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1. Einleitung

Viele Verfahren zur Simultanbestimmung gestatten den qualitativen
Nachweis und mitunter auch die quantitative Bestimmung bereits be-
kannter Substanzen. Neue Verbindungen lassen sich dagegen im all-
gemeinen erst nach ihrer Reindarstellung sicher und vollstindig charak-
terisieren und flir weitere Reaktionen verwenden. Deshalb ist die Ent-
wicklung leistungsfihiger Trennverfahren gleichermaBen Anliegen des
analytisch wie des priparativ arbeitenden Chemikers.
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‘W. Preetz

Fir die Isolierung chemisch und physikalisch immer &hnlicherer
Substanzen aus Vielkomponentengemischen sind die klassischen Trenn-
operationen mehr und mehr durch vielstufige Verteilungs- und Aus-
tauschprozesse (Chromatographie, Gegenstromextraktion, Zonenschmel-
zen usw.) ersetzt worden. Es geniigt ein kleiner Unterschied im physi-
kalisch-chemischen Verhalten, um in hoher Vervielfachung zu der ge-
wiinschten Trennung zu fiihren.

Die unterschiedliche Wanderungsgeschwindigkeit geladener Teilchen
im elektrischen Feld wird seit langerer Zeit zur Trennung empfindlicher
Substanzen herangezogen. Die entsprechenden Verfahren werden unter
den Oberbegriffen Elektrophorese, wenn es sich um die Trennung kollo-
jdaler und hochmolekularer Teilchen, bzw. Ionophorese, wenn kleine
Ionen definierter Ladung getrennt werden, zusammengefaBt. Eine
scharfe Unterscheidung ist nicht mdoglich, zumal die Grundlagen die
gleichen sind und auch die Entwicklung analog verlaufen ist. Elektro-
phoretische Methoden werden jedoch vorwiegend auf organisch- und
physiologisch-chemischem Gebiet sowie auf dem medizinisch-klinischen
Sektor eingesetzt. Dagegen verwendet man im anorganisch-analytischen
Bereich hauptsichlich ionophoretische Verfahren.

Das vorliegende experimentelle Material ist sehr umfangreich. Des-
halb sei hinsichtlich spezieller Problemstellungen auf die Originalliteratur
und auf bewihrte, umfangreichere Monographien (7—6) sowie periodisch
erscheinende Literaturiibersichten (7, 8) verwiesen. Neben einer allge-
meinen Erklirung der Grundlagen werden hier die Entwicklungsten-
denzen der jlingsten Zeit am Fortschritt der Methodik auf dem Gebiet
der Ionophorese gezeigt. Dabei werden Verfahren, die sich mit der Tren-
nung und Darstellung sehr dhnlicher Ionen befassen , eingehender be-
handelt.

2. Theoretische Grundlagen der Ionenwanderung

Wirkt auf geladene Teilchen, die sich in einem reibenden Medium be-
finden, ein elektrisches Feld ein, so erreichen diese nach einer duBerst
kurzen beschleunigten Anlaufbewegung eine fiir sie charakteristische End-
geschwindigkeit w:

W= ty

K = treibende elektrische Kraft,
R = Reibungskonstante des umgebenden Mediums.

Unter dem EinfluB einer Gleichspannung iiberlagert sich also der
regellosen Braunschen Molekularbewegung eine gerichtete Wanderung,
die zu einer zeitlichen Verschiebung der Teilchen im Raum fiihrt,
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Ionophoretische Trennverfahren in der analytischen und priparativen Chemie

2.1. Wanderungsgeschwindigkeit und Ionenbeweglichkeit

Die treibende elektrische Kraft K nach Gl. (1) ist fiir Ionen mit der
Ladungszahl z im Feld der Stirke E [V/cm)
K=z.¢y-E 2
eo = Elementarladung.
Die Reibungskonstante R hat fiir kugelférmige Korper nach dem
Stokesschen Gesetz den Wert:
R=6n'9'r 3)

n = kinematische Zihigkeit des reibenden Mediums,
v = Radius des wandernden Teilchens.

Die Fundamentalgleichung der ionophoretischen Wanderung lautet
demnach:
__ zreq-E
T 6em- ner’ ()
Aus der Wanderungsgeschwindigkeit w [cm/sec] ergibt sich die Ionen-
beweglichkeit # [cm?2 - V~1 sec~Y] nach:

Die einfach erscheinenden Zusammenhidnge beinhalten jedoch eine
betrichtliche Anzahl schwer erfalbarer Variablen. Sie machen die theo-
retische Berechnung der ionophoretischen Wanderungsgeschwindigkeit
nahezu unméglich. In der Praxis bestimmt man diese deshalb experi-
mentell unter Einhaltung reproduzierbarer Versuchsbedingungen.

Liegt an zwei Elektroden im Abstand / [cm] die Gleichspannung U

[V], entsprechend einer Feldstirke E = -% [V/cm], so ergibt sich fiir

ein Ion, das innerhalb der Zeit ¢ [sec] die Strecke x [cm] zuriicklegt, die
Tonenbeweglichkeit zu

w=— = ©)

Auch fiir Elektrolytlosungen gilt das Ohmsche Gesetz:

U=R-I (7)

R = Widerstand [Ohm],
== Stromstirke [A].
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Der elektrische Widerstand ist:

1 !
R=—-— ®)
x = Spezifische Leitfahigkeit [Ohm~1+cm~1],
¢ = Querschnitt des elektrolytischen Leiters {cm2].

Bei Einsetzen von Gl. (7) und

—

8) in Gl (6) erhdlt man:

st Sy ©)

U =
I

nl){

2.1.1. Eigenschaften des Ions

Die in ionisierenden Losungsmitteln durch Dissoziation entstehenden
Kationen und Anionen tragen definierte Ladungen, ndmlich die Elemen-
tarladung e oder ein ganzzahliges Vielfaches davon. Auch gréBere
Partikel wie Kolloide, Proteine, Enzyme usw. kénnen durch Adsorption
einfacher Ionen zu definierten Ladungstrigern werden.

2.1.1.1. Die elektrische Ladung

Tonen, die sich in einer Losung endlicher Konzentration befinden, treten
in elektrostatische Wechselwirkung, d.h. jedes Ion umgibt sich mit einer
Tonenwolke entgegengesetzter Ladung. Es bildet sich eine von der Kon-
zentration der Losung abhingige diffuse Doppelschicht aus, die bei der
Wanderung mitgeschleppt wird. Die Ionenladung e wird dadurch abge-
schirmt und kommt nur als kleinere effektive Ladung ees. zur Geltung.

Allgemein wird die Ladung von Ionen sehr stark durch das chemische
Verhalten bestimmt. Die im zeitlichen Mittel bei einem Teilchen anzu-
treffende Ladung ist direkt abhingig von der Dissoziations- oder Asso-
ziationstendenz. Die Eigenschaften der Ionen sind somit auf das engste
mit denen der Umgebung verflochten (Kap. 2.1.3.).

Vielfach dienen ionophoretische Untersuchungen nur der Bestim-
mung des Ladungssinnes unter speziellen Versuchsbedingungen. Die
Abschitzung der Ladungszahl ist schwieriger und oft nur méglich, wenn
ionophoretische Beweglichkeitskurven vorliegen {Kap. 2.1.3.2.).

2.1.1.2. Tonenradius und Ionenvolumen

Die Berechnung ionophoretischer Beweglichkeiten nach Gl (5) setzt
auBer der Kenntnis der Ionenladung auch die des Ionenradius voraus.
FafBt man fiir definierte Versuchsbedingungen die Konstanten zu K zu-
sammen, so hat Gl. (5) die Form:

z
u—K-—r-. (10)
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Die aus kristallographischen Untersuchungen bekannten Ionen-
radien stellen nur Richtwerte dar, denn in Gl. (10) ist der Radius des
solvatisierten Ions einzusetzen. Uber Solvatationszahlen, insbesondere
fiir mehratomige Ionen liegt nur wenig Material vor. Der Radius ist des-
halb im allgemeinen durch einen empirisch bestimmten Wert 4 zu korri-
gieren {9), so daB sich fiir die Beweglichkeit ergibt:

u=K-Hfd. (11)

Um einen Zusammenhang zwischen IonengrioBe, -gestalt und -be-
weglichkeit zu finden, sind mehrfach Modelluntersuchungen angestellt
worden. Edward (70, 77) fihrte fiir nicht kugelférmige Ionen das Rei-

f

bungsverhiltnis o ein, das eine Funktion der Achsenverhiltnisse in

0
Ellipsoiden darstellt. Ahnliche Untersuchungen liegen von Elworthy
(72, 13) und Gonick (14) vor.
Fiir die Beweglichkeit ergibt sich:

u=K- -2 ol (12)

rw Jfo

rw ist der van der Waalssche Ionenradius, der sich fiir gréBere Ionen
aus bekannten Volumeninkrementen der einzelnen Atome oder Atom-
gruppen errechnen 1i8t. Die Konstanten in Gl. (12) sind stark von den
Versuchsbedingungen abhéngig und miissen mit Hilfe von Modellionen
experimentell bestimmt werden. Markham und Smith (15) fanden um-
gekehrte Proportionalitit zwischen Beweglichkeit und Ionenvolumen.
Die beste Korrelation zwischen berechneten Radien und Beweglich-
keiten ergibt sich fiir groBe Ionen, die auBerdem hinsichtlich ihrer Ge-
stalt und dem chemischen Verhalten dhnlich sind, z.B. bei den Poly-
thionat-Tonen (76).

2.1.1.3. Tonenmasse

Lindemann (77) vertrat als erster die Ansicht, daB die Ionenbeweglich-
keit eine Funktion der Ionenmasse ist und Istotope durch Ionenwande-
rung trennbar sein miilten. Diese Anschauung wurde spiter von Klemm
theoretisch begriindet (78). Nach Ansiitzen entsprechend denen der
kinetischen Gastheorie sollten sich die Ionenbeweglichkeiten #; umge-
kehrt proportional den Wurzeln aus den Teilchengewichten M, verhalten:

ul _l/Mg
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Nach zunichst vergeblichen Versuchen lieB sich spater durch Ver-
besserung der Trennmethoden der Masseneffekt in der Ionenbeweglich-
keit zur Isotopenanreicherung nachweisen und ausnutzen (Kap. 8.3.1.).

Blasius und Preetz (19, 20) wendeten diese Beziehung auf die experi-
mentell gemessenen Ionenwanderungsgeschwindigkeiten von Gemischt-
ligandkomplexionen des Typs

[MCl,Bre_z)2- (M =Ir, Os, Re, Pt; =0, 1, ..., 6)

an und fanden bei diesen homologen Reihen chemisch und physikalisch
sehr dhnlicher Ionen eine gute Bestdtigung der Gl. (13).
Hais (27) beobachtete fiir eine Anzahl organischer Ionen, dafl sich

die dquivalente Beweglichkeit — umgekehrt wie die Masse der Tonen ver-
hilt: ‘
k

- (14)

u_—-
z

Diese Beziehung, die an verschiedenen Komplex-Ionen iiberpriift
wurde, gilt nur in engen Bereichen. Vor allen Dingen muf} die Masse des
Bezugs-Tons sehr nahe bei der des Probe-Ions liegen. Jok! (22, 23) stellte
auf Grund umfangreicher Untersuchungen an Komplexverbindungen
folgenden empirischen Zusammenhang fest:

eyt (15)

aund b sind Konstanten, die von den jeweiligen apparativen Gegenbe-
heiten abhingen.

Da in allen angefiihrten Beziehungen spezifische Wechselwirkungen
der Tonen mit dem L&sungsmittel unberiicksichtigt bleiben, ist ihre An-
wendungsbreite nur gering. Es sind Fille bekannt, wo die Beweglich-
keiten sich gerade entgegengesetzt verhalten wie auf Grund der Gl. (13)
zu erwarten ist. Z.B. nehmen die Beweglichkeiten der Alkaliionen mit
steigender Massenzahl zu; Dy3+ hat eine etwas groBere Beweglichkeit
als Y3+, obwohl es bei annihernd gleichem Radius fast die doppelte
Masse besitzt (9).

Sowohl fiir die Ansiitze, die stirkeres Gewicht auf die IonengrioSe
legen (Kap. 2.1.1.2.), wie auch fiir die Gleichungen, die mehr die Masse
in Betracht ziehen, gilt, daB eine befriedigende Korrelation nur inner-
halb von Ionengruppen gefunden wird, die chemische oder physikalische
Ahnlichkeiten aufweisen.
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2.1.2. EinfluB des elektrischen Feldes

Das elektrische Feld wird bei der Ionophorese durch Anlegen einer de-
finierten in weiten Grenzen variablen Gleichspannung U iiber die Trenn-
strecke / erzeugt. Die in Abhingigkeit vom Ort sich einstellende Feld-
stirke E ergibt sich aus Gl (7) und (8) zu:

E="—=—.—, (16)

An Orten Kkleiner Leitfihigkeit » und geringen Querschnitts ¢ des
elektrolytischen Leiters stellen sich demnach hohe Feldstirken ein. Die
Leitfihigkeit ist eine Funktion der Konzentrationen ¢;, der Ladungs-
zahlen z; und der Beweglichkeiten #; aller Ionen:

w=2Xci-z4-uy- F. (17)
Daraus ergibt sich die Aquivalentleitfihigkeit zu:

A=-2 =y-F (18)

Z-€

F = Faradaysche Zahl.

Konzentrationsinderungen wirken sich umgekehrt proportional auf
die Feldstirke aus. Nur in homogenen Elektrolyten gleichen Quer-
schnitts, gleicher Temperatur und Konzentration herrscht gleicher
Spannungsabfall.

Nach Gl. (4) sind Wanderungsgeschwindigkeit und Feldstirke ein-
ander direkt proportional. Die in einer gewissen Zeit zuriickgelegten
Wanderungsstrecken sind umso gréfer, je héhere Feldstirken auf die
Jonen einwirken. Von dieser Tatsache macht man bei der Hochspannungs-
ionophorese (Kap. 8.2.1.1.) Gebrauch. Die dadurch erreichbare Ver-
kiirzung der Trenndauer erlaubt gleichzeitig schirfere Trennungen, weil
die irreversible Zonenverbreiterung durch Diffusion proportional der
Waurzel der Trennzeit ist (24).

Streng lineare Abhingigkeit zwischen Wanderungsgeschwindigkeit
und Feldstdrke besteht nur, wenn die iibrigen Versuchsparameter kon-
stant gehalten werden. Diese Forderung ist nur innerhalb gewisser Gren-
zen zu erfiillen. Mit der Erhdhung der Feldstirke geht ein linearer An-
stieg des flieBenden Stroms und das quadratische Anwachsen der Joule-
schen Wirme @ einher:

R.I2

Q=—
A = mechanisches Wirmeiquivalent (4,185 - 107 erg/cal).

(19)
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Die Grenzen der Feldstirkeerh6hung bei der Hochspannungsiono-
phorese sind durch die Leistungsfihigkeit des Kiihlsystems festgelegt.
GréBenordnungen, in denen Feldstirke- und Dissoziationsspannungs-
effekte (25) zu beriicksichtigen sind (ab 50 KV/cm), werden bei der
gewohnlichen Ionophorese bei weitem nicht erreicht.

Bei ungeniigender Wirmeableitung tritt zunichst eine Temperatur-
erh6hung des Elektrolyten ein. Dadurch nehmen Leitfihigkeit und
Ionenbeweglichkeit zu. Der Temperaturkoeffizient der Jonenbeweglich-
keit hat fiir kleinere Ionen die GréBenordnung von etwa 3%/Grad.
Anderungen der Dichte und Viskositit bewirken die VergroBerung von
Konvektion und Diffusion und setzen die erreichbare Trenngiite durch
Riickvermischungseffekte herab. Um gréBere Temperaturgradienten
innerhalb des Elektrolyten zu vermeiden, diirfen bei der Hochspannungs-
technik nur sehr diinne Schichten verwendet werden.

2.1.3. Einflisse des Losungsmittels

Im Abschnitt 2.1.1. ist schon auf den EinfluB des Lésungsmittels auf die
effektive Ladung und auf den Ionenradius hingewiesen worden. Theo-
retisch erschopfend ist speziell fiir starke Elektrolyte die Abhingigkeit
der Tonenwanderung von der Konzentration und den Eigenschaften des
Losungsmittels von Debye, Hiickel und Onsager (25) untersucht worden.

2.1.3.1. Konzentration und Ionenstirke

Durch Leitfihigkeitsmessungen an Losungen starker Elektrolyten stellte
Kohlrausch um 1900 fest, daB die Aquivalentleitfihigkeit A mit wachsen-
der Konzentration ¢ abnimmt. Er fand empirisch das Quadratwurzel-

gesetz:
A=Aduo—A- Yo (20)

A = Aquivalentleitfihigkeit bei unendlicher Verdiinnung
A = Konstante.

Gemi8 Gl (18) nimmt auch die Ionenbeweglichkeit mit steigender
Konzentration ab. Esist dies eine Folge interionischer Wechselwirkungen.
Durch Coulombsche Anziehung umgibt sich jedes geladene Teilchen mit
einer Tonenatmosphire entgegengesetzter Ladung. Untersuchungen ver-
schiedener verdiinnter Elektrolytlosungen zeigten, daB fiir die inter-
ionischen Wechselwirkungen weniger die spezifischen Eigenschaften der
Tonen, sondern vielmehr ihre Zahl und Ladung maBgebend sind. Der
Einflull zweifach geladener Ionen ist aber nicht der gleiche wie von der
doppelten Menge einfach geladener Ionen. Diesem Umstand trugen
Lewis und Randall Rechnung durch Einfithrung der Ionenstirke J:

J=%Zc 2 (1)
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Die Ionenstirke ist gleich der halben Summe der Produkte aus den
Konzentrationen und dem Quadrat der Ladungen aller in einer L3sung
befindlichen Ionen.

Durch Debye, Hiickel und Onsager sind die interionischen Wechsel-
wirkungen, wie sie in Losungen starker Elektrolyten endlicher Konzen-
tration auftreten, mathematisch behandelt worden. Fiir den Radius der
Ionenatmosphire 2 um geladene Teilchen ergibt sich:

e T

2 = 1,988 - 10-10 [cm]. [22)

AuBler der Dielektrizititskonstanten & und der absoluten Temperatur
T geht also die Jonenstirke in diese wichtige Gréfe bestimmend ein.

Nach Debye und Hiickel bewirken zwei Effekte eine Bremsung der
Ionenwanderung im elektrischen Feld:

1) Relaxationseffekt

Durch die Wanderung eines Ions unter der Wirkung eines dufleren elek-
trischen Feldes wird seine Ionenatmosphire stindig gestért und muB
sich innerhalb der sogenannten Relaxationszeit neu aufbauen. Bei
gerichteter Bewegung ist die Ionenatmosphire unsymmetrisch, ndmlich
die Ladungsdichte vor dem Ion ist kleiner, dahinter aber grofler als im
Gleichgewichtszustand. Das bewirkt eine elektrostatische Bremsung
und damit gekoppelt eine Verkleinerung der Wanderungsgeschwindig-
keit. Die GroBe dieses Relaxationseffekts ist abhdngig von a bzw. von /7.

2} Elektrophoretischer Effekt

Den im elektrischen Feld wandernden Ionen bewegt sich die entgegen-
gesetzt geladene Ionenatmosphire entgegen. Die mitgeschleppten Solvat-
hiillen wirken wie eine Gegenstromung des Losungsmittels, Die dadurch
bedingte Reibung setzt die Wanderungsgeschwindigkeit der Ionen herab.

Diese beiden Effekte geben die physikalische Erklirung fiir Gl. (20),
in die statt der Konzentration die Ionenstiirke einzufiihren ist:

A=do— AT (23)

Gl. (23) beschreibt den EinfluB der Ionenstirke auf die Leitfihigkeit
und die Ionenbeweglichkeit. Fiir die Praxis ergibt sich die hdufig nicht
beachtete Forderung, bei Bestimmungen und Vergleichen ionophoreti-
scher Wanderungsgeschwindigkeiten unbedingt fiir die Konstanz der
Tonenstidrke zu sorgen. Zugabe von Fremdsalzen oder Leitelektrolyten
bewirken die Abnahme der Beweglichkeit.
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Die Konstante A der Gl. (23) beinhaltet neben der Temperatur und
den Ladungszahlen spezifische Eigenschaften des Losungsmittels wie
Viskositit und Dielektrizititskonstante. Die Beziehung ist daher nicht
an die iiblicherweise benutzten wiif3rigen Systeme gebunden. Sie lieB sich
auch fiir eine Anzah! nichtwiBriger Losungsmittel in gewissen Konzen-
trationsbereichen bestitigen (25). Grundsitzlich wachsen die interioni-
nischen Wechselwirkungen mit abnehmender DK und zunehmender
Tonenstirke an,

2.1.3.2. Gleichgewichtsreaktionen und Nettoladung

Dissoziations-, Hydrolyse-, Hydratations- oder Komplexgleichgewichte
verursachen oft eine erhebliche Anderung der effektiven Ionenladung
oder auch der Teilchengrofe, so daB nur eine kleinere Nettobeweglichkeit
%y beobachtet wird.

Dissoziationsgleichgewichte

Dissoziationsgleichgewichte schwacher Sduren, Basen und Ampholyte,
Hydrolysevorginge und viele Kompiexbildungsreaktionen sind pH-
abhingig. Besitzt z.B. das Anion A~ der schwachen Siure HA die Be-
weglichkeit #,4, so ergibt sich die vom Dissoziationsgrad « abhingige
Nettobeweglichkeit u,:

g " CA™
Up=Ug = ———— | 24
" o caAtcA” 24)

Durch Einfithrung der Dissoziationskonstanten K, der schwachen
Sédure findet man folgenden Zusammenhang zwischen der Nettobeweg-
lichkeit %, und der Wasserstoffionenkonzentration cg*:

%ug* Ky
RS A )

Trigt man die Nettobeweglichkeit als Funktion des pH-Wertes auf,
so erhidlt man die ionophoretische Beweglichkeitskurve (26), die je nach
Substanz einen charakteristischen, meist S-férmigen Verlauf hat. Bei
Ampholyten indert sich oft nicht nur der Betrag der Beweglichkeit,
sondern auch die Wanderungsrichtung. Das Gebiet, in dem die Netto-
beweglichkeit den Wert Null annimmt, bezeichnet man als isoelektrischen
Bereich. Besonders fiir ionophoretische Trennungen von Aminosiuren
und Naturstoffen, die durch ihre schwach sauren und basischen Eigen-
schaften sehr charakteristisch auf pH-Anderungen ansprechen, ist die
Bestimmung ionophoretischer Beweglichkeitskurven zur Ermittlung
optimaler Trennbedingungen sehr wichtig (4).
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Komplexbildung

Komplexbildung in Losung zeigt sich oft durch erhebliche Beweglich-
keitsinderungen an. Diese hingen von der Konzentration des Komplex-
bildners ab. Die Anderungen sind besonders gro8, wenn ionische Liganden
beteiligt sind, weil dann auBer Masse- auch Ladungsinderungen ein-
treten. Den Liganden kommt bei der Komplexbildung eine &dhnliche
Bedeutung zu, wie den H+-Ionen bei Siure-Base-Gleichgewichten.

Zur anschaulichen Erklirung diene ein einfacher konstruierter Fall.
Das Zentralkation M2+ bildet stufenweise mit den Ligandionen X~ nach
folgenden abhingigen Gleichgewichten einkernige Komplexe:

M2+ 4 X-= MX+ _omxt K,

em2t - ex—

MX++4X-eMX, —2X2_ - K,
omMx” " ex (26)

MXa4-X-= MX3 l«‘M—x};: K3

CMXg * €X™

Da
MX34X-=MX; M _ K,

CMX3 " 6X”

~ Die Beweglichkeiten der Teilchen M2+ bis MXJ™ seien ug, #1. . . #a.
Bezeichnet man die Wanderung zur Kathode als positiv, zur Anode als
negativ, so ist #9>u3> ... >u4. Unter der Annahme, daf sich die
Gleichgewichte zwischen den verschiedenen Komplexarten sehr schnell
einstellen, tritt bei der Ionenophorese nur eine scharfe Zone auf. Sie
wandert mit der Nettobeweglichkeit #,, die zwischen #¢ und w4 liegt.
1q ergibt sich additiv aus den Beweglichkeiten des freien Kations und
aller Komplexstufen, wobei jede Komponente entsprechend ihrer
Gleichgewichtskonzentration eingeht:

= 2O em2+t 4 1y - oMxT e - oMX gy + %8 CMXG %4 OMXS @7)
" oM2* 4 omx* + emx, + omx + omx )

Nach Substitution der Gleichgewichtskonzentrationen der Komplex-
stufen durch die freie Ligandionenkonzentration cx- und die Komplex-
konstanten K; — K4 aus Gl (26) ergibt sich folgender Ausdruck:

g Yot K1 ox tuz- Ky ex 2+ ug: Kg-ox8-4-uy  Kg-ox (28)
" 14+ Ky -ox+ Ky -ox 2+ Kg-ex 3+ Kg-ox4 )

Die Nettobeweglichkeit ist demnach eine Funktion der Beweglich-
keiten der einzelnen Komplexstufen, der Gleichgewichtskonstanten und
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der freien Ligandionenkonzentration. Letztere ist inmerhalb weiter
Grenzen variabel und gestattet die starke Beeinflussung der effektiven
Wanderungsgeschwindigkeit. Unterscheiden sich die Gleichgewichtskon-
stanten um mehrere Zehnerpotenzen und erfolgen bei der stufenweisen
Komplexbildung die Beweglichkeitsdnderungen in gleichméBigen Spriin-
gen, so ergibt sich die ionophoretische Beweglichkeitskurve der Abb, 1.

2
9 M
§ X
.E
= MX,
20 ——
g
E Ec MX3
e-1- x2
3 i3
(] 2—
= MX
_2___
Cx_—->

Abb. 1. Nettobeweglichkeit als Funktion der Ligandionmenkonzentration bei der
stufenweisen Bildung von MX%"

In der in Abb. 1 konstruierten ionophoretischen Beweglichkeits-
kurve zeigen die waagerechten Plateaus an, daB in dem entsprechenden
Konzentrationsbereich vorwiegend eine Komplexart vorliegt. Die ab-
fallenden Aste treten auf, wenn zwei oder mehrere Komplexstufen in
vergleichbaren Mengen nebeneinander bestehen. Aus der Form von
Beweglichkeitskurven kénnen daher Riickschliisse auf den Verlauf der
Komplexbildungsreaktion und auch auf die Bestindigkeitskonstanten
gezogen werden. Dazu liegt umfangreiches Material vor (27—37). Ins-
besondere Jokl (22, 23, 32—34), Pular (35—37) und Kiso (38) haben die
Zusammenhinge zwischen ionophoretischer Beweglichkeit und Komplex-
bestindigkeit untersucht.

Vielfach wird die Komplexbildung von Hydrolysevorgingen be-
gleitet, und oft ist das komplexbildende Ligandion das Dissoziations-
produkt eines schwachen Elektrolyten. In diesen Fillen ist die Komplex-
bildung vom pH-Wert der Losung abhidngig. Zur Aufrechterhaltung
bestimmter Bedingungen in der Elektrolytlosung, die auch durch die
Komplexbildung mit der Probensubstanz mnicht verschoben werden,
verwendet man Pufferldsungen ausreichender Konzentration und Kapa-
zitit. Die Nettobeweglichkeiten bei pH-abhingiger Komplexbildung
sind von Jokl (23, 33) und Klamberg (39) theoretisch behandelt worden.
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Stellen sich die chemischen Gleichgewichte nur langsam ein, so be-
obachtet man Zonenverbreiterung oder Schweifbildung. Bei einer Anzahl
von Ubergangselementen lassen sich Komplexgleichgewichte schon bei
Zimmertemperatur soweit einfrieren, daB mit Hilfe der Hochspannungs-
ionophorese einzelne Komplexstufen isolierbar sind (Kap. 3.2.1.4.).

2.1.4. EinfiluB des Trigermaterials

Die Jonophorese auf Trigermedien, vorwiegend auf Papier, in Gelen
und Schichten ist in der Praxis von {iberragender Bedeutung, Der appa-
rative Aufwand ist in vielen Fillen geringer, und hiufig sind die Tren-
nungen schirfer als bei der freien Ionophorese, die zweifellos die dltere
Methode ist. Der Hauptvorteil eines pordsen Trigermediums beruht
auf seiner strémungsstabilisierenden Wirkung, wodurch Effekte kon-
vektiver Riickvermischung weitgehend ausgeschlossen werden. Wegen
der sehr groBen Phasengrenzflichen, fliissig-fest, treten jedoch im Gegen-
satz zur freien Ionophorese eine Anzahl Wechselwirkungen auf, die die
Beweglichkeit geladener Teilchen beeinflussen. Die wesenthchsten Fak-
toren werden im folgenden besprochen.

2.1.4.1. Ionenwanderung in Trigermedien

Die Bestimmung von Ionenbeweglichkeiten in freier Elektrolytlosung
durch Messung der Uberfilhrungszahlen oder nach der Methode der
wandernden Grenzfliche (Kap. 3.1.) fiihrt zu gut reproduzierbaren Er-
gebnissen. Beobachtet man die Ionenwanderung unter sonst gleichen
Bedingungen, aber in Gegenwart von Trigermedien, so ergeben sich
durchweg kleinere Werte, die zudem von der Art des verwendeten Mate-
rials abhingen.

Nach Kunkel und Tiselius (40, 47) ist das eine Folge des durch die
Struktur des Trigers bedingten lingeren Wanderungsweges der Teil-
chen, die sich nicht auf dem kiirzesten Weg /, sondern auf einem vielfach
gewundenen ldngeren Kapillarweg /' bewegen (42). Die auf die Ionen in
den meanderférmigen Tunneln einwirkende Feldstirke ist deshalb kleiner
als sie sich aus der angelegten Spannung und der Streifenldnge errechnet.
Diese Ansicht wird gestiitzt durch experimentelle Ergebnisse von Grof
(43), der eine betrichtliche Abhingigkeit der Ionenwanderungsge-
schwindigkeit von der Faserrichtung in Ionophoresepapieren feststellte.

Um die auf Trdgern beobachtete Beweglichkeit # mit den Werten
der freien Ionophorese verg1e1chen zu kénnen, wurde der Weglingen-
parameter oder der Umwegfaktor (1-)? eingefithrt:

w=w’ (39", (29)
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Er beriicksichtigt den strukturellen Aufbau und sollte deshalb unab-
hingig von den zu trennenden Ionen fiir jedes Trigermaterial eine
charakteristische Gré8e sein. Diese Ansicht ist insbesondere durch die
experimentellen Befunde von MacDonald (44—46) widerlegt worden. Er
konnte nachweisen, daB vielmehr auch die GréBe, Gestalt, Ladung und
Ladungsverteilung der Ionen von wesentlichem EinfluB sind. Das Triger-
medium wirkt wie eine Barriere (barrier-effect) und zwar stidrker auf
grofe als auf kleine Ionen.

Die hiufig ganz erheblich verringerte Leitfihigkeit von Elektrolyten
auf Trigern 148t sich vielfach nur durch einen unbegriindet hohen Um-
wegfaktor erkldren. Boyack und Giddings (47, 48) sehen die Ursache fiir
den erhéhten elektrischen Widerstand in der Heterogenitét des Triigers.
Da die Porenweite nicht gleichmiBig ist, sondern die Kanile oft einge-
schniirt sind, ergeben sich &rtliche Feldinhomogenititen, die, wie die
mathematische Durchrechnung zeigt, eine ErhShung des Widerstandes
bedingen.

Mit einer reinen Weglingenkorrektur 148t sich demmach die Ge-
samtheit der mechanischen, physikalischen und chemischen Wechsel-
wirkungen zwischen den wandernden Teilchen und dem Trigermedium
nicht erfassen. Im allgemeinen miissen aus experimentellen Daten ent-
sprechende Korrekturglieder ermittelt werden (Kap. 2.1.1.). Fiir die
Trennung und Identifizierung von Substanzen sind jedoch Absolutbe-
stimmungen von Ionenbeweglichkeiten meist bedeutungslos. Wichtig ist
dagegen, daB die Ergebnisse bei Einhaltung der Versuchsbedingungen
reproduzierbar sind (77, 46, 49, 50).

2.1.4.2. Endosmose

Bei der Ionophorese auf Tragern beobachtet man haufig eine Strémung
der Elektrolytlgsung, die im allgemeinen zur Kathode gerichtet ist (57).
Dadurch wird die Wanderung der Kationen erhoht, die der Anionen er-
niedrigt und ungeladene Teilchen bewegen sich in Richtung Kathode. Die
Ursache fiir dieses elektrokinetische Phinomen, das Endosmose oder
Elektroosmose genannt wird, liegt in der Ausbildung einer diffusen
elektrischen Doppelschicht an der Phasengrenzfliche zwischen bewegter
Elektrolytlosung und dem starren Kapillarsystem des Trigers (25, 52).
Zwischen den an der Oberfliche fixierten und den Ionen in der Ldsung
stellt sich ein Verteilungsgleichgewicht ein. Diese Ladungsverteilung
in der Nahe der Phasengrenze bestimmt den Wert des elektrokinetischen
Potentials £.

Wihrend bei der freien Ionophorese wegen der verhiltnismiBig
kleinen Grenzfliche die Endosmose kaum in Erscheinung tritt, nimmt
sie auf feinkapillaren Trigern oft so groBe Werte an, da8 z.B. Ionen mit
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sehr kleiner Beweglichkeit scheinbar ihren Wanderungssinn geidndert
haben. Besonders stark ist die elektroosmotische Strémung im alkalischen
Bereich. Die Kapillarwinde laden sich ndmlich durch Adsorption von
Hydroxyl-Ionen negativ auf, und demgemail {iberwiegen in der diffusen
Schicht die positiven Ladungen, was die Wanderung zur Kathode be-
dingt.

Durch Anderung des pH-Wertes ebenso wie durch Gegenwart von
Fremdionen wird die GréBe des &-Potentials stark beeinfluBt. Mit der
Erhohung der Ionenstirke nimmt der elektroosmotische Effekt ab.
AuBer den stoffspezifischen GréBen sind die Temperatur und Feldstarke
maBgebend.

Allgemein gilt fiir die elektroosmotische Stromungsgeschwindigkeit v:

(30)

In der Regel lidt sich die Phase mit der hoheren Dielektrizitits-
konstanten & gegen die andere positiv auf. Wegen der hohen DK des
Wassers beobachtet man deshalb in wiBrigen Medien meist eine Fliissig-
keitsstromung zur Kathode. Losungsmittel mit kleiner DK wie Chloro-
form, Benzol, Schwefelkohlenstoff u.a. zeigen dagegen fast keine Endos-
mose. Auch iiber die Abhingigkeit von verschiedenen Trigermedien
liegen Untersuchungen vor (53, 54).

Zur Messung der elektroosmotischen Strémung dienen ungeladene
Substanzen, die nach Moglichkeit weder mit dem umgebenden Elektro-
lyten noch mit der Trdgersubstanz in Wechselwirkung treten. Zweck-
miBigerweise verwendet man kleine Molekiile, die weniger dem barrier-
effect unterliegen. Folgende Substanzen erwiesen sich als brauchbar:
Glucose, Dextrin {(40), HzO3 (55), Trinitrobenzol, o-Nitroanilin (56) und
andere organische Verbindungen (46).

Durch geeignete Wahl der Versuchsbedingungen, z.B. durch die sich
aus einer Niveaudifferenz der Elektrodentrdge ergebende Fliissigkeits-
stromung, kann die elektroosmotische Wanderung kompensiert werden
(57). Solche MaBnahmen sind jedoch nicht erforderlich, weil die Endos-
mose die Trennschiirfe nicht beeintrichtigt. Fiir die Messung und Angabe
von Ionenbeweglichkeiten mu8 der Effekt jedoch beriicksichtigt werden.

Es gilt:

_x%*x
= (31)

Der auf dem Triger beobachtete Wanderungsweg x ist also um die
Strecke xg, die die neutrale Indikatorsubstanz zuriickgelegt hat, zu

korrigieren.
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2.1.4.3. Sog

Der besonders bel der Ionophorese in feuchten Kammern zu beobach-
tende Sog ist eine Elektrolytstrémung, die sich von den Elektroden-
trogen her mit abnehmender Geschwindigkeit in Richtung zur Mitte
des Trigers bewegt. Die Soggeschwindigkeit ist an den beiden Triger-
enden gleich groB, nimmt zur Mitte hin stetig ab und wird dort gleich
Null. Die Sogstrémung beruht auf der Wirkung von Kapillarkriften,
durch die solange Fliissigkeit angesaugt wird, bis der Triger seine
Sattigungsfeuchte erreicht hat. In einer feuchten Kammer ist das nach
etwa zwel Stunden der Fall, und die Sogstrémung kommt zum Erliegen.

Bei Anlegen einer Potentialdifferenz wird die entstehende Jowulesche
Wirme ganz oder teilweise durch Verdunstung des Losungsmittels aus
dem Elektrolyten aufgenommen. Durch die zur Trigermitte hin gerich-
tete Sogstrémung wird der Feuchtigkeitsverlust stindig ausgeglichen.

Die zu beobachtende Wanderungsgeschwindigkeit %’ ergibt sich als
die Summe aus

1. der ionophoretischen Wanderungsgeschwindigkeit »* auf dem
Triger,

2. der elektroosmotischen Stromungsgeschwindigkeit v,

3. der Sogstrémung s:
w=w*{v4s. (32)

Die beiden ersten Glieder in Gl (32) sind bei konstanten Versuchs-
bedingungen und unter Voraussetzung gleichméBigen Potentialabfalls
im Triger ortsunabhiingige GroBen. Dagegen ist die Sogstrémung unter-
schiedlich in Streifenrichtung.

