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In der Papierchromatographie anorganischer und organischer Phosphorverbinclungen 
zeichnet sich eine gewisse Standardisierung der Arbeitsmethoden ab. Gleichzeitig 
werclen die Verfahren in steigendem Masse zur Ltisung spezieller Aufgaben herange- 
zogen. In der vorliegenden ubersicht wird versucht, die Anwendungsbereiche der 
verschiedenen Verf ahren gegeneinander abzugrenzen. 

A. Allgemeiner Teil 
13. Die Papierchromatographie anorganischer Phosphorverbindungen 
I. Die kondensierten Phosphate 
2. Phosphor-Sauerstoffverbindungen niederer Wertigkeitsstufen 

t\. ALLGBMIZINER TE;IL 

Eine spezielle Methode der Papierchromatographie clarf als 1eistungsfZhig gelten, 
wenn eine scharfe Trennung der Substanzen erreicht wird und die Z+Werte bei der 
Reproduktion unter konstanten Bedingungen innerhalb eines gewissen Fehlcrbereichs 
gleich bleiben. Ganz allgemein miissen zur Reproduzierbarkeit der XI;1-Werte einige 
Bedingungen erfiillt seinlv 2. 

(t+) Temperaturkonstanz & 0.5” im Chromatographieraum. Das Auftrcten eines 
Temperaturgradienten im ChromatographiegefZss kann zu unregelm%ssiger Wanderung 
der L6sungsmittelfront Anlass geben. Da der Verteilungsquotient eine Funktion der 
Temperatur clarstellt3, ist die Zusammensetzung gesgttigter Phasen temperatur- 
abhgngig. Anderungen der Zusammensetzung eines Lijsungsmittels bringen aber 
betr~chtliche Abweichungen der Xp-Werte mit sich. Bei der Verwendung von Ge- 
mischen mit leichtfliichtigen Bestandteilen (Ather, konz. Ammoniak, &hylformiat, 
Methanol) und leicht veresternder Ssure-All~oholgemiscl~e sollte die Arbeitstemperatur 
unterhalb 15” liegen. 

(b) Bei j edem Chromatogramm muss mindestens eine Vergleichssubstanz 

(Leitchromatogramm) mitlaufen. 
Trcten bei einem Lijsungsmittel Abweichungen > 0.02 vom gewiihnlichen Xr;l- 

c Wert einer Leitsubstanz auf, so sollte das L&ungsmittelgemisch erneuert werden. 
In der Papierchromatographie der Phosphorverbindungen muss man allerdings 

h&ufig mit grijsseren, Abweichungen (0.05 Einh.) rechnen2. 

Literatur S. 409/4x0. 
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(c) Die Lijsungsmittelgemisclze sollen bei cler Temperatur des Chromatographie- 
raumes angesetzt und such dort aufbewahrt werden. Der erste Lauf eines frisch 
angesetzten L6sungsmittel.s wird besser nicht ausgewertet ; erst beim zweiten Lauf ‘. 
sind die Rp-Werte verl&slich.. Die Gemische kijnnen in der Regel mehrere Tage benutzt at 
werden, aber au& bei Reihenuntersuchungen nicht 6fter als 7-S mal”. 

(d) Nach ,MBglichkeit sollen gleichbleibende Laufzeiten (Steighijhen) eingehalten 
werden. Die Zusammensetzung und Dicke einer aufsteigenden Fliissigl~eitsschicht 
kann nicht iiber die ganze Laufstrecke als konstant angenomm.en werden. Daraus 
ergibt sich eine Abhgngigkeit der Rp-Werte von der Steightihe der Front”. 

(e) Die meisten der hier behandelten ~Iethoclen s&en lceinc Aquilibrierung der 
chromatographischen Papiere vor. 

(f) Urn vergleichbare RF-Werte zu erhalten, verwendet man Papiere der gleichen 
Fertigungsserie. 

In einigen neueren Arbeiten werden die Mijglichkeiten gepriift, TrennscllKrfe und 
Wanderungsgeschwindigkeit durch eine bestimmte Formgebung des Papiers zu 
beeinflussenGt7. 

Paj?k~fonnelz 

Die einfachste und verbreitetste Form stellt cler in rechteckige Streifen geschnittene 
Papierbogen clar (Fig. I, Form I). Bei dieser Form beobachtet man Rundflecke ocler 
eine bevorzugte Ausdehnung der Fleclce in der Wanderungsrichtung. 

Eine absch3tzende Rechnung, die von den Standardbedingungen (I-Z mm” 
einer I o/O L8sung berechnet auf P ergibt einen Fleck von 1.7-2.2 cm Radius; 25 cm’ 

*_- ___ x 60mm y StAr 
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Steighijhe der Front ab Startpunkt) ausgeht, fordert-urn eine uberlappung der 
Fleclce zu vermeiden -einen Mindestunterschied der Rp-Werte von 0.055, In der 
Praxis ist die Trennung oft fiir Substanzen mit einer Rp-Wertdifferenz von o.o6-0.09 
recht ‘unvollkommen’. 

THILO UND GRUNZE’ fiihren die Zungenform (F&m z)Rq8 in die Chromatographie 

c&x Phosphate ein . Bei Anwenclung dieser Form liegt die Hauptausdehnung des 
Flecks parallel zur L&ungsmittelfront, also senkrecht zur Wanderungsrichtung. 

Die Trennschgrfe ist gegeniiber Form I erheblich verbessert, man muss aber mit 
einer verlgngerten Laufzeit rechnen. 

Fiir die absteigkxle Chromatographie bietet eine von SCHWERDTFEGER~ vor- 
geschlagene Form (Form 3) einen erhijhtenTrenneffekt bei wenig verlsngerter Laufzeit, 

Wir untersuchten verschieclene neue Formen unter dem Gesichtspunkt der 
crrcichten Trennschgrfe, des Arbeitsaufwands und der verlgngerten Laufzeit auf ihre 
Brauchbarkeit. 

Alle neuen Formen haben gemeinsam, dass die Wanderung cles Lasungsmittels 
betrachtet werden kann als ein Vorgang, wie er sich 2hnlich im Rundfilterchromato- 
gramm abspielt. Das Lasungsmittel durchwandert, von einem Mittelpunltt ausgehend, 
ein Kreissegment, erfasst die aufgetragene Substanz und gibt dabei Anlass zu dem 
belcannten Verdiinnungseflel<tlo. 

Auf Grund kieser Vorstellung w&hlten wir eine Form (Form 4), die nach unseren 
Erfahrungen Vorteile gegeniiber den friiheren Formen aufweist. Auch hier werden 
optimale Trennungen mit der Rundfiltermethode erreichtllp 40, 

Tre?znsclzdrfe l#~ttl Form deer Flecke. Sliirwgen 

Substanzk mit einem lip-Wert < 0.6 treten bei Anwendung der neuen Formen; falls 
sie von niitwandernden Substanzen unbeeinflusst bleiben, in einer charalcteristischen 
Nierenform auf (s. Form 4). Bei Substanzen mit einem hohen Rp-Wert, insbesondere 
bei Substanzen, die in Front wandern, entartet der Fleck zu einer geraden Linie. 

RR-Werte und Form der Fleck ltijnnen beeinflusst werden clurch VerdrUgungs- 
und Randeffekte, 

Bei unseren vntersuchungen zur chromatographischen Identifizierung von 
Realctionsprodukten mit aliquoten Anteilen konnten deutliche Verdr5ngungseffekte 
beobachtet werden. Die Fleclte verteilten sich dabei im Sinne masimaler Trennung, 
d.11. sie nahmen clie Form und Flkhe an, clie eine uberlappung vermied. Ein typisches 
Verdr8ngungschromatogramm kann auftreten bei Substanzen, die unter den Be- 
dingungen der Chromatographie Hydrolyse erleiden. 

Auf den gusseren Bahnen der Chromatogramme, die den Gefkisswtiden am 
nkhsten kommen, beobachtet man bisweilen Verschiebung und Verlagerung der in 
Randn~he wandernden Substanzen zum Rand hin oder ein ungleichm%ssiges Fort- 

7 schreiten cler LBsung~mittelfront. 
Bei niederer Arbeitstemperatur tritt dieser, wohl durch Temperatureinfliisse 

mitverursachte Effekt zuriick. 

Lz’lcralzw S. qg/djro. 
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Bei analytisch wichtigen Chromatogrammen empfiehlt es sich daher, die beiden 
Aussenbahnen nicht zu verwendena. 

