
denken kann zwischeii den1 freien und an Kohlenstoff ge- 
bundenen Zustand. 1st nun der molekulare Sauerstoff, der 
Chlorella zugefiihrt wird, isotopisch markiert, wahrend die 
Kohlensaure nicht markiert ist, so kann man nicht erwar- 
ten, daR im Licht m e h r  markierter Sauerstoff verbraucht 
wird als im Dunkeln, da irn Licht aus raumlichen Griinden 
der in den Zellen entstehende nicht markierte Sauerstoff 
schneller verbraucht werden wird als der von aul3en zu- 
stromende markierte Sauerstoff. Tatsachlich fand Brown 
im Licht keine Zunahme der markierten Atmung oder so- 
gar eine Abnahme der markierten Atmung, das heifit, es 
verbrauchte dann nicht nur die Lichtatmung, sondern 
auch die Dunkelatmung bevorzugt den in der Zelle ent-  
stehenden, also nicht markierten Sauerstoff. Dies ist ein 
schones Beispiel van ,, Isotope Discrimination". 

Auch sonst ist versucht worden, die Lichtatmung wah- 
rend der Belichtung zu messen, zum Beispiel von J .  W .  
Weigl,  P.  M .  Warringfon und M .  Calvin (J.  Anier. cheni. 
Soc. 73,5058 [1951]; vgl. auch diese Ztschr. 68,253 [1956]), 
die griine Zellen in markierter Kohlensaure belichteten und 
erwarteten, dab im Licht in verstarktem MaRe nicht mar- 
kierte Kohlensaure abgegeben werde. Sie fanden keinen 
Zuwachs an nicht markierter Kohlensaure, ganz in Uber- 
einstimmung mit unseren Gleichungen, aus denen hervor- 
geht, daR die Lichtatmung markiert sein mi& wenn die 
Kohlensaure markiert ist. 

Tatsachlich kann die Lichtatmung nur so gemessen wer- 
den, wie sie entdecktwordenist:  indem man sie zeitlich vOn 
der Sauerstoff-Entwicklung trennt. 

Eingegarlgen a m  26. September I957 [ A  831 J 

Analytisch-technirche Untersuchungen 

Eis-Zonenschmelzen 
Neue Methode der Anreicherung geringster Substanzmengen 

a us wa Brig er Losung 

Von Dr. H. S C H I L D K N E C H T  und Dip1.-Chem. A.  M A N N L  

Aus dern lnstitut fu r  organische Chemie der Universifaf  Erlangeri 

Das bekannte Verfahren de r  Zonenschmelze anorganischer oder  auch organischer fester Substanzen, 
welches zur Abscheidung bzw. Anreicherung geringer Nebenbestandteile an einern Ende des Unter- 
suchungsmaterials verwendet wird, wurde sinngemafi auf Flussigkeiten ubertragen. Bisher liegen Un- 
tersuchungen an Benzol und Wasser  vor. Die Flussigkeiten werden zuerst  gefroren und dann wird das 
entstandene ,,Eis" in  wandernden Zonen aufgeschmolzen. Die rnit einer geeigneten Appara tu r  er-  
zielten Anreicherungen von Ascorbinsaure, Chinonen, Aldehyden, Enzymen, Bakterien, Bakteriopha- 

gen und Plankton in wafiriger Phase bzw. von Thiophen i n  Benzol werden mitgeteilt. 

Einleitung 

Schon sehr alt ist die Methode, wal3rige Liisungeii durch 
Ausfrieren des Wassers einzuengen; dabei wird das iiber- 
stehende Konzentrat von den ausgeschiedenen Eiskristallen 
durch Absaugen oder auch Zentrifugieren getrennt. Ele- 
ganter kann man - nach einer neuen Mitteilung zu schlie- 
Re+) - so verfahren, daI3 man die Ausgangslosung zuerst 
ganz einfriert und dann mittels Hochfrequenz partiell wie- 
der auftaut. Die unvermeidbaren Verluste dieser Ver- 
fahrensweisen, die u. a. durch Anhaften der konzentrierten 
Losungen an die Eiskristalle entstehen konnen, sind aber 
nur  dann unbedeutend, wenn man iiber geniigend AUS- 
gangsmaterial vel-fugen kaiin und wenn eine starke 
Anreicherung aus sehr verdiinnten Losungen nicht 
notig ist. 

Diese Nachteile zu umgehen und gleichzeitig die Vorteile 
der erwahnten Verfahren zu wahren, war  unser Ziel bei der 
Entwicklung einer neuen Methode. Sie mul3te demnach den1 
gleichen Prinzip folgcn, d. h. durch Ausfrieren von LO- 
sungsmittel die Anreicherung fliichtiger und hitzeempfind- 
licher Substanzen ermoglichen und sollte gleichzeitig kon- 
tinuierlich:arbeiten, umverlustlos auch noch wenige Kubik- 
zentimeter einer stark verdunnten Losung aufarbeiten ZLI 

konnen. Wir gingen von der Uberlegung aus, daI3 das zur 
Darstellung hochreiner anorganischerz) und  organi- 

