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Kurzzusammenfassung

Juargen Knoll

Ultraspurenbestimmung von Aminopolycarbonsaure-Komplebildnern mittels inverser on-line
Kopplung IC-ICP-MS

Stichworte: ICP-MS, lonenchromatographie, inverse ae-lIKopplung, Ultraspurenbestimmung,
Aminopolycarbonsauren, Komplexbildner

In der vorliegenden Arbeit wird die inverse on-line KoppdulC-ICP-MS an dem Beispiel der Ana-
lyse von Aminopolycarbonsaure-Komplexbildnern vorgiistBie on-line Kopplung der lonenaus-
tauschchromatographie (IC) mit einem induktiv gekoppeRé&asma Massenspektrometer (ICP-MS)
verbindet die Molekdlselektivitat der IC mit der Elemeréseivitat und der Sensitivitat des ICP-MS.
Diese on-line Kopplung wird in der Praxis zur Analyse von Biein bzw. deren Elementspezies ver-
wendet. In dieser Arbeit bestand das Interesse jedoch aknaddyse organischer Komplexbildner, die
zuvor gezielt mit einem Metall versehen wurden, um sie salerit ICP-MS empfindlich detektieren
zu kénnen. Diese Vorgehensweise ermdglicht es, die hayenden Nachweisgrenzen des ICP-MS
auch fur diese organische Molekule nutzen zu kdnnen.

Die Proben werden vor der Analyse mit einem Uberschuss’arviersehen, um die Komplexbildner
in anionische Komplexe zu uberfuhren, die anschlieRendnoinromatographisch getrennt werden.
Die Detektion der Komplexe erfolgt anhand des Indiums mmd€P-MS. Die in dieser Arbeit
untersuchten Komplexbildner sind die NTA, EDTA, DTPA und QD

Das uberschissige Metall wird vor der Probenaufgabe autechadurch die Verwendung des Me-
trohm Suppressor Moduls (MSM) entfernt, um einen groRezklignspeak zu vermeiden. Die lange
Retentionszeit des CDTA-Komplexes kann durch den EinsagzZ3blumn-Switching von Uber einer
Stunde auf wenige Minuten verklrzt werden.

Die mit dieser Methode erreichten Nachweisgrenzen liegend I! Bereich. Um die Ergebnisse,
die mit dieser Methode erhalten werden, auf deren Richitigkeuntersuchen, erfolgte ein Metho-
denvergleich anhand von Proben, die zuvor von einem extdmstitut in der Routineanalytik mit
einer Standardmethode auf deren Komplexbildnergehadlysiea wurden.



Abstract

Juargen Knoll

Ultratrace determination of aminopolycarboxylic acid based chelating agents using inverse
on-line coupling of IC with ICP-MS

Keywords: ICP-MS, ion chromatography, inverse on-linepmg, ultra trace analysis, aminopoly-
carboxylic acids, chelating agents

This work introduces the inverse on-line coupling of IC-HSFS based on the example of the analysis
of aminopolycarboxylic acid based chelating agents. Thirencoupling of ion chromatography (IC)
with inductively coupled plasma mass spectrometry (ICPykt8nbines the molecular selectivity of
IC with the elemental selectivity and sensitivity of ICP-MEhe on-line coupling of IC-ICP-MS is
usually used for the analysis of metals or their speciesinguhis work the main interest was on
organic chelating agents, which have been tagged with d toateake it detectable by ICP-MS. This
approach makes the excellent detection limits of ICP-M$8 alailable to organic molecules.

An excess of If" is added to the samples in order to transform the chelatiegtagnto negatively
charged complexes, which can be separated using IC. Thetidetef the complexes is performed
by the ICP-MS, monitoring'®In. The chelating agents examined during this work are NTRTE,
DTPA and CDTA.

The excess of metal is removed automatically prior to thecitpn of the sample using the Metrohm
Suppressor Module (MSM), in order to avoid a large peak inhbkel up volume. To reduce the
long retention time of the CDTA-complex from over one houratbew minutes, the technique of
column-switching is used.

This method uses a fast and simple sample preparation ard gkcellent detection limits in the
ng I=! range. The results of this method have been validated usatgrvgamples which have pre-
viously been analyzed by an external laboratory in routimedyssis using standard methods.
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1 Einleitung und Aufgabenstellung

Sowohl die lonenaustauschchromatographie (IC) als aueh inlduktiv gekoppelte Plasma-
Massenspektrometrie (ICP-MS) sind zwei leistungsfahigaydaische Methoden, deren Leistungs-
fahigkeit durch die on-line Kopplung dieser beiden Methodeeiter gesteigert wird. Die ICP-MS
liefert fur nahezu alle Elemente des Periodensystems Ngisgvenzen imug 1= Bereich und
fur viele Elemente sind sogar Nachweisgrenzen im unterelr hgereich moglich. Jedoch gehen
durch die hohen Temperaturen im Plasma samtliche Infoomeii Gber die Vorkommensform der
Elemente, die Elementspeziesinformation, verloren. Buden Einsatz einer Trennmethode, wie
der IC, kann auch diese Information anhand der Retentidnga@onnen werden. Die IC-ICP-MS
on-line Kopplung findet daher in der Elementspeziesanalgsbreitet Anwendung [1] [2] [3] [4]
[5] [6] [7]. Weitere Einsatzmoglichkeiten dieser on-lineopplung sind die Probenanreicherung
an einem lonenaustauscher oder die Abtrennung von stGreRdebenbestandteilen durch die
Chromatographie.

Bei den bisherigen Arbeiten, die sich mit einer IC-ICP-MSlio)e Kopplung beschéftigen, steht das
mit dem ICP-MS zu detektierende Metall und dessen Speziedlittelpunkt. Es ist jedoch auch
denkbar, organische Molekule gezielt mit einem Metall ztsgben, um diese sensitiv mit dem ICP-
MS zu detektieren. Um die Information tber die verschiedesrganischen Molekile zu gewinnen,
ist es erforderlich diese zuvor lber ein chromatograplkes@ystem zu bestimmen. Hier dient das
Metall lediglich als eine Art Indikator, um die Verbindungrfdas ICP-MS detektierbar zu machen.
Voraussetzung hierfur ist jedoch, dass das Metall mit derarmlysierenden Molekl eine stabile
Verbindung bildet, die sich wahrend der Analyse nicht zztse

Die Leistungsfahigkeit dieses neuen Ansatzes zur inveMsérung der IC-ICP-MS on-line Kopplung
soll am Beispiel der Analyse von Komplexbildnern demosmestriverden. Dieser Ansatz wird im
Folgenden als inverse IC-ICP-MS bezeichnet.

Chelatbildner (auch Komplexbildner genannt) sind Verbimgen, die in der Lage sind mit Metallio-

nen Koordinationsverbindungen einzugehen. Dabei baseiereChelatbildner, die auch als Chelator
bezeichnet werden, als multidentate Liganden mindesters Koordinationsstellen des Zentrala-
toms. Der Begriff der Chelate wurde von Morgan und Drew efiiliget und leitet sich aus dem latei-

nischen ab (chela = Schere) [8]. Dieser Name verdeutli@#s dlas Zentralatom vom Chelator von
mindestens zwei Seiten eingeklammert wird.

Anwendung finden Chelatbildner hauptsachlich als Wast®ieter, da sie mit Calcium und Magne-
sium wasserlosliche Komplexe bilden. Zu diesem Zweck welg/orzugt Citrate, Phosphate und



Aminocarbonsauren wie NTA (enghitrilotriacetic acid), EDTA (engl. ethylenediamintetraacetic
acid), DTPA (engl.diethylenetrinitrilopentaacetic acjdund CDTA (engl.cyclohexadiamintetraa-
cetic acid verwendet. Diese findet man in Haushaltsprodukten wie Wased Reinigungsmitteln,
sowie in vielen industriellen Reinigern.

In der Textilindustrie werden Komplexbildner verwendet) stdrende Metalle zu komplexieren und
damit nicht verfugbar zu machen. Auf diese Weise kdnnerereirarbtone erzielt werden. Auch
die Holz- und Papierindustrie verwendet Komplexbildnésr kommen sie als Stabilisatoren fur die
Peroxid-Bleichmittel zum Einsatz. Spurenelemente kérthesh Komplexbildner fir Pflanzen ver-
fugbar gemacht werden und kommen daher auch in DiingenmztieinEinsatz.

Der weltweite Verbrauch der Aminopolycarbonsauren NTA, TBDund DTPA wurde 1998 auf
200 000 Tonnen pro Jahr geschatzt. Uber die Halfte diesegMishder EDTA zuzuschreiben (55%),
gefolgt von NTA (25%) und DTPA (20%). Die Tendenz des Gesamnirauchs ist steigend, jedoch
wird die EDTA zunehmend durch NTA oder andere Komplexbitdsrsetzt [9].

Eine toxische Wirkung der Komplexbildner ist unter nornmalémstanden nicht zu erwarten [10]

[11]. Die EDTA wird im medizinischen Bereich sogar als Medgliftent bei Schwermetallvergiftungen

intravends verabreicht, um die giftigen Metalle zu bindagamit sie tGber die Niere ausgeschieden
werden kdnnen [12]. Weiterhin ist das Calcium-DinatriuadzSder EDTA als E 385 in Europa als

Nahrungsmittelzusatz zugelassen [8].

Bei der toxikologischen Beurteilung ist jedoch zu beachti&ss diese Komplexbildner in der Lage
sind, Schwermetalle aus z. B. den Sedimenten der Flisse lzilisteyen, so dass sie indirekt eine to-
xische Wirkung haben kénnen. Durch den massenhaften Eidigter Verbindungen, gelangen diese
in das Abwasser und da sie die Klaranlage meist ungehindssigren, auch in die Oberflachenge-
wasser. So wurde schon Ende der 1980er Jahre berichteEDadgsdie Verbindung anthropogenen
Ursprungs ist, die in den héchsten Konzentrationen in déets Oberflachengewassern nachgewie-
sen wurde. Derzeit findet man in deutschen Flissen wie z.rB Rleein EDTA—Konzentrationen von
1-20ug 171 [13].

Ein weiterer Grund fur das grof3e Interesse an diesen Chidlain ist die Tatsache, dass diese kaum
biologisch abbaubar sind und sich so zum einen in den Obkeeifiewassern, aber auch in den
Grundwassern anreichern und so im Trinkwasserkreislaedevizufinden sind [14]. 1991 wurde von
verschiedenen Industrieverbanden eine Selbstverpfiightaterschrieben, die vorsieht, die Konzen-
trationen der EDTA in Oberflachengewassern mittelfristig 50% zu reduzieren [15]. Diese hatte
zur Folge, dass nach Alternativen zur EDTA gesucht wurde vigle Einsatzbereiche wurde statt-
dessen die NTA verwendet, die leichter biologisch abbatgtaEin weiteres Ersatzprodukt ist die
MGDA (engl. methylglycinediacetic acjddie von der Fa. BASF entwickelt und produziert wird; sie
ist ebenfalls leichter biologisch abbaubar und kann ineviddereichen die EDTA ersetzen.

Derzeit existieren zwei gebrauchliche Verfahren zur Asalgtieser Verbindungen. Das ist zum einen
eine flissigchromatographische Methode mit UV/Vis-Detekund zum anderen eine gaschromato-



graphische (GC) Methode mit einem Stickstoff-Phosphaiekter (NPD) oder einem angeschlosse-
nem Massenspektrometer (MS).

Im Falle der ersten Methode wird die Probe mit einem Ubersslam Eisen(lll) versehen, wodurch
die Komplexbildner in stabile anionische Komplexe Uberfikerden. Diese werden anschliel3end
durch eine lonenpaarchromatographie (IPC) getrennt undienn UV/Vis-Detektor detektiert. Die
Zuordnung der Signale erfolgt Gber die Retentionszeit.Vaigeil dieser Methode ist die einfache
Probenvorbereitung zu sehen, jedoch sind die Nachweiggneim unteren mg1 Bereich fiir die
meisten Analysen nicht ausreichend [16].

Die GC-Methode zeichnet sich durch ihre hervorragendermiaisgrenzen im untereng I=! Be-
reich aus, ist jedoch mit einer aufwendigen Probenvorhergiverbunden. Um die niedrigen Nach-
weisgrenzen zu erreichen, ist es zuerst erforderlich di@lyd@n der Probe anzureichern. In einem
zweiten Schritt missen die Carbonsauregruppen verestedew, um sie in fliichtige Verbindungen
zu Uberfuhren. Es folgt eine Extraktion der Ester aus dekfR@as|osung und anschliel3end die Ana-
lyse mit dem GC-NPD/MS [17]. Die Zuordnung der Signale gyf@benfalls Uber die Retentionszeit
bzw. im Falle der MS—Detektion zusatzlich Gber die Massagrfrente.

Ziel dieser Arbeit ist es, die Leistungsfahigkeit der irsgar on-line Kopplung IC-ICP-MS anhand
der Analyse dieser Komplexbildner zu demonstrieren. ldiarfird eine Methode zur Analyse dieser
entwickelt. Die Probenvorbereitung soll so einfach wie fiabggehalten werden, um auch im Rou-
tinebetrieb einen hohen Probendurchsatz mit wenig Aufwandrmoglichen. Die Nachweisgrenze
soll ohne Anreicherungsschritte den Nachweisgrenzen GeMS Methode entsprechen.

Werden die Komplexbildner durch Zusatz eines Metalls imaisiche Komplexe tberfuhrt, kbnnen
diese mit der lonenchromatographie getrennt und das Maiallem ICP-MS detektiert werden.
Das ICP-MS detektiert das eingesetzte Metall mit einerdreagenden Empfindlichkeit und Gber die
Retentionszeit wird die Information Uber die Art des Konxele gewonnen.

Als Komplexbildner werden die drei meistverwendeten Ampolycarbonsaure-Komplexbildner
NTA, EDTA, DTPA und zuséatzlich CDTA untersucht. Es ist eirspandes Metall zu finden, wel-
ches mit diesen Chelatbildnern sehr stabile Komplexe tild@mit diese wahrend der chromato-
graphischen Trennung nicht zerfallen. Weiterhin muss dab&vorbereitung untersucht werden,
um sicherzustellen, dass sich tatséachlich die gewlins¢tdemplexe bilden. Nach Entwicklung der
ionenchromatographischen Methode, bei der sowohl vexdehie stationdre als auch mobile Pha-
sen untersucht werden mussen, folgt die Ermittlung der Weagrenzen. AuRerdem sollten Real-
proben gemessen werden, deren Komplexbildnergehaliglarah einem externen Institut mit den
herkdbmmlichen Methoden bestimmt wird, um die Ergebnisselaren Richtigkeit zu Uberprifen.



2 Theorie

2.1 lonenchromatographie

Die Chromatographie wurde erstmals 1903 von dem Botarikehael Semjenowitch Tswdtte-
schrieben [18]. Er flllte eine Glasséule mit Calciumcadiomnd liel3 durch diese Losungen mit
Pflanzenextrakten laufen. Dabei gelang es ihm, die verdehen Chlorophylle und Xanthophylle in
einzelne farbige Banden zu trennen. Daher stammt auch aee lCaromatographig;pouc = Farbe,
vpagperr = schreiben. Durch weiteres Spulen mit Wasser eluiertesedizhlorophylle nacheinander
getrennt aus der Saule. Auf dieser Entdeckung basierenrdieidklungen der modernen chroma-
tographischen Methoden, wie die in den 30er Jahren entitécRénnschichtchromatograph{®C)
und die zwanzig Jahre spater vorgestéltesschromatographi@sC). Fur die Arbeiten auf dem Gebiet
der Verteilungschromatographie und dem Konzept der thisohen Boden, die die Grundlagen der
modernen Chromatographie bilden, erhiekartin undSyngel 952 den Nobelpreis fir Chemie. Aus
der Saulenchromatographie entwickelte sich in den 60eedatieHochleistungsfliissigkeitschroma-
tographie(engl. High Performance Liquid Chromatographyu der auch das 1975 v@mall Ste-
vensundBaumanrvorgestellte Verfahren der lonenchromatographie [19tz&ne diese modernen
chromatographischen Methoden kdnnten viele der aktuElagestellungen der analytischen Chemie
nicht, oder nur mit groRem Aufwand geltst werden. Insbeemndh der Elementspeziesanalyse ist
die Chromatographie ein unverzichtbares Werkzeug.

Tabelle 2.1:Einteilung der Chromatographie nach stationéren und reotfthasen.

stationare Phase mobile Phase

gasférmig flissig
fest GSC (gas-solid-chrom.)  LSC (liquid-solid-chrom.)
flussig GLC (gas-liquid-chrom.) LLC (liquid-liquid-chrom

Die verschieden chromatographischen Methoden lassemaidi den eingesetzten stationéren und
mobilen Phasen unterteilen (Tabelle 2.1). Die mit Abstamdhgiufigsten verwendeten Methoden
sind zum einen die GLC, bei der die flissige stationdre Phakdex Innenseite einer Kapillare
immobilisiert wird, und zum anderen die LSC, zu der auch dieehchromatographie zahlt [20] [21]
[22] [23].
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2.1.1 Trennmechanismen

Die Trennung von Substanzen in der Chromatographie beufilatesn Prinzip der wiederholten Ver-
teilung des Analyten zwischen zwei nicht mischbaren PhaBen Analyt wird durch die mobile
Phase an der stationéren Phase vorbeigefihrt, wobei eschs@@irkungen der Analyten mit dieser
kommt. Durch diese Wechselwirkungen halten sich die Aralyeitweise in oder an der stationaren
Phase auf und werden auf diese Weise zuriickgehalten. Adginuer unterschiedlichen chemischen
und physikalischen Eigenschaften verweilen die Analytetenschiedlich lange an der stationaren
Phase und werden so unterschiedlich stark retardierteDidsterschied flhrt nach einer definierten
Laufstrecke zu einer zeitlichen Auftrennung der Analyidie,dann nacheinander detektiert werden
kénnen.

Fur die lonenchromatographie unterscheidet man zwischarnvdrschiedenen Trennmechanismen:
die lonenaustausch-Chromatographigie lonenpaar-Chromatographiend die lonenausschluss-
Chromatographie

lonenausschluss-Chromatographie

Die lonenausschluss-Chromatographie (erogl.exclusion chromatographyEC wird vor allem zur
Trennung von schwachen Sauren oder Basen verwendet. O&te gndwendungsfeld ist die Analyse
von Carbonsauren und Aminosauren. Als stationare Phaskemerst ein sulfonierter Kationenaus-
tauscher verwendet, dessen Sauregruppen mit Protonergésni®nen elektrisch neutral sind. Durch
die Verwendung wassriger Eluenten sind die funktionellempBen hydratisiert und diese Hydrathul-
le wird durch eine negativ geladene Membran, die Donnan-Mam begrenzt. lonische Molekile
konnen diese Membran nicht passieren und werden so ausgesam und schnell eluiert. Nichtio-
nische Molektle hingegen kdnnen diese Membran passieamder stationaren Phase adsorbiert
werden. Zur Trennung von Carbonsauren werden starke Maden&n, z. B. Salzsaure, als flussige
Phase verwendet. Hierdurch liegen die Carbonséauren in tieknsaiuren Eluenten nahezu undissozi-
iert vor und kdénnen die Membran durchqueren. Durch die \iesienen pkWerte der Carbonsau-
ren dissoziieren sie unterschiedlich stark und untergemesich in ihrem Vermdgen, die Membran
zu durchdringen. Dieser Effekt erklart die verschiedenaemiérungsgeschwindigkeiten der Carbon-
sauren durch die stationdre Phase und die dadurch uneslichen Retentionzeiten [24][25].

lonenpaar-Chromatographie

Die lonenpaar-Chromatographie (enigih pair chromatographylPC ermdglicht die Trennung von
lonen auf Standard RP-HPLC Materialien. Hierflr wird denudfiten ein lonenpaarreagenz bei-
geflgt, welches mit den Analyten neutrale lonenpaare bildeese lonenpaare werden durch hy-
drophobe Wechselwirkungen an der unpolaren RP-PhaseistaAufgrund der unterschiedlichen
Bildungskonstanten der lonenpaare und der unterschiesli@ffinitdt zu der stationdren Phase ist
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eine Trennung dieser lonenpaare moglich. Als lonenpagereakommen lipophile Kationen wie
Tetrabuthylammonium zum Einsatz.

lonenaustausch-Chromatographie

Die lonenaustausch-Chromatographie (emgh exchange chromatographyC ist die wichtigste
Form der lonenchromatographie. Bei der lonenaustausecbr@itographie befinden sich an der sta-
tiondren Phase, haufig einem Polymerteilchen, Austaugaimyen mit einer fixierten Ladung. Der
Eluent liefert das Gegenion, welches durch ein Analytiareitie gewisse Zeit ersetzt werden kann,
bis es wieder vom Eluenten verdrangt wird. In der Anioneactatographie stellt sich folgendes
Gleichgewicht ein:

Polymer — NRfE~ + A~ = Polymer — NRf A~ + E~ (2.1)

Aufgrund der verschiedenen Affinitdten der lonen zu den &usthergruppen, die durch die Ladung,
GroélRe und Polarisierbarkeit der lonen bestimmt werdengefintan unterschiedliche Verteilungen
der Analyten zwischen stationarer und mobiler Phase. AIB adie Verteilung der Analyten zwi-
schen der stationaren und mobilen Phase gilt der Verteskogffizientk ., der das Verhéltnis der
Analytkonzentrationen an der stationaren Phagez( der mobilen Phase,() angibt.

K, =5 (2.2)
Sm
Je groRRer der Verteilungskoeffizient ist, desto langerdiélt der Analyt an der stationdren Phase auf
und eluiert spater. Differieren die Verteilungskoeffizemmzweier Analyten ausreichend, erfolgt eine

vollstandige Trennung dieser Analyten auf der Saule.

Die lonenaustausch-Chromatographie erlaubt es wasshigmtien zu verwenden und ist daher be-
sonders fur die Kopplung mit einem ICP-MS geeignet. Bei dehtigen Wahl des Eluenten ist es
moglich die Kopplung so zu betreiben, dass das Eluat ohniergéiorbehandlung oder Vorkehrun-
gen in das Zerstaubersystem des ICP geleitet werden kanterkle kann durch die Wahl einer
entsprechend grof3en Probenschleife eine relativ grol3gy®an Probe auf die Saule aufgebracht
werden, um die Nachweisgrenzen zu senken. Daher wurde im&akllieser Arbeit ausschliel3lich
die lonenaustausch-Chromatographie verwendet, dergargteen Phasen im Folgenden naher be-
schrieben werden.

2.1.2 Stationare Phasen

Die Leistungsfahigkeit einer ionenchromatographischeenitung wird maf3geblich durch die ver-
wendete stationdre Phase beeinflusst. Als Tragermatemairien in der Anionenchromatographie
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unter anderemPolystyrol/Divinylbenzol-CopolymeréPS/DVB) mit Teilchendurchmessern von
5-15um zum Einsatz. Dieses Tragermaterial hat aufgrund der par8sruktur eine grol3e Ober-
flache, ist mechanisch stabil und lasst sich in jedem pHiBleneerwenden. Die Oberflache dieses
Basismaterials muss fur den Einsatz in der Anionenchrognapthie noch mit positiv geladenen
Austauschergruppen funktionalisiert werden. Fur dies&kionalisierung gibt es zwei verschiedene
Anséatze: Entweder wird die Oberflache direkt funktionalisioder die Oberflache des Tragermate-
rials ist von einer Schicht aus sehr kleinen Polymerteiicheéufig Latex-Teilchen, umgeben, die die
funktionelle Gruppe tragen und Utber elektrostatische \&felghirkungen gehalten werden (Abbildung
2.1). Der Aufbau dieser beiden Typen wird im Folgenden néschrieben.

nm a nm 4

2300 + 2300

Spharischer Trager Spharischer Trager

Abbildung 2.1: Aufbau von Latex-Anionenaustauschern (links) und obengatunktionalisierten
Anionenaustauschern (rechts) [21].

Latex-Anionenaustauscher

Bei den Latex-Anionenaustauschern wird die gesamte Obbdldes als Tragermaterial eingesetzten
Copolymers mit anionischen Sulfonsauregruppen funktisiest. An diese Gruppen sind kleinere
Latexteilchen, deren Oberflache mit quartaren Ammoniumgen funktionalisiert ist, durch elek-
trostatische Wechselwirkungen gebunden. Diese Mateni&lesitzen eine hohe chromatographische
Effizienz, da sie einen schnellen Massentransfer bietenN&chteil ist die geringere mechanische
Stabilitat im Verhaltnis zu den oberflachenfunktionalitge Materialien. Weiterhin verfligen diese
Materialien aufgrund der sulfonierten Oberflache auch #agionenaustauschkapazitat, was zu zu-
satzlichen Wechselwirkungen fiihren kann. Dies kann, jén fesovendung, als Vor- oder auch als
Nachteil gesehen werden.
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Oberflachenfunktionalisierte Anionenaustauscher

Bei der Gruppe der oberflachenfunktionalisierten Anionstauscher wird die gesamte Oberflache
des Copolymers mit quartaren Ammoniumgruppen funkticieti. Nach einer Prafunktionalisierung
des Basispolymers mit einem Spacer wird die funktionelliggpe an diesen gebunden. Aufgrund der
groR3en Oberflache des Basispolymers werden bei dieseongtegn Phasen sehr viele Austauscher-
platze geschaffen, was zu einer geringen Effizienz der Rtiage In der Dissertation vol. Raskop
[21] wurde jedoch gezeigt, dass durch eine Propfpolyminisauch hocheffiziente oberflachenfunk-
tionalisierte stationdre Phasen erhalten werden kénremdnen die Anzahl der Austauscherplatze
kontrollierbar ist. Diese Saulen zeichnen sich durch itokehEffizienz bei gleichzeitig grof3er me-
chanischer Belastbarkeit und Toleranz im gesamten pHiBeeaas.

Funktionelle Gruppen in der Anionenchromatographie

Die verwendeten funktionellen Gruppen kdnnen einen gréieftuss auf die Trenneigenschaften ha-
ben. In dem vorM. Raskopentwickelten Verfahren kdnnen verschiedenste Amine UineneSpacer
an das Polymer gebunden werden. Als Spacer kommt hier \éngNdchlorid (VBC) zum Einsatz,
welches in einer nucleophilen Substitution an das Amin gdba wird. Das Vinylbenzylamin wird
dann in einem weiteren Schritt Uber eine radikalische Adidian das Tragermaterial, ein Polystyrol-
Divinylbenzol-Copolymer (PS/DVB), gebunden.

Die verwendeten Amine variieren bezuglich ihrer Substitas. Haufig verwendete Amine sind
Trimethylamin(TMA), Ethyldimethylami{EDMA), DimethylethanolamitDMEA), Diethanolme-
thylamin(DEMA) und Triethanolamin(TEA), die sich in ihrer Polaritat unterscheiden und so Eissl
auf die Trenneigenschaften der stationaren Phase nehneegtiDkturen dieser Austauschergruppen
sind in Abbildung 2.2 dargestellt. Fur die Elementspeziaige haben sich hier besonders die apo-
laren Austauscher mit TMA oder EDMA als geeignet gezeigi [28].

@Jn/ @ rL/\ ® l/\/OH ® l/\/OH ® QOH
| | | ; b"“ Ebw
= F F F A

VB-TMA VB-EDMA VB-DMEA VB-DEMA VB-TEA

Abbildung 2.2: Austauschergruppen in der Anionenchromatorgraphie.

2.1.3 Eluenten in der Anionenchromatographie

In der Anionenchromatographie kommen priméar wassrigerkrezum Einsatz. Die Konzentration
und der pH-Wert des Eluenten haben einen entscheidend@ndsiauf das Retentionsverhalten der
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Analyten. Bei einer hoheren Konzentration des Eluenteeredie Analyten starker durch Eluentio-
nen von den Austauscherplatzen verdrangt, so dass dertAcalyeller eluiert. Die Abhangigkeit des
Retentionsfaktorg’ von der Konzentration des Eluenten ist in Gleichung 2.3 kararen. Weiterhin
wird der Retentionsfaktor von der Ladung des Eluenten usdda@lyten bestimmt. Bei einer doppel-
logarithmischen Auftragung des Retentionsfaktors gegertllientkonzentrationen erhalt man eine
Gerade, deren Steigurigentspricht.

Der pH-Wert des Eluenten beeinflusst den Protonierungsgndddamit die Ladung der Analyten,

was sich, wie ebenfalls in Gleichung 2.3 zu erkennen ist,a@pfindlich auf das Retentionsverhalten
auswirkt.

logk' = Cy — glog[Eg;] (2.3)

Ch Konstante
x Ladung des Analytion
Ladung des Eluention
[E¥-] Konzentration des Eluenten in der mobilen Phase mit der hggu

2.1.4 Chromatographische Kenngrof3en

In Abbildung 2.3 ist ein Chromatogramm skizziert, in dem@éder chromatographischen Kenngro-
3en eingezeichnet sind. Auf diese Gro3en soll im Folgendéemeingegangen werden.

A

Intensitat

Zeit

Abbildung 2.3: Skizze eines Chromatogramms.

Die Zeit, die ein Analyt von der Injektion bis zum Detektoabcht, wird alBruttoretentionszeity
bezeichnet. Subtrahiert man von diesem Wert die Zeit, di€kient, welcher keine Retention auf der
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stationdren Phase erfahrt, fur das Durchfliessen der steito Phase braucht, die sogenafotizeit
to, erhalt man didNettoretentionszetder auchreduzierte Retentionszeif.

th=tp—tg (2.4)

Der Kapazitatsfaktor’ ist ein Maf3, um wieviel langer sich ein Analyt an der statremdals in der
mobilen Phase aufhélt. Er berechnet sich wie folgt aus dett@etentionszeit und der Totzeit:

tr—ty
K="=t (2.5)
to to

Der Kapazitatsfaktor sollte im Idealfall einen Wert zwisahl und 5 annehmen. Ist er zu klein, eluie-
ren die Analyten sehr nahe an dem Injektionspeak, so dasgjemntitative Auswertung erschwert
wird. Bei zu grof3en Kapazitatsfaktoren werden die Retesteiten sehr lang. Beim Vergleich chro-
matographischer Eigenschaften verschiedener Systertet bgesich an, den Kapazitatsfaktor statt
der Retentionszeit anzugeben, da dieser von systembediRgtametern wie der Flussrate unabhan-
gig ist. DerTrennfaktora ist als das Verhaltnis zwischen den Kapazitatsfaktorenew&nalyten
definiert.

_ K

- % K, > K, (2.6)

[0
Der Trennfaktor gibt Auskunft Uber die Trennbarkeit zwelaalyten. Nimmta einen Wert von eins
an, erfahren beide Substanzen die gleiche Retention autdeonaren Phase und coeluieren. Je
groRRer dieser Trennfaktor ist, desto weiter sind die Amalytoneinadner getrennt.

Aufgrund von Diffusionsprozessen an der stationaren Pkasent es zu Bandenverbreiterungen, so
dass man kein unendlich schmales Signal erhélt, sondewmtaattall gaussférmige Peaks (Abbildung
2.4).

Die Diffusionsprozesse setzen sich aus der Eddy-Diffysaer Longitudinaldiffusion und den
Massentransport-Effekten zusammen. Die Eddy-Diffusiord wlurch die Partikel der stationaren
Phase beeinflusst. Beim Transport durch die stationdreePim@issen die Analyten Partikel um-
wandern und legen dabei unterschiedliche Weglangen zumiek Longitudinaldiffusion beruht
auf zufalligen Bewegungen der Analyten in der mobilen Ph&gahrend die mobile Phase sich
nur in die Flussrichtung bewegt, finden diese zufélligen &pmgen in alle Richtungen statt. Die
Massentransport-Effekte erklaren unter anderem eine &wamedbreiterung durch das Hineindiffun-
dieren der Analyten in die Poren der stationaren Phasechiei| die sich in den Poren aufhalten,
durchwandern das chromatographische Bett langsamerlatsesdie sich aul3erhalb der Poren auf-
halten.

Je langer eine Substanz an der stationdren Phase retavidwtridesto mehr nimmt sie an Diffu-
sionsprozessen teil und eluiert als breiteres Signal. WgelGroRRen der Gaussverteilung sind die

10
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N
S -
S Intensitat

0,607
0,500

0,000

Zeit

Abbildung 2.4: Skizze eines ideal gaussférmigen Peaks.

Halbwertsbreitew;, und Basisbreitew,. Die Halbwertsbreite ist definiert als die Breite des Peaks b
halber H6he und l&sst sich mit Hilfe der Standardabweichubgstimmen:

wp = 2,354 -0 (2.7)

Die Basisbreitdst der Abstand zwischen den Schnittpunkten der Wendetdegeind der Basislinie
und kann ebenfalls durch die Standardabweichung berealarden:

wy=4-0 (2.8)

Ein Maf fir die Gite einer chromatographischen TrennundigsAuflésungk,, die im Gegensatz
zum Trennfaktor auch die Breite der Peaks einbezieht. Di#gbAung gibt das Verhéltnis aus den
Retentionszeitet, und den Basisbreitem, der Peaks an.

Ctre—lm _tre—1lm

s = (2.9)
Wp1 + Wp2 Wp2

Bei einer Auflésung vorik, = 1 Uberlagern sich die Signale noch um ca. 2%. Ab einer Aufldsung
von R, = 1,5 gelten zwei Peaks als basisliniengetrennt.

2.1.5 Detektoren in der lonenchromatographie

Der am haufigsten verwendete Detektor in der lonenchromegphde ist der Leitfahigkeitsdetektor.
Weitere verbreitete Detektoren in der IC sind:

11
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Amperometrische Detektion

Photometrische Detektion

Refraktometrische Detektion

Kopplungstechniken

Leitfahigkeitsdetektor

Die elektrolytische Leitfahigkeit beruht auf der Fahigledektrolytischer Losungen Strofrewischen
zwei Elektroden zu leiten, an denen ein elektrisches Fefgblagt ist. Die Grof3e des Stroms kann
durch das ohmsche Gesetz beschrieben werden und hangtvangigegten Spannurdg und dem
WiderstandR der Elektrolytlésung ab:

U
I=— 2.10
= (2.10)

Der Kehrwert des Widerstandes wird als Leitfahigkeibezeichnet und hat die Einheit siemens (S).

1
= — 211
=+ 2.11)

Die spezifische Leitfahigkeit berlcksichtigt die Elektrodenflachein cnm? und den Elektrodenab-
stand/ in cm und besitzt demnach die Einheit STE’m% wird auch als Zellkonstant& in cm!
bezeichnet.

R=Go =CGK (2.12)

Die Aquivalentleitfahigkeit\ berticksichtigt die Konzentratiafi der Losung:

A:gn:AC (2.13)

Demnach ist die Leitfahigkeit eines Elektrolyten von denKentration der darin enthaltenden lonen
abhangig. Dieses kann fir die Detektion genutzt werdennvwia Analyten eine andere Aquiva-

lentleitfahigkeit besitzen als der Eluent. Je groRRer dieseerschied ist, desto empfindlicher ist der
Detektor. Daher wird bei den meisten Anwendungen durchneBwgpressor die Grundleitfahigkeit

des Eluenten gesenkt und im Idealfall die Leitfahigkeit Araylten erhoht.

Der Suppressor besteht im einfachsten Fall aus einem mibi¥o gesattigten Kationentauscher,
der den Eluenten, z. B. Natriumbicarbonat, neutralisiad das Gegenion vom Analyten gegen H+
austauscht, welches eine wesentlich héhere Aquivaléiétiegkeit besitzt.

Polymer — SO H" + Na™ + HCO3 — Polymer — SO5 Na* HyO + CO,

12
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Polymer — SO3 HY + Na™ 4+ Cl~ — Polymer — SO3 Na™H*™ + Cl~

Da nach gewisser Zeit alle Protonen des Suppressors durtlumaersetzt werden, muss dieser
dann mit einer Saure, z. B. Schwefelsédure, regeneriert nschéiel3end mit Wasser gespult werden.
Um quasikontinuierlich zu arbeiten, nutzt man Packed-Bagpressor, der aus drei Saulen besteht.
Wahrend eine Saule im Betrieb ist, regeneriert die zuletautgte Saule und eine weitere Saule wird
gespult. Der Aufbau eines sogenannten Revolver-SupressorFa. Metrohm ist in Abbildung 2.5
skizziert.

Abfall

Regenerant )
9 Reinstwasser

Abbildung 2.5: Skizze eines Suppressors.

Diese Einheit wird vor jeder Messung automatisch um 120%ejgdund stellt so zu jeder Messung
eine frisch regenerierte und gesplulte Kartusche bereit.

Amperometrische Detektion

Die amperometrische Detektion wird fir Analyten verwendet sich an einer Elektrode, an der ein
Potential anliegt, oxidieren oder reduzieren lassen. Rite Ker Reaktion lasst sich an dem fliel3en-
den Strom messen, der das Messsignal darstellt. Diese tidetstkethode wird vor allem bei der
Zuckeranalytik mit der IC verwendet.

Photometrische Detektion

Die photometrische Detektion findet gro3e Anwendung in deCH. Sie basiert auf einer unter-
schiedlichen Absorption einer bestimmten WellenlangeAmalyt und Eluent. Grundlage hierfur ist
das Lambert-Beersche Gesetz:

1
E = lnI—O = ecd (2.14)

1

E ist die Extinktion,/; entspricht der Intensitat des transmittierten Lichts énder Intensitét des
eingestrahlten Lichts. ist der Extinktionskoeffizient] die Schichtdicke der Kiivette unddie Kon-
zentration der absorbierenden Substanz. Der Extinktmeffikiente ist unter anderem von dem je-
weiligen Stoff und der verwendeten Wellenlange abhangigdealfall sollte er bei der verwendeten

13
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Wellenlange fur den Eluenten mdglichst klein und fur die Kten moglichst grof3 sein, um eine gute
Empfindlichkeit zu erreichen. Dieses ist in der HPLC mit degisten organischen Analyten gegeben,
in der IC jedoch nur fur wenige Analyten. Eine Mdglichkeigse Analyten dennoch photometrisch
zu detektieren, stellt die Nachséulenderivatisierundierbei wird nach der Trennung ein Reagenz
beigemischt, welches die Analyten in eine UV-aktive Forrerdilhrt.

Refraktometrische Detektion

Die refraktometrische Detektion misst die Anderung dexBuagsindexes. Da jedes Salz den Bre-
chungsindex von Wasser andert, wenn man dieses hinzutigi,der refraktometrische Detektor als
universeller Detektor angesehen werden. Je grof3er dakiMatgewicht des Analyten ist, desto gro-

Ber wird der Brechungsindex. Dies hat zur Folge, dass dietbdde besonders fur organische Salze
geeignet ist.

2.1.6 Apparativer Aufbau

Im Nachfolgenden soll der schematische Aufbau eines Idmentatographen, wie er in Abbildung
2.6 gezeigt ist, néher erlautert werden. Ein ionenchrografthisches System besteht im Wesentli-
chen aus einer Hochleistungspumpe, die den Eluenten fHedeem Probenaufgabeventil, der Trenn-
saule und einem Detektor.

Probenschleife

Detektor
Probe Abfal
‘ ‘ Suppressor
Eluent IC-Pumpe Pulsations-
® dampfer >
-
Trennsaule
7 L |

Abbildung 2.6: Aufbau eines einfachen ionenchromatographischen Systems

Um dem Eluenten geldste Gase zu entziehen, die im Systenbrungen fihren kénnen, wird der
Eluent noch vor der Pumpe durch einen Degaser geleitet. ZdulRion von Pulsationen durchflief3t
der Eluent nach der Pumpe zusétzlich einen Pulsations@ginijié Probenaufgabe erfolgt tiber ein
Injektionsventil, welches vor die Trennséule geschadtetMon Bedeutung ist die Grol3e der verwen-
deten Probenschleife, da durch diese das Probenaufgabesmlbestimmt wird. Der Ausgang der

14
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Trennsaule wird an den Detektor angeschlossen. Im Fallsuggressierten Leitfahigkeitsdetektion
wird der Suppressor zwischen Trennsaule und Detektor gisth

15
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2.2 Induktiv gekoppelte Plasma-Massenspektrometrie

Die induktiv gekoppelte Plasma-Massenspektrometrieiig mmoderne, hochempfindliche Methode
zur quasi-simultanen Multielementanalyse. Sie liefertf@ihezu alle Elemente des Periodensystems
Nachweisgrenzen bis in den gt IBereich. Zusatzlich zeichnet sie sich durch einen groRR eaimhy-
schen Arbeitsbereich von 8 — 9 GrolRenordnungen aus und &chmogs, viele Elemente innerhalb
von wenigen Minuten zu bestimmen. Als Nachteil der ICP-MSssain die hohen Kosten fir die
Anschaffung und den Betrieb gesehen werden. Aufgrund dieemdemperaturen in dem Plasma
werden 15 Liter Argon pro Minute bendtigt, um ein Schmelzen Quarzglasfackel zu verhindern
[28] [29] [30] [31].

Nach der Entwicklung des ICP fir dé&tom Emissions Spektromet(®ES) durchS. Greenfieldm
Jahre 1964 [32] wurde 1975 durch die Arbeit inHoukundV. Fasseln der lowa State Universi-
ty zusammen miA. Grayvon der Universitat Surrey [33] das erste Massenspektremvergestellt,
welches ein ICP als lonenquelle verwendet. Die grol3te Héoaderung bei der Entwicklung des
ICP-MS war das Interface, welches das ICP mit dem Massetrspedter verbindet. Hierbei missen
die lonen aus dem Plasma extrahiert und in das Hochvakuunvidesenspektrometers tberfihrt
werden. Dieses wurde durch das zweistufige Interface BaflouglasundJ. French[34] realisiert.

In Abbildung 2.7 ist der Aufbau des in dieser Arbeit verwetetd CP-MS Agilent 7500ce skizziert.
In der Probenzufihrung wird die fliissige Probe in ein feineso8ol zerstaubt und anschlieRend in
das Plasma gebracht. Im Plasma wird das Aerosol getrockeretampft, atomisiert und anschlie-
Rend ionisiert. Ein Teil der lonen werden aus dem Plasmaleeit und Uber das Interface und die
lonenoptik durch die Reaktionszelle zum Massenanalysgai@itet. Die lonen mit dem ,richtigen”
Masse-zu-Ladungs-Verhéltnis passieren den Massenat@lysd erzeugen am Detektor ein Signal,
welches Uber einen Computer ausgewertet werden kann.

