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Die Mikroanalysen verdanken wir unserm mikrosnalytischen Laboratorium unter 

Die UV.-Spektren wurden zum Teil auf einem Beckman-DK-2-Spektrographen 

Die 1R.-Spektren wurden auf einem Spektrographen Perkin-Elmer, Model1 21, auf- 

Leitung von Herrn Dr. H .  Wagner. 

registriert, zum Teil mit einem Beckman-DU- Spektrographen punktweise gemessen. 

genommen (NaC1-Prisma, Resolution 927, Speed 1 Min./p, Suppr. 2, Response 1-1). 

SUMMARY. 

The pK values (in methylcellosolve), the ultraviolet and infrared 
spectra of a number of pyrazolidine-3, 5-,dione derivatives and some 
related compounds have been measured and are discussed. 

These data are used t o  prove the structure of y-hydroxy-phenyl- 
butazone [I, 2-diphenyl-4-( y-hydroxy-n-butyl)-pyrazolidine-3,5-dione] 
(11). This compound rearranges easily and reversibly to d-caprolactone- 
a-carboxy-N, N’-diphenylhydrazide (V). 

Wissenschadtliche Laboratorien und analytisches Laboratorium 
der Firma J .  R. Geigy AG., Basel. 

51. Uber eine Methode zur Analyse 14C-markierter Verbindungen 
durch nasse Verbrennung 

von J. Rutschmann und W. SchSniger. 
(25. I. 57.) 

Vor einigen Jahren hat eine Arbeitsgruppe des Brookhaven Na- 
tional Laboratory1) eine Methode zur Analyse von l4C-markierten 
Verbindungen beschrieben, bei der man die Substanz im Sauerstoff- 
strom verbrennt, aus den Verbrennungsgasen das Wasser und das 
Kohlendioxyd unter vermindertem Druck fraktioniert kondensiert 
und nacheinander manometrisch bestimmt. Die Radioaktivitat des 
Kohlendioxyds wird anschliessend z. B. in einem Gaszahlrohr gemes- 
sen. Wir haben nun diese elegante Methode, die sich in unserem Labo- 
ratorium in leicht abgeanderter Form2) ausserordentlich bewahrt hat, 
fur die Analyse von biologischem Material und von Losungen durch 
Kombination mit der nassen Verbrennung nach van N y k e  abgeandert 

1) R. C. Anderson, Y .  Delabarre & A. A. Bothner-By, Anal. Chemistry 24,1298 (1952). 
z, Wir beniitzen die in der C- H-Mikroanalyse allgemein verwendete Verbrennungs- 

rohr-Fullung nach Pregl. Es erwies sich, dass die darin zur Reduktion der Stickoxyde 
enthaltene Bleidioxydzone bei 150° auch unter den Bedingungen der vorliegenden Me- 
thode (Hochvalmum) ihren Zweck zufriedenstellend erfiillt und dam gute C, H-Werte 
erhalten werden. Durcli diese Anderung wird der von Anderson fur die Verbrennung von 
stickstoff haltigen Substanzen vorgeschriebene, relativ komplizierte Kupferreduktor iiber- 
fliissig ; samtliche Substanzen konnen nach der sellsen Technik verbrannt werden, und die 
Analysen werden wesentlich abgekiirzt und vereinfacht. 
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und vereinfacht. Wir berichten im folgenden uber die von uns seit 
mehr als zwei Jahren verwendete Apparatur und Analysentechnik. 

Die V e r b r e n n u n g s a p p a r a t u r  (Fig. 1) entspricht im Kondensations- und Mess- 
teil (links von Hahn 2) bis auf einige konstruktive Verbesserungen an Kiihlfallen und 
Hahnen den Angaben von Anderson und Mitarb. Das hier nur angedeutete Zweifliissig- 
keitsmanometer G wurde weitgehend nach deren Vorschrift hergestellt. Da auf den Was- 
serstoff'wert bei der nassen Verbrennung verzichtet werden muss, ist die Falle C standig 
mit Kohlendioxydschnee-Aceton auf - SOo gekiihlt und dient zur Kondensation von 
Verunreinigungen des Kohlendioxyds. 

Der Verbrennungsteil besteht aus dem kippbaren Oxydationsgefass A (vgl. auch 
Fig. 3), der Sauerstoffzuleitung und einem Quarzverbrennungsrohr, dessen auf 700° ge- 
heizte Zone mit zwei je 3 cm langen Schichten von Kupferoxyd und dazwischen mit 3 cm 
platinierter Quarzwolle gefullt ist. Anschlicssend ist eine 5 cm lange Rolle von Silber- 
drahtnetz angebracht. Dieses Verbrennungsrohr sichert die vollstandige Verbrennung 
fliichtiger Zersetzungsprodukte (CO, Essigslure, Methan), die bei der nassen Oxydation 
gewisser Verbindungen entstehen konnen3). 

