
Reinigung v a n  2.4-Dinitrotoluol 
Ein Praktikumspraparat wurde einer 1,5-stundigen Kolonncn- 

kristallisation unterzogen. Die erhaltene Sohmelapunktskurve zeigt 
Abb. 11. Dcr reine Teil war hellgelb, das unreine Ende dunkel- 
braun gefarbt. Aus dcm waagcrechten Verleuf der Schmclzpunkts- 
kurve im linken Teil des Diagramms und dem daran auschlic- 
Denden stcilen Abfall nach rechta ist zu entnehmen, dall die in 
dem Priparat enthaltcne Vcrunreinigung mit 2.4-Dinitrotoluol 
keine Misohkristalle bildet. 
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Abb. 1 1 .  
Schmelzpunktsverlauf entlang 

55 -- eines kolonnenkrlstallisierten a332I Stabes aus 2.4-Dinitrotoluol 
0 3 6 9 1 2  75 

xtcml - 
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Wegen der Analogie zur Gegenstromdestillation konnen 
die ftir diese geltenden Prinzipien sinngem&6 auf die Gegen- 
stromkristallisation von Mischkristallsystemen angewandt 
werden. Scheiden sich aus einer Mischschmelze von Stoffen 
die reinen Komponenten ab, dann geniigt eine einzige 
Trennstufe, um die Trennung in reine Komponente und 
Eutektikum zu erreichen. In einem Arbeitsgang kann be- 
liebig vie1 Substanz durchgesetzt und das reine Produkt 
bzw. das Eutektikum an den Enden der Kolonne abgenom- 
men werden. Gewisse Schwierigkeiten bei der Bearbeitung 
solcher Systeme ergeben sich daraus, daB - denkt man sich 
das Gemisch in der Kolonne in reinen Stoff und Eutektikum 

getrennt - zur Aufrechterhaltung dieses Zustandes kein 
Temperaturgradient an der Kolonne anliegen darf, sondern 
an der Grenze zwischen reiner Komponente und Eutekti- 
kum ein dem Unterschied der Schmelztemperaturen ent- 
sprechender Temperatursprung auftreten miiBte. Aus ver- 
schiedenen Griinden ist das nicht moglich: der Gegenstrom 
wie auch die Warmeleitfahigkeit der Kolonne und des in ihr 
enthaltenen Materials zielen auf eine ,,Einebnung" dieses 
Temperatursprunges. Man wird also keine sauberliche 
Trennschicht zwischen reiner Komponente und Eutekti- 
kum erhalten, sondern beide werden, entsprechend den 
Moglichkeiten zur uberbriickung des Temperatursprunges, 
langs eines mehr oder weniger gro6en ubergangsbereiches 
ineinander iibergehen. 

Zusammenfassend darf man daraus schlieBen, daB im- 
mer, wenn man es mit kleinsten Mengen zu tun hat, die 
bisher beschriebenen Methoden des Zonenschmelzens und 
normalen Erstarrens') angebracht sind; sei es zur Tren- 
nung und Reinigung im mg-Bereich durch Mikrozonen- 
schmelzen2) oder gar zur Anreicherung von y-Mengen durch 
normales Erstarrens). Auch die Reinstdarstellung von Sub- 
stanzen wird den Zonenschmelzmethoden vorbehalten blei- 
ben. Zur rationellen Reinigung und Trennung von gro6eren 
Mengen wird man aber das Kolonnenkristallisieren anwen- 
den. 

Seine besonderen Vorteile liegen in der hloglichkeit der 
kontinuierlichen Ausfiihrung und der gegeniiber dem Zo- 
nenschmelzen wesentlich hoheren zeitlichen Leistung. Fur 
vergleichbare Mengen und einen vergleichbaren Trenn- 
effekt haben wir ermittelt, da6 das Zonenschmelzen einen 
100-ma1 groBeren Zeitaufwand erfordert, da6 also ein durch 
Kolonnenkristallisieren in 2,5 h erreichter Trenneffekt 
durch Zonenschmelzen erst nach zehn Tagen erzielt wird. 

Die Untersuchungen wurden errnoglicht durch Beihilfen 
finanzieller urtd sachlicher Art der Max-Buchner-Stiftung, 
des Bundesministeriums fur Atomkernenergie und Wasser- 
wirtschaft und der Deutschen Forschungsgerneinschaft, wofur 
wir herzlich danken. 

Eingegangen am 6. Marz 1961 [A 1331 

') H .  Schildknechf, Habilitationsschritt, Erlangen 1959. 
H .  Schildknecht, G. Raueh u. F. Schlegelrnilch, Chemiker-Ztg. 83, 
549 [1959]. 

Die kombinierte Gaschromatographie und Aktivitatsmessung 
14C = und 3H - markierter Substanzen 

Von Dr .  H . W .  S C H A R P E N S E E L  

Institut fur  Bodenkunde der Universitat Bonn 

Die Radiogaschromatographie 14C- und 3H-markierter Substanzen eignet sich zur  ldentifizierung und 
Kontrolle bestrahlungsmarkierter Verbindungen, zur  Untersuchung radiochemischer Praparate. or- 
ganischer Reaktionen und ihrer Mechanismen und biochemischer Reaktionsketten sowie zum Studium 
von Isotopeneffekten. Z u r  Messung dient die Kombination von Gaschromatograph rnit DurchfluB- 
lonisationskammer und Vibrationselektrometer bzw. mit einem DurchfluB-Proportionalzahlrohr oder  
dem Fliissigkeits-Szintillations-Spektrometer. Es wird eine DurchfluOionisationskarnmer beschrieben, 

d ie  pc "C und JH als Grenzaktivitaten zu bestimmen vermag. 

