Analytische Anwendungen der Chemilumineszenz

Von G. D. Mendenhall[*]

Die meisten organischen Verbindungen reagieren schon bei Raumtemperatur sehr langsam
mit dem Sauerstoff der Luft. Die schwache Chemilumineszenz, die diese Autoxidation begleitet,
kann mit empfindlichen Gerdten verstiarkt und gemessen werden. Die Lichtemission ist auch
mechanisch und photochemisch induzierbar. Die Intensitédts/Zeit-Kurven sind so charakteri-
stisch, daB man mit ihnen feststellen kann, ob Zusammensetzung und Vorbehandlung zweier
Proben iibereinstimmen. Uberdies lassen sich viele physikalische Eigenschaften mit der Lichtemis-

sion korrelieren und auf diese Weise messen.

1. Einleitung

Chemilumineszenz, d.h. bei chemischen Reaktionen aus-
gesandtes Licht, wurde zuerst an biologischen Objekten wie
dem Leuchtkéfer, lumineszierenden Bakterien und Meeres-
organismen beobachtet!!). 1727 beschrieb Swift einen frei
erfundenen, 16 Jahre dauernden Laborversuch, um aus Gurken
Sonnenstrahlen zu gewinnen!?. Die Erkenntnis der Vorteile
einer kontrollierten, vom Feuer unabhéngigen Lichtquelle griff
somit dem Fortschritt von Wissenschaft und Technik betricht-
lich voraus.

Es ist tatsidchlich vom Mittelalter bis in unser Jahrhundert
mehrfach versucht worden, Leuchtbakterien fiir Beleuch-
tungszwecke zu verwenden. In den letzten Jahrzehnten wurde
eine Anzahl kriftig chemilumineszierender Systeme entdeckt;
einige davon konnten derart modifiziert werden, daB sie niitz-
liche Lichtquellen ergaben (z. B. der von Rauhut entwickelte
Cyalume®-Leuchtstift[3]) oder fiir spezielle Zwecke verwendet
werden konnten (siche unten).

Es wird meistens nicht bedacht, daB Chemilumineszenz
eine praktisch universelle Eigenschaft von oxidierbaren organi-
schen Substanzen ist. Diese Entdeckung war erst moglich,
nachdem hochempfindliche Photomultiplier entwickelt wor-
den waren, mit denen die schwache Emission von Papier,
Kunststoffen, Gummi, Nahrungsmitteln, Harzen, Textilmate-
rial und den meisten anderen nichtmetallischen Gegenstinden
nachgewiesen werden konnte, die in gewissem Mal3 dem oxida-
tiven Zerfall unterliegen. Wenn zum Beispiel die Emission
des Papiers eines neueren Sonderdrucks der Angewandten
Chemie repriisentativ ist, dann strahlt das Papier, auf dem
die vorliegende Arbeit gedruckt ist, bei Raumtemperatur etwa
100 Photonen pro Sekunde und Seite ab. Die Lichterscheinung
geht wahrscheinlich mit den dynamischen Verdnderungen ein-
her, die dazu beitragen, da} das Papier im Lauf von Jahrzehn-
ten oder Jahrhunderten zerfdllt. Die umfangreichsten Untersu-
chungen schwacher Lumineszenz dieser Art stammen von
Vassil'ev und Shiyapintokh',

2. Instrumentierung und Natur der Messungen

Im Vergleich zu den Meflgeriten fiir viele andere Spektral-
techniken ist die Apparatur zur Messung der Chemilumines-
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zenz recht einfach. Die Kammer, die die Probe enthiilt, muf3
Fremdemission und Selbstemission, nicht aber die Chemilumi-
neszenz ausschalten. Gewohnlich trifft man Vorkehrungen
zur Regelung der Temperatur und zum Arbeiten unter anderen
Gasen als Luft. Das Licht muBB auf bequeme Art registriert
werden, entweder mit einem automatischen Schreiber oder
durch Datenspeicherung mit einem Computer. Die spektrale
Verteilung kann mit Frequenzbereichs- oder mit Interferenzfil-
tern oder mit konventionellen Gittern oder Prismen ermittelt
werden. Die erstgenannten Methoden, die sich gut fiir schwa-
che Chemilumineszenz natiirlichen Ursprungs eignen, werden
in einer im Battelle-Columbus (Ohio, USA) Konstruierten
Apparatur angewendet (Abb. 1). Weniger empfindliche Appa-
raturen einschlieBlich Fluorimetern, die auch auf Emissions-
basis arbeiten, sind im Handel erhiltlich.

Abb. 1. Im Battelle-Columbus konstruierte Apparatur zur Messung der
Chemilumineszenz. 1: Zu bearbeitende Proben, 2: fliissige Probe, 3: Pro-
bentransportband mit Antrieb, 4: automatische Tiiren, 5: feste Probe
(duBere Mafle ca. 50 x 50 mm?), 6: heizbare innere Kammer, 7: bearbeitete
Proben, 8: wassergekiihlte dullere Kammer, 9: Quarzfenster, 10: Kollektorlin-
se, 11: handbedienter VerschluB, 12: Photomultiplier, 13: Filterrad mit 20
Filtern.

Diein Abbildung 1 gezeigte Apparatur eignet sich besonders
zur Untersuchung der Chemilumineszenz diinner Schichten
bei erhohten Temperaturen. Die (festen) Proben werden auf
eine Glas- oder Aluminiumunterlage gebracht und wie ein
24 x 36 mm? grofRes Diapositiv in einem Rahmchen aus Alumi-
nium befestigt. Dadurch ist gewihrleistet, dal der Photomulti-
plier gleich groBe Flidchen aller Proben erfaBt. Die Proben
werden von einem Transportband in die innere, beheizte Kam-
mer transportiert; eine zweite Kammer, die die erste umgibt,
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wird mit Wasser gekiihlt, um eine Erhitzung der gesamten,
mit etwa 6 mm starken Aluminiumplatten verkleideten Appa-
ratur zu vermeiden. Die Atmosphdre und die Temperatur
in der inneren Kammer sowie die Stellung des Filterrades
werden von einem benachbarten Raum aus gesteuert, wo sich
auch das Registriergerit befindet.

