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VOORWOORD 

Als studente van de OLAN (Arnhem, MLO-chemisch) heb ik mijn 

eerste stageperiode doorgebracht bij het Instituut voor Cultuur­

techniek en Waterhuishouding (ICW) te Wageningen. 

Tijdens de periode van 22 augustus 1984 t/m 18 januari 1985 

ben ik werkzaam geweest op het waterkwaliteitslaboratorium van de 

hoofdafdeling Waterkwaliteit. 

De heer J. Harmsen, hoofd van het laboratorium heeft mij in 

deze stageperiode bij mijn werkzaamheden begeleid. 
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INDELING VAN HET INSTITUUT 

Het i n s t i t u u t i s t e ve rde len in v i j f hoofdafdel ingen, d i e 
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Dit i s schematisch weergegeven i n f i g . 1. 

ORGANISATIESCHEMA PER 31-12-1984 

IT . J.H.A.M. Steenvoorden 
H..ir . J.T. Bcrghuiis 3 
Ing. H. FOnck 
Ing. H.P. Posterait 

t Tui nboiarfgcb ieder 

Drs. R.H. Kenners 
Ors. R.A. Barel 7 
Ing. P.C. Jaiswi 

t Oppervlaklevâter 

Afvalstoffen en Bodenbesc 

Geohydrochemie 

Drs. A.B. Pa*»r 

A.M.H. « f Heef 

^ ~ ^ ^ n Hoofdafdelingen 

| | «delinnen 

I ' Dienstverlenende Afdelingen 

. J . Borsbocm, 

KATERHUISHOUDIXC 

. van Roestel 3 

DT. R.A. Feddes 
Dr. W. Menenti 2 
I r . J.G. hesscling 1 

te rheheersmode11en 

Ir. C..J.A. Nieuwenhuis 
I r . H.A.M. Thunnissen 2 
M*.Inr-.. H.A.C, van Noerkcm 2 

Fysisch Laboratori uu 

DT. J.M. Halbertsna 
G.J. Veerman 
*-. CA. Valk 

i öitnikkelinpsatelie 

1 J. Roelofse 

L ïLlïi" 

L. Hcmkoop 

r 1 n 
• tOENSCH. R K i w a i r » 
I ExTERsr n rTRf . io ; iNr^ 

I H T . A . r . M . Schoo l s 

F .R .A . A rno ]dus se 

ALGEMENE ZAKEN 

K.M. Dcssing jwnd.) 

Bedri]fsie 1 fbesche mlng 

H.J. Roos |wnd. hoofd) 

.J. van Bruxvoort (i) 

.J.M. van Meerten 9 

. Basliandv 

. J , 
1 EC0N0M1F j 

| tirs. J. Vrekc I 
i l>. Slothouhfr j 

| Ir. J.K. Righolt t 
i Ing. G.H. Reinds I 
I A.K. van Hemen | 

BODEMTECHNIEK 

Bodengebru1ksccnd i t 

Luchthuishoudine 

F*. A.L.M, van Kiik (wnd. hoofd' 
Ir. T..1.H. van den Akker 3 
ing. L. liavinga 
Ins- J-C.S. de Kilde 

VERKLARING «TIN 

2Tijdeliike formatieplaats 

4Arbeidsovereenkomsten Besluit 
S Landinrichtingsdienst 
6 VAM 

8 G e d e t a c h e e r d op h e t L a b o r a t o r l im 

STiidelijke vervanging (ï.v.m. 

I itt. rr.-Th. Stol 

K.Th. ten Haaf 

H.A. van Kleef 
A.K.B. Andringa 
P.F.J. Brandsen 3 
J.C. kroes 3 
Scholten 7 

Inrichting Tuinbouwgebieder 

I r . In. Michel? 
Ing. Th.GX. van der H 
MK. L.M. van Z'war 3 

Fig. 1. Indeling van het I n s t i tuu t 



WERKZAAMHEDEN VAN DE HOOFDAFDELING WATERKWALITEIT 

De hoofdafdeling Waterkwaliteit is onderverdeeld in negen afde­

lingen. Hieronder staat kort weergegeven waar elke afdeling zich 

mee bezighoudt, waarbij het Waterkwaliteitslaboratorium iets meer 

aandacht krijgt. 

