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Mit der Kondensationsreaktion von Salicylaldehyd und Dithiccarbasin-
sdureester konnen viele Verbindungen hergestellt werden [1, 2]. Von den so
herstellbaren Verbindungen wurden die Fluoreszenzeigenschaften jener Ver-
bindungen untersucht, die mit der allgemeinen Formel

RRIC=N-—-NH-—-CSSR?
zu beschreiben sind, wo
R =0-HO—-CH,
Ri=H bzw. CH,
’ R?=CH,; C,H;,—CH,, bzw. p-Cl-C,H,—CH,
bedeuten. :
Das IR-Spektrum der untersuchten Verbindungen (3) zeigt, daB in
ihnen neben den einfachen intermolekularen >N-——H. . .S=C< ‘W asserstoff-

briicken und achtgliedrigen zyklischen Assoziationen intramolekulare Wasser-
stoffbriicken vorhanden sind.
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Diese Verbindungen sind in Wasser praktisch unlésbar. Sie konnen aber teils
durch ihre phenolischen Hydroxylgruppen, teils durch die —NH—CSSR
Tautomerform in Alkali- bzw. Dialkalisalze iiberfiihrt werden, die sich in
‘Wasser mehr oder weniger gut 16sen. Alle Verbindungen lésen sich in Athanol
schlecht, im Gemisch von Dimethylformamid-Wasser in verschiedenem Ver-
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242 I. KASA und L. KOROSI

haltnis mit steigendem Verhditnis des Dimethylformamids immer besser, in
Dimethylformamid gut. Thre Losung fluoresziert auf Einwirkung des UV-
Lichts.

Werden zu den Losungen der Verbindungen in den obenerwihnten
Losungsmitteln Salze von komplexbildenden Metallen gegeben, entstehen
Metallkomplexe. Ein Teil der Metallkomplexe, z. B. die Zink-, Kadmium-,
Magnesium-Verbindungen fluoreszieren auf Einwirkung von UV-Bestrahlung
in von den Grundverbindungen verschiedener Farbe und mit abweichender
Intensitdt; das erméglicht, die Verbindungen zur spektrofluorometrischen
Bestimmung der erwdhnten Ionen zu verwenden.

Zur fluorometrischen Bestimmung des Zinks und Kadmiums wurden
schon mehrere verschiedene Reagentien vorgeschlagen [4—19], von der Mog-
lichkeit, die Salicylal-dithiocarbasinsiureester fiir diesen Zweck anzuwenden,
berichten jedoch wir als erste [20].

In diesem Beitrag wird iiber die spektrofluorometrische Bestimmung
der Zink- und Kadmiumionen mit Salicylal-dithiocarbasinséure-methylester

(SCAME) berichtet.

Experimenteller Teil

Apparate und Reagentien

Die Fluoreszenzuntersuchungen wurden mit einem Spektrofluorimeter
Typ Hrracar MPF-2A durchgefiihrt. Die mitgeteilten Erregungs- und Emis-
sionsspektren sind unkorrigiert. Die pH-Werte wurden mit dem RADELKIS
blood pH meter Typ OP-203 kontrolliert.
’ Stammlésungen. Metallsalzlésungen: Die Zink- bzw. Kadmiumionen in
1 mg{ml Konzentration enthaltenden Losungen wurden durch das Lésen von
Zinksulfat bzw., Kadmiumnitrat analytischer Reinheit in Wasser hergestellt.
Die anderen Metallsalzlosungen wurden auch in dhnlicher Weise bereitet. Die
verwendeten Losungen wurden durch entsprechende Verdiinnung der Stamm-
Issungen hergestellt.

Salicylal-dithiocarbasinsiure-methylester-( SCAME )-Lisungen

a) Wifrige Lésung: 50 mg Reagens wurde in 5 ml 0,1 n NAOH und in
destilliertem Wasser gelost und im MeBkolben auf 100 ml aufgefillt.

b) Dimethylformamid-Lisung: 50 mg Reagens wurde in Dimethylform-
amid gelést und im MeBkolben auf 100 ml aufgefiillt.

In beiden Fillen wurden die Losungen in gewiinschter Konzentration
durch entsprechende Losung der Stammigsungen hergestellt.