scher3) Substanzen erfolgreich angewand te Zoiienschmclzen 
sich auch u m  g e k e h r t  zur Anreicherung kleinster Mengeii 
einem Tragermaterial beigemengter Verhindungen eignen 
muRte. Auf das in der Biochemie besonders wichtige waR- 
rige System iibertragen hie8 das also, durch einen kiinsllich 
hergestellten E i  s b a r r e n ,  der die anzureichernde Verbin- 
dung gleichmal3ig verteilt enthalt, S c h m e l z z o n e n  in der 
schon mehrmals beschriebenen Technikz. 3, h i n d u r c h -  
w a n d e r n  zu lassen. Die Beimengungen miissen dann in 
dem zuletzt erstarrenden Ende gelost, oder wenn die LOs- 
lichkeit iiberschritten wurde, auch suspendiert Z L I  finden 
sein. Sie konnen dann aus dieser, je nach Schmelzzonen- 
breite und Form des Schiffchens mehr oder mindcr stark 
konzentrierten Losung, durch Gefriertrocknung in Suh- 
stanz isoliert werden. Soniit stellt das Eis-Zonenschmelzen 
eine wertvolle Erganzung zur Gefriertrocknung dar, indem 
die Ausgangslijsung vor dein Gefriertrocknen zuerst auf ein 
kleines Volumen eingeengt wird. Damit wird vermieden, 
daR sich geringste Mengen wertvoller Substanzen nach dem 
Gefriertrocknen auf ein grol3es Volumen verteilend) und 
LI. U. schon vorher ganz oder teilweisc beim Sublitnieren des 
Eises verlustig gehen. 

: I )  H .  RBck,  Naturwissenschaften 4 / ,  435 [lY54]. G .  Hcsse 11. H .  Scit i ld-  
knechf, diese Ztschr.  OS, 641 (19561. H .  Schildknecht, Z .  Natut--  
forsch. / 2 b ,  23 [1957]. J ,  F .  Potuf ti. J .  Hnrtmnnn, ciiese Ztschr. 69, 197 [1957]. 

j) Herrn Mechanikermeister G. Weninger danken wir aucll an diesel 
Stelle f u r  die Herstellung der  Appara tu r ;  Dip1:Ctiein. R. Srrrhf- 
rtrh f o r  die leiliweise ClherlassuiiS eines Kuhlaygl-rgates. 

634 Angew. Chem. 69. Jahrg. 1957 13~. 20 



ApparatuP) und Arbeitsweise 

w 
0 7 2 3 4 5cm 

Bild 1 
Langsschnitt der Eiszonenschmelzapparatur. I<R = Kuhlrohr;  
K = Kiihlmittel; B1 = Kiihlblech (Cu) .  H D  = Heizdraht.  HI< - 
Heizkorper; SZ = Stromzufiihrung; TI! = Transportschndr;  S - 

Substanzschiff; S t  = Stat iv  

I 
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Bild 2 
Querschnitt der Eis-Zonenschmelzapparatur. GF' = Glasfenster; 

W R  = Winkeleisen-Rahmen, Sonst wie bei Bild 1 

1. Kuhlung 
Die in das einseitig offene Substanzschiffchen S einge- 

brachte waBrige Losung wird in einem Bad aus Aceton- 
Trockeneis eingefroren und in das wannenformige, gefal- 
tete Kuhlblech BI eingelegt. Die Temperatur desselben liegt 
durchschnittlich hei -30 "C und wird durch ein mit Frigen 
beschicktes Kuhlrohrsystern K R  in Verbindung mit einem 
Yiihlaggregat (ca. 800 Kcal) aufrechterhalten. Zur Ver- 
meidung von Eisbeschlag ist die gesamte Apparatur mit 
Glasfenstern, 5 cm starkcn Corblanitplatten (Isolierma- 
terial aus Kunststoffschaum) und Sperrholz verkleidet. 

2. Heizung 
In1  Abstand von 1,s cin sitzt in 0,5 cm breiten Schlitzen 

die Heizung HD. Die 0,5 mm starken Heizdrahte aus 
Chroninickelstahl (0,5 !2/11i) sind in die Heizkorper H K  
aus Speckstein eingekittet. Die Heizkorper sind beweglich 
auf dem Stativ St angebracht, so da8 durch die Veran- 
derung des Abstandes vom Kuhlblech die Schrnelzzonen- 
breite gut reguliert werden kann. Die Temperatur der 
Schmelzzone liegt bei eingestelltem Gleichgewicht zwischeri 
3 und 4 "C. Um die Kiihlung f u r  tiefschrnelzende Losungs- 
mittel noch wirksamer zu gestalten, wurde versucht, die 
Widerstandsheizung durcli kapazitive Erwarmung ZLI er- 

setzen. Der hierfiir geeignete Hochfrequenzsender (27,12 
MHz) muBte jedoch sehr kraftig sein, moglichst nicht un- 
ter 100 Watt .  Dadurch ist aber eine exakte Bundelung des 
Hochfrequenzfeldes, wie es fur scharfbegrenzte Schmelz- 
zonen erforderlich ware, nicht mehr gewahrleistet. Wie 
weit die Anwendung von Mikrowellen vorteilhafter sein 
wird, sollen weitere Versuche mil einem von dcr Fa. Elek- 
tronik (Darmstadt) freundlicherweise zur Verfugung ge- 
stellten Mikrowellensender ergeben. 

