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1. Einleitung

Die Bestimmung toxischer Schwermetalle in biologischen
Materialien z&hlt zu den Routineaufgaben der analytischen
Chemie, seit die Umweltbelastung durch Emissionen dieser
Stoffe sowie die Kenntnisse iiber deren gesundheitsgefdhr-
dende Wirkungen und Einfliisse auf biologische Prozesse zu
einer systematischen Kontrolle betroffener Stoffsysteme und
Organismen zwingen. Von &hnlichem Interesse sind Informa-
tionen itiber Elemente, bei denen lebensnotwendige (essen-
tielle) Funktionen in biologischen Systemen erkannt worden
sind. In vielen Fdllen konnte inzwischen sogar nachgewiesen
werden, daf Elemente - je nach Konzentration, Wertigkeit
und Bindungszustand - sowohl essentielle als auch toxische
Wirkungen ausiiben kénnen. Da die Konzentrationsunterschiede
beim Ubergang von einer essentiellen zur toxischen Wirkung
bei manchen Elementen vielfach nur sehr gering sind, sind
prédzise und richtige Daten erforderlich, um deren Einfliisse
auf biologische Systeme (Umwelt, Nahrung, Korperfliissigkei-
ten, Gewebe) sicher beurteilen zu k&énnen. Die interessanten
Konzentrationen liegen allerdings in vielen Fidllen im
Grenzbereich des Nachweisvermbgens selbst der leistungs-
fahigsten Methoden; dementsprechend sind Analysenverfahren
erforderlich, die auch bei extrem niedrigen Konzentrationen
eine Elementbestimmung unter weitgehendem Ausschluf syste-
matischer Fehler ermdglichen.

Wegen ihrer leichten Handhabbarkeit und der geringen Konta-
minationsanfdlligkeit bieten sich zunichst die sogenannten

"Direktmethoden" an, also Methoden, die einen unmittelbaren
Einsatz des Probenmaterials ohne wesentliche Vorbehandlung

erlauben.



Hier sind neben der Inversvoltammetrie (1-5) und der Atom-
absorptionsspektrometrie (AAS) (6-~9) von Elementspuren in
Korperfliissigkeiten besonders die atomabsorptionsspektrome-
trische Analyse fester Proben (12) sowie die Rontgenfluor-
eszensanalyse (RFA) (11) zu nennen. Allen diesen Methoden
ist allerdings gemeinsam, daf die Bestimmung der Spuren
durch den hohen Matrixiiberschuff im Probenmaterial erschwert
wird: Bei der Voltammetrie werden neben den Elementspuren
auch organische Bestandteile an der Arbeitselektrode umge-
setzt. Der dadurch bedingte Strom kann mit dem Signal des
Analyten interferieren. In der AAS fester Proben oder von
Korperfliissigkeiten 1Bt sich die organische Matrix durch
Verfliichtigen vor dem eigentlichen Bestimmungsschritt oft
nicht geniigend vollstdndig abtrennen, was zu einer Signal-
depression oder zu hohen, teilweise unkompensierbaren
Untergrundsignalen fiihren kann. Ein weiterer Nachteil def
AAS fester Proben liegt darin, daf die zuldssigen geringen
Einwaagen bei der unvollkommenen Homogenitdt vieler Proben-
materialien oft nicht ausreichen, um eine reprédsentative
Aussage treffen zu kénnen. Wesentlicher Nachteil der RFA in
der Spurenanalyse ist ihr gegeniiber der AAS und der inver-

sen Voltammetrie geringeres Nachweisvermdgen.

Allen Methoden gemeinsam ist das Problem, daff in Proben-
und Eichmaterialien die zu bestimmenden Elemente in der
Regel nicht streng in der gleichen Bindungsform vorliegen.
Daraus resultieren Probleme bei der Kalibrierung, hdufig
verbunden mit betrdchtlichen systematischen Fehlern. Um
alle genannten Stdrungen zu umgehen, bleibt deshalb oft
keine andere Méglichkeit, als die organische Matrix in
einem der Bestimmung vorgeschalteten Schritt von den inter-
essierenden Spuren zu trennen. Eine Mdglichkeit hierzu ist
die Mineralisierung der Probeneinwaagen. Der zu diesem
Zweck durchzufiihrende Aufschluff iibernimmt dabei mehrere
Aufgaben:



- die weitgehende Mineralisierung der organischen Matrix,

- die Uberfiihrung der Spurenverbindungen in eine 18sliche
Form,

- die Isoformierung von Proben- und Eichmaterialien zu
artgleichen Spurenkonzentraten.

Die Mehrzahl der bekannten Aufschlufverfahren ermdglicht
den Einsatz von Probenmengen= 100 mg, wodurch Homogenit&dts-
probleme bei vielen Materialien ausgeschlossen werden k&én-
nen. Fir die nachfolgende Anreicherung von Elementspuren
(12) ist ein Aufschluf der Proben hilfreich, bei dem die
Spuren als Ionen in L&sung gebracht werden: Da die Bin-
dungsformen von Schwermetallen in biologischen Materialien,
selbst in natiirlichen Wassern, oft undefiniert bzw. unbe-
kannt sind, schafft der Aufschluf definierte chemische Ver-
hdltnisse und eliminiert so eine der wesentlichen Quellen
fiir Analysenfehler.

Die Auswahl des jeweiligen Aufschlufprozesses als Teil

eines spurenanalytischen Verbundverfahrens muf sich u.a. an

folgenden Gegebenheiten orientieren:

- Zusammensetzung des Probenmaterials,

- erforderliche bzw. mégliche Einwaage,

- Reaktivitdt von Probenmateial und Aufschlufreagenz,

- Art der zu bestimmenden Spuren und ihr Verhalten im
Aufschluf,

- Blindwertbelastung der Analyse,

- Erfordernisse des nachfolgenden Bestimmungsverfahrens.

Allgemein gilt fiir ein Verbundverfahren, dap die Spurenbe-
stimmung um so zuverldssigere Mefergebnisse liefert, je
vollstdndiger die Elemente von der umgebenden Matrix abge-
trennt wurden.



2. Ausgangsposition und Zielsetzung

Die Mehrzahl aller Analysenprobleme im Bereich der Element-
spurenanalytik biologischer Probenmaterialien erfordert aus
den zuvor genannten Griinden einen méglichst vollst&ndigen
Aufschluf, verbunden mit einer Abtrennung der organischen
Matrix.

Fiir den Aufschluf biologischer Probenmaterialien haben die
"Napveraschungsverfahren" eine besondere Bedeutung. Die
Probe wird dabei mit einem Oxidationsmittel, meist mit
einer oxidierenden Sdure oder einem Sduregemisch versetzt
und nach einem Temperaturprogramm erhitzt, wobei der Koh-
lenstoff der organischen Matrix in Kohlendioxid iiberfiihrt
und abgetrennt wird. Die wichtigsten zu diesem Zweck be-
nutzten Sduren sind Salpetersdure und Perchlorsdure. Sie
werden entweder allein oder als Mischung eingesetzt; auch
Gemische mit anderen Sduren, z.B. mit Schwefelsdure und
Phosphorsdure, werden angewendet.

Unter den gebrd@uchlichen Aufschlufreagenzien ist Perchlor-
sdure wohl das stdrkste Oxidationsmittel filir organisches
Material; ohne ihren Einsatz kann in den meisten Fédllen
eine vollstdndige Veraschung nicht erreicht werden. Unvoll-
stdndig aufgeschlossene Proben verursachen in manchen
Fdllen so starke Stdrungen bei der Bestimmung der inter-
essierenden Elementspuren, daf die zugrundeliegenden analy-
tischen Probleme durch Nafaufschluff ohne den Einsatz von
Perchlorsdure nicht zu l6sen sind. Die Anwendung von Per-
chlorsédure bringt jedoch auch einige Nachteile: Thre hohe
Reaktivitdt gegeniiber organischem Material liefert zwar
gute Aufschlufergebnisse, bei unmittelbarem Einwirken auf
das Probenmaterial koénnen jedoch unkontrollierbar explo-
sionsartige Reaktionen mit hoher Brisanz auftreten (13-18).
Perchlorsdure sollte deshalb allenfalls in Gemischen mit
anderen Sduren, meist mit Salpetersdure, eingesetzt werden,

was die Gefahr zwar vermindert, aber nicht vdllig besei-



tigt, wie Unfdlle zeigen (13,18,19). Unbedingt zu beachten
ist, dap Perchlorsdure erst nach vollstdndigem Umsatz des
aufzuschliefenden organischen Materials abgeraucht wird. Um
zu verhindern, daf Perchlorsdureddmpfe ins Abluftsystem ge-
langen, wo sie mit organischen Ddmpfen und Riickstdnden ex-
plosive Gemische bilden k&nnen, diirfen nur spezielle Abziige
verwendet werden, in denen die Abluft durch Berieselung mit
Wasser von Perchlorsdureddmpfen weitgehend befreit wird.
Ein weiterer Nachteil handelsiiblicher Perchlorsdure liegt
darin, daf sie, verglichen mit Salpetersidure, meist deut-
lich stdrker kontaminiert ist (20). Die weitere Aufreini-
gung "analysenreiner" Sdure durch Destillation ist zwar
méglich, sie muf aber unter besonderer Vorsicht erfolgen
(14,17). Schlieflich sollte mit Perchlorsdure aufgrund der
Explosionsgefahr nicht in geschlossenen Aufschlufsystemen
gearbeitet werden, so daf Verluste an bestimmten Elementen
durch Verfliichtigung oft nicht zu vermeiden sind.

Wesentlich sicherer ist das Arbeiten mit Salpetersdure;
eine explosionsartige Zersetzung beim Kontakt auch 69%iger
HNOs mit organischem Material ist im allgemeinen nicht zu
befiirchten. Ihr Oxidationsvermgen reicht allerdings oft
nicht aus, um biologische Probenmaterialien fiir eine std-
rungsfreie Spurenanalyse geniigend vollstdndig zu minerali-
sieren. Die handelsiibliche analysenreine Sdure ist leicht
durch isotherme Destillation aufzureinigen (21). Da ihre
Reaktivitdt geringer ist als die der Perchlorsdure, kann
Salpetersdure auch in geschlossenen Systemen eingesetzt
werden. Elementverluste durch Verfliichtigung beim Aufschluf
werden so verhindert. Um dies auszunutzen, wurden in der
Vergangenheit Druckaufschlufsysteme entwickelt, die die
Anwendung von Salpetersdure auch bei Temperaturen oberhalb
ihres normalen Siedepunktes ermglichen. Man erzielt da-
durch eine Verbesserung des Oxidationsverm&gens, ohne daf
es bei der Mehrzahl aller Probenmaterialien zu gefdhrlichen
Reaktionen kommt.



Die fiir den Druckaufschluf organischer Stoffe mit 69%iger
Salpetersdure als optimal ermittelten Arbeitsparameter

- 170°C und 3 h Aufschlufzeit - sind praktisch unabhédngig
von der Art des aufzuschliefienden Materials (22,23). Die
zum Aufschluf notwendige Sduremenge hdngt stark vom Proben-
material ab, jedoch kénnen mit 2.0 ml 69%iger Salpetersdure
fiir eine Einwaage, die 100 mg Kohlenstoff entspricht, in
allen Fdllen optimale Aufschlupergebnisse erreicht werden.
Dabei werden Kohlenhydrate praktisch quantitativ, Pflanzen-
61 und eiweifhaltige Stoffe jedoch nur unvollstdndig abge-
baut. Der im Riickstand noch verbleibende Gehalt an orga-
nischem Material wurde jeweils durch Verbrennung und coulo-
metrische Titration des gebildeten CO2 als "% C" ermittelt.

Untersuchungen dieser Art wurden bereits von STOEPPLER,
MULLER und BACKHAUS (24), sowie von MULLER (25) durchge-
fiihrt. Der Kohlenstoffumsatz wurde dabei durch Messen des
COz=-Gehaltes der Gasphase bestimmt; eventuell entstandene
fliichtige organische Verbindungen wurden nicht miterfaft.
Von den Autoren konnte zwar gezeigt werden, daf der Kohlen-
stoff in der organischen Matrix beim Druckaufschluf mit
Salpetersdure nicht quantitativ zu COz umgesetzt wird, da
der Restkohlenstoffgehalt im Aufschlupriickstand selbst
nicht gemessen wurde, blieben die Aussagen iiber die Voll-
stdndigkeit von Aufschliissen allerdings sehr unsicher. Ur-
sache dafiir ist, dap als Reaktionsprodukte aufer CO= auch
bei Raumtemperatur fliichtige organische Verbindungen denk-
bar sind, die beim Offnen des Druckgefdfes entweichen und
das Ergebnis verfdlschen.

Messungen zur Vollstdndigkeit von Aufschliissen mit Salpe-
tersdure-Perchlorsdure-Mischungen wurden von MARTINIE und
SCHILT (26) durchgefiihrt. Dabei wurden die Restkohlenstoff-
gehalte nach Aufschluf einer Vielzahl biologischer und an-
derer organischer Probenmaterialien durch Elementaranalyse
bestimmt. Die Untersuchungen zeigen, daf auch mit Perchlor-



sdure nicht in allen F&llen eine vollstdndige Mineralisie-
rung gelingt.

Die in diesem Zusammenhang zitierten Arbeiten (22-26) be-
fassen sich haupts&dchlich mit der Frage, ob unter den ge-
wdhlten Aufschlufbedingungen eine Oxidation des Kohlen-
stoffs organischer Probenmaterialien méglich ist und in
welchem Umfang unzersetzte Reste im Riickstand verbleiben.
Nicht untersucht wurde jeweils der Einfluf unzersetzter
Reste oder von Zersetzungsprodukten auf die Elementsignale
der Spurenbestimmung, noch wurde die Identitdt der Riick-
stdnde aufgekldrt. Lediglich MARTINIE und SCHILT konnten
zeigen, daf Alanin und Glutamin von Salpeters&ure-Perchlor-
sdure-Gemischen zu Essigsdure, Methionin zu Methansulfon-
sdure umgesetzt werden. Bei anderen biologisch relevanten
Stoffen wurden entweder keine mefbaren Riickstdnde oder aber
nur unzersetzte Ausgangsstoffe festgestellt.

Organische Zersetzungsprodukte in Spurenkonzentraten kdnnen
die Elementsignale sowohl der spektroskopischen als auch
der elektroanalytischen Spurenbestimmung durch vielfdltige
additive und multiplikative systematische Fehler beein-
trdachtigen. Besonders schwerwiegend sind solche St&rungen
bei der inversen Voltammetrie. Einfliisse unzersetzter orga-
nischer Stoffe auf voltammetrische Schwermetallsignale nach
Aufschluf biologischer Materialien wurden von BAUMGARDT
(27), KOTZ et al. (28), OEHME und LUND (29) sowie HERTZ und
PANI (30) beschrieben. BAUMGARDT vergleicht die durch
differentielle Puls-Inversvoltammetrie (DPASV)1> erhaltenen
Signale der Elemente Zn, Cd, Pb und Cu nach dem Aufschluf
von Kohlmeisenfedern mit Hilfe verschiedener Aufschlufver-
fahren. Die Abb.1-3 zeigen, daf nur der Aufschluf mit Sal-
peter- und Perchlorsdure zu stdrungsfreien Voltammogrammen
fihrt. Beim Aufschluf im offenen System sowie beim Druck-
aufschluf mit Salpetersdure hinterbleiben organische Riick-

1)DPASV ist die in der Literatur gebrduchliche Bezeichnung
fiir "Differential Pulse Anodic Stripping Voltammetry".



stidnde, die zu Stdrungen der Voltammogramme durch Fremd-
signale und erhdhten Untergrund fiihren. Auch OEHME und LUND
beobachten stérende Signale nach Druckaufschluf von Blut
mit Salpetersdure und Analyse durch DPASV (siehe Abb. 50).
KOTZ et al. kommen ebenfalls zu dem Schluf, dap nach Druck-
aufschluf biologischer Materialien bei Temperaturen bis
200°C Ldsungen hinterbleiben, deren organische Bestandteile
St6rsignale bei der Bestimmung'von Cd, Pb und Cu durch
DPASV liefern. Da in der zitierten Arbeit die Mefbedin-
gungen aber nicht ndher angegeben werden, ist eine Inter-
pretation der Ergebnisse iiber den oben erwdhnten Schluf
hinaus nicht méglich. Die Autoren vermuten, daf die stdren-
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den Substanzen beim Aufschluff gebildete organische Nitro-
verbindungen sowie nicht umgesetzte organische Makromole-
kiile sind, ohne diese Aussage jedoch durch Experimente oder
Literaturhinweise zu belegen. OEHME und LUND kommen zu der
gleichen Aussage und belegen dies mit Literaturhinweisen
(31-34). In den zitierten Arbeiten sind jedoch keine Infor-
mationen enthalten, die auf die Art der infrage kommenden
Verbindungen hindeuten. HERTZ und PANI (30) geben an, daf
es sich bei den stdrenden Substanzen um aromatische Nitro-
verbindungen handelt und stiitzen diese Aussage darauf, daf
Riickstdnde nach Druckaufschluff von Olivenblattern im
Massenspektrometer eine NO-Abspaltung erleiden. Auch diese
Autoren identifizieren die zugrundeliegenden Verbindungen
nicht né&her.

Die durch organische Riickstdnde hervorgerufenen Stdrungen
atomspektrometrischer Verfahren sind im allgemeinen weniger
gravierend als die der Voltammetrie. Besonders zu erwdhnen
sind jedoch systematische Fehler, die durch den unter-
schiedlichen Bindungszustand von Elementspuren in Proben-
und Eichldsungen entstehen kénnen. Dies gilt beispielsweise
bei Vorhandensein nicht mineralisierter metallorganischer
Verbindungen von Spuren, die mit der Hydrid-Technik der AAS
bestimmt werden sollen. Organische Zersetzungsprodukte sind
auferdem eine hdufige Quelle filir Untergrundsignale in der
Graphitrohr-AAS, wenn deren Abtrennung in der "Veraschungs-
phase" des Temperaturprogramms unvollstédndig bleibt.
Schlieflich muf man bei allen l8sungsspektrometrischen
Methoden mit Probenansaugung und -zerstdubung damit rech-
nen, daf organische Stoffe Anderungen in der Viskositdt und
Oberfliachenspannung bewirken, so dap im Vergleich zu den
wadfirigen Kalibrierldsungen unter Umstédnden betr&chtliche
Unterschiede in den Ansaugraten, den Aerosolausbeuten und
damit in der Empfindlichkeit der Analysensignale auftreten.



11

In dieser Arbeit werden vor allem die Einfliisse der nach
Druckaufschluf biologischer Materialien zuriickbleibenden
organischen Verbindungen auf den Stromverlauf inversvoltam-
metrischer Spurensignale untersucht. Folgende Teilaufgaben
bilden dabei den Schwerpunkt:

1. Optimierung der Parameter fiir den Druckaufschluf mit
Salpetersdure bei Temperaturen bis zu 200°C anhand aus-
gewdhlter Probenmaterialien.

2. Versuche zur Nachbehandlung organischer Riickstdnde mit

Perchlorsdure.

3. Versuche zum Druckaufschluf mit Salpetersdure bei Tem-
peraturen bis zu 300°C unter Verwendung eines selbstge-
bauten Systems sowie des kommerziellen Hochdruckver-
aschers nach KNAPP (11,35). |

4. Untersuchung der Voltammogramme von Aufschlufldsungen im
Hinblick auf Stdrungen bei der Bestimmung von Z%Zn, Cd, Pb
und Cu.

5. Versuche zur Isolierung der Aufschlupfriickstdnde unter-
schiedlicher Probenmaterialien sowie zur Identifizierung
der unzersetzten Stoffe.

6. Untersuchungen zum Mechanismus der St&rung elektroche-
mischer Reaktionen durch Aufschlufriickstinde.

7. Untersuchungen zum Mechanismus des Abbaus biologischer
Materialien im Druckaufschluf durch Salpetersiure.
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3. Theoretische Aspekte
Im Folgenden werden gebr&duchliche Aufschlufverfahren fiir

biologische Materialien sowie die Grundlagen der coulome-
trischen Analyse und der Voltammetrie beschrieben.

3.1 Aufschlupmethoden fiir biologisches Material

3.1.1 Napaufschluf

Als Reagenz fiir den Napaufschluf in offenen oder geschlos-
senen Systemen verwendet man im allgemeinen oxidierende

Sduren oder Wasserstoffperoxid.

3.1.1.1 Napaufschluf in offenen Systemen

Im einfachsten Fall kénnen biologische Proben durch Erhit-
zen mit geeigneten oxidierenden Reagenzien in Bechern,
Schalen oder Kolben aufgeschlossen werden. Um Verluste an
Oxidationsmittel durch Abdampfen zu vermeiden, empfiehlt es
sich, unter Riickfluf zu arbeiten. Hierzu wurde eine Reihe
von Apparaturen entwickelt (36-41). Von KNAPP (42) wurde
ein automatisiertes, kontinuierlich arbeitendes System
beschrieben. Als Oxidationsmittel finden Salpetersdure,
Perchlorsdure, sowie deren Gemische mit Schwefel- oder
Phosphorsdure Verwendung (16,34,39,43-48). Perchlorsdure
darf nur im Gemisch mit anderen S&uren angewendet werden,
um unkontrollierbare heftige Reaktionen zu vermeiden (13).
In einigen Fdllen wird auch Chlorsdure zum Aufschluf biolo-
gischer Materialien vorgeschlagen (49-53). Eine weitere
Methode der Nafveraschung ist der Umsatz mit Wasserstoff-
peroxid, das entweder im Gemisch mit Salpeter- oder Schwe-
felsdure oder unter Zusatz von zweiwertigem Eisen als Kata-
lysator eingesetzt wird (54). Ein gravierender Nachteil des
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offenen Aufschlusses liegt im Verlust einiger Elemente
durch Verfliichtigung.

3.1.1.2 NafBaufschluf in geschlossenen Systemen

Bereits 1860 untersuchte CARIUS das Aufschlufverhalten or-
ganischer Stoffe, indem er sie mit Salpetersiure in abge-
schmolzenen Glasampullen bei Temperaturen von 200-320°C
oxidierte (55,56). Bei den neueren Verfahren wird die Probe
zusammen mit den Aufschlufreagenzien in einem druckdichten
Aufschlufgefdf temperaturprogrammiert erhitzt.

Gegeniiber dem Aufschluf in offenen Gefdfen bietet das

Arbeiten in geschlossenen Systemen Vorteile:

- Es entstehen keine Elementverluste durch Verfliichtigung.

- Die Aufschlufzeit wird verkiirzt, die Aufschlufleistung
wird durch Anwendung von Temperaturen oberhalb des nor-
malen Siedepunktes der Aufschlufreagenzien verbessert.

- Durch den geringeren Reagenzienbedarf wird die Blindwert-
belastung des Aufschlufprozesses vermindert.

- Kontaminationen von aufen sind weitgehend ausgeschlossen.

Als Gef&Pmaterialien dienen heute im allgemeinen Polytetra-
fluorethylen (PTFE) (24,33,57-68), Glaskohlenstoff (28) und
Quarz (11,35). Beschrieben wurde auch die Anwendung von
Gefafen aus V4A-Stahl zum Aufschluf mit Wasserstoffperoxid
(151). Die Aufschluftemperaturen werden vor allem durch die
mechanischen Eigenschaften des Gef&dPfmaterials begrenzt.
PTFE 14Bt, je nach Qualit&dt, Temperaturen von 160-200°C zu,
bevor es zu erweichen beginnt (28,46,67,68). GefdpBe aus
Glaskohlenstoff erlauben Druckaufschliisse bei Temperaturen
bis etwa 250°C (28), solche aus Quarz k&énnen noch h&her
erhitzt werden. Zum wesentlichen Problem werden dann aber
die Dichtungen.
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Die zu Beginn der Entwicklung beschriebenen Druckaufschluf-
systeme dienten hauptsdchlich zum Aufschluf geologischer
Proben mit Flufsdure (57-59,69-72). Die Mehrzahl der heute
gebrduchlichen Gerdte verschiedener Herstellerfirmen leitet
sich von den u.a. durch BERNAS (59), sowie TOLG et al. (68)
beschriebenen Apparaturen ab. Ein Druckaufschlufsystem
dieser Art ("Aufschlufbombe") besteht danach aus einem
PTFE-Tiegel, der von einer Edelstahl-Ummantelung umgeben
ist. Durch Federdruck wird der PTFE-Deckel zum Abdichten
fest auf das Gef&af gepreft. Steigt der Innendruck iiber den
zugelassenen Wert an, so wird der Deckel gegen den Feder-
druck gedffnet, wobei die Reaktionsgase entweichen. Daher
kann es nicht zum Zerbersten in Folge eines zu starken
Druckanstiegs kommen. Beheizt wird das Aufschlufsystem in
Heizblock- oder Luftthermostaten. Es kann auch durch Mikro-
wellen beheizt werden (73-77), wobei jedoch Sicherheits-
druckbehdlter aus Metall nicht eingesetzt werden k&nnen.
Statt der Uberdrucksicherung durch eine Feder besitzen
manche Druckaufschlufbomben Berstscheiben; diese Funktion
kann auch der Deckel des Aufschlupgefafes ilibernehmen (33,
78). Bei Systemen filir den gleichzeitigen Aufschluf mehrerer
Proben (33,58,78,79), sind jeweils mehrere Tiegel in einem
gemeinsamen Heizblock angeordnet.

Wie sich gezeigt hat, kann PTFE in manchen Fdllen der ex-
tremen Spurenanalyse aufgrund von nestartig eingeschlosse-
nen Verunreinigungen nicht eingesetzt werden (28): Die aus
der Herstellung des Kunststoffes herriihrenden Staubein-
schliisse werden bei vielfacher Verwendung der Gef&fe von
der S&dure schlief(lich freigelegt und verursachen zum Teil
betrdchtliche Blindwerte. Auch diffundieren einige Elemente
bei hohen Temperaturen und Drucken in die Gef&dfwandung hin-
ein, was Verluste sowie "Memoryeffekte" und somit systema-
tische Fehler zur Folge hat (11). Solche Vorgdnge h&ngen
jedoch stark von der Qualitdt des PTFE und von dessen Ver-
arbeitung ab. Die merkliche Gasdurchldssigkeit des Gefdp-
materials fiihrt schlieflich auch zu einer gewissen Passage
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nitroser Gase, was in ungilinstigen Fdllen eine Korrosion des
Metallmantels bewirken kann.

Probleme dieser Art treten bei der Benutzung dicht ver-
schlossener Quarzgefdfe nicht auf. KNAPP (11,35) hat ein
entsprechendes "Hochtemperaturveraschungsgerdt" entwickelt,
mit dem Proben in Quarzgef&dfen bei Temperaturen bis zu
320°C unter Druck aufgeschlossen werden kdnnen. Der im
Reaktionsverlauf entstehende Innendruck wird durch Vorgabe
eines &duferen Druckes kompensiert, so daf bis zu 100 bar

toleriert werden k&nnen.

Beim Nafaufschluf in geschlossenen Systemen hat sich Salpe-
tersdure als Oxidationsmittel filir biologisches Material
bewdhrt (11,22-24,28,33,68,79-81). Miissen Silikate geldst
werden, kann zusdtzlich Flufsdure verwendet werden (68,82-
88). Der Einsatz von Perchlorsdure im geschlossenen System
ist aus Sicherheitsgriinden grundsdtzlich nicht zu empfeh- -
len. Eventuelle brisante Reaktionen kdnnen zur Detonation
fiihren, wobei die Sicherheitssysteme der Druckaufschluf-
gerdte oft zu tridge sind, um der Druckwelle nachzugeben.
Dies gilt auch fiir Mischungen aus Salpeter- und Schwefel-
sdure, die z.B. zum Aufschluf von Fett im geschlossenen
System auf keinen Fall eingesetzt werden diirfen (89).

Allgemein muf die Probeneinwaage dem Gefdfvolumen und dem
maximal tolerierbaren Innendruck angepaffit werden. Das
Aufschlupverhalten eines Probenmaterials kann dabei durch
Steigerung der Einwaage untersucht werden. Eine strikte
Begrenzung der Probenmenge vor allem der erwdhnten sehr
reaktiven organischen Materialien auf 150-300 mg ist auch
aus Sicherheitsgriinden unbedingt erforderlich.

Eine Ubersichtsarbeit zum Thema "S&ureaufschluf unter Druck
in der Spurenanalyse" wurde von JACKWERTH und GOMISCEK ver-
offentlicht (80).
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3.1.2 Aufschluf durch Verbrennung

Da die zahlreichen auf Verbrennung basierenden Aufschluf-
verfahren nicht unmittelbar Gegenstand dieser Arbeit sind,
werden sie hier nur kurz beschrieben. Weitere Informationen

sind der zitierten Literatur zu entnehmen.

Folgende Verfahren werden heute hauptsdchlich eingesetzt:

- Verbrennung durch Luftzufuhr im Muffelofen bei etwa 500°C
mit und ohne Zusatz von Oxidationshilfen (15,16,39,48),
teilweise auch in Kombination mit einem Nafaufschluf
(90-94). Die Gefahr der Verfliichtigung von Spurenelemen-
ten ist hier besonders groff (15,95,96).

- Verbrennung unter "dynamischen Bedingungen" im Sauer-
stoffstrom; fliichtige Verbindungen werden an einem Kiihl~
finger zuriickgehalten (97).

- Die Verbrennung nach SCHONIGER in einem geschlossenen,
sauerstoffgefiillten Kolben erlaubt nur geringe Einwaagen
(98).

- Verbrennung mit Sauerstoff unter Druck in Edelstahl-
Bomben. Zwar lassen sich relativ hohe Einwaagen auf-
schliefen (99-103), es ist aber mit Kontaminationen durch
das GefdpPmaterial zu rechnen.

- WICKBOLD-Verbrennung organischer Proben in einer Knall-
gasflamme, meist zur Bestimmung von Chlor und Schwefel
(83,104-106).

- Veraschung mit angeregtem Sauerstoff bei 1 - 5 torr O=.
Im Mikrowellen- oder Hochfrequenzfeld entsteht ein Sauer-
stoffplasma, mit dem bei Temperaturen unterhalb von 150°C
selbst Materialien wie PTFE oder Graphit aufgeschlossen
werden koénnen. Fliichtige Verbindungen werden an Kiihlvor-
richtungen kondensiert (11,51,86,107-109).
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3.2 Coulometrie

Die coulometrische Analyse (110) nutzt die Giiltigkeit des
FARADAY-Gesetzes zur Bestimmung elektrolytischer Reaktions-
produkte aus. Es gilt:

MeQ

Fegz

= umgesetzte Stoffmasse
= Mol- bzw. Atommasse
Faraday-Konstante

= gemessene Ladung

N O H B @
1}

= Wertigkeit bzw. Zahl der Elektronen pro

Formelumsatz

Die elektrolytisch umgesetzte Stoffmenge wird aus der zur -
Reaktion bendtigten und gemessenen Ladungsmenge berechnet.
Voraussetzung fiir die Richtigkeit der Analyse ist eine
100%ige Stromausbeute fiir die elektrolytische Reduktion
bzw. Oxidation der zu bestimmenden Probenkomponente. Es ist
also wichtig, daf an der Arbeitselektrode allein die ana-
lytisch interessierende Reaktion ablduft; Nebenreaktionen
jeder Art miissen verhindert werden. Die Anwendung der ge-
braduchlichen Elektrodenmaterialien Platin bzw. Quecksilber
richtet sich nach dem analytischen Problem, da beide Metal-
le nicht universell eingesetzt werden k&énnen. Man unter-
scheidet, je nach Wahl der Parameter und Mefgréfen, zwei
coulometrische Methoden: die "potentiostatische" und die
"galvanostatische" Coulometrie.

1. Potentiostatische Coulometrie

Die an den Elektroden anliegende Spannung wird im Verlauf
der Elektrolyse konstant gehalten. Die Konzentration des zu
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bestimmenden Stoffes nimmt mit zunehmender Elektrolysezeit
ab. Dadurch bedingt, verringert sich die Stromdichte, bis
sie am Ende der Elektrolyse praktisch gleich Null ist. Die
umgesetzte Ladungsmenge kann mit einem Coulometer bestimmt
werden.

2. Galvanostatische Coulometrie

Auch bei diesem Verfahren wird die umgesetzte Ladung als
Produkt aus der Stromstdrke und der Zeit bestimmt. Es gilt:

Q=1I.t

Q = umgesetzte Ladung

=
It

Stromstdrke
Zeit

Da hier die Stromstdrke mit Hilfe eines Galvanostaten
konstant gehalten wird, dient die Zeit, wdhrend der der
Strom flieft, als Mefgrdfe. Bei dieser Technik verlauft der
elektrolytische Stoffumsatz &hnlich wie in der Mafanalyse;
anstelle der Mafl8sung wird hier jedoch der elektrische
Strom zur Titration benutzt ("Coulometrische Titration").

Der Endpunkt, bei dem die Elektrolyse unterbrochen wird,
kann konventionell mit Hilfe von Farbindikatoren oder
potentiometrisch iiber ein zus&dtzliches Mefelektrodensystem
ermittelt werden. Hdufig wird auch die "Dead-Stop-Methode"
angewandt, ein potentiostatisches Indikationsverfahren mit
zwel polarisierbaren Elektroden. Das Verfahren dhnelt also
einer iiblichen Titration, mit dem Unterschied, dap das
Reagenz nicht zugegeben, sondern im Elektrolyten der
Probenldsung erzeugt wird. Ein typisches Anwendungsbeispiel
fiir diese heute meist mit Titrierautomaten durchgefiihrte
coulometrische Technik ist die alkalimetrische Bestimmung
von Kohlenstoff nach Verbrennung zu CO= (111).
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3.3 Inverse Voltammetrie

Die inverse Voltammetrie gehSrt zu den nachweisstdrksten
Methoden zur Bestimmung einer Reihe von Ionen ("Depolarisa-
toren") in wédpriger L&sung. Einer der Griinde fiir das hohe
Nachweisvermégen ist die Anreicherung der zu bestimmenden
Elemente an einer stationdren Arbeitselektrode durch Elek-
trolyse bei konstantem Potential. Der bei anschliefender
Wiederaufldsung der Elektrolyseprodukte registrierte Strom
ist bei geeigneter Wahl der Arbeitsparameter proportional
zur Konzentration der betreffenden Ionenart in der L&sung.
Die Signale sind peakfdrmig, da nach primdrem Stromanstieg
eine zunehmende Verarmung an der Elektrodenoberfldche ein-
setzt. Der Spitzenstrom gehorcht bei reversiblen Reaktionen
an einer stationdren Quecksilber-Tropfenelektrode der von
NICHOLSON (112) abgeleiteten Gleichung:

0.16 D
I= 602 z3/2 q Di/2 vi/2 ¢ (0.4463 + — ) 0.7516
r z v

mit I = Peak-Spitzenstrom (A)
= Elektrodenoberfldche (cm2)
= Diffusionskoeffizient (cm2es-1)

= Depolarisatorkonzentration (molecm—3)

q
D
v = Spannungsanstiegsrate (Ves-—1)
c
r = Tropfenradius (cm)

z

= pro Formeleinheit umgesetzte Elektronenzahl

Der Ablauf einer inversvoltammetrischen Metallbestimmung
ist in Abbildung 4 dargestellt.
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Abb.4: Stromverlauf bei der inversvoltammetrischen

Bestimmung von Metallionen (112)

Die Anreicherung beginnt bei to, die L&sung wird bei
konstantem Potential bis t, unter Rithren elektrolysiert.
Wahrend der anschlieBendén "Ruhezeit", in der nicht geriihrt
wird, verteilen sich die Elektrolyseprodukte homogen im
Quecksilber der Mikroelektrode, wobei der Stromfluf stark
abfdllt. Anschliefend wird der fiir die Elementbestimmung
interessierende Spannungsbereich bis zur Quecksilberauf-
16sung durchfahren. Analysengerdat ist im einfachsten Fall
ein Gleichstrom-Polarograph. Bei den leistungsfdhigeren
Verfahren der differentiellen Puls-Inversvoltammetrie
werden den Spannungsrampen zusdtzliche Impulse iiberlagert.
Dabei erhdlt man die fiir die jeweilige Methode charak-
teristischen Voltammogramme.

Das gegeniiber der Polarographie stark erhdhte Nachweisver-
mégen der inversen Voltammetrie ist, wie erwdhnt, auf die
hohe Konzentration an angereichertem Depolarisator an der
Arbeitselektrode zuriickzufithren. Das Nachweisvermégen wird
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dabei durch Anwendung impulspolarographischer Techniken
weiter verbessert: {ilberlagert man der Gleichspannungsrampe
rechteckf6rmige Spannungsimpulse, so steigen sowohl Diffu-
sions- als auch Kapazit&dtsstrom bei Anlegen jedes Impulses
stark an; ausgenutzt wird das unterschiedliche Abklingver-
halten von Faraday- und stdrendem Kapazitdtsstrom. Dazu
mift man den Strom jeweils am Ende der Impulse und erzielt
ein verbessertes Verhdltnis von Signal zu Untergrund, weil
der Faraday-Strom (Signal) langsamer abklingt als der
Kapazitdtsstrom (Untergrund). Es resultieren Signale, die
in ihrer Form Gleichstrom-Polarogrammen &hnlich sind.

Eine weitere Verbesserung des Nachweisvermdgens erreicht
man durch Anwenden der "differentiellen Puls-Inversvoltam-
metrie (DPASV)" zur Ermittlung der Aufl8sungsstrdme, einer
Technik, die heute bei der Bestimmung von Schwermetall-
spuren das bevorzugte voltammetrische Verfahren ist. Das
MefBprinzip ist in Abb.5 dargestellt.

| ]

/

/

Abb.5: Impulsverlauf und Lage der Mefintervalle bei der

-

differentiellen Puls-Inversvoltammetrie (DPASV)
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Der Strom wird unmittelbar vor Anlegen des Spannungsimpul-
ses sowie nach weitgehendem Abklingen des Kapazitdtsstroms
gemessen. Die Stromdifferenz, aufgetragen gegen das Poten-
tial, liefert Voltammogramme mit peakfdrmigem, weitgehend

symmetrischem Verlauf.

Ahnlich arbeitet auch die Square-Wave-Inversvoltammetrie
(SWASV)2>: Die Gleichspannungsrampe wird mit einer recht-
eckférmigen Wechselspannung von hoher Frequenz moduliert.
Das Mefprinzip ist in Abb.6 dargestellt.

[ g—
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|

—

—_—

|
ro ]

AE = Impulsh&he AE. = Rampenanstieg

Abb.6: Impulsverlauf und Lage der Mefintervalle bei der

Square-Wave-Inversvoltammetrie (SWASV)

Gemessen wird jeweils am Ende der Impulse, um auch hier das
unterschiedliche Abklingverhalten von Faraday- und Kapazi-
tdtsstrom auszunutzen. Analysensignal ist das aus den Dif-
ferenzen der Strme am Ende jeweils zusammengehSriger posi-
tiver und negativer Impulse resultierende Voltammogramm.
SWASV und DPASV sind sehr dhnliche Mefmethoden; da die
Impulsfolge der SWASV jedoch wesentlich schneller ist (etwa
100 s-* bei der SWASV gegeniiber etwa 1 s—* bei der DPASV),
wird bei reversiblen Redoxsystemen hier ein Faraday-Strom

2)"Square Wave Anodic Stripping Voltammetry"
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auch fiir die Riickreaktion des Elektrodenprozesses gemessen,
und zwar im Mefintervall des "negativen Impulses". Bei der
DPASV wird aufgrund der erheblich langeren Zeitabstidnde
zwischen den Impulsen ein Strom fiir die Riickreaktion rever-
sibler Systeme nicht beobachtet, da dieser vor Beginn des
ndchsten Impulses bereits praktisch auf Null abgefallen
ist. Hieraus wird ein weiterer Vorteil der SWASV ersicht-
lich: Das Verhdltnis von Signalen aus reversiblen Reaktio-
nen zu denen aus irreversiblen Reaktionen ist bei der SWASV
gliinstiger als bei der DPASV, hdngt jedoch stark von den je-
weiligen Mefparametern ab. Reversible Reaktionen, die ihrem
Potential nach benachbart zu irreversiblen Prozessen ab-
laufen, kdénnen also mit deutlich verminderten St&rungen
registriert werden (113). Mefsignal bei der SWASV ist der
Wechselstromanteil des Diffusionsstromes. Aufgrund der
hohen Impulsfrequenz ist die Aufnahme von Voltammogrammen

" mit einem Spannungsvorschub von 200 mVe.s-2 méglich. Die
DPASV erlaubt im allgemeinen nur 2-5 mV e s—-*, Das Nach- -
weisvermSgen der SWASV fiir Zn, Cd, Pb und Cu entspricht

etwa dem der DPASV. Zn, Cd, Pb und Cu kénnen durch inverse
Voltammetrie in wdfrigen Ldsungen simultan bestimmt werden,

wenn sie in vergleichbaren Konzentrationen vorliegen. Bei
Konzentrationsunterschieden, die zu Signalinterferenzen

fiilhren, kann die Bestimmung bei unterschiedlichen Elektro-
lysepotentialen und Anreicherungszeiten sequentiell erfol-

gen. Der analytisch nutzbare Spannungsbereich betrdgt in

wdfrigen Losungen bei Benutzung einer Quecksilber-Arbeits-
elektrode etwa -1.2 V bis +0.3 V, bezogen auf die gesit-

tigte Ag/AgCl-Elektrode. Oberhalb von 0.3 V wird Quecksil-

ber aufgeldst (Hg — Hg2*), unterhalb von etwa -1.2 V

werden, abhdngig vom pH-Wert, H*-Ionen zu Wasserstoff

entladen. Die Wasserstoffreduktion kann durch organische

Stoffe, insbesondere durch Stickstoffbasen, katalysiert und

in einen positiveren Potentialbereich verschoben werden;

der nutzbare Spannungsbereich wird dadurch verringert, die
Zink-Bestimmung bei etwa -1 V unter Umstdnden erschwert.

