Analytisch-technische Untersuchungen

Die Messung von “C und °H in der Gasphase

Von Priv.-Doz. Dr. H. SIMON®*), Dr. H. DANIEL und Dr. J. F. KLEBE
Organisch-chemisches Institut der Technischen Universitdt, Berlin-Charlotienburg

Die Messung von Kohlenstoff-14 und insbesondere Tritium in der Gasphase ist der Messung im festen

Zustand an Genauigkeit und Empfindlichkeit weit liberlegen. Es werden zuverldssige, im Routine-

betrieb anwendbare Verfahren beschrieben. Mit der *C-Bestimmung kann eine Bestimmung des

prozentualen Kohlenstoff- und Wasserstoff-Gehaltes mit der iiblichen mikroanalytischen Genauigkeit
verbunden werden.

Einleitung

Auf Grund der beherrschenden Stellung der Elemente
Kohlenstoff und Wasserstoff in der organischen Chemie
und Biochemie werden Kohlenstoff-14 und Tritium als
radioaktive Indikatoren sehr haufig verwendet, weshalb
Methoden zur analytischen Bestimmung dieser Isotope
besonders wichtig sind.

Die Leistungsfahigkeit dieser Methoden ist fiir die Ge-
nauigkeit der Ergebnisse und damit fiir den bei der Syn-
these oder lsolierung der radioaktiv markierten Verbin-
dung notwendigen Aufwand, mitunter sogar fiir die Mog-
lichkeit der Bearbeitung eines Problems tiberhaupt ent-
scheidend. Die erreichbare MeBgenauigkeit hingt eng mit
den angewandten analytischen Methoden und diese wieder
mit den Eigenschaften der Strahlung von Kohlenstoff-14
und Tritium zusammen. 4C sendet eine sehr weiche B-
Strahlung aus (Maximalenergie 0,156 MeV), die bereits
durch eine etwa 10 p. dicke Aluminium-Schicht (Halbwerts-
dicke = 3 mg/cm?) zu 509, absorbiert wird. Die noch viel
energiedrmere B-Strahlung des Tritiums (Maximalenergie
0,018 MeV) wird bereits durch eine 0,1 p dicke Aluminium-
Schicht zur Halfte absorbiert.

Bei der Messung einer weichen g-Strahlung mit Endfen-
ster-Zahlrohren treten durch Absorption im Zahlrohrfen-
ster betrdchtliche Verluste auf, die sich durch extrem
diinne Fenster aus Glimmer oder . Kunststoff-Folien
(Schichtdicken < 1,5 mg/cm?) verringern aber nicht ver-
meiden lassen. Selbst die diinnsten Fenster absorbieren
die B-Strahlung von Tritium noch vollstindig, weshalb man

DurchfluBzahlrohre, die keine abschlieBenden Fenster be--

sitzen, verwenden muB.

Fiir die Zahl der Impulse pro Minute (ipm), die ein mit
einem Geiger-Miiller-Zahlrohr verbundenes Registriergerat
anzeigt, ergibt sich eine Abhéangigkeit nach der Gleichung

) ipm = A-a's:‘g'b-e + NE.

Dabei bedeutet: A = Aktivitat der Probe, a = Absorp-
tionsfaktor, s = Selbstabsorptionsfaktor, g = Geometrie-
faktor, b = Riickstreufaktor, e = Ansprechwahrscheinlich-
keit des Zahlgeriates, NE = Nulleffekt des Zihlgerites.

Aus dieser groBen Zahl von Faktoren sieht man sofort,
daB im allgemeinen nur Relativmessungen moglich sind,
deren Genauigkeit stark von der Reproduzierbarkeit der
Proben und ihrer Lage zum Zahlrohr abhingt.

-Die GroBen sind keine aligemeingiiltigen Konstanten,
sondern gelten nur fiir eine gegebene Zahlanordnung. Bei-
spielsweise haben verschiedene Verbindungen verschie-
dene Selbstabsorptionskurven?), die auch vom Zustand der
Proben abhingen. So fanden Wick und Mitarb.?) zwischen
den Selbstabsorptionskurven von Bariumcarbonat-Proben,

*) Neue Anschrift: Organisch-chemisches Institut der Technischen
Hochschule, Miinchen.

1) Als Selbstabsorptionskurve bezeichnet man die Abhé#ngigkeit
der von einer bestimmten Zihlanordnung registrierten Impulse
von der Schichtdicke (mg/cm?) des zu messenden Materlals.

%) ﬂ!lllv[ lvglsllt, H, N. Barnet u. N. Ackermann, Analyt. Chem. 27,
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die sich lediglich in der KorngrdBe unterschieden, Differen-
zen bis zu 109, ! Daraus ergibt sich, daf die Radioaktivitit
verschiedener chemischer Verbindungen nur dann quanti-
tativ vergleichbar ist, wenn diese streng vergleichbar in
das gleiche Derivat iiberfithrt wurden. Zuf Messung von
uC verbrennt man normalerweise das organische Ma-
terial und fallt das aufgefangene CO, als Bariumcarbonat.

" Feste Priaparate miBt man entweder in ,,unendlich dicker*

oder in ,unendlich diinner* Schicht®), da in den mitt-
leren Abschnitten der Selbstabsorptionskurven die Korrek-
turfaktoren besonders stark von der Beschaffenheit der
Proben abhédngen. Es kann aber vorkommen, daB die
Selbstabsorptionskurven nicht durch den Nullpunkt
gehen4), wodurch die Abhangigkeit der Zahlausbeute von
der Schichtdicke bei diinnen Schichten nicht mehr linear ist.

Bei der Messung in unendlich dicker Schicht kann sich
eine Komplikation daraus ergeben, daB die Strahlung des
Priparates nicht nur aus p-Teilchen besteht, sondern
harte Rontgenstrahlung enthilt, die beim Abbremsen der
B-Teilchen entstehtt). Dies fiihrt zu einer Abweichung der
bei hohen Schichtdicken gradlinigen Selbstabsorptions-
kurve vom waagerechten Verlauf, die besonders bei Pri-
paraten mit hoher spezifischer Aktivitat stdrker in Er-
scheinung tritt. Es hat daher keinen Sinn, MeBpunkte bei
sehr groBen Schichtdicken aufzunehmen.

