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1. Introduction

The transition from classical to modern concepts of analytical chemistry
has brought about a blurring of the boundaries between *‘qualitative”
and “quantitative” methods. The goal is to obtain a maximum yield of
information with a minimum expenditure of time. This can be ac-
complished partially by combinations of compatible methods.

The combination of thermal analysis with mass spectrometry repre-
sents one of the successful associations.

II. Methods

A. Thermal Analysis
1. General

The various methods and techniques described under this heading have
onc thing in common: they provide a representation of physical or
chemical phenomena as a function of temperature, as a function of
supplied energy or under certain circumstances the temperature behavior
as a function of time. It is the goal of the investigator to be able to
ascribe some scientific significance to the phenomena revealed through
the utilization of the varous available indicating devices (73, 2724,
30, 32).

Prior to the advent of sophisticated mechanical and electrical instru-
mentation, the observation of thermal phenomena was restricted to
systems which were amenable to detection by the human senses. Such
observations included investigations of boiling or melting processes,
sublimation, fractional crystallization, color changes and the occurrence
of odors. With the invention of the thermometer, the first quantitative
experiment was made possible. Devclopment of thermometry led to
“thermal analysis” by recording the temperature of a test matcrial as a
function of time. Further developments led to calorimetry — the science of
measuring quantities of heat.

Dynamic methods of thermal analysis such as *thermogravimetric
analysis,” ‘differential thermal analysis” and ‘‘dynamic calorimetry”
have resulted from more recently achieved technical and instrumental
refinements.

Increasingly severe demands for improved sensitivity, accuracy and
reproducibility of measurement have perhaps been the main consider-
ations involved in the tendency toward instrumental miniaturization.
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Thermal Analysis by Mass Spectrometry

Secondary considerations, though, arc a reduction in the amount of
sample required — since these methods are inherently destructive — and
an increasing capability for reducing the magnitude of perturbing en-
vironmental changes. And finally, sufficiently precise temperature con-
trol has become available to permit the implementation of a linear in-
crease in temperature for the test sample or a linear input of energy.

2. Thermogravimetric Analysis

The method known as thermogravimetric analysis (TGA) requires little
more than accurate and sensitive weighing equipment since the resulting
information consists of the sample weight as a function of time with
increasing temperature. The ideal but seldom realized goal is to achieve a
uniform temperature increase of the test material.

Temperatures or temperature ranges of chemical or physical decompo-
sitions accompanied by weight losses can be detected provided they are
separated from each other by sensible ranges of weight stability. The
major limitation of TGA is that systems exhibiting strong temperature
dependence or slow rates of reaction are equally difficult to study. This
limitation could be overcome if it were possible to provide an infinitely
slow, linear temperature increase. However, useable information can
be obtained if the observed weight losses are identical with calculated
proportions of reaction products.

3. Differential Thermal Analysis

The technique known as diffcrential thermal analysis (DTA) consists of a
measurement of the temperature difference between a thermally inert
reference material and the sample as a function of increasing sample
temperature. It should be pointed out that DTA is a method whose
subtlety is such that erroneous conclusions can be easily reached through
the lack of experience. For example, the appearance of the data is strongly
dependent on heating and reaction rates, upon particle size and packing
techniques, and certainly upon the amount of sample used. In addition
a lack of perfection of mechanical and electrical parameters will ad-
versely affect the quality of the investigation. Some equipment allows
the identification of melting and boiling points as well as color changes
by wvisual observation. The absolute identification of endo- or exo-
therms caused by phase changes or chemical interactions, however,
requires the use of at least one auxiliary method of analysis. In fact even
experts have failed to reach agreement on the methods most likely to
produce consistently reliable and reproducible analyses.

1 517
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Differential thermal analysis, then — which should perhaps be more
properly called differential temperature analysis — is capable of detecting
the relcase or absorption of thermal energy, the temperature range within
which such changes take place, and, if properly carricd out, the number
of thermal rcactions occurring.

4. Dynamic Calorimetry

The term ‘“dynamic calorimetry” (DC) is used here to describe the at-
tempts which are being made to obtain a measure of heats of reactions
using available thermoanalytical cquipment (7—3). One method is based
on a specially constructed DTA cell designed to minimize heat losses (3).
Integration of the peak areas obtained by recording the tempcerature dif-
ference as a function of reference temperature is presumed to be “‘directly
proportional to the quantity of heat involved” (3).

Another method known as “differential scanning calorimetry” (7)
records the differential electrical energy necessary to maintain sample
and reference at an equal and linearly increasing temperature. Here also
it is claimed that ““the area under a peak is directly proportional to the
energy absorbed or liberated in a transition and is unaffected by sample
geometry, sample heat capacity, or such instrument operating para-
meters as scanning rate” (7).

For these methods the problems inherent in calorimetry are added to
those which were described previously as being typical for dynamic
thermoanalytical methods.

5. Specialized Methods

In recent years other methods for the detection of the onset or the prog-
ress of thermally dependent reactions have been employed with in-
creasing frequency. The measurements used include those of con-
ductivity, density, optical density and color, volume changes, electron
and x-ray diffraction, infrared absorption, nuclear magnetic resonance
and various others (24, 32, 33).

B. Mass Spectrometry
1. Terminology

Although mass spectrometry has been used for the analysis of gas mix-
tures for many years, it is, perhaps advisable to review the nomenclature
and procedures involved. The reader is referred to Table I for the defini-
tion of several commonly used phrases which are unique to this tech-
nique (4, 6, 8, 9, 18-20, 27, 29, 37).
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Thermal Analysis by Mass Spectrometry

Table 1. Mass Spectrometric Terms and Definitions

m/e Mass to charge ratio of an ion. Since the ionic charge is
almost always unity, the symbol “m’ is commonly sub-
stituted

molecular ion These three phrases are used synomously to identify the

parent peak mass of an ion occurring at the molecular weight of any

molecular peak | compound

base peak The ion of greatest intensity is commonly defined as the
base peak if the remaining ions are normalized relative to it

ion fragment Any ion which can result from the fragmentation of the
molecular ion

resolution A numerical value expressing the capability of the mass
spectrometer to separate ions of adjacent mass to a useful
extent

2. Basic Principles

It is perhaps worthwhile to also indicate that all mass spectrometers
operate at exceedingly low pressure (on the order of 10-6 torr). Further-
more, all mass spectrometers produce ions from molccules in the gas
phase and analyzc the number and kind of positively charged ions pro-
duced. It is vital that detection and recording systems appropriate to the
proposed application be chosen.

3, Practical Considerations

a) Sampling. Any presentation of a discussion of sample and sampling
requirements for mass spectrometry presents — perhaps surprisingly —
cnormous difficulties because of the tremendous variety of available
techniques as well as the necessity for choosing the single most appro-
priate one. Basically however, there are only two aspects of importance.
The first of these is that the sample vapor must be introduced into the
ion source region of the mass spectrometer at a pressure below 10-5 torr.
In almost all cases, the input of thermal energy is required to either ob-
tain or maintain a stable sample pressure in this range. The sample and
its heat source may be either integral with the mass spectrometer or
remote to it. We wish to emphasize that the sole reason for supplying
heat is to aid vaporization of the sample. The second consideration in-
volves the absolute time scale of the experiment under study since avail-
able inlet systems are conveniently subdivided into those capable of
providing a stable sample supply on a time scale of hours, or minutes,
or seconds. Further, there is no single inlet system capable of combining
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two or more of these useable time scales and hence the proper choice is
mandatory.

b) Ionization. The ion source of the mass spectrometer consists of a
region in which the sample molecules (in the gas phase!) are converted
into molecular ions and their fragments. Positive ions, negative ions, and
radicals arc all formed during ionization, but since the positive ions pre-
dominate by perhaps a factor of 10? they are the only ones utilized in the
analytical procedure®. At the present time the most widely used — by a
great margin — method for ionization is electron bombardment. The
clectrons are invariably obtained from an incandescent metallic wire or
ribbon. The physical process by which ionization occurs is still as deep
a mystery as it was fifty years ago. It is also possible to generate ions by
the utilization of electric field gradicnts on the order of 2—4 volts per
angstrom. This method, known as field fonization, is of recent origin, and
is expericncing very rapid development and in the near future may well
supplant electron bombardment ionization for most analytical applica-
tions {3a). This prediction is made because field ionization primarily pro-
duces molecular ions, thus greatly simplifying the interpretation of the
spectra.

c) Mass Analysis. The positive ions arc extracted from the ion
source with a suitable electric field and accelerated into the mass ana-
lysis region. At present there are only two methods by which mass sepa-
ration of the positive ions can be accomplished. The first and most widely
used is based upon the fact that charged particles passing through a
magnetic ficld are deflected proportionally to an extent which can be
directly related to their specific mass to charge ratio. One should visualize
a single heterogeneous beam of ions entering a magnetic field and épso
facto leaving the magnetic field as a number of ion bundles homogeneous
in mass ascribing discreet paths. The process is a continuous one. It is
also possible to accomplish mass separation by injection of the ions into a
ficld free (clectrically as well as magnetically) drift region where they
separate into ion bunches of the same mass to charge ratio by virtuc of
their differing respective velocities. This latter method is utilized in
“timec-of-flight” instruments and is a pulsed, rather than a continuous,
operation.

d) Detection and Recording. By varying the magnetic ficld in a con-
trolled manner, it is possible to sweep the ion beams scquentially past
an electrode, which can be either a Faraday cup or — if extreme sensitivity
of measurement is required — an electron multiplier. The electrical signal
developed by this detector is amplified as necessary and transmitted to a
device capable of displaying the intensity of the ions as a function of their

4 The single exception appears to be chlorinated compounds where this
factor drops to approximately 103
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mass to charge ratio.® The primary limitation encountered in magnetic
scanning is that the hysteresis of the magnet limits the speed with which
the operation can be repeated. In practice, a range encompassing a fac-
tor of 10 in mass (m/e 1-10 or m/e 50—500) is seldom scanned in a shorter
period of time than one second if magnetic scanning is employed.
Electrostatic scanning — which consists of varying the energy with
which the ions are injected into an invariant magnetic field — can be em-
ployed to achieve scan times on the order of 0.01 to 1.0 seconds for the
previously mentioned mass range. The most significant difficulty with
electrostatic scanning is that the adjacent mass resolution becomes
progressively poorer as the mass of the ions increases, performance which
is directly opposed to that desired. If still more rapid mass scanning is
required, it is necessary to utilize a time-of-flight mass spectrometer
since repetition rates as high as 100 KHz® can be obtained with these
devices.

The methods available for producing a permanent record of the mass
spectrum are numerous and the correct choice depends upon the appli-
cation. If the mass spectra are being presented upon an oscilloscope
screen, it is a relatively simple matter to prepare a photograph of it. This
technique has the advantage of providing an essentially instantaneous
record of the spectrum but subsequent interpretation is difficult due to
the usually small size of the photographs. Oscilloscope presented spectra
can also be converted to a paper recording through the use of “pulse
sampling’? techniques. When the spectra are being produced too slowly
to permit efficient oscilloscopic presentation, the user must make a
choice between use of a pen and ink or an oscillographic recorder. The
former provides relatively slow response (0.3 second per mass unit),
while the latter performs more rapidly at the expense of readability. In
any event, however, we end up with a graph in which ion intensity (ion
intensity is proportional to the number of molecules present) is plotted
against m/e and which represents a unique fingerprint of the original
molecule.

e} Data Handling. A comparison of the mass spectrum of an un-
known compound with those previously obtained from structurally
related reference materials will often permit a rapid estimation of gross
structural characteristics to be made. Similarly, the presence or absence of
a specific component in a mixture, anticipated or not, can usually be

5 More precisely, the ion current is displayed versus magnetic field
strength.

¢ KHz = kilohertz; 1 Hz = 1c.ps.

7 An electronic technique for converting the vertical signal into one
suitable for driving an external device.
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visually ascertained. The utilization of high speed computer techniques
will often permit the refinement of the determination to the point where
the complete molecular architecture can be derived.

It should also be mentioned that it is a simple matter to monitor
the concentration of suspected components in a mixture as a function of
time, pressure or temperature with the mass spectrometer.

C. Combinations

1. General

If the same variable parameter is used for two independent methods of
analysis for the purpose of obtaining different information, in general a
combination of the two techniques will provide a method which is more
powerful than cither one taken alone. It is our purpose to show how a
combination of thermal methods of analysis with mass spectrometry
results in a single technique of exceptionally high significance (73).

2. Mass Spectrametric Thermal Analysis

For mass spectrometric thermal analysis (MTA), a method previously
described (76), any ion intensity can be recorded as a function of sample
temperature. This method has been developed on a time-of-flight mass
spectrometer (72). A small sample is introduced into a miniaturized
furnace located within the ion source structure as shown in Fig.1 by

o ~ 4———— TEMPERATURE
e I ACCELERATING SENSOR
ELECTRODES

—— ELECTRON
BEAM

SAMPLE
HOLDER

MOUNTING
’ FLANGE

Il [ «——roTary-LiNEAR

W
r MOTION HIGH
e | vacuul
UPLE FEED-THROUGH
Fig. 1. Schematic of Furnace used Fig. 2. Sample Carrier Assembly
for MTA Experiments for MTA

Chem. &:Ind. (London) 946, 1963. By permission of copyright owner.
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means of the thermocouple containing sample carrier illustrated by
Fig. 2. Prior to the introduction of the sample into the ion source, the
pressure of the loading chamber must be reduced from atmospheric
pressure to at least 10~ torr; a procedure which normally requires ap-
proximatcly five minutes. If the sample is wet, however, or if a vapor is.
being lost from the sample, a considerably longer period of time may be
required. The presently used cquipment allows any temperature below
900°C to be reached at any selected rate. Switching to isothermal opera-
tions at any point during the heating program is also possible. Aided by
the capability of continuously observing the complete mass spectra on an
oscilloscope screen, the operator retains the freedom of choice between
monitoring specific ion intensities or recording entire mass spectra at any
point of the experiment. Transicnt phenomena — as they occur — can be
observed and might be of significance for a subsequent evaluation of the
data.

If a sufficiently fast recording system is available, entire mass spectra
can be recorded repetitively and continually and the intensity of any
desired mass peak can later be plotted manually as a function of the
simultancously recorded temperature. This mode of operation is known
as time resolved spectroscopy (77z). In addition to ion intensities, a
number of instrumental parameters such as pressure, total ionization,
voltage, electron energy, ctc., can be monitored provided the necessary
data channels are available.

3. Mass Spectrometric Differential Thermal Analysis

Convenient as the previously described method may be, itis limited by the
operational pressure requirement of the mass spectrometer. A possible
way to overcome this limitation is through the use of an external sampling
device which consists of a DTA cell equipped with an integrally mounted
system for reducing the sample pressure in concordance with the mass
spectrometer requirements. This method has become known as mass
spectrometric differential thermal analysis (MDTA) (77). Even though
occasionally MTA and MDTA produce the same information, in general
the two methods supplement one another. Since the sample vapor must
be physically transported from its point of origin to the ion source of the
mass spectrometer, it is advisable to keep all interconnections as short as
possible which will minimize fractionation effects® and undesirable side
reactions occasionally caused by metallic surfaces.

8 These fractionation effects are of several kind. For instance, the differ-
ent adsorptive characteristics of the various metal surfaces must be con-
sidered as well as the different molecular weight dependent velocities of the
gas molecules (77).
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Modification of a commercially available DTA cell® (Fig. 3) by the
addition of the valve shown in Fig. 4 allows opecration over a pressure
ranging from 1500 to approximately 10-3 torr.

REFERENCE WELLS/\ T SAMPLE WELL

Y

< 0.D. COPPER
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o e e ]
e D ]
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} SPECTROMETER
HEATER WELL

Fig. 3. DTA Cell Modified to permit MDTA Experiments
Anal. Chem. 37, 433 {(1965). By permission of copyright owner.
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i#!
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Fig. 4. MDTA Sampling Valve

II. Applications

Examples discussed in the following section in no way present a com-
prehensive survey, but are intended to demonstrate the capabilities of
the methods previously described.

® DuPont 900 Differential Thermal Analyzer.
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A. Vaporization

Sulfur

An examination of Table II reveals the importance of experimental
conditions in relation to the mass spectra produced. The column headed
K. C.10 represents the equilibrium composition of sulfur vapor at
that temperature (4). “Free evaporation” (4) in the first column in-
cludes the possibility of producing Sg molecules by recombination on the
edges of baffles used. The low degree of association detected for the third

Table 2. Vapor Composition of Sulfur (Sn) by Mass Spectrometry

F.E. K.C. G.I1. MTA
n 1 n I {on I n I
8 100 8 100 2 100 2 100
2 70 2 95 1 8 1 51
4 48 4 64 6 7 4 40
5 29 5 41 4 2 8 36
3 15 6 39 8 2 3 25
6 15 3 24 5 2 5 17
1 11 1 10 3 1 6 13
7 <1 7 8 7 <1 7 2
Temp.°C 73 75 sample: 250 50700
inlet: 120
F.E. = “Free Evaporation” throught baffles (4) of rhombic sulfur.
K.C. = Knudsen Cell Evaporation (4) of rhombic sulfur

G.1. = Evaporation through gas inlet system (70) of undcfined sulfur.
MTA = Evaporation by MTA (74) from sulfur and sulfide containing sample.
Intensity (most intense peak = 100).

et
]

experiment (70) is undoubtedly due to thermal degradation. Finally,
since the vapor composition in column four exhibits no sensible change
over the temperature range of 600°C (50—700°C), we conclude that the
vapor composition as derived by MTA depends on the composition of
the condensed phase.

Although all four methods are equally suitable for the detection of
sulfur in a given sample, only MTA provides the direct response neces-
sary for thermal analysis.

10 A “Knudsen cell” experiment.

U
]
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B. Dehydration
1. Triphenyltin Hydroxide

The DTA trace in Fig. 5 (broken line) represents the thermal behavior
of triphenyltin hydroxide. Chemical reactions which might be applicable

Ph 3 S n O H
MTA
H.0, mie 18
monitor
DTA
endotherm T
MDTA
H.0, mle 18
ronitor
r T T T T T T T T T T T T
20 40 60 80 100 120 140 160

TEMP,, °C.

Fig. 5. Thermal Behavior of PhySnOH
Amnal. Chem. 37, No. 10, 25A (1955). By permission of copyright owner.

are dchydration (Eq.1) and disproportionation (Eq.2) with water,
tetraphenyltin and diphenyltin oxide as the products (74, 75). Visual

2PhSnOH — (Pb;Sn),0 + H,0 1)
(PhySn),0 — Ph,Su+ Ph,SnO (2)

observation identifies the first pecak as the mclting endotherm. This is
followed by the appearance of bubbles in the sample which may be as-
sociated with dehydration.

The MTA trace exhibits a slow increase and decrease of m/e 18 (H,0)
considered to be typical for diffusion controlled dehydration. Apparently
it would have been possible to have carried out the dehydration at room
temperaturc by rcducing the pressure or applying a dessicant — a be-
havior atypical of “true’” hydroxides.

The additional information, available only from the MDTA experi-
ment makes it clear that solid state dehydration preceeds the melting
of bis-triphenyltin oxide.
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The chemical phenomenon described by equation (2) can be verified
by repetitive DTA which detects the presence of bis-triphenyltin oxide
and tetraphenyltin by their meclting endotherms. Thus by the combina-
tion of DTA, MTA, and MDTA, the thermal behavior of triphenyltin
hydroxide — or preferably hydrated bis-triphenyltin oxide — can be
completely explained. None of the methods taken separately is able to do
s0.

2, Magnesium Hydroxide

Tig. 6 illustrates the MTA curve (H,0O) for Mg(OH),. It demonstrates
the shape of the curve and the pressurc independence typical for an
alkaline-earth hydroxide, compounds which undoubtedly belong among

Mg (0H),

N
=5
]
—

>~
=g

(-3
=z =

—

I T T | t | t

0 50 100 150 200 250 300 350 400
TEMP. °C

Fig. 6. MTA Trace of Mg(OH),

materials which are most difficult to dehydrate. This behavior is typical
for a chemical reaction in comparison to the diffusion controlled process
previously described.

3. Copper Sulfate Penta-Hydrate

In contrast to the group II hydroxides, compounds containing so-called
“water of crystallization” can be readily dehydrated. Eq. {3) represents
the reactions reported for copper sulfate penta-hydrate heated at atmos-
pheric pressure (7).

Cus0,-5H,0 25 cuso,-3H,0 2% cus0,-H,0

‘s cuso, (3)

When the sample was evacuated to less than 10-6 torr and subse-
quently investigated by MTA, only a small amount of ““adsorbed” water
was detected at 70°C — all formally contained water had been removed.
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C. Dehydrochlorination
EDTA-2HC!2H,0n

The small amount of HyO detected during the MTA scan of ethylene-
diamine tetraacetic acid (Fig. 7} is typical for adsorbed, residual mois-

HaYe 2 HCL - 2 HgO

I0N INTENSDTY
( ARBITRARY UNTTS )

Fig. 7. MTA Trace of H,Y -:2HCI-2H,0
Anal, Chem. 37, No. 10, 25 A (1965). By permission of copyright owner.

ture and further indicates that the two moles of H,O indicated by the

formula were as looscly held as those in CuSO,-5H,0. In addition, the

following conclusions are justified:

1. the dihydrochloride is stable below approximately 100°C under the
condition of the experiment;

2. dchydrochlorination is complete in one step and no evidence for a
monohydrochloride is observed;

3. the free acid is stable to approximately 180°C;

4. since decarboxylation and dehydration occur concurrently at about
220°C, EDTA does not form an anhydride.

D. Pyrolysis
GeY -2 H,0t?

Thermal behavior of a different kind is noted for GeY - 2H,0 which ap-
pears to be a hydroxo chelate rather than a hydrate. In any event, the
water is firmly held and cannot be classified as water of crystallization.
Analysis of the curve indicates that:

1. dchydration to a ‘“monohydratc’ occurs at about 70°C;

2. this compound is stable between 90 and 160°C and a second de-
hydration step starts at 160°C;

3. the anhydrous chelate is stable to 270°C, whereupon decarboxylation
and dehydration occurs followed by complete pyrolysis at 380°C;

11 EDTA = Ethylecnediamine tetraacetic acid. 2 Y = EDTA-anion.
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4, decomposition of the organic matrix begins about 100°C higher for-
the chelate than for the free acid.
Since the arcas under the curve (Fig. 8) are a measure®® of the amount
of volatile material released, it can be shown that the same quantity of
water is liberated at each dehydration step.

GeY - 2 Hz0
2
fat Decomposition
® >
& bl
= H20 H20 H20
':'g +
z = co;
=3
=
1 1 L 1 1 N E— b — L -
o 100 200 300 400
TEMP, °C

Fig. 8. MTA Trace of GeY -2H,0
Anal. Chem. 335, 1301 (1963). By permission copyvright owner.

E. Stepwise Reactions
BeSO,-4 H,0

The comparison between MTA and DTA (26) depicted by Fig. 9 requires-
little explanation. The time lag observed for the MTA curve is caused by

MASS SPECTROMETRIC
THERMAL ANALYSIS CURVE

REL (ON OF BeSO4 - 4H,0
lNTENSITYl S0y ——mmm—

1,0
i —"‘\\
o T T e .
100 2(_)0 300 400 *C. 500 600 700 800
RS N DUSPRNN A S, o - H I
Be SO, - Be S04 \/J;‘

4H,0

DIFFERENTIAL THERMAL
At ANALYSIS CURVE OF
Be SO4 - 4 H,0

|

Fig. 9. Comparison of MTA and DTA curves from BeSO,-4H,0O
Anal. Chem. 35, 1301 (1963). By permission of copyright owner.

13 The ion intensity is proportional to the number cf molecules of a species.
being drawn into the mass spectrometer. Therefore it is possible to determine
quantitatively the amount of any species release for which an internal refer--
ence material can be supplied.
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the low pressure in the mass spectrometer and can be utilized to obtain
kinetic information (28) for pressure! dependent reactions by recording
the ion intensity as a function of time.

F. Chemical Reactions
1. MgCl,-6 H,0
Thermal dehydration of MgCl,-6H,0 is always accompanied by hydro-

lysis producing HCl and MgOHCI (25). Investigations by MTA and
MDTA (Fig. 10) have demonstrated that this unwanted side reaction

Mg Cl, * 6H,0

MTA
H,0, m/e 18

menitor

DTA
endotherm

MDTA

H;0, mle 18

monitar

rTf"'!llllll'l'l'lll'lll[I TT VT[T
20 40 60 80 100120 140 160 180 200 220 2402%02&03003&0340 3&0330

TEMP,, °C.

Fig. 10. Comparison of MTA and MDTA curves from MgCl;-6 H,0
Anal. Chem. 37, No. 10, 25A (1965). By permission of copyright owner.

MgCly - 6HRD

MTA
Ha0, m/e 18
monifor

HCI, m/e 36
monitor

0 100 200 300 400
TEMP, °C

Fig. 11. MTA Traces from MgCl,-6H,;0
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cannot be avoided by vacuum dehydration. Even though a concomitant
reduction in dehydration temperature is also achieved, the presence of
MgOHCl is indicated by the initial releasc of HCl at its formation
(Fig. 11)

MgCl,-2H,0 - MgOHCI + H,0 + HCl 4)

and also by the subscquent further release of water and HCI at its de-
composition (at 350°C) according to

MgOHCl - MgO + HCl (5)
2MgOHCl — MgCl, + MgO + H,0. (6)

This behavior offers convincing evidence for the formation of MgOHCI
being due to a molecular degradation rather than to a secondary reac-
tion between water and anhydrous magnesium chloride.

2. MgCl,-4 DMSO -2 H,0"

The previous conclusion is further substantiated by the successful de-
hydrations of ammonium carnallite (25) and MgCl,-4DMSO-2H,0

MgClp - 4 DMSO - 2 Hp0

MTA
Ha0, m/e 18
monitor

HCI, m/e 36
maniter
DMS0,m/e 78
monitar
N T B N
4] 00 200 300 400
TEMP, *C

Fig. 12. MTA Traces from MgCl,-4DMSO-2H,0

(Fig. 12). The latter produced pure anhydrous MgCl, without any evi-
dence for the release of HCl at any time during the course of the ex-
periment. In addition, H,0 was not observed above 80°C.

14 DMSO = Dimethyl sulfoxide.

2 Tortschr. chem. Torsch., Bd. 6/4 531
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3. Ba(OH), + AIR

Barium hydroxide octahydrate apparently is dehydrated to the an-
hydrous hydroxide below 60°C and to the oxide at 240°C. Immediate
reaction with the residual oxygen in the mass spectrometer occurs to
form the known stable peroxide (Fig. 13).

Ba(OH)p
MTA
Hz0, m/e 18
monitor
S 2 . e =
0Oz, m/e 32
monitor S
T N T A
o] 100 200 300 400 500 600
TEMP, *C

Tig. 13. MTA Traces from Ba(OH),

4. CaCO4+ H,0

Fig. 14 demonstrates a similar reaction of calcium carbonate with water:

CaC0y

MTA
C0,,m/e 44
monitor
CaCOs IN H20 ATMOSPHERE
€0z, m/e 44
monitor

Ha0Q, mie (8

monitor —\/
JER ST NSO ST S T S S N S N SIS N R S
0 100 200 300 400 500 €00
TEMP. °C

Fig. 14, MTA Traces from CaCO; and CaCO, in an Atmosphere of H,O Vapor
CaCO, — CO,+ Ca0 —225 Ca(OH), @)

Apparently, decarboxylation of calcium carbonate is facilitated by
the presence of water vapor, which for this experiment was artificially
introduced into the mass spectrometer.
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5. $»Cl,-2 DMSO
It was of interest to note whether either of the two endotherms (Fig. 15)
observed for SnCl;-2DMSO was caused by chemical decomposition.

The sample was maintained at atmospheric pressure in the DTA cell

SnCly - 2 DMSO

DTA

At
ENDOTHERM V

| W SRS NN NN SN SN NN N T S N S
[¢] 100 200 300
TEMP, *°C

Fig. 15, Diiferential Thermogram of SnCl,-2DMSO

and the course of the decomposition was observed on an oscilloscope
screen. Both DMSO and SnCl, were detected after the solid state transi-
tion (215°C) and an increase in the amount of both compounds was ob-
served above the melting and boiling points.

By MTA (10-"torr), DMSO was monitored and two peaks were ob-
served at 70°C and at 150°C (Fig. 16).

SnCly - 20MSO
MTA
DMSO, m/e 78
monitor
RCI, m/e 36
monitor
T S Y SO S S R S R D T
[} 100 200 300
TEMP, °C

Fig. 16. MTA Traces from SnCl,-2DMSO
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It appears that a 2:1 complex is stable to at least 70°C, and that an
equilibrium between the 2:1 and the 1:1 complex exists below 215°C.

IV. Conclusion

Recently demonstrated possibilities of recording mass spectrometric data
on magnetic tape offer the intriguing prospect of recreating the course
of an experiment in its entirety at will. This allows an evaluation of the
collected information by studying the relationship of a particular event
with any combination of recorded parameters.

Time compression or expansion of the experiment on replay can be
casily accomplished by changing tape speeds. Ultimately, unattended
data acquisition becomes practical and reliable.
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1. Einleitung

Die zahlreichen Vorteile der massenspektrometrischen Strukturanalyse
gegeniiber den klassischen chemischen Methoden haben diesem Ver-
fahren zu rascher Verbreitung in der organischen Chemie verholfen. Die
Ergebnisse massenspektrometrischer Untersuchungen zahlreicher orga-
nischer Substanzklassen, insbesondere von Alkaloiden, Steroiden und
Terpenen, sind von H. Budzikiewicz, C. Djerassi und D. H. Williams in
ciner Monographie (7) zusammengestellt worden. Die schnelle Entwick-
lung macht heute bereits eine ausfithrlichere Darstellung der Ergebnisse
cinzelner Stoffgruppen wiinschenswert Kiirzlich wurde von uns in diescr
Reihe iiber massenspektrometrische Strukturanalysen von Kohlenhy-
draten berichtet (2). In dicser Arbeit sollen die Ergebnisse, die von ver-
schiedenen Arbeitskreisen bei der massenspektrometrischen Unter-

* Die in dieser Arbeit gezeigten Massenspektren wurden mit einem
ATLAS CH 4-Masscnspektrometer mit Hilfe der dirckten Einlafmethode
aufgenommen.
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suchung von Aminosiuren, Peptiden und deren Derivate erzielt wurden,
zusammengefaBt werden.

Die Massenspektrometrie ist zur Analyse von Peptiden von besonde-
rem Interesse, da man aus einem Massenspektrum nicht nur Aufschlug
iiber Art und Anzahl funktioneller Gruppen im untersuchten Molekiil er-
hilt, sondern auch die Rethenfolge ableiten kann, mit der Atome und
Atomgruppen im Molekiil miteinander verkniipft sind. Daher sollte eine
massenspektrometrische Sequenzanalyse von Peptiden méglich sein.

Eine massenspektrometrische Strukturanalyse setzt voraus, daBl der
Zusammenhang zwischen Massenspektrum und Struktur hinreichend
genau bekannt ist. Dieser Zusammenhang wird durch die Zerfallsreak-
tionen des ionisierten organischen Molekiils (Molekiil-Ton) gegeben. Pro-
dukte des Zerfalls eines Molekiil-Ions sind positiv geladene Molekiil-
Bruchstiicke (Fragment-Ionen) und neutrale Fragmente. Ein Massen-
spektrum kann als quantitative Analyse der ionischen Produkte des
durch Elektronensto8 induzierten Zerfalls eines organischen Molekiils
aufgefaBt werden. Dic Kinetik des Zerfalls bestimmt die Art und die
relative Intensitdt, mit der die méglichen Fragment-Ionen beobachtet
werden.

Die kinetisch kontrollierte Entstehung des Massenspektrums einer
organischen Substanz wird durch die statistische oder Quasi-Gleichge-
wichts-Theorie der Massenspektren (3) begriindet. Nach dieser Theorie
wird durch den ElektronenstoB ein positives angeregtes Molekiil-Ton ge-
bildet, in dem infolge der sehr dichten Packung der Anregungszustinde
positive Ladung und Anregungscnergie im ganzen Molekiil-Ton fluktuie-
ren koénnen. Bestimmte Anregungszustinde, in denen die Energie hin-
reichend in einer oder mehreren Bindungen lokalisiert ist, sind Uber-
gangszustiinde fir den monomolekularen Zerfall des Molekiil-Ions. Die
Besetzung dieser ,aktiven™ Anregungszustinde erfolgt statistisch in
einem Quasi-Gleichgewicht mit den iibrigen Zustinden. Da in 1. Nihe-
rung ein Ubergangszustand relativ zu den iibrigen durch die Stabilitit
der entstchenden Produkte begiinstigt wird, zerfillt das Molekiil-Ton
bevorzugt in stabile Fragment-Ionen und neutrale Fragmente.

Obwohl die statistische Theorie die Massenspektren kleiner organi-
scher Molekiile befriedigend erklirt, ist in Ictzter Zeit ihre Giiltigkeit fiir
die Massenspektren groBer organischer Molekiile bezweifelt worden (4).
Um die Massenspektren organischer Molekiile zu erkliren, die Atome
und Atomgruppen mit stark unterschiedlicher elektronischer Konfigura-
tion enthalten wie gesittigte Alkyl-Gruppen, ungesittigte und aroma-
tische Systeme und Hetercatome, muB die urspriingliche Theorie modi-
fiziert werden. In diesen Molekiilen sind wahrscheinlich Sitze von mehr
oder weniger isolierten Anregungszustinden vorhanden, so daB die
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positive Ladung nicht mehr im ganzen Molekiil wandern kann, sondern
bevorzugt in bestimmten Teilen des Molekiil-Tons lokalisiert ist. Die posi-
tiven Ladungszentren steuern dann den Zerfall des Molckiil-Tons.

Diese Vorstellungen haben sich fiir die Formulierung der Mechanismen
massenspektrometrischer Zerfallsreaktionen gut bewihrt (5), sic werden
daher auch fiir die Beschreibung des Abbaus der Molekiil-Tonen von
Aminosiuren und Peptiden in dieser Arbeit benutzt. Es mul3 aber darauf
hingewicsen werden, daB der tatsichlich vorhandene elektronische Zu-
stand dieser Ionen nicht bekannt ist. Einer Anregung von C. Djerassi und
Mitarb. (9) folgend bedcutet ein Pfeil » die Wanderung zweier Elektro-
nen im Ubergangszustand, ein Haken — dagegen die Verschiebung eines
Elektrons. Als weitere Abkiirzungen werden M fiir Molekulargewicht und
MZ fiir Massenzahl benutzt.

II. Massenspektren von Aminosiuren und einfachen Amino-
saure-Derivaten

1. Freic Aminosiuren und Aminosiureestet

TFast alle Aminosiuren kénnen im Vakuum bei 0,3 Torr und Tempera-
turen um 200°C unzersetzt sublimiert werden (6). Der Druck in der
Ionenquelle cines Massenspcktrometers betrdgt im allgemeinen nur 10-7
bis 10-% Torr, der zur Aufnahme eines Massenspektrums hinreichende
Partialdruck der Substanz im Gasraum der Yonenquelle ist von dhnlicher
GroBe. Bringt man daher eine kleine Menge einer Aminosdure direkt in
den Ionenquellenraum des Massenspektrometers, so erhilt man schon bei
100 bis 150°C eine fiir dic massenspcktrometrische Untersuchung ge-
niigend groBe Konzentration der Aminosiure im Gasraum (7). Die auf

72
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Abb. 1. Massenspektrum des Valins, 70 eV.
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diese Weise erhaltenen Massenspektren der freien Aminosiuren (8~70)
sind sehr einfach (Abb. 1). Dies gilt besonders fiir die Massenspektren
von Aminosiuren mit einer aliphatischen Seitenkette ohne funktionelle
Gruppe. Neben einem kleinen, aber deutlich erkennbaren I’eak des
Molekiil-Ions enthalten sie alle den Hauptpeak MZ M-45 und einen wei-
teren charakteristischen Peak MZ 74. Man kann annchmen, daB die
Aminosiuren in der Gasphase in der unpolaren Form vorliegen. Amine
werden, wie ibr kleines Ionisationspotential von 9 bis 9,5 eV (77) zeigt,
durch ElektronenstoB leicht unter Verlust eines Elektrons des freien
Elcktronenpaares am Stickstoff ionisiert. Man muB daher erwarten, daB
in den Molekiil-Tonen der Aminosduren die positive Ladung gleichfalls
am Stickstoff-Atom weitgechend lokalisiert ist. Eine homolytische Bin-
dungsspaltung in «-Stellung zum Stickstoff-Atom fiihrt dann zu Frag-
ment-Ionen, die durch Iminium-Carbenium-Ion-Mesomerie stabilisiert
sind:

@
eI 2, H,N=CHR + 'COOH  MZ M—45
N D
H,N-C+COOH —2P» H,N=CH-COOH + R* MZ 74
Rl - o @
br H,N=CR—COOIl + H MZ M—1
M

Die Bildung der Ionen MZ M-45 durch Abspaltung der Carboxyl-Gruppe
als COOH-Radikal (oder CO+ HQe) iiberwiegt, weil neben stabilen
Iminium-Tonen auch relativ stabile Radikale entstehen. Von den rest--
lichen beiden a-Spaltungen wird die Abspaltung der Alkylseitenkette zum
Ton MZ 74 bevorzugt, ein Ton MZ M-1 tritt nicht auf. Dies entspricht der
Regel, daf in dem Massenspektrum die Bildung von Ionen durch Ab-
spaltung eines mdglichst groBen Molekiilteils begiinstigt ist. Die relative
Intensitit der Ionen MZ 74 steigt daher vom Glycin zum Isoleucin mit
zunehmender GréBe der Seitenkette an.

Ist die Seitenkette eine gréBere Alkyl-Gruppe, so beobachtet man in
den Massenspektren zwei weitere charakteristisch groBe Peaks MZ 75
und MZ 57. Diese Ionen entstehen durch eine Reaktionsfolge, bei der im
1. Schritt die Aminosdure-Seitenkette als Olefin durch eine McLafferty-
Umlagerung eliminiert wird und anschlieBend ein H,0-Molekiil abge--
spalten wird:

on

D / )
BN, ol H,N-CH=C_ 1, NoCH=C=0
25N s ol
A, TRemT eI o O ol
ROl © H,N=CH-C__ H,N=CH-C=0
RS " OH
R=H; CHy MZ 75 MZ 57
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Abb. 2. Massenspektrum des Prolins, 70 eV.
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Die McLafferty-Umlagerung (Abspaltung ciner Alkyl-Gruppe aus dem
Molekiil-Ion unter Wanderung eines H-Atoms als Olefin) ist aus den
Massenspektren von Keto-Verbindungen gut bekannt. Die Wahrschein-
lichkeit, mit der diese Zerfallsreaktion eintritt, ist von der Struktur der
Alkyl-Gruppe abhingig. Einen besonderen EinfluB hat die GriSe und
-die Stabilitit des cntstechenden Olefins (72). Die sec. Butyl-Seitenkette
des Isoleucins wird leichter eliminiert als dic Isobutyl-Seitenkette des
Leucins, daher kann Isoleucin durch eine erhshte Intensitit der Peaks
MZ 75 und MZ 57 von scinem Isomeren massenspektrometrisch unter-
schieden werden.

Eine Abspaltung der Scitenkette als Radikal oder als Olefin ist bei den
Iminosduren Prolin und Hydroxyprolin nicht méglich. Das Massenspek-
trum des Prolins (Abb. 2) weist daher neben den Peaks MZ 39 bis 43,
dic durch einen weitgehenden Abbau des Molekiil-Ions entstehen und
wenig spezifisch sind, nur einen sehr groBe Peak MZ M-45 auf. Ahnlich
verhilt sich Hydroxyprolin. Die Intensitit seines Molekiil-Ions ist je-
doch so gering, daB es praktisch im Massenspektrum nicht mehr nachge-
wiesen werden kann. Statt dessen beobachtet man einen deutlichen Peak
MZ M-18. Dieses Ion entsteht durch eine Wasserabspaltung aus dem
Molekiil-Ton. Ebenso findet man 18 ME unterhalb des Peaks MZ M-45
einen weiteren kleineren Pcak. Die Wasserabspaltung kann daher auch
aus dem Ion MZ M-45 erfolgen.

Die Pcaks der Molekiil-Ionen treten auch in den Massenspektren des
Serins, Threonins, der Glutaminsiure und Asparaginsiure nicht auf, dafiir
ist die Intensitit der Peaks MZ M-18, die in den Massenspektren aller
freien Aminosiuren gefunden werden, merklich erhéht. Im Massenspek-
trum des Scrins entsteht der Hauptpeak MZ 60 durch Abspaltung der
COOH-Gruppe und durch cine Wasscrabspaltung ein weiterer groBer
Peak MZ 42. Charakteristisch ist, daB neben dem normalen Peak MZ 74
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ein gleichgroBer der MZ 75 und ein weiterer Peak MZ 57 gefunden wer-
den. Im Gegensatz zur Hydroxyl-Gruppe des Hydroxyprolins, die an das
starre Ringsystem des Pyrrolidins gebunden ist, kann die $-Hydroxyl-
Gruppe des Scrins an einer der McLafferty-Umlagerung analogen Zer-
fallsreaktion teilnehmen, bei der das H-Atom der Hydroxyl-Gruppe
wandert und die Seitenkette als Aldehyd eliminiert wird. Beim Massen-
spektrum des Threonins (Abb. 3) ist diese Reaktion so begiinstigt, daB

F
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Abb. 3.. Massenspektrum des Threonins, 70 eV.

die Peaks MZ 75 und MZ 57 die beiden gréften im Massenspektrum
werden und die normalen Peaks MZ M-45 und MZ M-45-18 verhiltnis-
miBig klein sind:

OH

. @ a -@
Hﬁ? OH H,N~CH=C H,N-CH=C=0
N / H
ARG
R-HC) [~O -—= Mz75 — MZ 57
“ofu =
+ +
R~CH=0 1,0

Ein Massenspektrum der Glutaminsiiure erhilt man nur, wenn die
Probe im Massenspektrometer vorsichtig aufgeheizt wird und das Mas-
senspektrum schnell aufgenommen wird. Schon nach kurzer Verweilzeit
der Probe in der heiBen Ionenquelle geht Glutaminsiure durch eine
thermische Wasserabspaltung in  Pyroglutaminsiure (Pyrrolidon-o-
carbonsiure) iiber. Da Pyroglutaminsiure leichter sublimiert als Glut-
aminsdure, ist in der Gasphase vorwiegend die erste Verbindung vor-
handen, und man erhilt deren Massenspektrum. Es enthilt den deut-
lichen Molckiil-Peak MZ 129 und, wie das des Prolins, nur einen groBen
Peak MZ M-45.
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Asparaginsiure scheint ebenfalls in der heilen Ionenquelle thermisch
veridndert zu werden, denn die von verschiedenen Autoren erhaltenen
Massenspektren unterscheiden sich erheblich. Sie enthalten jedoch alle die

5]
H,N-CH-COOH HN -CH-COOH HN=CH
| N 2N
HO-C_ _CH A, O= c CH =, 0=C CH
§ ch, —H,0 ~h, —*COOH ~fr,
MZ 84

deutlichen Peaks MZ 88 und MZ 70, die den Ionen MZ M-45 und MZ
M-45-18 cntsprechen sowie die groBen Peaks MZ 44 und MZ 43 von Ionen

der Struktur H2N =CH—-CHj; oder H, V CH=CH, und H, N—CH =CH,.