Unter der Annahme, daB die Soggeschwindigkeit eine Funktion der
verdampften Fliissigkeitsmenge ist und diese sich proportional zur auf-
genommenen elektrischen Leistung pro Fliche des Trigers verhilt,
leiteten Kowalczyk (58, 59) sowie Klamberg, Krey und Saran (60) bei der
mathematischen Behandlung des Problems Gleichungen ab, die es ge-
statten, die in feuchten Kammern gemessenen Wanderungsgeschwindig-
keiten zu korrigieren und auf die Verhiltnisse der freien Ionophorese
umzurechnen. Dazu wird aufler der Probe eine indifferente Vergleichs-
substanz an zwei beliebigen Stellen des Trigers aufgetragen. Auch bei
erheblicher Variation der Versuchsbedingungen lassen sich nach Ermitt-
lung eines Korrekturfaktors gut reproduzierbar Ionenbeweglichkeiten
berechnen.

Eine starke Sogstromung ist bei dem von Machebeouf (67, 62) be-
schriebenen Verfahren der Elektro-rheophorese erwiinscht. Unabhingig
von der Startposition wird eine stationire Iomenverteilung erreicht,

390



Ionophoretische Trennverfahren in der analytischen und priparativen Chemie

indem sich alle Teilchen an solchen Orten des Streifens anordnen, wo
ihre Wanderungsgeschwindigkeit gerade durch die Elektrolytstrémung
kompensiert wird.

Wie insbesondere Kowalczyk (54, 57—59, 63, 64) durch umfangreiche
experimentelle Untersuchungen feststellte, ist die Sogstrémung bei der
Ionophorese in feuchten Kammern die Ursache fiir eine Anzahl von
Storungen und Fehlern. Bei allen Trigern, die ein Zentrum hydrostati-
schen Gleichgewichtes (n-Zone) aufweisen, also ein Gebiet, in dem die
resultierende Stromungsgeschwindigkeit gleich Null ist, fiilhren insbe-
sondere linger dauernde Versuche zu Konzentrationsdnderungen in der
Elektrolytlésung. Im Bereich der zz-Zone findet eine stetige Anreicherung
von Salzen statt, und damit verbunden ist die Anderung der Ionen-
stirke, oft auch des pH-Wertes. Damit einher gehen Anomalien der
Feldstirkeverteilung und das Ansteigen des Stromes sowie der Tempe-
ratur. Es ist daher zweckmiBig, lingerwihrende Untersuchungen nicht
bei Konstanthaltung der Spannung, sondern des Stromes auszufiihren,
um Uberhitzung und Durchbrennen der Streifen zu unterbinden (65).
Nur bei Fehlen der m-Zone werden 6rtliche Elektrolytanreicherungen
vermieden. Das ist gegeben, wenn die elektroosmotische Strémung gegen-
fiber der Sogstréomung iiberwiegt, was selten der Fall ist, oder wenn
durch Niveauunterschiede der Elektrodentrége eine hydrostatische
DurchfluBstrémung im Streifen erzeugt wird (57).

Die Sogstrémung wird ginzlich ausgeschlossen, wenn man die Iono-
phorese in geschlossenen Systemen, wie Siulen und Réhren durchfiihrt.
Sie 148t sich durch Verwendung abdeckender Platten vermindern. Diese
Arbeitsweise hat auBlerdem den Vorteil, daBl wegen der intensiven Kiihl-
moglichkeit bei wesentlich héheren Strémen und mit Hochspannung
gearbeitet werden kann (Kap. 3.2.1.1.).

2.1.4.4. Adsorption und chromatographischer Effekt

Ein weiterer die Ionenbeweglichkeit beeinflussender Faktor beruht auf
der chemischen und physikalischen Wechselwirkung der zu trennenden
Ionen mit dem Trdgermaterial. Adsorptionseffekte erkennt man daran,
daB sich urspriinglich kreisformige Flecken im Laufe der Ionophorese in
charakteristischer Weise verindern (66). Je nach Lage der Adsorptions-
gleichgewichte wird die effektive Ionenbeweglichkeit um den von einer
Substanz adsorbierten Anteil mehr oder weniger stark herabgesetzt.
Die Verteilungsgleichgewichte hiangen vom Verlauf der Adsorptions-
isotherme ab.

Nach dem Auftragen liegt die Substanz auf dem Triger in der Ver-
teilung einer steilen Gaul3kurve vor, (Abb. 2a). Vom hochkonzentrierten
mittleren Teil der Zone wird ein prozentual kleinerer Anteil der Sub-
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stanz adsorbiert, die effektive Beweglichkeit ist deshalb in der Mitte
hoher als an den Flanken., Im Verlauf der Ionophorese wird die Zone
unsymmetrisch (Abb. 2b). Es bildet sich eine scharfe konzentrierte
Vorderfront aus, die Riickfront ist schweif- oder kometenférmig. Be-
sonders ausgepriigt ist diese adsorptive Wechselwirkung bei groBen
organischen Ionen, z.B. beim Methylenblau. Aber auch bei schweren
anorganischen Ionen, wie den Hexahalogenokomplexen der Platinele-
mente ist sie deutlich zu beobachten (79, 20).

Wanderungsrichtung
—-

Konzentration———w-

Abb. 2a—c. Konzentrationsprofile bei der Zonenionophorese. a) Zone am Start
b) Zone bei Adsorption am Triger c) Zone ohne Adsorption am Triger bzw. in
freier Losung

Bei Fehlen der Adsorption ergibt sich fiir die wandernde Zone das
entgegengesetzte Profil (Abb. 2¢). Die an den Flanken der Zone befind-
lichen Ionen befinden sich in einer Umgebung geringerer ITonenstirke,
ihre Beweglichkeit ist deshalb etwas groSer. Wihrend die Ionen der
Vorderfront mehr und mehr vorauseilen, werden zuriickbleibende Ionen
sofort wieder in die scharfe konzentrierte Riickfront der Zone hinein-
getragen.

Das Zonenprofil der Abb. 2¢ beobachtet man bei der Wanderung
leichter Ionen wie NH4t, K+, Cl~- auf Papier. Bei der trigerfreien Zonen-
ionophorese tritt es auch bei solchen Ionen auf, die auf Trigern wegen
der Adsorption das umgekehrte Profil (Abb. 2b) zeigen. Die Schweif-
bildung erschwert die exakte Angabe von Wanderungsgeschwindig-
keiten.

Die durch teilweise Adsorption bedingte Verlangsamung der Ionen,
die auch als chromatographischer Effekt bezeichnet wird, verbessert
haufig die Trennméglichkeiten. Wihrend Cu2+ und Cd?+ bei der freien
Ionophorese etwa gleich schnell wandern, gelingt ihre Trennung auf
Papier sehr einfach, weil Cu2+ stark gebremst wird (67). Aus dem gleichen
Grund ist mitunter die Verwendung von Ionenaustauscherpapieren (68,
69) und Elektrolyten, die organische L$sungsmittel enthalten (70),
zweckmiBig.
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3. Trennverfahren

Die klassischen und wichtigsten ionophoretischen Trennverfahren sind
die Methode der wandernden Grenzfliche und die Zonenionophorese. Ins-
besondere vom letzteren Verfahren sind viele Varianten bekannt, die
fiir bestimmte Trennaufgaben zu hoher Perfektion entwickelt wurden.
Neben diesen wichtigsten Verfahren werden kurz die fokussierende
Ionophorese und Trennungen nach dem Prinzip der Gegenstromionen-
wanderung behandelt.

8.1. Methode der wandernden Grenzfliche

Das Phinomen, daf sich in einem Elektrolyten beim Stromdurchgang
Konzentrationsinderungen einstellen und Grenzflichen auftreten kén-
nen, ist seit langem bekannt (77). Die Wanderung der Grenzfliche
zwischen zwei Lisungen, von denen eine farbige Ionen enthilt (72—75),
wird entsprechend den Nernstschen U-Rohrversuchen oft zur Demon-
stration der Wanderung geladener Teilchen im elektrischen Feld und
zur quantitativen Bestimmung von Ionenbeweglichkeiten benutzt. Zum
Zwecke der Ionentrennung ist die Methode der wandernden Grenzfliche
zuerst von Kendall und in modifizierter Form von T%selius verwendet
worden.

3.1.1. Methode nach Kendall

1923, zwei Jahre nach der theoretischen Voraussage Lindemanns (17),
isotope Ionen sollten wegen ihres Massenunterschiedes geringe Unter-
schiede in den Ionenbeweglichkeiten aufweisen, unternahmen Kendall
und Mitarbeiter (76—87) den Versuch der Isotopenanreicherung durch
Tonenwanderung. Sie verwendeten dazu die klassische Methode der
wandernden Grenzfliche, die am Modell einer Anionentrennung er-
lautert wird:

Ein mit Agar-Agar-Gel zur Strémungsstabilisierung gefiilltes Rohr
enthdlt in einem kurzen Abschnitt das Trenngemisch der Anionen A7,
A2, A3 mit den Ionenbeweglichkeiten #1 > %2 > #g in Form verdiinnter
Salzlssungen. Das gemeinsame Gegenion ist M+. In dem Gelstiick vor
dem Trenngemisch liegt die Base MOH, dahinter eine Salzldsung mit
einem Anion kleiner Beweglichkeit, z. B. das Acetat, MAc, vor. (Abb. 3a)
Der Anodenraum wird mit der konz. Base MOH, der Kathodenraum mit
einem Gemisch aus Essigsdure und MAc gefiillt. Bei Stromdurchgang
wandert die Zone des Trenngemisches langsam in Richtung Anode. Die
Grenzflichen zu den Bereichen mit OH~- und Ac—-Ionen bleiben dabei
vollig scharf. Gleichzeitig entmischen sich die Ionen A7 — A3 und ordnen
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sich nach fallender Beweglichkeit an. Bei geniigend groflen Unterschieden

in den Ionenbeweglichkeiten bilden sich scharfe Grenzflichen zwischen
den Zonen aus (Abb. 3b).

AC 5N A OH~ a
M* M* M*

Kathode Anode
e —
A Ay | A f A | OHT
— ——r | e | — b
M + M+ M* M* M+
-———— e | e | e~ -

Abb. 3a u. b. Methode der wandernden Grenzfliche, Anionentrennung nach Kendall.
a) Startsituation, b) Zustand der Trennung

Der Zustand der Trennung ist dadurch charakterisiert, daf3 alle
Zonen und Grenzflichen, d.h. alle Anionen mit gleicher Geschwindigkeit
v in Richtung Anode wandern. Demnach gilt:

MAQ'EAQ=M3'E3=M2'Ez=u1'E1=v. (33)

E ist die Feldstirke in den durch die Indices gekennzeichneten Zonen.

Lings der Trennstrecke herrscht also kein gleichméiBiger Spannungs-
abfall, sondern die Feldstirke nimmt stufenformig in Richtung Anode
ab. Die Gegenionen M+ nehmen daher von Zone zu Zone gréBere Wande-
rungsgeschwindigkeiten an, wie das die Pfeile in Abb. 3b andeuten.

Der stufenformige Feldstirkeverlauf bewirkt, dal die Zonen unab-
hingig von der Zeit und der durchlaufenen Strecke stets scharf bleiben.
Ionen gréBerer Beweglichkeit eilen voraus, bis sie an Orten kleinerer
Feldstiirke die Geschwindigkeit v erreichen, Ionen zu kleiner Beweglich-
keit hinken nach, bis sie im Bereich ihrer Zone eine ausreichend hohe
Feldstirke antreffen, die sie mit der Geschwindigkeit v wandern 1a0t.
Auf diese Weise kommt es zur Selbststabilisierung der Grenzflichen,
und der fokussierende Effekt erméglicht eine hohe Trennschirfe trotz
Storung durch Diffusion und Konvektion.

Hinsichtlich der Konzentrationen der aneinander grenzenden Zonen
muB die Kohlrauschbeziehung (77) erfiillt sein:

2 — const (34)
Ty

¢; = Konzentration
T; = Uberfithrungszahl der zu trennenden Ionen.
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Wie insbesondere durch experimentelle Untersuchungen von MacIn-
nes (82—84) und anderen (85—88) bekannt ist, gleichen sich geringe Ab-
weichungen der Konzentrationen automatisch aus.

Obwohl Kendall bei dem historisch interessanten Isotopentrenn-
versuch nacheinander Rohrstiicke von insgesamt 30 m Linge durch-
wandern lie, gelang es ihm damals nicht, einen Wanderungsunterschied
zwischen den Chlorisotopen der Massen 35 und 37 festzustellen (76).
Die Leistungsfdhigkeit der Methode wurde aber unter Beweis gestellt
durch die Trennung der Ionenpaare Ba2+/Ca2+, Ba2+/Sr2+, J—/Cl- (78).
Auch einige Seltenenerdmetallionen liefen sich zumindest stark an-
reichern (79).

Diese Methode der wandernden Grenzfliche ist in der Folgezeit fiir
Trennversuche nicht mehr verwendet worden, sie diente im wesentlichen
zur Messung von Uberfithrungszahlen (82—90). Erst in jiingster Zeit sind
von Martin und Everaerts (97) in trigerfreien engen Kapillaren eine
Anzahl organischer Anionen nach diesem Prinzip getrennt worden. Zur
Indizierung der Grenzflichen zwischen den farblosen Zonen erwies sich die
Messung des differentiellen und integralen Temperaturverlaufs lings
der Trennstrecke als geeignet.

Die Kombination dieser Methode der wandernden Grenzfliche mit
dem Gegenstromprinzip fiihrt zum Verfahren der Gegenstromionophorese
(Kap. 3.3.2.).

3.1.2. Methode nach Tiselius

Bei der von Tiselius (92, 93) vorgeschlagenen Methode handelt es sich
um ein Verfahren der freien Ionophorese. Man arbeitet ohne einen
strémungsstabilisierenden Tréger in einem U-férmigen Gefil, das wegen
der Verschiebbarkeit des mittleren Teils sehr scharfe Grenzen zwischen
verschiedenen Lésungen herzustellen erlaubt. Das Trenngemisch wird
in den unteren Teil des U-Rohres eingebracht und dann mit einer Puffer-
losung iiberschichtet (Abb. 4a). Um die Grenzflichen scharf zu erhalten,
miissen Konvektionsstromungen unterbunden werden. Die Trennlésung
muB daher spezifisch schwerer sein als die iiberstehende Pufferlosung.
Thermokonvektion 148t sich bei freier Ionophorese gut ausschalten,
wenn die Apparatur bei 44°C, dem Dichtemaximum des Wassers,
betrieben wird. Die aneinander grenzenden Lésungen miissen etwa die
gleiche Leitfidhigkeit besitzen. GroBe Teilchen kleiner Beweglichkeit,
wie Kolloide, groBe organische Ionen, Proteine und Enzyme werden
deshalb in der Losung eines Grund- oder Leitelektrolyten, meist ein
Puffergemisch, eingesetzt.

Beim Stromdurchgang tritt in Richtung der Wanderung der Ionen
eine Verschiebung der Grenzflichen zwischen Trenn- und Pufferlésung
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Anode Kathode Anode Kathode

a

Abb. 42 u. b. Methode der wandernden Grenzfliche. Anionentrennung nach Téselius.
a) Startsituation, b) Trennung

auf, und bei Gegenwart mehrerer unterschiedlich schnell wandernder
Teilchen bilden sich innerhalb des Trenngemisches neue Grenzflichen
aus (Abb. 4b). Wihrend bei farbigen Ionen die Bildung und Wanderung
der Grenzflichen direkt beobachtbar ist, lassen sich diese bei farblosen
Verbindungen z.B. nach der Téplerschen Schlierenmethode (94, 95, 7),
die die unterschiedliche Refraktion der verschieden dichten aneinander
grenzenden Lisungen ausnutzt, sichtbar machen.

Die Stabilisierung der Grenzflichen beruht darauf, daf sich in den
beiden Schenkeln des U-Rohrs stets spezifisch leichtere {iber dichteren
Losungen befinden. Solange diese Bedingung erfiillt ist und Erschiitte-
rungen vermieden werden, bleiben die Grenzflichen scharf, und nur bei
langem Betrieb tritt eine gewisse Verschmierung durch Diffusion ein.

Im Gegensatz zum Verfahren von Kendall ist wegen des Vorhanden-
seins eines Grundelektrolyten nicht nur eine Entmischung der Kompo-
nenten méglich, sondern diese kdénnen theoretisch wie bei der Zonen-
ionophorese (vgl. Kap. 3.2.) auch rdumlich auseinanderwandern, da der
Stromtransport im wesentlichen von dem Leitelektrolyten {ibernommen
wird. In der Praxis wird jedoch die vollkommene Trennung nicht er-
reicht, weil zwangsliufig das Prinzip der zunehmenden Dichte der Losun-
gen von oben nach unten durchbrochen wird, wenn zwischen zwel wan-
dernden Komponenten ein Gebiet reiner Pufferlssung entsteht. Durch
Konvektion der Lésung kommt es dann zur Riickvermischung. Nur die
am schnellsten bzw. am langsamsten wandernden Teilchen bilden an der
Vorder- bzw. Riickfront ein schmales Gebiet ihrer reinen Losungen und
kénnen so isoliert werden. Alle anderen Komponenten {iberlappen ein-
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ander stark. Die Methode ist demnach weniger fiir Trennungen als fiir
den qualitativen Nachweis der Zahl der Komponenten in einem Ge-
misch geeignet.

Die erstmals von Ttselius vorgeschlagene Versuchsanordnung ist
vielfach erprobt und verbessert worden (96—98), jedoch blieb stets die
U-férmige Trennzelle erhalten. Durch sinnreiche Kompensationsein-
richtungen lieB sich zwar die Trennleistung verbessern, jedoch nur bei
gleichzeitiger VergroBerung des apparativen Aufwandes (99). Im wesent-
lichen dient die Methode zum Studium der Wanderung hochmolekularer
organischer Stoffe bzw. zur Messung von ionophoretischen Wanderungs-
geschwindigkeiten in bestimmten Puffersystemen. Dazu liegen zusam-
menfassende Arbeiten von Longsworth (7, 100—702) und Dole (703) vor.
Blasius und Bilal (704) gelang mit dieser Methode die teilweise Trennung
von stereoisomeren Kobaltkomplexen.

3.2. Zonenionophorese

Die bei der freien Ionophorese stérenden und kaum vermeidlichen Kon-
vektionsstromungen des Elektrolyten lassen sich durch die Anwendung
pordser Trigermedien bzw. geniigend feiner Kapillaren weitgehend
ausschalten. So stabilisierte Elektrolytsysteme bilden die Grundlage der
Zonenionophorese.

Auf den mit einem Grund- oder Leitelektrolyten (es muB sich nicht
immer um ein Puffergemisch handeln) getrinkten Triger wird das Trenn-
gemisch der Ionen Ay, Az, Az als schmale Zone aufgetragen, (Abb. 5a).
Die Leitfahigkeit der Analysenldsung sollte méglichst kleiner, hichstens
aber gleich groBl wie die des Grundelektrolyten sein. Bei Anlegen einer
Spannung tritt wie im U-Rohr bei der T4selius-Methode (Kap. 3.1.2.) die
Entmischung der Komponenten entsprechend jhren Beweglichkeitsunter-
schieden ein (Abb. 5b). Die Ionophorese kann hier jedoch solange fort-

Kathode Start Anode
- —
a
b
=
/ c
A3 Az A

Abb. 5a—c. Zonenionophorese (schematisch). a) Zeitpunkt Null, b) kurze Trennzeit,
c) langere Trennzeit
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gesetzt werden, bis die Zonen vollkommen auseinandergeriickt sind und
durch , leere Bereiche", in denen nur Grundelektrolyt vorliegt, getrennt
sind (Abb. 5¢).

Je schmaler der Bereich des Trenngemisches am Start ist, um so
geringer ist der fiir die vollstindige Trennung bendtigte Wanderungs-
weg. Allerdings ergibt sich durch Diffusion eine gewisse Zonenverbreite-
rung. Sie ist proportional der Wurzel der Zeit (24) und um so geringer je
schwerer die zu trennenden Ionen sind. Entsprechend ihrer groBen Ver-
breitung gibt es iiber die Zonenionophorese eine grofe Zahl guter Mono-
graphien (7—6) und Ubersichtsarbeiten (705, 706). Das Schwergewicht
liegt jedoch im allgemeinen bei Trennungen und Untersuchungen hoch-
molekularer Stoffe, wie Proteine und Enzyme sowie bei der biochemischen
bzw. klinischen Anwendung (4, 707). Im folgenden werden deshalb die
diskontinuierlichen und kontinuierlichen Verfahren im Hinblick anf
Trennungen kleiner anorganischer Ionen behandelt.

3.2.1. Diskontinuierliche Zonenionophorese

Die diskontinuierliche Zonenionophorese dient in erster Linie zum quali-
tativ-analytischen Nachweis, seltener zur quantitativen Bestimmung
von Ionen in Mehrkomponentengemischen. Mitunter wird die mikro-
préparative Isolierung einzelner Substanzen durch Elution ihrer Zonen
vom Trigermaterial erreicht.

Die wichtigsten Apparaturen, Arbeitstechniken, Trennungen und
thre Auswertung werden im folgenden besprochen.

3.2.1.1. Apparaturen und Arbeitstechnik

Der apparative Aufwand wichst mit dem Schwierigkeitsgrad der Tren-
nungen. Bei Ionen mit groBem Beweglichkeitsunterschied arbeitet man
im Niederspannungsbereich (bis 20 V/em), Trennungen chemisch sehr
dhnlicher Tonen setzen die Hochspannungstechnik voraus {iiber 20 V/cm,
bis mehrere 100 V/cm).

Niederspannungsionophorese

Die Niederspannungsionophorese ist durch das Arbeiten in einer feuchten
Kammer gekennzeichnet (708—770) (vgl. Kap. 2.1.4.3)). Ein mit Leit-
elektrolyt getrinkter Papierstreifen wird in einem verschlieBbaren Trog
frei hingend zwischen den Elektroden aufgespannt. Ahnlich wie in einem
ChromatographiegefaB stellt sich zwischen dem Streifen und seiner Um-
gebung ein Feuchtigkeitsgleichgewicht ein. Je nach Wanderungssinn der
zu trennenden Ionen wird das Analysengemisch in der Mitte oder an
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cinem Ende des Streifens als schmale Zone aufgetragen. Wegen der
geringen Feldstirke und der im allgemeinen verwendeten schwachen
Pufferldsungen als Leitelektrolyt ist die entstehende Joulesche Wirme
nur gering. Sie wird durch teilweise Verdunstung des Ldsungsmittels
abgefiihrt.

In den Anfingen der Zonenionophorese benutzte Durrum (177—713)
eine Anordnung, bei der mehrere feuchte Papierstreifen in Dachform
fiber einem Steg aus Plexiglas nebeneinander hingen, so daB mehrere
Versuche parallel zu einander ablaufen kénnen. Bei einer von Gragmann
und Hannig (774) entwickelten und weit verbreiteten Apparatur hingen
die feuchten Streifen waagerecht zwischen den Elektrodentrégen, welche
in mehrere Segmente unterteilt sind, um Elektrolyseprodukte von den
Tonophoresestreifen fernzuhalten. Wegen ihrer geringen Kosten werden
derartige Apparaturen noch vielfach fiir klinische Routineuntersuchun-
gen sowie zur Demonstration der Wanderung farbiger Ionen im elektri-
schen Feld verwendet. Fiir schwierigere Trennungen besitzen sie keine
Bedeutung.

Hochspannungsionophorese

Je hoher die bei der Ionophorese verwendeten Feldstirken liegen, um so
mehr verkiirzt sich die Trenndauer, Gl. (4). Zeitabhingige Stérungen wie
Zonenverbreiterung durch Diffusion und Zerfall unbestindiger Sub-
stanzen werden deshalb bei der Hochspannungsionophorese weitgehend
ausgeschaltet. Wegen der mit der Feldstirke quadratisch ansteigenden
Wirmeentwicklung sind die Grenzen der Spannungssteigerung durch die
Beherrschung des Kiihlproblems gesetzt. Die Herabsetzung der Strom-
stdrke durch Erniedrigung der Elektrolytkonzentration kommt nur fiir
sehr diinne Analysenlésungen (775) und bei der Trennung trigerfreier
Radionuklide in Betracht.

Die ersten Versuche, den elektrolytgetrinkten Streifen direkt durch
ein inertes mit Wasser nicht mischbares organisches Lésungsmittel zu
kithlen, gehen auf Cremer und Tiselius (776) zuriick. Michl (117) arbei-
tete nach Einhdngen der Ionophoresestreifen in ein Toluolbad bereits
bei Feldstirken bis zu 50 V/cm und erzielte scharfe Trennungen. Die
Technik der fliissigen Kithlmittel (75, 778—727) schlieBt die Gefahr ein,
dal gewisse Substanzen herausgel6st werden.

Werner und Westphal (122) entwickelten eine Apparatur, bei der die
Elektrophoresestreifen in einer flachen feuchten Kammer auf einer von
Kiihlsole durchflossenen Kunststoffplatte liegen. Wieland und Pfleiderer
(723, 124) wihlten wegen der besseren Wirmeleitfahigkeit eine von
unten gekiihlte Glasplatte als Unterlage fiir sehr breite Ionophoresestrei-
fen, die auch durch Stérkegel- oder Cellulosepulverschichten ersetzt
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werden kdnnen (725). Wie stets beim Arbeiten in feuchten Kammern,
sind trotz Kithlung bei beiden Verfahren gewisse Sogstrémungen nicht
auszuschlieBen.

In der Hochspannungstechnik setzt sich deshalb die ,,Sandwich-
Technik", die zuerst von Michl (726) und Gross (727, 7128) vorgeschlagen
wurde, durch. Der Papierstreifen wird dabei zwischen zwei gekiihlte
Glasplatten gelegt, die mit gleichmafiigem Druck aneinander gepreBt
werden. Die zweiseitige Kiihlung ist sehr wirksam, Verdunstungseffekte
und dadurch bedingte Sogstrémungen sind ausgeschaltet. Die Glas-
platten selbst werden von wasserdurchstrémten Kupferblicken gekiihlt.
Bei &dhnlichen Versuchsanordnungen werden kunststoffbeschichtete
Metallplatten (726, 729—137), durch die Kiihlsole flieBt, verwendet. Die
Kunststoffolie beeintrichtigt allerdings den Wirmedurchgang und be-
sitzt nur geringe mechanische Festigkeit. Kleinste Beschidigungen
fiihren zu Kurzschliissen. Grofere Sicherheit bieten die wesentlich sta-
bileren gekammerten Glasplatten (732). Sie erméglichen die intensive
Kiihlung der Ionophoresestreifen und besitzen gleichzeitig gute Isolator-
eigenschaften. Zur Gewihrleistung des gleichmiBigen Andrucks der
Streifen kann die obere Kiihlplatte als Trog ausgebildet werden, in dem
sich Kiiblfliissigkeit befindet, die an allen Stellen den gleichen hydro-
statischen Druck ausiibt (60, 733).

3.2.1.2. Tragermedien und Leitelektrolyte

Gegeniiber der weitaus am hiufigsten verwendeten Trigersubstanz
Papier (4, 6, 134a—c) bieten in besonderen Fillen folgende Medien Vor-
teile: Zelluloseacetatfolien (735—739), Agar-Agar-Schichten (5, 740—743),
Polyacrylamidgel (744—746), Stirkegel (7147—748).

Insbesondere die Technik der Diinnschicht- (54, 749—755) und
Saulenionophorese (3, 756, 757) erlaubt die Verwendung der verschieden-
artigsten Trdgermaterialien (68, 69, 758—763). Viele der genannten
Folien und Gele sind in der Struktur auBerordentlich homogen und
zeigen gegeniiber kleinen Ionen kaum Adsorption. Sie eignen sich deshalb
vorziglich zur Trennung chemisch sehr dhnlicher Ionen (739). Fiir die
Ionophorese in aggressiven Medien, wie starken Sduren oder Basen, in
Gegenwart starker Oxydationsmittel und bei hohen Temperaturen, z.B.
in geschmolzenen Salzen (764—768) wird Glasfaserpapier verwendet. Die
grobfaserige Struktur und die starke osmotische Stromung bewirken
jedoch eine starke Zonenverbreiterung.

Bei der Ionophorese spielt die richtige Auswahl des geeigneten Leit-
elektrolyten eine wichtige Rolle. Das gilt insbesondere, wenn durch pH-
abhingige Gleichgewichte, z.B. bei Ampholyten oder durch Komplex-
bildungsreaktionen Anderungen der Ionenbeweglichkeit oder gar des
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Wanderungssinns eintreten (vgl. Kap. 2.1.3.2.). Oft werden durch die
richtige Auswahl des Grundelektrolyten schwierige Trennungen erst
ermoglicht, z.B. bei den Seltenen Erden (34, 735, 739, 169, 170).

Im allgemeinen verwendet man Puffergemische hoher Kapazitit, die
einen bestimmten eingestellten pH-Wert stabilisieren, so daB sich die
Tonen der Analysenldsung stets in der gleichen Umgebung befinden. Um
das auch zu Beginn der Ionophorese zu gewihrleisten, darf die Trenn-
16sung im Verhiltnis zum Grundelektrolyten nicht zu konzentriert sein,
da sich sonst an der Auftragungsstelle wegen erhohter Leitfihigkeit eine
kleinere Feldstirke einstellt und eine Verbreiterung der Zone auftritt.
Sehr vorteilhaft sind, insbesondere beim Arbeiten in feuchter Kammer,
Pufferlosungen, die mit Wasser etwa gleichmiBig verdampfen, weil
dann in der #-Zone Pufferanreicherungen vermieden werden, z.B. Pyri-
dinacetat und Athylendiamin-Essigsiaure-Mischungen. Aber auch andere
fliichtige Grundelektrolyten wie Ameisensiure-Essigsdure-Mischungen,
Pyridinium-Ammonium-, Trimethylammonium-Formiate bzw. Acetate
sind vorteilhaft bei der mikropriparativen Substanzgewinnung durch
Elution der einzelnen Zonen. Fiir die Trennung vieler anorganischer
Tonen spielen Chelatbildner wie Amino- und Hydroxy-polycarbonsduren
eine wichtige Rolle. Fiir den speziellen Fall muBl stets gepriift werden,
welches von den vielen vorgeschlagenen Puffergemischen (2, 4) die besten
Trennungen erméglicht. Nur bei weitgehend inerten Ionen, z.B. Alkali-
Tonen, bei kinetisch stabilen Komplexen und Mineralsdureanionen, sind
fast alle Grundelektrolyte anwendbar, da die Beweglichkeit praktisch
nur von der Ionenstirke, nicht aber von der Ionenart abhingig ist.

3.2.1.3. Auswertung von Ionopherogrammen

Fiir den Nachweis der durch Ionophorese getrennten Substanzen sind
grundsitzlich die gleichen Methoden und Verfahren wie bei der Papier-
und Diinnschichtchromatographie geeignet. Rein visuell kann wihrend
des Versuches nur die Entmischung farbiger Substanzen verfolgt werden.
Viele andere Ionen absorbieren kurzwelliges Licht und kénnen daher
unter der UV-Lampe sichtbar gemacht werden. In den meisten Fillen
miissen jedoch zum qualitativen Nachweis besondere auf chemischen
Umsetzungen beruhende Anfirbemethoden angewendet werden. Dazu
wird das mit Warmluft getrocknete Pherogramm mit einer geeigneten
Reagenzlosung bespriiht oder in einer feuchten Kammer der Einwirkung
gasformiger Chemikalien ausgesetzt. Fiir Aminosduren, organische Ionen
und Inhaltsstoffe von Seren sind eine groBe Anzahl teils spezifischer
Entwicklungsreagentien bekannt (4, 707).

Fir anorganische Ionen eignen sich vor allem die in der qualitativen
Analyse verwendeten Reagentien, die Farbreaktionen verursachen. Bei

401



W. Preetz

der Behandlung mit H,S geben Mn, Mo und Bi braune, Pb, Cu, Fe, Co,
Ni, Hg und Ag schwarze, Cd, As und Sb gelbe bzw. orange Zonen. Be-
sonders Schwermetallionen bilden charakteristisch gefirbte Komplexe
mit organischen Chelatbildnern wie 8-Hydroxychinolin, Dithizon, Rube-
anwasserstoffsdure, Alizarin, Chinalizarin, Natriumrhodizonat, Diacetyl-
dioxim u.a. Zur Komplex- oder Salzbildung eignen sich auch:

KSCN, Co(NOg)2, Co(NOs)s, Pb(NOs)s, Fe(SCN)s, K4 [Fe(CN)el.

Geeignete Oxydationsmittel sind Ky CrO4, Ce(SO4)2, NaOBr, Cls-
Diampfe.

Als Reduktionsmittel dienen SOg-Didmpfe und salzsaure SnCls-
Losungen. Durch die Anwendung dieser Entwicklungsmittel in be-
stimmten Mischungen und in einer sinnvollen Reihenfolge lassen sich fiir
viele Tonen die Nachweise spezifisch gestalten (777, 772).

Radioaktive Ionen lassen sich durch Autoradiographie oder durch
Ausmessen der Pherogramme mit einem Radiopapierchromatographen
(76, 135, 169) sowohl qualitativ wie auch quantitativ sehr genaun be-
stimmen.

Die groBte Bedeutung fiir quantitative Bestimmungen besitzen
photometrische Messungen. Nach geeigneter Anfirbung der Zonen,
zweckmiflig parallel zu Vergleichsproben bekannten Gehalts, werden
entweder in Remission bzw. nach Transparentierung (738, 773) der
Streifen in Adsorption die Zonen photometrisch ausgemessen (743, 774 —
177). Auch Bestimmungen der Substanzflecken auf dem Papier oder nach
Elution sind bekannt.

3.2.1.4. Trennungen anorganischer Ionen

Seit den Anfingen der Ionophorese wurden auch Trennungen anorgani-
scher Ionen durchgefiithrt. Anndhernd alle Elemente sind hinsichtlich
ihrer ionophoretischen Trennbarkeit untersucht worden. Im folgenden
wird hauptsiichlich iiber neuere und verbesserte Trennungen berichtet.

Alkalielemente

Die Beweglichkeit der Alkaliionen wird durch die meisten Elektrolyten
nur wenig beeinfluft. Die Trennung von Li, Na, K ist daher in allen
Medien gut durchfiihrbar. Die erste qualitative und quantitative Be-
stimmung dieser Ionen gelang in Ammoniumcarbonatldsung (778). Bei
einer Feldstirke von 140 V/cm betrigt der Zeitbedarf nur 5 Minuten
(779, 180). Schwierig ist die Trennung der sehr dhnlichen Ionen Rb+ und
Cs* (43,172,779, 181, 182). Sie gelingt durch Hochspannungsionophorese
bei Zulassung langer Wanderungsstrecken (779), wenn der Grundelek-
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trolyt [Fe (CN)g]4—-Ionen enthilt {783) oder der Triger mit Salzen von
Heteropolysiuren imprigniert ist (753). In den letztgenannten Féllen
vergrofern sich wegen der unterschiedlichen Assoziationstendenz die
Beweglichkeitsunterschiede der Tonen. Auch in einer Anzaht organischer
Losungsmittel ist die Trennung der Alkalielemente studiert worden
(784). In einigen Fillen dndert sich gegeniiber wifrigen Elektrolyten
die Reihenfolge der Ionen auf dem Pherogramm. Gute Trennungen
werden in Nitromethan und Trichloressigsdure erzielt.

Erdalkalielemente

Wihrend in starken Mineralsduren alle Erdalkaliionen stets kathodisch
wandern (785), bilden sich in schwach sauren oder basischen L&sungen,
die Hydroxy- oder Aminopolycarbonatsiureionen enthalten, unterschied-
lich stabile Komplexe (787). Ihre Trennung gelingt sehr gut in 0,03 m
Zitronensiure, die mit Ammoniak auf pH 5,5 eingestellt ist (772, 779).

Metallkationen

Zur analytischen Klassifizierung sind fast alle Metallkationen, haufig
entsprechend den Gruppen des analytischen Trennungsganges in einer
groBen Zahl verschiedener Elektrolytlsungen untersucht worden. Nur
in wenigen Fillen wird bewuBt auf die Beeinflussung der Ionenbeweg-
lichkeiten durch den Grundelektrolyten verzichtet (43). Den meisten
Arbeiten ist zu entnehmen, dal} gezielte Komplexbildung der Ionen mit
geeigneten Grundelektrolyten die Trennungen im allgemeinen erheblich
verbessern, oft tiberhaupt erst erméglichen.

Besonders Jokl (22, 23, 34, 170) und Pucar (35—37) haben sich wieder-
holt mit dem grundsitzlichen Problem der Auffindung der besten Trenn-
bedingungen fiir Zhnliche Tonengruppen befaft (vgl. Kap. 2132). Unter
Ausnutzung chemischer Gleichgewichte 148t sich die effektive Ionen-
beweglichkeit in Abhidngigkeit von der Art, Konzentration und dem pH-
Wert der Grundlésung in gerichteter Weise beeinflussen.

Majumdar und Singh haben systematisch die Ionen der Salzsdure-
Gruppe (786), Schwefelwasserstoff-Gruppe (787), Urotropin-Gruppe
(788) und Ammoniumsulfid-Gruppe (789) papierionophoretisch in Ge-
genwart von etwa 30 verschiedenen Grundelektrolyten untersucht und
jeweils die Reihenfolge der Wanderung der Ionen festgestellt. In nicht
zur Komplexbildung neigenden Mineralsiuren wie HClO4, HNO3 und
deren Ammoniumsalzen werden nur Kationen gefunden. In Salzséure,
NH4Cl-, KCl- und NaCl-Lésungen wandert Hg infolge von Chlorokom-
plexbildung zur Anode. Bei Gegenwart von Citrat, Oxalat, Tartrat,
Athylendiammin-tetraessigsiure, CN—, SCN- und S303%  entstehen
insbesondere mit vielen Schwermetallkationen anionische Komplexe.
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Die Reihenfolge der Ionenwanderung ist in Abhdngigkeit vom Komplex-
bildner und dem pH-Wert der Losung oft sehr verschieden.

