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69 ph-Indikatorkomposition mit geregelter Aenderung von Farbe und pH beim Gefrieren sowie Verfahren zu

deren Herstellung.

@ Ein Regelmittel in Form eines Enzym-Substrat-Ge-

misches dndert die Ionenstirke und die Protonenzu-
sammensetzung einer gefrorenen pH-Indikatorkomposi-
tion um beim Gefrieren eine pH-Verschiebung der pH In-
dikatorkomposition zustande zu bringen und eine be-

stimmte Farbinderung zu verursachen.

Man kann somit ein Gesamtbild der Temperaturver-

hiltnissen z.B. in einem Gefrierraum erhalten.
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PATENTANSPRUCHE

1. pH-Indikatorkomposition mit geregelter Farbinderung
beim Gefrieren oder bei einer gewihlten Gefriertemperatur,
gekennzeichnet durch (a) zumindest einen pH-Indikator in
einer Menge, welche hinreichend ist, um bei pH-Verschiebung
eine Farbinderung aufzuweisen, (b) eine Pufferlésung, die
zumindest ein anorganisches lon in Lésung enthélt und ein pH
aufweist, welches verschiebbar ist, wenn die Temperatur der
Pufferlésung von einer ersten Temperatur iiber dem Gefrier-
punkt der genannten Losung auf eine zweite Temperatur
gesenkt wird, bei der die Losung gefroren ist, und (c) ein Regel-
mittel in Form eines Enzym-Substrat-Gemisches, welches
Regelmittel imstande ist, die Ionenstiarke und die Protonenzu-
sammensetzung der gefrorenen pH-Indikatorkomposition zu
dndern, um beim Gefrieren eine pH-Verschiebung der pH-Indi-
katorkomposition zustande zu bringen, wobei das genannte
Regelmittel in einer hinreichenden Menge vorhanden ist, damit
die pH-Indikatorkomposition bei einer gewihlten Temperatur
unter dem Gefrierpunkt eine Farbe aufweist, welche dieselbe
ist, wie die Farbe der genannten pH-Indikatorkomposition bei
einer Temperatur iiber dem Gefrierpunkt

2. pH-Indikatorkomposition nach Anspruch 1, dadurch
gekennzeichnet, dass die Pufferlosung eine wissrige Lésung ist.

3. pH-Indikatorkomposition nach Anspruch 1 und 2,
dadurch gekennzeichnet, dass der pH-Indikator in einen Wert
gedndert wird, der kleiner ist als bei dem genannten pK-Wert in
der genannten pH-Indikatorkomposition, und dass das Regel-
mittel in einer wirksamen Menge vorliegt, um eine Anderung
der Protonenzusammensetzung herbeizufithren, so dass (a) fiir
eine beim Gefrieren saurer werdende pH-Indikatorkomposi-
tion die genannte Protonenzusammensetzung in einen iiber
dem genannten pK-Wert liegenden Wert geiindert wird, und
(b) fiir eine beim Gefrieren mehr alkalisch werdende pH-Indi-
katorkomposition die genannte Protonenzusammensetzung in
einen Wert geidndert wird der grosser ist als bei dem genannten
pK-Wert.

4. pH-Indikatorkomposition nach Patentanspruch 1,
dadurch gekennzeichnet, dass das Regelmittel ein Alkohol oder
ein Vorlaufer dafiir ist.

5. pH-Indikatorkomposition nach Anspruch 1 und 4,
dadurch gekennzeichnet, dass das Regelmittel zumindest eine
Hydroxylgruppe umfasst und unter Methanol, Athanol, Glyko-
len, Glycerin und Kohlenhydraten gewahlt ist.

6. pH-Indikatorkomposition nach Anspruch 1 und 5,
dadurch gekennzeichnet, dass das Kohlenhydrat unter Sacha-
rose, Sorbitol und Dextrose gewiihlt ist.

7. pH-Indikatorkomposition nach Anspruch 1 und 3,
dadurch gekennzeichnet, dass fiir eine pH-Indikatorkomposi-
tion, die beim Gefrieren saurer wird, das Regelmittel ein Stoff
ist, der ein Ion eines starken Alkalis und ein on einer schwa-
chen Saure umfasst.

8. pH-Indikatorkomposition nach Anspruch 1 und 7,
dadurch gekennzeichnet, dass das Regelmittel ein Salz einer
Carbonséure ist.

9. pH-Indikatorkomposition nach Anspruch 1 und 8,
dadurch gekennzeichnet, dass die Carbonséure zumindest eine
Carboxylgruppe aufweist und eine alipathische oder aromati-
sche Carboxylsiure, Keto-, Hydro- oder Aminocarbonséure ist.

10. pH-Indikatorkomposition nach Anspruch 1 und 9,
dadurch gekennzeichnet, dass die Carbonsiure Ameisensiure,
Essigsiure, Bernsteinsiure, Zitronensiure oder Glutaminsgure
ist.

11. pH-Indikatorkomposition nach Anspruch 1 und 3,
dadurch gekennzeichnet, dass fiir eine pH-Indikatorkomposi-
tion, die beim Gefrieren mehr alkalisch wird, das Regelmittel
ein Stoff ist, der ein Ion eines schwachen Alkalis und ein Ion
einer starken Sdure umfasst.

12. pH-Indikatorkomposition nach Anspruch 1, dadurch
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gekennzeichnet, dass das Enzym-Substrat-Gemisch durch enzy-
matische Reaktion das Regelmittel erzeugt.

13. pH-Indikatorkomposition nach Anspruch 1 und 12,
dadurch gekennzeichnet, dass das Enzym-Substrat-Gemisch
aus Phosphatase/Glucose-6-phosphat, Phosphatase/B-Glycero-
phosphat, Esterase/Athylbutyrat und Lipase/Triglycerid
besteht.

14. pH-Indikatorkomposition nach Anspruch 1, dadurch
gekennzeichnet, dass die Komposition in wéssriger Form vor-
liegt und (a) Chlorphenolrot als pH-Indikator, (b) Na:HPO. als
Puffer, und (c) Glycerin als Regelmittel enthélt.