A f d e l i n g A l g e m e n e W a t e r k w a l i t e i t 

Deze afdeling houdt zich bezig met 

- organisatie, uitvoering, beheer en wetenschappelijke begeleiding 

van het 'Reuse of Drainage Water Project' 

- onderzoek naar de gevolgen voor de landbouw en de waterkwaliteit 

indien het gebruik van meststoffen wordt beperkt 

- een modelonderzoek naar de nitraatbelasting van grond- en oppervlakte­

water 

- onderzoek naar de waterbalans op vuilstorten. 

A f d e l i n g W a t e r k w a l i t e i t L a n d b o u w g e ­

b i e d e n 

Men verricht hier voornamelijk onderzoek naar de nitraatuitspoeling 

in verschillende soorten grond die op een aantal manieren behandeld 

zijn. 

A f d e l i n g W a t e r k w a l i t e i t T u i n b o u w g e -

b i e d e n ' 

Hier is men onder andere werkzaam op het gebied van 

- het onderzoek naar de neveneffecten van het gebruik van methylbromide 

als grondontsmettingsmiddel 

- onderzoek naar het gebruik van bestrijdingsmiddelen in kasteelten 

- onderzoek naar de bruikbaarheid van water met relatief hoge natriutn-

en chlorideconcentraties bij teelten in steenwol. 



A f d e l i n g A f v a l s t o f f e n e n B o d e m b e ­

s c h e r m i n g 

Bij deze afdeling wordt onderzoek uitgevoerd naar 

- de mobilisatie van metaalionen onder invloed van zure regen 

- de bovenafdichting van stortplaatsen 

- de verontreiniging van de bodem en het grondwater door olieprodukten 

- de biologische reiniging van met olie vervuilde grond door 'land-

farming '. 

A f d e l i n g G r o n d w a t e r k w a l i t e i t s m o d e l l e n 

Deze afdeling houdt zich bezig met 

- de activiteiten voor het 'Reuse of Drainage Water Project; het 

trainen van Egyptische ingenieurs voor de beschrijving van water­

verdeling, verdamping en drainage, zouttransport en gewasopbrengst 

door middel van bepaalde modellen 

- de formulering van de waterkwaliteitsmodellen in het kader van het 

onderzoek naar de wateraanvoer in natuurgebieden. 

A f d e l i n g K w a l i t e i t O p p e r v l a k t e w a t e r 

Deze afdeling houdt zich voornamelijk bezig met het onderzoek naar 

de invloed van de ontwatering van veenweidegebieden en zandgronden, 

op de kwaliteit van het oppervlaktewater. 

A f d e l i n g N a t u u r l i j k M i l i e u 

Hier worden werkzaamheden verricht aan: 

- de regionale verspreiding van vegetatietypen in het Zuidelijk 

Peelgebied 

- de invloed van zure regen op de grondwaterkwaliteit en de natuur­

lijke vegetatie in natuurterreinen. 

A f d e l i n g G e o h y d r o c h e m i e 

Hier wordt gewerkt aan de volgende onderwerpen: 

- onderzoek aan de uitwisselings- en verweringsprocessen bij wijziging 

van de hydrologische situatie 



- kolomonderzoek naar de invloed van zuur infiltratiewater op de 

mobiliteit van aluminium en ijzer. 

A f d e l i n g W a t e r k w a l i t e i t s l a b o r a t o r i u m 

De afdeling doet onderzoek naar 

- de oplosbaarheid van organische stoffen 

- de toepasbaarheid van ionenwisselaars 

- uitwisselings- en adsorptie-desorptieprocessen door middel van het 

gebruik van microkolommen 

- het chemisch gedrag van organische microverontreinigingen in de 

bodem. 

Tevens verleent de afdeling medewerking aan het 'Reuse of 

Drainage Water Project' op het gebied van formulering van-chemische 

processen en het trainen van laboratoriummedewerkers uit Egypte. 

Het onderzoek waaraan ik heb meegewerkt, de analyse van anionen in 

water met behulp van HPLC, wordt verder in dit verslag beschreven. 