3. Der Transport 
Ein auI3erhalb des Kuhlraumes angebrachter Synchron- 

motor (AEG, SSL 375) zieht das Substanzschiffchen S. E r  
ist rnit diesem durch eine Schnur verbunden, die durch eine 
Glaskapillare fuhrt ;  ihr vorgeschaltet befindet sich noch 
eine Bleikanimer (Bild 3). Solche VorsichtsmaBregeln sind 
niitig, um einen ungehinderten Transport, ohne Hemmung 
durch Eisansatz zu gewahrleisten. 

Bild 3 
Vorderes Ende der  €is-Zonenschmeizapparatur mit  Schleuse 

fur die Transportschnur 

Das Substanzschiffchen bewegt sich, in der Kuhlwanne 
liegend, uber die quer zur Bewegungsrichtung angebrach- 
ten Heizdrahte H D  mit einer optimalen Geschwindigkeit 
von 1 cm/h hinweg. Es ergibt sich daraus, da8 beispiels- 
weise fur einen Durchgang von 7 Zonen durch ein 11 cm 
langes Schiffchen 17 h benotigt werden. Selbstverstandlich 
kann bei Anwendung von Substanzrohrcn rnit groBerem 
Durchmesser bei gleichbleibender Wanderungsgeschwin- 
digkeit auch mehr Losung zonengeschmolzen werden. 

4. Apparaturtest 
Da die Schmelzzonenbreite bei farbigen Ldsungen be- 

sonders gut eingestellt werden kann, wurde die Arbeits- 
weise der Apparatur mit Methylenblau-, Rhodamin- und 
Kaliumpernianganat-Losungen verschiedener Konzentra- 
tion kontrolliert. Schon nach einmaligem Durchgang durch 
die Heiz- und Kuhlbatterie, d. h. nach 8 Zonen, war der 
Farhstoff aus einer 0,001 proz. Losung sichtbar in die I&- 
ten 5 mm3 geschoben worden (Rild 4).  

Bild 4 
Anrelcheriing van Methylenblau a m  hinteren Ende des Substanz- 

schiffchens. + Laufrichtung der Schmelzzonen 
c 1.nufrichtunq des Schiffclieris 



Anwendungen 

Anwendbarkeit des Eiszonenschmelzens fur  verschiedene 
Substanzklassen zu untersuchen; berucksichtigt wurden 
vor allem wasserdampf-fliichtige und hitzeempfindliche 
Verbindungen, hochmolekulare Substanzen und Suspen- 
sionen, z. B. die 
von Mikroorga- 
nismen. Die Lo- 
sungen oder Sus- 

ren beim Zonen- 

den, da8  es in den ersten 3 des in 5 Abschnitte aufgeteilten 
MaBgebend fur die hier beschriebenen Versuche war, die Eisbarrens nicht mehr nachgewiesen werden konnte 

(Bild 7). 
1st die Ausgangslosung gesattigt, so fallt an dieser Stelle 

das Chinon kristallin, in wenige mm3 Eis eingeschlossen, an 
und kann also bequem in Substanz isoliert werden (Bild 6). 

pensionen wa- Bild 6. Anreicherung von Thymochinon aus gesattigter Losung (1 , l  mg/ml)  a m  hinteren, mit  Kork 
verschlossenem Ende des 14 cm langen Substanzschiffchens. I n  Aufsicht photographiert 

-r 

schmelzen in einem geschlossenen, aus  Biegerohr selbst 
hergestellten Substanzschiffchen eingefroren und wurden 
nach dem Zonendurchgang auf einer Scheibe Trockeneis 
samt dem Glasschiffchen in Fraktionen zerschnitten. 

1. Ascorbinsaure 
An einer 0,25 proz. Ascorbinsaure-Losung konnte bewie- 

sen werden, da8 k e i d e  V e r l u s t e  beim Zonenschmelzen 
eingetreten waren. 87% des Vitamins fanden sich nach 
dem Durchgang von 14 Zonen im letzten Viertel des Glas- 
schiffchens wieder. Der Rest verteilte sich, wie in Bild 5 
aufgezeigt, auf den iibrigen Eisbarren. Im Teil I l l  wurden 
noch 10,9./,, im  Teil I 1  noch 2 %  und im Teil I nur  noch 
0,1% der nach J .  Tillmanse) bestimmten Ascorbinsaure 
gefunden. 