Pufferlésungen: Die Ammoniumhydroxyd-Ammoniumchlorid-Pufferls-
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sung mit verschiedenen pH-Werten und die Pufferlésungen nach Sérensen und
Britton— Robinson wurden in der iiblichen Weise hergestellt (21).

Die Ausgangsverbindungen waren von analytischer Reinheit. Zu den
Versuchen wurde zweimal destilliertes Wasser verwendet. 5

Ergebnisse und Diskussion

1. Stabilitdr des Salicylal-dithiocarbasinsdiure-methylesters (SCAME)

Das Reagens in 0,5 g/l Konzentration ist in einer wiflrigen Losung mit
zweimal #quivalentem Natriumhydroxydgehalt sowie in Dimethylformamid
geldst mehrere Tage lang stabil. Die Fluoreszenzintensitit der aus diesen L&-
sungen in 20 ug/ml Konzentration hergestellten SCAME-Losung sowie deren
Zink- und Kadmiumkomplexe in dhnlicher Konzentration verdnderte sich
nicht in der Zeit von 10 Minuten bis 24 Sunden, bei gewdhnlicher Zimmex-
beleuchtung.

2. Fluoreszenzeigenschaften des Salvcilal-dithiocarbasinsdure-methylesters

Die Erregungs- und Emissionsspektra des Natriumsalzes des SCAME
verindern sich in wilriger Lésung im 2—20 ug/ml Konzentrationsbereich
nicht.

In Abbildung 1 werden die Erregungs- und Emissionsspekiren von vier
Losungen in verschiedener Konzentration in Ammoniumhydroxyd-Ammo-
niumchlorid-Puffer gezeigt.
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Abb. 1. Erregungs- und Emissionsspektren des SCAME in wilriger Lésung verschiedener
Konzentration bei pH = 10. Puffer: NHOH—NHCL; /g, = 390 nm; /g, = 495 nm
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244 I. KASA und L. KOROSI

In dem untersuchten 8—13 pH-Intervall ist weder das Emissions- noch
das Erregungsspektrum von der Basizitit der Losung abhingig.

Die Inteunsitdt des fluoreszenten Lichtes ist aber pH-abhingig. Die pH-
Abhingigkeit des Reagens wurde in Ammoniumhydroxyd-Ammoniumehlorid
sowie in Pufferlésungen nach S6RENSEN und BriTToN-—-ROBINSON untersucht.
Die hochste Lichtintensitdt wurde in der Umgebung von pH = 11,7 gefunden.
Vor und nach diesem Wert vermindert sich die Intensitdt des Fluoreszenz-
lichtes.

Die pH-Abhingigkeit des Reagens in Ammoniumhydroxyd-Ammonium-
Pufferlosung wird in Tabelle 1, SORENSEN- und BrrrroN— RoBINsoN-Puffer-
lésung in Abbildung 2 gezeigt.

Tabelle 1

Fluoreszenzintensitéit des SCAME als Funktion des pH-Wertes

La: ittel baw. Fl B T
mgl;?xlflft:r PH intensitat hd
NH,O0H—-NH,C1 8,2 9 Ag, — 390 nm
NH,OH—NH,Cl 9,15 19
NH,O0H—-NHCl 9.95 36
0,2n NH,0H — 51
NH,OH in 1:1 Verdinnung - 100 Agm— 490 nm
0,In NaOH 13 28
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Abb. 2. Verdnderung der Fluoreszenz des SCAME in Abhingigkeit von dem pH-Wert. g, =
= 390 nm; A = 490 nm. a) Puffer nach SO6renseN; b) Puffer nach BriTroN—ROBINSON

Aus diesen Ergebnissen folgt, wie es auch die potenziometrische Titrierung
bewies, daB die zweite Dissotiation des SCAME um den Wert pH = 11,7
vollstindig wird. AuBlerdem spielen das Ammoniumhydroxyd-Ammonium-
chlorid sowie der SORENSEN-Puffer auch eine andere Rolle. Da sich bei der
Bestimmung des Zinks und des Kadmiums der Ammoniumhydroxyd-Am-
moniumchlorid-Puffer als am besten geeignet erwies, wendeten wir im weiteren
nur diesen Puffer an.
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Abbildung 3 zeigt die Erregungs- und Emissionsspektren des SCAME
verschiedener Konzentration in Dimethylformamid (DMF).