Plasmafackel Reaktionszelle Detektor

l B Fal |
IF' = 'l___; A
lonenlinsen Quad‘rupol

Abbildung 2.7: Schematischer Aufbau des Agilent 7500ce [28].

2.2.1 Die Probenzuflhrung

Ublicherweise liegen die Proben fiir die ICP-MS in flissigernk vor. Diese werden durch einen
Zerstauber in ein Aerosol tberfuhrt und in das Plasma ge¢leMternativ konnen Feststoffe auch
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Uber dieLaserablationLA) [35] oder elektrothermale Verdampfurfg§TV) [36] in das Plasma einge-
bracht werden. Die genannten Methoden erfordern einerrébiiechnischen Aufwand, jedoch kann
man durch diese, je nach Anwendungsgebiet, einen aufwemaigemischen Aufschluss zum Teil
umgehen.

Um flissige Proben als Aerosol in das Plasma einzubringemeddie bekannten Zerstauber aus
der ICP-AES ubernommen werden. Zu diesen zahlelCdessflow ZerstaubarachBabington[37],
derkonzentrische Zerstaub@achMeinhard[38] und der Ultraschall-Zerstauber [39]. Diese unter-
scheiden sich hinsichtlich ihrer Aerosolausbeute, deefBmiz von salzhaltigen Losungen und unter-
schiedlich groRen Memory-Effekten. Der Crossflow-Zers&iuoleriert eine héhere Salzfracht, ist in
seiner Zerstaubung aber relativ ineffizient. Der Ultrafizbestduber zeichnet sich durch seine hohe
Effizienz aus. Jedoch wirden durch die hohe AerosolaushectegroRe Mengen an Losungsmittel
in das Plasma gelangen, die dort das empfindliche Gleiclohpésioren. Um dieses Problem zu um-
gehen, wird eine Desolvatisierungseinheit zwischen Aalstr und Plasma geschaltet. Diese leidet
aufgrund der GroRRe unter Memory-Effekten, so dass auch exsohallzerstauber nicht universell
einsetzbar ist.

In dieser Arbeit wurde ein konzentrischer Micro-Flow-Zétsher nachMeinhard verwendet. Die-
ser Zerstauber ist aus PFA (Perfluoroalkoxyethylen) ggtarhd ermdglicht zuséatzlich den Einsatz
von flusssaurehaltigen Losungen. Der Aufbau eines solcleestalibers ist in Abbildung 2.8 skiz-
ziert. Durch die innere Kapillare wird die flissige Probedodért, wahrend die dussere von 0,5 —
1,5 | min~! Argon durchstromt wird. Beim Aufeinandertreffen des Argooms auf die Proben-
I6sung, wird diese in feine Tropfchen zerrissen und bildetas Aerosol. Bei einer Flussrate der
Probenlosung von 0,05 ml mith bis 0,20 ml mirt! liefert dieser Zerstauber die besten Aerosolaus-
beuten.

R [

Probe \—‘ |

I Zerstaubergas

NI/

Abbildung 2.8: Skizze des verwendeten Micro-Flow-Zerstaubers.

Der Micro-Flow-Zerstauber liefert Aerosole mit einer TfepgréRenverteilung von unter 10n bis
100 um. Zur Gewéhrleistung einer effektiven Verdampfung unddation im Plasma ist eine ein-
heitliche TropfengroR3e von unter 1n erforderlich. Zum Abtrennen der grof3eren Tropfen wird das
Aerosol durch eine Sprihkammer geleitet, wie sie in Abbigl@.9 zu sehen ist. Um diese Kammer
zu passieren, mussen die Tropfen in dem Argonstrom eine\W8@ddung durchlaufen, welches nur
fur die kleinen Tropfen moglich ist. Die grof3en Tropfen pralan den Wanden ab und werden in
einem Abfallbehalter entsorgt. Es kommen in der ICP-Spekétrie verschiedene Sprihkammern
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zum Einsatz, von denen die hier verwendete Doppelpasdiamimer nactscott[40] am haufig-
sten verwendet wird. Die Spruhkammer wird durch ein PeEiement auf 2 °C gekuihlt, um den
Lésungsmittelanteil des Aerosols weiter zu reduziererchNtem Passieren der Sprihkammer liegen
nur noch weniger als 5% der urspringlich aufgegebenen Rrobelie in das Plasma eingebracht

werden.
/Zum Plasma

Zerstauber

Abbildung 2.9: Skizze einer Doppelpass-Spruhkammer n&chitt[40].

2.2.2 Die lonisierungseinheit

Als lonisierungseinheit wird das induktiv gekoppelte rtasverwendet. Als Plasma bezeichnet man
in der Physik Gase, deren Eigenschaften primar durch ddsaxdensein von lonen und Elektronen
bestimmt werden. Einige Eigenschaften, wie Druck und Vaansind dieselben wie die eines idealen
Gases. Andere Eigenschaften unterscheiden sich jedoghuadfder geladenen Teilchen deutlich

von denen eines idealen Gases. Dazu zéhlen die Viskosuadienthermische und die elektrische

Leitfahigkeit. Das Plasma wird auch als vierter Aggregstand bezeichnet und kommt in der Natur
in Form von Blitzen und Polarlichtern vor. Kiinstlich erzéai¢lasmen haben als Leuchtstoffrohren
den Einzug in den Alltag gefunden.

Um ein kunstliches Plasma aufrechtzuerhalten, muss di&senrgie extern zugefuhrt werden. Dies
kann z.B. in Form von elektrischen oder elektromagnetisdReldern passieren. Gangige Plas-
maquellen sind:

» Gleichstromplasma
* Mikrowellenplasma

* induktiv gekoppeltes Plasma
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Bei einem Gleichstromplasnm(angl. direct current plasmapCP wird ein grol3es elektrisches Feld

zwischen zwei Elektroden angelegt. Durch eine elektrigehgadung wird das Gas zwischen den

Elektroden ionisiert und ein Plasma ensteht. Durch Aufigimder zu analysierenden Substanz auf
einer der Elektroden wird diese atomisiert und zur Stragplangeregt. Dadurch kann ein DCP als

Anregungsquelle fur die Atomemissionsspektroskopie eedet werden.

Bei einem Mikrowellenplasmaefigl. microwave induced plasmisfiP werden durch ein Magnetron
erzeugte Mikrowellen (2,45 GHz) in einen speziell geformttiohlraumresonator eingekoppelt. Hier-
bei ensteht eine stehende Welle, deren Energiedichte imm#demes Resonators am grofdten ist. An
diese Stelle kann mit einer speziellen Rohre das Plasmagédhes die Probe enthalt, geleitet wer-
den. Aufgrund der geringen Toleranz gegentber Losungsmifindet diese Emissionsquelle primar
als Detektor in der GC Anwedung.

Das ICP ist die am weitesten verbreitete Form des Plasmaslytische Zwecke. Es wird sowohl
als Anregungsquelle in der Atomemissionsspektroskopfseaach als lonenquelle in der Massen-
spektrometrie verwendet. Das Plasma wird in einem Argonstlurch ein hochfrequentes elektro-
magnetisches Wechselfeld erzeugt. Argon wird verwenaetscein monoatomares Element mit einer
hohen lonisierungsenergie (15,76 eV) ist. Dadurch ist ekeim_age die meisten Elemente des Peri-
odensystems zu ionisieren. Weiterhin bildet es keine Istaberbindungen mit den Analyten. Argon
kommt zu 0,93% in der Atmosphére relativ haufig vor und ist il@&mes der glnstigeren Edelga-
se. Es hat jedoch den Nachteil, dass die thermale Leitféhigiativ gering ist. Daher gibt es auch
Anordnungen, in denen dem Plasmagas weitere Gase, wie tcBst8ff beigemischt werden.

Die lonisierungseinheit besteht aus einem Hochfrequerergtor, der Gber eine Induktionsspule die
Energie in das Argonplasma einkoppelt. Nach der Erzeugtstgrdreier Ladungen, z. B. durch einen
Teslafunken, werden diese in dem Wechselfeld beschleunitkollidieren mit neutralem Argon,
wobei dieses ionisiert wird. Da die Masse der Elektronen ergléich zu den Argonionen sehr klein
ist, erreichen diese eine wesentlich hthere Geschwinidigiké&eld und sind primar fir die weiteren
lonisationsprozesse verantwortlich:

e-+Ar - Art +e +e”

Die lonen und Elektronen werden in dem Feld weiter bescldg¢wmd produzieren so weitere freie
lonen und Elektronen. Dies geschieht solange, wie das RFdedtecht erhalten wird. Die Tempera-
tur in einem ICP liegt, abhangig von der Generatorleistamgschen 8 000 und 10000 °C. In einem
solchen Plasma sind ca. 2/3 aller Elemente des Periodensyziu 90% ionisiert. Der lonisierungs-
grad der verschiedenen Elemente lasst sich nach der Saiev@ig abschatzen:

Ni;N, (2mm kT)3/? 2zi; &
N 22 f 2.15
Nus 73 P err ( )
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N,;, N;;  Konzentration der Atome bzw. lonen des Elementes
N, Konzentration der freien lonen

k,h,m. Boltzmann- und Planck-Konstante, Elektronenmasse
Zaj, %ij Partitionsfunktion der Atome bzw. lonen vom Element
e; lonisierungsenergie des Elements

T lonisationstemperatur im Plasma

Der Aufbau der sogenannten Plasmafackel réatsel[40] ist in Abbildung 2.10 skizziert. Sie be-
steht aus drei konzentrischen Quarzglasréhren. Durchudisefie Rohre stromt das Plasmagas mit
einer Geschwindigkeit von 12 — 18 | mih Das Plasmagas hat neben der Aufrechterhaltung des
Plasmas noch zusétzlich die Aufgabe, die Plasmafackel aleRjida diese bei den hohen Tempera-
turen schmelzen wirde. Aufgrund der Geometrie der dus$dibre entstehen Verwirbelungen, die
fur die Form des Plasmas mitverantwortlich sind. Durch dieere R6hre wird das Probenaerosol mit
einem Argonstrom von 0,5 — 1,0 | mihiin das Plasma eingebracht. Durch die mittlere Rohre fliet
ein Argonstrom, der als Hilfsgas bezeichnet wird. Diesdréiae Flussgeschwindigkeit von max.
1,5 I min~! und kann die Form und Position des Plasmas beeinflussen.

000

Probenaerosol
_—

/_> 000

Hilfsgas / /

Plasmagas Induktionsspule

Abbildung 2.10: Skizze einer Plasmafackel naEassel

Gelangt ein Analyt als Aerosol in das Plama, werden einededm Prozessen durchlaufen:

Trocknung

Verflissigung
Verdampfung
Atomisierung

Anregung

o o & 0w bd e

lonisation

Dabei dauern die Schritte Trocknung bis Atomisierung irelange (einige ms); liegen die Analyten
erstmal in atomarer Form vor, werden diese dann sehr scmgdiregt und ionisiert [41].

Die Spitze der Plasmafackel ist von einer Induktionsspuke Kupfer umgeben, an die ein Hoch-
frequenzgenerator angeschlossen ist. Aufgrund der grBBergien, die hier eingekoppelt werden,
muss die Spule von innen mit Kiihlwasser durchflossen wergtengin Schmelzen zu verhindern.
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Die Spule Gbertragt die Leistung des Generators von 600 -0 2\t in das Plasma. Als Frequenzen
kommen in der ICP 27,12 oder 40,24 MHz zum Einsatz, die fusenschaftliche Zwecke reser-
viert sind und so keine Stérungen bei anderen Geréten amhega konnen. Der im Agilent 7500ce
verwendete Generator arbeitet mit einer Frequenz von 2VIH2. Zusétzlich ist in diesem Gerat
eine sogenannte Shield-Torch verbaut, die fir eine honmeogeergieverteilung der lonen sorgt. Die
Shield-Torch zeichnet sich durch ein diinnes geerdetemBlieth aus, welches zwischen der Induk-
tionsspule und der Plasmafackel angebracht ist und hiendias Plasma auf dasselbe Potential wie
das Interface gebracht wird. Hierdurch werden auch sekeréiétladungen im Interface verringert,
wodurch einige spektrale Interferenzen reduziert werd@h |

2.2.3 Das Interface

Das Interface hat die Aufgabe, die lonen aus dem Plasma rahéxten, und sie vom Atmosphé-
rendruck in das Hochvakuum zu tberfiihren. Dies geschietwei Stufen: In der ersten werden die
lonen in ein Vorvakuum mit einem Druck von ca. 5 mbar Ubertfiarst im zweiten Schritt gelangen
die lonen von dem Vorvakuum in das Hochvakuum mit einem Duock10™ 7 — 108 mbar.

Sampler-Cone

T =
AL
vom Plasma \_ zum MS

Skimmer-Cone

Vakuum-Pumpe

Abbildung 2.11: Skizze des Interfaces zur Uberfiihrung der lonen in das Hadahwm.

Der Aufbau eines solchen Interfaces ist in Abbildung 2.1iz&&rt. Es besteht aus zwei konusférmi-
gen Lochblenden, die alSonesbezeichnet werden. Die erste Lochblende, 8ampling-Conghat
ein Offnung von ca. 1 mm und besteht in der Regel aus Nickeds®iCone taucht in das Plasma
ein, um die lonen zu extrahieren und in das Vakuum zu Ubegfiiidabei bildet sich zwischen dem
heilen Plasma und dem gekuhlten Cone eine kéltere GassdHinter diesem Cone breitet sich
das Gas mit Uberschallgeschwindigkeit in der Expansiomsker, in der ein Druck von ca. 5 mbar
herrscht, aus und kihlt sich dabei auf ca. 600 °C ab. Durcheatgdeichsweise niedrigen Temperatu-
ren kdnnen sich in der Expansionskammer Molekulionen, tdetonverbindungen, bilden, die als
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isobare Interferenzen die Messung auf einigen m/z stérané@ Die zweite Lochblende mit einer
Offnung von 0,5 mm, deBkimmer-Congist in der Regel ebenfalls aus Nickel gefertigt und befindet
sich hinter dem Sampling-Cone. Der Abstand und die Formedi€®nes ist entscheidend fur die
lonenausbeute und variiert leicht je nach Hersteller. Awfd von Ablagerungen, die die Empfind-
lichkeit des Systems negativ beeinflussen, mussen die Cegelnaliig gereinigt werden. Bei einer
signifikanten VergroRerung oder Verformung der Offnungéissen sie durch Neue ersetzt werden.
Durch die Verwendung von Nickel als Conematerial ist die 8teg von diesem Metall mit einem
hohen Untergrund verbunden. Zu diesem Zweck und fur die #aedung von Flusssaure sind auch
Cones aus Platin erhaltlich [43].

2.2.4 Die lonenoptik

Die lonenoptik hat die Aufgabe, die lonen zu einem engenristrahl zu bindeln, und diesen durch
den Massenanalysator zu fuhren. Die lonenlinsen bestelsglaektroden in Form von Zylindern und
Blechen, an die ein positives oder negatives Potentiallaggererden kann. Der Aufbau der lonen-
optik variiert je nach Hersteller. Der Aufbau des AgilenD@8e ist in Abbildung 2.12 skizziert. Die
Extraktionslinsen bundeln und beschleunigen den lonainistder aus dem Plasma extrahiert wird.
Eine Besonderheit der lonenoptik der Fa. Agilent ist die&Xiis Anordung, bei der die lonen gezielt
durch eine zylindrische lonenlinse von der Achse abgelbractd durch eine Lochblende geleitet
werden, um neutrale Teilchen wie Photonen nicht in den As@byr gelangen zu lassen. Neutrale
Teilchen lassen sich durch Potentialdifferenzen nichtdemBahn ablenken und werden so von dem
lonenstrahl, der sich nun im Abstand von ca. 5 mm parallelexiedyentlichen Bahn bewegt, entfernt.
Typische Einstellungen fur die lonenlinsen sind in Tab2l2aufgelistet.

Zelleneingangslinse  Oktorol

[ ZeIIenfokussmrungsImse

Extraktionslinsen 1+2 Omega Bias ce Quadrupolfoku33|erungslinse

Omegalinse ce

Abbildung 2.12: Skizze des Aufbaus der lonenoptik in dem Agilent 7500ce.

2.2.5 Die Oktopol Reaktions-/Kollisionszelle

Eine moderne Weiterentwicklung der ICP-MS Technik ist deaRions-/Kollisionszelle zur Unter-
drickung und Beseitigung spektraler Interferenzen. Fiitenge Informationen Gber die Geschichte
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Tabelle 2.2: Standardeinstellungen der lonenlinsen.

Linse Spannung/V
Extraktionslinse 1 1-5
Extraktionslinse 2 -150 --120
Omegalinse ce -5-5
Omega Bias ce -15-40

und Funktionsweise der Reaktions-/Kollisionszelle ser buf ein Tutorial Review voB. D. Tanner
verwiesen [44]. Wie schon beschrieben, bilden sich in dgragsionskammer Molekilionen, die die
Detektion von einigen Elementen storen kdnnen. Beispmigher polyatomischer lonen sind in Ta-
belle 2.3 aufgelistet. Diese Molekulionen besitzen diéchle Masse wie Analytionen und lassen sich
nicht tber einen Ublichen Quadrupol-Massenanalysatonéne.

Die Zelle sitzt zwischen den Hauptionenlinsen und dem Mamsalysator. Sie besteht aus acht
Metallstdben, an denen eine Wechselspannung angelegtumirden lonenstrahl fokussiert auf einer
stabilen Bahn zu halten. Zusatzlich befinden sich an dieske Einlassventile, so dass bestimmte
Gase in die Zelle geleitet werden kénnen. Die Zelle kann eder im Reaktions- oder Kollisions-
Modus betrieben werden. Die Unterschiede zwischen den Muadihre Funktionsweisen sollen im
Folgenden erklart werden:

Tabelle 2.3:Relevante polyatomare Interferenzen.

Isotop Interferierende Molekulionen

52Cr 36Ar160,40Ar12C,35CI160H,37CI14NH

53Cr 36AI’16OH, 40AI’13C, 37C|160, 35C|180, 40Ar12CH
54Fe 40Ar14N, 40Ca14N

56Fe 40Ar160, 40Ca16N

“Fe  Ar'SOH,*’Ca*OH

Im Reaktionsmodus wird Wasserstoff in die Reaktionszetigedeitet. Die Flussrate des Wasserstoff-
gases kann zwischen 1 und 6 ml mireingestellt werden. Der Wasserstoff beseitigt so Interfeen
durch Protonen-, Wasserstoff- oder Ladungstransfer:

» Protonentransfer: ArH* + Hy — Hy + Ar
» Wasserstofftransfer Art + Hy - ArH" + H
 Ladungstransfer Art 4+ Hy — Ar + Hyf

Durch die Reaktion mit Wasserstoff werden die Interferenen entweder neutralisiert, und damit
nicht mehr detektiert, oder sie reagieren mit Wasserstofimer anderen Spezies. Durch die in der
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Reaktionszelle neu gebildeten Molekilionen kbnnen keewen Interferenzen verursacht werden, da
diese in der Regel eine geringere kinetische Energie legsitad nicht die angelegte Energiebarriere,
die im Abschnitt tber den Kollisionsmodus néher beschrietied, Uberwinden kdnnen. Als weiteres
Reaktionsgas kann Ammoniak zu der Beseitigung von Intenfazn zum Einsatz kommen.

Im Kollisionsmodus wird das Inertgas Helium mit einer Fhags von 2 — 9 ml min! durch die Reak-
tionszelle geleitet. Die Beseitigung von Interferenzerkiotlisionsmodus beruht auf stoR3induzierter
Dissoziation und Energiediskriminierung. Die beiden sse werden in Abbildung 2.13 verdeut-
licht.

@)

o O o
s—ac? .

B Y
@ El. Potential Quadrupol

%

El. Potential Oktopol

(e > (@

Abbildung 2.13: Reduzierung von Interferenzen durch sto3induzierte Riasion (links) und Ener-
giediskriminierung (rechts). Zeichnung nach Lit. [28].

In Abbildung 2.13 links ist zu sehen, wie sowohl dd€'r als auch das Molekulioff Ar'2C' die
Kollisionszelle durchqueren. Wahrend das Molekilion dugtoRe mit dem inerten Gas in Argon
und Kohlenstoff zerfallt, kann das Chromion die Zelle ungdert passieren.

Die Energiediskriminierung erfolgt durch Anlegen einettdtialdifferenz zwischen dem Ein- und
Ausgang der Zelle. Um diese Differenz zu Uberwinden, bgedtidie lonen eine bestimmte Menge
an kinetischer Energie. Da die Molekullionen aufgrund ilgesieren StoRquerschnitts statistisch
haufiger mit dem Inertgas stol3en als die monoatomaren leedieren diese auch mehr kinetische
Energie. So kann durch die kinetische Energie der lonencheis Molekllionen und monoatomaren
lonen unterschieden werden, um die polyatomaren Interzere herauszufiltern.

Zu beachten ist, dass sowohl im Reaktions- als auch im kafissnodus gleichsam die Signalinten-
sitaten der Analyten verringert wird. Bei einer guten E@lising der Parameter ist dieser Verlust an
Intensitat im Vergleich zu der Reduktion der Interferenmeist sehr klein.

2.2.6 Der Massenfilter und der Detektor

Der Massenanalysator hat die Aufgabe, lonen nach ihrem édasd adung-Verhaltnis zu trennen
und diese zum Detektor zu fihren. Methoden, mit denen sd\afteennungen erfolgen kénnen, sind
unter anderem:

» Sektorfeld-Massentrennung
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» Bestimmung der Flugzeit
* Quadrupolmassenfilter

Der Sektorfeld-Massenanalysator ist apparativ relatiwandig und teuer. Er zeichnet sich aber
durch seine hohe Auflésung von bis zu 10 aus. Die Auflésung eines Massenanalysators ist ei-
ne dimensionslose Grol3e und definiert als das Verhéltnigataittelten benachbarten Massenzahlen
m zum noch sicher erkennbaren Masseninkrernent

m

R=—
Am

(2.16)

Die Flugzeit von lonen wird in einemime-of-Flight(TOF) Massenanalysator gemessen. Es werden
alle lonen mit einem kurzen Impuls beschleunigt, wobei &athtere lonen schneller beschleunigen
lassen als schwere. Am Ende des sogennten Flugrohrs, se&lelsenalie von 0,1 — 4 m annehmen
kann, ist ein Detektor angebracht, der den Einschlag dexnlan einen elektrischen Impuls um-
wandelt. Durch die Auswertung der Flugzeit lasst sich diessééader lonen bestimmen. Mit einem
TOF-Spektrometer werden Auflésungen um die 3 000 erreicht.

Aufgrund seiner einfachen und glunstigen Bauweise ist dexd@upol-Massenanalysator am weite-
sten verbreitet. Dieser besteht aus vier Stabelektrodekpothzentrisch parallel zueinander angeord-
net sind (Abbildung 2.14).

/yZum Detektor

Stabelektroden

lonenstrahl

Abbildung 2.14: Aufbau eines Quadrupol-Massenanalysators [45].

Es wird an alle vier Elektroden eine Gleichspannung angeletpei die jeweils gegenuberliegenden
Elektroden das gleiche Vorzeichen haben. Dieser Gleichmpay wird eine modulierte Wechsel-
spannung Uberlagert. Die Spannung kann so eingestellewedass nur die lonen eines bestimmten
m/z den Analysator auf einer stabilen Flugbahn durchquédanlonen anderer m/z haben instabile
Flugbahnen und werden so herausgefiltert. Vereinfacheétasgh die lonenbewegungen durch das
Quadrupolfeld mit folgender Formel abschatzen:
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_ (2.17)

m  5,7-V
2 w22
lonenmasse
Quadrupolradius
Wechselspannung
Kreisfrequenz

Ladungszahl

SEESEE T

Mit einem Quadrupol-Massenanalysator werden Auflosungenlv— 300 erreicht. Fur die Gblichen
Anforderungen in der ICP-MS ist diese Auflosung vollkommesraichend. Aufgrund der Funkti-
onsweise des Quadrupols findet keine simultane Detektienralz statt, jedoch kann der analytisch
sinnvolle Bereich von 0 — 300 amu innerhalb einer Sekunderfaei gescannt werden, so dass
eine quasisimultane Detektion maoglich ist. Durch eine héh&rweilzeit auf einer Masse kann die
Signalintensitat erhéht und damit die Nachweisgrenzeasséxt werden.

Als Detektor kommt in dem Agilent 7500ce ebualmodus-Elektronenvervielfacheum Einsatz.
Dieser besteht aus einer Anordung von Dynoden, wie sie inléinig 2.15 zu sehen ist. Zwischen
den Dynoden ist eine Hochspannung angelegt, so dass eitndtiekelches beim Aufschlagen eines
lons aus der ersten Dynode herausgeschlagen wird, zurtecBgnode beschleunigt wird. Auf-
grund der Beschleunigung und der daraus resultierendesrédkinetischen Energie schlagt dieses
Elektron aus der nachsten Dynode mehrere Elektronen hevaelche wiederum zur nachsten Dynode
beschleunigt werden. Dieses wird tiber mehrere Dynodegdsetzt, so dass am Ende der Anordnung
ein verstarktes Signal in Form von Pulsen ausgelesen wéaten(Pulse Mode).

Verstarker

INANA TE

Hochspannung

Abbildung 2.15: Dualmodus-Elektronenvervielfacher. Zeichnung nach 28|

Um den Detektor vor Uberlastungen und tibermaRiger Abngtzurschiitzen, wird nach der Halfte
der Dynoden ein Strom abgegriffen und als Analogsignal ewsget. Uberschreitet der Strom an
dieser Stelle einen bestimmten Wert, wird die Spannung arnrekglichen Dynoden ausgeschaltet.
Das Analogsignal kann auch direkt zur Auswertung verwemdgtien. Durch eine Kalibration des
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Analog- und Digitalmodus kann ein dynamischer Messbereawhacht Grol3enordnungen erreicht
werden.

2.2.7 Apparative Parameter

Um das Agilent 7500ce an die jeweiligen Anforderungen aasgpn, gibt es eine Reihe von Parame-
tern, die variiert werden kdnnen. Auf Seiten der Datenauimakann zwischen de8pectrum-Modus
und demTime-Resolved-Modugewaéhlt werden. In dem Spectrum-Modus kann in der Softwezre d
Messzeit genau auf einem bestimmten m/z eingestellt wekkerst zusatzlich maglich, die Anzahl
der Wiederholmessungen direkt einzugeben. Als Ergebhidlteman die Countraten, die fir jede
Messung erzielt wurden. Dieser Modus wird gewahlt, um gtetive oder halbquantitative Element-
analysen durchzufiihren. Der Time-Resolved-Modus wirdagnaum Spectrum-Modus program-
miert, jedoch erfolgt die Datenaufnahme zeitaufgeloss. Bigebnis erhalt man hier eine Auftragung
der Signalintensitat gegen die Zeit, wobei auch hier dieeBatifnahme fiir mehrere m/z zeitgleich
maoglich ist. Dieser Modus wird flir zeitaufgeldste Analysere sie in der Chromatographie bendtigt
werden, eingesetzt.

Auf apparativer Seite sind folgende Parameter variabeleumoptimales Ergebnis zu erhalten:
» Generatorleistung

Position der Plasmafackel

Gasflusse der Probenzufihrung

lonenlinsen

Reaktions-/ Kollisionszelle

Die lonenlinsen sind aufgrund von Ablagerungen taglich eeaustellen. Nach dem Auswechseln
der Cones ist auch die optimale Position der Plasmafackebnszurichten. Einstellungen wie Ge-
neratorleistung, Gasflisse und die Einstellungen der Reekt Kollisionszelle sind je nach Anfor-
derungen an das System anzupassen. So lassen sich furbestufgabenstellungen Profile, soge-
nannteTune-Files erstellen, in denen die optimalen Parameter fir die jegeeAufgabe gespeichert
sind.
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2.3. KOPPLUNGSTECHNIKEN

2.3 Kopplungstechniken

2.3.1 Unterschiedliche Kopplunstechniken

Unter Kopplungstechniken versteht man die Kombinationiensonst unabhangig voneinander funk-
tionierender analytischer Verfahren. Haufig werden hienitechniken mit spektrometrischen Me-
thoden zusammen verwendet.

Fir die Elementspeziesanalyse von Arsen und Chrom komnhem $énger Kopplungen von Trenn-
techniken und spektrometrischen Verfahren zum Einsatzrhdi handelte es sich zu Beginn jedoch
immer um off-line Techniken, bei denen die Spezies meistiaer estationaren Phase angereichert
wurde, um sie gezielt zu eluieren und anschlieRend die leiead-raktionen des Eluats spektrome-
trisch zu analysieren [46] [47].

Im Gegensatz hierzu werden bei on-line Kopplungen die Ioe®lesteme direkt miteinander verbun-
den. Das bedeutet, dass das Eluat der Trenntechnik diredihiBpektrometer Uberfiuhrt wird. Die
erste on-line Kopplung, die fur die Routineanalytik realiswurde, war die Kopplung der Gaschro-
matographie mit einem Massenspektrometer, die GC-MS [Ai8se Kopplung war noch vergleichs-
weise einfach zu realisieren, da das gasférmige Eluat deg @@ ein MS Uberflhrt werden kann.

Auch die on-line Kopplung der HPLC mit einem NMR, die HPLC-R\&tellte keine schwierigen
Anforderungen an ein Interface [49]. Anders sah das jedectdn Versuchen aus, eine HPLC an ein
MS on-line zu koppeln. Hierfur war es erforderlich, das figs<€luat in das Hochvakuum eines MS
zu Uberfuhren. Nach der Entwicklung der hierfir erforadrin lonenquellen, z. B. d&tmospheric
Pressure Chemical lonisatid@PCI) undElectrospray lonisatio(ESI), war auch der HPLC-MS der
Erfolg sicher [50] [51] [52].

Aufgrund der Bindestriche (endtyphen, die in den Abktrzungen der Kopplungstechniken verwen-
det wurden, schlug Hirschfeld den Begriff der hyphenatedndés vor [53] [54].

2.3.2 On-line Kopplung IC-ICP-MS

Fur die Kopplung mit der ICP-MS sind Interfaces mit den folden Trenntechniken kommerziell
verfugbar:

» Gaschromatographie
» Flussigkeitschromatographie (z. B. HPLC und IC)
» Kapillarelektrophorese (CE, endglapillary Electrophoresis

Hierbei ist die Kopplung mit der HPLC und vor allem der IC amitesten verbreitet, da die meisten
ICP-Systeme fir die Analyse von flissigen Proben ausgealedjtSo kann in der Regel der Ausgang
der Trennsaule direkt an den Zerstauber des ICP-MS angssen werden.
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Die IC hat hier gegenuber der HPLC den Vorteil, dass bei ihistwvedssrige Eluenten zum Einsatz
kommen. Bei organischen Eluenten, wie sie in der HPLC vedeewerden, ist das ICP zu mo-

difizieren, um einen stabilen Betrieb zu ermdglichen. Zunerierfordert der héhere Dampfdruck
organischer Losungsmittel die Reduktion der Lésungsimgage. Dieses ist durch die Verwendung
von HPLC-Systemen mit einem geringeren Fluss und/oderhddiec Anpassung des Zerstaubersy-
stems maoglich. Zum anderen ist es erforderlich, der zebstauProbe Sauerstoff beizumischen, um
ein vollstadndiges Verbrennen des Losungsmittel zu gewdtein und damit ein Ablagern von Koh-

lenstoff an den Cones zu verhindern. Diese Modifikationamled jedoch die Nachweisgrenzen und
Stabilitat des Systems negativ beeinflussen.

In der lonenaustauschchromatographie kommen hingegest wissrige Eluenten zum Einsatz. Hier
ist eine direkte Kopplung der IC an das ICP-MS maéglich. Umagarungen und Kontaminationen am
ICP-MS zu vermeiden, kommt in der IC-ICP-MS-Kopplung héwgig Eluent auf Basis von Ammo-
niumnitrat zum Einsatz. Dieser hat den Vorteil, dass er iasila zu leicht fliichtigen Verbindungen
zerféallt und so keine Ablagerungen auf den Cones entsteienek. Weiterhin sind die Elemente
Wasserstoff, Stickstoff und Sauerstoff in grof3en Teiledén Atmosphare vorhanden, so dass sich
keine neuen Interferenzen im Plasma bilden und das MS nittdnderen Elementen kontaminiert
wird.

Den gro3ten Anwendungsbereich fur die IC-ICP-MS on-lin@ilang stellt die Elementspeziesana-
lyse da. Diese Technik wurde z. B. erfolgreich zur Speziigruon Antimon [55] und Arsen [56] ein-
gesetzt. Weiterhin existieren Methoden zur Trennung ungken von Chrom(lll) und Chrom(VI)
[26].
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2.4 Statistische Kenngrol3en

Um die Gite analytischer Methoden beurteilen und mit amd&tethoden vergleichen zu konnen,
sollen im Folgenden einige statistische Kenngro3en asahgr Methoden vorgestellt werden. Die
wichtigsten Kenngréf3en in diesem Zusammenhang sind:

» die Nachweisgrenze
» dasSignal zu Rausch Verhéltnis

 die Wiederfindungsrate

Weiterhin gibt es statistische Tests, mit denen unterswehtlen kann, ob die Korrelation zweier
Faktoren statistisch signifikant ist. Statischtische §egtd auch zur Validierung der Ergebnisse ei-
ner neuen Methode erfordelich, wenn die Ergebnisse mitrdemeer weiteren Methode verglichen
werden.

2.4.1 Nachweisgrenze

Die NachweisgrenzeNWG) ist die Konzentration eines Analyten, die sich mitsgigewissen statisti-
schen Sicherheit vom Blindwert unterscheiden lasst. Ma#iisch gibt es verschiedene Definitionen
fur die Nachweisgrenze. Haufig eingesetzt wird die Schaediszformel:

3-1 auschen
NWG = ¢anatyt - Rausch (2.18)

IAnalyt - ]Untergrund

CAnalyt: eingesetzte Konzentration des Analyten

I Rauschen: Standardabweichung der Untergrundsignals
Tyntergruna:  Mittelwert des Untergrundsignals

L snaiyt: Mittelwert des Bruttosignals flr den Analyten

Anhand dieser Formel lassen sich mit wenigen Wiederholomggesn die Nachweisgrenzen fir die
Analyten abschétzen. Eine &hnliche Methode zur ErmittldelgNachweisgrenze wurde in der Me-
thode 218.6 deUnited States Environmental Protection Agedp EPA) vorgeschlagen. In diesem
Verfahren wird eine Blindlésung mit einer geringen Konzation, die das funffache der vermuteten
Nachweisgrenze nicht Ubersteigen sollte, versetzt uritesimal gemessen. Von diesen Messungen
wird die Standardabweichung berechnet und mit folgendenEbdie Nachweisgrenze bestimmt.

NWGE = tn—l,a:99% 0 (219)

th—1.0—00%. t-Wert nach Student bei einem Signifikanzniveau von 99%md-reiheitsgrade
(fir sieben Wiederholmessungentist 3, 14)
o Standardabweichung der Wiederholmessungen
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Eine weitere Methode ist in der DIN 32645 [57] beschriebarger die Nachweisgrenze durch eine
Kalibriergerade bestimmt wird. Hierbei werden zehn Kaélstandards in der Nahe der Nachweis-
grenze gemessen, von denen der Standard der hdchsten Katiperdie Nachweisgrenze nicht um

den Faktor zehn Uberschreiten soll. Aus den Messwerteneune Kalibriergerade mit Vertrauens-

band ermittelt; aus diesem lasst sich die Nachweisgremeeleren.

NwG =2 - ¢ (2.20)

yr.  Schnittpunkt des Vertrauensbandes mit der y-Achse
a: Achsenabschnitt der Kalibriergeraden
b:  Steigung der Kalibriergeraden

Nach dieser Methode werden Einflussgré3en des Kalibritwens mitbertcksichtigt. Als Nachteil
ist der relativ grol3e Aufwand der Bestimmung zu nennen. \&linth Beispiel eine Nachweisgrenze
von 1 mg ! ermittelt, miissen 10 Standards im KonzentrationsberaorOv- 10 mg 1! gemessen
werden.

2.4.2 Wiederfindungsrate

Als Wiederfindungsrate bezeichnet man das Verhéaltnis dewz&atrationen von dem gemessenen
Wert zu dem richtigen Wert. Um die Wiederfindungsrate zu &eim, wird eine Probe mit einer
bekannten Menge Analyt versetzt und dieser AnalytgehaéiriBericksichtigung des initialen Ana-
lytgehaltes bestimmit.

Wieder findungsrate = Cgefunden. (2.21)

Cerwartet

Cgefunden- ISt-KONzentration
Cerwartet.  S0lI-Konzentration

Die Wiederfindungsrate liegt idealerweise bei 100%. Mitfédder Wiederfindungsrate lassen sich
Aussagen Uber die Gite und Robustheit eines analytischéathviens treffen. Stérungen der Metho-
de durch Matrixeffekte oder systematische Fehler konneohddie Wiederfindungsrate festgestellt
werden.

2.4.3 t-Test des Korrelationskoeffizienten

Um zu untersuchen, ob die Korrelation zweier Faktorengtath signifikant ist, kann man einen
t-Test am Korrelationskoeffizienten durchfihren. Wird #@rrelationskoeffizient- einer linearen
Kalibration ermittelt, ist dieser gewdhnlich grof3er al8d),Istr = 1 handelt es sich um eine perfekte
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Korrelation und sdmtliche Messpunkte liegen auf der Ausgigeraden. Bei einem Wert vorsehr
nahe an null, besteht keine Korrelation der beiden Daten.

Um eine Aussage bezuglich der Korrelation bei kleinererertéh zu treffen, ist es erforderlich die-
se Korrelation auf eine statistische Signifikanz zu test@arfir ist es moglich einen t-Wert nach
Gleichung 2.22 zu errechnen.

(2.22)

r:  Korrelationskoeffizient
n: Anzahl der Datenpaare

Der berechnete Wert wird mit dem Tabellenwert des gewlesc8ignifikanzniveaus, den entspre-
chenden Freiheitsgraden  2) der zweiseitigen t-Verteilung verglichen. Ist der bereste Wert
groRer, als der entsprechende Tabellenwert, kann von estestimtisch gesicherten Zusammenhang
dieser Wertepaare ausgegangen werden [58] [59].

2.4.4 Methodenvalidierung

Um die Ergebnisse einer neuen Methode auf ihre Richtigkeitrgersuchen, kénnen diese mit denen
einer Referenzmethode verglichen werden. Hierfur konnefchebnisse aus den beiden Methoden
gegeneinander aufgetragen werden. AnschlieRend wirdiegae Regression durchgefiihrt und der
Korrelationskoeffizient berechnent um, wie oben bescknellie Ergebnisse auf ihre statistische
Signifikanz mit einem t-Test zu untersuchen.

Diese Methode ist jedoch nicht geeignet, um eine Aussageffari ob sich die Ergebnisse der beiden
Methoden statistisch signifikant unterscheiden. Sie satjglich, dass die Ergebnisse miteinander
korrelieren. So wiirde ein systematischer Uber- oder Mimefeind nicht berticksichtigt.

Um zu untersuchen, ob sich die Messergebnisse der beidemolfat statistisch signifikant unter-
scheiden, kann auf die Regressionsgerade mit ihrem Vernisgdand zurtickgegriffen werden. Abbil-
dung 2.16 auf der nachsten Seite zeigt die Auftragung des&tgsbnisse zweier Methoden (Beispiel
entnommen aus Lit. [58]) mit der Regressionsgeraden und\d@tnauensband bei einem Signifi-
kanzniveau von 95%. Die statistischen Daten hierzu sindaimelle 2.4 auf der nachsten Seite zu
finden.

Bei einer perfekten Ubereinstimmung wiirde eine Steigunglvand ein Achsenabschnitt von 0 er-
wartet werden. Diese Werte werden in der Realitat praktnscht erreicht. Es kann jedoch sowohl
fur die Steigung, als auch fur den Achsenabschnitt der &eeinsbereich bei einem bestimmten Si-
gnifikanzniveau berechnet werden. Liegt der erwartete VWeerhalb dieses Vertrauensbereiches,
kann mit gegebener Wahrscheinlichkeit davon ausgegangeew, dass es keine signifikanten Un-
terschiede bei den Ergebnissen dieser beiden Methoden gibt
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Bei dem Beispiel wird eine Steigung von 1 erwartet und di&8ert liegt innerhalb des Vertrauens-
bereiches (0,948 — 1,028). Auch der erwartete Wert von 0 éir Alchsenabschnitt liegt innerhalb
des Vertrauensbereiches (-0,135 — 0,044). Daher kannédxzmi Beispiel mit einer 95%-igen Wahr-

scheinlichkeit davon ausgegangen werden, dass es keiresdniede der Ergebnisse von Methode
A und B gibt.

B
o
]

y =0,988 - 0,05
R?=0,993

w »
[=} 3
1 1

Ergebnisse Methode B
&
1

T+ T T T T T T T T T T T T T 1
0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5 3,0 3,5 4,0

Ergebnisse Methode A

Abbildung 2.16: Auftragung der Analysenergnisse zweier Methoden mit Regoasgeraden und
Vertrauensband.

Tabelle 2.4: Statistische Daten der linearen Regression.

Parameter Wert

Steigung 0,988
unterer Vertrauensbereich 0,948
oberer Vertrauensbereich 1,028

Achsenabschnitt -0,046
unterer Vertrauensbereich -0,135
oberer Vertrauensbereich 0,044
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2.5 Komplexverbindungen

Komplexverbindungen, auch Koordinationsverbindungeraget, sind Verbindungen, die aus einem
Koordinationszentrum und einer Ligandenhtille besteh&Bihdung kommt durch Wechselwirkun-
gen von freien Elektronenpaaren mit Elektronenliicken desetzbaren d-Orbitalen zustande. Das
Koordinationszentrum ist ein Zentralatom oder ein Zermaralnd die Liganden kénnen aus lonen
oder Molekiilen bestehen. Der Komplexkern ist in der Regellbergangsmetall-Kation. Haufige
Liganden sind Anionen, wieF; CI—, Br—, I~ OH~, CN~ oder ungeladene Molekiile wie,B, CO,

N, oder NH;. Die hier genannten Liganden zahlen zu den einzahnigemtiya da sie jeweils nur
eine Koordinationsstelle des Zentralatoms besetzen pdesfir zweizahnige Liganden sind das
Acetylacetonat-Anion und das Ethylendiamin (en). Mehragé Liganden sind z. B. die in dieser
Arbeit untersuchten Chelatbildner NTA, EDTA, DTPA und CDTie jeweilige Ladung eines Kom-
plexes ergibt sich aus der Summe der Ladungen seiner Bésilarj@O].

