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Quantitative Spurenanalyse und Chromatographie*

Von H.GUBSER

CiBa AG, Basel, Analytische Abteilung

Spurenanalyse

Bei den Spurenanalysen ist das Verhiltnis der zu be-
stimmenden Substanz zu den Begleitsubstanzen aufler-
ordentlich ungiinstig. Die Spurenbestimmung beginnt
dort, wo die Empfindlichkeit der normalen Analysen-
methoden aufhért, und soll in der Regel noch Bruch-
teile von Promillen genau erfassen. Von den zwei Be-
griffen, die dabei von Bedeutung sind, gibt die Erfas-
sungsgrenze® die kleinste Substanzmenge in y (1 y =
0,001 mg) an, welche, unabhingig vom Volumen, noch
eindeutig auffindbar ist. Ebenfalls von Bedeutung ist
die Kenntnis des Fliissigkeitsvolumens, in welchem eine
Bestimmung noch durchgefiihrt werden kann. Dafiir hat
F.L.HauN? den Begriff der Grenzkonzentration einge-
fithrt. Diese kann man entweder als tatsichliche Kon-
zentration, z.B. in y je ml, oder als das Verhiltnis des
Gewichts des erfafiten Stoffes zum Gewicht der Begleit-
stoffe angeben. Dafiir hat sich allgemein die amerika-
nische Bezeichnung parts per million (p.p.m.) einge-
biirgert.

Sofern Spurenanalysen einen Aufschlufl benétigen, so
kommt diesem die grofite Bedeutung zu. Einerseits soll
zur Erhéhung der Genauigkeit in méglichst wenig Lé-
sungsmittel gearbeitet werden, anderseits sollen nicht
zusiétzlich Fremdionen das Verhiltnis zwischen den zu
bestimmenden Ionen und den vorhandenen Fremdionen
noch verschlechtern. Der ausgezeichnete Aufschlu8 nach
WuRrzscHMITT® ¢ kommt daher nur selten in Frage, da
das Natriumsuperoxyd und die anschlieBende Neutrali-
sation zu viele Fremdionen in die AufschluBlésung brin-
gen. Als bester AufschluB fiir die Spurenanalyse hat sich
die Verbrennung der Substanz in dem mit Sauerstoff ge-
fullten, geschlossenen Kolben nach ScHONIGER*S5 be-
wihrt. Dieser Aufschluf} bringt die folgenden drei grofien
Vorteile:

1. Nebst den Verbrennungsprodukten der Substanz und der
minimalen Asche des Filterpapiers kommen keine zusitzlichen
Tonen in die Aufschlufilésung.

* Vortrag anliBlich der Winterversammlung des Schweizerischen
Chemiker-Verbandes am 31. Januar 1959 in Freiburg.

1 F.FE16L, Mikrochem. 1 (1923) 4.

2 F.L.HABN, Mikrochem. 8 (1930) 75.

3 Mikrochem. 36/37 (1951) 769.

4 PREcL-ROTH, Quantitative organische Mikroanalyse, Wien 1958.
5 Microchim. Acta 1955, 123, 1956, 869.

2. Die Absorptionslosung kommt vor dem Aufschluf3 direkt
in den Kolben und kann bereits alle notigen Zusitze enthalten.

3. Die Verbrennung erfolgt im geschlossenen Kolben, Ver-
luste sind nicht moglich, was z.B. bei der Spurenanalyse von
Quecksilber einen auflerordentlichen Fortschritt bedeutet.

Eine weitere AufschluBméglichkeit vor allem fiir
grofere Substanzmengen bis 1 g liegt in der Zerstérung
der organischen Substanz mit Magnesiumnitrat.

Die Substanz wird mit der etwa vierfachen Menge Magne-
siumnitrat (Mg[NO,],- 6 H,0) gemischt und in einem Porzellan-
tiegel vorsichtig erhitzt. Nach beendeter Reaktion ]t man ab-
kiihlen, gibt 3 ml konz. Salpetersiure zu und erhitzt nochmals.
Ist die Verbrennung noch nicht vollstéindig, so wiederholt man
die Oxydation mit Salpetersiure.