Die quantitative Chromatographie vermeidet Stirjrungen dieser Art durch folgende ,:; 
Anordnung der Substanzen : 

Die eine Aussenbahn l$eibt frei, die andere Aussenbahn wird mit der TestlBsung, 
die daran anschliessende, innere Bahn mit der Untersuchungslijsung besetzt. Zwischen 
diesem sogenannten Teststreifen, der fiir sich entwiclcelt wird und den Bahnen, die 
quantitativ ausgewertet werden sollen, bleibt wieder eine Bahn frei4. 

Eine ganze Reihe sttirender Effekte machen sic11 in der Papierchromatographie von 
Phosphorverbindungen bemerlcbar. . 

(4 
w 
(4 
(4 
(4 
( f) 
zu 

uberladen der Flecke (overloading) 129 18 
Streifenbildung (streaking) 
Verzljgerungsschatten (lagging shadows)1“ 
Schwkze (tailing) 
Doppelflecke, Mehrfachflecke (multiple zones) 
Hemmung, Verbleiben am Start. 
(a). Ionische Substanzen diirfen nur bis zu einer gewissen, individuell ver- 

schiedenen Menge aufgetragen werden, sonst treten Stijrungen durch den uberladungs- 
effekt auf. Man nimmt an, class iiber die Laufstreclce des Chromatogramms in der 
Laufrichtung ein kontinuierlicher Abfall des Wassergehalts auftreten mfisstel”. Eine 
hohe Ionenkonzentration an irgend einer Stelle bringt nach dieser Auffassung einen 
hijheren Wassergehalt an dieser Stelle und eine vergnderte Verteilung mit sich. Die 
&-Werte liegen in diesem Falle zu ho&. Der untere Rand des Flecks entspricht der 
normalen Wanderung, wghrend der Schwerpunkt und die obere Grenze stark variieren 
k6nnen1°. Wenn der Wassergehalt lcontinuierlich abnimmt, kann man verstehen, dass 
schwerer lijsliche Sake allmkihlich ausfallen und damit Streifenbildung einsetzt. 

Streifenbildung ergibt sich such, wenn das Ltisungsmittel zu schnell wandert und 
es nicht zur Einstellung des Verteilungsgleichgewichts kommt. 

Ein weiterer ‘;ij‘berladungseffekt tritt such bei nichtionisierten Substanzen aufl2. 
Das wandernde Lijsungsmittel lcann die aufgetragenen Substanzen nur bis zu einer 
bestimmten Konzentration mit sich fiihren. Wird diese Konzentration iiberschritten, 
so bleibt die iiberschiissige Substanz zuriick und bildet “Schatten” aus. 

Stiirwngen, die durck IO&Z verzwsnclzt zererde~~. Die oben beschriebenen stijrenden 
Effelcten kiSnnen aber such von der Einwirkung mehrwertiger Ionen herriihren. 

Das gewehnliche Rild der von Fremdionen verursachten Stijrungen sind vcr- 
waschene, schlecht getrcnnte Flecke, die meistens irgendwie deformiert sind (Hufeisen 
etc.), Wahrscheinlich gehen such die Aufspaltungen der Flecke auf diese Ursa&e 
zu,riick. St&ende Kationen treten (I) als Spuren im Pspier, (2) als Lijsungsmittel- ‘:> 
genossen, der Phosphorverbindungen oder (3) als Kationen der Phosphate auf. Zur 
Entfernung st6render Ionen im Papier wird das Papier-meist mit !%iurezusatz~ 

Literalur S. 40g/4ro. 
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gcwaschen. Bei !%urezus&tzen wird nachgewaschen, bis keine %iure mehr nachge- 
wiesen werden kann. Gegen Schwermetallspuren wird H,S-Zusatz im Chromato- 
graphiergefgss oder das Waschen des Papiers mit einem Komplesbildner empfoh.lenf‘*. 
Bei der Verwendung von Whatman-Papieren kann auf ein Auswaschen mit S-Oxychi- 
nolinliisung 149 17 ocler Versene (Athylendiamintetraes&gs%ure)f8nicht verzichtet werden. 

EGGLESTON UND HEMS fiigen such dem Lasungsmittel etwas Versene be?*. 
Fremdionen als LBsungsmittelgenossen der Phosphate sind eine hgufige Erschei- 

nung sowohl bei Analysen technischer Produkte (Seifen, Waschmittel) als such bei 
der Aufarbeitung biologischen Materials. .Eine Behandlung mit Kationenaustauschern 
qntfernt stijrende Kationen und fi_ih+t die Substanzen in die Alkalis&e iiber. Wo die 
Behandlung mit Ionenaustauschern nicht angebracht erscheint, kann der Ltisung eine 
Spur eines Komplexbildners (Natriumsalz der ~thylendiamintetraessig&iure, Pyridin- 
i);thylendinitrilotetraessigs&ure)le zugesetzt werden. Allerdings setzt man damit die 
Rp-Werte von Estern herab. Nach GORDON et aZ.12 gibt man nach dem Auftragen der 
Substanz abschliessend Pyridinsulfatlijsung auf den Auftragefleck (overspotting), Die 
Sulfationen halten mehrwertige Kationen fest und beeinflussen im tibrigen die 
Wanderung der Anionen nicht. 

Enlrehkeh der Clzromatogra9nme 

Nach dem Herausnehmen aus dem LBsungsmittel werden die Chromatogramme an 
der Luft getrocknet und anschliessend einige Minuten bei 60-70~ im Trockenschrank’. 

I. Stn~zdardver/ahreut nnck ~~~~~~ UND ISHIZRWOOU~” 

Fiir alle Arten von Phospl<orverbindungen hat sic11 als Entwickler das Ammonmolyb- 

datreagens nach HANES UND ISHERWOOD durchgesetzt : 

5 ml 60% I?crchlorsSurc, TO ml I .iV HCl und 25 ml 4% Ammonmolybdatlasung wcrden gemischt 
und mit Wasser auf 100 ml aufgcfiillt. 

Nach dem Spriihen trocknet man in einem warmen Luftstrom und h&ngt dann das 
Chromatogramm IO Minuten in einen Trockenschrank bei Sg”. 

Wir liessen Chromatogramme von Phosphors2ureestern und ghnlichen Verbin- 
dungen bei Raumtemperatur trocknen und erhitzten dann 7 min auf 70’. Nach 
unseren Erfahrungen ist eine vsllige Hydrolyse bei dieser Trocknung eher gew%hr- 
leistet, als beim raschen Wegtrocknen des Wassers. 

Der Nachteil dieses Standardentwiclclers liegt in seiner zersterenden Wirkung auf 
das Papier, die von dem Gehalt an Perchlors5ure herriihrt. Schon nach einigen Tagen 
beginnt das Papier zu zerfallen. Immerhin kann man die Chromatogramme, falls man 
keine photographische Dokumentation anwenden will, auf Papier aufgeklebt mehrere 
Monate verh5ltnism5ssig unversehrt aufbewahren. Urn ein Nachblguen des Chromato- 
gramms zu verhindern, bewahrt man die Chromatogramme besser im Dunkeln auf. 
SANSONI hat der Anfsrbung von Phosphaten auf Filterpapier eine Studie gewidmet, 

die Untersuchungen iiber die Wirlcsamkeit des Ammonmolybdatreagens bei wechseln- 

der Konzentration ‘der Bestandteile enthglt 20. SRNSONI empfiehlt ein Gemisch aus 

I Vol. w&sr. 5 o/o HCIOQ und I Vol. wgssr. I y. Ammonmolybdatlijsu.ng. 

Liter&w S. 4og/4zo . 
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Fiir chromatographische Reihenuntersuchungen wird das Ammonmolybdat- 
reagcns such mit Salpeter&.ure als hyclrolysierender SZure angewandt. 

Nach PPRENGLE" wird das Reagens folgendermassen hergestellt : 

20 g Ammonsulfat, gelBst in IGO ml Wasscr wcrden mit Go ml Itonz. I-INO, (d = 1.4) versctzt. 
Dann bereitet man cinc L6sung aus Go g An~monmolybdat in 160 ml Wasscr van 5o”, IYsst 

ablti.ihlen uncl giesst unter Riihren langsam in die Salpetcrs~itlrelijsL1ng tin. 

Zur photographischen Dokumentation vergleiche ‘Jo. 

SicJztbarmachwtg der Flecize ,. C., .., .,...,.., . ..I 8. I.. 

Die Anfgrbungder Phosphorverbindung beruht auf der Reduktion der gebildeten Molyb- 
dophosphatkomplese. Phosphorhaltige Substanzen erscheinen dann als blaue Flcclce. 
Diese Reduktion wird von fast allen gebr%uchlichen Reduktionsmitteln bewirkt. 

