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Neue analytische
Methoden £9)

Gegenwirtig ist die Doppelwellenldngen-Spektrometrie wahrscheinlich die am wenigsten
bekannte Methode der Absorptions-Spektrophotometrie. Die neuesten Fortschritte in der An-
wendungstechnik haben aber gezeigt, da die Doppelwellenlingen-Spektrophotometrie bei der
Analyse mannigfaltiger organischer sowie anorganischer Stoffe hinsichtlich Empfindlichkeit
und Selektivitidt der konventionellen Spektrophotometrie iiberlegen ist. Dieser Beitrag gibt
eine Ubersicht iiber die Prinzipien und Moglichkeiten der Doppelwellenlingen-Spektrophotome-
trie — einschlieBlich Derivativ-Absorptionsspektrometrie — in der Hoffnung, daf} diese Techniken
in Zukunft 6fter zur Losung vieler analytischer Probleme benutzt werden.

1. Einfiihrung

Im Jahre 1951 schlug Chance!''?) eine neue Methode zur
Messung triiber Proben in der biochemischen Analyse vor:
die ,,Doppelwellenldngen-Spektrophotometrie®. Seither er-
schienen auf diesem Spezialgebiet zahlreiche wichtige Verof-
fentlichungen iiber Arbeiten, die auf dieser Technik beruhen.
Obwohl die Doppelwellenlingen-Methode in erster Linie
zur raschen und prizisen Messung von kleinen Absorp-
tionsverinderungen bei zwei festgelegten Wellenlingen in trii-
ben Suspensionen verwendet wird, eignet sie sich auch zur
Messung an klaren Lbsungen. Bis zu unseren systematischen
Untersuchungen!® 2! war die neue Technik jedoch in der
analytischen und auf anderen Gebieten der allgemeinen Che-
mie nicht sehr geldufig. Dies lag vielleicht hauptsédchlich daran,
daB man in Gedanken ,Doppelwellenlinge” mit ,,Doppel-
strahl“ verwechselte und irrtiimlich annahm, Doppelwellen-
linge sei mit Absorptionsmessungen bei zwei Wellenlingen

[*] Dr. S. Shibata
Government Industrial Research Institute
1-Chome, Hirate-machi, Kita-ku, 462 Nagoya (Japan)
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verbunden und bedeute Konzentrationsbestimmung mit si-
multanen Gleichungen. Zu solchem MiBverstdandnis kam noch,
daB viele Chemiker die eigentliche Bedeutung der differentiel-
len Absorption AA nicht begriffen. Der vorliegende Fort-
schrittsbericht iiber Doppelwellenlingen-Spektrophotometrie,
einschlieBlich der Differentialabsorptions-Spektrometrie (De-
rivativ-Spektrometrie), moge dazu beitragen, daB diese Tech-
nik in der Zukunft eher zur Losung analytischer Probleme
herangezogen wird.

2. Prinzip der Methode

Da die Doppelwellenlingen-Technik in der analytischen
Chemie noch nicht zum Ublichen gehért, sei hier zuniichst
das Prinzip vorgestellt.

Bei der Doppelwellenlingen-Messung wird das von einer
hochstabilisierten Wolframiodid- oder Deuteriumlampe aus-
gehende Licht in zwei Gittermonochromatoren in zwei Strah-
len zerlegt. Die von den beiden Gittern kommenden Licht-
strahlen unterschiedlicher Wellenldnge erfahren durch einen
rotierenden Sektor eine-Zeitverschiebung und treten nach-
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einander durch die gleiche Zelle mit der Probelésung. Die
Absorptionsdifferenz AA zwischen den Absorptionen bei den
Wellenldngen A, und X, wird gemessen. Selbst eine sehr kleine
Verianderung der Absorption einer Probe kann so bei voller
Skalenausnutzung genau bestimmt werden.

Da bei der Doppelwellenldangen-Methode nur eine MeBzelle
benutzt wird, konnen viele von den Zellen herriihrende Fehler
wie Abweichungen in der Zellenposition oder Zellenkonstante
und Unterschiede zwischen Probe- und Referenzlosung, z. B.
in der Triibung und der Konzentration, vollkommen ausge-
schaltet werden. Dadurch, daB die Probe selbst als
Referenzlosung verwendet wird, reduzieren sich bei der Dop-
pelwellenlidngen-Spektrophotometrie die durch Streuung, un-
gleiche Wegldngen und ungleiche Reagenskonzentrationen
hervorgerufenen Probleme auf ein MindestmaB. In Abbildung
1 ist das Prinzip der Methode schematisch dargestellt.

& P
L n P
- A Ay A=A
2 ?
U
§5h) s c

Abb. 1. Prinzip der Doppelwellenlingen-Spektrophotometrie. L: Lichtquelle;
Gi, G;: Gitter; S: rotierender Sektor; C: Zelle; P: Photomultiplier.