Fiir flissige Substanzen mit Siedepunkten unter etwa
100°C erfolgt die Verbrennung am besten nach einer
der bekannten Methoden im Sauerstoffstrom in einem
Verbrennungsrohr.

‘Bei den Spurenanalysen soll bei jeder Bestimmung
ein Nullwert und ein bis zwei Werte mit bekannten
Gehalten, genau entsprechend behandelt, mitgenommen
werden. Im Gegensatz zur Auswertung gegen Eich- oder
Testkurven werden dabei die unvermeidlichen Fehler-
quellen, wie 'Temperaturschwankungen, Reaktionszei-
ten, Reinheitsunterschiede von Wasser, Lésungsmittel
und Reagenzien usw., automatisch auskorrigiert.

Bei allen Spurenanalysen ist die Spezifitit der Reak-
tion von ausschlaggebender Bedeutung und muB in je-
dem Einzelfall genau untersucht werden.

Die Arbeitstechnik der quantitativen Spurenanalyse
sollen die folgenden drei Beispiele zeigen.

1. Spurenbestimmung von Selen

Wie bei mehreren anderen Spurenbestimmungen
konnte auch beim Selen eine Tiipfelreaktion nach
Fe1cL®7 als quantitative Methode entwickelt werden.
FEe1GL gibt bei seinen Reaktionen immer die Erfassungs-
grenze und die Grenzkonzentration an, wodurch zeit-
raubende Vorversuche wegfallen. Nach FEIGL entsteht
bei der Einwirkung von seleniger Séure auf asymmetri-
sches Diphenylhydrazin ein violettes Chinonanil-Di-
phenylhydrazon. Es hat sich allerdings gezeigt, daf3 die

8 F.FEIGL und V.DEMANT, Microchim. Acta 1 (1937) 322.

? Qualitative Analysis by Spot Tests, herausgegeben von F.FEicL,
New York/Amsterdam 1947.
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Reaktion wahrscheinlich anders verlduft, denn bei hoch-
gereinigtem asymmetrischem Diphenylhydrazin unter-
bleibt die Farbstoffbildung, sofern man das Diphenylhy-
drazin nicht vorher mit Wasserstoffsuperoxyd behandelt.

Zur Durchfithrung der Bestimmung werden etwa 50 mg
Substanz in einem 500-ml-Schéniger-Kolben verbrannt und
die Verbrennungsgase in 15 ml Wasser absorbiert. Zur Ent-
fernung der storenden Verbrennungsprodukte, wahrscheinlich
Peroxyde, wird mit Oxalséure (5 ml, 10 prozentig) versetzt und
10 min auf ein siedendes Wasserbad gestellt. Nach dem Ab-
kiihlen filtriert man in einen 100-ml-Mefizylinder mit Schliff-
stopfen, gibt kurz vor der Zugabe des Reagens zur ganzen
Versuchsreihe 10 ml 5-n Salzsdure und bringt alle Volumina
auf 70 ml. Als Vergleichswerte werden ein Nullwert und ein
Blindwert mit 50 y Selen genau entsprechend behandelt.

Zur Bereitung des Reagens erhitzt man eine schwach saure
(1 ml 0,1-n Salzsiure auf 100 ml Lésung) 1 prozentige Losung
von asymmetrischem Diphenylhydrazin mit Wasserstoffsuper-
oxyd (5 ml 2prozentig auf 100 ml Lésung) 30 min auf 50°C.

Gibt man 5 ml dieser Reagenslésung zu den einzelnen Auf-
schluBllésungen, schiittelt durch und lifit 45 min stehen, so
bildet sich, je nach der Menge des vorhandenen Selens, ein
violetter Farbstoff. Dieser wird im Scheidetrichter mit 20 m]
Chloroform extrahiert und nach einer Stunde im Spektro-
photometer bei 550 mu und 1 cm Schichtdicke gemessen.

Nach dieser Methode gelingt es, 1 bis 50 ¢ Selen zu
bestimmen. Berechnet man auf die Einwaage von 50 mg,
so entspricht dies 20 bis 1000 p. p.m. oder 0,002 bis 0,1%
Selen.

