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Die quantitative Analyse von "S-Thioharnstoff 
Ein Beispiel fiir die radiometrisehe Bestimmung von Radio-Sehwefel enthaltenden Verbindungen 

Von Dr. H A N S  GOT T E ,  Max-Planck-Instilut fiir Chemie, Mainr 
und Chemie- lngenieur 0 E 0 RG T H E  I S  , Bad Kreuznach 

Es wird ein uberblick uber die Grundlagen der  von Hevesy und Paneth eingefuhrten quantitativen 
radiometrischen Analysenmethode gegeben, wobei die Vorteile dieses Verfahrens fur  die quantita- 
tive Bestimmung organischer Substanzen hervorgehoben werden. AnschlieBend wird an einem Bei- 
spiel die quantitative Analyse %rnarkierten Thioharnstoffs sowohl nach der Methode von Hevesy 

und Paneth als auch durch Radio-lndikatoren-Verdunnungsanalyse gezeigt. 

Es gibt drei Verfahren, um mit Hilfe 'radioaktiver Atom- 
arten q u a n t i t a t i v e  A n a l y s e n  auszufiihren, die'alle auf 
G. v. Hevesy zuriickgehen: Die A k t i v i e r u n g s a n a l y s e l ) ,  
das R a d  i 0-  I n d i k a  t o r e n -  V e t  dii n n u n  g s v  e rf a h r e  na) 
und ein weiteres, fur  das ein die Methode kennzeichnender 
Name fehlt. Nach dieser letztgenannten Methode haben 
Hevesy und Paneth die erste quantitative Analyse mittels 
Radio-lndikatoren vorgenommens). Sie sol1 im folgenden 
daher als Hevesy- P a n e t h - A n a l y s e  bezeichnet werden. 

Hevesy-Paneth-Analyss 
Die Hevesy-Panelh-Analyse beruht darauf, da6 bei ra- 

dioaktiv markierten Substanzen rnit einheitlicher spezl- 
fischer Aktivitat, d. h. gleichem Gehalt a n  Markierungs- 
isotop je Gewichtseinheit, unter vergleichbaren MeSbe- 
dingungen Proportionalitiit zwischen Menge und der im 
Me6gerBt festgestellten Radioaktivitat besteht. An Stelle 
der sonst in der Chemie iiblichen MeSmethoden (z. B. 
Wagung, Volurnenmessung, Lichtintensitatsmessung) t r i t t  
also die Strahlenmessung. Dabei ist es nicht einmal unbe- 
dingt erforderlich, die absolute spezifische AktivitBt, also 
die Anzahl der je  Gewichtseinheit vorhandenen mC zu 
kennen. Es geniigt vielmehr die Yenntnis der r e l a t i v e n  
spezifischen Aktivitat, d. h. der Anzahl der je Gewichts- 
einheit .unter vergleichbaren Umstlnden rnit einem Geiger- 
Miiller-ZBhlrohr oder einem.Szintillationszahler gemessenen 
Zahlrohrausschlage je Minute bzw. der in einer loni- 
sationskammer unter entsprechenden Bedingungen ge- 
messenen lonisationsstrome. 

Das Hevesy-Panelitsche Analysenverfahren ist iiberall 
dort anwendbar, wo es rniiglich ist, die quantitativ zu be- 
stimmende Substanz so stark zu markieren, da6 die er- 
haltenen Mespraparate eine ausreichende relative Ak- 
t ivi t i t  aufweisen. Die hlichste erreichbare E m p f  i n d l i c h -  
ke i t  ist gegeben durch die Grb6e der spezifischen Aktivi- 
tilt, die sich bei trlgerfreien radioaktiven Atomarten er- 
gibt. So lassen sich z. B. mit einem Fensterzahlrohr unter 
den tiblichen MeBbedingungen noch etwa 3.10-16 g reiner 
sap, 2.IO-l' g 85.5 und 2-10-0 g 14C nachweisen, bzw. eine 
diesen Gewichten aquivalente Menge markierter Verbin- 
l) 0. v. Hevesy u. H .  Levi, Kgl. Danske Vidensk. Selsk mat.- 

f siske Medd. 14, [S] (19361; 15 [ I l l  [1938]. Siehe such dlese 
Asehr. 64 679 [1952]. 

*) 0. v. Heveiy u. E. Hofer Nature 134 819 [1934]. 
a) 0. v. Hevesy u. F.  A. Pbnefh, 2. andrg. Chem. 82, 323 [1913]. 

dung, wenn zur Radio-Synthese die reinen Radio-Isotope 
verwendet wurden. 

Diese extrernen Bedingungen werden im allgemeinen 
nicht gefordert und sind iiberdies auch sehr schwer zu er- 
reichen, da man in der Mehrzahl der FBlle mit entspr. g e  
ringen Mengen keine Synthesen ausfiihren kann. Da die 
Empfindlichkeit in dem Ma6e sinkt, in dem das radio- 
aktive lsotop mit stabilen vermischt wird, kann man sie 
durch Zusatz inaktiver Substanz gleicher Art beliebig 
variieren. Die untere Grenze der Nachweisempfindlich- 
keit ist dadurch gegeben, da6 sich mit einern Geiger-Miiller- 
ZBhlrohr noch etwa 20 Impulse/min nachweisen lassen. 
Die quantitativ zu bestimmende Substanz mu6 also so 
markiert werden, da6 die der erwiinschten unteren Nach- 
weisgrenze entsprechende Menge mindestens 20 Zahlrohr- 
aussc hlBge/min ergibt. 

Welches Quantum eines Radio-Isotops zur Markierung 
einer analytisch nachzuweisenden Verbindung erforderlich 
ist, hangt von der Art seiner radioaktiven Strahlung und 
ihrer Energie sowie von der Empfindlichkeit des Nach- 
weisinstrumentes ab. Aber auch die Eigenschaften des zur 
Messung verwendeten .Stoffes spielen eine Rolle, da die im 
Praparat entstehende Strahlung mehr oder weniger in der 
Schicht des zu untersuchenden Stoffes absorbiert werden 
kann. SchlieDlich wird die Quantitiit des benlitigten Radio- 
lsotops auch noch durch die Menge des anfallenden, zur 
Messung verwendeten Materials bestimmt, da im allge- 
meinen bei Messung fester Substanzen nicht mehr als 200 
mg radioaktive Substanz auf einmal zu messen sind. Als 
F a u s t r e g e l  kann a?genommen werden, da6 bei p-Strah- 
len mit einer Maximalenergie von mehr als 1 MeV loyo, von 
solchen einer Maxirnalenergie zwischen 0,l und 0,2 MeV 
nur 0,5 bis 1% rnit einem geeigneten Fensterzahlrohr 
me6bar sind. 