Wenn die Emission einer Probe gering ist (10-10° Impulse/s),
wird eine Blindprobe durchgefiihrt und das Ergebnis subtra-
hiert. Das Rauschen der angeschlossenen Elektronik, schwache
Emissionsquellen in der inneren Kammer und die kosmische
Strahlung tragen zu diesem Hintergrund bei, der tempera-
turabhingig schwankt, aber bei unserem speziellen Gerdt sel-
ten 103 Impulse pro Sekunde iibersteigt.

Zu einem gegebenen Zeitpunkt ist die Chemilumineszenz
einer Probe durch die Intensitdt und die Energie-(Spektral)-
Verteilung definiert. Man mifit diese Groflen gewohnlich in
Abhingigkeit von der Zeit, der Temperatur, der Zusammenset-
zung oder anderen Variablen. In einigen Fillen interessiert
die integrierte Intensitit, d. h. die gesamte Chemilumineszenz-
emission (1.:a1), 0der es miissen noch kompliziertere Funktio-
nen der Intensitdt bestimmt werden (siche z. B. Abschnitt 9).

3. Anwendung der Chemilumineszenz zur Spurenanalyse

Eine Moglichkeit, die Chemilumineszenzanalyse besonders
niitzlich zu gestalten, ist die Modifikation einer hochwirksamen
lichterzeugenden Reaktion, so daB einer der Reaktionspartner
geschwindigkeitsbestimmend wirkt. Spuren dieses Stoffes kon-
nen dann bestimmt werden, wenn das Verhiltnis zwischen
der Chemilumineszenz und seiner Konzentration ermittelt ist.
Diese Methode wurde u. a. zur Bestimmung von gelosten Me-
tallspuren herangezogen, die katalytisch die Geschwindigkeit
der Luminoloxidation beeinflussen'®-®!, sowie zur Messung
der Konzentration von atmosphérischen Kohlenwasserstoffen,
die mit Sauerstoffatomen unter Chemilumineszenz reagie-
ren!”],

Eine verwandte Methode benutzt gekoppelte Enzymreaktio-
nen, um Licht zu erzeugen. Beispielsweise lassen sich niedrige
Konzentrationen an Lactat-Dehydrogenase (LDH) durch die
Chemilumineszenz messen, die bei der folgenden Reaktionsse-
quenz auftritt!®l:

LDH
CH;CH(OH)COOH + NAD —— NADH + CHyCOCOOH

Luciferase

0, + NADH + FMN + RCHO
FMNH + RCOOH + NAD + Licht

Reaktionsfolgen dieser Art konnen auf mehreren Wegen
durchgefiithrt werden. Zum Nachweis geringer Mengen eines
Substrats (hier Milchsdure) kann die Probe z.B. iiber eine
mit gebundenem Enzym beladene Sdule geschickt und voll-
standig in Produkte umgewandelt werden [Gl. (1)], die damt
nach Gl. (2) unter Chemilumineszenz umgesetzt werden.

Glucose-Oxidase

Glucose + O, — — H,0,

(3)
H,0, + ROCOCOOR — —“» 2 ROH + 2 CO, + Licht (4)

Bei einer Variante dieser Methode werden Enzyme verwen-
det, die die Substrate unter gleichzeitiger Bildung von Wasser-

stoffperoxid oxidieren. Dieser 148t sich dann z. B. mit Oxalsdu-
reestern umsetzen und anhand der Chemilumineszenz nach-
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weisen [Gl. (3) und (4)]. (FL. ist eine fluoreszierende Verbin-
dung))

Zwei Ubersichtsartikel iiber die recht ausgedehnten analyti-
schen Anwendungen derartiger Reaktionen sind in der Litera-
tur zu finden!®’.

4. Chemilumineszenz bei Autoxidationen

Ein anderer Zugang zur Ausnutzung der Chemilumineszenz
wird durch die schwache Lichtemission ermoglicht, die die
Autoxidation von organischen Substanzen begleitet. Die Reak-
tionssequenz bei Autoxidationen ist in Schema 1 [Gl. (5)
bis (12)] in einer etwas vereinfachten Form dargestellt: Die
B-Spaltung von Alkoxygruppen, der induzierte Zerfall, die
Rekombination der Radikale im Losungsmittelkéfig und der
relativ langsame Kettenabbruch unter Beteiligung tertidrer
Peroxy-Radikale wurde vernachlissigt. Die Spezies P* ist ein
Keton im angeregten Singulett- oder Triplettzustand. Die Akti-
vitdtskoeffizienten aller Spezies sollen 1 betragen.

Wegen der kinetischen Befunde und aufgrund thermodyna-
mischer Uberlegungen nimmt man an, daB die elektronische
Anregung im Kettenabbruchschritt stattfindet [Gl. (9)]: dabei
entsteht ein kleiner Anteil an angeregten Zustinden [Gl. (10)].
Bei den meisten einfachen Kohlenwasserstoffen und ihren De-
rivaten wird ein Photon pro 10® bis 10'° Kettenabbriiche
emittiert!' ). Diese geringe Wirksamkeit riihrt teilweise daher,
daB die angeregten Ketone P* zum groften Teil durch Sauer-
stoff und andere Losungspartner gequencht werden, ehe sic
Licht emittieren k&nnen.

a) ROOR

oder b) ROOH + Katalysator ., 2RH, 2 R' (5)

oder ¢) RH + [Oglyona

oder 2ROOH —> RO® + RO} + H,0 225 3 R (6)
R" + 0O, — R0} (7
R'O; + R'H — R + ROOH

{oder R'O; + R'H — — ROOR + R"} (®)

2R'0; —> R'OH + RYC=0 + O, (9)
2 R0} — P¥ (10)
P¥+Q — P +Q (11)
p* —> P + hv (12)

Schema 1. R = Alkylgruppierung in einer Polymerkette, einem Lipid, einem
Kohlenwasserstoff etc.; R'H=Olefin; P*=elektronisch angeregter Zustand
des Ketons; Q =quenchende Spezies, z. B. Sauerstoff.

