
Analytisch-technische Untersuchungen 

Automatische Aktivitatsmessung bei der Trennung radioaktiver Verbindungen 
auf Dunnschich t -C hr oma t ogrammen 

VON DR. PAUL-EBERHARD SCHULZE UND DR. MARTIN WENZEL 

HAUPTLABORATORIUM DER SCHERING AG., BERLIN, UND PHY SIOLOGISCH-CHEMISCHES 
INSTITUT DER FREIEN UNIVERSITAT BERLIN 

Es wurde Pine Atiordnung zur kontinuierlichen irnd automatischen Messung der Aktivitats- 
verteilung weicher P-Strahler auf offenen Suu fen, z. B. Diinnschich Khromatogrammen, 
entwickelt. Sie ist fur analytische Trennungen ebenso anwendbar wie fur priparative Tren- 
nungeri im Ha/bmikro-MuJstab. Beim Messen werden die Substanzen nicht durch Zusatze 
verunreinigt. 

Einleitung 

Die Dunnschicht-Chromatographie wird seit ihrer Wie- 
derentdeckung durch E. Stahl [1-4] vornehmlich fur 
analytische Fragestellungen verwendet [4a]. Diese Ar- 
beit sol1 die Brauchbarkeit dieser Methode fur die Rein- 
heitskontrolle radioaktiv markierter Verbindungen und 
fur die praparative Trennung von Substanzen zeigen, 
die durch Gasaustausch nach Wilzbach [5,6] mit Tri- 
tium markiert wurden. Auch durch chemische Synthese 
mit weichen F-Strahlern markierte Verbindungen, z. B. 
14C-markierte Steroide oder 3%-markierte Sulfonamide, 
konnen auf Dunnschichtplatten direkt gemessen und 
von Verunreinigungen befreit werden. 
Bisher wurden zur  Reinheitskontrolle solcher Verbindungen 
Papierchromatographie, Gas-Chromatographie und Vertei- 
lungsverfahren benutzt. Die sichere Messung der  Radioaktivi- 
ta t  erfordert bei den letzten zwei Verfahren jedoch einen 
groDen apparativen Aufwand und erschwert daher die An- 
wendung besonders fur  pr lparat ive Zwecke. In einzelnen 
Fallen ist die  Papierchromatographie auch zur praparativen 
Trennung markierter Verbindungen verwendet worden, doch 
ist dieses Verfahren wegen der geringen Kapazi t l t  der Papier- 
bogen - -  vornehmlich bei lipophilen Substanzen wenig 
geeignet 161. 

Grundlagen 

a) Analy t i sches  Arbe i t en  

Da  die Dunnschicht-Chromatographie prinzipiell eine 
Trennung auf offener Saule ist, bietet sich hier die Mog- 

[ l ]  E. Stahl, Chemiker-Ztg. 82. 323 (1958). 
[2] E. Srnhl, Arch. Pharmaz. Ber. dtsch. pharrnaz. Ges. 292, 41 I 
(1959). 
[3] E. Stah/, Angew. Chern. 73, 646 (1961). 
[41 Dunnschicht-Chromatographic, Broschurc der Fa. E. Merck, 
Darmstadt 1960. 
[4a] Vergleiche dazu auch K .  Randerarh : Diinnschicht-Chroma- 
tographie. Verlag Chemie, Wcinheim/Bergstr. 1962, im Druek. 
[5] K .  E. Wilzbach, J. Amer. chern. SOC. 79, 1013 (1957). 
[6] M .  Wenzelu. P.E. Schrrlzc,: Tritium-Markierung.W. de Gruyter, 
Berlin 1962. 