Die Massenspektren von Aminosduren mit einer Hydroxyl- oder
Carboxylgruppe in der Seitcnkette zeigen als zusitzliche Zerfallsreak-
tion nur eine Wasserabspaltung aus Molekiil- und IFragment-Ionen. Die
relativen Intensititen von Ionen, die durch eine Lokalisicrung der posi-
tiven Ladung des Molekiil-Ions an den Sauerstoff-Atomen entstanden
find, sind dagegen gering. Molekiil-Ionen mit dieser Ladungsverteilung
sithren zur Bildung von Ionen der Strukturen

2] ®
CH,=OH und CH,~CH=OH

mitden MZ 31 und MZ 45 in den Massenspektren des Serins und Threonins,
die relative Intensitit betriigt aber nur 20 bis 259,. Da das Ionisations-
potential von Alkcholen mit ca. 10,5 eV (77) groBer ist als das der
Amine, wird die bevorzugte Bildung stabiler Iminium-Ionen aus den
Hydroxyaminosiduren verstindlich.

Enthilt die Aminosdure-Seitenkette ein Schwefelatom (Cystein oder
Methionin), eine Amino-Gruppe (Lysin) oder einen Aromaten oder He-
teroaromaten, so ist eine tiefgreifende Anderung der massenspektro-
metrischen Zerfallsteaktionen im Vergleich zu einfachen aliphatischen
Aminosduren zu erwarten. Das Ionisationspotential von Mercaptanen
und Sulfiden liegt nahe bei dem der Amine, das von Aromaten sogar
ticfer (77). In den Molekiil-Ionen dieser trifunktionellen Aminosiuren
wird daher in den Seitenketten ein zusiitzlicher Schwerpunkt der posi-
tiven Ladung auftreten, dessen Bedeutung von den schwefel-haltigen
Aminosduren zu den aromatischen Aminosiurcn anwichst. Bei der Elek-
tronenstoB-Fragmentierung dieser Aminosiuren werden daher Ionen
durch ,,Seitenketten-Reaktionen* gebildet, bei denen Bindungen in der
Aminosidure-Scitenkette gespalten werden und die positive Ladung bei
dem Seitenketten-Fragment verbleibt.
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Der Einflu} der CH,SH-Seitenkette des Cysteins auf den Zerfall im
Massenspektrometer ist noch verhiltnismiBig gering. Im Gegensatz zum
Serin cnthilt das Massenspektrum des Cysteins einen deutlichen Peak
des Molekiil-Ions. Dies ist typisch fiir die Massenspektren von Schwefel-
verbindungen. Der gréfte Peak im Cystein-Spektrum wird, ebenso wie
beim Serin, von den Ionen MZ M-45 gegeben. Withrend aber aus dem
Iminium-Ion des Serins sehr leicht H,O abgespalten wird, eliminiert das
Iminium-Ion des Cysteins bevorzugt NH,; und nur in geringerem MaBe
auch H,S. Einc NH;-Eliminicrung aus Iminium-Ionen 148t sich auch bei
den fibrigen Aminosduren nachweisen, sie fithrt aber nur beim Valin und
beim Isoleucin, die beide eine B-verzweigte Seitenkette besitzen, zu
groBeren Peaks. Ein weiterer charakteristischer Unterschied zwischen
den Massenspektren des Serins und des Cysteins ist das Intensititsverhilt-
nis der Peaks MZ 75 und MZ 74. Withrend beim Serin die Abspaltung der
Seitenkette aus dem Molekiil-Ion als «CH,0OH-Radikal oder als CH,O-
Molekiil mit gleicher Wahrscheinlichkeit eintritt, ist beim Cystein die
Abspaltung eincs Radikals «CH,SH gegeniiber der Eliminierung von

CH,S begiinstigt. Ein ,,Seitenketten-Ton® CH2=§H wird im Massenspek-
trum des Cysteins nur mit miBiger Intensitit gefunden. Da aber bei der
MZ 47 keine Peaks von Kohlenwasserstoff-Ionen aus dem Untergrund
des Massenspektrometers auftreten, ist dieser Peak besonders auffallig.
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Abb. 4. Massenspektrum des Methionins, 70 eV.

Im Massenspektrum des Methionins (Abb. 4) wird dagegen der
Hauptpeak durch eine Seitenkettenreaktion gebildet. Durch Spaltung
der C—C-Bindung in a-Stellung zum S-Atom entsteht das Ton MZ 61.
Diese Reaktion wird durch die Stabilitit des zweifach alkylsubstituicrten
Sulfenium-Ions begiinstigt. Dancben tritt auch die Spaltung der C—-C-
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Bindung in f-Stellung zum S-Atom ein, so daB auch ein grofler Peak
MZ 75 vorhanden ist:

3
CH;-§=
o &b i e Ch $=CH, MZ 61
CHy=5-CH,—{CH,~CH . CIL
® 2
M coomr CH3—3< MZ 75
CH,
MZ 149

Die relativen Intensititen der Iminium-Ionen MZ 104 {Abspaltung von
«COOH) und MZ 74 (Abspaltung der Seitenkette) betragen nur ca. 189,
des Hauptpeaks. Aus dem Ion M-45 der MZ 104 kann ein Molekiil
CH,;SH eliminiert werden zu einem Ion MZ 56. Die Abspaltung von
CH,SH wird auch aus dem Molekiil-Ion beobachtet, dessen Peak cbenfalls
mit der fir S-Verbindungen typischen groSen Intensitit im Spektrum
gefunden wird. Daneben tritt die Eliminierung von H,0 ein, so daB das
Spektrum die Peaks MZ 131 (M-H,0), 101 (M-CH,SH) und 83 (M-
H,0-CH,SH) enthilt.
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Abb. 5. Massenspcktrum des Lysins, 70 eV.

Charakteristisch fiir das Massenspektrum des Lysins (Abb. 5) ist die
groBe Intensitit des Peaks MZ 84. Ein Piperidéinium-Ion dieser MZ ent-
steht durch RingschluB und Abspaltung von NH; aus dem Iminium-
Ion MZ M-45, dessen Intensitdt daher bei dieser Aminosiure sehr gering
ist:

Cl, CIL,
e
CH, CH ¢H; \CHz
Y g U
® 2 @ 2
HzN’i HLN/ S\
= N H
MZ M-45 MZ 84
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Das gleiche Piperidéinium-Ion wird im Massenspektrum des Piperidins
durch Abspaltung eines H-Atoms von a-C-Atom gebildet (73). Man findet
daher sowohl im Spektrum des Piperidins als auch im Spektrum des Ly~
sins die gleichen Zerfallsprodukte dieses Ions, die zu den Peaks MZ 56
und MZ 30 fithren. Da Ionen MZ 30 gleicher elementarer Zusammensetzung
auch durch Spaltung einer Bindung in a-Stellung zur e-NH,-Gruppe aus
der Seitenkette des Lysins gebildet werden, ist der Peak MZ 30 der
Hauptpeak im Lysin-Spektrum. Ein weiterer groBer Peak tritt bei der
MZ 72 auf.

Die Fragmentierungen der aromatischen Aminosduren im Massen--
spektrometer werden sehr stark von der Seitenkette beeinfluit. Der Ein--
fluB der Seitenkette steigt in der Reihe

Phenylalanin — Histidin — Tyrosin — Tryptophan

deutlich an. Das Massenspektrum des Phenylalanins enthilt einen deut-
lichen Peak des Molekiil-Tons und drei sehr groBe Peaks MZ 120, MZ 91
und MZ 74. Die Iminium-Ionen MZ 120 entstchen durch die Abspaltung
der Carboxyl-Gruppe, die Iminium-Ionen MZ 74 durch Verlust der Sei-
tenkette. Die Bildung der Ionen MZ 74 ist beim Phenylalanin im Ver-
gleich zu den aliphatischen Monoamino-monocarbonsiuren beglinstigt,
weil die Seitenkette als stabiles Benzyl-Radikal abgespalten werden kann.
Ist die Ladung des Molekiil-Ions in der Benzyl-Seitenkette lokalisiert,
so entstehen die Scitenketten-Tonen MZ 91, die in diesem Fall vermut-
lich eine Tropylium-Ion-Struktur besitzen. Weitere Peaks, die durch
Ionen der Seitenkette entstehen, erscheinen bei den MZ 65 (MZ 91 —
HC=CH), MZ 77 (Phenyl-Ionen) und MZ 103.

Tonen der MZ 103 entstehen durch Eliminierung von NH, aus den
Iminium-Ionen der MZ 120. Hierbei muB die positive Ladung vom N-
Atom auf den aromatischen Rest iibertragen werden. Die Eliminierung
von NH, aus dem Molekiil-Ion besitzt dagegen nur geringe Bedeutung.

Im Massenspektrum des Histidins (Abb. 6) betriigt die relative In-
tensitit des Iminium-Tons MZ M-45 nur noch ca. 209, der Peak des
Iminium-Ions MZ 74 ist noch kleiner. Die beiden groBten Peaks besitzen

-® -®
HC-—NH HC—NII
N, -C7CH, — N, C=CH; + HN=CH-COOH
H - {CH-COOH H-~H
INH
MZ 82

die MZ 81 und MZ 82. Die Ionen MZ 81 sind die Seitenketten-Ionen, die der
MZ 82 entstehen aus der Seitenkette des Histidins durch eine Umlage-
rungsreaktion.
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Abb. 6. Massenspektrum des Histidins, 70 eV.

Die Massenspektren des Tyrosins und des Tryptophans werden von
den Peaks der Seitenketten-Ionen MZ 107 bzw. MZ 130 bcherrscht, die
Intensititen der Peaks der Iminium-Ionen MZ M-45 betragen nur noch
1 bis 29, daneben werden gleichgroBe Peaks bei den MZ M-44 beob-
achtet. Das Massenspektrum des Tyrosins enthdlt mit 10 9 rel. Intensi-
tiit noch einen deutlichen Peak MZ 74, beim Tryptophan ist jedoch auch
dieser Pecak klein. Dafiir gewinnen solche Ionen an Bedeutung, die durch
den Weitcerzerfall der Seitenketten-Ionen gebildet werden.

Wie die Analyse der Massenspektren der Aminosiuren zeigt, kann das
charakteristische Fragmentierungsmuster der Aminosduren mit Aus-
nahme des Methionins und des Lysins durch folgende Reaktionen be-
schricben werden:

1. Abspaltung der Carboxyl-Gruppe zum Iminium-Ton MZ M-45
H,N-CH-COOH —» Hgffr=(l:H + «COOH

I
R R

M7 M-45
2. Abspaltung der Seitenkette zum Iminium-Ion MZ 74

H,N-CH-COOH —» H,N-CH-COOH + Rs
|

R
MZ 74

3. Bildung von Scitenketten-TIonen R
H,N-CH-COOH —> ArCH,® + H,N-CH-COOH

Do
CHQ_AI'
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4. Eliminierung der Seitenkette als Olefin oder Aldehyd durch eine
McLafferty-Umlagerung zum Ion MZ 75 und anschlieBende Was-~
serabspaltung zum Aminoketen-Ion MZ 57:

+@)
HZN\C_ OH ° ou °
_CHSC, = HN-CH=C{ - H,N-CH=C=0
,c\) o~ 0O OH

XL

(X=C<, 0) MZ 75 MZ 57

Das AusmaB, in dem dic einzelnen Reaktionen eintreten, und die Zer-
fallsrcaktionen, die sich der Bildung der angefithrten Ionen anschlicBen,
sind in leicht zu erklirender Weise von der Struktur der Aminosiure
abhingig.

Die gleichen Zcrfallsrcaktionen, die zu den Massenspektren der
freien Aminosduren fithren, kénnen auch zur Deutung der Massenspek-
tren der Aminosiureester (74, 75) herangezogen werden. Da Methyl- und
Athylester der Aminosiuren leicht fliichtig sind, kénnen die Massen-
spektren dieser Verbindungen mit Hilfe der konventionellen MeBtechnik
crhalten werden. Die Masscnspektren der Aminosdurecster sind daher
schon frithzeitig aufgenommen und von K. Biemann (14, 16) ausfithrlich
beschrieben worden.

Bei einem Vergleich der Massenspektren freier Aminosiuren mit
denen der Methyl- und Athylester fillt auf, daB die cinfache Abspaltung
der Seitenkette (Reaktion 2), die bei den Estern zu einem Iminium-Ion
der MZ 88 bzw. MZ 102 {fithrt, rclativ zur McLafferty-Eliminierung
(Reaktion 4) begiinstigt ist. In gréBerem Umfang wird eine Eliminicrung
der Seitenkette nur noch im Massenspektrum des Threonin-dthylesters
beobachtet. Dieser Unterschicd im massenspektrometrischen Verhalten
von Aminosduren und dercn Estern kann bisher nicht erklirt werden.

Es ist bemerkenswert, daB in den Massenspektren der Diithylester
der Asparaginsdure und Glutaminsiure ebenso wie in den Spektren der
freien Aminosiuren groBe Peaks der MZ 70 bzw. MZ 84 auftreten. In
den Spektren der freien Aminosiuren entstehen dicse Ionen zum groBe-
ren Teil durch eine thermische Wasserabspaltung und anschlieBende Ab-
spaltung der Carboxyl-Gruppe durch ElcktroncnstoB. In den Massen-
spektren der Ester konnte jedoch eindeutig nachgewiesen werden, dal3
die Abspaltung eines Alkohol-Molekiils nicht thermisch eintritt, sondern
aus dem nach Reaktion 1 gebildeten Iminium-Ion crfolgt.

Das iibersichtliche Fragmenticrungsmuster der Aminosiuren und
Aminosiureester wurde von K. Biemann und Mitarb. benutzt, um die
Struktur unbekannter pflanzlicher Aminosiuren massenspektrometrisch
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zu bestimmen. So konnten sie nachweisen (77), daB von den beiden
Strukturen, die fiir eine aus Apfeln isolierte Iminosiure vorgeschlagen
worden waren, nur die Struktur I das Massenspektrum des Athylesters
erklirt. Es enthilt einen deutlichen Peak bei der MZ M-CH,OH, nicht
aber bei der MZ M-CHj, der bei Zutreffen der Struktur IT zu crwarten
wire:
HOCH; HO
CH;
N~ COOC;H, N~ COOCHs
H H

I I

Der Hauptpeak des Spektrums wird von dem Ion M-COOC,H; bei der
MZ 100 gegeben, der ebenso wic ein Pcak bei der MZ 82 (M-
COOC,H;—H,0) durch beide Strukturformeln erklirt werden kann. Ein
dritter gréBerer Peak wird jedoch bei der MZ 68 beobachtet. Ionen der
MZ 68 entstehen durch die Eliminierung von CH;OH aus den Ionen der
MZ 100. Sie kdénnen nur gebildet werden, wenn die Iminosdure die
Struktur I besitzt.

Auf Grund der dhnlichen Zerfallsreaktionen in den Massenspcktren
der Athylester des Lysins und des Lysopins, beide besitzen z.B. den
Hauptpcak MZ 84, konnten K. Biemann und Mitarb. fiir das Lysopin
folgende Struktur ableiten (78):

NH,—(CH,).—(I:H—COOH
1\|IH
CH,—CH—COOH

2. Acylaminosiduren und Acylaminosiureester

Die Massenspektren von N-Acetyl- (79), N-Trifluoracetyl- (20)amino-
siauren, N-Formyl- (27), N-Acetyl- (22) und N-Trifluoracetyl-(23)amino-
sdureestern sind eingehend untersucht worden. N-Acylaminosiuren sind
erheblich fliichtiger als die frcien Aminosduren. Thre Massenspektren
konnen daher mit Hilfe der direkten EinlaBtechnik bei relativ niedrigen
Ionenquellentemperaturen erhalten werden, so daB dic Gefahr einer
thermischen Zersetzung in der Ionenquelle stark herabgesetzt ist. For-
myl-, Acetyl- und Trifluoracetyl-aminoséureester kénnen gaschromato-
graphisch untersucht werden. Zur Analyse dicser Verbindungen kann
daher dic schr leistungsfihige Kombination von Gaschromatographie
und Massenspektrometrie herangezogen werden.

Durch Acylicrung wird die Amino-Gruppe der Aminosiure in die
Amid-Gruppe eingebaut. Die Ionisationspotentiale von Amiden sind
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nicht bekannt, man kann jedoch annchmen, daB sie nahe bei denen der
Amine liegen, und in den Molekiil-Ionen der Acylaminosiuren die posi-
tive Ladung weitgehend in der Amid-Gruppe lokalisiert ist.

|<”3[ w ('Ci)—-
]
R-C-NH-CHR-COOH > R-C=NH-CHR-COOH

Die massenspektrometrischen Zerfallsreaktionen von freien und acylicrten
Aminosiuren sind einander daher sehr dhnlich. Die wichtigsten Fragmen-
tierungen der Acylaminosduren und deren Ester sind im Schema I zu-
sammengestcllt worden.

Schema 1. Zerfallsmechanismen dey Aminosdurederivate

Eo) (2]
u‘co—;\'u—CI’/_H\{—coon" — R'CO-NH=CHR + COOR"

Acyliminium Ion A

R' = H, Cli, Cls,
R'" = II, Clly, Collg l

o]
HNH=CHR
Iminium-JIon B

e @
R'CO—-I(\)IH('ZH—COOR" — > R'CO-NH=CH-COOR" + ‘R

R R® + R'CO-NHCH-COOR"
Seitenketten-Ion R

3
. H
I N\
£ o0
1 AN S
RC) {C 12C .
“en” or' ¢H OR
] R'CONH
R'CONH Ion E
. D
X =0.58. CR, R'CONIICH=C=0 + HOR"
Keten-fon F
4,
H Ar H Ar
KI??“\?’H ’C()// e.lf{
Y Jen N
R" NH “COOR" R" "NH coonr”

Wie in den Massenspektren freier Aminosduren und Aminosiure-
ester wird auch beiden Acyl-Derivaten der einfachen aliphatischen Amino-
sduren aus dem Molekiil-Ton sehr leicht ein COOH- bzw. COOR-Radikal
abgespalten und ein Acyl-iminium-Ion A gebildet. Aus dem Ion A der
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Formyl- und Acetyl-Derivate kann der Acylrest als CO bzw. Keten eli-
minjert werden und ein Iminium-Ion B entstehen. Die Eliminierung
der Acetyl-Gruppe erfolgt besonders leicht, so da8 dic Ionen B wie in
den Massenspektren der freien Aminosiduren den Hauptpeak geben.
Wie man an den Abb. 7a—d erkennt, sind die groBen Peaks der Ionen A
und B fiir die Massenspektren aliphatischer N-Acetylaminosduren schr
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Abb. 7a. Massenspektrum des N-Acetyl-glycins, 70 eV.

charakteristisch. Aus ihren MZ kann die GréBe des Substituenten am a-
C-Atom leicht abgeleitet werden. Thre Intensititen relativ zu denen der
iibrigen lonen, insbesondere zu Ionen des Typs E und des Typs F, geben
dann Aufschluf} iiber Verzweigungen in der Seitenkette (siche unten).
Eine Eliminierung des Trifluoracetyl-Restes aus Ionen des Typs A ist
dagegen nicht méglich, Peaks der Ioncn B fchlen in den Massenspektren
der Trifluoracetyl-aminosiuren und deren Ester (Abb. 7e).

Im Gegensatz zu den freien Aminosiiuren und Aminosdureestern
werden in den Masscenspektren der acylierten Derivate Acyl-iminium-
Jonen durch einfache Abspaltung der Seitenkette nur mit geringer In-
tensitit gebildet. Mit groBerer Intensitit werden aber Peaks von Ioncn
gefunden, denen auBer der Seitenkette auch der Acylrest fehlt. Es ist
vorgeschlagen worden (22), dafl diese Ionen durch Spaltung der Amid-
Gruppe und anschlieBende Eliminicrung der Seitenkette entstehen:

0 -8 _ -
Cil;CO~N{[-CH-COOR HoN—CIF-COOH ILN=Cli-COOR
: N —=e , —
~(CHa)n -t (CHy)n
Al [-»T_Z l’T—-’liS] M7 74
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Die Spaltung der Amid-Gruppe fithrt auch zu dem groBen Peak MZ 43
des CH4CO*-Ions. Die Benachteiligung einer Abspaltung der Seiten-
kette aus dem Molckiil-Ton acylierter Aminosiuren 148t sich durch —I-
Effckte der N-Acyl-Gruppe und der Carboxyl-Gruppe erkliren, die die
Stabilitit des entstehenden Iminium-Ions herabsetzen.

() Tt B .
100 T “h T %6 30,77%
CH:—CONH-CH —COOH
H
501
&
' “J B
1|:i| 1IN L [ l. |u| — 1311
+ ¥ T 7 T os—y} T T
30 50 70 S0 100 130

Abb. 7b. Massenspektrum des N-Acetyl-alanins, 70 eV.

Der —I-Effekt der N-Acyl-Gruppe begiinstigt dagegen dic McLafferty-
Eliminicrung der Seitenkette aus dem Molekiil-Ion. Diese Reaktion tritt
besonders stark in den Massenspektren der N-Trifluoracetyl- und N-
Acctyl-aminosdurcn auf. Bei den letzten Verbindungen entsteht ein Ion E
der MZ 117, aus dem I,0 zu einem N-Acetylaminoketen-Ion F der MZ
99 climiniert werden kann. SchlicBlich wird auch die Acetyl-Gruppe ab-

100 7% r s 14,21%
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B
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1
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Abb. 7c. Massenspektrum des N-Acetyl-valins, 70 eV.
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Abb. 7d. Massenspektrum des N-Acetyl-leucins, 70 eV.
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Abb. 7e. Massenspektrum des N-Trifluoracetyl-valins, 70 ¢V,

gespalten und ein Ion MZ 57 gebildet. Diese Reaktionsfolge kann durch
metastabile Ubcrginge cindeutig nachgewicsen werden. Dic Peaks der
Ionen E und F sind im Massenspektrum des Acetyl- und Formyliso-
leucins besonders gro8 und gestatten auch bei diesen Aminosiure-
Derivaten eine sichere Unterscheidung zwischen Leucin und Isoleucin
(Abb. 8a u. b).

Eine neue Zerfallsreaktion wird in den Massenspektren der acylierten
aromatischen Aminosduren und deren Estern beobachtet (Abb. 9).
Wihrend in den Massenspektren der entsprechenden freien Aminosiiuren
die Eliminierung von NH, aus den Molekiil-Tonen gering ist, wird bei den
acylierten Derivaten die Amino-Gruppe mit dem anhaftenden Acyl-
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Abb. 8a. Massenspcktrum des N-Formyl-leucin-methylesters, 70 eV.
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Abb. 8b. Massenspektrum des N-Formyl-isoleucin-methylesters, 70 eV.

Rest als Amid abgespalten. Der Mcchanismus dieser Eliminierung #dhnelt
dem der McLafferty-Umlagerung, die treibende Kraft diecser Reaktion
ist die Ausbildung einer zum aromatischen System konjugicrten Doppel-
bindung, dic eine bessere Verteilung der positiven Ladung im aromati-
schen System gestattet. Der Peak dieses Ions G ist der Hauptpeak in den
Massenspektren von Phenylalanin-Derivaten; in den Massenspcktren der
Derivate des Histidins, des Tyrosins und Tryptophans iiberwiegt die
Bildung der Seitenketten-Ionen R. Das Ion G verliert ein Hydroxyl- oder
Alkoxy-Radikal zum Ion G'. Die Masscnspektren acylierter aromatischer
Aminosiuren zeigen alle einen kleinen, aber charakteristischen Peak
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Abb. 9. Massenspektrum des N-Acctyl-phenylalanins, 70 eV.

dieses Ions. Daneben wird in den Massenspektren der Aminosidure-
Dcrivate mit freier Carboxyl-Gruppe auch ein Ion G” gefunden, das
durch cine Abspaltung der Carboxyl-Gruppe des Ions G als CO, entsteht.

Beriicksichtigt man die Verschiebungen in den MZ der Ionen, die
durch die Einfithrung der N-Acyl-Gruppe bewirkt werden, so kénnen dic
Massenspektren acylierter trifunktioneller Aminosdauren mit Hilfe der
bei der Besprechung der freien Aminosiuren genannten Zerfallsreak-
tionen gedeutet werden. Das Massenspektrum des N* N®-Diacetyllysins
enthidlt z. B. auBer den groBen Peaks MZ 72 und MZ 84 auch solche der
MZ 114 und MZ 126, die durch Ionen mit einer N-Acetyl-Gruppe cnt-
stchen. Die Acetyl-Derivate des Scrins und Threonins, besonders die
mit ciner freien Carboxyl-Gruppe, spalten thermisch aus der Seitenkette
sehr leicht Wasser ab. Man erhilt dann Derivate der ¢-Aminoacrylsiure
und «-Aminocrotonsdure, die sich im Massenspektrometer anders ver-
halten als diec Derivate gesdttigter Aminosduren. Die Bildung der Acyl-
iminium-Tonen A ist encrgetisch ungiinstig, weil dazu eine zur Doppel-
bindung benachbarte Bindung gespalten werden miifte. Statt dessen
beobachtet man cine Eliminierung der Acyl-Gruppe aus den Molckiil-
Tonen.

Acylaminosiurcester, insbesondere die N-Trifluoracetyl-aminosiure-
methylester, cignen sich zur gaschromatographischen Analyse von
Aminosdure-Gemischen (43). Damit ist auch einc direkte Kombination
der gaschromatographischen Trennung mit der massenspcktrometrischen
Identifizierung von Aminosiuren moglich. Abb. 10a zeigt das Gaschro-
matogramm der N-Trifluoracetvl-methylester eines Aminosiurege-
misches. Dieses Gemisch entstand bei der sauren Hydrolyse eines Reak-
tionsprodukts, das bei der Umsetzung von atomarem Stickstoff mit
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Butyl-lithium erhalten wurde (44). In Abb. 10b sind die Massenspek-
tren wiedergegeben, die mit einem schnell registrierenden Massenspektro-
meter beim Eintritt der gaschromatographischen Fraktionen 3 und 4
in die Ionenquelle aufgenommen wurden.

Losungsmittel

_Ju L

T T T T T

20 10 min ]

Abb. 10a. Gaschromatogramm eines Gemisches von N-Trifluoracetyl-
aminosiuremethylestern, 50-m-Kapillarsiule Silikondl 550; 120°C, He-
Strom 1 ml/min, Teilungsverhiltnis 1:50.
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Abb. 10b. Massenspektrum der Fraktionen 3 und 4, 70 eV,
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Der Peak des Molekiil-Tons in Fraktion 4 erscheint bei MZ 297, die
Abspaltung von Methanol aus dem Molekiil-Ion ergibt dic Ionen MZ
265. Das Trifluoracetyl-iminium-Ion, entstanden durch Abspaltung der
COOCH,-Gruppe, fithrt zu dem groBen Peak MZ 238. Daraus ergibt sich,
daB die Seitenketten der Aminosiure insgesamt 8 C-Atome besitzen
miissen. JTonen der MZ 240 cntstchen durch dic Abspaltung cines C,H,-
Radikals aus den Molekiil-Tonen. Eine anschlicBende IZliminierung von
Methanol liBt den groBen Peak MZ 208 entstehen. Diese Zerfallsreak-
tionen der Aminosduren zeigen, daB ein N-Trifluoracetyl-mecthylester der
a-Amino-dibutylessigsiure vorliegt:

CaHo
CF3CO-NH=C
c\\'&
.o C4Hg
A MR . M7, 238
CT3CO-NL-C—COOCH, “Cy =28
| \ @ -CH30H
CyHg CF3CO—NH—(13—COOCH3 —> MZ 208
MZ 207 CyHy
MZ 240

Dic Peaks des Molekiil-Tons, des Ions M-CH,OH und des N-Trifluor-
acetyl-iminium-Ions sind im zweiten Massenspektrum um 14 Massen-
cinheiten zu kleineren MZ verschober. Die in Fraktion 3 enthaltene
Aminosiure enthiilt daher eine CH,-Gruppe weniger als die der Fraktion
4. Die Seitenketten konnen als Propyl-Radikal (Peak MZ 240) oder
Butyl-Radikal (Peak MZ 226) abgespalten werden. Methanolabspaltung
aus diesen Ionen ergibt Ionen der MZ 208 und MZ 194. Die Aminosiiure
der Fraktion 3 ist daher die o-Amino-propyl-butyl-essigsdure. Ent-
sprechende Massenspektren wurden auch von den Fraktionen 1 und 2 er-
halten und die Aminosduren als e-Amino-methyl-butyl- und «-Amino-
athyl-butyl-essigsdure identifizicrt.

[I. Massenspektren von Cyclopeptiden

1. Dioxopipcrazine

IFrcic Dipeptide kénnen im Vakuum bei 170-215°C sublimiert werden.
Dic Sublimationsgeschwindigkeit ist jedoch sehr langsam und das Subli-
mat enthilt stets das Dioxopiperazin, das durch thermische Wasser-
abspaltung aus dem Dipeptid gebildet wird. Bringt man ein Dipeptid in
die heiBe Tonenquelle des Massenspektrometers (24), so tritt auch dort
schnell dic Bildung des Dioxopiperazins ein. Da Dioxopiperazine im all-
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gemeinen {liichtiger sind als dic offcnen Dipeptide, beobachtet man im
Massenspektrum vorwiegend Ionen, die aus diesen einfachen Cyclo-
peptiden entstanden sind.

Die Massenspektren der Dioxopiperazine (24, 25) (Abb. 11) enthalten
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Massenspektrum des 3-Benzyl-6-isobutyl-2,5-dioxopiperazins,
70 eV.

alle einen schr groBen Pcak des Molekiil-Ions. In Analogie zu den N-
Acylaminosiuren kann angenommen werden, daB in den Molekiil-
Tonen der Dioxopiperazine die positive Ladung in einer Peptidgruppe
lokalisiert ist. Da ein Dioxopiperazin zwei solcher Gruppen enthilt,
konnen formal zwei Arten von Molekiil-Ionen angenommen werden.
Jedes Molekiil-Ion kann dic ungeladene Peptidgruppe als HNCO-Molekiil
zu einem Jon MZ-43 eliminicren und das Iminium-Ion B bzw. B’ bilden.

9 .
/1\.II—CHR\

A (0]
0=C c=0 @ 1,N=CIR
NIRRT ~a NH
CHR-NII o=c 11 deur -7 B
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Svec und Junk (24) haben durch Untersuchung deuterierter Dioxo-
pipcrazine nachgewiescn, daB ca. 209, der Iminium-Ionen durch eine
zweite einstufige Zerfallsreaktion gebildet werden, bei der ein Wasser-
stoff-Atom von einem zum anderen Stickstoffatom wandert:

NN @
'\H C=0 —> H;N=CHR + CHR'=C=Q + .N=C=0
\

Dic Pecaks der Ionen MZ M-43, B und B’ sind die gréBten in den Massen-
spektren der Cyclodipeptide aliphatischer Aminosduren. Daneben wer-
den kleinere Peaks von Ionen gefunden, die durch eine Abspaltung von
CO aus dem Molekiil-Ion und den Ionen MZ M-43 entstehen. Diese mas-
scnspektrometrische Zerfallsrcaktion ist auch bei anderen cyclischen
Amiden beobachtet worden.

Dic Abspaltung einer aliphatischen Aminosdure-Seitenkette aus dem
Molekiil-Ton des Dioxopiperazins hat geringe Bedeutung. Wie in den
Massenspektren der N-Acylaminosiuren setzten die —I-Effekte der Sub-
stituenten am Stickstoff- und -Kohlenstoff-Atom die Stabilitdt der ent-
stchenden cyclischen Iminium-Jonen soweit herab, daB diese Reaktion
nicht mit den iibrigen Fragmentierungen konkurrieren kann. Anders ist
es in den Massenspektren von Dioxopiperazinen, die einen aromatischen
Aminosdure-Rest enthalten. Die Seitenkette kann als stabiles Arylmethyl-
Radikal abgespalten werden, so dafl diese Zerfallsreaktion wieder ener-
getisch begiinstigt wird. In einem zweiten Fragmenticrungsschritt wird
aus dem entstandenen Dioxopiperazéinium-Ion ein Molekiil CO abge-
spalten.

NH—CHR ) NH-CHR NE-CHR
o=c’ c=0 =2ty of) =0 =°» c@{e

AN . s ~ e 3

CL—Ni CH=YH NE—-C=0

CH,Ar

2. Cyclische Oligopeptide

Dic Masscnspektren einiger cyclischer Penta- und Hexapeptide der
Aminosduren Glycin, Alanin, Leucin und Phenylalanin sind beschrieben
worden (25—27). Trotz des groBen Molekulargewichts dieser Substanzen
kénnen mit Hilfe der direkten EinlaBtechnik gut reproduzierbare Mas-
senspektren erhalten werden, da cyclische Peptide thermisch stabil sind.
Die Massenspektren cyclischer Oligopeptide besitzen wie die der Cyclo-
dipeptide einen groBen Peak des Molekiil-Tons; die Bestimmung des
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Molekulargewichts und der RinggréBe ist daher massenspektrometrisch
leicht moglich.

Die Elektronensto8-Fragmentierung der cyclischen Oligopeptide
folgt dem Zerfall der Dioxopiperazine. So cnthalten auch die Massen-
spektren der héhermolekularen Cyclopeptide im unteren Massenbereich
groBe Peaks der Ionen des Typs B. Aus den MZ dieser Peaks lassen sich
dic im Peptid enthaltenen Aminosiuren bestimmen. Im oberen Massen-
bereich der Spektren werden zahlreiche charakteristische Peaks gefun-
den, die durch einen schrittweisen Abbau des Molekiil-Ions entstehen.
In allen Massenspektren wird ein Pcak MZ M-43 beobachtet, der wie bei
den Dioxopiperazinen durch Eliminierung eines HNCO-Molekiils aus dem
Molekiil-Ion entsteht. Es war angenommen worden (25), daB durch
diesen Reaktionsschritt der Zerfall des Molekiil-Ions eingeleitet wird.
Eine genaue Massenbestimmung der Ionen mit Hilfe eines hochauf-
16senden Massenspektrometers hat aber ergeben (26), da dies nicht zu-
trifft. Statt dessen wird der Ring des Cyclopeptids durch die Eliminierung
eines NH=CHR-Molekiils aus eincm der Aminosiure-Reste getfinet und
aus dem entstandencn offenkettigen Radikal-Ion nacheinander kleine
Fragmente abgespalten. Fiir das Peptid Cyclo-(gly-ala-phe-gly-ala-phe)
(Abb. 12) ergeben sich dann drei Reihen von [onen, je nachdem, aus
welchem der drei verschiedenen Aminosiurereste im ersten Zerfalls-
schritt das Azomethin-Molckiil eliminiert worden ist (s. Schema 2).

Schema 2

MZ 260! 275 303 1407 422'450 .478 49'3 521
C"CII—NH—CO ~CI-NH~CO-CHy+ .\H CO (I:H_\H_.CO_ | H—NH—CO M- CH,=NH
CH, CH, P tomg L cmy !
sHs Do CsHs : ; : ;

MZ 260. 275 3()3 331 346 374 388 403 431

3= =C-CH-NH-CO-CH7-NH~CO- CH—NI-I—CO CH-NII—CO CHz—NHf—Co M- CH=NH
CII, CIZHZ' b cn3 | : N (I:H2
ceﬂ'r Lo ; L CeH;

Mz 260 575 303! 317 332 360 464 479 501 ;
&= C~CHzNH-CO-CH-NH-CO- CH—NH—CO CH; ’\IH—CO CH—\TH—CO M~ CH=NII
Clng (,H, 5 P : g:H2 : E CH,
CeHs Voo Gy
Mit Hilfe dieser Jonenreilien, die in den Massenspektren aller bisher un-
tersuchten Cyclopeptide aufgefunden wurden, kann die Aminosiure-

Sequenz in diesen Peptiden bestimmt werden.
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Abb. 12. Massenspektrum des Cyclo-(glycyl-alanyl-phenylalanyl),, 70 eV.

In den Massenspektren der Cyclopeptide lassen sich einige Zerfalls-
reaktionen nachweisen, die charakteristisch fiir bestimmte Aminosiure-
Reste sind. So eliminieren Cyclopeptide des Leucins die Leucinseiten-
kette durch eine McLafferty-Umlagerung als Isobuten aus Molekiil- und
Fragment-lonen. Die Benzyl-Seitenkette eines Phenylalaninrestes kann,
wie bei den Dioxopiperazinen, als Radikal aus dem Molekiil-Ton abge-
spalten werden. Im Massenspektrum des Cyclo-(gly-ala-phe-gly-ala-phe)
liefert diese Reaktion die Ionen MZ 459.

Wichtiger ist eine Fragmentierung, bei der analog zum Massenspek-
trum des N-Acetyl-phenylalanins die acylierte Amino-Gruppe des Phenyl-
alaninrestes als Amid abgespalten wird. Bei den cyclischen Phenylalanin-
peptiden wird durch diese Reaktion der Peptid-Ring gesprengt und ein
offenkettiges Ion gebildet, das durch Abspaltung kleiner Fragmente
weiterzerfillt (Schema 3).

Schema 3
MZ 103, 131 160 188' 231! 259‘ 378, 406 435 463' 506' 550
CGHg—CH—CH—CO—NHCHz, CO—l\HCH—CO‘ l\HCH—CO-‘\THCH +CO: NHCH—-CO\HZ
L Hy (Ile‘ : Lo CH§ 5
N N

4 [
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Hicrdurch tritt im Massenspektrum eine Reihe weiterer Peaks auf, mit
deren Hilfe dic Aminosdure-Sequenz gleichfalls bestimmt werden kann.

3. Cyclische Depsipeptide

In Depsipeptiden sind die Aminosiure-Reste teilweisce gegen a-Hydroxy-
carbonsiure-Reste ausgetauscht. Regulire Depsipeptide sind alter-
nierend aus einer Amino- und Hydroxy-carbonsiure aufgebaut, wihrend
irreguliire Depsipeptide eine unregelmiBige Folge verschiedener Amino-
sduren und a-Hydroxysduren enthalten. Die Massenspektren von cycli-
schen Depsipeptiden beider Typen sind beschrieben worden (27, 29-37).
Man beobachtet in ihnen dhnliche Fragmenticrungen wie in den Massen-
spektren cyclischer Peptide. So findet man im unteren Massenbereich
groBe Peaks der Iminium-Ionen der im Depsipeptid enthaltenen Amino-
siure-Reste. Die Intensitit der Oxenium-Ionen, dic auf analogem Wege
aus den a-Hydroxy-carbonsiure-Resten cntstchen, ist dagegen gering.
Statt dessen werden groBe Peaks von «,f-ungesittigten Acylium-lonen
gefunden, die beim Abbau des Molekiil-Tons durch Abspaltung der
Hydroxyl-Gruppe und eines Alkyl-Radikals cntstehen. Ebenso wie bei
den Cyclopeptiden kénnen auch bei den Cyclodepsipeptiden die Seiten-
ketten des Leucins und Valins durch eine McLafferty-Umlagerung aus
Molekiil- und Fragment-Ionen als Olefine eliminiert werden.

Nach den bisherigen Untersuchungen, vor allem von der russischen
Arbeitsgruppe von N. S. Wulfson (29), unterschieden sich dic Massen-
spektren von Cyclopeptiden una Cyclodepsipeptiden in dem bevorzugten
FragmentierungsprozeB, der zur Ringsprengung des Molckiil-Tons fithrt.
Wihrend im Molekiil-Ion eines Cyclopeptids der Ring durch die Elimi-
nicrung cines Azomcthin-Molckiils geoffnet wird, tritt im Molekiil-Ion
cines Cyclodepsipeptids die Ringspaltung durch Eliminierung der Ester-
bindung als CO, ein. Das entstandene Radikal-fon kann sich durch Ab-
spaltung eines Alkylradikals aus der Seitenkette der «-Hydroxysidure
stabilisieren. Sowohl diese Ionen als auch die Radikal-Tonen kénnen
durch Abspaltung der a-Hydroxy- und «-Aminosiure-Reste in mehreren
Zerfallsschritten abgebaut werden. Dieser Zerfall ist dem offenkettiger
Acylpeptide (s. Abschn. D) véllig analog. Die Abspaltung eines a-Hy-
droxysdurc-Restes als Aldchyd- und CO-Molckiil erfolgt dabei wahr-
scheinlich in cinem Reaktionsschritt. Ein Aminosiure-Rest wird dagegen
in zwei Schritten, als CO und als Azomethin-Molekiil, abgespalten. Dieses
einfache Fragmenticrungsmuster, aus dem dic Struktur des Cyclodepsi-
peptids abgelesen werden kann, ist besonders typisch fiir die Massen-
spektren reguldrer Cyclotetradepsipeptide. Als Beispiel sind die Zer-
fallsrcaktionen im Massenspektrum des Angolids angefiihrt, dessen
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Struktur von C. G. Macdonald und J. S. Shannon masscnspektrometrisch
aufgeklart wurde (37) s. Schema 4).

Schema 4
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Neft “ch
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CH,
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In den Massenspektren der reguliren Cyclohexadepsipeptide wird
neben der CO,-Abspaltung aus dem Molckiil-Ion und den anschlieBenden
Fragmentierungen in gréBerem Ausmal eine weitere, als Morpholin-
Spaltung (28) bezeichnete Zerfallsreaktion beobachtet. Bei dieser Reak-
tion werden je ein benachbarter Amino- und «-Hydroxysiure-Rest zu-
sammen als Morpholin-Derivat aus dem Molekiil-Ion abgespalten, wobei
je nach der Ladungsvertcilung Morpholin-Ionen MO oder Radikal-
Tonen M-MO entstehen. Das Radikal-Ton M-MO kann durch eine Bin-
dungsspaltung wieder in zwei 2,5-Dioxomorpholin-Fragmente zerfallen
(Schema 5).