Die nachweisbare Chemilumineszenz wird weiter vermin-
dert durch Selbstabsorption in opakem Material und durch
einen geometrischen Faktor fyeom=A/4nr? Dabei ist r der
Abstand der Probe vom Photomultiplier und A die wirksame
Fldche des MeBkopfes. Mit r=20cm und A=4cm? betriigt
[geom = 1073, Diese Faktoren bedeuten fiir die meisten Messun-
gen keinen besonderen Nachteil, da es Photomultiplier gibt,
die sogar Ein-Photon-Ereignisse registrieren kénnen. Werden
nur 1000 Impulse/s an einer Probe gemessen, so entspricht
das 10'? Kettenabbriichen pro Sekunde oder einer Ketten-
startgeschwindigkeit von 107! mol/s.

Die mathematische Behandlung der Reaktionsfolge in Sche-
ma 1 ist ziemlich kompliziert; trotzdem ist eine Anzahl von
Gleichungen ausgehend von definierten Anfangsbedingungen
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abgeleitet worden. Unterhalb 50°C werden die meisten Stoffe
so langsam oxidiert, daBl die Konzentrationen aller Spezies
wihrend der Zeit, die man zur Messung der Chemilumineszenz
bendtigt, im wesentlichen konstant bleiben. In diesem Fall
ist (v=Reaktionsgeschwindigkeit)

Vsart = Kstare [INItiator ] =V apbruch * konstant (13)
Fiir den Start nach GI. (5) gilt

k1oki2Kstn [Initiator]
ko(k12+k;1 [Q])

d(hv)/dt=k,, [P*¥] = (14)

Normalerweise ist k11 [Q]> k2, so daBh man Gl. (14) vereinfa-
chen kann zu

kjokyz Ksiare [Initiator]

d(hv)/dt =
(o)t keki:[Q]

(15)
Die Aktivierungsenergie fiir die Chemilumineszenz ist dann
EixEi0+Ei; +Esun—Eo—Eq (16)

Wenn Eo~E|o, dann wird Ej~ Eg,y, weil dic anderen Aus-
driicke fiir gewdhnlich sehr klein sind.
Die Quantenausbeute @ ist pro Radikalkette

d(hv) _ kiokiz

O = =
7 d[Initiator]  ko(kiz+kq;[Q])

{17)

Bei bimolekularem Kettenstart gemif Gl (6) wird der Gl
(15) entsprechende Ausdruck

kioki2k¢[ROOH]?

d(hvydt = L[]_ (18)
kotki2+ki:1 [Q])

mit E;~E ;¢+E;2+E¢~Eg—E 1 ~Esg (19)

Ein weiterer Satz von Gleichungen kann abgeleitet werden,
um die Chemilumineszenz einer Probe wihrend der autokata-
Iytischen Periode der Oxidation vorauszusagen, wenn die Ge-
schwindigkeiten von Sauerstoffaufnahme und Lichtemission
schnell zunehmen. Liuft der Kettenstart nach erster oder
pseudo-erster Ordnung ab, dann ist die Verdopplungszeit fiir
die Intensitidt der Chemilumineszenz durch Gl. (20) gegeben,

n1/2 _(1/2)1/2

n
1/2
kStan n / -1

(n>1) (20)

tyn—ti2n =

worin 1y, die Zeit bedeutet, die nétig ist, um 1/n-tel der
maximalen Chemilumineszenz (Im.y) der Probe zu erreichen.
Bei dieser Ableitung wird angenommen, dal die maximale
Chemilumineszenz einer Radikalkettenldnge von 1 entspricht.

Bei geringer Umsetzung (groBes n) strebt die Verdopplungs-
zeit im unimolekularen Fall gegen Null.

Wenn die autokatalytische Periode der Oxidation mit bimo-
lekularem Kettenstart vonstatten geht [Gl. (6)], dann ergibt
sich fiir die Verdopplungszeit eine kompliziertere Funktion:

. . B k9 1/2 1 | nl/Z_(1/2)1/2 .
tn—ly2n = E ke [R'H] n a2 +1/2In2 (21)
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Fiir sehr geringen Stoffumsatz 146t sich vorhersagen, dal} die
Verdopplungszeit aus Gl. (21) unabhingig von n wird und
sich einem konstanten Wert von 0.347 k§/2/(k}/? - ks[R'H]) ni-
hert.

Ein dritter Satz von Gleichungen gilt, wenn die Oxidations-
geschwindigkeit einen Gleichgewichtszustand (,,steady state®)
erreicht, die Radikalkettenlinge 1 betridgt und die Sauerstoff-
aufnahme der geschwindigkeitsbestimmende Schritt wird!*!l,
Unter diesen Bedingungen ist

2ks[R'O3][R'H] =Ksan [Initiator] (unimolekular) (22)

2kg[R'O3][R'H] =k [ROOH]? (bimolekular) (23)

k&kyok;o[R'H]?

und Ipoy = ———————
ko(ki2+ki1[Q])

(unimolekular) (24)

Im bimolekularen Fall kann Gl. (24) mit einem Faktor 4
angewendet werden. Die Aktivierungsenergie E.., wie man
sie aus einem Arrhenius-Diagramm von Inax erhilt, 148t sich
folgendermaBen darstellen:

Ein.®2Es+E10+E12—~E11 —2E9~2Es—Eo 25)

Die grundlegende Form dieser Ausdriicke bleibt auch in Ge-
genwart einer fluoreszierenden Verbindung erhalten, die Ener-
gie von P* aufnchmen kann, wenn man (in Grenzen) die
genaue Herkunft oder das Schicksal von P* angibt, oder wenn
man (in Grenzen) Einzelheiten beriicksichtigt, wie sie wei-
ter oben erwidhnt wurden. Der beschricbene allgemeine
Mechanismus der Autoxidation ist weitgehend akzep-
tiertt 1*-22; die Art der individuellen Spezies hiingt natiirlich
vom Substrat ab, und die Geschwindigkeitskonstanten werden
durch das Medium beeinfluf3t.