NURNBERG (114) gibt dazu den folgenden Mechanismus an:
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H30* + RN = RNH* + H20
adsorbiert adsorbiert
RNH+ + e— == RNH
adsorbiert adsorbiert
2 RNH == 2 RN + H=
adsorbiert adsorbiert

Stickstoffbasen RN iiberfiihren also die sonst nur unter Auf-
wendung einer hohen Uberspannung an Quecksilber abscheidba-
ren HzO*-Ionen in das ammoniumanaloge Kation RNH*, das ein
wesentlich positiveres Entladungspotential hat. Als Depola-
risator wirken somit nicht die HsO0*-, sondern RNH*-Ionen
("Katalytische Wasserstoffstufen"). Neben den bereits er-
wahnten Stdreffekten durch organische Stoffe (siehe Kap.2),
die nach oxidativen Abbaureaktionen biologischer Probenma-
terialien in der AufschluflSsung hinterbleiben, werden
zahlreiche weitere Einfliisse oberfldchenaktiver und kom-
plexierender Verbindungen auf die inversvoltammetrischen
Signale der Metallionen beschrieben. Als besonders bei der
Analyse natiirlicher Wdsser h&ufig vorkommendes Problem ist
z.B. die Maskierung von Analyt-Ionen durch organische
Komplexbildner zu nennen. Die komplexierten Elemente sind
auf Grund ihres verdnderten elektrochemischen Verhaltens
nicht mehr erfapbar oder ihre Signale erscheinen - u.U.
gestért - bei anderen Potentialen als die der "freien"
Metallionen (115). Auch oberfldchenaktive Stoffe kdnnen
betrdchtliche Stérungen bei der inversen Voltammetrie von
Metallionen bewirken. Durch die Adsorption solcher Stoffe
wird die Oberfldche der Quecksilber-Elektrode mit einem
Film belegt, der eine Depression der Elementsignale verur-
sacht (116, 117).

Schlieflich sind Elektrodenreaktionen elektrochemisch
aktiver organischer Substanzen zu erwdhnen, die zu Signalen
fihren, welche die Voltammogramme interessierender Stoffe
iiberlagern. Eine Ubersicht iiber derartige Verbindungen, die
aufgrund ihrer elektrochemischen Eigenschaften natiirlich
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auch voltammetrisch bestimmt werden kénnen, findet sich bei
ZUMAN und PERRIN (118).

4. Experimenteller Teil

4.1 Auswahl und Charakterisierung der Probenmaterialien

Fiir erste orientierende Untersuchungen wurden zwei biolo-
gische Materialien von unterschiedlicher Zusammensetzung

ausgewdahlt.

- Rinderleber als Vertreter fiir eiweifreiche, jedoch fett-
und kohlenhydratarme Materialien tierischer Herkunft.

- Braunalgen (Fucus vesiculosus) als Vertreter fiir eiweif-
und fettarme, jedoch kohlenhydratreiche Materialien
pflanzlicher Herkunft, die einen hohen Mineralstoffgehalt
und einen hohen Silikat-Anteil aufweisen.

Beide Stoffe wurden gefriergetrocknet und gemahlen. Der
Fettgehalt dieser Materialien ist jeweils gering (zu Unter-
suchungen an Fetten siehe Kap.4.8). Beide Stoffe wurden
zundchst in ihrer Zusammensetzung charakterisiert. Die
Schwermetallbestimmungen (2n, Cd, Pb und Cu) wurden in
mehreren Laboratorien, durch verschiedene Analytiker und
mit unabhdngigen Verfahren durchgefiihrt (Voltammetrie,
Atomabsorptionsspektrometrie, Atomemmissionsspektrometrie
mit dem induktiv gekoppelten Plasma, Instrumentelle Neutro-
nenaktivierungsanalyse). Wahrend Kenntnisse iiber die
Schwermetallgehalte fiir die Untersuchung von St&rungen
voltammetrischer Elementsignale notwendig sind, sind Daten
iiber die anderen Bestandteile zum Verstidndnis von Auf-
schlufreaktionen von Interesse.
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Algen Leber
Cd 0.99 £ 0.08 pgeg—* 1.53 = 0.05 pgeg—2
Pb 1.78 £ 0.05 pgeg—* 0.65 £ 0.05 pgeg-2
Cu 4.01 £ 0.14 pgeg—% 67 = 3 pgeg-—1
Zn 113 + 3 Mgeg—2 125 £ 6 Hgeg—*
c 35.2 % 51.5 %
N 3.11 % 11.5 %
Na 3.15 % 0.21 %
K 2.75 % 1.05 %
Ca 1.34 % 0.20 %
Mg 0.80 % 0.06 %
Cl 3.05 % 0.25 %
P 0.32 % 1.23 %
S 2.42 % 0.83 %
Si 1.24 % =0.01 %
Eiweif 18.7 % 65 %
Fett 2.5 % 12.6 %
Kohlenhydrat 53 % 19.6 %

Tab.l: Zusammensetzung der untersuchten Probenmaterialien

4.2 Aufschlupbedingungen

4.2.1 Druckaufschluf in PTFE-Gefdfen bis zu 200°C

Die Druckaufschliisse wurden mit Aufschlufapparaturen
"PRAWOL" (Fleischhacker, Schwerte) durchgefiihrt.
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4.2.1.1 Beschreibung der verwendeten Druckaufschlufi-
apparatur

Die Druckaufschlufapparatur "PRAWOL" (67) besteht aus einem
Magnetheizrithrer, auf den ein Aluminium-Heizblock aufge-
setzt ist, der mit einer durchgehenden zylindrischen Boh-
rung zur Aufnahme der Druckbombe sowie einer Bohrung fiir
ein Kontaktthermometer versehen ist. Das angeschlossene
Kontaktthermometer erméglicht es, die eingestellte Auf-
schluftemperatur konstantzuhalten (Abb.7).

_lJ ///
/// /// 5 1: Kontaktthermometer
_ 2: Verschlufkopf
7 I L/////, 3: Druckzylinder
d 4: Heizblock
5: Magnetheizriihrer

Abb.7: Schematischer Aufbau der Druckaufschlufapparatur
"PRAWOL"

Die eigentliche Druckvorrichtung ist in Abb.8 dargestellt.
Sie setzt sich zusammen aus einem verschliefbaren Edel-
stahlzylinder mit Bajonettverschluf und Federspannkopf, die
ebenfalls aus Edelstahl gefertigt sind. In den Federspann-
kopf ist eine Edelstahlfeder eingepaft, die iiber einen mit
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PTFE beschichteten Deckelhalter den PTFE-Deckel auf das
Aufschlupfgefdf preft. Diese Feder ermdglicht ein gefahr-
loses Abblasen bei zu hohem Innendruck. Die Feder ist so
gewdhlt, daf bei Innendrucken bis zu 25 bar gearbeitet
werden kann. Das Gerdt ist jedoch noch mit einem zweiten
Sicherheitssystem ausgeriistet. Der Boden des zylindrischen
Druckgefédfes besteht aus einer herausnehmbaren Aluminium-
scheibe, die als schwdchster Punkt des Systems eine Soll-
bruchstelle darstellt, falls das durch Deckel und Feder
gebildete Sicherheitssystem versagen sollte. Das eigent-
liche Reaktionsgefdf aus dickwandigem PTFE ist so konstru-
iert, daf es in kaltem 2Zustand beim Einsetzen in den
Druckzylinder nur auf seinen oberen Réndern aufliegt und
zwischen der Aluminium-Bodenplatte und dem Boden des PTFE-
GefdPes Spielraum besteht. Auf diese Weise wird sicherge-
stellt, daf das PTFE beim Erwdrmen geniigend Raum zur Aus-
dehnung hat, ein Stauchen des PTFE-Gef&fes also vermieden
wird. Bei den von uns benutzten Gefdfien konnte ein Stauchen
auch nach mehr als 200-maligem Gebrauch nicht beobachtet
werden. Da die Bodenplatte aus Aluminium gefertigt ist,
kann die Probe wdhrend des Aufschlufes mit Hilfe eines
PTFE-Magnetriihrstdbchens geriihrt werden. Der Deckel des Ge-
fdpes besteht ebenfalls aus PTFE. Seine Funktion 1l&pt sich
aus Abb.8 erkennen. Die Abdichtung erfolgt sowohl iiber die
Seitenfldchen des in das Gefdf hineinragenden Teils des
Deckels als auch iiber einen PTFE-Ring, der in den Deckel
eingepaft ist und der aus einem etwas weicheren PTFE-Mate-
rial besteht als Deckel und Gefdf. Der Austritt von nitro-
sen Gasen wurde, aufer beim Abblasen in Folge eines zu
hohen Innendruckes, nicht beobachtet. Fiir das Gerdt sind
Gefidfe der Volumina 25, 35 und 45 ml erhd&ltlich. Die Unter-
suchungen dieser Arbeit wurden in 35-ml-Gef&fen durchge-
fihrt.
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1: Druckzylinder 9: Mantelverschlufkopf
2: Bodenverschluf 10: Druckfeder
3: PTFE-Becher 11: Federspannkopf
4: PTFE-Riihrkern 12: Verschlufhebel
5: PTFE-Dichtring 13: PTFE-Federklemme
6: PTFE-Deckel 14: Anschlagstift
7: Deckelhalter 15: PTFE-Schutzbuchse
8: Federlager 16: Uberdrucksicherung

Abb.8: Druckvorrichtung "PRAWOL"

4.2.1.2 Hinweise zur Durchfiihrung der Druckaufschliisse

200 mg Leber bzw. 300 mg Algen (jeweils etwa 100 mg C ent-
sprechend) wurden in 35-ml-Gef&dfen mit konzentrierter Sal-
petersdure aufgeschlossen (69 %$ige HNOs; isotherm destil-
liert).
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Die Aufschlupfmischungen wurden nicht geriihrt. Die durch das
System vorgegebene Aufheizzeit bis zum Erreichen der Auf-
schluftemperatur betrug in allen Fdllen 40 min. Die sich
daran anschliefende Zeit wird im folgenden mit "Aufschluf-
zeit" bezeichnet. Die Sdure wurde portionsweise unter
Schwenken des Gefdpes zugesetzt, um das trockene Material
gleichmdfig zu benetzen. Hierdurch wird eine Verkohlung der
Proben vermieden, die zu v8llig anderen organischen Riick-
stdnden fiihrt. Beim Aufschluf von Algen wurde in manchen
Fdllen Flufsdure (40 %ig, "Suprapur", Merck, Darmstadt,
Art.Nr.335) zum L&sen der enthaltenen Silikate zugegeben.
In einigen Versuchen wurden die L&sungen nach dem Aufschluf
bei 130°C zur Trockene abgeraucht, um fliichtige organische
Stoffe und Stickoxide zu entfernen. Bei Algen-Aufschliissen
unter Flufsdure-Zusatz war dieser Vorgang notwendig, um
gebildetes Calciumfluorid und Fluorosilikate zu zerstdren
und eine klare L&sung zu erhalten.

4.2.2 Hinweise zur Nachbehandlung organischer Riicksté&dnde

mit Perchlorsdure

Zum weiteren Umsatz organischer Verbindungen, die nach
Druckaufschluf mit Salpetersdure im PTFE-Gefdf zuriickblei-
ben, kénnen die Aufschlufldsungen unmittelbar im offenen
PTFE-Gefdf mit Perchlorsdure bei Temperaturen bis zu 200°C
nachbehandelt werden. Diese Nachbehandlung ist weitgehend
gefahrlos, da die zurilickbleibenden organischen Verbindungen
im allgemeinen wenig reaktionsfreudig sind und - verglichen
mit der Einwaage - nur noch wenig Material vorhanden ist.
Dampft man die Aufschlufldsungen vor der Nachbehandlung mit
Perchlorsdure zur Trockene ein, so wird bereits ein be-
trdchtlicher Teil an organischen Subsanzen verfliichtigt
(siehe auch Kap.4.6.1). Zur Nachbehandlung wurde die L&sung
nach Offnen des PTFE-Gefdfes zum Sieden erhitzt (Heizblock-
temperatur: 130°C). Nach Ablauf der Aufheizzeit (40 min,
vergleiche Kap.4.2.1.2) wurde 70 %ige Perchlorsdure
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("Suprapur", Merck, Darmstadt, Art.Nr.517) in die siedende
Aufschlufldésung gegeben (vgl. Kap.4.6.2). Leichtfliichtige
organische Stoffe sind dann bereits aus der Ldsung ver-
dampft, so daf deren Reaktion mit Perchlorsdure vermieden
wird. Die Probe wurde langsam bei 130°C abgedampft. Beim
Entstehen von Perchlorsdure-Nebeln wurde das PTFE-Gef&fp
sofort mit einem Uhrglas abgedeckt, um ein Entweichen wvon
Sdure zu verhindern. Die anschliefende Nachbehandlung wurde
unter verschiedenen Bedingungen (Temperatur, Zeit, Sdurezu-
satz) durchgefiihrt.

Es zeigte sich, dap diese Art der Nachbehandlung unter be-
stimmten Bedingungen zu nur wenig reproduzierbaren orga-
nischen Restgehalten fiihrt. Sowohl bei der Nachbehandlung
von Algen als auch von Leber (180°C, 3h) wurden in Paral-
lelversuchen Streuungen im Restkohlenstoffgehalt bis um den
Faktor 2 gemessen, wie das folgende Beispiel belegt:

Algen, Restkohlenstoffgehalte 0.08 - 0.17 % C
Mittelwert: 0.118 % C
Anzahl der Aufschliisse: 15
Anzahl der Bestimmungen pro Aufschluf: 3
s: 0.033 8 C
s=: 0.28

Zur Erkldrung wird angenommen, daf beim Abdampfen der
Druckaufschlufldsung ein einziger Tropfen verbleibt, in dem
praktisch die gesamten Probenbestandteile gel&st oder in
suspendierter Form vorliegen. Die Giite der Nachbehandlung
hdangt nun davon ab, ob dieser Riickstand auf dem planen Bo-
den des Gef&Pes von der vom Uhrglas abtropfenden Perchlor-
sdure "getroffen" wird oder nicht. Ist dies nicht der Fall,
so verdampft die geringe Menge an eingesetzter Perchlor-
sdure erneut, ohne mit dem Probenmaterial in Beriihrung ge-
kommen zu sein. Die Folge ist ein unvollstédndigerer Umsatz
des organischen Materials.
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Fir den Druckaufschluf mit Perchlorsdure-Nachbehandlung
wurden daher PTFE-Gefdfe angefertigt, bei denen der Boden
konvex ausgedreht wurde, ohne das Gesamtvolumen zu verin-
dern. Das Abtropfen der kondensierten Sdure wurde durch
Anbringen einer Glasspitze an der Unterseite der Uhrgliser
erleichtert, um die Menge an Perchlorsdure so gering wie
mdéglich zu halten. An der Aufenseite der Uhrglidser wurden
zur einfachen und kontaminationsfreien Handhabung kurze
Glasstdbe angeschmolzen. Unter den verdnderten Bedingungen
wurde die Reproduzierbarkeit der Nachbehandlung erheblich
verbessert (vgl. Kap.4.6.2). Die modifizierte Gef&dBform hat
auf das Ergebnis des Salpetersdure-Druckaufschlusses keinen
mefbaren Einfluf.

4.2.3 Druckaufschluf bei Temperaturen bis zu 300°C

4.2.3.1 Apparatur

Die speziell filir diese Experimente angefertigte Aufschluf-
apparatur ermSglicht Druckaufschliisse bei Temperaturen auch
oberhalb von 200°C, bei denen PTFE aufgrund seines Flief-
verhaltens nicht mehr eingesetzt werden kann. Das Druckge-
fap ist in Abbildung 9 dargestellt.

Das aus ViA-Stahl gefertigte und mit Hilfe eines Kupfer-
ringes abgedichtete Druckgefdf kann mit 6 Ampullen (Duran,
Wandstdrke 2,2 mm, Aufendurchmesser 13 mm, Volumen 4.2 -
4.6 ml, Lidnge nach Abschmelzen 93 - 98 mm) beschickt wer-
den. Duran als Werkstoff ist zur Bestimmung des Restkohlen-
stoffgehaltes brauchbar, flir Schwermetalluntersuchungen
miissen jedoch entsprechend dimensionierte Quarzampullen
eingesetzt werden, um Kontaminationen zu vermeiden. Die
Ampullen wurden jeweils mit PTFE-Band umwickelt, um zu ver-
hindern, dap sie sich beim Aufheizen infolge der Ausdehnung
des Stahls verkanten. In das Druckgefdf wurden 25 ml Wasser
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Abb.9: Druckgefdf zur Durchfiihrung von Aufschliissen in
abgeschmolzenen Ampullen

gegeben, um den im Inneren der Ampullen entstehenden Druck
zu kompensieren. Die Temperatur wurde mit einem in die
Bohrung des T-fdrmigen Deckels eingefiihrten Thermoelements
unterhalb der Wasseroberfldche gemessen. Die Mefistelle
liegt dabei so weit im Inneren des Gefdfes, daf} die gemes-
senen Werte die tatsdchliche mittlere Temperatur im Gefap
gut wiedergeben sollten. Die Aufschliisse erfolgten im Be-
reich zwischen 180 und 300°C. Dazu wurde das Druckgefdf in
einen ahnlich Abb.7 konstruierten und vorgeheizten Block
eingesetzt. Fiir die Temperaturvorgabe und -regelung wurde
ein Kontaktthermometer verwendet. Die Aufheizzeit des
Systems liegt bei 20 min und ist praktisch unabhdngig von
der vorgegebenen Aufschluftemperatur.

Das System wurde aus Sicherheitsgriinden in einer fiir Druck-
aufschliisse vorgesehenen Betonbox (119) im Freien betrie-
ben. Das AufschlufBgefdf kann mit einem Seil durch eine
Bohrung im Dach der Box aus dem Heizblock gezogen werden.
Durch Fixieren des Seilendes an einem aufien angebrachten
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Haken wurde das heife Druckgefdf jeweils vor einen Ventila-
tor gehdngt, der oberhalb des Heizblocks im Inneren der Box
montiert ist und von aufen eingeschaltet werden kann. Auf
diese Weise 1lapft sich das Druckgefdf innerhalb von 20 min
abkiihlen. Die Box kann dann gedffnet und das abgekiihlte
Druckgefdf gefahrlos entnommen werden. Die Innentemperatur
des Gefdfes wurde mit einem Thermoelement gemessen und im
Labor registriert. Auf diese Weise k&nnen sowohl der Tempe-
raturverlauf als auch die Dichtigkeit des Systems stédndig
gefahrlos kontrolliert werden: Bei pldtzlich auftretender
Undichtigkeit sinkt die Tempertur im Drucksystem stark ab,
da das eingefiillte Wasser verdampft. In diesem Fall wird
das Heizsystem von aufen abgeschaltet.

Bei 300°C betragen die Dampfdrucke fiir Wasser 87.6 bar
(120) sowie fiir 69 %ige Salpetersdure 65 bar (120). Demnach
kénnen die Ampullen von aufen maximal mit einem Uberdruck
von 22,6 bar belastet sein, wenn sie mit 69 %iger Salpeter-
sdure beschickt sind. Je verdiinnter die Sdure ist, desto
hSher wird der Innendruck, bis bei Beschickung mit Wasser
keine Druckunterschiede an der Ampulle mehr vorhanden sind.
Glasrohre, aus denen die Ampullen gefertigt sind, halten
einem Aufendruck von mehr als 500 bar (!) stand (121), der
maximal mdgliche Innendruck liegt jedoch nur bei 25 bar
(122).

Bei den in dieser Arbeit eingesetzten Probenmengen ist der
durch Salpetersdure und Wasser aufgebaute Dampfdruck in
jedem Fall hSher als der Druck der durch die Reaktion ent-
stehenden Gase CO=z und NO... Der Gesamtdruck wird also iiber-
wiegend durch die Dampfdrucke der Fliissigkeiten bestimmt.
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4.2.3.2 Aufschlup

Die Proben wurden durch Differenzwdgung mit Hilfe eines
Mikrospatels mit Genauigkeiten von t 0.1 mg eingewogen und
in die Ampullen {iberfiihrt. Die Einwaagen betrugen jeweils
fiir Leber 20.0 * 0.2 mg, fiir Algen 30.0 * 0.2 mg. Nach
Zugabe von 200 pl 69 %iger Salpetersdure (siehe auch Kap.
4.6.1) wurden die Ampullen abgeschmolzen und die Proben
aufgeschlossen. Nach dem Probenaufschluf kénnen die abge-
kiihlten Ampullen folgendermafen getffnet werden:

1. Ampullen aus Duran:

a) Nach Reduzierung des Innendrucks durch Abkiihlen mit
fliissigem Stickstoff.
Bei -196°C liegen alle Reaktionsprodukte in fester Form
vor. Wird der gesamte organische Kohlenstoff nach der
formalen (!) Reaktionsgleichung 3 "C" + 4 HNOs —>
3 CO2 + 4 NO + 2 H20 umgesetzt, so herrscht im Inneren
der Ampulle - ideales Verhalten der Gase und Dampfe
vorausgesetzt - bei 25°C und 4.2 ml Volumen ein Druck
von 12 bar.

b) Durch Anritzen der Ampulle und Sprengen mit einem in der
Flamme des Bunsenbrenners erhitzten Glasstab.

2. Ampullen aus Quarz:
Durch Abkiihlen mit Stickstoff und Brechen an einer vor-
verjlingten Stelle in der Ampullenmitte nach Anritzen mit
einem Glasschneidemesser.

Die Probe wird nach Erwdrmen auf Raumtemperatur mit Wasser
in einen kleinen Mefkolben oder direkt in eine Mefzelle zur
voltammetrischen Metallbestimmung iiberfiihrt. Zur Bestimmung
des Restkohlenstoffgehaltes wird sie quantitativ mit Wasser
in ein Verbrennungsschiffchen (vgl. Kap.4.3.1) gefiillt.
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4.3 Behandlung der aufgeschlossenen Proben

4.3.1 Kohlenstoffbestimmung

4.3.1.1 Kohlenstoffbestimmung nach Abrauchen der S&dure

Nach Offnen der abgekiihlten PTFE-Druckaufschlufgefidfe wurde
die Aufsdhluﬁmischung mit Wasser (Wasseraufbereitung:
Milli-RO~15-System mit Aufreinigungsanlage Milli-Q; Milli-
pore, Bedford, USA) zu 10.0 ml ergédnzt.

Alternativ dazu wurde folgendermafen verfahren: Nach Offnen
der Druckgefédfe wurde bei 130°C zur Trockene eingedampft.
Dabei verdampfen die Stickoxide, fliichtige organische Ver-
bindungen sowie Wasser und Salpetersdure. Bei Aufschliissen
unter Zusatz von Flufsdure werden so auch entstandene
schwerldsliche Fluoride und iiberschiissige Flufsdure ent-
fernt. Die Riickstdnde wurden in beiden Fdllen mit je 0.5 ml
69 %iger Salpetersdure und nmit Wasser zu 10.0 ml aufgenom-
men. Es ergaben sich ausnahmslos klare, riickstandsfreie
Lésungen.

Einschliefilich 40 min Aufheizzeit bis auf 130°C dauerte der
gesamte Vorgang etwa 2 h. Es ist nicht sinnvoll, bei h&he-
ren Temperaturen abzurauchen, da die Proben dann teilweise
verspritzen. Im Anschluf an Perchlorsdure-Nachbehandlungen
wurde nicht abgeraucht. Die verbleibende Perchlorsdure und
darin enthaltene Probenbestandteile wurden mit Wasser zu
10.0 ml geldst. Aus diesen Ldsungen wurden je 0.5 ml ent-
nommen und in Porzellan-Verbrennungsschiffchen (zuvor bei
1000°C ausgegliiht) tiiberfiihrt. Aus den nach Perchlorsdure-
Behandlung erhaltenen L&sungen wurde mit Riicksicht auf die
zu erwartenden geringen Kohlenstoffgehalte je 1.0 ml ent-
nommen. Nach Aufschliissen in Glas- und Quarzampullen wurden
die erhaltenen LOsungen jeweils quantitativ mit Wasser in
Porzellanschiffchen iiberfiihrt. Die zur Kohlenstoffbestim-

mung benutzte coulometrische Titration basiert auf der pH-
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Anderung einer wifrigen L&sung nach Einleiten des bei der
Verbrennung gebildeten CO=. Um Stdrungen zu vermeiden, miis-
sen Sdurereste aus den Aufschluflésungen entfernt werden.
Die L&sungen wurden dazu auf einer Heizplatte (160 % 1°C
Oberfldchentemperatur; effektive Temperatur im Inneren des
Schiffchens 130 t 5°C) zur Trockene abgeraucht. Da diese
Temperatur bei perchlorsdurehaltigen L&sungen nicht aus-
reicht, wurde folgendermafen verfahren: Um die in 1-ml-Ali-
quoten der aufgefiillten Aufschlufldsungen enthaltenen etwa
0.02 ml 70 %ige Perchlorsdure zu entfernen, wurde Natrium-
chlorid-L&sung im Uberschuf zugesetzt (27 mg NaCl). Die
nach HClO4. + NaCl — NaClO. + HCl entstehende Salzsdure
wird bei 130°C vollstdndig aus der L&sung verdampft. Das
gleichzeitig gebildete Natriumperchlorat und das iiberschiis-
sige Natriumchlorid stdren die Kohlenstoffbestimmung nicht,
da bei der Verbrennung dieser Stoffe keine sauer reagieren-
den Gase entstehen.

4.3.1.2 Bestimmung von organisch gebundenem Kohlenstoff

in sauren Aufschlufl&sungen

Bei dem in Kap.4.3.1.1 beschriebenen Verfahren wird nur
derjenige Kohlenstoffanteil erfaft, der in Form organischer
Verbindungen vorliegt, die bei 130°C noch nicht fliichtig
sind. Die Werte, die nach Abrauchen bei 130°C erhalten
werden, geben den tatsdchlichen Kohlenstoffgehalt bei
Algen-Aufschlupflfsungen wieder, wenn, wie beschrieben,
schwerldsliche Fluoride durch Abrauchen zersetzt worden
sind. Nicht abgerauchte Aufschlufldsungen enthalten ver-
mutlich noch fliichtige organische Verbindungen. Auch bei
der Perchlorsdure-Nachbehandlung (vgl. Kap.4.2.2) k&nnen
leicht fliichtige organische Spezies gebildet werden, die
aber - zumindest teilweise - am Uhrglas kondensieren und
zuriick in die L&sung gelangen.
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Zur Erfassung des Gesamtkohlenstoffgehaltes von Aufschluf-
16sungen ist die Oxidation unter UV-Bestrahlung geeignet,
analog zur Bestimmung des gelSsten organischen Kohlenstoffs
in Wassern (123). Dazu werden 250 ml Wasser unter Zusatz
von Kaliumperoxodisulfat und Kupfer-(II)-sulfat bei pH 2-3
unter Einleiten von gereinigtem Sauerstoff mit Hilfe einer
Quecksilber-Niederdruck-Tauchlampe (Grédntzel, Karlsruhe) im
UV-Bereich 180 - 240 nm bestrahlt. Die LOsung wird wdhrend
der Bestrahlung auf 40°C thermostatisiert und krdftig ge-
rithrt.

Organische Verbindungen werden zu CO=2 oxidiert, das mit
Sauverstoff aus der LOsung ausgetrieben und coulometrisch
titriert wird. Diese "Nafverbrennung" gelingt bei einer
Vielzahl organischer Stoffe (123). Aliquote Teile von Auf-
schluflSsungen lassen sich analog vermessen, wenn man sie
mit Wasser auf 250 ml verdiinnt. Storende Gase, wie CO=-
Eigengehalte des verwendeten Wassers oder Stickoxide in der
Aufschluflésung, werden vor Einschalten der UV-Lampe ausge-
trieben. Wahrend der Bestrahlung wurde eine Neubildung st&-
render Gase nicht mehr beobachtet. Die mit der Aufschluflo-
sung eingebrachten Anteile an Salpeter- bzw. Perchlorsdure
haben keinen Einfluf3 auf die Reaktionszeiten und Mefergeb-
nisse. Dies wurde an Glucose-L&sungen mit bekannten C-Ge-
halten unter Zusatz von Salpeter- bzw. Perchlorsdure unter-
sucht. Die Reaktionszeit fiir die vollstdndige Oxidation der
hier untersuchten Proben betrdgt 7 min, die Gesamtdauer
einer Analyse 12 min. Die Vollstdndigkeit der UV-Oxidation
wurde anhand definierter Glucose-Zusdtze sichergestellt.
Uberpriift wurde auch, daf zumindest die schwerfliichtigen
organischen Anteile der Aufschlufriickstédnde zu CO= umge-
setzt werden (vgl. Kap.4.6).
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Arbeitszyklus:

1. Probe in den Einfiilltrichter geben;

2. 5 ml Reaktionsbeschleuniger zusetzen3);

3. 0.15 ml konzentrierte Schwefelsdure ("Suprapur", Merck,
Darmstadt, Art.Nr.714) zusetzen;

4. Mischung mit 250 ml Wasser in die Reaktionszelle spiilen;
GelSste Gase mit Sauerstoff unter Riihren austreiben;

6. Einschalten der UV-Lampe; Messung des Kohlenstoff-
gehaltes;

7. Ausschalten der Lampe; Ablassen der L&sung.

4.,3.2 Voltammetrie

Fiir die voltammetrischen Untersuchungen wurden von den zu
10.0 ml aufgefiillten AufschluflSsungen jeweils 1.0 ml ent-
nommen und mit 5.0 ml Wasser in eine voltammetrische Mef-
zelle gegeben. So konnte sichergestellt werden, dafl bei der
Analyse eines der Probenmaterialien jeweils L&sungen glei-
cher Metallionenkonzentrationen in der Mefizelle vorlagen,
deren Voltammogramme unmittelbar miteinander verglichen
werden konnten. Zusdtzlich wurden 20 mg Leber in Ampullen
aufgeschlossen. Um auch hier die den ilibrigen Leber-Auf-
schlufldsungen entsprechenden Metallionenkonzentrationen zu
erhalten, wurde der Inhalt einer Ampulle mit wenig Wasser
in einen Quarztiegel iiberfiihrt, bei 130°C zur Trockene ein-
geengt und mit 0.05 ml Salpetersdure sowie 5.95 ml Wasser
mit Hilfe einer Pipette in die Mefzelle gespiilt.

3>Reaktionsbeschleuniger: 50 g CuSOs ¢ 5 H20 und 33 g
K2>S20e (2zur Analyse, (Merck, Darmstadt, Art.Nr.2790
und 5091) werden mit Wasser zu 1 1 geldst.
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4.4. Coulometrische Kohlenstoffbestimmung

Das durch Verbrennung oder durch photolytische Oxidation
der organischen Stoffe gebildete Kohlendioxid wurde coulo-
metrisch titriert (Coulomat Modell 702, Strdhlein, Kaarst).

Abb.10 gibt schematisch Aufbau und Funktion der Verbren-
nungseinrichtung wieder (124). Der aus einer Druckgas-
flasche entnommene Sauerstoff wird zundchst zur Reinigung
durch 3 Absorptionsrohre geleitet. Wasser wird an Kalium-
hydroxid (Nr.l), organische Verbindungen werden an Aktiv-
kohle (Nr.2) gebunden. Im dritten Absorptionsrohr wird CO-=
an Natronasbest (Nr.3) gebunden. Der so vorgereinigte
Sauerstoffstrom passiert ein Verbrennungsrohr (Nr.4), des-
sen Temperatur mit der eines entsprechenden Rohres fiir die
Proben iibereinstimmt, da sich beide Rohre im gleichen Ofen
(Nr.6) befinden. Hier werden organische Verunreinigungen,
die an Aktivkohle nicht adsorbiert werden k&nnen, ver-
brannt. Entstehendes Kohlenmonoxid wird am Platindrahtnetz
(Nr.5) zu Kohlendioxid oxidiert. Dieses wird anschliefend

an Natronasbest gebunden (Nr.7).

Der so gereinigte Sauerstoffstrom gelangt iliber eine Gas-
schleuse (Nr.8) in das Probenverbrennungsrohr (Nr.9). Etwa
90 % des Sauerstoffs strdmen hier nach aufen, wodurch das
Verbrennungsrohr gegen eindringende Luft geschiitzt wird.
Der restliche Sauerstoff wird von einer Pumpe (Nr.1l4) an-
gesaugt. Die zu analysierenden Proben werden iiber die Gas-
schleuse in die Reaktionszone geschoben, in der die orga-
nischen Substanzen bei 1300°C verbrennen. Dabei entsteht
neben CO= auch CO, da bei dieser Temperatur das Gleichge-
wicht beziliglich der Reaktion C + CO> =—= 2 CO weitgehend
auf Seiten des CO liegt. Die Ofentemperatur ist bis 1400°C
regelbar und kann somit an andere Analysenprobleme angepaft
werden. Die Verbrennungsgase passieren bei 400°C einen
Kontaktofen mit Silberwolle (Nr.10). Hier werden Halogene
und Halogenwasserstoffe als Silberhalogenide gebunden. Das
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vorhandene CO wird anschliefend an einem Platindrahtnetz
(Nr.11) bei 700°C zu CO=2 oxidiert. Schwefeloxide werden als

Schwefelsdure an Perhydrit (Nr.13), Stickoxide an verschie-

denen Absorptionsmitteln (vgl. weiter unter) gebunden.

.—J 7 Ll . zur

02-_t—ijl I[j—i]l M M L FJ " Mefzelle
[5 [12 15 =~90%
y 6 -4 L
23] B o1
A [ l:13 1{]
10
1: Kaliumhydroxid 9: Verbrennungsrohr (Probe)
: Aktivkohle 10: Silberwolle (400°C)
: Natronasbest 11: Platindrahtnetz (700°C)
4: Verbrennungsrohr 12: Absorptionsvorrichtungen
(Gasreinigung) fir NO.
5: Platindrahtnetz 13: Perhydrit
6: Ofeneinheit 14. Ansaugpumpe
7: Natronasbest 15: Teilerpumpe

8: Probeneinlaféffnung

Abb.10: Verbrennungseinrichtung zum Coulomaten

Uber die bereits erwdhnte Pumpe (Nr.l4) gelangt der Gas-

strom in die Mefzelle. Die Ansaugleistung der Pumpe betridgt

368 ml/min. Alternativ kénnen aus dem Gasstrom mit Hilfe

einer Gasteilerpumpe exakt 90 % des Gasstroms abgepumpt

werden, so daf nur 10 % davon in die Mefzelle gelangen.

Dies ist bei hohen Kohlenstoffgehalten der Proben sinnvoll,

um die Analysenzeit zu verkiirzen und den Verbrauch der

Absorptionsldsung zu verringern. Probleme machte die

Absorption bei der Verbrennung gebildeter Stickoxide. Diese
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entstehen aus Metallnitraten und fiilhren, wenn sie in die
Mefzelle gelangen, wie alle sauren Gase zur pH-Anderung und
somit zur Vortduschung von CO=. Organische Stoffe, auch
Nitroverbindungen, verbrennen hingegen nicht unter Bildung
von Stickoxiden, sondern liefern ausschlieflich elementaren
Stickstoff. In diesem Zusammenhang war die Frage zu kléren,
welche Aufschlufriickstdnde Nitrat enthalten und ggf. in
welchen Mengen. Bei der Bilanzierung geht man davon aus,
daff die im Aufschluf vorhandenen Kationen Na*, K*, Ca=®* und
Mg2+ beim Eindampfen zundchst in die schwerfliichtigen Sul-
fate und Phosphate iiberfiihrt werden; nur die iiberschiissig
verbleibenden Kationenanteile bilden Nitrate. Sulfate und
Phosphate sind dabei die Reaktionsprodukte organischer bzw.
anorganischer Schwefel- und Phosphorverbindungen im Auf-
schlufprozef3 (vgl. Kap.4.11). Die Zuordnung der &quimolaren
Ionenanteile ergab, daf bei Leberproben allein der Sulfat-
Anteil ausreicht, um alle Kationen als Sulfat zu binden, im
Falle der Algen kann jedoch nur etwa die Hdlfte der Katio-
nen als Sulfat und Phosphat gebunden werden. Dampft man die
Losungen zur Trockene ein, so enthdlt der Leber-Riickstand
keine Nitrate, bei Algen sind jedoch etwa 50 % der Kationen
an Nitrat gebunden. Stickoxide entstehen folglich bei der
Verbrennung der Aufschlufriickstdnde von Algen, nicht aber
bei denen der Leber.

Diese Bilanz kann leicht aus den Analysenergebnissen (siehe
Seite 26) erstellt werden (zur Bildung von Sulfat und Phos-
phat: vgl. Kap.4.11l). Ebenso konnte gezeigt werden, dap
nach dem Abrauchen kein Chlorid mehr vorhanden ist, da
Salzsdure noch leichter fliichtig ist als Salpetersdure.
Chlorid spielt also in der Bilanz keine Rolle.

Die Absorption von Stickoxiden aus einem COz-haltigen
Sauerstoffstrom erfolgt zweckmdfig an mit Wasserdampf bei
Raumtemperatur gesdttigtem, aktiviertem Mangandioxid
(Merck, Darmstadt, Art.Nr.5953) unter Bildung von Mangan-
nitrat (125). Dieses Verfahren wurde bereits ausfiihrlich
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beschrieben (22); in der Vorschrift der zitierten Arbeit
reicht das Absorptionsvermdgen des Mangandioxids fiir die
hohen Stickoxid-Anteile aus Algen-Riickstdnden jedoch nicht
aus. Lediglich etwa 95 % der Stickoxide k&nnen aus dem
Tragergasstrom abgetrennt werden. Eine Verbesserung wurde
nun dadurch erreicht, daf dem Mangandioxid eine mit 80 ml
PufferlSsung von pH 5 beschickte 100-ml-Gaswaschflasche mit
Fritte vorgeschaltet wurde, in der bereits 80 % der Stick-
oxide absorbiert werden, ohne dap CO= zurilickgehalten wird.
Bei diesem Verfahren bleibt das Mangandioxid stets feucht,
was wichtig ist, da sein Absorptionsvermdégen fiir NO. beim
Austrocknen, wie es in einem nicht angefeuchteten Sauer-
stoffstrom geschieht, schnell nachl&ft, gleichzeitig aber
CO= festgehalten wird (126,127). Mit Pufferldsung und
Mangandioxid wurden insgesamt etwa 98 % der entstehenden
Stickoxide absorbiert. Aus dem ionenchromatographisch
ermittelten Nitratgehalt der Algen-Riickstdnde wurde der
nicht absorbierte Stickoxidanteil durch Kalibrieren mit
Kaliumnitrat ("zur Analyse", Merck, Darmstadt, Art.Nr.5063)
ermittelt und am Analysenergebnis korrigiert. Die Prédzision
des Gesamtverfahrens wird dadurch nicht mefbar verschlech-
tert (vgl. Kap.4.6.1).

