Journal of Chromatography, 150 (1978) 409-418
© Elsevier Scientific Publishing Company, Amsterdam — Printed in The Netherlands

CHROM. 10,533

VERWENDUNG EINES ORTSAUFLOSENDEN . PROPORTIONALZAHL-
ROHRES ZUR MESSUNG VON DUNNSCHICHTCHROMATOGRAMMEN
“C-MARKIERTER SUBSTANZEN

H. PIRKER, R. NIESNER und W. EGGER
Atominstitut der Osterreichischen Universitéten, Schiittelstrasse 115, A-1020 Wien (Osterreich)
(Eingegangen am 29. Mirz 1977; gedinderte Fassung eingegangen am 15. Juli 1977)

SUMMARY

Use of a position-sensitive proportional counter system for measurement of thin-layer
chromatograms of *C-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 organischer Substanzen ist in den verschieden-
sten Disziplinen der Chemie heute weit verbreitet. In vielen Fallen wird die Diinn-
schichtchromatographie (DC) wegen ihrer Einfachheit und wegen des geringen appa-
rativen Aufwandes anderen Trennmethoden vorgezogen.

Grundsitzlich lassen sich bei den Auswertemethoden von Radiodiinnschicht-
chromatogrammen (a) die direkte zerstérungsfreie Messung und (b) die Lokalisierung,
anschliessende Entfernung und externe Messung der Aktivitit unterscheiden. Die
direkte zerstorungsfreie Messung erfolgt iiblicherweise mit DC-Scannern (meist
fensterlose Geiger-Miiller-Zahirohre)!~%, mit Halbleiterdetektoren? ader ““Channel
electron multiplier”3:8. Anordnungen mit einer Serie von Geigerzahlern wurden eben-
falls zur direkten Auswertung von Chromatogrammen vorgeschlagen®.

Die Lokalisierung der Aktivitiat kann entweder mit Hilfe der Film-Autoradio-
graphie2.4.10.11  Saintillations-Autoradiographie?-12-1* oder mit Hilfe von Funken-
kammern erfolgen®—'%'¢, Die quantitative Bestimmung wird zumeist nach Entfernen
der Aktivititen von der DC-Platte mittels Fliissigszintillationsmessung durchge-
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fiihrt2:*17:2%. Weniger haufig erfolgt die direkte photodensitometrische Messung der
Autoradiogramme. Eine quantitative Auswertungsmethode geringer “*C-Aktivitdten
durch Neutronenaktivierung der Silberatome in den Flecken des Autoradiogrammes
bzw. durch Indizierung mit radioaktivem 2°*Hg beschreiben Haikal und Bobleter's.

In der physikalischen Forschung wie beispielsweise in der Hochenergie-
physik2%2!, Neutronenphysik??-23, Massenspektrometrie?*—2¢ sowie in der Medizin?®’-2®
finden ortsempfindliche Detektionssysteme seit geraumer Zeit ihre Anwendung. Vor-
nehmiich bei Experimenten, in denen das systematische Ausmessen bzw. die quantitative
Auswertung einzelner Positionen sehr zeitraubend ist, sind zahlreiche ortsempfind-
liche Zahlanlagen im Einsatz. Ein eindimensionales ortsempfindliches Proportional-
zihlrohr wurde aus diesen Griinden fiir eine Kleinwinkelstrenanlage fiir thermische
Neutronen an diesem Institut entwickelt?°-31

Um die Verwendbarkeit von ortsempfindlichen Zahlrohren fiir die Auswertung
von Diinnschichtchromatogrammen zu untersuchen, wurde gleichfalls ein eindimen-
sionales Detektorsystem verwendet.

Methoden der Ortsaufiosung

Grundsatzlich eignen sich fiir die Ortsaufidsung Halbleiterdetektoren?s.32,
Szintillationszahler33, Ionisationskammern?®*, Geiger-Miiller-Zahlrohre?'-*>, Funken-
und Hybridkammern3¢-38, Proportionalzahlrohre bzw. -zihlkammern*°~*2, Drift-
kammern*3—*° und ‘“Channel electron multiplier’’#%.*7. Proportionalzihirohre bieten
gegeniiber anderen Detektoren die Mdglichkeit, die aktive Zahlfliche ohne allzu
grossen technischen Aufwand — und damit kostengiinstig — relativ gross zu gestalten.