Die radiochromatographischen Methoden wurden in letz- 
ter Zeit zunehmend ausgebaut1#2). Beim Arbeiten mit 
durch harte p- oder durch y-Strahler markierten Verbin- 
dungen bietet eine Kombination zwischen gaschromato- 
graphischer Trennung und unmittelbar anschlieRender Ak- 
tivitatsmessung der isolierten Fraktionen keine besonderen 

I )  H .  W .  Scharpenseel u. K .  H .  Menke, Z. analyt. Chem., im Druck. 
*) H .  W. Scharpenseel u. K .  H .  Menke, ebenda, im Druck. 

Schwierigkeiten. Willard und Mitarb. 3.4) benutzten eine 
solche Anordnung bereits 1956 zur Untersuchung der durch 
KernrtickstoR erzeugten chemischen Reaktionen sowie zur 
'rrennung tragerfreier Bestrahlungsprodukte5), wobei auch 
minimale Betrage von Nebenprodukten und Artefakten bei 

a)  J .  B.  Evans u. J. E .  Wi l lard ,  J. Amer. chem. SOC. 78, 2908 [1956]. 
') A. Gordus u. J .  E .  Willard,  ebenda 79,4609 [1957]. 
5 )  J. B.  Evans, J .  E .  Quinlan u. J .  E .  Willard,  Ind. Engng. Chem. 
. 50, 192 [1958]. 

Angew. Chem. / 73. Jahrg. 1961 / Nr. 17/18 



genligend hoher spezifischer Aktivitat noch erfaBt werden 
konnen. 

Desgleichen wurde durch Herr  und Mitarb.Rs7) nach 
Neutronenbestrahlung von Alkylhalogeniden die y-Strah- 
lung des gebildeten 8*Br zur radiogaschromatographischen 
ldentifizierung der Bestrahlungsprodukte wie zum Stu- 
dium von ,,Radikalfanger-Mechanismen" herangezogen. 
Wegen des hoheren Autlosungsvermogens von 10-8 sec und 
generellen Vorteilen bei der Messung von y-Photonen er- 
wies sich eine auf den MeRkopf eines Szintillationszahlers 
gesetzte, von aktiven Substanzfraktionen und Tragergas 
durchflossene Glasschnecke einem Methan-DurchfluRzahler 
(max. Auflgsungsvermogen lo-' sec), bei welchem Probe 
und Tragergas durch eine eingeschmolzene Kapillare hin- 
durchstrbmten, als uberlegen. 

'Die radiogaschromatographische Messung von rnit 
sc  h w a c h e n  p-Strahlern markierten Verbindungen stellt 
eo ips0 ein kompliziertes Problem dar, weil hier mit Aus- 
nahme der Flussigkeits-Szintillations-Messung ein unmittel- 
barer Kontakt zwischen den aktiven Gasfraktionen und 
dem Detektor unerla6lich ist. 

Anwendungrmoglich keiten 

Die folgenden spezifischen Problemstellungen, deren 
Zahl sich sicherlich noch erweitern wird, machen eine kom- 
binierte radiogaschromatographische Messung, z. 6. 14C- 

oder SH-markierter Substanzen, wunschenswert : 
1. K o n t r o l l e  b e s t r a h l u n g s m a r k i e r t e r  S u b s t a n -  

zen  auf ihre Identitiit. AuBer dem aktivierten Material der 
bestrahlten Ausgangssubstanz werden Homologe oder De- 
rivate der bestrahlten Ausgangssubstanz mitchromatogra- 
phiert. Durch gleichzeitige Aktivitatsmessung ist es mog- 
lich, die Aktivitatsgipfel den einzelnen Verbindungen zu- 
zuordnen und eventuell - bei Verwendung einer praparati- 
ven Saule - die Einzelkomponenten zu isolieren. Dieser 
Ansatz wurde speziell bedeutungsvoll fur die Kontrolle von 
Wilzbach-tritiierten Substanzen. 

Hier zeigte sich, dall bei Tritiierung ungesattigter Verbindungen 
durch Addition von Tritium an Stelle der erwarteten Substitution 
von H-Atomen erhebliche Mengen hydrierter Ausgangssubstanz 
entstanden. Dies geht aus der Untersuchung tritiierter Formen 
von Toluol, Cyclohexen*), 61- und Linolsaure (bzw. ihrer Methyl- 
ester)"), Isobutylen und Cholesterol sowie Vitamin A-acetatlo*") 
hervor. Durch Behandlung des 8H-markierten Vitamin A-esters 
mit Maleinsiureanhydrid und Bildung des Diels-Alder-Addukts 
zeigten hier Nystrom und Sunkolo), daO die konjugierten Doppel- 
bindungen der Seitenkette bei fast allen markierten Molekiilen teil- 
weise durch Tritium-Anlagerung gessttigt worden waren. 