Nach Perchlorsdure-Aufschliissen ist eine Stickoxid-Absorp-
tion nicht erforderlich, weil beim Abrauchen alles Nitrat
in Form fliichtiger Salpetersdure entfernt wird. Bei Algen
wird der als Nitrat vorliegende Metallionenanteil dabei in
Perchlorat iiberfiihrt, was rechnerisch einen Mehrverbrauch
von etwa 50 pl 70 %iger Perchlorsdure erfordert. Bei der
Nachbehandlung von Algen-Riickstdnden muf demnach etwas mehr
Perchlorsdure als bei Leber eingesetzt werden, um einen
optimalen Umsatz der organischen Verbindungen zu erzielen
(siehe auch Kap.4.6.2).
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Die Nachweisgrenze fiir die coulometrische Kohlenstoffbe-

stimmung betrdgt me = 2.4 pg C. Der Ermittlung wurde

folgende Definition zugrundegelegt:

P4

=]
)

Mit:

12 X%
v

0

b

X + 3 S
£ (x)

Meflwert an der Nachweisgrenze
mittlerer Blindwert

Kohlenstoffmasse an der Nachweisgrenze
Schdtzwert der Standardabweichung der
Blindwerte

Die Garantiegrenze fiir Reinheit beziiglich des Restkohlen-

stoffgehaltes von Aufschlufriickstdnden wurde analog unter

Beriicksichtigung der Einwaagen und Aliquotierungsfaktoren

aus G = X» + 6 s» berechnet (128).

Arbeitsvorschrift zur coulometrischen COz~-Titration

Der Trdgergasstrom, der neben Sauerstoff nur noch das zu

bestimmende CO-> enthdlt, wird in die coulometrische Mef-
zelle geleitet (Abb.11) (124). Sie besteht aus dem Katho-
denraum (Nr.l), der mit einer 15 %$igen wédfrigen Bariumper-

chloratl8sung gefiillt ist, sowie dem Anodenraum (Nr.2), der
die gleiche L&sung sowie einen Bodenk&rper aus Bariumcarbo-

nat enthdlt. Beide R&ume sind durch ein Diaphragma (Nr.3)

voneinander getrennt. Zur Indikation des Titrationsendpunk-

tes sowie zur Kontrolle des pH-Arbeitspunktes dient eine
pH-Einstabmefkette (Nr.4). Anode (Nr.5) und Kathode (Nr.6)
sind Platinbleche. Der pH-Wert der Absorptionsl&sung im

Kathodenraum wird so eingestellt, daf sowohl eine vollstdn-
dige Absorption als auch eine geniigend empfindliche Bestim-

mung des eingeleiteten CO2 ermSglicht wird. Beide Effekte

sind gegenldufig: Bei steigendem pH-Wert wird die Absorp-

tion des COz2 zwar begiinstigt, gleichzeitig nimmt die
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Empfindlichkeit jedoch ab. Der pH-Arbeitspunkt ist also ein
Kompromif3; er liegt bei pH 10 * 0.1, Dieser Wert wird zu
Beginn eines Arbeitstages eingestellt, indem durch Elektro-
lyse H*- bzw. OH--Ionen erzeugt werden, je nachdem, ob die
Absorptionslésung zu sauer oder zu alkalisch ist.

4 87 9

10 —

N

1 I L2
AN

i
Wasser—{; \\\\

5
(36°C) 3
1: Kathodenraum 6: Kathode
2: Anodenraum 7: Gaseinleitungsrohr
3: Diaphragma 8: Rithrer
4: pH-Mefkette 9: Gasaustrittsrohr
5: Anode 10: Glasmantel

Abb.11l: Mefzelle zur coulometrischen Titration von CO=

Wichtig ist, daf} der einmal eingestellte pH-Wert konstant-
gehalten wird. Dazu wird der gesamte Kathodenraum auf 36°C
gehalten, was durch Zufuhr von thermostatisiertem Wasser in
einem Glasmantel (Nr.10) erfolgt.
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Der Gasstrom gelangt iiber das Gaseinleitungsrohr (Nr.7) in
die Absorptionsl&sung und wird durch einen Rithrer (Nr.8) in
feine Blédschen zerteilt, um eine vollsté@ndige Absorption
des CO= sicherzustellen. Der iiberschiissige Sauerstoff ge-
langt iliber das Austrittsrohr (Nr.9) nach aufen.

Vor jeder Kohlenstoffbestimmung muf zundchst die Verbren-
nungszeit iiber einen Zeitgeber eingestellt werden. Diese
vom Analysenproblem abhdngende Zeit ist so auszuwdhlen, dafp
in der jeweiligen Probe eine vollstdndige Umsetzung des
Kohlenstoffs zu CO= gewdhrleistet ist. Nach Ablauf der Ver-
brennungszeit beginnt die Titration des absorbierten
Kohlendioxides in der gemdf Gleichung 1 zu niedrigeren pH-
Werten verdnderten Ldsung.

Ba2+ + CO=2 + 2 OH- == BaCOs + H20 (l)

Es wird solange elektrolysiert, bis der Ausgangs-pH-Wert
wieder erreicht ist. Dabei laufen folgende Reaktionen ab:

+2e
An der Kathode: 2 H20 == H=z + 2 OH- (2)

Durch die coulometrisch gebildeten OH--Ionen wird der pH-
Wert wieder ins Alkalische zuriickverschoben.

-4e
An der Anode: 2 Hz0 — 4 H* + Oz (3)
4 H* + 2 BaCOa == 2 Ba2* + 2 H20 + 2 CO2 (4)

Die erforderlichen Titrationsstrfme kénnen vorgewdhlt
werden. Dazu ist das Gerdt mit zwei Mefeinschiiben ausge-
stattet, von denen einer mit Stromstdrken von 10-300 ma,
der andere mit Werten von 1-30 mA arbeitet. Die Wahl des
Einschubs richtet sich nach der zu bestimmenden COz~Menge.

Zur Ladungsermittlung wird ein Integrationsmotor in eine
dem Elektrolysestrom proportionale Umdrehungsgeschwindig-
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keit gebracht; die Drehzahl wird mit Hilfe einer Lochschei-
be in elektrische Impulse iliberfiihrt, die digital angezeigt
werden. Fiir die Umrechnung auf den Kohlenstoffgehalt gilt:

- "Feiner Einschub": 1 Digit 20 ng Kohlenstoff

200 ng Kohlenstoff.

- "Grober Einschub": 1 Digit

Diese Werte gelten, wenn ohne Teilerpumpe gearbeitet wird;
werden Anteile des Gasstromes verworfen, so nimmt die
Empfindlichkeit proportional dazu ab. Jeder Einschub ver-
fiigt iiber 3 Stromstufen. Der Titrationsstrom wird selbsta-
tig vorgewdhlt; er richtet sich nach der eingeleiteten CO-=2-
Menge. Gegen Titrationsende kommt aber in jedem Fall die
Feinstufe zum Einsatz, um Ubertitrieren zu vermeiden. Eine
stdndige Kalibrierung des Verfahrens ist zwar nicht nétigq,
es empfiehlt sich jedoch, gelegentlich die Richtigkeit der
Bestimmung durch Analyse von Materialien mit bekanntem
Kohlenstoffgehalt zu kontrollieren.

4.5 Voltammetrische MeBverfahren

Die voltammetrischen Messungen wurden mit dem "Polaro-
graphic Analyzer" Modell 384 B sowie der Elektrode Modell
303A (stationdre und tropfende Quecksilberelektrode) durch-
gefiihrt (EG&G, Princeton Applied Research, Princeton, USA).
Als Bezugselektrode diente eine gesdttigte Silber/Silber-
chlorid-Elektrode.

Folgende Mefbedingungen wurden gewdhlt:

Square-Wave-Voltammetrie, invers (SWASV):

Spannungsvorschub: 200 mvV s—2*
Impulsfrequenz: 100 s-*
ImpulshShe: 20 mv

Stufenhdhe: 2 mv
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Differentielle Pulsvoltammetrie, invers (DPASV):

Spannungsvorschub: 5 mV s-2
Impulsh&he: 50 mV
Impulsabstand: 0.4 s

Fir beide Verfahren:

Spiilen der Mefl&sung mit Argon, 1 min

Anreicherungspotentiale:

Anreicherungszeiten:

Algen-Aufschlufldsungen: Zn 10 s

Ccd, Pb, Cu 180 s
Leber-Aufschluflésungen: Zn 10 s

Cd, Pb 180 s

Cu 10 s

Beruhigungszeit nach der Anreicherung: 5 s

4.6 Untersuchungen zur Kohlenstoffbilanz

4.6.1 Druckaufschluf bei Temperaturen bis zu 200°C

200 mg Leber bzw. 300 mg Algen wurden im 35-ml-PTFE-Geféaf
aufgeschlossen. Folgende optimale Bedingungen beziiglich des
Kohlenstoffumsatzes wurden ermittelt:

Temperatur: 180°C

Aufschlupzeit: 3 h

Sdure: Algen: 1.5 ml 69 %ige Salpetersdure
Leber: 2.0 ml 69 %$ige Salpetersdure
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Bei ErhShung der Parameterwerte (Temperatur bis auf 200°C,
Aufschlufzeit bis auf 24 h, Sduremenge bis auf 5 ml) wird
der Aufschlupf beziiglich des Kohlenstoffumsatzes nicht nen-
nenswert weiter verbessert. Die Einflufdiagramme sind den
in (22,23) dargestellten Abhdngigkeiten &hnlich. Interes-
sant ist hier besonders der Einfluf der Temperatur auf den
Restkohlenstoffgehalt4> der bei 130°C abgedampften Auf-
schluflésungen (Abb.12).

Unter den oben angegebenen Bedingungen erhdlt man fiir Algen
einen RKG-Wert von 1.10 %, fiir Leber einen Wert von 3.6 %.
Verzichtet man auf das Eindampfen der Aufschlufl&sung, so
erhdlt man 2.6 % RKG fiir Algen, sowie 6.6 % RKG fiir Leber.
Die Werte belegen, daf ein wesentlicher Teil der nach
Druckaufschluf vorliegenden organischen Verbindungen bei
130°C fliichtig ist. Ferner fdllt auf, daf der Druckauf-
schluf fiir Algen vollstdndiger ablduft als der fiir Leber,
wobei das Verhdltnis der Kohlenstoffanteile in leicht-
fliichtigen und in schwerfliichtigen Verbindungen in beiden
Fdllen etwa gleich ist. Die resultierenden Aufschluflé-
sungen sind praktisch farblos und klar, bei Algen bleibt
lediglich ungeldstes Silikat zuriick.

Um Algen vollstdndig in L3sung zu bringen, miissen vor dem
Druckaufschluf neben 1.5 ml HNOs mindestens 0.15 ml 40 %ige
Flufsdure zugesetzt werden. Zur Zerstdrung des ausfallenden
Calciumfluorids und zur Entfernung iiberschiissiger Flufsdure
wurde nach dem Aufschluf bei 130°C zur Trockene eingeengt,
wobei zur vollst&ndigen Abtrennung der Fluorverbindungen
vor dem Abrauchen weitere 1.0 ml 69 %ige Salpetersdure zu-
gesetzt wurden.

) Kohlenstoff im Riickstand
Restkohlenstoffgehalt = 100 %,
Kohlenstoff in der Einwaage

im folgenden mit RKG abgekiirzt.
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Abb.12: Druckaufschluf; Temperaturabhdngigkeit des Rest-
kohlenstoffgehaltes (RKG) im Bereich von 100-200°C
(Aufschlupzeit 3 h)

Der verbleibende Riickstand kann anschliefend mit 0.5 ml

69 %$iger Salpetersidure und Wasser klar zu 10.0 ml geldst
werden. Die Leberproben wurden - ohne Zusatz von Flufsdure
- analog behandelt, um mit den Algen-Aufschliissen verglei-
chen zu kdnnen. Die Restkohlenstoffgehalte stimmen gut mit
den zuvor angegebenen Werten sowie mit denen der UV-Photo-
lyse (Kap.4.3.1.2) iiberein.

Restkohlenstoffgehalt (%)

Probenmaterial
Verbrennung UV-Photolyse
Algen 1.07 1.18
Leber 3.6 3.6

Tab.2: Vergleich von RKG-Werten nach Druckaufschluf und
Abrauchen bei 130°C im PTFE-Gefap
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Nach Aussage der Tabellenwerte ist die UV-Photolyse zumin-
dest fiir die schwerfliichtigen Stoffe im Aufschlupfriickstand
quantitativ; &hnliches sollte auch fiir die leichtfliichtigen
Verbindungen gelten, da diese vermutlich aus kleineren
Molekiilen bestehen. Ferner fdllt auf, daf es fiir die RKG-
Werte unerheblich ist, ob die Probe ein- oder zweimal mit
HNOs abgeraucht wird, da beide Prozesse bei der gleichen
Temperatur ablaufen. Auch der Zusatz von Flufsdure hat
keinen Einfluf auf den Kohlenstoffumsatz.

Die Streuung des Restkohlenstoffgehaltes nach Aufschluf von
Leber und Algen mit sowie ohne Abrauchen des Riickstandes im
PTFE-Gefdf wurde an jeweils 5 Ansdtzen (insgesamt 20 Auf-
schliisse) ermittelt. Dazu wurden aus jeder Aufschlufldsung
5 aliquote Teile zu je 1.0 ml bei 130°C im Porzellanschiff-
chen abgeraucht und analysiert. Die Werte fiir die relative
Standardabweichung der aus 20 Aufschliissen je 5 ml wieder-
holten Kohlenstoffbestimmung liegen zwischen 0.029 und
0.099. Die Reproduzierbarbeit des Aufschlusses selbst er-
gibt sich aus den Werten fiir die relative Standardabwei-
chung der aus je 5 Aliquotierungen gebildeten 5 Mittel-
werte: Sie liegen im Bereich zwischen 0.024 und 0.035.

4.6.2 Nachbehandlung von Druckaufschluf-Riickstdnden mit

Perchlorsaure

Die Perchlorsdure-Nachbehandlung von Druckaufschluf-Riick-
stdnden wurde in Kap.4.2.2 bereits beschrieben. Die zu-
grundeliegenden Druckaufschliisse erfolgten unter den in
Kap.4.6.1 mitgeteilten Bedingungen. Algen wurden unter
Zusatz von 0.15 ml 40 %iger FluBsdure aufgeschlossen. Die
Arbeitsparameter wurden im Hinblick auf eine mdglichst
weitgehende Verminderung der Restkohlenstoffgehalte opti-
miert. Die RKG-Werte wurden nach Abrauchen der Aufschluf-
ldsung bei 130°C (Verbrennungsschiffchen, Zusatz von NaCl,
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vgl. Kap.4.3.1) bestimmt. Folgende optimale Arbeitsbedin-
gungen wurden ermittelt: Temperatur: 180°C; Zeit fiir die
Nachbehandlung: 3 h; Leber: 0.20 ml 70 %ige Perchlorsdure;
Algen: 0.25 ml 70 %ige Perchlorsdure. Zur Erfassung auch der
fliichtigen Kohlenstoffanteile wurden Kohlenstoffbestimmungen
durch UV-Photolyse unmittelbar an nicht eingedampften Auf-
schlufl8sungen durchgefiihrt. Die RKG-Werte sind gegeniiber
den nach Abrauchen erhaltenen Ergebnissen nur geringfiligig
erhéht (Tab.3) und zeigen damit, daf die Riickstdnde im
wesentlichen aus schwerfliichtigen organischen Verbindungen
bestehen. Die Streuung des Restkohlenstoffgehaltes und die
Reproduzierbarkeit des Aufschlusses wurde entsprechend
Kap.4.6.1 ermittelt. Die Werte fiir die relative Standardab-
weichung der aus 10 Aufschliissen je 5 mal wiederholten
Kohlenstoffbestimmung liegen zwischen 0.028 und 0.095. Die
Werte fiir die relative Standardabweichung der aus 5 Aliquo-
tierungen gebildeten 5 Mittelwerte (Reproduzierbarkeit des
Aufschlusses) liegen in beiden Fdllen bei 0.068.

Restkohlenstoffgehalt (%)

Probenmaterial
Nach Abrauchen Unmittelbar
bei 130°C in der L&sung
Algen 0.10 0.12
Leber 0.36 0.45

Tab.3: RKG-Werte nach Perchlorsdure-Behandlung von
Druckaufschlup-Riickstdnden

Es fallt auf, dap auch Perchlorsdure unter den hier be-
schriebenen Bedingungen nicht in der Lage ist, die nach dem
Druckaufschluf bei 180°C zuriickbleibenden organischen Ver-
bindungen vollstdndig abzubauen. Gegeniiber einem Druckauf-
schlup mit Salpetersdure kann durch nachfolgende HClO4-Be-
handlung jedoch eine betrdchtliche Verringerung des orga-
nischen Materials in der Aufschlufldsung erreicht werden.
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4.6.3 Druckaufschluf in abgeschmolzenen Ampullen bei

Temperaturen bis zu 300°C

20 mg Leber bzw. 30 mg Algen wurden unter Zusatz von 0.2 ml

69 %iger Salpetersdure 1 h

(+20 min Aufheizzeit) in abge-

schmolzenen Glasampullen mit Hilfe der in Kap.4.2.3.1 be-

schriebenen Apparatur aufgeschlossen. Die Temperaturab-

hdngigkeit des nach Abrauchen der LOsung im Verbrennungs-
schiffchen bei 130°C erhaltenen RKG ist in Abb.13 darge-

stellt. Nach Aufschluf bei

300°C erhdlt man demnach fiir

beide Materialien Restkohlenstoffgehalte unterhalb der

Garantiegrenze fiir Reinheit (RKG = 0.04 %). Algen erreichen
diesen Wert bereits bei etwa 270°C. Weitere Versuche wurden

bei 300°C unter den oben angegebenen Bedingungen durchge-

fiihrt. Die nach UV-Photolyse unmittelbar in den Aufschluf-

1l6sungen ermittelten RKG-Werte liegen fiir Algen ebenfalls

unterhalb der Garantiegrenze fiir Reinheit, fiir Leber bei

0.14 %.
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Abb.13: Druckaufschluf; Temperaturabhdngigkeit des Rest-
kohlenstoffgehaltes (RKG) im Bereich von 180-300°C

(Aufschlufzeit 1 h)
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Versuche ergaben, daf} diese Ergebnisse auf den von KNAPP
(11,35) entwickelten Hochdruckverascher "HPA" (Paar, Graz;
Lieferant: Kiirner, Rosenheim) iibertragbar sind. Mit diesem
Gerdt kénnen Aufschliisse bei Temperaturen bis zu 320°C
durchgefiihrt werden. Die von uns bereits publizierten Er-
gebnisse zeigen (129), daf mit dem Hochdruckverascher prak-
tisch alle biologischen Materialien mit Salpetersdure bis
auf RKG-Werte = 0.08 % aufgeschlossen werden kénnen, so daf
eine stdrungsfreie voltammetrische Bestimmung von Zn, Cd,
Pb und Cu in der Aufschlufldsung von Leber m8glich ist.

Auch nach HASSE et al. ist die stdrungsfreie inversvoltam-
metrische Bestimmung von Schwermetallspuren in biologischen
Materialien m6glich (130); die Autoren verwendeten aller-
~dings neben HNOs einen Zusatz von Perchlorsdure. Die in
(129) beschriebenen Ergebnisse und die im Rahmen dieser Ar-
beit (vgl. Kap.4.7.1) gewonnenen Resultate zeigen dagegen,
daf Perchlorsdurezusdtze unndtig sind, da bei 300°C auch
mit Salpetersdure allein ein praktisch vollstdndiger Abbau
biologischer Materialien gelingt.

4.6.4 Einfluf der Einwaage auf den Restkohlenstoffgehalt
nach Druckaufschliissen bei 180°C

Die Versuche wurden unter folgenden Bedingungen durchge-
fiihrt:

Aufschlupart: Druckaufschluf3, PTFE-Tiegel, kein
Abrauchen

Temperatur: 180°C

Zeit: 3 h

Einwaage: variiert

Sduremenge: variiert

Tiegelvolumen: 35 ml

Kohlenstoffbestimmung: Abrauchen bei 130°C, Verbrennung,
coulometrische CO2-~Titration



55

Tab.4 enthdlt die Einwaagen und die zugehdrigen S&uremengen
fliir den Aufschluf von Algen sowie die ermittelten Restkoh-
lenstoffgehalte.

Probenein- Sdurezu- RKG (%) Sdurezu- RKG (%)
-waage (mg) satz (ml) satz (ml)
300 1.50 1.10 - -
200 1.00 1.11 1.50 1.09
150 0.75 1.10 1.50 1.05
100 0.50 1.37 1.50 1.04
50 0.25 1.74 1.50 1.15
25 0.125 4.1 1.50 2.1

Tab.4: Algen; Einfluf von Einwaage und Sdurezusatz auf den
Restkohlenstoffgehalt

Verringert man Einwaage und Sd&uremenge im gleichen Verhdlt-
nis, so steigt der RKG unterhalb von etwa 100 mg deutlich
an. Hadlt man dagegen die Sduremenge bei 1.50 ml konstant,
so beobachtet man einen entsprechenden Anstieg erst bei
deutlich geringeren Einwaagen. Einen analogen Befund erhdlt
man auch bei Leber als Probenmaterial; unterschiedlich ist
nur die H6he des jeweiligen RKG-Wertes. Beispielsweise
werden 200 mg Leber mit 2.0 ml Salpetersdure zu einem RKG-
Wert von 3.6 % aufgeschlossen, 67 mg mit 0.67 ml Salpeter-
sdure jedoch zu RKG = 6.0 %.

Als Erkldrung wird angenommen, daf mit abnehmender Proben-
einwaage der Druck im Aufschlufgefdf abnimmt. Wie im fol-
genden noch gezeigt wird, kann die bei sinkendem Gesamt-
druck abnehmende Konzentration an NO= in der fliissigen
Phase fiir die Verschlechterung des Aufschlusses verant-
wortlich gemacht werden. Unklar bleibt jedoch, warum der
Aufschluf bei Verringerung der Einwaage, aber unter Beibe-
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halten des Sdurevolumens, erst mit kleineren Probenmengen
schlechter wird. Vermutlich wird fehlendes NO=> hier durch
den hohen Salpetersiure-Uberschuf teilweise ersetzt. Der
Einfluf von Stickstoffdioxid beim Aufschluf organischer
Materialien mit Salpetersdure l&pt sich nachweisen, wenn
man bei sonst gleichen Arbeitsbedingungen Aufschlufgefdfe
von unterschiedlichem Volumen verwendet (Tab.5).

Probenmaterial Sdurezusatz Aufschluptiegel RKG (%)
(69 %ige HNOs)

Algen, 67 mg 0.33 ml 35 ml 2.4

Algen, 67 mg 0.33 ml 11.5 ml 1.05
Algen, 200 mg 1.0 ml 35 ml 1.11
Leber, 67 mg 0.67 ml 35 ml 6.0

Leber, 67 mg 0.67 ml 11.5 ml

Leber, 200 mg 2.0 ml 35 ml 3.6

Tab.5: Druckaufschluf3; Abhdngigkeit des RKG-Wertes vom
Gefdffivolumen

Reduziert man Probeneinwaage und S&urezusatz jeweils auf
1/3, hdlt das Gef&dfvolumen von 35 ml aber bei, so folgt die
oben genannte Aufschlufverschlechterung. Verringert man
jedoch gleichzeitig auch das GefdBvolumen um denselben Be-
trag, so bleibt der Innendruck unverdndert und man erhdlt
die optimalen RKG-Werte zuriick.

Zur weiteren Bestdtigung wurde der nach 3 "C" + 4 HNOs; —

3 CO2 + 2 H20 + 4 NO zu erwartende Reaktionsdruck (ideales
Verhalten vorrausgesetzt) durch Zusatz leicht verdampfbarer
Verbindungen erhdht. Folgende Stoffe wurden zugesetzt:
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CO= als Trockeneis, etwa 700 mg

C2FaClz, d = 1.5 (Herstellerangabe), 1.8 ml (pipettieren
bei -20°C) NO=, d = 1.4905 (131), 0.5 ml (pipettieren als
N20a bei 0°C (132))

67 mg Probenmaterial wurden dazu im 35-ml-Tiegel mit
0.33 ml (bei Algen) bzw. 0.67 ml 69 %$iger Salpetersdure
(bei Leber) zu folgenden RKG-Werten aufgeschlossen:

CO=z~2Z2usatz C2FaCl=~Zusatz NO=-Zusatz

Algen 2.6 % 2.3 % 0.67 %
Leber 5.9 % 4.8 % 2.7 %

Tab.6: RKG-Werte nach Zusatz verschiedener Gase zum
Druckaufschluf

Wie die Werte zeigen, fiihrt eine ErhShung des Druckes durch
COz zu keiner Verbesserung des Aufschlusses; da CO= jedoch
als Reaktionsprodukt an einem thermodynamischen Gleichge-
wicht beteiligt sein kann, wurde CzFaClz> als Inertgas zuge-
setzt. Jedoch konnte auch hier eine Verbesserung des Auf-
schlusses nicht erzielt werden. C2F4Cl> ist unter den
Bedingungen des Druckaufschlusses stabil. Dies kann daran
erkannt werden, daf unmittelbar nach dem Offnen des abge-
kiihlten Aufschlufgefédfes eine zweite, aus kondensiertem
C2F4Cl= bestehende fliissige Phase vorliegt, die dann aber
innerhalb weniger Sekunden verdampft.

Erst der Zusatz von NO: fiihrt zu einer Verbesserung der
Aufschliisse. Aufgrund der sehr hohen NOz-Konzentration
werden die bisherigen optimalen RKG-Werte von 1.1 % (bei
Algen) bzw. 3.6 % (bei Leber) sogar deutlich unterschrit-
ten. Durch Zusatz von Salpetersdure ist eine solche Verbes-
serung nicht zu erreichen. Dieses Experiment zeigt deut-
lich, daf dem Stickstoffdioxid beim Druckaufschluf biolo-
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gischer Materialien eine besondere Funktion zukommt.,
Schlieflich kann der Aufschluff von 67 mg Algen bzw. Leber
unter den Bedingungen der Tab.5 (35-ml-Aufschluftiegel)
auch dadurch auf RKG-Werte von 1.03 bzw. 3.2 % verbessert
werden, daf die Aufschlufizeit auf 24 h verléngert wird. Die
Aufschlufreaktion wird also vermutlich kinetisch beein-
flupt: Bei abnehmender Stickstoffdioxid-Konzentration lau-
fen die Reaktionen zwar ab, sind jedoch deutlich verlang-
samt. Fiir die Praxis folgt aus diesen Untersuchungen, daf
ein Verh&dltnis von Probeneinwaage (bezogen auf C) zu
Tiegelvolumen von etwa 1.4 - 2.8 mg C/ml eingehalten werden
sollte, um innerhalb von 3 h einen optimalen Aufschluf zu
erreichen. Ferner folgt aus den Ergebnissen dieser Untersu-
chungen, daf bei undichten Aufschlufisystemen, aus denen NO-
entwichen ist, mit einer Verschlechterung des Kohlenstoff-
umsatzes gerechnet werden muf.

4.7 Voltammetrische Untersuchungen

4.7.1 Voltammetrische Untersuchungen an Aufschlufldsungen

von Algen und Leber

Dieser Abschnitt beschdftigt sich mit dem Einfluf3 orga-
nischer Aufschlufriickstdnde auf die Signale von 2n, Cd, Pb
und Cu bei ihrer Bestimmung durch inverse Square-Wave-
Voltammetrie (SWASV). Zur Vorbereitung der Proben siehe
Kap.4.3.2; die Mefparameter enthdlt Kap.4.5. Die Ergebnisse
von Vergleichsmessungen durch Differential-Puls-Inversvol-
tammetrie (DPASV) werden hier im Einzelnen nicht mit auf-
gefiihrt, da sie qualitativ mit denen der SWASV iibereinstim-
men. Zundchst kann vorweggenommen werden, daf die Aufld-
sungspotentiale der Metallionen durch organische Stoffe
oder durch geldste Stickoxide allenfalls um Werte = 20 mV
verschoben werden. Dies gilt fiir alle in dieser Arbeit
durchgefiihrten Metallbestimmungen. Lediglich die Art und
die Konzentration der aus den Aufschlufldsungen herriihren-
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den und als Leitelektrolyt dienenden S&ure haben Einfluf
auf die Potentiallage der Schwermetallsignale. Tab.7 gibt
eine Ubersicht iiber die in verschiedenen L&sungen gemesse-
nen Potentiale. Dazu wurden aus der zu 10.0 ml aufgefiillten
Aufschluflésung jeweils 1.0 ml entnommen und zur Messung

mit 5.0 ml Wasser versetzt.

Aufschluflésung Potential (mV) vs. ges. Ag/AgCl
Zn Cd Pb Cu

0.2 ml 70 %$ige HC1l04/10 ml -968 -564 -348 +103

0.5 ml 69 %$ige HNOs /10 ml -980 -562 -369 +45

1.25 ml 69 %ige HNOs /10 ml -994 -582 -394 +22

Tab.7: SWASV; Potentiale der Schwermetallsignale in ver-
schiedenen LOsungen

In der DPASV liegen alle Potentiale gegeniiber der SWASV um
40 * 6 mV negativer. Zum Vergleich wurden wadfirige Modell-
L6sungen hergestellt, die in den Metallionenkonzentrationen
und Aciditdten den Aufschlufldsungen entsprachen. Die Ele-
mentbestimmungen wurden mit Hilfe der Standard-Additions-
methode anhand wéafriger Spurenl&sungen kalibriert. Fiir die
Aufnahme der Voltammogramme wurden jeweils 1.0 ml der im
folgenden angegebenen Ldsungen zu 6.0 ml Mefvolumen mit

Wasser erganzt.

1. Algen a) Modell-Ldsung: 0.2 ml HC1l0./10 ml
b) Modell-L&sung: 0.5 ml HNOs /10 ml
c) Druckaufschluff bei 180°C unter Flufsdure-
Zusatz, Abrauchen bei 130°C im PTFE-Gefaf,
Aufnehmen mit 0.5 ml 69 %iger Salpeterséure,

ergdnzen mit Wasser zu 10.0 ml
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d) Druckaufschlup bei 180°C mit Flufsdure-Zusatz,
Perchlorsdure-Nachbehandlung, Rest-Siure:
0.2 ml HC104/10 ml

Beim Aufschluf von Algen bleiben in beiden F&dllen Silikate
zuriick, die nur mit Flufsdure nach Abrauchen der Aufschluf-
16sung entfernt werden kd&nnen.

2. Leber a) Modell-Ldsung: 0.2 ml HCl04/10 ml
b) Modell-L&sung: 0.5 ml HNOs /10 ml
c) Druckaufschluf bei 180°C, Abrauchen bei 130°C
im PTFE-Gefdf, Aufnehmen mit 0.5 ml 69 %$iger
Salpetersdure, ergédnzen mit Wasser zu 10.0 ml
d) Druckaufschluf bei 180°C, Perchlorsdure-Nach-
behandlung, Rest-Sdure: 0.2 ml HCl0./10 ml

Zusdtzlich wurden folgende L&sungen untersucht:

e) Modell-L&sung: 1.25 ml HNOs/10 mls»

f) Druckaufschluf bei 180°C ohne Abrauchen,
Rest-Sdure: 1.25 ml HNOs/10 ml

g) Aufschluf von 20 mg Leber bei 300°C (Quarz-
ampulle), Abrauchen bei 130°C und quantitive
Uberfiihrung in die Mefzelle (S&ure: 0.05 ml
HNOs/6 ml, Aciditdt entsprechend L&sungen
2 b und c)

Die Voltammogramme wvon Modell- und Aufschluflésungen sind
in den Abb.14-24 dargestellt.

S)Dies entspricht der Aciditdt einer Leber-Aufschlufldsung,
bei der die S&ure nicht abgeraucht wurde: Von 2 ml zuge-
setzter Salpetersdure bleiben 1.25 ml zuriick
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AI(KA) H ﬂ

4.8 4.0 4.8 4

3.4 3.a- ﬂ 3.8 3.4

2.4 2.8 2. 2.4
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8.8 8.0 p.0- g.8-
HC1Oa Druckaufschlup, HNOs Druckaufschluf,
Modell HClO.-Nachbe- Modell Abrauchen bei

handlung 130°C

Abb.14: Algen; Zn-Signale der Aufschlufi- und Modell-
Losungen (-1.2 — -0.8 V)

AI(pA) Cu
1.8 1.4 Cu
8.5 .S
Cd  Pb ’ Cd Pb
B 8.8
Modell Aufschlup

Abb.15: Algen; Signale fiir Cd, Pb und Cu nach Druckauf-
schluf und Abrauchen; Vergleich mit Modell-L&sung
(-0.75 —> 0.25 V)
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AI(HA)
1. 1.4 Cu
Cu
8.5 cd Pb 8.9
Cd
Pb
2. 0.
Modell Aufschlup

Abb.16: Algen; Signale fiir Cd, Pb und Cu nach Behandlung
eines Druckaufschluf-Riickstandes mit Perchlorsdure;
Vergleich mit Modell-Ldsung (-0.75 — 0.25 V)

Charakterisierung der Voltammogramme von Algen-Aufschluf-
16sungen

1. Zink

Signale und Grundstrom:

- deutliche Signaldepression beim Perchlorsdure-Aufschluf
gegeniiber der Modell-L&sung, aber unverdnderter Strom
durch Wasserstoffabscheidung bei -1.2 V;

- starke Signaldepression beim Druckaufschluf verbunden mit
einer betrdchtlichen ErhShung des Wasserstoffstromes bei
-1.2 V, verursacht durch organische Stoffe.

Das Signal/Untergrund-Verhdltnis wird durch beide Stér-
einflisse verschlechtert.

Analysenergebnisse:
- Die Zink-Bestimmung in den Aufschlufldsungen fiihrt zum
richtigen Ergebnis.
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2. Cadmium, Blei und Kupfer

Grundstrom:

- Druckaufschluf und Abrauchen: stark erhShter Grundstrom,
verursacht durch organische Riickstédnde;

- Perchlorsdure-Nachbehandlung: vergleichbar mit der Basis-
linie im Voltammogramm der Modell-L&sung.

Storsignale:

- Nach Druckaufschluf (Abb.15) ist ein intensives Storsig-
nal zu erkennen;

- Das Voltammogramm nach Perchlorsdure-Behandlung (Abb.16)
ist stOrungsfrei.

Signale:

- Bei Cd und Pb erhdlt man in beiden Fdllen eine Signalde-
pression, beim Cu nur nach Druckaufschluf ohne Perchlor-
sdure-Nachbehandlung. Die ErhShung des Cu-Signals nach
Perchlorsdure-Behandlung ist auf Reste an Salpetersdure
in der MeflSsung zuriickzufiihren, die zu einer Verbesse-
rung der Empfindlichkeit fiihrt. Ursache ist also ein
Einfluf des Anions, nicht der Aciditdt, wie auch durch
Vergleich der Voltammogramme der Modell-Ldsungen deutlich
wird.

Analysenergebnisse:

- Die Bestimmung von Cd fiihrt in beiden Fdllen, die von Cu
nur nach Perchlorsdure-Behandlung, die von Pb nur beim
Druckaufschlufy ohne Perchlorsdure-Nachbehandlung, zum
richtigen Ergebnis. Cu kann nach Druckaufschluf aufgrund
des erwdhnten StOrsignals nicht bestimmt werden.

Das Bleisignal nach Perchlorsdure-Behandlung entspricht
nur etwa einem Drittel des zu erwartenden Bleigehaltes
der Probe, obwohl das Signal ungestdrt ist. Analysiert
man unmittelbar nach dem Aufschluf, so erhdalt man ein um
15 % vermindertes Pb-Signal. Der Gehalt der Ldsung an

voltammetrisch erfafbarem Pb nimmt innerhalb von 3 Tagen
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jedoch kontinuierlich bis auf 1/3 seines Wertes ab und

bleibt danach iiber Monate unverdndert. Die Ursache ist

vermutlich in einer chemischen Reaktion der Pb-Ionen mit

anorganischen Bestandteilen der Aufschluflésung zu

suchen; bei vergleichbaren Leber-LOsungen wurden ent-

sprechende Vorgdnge nicht beobachtet.

Zusammenfassend ldft sich feststellen, daf die nach Druck-

aufschluf mit Abrauchen der Ldsung verbleibenden orga-
nischen Stoffe (Restkohlenstoffgehalt 1.1 %) deutlich St6-
rungen bei der Elementbestimmung verursachen. Nach Behand-
lung des Riickstandes mit Perchlorsdure (RKG 0.12 %) sind

die Stdérungen behoben.

AT (uA)

4.8 4.a 4.8 8.

3.4 n 3.8 3.8 6.

2.8 2.4 2, 4.

1.4 1.4 1.4 2.9

8. 8— 2.2 8.& 8.0-
HC10a Druckaufschluf, Druckaufschluf,
Modell HC10.-Nachbe- Abrauchen bei

handlung

130°C

Abb.17: Leber; Zn-Signale der Aufschlufi- und Modell-

Loésungen (~-1.2 —> -0.8 V)
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Abb.18: Leber; Signale fiir Cd und Pb nach Druckaufschluf

1.9
1.8
Cd
8.9
a. e
Aufschluf

und Abrauchen; Vergleich mit Modell-L&sung

(-0.75 —> -0.1 V)

AT (pA)

Modell

Aufschlup

Abb.19: Leber; Signale fiir Cd und Pb nach Behandlung

eines Druckaufschluf-Riickstandes mit Perchlors&ure;

Vergleich mit Modell-L&sung (-0.75 — -0.1 V)
AI(uA)
2.8- 2.8
Cu Cu
1.8- 1.8-
8. === 2.4
Modell Aufschluf

Abb.20: Leber; Cu-Signal nach Druckaufschluf und Abrauchen;

Vergleich mit Modell-Lésung (-0.75 — 0.25 V)
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Modell Aufschlup

Abb.21: Leber; Cu-Signal nach Behandlung eines Druckauf-
schluf-Riickstandes mit Perchlorsdure; Vergleich
mit Modell-L&sung (-0.75 — 0.25 V)

Charakterisierung der Voltammogramme von Leber-Aufschlup-
losungen

1. Zink

Bei der Zn-Bestimmung werden die gleichen St&rungen beob-
achtet, wie sie bei den Voltammogrammen der Algen (vgl.

S. 61) beschrieben wurden. Zusdtzlich f&dllt auf, daf der
Wasserstoffstrom bei -1.2 V sowohl nach der Perchlorsdure-
Behandlung als auch nach Druckaufschluf und Abrauchen wegen
des gegeniiber Algen erhShten Restkohlenstoffgehaltes h&her

ausfdllt als bei vergleichbaren Algen-Aufschlissen.

Analysenergebnisse:

- Die Zn-Bestimmung fiihrt in beiden L&sungen zum richtigen
Ergebnis, sie ist aber fiir die allein durch Druckauf-
schluf erhaltenen Riickstdnde aufgrund des gegeniiber Algen
deutlich verschlechterten Signal/Untergrund-Verhdltnisses
ungenau.
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2. Cadmium und Blei

Grundstrom:

- Druckaufschluf3 und Abrauchen: stark erhShter Grundstrom,
verursacht durch organische Riicksténde;

- Perchlorsdure-Nachbehandlung: vergleichbar mit der Basis-
linie im Voltammogramm der Modell-L&sung.

Storsignale:

- Druckaufschluf mit Abrauchen des Riickstandes: Es ent-
steht, wie bei Algen, ein Stdrsignal,das unmittelbar
hinter dem Pb-Signal beginnt.

- Perchlorsdure-Nachbehandlung: Unmittelbar hinter dem Pb-
Signal liegt ein durch eine organische Komponente her-
vorgerufenes, sehr intensitdtsschwaches Stdrsignal (vgl.

Cu-Voltammogramm) .