In DurchfluBzihlrohren kommt es, hauptsichlich bei der Mes-
sung von Bariumcarbonat-Proben, zu elektrostatischen Aufladun-
gen der Teilchen, was die Zahlausbeute stark beeinfluBt. Zur Be-
seitigung dieser Stdrung entwickelte Ljunggren®) einen ,ion
blower”. Als andere MaBnahme wird die Mischung der Probe mit
Graphit vorgeschlagen®). :

Die Fehler, die durch die bisher geschilderten Schwierig-
keiten bei quantitativen Vergleichsmessungen von Pripa-
raten weicher B-Strahlung entstehen, lassen sich durch
sorgfiltiges Arbeiten und entsprechende Erfahrung einiger-
maBen klein halten, wenn die spezifische Radioaktivitat
der Proben genfigend groB ist. Ist jedoch die Radioaktivi-
tit der Probe so klein, daB sie den Nulleffekt des MeBgera-
tes nur wenig tibersteigt, so sind die MeBergebnisse auf
Grund der statistischen Natur des radioaktiven Zerfalls mit
relativ groBen Fehlern behaftet. Erreicht z. B. die Radio-
aktivitat eines Prdparates nur das Doppelte des Null-
effektes, so ist das MeBergebnis nach 20 min MeBdauer
noch mit einem mittleren statistischen Fehler von + 89,
behaftet und nach 3 h 20 min immer noch mit einem Fehler
von + 2,49%,. Besonders bei biochemischen Studien tritt
hiufig der Fall ein, daB man groBe Mengen Material von
geringer spezifischer Radioaktivitdt hat. Das Produkt aus
%) Bei der unendlich diinnen Schicht herrscht noch eine lineare

Abhangigkeit zwischen gemessenen Impulsen und Substanz-
menge, d. h. es tritt noch keine Selbstabsorption auf. Bei der
unendlich dicken Schicht dagegen ist die gemessene Impulszahl
;g:g{naintglg von der Substanzmengc und damit im Idealfall

4) O. Riedel, diese Ztschr, 67, 643 [1955].
5) K.95L_/unggren, Intern. J. Appl. Radlation and Isotopes 2, 105
1

. E. Bankes, J. C. Crawhali u. D. G. Smyth, Biochem. J. 64,
411 [1956].
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spezifischer Radioaktivitit und Substanzmenge kann groB
sein, ohne daB man bei der Messung in fester Form, be-
dingt durch die Selbstabsorption, einen brauchbaren MeB-
effekt erhélt. Hat man z. B. 1 g Bariumcarbonat, so 148t
sich selbst bei Verwendung fensterloser DurchfluBzihi-
rohre von 3—4 cm? Offnung nur 1—29, der radioaktiven
Strahlung erfassen. .

Diese Schwierigkeit 148t sich bekanntlich umgehen, in-
dem man das radioaktive Isotop in gasférmiger Verbindung
in ein Zahlrohr oder eine lonisationskammer bringt?-15),
Es lassen sich so auch mit groferen Materialmengen ge-
ringer spezifischer Radioaktivitit Z&hlausbeuten von
60—909, erreichen. Eine andere Mdglichkeit besteht darin,
geldste Praparate mit Szintillations-Zahlrohren zu messen,
was jedoch einen gréBeren Aufwand erfordert und vorlidufig
im organischen oder biochemischen Laboratorium gegen-
iiber Messungen in der Gasphase noch keinen Vorteil hat,
wenn Substanzen, die sich beispielsweise in ihren Lésungs-
eigenschaften und ihrem Loschvermdgen stark unter-
scheiden, gemessen werden miissen.

Problemstellung

Wir begannen vor etwa 4 Jahren, uns mit der Analyse
von Kohlenstoff-14 und spater Tritium in der Gasphase
zu beschiftigen mit dem Ziel, fiir den Routinebetrieb ein
Verfahren zu finden, das folgenden Bedingungen geniigte:

1. Es sollte ohne memory-Effekt arbeiten, da sich im
praktischen Betrieb die Radioaktivititen verschiedener
Proben haufig um 2—3 Zehnerpotenzen unterscheiden.

2. Die analysierte Substanzmenge sollte bei gleichblei-
bender Genauigkeit der Messung um den Faktor 10—20
variabel sein.

3. Der Kohlenstoff- und Wasserstoff-Gehalt der Proben
sollte gleichzeitig und mit der iiblichen mikroanalytischen
Genauigkeit bestimmbar sein, um eine besondere CH-Be-
stimmung, die als Reinheitskriterium und als Kontrolle
fiir eine 100 proz. Verbrennung notwendig ist, zu ertibrigen.
Allerdings ist die Bestimmung von Tritium nur dann ohne
memory-Effekt moglich, wenn man auf diegleichzeitige Ana-
lyse des gesamten Wasserstoff-Gehaltes der Probe verzichtet.

4. Die Genauigkeit sollte so groﬁ sein, daB Isotopieeffekte,
deren Bestimmung fiir die Bearbeitung von Reaktionsme-
chanismen wichtig ist, noch sicher gemessen werden kdnnen.

AuBerdem war zu beachten, daB ein Zahlgas nur dann
eine fiir die Substanz reprasentative Radioaktivitdt haben
kann, wenn es durch eine vollstindig verlaufende Um-
setzung gewonnen wurde. Verbrennt man beispielsweise
eine im Benzolkern mit 4C markierte Phthalsdure oder
Salicylsdure nicht restlos, so stammt das gewonnene Koh-
Iendioxyd zu einem groBeren Teil aus den Carboxyl-Grup-
pen als deren Prozentgehalt im Gesamtmolekiil entspricht,
d. h. die gemessene Radioaktivitat ist zu klein. Bei Tri-
tium-Analysen kdnnen durch unvollstindige Reaktionen
Isotopieeffekte auftreten, die zu falschen MeBergebnissen
fithren.

Da insbesondere Gaszahlrohre nur dann eine konstante
Zahlausbeute und ein gutes Zahlrohrplateau liefern, wenn
die Zahlgase nicht durch andere Gase oder Dampfe wie

7) B. M. Tolbert, UCRL-3499 [1956] und Arch. Biochem. Bio-
physics 60, 301 [1956]. .

8) K."E. Wilzbach, L. Kaplan u. W. G. Brown, Science [Washing-
ton] 778, 522 [1953].

*) K. E. Wilzbach, A. R. van Dyken u. L. Kaplan, Analytic. Chem.
26, 880 [1954].

1) R. Wolfgang u. C. F. Mackay, Nucleonics 76, (10), 69 [1958].

11y R. J. Kokes, H. Tobin jr. u. P, H. Emmett, J. Amer. chem. Soc.
77, 5860 [1955].

18y J 'B. Evans u. J. E. Willard, J. Amer. chem. Soc. 78, 2908 [1956].

13) R. L. Wolfgang u. F. S. Rowland, Analytic. Chem. 30, 903 [1958].

18) P, Riesz u. K. E. Wilzbach, J. physic. Chem. 62, 6 [1958].

18) Ubersicht tiber 3 H-Bestimmungen: F, M. Sinex, Nucleonics 76,
(3), 65 [1958]; Proceedings of the Symposium on Tritium in
Tracer Applications, New York, 1957,
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Sauerstoff, Schwefeloxyde, Halogene oder Wasserdampf
verunreinigt sind, muB darauf geachtet werden, daB unab-
hangig von der Zusammensetzung der zu analysierenden
Substanz keine stérenden Gase in das Zahlrohr gelangen.

Messung von #C in der Gasphase
1. Messung in lonisationskammern’-?)

