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EINLEITUNG:

Das Umweltbundesamt wurde mit der Analyse von 4 Parametern (MBAS, LAS, NTA,
EDTA) in FlieBgewasserproben zur Wasserguteerhebung im Beobachtungszeitraum
1993/94 beauftragt.

Seitens des Umweltbundesamtes wurde der Wunsch des BM f. Land- u. Forst-
wirtschaft nach Offenlegung der Qualitatssicherungsma3nahmen zur Analytik der
Wassergiteerhebung unterstutzt. Zu diesem Thema wurde ein Informationstag am
28. April 1994 im Umweltbundesamt abgehalten.

Der vorliegende Bericht stellt eine Zusammenfassung des Vortrages zur
Qualitatssicherung der Komplexbildner (NTA, EDTA) dar. Die in diesem Vortrag
verwendeten Folien sind im Bericht mit "Folie" gekennzeichnet.

Der Bericht stellt ein praktisches Beispiel einer Methodenentwicklung und
Methodenvalidierung dar. Das Verfahren wurde von den Mitarbeitern des
Umweltbundesamtes Salzburg und den Mitarbeitern des Umweltbundesamtes Wien
(Analytik 2) erarbeitet.
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Analytik 2
Kurzbeschreibung der Methode zur Bestimmung
von NTA und EDTA in Wasser

Fur die Bestimmung von Nitrilotriessigsdure (NTA) und Ethylendiamin-
tetraessigsaure (EDTA) wurde das Verfahren nach DEV, P3, Blaudruck 1985 in
modifizierter Form verwendet. Die Modifikation besteht in der Anderung der Art und
der eingesetzten Menge des Anionenaustauschers und des Elutionsvolumens bei
der Anreicherung. Diese Anderung ist notwendig, da die Norm die Bestimmung von
EDTA nicht umfasst.

Die GC-Endbestimmung der NTA und EDTA erfolgt als NTA-tri-n-butylester und als
EDTA-tetra-n-butylester auf 2 Saulen unterschiedlicher Polaritat unter Verwendung
eines internen Standards.

Die Quantifizierung erfolgte Uber das Gesamtverfahren. Fur die Erstellung der
MeRmethode und zum Erhalt einer Wiederfindungsrate wurde zusatzlich eine
Grundkalibrierung erstellt.




Probenvorbereitung:

Die Wasserprobe wird zur Entfernung von stérendem Hydrogencarbonat angeséuert
und das dabei gebildete CO2 durch Einieitung von Stickstoff verdrangt.

Danach wird die Probe auf einen, in der Formiatform vorliegenden, stark basischen
Anionenaustauscher aufgebracht, wobei sich die Anionen der NTA und EDTA am
Austauscher anreichern. Die Elution der NTA und EDTA erfolgt mit 16 M
Ameisensaure. Das Eluat wird zur Trockene eingeengt.

Die Derivatisierung der NTA und EDTA zum Tri- bzw. Tetra-n-butylester erfoigt mit
einem n-Butanol-Acetyichlorid-Gemisch. Nach Zugabe von Wasser zum
Reaktionsgemisch werden die Butylester mit n-Hexan extrahiert.

Der n-Hexanextrakt wird  eingeengt, mit interner  Standardlésung
(Heptadecansaurenitril in n-Hexan) versetzt und der GC-Analyse zugefuhrt.

Modifizierung und Optimierung der Probenvorbereitung:
1.) Anreicherung:

Zur Kontrolle einer ausreichenden Kapazitit des lonenaustauschers wurde eine
Standardiésung nach Durchlaufen des Anionenaustauschers aufgefangen, zur
Trockene eingeengt, derivatisiert und gemessen.

Dabei zeigte sich, dal die in der Norm angegebene Kapazitat fur EDTA-Mengen
grofler 3 ug nicht ausreichend ist. Es wurde daher ein Anionenaustauscher gréRRerer
Kapazitat (kleinere Korngréle) verwendet.

Die Optimierung des Elutionsvolumens erfolgte Gber Nachelution des
Anionenaustauschers, wobei sich zeigte, dal zur vollstandigen Elution von NTA das
Elutionsvolumen vergréRert werden mul.

2.) Derivatisierung:
Bei der Derivatisierung wurde kontrolliert, ob die, in der Literatur angegebene,

Reaktionszeit von 1 Stunde ausreichend ist. Dazu wurden Standardiésungen 1/2
Stunde, 1 Stunde und 1 1/2 Stunden mit dem Veresterungsgemisch reagieren




gelassen. Dabei zeigte sich, da die Reaktionsausbeute bei allen drei Versuchen
gleich war.

GC - Analyse:

Die GC-Analyse des NTA-tri-n-butylesters und des EDTA-tetra-n-butylesters erfolgt
~auf zwei Kapillarsdulen unterschiedlicher  Polaritit  mittels  interner
Standardkalibration.

Zur Detektion wird ein Stickstoff-Phosphor sensitiver Detektor verwendet.

Die beiden oben angefuhrten Ester sind im Handel nicht erhaitiich. Daher wurde die
Synthese dieser Verbindungen in Auftrag gegeben. Die Reinheit der fertigen Ester
wurde mittels MS- und NMR-Spektrometrie Gberpruft.

