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L-amino acid oxidase, and the resultant hydrogen peroxide was coupled to horseradish
peroxidase. The reactive zone was then very effectively located by the starch-iodide
reaction. The technique may also prove applicable in polyacrylamide gel electro-
phoresis if a small percentage of soluble starch is incorporated in the polyacrylamide
gel during its preparation.
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CHROM. 4792

Densitometrische Bestimmung von Fe(ll)-Fe(111)-Gemischen nach
elektrophoretischer Trennung mittels N-(2-Hydroxyithyl)iminodiessig-
sdure

Die in der Praxis bedeutsame Trennung von Eisen(II)- und Eisen(III)-ionen
lisst sich u.a. auch mittels der Migrationsmethoden erreichen. Die Voraussetzungen
fiir eine erfolgreiche Trennung sind vor allem durch die unterschiedliche Ladung
sowie Tendenz zur Komplexbildung beider Valenzformen der Eisenionen gegeben.
Man benutzte zu diesem Zweck Papierchromatographie?!, Jonenaustauschchromato-
graphie? und in letzter Zeit auch Diinnschichtchromatographie®. Durch gleichzeitige
Papierelektrophorese und Papierchromatographie erreichten LINGREN ef al.? eine
Fe(II)-Fe(I1I)-Trennung in verdiinnter Schwefelsiure.

Mit der Einfithrung der N-(2-Hydroxyithyl)iminodiessigsiure (HIDA) als einen
breit anwendbaren komplexbildenden Elektrolyten fiir Trennung von anorganischen
Ionen® wurde auch die Moglichkeit einer rein elektrophoretischen Trennung der
Eisenionen gegeben. Tatséchlich erzielte man eine gute qualitative Separation eines
dquimolaren Gemisches beider Valenzformen auf diesem Wege®. Weitere Unter-
suchungen der Méglichkeiten elektrophoretischer Ionentrennung in der Loésung von
HIDA erwiesen?, dass diese ohne jede Vortrennung bis zu einem Grenzverhéltnis von
etwa 1:500 durchaus erfolgreich verlaufen; die quantitative Bestimmung der ge-
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trennten Ionen erfolgte dabei mittels einer modifizierten Methode der indirekten
Densitometrie nach Ke1L8. In der vorliegenden Mitteilung wird iiber die Trennung
und Bestimmung annidhernd dquimolarer Fe(I11)-IFe(I1I)-Gemische sowie iiber die

Bestimmung kleiner Mengen von Eisen(III)-ionen in Lésungen von Eisen(1I)-salzen
berichtet.

Methodik

Als Tragerelektrolyt diente eine 0.05 M Losung des Mononatrium-hydroxy-
dthyliminodiacetats, deren pH-Wert durch Zusatz von Salpetersiiure auf 1.6 einge-
stellt wurde; Ionenstédrke der Lésung wurde mit Kaliumnitrat bei einem Wert 4 = o.x
gehalten.

Die Standardlésungen fiir die Herstellung der Modellgemische erhielt man aus
IFe(NOy)z - 9H,O und FeSO, -7H,0. Die schwach angesiuerte Lésung von Eisen(II)-
salz wurde in Gegenwart von Platinschwarz mit Wasserstoff reduziert bis zu einer
negativen Reaktion auf Eisen(III) und nachher mit Stickstoff gesittigt. Der Eisen-
gehalt beider Ldsungen wurde komplexometrisch bestimmt.

