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SUMMARY 

Use of a position-sensitive proportional counter system for measurement of thin-layer 
chromatograms of ‘T-labelled* substances 

A position-sensitive proportional counter system has been developed for the 
quantitative determination of thin-layer chromatograms of ‘“C-labelled substances_ 
The described system allows simultaneous measurement of the whole chromatogram. 
Data interpretation (integration of peaks) is very simple with a modern multichannel 
analyzer. 

The specific properties of the system are compared with a normally used chro- 
matogram scanner. The usefulness of the system is demonstrated on “C-labelled 
chromatograms. 

EINLEITUNG 

Die Anwendung “C-markierter organ&her Substanzen ist in den verschieden- 
sten Disziplinen der Chemie heute weit verbreitet, In vielen Fgllen wird die Diinn- 
schichtchromatographie (DC) wegen ihrer Einfachheit und wegen des geringen appa- 
rativen Aufwandes anderen Trennmethoden vorgezogen. 

Grunds&Iich lassen sich bei den Auswertemethoden von Radiodiinnschicht- 
chromatogrammen (a) die direkte zerstiirungsfreie Messung und (b) die Lokalisierung, 
anschliessende Entfemung und externe Messung der Aktivitgt unterscheiden. Die 
direkte zer;tijrungsfreie Messung erfolgt iiblicherweise mit DC-Scannem (meist 
fensterlose Geiger-Miiller-ZBNrohre)1-6, mit Halbleiterdetektoren’ oder “Channel 
electron multiplier”3~8. Anordnungen mit einer Serie von Geigerzshlem wurden eben- 
falls zur direkten Auswertung von Chromatogrammen vorgeschlagen’. 

Die Lokalisierung der Aktivitit kann entweder mit Hilfe der Film-Autoradio- 
o~aphie2s~s~0.11 S 9 zintillations-Autoradiographiez~1z--14 oder mit Hilfe von Funken- 
kammem erfolgen2-4z15*16. Die quantitative Bestimmung wird zumeist nach Entiernen 
der Aktivitgten von der DC-Platte mittels Fliissigszintillationsmessung durchge- 
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ffihrt’~‘~17~2*. Weniger hsufig erfolgt die direkte photodensitometrische Messung der 
Autoradiogramme. Eine quantitative Auswertungsmethode geringer ‘“C-AktivitBten 
durch Neutronenaktivierung der Silberatome in den Flecken des Autoradiogrammes 
bzw. durch Indizierung mit radioaktivem 203Hg beschreiben Haikal und BobIeterL9. 

In der physikalischen Forschung wie beispielsweise in der Hochenergie- 
physik’O*“, Neutronenphysik22>“3, Massenspektrometrie”-26 sowie in der Medizin”*” 
finden ortsempfindliche Detektionssysteme seit geraumer Zeit ihre Anwendung. Vor- 
nehmlich bei Experimenten, in denen das systematische Ausmessen bzw. die quantitative 
Auswertung einzelner Positionen sehr zeitraubend ist, sind zahlreiche ortsempfind- 
lithe Zghlanlagen im Einsatz. Ein eindimensionales ortsempfindliches Proportional- 
zBhlrohr wurde aus diesen Griinden fiir eine Kleinwinkelstreuanlage fur thermische 
Neutronen an diesem Institut entwickelt29-31. 

Urn die Verwendbarkeit von ortsempfindlichen ZBhlrohren fiir die Auswertung 
von Diinnschichtchromatogrammen zu untersuchen, wurde gleichfalls ein eindimen- 
sionaies Detektorsystem verwendet. 

Methoden der Ortsau-Cwng 
Grnndsitzlich eignen sich fiir die Ortsaufl6sung Halbleiterdetektoren’8~3”, 

Szintillationsz2hler33, Ionisationskammern3”, Geiger-Miiller-Z~hlrohre2’~35, Funken- 
und Hybridkammem 36-38, Proportionalz2hlrohre bzw. -z~hlkammern39-4’, Drift- 
kammemJ3-45 und “Channel electron multiplier”46~J7. Proportionaltihlrohre bieten 
gegeniiber anderen Detektoren die Miiglichkeit, die aktive Z~hlfl2che ohne alIzu 
grossen technischen Aufwand - und damit kostengiinstig - relariv gross zu gestalten. 