15. pH-Indikatorkomposition nach Anspruch 1 und 14,
dadurch gekennzeichnet, dass die wissrige Komposition etwa
50 ml 04 M wiissriger Lésung von Na2:HPO4.2H20, 100 ml
0,5%iger Chlorphenollésung, 9 ml Glycerin (99,5%), 20 ml
n-Butanol als wahlfreies Schutzmittel, destilliertes Wasser zur
Bereitung von 1 Liter,und 1 N HCI zur Einregelung des pH auf
7,5 enthalt.

16. pH-Indikatorkomposition nach Anspruch 1 und 15,
dadurch gekennzeichnet, dass sie ausserdem 3,56 g
Na:HPOas-2H20 und 5 ml Glycerin (99,5%) enthilt.

17. Verfahren zur Herstellung einer Komposition nach

-Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass man Bestandteile

aufldst zwecks Herstellung einer Pufferlosung, welche wenig-
stens ein anorganisches Ion enthélt, wobei die Pufferldsung ein
pH aufweist, das sich abéndert, wenn die Temperatur der
Losung von einer Temperatur iiber dem Gefrierpunkt auf eine
Temperatur unter dem Gefrierpunkt, bei welcher die Losung
gefroren ist, gesenkt wird, dass man zur Pufferlésung wenig-
stens ein pH-Indikator zugibt, in einer Menge, welche hinrei-
chend ist, um bei Abinderung des pH eine Farbédnderung aufzu-
weisen, dass man die Pufferlosung derart rithrt, dass der
pH-Indikator gleichméssig in die Losung verteilt wird, dass
man ein Regelmittel oder ein Vorlidufer eines Regelmittels
zusetzt, welches, wenn es der Pufferlésung und dem pH-Indika-
tor zugegeben ist, eine Anderung der ionischen Kraft und der
Protonkomposition der Lésung im gefrorenen Zustand verur-
sacht und somit nach Gefrieren eine Anderung des pH der
erhaltenen Losung verursacht, dass man das Regelmittel der
Pufferlésung und dem pH-Indikator zugibt, um eine fliissige
pH-Indikatorkomposition zu bilden, welche eine Farbe unter
dem Gefrierpunkt aufweisen kann, wobei diese Farbe derjeni-
gen der pH-Indikatorkomposition bei einer Temperatur {iber
dem Gefrierpunkt entspricht, und dass man diese fliissige
pH-Indikatorkomposition derart riihrt, dass das Regelmittel
gleichmaissig in die Komposition verteilt wird.

18. Verfahren nach Anspruch 17, dadurch gekennzeichnet,
dass das Regelmittel einer wissrigen Pufferlosung zugesetzt
wird.

19. Verfahren nach Anspruch 17 und 18, dadurch gekenn-
zeichnet, dass das Regelmittel in einer wirksamen Menge zuge-
setzt wird, um eine Anderung der Protonenzusammensetzung
herbeizufiihren, so dass (a) fiir eine beim Gefrieren saurer wer-
dende pH-Indikatorkomposition die genannte Protonenzusam-
mensetzung in einen Wert gedndert wird, der kleiner ist als bei
dem genannten pK-Wert des pH-Indikators, und (b) fiir eine
beim Gefrieren mehr alkalisch werdende pH-Indikatorkompo-
sition die genannte Protonenzusammensetzung in einen Wert
geiindert wird der grosser ist als bei dem genannten pK-Wert
des pH-Indikators.

20. Verfahren nach Anspruch 17, dadurch gekennzeichnet,
dass als Regelmittel ein Alkohol zugesetzt wird.

21. Verfahren nach Anspruch 17 und 20, dadurch gekenn-
zeichnet, dass als Regelmittel ein Alkohol zugesetzt wird, der
zumindest eine Hydroxylgruppe aufweist, beispielsweise Me-
thanol, Athanol, Glykolen oder Glycerin ist.

22. Verfahren nach Anspruch 17 und 21, dadurch gekenn-
zeichnet, dass als Regelmittel ein Kohlenhydrat zugesetzt wird,



beispielsweise Saccharose, Sorbitol oder Dextrose.

23. Verfahren nach Anspruch 17 und 19, dadurch gekenn-
zeichnet, dass die pH-Indikatorkomposition beim Gefrieren
saurer wird und dass als Regelmittel ein Stoff zugesetzt wird,
der ein Ion eines starken Alkalis und ein Ion einer schwachen 5
Séure umfasst.

24. Verfahren nach Anspruch 17 und 23, dadurch gekenn-
zeichnet, dass als Regelmittel ein Salz einer Carbonsiure zuge-
setzt wird.

25. Verfahren nach Anspruch 17 und 24, dadurch gekenn- 1
zeichnet, dass die Carbonséure mindestens eine Carboxy-
gruppe aufweist und eine aliphatische und aromatische Car-
bonséure, Keto-, Hydroxyl- oder Aminocarbonséure ist.

26. Verfahren nach Anspruch 17 und 25, dadurch gekenn-
zeichnet, dass die Carbonsiure Ameisensiure, Essigsiure, 1
Bernsteinséure, Zitronenséiure oder Glutaminséiure ist.

27.Verfahren nach Anspruch 17 und 19, dadurch gekenn-
zeichnet, dass die pH-Indikatorkomposition beim Gefrieren
mehr alkalisch wird, und dass als Regelmittel ein Stoff zuge-
setzt wird, der ein Ion eines schwachen Alkalis und Ion einer 2
starken Sdure umfasst.

28.Verfahren nach Anspruch 17, dadurch gekennzeichnet,
dass als Regelmittel ein Enzym-Substrat-Gemisch zugesetzt
wird, das durch enzymatische Reaktion das Regelmittel
erzeugt. 2