Bild 5 
Verteilung yon 4,9 mg Ascor- 
binsaure im zonengeschmolze- 
nen 14 ctn langen Eisbarren 

N 

t 4.0 t 
I I  
n 

N 
Bild 5 

Verteilung yon 4,9 mg Ascor- 
binsaure im zonengeschmolze- 
nen 14 ctn langen Eisbarren 

S I  I I nach dein Durchgang von 14 
r= 

3.5 7 70.5 14 

Zonen 

Sch/l4chenIange c n  - 
7-7 ,m 

Gleich gut war die Anreicherung aus einer 0,025proz. 
Liisirng. Es lag deshalb nahe, zu versuchen, ob nicht auch 
sehr stark verdunnte, in Bezug auf den Nachweis unterhalb 
der Erfassungsgrenze liegende Losungen soweit konzen- 
triert werden konnen, bis ein exakter Nachweis wieder mog- 
lich wird. Auch diese Verstrche verliefen positiv und erga- 
ben besotiders bei den kleinsten Konzentrationen eine 
s e h r  g u t e  A n r e i c h e r u n g  

2. Chinone und Aldehyde 
Diese Verbindungen wurden vor allem untersucht, um 

die Wirksamkeit des Eiszonenschmelzens an wasserdampf- 
fliichtigen und zum Teil hitzeempfindlichen Substanzen zu 
erproben. Wir wahlten u. a. Stammlosungen von Thymo- 
chinon und 2.5-Dimethyl-l.4-chinon, deren Ausgangskon- 
zentrationen unterhaib der spektralphotometrischen Er- 
fassungsgrenze lagen und die auch aufierlich keine Gelbfar- 
bung mehr zeigten. Bereits nach kurzzeitiger Wanderung 
des mit dieser Losung beschickten Glasschiffchens iiber 
5 Heizstellen hinweg hatten sich die Chinone soweit ange- 
reichert, dab in dem noch flussigen Ende deutlich die 
Chinon-Farbe wieder zu erkennen war. Weiterhin war nach 
14 Zonendurchgangen das in gesattigter wa8riger Lbsung 
vorliegende Thymochinon restlos in den letzten Teil des 
Glasrohres gewandert (Bild 6) und das 2.5-Dimethyl-1.4- 
chinon aus 0,0004proz. Losung soweit angereichert WOT- 

O )  v. Euler-Eister.1: Reduktone u n d  Reduktonate,  Ferdinand Enke- 
Verlag, Stut tgar t ,  1957, S. 9. 
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Bild 7 
Anreicherung von 2.5-Di- 
methyl-I .4-chinon nach 7 

Zonendurchgangen. 
Ko nzeu- 

tration der Ausgangsldsung 
- . - . - . - 

3.6 72 708 14.4 75 
Schiffchenlange cm ----t 

lA828.71 

Auch V a n i l l i n ,  als Beispiel eines Naturstoff-aldehyds und 
p - I n d o l y l e s s i g s a u r e  als Wuchsstoff, ist in genau der 
gleichen Weise quantitativ atis hochverdiinnten Lostingen 
wieder gewonnen worden. 

3. Enzyme 
(rnit Dr. F.  Leuschner). 

Das Verhalten dieser hochmolekularen und empfindli- 
chen Substanzen beim Eis-Zonenschmelzen wurde u. a. an 
der K a t a l a s e  und der A r y l a n i i n - a c e t y l a s e  studiert. 
Der erwartete Anreicherungseffekt t r a t  in beiden Fallen 
dann auf, wenn man von konzentrierten Losungen ausging 
(Bild 8 und 9). 

5.45 70.9 
Sctvffchenlange cm - 

Bild 8 
Verteilung der Katalase') im 
zonengeschmolzenen Eisbar- 
ren nach 7; - - - -  
14; - 21 Zonendurch- 
gangen; bestimmt nach Will- 

stutterS); Verlust 15 %. 
Ausgangskonzentration : 

0,2 mg/ml 

m8T 
Bild 9 

Konzentrierung des Enzym- 
systemss) mit  13 % Verlust. 
Die Verteilung wurde durch 
Bestimmung des Acetyl-Coen- 
zyms A nach F. Lynen, E .  
Rfichert und L.  RuefflO) er- 
mtttelt. - - - - - - Aktivitat  

der Ausgangslosung 

') Kristallsuspension 10 mg Enzymproteiri im ml der Fa. C .  F. 
Boehringer & Sohne G.m.b.H., Mannheim. 
Untersuchungen uber Enzyme, Bd. I ,  Berlin 1918, S. 385. 

9, Nach N. 0. KapIan 11. F .  Liprnann, .I. biol. Chemistry 77.1, 37 
[ 19481. 

lU) Liebigs Ann.  Cheni. 574, 1 [I951 1. 



Dagegen ist es nicht gelungen, stark verdiinnte Enzym- 
losungen ohne grol3e Verluste einzuengen. H e x  o ki n a s  e 
z. B. -in einer Losung mit 200 y/ml11) angewandt - verlor 
schon beim Durchlaufen von wenigen Zonen vollstandig 
ihre Aktivitat. Diese Inaktivierung kann weder durch die 
schwache Erwarmung beim Schmelzen, noch durch die 
tiefe Temperatur, die in der Zonenschmelztruhe herrscht, 
verursacht sein, da Vergleichslosungen unter genau den 
gleichen Bedingungen aufbewahrt, keinerlei Verluste erga- 
ben. Eher ist das w i e d e r h o l t e  Einfrieren und Auftauen 
fur  diesen seltsamen Effekt verantwortlich zu machen; sei 
es, daR die prosthetische Gruppe abgespalten wird oder die 
spiralige Struktur der Enzymproteide verloren geht12). Fur 
die erste Erklarung sprechen Erfahrungen, die wir mit 
Methylenblau gemacht haben. Dieser Farbstoff wird schon 
nach einigen Zonendurchgangen in einen grunen und blauen 
Anteil zerlegt; beide Fraktionen unterscheiden sich auch 
papierchromatographisch in ihren Rf-Werten. Beriicksich- 
tigt man jedoch die deutlichen Gestaltanderungen, die wir 
beim Zonenschmelzen von Plankton-Suspensionen beobach- 
tet haben, so ist man geneigt, mehr die zweite Erklarung 
zu bevorzugen. 