Op het waterkwaliteitslaboratorium worden vele technieken toe­

gepast met de daarvoor bestemde apparatuur waaronder apparatuur voor 

het meten van het totaal aan an- en organische koostof in water, 

enkele gas- en vloeistofchromatografische systemen en een AAS-systeem 

met vlam en grafietoven en daardoor geschikt voor de analyse van lage 

concentraties zware metalen. Verder is er een sapromat aanwezig 

waarmee het zuurstofgehalte in water en grond gemeten kan worden, er 

worden titrimetrische en colorimetrische bepalingen gedaan en er 

wordt veel gebruik gemaakt van de ICP-apparatuur. 

Dit Inducatief gekoppeld plasma is een apparaat waarmee concen­

traties van de meeste elementen kunnen worden gemeten. Elk element 

wordt verhit in een toorts, waarin het edelgas argon door middel van 

een wisselstroominductie op ongeveer 7000°C wordt gebracht. De elec-

tronen van elk element komen in een hoger energieniveau en bij het 

terugvallen naar het beginniveau komt een hoeveelheid energie vrij 

in de vorm van licht (van een bepaalde golflengte) die evenredig is 

met de concentratie. Het gehele systeem wordt gestuurd door een 

ingebouwde computer en kan volledig automatisch werken. 

Het grootste voordeel van dit apparaat is, dat in één monster 

meerdere elementen tegelijk gemeten kunnen worden. 

In mijn stageperiode heb ik van verschillende van bovenstaande 

technieken gebruik gemaakt. 



1. INLEIDING 

In de meeste gevallen wordt bij ionenwisseling een ionenwisselaar 

gebruikt, die chemisch gebonden is aan de silica van de kolom. De 

wisselaar is vaak een trimethylamine groep, alhoewel ook triethylamine 

wel wordt gebruikt. Voor dit soort kolommen zijn alleen de commercieel 

verkrijgbare kolommen van goede kwaliteit (Vydac en Nucleosil). 

De capaciteiten van deze kolommen (het aantal uitwisselingsgroepen 

per gram) zijn echter zodanig dat het eluens geconcentreerder moet 

zijn dan gewenst voor optimale detectie met indirecte UV en geleid­

baarheid. 

Voor de Vydac kolom (capaciteit 200 à 300 ueq/g) is een eluens-
-3 

sterkte nodig van 2 * 10 molair-ftaalzuur (HARMSEN, 1984) terwijl 
-3 

1 * 10 optimaal is voor de detectie. 

Bij de Nucleosil kolom (ca. 1000 ueq/g) is alleen detectie moge­

lijk met refractie-index detectie (BUYTENHUYS). 

Hierom is nagegaan of het ook mogelijk is om de wisselaar via 

adsorptie aan te brengen op een reversed phase kolom. Dit is al 

gedaan door MOLNAR e.a. (1980),die tertiair butylamine in het eluens 

deden, dat via de butylgroepen adsorbeerde aan een C18 reversed phase 

kolom, en daardoor als anionenwisselaar ging functioneren. Zij 

gebruikten echter een erg geconcentreerde fosfaatbuffer voor de uit­

wisseling, waardoor slecht hoge gehalten kunnen worden gemeten. 

Door HARMSEN (1984) is nagegaan of ook ftaalzuur samen met tertiair 

butylamine bruikbaar is. Dit bleek zeer goed te kunnen en hij kwam 
-3 

uit op een optimale ftaalzuurconcentratie van 1 * 10 molair. 

Ook barnsteenzuur was bruikbaar waardoor ook directe UV-absorptie 

mogelijk is. 

Het in dit verslag beschreven onderzoek betreft het onderzoek 

naar de lineariteit tussen de anionenconcentratie en het detectie-

signaal volgens de methode van HARMSEN (1984). 



Tijdens het onderzoek is gebruik gemaakt van twee detectie-

mogelijkheden namelijk de UV-detectie en de geleidbaarheidsdetectie. 

Hierbij is de UV-detectie gemeten volgens de directe meMiode en de 

indirecte methode. 

