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In der Papierchromatographie anorganischer und organischer Phosphorverbindungen
zeichnet sich eine gewisse Standardisierung der Arbeitsmethoden ab. Gleichzeitig
werden die Verfahren in steigendem Masse zur Lésung spezieller Aufgaben herange-
zogen. In der vorliegenden Ubersicht wird versucht, die Anwendungsbéreicﬁhe der
verschiedenen Verfahren gegeneinander abzugrenzen.

A. Allgemeiner Teil

B. Die Paplerchrommtographle anorganischer Phosphorverbmdungen
1. Die kondensierten Phosphate

2, Phosphor—Sauerstoffverblndungen niederer Wertigkeitsstufen

A. ALLGEMEINER TEIL

Eine spezielle Methode der Papierchromatographie darf als leistungsfihig gelten,
wenn eine scharfe Trennung der Substanzen erreicht wird und die Rp-Werte bei der
Reproduktion unter konstanten Bedingungen innerhalb eines gewissen IFehlerbereichs
gleich bleiben. Ganz allgemein miissen zur Reproduzierbarkeit der Rp-Werte einige
- Bedingungen erfiillt seinl.2,
(a) Temperaturkonstanz -+ 0.5° im Chromatographieraum. Das Auftreten eines
| Temperaturgradienten im Chromatographiegefiss kann zu unregelmasmger Wanderung
der Lésungsmittelfront Anlass geben. Da der Verteilungsquotient eine Funktion der
“Temperatur darstellt3, ist die Zusammensetzung gesédttigter Phasen temperatur-
 abhingig. Anderungen der Zusammensetzung eines Lé&sungsmittels bringen aber
betrachtliche Abweichungen der RF-Werte‘ mit sich. Bei der Verwendung von Ge-
mischen mit leichtfliichtigen Bestandteilen (Ather, konz. Ammoniak, Athylformiat,
. Methanol) und leicht veresternder Siure-Alkoholgemische sollte die Arbeitstemperatur
“unterhalb 15° liegen. ‘
(b) Bei jedem Chromatogramm muss mindestens eine = Vergleichssubstanz
(Leltchroma.togramrn) mitlaufen.
Treten bei einem Losungsmittel Abweichungen > 0.02 vom gewohnhchen Rp-
. Wert einer Leitsubstanz auf, so sollte das Lésungsmittelgemisch erneuert werden.
| In der Pa.p1erchrornatograph1e der Phosphorverbindungen muss man allerdmgs
hauﬁg mit grosseren Abwe1ohungen (0.05 Einh.) rechnen?.
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(c) Die Lssungsmittelgemische sollen bei der Temperatur des Chromatographie-
raumes angesetzt und auch dort aufbewahrt werden. Der erste Lauf eines frisch
angesetzten L&sungsmittels wird besser nicht ausgewertet; erst beim zweiten Lauf "
sind die Rp-Werte verlésslich. Die Gemische kénnen in der Regel mehrere Tage benut7t :
werden, aber auch bei Reihenuntersuchungen nicht 6fter als 7-8 mal.

(d) Nach Mdéglichkeit sollen gleichbleibende Laufzeiten (Steighdhen) elngehalten
werden. Die Zusammensetzung und Dicke einer aufsteigenden Flitssigkeitsschicht
kann nicht tiber die ganze Laufstrecke als konstant angenommen werden. Daraus
ergibt sich eine Abhéngigkeit der Rp-Werte von der Steighthe der Front?. ‘

(e) Die meisten der hier behandelten Methoden sehen keine Aquilibrierung der
- chromatographischen Papiere vor..

(f) Um vergleichbare Rp-Werte zu erhalten, verwendet man Papiere der glelchen
Fertigungsserie. '

In einigen neueren Arbeiten werden die Moghchkmten gepruft Trennschirfe und
- Wanderungsgeschwindigkeit durch eine bestimmte Formgebung des Papiers zu
beeinflussen®?.

Papierformen

Die einfachste und verbreitetste Form stellt der in rechteckige Streifen geschnittene
‘Papierbogen dar (Fig. 1, Form 1). Bei dieser Form beobachtet man Rundflecke oder
‘eine bevorzugte Ausdehnung der Flecke in der Wanderungsrichtung. o
Eine abschitzende Rechnung, die von den Standardbedingungen (1—z mm?
einer 1% Losung berechnet auf P ergibt einen Fleck von 1.7-2.2 cm Radius; 25 cm-
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Stelghohc der Front ab Startpunkt) ausgeht, fordert—um eine Uberlappung der
Flecke zu vermeiden—einen Mmdestunterschied der Rp-Werte von 0.055. In der
~Praxis ist die Trennung oft fiir Substanzen mit einer Rp-Wertd1fferen7 von 0.06-0. 09
- recht unvollkommen?.

TuaiLo unD GRUNZE? fiihren die Zungenform (Fdrm z)”v8 in die Chromatographie
der Phosphate ein. Bei Anwendung dieser Form liegt die Hauptausdehnung des
Flecks parallel zur Lésungsmittelfront, also senkrecht zur Wanderungsrichtung.

Die Trennschirte ist gegeniiber Form 1 erheblich verbessert man muss aber mit
ciner verldngerten Laufzeit rechnen. ‘

Fiir die absteigende Chromatographie bietet eine von SCHWERDTFEGER? Vor-
geschlagene Form (Form 3) einen erhéhten Trenneffekt bei wenig verlingerter Laufzeit.

Wir untersuchten verschiedene neue Formen unter dem Gesichtspunkt der
erreichten Trennschiirfe, des Arbeltsaufwands und der verlingerten Laufzeit auf ihre
. Brauchbarkeit.

Alle neuen Formen haben gemeinsam, dass die Wanderung des Losungsmittels

betrachtet werden kann als ein Vorgang, wie er sich #dhnlich im Rundfilterchromato-
| gramm absplelt Das Lésungsmittel durchwandert, von einem Mittelpunkt ausgehend,
ein Kreissegment, erfasst die aufgetragene Substanz uncl gibt dabei Anlass zu dem
bekannten Verdiinnungsefiekt19..

Auf Grund dieser Vorstellung wihlten wir eine Form (I‘orm 4), die nach unseren
Erfahrungen Vorteile gegeniiber den fritheren Formen aufweist. Auch hier werden
optimale Trennungen mit der Rundfiltermethode erreichtil, 40,

Trennschiivfe und Form dey Flecke. Storungen

Substanzen mit einem Rp-Wert < 0.6 treten bei Anwendung der neuen Formen, falls
sie von mitwandernden Substanzen unbeeinflusst bleiben, in einer charakteristischen
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.

: Rp-Werte und Form der Flecke kénnen beeinflusst werden durch Verdringungs-
 und Randeffekte.

| ‘Bei unseren Untersuchungen zur chromatographischen Identifizierung von
Reaktionsprodukten mit aliquoten Anteilen konnten deutliche Verdringungseffekte
beobachtet werden. Die Flecke verteilten sich dabei im Sinne maximaler Trennung,
d. h. sie nahmen die Form und Fliche an, die eine Uberlappung vermied. Ein typisches
7 Verdrangungschromatogramm kann auftreten bei Substanzen, die unter den Be-
dingungen der Chromatographie Hydrolyse erleiden.

v Auf den #dusseren Bahnen der Chromatogramme, die den Gefidsswdnden am
_ néchsten kommen, beobachtet man bisweilen Verschiebung und Verlagerung der in
~ Randnihe wandernden Substanzen zum Rand hin oder ein ungleichmissiges Fort-
- schreiten der Lésungsmittelfront. ‘ |

' Bei niederer Arbeitstemperatur tritt dleser wohl durch Tempera.turemﬂusse
__mitverursachte Effekt zuriick.

- Litevatur S. 409/4;0‘,
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Bei ana.lytlsch wichtigen Chromatogrammen empfichlt es sich claher die belden ,‘ ‘

Aussenbahnen nicht zu verwenden4.

- Die quantitative Chromatographie vermeidet Stérungen dieser Art durch folgende i

Anordnung der Substanzen:

Die eine Aussenbahn bleibt frei, die andere Aussenba.hn wird mit der Testlésung,

die daran anschliessende, innere Bahn mit der Untersuchungslésung besetzt. Zwischen

diesem sogenannten Teststreifen, der fiir sich entwickelt wird und den Bahnen, die: |

quantitativ ausgewertet werden sollen, bleibt wieder eine Bahn freit.

Storungen der Papierchromatographic von Phospliorverbindungen

Eine ganze Reihe storender Effekte machen sich in der Papierchromatographie von

Phosphorverbindungen bemerkbar.
(a) Uberladen der Flecke (overloading)213
(b) Streifenbildung (streaking)
(c) Verzégerungsschatten (lagging shadows) 4
(d) Schwinze (tailing) ‘
(e) Doppelflecke, Mehrfachflecke (multiple zones)
(f) Hemmung, Verbleiben am Start.