lichkeit zur Direktmessung radioaktiv markierter Sub- 
stanzen. Dazu wurde ein GasstromAhlrohr [*] mit ex- 
trem flacher Blende entwickelt (Abb. 1). Die Blende hat 
keine uberstehenden Teile. Dadurch kann das Chroma- 
togramm auf einem Wagen sehr nahe (Abstand Schicht- 
oberflache-Zahlrohrinneres: 1-3 mm) unter der Blen- 
denoffnung entlanggefuhrt werden. Mit dieser Anord- 
nung lasscn sich schwache 9-Strahler - auch Tritium - 

Abb. 1.  Gasstromzihlrohr rnit extrem flacher Blende (B) zur Messung 
schwacher 9-Strahler auf Dilnnschicht-Chromatogrammen. Die Blende 
ist ohne iiberstehende Teile am Zlhlrohr befestigt. 2 - -  Zihldraht 
(30 p 0) .  Die Zahlcn geben die MaBe in mm an. 

mit relativ hoher MeSausbeute messen. Mit einem an das 
Zahlrohr angeschlossenen Kathodenfoiger und ZPhl- 
gerat, sowie einern synchron laufenden Linienschreiber 
wird die Aktivitatsverteilung aufgezeichnet. 
Fur Dunnschicht-Platten mit 0,25 mm Schichtdicke und 
mit Silicagel-G ,,Merck" als Schichtmaterial, fertigten 
wir Eichkurven fur 14C und 3H an. Als Eichsubstanzen 
dienten Testosteron-4-14C (spezifische Aktivitat 0,016 

[*I Gebrauchsmusterschutz angerneldet am 7. Dezember 1961. 
Wir danken Herrn Busr, Feinmechaniker am Physiologischen In- 
stitut der Freien Universitat, fur  die Herstellung des Zahlrohrs. 
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Abb. 2. Abhlngigkeit der geniesscnen Radioaktiviiat (Miiielwert aus 
10 Mcssungen) von der aufgeiragenen Aktiviiltsmenge. 
Schichtmaterial: Silicagel G ,,Merck“. Schichtdicke: 0.25 mm. Lauf- 
miitel: Cyclohexan/Essigester (90/60 v/v). Am Start wurden irn Ab- 
stand yon je 15 rnrn steigende Mengen einer meihanolischen Losung 
von C)stradiol-6.7-3H2 punktformig aufgeiragen. 

Ordinate: Irnpulse/min irn Aktivitltsmaximum 
Abszisse: obere Zahlen: aufgeiragene Radioaktivitat [pcl 

unierezahlen: aufgetragene Subsianzmenge [wgl 

mc/rng) und 6stradiol-6.7-3H2 (spezifische Aktivitat 1,3 
rnclrng). Abb. 2 zeigt die Eichkurve fur 3H. Bei der ge- 
ringsten gemessenen Aktivitat ist der Fehler: 

OM 2 VZA~ ; n  10 
n-1 

naturgemaB am groBten, so z. B. fur 0,OOOl pc 1 4 C ~  8 %, 
fur 0,Ol pc 3H f 9,3 %. Fur Aktivitaten uber 0,l pc bei 
3H und uber 0,001 pc bei 14C bleibt der Fehler unter 
i 3 % .  
Befinden sich auf einem Dunnschicht-Chrornatograrnm 
mehrere, in ihrem R,-Wert unterschiedliche Substanzen, 
so ist die Aussage iibcr die Aktivitatsverhdltnisse noch 
genauer ; denn beirn einmaligen Ausrnessen einer Platte 
sind Anderungen des Abstandes Platte-Zahlrohrblende 
leichter zu vermeiden als beim wiederholten Platten- 
transport. Beim Tritium wirkt sich cine kleine Abstands- 
lnderung wegen der geringen rnittleren Reichweite der 
$-Teilchen in Luft (etwa 4,5 mm) auf den Fehler beson- 

der von Scharpenseel[7] beschriebenen Flussig-Szintil- 
lations-Spektrometrie erreicht, doch wiegt die Einfach- 
heit des hier angegebenen Verfahrcns diesen Nashteil 
auf, zumal das Probenrnaterial beim Messen nicht ver- 
unreinigt wird und zuruckgewonnen werden kann. 