Schema 5

TR IO I P U i

CO-CH~-NR+CO-CH-0O-CO-CH-NR 0O=C-CH~O-CO~-CH—-NR
1 —_>

O—F H—CO*:—NR—?II—CO—O—CEH—CO 'NR—(l',‘H—CO—O—(Ij H-CO

Rg H Ry Ry Ry Ry
MZ M-MO
\ }
o 0
7
o=¢” \(JZH—Rl o=(':/ \(lZHR4 R,~CH \cl:=o
_ oder _ .
Rg-CHy C=0 Ry~CHo,C=0 0=C_, CH-Rq
N N
R R R
MO MO MO

Die Bildung der 2,5-Dioxomorpholin-Derivate durch eine thermische
Zersetzung des Cyclohexadepsipeptids in der heiBen Ionenquelle oder
dem heiBen EinlaBsystem des Massenspektrometers kann jedoch nicht
ausgeschlossen werden. Die der Morpholin-Spaltung analoge Bildung von
Dioxopiperazin-lonen in den Massenspektren offenkettiger Acylpeptide
ist vorwiegend ein thermischer Proze8 (s. Abschn. D). AuBer durch
Bildung von Ionen des Typs MO kann das Radikal-Ion M-MO auch
durch cine Spaltung eincr Esterbindung unter Wanderung eines H-
Atoms zerfallen. Aus den entstandenen Fragment-Tonen wird H,0, CO
oder ein Alkylradikal abgespalten.

o 1o e T s
©
O=C-CH-NR-CO-CH;O G=C~CH-NR-CO~CH-OH
H .
-0—?H—CO—N’R—({:—VC=O-<Y O~CH-CO-NR-C=C=0] ®
R Ry 1t Ry
MZ M-MO
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Alle angefiihrten Zerfallsreaktionen lassen sich auch in den Massenspck-
tren von Cyclodepsipeptiden des irreguldren Typs nachweisen (29).
Wegen der unregelmiBigen Struktur dieser Verbindungen entstehen je
nach der Ester- oder Peptidbindung, die im priméiren Zerfallsschritt ge-
offnct wird, Ionen verschiedener Struktur, so daB dic Massenspektren
cine groBe Anzahl von Pcaks cnthalten. Vicle dieser Peaks kénnten auch
von Ionen herriihren, die durch die bei den Cyclopeptiden angefiihrten
Fragmentierungen entstehen. Bisher sind keine Untersuchungen von
Depsipeptiden mit hochauflésenden Massenspektrometern durchgefiihrt
worden. Es muB daher offen bleiben, ob die Massenspektren cyclischer
Depsipeptide nur durch die angefithrten Zerfallsreaktionen entstehen
oder auch durch dic bei Cyclopeptiden nachgewiesenen Fragmentie-
rungen. (Siehe Anmerkung am Ende der Arbeit.)

M. Barber und Mitarb. (32) haben im Massenspcktrum des Peptido-
lipins NA sorgfiltige Bestimmungen der Ionenmassen mit Hilfe eines
doppelfokussierenden Massenspektrometers durchgefiihrt. Peptidolipin
NA ist ein den Depsipeptiden verwandtes cyclisches N-Acylheptapeptid,
bei dem der Ring durch Veresterung der C-terminalen Carboxylgruppe
mit einer B-Hydroxy-Gruppe des N-Acyl-Restes gebildet wird. Hier
konnte nachgewiesen werden, daB im Molekiil-Ion der Ring nach der
Eliminicrung von zwei Molckiilen H,O aus den Scitenketten der Threo-
nin-Reste durch Abspaltung der Ester-Bindung als CO, gedffnet wird.
Unter Wanderung eines Wasserstoff-Atoms entsteht ein offenkettiges
Ion, das wic das Molckiil-Ion cines Acylpeptids schrittweise abgebaut
wird (Schema 6).

Schema 6

CHy~(CHy);>CIFCI-CO —> L-Thr — L~Val — D-Ala

o) i _pY, Peptidolipin NA
CIHI-NH <— L—Ala <« D-allo~Jleu <

CH—(le (L—"Thr)

OH
~| ~CO2
€
-2xI11,0

203, 348376  447.475 546
t ! ) : H !

|, Calls © GeHy & CHy |
Cli{ CHy)16—CH=C H-CO+NHCH=CO+NHCH—~C O+NIICII-COLN, ]
1 1 L 1 1 ]

----- 643
!CH2=CH—C}12—NII!—CO~:~§:HNH

E : :lCHs
Z 1883 17561728
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IV. Massenspektren von Acylpeptiden und Acylpeptidestern

Klcincre Peptide lassen sich im Vakuum sublimieren, in den mecisten
Fillen tritt dabei jedoch Zersetzung ein. Bringt man ein freies Peptid
in die heile Ionenquelle des Massenspekirometers, so sind im Massen-
spektrum auBer den Peaks, deren Ionen dirckt aus den Peptid-Molekiil-
Tonen entstanden sind, auch solche von Zersetzungsprodukten enthal-
ten (24). Bedeutend bessere Ergebnisse werden durch eine massenspek-
trometrische Untersuchung von Acylpeptiden und Acylpeptidestern
(20, 23, 25, 27, 33—36) erziclt, da dicse Verbindungen thermisch stabiler
und leichter fliichtig sind. Als N-Schutzgruppe sind bisher die Acetyl-
und lingerkettige aliphatische Acyl-Gruppen sowie der Trifluoracetyl-
Rest verwendet worden ; dic C-terminale Carboxyl-Gruppe und Carboxyl-
Gruppen in den Seitenkctten von Asparaginsiure- und Glutaminsiure-
Resten der Peptide kdnnen durch Uberfithrung in die Methylester
blockicrt werden.

Der EinfluB der Acyl-Gruppe auf dic Fragmentierung acylierter
Peptide durch ElektronenbeschuBl im Massenspektrometer ist verhiltnis-
miBig gering. Da unsere Erfahrung bzi der massenspektrometrischen
Analyse von Acctylpeptiden besonders grol3 ist, werden die Zerfalls-
rcaktionen an Hand von Beispielen aus dieser Verbindungsklasse disku-
tiert. Auf den Einfluf} der N-Acylgruppe, der sich besonders bei den von
Weygand und Mitarb. (35) cingchend untersuchten N-Trifluoracetyl-
peptidestern bemerkbar macht, soll am Schlull eingegangen werden.

1. Peptide einfacher aliphatischer Aminosiuren

Der Zerfall von N-Acctylaminosiuren (25, 33) wird durch die positiv
geladene Amid-Gruppicrung im Molekiil-Ion gesteuert. Im Molckiil cines
N-Acetyl-peptids kann jede Peptidbindung durch ElektronenstoB im
Massenspektrometer mit gleicher Wahrscheinlichkeit unter Verlust eines
Elektrons positiv geladen werden. Man erhilt daher formal cine Seric
von Molekiil-Tonen, die sich nur durch die Position der Ladung unter-
scheiden. Jedes dieser Molekiil-Ionen zerfillt nach den gleichen Reaktions-
mechanismen wie dic Molekiil-Tonen von N-Acetylaminosduren: durch
Spaltung der Bindung in «-Stellung zum N-Atom der positiv geladenen
Peptidgruppe entstchen Acyl-iminium-Ionen des Typs A, Spaltung der
ionisierten Peptidbindung fiihrt zu Acylium-Ionen des Typs C (Schema 7).

Das Masscnspektrum eines cinfachen N-Acetylpeptids (Abb. 13) enthilt
daher zwei Reihen von Peaks der Ionen A und C. Innerhalb jeder Reihe
entspricht dic Differenz der MZ benachbarter Peaks den Massen der im
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Schema 7
'CH,CONHCH-CO-NHCH-CO-NHCH-COOH]?
R, ®, R,
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Peptid aufeinanderfolgenden Aminosiure-Reste. Die relative Intensitit
der eaks nimmt innerhalb jeder Reihe im allgemeinen mit zunehmender
MZ ab. Dieses Vcrhalten ist typisch fiir Massenspektren linearer poly-
merer Stoffe. Die Ursache ist der Weiterzerfall gréBerer Fragment-Ionen
unter Bildung von Ionen niedercn Polymerisationsgrades. Ionen des
Typs C verlieren cin Molekiil CO unter Bildung von Acyl-iminium-Ioncn
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Abb. 13. Massenspektrum des N-Acetyl-lcucyl-valyl-alanins, 70 eV.

566



Massenspektrometrische Analysen von Aminosiduren und Peptiden

A. Die Ionen A spalten ein Molekiil RCH=NH ab, so daf} ein kleineres
Fragment-Ton C entsteht. Zusammen ergeben beide Reaktionsschritte,
die sich durch mectastabile Uberginge im Massenspektrum nachweisen
lassen, die Eliminierung eines Aminosiure-Restes aus dem primir ent-
standenen Fragment-Ion C:

Ao N N e =CO e oS
CH;CO-NH-CI-CO-NHACIMCO =@ CH;CO-NH-CH-CONH=CH
R, R, R, R,
G, A,

=
ZIEECHR: . C11,CO-NI 1—cu—co

B,
Cl

Ausnahmen vom gleichférmigen Intensititsabfall der Ionen A mit zu-
nehmender Entfernung des gespaltenen Aminosiure-Restes vom N-
terminalen Ende des Acetylpeptids machen Ionen, die durch Bindungs-
spaltung in einem Glycin-Rest entstanden sind. Thre Intensitit ist ge-
ringer als nach der Position des Glycins im Peptid zu erwarten ist. In den
Acyl-iminium-Tonen A eincs Glycin-Restes fehlt die induktive Stabili-
sicrung der positiven Ladung durch Alkyl-Gruppen am «-C-Atom
welche bei den iibrigen Aminosiure-Resten die Bildung der Ionen A be-
giinstigt. Aus einem Glycinrest werden daher bevorzugt Ionen des Typs
C gebildet (Ausnahme ist N-terminales Glycin). Bei den iibrigen Amino-
sdure-Resten ist es von der Steltung in der Peptidkette und den experi-
mentellen Bedingungen bei der Aufnahme des Massenspektrums ab-
hingig, welches der beiden Ionen, A oder C, bevorzugt entsteht.

Durch eine weitere Zerfallsreaktion entstehen aus den Ionen A die
Iminium-Tonen B der verschiedenen Aminosidure-Reste des Peptids. Wie
in den Massenspektren der Acetylaminosduren kann die Acetyl-Gruppe
des Ions A, der N-terminalen Aminosiure des Peptids {iber eincn vier-
gliederigen Ubergangszustand als Keten eliminiert werden. Die gleiche
Reaktion ist auch beim Zerfall der anderen Ionen A moglich, es wandert
dann das H-Atom vom «-C-Atom des N-stiudigen Aminoacyl-Restes
zum N-Atom:

CHyC=0
I NII CIIR; —> IINH=CHR; + CHz=C=0
“a, B

CH;CONHCLC=0
" NII=CHR, —> HNH=CHR, + CHy;CONICR=C=0

éa By
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Im Massenspektrum eines N-Acetylpeptids, dessen bewegliche H-Atome
an den Peptidgruppen gegen Deuterium ausgetauscht sind, beobachtet
man aber Iminium-Ionen B, die zwei Denterium-Atome enthalten. Die
Bildung der Tonen B mufl daher auch durch einen Mechanismus méglich
scin, bei dem cin H-Atom von cinem zum anderen N-Atom wandert.
Fiir dicsen Zerfallsweg 148t sich cin fiinfglicdriger cyclischer Ubergangs-
zustand formulieren, der auBer den Tonen I3 der geforderten Zusammen-
setzung ein Molekiil CO und cin acyliertes Azomethin-Molckiil als neu-
trale Reaktionsprodukte licfert:

/CHR]_
CI;CON” C;0 ®
H' NH=CHR; — HNU=CHR, + CHyCON=CI(R, + CO
Ag Bs

Die Massenspektren von acetylierten Peptiden des Prolins werden durch
den sehr groBen Peak M7 70 des Ions B des Prolin-Restcs beherrscht,
unabhingig von der Stellung des Prolins in der Peptidkette. Dics zeigt
die besondere Stabilitit dieses cyclischen Iminium-Ions an. AuBlerdem
ist die Intensitit der Ionen des Typs B der Aminosiurc-Reste, die in der
Peptidkette auf den Prolin-Rest folgen, schr klein. Man muB daher an-
nchmen, daB3 wegen der besonderen Struktur des Prolins in Molekiil-
Tonen die positive Ladung bevorzugt am N-Atom des Prolin-Restes vor-
handen ist.

Ionen der Reihen A, B und C geben die charakteristischen groBen
Peaks in den Massenspektren einfacher aliphatischer Acetylpeptide.
Daneben treten kleinere Peaks von Ionen anderer Struktur auf. Wie die
Massenspcktren von N-Acetylvalin, -leucin und -isoleucin enthalten
auch die Massenspektren der Peptide dieser Aminosduren Peaks der
Ionen E und F. Diese Ionen entstehen durch Eliminierung der Seiten-
ketten als Propen bzw. Buten und eines HyO-Molekiils. In den Massen-
spektren der Valinpeptide findet man kleine Peaks bei MZ M-42 und
MZ M-60, in dencn des Leucins und Isoleucins solche der MZ M-56 und
MZ M-74. Im letzten Zerfallsschritt kann statt des H,O-Molekiils auch
die C-stindige Amino-Komponcnten des Valyl- oder Leucyl-Restes als
Amin abgespalten werden. Bei N-terminaler Position des Valins oder
Leucins im Peptid cntsteht mit charakteristischer 1ntensitit dann ein
Ton MZ 99. N-Acctyl-leucin und N-Acetyl-isoleucin kénnen massenspek-

Nil-IR SRR . -
; ClLCONL-CH=C=N-1
CH;CONIECIRC] JER g7 t
Cie /\.O> — CH3CONH-CH=C6 e E MZ M-74
OH \‘)\"l,'?, ‘v LY = (= @
o CH F Mz M-56 ¥ CH;CONH-CH=C=0
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trometrisch durch die hohe Intensitit dieses Ions beim Isoleucin-
Derivat unterschieden werden. Einc Unterscheidung von Leucin- und
Isoleucin-peptiden ist auf diesem Wege nicht méglich.

Mit unterschiedlichen Intensititen werden in den Massenspektren Peaks
von Ionen des Typs D gefunden. Diesc Ionen besitzen die Struktur von
Dioxopiperazinen oder lassen sich von diesen Verbindungen ableiten.
Hierzu gehoren die Tonen MZ M-18 und MZ M-60 bzw. M-61, dic in allen
Massenspektren auftreten. Daneben werden Peaks bei den MZ von Dioxo-
piperazinen beobachtet, die aus benachbarten Aminosiure-Resten der
Peptidkette entstchen kinnen. Die Intensitit dieser Peaks steigt mit der
lonenquellen-Temperatur stark an, so daB an der Bildung dicser Ionen
cinc thermische Zersctzungsreaktion beteiligt sein muB. Peaks dieser
Ionen sind in den Massenspektren von Leucin- und Prolinpeptiden be-
sonders grofl. Es ist bckannt, daB aus Peptiden dieser Aminosduren
leicht thermisch Dioxopiperazine gebildet werden (24).

2, Peptide des Scrins, Threonins, der Asparaginsiure und Glutaminsiure

Die Analyse der Massenspektren einfacher Derivate aliphatischer Amino-
sduren, die in der Seitenketle eine Hydroxyl- oder Carboxyl-Gruppe
besitzen, zeigt als zusitzliche Fragmenticrung eine Wasserabspaltung
aus Moleckiil- und Fragment-Ionen. Da N-Acetylpeptide schwer fliichtig
sind und die Wasserabspaltung weitgchend eine thermische Reaktion
beim Verdampfen der Verbindungen in der heiflen Ionenquelle ist, tritt
dicse Reaktion in den Massenspektren von Peptiden dieser Aminosduren
verstirkt ein.

In den Massenspektren der N-Acetylpeptide des Serins und Threonins
{(37) kann der Peak des Molekiil-Ions nicht nachgewiesen werden, son-
dern nur der Peak MZ M-18. Gleichwoll ist die thermische Wasserab-
spaltung aus dem Peptid nicht vollstindig, denn die Massenspektren
der Serinpeptide enthalten einen charakteristischen Peak MZ M-30, die
der Threoninpeptide einen Peak MZ M-44. Ionen dicser MZ werden durch
eine Eliminicrung der hydroxylierten Seitenketten der Serin- und Threo-
nin-Reste als Formaldehyd bzw. Acctaldehyd aus dem Molekiil-Ion des
unzersetzten Peptids gebildet.

Charalkteristisch fir die Massenspektren der Serin- und Threonin-
peptide ist die geringe Intensitdt der Acyl-iminium-Ionen A der Serin-
und Threonin-Reste. Statt dessen werden groBe Peaks 17 und 18 Massen-
einheiten tiefer beobachtct. Dic Ioncen A-18 entstehen durch Abspaltung
von H,0 aus den Acyl-iminium-Ioncn. Eine Bildung nach einer Wasser-
abspaltung aus dem Pcptid erfordert die cnergetisch ungiinstige homo-
lytische Spaltung einer zur Doppelbindung der Seitenkette benach-
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barten Bindung. In den Masscnspektren von Derivaten der a-Amino-
acrylsdure und a-Aminocrotonsiure (27, 25) treten daher keine Peaks
dieser Ioncn auf. Dic Eliminicrung des Acylrestes aus den Ionen A-18
ergibt stabile Ionen der MZ 43 und MZ 57:

® @ ~H,0 3 D
Ms — R'CO-NH=C-CH-R —*—» R'CO-NH~C-~-CHR - H,N=C=CHR
H |
OH

A A-18 B-18
R=H MZ 43
=CH, MZ 57

Im Gegensatz zu den Ioncn A-18 ist die Bildung der Ionen A-17 aus den
Acyl-iminium-Ionen der Serin- und Threonin-Reste unwahrscheinlich.
Dazu wire die energetisch ungiinstige Abspaltung eines HO-Radikals aus
einem Fragment-Ton mit gerader Elektronenzahl notwendig. Fiir ihre
Bildung wird angenommen, dal sie nach der Abspaltung des Wasser-
molekiils aus der Seitenkette durch Eliminierung der zum Serin oder
Threonin C-stindigen Aminosiuren als «-Isocyanato-carbonsduren ent-
stehen:

g "
COFN-R

1 © i (' P "
R‘CO‘NH"% H -> R CONH—(EH + OCN—R
(I:H (‘:H
R R
M—18 A"‘17
R = -1, —CII,

Massenspektren, die vor allem im oberen Massenbereich iibersichtlicher
sind, werden nach einer Acetylicrung der Hydroxyl-Gruppe in der Seiten-
kette des N-Acetylpeptids erhalten (20) (Abb. 14). Der I’eak des Mole-
kiil-Tons kann bei diesen N,O-acetylierten Peptiden nachgewiesen wer-
den, ebenso werden, wie in den Massenspektren einfacher aliphatischer
Peptide, Pecaks der verschicdenen Ionen A, B und C mit charakteristi-
schen Intensitdten aufgefunden. Eine Acetoxy-Gruppe kann aus Molekiil-
und Fragment-Ionen als Keten- oder als Essigsiituremolekiil abgespalten
werden. Diese Reaktionen treten daher auch in den Massenspektren
der N,O-Acetylpeptide auf.

Die thermische Wasserabspaltung in Peptiden der Asparaginsiure
und der Glutaminsiure iiberfiihrt die Reste der Aminodicarbonsduren
in cyclische Derivate. Analoge Reaktionen kénnen auch bei der Anregung
durch den Elektronenstof ablaufen. In den N-Acetylpeptiden der Glut-
aminsiure wird durch Reaktion der v-Carboxyl-Gruppe und der Amino-
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Abb. 14. Massenspektrum des N-Acetyl-leucyl-(O-acetyl)threonyl-alanins

Gruppe des Glutaminsdure-Restes der Pyrrolidon-Ring der Pyroglut-
aminsiiure gebildet. Die Massenspektren der Glutaminsdurc-peptide
(20, 38) enthalten daher Peaks der Ionen A, B und C des Pyroglutamin-
sdurercstes mit charakteristisch groBen Intensititen. Asparaginsdure
bildet thermisch durch Wasserabspaltung kein cyclisches B-Lactam, son-
dern cin Anhydrid. Entsprechend mulB bei der thermischen Wasser-
abspaltung aus Asparaginsiure-pcptiden dic Bildung von Asparagin-
siture-imiden angenommen werden. Fiir die Struktur der Ionen, dic aus
Asparaginsiure durch Wassereliminierung bel einer ElektronenstoB-
Anregung entstehen, ist dagegen eine pB-Lactam-Struktur vorgeschlagen
worden (70). Thermische und durch ElektronenstoB induzierte Wasser-
abspaltung ergeben daher wahrscheinlich Produkte verschiedener Struk-
tur. Dies erklart die wenig iibersichtlichen Massenspektren von N-Acetyl-
asparaginsiure-peptiden mit freien Carboxyl-Gruppen. Werden dagegen
dic Massenspektren von N-Acetyl-peptidmethylestern der Asparagin-
siiure (20, 38) aufgenommen, so erhilt man die iiblichen groBen Peaks der
Tonen A, B und C des Asparaginsdure-B-methylester-Restes. Daneben
werden Peaks mit einer um 32 kleineren MZ beobachtet. Gleiches gilt
fiir die Massenspektren der Methylester von N-Acetyl-glutaminsdure-
peptiden.
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3. Peptide aromatischer Aminosduren

Die Massenspektren von Derivaten der aromatischen Aminosiure be-
sitzen groBe Peaks der aus den Arylmethyl-Seitenketten cntstchenden
Tonen R. Thre Masscnzahlen betragen 91 {iir Phenylalanin, 81 fiir Histi-
din, 107 {iir Tyrosin und 130 fiir Tryptophan. In dieser Reihenfolge steigt
die relative Intensitiit der Scitenketten-Tonen R in den Massenspektren
an. Die gleichen Peaks der Seitenketten-Ionen R werden auch in den
Massenspektren acetylierter Peptide aromatischer Aminosduren (37)
(39) gefunden, wobei ilire Bedeutung ebenfalls von Phenylalanin-pepti-
den zu Tryplophan-peptiden stark anwichst. Eine charakteristische In-
tensitdtsabstufung des Peaks MZ R von der Position der betrefienden
aromatischen Aminosiure in der Peptidkette 148t sich nicht feststellen,

Line typische Zerfallsreaktion der Molekiil-Ionen aromatischer N-
Acetyl-aminosiuren ist die Eliminierung von Acetamid (s. Schema 1) zu
Tonen des Typs G. Treibende Kraft fiir diese Reaktion ist die Ausbildung
ciner zum aromatischen System konjugierten Doppelbindung und cine
bessere Stabilisierung der positiven Ladung. Diese Reaktion kann auch
in den Massenspektren von N-Acetylpeptiden mit C-terminaler aromati-
scher Aminosiure nachgewiesen werden (Abb. 15). Die Lliminicrung
der Aminogruppe der aromatischen Aminosiure mit ihren Substituen-

1004, %, i g w3
B, Ac NHCH~CO-NHGH=CO-NHGH~COOH
“ CiHg Hy CHa
CeHg

rel. Int.

250 300 350 400

Abb. 15. Massenspektrum des N-Acetyl-leucyl-alanyl-phenylalanins, 70 c¢V.
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ten als Acetylpeptidamid liefert Ionen G der gleichen MZ wie in den Mas-
senspektren der Acetyluminosiiuren. Die Ionen G’ und G”, die als Zer-
fallsprodukte der Ionen G aufgefalit werden konnen, geben in den Mas-
senspektren der acetylierten Peptide weitere charakteristische Peaks
(Schema 8).

Schema 8
(]
—l———,
Ar=CH=CH=C®0
CH-COOH
o A ~OIL
Ar-CH “NH -® G

Y (cl:—n — Ar=CH=CH-COOII ~ 2
7 = ~ —_——
o G €O ap=CLECLL

B Gll

= NMZ 148 G'= Mz 131 G" = Mz 104

) e
HO—@— 164 147 120

HN
I;\y 138 121 94
N

|| 187 170 143

11

Ar =

Die Massenspektren von Acetylpeptiden mit einem N-terminalen oder
mittelstindigen aromatischen Aminosdurc-Rest zeichnen sich cbenfalls
durch einen charakteristisch groBen Peak der Ionen G’ aus. In den Mas-
senspektren dieser Peptide konnen die Ionen G” aus den Ionen C des
aromatischen Aminosdurc-Restes entstehen:

®
A;‘{;\,CH—,\CJH;IC{_-OI o
ofc” — Ar=CI-CIEC=0
“CH, el
_C__ +
1N
SC—CHy
HO

Dancben ist auch eine Bildung aus Ionen des Typs G méglich, dic jetzt
auler dem Rest der aromatischen Aminosiure auch die zu dieser Amino-
sdure C-stindigen Aminosdurc-Reste enthalten. Eine genauc Analyse
der Massenspektren von Peptiden mit N-terminalen oder mittelstindigen
aromatischen Aminosduren (39) zeigt, daBl Ionen G dieser Art in der
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Tat gebildet werden. Da diese Tonen G bevorzugt zu Ioncn G’ zerfallen,
sind die Intensititen der Tonen A und C, die aus den zur aromatischen
Aminosidure C-stindigen Aminosiure-Resten entstehen, in den Massen-
spektren vergleichsweise gering. Dies gilt vor allem fiir die Massenspek-
tren von Peptiden des Tyrosins und Tryptophans.

Massenspektren von acylierten Peptiden des Arginins, Lysins, Aspa-
ragins, Glutamins, Cysteins und Methionins sind bisher nur vereinzelt
(20, 35) oder gar nicht aufgenommen worden. Sowohl in den Massen-
spektren von Peptiden der Hydroxyaminosiuren und Aminodicarbon-
sduren als auch in denen von Peptiden aromatischer Aminosduren findet
man Zerfallsrecaktionen wicder, dic das Massenspektrum der betreffenden
N-Acetylaminosiure auszeichnen und die charakteristisch fiir die tri-
funktionecllen Aminosiuren sind. Man kann daher auch ecine Analogie
zwischen den Zerfallsrcaktionen in den Massenspektren der itbrigen tri-
funktionellen Aminosiuren und ihren Peptiden erwarten.

4. EinfluB der N-terminalen Acyl-Gruppe

In den Massenspektren der Acetylaminosiuren und Acetylaminosiure-
ester wird im Vergleich zu Aminosiure-Derivaten mit freicr Amino-
Gruppe die Bildung von Iminium-Ionen durch Abspaltung der COOR-
Gruppe gegeniiber einer Abspaltung der Scitenkette bevorzugt. Die
Seitenkette wird aus den Molekiil-Tonen der Acetyl-Derivate dafiic
leichter durch ¢ine McLafferty-Umlagerung als Olefin eliminiert. Eine
weitere, fiir acetylierte aromatische Aminosiure-Derivate charakteristi-
sche Zerfallsreaktion ist dic Abspaltung von Acetamid aus dem Molekiil-
Ton.

Diese Rcaktionen sind auch bei einem N-Aminoacyl-Substituenten
der Aminosiure moglich. Das AusmaB, mit dem diese Reaktionen ein-
treten, gleicht dem von N-Acetylaminosiuren. Im Molekiil-Ion cines N-
Acetylpeptids wird daher die positive Ladung im wesentlichen gleich-
miBig auf alle Peptidbindungen verteilt sein. Zusammen mit dem schritt-
weisen Abbau groBer I'ragment-Tonen ist das Ergebnis ein gleichférmi-
ger Intensititsabfall der Peaks in den Ionenreihen A,, A,---Ap und C,,
Cy-Ch.

Ahnlich den Acetylpeptiden verhalten sich auch Peptide mit gré-
Beren aliphatischen N-Acyl-Gruppen (36). Die grofic MZ dieser Gruppen,
z.B. 155 fiir die Decanoyl-Gruppe gegeniiber 43 fir die Acetyl-Gruppe,
bedingt cine betrichtliche Eththung der MZ der Ionen A und C. Dies
hat zur TFolge, daB im Bereich der Peaks der Ionen A und C im Massen-
spektrum keine Peaks klcinerer Fragment-Ionen und von Ionen ther-
mischer Zersetzungsprodukte auftreten. Die fiir eine massenspektro-
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metrische Sequenzanalyse der Peptide wichtigen Ionen A und C sind
daher lcicht zu erkennen.

Eine Trifluoracetyl-Gruppe besitzt einen erheblichen negativen in-
duktiven Effekt. Ein N-Trifluoracetyl-Substituent vermindert daher dic
Bereitschaft des N-Atoms, im Molckiil-Ton die positive Ladung zu iiber-
nehmen. In den Massenspcktren gréBerer N-Trifluoracetylpeptide (35)
ist daher die Bildung der Ionen A; gegeniiber den iibrigen lonen dieser
Reihe benachteiligt. Der N-Trifluoracetylrest kann auch nicht als Keten-
Derivat aus dem Ion A; climiniert werden, so dafl im Massenspektrum
der Peak des lons B, fehit.

V. Massenspektrometrische Sequenzanalyse linearer Peptide

Die im Abschn. III besprochenen iibersichtlichen Fragmentierungen von
acylierten Peptiden einfacher aliphatischer Aminosiduren im Massen-
spektrometer crleichtern eine massenspektrometrische Sequenzanalyse.
Dazu werden im Massenspektrum die charakteristisch grofen Peaks der
Acyliminium-Ionen A; und Acyl-Ionen C; des N-terminalen Amino-
siure-Restes aufgesucht. Von diesen Peaks ausgehend gelangt man durch
Addition der MZ der einzelnen Aminosiiurereste zu den tibrigen charak-
teristischen Peaks der Reihen A und C. Die Anwesenheit einer bestimm-
ten Aminosiure im Peptid kann durch den Peak des Tons B und durch
Ncbenreaktionen beim Zerfall des Molekiil-Ions kontrolliert werden. Die
MZ der verschiedenen Ionen A, in den Massenspekiren von N-Acetyl-
und N-Trifluoracetyl-peptiden, der Ionen B und der Aminosiurereste
sind zusammen mit Angaben {iber weitere charakteristische Ionen in
Tab. 1 aufgefiihrt.

Als Erleichterung bei der Ableitung der Aminosiure-Sequenz aus
dem Massenspektrum des Peptids ist von F. Weygand und Mitarb. (35)
cin Differenzschema angegeben worden. In die 1. und 2. Spalte des
Schemas werden die Intensititen und MZ der charakteristischen Peaks
eines Massenspektrums eingetragen, in die folgenden Spalten jeweils die
Differenzen in den MZ der einzelnen Peaks. Man erhilt in Form eines
dreicckigen Schemas alle MZ-Differenzen, die im Massenspektrum auf-
treten. Viele dieser Differenzen besitzen keinerlei mechanistische Be-
deutung fiir die Ableitung der Struktur, jedoch miissen an bestimmten
Stellen des Schemas die fiir eine Sequenzbestimmung wichtigen MZ der
Aminosaure-Reste auftauchen. Abb. 16 zeigt ein Differenzschema fiir
ein cinfaches Acetylpeptid. Reaktionsfolgen, die im Massenspektrum des
Peptids durch metastabile Uberginge nachgewiesen sind, werden durch
ausgezogene Linien markiert. Die gestrichelten Linien sollen das Auf-
finden der nachstehend besprochenen Differenzen erleichtern.
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Rel. MZ MZ-Differenzen der Peaks
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Abb. 16. Differenz-Schema fiir ein Acetyl-tripeptid

Peaks mit den MZ von Ionen des Typs B trcten bei den MZ 30, 44, 72
und 86 auf. Das Peptid kann daher die Aminosiuren Glycin, Alanin,
Valin und Leucin bzw. Isoleucin enthalten. Als Peak des Acetyliminium-
Tons A; kommen die Peaks MZ 72, MZ 86 und MZ 128 in Frage, ent-
sprechend N-terminalem Glycin, Alanin oder Leucin. Es ist aber nur
eincer der méglichen Peaks der Tonen C, vorhanden, nimlich der Peak
MZ 156, der cinem N-terminalen Leucin entspricht. Die groB8en Intensi-
taten und die fiir dic Reaktionsfolge MZ 156 —~ MZ 128 — MZ 86 gefun-
denen metastabilen Ubergiinge bestitigen dicsc Zuordnung. Ein N-
terminaler Leucin-Rest erklirt auch den Peak MZ 99, der dem Ion F zu-
gechort. Auf den N-terminalen Leucin-Rest kann als nichstes in der Pep-
tidkette ein Glycin-, Alanin-, Valin- oder wicder cin Leucin-Rest folgen.
Ausgehend vom Peak MZ 156 des Tons C; miissen dann zu den nichsten
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Peaks der Ionen A, und C, die MZ-Differenzen 29 und 57 fiir Glycin, 43
und 71 fiir Alanin, 71 und 99 fiir Valin oder 85 und 113 fiir Lcucin auf-
treten. Diese Bedingung wird nur fiir einen Valin-Rest als néiichste Amino-
siure erfiillt, Die Peaks der MZ 227 und 255 entsprechen den Ionen A,
und C, der Sequenz Acetyl-leucyl-valyl. Die gleiche Operation, ausgehend
von Pcak MZ 255 des Ions C,, crgibt als dritte Aminosiure in der Peptid-
kette Alanin mit den Peaks MZ 298 (A,) und MZ 326 (C;). Der klcine
Peak MZ 343 gehort dann zum Molekiil-Ton des Acctyl-leucyl-valyl-
alanins. Diese Zuordnung wird durch die Peaks 325 (M-18) und 299
(M-44) gestiitzt, auBerdem durch den Peak des Ions M-61 bei der MZ
282. Die metastabilen Uberginge fiir dic Rcaktionsfolge MZ 343 -
MZ 287 -> MZ 269 zeigen die Bildung der Ionen E und IF aus dem N-
terminalen Leucin-Rest an. Wird aus dem Ion E MZ 287 statt eines Mole-
kiils H,O die Amin-Komponente Valyl-alanin mit der MZ 188 abge-
spalten, so entsteht das Jon I MZ 99. Von diesem Ion ausgehend kann
mit der MZ-Differenz 99 (Valin) zum Ion MZ 198 und den MZ-Differen-
zen 71 (Alanin) und 18 zu den Ionen MZ 269 und MZ 257 die Sequenz
Acetyl-leucyl-valyl-alanin im Peptid ebenfalls nachgewicsen werden.
Glycin ist in dem Peptid nicht vorhanden. Der Peak MZ 30, der mit dhn-
licher Intensitédt auch in den Massenspektren des Acctyl-valins und Ace-
tyl-leucins gefunden wird, entstehit durch LEliminierung der Valin -und
Leucin-Seitenkette als Olefin aus den Ionen MZ 72 und MZ 86.

Auf gleichem Wege kann auch die Sequenz gréBerer Oligopeptide aus
den Massenspektren der Acyl-Derivate abgeleitet werden (Beispiele s.
(25, 35)). Acetylpeptide und deren Ester besitzen dabei den Vorteil, daB
wegen der charakteristisch groBen Intensititen die Aminosduren am
Amino-Ende sehr leicht in jedem Fall crkannt werden kénnen. Ihr
Nachteil ist, daB im Massenspektrum besonders hiiufig isobare Ionen
verschiedener Struktur auftreten konnen. So besitzen zum Beispicl die
Acetyliminium-Ionen A; und die Iminium-Ionen B der Aminosiure-
Paarc Glycin und Valin (72) sowie Alanin und Leucin (86} die gleiche
nominelle MZ. Diese Schwierigkeit wird bei der Aufnahme des Massen-
spektrums mit cinem hochauflgsenden Massenspektrometer vermieden,
da sich diese Tonen in ihren genauen Massen deutlich unterscheiden.

Diese isobaren Ionen werden in den Massenspektren des Triffuor-
acetylpeptids oder -peptidesters nicht gebildet, dafiir kénnen an anderer
Stelle im Massenspektrum isobare Ioncn vorlicgen (35). Dic Bestimmung
der N-terminalen Sequenz im Peptid kann aber aus dem Massenspektrum
des Trifluoracetyl-Derivats Schwierigkeiten berciten. Da sowohl Acetyl-
als auch Trifluoracetyl-Derivate der Peptide im MikromaBstab leicht er-
halten werden kénnen, ist eine massenspektrometrische Analyse beider
Derivate zu empfehlen. Dadurch wird die Sicherheit der Sequenzbe-
stimmung erheblich erhéht.
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Bei der massenspektrometrischen Sequenzbestimmung nach dem
oben beschriebenen einfachen Schema mulB bedacht werden, daB im
Massenspektrum eines Peptids mit erheblichen Intensititen Ioncn ge-
bildet werden koénnen, die spezifisch fiir die im Peptid vorliegende
Aminosiure-Kombination sind. Ionen dicser Art sind vor allem in den
Massenspektren von Peptiden trifunktioneller Aminosduren beobachtet
worden und kénnen die Sequenzanalyse sehr erschwercen. Hinzu kommen
Peaks, die durch Verunreinigungen in der Peptid-Probe erzeugt werden,
denn bei der Isolierung geringer Mengen eines Peptids aus Partialhydro-
lysaten kann das Einschleppen von geringfiigigen Verunreinigungen
kaum vermicden werden. Auch aus diesen Griinden ist eine genaue Mas-
senbestimmung der verschiedenen Ionen mit Hilfe cines hochauflésenden
Massenspektrometers von Vortcil. Ein Teil der Schwierigkeiten kann um-
gangen werden, wenn statt der Acetyl- oder Trifluoracetyl-Derivate Pep-
tide mit groBeren aliphatischen N-Acetyl-Gruppen (27, 36) massen-
spektrometrisch untersucht werden. Ein Verfahren zur Herstellung dieser
Derivate ist von N. S. Wulfson und Mitarb. (40) angegeben worden.
Peaks, die durch Verunreinigungen oder thermische Zersetzungsprodukte
der Peptide im Massenspektrum auftreten, befinden sich in den meisten
Fillen im Bereich unterhalb der MZ 200. Durch die Einfithrung eines
groBen Acyl-Restes liegen die MZ der Ionen A und C des Peptids ober-
halb dieser MZ. Man kann sich dann auf eine Analyse des oberen Massen-
bereichs im Spektrum beschrinken, am giinstigsten wiederum mit Hilfe
eines hochauflgsenden Gerits. Es kann nach den bisherigen Erfahrungen
aber nicht ausgeschlossen werden, daB in einigen Peptiden keine bzw.
nicht alle Ioncn der Reihen A und C entstehen. Die Erfolge, die E. Lede-
rer und Mitarb. (32, 47) bei der massenspektrometrischen Analysc na-
tiirlicher Oligopeptide mit der zuletzt angefiihrten Methode erzielt haben,
zeigen jedoch, daB die Massenspektrometrie ein wertvolles Hilfsmittel der
Peptid-Chemie geworden ist.

wDem Bundesmanister fiir wissenschaftliche Forschung danken wir fiir die
finanzielle Unlerstiitzung beir der Durchfiihrung unserer massenspekiro-
metrischen Untersuchungen.”

Anmecerkung bei der Korrektur (20. 9. 1966):

Einc Analyse cyclischer Depsipeptide durch hochaufgcldste Massenspektren
wurde inzwischen von C. F. Hassall und J. O. Thomas, Tetrahedron Letters
71966, 4485, verdfientlicht. Danach ist die von den russischen Autoren beob-
achtete ,,Morpholin-Spaltung* cine thermische Reaktion.

S Fortschr. chem. Forsch., Bd. 6{4 579
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L. Uberblick

40 9, aller im Jahre 1965 veriffentlichten Arbeiten auf analytischem Ge-
biet betrcffen optische Mcthoden (705). Zieht man die emissionsspektral-
analytischen Methoden ab, so verbleiben rd. 34 9, aller analytischen Ar-
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beiten, die sich mit Spektrophotometrie, Colorimetrie, Fluorimetrie u. 4.
in Losung befassen. Da die Zahl der cinfachen farbigen Ionen beschrinkt
ist, spielen fiir die Entwicklung neuer Methoden in der photometrischen
Analyse die Komplexverbindungen eine wesentliche Rolle. Sie gestatten,
Empfindlichkeit und Selektivitit bedeutend zu erhéhen. Man darf
schiitzen, daf} zur Zeit rd. ein Viertel aller ersclieinenden analytischen Ar-
beiten sich mit der Anwendung von Chelaten in der photometrischen
Analyse befasscn.

Geschichtlicher Riickblick

Eine betrichtliche Anzahl von Pflanzenfarbstoffen sind Chelate. Pflanzen
cnthalten demnach Chelatbildner, und dic vermutlich dlteste Angabe ci-
ner analytischen Farbreaktion, die man heute als Chelatbildung bezeich-
nen wiirde, verwendet einen Pflanzenextrakt: Vogel wies 1815 Borsdure
mit Curcumapapier nach (377), einc Reaktion, die in abgewandelter und
verbesserter Form heute zu den empfindlichsten photometrischen Me-
thoden iiberhaupt zahit (370). Die dlteste analytische Verwendung eines
synthetischen chelatbildenden Reagenses stammt von Ilinski aus dem
chemischen Laboratorium der koniglichen Akademie zu Miinster (755),
der die Trennung des Kobalts von Nickel durch Fillung mit ,,x-Nitroso-
f-naphthol” (756) empfichlt. Dic Einfithrung weiterer Chelatbildner
folgte nur zégernd und war mehr oder weniger vom Zufall abhéingig.
1905 berichtete Tschugaeff (356) tiber ,komplexe Verbindungen der a-
Dioxime*, die zur Bestimmung von Nickel, Palladium und Platin Be-
deutung crlangten. Der dritte frith bekannte Chelatbildner ist das 8-
Hydroxychinolin, von dem bercits Skranb 1883 Metallkomplexe (373)
beschrieben hat, das aber erst 1926/27 von Hahn (134, 135) und Berg
(25—27) unter dem Namen ,,Oxin® als Fillungsreagens in die Analyse
eingefiihrt wurde.

Die wohl erste Anwendung eines Chelatbildners als colorimetrisches
Reagens wird van Klooster (177) zugeschrieben. Er benutzte die schon
lange bekannte Beobachtung von Hoffmann (748), daB die Nitroso-
naphtholsulfonsiiuren mit einigen Kationen lsliche Farbstoffe bilden,
zur Bestimmung des Kobalts. Auch dieses Reagens, das 1-Nitroso-2-
naphthol-3.6-disulfonat (Nitroso-R-Salz) wird noch heute benutzt. Das
Prinzip, gefarbte Chelate durch Einfithrung von Sulfogruppen wasser-
l8slich zu machen, wird ebenfalls allgemein angewendet.

Die ersten Ubergiinge von der Gravimetrie zur Colorimetrie verliefen
jedoch meist derart, daB eine schwerldsliche Komplexverbindung aus
wiBriger Losung gefillt und nach Filtration und ggf. Trocknung wieder
in einem organischen Losungsmittel gelost wurde (786). Auch die Ab-
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scheidung einer schwerlaslichen Verbindung, wie Aluminiumoxinat, und
nachtrigliche Kupplung des 8-I1ydroxyclinolins mit Diazoverbindungen
unter gleichzeitiger Einfiihrung einer Sulfonsiuregruppe wurde vorge-
schlagen (6). Mit derartigen Mcthoden uimging man aber nur die Wigung
sehr kleiner Mengen. Die Steigerung der Empfindlichkeit war gering und
grundsiitzlich durch die Fillungsempfindlichkeit begrenzt. Die Photo-
metrie in organischen Losungsmitteln hat deshalb erst Bedeutung erlangt,
als die zur Abtrennung notwendige IFallung durch die Verteillung zwi-
schen zwei nicht mischbaren Lésungsmitteln ersetzt wurde.