Vie1 wichtiger als die hohe Empfindlichkeit des Verfah- 
rens ist seine Anwendbarkeit in allen den Fallen, in denen 
spezifische, selektive und quantitativ verlaufende chemi- 
sche Reaktionen fehlen oder nicht ausfuhrbar sind. Die 
radiometrische Methode hat uberdies bei der quantita- 
tivea Analyse organischer Verbindungen den Vorteil, da6 
die anaiytische Operation nicht unbedingt mit der quanti- 
tativ zu bestimmenden Substanz selbst vorgenommen 
werden mu6. Sie erlaubt es, die schwierige und oft unbe- 
kannte Chemie komplizierter Verbindungen durch die- 
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jenige der einfachsten Verbindungen des Markierungs- 
elementes zu ersetzen, d. h. in der Mehrzahl der Falle 
durch die Chemie seiner lonen in wasseriger Losung. 
Die markierten Verbindungen werden dazu gemeinsam mit 
den sie etwa begleitenden Fremdstoffen auf trockenem oder 
nassem Wege verascht. Das markierte chemische Element 
und damit die zur Markierung verwendete radioaktive 
Atomart sind dann in der durch den Oxydationsvorgang 
bedingten chemischen Form vorhanden und lassen sich 
meist von den iibrigen Oxydationsprodukten abtrennen, 
sammeln und messen. In  dieser Weise konnen organi- 
sche Verbindungen, die Schwefel, Phosphor, Arsen oder 
Halogene enthalten sowie die meisten metallorganischen 
Verbindungen quantitativ nachgewiesen werden. Man 
braucht nur das nach der Veraschung anfallende Sulfat, 
Phosphat, Arsenat usw. oder die betreffenden Metallionen 
abzuscheiden und auf den Gehalt an radioaktiver Substanz 
zu untersuchen. 

Sehr oft ist die Menge der nachzuweisenden Verbindung 
so gering, da6 die aus ihr nach der Veraschung gewonnene 
radioaktive Substanz selbst mikrochemisch schwer zu 
handhaben ist. In diesem Fall setzt nian inaktives Ma- 
terial gleicher chemischer Form in  bekannter Menge als 
Trager zu und kann dann rnit den Makroverfahren der 
Chemie arbeiten. Die Zugabe von Tragern kann auch dann 
erforderlich werden, wenn die zur Messung anfallende Sub- 
stanz eine zu hohe spezifische Aktivitat zeigt. Die zuge- 
setzte Tragermenge mu6 so gro6 sein, da6 die zu bestim- 
mende Quant i t i t  daneben vernachlissigt werden kann. 
Da sich das vorliegende radioaktive Isotop homogen auf 
alles Trlgermaterial verteilt,geniigt es dann,einen beliebigen 
Teil davon zu messen, um daraus die gesamte Aktivitgt 
errechnen zu kijnnen. 

Umgekehrt ist darauf zu achten, da6 die nichtmarkier- 
ten B e g l e i t s u b s t a n z e n  ebenfalls das in den analytisch 
zu bestimmenden Verbindungen enthaltene und zur Mar- 
kierung verwandte Element aufweisen kSnnen, so daD nun 
die Menge des zu messenden Materials um einen entspre- 
chenden, hBufig unbekannten Betrag grS6er ist. In derar- 
tigen Fallen mu6 die Gesamtmenge des aktiven Materials 
zunachst quantitativ bestimmt werden, um von der ge- 
messenen Aktivitat eines aliquoten Teiles auf die Gesamt- 
aktivitat schlie6en zu konnen. Hier wird die Empfind- 
lichkeitsgrenze also zusatzlich durch die u. U. vorhandene 
Menge Begleitsubstanz beeinfluBt. Das gilt besonders bei 
der Markierung von organischen Molekeln rnit 14C, wenn die 
zu analysierende Substanz verascht und das entstehende 
radioaktive Kohlendioxyd entweder direkt im Gasstrom, 
oder nach Uberfiihrung in Bariumcarbonat gemessen wird, 
weil hier die aus organischem und biologischem Begleit- 
material anfallenden Mengen inaktiven Kohlenstoffs be- 
sonders gro6 sind. 

Man sieht, dal3 selbst wenn die quantitativ zu bestim- 
mende Verbindung vor der Analyse chemisch verandert 
wird - nach den klassischen Analysenverfahren ihre Be- 
stimmung also unmoglich ist - ihre quantitative Analyse 
dennoch ausgefiihrt werden kann. Dergleichen analytische 
Problemc treten z. R. in der Pharmakologie und Ernah- 
rungsphysiologie auf; wenn verabreichte Stoffe im Orga- 
nismus umgebaut werden, evtl. vorhandene spezifische che- 
mische Nachweisreaktionen fur sie daher versagen mussen. 

Verdiinnungsanalyse 
Wahrend bei der Analysenmethode von Hevesy und 

Puneih die Aktivitat der G e s a m t  h e i t  aller radioaktiven 
Atome der zu bestimmenden Substanz oder zum minde- 
sten die eines b e k a n n t e n  B r u c h t e i l s  davon als Ma6 

fur den gesuchten Stoff dient, beruht das R a d i o - l n d i -  
k a t o r e n-Ve r d ii n n u n g s v  e rf a h r  e n darauf, da6 die spe- 
zifische Aktivitat einer radioaktiv gekennzeichneten Sub- 
stanz durch Zugabe nicht-markierter Verbindung gleicher 
Art verringert wird. Man kann mit ihr eine innerhalb 
eines Stoffgemisches vorliegende Substanz quantitativ 
bestimmen, ohne sie quantitativ abtrennen zu mussen. 
Es geniigt vielmehr, einen beliebigen Bruchteil chemisch 
rein zu isolieren und seine Zahlrohraktivitat zu ermit- 
teln. Damit ist es mSglich, Verbindungen quantitativ 
zu analysieren, die sich nicht gleichzeitig chemisch rein 
und quantitativ abscheiden lassen. Uberdies ist die Me- 
thode geeignet, von einer analytisch zu verfolgenden Sub- 
stanz denjenigen Anteil zu ermitteln, der im Falle einer 
chemischen Reaktion rnit anderen Stoffen nicht umgesetzt 
zurtickbleibt, wenn die entstehenden Reaktionsprodukte 
stabil sind und nicht mit den Ausgangsmaterialien im 
Gleichgewicht stehen. 
Man muB zwei Variationen dieses Verfahrens unterscheiden. 