Die kombinierte Radiogaschromatographie ermoglicht 
dariiber hinaus grundsatzliche Studien der kinetischen Vor- 
gange bei der Wilzbach-Markierung, bevor sie durch interne 
Strahlenschaden uberdeckt werden1Z~13). Guntl4) gelang es, 
rnit Hilfe der Radiogaschromatographie die verschiedenen 
Markierungsreaktionen, die durch das P-Teilchen sowie an- 
dererseits das (3HeT)+-Ion ausgelost werden, naher zu be- 
schreiben. 

2. Untersuchung radiochemischer Priiparate hinsichtlich 
der M a r  ki  e r  u n g s p o s i  t i o n  e n  durch radiogaschromato- 
graphische Messung von Degradationsprodukten und De- 
rivaten beziiglich ihrer Aktivitatsanteile. 

3. Studium des M e c h a n i s m u s  o r g a n i s c h e r  R e a k -  
t i o n e n  durch gaschromatographische Trennung der Reak- 
tionskomponenten, ihrer Degradationsprodukte und Deri- 
vate bei gleichzeitiger Messung der in die Reaktionspro- 
dukte eingehenden Aktivitaten positionsdefiniert markier- 
ter Ausgangssubstanzen 15). 

4. Ganz analog erlauben radiogaschromatographische 
Messungen die Charakterisierung v o t ~  b i o c h e m i s c  h e n  
R e a k t i o n s k e t t e n  durch gleichzeitige chemische Iden- 
tifizierung und Bestimmung der aus einem markierten 
,,Precursor" in die Folgeprodukte tibergehenden Substanz- 
und Strahlungsanteile. 

5. Zur Untersuchung von I s o t o p e n e f f e k t e n ,  die z. B. 
bei Reaktionen rnit 14C- oder 3H-markierten Substanzen 
auftreten, IaBt sich die gleichzeitige gaschromatographische 
Messung der reagierenden Gesamtmenge und Registrierung 
des Anteils an radioaktiver Substanz heranziehen 16). 

6. Wie bereits eingangs rnit Bezug auf durchdringende 
yStrahler kurz erwahnt wurde, ist die Radiogaschromato- 
graphie besonders gut geeignet fur MeBprobleme der 
C he  mi e ,, he  i R e r" A t  o m e 3-7). 

MeBverfahren 

Drei StrahlungsmeAverfahren eignen sich zur Kombina- 
tion mit der Gaschromatographie: 

1. Messung in DurchfluO-lonisationskarnrner 
und Vibrationselektrometer 
Wilzbuch und Riesz16) konstruierten cine DurchfluB- 

lonisationskammer, welche an den Ausgang des Gaschro- 
matographen gekoppelt und rnit dem Schwingkondensator 
eines Vibratioriselektronieters verbunden wurde. Sie diente 
zum Studium der bei der Gaschromatographie von 14C- und 
3H-Verbinduny~~ auftrctegden lsotopeneffekte. 

Ein sehr Bhnliehes Kammexi::odeli wurde von N@roma) zur 
Untersuchuce des Mechanismus der Wilzbach-Tritiierung und or- 
ganischer Lmlagernngsreaktionen verwandt. Durch Unterbrin- 
gung im theimostatisierten Raum des Gaschromatographen (Per- 
kin-Elmer) eriibrigt sich eine spezielle Kammerheizung. 

In don meisten Konstruktionselementen ahnlich ist auch die 
von G n ~ z t ' ~ )  gebaute Durchflullkammer, die zur Untersuchung der 
Kinctik der Wilzbach-Markierung diente. 

Mnsoiz, Dutton und Bair") entwickelten zur Identitlzierung 
Wilzbnch-tritiierter Verbindungen") eine Durohflul3-Ionisations- 
kammer von 10 ml Volumen, bei welcher die isolierenden Teile 
LUS Teflon gedreht sind. Den Materialeigenschaften des Teflons 
entsprechend ist sie bis zu Maximaltemperaturen von 240 "C ver- 
wendbar. 

I n  den wesentlichen Konstruktionselementen ahnlich wurde von 
uns ebenfalls eine Kammer rnit Teflonisolatoren gebaut, die, vor- 
nehmlich zur Trennung von phenolischen Verbindungen be- 
stimmt, ebenfalls bis zur Grenze der Thermostabilitat des Teflons 
verwendet werden kann. 

B ,  W. Herr, F .  Schmidt u. G. Stocklin, 2. anaiyt. Chem. 170. 1 ,  301 
[1959]. 

7, W. Herr, G. Stocklin u. F .  Schmidt, 2. Naturforsch. 14b, 1 1 ,  693 
[ 19591. 

8, R.  F .  Nysfrorn. Symposium on Ionization Chamber Measure- 
ment of Radioactivity and Radiation, sponsored by Atomic Ass. 
Inc. u. Appl. Physics Corp., Carygraph 1,4,3 [1960]. 
H. J .  Dutton, E .  P. Jones,  L. A. Mason u. R.  F .  Nystrorn, Chem. 
and Ind. 7958, 1176. 

lo) R .  F .  Nystrorn u. D .  E .  Sunko, Symposium o n  Advances in Tri- 
tium Applications, Oct. 1958; Atomlight 7,  I [1959]. 