Die Butylester wurden benétigt zur:

- Ermittlung der Retentionszeit

- Uberprufung der Trennleistung der beiden Saulen
- Bestimmung der absoluten Empfindlichkeit

- Erstellung der Grundkalibrierung

- Ermittlung von Massenspektren mittels GC-MS

Die Identifzierung des GC-Elutionsmusters erfolgte mittels GC-MS.
Ebenso wurden ausgewahlte Proben, deren Gehalt an Ester gréRer als die BG
waren, massenspektrometrisch abgesichert.




Prinzip der Bestimmung von NTA/ EDTA
in Wasserproben

Proben-
vorbehandlung

~

Festphasen-
anreicherung

-

Elution

-

Derivatisierung

-

GC-Analyse

Folie 2




Analytik

MeBverfahren

Bestimmung von

NTA-n-butylester
EDTA-n-butylester

Injektion
Einspritzvolumen 1 pl
splitless 60 s
Trennung
Saule SPB -608 | DB - 1301
Lange 30 m 60 m
|. D. 0,25 mm 0,32 mm
Filmdicke 0,25 uym 0,25 ym

Detektion
NP - Detektor

Spezifisch flr
Stickstoff und Phosphor

Folie 3




Kalibrierverfahren:

Es wurden Kalibrierungen nach 2 Verfahren erstellt:

1.) "Grundkalibrierung"; Kalibrierung mittels Reinstandards"
Die Kalibrationslésungen der "Grundkalibrierung" wurden aus einer Stamm-
I6sung der beiden Ester hergestelit.
Die Grundkalibrierung wurde fur die Erstellung und Optimierung der
MeRmethode bendtigt.

2.) "Gesamtkalibrierung"; "Kalibrierung mittels Wiederfindungsstandards, -proben”
Die Kalibrationslésungen der "Gesamtkalibrierung" wurden hergestellt, indem
wassrige Losungen der Na-Salze der NTA und EDTA mit unterschiedlichen
Konzentrationen der gesamten Probenvorbereitung unterzogen wurden.

Die Proben wurden mittels Gesamtkalibrierung (unter Verwendung eines
internen MeRstandards) quantifiziert.




Grundkalibration:

Die "Grundkalibrierung" wurde erstellt, indem die Stammidsung des NTA-tri-n-
butylesters und des EDTA-tetra-n-butylesters aut Konzentrationen von 0,5 - 50 ng/pl
(siehe Folie 4) verdtnnt und der GC-Messung zugefahrt wurden.

Aus der Grundkalibrierung konnte die absolute Empfindlichkeit des MeBsystems
bestimmt werden. Weiters konnte durch Vergleich der Grund- zur
Gesamtkalibrierung die Wiederfindungsrate errechnet werden.




Grundkalibrierung

Messung der Reinstandards ergibt den
atensatz der Grundkalibrierung

Analytik

NTA-n-butylester EDTA-n-butylester
Konzentrationen | Anzahl Wh.| Konzentrationen | Anzahl Wh.
0,50 ng/ul 5 0,50 ng/ul 5
1,00 ng/pl 5 1,00 ng/ul 5
2,00 ng/pul 5 2,00 ng/ul 5
4,00 ng/pl 5 4,00 ng/ul 5
8,00 ng/ul 5 8,00 ng/ul 5
10,00 ng/ul 5 10,00 ng/ul 5
20,00 ng/pl 5 20,00 ng/pl 3)
40,00 ng/pl 5 40,00 ng/pl 5

8 x 5§ = 40 Messungen

Folie 4




Gesamtkalibration:

Fiur die Gesamtkalibrierung wurden die Natriumsalze der NTA und EDTA in
Reinstwasser auf Konzentration von 4 - 80 g/l (siehe Folie 5) verdinnt. Pro
Kalibrationslevel wurde 5mal jeweils 100 ml dieser Losungen der kompletten
Probenvorbereitung unterzogen. Zur Bestimmung von Blindwerten aus der
Probenvorbereitung wurden 5 mal jeweils 100 ml Reinstwasser der
Probenvorbereitung unterzogen.

Die Gesamtkalibrierung wurde fiir die Quantifizierung der Proben verwendet.




Analytik

Gesamtkalibrierung

Messung der Wiederfindungsproben ergibt
den Datensatz der Gesamtkalibrierung

NTA EDTA
| gemessen als n - Butylester
Konzentrationen . Anzahl Wh. | Konzentrationen | Anzahl Wh.

4 pg/l 5 4 pg/l 5
10 pg/l 5 10 pg/l 5
30 pg/l 5 30 pg/l 5
50 pg/l 5 50 pg/l 5
70 ug/l 5 70 pg/l 5
80 ug/l 5 80 ug/l 5

Folie5




Statististische Auswertung der Datensitze:

Die Auswertung erfolgte mittels ValiData®© (Version 1.01), in dem folgende Normen
zitiert werden:

DIN 32645
DIN 38402 Teil 51

Ferner wurde folgende Literatur verwendet:

1) Funk, W.; V.Dammann; G. Donnewert: Qualitatssicherung in der Analytischen
Chemie, VCH, Wienheim 1992.

2) Sachs L.:Angewandte Statistik, 6.Auflage, Springer Verlag, Berlin 1984.