b) P rapa ra t ive  Trennungen  

Beim Markieren durch Gas-Austausch nach WiZzhach 
treten rnanchmal gewichtsrnaBig zu vernachlassigende 
radioaktive Verunreinigungen auf, deren spezifische Ak- 
tivitat g rok r  ist, als die des Hauptproduktes. Diese Ne- 
benprodukte (z. B. rnit Tritium hydrierte Doppelbin- 
dungen) konnen durch Urnfallen odcr Umkristallisieren 
allein oft schwer abgetrennt werden. Man reinigt dann 
am besten durch Umkristallisieren und Chromatogra- 
phie. Bei einem nach Wilzbach 3H-markierten Nucleo- 
sid hat sich die Abtrennung von Verunreinigungen durch 
Dunnschicht-Chromatographie bewahrt [8]. 

Die praparative Dunnschicht-chromatographic bietet 
in Verbindung rnit der hier beschriebenen MeBanord- 
nung die Moglichkeit, leichte Messung mit scharfer 
Trennung zu vereinigen. Eine geringe Steigerung der 
Schichtdicke andert die guten Trenneigenschaften der 
normalen Dunnschichtplatte nicht und gestattet Tren- 
nungen irn praparativen MaBstab [6,9]. Beispiele zeigen 
Tabelle 1 und Abb. 3. DaB die Melkausbeute rnit stei- 
gender Schichtdicke abfallt, spielt keine Rolle, da beim 
Trennen von mg-Mengen ohnehin groBe Aktivitaten 
zu erwarten sind. 

Man kann das nach Wilzbach [5,6] mit Tritium rnarkierte 
Material ohne Vorreinigung auftragen. Vorher wird 
lediglich das labil gebundene Tritium entfernt. Nach 
Chromatographic und Aktivitatsmessung iibertragt man 
die vom Schreiber aufgezeichnete Breite der radioakti- 
ven Streifen auf das Chrornatograrnm, schabt das Silica- 
gel streifenweise ab, eluiert und arbeitet auf. Dann pruft 

Tabelle I .  Diinnschicht-chromatographisch irn priparauven Manstah geirennte Verbindungen. Schichfmaterial: Silicagel G ,.Merck“ 

I-Methyl-A~-androsten-l7P-ol-3-0n-~H [ - I  

Androstan-3.17-dion-AH [+I 
~ - 

Sulfanilsaureamid-N’-5-methoxy- 
pyrimidin-lsS [-+I 

I 40 
N-Methyl-ihioharnstoff-~SS I-+] 

[*I Aktivitatsmessung der Reinsubstanzen auf einem SchBlchen bei unendlich dunner Schicht (I y/cm’) unter cinem Methanstromzihlrohr 
FH 407 rnit 44 % MeDauabeute und einem mittleren Fehler von -+ 6 % [6. I I]. 
[‘*I Beim Eluieren wurden kleine Mengen Tragersubstanz zugesetzt. 
[-I Nach Wilrboclr markiert. 
[++I  Stark verunreinigic Syntheseriickstinde. 
[a] Cyclohexan/Essigester = 3:2 (V/V) 
[bl Butanol geditigt mit konz. NH, 

17) H. W. Scharpenseel et at., 2. analyt. Chem. 180, 81 (1961); 
182, I (1961); Angew. Chem. 73, 615 (1961). 
[8] M .  Wenzel u. If. P. Korfge,  Naturwissenschaften 48, 431 

ders stark aus. Bei Schichtdickenvon0,25 mm betragt die 
MeBausbeute fur 14c etwa %, fur  Tritium etwa o,3 %. 
Sic liegt beim Tritium unter der Ausbeute, die man rnit 

[9] P. Schmideck konnte a n  einer 20 cmz grol3en und ca. 1 mni 
dicken Silicagel-Schicht 250 mg eines Lipoidestcr-Gemisches tren- 
nen (persontiche Mitteilung). 
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man eine Probe in  einem weiteren Chrornatogramm auf 
radioaktive Einheitlichkeit u n d  reinigt gegebenenfalls 
durch Sublirnieren oder Umkristallisieren. 