Signale:

- Fiir Cd und Pb tritt, wie auch bei Algen, eine leichte
Signaldepression auf. Nach Druckaufschluf mit nachfol-
gendem Abrauchen bei 130°C ist das Pb-Signal durch das
benachbarte Stdrsignal so stark verzerrt, daf die Aus-

wertung unméglich ist.

Analysenergebnisse:

- Die Bestimmung von Cd fiihrt in beiden Fdllen, die von Pb
nur im Anschluff an eine Perchlorsdure-Behandlung zum
richtigen Ergebnis. Nach Druckaufschluf ohne Nachbehand-
lung des Riickstandes mit HClOa. ist eine Bleibestimmung
nicht méglich.

3. Kupfer

Um mit den Voltammogrammen der Algen-Riickstdnde vergleichen
zu kénnen, wurde zur Cu-Bestimmung eine Anreicherungszeit
von nur 10 s gewdhlt, so daf} etwa gleiche Cu-Mengen am
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Quecksilbertropfen abgeschieden wurden. Die Intensitdt der
Pb- und Cd-Signale ist in diesen Voltammogrammen deshalb
nur gering.

Grundstrom:

- Vergleichbar den Voltammogrammen von Cd und Pb.

Storsignale:

- Nach Druckaufschluf und Abrauchen bei 130°C sind im Vol-
tammogramm Stdrsignale bei etwa -0.55 und bei -0.05 V zu
erkennen. Das zweite, sehr intensive Signal verhindert
eine Cu-Bestimmung. Es tritt bei Algen ebenfalls an die-
ser Stelle auf, wdhrend das erste, schwdchere Signal bei
Algen zwar vorhanden ist, aufgrund der langen Anreiche-
rungszeit durch die Signale von Cd und Pb aber iiberlagert
wird.

- Durch Perchlorsdure-Behandlung des Riickstandes wird die
organische Matrix zwar weitgehend zerstdrt (RKG-Wert 0.45
%), unmittelbar neben dem Cu-Signal ist jedoch noch ein
kleines Stdrsignal zu erkennen, das die Bestimmung des
Kupfers aber nicht beeintrdchtigt. Dabei ist zu beachten,
daff das Cu-Signal bei Verldngerung der Anreicherungszeit
intensiver wird, wdhrend die Intensitdt des Stdrsignals
davon unabhdngig ist.

Analysenergebnisse:

- Die Cu-Bestimmung nach Druckaufschluf ist nicht m&glich;
nach Behandlung mit Perchlorsdure fiihrt die Analyse zum
richtigen Gehalt.

Die Ergebnisse der voltammetrischen Untersuchungen an
Algen- und Leber-Riickstédnden lassen sich folgendermafen
zusammenfassen: Nach Druckaufschluf bei 180°C mit nachfol-
gendem Abrauchen bei 130°C treten in den Voltammogrammen
der Algen- und der Leber-Aufschluflésungen zwei in der
Potentiallage identische St6rsignale auf; das Signal der
Algen-L&sung (RKG 1.1 %) ist dabei niedriger als das der
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Leber-LSsung (RKG 3.6 %). Analoges gilt fiir die Wasser-
stoffabscheidung in beiden L&sungen bei -1.2 V. Aufgrund
der Storsignale ist die Cu-Bestimmung unmdglich, Pb und Cd
kénnen jedoch, abhdngig von ihrer Konzentration und von der
Intensitdt der Std6rsignale, in vielen Fdllen noch bestimmt
werden. Die Zink-Bestimmung wird durch Wasserstoffentwick-
lung erschwert, ist jedoch mdglich. Die geringfiigige Sig-
naldepression bei Pb und Cd ist ohne wesentliche Bedeutung.
Lediglich das Zn-Signal wird bei Algen um 56 %, bei Leber
um 78 % gegeniiber der Modell-L&sung vermindert. Auch hier
macht sich der hdhere Kohlenstoffgehalt der Leber-Auf-
schlufldsung bemerkbar.

Nach Behandlung der Riickstdnde mit Perchlorsdure erhdlt man
problemlos auswertbare Voltammogramme, die keine (Algen;
RKG 0.12 %) bzw. nur schwache Stdrsignale (Leber; RKG

0.45 %) enthalten.

Mit Leber als Probenmaterial wurde weiterhin der Einflup
fliichtiger Komponenten auf die Voltammogramme der Element-
spuren untersucht. Abb.23 enthdlt die Voltammogramme einer
AufschluBlésung, die nach Druckaufschluf bei 180°C ohne
abzurauchen erhalten wurde (RKG 6.6 %, geldste Stickoxide,
Rest~-Sdure: 1.25 ml HNOs/10 ml).

Die Voltammogramme einer Modell-L&sung von gleicher Acidi-
tdat sind in Abb.22 aufgefiihrt. Vergleicht man die Voltammo-
gramme dieser L&sung mit denen der Modell-Ldsung, die le-
diglich 0.5 ml Salpetersdure in 10 ml Gesamtvolumen enth#lt
(Abb.17,19,21), so fallt auf, daf das Cu-Signal infolge der
hdheren Salpetersdure-Konzentration verstdrkt, das
Signal/Untergrund-Verhdltnis beim Zink durch den hohen
Wasserstoffstrom jedoch deutlich verschlechtert ist.
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AI(pA)
24 2.4 .2
19 1.9 3.8
1 1.4 2.4
Cu
g \ Zn o.9 Cd 1.4
\/\/Ph\_’
P . 8.8~ 8.0
Abb.22: Voltammogramme einer Modell-L&sung (Leber) mit
1.25 ml 69 %iger Salpetersdure in 10 ml
(-1.2 —»> -0.8; -0.75 — -0.1; -0.75 — 0.25 V)
AI(uA)
2 2.4 4.8
1 8 1.8 3.4
18 1.8 +Ph 2.4 Cu
Cd
s In e.g 1.8
L 8.2 8.8

Abb.23: Leber; Voltammogramme nach Druckaufschluf bei 180°C
ohne Abrauchen des Riickstandes
(-1.2 —- -0.8; -0.75 — -0.1; -0.75 — 0.25 V)
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Die Voltammogramme der nicht abgerauchten Aufschlufl&sung
von Leber (Abb.23) zeigen gegeniiber denen der zugeh&rigen
Modell-L&sung (Abb.22) sowie im Vergleich zu den Untersu-
chungen an abgerauchten Leber-Riickstdnden (Abb.17,18,20)
einen durch fliichtige organische Stoffe deutlich erh&hten
Wasserstoffstrom. Ebenfalls erhéht ist der Grundstrom,
verursacht durch geldste Stickoxide. Das St&rsignal bei
-0.55 V wird durch ein zusdtzliches Signal bei -0.35 V
iiberlagert. Unverdndert bleibt hingegen die Stdrung bei
-0.05 V. Das Signal bei -0.35 V wird durch fliichtige orga-
nische Stoffe verursacht (vgl. Kap.5). Insgesamt kann kei-
nes der vier untersuchten Elemente ohne Abrauchen des Riick-
standes bestimmt werden. Der Aufschluf bei 300°C liefert
hingegen gut auswertbare Voltammogramme, wenn die L&sung
bei 130°C zur Trockene abgeraucht und mit Salpetersdure und
Wasser in die Mefizelle iliberfihrt wird (Abb.24).

AI(uA)
4.8 Zn 2.8~ 4.8
3.8 I.é— 3.8
2.8 1.4— 2.4
Cu
l.ﬂ- 50# l.ﬂ-
Cd
DA
8.8 8. 0— 8.

Abb.24: Leber; Voltammogramme nach Druckaufschluf bei 300°C
und Abrauchen der Aufschlufl&sung
(1.2 -» -0.8; -0.75 — -0.1; -0.75 — 0.25 V)
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Ein Vergleich mit der entsprechenden Modell-Ldsung (0.5 ml
Salpetersdure in 10 ml LSsung; Abb.17,18,20) zeigt, daf
keine Stdrungen auftreten, da die Ldsung praktisch frei von
organischen Stoffen (RKG=0.04 %) ist. Die geringe Signal-
depression bei Zn, Cd und Pb ist entweder auf Spuren orga-
nischer Stoffe oder - was wahrscheinlicher ist - auf die
anorganischen Bestandteile der L&sung zuriickzufiihren. Ent-
scheidend fiir den Analysenerfolg ist jedoch, daf die L&sung
abgeraucht wird, da andernfalls neben organischen Stoffen
(RKG 0.14 %) auch merkliche Mengen an Stickoxiden gelodst
sind. Besonders letztere fiihren vor allem im Potentialbe-
reich der Wasserstoffentwicklung zu einer so starken Erhoé-
hung des Grundstroms, daff eine Elementspuren-Bestimmung
nicht méglich ist (Abb.25). Die in der L&sung vorhandenen
organischen Stoffe liefern dabei Stérsignale, die eine Cd-

Bestimmung verhindern und die Cu-Bestimmung erschweren

(Abb.25).
ATI(pA)
4 2.8 4.a
3 1.9 3.8
+Cd
28 1.%— 2. Cu
+Cd

1 4 8.5 1.8

- 8.0 8.8

Abb.25: Leber; Voltammogramme nach Druckaufschluf bei 300°C
ohne Abrauchen der Aufschluflésung
(-1.2 — -0.8; -0.75 — -0.1; -0.75 —> 0.25 V)
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Zusammenfassend 1ldpt sich feststellen, daf die Voltammo-
gramme, die aus einem Aufschluf bei 300°C und Abrauchen der
L8sung resultieren, keine StOrungen aufweisen. Der Auf-
schluf ist also dem Druckaufschluf bei 180°C mit Perchlor-
sdure-Nachbehandlung iiberlegen. Die hohe Temperatur von
300°C ist allerdings notwendig, da auch noch bei 280°C
trotz des Abrauchens der L8sung bei Leberproben Stérsignale
auftreten, was ebenso der RKG-Wert von 0.11 % andeutet
(vgl. Abb.13). Unumgdnglich ist auferdem, die Aufschluf-
16sungen abzudampfen, da vor allem gelSste Stickoxide zu
gravierenden Stdrungen wegen der ErhShung des Stromes im
negativen Potentialbereich fiihren, so daf die Bestimmung
der Elemente Zn, Cd und Pb erschwert oder unmdglich gemacht
wird. Ein Beispiel dafiir, welchen Einfluf geldstes NO= auf
den Stromverlauf haben kann,’zeigt Abb.26.

Dazu wurden 0.5 ml 69 %ige Salpetersdure, 0.5 ml fliissiges
NO= (bei 0°C pipettiert) und 9.5 ml Wasser in einem ge-
schlossenen Druckaufschlufgefdf etwa 30 min geschiittelt.
1.0 ml wurden entnommen, mit 5 ml Wasser in eine voltamme-
trische Mefzelle iiberfithrt, mit den einer Algen-Aufschluf-
16sung entsprechenden Mengen an Zn, Cd, Pb und Cu versetzt
und anschlieflend vermessen. Die Signalstdrungen sind denen
von LOsungen aus einem nicht abgerauchten Druckaufschluf
bei 300°C &hnlich, es fehlen hier allerdings die auf orga-
nische Stoffe zuriickzufiihrenden Signale.

Im folgenden werden die fliichtigen organischen Verbindungen
in der‘AufschluBlésung nicht weiter beriicksichtigt, da sie
ohnehin vor der Analyse beim Abrauchen der Stickoxide mit
entfernt werden und somit keine St&rungen verursachen kén-
nen. Dies gilt auch fiir die Graphitrohr-AAS, wo diese
Stoffe meist schon wdhrend der Trocknungs-, spdtestens je-
doch bei der Veraschungsperiode abgetrennt werden. Ebenso
ist eine Identifizierung organischer Riickstdnde nur fiir den
Druckaufschluf im PTFE-Gefaf bei 180°C von Interesse, weil
die nach einer Perchlorséure—Behandlung bzw. nach Druckauf-
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schluf bei 300°C zuriickbleibenden Stoffe die voltamme-
trische Metallbestimmung nur unerheblich stdren; sie wurden
daher nicht weiter untersucht.

AI(uA)

49

24

18

. 8.0-

Abb.26: Einfluf von NO- auf Voltammogramme einer Algen-
Vergleichslésung (-1.2 — -0.8; -0.75 —> 0.25 V)

Die vielfdltige Anwendung von Druckaufschliissen in PTFE-
Gefdfen zur Analyse biologischer Materialien macht es
interessant und notwendig, die im Riickstand verbleibenden
Stoffe ndher zu untersuchen, um die Ursachen fiir die oft
beschriebenen Stdrungen bei der voltammetrischen Element-
bestimmung aufzukldren. Dies gilt, obwohl es - wie auch
hier gezeigt wurde - Mdglichkeiten gibt, Aufschlufriick-
stdnde so weit 2zu mineralisieren, daf solche Stdrungen
vermieden werden: Druckaufschliisse bei Temperatuen um
300°C, etwa mit Hilfe des Hochdruckveraschers nach KNAPP,
erfordern aber einen hohen apparativen Aufwand; die
chemische Nachbehandlung des Riickstandes mit Perchlorsdure
erh6ht den Zeitbedarf eines Probenaufschlusses ganz be-
trdchtlich.
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Die nachfolgend beschriebenen Untersuchungen beziehen sich
daher ausschlieflich auf den Druckaufschluf bei 180°C im
PTFE-Gefdf, wobei die nach dem Aufschluf erhaltenen
Losungen jeweils bei 130°C unmittelbar im PTFE-Gef&f abge-
raucht und mit 0.5 ml 69 %iger Salpetersdure und Wasser zu
10.0 ml aufgenommen wurden.

4.7.2 Voltammetrische Messungen nach Druckaufschluf

weiterer Materialien; Vergleich mit den Erxrgebnisssen

der Algen- und Leber-Untersuchungen

Die bei der inversvoltammetrischen Spurenbestimmung nach
Druckaufschluf biologischer Materialen bei 180°C auftreten-
den Storeffekte (erhShter Wasserstoffstrom bei -1,2 V;
Stérsignale bei -0.55 und -0.05 V) sind in ihrer Intensitdt
unabhdngig von der Anreicherungszeit filir die Spuren; die
Hbhe der Schwermetallsignale nimmt dagegen mit ansteigender
Anreicherungszeit zu. Zur ndheren Untersuchung dieser StOr-
einfliisse k6nnte also auch ohne Voranreicherungsschritt
gearbeitet werden. Bei den im folgenden beschriebenen Mes-
sungen wurde allerdings die bei der Analyse von Leber-Auf-
schlupfl&sungen gewdhlte Anreicherungszeit von 10 s beibe-
halten. Fiir die Untersuchungen wurden die in Tab.8 zusam-
mengestellten Probenmaterialien ausgewdhlt, von denen
jeweils eine 90 mg Kohlenstoff entsprechende Einwaage mit
iiberschiissiger Salpetersdure (3 ml 69 %ige HNOs) iiber 3 h
bei 180°C im 35-ml-Tiegel aufgeschlossen wurde. Nach Ab-
rauchen bei 130°C wurde der Riickstand mit 0.5 ml Salpeter-
sdure und Wasser zu 10.0 ml aufgenommen. Alle Ergebnisse
sind also miteinander vergleichbar, da sie unter gleichen
Aufschlufbedingungen erhalten wurden. In Tab.9 sind eben-
falls die durch Verbrennung der Aufschlufriickstdnde ermit-
telten RKG-Werte aufgefiihrt. Wie man sieht, korrelieren
diese gut mit dem Stickstoffgehalt des Probenmaterials

(r = 0.93) (Abb.27). Der Gehalt an Stickstoff kann dabei
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Probenmaterial C-Gehalt (%) N-Gehalt (%) RKG (%)
Weizenmehl 43.0 2.5

Braunalgen 35.2 3.1
Magermilchpulver 41.3 5.6

Spinat - 37.8 6.3 .
Fischfilet 50.6 11.1 4.0
Rinderleber 51.5 11.5 3.6
Hiihnerei (Eiklar) 46.0 13.3

Haemnglobin 46.3 14.9

Casein 48.8 15.0

Albumin 48.6 16.0 .
Schweineblut 50.6 16.0 5.8

Tab.8: Restkohlenstoffgehalte biologischer Materialien nach
Druckaufschluf3 bei 180°C; C- und N-Gehalte der Aus-

gangsstoffe
* 6 .
hr
o 5
=
[0) .
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— 44 . 3
(o] °
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0 2 4 6 8 10 12 14 16

Stickstoffgehalt (%)

Abb.27: Abhdngigkeit des RKG-Wertes vom Stickstoffgehalt

der untersuchten Probenmaterialien
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weiterhin als Maf fiir den Eiweifgehalt der Proben angesehen
werden. Reine Kohlenhydrate, die keinen mefBbaren Stick-
stoffgehalt aufweisen, werden praktisch vollstdndig aufge-
schlossen (RKG=0.08 %) (Abb.27). Da es sich bei allen hier
untersuchten Stoffen um fettarme Materialien handelt, und
Kohlenhydrate wie Stdrke (z.B. in Mehl), Cellulose (z.B. in
Pflanzen) und Disaccharide (z.B. in Milch) praktisch voll-
stdndig abgebaut werden (22,23), kann festgehalten werden,
dap der Restkohlenstoffgehalt proportional zum Eiweifgehalt
der Proben ansteigt. Offensichtlich sind es also Bestand-
teile von Proteinen, die beim Aufschluf zu Riickstdnden fiih-
ren. Geht man davon aus, daf nur einige der natiirlich vor-
kommenden Aminosduren unvollstdndig zersetzt werden, so
lapt sich erkldren, daf die Korrelation zwischen Stick-
stoffgehalt und Restkohlenstoffgehalt nicht héher ist:
Eiweifstoffe unterscheiden sich, je nach Art und Herkunft,

in den sie aufbauenden Aminosiuren.

Die voltammetrischen Untersuchungen unter Anwendung der
SWASV unter den in Kap.4.7.1 angegebenen Bedingungen fiihr-
ten bei allen in Tab.8 aufgefiihrten Substanzen zu iden-
tischen Stdrsignalen. Fiir vier der untersuchten Materialien
(Algen, Milchpulver, Leber, Schweineblut) sind die Voltam-
mogramme im Bereich zwischen -0.75 und 0.25 V in Abb.28
dargestellt. Alle Voltammogramme enthalten auch hier zwei
Storsignale, ein intensives bei -0.05 V sowie ein relativ
flach verlaufendes bei -0.55 V (vgl. Kap.4.71). DPASV-
Messungen fiihren zu gleichen Stdrsignalen. Das weniger
intensive Signal bei Algen wird trotz der kurzen Anreiche-
rungszeit von den Signalen der in relativ hohen Konzentra-
tionen enthaltenen Schwermetalle Cd und Pb iiberlagert. Die
Abhdngigkeit der SignalhShen beider St&rpeaks vom Stick-
stoffgehalt der Proben (vgl. Abb.28) ist in Abb.29 und 30
dargestellt.
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AI(«100nA) ATI(unA)
Algen Milchpulver
6.8 1.5
4.0 I.J—
u
Cd  pp
2.8 8.9
8.8- 8.0—
AI(uA) AI(MA)
Leber Schweineblut
3.8 3.4
2.8 2.8
Cu
1.8 1.4
2.8 8.0—

Abb.28: Square-Wave-Voltammogramme von Druckaufschluflo-
sungen verschiedener biologischer Materialien
(-0.75 — 0.25 V)
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nA/mg

-

L) ) 1

0 2 4 6 8 0 12 14 16
Stickstoffgehalt (%)
Abb.29: Stdrsignal 1; Abhangigkeit der Peakhdhe vom Stick-

stoffgehalt der untersuchten Materialien (SWASV)
20

nA/mg

0 d 1 1 ) L 1 ¥ L]
0 2 4 6 8 10 12 14 16

Stickstoffgehalt (%)

Abb.30: Stdrsignal 2; Abhdngigkeit der PeakhShe vom Stick-
stoffgehalt der untersuchten Materialien (SWASV)
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Tab.9 belegt die gute Korrelation von Signalh&he und
Stickstoffgehalt.

Signal r (SWASV) r (DPASV)
0.965 0.975
0.988 0.993

Tab.9: Korrelationskoeffizient r fiir die Abhdngigkeit der
Hohe der Storsignale 1 und 2 (Abb.28) vom Stick-
stoffgehalt der Ausgangsprobe

Der Wasserstoffstrom I, bei -1.2 V wurde auf den Strom
einer rein widfrigen Modell-L&sung gleicher Aciditédt I= so-
wie auf die Einwaage E normiert. Der Quotient I./I= ¢ E
wurde gegen den Stickstoffgehalt der Ausgangssubstanz auf-
getragen (Abb.31). Danach nimmt der Wasserstoffstrom mit
steigendem Stickstoffgehalt zu, die Korrelation (SWASV:

r = 0.93; DPASV: r = 0.90) ist zwar schlechter als die der
Stérsignale, sie reicht aber wohl aus, um auch die ErhShung
des Wasserstoffstromes auf Eiweifbestandteile zuriickzufiih-
ren. Die Reproduzierbarkeit der Stdrsignale 1 und 2 sowie
die des Wasserstoffstromes wurde an 5 Leber-Aufschluflé-
sungen durch SWASV untersucht. Aus jeder L&sung wurden 5
aliquote Teile analysiert. Die Ergebnisse sind Tab.10 zu
entnehmen. Fiir den an wadfriger Vergleichsldsung gemessenen
Wasserstoffstrom wurden folgende Daten ermittelt:

X = 4.0 pA; s = 0.05; N = 10.
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Stickstoffgehalt (%)

I, = Wasserstoffstrom Probe;
I=

Wasserstoffstrom Vergleichsl&sung;

t
i

Einwaage in g

Abb.31: Wasserstoffstrom bei -1.2 V; Abhdngigkeit vom
Stickstoffgehalt des untersuchten Materials (SWASV)



82

ASYMS yoanp
BunsQIgnTyosyny-IageT IsuTte o9sdTeuy Toq SSSNTIFUTSIQIS ISP aTeyIxeqIaTznpoaday :(QT del

21 IOMTOI1TH § Iop DBunyoTomqepiepuelS USATIRTSI ISP IISMZIBYDS = X IS
(s3xomTozUTE G = N) HBunsQigniyoszny
Toute of sne usbhunssen ing HBunyoTomqepaepueiS USATIRTSI ISP JISMZIRUDS = T I8
(vr) uszxamrazutd S¢
JuwesabSUT Sne SOWOIISIJOISIDSSEM SOP °MZJ DYQUALSd ISP IIMISIITH = X
AT 1- T9q
880°0 9L0°0 CED'O ¥90°0 0T°0 G90°0 9°S1 WOI}SJFOISIASSSEM
L90°0 ¢90°0 T€0°0 650°0 ¢e0°0 TI€0°0 0T1°¢ Z TeubTsaQas
s%0°0 I1°0 PT°0 6S0°0 160°0 AR L0 T TeubrsaQas
X Is G Is v Is € Is Z Is 1 Is X 303 FOIQ31S




83

4.8 Kohlenstoffbilanz und voltammetrische Untersuchungen an
Aufschluplésungen definierter organischer Verbindungen

Um festzustellen, welche in Biomaterialien vorkommenden
organischen Stoffe beim Druckaufschluf mit Salpetersdure
bei 180°C nicht oder nur unvollsti#ndig abgebaut werden, und
um einen Einblick zu gewinnen, welche dieser Stoffe bzw.
ihrer Zersetzungsprodukte zu den im vorangehenden Abschnitt
beschriebenen Stéreffekten bei der inversen Voltammetrie
beitragen, wurde eine Reihe definierter Verbindungen aufge-
schlossen und untersucht.

4.8.1 Auswahl der untersuchten Verbindungen;

Aufschlufbedingungen

Die Auswahl der untersuchten Stoffe orientiert sich an
Literaturangaben iiber ihr Vorkommen in Biomaterialien
(133,134), wobei drei Gesichtspunkte beriicksichtigt wurden:

1. Die Substanz ist in biologischen Materialien in so hoher
Konzentration vorhanden, daff ihr Kohlenstoffanteil bei
der Betrachtung des RKG-Wertes beriicksichtgt werden mug.

2. Die Substanz ist interessant, da ihr Aufschlufverhalten
Hinweise auf den Mechanismus des Druckaufschlusses er-
warten l&pt.

3. Die Substanz hat gleiche oder &hnliche Strukturelemente
wie eine in Biomaterialien vorkommende Verbindung, die
jedoch aus Kostengriinden nicht zugdnglich ist.

Der Aufschluf wurde unter den bereits mitgeteilten Bedin-

gungen (180°C, 3 h, 3 ml 69 %ige HNOs, 35-ml-Tiegel) durch-
gefiihrt, wobei die Proben mit Einwaagen entsprechend 90 mg
Kohlenstoff eingesetzt wurden. Die einheitliche Begrenzung
auf 90 mg C war notwendig, um das bei einigen Verbindungen
bei hdheren Einwaagen auftretende "Abblasen" der Reaktions-
gase zu vermeiden. Dazu wurden die Kohlenstoffgehalte der
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unzersetzten Ausgangsstoffe durch Elementaranalyse be-
stimmt. Von jeder Substanz wurden 2 Aufschliisse durchge-
fiihrt; die Riickstdnde wurden folgendermaflien untersucht:

Aufschluff 1 ohne Abrauchen Abrauchen 130°C
im PTFE-Gefap C-Bestimmung —
Verbrennung |
(
¥
Vergleich der
RKG-Werte
3
|
Aufschlup 2 mit Abrauchen Abrauchen 130°C I
im PTFE-Gefdf C-Bestimmung —
bei 130°C Verbrennung
SWASV

Die Reproduzierbarkeit der Aufschliisse wurde durch Ver-
gleich der Restkohlenstoffgehalte in den resultierenden
L&sungen iiberpriift. Fiir die voltammetrischen Untersuchungen

wurden nur die L&sungen aus Aufschluf 2 verwendet.

Unldsliche Riickstdnde, die beispielsweise nach Aufschluf
von Phenylalanin und Benzoesdure zuriickbleiben, wurden
durch krédftiges Rithren so gut dispergiert, daf sie beim

Aliquotieren mit aufgenommen werden konnten.

Zur Reaktivitdt der Substanzen wurde angenommen, daf der
primdr ablaufende Schritt beim Aufschluf eines biologischen
Materials eine saure Hydrolyse ist, von der folgende Bin-
dungen betroffen sind:

1. Peptidbindungen in Proteinen.

2. Esterbindungen in Fetten und Phosphorsdureestern.
Glykosidische Bindungen in Kohlenhydraten, Nucleosiden,
usw. Es wird erwartet, dap die Hydrolyseprodukte aus
dieser Primdrreaktion (Aminosduren, Fettsduren, Gly-
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cerin, Monosaccharide, Stickstoffbasen, usw.) an-
schliefend als isolierte Molekiile unabhdngig von ihren
ehemaligen Bindungspartnern weiterreagieren. Diese
Annahme erscheint sinnvoll, da Peptidketten bereits mit
6-N-Salzsdure bei 110°C gespalten werden (135) und auch
die Ester-Hydrolyse unter relativ milden Bedingungen
ablduft (136).

4.8.2 Kohlenstoffbilanz

Die folgende Tabelle gibt die untersuchten Stoffe, ihre
Herkunft und die ermittelten Restkohlenstoffgehalte nach
Aufschluf wieder. Die Angabe "Restkohlenstoffgehalt unter-
halb der zu = 0.08% C ermittelten Garantiegrenze fiir Rein-
heit" wird vereinfacht durch "GR" ersetzt. Die Herkunft der
Substanzen wird durch die Lieferfirma (M = Merck, Darm-
stadt; F = Fluka, Buchs) und die Artikel-Nummer belegt.

Tab.11l: Ermittelte Restkohlenstoffgehalte der untersuchten

Verbindungen

Verbindung Lieferant % Rest-
Art.Nr. Kohlenstoff

1. Aminosduren und Peptide
Alanin M 1007 GR
Alanyl-alanin F 5250 GR
Alanyl-glycin F 5270 GR
Alanyl-tryptophan F 5400 5.7
Arginin M 1542 0.14
Asparagin M 1565 GR
Asparaginsdure M 126 GR
Cystein M 2838 GR
Cystin M 2837 GR
3,4-Dihydroxyphenylalanin M 4196 0.14



Glutamin
Glutaminsdure
Glycin
Glycyl-glycin
Glycyl-histidin
Glycyl-leucin
Glycyl-phenylalanin
Glycyl-tyrosin
Histidin
Hydroxyprolin
Isoleucin

Leucin
Leucyl-glycin
Lysin, Monochlorid
Methionin
Phenylalanin
Phenylalanyl-phenylalanin
Prolin

Serin

Threonin
Triglycin
Tryptophan

Tyrosin

Valin

86

2. N-Methylierte Aminosduren

Betain
N,N-Dimethylglycin
Sarcosin (N-Methylglycin)

22 R g R R 2R RN ERER R R RR

289
291
4201
50200
50280
50300
50370
50471
4351
4506
5362
5360
61970
5700
5707
7256
78120
7434
7769
8411
50240
8374
8371
8495

14290
40360
84530

GR
GR
GR
GR
16
GR
43
GR
31
GR
GR
GR
GR
GR
10
57
57
0.12
GR
GR
GR
12.2
GR
GR

81
GR
GR
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3. Kohlenhydrate

Cellulose
Desoxyribose
Fructose
Glucose
Inosit
Lactose
Ribose
Saccharose
Starke

4. Fette und Fettbausteine

Glycerin

Glycerinmonopalmitat
Glycerindipalmitat
Glycerintripalmitat

Olsdure (cis-9-Octadecensdure)
Linolsdure (cis,cis-9,12-
Octadecadiensdure)

Linolensdure (cis,cis,cis-
9,12,15-0Octadecatriensdure)

Palmitinsdure (gesdttigte
Carbonsdure Cis)

Margarinsdure (gesdttigte
Carbonsdure Ci-)

Stearinsdure (gesdttigte
Carbonsdure Cis)

Nonadecansdure (gesdttigte
Carbonsdure Cis)

Arachinsdure
(gesdttigte Carbonsdure Czo)

R RRRRRRRR

B R R MR

o)

2330
7606
5321
8342
4731
7660
7605
7653
1252

4093
76184
42553
4099
481
5353

62160

509

398

674

6840

124

GR
GR
GR
GR
GR
GR
GR
GR
GR

GR
GR
GR
GR
GR
10.

11.

GR

GR

GR

GR

GR
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5. Kurzkettige gesdttigte

Monocarbonséduren
Ameisensdure M 264 GR
Essigsdure M 55 GR
Buttersdure F 19210 GR
Caprinsdure (gesdttigte F 71407 GR
Carbonsdure Caio)
6. Weitere nichtaromatische

Carbonsduren
Ascorbinsdure M 127 GR
Brenztraubensdure F 15940 GR
Liponsdure M 5645 GR
Malons&ure M 800387 GR
Milchsdure M 366 GR
Oxalsaure M 495 GR
Tetradecandisdure F 87150 GR
Weinsdure M 804 GR
Zitronensdure M 244 GR
7. Stickstoffbasen aus

Nucleinséduren
a. Purinderivate
Adenin M 838 0.34
Guanin M 4221 0.18
Hypoxanthin M 4517 0.68
b. Pyrimidinderivate
Cytosin M 2326 14.1
Thymin M 8209 0.21
Uracil M 8460 39
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8. Nucleoside

Adenosin
Cytidin
Inosin
Uridin

9. Nucleinséduren

Desoxyribonucleinsdure
(aus Kalbsthymus)

Ribonucleinsdure
(aus Bédckerhefe)

10. Coenzyme, Vitamine
und Zuckerphosphate

Adenosinmonophosphat,
Dinatriumsalz

Adenosintriphosphat,
Dinatriumsalz

Dihydronicotinamid-adenin-
dinucleotid

Glucose-1-phosphat
Glucose-6-phosphat

Nicotinamid-adenin-dinucleotid
Nicotinamid-adenin-dinucleotid-

phosphat, Dinatriumsalz
Nicotinsadure
Nicotinsdureamid

Riboflavinmonophosphat

H =2 H R

AR R R =

E

862
30270
4723
94320

24013

24018

1428

1432

24644

8345
8341
24542
24541

6817
6818
83810

0.53
GR
0.64
GR

0.41

0.37

0.46

0.59

GR
GR
26
25

95
96
2.8
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11. Steroide

epi-Androsteron
Cholesterin

12. Porphyrinsysteme

Haematoporphyrin

Haeminchlorid

13. Lecithine

Cholin (als Base)
Dipalmitoylecithin

Lecithin aus Eiern

14. Amine und Harnstoff

1,2-Bis-(3~-aminopropylamino)-
ethan

1,6-Diaminohexan
Dimethylamin-Hydrochlorid
Ethanolamin
Ethylendiamintetraessigsdure
Harnstoff
Methylamin-Hydrochlorid
Trimethylamin-Hydrochlorid

=

o

|

H o R R H o H

3697
24622

51240
51280

26980
42556
61755

14525

33000
38960
2400
8417
8488
65600
92270

0.08
0.86

0.83
GR
2.7

0.28

GR
GR
GR
GR
GR
GR
GR
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15. Sonstige aromatische

Verbindungen
4-Aminohippursédure M 84 5.2
Benzoesdure M 135 72
Hippursdure (N-Benzoyl-glycin) F 53280 58
2-Hydroxybenzoesédure F 84210 GR
3-Hydroxybenzoes&ure F 54610 GR
4-Hydroxybenzoesdure F 54630 GR
16. Sonstige nichtaromatische

Verbindungen
Cyclododecan F 28710 GR
Eicosan (Alkan Cz2o) F 44820 GR
Eicosanol (Alkohol Cz2o) F 44860 GR
Polyethylen (Pulver) M 4722 GR

Die bei zahlreichen Substanzen sehr niedrigen RKG-Werte
sind wohl nicht in allen Fdllen auf die Hauptkomponente,
sondern auf Verunreinigungen in der Ausgangssubstanz
zuriickzufithren. Stoffe mit RKG =1 % werden als geniigend
vollstandig aufgeschlossen betrachtet, da ihre Konzentra-
tion in Biomaterialien selbst so gering ist, daf die Riick-
stdnde keinen nennenswerten Beitrag zum Gesamt-RKG liefern.
Dies gilt auch fiir Cholesterin, Androsteron, Riboflavin und
Lecithin, die zwar RKG-Werte zwischen 2 und 3 % liefern, in
biologischen Materialien aber in so geringen Konzentra-
tionen auftreten, daf3 die RKG-Beitrdge keine Rolle spielen.
Auch der Nicotinsduregehalt (freie und gebundene S&ure)
biologischer Stoffe ist ebenfalls sehr gering (137), wie
auch die Analyse einiger Materialien (Natec, Hamburg)
zeigt: Milchpulver: 7.6 pgeg—*; Algen: 19.9 pgeg-2; Leber:
327 pgeg—*; Schweineblut: 10.7 pgeg-*. Die Werte stimmen
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mit Angaben aus (137) gut iiberein. Leber ist danach eines
der nicotinsdurereichsten Biomaterialien; der Beitrag der
Nicotins&ure am Restkohlenstoffgehalt des Riickstandes einer
Leberprobe errechnet sich zu 0.03 %. Gemessen an dem tat-
sdchlich gefundenen Wert von 3.6 % ist dies zu vernachlés-
sigen. Das Verhalten von Nicotinsdure und ihrer Derivate
liefert jedoch interessante Hinweise auf den Reaktionsme-
chanismus des Druckaufschlusses (siehe Kap.5). Auf die
Untersuchung halogenhaltiger Aminosduren wurde verzichtet,
da ihre Gehalte in biologischen Materialien ebenfalls nur
gering sind, was durch die Bestimmung von Gesamt-Brom und
Gesamt-Jod in Algen und Leber bestdtigt wurde (SCHONIGER-
Aufschluf, Ionenchromatographie). Der Bromgehalt von Algen
betrdgt demnach etﬁa 250 pgeg-*, die iibrigen Werte liegen
unter 100 pgeg—*. Rechnet man daraus auf mégliche Anteile
an halogenhaltigen Aminosduren im Probenmaterial, so ist
auch hier kein nennenswerter Beitrag zum RKG-Wert zu er-
warten.

Interessant ist, daf Cytosin und Uracil nur teilweise
mineralisiert werden, wdhrend die entsprechenden Nucleoside
Cytidin und Uridin (Verbindungen aus Base und Zucker) voll-
stdndig aufzuschliefen sind. Nach dem Aufschluf von Cytosin
und Uracil findet man praktisch kein Stickstoffdioxid, bei
Cytidin und Uridin ist jedoch, wie beim Aufschluf aller
Kohlenhydrate, eine starke Bildung von NO= zu beobachten.
Wie in Kap.4.6.4 fiir Algen und Leber bereits gezeigt werden
konnte, reicht das verfiigbare NOz zum optimalen Aufschluf
von Cytosin und Uracil offensichtlich nicht aus. Anders ist
dies bei den Nucleosiden: Hier wird der an die Basen gebun-
dene Zuckeranteil nach Hydrolse vollstdndig unter NO2-Bil-
dung zersetzt; dies reicht dann aus, um auch die Basen
quantitativ abzubauen. Man kann diesen Vorgang, bei dem der
im Molekiil enthaltene Zuckeranteil den Aufschluf verbes-
sert, auch simulieren. Verringert man die Einwaage an Cyto-
sin und Uracil bei gleichzeitigem Zusatz von Glucose, so
gelingt bei sonst unverdnderten Bedingungen ebenfalls ein
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vollstdndiger Aufschluf der Basen. Auch bei Betain kann der
RKG-Wert durch Zusatz von Glucose von 81 % auf etwa 1 %
verringert werden (siehe Abb.35). Aus diesen Befunden kann
also wohl geschlossen werden, daf die Anteile an Betain,
Cytosin und Uracil in biologischen Materialien - sofern
gleichzeitig geniligend NOz-liefernde Stoffe enthalten sind,
stets quantitativ abgebaut werden.

Die an den schwierig abbaubaren Basen gewonnenen Ergebnisse
legten es nahe, die Wirksamkeit von Glucose als "Aufschluf-
hilfe" auch an anderen Materialien zu erkunden. Dazu wurden
Aufschliisse durchgefiihrt, bei denen die zu untersuchende
Substanz jeweils nur zu einer 9 mg C entsprechenden Ein-
waage (also zu 1/10 der urspriinglichen Menge) eingesetzt
wurde. Der an 90 mg C fehlende Kohlenstoff wurde jeweils in
Form von Glucose zugesetzt, die im Aufschluf vollsté@ndig
mineralisiert wird. Die in Tab.12 angegebenen RKG-Werte be-
ziehen sich auf den Kohlenstoffanteil, der durch die schwer
abbaubare Substanz eingebracht wurde. Die Werte liegen bei
Glucose-Zusatz in fast allen Fdllen niedriger als ohne Glu-
cose gefunden wird. Dieser Einfluf ist erwartungsgemdf bei
denjenigen Stoffen am grofsten, die die hdSchsten RKG-Werte
aufweisen, die also selbst zu wenig reaktiv sind, um genii-
gend Stickoxid zum optimalen Aufschluf liefern zu k&nnen.

Dap tatsdchlich die Glucose und nicht das bei Verringerung
der Substanzeinwaage verdnderte Sdure/Probe-Verhdltnis fiir
die Verbesserung des Aufschlusses verantwortlich ist,
zeigen die auch bei Sdure-ErhShung unverdndert bleibenden
RKG-Werte (vgl. Kap.4.6.1). Eine zur Glucose analoge Wir-
kung beim Aufschluf reaktionstrdger Probenbestandteile 1l&Bt
sich auch bei "realen" Matrixkomponenten nachweisen: Mischt
man Algenpulver mit Phenylalanin (4 - 15 mg) zu einem Ver-
hdltnis, bei dem die Gesamtkohlenstoffmenge der Probe un-
verdandert bei 90 mg bleibt, so findet man fiir Phenylalanin
- unabhdngig von der eingesetzten Menge - RKG-Werte von
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45 t 4 % (N = 6). Der entsprechende Wert bei Glucose-Zusatz
betrdgt 44 % (Tab.12).