3) Doerffel, K.: Statistik in der analytischen Chemie, Weinheim 1983.




Grundvalidierung
Statistische Auswertung der

Grundkalibrierung DIN 38402/51
Varianzanalyse Linearitatstest
Analysenprazision Kalibrierfunktion
ests;tandafdabw. Achsenabschnitt

Steigung
, l
Prafwert Verfahrensstandardabw.

¢ '

NWG =LID o). verfahrensstandardabw.

Arbeitsbereich des Detektors
Verfahrenskenndaten

Folie 6




Analytik

Kenndaten zur

Kenndaten NTA-tri-n-butylester
DB 1301 [ SPB 608

Arbeitsbereich [ug / |] 0,3 -40

Steigung 0,047 0,045

Achsenabschnitt 0,008 | -0,012

Reststandardabw. 0,0478 | 0,0303

rel. Verfahrensstandardabw. [%] 2,7 1,8
INWG / LID [pg/] 0,15 0,14

BG / LIQ [ug/] 0,3 0,28

Kenndaten EDTA-tetra-n-butylester

DB 1301 | SPB 608
Arbeitsbereich [ug / ] 0,5-40{ 0,7 -40
Steigung 0,046 0,045
Achsenabschnitt 0,016 -0,269
Reststandardabw. 0,0785 | 0,1218
rel. Verfahrensstandardabw. [%)] 5,1 6,9
NWG / LID [ug/l] 0,25 0,33
BG / LIQ [ug/l] 0,5 0,66

Folie7




Der Datensatz der Gesamtkalibrierung wurde statististisch nach DIN 38402/51
analog zur Grundvalidierung ausgewertet.

Die so erhaltenen Kenndaten der Gesamtkalibrierung wurden mit den Kenndaten
der Grundkalibrierung verglichen (siehe Wiederfindungsfunktion).




Kenndaten zur
;amtkalibrierung

Kenndaten EDTA ("freie Saure")

DB 1301 | SPB 608
Arbeitsbereich [ug / |] 4 - 80
Steigung 0,045 0,046
Achsenabschnitt 0,022 -0,032
Reststandardabw. 0,1403 | 0,1628
rel. Verfahrensstandardabw. [%] 8,4 11,7
NWG / LID [ug/l] 3,3 3,5
BG /LIQ [pg/l] 6,6 7

Kenndaten NTA ("freie Saure”)

DB 1301 | SPB 608
Arbeitsbereich [ug / |] 3 -80
Steigung | 0,048 0,048
Achsenabschnitt 0,003 0,035
Reststandardabw. 0,0854 | 0,0879
rel. Verfahrensstandardabw. [%] 5,1 5,5
NWG /LID [ug/l] 2,3 2
BG /LIQ [pg/l] 4,6 4.1

Folie 8




Um Kenntnis tber den Einflu der Probenvorbereitung auf das Analysenergebnis zu
erhalten, wurde eine mittlere Wiederfindungsrate berechnet.

Berechnung der mittleren Wiederfindungsrate:
Die Berechnung der mittleren Wiederfindungsrate kann auf unterschiedliche Weise
erfolgen:

1) durch Mittelwertbildung der einzelnen Wiederfindungsraten:

Die mittlere Wiederfindungsrate wird durch Mittelwertbildung der einzelnen
Wiederfindungsraten (bei gleichen oder unterschiedlichen Dotationsmengen)
berechnet ("klassisch").

2) mittels Wiederfindungsfunktion (siehe Folie 7):
es gilt:

WFR % = bf » 100
= b(gesamt) / b(grund) = 100

WFR ., mittlere Wiederfindungsrate

bf Steigung der Wiederfindungsfunktion
b(grund)............. Steigung der Grundkalibrierung
b(gesamt).......... Steigung der Gesamtkalibrierung

Far Wiederfindungsraten <100% ist der Zahlenwert fur bf < 1; (siehe EDTA)
Fur Wiederfindungsraten >100% ist der Zahlenwert fur bf > 1; (siehe NTA)




Aus dem Vertrauensbereich fur bf (bf = Steigung der Wiederfindungsfunktion) ergibt
sich ein Bereich fiir die mittlere Wiederfindungsrate. Die Bereichsgrenzen wurden
im laufenden Verfahren als Kontrollgrenzen verwendet (siehe "laufende Kontrolle -
Wiederfindungsproben").

WFR Bereich fur die WFR
EDTA 86 % 81- 91%
NTA 102% 98 - 107%

Die mittlere Wiederfindungsrate wurde mittels Wiederfindungsfunktion aus Grund-
und Gesamtkalibrierung berechntet.

Anmerkung 1:
Uberpriifung von systematischen und zufilligen Fehlern zwischen Grund- und
Gesamtkalibrierung mit Hilfe der Wiederfindungsfunktion:

Die Probenvorbereitung kann systematische oder zuféllige Abweichungen des Analysenergebnisses
vom ‘“"wahren" Wert verursachen. Besteht kein statistisch signifikanter Unterschied in der
Analysenprézision zwischen Grund- und Gesamtkalibrierung, kann die Wiederfindungsfunktion zur
Erfassung systematischer Fehler verwendet werden. In der Praxis jedoch streuen die Mef3daten der
Gesamtkalibrierung stédrker als die Medaten der Grundkalibrierung. Der gréBere Streubereich der
Gesamtkalibrierung, bedingt durch die Probenvorbereitung, kann in der Regel nicht verkleinert
werden.