(a) PhotoreduKtion 21. Nach Untersuchungen von SANSONI~~ erreicht die Empfind- 
lichkeit der Sichtbarmachung mit UV-Licht oder intensivem Sonnenlicht die gleiche 
Grenze (0.14 y/cm2 fiir Na,HPO,. zH,O) wie mit H,S. Es ist leichter, ,$eichbleibende 
Bedingungen einzuhalten und Ergebnisse zu reproduzieren, wenn man photocheniisch 
reduziert. Nach unseren Erfahrungen kann man Chromatogramme durch ‘Liegenlassen 
im Sonnenlicht einwandfrei entwickeln. Das oft beobachtete Deutlicherwerden der 
Chromatogramme, wenn man sie nach der chemischen Redulction dem Licht aussetzt, 
beruht auf der gleichen Wirkung. 

Nach CROWTI-1~~1~ geniigt es, das Chromatogramm eine Minute lang mit einer 
l&i.ftigen UV-Lampe zu bestrahlen. 

(b) ReduRtion mit H,S. In der Literatur wird empfohlen, das Chromatogramm 
nach der dem Spriihvorgang angeschlossenen Trocknung kurze Zeit mit ‘Wasserdampf 
zu behandeln22. Bei anorganischen Phosphaten und leicht hydrolysierenden organi- 
schen Phosphorverbindungen eriibrigt sich diese Behandlung. 

Man lgsst das Chromatogramm S-IO min in der H,S-Atmosphgre. Der Unter- 
grund sol1 dann, wenn der Entwickler noch einwandfrei war, weiss oder leicht brsun- 
lich sein. Man muss die Reduktion mit H,S-Gas iiberwachen und das Chromatogramm, 
aus der H,S-Atmosphtire entfernen, bevor sich der Untergrund zu bl&uen beginnt. 
Die beiden Verfahren werden in der qualitativen Chromatographie bevorzugt ari, 
gewandt . 

(c) Reddition wit atifges$WJzten ReduJztioIzs7n~ttel~z. LEUTHARD UND TESTATE ver- 
wenden in der Chromatographie von Zuckerphosphaten o. I o/o Ascorbins%ureltjsung 
als Reduktionsmittel. Vgl. GANGULF. 

WESTMAN, SCOTT UND PEDLEY berichten iiber Versuche mit SnCl,-L6sung25. 
Auch Hydrazinhydrochlorid kann als Reduktionsmittel verwendet werden. 

In der industriellen Reihenanalyse empfiehlt PFRENGLEJ ein Reduktionsmittel, 
das au& fiir die quantitative colorimetrische Bestimmung geeignet ist : 

28.8, g Na,S,O, wasscrfrei, 1.05 g Na,SO, wasserfrei, 0.21 
phenolsulfat) werden mit Wasser auf IOO ml aufgefiillt. 

g Photores (Monomethyl-+-amino- 

D,iese Verfahren dienen vorwiegend zur quantitativen, colorimetrischen Bestimmung.’ : 

Die Bedenken richten sich gegen ein Verwaschen der Flecke, wie es bei mehr- 
maligem Spriihen doch auftreten kann. 

Lilemlur S. 409/4ro, 
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2. Eine Variante der Ammo~~molybdatmethode 

wurde von VELLUZ UND PESEZ~~ vorgeschlagen: 

395 

Das getrocknete Papier wird mit einer sslpetersauren Lijsung von Ammon- 
molybdat bespriiht, die ein wenig basisches Chininsulfat enthglt. Nach der Trocknung 
bei So” wird im UV-Licht untersucht. Chininphosphormolybdat bildet einen dunklen 
Fleck auf blau fluoreszierenden Grund. 

(a) Einen gruncls&tzlichen qderen Weg urn Phosphate sichtbar zu machen schlagen 
W:\\DE UND MORGAN ein. Freie Eisen-(III)-ionen werden von Phosphor&iure-estern 
komples gebunden. Nicht komples gebundene Eisenionen gehen nachher beim 
Spriihen mit einer Sulfosalicyls~urelijsung eine hellpurpurfarbene Komplesverbin- 
dung ein. 

Man spriiht clas Papier mit einer o. 1 o/0 FeCl,-Ldsung in So% ><thanol, trocknet bei Ra.utnter~~:pc~- 
ratur und spriiht crneut mit eincr I o/0 Sulfosalicyls~ucclijsung in So% Alkohol. Nach clem Trocknen 
crscheinen Phosphate als weisse Flecke auf hell purpurfarbcnem Untergruncl. 

Das Verfahren eignet sich nur bei Anwendung saurer Liisungsmittel. 
(b) Das WllDE-MoRG.+\N-Verfahren wird in etwas abgewandelter Form in neucster 

Zeit empfohlen : 

Nach RUNECKLES END I<~o*rrtov 2s taucht man die getrockncten Papicre in ein Badgemisch von 
1.5 6 l?eCl,~ GH,O, 3 ml 0.3 N HCl uncl g7o ml Aceton. trocknet im Abzug uncl taucht erneut in 
tine TAsung aus 12.5 6 Sulfosalicyls%iure in 1000 ml Aceton. 

(c) Wenn man nach MAIR-WALDIXJRG~~ mit butylallkoholischer Eisen-(III)- 
rhodanidl&ung arbeitet (2 Vol. 0.1 o/o F&l,-Lssung, I Vol. I o/o NH,SCN-Lijsung wird 
mit 3 Vol. destilliertem Butanol geschiittelt; die Butanolphase wird verwendet) 
kommt man mit einer Spriihung aus. 

(cl) SHIN.+G~W:\ u. MitarbeiterzD spriihen kun%chst mit O.OI-o.oog A/r Eisen-(III)- 
chloridl&ung uncl dann mit O.OI-0.05 1w Cyanoferrat-(II)-16sung. Auf dem Papier 
bildet sich Berlcner Blau aus, ausser an den ‘phosphatflecken, die un.gef&bt oder in 
anderen Farben erscheinen. 

Zzcr Chromatogra~hic 32P indizierter Pltos#dtate 

Die radioaktiv markierten Substanzen werden zun5chst nach Vorschrift papier- 
chromatographisch oder elektrocl~romatographisch30 getrennt. Auf clem Papier lassen 
sich dann die radioaktiven Flecke nach zwei Methoden bestimmen: 

(a) Durch Autoradiographic ; * 

(b) Nach der AuszZhlungsmethode. 
*‘*. ~ 

Azctoradiogra$hie 

32P sendet eine relativ energiereiche /Z%Strahlung aus. Eine photographische Platte, 
dik in direkten I<ontakt mit dem radioaktiv indizierten Chromatogramm gebracht 
wird, schw5rzt sich an den Stellen, die 32P oder ein anderes, msrkiertes Element 
aufweisen. 

Lilevalaw S. 409/4ro, 
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. 

Die Autoradiographie ist eine vorwiegend qualitative Methode, da die Schwarzung. 
der Emulsion d.er Isotopenmenge niclrt proportional ist und die Emulsion nicht linear 
mit der eingestrahlten Energie geschwarzt wird 31. Rei de:- Autoradiographie mit 32P ‘I; 
konnen nur etwa 30% der Aktivitat der Flecken nachgewiesen werden32. 

AzcsxiilzZa~lzgs~~ze~?a@~~~ 
c 

Die Ausz~hlungsmethode steht heute im Vordergrund, da sie einwandfreie, quantita- 
tive Bestimmungen ermijglicht. Bei der Erforschung des Intermediarstoffwechsels 
wird die Autoradiographie, die keinerlei technischen Aufwand erfordert, mit grossem 
Erfolg angewandt. ober Einzelheiten unterrichtet S~~w.4~33 in Pa~~eyclzro~lzatogya;hhie 
in der Botanik. 

B. UIE PAPIERCHROhI~~TOGRAPHIE ANORGANISCHER PHOSPHORVERPIINDUNGEN 

1. Die Izo9~rEe9zsz’ertew Phos$hate 

Die Papierchromatographie der kondensierten Phosphate wurde von EBIX in Frank- 
reich, WESTMAN u. Mitarbeitern in Kanada und ANDO u.a. in Japan unabh&@g 
voneinander entwickelt. Sie stellt zusammen mit der Ionenaustauschchromatographie 
das bevorzugte anslytische Verfahren dar. 

Aus den Anfgngen heraus hat die Methode verschiedene analytische Aufgaben 
recht tiberzeugend gel&t : 

(a) Die Prtifung der in der Literatur beschriebenen kondensierten Phosphate auf 
ihre Einheitlichkeit und ihre Klassifizierung. 