Stoff RKG ohne Glucose- RKG mit Glucose-
Zusatz (%) Zusatz (%)
Methionin 10 £ 3 9 t 2
Tryptophan 12.2 9.8
Linolsdure 10.3 10.0
Linolens&dure 11.4 7.5
Cytosin 14.1 = 0.8
Uracil 39 = 0.8*
Betain 81 0.9
Nicotinsdure 91 70
NAD 26 23
Histidin 31 25
Benzoesdure 72 41
Hippursdure 58 33
Phenylalanin 57 44

*J)Berechnet aus der Garantiegrenze fiir Reinheit
des RKG-Wertes

Tab.12: Vergleich von Restkohlenstoffgehalten beim Druck-
aufschlup definierter Stoffe mit und ohne Zusatz
von Glucose

Nach Aussage von Tab.1ll und 12 und unter Beriicksichtigung
der zu erwartenden Probengehalte liefern beim Aufschluf
biologischer Materialien nur folgende Stoffe nennenswerte
organische Riickstdnde:
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. Phenylalanin
. Methionin
Tryptophan

. Histidin

U A& W N =

. Linols&ure.

Linolensdure ist in natiirlichen Fetten nur in geringen Kon-
zentrationen (Oliven-, Maiskeim- und Sonnenblumendl:=1 $%;
Natec, Hamburg) enthalten. Hippursdure, Benzoesdure, Amino-
hippursdure und Hydroxybenzoesduren kommen in biologischen
Materialien praktisch nicht vor. Thr Verhalten liefert aber
Hinweise auf den Reaktionsmechanismus des Druckaufschlus-
ses. Cytosin, Uracil und Betain werden in realer Matrix
vollstdndig abgebaut, und auch Nicotinsdure und -derivate
spielen aufgrund ihrer niedrigen Konzentrationen bei der
Kohlenstoffbilanz keine Rolle. Die Annahme, daf primér
gebildete Hydrolyseprodukte unabhdngig voneinander weiter-
reagieren, wird durch das Aufschlufverhalten der Dipeptide,
des Triglycins, der Nicotinsdurederivate sowie von Glyce-
rinmonopalmitat, Glycerindipalmitat und Glycerintripalmitat
erhdrtet. Daraus lassen sich folgende Regeln ableiten:

Regel 1

Reagieren ein Stoff A bzw. ein Stoff B im Druckaufschluf
quantitativ, so wird auch die Verbindung A-B vollstdndig
aufgeschlossen, sofern A und B durch Ester-, Peptid- oder
Glykosidbindung verkniipft sind. Beispiele: Di- und Polysac-
charide, Fette und Fettbausteine mit gesdttigten Seiten-
ketten, einige Dipeptide und Triglycin.

Regel 2

Reagiert ein Stoff A im Druckaufschluf quantitativ, ein
Stoff B dagegen unvollstdndig, so wird auch die Verbindung
A-B unvollstdndig aufgeschlossen. Dabei reagieren die Kom-
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ponenten A und B nach Spaltung der Bindung unabhingig von-
einander und es resultiert ein von B bestimmter Restkohlen-
stoffgehalt. Kennt man den RKG-Wert des Aufschlufriickstan-
des von B, so kann man denjenigen der Verbindung A-~B aus
der Stochiometrie berechnen.

Beispiele:

a. Berechnet aus dem Gehalt an Nicotinsdure (RKG 96 %):

Derivat RKG berechnet RKG gemessen
Nicotinsdureamid 96 % 95 %
Nicotinamid-adenin-dinucleotid- 26 % 25 %
phosphat
Nicotinamid-adenin-dinucleotid- 26 % 25 %

b. Berechnet aus dem Gehalt an Phenylalanin (RKG 57 %):

Derivat RKG berechnet RKG gemessen
Phenylalanyl-phenylalanin 57 % 57 %
Glycil-phenylalanin 47 % 43 %

c. Berechnet aus dem Gehalt an Tryptophan (RKG 12.2 %) und
Histidin (RKG 31 %):

Derivat RKG berechnet RKG gemessen

Alanyl-tryptophan 9.5 % 5.7 %
Glycil-histidin 23 % 16 %
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d. Berechnet aus dem Gehalt an Benzoesdure (RKG 72 %):

Derivat | RKG berechnet RKG gemessen

Hippursdure | 56 % 58 %

Die gemessenen RKG-Werte stimmen mit den Erwartungswerten
gut Uberein; in einigen Fédllen liegen die Mefwerte niedri-
ger, da die reaktive Komponente der Verbindung die NO=-Kon-
zentration im System erhSht und somit einen vollstdndigeren
Abbau des schwer abbaubaren Teils ermdglicht.

Regel 3

Reagieren ein Stoff A bzw. ein Stoff B im Druckaufschluf
unvollstdndig, so wird auch die Verbindung A-B unvollst&n-
dig aufgeschlossen. Der Restkohlenstoffgehalt ergibt sich
aus den Einzelwerten der Komponenten A und B sowie aus der
St6chiometrie der Verbindung A-B.

Zur Uberpriifung von Regel 3 wurden sechs aus den Aminosdu-
ren Methionin, Phenylalanin, Tryptophan und Histidin aufge-
baute Dipeptide (Serva, Heidelberg) untersucht. Dazu wurden
jeweils 10 mg unter Zusatz von Glucose (insgesamt 90 mg C)
mit 3 ml 69 %iger Salpetersdure aufgeschlossen. In Tab.13
sind die berechneten RKG-Werte den gemessenen Werten gegen-
iibergestellt; sie zeigen eine befriedigende Ubereinstim-
mung. Die Bezugsdaten fiir die RKG-Werte der einzelnen
Aminosduren wurden Tab.12 entnommen.
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Dipeptid RKG berechnet RKG gemessen
Methionyl-tryptophan 10.4 8.4
Methionyl-histidin 17.7 23.0
Methionyl-phenylalanin 31.5 29.2
Tryptophyl-phenylalanin 25.9 25.3
Histidyl-phenylalanin 36.4 31.2
Histidyl-tryptophan 15.9 16.0

Tab.13: Aufschluf von Dipeptiden; Vergleich der berechneten
und der gemessenen RKG-Werte

4.8.3 Restkohlenstoffgehalte nach Aufschluf biologischer

Proben und Probenkomponenten

In einer Reihe biologischer Probenmaterialien wurden die
Gehalte an den als unvollstédndig abbaubar erkannten Kompo-
nenten ermittelt (Tab.14).

Die Gehalte an mehrfach ungesdttigten Fettsduren in den
fettarmen pflanzlichen und tierischen Materialien sind da-
bei vernachlédssigbar gering (137). Dies gilt auch fiir die
Aminosdure-Gehalte in Olen und gekldrter Butter, deren
Stickstoffgehalte jeweils unterhalb von 0.2 % liegen. Die
Linolsdure-Gehalte in Maiskeimdl 2 und Sonnenblumensl 2
sind Herstellerangaben.

Um das Abbauverhalten der Aminos&uren in Gegenwart leicht
aufschliefbarer Matrixkomponenten zu simulieren, wurden

zundchst auch hier Mischungen mit Glucose eingesetzt. Die
Einwaagen wurden dabei so gewdhlt, daf bei unver&inderter

Gesamtkohlenstoffmenge von 90 mg C der Glucose-Anteil der
Mischungen erniedrigt wurde. In Abb.32-35 ist der Verlauf
der Restkohlenstoffgehalte in diesen Mischungsreihen dar-
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gestellt. Bei Methionin (wie auch bei Linolsdure) ist der
RKG-Wert vom Glucose-Zusatz unabhdngig.

Probenmaterial Phe(%) His (%) Try(%) Met (%) Lin(%)

Algen 0.66 0.97 = 0.2 0.23 -
Milchpulver 1.46 2.50 =90.2 =90.5 -
Leber 3.63 3.02 0.7 1.41 -
Schweineblut 5.29 7.28 1.2 =0.5 -
Olivendl 8.2
Maiskeimdl 1 43.7
Maiskeimdl 2 55
Sonnenblumendl 1 57.8
Sonnenblumendl 2 60
Butterfett 1.1

Tab.l14: Zusammensetzung biologischer Materialien beziiglich
der unvollstdndig abbaubaren Bestandteile

Mit: Phe = Phenylalanin Met = Methionin
His = Histidin Lin = Linolsdure
Try = Tryptophan
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bei Zusatz von Glucose (ergdnzt zu 90 mg C gesamt)
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Bei Phenylalanin, Histidin und Tryptophan gehen die RKG-
Werte mit abnehmenden Anteilen in der Probeneinwaage zu-
riick; auch in den entsprechenden realistischen Bereichen,
die ihre Konzentration in biologischen Materialien wieder-
spiegeln, &ndern sich die RKG-Werte nur wenig. Daher kdnnen
die in diesen Bereichen beobachteten Werte duréh Mittelung
zu dem fiir biologische Proben realistischen RKG zusammen-
gefaft werden. Es ergeben sich folgende realistische Rest-

kohlenstoffgehalte:

1. Phenylalanin: 44 3%

2. Histidin: 27 %

3. Tryptophan: 11 %

4. Methionin: 9 % ™
5. Linolsdure: 10 8 ™

*>Aus Tab.12 iibernommen

Wihrend der RKG-Wert bei den erstgenannten drei Aminosduren
auch mit ansteigender NOz-Konzentration im Reaktionsgemisch
nur langsam auf einen nicht weiter unterschreitbaren Wert
abfdllt, wird Betain schon durch Zusatz von wenig Glucose
praktisch vollstdndig aufgeschlossen: Setzt man einer 90 mg
Kohlenstoff entsprechenden Betain-Einwaage vor dem Auf-
schlup neben 3 ml 69 %$iger Salpetersdure 50 pl fliissiges
NO= zu, so wird der RKG von sonst 81 auf 7 % verringert.
Die kleine Menge NO= reicht offensichtlich aus, um die
Reaktion "anspringen" zu lassen. Setzt man an Stelle von
NO= ein Gas wie CO= oder C2F4Cl=> zu, so wird dieser Effekt
nicht beobachtet. Die alleinige Druckerhdhung im System
scheidet als Ursache also aus. Die Stickstoffbasen Uracil
und Cytosin verhalten sich gegeniiber NO=z analog.

In den nachfolgend beschriebenen Versuchen wurden die in
Tab.14 aufgefiihrten aminosdurehaltigen Materialien mit Ein-
waagen eingesetzt, die jeweils 90 mg C entsprechen. Die



103

darin enthaltenen Aminosdure-Mengen - berechnet aus den
Werten der Tab.14 - sind in Tab.l1l5 zusammengestellt.

Probenmaterial Einwaage Phe/mg His/mg Try/mg Met/mg

(mg)
Algen 256 7 2.5 =0.5 0.6
Milchpulver 218 2 5.5 =0.5

Leber 175 6.4 5.3 1.2 2.5
Schweineblut 178 4 13.0 2.1 =1

Tab.15: In 90 mg C entsprechenden Einwaagen biologischer
Materialien enthaltene Aminosdure-Mengen

Aus den Tabellenwerten und aus den fiir jede einzelne Amino-
sdure in biologischen Materialien zu erwartenden RKG-Werten
(vgl. S§.102) kénnen die Gesamt-Restkohlenstoffgehalte abge-
schidtzt werden. In Tab.16 sind solche Werte fiir vier unter-
schiedliche Probenmaterialien den entsprechenden Mefergeb-

nissen gegeniibergestellt.

Stoff RKG berechnet (%) RKG gemessen (%)
Algen

Milchpulver

Leber 3.0 3.6
Schweineblut

Tab.16: Berechnete und beobachtete Gesamt-RKG-Werte beim
Druckaufschluf biologischer Materialien

Bei Algen und bei Milchpulver konnten die Beitrdge von
Tryptophan, bei Milchpulver und Blut die von Methionin
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nicht beriicksichtigt werden, da deren Gehalte nicht zugdng-
lich waren. Die entsprechenden RKG-Werte kdénnen jedoch
durch Tryptophan maximal um 0.04 %, durch Methionin maximal
um 0.05 % erhdht sein, was fiir die Bilanz von nur unterge-
ordneter Bedeutung ist. Die gute Ubereinstimmung belegt
auch hier die Richtigkeit der zugrundeliegenden Annahmen.

In Abb.36 ist die Abhdngigkeit des Restkohlenstoffgehaltes
vom Linolsdure-Gehalt bei Fetten dargestellt. Der RKG-Wert
fiir reine Linolsdure betrdgt 10.3 % (Tab.12). Die Auf-
schliisse konnten aus den erwdhnten Griinden ohne Zusatz von
Glucose durchgefiihrt werden, wobei die in Tab.14 angegebe-
nen linolsdurehaltigen Fette als Probenmaterialien einge-
setzt wurden. Die Linolsdure-Gehalte der untersuchten Fette
kénnen ebenfalls Tab.14 entnommen werden. Der experimentell
ermittelte Restkohlenstoffgehalt beim Aufschluff von Butter-
fett mit einem Linolsdure-Gehalt von 1.1 % betrdgt 0.11 %.
Das Butterfett wurde durch Erhitzen von Butter gewonnen,

wobei die enthaltenen Proteine ausflocken und abgetrennt

12

Reine Linolsdure -—

i
Q
1

Restkohlenstoffgehalt (%)

° .
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Abb.36: Fette; Abhdngigkeit des RKG-Wertes vom

Linolsdure-Gehalt
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wurden. Das Ergebnis des Aufschlusses zeigt deutlich, dap
die gesdttigten Fettsduren der Butter vollstédndig abgebaut
werden und der Riickstand ausschlieflich auf Linols&ure zu-
riickgefiihrt werden kann.

4.8.4 Voltammetrische Untersuchungen an Aufschlufldsungen
organischer Substanzen

Fiir die square-wave-inversvoltammetrischen Untersuchungen
wurden LOsungen aus den Aufschliissen der in Tab.1ll1 aufge-~
fiihrten Verbindungen ohne Glucose-Zusatz (vgl. Kap.4.8.2)
verwendet. Das Mefverfahren wurde in Kap.4.5 beschrieben.
Je 1.0 ml einer Aufschlufl&sung wurde mit 5 ml Wasser ver-
setzt. Nach Entliiften wurde 10 s bei ~1.2 bzw. -0.75 V
elektrolytisch angereichert. Die Signale der Substanzen
kénnen in eine Reihe ansteigender Intensitdten eingeordnet
werden, wenn jeweils das intensivste Stdrsignal berilick-
sichtigt wird. Wird im Bereich zwischen -0.75 und 0.25 V
mehr als ein Peak beobachtet, so wird dies nachfolgend in
Klammern vermerkt. Es ergibt sich folgende Rangordnung:

1. Verbindungen mit Signalen =10 nA

- alle Kohlenhydrate

- alle Fette und Fettbausteine aufer ungesattigte
Fettsduren

- alle nichtaromatischen Carbonsduren

- Prolin und alle vollstdndig aufschliefbaren Aminos&uren
und Peptide, aufer Tyrosin und seine Derivate

- Glucosephosphate

- Eicosanol

- Methylamine

- Harnstoff, Ethanolamin, Ethylendiamintetraessigsdure

- Palmitoyllecithin und Cholin

- Methylierte Glycine

- Cytidin, Uridin, Guanin

- Methionin



106

Verbindungen mit Signalen 10-100 nA
Olsdure

Eicosan

Arginin, Tyrosin, Glycil-tyrosin
Adenin

Linolsdure

Hypoxanthin

Adenosin

Diaminohexan

Linolensaure

Verbindungen mit Signalen 100-500 nA
Desoxyribonucleinsdure, Ribonucleinsdure
Adenosinmonophosphat, Adenosintriphosphat
Nicotinsdure und -amid
Dihydroxyphenylalanin

Lecithin aus Eiern (2 Signale)
Haematoporphyrin
1,2-Bis~(3-aminopropylamino)-ethan
Thymin, Inosin

Cholesterin

Androsteron (2 Signale)
Dihydronicotinamid-adenin~dinucleotid

Verbindungen mit Signalen = 500 nA
Haeminchlorid 780 nA

Aminohippursdure 3700 und 700 nA (2 Signale)
Nicotinamid-adenin-dinucleotid 600 nA

Nicotinamid-adenin-dinucleotid-phosphat 600 nA

Histidin 2500 nA

Cytosin 82000 nA
Glycil-histidin 530 nA
Riboflavin 6000 nA
Tryptophan 2300 nA
Alanyl-tryptophan 1500 nA
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- Uracil 88600 nA s>
- Glycil-phenylalanin 27000 und etwa 2000 nA (2 Signale)s?
- Phenylalanin 32000 und etwa 3000 nA (2 Signale)s>
- Phenylalanyl-phenylalanin 32000 und etwa 3000 nA
(2 Signale)s?
- Benzoesdure 40000 und etwa 3000 nA (2 Signale)s?
- Hippursdure 43000 und etwa 3000 nA (2 Signale)s>

Die L&sungen von Cyclododecan, Polyethylen und die der drei
Hydroxybenzoesduren wurden nicht voltammetrisch untersucht.
Stoffe, die praktisch vollstdndig abgebaut werden, liefern
keine oder nur geringfiigige StOrsignale, die unter Umst&n-
den auch auf Verunreinigungen der Ausgangsproben zuriickzu-
fihren sind. Die in biologischen Materialien zu erwartenden
Gehalte der untersuchten Stoffe machen deutlich, daf nur
die Aminosduren Phenylalanin, Histidin und Tryptophan einen
nennenswerten Beitrag zu Stbrsignalen bei der Analyse
solcher Stoffe leisten.

Uracil und Cytosin liefern zwar intensive Signale, die ent-
sprechenden Nucleoside Uridin und Cytidin werden jedoch
vollstdndig abgebaut und verursachen deshalb keine nennens-
werten StOrungen (vgl. Kap.4.8.2). Benzoe-, Hippur- und
Aminohippursdure kommen in biologischen Materialien prak-
tisch nicht vor.

Die aus den AufschluflSsungen von Benzoe- und Hippursdure
resultierenden Signale stimmen mit denen nach Aufschluf von
Phenylalanin und seiner Derivate iiberein. Eine quantitative
Bewertung der Signale ist bei den letztgenannten Verbin-
dungen aufgrund der hohen unléslichen Anteile im Aufschluf-
riickstand nicht mdglich. Neben den Stdrsignalen wurde bei

é>Die zu 10.0 ml aufgenommenen Aufschlufriickstdnde konnten
nicht vollstdndig in L&sung gebracht werden. Zur voltam-
metrischen Untersuchung wurde nur die iiberstehende L&sung
eingesetzt. Die unter Analysenbedingungen auftretenden
Storsignale sind also weit intensiver, da in allen Fdllen
bedeutende Riickstdnde hinterbleiben.
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den Aufschlufldsungen der tabellierten Verbindungen auch
der Wasserstoffstrom bei -1.2 V ermittelt. Bildet man den
Quotienten aus den Wasserstoffstrtmen der Probeldsungen

Ix2 (Pr) sowie einer Modell-Ldsung von gleicher Aciditédt
In= (Mod), so koénnen die untersuchten Verbindungen in einer
Reihe ansteigender Verhdltniszahlen geordnet werden:

1. In2 (Pr)/Iu= (Mod): 1-1.5

- alle Aminosduren, aufer Tryptophan, Histidin und
Phenylalanin

- alle Peptide, die keine dieser drei Aminosduren
enthalten

- alle Kohlenhydrate

- alle Fette und Fettbausteine

- alle nichtaromatischen Carbons&duren

- Glucosephosphate

- Methylamine

- alle Nucleoside

- Eicosan, Eicosanol

- Palmitoyllecithin

- Adenosinmonophosphat und Adenosintriphosphat

- Methylierte Glycine

- Ethylendiamintetraessigsdure

- Cholin, Ethanolamin, Diaminohexan

- alle Purinbasen und Thymin

2. Inx2 (Pr)/Im= (Mod): 1.5-2
- 1,2-Bis~(3-aminopropylamino)-ethan
- Cholesterin und Androsteron

- Ribonucleinsdure

3. Iu2 (Pr)/Imu= (Mod): = 2

- Harnstoff 3.4

- Haematoporphyrin 2.7

- Desoxyribonucleinsdure 2.8
- Haeminchlorid 2.9

- Lecithin aus Eiern 4.3
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- Dihydronicotinamid-adenin-dinucleotid 5.3
- Aminohippurs&dure 7.2

- Nicotinamid-adenin-dinucleotid 30

~ Nicotinamid-adenin-dinucleotid-phosphat 28
- Histidin 4.4

- Cytosin 4.0

- Nicotinsdure 60

- Nicotinsdureamid 58

- Glycil-histidin 2.8

- Alanyl-tryptophan 9.5

- Tryptophan 8.8

- Riboflavin 16

- Uracil 5.0 s>

- Glycil-phenylalanin 4.6 €?>

- Phenylalanin 4.1 &>

- Phenylalanyl-phenylalanin 4.3 s>

- Benzoesdure 4.3 >

- Hippursdure 3.3 €)

Alle Verbindungen, die eine Erhdhung des Wasserstoffstromes
um den Faktor 1-2 bewirken, sind - auch aufgrund ihrer
geringen Konzentrationen in biologischen Materialien - fiir
die Abschdtzung der Bilanz des Wasserstoffstromes belang-
los. Da die Aufschluflésungen durch iiberschiissige Salpeter-
sdure ohnehin stark sauer sind, fallen beim Aufschluf ge-
bildete anorganische Sduren (Schwefelsdure aus S-haltigen
Aminos&duren, Phosphorsdure aus ihren Estern) nicht ins Ge-
wicht. Der Aufschlufl von Harnstoff zeigt, daf entstehende
Ammonium-Ionen ebenfalls zu einer ErhShung des Wasserstoff-
stromes fiihren. Die Frage, ob und aus welchen Aminosiduren
Ammonium gebildet wird, wird zusammen mit der Phosphor- und
Schwefel-Bilanz behandelt (Kap.4.11l).

€>vgl. Fufnote 6) auf Seite 107
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Nicotinsdure und ihre Derivate verursachen - verglichen mit
den anderen Substanzen - einen besonders stark erhdhten
Wasserstoffstrom. Dies steht mit den von NURNBERG (114)
mitgeteilten Ergebnissen in Einklang, nach denen organische
Stickstoffbasen eine katalytische ErhShung des Wasserstoff-
stromes bewirken (vgl. Kap.3.3).

Der erhBhte Wasserstoffstrom und die Tatsache, daf Nicotin-
sdure praktisch nicht abgebaut wird, deuten deshalb darauf
hin, daf das aromatische System der Verbindung beim Auf-
schluf erhalten bleibt. Dennoch spielen diese Verbindungen
bei der Bilanz aufgrund ihrer niedrigen Konzentrationen in
biologischen Materialien keine Rolle. Fiir die Gesamtbilanz
der Erzeugung von Wasserstoffstrdmen sind aus dieser letzt-
genannten Gruppe wiederum nur die Aminosduren Phenylalanin,
Histidin und Tryptophan von Bedeutung.

Benzoesdure und Hippursdure fiihren zu WasserstoffstrSmen in
dhnlicher H6he wie Phenylalanin und dessen Derivate. Da
hier auch iibereinstimmende Stdrsignale im Bereich -0.75 -
0.25 V beobachtet werden, ist zu vermuten, daff beim Auf-
schluf gleiche oder &hnliche Verbindungen gebildet werden.

Festzustellen ist schlieflich, dap die genannten St8rungen
in gleichem Mafe auch bei der inversen Differential-Puls~-
Voltammetrie auftreten, und zwar sowohl die Wasserstoff-
stréme, die in ihrer Hohe gut mit denen der inversen
Square-Wave-Voltammetrie libereinstimmen, als auch die Stér-
signale, die, analog den Metallsignalen, hier weniger
intensiv sind. Entsprechendes gilt auch fiir den Grundstrom,
was an Phenylalanin, Histidin, Tryptophan, Nicotinsdure und
Benzoesdure iiberpriift wurde. Eine quantitative Abschdtzung
der Beitrdge einzelner Reaktionsprodukte zum Wasserstoff-
strom nach Aufschluf biologischer Materialien erfolgte an
Aminosduren in den fiir biologische Materialien relevanten
Konzentrationsbereichen unter Zusatz von Glucose.
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Als unzersetzte Verbindungen verursachen Phenylalanin,
Tryptophan und Histidin in salpetersaurer L&sung keine
nennenswerten Storsignale, sofern diese Aminosduren in fiir
Biomaterialien relevanten Mengen eingesetzt werden. Ledig-
lich Histidin (1.0 mg Histidin + 50 pl 69 %$ige HNOs in

6 ml Mefldsung) erhdht den Wasserstoffstrom bei -1.2 V um
den Faktor 3.0, wenn man mit einer wifrigen LOsung dersel-
ben Aciditdt vergleicht; Phenylalanin und Tryptophan geben
den Effekt nicht, der wohl darauf zuriickzufiihren ist, daf
Histidin als Stickstoffbase die Wasserstoffabscheidung
katalysiert. Die bei der Analyse von Aufschlufldsungen
dieser Stoffe beobachteten Stdrungen sind folglich auf
Umsetzungsprodukte zuriickzufiihren.

Quantitative Untersuchung der inversvoltammetrischen
Stérungen

Unter Zusatz von Glucose als "Hilfsmatrix" wurden Trypto-
phan, Phenylalanin und Histidin in wechselnden Einwaagen
aufgeschlossen, wobei die Kohlenstoff-Gesamtmenge jeweils
konstant bei 90 mg C gehalten wurde. Eingesetzt wurden:
Phenylalanin: 0.217-11.00 mg; Histidin: 1.73-11.12 mg;
Tryptophan: 0.168-9.61 mg. Die Verbindungen wurden unter
diesen Bedingungen zu klaren, rilickstandsfreien L&sungen
aufgeschlossen. Aus den Aufschlufldsungen des Phenylalanins
aus hoheren Einwaagen - auch bei Schweineblut - f&llt nach
wenigen Tagen ein weifler Niederschlag aus, so dafB diese
L6ésungen nur begrenzt haltbar sind. Die Reaktionsprodukte
des Phenylalanins sind also, zumindestens teilweise, in
verdinnter Sdure schlecht 16slich. Aufschlufldsungen des
Tryptophans liefern das in Abb.37, solche des Histidins das
in Abb.38 dargestellte Stdrsignal. Die Abhdngigkeit der
Peakhdhe von der Aminosdure-Einwaage ist aus Abb.39 und 40
ersichtlich.
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Abb.37: Stbrsignal nach Druckaufschluf von Tryptophan unter
Glucose-Zusatz (-0.75 -—» 0.25 V) (SWASV)
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Abb.38: Storsignal nach Druckaufschluf von Histidin unter
Glucose-Zusatz (-0.75 — 0.25 V) (SWASV)
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Abb.39: Tryptophan (Aufschluf unter Glucose-Zusatz); Ab-
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Abb.40: Histidin (Aufschluf unter Glucose-Zusatz); Ab-

hédngigkeit der SignalhShe von der Einwaage (SWASV)
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Die mit der Konzentration ansteigenden Signale des Histi-
dins (-0.1 V) und des Tryptophans (0 V) sind in ihrer Form
unabhdngig von der Einwaage. Das Signal des Histidin-Riick-
standes ist allerdings deutlich weniger intensiv. Der Riick-
stand aus Tryptophan liefert ein zusammengesetztes Signal,
was darauf hinweist, daf mindestens zwei Elektrodenreak-
tionen ablaufen, beim Aufschluff vermutlich also verschie-
dene Oxidationsprodukte gebildet werden. Der Beitrag des
durch den Histidin-Riickstand verursachten Signals zum
"Stbrsignal 2" beim Aufschluf biologischer Materialien
(Abb.49) ist gering; analoges gilt fiir Tryptophan. Beim
Aufschluf von Schweineblut kann der Riickstand des Trypto-
phans maximal 3 %, der des Histidins maximal 2 % zur Peak-
héhe des "Signals 2" (Abb.49) beitragen. Das nach Aufschluf
biologischer Materialien beobachtete "Stdrsignal 1" ist
also auschlieflich, das "Signal 2" zu etwa 95 % auf Reak-
tionsprodukte des Phenylalanins zurlickzufiihren. Die Voltam-
mogramme fiir Aufschlufldsungen aus verschiedenen Einwaagen
von Phenylalanin sind in Abb.41 dargestellt.

Bemerkenswert an Abb.41 ist, daf sich mit der Konzentration
nicht nur die Hohe der Signale &ndert, sondern auch die
Form der Voltammogramme. Wdhrend der Aufschluf von 0.217 mg
Phenylalanin zu den bei biologischen Materialien beobachte-
ten Stérpeaks fiihrt, steigt der Strom im Spannungsbereich
zwischen Peak 1 und Peak 2 mit steigender Einwaage an, bis
schlieflich ein neues Signal an dieser Stelle erscheint.
Dieses Verhalten wird bei Aufschliissen biologischer Proben-
materialien nicht beobachtet (vgl. Abb.28). Die verschiede-
nen Signale der Voltammogramme konnen also nicht miteinan-
der verglichen werden. Verdiinnt man die Phenylalanin-Auf-
schlufldsung hdchster Konzentration (9.11 mg) bei konstan-~
ter Aciditdt (50 pl HNOs/6 ml), so erreicht man den glei-
chen Effekt wie bei abnehmender Einwaage: Mit zunehmender
Verdiinnung nimmt das mittlere Std6rsignal ab und verschwin-
det schlieflich ganz. Der Effekt ist folglich konzentra-
tionsabhdngig und kann nicht auf unterschiedliche Reak-
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0.217 mg
AI(pA i 2.43 mg
(+A)| Phenylalanin Phenylslanin
8.2
2.1}
o.9- 2.8
2.8 3.60 mg 24-4.64 mg
Phenylalanin Phenylalanin .

9.11 mg

6.78 mg Phenylalanin

3.8 Phenylalanin 3.a

Abb.41: Aufschliisse von Phenylalanin unter Glucose-Zusatz;

Abhdngigkeit der Signalform von der Einwaage

(-0.75 —> 0.25 V) (SWASV)
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tionsprodukte beim Aufschluf zuriickgefiihrt werden. Zur na-
heren Untersuchung dieses Verhaltens wurden die Gleichspan-
nungs-Polarogramme derselben L&sung gemessen (Tropfzeit

0.5 s, Spannungsvorschub 4 mVes—*). Dabei wurde ausgenutzt,

I(+10upA)

1.8

1.8

8.3

8.7

Abb.42: Leber; Gleichspannungs-Polarogramm der Aufschluf-
lésung (0.25 — -0.85 V)

dap mit dieser Methode infolge der Reaktion der organischen
LOsungsbestandteile zwar Stufen erhalten werden, die
Schwermetallsignale aufgrund der niedrigen Konzentrationen
und wegen der hier fehlenden elektrolytischen Voranreiche-
rung jedoch noch nicht auftreten. Der fiir biologische Mate-
rialien charakteristische Stromverlauf ist in Abb.42 am
Beispiel des Polarogramms der Leber-Aufschluflésung darge-
stellt. Man beobachtet eine intensive polarographische
Stufe bei -0.07 V und eine zweite, weniger intensive bei
etwa -0.35 V. Die Stufe bei -0.35 V ist durch ein Maximum
iiberh6ht, dessen Intensitat jedoch so gering ist, daf es im
Square-Wave- und im Differential-Puls-Inversvoltammogramm
nicht sichtbar ist. Der Stromverlauf in Abb.42 wird auch
bei Aufschlufldsungen von Algen, Milchpulver und Schweine-
blut beobachtet; hier andern sich lediglich die Stufenhdhen
in Abhdngigkeit vom Stickstoffgehalt der Ausgangsproben.
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In Ubereinstimmung mit dem durch Square-Wave-Voltammetrie
erhaltenen Befund ist das Polarogramm der L&sung aus dem
Aufschluf von 0.217 mg Phenylalanin (Abb.43) mit der Kurve
aus Aufschluflésungen biologischer Materialien beziiglich
der Stufenform identisch. Bei 2.43 mg Phenylalanin ist das
beschriebene polarographische Maximum jedoch bereits inten-
siver als bei Aufschlufldsungen biologischer Materialien.
Dabei nimmt das Maximum mit steigender Phenylalanin-Ein-
waage zu (Abb.43).

Nach Aussage der Polarogramme kann man also folgern, dap
die Riickstdnde aus Phenylalanin zweistufig umgesetzt wer-
den; bei hoher Konzentration der Reaktionsprodukte wird die
zweite polarographische Stufe bei -0.35 V von einem Maximum
iberlagert. Dieses Maximum tritt in der SWASV und DPASV als
zusdtzlicher Peak auf, jedoch nicht bei Aufschlufl&sungen
biologischer Materialien. In der Aufschlufldsung eines ent-
sprechenden biologischen Materials - z.B. von Leber - muf
also eine Substanz vorhanden sein, die dieses Maximum weit-
gehend unterdriickt. Dies wurde zundchst fiir die anorga-
nischen Bestandteile iiberpriift: 175 mg Leber (etwa 90 mg C)
wurden bei 300°C mit dem Hochdruckverascher nach KNAPP
(siehe Kap.4.6.3) mit 2 ml 69 %iger Salpetersdure vollstédn-
dig aufgeschlossen. Dampft man die erhaltene L&sung zur
Trockene ab (130°C), so hinterbleiben praktisch keine orga-
nischen Stoffe (RKG=0.08 %) (129). Die der Leber-Einwaage
entsprechende Menge an Phenylalanin (6.4 mg) wurde unter
Zusatz von Glucose parallel dazu bei 180°C im PTFE-Gefdf
aufgeschlossen. Anschliefend wurden beide L&sungen vereint
und zur Trockene eingeengt. Der Riickstand wurde mit 0.5 ml
Salpetersdure und Wasser zu 10.0 ml aufgenommen. Im Polaro-
gramm der resultierenden Mefl&sung tritt das Maximum unver-
dndert auf. Das Square-Wave-Voltammogramm ist entsprechend
gestdrt.
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Abb.43: Gleichspannungs-Polarogramme von Phenylalanin-
Aufschlupfldsungen verschiedener Einwaagen
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In einem weiteren Experiment wurden der Mischung von Phe-
nylalanin und Glucose vor dem Aufschluf die der Leber
entsprechenden Mengen an Histidin (5.3 mg), Tryptophan

(1.2 mg) und Methionin (2.5 mg) zugesetzt, da nur diese
Stoffe zusdtzliche organische Riickstdnde liefern. Hier
zeigte sich nun, daf das polarographische Maximum auf die
bei Biomaterial-Aufschliissen iibliche geringe Intensitédt
reduziert ist und - analog dazu - das mittlere Stdrsignal
im inversen Square-Wave-Voltammogramm verschwindet. In ge-
trennten Versuchen konnte durch Kombination von Phenyl-
alanin mit jeder der betreffenden Aminosduren bewiesen wer-
den, daf lediglich der aus Tryptophan gebildete organische
Riickstand fiir die Eliminierung des Maximums verantwortlich
ist. Um die aus Phenylalanin-Riickstdnden resultierenden
Signale fiir einen Vergleich mit denen aufgeschlossener
biologischer Proben zu simulieren, muf also zum Aufschluf
von Phenylalanin unter Glucose-Zusatz auch Tryptophan zu-
gemischt werden. Dabei ist jedoch zu beachten, daff Trypto-
phan einen geringen Beitrag zum intensiveren "“Signal 2" des

Phenylalanin-Riickstandes liefert.

Zur Uberpriifung wurden 0.45 - 10.2 mg Phenylalanin unter
Zusatz von 1.0 * 0.1 mg Tryptophan und Glucose - insgesamt
jeweils 90 mg C - aufgeschlossen. Die anschliefende Unter-
suchung erfolgte durch inverse Square-Wave-Voltammetrie
(Bedingungen: vgl. S.105). Die Intensitdt des bei positi-
verem Potential auftretenden "StOrsignals 2" wurde nach
Abzug des Tryptophan-Anteils (gemd@ff Abb.39) gegen die
Einwaage an Phenylalanin aufgetragen (Abb.44). Man erhdlt
eine lineare Beziehung (Korrelation r = 0.9990). Errechnet
man aus Tab.15 und Abb.39 fiir verschiedene Probenmateria-
lien die dem Tryptophan-Riickstand zuzuschreibenden Signal-
anteile und korrigiert diese am "Signal 2" der Proben, so
erhdlt man aus Abb.44 folgende Werte fiir den Phenylalanin-
Gehalt pro Einwaage (entspr. 90 mg C):

Algen: 1.9 mg Milchpulver: 4.3 mg

Leber: 6.8 mg Schweineblut: 10.2 mg
Die Werte stimmen gut mit denen aus Tab.1l5 iiberein.
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Abb.44: Phenylalanin; Aufschluf unter Zusatz von Glucose
und Tryptophan, Abhdngigkeit der PeakhShe des
“Storsignals 2" von der Einwaage (SWASV)

Zu erwdhnen ist noch, dafl das "StOrsignal 2" bei Aufschluf
von 0.447 mg Phenylalanin bei -0.07 V erscheint, mit zu-
nehmender Einwaage an Phenylalanin jedoch in den negative-
ren Potentialbereich verschoben wird. Mit 10.17 mg Phenyla-
lanin findet man es bei -0.102 V. Diese Verschiebung wird
auch bei Aufschlufldsungen biologischer Materialien beob-
achtet, wobei die Potentiale mit denen von Modell-L&sungen
vergleichbarer Phenylalanin-Einwaagen iibereinstimmen. Ver-
diinnt man die LOsung nach Aufschluf von 10.17 mg Phenyl-
alanin, so wird diese Potentialverschiebung bei konstanter
Aciditat der Mefldésung ebenfalls beobachtet. Sie ist also
konzentrationsabhdngig und kann nicht auf verschiedene

Oxidationsprodukte zuriickgefiihrt werden.

Schlieflich war zu belegen, dap Glucose zum Ersatz der im
Aufschluf biologischer Materialien vollstdndig minerali-
sierbaren Probenbestandteile auch bei den voltammetrischen

Untersuchungen problemlos als "Hilfsmatrix" verwendet wer-
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den kann. Dazu wurde Einwaagen von 4 - 10 mg Phenylalanin
Algenpulver als Matrix zugewogen. Die Intensitdt des allein
aus dem Algen-Anteil resultierenden "St8rsignals 2" ist be-
kannt (Abb.28) und wurde vom Bruttosignal subtrahiert. Die
so korrigierten Signalhdhen der Reaktionsprodukte des
Phenylalanins stehen in guter Ubereinstimmung mit den durch
Zusatz von Glucose erhaltenen Werten (Abb.44). Daraus kann
abgeleitet werden,
a.) dap Glucose als "Matrixersatz", der keine voltamme-
trischen Stdrsignale liefert, geeignet ist und
b.) dap sich in Algen gebundenes und freies Phenylalanin
beim Aufschluf gleich verhalten.

Dies ist zugleich ein weiterer Hinweis dafiir, daf Peptide
beim Aufschluf zundchst hydrolytisch gespalten werden und
die Aminosduren nachfolgend unabhdngig voneinander weiter-
reagieren. Hier zundchst nicht diskutiert wird die Beobach-
tung, nach der die Reaktionsprodukte von Phenylalanin und
Tryptophan, abhdngig von der Einwaage, zu einer Erh&hung
des Wasserstoffstromes fiihren, wogegen die unzersetzten
Aminosduren diesen Effekt nicht zeigen. Histidin verhdlt
sich umgekehrt: Wahrend die unzersetzte Aminosdure eine
konzentrationsabhdngige Erhdhung des Wasserstoffstromes
verursacht, findet man dies bei den Reaktionsprodukten
nicht mehr, wenn in den bei Biomaterial-Aufschliissen auf-
tretenden Konzentrationen gemessen wird. Siehe hierzu
Kap.4.9.1.

Zusammengefapt haben die voltammetrischen Untersuchungen
folgende Ergebnisse erbracht: Die Stdrsignale bei der
voltammetrischen Elementanalyse von L&sungen biologischer
Materialien nach Druckaufschluf bei 180°C mit nachfolgendem
Abrauchen bei 130°C sind hauptsdchlich auf Reaktionspro-
dukte des Phenylalanins, zu geringeren Anteilen auf solche
des Tryptophans und des Histidins zuriickzufiihren. Alle
anderen in biologischen Materialien vorhandenen Stoffe
liefern keine nennenswerten Beitrdge zu den beobachteten
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Storsignalen, da sie entweder vollstdndig abgebaut werden
oder in so geringen Konzentrationen vorliegen, daf die
Stérsignale ihrer Reaktionsprodukte nicht gefunden werden.
Andere Stoffe, wie Methionin und Linolsdure, liefern offen-
sichtlich Produkte, die im untersuchten Potentialbereich

voltammetrisch inaktiv sind.