Zu (a). lonische Substanzen diirfen nur bis zu einer gewissen, individuell ver- °

schledenen Menge aufgetragen werden, sonst treten Stérungen durch den Uberladungs-

effekt auf. Man nimmt an, dass iiber die Laufstrecke des Chromatogramms in der -
Laufrichtung ein kontinuierlicher Abfall des Wassergehalts auftreten miisstels, Eine

hohe Ionenkonzentration an irgend einer Stelle bringt nach dieser Auffassung einen
htheren Wassergehalt an dieser Stelle und eine verdnderte Verteilung mit sich. Die

Rp-Werte liegen in diesem Falle zu hoch. Der untere Rand des Flecks entspricht der

normalen Wanderung, wihrend der Schwerpunkt und die obere Grenze stark variieren
kénnen?s. Wenn der Wassergehalt kontinuierlich abnimmt, kann man verstehen, dass
schwerer 16sliche Salze allméhlich ausfallen und damit Streifenbildung einsetzt.
Streifenbildung ergibt sich auch, wenn das Lésungsmittel zu schnell wandcrt und
es nicht zur Einstellung des Verteilungsgleichgewichts kommt.
Ein weiterer Uberladungseffekt tritt auch bei nichtionisierten Substanzen auf12

Das wandernde Ldésungsmittel kann die aufgetragenen Substanzen nur bis zu einer
bestimmten Konzentration mit sich fithren. Wird diese Konzentration uberschntten |

so bleibt die {iberschiissige Substanz zuriick und bildet “Schatten” aus.

Stérungen, die durch Ionen verursacht werden. Die oben beschriebenen stérenden

Effekten kénnen aber auch von der Einwirkung mehrwertiger Ionen herriithren..

Das gewthnliche Bild der von Fremdionen verursachten Stérungen sind ver- -
waschene, schlecht getrennte Flecke, die meistens irgendwie deformiert sind (Hufeisen
etc.). Wahrscheinlich gehen auch die Aufspaltungen der Flecke auf diese Ursache

zuriick. Stérende Kationen treten (r) als Spuren im Papier, (2) als Losungsmlttel- -

genossen der Phosphorverbmdungen oder (3) als Kat1onen der Phosphate auf. 7ur

theraim' S. 409/4r0.
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gewaschen Bei Saurezusitzen wird nachgewaschen, blS keine Sdure mehr nachge-
wiesen werden kann. Gegen Schwermetallspuren wird H,S-Zusatz im Chromato-
graphiergefidss oder das Waschen des Papiers mit einem Komplexbildner empfohlen!4,
Bei der Verwendung von Whatman-Papieren kann auf ein Auswaschen mit 8-Oxychi-
nolinlssung!t 17 oder Versene (Athylendiamintetraessigsiure)® nicht verzichtet werden.
EccLEsToN UND HEMs filgen auch dem Losungsmittel etwas Versene beils,
‘ Fremdionen als Losungsmittelgenossen der Phosphate sind eine hiufige Erschei-
‘nung sowohl bei Analysen technischer Produkte (Seifen, Waschmittel) als auch bei
der Aufarbeitung biologischen Materials.. Eine Behandlung mit Kationenaustauschern
entfernt stérende Kationen und fithrt die Substanzen in die Alkalisalze {iber. Wo die
- Behandlung mit Ionenaustauschern nicht angebracht erscheint, kann der Lésung eine
- Spur eines Komplexbildners (Natriumsalz der Athylendiamintetraessigsiure, Pyridin-
Athylendinitrilotetraessigsiure)!® zugesetzt werden. Allerdings setzt man damit die
Rp-Werte von Estern herab. Nach GORDON ¢t al.l? gibt man nach dem Auftragen der
Substanz abschliessend Pyridinsulfatlosung auf den Auftragefleck (overspotting). Die

Sulfationen halten mehrwertige Kationen fest und beeinflussen im {ibrigen die
Wanderung der Anionen nicht.

Entwickeln der Chromatogramme

Nach dem Herausnehmen aus dem Lésungsmitt‘el werden die Chromatogramme an
der Luft getrocknet und anschliessend einige Minuten bei 60—70° im Trockenschrank?.

. 1. Standardverfahven naclh HANES UND ISHERwWOOD

Fiir alle Arten von Phosphorverbindungen hat sich als Entwickler das Ammonmolyb-
datreagens nach HANEs UND IsHERWOOD durchgesetat:

5 ml 60%, Perchlorsiure, 10 ml 1 N HCl und 25 ml 4% Ammonmolybdatlésung werden gemischt
und mit Wasser auf 100 ml aufgefiillt.

Nach dem Sprithen trocknet man in einem warmen Luftstrom und hingt dann das‘
Chromatogramm 10 Minuten in einen Trockenschrank bei 85°.

Wir liessen Chromatogramme von Phosphorsidureestern und &hnlichen Verbin-
. dungen bei Raumtemperatur trocknen und erhitzten dann 4 min auf 70°. Nach
unseren Erfahrungen ist eine véllige Hydrolyse bei dieser Trocknung eher gewéhr-
leistet, als beim raschen Wegtrocknen des Wassers. ‘

Der Nachteil dieses Standardentwicklers liegt in seiner zerstdrenden Wirkung auf
das Papiér, die von dem Gehalt an Perchlorséiure herrithrt. 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 verhiltnismissig unversehrt aufbewahren. Um ein Nachblduen des Chromato-
~ gramms zu verhindern, bewahrt man die Chromatogramme besser im Dunkeln auf.
-.8ANsoNI hat der Anfirbung von Phosphaten auf Filterpapier eine Studie gewidmet,
dié Untersuchungen iiber die Wirksamkeit des Ammonmolybdatreagens bei wechseln-
der Konzentration der Bestandteile enthilt?, SaNSONI empfiehlt ein Gemisch aus
"1 Vol. wissr, 5% HCIO, und 1 Vol. wissr. 1% Ammonmolybdatldsung.
- Literatur S. 409/410 ‘
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TFir chromatographische Reihenuntersuchungen wird das Ammonmolybdat-
reagens auch mit Salpetersiure als hydrolysierender Sdure angewandt ‘
Nach PrrENGLE* wird das Reagens folgendermassen hergestellt:-

20 g Ammonsulfat, geldst in 160 ml Wasser werden mit 6o ml konz. HNOy (cl = I.4) versctzt.
Dann bereitet man eine Lésung aus 6o g Ammonmolybdat in 160 ml Wasser von 50°, lasst
abkithlen und giesst unter Riihren langsam in die Salpetersiurelésung cin. ‘

Zur photographischen Dokumentation vergleiche 20,

Sichibarmachung der Flecke :

Die Anfiarbungder Phosphorverblndung beruhtaufder Reduktion der geblldeten Molyb- |
dophosphatkomplexe. Phosphorhaltige Substanzen erscheinen dann als blaue Flecke."
Diese Reduktion wird von fast allen gebriuchlichen Reduktionsmitteln bewirkt. |

(a) Photoredultion®'. Nach Untersuchungen von SaNsoNI1?0 erreicht die Empfind--
lichkeit der Sichtbarmachung mit UV-Licht oder intensivem Sonnenlicht die gleiche:
Grenze (0.14 y/cm? fiirr Na,HPO,-2H,0) wie mit H,S. Es ist leichter, gleichbleibende
Bedingungen einzuhalten und Ergebnisse zu reproduzieren, wenn man photochemisch.
reduziert. Nach unseren Erfahrungen kann man Chromatogramme durch Liegenlassen
im Sonnenlicht einwandfrei entwickeln. Das oft beobachtete Deutlicherwerden der
Chrornatograrnrne wenn man sie nach der chemischen Reduktmn dem Llcht ausset/t |
beruht auf der gleichen Wirkung. ‘ |

- Nach CrROWTHER!? geniigt es, das Chroma.togramrn eine Minute lang mit einer
krdftigen UV-Lampe zu bestrahlen.

(0) Redulktion mit H,S. In der Literatur wird empfohlen, das Chromatogramm
nach der dem Sprithvorgang angeschlossenen Trocknung kurze Zeit mit'_VVasserdampf
zu behandeln?2. Bei anorganischen Phosphaten und leicht hydrolysierenden organi-
schen Phosphorverbindungen eriibrigt sich diese Behandlung.