Bei vielen Materialien, besonders bei technisch hergestellten
Mischungen, wire selbst in einfachen Fillen ein erheblicher
Aufwand notwendig, wollte man die einzelnen Schritte der
Autoxidation und der Chemilumineszenzemission aufkldren.
Wir betonen deshalb, daB man streng genommen kaum berech-
tigt ist, diese Gleichungen im Einzelfall anzuwenden; die hier
vorgestellten Beispiele sind lediglich ein Versuch, eine Grund-
lage iiber die bloBe Empirie hinaus zu schaffen. Entsprechend
dem Fortschritt beim Verstindnis von Autoxidation und Che-
milumineszenz kann unsere Betrachtungsweise verfeinert wer-
den. Der Leser sollte durch die mathematischen Formeln
nicht so weit eingeschiichtert werden, daB er einen empirischen
Versuch zur Anwendung dieser Technik unterldfit, die oft
recht nutzbringend ist.

5. Oxidation einfacher Kohlenwasserstoffe

Lundeen und Livingstone'**! sowie Nathan und Menden-
hall**:*31 haben einige der oben angegebenen Gleichungen
auf die Chemilumineszenz angewendet, die von der Oxidation
von Kohlenwasserstoffen herriihrt. Bei der Oxidation von
Tetralin, das 9,10-Diphenylanthracen enthielt, nahm die Licht-
emission von Null bis zu einer konstanten Intensitdt zu (Abb.
2). An diesem Punkt war die Geschwindigkeit der Sauerstoff-
aufnahme ebenfalls etwa konstant. Die Behandlung der MeBer-
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gebnisse!' ™ nach den Gleichungen (20) und (21) ergab die
Kurven in Abbildung 3. Die GroBe L ist wie folgt definiert:

1,11/2 _(1/2)1/2

nl/2__1

-1
L=(tya—ti/20) [m + 1/2ln2] (26)

Es ergibt sich eine vorziigliche Ubereinstimmung der MeBer-
gebnisse mit den Gleichungen auf der Grundlage des bimole-
kularen Kettenstarts [Gl. (21)]; andere Forscher fanden aller-
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Abb. 2. Chemilumineszenz bei der Autoxidation von Tetralin in Gegenwart
von 1073 mol/l 9,10-Diphenylanthracen. (——) Experimentelle Kurve, (——-)
nach Gl. (21) berechnete Kurve.

dings, daB unter den Oxidationsprodukten phenolische Inhibi-
toren vorkommen!'®! und daB die maximale Geschwindigkeit
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Abb. 3. Test auf die Molekularitit der Startschritts der Autoxidation von
Tetralin gemdB den Gleichungen (20) und (21). L ist durch Gl. (26) definiert.

der Sauerstoffaufnahme weit niedriger ist als sie durch andere
experimentelle Befunde vorausgesagt wird!'”), Selbst wenn
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das System erheblich komplizierter ist als unser Reaktionssche-
ma nahelegt, kann die Zeitabhiangigkeit der Chemilumineszenz
fiir die autokatalytische Periode recht gut durch einen einzigen
Parameter beschrieben werden (Abb. 2).

Bei der Oxidation von Tetralin wurde Ey,,,, zu 20.81*3) und
22.7 kcal/mol!*#! bestimmt [siehe Gl. (24)]. Diese Werte sind
verniinftig, da unter diesen Bedingungen Ej,...~2Es—Es be-
trigt [Gl. (25)] und in anderen Untersuchungen''®-!*) Eg ~ 12
kcal/mol und Es=a3 kcal/mol gefunden wurden. Die Che-
milumineszenz von Filmen gereinigten cis-1,4-Polyisoprens
und verwandter Elastomere in Sauerstoff wurde ebenfalls in
unserem Laboratorium studiert?®!. Gleichung (21) beschreibt
die Chemilumineszenz im Anfangsstadium einigermaflen gut,
obwohl die f(A)-Werte — der Anteil der Chemilumineszenz
mit groBeren Wellenldngen als A — von der Reaktionszeit
abhingen; das heilt, daB die Natur des emittierenden Zustan-
des sich im Laufe der Oxidation dndert (Abb. 4).

Mehrere geradkettige Kohlenwasserstoffe zeigen bei der
Oxidation bei hoherer Temperatur eine nicht-lineare Abhéin-
gigkeit der maximalen Intensitdt Imax von 1/T (siehe z. B. Abb.
5). Dieser Befund deutet auf einen Wechsel des chemilumines-
zenz-erzeugenden Reaktionsschrittes bei der Temperatur, die
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Abb. 4. Chemilumineszenz (rechte Ordinate) und f(A)-Werte (linke Ordinate)
von cis-1,4-Polyisopren in Sauerstoff bei 116°C. Zur Ermittiung der f(1)-Werte
wurde die Chemilumineszenz nach Durchtritt durch Filter gemessen, die
fiir Licht mit kiirzeren Wellenldngen als den angegebenen nicht durchléssig
waren.

dem Knick der Kurve entspricht. Das Experiment wurde als
Stiitze fiir die Brauchbarkeit von Kurzpriifungen der Alterung
(accelerated aging tests*) betrachtet, wie sie mit Kohlenwas-
serstoffen wie Diisentreibstoffen bei hohen Temperaturen
durchgefiihrt werden!'*l,

6. Chemilumineszenzuntersuchungen von komplizierten
Materialien

Die meisten nichtmetallischen Stoffe, die von praktischer
Bedeutung sind, haben keine einfache Zusammensetzung. Thr
Chemilumineszenzverhalten ist dagegen oft iiberraschend ein-
fach und als empfindlicher Indikator feiner Anderungen in
den Proben anzusehen.