Die Koordinationszahl (KZ) ist die Anzahl der durch die Ligken besetzen Koordinationsstellen des
Zentralatoms. Haufige Koordinationszahlen sind zwei, uigl sechs. Bei einer Koordinationszahl
von sechs sind die Liganden nahezu oktaedrisch um das Egatraangeordnet. Bei einer KZ von
vier kann die Anordnung entweder tetraedrisch, oder quigdraplanar sein. Eine KZ von 2 erlaubt
lediglich eine lineare Anordnung.

Bei der Beurteilung Uber die Stabilitat von Komplexen mussehen der kinetischen und thermody-
namischen Stabilitat unterschieden werden. In der Theymadik werden die Komplexe als stabil
und instabil bezeichnet, wahrend in der Kinetik von ineed labilen Komplexen die Rede ist.

Bei der Methodenentwicklung zur Analyse von Komplexbildnmit der IC-ICP-MS ist sowohl die
thermodynamische, als auch die kinetische Stabilitat woerésse. Bei der Probenvorbereitung ist es
wichtig, dass die Komplexbildner mit dem addierten Mettb#ie Komplexe bilden, da dieses Metall
im Gleichgewichtszustand die anderen Metalle aus dem Kexnmrdréangen soll.

Wahrend der chromatographischen Trennung hingegen igtireéische Stabilitat, also die Haufig-
keit, bei der ein Ligandenaustausch stattfindet von Inserezerfallt der Komplex, kann er sich unter
Umstéanden nicht neu bilden, da sich die Liganden und der Kexikprn dann mit unterschiedlichen
Geschwindigkeiten im chromatographischen Bett bewegdrsamdumlich getrennt werden kdonnen.

Thermodynamische Stabilitat

Die thermodynamische Stabilitat eines Komplexes lasktaitiand der Komplexstabilitdtskonstanten
(auch Komplexbildungskonstanten genannt) abschatzeasBeh bei der Bildung eines Komplexes
um eine Gleichgewichtsreaktion handelt, kann die thermadyische Stabilitat durch das Massenwir-
kungsgesetz beschrieben werden. Fir einen Komplex mit dartradlatom M** und dem Liganden
L'~ erhalt man [61]:
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[ML(nlfm)f]

n

K= A

(2.23)

Die Komplexstabilitatskonstante h&ngt nach Gleichung 2éh der freien EnthalpidG der Kom-
plexbildungsreaktion ab.

AG = —2,303 - RTlogK (2.24)

Und diese ist wiederum nach der Gibbs-Helmholtzschen Glgig (s. Gleichung 2.25) von der Re-
aktionsenthalphié\H und der Reaktionsentropi®S abhangig.

AG = AH — TAS (2.25)

Haufig wird die Stabilitatskonstante als pK logarithmiargageben. Je groRRer die Stabilitatskonstan-
te, desto stabiler ist der Komplex, also liegt er wenigesalisert vor. Wie Tabelle 2.5 zu enthehmen
ist, sind Chelatkomplexe stabiler als Komplexe mit demajien Zentralatom und einzelnen Ligan-
den. Dieses Phanomen lasst sich durch die Entropiezunabnzeijall Chelatkomplexen erklaren
und ist alsChelateffekbekannt.

Tabelle 2.5:pK von zwei Nickelkomplexen [60].

Komplex pK
[Ni(N H3)g]*™ 9
[Ni(en)s)*" 18

Kinetische Stabilitat

Im Gegensatz zu der thermodynamischen Stabilitdt, bebthdee kinetische Stabilitat, die Ge-
schwindigkeit, mit der die Komplexbildung bzw. der Ligandestausch stattfindet. Gleichung 2.23
beschreibt die Reaktion der Komplexbildung nur vereinfablas freie Metall liegt in wassriger L6-
sung nicht als “nacktes” Metallion, sondern in der Regelajsakomplex vor. Das bedeutet, dass es
sich streng genommen aus der Sicht des Metalls nicht um eangplexbildung, sondern um einen
Ligandenaustausch handelt.

Die Geschwindigkeit des Ligandenaustausches an Metahiowie in Gleichung 2.26 beschrieben,
wird in der Regel an der Austauschrate von Wasserligand&raucht. Das Ersetzen der Wasserli-
ganden ist ein wichtiger Schritt in der Bildung von Komplexe
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Bei dieser Wasseraustauschreaktion unterscheiden ssdhrddukt und das Edukt nicht voneinander
und AG bleibt auch unveréndert. Je nach Metall unterscheidetseLebensdauer eines Aquakom-
plexes drastisch. Fur z. B. Cdetragt die durchschnittliche Lebensdauer ca. 200 ps,eméhpeim
Ir3* alle 300 Jahre ein Ligandenaustausch stattfindet.

Diese Austauschraten sind fur die Metalle charakteristis lassen Riickschlisse auch auf die kine-
tische Stabilitdt mit anderen Liganden zu. In Tabelle 2n@l slie Austauschraten der Aquakomplexe
von einigen Metallen aufgelistet.

Tabelle 2.6: Austauschraten von Aquakomplexen [62] [63].

Aquakomplex Austauschrate k
Sfl
F@(H20)6]2+ 4, 4 X 106
CO(H20)6]2+ 3, 2 X 106
Ni(H,0)g]** 3,2 x 10*
( ]
( ]

e(H,0)g** 1,6 x 102
r(HsO)gPt 2,4 x 1076
In(H0)g]*t 1,0 x 107
Ir(H,0)g)? 1,1 x 10710

Diese Tabelle zeigt, dass die Aquakomplexe von Iridium(hyi Chrom(lll) besonders inert sind, die
von Eisen(ll) und Cobalt(Il) hingegen sind sehr labil.

2.6 Aminopolycarbonsauren

Aufgrund des Chelateffekts bilden Aminopolycarbonséatlmesonders stabile Komplexe. Diese haben
die Moglichkeit Gber die verschiedenen Donorgruppen mit Eietallen multidentale Komplexe zu
bilden. Als Donorgruppe stehen hier sowohl die Amino- alshedie Carboxylgruppen zur Verfigung.
Diese sind meist so angeordnet, dass sie mit dem Metallestébi- oder sechsgliedrige Ringe bilden
und so zusatzlich zum Chelateffekt fir eine besondere I&i@biing sorgen.

Aufgrund ihrer guten komplexierenden Eigenschaften hatbese Komplexbildner auch eine grolie
Bedeutung in der komplexometrischen Titration erlangt, &8 erlaubt durch eine einfache Titration
verschiedene Metalle in Losung qualitativ und quantitatianalysieren.

Eine gute Ubersicht iber Aminopolycarbonsauren, derew&fedung, Analytik und Vorkommen ist
in Lit. [9] zu finden. Im Folgenden werden die Aminopolycaniséuren, die in dieser Arbeit verwen-
det werden, ndher beschrieben.
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2.6.1 NTA

Die Nitrilotriessigsaure NTA ist eine dreiwertige Carbanse, die mit ihren vier Donorgruppen (drei
Carboxyl-Gruppen und einer tert. Stickstoff-Funktior) guter Chelatbildner ist. Die Struktur von
NTA, welche in der Komplexometrie auch als Komplexon | bekast, ist in Abbildung 2.17 dar-
gestellt. Die pK-Werte der NTA betragen 1,9, 2,5 und 9,7. Da das dritte Prigster gebunden ist,
treten bei der NTA haufig nur drei der vier Donorgruppen inidkt Die meisten Metalle haben eine
KZ von 6, daher bildet NTA mit diesen keine koordinativ géigl¢n Komplexe und die verbleiben-
den Stellen werden in der Regel durch Wassermolekile lelsiétraus resultiert die erhdhte Tendenz
auch 1:2 (Metall:Ligand) Komplexe zu bilden.

HO 0}

N

OH OH

Abbildung 2.17: Strukturformel der NTA.

Die pK-Werte mit Erdalkalimetallen liegen zwischen 5 undd& mit Schwermetallen zwischen 7
und 16. Verwendung findet es zum grof3en Teil als WasseréathdanNVaschmitteln. Die Toxikolo-
gie von NTA ist noch nicht vollstandig geklart, jedoch wirsl &s potenziell kanzerogen eingestuft,
da in einigen Tierexperimenten Nieren- und Blasenkreb®éeuet wurden. Die WHO sieht eine
Konzentration von 200g |- als toxikologisch akzeptabel an.

2.6.2 EDTA

Die Ethylendiamintetraessigsaure EDTA ist eine viervgertCarbonsaure, die mit ihren sechs Don-
orgruppen (vier Carboxyl-Gruppen und zwei tert. Stickiskafnktionen) ebenfalls ein guter Chelat-
bildner ist. In der Komplexometrie ist EDTA auch als Kommex| (das Dinatriumsalz der EDTA als
Komplexon Ill) bekannt, dessen Struktur in Abbildung 2.18@er nachsten Seite dargestellt ist. Die
pK,-Werte der EDTA betragen 1,99, 2,67, 6,16 und 10,26. Im Gsagerzur NTA bildet die EDTA,
sowie auch DTPA und CDTA, tiberwiegend 1:1 Komplexe.

Die pK-Werte mit Erdalkalimetallen liegen zwischen 7 und die mit Schwermetallen zwischen 14
und 30. Der Anwendungsbereich der EDTA ist grof3. So findezdie in der Wasserbehandlung,
Waschmitteln, als Schwermetallkomplex in der Pflazenetnigh Anwendung. Weiterhin wird das
Calciumsalz der EDTA als Antioxidant in Nahrungsmittelngegsetzt (E 385). Im Kdrper kann die
freie S&ure das Calcium binden und so zu Tetanien fuhrenCaksumdinatrium-Salz wird jedoch
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Abbildung 2.18: Strukturformel der EDTA

sehr gut vertragen und auch als Medikament bei einer Schetalivergiftung eingesetzt. EDTA
ist schlecht biologisch abbaubar, so dass die EDTA in vezdeimen Flissen im Bereich von 10 —
100 ug 1= gefunden wird. Aufgrund der geringen biologischen Abbalkia und der Moglichkeit
Schwermetall zu mobilisieren, wird EDTA als umweltschédleingestuft.

2.6.3 DTPA

Diethylentriaminpentaessigsdure DTPA besitzt finf Cadéairegruppen und drei tert. Stickstoff-
Funktionen. Demnach hat sie acht funktionelle GruppenzdiKomplexbildung beitragen kdnnen.
Die Strukturformel der DTPA ist in Abbildung 2.19 zu sehamdeer analytischen Chemie ist DTPA
auch als Komplexon V bekannt. Die pK-Werte betragen 1,75,24,42, 8,76 und 10,42.

O

HO\[(\N/\/N\/\NWOH

O O O O

OH HO

Abbildung 2.19: Strukturformel der DTPA

Die pK-Werte mit Erdalkalimetallen liegen zwischen 8 und die mit Schwermetallen zwischen
15 und 37. Anwendung findet die DTPA als WasserentharteZwdatz zu Wasch- und Reinigungs-
mitteln und in der Holz- und Papierindustrie. In der Mediwiind es ebenfalls zur Behandlung von
Schwermetallvergiftungen eingesetzt. Weiterhin werden @ITPA Komplex des Gadoliniums als
Kontrastmittel in der Kernspintomographie verwendet.rived die besondere Stabilitdt des Kom-
plexes genutzt, da freies Gadolinium toxisch wirken wiurlech DTPA wird in vielen Oberflachen-
gewassern in htheren Konzentrationen gefunden, die aecwieder Schwermetalle mobilisieren
kann.
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2.6. AMINOPOLYCARBONSAUREN

2.6.4 CDTA

Die Struktur der Cyclohexandiamintetraessigs@aymohexadiaminetetraacetic acDTA ist in Ab-
bildung 2.20 zu sehen. Diese ist der EDTA sehr ahnlich, higde lediglich die Ethylenbricke durch
Cyclohexan ersetzt. Daher sind die Eigenschaften der d@AERhr &hnlich, jedoch bildet sie in der
Regel noch etwas stabilere Komplexe, wie auch der Tabélla@f.der ndchsten Seite zu entnehmen
ist. Die vier Sduregruppen haben folgende pK-Werte: 2,82,%,87 und 9,3.

OH

o)j 0
\\\N\)J\
: OH

Abbildung 2.20: Strukturformel der CDTA

CDTA findet, wie samtliche hier besprochene Komplexbilgdi#nsatz als Wasserentharter. In der
analytischen Chemie ist sie als Komplexon IV bekannt.
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2.6. AMINOPOLYCARBONSAUREN

2.6.5 Stabilitatskonstanten

Wie am Anfang dieses Kapitels beschrieben, ist die Kompléxbgskonstante ein Ausdruck fur die
Stabilitat eines Komplexes. Ein Uberblick tiber Stabitikiinstanten verschiedener Metalle mit den
Komplexbildnern NTA, EDTA, DTPA und CDTA ist in Tabelle 2.TiZinden.

Tabelle 2.7:pK-Werte von Metallkomplexen [64].

Metal NTA EDTA DTPA CDTA
Mg** 54 88 93 11,0
Fe+ 83 143 165 19,0
Ni2+ 11,5 18,68 20,3 203
cwt 130 188 215 220
Pt 11,4 18,0 188 204
Fe+ 159 251 280 30,8
In** 16,9 250 29,0 28,8
cet 6,2 23,4

A3+ 11,4 16,3 186 19,5
zr't 20,8 295 358 299

IML/M.L bei 20° lonenstarke 0,1 motT
2ML/M.L bei 25° lonenstérke 0,2 motT
SML/M.L bei 20° lonenstérke 0,2 motft
4ML/M.L bei 20° 0,2 mol ' HCIO,
SML/M.L bei 20° lonenstarke 0,23 moth
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3 Literaturtbersicht

3.1 On-line Kopplung IC-ICP-MS

Die on-line Kopplung der lonenchromatographie mit dem M8-ist mittlerweile eine etablierte
Methode, die Uber den experimentellen Einsatz hinaus jisBE der Kopplung der Flissigchroma-
tographie bietet die IC gegentiber der HPLC aufgrund derngissEluenten entscheidende Vorteile
[65]. Hauptanwendungsgebiete dieser Technik ist die Eispeziesanalyse und die Abtrennung ei-
ner storenden Probenmatrix. Es wurden jedoch in den leflabren weitere Methoden entwickelt,
die sich nicht in diese beide Kategorien einordnen lassen.

3.1.1 Elementspeziesanalyse

Die weitaus héaufigsten Publikationen zu on-line Kopplungeschéftigen sich mit der Elementspe-
ziesanalyse. Hier ist es nicht nur von Interesse, in welBlogizentration ein Element vorliegt, son-
dern auch die Vorkommensform, die Elementspezies, sadirantht werden [4] [6] [7]. Prominente
Beispiele hierfir sind Chrom und Arsen; bei diesen handetieh um sehr alte Aufgabenstellungen,
und der Einsatz von Kopplungstechniken ist schon sehr egeltr Dennoch erscheinen zu diesen
Themen weiterhin regelmaf3ig Publikationen, die neue odwtifimierte Methoden vorstellen [66].
Durch die standige Weiterentwicklung der stationaren &masd der Techniken des ICP-MS ge-
lingt es die Nachweisgrenzen zu senken und die Probenwtineg zu vereinfachen [26]. So wurde
von Xing und Beauchemin gerade eine Methode vorgesteditesiohne Probenvorbereitung erlaubt
Chrom(lIl) und Chrom(lV) in einem chromatographischen Lam ng 1= —Bereich in Trinkwasser
zu bestimmen [67].

Auch fur die Arsenspeziierung sind schon eine Reihe von btigh verdffentlicht worden die auf der
IC-ICP-MS basieren [68], und auch hier kommen weitere hinltel die Analyse vereinfachen und
es ermoglichen mit nur einer Analyse moglichst viele Spezie bestimmen [69]. Eine aktuell von
Ammann beschriebene Methode nutzt eine GradientenelatibB mm IC-Saulen zur Bestimmung
von 5 Arsenspezies innerhalb von zehn Minuten bei Nachweinggn imug |~ Bereich [70].
Weitere Methoden wurden fur die Elementspeziesanalys8eless in Kartoffeln [71] und Thallium
in Pflanzen [72] vorgestellt.

Eine sehr interessante Methode zur Speziierung von ZinkaAoarbonsaurekomplexen wurde kuirz-
lich von Chen vorgestellt. Um das Ziel dieser Arbeit, die tBamung von verschiedenen Zinkkom-
plexen im Ultraspurenbereich, zu erreichen, wurde hienfatls auf die on-line Kopplung IC-ICP-
MS zurtickgegriffen [73].
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3.1. ON-LINE KOPPLUNG IC-ICP-MS

Bei den bisher vorgestellten Beispielen der Elementspan@yse handelte es sich um die Spezi-
es eines Metalls. Es kann jedoch auch die Vorkommensform\iontmetallen, wie z. B. lod oder
Brom von Interesse sein [29]. Hier wurde kirzlich von CheredVlethode veroffentlicht, die lodid
und lodat in Meerwasser durch die IC-ICP-MS im untergnl—! Bereich bestimmt [74]. Auch die
Bestimmung anorganischer Schwefelspezies ist durch doplkag der IC an ein ICP-MS im Spu-
renbereich maoglich [75].

3.1.2 Abtrennung der Probenmatrix

Obwohl sich mit dem ICP-MS die meisten Elemente auf minaesétnem Isotop stdrungsfrei mes-
sen lassen, kann es zum Teil dennoch erforderlich seirgrelérProbenbestandteile vor der Analyse
mit dem ICP-MS abzutrennen. So wurde z. B. trotz des Einsatee Reaktionszelle bei der Chrom-
speziierung darauf geachtet, dass die Kohlenstoff ertiddéin Spezies zu einer anderen Zeit eluieren,
als die zu detektierenden Chromspezies [26].

Ist man an der Isotopenverteilung interessiert, so lassthg. B. bei den Lanthaniden und Actiniden
aufgrund der Isotopenvielfalt nicht umgehen, die einzelBéemente vor der Isotopenanalyse mit
einer chromatographischen Methode zu trennen [76].

3.1.3 Weitere Einsatzmoglichkeiten

Guo hat gezeigt, dass sich die IC-ICP-MS auch als Methodé&ralyse von Verbindungen eignet,
die kein Metall enthalten. Er zeigte, wie verschiedenemoghosphor Herbizide durch diese Technik
im ng I=! Bereich bestimmt werden konnen. Aufgrund der Tatsaches di&se ionisch vorliegen,
kénnen sie gut tUber die lonenchromatographie getrenntemeilie Detektion erfolgt Uber das ICP-
MS auf dem m/z eines Phosphorisotops und liefert so diedefbche Empfindlichkeit [77] [78].

Ein weiteres Beispiel der Verwendung der IC-ICP-MS ist dir@lyse der Vorkommensform von ver-
schiedenen Komplexbildnern [2]. Hier wurde untersucht,walchen Metallen verschiedene Kom-
plexbildner als Komplexe vorliegen. Hierfiir wurde die Gmatographie verwendet, um die Informa-
tion Uber die Art des Komplexes zu erhalten und das ICP-MS3ials sensitiver Multielementde-
tektor die Information Uber das Metall liefern.

Eine weitere interessante Anwendung fir die on-line KopgIlC-ICP-MS ist die Bestimmung von
Komplexbildungskonstanten [79] [61] [80]. Bei dieser Mede werden Losungen, die ein Metall und
einen Komplexbildner in unterschiedlichen Verhaltnisgaeinander enthalten mit der IC-ICP-MS
untersucht. Da das freie Metall und der Komplex zu unteestifihen Zeiten eluieren und die Peak-
flachen proportional zu den Metallkonzentrationen sindnkidber das Verhaltnis der Peakflachen bei
verschiedenen Mischungsverhaltnissen die Komplexbgdkonstante ermittelt werden.
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3.2. METHODEN ZUR ANALYSE VON KOMPLEXBILDNERN

3.2 Methoden zur Analyse von Komplexbildnern

Es wurden eine Reihe von Methoden entwickelt, um Komplelial in LOsungen zu analysie-
ren. Die ersten Methoden basierten auf einer Titration, Atemspektrometrie oder der UV/Vis-
Spektrometrie. Diese sind jedoch in der Regel sehr unspeizifind liefern Nachweisgrenzen im
mg I~ Bereich. Modernere Methoden verwenden Trenntechnikemligi€hromatographie oder Ka-
pillarelektrophorese (CE) zur Auftrennung der verschiesheKomplexe oder Komplexbildner und
detektieren diese anschlieRend tber z. B. UV/Vis—Detektoder Massenspektrometer. Diese Me-
thoden sind aufgrund der vorherigen Trennung sehr spédzifisd es lassen sich mehrere Komplex-
bildner simultan bestimmen. Je nach eingesetztem Deteld¢oden Nachweisgrenzen im mg'l—

ug I=! Bereich erreicht [81] [9].

3.2.1 Titration

Die in dieser Arbeit untersuchten Komplexbildner sind aalstKomplexone 1 — 5 in der analytischen
Chemie bekannt. Hier werden sie verwendet, um Metallertétrisch zu bestimmen. Dafir wird zu
einer LOsung, in der die unbekannte Menge des Metalls unbhdikator vorliegen, eine LOosung mit
dem Komplexbildner hinzutitriert. Durch die Zugabe des Kdembildners werden die freien Metalle
in der Lésung komplexiert und stehen dem Indikator so niakitnzu Verfugung. Dieser bildet selber
schwache Komplexe mit dem Metall und andert seine Farb@gledem ob er an ein Metall gebunden
ist oder nicht. Durch die Wahl des Komplexbildners und dérafionsbedingungen lasst sich so auch
eine gewisse Selektivitat beztiglich des Metalls erreigBgn

Dieses Verhalten lasst sich auch zur Bestimmung von Korbgtinern verwenden, wenn man zu
diesen eine Metallldsung hinzutitriert. Auch hier ist duie Wahl des Metalls und der Titrations-
bedingungen eine gewisse Selektivitdt moglich [82]. DielNeeisgrenzen dieser Verfahren liegen
jedoch im mg ! Bereich und es ist mit zahlreichen Stérungen durch anderplaxierende Stoffe
zu rechnen.

3.2.2 Atomspektrometrie

Zur Bestimmung von Komplexbildnern mit der Atomspektrorigemuss der Probe vor der Analyse
ein Uberschuss an Metall, z. B. &y zugesetzt werden. AnschlieBend ist die Entfernung dés nic
komplexierten Metalls erforderlich, tiber die dann gemesddetallkonzentration kann auf die Kom-
plexbildnerkonzentration geschlossen werden. Die Emtiieg des Uberschissigen Metalls kann beim
Beispiel mit Kupfer durch Fallung des unldslichen Kupfathyxids (Cu(OH)) mit anschlielRender
Filtration erfolgen [83]. Die Nachweisgrenzen liegen véein mg I-! Bereich, jedoch ist diese Me-
thode sehr unspezifisch, da mit ihr eher die gesamte Komitdexigskapazitat der Probe bestimmt
werden kann.
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3.2. METHODEN ZUR ANALYSE VON KOMPLEXBILDNERN

3.2.3 UV/Vis-Spektrometrie

Da die Komplexbildner mit den meisten Metallen Komplexeeéi, die im UV/Vis—Bereich absorbie-
ren, kann die Detektion der Komplexe auch photometrisaiigeh. Hierfiir wird der Probe wieder ein
Uberschuss an Metall, z. B. Chrom [84], zugefiigt und aneBeind die Absorption auf dem Absorp-
tionsmaximum des Komplexes gemessen. Nach dem Lambersdbemn-Gesetz (vgl. Kapitel 2.1.5)
ist die Extinktion direkt proportional zur KonzentratioesiAnalyten. Auf diese Weise lasst sich die
Konzentration des Komplexbildners ermitteln. Jedoch isthadiese Methode sehr unspezifisch, da
sie sdmtliche Substanzen erfasst, die in dem beobachteteitB Licht absorbieren [85].

3.2.4 Elektrochemische Verfahren

Die DIN Methode 38413-5 beschreibt die polarographisch&tiBenung von EDTA und NTA [86]
[87]. Hierbei werden die Komplexbildner als deren Bismutrkplexe bestimmt. Wird anstelle der
normalen Differenzpulspolarographie (DPP) die Diffeqgmspolarographie mit Anodic-Stripping-
Technik verwendet, konnen Nachweisgrenzen von@,l-! erreicht werden [88] [89]. Jedoch leiden
auch diese Verfahren an einer geringen Selektivitat, se di@se nur zur Bestimmung der allgemei-
nen Komplexbildungskapazitat verwendet werden kdnnen.

3.2.5 Kapillarelektrophorese

Die Kapillarelektrophorese erlaubt sowohl die Bestimmuieg freien Sauren, als auch der in der
Probe vorliegenden Komplex-Spezies und somit auch diarBeging eines definierten Komplexes,
der in der Probenvorbereitung gebildet wird, wodurch dievigliseitige Einsatzmdglichkeiten bietet.
Mit dem Standarddetektor der CE, dem UV/Vis-Detektor wardie Ublichen Nachweisgrenzen im
mg I=! Bereich erreicht [90]. Durch die Kopplung an ein Massenspeketer kann die Empfindlich-
keit noch gesteigert werden, jedoch steckt diese Koppterpaik noch in der experimentellen Phase
[9] [91].

3.2.6 Chromatographie

Die verwendeten chromatographischen Methoden kénnenssifichromatographische und gaschro-
matographische Methoden unterteilt werden. In der Fligssa@matographie werden entweder die
freien Sauren oder deren Metallkomplexe (meist Eisen(liber eine lonenpaar- oder lonenaus-
tauschchromatographie getrennt. Durch den Zusatz vom@i§eror der Trennung werden die Kom-
plexbildner in definierte Komplexe Uberfiihrt, die auch dbetektion via UV/Vis erméglichen [16]
[92] [93] [94]. Ein Chromatogramm bei Verwendung dieser Mete ist in Abbildung 3.1 auf der
nachsten Seite zu sehen. Durch eine Anreicherung der Aamabyt einer Festphase kann auch bei
diesen Methoden die Empfindlichkeit noch erhdht werden.[95]
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Abbildung 3.1: Trennung von je 0,1 mmolt NTA (1), EDTA (2) und DTPA (3) bei Verwendung
der lonenpaarchromatographie mit UV/Vis Detektor [94].

Eine moderne Methode zur Verbesserung der Empfindlichkeiér HPLC ist die Verwendung eines
Chemolumineszenzdetektors. Ruiz hat hier eine empfirellidethode zur Bestimmung verschiede-
ner Komplexbildner mit dieser Technik vorgestellt [96].

Eine weitere empfindliche Methode ist die on-line Kopplumg iC mit einem Elektrosprayionisati-
ons (ESI) Massenspektrometer unter dem Einsatz'¥06rmmarkierten Standards [97] [98]. Die Ver-
wendung einer ionenchromatographischen Trennung mitresr@perometrischen Detektor erlaubt
sowohl die Detektion der freien Komplexbildner, als auchedeMetallkomplexe. Daher kann die-
se Methode verwendet werden, wenn die Vorkommensform dergfexbildner untersucht werden
soll [99] [100]. Zur Bestimmung der Vorkommensform der Kdexbildner kann auch die on-line
Kopplung IC-ICP-MS verwendet werden [2] [101]. Dabei weardie verschiedenen Metallkomplexe
Uber eine IC getrennt und die Metalle mit dem ICP-MS detektidurch die Multielementfahigkeit
des ICP-MS kénnen die verschiedenen Metallkomplexe sanuft sehr geringen Konzentrationen
nachgewiesen werden.

Fur eine direkte Analyse der Komplexbildner mit der Gasohatographie sind diese nicht fltich-
tig genug, so dass eine Derivatisierung zwingend erfateibt [17] [89]. Nach der Uberfiih-
rung in die Alkyl- oder Propylester-Derivate ist eine Amnsgymit der GC mdglich, jedoch ist die-
se Derivatisierung sowohl zeit- als auch arbeitsinteri3ig. Detektion erfolgt mit einem GC- oder
Stickstoff/Phosphor-Detektor bei denen jedoch auch eineeigherung der Analyten in der Probe
vor der Derivatisierung erforderlich ist, um die Nachwegwen imug I~ Bereich zu ermdglichen.
Diese Anreicherung kann entweder Uber eine Festphasakgatr oder einfaches Eindampfen der
Ldsung erfolgen [102] [103]. Die ublichen Schritte der Reoworbereitung sind in Abbildung 3.2
kurz skizziert und ein Chromatogram Propyllester von NTARTE und DTPA ist in Abbildung 3.3
auf der nachsten Seite zu sehen.

Aufrund der zahlreichen Bearbeitungsschritte und eineglitiden unvollstdndigen Derivatisierung
ist die Verwendung eines internen Standards Uber das geSaniahren erforderlich. Zuséatzlich muss
ein weiterer interner Standard vor der Analyse mit dem GCad&efugt werden, um eine Quantifi-
zierung zu ermoglichen. Obwohl diese Methode sehr aufvggistlihat sie sich als die Standardme-
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Abbildung 3.2: Ablauf der Probenvorbereitung fur die GC-MS Analyse.
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Abbildung 3.3: Trennung von 0,1 mgt NTA, 0,2 mg I-! EDTA und 0,6 mg1* DTPA bei Verwen-
dung der GC Methode [104].
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3.3. ZUSAMMENFASSUNG

thode zur Analyse der Komplexbildner in Wasser bewéhrt.iitverden aufgrund der Anreicherung
zuverlassig Nachweisgrenzen im untergnl—! Bereich erreicht.

3.3 Zusammenfassung

Es wurden viele Verfahren fir die Analyse von aminopolyocadiure Komplexbildnern entwickelt,
die auf verschiedensten analytischen Methoden basierent &lle Verfahren besitzen die notwendi-
ge Selektivitat, um zwischen verschiedenen Komplexbiidze unterscheiden. Es sind auch Metho-
den entwickelt worden, die es erlauben, eine Aussage Uneka@mplexkern zu treffen.

Am weitesten verbreitet sind die beiden DIN Methoden DIN B84% und DIN EN ISO 16588, die
auf der lonenpaarchromatographie mit UV/Vis-Detektion uwler Gaschromatographie mit einem
Stickstoff-Phosphor selektiven Detektor oder einem Masgektrometer beruhen. Die lonenpaar-
chromatographie bietet eine schnelle Probenvorbereitlaigei aber nur Nachweisgrenzen im unte-
ren mg ! Bereich. Dagegen kann die GC Methode noch Konzentratianemierenug |- Bereich
nachweisen, ist jedoch mit einem grof3en Aufwand in der Rnadmbereitung verbunden. Die on-line
Kopplung IC-ICP-MS wurde fur die Analyse von Komplexbildneauch schon verwendet, jedoch
waren hier die vorhandenen Spezies von Interesse und rectGesamtgehalt der einzelnen Kom-
plexbildner. Eine selektive Methode, die bei einer einéaciProbenvorbereitung Nachweisgrenzen
im unterenug |~! Bereich und niedriger aufweist, konnte bisher nicht geimaerden.
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4 Methodenentwicklung

Die im Rahmen dieser Arbeit durchgefuhrte Methodenentlwiois I&sst sich in drei Teile unterglie-
dern:

» Wahl des analytischen Systems und der Probenvorbereitung
» Untersuchung des Systems

» Verfeinerung der Methode

Bei der Wahl des analytischen Systems muss festgelegt mgrdewelchen stationaren und mobilen

Phasen gearbeitet wird. Die Probenvorbereitung ist beedi®ethode von hoher Bedeutung, da die
Komplexbildner mit dem ICP-MS nicht direkt detektiert werdkénnen, sondern vor der Analyse in

definierte Metallkomplexe Uberfuhrt werden missen.

Nach der Wahl des analytischen Systems und der Probenedrbey galt es, das System und den
Einfluss verschiedener Parameter, wie z. B. die Eluent-agrenzusammensetzung zu untersuchen.

Im Anschluss konnte in einem letzten Schritt die Methodecdwezielte Anpassung der Parameter
mit dem Ziel die Analysezeit zu verkirzen und Nachweisgearz senken weiter verfeinert werden.

4.1 Konzept der neuen Methode

Fur die on-line Kopplung IC-ICP-MS hat sich die lonenaustdnchromatographie besonders be-
wahrt. Diese bietet den Vorteil, dass wassrige Eluentewemdet werden kénnen und zur Erho-

hung der Empfindlichkeit entsprechend grof3e Probenvolamijiziert werden kdnnen. Als stationare

Phase hat sich fur eine ahnliche Aufgabenstellung [26] éevéndung von lonenaustauschern auf
PS/DVB-Basis mit apolaren Austauschergruppen als sihewaiesen. Daher wird auch im Rahmen

dieser Arbeit auf eine solche Phase zurilickgegriffen, dieWd heis [105] synthetisiert wurde.

Als Eluent sollte Ammoniumnitrat verwendet werden, da sigser besonders flr die on-line Kopp-
lung mit dem ICP-MS eignet. Im Plasma zerfallt Ammoniunatditin gasférmige Produkte und es
kénnen sich so keine Ablagerungen an den Cones bilden.

Kernidee dieser Methode ist, dass die Komplexbildner Eddmmplexe mit einem gegebenen Metall
bilden, diese Uber die IC getrennt werden und anschlieRasadvietall mit dem ICP-MS detektiert
wird. Demnach muss dem Metall eine besondere Aufmerksdamé&eidmet werden.
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4.1. KONZEPT DER NEUEN METHODE

Das Metall sollte mit den zu analysierenden Komplexbildngrermodynamisch stabile Komple-
xe bilden. Die thermodynamische Stabilitat ist wichtig, eme vollstandige Transmetallierung si-
cherzustellen und zeichnet sich durch eine hohe Komplxbgskonstante aus. Um zusatzlich das
Gleichgewicht auf die Seite des gewiinschen Komplexes achiaben, soll dieses im groRen Uber-
schuss eingesetzt werden.

Auch die kinetische Stabilitat der Komplexe ist von Intee<Zersetzt sich der Komplex auf der sta-
tionaren Phase, kann er sich unter Umstanden nicht wiedebitden, da sich Metall und Komplex-
bildner im chromatographischen Bett mit unterschiediiceschwindigkeiten bewegen und daher
raumlich getrennt werden kénnen. Daher sollte das Metalldealfall kinetisch inerte Komplexe
bilden.

Zu beachten ist, dass der Uberschuss des Metalls zu weResblemen filhren kann. Bei der Verwen-
dung einer chromatographischen Saule mit einem Anionéaassher sollte das Metall vollstandig
im Totvolumen eluieren, um nicht mit den Signalen der Arextyzu Gberlagern und um reprodu-
zierbare Ergebnisse zu ermoglichen. Daher ist es notweddgs das Metall unter den gewahlten
Bedingungen nicht als anionischer Hydroxokomplex votlieg

Weiterhin sollte es, um gute Nachweisgrenzen zu erreicméngeinem ICP-MS gut zu detektieren
sein. Das bedeutet, dass es im Idealfall monoisotopischdsauf dem m/z des Hauptisotopes keine
nennenswerten Interferenzen gibt und es durch das Argemglgut zu ionisieren ist. Um eine Tren-
nung mit der Anionenchromatographie zu ermdglichen, miesed Metall mit den zu analysierenden
Komplexbildnern negativ geladene Komplexe bilden.

Demnach sind von dem Metall folgende Eigenschaften erviiinsc

» thermodynamisch stabile Komplexe mit NTA, EDTA, DTPA unBTA

kinetisch inerte Komplexe

Komplexe besitzen eine negative Gesamtladung

das freie Metall eluiert im Totvolumen

gute lonisierbarkeit im Argonplasma

monoisotopisch

keine Interferenzen

Bei den Metallen Chrom, Eisen und Indium konnten weitretieeUbereinstimmungen mit den ge-
forderten Eigenschaften gefunden werden. Alle drei Metid#lgen in Losung Ublicherweise in der
Oxidationsstufe +11l vor und bilden mit den zu untersuchemé&omplexbildnern thermodynamisch
stabile Komplexe. Die Komplexbildungskonstanten diesetdlie sind in Tabelle 4.1 auf der nach-
sten Seite aufgelistet. Diese Tabelle zeigt, dass sichtdial®it der Komplexe mit diesen Metallen
kaum unterscheidet. Es ist jedoch ein leichter Trend zulsteb Komplexen von Chrom(lll) Gber

Eisen(lll) zu Indium(lll) zu erkennen.

49



4.1. KONZEPT DER NEUEN METHODE

Tabelle 4.1:pK-Werte von Metallkomplexen [64].

Metall NTA EDTA DTPA CDTA
Cr3t+ 6,2 234

Fet 159 251 28,0 30,8
In3+ 16,9 250 29,00 28,8

Tabelle 4.2: Austauschraten von Aquakomplexen [62] [63].

Aquakomplex Austauschrate k
/st
[C’T([’IQO)G]BJr 2,4 X 107°
[F@(H20)6]3+ 17 6 X 102
[[n(H20)6]3+ 170 X 107

Die kinetische Stabilitat dieser Komplexe lasst sich, wi&apitel 2.5 auf Seite 34 erwéhnt, anhand
der Austauschraten der Aquakomplexe abschatzen. In €&bellsind die Austauschraten dieser drei
Metalle aufgelistet.

Die kinetischen Stabilitaten der drei gewahlten Metalldetstheiden sich deutlich: Bei den
Chrom(lll)komplexen ist ein sehr langsamer Austausch nbhehten; die Indium(lll)komplexe hin-
gegen tauschen deutlich schneller aus und sind demnachtlieisdabiler als die des Chrom(lll).

Die Austauschrate des Eisen(lll) ist zwischen der von Clihbnund Indium(lll) angesiedelt.

Wie bereits erwahnt, dirfen diese Metalle unter den Bedigguo der Probenvorbereitung der chro-
matographischen Trennung keine negativ geladenen Hykomxplexe bilden, da diese auch im Sy-
stem retardiert wiirden. Unter Verwendung des ProgrammsVMINTEQ wurde die Speziesver-
teilung der Metalle (Jug I=! ) bei verschiedenen pH-Werten berechnet. Als Grundlésumgevhier
der zu verwendende Eluent mit einer Konzentration von 55 hhimicangenommen. Die Spezies mit
ihren zu erwartenden Haufigkeiten konnen der Tabelle 4. 8aufidchsten Seite entnommen werden.

Diese Werte zeigen deutlich, dass sowohl fur die Probemveitung, als auch fur den Eluenten ein
pH von 4 oder niedriger gewahlt werden sollte.

Die Probenvorbereitung muss sicherstellen, dass nahezgedamte Komplexbildner in die ge-
wiinschte Form Uberfiihrt wird. Daher muss das Metall im Utierss addiert werden, um die an-
deren Metalle von den Komplexbildnern zu verdrangen. Aueh Wwurden Berechnungen mit dem
Programm Visual MINTEQ durchgefuhrt, um Informationen i Verteilung der sich bildenden
Komplexe zu erlangen. Die fir diese Rechnungen angenonmidatallkonzentrationen sind in Ta-
belle 4.4 auf der ndchsten Seite aufgefiihrt und bilden difigelwert aus den von Hessenwasser zur
Verfligung gestellten Wasserproben.

IML/M.L bei 20° lonenstérke 0,1 motH
SML/M.L bei 20° lonenstarke 0,2 mot
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Tabelle 4.3:Metallspezies in 55 mmolt NH3NO; Losung bei verschiedenen pH-Werten.

Spezies pH4 pH6 pH9
Cr(OH), ™ 02 288 0.2
Cr(NO;)2t 04 — —

crt 298 03 —
CroH+ 69,5 584 —
Cr(OHywy — 12,3 99,4
Cr(OH), —  — 04
Cr(NH:)** 01 02 —
Fer 04 — —

FeOH* 368 06 —
Fe(OH)* 62,8 99,3 7.8

Fe(OH);(aq) — 0,1 4,2
Fe(OH),~ . _— 880
In*+ 253 — —
IN(NO;)>+ 92 — —
In(OH),~ — 175 175

IN(OH)3oy 7.7 825 825
In(OH),* 320 — —
In(OH)** 258 — —

Tabelle 4.4: Angenommene Metallkonzentrationen in Quellwasser.

Metall Konzentration
/mg !

Natrium 20

Kalium 2

Magnesium 30

Calcium 70

Aluminium 0,05

Chrom 0,01

Eisen 0,02
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Diese Berechnungen wurden an dem Beispiel der EDTA mit édnaezentration von g I=! durch-
gefuihrt. Die berechneten EDTA-Spezies einer solchen Lgy$@n pH 4 und 7 sind in Tabelle 4.5
zu sehen. Hier ist deutlich die Abhangigkeit der Verteilmogn pH-Wert der Lésung zu erkennen.
Bei pH 4 dominiert noch der FeEDTA-Komplex, der bei einem pH von 7 fast vollstandig durch

Komplexe der EDTA mit Chrom verdrangt wird.

Tabelle 4.5:Prozentuale Verteilung der EDTA-Spezies in Quellwasser.

Spezies pH4 pH7
FeEDTA™ 61,3 3,7
FEHEDTA,, 02 —
FeEOHEDTA~ — 0,7
CrEDTA™ 38,2 80,2
CI’HEDTA(aq) 0,3 —
CrOHEDTA?- — 154

Die Tabellen 4.6 bis 4.8 zeigen die Berechnungen unter dbars@nnahmen, jedoch wurde hier die
Konzentration von Chrom, Eisen oder Indium auf 1 Q@pl-! gesetzt um zu untersuchen, ob diese
Konzentration ausreichend ist, um eine vollstandige Treatallierung zu erreichen.

Tabelle 4.6:Prozentuale Verteilung der EDTA-Spezies in Quellwasseéd0..g |~ Chrom(lll).

Spezies pH4 pH7
FeEDTA™ 2,4 —
CrEDTA ~ 96,4 83,8
CrHEDTA g 1,2 —
CrOHEDTA?~ — 16,1

Tabelle 4.7:Prozentuale Verteilung der EDTA-Spezies in Quellwassédrd0.g 1=t Eisen(lll).