Man lisst das Chromatogramm 5-10 min in der H,S-Atmosphiire. Der Unter-'
grund soll dann, wenn der Entwickler noch einwandfrei war, weiss oder leicht briun-
lich sein. Man muss die Reduktion mit H,S-Gas iiberwachen und das Chromatogramm‘ |
aus der H,S-Atmosphire entfernen, bevor sich der Untergrund zu bliuen beglnnt
Die beiden Verfahren werden in der qualitativen Chromatographle bevor7ugt an-
gewandt. :

(c) Redukition mit aufgespriihten Reduktzonsmziteln LrUTH ARD UND TEsT \23 ver-
wenden in der Chromatographie von Zuckerphosphaten 0.1% Ascorbmsaurelosung
als Reduktionsmittel: Vgl. GANGULIZ, ‘

- WEsTMAN, ScoTT UND PEDLEY berichten iiber Versuche mit SnCl,-Lésung?s.
Auch Hydrazinhydrochlorid kann als Reduktionsmittel verwendet werden. ‘

In der industriellen Relhcnanalyse empfiehlt PFRENGLE* ein Redulxtlonsnuttel

das auch fiir die quantitative color1metr1sche Bestimmung geeignet ist:

28.8 g Na,S,0; wasserfrei, 1.05 g Na,50, wasserfrei, 0.21 g Photore\ (Monomethyl- /J-;meo- ‘
phenolsulfat) werden mit Wasser auf 100 ml aufgefiillt. ‘

D_1ese Verfahren dienen vorwiegend zur quantitativen, colorimetrischen Bestlmmung
, Die Bedenken richten sich gegen ein Verwaschen der Flecke, wie es. be1 mehr—
mahgem Sprithen doch auftreten kann.

Literatur S 409/410.
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2. Eine Variante der Ammonmolybdatmethode

wurde von VELLUZ UND PESE22% vorgeschlagen: ‘
Das getrocknete Papier wird mit einer salpetersauren Lésung von Ammon-
molybdat bespriiht, die ein wenig basisches Chininsulfat enthilt. Nach der Trocknung

bei 80° wird im UV-Licht untersucht. Chininphosphormolybdat bildet einen dunklen
Fleck auf blau fluoreszierenden Grund.

3. Verfah;'en nach WADE UND MORGAN?Z

(#) Einen grundsitzlichen anderen Weg um Phosphate sichtbar zu machen schlagen
WADE UND MORGAN ein. Freie Eisen-(III)-ionen werden von Phosphorsiure-estern
komplex gebunden. Nicht komplex gebundene Eisenionen gehen nachher beim
Sprithen mit einer Sulfosalicylsidurelésung eine hellpurpurfarbene Komplexverbin-
dung ein. | :

Man spriitht das Papier mit einer 0.19, FeClg-Loésung in 809, Athanol, trocknet bei Raumtempe-
ratur und spriiht erneut mit einer 19, Sulfosalicylsdurelésung in 80%, Alkohol, Nach dem Trocknen
erscheinen Phosphate als weisse Flecke auf hell purpurfarbenem Untergrund.
Das Verfahren eignet sich nur bei Anwendung saurer Losungsmittel.

(b) Das WADE-MORGAN-Verfahren wird in etwas abgewandelter Form in neuester
Zeit empfohlen:

Nach RUNECKLES UND KRrRoTKOV2® taucht man die getrockneten Pap1ere in ein B’Ldgemlsch von

1.5 g FeCl;*6H,0, 3 ml 0.3 N HCI und 970 ml Aceton, trocknet im Abzug und taucht erncut m
ecine Losung 'LllS 12.5 g Sulfosalicylsiiure in 1000 ml Aceton.

(¢) Wenn man nach MAIR-WALDBURG! mit butylalkoholischer Eisen-(III)—
rhodanidlésung arbeitet (2 Vol. 0.19% FeCl,-Lésung, 1 Vol. 19% NHSCN-Lésung wird
mit 3 Vol. destilliertem Butanol geschiittelt; die Butanolphase wird verwendet)
kommt man mit einer Sprithung aus.

(d) SHINAGAWA u. Mitarbeiter?? sprithen /,unachst mit o0.01-o0. oos A Eisen-(III)-
chloridlésung und dann mit o.01-0.05 M Cyanoferrat-(IT)-1ésung. Auf dem Papier

bildet sich Berliner Blau aus, ausser an den 'Ishosphatﬂeclcen, die ungefidrbt oder in
anderen Farben erscheinen.

Zur Chromatographie 32P indizierter Phosphate

Die radioaktiv markierten Substanzen werden zunichst nach Vorschrift papier-
chromatographisch oder elektrochromatographisch?®® getrennt., Auf dem Papier lassen
sich dann die radioaktiven Flecke nach zwei Methoden bestimmen:

(@) Durch Autoradiographie;

(b) Nach der Auszahlungsmethode

A wtoradiographie

32P sendet eine relativ energiereiche 8-Strahlung aus. Eine photographische Platte,
die in direkten Kontakt mit dem radioaktiv indizierten Chromatogramm gebracht
wird, schwirzt sich an den Stellen die 2P oder ein a.nderes markiertes Element
aufweisen.

Literatur S. 409/4ro0.
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D1e Autoradlographle ist eine vorw1egend quahtatlve Methode, da die Schwar7ung .
der Emulsion der Isotopenmenge nicht proportional ist und die Emulsion nicht linear
mit der eingestrahlten Energie geschwirzt wirds:. Bei de- Autoradiographie mit 32P j
kénnen nur etwa 30% der Aktivitdt der Flecken nachgewiesen werden32,

A uszc’ihhmgsmethocie

Die Auszidhlungsmethode steht heute im Vordergrund, da sie einwandfreie, quantifa- ‘
tive Bestimmungen ermoglicht. Bei der Erforschung des Intermediidrstoffwechsels .
wird die Autoradiographie, die keinerlei technischen Aufwand erfordert, mit grossem
Erfolg angewandt. Uber Einzelheiten unterrichtet SANWALS3? in Papierchromatographie
in der Botanik. o

B. DIE PAPIERCHROMATOGRAPHIE ANORGANISCHER PHOSPHORVERBINDUNGEN

I. Die kondensierten Phosphate

Die Papierchromatographie der kondensierten Phosphate wurde von EB:L in Frank-
reich, WESTMAN u. Mitarbeitern in Kanada und ANDO u.a. in Japan unabhingig
voneinander entwickelt. Sie stellt zusammen mit der Ionenaustauschchromatographie
das bevorzugte analytische Verfahren dar.

Aus den Anfingen heraus hat die Methode Verschledene analytische Aufga ben
recht iiberzeugend geldst:

(a) Die Priifung der in der theratur beschriebenen kondensierten Phosphate a.uf
ihre Einheitlichkeit und ihre Klassifizierung.

(b) Die Identifizierung von Reaktionsprodukten. ‘

(¢) Die Analyse technischer Produkte (Enthirter, Waschmittel, Lebensmittel-
zusitze, Gerbereihilfsmittel). ‘ .

Einen Uberblick iiber die Methode bietet die Monographie von THILO UND GRUNZE
Die Papierchromatographic der kondensierten Phosphate’. Die von THILO UND GRUNZE?
beschriebene Arbeitsweise darf gegenwirtig als Standardvorschrift gelten, wenn auch
laufend Verfeinerungen und Abdnderungen der Methode beschrieben werden. |

Papier

Einen Uberblick iiber verwendete Papiere und ihre Vorbehandlung gibt Tabelle I.
Gegenwartlg besteht eine gewisse Tendenz zu hérteren Papiersorten, beispielsweise |
Schleicher u. Schiill 2045b, iiberzugehen3®. Gegen das Schrumpeln der Papiersorten
nach dem Waschen wird ein anschliessendes Waschen mit 95% Alkohol empfohlen?8,

Avrbeitweise fiir Tesigemische und Substanzen

Die Substanzen werden an Startpunkten auf einer Startlinie aufgetragen, die smh in
3.5—-5 cm Abstand vom eintauchenden Ende des Papiers befindet. Die Startlinie wird
hoch, aber auf jeden Fall in den geschnittenen Teil des Chromatogramms gelegt weil
die Rp-Werte zwar etwas klemer, die Trennungen aber sauberer werden?.

theratur S. 409 J4xo.
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Naclhweisempfindlichkedt

‘Die untere Gren7é der Nachweisempfindlichkeit diirfte bei dem von SANSONI2 angege-
benen Wert von 0.14 y/cm? fiir Na,HPO,-2H,0 liegen.
In der Praxis der Chromatographie wird die Grenze der Nachwelsempﬁndhchl\elt

TABELLE I

Puapier Literatur : Vorbehandlung
Schleicher u, THILO UND GRUNZE" Von der Lieferfirma mit verd. Salzséiure und dest.
Schiill 2zo040a . Wasser gewaschen.
Schleicher u. CROWTHER!3 Unvorbehandelt. S. u. S. 589 Schwarzband, rasche
Schiill 589 ‘ : Trennung der Phosphate, aber Gefahr der Uberladung.

S. u. 8. 589 Orangeband, langsameres Arbeitcn aber
weniger Stérungen..

Whatman No. 1 WESTMAN ¢l al.26 Mehrtigiges Waschen mit Essigsiure und Nach-
‘ waschen mit dest. Wasser bis zur vélligen Acetat-
freiheit.