Die Photosignale werden durch einen Photo-Sekundirelek-
tronenvervielfacher (Multiplier) mit Stirnflichenkathode in
elektrische Signale umgewandelt und iiber einen Vorverstirker
zur DurchlaBschaltung geleitet. Dort verteilt ein mit Referenz-
signalen synchronisierter Zerhacker alternierende Signale in
der Reihenfolge A,-Signal, Null-Signal, A,-Signal, Null-Signal
usw. auf die fiir die einzelnen Signale vorgesehenen Kanile.
Unerwiinschte Einfliisse wie Schwankungen der Lichtquelle
werden automatisch durch Kontrolle der am Photomultiplier
liegenden Spannung mit Hilfe des Referenzsignals (A,-Signal)
eliminiert; der Unterschied zwischen angelegter Spannung und
Referenzspannung bleibt konstant Null. Der Signalkreis korri-
giert iiber eine Riickkopplung die Ausgangsinformation, so
daB der Vorverstirker keinen Strom mehr liefert, wenn kein
Photosignal eintrifft. Dadurch werden vom Dunkelstrom des
Photomultipliers oder von Streulicht verursachte Storsignale
vermieden. Das X,-Signal ist das eigentliche Signal der zu
untersuchenden Probe. Es wird entweder die Durchldssigkeit
oder, nach logarithmischer Umformung, die Absorption linear
aufgetragen. Die Ausschopfung der elektrischen Techniken
ermoglicht eine Verminderung des Rauschens auf das 0.0002fa-
che der Absorption. Im Vergleich zu konventionellen Spektro-
photometern ist dadurch die Absorptionsskala um das 100fa-
che erweitert, und die Doppelwellenldingen-Methode eignet
sich besonders zur Messung sehr kleiner Substanzmengen
sowie zur Beobachtung des Verhaltens von Stoffen in Berei-
chen sehr geringen Absorptionsvermogens.

3. Hintergrund des Prinzips

Normalerweise wird bei der konventionellen Spektrophoto-
metrie die Totalabsorption A der Probe bei einer Wellenliange
A durch Vergleich mit der Referenzprobe gemessen, wie dies
Abbildung 2 zeigt. Enthilt jedoch die Probelosung noch einen
anderen Untergrund, hervorgerufen durch Triibung oder sich
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gegenseitig beeinflussende Komponenten, so ist die Bestim-
mung der gesuchten Komponente nicht mehr méglich.

Absorption

|
<1 X
T\\\
|
]
A

k&) Wellenlange

Abb. 2. Absorptionsmessung bei der konventionellen Spektrophotometrie.

Eigentlich ist die Messung der Totalabsorption fiir die quan-
titative Bestimmung irgendeiner Komponente oder chemi-
schen Reaktion nicht notwendig. Daher wird bei der Doppel-
wellenliangen-Spektrophotometrie die Absorptionsdifferenz
AA zwischen zwei Wellenldngen A; und A, gemessen, wie
in Abbildung 3 gezeigt, so daB keine Referenzlosung gebraucht
wird. Die wichtigste notwendige Bedingung hierfiir ist eine
Linearitit oder Proportionalitit zwischen den gemessenen Si-
gnalen und der Konzentration der gesuchten Komponente.
So lassen sich durch Auswahl einer geeigneten Kombination
von zwei Wellenldngen viele Arten von Untergrundstdrungen
beseitigen.

8
8
2
.2
Y} A
RT3 Wellentange

Abb. 3. Absorptionsmessung bei der Doppelwellenlingen-Spektrophotome-
trie.

Bei kinetischen Experimenten zum Verlauf einer chemischen
Reaktion wird gewohnlich eine Wellenldnge, die nicht absor-
biert wird, oder ein isosbestischer Punkt als ,,Referenzstraht™
gewihlt und eine andere Wellenlinge, die von der Probe stark
absorbiert wird, als , Analysenstrahl“. Auf diese Weise kann
mit der Doppelwellenlingen-Messung die von der Streuung
oder irgendwelchen anderen Untergrundstdrungen abhédngen-
de Pseudo-Absorption korrigiert werden, das heiBt, die Pseu-
do-Absorption A, wird mit i; erfaBt, wihrend mit A, die
Pseudo-Absorption und die echte (genuine) Absorption A,
erfaBt werden. Die Absorptionsdifferenz AA zwischen A, und
A2 l4Bt sich dann instrumentell ermitteln.

AAZ‘A)J=AA=(AP+AK)—AP=A8 (1)

Ganz allgemein bietet die Doppelwellenldngen-Spektropho-
tometrie folgende besonderen Vorteile:

1. Im Falle einer Probe mit vergleichsweise starker Absorp-
tion und ausgeprégten Streuungseigenschaften konnen extrem
kleine Verdnderungen in der Absorption nachgewiesen wer-
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den!'*!. Solche kleinen Verinderungen lassen sich nur durch
Abgleichen der Absorptionswerte bei zwei verschiedenen Wel-
lenldngen X; und A, erfassen. Somit entfallen die bei der
konventionellen Spektrophotometrie oft zur Vorbereitung der
Proben erforderlichen Verdiinnungen und Filtrationen.