Die eine erlaubt es, r a d i o i n a k t i v e  Verb indungen  zu bestim- 
men. Dam wird dem Gemisch, das die zu bestimmende Substanz 
in unbekannter Menge en tha t ,  eine bekannte Quantitirt markier- 
ter Verbindung gleicher Art und bekannter spezifischer Aktivitiit 
zugesetzt und dafur gesorgt, dal3 sich radioaktives und radioinak- 
tivea Material homogen vermischen. AnschlieBend isoliert man 
eiuen beliebigen Bruchteil der quantitativ zu ermittelnden Sub- 
stanz, d. h. des homogenen Gemisches aus unbekannter radio- 
inaktiver und bekannter radioaktiver Verbindung, und bestimmt 
die spezifische Aktivitiit dieser Mischung. 

Betriigt die Zirhlrohraktivitiit der bekannten zugesetzteu Menge 
a zlr 80 berechnet sich die spezifische Aktivitit zu S, = zl/a. Nach 
Zugabe der unbekannten Menge sinkt letztere auf den Betrag 
S, = z l / (a+  x) = zJb. Diese wird an dem Bruchteil b, dessen 
Zahlrohraktivititt z8 ist, gemessen. x errechnet sich dann aus 

Umgekehrt ist es mbglich, durch Zusatz einer bekannten Menge 
radioinaktiver Verbindung einc unbekannte Meuge m a r k i e r t e r  
S u b s t a n z  zu bestimmen, wenn deren spezifische Aktivitgt be- 
kannt ist. Das Verfahren eignet sich also dann, wenn man die 
spezifische Aktivitiit der zu analysierenden Verbindung durch Be- 
stimmung der Ziihlrohraktivitiit einer kleinen Probe p ermitteln 
kann. Es ist also 5, = z /p - z,/x, wobei z die Ziihlrohraktivi- 
tiit der Probe p und zx 8 e  nicht bekannte &hlrohraktivitirt der 
unbekannten Menge der zu bestimmenden Substanz im zu analy- 
sierenden Gemisch bedeutet. Nach Zugabe einer bekannten Menge 
a nichtmarkierter Verbindung, die ebenfalls homogen rnit der im 
Gemisch vorhandenen gesuchten Substanz vermischt werden muB, 
ergibt sich die spezifische Aktivitat der Mischung radioaktiver und 
radioinaktiver Verbindung zu Sa = z,/(x+ a) = zb/b, wenn zb fur 
die Ziihlrohraktivitirt der chemisch rein isolierten Probe b steht. 
Die unbekanntc Menge der gesuchten Substanz errechnet sich dann 
zu 

Die Werte fur S, und S, bzw. fur x und a mussen bei beiden 
Methoden geniigend verschieden sein, da andernfalls die Ungc- 
nauigkeiten durch die Statistik der radioaktiven Messung zu 
groD werden (vgl. den folgenden Aufsatz von 0. Riedel). 

Die angedeuteten Vorteile der Ausfiihrung einer quan- 
titativcn Analyse mit radioaktiv markierten Substanzen 
niit Hilfe der radiometrischen Methoden lassen sich gilt 
an folgendem Beispiel aufzeigen. 

Quantitativer Thioharnstoff-Nachweis mit der 
Hevesy-Paneth-Methode 

uberfuhrung des radioaktiven Schwefels in 35S-Sulfat 
Seit einigen Jahrenaa) werden Citrusfruchte vor dem Ver- 

derben geschutzt, indem sie baiimfrisch einige Minuten in 
2 proz. I’hioharnstoff-LBsung gebadet werden. Die quan- 
titative Bestimmung des in Fruchtschale und Fruchtfleisch 
eingedrungenen Thioharnstoffs stofit auf erhebliche Schwie- 
rigkeiten, da die Analysenverfahren durch Farbstoffe ge- 
sn) J .  F. L. Childs u. E. A. Siegler, Ind. Engng. Chem. 38, 82 [19461. 
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stort werden4). Auf der anderen Seite ist es notwendig, 
verl~6liche Werte iiber die in die Friichte eindringenden 
Thioharnstoff-Mengen zu ermitteln, urn sicher ZII gehen, 
da6 diese unterhalb schldlicher Yonzentrationen5) liegen. 

Die nicht vorbehandelten Friichte 
wurden entsprechend der bei der 
Thioharnstoff-Konservierung iibli- 600 
chen Praxis 7 min in einer 2proz. $500 
Lasung von a6S-Thioharnstoff, 52 
dessen spezifische Aktivitat etwa $ 3oo 

Nach 24sttindigem Trocknen lie6 o 700 

sich der auf den Friichten auskri- 7 2 3 C 5 6 7 %  9 707?72?3147516777%7920~22232G2526272829 

der Versuchswerte wurden beziiglich des radioaktiven Ab- 
falls des SS (Halbwertszeit 89,l d) auf diesen Tag korri- 
giert. Mit Hilfe dieser Eichkurve ist es maglich, unbe- 
kannte Mengen des Versuchsthioharnstoffs zu bestimmen. 

7.10-' mC/mg betrug, gebadet. 3 e 200 

stallisierte Thioharnstoff abbiirsten. IB!ZU 
Die so behandelten Friichte wurden 
dann in der Schale zweimal in aufeinander senkrecht 
stehenden Ebenen eingeschnitten, darauf die Schale ent- 
fernt und Schale sowie Fruchtfleisch getrennt rnit rauchen- 
der Salpetersaure verascht. Das erhaltene Sulfat konnte 
anschlie6end als Bariumsulfat auf seine Aktivitat unter- 
sucht werden. 