Prinzipiell kénnen alle Gase und Mischungen, die die
Kammerwandungen nicht angreifen, in lonisationskam-
mern gemessen werden. Da die Reinheit der verwendeten
MeBgase nicht kritisch ist, konnen Gasmischungen aus ir-
gendwelchen chemischen Umsetzungen direkt durch die
Tonisationskammern geleitet werden. Nachteilig insbeson-
dere bei der Messung geringer Radioaktivititen ist die hohe
Empfindlichkeit der Isolatoren. Eine evakuierte und wieder
gefiillte Ionisationskammer bendtigt etwa eine Stunde, bis
sie einen konstanten MeBwert liefert. Auch die eigentliche
Messung und deren Auswertung dauert verglichen mit
Messungen in Ziahlrohren recht lange. Die MeBinstrumente
miissen in temperatur- und feuchtigkeits-konstanten Rau-
men aufgestellt werden. Der Nulleffekt einer Ionisations-
kammer kann durch einfache Abschirmung nicht wesent-
lich verkleinert werden. Eine Ionisationskammer mit guten
Isolatoren kostet etwa 10mal mehr als ein Gaszahlrohr.

2. Messung in Gaszdhlrohren

Gaszdhlrohre kdnnen im Proportionalbereich oder im
Geiger-Miiller-Bereich betrleben werden1®-18), Fiir die
gestellte Aufgabe haben Proportionalzihlrohre den Vorteil
kiirzerer Impulsdauer. Aus diesem Grund kdnnen héhere
Radioaktivititen ohne Koinzidenzverluste gemessen wer-
den. Wie De Vries und Barendsen'®) gezeigt haben, kann
man fiir Proportionalzahlrohre Kohlendioxyd bis zu relativ
hohen Drucken als alleiniges Fiillgas verwenden. Bei hohen
Drucken und mit guter duBerer eiektronischer Verstirkung
erhilt man mit Proportionalzéhlrohren ausgezeichnet lange
Plateaubereiche, die eine geringere Abhangigkeit von der
Spannungzeigen, als die der meisten Geiger- Miiller-Zahler 20),

Zu Beginn unserer Untersuchungen verglichen wir Gas-
zdhlrohre aus Glas?') und Metall22), wobei sich heraus-
stellte, daB letztere iiberlegen sind:

1. Metallist mechanisch stabiler als Glas. Verwendet man
poliertes, vernickeltes Messing, so sind die Zahlrohre auch
gegen Quecksilber-Dampfe, die durch die Manometerfiillung
der Vakuumapparatur nicht zu vermeiden sind, resistent.

2. Fiir Proportionalzdhlrohre, die mit hohen Kohlen-
dioxyd-Partialdrucken und daher mit hohen Spannungen
und hoher Verstarkung betrieben werden, ist die Frage der
Isolation von besonderer Wichtigkeit. Bei Zahlrohren aus
Glas treten schon bei 2800—-3000 V durch die Wasserhaut
des Glases Kriechstrome auf, die zu unkontrollierbaren
Entladungen fithren. In Zihlrohren aus Metall kann man
beispielsweise Teflon als Isoliermaterial benutzen, dessenIso-
lationseigenschaften bedeutend besser sind als die von Glas.

3. Die beiden von uns gepriiften Glaszdhlrohre zeigten
nur bei Fiilldrucken unter 200 Torr die Andeutung eines
Zahlrohrplateaus bei etwa 2600 Volt, wihrend die Metall-
zihlrohre noch bei Drucken von 450 Torr Kohlendioxyd
und 50 Torr Athan Zihlrohrplateaus von 300—400 Volt
mfer u. H. Neuert; Zihlrohre und Szintillationszihlier,

G. Braun, Karlsruhe, 1954.
17y S. A. Korff: Electron and Nuclear Counters, D. van Nostrand

Company, Inc., Toronto-New York-London 1955,

18) E. Broda u. T. Schénfeld: Radiochemische Methoden der Mikro-

chemie, Springer-Verlag, Wien 1955.
19) H. De Vries u. G. W. Barendsen, Physica 18, 6562 [1952]; 79, 987

[1953].

20) [Wé4Bernstein u. R. Ballentine, Rev. sci. Instruments 20, 347
1948].

21) R. F. Glascock: Isotopic Gasanalysis for Biochemists, Academic

Press Inc.,, New York 1954,
22) QGefertigt von der Firma Prof, Berthold, Wildbad i. Schwarzwald.
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Ldnge mit einer durchschnittlichen Steigung von weniger
als 1,29, ergeben.

Der Durchmesser des Zihlrohrdrahtes in den von uns
verwendeten Z&hlrohren betrdgt 0,1 mm. Dies ist ein
Kompromif zwischen mechanischer Stabilitdt und elektri-
schen Eigenschaften. Je kleiner der Drahtdurchmesser,
desto geringer wird bei gegebenem Fiilldruck die notwen-
dige Betriebsspannung und damit die Storanfélligkeit des
Rohres. Die Giite des Zihlrohrplateaus beim Betrieb von
Proportionalzahlrohren hangt — einwandfreie mechanische
Ausfithrung des Geréates, insbesondere vollige Homogenitét
des Drahtes vorausgesetzt — im wesentlichen vom Propor-
tionalverstarker ab. Die Verstarkung muf geniigend groB
und der Verstarker iibersteuerungsfest sein, d. h. sehr
kleine Impulse miissen noch erfaBt, sehr groBe Impulse
diirfen nur einfach gezahlt werden. In welch hohem MaBe
dies bei der von uns verwendeten MeBanordnung mit Zahl-
rohrén aus Metall der Fall ist, zeigen die iiber Jahre hin
praktisch konstant gebliebenen Nulleffekte, die unter 5 cm
Blei bei einem 100-ml-Zahlrohr etwa 50—55 ipm betragen,
sowie die konstante statistische Reinheit.

Um zur Kontrolle der Zahlrohre2?), des Zahlgerates?3),
der Mengenmessung des Kohlendioxyds und zum Vergleich
der Zahlausbeute verschiedener Zahlrohre einen Standard
zu haben, wurde eine 3-Liter-Stahlflasche mit radioakti-
vem Kohlendioxyd gefiillt, das etwa 1,8:10¢ ipm/mMol in
den Gaszahlrohren ergibt. Da man fiir eine Messung nur
0,5 mMol Kohlendioxyd braucht, reicht der Inhalt der
Stahlfiasche fiir viele Tausend Messungen, d. h. fiir viele
Jahre. In ein Zahlrohr, das seit 2,5 Jahren in Betrieb ist,
wurden von diesem Standard-Kohlendioxyd sechs ver-
schiedene Mengen eingefiillt und die Impulszahl pro Mi-
nute und Millimol (ipm/mMol) bestimmt. Das Ergebnis
gibt folgende Tabelle:

1. 17660 ipm/mMol 4. 17658 ipm/mMol
2. 17655 ipm/mMol 5. 17714 ipm/mMol
3. 17544 ipm/mMol 6. 17613 ipm/mMol

Mittelwert: 17641 ipm/mMol. Der mittlere Fehler der Einzelmessung
betriagt 4+ 0,33 %

Tabelle 1

Reproduzierbarkeit der Radioaktivitdtsanalyse eines
Kohlendioxyd-Hilfsstandards

Als Zzhlrohrfiillung benutzen wir eine Mischung von
Kohlendioxyd und Athan. Da bei der Verbrennung stark
wechselnde Mengen Kohlendioxyd anfallen — sie kénnen
zwischen 0,05 und 3,5 mMol liegen — miissen wechselnde
Mengen nichtradioaktives Gas dem Zahlrohr zugefiihrt
werden, um einen konstanten Fiilldruck zu haben. Dafiir
kann reines Kohlendioxyd verwendet werden. Erfahrungs-
gemaB ergeben jedoch Zusatze von organischen Gasen oder
Dampfen bessere Zahlrohrplateaus. Wir wihlten daher
Methan oder Athan. Letzteres hat den Vorteil, sich wie
Kohlendioxyd mit fliissiger Luft ausfrieren zu lassen.