2. Exakte Messung einer Probe mit sehr schwacher Absorp-
tion ohne Referenzlosung. Gewohnlich betrigt die Vollaus-
schlagsabsorption 0.001 bis 0.010 oder 0.005 fiir den kleinsten
MeBbereich.

3. Die gleichzeitige Bestimmung der Komponenten einer
Mischung sowie auch die Maskierung von Komponenten sind
sehr leicht moglich.

4. Durch Wellenlingen-Abtastung (Scanning) mit nahe
beieinanderliegenden ;- und A2-Werten lassen sich Derivativ-
spektren erzeugen, anhand derer viele Stoffe bestimmt werden
konnen.

5. Wenn keine Referenzprobe verfigbar ist, kann durch
Wellenlingen-Scanning mit festgehaltenem A, ein spezielles
relatives Spektrum oder ein echtes Absorptionsspektrum er-
halten werden.

6. Die Kinetik gleichzeitig ablaufender Vorginge in einer
Probe 146t sich mit einem Zwei-Schreiber-Gerét bei L1 bzw.
A2 aufzeichnen.

7. Alle Instrumente sind sowohl fur die Doppelwellenldngen-
als auch fiir die konventionelle Doppelstrahlmethode verwend-
bar.

4. Chemische Reaktionen in triiber Losung

Abbildung 4 zeigt die Absorptionsspektren der oxidierten
und der reduzierten Form von Cytochrom c. In diesem Beispiel
wurde der als Referenzwellenlinge gewihlte isosbestische
Punkt mit A; bezeichnet. Bei der zur Absorptionsmessung
verwendeten Wellenldnge A, liegt das Absorptionsmaximum
der reduzierten Form. Zwar sind noch drei andere isosbestische
Punkte vorhanden, doch sollte man — um dhnliche Streuungs-
verhiltnisse zu garantieren — dem A, am nichsten liegenden
isosbestischen Punkt den Vorzug geben; denn wie von der
Rayleigh-Streuung bekannt, hingt die Streuung von der Wel-
lenldnge ab. Auf diese Weise 148t sich das Fortschreiten der
Reduktion der Probe mit der Zeit verfolgen. Fiir die Doppel-
wellenlingen-Spektrophotometrie sind auch Anderungen der
PartikelgroBe infolge Quellung oder Alterung ohne Bedeu-
tung; somit ist diese Methode besonders zur Untersuchung
von Mitochondrien-Suspensionen geeignet. Im allgemeinen
arbeitet der optische Unterbrecher von kommerziell erhilt-

[R]
[0
i [ | 1
450 500 Mg 600
v [m] ———

Abb. 4. Absorptionsspektren von oxidiertem [O] und reduziertem [R] Cyto-
chrom c.

752

lichen Doppelwellenldngen-Spektrophotometern bei 600 bis
1000 Hz. Daher sind auch Messungen schneller chemischer
Reaktionen moglich. Abbildung 5 zeigt dies am Beispiel der
photochemischen Redoxreaktion von Cytochrom f.

: Licht aus
i {03 |
(A

) 4 }
Licht an
AT3T5 60s

Abb. 5. Photooxidation von Cytochrom [.

IAA 0.00%

5. Analyse von Mischungen

Durch Anwendung der Doppelwellenlingen-Messung kon-
nen Mehrkomponentensysteme sehr leicht direkt und genau
ohne Berechnungen simultan analysiert werden; andererseits
kann man auch die verschiedenen Komponenten maskieren.

5.1. Aquiabsorptionsmethode

Nehmen wir an, eine Zweikomponentenprobe enthalte x
und y. Die gemessenen Absorptionen bei jeder Wellenldnge
A 1 und )\.2 sind

Ay =g8xCxt+8yCy ()]
Ay, =¢gxct+eyCy 3)

gx und g, bedeuten das molare Absorptionsvermogen der x-
bzw. y-Komponente bei A1; & und & sind die molaren
Absorptionsvermogen der beiden Komponenten bet Az; o
und ¢, sind die Konzentrationen (mol/l) der Komponenten.

Somit erhilt man bei der Doppelwellenldngen-Messung die
Absorption

An,— Ay =AA=(ercx+5yCy) — (ExCx+ £y Cy) “

Wenn die Zweitkomponente y bei den beiden Wellenldngen
A1 und A die gleiche Absorption aufweist, d.h. wenn A,;,—
Ay, =0 ist, so vereinfacht sich Gleichung (4) zu

AA =gxCx—ExCx 5)

Da die Differenzabsorption AA nun nicht mehr von der Kon-
zentration der Komponente y abhiingt, ist es moglich, den
von verschiedenen Komponenten y herrithrenden Einflu zu
eliminieren.

5.1.1. Vorauswahl der ungefihren Werte fiir A; und A,

Hierzu fertigt man entweder Diagramme an oder man unter-
sucht die einzelnen K omponenten nacheinander durch Wellen-
ldingen-Scanning mit einer fixierten Wellenldnge.