Tevens is bij dit. onderzoek de ondergrens van de detectie bepaald. 

Er wordt dus nagegaan tct welke anionenconcentratie nog metingen 

mogelijk zijn. 

2. MATERIAAL EN METHODE 

2.1. A p p a r a t u u r 

Voor de te verrichten metingen is gebruik van nauwkeurige appara­

tuur een vereiste. 

Tijdens de onderzoeksperiode is, met uitzondering van de UV-detec-

tor, constant met dezelfde apparatuur gewerkt. 

Opbouw van het vloeistofchromatografisch systeem 

Het vloeistofchromatografisch systeem bestaat uit een HPLC-pomp, 

de monsterwisselaar, de kolom, de UV-detector, de geleidbaarheids-

detector en het datasysteem (zie fig. 2). 

H3-

Fig. 2. Schema van het vloeistofchromatografiscn systeem 



10: geleidbaarheidsdetector 

11 : datasysteem/integrator 

12: recorder 

13: afval 

: constante temperatuur van 25°C 

m.b.v. een waterthermostaat 

-.-.-: communicatie pomp-monster-

wisselaar 

: communicatie monsterwisselaar-

integrator 

Alle in het systeem voorkomende componenten worden in de volgende 

paragrafen afzonderlijk beschreven. 

1: 

2: 

3: 

4: 

5: 

6: 

7: 

8: 

9: 

eluensvoorraad 

inlaatklep 

pomp 

pulsdemper 

voorkolom 

monsterwisselaar 

injectie 

kolom 

UV-detector 

2.1.1. Het pompsysteem 

Om het eluens en de monsters door het chromatografisch systeem 

te sturen is een goede pomp nodig. Een pomp voor een HPLC-systeem 

moet aan hoge eisen voldoen. Hij moet namelijk bij een hoge druk 

goed kunnen functioneren om het eluens door de kolom te kunnen pompen 

en bovendien moet de eluensstroom (flow) constant zijn. Fig. 3 geeft 

schematisch de werking weer van een HPLC-pomp volgens het reciproce 

principe. 

Door een ronddraaiende schijf maakt de zuiger een heen- en weer 

gaande beweging. Bij het opzuigen van het eluens uit de eluensvoor-

raad, wordt de zuiger naar links bewogen, de inlaatklep geopend en 

de uitlaatklep gesloten. Als de vloeistof door de kolom wordt geperst, 

verloopt het precies andersom. 

Tijdens het onderzoek is gebruik gemaakt van een zogenaamde 

tweekopspomp. Het voordeel hiervan ten opzichte van een éénkopspomp 

is, dat de vloeistofstroom constanter is. 

Fig. 4 geeft de verschillen weer tussen de vloeistofstroom van een 

éénkops- en een tweekopspomp met een niet geoptimaliseerde en geopti­

maliseerde zuigerbeweging. 



•kolom 

iM 

uitlaatklep 

vioi?istof r e se rvo i r 

Fig. 3. HPLC pomp van het reciproce principe (HARMSEN, 1980) 

Fig. 4. Debiet en aanzuigprofiel van verschillende typen pompen 

(BILLIET, 1983) 

a. éénkopspomp met een niet-geoptimaliseerde zuigerbeweging (ronde kam) 

b. éénkopspomp met geoptimaliseerde zuigerbeweging: snelle aanzuigslag 

en langzame regelmatige persslag 

c. tweekopspomp met een niet-geoptimaliseerde zuigerbeweging (ronde kam) 

d. tweekopspomp met geoptimaliseerde zuigerbeweging 



De gebruikte pomp heeft een geoptimaliseerde zuigerbeweging en 

is van het type: 

SF 400 Kipp & Zonen, Kratos. 

Specificaties van de pomp: 

- flowbereik : 10ul/min tot 5 ml/min tot een uitvoerende 

druk van 490 atmosfeer 

- fout in de flownauw-

keurigheid : ±0,3% van de ingestelde waarde 

- fout in de flowrepro-

duceerbaarheid : ± 0,1% van de ingestelde waarde 

- fout in de flowsta-

biliteit : ± 0,1% 

- volume verandering 

door verschuiving 

zuiger : 80 yl(1e pomp) 

40 yl(2e pomp) 

In deze pomp is een betere pulsdemper aangebracht in vergelijking 

met de standaard pulsdemper. 