Mit steigendem Kohlendioxyd-Gehalt des Zahlgases wer-
den die Zahlrohrplateaus?*) nach héheren Spannungen
verschoben und auf 300—400 Volt verkiirzt. Bei einem
Athangehalt von weniger als 309, sind die Zahlrohre sofort
nach ihrer Fiillung konstant. Daher benutzen wir, falls
wir nicht bei Atmospharen-Druck arbeiten, zum Auffiillen
der Gaszahlrohre eine Mischung von 709, nichtradioak-
tivem Kohlendioxyd und 309, Athan, die wir uns in einer
Stahlflasche bereiten.

Verbrennung der organischen Substanzen
Alle iiblichen Methoden der NaB- und Trockenverbren-
nung bzw. ihre Kombination haben Nachteile: bei der NaB-
verbrennung ist es nicht mdglich, gleichzeitig den Wasser-

%) Uni Z der Firma Prof. Berthold, Wildbad 1. Schwarzwald.
24) Berelch, in dem der Anstleg 1,2 9, /100 V betrigt.
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stoffgehalt der Verbindung zu bestimmen. Bei der Trocken-
verbrennung ist es nicht méglich, den MaBstab stark zu
variieren; auflerdem muB eine ganze Reihe von Be-
dingungen speziell der Isotopen-Analyse angepaBt wer-
den?5). Diese Nachtejle fallen fort, wenn die Substanzen
in kleinen Bombenrohren oxydiert werden, was gleich-
zeitig den Vorteil hat, daB die Arbeitsweise bei der 4C-
und 3H-Bestimmung methodisch gleich ist. Ein Ver-
fahren, organische Substanzen zur Radioaktivitits-Ana-
lyse in Bombenrohren zu oxydieren, wurde von Wilz-
bach und Sykes®®) angegeben. Wir haben dieses Verfah-
ren modifiziert und untersucht, welche Bedingungen
einzuhalten sind, um reines Kohlendioxyd zu erhalten
und das Wasser quantitativ zu erfassen. Vermischt man
die Substanz nur mit Kupferoxyd?28), so werden nach
unseren Erfahrungen haufig zu tiefe Kohlenstoff-Werte
gefunden, weil manche organischen Stoffe beim Erhitzen
verdampfen, Kupferoxyd aber bei 650°C noch keinen
nennenswerten Sauerstoff-Druck besitzt und daher nur
Substanzen oxydiert, mit denen es sich in unmittel-
barem Kontakt befindet.

Verbindungen, die nur C, H, O enthalten, werden daher
mit Kaliumperchlorat erhitzt. Enthalt eine Verbindung
neben C, H, O noch Stickstoff, Halogen oder Schwefel, so
wird auBerdem feines Kupferoxyd zugegeben. Liegen Al-
kali- oder Erdalkalisalze oder Carbonate vor, so wird die
Analysenprobe mit Vanadinpentoxyd vermischt. Auch
Silber- oder Alkalicyanide lassen sich auf diese Weise
quantitativ zu CO, oxydieren. Wir haben sorgfiltig
gepriift, ob das Kohlendioxyd, das bei der Oxydation
von organischen Substanzen mit Kupferoxyd-Kaliumper-
chlorat anfillt, auch bei Vorhandensein von Stickstoff,
Schwefel und Halogen?26?) in verschiedenen Bindungsarten
als Zahlgas geeignet ist.

Das Verfahren der Oxydation im Bombenrohr hat gegeniiber
der NaB- oder Trockenverbrennung aufler der groen Zuverlissig-
keit und dem Fehlen von memory-Effekten noch zeitliche Vor-
teile: in einem Muffelofen kdnnen falls notwendig an einem Ar-
beitstag mehr als 70 Verbrennungen durchgefiihrt werden, eine
Arbeitskraft kann in etwa 1,5 h 8 Proben in Oxydationsbomben
einwiegen und diese verschlieSen. Die Verbrennung braucht nicht

beaufsichtigt zu werden. Es kdnnen Verbrennungen auf Vorrat
ausgefithrt werden, was ein rationelleres Arbeiten ermdglicht.

Die erreichbaren analytischen Genauigkeiten zeigt fol-
gende Testserie:

% Cber. | % Cgef. | % Hber. | % H gef.
i !
Bernsteinsdure ... 40,68 40,60 ‘ 5,12 | 5,00
40,68 4,99
40,43 5,07
40,48 5,18
40,58 5,06
Pentacetylglucose . 49,13 49,20 5,68 ! 5,82
Phenanthren ..... 94,34 94,26 5,66 5,61
N-Trifluoracetyl-
phenyl-alanylserin-
methylester ...... 49,72 50,03 4,73 4,78
Chlorbenzoesdure 53,69 53,71 } 3,22 3,31
Sulfonal ......... 36,82 36,99 \‘ 7,06 7,12
36,61 1,07
36,78 6,85
Nitrobenzoesdure 50,31 50,27 ’ 3,02 3,02
Tabelle 2

Testanalysen von Kohlenstoff- und Wasserstoff-Gehalt durch
Oxydatlon In Bombenrohren mit Kallumperchlorat

%) R. C. Anderson, Y. Delabarre u. A. A, Bothner-By, Analytic.
Chem, 24, 1298 {1952]. : R

2y K, E., Wilzbach u. W. Y. Sykes, Science [Washington} 720, 3117
19541].

éa) Bel ]jodhaltlgen Stoffen ist eine glelchzeitige Wasserstoff-
Analyse nlcht ohne weiteres mdglich, da Jod in die Wasserfalle
gerat.
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Die “C-Bestimmung
a) Bombenrohre

Die Bombenrohre werden aus Supremax-Glas angefertigt. Ihr
dulerer Durchmesser soll 10—12 mm, die Wandstirke etwa 1 mm
betragen. Man schneidet das Glasrohr in Stiicke von 38 cm Linge
und reinigt sie in Chromschwefelsiure. Vor einem Geblisc werden
sie in der Mitte ungefihr 256 cm lang ausgezogen. Die Verengung
wird mit einer kleinen Flamme so abgezogen, dal an jeder Hilfte
ein etwa 3 cm langes Stiick bleibt, das man zu einem sichelférmi-
gen Haken biegt.

b) Einwaage der Substanz und Oxydation

Falls die Substanz nur aus Kohlenstoff, Wasserstoff und Sauer-
stoff besteht, kommt in die Bombe fein gepulvertes und getrock-
netes Kaliumperchlorat p. a. (80 mg/10 mg Substanz). Anschlie-
Bend wird die Substanz (3—60 mg) mit einem langstieligen Wige-
rohrechen eingewogen und moglichst weit in die Bombe hineinge-
bracht. Die Bombe wird etwa 5 ¢m vom offenen Ende entfernt
stark verengt und iiber einen Hahn auf 0,1 Torr evakuiert. Besteht
dabei die Gefahr des Verstiubens, so schiebt man etwas ausgegliih-
te Quarzwolle in die Bombe. Sie wird mit verschlossenem Hahn
abgenommen, an der vorher verengten Stelle abgeschmolzen und
in einer Schutzréhre in einem Muffelofen 40 1nin auf 650 °C erhitazt.