Die Fluoreszenzintensitidt des im DMF-Wasser-Gemisch bei verschiede-
nen Verhiltnissen der Komponenten in Gegenwart von Ammoniumhydroxyd-
Ammoniumchlorid-Pufferlésung mit pH = 10 gelosten Reagens wurde in
Abhingigkeit vom DMF-Gehalt in Abbildung 4 dargestellt, die Erregungs-
und Emissionsspektren sind in Abbildung 5 gezeigt.

Die Ergebnisse zeigen, dal die Intensitdt des fluoreszenten Lichtes in
Losungen mit 15—409, DMF-Gehalt die hochste und in diesem Bereich fast
konstant ist.
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Abb. 3. Erregungs- und Emissionsspektren der DMF-Liésung des SCAME verschiedener Kon-
zentration, Ag, = 340 nm; Ag, = 515 nm
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Abb. 4. Verdnderung der Fluoreszenzintensitidt des SCAME in Abh#ngigkeit von dem DMF-
Gehalte des Losungsmittels. ¢ = 20 pg/ml; g, = 395 nm ‘
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Abb. 5. Erregungs- und Emissionspektren des SCAME in Verschiedenen L&sungsmitteln;
¢ = 20 ug/ml; g, = 395 nm; g, = 490 nm

In Lésungen mit 40—809, DMF-Gehalt veriindert sich die Fluoreszenz-
intensitit mit der DMF-Menge linear.

In DMF ist die Intensitit geringer, nur 16—179%, des Wertes, derin einem
Gemisch im Verhilinis DMF : H,0 = 30:70 gemessen wurde.

In der DMF-Losung erscheint neben dem Maximum bei 515 nm ein
intensiveres Maximum bei 495 nm, dessen Lage bei der Verinderung des
DMF-Gehaltes innerhalb breiter Grenzen unverdndert bleibt.

Wihrend sich das Erregungsmaximum bei 325 nm verhdlinismilig
vermindert, wird das Maximum bei 495 nm iiberwiegend.

3. Die Fluoreszenzeigenschaften des Zink-Komplexes
des Salycilal-dithiocarbasinsidure-methylesters

Werden zur wilirigen Losung des Natriumsalzes des SCAME Zink-
ionen gegeben, entsteht eine Komplexverbindung mit von jenen der Grund-
verbindung abweichenden Fluoreszenzeigenschaften.

Abb. 6 zeigt die in der Ammoniumhydroxyd-Ammoniumchlorid-Lésung
bei verschiedenen pH-Werten aufgenommenen Erregungs- und Emissions-
spektren des Zinkkomplexes.

Aus dem Vergleich mit Abb. 1 ist zu sehen, daf§ sich das bei 495 nm
gemessene Emissionsmaximum des Reagens nach den kiirzeren Wellenldngen
zu verschiebt, u. zw. bis 475 nm. Auch das Erregungsspekirum verindert
sich, in dem bei 330—340 nm ein neues Erregungsband erscheint und sich
auch die Fluoreszenzintensitdt vergrdfert.

Bei der Anwendung von Ammoniumhydroxyd-Ammoniumchlorid-
Puffer ist die Fluoreszenzintensitit des Zinkkomplexes im 9,5—-10,7 pH-
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Abb. 6. Erregungs- und Emissionsspektren des Zinkkomplexes des SCAME in NH,0H-—NH,(l-
Puffer mit verschiedenen pH und in 0.1 n NaOH-Lésung. ¢ = 25 ug/ml; ig, = 340 nm;
Agm = 480 nm

Bereich fast unveridndert, darum wurden im weiteren die Bestimmungen in
einer Pufferlosung mit pH = 10 vorgenommen. In einer Lésung mit pH =
= 12—13 sowie in Ammoniaklésung im Verdiinnungverhiltnis 1:1 zersetzt
sich der Zinkkomplex.