(b) Die Identifizierung von Reaktionsprodukten. 
(c) Die Analyse technischer Produkte (Entharter, Waschmittel, Lebensmittel- 

zusgtze, Gerbereihilfsmittel). 
Einen flberblick tiber die Methode bietet die Monographie von THILO UND GRUNZE 

Die Pa~,eychyo?natog~~a~kz’a cler Kondensiertegz Pltosjdzate~. Die von THILO UND GRUNZE~ 

beschriebene Arbeitsweise darf gegenwgrtig als Standardvorschrift gelten, wenn au& 

laufend Verfeinerungen und Abgnderungen der Methode beschrieben werden, 

Papier 

Einen uberblick tiber verwendete Papiere und ihre Vorbehandlung gibt Tabelle I. 
Gegenwartig besteht eine gewisse Tendenz zu harteren Papiersorten, beispielsweise 
Schleicher u. Schtill zo45b, tiberzugehen 38. Gegen das Schrumpeln der Papiersorten 
nach dem Waschen wird ein anschliessendes Waschen mit 95 o/o Alkohol empfohlenss. 

Aybeitweise fiir TesZgemische ~4 Szcbstanzem 
. . . * 

Die Substanzen werden an Startpunkten auf einer Startlinie aufgetragen, die sich in 
3.5-5 cm Abstand vom eintauchenden Ende des Papiers befindet. Die Startlinie t&d 
hoch, aber auf jeden Fall in den geschnittenen Teil des Chromatogramms gelegt, weil 
die RF-Werte zwar etwas kleiner, die Trennungen aber sauberer werden7. . 

Literatur S. 409 /.qro. , . . 
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Die untere Grenze der Nachweisempfindlichkeit diirfte bei dem von SANSONI~~ tingege- 
benen Wert von 0.14 y/cm2 fiir Na,HPO,*zH,O liegen. 

In der Prasis der Chromatographie wird die Grenze der Nachweisempfincllicl~keit 

Pupicr Literrrlirr Vor6ehandfrorg 

Schleicher u. THILO UND GRUXZE~ Van clcr Licfcrfirma mit vercl. Salzskh~re und clest. 
SCllii II zoq.oa Wasser gewaschcn. 
Schleiclier u. CROWIYHER’~ Unvorbehanclelt. S. 11. S. 559 Schwarzband, rasche 
SClliill 559 Trennung der Phosphate, aber Gcfahr der Uberlaclung. 

S. 11. S. gSg Orangeband. langsamercs Arbeitcn aber 
weniger. Stdrungen. 

Whatman No. 1 WESTMAN ct n1.26 Mehrt3giges Waschen mit EssigsZiurc und Nach- 
waschen mit dest. Wasser bis zur valligen Acetat- 
freiheit. 

Whatman No. I EBEL Cl .l.“4-37 Waschcn mit alkoholischer S-OsychinolhMsung, 
Whatman No, 4 anschliessencl mit w5ssr. Allcohol. z N Essigs%iure und 

destill. Wasser. 

zwischen 0.4 und 2 y P auf den einzelnen Phosphatfleck, entsprechend zwischen 0.15 

und 0.66 y Phosphor pro cm2 Fleckengrtisse angegeben4v 34-37. 

Zu der Herstellung von Testlijsungen verwendet man ausschliesslich die Natriumsalze. 
Wenn die Mijglichkeit dazu besteht, wendet man such bei den zu untersuchenden 
Substanzen die Natriumsalze an. Unlijsliche Calciumphosphate werden durch Be- 
handlung mit Versene in Lasung gebrachtz. 

Die Testliisungen und dementsprechend such die Untersuchungsldsungen werden 
allgemein so eingestellt, dass sie o. I y0 (bis I yO) an Phosphor enthalten. 

‘Zum’l3eispiel verwenclet man als Pyropl~osphatstanclarcl tine ‘Liisung von 0.7 g Xn,P,07 - I oH,O in 
IOO ml Wasser gel&t, von clcr 0.001 ml-0.01 ml entsprechencl 1-10~ l? mit eincr MikropipettelO 
aufgctragcn werden. 

Nach Kt\~~-I(~oti~n2 liegt die Kapazitgt des Chromatographiepapiers (Schleicher u. 
Schiill $39) fiir kurze Laufzeiten bei einem Gesamtgehalt von IO y I? pro Auftragfleck. 
Auch bei den zu untersuchenden Phosphatgemischen sollen die aufgetragenen 
Mengen gering gehalten werden, urn auf dem Chromatogramm kleine, gut gegenein- 
ander abgesetzte Flecke zu erhalten. 

Man kommt, such bei Anwesenheit mehrerer Komponenten im Gemisch, mit 
Lijsungen, die 10-20 mg Phosphatgemisch pro ml Wasser enthalten, aus. Davon werden 
wieder O.OOI--0.01 ml aufgetragen. 

Die Gruppe der kondensierten Phospha.te umfasst Substanzen vom Kondensations- 

grad 3t = I (Orthophosphat) bis zum Kondensationsgrad 100 (Kurrol’sches Kalium- 
salz). .Sie schliesst die ringfijrmigen Metaphosphate (Tri- undTetrametaphosphat), die 

Literatur S. 40g/@o. 
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kettenfijrmigen Oligophosphate (Konclensationsgrad 4-10) und die Polyphosphate ein. 
Diese snalytische Aufgabe kann nur durch Verwendung von Grupnenlijsur?gs- 

mitteln, die in einem bestimmten RF-Bereich die Phosphate als Individuen oder als 
Gruppen mit einem mittleren Kondensationsgrad auftrennen, gel&t werden. 

Aus den bisherigen Erfahrungen geht hervor; dass such bei sorgfgltiger Ver- 
meidung der in Abschnitt A aufgefiihrten Fehlermijglichkeiten ,die RF-Werte nicht 
immer exact reproduzierbar sind 294. Nach einem Vorschlag von MORTIMER~~ wahlt 
man als Bezugsgrbsse nicht mehr die Strecke, die die Lijsungsmittelfront zuriicklegt, 
sondern die Strecke, die eine bestimmte Substanz (Orthophosphat) vom Auftragfleck 
aus zuriicklegt . 

Dieser sogenannte PI<-Wert (position constant) ist definiert : 

p 
li 

= 1’0~1 dcr Verbindung zuri.ickgelegtcr Wcg 
C~I Ortllophosphat zuriickgelegtcr Weg 

x 100 

LXC TilILO'SChC BCZiChZt?Z~7. Trggt man die PI<-Wcrte der einzelnen kondensierten 
Phosphate (die Beziehung gilt nur fihr lineare Phosphate) auf gegen ihren Konden-’ 
sationsgrad 31 (Zahl der P-Atome im Molekiil), so erkennt man, dsss die PI<-We&e 
mit steigendem Kondensationsgrad esponentiell abfallen. Dann liegen die Logarith- 
men der PI<-Werte, aufgetragen gegen die Zahl der P-Atome im Molekiil auf einer 
Geraclen, die cler Formel geniigt : 

log PI< = - a78 + b (THrr_o’schc Beziehung) ’ 

?% = ICondcnsationsgrad, u und b sind charakteristische Lijsungsmittelkonstanten. 
Die THIr~o’sche Beziehung gilt mit vergnderten Konstanten natiirlich such fiir 

die RF-Werte. 
Dem esponentiellen Abfall der PI<-Werte entspricht das Bild, das die konden- 

sierten Phosphate im Chromatogramm bieten: In der Gegend des Startpunkts 
drgngen sich die haherkondensierten Phosphate zusammen. THILO hat daher eine 
praktische Grenze der Wanderung definiert 7. Die nach der THIr.o’schen Beziehung 
gewonnenen Geraden werden auf einen Wert log 3’1~ = o, d.h. den Schnittpunkt mit 
der Abzisse, die ja den Kondensationsgrad bezeichnet, estrapoliert. An dieser Stelle 
ist der PI<-Wert = I, d.h. die Substanz dieses Kondensationsgrades legt gerade ein 
Hundertstel der Orthophosphatstrecke zuriick, wandert also praktisch nicht mehr. 

Nicht a.lle angegebenen L&ungsmittel fiir kondensierte Phosphate geriiigen der 
THIr.o’schen Beziehung. Vgl. Fig. 2. 

Stn?~clardgenzische nnclz THILO’ 

Saures Ltiszcngsmittel I von EBIZL~‘; pH = 1.5, Konstsnte a = 0.20. Standardgemisch 
zur Trennung niedermolekularer Poly- und Metaphosphate bis zum Tetrameren : 

75 ml Isopropanol, 25 ml Wasser, 5 g Trichloressigs~iurc, 0.3 ml Ammoniak (20%). 