2. Spurenbestimmung von Phosphor

Versucht man die empfindliche Molybdénblaureaktion
zu einem Spurennachweis fiir Phosphor auszuarbeiten,
so zeigen die Versuche, daBl bei der Reduktion eines
Gemisches von Molybdénsdure und Phosphormolybdén-
sdure auch kleine Spuren Molybdinsédure zu Molybdin-
blau reduziert werden. Extrahiert man jedoch die Phos-
phormolybdinsiure mit Amylalkohol/Ather, wobei die
Molybdinsiure in der wifirigen Phase verbleibt, so lafit
sich die Molybdinblaumethode zu einem duflerst emp-
findlichen Spurennachweis von Phosphor ausarbeiten?8.

Der Aufschlufl erfolgt ebenfalls im Schéniger-Kolben, wobei
15 ml n-Schwefelsidure vorgelegt werden. Nach der Zugabe von
5 ml Ammonmolybdat (5 g [NH,]; - Mo,0,, - 4H,0 in 60 ml
Wasser und 40 ml 5-n Schwefelsdure) wird die Phosphormolyb-
dinsidure mit 25 ml Amylalkohol/Ather (3 Vol.-Teile tert.
Amylalkohol, 1 Vol.-Teil Ather) extrahiert und mit zwei-
wertigem Zinn (10 g SnCl, - 2H,0 in 25 ml konz. Salzsiure : n-
Schwefelsiure = 1 : 200, verdiinnte Lésung frisch bereiten) zu
Molybdinblau reduziert. Man mift nach einer Stunde im
Spektrophotometer bei 625 mu und 1 em Schichtdicke gegen
einen Nullwert. Die Auswertung erfolgt mit Hilfe eines Test-
wertes mit 20 » Phosphor.

Nach dieser Methode lassen sich 0,2 bis 20 Phosphor
bestimmen. Dies entspricht bei einer Einwaage von
50 mg 4 bis 400 p.p. m. oder 0,0004 bis 0,04 % Phosphor.

3. Spurenbestimmung von Eisen

Die colorimetrische Bestimmung erfolgt nach der Re-
duktion zu zweiwertigem Eisen mit o-Phenanthrolin.

8 Versuche von W.BiicaLER, CiBA AG, Basel (unveréffentlicht).

Chimia 13 - 1959 - August

Die Fehlergrenze betrégt = 2. Der Aufschlu8 kann je-
doch mit Magnesiumnitrat erfolgen, wobei Einwaagen
bis zu 1 g Substanz méglich sind.

Nach dem Aufschlufl mit Magnesiumnitrat wird der Tiegel-
inhalt in 8 ml 5-n Salzsiure gelost, der Salzsidureiiberschufl mit
Natriumbicarbonat abgestumpft, das Eisen soll dabei nicht
ausfallen, und die Losung auf 50 ml gebracht. Ein aliquoter
Teil, der maximal 100  Eisen enthalten soll, wird abpipettiert,
mit 10 ml Natriumeitrat (250 g CCcH;0,Na; - 2H,0 in 1 1 Was-
ser), 2 ml Hydrochinon (1 g in 100 ml Wasser) und 4 ml o-
Phenanthrolin (0,5 g in 200 ml Wasser, heifl gelost) versetzt
und das Volumen auf 50 ml gebracht. Der gebildete rote
Ferrophenanthrolinkomplex wird nach zwei Stunden mit
einem Spektrophotometer bei 490 mu und 2 em Schichtdicke
gemessen.

Bei einer Einwaage von 1 g lassen sich 2 bis 100 p.p.m.
entsprechend 0,0002 bis 0,01 Prozent Eisen bestimmen.

