QUIXX<SILl3ER-203 

Versuclle, die bei der Exposition entstandene Silbermenge durch Silber- 
indizierung und “physikalische Entwicklung”” nachuweisen, bewihrten sic11 wegen 
der relativ kleinen Silberaktivittit und zu geringen Haftfestigkeit des Silbers nicht. 
Wir wtihlten daher die “Verst%rkermethode”, n~irnlicll die Indizierung des Pilm- 
bildes mit Quecksilber. 

Die sogenannten “Verst$.rker” werden in der photographischen Teclmik ver- 
wendet, urn flaue Bilder mit geringer Deckkraft kontrastreicher zu gestalten’. Pth 
quantitative Arbeiten ist ein “proportional arhitender Versttirlter”, der die vor- 
handene Schwhxmg proportional verstiirkt, zu bevorzugen. Der gut bekannte 
Quecksilberversthker (IO g HgCI, und IO g KBr in 500 ml Wasser) cignet sic11 flir 
diese Aufgaben in besonderem Masse. 

Die Wirkung dcr Vcrsthkerhung bcruht darauf, dass die belichtete, ent- 
wickelte und fixierte Schicht in Folge der Umwandlung der Silberkijrner in Silber- 
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Fig. +, gn:‘I-Ifi-Indieicruiiff cincs ~\\utorriclio~r:rniiiis (Agfa, DW, Oarfly-l~iliii) vail lJC-liliwlticrtcll 
Clucoec (X ), Pructosc (0) 111lcl Sylosc ( f ) UUrll1scl1ichtchro11li~to~r~1~~n1cn. Die Al~h!l11gigltck 
dcr Quccltsilbcr-Al<tivitiil: in Kpnl ist gegcrl tlcn Log;rlOithlnua clcr lhposition ittlfgetritjicll (I * IO-~- 
xo.xo.-d /rCi ~111~1 acht ‘l’:~gc)s 
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bromid vijllig ausblcicht, wobci eine Zquivalentc Menge von Quecksilber(I)bromid 
gebildet wird. Nach dem Wtissern (das nattirlich such zwischen den vorhergehenden 
Entwicklungsschritten sorgfKltig durchgeftihrt wird), taucht man den Film am 
besten in verdtinnte Ammoniakltjsung, was bezwcckt, dass an den Stellen, an denen 
Quecksilber(I)bromid entstand, schwarzes Quecksilberamidobromid niederschltigt. 

Wird die Verst%rkerlbsung mit nktivem z”aHg versetzt, so kann der Queck- 
silberniederschlag durch die vorhandcne y-Stralllung dieses Isotops bestimmt werden. 

In Fig. 4 sind die Ergebnisse von 2”3Hg-indizierten und versttirkten Auto- 
radiogrammen von Verdttnnungsreihen bestimmter Kohlellydratc (Glucose, Fructose 
und Sylose) auf Diinnschicl~tchromatogramn~en wiedergegeben. 

Wie aus diescr Abbildung zu ersehen ist, wurde die Genauigkeit gegentiber 
cler Silber-Aktivierung wesentlich erhiiht. Zudem weist diese Methode den Vorteil 
auf, dass sie mit k%uflichcn “n3Hg-Liisungen durchgeft\hrt werden kann und cinen , 
wesentlichen Zeitgewinn erbringt. 

DISKUSSION 

Durch die beiden Methoden der Silber-Aktivierung und Quecksilber-lndi- 
zierung konnte gezeigt werden, dass ein verh!lltnism%sig grosser linearer Rereich 
auftritt. Diese such vom photographischen Standpunkt interessante Tatsache ist 
ftir die vorliegende analytischc Aufgabe von besonderem Vorteil, da nicht eine ganze 
Eichkurve zur Bestimmung einer unbeknnnten Probe aufgenommen werden muss, 
sondern schon awei Punkte im ausgew%hlten Schw%zungsbereich als Referenz- 
grijsse gentigen. 

Die Quecksilber-Indizierungs-Methode wcist neben dem Vorteil der Zeiter- 
sparnis und dcr Anwendbarkeit in &aboratorien, die iiber keine Neutronenakti- 
vierungseinrichtungen verftigen, such den Vorzug der verbesserten Genauigkeit 
auf, Dadurch konnten in Pig. 4 die Geraden ftir Glucose, Fructose und Sylose 
getrennt dargcstellt werden, Dies bedarf jedoch einer Erkltirung, da fUr die 
Verdifnnungsreihen der drci Zucker die gleichen spezifischcn Aktivitiiten eingesetzt 
wurden. Wie aus einer geringcn Schw5rzung der Plecken-Laufstrecken in den Auto- 
radiogrammen zu entnehmen ist, bleibt ein kleiner Teil der Substanz (und damit 
der Aktivittit) auf dem vom Fleck zurlickgelegten Weg. Da tats~chlich die Xylose- 
Plecken mit dem grijssten Rp-Wert die kleinsten Impulszahlen nach der Indizierung 
des Filmes aufweiscn, wird im Aktivitittsverlust auf der Laufstrecke die Erkl~rung 
fiir diesen Effekt zu suchen sein. 

Die Quecksilber-Indizierung weist such noch den Vorteil auf, dass durch die 
Aktivittit der Quecksilbersalzl6sung die VerstBrkung in weiten Grenzen variiert 
werden kann . 

Eine Optimalisierung des quantitativen Nachweises von 1JC-markierten 
Dt\nnschichtchromatogrammen I#sst sich daher verh#ltnism&sig leicht err&h&n. 

ZUSAMMENFASSUNG * 

Die Konzentration schwachaktiver 14C-markierter Zucker (Glucose, Fructose 
und Xylose) auf Diinnschichtchromatogrammen wurde fiber Autoradiogramme 
(Kontaktmethode; acht ‘Sage Exposition) bestimmt. Da die photodensitometrische 
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Auswertung nicbt die erforderliche Genauigkeit erbrachte, wurde der Silbergehalt der 
Radiogramme durch Neutronenaktivierungsanalyse ermittelt. Dicse Methode ver- 
ringert den Messfehler und erleichtert die Auswertung, erfordert jedoch lange hb- 
klingzeitcn. Durch Indizierung der Autoradiogramme mit einer Quecksilber-Ver- 
sttirkerlijsung (mit soaHg versetzt) konnte die Messgenauigkeit weiter verbessert 
werden. Die Auswertung kann unmittelbar nach der Exposition durchgefiihrt 
werden. Zudem wird bei entsprechender Auftragung der Messwerte ein linearer 
Bereich fiber eine Zehnerpotenx der Konzentration gefunden. 
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