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

Bei der Methode nach Kuhimann er a/3® wird der Zahldraht durch einen
Widerstandsdraht ersetzt, der an beiden Enden des Zahlrohres niederimpedant abge-
schlossen ist. Durch das ionisierende Teilchen entsteht am Zahldraht ein primirer
Stromimpuls, der sich nun entsprechend dem Widerstandsverhaltnis des Drahtes vom
Einstrahlort zum Zahlrohrende aufteilt. Die iber strom- oder ladungsempfindliche
Vorverstirker abgenommenen Impulse sind umso grosser, je grosser die nach der
Gasverstarkung freigesetzte Ladungsmenge ist und je naher sich der Einstrahlort beim
betreffenden Zahlrohrende befindet. Man erhilt also an den Zihlrohrenden die Im-
pulse I, = xI und I, = (1 — x)I. Um eine Grésse zu erhalten, deren H6he vom pri-
miren Stromimpuls unabhingig ist, muss man die Summe der beiden registrierten
Impulse I, 4+ I, = Ix + I(1 — x) = I bilden und die Division I,/(I, + I,) = Ix/l =
x curchfiihren.

Eine weitere, sehr elegante Methode, den Einstrahlort ionisierender Teilchen

in einem Proportionalzihirohr zu bestimmen, besteht darin, anstelle des Zihldrahtes
einen sehr hochohmigen, mit Kohle beschichteten Quarzfaden zu verwenden?-45.
Durch die Streukapazititen des Zahlrohre« kénnen an den Enden des Zahlers Span-
nungsimpulse gemessen werden, deren Anstiegszeiten vom Einstrahlort abhingig sind.
Durch geeignete Differentiation iiber Filterverstirker und Bestimmung der Differenz
des Nulldurchganges der beiden differenzierten Impulse erhait man iiber einen Zeit~
Hohen-Konverter einen Spannungsimpuls, dessen Hohe dem Einstrahlort propor-

tional ist.
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Die dritte Methode bei eindimensionalen Zihirohren besteht darin, die Zahl-
rohrwand als VerzOgerungsleitung auszubilden oder die in der Kathodenwand in-
duzierten Impulse in eine Verzdgerungsleitung einzugeben und anhand der Laufzeit-
differenz den Einstrahlort festzustellen*-3°.

In jingster Zeit wird von der Fa. Numelec (Versailles, Frankreich) ein Aus-
wertegrit angeboten, in welchem in einem Proportionalzihlrohr parallel zum Anoden-
draht ein als Verzdgerungsleitung wirkender Draht zur Ortsinformation verwendet
wird. Die Auswertung erfolgt mit Hilfe eines Vielkanalanalysators.

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

EXPERIMENTELLES

Zdhlrohr

In ein Proportionalzahlrohr von 60 cm Lange und 2 cm Durchmesser wurde ein
Fenster von 250 X 8 mm? gefrast und mit einer beidseitig beschichteten Mylarfolie
geringer Dicke (20 #m) abgeschlossen. Die Folie wurde mit einem speziellen Leit-
silberlack an der Zahlrohraussenseite angeklebt. Um Korrosionen der Zahlrohrin-
nenwand zu vermeiden, wurde das gesamte Messingrohr eloxiert. Als Zahldraht warde
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 Zihlrohrenden waren
wegz=n des einfacheren Zusammenbaues verschraubbar. Als Zihlgas fand Methan im
Durchfluss Verwendung. Ublicherweise wurde das Zahlrohr im Proportionalbereich
bei 2.5 kV betrieben. Das Zihlrohr 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. Um
den durch Photoneneinstrahlung hervorgerufenen Untergrund zu senken, wurde iiber
das Chromatogramm eine lichtdichte Folie gelegt.

Elektronischer Aufbau

In Fig. 1 ist ein Blockschema der elektronischen Impulsverarbeitung darge-
stellt. Die an den Zahlrohrenden abgenommenen Impulse werden iiber stromemp-
findliche Verstarker abgenommen und in Spektroskopieverstirkern weiter verstarkt.
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Fig. 1. Blockschema der elektronischen Impulsverarbeitung.
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Die Zeitkonstaniex der Hauptverstarker mit v = 0.5 gsec wurde fiir ein optimales
Signal-Rausch-Verhiltnis eingestellt. Nach der Summenbildung wurden die Impulse
gedehnt und in die Divisionsstufe?s 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 10* Impjsecs!.

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

Der Testpuls in Fig. 2 ergibt daher eine elektronische Auflésung mit einer
Halbwertsbreite (HWB) von 1.6 mm. Die Peaks der kollimierten Einstrahlungen er-
gaben Halbwertsbreiten von 2.9 mm (7 Kanile) bzw. 3.3 mm (8 Kanile). Fiir die
praktischen Messungen auf Dinnschichtplatten wurden je 300 nCi auf eine DC-
Fertigplatte (Merck, Kieselgel 0.25 mm) aufgetragen. Die Fleckenabstande wurden
so gewahlt, 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 1,2
bzw. 3 mm aufgetragen wurden, ist deutlich eine Uberlagerung zu erkennen, wihrend
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 Zahlrohres. In Fig. 4a sind die Flecken im Abstand der Zentren von 4 mm, 5