Abb. 7 zeigt die Wirkung der Menge des Ammoniumhydroxyd-Ammo-
niumchlorid-Puffers mit pH = 10.

Man sieht, daf} sich die Intensitit von 709, Puffergehalt an nicht mehr
verdndert.
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Abb. 7. Wirkung der NH,0H-—NH,Cl-Puffermenge mit pH = 10 auf die Fluoreszenzintensitit
des Zinkkomplexes des SCAME. ¢ = 25 pug/ml; Az, = 330 nm; Jg, = 470 nm
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Abb. 8 zeigt die in DMF und im Gemisch von DMF und Wasser in ver-
schiedenem Verhilinis aufgenommenen Erregungs- und Emissionsspektren des
Zinkkomplexes.

Das Maximum des Emissionsspektrums verdndert sich in Abhingigkeit
von der DMF-Menge zwischen 643 und 475 nm, wobei sich die Erregungs-
spektren kaum veridndern.

In der Fluoreszenzintensitit liegt aber eine wesentliche Verdnderung vor.
In einer Losung mit 35—65%, DMF-Gehalt ist die Intensitit praktisch kon-
stant, etwa sicbenmal héher als die in reinem DMF gemessene und fast zwei-
mal héher als die im Wasser gemessene Intensitit (Abb. 9).
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Abb. 8. Erregungs- und Emissionsspektren des Zinkkomplexes des SCAME in verschiedenen
Losungsmitteln. ¢ = 20 ug/ml; Ag, = 335 nm; Ag, = 470 nm

100

501

Fluoreszenzintensitdat in arbitraren

Einheiten

1 I ] L ] 1 1 M-

1
0 20 30 40 50 60 70 80 S0 100 DMF %

Abb. 9. Verinderung der Fluoreszenzintensitit des Zinkkomplexes des SCAME in Abhiingigkeit
von den DMF-Gehalt des Lisungsmittels. ¢ = 25 ug/ml; Ag, == 340 ml; 2g,; = 470 nm
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Die spektrofluorometrische Untersuchung der Komplexverbindung
nach der Molar Ratio Methode zeigt, da3 das Verhilinis SCAME :Zn 1:1 ist,
sowohl in Wasser wie auch in Gemischen von DMF und Wasser in verschiede-
nem Verhiltnis (Abb. 10).

Dasselbe wird auch durch die analytischen Angaben des auspridparierten
Zinkkomplexes bewiesen (theoretischer Zinkgehalt bei 1:1 Molverhiltnis:
22,5%,; gefundener Wert: 21,59%,).
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Abb.10.Fluoreszenzintensitit in Abhingigkeit von dem Reagens warin allen dreiFillen 20 pzg/ml.

a) WiBrige Losung mit pH == 10; Ag, = 330 nm; App = 470 nm; b) In einem Gemisech DMF:

H.O = 30:70; Ag, == 330 nm; Ag, = 460 nm, ¢) In einem Gemisch DMF :H,0 = 50:50;
A, = 340 nm; gy = 470 nm

4. Eigenschaften des Kadmiumkomplexes des Salicylal-
dithiocarbasinsiure-methylesters

Die Fluoreszenzeigenschaften des Kadmiumkomplexes des SCAME
sind den Eigenschaften des Zinkkomplexes dhnlich, mit dem Unterschied, da3
die Fluoreszenzintensitit um etwa 609, niedriger ist.



230 I. KASA und L. KOROSI

Auch in diesem Fall erhéht sich anfangs die Fluoreszenzintensitit mit
DMF-Zugabe; in einem Gemisch mit 40—759%, DMF-Gehalt ist sie am héchsten
und beinahe konstant, wihrend sie in reinem DMF am niedrigsten ist

(Abb. 11).
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Abb. 11. Verdnderung der Fluoreszenzintensitit des Kadmiumkomplexes des SCAME in
Abhingigkeit von dem DMF-Gehalt des Losungsmittels