Spezies pH4 pH7
FeEDTA™ 98,4 57,3
FeHEDTA,,) 0,3 —
FeOHEDTA~ — 10,6
CrEDTA- 1,2 26,9
CrOHEDTA?- — 52

In diesen Tabellen ist zu erkennen, dass sich alle drei Metai einer Konzentration von
1000ug 1=t eignen, um eine fast vollstandige Transmetallierung zeielren. Jedoch spiegeln sich
hier die Komplexbildungskonstanten wieder, so dass beo@hider gewunschte Komplex nur zu
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Tabelle 4.8:Prozentuale Verteilung der EDTA-Spezies in Wasser mit 1,ap0 ! Indium(lll).

Spezies pH4 pH7
FeEDTA™ 0,1 29
FeEOHEDTA~ — 0,5
CrEDTA- 0,1 63,8
CrOHEDTA?~ — 123
INHEDTA 4 — —
INEDTA ~ 99,8 20,48

96,4%, bei Eisen zu 98,4% und bei Indium zu 99,8% erreichd wAuch hier wird wieder deutlich,
dass sich die gewtinschten Spezies bei einem niedrigen géhbil

Aufgrund dieser Erkenntnisse wird die Probenvorbereitomiigeiner 1 000ug 1-! Metalllésung in
55 mmol ! NH,NO; bei einem pH von 4 durchgefiihrt. Ahnliche Bedingen sind figr chroma-
tographische Trennung winschenswert, jedoch muss dab&ldentkonzentration eventuell noch
angepasst werden, um eine vollstandige Trennung zu eereich

4.2 Grundlegende Untersuchungen des methodischen Ansatze S

In diesem Abschnitt sollen die Eigenschaften des gewdalaltexytischen Systems néaher untersucht
werden. Hier wurde unter anderem das Metall, die Eluentiomation und der pH-Wert des Eluenten
variiert.

Im ersten Schritt wurden die Komplexstochiometrien undKbenplexbildung am Beispiel der Ei-
senkomplexe mit einem UV/Vis—Photometer ndher unterséetth unter UV/Vis-Detektion wurden
die ersten Trennungen auf einem IC-System an den Eisenkaeptiurchgefihrt und dieses System
anschlieend auf die on-line Kopplung IC-ICP-MS Ubertradéit der on-line Kopplung erfolgten
dann weitere Experimente mit der Variation des Eluenten.

4.2.1 Eisen(lll)-Komplexe der NTA, EDTA, DTPA und CDTA

Um sich mit den Eisenkomplexen der NTA, EDTA, DTPA und CDTAtvaut zu machen, wurden

diese mit einem UV/Vis-Photometer untersucht. Hierbdidad Absorptionsmaximum der Komplexe
ermittelt werden, um die UV/Vis-Detektion einsetzen zu tkén. Weiterhin sollen die Komplexst6-
chiometrien und die optimalen Bedingungen fur die Kompilelking experimentell ermittelt werden.

Ein groRRer Teil dieser Messungen wurde im Rahmen einese¥@ntgysprojektes von Jan Christoph
Bernhammer durchgefthrt.
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Komplexstdchiometrien

Zur Untersuchung der Stochiometrien starker Komplexeetigith die Methode der kontinuierli-
chen Variation nach Job [106]. Hierbei wird photometrisehi{onzentration eines Komplexes ML
bestimmt, welcher sich aus dem Zentralatom M und n Ligandéildet. Es wird schrittweise die
Konzentration von M und L geandert, so dass die M Konzewinaton 0% auf 100% ansteigt, wah-
rend die L Konzentration von 100% auf 0% abnimmt. Es werdee &eihe von Messpunkten mit
unterschiedlichen Konzentrationen von M und L untersualtjeweils die Extinktion am Maximum
der Absorptionsbande des Komplexes gemessen. An dem Ruméiem das stéchiometrische Ver-
haltnis M zu L vorliegt, wird eine vollstandige Umsetzunépdgen und daher auch die Konzentration
von ML,, am grof3ten sein, was durch die grof3te Extinktion zu erkersteAn den anderen Mess-
punkten wird ein Uberschuss an M oder L vorliegen, jedocidwieniger ML, gebildet und die
Extinktion ist geringer. Bei der Auftragung der gemessdaamktion gegen den Prozentsatz M oder
L erhalt man eine Kurve, deren Maximum das stochiometrid@rbaltnis angibt. Schematisch ist
eine solche Auftragung in Abbildung 4.1 zu sehen.

33%M,66 %L =>ML,

Extinktion

T T T T |
0 20 40 60 80 100
% M

Abbildung 4.1: Schema eines Job-Plots.

Die UV/Vis—Spektren wurden mit einem Zweistrahlphotomeler Fa. Zeiss (DRM 10) aufgenom-

men. Die Lésungen wurden in einem N¥O; Puffer (55 mmol 1, pH 4) angesetzt, mit dem auch

die Referenzkivette gefullt war. Weiterhin wurden sarh#dic. 6sungen nach dem Ansetzen fir 1 h
auf 50° erwarmt. Die Spektren der freien Liganden zeigtamk&bsorption in dem beobachteten

Bereich (240 — 600 nm), jedoch ist bei den Eisenldsungen ¢b @&egenion eine Absorption bei

300 nm zu beobachten (Abbildung 4.2 auf der nachsten Séfes)n nicht anders beschrieben, wurde
im Folgenden eine Eisen(lll)chlorid-Losung verwendet.

In Abbildung 4.3 sind die Spektren der vier Eisenkomplexgedtildet. Da alle Komplexe bei 255 nm
eine deutliche Absorption zeigen, wurde diese Wellenl&tigeie Messungen der Job-Kurven ver-
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Abbildung 4.2: Ubersichtsspektren der freien Komplexbildner (links) wled Eisen(lll)-Losungen
(rechts) (Konzentration jeweils 0,1 mmotlin 55 mmol ! NH,NO3).

wendet. Es wurden fur jeden Komplexbildner die in Tabel@auf der nachsten Seite aufgefuhrten

funf LOsungen mit unterschiedlichen Ligand- und Eisenlkamtationen angesetzt. Dabei wurde die

Stoffmenge so gewahlt, dass Losung 3 eine Konzentratiorjer@nl mmol I Metall und Ligand
aufwies.

1000

500

Extinktion / mV

: T ;
300 400 500 600
Wellenlange / nm

Abbildung 4.3: Ubersichtsspektren der Eisenkomplexe (Konzentratioreijew0,1 mmol ! in
55 mmol 1 NH;NO3).

Die erhaltenen Job-Plots sind fur die vier KomplexbildmeAbbildung 4.4 auf der nachsten Seite
abgebildet. Da bei den Plots der Komplexe von Eisen mit EDOARPA und CDTA der Schnittpunkt
der beiden Geraden nahe 50% liegt, kann fur diese Kompbixdilvon 1:1 Komplexen ausgegangen
werden. Lediglich beim NTA liegt der Schnittpunkt bei 40%dues kam zu einer grof3en Streuung
der Messpunkte. So kann hier nicht mit Sicherheit von einegnkKbmplex ausgegangen werden.
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Extinktion in mV

Extinktion in mV

Tabelle 4.9:L6sungen zur Bestimmung der Komplexstéchiometrien nabh Jo

mol-% mol-%
Ligand Fe(lll)
Losung 1 5 95
Losung 2 20 80
LOsung 3 50 50
LOsung 4 80 20
LOsung 5 90 5
700 > 1
€ 900
£
600 — = 800 -
S
< 700 ]
500 g |
L
600 —
400 A
500 +
300+ 400
300
200 4 4
200
Fe(NTA), pH 4 i m  Messwerte
1004 Schnittpunkt bei 50,3 % 100 Schnittpunkt bei 49,6 % EDTA
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
0 20 40 60 80 100 0 20 40 60 80 100
; % NTA i % EDTA
i > 9004
900 = 900
] c
800 + < 800
] S
700 - < 700
] 2
w
600 600 -
500 4 500 +
400 4 400
300 300 4
200 4 ] .Messpunk.te 2004
| Schnittpunkt bei 50,5 % DTPA | ®  Messpunkte
100 - 100 Schnittpunkt bei 44,6 % CDTA
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
0 20 40 60 80 100 0 20 40 60 80 100
% DTPA % CDTA

Abbildung 4.4: Job-Plots von Eisen(lIl) mit vier Komplexbildnern.
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Um ein sicheres Ergebnis zu erhalten, wurde zum Einen dasriExent mit einer neuen Eisen(lll)-
Losung, die aus Eisen(lll)-nitrat anstelle von -chloricgasetzt wurde, wiederholt. Zum Anderen
wurde ein “Molar ratio”-Plot aufgenommen, um das Ergebnisestéatigen. Bei der Molar-Ratio-
Methode wird die Konzentration von M konstant gehalten urdvdn L kontinuierlich erhéht. Da-
durch steigt die Extinktion am Absorptionsmaximum des Kres ML, mit der Zugabe von L
kontinuierlich an, bis das stéchiometrische Verhaltnigieht ist. Da ab diesem Punkt die weitere
Zugabe von L nicht zu einer weiteren Bildung von Mtithren kann, bleibt die Extinktion konstant.
Anstatt des Maximums kann hier die Komplexstdchiometrigsana des Knicks in der Kurve ermit-
telt werden. Die Wiederholung des Job-Plots mit Eiseniityat und der “Molar ratio”-Plot sind in
Abbildung 4.5 zu finden. Aus diesen Ergebnissen ist deudliclerkennen, dass es sich auch beim
NTA Komplex mit Eisen um einen 1:1 Komplex handelt.

> 300 -
> 700+ = 800 -
= £
£ 8
c B
_g 600 £
X <
& 500 ]
400
400
300
200
Fe(NTA), pH 4 2004 Molar ratio-Plot von Fe(NTA)
1004 Schnittpunkt bei 50,3 % Schnittpunkt bei 0,96
T T T T T T T
T T T T T T T T T T T
0 20 40 60 80 100 0 1 2 8
% NTA Verhaltnis ¢(NTA)/c(Fe*)

Abbildung 4.5: Wiederholung des Job-Plots fur NTA (links). Molar ratioe#fiir NTA (rechts).

Durch die Experimente mit dem UV/Vis-Photometer konnteltdiite der kontinuierlichen Variation
nach Job und der Molar ratio Methode das 1:1 Verhaltnis veeiiill) mit NTA, EDTA, DTPA und
CDTA in einem 55 mmolt! NH,NOs;-Puffer bei pH 4 bestatigt werden.

Komplexbildung

Um die Probenvorbereitung zu optimieren, wurde die Komiplelkng n&her untersucht. Ziel war es
festzustellen, ob eine spezielle Behandlung bezlgliciel@peratur und des pH-Wertes erforderlich
ist. Zudem sollten theoretischen Ergebnisse aus Kapiteddf. Seite 48 bestatigt werden.

Die Komplexbildung wurde bei unterschiedlichen Tempeeiutr unterschiedliche Zeiten durch-
gefuihrt. Im Anschluss wurde die Extinktion bei 255 nm gereas$o konnte bereits nach 1 h bei
60° keine weitere Komplexierung festgestellt werden. Daierden alle Proben standardmalig fir
1 h auf 60° erwarmt.

Zur Untersuchung der pH-Abhangigkeit der Komplexbildungureen Lésungen mit je
0,1 mmol ! des Liganden und 0,1 mmot} Eisen(lll)-chlorid hergestellt. Diese wurden in
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NH,NOs-Puffer der Konzentration 55 mmot} mit den pH-Werten 2, 4, 6, 8 und 10 hergestellt. Die
pH-Abhangigkeit der Komplexbildung ist in Abbildung 4.6 zehen.

1000 —
900—-
800—-
700—-

600

Extinktion bei 255 nm / mV

500+ —=— Fe(EDTAY)

—e—Fe(NTA)
400 Fe(CDTA)

—v— Fe(DTPAY”
300 4

T T T T T T T T T
2 4 6 8 10

pH-Wert

Abbildung 4.6: pH-Abhéangigkeit der Komplexbildung.

Es ist zu erkennen, dass pH-Variationen zwischen zwei uclissdeinen Einfluss auf die Komplex-
bildung haben. Wird der pH-Wert jedoch weiter erhdht, iseehbnahme der Komplexkonzentration
bei allen Komplexen, auRer dem CDTA-Komplex, zu erkennees Bt durch die beobachtete Aus-
flockung des Eisens als Eisen(lll)hydroxid bei hGheren péttéh zu erklaren.

Zusammenfassung

Mit den Experimenten am UV/Vis-Photometer konnte gezeigitden, dass es sich bei den Komple-
xen von Eisen(lll) mit NTA, EDTA, DTPA und CDTA um 1:1 Komplexhandelt. Diese Komplexe
werden schnell gebildet, jedoch wurden, um eine vollsgadiomplexierung auch in Realproben
zu gewahrleisten, alle Proben fur 1 h auf 60°erwérmt. Die lexbildung ist im pH-Bereich von
zwei bis sechs unproblematisch, bei einem hoéheren pH igesiager, was durch das Ausfallen von
Eisenhydroxid erklart werden kann.

Diese Messungen bestétigen die theoretischen Berechmusiees die Probenvorbereitung bei einem
niedrigen pH-Wert durchgefihrt werden sollte. Jedoch wurei diesen Experimenten die mogliche
Anwesenheit von anderen Metallen nicht bertcksichtigt.

Alle vier Komplexe absorbieren bei 255 nm, so dass dieseeiglhge gut fur die Detektion geeignet
ist.
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4.2.2 lonenchromatographische Trennung mit UV/Vis-Detek  tion

Alle Messungen dieses Kapitels wurden mit dem 844 UV/Viselmhromatographen der Fa. Me-
trohm durchgefihrt. Als stationdre Phase wurde ein obéeldftinktionalisierter unpolarer TMA
Austauscher, wie in Kapitel 2.1.2 auf Seite 8 beschrieberwendet. Die apparativen Parameter sind
in Tabelle 4.10 zusammengefasst.

Tabelle 4.10:Apparative Parameter.

Parameter Wert

Saule DV-070326-1B2

Fluss 0,6 ml min!

Probenschleife 20l

Eluent 55 mmolt! NH;NO;, pH 2 -6
Detektion 255 nm

Ein Chromatogramm der Eisenkomplexe von NTA, EDTA und DTPAeuden in Tabelle 4.10 ge-
nannten Bedingungen mit einem Eluenten bei pH 4 ist in Abinigg4.7 dargestellt.

1800

1600 - Fe(EDTA)
Fe(NTA),

1400 Fe(DTPAY”

1200

1000

Extinktion bei 255 nm / mV

800
600 —
400
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v

T T
0 10
Retentionszeit / min

Abbildung 4.7: Chromatogramme der Eisen(lll) komplexe von NTA, EDTA undrRAT (Saule: DV-
070326-1B2, Eluent: 55 mmott NH,NO;, pH 4, Fluss: 0,6 ml*, Probenaufgabe-
volumen: 2Qul).

Dieses Chromatogramm zeigt eine gute Trennung der drei Knmgedoch sind einige Probleme zu
erkennen. Zum Einen eluierte unter diesen Bedingungen ianeinhalb von einer Stunde nicht der
Eisen(ll)-CDTA-Komplex und zum Anderen eluiert der NTA iplex sehr nahe am Totvolumen.
Zur LOsung dieser Probleme wurde im Folgenden der EinflusgpéieWerts des Eluenten auf die
Retentionszeiten untersucht.
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Einfluss des pH-Werts des Eluenten auf die Retentionszeiten

Der pH-Wert des Eluenten kann sich auf die Retentionszeif\dalyten auswirken. Dies ist dadurch
zu erklaren, dass sich die Komplexe mit dem pH-Wert in ihreeal@ur andern kdénnen. So kann
die Zahl der angelagerten Protonen oder Hydroxidionen @mditddie Ladung variieren. In Abbil-
dung 4.8 sind Chromatogramme der NTA-, EDTA- und DTPA-Koexglbei den pH-Werten 2, 4 und
6 abgebildet.

600 —pH2

|1 DTPA
400 4 pH4
] ——pH6
200
0 —~—

1500 A
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1000 4 !)
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]
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Abbildung 4.8: Chromatogramme der Eisen(lll)-komplexe von NTA, EDTA un@RA bei unter-
schiedlichen pH-Werten. (Saule: DV-070326-1B2, Elueit:ndmol -1 NH,NO;,
pH 2 — 6, Fluss: 0,6 ml', Probenaufgabevolumen: 20.

Extinktion bei 255 nm / mAU

Zeit/ min

Bei den EDTA-Komplexen ist fast keine Anderung der Retergieiten festzustellen. Die Retentions-
zeiten wurden durch steigenden pH leicht verkirzt. Deresélend wurde bei den DTPA-Komplexen
beobachtet, jedoch ist er hier deutlich ausgepréagter.eirit ist zu beobachten, dass die Peakform
des DTPA-Komplexes mit steigendem pH symmetrischer wird.

Einen Sonderfall stellt das Verhalten des Eisen(lIl)-NH@mplexes da. Wie in Kapitel 2.6.1 auf Sei-
te 37 beschrieben wurde, besitzt die NTA nur drei Sauregmipmd kann daher mit dem Fenur
neutrale Komplexe bilden. Die freien Koordinationsplatzerden hier jedoch von anderen Spezies
eingenommen. Dies kann ein neutrales Wassermolekul, abbrean negativ geladenes Hydroxidion
sein, jedoch hangt die Gesamtladung und damit die Reteyzisiindes Komplexes hiervon ab. Bei
einem hdheren pH-Wert ist von einer vermehrten Anlagerwrghiydroxidionen auszugehen. Dies
kann auch durch die Ergebnisse der Chromatogramme in Abigld.8 bestatigt werden. Hier er-
fahren die NTA-Komplexe mit einem héheren pH-Wert eine gréfRetention. Eine Ubersicht der
Retentionszeitery; bei verschiedenen pH-Werten gibt Tabelle 4.11

Bei einem pH-Wert des Eluenten von 6 wirden schnelle Anabjigen erreicht, da der letzte Analyt
hier schon nach 9 Minuten vollstandig eluiert. Jedoch @genn sich bei diesem pH die Peaks der
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Tabelle 4.11:Retentionszeiten der Komplexe bei verschiedenen pH-Welgs Eluenten.

EluentpH Fe(lll)NTA/ min Fe(llHEDTA/ min  Fe(lIDDTPA / mi

2 1,77 3,25 8,75
4 1,85 3,22 7,26
6 2,37 3,17 6,98

NTA- und EDTA-Komplexe, so dass keine Basislinientrennamghr moglich ist. Bei pH 2 liegt
eine vollstandige Trennung der ersten beiden Peaks vacheeluiert der letzte Analyt erst nach 11
Minuten vollstandig. Ein guter Kompromiss zwischen demsdlen Analysezeit und der Auflésung
scheint bei pH 4 gegeben. Hier eluiert der DTPA-Komplex nshinuten vollstandig und eine fast
vollstandige Trennung der NTA- und EDTA-Komplexe ist m@gli

Als Problem wurde die Anreicherung von Eisen an der statemBhase beobachtet. Um die Methode
fur Realproben einsetzen zu kénnen, ist es wichtig, das Eiien im Uberschuss einzusetzen, da die
genaue Konzentration der Komplexbildner und anderer Yelioigen, die mit dem Eisen reagieren
konnten, nicht bekannt ist. Um die Anreicherung des Eisemsler Sdule zu untersuchen, wurden
hintereinander zuerst freies Eisen in das IC-System enfizind anschlie3end freie EDTA. Wenn sich
kein Eisen anreichert, sollte bei dem ersten Chromatogrammaisensignal im Totvolumen zu sehen
sein und im zweiten kein Signal an der Stelle des EisendD)FA-Komplexes. Dieser Versuch wurde
bei unterschiedlichen pH-Werten des Eluenten durchgefllie Ergebnisse sind in Abbildung 4.9
zu sehen.
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Abbildung 4.9: Aufeinanderfolgende Injektion von Eisen(lll)-nitrat uBTA (S&ule: DV-070326-
1B2, Eluent: 55 mmol1' NH,NOs, pH 2 — 6, Fluss: 0,6 ml', Probenaufgabevolu-
men: 2Qul)
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Bei pH 6 ist nur ein sehr kleiner Peak nach der Injektion degfr Eisens zu sehen. Jedoch ist ein
grol3er Eisen(ll)-EDTA Peak nach der Injektion der EDTA ehen. Bei einer weiteren Injektion von
EDTA ist dieser Peak wieder zu sehen, jedoch mit geringatensitéat. Dies ist ein deutlicher Hinweis
darauf, dass sich bei einem Eluent pH von 6 Eisen, wahrdatteim Form von schwerléslichem
Eisenhydroxid, in der Trennsdule anreichert. Bei pH 4 istsdbe Effekt, jedoch weniger stark
ausgepragt, zu sehen. Es ist zwar ein kleines Signal desfigsens zu sehen, jedoch spilt EDTA
weiterhin Eisen von der Trennsaule. Wird ein Eluent mit singH von 2 verwendet, eluiert das
gesamte freie Eisen im Totvolumen von der Saule und auchatibfolgende Injektion von EDTA
kann kein weiteres Eisen von der stationédren Phase spiilen.

Aufgrund dieser Ergebnisse ist es sinnvoll, fur alle weiteMessungen einen Eluenten mit einem
pH-Wert von 2 zu verwenden, um ein Anreichern von Eisen auffdennsaule zu verhindern und so
Bedingungen fur reproduzierbare Messungen zu schaffen.

CDTA

Wie schon erwahnt, eluiert der Eisen(lll)-CDTA Kompleximiainter den Bedingungen, wie sie flr
die weiteren Komplexbildner untersucht wurden. Hierberdamach der Injektion das Detektorsignal
bei unterschiedlichen pH-Werten des Eluenten fur eine &twaufgenommen, ohne dass der Kom-
plex detektiert werden konnte. Da schon gezeigt wurde, siabszum einen der CDTA-Komplex
bildet und zum anderen auch auf der detektierten Welleelé@iagorbiert, kobnnen diese Probleme
als Ursache ausgeschlossen werden. Weitere Experimegtergedass bei der Verwendung eines
hoher konzentrierten Eluenten (pH 4, 110 mmol ) und schnellerem Fluss (1,0 ml mif) der
CDTA-Komplex nach Uber einer Stunde eluiert. Ein solches@latrogramm ist in Abbildung 4.10
zu sehen. Eine sinnvolle, routinemafige Analyse der CDTAriter diesen Bedingungen leider nicht
zusammen mit NTA, EDTA und DTPA mdoglich.

Da sich Eisen(lll)-EDTA und Eisen(lll)-CDTA sehr ahnelmw|ite die Ladung der beiden Komplexe
gleich sein und so auch zu &hnlichen Zeiten eluieren. Es Ranwermutet werden, dass hier weitere
Wechselwirkungen ins Spiel kommen und so der CDTA-Komptéxker an der stationaren Phase
retardiert wird.

Zusammenfassung

Fur die Trennung der Eisen(lll)-komplexe von NTA, EDTA und@PA ist ein 55 mmol 1! NH;NO;
Eluent bei einem pH von 2 geeignet. Unter diesen Bedingukgan keine Anreicherung des Uber-
schissigen Eisens an der stationdren Phase beobachtehwadies erfolgt eine ausreichende Tren-
nung der drei Komplexe. Als Nachteil ist jedoch die kurzeegRébnszeit des NTA-Komplexes zu
sehen, welcher sehr nahe am Totvolumen eluiert. Weiterdunm kunter diesen Bedingungen leider
nicht die CDTA analysiert werden, da ihr Eisenkomplex auchstérkerem Eluenten erst nach tber
einer Stunde eluiert.
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Abbildung 4.10: Chromatogramm von 1 mmot1 CDTA-Eisen Komplex. (Saule: DV-070326-1B2,
Eluent: 110 mmolt! NH;NOs, pH 4, Fluss: 1 ml min!, Probenaufgabevolumen:
20 pl)

4.2.3 Anwendung der on-line Kopplung IC-ICP-MS

Mit der Analyse von Chromspezies wurden schon wahrend ddoBiarbeit Erfahrungen gesammelt
[26]. Hier wurde die IC-ICP-MS on-line Kopplung zur Elemspéziesanalyse des Chroms verwen-
det. Das Chrom(lll) wurde mit EDTA komplexiert, um es in eiremnionischen Komplex zu tberfth-
ren und dann mittels Anionenchromatographie von Chrodat( ) zu trennen.

Diese Erfahrungen wurden hier aufgegriffen und anschhidf@f die Eisenkomplexe tibertragen.

Chrom

Da das Hauptisotop des Chroms durch ein Molekulion des Ksihidés mit Argon gestort wird (vgl.
Kapitel 2.2.5 auf Seite 22) ist es notwendig, die Reaktiellezmit Wasserstoff zu betreiben. Die
hierfur erforderliche Optimierung des Systems wurde wéthiger Diplomarbeit [26] durchgefiihrt.

Es wurde ein Experiment durchgefiihrt, bei dem die Chropakdmplexe der NTA, EDTA, DTPA
und CDTA unter den Bedingungen, wie sie fur die Chromsprmig verwendet wurden, zu trennen.
Fur dieses Experiment wurde lediglich ein héherer Flussiesnten von 1,2 ml mint gewahlt.
Diese Messbedingungen sind in Tabelle 4.12 auf der nacB&t#® zusammengefasst und die Chro-
matogramme sind in Abbildung 4.11 auf der nachsten Seiteigez

Im Falle der NTA, sind drei Peaks zu erkennen, wobei der eleste Injektionspeak zugeordnet wer-
den kann. Die anderen beiden Peaks scheinen zwei untetbchéeSpezies zu sein, die die NTA mit
dem Chrom(lll) gebildet hat. Wie in Kapitel 2.6.1 auf Seité &wahnt, sind bei der NTA auch 1:2
Komplexe zu beobachten und die freien Koordinationssidtiénnen auch durch unterschiedliche
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40k

30k 4

20k 4

10k

“cr Signal / cps

10k

Tabelle 4.12:Messbedingungen fur die Trennung der Chromspezies.

Parameter Wert
Séaule DR70FSEDMA-Low-1
Eluent 55 mmol ! NH,NOs;, pH 8

Fluss (Eluent) 1,2 ml mint
Generatorleistung 1500 W

50k
40k
30k 4
20k

m/z 52
ORS-Modus H 0,3 ml mirm!
3k
2k
7 CDTA
NTA 2
o
=~ 04
[+) 1
2 3 4 5 0 2 4
16k ]
S 14k
T 2
10k
8k
6k
4k DTPA
EDTA 2k
0
] ] / 0 2 3
Zeit / min Zeit / min

Abbildung 4.11: Chromatogramme von je &g I=! Cr(lll) mit 5 mmol I=* NTA bzw. EDTA
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Liganden (z. B. Hydroxid- oder Nitrationen) besetzt werdem dass sich unterschiedliche Spezies
bilden kénnen. Die EDTA liefert mit Chrom(lll) ein Signal cfa 2,3 min, welches dem Chrom(lll)-
EDTA-Komplex zugeordnet werden kann und der Chrom(llII)HAFKomplex eluiert nach 3 min.
Lediglich dem CDTA-Komplex kann kein Signal zugeordnet aar. Der Peak am Totvolumen ist
zu Klein, um der Gesuchte zu sein und entspricht dem einesaten Injektionspeaks. Als Ursachen
wurden hier entweder eine unvollstandige Komplexierurgy @ihe wesentlich starkere Retention an
der stationdren Phase vermutet. Auf die Ursachen fur diesd&htung wird in dem Kapitel 4.3.2
noch naher eingegangen. Diese ersten Versuche haben gelosigt, dass es prinzipiell moglich ist,
die NTA-, EDTA- und DTPA-Komplexe des Chroms tber die IC antien. Daher kénnte Chrom ein
geeignetes Metall fir diese Analysenmethode sein und wiord®lgenden naher untersucht.

Bei der Verwendung eines Eluenten mit pH 4 eluierte auch dag komplexierte Chrom im Tot-
volumen und es reichert sich kein Chrom an der stationaresdan. In Abbildung 4.12 sind links
die Chromatogramme von drei unterschiedlichen Konzeatrah von Chrom(lll) abgebildet. In der
selben Abbildung auf der rechten Seite ist die Chromkoma&aoh gegen die Peakflache aufgetragen.
Die Signalintensitat steigt, wie erwartet, mit steigendenzentration linear an.

18,0M

——0,1 ppb Cr
——0,5 ppb Cr|
——1,0 ppb Cr

d
=}
=
1

16,0M —

14,0M 4

1,5M

Cr Signal / cps
Cr Signal / counts

12,0M +

52
52

10,0M
1,0M
8,0M +

6,0M —
500,0k 4

4,0M A

2,0M+

0,0

AN

T T 1 T T T T T
0 1 2 3 0,0 0,2 0,4 0,6 0.8 1,0

Zeit / min Konzentration / ppb

Abbildung 4.12: Chromatogramm von 0,1, 0,5 und.d I=* Cr(lll). (Saule: DV-070326-1B2, Eluent:
55 mmol ! NH,NOs, pH 4, Fluss: 1,2 ml min', Probenaufgabevolumen: 240
(links). Auftragung der Chromkonzentration gegen die Fliéake (rechts).

Wird der Probe jetzt zusatzlich zu dem Chrom EDTA beigefsgtlten eine Abnahme des Totvo-
lumenpeaks und ein weiterer Peak zu beobachten sein, de€Cdesm-EDTA-Komplex zugeordnet
werden kann. Ein solches Chromatogramm ist in Abbildun@ 4uf der nachsten Seite (links) ge-
zeigt.

Dieses Chromatogramm zeigt, wie erwartet, einen EDTA-Klemypeak, der bei 3,25 min zu fin-
den ist. Zusatzlich wurde nach der Messung des freien ChEIDT®\ ohne Chrom injiziert, um auf
Anreicherung des Chroms auf der Saule zu testen. Hier kdkameChrom-EDTA Komplex detek-
tiert werden, so dass von einer vollstandigen Elution dasfrChroms im Totvolumen ausgegangen
werden kann.
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1,2M

1,0M

800,0k

*2Cr-Signal / cps

600,0k

600,0k 400,0k 4

200,0k

0.0 0,0

Zeit/ min Zeit / min

Abbildung 4.13: Chromatogramm von 10g I~ Cr(lll), 100 xg 1= EDTA und 10ug 1= Cr(lll)
mit 100 ug |-t EDTA. Proben-pH: 7 (links), 2 (rechts).(DV-070326-1B2u&ht:
70 mmol ! NH4NOs, pH 4, Fluss: 0,6 ml min', Probenaufgabevolumen: 24().

Es konnte auch beobachtet werden, dass der pH-Wert der Biraoeentscheidenen Einfluss auf die
Chromatogramme hat. Die bisherigen Proben wurden bei emeeriralen pH angesetzt, welcher fir
ein Komplexbildung gute Bedingungen liefert (vgl. KapiteR.1 auf Seite 57). Werden die Proben
z. B. mit HNO; angesauert, wird zum einen die Komplexbildung verhinded zum anderen bildet
sich eine weitere Chromspezies, die direkt nach dem Tatvetueluiert. Solche Chromatogramme
sind in Abbildung 4.13 gezeigt.

Hier wurde vermutet, dass der erste Peak den erwartetepiffiak darstellt und der zweite Peak
eine weitere Chromspezies ist. Um dieses néher zu unteasuahurde die selbe Lésung bei unter-
schiedlichen Eluentkonzentrationen gemessen. Es wurwdgtet, dass der erste Peak unverandert
bleibt und der zweite mit h6herer Eluentkonzentration nawhe wandert (vgl. Kapitel 2.1.3 auf Sei-
te 8). Die Chromatogramme mit den Eluentkonzentrationerb3@nd 70 mmoli! NH,NO; sind

in Abbildung 4.14 auf der nachsten Seite dargestellt.

Wider Erwarten verandert sich nicht die Retentionszeitalesiten Peaks, sondern die des Ersten.
Dieses scheint auf den ersten Blick ungewéhnlich, da bidagon ausgegangen wurde, dass der
erste Peak die Totzeit darstellt und der Zweite durch eingevge Chromspezies verursacht wird.
Diese Beobachtungen decken sich mit den Ergebnissen vonaddkéW [107]. Chrom(lll) liegt in
Losung nicht als “nacktes” €t vor, sondern in der Regel als Hexaaquakomplex. Ist Nitraleim
System anwesend, kann ein Teil der Wasserliganden auch dNin@tionen ausgetauscht werden
und es entstehen so Nitratkomplexe mit zum Teil negativeubg, die dann auf der Saule retardiert
werden. Demnach scheint der vermeintliche Totzeitpeak inklidhkeit der Peak eines Chrom(lll)-
nitratkomplexes zu sein. Je groRRer die Nitratkonzentnatiesto grofer ist der Anteil an Nitrat in
dem Komplex und das Signal verschiebt sich zu spéteren fRatsreiten. Dieser Effekt steht im
Gegensatz zu einer friheren Elution, die man aufgrund degestden Eluentkonzentration erwarten
wirde, jedoch scheint der erste Effekt zu Gberwiegen.
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@ 12M
o —— 55mM
© —30mM
S 10M]
2 70mM
@
—
2 800,0k
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Abbildung 4.14: Chromatogramm von 1ug |=' Cr(lll). (DV-070326-1B2, Eluent: 30-
70 mmol ' NH4,NO;, pH 4, Fluss: 0,6 ml min', Probenaufgabevolumen:

240 ).

Chrom bildet mit allen vier Komplexbildnern stabile Komyée die sich abgesehen von dem CDTA-
Komplex mit der lonenchromatographie trennen lassen. R@ieder Ligandenaustauschreaktionen
aus Tabelle 2.6 auf Seite 36 zeigen auch, dass die Chromkgenkinetisch aul3erst inert sind. Es
ist wichtig, dass der pH-Wert des Eluenten niedrig (pH 4) &atwvird, damit sich das Uberschuissi-
ge Chrom nicht auf der Trennsaule anreichert. Bei der Pralvbareitung ist auf den pH-Wert der
Probe zu achten, da dieser das Komplexierungsverhalteausiddas Verhalten des Giberschiissigen
Chroms entscheidend beeinflussen kann. Es hat sich gedasgthier ein neutraler pH (7) zu guten
Ergebnissen fihrt.

Eisen(lll)

Auch Eisen(lll) bildet mit den hier untersuchten Kompldghbern thermodynamisch sehr stabile
Komplexe (vgl. Tabelle 2.7 auf Seite 40) und kann sich audbrand der kinetischen Stabilitat der
Komplexe fur die Komplexierung eignen. Dies wurde schondié lonenpaarchromatographie mit
UV/Vis-Detektion genutzt und als DIN-Methode zertifizigs®].

Eisen hat vier naturliche Isotope: 56 (91,66%), 54 (5,8298)(2,19%) und 58 (0,33%) [8] von de-
nen alle durch isobare Interferenzen gestort sind. Wird tam&ard-Modus gemessen, sind bei dem
Isotop 57 in der Regel die geringsten Interferenzen zu lgdba, jedoch ist die Empfindlichkeit hier
aufgrund der geringen Haufigkeit niedrig. Will man Eisen leitken Konzentrationen messen, muss
das Hauptisotop 56 gemessen werden. Hierfir ist es erfatleentweder unter Kaltplasmabedin-
gungen oder mit der Reaktionszelle zu arbeiten. Ziel diddgeeit ist es, eine Methode zu entwickeln,
durch die die Komplexbildner auch in geringen Konzentraionachgewiesen werden kénnen, daher
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wurde das ICP-MS mit Reaktionszelle im#¥odus betrieben. Die Standard Messbedingungen fur
die Eisenkomplexe sind in Tabelle 4.13 zu sehen.

Tabelle 4.13:Messbedingungen fur die Eisenkomplexe.

Parameter Wert

Saule DV-070326-1B2

Eluent 55 mmol ! NH4NO;, pH 4
Fluss 0,6 ml min!
Generatorleistung 1500 W

m/z 56

ORS-Modus H 3 ml min!

Auch das Uberschussige Eisen eluiert bei der Verwendureg &luenten mit pH 4 in diesem Konzen-
trationsbereich zuverlassig im Totvolumen. In Abbildung54sind die Chromatogramme von Eisen
bei unterschiedlichen Konzentrationen abgebildet. Aueh ist die Peakflache proportional zu der
eingesetzten Eisenkonzentration und es wird kein Eisedenbaule retardiert.

§ 30,0M
2 28,0M -
E 26,0M —— O ppb Fe
,(,9; 24,0M —— 10 ppb Fe
© 22,0M- ——50 ppb Fe
& 20,0M —— 100 ppb Fe
18,0M —— 500 ppb Fe

16,0M 4
14,0M 3
12,0M 4
10,0M 3
8,0M
6,0M 4
4,0M

N
-2,0M +
0 ' 2 ' 4
Zeit / min
Abbildung 4.15: Chromatogramme von 0 — 50@g |=! Fe(lll). (DV-070326-1B2, Eluent:
55 mmol ! NH4NOs, pH 4, Fluss: 0,6 ml min', Probenaufgabevolumen: 24().

Wird einer Losung mit 10Q.g I-! Eisen EDTA beigemischt, nimmt die Peakflache des freiennBise
ab und es ensteht ein neuer Eisen-EDTA-Peak bei 4,8 min, icekt goroportional zu der EDTA
Konzentration ist. Ein solches Chromatogramm mit unteesittthen EDTA Konzentrationen ist in
Abbildung 4.16 auf der nachsten Seite zu sehen.

In diesen Chromatogrammen ist die Konzentration der EDTAlienstelligen ppb Bereich und damit
noch relativ hoch, so dass die Messungen unter den selbengdeden jedoch mit geringerer EDTA
Konzentration wiederholt wurden.

In Abbildung 4.17 auf der nachsten Seite (links) sind dieddatogramme mit EDTA Konzentra-
tionen im Bereich von 1 — 10g |~ gezeigt. Da mit einem Uberschuss von Eisen gearbeitet wurde
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2 10,0M —
o
© —— 10ppb EDTA
_(%3 8,0M —— 50ppb EDTA
© ——100ppb EDTA
&= —— 200ppb EDTA
6,0M —
4,0M
2,0M
0,0 J
T T 1
0 2 4 6

Zeit / min

Abbildung 4.16: Chromatogramme von 1Q@y I=! Fe(lll) mit 10 — 100ug |~! EDTA. (DV-070326-
1B2, Eluent: 55 mmol1! NH,NO;, pH 4, Fluss: 0,6 ml min!, Probenaufgabevo-

lumen: 240ul).
£ 25M+
2 10.0M 1 <
= —— 1 ppb EDTA 8
T —— 2 ppb EDTA =
c [ _
2 80M+ —— 5ppb EDTA g 20M
° —— 10 ppb EDTA »
L [0]
8 L
6,0M H 1,5M
4,0M 4 10M4
2,0M
500,0k
510
0,0 P
T . T . | 0.0+ — T T T T T T T T
0 2 4 6 0 2 4 6 8 10
EDTA Konzentration / pg I"

Zeit / min

Abbildung 4.17: Chromatogramme von 10@y I=* Fe(lll) mit 1 — 10ug 1= EDTA. (DV-070326-
1B2, Eluent: 55 mmoli! NH,NOs, pH 4, Fluss: 0,6 ml min!, Probenaufgabevo-
lumen: 240ul) (links). Auftragung der EDTA-Konzentration gegen dieaRBache

(rechts).
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ist der Injektionspeak im Verhaltnis zu den Analytpeaks ggb3, so dass fir die Auswertung der
Analytpeaks der Ausschnitt von 4 — 8 min vergro3ert wurd@eB{onzentration der EDTA von
10 pg 171 ist hier noch deutlich vom Untergrund zu unterscheiden.1Beg |-* EDTA ist der Peak
jedoch sehr schlecht vom Untergrund zu unterscheiden,sotder die Nachweisgrenze schon unter-
schritten wurde. In der selben Abbildung auf der rechteteSst die Konzentration der EDTA gegen
die Peakflache aufgetragen und der lineare Zusammenhatighleu erkennen.

Wie in Abbildung 4.18 links zu entnehmen ist, eluiert der NKAmplex sehr nahe am Totvolumen
und zeigt eine grol3e Asymmetrie mit einem starken Tailingf.dde Ursachen fir diese Peakform und
die Besonderheiten der NTA-Komplexe wird in Kapitel 4.3u Seite 103 noch naher eingegangen.
Jedoch ist auch hier die lineare Abhangigkeit der Peakflachder NTA-Konzentration gegeben
(siehe Abbildung 4.18 rechts) und es erfolgt eine ausre@drennung zu dem EDTA-Komplex.

15,0M H

2 7M
L2 @ 25,0M
B v —— 0 ppb NTA < '
5 ——100 ppb NTA g
% 5M — 200 ppb NTA 2 20,0M
i — 100 ppb NTA + 100 ppb EDTA 8
=} 1 =
w
[o)
o

10,0M H

5,0M

0,04

. . . A
0 2 4 6 -50 0 50 100 150 200 250

Zeit / min NTA-Konzentration / ug I”

Abbildung 4.18: Chromatogramme von 10@g I=* Fe(lll) mit 100 — 200 g I~ NTA und
100 g 171 EDTA. (DV-070326-1B2, Eluent: 55 mmott NH4NO;, pH 4, Fluss:
0,6 ml minm!, Probenaufgabevolumen: 24d) (links). Auftragung der NTA-
Konzentration gegen die Peakflache (rechts).

Der DTPA-Komplex des Eisens eluiert nach ca. 20 min und istebr als ausreichend von den ande-
ren Analyten getrennt. Lediglich der CDTA-Komplex elujexie auch beim Chrom, nicht innerhalb
von einer Stunde. In Abbildung 4.19 auf der nachsten SeiteilsChromatogramm einer Losung
abgebildet, die zusatzlich zu den 10§ 1-! Eisen(lll) je 100ug |~ NTA, EDTA, DTPA und CDTA
enthalt.