Bedingungen : Aufsteigend, Temperatur 16”, 14 Stunden. 
Trennleistung : Die Wanderung h6rt -nach der THxLo’scheti Festsetzung - bei 

einem Kondensationsgrad von ungefghr II P-Atomen auf. Die ersten sechs Glieder ” 
der kondensierten Phosphate besetzen go y0 der vom Monophosphat durchlaufenen 
Strecke (PI< = 10-100). 9% der restlichen Strecke nehmen die Pliosphate P,-P,, ein. 

r_.iteYulzcr s. dfog/L&ro* 
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Alle h6herkondensierten Phosphate befinden Sich in dem restlichen Prozent der 
Strecke. Im vorliegenden Fall entspricht einem Unterschied dcr PI<-Werte von 4.5 
geracle &in Fleckenabstand von I cm. Die 5 Polyphosphate im PI<-Bereich I-IO lassen 
sich also bereits nicht mehr definitiv trennen. 

1.8- 
v) 
& 1.7- 
5 
;&.6- 

m 1.5- 
4 
v) 1.4- 

$ 1.3- 

,z 
g 1.2- 

z l.l- 

t 

1.0 - 

0.9 - 

m---m Ldsungsmittel Id nach Pfrcngle 
11 Gossncr 
*. Thito 
” Pfrenqle 
. 1 I Thilo- 

--)_ Kondcnsotionsgrad 

Pig. 2. Die ‘J~~~rLo’sche Bcziehung fiir einige Lijsungsmittel (sidle Tabclle II). 

donophosphat 100 2.000 100 

PO,) -3 

Diphosphat 63.5 I .SO_j 72.6 
P&b) -‘I 
rriphosphat 42.0 1,623 -53.4 
:p301rJ -d 
retraphosphat 24.G T*391 39.7 
‘P,O,,) -e 
?entaphosphat 15.9 I.201 30. I 
PGO 10) -’ 
kIesnphosphat 10.1 I.004 21.9 

P,O,“) -8 
EIeptaphospliat 5,s 0.763 I j.1 

:p,o,,) Al 
3l<tapllospl~at 11.0 
‘P,O,,)-“” ’ 

2.000 TOO 

I.SGI 73.7 

1,727 50.2 

11599 43.7 

18475 32.5 

I.340 22.5 

TOT79 13.7 

‘1,041 

2.000 TOO 

I .SG7 71 

I .750 54 

I.640 35 

I.jIZ 26 

1.352 IS 

T.13S I 2 9 J 

2.000 100 2.000 

I .S_jI SG I.934 

x.732 74 I .SGg 

I-544 GO 1.77s 

I.413 45 I.653 

1.2jg 31 T.49[ 

I .ogG T9 T.279 
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Das Gemisch nsch G:\SSNER”O erreicht die gegenw&-tig htjchstc Trennleistung. 
In einern Polyphosphatglas mit einem Gesamt-P,O,-Gehalt von 62 %, entsprechend 
einem ungefkhren mittleren Kondensationsgrad P,, konnten in einem Ringchromato- 
gramm 12 Zonen, d.11. P,, und P,, unterschieden werden. 

Saures Liiszc~tgsmittel Ib gzaclt G;~ssNER”O; PI-I = 1.7. Dies?? “Diosangemisch” 
client zur mijglichst weitgehenden Auftrennung von Oligo- und Polyphosphatgruppen: 

So ml Isopropanol, 70 ml Wasser, 5 g Trichloressigs~urc, 0.3 ml Ammoniak (25%), 20 ml Athyl- 
cnglykolmonometl~yl~tl~er. 40 ml Diosan, 

Bedingungen : Aufsteigend, Temperatur IZ-14O, IS-zo Stunden. 
Trennleistung: Auf das Gemisch l&St sich die THILo’sche Beziehung streng ge-a 

nommen nicht anwenden. G.&-\ssNER”~ gibt den Grenzkondensationsgrad fiir die 
Wanderung mit ?z I 20 an. Die Oligophosphate wqndern zum Teil nicht mehr als 
Individuen ; die Oligophosphate und Polyphosphate bis fiber den Kondensationsgrad 
PZ = IO hinaus verteilen sich sehr gleichm%sig iiber eine Strecke von 20-30 cm. 

Sazcres LBszc~zgsmitteZ Ic naclz PPRENGLE”. Dieses “Diosaqgemisch” entspricht 
etwa Ltjsungsmittel I : 

26.2.~ ml Isopropanol, 13.75 ml IVasscr, 15.G g Tricl~loressigs~urelijsung (bestehcnd aus 20 g 
Trichloressigs%urc, 5.5 ml Amn~onial~l6sung (d = 0.915) mit clestilliertem Wasser auf 100 ml 
gcfiillt), 3 ml Essig&i.iure (aus zo ml 96% Essigshure und So ml W7asscr), 30 ml Diosan. 

Bedingungen: Aufsteigend, Temperatur IS-ZO~, 16-17 Stunden. 
Trennleistung : Estrapolierter Kondensationsgrad, bei dem Wanderung unter- 

bleibt ist 14. Die Strecken, die Monophosphat im Lijsungsmittel I nach THILO und im 

Ldsungsmittel Ic nach PFRENGLE in etwa der gleichen Zeit zuriicklegt, verhalten sic11 
annghernd wie 3 : 5. Das bedeutet, da im iibrigen die PI<-Werte Zhnlich liegen, eine 
giinstige Verteilung der Phosphate fiber eine grijssere Strecke. 

Snz~res Lliszmgsmittel lrd ~taclt PFRENGLE~; “Methanolgemisch”. Ein sehr schnell 
laufendes Gemisch zur qualitativen Orientierung : 
Go ml iGzthano1, 10.3 x111 Essi@,urcl&ung (IOO g TricldoressigsC.urc auf 500 ml vercliinnt uncl mit 
22.7 ml Ammoniak (cl = 0.91s) versctzt), 5 ml Essigs&urel&ung (a0 ml 96% Essigs~ure uncl So ml 
\Vasser) . . . 

Bedingungen: Aufsteigend, Temperatur 2o”,.4 Stunden. 
Trennleistung: Die THILO’sche Beziehung 15sst sich auf das Gemisch nicht an- 

wenden. Die PI<-Werte sind fast $quidistant fiber die ganze Strecke verteilt. Auch eine 
Trennung der Metaphosphate von den Oligophosphaten ist mijglich. Die auftretenden 
Verziigerungsschatten beeintr&chtigen eine qualitative Auswertung nicht nennenswert, 

Die Gefahr der Hydrolyse der kondensierten Phosphate besteht bei Lijsungs- 
mitteln mit so kurzer Laufzeit in geringFrem Masse. 

An~l7tol~.ialr~alz:sc~~c Sta$adarcZliisu~tgs~~~~ttel much *~HILO~. &lit den ammoniakalischen 
Lasungsmitteln sollen besonders Trimeta- und Tetrametaphosphate in Gegenwart von 
Polyphosphaten erfasst werden. 

” AIm~zo~~ia~zaZisc~~es LSsw~gswzitteZ II vtaclt EBEL~“. 

40 ml Isopropanol, 20 ml Isobutanol, 39 ml Wasser, I ml Anunonialc_(zjO/o). 

Bedingungen: Aufsteigend, Temperatur 16’, 16 Stunden. 
Trennleistung : Tri- und Tetrametaplzosphat wandern am schnellsten (PI<-Werte 
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IGO u. 125). Die Trennung von Ortho- und polymerem Phosphat ist gut. Di-, Tri- u’nd 
Tetraphosphat lassen sic11 fiir eine Identifizierung nicht geniigend unterscheiden. : 

Mit diesem Lijsungsmittel gelang REMY 41 der chromatographische Nachweis des 
Phospho+gphosphats Na,HP,O, (Xp = 0.49, PI< N 110). 

A?nmo~~ialzalz’sches L6szt3zgsmitteZ IV von E13EL37. 
30 ml Isobutanol, 30 ml ;ithanol abs., 39 ml Wasser, I ml Ammonialc (zJO/~). 

Bedingungen : Aufsteigend, Temperatur 16O, 16 Stunden. 

CROWTHER~~ verwendet ein Gemisch von +Propanol-Ammoniak-Wasser (Go : 20 : 20) 
v/v. 

Redingungen : Absteigend, Raumtemperstur, 4s Stunden. 
Trennleistung : Mit diesem Gemisch sol1 eine Trennung bis zum Kondensations- 

grad pt = g erreicht werden. WESTMAN war damit cler chromatographische Nachweis 
des Tetraphosphats gelungen42. Ausser WIZSTMAN~~ u. LMitarbeiter bevorzugten such 
einige andere Autoren die absteigende Methode, da sie gestattet, die gesamte L5nge 
eines Bogens zur Trennung der Substanzen auszunutzen44,. . 