Die spektrofluorometrische Untersuchung der Komplexverbindung
nach der Molar Ratio Methode zeigt, daf das SCAME : Cd Verhiltnis auch in
diesem Fall 1:1 ist, sowohl in w#Briger Losung wie auch im Gemisch von
DMF und Wasser in verschiedenem Verhiltnis (Abb. 12).
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Abb. 12. Fluoreszenzintensitit in Abhidngigkeit von dem Kadmiumgehalt in einem Gemisch
DMF: H,O = 30:70. Konzentration des Reagens: 20 ug/ml; Ag, == 340 nm; /g, = 470 nm
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5. Verfahren

Mit Hilfe von SCAME kénnen also Zink-und Kadmiumionen sowohl
in wifiriger Lésung als auch im Gemisch von DMF und Wasser in verschiede-
nem Yerhiltnis bestimmt werden. Im letzteren Fall erwies sich das Gemisch
1:1 als am besten geeignet. Unter Amwendung einer Lésung des Reagens in
20—25 pg/ml Konzentration konnen Zinkionen bis 4—5 pg/ml Konzentration,
Kadmiumionen bis 6—7 pug/ml Konzentration folgenderweise bestimmt
werden.
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Abb. 13. a) Kalibrationskurve zur spektrofluorometrischen Bestimmung des Zinks in w#Briger
Losung bei pH = 10; lg, = 340 nm; Ag, = 460 nm

b) Kalibrationskurve zur spektrofluorometrischen Bestimmung des Kadmiums in wébriger
Lésung bei pH = 10; Jg, = 340 nm: /g, = 460 nm
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Abb. 14. a) Kalibrationskurve zur spekirofluorometrischen Bestimmung des Zinks in einem

Gemisch. DM¥: H,0 = 50:50; /g, == 340 nm; ig, = 460 nm: b) XKalibrationskurve zur

spektrofluorometrischen Bestimmung des Kadmiums in einem Gemisch. DMF: H,0 = 50:50:
Lgr = 350 nm; lg, = 460 nm
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Tabelle 2

Spektrofluorometrische Bestimmung von Zink in Anwesenheit von verschiedenenen lonen

H,0 DMF: H,0 = 50:50
Ion Zuifeg:;:ne Skale Ablesung Zu%jeg:é::ne Skale Ablesung
ug ug
kein — 20 — 90
Li+ 0,62 92 5 90
Mg2+ 2,0 91 5 93
Ca?t 3,1 90 5 88
Se3+ 7,5 92 10 87
Bat+ 12,0 90 10 82
A+ 2,05 91 2,5 82
Ppha+ 16,0 80 5 88
Cr3+ 4,5 80 5 90
Mn3+ 5,0 54 5 88
Fe?+ 5,0 72 5 80
Co?+ 5,0 62 5 57
Niz+ 4,5 93 5 66
Cu?+ 4,8 13 5 10
Agt 8,3 Opaleszent 10 Opaleszent
Cd2+ 8,5 8 10 65
Hg?+ 5 Opaleszent 5 70

Zp*t genommen 4,4 ug
5.1. In waprigem Medium

Es werden von der Stammlssung des Reagens 1 ml in einen 20 oder
25 ml MeBkolben pipettiert und 15 bis 18 ml Ammoniumhydroxyd-Ammo-
niumchlorid-Puffer mit pH = 10 zugemessen. Dann wird von der Zinkionen
oder Kadmiumionen enthaltenden Losung soviel dazugegeben, dafl die Kon-
zentration der Zink- bzw. Kadmiumionen 0 bis 5 ug/ml erreicht, schliellich
filllt man den MeBkolben bis zur Marke mit destilliertem Wasser. Nach
Vermischen wird gemessen: Erregungswellenlinge 330—340 nm; Emissions-
wellenliinge 460—470 nm (Abb. 13).

Die Standardabweichung der Methode aus 12 parallelen Bestimmungen
betrug fiir 3 pg/ml Zn 42,89, die Standardabweichung des Mittelwertes ist
+0,8%.