Aus den Standardldsungen wurden zwei Reihen von Modellgemischen bereitet.
Die eine enthielt Fe(II) und ¥Fe(III) in einem Molarverhiltnis ungefihr x:2, 1:1 und
2:1. Die Konzentrationen wurden so gewihlt, dass im aufzutragenden Volumen von
10 ul je 6-12 ug beider IFormen vorhanden waren. Die andere Reihe von Proben ent-
hielt 2—4 ug Fe(III) neben 200 ug IFe(II) in der Einzelauftragung, was einem Prozent-
gehalt von 1—29,, Fe(Ill) in Fe(II) entspricht. Zu allen Proben wurde die Lésung des
Na-HIDA in solcher Menge zugefiigt, dass das Molarverhiiltnis Fe: HIDA gleich 1 war.
Um die Oxidationswirkung des Luftsauerstoffs zu beschrinken, wurden die I.6sungen
mit Stickstoff gesdttigt und in gut verschlossenen Kélbchen im Kiihlschrank auf-
bewahrt. Der Eisen(III)-gehalt der Gemische wurde in einstiindigen Zeitabschnitten
jodometrisch kontrolliert ; es war jedoch binnen 5 Std. keine Erhéhung zu vermerken.

Die allgemeinen Arbeitsbedingungen fiir die Durchfithrung der Elektrophorese
sind einer vorhergehenden Mitteilung? zu entnehmen. Alle Versuche haben wir mit
dem Chromatographiepapier Whatman No. 2, bei einer Temperatur 15° und einem
Spannungsgefiillle 15 V/cm unternommen. Die Trenndauer in der ersten Reihe der
Proben betrug 30 Min,, in der zweiten 1 Std. Eine Erhéhung der Temperatur verur-
sacht unerwiinschte Diffusion der Zonen und verschlechtert die Trennwirkung. Auch
eine Verlingerung der Versuchsdauer bei unveriindertem Spannungsgefiille ist aus
demselben Grunde nicht zweckmiissig.

Auswertung

Bei jeder einzelnen Elektrophorese wurden zugleich mit den Proben zwei
Standardlésungen mit bekanntem Eisengehalt aufgetragen. Die getrockneten Elektro-
pherogramme wurden in eine 19,-ige Lésung des Diithyldithiocarbaminsauren
Natriums eingetaucht. Nach dem Austrocknen wurden die Elektropherogramme
photographiert. Die Negative wurden densitometrisch ausgewertet mittels eines
adaptierten und mit Linienschreiber gekoppelten Mikrophotometers (Schnellphoto-
meter Zeiss, Jena), wie es ausfiihrlicher in der Literatur? beschrieben wird. Die plani-
metrisch ermittelten Flichen der Maxima der densitometrischen Kurven wurden
dann zur Konstruktion von Kalibrationskurven sowie zur Gehaltsbestimmung des
zu bestimmenden Ions benutzt.
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Ergebnisse wund Diskussion

HIDA iibt keine stabilisierende Wirkung auf die einzelnen Valenzformen des
Systems Fe(I11)-Fe(II) aus. Das geht unter anderem aus der Ermittlung der Redox-
potentiale hervor; diese werden durch Komplexbildung bei denselben Bedingungen,
welche bei der Trennung auftreten, nicht beeinflusst. Trotzdem erscheint HIDA fiir
die elektrophoretische Trennung ausserordentlich geeignet: das Reagens selbst sowie
seine Metallchelate sind in wissrigen Losungen gut 16slich und die Gleichgewichte der
Komplexbildung stellen sich rasch ein. Demzufolge bilden sich bei der Elektromigra-
tion im allgemeinen gut abgegrenzte und meist symmetrische Zonen.

Die Vorversuche ergaben, dass die besten Trennungen eines Fe(II)-Fe(III)-
Gemisches bei einem pH-Wert des Trigerelektrolyten von 1.6 erreichbar sind. Wird
bei einem héheren pH-Wert gearbeitet, so dehnt sich die Zone der Eisen(1I)-ionen
aus und mit deren steigender Konzentration wird dann der Trenneffekt betrichtlich
herabgesetzt.

Ferner wurde das Grenzverhiltnis der Konzentrationen untersucht, bei welchem’
noch kleine Mengen des Fe(III) von einem grossen Uberschuss an Fe(II) einwandfrei
abtrennbar sind. Unter unseren Versuchsbedingungen wurde als solches ein Ver-
hiltnis 1r:100 gefunden. Was die absoluten Gewichtsmengen betrifft, erwies sich das
Auftragen von ungefihr 2 ug Fe(I1I) mit 200 ug Fe(II) in einem Volumen von 20 ul
als geeignet. Wurden dieselben Mengen in einem kleineren Volumen aufgetragen, so
hatte dies unglinstige Auswirkungen auf die Qualitdt der Trennung.