Abbildung 6 zeigt die Absorptionsspektren von Arsenazo
I (3-[(2-arsonophenyl)azo]-4,5-dihydroxy-2,7-naphthalindi-
sulfonsdure) und Arsenazo III (3,6-bis[(2-arsonophenyl)azo]-
4,5-dihydroxy-2,7-naphthalindisulfonsiure) in wiBriger Lo-
sung bei pH = 2.0. Im allgemeinen sind Synthese und Reinigung
von Bisazo-Verbindungen sehr schwierig, weil bei den Bil-
dungsreaktionen stets auch die entsprechende Monoazo-Ver-
bindung entsteht. Deshalb muB-die Reinheit stindig kontrol-
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liert werden. Wihlt man zum Beispiel als Analysenwellenlidnge
A2 diejenige mit der maximalen Absorption fiir Arsenazo I
bei 502 nm, so verfahrt man in der Weise, daB zunichst eine
vertikale Linie von diesem Maximum zur x-Achse gezogen
wird. Von ihrem Schnittpunkt im Absorptionsspektrum von
Arsenazo III fiihrt eine zur x-Achse horizontale Linie zu einem
anderen Absorptionspunkt bei A;.

o8 f 2 = 5020m
06 \/V
T b =578
Los \
\
\
\
02 \
\
\
\\
1 1 1 \\g
400 450 500 550 600 650

A [nm] —
Abb. 6. Zur Auswahl von A, und A2 nach dem Diagramm-Verfahren. pH =2.0;
2.0mg/100ml von jeder Komponente Arsenazo I (x) und Arsenazo IlI (y).

Beider Kombination A, A bleibt die Basislinie bei Veridnde-
rungder Konzentration von Arsenazo III konstant,d. h. A; ;—
A;,=AA =0. Demnach haben Konzentrationsinderungen von
Arsenazo Il keinen EinfluB auf die Bestimmung von Arsenazo
I, es sei denn, die gelosten Teilchen verinderten sich infolge
Polymerisation. Natiirlich sollte der AA-Wert fiir Arsenazo
I bei der gewidhlten Kombination von XA; und A, fiir die
Messung geniigend groB sein. Fiir das in Abbildung 6 gezeigte
System wiirde man die Kombination 502-576 nm wihlen.
Allgemein richtet sich die Auswahl der Kombination von
A1 und X nach der Form jedes einzelnen Spektrums. Kann
die Wellenldnge mit der maximalen Absorption nicht als Ana-
lysenwellenldnge verwendet werden, so nimmt man eine andere
geeignete Wellenlange im Absorptionsspektrum.

Bei der soeben skizzierten Verfahrensweise wurden A, und
A2 aus einer einzigen Konzentration von Arsenazo III be-
stimmt. Benutzt man dazu mehrere Proben mit verschiedenen
Konzentrationen, so lassen sich auch Verdanderungen der 16s-
lichen Teilchen, die durch Polymerisation, Dissoziation sowie
andere chemische oder physikalische Effekte verursacht wer-
den, leicht aus der Form des Spektrums erkennen. Am
Anfang muB8 man aus dem normalen Absorptionsspektrum
von Arsenazo I eine Analysenwellenlinge auswihlen; wie vor-
hin bietet sich das Maximum bei 502nm an. Dann wird die
fixierte Wellenldnge A, bei 502 nm eingestellt und mit A, als

" Scanning-Wellenlidnge das Absorptionsspektrum bei verschie-
denen Konzentrationen von Arsenazo III aufgenommen. Falls
die gelosten Spezies unverdndert bleiben, ist auf der Basislinie
ein isosbestischer Punkt zu erkennen, d.h. die differentielle
Absorption AA zwischen 502 nm und diesem Punkt ist Null.
Auf diesem Weg erhaltene Spektren von Arsenazo III zeigt
Abbildung 7.

5.1.2. Prazisionsverfahren zur Auswahl optimaler Wellenlin-
gen

Hierbei miBt man 5- oder 6mal in der Nihe der vorldufigen
Wellenlingeneinstellungen die Anderungen der differentiellen
Absorption als Funktion einer Konzentrationsveranderung,
in unserem Beispiel von Arsenazo 111, so dal man schlieBlich
zu Wellenldngen X; und X, gelangt, bei denen sich die Diffe-
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Abb. 7. Auswahl von A; und A, aus Absorptionsspektren mit fixiertem A,
(502.0nm) und X, als kontinuierlich verdnderlicher Wellenldnge. Arsenazo
11 (mg/100ml): a) 1.0, b) 2.0, c) 4.0, d) 8.0.

renzabsorption nur noch minimal Zndert. Am besten geht
man zuerst mit der Wellenldnge A; um ungefdhr 1 nm hinauf
oder hinunter und beobachtet dabei Richtung und AusmaB
der Anderung von AA. In der Folge werden beide Wellenlingen
nacheinander so abgeglichen, daB AA auch bei Konzentra-
tionsverdnderungen von Arsenazo III Null wird. Abbildung
8 illustriert dieses Auswahlverfahren fir A, und Aa.
abci abcd gbcg abcd
AA:OJI =TT eeem mmms =

502.0 502.0 502.0 502.0
576.0 575.5 5753 575.2

C
b (o
- b b ¢
A A=Q.001 a ~ea :”“M 0w o
502.0 502.0 502.0
5755 575.4 575.3

Abb. 8. Prizisionsverfahren zur Auswahl von A, und .. Arsenazo I11 (mg’/ml):
a) 0.25, b) 0.50, ¢) 1.00, d) 2.00.