29. Verfahren nach Anspruch 17 und 28, dadurch gekenn-
zeichnet, dass das Enzym-Substrat-Gemisch ein Phosphatase/
Glucose-6-phosphat, Phosphatase/B-Glycerophosphat, Este-
rase/Athylbutyrat und Lipase/Triglycerid ist.
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Die Erfindung bezieht sich allgemein auf eine pH-Indikator- 35
komposition mit geregelter Farbanderung beim Gefrieren oder
bei einer gewihlten Gefriertemperatur. Ausserdem betrifft die
Erfindung ein Verfahren zur Herstellung dieser Komposition.
Gemiss den bevorzugten Ausfiihrungsformen der Erfindung
wird die Regelung der Farbidnderung dazu ausgenutzt, um neue 4o
Kompositionen zur Temperatur- oder Zeit-Temperatur-
Anzeige zustande zu bringen, im Bereich vom Gefrierpunkt der
Komposition bis auf etwa 90 °C oder niedriger. Unter «Gefrie-
ren» ist im vorliegenden Zusammenhang der Ubergang der
Komposition von Fliissigkeit zu festem Stoff oder Aufschldm-
mung gemeint, zum Untrerschied von Unterkiihlung, diein
gewissen Fillen eintreten kann, wenn die Temperatur gesenkt
wird. Um zu verhindern, dass eine Unterkiihlung eintritt, kn-
nen der Komposition gewisse anorganische Salze, wie KCl
NaCl usw., zugesetzt werden. Es sei ferner betont, dass fiir die
Erfindung wiissrige Systeme zwar bevorzugt werden, dass die
Erfindung aber nicht hierauf beschrinkt ist, sondern auch bei
nicht wissrigen Systemen oder Gemischen aus wissrigen und
nicht wissrigen Systemen anwendbar ist.

pH-Indikatoren, die kurz gesagt aus einem S#ure-Basenpaar ss
bestehen, wo die Siure eine andere Farbe als die Base hat, wer-
den allgemein dazu ausgenutzt, um den pH-Wert von Losungen
zu bestimmen oder zumindest eine Auffassung von diesem
Wert zu vermitteln. Ein Nachteil dieser pH-Indikatoren ist, dass
sie den pH-Wert nicht genau festlegen, da sie ein Umschlags-
intervall fiir die Farbinderung Séureform-Basenform von 1-2
pH-Einheiten haben. U.a. aus diesem Grunde sind die pH-Indi-
katoren in den letzten Jahren immer mehr durch pH-Messer
ersetzt worden, die auf elektrischem Wege den pH-Wert einer
Losung genauer messen. Ein bedeutender Nachteil, mitdem ¢
sowohl die pH-Indikatoren wie auch die pH-Messer behaftet
sind, ist, dass man mit ihnen nicht den pH-Wert von gefrorenen
Losungen messen kann, d.h. in festem Zustand.

45

50

60

&

634 148

Der Grund, weshalb sich pH-Indikatoren normalerweise
nicht zur pH-Anzeige von gefrorenen Losungen verwenden
lassen, ist, dass die Farbe des pH-Indikators nicht stabil ist, son-
dern dazu neigt, sich zu dndern, wenn die Losung gefriert.

Im Zusammenhang mit der vorliegenden Erfindung hat
man das Verhalten dieser Farbinderung beim Gefrieren unter-
sucht und dabei feststellen kénnen, dass sie iiblicherweise von
Basenfarbe zu Siurefarbe zu verlaufen scheint. Liegt also der
pH-Wert der Losung nahe oder kurz iiber dem Umschlagsinter-
vall des Indikators (d.h. auf der alkalischen Seite des
Umschlagsintervalls), so erhilt man beim Gefrieren der Losung
eine Anderung von Basenfarbe in Lésung zu Séurefarbe in
gefrorenem Zustand. Eine Voraussetzung der Farbénderung
ist, dass die Lésung einen Stoff enthilt, der sowohl zur lonen-
stirke der Losung wie auch zu deren Protonenzusammenset-
zung (d.h. dem Verhiltnis H+:OH") beitréigt. Derartige Stoffe
sind Puffer, die zumindest ein anorganisches lon geben und
unter anorganischen Puffern, wie z.B. Phosphatpuffern,
gewihlt werden kdnnen, sowie Salze organischer Sduren. In
Puffersystemen, deren Basenteil stirker ist als der Saureteil
(entweder in Form eines stirkeren Basenions oder einer gros-
seren Anzahl Basenionen als Sdureionen, beispielsweise Alkali-
salz einer organischen Siure, basischer Aminosauren oder
anderer Amine, Amide oder Aminoverbindungen), kann die
Farbinderung beim Gefrieren in der entgegengesetzten Rich-
tung erfolgen, d.h. von Sdurefarbe zu Basenfarbe.

Ein weiteres Problem, welches von den obengenannten
Nachteilen unabhingig erscheinen mag, ist, dass man bisher
iiber keine einfache und wirksame Vorrichtung verfiigt hat,um
in einer leicht erkennbaren Weise die Temperatur- oder Tem-
peratur-Zeitbedingungen, wie die Temperaturverteilung in
einem Gefrierraum, anzeigen zu kénnen. Somit hat man bei-
spielsweise in Gefrierhdusern oder in Tiefkiihltruhen gew6hn-
liche Thermometer oder temperaturempfindliche, elektrische
Glieder zur Temperaturanzeige benutzt. Diese bekannten
Temperaturmessglieder sind jedoch mit dem Nachteil behaftet,
dass sie die Temperatur nur an einem einzigen Punkt des infra-
gestehenden Raumes fithlen. Man erhalt somit kein Gesamtbild
der Temperaturverhéltnisse im Gefrierraum, und ausserdem
kann man oft ein falsches Bild der Verhélinisse bekommen, falls
das Fiihlglied, wie dies 6fters der Fall ist, im kéltesten Teil des
Gefrierraumes angebracht ist, beispielsweise am Kaltluftein-
tritt eines Kithiraumes. _

Der Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, die obengenann-
ten Nachteile der pH-Indikatoren im Zusammenhang mit
gefrorenen Losungen zu beseitigen und eine Anzeige der
pH-Werte von sowohl fliissigen als auch gefrorenen Losungen
zu erméglichen.