Zeaeidisnensio~aale Verjahren 

KARL-KROUPA~ hat das zweidimensionale Verfahren von EBEL~~ fiir eine saubere Tren- 
nung der ringfdrmigen Metaphosphate und der kondensierten Phosphate ausgearbeitet. 

Zun&chst werden mit dem ammoniakalischen Lijsungsmittel II I auf einer Bahn 
die schneller laufenden Metaphosphate von den anderen Phosphaten getrennt, dann 
wird mit dieser Bahn als zweiter Grundlinie im nicht beanspruchten Teil des Papiers 
eine Vergleichslijsung aufgetragen und zur Wanderung in der neuen Richtung (im 
sauren L6sungsmittel) angesetzt. 

Man darf nach dem ersten Lauf nur bei Raumtemperatur trocknen, urn Hyclrolyse 
miiglichst zu vermeiden. 

VAN WAZER UND KARL-KROUPA erhielten mit dieser Methode bei Hydrolyse- 
versuchen am GRt\HAMsclien Salz mehrere deutliche Flecke, die als die lang gesucht,en, 
hdheren Metaphosphate (Pentametaphosphat, Hesametaphosphat) gedeutet werden 
miissenA6. 

Zw Em2aickZatng cler Chrontatograntnae 

Es wurden Versuche unternommen, bestimmte Verbindungen selektiv zu e&wickeln. 
Orthophosphat zeigt sofort beim Entwickeln mit dem Ammonmolybdatreagens 
unabhgngig von dern verwendeten Lijsungsmittel eine deutliche Gelbfgrbung von 
Molybdophosphat, 

Nach der Reduktion (mit beliebigen Reduktionsmitteln) weist Orthophosphat 
eine grau-griine IXrbung im Unterschied zu den anderen Phosphaten auf’. Auch das 
Phosphorigphosphat zeigt nach REMY~~ im Chromatogramm diese graue Farbe. 

Nach einiger Zeit kann such bei hijher kondensierten Phosphaten Gelbfgrbung r 

auftreten. 
Der gelbe Molybdophosphatkomples zeigt im UV-Licht eine’deutliche Fluores- 
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zcn~, deren Intensit&tsmasimum und geometrische Begrcnzung sich decken mit der 
beobachteten Gelbfgrbung im sichtbaren Licht. Die anschliessend durch die Reduktion 
erzeugten Phosphormolybcl~nblau-Flecke sind hgufig verschoben und haben dem- 
entsprechend ihre Intensit$i.tsmasima an anderen Stellenl”. 

S:\NSONI~~ beobachtete, dass in manchen Fglien nur die Rtinder des Flecks 
gefarbt sind, wghrend das Innere Weiss bleibt. Bei typischen VerdrZngungschromato- 
grammen konnten wir das Gleiche beobachten. Diese Stijrung beruht wahrscheinlich 
auf eincr Uberladung (overloading) der Stelle, vielleicht mit ganz anderen, chromato- 
graphisch nicht erscheinenden Substanzen. 

Eine friihere Arbeit von ANDO, ITO, ISHII UND SODAS@, entwickelt in mehreren 
Stufen : (I) Spriihen mit 4% Lijsung von Ammonmolybdat in 8 y0 Salpetersgure und 
Erhitzen. (2) SprGhen mit 0.05% L&sung von Benzidin in 10% Essigs&ure. (3) Ein- 
wirkung von Ammoniakdampf. Dabei zeigt Pyrophosphat einen purpurrroten Fleck. 

Beso&&e Bedingunge~~ fiir die Clzromntogra~hie der kondensiertm Plzos$hate. Sttirzw~gen 
wzd ikre Beseitigwtg 

(a) Hydrolyse. Polyphosphate sind in m%sig saurer Lijsung beliebig lange Zeit 
praktisch unvergndert bestZndig4’. 

Die Frage, wie weit bei den konclensierten Poly- und Metaphosphaten unter den 
Bedingungen der Chromatographie sekundtire VerYnderungen zu erwarten sind, trat 
beim abergang zur cluantitativen Methode in den Vordergrund. 

Aus quantitativen Untersuchungen an Pyro- und Triphosphaten gcht hervor, dass 
dieselbe Hydrolysengeschwindigkeit eingesetzt werden darf, die in wgssrigen Lijsungen 
entsprechender Acidit%it bzw. Basizitst gemessen wurde. Es war deshalb m8glic.11, 
Hydrolysekorrekturfaktoren, die aus entsprechenden Mess-Daten in wgssriger Ldsung 
gewonnen worden waren, in die quantitative Papierchromatographie einzufiihrenz. 

Die Hydrolqse f2illt umsomehr ins Gewicht, je grijsser die Laufzeit und je htjher 
die Arbeitstemperatur wghrend des Vorgangs ist. Eine ausserordentliche Zunahme der 
Hydrolyse kann unter dem katalytischen Einfluss von VerunreiIJigungen, Mikro- 
organismen und mehrwertiger Kationen beobachtet werdenz. 

Unter der polarisierenden Wirkung der Felder mehrwertiger Kationen ktjnnen 
hydrolytische Aufspaltungen und Umwandlungen der kondensierten Phosphate 
auftreten48. 

(b) Stiirzwgen dzwclt Frewtdiomert. GASSNER 40 hat den Einfluss von Fremdionen in 
verschiedenen Konzentrationen auf die Papierchromatographie der kondensierten 
Phosphate in einer eingehenden Arbeit untersucht. 

Es zeigte sich, dass bei fast allen Schwermetallkationen such in geringen Mengen 
Sttirungen der chromatographischen Trennung auftreten. Wahrscheinlich iiberlagern 
sich verschiedene Wirkungen, die den Schwermetallionen zukommen (Komples- 
bildung, Hydrolysebcschleunigung) . 

2* 
:‘$‘, Nach friiheren Untersuchungen wurde fiir Oligo- und Polyphosphate Komples- 

bildung mit Metallen, such mit den All~alimetallen nachgewieser+. 
,Heute,werden die Erscheinungen, die friiher auf die Komplesbilclung der Poly- 

Lilevcct,uv S. 4p~/po. 



404’ 
’ ,’ H. HETTLER " -" 'VOL. 1 (x9$8).. 

phosphate (TZ ‘> 3) mit Kationen zuriickgeftihrt wurden, vorwiegend ‘als Ionenaus- 
tauschvorg$inge gedeutet 47. Auch bei den Erdalkalikomplexen mit ATP, Fructose-; 
phosphat und Glycerophosphat ist der Phospliatrest der komplexbildende Teil des 
Molekiils~o. Solche Komplexe lassen einen andersartigen Transportmechanisnius 
erwarten als unchelatisierte Ionen. Die ringfijrmigen Metaphosphate, diem keine 
Chelatkomplexe- ausbilden kijnnen 51, bilden vie1 instabilere Komplexe als die linearen 
Phosphate. ,Im Einklang mit dieser Vorstellung beobachtet G.~SSNER~O eine Wanderung 
des Trimet aphosphat s, wenn die anderen Phosphate am Start verbleiben (Anwesen heit 
von Mg+a, Sr+2, Bat-a, Zn+2). Nach unseren Beobachtungen an Silbertrimetaphosphat 
zeichnet sich nach der Reduktion mit H,S ein brauner Hof von Silbersulfid in rund 
7 cm Abstand vom Start ab, wghrend sich der Trimetaphosphatfleck in einem Abstand 
van 4.2 cm (entspricht unter normalen Bedingungen einem&-Wert von o.187) befindet. 

LIZDERER~~ stelltc bei Untersuchungen zum chromatographischen Trennungs- 
gang fest, das Orthophosphat neben Pe 4 +3, Cu+2 oder UO+2 (in Konzentrationen von 
10 ing/ml)’ im Butanol-Salzsauregemisch ohne nachweisbare Beeinflussung wandert. 
Das Orthophosphat befindet sich zum Schluss einige cm vor der Front des Eisens. 

Allerdings wird radioaktiv markiertes H332P04, dessen Menge gravimetrisch 
nicht niehr erfasst werden kann, bei der chrqmatographischen Trennung von Fe(III)- 
ionen etwas ‘zurtickgehalten. Sobald mehrwertige Kationen in der Lijsung vorhanden 
sind, verbleibt in der Regel ein mehr oder weniger grosser Teil der Phosphate ,(speziell 
am Pyro- und Trimetaphosphat untersucht) am Start40. THILO teilt mit, dass such 
Ca-Trimetaphosphat und Tetrametaphosphat ahnlich einem hochpolymeren Phosphat 
am, Start sitzen bleibens3. 1 

Dabei ist keine sekundare Veranderung des chromatographierten Trimetaphos; 
phats im Spiel, wie THILO durch Ausfal.lung der Ca-Ionen mit Osalat und ‘erneute 
Chromatographie bewiesen hat 63. Vielleicht wirken die Kationen als Austauschkatio- 
nen zwischen dem Cellulosesystem mit seinen statistisch verteilten negativen La- 
dungenb4 tind den Phosphateinheiten in Liisung, und vermitteln so die Bindung an 
das Papier. 