] I )  H .  W. Scharpenseel, Landwirtsch. Forsch., 12. Sonderheft, 120 
r1959i. 

j2) R. F.-Nystrom, D. E .  Sunko u. J .  White, unveroffentl. 
P. L. Gant, Symposium on Ionization Chamber Measurement of 
Radioactivity and Radiation, Carygraph 1,4,5 [1960]. 

14) P. L. Gant, J. chem. Physics 37, 1589 119591. 

2. Messung irn DurchfluO-Proportionalzahlrohr 

Es lag nahe, an Stelle der Durchflu6-lonisationskammer 
auch ein DurchfluB-Proportionalzahlrohr zu verwenden. 
Wolfgang und Rowlandla) benutzten Helium als Tragergas 
irn Gaschromatographen, welches sie an dessen Ausgang in 
konstanter Proportion mit Methan als Zahlgas mischten 
und in ein etwa 20 ml fassendes ProportionaldurchfluBzahl- 

15) Vgl. z. B. R. Berger, Dissertation, Univers. of Illinois 1960. 
16) K .  E.  Wilzbach u. P .  Riesz, Science [Washington] 726,748 [1957]. 
17) L. H .  Mason, H .  J .  Dutton u. L. R .  Bair,  J. Chromatography 2, 

322 [1959]. 
la) R .  Wolfgang u. F. S. Rowland, Analytic. Chem. 30, 903 [1958]. 
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rohr leiteten (1 ml/sec). Die untere ErfaBbarkeitsgrenze 
liegt ahnlich den Ionisationskammern bei etwa pc. Ein 
gewisser Nachteil des Zahlrohrs gegeniiber der DurchfluS- 
lonisationskammer ist auBer der notwendigen Gasdosier- 
vorrichtung fur Trager- und Zahlgas die groBere Schwierig- 
keit beim Arbeiten mit h6her siedenden Substanzen. Wenn 
das DurchfluRzahlrohr nicht aufgeheizt wird, besteht die 
Gefahr des Auskondensierens der getrennten Substanz- 
fraktionen. Bei Zahlrohraufheizung andererseits ist der 
weitgehend kapazitatsarm dem Zahlrohr angeschlossene 
Vorverstirker schlecht voc Nulleffekt-schadlichen Tem- 
peraturerhohungen zu bewahren. 

3. Messung im Flussigkeits-Srintillations-Spektrometer 

Die Messung der aktiven Substanzfraktionen nach Auf- 
fangen am Ende des Gaschromatographen in einem Lo- 
sungsmittel (Toluol, Anisol, Xylol usw.) mit gelostem or- 
ganischem Szintillator gestattet unter idealen Verhaltnis- 
sen die hochstmogliche Strahlungsausbeute. Die Firma 
Packard *) hat deshalb zu ihrem Flussigkeits-Szintillations- 
Spektrometer (TRI CARB) einen Fraktionssammler kon- 
struiert (Abb. l ) ,  welcher hinter den Gaschromatographen 

Abb. I .  Fraktionssammler 

gehangt wird. Er besitzt eine schwenkbare Injektionsduse, 
welche in gewissen Zeitintervallen oder durch Handauslb- 
sung die im Gaschromatographen getrennten Fraktionen in 
oben rnit einemTropfenSiliconoI abgedeckte, mit Anthracen- 
Yristallen gefiillte Glasrohrchen einspritzt. Diese Glaschen 
werden anschlieBend im Flussigkeits-Szintillations-Spektro- 
meter gemessen und ergeben bei AnschluS eines Schreibers 
eine Treppenkurve der Aktivitatsverteilung. Obgleich die 
Methode recht empfindlich und namentlich im Falle sehr 
kleiner Probemengen (wie es bei Verwendung von Argon- 
Ionisations-18) oder Flammenionisations-Detektoren20,P1) 
Voraussetzung ist) leistungsfahig ist, besitzt sie gewisse 
Nachteile gegenuber der gleichzeitig rnit der Warmeleit- 
fihigkeit erfolgenden Aktivitatsmessung in der DurchfluD- 
lonisationskammer. Einmal ist bei der getrennt nachfol- 
genden Flussigkeits-Szintillationsmessung der Arbeitsauf- 
wand hoher als bei unmittelbarer DurchfluBmessung, zwei- 
tens bekommt man nicht die zwei in den Retentionszeiten 
direkt vergleichbaren Kurvenbilder (Warmeleitfahigkeits- 

lo) J .  E. Lovelock, J. Chromatography 7 ,  35 [19581. 
R. P. W. Scott, In D.  H .  Desty u. C. L. A. Horbourn: Vapour 
Phase Chromatography, Butterworths, London 1957. 

pl) J.G.McWilliom u. R.A.Dewar, Nature [London] 787.760 [1958]. 
*) Packard Instrument Company, lnc., La Grange, Illinois, USA. 
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und Aktivitatsmessung), und endlich sind die Anthracen- 
Yristalle in den Auffangrohrchen kostspielig**). 