Von den rein anorganischen komplexbildenden Ionen sind besonders
hiufig die Halogenide und Pseudohalogenide verwendet worden.

Lederer (190) erzielte in 0,5 n HCl, Pucar (37) in HBr- bzw. KBr-
Lésungen gute Trennungen der Elemente Cu, Pb, Cd, Hg und Bi. Zur
Trennung von Co, Ni, Fe eignen sich alkoholische KSCN-Lasungen. In
Abhidngigkeit der SCN--Konzentration ist die Komplexbildung mit
Fe3+ studiert worden (797). In Halogenidlosung wurden bleiorganische
Verbindungen (792) und eine Anzahl verschiedener Ionengruppen (777,
793—194), teils unter Zugabe organischer Losungsmittel getrennt (795,
797). In Sulfatlésungen verhalten sich die Beweglichkeiten einiger Ionen
umgekehrt wie ihre Ladungszahlen (798). Die Wanderungsgeschwindig-
keit des Hg?t wird stark durch die Konzentration des Grundelektrolyten,
HNOg, beeinfluBt (799). Fiir die Abtrennung von Goldionen aus einer
kolloidalen Goldlosung eignet sich ein thiosulfathaltiger Leitelektrolyt
(200).

Eine weit groBere Bedeutung und Anwendungsbreite besitzen orga-
nische Komplexbildner. In Gegenwart verschiedener mehrbasiger organi-
scher Sduren sind die Trennmoglichkeiten fiir Ga und In studiert worden
(207). Fiir eine groBe Zahl Schwermetallionen ist fiir Leitelektrolyte mit
Citrat, Tartrat, Oxalat, Oxin u.a. die Reihenfolge der Wanderung fest-
gelegt worden (772, 202—205). Besonderes Interesse verdienen die Tren-
nungen mit Hilfe von Aminopolycarbonsduren und Hydroxyamino-
sduren. Fast alle anorganischen Metallionen sind hinsichtlich der Kon-
zentrations- und pH-Abhingigkeit ihrer Wanderungsgeschwindigkeit
untersucht worden (28, 752). Jokl (770) hat die Beweglichkeitskurven
von 64 anorganischen Ionen in N-2-Hydroxyithyliminodiessigsdure be-
stimmt und interessante Trennmoglichkeiten aufgezeigt.

Die Trennung der Gruppe der Platinelemente ist in den verschie-
densten Medien versucht worden (206). Die mikrochemische Bestimmung
nach der ionophoretischen Trennung wurde mehrfach beschrieben (207,
208). Bei den meisten Trennungen stéren die triigen Gleichgewichte
zwischen verschiedenen Hydrolyseprodukten eines Elementes, die einen
Multispoteffekt verursachen (79, 732, 209).

Lathaniden, Actiniden, Spaltprodukte

Die Gruppe der Seltenen Erden besteht aus 14 chemisch sehr dhnlichen
Elementen, deren freie Ionen sich nur sehr geringfiigig in ihren Beweg-
lichkeiten unterscheiden. Erst die Bildung unterschiedlich stabiler
Komplexe ermoglicht ionophoretische Trennungen. Da die Seltenen
Erden zu den oxophilen Kationen zihlen, sind vor allem Hydroxycarbon-
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siuren wie Milch- und Weinsiure (270, 277) als Komplexbildner ver-
wendet worden. Es lassen sich jedoch damit nicht alle Seltenenerdionen
einwandfrei trennen, die Entmischung nachbarstindiger Elemente bleibt
unvollstindig. Das gilt auch fiir die Anwendung von Glykolsdure (272).

Jokl (34, 172} bestimmte die Beweglichkeitskurven der Seltenen
Erden in Gegenwart von N-2-Hydroxyithylimino-diessigsiure sowie
die Zusammensetzung und Stabilitit der Chelatkomplexe. Wihrend die
Trennung der leichteren Seltenen Erden einwandfrei méglich ist, gelingt
die Trennung der Elemente Dy/Ho und Tm/Yb/Lu nicht. Aizetmiiller
w.a. (735, 139) erzielten bei Verwendung von 0,3 m «-Hydroxyisobutter-
sdure als Grundelektrolyt auf Celluloseacetat-Streifen bei Feldstdrken
zwischen 130 und 170 V/em in etwa 20 min. die vollstindige Trennung
aller Lanthaniden. Auch Bdchmann (171, 213) gelang es, alle Lanthaniden
in 0,7 m a-Hydroxyisobuttersiure-Losung zu trennen. Der Zeitbedarf
bei der Feldstirke von 90 V/em betrigt jedoch bis zu 2 Std. Mit Hilfe
der Diinnschichthochspannungsionophorese ergeben sich die gleichen
Ergebnisse (750). Allerdings ist trotz groflerer eingesetzter Mengen die
Trennschirfe besser. Fiir die Trennung der Aktiniden, insbesondere des
sehr #hnlichen Paares Am/Cm erwies sich 2,0 m «-Hydroxyisobutter-
sdure, mit NHg auf pH 2,1 eingestellt, als am geeignetsten. Kraak und
Waals (214) berichten iiber die Trennung von Am/Cm in Athylendiam-
min-tetraessigsaureldsung, die 0,1 m an Glycin war und mit HClO,4 auf
pH 1,6 eingestellt wurde. Auch in Zitronen- und Weinsdure wurde das
Komplexverhalten einiger Transurane in Abhingigkeit vom pH-Wert
studiert (275, 276). Th, Pa und U bilden Oxalatokomplexe mit stark
zunehmenden Wanderungsgeschwindigkeiten (277).

Die Hochspannungspapierionophorese hat sich besonders zur schnel-
len Abtrennung radioaktiver Spaltprodukte und trigerfreier Nuklide,
wie sie z.B. bei der Szilard-Chalmers-Reaktion entstehen, vielfach be-
wihrt (218—224). In einigen Fillen erwiesen sich konz. Mineralsduren als
Leitelektrolyten zur Trennung von Actiniden und Transuranen als
geeignet (225—228).

Kinetisch stabile Komplexionen

Wie Untersuchungen von Ligandenaustauschreaktionen an einer groBen
Zahl von Halogenokomplexen verschiedener Platinelemente ergaben,
sind diese bis zu Temperaturen von etwa 30° C kinetisch weitgehend
stabil (229—232). Erst bei héheren Temperaturen erfolgt eine schnelle
Umwandlung der verschiedenen im Gleichgewicht mit einander stehen-
den Komplexarten. Unter den Bedingungen der Ionophorese (Kiithlung
auf 0° C) gelingt daher die Trennung der in Losung nebeneinander vor-
liegenden Spezies.
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Lederer (233), Shukla u.a. fanden bei ihren Untersuchungen iiber Rh
(IIT) in Perchlorsdure (234), Salzsdure (235), Sulfat- (236) und Oxalat-
16sungen (237) fast immer mehrere, teils anionisch, teils kationisch wan-
dernde verschiedenfarbige Zonen. Wihrend in schwach salzsauren
Losungen Chloroaquokomplexe bestidndig sind, treten in konz. HCI ver-
mutlich di- und trimere Formen auf (235). Bei der Alterung des [Ru
(H20) Cl5])2~ in 0,1 » HCI stellte Shukla (238, 239) durch Ionophorese
sukzessiven Austausch der Cl-Liganden gegen Wasser bis zur Bildung
des Hexaquokomplexes fest. Der Nachweis und die quantitative Be-
stimmung der Platinelemente nebeneinander wird durch das Auftreten
mehrerer Zonen eines Elementes (Multispoteffekt) sehr erschwert (209).

Blasius und Preetz (19, 132, 240) untersuchten systematisch durch
Hochspannungspapierionophorese die Hydrolyse von Pt(IV), Ir(IV),
Ir(ITT) und RI(III) in Abhingigkeit von der freien Chloridionenkon-
zentration. Auf Grund der Wanderungsstrecken lieBen sich den Zonen
eindeutig Chloroaquokomplexe zuordnen. Entsprechende Untersuchun-
gen sind kiirzlich mit radiocaktiv markierten Iridiumkomplexen durchge-
fithrt worden (232a).

Die in Gemischen aus HCl und HBr entstehenden chemisch sehr
dhnlichen Gemischtligandkomplexionen des Typs [MCl;Bre—;]?~ (M =
Ir, Os, Pt, Re: x=0, 1, . . ., 6) lielen sich bei Feldstirken von 75 V/cm
innerhalb von 11/ Stunden einwandfrei trennen. (79, 20, 240, 247) Wegen
der intensiven und unterschiedlichen Farbe dieser Ionen 1Bt sich der
Trennvorgang gut beobachten. Beim Os (1V) gelang auch der Nachweis
einiger Glieder der Reihen [OsCl;J¢—z]2~ und [OsBr;J¢-z)2-, die groBere
Beweglichkeitsunterschiede aufweisen. Wihrend bei einigen Kobalt-
komplexen die Trennung der cis-trans-Isomeren durch Hochspannungs-
ionophorese gelang (704), ist das bei den entsprechenden Gemischtligand-
komplexen der Platinelemente (x = 2, 3, 4) nicht méglich. Erst durch
stereospezifische Reaktionsfithrung beim Ligandaustausch entstehen
Losungsgemische, die entweder nur die cis- oder die trans-Formen ent-
halten. Fiir Os (IV) und Ir (IV) lieBen sich daraus die reinen stereoiso-
meren Chlorobromo-Komplexe isolieren (242, 243). Viele der erwdhnten
Gemischtligandkomplexe wurden in mikropriparativen Mengen durch
Elution der Zonen erstmals dargestellt und physikalisch und chemisch
nidher charakterisiert.

Miiller (244--247) stellte die Bildung von Chlorobromo-Komplexen
des Rheniums aus Mischkristallen von Ka[ReBrg] und Kg [SnClg] als
Folge von (n, y)-Reaktionen fest. Er bestimmte die Zonen nach der
ionophoretischen Trennung radiometrisch.

Bei der Behandlung von Osmiumammin-Komplexen mit konz. HBr
entstehen iiber eine groBe Zahl unbekannter, teils anodisch, teils katho-
disch wandernder Zwischenprodukte, zwei sehr stabile mehrkernige
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Bromoamido-Komplexe des Os (IV) (248). Bei der Reaktion von RuQOy
mit HpOg in HCIO4 — bzw. H250,4 — saurer Lésung bilden sich mehrere
stabile Zwischenprodukte (249).

Die Ionophorese liefert auf dem Gebiet der kinetisch inerten und
chemisch sehr dhnlichen Komplexionen die besten Trennergebnisse. Oft
geniigt ein Handversuch, um zu zeigen, wie viele verschiedene Teilchen
in einer homogen erscheinenden Losung enthalten sind.

Anorganische Anionen

Fiir die papierionophoretische Trennung vieler anorganischer Anionen
eignen sich Ammonium- oder Natriumcarbonat-Lésungen (250—252).
Allerdings 4ndern sich die Werte der Wanderungsgeschwindigkeiten
so bestidndiger Ionen wie

Cl-, ClO3, Br, BrO3, J-, JO3, F-, SCN- NOz, NO3, SOf u.a.

relativ zueinander kaum, wenn Natron- oder Kalilauge als Grundelek-
trolyt verwendet wird (253). Trotz der verschiedenen Ladungen zwischen
den Tonen Cl-, SO und [Fe(CN)g]3~ sind die Unterschiede in den
Wanderungsgeschwindigkeiten nur gering (250). Unter den Bedingungen
der Hochspannungsionophorese ergeben sich aber fiir viele Ionenge-
mische sehr gute Trennmoglichkeiten. Zur Festlegung der relativen
Wanderungsgeschwindigkeiten sind oft CrO§™ oder CI- als Bezugsionen
gewahlt worden (257, 252, 254).

Sansoni und Klement (255, 256) gelang in einem Boratpuffer vom
pH 10 die Trennung von Ortho-, Di-, Tri-, Tetra-, Poly-, Trimeta-,
Tetrameta- und Polymetaphosphationen. Auch Phosphit, Hypophos-
phit und Hypodiphosphit sind trennbar (257). Die Abhingigkeit vom
pH-Wert wurde mit radiocaktiven Phosphorverbindungen in einem
phosphathaltigen Grundelektrolyten studiert (258).

In Puffern verschiedenen pH-Wertes konnten Blasius und Mitar-
beiter (76, 259, 260) beim Studium der Wackenroderschen Reaktion und
der Hydrolyse des N4S4 eine Anzahl Polythionate, Sulfit, Sulfat und
Sulfid von einander trennen. Auch eine Anzahl Selenopolythionate (254)
wurden papierionophoretisch nachgewiesen. Uber die Trennung von
radioaktiv markiertem Jodid, Jodat und Perjodat liegen Untersuchungen
von verschiedenen Seiten vor (757, 260b—4d).

3.2.2. Kontinuierliche Verfahren

Bei den Verfahren der kontinuierlichen Ionophorese, die vorwiegend fiir
priparative Problemstellungen herangezogen werden, wird der Wan-
derung der geladenen Teilchen im elektrischen Feld eine rechtwinklig
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dazu wirkende Elektrolytstrémung {iberlagert. Die Bahn der Ionen er-
gibt sich als Resultierende dieser beiden Bewegungen.

An einer engbegrenzten Stelle im oberen Bereich der Trennfliche
liBt man die Analysenldsung kontinuierlich dem laminar und gleich-
miBig stromenden Leitelektrolyten zuflieBen. Die Ionen durchlaufen
unter fiir sie charakteristischen Ablenkungswinkeln die Apparatur und
verlassen sie an verschiedenen Stellen (Abb. 6).

Pufferzulauf

R R RRER

| —Kathode Anode-|

Kation Anion

Pufferablauf

Abb. 6. FlieBschema zur Elektrochromatographie und zur trigerfreien Durchflu-
oder Ablenkungsionophorese

Wichtigste Voraussetzung fiir das Gelingen kontinuierlicher Tren-
nungen ist die Konstanz aller Parameter an jedem Punkt der Apparatur.
Insbesondere muB der gleichmiBige laminare Pufferflul gewéhrleistet
sein. Konzentration, Temperatur und pH-Wert der Losung sowie die
Feldstirke diirfen wihrend eines Versuches nicht wesentlich schwanken.
Das ist bei der Elektrochromatographie auf Trigern und bei der triger-
freien DurchfluB- oder Ablenkungsionophorese der Fall.

3.2.2.1. Elektrochromatographie

Haugaard und Kroner (267) legten bei der chromatographischen Trennung
von Aminosduren quer zur FlieBrichtung eine elektrische Gleichspan-
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nung an und erreichten dadurch eine weitgehende Auftrennung der
Komponenten. Aufbauend auf diese Versuche entwickelten Grafmann
(262) sowie Svensson und Brattsten (263) das Verfahren der Elektrochro-
matographie. Die Trennebene bestand zunidchst aus einer diinnen
Schicht von feinem Glaspulver oder Seedsand.

GleichmiBige Pufferstrémungsgeschwindigkeit 148t sich aber ein-
facher nach dem Prinzip der absteigenden Chromatographie in einem
Filtrierpapierbogen erzeugen. Dieser saugt mit seiner oberen Kante aus
einem Trog die Pufferldsung an und wird nach einer gewissen Einstellzeit
sehr gleichmiBig durchstromt. Die ersten apparativen Vorschlige stam-
men von Grafmann und Hannig (264, 265), Durrum (266), Strain und
Sullivan (267). Zusammenfassende Darstellungen der #lteren Unter-
suchungen verdffentlichte Pudar (268, 269).

Die grundsitzlichen Nachteile des Verfahrens ergeben sich durch
das Arbeiten in einer feuchten Kammer (vgl. Kap. 2143). Wegen des
Fehlens einer Kiihlvorrichtung kann nur mit verdiinnten Leitelektro-
lyten bei kleiner Feld- und Stromstdrke gearbeitet werden. Trotzdem
stellt sich auf dem Papiervorhang eine erh6hte Temperatur ein, so daf3
bei empfindlichen Substanzen Zersetzung eintritt. Die FlieBgeschwindig-
keit 148t sich nur durch Auswahl der Papiersorte geringfiigig beeinflus-
sen. Im allgemeinen betrigt die Verweilzeit der Analysenlésung in der
Trennfliche mehrere Stunden, die Trennausbeute ist dem entsprechend
gering. Wegen der langen Trennzeiten ist die diffusionsbedingte Zonen-
verbreiterung sehr stérend, so daB nur bei Beweglichkeitsunterschieden
von mehr als 109, gute Trennungen moglich sind. Bei Anwendung von
3 mm starkem Filtrierkarton als Tragermedium lieBen sich Verdunstungs-
effekte durch Kithlung mit einem Kaltluftstrom und gleichzeitiges Auf-
dampfen von Feuchtigkeit weitgehend kompensieren (270). Die Durch-
satzleistung erhohte sich auf einige Gramm pro Tag., Der Vorteil des
Verfahrens liegt im einfachen Aufbau der Apparaturen und dem ge-
ringen Kostenaufwand.

Seit 1951 sind die verschiedensten anorganischen Ionen elektro-
chromatographisch getrennt worden (777, 267, 277, 272). Als Leitelektro-
lyten dienten vorwiegend 0,01 m Losungen der Ammoniumsalze von
Milch-, Wein-, Oxal-, Malon- und Citronensiure sowie Athylendiammin-
tetraessigsdure. In den abtropfenden Fraktionen bereitet die quantita-
tive Bestimmung der getrennten Ionen keine Schwierigkeiten (273).

Sansont und Klement (274) gelang die kontinuierliche Trennung
kondensierter Phosphate bei pH 10 in Boratpuffer. Blasius und Preetz
(732, 240) isolierten aus gealterten Losungen von Ir (I1I) und Rh (I1I)
verschiedenene nebeneinander vorliegende Chloroaquo-Komplexe. Durch
Elementaranalyse der getrennten Fraktionen wurde die Zusammen-
setzung der Verbindungen ermittelt.
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Verbreitete Anwendung fand die Elektrochromatographie zur konti-
nuierlichen Trennung triagerfreier Radionuklide (275—277). Pucar und
Jacovac (278, 279) befaBten sich mit der Trennung der Seltenen Erden.
Gruppen weniger dhnlicher Elemente wie

144Ce —160Th —170T'm

oder
144Ce —152Fy —169YD

sind in 0,05 m Milchsdure trennbar. Mit zunehmender Ordnungszahl
nimmt die Wanderungsgeschwindigkeit zur Kathode stetig ab. Fiir eine
saubere Trennung aller Seltenenerdionen sind die Unterschiede jedoch
zu gering.

3.2.2.2. Tragerfreie DurchfluBionophorese

Die prinzipielle Versuchsanordung der trigerfreien Durchflu-oder Ab-
lenkungsionophorese gibt Abb. 6 wieder. Die Trennfliche besteht aus
einem diinnen Film des Leitelektrolyten, der sich zwischen zwei horizon-
tal im Abstand von 0,5 mm angeordneten gekiihlten Glasplatten be-
findet. Die Hauptnachteile der Elektrochromatographie, wie Stérungen
durch das Trigermaterial infolge Absorptions- und Reduktionsvorgin-
gen sowie Verdunstungseffekte, Temperaturschwankungen, Beschrin-
kung auf geringe Feldstirken und verdiinnte Elektrolytldsungen wegen
der fehlenden Kiihlvorrichtung, sind ideal ausgeschaltet. Dafiir mul
andererseits auf die strémungsstabilisierende Wirkung des Trigers ver-
zichtet werden. Die Trennschirfe wird deshalb nicht nur durch Diffu-
sion, sondern auch durch Thermokonvektion beeintrachtigt.

Die besondere Schwierigkeit dieses Verfahrens liegt darin, das voll-
kommen gleichmi8ige und laminare Durchstrémen des Leitelektrolyten
iiber die gesamte Breite der Trennfliche zu erreichen. Bei der ersten tri-
gerfreien Anordnung nach Barrollier, Waizke und Gibian (280) wurde die
Trennfliche an der Ein- und AuslaBseite durch schmale Filtrierpapier-
streifen von der Dicke des Pufferfilms abgeschlossen. Am oberen Ende
tropfte die Pufferlosung kontinuierlich zu, der mit Zipfeln versehene
untere Papierstreifen wirkte wie ein Docht und lieB einzelne Fraktionen
abtropfen. Infolge von Verstopfungen und Grabenbildung im Tréiger
wird jedoch keine Langzeitkonstanz der Stromung erreicht. Deshalb
wurde die Apparatur mit einer Vorrichtung versehen, die tiber die ge-
samte Breite der Abnahmeseite verteilt 49 kleine Becher enthilt, die sich
nach dem Prinzip kommunizierender Réhren langsam auffillen und
nach wihlbaren Zeitabstinden iiber eine Schaltuhr entleert werden (287).
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Bei einer dhnlichen Versuchsanordnung von Hawnnig (282) wird der
gleichmiBige PufferfluB durch mehrfache Schlauchpumpen erreicht. In
jlingster Zeit ersetzten Preefz und Pfeifer (283) alle Pumpen und me-
chanisch bewegten Teile der Abnahmevorrichtung durch gleichmiBig
tropfende Kapillaren, deren Auslaufmenge sehr einfach durch den ein-
stellbaren hydrostatischen Druck regelbar ist. Auf diese Weise werden
die durch die Pumpvorgdnge verursachten Diskontinuititen in der
Strémungsgeschwindigkeit ausgeschlossen.

Das Hauptanwendungsgebiet der kontinuierlichen DurchfluBiono-
phorese war bisher die Trennung und Reinigung von Seren und Peptiden
(281, 284—286). In guter Ausbeute lieBen sich verschiedene Chloroaquo-
Komplexe von Ir(I1I) und Rh(III) isolieren (732, 240). Bei chemisch sehr
dhnlichen Ionen ist den Trennmdglichkeiten durch die endliche Aus-
dehnung der Apparatur eine natiirliche Grenze gesetzt. Bei VergrifBe-
rung der Wanderungsstrecke verbessert sich zwar das Trennergebnis
geringfiigig, gleichzeitig wachst der apparative Aufwand aber erheblich.
Die Isolierung gemischter Chlorobromokomplexe des Ir(IV) mit Be-
weglichkeitsunterschieden von 1,529, verlief ergebnislos (79, 20). Auch
bei der DurchfluBlionophorese ist fiir saubere Trennungen ein Beweglich-
keitsunterschied von mindestens 109, erforderlich.

Nach Hannig (284, 287—289) lassen sich hochmolekulare und grob-
disperse Teilchen wie Zellen und Zellorganellen kontinuierlich trennen,
wenn der trigerfreie Elektrolytfilm senkrecht angeordnet wird, so da3
es nicht durch Sedimentation zur Verstopfung des Trennspalts komimt.

Kolin (290, 297) fithrte kontinuierliche Trennungen in diinnen Fliis-
sigkeitsschichten durch, die durch magnetisch induzierte Rotation
stabilisiert wurden.

3.3. Gegenstromionenwanderung

Je kleiner die Beweglichkeitsunterschiede zwischen zu trennenden Ionen
sind, um so lingere Trennstrecken sind fiir die Entmischung erforderlich,
Sehr lange Wanderungswege lassen sich in den iiblichen Ionophorese-
apparaturen nur durch schrittweises Anstiickeln des Trigers (79, 20)
oder etwa durch Abspulen eines Trégerstreifens von einer Vorratsrolle
gegenldufig zur Ionenwanderungsrichtung realisieren (292).

Brewer und Mitarbeiter (293, 294) wendeten erstmalig das Gegen-
stromprinzip auf Trennungen durch Ionenwanderung an. Danach 148t
man den im elektrischen Feld wandernden Ionen einen Elektrolyten mit
gleicher Geschwindigkeit entgegenstrémen, der ihre Bewegung gerade
kompensiert, so daB sie relativ zur Apparatur stets an der gleichen Stelle
verharren. Der Betrieb iiber lingere Zeit entspricht dann sehr langen
Wanderungsstrecken.
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Die Verfahren der Gegenstromionenwanderung, Gegenstromelekiro-
lyse und Gegenstromionophorese, dienen zur Trennung von Ionen gleichen
Ladungssinns aber unterschiedlicher Beweglichkeit, Die Hauptanwen-
dungsgebiete liegen bei der Trennung chemisch sehr dhnlicher Tonen, im
Grenzfall bei der Isotopenanreicherung.

3.3.1. Gegenstromelektrolyse

Die Verfahren der Gegenstromelektrolyse sind fast ausschlieBlich zu
Isotopenanreicherungsversuchen herangezogen worden. Die schwierige
Regelung der Gegenstromgeschwindigkeit bei den #lteren Verfahren ist
durch die Methode der Selbststabilisierung iberwunden worden.

3.3.1.1. Gesteuerte Gegenstromelektrolyse

Bei der einfachsten Brewerschen Versuchsanordnung (293, 294), Abb. 7,
war der untere gerade Teil eines U-férmigen ElektrolysiergefdBles von
etwa 10 cm Linge und 1,4 cm Durchmesser mit feinem Sand gleichméaBi-
ger Kornung gefiillt. Darin befand sich KCl-Lésung mit den zu trennen-
den isotopen Ionen 39K+ und 41K*. Der Kathodenraum enthielt HCI,
der Anodenraum KOH. Die bei der Elektrolyse einsetzende Wanderung
der K+Ionen wurde durch Zutropfen von HCl in den Kathodenraum
kompensiert. Die Losung durchstrémt die Sandfiillung und flieBt durch
einen Uberlauf der Anodenkammer ab. Zur Neutralisation der anodisch
entstehenden H+-Ionen tropft KOH in den Anodentrog.

S]
eregelter Zulauf Zulauf
f gvon HCl I vonKOH
= feiner Sand ——3 Uberlauf

Abb. 7. Trennzelle zur Gegenstromelektrolyse

Die Schwierigkeit besteht darin, die Strémungsgeschwindigkeit in
der Trennzelle so zu steuern, daB sie zwischen den sehr 4hnlichen Wande-
rungsgeschwindigkeiten der K-Isotope liegt. Dazu dient ein Regelventil
am HCl-Zulauf, das durch eine Vorrichtung, die stindig den pH-Wert
in der Kathodenkammer kontrolliert, gesteuert wird. Die Gesamtiiber-
fithrung der Kationen ist Null. Wegen der geringfiigigen Beweglichkeits-
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unterschiede reichern sich jedoch die leichteren Isotope an der Vorder-
front, die schwereren an der Riickfront an. Nach 500stiindigem Betrieb
der Trennzelle stellten Brewer und Mitarbeiter in einem kathodennahen
Teilsttick ihrer Trennsdule eine Verschiebung des natiirlichen Isotopen-
verhiltnisses 39K /41K von 14,2 anf 24,0 fest, In entsprechender Weise
lieB sich 85Cl in einer NaCl-Losung von 75,7%, auf 80,7%, anreichern (295).

Westhaver (296) fithrte umfangreiche Berechnungen iiber die Strd-
mungsverhiltnisse in Trennsiulen mit unterschiedlichen Fiillkérpern und
die erreichbaren Trennfaktoren durch. Bei spiteren Ausfithrungen der
Elektrolysezellen wurde die Grenzfliche zwischen den zu trennenden Ka-
tionen und dem Gegenstromelektrolyten aus dem Fiillkérperbett heraus-
gezogen und an gut beobachtbarer Stelle in der Nihe der Kathoden-
kammer durch geregelte Zugabe der HCI annidhernd ortsfest gehalten.

Taylor und Dibeler (297) grenzten das Trenngemisch zwischen schnell
wandernden Ionen am Gegenstromzulauf und langsam wandernden
Ionen am Ablauf ein. Die Grenzflichen blieben stabil, wenn die Kohl-
rauschbeziechung Gl (34) erfiillt war. Diese Forderung lieB sich durch
intensive Spiilung der begrenzenden Endzonen mit Lésungen geeigneter
Konzentration erfiillen,

Klemm und Mitarbeiter (2908—300) erzielten durch Gegenstromionen-
wanderung bei der Elektrolyse von Salzschmelzen erhebliche Anreiche-
rungen.

Clusius und Ramitrez (307—303) gingen von Fillkdrpersiulen ab und
verwendeten als Trennzelle einen mit zahlreichen Diaphragmen unter-
teilten Trog, aus dem Gasblasen leicht entweichen konnen. Konzen-
trations- und Temperaturunterschiede werden durch Konvektion in
senkrechter Richtung schnell ausgeglichen. Die Entmischung der Ionen
vollzieht sich in den diinnen Diaphragmen. Martin und Mitarbeiter (9,
304—307) verwendeten neben Fiillkérpersiulen auch gebiindelte Kapil-
larrohre bei der gegenstromelektrolytischen Trennung von Mg-Isotopen
und wiesen auf die Bedeutung von Austauschgleichgewichten fiir den
Trenneffekt hin. Konstantinov und Mitarbeiter (308—378) fithrten ver-
schiedene Isotopentrennungen in einzelnen feinen Kapillaren durch.

Bei allen genannten Versuchsanordnungen bereitet die genaue Ein-
haltung der Gegenstromgeschwindigkeit Schwierigkeiten. Lingerer Be-
trieb der Apparaturen erfordert ein Regelsystem.

3.3.1.2. Selbststabilisierende Gegenstromelektrolyse

Bei der selbststabilisierenden Gegenstromelektrolyse nach Wagener und
Mitarbeiter stellt sich lings der Trennzelle eine stationire Salzverteilung
ein, die sich bei gewissen Schwankungen der Betriebsbedingungen nur
unwesentlich dndert und daher kein Regelsystem erfordert. Die Ver-

413



‘W. Preetz

suchsanordnung zeigt Abb. 8. Sie enthilt als Trennzelle den von Clusius
und Ramirez (307) vorgeschlagenen durch Diaphragmen unterteilten
Trog. Als Gegenstromldsungen eignen sich besonders schwache Elektro-
Iyten, im Falle der Kationentrennung z.B. Essigsiure, fiir Anionen-
trennungen Ammoniak.

|- ———-"=—IVorratsbehdlter

thermostatisierte
@\ Dosierkapillare
NS

N 1
I I
l I

I
|
1 Uberlauf

Diaphragmen

Abb. 8. Trennzelle zur selbststabilisierenden Gegenstromelektrolyse

Wird eine Salzlsung in den mit Essigsiure gefiillten Trog gebracht,
so wandern bei nicht zu groBer Gegenstromgeschwindigkeit die Kationen
stromauf und sammeln sich vor der Kathode. In dem MaBe wie die Leit-
fihigkeit in Kathodennihe steigt, sinkt dort die Feldstdrke ab. Es
wandern solange Ionen zu, bis die Wanderungsgeschwindigkeit im elek-
trischen Feld, E -, gleich der Gegenstromgeschwindigkeit v des Elektro-
lyten ist. Es ergibt sich eine Rechteckverteilung der Salzkonzentration.
Die Trennsiule enthilt also in der Nidhe des Gegenstromzulaufs ein
Gebiet, das den Gegenstromelektrolyten und ein Salz enthilt, wihrend
in dem angrenzenden Gebiet bis zum Ablauf nur die reine Gegenstrom-
Iosung vorliegt. Schwankungen der Gegenstromgeschwindigkeit bzw.
der angelegten Spannung bewirken eine Anderung der Konzentration,
d.h. der salzerfiillte Bereich der Trennzelle dehnt sich etwas aus oder
zieht sich zusammen. Bei Gegenwart verschieden schnell wandernder
Teilchen in der Salzzone tritt Entmischung ein, indem sich die Ionen
der groBten Beweglichkeit direkt an der Kathode anreichern, die Ionen
der kleinsten Beweglichkeit das Ende der Salzzone bilden.

Mit Hilfe der selbststabilisierenden Gegenstromelektrolyse verliefen
Isotopenanreicherungen verschiedener Alkali- oder Erdalkalielemente
sowie des Kohlenstoff (als Formiationen) erfolgreich (327—323). Um den
bei hoheren Konzentrationen oft groBeren Isotopieeffekt auszuniitzen,
wurden Trennungen in engen Kapillarrohren ausgefiihrt (324). Hiufig
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wird der Isotopieeffekt durch Ionenaustauschgleichgewichte mit dem
Gegenion (Bildung schwacher Komplexe) vergroBert. Fiir die Trennung
von Li-Isotopen 148t sich das unterschiedliche Dissoziationsgleichge-
wicht der Acetate ausnutzen (322, 325).

3.3.2. Gegenstromionophorese

Das von Preetz (326—328) vorgeschlagene Verfahren der Gegenstrom-
ionophorese basiert auf der Methode der wandernden Grenzfliche, wie
sie von Kendall beschrieben wurde (vgl. Kap. 3.1.1.). Die Wanderung
der Grenzflichen wird durch eine Gegenstromung gleicher Geschwindig-
keit der entgegengesetzten Richtung kompensiert. Bei geeigneter Aus-
wahl der begrenzenden Ionen ist weder bei der diskontinuierlichen noch
bei der kontinujerlichen Arbeitsweise eine besondere Regeleinrichtung
erforderlich.

8.3.2.1. Diskontinuierliche Arbeitsweise

Verfahven und stationdrer Zustand

Ein gegen Konvektionsstorungen weitgehend stabilisiertes Trennrohr
(z.B. eine enge Kapillare) enthilt im mittleren Bereich ein Gemisch der
Anionen Az und Az mit den Beweglichkeiten #2 >w#3. Im Bereich des
Gegenstromzulaufs und des Diaphragmas, das die Verbindung zwischen
der Trennzelle und der Anodenkammer herstellt, liegen Anionen AY
mit der Beweglichkeit #1 > %2, im Gebiet des Abflusses und Kathoden-
diaphragmas Anionen Az mit #4 € #3 vor. Das gemeinsame Gegenion
ist M+ mit der Beweglichkeit #y. Der Kathodentrog enthilt zur Neu-
tralisation der dort gebildeten OH--Ionen die Sdure HA4, im Anodentrog
werden die entstehenden H*-Ionen durch die Loésung der Base MOH
abgefangen. Die Gegenstroml6sung, MA;:, mit der Konzentration ¢;
flieBt im Trennrohr mit der Geschwindigkeit v. Bei Anlegen einer aus-
reichend hohen Spannung stellt sich innerhalb einer gewissen Zeit der
durch Abb. 9 wiedergegebene stationire Zustand ein, der beliebig lange
aufrecht erhalten werden kann. Alle Ionen ordnen sich in durch Grenz-
flichen gegeneinander abgegrenzten Zonen nach fallender Beweglichkeit
an, Der Zustand entspricht dem, wie er sich auch bei der Methode der
wandernden Grenzfliche ausbildet, allerdings wird hier die Wanderung
aller Anionen und damit auch der Grenzflichen gerade kompensiert.
Es gilt Gl. (33), wenn man unter v die Gegenstromgeschwindigkeit in
cm/sec versteht.

Léings des Trennrohrs herrscht im stationdren Zustand ein treppen-
férmiger Feldstirkeverlauf. Je groBer die Beweglichkeitsunterschiede
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zweier Anionen sind, um so gréBer ist gemdB GIl. (33) der Feldstarke-
sprung zwischen ihren Zonen (Abb. 9).

3 Anoden-

1 Kathoden- ,
digphragma

diaphragma

(DK} (DA)
Y “Epa
' u, E,
Gegenstrom-  —-——--! E R Gegenstrom—
Ablauf — < Zulauf
v v uyfy
- A = o A} e
i
E &,

Abb. 9. Stationdrer Zustand bei der Gegenstromionophorese (Anionentrennung)

Befindet sich z.B. das Anion Az im Bereich der Zone Aj, so wan-
dert es mit der Geschwindigkeit #3 (E3— E2) dem Gegenstrom entgegen,
bis es die Zone Aj erreicht hat. Andererseits bewegt sich das Anion
Ajg, das sich im Bereich der niedrigeren Feldstirke, d.h. in der Zone
Ay aufhilt, in Richtung des Gegenstroms mit der Geschwindigkeit s
(Es— Eg) bis es die Zone Aj erreicht hat, wo seine Geschwindigkeit
auf Null absinkt. Die Entmischung der zunichst lings des Trennrohres
gleichmiBig verteilten Ionen erfolgt somit von zwei Seiten und um so
schneller, je gréBer die Unterschiede in den Ionenbeweglichkeiten und
je hoher die herrschenden Feldstirken sind, d.h. je héher die angelegte
Spannung ist.

Wihrend sich bei der Zonenionophorese im gleichmaBigen Spannungs-
gefille die Zonen mit der Zeit durch Diffusion und Konvektion irrever-
sibel verbreitern, bewirken die Feldstirkespriinge die Fokussierung der
Ionen in Gebiete gleichbleibender Gréfle. Der Feldstirkeverlauf und die
Linge der Zonen im stationdren Zustand wird durch die Anzahl, Art
und Menge der getrennten Ionen bestimmt. Die Konzentration der im
Trennrohr vorliegenden Losungen cz —c¢4 stellen sich entsprechend der
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Kohlrauschbezichung Gl. {34) in Abhingigkeit von der Konzentration
des Gegenstromelektrolyten c; ein.

Die Diaphragmen aus Asbestwolle verhindern nicht nur die kon-
vektive Vermischung der Loésungen in den Elektrodentrégen mit der im
Trennrohr, sondern sie iibernehmen gleichsam Elektrodenfunktion. Sie
wirken aber nicht, wie sonst Elektroden in wi8rigen Losungen als Quellen
fiir H*- bzw. OH—Ionen, sondern sie sind Quellen bzw. Senken fiir das
Kation M+und die Anionen A7 und A}, wie das in Abb. 9 die gestrichelt
gezeichneten Bahnen dieser Ionen veranschaulichen. Alle mit der Gegen-
stromldsung herangebrachten Anionen A1 wandern in den Anodentrog,
nur das Losungsmittel und die Gegenionen M+ werden iiberfithrt, wobei
letztere wie die Pfeile in Abb. 9 zeigen, das Trennrohr mit von Zone zu
Zone wachsender Geschwindigkeit durchlaufen.