Die Bestimmung des Einfallortes ionisierender Strahlung kann bei eindimen- 
sionalen Prcportionalz3hlrohren entsprechend der elektronischen Impulsverarbeitung 
nsch verschiedenen Methoden erfolgen. 

Bei der Methode nach Kuhimann et a1_39 wird der Z%.ldraht durch einen 
Widerstandsdraht ersetzt, der an beiden Enden des Z%hlrohres niederimpedant abge- 
schlossen ist. Durch das ionisierende Teilchen entsteht am Zghldraht ein primHrer 
Stromimpuls, der sich nun entsprechend dem Widerstandsverh5ltnis des Drahtes vom 
Einstrahlort zum Zi&lrohrende aufteilt. Die iiber Strom- oder ladungsempfindliche 
Vorverst5rker abgenommenen Impulse sind umso griisser, je grasser die nach der 
Gasverstirkung freigesetzte Ladungsmenge ist und je nsher sich der Einstrahlort beim 
betreffenden ZHhlrohrende befindet. Man erh5lt also an den Z%Irohrenden die Im- 
pulse I, = x1 und I, = (1 - x)1. Urn eine Griisse zu erhalten, deren H6he vom pri- 
mlren Stromimpuls unabhgngig ist, muss man die Summe der beiden registrierten 
Impulse I, t I2 = Ix + I(1 -x) = I bilden und die Division I& + Is) = IX/I = 
x durchfchren. 

Eine weitere, sehr elegante Methode, den Einstrahlort ionisierender Teilchen 
in einem Proportiontihlroh zu bestimmen, besteht darin, anstelle des Z5hIdrahtes 
einen sehr’ hochobrnigen, mit KohIe beschichteten Quarzfaden zu verwendenJ0*“8. 
Durch die Streukapazit&en des Z%lrohre*- kiinnen an den Enden des ZHhIers Span- 
mingsimpulse gemessen werden, deren Anstiegszeiten vom Einstrahlort abh2ngig sind. 
Durch geeignete Differentiation iiber Filterverst%ker und Bestimmung der Differenz 
des Nulldurchganges der beiden differenzierten Impulse erh2lt man fiber einen Zeit- 
Hiihen-Konverter einen Spannungsimpuls, dessen Hiihe dem Einstrahlort propor- 
tional ist. 
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Die dritte Methode bei eindimensionalen Zahhohren besteht darin, die ZHhl- 
rohrwand als Verzogerungsleitung auszubilden oder die in der Kathodenwand in- 
duzierten Impulse in eine Verziigerungsleitung einzugeben und anhand der Laufzeit- 
differenz den Einstrahlort festzustellen49~50. 

In jiingster Zeit wird von der Fa. Numelec (Versailles, Frankreich) ein Aus- 
wertegrst angeboten, in welchem in einem ProportionalzSIrohr parallel zum Anoden- 
draht ein als Verziigerungsleitung wirkender Draht znr Ortsinformation verwendet 
wird. Die Auswertung erfolgt mit Hilfe eines Vielkanalanalysators. 

In der vorliegenden Arbeit wird die Methode nach Lit. 39 angewendet. 

EXPERIMENTELLES 

ZChlrohr 
In ein ProportionalzShlrohr von 60 cm L&tge und 2 cm Durchmesser wurde ein 

Fenster von 250 x 8 mm2 gefr5st und mit einer beidseitig beschichteten Mylarfolie 
geringer Dicke (20 pm) abgeschlossen. Die Folie wurde mit einem speziellen Leit- 
silberlack an der Zahlrohraussenseite angeklebt. Urn Korrosionen der Z5hlrohrin- 
nenwand zu vermeiden, wurde das gesamte Messingrohr eloxiert. Als ZHhldraht wrrde 

ein Cr-Ni-Draht mit einem Widerstand von 3.1 kQ/m verwendet, der iiber PTFE- 
Buchsen zentriert und mittels einer Feder gespannt war. die Zhhlrohrenden waren 
wegen des einfacheren Zusammenbaues verschraubbar. Als ZHhlgas fand Methan im 