Diese Aufgabe wird erfindungsgemiss dadurch gelost, dass
die pH-Indikatorkomposition gekennzeichnet ist durch (a)
zumindest einen pH-Indikator in einer Menge, welche hinrei-
chend ist, um bei pH-Verschiebung eine Farbanderung aufzu-
weisen, (b) eine Pufferlosung, die zumindest ein anorganisches
Ion in Lésung enthilt und ein pH aufweist, welches verschieb-
bar ist, wenn die Temperatur der Pufferlésung von einer ersten
Temperatur iiber dem Gefrierpunkt der genannten Losung auf
eine zweite Temperatur gesenkt wird, bei der die Losung gefro-
ren ist, und (c) ein Regelmittel in Form eines Enzym-Substrat-
Gemisches, welches Regelmittel imstande ist, die Ionenstirke
und die Protonenzusammensetzung der gefrorenen pH-Indika-
torkomposition zu dndern, um beim Gefrieren eine pH-Ver-
schiebung der pH-Indikatorkomposition zustande zu bringen,
wobei das genannte Regelmittel in einer hinreichenden Menge
vorhanden ist, damit die pH-Indikatorkomposition bei einer
gewihlten Temperatur unter dem Gefrierpunkt eine Farbe auf-
weist, welche dieselbe ist, wie die Farbe der genannten pH-Indi-
katorkomposition bei einer Temperatur iiber dem Gefrier-
punkt.
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Das Verfahren zur Herstellung einer solchen Komposition
ist dadurch gekennzeichnet, dass man Bestandteile auflést
zwecks Herstellung einer Pufferlosung, welche wenigstens ein
anorganisches lon enthilt, wobei die Pufferlésung ein pH auf-
weist, das sich abéndert, wenn die Temperatur der Lésung von
einer Temperatur iiber dem Gefrierpunkt auf eine Temperatur
unter dem Gefrierpunkt, bei welcher die Losung gefroren ist,
gesenkt wird, dass man zur Pufferlosung wenigstens ein

Losung auf einen pH-Wert von etwa 2-5 Einheiten iiber dem
pK-Wert des pH-Indikators alkalisiert wird oder schon von
Anfang an einen solchen pH-Wert hat, indert der pH-Indikator
nicht die Farbe beim Gefrieren der Lésung.

Die oben angedeutete Erklidrung der Farbidnderung des
pH-Indikators beim Gefrieren bedeutet somit, dass der
pH-Wert der Losung gegen einen saureren Wert verschoben
wird. Da man die Lésung alkalisieren muss, um die pH-Vermin-

pH-Indikator zugibt, in einer Menge, welche hinreichendist,um  derung beim Gefrieren auszugleichen, wird das pH-Wert der

bei Abinderung des pH eine Farbinderung aufzuweisen, dass
man die Pufferlosung derart riihrt, dass der pH-Indikator
gleichmassig in die Losung verteilt wird, dass man ein Regel-
mittel oder ein Vorlaufer eines Regelmittels zusetzt, welches,
wenn es der Pufferlésung und dem pH-Indikator zugegeben ist,

10 fliissigen Losung gegen einen mehr alkalischen Wert verscho-

ben. Man kann dies als eine scheinbare Verschiebung des
pK-Werts (Umschlagsintervalls) des pH-Indikators gegen
einen mehr alkalischen Wert infolge des Gefrierens betrachten,
und diese Betrachtungsweise ist u.a. in den nachstehenden Aus-

eine Anderung der ionischen Kraft und der Protonkomposition 15 fiihrungsbeispielen benutzt worden.

der LOsung im gefrorenen Zustand verursacht und somit nach
Gefrieren eine Anderung des pH der erhaltenen Losung verur-
sacht, dass man das Regelmittel der Pufferlosung und dem
pH-Indikator zugibt, um eine fliissige pH-Indikatorkomposition

Es hat sich nun gezeigt, dass die Farbdnderung des pH-Indi-
kators bei Gefrieren hauptsichlich nur vom Ubergang von fliis-
siger Phase zu fester Phase abhéngig und im iibrigen von der
Temperatur hauptsichlich unabhingig sein diirfte, d.h. dass

zu bilden, welche eine Farbe unter dem Gefrierpunkt aufweisen 20 wenn sich die Farbe des Indikators einmalinfolge des Gefrie-

kann, wobei diese Farbe derjenigen der pH-Indikatorkomposi-
tion bei einer Temperatur {iber dem Gefrierpunkt entspricht,
und dass man diese fliissige pH-Indikatorkomposition derart
rithrt, dass das Regelmittel gleichmisig in die komposition ver-
teilt wird.

Durch die vorliegende Erfindung hat man also die mit der
Farbanzeige in gefrorenem Zustand verkniipften Probleme
16sen konnen, indem man einer einen pH-Indikator und eine
Pufferlosung mit zumindest einem anorganischen lon in'der

Losung enthaltenden pH-Indikatorkomposition ein Regelmittel 30

zusetzt, das sowohl die Ionenstarke als auch die Protonenzu-
sammensetzung der Komposition dndert. Hierdurch hat man
auchdie Voraussetzungen fiir das Zustandebringen eines Indi-
kators zur einfachen und leicht erkennbaren Anzeige der Tem-
peraturverhiltnisse geschaffen, wie im folgenden niher erldu-
tertist.

Die erfindungsmissige Komposition kann als wahlfreie,
jedoch bevorzugte Zusatzmittel auch ein Schutzmittel, bei-
spielsweise n-Butanol enthalten.

rens der Losung geédndert hat, keine weitere Farbinderung bei
fortgesetzter Temperatursenkung unter dem Gefrierpunkt
erfolgt.

Ferner wurde festgestellt, dass die Konzentration der

25 Losung an demjenigen Stoff (anorganischem Puffer oder Salz

einer organischen Saure), der zur lonenstérke und Protonenzu-
sammensetzung der Losung beitrégt, eine solche Wirkung hat,
dass die Losung beim Gefrieren um so saurer wird, je hoher die
Konzentration des Stoffes (des Puffers) in der Losung ist.

Wie schon erwihnt, wird das mit der Verschiebung des
Umschlagintervalls beim Gefrieren verkniipfte Problem
dadurch geldst, dass man ein Regelmittel zusetzt, welches die
lonenstérke und die Protonenzusammensetzung der gefrore-
nen Losung dndert und sowohl der Verminderung der Leitf4-

3 higkeit als auch der Anderung des Verhaltnisses H*:OH- (d.h.

des pH-Werts) der Losung infolge des Gefrierens entgegen-
wirkt. Es sei bemerkt, dass das Regelmittel selbst nicht die Pro-
tonenzusammensetzung zu dndern braucht; wichtig ist, dass die
Wirkung des Regelmittels eine soiche ist, dass die Protonenzu-

Wie eingangs erwihnt, ist die Erfindung nicht auf wissrige 40 sammensetzung der gefrorenen Lésung eingeregelt wird.