Messung d e r  Eichkurve und Grundlage 
d e r  Analysen-Berechnung 

Da der 55S sehr energiearme B-Strahlen emittiert, macht 
sich schon bei Priparat-Schichtdicken von weniger als 
1 mg/cma die Absorption der p-Teilchen im zu messenden 
Praparat bemerkbar. Um Praparate verschiedener Schicht- 
dicke vergleichen zu kannen, ist es daher notwendig, eine 
E i c h k u r v e  aufzunehmen, die die Abhangigkeit der ge- 
messenen Zlhlrohraktivitat einer Substanz einheitlicher 
spezifischer Aktivitat von der Schichtdicke zeigt. 

Die fifr die Aufnahme dieser Eichkurve nUtige radioaktive Eioh- 
substanz lieB sich durch Verasohung von 100 mg des Vemuchs- 
thioharnstoffs mit rauchender Salpetersiiure gewinnen. Die Ver- 
aschungslbsung wurde im geeichten Kolben auf 1 1 aufgefullt. 
Die so gewonnene Standardlbsung en tha t  dann je cm* die Ra- 
dioaktivitiit von 100 pg, also etwa 7.1p6 mC, in Form von 126,lpg 
= 0,0013 mM Sulfat. Die dem entnpreohende Menge Bariumsulfat 
ist zu gering, um sie oder auch das Zehnfaohe davon auf Alumi- 
nium-Schiilchen von 3 om 0 zu gleichmiilligen Schichten zu ver- 
arbeiten oder auf Filterplatten abfiltriert zu werden. GrOBere 
Mengen von etwa 200 mg, wie sie zur Aufnahme der vorerwiihnten 
Eichkurve fur Priiparate gr6Berer Schichtdicke benBtigt werden, 
wurden bereits zu hohe Ztihlrohraktivitliten ergeben. Es ist daher 
nicht mBglich, die StandardlUsung direkt zur Herstellung des ale 
Eichsubstanz verwendeten Bariumsulfats zu verwenden, da die 
spezifische Aktivitiit des in ihr gelbsten Sulfats zu hooh ist. Aus 
diesem Grunde wird das markierte Sulfat der StandardlUsung 
mit inaktivem Sulfat verdilnnt. Um das zur Eichung erforder- 
liche Bariumsulfat . herzustellen, werden 20 ema der Standard- 
b u n g  mit 20 mM Schwefelsiiuro versetzt, so daO danach eine 
1,0013 millimolare Schwefelsaure entsteht. Das aus diesen L6sungen 
ausgofiillte Bariumsulfat enthiilt also j e  1,0013 Millimol die Radio- 
aktivitiit von 1OOpg Versuchsthioharnstoff. Der nuagefate Nieder- 
schlag wurde in einern GIFiltertiegel abgesaugt und bei 110 ' C  
getrocknet. l i t  dem so erhaltenen Bariumsulfat wurde cinc 
wiisserige Suspension hergestellt und diese in verschiedenen 
Schiohtdicken auf Aluminiumschalchen von 3 cm J aufgetragen 
und sorgfPtig gleichmiiBig verteilt. Die aufgetragenen Suspen- 
sionen liellen sich ohne einzureillen mit einem Heraeus-Obortliichen- 
strahler eindampfen und konnten im Troekenschrank bei 110 "C 
bis zur Gewichtakonstrnz getrocknet werden. 

Die erhaltene Eichkurve zeigt Bild 1. Es gibt bei jeder 
Schichtdicke bzw. der ihr entsprechenden Einwage die 
Zahlrohraktivitat eines Baritimsulfats an, das je 1,0013 mM 
die Aktivitat von 100 pg der markierten Versuchssubstanz 
enthalt. Sie wurde am 30.12.1953 gemessen und die an spa- 
teren Tagen gemessenen Schwefel-Aktivitaten innerhalb 
4)  J .  W. Grofe J. biol. Chemistry 93, 25 [1931]. 
5)  J .  Schulrnahn u. R. D .  Keoting, ebenda 783, 215 [1950. J .  B. 

u. C .  G.  McKenzie, Proc. SOC. exp. Blol. Med. 54, 31 [I9431 
H .  S. Dicke u. C .  P .  Richer, J. Pharmacol. exp. Therapeut. 8.31 
1951 119451. F. B.  Flinn u. J .  M. Glory, Contr. Boyce Thomp- 
son Inst. I/, 241 [1940]. A. Harttell, ebenda 73,501 119421. 

- m%/crnz 
Bild 1 

Selbstabsor tionskurven von Bariumsulfat Bleisulfat und Benzidin- 
sulfat gleicter rnolspeziflscher AktivitBt 'aufgenornmen nach der 
Schiilchen-Methode sowie von Benzldinsulfat nach der Fllterplatten- 

Methode 

wenn der in ihm enthaltene Schwefel in Bariumsulfat iiber- 
fiihrt und in dieser Form unter gleichen Bedingungen wie 
bei der Aufnahme der Eichkurve gemessen wird. Dann 
verhalten sich die gemessenen Zihlrohraktivitaten wie dic 
spezifischen Aktivitilten der untersuchten Bariumsulfat- 
Niederschlage. Zur Berechnung der unbekannten Thio- 
harnstoff-Menge mu6 lediglich die Zahlrohraktivitat des 
Bariumsulfats, das die Radioaktivitat des Thioharnstoffs 
enthalt, auf die Zahlrohraktivitat umgerechnet werden, 
die sich ergabe, wenn sich die Radioaktivitat auf 1 mM 
Bariumsulfat verteilte. 
Ganz allgemein ist die Berechnung auf Grund der folgenden 

Uberlegung moglich: a yg-Versuchssubstanz (im vorliegenden Falle 
100 pg) besitzen die Radioaktivitiit R,. Diese wird bei der Her- 
stellung des Standard-Barinmsulfats auf b mg (im vorliegenden 
Fall 1,0013 mM) Bariumsulfat verteilt. Bei einer beliebigen 
Schichtdicke gemessen, zeigen h mg des Priiparats eine Ziihlrohr- 
aktivitirt Z,. Eine unbekannte Yenge Versuchsthioharnstoff ent- 
halt die Radioaktivitiit R,. Diese wird auf c mg Bariumsulfat, - 
im hier behandelten Fall gegeben duroh das zugesetzte Triigersul- 
fat  und die nus dem Schwefel der Friichte entstandene Sulfat- 
Menge - verteilt nnd ergibt, wenn h mg in gleicher Schichtdicke 
wie zuvor und unter sonst vergleichbaren Bedingungen gemessen 
werden, eine Ziihlrohraktivitkt Z,. Es verhirlt sioh 

da sich die Radioaktivitiiten verhalten wie die Menge der Versuohs- 
substanz und auOerdem unter vergleiohbaren MeBbedingungen 
Proportionalitirt zwischen den absoluten spezifischen Aktivitiiten 
R,/b und R,/u und den gemessenen Zirhlrohraktivitlten Z, und 
Z, besteht. Daraus ergibt sich allgemein 