Fliichtige Substanzen werden in kleine Ampullen eingewogen,
die man mit einer kleinen Kriimmung verschliet, damit sie sich
in der verschlossenen Bombe leicht durch Schiitteln zerschlagen
lassen. Die Bomben diirfen nicht erhitzt werden, bevor die Am-
pullen wieder geoffnet wurden, da die Druckwelle, die beim Sprengen
der Ampulle durch Erhitzen entsteht, die Bomben meist zerstort.

Enthilt die zu analysierende Substanz Stickstoff, Halogen oder
Schwefel, so bringt man aufier Kaliumperchlorat noch 20-30 mg
feines Kupferoxyd in die Bombe.

c) Apparatur zur Fiillung des Zdhlrohres

Die zu offnende Bombe befindet sich in K (Abb. 1), dessen
unterer Teil (30—35 em Linge, innerer Durchmesser 2—3 mm
weiter als der iuBere Bombendurchmesser) einschlieflich des
Kernschliffes aus Quarzglas besteht. M2 ist ein Zwei-Fliissigkeits-
Manometer?®: 2?7}, das durch den Hahn HW3 mit hochgereinig-
tem Quecksilber und Tetraathylenglykol-dibutylather gefiillt
wird. Nach dem Evakuieren der Apparatur soll das Quecksilber
die Erweiterungen E1 und E2 (innerer Durchmesser 30 mm)
etwa zur Halfte, der Tetraidthylenglykol-dibutylather die Kapillare
(innerer Durchmesser 1,5—-2 mm) 3—5 ¢m hoch fiilllen. Nach der
ersten Fiillung ist es notig, das Manometer iiber HW1 und HW3
10 bis 20 Stunden zu evakuieren. Hiufiges Klopfen gegen das
Manometerrohr beschleunigt das Entweichen der Luft. F1 ist die
Falle fiir die Kondensation des Wassers. Wird auf die Bestimmung
des Wassers verzichtet, so kann ein mit P,O; auf Glaswolle ge-
fiilltes U-Rohr verwendet werden. In F2 wird das Kohlendioxyd
ausgefroren. Durch das senkrecht absteigende Rohr schiebt man
einen kleinen Quarzwollebausch bis an die tiefste Stelle der Fallen,
der das Verstauben von kleinen Eis- bzw. Kohlendioxyd-Kristallen
verhindert. Das Kohlendioxyd wird mit Hilfe des quecksilber-
gefiillten Manometers M1 gemessen. Bei der von uns verwendeten
Apparatur ist das MeBvolumen bei geschlossenem H9 20 ml, bei
gedffnetem H9 und geschlossenem H8 und H10 60 ml. A1,
A3 und A7 fiihren zur Vakuumpumpe. An A1, A5 und A8 sind
Vakuummefrohren angeschlossen. Af ist eine EinschleuBvorrich-
tung zum Auffiillen der Zahlrohre mit nichtradioaktivem Gas.

M2

1 - d
£2 =

U

Abb. 1 und la. Vakuumapparatur zur manometrischen Bestim-
mung von Kohlendioxyd und Wasserdampf sowie zur Fiillung von
Gaszédhlrohren zur 4C-Bestlmmung

27) [/ J. Naughton u. M. M. Frodyma, Analytlc. Chem. 22, 711
1950]; W. Schéniger, Helv. chim. Acta 49, 650 [1956].
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HW1

Alle Hihne sind eingeschliffene Beutelhihne. (Eine etwas anderc
Ausfiihrung der Apparatur siehe unter e).

d) Abfiillen einer Probe und Messung des Kohlendioxyds
und Wasserdampfs

Die zu 6ifnende Bombe wird mit ihrer leicht brechbaren Spitze
nach oben in K eingestellt, die gesamte Apparatur auf 10-2 bis
3:10~2 Torr evakuiert, F1 mit Chloroform-Kohlensiure und F 2
mit fliissiger Luft gekiithlt. A1, H1, H2, H3,A 4, A5 und H 8sind
geschlossen, H4 und Hé stehen auf Durchgang. Durch Drehen
von K um 180° wird die Spitze der Bombe gebrochen. H1 wird
gedfinet. Nach 2—3 min herrscht, bei A5 gemessen, wieder das
Ausgangsvakuum. Jetzt wird H3 gedfinet und gewartet, bis auch
vor den Fallen das urspriingliche Vakuum wieder erreicht ist. Meist
dauert dies weitere 1—2 min. Sodann werden H4, H6 und A3
geschlossen. Falls die Bombe Kupferoxyd enthielt, wird iiber K
cin kleiner Ofen geschoben, der auf 380 ° erhitzt ist, um das Wasser
aus evtl. gebildeten Kupfersalz-Hydraten auszutreiben. Die
Kiihlung von F2 wird entfernt und das CO, in F3 kondensiert.
Die quantitative Uberfilhrung kann mit der VakuummeBrohre
an A5 iberprift werden. Das CO, 148t man in ein Volumen ex-
pandieren, das durch Offnen oder SchlieBen von H9 passend ge-
wihlt wird, Jetzt wird der Ofen von K cntfernt, der Stand von
M2 abgelesen, H1 und H3 geschlossen, H2 gedffnet und die
Kiihlung von F1 entfernt. Nachdem die beiden Manometerstinde
wieder konstant geworden sind, werden sie abgelesen und daraus
der Kohlenstoff- und Wasserstoff-Gehalt berechnet. Unter HW2
kann das Wasser erneut ausgelroren werden, wenn eine Deuterium-
analyse durchgefithrt werden soll. Vom Einbringen der Bombe
bis zur Berechnung der Ergebnisse (Rechenmaschine) werden
14—16 min bendtigt.

Die Kohlendioxydmenge 148t sich nach folgender Formel be-
rechnen (da die Volumeneichung mit Kohlendioxyd erfolgte, kann
das ideale Gasgesetz verwendet werden):

p(V + rixnl) T, p'(V+r2mxl) 273,16 const. - p(V + r3nl)

Mol CO, = . =
mATLDe Po Vo T 760,0- Vg - T T
mMol C0O,-12,01 - 100
% C = - ks
Einwaage

Dabei ist p der Druck; V das geeichte Volumen; r der Radius
des Manometers; 1 die Verschiebung des Manometerschenkels, der
mit der Apparatur verbunden ist; T die absolute Temperatur, bei
der der Druek des CO, gemessen wurde. Den Wasserstoff-Gehalt
berechnet man nach der Formel:

Steighéhe - Bezugstemperatur - 100 0,1119

v H = =
% (Steighdhe/mg H,0). Einwaage - Arbeitstemperatur

const, -+ Stelghthe
Einwaage - Arbeitstemp.