Die Einfiihrung chromophorer Gruppen in selektive Chelatbildner zur
Gewinnung neuer Reagentien ist eine heute oft getibte Praxis. Erstmalig
hat wohl Feigl (707) dieses Prinzip angewendet und, ausgehend vom
Rhodamin, das p-Dimethylaminobenzolrhodamin als jetzt noch benutz-
tes selektives Reagens auf Silber dargestellt.

Moderne Methoden zur Entwicklung neuer Chelatbildner aus bereits
bekannten schlicBen systematische Untersuchungen iiber Andcrung der
Farbe und der Selektivitit bei Einfithrung von Substituenten ein mit dem
Zweck, daraus theoretische Voraussagen fiir weitere Entwicklungen zu ge-
winnen. Die systematische Methode hat sich aber erst sehr spit durchge-
setzt. Nach Belcher (21} war wohl Smuth (374) der erste, dem es auf
Grund solcher systematischer Untersuchungen der 1,10-Phenanthroline
gelang, spiter bestitigte theoretische Voraussagen zu machen.

Der Begriff Chelat wurde 1920 von Morgan und Drew (222) aus dem
griechischen Wort ,,chela® fiir Krebsschere abgeleitet. Bereits Werner
(384} hatte 1901 vermutet, daB Acetylaceton mit beiden O-Atomen an
Platin koordiniert sein kann. Die besondere Bedeutung der cyclischen
Struktur von Komplexen erkannte 1904 Ley (787) bei der Untersuchung
des ,,Glykokollkupfers“. Von ihm stammt die Bezeichnung ,,innere Kom-
plexsalze“, die man heute als einen Sonderfall der Chelate ansieht.

IT. Besondere Eigenschaften der Chelate
Definition

Chelate sind Komplexe oder Koordinationsverbindungen, in denen zwei
oder mehr Elektronendonatoratome eines ,mehrzahnigen“ Liganden an
dasselbe Zentralatom gebunden sind. Die zwischen dem Elcktronenac-
ceptor (Zentralatom) und dem Elektronendonator (Chelatbildner) auf-
gerichteten Elektronenpaarbindungen kénnen mehr oder weniger ,,po-
lar* oder ,kovalent” sein, je nach der Natur der beteiligten Atome. Nahe-
zu alle Metalle des Periodensystems und eine Reihe von Metalloiden bil-
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den Chelate. Als Elektronendonatoratome fungieren fast nur die ausge-
sprochen nichtmetallischen Elemente der V. und VI. Hauptgruppe, vor-
wiegend N, O und S.

Chelatbildner sind im allgemeinen organische Verbindungen. Die ent-
stehenden Chelatringe enthalten ncben dem Metall und den Donator-
atomen auch noch C-Atome. Es gibt jedoch auch C-freie Chelatringe, ins-
besondere wenn Derivate der Arsen- und Phosphorsiure als Chelatbild-
ner wirken, wie Phenylarsonsidure und Didthyl-dithiophosphorsiure.
Auch die rein anorganischen Verbindungen, Polyphosphate und Hetero-
polysduren miissen definitionsgemaB zu den Chelaten gerechnet werden.

Synergismus

Werden durch den Chelatbildner nicht alle méglichen Koordinations-
stellen des Zentralatoms abgesittigt, so lassen sich an diese noch freien
Stellen in vielen Fillen weitere Komplexbildner mit nur einem Ligand-
atom anlagern (368). Die so erhaltenen Komplexe zeigen dann meist
andere physikalische und chemische Eigenschaften als wenn jeder der
beiden Komplexbildner allein wirksam wire. Dieser Effekt wird ins-
besondere bei der Extraktion ausgenutzt und ist eine Sonderform der
,Synergetischen Wirkung“. Synergismus bedeutet hier, dafl die Wirkung
eincs Gemisches aus zwei Losungsmitteln gréfer ist als die Summe der
Wirkungen der beiden Losungsmittel allein (3, 759). Zu dem ,,synergeti-
schen Effckt® im weiteren Sinne zdhlen auch Fille, in denen durch die
Wirkung etwa eines basischen Zusatzes die Anlagerung eines weiteren
Liganden bewirkt wird: Umland u.a. (362, 363) fanden, daB bei Gegen-
wart von Aminen Magnesium und Calcium quantitativ mit 8-Hydroxy-
chinolin als {RNHj; MeOx;} extrahierbar sind.

Stabilitat

Eine der wichtigsten Eigenschaften der Chelate ist ihre ungewthnlich
groBe Stabilitdt. Athylendiamin-Komplexe des Nickels sind z.B. we-
sentlich hydrolysebestindiger als die entsprechenden Methylamin-
Komplexe (83). Die Bildungskonstanten fiir Chelate mehrzihniger
Amine in wiBriger Losung sind viel groBer als fiir die entsprechenden
Komplexe monofunktioneller Amine (304, 305).

Bei der Komplexbildung in Lésung mu8 die Solvathiille des Zentral-
atoms durch andere Liganden ersetzt werden. Handelt es sich dabei um
monofunktionelle Liganden, so werden ebenso viele Solvensmolekeln frei
wie Ligandmolekeln aus der Losung verschwinden. Die Zaht der frei be-
weglichen Teilchen dndert sich wihrend der Komplexbildung nicht. Er-
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setzt jedoch ein polyfunktioneller Chelatbildner die Solvensmolekeln, so
wichst wihrend der Komplexbildung die Anzahl der frei beweglichen
Teilchen an. Unter sonst voéllig gleichen Bedingungen wird also die Wahr-
scheinlichkeit fiir den Reaktionsablauf erh$ht. Das Entropieglicd AS
in der Bezichung fiir dic freic Enthalpic A’ nimmt zu.

AF=-RT InK=AH - TAS

Die Wiirmettnung AH sollte sich dagegen kaum 4ndern, da sowohl bei
der Chelatbildung als auch bei der Bildung des cinfachen Komplexes die
gleiche koordinative Bindung gekniipft wird. Dieser Entropieeffekt, der
zu einer VergroBerung der Stabilitdt fithrt, wird meist als ,,Chelateffekt
bezeichnet (277, 274, 304, 305, 330, 392).

RinggroBe und Zahl der Chelatringe

Neben dem Entropiceffckt sind sterische Einfliisse, wie der Abstand der
Donatorgruppen voneinander und damit die RinggrofBe, fiir die Komplex-
stabilitit von Bedcutung. So sind fiinf- und sechsgliedrige Chelat-Ringe
besonders stabil, aber auch 4-, 7-, 8- und noch mehrgliedrige Ringe sind
bekannt. Viergliedrige Chelatringe werden insbesondere dann gebildet,
wenn der Ring ein oder mchrere gréBere Atome wie S, P, As, Se enthilt.
Finf- und sechsgliedrige Ringe unterscheiden sich wenig in ihrer Sta-
bilitit, so daB man bis heute kaum etwas dariiber weil3, wann sich der
eine oder der andere Typ bevorzugt bildet, wenn, wic bei den ¢-Dioximen,
a-Acyloinoximen, o-Nitrosonaphtholen u.a., beide méglich sind. Allge-
mein kann man feststellen, daB fiinfgliedrige Ringe hiufiger bei ge-
sattigten, sechsgliedrige Ringe bevorzugt bei Chelaten mit zwei Dop-
pelbindungen im Ring auftreten. Entstehen Ringe mit nur cincr Doppel-
bindung, so sind beide RinggréBen gleichberechtigt (272, 253, 259). Von
dieser Veraligemeinerung gibt es jedoch eine Reihe von Ausnahmen, so
den fiinfgliedrigen Ring im Bis-(dimethylglyoximato)-nickel(II) (258)
mit zwei Doppelbindungen (s.u.). Ringe mit 7 und mehr Gliedern sind
ungewohnlich, aber doch in einigen Beispielen bekannt (144, 366).
Thre Stabilitit ist aber sehr gering. So stellten schon Tschugaeff (357,
358) und Pfeiffer (262) fest, daB man sieben- oder achtgliedrige Ringe
von Diaminen nicht aus wiiBlriger Losung, sondern nur aus alkoholischer
Lésung gewinnen kann (260).

Weiterhin ist die Zahl der Chelatringe, die von einem Chelatbildner ge-
bildet werden, von Bedeutung fiir die Stabilitdt. So vergroBert eine Er-
hohung der Ringzah! in einer bestimmten Chelatstruktur die Stabilitat
des Chelates, wie u.a. Calvin und Bailes (55) an Salicylaldimin-Chelaten
des Kupfers und Schwarzenbach (303) an einer Anzahl von Zinkkom-
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plexen und -chelaten zeigen konnten. Dic nach der oben angegebenen
Regel uncrwartete Stabilitdt der fiinfgliedrigen Ringe im Nickeldime-
thylglyoximat erklirt sich hiernach durch zusitzliche Ringbildungen
iiber Wasserstoffbriickenbindungen zwischen den Oximsauerstoff-
atomen. In der Tat wird die Stabilitit noch betriichtlich erhéht, wenn
das Proton durch Bor unter Bildung echter, sechsgliedriger Ringe sub-
stitulert wird (357, 369).

Spezifitit und Selektivitit

Bei der analytischen Verwendung von Chelaten sucht man meistens nach
moglichst spezifischen Reagentien. Spezifisch ist ein Reagenz aber nur dann,
wenn ¢s nur — und nur — mit ciner einzigen Atom- oder Molekiilart reagicrt.
Es ist daher besser — worauf schon Feig/ (700) hinwies — die Spezifitit als
einen relativen Begriff aufzufassen und fiir den Begriff ,spezifisches Rea-
gens® dic treffendere Bezeichnung ,,spezifische Reaktion® zu benutzen. Da-
mit wird die Bedeutung des Reaktionsmediums und der Reaktionsbedin-
gungen zur Ausschaltung von Stérungen durch andere Ionen zum Ausdruck
gebracht. Aber auch echte ,spezifische Reaktionen* sind recht selten. Mei-
stens hat man es mit ,selektiven Reagentien bzw. Reaktionen zu tun, d.h.
eine begrenzte Anzahl von Atom- oder Molekiilarten geben ein Hhnliches
Reaktionsbild; je geringer diese Anzahl ist, um so selektiver ist das Reagens
bzw. die Reaktion. ,,Spezifische* Nachweise werden dann durch Kombina-
tion zweier oder mehrerer ,,selecktiver® Reaktionen errcicht.

Das Vermégen des Chelatbildners zur Anordnung seiner Donator-
gruppen um ein Metallion wird durch dessen IonengréB8ec und Elck-
troncenzustand cinerseits sowic durch die Struktur des Donators anderer-
seits weitgehend beeinfluBt. Die hohe Selektivitit vieler Chelatbildner be-
ruht oft auf sterischen Effekten. So bilden dic a-Acylotne und besonders
dic entsprechenden -oxime

R, OH
AN
c-0 R—C-N"
| bzw. é
HC-OH Ry |—0H
R, H

starke Chelate nur mit einer beschriinkten Anzahl von Metallen: Fe, Co,
Ni, Cu sowie Pt und Pd, die alle eng miteinander verwandt sind (704, 766).

Eine auffallende Selektivitit zeigen auch die a-Dioxime fiir Ni und
Pd (84).

R1—<”2—<ﬁ—Rz
N
HO OH
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Die Porphyrine sind cin weitcres schr eindrucksvolles und bedeuten-
des Beispicl fiir hohe Selcktivitit in Chelatverbindungen. Es licgt ein
Donator vor, der das Metallion durch seine Struktur vollstindig um-
schlieBen muB und der Chelatbildung seine eigenen sterischen Bedin-
gungen aufzwingt; hier wird also die GréB8e des Mectallions von entschei-
dender Bedeutung sein.

In vielen Fillen kann die Selektivitit durch Einfithrung von Substi-
tuenten in die Chelatbildner erhoht werden. So zeigten Merritt (215) und
Irving u.a. (157), daB die in 2-Stellung substituicrten 8-Hydroxychino-
line keine schwerléslichen Chelate mit Al3+-Ioncen bilden, wohl aber mit
anderen Metallen, weshalb man 2-Methyl- und 2-Phenyl-8-hydroxy-
chinolin z.B. zur Beryllium- oder Zinkfillung in Gegenwart von Alumi-
nium verwendet. Durch Einfithrung gréBerer Substituenten in die 7-Stel-
lung des Oxins kann man erreichen, daB nur noch stabile Chelate mit
zweciwertigen Kationen gebildet werden (366, 367).

Ahnliche Verhiltnisse findet man bei den 1,10-Phenanthrolinen (vel.
S. 610), die normalerweise eine intensive Farbreaktion mit Fe2t und Cu+
geben (374). Werden jedoch in 2- und 9-Stellung Substituenten einge-
fiihrt, so findet keine Reaktion mehr mit Fe?+ statt, und das Reagenz ist
spezifisch auf Cut (758); denn es enthilt jetzt die gleiche Atomgrup-
pierung wie das 2,2'-Bichinolin, das als spezifisches Reagenz auf Cut be-
kannt ist (47).

Ein sehr interessantcs Beispiel fiir ein spezifisches Reagens ist das
nCalcion™ I (198) bzw. ,,Calcichrom' II (67), das zuerst von Lukin und
Mitarbeitern (798) als photometrisches und komplexometrisches Reagens
auf Calcium hergestellt wurde. Es bildet sich durch Diazotieren und
Selbstkuppeln von drei Molekiilen , H-Sdure®.

oIl OH

OH NH;

HOgSSO3H

H-Sidure
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Die blaue Farbe des Reagenses dndert sich im alkalischen Medium
(pH 11 bis 13) nur durch Chelatbildung mit Calcium-Ionen nach rosa.
Andere Elemente, sclbst Mg, Sr und Ba weiscn keinen dbnlichen Farb-
umschlag auf. Diese Reaktion ist also spezifisch fiir Calcium, das mit
dem Reagens einen 1:1-Komplex bildet.

Die Ursachen fiir diese Spezifitdt sind aber noch keincswegs sicher
bekannt: ,Calcion” I nach Lukin und ,,Calcichrom* II nach West sind
nach neueren Untersvchungen von Lukin (797) chemisch identisch. West
und Mitarbeiter nahmen eine cyclische Struktur des Reagenses (II) an,
bei der die drei Naphthalinringe in einer Ebene liegen. Diese Anordnung
erscheint auf den ersten Blick sehr plausibel, weil daraus eine Struktur
des Calciumchelates zu resultieren scheint, die der der Metallporphyrin-
chelate sehr dhnlich ist. Der Strukturvorschlag von West ist deshalb auch
weitgehend akzeptiert worden.

Genauere Betrachtungen zeigen jedoch erhebliche Unterschiede zwi-
schen dem Porphyrin-Ring und der vorgeschlagenen ,,Calcichromstruk-
tur® II, und es ist schwer cinzuschen, wo ohne groBe Verzerrungen im
Innern der geschlossenen planaren Ringstruktur II fiir ein Ca-Ion noch
Platz scin sollte. Die Untersuchungen von Lukin und Mitarbeitern (797)
fiibrten zu der Kettenstruktur I des Reagenses. Darin ist die NH,-
Gruppe des Naphthyl-Restes 3 durch eine OH-Gruppe ersetzt worden.
Lukin und Mitarbeiter zeigten am Beispiel der Calcionanalogen, daB die
beiden peri-stindigen Hydroxy-Gruppen zur Chelatbildung mit Calcium
notwendig sind. Unter analogen Reaktionsbedingungen wie beim Calcion
reagiert von den beiden Verbindungen ITI und IV nur die Verbindung IV
mit Calcium unter Bildung eines violetten Chelates.

OH N OH R
6035503 anSO:;
T : R=NH,
v : R=OH

HO N= HO OH =N On
y“\\N“ e
0, O sof Oes sof

Die mit dem Calcion I isomere Verbindung V gibt — aus sterischen
Griinden — ebenfalls kein stabiles Calciumchelat. Die fiir die Chelatbil-
dung mafgebende Gruppicrung sind also die beiden peri-stindigen Hy-
droxy-Gruppen an einem endstindigen Naphthalin-Kern (3 in I). Durch
Vergleich des Ca-IV- mit dem Ca-I-Chelat fand Lukin, daB die Substi-
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tuenten am Naphthalin-Ring 1 (I) einen wesentlichen Einfluf auf die
GréBe der durch die Chelatbildung bedingten Verschiebung des Absorp-
tionsspektrums haben.

Aus diesen Untersuchungen von Lukin folgt, daB von den Substi-
tuenter am Naphthalin-Kern 1 mindestens einer als Ligandatom wirk-
sam wird. Unterstellt man weiter, daB die Azogruppe —N =N— sich der
Azomethin-Gruppe —N =CH— analog verhilt, so miissen auf Grund der
Untersuchungen an Azomethin - Derivaten (368) zur Chelatbildung oder
Wasserstoffbriickenbindung befihigte, zu OH-Gruppen in ortho- oder
peri-Stellung stehende Azogruppen trans-Stellung haben. Wie sich am
Kalottenmodell zeigen 148t, kann aus sterischen Griinden nicht dic Azo-
gruppe, sondern nur die OH-Gruppe am Naphthalin-Kern 1 an das Ca-
Ton gebunden sein. Unter Beriicksichtigung der zu erwartenden Wasser-
stoff-Briickenbindungen (368) sei deshalb die Konfiguration VI fiir das
Calcium-Calcion-Chelat vorgeschlagen, bei der Ca auBerhalb der Ebene
der drei O-Ligandatome liegt {cis-fac-Stellung in oktaedrischer Anord-
nung).

tv
o”o
7” N

VI

Dijese Struktur VI gibt alle experimentellen Beobachtungen von
Lukin richtig wicder. Sic unterscheidet sich von dem Strukturvorschlag
von West insbesondere dadurch, daB ein bis-Azofarbstoff vorliegt und
die drei Naphthalin-Kerne nicht genau in einer Ebene zu liegen brauchen.
Allerdings ist dann die Spezifitit des Reagenses nicht mehr durch steri-
sche Einfliisse allein zu deuten.

Loslichkeit

In der Photometric und fiir extraktive Trennungen ist die Ldslichkeit
der Chelatbildner und der gebildeten Chelate von groBer Bedeutung. Im
allgemeinen sind ungeladene Chelate dann in Wasser unléslich und mit
unpolaren Lésungsmitteln extrahierbar, wenn sie relativ wenige der Hy-
dratisierung zugingliche Gruppen enthalten. Durch Verringerung der
Anzahl dieser Gruppen und durch VergréBerung der nicht hydratisierten
Molekelgruppen im Chelat wird die Loslichkeit in Wasser herabgesetzt.

590



Verwendung von Chelaten in der photometrischen Analyse

Dagegen kann durch Einbau stark hydrophiler Gruppen wie Sulfonsiure-,
Amino-, Phenol- und Carboxyl-Gruppen, die Léslichkeit in Wasser her-
aufgesetzt werden. Das ist von Interesse fiir eine direkte Photometrie-
rung der gebildeten Chelate in der wiBrigen Phase. Dies zeigt sich deut-
lich beim Vergleich der Loslichkeiten der Kobalt-Chelate mit dem 1-
Nitroso-2-naphthol, das als I'illungsmittel benutzt wird, mit dem 1-
Nitroso-2-naphthol-3,6-disulfonat, das zur photometrischen Bestim-
mung in wiBriger Losung dient.

Farbigkeit

Da sich in viclen Fillen das Metallchelat nicht auf einfache Weise von
dem {iberschiissigen Chelatbildner trennen 1i8t, kann man die Licht-
absorption des Metallchelates nur dann zur Bestimmung des Metalles
verwenden, wenn das Chelat ein anderes Absorptionsspektrum aufweist
als der freic Chelatbildner. Die Chelatbildung hat nur dann einen
stirkeren Einfluf auf die Lichtabsorption, wenn durch sic das chromo-
phore System in groBerem AusmaB verindert wird. Nun vermag aber
das sichtbare Licht die fest gebundenen Valenzelektronen in gesittigten
Molckeln nicht anzuregen; es tritt erst dann in Wechsclwirkung mit
einer Molekel, wenn darin stark ungesittigte Gruppen vorhanden sind.
Will man also eine FFarbvertiefung (Bathochromie) erreichen, so muB
durch die Komplexbildung in dem organischen Molekiil das System der
ungesittigten Gruppen verindert werden, was z.B. durch Polarisierung
moglich ist. Welche bedeutende Rolle die Polarisicrung fiir das Auftreten
einer ticfecren Farbe spielt, geht aus dem folgenden Beispiel hervor:

Das Lacton des p,p’-Bis-(dimethylaminophenyl)-phthalids (VII) l6st
sich sowohl in Kohlenwasserstoffen als auch in Alkoholen farblos auf.
Es wird aus Benzol von Kieselgel oder Al,O, mit intensiv griinblauer
Farbe adsorbiert, wobei das Lacton unter Bildung eines Zwitterions
(VIII) polarisicrt wird. Das Auftreten der Farbe ist cine Folge der Po-
larisation (383).

heUellneWe
C
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Diese Lacton-Betain-Umwandlung kann bei leicht polarisierbaren
Lactoncen, wie die der Sulfophthaleine, schon durch Auflésen in schwach
polaren Medien erfolgen. So ist die Lésung des I3rompyrogallorot in Al-
kohol oder verdiinnter Essigsdure rot, da das entstehende Zwitterion
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cinen chinciden Ring enthiilt (Xa), wihrend die Verbindung in stark
mineralsaurer Lésung (IXa) und z.B. auch in ihrem Silber-chelat (IXb)
gelb bis orange ist, da dann alle drei Ringe in benzoider Form vorliegen.
Dagegen sind die Chelate anderer Elemente (Xb), wie Sn, Sb oder Nb, vio-
lett. Diese bathochrome Verschiebung der Lichtabsorption beruht auf

ou /\g
—O / =Q \/0

IXa Xb \()

O/'\l(’

H H )
HO o) OH oj@[ uoﬁoﬁ
Br # Br
<$jrso3‘9 <,o3 C(so £
Xa Xb
der Beanspruchung eines Elektronenpaares am chinoiden Sauerstoff fiir

die Komplexbildung, so daB zwischen den beiden Phenyl-Resten mit den
auxochromen Gruppen keine Mesomerie nach Xa mehr moglich ist.

Bei den Polyenen fithrt die VergroBerung der Zahl der konjugierten
Doppelbindungen zu ciner Farbvertiefung. Bei der Chelatbildung des
Bors mit Curcumin (337) wird daneben gleichzeitig eine phenolische OH-
Gruppe in eine chinoide C=0-Gruppe iiberfithrt, die cinc Blauverschie-
bung der Absorptionsbande bewirkt. Hier wird also durch die Chelatbil-
dung ein zur Mcsomerie befihigtes System crzeugt, das stets wesent-
lich ticfer farbig ist.
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III. Grundlagen der photometrischen Messung

Lambert-Beersches Gesctz

Das ilteste optisch-analytische Verfahren ist dic Colorimetrie, bei der
ein Farbvergleich, verbunden mit einer Schichtdickenmessung unter
Verwendung einer Vergleichslosung bekannter Konzentration ¢, des zu
bestimmenden Stoffes durchgefiihrt wird. Dafiir gilt dann ¢ - d = ¢, - 4.

Bei der photometrischen Konzentrationsbestimmung handelt es sich
um eine Extinktionsmessung mit Hilfe ciner meBbar verinderlichen
Lichtschwichungseinrichtung (774). Dafiir gilt nach dem Lambert-
Beerschen Gesctz

75, = log—
o = log— =g-c-d

Die Extinktion E, ist gleich dem dekadischen Logarithmus der rezi-
proken Durchléssigkeit (I/I,) der Lésung. Sie ist die eigentlichc McfgréBe
und der Konzentration ¢ und der Schichtdicke 4 proportional. Der Propor-
tionalitdtsfaktor e ist der molare dekadische Extinktionskoeffizient (falls
¢ in Molarititen gemessen wird). Er ist bei streng monochromatischem Licht
(» = const) cine Stoffkonstante.

Empfindlichkeit

Die GroBe des Extinktionskoeffizienten bestimmt in erster Linie die
Empfindlichkeit einer photometrischen Bestimmung. Zur Steigerung der
Empfindlichkeit photometrischer Methoden ist deshalb das Hauptau-
genmerk auf die Entwicklung von Reagentien zu richten, die Chelate
mit hohem Extinktionskoeffizenten ergeben. Obwohl photometrische
Bestimmungen als ausgesprochene Spurenbestimmungen gelten, kann
z, nicht beliebig groB werden. Wie theoretisch abgeleitct werden
kann (709), liegt im sichtbaren Bereich die Grenze bei e, a 105 [1/
Mol - cm] pro Elcktroneniibergang. Die meisten fiir photometrische Be-
stimmungen verwendeten gefirbten Metallchelate haben Extinktions-
koeffizienten um 5 - 10? bis 5 - 10%. Im UV-Bereich gibt es hihere Ex-
tinktionskoeffizienten. Jedoch ist eine genaue photometrische Bestim-
mung im UV mit Schwierigkeiten verbunden: Wegen der vorherge-
henden chemischen Manipulation ist selten eine Ldsung absolut optisch
klar. Es kénnen feinste Staub- oder Filterpapierteilchen in der Losung
vorhanden sein oder kolloide Ausscheidungen vorliegen. Fiir die Tyndall-

Streuung gilt
N VB
® - prop o5y By

(Darin sind: N = Zahl der Teilchen pro Volumeneinheit; ¥ = Volumen
des einzelnen Teilchens; r = Entfernung vom beleuchteten Volumen-
element; A = Wellenlange des eingestrahlten Lichts; @, = eingestrahlte
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Lichtintensitiat). Wegen des Faktors A-1 wird im kurzwelligen Bereich
der Streulichtfehler photometrischer Messungen sehr grol, wenn nicht
besondere VorsichtsmaBnahmen ergriffen werden. Andererscits kann eine
Streuungs- oder Tritbungsmessung (Turbidimetrie, Nephclometrie)
chenfalls zur Bestimmung sehr kleiner Substanzmengen herangezogen
werden (379). Obwohl Metallchelate und besonders die sog. Farblacke —
Verbindungen zwischen Metallen und Polyhydroxyverbindungen —
hiiufig kolloid anfallen oder hergestellt werden konnen, hat dicse Mcthode
im Bereich der Metallchelate noch keine Bedeutung erlangt.

Fiir die Routinemessungen dirfte demnach die kurzwellige Grenze
photometrischer Messungen bei etwa 300 nm liegen. Zum IR-Bereich
hin existiert dagegen eine solche Grenze nicht. Insbesondere fiir das nahe
IR (1000—2500 nm) gibt es fiir moderne Spektralphotometer auch ge-
eignete MeDBvorrichtungen (PbS-Photowiderstand). Es ist deshalb er-
staunlich, daB dieser Bereich zur Zeit noch wenig Beachtung findet.

Setzt man als obere Grenze des Extinktionskoeffizienten g, = 10° [lf
Mol - cm] und als untere ausreichend genaue Me8grenze der Extinktion
E =0,01, so liegt dic crreichbare untere Bestimmungsgrenze photome-
trischer Methoden fiir & =1 cm bei einer Konzentration von ¢ = 107
Mol/l. Folgende Mdglichkeiten gibt es, diese untere Grenze noch etwas
in den ,,Ultraspurenbereich® hinauszuschieben:

a) Die Schichtdicke d wird vergréBert. In normalen Photometern
sind im allgemeinen noch Kiivetten mit 4 = 5 cm vorgesehen. Dariiber
hinaus gehende Kiivetten (bis & = 100 cm) bedingen zusétzliche meB-
technische LEinrichtungen.

b) Man benutzt Anreicherungsmethoden. Zur Bestimmung sehr
kleiner Absolutmengen (Mikromethode) ist die Konzentrierung des ge-
firbten Chelates auf einem kleinen Papicrfleck durch Tiipfel- oder pa-
pierchromatographische Methoden geeignet. Ein Beispicl ist die Be-
stimmung kleiner Mengen Bor bis herab zu 0,2 4 0,06 ng B (370).

¢) Eine Farbreaktion wird katalytisch durch das zu bestimmende
Ion verstirkt. Es sind bisher cinige Methoden bekannt, bei denen die
Empfindlichkeit auf diese Weise erheblich gesteigert werden kann (vgl.
Bi-Bestimmung (732)). Jedoch ist die Stéranfilligkeit im allgecmeinen
groB.

d) Chelate bzw. Chelat-Ionen werden mit organischen Farbstoffen,
die infolge mehrerer Elektroneniiberginge hohere Extinktionskoeffizien-
ten haben, als Jonenassoziate extrahiert. Die Empfindlichkeitssteigerung
erreicht im allgemeinen keine Zehnerpotenz und ist wegen einer Kriim-
mung der Eichkurve (Dissoziation) gerade bei sehr klcinen Konzentra-
tionen nicht allgemein anwendbar.
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e) Es wird eine stochiometrische chemische , Vervielfachung® durch-
geliihrt. Diese Moglichkeit wurde fiir die Bestimmung kleiner Mengen P
gepriift (338, 372). Dazu wird P als Dodekamolybdatophosphorsiure
extrahicert und das Mo an Stelle des P photometrisch bestimmt. Die Ver-
viclfachung betrigt exakt Mo : P = 12 : 1 (372).

Unter Beriicksichtigung aller Méglichkeiten liegt die derzeitige iiber-
haupt erreichbare untere Grenze photometrischer Bestimmungen bei
¢ = 10-8 Mol/l.

Genauigkeit

Man unterscheidet zwischen der Richtigkeit einer Analyse (begrenzt durch
systematische Fehler) und der Reproduzierbarkeit (begrenzt durch zufillige
Fehler). Bei den meisten Analysen interessiert nur der relative Fehler der Kon-
zentrationsbestimmung dec/c, der in der Photometrie dem relativen Fehler der
Extinktionsmessung dE/E proportional ist. Durch Differentiation des Lam-
bert-Beerschen Gesetzes ergibt sich, da dE/E bei E = 0,4343 ein flaches
Minimum durchlduft. In der Praxis darf man den Bereich von £ = 0,2 bis
0,8 als giinstigsten Bereich fiir Extinktionsmessungen ansehen. AuBerhalb
dieser Grenzen steigt der relative Fehler stark an.

Die Reproduzierbarkeit photometrischer Bestimmungen mit modernen
Geriten ist besscr als man gemeinhin annimmt und kann sich durchaus mit
der klassischer Verfahren messen. Sie ist besser als die titrimetrischer Metho-
den mit visueller Endpunktsbestimmung. Specker und Mitarbeiter (329) ha-
ben cinen Vergleich der Genauigkeit verschiedener Methoden zur Bestim-
mung von Cu, Ni und Co durchgefithrt und fanden fiir photometrische Be-
stimmungen mit dem Klko II der IFa. Zeiss Varianzen der Konzentration zwi-
schen 0,038 und 0,085 9%,. In der gleichen GréBenordnung liegen gravimetri-
sche und jodometrische Verfahren, wiahrend bei komplexometrischer Titra-
tion mit Mectallindikatoren Varianzen von 0,15—0,19 9 erhalten wurden.

Diese Ergebnisse zeigen, daf die Photometrie nicht nur als Spuren-
analysenmethode, sondern auch im Makrobereich Beachtung verdient, da sie
bei Verwendung selektiver Reagentien den klassischen Methoden an Ein-
fachheit und Schnelligkeit iiberlegen ist.

Erfreulicherweise setzt sich in den letzten Jahren mehr und mehr die
statistische Uberpriifung und Bewertung von Analysenverfahren durch (86,
124, 167).

Insbesondere zur Festlegung von Bestimmungsgrenzen (357) und zur
Testung neuer Verfahren (725, 726, 372) ist die statistische Bewertung un-
erliBlich.

Simultanbestimmung

Bei weitgehender Monochromasie des Lichts kénnen mit modernen
Photometern Simultanbestimmungen von zwei oder mehr Stoffen durch-
gefithrt werden, wenn die Chelate zweier Metalle mit dem gleichen Che-
latbildner in verschiedenen Wellenbereichen absorbieren. Man miBt die
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Extinktionen bei zwei Wellenlingen. Wenn die Extinktionskoeffizienten
des Stoffes 1 g5, und g, und des Stoffes 2 ¢,, und &,, bei beiden Wellen-
lingen bekannt sind, kénnen die Konzentrationen ¢; und ¢, aus den Be-
ziehungen

Ei=&11°¢ + €970

Ey=e5C + €3:6

berechnet werden.

Ein derartiges in der Gasanalyse bereits scit langem geiibtes Ver-
fahren hat auch fiir die Photometrie von Chelaten Bedeutung, wenn, wie
bei medizinischen und biologischen TFragestellungen, nur sehr wenig
Probematerial zur Verfiigung steht. Ein Beispiel ist die Simultanbe-
stimmung von Cu und Fe in Blutserum mit 8-Hydroxychinolin (377).

Fluorimetrie

Eine ganze Reihe von Metallchelaten wird von kurzwelligem Licht zur
Fluoreszenz angeregt. Die Technik zur Messung der Fluoreszenz ist der
der Streuungsmessung dhnlich, hat aber eine erheblich gréBere Be-
deutung erlangt als jene. Fir einige Elemente besitzen fluorimetrische
Methoden griBere Empfindlichkeit und Sclektivitit als colorimetrische
Mcthoden. Insbesondere fiir Spurenbestimmungen bietet die Fluorime-
trie gegeniiber der Absorptionsphotometrie den Vorzug, daB die Fluo-
reszenzintensitit direkt gemessen und verstirkt werden kann, wihrend
bei der Absorptionsmessung zwei oft nur wenig unterschiedliche Inten-
sititen (J, und I) miteinander verglichen werden. Zwar verteilt sich die
TFluoreszenzstrahlung gleichmdBig {iber alle Raumrichtungen, so da8
nur ein geringer, dem Offnungswinkel des Empfingers entsprechender
Anteil genutzt wird. Aber erstens kann die Fluoreszenzintensitit
schwach fluoreszierender Stoffe bei der Verwendung sehr intensiver Er-
regerquellen (Quecksilberhéchstdrucklampe oder Xenonlampe) (774) ge-
steigert werden und zweitens bietet sich wegen der Direktmessung der
Fluoreszenzstrahlung die Mdglichkeit einer einfachen elektrischen Ver-
starkung.

Bei allen Fluoreszenzmessungen sind jedoch gewisse Vorbedingungen
zu beriicksichtigen, die zum Teil denen bei der Photometrie analog sind:
So konnen bei schwach fluoreszierenden Stoffen schon durch geringe,
aber stark fluoreszierende Beimengungen oder durch Lichtstreuung an
kolloiden Teilchen betrichtliche Fehler entstehen. Zusitzliche Fehler-
quellen treten auf, wenn durch selbst nicht fluoresziererde Fremdstoffe
die Fluoreszenz mehr oder weniger stark gel6scht wird. AuBerdem be-
obachtet man fast stets eine sogenannte Konzentrationslischung, die bei
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der Absorptior kein Gegenstiick besitzt: dic Fluoreszenz nimmt auch bei
geniigend hoher Intensitit der Erregerstrahlung nicht monoton mit stei-
gender Konzentration des fluoreszenzfihigen Stoffes zu, sondern geht
durch ein Maximum und nimmt dann wieder ab, oft bis zum praktisch
vollstindigen Verschwinden der Fluoreszenz.

Als Beispiel fiir Reagentien zur fluorimetrischen Metallbestimmung
seien erwahnt: Morin gibt intensive Fluoreszenz mit Zr, Th, Sc, AL Ga,
In, Y und Ce™ in schwach saurem oder neutralem und mit Be (57) in
alkalischem Medium.

8-Hydroxychinolin gibt intensiv fluoreszierende Chelate mit Zn, Al
Mg, Sc, Y, Zr, Cd und Hf, wobei die IFluoreszenz jedoch nur bei einigen
Chelaten zeitlich konstant ist und somit fiir analytischen Zwecke avsge-
nutzt werden kann, so fiir Al, Zn, Sc und Zr (733, 337). Hafniumoxinat
zeigt in besonders hohem MaBe Konzentrationsloschung.

IV. Photometrische Bestimmungen in wiflriger Losung

Loslichkeit von Chelaten in Wasser

Der Vorteil einer photometrischen Bestimmung unmittelbar nach Rea-
genszugabe zu einer wafrigen Losung ohne weitere Trennungen licgt
auf der Hand. Dic dazu erforderlichen hochselcktiven Reagentien sind
aber noch selten. Oft 148t sich die Selektivitit einer Reaktion durch wei-
tere Chelatbildner, die mit stérenden Ionen ungefirbte oder in anderen
Wellenbereichen absorbierende Chelate geben, erhéhen. Als derartige
Maskierungsmittel dienen neben einigen anorganischen Komplexbild-
nern, wie Fluorid, Cyanid und Phosphat, insbesondere die Komplexone.

Fir die Bestimmung in wiBriger Lsung sind aber noch weitere Vor-
aussetzungen erforderlich. Das gewiinschte Chelat muBl sehr bestindig
sein, damit es sich bevorzugt bildet. Normalerweise sind alle wasserlgs-
lichen Chelate mehr oder weniger dissoziiert, so daB man ein Gemisch ver-
schiedener Dissoziationsstufen in der Lsung hat, die u.U. eine betricht-
liche scheinbare Abweichung vom Lambert-Beerschen Gesetz bedin-
gen kénnen.
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Ein weiteres Erfordernis ist die Wasserldslichkeit der Chelate. Man
erreicht sie oft, von bekannten Fiilllungsmitteln ausgehend, durch Ein-
fiibrung hydrophiler Gruppen. Am hiufigsten wird die Sulfonatgruppe
(—SO4-Gruppe) benutzt, die sclber nur in Ausnahmefillen an der Chelat-
bildung beteiligt ist. Hydroxyl-, Amino-, Carboxyl-, Arson- und Phos-
phonsiure-Gruppen sind Beispiele fiir hydrophile Gruppen, die gleich-
zeitig an der Chelatbildung teilnchmen. Dic Gesamtzahl der im Komplex
vorhandenen hydrophilen Gruppen soll dic Zahl der Ligandatome itber-
steigen, um ausreichende Loslichkeit zu erzielen. Trotzdem ist es hiufig
erforderlich, durch Zugabe von Alkohol, Accton oder dhnlichen mit Was-
ser mischbaren Lésungsmitteln die Loslichkeit des Chelates zu erhéhen.
Gelegentlich begniigt man sich auch mit einer Stabilisicrung ciner Kol-
loidlésung durch Zusatz von Gelatine u. 4.

Wasserlgsliche Chelate entstehen aber nicht nur bei Anwesenheit ge-
niigend vieler hydrophiler Gruppen, sondern auch, wenn das Chelat in
Toneuform vorliegt. Chelate in Tonenform treten auf, wenn die Zahl der
ersetzten Protonen in den Chelatbildnern von der Wertigkeit des Zen-
tralatoms verschicden ist. Dazu gchiiren z.B. die ,,ungesittigten® oder
stufenweise dissoziierten Chelate, wie cin griines Chelat des Fe3t mit 8-
Hydroxychinolin [FeOx]**, das von Sandeli (293) zur Bestimmung des
Eisens empfohlen wurde. Auch der Fe(III)-Komplex mit Ferron (vgl
S. 599) gchort hierher, obwohl Ferron noch eine Sulfonatgruppe besitzt.
Weiterhin gehéren komplexe Anionen, bei denen mehr Protonen ab-
dissoziiercn, als der Wertigkeit des Zentralatoms entspricht, in diese
Gruppe, z.B. alle Chelate der ,, Komplexone®.

Eine Sondergruppe bilden Chelate mit ausschlieBlich koordinativen
Bindungen zwischen Zentralatom und Komplexbildner, so daB dic
Ladung des Zentralatoms gleich der des Chelates ist. Als Chelatbildner
fungicren in dicsen Fillen Di- oder Polyamine, seltener — und fiir die
photometrische Analyse von geringer Bedeutung — auch Polyalkohole
und -dther.

T'm folgenden werden einige der wichtigsten Chelatbildner besprochen,
die fiir photometrische Bestimmungen in wiBriger Phasc gecignet sind.

Chelatbildner mit Sulfonat-Gruppen

Sulfosalicylsdure gibt in schwach saurem Medium mit Eisen(III) einen
ticfroten und mit Titan(IV) einen intensiv gelben Komplex, die
beide zur photometrischen Bestimmung dieser LElemente verwendet
werden. In ammoniakalischer Lésung geben Kisen(II) und Eisen(III)
die gleiche Gelbfirbung, die wesentlich farbintensiver ist als die Rot-
farbung mit Fe(II1) im sauren Bereich. Dabei stért Mangan; in saurer
Losung stort nur Titan (4, 7185, 350).
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Die Stérung der Titan-Bestimmung durch Eisen kann durch Zugabe
von Thioglycolsdure beseitigt werden, die das Eisen zur zweiwertigen
Stufe reduziert (405).

Durch Einfiihrung von zwei Sulfogruppen in das zur quantitativen
Iidllung des Kobalts benutzte 1-Nitroso-2-naphthol erhilt man die 7-Ni-
troso-2-naphthol-3,6-disuifonsiure, deren Dinatriumsalz, das Nitroso-R-
salz, mit einer ganzen Reihe von Elementen mehr oder minder tief
gefirbte wasserlgsliche Chelate gibt. In Gegenwart von Natrium-
acetat und etwas Salpetersiiure bilden sich jedoch nur noch die Chelate
von Kupfer, Nickel und Cobalt, von dener beim Kochen die des Kupfers
und Nickels hydrolysieren, so daB nach Tiltration der rote Kobaltkom-
plex photometriert werden kann. Unter definierten Reaktionsbedingun-
gen kann also Kobalt mit Nitroso-R-salz in den verschiedensten Pro-
dukten selektiv bestimmt werden, so in Staht (743) und anderen metal-
lurgischen Produkten (250, 407).

Auchdas zur gravimetrischen Bestimmung viel verwendete8-Hydroxy-
chinolingibt nachSulfurierunglésliche, farbige Metallchelate. Bekannterist
jedoch das Derivat ,, Ferron® (7-J od-8-hydroxychinolin-5-sulfonsaures Na-
triwm). Die , Ferron“-Chelate sind fast ausnahmslos gelb, nur das Ei-
sen (IIT) gibt einen griinen Komplex in schwach saurem Medium. Diese
Reaktion kann zur Eisenbestimmung verwendet werden, wobei allerdings
Kupfer, Nickel, Chrom und Kobalt stéren (345, 394). In Proben, dic kaum
andere Mctalle enthalten, kénnen auch Aluminium und Eisen nebenein-
ander bestimmt werden, da der Al-Komplex die Bestimmung des Eisens
nicht stért und die durch das Eisen bedingte Stérung der Aluminiumbe-
stimmung entsprechend korrigicrt werden kann (42, 77); hierbei stéren
Uran, Thorium, Kupfer, Nickel, Chrom, Molybdin, Mangan, Zirkon
und Zink. Wegen der geringen Sclcktivitit ist also ,,Ferron“ als Reagenz
nur in wenigen bestimmten Fillen ohne Schwierigkeiten anwendbar.