4. Bakterien u n d  Bakteriophagen 
(mif  Doz. Dr. J .  Borneff). 

Die erfolgreiche Konzentrierung biologischer Substanzen 
(Katalase z. B.) ermutigte uns zu Versuchen mit l e b e n -  
d e m  Material. Dies war schon deswegen angezeigt, um die 
Grenzen des Verfahrens bei starker Erhohung des Moleku- 
largewichts kennenzulernen. Zu diesem Zweck haben wir 
orientierende Untersuchungen mit Bakterien und Bak- 
teriophagen als Virusmodelle tinternommen. Zur Anfer- 
tigung einer Ausgangslosung wurde ein E. coli-Stamm 
(gramnegative Stabchen) auf Schragagar uber 18 h bei 
37 "C bebriitet und dann mit physiologischer Kochsalz- 
losung an Hand des Trubungsgrades auf eine Keimdichte 
von 1 Milliarde/ml eingestellt. Die daraus durch entspre- 
chende Verdiinnung jeweils hergestellte Gebrauchssuspen- 
sion wurde in den Versuchsrohren rnit Aceton/Trockeneis 
eingefroren und nach dem Zonenschmelzen in kleinere Ab- 
schnitte, wie erwahnt, unterteilt. Schon Vorversuche zeig- 
ten, daR die Verdiinnung rnit sterilem Leitungswasser zu 
betrachtlichen Keimverlusten beim Zonenschmelzen fiihrte. 
Es muBte demnach - wie beim Gefriertrocknenl3) ~ der 
Bakteriensuspension ein Stabilisator zugesetzt werden. 
Wir benutzten hierfur zunachst 1 yo Caseinpepton-Losung 
mit Zusatz von 7,5O/, Glucose, womit der Zonenschmelz- 
verlust auf 50% herabgedruckt werden konnte. Jetzt lie6 
sich auch ein deutlicher Wanderungseffekt nachweisen. 
VOII den 7 his 8 2,5-cm-langen Abschnitten des Rohrchens 
fanden wir in den beiden letzten (= 1,0 ml) etwa 50% der 
iiberlebenden Keime wieder. D. h., daR beim Durchgang 
von Schmelzzonen durch die eingefrorene Bakteriensus- 
pension gramnegative Keime in e r h e b l i c h e m  U m f a n g e  
mitgefuhrt werden. Bestimmt wird durch Anderung der 
Zusamrnensetzung des Aufschwemmungsmediums, der 
Wanderungsgeschwindigkeit und der Konzentration die 
Uberlebensrate, wenn erforderlich, noch vergro8ert. Uber 
diesbeziigliche Versuche sol1 spater berichtet werden. 

Wesentlich gunstiger hinsichtlich der Anreicherung von 
Keimen aus waRriger Suspension verliefen die Versuche 
mit P h a g e n  (nicht-typisierter Coli-Phage, aus Abwasser 
gezuchtet). So waren bei einem Gesamtverlust von nur 

11) Hexokinase-Praparat der  Nutritional Biochemicals Corp., Cle- 
veland/Ohio; 28000 K.M.V./g bei 30°C. 

13) Th. Bersin: Kurzes Lehrbuch der Enzymologie, 4. Auflage, Leip- 
zig 1954, S .  13. 

13) K. Neumann, Chetn.-1ng.-Technik 29, 267 [1957]. 

5% nach der Zonenschmelze 85 yo der iiberlebenden Phagen 
lediglich auf die letzten zwei von 4 Abschnitten in 0,5 ml 
lnhalt verteilt. Durchschnittlich konnte eine drei- bis vier- 
fache Anreicherung erzielt werden, so daS es sich bei den 
bisher bekannten komplizierten Konzentrierungsverfahren 
fur Phagen lohnen wird, die Versuche in dieser Richtung zu 
erweitern. 