Durchfluss Verwendung. Ublicherweise wurde das Z3rlrohr im Proportionalbereich 
bei 2-5 kV betrieben. Das Z5hlrohr war mit den Vorverstirkern mit dem Fenster nach 
oben durch eine geeignete Haltevorrichtung in einem Gehause eingebaut, sodass das 
Chromatogramm zum Ausmessen direkt auf das Fenster gelegt werden konnte. Urn 
den durch Photoneneinstrahlung hervorgerufenen Untergrund zu senken, wurde iiber 
das Chromatogramm eine lichtdichte Folie gelegt. 

Elekrronischer Aufbmr 
In Fig. 1 ist ein Blockschema der elektronischen Impulsverarbeitung darge- 

steilt. Die an den Zahlrohrenden abgenommenen Impulse werden iiber stromemp- 
findliche Verstgrker abgenommen und in SpektroskopieverstCirkem weiter verstlrkt. 

VlELmN4L- 

AK&L”- 

SATOR 

Fig. 1. Blockschema der elektronischen Impulsverarbeitung. 
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Die Zeitkonstance.? der Hauptverstirker mit 7; = 0.5 ,usec wurde fiir ein optimales 
Signal-Rausch-Verh&nis eingestellt. Nach der Summenbildung wurden die Impulse 
gedehnt und in die Divisionsstufe’6 eingegeben. Die resultierenden Impulse wurden 
anschliessend in einem Vielkanalanalysator gespeichert, wobei die Kanalnummer dem 
Ort entsprach. Die Datenausgabe erfolgte entweder iiber Teletype oder mit einem 
Analogschreiber. 

ERGEBNISSE 

Testmessungen mit Hilfe eines Rampgenerators ergaben eine maximale Im- 
pulsverabeitungsrate bis zu IO* Impjsec”. 

Fig. 2 zeigt das Ergebnis einer zweimaligen kollimierten Einstrahlung (Kolli- 
mator Al, 0.5 mm Schlitz, 0.4 mm Wandstgrke) eines C-14 Prsparates. Der Peak in 
der Mitte wurde mit dem erwshnten Rampgenerator erzeugt. Aus dem bekannten 
Abstand der beiden kollimierten Einstrahlungen (175 mm) konnte die Lsnge pro 
Kanal mit 0.415 mm errechnet werden. 

Der Testpuls in Fig. 2 ergibt daher eine elektronische Aufiiisung mit einer 
Halbwertsbreite (HWB) von 1.6 mm. Die Peaks der kollimierten Einstrahlungen er- 
gaben Halbwertsbreiten von 2.9 mm (7 Kanlle) bzw. 3.3 mm (8 Kar&le)_ Fiir die 
praktischen Messungen auf Diinnschichtplatten wurden je 300 nCi auf eine DC- 
Fertigplatte (Merck, Kieselgel 0.25 mm) aufgetragen. Die Fleckenabstande wurden 
so gew&lt, dass die Fleckenzentren 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, und 8 mm auseinander lagen. 
Zur Vermeidung von Kontamination wurde die Diinnschichtplatte immer vor der 
Messung mit einer diinnen Mylarfolie abgedeckt. Fig. 3 zeigt die Reproduktion einer 
Autoradiographie der Diinnschichtplatte. Bei den Flecken, die im Abstand von I,2 
bzw. 3 mm aufgetragen wurden, ist deutlich eine 0 berlagerung zu erkennen, wahrend 
die Flecken mit dem Abstand der Zentren von 4 bis 8 mm eindeutig getrennt sind. 

Fig. 4a und 4b zeigt das Ergebnis einer Aufnahme mit Hilfe des ortsempfind- 
lichen Zghlrohres. In Fig. 4a sind die Flecken im Abstand der Zentren von 4 mm, 5 

moo - 
490 re 

Fig. 2. Ergebnis einer zweimaligen kollin$erten Einstrahlung eines “C-Ptiparates. Kollimator Al, 
0.5 mm Schlitz, 0.4 mm Wandstlrke. Der Testpulserpeak wurde mitteis eines Rampgenerators erzeugt 
und zeigt die elektronische Ortsaufliisung des Systems. HWB = Halbwertsbreite. 
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ABSTAND DER FLECKENZENTREN IN MM 

- . 
1 2 3 ‘1 5 6 7 8 

. 