Bei méfigen Temperaturen bis ca. 45°C ergaben zwei Pro-
ben von Friihstiicksflocken recht gute Geraden im Arrhenius-
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Diagramm fiir die Chemilumineszenzemission. Bei hoherer
Temperatur gemessene Werte lagen allerdings nicht auf der
durch die anderen drei Punkte vorgegebenen Geraden (Abb.
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Abb. 5. Arrhenius-Diagramm der maximalen Chemilumineszenz bei der Aut-
oxidation von n-Dodecan, das 10~ * mol/l 9,10-Diphenylanthracen enthielt,
mit Sauerstoff.

6). Obwohl die Raumbeleuchtung die Chemilumineszenz ver-
stirkte und komplizierte, entspricht die Kurvenform den Er-
fahrungen des Herstellers, daB3 oberhalb 45°C durchgefiihrte
Kurzpriifungen der Alterung keine brauchbaren Ergebnisse
brachten. Es war auch bekannt, daB3 im Laboratorium herge-
stellte Getreideflocken viel weniger stabil sind als das Produkt
aus der Fabrik. Wenn alle anderen Faktoren iibereinstimmen,
dann ist zu erwarten, daBl ein schnellerer Kettenstart eine
entsprechend hohere Chemilumineszenzintensitit zur Folge
hat [Gl. (19)].
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Abb. 6. Arrhenius-Diagramm der Chemilumineszenz von zwei Proben von
Friihstiicksflocken in Sauerstoff. o: Laboratoriumsprodukt, o: Fabrikpro-
dukt, E.: Aktivierungsenergie.

Andererseits wurden fiir die meisten handelsiiblichen Poly-
mere in Sauerstoff zwischen 25 und 100°C lineare Arrhenius-
Diagramme gefunden. Ob sich Kurzpriifungen der Alterung
dieser Substanzen durch diese Ergebnisse rechtfertigen lassen,
bleibt abzuwarten.

Viele Stoffe zeigen nun aber ein kompliziertes Chemilumi-
neszenzverhalten, das nicht zu den Grenzfillen in Bezichung
gesetzt werden kann, fiir die es halbempirische Gleichungen

224

I [Impulse/s}] ——>

gibt. Ein solches Beispiel, das fiir Speisedle typisch ist, zeigt
Abbildung 7. Die Kurve ist interessant, wenn auch das oszillie-
rende Verhalten von einer Vielzahl méglicher Umwandlungen
des Materials herriihren konnte, deren Natur vielleicht nur
mit Hilfe anderer Techniken aufgeklirt werden kann. Kompli-
zierte Diagramme wie dieses sind trotzdem niitzlich, um die
Einheitlichkeit von Materialproben festzustellen, weil die In-
tensitits/Zeit-Kurven in hohem MaB reproduzierbar sind. So
erhielten wir am Battelle-Columbus zwei angeblich gleiche Pro-
ben von nicht ausgehirtetem GieBharz zur Untersuchung. Die
aus den beiden Proben hergestellten Produkte zeigten jedoch
keine dhnliche Langzeit-Bestiandigkeit, und das spiegelt sich
in der Verschiedenheit der Chemilumineszenzspektren wider
(Abb. 8). Spiter ergab sich, daB} in dem schwicher chemilumi-
neszierenden Material eine Komponente fehlte.
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Abb. 7. Chemilumineszenz von Speised! bei 118°C in Sauerstoff.

Vereinfachte Chemilumineszenzspektren konnen dadurch
erhalten werden, daf3 man die Emission in einer inerten Atmo-
sphiire miBt. Unter diesen Bedingungen riihrt das Licht wahr-
scheinlich von vorgebildeten Peroxiden und Hydroperoxiden
her, deren Zerfall Radikale ergibt, die durch Kettenabbruch
auf gleiche Weise in angeregte Zustinde iibergehen konnen
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Abb. 8. Chemilumineszenz von zwei GieBharzen bei 80°C in Sauerstoff.

wie in Gegenwart von Sauerstoff. Die Chemilumineszenz eines
Speisedls unter Argon bei 155°C und deren Verstiarkung durch
9,10-Diphenylanthracen sind in Abbildung 9 gezeigt. Mit einer
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solchen Methode lassen sich Peroxide unterhalb der Grenze
der herkommlichen MeBmethoden nachweisen.

g
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Abb. 9. Chemilumineszenz eines Speisedls unter Argon bei 155°C. Das Ol
war fiinf Wochen an der Luft gealtert worden. a) Reines Ol, b) mit Zusatz
von 0.6 mg 9,10-Diphenylanthracen/ml.

Eine andere Methode, mit der sich niitzliche Informationen
iiber eine Probe gewinnen lassen, besteht darin, daB man
die Chemilumineszenz kalibriert, indem man der Probe eine
bekannte Menge eines Initiators (Radikalstarters) zusetzt. Die
Verstdrkung der Chemilumineszenz sollte nach Gl. (27) der
Konzentration des Initiators proportional sein, wobei vo die
Anfangsgeschwindigkeit im reinen Stoff ist. Vorldufige Ergeb-
nisse mit kleinen Mengen eines Speisedls sind ermutigend
(Abb. 10), obwohl die Versuchsbedingungen nicht optimal
waren.

d(hv) kioki2
dt  ko(kiz+ki1[Q])

(Vo + kstan [Initiator]) @7

In einigen Fillen haben wir Chemilumineszenztechniken ver-
wendet, um Materialverinderungen zu messen, die durch

8

8

I (Impulse/s] ——=
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Abb. 10. Die Technik des Initiatorzusatzes. Beispiel: Zusatz von Azoisobutyro-
nitril (AIBN) zu Speise6! bei 55°C.

nicht-oxidative Reaktionen hervorgerufen wurden. Abbildung
11 zeigt Emissionskurven von Epoxidiiberziigen auf Stahlpro-
ben. Die Uberziige waren verschieden lange bei hoher Tempe-
ratur gehirtet worden. Bei vorschriftsmiBig gehédrtetem Mate-
rial wurde eine viel geringere Gesamtemission als bei zu wenig
gehértetem Material beobachtet, obwohl die Hartungsreaktio-
nen nahezu sicher ionischer Natur sind. In einer &hnlichen
Studie iiber den lichtinduzierten Abbau fanden wir, dal3 die
Chemilumineszenz von Polyethylenrohren nach mehrmonati-
ger Lagerung im Freien an der duBeren Oberfldche doppelt
so groB wie an der inneren Oberfliche war. Dagegen war
die Emission von nicht dem Wetter ausgesetzten Rohren iiber-
all gleich.
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Abb. 11. EinfluB der Hartungszeit auf die Chemilumineszenz eines Epoxid-
iiberzuges auf einer Stahlprobe. Die Proben wurden bei 200°C in Sauerstoff
untersucht. a) zu wenig gehirtet (2.5 min bei 246°C), b) normal gehirtet
(5 min bei 246°C), ¢) zu stark gehirtet (10 min bei 274°C).