Fur Substanzen rnit niedrigem Siedepunkt (<150 "C) 
kann man den Gasstrom direkt in  eine Plastik-Szintilla- 
torspirale oder Glasspirale rnit Plastik-Szintillatorkugel- 
chen einleiten, welche zwischen den beiden Photomulti- 
pliern des Fliissigkeits-Szintillations-Spektrometers steckt. 
Die Zu- und Ableitungen werden rnit Asbestschnur warme- 
isoliert, so daR die getrennten Fraktionen sich nicht an den 
lnnenflachen abkuhlen und hier auskondensieren konnenl). 
Der Gastransport bis zur Plastik-Szintillatorspirale durch 
den Tiefkiihler des Fliissigkeits-Szintillations-Spektrome- 
ters dauert nur  etwa 1 see. Substanzen mit Siedepunkten 
uber 150 "C kondensierten bei diesem Durchgang teilweise 
aus. 

Experimentelles 

1. Aufbau des Gerats 

Ein Vergleich der experimentellen Ansatze lie6 die kom- 
binierte radiogaschromatographische Messung unter Ver- 
wendung einer DurchfluB-Ionisationskammer als Methode 
der Wahl erscheinen. Wir konstruierten daher eine Yam- 
mer, die sich an das Bauprinzip von Mason, Dutton und 
Bair17) anlehntt). Abb. 2 zeigt einen Langsschnitt, aus 
dem die einzelnen Yonstruktionselemente zu ersehen sind. 
Der zentrale Draht (bei den amerikanischen Modellen 
Anode, beim Frieseke B Hopfner-Vibrationselektrometer 
yathode) ,  besteht aus Wolfram, die Aluminiumhiilse, wel- 
che zur Aufnahme der Yammerheizung dient, ist rnit As- 
bestwolle gefullt. Die vorzugsweise Verwendung von Teflon 
tur  alle isolierenden Teile erlaubt die Verwendung der Kam- 
mer bis zu 240-250 "C. Durch Austausch der isolierenden 
@Teflon-Verbindung zwischen der Ermetokupplung mit dern 
Gaschromatographen und dem eigentlichen Messingkorper 
der DurchfluBkammer gegen einen Keramik- oder Glas- 
zwischenisolator wie auch durch zusatzliche Ventilation des 
Teflon-Kerns hinter der Messingkammer sollte es moglich 
sein, bis herauf zu 300 "C zu arbeiten. Eine solche Metall- 
Glas- oder Metall/Keramik-Verbindung uber das gesamte 
Interval1 von Zimmertemperatur bis zu 300 "C hin dicht zu 
halten, erwies sich jedoch als schwierig. Bei Einbau der 
Yammer in das Innere des Thermostatenraums im Gas- 
chromatographen ist die Verwendung solcher Kupplungen 
bei hohen Temperaturen nur ratsam, wenn man den bei 

Abb. 2. DurchfluI3-Ionisationskammer fu r  AnschluO an Oaschroma- 
tographen und Vlbrationselektrometer 

**) Pilot Chemicals, Inc., 36 Pleasant Str., Watertown 72, Mass., 
USA. 50 g Anthracen kosten 85.- DM. 

t) Bauliche Ausfiihrung durch Dr.Virus K.G., Bonn. 
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Undichtigkeiten leicht explosiven Wasserstoff gegen He- 
lium, Argon oder ein anderes nicht explosives Tragergas 
austauscht. Dartiber hinaus sind die Isolationseigenschaften 
der meisten keramischen Materialien bei hohen Tempera- 
turen schlecht. 

0 

Abb. 3. Blockdiagramm eines Radiogaschromatographiegerates 
a Gaschromatograph (Gasofrakt), b DurchfluO-Ionisationskammer, 
c Kammerheizung iiber Ringtransformator, d Schwingkondensator, 
e Elektrometer, f Kompensationsschrelber fur Aktivitatsmessung, 

g Kompensationsschrelber fur WarmeleitfBhlgkeitsmessung 

Abb. 3 zeigt die Verbindung der DurchAuOionisationskammer 
mit Gaschromatograph und Vibrationselektrometer. Warmeleit- 
fahigkeits- und Aktivitatskurve werden auf zwei in Papierbreite 
und -vorschub identisehen Schreibern registriert, so daB die Ak- 
tivitatsgipfel vermittels der relativ gleichen, fur alle Fraktionen um 
eine gleichbleibende Zeitspanne verzogerten Retentionszeiten ohne 
Muhe den entsprecbcnden Warmeleitfahigkeitsgipfeln zugeordnet 
werden kbnnen. 

Die Kammer wird duroh einen Rinatransformator geheizt. Die 
ganze Anlage ist fahrbar auf cinem Wagen aufgebaut,so daO man 
beim Arbeiten im hbheren Temperaturbereich ( >200 "C) dicht an 
einen ventilierten Abzug rnit eingeschaltetem Exhaustor heran- 
fahren kann, um den toxischcn Wirkungen der eventuell bei hohen 
Temperaturen von Teflon abgegebcnen Fluorverbindungen vorzu- 
beugcn. Die DurchfluDkammer ist einerseits durch cine Ermeto- 
kupplung mit dem Gaschromatographen, andererseits durch eine 
V4A-Rohrfiihrung und Bananenstecker mit dem Standardan- 
schluSstuck fur das Normalelement auf dem Schwingkondensator- 
teil des Frieseke & Hbpfner FH 66 Vibrations-Elektrometers ver- 
bunden. 