Nach GASSNER~O beseitigt ein Zusatz von Kompleson III (Dinatriumsalz der 
AethylendiamintetraessigsZure) die Stdrungen ganz oder doch teilweise. Der stdrende 
Einfluss von Calcium bis zu 16 y pro Fleck lasst sich durch Komplexonzusatz und 
anschliessende alkalische Chromatographie ausschalten. Die besten Bedingungen fur 
die Chromatographie werden geschaffen, wenn man die Verbindungen mit-Hilfe, eines 
Kationenaustauschers in der Natrium-Form in das Na-Salz der betreffenden Sauren 
i.iberftihrt53. Nach KARL-KROUPR beseitigt die Behandlung mit Ionenaustauscherri 
Ca-Ionen nicht vijllig aus der Lijsung2. 

St&&de &&oneut. Hohe Salzkonzentrationen machen sich allgemein stdrend 
bemerkbar40. Sulfat, Sulfit und Formiat beeintrgchtigen die Trennungen im alkali- 
schen Losungsmittel, Chromat stijrt besonders im sauren Chromatogramm: :. ’ \ 

,Arsenat gibt’ einen’ blauen bis braunen Fleck in Orthophosphathiihe. Silikate 
‘verbleiben im uberwiegend organischen Ltisungsmittel als blaue’ reduzierte Siliko- 
Molybdtikomplexe am Start65.“’ ” : ‘8, , .: : 
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Qzcantitatiue Papierchromat~graphie der Izondensieiten~~Phos$hate . 

,,: ,, / 

Die quantitative Bestimmung der einzelnen ,kondensierten Phosphate erfordert tine 
besonders scharfe, Trennung der Komponenten eines Gemischs. Die Fle&e miissen so 
+~geschnitten werden, dass der ganze Bereich des Flecks mit Sicherheit darin 
enthalten’ ist. M& verzichtet dsher h&fig, auf die Einzelbdstimmung’ eines *jeden 
kondensierten Phosphats utid trennt in Gruppen eines best&&en Kondensations- 
b&reichs auf, die in Summa bestimmt werden. Gliicklicherweise ist man.nicht d&auf 
angewiesen, die Absolutmengen der einzelnen Phosphate zu bestimmen, sondern man 
benijtigt nur .das Verh%ltnis der Phosphatgehalte der einzelnen Flecke und kann aus 
either .gleichzeitig ‘durchgefiihrten Gesamtphosphorbestimmung die absoluten Prozent- 
zahlen errechnen. 

Fehler, die beim Auftragen der LBsung entstehen, gehen somit nicht in. die 
Bestivmungsmethode ein, da nur die Verh8ltniszahlen der einzelnen Komponenten 
bestimmt’ werden.’ 

‘. ,Die Wahl des Verfahrens (Vg,l. Die Pa~ierchromatograp~~ie der kondemierten 
Phosphate) richtet ,sich nach den an$lytischen Anforderungen. 

Zun8chst sollt’e ein qualitatives Chromstogramm fiber die Zusammensetzung der 
Probe Auskunft geben. 

‘8 ‘Zur. Bestimmung geringef Mengen Orthophosphat neben kondensierten 
Phosphaten fiihrt GASSNER *O keine papierchromatographische Trennung durch, 
sondern photometriert das bei pH = 4 mit Ammonmolybdat und Ascorbinsgure 
erzeugte Pho’sphormolybd%nbl,zu. Eine quantitative Direkt-huswertung der Phos- 
phatPeckedurch Gr6ssenvergleich oder Photometrierung kommt nicht in Frage, da 
die auf dem ‘Papier, gebildeten blauen Komplese nicht einheitlich sindz. Die quanti- 
tative Bestimmung von Phosphorverbindungen schliesst daher notwendig mehrere 
‘Schritte ein: 

Loslijsen der phosphorhaltigen Substanz vom Papier. 
Hydrolyse zum Orthophosphat . 
vberfiihrung des Orthophosphats in Phosphormolybd5nblau durch eine Reduk- 

,’ tionslijsung. 

Colorimetrie. 
Im einzelnen b&ten sich zwei Wege xn. 

I. Man entwickelt einen Teststreifen, der mit dem Chromatogramm identisch ist, 
,fiir sich, schneidet die entsprechenden Flecke im Chromatogramm “blind?’ aus und 
bestimmt sie quantitativ nach S. 407 B6, Die Einteilung des Papiers kann nach der 
Vorschrif t, S. 3gz ,vorgenommen werden. 1 . 

,’ Geradc fiir dieses “Blindverfahren” eignen sich ‘die Liisungsmittel Ic und Ib 
(S., 401) mit. ,der gleichm%sigen Verteilung der Phosphate iiber die Laufstrecke be- 
sonders ‘@It.” ‘, : * ” 

li 
K~~BERLEIN UND MAIR-WALDBURG 

. 
ki,, . ‘. ‘,, 11, die ringchromatisch arbeiten, kennzerchnen 

die, einzelnen Phosphatringe durch Spriihen mit einer butylalkohoiischen Eisen- 
‘::, rhodanidliisung (Vgl. S. 395) und schneiden sie aus. Da antiesend& Filterpapier, die .,I 
8.. Ljiswllacv s. qog/i#m. . 

,, . . 
‘, 
‘,,‘.. 
,‘,’ ,’ ,’ 5 
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Hydrolyse nicht sttjrt 2, fi.ihrt PFRENGLE* das Eluieren und Verkochen zu Orthcphos- 
phat in einem einzigen Arbeitsgang durch: 

In, einem ’ xoo ml Erlcnmeyerkdlbchen werden die zerschnipfelten Papierzonen mit 50 ml I 'N 

‘H,SO, i.iber Naclit bei go” behandelt. 

Hochmolekulare Phosphate, die nach dieser Arbeitsweise nicht vollstandig, erfasst ” 

werden, werden 2 Stunden lang am Rtickflussktihler gekocht. Nach dieser Behandlung 
ist vollst$indige Hydrolyse und Abliisung vom Papier eingetreten. PFRENGLE’ .ver-’ 
wendet die Colorimetrie nach SCHEEL-LISDERLE~‘, weil die Liisungcn sich lsngere Zeit. 
verwerten lassen und die Reduktionslosung zum Entwickeln der, Testreifen und zur 
Colorimetrie geeignet ist. 

In anderen Arbeiten wird das Papier zunachst mineralisiert und darin die 
Hydrolyse der Phosphate durchgefiihrtll. 

2. Die Phosphorverbindungen werden, zunachst auf dem Papier mit der Molyb- 
dgnblau-Methode sichtbar gemacht. 

Die ausgeschnittenen Phosphatflecke kijnnen nach dem Entwickeln durch Exthzk- 
tiort oder durch Verasclzegt des Papiers in Losung gebracht werden. Nach KING= wird 
das Papier verascht, inpem man es in einem Tropfen konz. HNO, eine Stunde auf 150~ 
erhitzt (Sandbad). Die viillig klar schimmernde Ltjsung darf kein NO bzw. NO 2 en thal- 
ten, da Spuren dieser Verbindungen die kolorimetrische Bestimmung beeintrgchtigen. 
Anscheinend entstehen beim Veraschen der mit Ammonmolybdatreagenz entwickelten 
Phosphate Verbindungen, die bei der Colorimetrie zu hohe Werte liefernfl. 

Da sich der MolybdZnkomplex in saurer Losung schlecht lost, wird mit verd.’ 
Ammoniak extrahiertz (gewohnlich 0.1 N Ammoniak). Dann wird mit verd. Perchlor- 
s%ure oder 8 N SchwefelsZure neutralisiert und zur Hydrolyse mit einem uberschuss 
der S%ure versetzt. THILO und WIEICBR neutralisieren gegen $-Nitrophenol, bevor der 
Phospl~ormolybd~nkomplex’ erzeugt wird, da die Farbtiefe des Phosphormolybd~n- 
blaus stark vom pH der Losung abhangig ist. Die zur Neutralisation verwendete 
NaOH wird in Vinidur- oder Silbergefgssen aufbewahrt, weil grdssere Mengen der aus 
dem Glas sich herausldsenden Kieselsaure zu Fehlern bei der colorimetrischen 
Phosphorbestimmung fiihren. 