In einem Skalenbereich von 0.1 Absorptionseinheiten ist
das Verfahren wenig problematisch; aber wenn der volle Ska-
lenbereich 0.01 Absorptionseinheiten betrigt, ist Vorsicht ge-
boten. Auf diesem Wege findet man als geeignete Kombination
von A; und A, zur Bestimmung von Arsenazo I in Gegenwart
von Arsenazo III bei pH=2 die Wellenldngen 502.0 und
575.3 nm. Die optimale Auswahl von A; und A fiir die Bestim-
mung von Arsenazo III kann auf dhnliche Weise getroffen
werden. Die Methode ermdéglicht die einfache und genaue
Bestimmung von ungefihr 0.5 % Arsenazo I in Arsenazo I11'"!,

5.2. Signalverstirkungsmethode

Unterscheiden sich allerdings die Absorptionen der Zweit-
komponente y bei jeder Kombination zweier Wellenldngen
voneinander, wie in Abbildung 9 gezeigt, dann wird der Signal-
verstarker im Apparat so eingestellt, daB die Zweitkomponente
bei den Wellenldngen A; und A nunmehr doch die gleiche
Absorption aufweist, z. B.
g, =kejc, (6)
Daraus folgt
Aa— A =AA=k(grc+eycy)—(exc+gycy)=kercx—excx (7)
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Da in Gleichung (7) die Differenzabsorption AA unabhingig
von der Konzentration der Komponente y ist, 18t sich die
Komponente x in der Mischung quantitativ bestimmen. Bei
dieser Technik werden zwei Signale fiir A.; und A, logarithmisch
zu den Absorptionswerten umgewandelt und unabhéngig von-
einander mit Hilfe des Funktionsgebers verstiarkt. Daher ent-
spricht die mit dieser Messung erhiltliche Differenzabsorption

AA=k,A,— k1A, . ®)

«
x [nm] ——

Abb. 9. Prinzip der Signalverstirkungsmethode.

5.2.1. Bestimmung von Dreikomponentenmischungen!?

Wenn an den Schnittpunkten der Absorptionskurven von
zwei Komponenten y und z zwei Wellenldngen A, und A:
wihlbar sind, so kann die Komponente x in der Mischung
auf folgende Weise bestimmt werden:

z y X
¢ £
<
4 " F
A [hm] —=

Abb. 10. Analyse von Dreikomponentenmischungen.

Wie in Abbildung 10 gezeigt, wird mit dem Funktionsgeber
die Absorption bei A» auf den gleichen Wert eingestellt wie
bei A;. Dann gilt

g,¢,=6.C,=keyc,=keje, 9
und daraus folgt
Ay, —An =AA=kerCo—8xCx (10)

Unter den praktischen Beispielen fir eine erfolgreiche An-
wendung der Doppelwellenléingen-Spektrophotometrie auf
Mehrkomponentensysteme findet man die Isomere der Phthal-
sdure, Mischungen von Lebensmittelfarbstoffen, L-Fucose im
Serum, die Vitamine A und E, Polystyrol in Durol'?%, Ephe-
drin in Alkaloiden, Amylose'! ), Trimellitsiure und ihr Anhy-
drid (Abb. 11), Salicylsdure und 3- sowie 5-Nitrosalicylsdure!?!!
und isomere Guajacolsulfonate in pharmazeutischen Zuberei-
tungen!!3l,
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Abb. 11. Bestimmung von Trimellitsdure in Gegenwart ihres Anhydrids.

A1=307.6nm, A2=290nm.

6. Hochempfindliche Analyse anorganischer Substanzen

Man kennt heute zahlreiche hochempfindliche chromogene
Reagentien fiir Metalle (Komplexbildner) mit molaren
Absorptionsvermdgen der GroBenordnung 10°. Die Kombina-
tion solcher Reagentien mit der Doppelwellenlingen-Technik
ergibt eine hervorragende kolorimetrische Methode.