% H =

e) Fillung des Gaszéhirohres

Das radioaktive CO, wird jetzt in die Ausfriertasche des eva-
kuierten Zihlrohres, das an A9 angeschlossen ist, iiberfiihrt. An-
schlieBend wird iber Af aus einer Stahlflasche eine Mischung von
Athan und CO, (3:7) durch eine Waschflasche mit konz. Schwefel-
sdure zu dem bereits im Zihlrohr befindlichen radioaktiven Koh-
lendioxyd hinzukondensiert, bis der gewiinschte Fiilldruck er-
reicht ist. Wir arbeiten meist mit einem Druck von 500 mm Hg.
Bei der von uns verwendeten Zihlanordnung erreichen wir so eine
Plateaulage von 3,6—4,0 kV. Die Zihlrohre sind sofort meBbereit.
Will man beim Abfiillen des Kohlendioxyds auf die Bestimmung
des Wasserstoff-Gehaltes verzichten, so kann der in Abb. 1 rechts
von H 2 befindliche Teil der Apparatur wegfallen. Falls das ver-
wendete Zihlgerit es erlaubt, bei Atmosphirendruck zu arbeiten,
gestaltet man die Apparatur links von H 10 wie in Abb. 1a ange-
geben, Das Kohlendioxyd kann dann auch von F2 sofort in das
U-Rohr R iiberfiihrt werden. Nach Wegnahme der Kiihlung wird

iiber den Dreiweghahn H 11 Athan eingeschleuBt und da-
durch das radioaktive Kohlendioxyd durch A 9 (kein
Beutelhahn, sondern Vollstopfen) in das Zahlrohr iber-
fiithrt und dieses gleichzeitig auf Atmosphirendruck ge-
fiillt. Bei dieser Arbeitsweise darf das Zahlrohr keine
seitliche Ausfriertasche haben. In diesem Falle kann

HW?2 auch mit Methan aufgefiillt werden.

Bestimmung der Radioaktivitit

tritium-markierter Verbindungen
Wihrend das langlebige Radioisotop des Kohlenstofis,
das Nuklid C, in der organischen Chemie und Bioche-
mie schon zur Bearbeitung einer groBen Zahl von Pro-
blemen benutzt wurde, hat das Radioisotop des Wasser-
stoffs bis vor kurzem nur selten Verwendung gefunden. Dies
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ist um so erstaunlicher, als Tritium viel billiger ist als 1C
(z. Zt. etwa ein Hundertstel bis ein Tausendstel; s.Tabelle 3)
und sich eine Substanz haufig leichter mit Tritium als mit
dem Kohlenstoff-Isotop markieren 1a8t. Der Grund fiir
die seltenere Anwendung diirfte in der schwierigen Analyse
liegen. Verfiigt man jedoch iiber eine brauchbare Analy-
senmethode, so sollten tritium-markierte Verbindungen in
der Verdiinnungsanalyse. oder bei Studien iiber die Ver-
teilung oder Biosynthese von Stoffen in Pflanzen und Tieren
1C-markierten Verbindungen mitunter iiberlegen sein.

Kohlenstoff-14 Tritium
Maximalenergien der 3-Strahlung
0,158 MeV 0,018 MeV

Dosisleistung eines mC, das gleichméBig im Korper eines 70 kg
schweren Menschen verteilt ist

0,039 rep/Tag 0,0044 rep/Tag
Kosten pro mC
$ 28.— (in Form von BaCO;) $ 0,002 (als Gas)
Kosten von markierten Verbindungen, z. B. Leucin, pro mC
$ 800.— $ 35.—

Tabelle 3
Zusammenstellung einiger Zahlenwerte fiir 14C und T5)

Bei der Tritium-Analyse sind zwei Schwierigkeiten prin-
zipieller Art zu berticksichtigen:

Durch den hohen Isotopieeffekt reprasentiert die
Aktivitdt des Zahlgases nur dann die Aktivitat der zu
analysierenden Substanz, wenn alle Reaktionen, die zur
Erzeugung des Zihlgases ausgefiihrt werden, vollstindig
verlaufen. Wie groB andernfalls der Fehler sein kann, mag
folgendes Beispiel zeigen?®): Nimmt man fiir eine Wasser-
stoff-Abspaltung aus einer tritium-markierten Verbindung
einen nur maBigen Isotopieeffekt von 2 an und 146t die
Reaktion soweit laufen, daB nur 1/,4949, nicht reagiert,
so ist die Radioaktivitit des entstehenden Wasserstoffs
immer noch um 0,39, zu klein.

Die zweite Schwierigkeit liegt in dem Auftreten von
memory-Effekten, d. h. daB beispielsweise eine Appa-
ratur, in der tritium-haltige Substanzen verbrannt wurden,
bei der nichstén Verbrennung von nichtmarkiertem Ma-
terial ein Zihlgas liefert, das noch 5-20 9, der Radioaktivi-
tat der vorhergehenden Probe zeigt. Da sich die spezifi-
schen Radioaktivititen von Analysenproben haufig um
mehrere Zehnerpotenzen unterscheiden, kénnen bei Nicht-
beachtung dieses Effektes leicht Fehler von mehreren hun-
dert Prozent auftreten. Besonders ungiinstige Bedingungen
entstehen, wenn tritium-haltiger Wasserdampf mit Glas-
oberflichen zusammentrifft oder 3H-enthaltende Paraffin-
Kohlenwasserstoffe mit Fetten, wie sie zum Schmieren von
Schliffen verwendet werden miissen. Beim Methan ist die-
ser Effekt noch vernachlissigbar, wird jedoch bei tritium-
markiertem Butan, das Glascock?®') als Zahlgas verwendet,
schon recht stark.

Da tritium-haltiger Wasserdampf neben einem hohen
memory-Effekt in den Zahlrohren auch bei geringen Par-
tialdrucken sehr schlechte Plateaus ergibt, sind alle Ver-
fahren, die Wasserdampf als Fiillgas fiir die Zahlrohre ver-
wenden 20-3) fiir genaue Tritium-Bestimmungen ohne Be-
deutung. Im AnschluB an die Verbrennung muB deshalb
der im Wasser enthaltene Wasserstoff in ein geeignetes
Zahlgas iiberfiihrt werden. Als solche kommen vor allem
Wasserstoff im Gemisch mit Argon, Alkohol oder Methan
oder aber tritium-markierte Kohlenwasserstoffe, die durch
Umsetzung von H,0 mit Metallcarbiden oder Grignard-
“)_L_Aamder The Use of Nuclides in the Determination of Or-

‘ganic Reaction Mechanisms, University of Notre Dame Press,

Notre Dame, Indiana 1955.