Auf die Eluierung dcs Komplexes mit Ammoniak kann verzichtet werden, wenn 
man die colorimetrische Bestimmung unter exakt eingehaltenen Bedingungen fur alle 
anfallenden Phosphatfraktionen einer Analyse durchftihrtz. Bei der uberftihrung des 
Molyb,dophosphatkomplexes in die organische Phase stellt sich allerdings ein Vertei- 
lungsgleichgewicht zwischen der wgssrigen Phase, dem Cellulosesystem des Papiers 
und der organischen Phase ein. Es gelingt, den hieraus resultierenden Minusfehler der 
anschliessenden color;imetrischen Bestimmung des extrahierten Phosphormolybdgn- 
komplexes auszuschalten, in dem man jeweils genau gleich grosse Papierzonen aus-, 
sclineidet und nach genau dem gleichen Verfahren extrahiert. Die so gewonnenen Ver- 
hgltniszahlen der einzelnen Phosphatfraktionen lassen sich bei Kenntnis des .Gesamt- 
phosphorgehalts der. Probe in die absoluten Prozentzahlen umrechnen. 

Die Genauigkeit’von Bestimmungen ohne anfangliche Extraktion mit Ammoniak 
ist gerade bei kleinsten Phosphormengen etwas geringer2. .) ,,,. 

Literatur S. 4og/&. 
: 
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Die,Extraktio~ des Pkos;hhormolybdiil~kom~Zexes mit orgawiqcheut Solventies (Isdbutartol) 

bietet den Vorteil, dass die Bestimmung des P-Gehalts nach den optischen Methoden 
dhne einen wesentlichen Salzfehler, d.h. ohne den Einfluss nicht absorbierender 
Zusatze auf die Lichtabsorption durchgeftihrt werden kannao. 

Ausftihrliche Arbeitsvorschriften werden von WIEKER’ und KARL-KROUPA~ 
angegeben. 
Nach THILO UND WIEKER' gibt man zum Beispiel: 

I. 0.06 ml 10 N H&SO, 
2. 0.25 ml 5% Ammonmolybdatliisung 
3. die neutralisiette Untersuchungslbsung 
4. 5 ml dcstilliertes Isobutanol 

in einen Scheicletrichtcr und schiittelt minclestens zo set lang. Nach clem Abtrennen der w&ssrigen 
Phase wird mit I ml I N H&SO, gewaschen. 

Fur die Reduktion zum Phosphormolybdanblau kommen verschiedene Reduktions- 
lijsungen in Frageel. 

(a) SnCl,-Losung verwenden : WIEICER’, KARL-KROUPR~, WESTMAN~~, K~BER- 
LEINll. 
Die Gcbrauchsldsung nach WIEICER~ wircl aus 0.25 ml einer Stammliisung (IO g SnCl, + 25 ml HCl 
konz.) durch Verscteen mit 25 ml I N H,SO, t~glich frisch bereitet. 

(b) Reduktion mit Metol (Photorex, Monomethyl-$-aminophenolsulfat, vgl. 
S. 394 nach PI;RENGLE*~~‘. 

(c) Reduktion mit Hydrazinhydrochloridl3. 
(cl) Reduktion mit Ascorbins?iured4. 
Es steht zu erwarten, dass die Ergebnisse kritischer Untersuchungenas*(JO zur 

Colorimetrie des Phosphors such die Verfahren der quantitativen Papierchromato- 
graphie beeinflussen werden. 

Felderbreite der qua&!ativeut Methoden 

‘Beim Arbeiten mit Mikrovolumina und gerade beim Aufbringen der Substanzlosungen 
kiinnen betrachtliche Fehler entstehen. Daher umgehen einige neuere Verfahren die 
Bestimmung von Absolutmengen und ermitteln nur das Verhaltnis der Phosphor- 
gehalte der einzelnen’ Phosphatflecke 2140. Die absoluten Prozentzahlen ktinnen dann 
aus der Gesamtphosphorbestimmung der Probe errechnet werden. 

Die Mengen der zu bestimmenden Phosphate und damit die absolute Mess- 
genauigkeit sind durch das chromatographische Verfahren festgelegt , Fiir eine ein- 
wandfreie chromatographische Trennung diirfen nicht mehr als zoo y Phosphat 
(berechnet, als P,O,) in dem tiblichen Losungsvolumen von IO ~1 aufgebracht werden. 
Die zulassigen Phosphorkonzentrationen bei der Colorimetrie richten sich nach dem 
verwendeten colorimetrischen Verfahren. Wenn die Probe haupts&chlich Polyphos- 
phat enthalt, dasnidht wandert, kann die Einwaage etwas grosser genommen werden; 
bei der Bestimmu,ng des hochmolekularen Ante+ wird dann ein entsprechend ge- 
ringerer Bruchteil der Losung colorimetriert. Die gewtjhnlichen Einwaagen fiir chroma- 

ctographische Analysen entsprechen etwa IOO y P,O,. Setzt man ftir die photqmetrische 
Bestimmung einen absoluten Fehler von 0.5 y P,O, ein, dann kisst sich die Bestim- 

1: mung der Phosphatzusammensetzung mit einem absoluten Fehler von &- o.~o/~ 

Literalzcr S. 4og/410. . . ,’ 
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durchftihren2~40~13. Die relativen Fehler steigen bei den Komponenten eines Gemischs, :;’ 
die in geringer Menge vorliegen, ‘entsprechend an. 

WII+ER gibt einen maximalen relativen Fehler von 3% an. Der Phosphorgehalt,.,$ 
des Chromatographiepapiers kann vernachlassigt werden, wenn er 0.01 y P/cm2 nicht 
tiberschreitet’. 

‘: 
.,’ 

RadioaRtiv markierte Jcondemierte Phoqbhate 

Messtechnische Einzelheiten der Ausz~l-rlungsmethode hat MEISSNER angegeben03. 
Die Grenze der Nachweisempfindlichkeit liegt grdssenordnungsm%sig bei 10-o g. 
Zur Aufstellung einer Verteilungskurve bestimmt man mit dem Z&hlrohr die, 32P- 
Relegung des Chromatographiestreifens und tragt die gemessenen Aktivitgten in :,, 
Abh&ngigkeit von der Entfernung vom Startpunkt (bzw. vom RF-Wert) auf. Die. ” 
F&hen unter den Masima der Verteilungskurve sind proportional den hier konzen- 
trierten P-Mengen. Durch eine Kurvenanalyse und Ausplanimetrieren kann man das 
relative MengenverhZltnis der einzelnen Phosphate unmittelbar festlegen. Zu einer 
Absolutbestimmung des Phosphors ist es notwendig, eine absolute Eichung der ‘,’ 
Messapparatur durchzuftihren. 

Die radioaktive Methode ist ein bevorzugtes Verfahren fur Stoffwechselunter- 
suchungen mit Phosphateno”. 

2. Pkos~Jzor-Suuerstoffverbi?tnarl~gen dederer TfVevt~gJ~eitsstufe72 

Die niederen Sauerstoffs5uren des Phosphors werden nach derselben Methode chroma- 
tographiert wie die kondensierten Phosphate. EISEL~~ stellte zuniichst fest, dass in 
dem sauren Liisungsmit tel I Hypophosphit, Phosphit , Pyrophosphit und Orthophos- 
phat nicht getrennt werden kiinnen; dagegen ist eine Trennung dieser Gruppe van” 
Hypophosphat oder Pyrophosphat mijglich. Die Trennung Arsenit-Arsenat gelingt 
glatt. Auch bei dem von D’AMORE angegebenen Gemisch (70 ml Isobutanol,, 6 ml 
Acetylaceton, 2.5 g Trichloressigs?iure, 0.2 ml Ammoniak (rZ = o.g~),' 39 ml Wasser) ’ 

ist die,Trennung unzureichend as. Gute Trennungsm6glichkeiten bieten die alkalischen 
Gemische. So werden die 5 Anionen Hypophosphit, Phosphit, Pyrophosphit, Hypo- ‘,I 
phosphat und Orthophosphat mit dem ammoniakalischen Liisungsmittel IV vofi ,. 

EPIEL gut getrennt. Die Trennung Arsenit-Arsenat ist allerdings nicht moglich. Auch ,, 

das an~monial~aliscl~e Gemisch III findet Anwendungo5. 
BONNIN UND Su15~ fiihren Trennungen von Phosphst, Phosphit und Hype- 

phosphit r-nit einem Gemisch ut-Butanol-Diosan-r iV Ammoniak (I : I : I) durch. 
1 

Meinemverehrten Zehrer, Herrn Priv. Doz. Dr. F. CRAMER clanke ich fur sein Interesse ,i 
an dieser Arbeit und fur ‘seine grossztigige Forderung. ‘, (. ‘. :,: 4 

, 

: ‘( 
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