6.1. Bestimmung von Cobalt in ppb-Mengen mit 4-[(3,5-Dichlor-
2-pyridyl)azo ]-m-phenylendiamin!®- ' !

Nach der konventionellen Methode miBt man die Totalab-
sorption der Probe bei der Wellenldnge maximaler Absorption
des Cobalt-Diamin-Komplexes relativ zu Wasser oder einer
Blindprobe. Bei Doppelwellenlingen-Messungen wird A2 auf
die dem Absorptionsmaximum des Komplexes entsprechende
Wellenldnge eingestellt und A, auf die Wellenldnge, die zum
Absorptionsmaximum des Reagens gehort. So kommt zu der
Absorptionsverdnderung infolge der Chelatbildung noch die
durch die Komplexbildung verursachte Abnahme der Rea-
gensabsorption hinzu. Das scheinbare Absorptionsvermogen
des Cobaltchelats wird dadurch betrdchtlich erhoht (siche
Abb. 12). Bei Anwendung dieser Methode verlduft z.B. die
Eichkurve fiir 1-5 ppb Cobalt linear durch den Ursprung;
ihre Steigung entspricht einem Wert fiir AAs70-4240m VoD
0.0028 pro ppb Co.

0s k- ) Komplexbildung

041

AA

02+

i 1 i 1
500 32600 A [nm]—~

02+

04 Reagensabnahme

[r137.7)

Abb. 12, Differenzabsorptionsspektren von 4-[(3,5-Dichlor-2-pyridyl)azo]-m-
phenylendiamin-cobalt.

AA=A), — (A=A +A.
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Nach der Doppelwellenlingen-Methode erhoht sich das
scheinbare molare Absorptionsvermégen des Cobalt-4-[(5-
Chlor-2-pyridyl)azo]-m-phenylendiamin-Komplexes  (,,5-Cl-
PADAB®, Fa. Merck) von 1.13:10° Imol ! cm ™! auf 1.75-10°
Imol~! cm™'. Im allgemeinen ist man in der Wahl der Kombi-
nation der zwei Wellenldngen frei (vgl. Abb. 13).

10

<05

400 500 600 700
ORI ) (m] —

Abb. 13. Absorptionsspektren des Thorium-Arsenazo III-Komplexes; 8N
HCl-Losung. R =Arsenazo III.

6.2. Bestimmung von Quecksilber in ppb-Mengen mit Dithizon
in wiBriger Losung!>”!

Dithizon kann in einer wiBrigen Losung von Triton X
100 aufgelost werden, so daB sich damit Spuren von Quecksil-
ber in einer wiBrigen Losung ohne Solvensextraktion bestim-
men lassen. Dabei werden durch Anwendung der Aquiabsorp-
tionsmethode (vgl. Abb. 14) groBe Mengen an Dithizon vermie-
den. Das Dithizon solite bei diesem Verfahren durch Zugabe
von Wasserstoffperoxid in stabilere oxidierte gelbe Spezies
iibergefiihrt werden.

03r
27N
o2l /
N,/
01+
Mo I . B |
350 400 450 500 550
AB7 R x [nm} ——

Abb. 14. Bestimmung von Quecksilber mit Dithizon. A, = 368 nm, A, =468 nm.
a: Dithizon, b: Quecksilberdithizonat.

Die Nachweisgrenze der Methode liegt bei 1.8 ppb Quecksil-
ber, und die Eichkurve wird oberhalb von etwa 40 ppb linear.

7. Derivativ-Absorptionsspektrometrie

Giese und French'?®) sowie Saidel!'®! wiesen schon frith
auf die Vorteile der direkten Aufzeichnung einer Kurve des
ersten oder zweiten Differentialkoeffizienten der Absorption
A oder der Transmission T beziiglich der Wellenldnge 2, d. h.
dA/dX bzw. d2A/dA2 als Funktion der Wellenlinge hin. Das
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Spektrum erster Ableitung kann mit einem konventionellen
Doppelstrahlapparat und einem Zusatzgerat oder mit einem
speziellen Derivativ-Spektrophotometer aufgenommen wer-
den, jedoch sind diese Techniken ziemlich kompliziert. Solche
Spektren lassen sich aber einfach durch Doppelwellenlangen-
Messungen aufnehmen, wenn die beiden Wellenldngen A, und
A2 sehr nahe beieinanderliegen (gewohnlich (-2 nm) und das
Scanning simultan durchgefiihrt wird. Ein weiterer Vorteil
ist darin zu sehen, daB diese Differentialspektren auch elek-
trisch registriert werden konnen.

Die direkte Aufzeichnung einer Kurve des ersten oder zwei-
ten Differentialkoeffizienten der Absorption oder Transmis-
sion besitzt folgende Vorziige:

1. Selbst bei volistindiger oder nahezu vollstindiger Uber-
lappung von zwei oder mehr Absorptionsbanden kann noch
jede einzelne Bande entdeckt werden.

2. Sehr kleine, an einer steilen Flanke einer Absorptionskur-
ve liegende Banden und irgendwelche Schultern in der Absorp-
tionskurve werden eindeutig aufgelost.

3. Sehr breite Absorptionsbanden sind genau lokalisierbar.

4. Im allgemeinen ist der Differentialkoeffizient bei einer
bestimmten Wellenldnge linear mit der Konzentration der
entsprechenden Komponente verkniipft und ermoglicht so
deren Bestimmung.

5. Schwankungen in der Triibung oder des Untergrunds,
die durch Wechselwirkungen zwischen den Komponenten
zustandekommen, beeinflussen die Messungen nicht, da man
nahe beieinanderliegende Wellenldngen A; und A, benutzt.