Chromatographie

Die dltesten mikroanalytischen Methoden waren chro-
matographische Methoden. Vor bald hundert Jahren
wurde in Basel die Papierchromatographie begriindet. Im
Jahre 1861 sprach der damalige Professor fiir Chemie an
der Universitit, CERISTIAN FRIEDRICH SCHONBEIN, in
der Basler Naturforschenden Gesellschaft « Uber einige
durch die Haarréhrchenanziehung des Papiers hervorge-
brachten Trennungswirkungen»®. Bei seinen Versuchen
mit wisserigen Alkalien, Sduren, Salzen und Farbstoffen
erkannte und beschrieb SCHONBEIN bereits die Grund-
lagen der Papiercliromatographie, wie verschiedene
Steighthen der einzelnen Substanzen und das Voraus-
eilen der Wasserfront. F. GOPPELSROEDER, der den Vor-
trag von SCHONBEIN hérte, erfafite sofort die Moglich-
keiten der neuen Methode. Noch im gleichen Jahr sprach
er ebenfalls in der Basler Naturforschenden Gesellschaft
«Uber ein Verfahren, die Farbstoffe in ihren Gemischen
zu erkennen»1%; eine direkt modern anmutende Arbeit
iiber die papierchromatographische Trennung von Farb-
stoffen. Auf der Grundlage von mehreren Tausenden von
Versuchen hat dann F.GopPELSROEDER 1906 sein Buch
Anregung zum Studium der auf Capillaritits- und Ad-
sorptionserscheinungen beruhenden Capillaranalyse* her-
ausgegeben. Darin behandelt er die Papierchromato-
graphie von Farbstoffen, Alkaloiden und anorganischen
Stoffen sowie die Anwendung der Papierchromatogra-
phie in der pharmazeutischen und physiologischen Che-
mie. Die beschriebene Arbeitstechnik unterscheidet sich

9 Verhandlungen der Naturforschenden Gesellschaft in Basel 1861,
S. 249 (im Druck erschienen 1863). CH.F.ScHONBEIN erklirte seine
beobachteten Trennungen durch Kapillarititserscheinungen an fei-
nen Roéhrchen im Papier, daher der Name «Haarréhrchenanazie-
hung». Er kniipfte damit an jahrhundertalte Versuche iiber Kapil-
laritatserscheinungen an feinen Réhrchen an, woriiber schriftliche
Abhandlungen iiber PraTeauv (1842-1870), Ta.Younc (1804),
SEGNER (1751), Isaax Voss (1618-1689), G. A. BoreLLI (1608-1679),
N.Accruntr (1600-1635) bis auf LEoNARDO DA Viner (1452-1519)
zuriickgehen.

10 Verhandlungen der Naturforschenden Gesellschaft in Basel 1861,
S. 268 (im Druck erschienen 1863).

11 Verlag von Helbing & Lichtenhahn, Basel 1906.
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kaum von der modernsten Methodik. F. GOPPELSROEDER
arbeitete unter Glasglocken, benutzte auch schon im-
pragnierte Papiere, kannte den Nachweis mit Reagen-
zien auf dem Papier, fand und beschrieb gleiche Steig-
héhen gleicher Substanzen unter gleichen Bedingungen,
l6ste die Farbstoffe nach der chromatographischen Tren-
nung zur Untersuchung vom Papier ab oder trinkte die
Papiere mit Ol und wies die Substanzen auf dem Papier
spektrophotometrisch nach. Selbst halbquantitatives
Arbeiten durch Schitzung gegen bekannte Testpunkte
war ihm bereits bekannt. Diese éltesten Beispiele, deren
Reihe sich bis zur allgemeinen Verbreitung der Papier-
chromatographie nach dem Zweiten Weltkrieg fortsetzen
laBt, sollen zeigen, daf} es sich dabei nicht um eine
neue Methodik handelt. Die allgemein iibliche Arbeits-
technik sowie die neuere Literatur ist in den Berichten
von Friulein Dr. A. GRUNE, herausgegeben von der
Firma Schleicher & Schiill, Dassel (Feldmeilen ZH),
eingehend beschrieben. Die in der CiBa AG gebrauch-
lichen Arbeitsmethoden und deren Anwendung auf dem
Gebiete der Sterine und Steroide hat R.NEHER in meh-
reren Publikationen!2:13.14 hehandelt. Ich méchte daher
den Stand der quantitativen Arbeitstechnik an wenigen
unverdffentlichten Beispielen von Farbstoffzwischen-
produkten zeigen.

Handelt es sich um die Bestimmung von kleineren
Mengen Verunreinigungen bis etwa 5%, so kommt man
mit der visuellen Technik auf erstaunlich genaue Resul-
tate. Dabei werden definierte Mengen als Testpunkte
oder Testgemische von Reinsubstanzen mitlaufen ge-
lassen. Scharfe Trennungen auf dem Papier lassen sich
in der Regel mit grofleren Substanzmengen als 200 bis
5007y nicht mehr erreichen. Um die nitige Bestimmungs-
empfindlichkeit von 0,2 bis 0,5% zu erzielen, miissen
folglich die Nachweisverfahren in der Gréflenordnung
von 1 y ansprechen.