Mathematisch drickt sich dies als statistisch signifikanter Unterschied zwischen der
Verfahrensstandardabweichung der Gesamtkalibrierung und der Reststandardabweichung der
Wiederfindungsfunktion aus Grund- und Gesamikalibrierung aus. In diesem Fall kann mit Hilfe der
Wiederfindungsfunktion aus Grund- und Gesamtkalibrierung keine Aussage iiber das Nicht-
Vorliegen systematischer Fehler gemacht werden. das heiB3t, die Wiederfindungsfunktion ist hier zur
Kontrolle der Probenvorbereitung nicht geeignet. Zur Erfassung von systematischen bzw. zufélligen
Fehlern, verursacht durch die Probenvorbereitung, sind daher andere statistische Verfahren wie
z.Bsp. robuste Regression zu verwenden.




Wiederfindungsfunktion

Statistischer Vergleich zweier Kalibrationen

1. Vergleich der Analysenprazisionen

2. Vergleich der Steigungen

Folie 9




Analytik

Ableitung der
Wiederfindungsfunktion

X - Wert (Kalibrierung 2)
"gefundene Menge"

5

X - Wert (Kalibrierung 1)
"eingesetzte Menge”

= Wiederfindungsfunidion:
y = a; + byX theoretisch:
a; (Achsenabschnitt) = 0
b, (Steigung) = 1

WFR % = b (Gesamt) / b (Grund) * 100
- bf * 100

Folie 10




ad Folie 11 und Folie 12

Folie 11 und Folie 12 zeigen Wiederfindungsfunktionen aus Grund- und
Gesamtkalibrierungen bei mittleren Wiederfindungsraten von 86% fur EDTA und
102% fur NTA.
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Laufende Kontrolle
1) Vergleich: "aktuelle Kalibrierung"- validierte Kalibrierung
2) Wiederfindungsproben
3) Blindproben

4) Doppelbestimmungen

1) Vergleich: "aktuelle Kalibrierung” - validierte Kalibrierung

Nach jedem GC-Service wurde analog zur validierten Gesamtkalibrierung eine
Gesamtkalibrierung neu erstelit.

Die "aktuelle" Gesamtkalibrierung beinhaltete alle Kalibrationslevel der validierten
Gesamtkalibrierung dh. zu jedem Kalibrationslevel der validierten
Gesamtkalibrierung wurden funf Wiederfindungsproben (Wiederfindungsstandards)
einmal gemessen (siehe Folie 5).

Wenn der MeRwert einer Wiederfindungsprobe den Bereich der mittleren
Wiederfindungsrate unter- bzw. Uberschritt, wurde ein Reinstandard gemessen und
uberpruft, ob dieser MeRwert innerhalb des fur diese Konzentration aus der
Grundvalidierung erhaltenen Vertrauensintervalles lag. War dies nicht der Fall,
wurde ein GC - Service vorgenommen.

Nach 'kleineren" Servicearbeiten am GC (Bsp.: Injektorservice), wurde eine
Nachkalibrierung vorgenommen.

Die Nachkalibrierung beinhaltete alle Kalibrationslevel der validierten
Gesamtkalibrierung dh. zu jedem  Kalibrationslevel der validierten
Gesamtkalibrierung wurde eine Wiederfindungsprobe (=Wiederfindungsstandard)
einmal gemessen.

Um zeitlich bedingte Verdnderungen des Analysenverfahrens erfassen und
eliminieren zu kénnen, wurden die zu einem spéteren Zeitpunkt erstellten
Kalibrierungen ("aktuelle” Kalibrierung) mit der validierten Gesamtkalibrierung mittels
Wiederfindungsfunktion in Beziehung gesetzt.




Die Wiederfindungsfunktion ist geeignet, um systematische Fehler zwischen
Verfahren mit gleicher Analysenpréazision (siehe Anmerkung 1) zu erfassen.

Vergleich der Standardabweichungen

Konstanz der Analysenprézision zwischen den MeBserien:
Unser Qualitatsziel war es, die Prazision des Verfahrens konstant zu halten.

Deshalb wurde darauf geachtet, da® die Analysenprazision zweier aufeinander
folgenden Kalibrierungen konstant ist. Dies ist der Fall, wenn kein statistisch
signifikanter Unterschied zwischen der Verfahrensstandardabweichung der
validierten = Gesamtkalibrierung . und der Reststandardabweichung der
Wiederfindungsfunktion aus validieter Gesamtkalibrierung und aktueller
Gesamtkalibrierung besteht.

Anmerkung 2:

Eine Charge qualitativ minderwertiger Alkaliperien fihrte zu einem Absinken der Analysenprézision
und der Analysenempfindlichkeit (siehe auch "Vergleich der Steigungen”). Aus diesem Grund wurden
diese gegen Perlen einer anderen Charge getauscht.

Vergleich der Steigungen

Konstanz der Empfindlichkeit zwischen den MeBserien:

Ein weiteres Qualitatsziel war es, die Empfindlichkeit des Verfahrens konstant zu
halten.