4.9 Identifizierung der Aufschlup-Riickstinde

4.9.1 Identifizierung der Riickstdnde aus Aufschliissen

definierter Substanzen

Um aus den Aufschluf-Riickstdnden ausreichende Substanzmen-
gen zur weiteren Untersuchung isolieren zu kénnen, wurden
Phenylalanin, Histidin, Methionin, Tryptophan und Linol-
sdure zundchst ohne Zusatz von Glucose unter den Standard-
Bedingungen aufgeschlossen: Temperatur: 180°C; Aufschluf-
zeit: 3 h; Sdure: 3 ml 69 %ige HNOs; Gefdpfvolumen: 35 ml;
Abrauchen bei 130°C bis zur Trockene. Dabei wurde voraus-
gesetzt, daf die Art der im Aufschlufprozefl gebildeten
Verbindungen vom Glucose-Zusatz unabhdngig ist und daf bei
Phenylalanin, Tryptophan und Histidin lediglich die Menge
der Riickstdnde vom Glucose-Zusatz und somit von der NO-=-
Konzentration abhdngt. Bei Methionin und Linolsdure hat der
Zusatz von Glucose, wie gezeigt wurde, keinen Einfluf auf
den RKG-Wert, da bereits beim alleinigen Aufschluf dieser
Stoffe geniigend NO=> entsteht, um die problematischen
Probenbestandteile optimal zu oxidieren. Zur Identifizie-
rung der enthaltenen Verbindungen wurden die Aufschluf-
Riickstdnde nach dem Abrauchen den abgekiihlten PTFE-Tiegeln
entnommen. Die Riickstdnde haben folgende Eigenschaften:
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Riickstand aus Phenylalanin:
- Erhéht man die Abrauchtemperatur im PTFE-Gef&dp auf

180°C und hdlt diese 1 h bei, so kann der RKG-Wert
beziiglich Phenylalanin auf 0.8 % verringert werden;
98 % des im Riickstand gebundenen Kohlenstoffs sind
also bei 180°C fliichtig.

Das "Stdrsignal 2" der inversen Square-Wave-Voltamme-
trie (SWASV) ist unsymmetrisch. Dies deutet auf ein
Stoffgemisch mit iiberlagerten Signalen bei unter-
schiedlichen Potentialen hin.

Der Riickstand ist hellgelb, fest und 1&slich in
Aceton, jedoch unléslich in Wasser und Chloroform.

Riickstand aus Histidin:
- Der Riickstand ist bei 180°C nicht fliichtig.
- Er liefert nur sehr geringe Stdrsignale bei der SWASV,

die, bezieht man auf den hohen RKG-Wert, vermutlich
auf Nebenprodukte von geringer Konzentration zuriick-
zufiihren sind. Das Hauptprodukt ist also voltamme-
trisch inaktiv.

Der Riickstand ist farblos, fest und 1&slich in Wasser,
jedoch unldslich in Aceton und Chloroform. Die Sub-
stanz ist also polar.

3. Riickstand aus Tryptophan:

- Etwa 50 % des Riickstandes (als C) sind bei 180°C

fliichtig; er besteht also aus einem Stoffgemisch.

Der Riickstand liefert bei der SWASV mindestens 2 iiber-
lagerte Signale, was ebenfalls auf ein Stoffgemisch
hinweist.

Der Riickstand ist intensiv gelb, fest, aber von
klebriger Konsistenz. Er ist 18slich in Aceton, jedoch
unléslich in Wasser und Chloroform.
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Riickstand aus Linolsdure:

Der Riickstand (als C berechnet) ist bei 180°C zu 98 %

fliichtig.

Er ist im untersuchten Potentialbereich voltammetrisch
inaktiv.

Er ist farblos, fest und 1l0slich in Wasser und Aceton,
jedoch unléslich in Chloroform

Riickstand aus Methionin:

Der Riickstand ist bei 180°C fliichtig (=99 %).

Er ist im untersuchten Potentialbereich voltammetrisch
inaktiv.

Er ist farblos und fliissig.

Er reagiert, in Wasser geldst, stark sauer.

Der Riickstand besitzt auch bei 130°C schon einen hohen
Dampfdruck, so daf die Kohlenstoffbestimmung nach Ab-
rauchen bei 130°C sehr unreproduzierbare Ergebnisse
liefert (RKG 9 %; s = 0.2). Die coulometrische Koh-
lenstoffbestimmung nach UV-Photolyse in der nicht ab-
gerauchten Aufschluflésung fithrt zu einem gut repro-
duzierbaren RKG-Wert von 19.8 t 0.2 %. Da Methionin
finf verschieden gebundene Kohlenstoffatome besitzt,
ist zu vermuten, daff nur eine Bindungsform davon beim
Aufschluf3 quantitativ erhalten bleibt. Der unter die-
ser Annahme 2zu erwartende RKG-Wert betrdgt 20 % und
stimmt sehr gut mit dem beobachteten Wert von 19.8 %
iiberein.

Der Riickstand ist 16slich in Wasser, mdfig 1l&slich in
Aceton, jedoch unldslich in Chloroform.

Die Elementaranalyse der Riickstdnde ergab die in Tab.17

zusammengestellten Werte.
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Riickstand aus: C (%) H (%) N (%) S (%)
Phenylalanin 47.8 2.8 9.1 -
Histidin 27.4 2.9 24.5 -
Tryptophan 40.0 2.2 12.3 -
Methionin 12.1 - = 0.002 31.4
Linolsdure 44.7 4.8 =0.2 -

Tab.17: Elementaranalyse von Aufschlufriickstédnden aus
definierten organischen Substanzen

An dieser Stelle kann bereits auf den aus der Aminos&dure
Methionin gebildeten Riickstand geschlossen werden: Da die
Gruppierung -CHz2-CH>-CH(NH=)-COOH bei Glutamin, Lysin und
Arginin im Aufschluf abgebaut wird, kann dies auch fiir
Methionin vorausgesetzt werden. Als Oxidationsprodukt
bleibt Methansulfonsdure (CH2SOsH) zuriick, wobei die end-
stidndige Methylgruppe nicht angegriffen, der Schwefel je-
doch zur Sulfonsdure oxidiert wird. Die filir diese Verbin-
dung erwarteten Gehalte liegen bei 12.5 % C und 33.4 % S.
Ein Vergleich mit den Daten aus Tab.1l7 zeigt, daf Methionin
praktisch ausschlieflich zu Methansulfonsdure umgesetzt

wird.

Zur Aufnahme des *H-NMR-Spektrums wurde der Riickstand in
D20 geldst. Man beobachtet erwartungsgemdf nur ein einziges
Singulett bei 2.7 ppm, das Signal der Methylprotonen. Das
Vergleichsspektrum handelsiiblicher Methansulfonsdure
(Fluka, Buchs, Art.Nr.64280) liefert ein identisches
Signal. Der Nachweis des sauren Protons ist wegen des Aus-
tausches in D20 nicht mdglich; die saure Reaktion in Wasser
gibt jedoch einen deutlichen Hinweis. Die Bildung von
Methansulfonsdure aus Methionin wurde auch von MARTINIE und
SCHILT (26) beim offenen Aufschluf mit Salpeter- und
Perchlorsdure beobachtet.
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Zur Identifizierung der Riickstdnde aus Histidin, Tryptophan
und Linolsdure wurden Infrarotspektren (KBr-Pressling,
Gerdt: IR-Spektralphotometer 283 B, Bodenseewerk Perkin-
Elmer, Uberlingen) sowie die 1H- und 23C-NMR-Spektren
(Gerat: Impuls-Kernresonanzspektrometer Bruker AM-400,
Bruker, Karlsruhe) gemessen. Alle Spektren: siehe Anhang.
Zur Aufnahme von NMR-Spektren wurden die Riicksté@nde aus
Tryptophan und Linolsdure in Deuteroaceton geldst. Da der
aus Histidin gebildete Riickstand nur in Wasser l6slich ist,
wurden die sauren Protonen (vgl. IR-Spektrum) zun&dchst
durch Abrauchen eines Aufschlufriickstandes mit 0.5 ml

65 %iger DNOs (Merck, Darmstadt, Art.Nr.446) und 2.0 ml D=0
gegen Deuterium ausgetauscht, um die im Protonen-NMR-
Spektrum stOrenden Signale zu vermeiden. Zur Aufnahme der
Spektren wurde die D20-Ldsung verwendet. In Tab.1l8 sind die
interpretierbaren Signale des IR-Spektrums (Abb.53) sowie
die der *H-NMR-und der entkoppelten *3C-NMR-Spektren aufge-
fiihrt.

Die IR-Spektren zeigen, daf alle drei Riickstdnde Carboxyl-
gruppen enthalten (OH-Valenzschwingung um 3000 cm-*; CO-
Valenzschwingung einer Carbonsdure bei 1710 - 1730 cm—2)
(138). Weitere Informationen sind den IR-Spektren nicht zu
entnehmen; lediglich beim Histidin-Riickstand kann (siehe
weiter unten) die Bande bei 1380 cm~-* noch zugeordnet wer-
den. Das H-Spektrum des Histidin-Riickstandes (deuteriert)
zeigt nur 2 Singuletts im aromatischen Bereich im Verhdlt-
nis der Integrale von 1:1 (Abb.54). Das *3C-Spektrum weist
die Signale von vier unterschiedlichen C-Atomen auf, davon
drei im aromatischen Bereich und ein Carboxyl-C bei

160.1 ppm im Verhdltnis der Integrale von 1:1:1:1 (Abb.55).
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Riickstand aus: IR-Banden (cm—1%) iH-Signale 13C-Signale

Histidin 2300 - 3600 8.7 (s) 123.3
1710 7.95 (s8) 125.0
1380 135.3
160.1
Tryptophan 2300 - 3700 7.8 - 9.5 110 - 150
1730 12.45 (s) 160 - 170
Linolsédure 2300 - 3600 1.25 12.22
1710 1.47 21.96
2.10 172.36
29.8 (a)
2.04 (a) 207.6 (a)

Losungsmittel-Signal: CDsCOCD=H
Singulett

(a)
(s)

Chemische Verschiebung bei NMR: ppm vs. Tetramethylsilan

Tab.18: IR- und NMR-Signale von Aufschlufriickstédnden;
Spektren im Anhang (Abb.53-62)

Die Integrale der *3C-Signale wurden, wie auch bei allen
noch folgenden Messungen, nach Aufnahme der Spektren mit
Hilfe der "Inverse-Gated"-Technik ermittelt, bei der der
Protonen-Entkoppler nur wdhrend der Aufzeichnungszeit
(Aquisitionszeit) eingeschaltet ist. Nach jeder Aufnahme-
zeit wurde eine Pausenzeit von 10 T, eingehalten, um den
Ubergéngen ein vollstdndiges Relaxieren in die ungestérte
Boltzmann-Verteilung zu ermdglichen. Dabei ist T. die
"longitudinale Relaxationszeit", also die Zeit, die nach
Einbringen der Probe in den Magneten vergeht, bis ein be-
trachteter Ubergang sich bis auf den e’ten Teil dem durch



128

die Boltzmann-Verteilung gegebenen Grenzwert der Magneti-
sierung angendhert hat. Auf diese Weise wird die Energie-
ibertragung der durch die Entkopplerfrequenz angeregten
Protonen (Kern-Overhauser-Effekt) auf die Kohlenstoffkerne
ausgeschaltet, die zu einer Verzerrung der Signal-Intensi-

tdtsverhdltnisse fihrt.

Die Kohlenstoffatome des Histidin-Riickstandes mit Signalen
bei 123.3 und 135.3 ppm sind jeweils an ein Proton gebun-

den, was im nicht entkoppelten *23C-Spektrum durch Dubletts
belegt wird (Abb. 56).

Die beiden anderen C-Atome erscheinen als Singulett und
haben demnach quarterndren Charakter. Folglich liegt ein
carboxyl-substituierter Aromat mit drei unterschiedlichen
Ring-Kohlenstoffatomen vor. Beim Aufschluf3 des Histidins
entsteht also durch Oxidation der Seitenkette Imidazol-4-
carbonsdure gemaf:

!
N —N
HOOC—CH(NHZ)—CH2 O) —_—> 400" bQ}\Hz
N
3

, N
|
H H

Die Spektren lassen sich folgendermafen interpretieren:

In der deuterierten Substanz sind die sauren Protonen 3 und
4 gegen D ausgetauscht; sie erscheinen folglich nicht im
NMR-Spektrum. Die aromatisch gebundenen Protonen 1 und 2
sind fir die zwei beobachteten Singuletts verantwortlich.
Im *3C-Spektrum treten neben dem Signal des Carboxyl-C noch
die Signale der Atome a und ¢ bei 123.3 und 135.3 ppm (C-H-
Kopplung) sowie das Signal des quarterndren C-Atoms b bei
125.0 ppm auf. Das IR-Spektrum der entsprechenden nicht
deuterierten Verbindung zeigt die Schwingungen der
Carboxylgruppe.
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Imidazol-4~carbonsdure hat einen berechneten C-Gehalt von
42.8 % und einen N-Gehalt von 25 %. Wdahrend der zu 24.5 % N
gemessene Stickstoffgehalt gut damit iibereinstimmt, liegt
der Kohlenstoffgehalt mit 27.4 % deutlich niedriger als er-
wartet. Da nach Aussage der NMR-Spektren eine Nitro-Gruppe
am Ring ausgeschlossen werden kann, liegt die Verbindung
vermutlich (nach Protonierung des freien Elektronenpaares
am Stickstoff) als Nitrat vor. Die Zusammensetzung dieser
Substanz berechnet sich zu C: 27.4 %; N: 24.0 %; H: 2.9 %.
Diese gut mit den Werten aus Tab.17 ilibereinstimmenden Daten
und die Tatsache, daf die Substanz ausschlieflich in Wasser
gut 16slich ist, belegen den Salzcharakter des Riickstandes.
Auch die Beobachtung, daf der Riickstand bei 180°C nicht
fliichtig ist, kann als Hinweis auf den Salzcharakter aufge-
fapt werden. Auferdem kann die im IR-Spektrum beobachtete
intensive Bande bei 1380 cm—* der Nitrat-Gruppe zugeordnet
werden; sie wird auch von Kaliumnitrat geliefert (138).

Im Gegensatz zu Histidin liefert Imidazol-4-carbonsdure
keinen katalytischen Wasserstoffstrom bei der Voltammetrie
(Kap.4.8.4). Zur Erkldrung kann der Mechanismus der durch
Stickstoffbasen katalysierten Wasserstoffabscheidung (Seite
24) herangezogen werden. Bel Histidin wird die Elektronen-
dichte im aromatischen Ring durch den positiv induktiven
Effekt des Alkylsubstituenten erhdht, wodurch die Protonie-
rung der Stickstoffbase erleichtert und die katalytische
Funktion der Verbindung bei der Wasserstoff-Reduktion
bewirkt wird.

Bei Imidazol-4-carbonsdure hingegen wird die Elektronen-
dichte im Ring durch den negativ induktiven Effekt der Car-
boxylgruppe verringert, wodurch die Protonierung der Stick-
stoffbase und damit eine Katalyse der Wasserstoffabschei-
dung verhindert wird. Dies gilt, wie Vergleichsuntersu-
chungen ergaben, analog auch fiir die Imidazol-4,5-dicarbon-
sdure (Aldrich, Steinheim, Art.Nr.24611-5) und fiir das un-
substituierte Imidazol (Sigma, Deisenhofen, Art.Nr. I0250).



130

Ein erhShter Wasserstoffstrom konnte jedoch erwartungsgemdp
bei Methylimidazol (Fluka, Buchs, Art.Nr.67580) beobachtet
werden, da hier wieder der durch die Methylgruppe verur-
sachte +I-Effekt wirksam ist.

Dem IR-Spektrum nach handelt es sich auch beim Riickstand
aus Tryptophan um eine Carbonsdure; das entkoppelte *3C-
NMR-Spektrum (Abb.57) zeigt jedoch, daf mindestens 10
verschieden gebundene Carboxylgruppen vorliegen, angezeigt
durch die Signale im Bereich von 162 - 168 ppm (138). Im
Protonen-Spektrum (Abb.58) wird daher ein breites, durch
Uberlagerung geprédgtes COOH-Signal bei 10.8 ppm gefunden.
Alle anderen in den NMR-Spektren beobachteten Signale tre-
ten im aromatischen Bereich auf, was auf ein Gemisch aus
aromatischen Carbonsduren hinweist. M&glicherweise sind
jedoch auch aromatische Verbindungen ohne Carboxylgruppe
vorhanden. Aufgrund der Fiille der auftretenden Signale
konnte den NMR-Spektren keine weitere Information entnommen
werden. Der Riickstand wurde daher nach Silylierung?’ gas-
chromatographisch untersucht (vgl. Untersuchungen beim
Riickstand aus Phenylalanin, Seite 136). Das Gaschromato-
gramm zeigt etwa 28 verschiedene Signale, von denen 10
deutlich hervortreten. Der Aufschlufriickstand aus Trypto-
phan ist demnach so komplex zusammengesetzt, daff auf eine
detaillierte Aufkldrung im Rahmen dieser Arbeit verzichtet
wurde. Das ist vertretbar, da die beim Druckaufschluf bio-
logischer Materialien aus Tryptophan gebildeten Stoffe be-
ziiglich der Kohlenstoffbilanz und der in der Voltammetrie
verursachten Stdrungen, mit Ausnahme der Erhdhung des Was-
serstoffstromes, ohnehin von nur untergeordneter Bedeutung
sind.

Die als Maximum-Da&mpfer auf das durch den Phenylalanin-
Riickstand verursachte Signal wirkende Substanz konnte nicht
identifiziert werden.

7>Umsatz mit Trimethylsilylchlorid
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Analog zu Histidin wird der aromatische Ring auch beim
Tryptophan nicht vollstd@ndig zerstdrt, wobei jedoch offen
bleibt, ob im Riickstand vorwiegend Benzol- oder Indolderi-
vate vorliegen, da eine Aussage iliber eine Ring6ffnung des
stickstoffhaltigen Ringes nicht gemacht werden kann.

Auch beim Riickstand aus Linolsdure handelt es sich nach
Aussage des IR-Spektrums (Abb.53) um eine Carbonsd@ure. Die
NMR-Spektren (Abb.59-62) zeigen, dap die Substanz keine
Methylgruppen besitzt und nicht aromatisch ist. Sie verfiigt
lediglich iiber drei verschieden gebundene C-Atome im
Verhdltnis 1:2:2 (Integral *3C-Spektrum) sowie iiber vier
unterschiedliche H-Atome im Verhdltnis 1:1:2:2 (Integral
1H-Spektrum). Sie enthdlt keinen Stickstoff (Tab.17), ist
also eine CHO-Verbindung. Die NMR-Spektren zeigen ferner,
daf3 eine C-C-Doppelbindung nicht vorhanden ist. Insgesamt
leitet sich daraus eine ringfdrmige Carbonsdure mit gesdt-
tigtem Ring oder eine gesdttigte Dicarbonsdure ab. Die
Gruppe -CH=-0- im Molekiil ist ausgeschlossen, da das ent-
sprechende Protonen-Signal bei etwa 3.6 ppm, im Epoxid-Ring
bei 2.6 ppm (138), fehlt. Auch eine weitere Carbonylfunk-
tion scheidet aus, da im *3C-Spektrum nur das Signal der
Carboxylgruppe beobachtet wird. Aus dem Verhdltnis der
Carboxyl-C-Atome zu den anderen C-Atomen der Verbindung
(2:3; vgl. Abb.62) und aus dem Verhdltnis der Carboxyl-
Protonen zu den iibrigen Protonen (1:2; vgl Abb.59) wird
klar, dap die Substanz auferhalb der Carboxylgruppen 3 C-
Atome und 4 H-Atome bzw. 6 C-Atome und 8 H-Atome etc. auf-
weisen muf. Da eine Doppelbindung nicht vorliegt, 1&ft sich
demnach auf eine ringfdérmige Struktur schliefen.

Das Verhdltnis von Carboxyl-C-Atomen zu Ring-C-Atomen von
2:3 zeigt, dap die Verbindung entweder eine Dreiring-Dicar-
bonsdure, eine Sechsring-Tetracarbonsdure oder ein weiteres
Vielfaches davon ist. Die im nicht entkoppelten 13C-Spek-
trum beobachtete H-C-Kopplungskonstante betrdgt 167 bzw.
168 Hz und ist typisch fir Dreiringe (Abb.61). Aufgrund des
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gespannten Ringes haben die C-H-Bindungen weitgehend sp=Z-
Charakter (139). Daraus resultiert eine gegeniiber einem
6- oder 12-Ring (sp3, H-C-Kopplung etwa 125 Hz (139,140)
erhdhte H-C-Kopplungskonstante von etwa 160 Hz (139,140).
In Cyclopropan betrdgt sie 161 Hz (139,140).

Aus alledem folgt, dap es sich bei dem Riickstand aus Linol-
sdure um Cyclopropandicarbonsdure handelt. Die Tatsache,
daf vier unterschiedliche Protonen-Signale erhalten werden,
zeigt, dap es sich um cis-1,2-Cyclopropandicarbonsdure
handelt, da die entsprechende trans-Verbindung nur drei,
die 1,1-Dicarbonsdure nur zwei verschiedene Signale liefern

wirde.

Die in den NMR-Spektren beobachteten Signale kdnnen demnach

folgendermafen zugeordnet werden.

CcooH C coont

*H-Signale (Abb.59 und 60):

Die Protonen H* und H? sind nicht dquivalent; sie fihren
jeweils zu einem Triplett bei 1.26 und 1.47 ppm durch Kopp-
lung mit H2. Da H* und H2? auch untereinander koppeln, sind
die Tripletts jeweils dublettiert. Die beiden Protonen H3
sind aquivalent; sie koppeln mit den nicht dquivalenten
Protonen H*und H2? zu einem dublettierten Dublett, das bei
2.10 ppm erscheint. Das bei 2.04 ppm auftretende 5-fach
aufgespaltene Signal wird durch nicht deuterierte Reste des
Losungsmittels (CDaCOCD2H) verursacht. Die Signalgruppe bei
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1.35 ppm deutet darauf hin, daf die Substanz noch eine Ver-
unreinigung enthdlt.

13C-Signale (Abb.61 und 62):

Die Ring-Kohlenstoffatome sind zustdndig fiir die Signale
bei 12,22 und 21.96 ppm. Der Carboxyl-Kohlenstoff erscheint
bei 172.36 ppm. Die H-C-Kopplung (C= koppelt mit den 2 Pro-
tonen zu einem Triplett, C® mit H® zu einem Dublett) wurde
bereits diskutiert. Die Integrationsverhdltnisse stimmen
mit der oben angegebenen Struktur iiberein.

Uber das *3C-Spektrum des zugehdrigen Dimethylesters kann
mit Literaturdaten verglichen werden:
RUPPRECHT und BREMSER (141) geben folgende Verschiebung an:

C=: 11.78 ppm Cs: 170.36 ppm
C*: 21.49 ppm Methyl-C: 52.03 ppm

Von ROL und CLAGUE (142) werden folgende Werte mitgeteilt:

C=2: 11.10 ppm Ce: 169.80 ppm
Ce: 20.70 ppm Methyl-C: 51.40 ppm

Der Aufschlufriickstand aus Linolsdure wurde mit Diazomethan
gemdfl (143) zum Dimethylester umgesetzt. Die anschliefend
fir die chemische Verschiebung ermittelten Werte sind
(Abb.63):

C=: 11.68 ppm Ce: 170.29 ppm
Ce: 21.27 ppm Methyl-C: 52.04 ppm
CDCls (LOsungsmittel): 77.00 ppm

Die Ubereinstimmung ist eine weitere Stiitze fiir die ange-
gebene Struktur. Die durch Elementaranalyse ermittelte Zu-
sammensetzung (44.7 % C; 4.8 % H) stimmt mit den erwarteten
Werten geniigend gut (46.2 % C; 4.65 % H) liberein. Im Mas-
senspektrometer wird ein Molekiilpeak von geringer Intensi-
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tdt bei der Masse 130 beobachtet; die Molmassenbestimmung
mit Hilfe der Dampfdruck-Osmometrie ergab eine Molmassse
von 132 t 4 gemol-*. Auch diese Zahlen belegen, daf nur ein
Dreiring vorliegen kann.

cis-1,2-Cyclopropandicarbonsdure ist im Handel nicht
erhdltlich. Ein von W. Kirmse (Lehrstuhl fiir Organische
Chemie II der Ruhr-Universitdt Bochum) gem&f (144,145) dar-
gestelltes Prdparat liefert in Deuteroaceton ein *H-NMR-
Spektrum, das mit dem des Riickstandes aus Linolsdure (Abb.
60) iibereinstimmt, wenn man von Signalen der Verunreini-
gungen absieht (Abb.64).

Durch homonukleare zweidimensionale NMR-Spektroskopie
(hier: "COSY" = Correlated Spectroscopy) konnte zusdtzlich
gezeigt werden, daf alle ringstdndigen Protonen der aus
Linolsdure gewonnenen cis-1,2-Cyclopropandicarbonsdure mit-
einander koppeln, wie fiir dieses Molekiil zu erwarten ist
(Abb.65). Die beiden Achsen in Abb.65 enthalten die che-
mische Verschiebung der Protonen. Nach Einwirken einer von
JENEER (146) vorgeschlagenen Impulsfolge und Registrieren
der FID (Free Induction Decay) erhdlt man nach zweidimen-
sionaler Fourriertransformation filir nicht koppelnde Proto-
nen lediglich ein Signal auf der Diagonalen, fiir koppelnde
Kerne jedoch zusdtzlich Nebendiagonalensignale, die in Form
von H6henlinien aufgezeichent werden und eine Energieiiber-
tragung zwischen den Protonen anzeigen. Ihre Intensitéat
spiegelt den Energietransfer zwischen zwei Kernen wieder
und ist ein Maf fiir die Kopplung. Die zugehdrigen Kopp-
lungskonstanten kénnen nach wie vor aus dem eindimensio-
nalen Spektrum der Achsen abgelesen werden.

Um eine Aussage iiber das den zus&dtzlichen Signalen im *H-
NMR-Spektrum zugrundeliegende Nebenprodukt zu gewinnen,
wurde der Aufschlufriickstand mit Trimethylsilylchlorid
verestert und gaschromatographisch getrennt (Bedingungen
siehe Riickstandsanalyse bei Phenylalanin, Seite 136). Man
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erhdlt zwei Signale im Verhdltnis 1:20, was den Intensi-
tdtsverhdltnissen im Protonen-NMR-Spektrum entspricht. Das
Nebenprodukt wurde als trans-1,2-Cyclopropandicarbonsdure
identifiziert. Zur Absicherung wurde 1,2-Cyclopropandi-
carbonsdure-diethylester (Aldrich, Steinheim, Art.Nr.
15,729-5; nach GC und *H-NMR == 99 % trans-Isomeres) durch
Druckaufschluf mit Salpetersdure unter den Standard-Be-
dingungen hydrolysiert, wobei der gebildete Alkohol voll-
stdndig abgebaut wird und die freie Dicarbonsdure hinter-
bleibt. Das *H-NMR-Spektrum des Riickstandes enthdlt neben
den zwei sauren Protonen erwartungsgemdf nur zwei Signale
bei 1.35 und 2.04 ppm (Abb.66). Das Signal bei 1.35 ppm
entspricht dabei demjenigen im Protonen-NMR-Spektrum des
Linolsdure-Riickstandes. Eine Aussage iiber das Signal bei
2.04 ppm ist nicht méglich, da es vom Aceton-Signal
(CDsCOCD2H) iiberlagert wird. Durch Vergleich der Gaschroma-
togramme der silylierten trans-Dicarbonsdure und des sily-
lierten Riickstandes aus Linolsdure konnte die Verunreini-
gung jedoch als trans-1,2-Cyclopropandicarbonsdure identi-
fiziert werden.

Der nach Druckaufschluf von Linolsdure und Abrauchen bei
130°C hinterbleibende Riickstand besteht also zu etwa 95 %
aus cis- und zu etwa 5 % aus trans-~1l,2-Cyclopropandicarbon-
sdure.

Aus diesen Versuchen kann geschlossen werden, daf auch
trans-Cyclopropandicarbonsdure unter den Bedingungen des
Druckaufschlusses nicht zersetzt wird. Dies ist auch dann
nicht der Fall, wenn dem trans-Diethylester beim Druckauf-
schluf Glucose (vgl. Kap.4.8.2) zugesetzt wird.

Auch beim Aufschluf von Phenylalanin entsteht eine Carbon-
sdure, wie aus dem IR-Spektrum (Abb.53 und Tab.19) hervor-
geht.
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IR-Bande (cm—?) Schwingung (138)
2200 - 3600 O-H-Valenz, Carbonsdure
1700 C=0-Valenz, Carbonsdure
1540
Schwingungen der Nitrogruppe
1350
1600 C=C-Valenz, Benzolring

Tab.19: Banden im IR-Spektrum des Riickstandes aus
Phenylalanin

Das IR-Spektrum weist auf eine nitrierte Benzoesdure hin.
Dieses Produkt wiirde der Imidazol-4-carbonsdure beim
Histidin-Aufschluf entsprechen mit dem Unterschied, dap
jetzt ein nitrierter aromatischer Ring vorliegt. Die Vermu-
tung liegt nahe, daf es sich um ein Gemisch aus verschie-
denen Isomeren handelt, da bei Nitrierungen oft entspre-
chende Gemische entstehen. 2Zur ndheren Untersuchung wurde
der Riickstand silyliert und gaschromatographisch unter den
folgenden Bedingungen getrennt:

Mefgerdt: Gaschromatograph HRGC 5160
(Carlo Erba Strumentazione, Mailand)
Sdule: 23 m DB5; Durchmesser 0.32 mm
Fiillung: Methylsilicongummi mit 5 % Phenylsilicon
Tridgergas: Helium
Detektor: Flammenionisationsdetektor 300°C
Temperatur: Injektor 300°C
Ofen: zundchst 2 min bei 80°C,
dann mit 10° e min—-2 auf 140°C,
30 min bei 140°C.
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Das Gaschromatagramm (Abb.67) enthdlt 7 Signale. Durch Ver-
gleich mit den reinen Isomeren (Fluka, Buchs) konnten die
Signale in der Reihenfolge ansteigender Retentionszeiten
folgendermaflien zugeordnet werden:

2-Nitrobenzoesdure (ts = 13.9 min)
. 4-Nitrobenzoesdure (ts = 16.0 min)
16.3 min)
2,4-Dinitrobenzoesdure (ts = 33.7 min)

1
2
3. 3-Nitrobenzoesdure (tr
4
5

6,7. Vermutlich weitere Dinitrobenzoesiduren
(tr = 34 min)

Bei. der Bewertung des Gaschromatogramms (siehe Anhang) ist
zu beachten, daf die Signale 4 - 7 mit fiinffach héherer
Verstdrkung als die Signale 1 - 3 registriert sind. Die
quantitative Auswertung fiihrt zu folgenden Gehalten im
Aufschlufriickstand des Phenylalanins:

2-Nitrobenzoesdure: 15 %
3-Nitrobenzoesdure: 23 %
4-Nitrobenzoesdure: 51 %
2,4-Dinitrobenzoesdure: etwa 5 %
Ubrige Verbindungen: etwa 5 %

Da die Konzentrationen der den Signalen 5 - 7 zugrundelie-
genden Stoffe im Vergleich zu den vier Hauptbestandteilen
nur gering sind, wurde nicht ndher darauf eingegangen. Es
ist aber zu vermuten, daf3 es sich um weitere nitrierte Ben-
zoesduren handelt. Eine {Uberschlagsrechnung erhdrtet diese
Annahme: Geht man von 10 % Dinitrobenzoesduren und 90 %
Nitrobenzoesduren aus, so sollte das Gemisch 49.2 % C und
8.9 % N enthalten. Gefunden wurden 47.8 % C und 9.1 % N.

NMR-spektroskopische Messungen wurden nicht durchgefiihrt;
eine weitere Absicherung der Substanzidentitdt gelang je-
doch anhand von Signalen der inversen Square-Wave-Voltam-
metrie (Kap.4.9.3). Wichtig fiir die Interpretation ist der
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Einflup beigemischter Glucose auf die Zusammensetzung der
Druckaufschlup-Riickstdnde. Zur Untersuchung wurden die Ein-
waagen an Phenylalanin, Tryptophan und Histidin auf 1/10
verringert und jeweils soviel Glucose als "Matrixersatz"
zugegeben, daf3 die Gesamt-Masse an Kohlenstoff pro Ansatz
90 mg C betrug. Auf entsprechende Versuche konnte bei
Linolsdure und Methionin verzichtet werden, da deren RKG-
Werte unabhingig vom Glucose-Zusatz sind (vgl. Kap.4.8.2).

Die *H-NMR-Spektren der Riickstdnde aus Histidin und Trypto-
phan (Abb.68 und 69) stimmen mit denen der Riicksténde aus
Aufschliissen ohne Glucose-Zusatz {iberein. Der Riickstand aus
dem Aufschluf des Phenylalanins unter Zusatz von Glucose
besteht nach Aussage des Gaschromatogramms zu 15 % aus
2-Nitrobenzoesdure, zu 19 % aus 3-Nitrobenzoesdure, zu 56 %
aus 4-Nitrobenzoesdure und zu etwa 10 % aus anderen Verbin-
dungen. Der Zusatz von Glucose beeinfluft also nur die
Menge, nicht aber die Art der zuriickbleibenden Verbin-
dungen. Dies gilt auch fiir den Aufschluf von Benzoesdure:
Deren Riickstand besteht, unabhdngig vom Glucose-Zusatz, zu
25 % aus 2-Nitro-, zu 70 % aus 3-Nitro- und zu 5 % aus
4-Nitrobenzoesdure. Der Restgehalt an nicht umgesetzter
Benzoesdure liegt unterhalb von 0.1 %. Dieses Ergebnis wird
in Kap.5 als Hinweis auf den Reaktionsmechanismus disku-
tiert.
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4.9.2 Vergleich der NMR-Spektren von Riickstdnden nach

Aufschluf biologischer Materialien mit denen von

Aufschlufriickstdnden aus definierten Substanzen

4,9.2.1 Linolsdure und natiirliche Fette

Der Befund, daf beim Aufschluf natiirlicher Fette mit Sal-
petersdure lediglich 1,2-Cyclopropandicarbonsdure zuriick-
bleibt, wird anhand der *H-NMR-Spektren von Riickst&dnden
folgender Stoffe erhdrtet: Margarine, Olivendl, Sojadl,
Distel$l, Maiskeimdl, Sonnenblumensl. Die Spektren weisen
gleichermafen ein cis/trans-Verhdltnis von ndherungsweise
20:1 aus (Abb.70-75), was an Sonnenblumendl zusdtzlich mit
Hilfe der Gaschromatographie iiberpriift wurde. Das Fehlen
weiterer Signale zeigt an, dap alle Fettbestandteile aufer
den mehrfach ungesdttigten Fettsduren im Aufschluff voll-
stdndig abgetrennt werden, was auch mit den Kohlenstoff-

bilanzen iibereinstimmt.

Linolensdure bildet beim Aufschluf mit Salpeters&dure nach
Aussage der 1H-NMR-Spektroskopie und der Gaschromatographie
ebenfalls 1,2-Cyclopropandicarbonsdure, jedoch liegen hier
etwa 10 % als trans-Isomeres vor (Abb.76). Aus Linolensdure
entsteht also im wesentlichen das gleiche Stoffgemisch wie
beim Aufschluf der Linolsdure.

4.9.2.2 Weitere biologische Materialien

Um zu zeigen, daf die beim Abbau von Aminosduren gebildeten
Stoffe auch beim Aufschluf relevanter biologischer Materia-
lien entstehen, wurden 200 mg Leber mit 2.0 ml 69 %iger
Salpetersdure unter den Standard-Bedingungen aufgeschlos-
sen. Im Anschluf daran wurde bei 130°C zur Trockene abge-
raucht. Nach Zusatz von 0.5 ml 65 %iger DNOs und 2.0 ml D=0
wurde erneut abgeraucht. Der Riickstand wurde mit 0.5 ml
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65 %iger DNOs und D20 zu 10.0 ml geldst. Das Protonen-NMR-
Spektrum dieser Ldsung ist in Abb.45 dargestellt; es zeigt
die Signale folgender Substanzen:

3 2 1

J“‘ﬂlu‘.‘ ot —J sntacnye s wossahipmscsieson
9 8 1 6 5 4

( ppm )
Abb.45: Leber; *H-NMR-Spektrum des Druckaufschluf-

Riickstandes

Singulett bei 2.7 ppm: Methansulfonsdure
Singulett bei 5.0 ppm: HOD in stark saurer LO&sung

Der Bereich der aromatisch gebundenen Protonen ist in
Abb.46 gesondert dargestellt und enthdlt die Signale
folgender Stoffe:
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Abb.46: Leber; *H-NMR-Spektrum eines Druckaufschluf-

Riickstandes; Bereich der aromatisch gebundenen
Protonen

Signale bei 7.95 und 8.70 ppm: Imidazol-4-carbonsdure
(vgl. Abb.54)

Signale bei 8.17 und 8.03 ppm: 4-Nitrobenzoesdure
(vgl. Abb.77)

Signalgruppe bei 7.6 ppm: 2-Nitro- und 3-Nitrobenzoesdure
(vgl. Abb.75 und 76)

Signale bei 8.21, 8.30 und 8.64 ppm: 3-Nitrobenzoesdure
(vgl. Abb.75)

Signale bei 7.89 ppm: 2-Nitrobenzoesdure (vgl. Abb.76)
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Beziiglich der Signalintensitd@ten sind folgende Punkte zu
beachten:

1. 2- und 3-Nitrobenzoesdure kommen in erheblich niedri-
geren Konzentrationen vor als 4-Nitrobenzoesdure.

2. 2- und 3-Nitrobenzoesdure besitzen jeweils vier unter-
schiedliche H-Atome am Ring, so dap die Intensitdt der
Signale geringer ist als bei 4-Nitrobenzoesdure, die nur
zwei Arten von Protonen enthdlt.

3. Die Konzentrationen aller Stoffe in der Aufschlufldsung
sind sehr gering, so dap fiir das vorliegende Spektrum
eine relativ lange Mefzeit (4 h) erforderlich war.

4. Signale von 2,4-Dinitrobenzoesdure sowie der aus Tryp-
tophan gebildeten Stoffe werden aufgrund ihrer niedrigen
Konzentrationen nicht beobachtet.

4.9.3 Vergleich der voltammetrischen Signale des Aufschluf-

riickstandes von Phenylalanin mit den Signalen identi-

fizierter Reaktionsprodukte

In Kap.4.8.4 wurde gezeigt, dap die bei der inversen
Square-Wave-Voltammetrie durch Oxidationsprodukte von
Phenylalanin verursachten Signale mit denen aufgeschlosse-
ner biologischer Materialien iibereinstimmen, sofern vor dem
Aufschlupf Tryptophan zugesetzt wird. Im folgenden werden
die nach Aufschluf von Phenylalanin resultierenden Signale
(ohne Tryptophan zuzusetzen) mit denen der im Riickstand
identifizierten Nitrobenzoesduren verglichen. Zur Berech-
nung der zu erwartenden Menge an Reaktionsprodukten wurde
ein Aufschluf von 200 mg einer biologischen Substanz mit
einem Phenylalanin-Gehalt von 1 % (entsprechend 2 mg
Phenylalanin je Aufschluf) angenommen. Bei einem RKG-Wert
von 44 % wiirden im Experiment 0.58 mg Kohlenstoff im Auf-
schlufriickstand zuriickbleiben. Zur voltammetrischen Unter-
suchung wurden die folgenden Verbindungen mit Einwaagen
entsprechend der ermittelten Kohlenstoffmasse von 0.58 mg C
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in 0.5 ml 69 %iger Salpetersdure und Wasser zu 10.0 ml ge-
16st; 1.0 ml der LOsungen wurden mit 5.0 ml Wasser versetzt
und die inversen Square-Wave-Voltammogramme registriert. In

Einzelversuchen wurden eingesetzt:

1. 2-Nitrobenzoesdure

2. 3-Nitrobenzoesdure

3. 4-Nitrobenzoesdure

4. 2,4-Dinitrobenzoesdure

5. Mischung aus 16 % 2-Nitrobenzoesdure, 25 % 3-Nitroben-
zoesdure, 54 % 4-Nitrobenzoesdure und 5 % 2,4-Dinitro-
benzoesaure (vgl. Kap.4.9.1).