Schliesslich wurde festgestellt, dass die Fliche der Maxima von densitome-
trischen Kurven eine lineare Funktion der Gewichtsmenge von Eisenionen in einem
Bereich von 1—40 ug darstellt.

TABELLE I

BESTIMMUNG ANNAHERND AQUIMOLARER Fe(I11I)-TFe(II)-GEMISCHE

Fedt ; Fel+

Fe(IIT) Fe(II)
Ber. Gef. S |4 Ber. Gef. S | 4
(rg)  (ng) (rg) (%) (ne) (ng) (ng) (%)
I:2 6.08 6.55 0.31 4.73 12.60 12.82 o0.40 3.I0
1:I 9.12 9.63 o0.27 2.80 Q.40 9.72 o0.37 3.80
2:x 12.17 1r2.32 0.35 2.84 6.30 6.75 0.36 5.30

Aufgrund dieser Erfahrungen wurden zuerst Analysen der Modellgemische der
zu trennenden Ionen mit dem Molverhiltnis ungefdhr r:2, 1:1 und 2:1 durchgefiihrt.
Die in der Tabelle I angefiihrten Ergebnisse stellen die Mittelwerte von zehn parallelen
Einzelbestimmungen dar; die Streuung der Methode wird zugleich mittels der Stan-
dardabweichungen S und Variationskoeffizienten ¥V charakterisiert.

Die Reproduzierbarkeit der Methode (etwa 2—59,) ist gegeniiber den Resultaten
von POLLARD ¢f al.}»2 bedeutend niedriger. Die zitierten Autoren benutzten allerdings
ein Elutionsverfahren, wobei die aufgetragenen Mengen von Eisenionen zwischen
25-2500 ug lagen. Die Trenndauer bei der Papierchromatographie nahm (samt
Kammersidttigung) ungefihr 3.5 Std. in Anspruch. Die elektrophoretische Trennung
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TABELLE II
BESTIMMUNG DES Fe(lII)-GEHALTES IN Fe(ll)-SALZLOSUNG

Fe(111) S v
(%) (%)

Gcgeben Gcfumlen

(%) (%)

1.01 0.98 0.11 11.2
I.51 1.55 0.03 1.9
2.02 1.99 0.09 4.5

dauert dagegen unter unseren Bedingungen nur etwa 30 Min. und diese Zeit kénnte
bei erhdhtem Spannungsgefille ohne Schwierigkeiten noch herabgesetzt werden. Die
Resultate der diinnschichtchromatographischen Trennung? sind mit unseren ver-
gleichbar, wobei PoKORrRNY fiir die quantitative Bestimmung ebenfalls Elutions-
verfahren benutzt. Die von LINGREN et al.4 erwidhnte etwa 109,-ige Verschiebung des
Konzentrationsverhiltnisses zugunsten der Eisen(II)-ionen haben wir nicht beobach-
tet.

Die Ergebnisse der Analysen von Eisen(II)-lésungen mit Beimischung von
etwa 1-29, Fe(IlI)-ionen sind aus der Tabelle 11 ersichtlich. Es handelt sich diesmal
um Mittelwerte von je sechs parallelen Bestimmungen.

Die Genauigkeit ist in diesen Fillen begreiflicherweise niedriger, was auf das
ungiinstige Konzentrationsverhiltnis zuriickzufiihren ist.

Bisher wurden hochstens Gemische 1:40 durch Elektrophorese qualitativ ge-
trennt?. Eine quantitative papierchromatographische Trennung wurde im Verhiltnis
1:25 durchgefiihrt!. Somit erscheint auch in diesem IFalle die papierelektrophoretische
Trennung der Gemische Fe(II)-IFFe(III) unter Benutzung von HIDA als vorteilhaft.
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