Aus diesem Grund wurde darauf geachtet, daR die Steigung der aktuelien
Kalibrierung innerhalb des Vertrauensbereiches der Steigung der validierten
Gesamtkalibrierung liegt.

Fur die Wiederfindungsfunktion aus validierter Gesamtkalibrierung und aktueller
Kalibrierung gilt in diesem Fall: r intervall r i r
iederfindungsfunkti inhalt 1;




Fall 1: b(aktuell) < b(validiert)

Zum Zeitpunkt der Erstellung der aktuellen Kalibrierung war das System
unempfindlicher als zum Zeitpunkt der Erstellung der validierten Gesamtkalibrierung.
In diesem Fall wurde nachjustiert, bis die gewlnschte Empfindlichkeit (siehe
"Vergleich der Standardabweichungen") erreicht war.

Fall 2: b(aktuell) > b(validiert)

Dies bedeutet, dal zum Zeitpunkt der Erstellung der aktuellen Kalibrierung das
System groRere Empfindlichkeit aufweist, als zum Zeitpunkt der Ersteliung der
validierten Gesamtkalibrierung. Dieser Fall trat nicht auf, da die validierte
Gesamtkalibrierung bei grotmaoglicher Empfindlichkeit ermittelt wurde.

Vergleich der Achsenabschnitte

Kontrolle der Blindwerte:

Es wurde darauf geachtet, da® der Achsenabschnitt der aktuellen Kalibrierung
innerhalb des Vertrauensbereiches des Achsenabschnittes der validierten
Gesamtkalibrierung liegt.

Fur die Wiederfindungsfunktion aus aktueller Kalibrierung und validierter

Gesamtkalibrierung gilt in diesem Fall: Das Vertrauensintervall flr den
Ach bschnitt der Wiederfindungsfunktion einhaltet den 0.

Da Blindwerte nur wahrend der Methodenoptimierung auftraten, war der
Achsenabschnitt der validierten Gesamtkalibrierung bzw. der aktuellen Kalibrierung
annadhernd 0.




Folie 13 =zeigt die Wiederfindungsfunktion aus Gesamtkalibrierung 1 und

Gesamtkalibrierung 2 fur EDTA.

Diese Wiederfindungsfunktion beschreibt folgenden Zusammenhang:

Die Steigung fur b(gesamt1) liegt innerhalb des Vertrauensbereichs fur b(gesamt2),

Der Vertrauensbereich fur bf beinhaltet den Wert 1;

Der Achsenabschnitt fur a(gesamt1) liegt innerhalb des Vertrauensbereichs flr

a(gesamt2); Der Vertrauensbereich fur af beinhaltet den Wert O;

Folie 14 zeigt den oben beschriebenen Zusammenhang flr NTA,

bfeeeee Steigung der Wiederfindungsfunktion
af.eee Achsenabschnitt der Wiederfindungsfunktion
b(gesamt1).......... Steigung der Gesamtkalibrierung 1
b(gesamt2).......... Steigung der Gesamtkalibrierung 2
a(gesamti)........... Achsenabschnitt der Gesamtkalibrierung 1

a(gesamt2)........... _Achsenabschnitt der Gesamtkalibrierung 2
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2) Wiederfindungsproben

Zu je zehn Proben wurde mindestens eine Wiederfindungsprobe bestimmt.

Kontrolle der Wiederfindungsproben:

Es wurde darauf geachtet, daR die Wiederfindungsrate dieser Wiederfindungsprobe
im Vertrauensbereich der mittleren Wiederfindungsrate liegt.

Ferner wurde kontrolliert, ob der Mittelwert der jeweiligen Wiederfindungsprobe,
ermittelt mit der Kapillarsdule DB-1301, im Vertrauensintervall des Mittelwertes der
Wiederfindungsprobe, ermittelt mit der Kapillarséule SPB-608, liegt.

3) Blindproben

L3

Zu je zehn Proben wurde eine Blindprobe bestimmt.

Anmerkung 3:

Herstellung der Wiederfindungsproben und Blindproben siehe "Kurzbeschreibung der
Methode" bzw. "Probenvorbereitung”.




4) Doppelbestimmungen

Von Proben, deren Gehalt an NTA bzw. EDTA Uber der Bestimmungsgrenze lag,
wurde eine zweite MeBprobe ("Doppelbestimmung”) hergestellt und analog zur
Erstprobe auf zwei Kapillarsaulen (DB-1301, SPB-608) quantifiziert.

Fur diese Proben wurde zu jeder Sdule aus den Einzelergebnissen der zwei
MeRproben ein Mittelwert und der dazugehérige Vertrauensbereich berechnet.

Es wurde verglichen, ob der Mittelwert, der mit der Trennséule SPB-608 erhalten

wurde, im Vertrauensbereich des Mittelwertes, der mit der Trennséule DB-1301
ermittelt wurde, liegt.




Bestimmung von EDTA und NTA
in Wasserproben mittels Gaschromatographie

Anwendungbereich

Bestimmung von EDTA (Ethylendinitrilotetraessigsaure) und NTA
(Nitrilotriessigsdaure) in Wasserproben. Die Methode kann fur
Konzentrationen ab 10 pug/l EDTA bzw. 6 ng/l NTA eingesetzt werden.