Die folgenden Nachweisverfahren sind fiir Farbstoffe
und Farbstoffzwischenprodukte in Mengen von 1y und
darunter von allgemeiner Anwendbarkeit.

1. Viele Produkte lassen sich im ultravioletten Licht oder
auf dem Fluoreszenzschirm direkt auswerten.

2. Fast samtliche kuppelbaren Substanzen kénnen auf dem
Papier mit diazotierter Sulfanilsiure (p-Amino-benzolsulfon-
sdure) nachgewiesen werden.

3. Aminogruppenhaltige Substanzen werden auf dem Papier
diazotiert und anschliefend mit Chromotropséiure gekuppelt
(1,8-Dioxynaphtalin-3,6-disulfonséure).

Zur Diazotierung stellt man die Chromatogramme in ein
Glasgefifl um eine Schale mit festem Natriumnitrit (NaNO,)
auf. Mit einer Pipette gibt man durch ein Loch im Deckel konz.
Salzsdure in die Schale und lat die sich entwickelnden nitrosen
Gase etwa 15 min auf die Papiere einwirken. Hierauf werden

die Chromatogramme herausgenommen und mit Chromotrop-
sdure bespriiht.
Verbindungen mit Nitrogruppen kénnen nach der Reduktion

der Nitrogruppen mit Hydrosulfit auf dem Papier nachge-
wiesen werden.

12 Helv. Chim. Acta 39 (1956) 1664.
13 J. Chromatography 1 (1958) 122.
14 J. Chromatography 1 (1958) 205.
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Liegen die zu bestimmenden Substanzen in beliebigen
Verhiltnissen vor, so miissen nach der papierchromato-
graphischen Trennung die einzelnen Substanzen vom
Papier abgelést und in Lésung quantitativ bestimmt
werden. Die Lage der gesuchten Verbindungen auf dem
Chromatogramm wird nach Méglichkeit durch Fluo-
reszenz oder UV-Absorption bestimmt. Laflt sich die
Substanz auf diese Weise nicht lokalisieren, so wird auf
einem Leitchromatogramm durch eine Farbreaktion der
gesuchte Ort der Substanz ermittelt. Die dadurch ge-
fundenen Stellen werden aus dem Papier ausgeschnitten
und die Substanz in einer Glassinternutsche iiber einem
Wittschen Topf durch ein geeignetes Losungsmittel ab-
gelost. Mit dem Eluat fithrt man Farbreaktionen aus,
meist entsprechend den erwihnten Nachweisverfahren,
und miflt die entstandene Farbe spektrophotometrisch.
Die Eichkurve wird genau entsprechend mit reinen Sub-
stanzen iiber das Papierchromatogramm ermittelt.

Nach dieser Methodik werden in unseren Laboratorien mehr
als 50 Produkte analysiert, worunter sehr viele Isomeren-
bestimmungen, die sich sonst nur durch duflerst zeitraubende
Verfahren trennen und quantitativ bestimmen lassen. So analy-
sieren wir z.B. seit 1952 in 1-Naphtylamin-7-sulfonsiure
(1,7-Clevesdure) die folgenden Isomere 1,2, 14, 1,5, 1,6, 1,8
und 2,7 quantitativ!®, In Brombenzanthron gelingt die Bestim-
mung von Anthrachinon, Benzanthron und Dibrombenzan-
thron®. In 2-Naphtol-6,8-disulfonsiure (G-Salz) la3t sich 2-
Naphtol-3,6-disulfonsiure (R-Salz) und 2-Naphtol-6-sulfon-
séure bestimmen16,

Als wertvolle Erginzung zur Papierchromatographie
hat sich die Diinnschichtchromatographie nach E.Stanr!?
erwiesen. Dabei wird Kieselgel mit Gips als Bindemittel
und Wasser zu einem Brei gemischt und mit einem
Streichgerit auf eine Glasplatte aufgetragen. Die Chro-
matographie kann prinzipiell gleich wie auf dem Papier
erfolgen, wobei mit gleichen Substanzmengen gearbeitet
werden kann. Gegeniiber dem mit Al,O,; imprignierten
Papier erhilt man kleinere Flecken und viel grofiere
Trennschirfen, vor allem sind aber bei der Diinnschicht-
chromatographie auch bei héheren Temperaturen alle
Losungsmittel unbeschrinkt anwendbar.