An die Konzentration der Elektrodenldsungen sind keine bestimmten
Anforderungen zu stellen. Wichtig ist nur, daB die Anodenldsung stets
alkalisch, die Kathodenlésung stets sauer reagiert. In der Praxis wihlt
man deshalb méglichst konzentrierte Losungen, um sie nur gelegentlich
erneuern zu miissen.

Automatische Steuerung

Abb. 10 verdeutlicht am Beispiel der Trennung der beiden Anionen AY
und Az mit %; > #g, wie Schwankungen der Versuchsbedingungen, in
diesem Fall der angelegten Spannung, sich automatisch ausgleichen.

Kathode ) Anode

—m

£

Uncd-.

UedUl, ™
TR

S
UrinT- N

Abb. 10. Steuerung des stationiren Zustands
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Das obere Teilbild zeigt den Feldstdrke-, das untere den Spannungsver-
lauf fiir den stationdren Zustand. Fir die Spannung U bzw. U+ AU

gilt:

E1-a+Ez - b=U (35a)
Ei(a—%)4+E2 (0+x)=U+4U (35b)
daraus folgt
4T (36)
Es—E;y

Die gestrichelten Kurven zeigen, wie das System durch die Verschie-
bung der Grenzfliche um die Strecke x die erhthte Spannung auffingt
und damit die Feldstdrkeverhiltnisse des stationiren Zustands erhilt.
Je groBer die Feldstirkedifferenz Es—E; zwischen den Zonen ist, d. h. je
mehr sich die Beweglichkeiten der Tonen unterscheiden, um so geringer
ist die Verschiebung der Fronten im Trennrohr bei einer gewissen Span-
nungsinderung. Erst bei Uberschreiten von Umsx. bzw. bei Unterschrei-
tung von Umin, bricht der stationire Zustand zusammen. Entsprechende
Uberlegungen gelten fiir Schwankungen der Gegenstromgeschwindigkeit.

Die einzige Bedingung fuir die automatische Steuerung der Gegen-
stromionophorese ist demnach, daf die zu trennenden Ionen zwischen
Zonen sehr schnell wandernder Ionen am Gegenstromzulauf und sehr
langsam wandernder Ionen am Gegenstromablauf eingegrenzt werden.

Trennungen

Der Ablauf der Gegenstromionophorese wurde von Preetz und Pfeifer
(329) in einfachen Kapillarrohren an Hand von Modelltrennungen ein-
gehend studiert. Sie untersuchten die Einfllisse verschiedenster Para-
meter auf die Trennschirfe und -dauer. Durch Einfithrung von Sonden
in eine spezielle Trennzelle lieBen sich die Einstellung des treppenférmi-
gen Feldstirkeverlaufs und der Konzentration in den einzelnen Zonen
als Funktion der Gegenstromlésung messend verfolgen, Wihrend die
Entmischung so unterschiedlicher Ionen wie SO§™, MnOg, [IrClg]2-,
BrOj, [IrBrg]2— und CH3COO~ maximal 30 min erforderte, muSte die
Versuchsdauer bei den chemisch sehr dhnlichen Gemischtligandkom-
plexen des Typs [IrCl;Bre_z]2- (x=0, 1, ..., 6) auf etwa zwei Stunden
erhoht werden.

3.3.2.2. Kontinuierliche Arbeitsweise

Da bei der Gegenstromionophorese Fliissigkeitsbewegungen senkrecht
zum elektrischen Feld und zur Gegenstromrichtung die Entmischung
nicht storen, liBt sich das diskontinuierliche ,,eindimensionale’ Ver-
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fahren in einer Kapillare auf eine laminar durchstrémte Fliche er-
weitern (330). Der Trennvorgang wird so wie bei der trigerfreien Durch-
fluBionophorese (vgl. Kap. 8.2.2.2.) kontinuierlich gestaltet. Abb. 11
zeigt das schematische FlieBbild fiir die kontinuierliche Trennung der
Anionen A7 und Az mit %1 > us.

DurchfiuBzuleitungen
LiAc Trenngemisch  Li, S0,

Anode

Gegenstrom Anionenstrom
I i
Purchfluﬁ

Kathode

Li,S0,

Gegenstromzuleitungen

Pumpleiste

iR AR

b s e e e ]

Pumpleiste

Abb, 11, FlieBschema zur kontinuierlichen Gegenstromionophorese

Durch die Eingrenzung des Gemisches zwischen schnellen Ionen
(SOE“) an der Seite des Gegenstromzulaufs und langsamen Ionen (Ac-)
am Ablauf sind die Voraussetzungen zur Einstellung stationirer Ver-
hiltnisse erfiilit. Nach Einschalten des elektrischen Stroms und der
Gegenstromung 1t man das Gemisch und die Begrenzungsldsungen
in gleichmiBig laminarer Strémung parallel zu den Elektroden flieBen.
Auf dem Weg durch die Trennfliche tritt Entmischung ein, indem A7
und Az nach rechts und links zu reinen Zonen auswandern. Die Ver-
weilzeit wird so bemessen, daBl erst nach vollstindiger Trennung die
Apparatur durchlaufen ist. Die keilférmige Mischzone muB noch inner-
halb der Fliche enden. Das gleichmiBige Gegen- und Durchstrémen
wird durch Dosterkapillaren im Zulauf und zwei Pumpleisten mit je 49
Zapfistellen, die nach dem Prinzip kommunizierender Rohren arbeiten,
erreicht. Bei der Weiterentwicklung des Verfahrens wurden die mecha-
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nischen Pumpen durch gleichmiBig tropfende Kapillaren ersetzt. Diese
MaBnahme fithrte zum AusschluB der kleinen Diskontinuititen der
Strémung, die durch das rhythmische Arbeiten der Pumpen verursacht
wurden und die Trennschirfe beeintrachtigten (337).

Der Verlauf der kontinuierlichen Trennung wurde am Beispiel der
Entmischung farbiger Komplexanionen studiert (330). Fiir die Trennung
einer Losung mit [IrClg}2—- und [IrBrg]2—-Ionen, die sich als etwa 10 cm
breiter Stromfaden durch die Apparatur bewegte, geniigte eine Ver-
weilzeit von etwa 30 Minuten. In den abtropfenden reinen wiBrigen
Komplexsalzlgsungen waren weder Acetat- noch Sulfationen nachweis-
bar. Auch die kontinuierliche Isolierung verschiedener Chloro-Bromo-
Komplexe von Ir(IV) und Os(IV) gelang. Allerdings mubBte bei diesen
chemisch sehr dhnlichen Ionen die Verweilzeit auf etwa zwei Stunden
erhoht werden.

3.4. Fokussierende Ionophorese

Das von Schumacker und Mitarbeitern (332—334) entwickelte Trennver-
fahren ist unter der Bezeichnung ,,fokussierender Ionenaustausch® be-
kannt geworden. Um jedoch den aufgetretenen Verwechslungen mit
Trennvorgingen an heterogenen lonenaustauschern zu begegnen, ist
von Friedli und Schumacher (335) der Name ,,elektrophoretische Ionen-
fokussierung’’ empfohlen worden.

Das Verfahren ist gekennzeichnet durch die Einstellung eines statio-
niren Zustandes, bei dem sich verschiedene Teilchen an solchen Orten
anhidufen, wo sie genau die Beweglichkeit Null annehmen. Vorzeichen
und Betrag der Ladung der Teilchen sind eine Funktion des Ortes. Da-
zu miissen reversible Austauschreaktionen ablaufen, die von Ladungs-
dnderungen begleitet sind.

Ein Metallion, das sich in einer L6sung mit einem Konzentrations-
gefillle eines Komplexbildners befindet, liegt teils als Kation, teils als
Anion vor. Unter der Wirkung eines in Richtung des Gradienten ange-
legten elektrischen Feldes wandert es an die Stelle, wo seine kationischen
und anionischen Formen gleich hdufig sind. Dieser Ort hingt bei fest-
liegendem Konzentrationsgefdlle des Komplexbildners nur von der
Komplexstabilitdtskonstanten, nicht aber von der Ionenbeweglichkeit
des Metallions ab.

Zur Herstellung eines stabilen Gradienten eines Komplexbildners
auf einem Ionophoresestreifen taucht man diesen in eine Anodenkammer,
die z. B. HC! als Komplexzerstorer enthilt, und in eine Kathodenkammer
mit der Losung eines Komplexbildners, z. B. Athylendiammintetraacetat.
Der mittlere Teil mit der aufgetragenen Zone wird in einem Kohlen-
stofftetrachloridbad gekiihlt, Abb. 12.
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Bei Stromdurchgang bildet sich sehr schnell ein pH-Gradient aus, und
in Abhingigkeit davon entsteht ein Konzentrationsgefille an freien
Ligandanionen in Richtung zur Anode. Die Ionen eines Gemisches
ordnen sich innerhalb weniger Minuten als scharfe getrennte Zonen
stationdr an, die stirkeren Komplexbildner niher an der Anode, die
schwicheren nédher an der Kathode.

Trdgerstreifen Trennbereich

I/ N '
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Komplexon cCl, HCl
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Abb. 12. Fokussierende Ionophorese

Schumacher und Mitarbeiter stellten neben der eingehenden theo-
retischen Behandlung des Fokussierungsvorganges die Leistungsfihig-
keit ihres Verfahrens durch umfangreiche experimentelle Untersuchun-
gen unter Beweis. Neben der Schnelltrennung vieler Metallkationen und
trigerfreier Radionuklide (333) befaBten sie sich insbesondere mit der
Analyse der Seltenen Erden (335, 336). Da die Fokussierung um so
schirfer ist, je kleiner die eingesetzten Probemengen sind, wurden ins-
besondere Trennungen radioaktiver Seltener Erden und verschiedener
Transuranelemente durchgefiihrt (337—347).

4. SchluB

Die Ergebnisse ionophoretischer Trennungen lassen sich durch die fol-
genden beiden MaBnahmen verbessern:

1. VergréBerung der Unterschiede in den Tonenbeweglichkeiten,
2. Ausschaltung irreversibler Storeffekte.

In allen Fillen, wo die Beweglichkeit der zu trennenden Teilchen
vom Grundelektrolyten, den pH-Bedingungen, durch Komplexbildung
und chromatographische Effekte an speziellen Trigern beeinfluit wird,
lassen sich optimale Trennbedingungen finden, unter denen die Beweg-
lichkeitsunterschiede am gréBten werden,

Oft verbieten sich jedoch die Wanderungsgeschwindigkeit beein-
flussende Reaktionen, weil bestimmte Ionen unverindert zu isolieren
sind. Ein gegebener, bei chemisch dhnlichen Ionen, meist sehr kleiner
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Beweglichkeitsunterschied, bildet dann die Grundlage der Trennung.
Diese gelingt nur, wenn groB8e Strecken bei weitgehender Ausschaltung
irreversibler Stérungen durchlaufen werden. Diffusion und Konvektion
lassen sich durch Verwendung moglichst homogener gut stabilisierender
Trager und durch Verkiirzung der Trenndauer beim Arbeiten mit hohen
Feldstdrken zurlickdringen. Bei den Verfahren der Gegenstromionen-
wanderung und der fokussierenden Ionophorese entsteht ein stabiler
Gradient der Feldstirke bzw. eines Komplexbildners, der die irrever-

sible Verbreiterung der Zonen verhindert,
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1. Einleitung

1.1. Bedeutung

Der Schmelzpunkt gehdrt zu den iltesten Identifikations- und Priifungs-
methoden, insbesondere fiir organische Substanzen. Er ist relativ leicht
zu bestimmen und laBt sich, da es sich um eine MeBgré8e handelt, be-
quem tabellieren und klassieren. Da der Schmelzpunkt stark reinheitsab-
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hingig ist, dient er auch zur Qualititsbeurteilung von Substanzen. Es
gibt heute umfangreiche Tabellenwerke, die entweder nach den Zahlen-
werten der Schmelzpunkte oder aber nach der chemischen Formel geord-
net sind. In der Schmelzpunkttabelle sind im allgemeinen in Intervallen
von 11° C die entsprechenden Verbindungen aufgefiihrt.

Das Schmelzverhalten von organischen Stoffen gibt aber auch Auf-
schluB iiber die qualitative Zusammensetzung. Insbesondere die von
Kofler 8 eingefithrten Methoden der Thermomikroskopie erlauben es,
die Eigenschaften des Mischschmelzpunktes oder von Hilfsreaktionen
zur Identifikation beizuziehen. Kennt man die Mischschmelzdiagramme
von bindren oder terniren Gemischen, ist es mdglich, zu qualitativen
und quantitativen Resultaten gleichzeitig zu gelangen. Uber den Rein-
heitsgrad der zu priifenden Substanz lassen sich so sehr genaue Angaben
machen.

Der Schmelzpunkt ist also eine der verbreitetsten Bestimmungsme-
thoden in der organischen Chemie, hat aber bei Verbesserung der MeB-
methode noch bedeutend mehr Aussagekraft als heute im aligemeinen aus-
genditzt wird. Es schien daher lohnend, die Bestimmungsmethoden wver-
gleichend zu iiberpriifen und Verbesserungen vorzuschlagen.

1.2. Begrifie und Definitionen

Reine kristalline Stoffe gehen bei einer genau definierten Temperatur in
den fliissigen Zustand iiber. Diese Temperatur wird Schmelzpunkt
(Schmelztemperatur) genannt und bleibt wihrend des Schmelzens kon-
stant. Sie ist charakteristisch fiir jeden kristallinen Stoff und hingt nur
vom Druck ab. Die Druckabhiingigkeit ist allerdings unbedeutend, bei
Wasser beispielsweise betrigt die Schmelzpunktéinderung bei einer Druck-
dnderung von 10 Atm nur 0,015° C. Kiihlt man eine Schmelze oder eine
Fliissigkeit ab, dann erfolgt der Ubergang in den festen Zustand bei der-
selben Temperatur, die in diesem Falle Erstarrungstemperatur (Erstar-
rungspunkt) genannt wird. Die meisten Verbindungen lassen sich aller-
dings mehr oder weniger stark unterkiihlen, d.h. der Ubergang vom
fliissigen in den festen Zustand erfolgt mit Verspitung, da Kristallisa-
tionskeime fehlen. Eine solche unterkiihlte Fliissigkeit ist aber nicht
stabil und erstarrt nach Impfung mit einem Kristall oder oft schon bei
Erschiitterung sehr schnell, wobei die Temperatur dann auf die Erstar-
rungstemperatur steigt und dort so lange konstant bleibt, bis die ge-
samte Fliissigkeit erstarrt ist. Kristalliner Stoff und Schmelze konnen
also nur beim Schmelzpunkt dauernd nebeneinander existieren.

Taucht ein Thermometer in die feste Substanz und wird das ganze
Probenrohr linear aufgeheizt, so ergeben sich die in Abb. 1 dargestellten
Verhiltnisse. Solange die Substanz fest ist, wird die Temperatur in der
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Probe entsprechend der spezifischen Wérme der Substanz linear anstei-
gen. Beginnt die Substanz zu schmelzen, so muf die Schmelzwirme zu-
gefihrt werden. Bis dies der Fall ist, wird die Temperatur in der Probe
konstant bleiben und der Schmelztemperatur entsprechen. Ist die Sub-
stanz vollstindig geschmolzen, so steigt die Temperatur wiederum linear
an, bis die Siedetemperatur erreicht wird, dort entsprechend wird die
Temperatur wieder konstant bleiben, bis die Verdampfungswirme zuge-
fiihrt ist.

Temperatur
°c
oo |
Siedepunkt
(249°)
200 |
Schmelze
a;tér%elzpunkt +Dampf
Kristalle Schmelze
.
100 KristanelSchmeize] ;
—+ T U B
5 10 15 Zeit

min.

Abb. 1. Probentemperatur in Abhingigkeit der zugefithrten Wirme (Beispiel:
Benzoesiure)

Diese Definitionen gelten nur fiir mehr oder weniger reine Verbindun-
gen, die zudem eine gewisse Schmelzwirme aufweisen. Bei einem Ge-
misch von Kohlenwasserstoffen (Paraffin) beispielsweise ist der Uber-
gang gleitend; man spricht von einem Erweichungspunkt. Da jedoch auch
Fette, Ole, Paraffine und Wachse charakteristische thermische Punkte
aufweisen, wurden hier MeBpunkte durch Konventionen festgelegt.
Diese MeBpunkte beziehen sich stets auf eine genau definierte meBtech-
nische Anordnung. Vor allem haben der Erweichungspunkt, der FlieS-
schmelzpunkt, der Steigschmelzpunkt und der Tropfpunkt in der Technik
Eingang gefunden. Die genauen Definitionen werden in Kapitel 6 gegeben.

2. Physikalische Schmelzpunktphinomene

2.1. Aggregatzustand

Die meisten visuellen und automatischen MeBmethoden fiir den Schmelz-
punkt bedienen sich der bei der Anderung des Aggregatzustandes sicht-
bar werdenden Phinomene. Der feste Zustand entspricht dem Zustand
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hochster Ordnung, die Bausteine der Verbindung sind in geometrischer
Anordnung beinahe starr. Das Kristallgitter manifestiert sich optisch
im Phinomen der Doppelbrechung, der Reflexion und der Beugung von
elektromagnetischer Strahlung beinahe aller Wellenlingen. Die Fliissig-
keit dagegen weist eine sehr schwache geometrische Ordnung auf, Ionen
und Molekiile bewegen sich mit Geschwindigkeiten von Bruchteilen von
Millimetern bis zu Millimetern in der Minute. Die Struktur ist fiir Licht
der meisten Wellenlingen nicht erkennbar, Im gasférmigen Zustand
schlieBlich ist die Anordnung véllig willkiirlich, die Molekiile bewegen
sich mit Geschwindigkeiten von einigen hundert Metern in der Sekunde.

Aus diesen Eigenschaften lassen sich die méglichen Bestimmungs-
methoden ableiten. Beim Ubergang fest-fliissig andern sich folgende op-
tische und mechanische Eigenschaften:

optische Dichte
Doppelbrechung
Beugung

Geometrie
Festigkeit, Viscositit
Reflexionsvermégen

in selteneren Fillen auch:

Farbe
elektrische Leitfihigkeit

Daraus lassen sich verschiedene mdgliche Bestimmungsverfahren ab-
leiten, in erster Linie offensichtlich visuelle oder automatisch-optische
Verfahren.

2.2. Mischschmelzen

Ist eine Substanz verunreinigt oder sind zwei Substanzen gemischt,
dndert sich der Schmelzpunkt. Abb. 2 zeigt ein klassisches Diagramm fiir
zwei Substanzen. Auf der Abszisse ist das Mischungsverhiltnis Substanz
A zu Substanz B aufgetragen, die Ordinate zeigt die zugehorige Schmelz-
temperatur. Bei 1009, A bzw. 100%, B entsprechen die Temperaturen
genau dem Schmelzpunkt der reinen Substanz A bzw. der reinen Sub-
stanz B. Dazwischen liegen die Schmelztemperaturen der Mischung
tiefer, um beim Punkt E das Minimum, das sog. Eutektikum zu erreichen.
Entsprechend dem Diagramm kristallisieren in der Zone A -}- Schmelze
reines A, in der Zone B 4 Schmelze reines B, wihrend unterhalb der
eutektischen Temperatur sich alles im festen Zustand befindet und {iber
der Schmelzkurve alles geschmolzen ist. Das Diagramm wird fiir Stoffe,
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die Mischkristalle bilden, wesentlich komplizierter. Aus diesem Verhalten
lassen sich iiber die Schmelzpunktbestimmung Reinheitspriifungen auf-
bauen.

- alles fliissig -

B+ Schmelze

Temperatur

~ alles fest -
1 H 1 —t P I i S 1 1

100% Zusammensetzung der Mischungen 1800%
A

Abb. 2. Schmelzdiagramm eines bindren Systems

2.3. Schmelzwirme

Wie bereits im Kapitel 1.2, beschrieben, ist der Ubergang fest-fliissig vor
allem durch den Verbrauch der Schmelzwdrme charakterisiert. Die Er-
mittlung des Haltepunktes im Temperaturanstieg zdhlt somit zu den
wesentlichsten Bestimmungsmethoden des Schmelzpunktes. Entspre-
chend kommt auch dem Wirmetransfer in die zu messende Probe grund-
sitzliche Bedeutung zu. In kleinen Proben ist es ja nicht mdglich, ein
Thermometer in die Substanz einzubetten, da nur einige Milligramme
zur Verfiigung stehen. Abb. 3. veranschaulicht die Situation. Es geht
also darum, Wirme in ein Probengefil zu transferieren. Wihrend die
Temperatur des umgebenden Wirmebades dauernd ansteigt, muf3 die
Wiirme zuerst durch die GefiBwand (meistens Glas) zur pulvrigen Sub-

Substanz

2Zwischen-
O rdume
(Luft)

Glaswand

Abb. 3. Transfer der Schmelzwirme in die Probe, rechts Detail vergroBert
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stanz gelangen. Die pulvrigen Kérner anderseits weisen nur kleine Be-
rithrungsflichen auf, so daB die Wirme zwischen jedem Korn einen
weiteren Widerstand zu iiberwinden hat. Wir setzen nun voraus, daB in
unserem Apparat mit den klassischen Schmelzpunktkapillaren und 1—2
mg Substanz mittlerer Schmelzwidrme gearbeitet werden soll. Abb. 4
zeigt, wieviel Zeit bei den verschiedenen Aufheizgeschwindigkeiten
verstreicht, bis die Schmelzwarme QS zugefithrt worden ist. Daraus 146t
sich anderseits ableiten, daB fiir eine Anstiegsgeschwindigkeit von 10° C
pro Minute ein Fehler in der Schmelzpunktindikation von etwa 3—5° C,
bei 2° C pro Minute ein Fehler von etwa 1—1,5° C entsteht. Eine erste
wesentliche Voraussetzung zur Entwicklung einer MeSmethode ist also
gegeben: die Anstiegsgeschwindigkeit mufB3 linear und fiir Prézisions-
messungen auBerdem klein sein. Ist die Anstiegsgeschwindigkeit nicht
linear, so wird an jedem Punkt der Kurve eine andere Schmelzverzoge-
rung auftreten, sie 148t sich nicht korrigieren.

Schmelzzeit
sec

10,

Temperaturanstieg °C/min

Abb. 4. Schmelzzeit als Funktion des Temperaturanstieges

In letzter Zeit ist man auch dazu iibergegangen, die Schmelzwirme
zum Schmelzpunktskriterium auszubauen. Dazu dient die sog. Differen-
tial-Thermoanalyse (DTA). In einem linear aufheizbaren Ofen befinden
sich in einem Tiegel die zu messende Probe, im anderen Tiegel eine inerte
Referenzsubstanz, z.B. Aluminiumoxyd. In beide Tiegel taucht ein
Temperaturfithler, z. B. ein Thermoelement oder ein Thermistor, Schaltet
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man nun die beiden Fiihler als MeBbriicke, so 148t sich die Temperatur-
differenz der beiden Probenmitten als Funktion der Ofentemperatur dar-
stellen. Im Schmelzpunkt zeigt sich nun ein deutlicher Peak, der auch
iber den Schmelzverlauf Auskunft gibt.

3. Die visuelle Schmelzpunktbestimmung

3.1. Im Kapillarrdhrchen

Bei der klassischen Methode zur Bestimmung von Schmelzpunkten ver-
wendet man als Probengefif3 eine Kapillare. Es handelt sich dabei um
ein einseitig zugeschmolzenes Glasréhrchen mit einer lichten Weite von
ca. 1 mm und einer Wanddicke von 0,1--0,2 mm. Die fein pulverisierte
Substanz wird bis zu einer kompakten Schichthéhe von 2—8 mm in das
Kapillarrohrchen eingefiillt. Die Probe wird in einem Heizbad, dessen
Temperatur gemessen wird, mit einer bestimmten Geschwindigkeit auf-
geheizt, wobel die Substanz dauernd beobachtet wird. Die Temperatur,
bei welcher die Substanz schmilzt, wird als Schmelzpunkt abgelesen und
notiert.

Eine einfache, hiufig verwendete Anordnung ist der Schmelzpunktapparat nach
Thiele D, Die an einem Thermometer befestigte Kapillare taucht in ein flissiges
Heizbad, welches bis tiber den Ansatz des oberen Schenkels reicht. Beim Erhitzen
des Apparates mit einer Gasflamme beginnt die Badflissigkeit (Schwefelsaure,
Paraffinél, Siliconsl) zu zirkulieren, wobei sie in dem senkrechten Teil des Rohres
von oben nach unten stromt. Die Quecksilberkugel des Thermometers und das ge-
schlossene Ende der Kapillare sollen sich in mittlerer Hohe der Badfliissigkeit be-
finden.

In zahlreichen Varianten wird der von Roth 2 beschriebene Apparat verwendet,
der vom Deutschen Arzneibuch vorgeschlagen wird. Ein Reagenzglas von 2 cm
Durchmesser und 30 cm Linge wird in einen Rundkolben eingesetzt, dessen Kugel
ein Volumen von etwa 100 ml und dessen Hals einen Durchmesser von 3 cm und
eine Linge von 20 cm aufweist. Im Reagenzglas befindet sich eine 4 cm hohe Schicht
Badfliissigkeit, beispielsweise Silicondl. Der Rundkolben wird so weit gefillt, daB
die Kugel nach dem Einsetzen des Reagenzglases mit Flussigkeit ausgefiillt ist.
Das Thermometer, an welchem ein 1 ml-Mikrobecherglas zur Aufnahme des Ka-
pillarrdhrchens angebracht ist, wird mit Hilfe eines durchbohrten Stopfens einge-
setzt. Der Apparat wird mit einer regulierbaren Gasflamme beheizt.

Die Schmelzpunktapparate mit Fliissigkeitsbidern sind im Laufe
der Zeit stark verbessert worden. Die wesentlichen Neuerungen sind der
Einbau eines Rithrwerkes, sowie eine regulierbare elektrische Heizung.
Das Hauptmerkmal des von Toitoli 3 und Ebert 4 beschriebenen Appara-
tes ist ein U-férmiges Glasgefd (Abb. 5), dessen beide oben offene Schen-
kel in der Mitte durch eine Querverbindung miteinander kommunizieren.
In einem der Schenkel befindet sich ein Riihrer, welcher durch den
dariiber angeordneten Elektromotor angetrieben wird.
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Thermometer

Schmelzpunkt- 4
réhrchen =

)d

Tefion -
Einsatzstiick

Glasgefdf

Autlageplatte |

Heizspirale-_|

Abb. 5. Schmelzpunktapparat nach Tottoli

Der zweite Schenkel wird mit einem Teflon-Einsatz, der die Bohrun-
gen zur Aufnahme des Thermometers und der ProberShrchen enthilt,
verschlossen. AuBerdem sind am Einsatz die Heizspirale mit der Zuleitung
sowie eine Auflageplatte befestigt. Auf die Platte, die in die Heizfliissig-
keit eintaucht, kommen die drei Schmelzpunktréhrchen und das Thermo-
meter zu stehen. Das U-Gef4} wird so hoch mit Siliconol gefiillt, daB dieses
durch das Verbindungsrohr zirkulieren kann und die unteren Enden der
Schmelzpunktrohrchen und das Thermometer geniigend tief eintauchen.
Die stufenlose Regulierung des Heizstromes erfolgt mit einem Regeltrans-
formator.

Berl und Kuhimann 9 beschreiben einen Metallblockofen. Er besteht
aus einem Kupferzylinder mit zwei weiten Bohrungen fiir die Thermo-
meter und zwei engeren fiir die Kapillarr6hrchen, Thermometer und Ka-
pillaren miissen zwecks guter Wirmeleitung dem Metall fest anliegen.
Zur Beobachtung der Substanz sind senkrecht zu den Kapillarbohrungen
Querkanile vorhanden, die mit Quarzglas- oder Glimmerfenstern ver-
schlossen werden. Die Probe wird mit einer Lupe gegen eine mit Papier
diffus abgeblendete, hinter dem gegeniiberliegenden Fenster befindliche
Lichtquelle beobachtet. Der mit Asbest umkleidete Zylinder ist mit
Widerstandsdraht zur elektrischen Beheizung umwickelt. Matthius und
Sauthoff ® schlagen einen dhnlichen Metallblockofen, bei welchem jedoch
die Probe im schrig seitwiirts einfallenden Licht becobachtet wird, vor.
Solche zum Teil mit Gas beheizte Apparate werden heute noch verwendet.
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3.2. Mikroskopische Methoden

Unter thermomikroskopischer Analyse versteht man Methoden, mit
welchen das thermische Verhalten von Substanzen oder Substanzge-
mischen mikroskopisch untersucht werden kann. Ausgangspunkt und
Grundlage dieses Verfahrens bildet die Schmelzpunktbestimmung unter
dem Mikroskop, die sogenannte Mikro-Schmelzpunktbestimmung. Diese
wurde erstmals von Lehmann 7 erwidhnt. Die Mikro-Schimelzpunktbe-
stimmung erfordert sehr geringe Substanzmengen. AuBerdem kann, im
Gegensatz zur Kapillarrohrchenmethode, das Verhalten von einzelnen
Kristallen vor und wihrend des Schmelzens untersucht werden. Vorgéinge
wie Zersetzung, Verfirbung, polymorphe Umwandlungen, Abgabe von
Kristallwasser usw. kénnen direkt beobachtet werden.

Erst durch die umfangreichen Arbeiten von L. und 4. Kofler ®
haben die Thermo-Mikromethoden, vorab die Mikro-Schmelzpunktbe-
stimmungen, im chemischen Laboratorium allgemein Verbreitung ge-
funden.

Eine genaue Bestimmung der eufektischen Temperatur von biniren
Gemischen unter dem Mikroskop gestattet eine systematische Identifi-
zierung organischer Verbindungen. Substanzen mit gleichem oder dhn-
lichem Schmelzpunkt konnen unterschieden werden, wenn man sie mit
geeigneten Testsubstanzen mischt und die eutektischen Temperaturen
der Mischungen vergleicht. In umfangreichen Tabellenwerken 8.9 sind die
eutektischen Temperaturen der nach steigendem Schmelzpunkt geord-
neten Substanzen mit zwei Testsubstanzen angegeben.

Vorrichtungen zur Durchfithrung von thermomikroskopischen Ana-
lysen sind unter dem Namen Heiztisch, Heiztischmikroskop, Mikro-
Schmelzpunktapparat bekannt. Ein Heiztisch besteht im Prinzip aus
einer heizbaren Metallplatte mit einer Bohrung in der Mitte, welche den
Durchtritt des Lichtes erméglicht. Ein Objekttriger, auf welchem sich
die mit einem Deckglas abgedeckte Substanz befindet, liegt wihrend der
Untersuchung auf der Metallplatte. Das Priparat wird mit einem Mikro-
skop entweder im durchfallenden, vorzugsweise polarisierten oder im
auifallenden Licht bei 60—100-facher VergréBerung betrachtet (Abb. 6).
Die Temperaturmessung erfolgt in der Regel mit Thermoelementen oder
Glasthermometern. Bei dem von Kofler und Hilbck 19 beschriebenen
Apparat dient zur Temperaturmessung ein Kupfer-Konstantan-Thermo-
element und ein Millivoltmeter. Eine der Létstellen des Thermoelementes
ist auf der Heizplatte neben dem mikroskopischen Priparat befestigt,
soll also immer die gleiche Temperatur haben wie die zu untersuchende
Substanz. Bei anderen zum Teil kduflichen Apparaten wird die Tempera-
tur mit Glasthermometern gemessen. Direkt unter der Oberfliche der
Heizplatte ist eine passende Metallhiilse mit einem offenen Ende ange-
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bracht, in welche das Thermometer seitlich eingeschoben wird. Die Hiilse
endet unmittelbar neben der fiir den Lichtdurchtritt vorhandenen zen-
tralen Bohrung der Heizplatte, so daB sich die Quecksilberkugel des
Thermometers unterhalb des Priparates befindet. Apparate nach dem in
Abb. 6 dargestellten Prinzip wurden von Kofler ® entwickelt und be-
schrieben. Die elektrische Widerstandsheizung wird mit einem Trans-
formator oder einem Schiebewiderstand geregelt. Bei derartigen Anord-
nungen besteht zwischen Thermometer und Priparat stets ein von der
Temperatur-Anstiegsgeschwindigkeit abhdngiges Temperaturgefille, wel-
ches besonders bei hdheren Temperaturen stark ausgeprigt ist und bei
Nichtbeachtung groBe MeBfehler ergibt. In der Praxis wird dieser Fehler
durch Eichung mit reinen Substanzen, deren Schmelz- bzw. Erstarrungs-
temperaturen mit der erforderlichen Genauigkeit bekannt sind, experi-
mentell ermittelt und graphisch oder tabellarisch als Funktion der Tem-
peratur und der Temperatur-Anstiegsgeschwindigkeit dargestellt.

Y Mikroskopabjektiv

77
e

Blohrung Prdparat
Metallhiilse e .
Thermometer N _heizbare Metallplatte
= Isolation
—7Z
Lz ¢ 7 /7 Mikraskoptisch

®—Beleuchtung

Abb. 6. Prinzipschema eines Heiztisches

Suter und Scheidegger 11 beschreiben einen neuwarfigen Heiztisch, bei
welchem das Prinzip der beidseitigen Beheizung des Praparates 12, 13)
zur Anwendung kommt. Der Objekttriger mit der Substanz befindet sich
in einem flachen, rechteckigen Probenraum des aus zwei Metallplatten
bestehenden Ofenheizkérpers und kann wihrend der Untersuchung mit
einem Kreuztisch verschoben werden. Zur homogenen Wirmeverteilung
sind die Heizelemente entsprechend angeordnet. Die Temperatur wird mit
einem Platin-Widerstandsthermometer, welches in der unteren Platte
nahe der runden Beobachtungsoffnung eingebettet ist, gemessen. Der aus
den beiden Heizplatten bestehende Ofen ist in ein doppeltes Gehéuse ein-
gebaut. Eine wirksame Wirmeisolation wird durch Verspiegelung des
inneren Gehiuses und durch Kiihlluft, welche mittels eines Ventilators
zwischen dem inneren und duBeren Gehduse durchgeblasen wird, erreicht.
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Die Beobachtungséffnung ist durch ein Wirmeschutzfilter abgedeckt.
Durch diese MalBnahmen gelingt es, nach oben und nach unten iiber kurze
Distanzen ein Wirmegefille von 300° C auf Raumtemperatur zum
Schutze der empfindlichen Mikroskopteile herzustellen. Der Heiztisch ist
mitsamt der oberen Heizplatte aufklappbar, so daB der Probenraum frei
zuginglich wird (Abb. 7). Er ist iiber ein Kabel mit einem Steuergerit
verbunden. Dieses enthilt die elektrischen Schaltungen, die Bedienungs-

Heizelement

Wadrmeschutzfilter i J Metallplatte
] ]
K /

. . I [
Objekttrager mit Prupurqtv/l '\ |

: Ventilator
L w \ L \<- v r

Innengehduse

———
-
—_———

\\Metallplcme y; ‘ ' L

Aussengehduse Heizelement

Platinwiderstandsthermometer

Abb. 7. Querschnitt des Heiztisches nach Sufer und Scheidegger

organe, sowie die Zihlwerke fiir die digitale Temperaturanzeige und die
Speicherung der Resultate (siche Abschnitt 4.2.). Zur Erreichung der
auflergewohnlichen Genauigkeit der Temperaturmessung, welche unter-
halb 100° C 4 0.1° C und zwischen 100 und 300° C 4- 19/gq betrigt, ist
das Platinwiderstandsthermometer des Heiztisches mit dem zugehérigen
Steuergerdt individuell geeicht. Es besteht die Méglichkeit, die Heiz-
tischtemperatur konstant zu halten oder mit verschiedenen, wihlbaren
Geschwindigkeiten ansteigen zu lassen. Durch die Linearitit der Tem-
peratur-Anstiegsgeschwindigkeit wird die Reproduzxerbarkelt der Resul-
tate stark verbessert.

3.3. Ubrige Methoden

Die von Kofler 8 entwickelte Heizbank dient vor allem zur raschen, orientierenden
Bestimmung von Schmelzpunkten und eutektischen Temperaturen. Sie besteht aus
einem 37 ¢cm langen und 4 cm breiten flachen Metallkérper, der auf der einen Seite
elektrisch geheizt wird. Durch geeignete MaBnahmen wird auf der verchromten
Oberfliche ein anndhernd lineares Temperaturgefille von ca. 260 auf 50° C erzeugt.
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Ein Eisenwasserstoff-Widerstand dient als Spannungsstabilisator und sorgt fiir
gleichbleibende Erwirmung. Die gepulverte Substanz wird auf die Oberfliche der
Bank aufgestreut, wobei je nach Reinheit des Stoffes eine mehr oder weniger scharfe
Grenze zwischen fester und fliissiger Phase entstcht. Die Ablesung erfolgt iiber einen
Abdeckzeiger an Temperaturlinien von 2 zu 2° C. Die MeBgenauigkeit wird mit
1—2° C angegeben. Die Koflerbank mufl vor Gebrauch mit Substanzen bekannten
Schmelzpunktes geeicht werden, da die Temperatur an einer bestimmten Stelle
unter anderem auch von der Umgcbungstemperatur abhingig ist. Bei Verwendung
schlechter Eichpriparate werden auch die zu bestimmenden Schmelzpunkte un-
genau. Da bei gealtertem Eisenwasserstoff-Widerstand die Linearitit der Bank
teilweise verloren geht, soll die Bank nicht nur an einer einzigen Stelle geeicht wer-
den.