Unter den bisherigen Bedingungen eluiert der DTPA-Kommest nach 20 min und der CDTA-
Komplex ist nicht zu finden. Daher wurden im Folgenden Experite mit unterschiedlichen Eluent-
Konzentrationen durchgefiihrt. Dabei wurde die Konzeiunates Eluenten von 30 — 70 mmollva-
riert und die Retentionszeit der unterschiedlichen Aradylbeobachtet. Die erhaltenen Chromato-
gramme sind in Abbildung 4.20 auf der nachsten Seite zu séfienist besonders fiir den DTPA-
Komplex die starke Abhangigkeit der Retentionszeit zu seBer NTA-Komplex scheint kaum eine
Abhé&ngigkeit von der Eluentkonzentration zu zeigen.
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Abbildung 4.19: Chromatogramme von 10@g I=* Fe(lll) mit je 1009 |~ NTA, EDTA, DTPA
und CDTA. (DV-070326-1B2, Eluent: 55 mmoti NH,NO;, pH 4, Fluss: 0,6 ml

min—!, Probenaufgabevolumen: 240).

3 5M

0 ——30mM
T - ——40mM
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w

=
1
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1M~
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Abbildung 4.20: Chromatogramme von 10@g 1= Fe(lll) mit je 1009 |~ NTA, EDTA, DTPA
und CDTA bei unterschiedlichen EluentkonzentrationevV-(00326-1B2, Eluent:
30 — 70 mmol t* NH4NOs, pH 4, Fluss: 0,6 ml min!, Probenaufgabevolumen:

240 pl).
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Die hier ermittelten Retentionszeiten kann man, wie in k&f@.1.3 auf Seite 8 beschrieben, nutzen,
um Informationen Uber die effektive Ladung der Analyten ewimnen. Nach Gleichung 4.1 erhéalt
man bei einer doppellogarithmischen Auftragung der Ekmmtentratior £¥| gegen den Retenti-
onsfaktork’ eine Gerade, bei der die Steigung dem Verhéltnis aus demigades Analytions: und
der des Eluentiong entspricht.

logk' = Oy — ZlogEY7] (4.1)
)
Ch Konstante
x Ladung des Analytions
Y Ladung des Eluentions

[E¥-] Konzentration des Eluenten in der mobilen Phase mit der hggu
Eine solche Auftragung aus den Daten aus Abbildung 4.20 auivdrherigen Seite ist in Abbil-
dung 4.21 zu sehen.

1] —

1YO_- \ Y =3,06-1,35X - eor
0.9 e L o
0,8 ] .
07 o
06 o
0,54

o5 ' Y =1,53-0,75X

_8’ 0,3 ] T
0,2 ] ””77mm"V‘WWWWWW
0,1 E
0,0
-0,1 ]
02 Y =-0,41+0,08 X
-0’3_- . . B .

1,115 ' 1,I50 ' 1,I55 ' 1,;30 ' 1,;35 ' 1,I70 ' 1,I75 ' 1,80 1,85
log ¢(NO,)

Abbildung 4.21: Doppellogarithmische Auftragung der Eluentkonzentratyegen den Retentions-
faktor k’. (DV-070326-1B2, Eluent: 30 — 70 mmotl NH,;NOs;, pH 4, Fluss: 0,6
ml min—!, Probenaufgabevolumen: 240).

Fur die Komplexe der EDTA und DTPA ergibt sich eine effektheedung von -0,8 und -1,4; die-
se Werte passen zu der erwarteten Ladung von -1 fir den EDdAgkex und -2 fir den DTPA-
Komplex. Da der CDTA-Komplex unter diesen Bedingungen nicn der Saule eluierte, konnten
hier keine Daten ermittelt werden. Fir NTA wurde eine lefbsitive Steigung gefunden, was einer
positiven Ladung entspréache. Jedoch ist diese Steigumgeehg und bei genauerer Betrachtung der
einzelnen Datenpunkte scheint es sich hier eher um einauigeder einzelnen Punkte zu handeln.
Dies ist auch nicht weiter verwunderlich, da die NTA mit inidrei S&uregruppen mit einem dreiwer-
tigen Metall einen neutralen Komplex bilden sollte. Die bachtete Retention des NTA-Komplexes
muss daher auf einen anderen, als den elektrostatischent®esmechanismus zurickgefihrt wer-
den. Auf die Besonderheiten der NTA wird noch in Kapitel 8.8uf Seite 103 ndher eingegangen.
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Bei der Untersuchung der Eisenkomplexe fiel auch auf, daskdlungen mit der Zeit etwas altern.
So wurden z. B. in Abbildung 4.22 zwei Chromatogramme méeder verglichen, von denen das
eine mit einer frischen Lésung und das andere mit einer éiagralten Losung aufgenommen wurde.

3,5M ]

3,0M — — Vortag
— frisch

56Fe-Signal / cps

500,0k /\

Zeit / min

Abbildung 4.22: Vergleich der Chromatogramme von 10§ |I=! Fe(lll) mit je 100 g |71 NTA,
EDTA, DTPA und CDTA frisch angesetzt und einen Tag geal(®¥-070326-1B2,
Eluent: 55 mmolt! NH,NO;, pH 4, Fluss: 0,6 ml min!, Probenaufgabevolumen:
240 ul).

Es ist deutlich zu erkennen, dass sich das Signal des NTApkexes verandert und eine weitere

Spezies bei 6 min auftaucht. Aus diesen Beobachtungensigbskeine Aussage dartber treffen, ob

die neue Spezies mit dem veranderten NTA-Komplexsignalusezhmenhang steht. Jedoch ist es zu
empfehlen, samtliche Loésungen frisch anzusetzen und dmersdlag zu messen, um Probleme mit
dem Altern der Losungen zu umgehen.

Zusammenfassung

In diesem Kapitel konnte gezeigt werden, dass eine wichf@aussetzung fur die Analyse von
Komplexbildnern mit der on-line Kopplung IC-ICP-MS, dieuiibn des freien Metalls im Totvolu-
men, nicht unter jeden Bedingungen gegeben ist. Es ist zthteyg dass einige Metalle mit den in
der L6sung vorhandenen Hydroxid- und Nitrationen unlé&ioder negativ geladene Verbindungen
bilden kdnnen, die dann im System retardiert werden. Fip@hund Eisen konnten Bedingungen
gefunden werden, bei denen diese Voraussetzung erfudlt ttierfur ist es wichtig, dass der pH-Wert
des Eluenten Kkleiner oder gleich 4 gehalten wird. Bei hdheitd-Werte musste wieder festgestellt
werden, dass sich das Metall auf der Saule anreichert.
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Auch konnten mit beiden Metallen stabile Komplexe der NTATA und DTPA gebildet und ge-
trennt werden. Problematisch erscheint noch die nahedalutes NTA-Komplexes am Totvolumen
und das Nichteluieren der CDTA-Komplexe.

Der Probenvorbereitung muss eine besondere Aufmerksagdwidmet werden. So haben die Ex-
perimente mit dem Chrom(lll)-EDTA Komplex gezeigt, dasshsilieser bei einem zu niedrigen pH-
Wert nicht bildet. Die Alterung der Proben kann auch zu ei@mwandlung oder dem Zerfall einiger
Spezies fuhren, so dass eine rasche Messung der frischetrtgesProben zu empfehlen ist.

Durch Variation der Eluentkonzentration wurde die effe&tiadung der Eisenkomplexe bestimmt
und hierbei bestatigt, dass der NTA-Komplex nicht, odersanwach negativ geladen ist und so die
nahe Elution am Totvolumen erklaren kann. Durch eine Anhglules pH-Werts kdnnte die negative
Ladung des Komplexes erhdht werden, jedoch wiirde das wzedsnem Anreichern des tberschis-
sigen Metalls auf der Saule fuhren.

Das Metall wurde in den bisherigen Versuchen nur im leiclitbarschuss verwendet. Um eine voll-
standige Transmetallierung der Komplexe zu gewahrleistelite dieses jedoch eine Konzentration
von mindestens 1 mgt haben. Dieses wiirde jedoch zu einem so groRen Injektiokdfibeen,
dass eine Detektion des Metalls im Spurenbereich fur eingel@ Zeit nicht moglich ware. Eine
Maoglichkeit dieses Problem zu I6sen wird in Kapitel 4.3.1 &aite 80 erarbeitet.

Weiterhin sind die Hauptisotope sowohl von Chrom, als awmhiisen durch Interferenzen gestort,
so dass hier die Reaktionszelle zum Beseitigen dieser zasa&z kommt. Dieses erlaubt zwar die
Interferenzen zu reduzieren, jedoch geht es mit einer Miumde der Empfindlichkeit einher. Fir
die Entwicklung der Methode wurden im Folgenden die Eisemidexe untersucht, jedoch sollte das
Eisen durch ein geeigneteres Element, z. B. Indium ersetzten, um auch in den Ultraspurenbereich
vordringen zu kénnen.

4.2.4 Einfluss des pH-Wertes des Eluenten auf die Retentions  zeiten

Wie auch schon in Kapitel 4.2.3 gezeigt, hat der pH-Wert desriien einen entscheidenden Einfluss
auf den Protonierungsgrad der Komplexbildner und damitiaiEadung der Komplexe. Die Ladung
der Analyten beeinflusst ihrerseits in der lonenchromaioigie empfindlich die Affinitat zur statio-
naren Phase und damit die Retentionszeiten. Daher ist ebchmdgber den pH-Wert des Eluenten
die Retentionszeiten und zum Teil auch die Retentionsnéathge zu beeinflussen [26].

Im folgenden wurden diese Experimente auch bei pH 9 und pHr&hdefihrt und auch hier un-
terschiedliche Eluentkonzentrationen verwendet, umrin&tionen tber die effektive Ladung der
Komplexe zu erhalten. Im Unterschied zu den Experimentepie, wurde bei diesen Experimen-
ten, wie in 4.3.1 auf Seite 80 beschrieben, der Probenaefgialikationenaustauscher vorgeschaltet,
um das uberschussige Metall aus der Losung zu entfernen.
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pH 9

Bei einem pH von 9 kann davon ausgegangen werden, dass diegB#upen der Komplexbildner

fast vollstandig deprotoniert sind (vgl. pKs-Werte in Kiabhi2.5 auf Seite 34). Daher sollten sich
hier die Peaks der Komplexe zu spateren Retentionszeitsohieben. Um Informationen tber die
effektive Ladung der Komplexe zu erhalten, wurden die Clatmgramme bei drei unterschiedlichen
Eluentkonzentrationen zwischen 45 und 55 mméldufgenommen.

Die Chromatogramme mit dem 55 mmot'IEluenten von NTA, EDTA und DTPA sind in Abbil-
dung 4.23 links abgebildet. Es erscheint jedoch trotz desdfzes des Suppressors ein groler In-
jektionspeak, von dem das Signal des NTA-Komplexes nicistémdig getrennt werden kann. In
der selben Abbildung auf der rechten Seite sind Chromatogi@des verwendeten Puffers gezeigt,
die unter den selben Bedingungen aufgenommen wurden. AflerRir die Analytldsungen wurde
weiterhin eine 55 mmol1' NH,NO; Losung bei pH 7 verwendet. Diese Chromatogramme zeigen
deutlich, dass auch eine Losung, die kein Eisen enthalinamelnjektionssignal flhrt.
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1,8M
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1:4M 4 ——EDTA
——DTPA

1,6M

*Fe-Signal / cps
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S 8 8

e g2 g
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1,0M 4 400k
800,0k

300k
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200k
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200,0k - 100k
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Abbildung 4.23: Links: Chromatogramme von je 10Qg I=! NTA, EDTA und DTPA mit
1000 pug I7' Eisen. Rechts: Chromatogramme der wiederholten Injekti-
on von 55 mmol 1t NH,;NO;, pH 9. (Séaule: DV-070326-1B2, Eluent:
55 mmol I NH,NOs, pH 9, Fluss: 0,6 ml mint, Probenaufgabevolumen: 240
mit Entfernung des tUberschissigen Metalls).

Ursache fur diesen Effekt kann Eisen sein, welches sich anttem Suppressor oder der Trennsau-
le befindet und durch die Ammoniumionen des Puffers von destaischerplatzen verdrangt wird.
Durch den Injektionspeak und auch die bei pH 9 sehr kurzerfleteszeit des NTA-Komplexes sind
diese beiden Peaks nicht vollstandig voneinander getrenrdass sich die Retentionszeit nicht be-
stimmen lasst. Auch bei den geringeren Eluentkonzentratidlieb dieses Problem bestehen, daher
wurde auf die Auswertung fur NTA verzichtet.

In Abbildung 4.24 auf der nachsten Seite sind die Chromatogne der NTA-, EDTA- und DTPA-
Komplexe bei den Eluentkonzentrationen 50 und 45 mmbtl sehen. Auch hier ist das Signal des
NTA-Komplexes nicht vom Totvolumenpeak getrennt. Fur dosiplexe der EDTA und DTPA ist gut
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zu erkennen, dass sich die Signale mit sinkender Eluengkdration zu spéteren Retentionszeiten
verschieben.
4,0M 1 ——NTA |

—EDTA
35M —DTPA

2,5M H
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Abbildung 4.24: Chromatogramme von je 1@ I=* NTA, EDTA und DTPA mit 1 000ug I-! Ei-
sen. (Saule: DV-070326-1B2, Eluent: 50 mmot (links) 45 mmol ! (rechts)
NH4NOs;, pH 9, Fluss: 0,6 ml min!, Probenaufgabevolumen: 240 mit Entfer-
nung des uUberschissigen Metalls).

Die Chromatogramme der CDTA-Komplexe bei unterschieéiicBluentkonzentrationen sind in Ab-

bildung 4.25 auf der nachsten Seite zusammengefasst. Digden aufgrund der langen Retentions-
zeiten der Komplexe bei einem hoheren Fluss von 1 mifaufgenommen. Wie erwartet, nimmt

die Retentionszeit mit steigender Eluentkonzentration ab

Die Retentionszeiten der Komplexe bei pH 9 sind in Tabelld Zusammengefasst, in der der erwar-
tete Trend zu langeren Retentionszeiten bei geringereenB{anzentrationen deutlich zu erkennen
ist. Auch ist zu erkennen, dass je spater ein Komplex el|udedto starker dessen Retentionszeit von

der Eluentkonzentration abhangig ist.

Tabelle 4.14:Retentionszeiten der Komplexe von EDTA, DTPA und CDTA beigH
Eluentkonzentration Retentionszeit/ min

mmol -1 EDTA DTPA CDTA
55 2,97 5,69 53,02
50 3,04 6,53 56,47
45 3,30 7,60 66,51

pH 7

Bei einem pH von 7 sollte die effektive Ladung der Komplexeast geringer sein, da die Sauregrup-
pen bei diesem pH zum Teil schon protoniert sind. Die germegative Ladung zeigt sich in Chro-
matogrammen ublicherweise durch eine kiirzere Retengtngie erhaltenen Chromatogramme der
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Abbildung 4.25: Chromatogramme von je 100g I=! CDTA mit 1000 g I-! Eisen bei un-
terschiedlichen Eluentkonzentrationen. (Saule: DV-@B33B2, Eluent: 45 —
55 mmol ! NH;NO3, pH 9, Fluss: 1,0 ml mint, Probenaufgabevolumen: 240
mit Entfernung des tUberschissigen Metalls).
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Abbildung 4.26: Chromatogramme von je 1@ I=* NTA, EDTA und DTPA mit 1 000ug I-! Ei-
sen. (Saule: DV-070326-1B2, Eluent: 55 mmol (links) 50 mmol I (rechts)
NH4NOs;, pH 7, Fluss: 0,6 ml min!, Probenaufgabevolumen: 2440 mit Entfer-
nung des uUberschissigen Metalls).
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Komplexe von NTA, EDTA und DTPA sind fiir eine Eluentkonzextimn von 55 und 50 mmor+ in
Abbildung 4.26 auf der vorherigen Seite zu sehen.

Fur die Eluentkonzentration von 45 mmotIsind die Chromatogramme in Abbildung 4.27 auf der
linken Seite dargestellt. Auf der rechten Seite der selldgnldung sind wieder die Chromatogramme
der CDTA-Komplexe bei den verschiedenen Eluentkonzeotrah zusammengefasst.

5M

——NTA
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75,00k
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Abbildung 4.27: Links: Chromatogramme von je 10Qg |=! NTA, EDTA und DTPA mit
1000 pg 17! Eisen bei einer Eluentkonzentration von 45 mmol | Rechts:
Chromatogramme von je 100g |- CDTA mit 1000 ug I=! Eisen bei Elu-
entkonzentrationen von 45-55 mmol'l. (Saule: DV-070326-1B2, Eluent: 45—
55 mmol I NH,NOs, pH 7, Fluss: 0,6 ml mint, Probenaufgabevolumen: 240
mit Entfernung des Uberschiissigen Metalls).

Wieder zeigt sich die Abnahme der Retentionszeiten beigggif}Eluentkonzentrationen. Die Reten-
tionszeiten sind in Tabelle 4.15 zusammengefasst.

Bei diesen Chromatogrammen zeigt sich, wie auch schon hdtxigerimenten mit pH 9, ein grol3erer
Injektionspeak, der durch Eisenhydroxidkomplexe verhsavird. Daher war die Auswertung der
Retentionszeiten fur die NTA-Komplexe nicht méglich.

Tabelle 4.15:Retentionszeiten der Komplexe von EDTA, DTPA und CDTA beipH

Eluentkonzentration- Retentionszeit / min
mmol I~* EDTA DTPA CDTA

55 3,32 7,85 61,05

50 3,41 8,69 64,40

45 3,67 9,96 69,92

Im Vergleich zu den Chromatogrammen, die mit einem Elueptdrvon 9 aufgenommen wurden,
zeigt sich nicht die erwartete Abnahme der Retentionszeite
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Effektive Ladungen

Die gewonnenen Daten Uber die Retentionszeiten der Komflekverschiedenen pH-Werten und
verschiedenen Konzentrationen des Eluenten kdnnen, Wwiensio 4.2.3 auf Seite 72 geschehen,
genutzt werden, um die effektiven Ladungen der Komplexeeatilmmen.

In Abbildung 4.28 sind die doppellogarithmischen Auftragen der Eluentkonzentration gegen den
Retentionsfaktor bei pH 7 und 9 abgebildet. Diese lassewnligiKomplexe der CDTA und DTPA
sehr gut erkennen, dass sich bei steigendem pH die effdkéigiang wie erwartet erhoht. Fiur die
EDTA-Komplexe ist der selbe Trend zu erkennen, jedoch rsohstark ausgepragt. Die ermittelten
effektiven Ladungen sind mit denen aus Kapitel 4.2.3 in Tal#k16 zusammengefasst.
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Abbildung 4.28: Doppellogarithmische Auftragung der Eluentkonzentratiegen den Retentions-
faktor £’. Links bei pH 7 und rechts bei pH 9. (Saule: DV-070326-1B2;€al:
45 mmol I~ 55 mmol ! NH,NO;, pH 7-9, Fluss: 0,6 ml min', Probenaufgabe-
volumen: 24Qul mit Entfernung des Giberschissigen Metalls).

Tabelle 4.16:Effektive Ladungen der Eisen(lll)-Komplexe von EDTA, DTi¥d CDTA bei pH 4,
7 und 9.

Komplexbildner  effektive Ladung
pH4 pH7 pH9

EDTA -0,76 -0,93 -0,98
DTPA -1,35 -1,45 -1,90
CDTA — -0,69 -1,16

Zu dem Zeitpunkt, als die Bestimmung der effektiven Ladumige pH 4 durchgefihrt wurden, konn-
te der CDTA-Komplex noch nicht bestimmt werden, da der \@tbbes Komplexes im chromato-
graphischen System noch nicht geklart war. Daher wurde iBICDTA-Komplexe bei pH 4 keine

effektive Ladung bestimmit.

Beim Vergleich der Retentionszeiten aus Tabelle 4.15 ufhd #llt auf, dass entgegen der eigent-
lichen Erwartung, die Komplexe bei einem héheren pH friHereeen. Die effektiven Ladungen
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nehmen jedoch wie erwartet mit steigendem pH zu. Als méglidnsache wird die starkere Kon-
zentration an Hydroxidionen gesehen, die bei héherem pHemEluenten vorhanden sind. Diese
kénnen, wie auch die Nitrationen, die Analyten von den Austaerplatzen verdrangen und so eine
frhere Elution férdern, wie es auch von O. Happel beobaeihiede [27].

Zusammenfassung

Die Mdglichkeit der Variation des pH-Werts wurde genutz die effektiven Ladungen der Komple-
xe zu bestimmen. Diese stimmen mit den Erwartungen gut iibenel bestatigen eine Erhdhung der
effektiven Ladung mit hoherem pH-Wert. Bei diesen Untensungen wurde auch festgestellt, dass
die Retentionszeit mit steigendem pH, und damit mit hGhkaglung, nicht wie erwartet zunimmt,
sondern sich verkurzt.

4.3 Verfeinerung der Methode

4.3.1 Entfernen des Uberschiissigen Metalls

Abgesehen vom Kapitel 4.2.4, wurden alle bisherigen Chtogramme nur mit einem leichten Uber-
schul3 an Metall aufgenommen. Durch eine Erhéhung dieserdfdration wirde man ein grof3es
Signal im Totvolumen sehen, welches mit einem starkennialierbunden ist. Dieses Tailing ist
durch die gute Empfindlichkeit des ICP-MS, aber auch durehMigmoryeffekte im Zerstaubersy-
stem des ICP-MS begriundet. In Abbildung 4.29 auf der nanlé#e sind Chromatogramme von 10
— 10049 1= EDTA mit nur 100ug I=! Eisen abgebildet. Auch hier ist schon deutlich zu erkennen,
dass der Peak des EDTA-Komplexes noch im Tailing des Totvehpeaks liegt. Fur die Auswertung
des 10ug I=! EDTA-Peaks kann das schon zu Ungenauigkeiten fihren. &léonzentrationen an
EDTA sind so kaum noch auswertbar. Wiirde man die Eisenkaratam auf 1 00Qug I-! erhohen,
wuirde das Tailing noch gro3er und damit zu gro3eren Prolidreeder Auswertung fuhren.

Da jedoch eine hohe Konzentration des Eisens benétigt wirddie anderen in der Probe vorkom-
menden Metalle zu verdrangen, ist es notwendig, den Ubesscin Metall vor der Injektion in das

IC-System zu entfernen. Die Komplexe sind negativ geladehdas Uberschissige Metall positiv,
daher sollte ein Kationenaustauscher in der Lage sein, ddaliMiurch z. B. Protonen zu ersetzen.
Hierflr wird ein starker Kationenaustauscher mit Protdneladen und im Anschluss die Probe durch
diesen hindurchgeleitet. Dabei verdréngen die in der Pvobeandenen Kationen die Protonen an
den Austauscherpléatzen und Protonen werden freigeseihtend die weiteren Kationen retardiert
werden. Hierfir kdnnen handelsibliche Kartuschen fur distphasenextraktioriigl. solid phase

extractior) SPE verwendet werden, die mit einem solchen Austauschenalagefiillt sind. Dieses

hatte jedoch den Nachteil, dass die Probenvorbereitungnen aeiteren Schritt aufwandiger wirde.
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Abbildung 4.29: Vergleich der Chromatogramme von 100 I-! Fe(lll) mit 10 — 100ug |~! EDTA.
(DV-070326-1B2, Eluent: 55 mmott NH4;NO;, pH 2, Fluss: 0,6 ml min!, Pro-

benaufgabevolumen: 240).

Verwendung eines Suppressors zur Entfernung des tberschis sigen Metalls

Ein solcher Kationenaustauscher wurde auch schon in Kahité auf Seite 12 als Suppressor be-
schrieben, dessen Aufgabe es ist, die Grundleitfahigksitduenten herabzusetzen und die der Ana-
lyten zu erh6éhen. Der Aufbau eines solchen Revolver-Sggprs ist nochmal in Abbildung 4.30
skizziert. Diese Kartuschen sind mit einem starken Katawostauscher gefullt.

H,O Abfall

L

Saule>——{ ———— Detektor

Abfall HNO,

Abbildung 4.30: Skizze eines Suppressors.

Wird ein solcher Suppressor zwischen Autosampler und tigie&ventil geschaltet, wie in Abbil-
dung 4.31 auf der nachsten Seite skizziert, ermoglichedide automatische Entfernung des tber-

schissigen Metalls.

Wahrend die eine Kartusche zwischen Probenvial und Imgektientil geschaltet ist, wird die nachste
Kartusche regeneriert und die Dritte gespult. Sobald dehsi& Probe angesaugt wird, rotiert der
Suppressor um 120° und eine frisch regenerierte und gedgéitusche wird verwendet. Dieser Auf-
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Metrohm
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> .—. 7
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Abbildung 4.31: Skizze des Aufbaus zur Entfernung des Uberschissigen|dletal

bau ermdglicht eine automatische Entfernung des UbersigigisMetalls und erspart die aufwéandige
und kostenintensive Probenvorbereitung mit SPE Kartusche

In Abbildung 4.32 sind die Chromatogramme der selben Losnmge in Abbildung 4.29 auf der vor-
herigen Seite abgebildet, die bis auf die Verwendung depi®apors unter den selben Bedingungen

aufgenommen wurden.
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Abbildung 4.32: Vergleich der Chromatogramme von 108 |- Fe(lll) mit 10 — 100ug I~ EDTA
nach Entfernung des Uberschissigen Eisens. (DV-070326-1Bluent:
55 mmol ' NH,NO;, pH 2, Fluss: 0,6 ml min', Probenaufgabevolumen:

240 ul).

Hier ist sehr gut zu erkennen, dass das Uberschissige Mefalljreich aus der Losung entfernt
wird und kein grof3er Totvolumenpeak mehr vorhanden ist. El@TA-Komplex jedoch kann den

Suppressor ungehindert passieren.
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Beeinflussung der Komplexe durch den Suppressor

Abbildung 4.33 vergleicht nochmal die beiden Chromatogreawon 10:g I~! und 100ug |- EDTA
mit und ohne Entfernung des Eisens. Hier wird besonderstiérldeinere EDTA-Konzentration der

Vorteil sehr deutlich.
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Abbildung 4.33: Vergleich der Chromatogramme von 106 I=! Fe(lll) mit 10 ug I=! (links) und
100 ug 1=t (rechts) EDTA mit und ohne Entfernung des Uberschissigeansi
(DV-070326-1B2, Eluent: 55 mmott NH4;NOs, pH 2, Fluss: 0,6 ml min', Pro-
benaufgabevolumen: 240).

Ohne Suppression eluiert der EDTA-Komplex noch in dem figililes freien Eisens, so dass hier
das Integrieren des Peaks erschwert wird und die Nachvegisgmegativ beeinflusst wird. Hierbei
ist auch zu beachten, dass bisher lediglich eine Eisenktration von 10Q:g |- verwendet wurde.
Fur eine Analyse in Realproben sollte diese aber mindesteng ! betragen und wiirde so zu
einem noch grél3eren und starkeren Tailing fuhren. In diébbrldung ist auch gut zu erkennen, dass
der EDTA-Komplex duch den Suppressor nicht beeinflusst wird dieser weiterhin mit der selben
Intensitat detektiert wird.

Dasselbe gilt fur den DTPA-Komplex (Abbildung 4.34 reché&)ch dieser wird durch den Suppressor
nicht beeinflusst. Der NTA-Komplex jedoch scheint nichbdtgenug zu sein, um den Suppressor
vollstandig zu passieren. Hier wird das Signal, wie in Abbilg 4.34 links zu erkennen ist, durch
den Suppressor deutlich reduziert. Auf dieses Problemiwindeiteren Verlauf dieses Kapitels noch
naher eingegangen.

Auch der CDTA-Komplex ubersteht den Suppressor unbesthakliefert die tbliche Signalin-
tensitat. Aufgrund der in Kapitel 4.2.2 auf Seite 59 beolaieim Probleme mit der CDTA, wurden
die Chromatogramme in Abbildung 4.35 auf der nachsten &aiteinem konzentrierteren Eluenten
gemessen.

Abbildung 4.36 auf Seite 85 stellt nochmal die Chromatogremvon NTA, EDTA und DTPA mit
und ohne Entfernung des Uberschissigen Eisens gegenities.dind die Chromatogramme ohne
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Abbildung 4.34: Vergleich der Chromatogramme von 100 1-! Fe(lll) mit 100 g I=! NTA (links)
und DTPA (rechts) mit und ohne Entfernung des Uberschiusdigsens. (DV-

070326-1B2, Eluent: 55 mmoft NH,NOs;, pH 2, Fluss: 0,6 ml min', Proben-
aufgabevolumen: 240l).
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Abbildung 4.35: Vergleich der Chromatogramme von 10@ I=! Fe(lll) mit 200 ug I-! CDTA
mit und ohne Entfernung des Uberschissigen Eisens. (D8Z&/QB2, Eluent:
110 mmol It NH4NO;, pH 4, Fluss: 0,6 ml min', Probenaufgabevolumen:

240 ul).
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4.3. VERFEINERUNG DER METHODE

den Suppressor und rechts mit Suppressor abgebildet. Ihnkem Chromatogrammen ist deutlich
das im Totvolumen eluierende Eisen zu sehen, welches saleohNTA-, als auch den EDTA-Peak
Uberlagert. In der rechten Abbildung ist dies nicht mehretues, jedoch wird das NTA-Signal deut-
lich reduziert.

g 12,0M § 1M i
= ——100 ug I Fe T 1,6M+ i |——100ug I' Fe
&, 100 ——100 ug I Fe+ 100 pg I NTA 2 1M1 it |——100 ug I' Fe+ 100 pg I' NTA
@ 1 e 100 ug I Fe+ 100 ug I' EDTA S om N 100 pg I Fe+ 100 pg I EDTA
A 8OM+ ----100 ug I' Fe+ 100 ug I'' DTPA g ] i1 |----100 ug I Fe+ 100 ug I' DTPA
1,0M e
6,0M <
800,0k
4,0M H 600,0k
400,0k - P f \
2,0M 4 . iy
200,0k
T T T T T 1 T T T T T T T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12 0 2 4 6 8 10 12
Zeit/ min Zeit/ min

Abbildung 4.36: Vergleich der Chromatogramme von 10 I=! Fe(lll) mit je 100 ug |71 NTA,
EDTA und DTPA mit (links) und ohne (rechts) Entfernung desri$lshiissigen Ei-
sens. (DV-070326-1B2, Eluent: 55 mmotINH,NOs, pH 2, Fluss: 0,6 ml min',
Probenaufgabevolumen: 2440).

Da die Beeinflussung des NTA-Komplexes durch den Kationsgiaascher die Intensitat des Signals
stort, muss hier untersucht werden, ob das Signal dennagogional zur NTA-Konzentration ist.
Dieses ist eine essentielle Voraussetzung, um die NTA auelntdizieren zu kdnnen. Zu diesem
Zweck wurden Losungen mit unterschiedlichen NTA-Konzatndnen gemessen und die Signalfla-
chen des NTA-Komplexes mit der NTA-Konzentration vergéioh Die Chromatogramme und die
daraus erhaltene Auftragung der Signalflache gegen diedfdration ist in Abbildung 4.37 auf der
nachsten Seite zu sehen. Diese zeigt deutlich, dass deleriohe lineare Abhéngigkeit gegeben
ist und die NTA auch nach dem Suppressor noch quantifiziedevekann, dieses jedoch mit einer
geringeren Empfindlichkeit einhergeht.

Einfluss der Eisenkonzentration auf die Signalflachen

Die Eisenkonzentration der Proben ist aufgrund des nahi@h Eisengehalts in den Proben nicht
konstant. Daher wurde im Folgenden untersucht, ob die Eweentration einen Einfluss auf die
Signalflachen hat, und ob eine héhere Konzentration einefiuSs auf den Suppressor hat. In ei-
nem ersten Experiment wurden zwei Eisenlésungen, von daieegine 10Qug I~ und die andere
100049 I=! Eisen(lll) enthielt, ohne Komplexbildner in das IC-Systanjiziert. Die beiden resultie-
renden Chromatogramme sollten aufgrund der Entfernundetens identisch aussehen, was auch
in Abbildung 4.38 zu erkennen ist. Diese Abbildung demaoedtnocheinmal die Leistungsfahigkeit
des Suppressors.
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Abbildung 4.37: Vergleich der Chromatogramme von 106 I=! Fe(lll) mit 0 — 200ug I=* NTA
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(DV-070326-1Buent:

55 mmol ' NH,NO;, pH 2, Fluss: 0,6 ml min', Probenaufgabevolumen:
240ul) (links). Auftragung der NTA-Konzentration gegen die Riééche (rechts).
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Abbildung 4.38: Chromatogramme von 100 und 10Q@y I=' Fe(lll) (links) und zusatzlich
100 g |71 NTA (rechts) mit Entfernung des Uberschissigen Eisens:qQD0826-
1B2, Eluent: 55 mmol1* NH,NO;, pH 2, Fluss: 0,6 ml min!, Probenaufgabevo-

lumen: 240ul).
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Als nachstes wurde der NTA-Komplex naher untersucht. Daediaicht stabil genug ist, um den

Kationenaustauscher vollstdndig zu durchlaufen, ist &rerehesten mit einer Veranderung durch
eine hohere Eisenkonzentration zu rechnen. Jedoch konmébildung 4.38 auf der vorherigen

Seite (rechts) kein Hinweis auf einen Einfluss der Eisen&otration gefunden werden.

Die selben Versuche wurden mit EDTA, DTPA und CDTA gemaciatamch hier konnte kein Einfluss
einer héheren Eisenkonzentration auf die Signale der Kexeddeobachtet werden. Fir CDTA wurde
dieser Versuch wieder bei erhdhter Eluentkonzentratiootdyefiihrt.

Zusammenfassung

Der Einsatz des Suppressors ermdglicht es, das Metall iPadrenvorbereitung im groRen Uber-
schuss einzusetzen, ohne dass diese hohe Metallkonmamtratdas chromatographische System
gelangt. Lediglich der NTA-Komplex ist nicht stabil genwgm den Suppressor zu passieren, so dass
hier die Empfindlichkeit verringert wird. Die Eisenkompéeder EDTA, DTPA und CDTA sind um
mehrere GrolRenordnungen stabiler, als die der NTA und koda&er mit der selben hohen Emp-
findlichkeit detektiert werden.

4.3.2 Einfuhrung des Column-Switchings zur Analyse der CDT A

Bisher scheint die Analyse der CDTA mit dieser Methode nrmliglich. Als Ursachen hierfur wur-
den entweder eine unvollstandige Komplexbildung oder siagke Affinitat des Komplexes zur sta-
tionaren Phase vermutet.

Die erste Vermutung konnte in Kapitel 4.2.1 auf Seite 53 adhaon UV/Vis-Untersuchungen der
Komplexe widerlegt werden, in denen gezeigt wurde, dasswiter den gegebenen Bedingungen
ein Komplex der CDTA mit Eisen(lll) ausbildet. Da dieser hwgne hinreichende Stabilitat besitzt
(vgl. Tabelle 2.7 auf Seite 40) kann auch davon ausgegangedew, dass sich der Komplex nicht im
chromatographischen System zersetzt.

Bei den Versuchen in Kapitel 4.2.2 auf Seite 59 gelang esdidiecVerwendung eines starkeren Elu-
enten den CDTA-Komplex nach einer Stunde von der station@hase zu eluieren. Dieses Verhalten
zeigt noch einmal, dass sich ein CDTA-Komplex bildet, digsdoch tatséchlich eine starke Affinitat
zu der verwendeten stationaren Phase besitzt.

Aufgrund dieser Besonderheit der CDTA wurde diesem Kontpldrer ein eigenes Kapitel gewid-
met, in dem es um die Ursachen fir dieses Verhalten geht undagfichkeiten, dieses Problem zu
umgehen, um die Analyse in einem angemessenen Zeitraumfdbren zu kénnen.
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Abbildung 4.39: Vergleich der beiden Komplexbildner EDTA (links) und CDTAe€hts).

Ursachen

Die EDTA und die CDTA &hneln sich in ihrer Struktur sehr. Daiveirde davon ausgegangen, dass
ihre Komplexe eine ahnliche Retention auf der stationéteas® zeigen. Die Strukturen der beiden
Komplexbildner sind in Abbildung 4.39 nochmal gegenibstegi.

Der Unterschied dieser beiden Komplexbildner ist, das€tiglenbriicke aus der EDTA durch ei-
ne Cyclohexanbriicke ersetzt wurde. CDTA bildet, da sie dileen funktionellen Gruppen besitzt,
ahnlich stabile Komplexe wie die EDTA und auch Komplexe ddben Ladung. Beide Komplex-
bildner kénnen mit ihren vier Sauregruppen und den zwei Agiappen sechs Koordinationsstellen
des Zentralatoms besetzen. Dies ergibt bei einem dregeeriVietall (z. B. Eisen(lll)) und einer voll
deprotonierten Saure einen einfach negativ geladenen kxmp beiden Fallen. Da die Retention
in der lonenchromatographie hauptséachlich auf elekttigsteen Wechselwirkungen beruht, wird die
Retention maf3geblich von der Ladung und der lonengréRerrestGenerell gilt hier, je grol3er die
Ladung und je kleiner das lon (inklusive der Hydrathulllestb Ianger ist die Verweilzeit an der sta-
tionaren Phase. Daher wurde erwartet, dass der CDTA-Konspigar noch vor dem EDTA-Komplex
eluiert. Da er jedoch wesentlich starker retadiert wirdirkaavon ausgegangen werden, dass hier
noch weitere Retentionsmechanismen wirksam sind. Hieuistermuten, dass die hydrophobe Cy-
clohexanbriicke mit den im Polymer zahlreich vorhandenematischen Systemen wechselwirkt
und so durch hydrophobe Wechselwirkungen starker an desrsfaen Phase retardiert wird.

Das die verstarkte Affinitat des Komplexes nicht auf elestmtsche Wechselwirkungen zurtickzu-
fuhren ist, konnte auch durch die Bestimmung der effekthvatung gezeigt werden.

Column-Switching

Um dennoch CDTA innerhalb einer akzeptablen Zeit mit diddethode analysieren zu kénnen,
wurde die Technik des Column-Switching verwendet. Hievaiden zwei Saulen mit der selben sta-
tionaren Phase aber unterschiedlicher Lange Uber eint8ehal miteinander verbunden. So werden
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die Komplexe der NTA, EDTA und DTPA Uber beide Saulen getreima sobald diese den Detektor
erreichen, wird das Ventil umgeschaltet. Dann ist der Anggier ersten und kirzeren Saule direkt
mit dem Detektor verbunden. Zu diesem Zeitpunkt befindét der CDTA-Komplex noch vollstan-
dig auf dieser Saule und wird nach der Elution direkt zum Ktetegeleitet, ohne noch die zweite
Saule passieren zu mussen.

Saule 2

Injektionsventil

Abbildung 4.40: Skizze des Aufbaus zum Column-Switching.

Detektor

Eine Skizze dieses Aufbaus ist in Abbildung 4.40 zu sehemS&haltventil wurde ein tbliches Injek-
tionsventil verwendet, welches in dem IC-System vorhanste®urch Variation der Lange der bei-
den Saulen, lasst sich der zeitliche Abstand, mit dem derASRdmplex nach dem DTPA-Komplex
eluiert, sehr genau steuern. Das Ventil lasst sich durcisdfevare ICNet (Fa. Metrohm, Herisau,
CH), mit dem auch das restliche chromatographische Syséstegert wird, Gber ein Zeitprogramm
automatisch schalten. Hierfur ist es lediglich erfora#rliden Zeitpunkt genau festzulegen und in der
Software einen solchen Befehl zu programmieren.

Als Saulen wurden hier eine 2 cm und eine 10 cm Saule verwedigetmit einem TMA-
Austauschermaterial gepackt waren. Abbildung 4.41 auhdehsten Seite zeigt die Chromatogram-
me der Komplexe von NTA, EDTA, DTPA mit beiden Saulen in Regfeschaltet und von CDTA,
welcher nur Gber die kurze Saule lief. Dieses Chromatogrameigt, dass es moglich ist, bei der
Verwendung dieser zwei Saulen, die vier Komplexe innerkiaib15 min. zu trennen.

Um diese Trennung in einem Lauf automatisiert durchzufiihist es erforderlich, dass das System
nach 9 Minuten das zusatzliche Injektionsventil schaket.so erhaltenes Chromatogramm von ei-
ner Mixlésung mit allen vier Komplexbildnern ist in Abbildg 4.42 auf der nachsten Seite links zu
sehen. Um das Prinzip noch zu verdeutlichen, ist der TeiGlesmatogramms, der mit beiden Sau-
len aufgenommen wurde von dem Teil, der nur mit der kurzeneSaufgenommen wurde, farblich
unterschiedlich dargestellt. Weiterhin ist in Abbildung2 auf der nachsten Seite rechts der Aufbau
des Systems skizziert und hier in den selben Farben die Waagnélyten eingezeichnet.

Zusammenfassung

Durch diese relativ einfache Technik ist es moglich, dieeRebnzeit des CDTA-Komplexes von
Uber einer Stunde auf weniger als 15 Minuten zu verkirzersordle Trennug zusammen mit NTA,
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Abbildung 4.41: Chromatogramm der Eisen(lll)-Komplexe von NTA, EDTA, DTPA2 cm
Saule) und CDTA (2 cm Saule). (DV-080429-1A1 (10 + 2 cm), Blue
55 mmol ' NH4NO;, pH 2, Fluss: 0,6 ml min!, Probenaufgabevolumen: 24().
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Links: Chromatogramm der Eisen(lIl)-Komplexe von NTA, E&TDTPA (12 cm
Séaule) und CDTA (2 cm Séaule). (DV-080429-1A1 (10 + 2 cm), Blue
55 mmol ' NH4NO;, pH 2, Fluss: 0,6 ml min!, Probenaufgabevolumen: 24().
Rechts: Skizze des Column-Switching Aufbaus mit farblidkennzeichnung der
Wege der Analyten durch das System.
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EDTA und DTPA in einem Lauf mit einer kurzen Analysezeit zgfimmen. Als potenzielles Problem
sind hierbei jedoch die Druckschwankung zu sehen, der daebeSaulen aufgrund des Schaltens
unterliegen. Diese konnen die Packung der Saulen negatinfhessen, so dass es nach haufiger
Anwendung zu Peakasymmetrien und Verlust der chromatbgepen Effizienz kommen kann. Falls
Unregelmafiigkeiten in den Chromatogrammen auftauchem &a sinnvoll sein, die Flussrichtung
in den Saulen zu andern, da sich hierduch die Packung zumviegler verbessern lasst. Fuhrt dies
nicht zum Erfolg, ist es erforderlich, die Sadulen neu zu packder zu ersetzen.