A 
I 

L' 16 crr  

Chromatographie von rohem Al-Androsten-17$-ol-3-on-~H 
auf Silicagel G ,,Merck". Schichtdicke: 0.5 mm. Laufmittel : 
Cyclohexan/Essigester (50/60 v/v). 
Beim Abschaben der Silicagel-Zonen mi! den Verbindungen A und B 
traten, wie Testchromatogramme zeigten, keine Uberlappungen (Ge- 
mische A, B) auf. DaO die Radioaktivitat zwiscben A und B nicht auf 
Null abfallt. ist turn Teil eine Folge der Zahlrohrgeometrie. 

S = Start F = Front 
A - Androstan-17~-ol-3-on-~H 
B = AI-Androsten-17b-ol-3-on-JH 
Ordinate: Impulse/min 

Man kann die Aktivitatsverteilung auch autoradiographisch 
bestimmen. Dabei mischt man zur Tritium-Bestimmung Szin- 
tillatoren (z. B. 1.4-Diphenylbenzol und 1.4-Di-(5-phenyl- 
oxazol-2-yl)-benzol) unter das FlieBmittel. Auch nachtrig- 
liches Bespriihen des Chromatogramms mit einer Szintillator- 
Losung ist moglich [lo]. Die Schwarzung der aufgelegten 
Filmplatte wird photometrisch ausgewertet. Diese Registrier- 
methode nimrnt jedoch erhebliche Zeit in Anspruch. 

Experimentelles 

Als Zahlgerat verwendeten wir das handelsubliche Gerat der 
Fa. Frieseke und Hopfner, FH 49, mit Kathodenfolger, 
F H  484; an diesen war das Gasstromzahlrohr an- 
geschlossen. Die Bhlrohrspdnnung betrug 2100 Volt, als 
Zdhlgds diente Methan. Der Striimungsgeschwindigkeit lag 
bei einer Blase pro Sekunde; der Nullwert erreichte bei dieser 
Einstellung nicht mehr als 30 Imp./rnin. Zurn Messcn derAk- 
tivitatsverteilung wurde die DUnnschichtplatte auf einen klei- 
nen, auf Schienen laufenden Wagen gelegt. Mit Wasserwaage 
und Stellschrauben wird der Wagen rnit Platte waagerecht 
justiert. Der Wagen wurde rnit einem um die Transportwalze 
des Papierchromatographen F H  552 (Fa. Frieseke und Hopf- 
ner) gewickelten Faden gezogen und die Aktivitat auf einern 
synchron laufenden Linienschreiber registriert. Die Entfer- 
nung Schichtoberflache-Zihlrohrblende war nicht groBer als 
1 mm. Auch eine schrittweise Messung nach Impulsvorwahl 
mit einern Zeitdrucker ist moglich. 

[lo1 P. Schmialeck, persontiche Mitteilung. 
[ I  I ]  J. Rydberg, Acta chern. scand. 12, 399 (1958). 

ZUSCHRIFTEN 

Erdalkali-di-aluminium-octaathyle 

Von Dr. H. Lehmkuhl und DipLChem. W. Eisenbach 

Max-Planck-Institut fdr Kohlenforschung, MiilheirnlRuhr 

Im Rahmen einer Arbeit iiber kornplexe Organoaluminium- 
Verbindungen [ I ]  wurde gefunden, daB Aluminiumtrialkyle 
als stirkere Lewis-Sluren Alkoxy-aluminium-dialkyle aus de- 
ren Komplexverbindungen mit Alkali-alkylen verdrangen 121 : 