Whatman No. 1 EBEL el al 84— Waschen ' mit alkoholischer 8-Oxychinolinlésung,
Whatman No. 4 anschliessend mit wiéssr. Allkkohol, 2 N Es&gsaurc und

destill. Wasser.

zwischen 0.4 uhd 2 v P auf den einzelnen Phosphatfleck, entsprechend zwischen o.15
und 0.66 y Phosphor pro cm? Fleckengrisse angegeben4, 3¢-37,

- Testlosungen und Substanzen®7?

Zu der Herstellung von Testlésungen verwendet man ausschliesslich d1c Natriumsalze.
Wenn die Méglichkeit dazu besteht, wendet man auch bei den zu untersuchenden
Substanzen die Natriumsalze an. Unlésliche Calciumphosphate werden durch Be-
- handlung mit Versene in L&sung gebracht?. |

Die Testlésungen und dementsprechend auch die Untersuchungslésungen werden
‘allgemein so eingestellt, dass sie 0.1% (bis %) an Phosphor enthalten.

'7um“13elsplcl verwendet man als Pyrophosphatstandard cine Lésung von 0.7 g Na P,0;- 10H 20 in
100 ml Wasser geldst, von der o.001 ml-o.o1 ml cntSprechend 1—-1oy P mit einer l‘Ilkl‘Oplpettclo
‘aufgetragen werden.,

Nach KARL-KROUPA2 liegt die Kapaiitéit des Chroma.tographiepapiers (Schleicher u.
- Schiill 580) fiir kurze Laufzeiten bei einem Gesamtgehalt von 10 y P pro Auftragfleck.
‘Auch bei den zu untersuchenden Phosphatgemischen sollen die aufgetragenen
~ Mengen gering gehalten werden, um auf dem Chromatogramrn kleine, gut gegenein-
~ander abgesetzte Flecke zu erhalten.
' Man kommt, auch bei Anwesenheit mehrerer Komponenten im Gemisch, mit
3 Loésungen, die 10~20 mg Phosphatgemlsch proml Wasser enthalten, aus. Davon werden
w1eder 0.001-0.0r ml aufgetragen.

"‘Analytisohe Grenzen der Methode

" Die Gruppe der kondensierten Phosphate umfasst Substanzen vom Kondensations-
- grad # = 1 (Orthophosphat) bis zum Kondensationsgrad ro® (Kurrol’sches Kalium-
salz). Slc schliesst die rlngforrmgen Metapho%phate (Tri- und Tetrarnetaphospha.t) die
o themtm' S. 409/410
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I\ettcnformlgen Ohgophosphate (Kondensationsgrad 4—10) und die Polyphosphate ein.

Diese analytische Aufgabe kann nur durch Verwendung von GrupmenlSsurgs-
mitteln, die in einem bestimmten Rp-Bereich die Phosphate als Individuen oder als
Gruppen mit einem mittleren Kondensationsgrad auftrennen, gelést werden. |

Aus den bisherigen Erfahrungen geht hervor; dass auch bei sorgfiltiger Ver-
meidung der in Abschnitt A aufgefiihrten Fehlermoglichkeiten die Rp-Werte nicht
immer exact reproduzierbar sind? ¢4 Nach einem Vorschlag von MORTIMER® wihlt -
man als Bezugsgroésse nicht mehr die Strecke, die die Losungsmittelfront zuriicklegt,
sondern die Strecke, die eine bestimmte Substanz (Orthophosphat) vom Auftragfieck '
aus zuriicklegt. ‘

Dieser sogenannte P-Wert (position constant) ist definiert:
1’_0_)} der Verbindung zuriickgelegter Weg
Vom Orthophosphat zuriickgelegter Weg

P = X 100

Die Tuiro’sche Bezichung’. Trigt man die Pi-Werte der einzelnen kondensierten
Phosphate (die Beziechung gilt nur fiir lineare Phosphate) auf gegen ihren Konden- -
sati‘onSgrad #n (Zahl der P-Atome im Molekiil), so erkennt man, dass die Pr-Werte
mit steigendem Kondensationsgrad exponentiell abfallen. Dann liegen die Logarith-
men der Pr-Werte, aufgetragen gegen die Zahl der P-Atome im Molekiil auf einer :
Geraden, die der Formel gentigt: - _ ‘
\ log g = —an b (TuiLo’sche Bezichung) *

n = Kondensationsgrad, @ und b sind charakteristische Lésungsmittelkonstanten.

Die THILO’sche Beziehung gilt mit verdnderten Konstanten naturhch auch fir
die Rp-Werte.

Dem e\ponentlellen Abfall der Pr-Werte entspricht das Bild, das die konden—‘
sierten Phosphate im Chromatogramm bieten: In der Gegend des. Startpunkts
dringen sich die héherkondensierten Phosphate zusammen. THILO hat daher eine
praktische Grenze der Wanderung definiert’. Die nach der THILO’schen Bezichung
gewonnenen Geraden werden auf einen Wert log Pg = o, d.h. den Schnittpunkt mit
der Abzisse, die ja den Kondensationsgrad bezeichnet, extrapoliert. An dieser Stelle
ist der Py-Wert = 1, d.h. die Substanz dieses Kondensationsgrades legt gerade ein- |
Hundertstel der Orthophosphatstrecke zuriick, wandert also praktisch nicht mehr.

Nicht alle angegebenen Lésungsmittel fiir kondensierte Phosphate geniigen der
TriLo’schen Beziehung. Vgl. Fig. 2. |

Standardgemische nach THILO?

Saures Losungsmittel I von EBELY; pH = 1.5, Konstantea = 0.20. Standardgemisch -
zur Trennung niedermolekularer Poly- und Metaphosphate bis zum Tetrameren:
75 ml - Isopropanol, 25 ml Wasser, 5 g Trichloressigsdure, 0.3 ml Ammoniak (209%,).
Bedmgungen Aufsteigend, Temperatur 16°, 14 Stunden. | :
Trennleistung: Die Wanderung hért—nach der THiLO’schen Festsetzung — bei ]
einem Kondensationsgrad von ungefihr 11 P-Atomen auf. Die ersten sechs Glieder .
der kondensierten Phosphate besetzen 9go% der vom Monophosphat durchlaufenen:
Strecke (P = 10-100). 9% der restlichen Strecke nehmen die Phosphate P,~P;, ein.
Literatur S. g4og/4r0. ‘ ' o B
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‘Alle hoherkondensierten Phosphate befinden sich in dem restlichen Prozent der
‘Strecke. Im vorliegenden Fall entspricht einem Unterschied der P Kk-Werte von 4.8
gerade ein Fleckenabstand von 1 cm. Die 5 Polyphosphate im Pz-Bereich 1-10 lassen
sich also bereits nicht mehr definitiv trennen.
201 ‘
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Fig. 2. Die THiLo'sche Bezichung fiir einige LLésungsmittel (siche Tabelle I1).

TABELLE 11

L.M. I nachTwino LM I nachTuino  L.M. Ta GASSNER L.M. Ic PrrRENGLE L.M, Id PFRENGLE

Pre-tWert log Pro-Wert log Pre-Wert log Pye-Wert log Pre-Wert log
vMonophosphat 100 2.000 100 2.000 100 2,000 100 2.000 100 2.000
PO,) -8 : : ‘
Jdiphosphat ‘ 63.8 1.805 72.6 1.801 73.7 1.867 71 1.851 86 1.934 .
P,0,) -4 ‘ ‘ :
Criphosphat 42.0 1.623 53.4 1.727 56.2 1.750 54 1.732 74 - 1.869
P30,40) 8 ‘ ‘ ‘
Cetraphosphat 24.6 1.391 39.7 1.599 43.7 1.640 35 1.544 60 1.778
Py044) ¢
Zentaphosphat 15.9 1.201 30.1 1.47 32.5 . I.512 26 1.413 45 "1.653
PrO44) 7 : ‘
Jdexaphosphat 10.1 T.004 21.9 I.340 22.5 1.352 18 1.255 3r 1.49t1
PgOyy) ° ‘ ‘
deptaphosphat 5.8 0.763 15.1 1.179 13.7 1.138 " 12.5 1.096 19 1.278
P70 ‘
Jktaphosphat ‘ ‘ ‘ I11.0 'I.04I
PgOg;)10. Lo
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TABELLE II1I

Rp-WERTE VON KONDENSIERTEN PHOSPHATEN

L. Te L.M.Id LM.III LM.IV.

LM.I L. I LM Ia LM.Ib
Ry Ry Rp Rp Ry R R Rp

Monophosphat (PO,) -3 0.69 0.73 0.80 0.79 0.70 0.79 0.33 0.4r1
Diphosphat (P,0.) - 0.44 0.53 0.59 0.62 0.50 0.68 0.24 0.31
Triphosphat (P;0,,)"° 0.29 0.39 0.45 0.53 0.38 0.58 0.24 0.31
Tetraphosphat (P,0,,) ~° 0.17 . 0.29 0.35 0.49 0.25 0.47 (0.20) (0.26).
Pentaphosphat (P;O0,4)~7 o.11 0.22 0.26 .44 0.18 o. 36 —_ —_
Hexaphosphat (PgO,q) -8 0.07 0.16 0.18 0.32 0.13 0.25

Heptaphosphat (P.0,,)- 0.04 o.11I 0.1I _— 0.09 0.15

Oktaphosphat (PgO,;)—1° — 0.08 — — — —_— S
Trimetaphosphat (P;Oy) 3 0.20 0.32 0.21I 0.39 0.53 0.64
Tetrametaphosphat (P,Oy,) 0.08 0.18 0.13 0.22 0.40 . .0.50

LM.1 = Lésungsmittel nach EBEL?, Rp-Werte nach THILO?: 75 ml Isopropanol; 25 ml Wasser,

5 g Trichlaressigsdure, 0.3 ml Ammoniak (209%).