Polyphenole mit Sulfonat-Gruppen

Polyphenole oder -naphthole mit ortho- oder peri-stindigen Hydro-
xylgruppen und einer oder mehr Sulfongruppen zur Erhshung ihrer
Wasserl6slichkeit gehtren zu den wichtigsten analytischen Reagentien.
Dabei kann die manchmal geringe Selektivitit durch Maskierungsmittel
verbessert werden (325). Von besonderer Bedeutung sind:

T10,S OH HO OH
OH
Lon
SOzH HO;8 SOH 11058 OH
Brenzcatechin-3.5-disul- 2.3-Dihydroxyna- 1.8 -Dihydroxynaphtha-
fonsdure = ,, Tiron* phthalin-6-sulfonsdure lin- 3.6 -disulfonsiure =

,,Chromotropsiure**
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Tiron gibt als verhiltnismiBig selektives Reagenz farbige Chelate
mit Eisen(III) (blau oder rot, je nach pH-Wert); Molybdin, Osmium,
Kupfer, Uran und Titan (gelb); Cer(III) (weinrot) und Vanadin (pur-
purfarben, wobei die Farbe jedoch nach kurzer Zeit verblaBt). Das Rea-
gens wurde urspringlich zur Bestimmung von Titan und Eisen einge-
filhrt. Zur Bestimmung beider Elemente in Gegenwart aller anderen
sind vorher jedoch umstindliche Trennungen durch Fillung erforderlich:
Stérende Elemente werden zundchst durch eine Sulfidfillung bei pH 1
entfernt. Aus dem Filtrat kann nach Zugabe von Tartrat das Fisen mit
Ammoniumsulfid abgetrennt und nach Wiederaufisen stérungsfrei mit
Tiron bestimmt (398) werden. — Fithrt man stattdessen nach der ersten
Sulfidfillung eine Hydroxidfillung durch, so kann man in dem Nicder-
schlag das Titan direkt mit Tiron bestimmen. Stérende Eisenverbin-
dungen werden durch Thioglykolsiure maskiert (285, 395) oder mit Na-
triumditbionit reduziert (273). Cer 148t sich nach Reduktion zur drei-
wertigen Stufe mit Tiron in Gegenwart anderer Seltener Erden und Tho-
rium bestimmen. Bei der Bestimmung stéren jedoch Eisen und Titan
schon in kleinen Mengen, Aluminium erst im groflen Uberschub (279).
Die Molybdian-Bestimmung mit Tiron wird nur von Fe, Ti und W ge-
stort, deshalb trennt man das Molybdin zunichst durch Fillung mit
Benzoinoxim ab. Dabei fillt allerdings Wolfram mit, weshalb man die
photometrische Bestimmung dann nicht im Absorptionsmaximum bej
390 nm, sondern bei 420 nm durchfithrt (388), wo der Wolfram-Tiron-
komplex kaum noch absorbiert. — Die Bestimmungen von Kupfer (206)
und Osmium (207) mit Tiron werden durch zahlreiche Ionen gestért und
sind nur von geringer Bedeutung.

2,3-Dihydroxynaphthalin-6-sulfonsdure gibt mit den gleichen Ele-
menten farbige Chelate wie das Tiron: mit Eiscn je nach dem pH-Wert
cin blaues oder rotes; mit Titan ein orangcfarbenes und mit Cer, Molyb-
din, Uran, Niob und Vanadin rotbraune Chelate. Diese Elemente
storen sich also gegenseitig bei der Bestimmung (325).

Von allen Polyphenolen ist fiir die Titan-Bestimmung die Chromo-
tropsiure am besten gecignet (327); sic liefert je nach der Sdurckonzen-
tration einen roten bis violetten Komplex. Zwar bildet sie auch mit ciner
Reihe anderer Elemente intensiv gefirbte Chelate, doch lassen sichin den
meisten Fillen durch entsprechende Reaktionsbedingungen diese Sto-
rungen beseitigen. So stért in konzentriert schwefelsaurer Loésung nur
noch Eisen (40), das durch Abscheidung an der Quecksilberkathode be-
seitigt werden kann (289). In schwach saurer Lsung stéren auferdem
Vanadin, Zirkon und Molybdin. Alle 4 Storelemente kénnen jedoch als
Kupferron-Chelate mit Chloroform extrahiert werden (257).
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Eleganter erscheint dieReduktionderstérenden Elemente mit Ascorbin-~
sdure in schwach saurem Medium. Es verbleibt dann nur noch eine St6-
rung durch Niob (322, 326, 327). Diese Methode wird besonders zur
Bestimmung des Titans im Stahl empfohlen (320). — Chromotropsiure
kann ferner zur Bestimmung von Niob verwendet werden, mit dem ein
rotes Chelat entstcht (324, 325), und zur Bestimmung von Eisen(III),
das griine Komplexe bildet (323).

Mit ciner Reihe ausgesprochen sauerstoff-affiner Elemente, wie Alu-
minium, Zirkonium, Yttrium und den Scltenen Erden, bildet Alizarin S

O on
/ ol

SO,H
O

rote Komplexe, die insbesondere zur Aluminiumbestimmung geeignet
sind. Dic Farbintensitit des vom Aluminium mit Alizarin S gebildeten
Farblacks ist aber auBler von der Aluminiumkonzentration auch noch
vom pH-Wert der Reaktionslgsung und der Konzentration einiger
TFremdsalze abhingig. So wurde diese von Atack eingefithrte Bestim-
mungsmethode (9) von ciner Reihe von Autoren immer wieder neu be-
arbeitet und verbessert (226, 298, 373, 397). Bei Anwesenheit von Cal-
cium-Toncen wird die Farbe des Aluminiumkomplexes intensiver, was zu
einer Empfindlichkeitssteigerung der Bestimmung ausgenutzt werden
kann (779, 252). Eisen, Mangan, Fluorid und Phosphat stren und miis-
sen vorher abgetrennt werden. Man extrahiert zunichst Eisen und an-
dere Schwermetalle bei pH 0,41 als Kupferron-Komplex mit Chloro-
form und trennt nach erneuter Zugabe von Kupferron bei pH 4,8 das
Aluminiumkupiferronat durch Extraktion ab von Mangan, Fluorid und
Phosphat (348). — Das Zirkonchelat mit Alizarin S ist noch in stirker
saurem Bereich bestindig, so daB bei pH < 2 das Aluminium diese Be-
stimmung nicht mehr stort. Es stoéren jedoch Fluorid, Sulfat, Phosphat,
Silicat, Molybdat, Wolframat, Antimonat und organische Hydroxysduren,
die entweder Niederschlige oder stabile Komplexe mit Zirkon geben
(728), so dal diese Methode nur fiir spezielle Proben gecignet ist, z.B.
fiir Gesteine und Mineralien (87). Hafnium reagiert analog, wihrend
der Thorium-Komplex sich erst bei pH-Werten iiber 2,5 bildet (75, 130).

Wenn die Einzelclementc der Seltenen Erden an einer Ionenaus-
tauschersiule voneinander getrennt sind und auch nicht mit anderen
Elementen vermischt sind, dann ist Alizarin S ein sehr empfindliches
Reagenz zu ihrer Bestimmung bei pH = 4,7 als optimaler H+t-Ionen-
konzentration (287).
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Als weiteres Derivat der Anthrachinonsulfonsiure findet die Chiniza-
rin-2-sulfonsidure bedingt Verwendung zur Beryllinmbestimmung, wobei

O OH

O OH

allerdings neben Fluorid und Phosphat auch eine Reihe von Kationen
stéren, insbesondere Aluminium, so dal die Methode nur empfohlen
werden kann, wenn das Beryllium vorher isoliert worden ist (73, 99).

Polyphenole ohne Sulfonat-Gruppen

In vielen Fillen sind schon eine Reihe von OH-Gruppen im Molekiil des
Chclatbildners ausreichend, wasserlgsliche Komplexe fiir photometrische
Bestimmungen zu bilden. Die Lislichkeit steigt mit der Zahl der OH-
Gruppen vom Alizarin iiber das Purpurin zum Chinalizarin. Bei Be-
stimmungen mit Alizarin muB die Loslichkeit durch Zugabe gréBerer

O OH O OH HO O OH

°“ O™
O O OH H le)
Alizarin Purpurin Chinalizarin

Mengen Alkohol erhdht werden, wihrend Bestimmungen mit Chinaliza-
rin erfolgreich in rein wifirigen Losungen durchgefiithrt werden (788).
Da auferdem die Farbintensitit mit steigender Zahl von OH-Gruppen
zunimmt, hat das Alizarin im Vergleich zum sulfurierten und somit bes-
ser wasserloslichen Alizarin S und zum Chinalizarin kaum Bedeutung fiir
quantitative Bestimmungen.

Chinalizarin gibt in stark alkalischer Losung eine Blaufirbung mit
Beryllium, Magnesium, Scandium, Zirkon, Thorivm, den Scltenen Erden,
Kobalt und Nickel, weshalb diese Methode unter anderem besonders zur
Berylliumbestimmung neben Aluminium geeignet ist. Die stdrenden
Elemente trennt man am besten ab, indem man den nach Ammoniak-
fillung erhaltenen Hydroxid-Niederschlag trocknet, mit NaOH schmilzt
und die Schmelze mit Eis aufnimmt. Dabei bleiben die stérenden Ele-
mente in kompakter, wenig adsorbierender Form zuriick (707, 284).

Es sind noch fiir weitere Elemente Bestimmungsmethoden in alkali-
scher Losung ausgcarbeitet worden, so fiir Magnesium (349), Thorium
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(280), Gallium (389) und Zirkon (773, 788), die jedoch alle keine gréBere
Bedeutung crlangt haben. — In konzentrierter Schwefelsiure gibt nur
noch Bor cin blaugefirbtes Chelat, das fiir quantitative Borbestimmun-
gen sehr geeignet ist (300). Dabei stéren die Anionen Nitrat, Chromat
und Fluorid (87). Die Reaktion wird mit steigender Schwefelsiurekon-
zentration empfindlicher (78).

Mehrere OH-Gruppen enthalten auch die ,,Fluorone®, von denen
das Methyl- und insbesondere das Phenyl-Derivat Verwendung finden.,

R
1O A OH R=Cll,
m bzw. CeHy
07 O~ ~F ~OH

Sie bilden in schwach saurem Medium gefirbte Chelate mit Germa-
nium, Molybddn, Wolfram, Zinn und Antimon (720). Die meisten Che-
late sind aber im wiBrigen Mcdium so schwer 16slich, dafl zur Verhinde-
rung der Fillung entweder Gelatine als Schutzkolloid oder groBere An-
teile Alkohol zugesctzt werden miissen. Die groBte Bedeutung hat dieses
Reagens fir die Germaniumbestimmung in schwach saurer Lésung, da
man das Germanium leicht durch Destillation (68, 779) oder Extraktion
aus 9 n salzsaurcr Losung mit Tetrachlorkohlenstoff (70, 706, 230, 302)
als GeCl, von stérenden Elementen abtrennen kann.

In einigen Fillen kénnen stérende Elemente mit ADTE (Sb, As,
Ga, In, Te, Tl und Sn) oder Zitronensiure (Sb) maskiert werden,
wenn sie nicht in zu groBem UberschuB vorliegen (53). Der Einflu8 von
Cu, Fe, Sb und Sn kann auch durch Thiosulfat unterdriickt werden
(245). Zur Antimonbestimmung in saurer Ldsung sind sowohl Phenyl-
fluoron (229) als auch Methylfluoron (276) geeignet, wobei ersteres ein
rotes, letzteres ein orangefarbenes Chelat liefern. Es stéren Bi'™, CrVl,
Fe!, GelV, In'!, TaV und Zr'V, die aber weniger intensiv gefirbte
Komplexe bilden, wihrend Hf'Y und NbV eine etwa gleich starke und
Ga'™', Mo"!, SnM, V¥ und Ti' sogar eine intensivere Firbung geben
als Sb™, Von all diesen Elementen muB das Antimon deshalb vorher ab-
getrennt werden. Andererseits ergibt sich daraus auch die Moglichkeit
einer empfindlichen photometrischen Bestimmung dieser Elemente, die
fir Zinn schon durchgefithrt worden ist (727, 790, 792, 370). Das
Zinn wird auBer von Molybdin von anderen Stérelementen als Thio-
cyanato-Komplex durch Extraktion mit Essigsdureidthylester getrennt
(240, 346). Auch fiir die Bestimmung von Zirkonium (74, 75, 403), Ti-
tan (208), Molybdin (209), Indium (278) und Tantal (797) sind Vor-
schriften ausgearbeitet worden.
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Hydroxytriphenylmethanfarbstoffe als Chelatbildner

Polyhydroxy-triphcnylmethanfarbstoffe sind auf Grund ihrer
OH-Gruppen meist in Wasser recht gut 19slich und dazu noch in der Lage,
mit einer Reihe von saucrstoff-affinen Elementen tief gefirbte stabile
Chelate zu bilden. Sie finden als mectallochrome Indikatoren und als
colorimetrische Reagentien Verwendung (82). Wenn sich in Nachbar-
stellung zu den phenolischen Gruppen in 3- und 3'-Stellung noch weitere
Substituenten als Ligandgruppen fiir Metallionen befinden, so wirkt sich
eine Chelatbildung unter Einbezichung des auxochromen O-Atoms in 3-
Stellung auf das Absorptionsspektrum aus, da die Elektronen der auxo-
chromen Sauverstoffatome zu dem Elcktroncensystem gehoren, das die
Lichtabsorption bedingt (vgl. S. 592).

So bildet das Triammoniumsalz der Aurintricarbonsdure (Aluminon)
in wiBriger Losung bei plI 4—6 mehr oder minder tief rotfarbene Che-
late mit Be', Al Cull, Welll, Scf, YU, ThIV, UV, Scltenen Er-
den und Platinmetallen. Seit dieses Reagens zum Nachweis fiir Alu-
minium (Name!) schon 1925 entwickelt (736) und bald darauf auch zur

Tio o]
NHpOCQ c ’@coomh

COONH,
Ol

Aluminon

Aluminiumbestimmung verwendet wurde (396), haben sich in den letzten
20 Jahren eine groBe Anzahl von Autoren mit der Bestimmung von Alumi-
nium mit Aluminon beschiftigt und die genauen Bedingungen fiir die ver-
schiedensten Probleme ausgearbeitet (76, 57,717,119, 193, 220, 238, 317).

Obwohl dieses Reagens trotz der doch zahlreichen Stérungen fiir die
Aluminiumbestimmung seine gréBte Bedeutung erlangt hat, lassen sich
auch eine Reihe anderer Elemente damit bestimmen: Beryllium (74,
794, 359), wobei Al, Cu, Fe, Pb, Zn, Ca und Mg mit ADTE maskiert
werden; Zitkonium (74, 75); Uran (784, 225) und Gallium (220, 286).

Mit ctwa den gleichen Elementen wie Aluminon gibt auch ,,Chrom-

azuyol S (82)
CH, CII,
1O 0

NaOOC C COONa
Cl @Ci
S0O3Na
Chromazurol S

604



Verwendung von Chelaten in der photometrischen Analyse

rot- bis violettfarbene Chelate, die sich in ihrem Verhalten kaum von den
vorher erwdhnten unterscheiden, so daf dieser Farbstoff als analytisches
Reagens gegeniiber dem Aluminon keine Vorziige besitzt.

GroBere Bedeutung hat dagegen das chlorfreie Produkt ,,Eriochrom-
cyanin®, oft auch als ,Eriochromeyanin R

CH, CH,
HO 0
HOOC C COOH
SO3H

Eriochromcyanin

bezeichnet, das schon schr lange und erfolgreich zur colorimetrischen
Aluminiumbestimmung verwendet wird. Der Farbstoff bildet mit Alumi-
nium in neutraler oder schwach saurer Lisung einen rotvioletten Farblack
(9, 88,779). Es storen eine Reihe von Metallionen, die ebenfalls gefirbte
Lacke geben. Davon kénnen Eisen und Mangan (IT) mit Thioglykolsiure
maskiert werden (282a4). Eisen und Kupfer kénnen auch bei pH 1 als
Kupferronate mit Chloroform extrahiert werden (348). Andere stérende
Tonen sind Be?+, ZrO%*, Th+, Cr3t, Ni2+, VO,~, Si0.2-, FF-und PO2-.

Dieses fast ausschlieBlich zur Aluminium-Bestimmung verwendete
ReagensliBtsich ebenfalls zur Berylliumn- (360) und Indium-Bestimmung
(72) benutzen, wobei allerdings auch die oben erwiihnten Elemente storen.

Brenzcatechinviolett (= Brenzcatechinsulfophthalein) bildet in saurer
Losung mit Bi, Fe, Ga, Hg", Mo, Th, Ti, W, Zn und Zr tief rote bis
blaue Cbelate, bei pH-Werten von 6 und hoher auch noch mit Ba, Ag,
Al, Be, Ca, Cr, Cu, Ge, Ni, Pb, Sb, Sn und Sr, so daB es sich hier sicher-
lich nicht um cin schr selektives Reagens handelt. Aber in acetat-
gepufferter Losung bei pH 5,2 in Gegenwart cines groBen Uberschusses

HO c OH
©,503n
Brenzkatechinviolett

an ADTE bilden nur noch Zirkon, Antimon und Zinn(IV) farbige Che-
late (708), so daB selektive Bestimmungsmethoden fiir Zirkon (56, 708,
400) und Zinn (203, 290) zur Verfiigung stehen. In bestimmten Fillen
wird das Brenzcatechinviolett als empfindliches Reagens zur Bestim-
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mung von Wismut (202, 342), Yttrium (402), Thorium (343), Alumi-
nium (&), Germanium (237), Titan (204) und Kupfer (344) empfohlen.

Pyrogallolrot und besonders Brompyrogalloirot (Dibrom-pyrogallol-

sulfophthalein)
11 OH
HO, o 0
ReH b, Br ]ﬁcﬁ
R # R

SO3H

bilden mit ciner Reihe von Metallen intensiv gefirbte Metallchelate, so
daB es sich schon lange als Indikator bei komplexometrischen Titratio-
nen bewahrt hat. Aber auch fiir photometrische Bestimmungsverfahren
sind die wasserlslichen Mctallchelate geeignet, so fiir Silber (75); Uran
(795); Seltene Erden, Yttrium und Cer (745); Titan (339); Wismut
(340), Niob (23); Zinn (353) und Antimon (67).

Azofarbstoffc als Chclatbildner

Die gleiche Entwicklung wie bei den Chelatbildnern der Triphenylme-
than-Reihe, die neben ihrer Verwendung als Metallindikatoren schon Be-
deutung fiir dic photometrische Metallbestimmung erlangt haben,
bahnt sich crst bei wenigen Chelatbildnern aus der Gruppe der Azo-
farbstoffe an, die noch iiberwiegend nur als Metallindikatoren bei
Titrationen verwendet werden. Hier ist besonders das Eriochromschwarz
T zu nennen:

OH HO
.I
HO,S- Q —N=N—

o,N

Eriochromschwarz T

»Erio T* bildet tief gefirbte Chelate mit einer Reihe von mehrwerti-
gen Metallionen, jedoch sind diese mit Ausnahme des Thoriumchelates
weniger stabil als die Chelate mit ADTE. Hicrauf beruht cine hoch se-
lektive Thorium-Bestimmung, bei der nur Eisen stort: Man reduziert
Cer(IV), Vanadin(V) und Uran(VI) mit Hydroxylaminhydrochlorid und
gibt dann ADTE und Triithanolamin als Maskierungsmittel zu (789).
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Erichromschwarz A ist zur photometrischen Kobalt-Bestimmung in
Gegenwart von Nickel und Zink geeignet, wenn die Lisung gleichzeitig

ADTE enthilt (7).
OH 110
11045 O N=N Q
O,N

Eriochromschwarz A

4-(2-Pyridylazo)-resorcinol (PAR) bildet mit einer Reihe von Me-
tallionen rote Chelatverbindungen (762, 277). Am empfindlichsten ist
diese Reaktion fiir dic photometrische Bestimmung von Kobalt(e

7\ N:N—QOH
=N

HO

55000), Uran (e ~ 38000), Blei (¢ &~ 35000) (762) und Niob (g /~38700).
In Gegenwart von ADTE wird dic Niobbestimmung nur von Uran
und Vanadin gestért, wobei das Uran noch durch Oxalat maskiert wer-
den kann (22, 97).

Von groBer Bedeutung sind zwei Azofarbstoffe, die die Arsonsiure-
gruppce im Molckiil cnthalten. Diese Gruppe reagiert mit Zirkon, den
Lanthaniden und Actiniden und einigen wenigen anderen Elementen. Im
wArsenazo I* ist dic entscheidende funktionelle Gruppierung

AsOsHa 1O
7 N\ N=N—~ B

N

einmal, im | Arsenazo I11* jedoch zweimal enthalten, aber zur Kom-
plexbildung wird stets nur cine Gruppe beansprucht.

AbOg”g AsQ3H, 1,03As

/ N \—]\j ‘ . QN Nl\ N@
HO4S OO SOsH 11035 SOsH
Arsenazo I Arsenazo 111

Beide Reagenzien bilden mit Ti, Zr, (Hf), Th, U und anderen Aktiniden
in der vierwertigen Forimn in saurer Lésung (pH 2,0-2,5) Komplexe von
der Zusammensetzung Metall : Arsenazo = 1: 1 mit Absorptionsmaxima
im Bereich von 550~575 nm. Bei héheren pH-Werten (4,0—8,0) entstehen
auch Chelate mit dem Verhiltnis 1 : 2. Die dreiwertigen Elemente Al, Ga,
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In, Seltene Erden, Y und Sc geben 1:1 Komplexe in schwach saurer
Losung (pH etwa 4,5—6,0) (780, 295, 296). Die Unterschiede in den pH-
Intervallen ermdglichen sehr selektive Bestimmungen, denn fast alle
zweiwertigen Mectallionen geben erst bei pH 11 und hoher stabile Kom-
plexe. Somit haben dicse Reagentien Bedeutung fiir die Bestimmung von
Thorium (749, 242, 294, 404), Uran (714, 749, 169, 183, 232, 312), Zir-
konium (75, 46, 95, 168, 182,) Scandium, Yttrium und den Lanthaniden
(43, 45, 115, 228, 243) die aber auch mit Dicarboxy-arsenazo I1I gut be-
stimmt werden kdnnen (48). Auch die Bestimmung des Niobs mit Ar-
senazo ist moglich (237). Im alkalischen Bercich lassen sich zwei-
wertige Metallionen mit Arsenazo I bestimmen, z.B. Magnesium (747)
und Beryllium (742).

Die Selektivitit dieser Reagentien kann nun etwas verindert werden,
indem die AsO,H,-Gruppe durch anderc Sivrereste ersetzt wird. So sind
die Chiorphosphonazo-Chelate des Uran(VI) stabiler als die mit Arsen-
azo, so daB} die Bestimmungen in stirker saurem Medium mdglich sind
(233). Der Ersatz beider AsO,H,-Gruppen im Arsenazo IIT durch SO, H-
Gruppen licfert ein hoch selektives Reagens fiir Ba und Sr (57, 80, 297).
Die Selektivitit fiir Niob wird erhoht durch Ersatz der AsO,H,-Gruppen

PO, H05P

o oul
HOsS SOzH
Chlorphosphonazo
HO;S  OH HO SO,

HO OH

c1 11048 SO,H Cl

Chlorsulfonphenol S

AsO,I1 1,0;A8
Y80 om0

G
HOOC HO,S SOzH COOH
Dicarboxyarsenazo I1I
durch OH-Gruppen im Arsenazo III, so daB in 2,3 molarer Perchlor-
sdure die hoherwertigen Elemente Ti, V, Zr, Mo, Th und Al nur noch in

mehr als 100fachem UberschuB die Niob-Bestimmung mit Chlorsulfon-
phenol S stéren (50).
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Chelatbildner mit der Nitrilodiessigsdure-Gruppe

Sehr stabile Chelate bilden Verbindungen, die die Nitrilodiessigsiure-
Gruppe, mehrfach im Molekiil enthalten. Derartige Chelatbildner faBit
man unter dem Namen ,Komplexone* zusammen. Das einfachste
ist die Athylendiamintetraessigsdure (ADTE), bei der zwei Nitrilo-
diessigsaure-Gruppen iiber eine Athylen-Briicke verbunden sind. Sie ist
in cinigen Fillen zur photometrischen Metallbestimmung geeignet, wenn
keine hohen Anspriiche an Empfindlichkeit und Selektivitit gestellt
werden, z.B. zur Kupferbestimmung (725, 726) in Legierungen, deren
Gehalte tiber 59, liegen. Die Firbung der Chelate ist wesentlich
intensiver, wenn die Nitrilodiessigsdure-Gruppe in Triphenylmethan-
farbstoffe oder Azofarbstoffe eingcbaut wird. An der Spitze dieser
Reagentien steht das Xylenolorange, das sich von den Sulfophthaleinen
ableitet.}

Xylenolorange bildet im pH-Bereich < 4 mit einer Reihe von drei-
und hoherwertigen Metallionen tief rote Komplexe, die sehr gut zur
photometrischen Bestimmung dieser Elemente verwendet werden kdnnen.
Ausfiithrlich bearbeitet ist das Reagens fiir die Bestimmung der Lantha-
niden (47, 276, 399), von Zirkonium (74, 59, 796), Wismut (244),
Chrom (207), Eisen (44), Indium (72), Niob (96, 767), Scandium (378),
Titan (248), Vanadium (765, 247) und Zinn (76). Bei pH-Werten
von 6—7 koénnen auch cinige zweiwertige Metallionen mit Xylenol-
orange bestimmt werden, wenn auch diese Methoden wenig selektiv
sind (249).

Noch zwei weitere Sulfophthalein - Indikatoren werden hiufiger fiir
photometrische Bestimmungen verwendet : Das Methylthymolblau zur Be-
stimmung von Indium ({72) und von Zirkonium und Hafnium (74, 75,
59), mit denen es violette 2 : 1-Chelate bei ReagensiiberschuB bildet; das
Thymolphthalexon zur Bestimmung der Seltenen Erden im alkalischen
Medium (optimal pH 9,5) (275).

IIOOC—CHz CHsCOOH
N—H2C CHZ—N

HOOC-CH Hy CHz—COOH

Xylenolorange: Methylthymolblau: Thymolphthalexon:
R, =CH;, R,=SO;H, R, = CH(CH,),, R, = CH(CH,),,
R,=H R,=S0O;H, Ry=CH, R,=COOH, R;=-H

Das einzige bekanntere von den Azofarbstoffen abgeleitete Komple-
xon ist das Aminomethylazo 111, das bei pH 11 in Gegenwart von ADTE
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nur noch mit Kupfer reagiert. Es ist somit fiir dicses Element spezifisch
und zudem noch sehr empfindlich (49).

H,—COOH HOOC—Cth
I}I—CHZ——COOH HOOC—CIIZ—l?I
CII, I,C

HO OH
1\———\ ‘ ‘ :N=N
HOsS g ‘ SO5H
Aminomethylazo III

Chelatkationen

In die Gruppe der Diamine, dic Chclatkationen bilden, gehéren zwei
hoch selektive Verbindungstypen, die Ferroine und die Cuproine.

Die Ferroine (a«’-Dipyridyl und 1,10-Phcnanthrolin) geben in-
tensiv gefirbte kationische Chelate mit Eisen(II) und Kupfer(I), die
leicht zu den nur ganz schwach gefirbten komplexen Kationen von
Eisen(I1I) und Kupfer(Il) oxydicert werden kénnen (Redoxindikator).
Unter bestimmten Bedingungen reagicren auch Kobalt(II) und Nickel-
(II) unter Bildung von Chelatkationen.

Cuproine (6,6’-substituierte Dipyridyle, 2,9-Methyl- und -Phenyl-
derivate des 1,10-Phenanthrolins und 2,2’-Bichinolin) enthalten die
gleiche chelatbildende Gruppierung, geben aber nur noch Chelate mit
Kupfer(I), da dic Bildung von entsprechenden Eisen(I1)-Chelaten ste-
risch gehindert ist (374).

\ TN g
R R R R Q
o,o’-Dipyridyl 1.10-Phenanthrolin 2.2'-Bichinolin
R =H: Ferroine

R -: CH, oder C(I; : Cuproine

Zur Eisenbestimmung ist das 7,70-Phenanthrolin das bckannteste
Reagens (78, 770, 746, 299, 321, 379). Der orange-rote Komplex
[Fe(Phen),**+ besitzt cine hohe Farbintensitit und ist diber den weiten
Bereich von pH 2-9 stabil. Die Reduktion von Eisen(III) zu Lisen(IT)
erfolgt gewdhnlich mit Hydroxylaminhydrochlorid, Ascorbinsdure oder
Hypophosphit (327). Zwar stdren einige Llemente diese Bestimmung,
weil sie auch stabile Komplexe bilden (Co!, Ni'f, Cu' und Zn!), oder
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aber bei den erforderlichen pH-Werten schon hydrolysieren (Ti, Sn, Pb,
Bi), aber bei Verwendung eines groBen Uberschusses an Reagens und
ADTE zur Maskicrung ist dic Eisenbcstimmung praktisch spezifisch
(140, 154, 246, 350).

Ganz analog reagiert das a,a’-Dipyridyl (702, 103, 127). — Das 4,7-
Diphenyi-1,10-phenanthrolin bildet wesentlich intensiver gefirbte Ei-
sen(IT)-Chelate als das unsubstituierte Reagens und ist somit empfind-
licher (376). Diese Chelate bilden leicht extrahierbare Ionenassoziate und
werden deshalb biufiger zur Photometrie in zweiphasigen Systemen ver-
wendet (vgl. S. 627).

Die gleiche chelatbildende Atomkonfiguration wie die Ferroine haben
einige Imidazolderivate, von denen das 2-(2-Pyridyl)benzimidazol (1)
und das 2-(2-Pyridyl)-imidazol (1T)

{.\I{ H
A HC N /N
C C

'\f’ N= ! v N=

HQC\N
I i

schr stabile purpurrotc Eisen(II)-chelate und weniger stabile farbige
Chelate mit Kupfer (I und II), Kobalt(II) und Eisen(III) geben (382). —
Eine ferroin-dhnliche Atomkonfiguration findet man auch im Pyridin-
aldoxim, das in schwach alkalischem Medium intensiv rote Chelate mit

AYe

=N ~N-OH

Eisen(II) bildet. Diese Reaktion ist recht selcktiv und zur photometri-
schen Bestimmung gecignet, denn es stdren nur Vanadium, Chrom, Ko-
balt, Nickel, Mangan und Kupfer, wenn ihre Konzentration gréfer als
die Eisenkonzentration ist (738). — Der griine Mangan(ITI)-Komplex
des Pyridin-2,6-dialdoxims kann auch zur photometrischen Mangan-
bestimmung verwendet werden, wobei Eisen, Kobalt und Nickel (739)
stéren.

Auch viel einfachere Di- und Polyamine geben stabile Chelate mit
den Elementen Cu, Ni, Co, Zn, Cd und Hg, wovon die des Kupfers weit-
aus am intensivsten gefirbt sind. Diese Reaktion wird selektiv, wenn sie
in Gegenwart von ADTE zur spektrophotometrischen Kupferbestim-
mung durchgefiihrt wird (58). Von Bedeutung zur Kupferbestimmung
sind Athylendiamin (,en%) (355), Triithylentctramin (,tren®) (58),
Tetradthylenpentamin (,tetren®) (58, 72) und Pentaithylenhexamin
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(,penten®) (58). Die Bestimmung von Kobalt und Nickel ist moglich
mit Didthylentriamin (387) und dic von Platin mit o-Phenylendiamin
(737).

Indirekte Bestimmungen und gemischte Komplexe

Die Bildung einer Reihe von Chelaten des Berylliums, Aluminiums,
Thoriums und Zirkoniums wird durch Fluorid gestort. Diese Stérungen
koénnen nun erfolgreich zur indirekten Bestimmung des Fluorids benutzt
werden, denn dic Abnahme der Farbintensitit dieser gefirbten Chelat-
I6sungen ist dem Fluoridgehalt der Losung proportional. Die entfdir-
bende Wirkung der Fluoride auf Farblacke und -chelate folgender Systeme
ist zur spektralphotometrischen Fluorbestimmung vorgeschlagen worden.
Alizarin S + Zirkonium (52), 1-(o-Arsonophenylazo)-2-naphthol-3,6-
sulfonsdure (= , Thoron“) 4+ Thorium (729, 750); Chromazurol S -+
Beryllium (377), Aluminium (77, 239) oder Thorium (282); Eriochrom-
cyanin R + Aluminium (283, 354) oder Zirkonium (273, 376) und neuer-
dings auch Xylenolorange + Zirkonium (375). Allen diesen Methoden
liegt also eine Farbintensititsabnahme mit steigendem Fluorgehalt zu-
grunde, weshalb diese indirekten Methoden fiir kleine Fluormengen keine
schr genauen Werte liefern. In einigen Fillen bilden sich bei Anwesen-
heit von Fluorid gemischte Fluorochelate, so mit Cer, Lanthan oder Pra-
seadym und 3-[Di(carboxymethyl)aminomethyl]-1,2-dihydroxyanthra-
chinon (= ,Alizarin-Komplexon*). Dabei tritt eine Farbvertiefung und
Farbverschiebung von rot nach blau auf, so daBl mit dieser Reagenskom-
bination eine direkte Methode zur Fluorbestimmung zur Verfiigung
steht (24, 773, 393).

Chlorid gibt mit Quecksilber (II) undissoziiertes HgCl,, wodurch dic
Bildung des rotvioletten Quecksilber-Diphenylcarhazonkomplexes ver-
hindert wird. Dicse Aufhellung der Komplexlosung durch Chlorid 1aBt
sich zu einer empfindlichen indirekten Bestimmungsmethode verwen-
den (62, 374, 410).

V. Photometrische Bestimmungen in nichtwifiriger Phase

Grundlagen der Verteilung

Wie der vorhergehende Abschnitt zeigte, lassen sich Trennungen vor der
eigentlichen photometrischen Bestimmung in den meisten Fallen nicht
vermeiden. IFdllungen sind aber zu schwerfillig und insbesondere bei
Spurenanalysen infolge von Mitreileffekten oder unvollstindiger Ab-
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scheidung mit Fchlern behaftet. Hier kénnen mit Vorteil Verteilungs-
reaktionen zwischen zwei nichtmischbaren Losungsmitteln herangezogen
werden. Nach Nernst verteilt sich ein Stoff im Verhiltnis seiner Los-
lichkeiten zwischen zwei fliissigen Phasen

k= CO/cw

(o = organisch, w = wiBrig), d.h. der Quotient aus den Konzentrationen
in beiden Phasen ist konstant. Fiir effektvolle ,,Extraktionen” werden
also Chelate benétigt, die in Wasser méglichst schwer, in organischen
Losungsmitteln leicht 16slich sind und unmittelbar in der organischen
Phase bestimmt werden kénnen.

Die Loslichieit in indifferenten organischen Lisungsmitteln wie Chloro-
form, Tetrachlorkohlenstoff, Benzol u. a., wird z. B. durch Einfithrung von
Phenylresten oder lingeren aliphatischen Ketten zur Abschirmung hy-
drophiler Gruppen erhséht. Diese Gruppen erniedrigen gleichzeitig die
Laslichkeit in der wiBrigen Phase und beeinflussen bei geeigneter Stel-
lung die Selektivitit. Chelate mit restlichen hydrophilen Gruppen lassen
sich oftmals noch befriedigend mit polaren Lésungsmitteln, wie héheren
Alkoholen, Ketonen, Athern, Estern oder Aminen, extrahieren.

Die in wiBriger Losung auftretende stufenweise Komplexbildung,
etwa eines dreiwertigen Metalles Me mit dem Chelatbildner HX

MeXet — MeX 4 — MeX; — MeX; — ————

gibt bei einer Extraktion wenig Stérungen, da im allgemeinen nur das un-
geladene Chelat, im Beispiel MeX,, extrahiert und durch die Extraktion
das Gleichgewicht zugunsten dieser Verbindung verschoben wird. Ist
das gebildete Chelat koordinativ nicht gesittigt bzw. enthilt es ko-
ordinativ gcbundene Wassermolekiile, was hiufig bei Metall(II)-Chelaten
vorkommt, so kann durch Zugabe einzihniger Komplexbildner (Alko-
hol, Amin, Trialkylphosphate), die das Wasser verdringen, vollstindige
Extrahierbarkeit erzielt werden (Synergismus). Die Wirksamkeit pola-
rer Losungsmittel beruht hitufig auf solchen synergetischen Effekten.
Die Verteilung ist infolge der Dissoziation des Chelatbildners in wi-
riger Losung, aber auch infolge Hydroxokomplexbildung des Zentral-
atoms pH-abhingig. Der pH-Bereich der Extraktion cines Metall-
chelates ist deshalb nicht nur von der Konzentration des Chelatbildners
abhiingig, sondern zur alkalischen Seite hin durch das Verhiltnis der
Stabilitaten des Chelates und der Hydroxokomplexe begrenzt. Der Ex-
traktionsbeginn auf der sauren Seite verschiebt sich um so mehr zu klei-
neren pH-Werten, je groBer Stabilitit des Chelates und Siuredissozia-
tionskonstante des Chelatbildners sind. Man kann deshalb den pH-
Bereich der Extraktion innerhalb gewisser Grenzen zum Sauren hin ver-
schieben, wenn durch Substituenten, wie Halogen, oder durch Anderung
e 613
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der Ligandatome (O in S oder Se) der pK-Wert des Chelatbildners ver-
kleinert wird (vgl. Oxin-Thiooxin). In vielen Fallen kénnen auch Chelat-
ionen als Ionenassoziate — meist mit polaren Losungsmitteln — extra-
hiert werden. Auf diese Weise ist es mdglich, eine Reihe von Chelaten,
die vorwiegend zur Bestimmung in wiBriger Losung benutzt werden, zu
Trennungsoperationen durch Verteilung heranzuzichen (vgl. S. 627).

Weitere Vortcile von Verteilungsoperationen ergeben sich daraus,
daB Maskicrungsmittel stérende Elemente in der wiBrigen Phase zu-
riickhalten und damit nicht nur maskieren, sondern auch abtrennen.

Die unterschiedliche Stabilitit der Chelate eines Chelatbildners kann
nicht nur durch Variation der pH-Bereiche der Extraktion, sondern auch
durch einen Metallionenaustausch ausgenutzt werden. Dieser Vorgang
ist besonders effektvoll, wenn das als Reagens eingesetzte Metallchelat
farblos, das stabilere Chelat mit dem zu bestimmenden Element aber
farbig ist (vgl. DDTC, S. 615).

Insgesamt bietet die Kombination der Verteilung eincs Chelates mit
der anschlieBenden photometrischen Bestimmung in der organischen
Phase so viele Moglichkeiten und Vorteile zur Erhohung der Sclektivitit
und Empfindlichkeit, dall dagegen andere Trennmethoden stark in den
Hintergrund treten.

Die fiir die Metallextraktion und anschlieBende photometrische Be-
stimmung in der organischen Phase geeigneten Reagentien sollen hier
nach der Anordnung der Atome, die mit dem Zentralatom den Chelat-
ring bilden, aufgegliedert werden. Als Ligandatome kommen fast aus-
schlieBlich N, O und S vor. Der Chelatring enthiilt meist 5 oder 6-Atome.
Viergliedrige Ringe treten nur auf, wenn sie gréBere Atome wie S, P oder
As enthalten.

Chelate mit viergliedrigen Ringen

$-~C—§°

Diese zu einem Vierring fithrende Atomgruppe ist in den Dithiocarb-
amidaten enthalten, die aus Schwefelkohlenstoff und primiren oder
sekundiren Aminen in Gegenwart von Natriumhydroxid leicht herge-
stellt werden konnen. Das wichtigste Reagens dieser Gruppe (7, 270) ist
das Natriumdidthyl-dithiocarbamidat (DDTC).

C.H; S
TN V4
N—-C
7/ N
C,H, SNa

B
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s bildet Chelatc mit folgender nach abnehmender Stabilitit ange-
ordneter Reihe von Mectallen und Metalloiden: Hg?t, Pd*, Agt, Cu?,
T+, Nitt, Bit+, Co?t, Pb*, Cd, TIt, Zn*, In®t, Sb¥, Fcit, Tett
und Mn?t+ (35, 93, 94). Von diesen sind nur einige intensiv gefirbt und
zur unmittelbarcn photometrischen Bestimmung geeignet. Die Farbe in
wiiriger und in organischer Phase ist meist gleich: Bi: gelb; Co: griin;
Cu: braun; Fe: braun; Ni: gelbgriin; U: rotbraun; Te: gelb. Dithiocarb-
amidatc lassen sich nur mit Tetrachlorkohlenstoff gut aus der wiiBrigen
Phasc cxtrahieren. Die Extrahierbarkeit ist vom pH-Wert abhingig. All-
gemein kann man dabei eine Aufteilung in mehrere Gruppen vornehmen
(31, 32).

1. Elemente, die oberhalb pH 11 extrahiert werden:
Ag, Bi, Cd, Co, Cu, Hg, Ni, Pb, Pd, Tl und Zn. Von diesen werden
durch ADTE nicht maskiert: Ag, Bi, Cu, Hg, Pd, TI'™™, und durch
KCN werden nicht maskiert: Bi, Cd, Pb und TI.

2. Elementc, die bei pH 9 extrahiert werden:
Fe, In, Mn, Sb, Te. Davon werden durch ADTE nicht maskiert: Sb
und Te; durch KCN werden nicht maskiert: (I'e), In, Mn, Sb und Te.

3. Elcmente, die bei pH 6 cxtrahiert werden:
As, Se, Sn, V.

4. Elemente, die mit CCl; und DDTC nur unvollstindig extrahiert
werden:
Au, Ga, Ir, Nb, Os, Rh, Ru, Pt und U.

5. Alle iibrigen Elemente werden bei pH 4-11 mit CCl, und DDTC
nicht extrahiert.

Durch geeignete Auswahl der Reaktionsbedingungen ergeben sich
daraus eine Reihe von Trennungs- und Bestimmungsverfahren. GroBere
Selektivitit bei der Extraktion von Dithiocarbamidaten erreicht man
jedoch erst durch Verwendung von Schwermetall-dithiocarbamidaten
als Rcagentien, mit denen nur die Elemente extrahiert werden, deren
Chelate stabiler sind. So kann z. B. Silber durch eine Austauschextraktion
mit Kupfer-dithiocarbamidat (776) bestimmt werden. Kupfer wird
sclektiv extrahiert in Gegenwart von Eisen-didthyldithiocarbamidat —
und Kobalt mit Blei-diéithyldithiocarbamidat (764).

Wiahrend das Natrium-DDTC in Wasser recht gut 1éslich ist und
sich in saurer Losung rasch zersetzt, ist das Didthylammonium-diithyl-
dithiocarbamidat in Wasser wenig 16slich, gibt aber schr bestindige Lésun-
gen in CCl; und CHCl; auch in Berithrung mit einer sauren wiBrigen
Losung. Die Bedeutung dieses Chelatbildners liegt darin, daB er zur Ex-
traktion von Kationen aus mineralsaurer Losung verwendet werden
kann, wodurch eine Reihe weiterer Trennungen méglich werden (34).
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Von weiteren Dithiocarbamidatderivaten haben noch folgende eine
gewisse Bedeutung: Das Zink-Chelat des Dibenzyldithiocarbamidats ist
fiir Austauschreaktionen mit Kupfer (772, 390) und Thallium (98) gut
geeignet.