Zahirate
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229mm 216mm =35mm
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Fig. 2. Ergebnis einer zweimaligen kollimierten Einstrahlung eines '*C-Praparates. Kollimator Al,
0.5 m:mn Schlitz, 0.4 mm Wandstirke. Der Testpulserpeak wurde mittels eines Rampgenerators erzeugt
und zeigt die elektronische Ortsauflosung des Systems. HWB = Halbwertsbreite.
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ABSTAND DER FLECKENZENTREN IN MM

Fig. 3. Reproduktion einer Autoradiographie von einer Diinnschichtplatte, auf der Flecken mit 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, wihrend die Flecken im Abstand
von 1 mm und 2 mm als ein Peak aufscheinen. Dies ist grosstenteils darauf zuriickzu-
fiilhren, dass diese Fleckenpaare bereits stark ineinandergeflossen sind und das Vor-
liegen zweier Flecken nur mehr anhand der Kontur in der Autoradiographie (Fig. 3)

211 arkonnan ict EFina 7zwaidimencianale Aufnahme 3 1 I m i
ZU erkeinden ist. Ciné ZwCiGHNCnsiona:$ Auinanind kOﬂﬂte in diesem Fall eine ent-

sprechende Verbesserung bringen.

Die Flecken mit 3 mm Zentrumsabstand konnen bei genauer Betrachtung der
Fig. 4a qualitativ bereits als 2 Flecken identifiziert werden. Noch deutlicher gelingt
dies bei entsprechender Vergrosserung. 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. Um die Giite des entwickelten Detektorsystems
zu untersuchen, wurden Vergleichsmessungen mit einem im Gasdurchfluss betriebe-
nen handelsiiblichen Radiochromatogramm Scanner (Packard Instruments, Modell
7201) durchgefiihrt. Die Chromatogramme stammten aus einer Untersuchung iiber
den hydrothermalen Abbau von *C-markiertem Weizenstroh>?.>3. Es bot sich dabei
die Gelegenheit, Chromatogramme aus der Praxis mit Hilfe des ortsempfindlichen
Detektorsystems zu testen und die Ergebnisse mit den herk6mmlichen Auswertever-
fahren wie Autoradiographie, Diinnschicht-Scanner bzw. quantitative Messungen

Fig. 4. Abstandschromatogramm, Messergebnis mit dem ortsauflésenden Zahlrohr. Abstand der
Fleckenzentren von links nach rechts 6, 5, 4, 3, 2 und 1 mm. (b) Vergrosserter Oszilloskopausschnitt
aus (@). Abstand der Fleckenzentren 4 und 3 mm.
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ARABINOSE

GLUKOSE

Fig. 5. Reproduktion einer Autoradiographie eines Testgemisches von [!*ClGlukose, [**C]Xylose,
[**C]Arabinose, das auf einer Diinnschichtfertigplatte getrennt wurde (8 Tage Belichtungszeit).

mittels Fliissigszintillationsmessung zu vergleichen. Fig. 5 zeigt eine Reproduktion
der Autoradiographie (Belichtungszeit 8 Tage) eines Testgemisches von [14C]Glukose,
-Xylose und -Arabinose, welches auf einer DC-Fertigplatte getrennt wurde.

Wie sich aus Fig. 5 erkennen ldsst, unterscheiden sich die Aktivititen der 3
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Fig. 6. Messung des *C-Testgemisches mit dem Radiochromatogramm Scanner. (a) Scangeschwindig-
keit 2 cm/min, Zeitkonstante 7 3 sec, Gesamtlaufzeit etwa 8.5 min. (b) Scangeschwindigkeit 1 cm/min,
Zeitkonstante 7 10 sec. Gesamtlaufzeit etwa 17 min.
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Fig. 7. Typisches Messergebniss der **C-Testmischung mit dem ortsempfindlichen Zihlrohr. Messzeit
(a) 400 sec und (b) 800 sec.

Substanzen betrachtlich. Der Glukosefleck ist mit 46.7 nCi am starksten, dann folgen
die Arabinose mit 16.7 nCi und die Xylose mit 4.6 nCi. Die Aktivitaten Xylose:Ara-
binose : Glukose verhalten sich etwa wie 1:3.6:10.1. Die Diinnschichtplatte wurde mit
verschiedenen Scangeschwindigkeiten und Zeitkoastanten 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 (z = 3 sec) und 1 cm/min, Gesamtlaufzeiten 17 min (z = 10
sec) 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 Losungsmittelfront zuerst gescannt wurde. Dadurch kam der Peak
mit der geringsten Aktivitat (Xylose) zuerst zum Detektor. Im umgekehrten Fall,
hochste Aktivitat (Glukose) als erster Peak, wurde keine Trennung (auch bei verschie-
denen Zeitkonstanten) erreicht. Fig. 7a und b zeigen typische Messergebnisse des orts-
empfindlichen Zahlrohres (Messzeiten: Fig. 7a 400 sec, Fig. 7b 800 sec). Wie aus den
Fig. 7a und 7b ersichtlich, liefert das ortsempfindliche Zihirohr ein dem Scanner

durchaus ebenbiirtiges Bild5*.
DISKUSSION

Die prozentuelle Zahlausbeute des Detektorsystems errechnet sich aus’