Zurn Herstellen gleichmaRig bestrichener Glasplatten be- 
nutzten wir das in Abb. 4 gezeigte Streichgerat. Durch Auf- 
legen von Aluminiurnfolien auf die Vinidur-Unterlage rechts 
und links der Glasplatte, kann die Schichtdicke variiert wer- 
den. Zum Bestreichen setzt man den Schieber vor die Glas- 
platte, giel3t den Brei auf und rieht den Schieber langsarn und 
gleichmafiig uber die Glasplatte hinweg. Die Plattcn werden 
eine Stunde bei 120 'C getrocknet und anschlieBend in einem 
Kasten iiber Calciumchlorid aufbewahrt. 

LOO - 

mod C V B  

Abb. 4. Slreichgerat zur Berchichlung von Glasplatten Iiic Diinnschicht- 
Chromatogramme. Auflegeplatte (A) und das Streichgerat fS) bestehen 
aus Vinidur. Die Zahlen geben die Abmessungen in mm an. Erliuterun- 
gen siehe Text. 
B = Schichtmaterial. G - Glasplatte, 4 mm dick. 
V = Vinidurleiste, die das Wegrutschen der Glasplatte vcrhindert. 

Die aufzutrdgenden Substanzen wurden in soviel Methanol 
oder Bcnzol gelost, daB einca. 3 rnm breiter Streifen iiber die 
ganze Plattenbreite aufgetragen werden konnte. Um die 
Schicht nicht zu beschadigen, trugen wir die Losung mit 
einer Kapillare punktformig in Abstanden von 3 mrn auf. 
Die KapiIlar-&hung sol1 mindestens 0,6 bis 0,8 mm weit 
sein, damit sie beim leichten Aufsetzen nicht verstopft. Die 
aufgetragene Substanzmenge betrug 10 bis 40 mg. 
Nach der Entwicklung wurden die Chromatogramme bei 
60 "C getrocknet (in einigen Fallen irn Vakuum-Trocken- 
schrank) und wie beschrieben gemessen. Die radioaktiven 
Zonen wurden an Hand der vom Linienschreiber festgehal- 
tenen Aktivitltsverteilung angezeichnet und abgeschabt. Man 
kann auch die nicht radioaktiven Zonen abschaben und durch 
Auftropfen eines Losungsrnittels die Substanz aus den stehen- 
gebliebenen Streifen eluieren. Es ist manchmal zweckmlBig, 
den rechten und den linken Plattenrand zu vermessen, um zu 
priifen, ob die Streifen gleichmdBig gelaufen sind. 
Zum Eluieren von Steroiden benutzten wir Essigester, der 
rnit Wasser gewaschen und iiber Natriumsulfat getrocknet 
wurde. Nach dem Einengen des Losungsmittels im Vakuum 
erhielten wir manchmal etwas mehr Rohmaterial als einge- 
setzt worden war (Gips?). Moglicherweise laRt sich dies durch 
Vorbehandeln des Schichtmaterials rnit dem vorgesehenen 
Elutionsmittel verrneiden. 

Fur interessierte und fleijige Mitarheit danken wir Fruu- 
lein D .  Muchow und Frdulein I.  Fischer. 

Eingegangen am 30. April 1562 [A 2301 

AIR, + M[AIR2OR'l = M[AlR41 -t AIRzOR (M = AIkalimetaIl) 

Der OR' enthaltende Komplex ist seinerseits aus MOR' und 
AIR3 zu erhalten. Daher ist die Reaktion zwischen alkohol- 
freiem Alkali-alkoholat und 2 Molen Aluminiumtrialkyl ein 
neuer, einfacher Weg zur Herstellung von Alkali-aluminium- 
tetraalkylen etwa gernaR 

Das nebenher entstehende Alkoxy-aluminium-dialkyl kann 
leicht entweder infolge spontaner Bildung zweier Schichten 

2 AI(C2Hs)3 + MOR = M[Al(CzHs),] + Al(CzHs)20R. 
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