2“) . F. Cameron, Nature [London] 776 1264 [1955].
B. Butler, ebenda 176, 1262 [1955].

1) N. Pace, L. Kllne H. K. Schachman u. M. J. Harfenist, ]. biol.
Chemlstry 168, 459 [1947].
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Verbindungen erhalten werden, in Frage. Zur Reduktion
von Wasser zu Wasserstoff ist eine Reihe von Verfahren
angegeben worden%). Am héufigsten dient Zink als Reduk-
tionsmittel.

Zu Beginn unserer Bemithungen um eine genaue, rasche und
einfache Tritium-Analyse im MikromaBstab waren bereits die
Verfahren von Bernslein und Ballentine®?), Verly®), Eidinoff3),
Glascock?') und Wilzbach® ?) bekannt. Von diesen ist das nach
Glascock jedoch recht umstindlich. Die Substanzen werden in
einem Rohr verbrannt und das gebildete Wasser in einem ange-
schlossenen, sehr komplizierten Vakuumsystem mit Butylmagne-
siumhalogenid in Butan iiberfithrt. Etwa die Halfte des Tritiums,
verbleibt dabei im MgXOH und ist damit von der Messung aus-
geschlossen; durch einen Isotopieeffekt konnte sich dieses Ver-
hiéltnis noch versehlechtern. Der mittlere Fehler von 4 29, ist
gemessen am erforderlichen Aufwand recht hoch und stort ins-
besondere beim Arbeiten mit Isotopieeffekten. Ein weiterer Nach-
teil besteht im zweimaligen Auftreten des memory-Effektes durch
Adsorption von Wasser an den Glaswinden und von Butan im
Schliff-Fett. Vorteilhaft ist, daB fiir die Bestimmung von *C und
3H nur eine Verbrennung benétigt wird.

Dem Veriahren von Bernslein und Ballentine3?) haftet ebenfalls
der Nachteil des memory-Eifektes an. So zeigten Zihlrohre, deren
Fiillung (tritium-haltiger Wasserstoff) 1 Std. mit einer Hoch-
vakuumpumpe ausgepumpt worden war, immer noch bis zu 12 %,
der urspriinglichen Aktivitit. Diese Schwierigkeit sollte bei den
von uns bereits zur 14C-Analyse verwendeten Metallzihlrohren
nicht auftreten. Tatsdchlich hatten Metallzihlrohre, die mit tri-
tium-haltigem Wasserstoff oder Methan (bis zu 7-10° ipm) gefiillt
waren, nach zweimaligem Auspumpen fiir 3—5 min nie einen
htheren memory-Effekt als 10-2 bis 10~2 9.

Bei den Veriahren von Verly®?) und Eidinoff3*) tritt ebenfalls
der sehr listige memory-Effekt in der Verbrennungsapparatur
auf, so daB mehrere Bestimmungen ausgefithrt werden miissen,
um eine mittlere Genauigkeit von 4= 2% zu erreichen.

Am vorteilhaftesten schien uns das von Wilzbach®) angegebene
Verfahren zu sein, bei dem 5—10 mg organischer Substanz, zu-
sammen mit 5—6 mg Wasser, 1 g Zink und 100 mg Nickeloxyd, in
einer evakuierten Glasbombe mit leicht abbrechbarer Spitze 3 h
auf 650 °C erhitzt werden. Das Tritium der Probe fillt in einer
Mischung von Wasserstoff und Methan an. Das Zihlgas entsteht
also in einer einzigen Reaktion. Wilzbach verwendete jedoch
Ionisationskammern zur Messung der Radioaktivitdt, und es war
fraglich, ob die Methode aus allen organischen Verbindungen cin
fiir Proportionalzihlrohre geeignetes Zahlgas liefern wiirde, da bei
Substanzen, die gleichzeitig Stickstoff und Halogen enthalten,
eine betrdchtliche Verminderung der Zahlausbeute auftritt. Sub-
stanzen, die sowohl Tritium wie 4C enthalten, lassen sich nach
dieser Methode nicht analysieren.

Die Tritium-Analyse

Unsere ersten Versuche, nach der Wilzbach-Methode
Zihlgase fiir Proportionalzdhlrohre zu erhalten, schlugen
fehl. Wie sich spater herausstellte, ist ein spezieller Nickel-
oxyd-Katalysator notwendig, der uns zunachst nicht zu-
ganglich war. Wir arbeiteten daher ein anderes Verfahren
aus, das keinen memory-Effekt hat, insbesondere aber auch
zur gleichzeitigen Bestimmung von “C und *H in doppelt
markierten Verbindungen und zur Bestimmung des Tri-
tium-Gehaltes von Substanzen, bei denen die Wilzbach-
Methode in Kombination mit Proportionalzdhlrohren ver-
sagt, geeignet ist.

Die Substanz wird mit Kaliumperchlorat — bei halogenhaltigen
und schwefelhaltigen Substanzen in Gegenwart einer geringen
Menge Kupferoxyd — in eine Bombe eingewogen, diese anschlie-
Bend 3 und 6 ¢m vom oberen Rand entfernt verengt, unter Va-
kuum an der &uBeren Verengung abgeschmolzen und 40 min
auf 650 °C erhitzt. Nach dem Abkiihlen wird die Bombe mit
einem Ende 2—4 em tief in fliissige Luft getaucht, um Wasser
und Kohlendioxyd auszufrieren. AnschlieBend wird das CO,,
wahrend man die Bombe bei —70 °C hilt, herausgepumpt und
entweder zur weiteren Verwendung in einer Falle ausgefroren
oder verworfen. Dazu sohlieBt man die gedfinete Bombe iiber
einen kurzen Vakuumschlauch und cinen Vakuumhahn an H 1
(Abb. 1) an und sublimiert das Kohlendioxyd nach F2. Nach

52) l}/ Bernstein u. R. Ballentine,
88) [‘l/
M) M. L

Rev. sci. Instruments 27, 158

Verlyu Mitarb., J. Amer. Chem. Soc. 74, 5941 [1952].
Eldmoﬂ', ebenda 69 2504 [1947].
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der Entfernung des CO, bringt man 1 g amalgamiertes Zink?3?)
in die Bombe, verschlieBt sie an der zweiten Verengung wieder
und erhitzt abermals 40 min auf 650 °C. Den Wasserstolf iiber-
fiithrt man mit der in Abb. 2 gezeigten Apparatur in das Zih!rohr.