4.3.3 Steigerung der Empfindlichkeit durch Anpassung des Ko mplexkerns

In den bisherigen Experimenten wurde Eisen oder Chrom atsgf@xkern verwendet. Die gangigen
Verfahren zur Bestimmung der Komplexbildner, die auf fljseromatographischen Methoden beru-
hen, verwenden Eisen, um die Komplexbildner in stabile misthe Komplexe zu tGberfiihren[104]
[16]. Die Eisenkomplexe sind hinreichend stabil, um siclnemél der chromatographischen Trennung
nicht zu zersetzen und lassen sich gut mittels UV/Vis-Spekétrie detektieren.

Auch in den Experimenten dieser Arbeit hat sich Eisen alsrgcdmplexkern erwiesen, jedoch wird
die Detektion des Eisens mit dem ICP-MS durch isobare letenizen auf den Eisenisotopen gestort.
Haufige Interferenzen auf den relevanten Massen sind inl€gh8 auf Seite 23 aufgelistet. Bertick-
sichtigt man die relative Haufigkeit der Eisenisotope ausella 4.17 fallt auf, dass das Hauptisotop
von Eisen mit dem m/z 56 am starksten durch Interferenzeri®®et°O Molekilions gestort wird.
Dies hat zur Folge, dass Eisen auf dem Hauptisotop unted&tdibedingungen kaum gemessen
werden kann, da der Untergrund sehr hoch ist und so der Detékerlastet wirde. Daher wird in
der Regel auf das Isotop mit der Masse 57 ausgewichen; detsa® wenigsten von Interferenzen
betroffen, weist aber noch eine akzeptable Haufigkeit aids®L6sung geht jedoch aufgrund der
geringeren Haufigkeit mit einem Empfindlichkeitsverlusireir.

Tabelle 4.17:Naturliche Isotope des Eisens [8].

Isotop rel. Haufigkeit

YIFe 5,82 %
Fe 91,66 %
"Fe 2,19%
8Fe 0,33 %

Eine Moglichkeit, Eisen auch im Spurenbereich nachzuwessellt die Verwendung der Reaktions-
/Kollisionszelle dar, deren Funktionsweise in Kapitel.3.auf Seite 22 beschrieben ist. Durch die
Reduktion der Molekulionen, die den Detektor erreichergssso wieder moglich auf dem Hauptiso-
top des Eisens zu messen und damit die Empfindlichkeit zgestei
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Durch eine Verringerung der Leistung, die in das Plasmaskiogpelt wird, auf 700 W und die Ver-
wendung der Shield-Torch kdnnen ebenfalls Interfereneenziert werden. Wegen der geringeren
Leistung, die in das Plasma eingekoppelt wird, ist das sagatie Kaltplasma jedoch anfalliger ge-
genuber Matrixbestandteilen, so dass die Methode priméaldsednalyse hochreiner Proben, wie sie
in der Halbleiterindustrie vorkommen, verwendet wird [L.08

Ein Chromatogramm mit je 1@g I=! Komplexbildner und Eisen als Komplexkern ist in Abbil-
dung 4.43 gezeigt. In diesem ist deutlich zu erkennen, deissiber Komplexbildnerkonzentration
von 10ug I=! die Nachweisgrenze fast erreicht ist. Zum einen ist der tgnt@d mit 100 000 cps trotz
Verwendung der Reaktionszelle mit, Hoch. Zum anderen ist auch die Signalgrél3e der Komplexe
gering. Die Nachweisgrenzen wurden bei einer Analytkotvagion von 1.g |- nach der Schnell-
schatzformel (vgl. 2.4 auf Seite 30) auf Q,d I~! geschatzt. Diese ist geringer, als die der bisher meist
verwendeten GC-Methode, jedoch kann durch die Wahl eingsran Metalls diese Nachweisgrenze

noch weiter unterschritten werden.

—EDTA
2 250,0k 4 ——DTPA
° ——CDTA
T
C
S
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& 200,0 -
wLL
150,0k -

100,0k
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Abbildung 4.43: Chromatogramme von je 1@y I=! EDTA, DTPA und CDTA mit 1 00Qug |I! Ei-
sen. (Saule: DV-080429-1A1 (10+2 cm), Eluent: 55 mmdl NH,NOs, pH 2,

Fluss: 0,6 ml mint, Probenaufgabevolumen: 240).

Um Nachweisgrenzen im sylg I=* Bereich zu erhalten, ist es demnach erforderlich, auf eile s
Element auszuweichen, das mit dem ICP-MS empfindlichekdetewerden kann. Hierfur sollte es

folgende Voraussetzungen erfillen:

* nahezu monoisotopisch

» keine isobaren Interferenzen auf dem Hauptisotop

Weiterhin ist es erforderlich, dass dieses Metall anidresKomplexe mit den zu analysierenden
Komplexbildnern bildet und diese ahnlich stabil wie diespméchenden Eisenkomplexe sind.
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Indium

Indium, mit dem Hauptisotop der Masse 115, eignet sich niitesaelativen Haufigkeit von 95,7%
sehr gut fur die Detektion mit dem ICP-MS (vgl. Tabelle 4.18)f dem m/z 115 sind keine relevanten
Stérungen zu erwarten [109] und nach Tabelle 2.7 auf Seitaldét es mit den untersuchten Kom-
plexbildner sehr stabile Komplexe, die noch stabiler saisidie des Eisens. Die kinetische Stabilitat
der Indium(lil)-komplexe ist mit einer Austauschrate dejuakomplexe von, 0 x 107 schlechter als
die des Eisens und Chroms (vgl. Tabelle 2.6 auf Seite 36sd3ie/lirde im Folgenden als Problem in
Form von Minderbefunden oder wannenférmigen Peaks aeftréer schnelle Ligandenaustausch
kann fur die Bildung der thermodynamischen stabilen Chelaplexe in der Probenvorbereitung

sehr vorteilhaft sein.

Tabelle 4.18:Naturliche Isotope des Indiums [8].

Isotop rel. Haufigkeit
3N 4,3 %
51 95,7 %

In Abbildung 4.44 sind die Chromatogramme von je 4@ |~ Komplexebildner mit Indium als
Zentralatom gezeigt. Die Indiumkonzentration betrug 1 @90~ um eine vollstandige Transme-
tallierung zu gewéhrleisten. Die Probenvorbereitung wi auf den Austausch des Metalls nicht

verandert.
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Abbildung 4.44: Chromatogramme von je 1@y 1! EDTA, DTPA und CDTA mit 100Q:g I~! In-
dium. (Saule: DV-080429-1A1 (10+2 cm), Eluent: 55 mmol NH,;NO3, pH 2,

Fluss: 0,6 ml mint, Probenaufgabevolumen: 240).
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Beim Vergleich dieses Chromatogramms mit dem aus Abbildudg fallt nicht nur der deutlich
gesenkte Untergrund auf, sondern auch die deutlich gest&egignalhthe der einzelnen Peaks. Dies
l&sst schon vermuten, dass bei der Verwendung von Indiurdatgplexkern Nachweisgrenzen im
suby:g I Bereich zu erreichen sind.

Nach der Schnellschatzformel wurde mit einem @d I=! Standard eine Nachweisgrenze von
2 ng ! errechnet. Dies zeigt, dass durch die Anderung des MetaksSteigerung der Empfind-
lichkeit um den Faktor 1 000 realisiert wurde.

Fur die erste Methode wurde eine Kalibration von 0 bisdll=! mit 6 Messpunkten fir EDTA,
DTPA und CDTA durchgefiihrt. Diese Kalibrationsdaten sind\bbildung 4.45 links mit dem Ver-
trauensband zu sehen. Um den linearen Arbeitsbereich dioble abzuschéatzen, wurden Standards
in einem Konzentrationsbereich von 10 ng bis 109 I=* gemessen und in Abbildung 4.45 rechts
die Analytkonzentration gegen die erhaltene Signalfladppdllogarithmisch aufgetragen.
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Abbildung 4.45: Kalibration fur die EDTA, DTPA und CDTA mit Indium als Kompt&ern.

Diese Abbildung zeigt deutlich, dass eine lineare Kalibratiber mehrere Grof3enordnungen mog-
lich ist, die einen Bereich von 10 ng'lbis 10.:g I~ abdeckt.

Zusammenfassung

Eisen eignet sich sehr gut fur die Analyse von Komplexbitdnait einer IC oder IPC und einem

UV/Vis-Detektor. Durch die Verwendung eines ICP-MS als ék¢dr anstatt des UV/Vis-Detektors

konnen die Nachweisgrenzen vom mg Bereich in denug I~! Bereich gesenkt werden. Jedoch
wird bei der Detektion von Eisen das Potenzial des ICP-M&tracsgeschopft, da Eisen aufgrund
isobarer Interferenzen nicht im Ultraspurenbereich zeldedren ist.

Durch die Verwendung eines anderen Metalls, das ebenédilsstabile Komplexe mit den aminopo-
lycarbonséure Komplexbildnern bildet und nicht durch iif@eenzen im Massenspektrometer gestort
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wird, gelingt es, die Nachweisgrenzen noch einmal um detoFal000 zu senken. Ein solches Metall
ist z. B. Indium. Die beflirchteten Nachteile der kinetisahilen Indiumkomplexe konnten in diesen
Experimenten nicht gesehen werden.

4.3.4 Untersuchungen zur Optimierung der Regeneration des Suppressors

Bei der Auswertung von Wiederholmessungen der Blindwevie,in Abbildung 4.46 links gezeigt,
fiel auf, dass zum Teil wieder ein Signal im Totvolumen ergah@bwohl dieses durch die Verwen-
dung des Suppressors verhindert werden sollte. Weiterhssta festgestellt werden, dass auch bei
den Blindwerten ein Signal an der Stelle des EDTA-Peaks harsevar, dessen Intensitat zum Teil
stark variiert. Solche Wiederholmessungen sind in Ablntfd.46 rechts zu sehen.
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Abbildung 4.46: Widerholmessungen von 1 0@ I-! Indium. (Saule: DV-080429-1A1 (10+2 cm),
Eluent: 55 mmolt! NH,NO;, pH 2, Fluss: 0,6 ml min!, Probenaufgabevolumen:

240 pl).

Zunachst wurde davon ausgegangen, dass bei der Probemitnbgen Verunreinigungen ver-
schleppt wurden, jedoch konnte dieses nach einem erneutsetZen samtlicher Losungen ausge-
schlossen werden. Auch der Autosampler wurde auf moglidredtninationsquellen untersucht und
die Schlauchverbindungen erneuert. Trotz dieser Ma3nalwneden weiterhin Signale im Totvolu-
men beobachtet und es wurden dennoch Komplexbildner in dedl&ungen gefunden.

Als wahrscheinlichste Ursache fur diese Beobachtungedewder Suppressor gesehen, da samtliche
Proben diesen durchlaufen, dessen Regeneration aber keshe besondere Aufmerksamkeit ge-
schenkt wurde. Um die drei verschiedenen Kartuschen basserscheiden zu kénnen, wurde diese
mit den folgenden Farben markiert: schwarz, weiss, silBer.einer genaueren Untersuchung des
Suppressors wurde auch festgestellt, dass sich die Ressche mit der peristaltischen Pumpe des
Autosamplers durch die verschiedenen Kartuschen, etnemtden, unterscheiden. Um die Flussrate
zu bestimmen, wurde die peristaltische Pumpe fur funf Minwingeschaltet und der Ausgang des
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Suppressors in einen 10 ml Messzylinder geleitet. Es wuFdiessraten von 0,56 ml min fur die
schwarze, 0,44 ml mirt fur die weisse und 0,40 ml mink fiir die silberne Kartusche gemessen.
Die verschiedenen Flussraten werden duch unterschiedBtdudriicke der Kartuschen hervorgeru-
fen, die durch eine peristaltische Pumpe nicht ausgegligterden. Da hierraus eine unterschiedli-
che Probenmenge resultiert, die durch den Suppressor irdleenschleife gelangt, sollte auf eine
einheitliche Flussrate geachtet werden. Um diesen Uriterd@uszugleichen, wurden sowohl die
peristaltische Pumpe des Autosamplers, als auch die flReleneration eingesetzten Pumpe leicht
modifiziert. Die Pumpen verflgen tber jeweils zwei KanakeidiReihe geschaltet wurden. Das be-
deutet, dass der Ausgang des ersten Pumpenschlauchésmiré&m Eingang des zweiten Pumpen-
schlauches verbunden wurde. So kann der von der Pumpe aageb Druck leicht erhéht werden.
Das Spulen der Kartuschen nach der Regeneration wurde wernvegiteren IC-Pumpe tibernommen,
bei der ein konstanter Fluss von 0,1 ml mireingestellt war. Der Suppressor wurde durch Splen
mit Oxalsaure (0,2 moH') und Schwefelsaure (0,2 molll) griindlich gereinigt und fiir 30 Minuten
im Ultraschallbad behandelt. Nach Abschluss dieser Mafdeahkonnte ein einheitlicher Fluss von
0,51 ml mirr! erreicht werden.

Zusatzlich wurde untersucht, ob die bisherige Regeneraléo Kartuschen ausreichend ist. Wird der
Suppressor fur die eigentliche Aufagbe, der Reduktion den@eitfahigkeit des Eluenten, verwen-
det, ist eine Regeneration mit einer 0,05 madl chwefelsaure empfohlen. Um das System nicht mit
Schwefel zu verunreinigen wurde Salpetersédure anstaBaevefelsdure verwendet. Die Konzentra-
tion wurde fiir die bisherigen Messungen auf 0,2 mbHdrhoht, jedoch die Effizienz der Regeneration
bis zu diesem Zeitpunkt nicht tberprift. Daher wurden imrRah eines Vertiefungspraktikums von
Dirk Schneider verschiedene Sauren bei unterschiedligtoezentration auf ihre Tauglichkeit zur
schnellen Regeneration des Kationenaustauschermatenigrsucht.

Versuchsaufbau

Um die Regeneration des Suppressors genauer zu untersgoliesher Suppressor kontrolliert mit
Indium beladen und im Anschluss mit Saure gespult werdend®a Spulschritt kann der Ausgang
des Suppressors direkt mit dem ICP-MS verbunden werdenaibdi®iner zeitaufgelosten Messung
beobachtet werden, wieviel Indium zu welcher Zeit von dem@Bessor gespult wird. Dieser Aufbau
hat jedoch den Nachteil, dass fiir die ersten Minuten dessShpiitts eine hohe Konzentration an In-
dium in der Spullésung erwartet wird. Diese wirde zu Memfiegen in dem Zerstaubersystem des
ICP-MS flhren, so dass nicht mit Sicherheit gesagt werdan kab derzeit Indium vom Suppressor
gespult wird, oder das Signal durch die Memoryeffekte \saaint wird.

Als Alternative kann der Ausgang des Suppressors wie in ldbbg 4.47 auf der nachsten Seite
gezeigt, an ein Injektionventil angeschlossen werden, immrobenschleife zu fullen. In der Abbil-
dung ist das Ventil in Injektionsstellung zu sehen, dermdbius ist durch die gestrichelten Linien
angedeutet. Die IC-Pumpe berfordert kontinuierlich diesé&6sung, die sonst als Eluent verwendet
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wird und spult so nach Umschalten des Ventils in die Injaldgiellung den Inhalt der Probenschleife
in das ICP-MS.

Dieser Aufbau hat den Vorteil, dass der Beginn der Regenearatisgeblendet werden kann, indem
das Schaltventil in der Zeit auf Fullen gestellt bleibt.tErach funf Minuten wird es zum ersten mal
auf den Injektionsmodus umgeschaltet und die Regenesiiisumg gelangt in das ICP-MS.

von der IC-Pumpe zum ICP-MS

Probenschleife 20 pL
Abfall vom Suppressor

Abbildung 4.47: Skizze des Messaufbaus.

Zu Beginn jeder Messung wurde eine Kartusche fiir fiinf Minumét einer 1 00Q:g 1= Indiumlésung
durchspilt und anschliel3end durch das drehen des Supizressd 20° die Regeneration gestartet.
Abbildung 4.48 zeigt den Aufbau flr die Beladung und die Regation des Suppressors.

Abfall

Indium (1000 ppb)

Proben-

schleife Abfall

Siure Reinstwasser

Abbildung 4.48: Beladung und Regeneration des Suppressors.

Nach dem Starten der Regeneration wird, wie oben schon ety@ds Schaltventil fir die ersten funf
Minuten auf Fullen gestellt, um die grof3e Menge Indium, didBeginn des Regenerationsprozesses
erwartet wird, nicht in das ICP-MS einzubringen. Anschéie@® wird die Probenschleife eine Minute
lang gefillt, um dann fur zwei Minuten den Inhalt der Proludrsife in das ICP-MS zu leiten. Diese
Sequenz wird solange fortgefiihrt, bis die Basislinie wiegteeicht ist, oder die gewahlte Messzeit
verstrichen ist.

Eine typische zeitaufgeltste Messung ist in Abbildung 4dBder nachsten Seite zu sehen. In den
ersten funf Minuten ist das Untergrundsignal zu sehen, eartach keine Regenerationslosung ins
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ICP-MS eingebracht wird. Auch der starke Abfall der Sig&lén mit der Zeit ist in dieser Ab-
bildung deutlich zu erkennen. Gegen Ende der Datenaufnaimdaldie Messwerte nicht mehr vom
Untergrund zu unterscheiden.
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Abbildung 4.49: Zeitaufgel6ste Messung der Signalintensitaten bei deetdnthung der Regenera-
tionszeiten.

Abbildung 4.50 auf der nachsten Seite zeigt einen vergtéf3éusschnitt aus der vorherigen Abbil-
dung. Diese zeigt zu Beginn jeder Inkektion einen hohen stémPeak, der durch das Indium in den
20 ul Regenerationslosung verursacht wird. Nach dem erstek et die Intensitét leicht an es
bildet sich ein leicht nach unten geneigtes Plateau ausel®ateau entsteht durch Memoryeffekte
in der Probenschleife. Nach zwei Minuten wird das Ventildgeauf Fullen gestellt und das Signal
sinkt wieder auf den Untergrund ab. Der erste scharfe Pdakastkt zum Teil in seiner Intensitat,
da es zu diesem Zeitpunkt auch zu Druckschwankungen im i8yatégrund des Schaltens des In-
jektionsventils kommt. Die Hohe des Plateaus hingegerekert auch mit der Regenerationsdauer
und der Ho6he des ersten Peaks. Daher wurde zur Analyse dem Datjedes Plateau der Mittelwert
gebildet und gegen die entsprechende Zeit aufgetragedsSiosich ermitteln, ab welchem Zeitpunkt
die Sppressorkartusche vollstandig regeneriert ist.

Regeneration mit Salpetersaure

Die Verwendung von Salpeterséure als Regenerant hat dégilVdass weder der Supressor, noch
das ICP-MS mit weiteren Elementen verunreinigt wird. Di¢p8eersaure zerfallt im Plasma in sei-
ne gasformigen Bestandteile und da Stickstoff, Sauerstaff\Wasserstoff als Verunreinigungen im
Argon schon vorhanden sind, entstehen keine neuen Ireaeden. Durch die Gasformigen Produke
sind auch keine Ablagerungen an den Cones zu erwarten.
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Abbildung 4.50: Festlegung der Messpunkte zur Ermittlung der Signalhtheldre verschiedenen
Regenerationszeiten.

Im Rahmen dieser Untersuchungen wurde HN@ den Konzentrationen 1, 2 und 3 moltlals
Regenerant untersucht. Die ermittelten Signalhéhen sinkbbildung 4.51 auf der nachsten Seite

gegen die jeweiligen Zeiten aufgetragen.

In dieser Abbildung ist der exponentielle Abfall der Sign#tie mit der Zeit deutlich sichtbar. Auch
der schnellere Abfall bei héheren Saurekonzentrationeguszu erkennen. Es zeigt sich jedoch,
dass bei einer Saurekonzentration von 1 mélduch nach 60 Minuten der Suppressor noch nicht
vollstandig regeneriert ist. Daher wurde diese Messungimér lAngeren Datenaufnahme wiederholt.
Die zur vollstdndigen Regeneration erforderlichen Zdiigmlie verschiedenen Saurekonzentrationen

sind in Tabelle 4.19 zusammengefasst.

Tabelle 4.19:Regenerationszeiten des Suppressors.

Saure Konzentration Zeit
/ mol |1 / min

HNO; 1 78
HNO; 2 60
HNO; 3 42

Auch bei einer Saurekonzentration von 3 mol ist die Regeneration erst nach 42 Minuten ab-
geschlossen. Wird die Sdurekonzentration gegen die Regjameszeit aufgetragen, ist der lineare
Zusammenhang in diesem Konzentrationsbereich deutlgibhglich (vgl. Abbildung 4.52 auf Sei-

te 101). Geht man von einem weiteren linearen Verlauf, aech&heren Konzentrationen aus, ware

99



4.3. VERFEINERUNG DER METHODE

5,00k
\ .1
! —u—1mol |
\ —m—2mol I
\ —A—3mol I
\m

In-Signal / cps
]

P/
=

2,50k —

\ L]
A -\.
\ \.\
\l
A\A l&'\\ -
—a TR —w—n m
- —a —rn_ _ o
Grundlinie: 110+60 cps e S b - |
________________________________________________ ?.AﬁA.f-Af—.‘._ulg“:::l
(O it e b
——— T T
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60

Zeit / min

Abbildung 4.51: Auftragung der Signalhohen gegen die Zeit bei der Verwegdwm 1-3 mol !
HNO; als Regenerationslosung.

ein Konzentration von 4,2 moft erforderlich, um eine vollstandige Regeneration inndrivain 20
Minuten zu ermdglichen.

Diese Experimente verdeutlichen, dass die bisher verwendesung von 200 mmoit HNO; nicht
ausreichend war, um das Indium von den Kartuschen zu spiese Erkenntnis erklart auch das in
Abbildung 4.46 auf Seite 95 beobachtete Verhalten, da ber@icht vollstandigen Regeneration und
weiterer Beladung durch Indium, ab einem gewissen Punkit lkigim mehr retardiert werden kann.
Dieses deutet sich durch einen grof3en Injektionspeak ilCtheomatogrammen an.

Regeneration mit Oxalséure

Die Regeneration des Suppressors mit Saure geschiehhdudfar Verdrangung des Metalls durch
Protonen von den Austauscherplatzen. Um diesen Effekt gchiunigen, kann es sinvoll sein, das
freiwerdene Metall in Form eines Komplexes zu binden, unseleg\ffinitat zu den Austauscherplat-
zen zu verrringern.

Die Verwendung von EDTA wére an dieser Stelle kontraproguéia somit der Suppressor mit EDTA
kontaminiert wirde und die Bestimmung dieser im Spurentergnmaglich machen wirde. Daher
wurde der Einsatz von Oxalsdure zur Regeneration untersuch

Abbildung 4.53 auf der nachsten Seite zeigt die Regenerdis Suppressors bei Verwendung von
0,5 und 1,0 molt! Oxalsaure. Diese Abbildung zeigt zum einen den schnell&béall der Signalin-
tensitaten bei einer héheren Saurekonzentration, jedgodiel Regeneration in beiden Féallen nach 60
Minuten noch nicht abgeschlossen. Die Verwendung eineehiitnzentrierten Losung ist aufgrund
der damit steigenden Viskositat mit weiteren Schwierigkeverbunden.
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Abbildung 4.52: Auftragung der Saurekonzentrationen gegen die Regeoesdiuer.
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Abbildung 4.53: Auftragung der Signalhthen gegen die Zeit bei Verwendung &—1 mol !
Oxalséaure als Regenerationslésung.
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Wird der pH-Wert der Oxalsaure durch Zugabe einer Base erhégt die Oxalsaure zu einem gro-
Beren Teil deprotoniert vor. Die deprotonierte Oxalsaarekmit Indium schneller Komplexe bilden
und dies konnte zu einer schnelleren Regeneration des &sgups fuhren. Daher wurde auch die
Regeneration durch eine Oxalsaureldsung, die durch Zugabhédmmoniak auf pH 4 eingestellt
wurde, untersucht. In Abbildung 4.54 sind Regenerationguée fur die 0,5 mol ! Oxalsaurels-
sung bei pH 1,4 und pH 4 abgebildet. Ein Unterschied zwisd®nbeiden Regenerationsldsungen
kann nicht erkannt werden.
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Abbildung 4.54: Auftragung der Signalhthen gegen die Zeit bei der Verwegdwmn 0,5 mol !
Oxalséaure bei pH 1,4 und 4 als Regenerationslésung.

Die Oxalsaure ermdglicht in den eingesezten Konzentratiat keine schnellere Regeneration des
Suppressors. Auch eine Anhebung des pH-Wertes auf 4, umadiglkexbildung zu beschleunigen,
fuhrte nicht zum gewtnschten Erfolg.

Zusammenfassung

Bei der genaueren Untersuchung der Regeneration des Sspmevurde festgestellt, dass zum einen
die Durchflussraten der Probe und des Regeneranten aufgesschiedener Staudriicke der Kartu-
schen, zum Teil sehr unterschiedlich waren. Zum anderedevestgestellt, dass die bisher verwen-
dete 0,2 molt! HNO; Losung fir eine effiziente Regeneration nicht geeignet ist.

Das Problem der unterschiedlichen Flussraten konnte dunehAnpassung des Pumpensystems be-
hoben werden. Bei der Verwendung einer 3 moIHNO; als Regenerationslésung wurde eine voll-
standige Regeneration innerhalb von 42 Minuten erreichthAdiese Zeit ist jedoch fiir den Einsatz
in Routionemessungen deutlich zu lang. Weiterhin wurdeinSalpetersaure dieser Konzentration
wieder Probleme mit den Durchflussraten aufgrund der hihéskositat beobachtet.
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Daher musste ein Kompromiss aus kurzer und vollstandiggeieration gefunden werden. In Ab-
bildung 4.55 ist nochmal der Regenerationsverlauf mital@esien konzentrierten HNQ.dsungen
abgebildet. Jedoch ist diesmal, im Unterschied zu Abbigdus1 auf Seite 100 die gesamte y-Achse
zu sehen.
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Abbildung 4.55: Auftragung der Signalhéhen gegen die Zeit bei der Verwegdwm 1-3 mol 1!
HNO; als Regenerationslésung.

Auch nach 30 Minuten ist die Regeneration im Vergleich zuldésnsitaten nach 10 Minuten nahezu
abgeschlossen. Daher wurde fir alle folgenden Messungaima I-* HNO; Regenerationslésung
verwendet. Es wurde darauf geachtet, dass die Regenenatobneder Messung mindestens 30 Mi-
nuten dauert und zusétzlich wurden alle Kartuschen in ne@g@igen Abstanden lGber Nacht gespuilt
und empfindlich auf Veranderungen in den erhaltenen Chragnatnmen geachtet.

4.3.5 Besonderheiten bei der Analyse der NTA

Die Analyse der NTA stof3t bei der hier entwickelten Methodézavei Probleme. Sowohl mit Ei-
sen(lll) als auch mit Indium(lll) bildet sie neutrale Konegk, so dass eine Analyse Uber die lonen-
austauschchromatographie schwierig ist. In Kapitel 4kdrinte gezeigt werden, dass es durch eine
Anpassung des Eluent pH dennoch mdglich ist, dem NTA-Komeiee gewisse Retention zu ver-
leihen. Zu diesem Zeitpunkt war man jedoch auf einen niegrjgH angewiesen, um eine Retention
des Uberschussigen Metalls zu verhindern.

Durch die Einfuhrung des Suppressors in die Probenaufgali€éapitel 4.3.1 konnten auch wieder
Eluenten mit einem pH-Wert, der hdher als zwei ist, verwéngerden. Bei der Verwendung des
Suppressors wurden jedoch Probleme mit den NTA-Komplerstgéstellt. Diese scheinen nicht
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stabil genug zu sein, so dass sie sich zersetzen, wahreshehsBppressor duchlaufen. Eine mégliche
Ursache hierfur kdnnten die sehr sauren Bedingungen seimmdsuppressor herrschen. Dieser wird
mit S&ure regeneriert, so dass samtliche Austauschegptitfrotonen belegt sind.

In einer Application Note der Fa. Metrohm [110] wird eine HJ¥//Vis Methode beschrieben, die
die Analyse von NTA, EDTA und DTPA in Wasserproben erlaubtdieser wird ebenfalls ein Sup-
pressor eingesetzt, um das lUberschussige Eisen in einbs&ldenderivatisierung zu entfernen. Die
Regeneration des Suppressors erfolgt durch eine Sché@efel®©xalsadure/Aceton-Losung. Gespult
wird der Suppressor nach der Regeneration jedoch mit Magnsslfat, anstelle von Reinstwasser.
Dadurch werden die Austauscherplatze anstatt durch Rentdarch Magnesium besetzt und damit
der pH-Wert angehoben. Dies ermdglicht es auch dem lahildA-Komplex den Suppressor zu
passieren.

Die Verwendung von Magnesiumsulfat wiirde grof3ere Mengéagnesium in das ICP-MS-System
einbringen, wodurch dieses mit dem Metall stark kontannimigirde. Daher wurde stattdessen der
Einsatz von Ammoniumnitrat als Regenerant oder Spullésumegrsucht. Die Ammoniumionen be-
setzen ebenfalls die Austauscherplatze und heben somptian. Jedoch verursacht Ammoniumni-
trat keine Stérungen im ICP-MS.

Ammoniumnitrat als Regenerant

Um zu untersuchen, ob sich Ammoniumnitrat direkt als Reggereeignet, wurde der selbe Ver-
suchsaufbau wie in Kapitel 4.3.4 auf Seite 96 beschriebeweredet. In Abbildung 4.56 auf der
nachsten Seite sind die Regenerationsverlaufe des Ssppsdxi Verwendung von 2 moll HNOs
und 2 mol ! NH4NO; dargestellt. Der pH der Ammoniumnitratldsung wurde zuvéarAmmoniak
auf 7 eingestellt.

Der Abbildung ist zu entnehmen, dass die Regeneration npegasaure schneller verlauft, als mit
Ammoniumnitratldsung. Besonders ab einer Zeit von 40 Minwgtagniert die Regeneration mit Am-
moniumnitratlésung nahezu, wahrend die Signale mit Sefpétire stetig weiter sinken.

Daher scheint die Verwendung von Ammoniumnitrat als Reggimmslosung ungeeignet und es soll-
te weiterhin Salpetersaure verwendet werden.

Ammoniumnitrat als Spullésung

Ammoniumnitrat eignet sich nur bedingt als Regenerant fé@rSuppressorkartuschen, da die Re-
generation hiermit noch langer dauert als mit Salpeteesd@&isher wurden nach der Regeneration
der Kartuschen diese mit Reinstwasser gespult. Im Folgesdk untersucht werden, ob sich Am-
moniumnitrat als Spullésung eignet und so der pH der Kaneis@angepasst werden kann, um die
NTA-Komplexe nicht zu zersetzen.
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Abbildung 4.56: Auftragung der Signalhtohen gegen die Zeit bei der Verwegdewon 2 mol !
HNO; und 2 mol ! NH,NO; als Regenerationslésung.

Daher wurde der Suppressor mit 2 mol HNO; 30 Minuten regeneriert und anschlieRend 30 Mi-
nuten mit 50 mmol 1! NH,NO; bei pH 7 gespiilt. In Abbildung 4.57 auf der nachsten Seite wir
ein auf diese Weise aufgenommenes Chromatogramm mit eiessig verglichen, bei welcher der
Suppressor mit Reinstwasser gespult wurde.

Aus diesen Chromatogrammen ist ersichtlich, dass das sdéakemit Salpeterséure regenierten Sup-
pressors mit Ammoniumnitrat ausreicht, um es dem NTA-Kaxpgl erméglichen, unzersetzt durch
diesen zu gelangen. Bei dem mit Ammoniumnitratlosung désp&uppressor ist die Signalintensi-
tat um mehr als das zehnfache gestiegen. Jedoch eluierfldeKNmplex, wie erwartet, im Totvolu-
men. Daher ist eine Anpassung des Eluenten erforderlicrcHie Verwendung des Suppressors ist
auch eine Anhebung des Eluenten pH mdglich, wodurch einless&Retention des NTA-Komplexes

maoglich sein sollte.

Die Signalform des NTA-Komplexes weicht von der ideal g&ussigen Form ab. Es ist zu vermuten,
dass es sich hier um zwei verschiedene Spezies handeltevamdlie eine ein etwas friheres und
breiteres Signal verursacht und die Zweite ein schmalesabmum Ende des Ersten. Bildet NTA
mit Indium einen 1:1 Komplex aus, so sind die noch freien Kaomationsstellen des Indium noch
mit weiteren Liganden zu besetzen. Dieses kdnnen, je naaebumg z. B. Nitrat-, Hydroxidionen
oder auch Wasser sein. Insofern erscheint es durchausainggdhss sich hier zwei verschiedene
Spezies ausbilden, die eine unterschiedliche Retentibdeatstationaren Phase erfahren. Um diese
These zu bestatigen, ware es erforderlich, diese Speziesteeschiedlichen Eluentkonzentrationen
vollstandig voneinander zu trennen.

Chromatogramme der drei Komplexbildner NTA, EDTA und DTE#A mit einem mit Ammoniumni-
trat gespulten Suppressor aufgenommen wurden, sind ind\bityg 4.58 auf Seite 107 zu sehen. Hier
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Abbildung 4.57: Chromatogramme von je 10g I=* NTA mit 1000 g I-! Indium. Regeneration
des Suppressors mit 2 mol!l HNOs; Spllen des Suppressors mit Reinstwasser
und 50 mmol ' NH,NOs, pH 7. (Saule: DV-080429-1A1 (10 + 2 cm), Eluent:
40 mmol ! NH,NO;, pH 2, Fluss: 0,6 ml min!, Probenaufgabevolumen: 240).

ist zu beachten, dass unter diesen Bedingungen keinearaligie Trennung von NTA und EDTA
erreicht wird.

Variation des Eluenten

Durch das Spulen des mit Salpetersédure regenerierten €&gmps mit Ammoniumnitrat wird die
Analyse der NTA auch beim Einsatz des Suppressors mogedoch eluiert der NTA-Komplex mit
dem bisher verwendetem Eluenten bei pH 2 im Totvolumen, ss ida& Folgenden die Retentionszei-
ten der Komplexe bei unterschiedlichen pH-Werten ernitterden.

Es wurden Chromatogramme der vier Komplexbildner NTA, EDDAPA und CDTA bei den pH-
Werten 2, 4, 5, 6 und 7 aufgenommen. Diese sind in Abbildu&§ 4uf Seite 108 zu sehen.

Bei pH 2 ist, wie schon weiter oben beschrieben, die TrenwvongdNTA und EDTA nicht vollstandig
und der NTA-Peak eluiert direkt im Totvolumen, wodurch legindeutige Identifizierung mdglich
ist.

Durch die Erhéhung des pH auf 4 wird die Retentionszeit dek Ndch nicht beeinflusst, es ist ledig-
lich zu erkennen, dass sowohl DTPA als auch CDTA friiher ednieJedoch hat sich die Peakform des
NTA-Komplexes verandert. Anstatt der zuvor gezeigten zZ9ignale ist jetzt nur noch ein schmales

Signal zu erkennen.
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Abbildung 4.58: Chromatogramme von je 10g I=! NTA, EDTA und DTPA mit 1000ug It In-
dium. Regeneration des Suppressors mit 2 mbHNO;; Spuilen des Suppressors
mit 50 mmol I NH4NOs;, pH 7. (Saule: DV-080429-1A1 (10 + 2 cm), Eluent:
40 mmol ! NH,NO;, pH 2, Fluss: 0,6 ml min!, Probenaufgabevolumen: 240.

Wird der Eluent auf einen pH von 5 eingestellt, verschieblh sler NTA-Peak schon deutlich nach
hinten und coeluiert mit der EDTA. Der NTA-Peak ist wiedem schmaler Peak; ein leichtes Tai-
ling ist jedoch zu erkennen, welches auch mit dem DTPA-Péakléigert. Die Retentionszeiten von
CDTA und DTPA haben nocheinmal deutlich abgenommen.

Bei pH 6 ist eine weitere Verschiebung des NTA-Peak zu spdtBetentionszeiten zu erkennen.
Dieser eluiert nun zwischen dem DTPA- und CDTA-Peak. Daliritpdes Signals hat jedoch deutlich
zugenommen und Uberlagert nun zum Teil den CDTA-Peak. Dterfdenszeiten der DTPA- und

CDTA-Komplexe haben sich nocheinmal verkirzt.

Der NTA-Peak eluiert bei pH 7 deutlich spéater und sogar nash €DTA-Peak. Jedoch ist dieser
NTA-Peak tber finf Minuten breit und besitzt demnach eiminge Hohe, wodurch die Integration,
gerade bei geringeren Konzentrationen problematisciigth der DTPA-Peak eluiert noch friher
als bei pH 6 und tberlagert dadurch starker mit dem EDTA-Peak

Die Retentionszeit des EDTA—Komplexes wird durch eine ataoh des Eluenten pH kaum beein-
flusst.

Abbildung 4.60 auf Seite 109 erlaubt einen Vergleich dera@tatogramme der NTA, die bei den
unterschiedlichen pH-Werten aufgenommen wurden. Diesthamanoch einmal die Verschiebung
der Retentionszeiten deutlich und zeigen auch die dantieegehende Veranderung der Peakform.
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Abbildung 4.59: Chromatogramme von je 1Qig |I=' NTA, EDTA, DTPA und CDTA mit

1000.g I7! Indium. Regeneration des Suppressors mit 2 mbHNOs; Spiilen
des Suppressors mit 50 mmolINH,NOs;, pH 7. (Saule: DV-080429-1A1 (10 + 2
cm), Eluent: 40 mmoli! NH,NO;, pH 2-7, Fluss: 0,6 ml mint, Probenaufgabe-

volumen: 24Qul).
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Abbildung 4.60: Chromatogramme von je 1@g |I=' NTA mit 1000 pg I=! Indium. Rege-
neration des Suppressors mit 2 mol IHNO;; Spllen des Suppressors mit
50 mmol ' NH4;NOs, pH 7. (Saule: DV-080429-1A1 (10 + 2 cm), Eluent:
40 mmol ' NH4NO;, pH 2-7, Fluss: 0,6 ml min, Probenaufgabevolumen:

240 ).

Zusammenfassung

In Abbildung 4.61 auf der nachsten Seite sind die pH-Wertgegealie Retentionszeiten der vier
Komplexbildner aufgetragen. Diese Abbildung zeigt dettlilie Verschiebung der Retentionszeiten
von DTPA und CDTA mit steigendem pH-Wert nach vorne, wie aachon in Kapitel 4.2.4 auf
Seite 74 beobachtet wurde. Sehr auffallig ist der Einflusspdé-Wertes auf die Retentionszeit des
NTA-Komplexes. Zum einen ist dieser gegenlaufig zu dem dePATund CDTA-Komplexe und
zum anderen wesentlich starker ausgepragt. Die Versamjettes NTA—Peaks zu spéteren Retenti-
onszeiten war aufgrund der Ergebnisse aus Kapitel 4.2 3eitd 59 so erwartet, jedoch ist der Effekt
hier deutlich starker. Dabei ist zu beachten, dass es sidfelbeExperimenten aus Kapitel 4.2.2 um
Eisenkomplexe handelte, die auf einer anderen Saule getnemden.

Ziel dieses Experiments war es, die Verschiebung des NTAxHexes aus dem Totvolumen zu er-
reichen, um eine stérungsfreie Analyse dieses Komplexesmdglichen. Bei der ersten Betrachtung
von Abbildung 4.61 scheint dieses Ziel auch erreicht wordesein. Nach dieser Abbildung sollte
eine Trennung der vier Komplexe bei pH 6 oder 7 gut moglich.ddicht beachtet wird hier jedoch
die Signalform dieser Peaks. Wie schon weiter oben besmmnjaleutet sich mit steigendem pH ein
starker werdendes Tailing des NTA-Peaks an, welches miPaaks der weiteren Komplexbildner
Uberlappt. Bei pH 7 ist der Peak tGiber 5 Minuten breit und bengeren Konzentrationen kaum noch
auswertbar. Weiterhin fiihrt eine Uberlappung des Peakdenit CDTA-Peak aufgrund des Column-
Switching zu weiteren Problemen.
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Abbildung 4.61: Chromatogramme von je 1@g I=* NTA mit 1000 g I=! Indium. Rege-
neration des Suppressors mit 2 mol IHNO;; Spllen des Suppressors mit
55 mmol ' NH;NO;, pH 7. (Saule: DV-080429-1A1 (10+2 cm), Eluent:
40 mmol ! NH4NO;, pH 2, Fluss: 0,6 ml min!, Probenaufgabevolumen: 240).

Besonders aufféllig ist auch die sehr empfindliche AndedargRetentionszeit mit dem pH-Wert im
Bereich von pH 5-7. Um reproduzierbare Ergebnisse zu ernakt hier eine exakte Anpassung des
pH-Wertes erforderlich. Jedoch kann bedingt durch dasegRbenaufgabevolumen von 24D
auch eine Anderung des Proben—pH zu einer Verschiebung etenfionszeiten fiihren. Daher ist
auch eine genaue Anpassung des Proben—pH notwendig.

Aufgrund der zwei Giberlagerten Peaks, die fir den NTA-Kamjblei pH 2 erhalten wurden, entstand
die Vermutung, dass es sich hier um zwei unterschiedliclezi€p handelt. Bei hdheren pH-Werten
werden die Signale breiter und es entsteht ein Tailing dgme®e. Auch hier kbnnte es sich um zwei
unterschiedliche Spezies handeln, die sich auf der Saeieander umwandeln und so verbreiterte
Signale verursachen.

Um diese These zu bestatigen, waren weitere ExperimentdeniNTA—Komplexen erforderlich,
bei denen durch eine Eluentenvariation die effektive Ladder einzelnen Spezies ermittelt werden
musste. Weiterhin kdnnte durch das Kihlen des Systems emeaddlung der Spezies wéhrend
der Trennung unterbunden oder zumindest verlangsamt weute eine vollstdndige Auftrennung
der einzelnen Spezies zu ermoglichen. Durch das gezielketaen von Modelllésungen bei unter-
schiedlichen pH-Werten und unterschiedlichen anionis¢hganden und deren Vergleich mit den
hier eingesetzten Lésungen kénnten Informationen tbexdiar der vorliegenden Spezies ermittelt
werden.