LM I1 = Losungsmxttel nach THILO": 70 ml Isopropanol, 1o ml Wasser, 2o0mlz09, ’l‘rlch]ore551g-
sdure, 0.3 ml' Ammoniak (259%).

L.M. Ia = Losungsmittel nach GASS\J:R“’. 8o ml Isopropanol, 5 g Trichloressigsiure, 0.3 ml
Ammoniak (25%), 40 ml Wasser, 40 ml Athylenglvkolmonomethylither. ,

L.M. 1b = Losungsmittel nach GAssNER!?: 80 m! Isopropanol, 5 g Trichloressigsiure, 0.3 ml

‘ Ammoniak (25%), 70 ml Wasser, 20 ml Athylenglykolmonomethylither, 40 ml Dioxan.
L.M. Ic = Lésungsmittel nach PFRENGLE!: 26.25 ml Isopropanol, 13.75 ml Wasser, 15.6 g
Trichloressigsédurelésung (bestehend aus 20 g Trxchloressigséiure, 5.5 ml Ammoniak -
(d = 0.918) mit dest. Wasser auf 100 m!l aufgefiillt), 3 ml Essigsiure (aus 20 ml 969/
Essigséiure und 8o ml Wasser), 30 ml Dioxan. ‘
L. M. Id = ILosungsmittel nach PFRENGLE?: 60 ml Methanol, 10.3 ml 'lrlchloressxgsaurc]osung
(100 g Trichloressigsiure auf 500 ml verdiinnt und mit 22.7 ml- Ammoniak (d =
0.918) versetzt), 5 ml Essigsiureldsung (zo ml 969 Ess:gsaurc und So ml Wasser).

L.M. I1I = Lésungsmittel nach EBEL3, Rp-Werte nach THILO7: 40 ml Isopropanol, 20 ml Iso-
‘ but'mol 39 ml Wasser, 1 m! Ammoniak (259%). ‘
LM.1V = ILosungsmittel nach EBELY, Rp-Werte nach THILo?: 30 ml Isobutanol, 30 ml Atha.nol

abs., 39 ml Wasser, 1 ml Ammoniak (25%).

Saures Ldosungsmittel II von TuiLo?; pH = 1.7, Konstante ¢ = 0.136. Standard- -
gemisch zur Trennung niedermolekularer und héherkondensierter Oligomeren gleich-
zeitig: |
70 ml Isopropanol, 10 ml Wasser, 2o m] 209, Trichloressigsiure, 0.3 ml Ammoniak (25%).
Bedingungen: Aufsteigend, Temperatur 16°, 14 Stunden. |
' Trennleistung: Bei einem Kondensationsgrad #» = 16 bleibt die Wanderung aus. -
Dic Rp-Werte verteilen sich gleichmissiger als bei Gemisch 1. Die ersten acht Glieder
im Pi-Bereich 10-100 werden einwandfrei getrennt, wihrend die im P r-Gebiet I—I‘O‘ '
liegenden Polyphosphate Pg—P,, nicht einwand{rei erkannt werden.

Die ringférmigen Metaphosphate kénnen mit Lésungsmittel I und II nur in
Abwesenheit hoherer kondensierter Phosphate nachgewiesen werden. :

Saures Liswengsmittel ITa nach GassNERY?; pH = 1.7. Entspricht dem Gemisch I

‘nach THILO:

8o ml Isopropanol, 40 ml Wasser, 5 g Trxchlore551gsaure, 0.3 ml Ammoniak (25%,), 40 ml Athyl-.
- englykolmonomethylither.

‘ Bedmgungen Aufsteigend, Temperatur 12°, 30 Stunden. .
Trennleistung: E\trapoherter Kondensatlonsgrad bei dem keine VVanderung“‘
mehr sta.ttﬁndet 17.

theramr S. 409/410 .
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 Das Gemisch nach GASSNERI® erreicht die gegenwirtig héchste Trennleistung.

In einemn Polyphosphatglas mit einem Gesamt-P,0,-Gehalt von 62%, entsprechend

einem ungefihren mittleren Kondensationsgrad P,, konnten in einem Ringchromato-
‘gramm I2 Zonen, d.h. P;, und P,, unterschieden werden.

Saures Losungsmitiel 10 nach GASSNERY; pH = 1.7. Dieses “Dioxangemisch”

-dient zur méglichst weitgehenden Auftrennung von Oligo- und Polyphosphatgruppen'

So ml Isopropanol, 70 ml Wasser, 5 g Trichloressigsdure, 0.3 ml Ammoniak (259%), 20 ml L\thyl-
englvkolmonomethylidther, 40 ml Dioxan.

Bedingungen: Aufsteigend, Temperatur 12-14°, 18-20 Stunden.

Trennleistung: Auf das Gemisch lisst sich die THiLo’sche Beziehung streng ge--
nommen nicht anwenden. GassNER?® gibt den Grenzkondensationsgrad fiir die
Wanderung mit # = 20 an. Die Oligophosphate wandern zum Teil nicht mehr als
Individuen; die Oligophosphate und Polyphosphate bis iiber den Kondensationsgrad
n = 10 hinaus verteilen sich sehr gleichmaissig iiber eine Strecke von 20-30 cm.

Saures Losungsmittel Ic nach PrRI:NGL]‘4 Dieses ‘‘Dioxangemisch™ entspricht
etwa Losungsmlttel 1.

26.25 ml Isopropanol, 13.75 ml Wasser, 15.6 g Trichloressigsdurelosung (bestehend aus zo g
Trichloressigsiure, 5.5 ml Ammoniaklosung (d = 0.918) mit destilliertem Wasser auf 100 ml
gefiillt), 3 ml Essigsiure (aus 20 ml 969, Essigsiure und 8o ml Wasser), 30 ml Dioxan.

Bedingungen: Aufsteigend, Temperatur 18-20°, 16—-17 Stunden.

‘Trennleistung: Extrapolierter Kondensationsgrad, bei dem Wanderung unter-
bleibt ist 14. Die Strecken, die Monophosphat im Lésungsmittel I nach Tairo und im
Lésungsmittel Ic nach PFRENGLE in etwa der gleichen Zeit zuriicklegt, verhalten sich
anndhernd wie 3:5. Das bedeutet, da im iibrigen die Px-Werte ahnhch liegen, eine
glinstige Vertellung der Phosphate iiber eine gréssere Strecke.

Sawres Losungsmittel 1d nach PFRENGLE?; ‘‘Methanolgemisch”. Ein sehr schnell
- laufendes Gemisch zur qualitativen Orientierung:

6o ml Methanol, 10.3 ml Essigsdureldsung (100 g Trichloressigsiure auf soo0 ml verdiinnt und mit

22,7 ml Ammoniak (d = 0.918) versetzt), 5 ml E551gsaurclosung (20 ml 969, LEssigsdure und So ml
Wasser). .

- Bedingungen: Aufste1gend, Temperatur 20°, 4 Stunden.

Trennleistung: Die TH1LO’sche Beziehung lidsst sich auf das Gemisch nicht an-
wenden. Die P g-Werte sind fast dquidistant tiber die ganze Strecke verteilt. Auch eine
Trennung der Metaphosphate von den Oligophosphaten ist méglich. Die auftretenden

‘Verzogerungsschatten beeintrichtigen eine qualitative Auswertung nicht nennenswert.

Die Gefahr der Hydrolyse der kondensierten Phosphate besteht bei Losungs-

mitteln mit so kurzer Laufzeit in geringerem Masse.
- Ammoniakalische Standardlisungsmiitel nach THILO?. Mit den ammoniakalischen
- Lésungsmitteln sollen besonders Trimeta- und Tetrametaphosphate in Gegenwart von
Polyphosphaten erfasst werden.
- Ammoniakalisches Losungsmitiel 11 nach EBEL34

“40 ml Isopropanol, 20 ml Isobutanol, 39 ml Wasser, 1 ml Ammoniak (25%).