(A93z 7]

Abb. 2. Vakuumapparatur zur Fiillung von Gaszdhlrohren oder
Tonisationskammern mit Wasserstoff zur Tritium-Analyse

In A befindet sich die Bombe. An H2 ist iiber H1 ein Gaszihl-
rohr (Z) oder eine Ionisationskammer angeschlossen. Das ganze
System wird auf 10-2 Torr evakuiert, wihrend durch H2 die Ver-
bindung zwischen A, Z und der iibrigen Apparatur hergestellt ist.
Bei M befindet sich nicht gezeichnet eine VakuummeSfrdhre. Da-
nach wird H2 so gedreht, daB nur A und Z verbunden sind. H3
und H?7 werden geschlossen und die Apparatur einschlieBlich des
Kolbens K mit Methan oder Athan durch Af auf Atmosphiren-
druck gebracht. Das einstromende Gas wird durch eine mit konz.
Schwefelsiure gefiillte Gaswaschflasche geleitet, H8 und H5
bleiben gedfinet, wiahrend ein miBiger Methanstrom flieBt. Mit
einem Magneten hebt man jetzt die Stahlkugel S an und 1aBt sie
auf die leicht brechbare Spitze der Bombe fallen. Nachdem diese
zertriimmert ist und man etwa 1 min gewartet hat, wird H2 so
gedreht, daf3 A abgetrennt und die Verbindung zum oberen Teil der
Apparatur hergestellt ist. Dadurch spiillt man den Wasserstoff,
der sich zwischen H2 und Z befindet, in das Zihlrohr und stellt
Atmosphirendruck her. Die Plateaus der so gefiillten Zahlrohre
liegen meist zwischen 4,2 und 4,9 kV. Bis zur Konstanz miissen
die Zihlrohre etwa 15 min liegen. Die Ziéhlausbeute betrigt
45—-709%,.

Die in Tabelle 4 wiedergegebenen Beleganalysen zeigen
die recht gute Genauigkeit dieses Verfahrens.

i ipm/uMol \ ipm/uMol
Glucose-(1-T) . ! 197,9 { Glucosazon-(1-T) 195,0
1974 195,1
©198,2 bo195,7
Glucosazon-(1-T)*) | 134,8 1-Desoxy-1-p-tolu- 189,6
| 1335 idino-fructose | 189,1

*) Die beiden Glucosazone stammen aus verschiedenen Reaktionen.

Tabelle 4

Analysenergebnisse nach der Kaliumperchlorat-Methode

Unsere Versuche zur Wilzbach-Methode fithrten uns zu
dem SchluB, daB das Verfahren auf ganz speziellen Eigen-
schaften des verwendeten Nickeloxyds beruht. Nachdem
wir das Originalprodukt?®) erhalten hatten, zeigte sich,
daB die Methode im allgemeinen ausgezeichnete Resultate
liefert. Die Werte werden zu klein und schwankend bei
Substanzen mit prim. Aminogruppen und werden bei

35) Dazu wird der ZinkgrieB einige Minuten mit einer schwach
schwefelsauren Quecksilber-1I-chlorid-Losung behandelt. Nach
unseren Erfahrungen verhindert die Verwendung von amal-
ﬁaﬁliertem Zink, daB die Bomben mitunter noch Wasser ent-
alten.

Nickel-Oxide-Black Powder-Item 1-2792 der J. T. Baker Che-
mical Co., Phillipsburg, New Jersey. Nickelgehalt 77,0 9%. Die
Zusammensetzung liegt damit zwiscxen Ni,O; und NiO.

~
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Ammoniumsalzen ganz unbrauchbar. Tabelle 5 gibt einen
Uberblick iiber die erreichbaren Genauigkeiten. Einige Sub-
stanzen wurden zum Vergleich nach der Kaliumperchlorat-
Methode analysiert (die Einwaagen betrugen 3,5—11 mg).

ipm/uMol ‘ ipm/uMol
1 Desoxy-p-tolui- Trimethylathyl-
dino-D-fructose 11782 ammoniumtetra- 295,5
11776 phenyloborat*) 296,1
11767 298,3
1768 l 296,2
Glucosazon 145,8 i ‘ 576,4
145,3 ! 577,8
146,4 | 573,2%%)
Trimethylithyl- ‘
ammoniumtetra- 2088 | 368,2
phenyloborat*) 2093 1 369,5
2085 367,0**)
| 2085**) “ ]

*) Verschiedene Praparate.
**) Nach der KCiO,-Methode.

Tabelle 5

Analysenergebnisse nach der Wilzbach-Methode und Vergleich
einiger Werte mit Ergebnissen nach der Kaliumperchlorat-Methode

Soweit aus der Literatur bekannt ist, wird diese Genauig-
keit im allgemeinen nicht erreicht, was zum Teil darauf
beruht, daB dort Ziahlrohre aus Glas verwendet werden,
wiahrend wir solche aus Metall benutzten. So verdffentlichte
Christman®?) als unsere Arbeiten im Gange waren, einige
Erfahrungen iiber die Verwendung des , Wilzbach-Gases*
in Proportionalzdhlrohren vom Bernstein-Ballentine-Typ.
Es wird ein mittlerer Fehler der Einzelmessung von £ 1,99,
angegeben. Weiterhin wird betont, daB Spuren von Wasser,
die in die Zahlrohre gelangen, es schwierig oder unmdglich
machen, diese wieder auf einen normalen Nulleffekt zu
bringen. Wie groB die Schwankungen bei der Wilzbach-
Methode sein konnen, wenn Substanzen mit priméren
Aminogruppen mit Hilfe von Proportionalzihlrohren
analysiert werden, haben wir an *H-markierter Glutamin-
sdure untersucht. Die Werte von sieben Bestimmungen
weichen bis zu 109, voneinander ab und sind im Mittel
um 79, zu klein. Dagegen unterscheiden sich zwei nach
unserer Perchlorat-Methode erhaltene Werte nur um 0,29;.

Anwendungsbeispiele

Zum Schlu8 sei noch auf ein Verfahren zur Bestimmung
von aktivem Wasserstoff im Sinne der Zerewitinoff-Reak-
tion hingewiesen, das darauf beruht, da Substanzen, die
Wasserstoff an Sauerstoff, Stickstoff oder Schwefel gebun-
den haben, diesen in hydroxyl-haltigen Ldsungsmitteln
praktisch augenblicklich gegen Tritium austauschen3),

In Verbindung mit der Papierchromatographie leistet
das gleiche Prinzip zur Bestimmung kleinster Substanz-
mengen wertvolle Dienste. Man eluiert dazu die Substanz
mit 0,2—0,3 ml Wasser vom Chromatogramm in ein Quarz-
rohrchen und lyophilisiert das Eluat. Zum Riickstand gibt
man einige Tropfen tritium-haltiges Wasser bekannter Ak-
tivitdt, 1aBt stehen bis sich die Substanz geldst hat und
lyophilisiert abermals. Aus einer Tritium-Analyse des Riick-
standes kann die Substanzmenge berechnet werden.

Herrn Prof. Dr. F. Weygand sind wir fiir seine stete Un-
terstiitzung zu grofem Dank verpflichtet. Herrn G. Biepalski
danken wir fiir sehr sorgfdltige und geschickie Mitarbeit.

Eingegangen am 17, Dezember 1958 [A 932]

37) D. R. Christman, Analyst 46, (1), 5 [1957].

3%8) Vgl z, B. F. Weygand u. H. Simon; Herstellung isotopenhaltiger
organischer Verbindungen in Houben-Weyl: Methoden der or-
ganisshen Chemie, Georg Thieme Verlag, Stuttgart 1954, Bd. 42
S. 679.
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