Natrium-Pyrrolidin- und Piperidindithiocarbamidate dienen zur se-
lektiven Extraktion von Bi, Cu, Sb und Sn (775). Beide Reagentien sind
fir Extraktionen aus mineralsaurer Losung geeignet; so werden
bei pH ~ 1 Fe, Co, Ni, V, Cu, As, Sb, Sn und Pb und aus 6 n Salzsiure
nur noch Cu, Sb und Sn vollstindig extrahiert (205).

H,C—CH S CH,—CH S
N P N
/N——C\ H2C\ /N—C\
H,C—CH, se CH,—CH, se
Pyrrolidindithiocarbamidat Pipcridindithiocarbamidat

Sie eignen sich auch zur Manganbestimmung. Mangan(II) gibt zwar
farblose Chelate, diese werden aber schon beim Schiitteln mit Luft leicht
zu den tiefviolett gefirbten Mangan(I1I)-verbindungen oxydiert (328).
Die bei dieser Bestimmung stérenden Ionen von Fe, Cu, Co, V, Mo und U
konnen vorher als Thiocyanatokomplexe mit einem Gemisch aus Tetra-
hydrofuran und Ather extrahiert werden.

Wie Amine reagieren auch Alkohole mit Schwefelkohlenstoff in
Gegenwart von Alkalihydroxid. Die dabei entstehenden Xantho-
genate bilden ebenfalls Metallchelate mit dem gleichen Chelatring wic
die Dithiocarbamidate. Einige Bedeutung hat das Athylxanthogenat (1,
269, 307) erlangt, das mit etwa den gleichen Elementen wie die Dithio-
carbamidate mit CHCI; oder CCl, extrahierbare Chelate gibt.

S
7
Csz—O—C\ —
50 K@

Unter bestimmten Bedingungen ist die Extraktion selektiv fiir Co, Zn
und Cd; so kann bei niedrigen pH-Werten Co von einer Reihe anderer
Elemente und bei pH > 10 Cd vom UberschuB3 Zn abgetrennt werden.

$-P-8§2

Dialkyl- und Diaryldithiophosphorsiuren geben mit einer
Reihe von Metallen gut extrahierbare Chelate (33, 737). Die groBte Be-
deutung hat die Didthyldithiophosphorsdure (54)
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cgms—o\P P

Csz—O/ “sH
erlangt. Sie bildet in mineralsaurer Losung mit den schwefelaffinen Ele-
menten Chelate, die in Wasser schwerloslich sind und mit verschiedenen
organischen Losungsmitteln extrahicrt werden kénnen. So werden aus
iiber 7 n salz- oder schwefelsauren Lésungen Se', Tel¥ und Pd" voli-
stindig, Cu™! nicht ganz vollstindig und Hg" zum Teil mit CCl, ex-
trahiert. Avs 3—6 n mineralsaurer Losung werden Cu', Ag?, Hg", As!™,
S5, Bi*!l, SelV, Te!V und PA" quantitativ mit CCl, extrahiert, aus
1 bis 2n saurer Lésung konnen zusitzlich noch Pb™ und aus ganz
schwach sauren Losungen (pH > 1) auch noch Cd"™ und In™ (33)
quantitativ extrahiert werden. Unter diesen Bedingungen werden Al, Ba,
B, Ca, Cr', Cs, Ge, IrV, Fe, K, La, Li, Mg, Mn!,, Na, Pt" und
PtlY, Rb, Rh!™, Rull Sr, VYV, WY! und Y nicht extrahiert. Auf
Grund der Chelatstabilitit nimmt mit steigendem pH-Wert die Extra-
hierbarkeit in folgender Reihenfolge ab: Pd™, SelV, Te!V, Cull, Hg!l,
Aulll Al SpII BT phIl CqM, Nil, Zn!! wobei man wohl noch
Sn*, Fe' und PtV zwischen Cu'! und Pb einordnen muB (737).

Bei Verwendung des lingerkettigen Di-n-butylesters der Dithiophos-
phorsidure nimmt die Zahl der extrahicrbaren Kationen zu. Es kénnen
hiermit zu den vorgenannten JTonen auch noch Ni'l, TI'™ und Zn" voll-
stindig und Co!! und Cr"* teilweise extrahiert werden (737).

O=As—-0®

Auch das grofle Arsenmolekiil erméglicht die Bildung von 4-Ring-
Chelaten. So bilden die Dialkylarsinsiduren Chelate mit einer Reihe
von Metallen, die mit verschiedenen organischen Lésungsmilteln extra-
hiert werden kénncn. Auch hier stellt man fest, daB mit zunehmender
Kettenlinge der Alkylreste die Extrahierbarkeit der Metallchelate auch
bei niederen pH-Werten mdoglich ist (265), weshalb die Di-n-butylarsin-
siure als Extraktionsreagens bisher die gréite Bedeutung innerhalb die-
ser Verbindungsgruppe hat (264). Fiir den Extraktionsbeginn aus wi-
riger Phase wird folgende Abstufung von kleinen zu gréBeren pH-Werten
gefunden: Bi™l, ZrV, UO,2+, Sn', SnY, Ti'V, Fe!f, In'", ThIV, AI'Y,
YIII’ CI‘IH, an, ZnII, CUH, CCIH, LaIII’ HgII’ FCII, BeII’ MnII’ Niu,
Cd", CoM, Mg'. Hieraus ergeben sich Méglichkeiten fiir extraktive
Trennungen und Bestimmungen von Bi (267), UO%+ (268) und Zn (266).

Chelate mit fiinfgliedrigen Ringen

Bei den Fiinf-Ring-Chelaten findet man als Ligandatome O, S und N und
neben dem Zentralatom noch C und N als ausschlicBliche Ringatome.
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Verbindungen mit der chelatbildenden Gruppierung @0-C=C-0s,
also dic o-Dihydroxybenzolc wic Phenylfluoron, sind als Reagenticn
zur photometrischen Bestimmung in wiBriger oder wiBrig-alkoholischer
Phasc ziemlich verbreitet, haben aber zur Zeit noch keine Bedeutung als
Extraktionsreagentien erlangt.

0=C-N-0#

Durch Ersatz cines C-Atoms durch ein N-Atom gelangt man zu
den Hydroxamsiduren und N-Acylhydroxylaminen wovon die
letzteren die bedcutenderen sind:

Benzhydroxamsdure bildet mit einer Reihe von Metallen gefirbte Che-
late, dic sich gut mit lingerkettigen Allcoholen, wie 1-Hexanol, extra-
hiercn lassen. So 148t sich bei pH a 2 Vanadium in Gegenwart von Mo-
lybdin und Uran bestimmen (778, 397), da Uran erst bei pH ~ 6—7 ex-
trahiert wird (274). Aus ammoniakalischer Losung kann auch Mangan-
(IT) extrahiert werden, jedoch miissen die stérenden Elemente Fe, Cu,
Co durch Ionenaustausch abgetrennt werden (277).

OH
Oncs s
HN-OH HN-OII
Benzhydroxamsdure Salicylhydroxamsaure

Zur Vanadium-Bestimmung kann auch die Salicylhydroxamsiure ver-
wendet werden, die ebenfalls ein violettes Chelat bildet, das mit Essig-
sdureiithylester oder lingerkettigen primiren Alkoholen extrahiert wer-
den kann (29). Anthranilhydroxamsiure bildet mit Eisen(II) bei pH 4-7
orangerote und mit Mangan(II) bei pH > 9 orangefarbene Chelate, die
mit Isobutylalkohol extrahiert werden konnen (97).

NZC

Y

C|=O “~N—OIf
TIN—-CH H
Anthranilhydroxamséure Chinaldinhydroxamsiure

Mit Chinaldinkydroxamsdure bilden Eisen und Vanadin rote Chelate,
die ebenfalls mit hdheren Alkoholen extrahiert werden kdnnen (90).

Das wichtigste Reagens mit diescr chelatbildenden Atomgruppie-
rung ist jedoch das N-Benzoyl-N-phenylhydroxylamin, das mit einer

/' Mc-0

Odon
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ganzen Reihe von Metallen wasserunlgsliche Chelate bildet, die mit Chlo-
roform oder Isoamylalkohol extrahiert werden kénuen (2). So geben
Cu! (gelbgriin), Ce'V (orange), Cr'™ (gelb), Fe!' (rot), Fe! (violett),
Hg'™ (gelbgriin), Mn™ (gelb), Mo¥! (gelb), Pd" (rosa), Ti!V (gelb),
VV (purpurrot), W¥! (gelb) gefirbte Chelate, die nach der Extraktion
zur photometrischen Bestimmung dieser Elemente verwendet werden
kénnen, wihrend die Chelate von A", Bel, Billf, CAM, Galll, HTY, InlH,
LaIII’ Nbv, Ni", an, PI‘HI, SCHI, SbHIN, SnII/IV, TaV’ Thw, Tll", UVI,
YHL Zn™ und Zr'Y mehr oder minder farblos sind. Obwohl die Extraktio-
nen stark vom pH-Wert abhingig sind, wird bisher kaum von diesem
Reagens fiir extraktive Trennungen Gebrauch gemacht, wihrend es
sich fiir Trennungen durch Fallung mit anschlieBender gravimetrischer
Bestimmung bewédhrt hat.

N-2-Thenoyl-N-p-tolylhydroxylamin(I) und N-2-Thenoyl-N-phenyl-
hydroxylamin(11) (347) sowie N-Cinnamoyl-N-phenylhydroxylamin(I11)
(277) sind reccht selektive Reagentien fiir dic Bestimmung von Vana-
dium. Aus 3 bis 5 n salzsaurer Lésung 148t sich das violette Vanadium-

)
$°Cc=0 R=CHg:I

R
2~ MN-OH R=g :1I

@—CH=CH—(,:=O
Oon
I

chelat mit Chloroform in Gegenwart von Al™M, Call, Cel¥, Co!l, Crilt,
Cull, Fel!, Mg, Mn™, Nill, Th'V, UV und Zn™ extrahieren, wobei dann
nur noch MoV!, TilV und Zr™ stdren.

0-N—N—0®©
Das Ammoniumsalz des N-Nitrosophenylhydroxylamins erhielt den
Trivialnamen ,,Cupferron’, weil es zunichst als spezifisches Reagens fiir
Kupfer(I1) und Eisen(I1I) angesehen wurde. Jedoch bilden eine groBe
Anzahl von Metallionen mit ,,Cupferron® in Wasser schwerlgsliche Che-
late, die sich mit Essigsduredthylester, Didthylather, Benzol und Chloro-
form extrahieren lassen (7, 79, 223). Obwohl sich aus dcr pH-Abhingig-
keit der Extrahierbarkeit (772, 776, 334) eine ganze Reihe von Tren-
nungsmoglichkeiten ergeben, macht man nur wenig Gebrauch davon,
da die Extraktionsldsungen im allgemeinen nicht direkt photometriert
werden kdnnen. Cupferron hat somit hauptséchlich nur eine Bedeutung
zur Abtrennung einer Reihe von Elementen. Das Thoriumcupferronat je-
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doch reagicrt in der CHCl,-Losung mit dem o,0’-Dihydroxyazofartstoft
-4'-Nitro-2,2'-dihydroxy-4-methyl-5-isopropylazobenzol zu einer inten-
siv violett gefirbten Verbindung, die direkt photometriert werden
‘kann (92). Dem Cupferron ganz analog reagiert das Ammoniumsalz des
.N-Nitroso-N-2-naphthylhydroxylamins (= , Neocupferron®) (19).

88 _C.-C—S@
Toluol-3,4-dithiol gibt mit einer Reihe von Schwermetallen stabile
‘Chelate in saurer Lésung (64), von denen aber nur die des Mo"!, Sn'l,
WYl und ReY! mit Essigsiureamylester extrahierbar sind. Da das
freic Reagens schon durch Luftsauerstoff leicht zum Disvlfid oxydiert
wird, bevorzugt man als Reagens besser den Zinkkomplex des Toluol-3,4-
-dithiols (65) oder das Diacetyltoluol-3,4-dithiol (63).

Verwendung finden diese Reagentien hauptsdchlich zur Bestimmung
von Molybdidn und Wolfram, auch nebeneinander, denn das Molybdin-
-chelat wird schon aus stark mineralsaurer Losung (bis 3,7 n HCI oder bis
12 n H,50,) extrahiert, Wolfram dagegen optimal bei pH 0,5-2,0 (36).

—N-C-C—0®
Diese chelatbildende Atomgruppierung findet man sowohi beim «-
Benzoinoxim als auch beim 8-Hydroxychinolin (,,Oxin*) und seinen Deri-

vaten.
Oy e
T .

OH N-OH N
OH

a-Benzoinoyim Oxin

«-Benzoinoxim ist ein sehr selektives Extraktionsreagens, denn aus
-ca. 1 n HCl-saurer Losung werden nur Molybdiin (747, 200) und Wolf-
ram (747, 267), aus schwach saurer Losung (pH = 2,2) auch noch Vana-
-din (747) und aus ammoniakalischer tartrathaltiger Losung nur Kupfer
(89, 199) extrahiert. Nur die Extraktion des griinen Kupferchelates mit
Chloroform kanu dirckt zur photometrischen Bestimmung herangezogen
werden, wobei allerdings Co und Ni stéren.

Eines der wichtigsten Extraktionsreagentien ist das ,,Oxin®, das fast
-gleichzeitig von Hahn (734) und Berg (25, 26) als Fillungsreagens in dic
analytische Chemie eingefiihrt wurde. Die Eigenschaft der Metalloxinate,
sich mit intensiver, meist gelber FFarbe gut in vielen organischen Lé-
sungsmitteln zu 16sen, wurde crst durch die systematischer Arbeiten von
Genlry und Sherrington (118) bekannt. Oxin reagiert mit allen Metallen,
-die Hydroxo- oder Ammin-Komplexc bilden (7, 279, 223, 224, 263, 332,
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361, 385, 386). Die meisten Metalloxinate sind sehr gui 16slich in Chloro-
form. Anders als gelb gefirbte ,,Oxinate® bilden Eisen(III) (braun bis
griinlich-schwarz), Vanadin (V) und Mo(V) (violett, bei Gegenwart von
Alkohol rot (30, 227, 287)), Cer (IV) und Uran (orangefarben). Syste-
matische Untersuchungen iiber die Extraktion von Metalloxinaten mit
Chloroform (332, 367) haben gezeigt, daB3 die extrahierbaren Verbindun-
gen verschieden zusammengesetzt sind:

1. Einfache binire Oxinate: Hierzu gehdren die meisten Mell-
Oxinate, McOx,, (Al, Bi, Ga, In, TI'", Ce', La'!, Fel), ferner einige
MeOx, (Be, Cu, Pd, Pb), die keine sehr stabilen Dihydrate bilden, und
cinige MeOx, (Zr, Hf).

2. Einige Oxinate enthalten mehr Oxinmolekiile als der Wertigkeit
des Zentralatoms entspricht; bei diesen werden weitere Koordinations-
stellen am Zentralatom durch Oxin besetzt: H[AgOx,]; H[Me'Ox,]
mit Me!! = Sr, Mn, Ni, Co, UO%*; H,[BaOx,], sowie ScOx, - HOx und
ThOx, - HOx. '

3. Manche aus wilriger Losung gefiillte Oxinate enthalten noch
Kristallwasser. Diese Oxinate lassen sich nur extrahieren wenn das
,Kristallwasser® durch Amine oder Alkohole ersetzt wird. Dabei ent-
stehen Verbindungen des Typs MeOx, - (RNH,), bzw. MeOx, - RNH, -
H,0 oder McOx,(ROH),, wobei R ein Alkylrest, z.B. Butyl, und Me =
Ca, Sr, Ba, Zn, Cd, Co und Ni (363) ist.

4, Oxinate von hoherwertigen Elementen enthalten oft noch Oxo-
und Hydroxo-Liganden: Mc'VOOx, [Me = Ti, Zr, V), MeV'0,0x,
(Me = Mo und W), NbOOx, und MeYO(OH)Ox, (Me = VY und Mo").
Auch dicse Verbindungen kénnen zur koordinativen Absittigung noch
zusitzlich freies Oxin enthalten, z. B. H[UO,0x,).

5. Einige Oxinate der Gruppe 2 lassen sich besonders gut als Ionen-
assoziat mit einem bhoheren Amin extrahieren: RNH3[MeOx,] mit Me =
Be, Mg, Ca (362) oder UOZ* (66).

Die Extrahierbarkeit der Metallionen mit Oxin und Chloroform
nimmt in folgender Reihenfolge ab (332, 367): Pd?, MoO2%+, WOZ+,
VO, +, T+, Fe¥t, ZrO, Ga®t, Cu?t, TiO?, In®t, Bi*t, Nit, UQ2H, AR+,
Th*+, Hg?+, Co?t, Zn2+, Sc3+, Cd*, Pb*, Mn2t, Be?*, Lat, Agt, Mg,
Ca?t, Sr#t und Ba%*t. Pd?+ kann schon bei pH 0 (332) und Ba2t erst kei
pH > 11 mit hohem OxiniiberschuBl quantitativ extrahiert werden.

Von den zahlreichen Derivaten des Oxins haben nur wenige wirk-
liche analytische Bedeutung erlangt. Das 2-Methyl-8-hydroxychinolin
(39, 215, 224) verhdlt sich bei der Extraktion dem unsubstituierten
Oxin analog mit einer Ausnahme: Aluminium wird weder gefillt noch
kann es aus wiBriger Losung extrahiert werden, weshalb man mit diesem
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Reagens vor ciner Aluminiumbestimmung auf anderern Wege praktisch
alle eventucll stérenden Ionen entfernen kann. Es eignet sich besonders
zur Extraktion des Berylliums bei Gegenwart von AL

Mit Hilfe eincr Mannich-Reaktion konnen 7-substituierte Oxin-
Dernivate hergestellt werden, die in der Seitenkette noch ein oder mehrere
N-Atome tragen, dic als zusitzliche Ligandatome wirksam werden kén-
nen (366). Die wichtigste Verbindung dieser Gruppe ist das 7-[a-(o-
Carbomethoxyanilino)-benzyl]-8-hydroxychinolin (,,CMAB-Oxin®), das
nicht mehr mit drei- und héherwertigen, sondern nur noch mit zweiwer-
tigen Elementen und der Gruppe VO({OH)2+ reagiert. Da nun ferner
die meisten zweiwertigen Metalle mit Tartrat oder Cyanid maskiert
werden kdnnen, erweist sich CMAB-Oxin als nahezu spezifisches Reagens
fiir Magnesium (367).

=N—C—C—S®

8-Mercaptochinolin (= ,, Thiooxin") gibt in willriger Losung mit den
Mctallen der Schwefelwasserstoff- und der Ammoniumsulfidgruppe Nie-
derschlige, die sich besser in organischen Losungsmitteln {Brombenzol,
Bromoform, Benzol, Toluol) 16sen als die entsprechender Verbindungen
des Oxins (77, 70, 187). In organischen Losungsmittcln leicht 16slich sind
die Thicoxinate von Cu, Zn, Hg!, Tl, Pb, As'™, Sb', Bi, V, Mo, Mn
Fe, Co, Ni, Pd; weniger 16slich die von Au, Cd und W. Die organischen
Losungen sind meist intensiver gefdrbt als die der Oxinate und somit
besser zur photometrischen Bestimmung der Metalle geeignet. Die in-
tensivsten (braunen) Fiarbungen besitzen die Lésungen von Mn, Fe, Cu
und Co, weniger intensiv sind die Farbungen von Mo (griin), Ni, Pd, Os
und Pt (rot); schwach gelb gefirbt sind die Ldsungen von Zn, Hg, By,
Sh, As, Pb, Tl. Die Extraktion mit organischen Losungsmitteln ist stark
pH-abhingig. Auf Grund der gréeren Sduredissoziationskonstanten des
Thiooxins und der groSeren Chelatbildungskonstanten sind die Extrak-
tionen im allgemeinen bei niedrigeren pH-Werten moglich als die Extrak-
tionen der entsprechenden Oxinate (70), nur Zn und Ni machen hiervon
einc Ausnahme. Aus analogen Griinden sind Extraktionen mit Chinolin-
&-selenol bei noch niedrigeren pH-Werten méglich, so daB Pd(IT) noch
aus stark sauren Losungen extrahiert werden kann (306).

-~ N=C—C=N--

Die x-Dioxime haben sich als hoch selektive Fallungsreagentien tiir Ni'*
und Pd" erwiesen. Diese in Wasser schwerldslichen Metallchelate sind in
organischen Losungsmitteln, wie Chloroform, méBig 16slich und lassen
sich fiir spektralphotometrische Bestimmungen im nahen UV verwen-
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s
HO OH

den. Fiir die Nickel- und Palladiumbcstimmungen haben sich das be-
kannte Dimethylglyoxim (235, 236), a-Benzildioxim (255, 278), a-Furil-
dioxim (256, 257) und Cyclohexandiondioxim (221, 278) bewiihrt. In al-
len Fillen erfolgt die Palladiumextraktion bei wesentlich niedrigeren pH-
Werten als die des Nickels, so dal diese vier Reagenticn fiir teide Ele-
mente hoch selektiv sind und insbesondere eine Abtrennung von den
anderen Platinmetallen und Gold erméglichen.

Nach Reduktion mit SnCl, in 0,5-1,5 n salzsaurer Lésung kann auch
Rhenium mit «-Furildioxim in Chloroform oder Isoamylalkohol ex-
trahiert werden (254). Ebenso ist Cyclohexandiondioxim (770) geeignet.

—N-N-C-0°

Diphenylcarbazon bildet in schwach saurer Losung mit Quecksilber (I und
11}, Kupfer und Cadmium Chelate, die mit Benzol oder Chloroform ex-
trahiert werden kénnen (292).

N-N=C—N
LD

Auch Organoborsiiuren wie Diphenylborinsiure, geben in benzolischer
Losung mit Diphenylcarbazon eincn blauen 1: 1-Komplex, der sich zur
photometrischen Bestimmung eignet (352). Die Chelate leiten sich von
der tautomeren Hydroxy-Form ab.

—N=N-C-Se

Sehr viel wichtiger als das Diphenylcarbazon ist die entsprechende S-
haltige Verbindung, das Diphenyithiocarbazon (= ,,Dithizon")

{ yeneg c_\x@

fiir die Extraktion von Metallen, denn etwa 20 Elemente bilden mit
diesem Rcagens Chelate, die mit CHCl,, CCl, und anderen organischen
Losungsmitteln extrahierbar sind — angegeben in der Reihenfolge
abnehmender Stabilitit: Ag!, HgU", PdY, Pt", Ao/, Cul/H,
Bi'L, In™, Snp¥, Zn®, CdY, Co, PbM, Ni, Fel, Mn™ und TI.
Analytisch hat dic Extraktion der Dithizonate fiir Bestimmungen von
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Pb, Zn, Hg und Ag sehr groBe, von Cd, Cu, Bi und TI groBe und von Pd,
Au, In, Pt und Ni noch gewisse Bedeutuny; denn obwohl das Dithizon
cin Gruppenreagens ist, 148t sich durch Einstellung cines definierten pH-
Bereiches und durch zusitzliche Verwendung von Maskierungsmitteln
die Extraktion eines Kations weitgehend selektiv gestalten (777, 763,
223).

Chelate mit sechsgliedrigen Ringen

0O-C—C=C—0°
Von den Chelatbildnern, die zu 6-Ring-Chelaten fithren, sind weitaus

dic wichtigsten dic pf-Dikctone, spezicll Acetylaceton(I), Benzoyl-
aceton(I11), Dibenzoylmethan(I11) und Thenoyitrifluoraceton(IV )

RrC-CHC-Ry $ Ry-G-CH=C—Ty
0 0 0 HO

: Ry = Ry = CH3
II: R; = Phenyl, Rz = CH;
III: Ry = Ry = Phenyl

1IV: Ry =
@— Thenoyl R, =-CF,

Acetylaceton bildet mit iiber 50 Elementen definierte Chelate, die
beim Schiitteln mit dem fliissigen Reagens allein sofort (777, 335, 336)
entstehen. Beim Schiitteln mit verdiinnten Ldsungen von Acetylaceton
in CHCl;, CCl, oder CgH, erfolgt die Bildung der Chelate von Co, Ni,
Mo"! und Mg nur sehr langsam und diec des Chroms sogar erst in der
Hitze (333), so daB hicrin einc Méglichkeit zur spezifischen Abtrennung
des Chroms besteht. Die Extraktionen mit diesem Reagens dienen
hauptsichlich der Abtrennung von Elementen, denn nur die Chelate von
Fe! (420—450 nm) und UV (390 bis 400 nm), absorbieren im sicht-
baren Bereich und konnen somit direkt photometriert werden (333).

Benzoylaceton (333) und Dibenzoylmethan (333) reagieren véllig ana-
log. Mit allen drei Reagentien ist cine schr selcktive Eisenbestimmung
durch Extraktion aus wiBriger Phase bei pH 2,5 mit einer 0,1 m Rea-
genslosung in Benzol méglich, da Uran(VI) bei pH < 2,5 praktisch
noch nicht extrahiert wird. Uran kann dann bei pH 5,5-6,0 aus einer
Lésung, die noch 1,2-Diaminocyclohexantetraessigsiiure als Maskierungs-
reagens enthilt, mit einer 0,2 m Reagens-Losung in Benzol extrahicrt
und spezifisch bestimmt werden.
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Beim 2-Thenyoltrifluoroaceton (TTA) bewirkt die CFs-Gruppe eine
Vergrolerung der Aciditat der Enolform, so dal alle Extraktionen bei
etwas kleineren pH-Werten ausgefithrt werden koénnen (272) als mit
den anderen B8-Diketonen. Die Hauptanwendung findet es jedoch bei der
Abtrennung der Aktinidenelemente. Nur wenige Chelate sind gefirbt
und konnen direkt photometriert werden: Uran(VI) — gelb, Kupfer(II)
— griin, Eisen(III) — rot, Chrom(III) — tief gelb und Cer(IV) — tiefrot
(79).

Obwohl die Extraktionen mit TTA sehr erfolgreich sind, kénnen in
cinigen Fillen die Extraktionskoeffizienten bei Zugabe cines weiteren or-
ganischen Komplexbildners zur Extraktionslésung vm mehrere Zchner-
potenzen erhéht werden. Dieser synergetische Effckt wurde ins-
besondere bei der Extraktion von Uran(VI) mit TTA und Tri-n-butyl-
phosphat (759) und bei der Thoriumextraktion aus essigsaurer Losung
mit TTA (722) oder aus wiBriger Losung mit TTA und Tri-n-octylamin
(234) beobachtet. Co(TTA), wird viel besser mit synergetisch wirkenden
Alkoholen oder Ketonen extrahiert als mit Kohlenwasserstoffen (3).

0=N—C=C—0®
Reagentien mit der o-Nitrosophenol-Gruppicrung (7) bilden mit:
einer Reihe von Metallen Chelate. Von analytischer Bedeutung sind diese
Reagentien jedoch nur fiir die Elemente Co, Fe und Pd. Co reagiert nurin
der dreiwertigen Form; aber das Reagens selbst kann dabei als
Oxydationsmittel dienen. Die Metallchelate des 7-Nitroso-2-naphthols
koénnen mit einer Reihe von organischen Losungsmitteln extrahiert wer-
den. Fiir die Co-Chelate sind Benzol, Trichlorithylen, Chloroform, Essig--
siureamylester oder Methylbutylketon bei pH 2,9 der wiBrigen Phase
gecignet (69, 288, 347). Eisen(I1I} kann schon bei pH 1,5 extrahiert und.
somit von Aluminium und Magnesium getrennt werden (73).

N=C—C=C—0°

Diese, ebenfalls zu 6-Ring-Chelaten fithrende Gruppierung findet man im
Salicylaldoxim, das mit einer Reihe von Metallen gefirbte Chelate bildet,.

: -,CH=N -OH
OH

die mit Chloroform extrahiert werden kénnen (723), aber die analytische:
Bedeutung ist gering.
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Vielzihnige Chelatbildner

1-(2-Pyridylazo)-2-naphthol (P AN) und damit verwandtc Stoffe gchéren
.zu den Chelatbildnern mit mehr als zwei Ligandatomen. PAN bildet mit

HO

ciner ganzen Reihe von Metallen schr stabile Chelate, die mit Chloro-
form, Amylalkohol, Tetrachlorkohlenstoff oder Diiithylither extrahiert
werden kénnen (28, 60, 308). Die meisten Chelate sind in Chloroform rot
gefirbt, nur Palladium(IT) (Ag,; = 680 nm), und Kobalt(III) (.. =
640 nm) geben ein griines und Vanadium (V) ein blaues (A, = 615 nm)
Chelat. Das rote Eisen{III)-Chelat besitzt noch ein weiteres Absorptions-
maximum bei 775 nm (309). Neben dicser Sclcktivitit durch die unter-
-schiedliche Lage von A, lassen sich auch durch Einstellung bestimmter
pH-Bereiche und Verwendung von Maskierungsmitteln Selektivitiits-
steigerungen erreichen. So reagieren in Gegenwart von KCN nur noch
Mn2+, UQ,2t, Y3+, In®+, La3+ und Ce®* und in Gegenwart von ADTE nur
noch UOQ,2+, wihrend mit Fluorid oder Citrat Gadt, Fe** und Bi*+ mas-
kiert werden (309).

Von den weiteren vielziihnigen Chelatbildnern soll hier noch das
Glyoxal-bis-(2-hydroxy-anil) (GBIIA) erwihnt werden, das mit UO%* und

N‘C—g =N.
SERNG

zweiwertigen Metallionen in alkalischemn Medium rotviolette Chelate
bildet (20), dic mit Amylalkohol extrahierbar sind (247). Da das Rea-
gens nur 4 Koordinationsstellen am Zentralatom absittigt, enthalten
diese Chelate — auBer dem UQ,-Chelat — zusiitzlich zwei Molekiile Wasser.
Man kann sic deshalb mit Hilfe eines langkettigen Alkohols — der das ko-
ordinativ gebundene Wasser verdringt — aus der wiBrigen Losung ex-
trahieren (synergetischer Effekt). Z.B. wird das Calcium — GBHA-Chclat
mit einem Gemisch aus Hexanol und Chloroform (365) extrahiert.

Ionenassoziate

Alle bisher besprochenen extrahierbaren Chelate waren ungeladene neu-
trale Molekiile. Wie eingangs erwihnt, kénnen auch einige Ionenchelate
extrahiert werden, wenn in der wiBrigen Phase geeignete, entgegen-
gesetzt geladene Ionen vorhanden sind. So lassen sich die kationischen
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Chelate der Phenanthroline und Polypyridyle und der Tetraalkylme-
thylendiphosphonate mit geecigncten Anionen als Ionenpaare (Ionen-
assoziate), und die Chelate von sulfurierten Reagentien mit entspre-
chenden organischen Ammoniumkationen extrahicren.

In Kap. IV wurden die Reaktionen der Dipyridyle und Phen-
anthroline als hoch sclcktiv fiir Eisen(II) und Kupfer(I) angefiihrt.
Nun kann das Tris-phenanthrolin-eisen (II)-perchlorat mit einer Reihe
organischer Lésungsmittel, am besten mit Nitrobenzol, extrahiert wer-
den (270). Fe(II)- und Cu(I)-Chelate von alkylierten oder arylierten
Phenanthrolinen werden sehr gut mit héheren Alkoholen, wie Amyl- oder
Hexylalkohol extrahicrt, wobei als Anionen Cyanid, Jodid oder Per-
chlorat mit in die organische Phase gehen. Das geeignetste Derivat fiir
die Eisen(II)-Bestimmung ist das 4,7-Diphenyl-1,10-phenanthrolin
(,, Bathophenanihrolin'') (37, 85, 316). Durch Substituenten in o-Stellung
zum N werden dic Reagentien spezifisch fiir Cu(I) (757): Gebriuchlich
sind 2,2'-Dichinolyl (,,Cuproin*) mit Isoamylalkohol als bestem Extrak-
tionsmittel (752, 753) und 2,9-Dimethyl-1,10-phenanthrolin  (,,Neocu-
proin’) mit hdheren Alkoholen oder Gemischen aus Athanol und Chloro-
form zur Extraktion (777, 375). Das empfindlichste Reagens der Reihe
ist das 2,9-Dimethyl-4,7-diphenyl-1,10-phenanthrolin (,Bathocuproin®),
dessen Kupfer(I)-Chelat am besten aus perchiorathaltiger Losung mit 1-
Hexanol (38, 378) extrahiert wird.

Da nun das Tris-(1,10-phenanthrolin)-cisen(II) nur in Gegenwart be-
stimmter Anionen extrahiert werden kann (85, 387), liBt sich darauf
umgekehrt eine sehr empfindliche und selektive Bestimmung von Cyanid
oder Jodid aufbauen (307).

Sehr stabile Chelate werden auch von zweizihnigen Organophos-
phorsiure-Derivaten gebildet, die sich von den analogen B-Diketonen
dadurch unterscheiden, daB sic keine Enolform bilden. Daher geben
sie mit Metallionen kationische Chelate, die aber gut als Ionen-
assoziate (meist mit NOg~ als Anion) extrahicrt werden konnen. So
kénnen aus salpetersaurer oder wenigstens nitrathaltiger Losung mit
Tetrabutylithylendiphosphonat zahlreiche Elemente mit Kerosin (Leucht-

(BuO), IT—CH,—CHZ—CHZ—II:’(OBu),
| |

petroleum) extrahiert werden (760), was insbesondere angewandt wird
zur Abtrennung von Zr, Y, Ce, Pm, Eu und La (297).

In Kap. IV wurde gezeigt, dall sulfonierte Chelatbildner infolge ihrer
Wasserlgslichkeit fiir analytisch-kolorimetrische Verfahren sehr geeignet
sind. In wiBriger Losung liegen diese Chelate stets als Anionen vor, da
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die —SOzH-Gruppe vollstindig dissoziiert ist. Diese anionischen Chelate
konnen nun mit organisch substituierten Ammonium-, Arsonium- und
Phosphoniumkationen extrahiert werden (406). So erlaubt die Extrahier-
barkeit des Titans als Tributylammonium-titan-sulfosalicylat mit Chloro-
form die photometrische Bestimmung von Titanyl-Salz neben betricht-
lichen Mengen anderer Ionen, wie Fe™ (nach Reduktion mit Thioglycol-
saure), Ni'l, Co', Mn", CriM, Cd", AI'I, Ca", Cu, UOZ", Pb*
MoOg2-, die bei der dirckten Bestimmung in wiiBriger Phase mehr oder
minder stéren wiirden (407 ). Und das Chelat aus Eisen(III)-ionen und 7-
Jod-8-hydroxychinolin-5-sulfonsiure (Ferron) 1Bt sich mit Amylalkohol
in Gegenwart von Tri-n-butylammonium-Kationen aus schwach saurcm
Medium extrahieren (408, 409).

VI. Schluflbemerkung

Obwohl eine sehr groBe Zahl, etwa ein Viertel aller veréfientlichten Ar-
beiten auf analytischem Gebiet sich in irgendeiner Weise mit optischen
Eigenschaften von Chelaten befaBt, obwohl die Zahl neuer photometri-
scher Methoden, neuer Reagentien und der Umfang an Detailwissen
stindig zunimmt, scheinen doch zwei wesentliche Punkte noch zu wenig
Beachtung zu finden und die volle Ausnutzung aller Moglichkeiten dieser
schnellen, empfindlichen und genauen naichemischen Analysenmethode
zu begrenzen:

1. Es gibt zahlreichc Reagentien und Bestimmungsverfahren fiir je-
des Element und besonders bei wenig selektiven Reagentien noch zahl-
reiche Analogiearbeiten fiir verschicdene Anwendungsbereiche. Objek-
tive Vergleichs- und Bewertungsmalstibe fehlen aber hiufig. Es wiire
deshalb wiinschenswert, zukiinftig alle neuen analytischen Arbeitsvor-
schriften einheitlich nach modernen statistischen Methoden zu bewerten
und zu vergleichen.

2. Dic Auffindung neuer hochselektiver und empfindlicher Reagen-
tien ist auch heute noch mehr oder weniger vom Zufall oder von der In-
tuition des Bearbeiters abhingig. Wenn man von wenigen hervorste-
chenden Ausnahmen und einigen allgemeinen Regeln absieht, sind die
theoretischen Kenntnisse iiber die Ursachen der Selektivitat noch sehr
gering. Es wiire deshalb wiinschenswert, viel mehr systematische Unter-
suchungen iber den EinfluB von Substituenten und ihrer Stellung, der
Struktur des Komplexes, synergetisch wirkender Teilchen u.a. auf die
Stabilitit und optischen Eigenschaften von Chelaten zur Verfiigung zu
haben.
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I. Einleitung

Die Anfinge der Siulen-Chromatographie sind jetzt etwa 60 Jahre alt.
In der zweiten Hilfte dieses Zeitraums hat sie sich zu einer anerkannten
und sehr leistungsfihigen Methode entwickelt. Das Grundprinzip ist be-
kannt: man bedient sich einer Sdulenfiillling aus anorganischem oder
organischem Sorptionsmittel (stationiire Phase) und eluiert die Bestand-
teile eines in Losung aufgegebencn Substanzgemischs mit einem Solvens
(mobile Phase). Wihrend die mobile Phase ausschlicBlich fliissig ist,
kann die stationire Phase fest oder fliissig sein.

Die allgemeinen Arbeitsregeln sind geldufig (74), doch wurden fiir spe-
zielle Trennungen gelegentlich Arbeitsbedingungen ausgearbeitet, dic ein
breiteres Interesse verdienen.

Als chromatographische Trenntechnik betrachtet Pfann (474) in
eincr kleinen Studie sogar das Zonenschmelzen. Wir haben es hierbei mit
dem Phasengleictigewicht fliissig-fest zu tun, und der Vorschub der
fliissigen Zone zu Reinigungs- bzw. Trennzwecken liBt einen Vergleich
aufkommen. Im speziellen Fall des Zonentrennens werden auBerdem ein
reiner Stoff und die Schmelzzone, die vorerst alle Komponenten enthilt,
vorgelegt. Durch die Wall einer Zusatzkomponente (mit giinstigen 1.6-
sungscigenschaften fiir die Gemischkomponenten), die auch leicht wieder
entfernbar sein mufB, dhnelt das Verfahren der Exiraktion oder der
Chromatographie, worauf auch Schildknecht (55) hinwies.

II. Verinderungen im Sorptionsmilieu

Stérungen in chromatographischen Trennsiulen treten hiufig infolge von
Artefaktbildungen auf, woriiber Hesse (28) kiirzlich zusammenfassend
berichtete. Um solche Stérungen zu vermeiden oder um eine vollstindige
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Trennung iiberhaupt erst zu erreichen, wurden des 6fteren Versuche in
einem vollig substanzfremden Adsorptionsmilien durchgefithrt. Hier--
unter sind auch die Verwendung bisher nicht oder selten gebrauchter
Sorptions- und Losungsmittel wie auch Verdnderungen in der appara-
tiven Ausriistung, beispielsweise zur Frzielung von Losungsmittelgra-
dienten, zu verstehen. Einige solche Sonderfille sollen hier genannt wer-
den, da sie zu analogem Vorgchen anregen kénnen. Die Arbeitsweisen
kommen aber naturgemi8 erst dann in Frage, wenn die bei der Siulen-
Chromatographie iiblichen Variationsméglichkeiten (Milieu-Schwichung,.
pH-Anderung, Temperaturinderung, Lichtausschlu88, Schutzgas usw.)
voll ausgeschépft sind.

Trotz einheitlichen (Ausgangs-)Materials erscheinen bei der Chroma--
tographie gelegentlich Mehrfachzonen, was theoretisch unméglich er--
scheint. Keller und Giddings (37) berichteten iiber entspr. Beispicle und.
diskutieren verschiedene Ursachen. So sind Stoffverdnderungen vor und
wihrend der Trennung denkbar. Eine Rechromatographie einzelner Zo-
nen kann meist Aufschluf} iiber die maglichen Ursachen bringen.

Das Problem der Zonenschirfen bzw. irreguldrer Zonenfronten wurde
schon viclfach untersucht, und cs fehlt nicht an Vorschldgen zur appa-
rativen Abhilfe. Hagdahi (25) benutzt eine unterteilte Sdule, bei der die
untereinander angeordneten Einheiten jeweils einen kleineren Durch--
messer besitzen.

Fiir ein zeitsparendes Arbeiten mit gréBeren Siulen empfehlen auch
Teranishi und Mon (67) die Unterteilung, aber ohne dabei den Quer-
schnitt zu dndern. Uber der nachfolgenden Siule steht jeweils eine kleine
Menge Losungsmittel, die zunichst das Eluat der Vorsiule verdiinnt.
Auf diese Weisc kénnen schr gro3e Sdulen fiir praparative Arbeiten be-
nutzt werden, ohne daB infolge zu groBlen Gewichts die Siulen zusam-
niensintern und so den Sidulendurchflul hindern.

Wenn in der Arbeit davon gesprochen wird, daB die Adsorptions-
wirme stark adsorbierter Substanzen zu Schwierigkeiten fithren kann,
so konnte zur Abhilfe nur eine geeignete Desaktivierung des Adsorbens.
und sorgfiltige Abstufung von Solvens zu Solvens empfohlen werden. Es
sei hier auf Untersuchungen von Hesse und Engelhardt (29) iiber Tempe-
ratureinfliisse auf die Zonenprofile hingewiesen. Als Ursache fiir deren
Durchhéngen in der Mitte wird die im Vergleich zur Siulenwandung
langsamere Abfithrung der Adsorptionswirme im Siuleninnern festge-
stellt. AuBerdem wird im Siuleninnern die Viscositdt des Solvens ver-
ringert, d.h. der Zonenprofilfchler durch schnelleres FlieBen verstiirkt
(schnelleres Eluieren und verringerte Aktivitit des Adsorbens). Die Sto-
rung, dic mit dem Sdulendurchmesser, der FlieBgeschwindigkeit und dem
Abstand vom Sidulenkopf wiichst, verschwindet bei guter Wirmeiso-
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licrung der Sdule. Dann bleibt die Temperatur {iber den ganzen Quer-
schnitt konstant. Auf eine unregelmiBige Packung der Sivle ist das irre-
guldre Zoncnprofil hier also nicht zurtickzufiithren.