2.1.2. Het injectiesysteem 

Het injectiesysteem is het onderdeel van het chromatografisch 

systeem, waar het monster op de kolom gebracht wordt. 

Het systeem bestaat uit een 6-weg kraan waaraan de loop, die de 

hoeveelheid monster bepaalt, is bevestigd. De voordelen van dit 

systeem boven injectie met een 'losse' injectiespuit zijn, dat 

tijdens de injectie geen luchtbellen in de kolom komen en dat de 

eluensstroom ook tijdens de injectie door blijft gaan (zie fig. 5). 

Bij de injectie wordt de loop gevuld met monster, waarna de 

kraan één slag gedraaid wordt, en het monster met het eluens wordt 

meegenomen naar de kolom. 



pop 

mobiele fase 

kolom 

mobiele fase 

kolom 

Fig. 5. Loopinjectiesysteem (HARMSEN, 1980) 

2.1.3. De kolom 

Hierin vindt de scheiding plaats en is daarom het belangrijkste 

onderdeel van de vloeistofchromatograaf. De kolom wordt, evenals de 

capillaire leidingen van en naar beide detectoren, op een constante 

temperatuur van 25°C gehouden. Dit wordt gedaan om de scheiding zo 

optimaal mogelijk te laten verlopen en om het signaal naar de detectoren 

onder dezelfde (temperatuur) omstandigheden te houden. 

Om dit te bereiken is er om de kolom en de leidingen een mantel 

van isolatiemateriaal gemaakt. Hierdoor stroomt water met een 

constante temperatuur van 25°C dat afkomstig is van een instelbare 

waterthermostaat (TAMSON, TC-3). 

De kolom is van het reversed phase type. Dit houdt in, dat aan 

de silica een C18 groep is gebonden, waaraan het TBA (tertiair-

butylamine) molecuul uit het eluens adsorbeert. Vervolgens vindt 

hieraan de eigenlijke ionenwisseling plaats. 

Specificaties kolom: 

type : Chrompack, HPLC kolom 

pakkingsmateriaal : Lichrosorb RP18 

afmeting : 100 * 3,0 mm. 

10 



2.1.4. De voorkolom 

De voorkolom bevindt zich in het systeem voor het injectiesysteem 

(zie fig. 2). Dit is van groot belang omdat het doel van de voorkolom 

is, dat eventuele verontreinigingen in het eluens niet in de kolom 

na het injectiesysteem terecht komen. De voorkolom bevat dan ook 

dezelfde pakking als de eigenlijke kolom. Op deze manier wordt de 

analytische kolom zoveel mogelijk gespaard voor vervuiling en 

verstoppingen. Het is nu uiteraard wel mogelijk dat nu de voorkolom 

verstopt komt te zitten, maar deze is veel minder kostbaar en bovendien 

gemakkelijk opnieuw te pakken. 

Om de kolom nog 'schoner' te kunnen houden, bevindt zich direct 

vóór de kolom nog een kleine voorkolom met eveneens hetzelfde 

pakkingsmateriaal. Dit kolommetje dient er voor om eventuele veront­

reinigingen uit het monster te halen. 

2.1.5. UV-detector 

De UV-detector detecteert de te bepalen anionen in de monster­

oplossingen. Het is een dubbelstraalsdetector waarmee stoffen gemeten 

kunnen worden die UV-licht absorberen. 

Door de detector in te stellen op een bepaalde golflengte wordt 

de lichtbundel zodanig geselecteerd dat er op het monster uitsluitend 

licht valt van de ingestelde golflengte. De cel van de detector is 

in een aparte ruimte naast het optische en electronische deel geplaatst. 

Er wordt bij de UV-detectie van de anionen gebruik gemaakt van twee 

methoden: de directe en de indirecte methode. 

Bij de directe methode absorbeert het eluens niet of nauwelijks 

UV-licht. De te bepalen anionen (N0„, N0„ en Br) absorberen wel UV-

licht zodat deze een positieve piek geven. De metingen worden uitge­

voerd bij een golflengte van 210 nm. 