Die Integration von NTA in diese Methode ist mit vielen Prmfolen verbunden. Durch das Spilen des
Suppressors mit Ammoniumnitrat gelingt es, den NTA—Komplebeschadet durch den Suppressor
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zu befordern, jedoch gelingt es nicht, diesen Komplex disnsten Peak von den weiteren Komple-
xen zu trennen. Es sind hier noch Fragen zur Struktur deegatien NTA—Kompexe offen, die einer
weiteren Klarung bedtrfen. Durch den Einsatz eines zweigest Metalls wirde sichergestellt, dass
es sich um einen anionischen Komplex handelt. BezugliclAdalyse von NTA und weiteren Kom-
plexbildnern, die nur Uber drei Sduregruppen verfligendemin der Arbeit von D. Nette [45] erste
Versuche unternommen.

Aufgrund der zu erwartenden Probleme bei der Bestimmung\/ik, wurde diese bei der Analyse
von Realproben und bei der Ermittlung der Nachweisgrenaegeklammert.

111



5 Methodenvalidierung

Nach erfolgter Methodenentwicklung ist es erforderliciese an Realproben zu testen. Alle bishe-
rigen Chromatogramme wurden mit Reinstwasser aufgenomwedohes mit den Komplexbildnern
versetzt wurde. Die Methode soll jedoch zur Analyse von Kwiasser, Grundwasser, Oberflachen-
wasser oder sogar Abwasser eingesetzt werden. Diese Puolberscheiden sich maf3geblich von
Reinstwasser, durch die darin gelésten Salze. Daher misssuoht werden, ob auch eine Analyse
in diesen Probenmatrices moglich ist.

Fir diese Untersuchungen wurden freundlicherweise sovashDr. O. Happel, Technologiezentrum
Wasser (TZW) in Karlsruhe, als auch von Dr. K.-H. Bauer, lesg@sser in Grol3-Gerau Proben
zur Verfugung gestellt, deren Komplexbildnergehalt zurot der GC—Methode bestimmt wurde.
Durch diese Proben ist es moglich, die neue Methode mit dgebenden zertifizierten Methode zu
vergleichen.

Die Wiederholprazision der Methode kann durch wiederhdssung eines Standards beurteilt wer-
den. Weiterhin sollen Aufgrund von Kalibrationsdaten deecNweisgrenzen dieser Methode ermittelt
werden.

EDTA wird in vielen Oberflachengewassern gefunden und ishals Nahrunsmittelzusatz zugelas-
sen. Daher ist es von Interesse, ob sich EDTA durch die Ngsrunnd Wasseraufnahme auch in
unserem Blut wiederfinden lasst. Demnach soll auch die Asealy Blutproben untersucht werden.

5.1 Statistische KenngréfRen der Methode

Nachweisgrenzen

Eine wichtige Kenngrof3e fur analytische Verfahren ist dieimale Konzentration, die mit dieser
Methode mit einer gewissen statistischen Sicherheit rewiggen werden kann. Diese Konzentrati-
on ist auch als Nachweisgrenze bekannt. In Kapitel 2.4 ai¢ S8 wurden verschiedene Verfahren
beschrieben, diese Nachweisgrenze zu bestimmen. Die [&dézformel wurde schon in Kapi-
tel 4.3.3 auf Seite 91 verwendet, um die Nachweisgrenze dechimstellung auf Indium als Kom-
plexkern abzuschatzen. Diese wurde flir EDTA, DTPA und CDUiA2ang I-! geschatzt.

Eine zweite wichtige Methode zur Bestimmung der Nachweisge ist die Kalibriergeradenmethode.
Hierfur wurden funf Kalibrierstandards im Konzentratibaseich von 0 — 50 ngt gemessen. Die
daraus erhaltenen Kalibriergeraden sind in Abbildung &Gfldar nachsten Seite zu sehen.
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Abbildung 5.1: Kalibration von EDTA und DTPA mit den eingezeichneten Vaunsbereichen bei

einem Signifikanzniveau von 95% zur Ermittlung der Nachgeazen (Komplex-
kern: In*t).

Aus diesen Kalibrationsdaten ergeben sich Nachweisgreno® 4,8 ng t! fur EDTA und
3,6 ng ! fir DTPA. Die weiteren Informationen, die aus der Regressi@raden erhalten wurden,

sind in Tabelle 5.1 zusammengefasst.

Tabelle 5.1:Kalibrationsdaten von EDTA und DTPA.

Wert EDTA DTPA

Steigung / counts | ng 6926 1051
unterer Vertrauensbereich 6087 956
oberer Vertrauensbereich 7764 1146

Achsenabschnitt /counts 33140 -1293
unterer Vertrauensbereich 7744 -4172
oberer Vertrauensbereich 58536 1586

Verfahrensstandardabweichung /n§ | 1,8 14

Wiederholpréazision

Um die Wiederholprazision zu bestimmen, wurde ein Stand#edje 1.9 |- EDTA, DTPA und
CDTA enthielt, 10 mal hintereinander gemessen und fir jedealtenes Chromatogramm die Peak-
flachen und Retentionszeiten der drei Analyten bestimna.Nditelwerte und Standardabweichun-
gen dieser Wiederholmessungen sind in Tabelle 5.2 auf aéistén Seite zu finden.

Fur die Peakflachen werden relative Standardabweichungeni 0% bis 2,6% erreicht und fir die
Retentionszeiten von 1,1% bis 4,7%. Bis auf die AbweichueigRktentionszeit fir die CDTA sind
alle Werte im akzeptablen Bereich. Bei der CDTA, und in abbesichter Form auch fur die DTPA,
konnte ein eindeutiger Trend im Laufe der Wiederholmessarmy kirzeren Retentionszeiten fest-
gestellt werden. Eine mogliche Erklarung fur diesen Efiskdie Temperaturabhangigkeit der Re-
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Tabelle 5.2:Wiederholmessungen.

Wert EDTA DTPA CDTA
Peakflache

Mittelwert / counts 1391330 867088 1092350
Standardabweichung / counts 36526 16572 27197
RSD % 2,6 1,9 2,4
Retentionszeit

Mittelwert / counts 2,76 4,56 10,24
Standardabweichung / counts 0,03 0,09 0,48
RSD % 1,1 2,0 4,7

tentionszeiten. Diese Messungen wurden an sehr kaltenamdgen Tagen Uber mehrere Stunden
verteilt aufgenommen. So ist zu vermuten, dass morgensetasige System kalter war, als mittags

nach direkter Sonneneinstrahlung. Die fur die Quantifingrerforderliche Peakflache ist jedoch von
diesem Effekt nicht betroffen.

5.2 Analyse von Realproben

5.2.1 Beschreibung der verwendeten Realproben

Fur die Untersuchung der Realproben wurde zum einen Lestuagser verwendet, welches mit den
Komplexbildnern versetzt wurde. Zum anderen wurden dib&nales TZW und von Hessenwasser
analysiert. Vom TZW wurden fiinf Proben zur Verfigung gdstdie im Folgenden mit H1L — H5
bezeichnet werden. Von Hessenwasser stammte ein grof$ebemBatz, der aus 57 Proben bestand
und im Folgenden mit P1 — P57 bezeichnet wird.

Die Tabelle 5.3 gibt eine Ubersicht tiber die WasserprobésnA#t der Probe wird unterschieden in
Flusswasser, Rohwasser, Trinkwasser oder sonstige Wasiser Zusatzlich sind hier die Ergebnisse
fur NTA, EDTA, DTPA und CDTA der jeweiligen externen Labore gehen.

Tabelle 5.3:Liste der Referenzproben.

Probe Art Konzentration jug |+

NTA EDTA DTPA CDTA
H1 Rohwasser - 3,3 — —
H2 Flusswassel - 39 <10 —

H3 Flusswasser 1,1 3,2 1,4 -
H4 Flusswassefr 0,8 2,6 15 -
H5 Trinkwasser - 05 <1,0 -
P1 Sonstiges | <1,5 39 <15 <2
P2 Rohwasser| <1,5 4.7 1,8 <2
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Tabelle 5.3:Liste der Referenzproben.

Probe Art Konzentration jug 17!
NTA EDTA DTPA CDTA

P3 Sonstiges | <1,5 <2 <15 <2
P4 Rohwasser| <1,5 32 <15 <2
P5 Sonstiges | <1,5 <2 <15 <2
P6 Rohwasser| <1,5 - <15 <2
P7 Rohwasser| <1,5 25 <15 <2
P8 Rohwasser| <1,5 2,1 <1,5 <2
P9 Rohwasser| <1,5 106 <15 <2
P10 Rohwasser| <1,5 79 <15 <2
P11 Sonstiges | <1,5 <2 <1,5 <2
P12 Sonstiges | <1,5 <2 <1,5 <2
P13 Sonstiges 3,7 50 <15 <2
P14  Sonstiges | <1,5 174 <15 <2
P15  Sonstiges | <1,5 13,3 1,7 <2
P16  Sonstiges | <1,5 <2 <15 <2
P17  Sonstiges | <1,5 <2 <15 <2
P18 Sonstiges | <1,5 <2 <1,5 <2
P19 Rohwasser| 1,5 5,8 3,3 <2
P20  Sonstiges | <1,5 31 <15 <2
P21 Sonstiges | <1,5 20 <15 <2
P22 Sonstiges | <1,5 <2 <1,5 <2
P23 Flusswasser <1,5 4,9 11,8 <2
P24 Flusswasser <1,5 5,2 12,7 <2
P25 Flusswasser <1,5 5,2 11,3 <2
P26 Flusswasser <1,5 7,0 10,0 <2
P27 Flusswasser <1,5 6,9 9,1 <2
P28 Rohwasser| <1,5 <2 <1,5 <2
P29 Trinkwasser <1,5 <2 <15 <2
P30 Rohwasser| <1,5 3,4 2,0 <2
P31 Sonstiges | <1,5 2,0 <1,5 <2
P32 Sonstiges | <1,5 <2 <1,5 <2
P33  Sonstiges | <1,5 <2 <15 <2
P34 Sonstiges | <1,5 <2 <1,5 <2
P35 Rohwasser| <1,5 3,2 1,7 <2
P36  Sonstiges | <1,5 <2 <15 <2
P37 Trinkwasser <1,5 <2 <15 <2
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Tabelle 5.3:Liste der Referenzproben.

Probe Art Konzentration jug 17!

NTA EDTA DTPA CDTA
P38  Sonstiges | <1,5 4,3 2,6 <2
P39  Sonstiges | <1,5 26 <15 <2
P40 Rohwasser| <1,5 6,8 3,5 <2
P41  Sonstiges | <1,5 55 <1,5 <2
P42 Rohwasser| <1,5 25 <15 <2
P43 Trinkwasser <1,5 2,8 <1,5 <2
P44 Rohwasser| <1,5 <2 <1,5 <2
P45  Sonstiges | <1,5 <2 <15 <2
P46 Rohwasser| <1,5 7,2 19,0 <2
P47 Trinkwasser <1,5 8,7 10,3 <2
P48  Sonstiges | <1,5 <2 <15 <2
P49  Sonstiges | <1,5 29 <15 <2
P50 Rohwasser| <1,5 6,9 51 <2
P51  Sonstiges | <1,5 28 <15 <2
P52 Trinkwasser <1,5 40 <15 <2
P53 Rohwasser| <1,5 6,6 <15 <2
P54 Rohwasser| <1,5 6,4 <15 <2
P55 Trinkwasser <1,5 38 <15 <2
P56 Rohwasser| <1,5 23 <15 <2
P57 Trinkwasser <1,5 2,3 <1,5 <2

Bei der Betrachtung dieser Daten fallt auf, dass die CDTArzémtration bei allen Proben unterhalb
der Nachweisgrenze lag. Dies ist durch die im Vergleich zu aederen Komplexbildnern relativ
geringe Verbreitung begrindet. Bei NTA ergibt sich ein &imds Bild; hier konnte nur in vier Pro-
ben der Komplexbildner nachgewiesen werden. NTA wird jéddanlich haufig eingesetzt, wie auch
EDTA und sollte demnach auch in ahnlichen Konzentratior@hegen. Hier macht sich vermutlich
die leichtere biologische Abbaubarkeit des Komplexbitdrimerkbar. EDTA ist in einem Grol3teil
der Proben tatsachlich zu finden und liegt in einem Konzéotrsbereich von 2 — 18g 1-! vor.
DTPA ist seltener zu finden, konnte aber dennoch in nahear ghitten Probe in einem Konzentra-
tionsbereich von 1,5 — 20g I=* gefunden werden.

Die Analyse dieser Proben wurde von den jeweiligen extehngtituten gemaf3 DIN EN 1ISO 16588
[17] durchgeflhrt. Fur die Proben H1 — H5 wurde ein NP-Detekind fur die Proben P1 — P57 ein
MS-Detektor verwendet.
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5.2.2 Analyse von Leitungswasser

In einem ersten Experiment wurden Chromatogramme von eMiraus je 1.9 I~ EDTA, DTPA
und CDTA aufgenommen, von denen die eine Losung in Reinsevasd die andere in Leitungs-
wasser angesetzt wurde. Etwaige Stérungen durch die imrgstvasser gelosten Salze und Metalle
sollten sich in diesem Experiment durch eine Signalreduktider einer Vergro3erung der Signale
bemerkbar machen. Die Chromatogramme dieser beiden Léswsngd in Abbildung 5.2 zu sehen.
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Abbildung 5.2: Chromatogramme von je Ag I=* EDTA, DTPA und CDTA in Reinstwasser und
Leitungswasser. (Metall: 100@y I-! Indium, Saule: DV-080429-1A1 (10 + 2 cm),
Eluent: 55 mmol t! NH,NOs, pH 2, Fluss: 0,6 ml min!, Probenaufgabevolumen:
240 pul).

Diese beiden Chromatogramme sehen annahrend identisctiedngs kann davon ausgegangen wer-
den, dass die Leitungswassermatrix die Analyse der dreigf@xbildner nicht beeinflusst.

5.2.3 Vorversuche an den Realproben

In einer ersten Messreihe wurden die Proben H1 — H5 auf denPAEMITPA- und CDTA-Gehalt
untersucht. Zuvor wurde jedoch die Probe H1 gemessen umthlgei3end dieselbe Probe, die mit je
1 ng 17! der Komplexbildner versehen wurde. Ein Vergleich dieséddre Chromatogramme ist in
Abbildung 5.3 auf der nachsten Seite zu sehen.

In diesen Chromatogrammen ist ein grof3es Signal im Totvetuzu erkennen, das durch in der
Probe vorhandenes NTA oder andere komplexierende Sulestdnezvorgerufen worden sein kann.
Der Peak der EDTA ist in beiden Chromatogrammen deutlichrkernmen, in der gespikten Probe ist
dieser auch wie erwartet grof3er. DTPA und CDTA sind jweilsinder gespikten Proben zu finden.
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Abbildung 5.3: Chromatogramme der Probe H1 und der Probe H1 mitjg ! EDTA, DTPA und
CDTA versetzt. (Metall: 100Q.g I=* Indium, Saule: DV-080429-1A1 (10 + 2 cm),
Eluent: 55 mmol ! NH,NOs, pH 2, Fluss: 0,6 ml min!, Probenaufgabevolumen:

240 pl).
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Abbildung 5.4: Chromatogramme der Probe H1 — H5. (Metall: 1Qa91~! Indium, Saule: DV-
080429-1A1 (10 + 2 cm), Eluent: 55 mmot'INH,NOs, pH 2, Fluss: 0,6 ml min!,

Probenaufgabevolumen: 240).
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Die Chromatogramme der weiteren Proben sind in Abbildudgsf der vorherigen Seite zu finden.
In diesen fallt auf, dass die verschiedenen Proben uniediath grof3e Signale im Totvolumen erzeu-
gen. Die Ursache hierfir sind wahrscheinlich unterscieedlKonzentrationen an komplexierenden
Substanzen, die neutrale oder positiv geladene Komplekédium bilden. Sehr gut zu erkennen
sind die verschiedenen Konzentrationen an EDTA und DTPA,bgii einem ersten Vergleich mit
denen aus Tabelle 5.3 korrelieren.

Zwischen den Peaks von EDTA und DTPA ist in den Proben H3 une@iH4veiterer kleiner Peak
zu erkennen. Hier ist zu vermuten, dass es sich um einenrereitomplexbildner handelt, der je-
doch nicht naher identifiziert werden konnte. Bei den beldsmben H3 und H4 handelt es sich um
Flusswasser, wodurch viele Substanzen in Frage kommen.

CDTA konnte auch mit dieser empfindlichen Methode in keirrebB nachgewiesen werden. Dies ist
durch die VergroRerung des relevanten Bereichs der Chogreabhme in Abbildung 5.5 verdeutlicht.
Zum Vergleich wurde der g |- Standard mit in diese Abbildung aufgenommen.

——H1
——H2

12,0k H3
] — H4

14,0k -

Signal / cps

In

115

-2,0k 4

Zeit / min

Abbildung 5.5: VergroRerung der Chromatogramme von Probe H1 — H5 und einggl1! Stan-
dard. (Metall: 1000:g I Indium, Saule: DV-080429-1A1 (10 + 2 cm), Eluent:
55 mmol ' NH4NO;, pH 2, Fluss: 0,6 ml min, Probenaufgabevolumen: 2440).

In Tabelle 5.4 auf der ndchsten Seite sind die mit dieser dbtitlgemessenen Konzentrationen von
EDTA und DTPA mit denen aus der Referenzmethode gegenidieligeDie gemessenen Konzen-
trationen fur EDTA stimmen zum Teil sehr gut mit denen ausRigflerenzmethode Uberein. Fir die
DTPA Konzentration kann hier keine verlassliche Aussageaght werden, da dieser Komplexbild-
ner in nur zwei der finf Proben gefunden wurde.

Die EDTA-Konzentrationen, die mit den beiden Methoden inesitt wurden, sind in Abbildung 5.6
auf der nachsten Seite gegeneinander aufgetragen. Hagméssehr gute Korrelation dieser Messwer-

te zu erkennen.
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Tabelle 5.4:Konzentration der EDTA und DTPA in den Proben H1 — Hol .
Probe EDTA DTPA
IC GC IC GC
H1 26 33 0 -
H2 40 39 0 <1
H3 33 32 0,7 14
H4 26 26 0,7 15
H5 02 05 0 <1

4,5
{ y=1,07x-0,37

404 R®=0,9464

EDTA Konzentration / ug I (IC)

T — T 7T T
0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5 3,0 3,5 4,0

onzentration / ug
EDTA K ion /ug I (GC

Abbildung 5.6: Auftragung der ermittelten EDTA-Konzentrationen aus dedemmen Labor gegen
die mit der IC-ICP-MS Methode ermittelten Werten (Komplewxk In**).
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In einer zweiten Messreihe wurden die Proben P1 — P15 gemd3sese wurden unter denselben
Bedingungen gemessen, wie die Proben H1 — H5, jedoch sirdidsen Proben die Abweichungen
wesentlich gréRer. Zum Teil wurde nur ein Zehntel der Kotragion gefunden, die vom externen
Labor gemessen wurde. Die Ergebnisse dieser MessreihasTatbelle 5.5 zu finden.

Tabelle 5.5:Konzentration der EDTA und DTPA in den Proben P1 — P1pgni—t .

Probe EDTA DTPA
IC GC IC GC

P1 23 39 01 <15
P2 26 47 11 1,8
P3 0,8 <2 0 <15
P4 3,1 32 0,7 <15
P5 0,4 <2 0 <15
P6 0,3 - 0 -
P7 0,4 25 0 <15
P8 04 21 0 <15
P9 15 10,6 0,1 <15

P10 12 79 01 <15
P11 06 <2 0 <15
P12 02 <2 0 <15
P13 03 50 0 <15
P14 125 17,4 0,8 <15
P15 76 13,3 12 17

In Abbildung 5.7 auf der nachsten Seite sind wieder die Mes®nir die EDTA gegeneinander
aufgetragen. Hier werden die zum Teil deutlichen Abweigamsichtbar. Es ist vor allem auffallig,
dass fur alle Proben ein geringerer Wert gefunden wurde.

Da diese Abweichungen deutlich gré3er sind, als in der vagbe Messreihe, wurde nach den Ursa-
chen fur diese Abweichungen gesucht.

5.2.4 Optimierung der Methode

Bei den Proben P1 — P15 wurden mit der IC-ICP-MS Methode aéutiedrigere Konzentrationen
fur EDTA gefunden, als das externe Labor gemessen hat. @alvde nach den Ursachen fir diesen
Minderbefund gesucht. Um die Komplexbildner nachzuweisstnes erforderlich, dass diese nach
der Probenvorbereitung als Indiumkomplexe vorliegeneJebbe wird mit 100Q:g 1=! Indium
versehen, um dies zu gewahrleisten. Sind jedoch anderdl&lgtaler Probe enthalten, die stabile
Komplexe mit diesen Komplexbildnern bilden, kann dieseSt&irungen fihren.

Trinkwasser kann in groReren Mengen Eisen enthalten, welehe aus Tabelle 2.7 auf Seite 40
ersichtlich ist, ahnlich stabile Komplexe bildet wie IndiuDemnach ist es durchaus mdglich, dass
eine hohe Eisenkonzentration zu einem Minderbefund dergdexbildner fuhrt, da diese als Eisen-
und nicht als Indiumkomplexe vorliegen.
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Abbildung 5.7: Auftragung der ermittelten EDTA-Konzentrationen aus desfelRenzlabor gegen die
mit der IC-ICP-MS Methode ermittelten Werten. (Komplexkdn3*).

Fur die Proben P1 — P15 wurden die Eisenkonzentration mitI@aMS bestimmt und in Abbil-
dung 5.8 auf der nachsten Seite gegen die WiederfindungseateDTA in den jeweiligen Proben
aufgetragen.

In dieser Abbildung ist ein Zusammenhang zwischen der Wigdkingsrate und der Eisenkonzen-
tration zu vermuten. Um diese Korrelation zu prifen, wurdemGleichung 2.22 auf Seite 32 ein
t-Test des Korrelationskoeffizienten durchgefuhrt:

(n=10,r=—0,75004) = 3,298
t(n=10,P=95%) = 2,282

L(n=10,r=—0,75904) > (n=10,a=0,05)

Da die Prifgréf3e groR3er ist, als der dazugehorige t-WerdjesKorrelation dieser Datenpaare stati-
stisch signifikant.

Nach den vorliegen Daten scheint es, als sei die hohe Eiseghktration fir den Minderbefund in den
Realproben verantwortlich. Fur die Behebung dieser Uisat#hen verschiedene Losungsansatze zur
Verfligung.

Matrixreduktion durch Verdiinnung

Durch ein Verduinnen der Probe kann die Eisenkonzentragionschnell und unkompliziert reduziert
werden. Jedoch geht dies natlrlich auch mit einer Verringgeder Empfindlichkeit der Methode
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Abbildung 5.8: Auftragung der Wiederfindungsrate der EDTA bezogen auf dielihisse des Refe-
renzlabors gegen die Eisenkonzentrationen der Proben.

Tabelle 5.6:Konzentration der EDTA in den Proben P9 und P1agn—" .

Probe EDTA

GC ICunUerd. |CU€T‘d.
P9 10,6 1,6 9,1
P15 13,3 7,6 12,4
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einher. Fur die Proben P9 und P15 wurde nach einer 1:10 Vietahigrerneut die EDTA Konzentration
bestimmt. Die Ergebnisse sind zusammen mit denen aus derdRemethode und den Messungen
ohne Verdiinnung in Tabelle 5.6 auf der vorherigen Seite karse

Aus dieser Tabelle ist ersichtlich, dass durch die Verdiagnder Probe die Abweichung erheblich
verringert werden konnte. Besonders aufféllig ist die Almlveng bei Probe 9: ohne Verdiinnung
weicht der ermittelte Wert noch um 85% vom Referenzwert alshrVerdiinnung betragt diese Ab-
weichung nur noch 14%.

Dieser Versuch zeigt, dass die Abweichungen von den Refpreben tatsachlich matrixbedingt sind,
da sie durch eine Verdinnung der Probe und damit der Matduziert werden kénnen. Jedoch
muss die niedrigere Abweichung mit einer geringeren Empéhkleit bezahlt werden, so dass nach
anderen Methoden zur Eliminierung dieser Matrixeinflisssught werden sollte.

Reduktion von Eisen(lll) zu Eisen(ll)

Nach Tabelle 2.7 auf Seite 40 sind die Eisen(ll)-Komplexetlitsh weniger stabil, als die des Ei-
sen(lll). Daher kann die Stabilitat der Eisenkomplexe duReduktion des Eisens herabgesetzt wer-
den. Tabelle 5.7 gibt einen Uberblick tiber einige interessRedoxpotentiale.

Tabelle 5.7:Ausgewdahlte Redoxpotentiale [111].

Redoxreaktion Potential
Fe’t + e~ = Fe?t +0,77V
NO3 + H,O +2¢~ = NO; +20H-  -0,01V
In3t +e= = Int -0,49V

5047 + HQO +2e” = 5037 + 20H~ '0,93 \/

Die auch als Reduktionsmittel in Betracht kommende Ascmdiire kann aufgrund der eigenen kom-
plexierenden Eigenschaften nicht verwendet werden.

Bevor der Einfluss von Nitrit als Reduktionsmittel untefsiuaurde, sollte zuerst der Einfluss von
Eisen(lll) auf die Probenlésung naher untersucht werdegrfiit wurde ein Standard verwendet, der
je 1 ug 17! NTA, EDTA und DTPA enthielt und derselbe Standard wurde fileeweite Messung
mit 500 n.g 1=! Eisen(lll) versehen. Die resultierenden Chromatogramimetis Abbildung 5.9 auf
der nachsten Seite auf der linken Seite zu sehen.

Der Effekt des zusatzlichen Eisens ist in dieser Abbilduagzy erkennen. Stark reduziert sind die
Signalflachen fur den NTA- und DTPA-Komplex. Auch das Sigies EDTA-Komplexes fallt hier
etwas kleiner aus, jedoch ist die Auspragung bei den beidéeran Komplexbildnern starker.

In der selben Abbildung auf der rechten Seite sind zwei Clatogramme der drei Komplexbildner
abgebildet, bei denen beiden Losungen 500~ Eisen(lll) zugesetzt wurden. Der einen Lésung
wurden zusatzlich 10 mgt Nitrit zugefligt, um das Eisen(lll) zu reduzieren. Der enets Effekt,
die Reduktion des Eisens und die damit verbundene Vergud@eter Signale, bleibt aus.
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Abbildung 5.9: Chromatogramme von je/g I=! NTA, EDTA und DTPA mit unterschiedlichen Ma-
trixeinflissen. (Metall: 100@g |I~! Indium, Saule: DV-080429-1A1b (10 + 2 cm),
Eluent: 20 mmol t! NH,NOs;, pH 2, Fluss: 0,6 ml min!, Probenaufgabevolumen:

240 ul).

Nitrit scheint sich daher nicht zu eignen, um das in der Pralyeandene Eisen zu reduzieren und
damit die Stoérung des Eisens zu beseitigen.

Als weiteres Reduktionsmittel kommt Sulfit in Betracht. Miesem wurden dieselben Experimente,
wie mit Nitrit durchgefiihrt. Abbildung 5.10 zeigt im Vergid zwei Chromatogramme von Komplex-
bildnerldsungen, die mit Eisen versetzt wurden. Die eingung wurde zusatzlich mit 10 mg!l Sulfit

versehen.
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Abbildung 5.10: Chromatogramme von je g 1= NTA, EDTA und DTPA mit und ohne Sul-
fit. (Metall: 1000 g |- Indium, Saule: DV-080429-1A1b (10 + 2 cm), Eluent:

20 mmol ! NH4NOs, pH 2, Fluss: 0,6 ml min', Probenaufgabevolumen: 24().

Diese Abbildung zeigt, dass durch den Einsatz von Sulfit mRtebenlésung, die durch das Eisen
hervorgerufene Reduktion der Signalintensitat der DTPABensiert werden kann. Das Sulfit scheint
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tatsachlich das in der Probe vorhandene Eisen(lll) zu Higemu reduzieren, welches zumindest die
DTPA wieder fur das Indium verfiigbar macht. Bei dem EDTA+gibjst keine so deutliche Anderung
zu beobachten, jedoch wurde dieses durch die Zugabe von &igd nicht so stark beeintrachtigt,
wie der DTPA-Peak.

Um den Effekt des Eisens und des Sulfits auf den Indium-ED®&wRlex naher zu untersuchen,
wurden folgende drei Losungen gemessen: Losung 1 enthjedt|t' EDTA, Losung 2 zusétzlich
0,5 mg ! Eisen(lll) und Losung 3 enthielt zuséatzlich noch 10 m¢ Sulfit. Das ICP-MS wurde
fur dieses Experiment im Wasserstoff-Modus betrieben, una gimultane Detektion des Eisens zu
ermoglichen.

Auf der linken Seite in Abbildung 5.11 ist das Indiumsignar Chromatogramme zu sehen. Der
Peak der zweiten LAsung ist in diesem Chromatogramm etveasek| als die der anderen Losungen.
In derselben Abbildung auf der rechten Seite ist das Eigeasdieser Chromatogramme zu sehen.
Bei der ersten Losung konnte kein Eisen-EDTA-Komplex gdamwerden. Wird der Losung Eisen
zugefugt, erscheint ein kleiner Peak, der dem gesuchtempkxmuzuordnen ist. Durch die Zugabe
von Sulfit zu der L6ésung, wird dieses Signal wieder deutligier.

Duch dieses Experiment konnte gezeigt werden, dass sgictdich Eisen-EDTA-Komplexe bilden,
und so das Signal des Indium-EDTA-Komplexes reduzieremciddie Verwendung von Sulfit in den
Probenldsungen, kdnnen die Eisenkomplexe jedoch wiedsttzewerden, so dass die Indiumkom-
plexe kein reduziertes Signal ergeben.
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Abbildung 5.11: Chromatogramme von je g I=* NTA, EDTA und DTPA mit unterschiedlichen
Matrixeinflissen. (Metall: 1 00@g I-! Indium, Saule: DV-080429-1A1b (10 + 2
cm), Eluent: 20 mmol1! NH,NO;, pH 2, Fluss: 0,6 ml min!, Probenaufgabevo-
lumen: 240ul).

Entfernen des Uberschissigen Eisens

Eine einfache Methode das Uberschussige Eisen aus demRisineg zu entfernen, ist die Verwen-
dung eines lonenaustauschers. Ein solcher wird in Form degr&ssors schon in der Methode ver-
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wendet, um das Uberschissige Indium zu entfernen. Der tZiega&s solchen automatisierten Sy-
stems ist in diesem Falle jedoch schwieriger, da nach ddeifning des Eisens die Zugabe des
Indiums mit anschliel3ender Erhitzung der Probe folgt. Deewéndung eines mit einem Kationen-
austauscher gefullten Spritzenvorsatzes ermoéglichtdescie ohne grofRen Aufwand die Probe vom
Eisen zu befreien.

Eisen als Komplexkern

Anstatt zu versuchen, das Eisen aus der Losung zu entfevdenzu reduzieren, ist es auch moglich
Eisen anstelle des Indiums als Komplexkern zu verwenden egitel 4.3.3 auf Seite 91). So wird
der Probe noch zusatzlich Eisen zugeflgt und das bisherriPmde vorhandene Eisen kann die
Komplexbildung nicht beeintrachtigen. Jedoch wiirde dieseeh wieder mit einem Verlust der Emp-
findlichkeit einhergehen. Fur Analysen, bei denen eine Exdjifinkeit im unterernug 1= —Bereich
jedoch ausreicht, ist dieses eine einfache Methode ohrtenedtrobenvorbereitung.

Wiederholung der Vorversuche unter optimierten Bedingung en

In dieser Messreihe wurden die Proben P1 — P15 mit zwei witiexdlichen Variationen der Methode
gemessen. Die eine Variation bestand in der Verwendung isenkls Komplexkern (I&.)und die
zweite in der Zugabe von 10 mg'l Sulfit zu jeder Probe (Ig‘ogf). Die mit dieser Methode erhaltenen
EDTA-Konzentrationen sind zusammen mit denen der unmaelifen Methode in Tabelle 5.8 zu
sehen.

Tabelle 5.8:EDTA-Konzentrationen mit unterschiedlichen Methodenfigben P1 - P15ing 1=t .
Probe GC IC 1G. ICgn2-

P1 39 23 35 -
P2 47 26 43 3,7
P3 <2 08 1.2 0,9
P4 32 31 29 2,9
PS5 <2 04 06 0,4
P6 - 03 15 0,9
P7 25 04 14 0,2
P8 21 04 16 0,5

P9 106 15 94 5,4
P10 79 12 69 4,2
P11 <2 06 1,2 0,9
P12 <2 02 04 0,1
P13 50 03 1.2 0,5
P14 17,4 12,5 19,3 13,3
P15 133 7,6 14,3 10,2

Diese Tabelle zeigt, dass durch beide Variationen hohefBABRbnzentrationen gemessen werden,
die auch ndher an den Referenzwerten sind. Durch die ergaiva mit dem Eisen werden nochmal
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groRere Werte, als durch die zweite Variation mit dem Sulfiakten. Dieses kdnnte bedeuten, dass die
Werte mit der Eisenmethode naher an dem wahren Wert liegenidtijedoch zu beachten, dass der
wahre Wert nicht bekannt ist. Weiterhin sollte beachtetd&ar dass sowohl die GC-Methode, als auch
die Eisenmethode sehr nahe an der Nachweisgrenze arbeiledaglurch gewisse Abweichungen
wahrschenlich sind.

Um einen vollstandigen Uberblick zu erhalten, sollten adiehrestlichen Proben bestimmt werden.
Daraus kann ein grof3er Datensatz erhalten werden, um dieiBbungen dieser Methode von der
Referenzmethode abzuschéatzen.

5.2.5 Analyse der Realproben unter optimierten Bedingunge n

Die bisherigen Ergebnisse zeigen, dass je nach verweniletittode unterschiedliche Ergebnisse
erhalten werden. Da es sich bei den Proben um Realproberlhastider wahre Gehalt an Kom-

plexbildnern unbekannt. Die hier entwickelte Methode zesfdnmung der Komplexbildner als In-

diumkomplexe bietet die besten Nachweisgrenzen, jedocldemuhier auch die Abweichungen zu
den Referenzwerten beobachtet. Durch den Zusatz von SslfiReduktionsmittel zu den Proben,

konnten diese Abweichungen verringert werden.

Um eine Aussage treffen zu kénnen, ob die Abweichungerssitath signifikant sind, ist es erforder-

lich, einen moglichst groRen Datensatz zu haben. Daheremundn auch die restlichen Realproben
auf deren EDTA- und DTPA-Gehalt untersucht. In der Probam@itung wurden diese filtriert und

anschlieBend mit Indium und Sulfit versetzt. Nach dem Ervegrauf 60 °C und Abkihlen auf Raum-

temperatur wurden diese gemessen. Die erhaltenen Ergelsiigd in Tabelle 5.9 auf der nachsten
Seite zusammen mit denen aus dem externen Labor aufgelistet

Tabelle 5.9:EDTA und DTPA in den Vergleichsproben g |71 .
Probe| EDTA DTPA

GC IC GC IC
P16 <2 11 <15 0,0
P17 <2 16 <15 0,0
P18 <2 19 <15 0,0
P19 |58 52 33 0,0
P20 | 3,1 22 <15 3,0
P21 | 20 18 <15 0,0
P22 <2 0,1 <15 0,0
P23 |49 6,0 11,8 157
P24 | 52 6,3 12,7 17,7
P25 | 52 6,6 11,3 15,8
P26 | 7,0 8,8 10,0 13,9
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Tabelle 5.9:EDTA und DTPA in den Vergleichsproben jmg |71 .
Probe| EDTA DTPA

GC IC GC IC
P27 | 6,9 88 9,1 130
P28 <2 0,2 <15 0,0
P29 <2 0,2 <15 0,
P30 | 34 47 20 3.1
P31 | 20 18 <15 0,0
P32 <2 04 <15 0,0
P33 <2 0,0 <15 0,0
P34 <2 0,1 <15 0,0
P35 |32 51 1,7 30
P36 <2 0,2 <15 0,0
P37 <2 0,2 <15 0,0
P38 |43 64 26 4.1
P39 |26 24 <15 0,1
P40 | 6,8 49 35 25
P41 |55 43 <15 0,6
P42 | 25 16 <15 0,2
P43 |28 19 <15 0,1
P44 <2 0,1 <15 0,0
P45 <2 0,1 <15 0,0
P46 | 7,2 7,9 19,0 20,1
P47 | 87 7,1 10,3 8.2
P48 <2 0,0 <15 0,0
P49 |29 21 <15 0,1
P50 | 6,9 53 51 4.2
P51 |28 21 <15 0,1
P52 | 40 43 <15 0,0
P53 | 6,6 45 <15 0,0
P54 | 6,4 20 <15 0,0
P55 |38 22 <15 0,0
P56 |23 13 <15 0,1
P57 |23 20 <15 0,1

Die Wertepaare scheinen gut zusammen zu passen. Um etwhigeichung besser beurteilen zu
kénnen, wurden in Abbildung 5.12 auf der nachsten Seite alie &xterne Labor gemessenen Werte
gegen die mit dieser Methode gemessenen Werte aufgetragen.
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5.2. ANALYSE VON REALPROBEN

EDTA Konzentration / ug I (IC)
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Abbildung 5.12: Auftragung der ermittelten Konzentrationen aus dem Raador gegen die mit
der IC-ICP-MS Methode ermittelten Werte fir EDTA links und@PA rechts (Kom-
plexkern: I ).

In dieser Abbildung sind die einzelnen Werte stark um diegheishsgerade gestreut. Um die Kor-
relation der beiden Werte zu beurteilen, wurde jeweils diadt des Korrelationskoeffizienten durch-
gefluhrt.

t-Test des Korrelationskoeffizienten fiir EDTA:

l(n=28,r=0,77265) = 0,206
t(n=28,P=95%) = 2,00

T (n=28,r=0,77265) > t(n=2895%)

t-Test des Korrelationskoeffizienten fir DTPA:

l(n=13,r=0,04537) = 9,618
tn=13,P=05%) = 2,20

L(n=13,r=0,94537) > L(n=13,95%)

Sowohl fur die EDTA, als auch fiir die DTPA ist die PrufgroRegds grof3er als der dazugehorige
Tabellenwert. Daher kann in beiden Fallen von einer sistissignifikanten Korrelation ausgegangen
werden.

Dieser Test trifft jedoch lediglich eine Aussage darubbrdie erhaltenen Werte der beiden Methoden
miteinander korrelieren. Es fehlt jedoch eine Aussagel&riob sich die Werte statistisch signifi-
kant unterscheiden. Um dieses zu beurteilen, kann auf dieeBsionsgeraden aus Abbildung 5.12
zurtickgegriffen werden [58].
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5.2. ANALYSE VON REALPROBEN

Wirden fir jede Probe exakt dieselben Werte erhalten, tiéfRegressionsgerade eine Steigung von
1 bei einem Achsenabschnitt von 0. Dieses wird in der Reg@itibch selten der Fall sein. Daher kann
der Vertrauensbereich bei einem definierten Signifikareauwder Steigung und des Achsenabschnit-
tes zusatzlich berechnet werden. Deckt dieser bei dem Aabsehnitt den Wert null und bei der
Steigung den Wert eins ab, kann davon ausgegangen werdsnesl&ieinen statistisch signifikanten
Unterschied zwischen den Wertepaaren gibt.

Tabelle 5.10:Vertrauensbereiche der Regeressionsgeraden fir EDTA GIiRAD

Analyt Vertrauensbereich Vertrauensbereich
Steigung  von bis Achsenabschnitt  von bis

EDTA 0,924 0,618 1,230 0,069 -1,440 1,578

DTPA 1,183 0,912 1,454 0,217 -2,320 2,753

Die Vertrauensbereiche fur EDTA und DTPA sind in TabelleOsalifgelistet. Aus dieser kann ent-
nommen werden, dass es weder fur EDTA noch fir DTPA eineisssah signifikanten Unterschied
zwischen den Werten der Referenzmethode und der IC-ICP4iMS g

In Abbildung 5.13 sind die Eisenkonzentrationen diesebBnogegen die Wiederfindungsrate bezo-
gen auf die Ergebnissse des Referenzlabors aufgetragese Beigt deutlich, dass bei diesen Proben,
denen Sulfit als Reduktionsmittel zugesetzt wurde, die Aff@edungsrate nicht mit der Eisenkon-
zentration korreliert.

160 o35
] 38
. 140 4 .30
5 5
o 120 é!
o
x 052 S
[0]
“5 100 H
N 3 o'
S5 &0 84, 50
2 0 d
h =
42
© °
B 7 % o6
<
40
=7
20 T T T T T T T T T T T T 1
0 100 200 300 400 500 600

Fe Konzentration / pg I”

Abbildung 5.13: Auftragung der Wiederfindungsrate der EDTA bezogen auf dielnisse des Re-
ferenzlabors gegen die Eisenkonzentrationen der Probemglexkern: I8+).

Obwonhl der gesamte Datensatz keine signifikanten Untexdetiwischen den Methoden zeigt, kann

fur einzelne Wertepaare ein deutlicher Unterschied gesebeden. Da es sich bei den Proben um Re-
alproben handelt, deren wahrer Komplexbildnergehaltdiekannt ist, kann hier keine Aussage dazu
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5.2. ANALYSE VON REALPROBEN

getroffen werden, durch welche Methode diese Abweichutgt@mden ist. Es ist jedoch zu beachten,
dass es sich bei der GC-Methode um eine nach DIN EN ISO zettBaviethode handelt. Diese Me-
thode besteht aber auch aus einer Reihe von Probenvodrgysschritten, durch die jeweils Fehler
entstehen kdnnen. Weiterhin liegen die hier gemessenengdtmrationen von EDTA und DTPA sehr
nahe an der Nachweisgrenze, wodurch mit einer groRererbliggassicherheit zu rechnen ist. Die
neue IC-ICP-MS Methode hingegen, besteht aus einem egmzélrobenvorbereitungsschritt und die
gemessenen Konzentrationen liegen um mehrere Grol3emgyelmuiber der Nachweisgrenze.
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5.3. ANALYSE VON BLUTPROBEN

5.3 Analyse von Blutproben

Das Calcium-Dinatrium-Salz der EDTA ist als Nahrungsntisatz zugelassen und kann so Uber
den Verdauungstrakt in den menschlichen Kérper gelangefinget hauptsachlich Anwendung als

Chelatbildner, um die prooxidative Wirkung von Metallion@ Lebensmitteln zu unterbinden und

wird mit anderen Antioxidantien eingesetzt. Haufig zu findstrdas als E 385 zugelassene EDTA-
Salz in Dosenkonserven, Instantprodukten, FertigsoR3drauch in kosmetischen Mitteln [8].