Ein zu wenig bekanntes Verfahren ist der sogenannte Soforischmelz-
punkt, der von der Pharmacopée Francaise 14 als zweite Methode empfoh-
len wird. Die Vorrichtung besteht aus einem heizbaren Messingblock mit
polierter Oberfldche und einer Bohrung zur Einfithrung des Thermome-
ters. Wahrend der Block aufgeheizt wird, streut man in kurzen Zeitab-
stinden kleine Mengen der gepulverten Substanz auf die Blockoberfliche
und notiert diejenige Temperatur, bei welcher die Substanz ohne Ver-
z8gerung schmilzt. Hierauf wird bei fallender Blocktemperatur in gleicher
Weise die Temperatur, bei welcher die Substanz eben nicht mehr sofort
schmilzt, ermittelt. Der Sofortschmelzpunkt ist das arithmetische Mittel
aus beiden Ablesungen.

SchlieBlich lassen sich auch noch Reflexvion und Doppelbrechung zur
Schmelzpunktsindikation verwenden 15, 16}, Die pulvrige Substanz wird
mit polarisiertem Licht beleuchtet und mit einem Analysator wieder
beobachtet. Die Reflexion an den vielen Flichen und Bruchstellen dreht
die Polarisationsebene, so da die Kristalle hell leuchten. Dies gilt nicht
fiir das die Substanz umschlieBende Rohrchen, das nach diesem Verfah-
ren vollig unsichtbar bleibt. Anderseits sind auch vollkommen schwarze

Photozelle

Abb. 8. Prinzip der Reflexionsmethode

2w 441



H. Jucker und H. Suter

Substanzen, die kristallin vorliegen, deutlich sichtbar. Dieses Verfahren
erlaubt es, entweder unter dem Mikroskop mit Auflicht oder mit einer
besonderen Einrichtung mit Photozelle die Schmelzpunkte von vollkom-
men schwarzen oder undurchsichtigen Substanzen zu bestimmen (Abb.
8). Die Verwendung einer Brewsterplatte oder einer Ringoptik erlaubt
das Arbeiten mit koaxialen Strahlen, was in einem geschlossenen Ofen
bedeutend leichter méglich ist, da konvergierende Strahlen entweder
zwei Betrachtungsdffnungen oder eine sehr groBe Ofenéffnung erfordern
wiirden.

4. Automatisierung der optischen Methode

4.1. Bisherige Entwicklung

Visuelle Schmelzpunktbestimmungen sind wegen der subjektiven Inter-
pretation des Schmelzvorganges sehr unzuverldssig. Die von verschiede-
nen Beobachtern mit ein und derselben Substanz auf der gleichen Appa-
ratur gefundenen Resultate weichen in der Regel betrichtlich vonein-
ander ab. Da der Schmelzpunkt oder das Schmelzintervall sehr hiufig
zur Bestimmung der Reinheit einer Substanz herangezogen wird, dringt
sich eine Methode auf, welche von der personlichen Arbeitstechnik der
Bedienungsperson unabhdngige Ergebnisse liefert. Nur so ist es iiberhaupt
moglich, Resultate, welche in verschiedenen Laboratorien erhalten wer-
den, unter Beriicksichtigung der fiir Reinheitsbestimmungen geforderten
Genauigkeit miteinander zu vergleichen. Bekanntlich wird die durch
Strahlung iibertragene Lichtenergie von einer Substanz zum Teil

reflektiert,
absorbiert und
durchgelassen.

Alle drei Energieanteile dndern sich wihrend des Schmelzvorganges
und kénnen grundsitzlich zu seiner objektiven Erfassung herangezogen
werden. Unmittelbar auf optischem Wege meBbar sind nur Transmission
und Reflexion. Versuche, auf diese Weise Schmelzpunkte und Schmelz-
intervalle objektiv zu erfassen, sind bekannt. Kardos 17 erldutert eine
modifizierte thermomikroskopische Versuchsanordnung zur Bestimmung
von Schmelzpunkten. Dabei wird die Intensitat des vom mikroskopischen
Priparat durchgelassenen Lichtes mit einer Selen-Photozelle gemessen
und auf einem Galvanometer angezeigt. Zur Aufnahme von Schmelz-
kurven werden Temperatur und Photostrom von Zeit zu Zeit abgelesen
und in einem Diagramm eingetragen. In diesem Zusammenhang wird
auf die Moglichkeit der Automatisierung des Verfahrens hingewiesen.
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Eine dhnliche Apparatur wird von Kolb u. Mitarb. 18 vorgeschlagen. Die
Anderung der Doppelbrechungsintensitit des Praparates wird mit einer
mit dem Mikroskop verbundenen Photozelle gemessen und auf der y-
Achse eines xy-Schreibers registriert. Die Heiztischtemperatur wird mit
einem Kupfer-Konstantan-Thermoelement erfat und auf die x-Achse
des Schreibers tibertragen. Auf diese Weise kénnen Schmelzkurven von
organischen Substanzen und Polymeren aufgenommen werden, wobei
das Priparat gleichzeitig beobachtet oder photographiert werden kann.

In einer Patentschrift !9 werden ein Verfahren sowie ein Gerdt zur
Bestimmung des Schmelzpunktes von hochpolymeren Substanzen be-
schrieben. Die Lichtdurchlissigkeit oder das Reflexionsvermégen der
Probe wird in Abhingigkeit der Temperatur beobachtet und aus ihrer
Anderung auf den Schmelzpunkt geschlossen. Die Intensitit des durch-
gelassenen oder reflektierten Lichtes kann mit Photozellen, Photowider-
stinden oder Bolometern gemessen werden.

Die Automatisierung der optischen Methode wurde ganz besonders
von Jucker u. Mitarb. 20 untersucht. Dabei wurde eine Apparatur ent-
wickelt, welche sowohl die Registrierung von Schmelzkurven als auch die
Bestimmung von Schmelzpunkten nach der sogenannten ,,Schwellwert-
methode’* gestattet.

4.2. Die Schwellwertmethode

Das Kernstiick der von Jucker u. Mitarb. 29 beschriebenen Apparatur
ist ein zylindrischer Aluminiumblockofen {Abb. 9). Der Heizdraht hegt
auflen in einer isolierten Spiralnut mit kleinem Warmewiderstand. Der

/‘J’. !
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Abb. 9. Aluminiumblockofen
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Ofen enthélt eine mittlere Bohrung fiir die zentrische Beleuchtung mit
Lichtleitstab. Auf einem Kreis befinden sich vier kleine Bohrungen,
davon drei fiir Proberéhrchen und eine fiir den Temperaturfithler. Einen
Querschnitt durch den Ofen zeigt die in Abb. 10 dargestellte Prinzip-
skizze. Sie veranschaulicht die photoelektrische Erfassung des Schmelz-
vorganges. Das zur Beleuchtung im Durchlichtverfahren benétigte Licht
kommt von einer zentral unter dem Ofenkorper angeordneten Gliithlampe.
Das Licht wird tiber einen als Lichtleiter wirkenden Glasstab zu den um
dessen Kegelspitze herum angeordneten Querbohrungen geleitet und be-
leuchtet die in ihren MeBkanilen eingesetzten Proben. Als Probengefifie
werden Schmelzpunktréhrchen mit einer speziell kleinen Toleranz des
duBeren Durchmessers von 4 0,1 mm verwendet. Lichtdetektor ist ein
Photowiderstand mit einem zwischen 600 und 650 nm liegenden Emp-
findlichkeitsmaximum. Der Triger des Ofens sowie das duBere Gehduse
sind zwecks Erreichung gréftmoéglicher Symmetrie rund und zentrisch
angeordnet. Ein rohrférmiger Spiegel dient als Wirmereflektor. Die
Ofeneinheit ist iiber ein Kabel mit einem Steuergerit verbunden.

NN

[z
/

Abb. 10. Prinzip der photoelektrischen Schmelzpunkterfassung. a Ofenkorper;
b Beleuchtungslampe; ¢ Lichtleiter; d Photowiderstand; ¢ Anschlagfeder; f Glas-
kapillire mit Substanz

Die Temperatur des vom Steuergerit elektronisch geregelten Ofens
wird mit einem geeichten Platin-Widerstandsthermometer gemessen und
kann an einem Zihlwerk digital abgelesen werden. Die Regelung erfolgt
mit einer Sollwert-Istwert-Vergleichsschaltung. Der Temperaturfiihler
meldet die aktuelle Ofentemperatur ins Steuergerit. Dort wird das Signal
mit dem Sollwert des Sollwertgebers verglichen, die Differenz verstarkt
und iiber die Leistungsstufen der Heizwicklung zugefiihrt. Der mechani-
sche Zihler wird durch einen Schrittmotor, dessen Geschwindigkeit durch
einfache elektrische Umschaltung variiert werden kann, iiber ein Stirnrad
angetrieben. Die Zahlenrollen sitzen auf einzelnen Achsen. Das elektrische
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Programm zur Vorgabe des Temperatursollwertes ist durch das Getriebe
stark gekuppelt. Da bei Platin-Widerstandsthermometern der Zusam-
menhang zwischen Temperatur und Widerstand nicht linear ist, muf3 dem
Sollwert eine dem Temperaturfithler analoge Charakteristik gegeben
werden. Die mit der Anordnung erreichbare Genauigkeit der Temperatur-
messung betrdgt + 0,1° C unterhalb 100° C und + 19/g9 zwischen 100
und 300° C. Es besteht die Moglichkeit, die Ofentemperatur konstant zu
halten oder mit verschiedenen wihlbaren Geschwindigkeiten linear an-
steigen zu lassen.

Gemeinsam bei allen Substanzen ist die letzte Phase des Schmelzvor-
ganges. Sie zeigt einen sehr ausgeprigten abrupten Ubergang von der
rasch zunehmenden Lichtdurchlissigkeit auf einen konstanten Wert.
Da sich die Endwerte fiir alle Substanzen (farbige ausgenommen) in der
gleichen GréBenordnung bewegen, wurde etwas unterhalb des Knick-
punktes ein Schwellwert festgelegt. Wird dieser Schwellwert iitberschritten,

Abb. 11. Speicherzdhlwerk
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so gilt die Substanz als geschmolzen., Zur Anzeige der Schmelzpunkte
wurde ein neuartiges Speicherziahlwerk (Abb. 11) entwickelt. Die Zahlen-
rollen der drei iibereinanderliegenden Speicherzihler sitzen auf kleinen,
in die Einzelachsen eingepreiten Bolzen und werden in dér Stellung des
Hauptzihlers mitgefiihrt. Ihre Stellung entspricht der aktuellen Ofen-
temperatur. Sie sind jedoch durch eine Blende verdeckt und somit fiir
den Bedienenden nicht sichtbar. Erreicht eine Probe den Schwellwert,
so hebt ein Rechen, ausgeldst durch eine elektromechanische Sperrklinke,
die Zahlenrollen auf ihren senkrecht stehenden Achsen an, 18st sie von
den Kupplungsbolzen und rastet sie in einem Gegenhalter. Die Achsen
konnen darnach leer weiterdrehen. Durch das Anheben erscheinen die
Zahlen im Blendenausschnitt und zeigen digital gespeichert den Schmelz-
punkt an. In gleicher Weise wurden die Schmelzpunkte der beiden ande-
ren Proben angezeigt. Nach dem Ausldsen aller drei Speicherzihlwerke
wird das Temperaturprogramm gestoppt und der Ofen bleibt isotherm
auf der letzten Schmelztemperatur stehen. Tiir die nichste Messung ist
aufler dem Wechsel der Proben und dem Einstellen der gewiinschten
Starttemperatur nur die Riickstelltaste zu driicken. Eine Klinke senkt
dabei den Rechen, die Zahlenrollen fallen Jings der Achsen mittels einer
Herzkurve in die korrespondierende Stellung des Hauptzihlers zuriick
und sind fiir die folgende Bestimmung bereit.

Das Speicherzihiwerk ist im Steuergerdt, welches die elektrischen
Schaltungen und die Bedienungsorgane enthilt, untergebracht. Druck-
tasten gestatten die Wahl der Starttemperatur mit den Vor- und Riick-
wirtsschnellgdngen sowie der Temperatur-Anstiegsgeschwindigkeiten.
Ein elektronisch betitigtes Blinklicht zeigt durch den Ubergang in Dau-
erlicht den Einschwingvorgang und die erfolgte Ubereinstimmung der
Ofentemperatur mit der am Hauptzdhlwerk eingestellten Temperatur
an. Das Blockschema der MeBanordnung ist in Abb. 12 dargestellt. Die
Intensitit des von der Probe durchgelassenen, auf den Photowiderstand
fallenden Lichtes kann registriert werden. Dazu besitzt die Apparatur
einen Anschluf} fiir einen Potentiometerschreiber mit einer Empfindlich-
keit von 100 mV und einem minimalen Eingangswiderstand von 5 k Q,
Der Photowiderstand wird dadurch automatisch in ein Widerstandsnetz-
werk eingefiigt. Mit Hilfe dieser Anordnung ist es méglich, Schmelzkur-
ven sowie alle anderen Vorginge, bei welchen sich die Lichtdurchlissig-
keit in Abhingigkeit der Temperatur dndert, zu registrieren (siche Ab-
schnitt 4.3).

4.3. Anwendungen

Die wichtigsten Anwendungen der Schmelzpunktbestimmung sind die
Pritfung der Identitit einer Substanz sowie die Ermittlung der Reinheit,
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Die Identititspriifung durch Bestimmung des sog. Mischschmelzpunktes
ist ein qualitativer Test. In der Praxis bestimmt man drei Schmelzpunkte
in einem Arbeitsgang, d.h. je eine Probe mit den reinen Komponenten
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ADD. 12. Blockschema der automatischen Schmelzpunktbestimmung mit Registrierung
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gleichen oder dhnlichen Schmelzpunktes, deren Identitit oder Nicht-
identitit gepriift werden soll, und eine Mischprobe im ungefihren Ver-
hiltnis 1:1. Die Schmelzpunktdepression der Mischprobe ist bei Nicht-
identitit sehr ausgeprigt, wie im folgenden Beispiel gezeigt wird:

o-Aminobenzoesiure: 150,0° C
o-Nitrobenzoesiure : 149,5°C
Gemisch ca. 1:1 : 1099°C

Dieser Test wurde nach der Schwellwertmethode durchgefiihrt. Da
die Anforderungen an Genauigkeit und Reproduzierbarkeit bei Misch-
schmelzpunktbestimmungen mnicht sehr gro8 sind, konnte mit einem
Temperaturanstieg von 10° C/min. gearbeitet werden.

Interessant fiir den Analytiker ist vor allem der quantitative Zusam-
menhang zwischen der Reinheit einer Substanz und ihrem Schmelzpunkt.
MaBgebend ist die substanzspezifische kryoskopische Konstante, welche
der Menge Verunreinigung in Molprozenten entspricht, welche den
Schmelzpunkt um 1° C senkt. Eine GroBzahl von kryoskopischen Kon-
stanten wird von Witschonke 21 angegeben. Fiir aromatische Substanzen
betrigt der Wert durchschnittlich zwei Molprozente pro Grad Celsius.
In diesem Zusammenhang sei erwdhnt, da Substanzen mit extrem klei-
nen kryoskopischen Konstanten vorkommen. Die lineare Beziehung
zwischen Reinheit und Schmelzpunkt ist praktisch nur im Bereich von
951009, giiltig; in Spezialfillen kann sie bis zu 909%,-iger Reinheit
ausgedehnt werden. Die Bestimmung der Reinheit wird um so genauer,
je reproduzierbarer der Schmelzpunkt ermittelt werden kann. Konven-
tionelle Schmelzpunkt-Bestimmungsmethoden mit ihrer bekanntlich
schlechten Reproduzierbarkeit liefern relativ ungenaue Resultate.
Kofler 22 hat Arzneistoff-Gemische gepriift und gibt die Genauigkeit
der Methode mit 19, an. Nach Schudel 29 erfolgt die Bestimmung von
Dulzin in Gemischen mit Saccharin auf 29, genau.

Absolute Reinheitsbestimmungen durch Ermittlung der Schmelz-
punktdepression erfordern ein reines Vergleichspraparat sowie die Kennt-
nis der kryoskopischen Konstanten. Es hat sich in der Praxis als zweck-
miBig erwiesen, fir eine bestimmte Substanz den Zusammenhang zwi-
schen Schmelzpunkt und dem Grad der Verunreinigung experimentell zu
ermitteln und als Eichkurve darzustellen. Abb. 13 zeigt die Abhidngig-
keit des Schmelzpunktes von Benzil vom Reinheitsgrad. Ausgegangen
wurde von einem reinen, zweimal aus Alkohol umkristallisierten Pripa-
rat, welchem bekannte Mengen Benzoin zugemischt wurden. In der
organisch-priparativen Chemie mufl oft die Reinheit einer Substanz
beurteilt werden, ohne dafl von vornherein ein reines Vergleichspriparat
zur Verfiigung steht. Dies ist beispielsweise der Fall, wenn. eine neue
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Abb, 13. Abhingigkeit des Schmelzpunktes von der Reinheit. Ausgezogene Linie:
Mittelwert aus 9 Bestimmungen; Gestrichelte Linien: Standardabweichung

chemische Verbindung hergestellt wird. Das Rohprodukt wird in der
Regel einer mehrstufigen Reinigungsoperation unterworfen, wobei von
jeder Stufe der Schmelzpunkt bestimmt wird. Der Schmelzpunkt steigt
so lange an, bis die Substanz entweder rein ist oder sich nach dem ange-
wendeten Verfahren nicht mehr weiter reinigen liit. Man beurteilt die
Schmelzpunktdifferenzen von Stufe zu Stufe. Die Reinigung verlduft im
allgemeinen asymptotisch d.h. die Differenzen pro Stufe werden bei
zunehmender Reinheit immer geringer. Das Beispiel in Tabelle 1 zeigt
die Schmelzpunkte verschiedener Kristallisate von Azobenzol. Ausge-

Tabelle 1. Schmelzpunkt von Azobenzol

Mittelwert x* Standardabweichung S
°a °C

Handelspriparat 67,08 + 0,14

1. Kristallisat 67,79 + 0,08

2. Kiristallisat 67,10 + 0,10

3. Kiristallisat 68,18 + 0,10

4. Kristallisat 68,21 -+ 0,08

* Aus 9 Bestimmungen, berechnet auf zwei Dezimalen bei einer Ablesegenauigkeit
von einer Dezimale.

449



H. Jucker und H. Suter

gangen wurde von einem mit ,,pract’’ bezeichneten Handelspriparat.
Dieses wurde mehrmals aus Alkohol umkristallisiert. Die Schmelzpunkte
wurden nach der Schwellwertmethode bei einem Temperaturanstieg von
0,2° C/min. bestimmt.

Die in Abb. 13 und Tabelle 1 zusammengestellten Resultate zeigen,
daB die Schwellwertmethode bei einem Temperaturanstieg von 0,2° C/
min. auBerordentlich gut reproduzierbare Ergebnisse liefert. Dadurch ist
es méglich, selbst kleine Reinheitsunterschiede mit groBer Sicherheit zu
erfassen. Sind die Schmelzpunkt-Differenzen der zu beurteilenden Pri-
parate gering, berechnet man die Mittelwerte und Standardabweichun-
gen vorzugsweise aus einer groBeren Anzahl von Bestimmungen. Mit
Hilfe statistischer Methoden 24 kann entschieden werden, ob die auf
Grund der Schmelzpunktbestimmung ermittelten Reinheitsunterschiede
gesichert sind oder nicht. In diesem Zusammenhang sei erwihnt, da3
die Reproduzierbarkeit der Schmelzpunktbestimmung bei zunehmendem
Grad an Verunreinigung schlechter wird (Abb. 13).

Der Einflu der Temperatur-Anstiegsgeschwindigkeit auf die Ge-
nauigkeit und Reproduzierbarkeit, welche bei Reinheitsbestimmungen
malgebend sind, soll im folgenden erldutert werden. Wird bei einer
Schmelzpunktbestimmung die Temperatur nicht direkt in der Substanz,
sondern auBerhalb des Proberéhrchens, d.h. im Heizbad gemessen, erhilt
man Resultate, welche von der Aufheizgeschwindigkeit abhingig sind.
Die Temperatur einer reinen, schmelzenden Substanz bleibt konstant,
bis die gesamte Menge verfliissigt ist. Dagegen steigt die Badtemperatur
wihrend des Schmelzvorganges, welcher eine gewisse Zeit dauert, gemil
der gewidhlten Aufheizgeschwindigkeit weiter an. Der nach dieser
Methode ermittelte Schmelzpunkt entspricht also nicht genau der Tem-
peratur der schmelzenden Substanz, sondern derjenigen des Heizbades
bei dem als Schmelzpunkt definierten Zustand der Probe. Man erhilt
hohere Werte, wobei die Differenz zwischen dem gemessenen Schmelz-
punkt und der wahren Schmelztemperatur um so grofler ist, je schneller
die Temperatur des Heizbades ansteigt. Mit fiinf exakt linearen Tempe-
raturanstiegsgeschwindigkeiten, welche bei der von Jucker u. Mitarb. 20
beschriebenen Apparatur zur Verfiigung stehen, konnte dieser Zusam-
menhang quantitativ untersucht werden. Die Resultate sind in der Ta-
belle 2 zusammengestellt. Die Messungen wurden mit reinen organischen
Substanzen durchgefithrt. Als Soll-Vergleichswerte zur Beurteilung der
Genauigkeit sind die Schmelz- bzw. Erstarrungstemperaturen der Pri-
parate angegeben. Diese wurden an einer gréfieren Substanzmenge nach
der in der Praxis iiblichen Haltepunktmethode unter Verwendung amt-
lich geeichter Glasthermometer ermittelt. Die durch das Verfahren, sowie
die Temperaturmessung bedingte Unsicherheit ist als Plus-Minus-Ab-
weichung angegeben.
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Tabelle 2. Abhingigkeit des Schmelzpunkies von dev Temperatur-Anstiegsgeschwindig-
keit ( Schwellwertmethode)

Substanz Erstarrungs- Fp[°Cl*

temperatur 0,2°Cc/ 1°C/ 2° ¢/ 3°¢/ 10° C/

< min min min min min
Naphthalin 80,1 &+ 0,1 80,11 80,49 80,82 81,07 82,14
Benzoesiure 122,2 £ 0,1 122,23 122,85 123,12 123,62 125,08

Anthracen  216,3 £+ 0,2 216,11 216,79 217,24 217,58 219,01

* Mittelwerte aus 9 Bestimmungen, berechnet auf zwei Dezimalen bei einer Ablese-~
genauigkeit von einer Dezimale.

Die bei einer Temperatur-Anstiegsgeschwindigkeit von 0,2° C/min.
gemessenen Schmelzpunkte entsprechen praktisch der Schmelz- bzw.
Erstarrungstemperatur der Substanz. Abweichungen bewegen sich inner-
halb der MeBgenauigkeit. Trigt man die Schmelzpunkte in Abhingigkeit
der Wurzel aus der Anstiegsgeschwindigkeit auf, so erhdlt man eine Ge-
rade. Dieser experimentelle Befund konnte auch durch theoretische Un-
tersuchungen an Schmelzmodellen 29 bestitigt werden.

Die Reproduzierbarkeit der Schmelzpunktbestimmungen ist ebenfalls
abhingig von der Temperatur-Anstiegsgeschwindigkeit. Die Resultate
sind in der Tabelle 3 dargestellt.

Tabelle 3. Abhdngighkeit der Standardabweichung vom Temperaturanstieg (Schwell
wertmethode)

Substanz Standardabweichung S [° C] *
0,2° C/min  1° C/min 2° C/min 3° C/min 10° C/min

Naphthalin 0,03 0,08 0,08 0,14 0,33
Benzoesiure 0,05 0,07 0,15 0,31 0,43
Anthracen 0,06 0,15 0,15 0,28 0,44

* Berechnet aus 9 Bestimmungen.

Die Registrierung des gesamten Schmelzverlaufes einer Substanz,
wie es von Sufer und Jucker 26 beschrieben wurde, ist bei verunreinigten
Proben, bei Gemischen mit groBem Schmelzintervall und bei polymor-
phen Stoffen interessant. Dieses Verfahren eignet sich jedoch von allem
zur Bestimmung des Klarschmelzpunktes, d.h., derjenigen Temperatur,
bei welcher der letzte Kristall wegschmilzt. Die in den Abb. 14—17 darge-
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stellten Kurven wurden mit der in Abschnitt 4.2. beschriebenen Appara-
tur in Verbindung mit einem Potentiometerschreiber unter Anwendung
folgender Arbeitsmethodik aufgenommen:

,,Der MeBbereich des Schreibers wird auf 100 mV eingestellt, Schrei-
berausschlag O bedeutet eine vollstindig lichtundurchlissige Probe oder
abgeschaltete Lichtquelle. Vollausschlag 100 mV entspricht der Licht-
intensitdt bei leerem Probenhalter. Nachdem der Ofen die fiir die Unter-
suchung gewidhlte Starttemperatur erreicht hat, wird die Probe in den
MeBkanal eingesetzt. Hierauf startet man die gewihlte Temperatur-An-
stiegsgeschwindigkeit und den konstanten Vorschub des Registrierpa-
piers gleichzeitig. Die Vorschubgeschwindigkeit soll in einer verniinftigen
Relation zum gewihlten Temperaturanstieg und zur Genauigkeit der
Temperaturmessung stehen. Zur Eichung in Grad Celsius wird die Tem-
peratur am Zihlwerk abgelesen und von Hand oder mit einer Markier-
vorrichtung auf die Zeitachse des Registrierpapiers iibertragen. Die
Teilung ist linear, da sowohl der Vorschub des Registrierpapiers als auch
der Temperaturanstieg mit konstanter Geschwindigkeit erfolgen.

Abb. 14 zeigt die Schmelzkurve von reinem Naphthalin. Die Ande-
rung des Aggregatzustandes ist gekennzeichnet durch eine markante
Stufe in der Lichtdurchlissigkeitskurve. Das Empfindlichkeitsmaximum
des Photowiderstandes liegt zwischen 600 und 650 nm. Bei farbigen,
in diesem Wellenlingenbereich stark absorbierenden Substanzen ist
daher die gemessene Lichtintensitit geringer als bei farblosen Verbin-
dungen. Trotzdem l4Bt sich der gesamte Schmelzvorgang von Azulen
(Abb. 15) einwandfrei erfassen. Vergleichende Untersuchungen haben
ergeben, daB gerade bei solchen Substanzen die photoelektrische Methode
dem konventionellen visuellen Verfahren tiberlegen ist. Es ist beispiels-
weise fiir das menschliche Auge sehr schwierig, in einer dunklen Schmelze

100 Lichtintensitidt [mV]

flissig

fest

. ) .
75,0 80,0 85,0 Temperatur(°C]

Abb. 14. Schmelzkurve von Naphthalin. Temperaturanstieg 2° C/min
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feste, d.h. noch nicht geschmolzene Teilchen zu erkennen. In Abb. 16
sind die Schmelzkurven von reinem Phenacetin und einer mit 19, Ace-
tanilid verunreinigten Probe dargestellt. Das unterschiedliche Schmelz-
verhalten der beiden Priparate ist aus den Diagrammen klar ersichtlich.
Im besonderen koénnen die Klarschmelzpunkte mit groBer Genauigkeit
bestimmt werden.

o} Lichtintensitht [mV]

fliissig

fest

1 1

1
95,0 100.0 1065,0 Temperatur [°C[

Abb. 15. Schmelzkurve von Azulen. Temperaturanstieg 2° C/min.

700 1 Lichtintensitdt mV]

—

S U N
133,0 134,0 135,0 Temperatur {~C)}

Abb, 16. Schmelzkurven von Phenacetin. Temperaturanstieg 0,2° C/min.
Phenacetin rein. —————— Phenacetin mit 19, Acetanilid

Glyzeride konnen bekanntlich in verschiedenen Modifikationen auf-
treten, was an den in Abb. 17 dargestellten Schmelzkurven von Tristearin
sehr schén gezeigt werden kann. Der Schmelzverlauf der pulverisierten
Probe eines Handelspriparates ist normal. Wird die Substanz dagegen

453



H. Jucker und H. Suter

im Schmelzpunktréhrchen vorgeschmolzen und durch rasches Abkiihlen
zum Erstarren gebracht, erhilt man eine Schmelzkurve, welche infolge
Auftretens von Modifikationen mehrere Stufen aufweist. Die erste Modi-
fikation schmilzt bei 54° C. Aus der Schmelze kristallisiert die zweite
Modifikation aus, was an der Abnahme der Lichtintensitiit erkennbar ist.
Die zweite Modifikation schmilzt bei 64° C, worauf sich die dritte Modi-
fikation in allerdings nur geringen Mengen bildet.

Lichtintensitit (mV]

100 |

40,0 50,0 60,0 70.0 Temperatur [°C]

Abb. 17. Schmelzkurven von Tristearin. Temperaturanstieg 2° C/min.
vorgeschmolzenes Praparat. —————— pulverisiertes Handelspriaparat

5. Thermische Methoden

5.1. Erstarrungspunkt, Haltepunktmethode

Die Bestimmung der Schmelz- bzw. Erstarrungstemperatur nach dem
Abkiithlungsverfahren ist eine thermische Methode ohne direkte Beob-
achtung, wobei die Temperatur in der Substanz gemessen wird. Je nach
Versuchsanordnung benétigt man dazu Substanzmengen von 1 bis 50 g.
Die geschmolzene Substanz wird unter Riihren langsam abgekiihlt,
wobei die Temperatur als Funktion der Zeit gemessen wird. Die Zeit-
Temperatur-Ablesungen erfolgen regelmiBig wihrend des ganzen Ab-
kiihlungsvorganges und werden in ein Diagramm eingetragen. Die Ab-
kithlungskurve eines reinen Stoffes zeigt die Abb. 18. Auf dem Teilstiick
A—B kiihlt sich die Schmelze ab. Im Idealfall ist bei B der Erstarrungs-
punkt To erreicht, die Temperatur bleibt konstant, bis die ganze Schmelze
bei C erstarrt ist. C—D entspricht der Abkithlung des festen Stoffes.
Die reale Abkiihlungskurve ist gekennzeichnet durch eine mehr oder
weniger stark auftretende Unterkiihlung. Dieser Effekt darf jedoch nicht
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so grof sein, dal die freiwerdende Kristallisationswirme nicht mehr aus-
reicht, um die Temperatur vor dem vélligen Erstarren der Probe auf den
Schmelzpunkt zuriickzufithren. Die Unterkiihlung kann durch Impfen
der Schmelze verringert werden.

4 Temperatur

-

Zeit

Abb. 18. Erstarrungskurve einer reinen Substanz. Gestrichelte Linie: Unterkithlung

Bei der klassischen Methode zur Bestimmung des Erstarrungspunktes
wird die gerithrte Substanzprobe durch ein Luftbad von einem &uBeren
Bad konstanter Temperatur getrennt. Das Prinzip einer solchen Appara-
tur ist zum Beispiel vom Prinzip der Molekulargewichtsbestimmungen
durch Messung der Gefrierpunktserniedrigung bekannt. Das Gefrierrohr,
ein dickwandiges Reagenzglas, befindet sich in einem als Luftmantel
dienenden etwas weiteren Reagenzglas. Die zusammenhingenden Rohre
sind in den Deckel des Glasgefifles eingehingt, welches das Kiltebad
enthilt. Das Gefrierrohr ist durch einen doppelt durchbohrten Stopfen
verschlossen. Durch die mittlere Bohrung wird das Thermometer einge-
fithrt, die andere dient als Fithrung fiir den Riihrer. Derartige Apparate
mit einem duBeren Bad konstanter Temperatur haben den Nachteil, dal
die Temperaturdifferenz zwischen Substanzprobe und Bad nicht konstant
ist und deshalb die Warmeabgabe ungleichmiBig erfolgt. Rossini 27
reduzierte diesen Effekt durch eine groBe Temperaturdifferenz von 50—
100° C zwischen Bad und Probe und durch Einfithren des evakuierten
Zwischenraumes. Durch Variierung des Vakuums gelingt es, die Abkiih-
lungsgeschwindigkeit zu regulieren und eine praktisch lineare Abnahme
der Temperatur zu erzielen. Das doppelwandige, zum Evakuieren des
Mantels mit einem Absperrhahn versehene ProbengefiB ist mit Hilfe
eines Asbestringes im Messingzylinder zentriert, Der Korkstopfen ist mit
Bohrungen fiir das Widerstandsthermometer, den Riihrer und ein Rohr-
chen zum Einleiten trockener Luft versehen. Die Fliissigkeit im Dewar-

30 Fortschr. chem. Forsch., Bd. 11/3 455



H. Jucker und H. Suter

gefdB dient als Kithl- oder Heizbad. Mit dieser Apparatur, welche ca.
50 ml Substanz benétigt, kann der Erstarrungspunkt auf 0,005° C genau
ermittelt werden. Apparaturen mit automatischer Registrierung der
Erstarrungskurve unter Einsatz von Widerstandsthermometern, Ther-
mistoren oder Thermoelementen wurden von Stull 28), Herington und
Handley 29 und Gunn 39 beschrieben.

Die Bestimmung des Schmelz- bzw. Erstarrungspunktes nach der
Haltepunktmethode kann auch im Aufheizverfahren erfolgen. Walisch
und Eberle 31 beschreiben eine MeBanordnung, um Schmelzpunkte mit
geringen Substanzmengen zu bestimmen. Hierzu wird die in einer Kapil-
lare befindliche Probe, in die ein Mikrothermoelement eintaucht, mittels
einer Regelanordnung mit zirka 50° C pro Minute aufgeheizt. Das von
einem Schreiber registrierte Temperatur-Zeit-Diagramm besitzt eine aus-
geprigte Umwandlungszone konstanter Temperatur, welche mit der
Schmelz- bzw. Erstarrungstemperatur identisch ist. Aus dem Verlauf
der Umwandlungszone kann auf die Reinheit der Probe geschlossen wer-
den. Bei einem Substanzbedarf von wenigen Milligramm kann der
Schmelzpunkt mit einer Genauigkeit von + 0,5° C bestimmt werden.

5.2. Differential-Thermoanalyse*

Mit der Differential-Thermoanalyse (DTA) wird die Temperaturdifferenz
zwischen einer Probe und einer thermochemisch inaktiven Referenz im
Verlaufe eines zeitlich linearen Temperaturanstiegs verfolgt. Alle Um-
wandlungen, die mit einer Enthalpieinderung verbunden sind (z.B.
Phasenumwandlungen, chemische Reaktionen), bewirken, dafl wahrend
der Umwandlung entweder die Probentemperatur hinter der Referenz-
temperatur nachhinkt (= endotherme Reaktion) oder aber ihr vorauseilt
(= exotherme Reaktion). Schmelzvorginge kénnen mit dieser Methode
sehr gut verfolgt werden (Abb. 19).

exo

Schmelzen

Erstarren

endo

Aufheizen Abkiihlen
Abb. 19. Schmelz- und Erstarrungskurve

* Dieses Kapitel verdanken wir Herrn Dr. Sommerauer.
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Eine DTA-Anlage besteht aus drei Hauptteilen (Abb. 20).

Ofensteuerung: regelt den Ofen, der mit verschiedenen, wihlbaren
Geschwindigkeiten linear aufgeheizt oder abgekiihlt wird.

Mefkopf: im homogenen Temperaturfeld des Ofens sind Probe und
Referenz angeordnet. Ihre Temperaturdifferenz, sowie in einigen Fillen
auch die Absoluttemperatur von Probe oder Referenz werden gemessen.
Der MeBkopf wird weitgehend den speziellen Versuchsbedingungen an-
gepalt, was dazu fiihrt, daB die Resultate verschiedener Autoren oft
kaum miteinander verglichen werden koénnen.

Mefwerterfassung: die Messung der Temperaturdifferenz zwischen
Probe und Referenz kann entweder durch eine Spannungsmessung
(Thermoelemente) oder durch eine Widerstandsmessung (Pt-Widerstédn-
de, Thermistoren) erfolgen. In beiden Fillen werden die Signale ver-
stiirkt und auf einen Schreiber gegeben.

Messkopf Steuergerdt
—_—
r

Tt Steuerelement
"--Probe

[T Referenz

Messwerterfassung

Registrierung

<

Abb. 20, Schema einer DTA-Anlage

Bei der Bestimmung des Schmelzpunktes mit Hilfe der DTA gilt es
in erster Linie festzustellen, bei welcher Absoluttemperatur der Vorgang
ablduft. Wie jede dynamische Schmelzpunktsmethode zeigt auch die
DTA immer ein zeitliches Schmelzintervall an, das durch die Wirmeleit-
fahigkeit und die riumliche Ausdehnung der Probe bestimmt wird. Ver-
schiedene Faktoren 32 wie die Geometrie des Probenhalters, das Proben-
haltermaterial, der Ort der Temperaturmessung, die Aufheizgeschwindig-
keit, die Korngr6Be der Probe usw. beeinflussen das Aussehen der DTA-
Kurve stark und kénnen dazu fithren, dal dem zeitlichen Schmelzinter-
vall noch ein thermisches iiberlagert wird.
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Von Wiedemann und van Tets 3% wurde der Kurvenverlauf der DTA
bei Schmelz- und Erstarrungsvorgingen eingehend diskutiert, Die Auto-
ren zeigen, wie mit Hilfe von Warmewiderstinden zwischen Ofen und
Probe (= Ra) und zwischen Probe und MeBstelle (= Ryx) sowie mit der
Wiérmekapazitdit (= C*) der Probe der Schmelzvorgang beschrieben
werden kann., Wesentlich ist, daB der Kontaktwiderstand Ry und die
Zeitkonstante Ry C* moglichst klein und die Isolation von Probe und
Referenz moglichst gut sind.