- Z,-a.c und fur die hier vorlle- _'*-. Z, 
Z,. b genden Bedingungen 233,7 Z, 

Man hat also Praparate gleicher Schichtdicke zu ver- 
gleichen, was aber an Hand der Eichkurve ohne Schwie- 
rigkeiten m6glich ist, da diese iiber die Aktivitit jeder be- 
liebigen Schichtdicke der Standardsubstanz Auskunft gibt. 
Es ist also nur erforderlich, ein Priiparat beliebiger Schicht- 
dicke aus dem Bariumsulfat, das die Radioaktivitat des zu 
bestimmenden Versuchsthioharnstoffs enthalt, herzustel- 
len und zu messen sowie anschlie6end die Zihlrohraktivi- 
ta t  bei gleicher Schichtdicke auf der Eichkurve abzulesen. 
Eine Reihe von Kontrollbestimmungen, bei denen unbe- 
handelte Apfelsinenschalen und unbehandeltes Frucht- 
flelsch zusammen niit 100 yg des markierten Thioharnstoffs 
verascht wurden, zeigten, dat? bei 5 Versuchen diese Menge 
mit einer Genauigkeit von etwa 3% wiedergefunden wird. 
Vgl. auch 0. Riedel (folgende Arbeit). 
Ergebnisse 

Unter vollig gleichen Verhlltnissen wurden die mit dem 
radioaktiven Versuchsthioharnstoff behandelten Friichte 
hzw. ihre Schale und ihr Fleisch verascht und das aus der 
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Veraschung gewonnene Bariumsulfat gemessen. Tabelle 1 
enthllt die Ergebnisse dieser IJntersuchungen. 

Zu den V e r s u c h s e r g e b n i s s e n  ist zu bemerken, daO 
die Friichte, bevor sie mit dem Versuchsthioharnstoff be- 
handelt wurden, nach der Ernte 8 Tage gelagert bzw. wlh- 
rend dieser Zeit transportiert worden waren. Es konnte 
sein, dab sie sich in Bezug auf die Aufnahmefahigkeit fur  
Thioharnstoff, insbes. was die Schale anbetrifft, gegeniiber 
baumfrischen Friichten verandert haben. D a m  kommt, 
daO das Abbtirsten des Thioharnstoffs von Hand nur we- 
sentlich ungleichmaOiger moglich ist, als in den maschinellen 
Anlagen. In den Schalen ist daher gegeniiber der Praxis 
moglicherweise ein zu hoher Thioharnstoff-Gehalt zu er- 
warten, der aber den ungiinstigsten Fall darstellt. 

I n  der vorgenannten Arbeitaa) haben die amerikanisohen Autoren 
die Menge des an den Fruohten verbleibenden Thioharnstoffs eu 
ermitteln versucht, indem sie den Verlust der Badfliissigkeit nach 
Durchsatr einer griiOercn Zahl Friichte eugrunde legten. Nach 
dem Trockncn der Orangen wurde durch Abwaschen der Ober- 
fliiche die aufgetrocknete Verbindung, die nur lose anhaftete, ent- 
fernt und ihre Menge im Waschwasser kolorimetrisch bestimmt. 
Aue der Differenz von insgesamt angetrocknetem und abgewasche- 
nem Anteil ergab sich der in der Schale verbleibende Thioharnstoff. 

Auch der Thioharnstoff-Gehalt des Saftes und der Schalen 
wurde kolorimetrisch bestimmt. I n  Tabelle 1 sind diese Ergebnisse 
den radiometrisch gefundenen gegenubergestellt. 

Beriicksichtigt man die doppelte Konzentration des von den 
arnerikanischen Autoren bcnutrten Bades, so liegen die nach 
beiden Methoden gewonnenen Werte fur 100 g Saft und 100 g Frucht 
zufriedcnstellcnd beieinandcr. Die Analysenresultate fiir 100 g 
Schale jedoch weichen vOllig voneinander ab. Errechnet man den 
sich fur 100 q Schale ergebenden Wert nus den amerikanischen 
Angabcn fur 100 g Frucht und 100 g Saft, bzw. 100 g Fleisch untcr 
der Annahme, daO das Verhiiltnis von Schale eu Fleisch bci den 
amerikanischen Fruchten (etwa 200 g je Stuck) das gleiche war 
wie bei den rum rrdioaktiven Verfahren benutzten spanischen 
(etwa 160 g je Stuck), so ergeben sich fur 100 g Schale 28 mg. 
Uieser Wert kommt dem, der sich aus Umrechnung dee radio- 
metrisch getundcnen Ergebnisses ergibt ziemlich nahe, wenn man 
die von den Amerikancrn verwendete doppelte Thioharnstoff-Kon- 
eentration beriicksichtigt. 
Es liegt nahe, die Schwierigkeiten der kolorimetrischen 

Thioharnstoffanalyse in den stark gefarbten Schalenaus- 
ziigen fiir die Diskrepanz des Analysenergebnisses verant- 
wortlich zu machen. Es besteht aber 'auch die Moglich- 
keit, daO der Thioharnstoff mit in der Schale vorhandenen 

100 g Fleisch Versuchsdaten 

Stoffen reagiert und sich so dem kolorimetrischen Nach- 
weis entzieht. Tatsachlich lieO sich (allerdings an anderen, 
baumfrisch per Luftpost am Spanien importierten Apfel- 
sinen einer anderen Rasse) mit Hilfe von markiertem Thio- 
harnstoff einer spezifischen Aktivitlt von 0,125 mC/mg 
zeigen, daO neben dem Thioharnstoff eine mit dem Farb- 
stoff wandernde V e r b i n d u n g  auftritt, wenn der Schalen- 
auszug papierchromatographisch getrennt wird. 