EDTA-Salze werden im Verdauungstrakt sehr schlecht résdnond daher bei der Behandlung von
Schwermetallvergiftungen auch intravends verabreicBi. [Aus diesem Grund kann die EDTA-
Konzentration im Blut als sehr niedrig eingestuft werdendurch auch der Einsatz als Lebensmit-
telzusatz gerechtfertigt wird. Gerade um diese geringemzKptrationen zu analysieren, ist eine sehr
empfindliche Methode erforderlich, die auch die komplexatiBitrix toleriert.

Die in dieser Arbeit entwickelte Methode zur Analyse von Koexbildnern scheint daher fur diesen
Einsatz sehr geeignet.

5.3.1 Die Blutmatrix

Der menschliche Kdrper besteht zu 6 — 8% aus Blut, welchesaien 4 — 9 Litern Volumen die

Aufgabe hat, unter anderem Atemgase, Nahrstoffe und Stofigelprodukte durch den Korper zu
tranportieren. Das Blut besteht zu 55Vol.-% aus Blutplasmd zu 45 \Vol.-% aus den zellularen
Bestandteilen, die durch Zentrifugation abgetrennt weidennen [112].

Das Blutplasma besteht zu 90 — 95% aus Wasser und enthéleens€h aus vielen verschiedenen
Proteinen. Zu diesen Proteinen z&hlen auch die Gerinnakigsén. Weiterhin enthalt es die Stoff-
wechselprodukte, Lipide, Fettsduren und anorganischenldom das Blutplasma zu gewinnen, ist es
erfordlich, der Blutprobe einen Gerinnungshemmer zuzesetHaufig verwendet wird hier EDTA,
Citrat oder Heparin.

Als Blutserum bezeichnet man das Blutplasma ohne die Gamgsfaktoren. Um dieses zu isolieren,
wird vor der Zentrifugation gewartet, bis die Blutprobelgtindig geronnen ist. Anschliel3end kann
es als Uberstand abpipettiert werden.

Die zellularen Bestandteile sind zum gro3en Teil die roteik®rper (Erythrozyten), die dem Trans-

port des Sauerstoffs dienen. Die weil3en BlutkérperchenKbzyten) sind fir das Abwehrsystem

zustandig und die Blutplattchen (Thrombozyten) sind eichivger Bestandteil des Systems der Blut-
gerinnung.

Fur die Analyse von in Blut geldsten Stoffen kann demnachosbdas Blutserum als auch das Blut-
plasma untersucht werden. Das Serum ist einfacher zu gewjma hier keine Gerinnungshemmer
erforderlich sind. In der Praxis ist jedoch das Blutplasméervorzugen [112].
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5.3. ANALYSE VON BLUTPROBEN

5.3.2 Probenvorbereitung

Die Komplexbildner sollen in den Blutproben sowohl im Blrtism als auch im Blutplasma bestimmt
werden, um hier etwaige Unterschiede zu untersuchen.

Als Gerinnungshemmer fur die Plasmagewinnung wird haufigA[Zitrat oder Heparin verwendet.
Da EDTA ein zu bestimmender Komplexbildner ist, kommt detersatz nicht in Betracht. Citrat bil-
det ebenfalls Komplexe und kann daher zu Stérungen in deon@togrammen fihren. Bei Heparin
handelt es sich um Polysaccharide mit einer molaren Massd 060 g mot! bis 40 000 g mot!,
das ebenfalls die Blutgerinnung hemmen. Um Stérungen durdare Komplexbildner zu vermeiden,
wurde Heparin fur die Plasmagewinnung verwendet.

Die Blutentnahme fur die Plasmagewinnung erfolgte direkein Blutentnahmerdhrchen des Typs
Monovette ®, Fa. Braun, welches bereits Lithium-Heparithistt. Dieses wurde anschlieRend fur 30
Minuten bei 4 500 U/min (Umdrehungen pro Minute) zentritrgi Der Uberstand wurde abpipettiert
und in ein Ultrafiltrationsrohrchen VivaSpin ® 6, Fa. SaiierStedim, Gberfuhrt. Dieses ist ein, durch
eine Membran geteiltes Zentrifugenrohrchen. In den ob&eginwird die zu reinigende Flissigkeit
gefllt, die durch die Zentrifugalkraft durch eine Membrg@drickt wird. Die Eigenschaften der
Membran entscheiden Uber die Trenngrenze, ab der Molekége dMembran nicht passieren kon-
nen. Die hier verwendete Membran besitzt eine Trenngreare8¥W00 g mot!. Das bedeutet, dass
Molekile mit einem kleineren Molekulargewicht als 3 000 glmalie Membran passieren konnen,
Molekule mit einem gré3eren Molekulargewicht werden jddpariickgehalten. Durch diese Ultra-
filtration kbnnen die Proben von den Proteinen und auch vogesetzten Heparin befreit werden.
Daflr werden die mit der Probe befullten Réhrchen fir 1 h B&0@ U/min zentrifugiert und an-
schlie3end das Flitrat im unteren Teil des Rohrchens veatetein der weiteren Probenvorbereitung
wurden die Proben 1:10 verdinnt und mit Indium und Sulfitegau den Wasserproben versetzt und
fur 1 h auf 60 °C erwarmt.

Die Probenvorbereitung fiir das Blutserum wurde analog efidelas Plasma durchgefthrt, mit dem
Unterschied, dass die verwendete Monovette ® anstatt dparlis ein Serumgel enthielt. Dieses
Gel liegt nach der Zentrifugation auf den zellularen Bedtaiten des Bluts und ermdglicht so ein
einfaches Abpipettieren des Serums.

Um den Blindwert zu ermitteln, der aus der Probenvorbengittesultiert, wurde je eine Monovet-
te ® mit isotonischer Kochsalzlésung gefiillt und samtliSwhritte der Probenvorbereitung durchge-
fuhrt.

Um das Infektionsrisiko, welches von Blutproben ausgehtnmimieren, wurden im Rahmen die-
ser Experimente ausschliel3lich Eigentblutproben vereezdisatzlich wurden diese Proben schnell
verarbeitet, deutlich als mdglich infektios gekennzeethumd nach der Messung durch Zusatz von
Ethanol desinfiziert. Samtliche verwendeten Pipettenspitind Vials wurden nach einer Desinfekti-
on mit Ethanol entsorgt.

134



5.3. ANALYSE VON BLUTPROBEN

5.3.3 Ergebnisse

Die Chromatogramme von Blutserum und dem Blindwert dessBluims sind zusammen mit einem
100 ng ! Standard in Abbildung 5.14 zu sehen.
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Abbildung 5.14: Chromatogramm von je 100 ng'l EDTA und DTPA und Chromatogramme der
1:10 Verdiinnungen des Blutserums und des Blindwertes alM&t000.g 1= In-
dium, Saule: DV-070326-1B2 (10 cm), Eluent: 20 mmdlNH,NO;, pH 2, Fluss:
0,6 ml mir!, Probenaufgabevolumen: 240).

In diesen ist zu erkennen, dass sowohl der Blindwert als dashBlutserum eine geringe EDTA-
Konzentration aufweisen, die im Blutserum jedoch deuttjobi3er ist. DTPA wird weder im Blutse-
rum, noch in der Blindwertprobe gefunden. Die in der Bliralpe gefundene EDTA ist vermutlich
durch einen der Probenvorbereitungsschritte in das Sygétamgt. So ist es mdglich, dass die ver-
wendeten Monovetten geringe Mengen an EDTA enthalten, aden die Ultrafiltrationsrohrchen.
Der Wert ist jedoch recht gering im Vergleich zur EDTA-Kongation in der Serumprobe. Die Aus-
wertung der Peakflachen ergibt eine EDTA-Konzentration@&6 g |-+ .

Es ist auch ein grof3eres Injektionssignal zu erkennenhaslour in der Serumprobe auftritt. Dieses
kann durch verschiedene, im Blut vorhandene Substanzeargerufen werden, die mit dem Indium
neutrale Komplexe bilden und so durch den Suppressor gatang

In Abbildung 5.15 auf der nachsten Seite sind die Chromatogre des Blutplasmas mit dem
dazugehdrigen Blindwert abgebildet. Ebenfalls ist in éiesbbildung das Chromatogramm eines
100 ng ! Standard zu sehen.

Hier ist wieder zu sehen, dass auch der Blindwert eine getigTA-Konzentration aufweist. Auch
in der Plasmaprobe kann EDTA gefunden werden und die Koretéori unterscheidet sich deutlich
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Abbildung 5.15: Chromatogramm von je 100 ng'l EDTA und DTPA und Chromatogramme der
1:10 Verdiinnungen des Blutplasma und des Blindwertes.gM&t000.g I~ In-
dium, Saule: DV-070326-1B2 (10 cm), Eluent: 20 mmdlNH,NOs;, pH 2, Fluss:
0,6 ml mir !, Probenaufgabevolumen: 240).

von der des Blindwertes. Die Auswertung der Signalflachgibeeine EDTA-Konzentration von
0,46 g 171 im Blutplasma.

Abbildung 5.16 auf der nachsten Seite vergleicht die Chtogramme des Plasmas und des Serums
und zeigt, dass keine deutlichen Unterschiede zwischeaedizu erkennen sind. Daher scheinen, wie
erwartet, die EDTA-Konzentration im Serum und Plasma nalgentisch zu sein.

Diese Methode ist nach einer Probenvorbereitung, die eltraflliration und Verdiinnung beinhal-
tet weiterhin empfindlich genug, um EDTA in Blutproben naoheisen. In einem der Schritte der
Probenvorbereitung kommt es zu einer Kontamination debé>rait EDTA im geringen Ausmal3,
die weiter untersucht werden sollte. Weiterhin miissen @e gemessenen Konzentrationen noch
auf ihre Richtigkeit untersucht werden. Dies kann am sitisten durch eine Standardaddition und
die Bestimmung der Wiederfindungsrate gespikter Probechgéen. Bisher wurde nur eine einzelne
Blutprobe untersucht, die auf zwei verschiedene Weiseheaeitet wurde. Eine Reihe von Unter-
suchungen kénnten in Zukunft noch interessant sein. Ddzlezdegelmafiige Blutentnahmen nach
dem Genuss von Nahrungsmitteln, die EDTA enthalten, um @elaidf der EDTA-Konzentration im
Blut beobachten zu kénnen.
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Abbildung 5.16: Vergleich der Chromatogramme des Blutserums und Blutgasm(Me-
tall: 1000 pg 1! Indium, Séaule: DV-070326-1B2 (10 cm), Eluent:
20 mmol '* NH,NO;, pH 2, Fluss: 0,6 ml min!, Probenaufgabevolumen:
240 ul).

5.4 Zusammenfassung

Die Nachweisgrenzen dieser Methode wurden sowohl anharfsioteellschatzformel als auch durch
die Kalibriergeradenmethode bestimmt. Die ermittelterciNeeisgrenzen liegen zwischen 2 und
5 ng - und damit um drei GréBenordnungen niedriger, als die deM3Methode.

Um die Methode auch an Realproben zu testen, wurden Ubeo®@®Pauf ihren Komplexbildnerge-
halt untersucht, die zuvor von einem anderen Institut satgt wurden. Beim Vergleich der Daten
fiel auf, dass zum Teil erheblich geringere Konzentratiomedomplexbildnern gefunden wurden.
Eine Fehlersuche ergab, dass hohe Eisenkonzentratioden iAfroben einen Minderbefund verursa-
chen kdénnen. Durch den Zusatz von Sulfit zu den Proben konfdelend der Reduktion des Eisens zu
Eisen(ll) diese Storung eliminiert werden. Bei den Prolaemen Sulfit zugesetzt wurde, konnte auch
keine Korrelation der Abweichungen zu den Eisenkonzebotrah gefunden werden. Auch wenn die
Stoérung durch Eisen ausgeschlossen wurde, musste fedlig@stden, dass es noch Abweichungen
zwischen den Ergebnissen der externen Institute und degbBigsen mit der IC-ICP-MS on-line
Kopplung gibt. In diesen Abweichungen ist jedoch kein Trencdhdheren oder niedrigeren Konzen-
trationen zu sehen. Weiterhin wurde gezeigt, dass diesesigbwngen statistisch nicht signifikant
sind. Demnach wurden fir die Proben, abgesehen von stakisticht signifikanten Unterschieden,
die gleichen Ergebnisse wie von den Referenzinstitutealtenn

Auch die Analyse in komplexeren Matrices wie z. B. Blutsermomer -plasma ist mit dieser Methode
maoglich. Hier zeigte sich, dass sowohl die Analyse des Sgraia auch die des Plasmas geeignet ist
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EDTA in Blutproben zu bestimmen. In der Probenvorbereitwegden die Proben mit geringen Men-
gen an EDTA verunreinigt, wodurch auch in den Blindproberegjeringe EDTA—Menge gefunden
wird.

Nach diesen Ergebnissen ist die on-line Kopplung IC-ICPiM&er Lage EDTA, DTPA und CDTA
in sehr geringen Konzentrationen auch in komplexeren Kkdrnachzuweisen. Die Ergebnisse fur
EDTA und DTPA in Uber 50 Realproben konnten gegen die eindsr&ezlabors ohne statistisch
signifikante Abweichungen validiert werden.
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6 Zusammenfassung und Ausblick

Bei den bisherigen Anwendungen der on-line Kopplung IC-M® stand das mit dem ICP-MS zu
detektierende Metall im Vordergrund. Die lonenchromaaptiie wurde zum einen dazu verwendet
zusatzliche Informationen Uber das Metall, wie z. B. dienk#atspezies zu erhalten und zum anderen
stérenden Probenbestandteile wie interferierende Eleamem dem zu analysierenden Metall zu
trennen.

In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass sich die on-line Kopglder IC-ICP-MS auch dazu eignet In-
formationen tiber Molekile zu erlangen, indem man diesesfienit einem Metall versetzt und so fur
das ICP-MS detektierbar macht. Die lonenchromatogradfiert, wie in den anderen Anwendungs-
gebieten, die Molekilinformation und das ICP-MS dient aissstiver Detektor fir das Indikatorme-
tall. Der Einsatz dieser inversen IC-ICP-MS wurde anhamdDa¢ektion von Aminopolycarbonséaure-
Komplexbildnern untersucht.

In der Routineanalytik kommen hauptsachlich zwei versidgnme Methoden zur Analyse von
Aminopolycarbonséure-Komplexbildnern in Wasserprohen Einsatz. Die eine Methode trennt die
zuvor in Eisenkomplexe Uberfuhrten Komplexbildner Gb@&edionenpaarchromatographie und de-
tektiert die Eisenkomplexe anhand der UV/Vis-AbsorptiDrese Methode zeichnet sich durch eine
einfache Probenvorbereitung und moderate Nachweisgneinzeng |- -Bereich aus. Die zweite
Methode sieht eine Anreicherung und Veresterung der Pretasenm sie anschlie3end gaschromato-
graphisch trennen zu konnen. Die Detektion kann tber eitieksioff-Phosphor-selektiven Detektor
oder ein Massenspektrometer erfolgen. Mit dieser Methoeiel@n sehr gute Nachweisgrenzen im
ug 171 Bereich erreicht, jedoch ist die Probenvorbereitung settr und arbeitsintensiv.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde eine Methode entwickelt, diertaubt, die Komplexbildner EDTA,
DTPA und CDTA in Konzentrationen unter eingrg |~! nachzuweisen und nur wenige kurze Schrit-
te der Probenvorbereitung erfordert. Fur diese Methode &iire on-line Kopplung der IC mit einem
ICP-MS verwendet, um die Molekulselektivitat der lonermhatographie und die Elementselektivi-
tat und die Sensitivitat des ICP-MS miteinander zu verbinétgerfur ist es, wie bei der IPC-UV/Vis-
Methode erforderlich, die Komplexbildner in definierte li#tomplexe zu tberfihren.

Daher wurden in einem ersten Schritt verschiedene Metafléghae Tauglichkeit untersucht. Dabei
war es besonders wichtig, dass das Metall mit den zu anedyglen Komplexbildnern stabile Kom-
plexe bildet, und dass das Uberschissige Metall nicht auB&@ele retardiert wird.

Die Eisenkomplexe wurden durch UV/Vis-Spektrometrie m&ngf ihre Zusammensetzung unter-
sucht. Bei einem pH-Wert von 7 bildet Eisen mit NTA, EDTA, DYBnd CDTA innterhalb von
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einer Stunde bei 60 °C die Komplexe und unter diesen Bedggumwaren fur alle Komplexbildner
1:1-Komplexe zu finden.

Fir diese Komplexe wurden mit einer IC-UV/Vis die optimaleennbedingungen gesucht. Als Elu-
ent kam hier schon Ammoniumnitrat zum Einsatz, um diesergpdigen auf die on-line Kopplung
mit dem ICP-MS zu Ubertragen. Es wurde der Einfluss des pHed/eles Eluenten auf die Retenti-
onszeiten der verschiedenen Komplexe untersucht. Beiafaang von 55 mmolt NH,NO; mit
einem pH-Wert von 2 konnten die Eisenkomplexe der NTA, EDT DTPA ausreichend voneinan-
der getrennt werden, ohne dass sich das uberschissigeaBidenstationaren Phase anreicherte. Der
CDTA-Komplex eluiert auch mit einem hoher konzentriertdadaten erst nach tber einer Stunde,
so dass eine Routinemessung nicht moglich ist.

Bei der Ubertragung der Methode auf die on-line Kopplungdeuiestgestellt, dass der durch das
Uberschussige Eisen hervorgerufene Injektionspeak@audggeiner Intensitéat mit den darauf folgen-
den Komplex-Peaks uberlagert und so die Bestimmung dies&purenbereich behindert. Der Ein-
satz des Metrohm-Suppressor-Moduls (MSM) erméglichtas (therschiissige Eisen herauszufiltern,
wenn dieser zwischen Autosampler und Injektionsventivegrdet wird. Dabei muss jedoch der Re-
generation des Suppressors besondere Aufmerksamkedmetwverden, um fir jede Probe diesel-
ben Bedingungen zu schaffen. Untersuchungen zeigtenpéaserwendung einer 2 mott HNO;

als Regenerant nach 30 Minuten nahezu sdmtliches MetalSugppressor gespult wurde. Eine voll-
stédndige Regeneration erfolgte allerdings erst nach &nherde. Um die Regeneration in einem fur
Routinemessungen akzeptablen Zeitraum durchzufihremensie auf 30 Minuten beschrankt und
der Suppressor in regelmafigen Abstanden tber Nacht negene/ird der Suppressor nach der Re-
generation mit Ammoniumnitrat anstatt mit Reinstwassepgé, kann auch der NTA-Komplex, der
sich ansonsten durch die sauren Bedingungen zersetztdeatBuppressor noch analysiert werden.

Durch die Entfernung des uberschissigen Metalls konnt@ldeéNert des Eluenten wieder variiert
werden, ohne dass sich das Metall an der stationdren Phesiehemt. Dadurch war es maoglich,
Chromatogramme der Komplexe bei unterschiedlichen pHéfiarnd unterschiedlichen Eluentkon-
zentrationen aufzunehmen, um so Informationen Gber detfen Ladungen und damit der Struktur
der Komplexe zu erhalten.

Um auch den sehr spat eluierenden CDTA-Komplex analysizwekinnen, wurde die Technik des
Column-Switchings verwendet. Hier wurden zwei Saulennsetaedlicher Lange durch ein zusétzli-
ches Schaltventil miteinander verbunden. Dieses erntiigh, den Ausgang der ersten kurzen Saule
direkt mit dem ICP-MS zu verbinden, wahrend der CDTA-Komxpdech noch auf dieser befindet.
Durch diese technische Variation ist es méglich, die Retastzeit des CDTA-Komplexes auf 10
Minuten zu verkurzen.

Die zu Beginn dieser Arbeit verwendeten Eisenkomplexeetgmsich gut, um die Komplexe und
deren Trennbedingungen zu untersuchen. Eisen eigneteslolh, in Verbindung mit dem ICP-MS
als Detektor, nicht fur die Analyse im Spurenbereich, daHiasptisotop durch isobare Interferenzen
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Uberlagert wird und den Einsatz der Oktopol-Reaktionszeffordert. Diese senkt zwar zum einen
den stérenden Untergrund, verringert jedoch auch die $igaasitat. Daher wurde fur den weite-
ren Verlauf der Arbeit Indium verwendet, welches nahezu omswtopisch ist und dessen Detektion
nicht durch Interferenzen gestért wird. Bei der Verwenduog Indium als Komplexkern liegen die
Nachweisgrenzen fir die Komplexbildner bei 5 ng lind damit drei GréBenordnungen niedriger.

Obwonhl es gelang die Analyse der NTA durch das Spilen desr8sgm@s mit Ammoniumnitrat
zu ermdglichen, musste diese vorerst aus der Methode dasgakrt werden. Die Retentionszeit
des NTA-Komplexes hangt sehr stark vom verwendeten pH-@éstEluenten ab. Ist dieser auf 2
eingestellt, eluiert der NTA-Komplex im Totvolumen undsst nicht eindeutig zu identifizieren. Bei
einem hoheren pH-Wert von 5-6 verlagert sich die Reterzgiteach hinten, jedoch als breiter Peak,
der mit den anderen Peaks Uberlagert. Hier ist eine weitatertuchung der vorhandenen Spezies
erforderlich, um die Trennbedingungen fur den NTA-Komptedoptimieren.

Die Messung von Realproben, die zuvor von einem externemmiLadch der GC-Methode unter-
sucht wurden, zeigte, dass zum Teil deutlich geringere Botmationen an Komplexbildnern ermit-
telt wurden. Eine Fehlersuche ergab, dass die Abweichumifeder Eisenkonzentration in der Probe
korreliert. Dieser Effekt ist auf eine unvollstdndige Tsaretallierung zu den Indium-Komplexen zu-
rickzufihren. Durch die Zugabe von Sulfit als Reduktionsthi#tu den Proben konnte jedoch das in
der Probe vorhandene Eisen(lll) zu Eisen(ll) reduziertdear welches mit den zu analysierenden
Komplexbildnern deutlich weniger stabile Komplexe bildet

Bei der Analyse von 40 weiteren Realproben, denen zusitzlion Indium Sulfit zugesetzt wurde,
kénnen keine statistisch signifikanten Abweichungen gédanverden.

Um die Anwendbarkeit dieser Methode auch in komplexen Mesizu demonstrieren, wurden
Blutproben auf deren EDTA Konzentration untersucht. SdwalBlutserum als auch im Blutplasma
konnten geringe Mengen der EDTA nachgewiesen werden.

Obwohl die Trennung und Detektion von drei Komplexbildnenit sehr guten Nachweisgrenzen
gelang, gibt es dennoch einige offene Fragen und weiterelibhbgiten, diese Methode noch zu
verbessern.

Da die Analyse der NTA mit dieser Methode noch Probleme betrdidnnen hier noch einige Versu-
che unternommen werden, durch eine Variation der Trennigedgen einen schmalen, auswertbaren
Peak fur den NTA-Komplex zu erhalten. Der NTA-Komplex dedilims zeigte ab einem pH-Wert
von 5 ein breites Tailing, welches vermutlich auf das Vodensein unterschiedlicher Spezies zu-
rickzufuhren ist. Durch eine Variation der Eluentkonzatdn kann, wie auch fir andere Komplexe
in dieser Arbeit geschehen, die effektive Ladung dieser plexe bestimmt werden. Weiterhin kann
die Umwandlung dieser Spezies ineinander auf der Trenasdufch ein Kihlen dieser moglicher-
weise verhindert oder verlangsamt werden. Dadurch kormiedglich sein, fur den NTA-Komplex
einen auswertbaren Peak zu erhalten.
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Eine weitere Mdglichkeit, die Analyse der NTA zu erlaubest,die Verwendung eines anderen Me-
talls. Die NTA besitzt drei Sauregruppen und bildet demmaithindium(lll) neutrale Komplexe, falls
die weiteren Koordinationsstellen mit neutralen Ligandegsetzt werden. Bei der Verwendung eines
zweiwertigen Metalls kann auch fir die NTA ein negativ gelagr Komplex erhalten werden, der auf
einer IC-Saule retardiert wird. Solche Versuche wurdenanBiplomarbeit von D. Nette [45] mit
Kupfer(Il) und Palladium(Il) mit vielversprechenden Ebgéssen durchgefihrt.

Zusammen mit der NTA wurden hier weitere Komplexbilder méidsauregruppen bestimmt. Es ge-

lang eine Trennung der Palladium-Komplexe von NBAADA (engl. g-alanindiacetic acig, MGDA
und HEDTA (engl.hydroxyethylenediamintetraacetic akidEin solches Chromatogramm ist in Ab-

bildung 6.1 zu sehen.

—NTA
30k - — B-ADA
—— MGDA
—— HEDTA
(2]
Q
(&)
=  20k-
©
C
2
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o
o
- 10k
0
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Abbildung 6.1: Chromatogramme von je 20 I=! NTA, 5-ADA, MGDA und HEDTA mit Palladi-
um. (Saule: DV-090929-1A (25 cm), Eluent: 14 mmol NH,NOs, pH 2,5, Fluss:

0,6 ml mim!.

Bei den NTA-Komplexen wurde beobachtet, dass die mit Pailadjebildeten Komplexe einen ein-
zelnen scharfen Peak liefern, wahrend die Kupferkomplaxenebreiten Peak hervorrufen, der aus
verschiedenen Spezies besteht. Durch das Kiihlen der Bndierisonnte dieser Peak auch in ein ein-
zelnes scharfes Signal Gberflihrt werden. Diese Beobaghieastatigt die Vermutung, dass es sich
auch bei dem Indium-NTA-Komplex um verschiedene Spezieséla

In Zukunft sollten die Ergebnisse aus dieser Arbeit und ddref von D. Nette zusammenflieR3en,
um eine Methode bereitzustellen die es erlaubt, die Amilymaobonsaure-Komplexbildner mit un-
terschiedlicher Anzahl an Sauregruppen im Rahmen eineslhgszu bestimmen. Eine solche Me-
thode konnte zukinftig die bisher verwendete, sehr zeitandige GC-Methode in Routinelabors
ablésen. Hierfur liefern beide Arbeiten zusammen vielpershende Ergebnisse.
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7 Experimentelles

7.1 Gerate

UV/Vis-Photometer

Fir die Untersuchungen der Eisenkomplexe wurde ein Spekttometer DMR 10 der Fa. Zeiss,
Oberkochen verwendet. Das Ausgangssignal wurde Uber elimhéter an einen PC Ubertragen, auf
dem die Datenaufnahme erfolgte. Die Spektren konnten &aBeimd in Microcals Origin importiert
und ausgewertet werden.

UV/Vis-IC

Die Chromatogramme mit UV/Vis-Detektion wurden mit eineetsdbhm 844 UV/Vis Compact IC
bei 255 nm aufgenommen. Fir die automatische Probenaufgatoke ein Metrohm 838 Advanced
Sample Processor verwendet. Die Steuerung und Datenanénatiolgte mit ICNet 2.3, aus dem die
Daten auch exportiert wurden, um sie in Microcals Originterezu verarbeiten.

On-line Kopplung IC-ICP-MS

Die on-line Kopplung IC-ICP-MS bestand aus der Kopplungeietrohm Advanced Line IC An-
lage an ein Agilent 7500ce ICP-MS.

IC-System
Das Metrohm Advanced Line IC-System bestand aus den fogeRdzelteilen:

» Metrohm 838 Advanced Sample Processor

Metrohm 837 Sample Degaser

Metrohm 820 Separation Center

Metrohm 830 Interface

Metrohm 833 Liquid Handling Unit

Metrohm 818 IC Pump (2 x)
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7.1. GERATE

Es wurden die beiden Saulen DV-070326-1B2 und DV-08042%-lgxwendet. Diese sind beide mit
Trimethylamin oberflachenfunktionalisierte Anionenawsicher auf PS/DVB-Basis, die von V. Theis
nach der Methode von R. Raskop [21] hergestellt wurden. Awmig von Peakasymmetrien, die nach
einigen Monaten der Verwendung von Saule DV-080429-1Afratigin, wurde diese neu gepackt und
als DV-080429-1A1b bezeichnet.

Die Verschaltung der Anlage wurde analog zu den Metrohm Hacdidern durchgefihrt. Als Beson-
derheit ist hier jedoch die Verkabelung mit dem Interfaaedfiis ICP-MS zu erwahnen, welche unter
der on-line Kopplung néher beschrieben ist. Die Steuerwerggdsamten Anlage erfolgte tber die
Metrohm Software ICNet 2.3. Das Programm des Sample Proxesss in Tabelle 7.1 auf der nach-
sten Seite aufgelistet. Durch dieses Programm wird im eiStdritt die Probe angefahren und die
Probennadel wird in das Probenvial abgesenkt. Nach dente8eder Pumpengeschwindigkeit wird
fir 360 Sekunden Probe durch die Probenschleife gepumpgsifalgt eine Pause von 30 Sekunden.
Innerhalb dieser Pause sollte die Injektion stattfinderschihel3end wird die Probennadel kurz in das
erste Spulgefald getaucht und fir 10 Sekunden gepumpt ucHli@fiend im zweiten Spilgefald fur
weitere 400 Sekunden gepumpt. Dieses Vorgehen verhinohertk@ntamination der Proben durch
vorhergehende Proben. Auch die beiden in dem System voghandnjektionsventile werden durch
die Methrohm Software angesteuert. Ventil A ist das fir d@benaufgabe verwendete Ventil, wel-
ches mit einem eigenen Zeitprogramm gesteuert wird. ZurBeges Programms wird das Ventil auf
“Fill” gestellt und in der Pause des Autosamplers (Sch)Onach 6.40 Minuten auf “Inject”. Wird
das Column-Switching verwendet, kommt auch das Ventil B Ainsatz fur das die erforderlichen
Schaltzeiten werden ebenfalls in diesem Zeitprogrammesitadjt werden.

Um die Datenaufnahme durch das ICP-MS zu starten, musdeieltgnit der Schaltung des In-
jektionsventils ein Signal an dieses weitergegeben wermeses wird durch eine Event-Line des
IC-Interfaces realisiert. Auch hier wird in dem Interfade 2eitprogramm erstellt, welches nach 6.40
Minuten ein Pulssignal an die entsprechende Event-Line gib

Eine Datenaufnahme erfolgte mit dieser Software nichtdeamwurde durch die Software des ICP-
MS durchgefihrt.

ICP-MS
Die IC wurde an ein 7500ce ICP-MS von Agilent gekoppelt, \wek aus folgenden Bauteilen be-
stand:

* peristaltische Pumpe

konzentrischer Micro-Flow-Zerstauber aus PFA

Zerstauberkammer nach Scott mit Peltier-Kiihlung (2 °C)

Torch nach Fassel, Lange 13 cm, mit Platin-Shield

RF-Generator, 27,5 MHz, max. 1 600 Watt

Sampler— und Skimmer—Cones aus Nickel
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7.1. GERATE

Tabelle 7.1:Programm des Metrohm Sample Processors.

Num Task Parameter
001 Move sample

002  Lift 125 mm
003 Pump Speed 3

004 Pump 360 S
005 Wait 30 S
006 Move 151

007  Lift 125 mm
008 Pump 10 S
009 Move 150

010  Lift 125 mm
011 Pump 400 S
012 Move 149

» Oktopol Reaktions-/Kollisionszelle
* Quadrupol Massenanalysator

» Dualmodus-Elektronenvervielfacher

Das Vakuum des Systems wurde durch eine Turbomolekularpumg eine externe Drehschieber-
pumpe aufrechterhalten. Die Steuerung erfolgte durch oie&@e Chemstatiorder Fa. Agilent. Ty-
pische Einstellungen der verschiedenen Flussraten urskh#pannungen sind in den Tabellen 7.2
und 7.3 auf der n&chsten Seite fur den Standard- und Wasterstius zu finden.

Auf der Seite es ICP-MS ist es fir die on-line Kopplung eréstidh, dass in der Konfiguration “Wait
for Ready Signal” aktiviert und der Autosampler deaktitist. Durch diese Optionen wartet das ICP-
MS vor jeder Messung auf das Signal von der IC-Anlage, besanie der Datenaufnahme beginnt.
Weiterhin muss in der verwendeten Methode das Pre-Run Meggtue.mac eingetragen werden.

On-line Kopplung der beiden Systeme

Die eigentliche Kopplung wird durch das Anschliel3en dergsugskapillare der IC an den Zerstau-
ber des ICP-MS realisiert. Zur automatischen Steueruresiatich erforderlich den Remote-Port des
ICP-MS mit einer Event-Line des IC-Interfaces zu verbinden

Die Kopplung der Softwares konnte durch das “icpglue” Makom Daniel Huber (Fa. Metrohm)
erreicht werden. Dieses extrahiert jeweils einen Eintreyder Sample-Queue der Chemstation, und
leitet diesen an das ICNet weiter.

Das ICNet steuert die Probenaufgabe und gibt bei InjektemRtobe ein Signal tber eine Event-
Line an den Remote-Port des ICP-MS. Dieses startet zu di€&gnal die Datenaufnahme in der
Chemstation mit den vorher in der Methode programmiertair@gingen.
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7.1. GERATE

Tabelle 7.2:Typische Einstellungen der Gasfliisse und LinsenspannutegelCP-MS im Standard-

modus.

Parameter Wert
Generatorleistung 1500 W
Sampling-Tiefe 6,4 mm
Plasma Gas 15 | mirt
Carrier Gas 0,9 | min!
Makeup Gas 0,15 I mint
Extraktionslinse 1 3,0V
Extraktionslinse 2 -129,5V
Omega Bias-ce -26,0V
Omega Lens-ce 2,0V
Zellen Eingang -38,0V
Zellen Ausgang -54,0V
Quadrupol Focus 40V
Okotpol Bias -8,4V
Quadrupol Bias 54V
Reaktionsgas 0 ml mirt

Tabelle 7.3:Angepasste Einstellungen der Gasflisse und Linsenspa@mudgs ICP-MS im
Reaktionsmodus.

Parameter Wert
Zellen Ausgang -62,0V
Quadrupol Focus -8,0V
Okotpol Bias -18,0V
Quadrupol Bias -15,0V
Reaktionsgas 3 ml mirt
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7.2. CHEMIKALIEN

Dieses ermoglicht eine vollautomatische Messung der Prdbien das System auch unbeaufsichtigt
laufen zu lassen, wurde ein weiteres Interface entwicledtches im Falle eines Fehlers des ICP-
MS die Pumpen der IC automatisch ausschaltet. SchalteGR$4S durch einen Fehler, oder nach
Beendigung der Sample-Queue, in den Standby-Modus, wol die peristaltische Pumpe aus, die
die Uberschussige Flussigkeit aus der Sprihkammer punagtidert. Wirde nun die IC-Pumpe
weiter den Eluenten in diese befordern, kame es zu einemailifen in die Torch und die Elektronik
des ICP-MS.

Das Interface besteht im wesentlichen aus zwei Relais, lske den Remote-Port des ICP-MS den
“Status” des Plasmas Uberwachen. Wird das Plasma aus@iesofjit dieser Remote-Port ein kur-
zes Signal. Durch dieses Signal werden die beiden Relaishgkst. Das eine Relais ist fur das
Ausschalten der IC-Pumpe zustandig und an die Remote-i8stktie der IC-Pumpe angeschlossen.
Durch ein kurzes Schalten des Relais wird die IC-Pumpe agbgéet, bis sie tUber die Software
wieder angeschaltet wird. Das andere Relais ist zwischerftdent-Line fir das Liquid-Handling-
Module geschaltet. Dieses wird ebenfalls durch das SigeslAgjilent Remote-Ports gesteuert und
schaltet damit die flr den Suppressor zustandige Pump®ases Relais muss geschaltet bleiben,
damit auch die Pumpe ausgeschaltet bleibt. Es wird dura@ndifmopf am Interface zurtickgesetzt,
wodurch auch die Pumpe wieder eingeschaltet wird.

In der Sample-Queue kann durch einen speziellen Befehl@@sMS nach Abarbeitung dieser in
den Standbymodus versetzt werden. So kdnnen auch langemes®ueues tber Nacht abgearbeitet
werden und samtliche Gerate werden nach der letzten Prdeeir Falle eines Fehlers, automatisch
ausgeschaltet.

Die Daten wurden durch die Softwatdemstatiomegistriert und gespeichert und die Chromatogram-
me in der Softwar€€hromatographic Data Analysder Fa. Agilent ausgewertet. Die Integration der
Signale erfolgte in dieser Software manuell. Chromatdgsghe Kenngrdlen konnten nach Export
der Chromatogramme Uber eine CSV-Datei in ICNet 2.3 impdrtind dort berechnet werden. Alle
abgebildeten Chromatogramme wurden nach Import der C3¥tBaOrigin bearbeitet und statisti-
sche KenngréRen mit dem Excel Makro DINTest oder Origin temet.

7.2 Chemikalien

Die Tabelle 7.4 auf der nachsten Seite gibt eine Ubersiahtinialiese Arbeit verwendeten Chemi-
kalien. Alle Losungen wurden mit Reinstwasser 182 b (MilliQ, Millipore) angesetzt.

Komplexbildner Stammlésungen

Von der DTPA, CDTA und NTA wurden 1000 mg! Stammldsungen aus den Sauren hergestellt.
Daftir wurden je 100 mg der Saure in 2 ml 2 mol NH; geldst und fir 15 Minuten mit Ultraschall
behandelt. Diese Losung wurde in ein HDPE-Gefal3 Uberfiifdtawf 100 ml aufgefullt.
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7.2. CHEMIKALIEN

Tabelle 7.4:Verwendete Chemikalien.

Chemikalie Reinheit Hersteller
EDTA Dinatriumsalz (Titriplex 1ll) p.a. Fluka

NTA (Idranal® I) p.a. Riedel-de Haén
DTPA (Idranal® V) p.a. Riedel-de Haén
CDTA (Idranal® IV) p.a. Riedel-de Haén
Salpetersaure, 69% p.a. subboiled BASF
Salpetersaure, 65% p.a. Fluka
Ammoniak, 25% p.a. Fluka
Ammoniumnitrat p.a. Grussing
Indium ICP-Standard 1 000 mgl p.a. Fluka

Eisen ICP-Standard 1000 mg'l p.a. Merck
Natriumsulfit p.a. J.T. Baker
Natriumnitrit p.a. Fluka
Oxalséaure p.a. Chemikalienlager FB. Chemie

Fur die 1000 mg1! Stammlosung der EDTA wurde das EDTA-Dinatriumsalz vervegnHiierfur
wurden 127 mg des Salzes in ein HDPE-Gefal3 Uberfuhrt undCfuiml aufgefllt.

Diese Stammldsungen wurden zu 1Qafl—! Standards in weiteren HDPE-GefalRen verdiinnt, aus
denen dann durch weitere Verdiinnungen die Standards angsseden.

Kalibrationsstandards und Proben

Die Kalibrationsstandards wurden aus den 1 060! Standards und gegebenenfalls weiteren Ver-
dinnungen in 10 ml IC-Vials (Metronm AG, Herisau) hergdstélierfir wurden noch folgende
weitere Losungen verwendet:

« 550 mmol ! NH,NOs, pH 7 Losung (Herstellung analog zu den Eluenten)

¢ 10 mg ! Indium (Hergestellt aus 1 000 mg!l ICP-Standard)

« 10 mg ! Eisen (Hergestellt aus 1 000 mgt ICP-Standard)

« 1000 mg ! Sulfitlosung (Hergestellt aus Natriumsulfit)
Fur die Kalibrationsstandards mit Indium wurden 1 ml der &&fol I NH,;NOs, pH 7 Lésung,
1 ml 10 mg I Indiumlésung, 0,1 ml der 1 000 mg'l Sulfitldsung zusammen mit den ensprechenden
Komplexbildnerstandards in ein Vial pipettiert. Diese utg wurde anschliel3end mit Reinstwasser
auf 10 ml aufgefullt und fur eine Stunde auf 60 °C erwérmt. Blierstellung der Standards mit
Eisen erfolgte analog, jedoch wurde Eisen- anstatt Indisomg verwendet und es wurde kein Sulfit
zugesetzt.

Die Realproben wurden durch einen Spritzenfiler (Q;45 Nylon) von Feststoffen befreit. Von dieser
Probe wurden 7 ml in ein Probenvial gegeben und diese analdgz Standards mit Ammoniumni-
trat, Indium und Sulfit versehen. Mit Reinstwasser wurde\@dgmen auf 10 ml aufgefullt.
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7.2. CHEMIKALIEN

Eluent

Der Ammoniumnitrateluent wurde in 1-2 | Schott-Glasflaschrefrischem Reinstwasser angesetzt.
Dafur wurde die entsprechende Menge Nitrat in Form von S$atpaure in die Flasche gefullt und
diese anschlie3end bis kurz unter die 1 bzw. 2 Liter Markigmit Reinstwasser aufgefillt. Anschlie-
3end wurde der pH-Wert unter Kontrolle eines pH-Meters mitrAoniakldsung auf den gewtinschten
Wert eingestellt.

Um Verunreinigungen in dem Eluenten zu vermeiden, wurd@kEiMeter nur fur die Eintellung des
Eluenten-pH reserviert.

Regenerant

Der Regenerant des Suppressors wurde ebenfalls in 2 | Sglasttlaschen mit frischem Reinstwas-
ser angesetzt. Es wurde die entsprechende Menge an Ssdpeeepder Oxalsaure in die Flasche
Uberfuhrt und mit Reinstwasser auf 2 | aufgefullt.

Spullésung des Suppressors

Auch die Spullésung des Suppressors wurde in 2 | Schotti@aten mit frischem Reinstwas-
ser angesetzt. Im Falls des Spulens mit Reinstwasser wigdesdlediglich in die Flasche gefullt.
Die Ammoniumnitratspullésung wurde durch Lésen der emtsipenden Menge Ammoniumnitrat in
Reinstwasser und anschliel3endes Einstellen des pH-Weittdsnmoniaklésung hergestellt.
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