Géumann und Oswald 349 weisen auf die Problematik der DTA-Aus-
wertung hin. Bei Innenmessung (AT- und T-Messung in der Substanz)
zeigt die DTA-Kurve ein wesentlich anderes Bild als bei AuBenmessung
(Messung an der Substanz). Bei Innenmessung entspricht die Peakspitze
ungefdhr der Schmelztemperatur, sofern das MeBelement genau zentriert
ist. Bei Auflenmessung zeigt die Peakspitze eher den Zeitpunkt des
Reaktionsendes an und die extrapolierte Auslenkung von der Basislinie
ergibt die Reaktionstemperatur.

Von Vasallo und Harden 35 wurden an verschiedenen Substanzen der
EinfluB der Thermoelementstellung bei Innenmessung und der Aufheiz-
geschwindigkeit auf den Schmelz- und Siedepunkt bestimmt. Die Uber-
einstimmung der Peakmaxima, die als Schmelzpunkte aufgefiihrt wer-
den, mit den Literaturwerten ist sehr gut (vgl. Tabelle 4).

Joncich und Bailey 3% bestimmten mit DTA das Phasendiagramm
von Phenanthren und Anthracen. Verunreinigungen im Phenanthren
bewirken, daB beim Beginn des Schmelzpeaks mit zunehmender Verun-
reinigung die Ablenkung aus der Basislinie immer flacher wird.

Tabelle 4. Schmelzpunkie verschiedener ovganischer Ver-
bindungen nach Vasallo und Harden 35

Verbindung Fp [°C]
gefunden Literatur

n-Butan -—135 —135,5
n-Pentan —129,5 —129,7
n-Hexan — 94,5 -— 95,3
n-Heptan — 90,3 — 90,6
n-Octan — 57,0 — 56,8
Benzoesiure 121,8 121,8
‘Wasser 0,0 0,0
Benzol 5,2 5.5
Essigsdure 16,5 16,6
Alathon 10 (Polydthylen 110,5 110,5
Marlex 50 (Polyathylen) 134,2 134,5
Teflon TFE 327.5 327,0
Delrin 170,5 171,0
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Brancone und Ferrari 37 zeigten, daB DTA-Untersuchungen wesent-
lich kritischere Aussagen iiber Reinheit und Zusammensetzung neuer
pharmazeutischer Produkte zulassen als die konventionellen Schmelz-
punktbestimmungen.

Von Chiu 88 stammt der Vorschlag, die Bestimmung des Schmelz-
punktes kristalliner Derivate zur Identifizierung organischer Verbindun-
gen in einem Schritt auf der DTA zu machen. Abb. 21 zeigt die Identifi-
kation von Tridthylamin mit Pikrinsiure. Tridthylamin mit einem Siede-
peak bei 92° C (4) und Pikrinsiure mit einem Schmelzpeak bei 122° C
(B) reagieren exotherm zwischen 78 und 85° C miteinander (C) unter Bil-
dung eines Derivates. Das iiberschiissige Tridthylamin verdampft bei
90—96° C und das Derivat schmilzt bei 170—176° C. Wird die gleiche
Probe nochmals untersucht (D), so stellt man nur noch eine Phasenum-
wandlung bei 43° C und den Schmelzpeak des Derivates fest.

J————endo

BX0a————
%

N

L 1l Nl
o 50 100 180 200
Temperatur°C

Abb. 21. DTA-Kurven zur Bildung von Triithylaminpikrat. A Tridthylamin; B Pi-
krinsdure; C Tridthylamin -+ Pikrinsdure; D Wiederholung mit dem Reaktions-
produkt von C

Eine Theorie zur Ermittlung des exakten Schmelzpunktes und des
kristallinen Anteils von Polymeren mit Hilfe von DTA-Schmelzkurven
wurde von Strella 39 verdffentlicht. An linearem Polyédthylen und kri-
stallinem Polypropylen konnte die Richtigkeit der Theorie bewiesen
werden.
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DTA-Untersuchungen zum Schmelzbereich verschieden kristallisier-
ter Polyithylene wurden von Wunderlich und Kashdan 49 durchgefiihrt.
Der Schmelzbereich des aus Losung kristallisierten Materials, das in
Form von Einzelkristallen anfillt, wird gegeniiber dem aus der Schmelze
kristallisierten Polymeren um 3,7° C gegen tiefere Temperaturen ver-
schoben. Die Peakmaxima liegen bei 129,0 und 132,7° C.

Die Bedeutung der Differentialthermoanalyse zur Untersuchung orga-
nischer Verbindungen hat in den letzten Jahren stark zugenommen.
Wesentlich dazu beigetragen hat sicher der Umstand, daB die im Handel
erhiltlichen DTA-Apparaturen immer besser werden. Da mit der DTA
neben der Bestimmung von genauen Reaktionstemperaturen auch die
Berechnung der mit der Reaktion verkniipften Enthalpieinderung aus
der Peakfliche mdglich ist, diirfte diese Methode in Zukunft noch wesent-
lich mehr zur Reinheitspriifung durch Schmelzpunktsbestimmung heran-
gezogen werden,

6. Durch Konvention festgelegte MeBpunkte

6.1. Erweichungspunkt

Bei gewissen Materialien ist der Erweichungspunkt eine wichtige Kenn-
zahl. Die Bestimmung des Erweichungspunktes ,,Ring und Kugel” 41
dient zur Qualitdtskontrolle von Bitumen sowie auch zur vergleichsweisen
Untersuchung anderer bituminésen Bindemittel. Man ermittelt diejenige
Temperatur, bei welcher unter den festgelegten Versuchsbedingungen
eine Bindemittelschicht durch das Gewicht einer Kugel eine bestimmte
Verformung erfihrt. Das Priifgerdt besteht aus einem Metallgestell, wel-
ches in ein mit destilliertem Wasser gefiilltes Becherglas eingehdngt wird.
Das Gestell enthilt drei Platten, die Gestelltragplatte, die Tragplatte fiir
die Priifkérper und die Auffangplatte. Die Tragplatte fiir die Prifkorper
ist mit zwei Lochern zur Aufnahme von Metallringen und einem Loch
zur Einfithrung des Thermometers versehen. Die Auffangplatte ist mehr-
fach durchbohrt, damit die Fliissigkeit gut zirkulieren kann (Abb. 22).
Zur Vorbereitung der Priifkorper werden die auf einer Glasplatte liegen-
den Metallringe von 15,9 mm innerem Durchmesser und 6,4 mm Hohe
mit verfliissigtem Bitumen gefiillt. Die gefiillten Ringe 1aBt man auf
Raumtemperatur abkiihlen und schneidet dann das fiberstehende Binde-
mittel planeben ab. Dann werden die Priifkérper in die Tragplatte des
Gestells eingesetzt und dieses in das Becherglas eingehiingt. Das Thermo-
meter wird derart eingefiihrt, daB der Boden des QuecksilbergefaBes in
der Ebene der Priifkérpertragplatte liegt. Nach einer bestimmten vorge-
schriebenen Zeit legt man Stahlkugeln von 9,5 mm Durchmesser und
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ﬂ Thermometer
-’
Gestelltragplatte
/I
D 0 s

1 Badfliissigkeit

|~ Stahlkugel

| —— Metallring

T~ Tragplatte fiir
Priifkdrper

| Auffangplatte

Abb. 22. Gerit nach Ring und Kugel

3,5 g Gewicht zentral auf die Oberfliche der Priifkorper. Hierauf wird
das Wasserbad erwidrmt, so dafl die Temperatur 5° C pro Minute ansteigt.
Das Bindemittel wird unter dem Druck der Kugel mit zunehmender
Temperatur allmihlich nach unten durchgewdlbt, In dem Augenblick,
in welchem das Bindemittel die Auffangplatte bertihrt, wird die Tempe-
ratur abgelesen. Als Erweichungspunkt ,,Ring und Kugel” gilt das
Mittel aus den beiden Ablesungen.

Eine #hnliche Methode ist die Bestimmung des Erweichungspunktes
nach Kraemer-Sarnow 41, welche zur Qualititskontrolle der Teere sowie
zur vergleichsweisen Untersuchung von bituminésen Stoffen Anwendung
findet. Man bestimmt diejenige Temperatur, bei welcher unter den fest-
gelegten Versuchsbedingungen eine Bindemittelschicht von Quecksilber
durchbrochen wird.

6.2. FlieBschmelzpunkt, Steigschmelzpunkt

In der modernen Fettchemie und Fett-Technologie ist es notwendig, die
Schmelzdaten der Fette den verarbeitungstechnischen Erfordernissen
anzupassen. Die Ermittlung des Schmelzverhaltens solcher Stoffe wird
nach besonderen, von der iiblichen Schmelzpunktbestimmung abweichen-
den Methoden durchgefiihrt.

Das Office International du Cacao et du Chocolat 4% hat das von
Fincke 43) ausgearbeitete Verfahren zur Bestimmung des FlieBschmelz-
punktes von Kakaobutter standardisiert. Als Probengefifi wird ein
u-férmiges Rohrchen verwendet. Die nach einem speziellen Verfahren
vorbehandelte und verfestigte Kakaobutter wird in den lingeren Schen-
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kel zu einer 10 mm langen Séule eingestochen und mit Hilfe eines Stahl-
stiftes bis 10 mm vor die Rundung eingeschoben. Zwei mit Fettproben
beschichtete U-Rohrchen werden dann mit Hilfe eines Schlauchstiickes
an einem geeichten, in Zehntelgrade unterteilten Thermometer befestigt,
wobei die Rundungen der R6hrchen mit der Ebene der Quecksilberkugel
iibereinstimmen miissen (Abb. 23). Das Thermometer mit den 2 daran
befestigten Réhrchen wird bis zur Unterkante des Schlauchstiickes in ein
Wasserbad eingefiihrt. Dann heizt man das Bad unter Riihren langsam
auf, so daB3 der Temperaturanstieg bis 4° C unterhalb des mutmaBlichen
FlieBschmelzpunktes der Probe nicht gréBer ist als 1° C/min. Dann ist
die Wirmezufuhr so zu drosseln, dal3 die Temperatur pro Minute héch-
stens noch um 0,2° C ansteigt. Als FlieBschmelzpunkt ist diejenige Tem-
peratur zu notieren, bei welcher die Fettsdule deutlich sichtbar gegen die
Rundung des U-Réhrchens abgleitet. Normalerweise wird im gleichen
Arbeitsgang noch der Klarschmelzpunkt bestimmt. Dieser ist dann er-
reicht, wenn die Fettschmelze im u-formigen Teil des Roéhrchens keine
Tritbung mehr zeigt, d.h. fiir das mit einem VergréBerungsglas bewafinete
Auge ganz klar erscheint.

Thermometer

Schlauchstiick

—\=

U-Rghrchen

Substanzprobe

4

Abb. 23. U-formige Schmelzpunktrohrchen nach Fincke

Eine dhnliche Methode ist die Bestimmung des sogenannten Steig-
schmelzpunktes, welche von einigen Pharmakopben fiir Fette oder fett-
dhnliche Stoffe vorgeschrieben wird. Nach dem Deutschen Arzneibuch 449
wird die Substanz in eine beidseits offene Glaskapillare von 0,9 bis 1,1 mm
innerem Durchmesser und 60 bis 80 mm Linge gebracht. Die, wenn nétig,
vorher bei mdglichst niedriger Temperatur geschmolzene Substanz soll
in der Schmelzkapillare eine Schichthéhe von 10 mm aufweisen. Die mit
geschmolzener Substanz gefiillte Kapillare wird vor der Bestimmung
mindestens 24 Stunden bei einer Temperatur von 10°C aufbewahrt.
Danach wird sie an einem geeigneten Thermometer derart befestigt, da3
sich die Substanz in gleicher Héhe mit dem Quecksilbergefifi des Thermo-
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meters befindet. Das Thermometer wird in ein mit Wasser gefiilltes
Becherglas eingehingt, wobei das obere Ende der Kapillare aus dem
Wasser herausragen muBl. Man erwdrmt das Wasserbad unter Rithren
derart, daB ab 10° unterhalb des zu erwartenden Schmelzpunktes die
Temperatur nicht mehr als 1° C/min. ansteigt. Die Temperatur, bei der
die teilweise geschmolzene Substanz in der Kapillare in die Hohe steigt,
ist der Steigschmelzpunkt.

6.3. Tropfpunkt

Der Tropipunkt ist diejenige Temperatur, bei welcher ein Stoff beim
Erwirmen unter den angegebenen Bedingungen tropfbar fllissig wird,
d.h. der erste Tropfen der Substanz von einem Nippel bestimmter Form
abfillt. In der Praxis werden Tropfpunktbestimmungen hauptsiichlich
an Substanzen mit fett- oder wachsartiger Konsistenz. z.B. an Schmier-
fetten, Salben, Cremen, bitumindsen Stoffen etc., vorgenommen.
Allgemein eingebiirgert hat sich das Verfahren nach Ubbelokde, wie
es in verschiedenen Pharmakopten 45 48 und Normen 47 beschrieben
wird. Auf den unteren Teil eines EinschluBthermometers mit einem Mef-
bereich von 0 bis 110° C und einer Teilung in ganzen Celsiusgraden ist
eine zylindrische Metallhiilse gekittet, auf die eine zweite Metallhiilse
aufgeschraubt werden kann. Diese zweite Metallhiilse hat seitlich eine
kleine Offnung zum Druckausgleich und im unteren Teil drei Sperrstifte.
In diese Hiilse paBt ein zylindrischer nach unten sich verjiingender Me-
tallnippel (seltener Glasnippel), dessen Dimensionen genau vorgeschrie-
ben sind. Die Sperrstifte gestatten, den Nippel so weit in die Metallhiilse
hineinzuschieben, daB seine Wandungen iiberall gleich vom Quecksilber-
gefiBl des Thermometers entfernt sind {Abb. 24). Als Luftbad wird ein

Thermometer

Metallhiilsen

Abb. 24. Tropfpunktgerit

nach Ubbelohde Nippel
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Reagenzglas verwendet, in dem das Thermometer mit dem Nippel mittels
eines durchbohrten Stopfens befestigt wird. Das Reagenzglas wird bis zu
zwei Drittel seiner Linge senkrecht in ein mit Wasser gefiilltes Becher-
glas gehidngt. Zur Durchfithrung der Bestimmung wird die zu priifende
Substanz in den Nippel eingestrichen oder, falls erforderlich, geschmolzen
und eingegossen, wobei der Einschlul von Luftblasen zu vermeiden ist.
Der gefiillte Nippel wird an beiden Offnungen glattgestrichen und hierauf
bis zum Anschlag in die Thermometerhtilse eingeschoben. Die aus der
unteren Offnung herausgepreBte Substanz wird wiederum abgestrichen.
Hierauf fithrt man das Geriit derart in das Reagenzglas ein, daBl der Ab-
stand zwischen Unterkante des Nippels und Reagenzglasboden 25 mm
betrigt. Das Wasserbad wird erwirmt, wobei von etwa 10° unterhalb
dem vermuteten Tropfpunkt an die Temperatur um 1° C/min. ansteigen
soll. Die Temperatur, bei der der erste Tropfen der zu priifenden Sub-
stanz vom Nippel abfillt, wird abgelesen. In der Regel wird der auf
ganze Grade auf- oder abgerundete Mittelwert aus zwei bis drei Bestim-
mungen als Tropfpunkt angegeben.

Fiir die Priffung von Schmierfeiten hat die ASTM 48) eine Methode
ausgearbeitet, welche von DIN 49 {ibernommen wurde. Es handelt sich
dabei um ein modifiziertes Ubbelohde-Verfahren. Die Anordnung besteht
aus einem Priifrohr aus Glas, welches im unteren Teil drei Einbuchtungen
zur Halterung des Nippels hat. Die MaBle des aus verchromten Messing
gefertigten Nippels sind genau festgelegt, weichen aber zum Teil von den
Dimensionen des Ubbelohde-Nippels ab. Fiir die einwandfreie Halterung
des Thermometers, welches sich im Innern des Priifrohres befindet, wird
ein VerschluBkork sowie ein Korkring verwendet (Abb. 25). Bei der
Probenvorbereitung wird mit Hilfe eines Metallstabes, ein konischer An-
teil des Schmierfettes aus dem Nippel entfernt. An der Innenwandung
bleibt eine gleichmiBig dicke Schicht der Probe zuriick. Bei der Zusam-
mensetzung des Priifgerdtes mul} darauf geachtet werden, daB das in den
Nippel hineinragende Thermometer die Probe an der Wandung sowie die
Austrittséfinung nicht berithrt. Das Priifrohr mit Thermometer und
Nippel wird in ein Heizbad getaucht. Dieses besteht aus einem mit Ol
beschickten Becherglas, welches mit einer elektrischen Heizspirale oder
mit einem Gasbrenner erwirmt wird. Ein Riihrwerk sorgt fiir eine gute
Durchmischung der Fliissigkeit. Mit einem zweiten Thermometer wird
die Temperatur des Olbades, welches mit einer vorgeschriebenen Ge-
schwindigkeit aufgeheizt wird, gemessen. Wenn das Fett vom Nippel
abtropft, liest man die Temperatur an beiden Thermometern ab. Das
arithmetische Mittel der beiden Ablesungen wird als Tropfpunkt ange-
geben, wobei auf ganze Grade auf- oder abgerundet wird.

Jucker u. Mitarb. 50 haben von den bisherigen Methoden ausgehend
einen Tropfpunktautomaten entwickelt, Ein mit Substanz gefiillter Metall-
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i

Thermometer

-— Verschlusskork

« kr
[
E H— Priifrohr
i
:( # Korkring
i - Nippel
Abb. 25. Tropfpunktgerit § \

nach ASTM \

nippel, dessen InnenmaBe von DIN bzw. ASTM iibernommen wurden,
befindet sich in einem elektrisch beheizten Metallblockofen, welcher eine
Modifikation des in Abb. 9 gezeigten Ofens fiir Schmelzpunktbestim-
mungen darstellt. Die Temperatur wird mit einem Platin-Widerstands-
thermometer gemessen und von einem Steuergerit aus elektronisch ge-
regelt. Ausgehend von einer Starttemperatur sind verschiedene lineare,
exakt reproduzierbare Temperatur-Anstiegsgeschwindigkeiten wihlbar.
Das Fallen des ersten Tropfens wird photoelektrisch erfaBt, wobei die
zugehdrige Temperatur digital angezeigt wird. Die in Abb. 26 dargestellte
Prinzipskizze zeigt einen Querschnitt durch den Ofen.

7. Normungsbestrebungen

7.1. Gesetzliche Vorschriften der Pharmakopoe

Die Pharmakopten fast aller Linder enthalten Vorschriften iiber die
Bestimmung des Schmelzpunktes bzw. des Schmelzintervalles. Die Me-
thoden sind jedoch nicht einheitlich, sondern kénnen sich von Land zu
Land beziiglich Apparatur, Durchfithrung der Bestimmung und Beurtei-
lung des Schmelzvorganges unterscheiden. Um Schwierigkeiten bei der
Beurteilung pharmazeutischer Substanzen im zwischenstaatlichen Ver-
kehr zu vermeiden, sind seit einiger Zeit Bestrebungen im Gange, einheit-
liche internationele Arbeitsvorschriften aufzustellen. Im Rahmen der
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t— Auffanghiilse

Ny

-Abb. 26. Automatische Tropfpunktbestimmung

Weltgesundheitsorganisation ist die Internationale Pharmakope 51
herausgegeben worden, welche empfehlenden Charakter hat. Die Euro-
piische Pharmakopbe 52 wird zur Zeit von acht Landern ausgearbeitet.
Diese wird fiir die unterzeichneten Staaten verbindlich.

Die meisten Pharmakop6e-MeBanordnungen zur Bestimmung des
Schmelzpunktes oder des Schmelzintervalles bestehen im Prinzip aus
einem heizbaren Fliissigkeitsbad, welches mit einer Rithrvorrichtung ver-
sehen ist. Als ProbengefiB werden normale Schmelzpunktréhrchen mit
einer lichten Weite von ca. 1 mm und einer Wanddicke von 0,10—0,15 mm
verwendet. Die Fiillhdhe betrigt in der Regel 2—4 mm, vereinzelt bis
6 mm. Zur Temperaturmessung werden geeichte Glasthermometer vor-
geschrieben. Das Schmelzpunktréhrchen wird derart am Thermometer
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befestigt, daB das geschlossene Ende sich ungefihr in halber Hohe der
Quecksilberkugel befindet. Thermometer und Rohrchen werden bei einer
bestimmten Temperatur ins Heizbad eingefiihrt und mit der vorgeschrie-
benen Aufheizgeschwindigkeit erwirmt. Meistens wird der Schmelzbe-
reich der Substanz, d.h. das Temperaturintervall vom Beginn des Zu-
sammensinterns oder der Tropichenbildung bis zum Eintreten der klaren
Schmelze, ermittelt. Im Entwurf zur Européischen Pharmakopée ist nur
noch die Bestimmung des Klarschmelzpunktes, d.h. der Temperatur, bei
welcher der letzte Kristall schmilzt, vorgesehen. Normalerweise werden
die fadenkorrigierten Temperaturen angegeben.

Das Osterreichische 53 sowie das Deutsche Arzneibuch 44) beschrei-
ben eine Anordnung, bei welcher Thermometer und Probenrchrchen in
ein Fliissigkeitsbad, welches von einem zweiten nicht geriithrten Fliissig-
keitsbad umgeben ist, eintauchen. Das Osterreichische Arzneibuch ge-
stattet zudem die Verwendung eines Heiztisches, wie er von Kofler 3
zur Bestimmung von Mikroschmelzpunkten gebraucht wird.

Unterschiedlich von Land zu Land ist vor allem die Methodik der
Durchfiihrung. In der Tabelle 5 sind die von verschiedenen Pharmako-
poen vorgeschriebenen Arbeitsbedingungen zusammengestellt. Als Start-
temperatur wird diejenige Temperatur bezeichnet, bei welcher die Probe
ins Heizbad eingefithrt wird. Die vorgeschriebene Aufheizgeschwindig-
keit muf} in der Regel von der Starttemperatur an eingehalten werden.
Dort, wo keine spezielle Starttemperatur vorgesehen ist, wird ein solcher
Punkt bezeichnet.

Wie in dieser Arbeit bereits gezeigt wurde, wird das Resultat einer
Schmelzpunktbestimmung in hohem MaBe von der Geschwindigkeit, mit
welcher das Bad aufgeheizt wird, beeinfluit. Bei zersetzlichen Substan-
zen ist das Ergebnis auch noch von der Starttemperatur abhingig. Man
wird daher fiir ein und dieselbe Substanz voneinander abweichende
Schmelzpunkte oder Schmelzintervalle finden, wenn die Bestimmung
nach verschiedenen Methoden erfolgt.

Einige Pharmakopden, so beispielsweise die USP 54, gestatten die
Anwendung irgendeiner anderen Methode oder eines anderen Apparates,
sofern damit die gleiche Genauigkeit erzielt wird wie mit der vorgesehenen
Standardmethode, Die Genauigkeit muB mit Bezugs- oder Testsubstan-
zen (siche nidchster Abschnitt) iiberpriift werden.

7.2. Testsubstanzen

Zum Eichen oder Priifen von Schmelzpunktapparaten werden sogenannte
Eich-, Test- oder Bezugssubstanzen verwendet. Dabei handelt es sich
um reine Substanzen mit bekanntem Schmelzpunkt. Bereits Kofler ®
hat zur Eichung der Temperaturskala der Heizbank einen Satz von 7
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Tabelle 5

Starttemperatur Aufheizgeschwindigkeit
° C unterhalb Fp  ° C/min

Internationale Pharmakopéte

1. Ausgabe 5D keine Angabe 1-2

Entwurf zur 2. Ausgabe 5 1
United States Pharmakopeia 34 30 1-2 (Klasse I)

10 340,5 (Klasse Ia)

Europiaische Pharmacopde 32 5 1
Deutsches Arzneibuch 44 10 2
Oesterreichisches Arzneibuch 5% 10 12
Pharmacopoea Helvetica 5% keine Angabe 2
British Pharmacopeia 59 10 3

Substanzen vorgeschlagen. Die Methode der Eichung mit Bezugssub-
stanzen ist auch von den nationalen und internationalen Pharmakopé&en
iibernommen worden. Die WHO 579 hat fiir die zweite Ausgabe der Inter-
nationalen Pharmakop®e einen Satz von 13 reinen Substanzen aufgestellt.
Die Schmelzpunkte wurden in einem Gemeinschaftsversuch, an welchem
sich 15 Laboratorien aus 13 Lindern beteiligten, ermittelt. Die verteilten
Substanzen stammten aus der gleichen, gut homogenisierten Charge,
Die maximale Differenz der von den beteiligten Laboratorien gefundenen,
fadenkorrigierten Klarschmelzpunkte betrug je nach Substanz 1,5—4,6°C.
Die ausgemittelten und auf ganze Grade auf- oder abgerundeten Werte
sind in der Tabelle 6 angegeben. Einige der von der WHO empfohlenen
Bezugssubstanzen werden auch von Kofler ® und von der USP 54 ver-
wendet. Die USP gibt das Schmelzintervall an, wobei der Klarschmelz-
punkt mit dem von der WHO angegebenen Wert iibereinstimmt,

In der 4. Kolonne sind die Klarschmelzpunkte, welche aus Schmelz-
kurven (vergl. Abschnitt 4.3.) ermittelt wurden, angegeben. Es handelt
sich um Mittelwerte aus drei Bestimmungen. Rundet man diese Werte
auf ganze Grade auf oder ab, so stimmen sie mehrheitlich mit den WHO-
Schmelzpunkten iberein. Die von Kofler ® angegebenen Temperaturen
liegen 1--2° C tiefer.

Die Schmelzpunkte bzw. Schmelzbereiche der in der Tabelle 6 zu-
sammengestellten Bezugssubstanzen sind alle mit einem systematischen,
mit der Temperatur-Anstiegsgeschwindigkeit zusammenhéngenden Feh-
ler behaftet (siche Abschnitt 4.3.). Dieser wird natiirlich auf die MeBan-
ordnung, welche mit diesen Bezugssubstanzen geeicht wird, {ibertragen.
Fiir eine exakte Eichung einer Apparatur wiren demnach Bezugssub-
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Tabelle 6. Schmelzpunkt-Bezugssubstanzen

Substanz Fp oder Schmelzbereich [° C]
WHO* USP Kofler Mettler FP 1*

Azobenzol 69 -— 68 69,3
Vanillin 83 8183 — 82,8
Benzil 96 — 95 95,9
Acetanilid 116 114—116 115 115,6
Phenacetin 136 134—136 135 136,0
Benzanilid 165 — 163 164,3
Sulfanilamid 166 164,5-166,5 — 165,7
Salophen 192 — 190 192,4
Sulphapyridin 193 191—193 — 192,2
Dicyanamid 210 —_— — 210,0
Saccharin 229 —_ 228 229,4
Coffein 237 235-237,5 — 236,9
Phenolphthalein 263 — —_ 263,2

* Temperatur-Anstiegsgeschwindigkeit 1° C/min

stanzen, deren wahre Schmelztemperaturen so genau wie moglich be-
kannt sein sollten, erforderlich. Colarusso und Semon 58 empfehlen
einen Satz von acht reinen, stabilen Substanzen mit exakt, gemessenen
Tripelpunkten. Der Unterschied zwischen Tripelpunkt und der Schmelz-
bzw. Erstarrungstemperatur bei Normaldruck betrigt 0,01—0,05° C. Die
Messung des Tripelpunktes erfolgt in einer speziellen thermometrischen
Zelle mit 350 g Substanz, wobei die Gleichgewichtstemperatur mit einem
Standard-Platinwiderstandsthermometer gemessen wird. Die Genauig-
keit der Tripelpunktbestimmung betriigt 4- 0,05° C, die Reproduzier-
barkeit 4 0,025° C. Die zu Eichzwecken vorgeschlagenen Substanzen
sind in der Tabelle 7 zusammengestelit. Bei der Eichung eines Schmelz-
punktapparates mit diesen Substanzen vergleicht man die gefundenen
Werte mit den angegebenen Tripelpunkten, wobei die Differenzen tabel-
larisch oder graphisch dargestellt werden kénnen. Die fiir eine bestimmte

Tabelle 7. Tripelpunkte von Eichstandards nach Colarusso und Semon 58)

Substanz Tripelpunkt Substanz Tripelpunkt
rcl °c)
p-Nitrotoluol 51,54 p-Methoxy-benzoesiure 182,97
Naphthalin 80,27 2-Chlor-anthrachinon 209,03
Benzoesiure 122,35 Carbazol 245,34
Adipinsdure 151,42 Anthrachinon 284,59
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Temperatur ermittelte Differenz ist gleich der Summe der Korrekturen
fiir den herausragenden Faden (Glas-Fliissigkeitsthermometer), fiir die
Thermometereichung und fiir den durch die Aufheizgeschwindigkeit be-
dingten Fehler. Der Unterschied zwischen Tripelpunkt- und Schmelz-
temperatur ist bei MeBgenauigkeiten von 4 0,05° C nicht von Bedeutung.
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Unter Mikrophotometrie soll im Folgenden ein Verfahren verstanden
werden, bei dem kleine Stoffmengen dadurch untersucht oder bestimmt
werden, daB man die Intensititsschwichung von Licht beim Durchgang
durch die Probe mif3t. Die Probenmenge soll, um die Benutzung eines
mikrophotometrischen Verfahrens zu rechtfertigen, so klein sein, daB
mit den iiblichen Verfahren kein ausreichender MeBeffekt mehr erzielt
wird. Das zur Durchstrahlung benutzte Licht kann von der Réntgen-
strahlung iiber Ultraviolettlicht und sichtbares Licht bis zur Infrarot-
strahlung reichen. Die Probe kann fest, fliissig, geldst oder gasformig
vorliegen. Die Untersuchung kann mit Licht einer Wellenldnge erfolgen
(,,Photometrie’) oder unter Verinderung der Wellenlinge (,.Spektro-
photometrie*’).
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Die obige Definition schlieBt die Mikroverfahren aus, bei denen Sekundirstrah-
lung erzeugt und gemessen wird (Fluoreszens, Phosphoreszens, Ramanverfahren).
Sie schlieft ferner die Methoden aus, bei denen andere Energiefliissse (etwa von
Schall oder von Elementarteilchen, wie Neutronen u.a.) gemessen werden. Optische
Verfahren, bei denen die Probe nicht durchstrahlt wird (etwa Reflexion) oder bei
denen andere Effekte als die Schwichung des einfallenden Lichts gemessen werden
(etwa Drehung der Polarisationsebene, Anderung des Brechungsindex u.d.) sind
ebenfalls von der Besprechung ausgeschlossen.

Mikrospektrophotometrische Untersuchungen wurden schon kurz
nach der Entwicklung des Spektroskops durchgefiihrt 1). Das Gebiet
hat sich — vor allen Dingen auf der apparativen Seite — stark entwickelt.
Es gibt eine Reihe von Ubersichtsarbeiten, die Mikrophotometrie im
Réntgenbereich 2-5, im Bereich des UV 5-8 und des sichtbaren Lichts
5~11), sowie des Infrarotlichts 7. ® erwihnen.

Mikrophotometrische Untersuchungen werden besonders fiir histo-
chemische Untersuchungen 5 € 12) schon seit langem 13 benutzt. Fiir
die klinisch-chemische Routineanalyse biirgern sich photometrische
Mikroverfahren immer stirker ein 14. 1%, Kritische Diskussionen — be-
sonders der Gerite — und Hinweise auf Fehlermoglichkeiten fehlen
nicht 16-20),

Die Tabelle 1 zeigt eine Ubersicht itber die Nachweisgrenzen mikro-
photometrischer Methoden. Diese Grenzen sind bei Verfahren, die ultra-
violettes, sichtbares oder infrarotes Licht benutzen, aus Griinden ge-
setzt, welche die Beugungstheorie beschreibt. Nach dieser ist der mini-
malste Durchmesser dmip eines bei gegebener Wellenldnge 4 gerade noch
optisch auflésbaren Gegenstandes

dmin=2,2 1 /N.A.,

wobei N.A. die numerische Apertur ist. Bei den réntgenoptischen Ver-
fahren ist der limitierende Faktor im Auflésungsvermdgen der Strahlungs-
empfinger zu sehen 9. Meist verwendet man hier feinstkérnige Photo-
schichten und dann bedingt die GréBe des nach der Entwicklung erhal-
tenen Silberkorns die Grenze der Darstellbarkeit.

Tabelle 1. Nachweisgrenzen mikrophotometrischer Verfahven bei Benutzung von Licht
verschiedener Wellenlingen

Wellenlinge des Durchmesser des Gr6fenordnung  Theoretisch er-  Lit.
Untersuchungs- kleinsten meBba- der benétigten reichbare kleinste

lichtes ren Objektes Schichtdicke Absolutmenge
() )
10A 0,5 1 0,001—0,1 pg 3, 5
350 nm 0,2 0,5 0,1—1 pg )
15 10 10 100 ng 7
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Bei mikrophotometrischen Untersuchungen sind zwei Arbeitsrich-
tungen zu unterscheiden:

Bei der einen werden die Messungen in situ — etwa an Schnitten
biologischen Materials — vorgenommen.

Bei der zweiten werden interessierende Komponenten aus dem Probe-
material abgetrennt, nach der Trennung in ein Mikrophotometer iiber-
fiihrt und dort gemessen.

Die zweite Arbeitsrichtung kann sich dabei unter Umstinden mit
Vorteil der optischen Geridte der ersten Arbeitsrichtung bedienen. Oft
verlangt auch die cytochemische Methodik eine Bestdtigung ihrer Er-
gebnisse auf einem zweiten unabhingigem Weg, der fiir die Untersuchung
einzelner Zellen den Umgang mit Submikrogramm-Mengen nétig macht.
Mikrophotometrische Messungen des zweiten Typs nach Aufarbeitung
erginzen also Untersuchungen des ersten Typs. Aus diesem Grund sollen
die beiden Arbeitsrichtungen gemeinsam betrachtet werden.

Die in Tabelle 1 angegebenen kleinsten Absolutmengen sind im all-
gemeinen bei der Messung in situ bestimmt oder untersucht worden. Bei
der Anwendung zur Losung von Fragestellungen des zweiten Typs sind
diese Nachweisempfindlichkeiten jedoch in praktisch keinem Fall erreicht
worden.

Hier gilt vielmehr, daB ,,mit der Bereitstellung der Geratschaften zur
Spektrophotometrie kleinster Stoffmengen das Problem nur zum kleine-
ren Teil geldst ist, denn vom praktischen Standpunkt stellt die Mikro-
spektrophotometrie nur einen einzelnen Aspekt des komplexen Problems
»Mikroanalyse* dar. Zwei andere gleich wichtige Punkte sind die Isolie-
rung des gewiinschten Materials und zweitens die Umwandlung des iso-
lierten Stoffes in eine Form, die geeignet ist, in das Mikrospektrophoto-
meter eingefiihrt zu werden. Diese beiden Operationen miissen quantita-
tiv sein* 21). In der folgenden Ubersicht soll die optisch-apparative Seite
nur kurz erwihnt werden und der Aufarbeitungstechnik gréBerer Raum
eingeriumt werden,

1. Mikrophotometrische Verfahren unter Verwendung von
Rontgenlicht

Fiir Rontgenstrahlung gilt ein dem Beer-Lambert-Gesetz analoges Expo-
nentialgesetz
I=1Ig-exp (—pfpm), wobei

I = Intensitdt des Lichts nach Durchstrahlung,
Iy = Intensitit des eingestrahlten Lichts,
ufp = Massenabsorptionskoeffizient,
m = Masse[Einheitsfliche des absorbierenden Materials (gfcm2).
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Man kann nach dieser Gleichung Massenbestimmungen durchfiihren
oder man kann auch den Gehalt einzelner Elemente bestimmen, wenn
man die Absorption bei Wellenlingen miBt, die etwas kiirzer und etwas
linger sind als die Absorptionskanten des zu bestimmenden Elemen-
tes 4. 22, Massenabsorptionskoeffizienten wurden bestimmt (z.B. 23)
und zur Mikroréntgenabsorptionsanalyse geeignete Apparaturen be-
schrieben 24-26),

1.1. Bestimmung von Massen

Das Untersuchungsmaterial (getrocknete Gewebeschnitte oder einzelne
isolierte Zellen) wird dicht auf eine Photoemulsion von feinstem Korn
aufgelegt (,,Kontaktradiographie) und dann von Réntgenlicht durch-
strahlt. Man wihlt ein Kontinuum weicher Réntgenstrahlung, erhalten
durch Anregung mit 3 kV. Zusammen mit der Probe wird ein Referenz-
system mitbestrahlt, das aus einem Stufenkeil aus Nitrocellulose besteht.,
Von dem Keil kennt man die Masse und den Massenschwichungs-
koeffizient. Durch Vergleich der Schwirzungsintensititen kann man
dann die unbekannte Masse ermitteln, wenn man fiir das Untersuchungs-
gut den Massenschwichungskoeffizient von Protein als giiltig annimmt
und einsetzt.

Benutzt man Rontgenstrahlung von etwa 5 bis 23 A Wellenlinge,
dann ist der EinfluB der anorganischen Bestandteile biologischen Mate-
rials vernachlissigbar, wenn sie in den in Gewebe iiblichen geringen Kon-
zentrationen vorkommen. Stéirker Calciumhaltige Objekte sind so jedoch
nicht analysierbar,

Vorbehandlungen (z.B. Fixierungen) miissen unterbleiben, um jeden
Fehler durch Materialverluste zu vermeiden. Die gesamte Analyse, bei
der die Schwichungsmessung mit Hilfe besonderer Mikrodensitome-
ter 27, 28) durchgefiihrt werden muf, ist mit einem Fehler von etwa 5%,
behaftet. Dieser ist durch unterschiedliche Granulation der Photoemul-
sion (etwa 29%,), durch Inhomogenitit des Bezugssystems (1 bis 29%,) und
unterschiedliche Dicke der Aluminiumtrigerfolie, auf der das Unter-
suchungsgut aufgezogen ist, bedingt (etwa 19%,). Bei einer Anordnung,
bei der die Intensitit statt mit Hilfe des Photofilms mit einem Propor-
tionalzihler direkt gemessen wird 29, wird ein Fehler von 6%, angegeben.
Die kleinste bestimmbare Menge ist etwa 1 pg.