In  Fig. 2 ist die kleine Apparatur abgebildet, die uns zum bequemen Aufbewahren 
und Abfiillen der hygroskopischen Oxydationsmischung dient. Fig. 3 zeigt ein fur die 
Analyse gefiilltes Kippkolbchen. 

I I  t Druckluf t 
Fig. 2. 

Abful lgefass  fiir Oxydat ionsmischung.  

Als Vakuumpumpe dient eine rotierende, zweistufige Olpumpe init Gasballast 
(Model1 Lefjbold D a), welche iiber die immer mit fliissiger Luft gekuhlte Falle E mit der 
Apparatut verbunden ist. Das benotigte Vakuum betragt 0,005-0,001 mm Hg. 

An a1 y s e n m e t h o d e : Reagentien : 1. Schwefelsaure-Phosphors8ure-Mischung nach 
wan Slyke und Mitarb.4). - 2. Kaliumjodat-Kaliumdichromat-Mischung 2 :14). - Sauer- 
stoff, iibcr CuO bei 500° iind Natronkalk gereinigt. 

~ .~ - 

3, H .  Lieb & H .  G. Krainick, Mikrochem. 9, 367 (1931). 
4, D. U .  Van Slyke, J .  Plazin dk J .  It. Weisiger, J. biol. Chemistry 191, 299 (1951). 
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Ausgungsluge (vgl. Fig. 1) : Die Falle E ist in flussiger Luft, die Falle C in Trockeneis- 
Aceton gekiihlt. Ein Zahlrohr wird bei F angeschlossen. Die Hahne 1,4,5,  6 und der Zahl- 
rohrhahn sind offen, der Dreiweghahn 3 in Stellung a und der Hahn 2 geschlossen. Man 
pumpt bis 0,005 mm (3-5 Min.) und notiert zur KontrolIe den Leerstand des Manometers. 

Fullung des Kippkolbchens (vgl. Fig. 3) : Feste Substanzen werden im Platinschiffchen 
eingewogen und in den weiteren Schenkel des Kolbchens eingeworfen. Von Losungen 
werden 1 oder 2 om3 mit der Pipette eingefiillt und im Vakuum eingedampft (event. Ge- 
friertrocknung). Dann werden 300 mg festes Oxydationsgemisch (angenahert mit einem 
Messloffelchen aus Glas dosiert) beigefugt. Die Kappe B wird vom Abfullgeriit (Fig. 2) 
abgenommen, das Rohrchen in die Offnung des Kippkolbchens eingefuhrt und durch 
Zudriicken des Gummischlauches A die Saure zum Ausfliessen in den mit einer 2-cmS- 
Marke versehenen, engeren Schenkel gebracht. Das Kolbchen wird in der Stellung von 
Fig. 3 an die Verbrennungsapparatur angeschlossen (Fig. 1, A), nachdem man den Schliff 
mit wenig Apiezon gefettet hat; bei fluchtigen Analysensubstanzen wird der grossere Schen- 
kel mit Trockeneis-Aceton gekiihlt. Man schliesst 1 und 6, offnet 2 und pumpt 3 Min. 

Oxydat ionskolbchen .  

Verbrennung : Man schliesst 4 und lasst durch vorsichtiges Drehen des geritzten 
Hahnes 1 Sauerstoff bis zu einem Manometerstand von 20-25 em eintreten. Dann 
schliesst man 1 und 2, offnet 6 und pumpt den Messteil der Apparatur wiihrend der 
nun folgenden Verbrennung wieder aus ( 3 4  Min.). 

Das Oxydationskolbchen wird gekippt, bis der grossere Schenkel senkrecht steht 
und die Skure in diesen fliesst. Man erhitzt, anfangs vorsichtig, mit einer leicht bewegten 
Mikroflamme 3 Min. zum Kochen, so dass die SIure bis fast zur Offnung des Kolbchens 
hinaufsiedet. Man schliesst 6, kiihlt Falle D mit fliissiger Luft und liisst nun die Verbren- 
nungsgase durch sehr vorsichtiges Offnen von 2 (geritzt) ausstromen, so dass das Mano- 
meter nie mehr als 2,5 cm uber seinen Leerstand steigt. Man evakuiert bei voll geoffnetem 
Hahn 2 wiihrend 3 Min., schliesst diesen dann und pumpt noch 1 Min. 