A u t o  r a  d i o g r a p  h i s c  h lief3 sich auI3erdem nachweisen, 
da8 der Thioharnstoff ausschlie8lich im gelben Anteil der 
Schale lokalisiert war, d. h. a m  au8ersten Rande (Bild 2). 

mg Thioharnstoff in 
100 cmS Saft 100 g Schalen lderOesamtfruchtl 100 g Frucht I 

. 
. ::i- . .  . ..: 

woz. Thioharnstoff-Lsg. 
0,433 11,3 
0,525 ' 11,8 
0,449 (16,5)*) - 

0.469 11.55 

Blld 2 
Radiographien von kalottenfiirmigen Schalenabschnitten einer mit 

asS-Thioharnstoff behandelten Orange. Hohe der Kalotte 2 m m  

5 3 3  
5,39 
5,53 - 

5.58 

Man erkennt deutlich, da8 uber die unverletzte Schale kein 
Thioharnstoff in die Frucht einzudringen vermag. Es ist 
daher anzunehmen, daO die .in die Friichte eindringenden 
geringen Thioharnstoff-Mengen nur iiber den Fruchtkno- 
ten bzw. den Stempelansatz ins lnnere gelangen und so an 
der Pulpe hangen bleiben, ohne in das Fleisch zu geraten. 

Aus der Schale konnte bei Zimmertemperatur ein alko- 
holischer Auszug gemacht werden, von dem 2 mmy auf 
einen Filtrierpapierstreifen gebracht und anschlie6end 
aufsteigend mit Wasser-Butanol c h r o m a  t o g r a p  h i e r  t 
wurde. Zum Vergleich geschah dasselbe mit der 2proz. 
Losung des Ausgangsthioharnstoffs, um sicher zu gehen, 
dab hier nicht innerhalb der drei Monate seit Herstellung 
des Praparats durch die 6-Strahlenwirkung die Bildung 
anderer Verbindungen stattgefunden hattee). 
8 )  R. M. Lernrnon, Nucleonics 17,  44, Okt. [1953]. 
- - 

Rodiomc:risch nac 
11. 1 .  54 
14. 1 .  54 
25. 1. 54 

Mittelwert 

Eintaiichen i n  2 
0,383 
0,465 
0,398 - 

0.382 

3,74 
3,39 
4,03 - 

3.72 

Kolorimetrisch nach Elntauchen In 5 proz. Thloharnstoff-Lsg. (nach Childs u. Siegler) 
12,5 

im Mittel 
7,9-9,3 

886 
Im Fleisch; An- 
nahme von - 8 %  

Pulpe 
1 ,oa 

0.96 

0,97-1,24 
in1 Mittel 

1 .I 

1,12 

I ,6-2,Ol 
ini Mittel 

1.8 

9,25 

+) Nicht zur Mlttelwertbildung be- 
nutzt, Schalen drtutlich einge- 
trocknet 

Berechnet aus Badverlust. 
Nach 21 d niit Wasser abgewaschen; 
aus Differenz gegen Waschwasser. 

Nach 19 d im Saft. 

Nach 13 d i n  Schalen. 

Berechnet aus den USA-Angaben fur 
Saft und Gesamtfrucht bei Verhtllt- 
nis Schale zu Fleiscli = 1 : 2,6 

Berechnet nus radiontetrischen Wer- 
ten tilr 2,5fache Konz. des Bades. 

Tabeile I .  Oegenuberstellung der radlometrlsch und kolorimetrisch ermlttelten Thloharnstoff-Oehalte 
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Das Ergebnis zeigt Bild 3. Ein Teil der Radioaktivitlt 
wandert im Papierchromatogramm mit dem gelben Farb- 
stoff der Apfelsinenschalen in der Nahe der Ldsungsmittel- 
front (Rf = 0,96), wlhrend der Ausgangs-Thioharnstoff 

6000 I 

Q 6000- 
{woo- 
\ 9000- 

2m- 

I000 

8000 
t 7000 d 

- 1 1  

4 1  , 

- 
- 

I l l l l l l l l l l l l l l l t l I I ,  

d 

Oeblirstet 
I und 2 
3 und 1 
5 und 6 

hllttelwerte 
Oeblirstet und 
gewaschen 

1 und 2 
3 und 4 
5 und 6 

Mittelwerte 

0,140 7,Ol 5.33 1.00 
0,123 6 18 4,OS 1,OO 
0,123 6,44 5,07 I04 
0,129 6,54 4,R3 1 , O l  5,84 - 

0,112 5,67 437 0,983 
0,102 490 4,14 0,914 
0,220 6,92 4.83 0,988 
0,145 533  4,61 0,962 5,572 - - 

Blld 3 
Radlo-Papierchromatogramm elnes Auszuges aus mit Thioharn- 
stoff behandelten Orangenschalen (2 Maxima); sowle einer reinen 

a6S Thioharnstoff-Ltlsung (1 Maximum) 

ebenso wie der in der Schale ,nicht umgesetzte sich durch 
ein Maximum der Radioaktivitlt in der Mitte des Streifens 
findet (Rf= 0,54). W i d  die Fruchtoberflache nach der Be- 
handlung abgewaschen, so findet sich im Chromatogramm 
nur die a m  Farbstoff gebundene Aktivitat. Danach sieht 
es so aus, als ob der in den Schalen verbleibende Thioharn- 
stoff dort c h e m i s c h  g e b u n d e n  wird. 

Bestimmung dcr *S-Thioharnstoffs nach dem 
Radio-I ndi katoren-Verdilnnungsverfahren 

Die bisher verwendete Analysenmethode erfaBte den 
g e s a m t  e n  Schwefel des markierten Thioharnstoffs nach 
Oxydatlon der organischen Substanz'unabhangig von der 
Form, in der er vorlag. Da die Mbglichkeit bestand, da6 
die in die Schale eingedrungene markierte Verbindung dort 
rnit einer der vorliegenden Substanzen zu einem stabilen 
Thioharnstoff-Derivat umgesetzt wurde, lag es nahe, rnit 
Hilfe der Radiofndikatoren-Verdiinnungsanalyse festzu- 
stellen, ob diese Umsetzung quantitativ und irreversibel 
vor sich geht, oder ob eine Anlagerungsverbindung ent- 
steht, in der der Thioharnstoff nur lose gebunden iind leicht 
austauschbar vorliegt. 