Chromatographische Trennungen bei héheren Temperaturen wurden
bercits verschicedentlich durchgefiihrt, und zwar meist bei schwer 15s-
lichen Substanzen. Entgegen der sonstigen chromatographischen Ubung
wird das Substanzgemisck dabei auch in fester Form auf den Saulenkopf
gebracht und eine selektive Extraktion mit der Chromatographic ge-
koppelt. Dabei kann man das Elutionsinittel auch im Kreislauf fiihren,
wenn das Eluat kontinuierlich konzentriert bzw. zur Trockne gebracht
wird. Vgl. hierzu die Arbeiten von Meier und Fletschinger (42), Glenser
und Mitarb. (23) sowie Terres und Huhn (62). Purr (49) bedient sich bei
der Chromatographie unter erhdhter Temperatur der Reversed-Phase-
Chromatographie: die weniger polarc organische Phase (fliissiges Paraf-
fin) ist stationér auf mit Dichlor-dimethylsilan hydrophobierter Kieselgur
festgehalten. Dic mobile Phase besteht aus paraffingesiittigten Aceton-
Wasser-Gemischen.

Temperatureinfliisse wurden bisher nur in der Ionenaustausch-
Chromatographic untersucht; vgl. hicrzu Helfferich (27). Einc Priifung
-der Vor- und Nachtcile einer Adsorptions-Chromatographie bei erhohter
Temperatur (bis 65°C) unternahmen kiirzlich Hesse und Engelhardt (30),
da cinzelne Literaturangaben widerspriichlich waren. Sie fanden bei Ver-
suchen an mit 39, Glyccrin auf Akt. IT desaktiviertem basischem
Aluminiumoxid und Xylol als Solvens einen giinstigen EinfluB der
Temperaturerhéhung auf die Trennschirfe von Azofarbstoffen. Die
Retentionsvolumina werden dabei stark vermindert, und zwar so, als
wiirde — bei Raumtemperatur — ein polareres Losungsmittel ange-
wendet. Bei einer kontinuierlichen Steigerung der Temperatur ergibt sich
cine noch vorteilhaftere Trennung. Bei FlieBmitteln mit geringer Eigen-
-adsorption kann sonach die Gradientenelution durch eine Temperatur-
programmierung ersetzt werden, deren apparativer Aufwand (Heiz-
mantel) nicht gréBer ist als fir eine Mischkammer mit Rithrwerk. Auer-
dem bleibt das Solvens fiir eine Wiederverwendung unverandert erhalten
(wichtig auch fiir die physikalische Bandenregistrierung) und ebenso
-die SAule selbst, die nach dem Erkalten wieder einsatzbereit ist, wenig-
stens soweit vollstindige Elution eingetreten war.

Auch der entgegengesetzte Fall kann niitzlich sein: Hiickel und
Hornung (34) beschreiben eine Sdulen-Anordnung fiir eine Tieftemnpera-
tur-Chromatographie, um leicht fliichtige Terpene mit kondensierten
Gasen (Propan, Propen, Dimethylither) bei —40°C und tiefer an Alu-
miniumoxid chromatographieren zu kénnen. Die Abdampfung des Sol-
vens ist naturgemiB einfach, ohne Verluste bei den isolierten Substanzen
hervorzurufen.
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Wenn man die Adsorptionskapazitiit einer Adsorptions-Sdule weit-
gehend ausniitzen will, um Adsorbens einzusparen, empfiehlt sich ein
dhnliches Vorgehen, da dann die Aktivitidt hoher ist als bei Raumtempe-
ratur. Dies diirfte nicht nur bei leicht fliichtigen Stoffen, sondern u.a.
auch bei der Anreicherung von Spurenstoffen wichtig sein.

Dic bisher fiir die Chromatographic polarer Substanzen an Polyamid
benutzte eluotrope Keihe ist durch Egger (18) insofern erweitert worden,
als nunmehr auch relativ apolare Lésungsmittel wie Chloroform, allein
und in Mischungen, bei cinzelnen Stoffklassen gute Ergebnissc zeitigten.
Er konnte u.a. zeigen, dal sich die Ry-Werte einer Reihe von Flavon-
glykosiden umkehrten, wenn man von wiBrigen zu chloroformhaltigen
Mischungen mit Methanol und Kctonen iiberging. Bei zunchmendem
Chloroform-Gehalt steigen die Rp-Werte zunichst an und néhern sich
aber schlieflich dem Wert 0. Selbst auf relativ kurzen Saulen konnte mit
chloroformhaltigem FlicBmittel eine gute Trennung crreicht werden.

Bei den Aglykonen dagegen bringt der Ubergang zu Chloroform ein
gutes Auseinanderziehen der zuvor relativ eng beieinanderliegenden
Banden. Nach Egger sind Trennungen an Polyamid nicht immer durch
Wasserstoffbriickenbildung, sondern auch als Verteilungs-Chromato-
graphie mit lipophilen FlieBmitteln zu deuten, wobei das gequollene Poly-
amid die polare stationire Phase darstellt. Bei verdiinntem Alkohol als
FlicBmittel ist Phasenumkehr anzunchmen, da nunmehr dic stationire
Phase weniger polar ist als das FlieBmittel.

Verinderungen im FlicBmittel einer Siule sind meist nur bei ak-
tiven Adsorbenzien bekannt. Aber auch auf Cellulosesiulen kann eine
Entmischung eintreten. Mickal und Ackermann {43) berichteten, daB
sich Alkohole unterschicdlichen Wassergehaltes je nach dem Feuch-
tigkeitsgrad des Celluloscpulvers und der Art des Alkohols verschieden
verhalten. Bei geringem Wassergehalt wird bevorzugt Alkohol von der
Cellulose festgehalten. Von einer Grenzkonzentration ab, die um so héher
liegt, je niedriger das Molgewicht des Alkohols ist, wird bevorzugt Was-
ser aufgenommen. Wird dicsen Alkoholgemischen noch Salzsdure zuge-
fiigt, so wird letztere in allen Fillen an der Siule gebunden.

Auch Weinberg und Keller (68) befaBten sich mit den Verinderungen
in stationdrer und mobiler Phase bei Cellulosepulver und stellten an Hand
gaschromatographischer Analysen der Eluate fest, daB FlieBmittel, die
mit Wasser mischbar sind, Wasser aus der stationiiren Phase waschen
kénnen, wenn sie anfangs wasserfrei sind. Mit absolutem Athanol ge-
wonuene Eluate zeigten etwa 9%, Wasscer. Etwa 259, der stationiiren
Phase konnten eluiert werden. — I)ie Elnate aus Papicrchromatogram-
men zecigten dagegen keinen Wassergehalt, vermutlich wegen der Ver-
dunstung der Lésung vom Papier in der Kammer.
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Die Verwendung reinster Losungsmittel mu8 aus mehreren Griinden
Voraussetzung bei allen Arbeiten sein. Nur zu hiufig werden Verunreini-
gungen als Banden des zu trennenden Substanzgemisches angesehen, wo-
durch Arbeit und Zeit verloren gehen. Dann erfordert eine sorgfiltige
Einstellung des Adsorptionsmilieus u.a. auch, da8 eine unbeabsichtigte
Desaktivierung einer sehr aktiven Siule, die durch Einschleppen von
Wasser- oder Alkohol-Spuren méglich ist, unterbleibt. Bei der eluo-
tropen Reihe fiir sauerstoffhaltige Adsorbenzien ist also z.B. auf alko-
holircies Chloroform, absoluten Ather usw. zu achten. Bei der ,Elu-
tionsanalyse” fithrt der Zusatz eines polaren Solvens zu einer ,,Verdrin-
gungsanalyse“. Auch bei der Gradientenelution kann es bei Verwendung
von sehr verschieden starken Elutionsmedien eher zu einer Verdringung
als zu einer Elution kommen, wodurch die Trennmdéglichkeit fiir schwache
Adsorbenden verloren geht. — Nach Swyder (57) hat ein schwach kon-
vexer Gradient vor einem linearen Elutionsgradienten nur in Einzelfilien
geringe Vorteile.

Andererseits muB bei mit Wasser desaktivicrten Adsorbenzicen ein der
jeweiligen Aktivitdtsstufe isotonischer Wasscrgehalt im FlieBmittel vor-
handen sein, um das Desaktivierungswasser nicht abzulésen. Nach Hesse
und Roscher (37) ist fiir neutrales Aluminiumoxid diese Abstimmung in
der eluotropen Reihc von Benzol an abwirts notwendig. So betriigt fiir
Aktivitit III der Wasseranteil in Didthylither bereits 0,55 9, also fast
die Hiilfte des zur Sittigung nétigen Wassers. — Fiir wasscrempfindliche
Trennsubstanzen empfahlen die Autoren auch Glykol oder Glycerin zur
Desaktivierung.

An partiell desaktiviertem Aluminiumoxid mit den FlicBmitteln Pen-
tan (mit steigenden Anteilen Ather und Aceton), Ather und Methanol
trennten Sawicki und Mitarb. (54) mehrkernige aromatische Verbindun-
gen aus sehr komplexen Mischungen (Luft-Schwebstoffe, Kohlentcer-
pech). Das grofite Molekiil verliBt die Siule zuerst. Heterocyclische
Kohlenwasserstoffe, die am aza-Stickstoffatom sterisch behindert sind,
werden hierbei bereits vor nicht sterisch behinderten aza-Verbindungen
eluiert.

ITI. Spezielle Siulenfiillungen und Einsitze

Eine,, Verteilungs-Chromatographie mitQuecksilberalsstationirerPhase
benutzten Blaedel und Strokl (8) zur Bestimmung von T1, Pb, Sn und In.
Kleine Platindrahtstiickchen dienten als Triiger fiir die stationidre Phase.
Sie werden in ein poroses Glasrolir gefiillt. Zwischen diesem und einem
duBeren Mantel befindet sich granuliertes Silber mit AgCl als Gegen-
elektrode und NaCl-Losung als Elektrolyt. Um die Entfernung gelegent-
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licher Blasen zu erleichtern, wurden die wiBrigen Losungen der Siule am
unteren Ende zugefiihrt. Die Retentionszeiten sind von dem angewandten
Potential abhingig. Das Adsorpt besteht aus dem in der stationdren
Quecksilber-Phase amalgamierten Metall.

Potentiostatische Chromatographic nennt Roe (52) cin sehr dhnliches
Verfahren zur kontinuicrlichen Verteilung zwischen mobiler Phase und
stationirer Elektrode. Letztere besteht hier aus amalgamierten Nickel-
teilchen, die sich in dem AuBenring der zuvor beschriebenen Siule be-
finden. Im Innenrohr ist ein Gegcnelektrodenstab in NaCl-Lésung. —
Auch gemahlener Graphit diente als Sdulenfiillung.

I'tir analytische Zwecke konnte die solcherart erreichte Konzentrie-
rung von Spuren reduzierbarer Metallionen aus groBen Lésungsmittel-
mengen niitzlich sein.

Polyithylen als véllig inertes Tréigermaterial fiir die stationdre Phase
benutzt Freytag (79) bei der Reversed-Phase-Chromatographie von
2,4-Dinitrophenylhydrazonen. Fiir dicse Stoffe wurden anfinglich bei
der Verteilungs-Chromatographie folgende Trennsysteme verwendet:
Kieselgel mit Nitromethan als stationire Phase, Petrolither als mobile
Phase. Kieselgel wurde auch durch Kieselgur, Nitromethan durch Aceto-
nitril oder Chlordthanol und Petrolither durch Hexan ersetzt (Litera-
tur bei (79)). Hierbei werden die Carbonyl-Verbindungen mit der gréB-
ten Anzahl C-Atome zuerst eluicrt, doch war die Trennung bei Carbony-
len mit einer Kettenldnge >C,, mit nur einem C-Atom Differenz nicht
mehr vollstindig.

Fiir die Sdulenfiillung bewihrte sich folgendes Verfahren: Polyithy-
len (0,15—0,20 mm) wird unter Heptan mehrere Stunden stehengelassen,
dann in die Sdule geschlimmt und zusammengedriickt. Das Gemisch
fiir die mobile Phase, z.B. Dioxan-Wasser 3:2, wird durch kurzes Sieden
von geldsten Gasen befreit und nach dem Abkiihlen mit Heptan gesittigt.
Zur Aquilibrierung der Siule gibt man nach Entfernung des iiber dem
oberen Sdulenende stehenden Heptans etwas Laufmittel durch die Sdule,
dic nach Verdringung des Heptans keincrlei Lufteinschliisse aufweist.

Jetzt ist die stationire Phase unpolar, die mobile polar, und die Di-
nitrophenylhydrazone verlassen die Siule in der Reihenfolge ihrer C-
Atomzahl. Bei Kettenlingen >C;, wird eine gute Trennung mit der mo-
bilen Phase Sulfolan-Dioxan-Wasser 4:2:1 erzielt.

Analog konnten Freyfag und Baustian (20) auch die Ester der 4-
Dimethylamino-3,5-dinitrobenzoesidure trennen.

In viclen Fillen gelingen diese Trennungen aber auch an partiell des-
aktiviertem saurem Aluminiumoxid mit Heptan als FlicBmittel.
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Bei der Reversed-Phase-Chromatographie wurde DPolyithylen als
Triiger der stationiiren weniger polaren Phase (Petrolither) auch von
Winsten (70) bei der Trennung von fettloslichen Vitaminen (mobile
Phasen: Petrolither/Athanol/Wasser mit steigendem Wassergehalt) und
von ['ritz und Hedrick (27) mit stationiirem Cyclohexan bei Phenolen
(mobile Phase: wiiBrige NaCl-Lésung oder Wasser/Methanol) eingesetzt.
Im letztgenannten Fall wird statt Polyiithylen auch Polytetrafluor-
ithylen benutzt. Hedrick (26) sctzt letzteres mit Cyclohexan auch fiir
die Trennung aromatischer Amine ein (mobile Phase: Wasser oder
Methanol/Wasser).

Gelegentlich wird bei der Reverscd-Phase-Chromatographie auch Na-
turgummi als Triiger herangezogen, z.13. von Vereshchagin (66). Er
trennte polare und unpolare Lipide mit stationdrer Phase aus hoher
siedenden aliphatischen Kohlenwasserstofien. Das FlieBmittel bestand
aus Essigsiurc bzw. Aceton/Essigsiurc. Hierbei konnte er zeigen, daB3 der
Logarithmus des Verteilungskoeffizienten von gesittigten und unge-
sittigten hohcren Fettsiuren und der Verteilungskoeffizient von Tri-
glyzeriden lineare Funktionen der Polarititskonstanten dieser Lipide
darstellen. Die Reversed-Phase-Chromatographie bromierter Glyzeride
macht die Trennung von sonst untrennbaren Triglyzerid-Mischungen
moglich.

Polytetrafluorithylen-Pulver diente Mikuiski und Stroriski (44) zur
radiochemischen Trennung einiger Metalle durch Verteilungs-Chromato-
graphie mit umgekehrten Phasen. Hierzu wurde es in Benzolsuspension
in eine Sivle gebracht, gewaschen und mit Tri-n-octylamin imprigniert.
Bei sehr langsamer Llution wurden Tropfen auf Polystyrolfolie aufge-
fangen, getrocknet und die Aktivitdt mit iiblichen Methoden gemessen.
Die Chloride von FFe, Zn und Cd wurden aus n-HCI stark adsorbiert, die
von Mn, Co, Cu, Ca, Sr und Y laufen durch. I¥e wird mit n/100 HCl clu-
iert, aber Zn und Cd bilden stabile Komplexe.

Eine Entfernung von stérenden Pflanzenextraktstoffen bei der In-
sektizidbestimmung erzielten Hoskins und Mitarb. (33) durch eine Sdule
aus mit Polyithylen iiberzogenem Aluminiumoxid und Acetonitril-
Wasser-Mischungen als FlicBmittel. Zu diesem Zweck wurde Polyithy-
len in sicdendem Toluol gelést und Oxid zugefiigt, abgekithlt und ge-
trocknet. Insektizide passiercn dic S#ule. Es handelt sich zusitzlich zu
einer Filterwirkung um einen Vertcilungsvorgang mit umgekehrten
Phasen.

Austauscher-Cellulosen gehdren schon zur stindigen Ausriistung eines
biochemischen Laboratoriums. Veder und Pascha (65) befaBiten sich mit
der chromatographischen Trennung von Fibrinogen und antihaemophi-
lem Faktor (AHT) aus menschlichem Plasma, wozu sie neben DEAE-
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Cellulose vor allem ECTEOLA-Ccllulosc benutzten. Um bessere und
reinere Ausbeuten an AIIT zu crzielen, untersuchten sic den chromato-
graphischen Trennvorgang genauer und fanden, daB Cellulose-Anionen-
austauscher bei der Regeneration mit Alkali dahin tendieren, Hydroxyl-
ionen withrend der Aquilibrierung mit neutralen Puffern beharrlich fest-
zuhalten. Beim Wechsel von einem zum anderen Anion, z.B. bei der
Verdriingungs-Chromatographie, kann ein pH-Anstieg resultieren.

Auch die Molekularsicb-Fraktionierung oder Gel-Filtration an quer-
vernctzten Dextran-Gelen (Polysaccharidketten-Netzwerk) mit ver-
schiedenen AusschluBgrenzen hat heute bei biochemischen Arbeiten
ihren festen Platz, zunidchst zur Fraktionierung nach dem Molekular-
gewicht (auch bei synthetischen Polymerisaten), dann aber auch zur
Verteilungs-Chromatographie, auch mit umgekehrten Phasen. Vgl. hier-
zu Determann (15). Auch Ionenaustauscher auf dieser Basis sind verfiig-
bar.

Mit Dextran-Gel konnten Wieland und Bende (69) im 100-mg-MaB-
stab Gemische der diastercomeren Alanyl-tyrosine, Valyl-tyrosine,
Alanyl-phenylalanine und Mcethionyl-alanine in Pyridin/Wasser glatt in
die 1-L-Formen und n-L-Formen trennen.

Zeleznick (76) benutzte das Verfahren zur Trennung von Zuckern,
Aminosiiuren usw. mit fiir diese Substanzen auch bei der Papicr-Vertei-
lungs-Chromatographic iiblichen FlicBmitteln. Allerdings wurde bei den
langsameren Zucker-Komponenten eine Schwanzbildung bemerkt, die
bei guter Trennung diffuse Peaks ergab. Die Elutionsfolge ist die gleiche
wie bei der Papicr-Chromatographic.

Als Stiitzphase fiir das unpolare Solvens bei der Reverscd-Phase-
Chromatographie diente Mussini und Marcucci (45) ein mit Dimethyl-
sulfat in Alkali methyliertes Gel. Fiir [lieBmittelsysteme mittlerer Polari-
tit (z.B. Methanol/Wasser/Chloroform/Heptan 180:120:45:5 v/v) er-
wies sich das Verfahren als niitzlich zur Trennung von Gallensiuren.

Einc speziclle Saule fiir das Gel-Verfahren ohne Anderung der FlieB-
mittelgeschwindigkeit bei hiufigem Gebrauch mit FlieBrichtung von
unten nach oben beschrieb Rothstein (53).

Mit wiBriger Silbernitratlésung imprignicrtes und wicder getrock-
netes Kiesclgel cignet sich gut fiir Lipid-Trennungen, und zwar nach cis-
trans-Konfiguration, nach dem Grad der Sittigung und — fiir Kompo-
nenten mit der gleichen Zahl ungesittigter Bindungen — auch nach der
Kcttenldnge. Fiir dic Sclcktivitit ist die Stdrke der komplexen Bindun-
gen zwischen Agt-Ionen und den w-Elektronen der Kohlenstoffdoppel-
bzw. -dreifachbindungen verantwortlich. Als Beispiel fiir diese Methodik
seien Haahti und Mitarb. (24) genannt, die Scrum- und Hautsterinester
sowic Hautwachse trennten. Sie konnten so Serumsterinester-Fraktionen
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erhalten, die sich durch den Sittigunggrad der konstituierenden Fett-
sauren (gesittigte, mono- bzw. diungesittigte) voneinander unterschei-
den.

Zur chromatographischen Spaltung von racemischen Verbindungen
bedienten sich Karagounis und Mitarb. (36) eines mit optisch aktiver
Substanz belegten Adsorbens. Hicrzu wurde Aluminiumoxid z.B. mit
D-Weinsiure bzw. L-glutaminsaurem Natrium so priipariert, dal nach
dem Verdunsten des Lisungsmittels eine mono- bis bimolckulare Schicht
auf dem Adsorbens ausgebreitet war. Bei der Wahl! der Elutionsmittel ist
zu beachten, daB die als Belegung dienenden optischen Verbindungen
praktisch nicht abgclést werden konnen. Mit diesem Verfahren konnte
z.B. bei pL-Mandelsiure mit Petrolither-Aceton 1:1 eine 13 9%ige bzw.
bei pL-Menthol mit Petrolither eine 19%,ige Spaltung des Racemats er-
ziclt werden. Eine praparativ ergicbige Spaltung gelang noch nicht.

Klemm und Mitarb. (39) benutzten zur optischen Auflosung u.a. von
9-sek.-Butylplienanthren ein Kieselgel, das sie mit (—)-«-(2,4,5,7-Tetra-
nitro-9-fluorenylidenaminooxy)-propionsiure impriagnicrten und ober-
halb reinem Kieselgel und Kieselgur in eine Siule fiillten. Der rote mole-
kulare Komplex wurde mit Cyclohexan sehr langsam eluicrt und dic
Drehung der cinzelnen Fraktionen gemessen.

Ein weiterer Weg fiir dic Racemat-Auflosung besteht nach Curfi und
Colombo (13) in der ,, Tailor-Made-Methode®, d.h. ein optischer Antipode
wird beci der Kiesclgelfillung inkorporiert und wicder ausgewaschen,
wonach das Gel sclektiv aufnahmefihig wird. Vgl. auch Reed und
Rogers (50).

Ein reuer Weg zur Racemat—sziltung wurde jetzt von Liitfringhaus
{47a) cingeschlagen. Mit sehr gutem Erfolg benutzte er lange Sdulen aus
Cellulose-21/,-acctat mit Benzol als IFlieBmittel, z.B. fiir atropisomere
Ansa-Verbindungen.

Makromolekeln koénnen selbst aus wiiBriger Losung und bei hoher
FlieBgeschwindigkeit an Aluminjumoxid-Sdulen leicht festgchalten
werden. Dies hat u.a. Bedeutung bei der Entfernung von Pyrogenen aus
Injektions- oder Infusionslésungen (vgl. Wohlieben (77)) und bei der
Entfcrnung der Kropfnoxe (Urochrome) aus Trinkwasser (vgl. Hefiche
{(32)). Auch bei der Chromatographic von Stirkc spiclt dies cine Rolle
(vgl. Ulmann (64)).

Haller (25a) bereitcte sich Glaspulver definierter PorengroSe fiir die
Trennung von Pflanzenviren.

Auf ciner Glaspulversgule, dic scktionsweisc in einen Ofen gestellt
wurde, chromatographierte Benarie (6) geschmolzene Salze wie Alkali-
nitrate und Mischungen von Alkalihalogeniden, denen 0,1 bis 1 %, Schwer-
metallchlorid [Cr(I1I), Cu(l), Ni(II), Co(II) und Mn(II)] zugesetzt wa-
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ren, bei Temperaturen bis 400°C. Es konnten wie bei wiBriger Lsung
scharfe Zonen beobachtet werden. Die Adsorption nahm in obiger Reihen-
folge ab.

Sg. S;NH und S§,N, (u.a. Reaktionsprodukte von Ammoniak mit
S,Cly) konnten Villena-Blanco und Jolly (67) an saurem Aluminium-
oxid Akt. I bzw. aktivem Kieselgel mit Benzol bzw. Tetrachlorkohlen-
stoff (beide gut getrocknet) adsorptiv trennen.

Gelegentlich dient auch wasserfreies Natriumsulfat mit gutem Erfolg
als Saulenfiillung. Barrefo und Sabino (4) z.B. trennten hierauf mit
Chloroform-Diédthylamin-Elution Isonikotinsiurehydrazid und dessen
Stoffwechselprodukte aus biologischem Material.

Auch auf einer frisch bereiteten Raney-Kobalt-Siule kann man nach
Badger und Mitarb. (2) chromatographicren. Da Kobalt nur cin schwa-
cher Entschwefelungskatalysator ist, schicn er unter milden Bedingun-
gen fiir eine Chemisorption einer Organo-Schwefel-Verbindung brauch-
bar, ohne eine Entschwefelung zu bewirken. Z.B. konnte aus ciner
Mischung von Isoeugenol und 2,5-Dimethylthiophen ersteres mit Me-
thanol eluiert, letzteres erst durch Soxhlet-Extraktion des Kobalts mit
Me thanol abgeldst werden.

Auf Agargel-Sdulen fithrte Spain (60) mit Metallsulfiden eine ,Fil-
lungs-Chromatographie” durch. Auf mit Natriumacetat und Ammon-
sulfid zubereitetes Agargel wurden salzsaure Losungen von Cu, Zn, Fe
usw. gegeben. Wihrend der Diffusion in die Sdule wandern die Metall-
sulfide verschieden schnell. Dies beruht auf einem sclektiven, reversiblen
ProzeB von Fallung und Lésung. Die Sulfid-Banden sind gut sichtbar.

Als relativ bestindige Verbindung wird Zirkoniumphosphat neuer-
dings fiir den Ionenaustausch von Mectallen benutzt. Es ist auch gegen
saure Mcdien ziemlich stabil und besitzt eine gute Austauschkapazitiit.
Ahrland und Mitarb. (7) beschrieben die Darstellung des Gels und sein
Verhalten als Kationen-Austauscher. — Es kann auch bei héheren Tem-
peraturen (bis etwa 300°C) eingesetzt werden, was bei den Ionenaus-
tauschharzen nicht méglich ist. Gal und Rwuvarac (22) benutzen Zirko-
niuvmphosphat-Siulen fiir die Trennung von Plutonium/Uran, da es ge-
gen ionisierende Strahlung sehr widerstandsfihig ist (vgl. auch Camp-
bell (17)).

Uber den Ionenaustausch mit Mctallsulfiden berichtet Thomas (63).
Das Einsatzgebiet diirfte vor allem bei der Gewinnung wertvoller
Mectalle aus Losungen liegen, die iiberschiissige Alkali- und Erdalkali-
metalle cnthalten. Hierzu werden z.B. Zinksulfid-Pigmente in eine hy-
drophile Gertistsubstanz (z.B. Oxyithylcellulose) geeigneter Teilchen-
groBe eingebettet. Ein Mctallsulfid geht irreversibel mit gelosten Kationen
in ein schwerer 18sliches Metallsulfid iiber. Eine Regenerierungist moglich.
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Der Arbeitskreis von Blasius (9) befalt sich besonders mit der Her-
stellung von chelatbildenden Austauscherharzen, die {iir die Trennung
von Metallionen geeignet sind und gute mechanische und chemische
Eigenschaften mit hoher Kapazitit verbinden. Durch Umsctzung von
Polyithylenimin mit 4-Chlor-pyridin-2,6-dicarbonsiure konnte z.B. ein
Harz dargestellt werden, das sich besonders fiir die Ca?t/Sr2+-Trennung
gut eignet, und zwar mit zur Trennung gréBerer Mengen fahiger Ca%+-
Kapazitit (4,2 mVal/g).

Uber die Radioaktivititsmessung in Verbindung mit chromato-
graphischen Trennverfahrenberichtet Bremer (70). Auller bei Papier-,
Diinnschicht- und Gas-Chromatographie wird auch fiir die Siule die
kontinuierliche Aktivititsbestimmung beschriecben. Das Fluat kann
mit einer Szintillatorlésung intensiv vermischt und durch eine Glas-
spirale zwischen zwei in Koinzidenz betriebenen Sekundiirelektronenver-
vielfachern geleitet werden. Billiger ist der Einsatz einer mit festem Szin-
tillator gefiillten MeBzelle oder eines Plastikschlauches mit eingearbeite-
tem Szintillator. Falls keine Aktivitdt am Detektormaterial abgelagert
wird, kann das unveriinderte Sduleneluat zu weitcren Untersuchungen
benutzt werden.

Routine-Trennungen und -Bestimmungen von Kohlenwasserstoffen
in schwerem Erdél fithrten Snyder und Roth (59) adsorptionschromato-
graphisch mit FlieBrichtung von unten nach oben an einer Aluminium-
oxidsiiule aus. Mit einer Genauigkeit von +19} konnten die gesamten
gesittigten Kohlenwasserstoffe in oberhalb 400°T (= 204°C) sicdenden
Proben schnell ermittelt werden. Elutionsmittel waren n-Pentan, Di-
dthylather und Benzol-Methanol. Diese Untersuchung riumte die Ein-
wiinde aus, dafl es sich bei einer solchen Methodik u.a. um unvollstin-
dige Elutionen, namentlich bei hoéher polycyclischen Verbindungen,
handele.

Der Arbeitskreis von Suyder (58), der sich seit lingerem u.a. ausfiihr-
lich mit theoretischen Studien iber die lincarc Elutions-Adsorptions-
Chromatographie bei der LSC befafit, behandelte kiirzlich auch die Be-
ziehungen zwischen der LSC und der GSC (gas-solid chromatography),
dic gegentiber der GLC (gas-liquid chromatography) an Bedeutung auf-
holt. Dabei konnte cine quantitative Beziehung zwischen den Retentions-
volumina an Aluminiumoxid bei der GSC und der LSC aufgestellt werden.

Eine fir Mikrobestimmungen intercssante neuc Arbeitsweise mit
flisssigen Kunstharz-lIonenaustauschern beschreiben — nach einem Vor-
schlag von Bayer (5) — Jentzsch und Mitarb. (35). Sie benutzten die von
der Gas-Chromatographie her bekannten Kapillarsiulen, d.h. Siulen,
bei denen nur die innerc Wandung mit Sorbens belegt ist, wihrend im
Zentrum ein offener Lingskanal sehr geringen Querschnitts verbleibt. Da
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Metallspuren stéren konntcn, wurde ein Polyithylenrohr von 10 m
Linge und 0,5 mmi.@ benutzt, durch das der fliissige, schwach basi-
sche Anioncnaustauscher in Tetrahydrofuranlésung als Pfropfen ge-
schoben wurde. Nach Entfernung des Losungsmittels verbleiben etwa
150 cm? eines diinnen Films des Austauschers auf der Innenwand. Mit
ciner solchen Sidule gelang es, Nickel(IT)/Eisen(III) und Aluminium/
Eisen(III) gut zu trcnnen. Mit Wasser ist der Austauscher praktisch
nicht auswaschbar. — Bayer benutzte fiir schnelle Aminosiure- und
Peptidtrennungen aktivierte Cu-Kapillaren.

Reinhard und Mitarb. (57) bedienten sich bei der Trennung der Gib-
berelline in Pflanzenextrakten u.a. einer horizontalen Sdulen-Chromato-
graphie. Da die Extrakte noch zu viele Verunreinigungen enthielten,
mubte vor der ersten diinnschichtchromatographischen Gruppentren-
nung an ciner Siule unter entsprechenden Verhiltnissen getrennt wer-
den. Irangulin, Tluorcszein und Eosin werden als Markicrungsfarb-
stoffe (mit einzelnen Gibberellin-Gruppen ihnlichen Rg-Werten) dem
Pflanzenextrakt zugefiigt. Ein nahtloser Cellophanschlauch wurde nun
abwechselnd mit Diinnschicht-Kieselgur, -Kieselgel (eigentliche Trenn-
schicht) und wieder mit -Kieselgur gefiillt. In die Kieselgur-Vorschalt-
zone wird der vorbercitcte Extrakt eingebracht, um die langsam wan-
dernde Gibberelline schnell von der Startzone zu entfernen, auf der die
mcisten der die hiologischen Teste stérenden Verunreinigungen zuriick-
bleiben. Der Cellophanschlauch wird horizontal gelegt und mittels eines
Dochtes aus dem durch ein eingezogenes Kernschliffstiick angeschlosse-
nen Schliffkolben das FlieBmittel herangefiihrt. Nach der Trennung, die
durch dic Zusatzfarbstoffe verfolgt werden kann, wird die Sdule in drei
Teile zerschnitten. Die weitere Aufteilung erfolgt diinnschichtchromato-
graphisch. Diese Arbcit ist cin schénes Beispicl fiir die Kombination von
Sdule und Diinnschicht.

Eine dirckte Ubertragung von der Diinnschicht- auf dic priparative
Saulen-Chromatographic wollen auch Dahn und Fuchs (/4) mit cincr
horizontalen Sdule im Cellophan-Schlauch erreichen. Zu diesem Zweck
wurden mit feinem Kieselgel gestopfte Sdulen so eingespannt, daB sic das
Eluens nur durch Kapillarwirkung aus einer entsprechend gebauten An-
schluBkammer nachsaugen. Bei wenig fliichtigen FliecBmitteln fanden die
Autoren mit der Diinnschicht-Chromatographie korrespondierende Ryg-
Werte. '

Eine Verbindung zwischen Papier- bzw. Dinnschicht-Chromato-
graphie und Siulen-Chromatographie an mikrokristallinem Cellulose-
pulver stellen Wolfrom und Mitarb. {75) mit der zuvor bei Adsorbenzien
geiibten Methodik einer ,,AusstoB-Siule® her. Hierzu wird die Siule nach
unter Ubcrdruck erfolgter Auftrennung in Zonen (Zucker, Aminosiuren,
Eisenkomplexe usw.) und dem Abtropfen aus dem Mantel gedriickt. Auf
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der freilicgenden und zusiitzlich durch Warmluft getrockneten Ober-
fliche kénnen Reagenzien durch Schlitze in Auflagegemasken appliziert
werden.

Als weitercs priparatives Analogon zur Diinnschicht-Chromatogra-~
phie schligt Balogh (3) die Herstellung eines selbsttragenden ,,Chromato-
stick” als verbesserten Chromatobarstab vor. Hierzu wird eine Sorptions-
mittel-Anmischung in einen Filterpapicrzylinder gegeben, der nach Er-
starren des Sorbens entfernt wird, wonach die vollstindige Trocknung
und Aktivierung des Stabs erfolgt. Als Sorptionsmittel-Ansitze dienten
Kieselgel mit Gips und Wasser, Celluloscpulver mit etwas gipshaltigem
Kiesclgel und Wasser sowie Polyamid mit etwas gipshaltigem Kieselgel
und Methanol. Auf den véllig chenen Sdulenkopf wird tropfenweise
Analysenldsung aufgegeben. Mit der ,,Startschicht” nach unten wird der
Stab auf ein mit Solvens getrinktes Baumwollkissen gestcllt. Ein oder
mehrere Stibe gleichzeitig stehen in einer zuvor gesiittigten Entwicklungs-
kammer. Wenn die Losungsmittelfront dic Spitze crreicht hat, wird der
Stab entnommen und kann zerschnitten werden. Die optimale Stabab-
messung soll bei 180 mm Héhe und 20 mm Durchmesser liegen. Dic Rg-
Werte sollen der Diinnschicht-Chromatographic entsprechen.

Einen bisher in der Gas-Chromatographie bei cinfachen Alkoholen
usw. schon durchgefiihrten Isotopenaustausch erziclten Klein und
Knight (38) nunmehr auch in der LSC. Sie behandelten basisches Alu-
miniumoxid mit HTO und konnten daran mit Tritium markicrte Keto-
steroide (mit 5—10 mc/mmol) herstellen, die auch nach Rekristallisa-
tion aus hydroxylhaltigen Solvenzien erhalten blieben. Ein solches Ver-
fahren besitzt die groflen Vorziige von Schnelligkeit und Wirtschaftlich-
keit. Auch cine hohe Reinheit wird erzielt. — Bei der Siulenbchandlung
mubl sorgfiltig auf absolut trockenes FlieBmittel (Pentan/Benzol 1:1
v/v) geachtet werden, da Feuchtigkeitsspuren Tritiumn als Wasser
cluieren.

Nach Schulz (66) wird dic Molekulargewichtsverteilung von Hoch-
polymeren in einer Sdule durch Bewegung eines positiven Losungsmittel-
Fallungsmittelgradienten (LM—FM) gegen einen negativen Temperatur-
gradicnten ermittelt. Auf oberflichenreichem Triger wird eine diinne
Gelschicht gebildet, die mit der mobilen Solschicht Polymermolekiile aus-
tauscht. Entscheidend fiir die Trennung ist die Kombination des ter-
niiren Systems (Polymer—LM—FM) mit einem gegeniiber dem Polymeren
inaktiven Trigermaterial. Hierzu dienen meist Glasperlen mit 0,1 mm &,
die zwar gegeniiber polaren Polymeren wie Polymethylmethacrylat sehr
aktiv sind, was aber durch ein LM—FM-System mit noch polareren Kom-
ponenten eliminiert wird, so dal das Polymere von der Oberfliiche ver-
drangt wird.
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IV. Gerite und Zubchor

Fiir die apparative Ausriistung der Siulen-Chromatographie sei auf die
Arbeiten von Dorfuer (17), Oehme (47) und Wohlleben (72, 73) hinge-
wicsen, ebenso auf die Bibliographie bei (74). Hier soll auf einige Sonder-
entwicklungen eingegangen werden.

Spezicll fiir die Gel-Filtration sind sowohl Laborsiiulen als auch kom-
plette automatische Gerite entwickelt worden. Larsson (47) beschreibt
cin System, das sclbsttitig den Elutionsgradienten herstellt, ihn in die
Siule fithrt, laufend pH und U'V-Absorption des Eluats miBt, Fraktionen
sammelt und die Siule auswischt. Hicrbei dient dic Trennung von Ab-
bauprodukten cines pharmazeutischen Wirkstoffs in Kaninchenharn als
Anwendungsbeispiel.

Mit der Umlauf-Chromatographie (recycling chromatography) fithren
Porath und Bennich (48) cin neues Prinzip zur Steigerung des Wirkungs-
grads ciner Sdule ein. Dic gleiche Probe durchliuft die Siule im ge-
schlossenen System mehrere Male, bis ein Optimum an Trennung er-
reicht ist. Voraussetzung ist, daB der Vertecilungskoeffizient der Probe
zwischen Saulenfiillung und mobiler Phase von der Konzentration weit-
gehend unabhiéngig ist und sich die Substanzen in der Probe nicht gegen-
seitig beeinflussen. Solche Trennungen wurden bisher meist mit Hilfe dex
Gel-Filtration vorgenommen. Getrennte Fraktionen und stérende An-
teile konnen dem Kreislauf jederzeit entnommen werden. Man erspart
sich so extrem lange Sdulen, z.B. bei nur geringen Unterschieden in der
MolekiilgréBe. Die Anlage arbeitet automatisch. Cherss (72) hat das Ver-
fahren z.B. bei der Trennung und Reinigung von Milchsiure-Dehydro-
genase vom Herzmuskel angewandt, wobei am Endec noch ein weiterer
Arbeitsschritt mit normaler Siule aus Hydroxyapatit adsorptionschro-
matographisch zum Einsatz kam.

Naona und Prchal (46) beschricben ein neues Detektorprinzip fiir die
kontinuierliche quantitative Gehaltsbestimmung durch Kontrolle des
Elnats. Hierzu wird die Erscheinung genutzt, daf§ alle beim Trenneffckt
in der Sdule auftretenden Vorgiinge (Adsorption, Ioncnaustausch, Ver-
teilungsgleichgewicht usw.) von entsprechender Reaktionswirme be-
gleitet sind. Dic Temperaturinderungen im System kénnen unter ge-
eigneten Bedingungen im abflieBenden Elutionsmittel mit Hilfe einer
MeBzelle mit einem hochempfindlichen Thermistor registriert und unter
Kompensation mit ciner parallelen Sdule ohne Analysenprobe zu einer
sehr empfindlichen quantitativen Gehaltsbestimmung benutzt werden.

Ein automatisches Anzeigegerit fiir nichtwifrige Eluate entwickelten
auch James und Mitarb. (34¢). Ein durch den Siulenausflu gefiihrter,
diinner, endloser Mectalldraht transportiert kontinuierlich Spuren der
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Fraktionen ab. In einer anschlicBenden Kammer wird das Solvens unter
N, oder Ar verdampft und in einer Pyrolysekammer bei etwa 600°C die
organische Substanz zerstort. Dic Crackprodukte werden mit Ar in cinen
Ionisationsdetektor gespiilt und nachgewiesen.

I‘iir cine Einrichtung zur priparativen Chromatographie mit zusam-
mengesetzten Sdulen vgl. auch Berg (7).

Fiir die LLC beschrieben Lambert und Porfer (40) cine der GLC dhn-
liche Apparatur. Sie dient nicht nur der Analytik, sondern u.a. auch der
priparativen Darstellung von Chemikalien zum Gebrauch als Analysen-
Standards und zur Bestimmung von schr genauen Verteilungskoeffizien-
ten fiir Molekularstrukturbeziehungen. Das unter Druck stehende ge-
schlossene System ist dhnlich wie in der GLC mit Einjainjektor, Re-
fraktomcter als Detektor, Schreiber und Fraktionssammler ausgeriistet.
Das System bewiihrte sich u.a. fiir die analytische Trennung der cis-
trans-Isomeren eines Organophosphor-Insektizids innerhalb einer Stunde.
Priparative Trennungen mit 100—1000 mg Ausbeutc an Reinsubstanzen
benétigten 3 bis 5 Stunden. Stationidre Phase war Wasser-Athylenglykol,
mobile Phase Hexan—CCl,.

Dijkstra und Mitarb. (76) sctzten eince dhnliche Apparatur mit per-
manenter Kieselgelsivle u.a. zur Routinebestimmung von 2,4-Dinitro-
phenylthiodthern in der Erdoldestillatanalyse ein.
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Mit der Einfithrung physikalisch-chemischer Methoden in die natur-
wissenschaftliche Kriminalistik durch Brénning (6) ist es zu einem regen
Aufschwung in diesem Wissenszweig gekommen. Die subjektiven Be-
funde der friheren Untersucher wurden zunehmend durch objcktive
Verfahren ersctzt. Diec Aufgaben moderner Analysenmethoden kénnen

in folgenden fiinf Punkten festgehalten werden:
1. Erhéhung des Aussageweries der Analyse

. Steigerung der Spezifitir

. Steigerung der MefBgenauigkeit

n A~ W

10 Fortschr, chem. Torsch., Bd. 6/4

. Rationalisierung der Arbeitstechnik (Automatisation)
. Dokumentation (Registrierung) des analytischen Ergebnisses
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Zu diesen Punkten seien einige Beispiele genannt.

1. Bei der Alkoholbestimmung nach der spezifischen ADH-Mcthode
wird zwar der Athylalkohol exakt erfaBt, doch ist es nicht méglich, an-
dere fliichtige Substanzen gleichzeitig mitzubestimmen. Mit Hilfc der gas-
chromatographischen Methode ist dies aber sogar in einem Arbeitsgang
méglich geworden.

2. Hinsichtlich der Spezifitit iibertrifft der Nachweis auf physikalisch-
chemischem Wege jede andere klassische Analysenmethode. Dic flam-
menphotometrische Bestimmung der Erdalkalimetalle mittels cines regi-
strierenden Spektralphotometers lifit z.B. Barium, Strontium und Cal-
cium nebeneinander zweifelsfrei erkennen. Der klassische chemische Ana-
lysengang war in diesem Fall sehr kompliziert und nicht immer ein-
deutig.