Man erhdlt die in Abb.47 und 48 dargestellten Signale.

Das durch den Aufschlufriickstand von Phenylalanin verur-
sachte Maximum (vgl. Abb.41l) findet man auch in den Voltam-
mogrammen des Gemisches und der drei einfach nitrierten
Benzoesduren, nicht hingegen bei 2,4-Dinitrobenzoesdure.
Verdiinnt man die L&sungen, so kann das Maximum, wie auch
bei Phenylalanin-Aufschlufldsungen, beseitigt werden. In
weiterer Analogie zum Phenylalanin-Riickstand liefern auch
die eingesetzten Verbindungen vergleichbare Voltammogramme
mit je 2 Signalen. Die Potentiale des intensiveren

"Signals 2" sind im folgenden zusammengestellt:

2~-Nitrobenzoesdure: -115 mVv
3-Nitrobenzoesdure: -112 mV
4-Nitrobenzoesdure: -60 mV

2,4-Dinitrobenzoesdure: -40 mV
Gemisch: -70 mV
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AI(uA)
2.4 2.8
2-Nitrobenzoesdure 3-Nitrobenzoesaure
1.5 1.9-

I.EJ- 1.8~

8.9 8.5-
88— 8. %
2@— 2.8
4-Nitrobenzoesdiure 2,4-Dinitrobenzoesdure
1.9 1.9
1.4 1.4
2.5 8.5
2.9 : 0.0

Abb.47: Nitrobenzoesduren; SWASV-Signale (-0.75 — 0.25 V)
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AI(pA)

1.5

1.8

2.9

Abb.48: SWASV-Signale der Mischung (-0.75 — 0.25 V)

Die Peakhdhen des "Signals 2" erreichen 700 - 1000 nA.
Lediglich das Signal der 2,4-Dinitrobenzoesdure (2 Nitro-
gruppen!) ist mit 1200 nA intensiver. Schliefit man 2 mg
Phenylalanin mit Glucosezusatz auf, so liefert der Riick-
stand ein Signal bei -75 mV mit einer Intensitdt von etwa
900 nA, was gut mit dem der entsprechenden Mischung von

Benzoesduren (-70 mV, etwa 700 nA) ilibereinstimmt.

Die Ergebnisse erkldren auch die unsymmetrische Form des
"Storsignals 2" bei Aufschlufldsungen aus Phenylalanin und
biologischen Materialien: Da die Signale von 2-Nitro- und
3-Nitrobenzoesdure bei negativerem Potential auftreten als
das der 4-Nitrobenzoesdure, so resultiert in Mischungen ein
verbreitertes Kombinationssignal mit einem Spitzenpotential
zwischen denen der Einzelverbindungen. Fiir den "Stdrpeak 1"
kann eine dhnliche Aussage aufgrund seiner flachen Form,
die eine genaue Bestimmung des Spitzenpotentials verhin-
dert, nicht getroffen werden.
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Schlieflich wurde untersucht, welche der vier Sduren einen
Beitrag zur Erh6hung des Wasserstoffstromes liefert, wie er
bei Aufschluflésungen von Phenylalanin und bei solchen bio-
logischer Materialien beobachtet wird. Es zeigte sich, dag
lediglich 2-Nitro- und 2,4-Dinitrobenzoesdure zu diesem
Prozef beitragen, 3- und 4-Nitrobenzoesdure jedoch nicht.
Eine Erkldrung fiir das unterschiedliche Verhalten ist
schwierig, da sowohl die Nitro- als auch die Carboxylgruppe
in dieser Hinsicht aktiv sein kdnnen: Ersetzt man in
2-Nitrobenzoesdure z.B. zum einen die Carboxylgruppe durch
eine Nitrogruppe (1,2-Dinitrobenzol, Fluka, Buchs, Art.Nr.
41970), zum anderen die Nitrogruppe durch eine weitere
Carboxylgruppe (Phthalsdure, Fluka, Buchs, Art.Nr.80010),
so stellt man fest, dap beide Verbindungen in den der L&6-
sung von 2-Nitrobenzoesdure entsprechenden molaren Konzen-
trationen einen erhdhten Wasserstoffstrom verursachen. Die
Verhdltnisse im aromatischen Ring sollten bei den verschie-
denen Verbindungen nicht grundlegend unterschiedlich sein,
da Carboxyl- und Nitrogruppe beide einen vergleichbaren
negativ induktiven Effekt ausiiben.

Die Erhdhung des Wasserstoffstromes in AufschluflSsungen
biologischer Materialien kann folglich ausschlieflich auf
2-Nitrobenzoesidure, 2,4-Dinitrobenzoesdure und auf Zerset-
zungsprodukte des Tryptophans (vgl. Kap.4.8.4) zuriickge-
fiihrt werden.

4.10 Zum elektrochemischen Verhalten nitrierter

Benzoesauren

Die in vorausgehenden Abschnitten der Arbeit beschriebenen
voltammetrischen St6rsignale, verursacht durch nitrierte
Benzoesduren, sind an dieser Stelle am Beispiel der Leber-
Aufschlufldsung noch einmal aufgefiihrt (Abb.49):
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4.8

3.9-

2.8-

Cu

1.4

8.0-

Abb.49: Leber; Durch Nitrobenzoesduren verursachte SWASV-
Storsignale (-0.75 — 0.25 V)

Das voltammetrische Verhalten von Nitrobenzoesdauren ist in
der Literatur beschrieben. Danach werden aromatische Nitro-

verbindungen gemif

4e- 2e-
Axr-NO> ——> Ar-NH~OH — Ar-NH-

iiber Hydroxylamine zweistufig zu Aminen reduziert (118,147,
148).

Die Reduktion des Hydroxylamins zum Amin wird nach (118,
147) nur in saurer Losung (pH <4) beobachtet. Auch bei den
Untersuchungen dieser Arbeit wurden saure Loésungen (pH 0)
verwendet. Die Reduktion zum Amin findet bei negativeren
Potentialen statt als die zum Hydroxylamin (118). Somit ist
letztere die Grundlage fiir "Signal 2" (4-Elektronen-Pro-
zef), wdhrend "Signal 1" durch die Reduktion des Hydroxyl-
amins zum Amin verursacht wird (2-Elektronen-Prozef). Dies
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kann auch an den Halbwertsbreiten der Signale abgelesen
werden, die mit zunehmender Zahl an umgesetzten Elektronen
pro Formelumsatz abnimmt. Die Tatsache, daf die Reduktion
zum Hydroxylamin bei 4-Nitrobenzoesdure bei einem um 50 nv
positiveren Potential ablauft als bei 3-Nitrobenzoesdure,
ist auf den Substituenteneinfluf der unterschiedlich
entfernten Carboxylgruppe zuriickzufiihren und wird auch von
ZUMAN (149) beschrieben. Er gibt eine Verschiebung um etwa
60 mV an, fiihrt jedoch 2-Nitrobenzoesdure bei seinen Unter-
suchungen nicht mit auf. Gemdf (118) ist die Reduktion von
Nitrobenzol iiber Phenylhydroxylamin zu Anilin irreversibel.
Dies kann auch fiir Nitrobenzoesduren bestdtigt werden:
4-Aminobenzoesdure wird unter gleichen Bedingungen im beob-
achteten Potentialbereich nicht oxidiert.

4.11 Schwefel-, Phosphor- und Stickstoffbilanz beim
Druckaufschlup biologischer Materialien

4.11.1 Schwefelbilanz

Schwefel kommt in biologischen Materialien hauptsdchtlich
als Bestandteil der Aminosduren Methionin, Cystein und
Cystin vor. Der in Methionin gebundene Schwefel-Anteil wird
beim Druckaufschluf mit Salpetersdure vollstdndig in Me-
thansulfonsdure iiberfiihrt (vgl. Kap.4.9). Um die Bindungs-
form des in Cystin und Cystein gebundenen Schwefels nach
dem Aufschluf zu ermitteln, wurden diese Aminosduren (Ein-
waage entsprechend 90 mg C) mit 3 ml 69 %iger HNO> unter
Druck bei 180°C iiber 3 h im 35-ml-Tiegel aufgeschlossen.
Die ionenchromatographische Analyse der resultierenden Auf-
schlufldsung ergab, dap der in Cystein und Cystin gebundene
Schwefel zu mehr als 95 % in Sulfat iiberfiihrt wird.
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Dies kann auch fiir Rinderleber bestatigt werden, deren
Schwefel-Gehalt 0.83 % und deren Methionin-Gehalt 1.41 %

- bezogen auf die Trockenmasse - betrdgt (Tab.l und 14).
Aus dem Schwefel-Gehalt des Methionins (21.5 %) folgt, dafB
36 % des in Leber gebundenen Schwefels in Form von
Methionin, 64 % in Form von Cystein und Cystin vorliegen.
Dabei wird davon ausgegangen, daf lediglich die drei ge-
nannten Aminosduren zum Gesamt-Schwefel-Gehalt beitragen.
Es ist also zu erwarten, daf} 64 % des in Leber enthaltenen
Schwefels nach dem Aufschluff als Sulfat vorhanden sind. Die
ionenchromatographische Analyse einer Leber-Aufschlufldsung
fihrt zu einem Anteil von 60 %.

4.11.2 Phosphorbilanz

Phosphor tritt in biologischen Materialien im wesentlichen
in Phosphorsdureestern auf. Polyphosphorsduren werden durch
Salpetersdure bei 180°C in Monophosphorsdure iiberfiihrt,
Phosphorsdureester, wie z.B. Glucose- und Adenosinphos-
phate, werden hydrolytisch gespalten (vgl. Kap.4.8.2). Wie
ionenchromatographisch gezeigt werden konnte, hinterbleibt
beispielsweise nach dem Druckaufschluf von 20 mg

NasP20; + 10 H20 (Merck, Darmstadt, Art.Nr.GSSi) mit 3 ml
69 %iger Salpetersdure (180°C, 3 h, 35-ml-Tiegel) aus-
schlieflich Phosphat als Phosphorverbindung. Unter gleichen
Aufschlupbedingungen wird auch der in Leber gebundene Phos-
phor-Anteil quantitativ in Phosphat iiberfiihrt. Dies konnte
durch Ionenchromatographie gezeigt werden, nachdem die Auf-
schlupBldésung mit konzentrierter Salzsdure mehrfach bis fast
zur Trockene abgeraucht war, um iliberschiissige HNOs weit-
gehend zu entfernen. Fiir die Richtigkeit dieser Bilanz muf
jedoch vorausgesetzt werden, daf nach dem Druckaufschluf
eventuell vorliegende phosphororganische Verbindungen nicht
durch das beim Abrauchen mit HCl entstehende Nitrosyl-
chlorid NOCl zu Phosphat umgesetzt werden.
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4.11.3 Stickstoffbilanz

Der Stickstoffgehalt biologischer Materialien wird in
erster Linie durch Aminosduren bestimmt. Diese enthalten
eine a-stdndige Aminogruppe. Zusdtzlich kann Stickstoff in
Amidgruppen (Asparagin, Glutamin), in weiteren Aminogruppen
der Seitenkette (Lysin, Arginin) sowie als Teil aroma-
tischer Ringsysteme gebunden sein (Tryptophan, Histidin).

Harnstoff wird im Verlauf des Druckaufschlusses vollstdndig
mineralisiert (vgl. Kap.4.8.2). Nach Abrauchen der Auf-
schluflésung bei 130°C hinterbleibt Ammoniumnitrat, dessen
Ammoniumionen zu einem erhdhten Wasserstoffstrom bei der
inversen Voltammetrie fithren (vgl. Kap.4.8.4). Zusd@tzlich
wird eine Depression des Zink-Signals beobachtet.

Um zu kldren, ob Ammonium auch beim Aufschluf von Aminosdu-
ren entsteht, wurden folgende Aminosduren (Einwaage entspr.
90 mg C) mit 3 ml 69 %iger HNOs bei 180°C iiber 3 h im

' 35-ml-Tiegel unter Druck aufgeschlossen: Glutamin, Aspara-
gin, Glutaminsdure, Asparaginsdure, Lysin, Arginin, Leucin.
In den nicht zusdtzlich abgerauchten Aufschlufldsungen wur-
de der Ammoniumgehalt nach KJELDAHL bestimmt. Die Analysen
ergaben, daf mehr als 99.9 % des eingesetzten Stickstoffs
nicht zu Ammonium umgesetzt werden. Der Aufschluf der Ami-
nosduren Leucin, Asparaginsdure und Glutaminsdure zeigte
dabei, dap die a-stdndige Aminogruppe nicht zu Ammonium
reagiert. Dieses ist unter den oxidierenden Aufschlufbe-
dingungen auch nicht zu erwarten. Analoges gilt auch fir
alternativ gebundene Aminogruppen, wie der Aufschlufi von
Lysin und Arginin belegt. Aus den Sdureamid-Gruppen von
Glutamin und Asparagin ist jedoch primdr eine hydrolytische
Ammoniak-Abspaltung zu erwarten. Wenn das so ist, kann
gefolgert werden, daff Ammoniak wdhrend des Druckaufschlus-
ses oxidiert wird. Das Normalpotential fiir die Reaktion
NH*2 — 1/2 N2 + 4 H* + 3 e~ betrdgt 0.27 V, jenes fiir die

—
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Salpetersdure-Reduktion gemif

NOs- + 4 H* + 3 e~ —= 2 H20 + NO 0.96 V (150).

Eine Oxidation von NHs zu Nz= ist thermodynamisch also
moglich. Um die Reaktion experimentell zu belegen, wurden
0.30 ml 25 %ige wafrige NHa-L&sung (Merck, Darmstadt,
Art.Nr.5428) mit 3 ml 69 %iger HNOs versetzt und im Druck-
aufschlufsystem erhitzt. In den aus mehreren Versuchen
resultierenden L&sungen wurden stark variierende Ammonium-
gehalte nachgewiesen (entsprechend = 0.5 bis etwa 90 % des
eingesetzten NHs); eine praktisch vollstdndige Zersetzung
des Ammoniums gelang nur bei etwa einem Zehntel der Auf-
schliisse. Ein dhnlich unreproduzierbares Verhalten wurde
auch beim Aufschluff von Harnstoff beobachtet. Es wird ver-
mutet, daf die Reaktion zwar mdglich ist, jedoch zu ver-
schiedenen Zeiten nach Aufschlufbeginn "anspringt". Je nach
Lage dieses Zeitpunktes erhdlt man einen mehr oder weniger
vollstdndigen Umsatz. Die Ursache fiir dieses Verhalten
konnte nicht ermittelt werden. Interessant ist jedoch, dap
auch diese Reaktion durch Glucose-Zusatz gestartet werden
kann (vgl. Kap.4.8.3): Setzt man zu 0.30 ml 25 %$iger NHa-
Losung und 3 ml 69 %iger Salpetersdure 200 mg Glucose zu,
so werden bei allen Aufschliissen mehr als 99.9 % des einge-
setzten NHs vermutlich zu Nz umgesetzt. Dies gilt auch fir
analog durchgefiihrte Harnstoff-Aufschliisse. Demnach kann
auch beim Abbau des Ammoniums ein Einfluf der NOz~Konzen-
tration in der fliissigen Phase angenommen werden, wie er
bei organischen Verbindungen beobachtet wird (vgl.
Kap.4.6.4 und 4.8.3).

Aus den letztgenannten Experimenten geht hervor, daf nach
Druckaufschluf biologischer Materialien kein Ammonium hin-
terbleibt, was am Beispiel von Rinderleber durch die Ammo-
niumbestimmung nach KJELDAHL gezeigt werden konnte: Nach
Druckaufschluf von 200 mg Leber (Bedingungen siehe
Kap.4.6.1) sind weniger als 0.1 % des in Leber gebundenen
Stickstoffs in Form von Ammonium im Riickstand enthalten.
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5. Diskussion

Der Druckaufschluf biologischer Probenmaterialien in umman-
telten Gef&dfen aus Polytetrafluorethylen (PTFE), der aus
Sicherheitsgriinden mit konzentrierter Salpetersdure ohne
den Zusatz weiterer Oxidationsmittel erfolgen sollte, kann
aufgrund der thermischen Eigenschaften des PTFE nur bei
Temperaturen bis maximal 200°C - abhdngig von der Giite und
Verarbeitung des Kunststoffes - durchgefiihrt werden. Im
Verlauf der Aufschlufreaktion werden zwar die meisten orga-
nischen Verbindungen bzw. die Hauptanteile der in biolo-
gischen Materialien gebundenen Komponenten mineralisiert,
es gelingt aber nicht, die in solchen Proben enthaltenen
Stoffe Phenylalanin, Tryptophan, Histidin, Methionin und
Linolsdure so weit umzuwandeln, daff sie als bei 130°C
fliichtige Verbindungen abgetrennt werden kénnen.

Ein praktisch vollstdndiger Abbau der oben genannten Stoffe
ist erst bei einer Aufschluftemperatur von 300°C m&glich,
wie sie mit dem Hochdruckverascher nach KNAPP erreicht
werden kann. Auch durch Nachbehandlung von Druckaufschluf-
riickstdnden mit Perchlorsdure gelingt eine weitgehende
Mineralisierung. In beiden Fdllen erhdlt man L&sungen, in
denen die Konzentration organischer Stoffe so gering ist,
daf eine stérungsfreie inversvoltammetrische Bestimmung von
Spuren Zn, Cd, Pb und Cu gelingt. Lediglich die nach Druck-
aufschluf mit Salpetersdure geldst zuriickbleibenden Stick-
oxide miissen vor der Analyse durch Abrauchen entfernt wer-
den, da sie andernfalls zu hohen UntergrundstrSmen fiihren,
die besonders die Bestimmung von Zn und Cd erschweren oder
verhindern kénnen. Die durch zusédtzliches Abrauchen in ei-
nem kleinen Qﬁarztiegel eingebrachte Kontamination ist bei
entsprechender Sorgfalt meist belanglos: Fiir das Gesamtver-
fahren (Aufschluf mit dem Hochdruckverascher in Quarzge-
faBen, Abrauchen im Quarztiegel, Auffiillen auf 10.0 ml im
Mepkolben, inversvoltammetrische Bestimmung) wurden die als
Blindwerte eingebrachten Schwermetallmengen fiir Pb und Cd
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zu= 0.2 ng ermittelt. Damit ist auch von der Blindwertbe-
lastung her eine Bestimmung dieser Elemente in biologischen
Materialien im unteren ngeg—*-Bereich mdglich.

Die weite Verbreitung und einfache Handhabung des gut re-
produzierbaren Druckaufschlusses im PTFE-Gef&dp rechtfertigt
es, die mechanistischen Abldufe beim Umsatz biologischer
Materialien mit Salpetersdure unter diesen Bedingungen zu
verfolgen und die zuriickbleibenden organischen Stoffe nach
Art und Menge zu untersuchen. Die bereits in einer friiheren
Arbeit (22) als optimal ermittelten Arbeitsparameter fiir
den Druckaufschluf im PTFE-Gefdfl wurden an zwei weiteren
Materialien (Rinderleber und Braunalgen, jeweils gefrierge-
trocknet und pulverisiert) bestdtigt. Fiir den Aufschluf in
35-ml-Gefdfen sind folgende Bedingungen zu empfehlen:
Temperatur: 170-180°C; Aufschlufzeit: 3 h; Oxidations-
mittel: 2 ml 69 %ige Salpetersdure; Einwaage: Probenma-
terial entsprechend 100 mg C. Voraussetzung fiir die Para-
metereinstellung ist, daf das System einem Innendruck von
etwa 20 bar standhdlt. Als Zielgrdfe der Optimierung wurde
der Restkohlenstoffgehalt des Aufschlufriickstandes (RKG,
Definition siehe S.49) gewdhlt, der nach Abrauchen iiber-
schiissiger Sdure bei 130°C (Kp. HNOa/H20: 122°C) sowie der
geldsten Stickoxide und vorhandener fliichtiger organischer
Verbindungen durch Verbrennung und coulometrische CO=-
Titration bestimmt wurde. Dieses Verfahren erwies sich als
ausreichend nachweisstark und ermdglicht eine relativ
rasche Analyse (siehe auch (22)). Zur KohlenstoffbeStimmung
ist es erforderlich, iiberschiissige S&ure zu entfernen, um
Stérungen der auf pH-Anderung basierenden coulometrischen
COz2-Bestimmung zu vermeiden. Die Methode liefert keine
Information iiber eventuell nach dem Aufschluf vorliegende
leicht fliichtige organische Verbindungen. Da jedoch bekannt
ist, dap Druckaufschlufldsungen zur voltammetrischen Be-
stimmung von Z2n, Cd und Pb im allgemeinen abgeraucht werden
miissen, um stdrende Stickoxide zu entfernen, spielen leicht
flichtige organische Verbindungen zur Beurteilung von Ana-
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lysenstdrungen hier keine Rolle. Es konnte gezeigt werden,
daf nach Druckaufschluf biologischer Proben bei 180°C etwa
die Halfte des organisch gebundenen Kohlenstoffs in Form
von Verbindungen vorliegt, die bei 130°C fliichtig sind.
Auch die nach Aufschluf mit Salpetersdure bei 300°C bzw.
nach Behandlung mit Perchlorsdure noch vorhandenen orga-
nischen Stoffe setzen sich aus leichtfliichtigen und schwer-
fliichtigen Substanzen zusammen. Sofern bei der Perchlor-
sdaure-Nachbehandlung unter Riickfluf gearbeitet wird, ver-
bleiben geringe Mengen fliichtiger organischer Stoffe in der
Aufschlufldsung. Die dadurch bedingten Analysenstdrungen
bei der inversen Voltammetrie sind jedoch bedeutungslos.
Untersucht wurden in dieser Arbeit daher nur die schwer-
fliichtigen organischen Verbindungen, die nach Druckauf-
schluf bei 180°C mit nachfolgendem Abrauchen bei 130°C zu-
riickbleiben. Es konnte gezeigt werden, dapf folgende Umset-
zungen zu definierten Verbindungen im Aufschlufriickstand
ablaufen.

Phenylalanin —» 15 % 2-Nitrobenzoesdure
23 % 3-Nitrobenzoesdure
51 % 4-Nitrobenzoessdure
5 % 2,4-Dinitrobenzoesdure und etwa
5 % weitere Stoffe, vermutlich ebenfalls

nitrierte Benzoesduren

Histidin — > Imidazol-4-carbonsdure als HNOs-Addukt

Methionin — 3 Methansulfonsdure

Linolsdure ——» 95 % cis-1,2-Cyclopropandicarbonsdure

5 % trans-1,2-Cyclopropandicarbonsdure

Tryptophan———> Gemisch aus mindestens 10 aromatischen
Verbindungen, tiberwiegend Carbons&duren
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Von diesen Stoffen besitzt lediglich Methansulfonsdure bei
130°C einen so hohen Dampfdruck, daf sie unter den gewdhl-
ten Abrauchbedingungen etwa zur Hdlfte zusammen mit der
verdampfenden Salpetersdure verfliichtigt wird. Die Kohlen-
stoffbestimmung nach Abrauchen bei 130°C ist daher fiir
Methansulfonsdure nur schlecht reproduzierbar. Gut reprodu-
zierbare voltammetrische St6rsignale sowie Kohlenstoffge-
halte in Aufschlufldsungen biologischer Materialien erhdlt
man jedoch fiir die bei 130°C praktisch quantitativ im Riick-
stand verbleibenden Nitrobenzoesduren. Dies wird deutlich,
wenn man das durch Nitrobenzoesdure verursachte "Stdrsig-
nal 2" bei abgerauchten und nicht abgerauchten Aufschluf-
16sungen von Leber (Abb.21 und 23) vergleicht: Die Signale
unterscheiden sich nur unerheblich in ihrer Héhe.

Fiir die gute Reproduzierbarkeit der Kohlenstoffbestimmung
nach Abrauchen bei 130°C ist neben der geringen Fliichtig-
keit der Nitrobenzoesduren auch das Verdampfungsverhalten
der aus Histidin gebildeten Imidazol-4-carbonsdure verant-
wortlich. Diese in Form eines ammoniumanalogen salpeter-
sauren Salzes vorliegende Verbindung enthdlt zusammen mit
den Nitrobenzoesduren die Hauptmenge des im Riickstand
verbleibenden organischen Kohlenstoffs und kann selbst bei
180°C nicht verfliichtigt werden, so daf sie quantitativ im
Aufschlupriickstand verbleibt. Die aus Tryptophan gebildeten
Stoffe spielen, wie auch Methansulfonsdure, aufgrund ihrer
geringen Konzentrationen in dieser Hinsicht keine wesent-
liche Rolle; jedoch zeigt die gute Reproduzierbarkeit der
Kohlenstoffbestimmung aus Tryptophan-Aufschlufl8sungen nach
Abrauchen bei 130°C, daf die zuriickbleibenden Verbindungen
auch hier nicht nennenswert fliichtig sind. Analoges gilt
fir die Cyclopropandicarbonsduren, welche die Kohlenstoff-
bilanz bei Fettaufschliissen bestimmen.

Fiir die Vollstdndigkeit von Aufschliissen definierter orga-
nischer Verbindungen ist wesentlich, daf§ im Aufschlufsystem
eine geniigend hohe NO:-Konzentration entsteht, da Stick-
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stoffdioxid an den Abbaureaktionen mafgebend beteiligt ist.
Bei Biomaterialien wird eine ausreichende NOz-Konzentration
bereits durch den Umsatz der im Uberschuf vorliegenden
leicht abbaubaren organischen Stoffe und die damit verbun-
dene Reduktion der Salpetersdure gewdhrleistet. Bei manchen
Reinsubstanzen kdnnen vergleichbare Bedingungen, etwa durch
Zusatz einer bestimmten Menge an vollstdndig abbaubarer
Glucose, geschaffen werden. Fiir die Vollstdndigkeit des
Aufschlusses spielt es keine Rolle, ob Substanzen in Form
von Makromolekiilen bzw. hydrolysierbaren Verbindungen ein-
gesetzt werden oder ob die Einzelkomponenten solcher Stoffe
aufgeschlossen werden. Da unter stark sauren Bedingungen
primdr eine Hydrolyse von Ester-, Peptid-, Amid- und
glykosidischen Bindungen ablduft, liegen vermutlich noch
vor den eigentlichen oxidativen Abbauprozessen kleinere
Molekiilbausteine vor, die dann unabhdngig voneinander rea-
gieren. Der Einfluf von NO=> beim Aufschlufprozef ist so
bedeutend, daf die durch Reaktion allein mit Salpeters#dure
erreichbaren Aufschlufraten durch weiteren Zusatz von NO=
deutlich erhdSht werden kdnnen. Dies gelingt nicht mit ande-
ren Gasen (CO=2, C=2F4Clz), ist also nicht auf eine Druck-
erhShung zuriickzufiihren. Die Wirkung von NO= wird auch beim
offenen Aufschluf mit Salpetersdure z.B. in einem Kolben
mit aufgesetzten Steigrohr (22,23) deutlich: Wiahrend nicht
geriihrte, ruhig siedende L8sungen relativ lange durch
geldstes NO= braun gefédrbt sind und dementsprechend zu
niedrigen Restkohlenstoffgehalten fiihren, findet man bei
geriihrten Ldsungen, aus denen die gel8sten Stickoxide
friilhzeitig ausgetrieben werden, teilweise erheblich h&here
RKG-Werte. Wesentliche Voraussetzungen fiir die Ergebnisse
der zugrundeliegenden Untersuchungen ist ein iiber alle
Aufschlufschritte (Aufheizen, Aufschluf, Abkiihlen) vdllig
dichtes Aufschlufsystem. Bei dem in dieser Arbeit gewdhlten
Gerdt ist dies auch langfristig gewdhrleistet. Bei Auf-
schliissen in undichten Tiegeln muf man als Folge des
NOz-Verlustes mit einer Verschlechterung des Kohlenstoffum-
satzes rechnen. NO2 kann also keineswegs als Endprodukt der



157

Redoxreaktion, sondern muf als Zwischenprodukt mit weiterer
Funktion als Oxidationsmittel angesehen werden.

Unter Beachtung dieser Randbedingungen gelingt es, die beim
Aufschluf biologischer Materialien resultierenden Restkoh-
lenstoffgehalte allein aus den Aminosdure- und Linolsidure-
Gehalten dieser Materialien sowie den RKG-Werten dieser
Verbindungen zu berechnen. Unter Bezugnahme auf die Rest-
kohlenstoffgehalte der in Biomaterialien enthaltenen Ein-
zelverbindungen lassen sich einige mechanistische Effekte
beim Druckaufschluf diskutieren.

Auf den Einfluf von geldstem NO- in der fliissigen Phase und
auf die M6glichkeit, NO= durch Zusatz von Glucose zu er-
zeugen, wurde bereits hingewiesen. Dieser Effekt wird beim
Aufschluf von Betain besonders deutlich: Wadhrend diese Ver-
bindung mit HNOs allein praktisch nicht zersetzt wird, kann
die Reaktion durch Zusatz von wenig Glucose eingeleitet
werden, wobei Betain fast vollstdndig umgesetzt wird.

Auch die Vermutung, daf Ester-, Peptid-, Amid- und glykosi-
dische Bindungen primdr hydrolysiert werden, wobei die
Hydrolyseprodukte unabhdngig voneinander weiterreagieren,
konnte experimentell erhdrtet werden.

Bei systematischen Untersuchungen zum Abbauverhalten einer
grofen Zahl unterschiedlicher Substanzen wurde festge-
stellt, dap Verbindungen aus bestimmten Stoffgruppen prak-
tisch vollstdndig im Salpetersdureaufschluf unter Druck
zersetzt werden. Dies gilt fiir Kohlenhydrate und fiir gesdt-
tigte Fettsduren, ebenfalls fiir die Alkane Eicosan und
Cyclododecan, fiir Eicosanol als langkettigen Alkohol und
fiir die Dicarbonsduren Malon- und Tetradecandisdure. Auch
eine Doppelbindung (Olsdure) &ndert an diesem Verhalten
nichts. Der Aufschluf des Cyclododecans zeigt, daf die Ab-
baureaktion an einer Methylengruppe der gesdttigten Kette
einsetzt. Dies wird auch durch den vollstdndigen Abbau von
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Polyethylen untermauert. Endstdndige Methylgruppen sind
dazu offensichtlich nicht notwendig, wie diese Versuche und
die Aufschliisse von Dicarbonsduren zeigen. Bei Methionin
wird die endstdndige Methylgruppe nicht oxidiert, woraus
jedoch nicht geschlossen werden kann, daf enstdndige
Methylgruppen prinzipiell nicht angegriffen werden. Beim
Methionin ist mSglicherweise ein stabilisierender Effekt
vom benachbarten Schwefel her vorhanden. Methylamine ge-
h6éren z.B. zu den methylhaltigen Verbindungen, die voll-
stdandig abgebaut werden. Analoges gilt auch fiir die drei
N-methylierten Aminosduren. Bei diesen Verbindungen und bei
den Methylaminen stellt sich jedoch die Frage, ob der
Angriff oxidierender Agentien am Stickstoff oder am Methyl-
kohlenstoff oder, bei den Aminosduren, an der Seitenkette
einsetzt.

Mehrfach ungesdttigte Fetts&uren konnen mit HNOs bei 180°C
nicht quantitativ mineralisiert werden:

Die cis-cis-substituierten Doppelbindungen der Gruppe
Ri1-CH2~-CH=CH-CH2-CH=CH-CH>-R=> werden fast ausschlieflich zu
cis-1,2-Cyclopropandicarbonsédure umgesetzt. Dieses Produkt
sowie die ebenfalls nachweisbare trans-Verbindung zeigen,
daf3 der Dreiring so stabil ist, daf er von Salpetersdure
bei 180°C nicht angegriffen wird. Die Ausbeute an Cyclo-
propandicarbonsédure betrdgt 36 % der Theorie, woraus folgt,
daf zusdtzlich Nebenreaktionen ablaufen. Da aus natiirlichen
Fetten mit HNOs unter Druck ausschlieflich diese Verbindung
(95 % cis~- und 5 % trans-Isomeres) in hoher Reinheit erhal-
ten wird, kann die Reaktion auch prédparativ angewendet wer-
den. Alle anderen in natiirlichen Fetten enthaltenen Stoffe
werden beim Druckaufschluf abgebaut. Fiir eine prédparative
Anwendung wdre es jedoch notwendig, ein Druckaufschluf-
system mit hOherer Kapazitdt zu entwickeln. M&glicherweise
kann die Ausbeute auch durch Optimierung der Aufschlufpara-
meter (z.B. eine Temperaturerniedrigung) gesteigert werden.
Eine dritte Doppelbindung, wie bei Linolensdure vorhanden,
hat keinen Einfluf auf die Reaktion und auf das Endprodukt.
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Lediglich das cis/trans-Verhdltnis ist mit 9:1 leicht zu-
gunsten des trans-Isomeren verdndert. Das in natiirlichen
Fetten gebundene Glycerin wird erwartungsgemdf vollst&ndig
zersetzt (vgl. Kohlenhydrate).

Aminosduren als untersuchte dritte grofe Stoffgruppe werden
bis auf wenige Ausnahmen quantitativ zersetzt; grundsdtz-
lich wird ein vollstédndiger Abbau der Gruppierung
-CH(NH=)-COOH beobachtet. Das weitere Verhalten einer Ami-
nosdure hingt von ihrem charakteristischen Rest ab. Wdhrend
aliphatische Reste bis auf die CHz-S-Gruppe des Methionins
vollstdndig zerlegt werden, gelingt dies bei unsubstituier-
ten aromatischen Ringen nicht. So wird bei Histidin ledig-
lich die Seitenkette abgebaut; die zum Ring benachbarte
Methylengruppe wird - etwa vergleichbar der Oxidation von
Toluol mit Permanganat oder Salpetersdure (143) zu Benzoe-
sdure - zur Carboxylgruppe oxidiert. Die entstehende aroma-
tische Carbonsdure ist bei 180°C gegen Salpetersdure stabil
und wird aufgrund der Protonierung der zwei Ring-Stick-
stoffatome in Salpetesdure nicht nitriert. Der Angriff des
nitrierenden NO2*-Ions (Autoprotonierung von HNOs gemdf:

2 HNOs == NO=* + NOs~— + H20) an ein Kation ist unter diesen
Bedingungen nicht méglich. Da die Ausbeute an Imidazol-4-
carbonsdure nur 38 % der Theorie betrdgt, miissen weitere
beim Aufschluf ablaufende Reaktionen dafiir verantwortlich
sein, daff 62 % des Aromaten zu anderen Endprodukten reagie-
ren.

Bei Phenylalanin hingegen wird der Abbau der Seitenkette
zur Carboxylgruppe von der Nitrierung des Phenylrestes be-
gleitet. Solange die -CHz=-R-~-Gruppe am Ring vorhanden ist,
wird die Nitrierung aufgrund des aktivierenden und dirigie-
renden Einflusses dieser Gruppe in ortho- und para-Stellung
erfolgen. Dabei ist unklar, warum die weniger wahrschein-
liche Para-Verbindung im {Uberschuf entsteht. Mdglicherweise
wird die Nitrierung der ortho-Position durch den Amino-
sdurerest zundchst sterisch erschwert. Die Tatsache, daf
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3-Nitrobenzoesdure entsteht, deutet darauf hin, dap die
Nitrierung teilweise erst im Anschluf an die Oxidation der
Seitenkette abliuft. Die dann vorliegende Carboxylgruppe
dirigiert in meta-Position. Dies wird auch beim Aufschluf
von Benzoesdure deutlich, durch den zu 70 % meta-Nitroben-
zoesdure geliefert wird. Fiir Hippursdure, die zundchst zu
Benzoesdure und Glycin hydrolysiert wird, gilt Analoges.
Bei Phenylalanin betrdgt die Ausbeute an unzersetzten
Aromaten 57 % der Theorie. Auch hier werden bei weiteren
Abbaureaktionen fliichtige Stoffe gebildet.

Interessant ist der Einfluf von Substituenten, die eine
Nitrierung erleichtern: So werden Tyrosin und Dihydroxy-
phenylalanin sowie die drei isomeren Hydroxybenzoesduren
vollstdndig zersetzt. Dabei reagieren die substituierten

Phenylalanine auf Zusatz von Salpetersdure spontan und

heftig. Weniger deutlich ist
aktivierenden Aminogruppe in
wird auch hier ein erheblich
Hippursdure beobachtet, wenn
Verbindungen hinterbleiben.

Die Reaktion des Tryptophans

der Effekt der ebenfalls
4-Aminohippursdure. Jedoch
niedrigerer RKG-Wert als bei

auch unzersetzte organische

ist kompliziert. Sowohl Gas-

chromatographie als auch Kernresonanzspektroskopie zeigen
die Komplexizitdt des Riickstandes an, der aus etwa 10 domi-
nierenden, insgesamt jedoch aus vermutlich mehr als 30
Stoffen zusammengesetzt ist. Da es sich ausschlieflich um
Aromaten handelt (NMR), stellt sich die Frage, ob der Hete-
roring unter Bildung von Benzolderivaten gebffnet wird oder
in Form substituierter Indole erhalten bleibt. Da Trypto-
phan in der Kohlenstoffbilanz nur eine untergeordnete Rolle
spielt, wdre eine weitere Identifizierung der im Riickstand
enthaltenen Verbindungen nur im Hinblick auf deren nachge-
wiesene Eigenschaft als Maximum-Dadmpfer bei der Voltamme-
trie von Interesse. Wegen des hohen Aufwands bei der Tren-
nung und Analytik dieser Stoffe wurde auf eine Bearbeitung
jedoch verzichtet. Bereits bei der Zugabe von 69 %iger
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Salpetersdure zu Tryptophan erfolgt eine heftige Reaktion,
die im Verlauf weniger Sekunden abklingt. Sie hinterlapt
eine schwarze Suspension, die darauf hinweist, daf vermut-
lich schon vor dem eigentlichen Aufschluf ein komplexes
Stoffgemisch entsteht, das dann weiter umgesetzt wird.