Inter ferenz:zen

Die Kapazitat des Ionenaustauschers betragt ca. 4 mequ/g. Dieser
Wert stellt einen limitierenden Faktor fur die Anwendung dieser
Methode in Hinblick auf den Salzgehalt der Probe dar. Wasser mit
einer spez. el. Leitfahigkeit von > 1mS missen daher vor der
Analyse so verdunnt werden, daf sie diese Leitfahigkeit
unterschreiten. '

Referenzen

1) Arbeitskreis d. Fachgruppe Wasserchemie (Bonnekessel, BASF;
Brauch, T.K. Karlsruhe; Dietz, Ruhrverband; Giger, EAWA;
Hansen, WaBoLu; Reichert, RWTH Aachen; Rottiers, Procter &
Gamble; Leitung: N.T. de Oude, Procter & Gamble), "Bestimmung
von Nitrilotriessigsdure mittels Gaschromatographie®,

DEV, 14. Lieferung, P 3, 1985

2) Landesamt fur Wasser und Abfall, NRW, "Bestimmung von NTA und
EDTA in Wasser (nach DEV, P 3, Blaudruck, 1985)"

Grundzluge d e s Ver fahrens

1) Anreicherung der Anionen von NTA und EDTA an einem in der
Formiat-Form befindlichen stark basischen Anionenaustauscher

2) Elution mit 16 M Ameisensaure
3) Bindampfen zur Trockne

4) Veresterung von NTA und EDTA zu NTA-tri-n-butylester und
EDTA-tetra-n-butylester mit 1-Butanol

5) Aufnahme mit Wasser, Zugabe von n-Hexan und Extraktion,
Phasentrennung

6) Organische Phase wird an den Laborkoordinator (Dr. Hobiger)
nach Wien versendet

Umweltbundesamt /Zweigstelle West, Seite 1
Autoren: Dr. Walter Pichler, Gerhard Citroni




Gerate

ITonenaustauscherséulen
(Sonderanfertigung: mit PTFE-Hahn, 8mm Innendurchmesser, mit
Einstichen, Nutzlange 200 mm, Vorratsgefafs 100 ml (NS 29,2))

Bechergléser
(diverse)

Gaswaschflaschen
250 ml mit NS 29,2/32; mit Einsdtzen (Glasrohr ohne Fritte)

Spitzkolben mit Normschliffstopfen
50 ml mit NS 14,5

Ubergéngsstﬂcke
NS 14,5 (Kern) auf 29,2 (Hulse)

Wasserbad
Julabo SW 1

Pasteurpipetten

Rotationsverdampfer
Buchi RE 121; Resona Technics Labo Rota SE 320

Vakuostat
Vacu-Box, PVK 600 MLT AG Labortechnik

Unmlaufkihlung
Resona Technics Coolstar SC-500

Olbad
Fa. Memmert, 50-200°C

Vollpipetten
vVolumen: 50 ml, 20 ml u. a.

Pipetten mit variablem Volumen und PP-Spitzen
Pipetman, Gilson, max. 5000 ml; Eppendorf-Pipette

Pipetten mit PP-Spitzen
Eppendorf, 50 ul; Eppendorf, 1000 nul

Mikropipetten
Socorex: Nennvolumen 10-50 upl, 50-100 pl

pH-Meter samt Einstabmefkette
z. B. Orion EA 940

Mefskolben
50 ml, 100 ml, 1000 ml, u. a.

Hamiltonspritze
1000 nl (5000 ul)

4ml-Schraubvials mit Septum und Verschluf

Umweltbundesamt /Zweigstelle West, Seite 2




Reagenzienliscte

Ameisensaure

Anionenaustauscher

Stickstoff

1-Butanol

Acetylchlorid

n-Hexan

Heptadecansdurenitril

Nitrilotriessigsdure (NTA)

Ethylendinitrilotetraessig-
saure (EDTA),
-Dihydrat

Di-Natriumsalz-

Nitrilotriessigséure,

Trinatriumsalz-Hydrat

Wasser

Formaldehydldésung wird bei der

Unweltbundesamt /Zweigstelle West,

98-100%; HCOOH p.a. Merck Art. 264
stark basisch, Amberlite CG-400,

100-200 mesh; Fluka 06438

N,, AGA, 4.6

CH, (CH,),OH, >99,5 % p.a.

Merck 1990

CH,COCl, >99%, p.a.; Merck Art. 31
C6H14’ >99%, p.a. Merck Art. 4367
CqgHi3CN, Fluka Art. 51650

(Assay >98%(GC))

"Titriplex I", p.a.
8416

N(CH,COOH) ,,
>99%, Merck Art. Nr.

p.a. >99% "Titriplex III",

NaH (CH,COO) ,N(CH, ) ,N(CH,COO) ,HNa.
2H,0 (Cq, Hy, N, Na, Og.2H,0),
Merck Art. Nr. 8418

N(CH,COO Na),
99+% "Gold Marke"
Art. Nr. 10,630-5

Aldrich-Chemie

H,O0, Reinstwasser ca. 18 MQ;
Reinigung durch Millipore "Ultra
Pure Water System"
Probenahme eingesetzt -

(37%, p.a.)