Es konnte gezeigt werden, dal die Ergebnisse réntgenphotometri-
scher Bestimmungen der Massen einzelner Zellen im Rahmen eines Feh-
lers von + 10%, mit Ergebnissen aus interferenzmikroskopischen Massen-
bestimmungen iibereinstimmen 8¢ 31), Das Réntgenverfahren wurde
zur Bestimmung der Trockenmasse einzelner Zellen benutzt 32-35. Man
fand so zum Beispiel die mittlere Masse von Zellen aus dem Deifersschen
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Kern von Ratten mit 20,8 + 0,58 ng 29. Lipidbestimmungen in einzelnen
Zonen von Rattennebennieren wurden so durchgefiihrt 3%, daB die
Massen der Zellen vor und nach der Behandlung mit Petroldther be-
stimmt wurden. Rontgenphotometrische Bestimmungen ergaben dabei
das gleiche Ergebnis wie Mikrowdgungen des gesamten Schnittes auf
einer Quarzwaage vor und nach der Extraktion 3%, Dieser aussichtsreiche
Untersuchungsweg — namlich Gewebe mit Enzymen oder Reagentien zu
behandeln, die einzelne Komponenten spezifisch herauslésen und dann
nach der Behandlung erneute Massenbestimmungen anzustellen — ist
bis jetzt noch sehr wenig bearbeitet 3).

1.2. Bestimmung des Gehaltes einzelner Elemente

MiBt man die Absorption an Absorptionskanten, so kann man auch
spezifische Bestimmungen einzelner Elemente durchfiihren 36, Hierzu
ist monochromatische Primirstrahlung nétig, die durch Beugung an
Kristallen erzeugt wird. Fiir die Mikroanalyse verwendet man am besten
fokussierende Kristalle, um hohere Intensititen zu erzielen. Man stellt
die Wellenldnge vor und hinter der Absorptionskante ein und macht
jedesmal Rontgenaufnahmen der Probe, wieder in engem Kontakt mit
einer photographischen Emulsion. Die Empfindlichkeit des Verfahrens
hingt von der Atomnummer des zu bestimmenden Elements ab, ferner
von der Genauigkeit, mit der die Schwichung der Primirstrahlung be-
stimmt wird 33). Fehler durch Eigenfluoreszens der Probe kénnen auf-
treten.

An 20 p dicken Schnitten konnte der Schwefelgehalt (19,) vom séra-
tum corneum menschlicher Haut bestimmt werden 9. In Gewebsproben
dhnlicher Dicke lassen sich Kohlenstoff, Sauerstoff und Stickstoff be-
stimmen 3. Gelegentlich kann man auch noch Calcium und Phosphor
erfassen, wenn deren Gehalt im Gewebe hoch ist. Nicht bestimmbar ist
dagegen der Gehalt biologischen Materials an Kalium, Natrium, Chlorid
oder Eisen. Erst wesentlich dickere Schichten, in denen dann kein struk-
turelles Feindetail mehr erkennbar ist, ermdglichen die Analyse dieser
Elemente mit Hilfe der Réntgenabsorption.

2. Mikrophotometrische Messungen im ultravioletten und
sichtbaren Licht

2.1. Mikrophotometer

Seit Casperson 1936 13) die grundlegenden Vorstellungen zum Bau eines
Mikrospektrophotometers publizierte, wurden viele Gerdte gebaut 37-59),
bei denen meist Mikroskope mit Monochromatoren kombiniert wurden.
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Dabei wurde entweder das Mikroskop benutzt, um den Spalt des Mono-
chromators auszuleuchten, wobei die volle Intensitit des spektral nicht
zerlegten Primirstrahls das Untersuchungsobjekt traf, oder das Objekt
wurde im Mikroskop mit bereits monochromatisierter Strahlung durch-
leuchtet und die Absorption dann dadurch gemessen, daB3 ein Photoele-
ment an die Stelle des Mikroskopokulars gesetzt wurde. Einige Gerite ar-
beiten nach dem Zweistrahlprinzip 38, 41, 42, 53), Kaufliche Mikroskop-
photometer stellen die Firmen Leitz, Zeiss und Beckman her. Mit Hilfe
dieser Gerite kann man photometrische Messungen an Objekten kleiner
Schichtdicke (von der GriéBenordnung einiger p) durchfiithren. Die Ge-
nauigkeit dieser Messungen kann dabei besser als 19, sein 41, 52, Die
Hauptanwendung finden Mikroskop-Photometer in der Histologie. Zu-
sammenfassungen dieser Benutzungsarten finden sich z.B. bei 8 und 54.

2.2. Cytophotometrische Messungen in situ

Bei cytophotometrischen Messungen werden Schnitte biologischen Ge-
webes fixiert und gefdrbt, um einzelne Komponenten oder Strukturen in
der Zelle sichtbar zu machen. Die Intensitdt der Anfarbung wird als MaB
fiir die Konzentration oder die Menge des nachgewiesenen Stoffes genom-
men. Diese Betrachtungsweise ist jedoch nur bedingt giiltig.

Das Beersche Gesetz gilt nur selten fiir gefarbte Schnitte 34. Unter-
schiede im Brechungsindex der Zellkomponenten kénnen zu Intensitits-
verlusten fithren, die nicht durch Absorption bedingt sind. Streuung ver-
mag zu Fehlern zu fithren, die dann besonders gro3 werden, wenn man
einen gréBeren Bereich des Gewebsschnittes beleuchtet und die Messung
jedoch — wie {iblich — in einem kleinen ausgeblendeten Teilbereich vor-
nimmt (sogenannter Schwarzschild-Villiger-Effekt), Manche Mikrophoto-
meter sind so konstruiert, da sie von diesem Effekt frei sind 3% 40), Der
groBte Fehler entsteht bei der Cytophotometrie dadurch, daff das Produkt
der Firbungsreaktion in der Zelle nie homogen verteilt ist. Das Ergebnis
der photometrischen Messung wird daher stark vom MeBort in der Zelle
abhiingig sein, Diese Abhingigkeit kann man eliminieren, indem man an
vielen Stellen miBt (scanning-Technik) und {iber die MeBwerte mittelt.
Eine solche Mittelwertsbildung kann auch iiber den Umweg iiber die
photographische Platte und densitometrische Auswertung erfolgen. Eine
zweite Methode miBt die Farbverteilung bei zwei Wellenlingen. Die
durch das gefirbte Produkt bedingte Absorption muBl bei beiden MeB-
wellenlingen in einem bestimmten Verhiltnis stehen. Jede Anderung
dieses Verhiltnisses deutet auf Fehler, wie zum Beispiel inhomogene
Verteilung, hin.

Bei cytophotometrischen Messungen wurden Nukleinsguren mit Hilfe
der Feulgen-Reaktion (Fuchsin-schweflige Siure) oder der Chrom-Gallo-
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cyanin-Anfirbung bestimmt, ferner einige Proteine und einige Enzyme.
Am meisten wurde die Feulgen-Farbung benutzt, fiir deren Messung
viele Mikrospektrophotometer speziell eingerichtet sind. In der Cyto-
photometrie sind noch viele Fragen offen und ein erfahrener Histoche-
miker 54 empfiehlt deswegen: ,,Wer sich nicht mit der Messung von
Desoxynukleinsiuren beschiftigen will, sollte sich im Augenblick besser
von der Cytophotometrie fernhalten.” An dieser Situation diirfte sich
bis heute auch nichts Grundsitzliches gedndert haben.

Einen Teil der Problematiken histochemischer Farbereaktionen um-
gehen Methoden, bei denen bereits gefarbte Stoffe gemessen werden, wie
zum Beispiel die Cytochrome. Deren Gehalt wurde in einzelnen Nieren-
oder Leberzellen 39 oder Mitochondrien 38 in Mengen von 10-20 Mol
unter aeroben und anaeroben Bedingungen bestimmt.

Die Massen, die bei cytophotometrischen Messungen bestimmt wer-
den, liegen im allgemeinen in der GréBenordnung von 0,1 bis 100 pg 9.
Sie sind damit um etwa 5 Zehnerpotenzen kleiner als die, welche man mit
Hilfe hochempfindlicher analytischer Verfahren in homogener Losung
messen kann. Dennoch wurden Versuche unternommen, cytophotome-
trisch gefundene Werte dadurch zu bestitigen, daBl der Farbstoff nach
der Anfirbung aus dem Gewebsschnitt estrahiert und gemessen wurde
57, 58), Zur Ermittlung dieser kleinen Farbstoffmengen bot sich die
Untersuchung in entsprechend kleinen Kiivetten an,

2.3. Messung in Mikrokiivetten nach Abtrennung
Mikrokitveiten

Fiir die Untersuchung kleiner Ldsungsmengen kommen Mikrokiivetten
in Frage 59-74), die in Kombination mit handelsiiblichen Spektrophoto-
metern benutzt werden, welche eine Durchstrahlung der Probe mit para-
lellem Licht erméglichen. Heute wird man deswegen kaum noch gezwun-
gen sein, sich ganze Kiivetten-Mikrophotometer im Eigenbau durch
Kombination mit Mikroskopen 64, 87) selbst herzustellen. Mikrokiivetten
werden kiuflich geliefert (z.B. von Hellma, Unicam, Zeiss u.a.). Die
DurchfluBkiivette von Zeiss gestattet dabei in Verbindung mit einer
besonderen Illuminationsanordnung die Untersuchung von 20 pl Lsung,
auch im UV, in Schichtdicken von 1 cm auch im stationiren Betrieb.
Wiinscht man noch geringere Volumina zu untersuchen, so muf3 man Ka-
pillaren mit noch geringerem inneren Durchmesser verwenden 11), Bei
1 cm Schichtdicke benotigt man 7,9 pl, um Kapillaren von 1,0 mm lichter
Weite zu fiillen und 1,8 pl fiir solche von 0,5 mm lichter Weite. Das Ar-
beiten mit derartig engen Kapillaren ist jedoch schon schwierig. Es er-
fordert vor allen Dingen eine sehr exakte Fixierung der Kiivetten auf
dem Probenwechsler und dessen genane Fiithrung im Strahlengang beim
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Kiivettenwechsel. Prizise Probenwechsler (z.B. fiir das Beckman
DU 75, 78)) sind beschrieben.

Das Problem der reproduzierbaren Verschiebung der Kiivetten im
Strahlengang begrenzt auch praktisch die an sich interessanten Moglich-
keiten von Kiivetten mit spiegelnden Wanden 74, bei denen das Licht
zick-zack-férmig die Probelosung mehrfach durchliuft. Die optische
Weglinge ist dann um ein Mehrfaches (hier 74 ein Dreifaches) groSer als
die geometrische.

Mikrokiivetten sind entweder rohrférmig oder trogférmig ausgebildet.
Hansen 77 weist darauf hin, daBl Kiivetten mit kreisformigem Durch-
messer besser vom Licht durchstrahlt werden als trogformige. Bei diesen
mub eine zusdtzliche rechteckige Blende angebracht werden, um die
Fortpflanzung des Lichts in der Wand der Kiivette zu verhindern. Durch
diese Begrenzung ergibt sich ein Energieverlust und als Folge eine Ver-
schlechterung der effektiven Bandbreite. Trogkiivetten haben jedoch den
groBen Vorteil, leicht gefiillt werden zu kdnnen.

Um die optischen Vorteile der Rohrkiivetten beibehalten zu konnen
versucht man bei fester Stellung einer Kiivette im Strahlengang mit
MikrodurchfluBzellen 78-8® zu arbeiten. Man miBt Probelésung und
Leerldsung in der gleichen Kiivette zeitlich kurz nacheinander und ver-
meidet so auch die Schwierigkeiten, die durch den mechanischen Kiivet-
tenwechsel und Kiivettenungleicheit bedingt sind. MikrodurchfluB3zellen
werden meist direkt in Kombination mit Chromatographiesdulen benutzt.
Bei einem solchen kontinuierlichen DurchfluBbetrieb entfillt dann auch
noch das Fiillproblem. Empfindliche Messungen sind méglich. Kirk-
land 89 bestimmt so z.B. 10 ng verschiedener Herbicide (Phenylharn-
stoffderivate) in 7 pl Lésung in 1 cm Schichtdicke nach chromatographi-
scher Trennung. Ebenso wie Lang 79, der noch weniger als 1 ng Chromat
in DurchfluBkiivetten von 10 c¢m Linge und 1 mm Innendurchmesser
miBt, berichtet er nur iiber geringfiigige wechselseitige Beeinflussung
der getrennten Substanzen durch unvollstindiges Auswaschen aus der
Kivette.

Versuche 73 mit Kiivetten vom Trogtyp (48 mm Schichtdicke, 0,15ml
Fiillvolumen), die Blenden mit 1,6 mm Durchmesser an beiden Stirnsei-
ten trugen, ergaben die Notwendigkeit, beim Zeiss PMQ 2 die Spalt-
weiten zu vergréBern. Im Bereich des sichtbaren Lichts verschlechterte
sich die effektive Bandbreite hierdurch von 0,1 auf 0,2 nm, was aber in
Anbetracht der vielen anderen Unzulinglichkeiten ultramikrochemischer
Messungen belanglos war. MaB man die gleichen Losungen wiederholt in
Makrokiivetten (50 mm Schichtdicke) und in der Mikrokiivette, so waren
die Messungen in der letzteren mit einer etwa 4mal groBeren Standard-
abweichung behaftet. Da das Fiillvolumen der Mikrokiivetten nur 1/40
des der Makrokiivetten betrug, war eine echte Empfindlichkeitssteigerung
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um den Faktor 10 erreicht. Dieses Beispiel zeigt, daB dem Versuch,
durch Verringerung des Volumens der zu messenden Lésung gréBere
Empfindlichkeiten zu erzielen, wegen der steigenden Fehler bald Grenzen
gesetzt sind. Nur in seltenen Fillen kann man mikrophotometrische Ana-
lysen in Volumina durchfiihren, die kleiner als etwa ein Mikroliter sind.

Dennoch lassen sich mit dieser Methode sehr empfindliche Bestim-
mungen anstellen. Malmstrém und Glick 64 analysierten z.B. Gehalte
von 1 bis 10 ng Zink nach Ausschiitteln des Dithizonates mit Chloroform
auf 4 0,7 ng genau. Chromat konnte mit der Diphenylcarbazid-Reaktion
im Bereich von § bis 100 ng mit einer Standardabweichung von etwa 5%,
bestimmt werden.

2.4. Aufarbeitung zur mikrophotometrischen Bestimmung

Die mikrophotometrische Bestimmung setzt eine sorgfiltige Aufarbei-
tung des Probegutes vor der eigentlichen Messung voraus.

Tritbungen miissen entfernt werden, wozu sich bei wissrigen Losun-
gen die Filtration durch ein Membranfilterscheibchen am besten eignet.
Dieses liegt auf einer abgeschnittenen Kapillare als Trichter 81 auf.

Vor der Messung muB die zu photometrierende Losung ferner zu
einem definierten Volumen aufgefiillt werden. Hier konnen im Bereich
unter 1 ml Volumen die MeBkoélbchen dienen, die Kerk 10 beschreibt. Sie
haben jedoch den Nachteil, einen sehr engen Hals zu haben. Man kann
deswegen in diesen Ko6lbchen kaum eindampfen, was aber meist beim
quantitativen Uberfiihren der Losung in das MeBgefaB nétig ist. Schliff-
melBkolbchen 82 erméglichen das dahingegen. Mit ihrer Hilfe kann ein
Volumen von 0,35 ml mit einer Standardabweichung von 0,59, eines
von 0,1 ml Fassungsvermdgen mit 2%, relativer Standardabweichung
aufgefiillt werden. Noch geringere Volumina kann man dosieren, indem
man die Probe ganz zur Trockne bringt und sie dann mit einem bekannten
Volumen eines Losungsmittels aufnimmt. Hiufig verbietet sich dieses
Vorgehen jedoch aus chemischen Griinden. Weiterhin kann man eine
zweite Substanz als inneren Standard zusetzen und alle Messungen anf
diesen beziehen. Die Bestimmung der Konzentration des Standards muB3
dann einfach und genau moglich sein. Durch seinen Zusatz darf die
Analyse des eigentlich zu bestimmenden Stoffes nicht gestért werden.

Schliellich kann man eine zu photometrierende Verbindung durch
Ausschiitteln in ein definiertes Volumen iiberfithren. Dabei lassen sich
oft noch Anreicherungen erzielen, wenn man das Volumen des organi-
schen Losungsmittels geringer wihlt als das der wissrigen Schicht. Das
verwandte Losungsmittel darf nicht sehr fliichtig sein, um die nachfol-
gende photometrische Bestimmung nicht zu verfilschen. Es sollte ferner
in Wasser nicht zu gut 16slich sein, um die Volumenvorgabe nicht zu sehr
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zu beeinflussen. Fiir derartige Mikroextraktionen bewidhrt sich z.B.
Amylacetat. — Ausgeschiittelt wird in einem kleinen Zentrifugenglas.
Die organische Phase wird mit Hilfe eines spitz ausgezogenen Glasrohrs
abgezogen, das durch eine Gummikappe verschlossen ist. Die organische
Schicht wird zur Trocknung und Klirung durch ein Papierfilterchen
{5 mm Durchmesser) filtriert. 10 bis 200 ng Kupfer konnen so als Didthyl-
dithiocarbamidat aus 1 ml Ldsung mit 0,2 ml Amylacetat ausgeschiit-
telt 83) und mit 5 ng Standardabweichung bestimmt werden.

2.5. Andere Arbeitstechniken zur Spektrophotometrie kleiner Probe-
mengen

Das etwas umstdndliche Arbeiten mit Mikrokiivetten versucht man ge-
legentlich zu umgehen. Zur Spektrophotometrie im Submikrogrammbe-
reich wird z.B. vorgeschlagen, die verdiinnte Probeldsung in Form eines
kleinen Tropfens in eine Olschicht zu geben 84). Man engt nun diese Lo-
sung durch Verdunsten bis maximal auf das 300fache ein. Das Volumen
des dann resultierenden Trépfchens wird aus dem mikroskopisch gemes-
senen Durchmesser bestimmt und die Farbintensitit wird mit Hilfe
eines Mikroskopphotometers gemessen. Versuche unter Verwendung
von Gelschichten 8% oder von Olfilmen 88 wurden schon frither durch-
geftihrt. Man konnte mit ihnen etwa 10—14 g Barium-Ionen oder Eisen-
Ion in Tropfchen von 10-2 bis 10-11 ml Volumen identifizieren 86),

Submikrogramm-Mengen von Kobalt wurden in einer kleinen Borax-
perle an Hand der Blaufirbung analysiert. Die Perle wurde im geschmol-
zenen Zustand in eine aus Gold bestehende Form gegossen und so in
dickere Schicht gebracht 87).

Mikrophotometrische Messungen sind nicht auf das Vorliegen der zu
messenden Substanz in fester oder geléster Form beschrinkt. Derartige
Bestimmungen konnen auch an Stoffen in der Gasphase erfolgen. Zum
Beispiel 1a8t sich Quecksilber bestimmen, wenn man eine Quecksilber-
lampe als Lichtquelle verwendet. Das von ihr ausgesandte Licht wird
durch eine Kiivette geschickt, die die zu messende Quecksilbermenge in
Dampiform enthilt. Man miBt die Absorption an einer Resonanzlinie.
Diese Anordnung wird wegen des relativ hohen Dampfdrucks des Queck-
silbers, auch in seinen Verbindungen, bei Zimmertemperatur betrie-
ben 100, Wenn es sich auch nicht um ein typisches Mikroverfahren han-
delt (Kiivette mit 35 cm Schichtdicke und 1 ecm Durchmesser), so soll
das Verfahren wegen seiner groBen Empfindlichkeit hier doch erwihnt
werden. Es kénnen noch 0,3 ng Quecksilber bestimmt werden.

Nach dem gleichen Prinzip, jedoch in der héheren Temperatur einer
Flamme, arbeitet das Verfahren der Atomabsorption. Die Empfindlich-
keit dieser Methode zur Bestimmung anorganischer Bestandteile ist
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meistens noch groBer als die photometrischer Verfahren unter Verwen-
dung von L&sungen. Dazu gibt es eine Reihe von Vergleichen, unter ande-
rem von neuesten Messungen 101, Konventionelle Gerite bendtigen eine
Losungsmenge von mindestens 0,1 ml, um ein auswertbares Ergebnis zu
erhalten. Mikroverfahren sind jedoch fiir die Atomabsorptionsspektros-
kopie ebenfalls angegeben 192), Sie ermoglichen durch Benufzung sehr
schnell registrierender Schreiber und durch elektronische Differentiation
des Signals die Analyse einzelner Tropfen von Lésungen, in denen dann
z.B. 10 pg Kupfer noch nachgewiesen werden 192,

2.6. Densitometrie

Nach Trennungen durch Elektrophorese, Diinnschichtchromatographie
oder Papierchromatographie werden die abgetrennten Produkte mitunter
direkt auf dem Trigermaterial durch Absorptionsspektrometrie bestimmt
Bei dieser ,,Densitometrie, die wegen ihrer Einfachheit besonders gern
bei klinisch-chemischen Untersuchungen angewandt wird, bestehen je-
doch gewisse Schwierigkeiten 8, Die Stochiometrie vieler Reaktionen,
mit deren Hilfe ein isoliertes Produkt auf dem Trager in eine gefirbte
Komponente umgewandelt werden soll, ist hdufig unsicher. Das gilt be-
sonders fiir die Bestimmung von Proteinen, Durch die Streuung der zur
Chromatographie benutzten Trigermaterialien (Papier, Kieselgel) werden
zusitzliche Fehler verursacht. Manchmal gelingt es, diesen Effekt durch
Zusatz von Fliissigkeiten mit gleichem Brechungsindex wie das Triger-
material zu verringern. Manche Trennungen kénnen auch auf transparen-
ten Folien, wie Celluloseacetat, durchgefiihrt werden.

Die Probleme der Densitometrie wurden oft diskutiert 20, 91, Semi-
empirische Gleichungen iiber Zusammenhang zwischen Transmission und
Masse des Materials wurden aufgestellt #2). Zur Densitometrie benutzt
man besondere Gerite 90, 9% oder zieht das Chromatogramm vor den
Spalt eines Photomultipliers eines herkémmlichen Spektrophotometers
vorbei 94, 95), Nach diesem Prinzip arbeiten auch die kéduflichen Zusitze
zu Spektralphotometern.

Materialmengen, die kleiner sind als 1 Mikrogramm, lassen sich von
Aminosiuren 92 oder anorganischen Spurenbestandteilen 98 mit Stan-
dardabweichungen von etwa 59, 92, ja sogar unter 19, %8, bestimmen,
Densitometrie ist auch im UV-Bereich moglich. So kénnen z. B. Nucleo-
sidbasen auf Papier erfaBt werden 89,

Edstrom 99 bestimmte 0,1 bis 1 ng Ribonucleinsiure in Nervenzellen
mit einem Fehler von 0,01 ng. Er isolierte die Zellen und behandelte sie
mit Ribonuclease. Die Ribonucleinsiuren wurden dadurch in lésliche
Bruchstiicke zerlegt, die extrahiert wurden. Die Extrakte wurden auf
Cellophanstreifen von 25 X 150 p. GroBe aufgesaugt und diese dann im
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UV-Licht bei 257 nm photographiert. Die Photographien wurden densi-
tometrisch ausgewertet. In einer spiateren Arbeit 98) wurden die einzelnen
Basen der Ribonucleinsduren sogar durch Elektrophorese auf Cellulose-
fidchen von 15 w Durchmesser getrennt. Die einzelnen getrennten Zonen
wurden dann wieder durch Densitometrie bestimmt. Eine Genauigkeit
von 7%, wurde bei der Bestimmung der einzelnen Basenbestandteile des
RNS-Gehalts einzelner motorischer Vorderhorn-Zellen erreicht. Nach
dhnlichen Prinzipien wurde auch der Proteingehalt einzelner Zellen be-
stimmt 99),

3.Mikrophotometrische Messungen im infraroten Spektralbereich

Wihrend die Bedeutung mikrophotometrischer Verfahren im Gebiet des
sichtbaren Lichts nicht sehr groB ist, weil viele organische Stoffe in die-
sem Bereich nicht absorbieren und weil kleine Mengen anorganischer
Stoffe heute mit anderen Verfahren (Aktivierungsanalyse, Roéntgen-
fluoreszens, elektrochemische Methoden usw.) besser bestimmt werden
konnen, darf man der Mikrospektrophotometrie im infraroten Spektral-
bereich fiir die Zukunft steigende Bedeutung vorhersagen.

Die Infrarotspektrographie ist eines der zuverldssigsten Verfahren
zur Identifizierung organischer Stoffe. Nachteilig bei ihrer Anwendung
ist, daB nur weitgehend reine Substanzen einfach untersucht werden
konnen, Wegen dieser Einschrinkungen hat sich die Infrarotanalyse
noch nicht recht in die organische Ultramikroanalyse einbiirgern kénnen,
weil bis vor nicht allzu langer Zeit kaum Verfahren zur Verfiigung stan-
den, mit deren Hilfe organische Stoffe im Mikrogramm- und Submikro-
gramm-Bereich rein dargestellt werden konnten. Durch Entwicklung
der Diinnschichtchromatographie und vor allen Dingen der Gaschromato-
graphie hat sich in den letzten 10 Jahren die Situation jedoch stark ver-
dndert. Gerade das letztere Verfahren gestattet Trennung und einen —
allerdings ziemlich unspezifischen — Nachweis von Stoffen in Mengen von
wenigen Nanogrammen.

Eine Kombination der beiden chromatographischen Verfahren, die
gerade im Mikrogramm-Bereich ihre groBte Wirksamkeit erzielen, mit
der Infrarotanalyse bedeutet eine erhebliche Erweiterung der organi-
schen Mikroanalyse, die auch hier wieder vor allen Dingen der biochemi-
schen Analyse zu Gute kommt, die sich mit Metabolitenforschung, Auf-
klirung immer komplexerer Gemische von Naturstoffen und der Not-
wendigkeit der Steigerung der Spezifizitit der klinisch-chemischen
Analyse auseinander zu setzen hat. Eine solche Kombination macht
jedoch die Ausniitzung von Infrarotmethoden notwendig, die die hochste
Empfindlichkeit erreichen.
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Die Nachweisgrenze der IR-Verfahren liegt bei ungefihr 0,1 Mikro-
gramm. Im Vergleich zu den Réntgen- und UV-optischen Methoden 148t
die Infrarotanalyse daher nicht so spektakulire Ergebnisse erwarten
und als Infrarot-Mikro-Verfahren werden in der Literatur im Allgemeinen
Methoden zur Untersuchung von Mengen verstanden, die kleiner sind
als ein Milligramm. Anders als bei den UV- und Roéntgen-Methoden
spielt auch die Untersuchung in situ mit Hilfe der IR-Spektroskopie
keine Rolle. Zellen haben GréBen von einzelnen p, wihrend subzellulire
Organellen, deren chemische Untersuchung an sich von gréBter Bedeu-
tung ist, wenige Zehntel p nur grof} sind und zum Teil noch kleiner sind.
Wie sich aus der Beugungstheorie ergibt, ist bei Verwendung von IR-
Licht grundsétzlich eine direkte Untersuchung derartig kleiner Objekte
nicht méglich. Dennoch kénnen Infrarotmikroskope und Mikroillumi-
natoren mit schwicherer VergréBerung bei der Untersuchung kleinster
Substanzmengen mit Nutzen verwandt werden.

3.1. Infrarotmikrospektrographen

Schon vor etwa 20 Jahren wurden von Burck 103) und Wood 1049 im
Infrarotgebiet brauchbare asphérische Spiegelsysteme mit relativ hoher
numerischer Apertur und guter Bildqualitit angegeben, die mit einem
Infrarot-Monochromator (Perkin-Elmer) zu Infrarot-Reflexionsmikros-
kopen kombiniert wurden 104, 105, Sphirische Optik, die einfacher her-
stellbar ist, ohne allerdings ganz so hohe numerische Apertur zu haben,
wurde von Gore 198) und von Blout 197199 beschrieben. Mikroskop-
Monochromator-Kombinationen sind auch mit dieser sphirischen Optik
erstellbar 106-108, 110, 111), Weiter wurden Systeme unter Verwendung
von Linsenoptik (aus AgCl 112, 113) oder KBr) vorgeschlagen.

Sehr leistungsfihige Strahlenkondensoren sind heute zu den meisten
Infrarotgeriten kiuflich erhiltlich (Leitz, Perkin-Elmer, Beckman, Uni-
cam, RIIC, Barnes Engineering u.a.) Als reprisentativ fiir die ganze
Gruppe konnen etwa die folgenden Daten angesehen werden, Mit Hilfe
von Reflexionsoptik (nach 110)) ist die Biindelung des Infrarotstrahls
auf eine Fliche mit 1,5 mm Durchmesser moglich, wobei etwa 359, der
Primdirenergie erhalten bleiben (Perkin-Elmer). Mit Hilfe eines auf Lin-
senoptik beruhenden Kondensors (nach 112)) kénnen 709, der Strahlener-
gie auf eine Fliche von 1 X 4 mm Gré8e konzentriert werden (Beckman).

Beim Zusammenbau eines Infrarot-Mikrospektrographs wird das
Mikroskop, bzw. der Strahlenkondensor stets vor den Monochromator
gesetzt 104, 107, 108) aych bei den kiuflichen Geridten. Das hat den Vor-
teil, daB man das Infrarotgerit leicht wieder fiir den iiblichen Verwen-
dungszweck umbauen kann. Diese Anordnung hat auf der anderen Seite
den Nachteil, daB die Probe von der gesamten Intensitit des Primirlichts
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getroffen wird. Stérungen durften sich aber nur bei sehr empfindlichen
Substanzen ergeben und es gibt an dieser Aufstellung nur gelegentlich
Kritik 1149,

Man verwendet zur Kompensation im Vergleichsstrahl eine Gaskii-
vette 115 oder optische Abschwicher, wie Blenden und rotierende Sek-
toren. Durch vollig symmetrischen Aufbau des Strahlenganges, also Ein-
bau eines Strahlenkondensors auch im Vergleichsstrahlengang, lassen
sich wohl die besten Ergebnisse erzielen. Mit einer solchen Kombination
wurden die bis heute kleinsten Stoffmengen (50 ng) infrarotspektrogra-
phisch untersucht 116),

Hohe Symmetrie des Strahlengangs haben auch spezielle Infrarot-
Mikroskop-Photometer, bei denen mit Hilfe eines kleinen Spiegels der
Strahl erst durch die zu untersuchende Stelle und dann eine Vergleichs-
stelle im Priparat gelenkt wird 117, Bei einer dhnlichen Anordnung 42
werden Probe und Leerprobe auf einem Schlitten stindig im feststehen-
den Untersuchungsstrahl hin- und hergeschoben.

Zusatzeinrichtungen ermdglichen auch unter Verwendung kleinster
Probemengen Mikrountersuchungen bei tiefen Temperaturen 118), im
polarisierten Licht 119 oder in Reflexion in einer Fliche von 0,2 mm2
120),

Die kleinsten durch Infrarotspektrographie noch nachweisbaren Kon-
zentrationen wurden in Abhingigkeit von der Untersuchungswellenlinge
und von apparativen Daten berechnet 121, In der Praxis wurden mit
Hilfe der Mikroilluminatoren Untersuchungen an Probemengen von 0,1
bis 1 pg organischer Substanzen durchgefiihrt 105, 108, 110), wobei aber
schon immer darauf hingewiesen wurde 111, wie schwierig es praktisch
sei, diese kleinen Materialmengen zu isolieren und zu handhaben.

Mit Hilfe elektronischer Hilfsmittel, wie der Ordinatendehnung 122),
148t sich das Signal-Rausch-Verhdltnis so weit verbessern, da die Nach-
weisgrenzen eventuell um eine Zehnerpotenz verbessert werden kén-
nen 116, 122-12%), Die Anwendung dieses Verfahrens setzt jedoch voraus,
daB die Null-Linie des Spektrums konstant ist, bzw. da8 das Rauschen
gering gegeniiber den zu verstirkenden Banden ist. Diese Forderung
findet sich in der Praxis nur dann erfiillt, wenn die Energie im Mef-
Strahl nicht unter einem gewissen MindestmaB liegt. Es gelingt, mit der
Ordinatendehnung, Banden stdrker sichtbar zu machen und somit
schwache Banden, die in einem Normalspektrum nur unsicher zuzuord-
nen sind, zu verdeutlichen. Es gelingt in keinem Fall, Banden zum Er-
scheinen zu bringen, die ohne die Ordinatendehnung nicht wenigsten
im Spektrum angedeutet wiren. Fiir die Praxis stellt dieses Hilfsmittel
fiir den Mikroanalytiker daher wohl mehr eine Moglichkeit dar, um etwas
groBere Mengen (gréfler als einige Mikrogramme) zu untersuchen und
eventuell mit kleineren Fehlern zu vermessen.
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Erfolgversprechender, wenn auch aufwendiger, erscheint die Anwen-
dung eines in der Kernresonanzspektroskopie benutzten Prinzips 126),
durch wiederholtes Abfahren des Spektrums, Sammeln der Daten in
einem elektronischen Speicher und anschlieBende Datenverarbeitung mit
Hilfe eines Computers die Auswertung zu verbessern. In der Infrarot-
analyse wurde diese Methode auch bereits nutzbringend verwandt 127-129)
So gelang es z. B. mit Hilfe eines CAT 400 A (computer of average tran-
sients) eine 5,6 X 104 molare Losung von Methylaethylketon in Tetra-
chlorkohlenstoff in einer Losungskiivette mit 0,1 ml Schichtdicke zu
untersuchen 1279, Eine Vergleichskiivette, nur mit dem Losungsmittel
gefiillt, befand sich im Vergleichsstrahl. Nach einmaliger Registrierung
war keine Carbonylbande erkennbar. Nach 256fachem Abtasten des
Spektralbereichs um diese Bande und Datenverarbeitung, wozu pro
Durchgang 32 Sekunden benétigt wurden, war die Carbonylbande ein-
deutig nachweisbar und das erhaltene Spektrum glich dem einer 0,56 mola-
ren Losung des Ketons in Tetrachlorkohlenstoff. Auch dieses Verfahren
setzt hohe Stabilitdt und Leistungsstirke des optischen Systems voraus.

3.2. Untersuchung von Proben in MikropreBlingen

Zur Herstellung von kleinen Prefllingen wird meistens KBr in Spezial-
mikropreBwerkzeugen verarbeitet 130-132), die oft kiuflich erhiltlich
sind. PreBlinge mit einem Durchmesser bis zu 0,5 mm und einer Schicht-
dicke von etwa 1 bis 2 mm k&nnen hergestellt werden. Die benétigte
KBr-Menge betrigt dann groBenordnungsmiBig etwa 1 mg, in der die
iiblichen Konzentrationen an Material, also etwa 0,1 bis 19, untersucht
werden konnen. Spektren von 1 Mikrogramm Substanz 132, 125, 133) ynd
weniger 116) sind beschrieben worden.

Es ist bei der Handhabung dieser kleinen Substanzmengen schwierig,
Feuchtigkeit zu vermeiden und die gesamte zu analysierende Substanz
quantitativ in das KBr zu {iberfithren, mit dem sie dann noch homogen
verrieben werden muB. In der Literatur finden sich daher auch viele
Varianten, um die PreBlingsmethodik zu verbessern.

Um den Umgang mit dem MikropreBwerkzeug mit Stempeln von
0,5 mm Durchmesser zu umgehen, wurde z. B. vorgeschlagen 134, 135) jn
die Mitte eines gréfleren KBr-Scheibchens von etwa 12 mm Durchmesser
eine Vertiefung zu bohren, in die dann Probe und KBr-Gemisch gegeben
werden. Darauf wird mit einem PreBwerkzeug mit gréBerem Stempel zu
einem homogenen PreBling gepreBt, dessen nicht interessierender, leerer
aufJerer Teil durch eine Blende bei der Untersuchung abgedeckt wird.
Ahnlich kann man durch Benutzung von Reduzierringen aus Blei 136)
und der Makroprefform kleinere KBr-PreBlinge herstellen, in denen
etwa 50 pg Material untersucht werden konnen. Aluminiumfolie, in die
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ein Loch geschlagen wird, das das KBr-Probe-Gemisch aufnimmt, wird
ebenfalls als Triger empfohlen 124, 137, Der Vorteil der Folie liegt darin,
daB man das Probegut in sie einschlagen und das gesamte Folienpaket
im PreBgerit gut zum MikropreQling verarbeiten kann. Giinstig wirkt
hier, daB zur Herstellung der kleinen PreBlinge kein hoher PreBdruck
notwendig ist und daB ein Schraubstock schon zur Druckerzeugung ge-
niigt 133),

Zur Vermeidung von Beugungseffekten muB bei infrarotspektrogra-
phischen Untersuchungen das Material in so fein verteilter Form vor-
liegen, daB die KorngroBe etwa von der GroBenordnung der Wellenldnge
des Untersuchungslichtes ist. Diesen feinen Kérnungsgrad versucht man
durch Verreiben der Probesubstanz mit KBr zu erzielen. — Den gleichen
Effekt erreicht man in recht reproduzierbarer, aber langwierigerer Weise
durch Lyophylisation 138, 140, 141) Probleme treten dabei auf, wenn
das Probematerial wasserunldslich ist. Fiir diesen Fall wird Lyophyli-
sation unter Verwendung organischer Losungsmittel vorgeschlagen .
Hiaufig hat man den zu untersuchenden Stoff in Losung vorliegen. In
diesem Fall kann man das Losungsmittel abdampfen und den Trocken-
riickstand untersuchen, solange das Untersuchungsgut bei diesem Vor-
gehen nicht verfliichtigt oder chemisch umgewandelt wird. Das Losungs-
mittel wird direkt auf dem zum Verpressen vorgesehenem KBr-Pulver
oder in kleinen Schilchen aus KBr 139 abgedunstet, die dann nach dem
Eintrocknen in einem kleinen Achatmorser fein zerrieben und dann ge-
preBt werden. Mit einer speziellen Schleiftechnik lassen sich auch kleine
NaCl-Scheiben von etwa 2 X 5 mm GréBe herstellen, auf denen die zu
untersuchende Lésung eingedunstet wird, die dabei aber nicht die Ober-
fliche des Scheibchens korrodieren darf.