7. Die Wirkung von Antioxidantien

In einer klassischen Arbeit iiber Polymere wies Ashby!?!]
auf die Abnahme der Chemilumineszenz von Polypropylen
mit zunehmender Konzentrationen von Antioxidantien hin.
In Abbildung 12 sind die Ergebnisse seiner Untersuchung
des Synergismus zweier Antioxidantien wiedergegeben. Wir
und andere konnten Ashbys Experiment mit anderen Systemen
wiederholen; allerdings zeigte sich, daf3 die Kurvenform von
der speziellen Polymer/Antioxidans-K ombination abhéngt. In
ersten  Versuchen  haben wir Ergebnisse mit
Antioxidans/Speisedl-Kombinationen erhalten, die denen in
Abbildung 12 dhneln.

Die verminderte Emission in Gegenwart von Antioxidantien
kann im Prinzip drei Griinde haben: 1. Quenchen von angereg-
ten Zustinden (P*), 2. andere Reaktionswege fiir den Kettenab-
bruch unter Mitwirkung des Antioxidans, die mit der Bildung
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Abb. 12. Nachweis der synergistischen Effekte von Antioxidantien in Polypro-
pylen (Hercules 6501) bei 143°C durch Chemilumineszenz (nach Ashby [21]).
o: Ohne Antioxidans, m: mit Dilauryl-3,3-thiodipropionat (0.01 %), o: mit
6,6'-Di-tert-butyl-4,4'-thiodi(o-kresol) (0.01 %), o: mit Dilauryl-3,3"-thiodipro-
pionat (0.01%) plus 6,6'-Di-tert-butyl-4,4"-thiodi(o-kresol) (0.01%). Wieder-
gabe mit Erlaubnis des Autors und des Verlages.

von P* konkurrieren und 3. Verringerung von Anzahl und
Lidnge der Radikal-induzierten Kettenreaktionen durch
Abfangen des Initiators und der Peroxy-Radikale, was dann
die Autokatalyse verhindert. Es sind bereits mehrere Methoden
zur Bestimmung der Wirksamkeit von Inhibitoren in fliissigen
Losungen beschrieben worden!*,
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8. Mechanisch und photochemisch induzierte Chemilu-
mineszenz

Polymerchemiker wissen, daB mechanische Beschadigungen
von Gummi und anderen Substanzen zum Bruch von Bindun-
gen und zu Radikalreaktionen fithren. Wir waren nicht iiber-
rascht, als wir fanden, dall die erhohte Chemilumineszenz
vieler Polymerproben vom Abscheuern, Schlagen oder Mahlen
herriihrte. Grabec!2?! berichtete iiber eine Lichtemission beim
Strecken einer Polymerprobe, sah aber diese Erscheinung eher
als Tribolumineszenz denn als Folge einer Oxidationsreaktion
an.
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Abb. 13. Lichtinduzierte Chemilumineszenz eines Sodacrackers bei 25°C
in Luft. a) Einfiihren der Probe in das MeBinstrument, b) Belichten der
Probe.

Wihrend unserer Untersuchungen bemerkten wir, dal3 die
Raumbeleuchtung die  Chemilumineszenzemission von
Speisedl, Getreideprodukten, Harzen und anderen Stoffen ver-
stiarkt. Typisch ist das Abklingen der Chemilumineszenz eines
Sodacrackers (Abb. 13). Das Gebdck war unmittelbar vor
der Messung mit dem Licht einer Blitzlichtlampe bestrahit
worden. Durch das Licht werden wahrscheinlich einige chemi-
sche Bindungen gedffnet; die entstehenden Radikale fiihren
zu einer Kettenreaktion entsprechend Schema 1. Im Sinne
dieses Schemas lidBt sich die Abklingkurve fiir die photoche-
misch oder mechanisch ausgeloste Chemilumineszenz durch
die Gleichungen (28) und (29) beschreiben, wenn die Emission
nach der Bestrahlung vom Ausgangswert (Io) auf einen
konstanten Wert (I..) abfillt'*". Man nimmt an, da der End-
wert der Emission von Resten des Initiators in der Probe
herriihrt. Gleichung (29) beschreibt Kurven wie die in Abbil-
dung 13 im spiteren Stadium des Abklingens recht gut; bei
der Ableitung dieses Ausdrucks nahmen wir an, dafl die Radi-
kale gleichmiiBig iiber den Bereich der Probe verteilt sind,
der dem Photomultiplier zugewandt ist.
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d[ROZ]
dt

—2ko[RO2]*+2ks [Initiator] (28)

1 (L2 + 1) (12 - 167
= n
4kgks[Initiator] (12 —T'2)(112+1¥?)

t (29)

9. Korrelation von Chemilumineszenz und physikali-
schen Eigenschaften; Vorhersagen der Lebensdauer

Die Bedeutung von Methoden zur Bestimmung der Lebens-
dauer technisch hergestellter Materialien hat in den letzten
Jahren stark zugenommen, wofiir teilweise die Fiille der syn-
thetischen Produkte auf dem Markt verantwortlich ist. In
vielen Fillen zieht man einen neuen synthetischen Stoff oder
eine neue Formulierung aus wirtschaftlichen Griinden dem
eingefiihrten Produkt vor, doch ist der Ersatz mit einem Risiko
verbunden, weil das Langzeitverhalten des neuen Produkts
noch nicht bekannt ist. In der Industrie sind viele empirische
Tests entwickelt worden, um Aussagen iiber das Langzeitver-
halten neuer und auch chargenweise nach Routinemethoden
hergestellter Produkte zu erhalten. Viele dieser Tests sind
nur teilweise zufriedenstellend, und doch miissen ihre Ergeb-
nisse nicht selten als Grundlage fiir Entscheidungen von enor-
mer wirtschaftlicher Tragweite herhalten.