Die Standardabweichung der Methode aus 12 parallelen Bestimmungen
ergab sich fiir 5 pg/ml Cd zu 41,29, die Standardabweichung des Mittei-
wertes ist --0,35%,.
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Tabelie 3

Spektrofluorometrische Bestimmung des Kadmiums in Anwesenheit von verschiedenen Ionen

H,0 DMF: H,0 = 50:50
Zugegebene Zugegebene
Ton Menge Skale Ablesung Menge Skale Ablesung
g v
kein — 80 - 80
Li+ 5 80 5 80
Mg?+ 5 89 5 81,5
Ca?+ 5 84 5 80
Sr3+ 10 83 10 80
Ba?+ 5 83 5 80
AR+ 5 83 5 75,5
Ph2+ 5 80 5 82,5
Cr3+ 5 66 5 75,5
Mn2+ 5 76 5" 79
Fe?+ 5 Opaleszent 5 15,5
58
Co?+ 5 62 5 58
Ni2+ 5 62 5 52,5
Cud+ 5 11 5 18
Ag* 10 Opaleszent 10 Opaleszent
Zn?+ 5 210 5 210
Hg?+ 5 102 5 138
Opaleszent

Cd?+ genommen 4,7 ug

5.2. In Gemisch von DMF und Wasser im Verhilinis 50: 50

YVon der in DMF bereiteten Stammlésung des Reagens wird 1'ml in einen
20 oder 25 ml MeBkolben pipettiert und es werden noch 9,0 oder 11,5 ml DMF
zugegeben. Dann wird von der Zink- oder Kadmiumionen enthaltenden Lésung
soviel dazugegeben, dal die Konzentration der Zinkionen zwischen 0—5 ug/ml
bzw. die Konzentration der Kadmiumionen zwischen 0—7 ug/ml erreicht,
schlieBlich wird der MeBkolben bis zur Marke aufgefiillt.

Nach Vermischen wirmt sich die Losung etwas auf. Nach Abkiihlen auf
Zimmertemperatur wird gemessen: Erregungswellenlinge 330—350 nm;
Emissionswellenlinge 460—470 nm (Abb. 14).

Die Standardabweichung der Methode aus 12 parallelen Bestimmungen
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ergab sich fiir 3 ug/ml Zn zu 2,339, die Standardabweichung des Mittel-
wertes ist -+0,79%,.

Die Standardabweichung der Methode aus 12 parallelen Bestimmungen
ergab sich fiir 5 ug/ml Cd zu X149, die Standardabweichung des Mittel-
wertes ist +-0,49%,.

Auf Grund der gemessenen Intensitdt kann mit Hilfe der Kalibrations-
kurve die unbekannte Konzentration berechnet werden (Abb. 13-—14).

6. Interferenz durch fremde Ionen

Der Einfluf einiger Ionen auf die Fluoreszenzintensitit der Zink- und
Kadmiumkomplexe wurde in den Tabellen 2 bzw. 3 zusammengefaBt.

Zusammenfassung

Die Fluoreszenzeigenschaften des Salicylal-dithiocarbasinsiiure-methylesters (SCAME)
wurden in wilriger Losung, in DMF, und in DMF-Wasser-Gemischen in verschiedenen Ver-
hiiltnissen untersucht. Die hochste Intensitit des Fluoreszenzlichtes wurde in einer Lésung
mit 15-—409, DMF, Gehalt, und die niedrigste in einer DMF-Losung erhalten. Das Maximum
des Fluoreszenzspektrums liegt in den untersuchten Losungsmitteln zwischen 390—400 nm
und das des Emissionsspektrums zwischen 495—515 nm. Der SCAME bildet mit den Zn-
und Cd-Jonen Komplexverbindungen, deren Fluoreszenzintensitiit, sowie die Maxima ihrer
Erregungs- und Emissionsspektren von der Grundverbindung abweichen. Das erméglichte,
den SCAME zur fluorometrischen Bestimmung der Zn- und Cd-Ionen heranzuziehen. Es ist
zweckmiBig, die Bestimmung in wifiriger Losung oder in einer Lésung mit 509, DMF-
Gehalt durchzufithren. Erregungswellenlinge 330—340 nm: Emissionswellenlinge 460—
470 nm.

Die Intensitit des Fluoreszenzlichtes dndert sich imKonzentrationsinterwall 0—5 ug/ml
der Zn-Ionen bzw. 0—7 ug/ml der Cd-Ionen linear. Auch die Wirkung 15 fremder Ionen auf
die Bestimmung wurde untersucht.
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