Fig. 3. Reproduktion einer Autoradiographie von einer Dfinnschichtplatte, auf der Flecken rnit einem 
Abstand der Fleckenzentren von 1,2,3,4,5,6,7 und 8 mm aufgetragen wurden. 

mm bzw. 6 mm deutlich als getrennt zu erkennen, wghrend die Flecken im Abstand 
von 1 mm und 2 mm als ein Peak aufscheinen. Dies ist grijsstenteils darauf zuriickzu- 
fiihren, dass diese Fleckenpaare bereits stark ineinandergeflossen sind und das Vor- 
liegen zweier Flecken nur mehr anhand der Kontur in der Autoradiographie (Fig. 3) 
zu erkennen ist. Eine zweidimensionale Aufnahme konnte in diesem Fall eine ent- 
sprechende Verbesserung bringen. 

Die Flecken mit 3 mm Zentrumsabstand kiinnen bei genauer Betrachhmg der 
Fig. 4a qualitativ bereits als 2 Fiecken identifiziert werden. Noch deutlicher gelingt 
dies bei entsprechender Vergriisserung. In Fig. 4b ist die Oszilloskopaufnahme der 
Flecken im Abstand von 4 mm und 3 mm dargestellt. Bei dieser Figur ist eine Ein- 
schniirung (2 Maxima) und damit das Vorliegen zweier Flecken im Abstand von 3 mm 
an der Peakform deutlich zu erkennen. Urn die Giite des entwickelten Detektorsystems 
zu untersuchen, wurden Vergleichsmessungen mit einem im Gasdurchfluss betriebe- 
nen handelsiiblichen Radiochromatogramm Scanner (Packard Instruments, Model1 
7201) durchgefiihrt. Die Chromatogramme stammten aus einer Untersuchung iiber 
den hydrothermalen Abbau von ‘%I-markiertem Weizenstroh5’~53. Es bot sich dabei 
die Gelegenheit, Chromatogramme aus der Praxis mit HiIfe des ortsempfindlichen 
Detektorsystems zu testen und die Ergebnisse mit den herkijmmhchen Auswertever- 
fahren wie Autoradiographie, Diinnschicht-Scanner bzw. quantitative Messungen 

Fig. 4. Ahstandschromatogramm, lhiessergebnis mit dem ortsauflijsenden ZShlrohr. Ahstand der 
Fleckenzentren von links nach rechts 6,5,4, 3,2 und 1 nun. (b) Vergrosserter Oszilloskopausschnitt 
aus (a). Ahstand der Fleckenzentren 4 und 3 mm. 
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ARABINOSE 

G_LUKOSE 

Fig_ 5. Reproduktion einer Autoradiographie eines Testgemisches von [*4C]Glukose, [‘W]Xylose, 
[‘%]Arabinose, das auf einer Diinnschichtfertigplatte getrennt wurde (8 Tage Belichtungszeit). 

mittels Flfissigszintillationsmessung zu vergleichen. Fig. 5 zeigt eine Reproduktion 
der Autoradiographie (Belichtungszeit 8 Tage) eines Testgemisches von [W]Glukose, 
-XyIose und -Arabinose, welches auf einer DC-Ferti,+atte getrennt wurde. 

Wie sich aus Fig. 5 erkennen IHsst, unterscheiden sich die Aktivititen der 3 

IbJ 

Fig. 6. Messung des “C-Testgemisches mit dem Radiochromatogramm Scanner. (a) Scangeschwindig- 
keit 2 cm/min, Zeitkonstante T 3 see, Gesamtlaufzeit etwa 8.5 min. (b) Scangeschwindigkeit 1 cm/rnin, 
Zeitkonstante t 10 set, Gesamtlaufzeit etwa 17 min. 
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Fig. 7_ Typisches Messergebniss der “C-Testmischung mit dem ortsempfindlichen ZtihIrohr. Messzeit 
(a) 400 set und (b) 800 sec. 