5. Plankton 
(mi f  Dr. H .  0. Glenk).  

Um allgemein eine Gesamtiibersicht der Anwendbarkeit 
des Eiszonenschmelzens sowohl fur geloste, niedermoleku- 
lare Stoffe als auch fur suspendiertes, hochmolekulares und 
lebendes Material zit gewinnen, haben wir die Versuche auf 
Plankton ausgedehnt. Schon im Hinblick auf die Brauch- 
barkeit des Anreicherungsverfahrens fur Wasseruntersu- 
chungen muBte dies geschehen. Benutzt wurden Wasser- 
proben a m  einem kleinen Wasserbecken mit gruner Wasser- 
bliite und einem Fischteich, deren Plankton- und Seston- 
Gehalt vor und nach dem Zonenschmelzen durch mikrosko- 
pische Zahlungen ermittelt wurde14). Die Ergebnisse sind 
in Tabelle 1 zusammengefafit dargestellt. Die Grenze der 
Leistungsfahigkeit des Zonenschmelzverfahrens in der bis- 
herigen Form schien demnach bei einer PartikelgroBe von 
2-5 mp erreicht zu sein. Dazu kann gesagt werden, daR 
durch das wiederholte Einfrieren und Wiederauftauen, 
also durch die ,,Mechanik" des fraktionierten Gefrierens, 
die Zellen eine starke Deformation erleiden. Selbst bei 
kleiner Zonenzahl konnen die einzelnen Planktonformen 
bis zur Unkenntlichkeit zerstort werden. 

Zonen- 
zahl 

14 

7 

Zahlwerte pro ml 
Probe 

~~ 

Gesamtseston Plankton 

15 000 3600 

25 000 1200 

Tabt 

Zahlwerte pro ml 
,,angereicherte Probe" 

Gesamtseston Plankton 
armste  Fraktion: 

mittlere Fraktion: 

starkste Anreicherung: 

18 000 680 

20000 800 

26 000 320 

arrnste Fraktion: 

mittlere Fraktion: 

starkste Anreicherung: 

13 000 1200 

25 000 600 

26 000 500 

1 
Zonenschmelze von gefrorener Plankton-Suspension 

h 

6. Thiophen in Benzol 
Abschliebend seien Versuche mit Benzot angefiihrt, uni 

zu zeigen, daR das Verfahren ohne weiteres auf n i c h t -  
waBr ige  L o s u n g s m i t t e l  ubertragen werden kann. Das 
im Rohbenzol immer vorhandene Thiophen wandert hier- 
bei mit der Schmelzzone und reichert sich am Ende so 
stark an, daB die letzten mm3 der Benzol-Mischung nicht 
mehr erstarren. Andererseits konnte fast 90% des Benzols 
vollkommen thiophen-frei wiedergewonnen werden. Am 
giinstigsten liegen die Verhaltnisse, wenn die stark mit 
Thiophen durchmischte Endzone abgeschnitten wird und 
man die gefrorene Hauptmenge des vorgereinigten Benzols 
erneut zonenschmilzt. Will man vermeiden, daR sich beim 
Auftauen das reine Benzol wieder rnit dem anliegenden 
Thiophen durchmischt, so baut man mit Vorteil in das 
oben beschriebene Glasschiffchen mehrere halbkreisforrnige 
5 mm hohe , ,Hii rden" aus Speckstein ein, die wahrend 
des Schmelzvorganges infolge des schon fruher erwahnten 
Substanztransportes~5) in Laufrichtung iiberstiegen wer- 

14) H .  0. Glenk, Sitzungsberichte der Physik.-rned. SOC. zu Erlangen, 

16) H. 'Sch i fdkn~ .ch l ,  2. Naturforsch. 126. 23 [1957]. 
77 58 [19541. 
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den. Man erreicht auf diese Art eine Fraktionierung beim 
Zonenschmelzen eingefrorener, organischer Flussigkeiten, 
woruber an anderer Stelle eingehender berichtet wird. Die 
Reinigung von Benzol bzw. die Anreicherung von Spuren 
Thiophen dariii war auch danii noch sehr gu t  mog- 
lich, wenn die Wanderungsgeschwindigkeit des Substanz- 
schiffchens doppelt so groR wie bei den beschriebenen Vcr- 
suchen, namlich 2 cm/h, gewihlt  wurde. Hier liegt vor 
allem der Ansatzpunkt fiir neue Versuche: die Errnittlung 
der optimalen Geschwindigkeit bei verschiedenen Losungs- 

Z u s c h  r i f i e n  

mitteisystemen zui ZGitersparnis und u. U. zur Erhohung 
des Trenneffektes der gelosten Substanzgemische auf 
Grund ihrer unterschiedlichen Verteilung zwischen fester 
und fliissiger Phase beim kontinuierlichen Umschmelzen 
im Eisbarren. 

Herrn Prof. Dr. G. H e w  danken wir sehr f u r  gropziigige 
Forderurzg, der ,, Van't Hoff-Stiftung" f u r  die gewahrte Un-  
ferstiitzung, rnit der die Untersuchungen ausgefiihrt worden 
sind. 

[ A  8281 Eingegangen am 7. August 1957 

Die Kinetik des thermischen Zerfalls von Per- 
chlorylfluorid 

V o i ~  U r .  R. (2 il 1' T I ,  Dr. J .  E .  SIC '  R E  
uud Pro/ .  Ih. H .  J .  S C H U M A C I I E R  

Fu(,ultnd de  Quiinica Fciiiiiacici, liniversidad A'ncional de 1 1 1  Platn 

Der  theriuisclie~ZerIail1 drs Perchlorylfluorids FCIO,, aus Fluor 
und Kaliuinchlorat hergestolltl), wurde bei 470- 5UO "C iind bei 
5-1000 Torr in  Pyrexglas- uud QuarzgefaBen eingchend unter- 
sucht. 