Systeme beschrinkt, obgleich diese bevorzugt werden. Ausser
wissrigen Systemen kann man Alkohol, wie Methanol, Athanol
und Dodecanol benutzen. Selbstverstidndlich miissen Indikator,
Puffer und Regelmittel im gew#hlten Medium lslich sein.
Ohne die Erfindung an eine besondere Theorie zu binden,
meint man, dass die oben beschriebene Farbinderung des
pH-Indikators beim Gefrieren darauf zuriickzufiihren ist, dass
die Protonenzusammensetzung beim Gefrieren radikal geén-
dert wird, eine Anderung, die in zwei Teile unterteilt werden

Hierzu lassen sich verschiedene Regelmittel gebrauchen,
welche beispielsweise das pH der Lésung dndern oder oberfla-
chenaktive Wirkung haben. Insbesondere hat man gefunden,
dass Alkohole und Carbonséduren wirksame Regelmittel sind.

15 Als Alkohole kommen organische Verbindungen und vor allem

sowohl einwertige als auch mehrwertige Alkohole, wie Metha-

- nol, Athanol, verschiedene Glykole, Glycerine sowie Kohlenhy-

drate in Frage, als Carbonsguren vor allem Mono- und Di- als
auch Polycarbonséuren, aliphatische wie aromatische Keto-,

kann. Erstens nimmt die gesamte Leitfihigkeit beim Gefrieren s0 Hydroxy- und Aminocarbonsiuren, einschl. der Amide und

der Lésung ab, da die Beweglichkeit der verschiedenen Ionen,
einschliesslich H* und OH~, in der Losung stark abnimmt.
Zweitens diirfte die Beweglichkeit oder die Zuganglichkeit von

OH- stirker abnehmen als fiir H*, d.h. das Verhiltnis H¥: OH~ -

(die Protonenzusammensetzung) nimmt beim Gefrieren der
Losung (scheinbar) zu. Dies bedeutet, dass die gefrorene
Losung einen (scheinbar) niedrigeren oder saureren pH-Wert
als die fliissige Losung hat. Da der Farbzustand des pH-Indika-
tors gerade vom Verhiltnis H+:OH~ (d.h. pH) abhéngig ist,
wird sich also der Farbzustand des pH-Indikators von Basen-
farbe zu Séurefarbe 4ndern, vorausgesetzt, dass die Anderung
des Verhiltnisses H*:OH~ hinreichend ist, damit beim Gefrie-
ren der Losung das Umschlagsintervall des pH-Indikators pas-
siert wird. Untersuchungen haben gezeigt, dass die Anderung
des Verhiltnisses H+*:OH~ beim Gefrieren im allgemeinen

Salze dieser Siuren.

In der Praxis werden die reinen Carbonsiuren nicht als
Regelmittel benutzt, da dies eine unerwiinschte Senkung des
pH der Losung herbeifiithren wiirde. Statt dessen wird das Car-

55 bonsaure-Regelmittel, bevor es der Losung zugesetzt wird, bei-

spielsweise durch Zugabe von NaOH auf denselben pH-Wert
wie die Losung eingeregelt. Dies bedeutet, dass das zugesetzte
Carbonséiure-Regelmittel im wesentlichen einer Losung der
freien Saure und deren Salze entspricht. Alternativ und bevor-

&0 zugt kann man als Carbonsiure-Regelmittel direkt ein Salz der

Siure gebrauchen, zweckmassigerweise ein Alkalimetall- oder
Ammoniumsalz, wobei das pH beispielsweise mit Hilfe von
HCl eingestellt wird.

Erfindungsgemass kann man als Regelmittel zur Anderung

65 der Jonenstarke und der Protonenzusammensetzung auch ein

einer Verschiebung des pH-Werts nach der sauren Seite hinum - Enzym-Substrat-Gemisch beniitzen, das durch die Einwirkung

etwa 2-5 Einheiten entspricht, und zwar in Abhéngigkeit vom
gewihlten pH-Indikator. Falls also die urspriingliche, fliissige

des Enzyms auf das Substrat den erforderlichen Stoff erzeugt.
Die obengenannten Regelmittel eignen sich fiir Systeme,



die beim Gefrieren sauer werden.

Allgemein gilt, dass ein Regelmittel fiir ein System, das beim
Gefrieren sauer wird, ein Stoff ist, der ein Ion einer starken
Base und ein Ion einer schwachen Siure umfasst, wihrend ein
Regelmittel fiir ein System, das bei Gefrieren mehr alkalisch
wird, ein Stoff ist, der ein Ion einer schwachen Base und ein Ion
einer starken Sdure umfasst. Es sei bemerkt, dass Alkohole als
Regelmittel fiir beide Systemtypen benutzt werden konnen.

Der genaue Mechanismus der Wirkung des Regelmittels ist
nicht klargelegt, aber was z.B. Glyzerin betrifft, vermutet man, 10
dass dieses Regelmittel dadurch wirkt, dass es imstande ist,
Wassermolekiile anzuziehen, wahrscheinlich zusammen mit
dem pH-Indikator, wodurch dieser seine Farbe bewahrt. Aus-
serdem hat Glycerin ein hohes Protonenbindevermégen, was
zu einer reduzierten Beweglichkeit oder Zugénglichkeitvon 1
H* im Verhaltnis zu OH - fiihrt, d.h. einem (scheinbar) mehr
alkalischen pH-Wert. Diese Verschiebung des pH-Wertes
gegen einen mehr alkalischen pH-Wert wirkt derjenigen Ver-
schiebung des pH-Wertes gegen einen saureren Wert entge-
gen, welche, wie vorher erklirt, in der gefrorenen Losung ohne 20
Zusatz von Regelmittel auftritt. Durch sein Protonenbindever-
mogen dndert somit Glycerin scheinbar den pH-Wert der
gefrorenen Losung gegen einen mehr alkalischen Wert.

Fiir die Carbonsdure-Regelmittel gilt, dass sie selbst eine
wirkliche Anderung der Leitfahigkeit herbeifiihren, und zwar
sowohl der gesamten Leitfahigkeit wie auch des gegenseitigen
Verhiltnisses H*:OH~ (Protonenzusammensetzung).

In Abhéngigkeit davon, ob das gewihlte Carbonsiure-
Regelmittel mit dem besonderen Puffersystem zusammen-
wirkt, kann man der Umschlagsverschiebung des pH-Indika-
tors beim Gefrieren entweder entgegenwirken oder diese
Umschlagsverschiebung noch weiter akzentuieren.