Bedingungen: Aufsteigend, Temperatur 16°, 16 Stunden. . :
'lrennlelstung Tri- und Tetrametaphosphat wandern am schnellsten (2 K—Werte
ineratur S. 409/410 '
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160 u. 125). Die Trennung von Ortho- und polymererﬁ Phosphat ist gut, Di-, Tri- und

Tetraphosphat lassen sich fiir eine Identifizierung nicht geniigend unterscheiden.
‘Mit diesem Lésungsmittel gelang REMv4! der chromatographlsche Nachweis des

Phosphorigphosphats Naz,HP,0, (Rr = 0.49, Px ~ II0). ‘

- Ammoniakalisches Losungsmitiel IV von EBELY,

30 ml Isobutanol, 30 ml Athanol abs., 39 ml Wasser, 1 m) Ammoniak (25%).

Bedingungen: Aufsteigend, Temperatur 16°, 16 Stunden.

CrowTHER?? verwendet ein Gemisch von #-Propanol-Ammoniak-Wasser (60:20:20) ]
viv. ‘

Bedingungen: Absteigend, Raumtemperatur, 48 Stunden.

Trennleistung: Mit diesem Gemisch soll eine Trennung bis zum Kondensations-
grad # = g erreicht werden. WESTMAN war damit der chromatographische Nachweis
des Tetraphosphats gelungent?, Ausser WEsTMAN4® u, Mitarbeiter bevorzugten auch
einige andere Autoren die absteigende Methode, da sie gestattet, die gesamte Lange :
eines Bogens zur Trennung der Substanzen auszunutzen®,

Z weidz'mensionale Verfahven

Karr-KrRoupra2 hat das zweidimensionale Verfahren von EBEL? fiir eine saubere Tren-
nung der ringférmigen Metaphosphate und der kondensierten Phosphate ausgearbeitet.

Zunichst werden mit dem ammoniakalischen Lésungsmittel IIT 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 Verg1e1chslosung aufgetragen und zur Wanderung in der neuen Richtung (im
sauren L&sungsmittel) angesetzt. ‘

‘Man darf nach dem ersten L'l.‘llf nur bei Raumtemperatur trocknen, um Hydrolyse
moglichst zu vermeiden. : : ‘

VAN WazZeErR UND KaRL-KRoOUPA erhielten mit dieser Methode bei Hydrolyse- :
versuchen am GRaraMschen Salz mehrere deutliche Flecke, die als die lang gesuchten, :

héheren Metaphosphate (Pcntametaphosphat Hexametaphosphat) gedeutet werden
rnussen45 ‘ :

Zur Entwickiung der C hromataammme

Es wurden Versuche unternommen, bestimmte Verbindungen selektiv zu entwickeln.
Orthophosphat zeigt sofort beim Entwickeln mit dem Ammonmolybdatreagens.
unabhingig von dem verwendeten Losungsmittel eine deutliche Gelbfirbung von
Molybdophosphat,

Nach der Reduktion (mit beliebigen Reduktlonsmltteln) weist Orthophosphat -
eine grau-griine Farbung im Unterschied zu den anderen Phosphaten auf?’. Auch das
Phosphongphospha.t zeigt nach REMy# im Chromatogramm diese graue Farbe. |

Nach einiger Zeit kann auch be1 hoher konden51erten Phosphaten Gelbfarbung ‘.
auftreten v |

Der gelbe Molybdophospha.tlsomple\ zeigt im UV-Licht eine deuthchca l“luores-
Lnemmrs 409/410 ‘ H
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zenz, ‘d‘ere‘n Intensititsmaximum und geometrische Begrenzung sich decken fnit der
‘beobachteten Gelbfiarbung im sichtbaren Licht. Die anschliessend durch die Reduktion

erzeugten Phosphormolybdinblau-Flecke sind hiufig verschoben und haben dem-

~entsprechend ihre Intensitétsmaxima an anderen Stellenls,

'SANSONI2® beobachtete, dass in manchen Fillen nur die Rinder des Flecks

gefirbt sind, wihrend das Innere weiss bleibt. Bei typischen Verdriangungschromato-
© grammen konnten wir das Gleiche beobachten. Diese Stérung beruht wahrscheinlich

auf einer Uberladung (overloading) der Stelle, vielleicht mit ganz anderen, chromato-
graphisch nicht erscheinenden Substanzen.

Eine frithere Arbeit von ANDO, ITo, ISHII UND SoDA%, entwickelt in mehreren
Stufen: (1) Sprithen mit 4% Lésung von Ammonmolybdat in 8%, Salpetersdure und
Erhitzen. (2) Sprithen mit 0.05% Losung von Benzidin in 10% Essigsiure. (3) Ein-

‘wirkung von Ammoniakdampf. Dabei zeigt Pyrophosphat einen purpurrroten Fleck.:

- Besondere Bedingungen [iir die Chvomatographie der kondensierten Phosphate. Stérungen

und thre Beseitigung

(@) Hydrolyse. Polyphosphate sind in méssig saurer Losung beliebig lange Ze1t

praktisch unverindert bestindig?’.
Die Frage, wie weit bei den kondensierten Poly- und Metaphosphaten unter den

‘Bedingungen der Chromatographie sekundire Verinderungen zu erwarten sind, trat

beim Ubergang zur quantitativen Methode in den Vordergrund. :
Aus quantitativen Untersuchungen an Pyro- und Triphosphaten geht hervor, dass
dieselbe Hydrolysengeschwindigkeit eingesetzt werden darf, die in wissrigen Lésungen

entsprechender Aciditdt bzw. Basizitit gemessen wurde. Es war deshalb méglich,

Hydrolysekorrekturfaktoren, die aus entsprechenden Mess-Daten in wéssriger Losung
gewonnen worden waren, in die quantitative Papierchromatographie einzutiihren2.
Die Hydrolyse fidllt umsomehr ins Gewicht, je grésser die Laufzeit und je héher

die Arbeitstemperatur withrend des Vorgangs ist. Eine ausserordentliche Zunahme der

Hydrolyse kann unter dem katalytischen Einfluss von Verunreinigungen, Mikro-
organismen und mehrwertiger Kationen beobachtet werden?.

Unter der polarisierenden Wirkung der Felder mehrwertiger Kationen lsonnen

~ hydrolytische Aufspaltungen und Umwandlungen der kondensierten Phosphate

auftreten?s,
(b) Storungen durch Fremdionen. GASSNER4? hat den Einfluss von Fremdionen in

verschiedenen Konzentrationen auf die Papierchromatographie der l<0hdensierten

i

“ Phosphate in einer eingehenden Arbeit untersucht.

, Es zeigte sich, dass bei fast allen Schwermetallkationen auch in geringen Mengen
Stérungen der chromatographischen Trennung auftreten. Wahrscheinlich iiberlagern

- sich verschiedene Wirkungen, die den Schwermetallionen zukommen (Komplex-

blldung, Hydrolysebeschleunigung). ‘
Nach fritheren Untersuchungen wurde fiir Ohgo- und Polyphosphate Komplex-