Substanzen betrgchtlich. Der Glukosefleck ist mit 46.7 nCi am stirksten, dann folgen 
die Arabinose mit 16.7 nCi und die Xylose mit 4.6 nCi. Die Aktivititen Xylose:Ara- 
binose: Glukose verhalten sich etwa wie 1: 3.6: 10.1. Die Diinnschichtplatte wurde mit 
verschiedenen Scangeschwindigkeiten und Zeitkonstanten mit dem Kollimator von 
1 mm Schlitzbreite ausgemessen. Die maximale Scangeschwindigkeit von 5 cm/min 
lieferte kein brauchbares qualitatives Ergebnis. Die Scanergebnisse mit 2 cm/min, Ge- 
samtlaufzeit ca. 8.5 min (t = 3 set) und 1 cm/min, Gesamtlaufzeiten 17 min (t = 10 
set) sind in Fig. 6a und b dargestellt. Zu beachten ist dabei, dass die Ergebnisse bei 
den vorliegenden Chromatogrammen nur dann verwertbar waren, wenn das Chroma- 
togramm mit der Liisungsmittelfront zuerst gescannt wurde. Dadurch kam der Peak 
mit der geringsten Aktivitat (Xylose) zuerst ram Detektor. Im umgekehrten Fall, 
hiichste Aktivitit (Glukose) als erster Peak, wurde keine Trennung (such bei verschie- 
denen Zeitkonstanten) erreicht. Fig. 7a und b zeigen typische Messergebnisse des orts- 
empfindlichen Zahlrohres (Messzeiten: Fig. 7a 400 set, Fig. 7b 800 see). Wie aus den 
Fig. 7a und 7b ersichtlich, liefert das ortsempf%ndliche Z5hlrohr ein dem Scanner 
durchaus ebenbfirtiges BildSJ. 

DISKUSSION 

Die prozentuelle Z%hlausbeute des Detektorsystems errechnet sich aus’ 

E= 
Anzahl der registrierten Impulse - Leerwert 

Zahl der Zerflalle 
- 100% 

Die Flecken A bis E des Abst2ndschromatogramms (Fig. 3) wurden von der 
Platte abgekratzt und die Aktivitat path Versetzen mit Dioxanszintillator mit Hiife 
der Fliissigszintillationsmessung ermittelt. Die zu den jeweiligen Flecken gehiirigen, 
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vom Detektor registrierten und im Vielkanal gespeicherten Impulse wurden durch 
entsprechende Integration erhalten. Durch geeignete Division konnte die zu jedem 
Fleck gehdrende Zshlausbeute bestimmt werden. Es zeigte sich eine sehr geringe Ab- 
hgngigkeit der Zahlausbeute vom Einstrahlort. 

Die mittlere so bestimmte Efficiency ergab E 0.5 ?A_ Dieser Wert ist erstaunlich 
gering. Die Zghlausbeute von Geiger-Miil!er-ZIhlrohren, die fiir die Auswertung von 
Diinnschichtchromatogrammen nach der Scannermethode eingesetzt werden, er- 
reichen Werte von 30 bis 50%. Der Grund fiir die relativ geringe Zghlausbeute des 
ortsempfindlichen Detektorsystems in der derzeitigen Ausbaustufe liegt daran, dass 
aufgrund des breiten Energiespektrums der Betastrahler und der geringen Dynamik 
der verwendeten Divisionsstufe bei der elektronischen Impulsverarbeitung nur ein 
kleiner Teil der registrierten Impulse tatsschlich verwertet wird. 