Bei der Verwendung der obengenannten Regelmittel
wurde festgestellt, dass sie die unerwartete Wirkung besitzen,
dass sie die Farbénderung des pH-Indikators beim Gefrieren
temperaturabhingig machen, d.h. die Farbdnderung braucht
nicht im unmittelbaren Anschluss an das Gefrieren zu erfolgen,
sondern kann bei Temperaturen unter dem Gefrierpunkt der
Losung bewirkt werden. Fiir die Alkoholregelmittel gilt dies in
Gegenwart eines anorganischen Puffers oder eines Salzes
einer organischen Siure, wihrend dies fiir die Carbonséure-
Regelmittel auch in Abwesenheit eines anorganischen Puffers
(Carbonsiure + Alkalisalz der Carbonséure bilden selbst ein
Puffersystem) gilt. Man hat ferner festgestellt, dass die Tempe-
raturabhingigkeit des Farbumschlags des pH-Indikators auf
dem Gehalt des zugesetzten Regelmittels sowie auf dem Aus-
gangs-pH der flilssigen Losung beruht. Somit gibt ein zuneh-
mender Gehalt an Regelmittel eine niedrigere Farbum-
schlagstemperatur bei konstantem pH, wihrend ein mehr alka-
lisches Ausgangs-pH der fliissigen Losung eine niedrigere Um- s
schlagstemperatur bei konstantem Gehalt an Regelmittel gibt.
Man hat hierdurch, ausser dem Entgegenwirken einer Farbén-
derung des pH-Indikators beim Gefrieren durch das Regelmit-
tel, ein «Farbthermometer» geschaffen, das infolge der Tempe-
raturabhingigkeit des Farbumschlags des pH-Indikators eine
Farbe iiber der «Umschlagstemperatur» (Basenfarbe) und eine
andere Farbe unter der «Umschlagstemperatur» (Saurefarbe)
zeigt, Dieser Farbumschlag kann sehr klar gemacht werden, so
dass das Farbthermometer eindeutig so geringe Temperatur-
unterschiede wie 1-2 °C anzeigt. Indem man ein langgestreck-
tes Rohr mit einer Komposition der oben geschilderten Art
gemiss der Erfindung fiillt, schafft man somit ein langgestreck-
tes Farbthermometer, das, falls es an der Wand eines Kiihl-
oder Gefrierraumes angebracht wird, anzeigt, unter welcher
Héhe die Temperatur hinreichend niedrig bzw. iiber welcher
Héhe die Temperatur zu hoch ist.

Anstatt, wie oben erwihnt, die Losung in ein langgestreck-
tes Rohr zu fiillen, kann man auch einen langgestreckten Strei-
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fen mit in regelmassigem Abstand voneinander angeordneten,
durchsichtigen Kammern herstellen, die alle mit der Lésung
gefiillt sind. Diese Ausbildung ist praktischer als die Ausbildung
des langgestreckten Rohres, da der Streifen leicht zwischen
den Kammern getrennt werden kann, um Streifen erwiinschter
Linge zu schaffen. Ferner kénnen die Kammern mit verschie-
denen Losungen gefiillt werden, die einen Farbumschlag bei
verschiedenen Temperaturen unter dem Gefrierpunkt herbei-
fithren. Hierdurch wird ein Therometer geschaffen, das durch
seine Farbe in einfacher und leicht erkennbarer Weise die vor-
herrschende Temperatur anzeigt. Eine weitere Anwendung des
beschriebenen Farbthermometers besteht darin, dass man eine
Kapsel herstellt, die mit solcher Losung gefiillt ist, welche bei
einer gewissen Temperatur, beispielsweise —18 °C, einen Farb-
umschlag bietet, und diese Kapsel an einer tiefgefrorenen
Ware befestigt. Die die Indikatorfliissigkeit enthaltende Kapsel
wird dann zu jedem Zeitpunkt wihrend der Handhabung der
tiefgefrorenen Ware anzeigen, ob die Temperatur iiber oder
unter der gewihlten Temperatur (beispielsweise —18 °C) liegt.
Es sei bemerkt, das jedes besondere Farbthermometer einen
Farbumschlag nur bei einer besonderen Temperatur gibt, die
fiir die gewihlte Kombination von Indikatorlosung, pH-Wert
und Gehalt des Regelmittels kennzeichnend ist, das man aber
durch zweckdienliche Kombination dieser Faktoren ein Farb-
thermometer schaffen kann, welches bei wahlfreier Tempera-
tur einen Farbumschlag gibt. Der pH-Indikator ist typisch in
einer Menge von etwa 0,01-0,05 Gew./Vol% enthalten.

Es sei auch betont, dass das oben beschriebene Farbther-
mometer reversibel ist, d.h. es kann erneut benutzt werden, um
Temperaturidnderungen an der besonderen Farbtemperatur
vorbei anzuzeigen, die fiir das gewéhlte Farbthermometer spe-
zifisch ist.

Die Erfindung ist nun im folgenden anhand einiger Ausfiih-
rungsbeispiele naher erldutert.

Beispiel 1

Dieses Beispiel zeigt den Farbumschlag zweier verschiede-
ner pH-Indikatoren, Nitrazingelb und Bromthymolblau, beim
Gefrieren.

Die Indikatorlosungen waren mit 0,02 M Na:HPO4 (pH =
9,4) gepuffert. Die Einregelung des pH-Wertes erfolgte mit 1 N
HCI. Die Ergebnisse sind in Tafel 1 gezeigt.

Aus Tafel 1 gehtklar hervor, dass sowohl Nitrazingelb als
auch Bromthymolblau in mit dem anorganischen Puffer
Na:HPOs gepufferter Losung eine Verschiebung des
Umschlagsintervalls beim Gefrieren aufweist.

Entsprechende Vergleichsversuche wurden angestellt,
jedoch unter Verwendung von Indikatorlosungen, die mit 0,02
M des anorganischen Puffers Tris(thydromethyl)aminomethan
(Tris) gepuffert waren. Eine nennenswerte Verschiebung der
Umschlagsintervalle entstand nicht, was auch zu erwarten war,
da Tris eine im wesentlichen undissoziierte, organische Verbin-
dung ist, welche nicht nennenswert zur Protonenleitfihigkeit
beitragt.