3. Die MeBgenauigkeit bleibt zwar inncrhalb der in der klassischen
Analyse geforderten Grenzc von etwa 19 (relativ); fiir dic meisten Un-
tersuchungen gentigt es jedoch, mit Fehlergrenzen von 3 bis 59, zu
arbeiten, wobei gleichzeitig eine bedeutende Vereinfachung sowie eine
Zcitersparnis zu erziclen sind. Dies ist insbesondere wegen der mehr oder
minder groBen Streubereiche der zu suchenden Komponenten in bio-
logischem Material zu fordern. Bei Spurenanalysen mit physikalisch-
chemischen Methoden ist eine sehr erweiterte Nachweisgrenze méglich,
wenn dabei auf héchste Genauigkeit verzichtet wird. s ist auch voll-
kommen unndtig, die Genauigkeit zu weit zu treiben; sie sollte stets den
Erfordernissen angepaBt werden. Bei emissionsspektralanalytischen Un-
tersuchungen im Bereich von 0,019, wird man iiblicherweise mit einer
Fchlergrenze von 10 bis 209 rechnen miissen, ohne den analytischen
Aufwand allzusehr zu erhéhen. Da in der forensischen Chemie die ver-
schiedensten Konzentrationsangaben tiblich sind, seien in der Tab. 1
einige Zahlenangaben gebracht.

Tabelle 1. Konzentrationsangaben

mg/100g%) |  ppm %o
1 10 0,01
0,1 1 0,001
100 1000 1

*) Auch als mg 9% (in der gerichtl. Chemie iiblich).

4. In der gegenwirtigen Zeif ist es viel leichter, kostspielige Apparaturen
als Personal zu erhalten. Somit muBl auf weitgehende Rationalisierung
der Arbeitstechnik durch automatisch arbeitende Gerite Wert gelegt
werden. Es ist zum Beispiel nicht moglich, den klassischen Analysen-
gang auf Metalle bei biologischem Untersuchungsmaterial durchzu-
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fithren. Rationell kann auf dem hier zu behandelnden Gebiet heute nur
die Emissionsspektral- oder Réntgenfluoreszenzanalyse verwendet wer-
den, allenfalls ist noch eine flammenphotometrische, atomabsorptions-
oder polarographische Analyse fiir ein spezielles Element moglich.

5. Die Dokumentation des Analysencrgebnisses erlaubt die spiitere
Kontrolle und kann vor Gericht als Beweis dienen. Auch ist die Regi-
strierung der MeBwerte bei automatischen Anlagen gleichzeitig eine Kon-
trolle fiir das einwandfreie Arbeiten des Gerdtes.

Spezielle Analysenverfahren

Chemische Untersuchung von biologischem Material auf Metallgifte,
insbesondere auf Blei, Thallium, Quecksilber, Zink, Barium und Arsen.

Die bevorzugten Untersuchungsmaterialien zum Nachweis von Me-
tallen sind die Leber, dic Niere und der Harn (57). Bei akuten Vergif-
tungen ist noch die Analyse verschiedener Abschnitte des Magen-Darm-
traktes getrennt nétig. ZweckmiBigerweise mu3 bei der Aufarbeitung
des Untersuchungsmaterials darauf geachtet werden, daB mdglichst alle
in Betracht kommenden Gifte gleichzeitig erfait werden kénnen. Aus
dicsen Griinden ist nur ein nasser AufschluB zuldssig, da cs sonst, abge-
sehen von Quecksilber und Arsen, auch bei Thallium (30) zu erheblichen
Verlusten kommen kann. Zur Feststellung der Mctalle bedient man sich
am besten der Emissionsspektralanalyse, die mit einer Aufnahme alle
Mctalle crfaBt. Ein Arbeitsgang fiir die Routinebestimmung von Metall-
giften gestaltet sich wie folgt:

10 g des Untersuchungsmaterials werden mit etwa 20 9%,iger Salpeter-
siure versetzt und wiederholt unter Zusatz von konzentrierter bzw. auch
von rauchender Salpctersiure und Perhydrol zur Trockne gedampft.
Der Aufschluf ist in etwa 4 Stunden auf einer regelbaren Heizplatte in
einem Erlenmeyerkolben durchzufithren. Der weiBle, salzartige Riick-
stand wird mit der geringstmdéglichen Menge Wasser aufgenommen und
die Losung zur Analyse verwendet. Bei Harnproben geniigt 1 ml Was-
ser, bei Organteilen 2 ml, so daB eine Konzentrierung um das fiinf- bis
zehnfache erziclt wird. 0,1 ml der Lésungen wird auf jeweils zwei plan-
gedrehte, spektralreine Graphitelektroden aufgetragen und die Elcktro-
den auf einem Aluminiumblock schwach erwirmt, so daff die Lésung
eintrocknet. Die Elektroden werden am besten in einem Wechselstrom-
Abreibogen nach Pfeilsticker (38) abgefunkt, wobei auf hohe Bogen-
stromstirke (etwa 10 A) zu achten ist, um Arsen zu erfassen. Zur Unter-
driickung der Cyan-Banden im Spektrum kann eine Schutzgaskiivette
benutzt werden (42). Das Schutzgas bewirkt jedoch eine verminderte
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Nachweisempfindlichkeit. Im allgemeinen werden auch trotz Cyan-
Banden brauchbare Analysenlinien zur Auswertung zu finden sein. Die
Empfindlichkeit der Linien ist stark von den Begleitsubstanzen ab-
hingig. Zum Anlegen von Eichkurven der verschicdenen Elemente wer-
den Harn- oder Leberaufschliisse mit den entsprechenden Mengen der
Metalle versetzt. Die Spektrallinien kénnen entweder photometrisch oder
mit ausreichender Genauigkeit mittels der spd-Skala nach Addink (7)
ausgemessen werden (29). Fiir cinen mittleren Quarzspektrographen
sind die Linien in Tab. 2 empfehlenswert. Gleichzeitig sind dic Nachweis-

Tabelle 2. Wichtigste Emissionsiinien der Metallgifte und
Nachweisgrenze (Bedingungen: Wechselstromabreipbogen,
10 A, hochstempfindliches Plattenmaterial, Konzenlration
auf Ausgangsmaterial bezogen ( Anveicherung 71:70))

[mg %]
As 2349,8  2288,1 2780,2 1
Ba 4554,0 30716  2336,2 0,5
Pb 4057,8  3683,5  2833,1 0,05
Hg 2536,5  3650,2  4046.8 1
Tl 3775,7  3519,2  2767,9 0,05
Zn 21385 33450 33026 1

grenzen der Mctalle bzw. Metalloide bezogen auf natives Organ bzw.
Harn angegeben. Nur in den seltensten Fillen werden in der toxikologi-
schen Analyse Anrcicherungsverfahren zum Nachweis der Metallgifte
notig sein. Einzig zu dem Zweck der Entfernung von Ballaststoffen
(zum Beispiel Alkali- und Erdalkalisalze) sind solche Verfahren fiir spe-
zielle Analysenverfahren vertretbar, da ja in jedem Fall zuerst noch die
Mincralisicrung crforderlich ist. Physiologisch bedingte Spuren brauchen
bei der Giftanalyse nicht erfaBt zu werden.

Nach einer Ubecrsichtsaufnahme zur Feststellung der vorhandenen
Elemente kann die quantitative Ermittlung der aufgefundenen Gift-
metalle auf anderem Wege folgen. Von den gebriuchlichen Methoden
bieten sich folgende an:

1. Polarographie

Die Bestimmung von Blei und Thallium geschieht in der AufschluB-
16sung bzw. bei Blei auch im Aschenriickstand des Untersuchungs-
materials (5, 54, 55). Bei Blei darf die trockene Veraschung nur bis zu
einer Temperatur von maximal 550°C geschehen. Hartnéckige Kohlen-
riickstinde kann man nach dem Befeuchten mit sehr verdiinnter Am-
monnitrat-Lésung und durch erncutes Erhitzen leicht entfernen. Ian-
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delt es sich um Spurcnanalyscen, so ist in jedem TFall cine Anreicherung
empfchlenswert. Fiir die Polarographie und auch fiir andere Verfahren
ist eine Extraktion mit Natriumdiéithyl-dithiocarbamat oder Pyrrolydin-
dithiocarbamat (NaDDTC und PDDTC) bei entsprechendem pH mit
Chloroform oder cine Ifillung zusammen mit Calciumsalzen und Oxal-
sdurc speziell fir Blei vorteilhaft. Die genannten und auch andere Me-
talle werden angereichert und kénnen ohne Begleitsubstanzen (Kalium-
und Natriumsalze) gut bestimmt werden. Bei der Anwendung der Ex-
traktion ist eine Sclektivitit der Chelatbildung, wie fiir die Colorimetrie
oder Photometrie, nicht erforderlich, da die nachfolgende physikalisch-
chemische Bestimmung dafir sorgt.

2. Atomabsorptions-Spektrophotometrie

Die Anreicherung der zu suchenden Elemente ist in den meisten Fillen
wic vorher beschrieben notwendig (76, 24, 47). Fiir jedes Element muB
eine entsprechende Hohlkathode vorhanden sein. Fiir das toxikologische
Laboratorium ist die Bestimmung der Elemente Arsen, Thallium, Blei,
Quecksilber und Zink mittels dieses Verfahrens zweckmiBig. Die dabei
erziclbaren Empfindlichkeiten und die Analysenlinien sind in der Tab. 3

Tabelle 3. Awnalysenlinien fiir die
Atomabsorption und Nachweis-
grenze (Zerstduberbrenmer 10 cm,
Acetylen-Prefluft, Konzentration
auf die wdfirige Analyseniosung

bezogen)

|

| mm] | (mg%
As 193,7 0,5
Ba 553,6 0,5
Pb | 2170 0.1
Hg 253,7 2,0
T1 377,6 0,5
Zn 213,8 0,01

angegeben. Besonders die Empfindlichkeit des Zink-Nachweises erlaubt
die direkte Bestimmung im Harn ohne jegliche chemische Verarbeitung.
3. Flammenphotometrie

Geeignet ist nur der Nachweis von Thallium nach AufschluB des Unter-
suchungsmaterials und Extraktion mit einem organischen Komplex-
bildner (50). Bei der Verwendung eines registrierenden Gerdtes wird
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gegeniiber einem nicht registrierenden Geriit cince erhdhte Genauigkeit
erhalten, da dic Querempfindlichkeit bei stérenden Begleitsubstanzen
durch Mitregistrierung des Untergrundes ausgeschaltet wird. AuBerdem
ist die Reproduzierbarkeit der registrierten Emissionslinien und Banden
besser, da durch den gleichmiBigen Wellenlingenvorschub Unregel-
miBigkeiten der Flamme kompensiert werden. Bei unseren Versuchen
war die Streuung bei Punktmessungen im Maximum der Emissionslinie
jeweils viel groBer als bei der Aufnahme registricrter Spektren.

Als Beispiel sei die Analyse eines EiweiBhydrolysates angegeben, in
dem Bariumsalze verblieben waren. Der hohe Anteil an organischen Sub-
stanzen verursachte einen sehr hohen Flammenuntergrund, der durch
die Registrierung gut erkennbar ist und bei der Bercchnung der Emis-
sionslinien dadurch nicht ins Gewicht fillt. Gleichzeitig ist als Begleit-
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Abb. 1, Flammenphotometrische Bestimmung von Barium und Strontium

in EiweiBhydrolysaten. Registricrendes Spektralphotometer, Dirckt-Zer-

stiuber, Wasserstoff-Sanerstoff-Flamme. Analysenlinien: Ba 553,6 nm und
Sr 460,7 nm
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element Strontium zu erkennen, das empfindlicher erfaBt wird. An Hand
von Eichkurven, bereitet aus barium-freien Hydrolysaten, war eine
quantitative Bestimmung rasch moglich.

4. Fluorometrie

Thallium (III) ist aus saurer Lésung mit Rhodamin B in Benzol extra-
hierbar. Diesc Losung zeigt im UV-Licht eine starke orangerote Fluores-
zenz. Mit einer Anregungswellenldnge von 365 nm wird ein Intensitits-
maximum bei 590 nm erhalten, das konzentrationsabhingig ist (27).
Dic Nachweisempfindlichkeit betrdgt noch 0,1 Mikrogramm Thallium
absolut. Die Aufarbeitung von biologischem Material geschieht wie vorher
beschricben, allerdings unter Zusatz von Schwefelsiure. Die schwefclsaure
Lésung, etwa 5,5 normal, wird dann extrahiert. Ein Teil diescr schwefel-
sauren Losung kann zum Arsen-Nachweis nach Guzzeit verwendet werden.

Zur Bestimmung von Arsen wird ein kleiner Teil der Probe bzw. ein
Teil des nassen Aufschlusses mit Schwefelsiure, Salpetersdure und Was-
serstoffperoxid (30 9%,) versetzt und so lange in einem Kolben erhitzt, bis
die Losung farblos ist. Dabei miissen einige Male Wasserstoffperoxid und
konzentrierte Salpetersiure zugesetzt werden. Die schwefelsaure Losung
wird mit Zink versetzt und der sich entwickelnde Arsenwasserstoff auf
einem mit Silbernitrat oder Quecksilberbromid getrinkten Papierblatt-
chen aufgefangen. Vor dem Papierblittchen befindet sich etwas mit
Cadmiumacetat getrankte Watte, um Schwefelwasserstoff aufzufangen.
Die Farbung der Papierscheibchen nach dem Befeuchten kann halbquanti-
tativ an Hand von Testblattchen oder nach ciner Farbskala ausgewertet
werden, Mengen bis zu 1 Mikrogramm kénnen noch gut erfat werden.

Vielfach ist es nétig, Lebensmittel auf das Vorhandensein von Metall-
giften, die in Form von Rattengiftpasten eingebracht wurden, zu unter-
suchen. In diesem Fall empfiehlt sich eine orienticrende Untersuchung
unter dem Rontgenschirm. Pastenanteile, zum Beispiel aus Thallium-
sulfat oder Zinkphosphid, konnen sehr leicht als Verschattungen unter
demn Leuchtschirm aufgefunden werden.

Nachweis fliichtiger Substanzen in biologischem Material

Apparativ werden die entspr. Nachweismethoden heute durch die Gas-
chromatographen bestimmt. Allgemein sogar sind die chromatographi-
schen Trennverfahren als grofter Fortschritt in der forensischen Toxi-
kologie zu bezeichnen. Durch Auswahl entsprechender Gerédte, Siulen und
optimalen Bedingungen, gelingt es, fast jede Aufgabe zu lésen.
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1. Alkohole

Der Nachweis von Athylalkohol in Kérperfliissigkeiten ist ein eminent
wichtiges Problem. Das klassische Verfahren nach Widmark (56) ist
relativ unspezifisch. Das fermentative ADH-Verfahren (74) ahmt den
Alkohol-Abbau im menschlichen Koérper nach. Das Verfahren erlaubt es
jedoch nicht, andere Substanzen ncben dem Athylalkohol zu erkenncn.
Beide Verfahren wurden viclfach modifiziert. Als wichtige Modifikation
des Widmark-Verfahrens ist die photometrische Bestimmung des Bi-
chromat-Verbrauches anstatt der jodometrischen Titration (77) anzu-
sehen und der Ersatz von Bichromatschwefelsiiure durch Vanadin-
schwefelsdure (53). Der Ubergang von VY zu V!V ergibt cine giinstigere
Extinktionsdiffercnz. Das ADIH-Verfahren sowie das Widmark-Verfahren
wurde in den letzten Jahren mittels des Auto-analyzer-Verfahrens (26)
weitgehend automatisiert.

Die dritte Moglichkeit ist das gaschromatographische Verfahren. Die
Mecthode der Extraktion fliichtiger Stoffe mit Propylacctat oder Ather
aus dem Blut und nachfolgende gaschromatographische Analyse kann
heute als tiberholt gelten (9). Es ist prinzipiell moglich, Blutproben direkt
in den Gaschromatographen einzuspritzen und den Athylalkohol-
Gehalt spezifisch und genau zu bestimmen (70, 32, 38).

Daneben koénnen alle anderen flichtigen Begleitsubstanzen miterfaBt
werden, wie z.B. Accton, Ather, Acetaldehyd, Fuselalkohole, Paraldehyd
usw. Das Ergebnis der Analyse wird gleichzeitig durch einen Schreiber
festgehalten. Noch besser als die dirckte Injektion der Blutproben cignet
sich die sog. ,,Head-Space-Gas-Methode“, bei der nur der Dampf iiber
der Losung in den Gaschromatographen eingebracht und eine Verschmut-
zung des Gerites verhindert (77, 75) wird. Man kann die Verschmutzung
auch durch die Verwendung von Vorsiulen umgehen. Fiir die Head-
Space-Gas-Methode sprechen jedoch die ideale Peakform (gasférmige
Probe) und da8 keinerlei zusdtzlicher apparativer Aufwand nétig ist (33).

0,5 ml der Blutprobe werden in einem 20 ml fassenden Serumflisch-
chen mit 0,1 ml des inneren Standards (2%, Mcthylithylketon) ver-
sctzt, das IFlischchen mit einem Einstichstopfen verschlossen und der
Stopfen mit einem Klebeband gesichert. Die Illdschchen werden auf
60°C tempericrt (Wasserbadthermostat, Brutschrank). Etwa 0,5 ml
Dampfphase werden mit einer angewiirmten Injektionsspritze dem Probe-
flischchen entnommen und dem Gaschromatographen eingegeben. An
Hand einer Eichkurve wird aus dem Quotienten der Peakhéhen oder
-flichen (Alkohol zu Standard) der Athylalkoholgehalt errechnet. Be-
wihrt haben sich eine polare Siulenfiillung (Polyithylenglycol 1500 oder
1540), ein empfindlicher Flammenionisationsdetektor (FID), der Was-
ser nicht anzeigt, Sdulentemperatur 90°C, Trigergas Stickstoff (30 bis
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50 ml/min) und eine elektronische Integration der Peakflichen mit Druck-
schreiber. Der FID arbeitet bis 5%, Athylalkohol linear. Die Analyse
in der Dampfphase ist die erste Vorstufe einer vollkommenen Automati-
sierung der Blutalkohol-Analyse.

2. Koblenoxid
a) Spektrophotometrische Bestimmung

Der Nachweis von Kohlenoxid im Blut geschieht am zweckmibBigsten
in der Routincuntersuchung in den mit verdlinntem Ammoniak himo-
lysierten Blutlgsungen mit einem Spektralphotometer. Die Ermittlung
von Extinktionsquotienten bei drei verschiedenen Wellenlingen (Quo-
tienten nach Hiifner und Heilmeyer) — 576, 560 und 541 nm — gibt bei
frischen Bluten cinwandfreie Werte (79, 45). Sollten die Blutproben be-
reits faul sein, so versagt die Methode wegen der gleichzeitigen Anwescn-
heit von anderen Blutfarbstoffen (z.B. Mcthdamoglobin und Himatin).
In diesem IFall ist die Quotientenbildung bei der reduzierten Blutlésung
moglich (46), da CO-Hamoglobin gegen Reduktion bestindig ist und
auch nach Zusatz des Reduktionsmittels (z.B. Natriumdithionit) er-
halten bleibt. Eine einfache Kontrolle 148t sich photometrisch durch die
Ermittlung des von uns vorgeschlagenen Quotienten der Extinktionen
bei 420 und 416 nm durchfithren. Dieser Quotient ist gegen Fiulniser-
scheinungen relativ unempfindlich. Die angefithrten Quotienten sind aus
der Tab. 4 ersichtlich.

Tabelle 4. Quotienten zur Kohlenoxid-Hdimoglobinbestimmung

nm 100 9 O,—Hb | 100 9 CO—Hb
Hiifner 5761560 1,75 0,95
Heilmeyer 541/560 1,65 1,18
Schwerdt*) 555(538 1,31 0,80
555/568 1,13 0,80
Soret-Bande | 420/416 0,89 ' 1,15

*) nach Reduktion der Blutlésung.

Spezifisch kann Kohlenoxid allerdings nur gasanalytisch nachgewie-
sen werden. Zwei Verfahren sind gebriuchlich:

b) Verfakren nack Sachs (47)

Ein kleiner Teil des Blutes wird bei milchsaurer Reaktion mit Kalium-
cyanoferrat(IT) in cinem MeBbcutel zersetzt, der Beutel (11) mit Luft
gefiillt und das gesamte Volumen mittels einer kleinen Handpumpe durch
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ein Driiger-Gasspiirtéhrchen mit selektiver Kohlenoxid-Anzeige ge-
saugt. Die Linge der entstehenden Farbzone ist ein Maf fiir den CO-
Gehalt im Blut und erlaubt auch ohne Ermittlung des Himoglobin-
Gehaltes eine einfache und rasche halbquantitative Bestimmung.

c) Gaschromalographische Bestimmung

Eine Blutprobe wird wie vorher beschrieben in einem Serumflischchen
bei Zimmertemperatur zersetzt und der iiberstehende Dampf gaschro-
matographisch auf einer Sdule mit cinem Molckularsich untersucht. CO
wird spezifisch quantitativ angezeigt. Zur Ermittlung des CO—Hb-Ge-
haltes ist bei exakten Bestimmungen ebenfalls der Himoglobingehalt
festzustellen. Als innerer Standard wird der Peak des angezeigten Sauer-
stoffes verwendet (73, 22).
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Abb. 2. Gaschromatographische Bestimmung des Kohlenoxid-Gehaltes in
Bluten nach Freisetzung des CO

Zur Feststellung der Ursache der Kohlenoxid-Vergiftungen (zum
Beispicl Rauchgas oder Sickergas) kénnen die Lungen der Toten eben-
falls untersucht werden. Die unmittelbar nach der Leichendffnung ent-
nommene Lunge wird in ein dicht schlieBendes Glasgefil gebracht und
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einige Zeit (Stunden) zusammenfallen gelassen. Die in der Lunge ent-
haltene Alveolarluft wird zusammen mit der tiberstehenden Luft durch
einen im Deckel des Glases befindlichen Einstichstopfen mittels In-
jektionsspritze entnommen und auf einer Sdule mit Silikagel untersucht.
Bei Sickergas bzw. Leuchtgasvergiftungen werden reichliche Mengen
Mecthan und hohere Kohlenwasserstoffe, wic Athan, Athylen, Propan
usw. gefunden. Bei Rauchgasvergiftungen bzw. bei unvollstiindiger Ver-
brennung treten ungesiittigte Kohlenwasserstoffe in der Lungenluft auf,
insbesonders Athylen und Acetylen. Die Méglichkeit dieser analytischen
Unterscheidung der Kohlenoxid-Vergiftung hinsichtlich ihrer Ursache
erlaubt cine gezielte Schadensermittlung am Unfallort (37).

3. Andere fliichtige Substanzen

Besonders der Nachweis von leicht fliichtigen Kohlenwasserstoffen in
biologischem Material war frither analytisch kaum moglich. Erst gas-
chromatographische Verfahren brachten Hilfe und fithrten iiberdies zu
cindeutigen Differenzierungen der fliichtigen Komponenten.
Ublicherweise wird bei der gaschromatographischen Untersuchung
von Benzinkohlenwasserstoffen auf dic quantitative Bestimmung ver-
zichtet und das Untersuchungsmaterial direkt nach der Head-Space-
Gas-Methode untersucht. Wie bei der Blutalkoholanalyse werden die
Probenflischchen einer erhdhten Temperatur, bevorzugt 60°C, ausge-
setzt und so der Dampfdruck der fliichtigen Komponenten erhght. Es ge-
lang uns, mit diesern Verfahren im Gehirn eines Mannes Kohlen-
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Abb. 3. Gaschromatographische Untersuchung eines Gehirnes nach der
Head-Space-Gas-Methode auf Kohlenwasserstoffe (Benzin)
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wasserstoffe (Benzin) nachzuweisen. Der Tote war bei einem Verkelrs-
unfall unter sein Motorrad zu licgen gekommen, wobci sich der Inhalt des
Benzintankes iiber ihn ergossen hatte.

Ein zweiter Fall betraf die Verunreinigung ciner Hautwunde mit
Petrolcum, um eine Rente zu crlangen. I Wundsekret war der Nach-
weis von schweren Kohlenwasserstoffen (Petroleum) eindeutig méglich.
Die Analyse diescs sehr infektiosen Materials, von dem nur etwa 0,1 g
vorhanden war, wire mit konventionellen Mcthoden nicht auszufiihren
gewesent. Die Head-Space-Gas-Methode vermeidet die chemische Auf-
arbeitung dcs Untersuchungsmaterials und verhindert bei den leicht
verdampfbaren, nachzuweisenden Stoffen jeglichen Verlust.
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Abb. 4. Gaschromatographische Ermittlung von Petroleum in einem Wund-
sckrct (Dampfanalyse)

In der Toxikologic sind Vergiftungen mit Paraldchyd relativ hiufig.
Der Nachweis geschah frither chemisch durch Wasserdampfdestillation
des Untersuchungsmaterials, Spaltung des anfallenden Destillates mit
Schwefelsdure und titrimetrische Ermittlung der entstehenden Essig-
sdure nach Oxidation des Destillates mit Wasserstoffperoxid. Dieses
umstindliche, verlustreiche, chemische Verfahren kann schr einfach
durch die gaschromatographische Untersuchung ersctzt werden, wobei
wie bei der Alkohol-Analyse mit einem inneren Standard fiir die quanti-
tative Auswertung gearbeitet wird.
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Tabelle 5. Gesamtretentionszeiten fliichtiger Substan-
zen und Peakflichen- bzw. Peakhihen-Quotienten
bezogen auf Methyldthylketon als inneren Standavd
fitr 1 %ige Lisungen

tr
[min] Qr Qu

Ather 0,8 7.02 15,7

Acctaldehyd 1,1 1,64 1,75
Aceton 1,5 0,95 1,47
Methyldathylketon 2,1 — —

Athanol 2,5 0,40 0,34
n-Propanol 4,2 0,56 0,32
TParaldehyd 4,6 0,92 0,42
n-Butanol 7,0 0,83 0,27

In der Tab. 5 sind dic Retentionszeiten und die Quotienten der Peak-
flichen bzw. -héhen einiger toxikologisch interessanter Substanzen ange-
geben, wobei als Sidulenfiillung Polyithylenglycol 1500 verwendet
wurde; Analysentemperatur 90°C, Trigergas Stickstoff von 2 Atii, Stré-
mung 32 ml, Detektor FID. Die Flichen bzw. die Héhen bezichen sich
auf IHead-Space-Analyse bei einer Gleichgewichtstemperatur von 60°C,
jeweils 0,5 ml Probe und 0,1 ml innerer Standard (2 9,,). Bei den unter-
suchten Paraldehyd-Fillen ist gleichzeitig der im Organismus enthaltene
Acctaldehyd nachzuweisen (Abb.5).

Nachweis organischer Gifte in biologischem Material

Der klassische Analysengang nach Stas-Offo ist nun tiber 100 Jalre alt.
Trotzdem wird er noch heute in nur leicht verinderter Form verwendet.
Es war erforderlich, einen allgemeinen Analysengang fiir ein unbekanntes
organisches Gift zu besitzen, in der die modernen Analysenmethoden sinn-
voll einzubauen waren (72, 28, 52). Ein solcher Analysengang ist aus dem
Schema ersichtlich. Die Extraktion crfolgt automatisch und vermeidet
damit Emulsionsbildung durch das Schiitteln im Scheidetrichter (48). Die
automatische Extraktion isoliert die organischen Substanzen zu 90 bis
100 %, wobci auch dic im Lisungsmittel schwerer 16slichen Anteile erfal-
bar sind. Der wichtigste Fortschritt in der Untersuchung auf organische
Gifte ist die Einfithrung der Diinnschichtchromatographie (34, 40, 49).
Damit wurde eines der Hauptprobleme in der Toxikologie geldst, nimlich
dic Reinigung der anfallenden Extrakte und die Auftrennung und Isolie-
rung der Reinkomponenten. Mit den in jedem Laboratorium vorhandenen
tabellierten Rf-Werten fiir die gebrauchlichsten organischen Gifte auf
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Kiesclgel G und mit zwei bis drei Eluationsmitteln kénnen alle Probleme
gelost werden. Das gleiche giit fiir die Anwendung iiblicher Sprithreagen-
zien. Nur in seltenen Fillen ist die Anfertigung eines Spezialreagenzes er-
forderlich (28). Selbstverstiindlich werden dic Diinnschichtplatten mit
Kicselgel G und einem Fluoreszenzindikator verwendet, um eine zu-
sitzliche Dectektionsmoglichkeit im UV-Licht zu haben. Alle anderen
Sorptionsmittel, wie Aluminiumoxid, Magnesiumsilicat, Kieselgur und
andere, haben nach unseren Untersuchungen keincrlei signifikante Vor=
teile gegeniiber Kieselgel G und wiirden nur die Analyse komplizieren.
Als sehr praktisch haben sich fertige, kdufliche Schichten crwiesen, ent-
weder auf Kunststoffolien fixiert oder in cin Glasfasergeriist cinge-
bettet. Substanzflecken kdnnen ausgeschnitten werden und sind damit
fiir weitere Untersuchungen (Extraktion, Farbmessungen usw.) leicht
zuginglich.

Die Rf-Werte in den Tabellen sollen natiirlich nur als Anhaltspunkt
diencn; zur exakten Identifizicrung mubB das Auftragen von Vergleichs-
substanzen auf dic gleiche Platte gefordert werden. Reicht die Identi-
fizicrung durch ein oder mehrere Spriihreagenzien (die auch in manchen
Fallen iibereinander aufgespritht werden konnen) nicht aus, wird die Sub-
stanz durch Abkratzen und Extrahicren isoliert und mit physikalisch-
chemischen Methoden (z.B. UV- oder IR-Spektrophotometrie), identifi-
ziert. Die Isolierung folgt dabei zweckmiBig nach LEntwicklung eines
Strichchromatogramms, um mechr Reinsubstanz zu erhalten (bis zu cini-
gen Milligrammen).

Untersuchungen in der Kriminaltechnik

Die meist verlangte Priifung in der Kriminaltechnik ist die auf Identitit.
In solchen [Fillen muB an Hand von Vergleichsmaterial eine Identitit
festgestellt oder ausgeschlossen werden. Um zu diesem Ziel zu kommen,
ist nach ciner verschieden groBen Anzahl von charakteristischen Merk-
malen in Probe und Vergleich zu suchen und sie miteinander zu ver-
gleichen. Je nach Beweiswert des einzelnen Merkmales ist die Anzahl der
zu suchenden analytischen Daten anzusetzen, wobei man sich jedoch in
der Regel bemiihen wird, die gréBtmdglichste Anzahl auszumitteln.
Nicht immer ist bei industricllen Massengiitern trotz vicler iibereinstim-
mender Merkmale eine absolute Aussage iiber Identitil bzw. iiber die
gleiche Art (gleiche Teilstiicke, gleicher Ursprung) moglich, da cinerseits
die Fertigungstoleranzen sehr eng sind, anderseits aber bei gentigender
Analysengenauigkeit immer noch Unterschiede in der Zusammenset-
zung von Bruchstiicken eines gleichartigen Teiles aufgefunden werden.
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Es ist also in héchstem Malle von der Erfahrung des Untersuchers ab-
hingig, das Analyscnergebnis richtig zu interpretieren.

Es seien einige Beispiele von kriminaltechnischen bzw. chemisch-
forensischen Untersuchungen herausgegriffen.

a) Untersuchung von alkoholischen Getrinken

Bei Trunkenheitsdelikten ist es oft notwendig, zur Berechnung des mut-
mabBlichen Alkohol-Gehaltes den Alkohol-Wert in Getrinken genau zu
ermitteln. Gaschromatographisch ist djes einfach mdglich, wenn man
einc Probe des Getrinkes mit einer gemessenen Menge Aceton als inne-
ren Standard versetzt und die Mischung dirckt {iber eine Vorsdule in
den Gaschromatographen einbringt (23). An Hand einer Eichkurve liBt
sich der Alkohol-Gehalt rasch ermitteln. Die Menge des zugesetzten Ace-
tons richtet sich nach der zu erwartenden Konzentration und ist 109,
fiir niedere oder 209, fiir hohe Athylalkohol-Werte. Dic Formel fiir die
Auswertung bei den angegebenen Betriebsbedingungen lautet:

Faonot |14

g Athylalkohol/100 ml = 7
Aceton

4 ml der Probe werden mit 1 ml Aceton versetzt und 5 Mikroliter zur Analyse
verwendet. Analysenbedingungen: 2m  Sidule, Polyithylenglycol 1500,
90°C, Wasserstoff 40 ml pro Minute, Hitzdrahtdetektor.

FaAwohot
Faceton
10 ml der Probe werden mit 1 ml Aceton versetzt. Betriebsbedingungen
wie oben.

g Athylalkohol /100 ml = £9,0

Diesec Methode erspart die zeitraubende und allenfalls verlustreiche
Destillationsmethode, wonach der Athylalkohol-Gehalt im Destillat re-
fraktometrisch oder durch Ermittlung des spezifischen Gewichtes be-
stimmt wurde.

Fiir Vergleichsuntersuchungen alkoholischer Getrinke kann man die
Analyse der Aromastoffe heranziehen. Entweder man injiziert das Ge-
trink direkt fiber cine Vorsdule in den Gaschromatographen oder man
extrahiert die Aromastoffe mit ciner Mischung von Ather und Pentan
(27) und analysiert den Extrakt oder man wendet die Analyse in der
Dampfphase bei erhéhter Temperatur an (8, 36, 37). Bei allen diesen
Verfahren muf} ein hdchst empfindlicher Detektor, wic der Flammen-
ionisationsdetektor, benutzt werden, um Spurenkomponenten, wie ho-
here Alkohole, Ester, Aldehyde und Ketone erfassen zu konnen. Ein
gleichartiges Chromatogramm zeigt die gleichen Aromastoffe und damit

11 Fortschr. chem. Forsch., Bd. 6/4 675



G. Machata

die Identitit. Das Verfahren hat sich neuerdings bei der Erkennung ille-
galer Whisky- und Branntwein-Brennereiprodukte im Blut der Ver-
braucher bewihrt. Jeder ,Eigenbrand“ zeigt ein ,typisches Gas-
chromatogramm. Es ist allerdings in den meisten Fillen so, dal die
Anzeigeempfindlichkeit der iblichen Ionisationsdetektoren nicht aus-
reicht, um alle aromabestimmenden Komponenten zu erfassen. Oft er-
weist sich der Geschmacks- und der Geruchssinn als weitaus empfindli-
cher (7). Trotzdem kann ein Vergleichschromatogramm durch Be-
stimmung einer Vielzahl von Komponenten die Grundlage fiir einen
ldentitdtsbeweis licfern, ohne absolut etwas iiber die Qualitit cines Ge-
trankes aussagen zu konnen.

b) Untersuchung von Sprengstoffen

Bei Sprengstoffanschligen ist ¢s nétig, die Art des Sprengstoffes zu er-
mitteln. Sclbst nach Explosionen kdnnen in der néchsten Umgebung des
Sprengkorpers geringste, unverbrannte Reste des Sprengstoffes isoliert

@ n
&

@ . B s

| | | |
Mi Hexogen Tefryl Penirit TNT

Abb. 6. Diinnschichtchromatographische Untersuchung von Sprengstoffen.

Bedingungen: Kieselgel G, Benzol als Laufmittel, angefirbt mit 5 %jiger Di-

phenylaminlésung in Athylalkohol und 15 min UV-Belichtung bei 254 nm.

Dozent Dr. G. Machata, ,,Analytische Verfahren der naturwissenschaftl.
Kriminalistik*
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werden. Sie werden mit cinem mit Accton getrinkten Wattebausch auf-
genommen und ein filtrierter Extrakt wird dann diinnschichtchromato-
graphisch untersucht (25). Die gebrduchlichen Sprengstoffe lassen sich
auf der Platte einwandfrei trennen und erkennen. Als Losungsmittel
dient Benzol, zur Detektion spritht man 5 %jige Diphenylamin-Lisung
in Athylalkohol und belichtet dic Platten 15 min unter UV-Licht
(254 nm) (28).

c) Nahschafizeichen

Jede Feuerwaffe hinterliBt, wenn sic in ciner geringen Entfernung auf
ein Objekt abgefeuert wird, NahschuBzcichen. Diese NahschuBzeichen
kénnen unverbrannte Pulverteilchen, Pulverschmauch oder metallische
Elemente aus Lauf, GeschoB3 oder dem Ziindsatz der Patrone sein. Prak-
tisch wird auf Pulverteilchen untersucht, die von dem Objckt mit Klebe-
streifen abgenommen werden kénnen und dann mittels der Reaktion mit
Diphenylamin-Schwefclsiure oder nach Lunge nachgewicsen werden.
Das Erkennen von Pulverschmauch auf dunklem Gewebe bereitet groB3e
Schwierigkeiten. Wihrend man frither zur Auffindung die IR-Photo-
graphie heranzog, gelingt heute dic Untersuchung gezielt mittels cines
IR-Bildwandlers. Der Pulverschmauch erscheint dunkel auf hellem Un-
tergrund. Dieses Bild kann iiber den Bildwandler auch photographisch
festgehalten werden. Der Einsatz von IR-Farbfilm zur Pulverschmauch-
darstellung ist bei uns schr zufricdenstcllend verlaufen.

Dic Bestimmung von metallischen Elementen aus Lauf, Geschol3
oder Ziindsatz wird zur Ermittlung der SchuBentfernung beniitzt. Er-
forderlich ist jedoch dann das Vorhandensecin der Waffe und der ver-
wendeten Munition zu Vergleichszwecken, um cinwandfreie Resultate zu
erhalten. Zum Beispiel sei die Ermittlung des Antimon-Gcehaltes an den
Rindern von SchuBléchern erwihnt (73), ferner die Bestimmung von
Barium und Blei aus den Ziindladungen (7, 78). Zumindest lassen sich in
den einzelnen IFillen, wo das Geschol3 mehrere Teile eines Objektes, zum
Beispiel cines Kleidungsstiickes, durchschlagen hat dic SchuBrichtungen
bzw. die Anzahl der Schiisse ermitteln. Die Mengen der Gehalte an Blei
Antimon und Barium miisscn bei dem gleichen Schu in der SchubBirich-
tung immer geringer werden. ZweckmiBigerweise verwendet man zur
chemischen Untersuchung ein kleines Segment vom Rande des Schul-
loches, das direkt emissionsspektralanalytisch oder mittels Rontgenfluo-
rescenzanalyse untersucht wird. Dic halbquantitative Auswertung genfigt.
In letzter Zeit sind Versuche unternommen worden, diese SchuBBelemente
durch Aktivierungsanalysc zu bestimmen (2).
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d) Untersuchung von Treibstoffen, Olen und Wachsen

Die chemische Untersuchung von Treibstoffen gelingt am besten mittels
Gaschromatographic. Um den ganzen Siedebereich (etwa 50 bis 200 °C) zu
erfassen, muB mit Temperaturprogrammierung gearbeitet werden. Die
Markenbenzine unterscheiden sich in ihrer Zusammensetzung nur sehr
wenig, da sie nur aus einigen wenigen Produktionsstitten stammen. Die
zugemischten Farben lassen sich diinnschichtchromatographisch trennen
und liefern wertvolle Angaben. Gleichzeitig lassen sich auf der Diinn-
schichtplatte schwerere Fraktionen als fluoreszierende Flecken im UV-
Licht entdecken. Dic Aufnahme eines UV-Spcktrums nach entsprechen-
der Verdiinnung mit Alkohol zeigt den Aromaten-Anteil im Benzin, wo-
bei gewisse Superbenzine durch besonders hohe Mengen auffallen kon-
nen. Eine weitere Moglichkeit besteht in der flammenphotometrischen
Untersuchung des Benzines dirckt auf blei-haltige, organische Verbin-
dungen (35). Man arbeitet mit einem Direktzerstiuberbrenner und mift
die IExtinktion der Blei-Linie bei 403 nm. An Hand von Testlgsungen
wird der Gehalt an Blei-Alkylen festgestellt. Eine zweite Moglichkeit zur
Bestimmung der Blei-Alkyle beruht auf der empfindlichen Anzeige me-
tallorganischer Verbindungen durch den Elektron-Capture-Detektor.
Bei diesem Verfahren gelingt es auch, dic verschiedenen Blei-Alkyle auf-
zutrennen und einzeln zu bestimmen.

Bei der gaschromatographischen Untersuchung von Benzinfraktionen
werden je nach Trennleistung der Siule cinc Unmenge Peaks erhalten.
Eine Identifizierung jeder einzelnen Komponente ist meistens nicht
moglich. Man beschriankt sich in der Praxis auf die Festlegung der n-
Alkane durch Zumischmethoden und arbeitet auf unpolaren Sdulen-
filllungen, die nach Sicdepunkt trennen (3, 20). Zur weiteren Charakte-
risierung kann noch cine chemische Vortrennung angewandt werden,
Dic Benzinprobe wird mit 80%iger und danach mit konzentrierter
Schwefclsdure behandelt (35). Damit werden dic ungesattigten Kohlen-
wasserstoffe bzw. die Aromaten entfernt und durch Aufnahme eines
Chromatogrammes vor und nach der Behandlung ermittelt.

€) Untersuchung von Farbstoffen, Lackpigmenten und Tinten

Die Untersuchung, besonders der fettléslichen Farbstoffe, ist einfach und
rasch mittels der Diinnschichtchromatographie maglich. In jedem Fall
muB ein geeignetes Eluationsmittel durch cin Probechromatogramm
festgestellt werden. Kriminalistisch von Bedeutung ist die Identifizierung
von Lippenstiftfarben, Plakatfarben, Malerfarben u.a.m.

Die Untersuchung von Lackpigmenten auf chromatographischem
Wege, zum Beispicl von Autolack, ist wichtig, da alle ncucren Auto-
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lackierungen, zumindest bei bestimmten Farben, rein organische Farb-
pigmente enthalten. Die zu untersuchenden Lackproben werden zweck-
miiBig in heiBem Essigester gelost und dic filtrierten, eingeengten Ex-
trakte diinnschichtchromatographisch untersucht. Neben den Farb-
anteilen der Pigmente kénnen im gefilterten UV-Licht die stark fluo-
reszierenden Flecken der Weichmacher des Lackes nachgewiesen werden.
In jedem Trall ist es nétig, Vergleichsmaterial gleichzeitig zu untersuchen.

Die Untersuchung von Tinten bzw. von Kugelschreiberpasten kann
bei der Anwendung entsprechender Ldsungsmittel, zum Beispiel Ace-
ton : Alkohol (8:1), gute Resultate ergeben.

Die richtige Deutung aller analytischen Befunde wird stets nicht nur
von der Ausriistung cines Labors abhingig sein, sondern auch vom Ana-
lytiker sclbst. Es wird deshalb die Forderung erhoben, ihn entsprechend
zu informicren, so da3 er bei der Analyse die Problemstellung, wie zum
Beispiel die Vorgeschichte oder den vermuteten Tatablauf, kennt. Die
Beweiskraft seiner Befunde kann nur der Analytiker iibersehen. Sein
Gutachten stellt somit einen sehr wesentlichen Teil seiner Tatigkeit dar
und erleichtert die Wahrheitsfindung in der Rechtsprechung.
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