Eine Moglichkeit, wie solche Tests aus der Chemilumines-
zenz Nutzen ziehen konnen, bieten die Arrhenius-Diagramme,
die Unstetigkeiten zwischen der Anwendungstemperatur und
der Temperatur, bei der die Alterungstests durchgefiihrt wer-
den, sofort anzeigen. Das war bereits vor unseren Versuchen
mit den Friihstiicksflocken bekannt (Abb. 6), doch konnten
wir unsere Ergebnisse bequemer und in viel kiirzerer Zeit
erhalten. Die Einheitlichkeit innerhalb einer Gruppe von Pro-
ben, deren Alterung gepriift werden soll, kann andererseits
untersucht werden, indem man die Chemilumineszenz wih-
rend des gesamten Tests verfolgt. Chemische Unterschiede
von Charge zu Charge oder eine unterschiedliche Vorbehand-
lung der Produkte (Abb. 8 und 11) lassen sich oft in kurzer
Zeit erkennen.

Ein anderer Weg wurde am Battelle-Columbus bei Experi-
menten beschritten, bei denen anhand der Chemilumineszenz
der Abbau von Polyurethanen studiert wurde. Wir nahmen an,
daB eine bimolekulare Startreaktion [Gl. (6)] stattfand, daB
die wirksame Konzentration an abstrahierbaren Wasserstoff-
atomen im Polymer konstant blieb und daBl die Autoxida-
tionsprodukte nicht stéren. Durch Umformung von Gl. (18)
erhalten wir

[ROOH]=(ko)!'*/(q1ke)"/* mit q1=kjoki2/(ko+ki:[Q]) (30)

Aus Gleichgewichts(,,steady-state”)-Beziechungen ergibt sich
—d[0;]/dt=vo, =ks(ke/ks)"2[ROOH][R'H] (31)

Die Gleichungen (18), (30) und (31) lassen sich zusammenfassen
zu

ks[R'H ks[R'H
VO /Vhy = BE/Z ! = 8|[2 1 ! (32)
q1(ke/ko)/?[ROOH] qi*1'z
ks[R'H]IY?
oder Vo, = %: qzll/l (33)
qi’
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Fiir einen konstanten Wert von I ist
Ea(vo.,/vhv)® Es —1/2E,, (34)

Diese Gleichung erlaubt uns eine Korrektur der bei verschiede-
nen Temperaturen gemessenen Chemilumineszenz beziiglich
der unterschiedlichen Radikalkettenldnge. Wir schitzen, da
Eg~12+1 kcal/mol und E;, >0 kcal/mol betrigt, was fiir E,
(voa/Vhv) 12 kcal/mol ergibt.
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Abb. 14. Chemilumineszenz (angegeben als ['/2) einer Polyurethanprobe bei
40 und bei 60°C in Luft.

Da die Sauerstoffaufnahme nach Berechnungen von I'/?
abhingt, ermittelten wir diesen Wert als Funktion der Zeit
bei mehrtigigen Kurzpriifungen der Alterung von Polyurethan
bei 60°C (Abb. 14). Bei 40°C betrug Ip 6.5+1 Impulse/s;
aus dem Chemilumineszenzverhalten bei hSheren Temperatu-
ren schlossen wir, daB dieser Wert iiber lange Zeit relativ kon-
stant ist. Die Fldche unter der 60°C-Kurve (fiir 7 Tage) in
Abbildung 14 umfaBt 39 willkiirliche Einheiten. Dem entspre-
chen [nach Korrektur fiir die Aktivierungsenergie gemiB GI.
(34)] 124 Einheiten bei 40°C. Eine 39 Einheiten groBe Fliche
wird bei 40°C nach 124/(6.5+1)Y2=49+4 Tagen erreicht.
Das bedeutet, dal bei 40°C in 49 Tagen die gleiche Menge
Sauerstoff aufgenommen wird wie bei 60°C in 7 Tagen. Wir
mdchten aber darauf hinweisen, dal diese Betrachtungsweise
einige Annahmen iiber den Oxidationsmechanismus enthilt,
die noch nicht bewiesen sind.
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Abb. 15. Proportionalitiit zwischen Chemilumineszenz und Zugfestigkeit von
Naturgummi aus Malaysia bei 125°C in Luft. Fiir die Alterungswerte danken
wir §. C. Teo. Die Proben wurden bei 70°C untersucht, nachdem sie O,
6, 24 und 48 Stunden bei 125°C gehalten worden waren. [iwi: Gesamtche-
milumineszenz.

Wir haben auch mit Untersuchungen begonnen, die eine
Korrelation der physikalischen Eigenschaften von Polymeren

mit der Chemilumineszenzemission ermoglichen sollen. Die
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Oxidation vieler polymerer Substanzen ist sowohl von Vernet-
zung als auch von Kettenbruch begleitet. Das jeweilige Aus-
maf ist der Anzahl der Radikalketten in der Probe und damit
der gesamten Chemilumineszenzemission proportional. Diese

tan 8 bei 105! ——
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Abb. 16. Korrelation zwischen Chemilumineszenz und Verlustfaktor (tan8)
von General Electric Silicone W-96. Die Proben wurden 0, 0.45 und 6 Stunden
bei 193°C in Sauerstoff gealtert. liwi: Gesamtchemilumineszenz.

Uberlegungen lassen zwar die detaillierten morphologischen
Anderungen auBer Betracht, die mit anderen Techniken beob-
achtet werden konnen, doch unter geeigneten Bedingungen
(Abb. 15 und 16) ergeben sich Bezichungen zwischen der Ge-
samtchemilumineszenz (Iy.1n1) und physikalischen Veridnderun-
gen in der Probe, die wahrscheinlich von Radikalreaktionen
hervorgerufen werden.