__Anzahl der registrierten Impulse — Leerwert 100
o Zahl der Zesfalle Sre

Die Flecken A bis E des Abstandschromatogramms (Fig. 3) wurden von der
Platte abgekratzt und die Aktivitat rrach Versetzen mit Dioxanszintillator mit Hilfe
der Flassigszintillationsmessung ermittelt. Die zu den jeweiligen Flecken gehérigen,
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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 gehérende Zahlausbeute bestimmt werden. Es zeigte sich eine sehr geringe Ab-
hangigkeit der Zahlausbeute vom Einstrahlort.

Die mittlere so bestimmte Efficiency ergab E 0.59%,. Dieser Wert ist erstaunlich
gering. Die Zahlausbeute von Geiger-Miiller-Zihirohren, die fiir die Auswertung von
Diinnschichtchromatogrammen nach der Scannermethode eingesetzt werden, er-
reichen Werte von 30 bis 509/. Der Grund fiir die relativ geringe Z3ahlausbeute 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 tatsachlich verwertet wird.

Von den beim Betazerfall entstehenden ionisierenden Elektronen, die in einem
beliebigen Raumwinkel in das Zihlrohr eindringen kénnen, 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 Zahlgas nachgewiesen
wird, ergibt sich naturgemiss eine grossere Ortsunscharfe fiir die h6herenergetischen
Teilchen — also fiir die Teilchen mit grésserer Reichweite. Diese Teilchen aus dem
hoherenergetischen Teil des Spektrums werden daher bei hoher Ortsaufidsung nicht
zur Bildung des Ortsspektrums verwertet. Bei gut getrennten Flecken kann dement-
sprechend durch geanderte Einstellung der Elektronik mit héherer Zahlausbeute (ge-
ringere Ortsauflosung) gemessen werden. Eine entsprechende Verbesserung der Zahl-
ausbeute lisst sich entweder durch die Konstruktion flacher Zahlrohre und Verwen-
dung einer Divisionsstufe mit einer weitaus grésseren Dynamik oder aber durch eine
geinderte Impulsverarbeitung nach den oben beschricbenen Methoden (Lit. 40, 48
bzw. 49, 50) erreichen. Ein wesentlicher Vorteil des ortsauflésenden 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 Detekrordffnung vorbeigeschoben und daher jeweils nur ein kleiner
Bereich gemessen. Der Fehler von Ratemetermessungen, die Standardabweichung,
hingt von der Zeitkonstante RC ab. Grosse Zeitkonstanten kénnen die Genauigkeit
der Messung erheblich steigern®. Das bedeutet, dass man bei einem Scanner bei nie-
drigen Aktivitaten die Messstatistik nur durch eine hohe Zeitkonstante bei entspre-
chend langsamer Scangeschwindigkeit und damit lingerer Gesamtmesszeit des Chro-
matogrammes verbessern kann. Bei hohen Zihlraten kann durch die Wahl einer
grosseren Zeitkonstante eine Glattung der Kurven auch bei kurzer Messzeit erreicht
werden. Gleichzeitig kann es aber bei einer zu hohen Integrationszeitkonstante zu
einer Verfalschung des Ortspeaks kommen, da zur Glattung des Ortsspektrums nur
die Zahlrate der geraden zu messenden Ortsgebiete herangezogen wird, wiahrend die
Zahlrate der noch auszumessenden Teile des Chromatogrammes unberiicksichtigt
bleibt. Im Gegensatz dazu hangt der Messfehler beim ortsempfindlichen System wie
bei allen Impulsmessungen von der Messzeit bzw. den registrierten Impulsen ab. Der
Erfolg einer Messung kann wihrend der Regisirierung beobachtet und damit auch
beurteilt werden. Durch geeignete Programme kann eine Glattung der im Vielkanal
gespeicherten Kurven vorgenommen werden, wobel 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 moglich.

ZUSAMMENFASSUNG

Mit Hilfe eines Proportionalzahlrohres wurde ein orisempfindliches Detektor-
system fiir die quantitative Auswertung von Diinnschichtchromatogrammen !*C-
markierter Substanzen entwickelt. Das vorgeschlagene Messsystem bietet gegeniiber
herkommlichen 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 herkémmlichen Radiochromatogramm-
Scanner wird anhand von '*C-markierten Testmischungen demonstriert.
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