| blldung mit Metallen, auch mit den Alkalimetallen nachgewiesen?®,

Heute werden d1e Erscheinungen, d1e frither auf d1e Komplexbildung der Poly-

"Izteratur S. 409/410
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phosphate (n > 3) m1t Kationen zuruckgefuhrt wurden Vorw1egend als Ionenaus-A
tauschvorgénge. ‘gedeutet4?. Auch bei den Erdmlkahkomple*{en mit ATP, Fructose:
phosphat und Glycerophosphat ist ‘der Phosphatrest der komplexbildende Teil des
Molekiils®0. Solche Kompleke lassen einen andersartigen Transportmechanismus-
erwarten als unchelatisierte Ionen. Die ringférmigen Metaphosphate, die keine
Chelatkomplexe ausbilden k&nnens!, bilden viel instabilere Komplexe als die 11nea.ren :
Phosphate. Im Einklang mit dieser Vorstellung beobachtet GASSNER?? eine Wanderung
des Trimetaphosphats, wenn die anderen Phosphate am Start verbleiben (Anwesenheit
von Mg™*2, Sr+2, Ba+2, Zn+2). Nach unseren Beobachtungen an Silbertrimetaphosphat -
zeichnet sich nach der Reduktion mit H,S ein brauner Hof von Silbersulfid in rund
# cm Abstand vom Start ab, wihrend sich der Trlmetaphospha.tﬂeck in einem Abstand
von 4.2 cm (entspricht unter normalen Bedingungen einem Rp-Wert von 0.187) befindet.
- LEDERER®? stellte bei Untersuchungen zum chromatographischen Trennungs-
gang fest, das Orthophosphat neben Fe+3, Cu+? oder UO+2 (in Konzentrationen von
10 mg/ml) im Butanol-Salzsiuregemisch ohne nachweisbare Beeinflussung wandert
Das Orthophosphat befindet sich zum Schluss einige cm vor der Front des Eisens. -
‘ Allerdings wird radioaktiv markiertes H;32PO,, dessen Menge gravimetrisch
nicht mehr erfasst werden kann, bei der chromatographischen Trennung von Fe(III)-
onen etwas zuruclsgeha.lten Sobald mehrwertige Kationen in der Lésung vorhanden
smd wverbleibt in der Regel ein mehr oder weniger grosser Teil der Phosphate (speziell.
am Pyro- und Trimetaphosphat untersucht) am Start#, THiLo teilt mit, dass auch
Ca—Tr1metaphosp11at und Tetrametaphosphat “hnlich einem hochpolymeren Phosphat
am Start sitzen bleibenss, : : SR
" Dabei ist keine sekundire Verdnderung des chromatograplnerten Trlmeta.phos- ‘
phats im Spiel, wie TuiLo durch Ausfillung der Ca-Ionen mit Oxalat und erneute
" Chromatographie bewiesen hat53. Vielleicht wirken die Kationen als Austauschkatio-
nen zwischen dem Cellulosesystern mit seinen statistisch verteilten negativen La-
dungen® und den Phosphatemhelten in Lésung, ‘und verrrutteln SO d1e B1ndung an
das Papier. : ‘ ‘
Nach . GAssNER?? beseitigt ein Zusatz von Komple\on I1I (D1natr1umsal7 der
AethylcndJarnlntetra.es51gsaure) die Stérungen ganz oder doch teilweise. Der stérende
Einfluss' von Calcium bis zu 16 ¢ pro Fleck lidsst sich durch- Komplexonzusatz und
-anschliessende alkalische Chromatographie ausschalten. Die besten Bedingungen fiir
‘die Chromatographie werden geschaffen, wenn man die Verbindungen mit Hilfe eines"
Kationenaustauschers in der Natrium-Form in das Na-Salz der betreffenden Sduren
tiberfithrt53. Nach KARL-KROUPA beseitigt die Behandlung mit Ionenaustauschern
Ca-Ionen nicht véllig aus der Losung?, : ‘
Storende ‘Anionen. Hohe Sa17kon7entrat10nen machen sich ‘allgemein storend
‘bemerkba,r‘10 ‘Sulfat, Sulfit' und Torm1at beemtrachtlgen die Trennungen im alka.h-
schen Losungsrmttel Chromat stért besonders im sauren Chromatogramm. e
o Arsenat gibt einen’ blauen' bis braunen Fleck in Orthophospha.thohe Slhkate‘
verb1e1ben im- uberwmgend orgamschen Losungsnuttel als blaue redunerte S111ko-—j
.Molybdankomple*ce am Start55 : o SR '

Literatur S. 409 /4ro
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Qucmtz'tatii)d Paﬁiefckromatdgmj)kz’e‘ der kbndansie#tén' Phosgbkaté B
Dle quantltatwe Bestlmmung der e1n7e1nen kondens1erten Phosphate erfordert eine
‘besonders scharfe Trennung der Komponenten eines Gemischs. Die l‘lecke miissen so
ausgeschmtten werden dass der ganze Bereich des Flecks mit Sicherheit darin
enthalten’ ist. Mah verzichtet daher hiufig auf die Einzelbestimmung' eines ‘jeden
kondensierten Phosphats und trennt in Gruppen eines bestimmten Kondensations-
berelrhs auf, die in Summa bestimmt werden. Gliicklicherweise ist man nicht darauf
angew1esen die Absolutmengen der einzelnen Phosphate zu bestimmen, sondern man
benot1gt nur das Verhiltnis der Phosphatgehalte der einzelnen Flecke und kann aus
einer gleichzeitig durchgefuhrten Gesamtphosphorbestlmmung die absoluten Prozent-
zahlen errechnen. : : I

Fehler, die beim Auftragen der Losung entstehen, gehen somit n1cht in. du,
Bestlmmungsmethode ein, da nur die Verhiltniszahlen der einzelnen Komponenten
bestlrnmt werden. ‘ '
' Die Wahl .des Verfahrens (Vel. Die Paﬁwrchromatogm;bhw der kondensierten
Phosﬁmte) rlchtet sich nach den analytischen Anforderungen.

Zunichst sollte ein qualitatives Chromatogramm uber die Zusammensetzung der
Probe Auskunft geben. : .
. Zur. Bestimmung . geringer Mengen Orthophosphat neben kondensierten
Phosphatén fithrt GAssNERY? keine papierchromatographische Trennung durch,
sondern photometriert das bei pH = 4 mit Ammonmolybdat und Ascorbinsdure
erzeugte Phosphormolybdinblau. Eine quantitative Direkt- Auswertung der Phos-
phatﬂeckedurch Grossenverglelch oder Photometrierung kommt nicht in Frage, da
die auf dem Papier geblldcten blauen Komplexe nicht einheitlich sind?. Die quanti-
tative Bestlmmung von Phosphorverbindungen schhesst daher notwendig mehrere
Schrltte ein: ' - :
‘ Loslosen der phosphorhaltlgen Substan/, vom Pa.plcr

Hydrolyse zum Orthophosphat. '

Uberfiihrung des Orthophosphats in Phosphormolybdinblau durch eine Reduk-
tlonalosung

- Colorimetrie.
Im emzelnen bieten: sich zwei Wege an. :

I. Man entwickelt einen Teststreifen, der mit dem Chrornatograrnm identisch ist,
fur s1ch, schneidet die entsprechenden Flecke im Chromatogramm ‘‘blind” aus und
. bestimmt sie quant1tat1v nach S. 407%. Die. Emtellung des Papiers kahn nach der
Vorschrxft S. 392 vorgenommen werden. ' :
" Gerade fiir dieses “‘Blindverfahren’ eignen sich die Losungsm1tte1 Ic und Ib
(S 401) mit. der glewhmasmgen Vertellung der Phosphate iiber d1e Laufstrecke be-

- sonders gut.- : : :

;‘: KOBERLEIN UND MAIR-WALDBURGH die rmgchromatlsch arbelten kennzeichnen
dle einzelnen Phosphatrmge durch Spruhcn mit einer: butylalkohohschen Eisen-
rhodamdlosung (Vgl S. 395) und schneiden sie aus. Da anwesendes Fllterpa.plcr die

thm alur S. 409/410




Hydrolyse nicht stort2 fuhrt PFRENGLE? das Eluieren und Verkochen zu Orthophos-‘v‘
phat in einem einzigen Arbeltsgang durch: '

In . einem 100 . ml Erlenmeyerkélbchen werden die 7ersch1upfe1ten Pap1er7onen rmt 50 ml 1IN
H,S0, iiber Nacht bei go° behandelt.

Hochmolekulare Phosphate, die nach dieser Arbeitsweise nicht Vollstandlg erfa.sst“"
werden, werden 2 Stunden lang am Riickflusskiihler gekocht. Nach dieser Behandlung
ist vollstindige Hydrolyse und Ablssung vom Papier eingetretenn. PFRENGLE' ver-
- wendet die Colorimetrie nach SCHEEL-LEDERLE®, weil die Losungen sich lingere Zeit.
verwerten lassen und die Reduktionslésung zum Entwickeln der Testreifen und zur.
Colorimetrie geeignet ist. : S

In anderen Arbe1ten wird das Papier zunichst mineralisiert und dann che
'Hydrolyse der Phosphate durchgefiithrt?, :

- 2. Die Phosphorverbindungen werden zunichst auf dem Papier mit der Molyb- ‘
didnblau-Methode sichtbar gemacht. .

h Die ausgeschnittenen Phosphatflecke kénnen nach dem Entwickeln durch Extmk-.
tion oder durch Veraschen des Papiers in Losung gebracht werden. Nach KNG wird -
das Papier verascht, indem man es in einem Tropfen konz. HNO; eine Stunde auf 150°

~erhitzt (Sandbad). Die véllig klar schimmernde Lésung darf kein NO bzw. NO, enthal-

ten, da Spuren dieser Verbindungen die kolorimetrische Bestimmung beeintrichtigen.