Es erscheint daher einleuchtend, daB die Derivativ-Spektro-
photometriedie Erfassung und Bestimmung beispielsweise von
Verunreinigungen in Arzneimitteln und Chemikalien, von Le-
bensmittelzusitzen ebenso wie von Industrieabféllen erleich-
tert. Uber die chemische Analyse hinaus ist diese Methode
auch zur Bestimmung der Feinstruktur vieler organischer Ver-
bindungen sehr niitzlich!?%},

Abbildung 15 zeigt, daB das Absorptionsspektrum von Phe-
nol in industriellem Abfall durch den EinfluB von Triibstoffen
betrichtlich erhoht wird, was eine genaue Phenolanalyse in
der triiben Losung mit der konventionellen Spektrophotome-
trie schwierig macht. Spektren erster Ableitung von Phenol
in industriellem Abfall sind in Abbildung 16 wiedergegeben.
Man sieht, daB der Abstand zwischen dem Maximum und
dem Minimum des Differentialkoeffizienten der Absorp-
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-
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01+
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200 50 300
(A137.%) A (nm] ——

Abb. 15. Absorptionsspektren von Phenol. a) Phenol in wiBriger Losung;

b) triibes, phenolfreies Industrieabwasser; ¢} Phenol in triibem Industricabwas-

ser.

755



Abb. 16. Derivativ-Absorptionsspektren erster Ordnung von Phenol bei ver-
schiedenen Konzentrationen von Triibstoffen. Triibung: a<b<c.
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ten anhand normaler Absorptionsspektren nicht unterscheiden
lassen, sind in den Derivativ-Absorptionsspektren eindeutig
zwei Komponenten auszumachen, ndmlich 2,4-Dichlorphenol
und 2,4,6-Trichlorphenol. Abbildung 18 enthilt die Spektren
zweiter Ableitung von zwei Lebensmittelzusitzen. Die Einfliis-
se von Neu-Coccin (C.I. 16255) auf das Spektrum von Phloxin
(C.1. 45410) sind nahezu vollstandig eliminiert worden.
Williams und Hager'?%! berichteten iiber ein Derivativ-Spek-
trophotometer zweiter Ordnung, das zur Ermittlung von sehr
kleinen Konzentrationen bestimmter Gase in iiblichen
Luftverunreinigungen - z.B. Ammoniak, Schwefeldioxid,

1
250 360 350 300
A nm] —

Y
350

Abb. 17. Analyse von Phenolgemischen. a) Absorptionsspekiren; b) Derivativ-Absorptionsspek-
tren (AX =2nm, S=0.25mm). [ :2,4-Dichlorphenol, 10ppm; 2: (1) plus 5ppm 2,4,6-Trichlorphenol

(TPC): 3: {1} plus 10ppm TCP: 4: (1) plus 15ppm TCP; 5: (1) plus 20ppm TCP

tionsbande von Phenol konstant ist, das bedeutet, daB der
unter der interessierenden Absorptionsbande liegende Unter-
grund beseitigt wurde!!?),

Abbildung 17 zeigt die qualitative und quantitative Bestim-
mung eines Phenolgemischs!®). Wihrend sich die Komponen-

01+
. L

01 bGemisch

02 a)

R102
! L
R104
D 1 1
500 550

[4137.18) A [am) —=

Abb. 18. Derivativ-Absorptionsspektren zweiter Ordnung von Lebensmittel-
farbstoff-Gemischen. a) Absorptionsspektren, R 102 (Neu-Coccin, C.1. 16255)
und R 104 (Phloxin, C.I. 45410); b) Differentialspektren zweiter Ordnung.
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Stickstoffmonoxid und -dioxid, Ozon und Kohlenmonoxid
— eingesetzt wird. '

8. Densitometrie mittels Doppelwellenkingen-Mes-
sung[17.23] N

Die charakteristischen Eigenschaften der Doppelwellenlin-
gen-Spektrophotometer lassen sich auch in der Weise verwer-
ten, daBB man die vom Untergrund herriihrende Storung zur
Bestimmung der optischen Dichte mit Hilfe zweier ausgewihl-
ter Wellenldngen benutzt. Diese Technik hat den Vorteil, da3
sowohl die Analysen- als auch die Referenzwellenlidnge genau
den gleichen Teil beispielsweise eines Chromatogramms
durchlaufen!*® und so Artefakte, die auf Unterschiede im
Substrat zuriickzufiihren sind, annulliert werden.