Seite 3




Reagenzienzubereitungen

Herstellung von 16 M Ameisensaure

604 ml Ameisensdure werden in einem 1000 ml Mefkolben bis zur
Marke aufgefullt.

Uberfuhrung des Anionenaustauschers von der Chlorid- in die
Formiat-Form

Diese Operationen sind unmittelbar vor der Probenvorbereitung
auszufthren:

1) Amberlit (Cl Form) wird mit 16 M Ameisensdure aufgeschlammt und
15 - 30 Minuten stehen gelassen.

2) Die Ionenaustauschersdulen werden am unteren Ende mit einem
locker gepackten Glaswollebausch versehen. An der Sdule wird 8
cm Uber der Glaswolle eine Markierung angebracht.

3) Der vorbereitete Amberlit wird in die Saulen bis zur Marke
eingefuallt.

4) Das Reservoir der Ionenaustauschersdulen wird zu etwa 2/3 mit
16 M Ameisensdure gefullt und letztere durch den
Ionenaustauscher gespult. Unter Klopfen wird das Harz
komprimiert. ’

5) Das Reservoir wird mit Reinstwasser gefullt und die S&ulen
gespult (pH-Kontrolle). Der pH-Wert des Wassers nach dem
Passieren des Ionenaustauschers soll am Ende des Waschvorganges
bei 5 + 0,5 liegen.

6) Der Ionenaustauscher ist somit fur die Probenaufgabe
vorbereitet.

Achtung!

Das Austauscherharz darf niemals trockenlaufen!

Arbeiten mit Ameisensdure bei Verwendung offener Gefafle darfen nur
unter dem Abzug vorgenommen werden!

Veresterungsreagens

45 ml n-Butanol werden in einer 100 ml Weithals-Schliff-Flasche
aus Duran-Glas (Schott) vorgelegt. Unter Schitteln wird auf dem
Eisbad 5 ml Acetylchlorid zugegeben und die Flasche mit einem
Normschliffstopfen verschlossen. .

Vorsicht: Bei zu rascher Zugabe des Acetylchlorids oder bei
ineffizienter Kihlung kann starke Erwdrmung eintreten!
. Acetylchlorid ist eine &tzende, inhalationstoxische und
feuergefahrliche Chemikalie!
1-Butanol ist brennbar!
Das Reagens ist mindestens eine Woche lang haltbar.

Umweltbundesamt/Zweigstelle West, Seite 4




Stammldsung fur Kalibration (EDTA/NTA)

1,2737 g Ethylendinitrilotetraessigsaure, Dinatriumsalz-Dihydrat
und 1,0000 g Nitrilotriessigsdure (1,4393 g Trinatriumsalz-Hydrat)
werden in einen 1000-ml-MeRkolben eingewogen. Der Mefkolben wird
mit Reinstwasser bis zur Marke aufgefidllt. Diese Stammldsung
enthalt 1000 mg EDTA und 1000 mg NTA pro Liter.

Durchflidhyrung

Der Arbeitsablauf der Probenvorbereitung beginnt mit der Lieferung
der fixierten Proben per Bahnexpress in das Labor der UBA-Zweig-
stelle West.

1) Je 100 ml Wasserprobe werden in Gaswaschflaschen gefiallt und
mit 16 M Ameisensaure auf einen pH von 2,8 bis 3,0
eingestellt. Die Uberprufung des pH erfolgt potentiometrisch.

2) Die Waschflaschen werden mit den Einsatzen versehen, in ein
auf 65°C temperiertes Wasserbad gestellt. Durch die Proben
wird zur Entgasung 1/2 Stunde lang Stickstoff geleitet.

3) Die ausgegasten Proben werden auf Raumtemperatur abgekiuhlt und
in die Reservoire der vorbereiteten Ionenaustauschersdulen
aufgegeben. Die Waschflaschen werden mit einer Minimalmenge
Reinstwasser nachgespult und die so erhaltenen Spuilwasser
ebenfalls in den Reservoiren mit den bereits aufgegebenen
Proben vereinigt.

4) Der Inhalt der Reservoire muR die Ionenaustauschersdulen
passieren. Die Analyten werden am Ionenaustauscher gebunden.
Die aus den Ionenaustauschersdulen tropfende Flussigkeit wird
in Becherglédsern gesammelt und verworfen.

5) Unter die Saulen werden 50-cm?®-Spitzkolben gestellt (auf
Korkringen) .

6) Die Reservoire werden mit jeweils 40 ml 16 M Ameisensdure
beschickt. Mit einer Tropfgeschwindigkeit von etwa 10 Tropfen
pro Minute werden die Ionenaustauschersdulen eluiert und die
Eluate in den Spitzkolben gesammelt.

7) Die Spitzkolben werden mittels Ubergangsstiacken (Kern 14,5 -
Hilse NS29) am Rotavapor angebracht. Bei einer Temperatur von
78°C und maximaler Rotationsgeschwindigkeit bei einen Druck
von anfangs ca. 300 mbar bis ca. 130 mbar am Ende werden die
Eluate auf ca. 0,5 ml Volumen eingeengt.