Anscheinend entstehen beim Veraschen der mit Ammonmolybdatreagenz entw1cke1ten '

Phosphate Verbindungen, die bei der Colorimetrie zu hohe Werte liefern??,

Da sich der Molybdinkomplex in saurer Losung schlecht 16st, wird mit verd g
Ammomak extrahiert? (gewshnlich 0.1 N 'Ammoniak). Dann wird mit verd. Perchlor-.
sidure oder 8 N Schwefelsidure neutralisiert und zur Hydrolyse mit einem Uberschuss,
der Saure versetzt. THILO und WIEKER? neutralisieren gegen p-Nitrophenol, bevor der
" Phosphormolybdinkomplex erzeugt wird, da die Farbtiefe des Phosr)hormolybdan- )
blaus stark vom pH der Lésung abhéngig ist. Die zur Neutralisation verwendete |
NaOH wird in Vinidur- oder Silbergefissen aufbewahrt, weil gréssere Mengen der aus.
dem Glas sich herauslésenden Kieselsdure zu Fehlern bei der colornnetnschen
Phosphorbestimmung fiithren. - ‘

. Auf die Eluierung des Komplexes mit Ammoniak lsann verz1chtet werden ‘wenn
: man die colorimetrische Bestimmung unter exakt eingehaltenen Bedingungen fiir allel
- anfallenden Phosphatfraktionen einer Analyse durchfiihrt2. Bei der Uberfuhrung des ‘
Molybdophosphatkomplexes in die organische Phase stellt sich allerdings ein Vertei-
lungsglelchgewmht zwischen der wissrigen Phase, dem Cellulosesystem des Papiers
und der organischen Phase ein. Es gelingt, den hieraus resultierenden Minusfehler der
,anschhessenden colosimetrischen Bestimmung des extrahierten Phosphormolybdan-

‘ kornplexes auszuschalten, in ‘dem man jeweils genau gleich grosse Paplerzonen aus--

schneldet und nach genau dem gleichen Verfahren extrahiert. Die so gewonnenen Ver-

- ‘haltmsza.hlen der einzelnen Phosphatfraktionen lassen sich Dbei Kenntms des Gesamt-'

B phosphorgehalts der Probe in die absoluten Prozentzahlen umrechnen. | ‘

‘Die Genaulgkelt von Bestimmungen ohne anfanghche Extraktion mit Ammomak*
1st gerade bei kleinsten Phoqphormengen etwas germger2 ¥
v themturS 409/410
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Dw Exh’aktzon des Pkosj)hormolybdankomyblexes mit orgam,schen Solventien (1 sobutanol)

bletet den Vortell dass die Bestimmung des P-Gehalts nach den optischen Methoden
ohne einen wesentlichen Salzfehler, d.h. ohne den Einfluss nicht absorb1erender
Zusat7e auf d1e Lichtabsorption durchgefithrt werden kannso, : .

‘ Ausfuhrhche Arbe1tsvorschr1ften werden von WIEKER? und KARL-KRoOUPA?
angegeben

Nach THiLo UND WIEKER? gibt man zum Beispiel:
1. 0,06 ml 10 N H,;SO,
- 2. 0,25 ml 59 Ammonmolybdatlosung
E 3 die neutralisierte Untersuchungslsung
" 4. 5 ml destilliertes Isobutanol

in emen Scheidetrichter und schiittelt mindestens zo sec lang Nach dem Abtrennen der wissrigen
Phasc wu-d mit 1 ml 1 N H,SO, gewaschen.

Fur die Reduktion zum PhosPhOmelybdanblau kommen verschledene Reduktions-
losungen in I‘rage61 ‘

(@) SnClz-Losung verwenden: WIEKER?, KARL-KROUPAZ, WESTMAN®, KOBER-
LEINIL,

Die Gebrauchslbsung nach WIEKER? wird aus o. 25 ml einer Stammlésung (10 g SnCl, + 25 ml HC1
kon7 ) durch Versetzen mit 25 ml 1 NV H,80, téiglich frisch bereitet.

" (b) Reduktion mit Metol (Photorex, Monomethyl-jb-ammophenolsulfat vgl.
S. 394 nach PFRENGLES Y,

- (¢) Reduktion mit Hydrazinhydrochlorid1s.

(@) Reduktion mit Ascorbinsdure®.

Es steht zu erwarten, dass die Ergebnisse kritischer Untersuchungen“2 60 zur

Colorimetrie des Phosphors auch d1e Verfahren der quantitativen Papierchromato-
graphle beeinflussen werden

F clzle¢brez_te der quaaztztatzven Methoden

"‘B‘eim‘Arbeiten mit Mikrovolumina und gerade beim Aufbringen der SubstanzlSsungen
‘kénnen betrichtliche Fehler entstehen. Daher umgehen einige neuere Verfahren die
Bestimmung von Absolutmengen und ermitteln nur das Verhiltnis der Phosphor-
gehalte der einzelnen Phosphatflecke? 4?, Die absoluten Prozentzahlen kénnen dann
aus der Gesamtphosphorbest1mmung der Probe errechnet werden.
- Die Mengen der zu bestimmenden Phospha.te und damit die absolute Mess-
gena.ulgkelt sind durch das chromatographische Verfahren festgelegt. Fiir eine ein-
~wandfreie chromatographische Trennung diirfen nicht mehr als 200y Phosphat
(berechnet als P,O;) in dem iiblichen Lésungsvolumen von 10 ul aufgebracht werden.
Die zulédssigen Phosphorkonzentrationen bei der Colorimetrie richten sich nach dem
- verwendeten colorimetrischen Verfahren. Wenn die Probe hauptsichlich Polyphos-
 phat enthalt das mcht wandert, kann die Elnwaage etwas grisser genommen werden ;
“bei der Best1mmung des hochmolekularen Anteils ‘wird dann ein entsprechend ge-
?. rmgerer Bruchteil der Losung colorimetriert. Die gewohnhchen Einwaagen fiir chroma-
%, tographlsche Ana.lysen entsprechen etwa 100 y P,0;. Setzt man fiir die photometrische
Bestlrnmung einen absoluten Fehler von 0.5 y POy ein, dann lisst sich die Bestim-
mung der Phospha.tzusammenset7ung rn1t emern absoluten l“ehler von - o, 5%
theraturs 409/410 ‘ ’
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'Idurchfuhrena 10,13, Dije relativen Fehler steigen bei den Komponenten eines Gemlschs
die in geringer Menge vorliegen, entsprechend an. S

.~ WIEKER gibt einen maximalen relativen Fehler von 3% an. Der Phosphorgehalt.f“
‘des Chromatographiepapiers kann vernachlissigt werden, wenn er 0.0x y P/cm? mcht;. .
uberschre1tet7 ‘ '

Radzoaktw markierte kondensievte Phosphate

Messtechnische Einzelheiten der Auszahlungsmethode hat MEISSNER angegeben03 -
Die Grenze der Nachweisempfindlichkeit liegt gréssenordnungsmaéssig bei 1o~® g.
Zur Aufstellung einer Verteilungskurve bestimmt man mit dem Zihlrohr die 32P-
Belegung des Chrorhatographiestreifens und trigt die gemessenen Aktivitidten in
Abhingigkeit von der Entfernung vom Startpunkt (bzw. vom Rp-Wert) auf. Die.
Flichen unter den Maxima der Verteilungskurve sind proportional den hier konzen-
trierten P-Mengen. Durch eine Kurvenanalyse und Ausplanimetrieren kann man das.
relative Mengenverhiltnis der einzelnen Phosphate unmittelbar festlegen. Zu einer
Absolutbestimmung des Phosphors ist es notwendlg, eine absolute Elchung der"';
Messapparatur durchzufithren. -

Die radioaktive Methode ist ein bevor7ugtes Verfahren fiir Stoffwechselunter- ‘-
suchungen mit Phosphaten®.

2. Phosphor-Sauerstoffverbindungen niederer I/Veri‘ic’kez'tssmfen

Die niederen Sauerstoffsauren des Phosphors werden nach derselben Methode chroma- ‘
tographlert wie die kondensierten Phosphate. EBELY stellte zunichst fest, dass in |
dem sauren Lésungsmittel I Hypophosphit, Phosphit, Pyrophosphit und Orthophos- ‘
phat nicht getrennt werden konnen; dagegen ist eine Trennung dieser Gruppe von -
Hypophosphat oder Pyrophosphat méglich. Die Trennung Arsenit—Arsenat gelingt -
glatt. Auch bei dem von D’AMORE angegebenen Gemisch (70 ml Isobutanol 6 ml
Acetylaceton, 2.5 g Trichloressigsdure, 0.2 ml Ammoniak (¢ = 0.91), 39 ml Wasser)
ist die Trennung unzureichend®, Gute Trennungsméglichkeiten bieten die alkalischen
Gemische. So werden die 5 Anionen Hypophosphit, Phosphit, Pyrophosphit, Hypo- -
phosphat und Orthophosphat mit dem ammoniakalischen Lésungsmittel IV von .
EBEL gut getrennt. Die Trennung Arsenit—-Arsenat ist allerdings nicht moghch Auch
das ammoniakalische Gemisch III findet Anwendung®s. e

" BONNIN UND SUE®® fithren Trennungen von Phosphat, Phosplnt und Hypo-”
phosphit. m1t einem Gemisch n-Butanol—-Dlo\an I N Ammoniak (1:1:1) durch
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