10. Zusammenfassung

Die groBe Vielseitigkeit der Chemilumineszenzmethoden
kann man selbst aus den wenigen Beispielen ersehen, die
wir hier diskutiert haben. Die Apparaturen fiir die Messung
der Chemilumineszenz sind recht einfach und zuverlissig, so-
wie sehr empfindlich und iiber viele GréBenordnungen hinweg
genau, und eine besondere Geschicklichkeit bei der Probenvor-
bereitung ist im allgemeinen nicht notwendig. Die Methode
kann mit gleichem Erfolg sowohl als elegantes Hilfsmittel
fiir mechanistische Studien als auch zur zerstorungsfreien Qua-
litdtskontrolle von Industrieprodukten dienen.

Die Anwendung der Chemilumineszenz zur Untersuchung
von Anderungen in Materialien (Polymerabbau, Aromaverlust
in Lebensmitteln, etc.) lauft im groBen und ganzen darauf
hinaus, Bedingungen zu finden, unter denen die Lichtemission
in Beziehung zu der Eigenschaft steht, fiir die man sich interes-
siert. Die Suche wird nicht selten empirisch und mit Hilfe
plausibler Annahmen iiber die Natur und das Verhalten des
zu untersuchenden Materials betrieben. Wenn auch die Aussa-
gekraft hiufig darunter leidet, daB Einzelheiten iiber eine Probe
nicht bekannt sind, haben die Ergebnisse von Chemilumines-
zenzstudien dieser Art doch meistens unsere Erwartungen
iibertroffen.

Das Battelle-Chemilumineszenzprogramm wurde in den letzten
fiinf Jahren unterstiitzt vom Battelle Institute Program, von
der National Aeronautics and Space Administration, dem Naval
Air Systems Command und von vielen Industriefirmen, von denen
es einige gestatteten, Einzelheiten aus laufenden und abgeschlos-
senen Projekten zu verdffentlichen. Mitarbeiter am Battelle-Co-
lumbus, die wihrend der letzten Zeir wichtige Beitrige auf dem
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hier besprochenen Gebiet leisteten, sind Dr. Albert H. Adelman,
Dr. Gerald W, Lundeen und Dr. Richard A. Nathan.

Eingegangen am 24. Mai 1976,
erginzt am 1. September 1976 [A 159]
Ubersetzt von Dr. Hermann Daum, Schwetzingen
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Sekundir- und Tertidrstruktur von Polysacchariden in Losungen und

in Gelen

Von David A. Rees und E. Jane Welsh["!

Viele Polysaccharidketten konnen geordnete helicale und bandartige Sekundirstrukturen

annehmen. Es scheint jedoch, daB3 die Ketten héufig so steif und gestreckt sind, daB3 kooperative
Wechselwirkungen, die fiir die Stabilitét in einer Losungsmittelumgebung nétig sind, nur zustan-
dekommen konnen, wenn intercatenare und intracatenare Wechselwirkungen begiinstigt sind.
Deshalb finden wir iiblicherweise zwei- oder mehrstringige Assoziationen von Helices oder
Bindern oder von Helices mit Bidndern. Diese Assoziationen kdnnen als Tertidrstruktur oder
hohere Strukturen aufgefaBt werden. Fiir eine geordnete Sekundérstruktur ist eine sich regelmi Big
wiederholende Aufeinanderfolge von Zuckerresten charakteristisch. Ein Abbruch dieser Sequenz
durch Einbau eines andersartigen Zuckerrestes kann zugleich mit der Sekundirstruktur die
Assoziationen beenden, an denen diese beteiligt ist. Die Assoziation zu Tertidrstrukturen bewirkt
die Verkniipfung nativer Polysaccharide zu dreidimensionalen Netzwerken oder Gelen — dem
Zustand, in dem die Polysaccharide in der Natur fiir die Aufrechterhaltung der Hydratation
und des Zusammenhalts biologischer Gewebe sorgen. Bei einigen Polysacchariden sind Enzyme
fiir die biologische Kontrolie der Netzwerkeigenschaften und der Netzwerktopologie verantwort-
lich. Diese Enzyme modifizieren Zuckerreste auf der Stufe des Polymers und dndern dadurch

die Anordnung der ,,unterbrechenden“ Zuckerreste.

1. Einleitung

Die Vorstellung einer Primar-, Sekundédr- und Tertidrstruk-
tur hat fiir Polysaccharide im wesentlichen dieselbe Bedeutung
wie fiir Proteine und andere Biopolymere; man erhélt dadurch
eine bequeme Moglichkeit, verschiedene Stufen in der Organi-
sation der Strukturen zu unterscheiden. Die Primérstruktur
beschreibt die Sequenz kovalent verkniipfter Monomereinhei-
ten in der Kette. Jede geometrisch regelmifBige Anordnung

[*] Dr. D. A. Rees, E. J. Welsh
Biosciences Division, Unilever Research
Colworth House
Sharnbrook, Bedford MK44 1LQ (England)
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dieser Sequenz im Raum wird als Sekundarstruktur bezeichnet.
Die Tertidrstruktur ist durch die Art definiert, in der sich
diese Anordnungen zu einem kompakten Ganzen zusammen-
fiigen. Bei Polypeptiden und Proteinen sind die a-Helix und
die B-Faltblattstruktur bekannte Beispiele fiir Sekundérstruk-
turen, wiihrend die Gesamtform einer globuldren Untereinheit
ein Beispiel fiir die Tertidirstruktur bildet. Analog dazu sind
bei Polysacchariden helicale und bandartige Sekundarstruktu-
ren bekannt, von denen einige in dieser Arbeit beschrieben
werden. Diese Strukturen kénnen sich zu héheren Ordnungs-
zustdnden zusammenfiigen, z. B. zu Doppelhelices und zu Ag-
gregaten von Helices und Bindern, die man als Tertidrstruktu-
ren und Strukturen hoherer Ordnung ansehen kann.
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