2. MeOempfindlichkeit fur den lonisationsstrom 
Die MeRempfindlichkeit fur l4C und 3H in der DurchfluR- 

lonisationskammer (9-10 ml Volumen) hangt in erster Li- 
nie von der Art des MeBverstarkers ab. Mason, Dufton und 
Buir17) arbeiteten mit einem Brownschen Elektrometer 
und benotigten Proben mit Aktivitaten um 1 pc. Bei Kopp- 
lung rnit einem Vibrationselektrometer lieBen sich Gipfel bis 
herunter zu lo-* pc registrierens). Dies ist auch die Grenz- 
empfindlichkeit unserer Yammer sowohl fur 14C wie fur 3H. 

Die Me& und Nullinienstabilitat ist bei Verwendung 
eines Widerstandes von lo1' !2 besser als fur einen von 
1012 n; sie wird weiterhin durch hohe Temperaturen etwas 
nachteilig beeinfluBt. Keramische Materialien wie die von 
Nystroma) benutzten Stupakov-lsolatoren eignen sich nur 
fur Arbeiten bei niedriger Temperatur, wihrend Teflon bei 
225 "C nach Tolbert zz) mangelhaftes dielektrisches Verhal- 
ten zeigt, was sich auch bei unseren Untersuchungen in 
Form von Nullinienabwanderungen und starkeren Aus- 
schlagen bestatigte. 

Die Radiogaschromatographie mittels DurchfluB-loni- 
sationskammer eignet sich in erster Linie fur Gasmischun- 
gen rnit radioaktiven Komponenten (Abb. 4) sowie fur Lij- 
sungen aktiver Substanzen mit einer spezifischen Aktivi- 

aa) B. M. Tolbert, UCRL-8457, Sept. 1958. 
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t a t  von mindestens 1 pc, so daB eine Probe von 50 p1 noch 
eine fur mehrere Gipfel ausreichende Aktivitat enthalt. 

Tolbert zz) weist bereits auf Tauschungs- 
moglichkeiten durch Ionisationskammer-Ak- 
tivitatsgipfel bei DurchfluB inaktiver Sub- 
stanzfraktionen hin. Abb. 5 zeigt eine Anzahl 
von Pseudogipfeln, wie sie von 50 $-Betragen 
verschiedener inaktiver Losungsmittel erzeugt 
werden kiinnen. Derartige Gipfel entstehen 
vornehmlich gleichzeitig rnit dern Losungs- 
mittelpeak, nicht aber durch mengenmaBig 
geringere inaktive Fraktionsanteile (siehe auch 
Abb. 6). Smith und Curlerz8) beobachteten 
solche Pseudogipfel bei der gaschromatogra- 
phischen Trennung der Wasserstoff - lsotope 
(als Gemisch aus lH2, 8Hz und lH*H), wenn 
'H in groBem UberschuB (ca. 104:1) vorlag. 

iL 
Abb. 4. Radlogaschromatogramm elnes Gemischs 
von AthanoPH ( I ) ,  Brenzkatechln-sH (2) und Hy- 
drochinon-aH (3). Oben Gaschromatogramm (15 bl, 
0,75 atm H,, 21OoC, Saule 1,50 m, Slliconfett auf 

Celite: 150 mA, 10 mV); unten Aktivitatskurve 

Abb. 5.  Pseudogipfel einiger inaktiver Losungsmittel (Slliconol auf 
Sterchamol, 120°C, Injektionsdosls 50 vl). 1 Benzol, 2 Amylalkohol, 
3 Methylcellosolve, 4 Athylendichlorld, 5 Athylacetat, 6 Pyridln, 

7 Ameisensaure, 8 Essigsaure 

Durch den plbtzliohen Einbrueh der hohen Lbsungsmittel-Sub- 
stanzmenge in die Ionisationskammer kann sich das zwischen 
Ohmsohem Bereioh und Zahlrohrbereich liegendc Saturations- 
plateau, die Operationsbasis der Ionisationskammer, im Sinne 
einer Erniedrigung der Durchbruchsspannung verengen. Die 
Pseugogipfel kbnnten durch solche lokale Potentialveranderungen 
rnit Uberschreiten der Durchbruchsspannung entstehen. Wciter- 
hin konnten durch die hohe Lbsungsmittel-Konzentration in der 
Ionisationskammer Isolations-Stbrungseffektc eintreten, oder es 
kdnnten wahrend des gemeinsamen Einbringens von Liisungs- 
mittel und radioaktiver Substanr - nach dem Modell, welches in 
den sehr empfindlichen Ionisationsdetektoren19) zur Ausbildung 
eines Signals durch metastabile Argon-Molekiile fiihrt - meta- 
stabile Zustande eintreten, die zur Ausbildung eines mefibaren 
Ionenstroms und Pseudopeaks fiihren. Die Pseudogipfel sind, wie 
Abb. 7 zeigt, a b h h g i g  vom Ldsungsvolumen. Die Variation der 
Kammerspannung mittels einer Anodenbatterie von 30-250 V 
ergab nur unwesentliche Unterschiede in der Hahe soloher Pseudo- 
gipfel und scheidet daher als Mittel zu ihrer Kontrolle aus. 