9. Simultanbeobachtung zweier Phinomene

Will man zwei Parameter, die sich wihrend einer Reaktion
verdndern, bei beliebigen Wellenlangen X1 und A2 gleichzeitig
verfolgen, so kann bei Verwendung der Doppelwellenldngen-
Methode die kinetische Messung mit nur einer Kiivette und
einem Gerit mit zwel Schreibern unter identischen Bedingun-
gen durchgefiihrt werden.
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10. Zusammenfassung

Viele andere Anwendungen der Doppelwellenlédngen-Spek-
trophotometrie sind zu erwarten, z. B. bei der Titration von
Kolloiden, photometrischen Titration in triiber Lésung, Kapil-
lar-Spektrophotometriet*?, Ermittlung von Komplexbildungs-
konstanten durch Ligandenaustausch-Reaktionen sowie der
Untersuchung von katalytischen, Fluoreszenz- oder photoche-
mischen Reaktionen. Gegenwirtig ist sie nicht nur in der
analytischen Chemie von Nutzen, sondern auch bei der Pro-
zeBkontrolle in der industriellen Chemie. Beispielsweise hat
sich diese Methode schon zur Qualititskontrolle von Tinten,
Thermopapieren, photochromen Materialien!'®!, pharmazeu-
tischen Produkten und industriellem Abfall bewéhrt.

Im allgemeinen erweist sich die Anwendung der Doppelwel-
lenlingen-Technik als sehr einfach, doch werden die Messun-
gen an einigen chemischen Reaktionen bei geringen Absorptio-
nen erheblich von der Temperatur beeinfluit. Daher ist eine
Temperaturkontrolle im Kiivettenteil ratsam.

Auf dem Gebiet der allgemeinen analytischen Spektrophoto-
metrie iibertrifft die Doppelwellenldngen-Spektrophotometric
die konventionellen UV/VIS-Techniken bei weitem, indem
sie deren Selektivitdts- und Empfindlichkeitsgrenzen liberwin-
det. Die folgende Literaturzusammenstellung ist reprasentativ,
nicht umfassend. Ein vollstandigeres Verzeichnis ist von unse-
rem Laboratorium erhiltlich.
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Forschungsergebnisse aus allen Gebieten der Che-
mie. Vom Inhalt der Arbeiten mul3 zu erwarten
sein, daf} er aufgrund seiner Bedeutung, Neuartig-
keit oder weiten Anwendbarkeit bei sehr vielen
Chemikern allgemeine Beachtung finden wird.
Autoren von Zuschriften werden gebeten. bei Ein-
sendung threr Manuskripte der Redaktion mitzu-
teilen, welche Griinde in diesem Sinne fiir eine vor-
dringliche Veroffentlichung sprechen. Die gleichen
Griinde sollen im Manuskript deutlich zum Aus-
druck kommen. Manuskripte. von denen sich bei
eingehender Beratung in der Redaktion und mit
auswirtigen Gutachtern herausstellt. daB sie diesen
Voraussetzungen nicht entsprechen, werden den
Autoren mit der Bitte zuriickgesandt, sie in einer
Spezialzeitschrift erscheinen zu lassen, die sich
direkt an den Fachmann des behandelten Gebietes
wendet.

Das Thionitrosylkation NS* als Synthesereagens(""]
Y

Von Riidiger Mews(’]
Professor Oskar Glemser zum 65. Geburtstag gewidmet

Durch Umsetzung von Thiazylfluorid NSF mit Lewis-Siu-
ren MFs (M = As, Sb) erhielten Glemser und Koch!'! die Thio-

[*] Dr. R. Mews

Anorganisch-chemisches Institut der Universitit

TammannstraBe 4, D-3400 Goéttingen
[**] Diese Arbeit wurde von der Deutschen Forschungsgemeinschaft und
dem Fonds der Chemischen Industrie unterstitzt.
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nitrosylverbindungen (,, Thiazylsalze) NS*MFg (1 ). Fiir pri-
parative Zwecke lassen sich diese Salze am besten in fliissigem
Schwefeldioxid darstellen; die Reinigung von (7a) gelingt
durch Sublimation im Olpumpenvakuum (40°C), von (1b)
durch Erhitzen auf 100°C und Umkristallisation des Riickstan-
des aus SO,/SO,CIF?],

SO, fl
NSF + MF, 20, NStMFg~

(la), M = As; . (1b), M = Sb

Das Kation in (1) wird leicht von Anionen oder Nucleophi-
len angegriffen. Ohne Reaktionspartner in trockenen Glasgefd-
en sind die Salze (1) unbegrenzt stabil.

Drei Reaktionsméglichkeiten sind bisher von uns untersucht
worden :

1. Umsetzung des Thionitrosylkations mit Anionen:

SO, fl.
(la) + NO*CF3S03~ ——— > NS*CF;SO;~
- NO*AsFg~
(2) (3)

Das farblose Produkt (3), Fp=120°C, ist extrem hydroly-
seempfindlich. Aus dem Vergleich der Raman-Spektren von
(2) und (3) schlieBen wir auf die ionische Struktur des
Festkorpers (vSN 1443 ¢cm ™). Die gute Sublimierbarkeit von
(3) zeigt, daB die Verbindung zumindest in der Gasphase
als Monomer vorliegt.

2. Umsetzung des Thionitrosylkations mit Nucleophilen!3!:
(1) + SaNy 2> {S,N,+ (NS*MF4)

(4)
—» SgNsTMFg™

(5a), M = As; (5b), M = Sb
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