Zur Analyse wurden eine Reihe baumfrischer mit Luft- 
post transportierter Apfelsinen durch 5 min dauerndes 
Baden in 2proz. Thioharnstoff-Losung konserviert und 
dann wie iiblich getrocknet. Die eine Halfte der Fruchte 
wurde von iiberschussigem angetrocknetem Thioharnstoff 
nur durch Abblirsten gereinigt, die andere durch zusiitz- 
liches Abspiilen mit Wasser. Die Apfelsinen wurden wie 
oben beschrieben geschiilt und die Schalen von zwei je 
gleich behandelten Friichten halbiert. Der eine Teil diente 
zti einer Analyse nach dem Veraschungsverfahren, der 
zweite zu einer Verdiinnungsanalyse. Es war so moglich, 
die Ergebnisse der beiden Methoden einander gegeniiber zu 
stellen und zu vergleichen. Um zusatzliche Angaben tiber 
die in das Fruchtfleisch eingedrungenen Thioharnstoff- 
Mengen zu erhalten, wurden auch die Fleischanteile zu- 
sltzlich nach der Sulfat-Methode untersucht. 

Bei der Verdiinnungsanalyse wurden die kleingeschnit- 
tenen Apfelsinenschalen der rnit markiertem Thioharnstoff 

konservierten Friichte zunlchst in einen Standzylinder ge- 
fiillt und mit Athano1 iibergossen. Um den vorhandenen 
Thioharnstoff auszulaugen, mu6te der Alkohol verschie- 
dentlich erneuert werden. Nach Durchlaufen von 1,5 1 in 
5 Tagen zeigte I cms des Athanols nach dem Eintrocknen 
auf einem Aluminiumschalchen keine Schwefel-AktivitBt 
mehr im Zlhlrohr. In diesem alkoholischen Extrakt wur- 
den dann loo0 mg radioinaktiver Thioharnstoff aufgelost. 
AnschlieDend lieBen sich aus der LBsiing etwa 100 mg der 
Verbindung wiedergewinnen. 

Der erhaltene radioaktive Thioharnstoff wurde mit Tol- 
uol aufgeschwemmt und dann auf Aluminium-Schalchen 
aufgetragen, so da6 nach Verdampfen des Losungsmittels 
Praparate gleichmii6iger Schichtdicke entstanden, die ge- 
wogen und gemessen werden konnten. Die so gefundenen 
Zahlrohraktivitaten z, des aus den Apfelsinen gewonnenen 
Thioharnstoffs miissen mit den sich bei gleicher Schicht- 
dicke ergebenden Zihlrohraktivitaten z1 des zum Konser- 
vieren der Friichte verwendeten markierten Thioharnstoffs 
verglichen werden. Beide verhalten sich zueinander wie 
die spezifischen Aktivitiiten der untersuchten Substanzen, 
da sie unter vergleichbaren MeBbedingungen gezahlt wer- 
den. Die notige Eichkurve lie6 sich im vorliegenden Fall 
nicht mit den1 Vtrsuchsthioharnstoff aufnehmen, da dessen 
spezifische Aktivitlt zu gro8 war. Die markierte Verhin- 
dung wurde daher im Verhlltnis 1 : 100 mit radioinaktivem 
Thioharnstoff verdiinnt iind dieses Material zur Aufnahme 
der Eichkurve benutzt. Die auf der Kurve abgelesenen 
Werte z, miissen also mit 100 multipliziert werden, um in 
die Formel eingesetzt werden zu konnen. Diese lautet - 

lo00 
z . Die Ergebnisse dieser Messungen sind in X =  

100 (2-1) 
der Tabelli! 2 zusammengefa6t. In  ihr sind die Ergebnisse 
der Untersuchungen nach dem Verdiinnungsverfahren und 

I I Radio-lsotooen- 
Hevesy- Verdiinnungsinalyse I Punefh-Analyse I I Ver- I 

nach der Hevesy-Paneih-Methode einander gegenaberge- 
stellt. Die verdiinnungsanalytisch gefundenen Werte liegen 
gegeniiber den mit der Sulfat-Methode gefundenen zu tief, 
jedoch betrlgt der Unterschied nur etwa 20%, wlhrend bei 
Umsetzung des Thioharnstoffs in ein stabiles Derivat ent- 
sprechend den uberlegiingen der Tabelle 1 weit grBt3ere 
Unterschiede zu erwarten gewesen wiren. Es ist daher 
wohl die Annahme gerechtfertigt, da6 es sich bei der mit 
dem gelben Farbstoff im Chromatogramm wandernden 
radioaktiven Substanz um eine Additionsverbindung han- 
delt. In dieser scheint der angelagerte Thioharnstoff so 
locker gebunden zu sein, daB er mit dem bei der Verdiin- 
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nungsanalyse im groBen UberschuB angebotenen radioak- 
tiven Thioharnstoff austauscht, so da6 er bei dieser Art 
der Analyse wie freier Thioharnstoff in Erscheinung tritt,  
bei der kolorimetrischen Analyse aber nicht erfa6t wird. 

Nach der Veraschung der extrahierten S c h a l e n r i i c k -  
s t a n d e  und der Bestimmung ihres Thioharnstoff-Gehalts 
nach der Sulfat-Methode ergab sich, daB etwa des Thio- 
harnstoffs unter den eingehaltenen Versuchsbedingungen 
nicht extrahiert worden war. Rechnet man die sich so er- 
gebende Thioharnstoff-Menge zu den verdiinnungsanaly- 
tisch gefundenen Werten hinzu, so erhalt man eine sehr 
vie1 bessere Ubereinstimmung zwischen den Ergebnissen 
der beiden Methoden. 