Wenn auch das Auftreten solcher Storgipfel offenbar an 
eine grijBere Substanzmenge gebunden ist, wirft dieses 
Phanomen doch einen Schatten auf die anderweitig beson- 
la) H. A. Smith u. E. H. Carter j r . ,  Internat. Sympos. on Detection 

and Use of Trltium, Paper TTS I 109, Wien, Mai 1961. 
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ders praktische Radiogaschromatographie 
mittels DurchfluB- Ionisationskammer. Bei 
Vorhandensein eines Fliissigkeits-Szintillati- 
ons Spektrometers ist eine Kontrolle leicht 
moglich, indem der Gasaustritt der Durch- 
flu6 - Ionisationskammer iiber eine Teflon- 
Schlauchverbindung bei Beginn der gaschro- 
matographischen und lonisationskammer-Gip- 
fel in Fliissigkeits-Szintillations-Flaschchen 
mit Toluol oder Toluol/Athanol usw. (je nach 
den Loslichkeitseigenschaften der erwarteten 
Fraktionen) plus organischem Szintillator ge- 
taucht wird. Die Flaschchen stehen in Boh- 
rungen in einem Plexiglas-Block, der einfach 
unter dem starr befestigten Teflonschlauch 
entlang geschoben wird. Man kann so inner- 
halb von Minuten feststellen, *ob es sich bei- 
den Gipfeln um echte oder um Pseudopeaks 
handelt. Diese Methode ist billiger als die 
Anschaffung des Zusatzgerates (Abb. 1 )  rnit 
Anthracenrohrchen (Packard TR1 CARB Gas 
Fraction Collector, model 830) und gestattet 

Abb. 6. Pseudogipfel ( + ) des inaktiven Losungs- 
mittels (Ather, 1 )  neben echtem 8H-Gipfel 
(Toiuol-*H, 2). 20 &I Ather, 20 &I T o l ~ o l - ~ H  

die Ubernahme der Ionisations- 
kammer-Aktivitatskurve unter 
Ersparnis der nicht unbetracht- 
lichen Arbeit, aus den Aktivita- 
ten der Anthracen-Rohrcken ein 
dimensionsgetreues, zur Warme- 
leitf ahigkeitskurve passendes Ak- 
tivitatsdiagramm auftragen zu 
miissen. 

Abb. 7. Zunehmende Hohe des Pseu- 
dogipfels von Benzol bei wachsendem 
Injektionsvoiumen (Silicon auf Ster- 
chamol, 1 m, 100°C). 1 = 15 P I ;  
2 = 30 ~ i ;  3 = 45 &I; 4 =  6 0 4 ;  5 = 75 &I 

Durch Verbinden des Schreibers mit einem Integrations- 
zusatz, wie sie vom Handel in zahlreichen Modellen ange- 
boten werden (z. B. Integratron, Integracord, Integramot, 
Intemocord) t ) ,  ist es bei vorheriger Eichung mit dem ver- 
wandten Isotop und Einhalten eines konstanten Tragergas- 
stromes mtiglich, die den aktiven Fraktionen zukommenden 
Aktivitaten abzulesen. 

Eingegangen am 17. April 1961 [A 1451 

Zuschriften 

Nicht-enzymatische Synthese von Polysacchariden, 
Nucleosiden und Nucleinsiiuren*) 

Von Prof. Dr .G.  S C H R A M M ,  Dr.  H . G R d T S C H  
und Dip1.-Chem. W .  P O L L M A N N  

Max-PLnek-Institut fur Virusforsehung, Tubingen 
Schramm und Wissmann') beschrieben eine Synthese van Poly- 

peptiden, bei der die Aminokomponente durch Umsetzung mit 
Polyphosphorsaureester aktiviert wird. Das Verfahren eignet sich 
auch zur Polykondensation von Oligopeptidenl) und Aminosau- 
ren. Vorteilhaft sind die sehr milden Reaktionsbedingungen. Ra- 
cemisierung wurde nicht beobachtet. 

Auch Hydroxylgruppen lassen sich rnit Polyphosphorsaureester 
aktivieren. LaOt man z. B. Glucose in Dimethylformamid und in 
Gegenwart von Polyphosphorstiureester auf Methylglucose einwir- 
ken, SO erhitlt man - nach Abspaltung der Methylgruppe - Cello- 
biose (Ausbeute etwa 40 %). Auffallend ist der sterisch einheitliche 
Verlauf der Reaktion. 