Der Nachweis von Zersetzungsprodukten in Reserpin,
die Trennung von 2-Oxy- und 2,6-Dioxy-anthrachinon
sowie der Nachweis von Verunreinigungen im sehr
schwerléslichéen Marineblau D gelangen ganz einwand-
frei nach dem Diinnschichtverfahren.

Die quantitative Arbeitsweise mit Testpunkten und
Testgemischen bleibt sich genau gleich wie bei der Pa-
pierchromatographie. Das Abtragen der Schicht mit den
Substanzflecken und deren Extraktion und Bestimmung
zeigt jedoch verschiedene Schwierigkeiten, und wir konn-
ten dabei noch keine geniigende Bestimmungsgenauigkeit
erzielen.

Zur Bestimmung von kleinen Mengen Verunreinigun-
gen hat A.BECKER eine neue Methodik entwickelt, die

15 Methode von CH.WITTWER und E.FELBER, CiBA AG, Basel
(unverdffentlicht).

16 Methode von E.FELBER, CiBa AG, Basel (unversffentlicht).

17 Chem.-Ztg. 82 (1958) 323.
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er Elatographie'® nennt. Dabei werden Derivate der ge-
suchten Substanz chromatographiert und diese vorher
direkt auf dem gleichen Papier hergestellt. Dies ge-
schieht, indem man die zu priifende Substanz durch eine
Zone der auf das Papier gebrachten Reaktionslosung
wandern liBt oder die Substanz direkt auf diese Zone
auftropft. Die Methodik eignet sich vor allem als Schnell-
test, da sie héchstens 25 min Zeit benotigt.

" Imprégniert man z.B. auf einem Filterpapierbogen einen
schmalen Streifen mit Natriumnitrit in Methanol (gesittigt)
und p-Nitroanilin in Methanol (gesittigte Losung : Methanol
= 1:10), tropft auf diese Stelle 100 y 2-Naphtol-3,6-disulfon-
sdure (R-Salz) in 1-n Essigsiure (0,01 ml) gelést, beniitzt als
FlieBmittel Soda/ Ammoniak (40 ml 2-n Soda und 80 ml 5-n
Ammoniak zu 200 ml verdiinnt), so kann man nach 15 min
eine Verunreinigung von 1 y 2-Naphtol-6,8-disulfonsédure (G-
Salz noch genau erkennen. Das gleiche gelingt auch umge-

18 Name und Methodik von A.BECKER, CiBA AG. Basel (unver-
4ffentlicht).
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kehrt fiir 1y R-Salz in 100 y G-Salz!'®. Auch eine Phenol-
bestimmung gelingt elatographisch innert 25 min. Man tropft
die phenolhaltige Substanz auf eine schmale, vorher mit
Dibromchinonchlorimid (0,3 g in 100 ml Methanol) behandelte
Zone, lifit die Substanz mit Methanol/ Wasser (1:1) durch
eine schmale Zwischenzone (etwa 2 cm) in eine mit Kalilauge
(normale methanolische Kalilauge) imprignierte Papierzone
laufen und kann dabei 1y Phenol neben z.B. 200 y 1-Phenyl-
5-aminopyrazol noch deutlich als blauen Flecken erkennen?®.

Selbstverstindlich arbeitet die Spurenanalyse und die
Chromatographie auch mit allen modernen physikalisch-
chemischen Methoden, wie Polarographie, Infrarot-
spektroskopie, Elektrophorese usw. Aber selbst im Grof3-
betrieb, wo alle diese modernen Hilfsmittel zur Verfii-
gung stehen, gibt es immer noch Probleme, die sich mit
einfachen mikroanalytischen Methoden rascher und bes-
ser 1osen lassen als nach irgendeiner andern Methodik.

15 Methode von P.BUHLEB, CiBA AG, Basel (unverdffentlicht).