Auch die aromatische Nicotinsdure wird erwartungsgemdf nur
unvollstdndig abgebaut. Die resultierenden Produkte sind
hier jedoch nicht ndher untersucht worden, da Nicotins3ure
in biologischen Materialien nur in vernachlédssigbar ge-
ringen Konzentrationen vorhanden ist. Die schwachen Signale
der inversen Square-Wave-Voltammetrie lassen jedoch vermu-
ten, daf keine nitrierten Stoffe entstanden sind. Dies ist
auch deshalb anzunehmen, weil Nicotinsdure wie Imidazol-4-
carbonsdure in saurer LOsung als ammoniumanaloges Kation
vorliegt, an dem ein Angriff des nitrierenden NO:x*-~Ions
verhindert wird. Die Beobachtung, daf das Reaktionsprodukt
zu einer ErhShung des Wasserstoffstroms bei der Voltamme-
trie fiihrt, deutet darauf hin, daf nach wie vor eine orga-
nische Stickstoffbase im Aufschlufriickstand enthalten ist.
Da Imidazol-4-carbonsdure, die eine der Nicotinsdure &hn-
liche Struktur besitzt, unter den Bedingungen des Druckauf-
schlusses stabil ist, ist zu vermuten, daff auch Nicotin-
sdure unter den gleichen Bedingungen nicht angegriffen
wird. Unklar bleibt dann jedoch, warum nach dem Aufschluf
nur noch 65 % des urspriinglichen Kohlenstoffs vorhanden
sind. Es entsteht also entweder ein anderes Endprodukt oder
die Umsetzung der Nicotinsdure ist nach 3 h noch nicht
abgeschlossen, woraus weiter gefolgert werden miifte, daf
Nicotinsdure prinzipiell abbaubar ist. Ein der letzteren
Uberlegung zugrundeliegender kinetischer Effekt tritt je-
doch bei den Stoffen, welche die Kohlenstoffbilanz be-
stimmen, nicht auf, was daran zu erkennen ist, daf durch
Verldngerung der Aufschlufzeit eine Verringerung des RKG-
Wertes nicht erreicht werden kann. Dies wurde auch in (22)
schon gezeigt: Nach Druckaufschluf3 von Schweineblut und
Sonnenblumendl wurden die Aufschlufriickstdnde erneut mit
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iiberschiissiger Salpetersdure iiber 3 h im Druckgef&df behan-
delt. Eine Verringerung der RKG-Werte wurde nicht beobach-
tet. Es liegen also nach dem Aufschluf im Riickstand Verbin-
dungen vor, die gegen HNOs bei 180°C bestdndig sind. Das
Verhalten der Nicotinsdure miifte also in weiteren Experi-
menten untersucht werden. An dieser Stelle soll nur noch
mit dem Aufschluf von Dihydronicotinamid-adenin-dinucleotid
(NADH) verglichen werden, das eine Art nicht-aromatischer,
reduzierter Form der Nicotinsdure - gebunden an Zucker -
enthdlt. Wahrend Nicotinsdure, auch in Form von Nicotin-
amid-adenin-dinucleotid (NAD) und Nicotinamid-adenin-dinuc-
leotid-phosphat (NADP), einen RKG-Wert von 65 % liefert,
beobachtet man beim Aufschluf von NADH nur 5.8 % RKG. Bezo~
gen auf die Gruppierung -N(CsHa)-CONH= entspricht dies
einem RKG-Wert von 20 %. Der nichtaromatische Charakter des
NADH begiinstigt zwar zundchst einen Abbau des Ringes, der
dann vermutlich durch Oxidation teilweise aromatisiert
wird, so daf3 schlieflich ein stabiler Riickstand hinter-
bleibt. Dafiir spricht, daff eine Aromatisierung beim Auf-
schlufy des 1,4-Cyclohexadiens mit HNOs beobachtet wird: Der
Riickstand besteht zu etwa 80 % aus 1,3-Dinitrobenzol. Auch
das aromatische Riboflavin wird nicht vollstdndig abgebaut.

Zusammenfassend kann man feststellen, daff alle hier unter-
suchten aromatischen Stoffe, die keine aktivierende OH~
Gruppen am Ring besitzen, unter den Bedingungen des Druck-
aufschlusses nicht vollstédndig abgebaut werden k&nnen. Da-
bei bleiben die aromatischen Ringe bei Tryptophan, Phenyla-
lanin und Histidin erhalten.

Die CHsS-Gruppe des Methionins wird vollstdndig zu Methan-
sulfonsdure oxidiert. Die S-H-Gruppe in Cystein und die
S-S-Gruppe in Cystin wird dagegen quantitativ zu Sulfat um-
gesetzt. Da die S-S-Gruppe des Cystins auch in Liponsdure
vorhanden ist, sollte auch diese vollstédndig mineralisier-
bare Verbindung unter Bildung von Sulfat oxidiert werden.
Die drei schwefelhaltigen Aminosduren und Liponsédure rea-
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gieren heftig auf Zusatz von Salpetersdure und werden also
bereits vor dem Aufschluf zersetzt. Da bei dieser Anfangs-
reaktion jedoch nur geringe Stickoxidmengen entstehen, nach
dem Aufschluf dagegen erheblich mehr an NO= vorliegt, kann
nach Zugabe der Salpetersdure wohl noch keine vollstdndige
Umsetzung abgelaufen sein. Vermutlich erfolgt nur ein pri-
mdrer Angriff, der eine teilweise Zersetzung der Verbin-
dungen zur Folge hat.

Zusammenfassend wurden folgende Primdrreaktionen bei der
Zugabe von Salpetersdure zu biologischem Material festge-
stellt:
1. Hydrolyse von Ester-, Peptid-, Amid- und
glykosidischen Bindungen,
2. spontane Zersetzung von Tryptophan, Tyrosin
und schwefelhaltigen Aminosduren.
Andere in biologischen Materialien in merklichen Konzen-
trationen enthaltenen Stoffe zeigen keine spontanen Reak-
tionen.

Milch-, Zitronen-, Ascorbin- und Weinsdure, die als OH-sub-
stituierte aliphatische Carbonsduren Strukturelemente von
Fettsduren und Zuckern besitzen, werden vollstdndig zer-
setzt. Dies gilt ebenso fiir Brenztraubensdure und belegt,
dap auch C-C-Ketten mit angefiligten Carbonylgruppen abgebaut
werden kdnnen. Die Tatsache, daf Oxalsdure quantitativ
mineralisiert wird, zeigt, dap prinzipiell auch Carboxyl-
gruppen umgesetzt werden kénnen, was bei aromatischen

Carbonsduren nicht immer gelingt.

Nucleinsduren werden praktisch quantitativ abgebaut; dies
gilt auch fiir ihre isolierten Bausteine sowie fiir Adenosin-
triphosphat und Adenosinmonophosphat. Die Stickstoffbasen
Cytosin und Uracil bendtigen jedoch eine geniigend hohe
Startkonzentration an NOz, um vollstdndig reagieren zu
kdnnen, was beim Aufschluf biologischer Materialien gegeben
ist. Die beim Aufschlup dieser Stoffgruppe hdufig beobach-
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teten RKG-Werte unterhalb von 1 % sind vermutlich auf Ver-
unreinigungen der Ausgangsstoffe oder auf unbedeutende
Nebenreaktionen zuriickzufihren.

Die untersuchten phosphorhaltigen, nichtaromatischen Stoffe
mit Ausnahme des NADH, das vermutlich wdhrend des Auf-
schlusses'aromatisiert wird, erleiden einen vollstdndigen
Abbau der organischen Matrix, wobei auch aus Polyphosphaten
PO4.3~- gebildet wird, wie Untersuchungen an Rinderleber er-
gaben (vgl. Kap.4.11).

Das einzige in biologischen Materialien in relevanten Kon-
zentrationen auftretende Steroid, Cholesterin (Eidotter,
Gehirn: bis zu 3 % (137)), wird zu 98 % abgebaut. Eine ver-
gleichbar aufgebaute Substanz, Androsteron, wird zu 97 %
zersetzt, bezogen jeweils auf den Kohlenstoffgehalt. Auch
diese cyclischen Systeme, die im Falle des Cholesterins
eine C-C-Doppelbindung enthalten, werden praktisch voll-
kommen aufgeschlossen, da sie &hnliche Strukturelemente
enthalten wie bereits diskutierte kettenfdrmige Verbin-
dungen.

Porphyrinsysteme wurden am Beispiel der Stoffe Haemin und
Haematoporphyrin untersucht. Diese werden nahezu quantita-
tiv abgebaut. Der prinzipiell &hnliche Aufbau von Chloro-
phyll 148t erwarten, daf auch Chlorophyll a und b voll-
stdndig zerlegt werden. Dabei sollte der unterschiedliche
Aufbau der Seitenketten keine Rolle spielen, da die darin
enthaltenen Strukturelemente - wie bei anderen Stoffgruppen
diskutiert wurde - mineralisiert werden k&nnen. Die Uber-
tragung dieser Ergebnisse auf Chlorophyll ist m&églicher-
weise aber deshalb unsicher, weil Chlorophyll a und Chloro-
phyll b {iber einen nur partiell ungesdttigten Ring verfii-
gen. Erfahrungsgemdf sollte jedoch auch dieses Struktur-
element leicht abbaubar sein. Reines Chlorophyll selbst
konnte aus Kostengriinden nicht untersucht werden.
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Bei Phosphatiden stellt sich, setzt man eine Primdrhydro-
lyse voraus, nur die Frage nach der Reaktionsfdhigkeit der
Basen, da die Fettsdurereste und Glycerin vollstdndig ab-~
gebaut werden kdénnen, sofern keine mehrfach unges&ittigten
Fettsduren vorhanden sind. Neben den bereits diskutierten
Monosacchariden (z.B. Inosit) und der Aminosdure Serin wer-
den auch Cholin und Ethanolamin praktisch quantitativ zer-
setzt. Auch das Dipalmitoyllecithin mit Cholin als Base
wird daher vollkommen abgebaut. Lecithin, das neben einem
Palmitoyl- noch einen Olsdure-Rest aufweist, wird zwar
nicht vollstdndig zersetzt (RKG 2.7 %), da das Probenma-
terial jedoch ein aus Eiern isoliertes Naturprodukt ist,
diirfte der Riickstand auf Proteine zuriickzufiihren sein. Dies
wird auch aus dem Voltammogramm ersichtlich, das dem Auf-
schlufriickstand aus Phenylalanin (Nitrobenzoesduren) ent-
sprechende Signale enthdlt.

Die Polyamine 1,6-Diaminohexan ﬁnd 1,2-Bis~(3-aminopropyla-
mino)-ethan reagieren, wie auch Ethanolamin, &uferst heftig
auf Zusatz von Salpetersdure. Im nachfolgenden Aufschluf
werden sie praktisch vollkommen zersetzt. Die in Alkyl-
Ketten eingebaute Aminogruppe und die endstdndige Amino-
gruppe verhindern den Abbau dieser Ketten nicht (vgl. auch
Methylamin und Arginin). Die heftige Reaktion bei Vorhan-
densein endstdndiger Aminogruppen lift vermuten, daf der
Abbau gegeniiber reinen C-H-Verbindungen erleichtert wird.
Die drei Methylamine zeigen die heftige Reaktion bei Sal-
petersdure-Zusatz nicht. Harnstoff wird vollstdndig zer-
setzt, wobei durch Hydrolyse Ammonium und CO= gebildet
wird. Die Tatsache, daf auch Ethylendiamintetraessigsdure
(EDTA) abgebaut wird, ist zwar fiir die Beurteilung des
Aufschlufverhaltens biologischer Materialien von geringem
Interesse, dieses Verhalten kann aber in anderen Bereichen
der analytischen Chemie wichtig sein, da EDTA oft als Kom-
plexierungsmittel eingesetzt wird. Beim Aufschluf von Blut,
dem EDTA-Salze oft zur Stabilisierung zugesetzt werden,
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braucht es ebenfalls beziiglich der Kohlenstoffbilanz nicht
beriicksichtigt 2zu werden.

Die Untersuchungen zur Kohlenstoffbilanz legen es nahe,
anzunehmen, daf Esterbindungen unter den Bedingungen des
Druckaufschlusses durch Salpetersdure hydrolytisch gespal-
ten werden. Aus dieser Sicht ist die oft als Gefahr hervor-
gehobene Bildung explosiver Salpetersdureester (etwa mit
Glycerin oder Cellulose) nur wenig wahrscheinlich, was auch
dadurch erhdrtet wird, daf beim Aufschlup dieser Stoffe in
keinem Fall explosive Reaktionen beobachtet wurden. Nicht
ausgeschlossen werden kann jedoch, daf die hohe Konzentra-
tion an Salpetersdure bei manchen Probenmaterialien die
Bildung von Salpetersdureestern begiinstigt, so daff geringe
Mengen dieser Verbindungen entstehen. Die in dieser Arbeit
untersuchten Stoffe lassen sich jedoch unter den mitgeteil-
ten Bedingungen gefahrlos aufschliefen.

Die durch Zersetzungsprodukte biologischer Materialien her-
vorgerufenen Signale bei der inversen Voltammetrie von Ele-
mentspuren sind bereits in Kap.4.8.4 diskutiert worden. Die
Frage der Zuordnung von Stdrsignalen nach Aufschluf biolo-
gischer Proben fiihrte zu dem Ergebnis, daf die Signalinten-
sitat zu iiber 95 % auf das aus Phenylalanin gebildete Ni-

- trobenzoesdure-Gemisch zuriickzufithren ist (vgl. Kap.4.9.3).
Die in diesem Gemisch enthaltenen Stoffe 2-Nitro- und
2,4-Dinitrobenzoesdure tragen neben dem Riickstand aus Tryp-
tophan auferdem zur ErhShung des Wasserstoffstromes bei.
Die im Druckaufschluf aus Phenylalanin gebildeten Nitroben-
zoesduren werden iliber das Hydroxylamin zweistufig zum Amin
reduziert. Die HShe der im Voltammogramm beobachteten zwei
Stbrsignale ist unabhd@ngig von der Anreicherungszeit, da
die Substanzen elektrolytisch nicht an der Quecksilberelek-
trode angereichert werden kénnen. Der Reduktionsmechanismus
ist in Kap.4.10 beschrieben. Die aus Tryptophan- und
Histidin-Rickstédnden resultierenden Stdrsignale sind gegen-
iiber denen der Nitrobenzoesduren vernachldssigbar gering.
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Wahrend das Signal nach Histidin-Aufschliissen nicht von
Imidazol-4-carbonsdure, sondern von einem in sehr geringen
Anteilen entstehenden Nebenprodukt verursacht wird, konnte
die fiir das Signal nach Tryptophan-Aufschluf verantwort-
liche Substanz nicht ermittelt werden, weil die Zusammen-
setzung des komplexen Aufschlufriickstandes nicht bekannt
ist. Das beim Aufschluf von Histidin gebildete Nebenprodukt
verursacht ein sehr intensitdtsschwaches St&rsignal, so daf
auf eine Identifizierung dieser Substanz verzichtet wurde.
Untersuchungen dieser Art widren auch schwierig, da die
Imidazol-4-carbonsdure in grofem Uberschuf im Riickstand
vorliegt. Nicht auszuschliefen ist ferner, daf das Signal
auf Verunreinigungen des Histidins zuriickzufiihren ist.

Der eliminierende Einfluf des Tryptophan-Riickstandes auf
das Maximum bei Nitrobenzoesdure-Signalen wurde bereits in
Kap.4.8.4 diskutiert. Nach Aufschluf biologischer Materia-
lien tritt dieses Maximum dementsprechend bei Anwesenheit
von Zersetzungsprodukten des Tryptophans nicht auf. Dies
wird auch von OEHME und LUND (29) bestdtigt, die bei der

08 -06 -04 -02 00 +02

ELV] vs. Ag/AgCl

Abb.50: Signale nach Druckaufschluf von Blut (nach (29))



168

inversen Differential-Pulse-Voltammetrie von Blut-Druckauf-
schluBldsungen (Aufschluf mit Salpetersdure) die zwei in
Abb.50 dargestellten maximumfreien StO6rsignale beobachte-
ten. Das intensive Signal bei -0.1 V stimmt mit dem in der
vorliegenden Arbeit beschriebenen "Stdrpeak 2" (vgl. z.B.
Abb.49) in den Voltammogrammen der SWASV und analog auch
der DPASV iiberein. Der "Storpeak 1" (vgl. Abb.49) ist bei
OEHME und LUND durch einen hohen Grundstrom verzerrt. Die-
ser rihrt vermutlich daher, daf Stickoxide nach dem Auf-
schluf nicht durch Abrauchen entfernt wurden (vgl. Abb.26).
Die Autoren machen dariiber keine naheren Angaben. Das Sig-
nal des Kupfers erscheint in Abb.50, wie auch bei Rinder-
leber (Abb.49), als Schulter. Ein Vergleich der gestdrten
Voltammogramme dieser Arbeit mit dem in Abb.2 dargestellten
Voltammogramm einer Untersuchung von BAUMGARDT (27) ist
nicht ohne weiteres méglich, da es in acetatgepufferter

AI(*10pA) B

1.9~

1.%—

2.5

Cu

Abb.51: Leber; Square-Wave-Voltammogramm einer nicht abge-
rauchten Druckaufschluflésung nach Zusatz von
Natriumacetat (~0.75 — 0.25 V)
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L6sung aufgenommen wurde. Um vergleichen zu k&nnen, wurde
eine Leber-Druckaufschluflésung (nicht abgeraucht; Voltam-
mogramm ohne Acetat-Zusatz: Abb.23) in der voltammetrischen
Mefzelle mit Natriumacetat auf pH 5-6 eingestellt. Die Ana-
lyse dieser LOsung unter den Abb.23 zugrundeliegenden
Bedingungen (siehe dort) liefert das in Abb.51 dargestellte
Square-Wave-Voltammogramm. Signal B wird durch Nitrobenzoe-
sduren verursacht. Es ist in seiner H6he unabhingig von der
Anreicherungszeit, schmaler als in stark saurer Ldsung und
zu positiveren Potentialen hin verschoben. Seine Intensitédt
gegeniiber der des Signals aus saurer L8sung ist etwa um den
Faktor 5 erhdht. Cu erscheint bei 0.02 V, Pb bei -0.40 V
und Cd bei -0.55 V. Dies kann durch Verlingerung der Anrei-
cherungszeit oder durch Eichzusatz der Metallionen gezeigt
werden. BAUMGARDT (27) erhdlt gemdf Abb.2 folgende Poten-
tiale: Cd: -0.5 V; Pb: -0.43 V; Cu: 0.02 V. Ein exakter
Vergleich der Potentiale ist zwar nicht mdglich, da ver-
schiedene Gerdte und Verfahren (DPASV bzw. SWASV) verwendet
wurden, dennoch ist die relative Lage der Signale zuein-
ander etwa identisch. Demnach stimmt der bei BAUMGARDT in
Abb.2 mit "?" bezeichnete Peak mit Signal A in Abb.51 iiber-
ein; der intensive Peak B ist in dem von BAUMGARDT gemes-
senen Voltammogramm nur als Stromanstieg am rechten
Bildrand zu erkennen.

Das in Abb.51 gezeigte StOSrsignal B wird auch von KINARD
(5) in der DPASV an acetatgepufferten Druckaufschluflé-
sungen von Rattenblut beobachtet. Er interpretiert dieses
Signal jedoch nicht, da es, wie in Abb.2, nur als Schulter
am rechten Rand des Voltammogramms erscheint und so die
beginnende Aufldsung des Quecksilbers der Mikroelektrode
vortduscht. OEHME und LUND (29) kommen unter Bezugnahme auf
KINARD (5) zu dem Schluf, daf die von ihnen beobachteten
Stérungen durch "elektroaktive nitrierte Substanzen" im
Gegensatz zu den Ergebnissen von KINARD stehen. Dies ist
jedoch nicht der Fall, da die Voltammogramme aufgrund un-
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terschiedlicher Aciditdten und Leitelektrolyte nicht direkt
miteinander verglichen werden k&nnen.

Das in Abb.51 enthaltene Signal B kann auf den ersten Blick
Kupfer vortduschen, durch Eichzusatz lapt sich jedoch nach-
weisen, daff Cu bei deutlich negativerem Potential oxidiert
wird. Ein weiteres Beispiel dafiir, daf das Signal der
Nitrobenzoesduren mitunter nur schwer von dem des Kupfers
zu unterscheiden ist, gibt Abb.52 anhand der Analyse einer
Algen-DruckaufschluBlésung (vgl. Abb.15). Bei einer

AI(pA)
0 pl 50 pl
1.8- 1.4
8.9 8.5
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200 ul 300 pl
1.4 1.8
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500 pl 1000 nl
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8.5 8.9-
. 2

Abb.52: Einfluf von Cl- auf SWASV-Signale einer Algen-
Aufschlufldsung (Zugabe als 30 %ige Salzsdure);
Startvolumen: 6.0 ml Endvolumen: 7.0 ml
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elektrolytischen Anreicherungszeit von 3 min wurden stei-
gende Mengen an 30 %$iger Salzsdure zugesetzt. Die in Abb.52
aufgefiihrten Voltammogramme zeigen, daf das Kupfer-Signal
zundchst auf dem "St6rsignal 2" erscheint. In der zundchst
noch chloridfreien LOsung wird Cu unmittelbar zu Cu2+
(2-Elektroneniibergang, schmales Signal) oxidiert. Bereits
nach Zusatz von 50 pl HCl findet vorwiegend der Ubergang
Cu —> Cu* —» (CuCl:)- statt. Das Kupfer-Signal erscheint
folglich bei negativerem Potential und ist vom Stdrsignal
nicht mehr 2zu unterscheiden. Gleichzeitig wird die Halb-
wertsbreite des nun l-Elektronen-Ubergangs gegeniiber dem
des 2-Elektroneniibergangs verdoppelt. Eine unkritische
Kupferbestimmung an dieser Stelle wiirde zwangsldufig zu
einem stark erhdhten, falschen Mefergebnis fiihren. Bei
weiterer Zugabe von Salzsdure werden sowohl die Cu- als
auch die Hg-Oxidation stdrker in den negativen Potentialbe-
reich hinein verschoben, da die Bildung von (CuClz)- und
Hg=Cl> mit zunehmender Chloridionenkonzentration gefdrdert
wird. Wahrend das mit 500 pl Salzsdure wieder deutlich
sichtbare St6rsignal schliefilich von dem Strom der Queck-
silberoxidation iiberlagert wird, wird das Cu-Signal zuneh-
mend vom Stérsignal getrennt. Nach Zugabe von 1000 pl Salz-
sdure ist die Trennung so vollstdndig, daf eine Analyse bei
Beachtung der gekriimmten Basislinie anndhernd zum richtigen
Kupfer-Gehalt fiihrt. Diese von der Chlorid-Konzentration
beeinflufte Potentiallage kann an Leber-Aufschlufl&sungen
(Abb.20) analog vorgefiihrt werden.

Das in Abb.51 dargestellte "Stdrsignal A" ist aus dem Sig-
nal der Nitrobenzoesduren (vgl. Abb.49) und dem weiterer
Stoffe (vgl. Abb.23) zusammengesetzt. Dabei entsteht die
fiir den letztgenannten Signalanteil verantwortliche Sub-
stanz aus Proteinen: Das Signal erscheint jeweils bei der
Analyse nicht-abgerauchter Aufschlufl&sungen aus Algen,
Milchpulver, Leber und Schweineblut, nicht jedoch bei
Losungen aus Fett- und Kohlenhydrataufschliissen. Um festzu-
stellen, welche der Aminosduren fiir das Signal verantwort-
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lich ist, wurde einer der Rinderleber entsprechenden
Mischung von 6,4 mg Phenylalanin und 1,2 mg Tryptophan in
Einzelaufschliissen je eine weitere Aminosdure zugesetzt,
wobei mit Glucose stets zu 90 mg Gesamtkohlenstoff ergénzt
wurde. Mit Hilfe der square-wave-voltammetrischen Analyse
der nicht abgerauchten Aufschlupflésungen wurde ein zusdtz-
liches St6rsignal nur nach Zugabe von Leucin, Valin und
Isoleucin gemessen. Nach Aufschluf der Mischung aus Phenyl-
alanin, Tryptophan und Glucose wird ein zus&dtzliches Signal
nicht beobachtet. Die ndhere Untersuchung zeigte, daf es
sich bei der Stdrung nicht um ein Maximum, sondern um ein
echtes polarographisches Signal handelt, welches durch
leichtfliichtige Verbindungen verursacht wird, die aus Leu-
cin, Valin und Isoleucin entstehen. Die Signale werden auch
nach Aufschluf der genannten Aminosduren in Einzelversuchen
beobachtet, sind also unabhdngig von denen der Nitrobenzoe-
sduren. Da Valin, Leucin und Isoleucin bei der Reaktion mit
HNOs geniligend NO- liefern, kann auf den Zusatz von Glucose
verzichtet werden. Auffallend ist, daff das Storsignal nur
von diesen drei Aminosduren verursacht wird, die tertidre
Kohlenstoffatome besitzen und daf ein analoges Signal auch
nach Aufschluf von 2,3-Dimethylbutan geliefert wird. Ledig-
lich das Signal des Isoleucin-Riickstandes erscheint um

20 mV negativer als das der anderen Verbindungen. Die zu-
grundeliegenden Stoffe wurden nicht ndher identifiziert.
Sie sind zur Beurteilung von Analysenstdrungen auch weit-
gehend bedeutungslos, da sie beim Abrauchen zusammen mit
Stickoxiden und iiberschiissiger Salpetersdure entfernt
werden. Vermutlich handelt es sich jedoch um aliphatische
Nitroverbindungen. Wie bei den Nitrobenzoes&uren erhdlt man
auch hier Signale, deren Intensitdt unabhdngig von der An-
reicherungszeit ist. Die Reduktionssignale von Nitromethan
und 3-Nitropropionsdure in entsprechend saurer Lésung lie-
gen bei einem um 0.3 V negativeren Potential, sind aber in
ihrer Form identisch mit dem diskutierten Stdrsignal. Der
Aufschluf von 2,3-Dimethylbutan weist darauf hin, dap die
Isopropyl-Gruppe wohl fiir die Bildung der stSrenden Verbin-
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dungen verantwortlich ist. Die Isobutyl-Gruppe C=2Hs(CHs)CH-
des Isoleucins fiihrt vermutlich zu einem davon unterschied-
lichen Produkt, wie die erwdhnte Potentialverschiebung
andeutet.

Aus der Fliichtigkeit der Nitrobenzoesduren bei 180°C (vgl.
Kap.4.9.1) kann eine Verbesserung der Analyse von Schwerme-
tallen in DruckaufschluflSsungen abgeleitet werden: Raucht
man im PTFE-Gef&df bei 180°C bis zur Trockene ab, so werden
Nitrobenzoesduren bis zu 98 % (bezogen auf den C-Gehalt),
der Rickstand aus Tryptophan bis zu etwa 50 % entfernt. Da
die Ionen Zn2+, Cd2+, Pb2+ und Cu2+ auch bei 180°C aus
Riickstdnden biologischer Materialien nicht zu verfliichtigen
sind, wie an Algen- und Leberproben nachgewiesen wurde,
konnen die beobachteten Stérsignale auf diese Weise dra-
stisch verringert und richtige Kupferbestimmungen ermdg-
licht werden. V8llig stdrungsfreie Voltammogramme sind so
jedoch nicht zu erhalten, da jeweils geringe Anteile der
Zersetzungsprodukte bei 180°C zuriickbleiben und weiterhin
zu Stdrsignalen fiihren.

Abschliefend sollen einige aus den Ergebnissen dieser
Arbeit resultierende Fragestellungen erdrtert werden. Trotz
der zahlreichen Einzelergebnisse bleiben die Informationen
iiber die Reaktionsmechanismen des Druckaufschlusses bei
180°C nur bruchstiickhaft. Kaum behandelt wurde z.B. die
Bildung und Identifizierung der bei 130°C fliichtigen Abbau-
produkte von Biomaterialien. Die Arbeit liefert auch keine
Hinweise auf den Mechanismus des in der Spurenanalyse eben-
falls gebrduchlichen Abbaus organischer Stoffe bei 300°C
mit Salpetersdure und bei 180°C mit Perchlorsdure. Inter-
essant ist z.B., daf die bei 180°C gegen konzentrierte
Salpetersdure resistenten Stoffe bei 300°C bereits in etwa
3 %iger HNOs praktisch vollstdndig abgebaut werden k&nnen.
Dies wurde an Algen- und Leberproben gezeigt, bei denen
Losungen aus Druckaufschliissen bei 180°C in einer Quarzam-
pulle bei 300°C iiber 1 h nachbehandelt wurden.
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Ebenfalls iiberraschend ist der Befund, daf Phenylalanin und
Tryptophan beim offenen Aufschluff mit Salpeter- und Per-
chlorsdure unter den von MARTINIE und SCHILT (26) mitge-
teilten Bedingungen vollstdndig abgebaut werden, wdhrend
dies bei Glycin und Alanin nicht gelingt (RKG 20 bzw.

67 %). Beim Druckaufschluf mit Salpetersdure bei 180°C wird
ein praktisch umgekehrtes Verhalten beobachtet. Die von
MARTINIE und SCHILT mitgeteilten RKG-Werte konnten dabei
durch Vergleichsuntersuchungen bestdtigt werden; jedoch
werden auch Alanin und Glycin vollstdndig abgebaut, wenn
der Aufschluf allein mit Perchlorsdure bei 203°C - nach dem
Abrauchen der Salpetersdure aus der Aufschlufmischung -
verldngert wird (vgl. (26)). Die Ergebnisse von MARTINIE
und SCHILT sind also nicht aussagekrdftig, da die Arbeits-
parameter nicht optimiert wurden, so daf eine endgiiltige
Aussage iiber die Leistungsfdhigkeit der Perchlorsdure als
Aufschlufreagenz nicht méglich ist.

Schlieflich wurde in der vorliegenden Arbeit der Einfluf
organischer Aufschlufprodukte lediglich auf die Schwerme-
tallbestimmung mit Hilfe voltammetrischer Verfahren unter-
sucht. Spektrochemische Analysenverfahren, die ebenfalls
vielfdltig durch organische Zersetzungsprodukte gestdrt
werden konnen, wurden nicht behandelt. Da die nach einem
Druckaufschluf biologischer Proben mit Salpetersdure resul-
tierenden organischen Riickstdnde nun jedoch bekannt sind,
kann in Fortfithrung dieser Arbeit gezielt ihr Einfluf auf
die Elementbestimmung mit atomabsorptionspektrometrischen
Verfahren, insbesondere mit der Hydrid-, Hg-Dampf- und
Graphitrohr-AAS untersucht werden. In Zusammenhang mit der
Hydrid- und Hg-Dampf-AAS wdre sicher auch die Untersuchung
des Verhaltens der beim Aufschluff gebildeten leicht fliich-
tigen Verbindungen interessant, wenn Druckaufschlufldsungen
unmittelbar zur Analyse eingesetzt werden.
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6. Zusammenfassung

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit beziehen sich im
wesentlichen auf folgende Untersuchungen:

1. Bilanzierung der Aufschlupreaktion

Als Maf fiir die Leistungsfdhigkeit des Druckaufschlusses
mit Salpetersdure zur Mineralisierung biologischer Materia-
lien wurde der von der Probe abgetrennte Kohlenstoffanteil
gewdhlt. Er ergibt sich aus dem coulometrisch bestimmten
Restkohlenstoffgehalt in der Aufschluflfsung. Unter opti-
mierten Standardbedingungen (35-ml-PTFE-Tiegel, Einwaage
entsprechend 100 mg C, 2 ml 69 %$ige HNOs, Einengen der
AufschluBldsung bei 130°C) hinterbleiben organische Riick-
stdnde, deren Restkohlenstoffgehalt bei eiweifhaltigen
Materialien mit dem Stickstoffgehalt, bei Fetten mit dem
Gehalt an Linolsdure bis auf etwa 6 % ansteigt. Kohlenhy-
drate werden praktisch quantitativ abgebaut (Restkohlen-
stoffgehalt = 0.08 %).

An Hand von Modellsubstanzen wurde gezeigt, daf biologische

Materialien beim Druckaufschluf in folgender Reaktionskette

zersetzt werden:

- saure Hydrolyse von Ester-, Peptid-, Amid- und
Glykosidbindungen;

- oxidativer Abbau der Bruchstiicke.

Fiir die Aufschlufreaktion ist NO= in ausreichender Konzen-
tration in der fliissigen Phase erforderlich. Beim Aufschluf
biologischer Materialien unter den oben angegebenen
Bedingungen ist dies im allgemeinen gewdhrleistet, da sie
genligend leicht abbaubare Verbindungen enthalten, die HNOs
zu NOz reduzieren.
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An Proben von Rinderleber und Braunalgen wurde nachge-
wiesen, dap etwa die Hdlfte des nach dem Aufschluf noch
vorhandenen organischen Kohlenstoffs in Verbindungen gebun-
den ist, die bei 130°C fliichtig sind. Diese Verbindungen
entstehen - zumindest anteilig - aus den Aminos&uren Valin,
Leucin und Isoleucin.

Insgesamt wurden etwa 120 Verbindungen aufgeschlossen und
der jeweils verbleibende Riickstand untersucht. Von den in
biologischen Materialien in wesentlichen Konzentrationen
vorhandenen Stoffen liefern lediglich einige Aminos&uren
(Phenylalanin, Histidin, Methionin, Tryptophan) sowie die
doppelt ungesdttigte Fettsdure Linolsdure Riickstdnde or-
ganischer Produkte, die bei Temperaturen bis zu 130°C nicht
zu verfliichtigen sind. Diese Stoffe verbleiben im Auf-
schlufriickstand also auch dann, wenn die salpetersauren
Probenldsungen zur inversvoltammetrischen Elementbestimmung

bei dieser Temperatur eingedampft werden.

Untersuchungen zum Druckaufschluf stickstoff-, phosphor-
und schwefelhaltiger Verbindungen mit Salpeters#dure bei
180°C ergaben, daf der in Aminosduren gebundene Stickstoff
nicht zu Ammonium, sondern vermutlich zu N2 umgesetzt wird.
Der in Cystin und Cystein gebundene Schwefel wird zu Sul-
fat, der Schwefelanteil des Methionins zu Methansulfonsdure
oxidiert. In biologischen Materialien enthaltener Phosphor
wird in Phosphat iiberfiihrt.

2. Identifizierung der Reaktionsprodukte

Im einzelnen wurden folgende Verbindungen in den Riickstdn-~
den der zum Aufschluf eingesetzten Stoffe nachgewiesen.
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Eingesetzt Im Riickstand nachgewiesen
Phenylalanin Gemisch aus 15 % 2-Nitrobenzoes&ure
23 % 3-Nitrobenzoesdure
51 % 4-Nitrobenzoesédure
5 % 2,4-Dinitrobenzoesédure
5 % weitere Verbindungen,
vermutlich isomere
Dinitrobenzoesduren
Histidin Imidazol-4-carbonsdure als

Salpetersdureaddukt

Methionin Methansulfonsdure

Tryptophan Gemisch aus mehr als 10 aromatischen
Verbindungen, iiberwiegend Carbonsdure

Linolsédure Gemisch aus
95 % cis-1,2-Cyclopropandicarbonsédure
5 % trans-1,2-Cyclopropandicarbonsadure

Entsprechend dem Vorkommen der Modellverbindungen konnten
deren Reaktionsprodukte auch in den Aufschlufriickstdnden
biologischer Materialien nachgewiesen werden: Nitrobenzoe-
sduren, Imidazol-4-carbonsdure und Methansulfonsdure findet
man im Riickstand des HNOs-Druckaufschlusses von Rinderle-
ber; natiirliche Fette mit mehrfach ungesdttigten Fettsauren
liefern als Riickstand ausschlieflich cis- und trans-1,2-
Cyclopropandicarbonsdure im Verhdltnis 20:1. Folgeprodukte
des Tryptophans konnten, entsprechend der geringen Gehalte
dieser Aminosdure in biologischen Materialien, signifikant

nicht nachgewiesen werden.
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Fir die Nachweise und quantitativen Bestimmungen wurden
folgende Analysenmethoden eingesetzt: Elementaranalyse,
Gaschromatographie, IR-Spektrometrie, H-Kernresonanzspek-
trometrie, *3C-~Kernresonanzspektrometrie, inverse Voltamme-
trie.

3. Einflup der Reaktionsprodukte auf die inversvoltamme-
trische Elementbestimmung

Wahrend Methansulfonsdure, Imidazol-4-carbonsdure und die
Cyclopropandicarbonsduren im Potentialbereich von -1.2 Volt
bis +0.3 Volt gegen gesdtt. Ag/AgCl voltammetrisch inaktiv
sind, werden die Nitrobenzoesduren bei pH 0 zweistufig iiber
die Hydroxylamine zu Aminen reduziert. Die zugeh&rigen
Signale findet man bei der inversen Square-Wave-Voltamme-
trie bei -0.1 Volt (Reduktion zum Hydroxylamin) und bei
etwa -0.55 Volt (Reduktion zum Amin) gegen ges&tt. Ag/AgCl.
Dabei handelt es sich um Strdme, die analog auch bei der
differentiellen Pulspolarographie und der differentiellen
Puls-Inversvoltammetrie gefunden werden. Auch in den
Gleichstrompolarogrammen beobachtet man zwei entsprechende
Stufen. Da die verschiedenen Nitrobenzoesduren bei etwas
unterschiedlichen Potentialen reduziert werden, findet man
nach dem Aufschlupf biologischer Materialien bei der inver-
sen Voltammetrie stets verbreiterte Kombinationssignale.
Das Signal bei -0.55 Volt wird ausschlieflich, das bei -0.1
Volt zu etwa 95 % durch nitrierte Benzoesduren verursacht.
Einen geringen Beitrag liefern auch die Zersetzungsprodukte
des Tryptophans; das Signal erscheint bei 0 Volt und be-
steht aus mindestens zwei Einzelteilen. Die in sauren
Aufschlupldsungen biologischer Materialien beobachtete
ErhShung des Wasserstoffstromes bei pH 0 ist allein auf
2,4-Dinitrobenzoesdure, 2-Nitrobenzoesidure und auf Zerset-
zungsprodukte des Tryptophans zuriickzufiihren.
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Bei der Elementspurenanalyse nicht abgerauchter, saurer
Aufschlufl&sungen durch inverse Square-Wave-Voltammetrie
liefern die aus Valin, Leucin und Isoleucin resultierenden
Produkte ein Stdrsignal bei etwa -0.35 Volt vs. gesdtt.
Ag/AgCl. Es wird vermutet, daf nitrierte aliphatische Ver-
bindungen das Signal verursachen. Da die in einem weiten
Potentialbereich ebenfalls stSrenden geldsten Stickoxide
vor der inversvoltammetrischen Spurenbestimmung in Druck-
aufschlupflésungen durch Abrauchen entfernt werden miissen,
werden auch fliichtige organische Substanzen abgetrennt und
damit fiir die Spurenbestimmung bedeutungslos.

Durch die im Aufschlufriickstand nachgewiesenen organischen
Verbindungen wird die Bestimmung der Schwermetalle Zn, Cd,
Pb und Cu in sauren AufschluflSsungen erschwert oder sogar
verhindert: Neben einer Depression der Signale wird das
Signal/Untergrund-Verhdltnis bei der Zn-Bestimmung durch
den erhShten Wasserstoffstrom verschlechtert. Die Signale
der drei ilibrigen Metalle interferieren mit denen der Nitro-
benzoesduren, so daf unter ungilinstigen Bedingungen eine
Trennung der Einzelsignale nicht mehr méglich ist.

4. Méglichkeiten zum riickstandsfreien Aufschlup
biologischer Probenmaterialien

Nach Aussage der Temperaturabhdngigkeit des Restkohlen-
stoffgehaltes im Bereich zwischen 100 und 300°C sind min-
destens 300°C und Quarzgefdfe erforderlich, um die in bio-
logischen Materialien enthaltenen organischen Stoffe so
weit abzubauen, daf nach Abrauchen bei 130°C praktisch
kohlenstofffreie LOsungen erhalten werden. Auch die Gehalte
an leichter fliichtigen organischen Spezies sind in diesen
Losungen nur noch gering. Zn, Cd, Pb und Cu sind in den
eingedampften Aufschlufldsungen stérungsfrei inversvoltam-
metrisch zu bestimmen.
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Eine Nachbehandlung von Riickstdnden biologischer Materia-
lien mit Perchorsdure nach Druckaufschluf mit HNOs bei
180°C liefert Spurenkonzentrate, die - verglichen mit denen
aus dem Druckaufschluf bei 180°C - erheblich niedrigere
Restkohlenstoffgehalte aufweisen. Ein vollst#ndiger Abbau
organischer Stoffe gelingt zwar auch hierbei nicht, die
inversvoltammetrische Bestimmung der angegebenen Elemente
fiihrt jedoch zu richtigen Ergebnissen, da die verbleibenden
Storeffekte bedeutungslos sind.
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8. Anhang

LM Signal des L&sungsmittels

Die chemische Verschiebung ist in den NMR-Spektren in ppm

bezogen auf Tetramethylsilan angegeben.
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Abb.70: Margarine; lH-NMR-Spektrum des Aufschlufriickstandes
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Abb.71: Olivendl; lI-I—NMR-—Spektr:um des Aufschlufriickstandes
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Abb.72: Sojadl; lH-NMR-Spektrum des Aufschlufriickstandes
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Abb.73: Disteldl; lH-NMR-Spektrum des Aufschlufriickstandes
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Abb.74: Maiskeimdl; 1H—NMR—Spektrum des Aufschlufriickstandes
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Abb.75: Sonnenblumendl; lH-NMR-Spektrum des Aufschlupriickstandes
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Abb.77: lH-NMR-Spektrum von 3-Nitrobenzoesiure in DNOs/D»0;
4-Nitrobenzoesdure als Verunreinigung |
(Signale bei 8.06 und 8.19 ppm)
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Abb.78: lH-NMR—Spektrum von 2-Nitrobenzoesdure in DNOs/D20;