Um zu zeigen, dass der Dissoziationsgrad dafiir unwichtig
ist, ob das Umschlagsintervall verschoben wird oder nicht, wur-
den auch Versuche mit Indikatorlésungen vorgenommen, die
mit Tris-Puffer gepuffert waren und denen ausserdem NaCl
zugesetzt war, d.h. ein Stoff, der nur die Ionenstirke, jedoch
nicht die Protonenzusammensetzung dndert. Wie aus Tafel 1
hervorgeht, entstand auch in diesem Falle keine nennenswerte
Verschiebung der Umschlagsintervalle.

Beispiel 2

In diesem Beispiel wurden Versuche mit einer grossen An-
zahl verschiedener pH-Indikatoren ausgefiihrt, und es wurde
festgestellt, dass sémtliche Indikatoren eine Verschiebung des
Umschlagsintervalls beim Gefrieren herbeifiihrten. In Tafel 2
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sungen erfolgten bei +20 °C bzw. —18 °C, und der pH-Wert
wurde bei 7,0 konstant gehalten. Sémtliche Proben waren bei

sind die verschiedenen gepriiften pH-Indikatoren und deren
normale Umschlagsintervalle bei +20 °C (volle Linie) sowie bei
—20 °C(gestrichelte Linie) zusammengestellt. In sémtlichen —18 °C gefroren. Die Ergebnisse sind aus Tafel 3 ersichtlich. Es
Fillen waren die Indikatorlosungen mit 0,02 M Na:HPOx sei bemerkt, dass die angegebenen Glycerinkonzentrationen
gepuffert. Das pH wurde mit 1 N HCl oder 1 M NaOH eingere- 5 sich auf eine 87%ige Glycererinlésung beziehen.
gelt.

Beispiel 4

Dieses Beispiel zeigt die Einwirkung von pH, Temperatur

und Glyceringehalt auf die Farbdnderung von Bromkresolgriin.

10 Die Indikatorlosung enthielt wie vorher 0,02 M Na:HPOs. Die

Beispiel 3
Bei diesem Beispiel wurden Versuche mit Zusatz von Gly-
cerin zu verschiedenen pH-Indikatorldsungen angestellt, die

mit Phosphatpuffer gemiss Obigem gepuffert waren. Die Mes-

Ergebnisse gehen aus Tafel 4 hervor.

Tafel 1
0,02 M Na:HPOs-Puffer

Nitrazingelb Bromthymolblau
pH Farbe bei Farbe bei
(+20°C) +20°C =20°C +20°C -20°C
9,40 dunkelviolett blau gelb
9,00 dunkelviolett griinbraun blau gelb
8,50 dunkelviolett gelbrot blau gelb
8,00 dunkelviolett gelbrot blau gelb
7,50 dunkelviolett gelbrot blaugriin gelb
7,00 violett gelbrot griin gelb
6,50 braun gelbrot griin gelb
6,00 braunrot gelbrot gelbgriin gelb
5,50 rotgelb gelbrot gelb gelb
5,00 gelbrot gelbrot gelb gelb
4,60 gelbrot gelbrot gelb gelb

0,02 M Tris-Puffer

Nitrazingelb Bromthymolblau
pH Farbe bei Farbe bei
(+20°C +20°C ~20°C +20°C ~20°C
9,40 dunkelviolett dunkelviolett blau blau
9,00 dunkelviolett dunkelviolett blau blau
8,50 dunkelviolett dunkelviolett blau blaugriin
8,00 dunkelviolett dunkelviolett blau griin
7,50 dunkelviolett dunkelviolett blaugriin griingelb
7,00 violett violett griin gelb
6,50 braun hellviolett griin gelb
6,00 braunrot gelbbraun gelbgriin gelb
5,50 rotgelb gelbrot gelb gelb
5,00 gelbrot gelbrot gelb gelb
4,60 gelbrot gelbrot gelb gelb

0,02 M Tris-Puffer + 0,1 M NaCl

Nitrazingelb Bromthymolblau
pH Farbe bei Farbe bei
(+20°C +20°C -18°C +20°C -20°C
94 violett violett blau hellblau
9,0 violett violett blau hellblau
85 violett violett blau hellblau
8,0 violett violett blau hellblau
75 violett violett griinblau blaugrau
70 hellviolett violett griin graugriin
6,5 lilabraun violett griin gelbgrau
6,0 braun hellbraun gelbgriin gelb
55 - - gelb gelb
50 gelb gelbrot gelb gelb
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Dieses Beispiel zeigt die Einwirkung von pH, Temperatur
und Glyceringehalt auf die Farbanderung von Chlorphenolrot.
Die Indikatorlésung enthielt wie vorher 0,02 M Na.HPOs. Die
Ergebnisse gehen aus Tafel 5 hervor.

Tafel 5
Temperatur PH 5,0 pHS55 pH 6,0
°C 1,0% Glycerin  05%Glycerin  0,5% Glycerin
-14 Violett Violett Violett
-16 Gelbrot Rot Gelb
-18 Gelbrot Gelb Gelb
=20 Gelb Gelb Gelb
-22 Gelb Gelb Gelb