Die Inhaltsstoffe wiBriger Losungen kdnnen nach sorgfiltiger Trock-
nung auch untersucht werden. Hierbei kann eventuell AgCl als Triger-
material vorteilhaft sein, das unter Verwendung von Stempeln mit
Teflonitberziigen leicht verpreft werden kann. Im Prinzip kénnen wif-
rige Losungen auch auf kleinen Diamant-Scheibchen eingedunstet und
der Trockenriickstand auf diesen untersucht werden. Mikro-Diamant-
zellen sind beschrieben, die an sich zur Untersuchung von Mikrogramm-
Mengen organischer Stoffe bei hohem Druck entwickelt wurden 149,

Die meisten infrarotspektrographischen Mikrountersuchungen dienen
bislang wegen der Schwierigkeiten der Probenpriparation nur dem quali-
tativen Nachweis. Grundsitzlich kann das Verfahren aber zu quantita-
tiven Aussagen herangezogen werden. So wurden z.B. Kohlehydrate in
Mengen von 40 ug unter Benutzung von Bleirhodanid als innerem Stan-
dard bestimmt 138), Cornetean analysiert nichtfliichtige, toxische Stoffe,
die er aus biologischem Material isoliert, in Mengen von 10 bis 50 yug mit
Gesamtfehlern von 5 bis 209%,.
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Vorziige und Grenzen der PreBlingsmethode werden — auch fiir den
Mikrobereich — in einer Ubersichtsarbeit diskutiert 143). Erwihnt sei
auch noch, daB Herstellerfirmen von Infrarotgeriten durch werkseigene
Schriften (Leitz-Berichte fiir das IR-Labor, Perkin-Elmer-UR-Tips, Uni-
cam Bulletins usw.) oft wertvolle Hinweise fiir Probenpréparationen geben.

3.3. Untersuchungen mit Hilfe einer Mikro-Mull-Technik

Bei Vorliegen groBerer Substanzmengen wird gern die Mull-Technik
verwandt, bei der man das Untersuchungsgut mit Paraffindl verreibt
und die Suspension dann auf eine NaCl-Scheibe tiberfithrt, die als Trager
in den Strahlengang eingesetzt wird. Es erscheint verstindlich, daB diese
Technik sich kaum fiir den Umgang mit Mikrogramm-Mengen eignet.
Ein ,,Mikro-Mull-Verfahren® 149 benotigt in Wirklichkeit 2 mg Probe-
substanz, und beim Untersuchen von etwa 10 pg Material 146 mit der
Mull-Technik wird keine Angabe iiber die Ausbeute bei der Uberfithrung
gemacht. Uber ein praktikables Mikro-Mull-Verfahren soll weiter unten
im Zusammenhang mit der Mikro-Spiegelreflexions-Methodik berichtet
werden.

3.4. Untersuchungen unter Verwendung von Mikrofiiissigkeitskiivetten

Fiir die direkte Untersuchung von Losungen oder fliissigen Stoffen stehen
auch im Mikrobereich entsprechende Fliissigkeitskiivetten zur Verfiigung.
Mit diesen ist z. B. die Analyse von 0,8 pg Benzil in Tetrachlorkohlenstoff
moglich 148, Auch hier findet man jedoch wieder die Angabe, daB die
Untersuchungstechnik zwar die Analyse von 1 Mikrogramm Material er-
moglicht, daB aber wegen der Verluste bei der Uberfithrung des Materials
in die kleinen Kiivetten tatsichlich ein Mehrfaches dieser Menge benétigt
wird. Andere Autoren geben daher als Mengen, die in Mikrokiivetten
untersucht werden konnen, etwa 5 pg 149, 150 bis 10 pg 151 an. Da man
im IR-Bereich bei Verwendung von Schichtdicken von 1 mm meist mit
etwa 1%igen Losungen der Substanz als Standardkonzentration arbei-
tet 8), ergibt sich fiir die Spektroskopie in Ultramikrokiivetten, deren
Volumen 1 pl und zum Teil unter 0,1 pl betrédgt, ein Arbeitsbereich mit
einer unteren Grenze von einigen Mikrogrammen.

Als Material fiir die Kiivetten werden meist KBr oder NaCl ver-
wandt 149-154) die mit schnellaufenden (400 Ufmin.) Bohrern oder
Frisern gut bearbeitet werden kénnen, Bei Schmierung mit Bohrdl oder
Methanol wird ein Nachpolieren sogar unnotig 151, Man verwendet
Blocke 151 oder Scheiben 152, 154) in die man das Kiivettenvolumen
einiitzt 152 oder einfriast 154. Man kann auch ein KBr-Scheibchen pres-
sen, auf das dann ein Platindraht zusammen mit weiterem KBr aufgelegt
wird. Nach erneutem Verpressen ist der Draht dann zwischen KBr ein-
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geschlossen. Er wird herausgezogen und man erhilt so das gewiinschte
Lumen fiir die Mikrofliissigkeitskiivette 150, 153), Gelegentlich 148 wird
auch AgCl als Kiivettenmaterial verwandt, das mit einer besonderen
PreBvorrichtung als Rohr mit einem inneren Durchmesser von 0,07 mm
ausgepreBt wird. Ultramikrokiivetten werden heute von den meisten
Firmen, die Infrarotspektrographen herstellen, und auch von anderen
Firmen geliefert. Typische Daten sind zum Beispiel: 0,07 ul Fiillvolumen
bei 0,025 mm Schichtdicke (Beckman) oder 0,4 pl Volumen bei 0,1 mm
Schichtdicke (Unicam). Thermostatisierbare Mikrozellen 155 sind eben-
falls beschrieben, genau wie Vorschriften zur Fiillung der vorgeschlagenen
Kiivetten 148, 149, 151) Riir empfindliche Messungen muB selbstverstdnd-
lich eine Vergleichskiivette mit Losungsmittel allein im Vergleichsstrahl
angebracht werden.

3.5. Untersuchungen mit Hilfe der ATR-Methodik

Die Ergebnisse der ATR-Methodik sollen hier nur kurz erwihnt werden,
denn ihre Spektren werden — wenn sie auch Absorptionsspektren dhnlich
sehen — nicht in Durchstrahlung erhalten. ATR-Verfahren werden jedoch
gelegentlich auch als Mikromethoden vorgeschlagen und es stehen zu
diesem Zweck auch Mikro-ATR-Einrichtungen zur Verfiigung 156,
Durch mehrfache Reflexion kann ferner die Intensitit schwacher Banden
verstirkt werden 136-158) Allerdings ist bei mehrfach reflektierenden
Kristallen auch die zu bedeckende Fliche griBer, so dal die zum Nach-
weis notigen Probemengen erhdht werden miissen. Das Beersche Gesetz
gilt, besonders fiir Ldsungen 158), bei denen nicht das Problem besteht,
daB das Probematerial in schlechtem Kontakt mit der ATR-Kristall-
Fliche stehen kénnte, wie das etwa bei Papier der Fall sein kann 159,
Fiir die Praxis verwertbare Angaben iiber eine untere Nachweisgrenze
der ATR-Methode finden sich kaum. Sie sind wegen des starken Ein-
flusses des Probencharakters auf das Ergebnis auch wohl nicht allgemein
giiltig zu erwarten. Fliissigkeiten koénnen bei Anwendung der Ordinaten-
dehnung noch in Mengen von 0,08 ul untersucht werden 160), Ohne Ordi-
natendehnung sind etwa 0,4 pl Probegut notwendig.

Diese Angaben stimmen gréBenordnungsmifig mit Ergebnissen eige-
ner Versuche iiberein, bei denen unter Verwendung einer Mikro-ATR-
Einheit (6 x 1 mm Fliche, XSR-5-Kristall, einfache Reflexion) eine
Menge von 200 pg Nujol an der intensivsten Bande bei 2930 cm—! eine
Extinktion von 0,15 ergab. Das Paraffinél bedeckte dabei den Kristall in
diinner, homogener Schicht. Kristalline Stoffe ergaben wesentlich un-
giinstigere Nachweisempfindlichkeiten, so daB man als Ergebnis wohl
sagen kann, da die ATR-Methode fiir eine Anwendung in der Ultrami-
kroanalyse wenig Aussicht bietet.
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Moglicherweise ist jedoch ein Verfahren noch ausbaubar 181, bei
dem mit Hilfe von Millipore-Filtern Partikel, wie kolloidale Triibstoffe,
Pigmente oder Bakterien aus gréfleren Mengen Flissigkeit abfiltriert
und so erheblich angereichert werden. Das Filter wird dann an einen
ATR-Kristall angepreBt und untersucht. Bei Benutzung einer gleichen
ATR-Einheit mit ,,Leer-Millipore-Filter* Vergleichsstrahlengang werden
von 5 pg Substanz Spektren erhalten und Nachweisgrenzen von 1 pg
angegeben.

3.6. Untersuchungen mit Hilfe des Verfahrens der Spiegel-Reflexion
(Specular reflectance)

Bei der Spiegelreflexionsmethode werden — obwohl der ungliicklich ge-
wihlte Name etwas anderes vermuten 148t — Absorptionsuntersuchun-
gen durchgefiihrt. Dabei wird die zu untersuchende Substanz in diinner
Schicht auf einen Spiegel aufgetragen. Dieser wird dann im Strahlengang
so angeordnet, daB der Infrarotstrahl durch das Probegut hindurchfilit
und an der reflektierenden Oberfiiche des Spiegelmaterials zuriickgewor-
fen wird. Er geht dann ein zweites Mal durch die Substanzschicht, um
schlieBlich wieder in den Strahlengang zuriickgefithrt und spektrosko-
pisch untersucht zu werden. Das Verfahren bietet den Vorteil, daB die
Analysensubstanz zweimal durchstrahlt wird und bei schrigem Einfalls-
winkel eine fast dreifache Intensitit gegeniiber Spekiren von Material
gleicher Dicke in Durchstrahlung erhalten wird. Die Spiegelreflexions-
methode ist vor etwa 10 Jahren zur Untersuchung von Folien entwickelt
worden. Mikroverfahren unter Ausnutzung von Spiegeln von etwa 10 mm
Durchmesser - wurden beschrieben 162-164), Beleuchtungseinheiten zur
Ausleuchtung von etwa 2 X 5 mm groBen Spiegelfliichen werden von fast
allen Herstellern von Infrarotspektrographen und (recht preiswert) von
Barnes Engineering angeboten.

Fiir eine empfindliche Anwendung der Methode ist es notwendig, das
Untersuchungsgut auf jene Fliche zu konzentrieren, die im Strahlengang
des Spektrometers ausgeleuchtet ist. Das gelingt mit den bislang benutz-
ten groBeren Spiegeln nur schwierig, weil die einzudunstende Losung
sich auf der Gesamtfliche verteilt. AuBerdem scheidet sich auf gréBeren
Flichen das Material nicht in einheitlich dicker Schicht ab.

Es wurden deshalb Spiegel aus VjA-Material mit 3 mm, 2 mm und
1 mm Durchmesser hergestellit 185, bei denen durch geeignete Formge-
bung erreicht wurde, dall die aufgesetzten Probetropfen nicht iiber den
Rand des Mikrospiegelchens kriechen.

Zum Eindunsten wird ein warmer Luftstrom auf das Tropfchen ge-
richtet. Der Trockenriickstand nichtfliichtiger Substanzen kann unter-
sucht werden. Die Nachweisgrenze hingt von der Gr68e des Spiegels ab.
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Mit einem Reflektor mit 2 mm Durchmesser lassen sich im allgemeinen
Substanzen untersuchen, deren Menge mehr als 5 Mikrogramm betréigt.
Unter Verwendung eines I mm groBen Spiegels lassen sich Spektren von
1 bis 2 pg Material erzeugen. Die Grenze ist zur Zeit nicht durch die
Priparationstechnik gegeben, die sehr einfach ist und bei Verwendung
primitiver Mikromanipulatoren und 0,5 mm groBer Spiegeln auch noch
gelingt. Diese kleinen Probeflichen werden jedoch mit den kiuflichen
Illuminatoren so ungiinstig ausgeleuchtet, daB nur noch etwa 5%, der
Energie des Primérstrahls schlieBlich den Monochromatorspalt erreichen.

Da das Losungsmittel vollstindig entfernt wird, lassen sich auch
wilrige Losungen sehr leicht untersuchen. Damit eréfinen sich viele An-
wendungsméglichkeiten der Infrarotmikroanalyse fiir die Untersuchung
biologischen Materials, dessen Substanzen meist am besten in Wasser
loslich sind. Die bisherigen Versuche zur Lésung des Problems der Ana-
lyse walriger Losungen — etwa durch Verwendung von D20 als Lésungs-
mittel und von kleinsten Schichtdicken — sind an verschiedenem Ort
diskutiert worden 167, 168),

Als Anwendungsbeispiel fiir die Analyse wiBriger Ldsungen mit
Hilfe des Mikrospiegelverfahrens wurde die Bestimmung von Proteinen
gezeigt 168), EiweiBmengen, die gréBer als 5 Mikrogramm sind, kénnen
auf einem 2-mm-Spiegel unter Verwendung von Ammoniumrhodanid als
innerem Standard mit Standardabweichungen bestimmt werden, die
kleiner als 159, sind.

Als Reinigungsverfahren diente bei der Proteinanalyse die Dialyse.
Die Vorteile einer Kombination der Mikrospiegelmethode mit Trennver-
fahren, wie Ionenaustauschchromatographie oder Elektrophorese, die in
ibrer Anwendung im wesentlichen auf wiBrige Losungen beschrinkt
sind, liegt auf der Hand.

Auch das Spiegelverfahren setzt bei der Anwendung voraus, daB die
KristallgréBe der abgeschiedenen Analysensubstanz einen Maximalwert
nicht {iberschreitet, um Schwierigkeiten durch Beugung und Strenung
zu vermeiden. Man muf also das Probematerial in homogener, amorpher
oder mikrokristalliner Schicht abscheiden. Hierin besteht die Haupt-
schwierigkeit der Mikrospiegelmethode. Zur Losung des Problems gibt
es jedoch einige Wege.

Durch Auswahl des geeigneten Losungsmittels gelingt es hiufig, die
glinstigste Abscheidungsform zu finden. Das ,,geeignete” Losungsmittel
soll die zu untersuchende Substanz maglichst gut l6sen und bis ganz zum
SchluB des Eindunstprozesses in Losung halten. Zu diesem Zeitpunkt
soll dann ein méglichst diinner Film der gesittigten Losung den Spiegel
vollig bedecken. Aus der diinnen Schicht dunstet dann der Rest des
Losungsmittels schnell ab, wobei die geldste Substanz in Form kleiner
Kristalle oder eines zusammenhingenden Films anfillt. Das Losungs-

492



Grundlagen und Arbeitstechnik der Mikrophotometrie

mittel soll eine gewisse Viskositit haben, um den Kristallisationsvorgang
dadurch méglichst bis zum Schlufl zu verzégern. Wegen dieser Forderung
eignen sich polare, assoziierte Lsungsmittel besser als etwa Chloroform,
Tetrachlorkohlenstoff, Kohlenwasserstoffe oder Benzol. Das Ldsungs-
mittel muB weiterhin den Spiegel gut benetzen. SchlieBlich beeinflulit
auch der Siedepunkt des Losungsmittels das Ergebnis. Solventien mit
sehr hohem Siedepunkt kénnen beim Abdunsten eine teilweise Verfiiich-
tigung der zu untersuchenden Substanz verursachen. Lsungsmittel mit
sehr niedrigem Siedepunkt, wie etwa Schwefelkohlenstoff, Aether oder
Aceton, sind ebenfalls ungiinstig. Sie verdunsten bereits bei Zimmertem-
peratur merklich und die Verdunstungswirme muf} dabei von der Um-
gebung aufgebracht werden. Dabei kiihlt sich das Spiegelchen ab und es
kann sich Wasser auf ihm kondensieren, das zur Emulsionsbildung und
anderen Stérungen AnlaB gibt. Losungsmittel mit einem Siedepunkt in
der Nihe von 100 Grad Celsius bewdhren sich am besten. — Letztlich darf
das Lysungsmittel mit der zu priparierenden Substanz nicht reagieren.
Die erfahrungsgemil am besten verwendbaren Solventien — wie Amei-
sensiure, Acetylaceton und Didthylamin — sind in dieser Hinsicht nicht
vollstindig ideal.

Tabelle 2 zeigt eine Ubersicht iiber verschiedene Lésungsmittel, die
sich zur Priparation unterschiedlicher Stoffklassen am besten bewidhrten.
Es stellt natiirlich eine gewisse Einschrankung der Methode dar, daB fir
bestimmte Stoffgruppen besondere Losungsmittel empiehlenswert sind.
Man wei ja bei der Analyse unbekannter Stoffe nicht, mit welcher
Stoffart man es zu tun hat. Folglich 148t sich auch vielfach das geeignete
Lisungsmittel nicht aussuchen. Hier macht es sich aber als Vorteil der
Spiegelmethode bemerkbar, daB3 das Probegut nach dem Abdampfen des

Tabelle 2. Ubersicht itber zum Mikrospiegelveyfahven empfehlens-
werte Losungsmittel

Zu praparierende Stoffe Losungsmittel

Zucker, anorganische Stoffe 'Wasser

Nucleoside, Nucleotide,
Basen von Nucleinsduren  Ameisensidure

Organische Sauren Ameisensdure oder Acetylaceton
Biogene Amine, Amino-
sduren Diithylamin oder Pyridin
Alkaloide Pyridin oder Didthylamin

oder Methanol-Benzol-Gemisch
Steroide Pyridin-Aceton-Gemisch
Proteine wafriges 10%iges Ammoniak
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Lisungsmittels noch fiir weitere Priparationsversuche zur Verfiigung
steht, falls vorherige Versuche nicht zu einem auswertbaren Spektrum
gefiihrt haben.

Als Beispiel der Ergebnisse der Priparationsmethodik zeigt Abb. 1
das Spektrum von 10 Mikrogramm Antipyrin, anf einem 2 mm Spiegel
aus Ameisensdure abgeschieden. Zum Vergleich ist ein Spektrum sehr
viel gréBerer Mengen von Antipyrin, als Nujol-Mull prapariert und unter-
sucht mit iiblicher Durchstrahlung unter optimalen Bedingungen, gegen-
{ibergestellt. Antipyrin wurde gewihlt, um den Vergleich zu anderen
Versuchen zu ermoglichen, bei denen diese Substanz zum Studium der
Mbdglichkeiten der MikropreBlingsmethode verwandt wurde 125,
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Abb. 1. Spektrum von Antipyrin, erhalten nach dem Mikrospiegelverfahren (unterer
Kurvenzug, 10 ug Probe) gegeniiber einem Spektrum nach der iiblichen Mull-
Methodik (Oberer Kurvenzug, einige mg Probe)

Lipide pflegen nach dem Abdunsten von Losungsmitteln meist in
Form kleiner Tropfchen anzufallen. Diese laufen zusammen, so da man
schlechte Empfindlichkeiten erhdlt. Derartige Stoffe pripariert man am
besten bei Gegenwart von etwa 50 Mikrogramm Nujol (2 mm Spiegel),
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das hier als Losungsmittel dient. Uber den EinfluB der verwandten Nujol-
menge auf Reproduzierbarkeit und Empfindlichkeit in Abhédngigkeit
von der SpiegelgréBe liegen Untersuchungen vor 169,

Einige Festsubstanzen, wie z.B. manche Basen von Nukleinsiuren,
fallen recht hartnickig in gréber kristallisierter Form an. In diesem Fall
kann man sich mit einer Mikro-Mull-Technik weiterhelfen (s. dazu Abb.2)
Man gibt zu der abgeschiedenen Substanz, die sich auf dem Spiegel (Teil 7
der Abb. 2) befindet, etwa 50 Mikrogramm Nujol, das in 20 pl Petrol-
dther gelost wird. Der Petrolither wird nach der Aufgabe abgedunstet.
Dann driickt man den Spiegel gegen ein kleines Kaliumbromidscheib-
chen (Nr. 4 in Abb. 2) und dreht ihn, in der Kunststoff-Fassung (Nr. 2
in Abb. 2) gefiihrt, gegen das KBr-Fenster, das mit Hilfe von Pizein
oder Uhu-Plus (Nr. 3 in Abb. 2} auf dem Kunststoffhalter fixiert ist. Das
Fenster spaltet man sich mit einem Messer aus Resten von Kuvetten-
fenstern oder anderen klaren Kaliumbromid-Kristall-Abfillen.

Zmm

Abb. 2. Skizze eines 2 mm-Mikrospiegels mit Kaliumbromid-Fenster

7 Spiegel

2 Kunststoff-Fithrung

3 Pizein oder Uhu-Plus-Verklebung
4 Fenster aus KBr-Spaltstiick

Abb. 3 zeigt das Ergebnis einer solchen Priparation, nimlich das
Spektrum von 2 Mikrogramm Phenacetin, pripariert auf einem 1 mm
Spiegel. Dieses Verfahren gestattet es, auch Substanzen zu untersuchen,
die nach der Losungsmitteltechnik nicht priparierbar sind oder wegen
Auswahl eines ungeeigneten Losungsmittels 174 ungiinstige Ergebnisse
geben. Die Abdeckung mit Kaliumbromid hat weiterhin den Nutzen, die
priparierte Substanz gegen Einfliisse der Luft zu schiitzen und Ver-
fliichtigungen zu vermeiden.

Wiinscht man das Probematerial zuriickzugewinnen, so empfiehlt
sich die Benutzung eines Diamantfensters von etwa 0,2 mm Stédrke an
Stelle des Kaliumbromidfensters. Der Diamant ist auf einen metallischen
Halter aufgel6tet, Diamant ist gelegentlich als Fenstermaterial vorge-
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schlagen worden 144, 170), besonders nachdem die infrarotoptischen
FEigenschaften der verschiedenen Diamanttypen — zum grofiten Teil
tibrigens mit Hilfe mikrospektrophotometrischer Untersuchungen — be-
kannt geworden waren 171-173),
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Abb. 3. Spektrum von 2 Mikrogramm Phenacetin, erhalten nach Mikro-Mull-
Methode auf einem Spiegel mit 1 mm Durchmesser

Im Vergleich zu Spektren, die mit Hilfe der PreBlingsmethode unter
Verwendung groBerer Mengen erhalten werden, weisen Spektren nach
der Mikrospiegelmethode einige — zum Teil unerhebliche — Unterschiede
auf.

1. Wasserbanden und die COgz-Bande treten wegen der Asymmetrie
des starken Strahlengangs stirker hervor.

2. Die Grundlinie ist wegen der Notwendigkeit, mit geringerer
Diampfung zu schreiben, unruhiger, und sie zeigt aus geritebedingten
Griinden und wegen der Abhidngigkeit des Reflexionsvermogens des V4A
von der Wellenlinge mit zunehmender Wellenllinge einen ansteigenden
Verlauf.

3. Wegen der Beugungseffekte an den Kristallkanten des Unter-
suchungsgutes werden die Banden verbreitert und in ihrer Intensitit
verringert. Deswegen kann es auch zu Uberstrahlungen kommen, so da3
Nebenbanden — wie etwa bei 8,7 ¢ und bei 14,4 p in Abb, 1 — nicht mehr
aufgeldst werden. Diese Effekte treten aber bei Anwendung der Mikro-
Mull-Technik nicht so stark auf. 7

4. In einigen Fillen stimmen Spektren von Materialien, die in PreB-
lingen untersucht wurden, nicht mit denen iiberein, die aus Mull- oder
Film-Priparationen stammen. Die Ursachen sind z.B. Assoziationser-
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scheinungen, speziell an OH-Gruppen von Alkoholen oder Siuren, ferner
die Polymorphie mancher Verbindungen, die je nach Priparationsart zu
unterschiedlichen Spektren fiihrt. Diese Nichtiibereinstimmungen finden
sich aber auch bei der Priparation groBer Mengen. Sie sind daher keine
spezifischen Nachteile des Mikrospiegelverfahrens.

Den Nachteilen dieses Verfahrens stehen jedoch ganz erhebliche Vor-
teile gegeniiber. Auch bei anderen Substanzen, wie Aminosiuren und
Alkaloiden 169), sowie bei Steroiden 169 wurde immer qualitative Uber-
einstimmung zwischen Mikrospektren und einwandfreien Makrover-
gleichsspektren beziiglich Bandenlage und relativer Bandenintensitit
nachgewiesen. Wenn auch die demonstrierbaren Spektren beim Vorliegen
von 5 Mikrogramm Substanz nicht so ,,schén’’ sind, wie sie ein Spektros-
kopiker vielleicht aus seinem Umgang mit gréBeren Mengen gewohnt ist,
so sind sie doch in jedem Fall geeignet, funktioneile Gruppen erkennen
zu lassen oder das Auffinden der unbekannten Substanz nach dem
Sadtler-Code zu ermdglichen. Letztlich sind das ja die Wiinsche des Ana-
Iytikers, der mit Mikrogramm-Mengen schon ziemlich an der Grenze der
Infrarotmethodik arbeitet.

Ein weiterer Vorteil der Mikrospiegelmethodik ist die Einfachheit,
Eine quantitative Uberfilhrung von Lésungen des Untersuchungsguts
gelingt sehr einfach. Man zieht dessen Losung in einer Injektionsspritze
(etwa die in der Gaschromatographie bewdhrten ,,Hamilton-Spritzen)
auf und gibt sukzessiv kleine Losungsanteile (etwa 2 bis 5 pl beim 2 mm
Spiegel) auf und dunstet das Lsungsmittel ab.

Nach dem Abdunsten, was bei 50 pl Wasser etwa 10 Minuten dauert
und bei Vorliegen organischer Losungsmittel wesentlich schneller von-
statten geht, kann sofort spektroskopiert werden. Nach der Infrarotunter-
suchung steht das Material fiir weitere andere Versuche unverindert zur
Verfiigung.

Letztlich sei als Vorteil noch erwihnt, daB sich die Probe auf einem
Metallspiegel befindet, der in einem Metallblock als Halter steckt. Warme
kann somit von der Probe leicht abgefiihrt werden und die eventuellen
Schwierigkeiten somit verringert werden, die man bei der Untersuchung
sehr empfindlicher Substanzen in der vollen Intensitit des Primirlichts
befiirchten mub.

Mit Hilfe der Spiegelreflexionsmethodik sind halbquantitative Be-
stimmungen von Mikrogramm-Mengen mit Standardabweichungen von
10 bis 209%, moglich. Diese Abschitzungen fallen als ,,Nebenprodukt
der qualitativen Identifizierung mit an, wenn man Vergleichssubstanz
bereit hat, die man analog priparieren kann. Die Eichlurven sind aller-
dings gekriimmt und gestatten die Bestimmung nur in engeren Bereichen,
also etwa von 5 bis 40 pg bei Benutzung der 2 mm-Spiegel. Weist man
infrarotspektroskopisch die Abwesenheit anderer Stoffe bei der auf dem
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Reflektor priparierten Substanz nach, so kann man fiir eine genauere
Bestimmung auch unspezifische Verfahren heranziehen, wie etwa Mikro-
wigungen des Spiegels mit dem Material oder die Ultramikroelementar-
analyse.

3.7. Kombinationen mit Trennverfahren

Kombinationen der Infrarotanalyse mit Diinnschicht- oder Papierchro-
matographie wurden in letzter Zeit ofter vorgeschlagen, wobei immer die
getrennten Substanzen vom Trigermaterial eluiert wurden 123, 139, 169,
175-181), Quantitative Bestimmungen diinnschichtchromatographisch
getrennter Alkaloide 139 oder Antikonzipientien 169 wurden durch
Mikroinfrarotspektrographie durchgefiihrt.

Bei der Kombination mit der Gaschromatographie sind zwei Arbeits-
moglichkeiten gegeben, die beide angewandt werden. Einmal kann man
die eluierte Fraktion in Gaskiivetten auffangen und sie hierin in gasfér-
migen Zustand untersuchen. Andererseits kann man versuchen, die gas-
chromatographisch getrennten Stoffe zu kondensieren und sie so unter-
suchen.

Bei der Untersuchung im Gaszustand werden heizbare Gaskiivet-
ten 129, 182-187) benstigt, um auch hoher siedende Anteile gasférmig
zu halten. Zur Erzielung hoher Empfindlichkeiten wird der IR-Strahl
durch Spiegel oder durch die spiegelnd polierte Wand der Gaszelle so
umgelenkt, daBl er vielfach durch die Probenschicht geschickt wird 182,
184-187), Dje zur Fiillung nétigen Gasvolumina betragen 130 cm3 183),
etwa 20 cm3 182, 184, 185) oder im geringsten Fall etwa 0,045 cm3 186),
Die analysierten Gewichtsmengen liegen zwischen 0,3 mg 184, 187, 188)
und einigen Mikrogrammen 188, Wird der Strahl nur einmal durch die
Gasprobe geschickt, dann sinken die Empfindlichkeiten und es sind
Mengen von einigen Zehntel Milligrammen zur Analyse erforderlich &
188-191)

Die Benutzung von Gaskiivetten erlaubt somit offensichtlich nicht,
die nach gaschromatographischen Trennungen anfallenden Mengen von
wenigen Nanogrammen oder Zehntel Mikrogrammen zu identifizieren,
selbst wenn man die die Empfindlichkeit steigernde Methode des wieder-
holten Aufnehmens des Spektrums und einer Computer-Datenverarbei-
tung anwendet, denn auch mit diesem Verfahren wurden — an allerdings
nicht reflektierenden Zellen von 5 cm Linge und 4 mm Durchmesser —
Nachweisgrenzen von nur etwa 5 Mikrogramm gefunden,

Das Verfahren, die getrennte Fraktion in der Kiivette aufzufangen
und im stationiren Zustand die Messung durchzufiihren, hat noch einen
anderen Nachteil. Fiir Stoffe mit groBeren Elutionsvolumina beobachtet
man am Ende gaschromatographischer Trennungen Verbreiterungen der
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Elutionsbanden. Die die Siule verlassende Substanz ist in diesem Fall in
gréBeren Mengen von Trigergas vorhanden, so daB u.U. die Konzentra-
tion zum Nachweis nicht mehr ausreicht.

Diese Schwierigkeit tritt auch bei der Messung im DurchfluBverfahren
auf. Hier ergibt sich aber noch die weitere Komplikation, das sich die
Menge der Fraktion, in dem Moment wo sie durch die Zelle stromt,
stindig mit der Elutionszeit dndert. Man muB also sehr schnell registrie-
rende Spektrophotometer benutzen 129, 184, 185, 190) ynd eventuell elek-
tronisch iiber die Zeit mitteln 129),

Der Vorteil der Messung in der Gasphase besteht darin, dall eine
einfache und schuelle Uberfithrung des MeBgutes in die Infrarotkiivette
moglich ist 192), Fiir leichterfliichtige Stoffe wird die Messung in der Gas-
phase die Methode der Wahl sein.

Wegen der Schwierigkeiten der Messung in der Gasphase wird mei-
stens der zweite Weg beschritten, ndmlich die eluierten Fraktionen durch
Kondensation zu sammeln. Hierzu ist grundsitzlich zu sagen, daB man
nie quantitative Ausbeuten hierbei erhilt.

Bei dieser Untersuchungstechnik wird der Trigergasstrom direkt in
eine Ultramikrofliissigkeitszelle, die in einem Kailtebad steht, eingelei-
tet 193, 199 oder man kondensiert in Glasrohren, in Spitzen von Injek-
tionsnadeln, in diinnen Kunststoffschliuchen oder U-férmigen Rohren
unter Tiefkithlung 195-203). Zum Teil werden in das Kondensationsgefi
noch zusitzliche Sorptionsmittel, wie Molekularsiebe 194), Chromosorb
W 209 oder andere Fiillstoffe gegeben 205, 206), Bei einigen der Appa-
raturen ist die Konstruktion bewut darauf angelegt, die gesammelte
Fraktion einfach in die MeBkiivette iiberfithren zu konnen 195, 199, 201,
202), Ferner wird versucht, die Substanz direkt auf Kalinmbromid in
Pulverform 207, 208) oder in Form eines Scheibchens 200, 209) aufzukon-
densieren. Kondensation auf ein Membranfilterscheibchen wurde eben-
falls vorgeschlagen 219. Ein weiteres Gerdt sammelt die den Gaschroma-
tograph verlassende Fraktion auf einer gekiihlten Platte und untersucht
dann hier mit Hilfe der ATR-Technik 169 wobei mit Mengen von einigen
Zehntel Milligrammen gearbeitet werden mu8. Ahnlich groBe Substanz-
mengen werden auch bei den anderen Verfahren bendtigt 193, 194, 197,
203-206, 209, 210), Andererseits werden Anordnungen beschrieben 186,
198, 199, 202, 208), bei denen Mikrogramm-Mengen mit Ausbeuten von
909, 198, 202) ynd 50 bis 709, 298) gesammelt werden sollen.

Allerdings wird von anderen Autoren schon beim Umgang mit we-
sentlich gréBeren Mengen 193, 197, 206, 210) eine Ausbeute von nur 609,
beim Sammeln erreicht. Sogar beim priparativ-gaschromatographischen
Arbeiten 211, 212) werden beim Vorliegen von Mengen von Zehntel
Grammen nur Ausbeuten der Kondensation in Héhe von 909, gefunden,
da beim schnellen Abkiihlen des Trigergasstroms die getrennte Sub-
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stanz — besonders beim Vorliegen als Spurenbestandteil-Nebel und
Aerosole bildet, die teilweise so schlecht aufgefangen werden kénnen,
daB man das Zentrifugieren 213 oder das Anlegen eines elektrischen
Feldes 2149 zum Niederschlagen empfiehlt.

Scheinbar werden aber Aerosole beim Einleiten des Trigergasstroms
in eine eventuell gekiihlte Flissigkeitsvorlage besser aufgefangen 215-219),
denn es wird sogar iiber das Sammeln von Nanogramm-Mengen berich-
tet 218), Hohe Ausbeuten werden weiterhin dann gefunden, wenn nicht
nur der Spurenbestandteil, sondern auch das gesamte Trigergas in der
Vorlage mit auskondensiert wird 219, 220}, Die in grofSer Menge entste-
henden Tropfen des Trigergasmaterials reilen die Aerosolpartikelchen
des Spurenbestandteils mit.

Auf diesem Prinzip beruht ein schon lange bekanntes Sammlungs-
verfahren 221), bei dem das Trigergas nach Verlassen des Gaschromato-
graphs mit Wasserdampf gemischt und dann durch einen Kiihler geleitet
wird. Wassertropichen fallen aus und wirken als Kollektor. 80 Mikro-
gramm Material kénnen mit 95%, Ausbeute gesammelt werden.

Dieses Verfahren wurde auf seine Verwendbarkeit in der Mikrogramm-
und Submikrogramm-Analyse gepriift 222, da offensichtlich nur die
Methoden unter Verwendung von Hilfssammlern 218-221) eine erfolg-
versprechende Losung des Problems der Kopplung von Gaschromato-
graphie und Ultramikroinfrarotanalyse erwarten lassen. Unter Verwen-
dung radioaktiv markierter Substanzen konnte gezeigt werden 222, daf
selbst Mengen von 20 ng noch mit Ausbeuten von 929, aus dem Tréger-
gasstrom gesammelt werden. Als Kollektor kann fast jedes Lésungsmittel
dienen. Man ist also nicht auf Wasser beschrinkt, das eventuell auch
zu Hydrolysereaktionen mit dem Spurenbestandteil AnlaB geben
koénnte.

Fiir die Kombination mit der IR-Analyse erweist sich die leichte
Aufarbeitbarkeit der anfallenden Losungen mit Hilfe des Mikrospiegel-
verfahrens als groBer Vorteil. Grundsitzlich tritt hierbei das Problem
auf, daB man fiir die Gaschromatographie leichtflichtige Stoffe verwen-
den muB. Beim Eindampfen und der nachfolgenden IR-Analyse darf die
Substanz jedoch nicht fliichtig sein. Durch chemische Reaktionen gelingt
es jedoch meist, diese Schwierigkeit zu umgehen. So kénnen z.B. Amine
und Sduren nach gaschromatographischer Trennung durch Behand-
lung mit Salzsiure oder Ammoniak in nichtfliichtige Salze iiberfiihrt
werden.

Das Mikrospiegelverfahren kann somit — in Erginzung zu anderen
Mikroverfahren der Infrarotanalyse — zur Untersuchung gaschromato-
graphisch getrennter Fraktionen im Bereich von einzelnen Mikrogram-
men dienen. Derartige Bestimmungen werden in immer stirkeren Mafle
notwendig werden, je mehr es gelingt, nichtfltichtige Stoffe durch Derivat-
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bildung in fliichtige, gaschromatographisch trennbare umzuwandeln. Es
konnte inzwischen an Steroiden 223, 224, ferner an Aminosiuren 225
und Guanidinen 226 nachgewiesen werden, dall derartige Synthesen
auch mit Submikrogramm-Mengen durchfiithrbar sind. ,

In der vorliegenden Ubersicht wurden wiederholt Firmennamen ge-
nannt. Die Auswahl sollte jedoch nur Beispiele anfiihren, die keinerlei
Wertung zum Positiven oder Negativen darstellen.
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