Die Reaktion ist inononiolekular und verliiuft i n  QuarzgefidJen 
vollig hoiuogen, wihrend in GeIaBen aus Pyrexglas ein gcringer 
heterogener Anteil vorhanden ist. Die Geschwindigkeitskonstante 
ist in diesem Druckbereich druckabhingig. k, wurde ilurch Ex- 
trapolation aus der l /kp  + l /p-Kurve gewonnen. Inerte Gaue, 
wie SiF,, 0,, Cl,, d e m  Reaktionsgeniisch zugemiseht, crhohen die 
Geschwindigkeit, doch ist ihr  aktiviercnder EintluB erheblich ge- 
ringer als der d e s  Perchlorylfluorids sclbst. 

Die Aktivierurigsencr~ic; aus den Tcmperaturkoefflzienten von 
li, bereehnet, bctragt 55, 5 i 3 kcal: 

-55500 
457 T- sec-'. 

k, = 4,2 x 10'2.10 

Die Auzahl dcr Frciheitsgrade, die zur Aktivierung bcitragcn, 
aus  drm Halbwcrtsdruck bestimint, ist 7 ,  falls der Energieiibrr- 
tragungsfaktor (= L)csaktivierungsfnlttor) gleicli 1 gesetzt w i d .  
Rechnet nian iiiit der maximxleii Anzahl der Freilieitsgrade f=9, 
so erhiilt y = 1,6.10-2. 

Die kribische Zerfallsencrgic, hcrtv9?net mit f-7, bet,rigt dann 
G4,6& 3 keal. Die Bindiin~sfcsti:.keiteii dcr P-C1 wic aacli dcr  
CI- 0-Rindungen iin FC10, sind o1fenbar erheblich groBer als im 
FC10, u n d  C102, wie auch aus den gerinXeren F-CI- und C1-0- 
-4 bs t iin d en  17') ii 1' Cl 0 

[z 5031 

I )  J .  E. Sicre u .  H .  J .  Scliitmacher diese Ztschr. 69 266 [19571. - 
2)  D. H .  L i d e  u. D. E. AJnnn, J. ctkrn. ~ t lys ics  z.i, i i z 8  [19561. 

) h ~ r v  orXc h t. 
Eingegangen am 22. Juli 1957 
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Elektrolysen von Perchloraten in Acetonitril 
Voic  Prof .  Dr. I I A N S  h ' ( . ' H A l I D l ' ~ i ~ i d  cund .  clierti .  J .  N O A C l i  

Bei der Elcktrolyse von AgCI0, iii Acetonitril an Pt-Elektroden 
t ra t  infolgc Wasi;crsto~~-4l)sclir iduiig ein Defizit der Ag-Abschei- 
dung auf. Die 1Srkliirung liegt i n  der  anodischeii 13ililung von 
Uherchlorsiure gem811 

u f  d r r  H cimboZdt- L'nioersit i i f Berl i t l  

CI0,- -+ CIO,+ @ 

CIO, + CH,CN + HCIO,,-I- CH,CN 

2 C H ? C N  + NC-CH ?-C H ?-CN 

Bcrnsteinsaurc-dinitril koniitc dirreh Uberfiihrung in  Pyrrul 
nachgcwiesen werden. Die Bildung von HClO, wurde bewiesrn 
durch  1. mure Reaktion d e r  Elektrolytlosung iiach Zusatz yon 
Wasser; 2. Stcigerung dcr kathodischeii Si1berabsc:heidung aul 
IOOproz. Stromausbeute d u r c h  Zusiitz von Pyritlin und l)iathyl- 
amin; 3.  Polentio1messuu:en i n  Abhangigkeit von der  Elcktroly- 
sendauer; 4. Leitfahigkri t~messun.en;  5 .  Polarogrxphie; 6. UV- 
Absorptionsmessungen. 

Die Biltlung yon HClO,* verliiult quantitativ, wic potcritioniel.ri- 
schc Titrationen mit Diathylamin in CH,CN und Pcrclilorst-Be- 
stimniuiigen ergeben. Die Mcnge an IICIO, l%Bt sich also aus d e m  
Coulonietcrwrrt untl der Itathodisohen Silber-hbschcidung bc- 
reclinen. Dir: !lot [~iitiomelri.;ch :rfurtdsnen Werte cntsprechcn clrr 
1)rrechnelrii h11.n:~ :III 11~'10,,. Dic Elcktrolysc V O I I  AgC10, i n  

t l e t  es, wasserfreie Losungcn von IIC10, vorgegebc- 
nen Gphalts, wie z. B. fiir potcntiometrische Titrationen, herzii- 
s t rllen. 