Von den beim Betazerfall entstehenden ionisierenden Elektronen, die in einem 
beliebigen Raumwinkel in das Zghlrohr eindringen k&men, werden in der derzeit 
bestehenden Anordnung nur ionisierende Teilchen mit geringer Reichweite zur Be- 
stimmung des Ortsspektrums herangezogen. Da mit dem ortsempfindlichen Detektor- 
system nur der Ladungsschwerpunkt der Ionisationsspur im Zlhlgas nachgewiesen 
wird, ergibt sich naturgemgss eine gri%sere Ortsunschlrfe ffir die hcherenergetischen 
Teilchen - also fiir die Teilchen mit gr8sserer Reichweite. Diese Teilchen aus dem 
h6herenergetischen Teil des Spektrums werden daher bei hoher OrtsauflBsung nicht 
Zur Bildung des Ortsspektrums verwertet. Bei gut getrennten Flecken kann dement- 
sprechend durch gegnderte Einstellung der Elektronik mit hiiherer Zghlausbeute (ge- 
ringere Ortsaufl6sung) gemessen werden. Eine entsprechende Verbesserung der Zghl- 
ausbeute llsst sich entweder durch die Konstruktion flacher Zghlrohre und Verwen- 
dung einer Divisionsstufe mit einer weitaus gr6sseren Dynamik oder aber durch eine 
geanderte Impulsverarbeitung nach den oben beschriebenen Methoden (Lit. 40, 48 
bzw. 49, 50) erreichen. Ein wesentlicher Vorteil des ortsaufliisenden Systems gegen- 
iiber einem Scanner besteht darin, dass das gesamte Radiodiinnschichtchromatogramm 
gleichzeitig vom Detektor erfasst wird. Beim Scanner dagegen wird das Chromato- 
gramm an der Detekroriiffnung vorbeigeschoben und daher jeweils nur ein kleiner 
Bereich gemessen. Der Fehler von Ratemetermessungen, die Standardabweichung, 
EZngt von der Zeitkonstante RC ab. Grosse Zeitkonstanten k6nnen die Genauigkeit 
der Messung erheblich steigem’. Das bedeutet, dass man bei einem Scanner bei nie- 
drige’n Aktivitaten die Messstatistik nur durch eine hohe Zeitkonstante bei entspre- 
chend langsamer Scangeschwindigkeit und damit Igngerer Gesamtmesszeit des Chro- 
mato,orammes verbessem kann. Bei hohen ZHhlraten kann durch die Wahl einer 
gr6sseren Zeitkonstante eine Glgttung der Kurven such bei kurzer Messzeit erreicht 
werden. Gleichzeitig kann es aber bei einer zu hohen Integrationszeitkonstante zu 
einer Verfalschung des Ortspeaks kommen, da zur Glsttung des Ortsspektrums nur 
die ZHhlrate der geraden zu messenden Ortsgebiete herangezogen wird, wHhrend die 
Zghlrate der noch auszumessenden Teile des Chromatogrammes unberiicksichtigt 
bIeibt. Im Gegensatz dazu hangt der Messfehler beim ortsempfindlichen System wie 
bei allen Impulsmessungen von der Messzeit bzw. den registrierten ImpuIsen ab. Der 
Erfolg einer Messung kann w%rend der Registrierung beobachtet und damit such 
beurteilt werden. Durch geeignete Programme kann eine Glattung der im Vielkanal 
gespeicherten Kurven vorgenommen werden, wobei im Gegensatz zu einem Scanner 
die gesamte vorliegende Information verarbeitet wird. Eine Integration einzelner 
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Peaks und damit die quantitative Auswertung ist bei modernen Vielkanalsystemen 
praktisch auf Knopfdruck m6glich. 

ZUSAMMENFASSUNG 

Mit Hilfe eines Proportionzlz3hlrohres wurde ein ortsempfindliches Detektor- 
system fiir die quantitative Auswertung von Diinnschichtchromatogrammen 14C- 
markierter Substanzen entwickelt. Das vorgeschlagene Messsystem bietet gegeniiber 
herk6mmlichen Scannern den Vorteil, dass das gesamte Chromatogramm gleichzeitig 
gemessen wird und die Auswertung der Messung mit einem modernen Vielkanal- 
system rasch und einfach vorgenommen werden kann. Die praktische Anwendung 
der Anlage sowie der Vergleich mit einem herk6mmlichen Radiochromatogramm- 
Scanner wird anhand von ‘%Z-markierten Testmischungen demonstriert. 
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