Die Thioharnstoff-Gehalte dieser zweiten Untersuchungsseric 
sind geringer als die der ersten. Dies diirfte darauf zuriickzufuhren 
sein, dal? die Eintauchzeit bei der ersten Verauchsseric 7 min, bei 
der zweiten jedoch nur 5 min betrug. AuBerdem ist darauf hin- 
zuweisen, daU die Apfelsinen der ersten Versuchsserie einen 8- 
tiigigen Bahntransport nus Spauien hinter sich hatten, wtihrend 
die der zweiten mit Luftpost ankamen. SohlieDlich wurden bei 
der ersten Verauchsaerie die Apfelsinen in einer nur mit 300 cma- 
Lbsung gefiillten 5-l-Flasche, die um ihre LLngsachse gedreht 
wurde, gebadet, so dall die Friichte dabei uboroinanderfielen und 
sioh intensiv aneinander rieben. Die Apfelsinen der zweiten Serie 
wurden hingegen in das in einem Becherglas befindliche Bad ein- 
getaucht, was mehr den Bedingungen der Praxis entspricht. Es 
ist mbglich, daU der sehonendere und kurzere Transport die Obcr- 
f lbhen der Friiohte in besserem Zustand erhalten hat. 

Bemerkungen zu den Messungen 
Fur die Messungen der radioaktiven Prilparate wurde ein Fen- 

sterzshlrohr mit einem Fenster von 1,5 mg/cm* Glimmer verwcn- 
det. Die genannte Ztihlanordnung konnte mit einem Ba14C08- 
Standard auf einwandfreies Arbeiten wahrend der Mossung kon- 
trolliert worden. An Hand eines mit markierten Barium- 
sulfat-Prlparates lie0 sieh iiber die Dauer der Versucbe hinaus der 
Abfall der Schwefel-Aktivitat aufnehmen und so feststellen, dal? 
keine Fremdaktivittiten bcigemiseht waren. Stimtliehe Messungen 
wurden R O  ausgefiihrt, daU der statistische Fehlcr 1% bis 1,5”/, 
betrug. Die teilweise grbDeren Schwankungen der Eichkurve und 
der MeUprPparate liegen in der durch die Herstellung der MeR- 
priiparate bedingten Ungenauigkeit. Hier gehen Wagefehler, 
Auffull- und Pipettenfehler, Fehler die bei der AusfPlung des 
Bariumsulfats auftreten, Uneinheitlichkeit der Schichtdicke im 
einzelnen Prtiparat, geringf iigige Ungleiehheit in der Ausdehnung 
des Prirparats und vielleicht auch etwas variierende OberflBchen- 
beschaffenheit der MeDpraparate zuaatzlich als Fehler ein. Die im 
Ansehlul? publieierte Arbeit von 0. Riedel wertct die dabei auf- 
tretenden Gesamtfehler nus. 

I m Rahmen der Versuche wurden iiberdies vergleichende 
Untersuchungen dariiber angestellt, welches der schwerlbs- 
lichen Sulfate fur die Messung des s6S in Sulfat-Form a m  
geeignetsten sei. Gepriift wurden B a r i u m - ,  Ble i -  und 
B e n z i d i n s u l f a t .  Die niit Praparaten gleicher spezifi- 
scher Aktivitat je Mol aufgenommenen Yurven zeigt Bild 1. 

Demnach ist das B a r i u m s u l f a t  unter den vorliegenden 
Urnstanden die geeignetste MeSsubstanz. Es ergibt die 
gro6te maximal beobachtbare ZBhlrohraktivitBt, Da die 
Veraschungslosungen aus den Friichten Magnesium und 
Eisen enthalten, die beide die Fallung des Benzidins stb- 
rend beeinflussen, ergab sich auch aus dieser Tatsache die 
Notwendigkeit, Bariurnsulfat zu verwenden. 

Das B e n z i d i n s u l f a t  kann jedoch in anderen Fallen 
au6erordentlich giinstig verwendet werden. Es laSt sich 
sehr gut zu gleichrnaDigen Schichten in den benutzten 
Aluminium-Schalchen ausbreiten, bietet aber vor allem 

gegeniiber dem Bariumsulfat einen Vorteil, wenn man die 
von uun Slyke’) eingefiihrte Filtrierplattenmethode an- 
wendet. Nach diesem Verfahren wird der Niederschlag 
mit der in Bild 4 skizzierten Filtrierapparatur abfiltriert 
und die Filterplatten (Schott G 4,3 cm 0 )  mit dem Nieder- 
schlag werden getrocknet, gewogen und gemessen. Eine 

Biid 4 
Fiitriereinrichtung zur 
Ciewinnung von MeO- 
praparaten nach der 
Filterplatten -Methode 

Eichkurve niit Benzidinsulfat gleicher spezifischer Aktivi- 
t a t  nach der Filterplatten-Methode aufgenommen, zeigt 
ebenfalls Bild 1. Die gegeniiber der Kurve, die mit glei- 
cher Substanz nach der Schalchen-Methode aufgenommen 
wurde, grb6ere ZAhlrohraktivitat erklart sich dadurch, 
da5 sich die Praparatschichten auf den Filterplatten einige 
Millimeter niher  am Zahlrohrfenster befanden als die in 
dern Schalchen, so da6 unter etwas giinstigeren geometri- 
schen Bedingungen gemessen wurde. Da das Benzidin- 
sulfat im Gegensatz zum Bariumsulfat leicht mit Alkali 
von der Platte herunter gelbst werden kann, eignet sich 
diese Substanz besonders gut fur das Filterplatten-Ver- 
fahren. Dazu kommt, da6 das voluminose Benzidinsulfat 
auch noch bei diinnen Schichtdicken eine gleichma6ig 
zusammenhangende Schicht auf der Filterplatte gibt, 
wahrend das Bariumsulfat bei diinnen Schichten in die 
Vertiefungen oder die Kornung eindringt und die Schicht 
ungleichmaBig wird. 

Zusammenfassung 
Es wurden Citrusfriichte mit einer 2proz. Losung von 

aSS-Thioharnstoff behandelt, um festzustellen, welche Men- 
gen des als Yonservierungsmittel verwendeten Thioharn- 
stoffs bei diesem Verfahren in Fruchtfleisch und Frucht- 
schale eindringen. Sowohl mit Hilfe der Heuesy-Panefh- 
schen Analysenmethode als auch auf verdiinnungsanalyti- 
schem Weg laBt sich zeigen, dat3 die aufgenommenen Thio- 
harnstoff-Mengen je  nach dem Zustand der Friichte 5 bis 
1 1  mg je  100 g Schalenmaterial und 0,l bis 0,3 mg je 100 g 
Fruchtfleisch betragen. 
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