Wilirend bei der Eleklrolyse von AgCI04 in Pyridin eine Ta- 
Anode unter Bildung cines Oxyd-Filmes sofort blockiert wird, 
wird in CH,CN T a n t a l  anodisch gelofit. Mit Ag(Pyr.),ClO, als 
Elelrtrolyt konnte die Verbindung TaPyr.CI0, isoliert werden, die 
in  CII,CN srhwer, in Pyridin dagegcn loslich ist. Die Isolierung 
der pyridin-frcien Verbindung war nicht moglich. Nan erhalt zwar 
rine Losung mil, dam Verhiiltnis Ta: C10,- = 1:1, die jedoch  nicht 
bestindig ist. Bus der Isolierung des TaPyr.Cl0, folgt,  daB Tantal 
als Ta+ aiiodiseli in Losung geht, und zwar mit einer Stromaus- 
bcute  von  - 40;/,. Als Nebenreaktion wird auch hier HCIO, gc- 
bildct, HC10, wurde wic: beim P t  nachgewiefien uiid bestiniint. 
Mit, Diatliylamin wird neutralisiert und TnClO,~(C,H,),NH gebil- 
d e t .  Die potentioirietrivche Titration erfaBt die Summe beider 
Reaktionen. Der Quotient dcr Differeiitialqiiotienten des linearen 
Anstiegs der Potcntialkurven an Pt- uud Ta-Elektroden in Ab- 
hangigkeit von dcr Elektrolysendauer ergibt einen rnit den Strom- 
nusbeutebestimmungen iibcreinstimmenden Wert  fur die HC10,- 
Bildung. 

Wechselstrornelektrolysen ergaben fur das CIO,-Radikal eine 
Lebensdauer von unter see. Es bleibt zu untersuchen, o h  in 
aiideren Losungsmitteln cine langere Lebensdauer auftritt und ob 
unter Verwendung cines Frcqucnzgenerators genauere Angabem 
gemacht werden kBnncn. 

Bei Vcrwendung von Ag- bzw. Cu-Anoden ergnb sich eine 100- 
proz. Stromausbeute in bezug auf Anode und Kathode. Es tritt 
bci diesen Elektrolysm weder Cu2+ noch Ag2+ auf. 

Die Untersuchung an  Ta-Anoden rnit weiteren Anionen sowie in 
anderen nichtwiiflrigen Losungsmitteln untl die Versuche mit Per- 
chloraten linter Verwenclung aridcrcr Anodenmetalle wie V, Mo, 
W wcrden for tgcwtzt .  

IZ 5081 Eingegaiigen am 24. J u l i  1957 

Synthese eines weiteren Trisaccharides 
rnit verzweigter Kette: 6-$-D-Glucosido-maltose 

(4-a,6-$-Bis-D-glucosido-D-glucose")) 
Voii Dr. A L M l J T H  R L E M E R  

Orga~zisclz-C7ee,i~isclies I n s t i f u t  rler Urcicersifiit Miinsfer/FVeslf. 
Trisaccharide mit vrrzweigter Ket te  wurden biaher niemals als 

Abbauprodnktc d c r  sauren Hydrolyse verzweigtkettiger Poly- 
saccharide isoliert. Kiirzlicli gelang erstinalig die chemische Syn- 
these eines solchen Trisaccharid-Derivates'). Zur Synthese der 
6-P-n-Ghcosidomaltose (4-a ,6-~-Bis-n-glucosido-~-g~ucoso)  wird 
P-Benzyl-maltosid Zuni P-Benzyl-i'.C'-benzal-inaltosid ( I )  umge- 
setzt, Fp: 113-115 "C; [a12 = + 15,s' (Pyridin; c = 1 ,2 ) .  Die Stel- 
lung des Benzal-Restes ergibt sich aus der Nethylierung und an- 
schlieBenden Hydrolyfie. Es werden 3.3-Diniethyl-~-glucose und 
2.3.6-Trimethyl-n-glucose rrhalten. I gibt uiit Tritylchlorid in 
Pgridiu und nachfolgender Acclylierung P-Benzyl-2.3.2'.3'-tc~r~t- 
aretyl-6-trityl-4'.G'-benzal-maltosid(II), Fp:  204-205 "C; [a13 = + 7,4" (Chloroform; c = 2,s). Die Abspaltung des Trityl-Restes 
von I1 mit cincr %quivalentcn Menge an IIBr in  d ther  fiihrt zurn 
P -Benzyl- 2.3 .Y.3 ' -  te t ra-  acetyl- 4'.6'- benzal-maltosid (111), Fp: 
221 "c. 111 wird mit Acctobroin-D-glucose in  Chloroform in Gegen- 
wa.rt von Silberoxyd, etmas Jod  und wasserfreiem Caleiumsulfat 
lrondmsiert. Das erhaltene Rohprodukt, bestehrnil aus dem Tri- 
saccharid-Dprivat, nieht urngesetztem I11 und Folgeprodukten der 
hcotobroin-D-glucose wird nach &?77iplt%i verseift und die Bcnzyl- 
Reste anschliefiend liydriarend rnit H,/Pd-Mohr % )  in Tetrahydro- 
furan/Wasser (pu G,8- 7 )  sbgespaltcn. N a c h  dcr chromatographi- 
schcn Trninung tlrs Gcmisches an einer Crllulosrpiilversknle mit 

6 3  8 Angezu. Chem. 169.  Jahrg. 1957 I N r .  20 