Bij de indirecte methode wordt gebruik gemaakt van een hoge 

UV-absorptie door het eluens. De te bepalen anionen (Cl , N0„, Br, 
- 2- . . . 

N0„ en SO, ) hebben bij deze golflengte (271 nm) niet of nauwelijks 

UV-absorptie, zodat een verdunning van het eluens ontstaat. 

De stoffen waaruit het eluens bestaat absorberen wel UV-licht 

bij 271 nm, zodat door de verdunning de UV-absorptie afneemt en er 

voor de te bepalen anionen negatieve pieken tot stand komen. De 

eluenssamenstelling is voor deze indirecte methode uiteraard van 

groot belang. 

11 



Het verschil in UV'-absorptie, veroorzaakt door de verdunning, 

moet voldoende groot zijn om detecteerbaar te kunnen zijn. De concen­

tratie van het eluens moet dan ook nauwkeurig samengesteld worden. 

Ook is het hierbij belangrijk de extinctie-eenheid voldoende 

gevoelig in te stellen zodat de pieken op de recorder duidelijk 

waarneembaar zijn, maar ook weer niet van de schaal aflopen. 

Specificaties van de UV-detector 

- type 

- lichtbron 

- golflengtebereik 

- nauwkeurigheid golflengte 

- bandbreedte 

- weglengte lichtbundel 

- meetbereik 

- ruis 

SF 773 Kratos, Kipp & Zonen 

Deuterium (190-400 nm), Wolfraam (380-800 nm) 

190-800 nm 

± 1 nm 

5 nm 

8 mm 

0,001-2,999 AUFS (Absorbance Units Full Scale) 

< 1*10~5 AU 

2.1.6. De geleidbaarheidsdetector 

De geleidbaarheidsdetector geeft veranderingen in geleidbaarheid 

weer. De oplossing die door de geleidbaarheidscel stroomt gaat naar 

een T-fitting die een temperatuur gevoelige weerstand bevat. Deze 

weerstand is nodig om temperatuur wisselingen electronisch te kunnen 

compenseren. 

Helaas is deze standaardtemperatuur compensatie van de geleidbaar­

heidsdetector niet voldoende. De geleidbaarheid is namelijk een meet­

methode die erg temperatuurgevoelig is. Daarom is er, zoals eerder 

vermeld, een temperatuurstabilisatie van 25°C in het systeem opgenomen. 

Om ook nog te voorkomen dat temperatuurwisselingen van buitenaf invloed 

zouden hebben, is er om de geleidbaarheidscel een dubbelwandig kastje 

gebouwd, waardoor water van 25°C stroomt. Dit op zijn beurt is weer 

geïsoleerd met polystyreen. 

Een andere belangrijke factor die meespeelt is het grondniveau 

van de geleidbaarheid. Deze moet zo laag mogelijk zijn, waardoor ook 

de ruis zo laag mogelijk is. Hierdoor kunnen ook kleine pieken worden 

gemeten. 
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Specificaties geleidbaarheidsdetector: 

type 

gevoeligheid 

celconstante 

ce Ivo lume 

recorderuitgang 

ruis 

LC21 conductivity detector Perkin Elmer 

1, 10, 100, 1000, 10 000 

30 cm 

2 ui 

10 mV of 1V 

1/30 000 deel 

Door optimalisatie van het systeem is de ruis nog lager dan is 

weergegeven in de specificatie. 

2.1.7. De integrator 

De integrator is een datasysteem dat gegevens kan verwerken 

van alle soorten chromatograven. Het is opgebouwd uit een terminal 

met beeldscherm en een toetsenbord waarnaast een dubbelkanaals 

printer/plotter geplaatst is. Verder bevat het systeem 2 floppy discs, 

waarop berekende en ruwe gegevens van de detectoren kunnen worden 

opgeslagen. 

Wat dit onderzoek betreft worden de gegevens, afkomstig van 

beide detectoren, opgeslagen en op de printer weergegeven. Op het 

datasysteem kunnen 3 chromatografische systemen aangesloten worden, 

waarbij er van 2 de gegevens op een floppy-disc opgeslagen kunnen 

worden. 