Zucker mit freier Carbonylfunktion reagieren in einem inerten 
LBsungsmittel und in Gegenwart von Polypbosphorsaureester zu 
hochmolekularen Polyglykosiden, in denen die Zuckerreste iiber- 
wiegend einheitlich und linear miteinander verkniipft sind. Glu- 
cose bildet in Dimethylformamid-Losung rnit etwa 40 % Ausbeute 
ein Polyglucosid rnit einem duichschnittlichen Molekulargewicht 
von 50000, das jedoch zum Teil phosphoryliert ist. Diese Phos- 
phorylierung lPRt sich unterdriicken, wenn man in Formamid- 
LBsung arbeitet. Unter diesen Bedingungen entsteht au8 Glucose 
rnit 15 % Gesamtausbeute ein phosphatfreies Polyglucosid (Molge- 
wicht etwa 50000, [a], = 16 "), dessen Konstitutionsermittlung 
noch im Gang ist. Beim Abbau mit Perjodat verbraucht es 1 Mol 
NaJO,, was zu erwarten ist, wenn nur l+4-glucosidische Ver- 
kniipfungen vorliegen. Ketosen (z. B. Fructose) sowie Pentosen 
lassen sich gleichfalls polykondenaieren. So wurde aus Ribose ein 
Polyribosid rnit dem Molekulargewicht 40 000 und dem spezifischen 
Drehwert f35 hergestellt, in dem nach bisherigen Untersuchun- 
gen die Ribosereste a-145 verkniipft sind. Das Verfahren liefert 
einheitliche Produkte, auch empfindliche Polyglykoaide konnen 
dargestellt werden, und geringe Mengen Wasser storen nicht. 

Nucleoside gewhnt  man mit Polyphosphorsaureester in einem 
Reaktionsschritt aus freiem Zucker und Purin- oder Pyrimidinbase. 
Desoxyribose liefert mit 30 % Ausbeute 2'-Desoxyadenosin, das in 
allen Eigenschaften rnit dem natiirlichen Produkt iibereinstimmt. 
Ribose 'reagiert rnit Adenin in guter Ausbeute zum Adenosin. Als 
Nebenprodukte treten geringe Mcngen 2'- und 3'-Adenylsaure auf. 

Setzt man Apurinsauren (d. h. NucleinsLuren, aus denen ein Teil 
der Purine abgespalten wurde) rnit Purinen oder Pyrimidinen und 
Polyphosphorsaureester um, 80 werden die Liicken mehr oder weni- 

ger quantitativ gefiillt. Pyrimidine werden langsamer eingebaut 
als Purine. Die Reaktion gelingt nicht nur in Dimethylformamid, 
sondern auch - allerdings mit geringerer Ausbeute - in walriger 
LBsung. Damit ergibt sich die Moglichkeit, in der Zellc Desoxy- 
ribonucleinsaure in definierter Weise abzuandern und die Auewir- 
kung der Anderung des Basenmusters auf die Genfunktion zu un- 
tersuchen. Entsprechende Versuche sind im Gang. 

Nucleinsauren schlieblich e r h d t  man bei der Reaktion von 
Nucleotiden mit PolyphosphorsLureester ohne Lbsungsmittel 
(50-60 "C). Auch die cmpfindlichen 2'-Desoxynueleotide konnen 
polykondensiert werden. Molgewichte der Produkte liegen zwi- 
schen 15000 und 50000. Mehrere Versuche ergaben, da5  zumin- 
dest iiberwiegend die Konfiguration der natiirlichen Nucleinsauren 
entsteht. So lassen sieh die synthetischen Polyribonueleotide, so- 
weit sie Pyrimidin-nucleotide enthalten, durch Pankreas-Ribo- 
nuclease spalten, was nicht der Fall sein diirfte, wenn sie iiberwie- 
gend dio unnatiirliche 2'-3'- oder 2'-5'-Verkniipfung aufwiesen. I m  
Elektronenmikroskop beobachtet man lange Faden, die der na- 
tiirlichen Ribonucleinstiure gleichen. 

Aus den Versuchen von Rich2) ist bekannt, daR sich enzyma- 
tisoh hergestellte Polyadenylsaure mit der hierzu komplementaren 
Polyuridylsaure unter Erniedrigung der Extinktion zu einer Dop- 
pelhelix zusammenfiigt. Den gleichen Effekt beobachtet man beim 
Vermischen synthetischer Polyadenyls%ure mit synthetischer Poly- 
uridylsLure. Interessanterweise beschleunigt Polyadenylsaure die 
Polykondensation von Uridyleiiure auf mehr als das 10-fache. 
Polyuridylsaure zeigt diesen Effekt nicht. Diese gegenseitige Be- 
einflussung komplementlrer NuoleotidstrBnge bildet die experi- 
mentelle Grundlage ffir eine Theorie iiber die Entstehung selbst- 
vermehrungsfahiger Systeme im Laufe der Erdgeschichte. 

[Z 126) Elngegangen am 20. Juii 1961 

*) Eine ausflihrliche Mittellung erscheint demnachst in dieser Zeit- 
schrift. - l) G. Schramm u. H. Wissmann, Chem. Ber. 97, 1073 
[1958]. - *) G. Felsenfeld u. A. Rich, Blochem. biophysica Acta 26, 
437 [1957]. 

Neue Synthesen der ,,Koniginnen-Substanz" 
Von Priv.-Doz. O r .  K .  E I T E R 

Wissenschaftliches Hauptlaboralorium der Farbenfabriken 
Bayer A.-G., Leverkusen 

Die als ,,Koniginnen-Substanz" bekannte 2-trans-Decenon-(9,- 
saure-(1) (VII )  ist eine von der Konigin der Honigbienen (ap i s  
mellifera) sezernierte Verbindung, die in sehr geringen Konzen- 
trationen die Weiselzellenbildung unterbindet. Fiir diese Substanz 
sind bisher zwei Synthesen veroffentlicht worden'). 
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