Tafel 6
Regelmittel Chlorphenolrot Bromkresolgriin
(GewJVol%) +20°C -18°C +20°C ~-18°C
0=Kontrolle (nur Rot Gelb Blau Gelb
Phosphat-Puffer)
Dextrose (5%) Rot Gelbrot Blau Gelbgriin
Sorbitol (5%) Rot Gelbrot Blau Gelbgriin
Saccharose (5%) Rot Gelbrot Blau Griingelb
Tween 80 Rotgelb Gelbrot Griin  Griin
(oberflichenaktives
Mittel enthaltend
Polyoxyithylen (20)
sorbitanmono-oleat
(10%)
Glycerin (8,7%) Rot Rot Blau Blau
Athylenglykol (10%)  Rot Rot Blau Blau
Polyithylenglykol (5%) Rot Rot Blaugriin Blau
Cellosolve (5%) Rot Rot Blaugriin Blau
Methanol (5%) Rot Gelbrot Blaugriin Griin
Athanol (5%) Rot Gelbrot Blaugriin Blau
Natriumglutamat(5%) Rot Rot Blaugriin Blau
Natriumsuccinat (5%) Rot Gelbrot Blaugriin Griin
Natriumacetat (5%) Rot Rot Blaugriin Hellgriin
Natriumcitrat (5%) Rot Rot Blaugriin Griin
Ammoniumformiat (5%) Rot Rot Blaugriin Blau
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Tafel 3
Farbe bei
Glyceringehalt Zimmertemp.
pH-Indikator 1% 2% 5% 10% 20% O0-Kontrolle (alle)
Chlorphenolrot  gelb mit rot rot rot rot gelb violett
etwas rot
Bromkresolgriin blaugriin ~ blaugriin  blau blau blau griin blau
Kongorot braunrot  dunkelrot rot rot rot schwarz rot
Tafel 4 Beispiel 6
Temperatur pH 40 pH50 pH60 Dieses Beispiel veranschaulicht die einer Farbanderung
°C 05% Glycerin  1,0% Glycerin  0,5% Glycerin 15 entgegenwirkende Wirkung verschiedener Regelmittel gemiss
der Erfindung. Die Indikatorlésungen bestanden aus Chlorphe-
—14 N N . nolrot bzw. Bromkresolgriin in wéssriger Losung, die mit 0,02
~16 (lél:ltégrun gl:l:lnggr:]% (B;l:ﬁ)gg%z M Na:HPOas gepuffert war. Der pH-Wert der Losungen wurde
—18 Gelb Gelbgriin Gelbgriin mit HCl auf 6,0-6,5 eingeregelt. Die Ergebnisse gehen aus Tafel
-20 Gelb Gelbgrin ~ Gelb 2 6 hervor.
-22 Gelb Gelb Gelb .
Beispiel 7
Dieser Versuch zeigt teils die Verschiebung des Umschlags-
Beispiel 5 intervalls eines pH-Indikators (Kongorot) beim Gefrieren, und

25 teils dass diese Verschiebung bei fortgesetzter Temperatursen-
kung unter dem Gefrierpunkt nicht weiterlduft, d.h. so lange
sich die Indikatorkomposition entweder in der fliissigen oder in
der festen Phase befindet, so ist das Umschlagsintervall tempe-
raturunabhéngig, vorausgesetzt, dass ein Regelmittel gemiss

30 der Erfindung, wie Glycerin, nicht zugesetzt worden ist. Die
Ergebnisse gehen aus Tafel 7 hervor.

Tafel 7
35 Farbe von Kongorot-Indikator in wissriger Lésung, gepuffert
mit 0,02 M Na:HPO,
oH
(£20°C)y -20°C ~—15°C -6°C +5°C  +10°C +20°C
40
99 rot rot rot rot rot rot
9,15 rot rot rot rot rot rot
85 rot rot rotbraun rot rot rot
8,0 schwarz schwarz schwarz rot rot rot
5 1D schwarz schwarz schwarz rot rot rot
70 schwarz schwarz schwarz rot rot rot
6,5 schwarz schwarz schwarz rot rot rot
6,0 schwarz schwarz schwarz rot rot rot
| v J o v : J
s fest fliissig
Beispiel 8

Um zu zeigen, dass die Carbonsiure-Regelmittel das
Umschlagsintervall des pH-Indikators im gefrorenen System
auch ohne Puffer temperaturabhingig machen kénnen, wurde
ein Versuch mit einer Losung angestellt, die 5% Natriumsucci-
nat (Carbonséure-Regelmittel) und Chlorphenolrot als pH-Indi- -
60 kator enthielt. Die Farbe des Indikators wurde bei +20 °C
sowie drei verschiedenen Temperaturen unter dem Gerier-
punkt beobachtet, wobei folgendes festgestellt wurde

55

Temperatur (°C) Farbe

65 +20 rot
—6 rot
-10 gelbrot
-18 gelbrot
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Die zwischen —6 °Cund —10 °C stattgefundene Farbénde-  Beispiel 10

rung zeigt eine Anderung des Umschlagsintervalls des Ph-Indi- Eine Kombination zur Verwendung als «Farbthermome-
kators an. . ter» gemiss der Erfindung wurde folgendermassen hergestellt.
Zu 21 einer wéssrigen Losung, die 142,5 g Na:HPO4-2H:0
Beispiel 9 5 enthielt, wurden 350 ml 99,5% Glycerin, 4 1 10,5% Lésung von
In Tafel 8 sind verschiedene Beispiele von Enzym-Substrat-  Chlorphenolrot und 800 ml n-Butanol (Schutzmittel) zugesetzt,
Kombinationen gezeigt, welche Vorlaufer des erwiinschten wonach das Ganze mit destilliertem Wasser auf ein Gesamtvo-
Regelmittels sind und durch enzymatische Reaktion das lumen von 40 1 verdiinnt wurde. Die erhaltene Losung wurde
erwiinschte Regelmittel erzeugen. Es leuchtet ein, dass die dann mit 1 N HCl auf pH 7,5 eingeregelt.
gezeigten Kombinationen nur einige erlduternde Beispiele ver- 10 Die so erhaltene Lésung wurde in durchsichtige Kammern
wendbarer Vorliufer sind und dass der Fachmann unzahlige auf einem Streifen gefiillt, wie frither beschrieben. Hierdurch

andere Enzym-Substrat-Kombinationen wihlen kann, die durch  erhielt man ein Farbthermometer, das bei Priifung violette
enzymatische Reaktion das erwiinschte Regelmittel erzeugen.  Farbe bei Temperaturen iiber etwa —18 °Cund gelbe Farbe bei

Temperaturen unter etwa —18 °C zeigte.

15
Beispiel 11
Tafel 8 10 1 der in Beispiel 10 hergestellten Farbthermometerls-
Enzym Substrat Regelmittel Ubrige Produkte .Sung wurden durch Zugabe von 35,6 g Na2HPOs- 2H:0 sowie 50
ml 99,5% Glycerin modizifiert. Der pH-Wert der Losung wurde

20 auf 7,96 gemessen.

Bei Verwendung dieser Losung als Farbthermometer in der
oben beschriebenen Weise erhielt man einen Umschlag von
violetter Farbe zu gelber Farbe, als die Temperatur unter etwa
—24 °C gesenkt wurde.

25

Phosphatase Glucose-6-Phosphat Glucose  Phosphat
Phosphatase B-Glycerophosphat Glycerin  Phosphat
Esterase  Athylbutyrat Athanol  Butyrat
Lipase Triglycerid Glycerin  Fettsiuresalz
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