An dieser Stelle des Verfahrensablaufes besteht die einzige
Mdéglichkeit, die Probenvorbereitung zu unterbrechen. Die
eingeengten Eluate sind mindestens 72 Stunden haltbar.

8) 1In die Spitzkolben wird Stickstoff mittels Pasteurpipetten bis
zur Trockne des Inhalts eingeblasen.
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9) Mittels Eppendorf-Pipette (oder Gilson/Pipetman-Pipette)
werden 2 ml Veresterungsreagens unter Drehen des Spitzkolbens
von oben entlang der Kolbenwandung einfliefRen gelassen.

10) Die Spitzkolben werden mit Nor@schliff—Stopfen verschlossen
und 1 Stunde lang bei 90°C im Olbad thermostatisiert.

11) Nach dem Abkuhlen wird 20 ml Reinstwasser zugegeben, kraftig
geschittelt und die Fliussigkeit mittels Gilson/Pipetman-
Pipette in 50-ml-MefRkolben uberfihrt. Die Spitzkolben werden
zweimal mit ca. 10 ml Wasser nachgespult und diese Spulwasser
ebenfalls mittels Pipette in die 50-ml-Mefkolben uberfuhrt.

12) In den MeRkolben wird mittels Hamiltonspritze (1000 pl) 1 ml
n-Hexan zugegeben. Die Kolben werden kraftig (2 Minuten)
geschittelt und nach der Phasentrennung die Hexanphase mittels
Pipette mit PP-Spitze (l-ml-Eppendorf-Pipette) abgehebert. Die
Hexanphase wird in einem 4-ml-Vial mit Septum und
Schraubverschlufs gesammelt. Die Extraktion wird zweimal
wiederholt und die Hexanphase in dasselbe Vial uberfuhrt.

13) Die Vials mit den Hexanphasen werden - stets kdhl gehalten -
nach Wien versendet.

Kalibrierung

Die 1000-mg/l1-EDTA/NTA Stammldésung wird auf 4, 10, 30, 50, 70
sowie 80 pg/l mit Reinstwasser verdunnt. Die so erhaltenen
Kalibrationsldsungen werden exakt wie die Proben dem
Gesamtverfahren (s. Durchfihrung) unterzogen. Dasselbe gilt fur
die Blindproben. Fur die Bestimmung der Blindwerte wird anstelle
der Kalibrationsldsungen Reinstwasser eingesetzt.

Umweltbundesamt /Zweigstelle West, Seite 6




Analytik 2

C-ANALYSE:

Gaschromatographische Endbestimmung mit Stickstoff-Phosphor-Detektor nach
interner Standardmethodeauf 2 Kapillarsaulen unterschiedlicher Polaritat.
Interner Standard: Heptadecansaurenitril in n-Hexan (20ng/pl)

Analysenbedingungen:

Saule 1: DB 1301 0,25um Filmdicke 60m 0,32mm I.D.
Injektor: 280°C
Detektor: NPD 280°C
Make Up: 1,4bar
Ho: 0,7 bar
Air: 0,9 bar
Temp.Progr: 1 Minute bei 60°C
von 60°C auf 197°C mit 20,0°/min.
von 197°C auf 285°C mit 8,0°/min.
17 Minuten bei 285°C
Séaule 2: SPB 608 0,25um Filmdicke 30m 0,25mm I.D.
Injektor: 280°C
Detektor: NPD 285°C
Make Up: 1,4bar
H,: 0,7 bar
Air: 0,9 bar
Temp.Progr: 1 Minute bei 60°C

von 60°C auf 200°C mit 20,0°/min.
von 200°C auf 285°C mit 8,0°/min.
20 Minuten bei 285°C

Kenndaten des Gesamtverfahrens:

NTA EDTA
Kenndaten DB 1301 SPB 608 DB1301 SPB608
Arbeitsbereich 3-80ug/l 4-80ug/l
Steigung 0,048 0,048 0,045 0,046
Achsenabschnitt 0,003 0,035 0,022 -0,032
Reststandardabw. 0,0854 0,0879 0,1403 0,1628
rel. Verfahrensstandardabw.[%] 5,1 5,8 8,4 11,7
NWGI/LID [pg/l] 2,3 2,0 33 3,5
BG/LIQ [ug/l] 46 41 6,6 7,0




Chromatogram

Sample Name | C30/50 Sample #: 4 Page 1 of 1
rileNane t Ks\DATAS\TS51MO04.RAW Date 3 13/06/1994 12:40
Method t fneS.ins Time of Injection: 31/03/1994 12:08
start Time : 0.00 min End Time 1 35.00 min Low Point : 3.00 mV High Point : 43.00 mv
Scale PFactor: 0.0 Plot Offset: 3 mV Plot Scale: 40.0 mV
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Chromatogram

sample Name : W9403 0231 Sample #1 13 Page 1 of 1

FileName 1 K1\DATAS\T51P003.RAW Date 1 13/06/1994 12:51
Method 1 tneS.ins Time of Injection: 05/04/1994 15:31

start Time ¢ 0.00 min End Time 1 35.00 min Low Point 1 3.00 mV High Point : 43.00 mv
Scale Pactor: 0.0 Plot Offset: 3 mV Plot Scale:s 40.0 mv
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