Messung: Man liest den Leerstand des Manometers ab (Stand 0) ,  bringt darauf den 
Dreiweghahn 3 in Stellung b ,  entfernt die Kiihlung von. D und erwiirmt die Falle durch 
Eintauchen in Wasser von Zimmertemperatur. Nach 1 Min. wird der Manometerstand 
abgelesen (Stand 1). Nun offnet man 6, kiihlt den untersten Teil des Ziihlrohres mit flus- 
siger Luft, schliesst nach 1 Min. 6 wieder und liest den Manometerstand ab (Stand 2)5) .  

Nun wird der Ziihlrohrhahn (vgl. die folgende Mitt.) um 180° gedreht und das Zilhl- 
rohr kann abgenommen werden. Es ist nach Auffullen mit Argon-Methan 9 : 1 auf Atmo- 
sphiirendruck im wesentlichen zur Zlihlung bereit. 

An der Verbrennungsapparatur offnet man Hahn I, nimmt das Kippkolbchen A ab 
und schliesst bei F ein neues Zahlrohr an, worauf die Hahne wieder in Ausgangsstellung 
gebracht werden. 

5,  Wenn dieser mehr als einige mm iiber Stand 0 liegt, muss mit der Anwesenheit 
nicht kondensierbarer Gase infolge Undichtigkeit der Apparatur gerechnet werden, wo- 
durch natiirlich die Transfergeschwindigkeit des Kohlendioxyds durch die Kapillare in 
das Zahlrohr wesentlich vermindert wird. 
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Bei der Analyse von Substanzen hoher Ahtivitait (Zahlungen von 
ca. 15000 cpm und mehr) empfiehlt es sich, die Pumpzeit f i b  das 
Zahlrohr am Anfang der Analyse um einige Min. zu verlangern. Unter 
diesen Umstanden ist auch bei den hochsten Aktivitaten, die mit der 
verwendeten Zahlanordnung ohne wesentliche Koinzidenzverluste 
noch gemessen werden konnen (200 000 cpm) bei einer anschliessenden 
Background-Bestimmung rnit Verbrennung inaktiver Substanz kein 
,,Memory-Effekt" der Apparatur festzustellen. 

Die Analysen werden mit Einwagen von 2 -8 mg, am besten mit 
3 -5 mg Substanz durchgefuhrt. Bei verd. Losungen wird das Trok- 
kengewicht durch Zugabe eines inaktiven Tragers in passender Menge 
erganzt. Es ist im Prinzip moglich, die fur eine Analyse notige Sub- 
stanzmenge zu verkleinern, wenn die Empfindlichkeit des Manometer- 
teils durch Aussehaltung des Raumes H (Schliessen von 5 )  gesteigert 
wird. I n  diesem Falle ist natiirlich eine neue Eichung des Manometers 
vorzunehmen. 

Das Manometer wird durch eine Serie von Testverbrennungen 
(Benzoesaure) geeicht, so dass die Steighohe S pro mg Kohlenstoff 
bekannt ist. Der Kohlenstoffgehalt einer Einwaage E ist dann 

und die in  das ZBhlrohr iibergefuhrte Menge Kohlenstoff 

Die spezifische Aktivitiit einer Substanz in cpm/mg ergibt sich zu 

(Stand 1 - Stand 0) 100jS x E yo 

(Stand 1 - Stand 2) jS  mg. 

(Z - BG) F 
E 

Stand 1 - Stand 0 
Stand 1 - Stand 2 cpm/mg 9 

x--------- spez. Akt. = 

work Z = Zahlung in cpm, BG = Background in cpm und F die 
Rohrkonstante (vgl. folgende Arbeit) ist. 

Die erhaltenen C-Analysenwerte sind auf 0,3 yo genau. Es gibt 
Substanzen, z.  B. Polynitro-polyhalogen-benzole, die sich nicht nass ver- 
brennen lassen, sondern beim Erhitzen der Saure in den kalten Teil des 
Verbrennungssystems abdestillieren. Nitroverbindungen (z. B. Pikrin- 
und Pikrolonsaure) ergeben zu hohe C-Werte, da die Stickoxyde teil- 
weise mit dem Kohlendioxyd kondensiert werden. Diese Einschrank- 
ungen der Methode spielen aber bei biochemischen Arbeiten keine Rolle. 

Bei geschickter Zeiteinteilung dauert eine Analyse ohne Zahlung 
1 7  -20 Min. 

Z us  a m m  e nf a s sung. 
Es wird eine Apparatur beschrieben, mit der eine schnelle und 

genaue Restimmung des Kohlenstoffes und der l4C-RadioaktivitBt in 
festen oder flussigcn Substanzen, Losungen und in biologischem Ma- 
terial ausgefuhrt werden kann. 

Pharmazcutisch-cheniisches Laboratorium 
flandox, Basel. 