Specificaties integrator 

De integrator is van het type: 

Varian; Vista 401 chromatografie Data Systeem 

capaciteit geheugen: standaard: 16 384 byte met 2 methoden en 100 

pieken op één kanaal 

maximaal : 81 920 byte met 10 methoden en 

1200 pieken op vier kanalen. 

Voor elke extra methode kunnen 20 pieken minder 

verwerkt worden 

geheugen floppy disc: 89 600 byte. 

2.1.8. De monsterwisselaar 

De monsterwisselaar die in het systeem opgenomen is, heeft de 

volgende werking. 

13 



De monsterloop worcit automatisch gevuld onder een bepaalde druk 

uit een monsterflesje dat met een rubber septum is verzegeld. 

Na een ingestelde injectietijd (flushtime), wordt de loop teruggezet 

in de injectiepositie. Op hetzelfde moment wordt de injectienaald 

teruggehaald en het monsterflesje valt uit de monsterwisselaar in een 

verzamelbak, en het volgende monster wordt klaargezet. Ue analysetijd, 

die ook ingesteld staat, wordt gestart. Na de analyse wordt het volgende 

monster geïnjecteerd tot alle monsters geïnjecteerd zijn. Het is 

mogelijk om elk monster 2 maal achter elkaar te injecteren. 

Specificaties monsterwisselaar 

type: automatische monsterwisselaar voor HPLC, model 92C9 van Kipp 

analytica. 

maximaal aantal monsters: 125 

maximale druk op het injectiesysteem: 350 bar 

loopvolume: 10, 20, 50, 100 of 200 ui 

flush time instelling: 1-99 seconden met stappen van 1 sec. 

analyse tijd instelling: 1-99 minuten " " " 1 min. 

injectievolume: ongeveer 300 ui 

reproduceerbaarheid: beter dan 1% 

2.2. K o l o m e n e l u e n s 

2.2.1. Instelling en beveiligingen 

Het is mogelijk om het gehele systeem volledig automatisch te 

laten functioneren. 

Allereerst moet de integrator goed geprogrammeerd zijn. Hiervoor 

moet de kolom gestabiliseerd zijn en dient er één of meerdere proef-

injecties van standaarden uitgevoerd te worden. Dit is nodig om de 

exacte retentietijden van de anionen te bepalen en de integratie te 

calibreren op een bekende standaardoplossing. De retentietijden worden 

ingevoerd in het programma met de namen van de betreffende anionen. 

Op deze manier worden de pieken van de anionen herkend door de integrator 

op de ingevoerde retentietijden. 

Aan de hand van de meting van de standaard kan ook de juiste ver­

sterking ingevoerd worden en de parameters voor een goede integratie. 

Door het juist instellen van de parameters worden de volledige piek-

oppervlakten berekend en eventuele pieken die voor de bepaling niet 

van belang zijn, genegeerd. 
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Vervolgens kan de monsterwisselaar ingesteld worden. Deze kan 

maximaal 125 monsters bevatten. De eerste 2 monsters dienen standaarden 

te zijn, evenals elk tiende monster. Hierdoor is het mogelijk de detec­

toren en de kolom te controleren op eventueel verloop of uitvallen. 

Ook als er iets is fout gegaan bij de injectie, moet dit aan de hand 

van verandering van de gegevens van de standaarden herkenbaar zijn. 

Indien alles goed ingesteld en geprogrammeerd is, en de eluens-

voorraad voldoende is, kan er geïnjecteerd worden, door een ingebouwd 

injectiesysteem in de monsterwisselaar. Direct nadat de monsterwisse­

laar het eerste monster heeft geïnjecteerd, start de integrator. De 

analysetijd is 10 minuten. De totale tijd die per monster nodig is, 

is 20 minuten. De integrator neemt tijdens de analysetijd het 

chromatogram op. Na de analysetijd en voor de injectie van het volgende 

monster, voert de integrator de berekeningen uit en plot het chromato­

gram. 

In het systeem is een drukbeveiliging ingebouwd (zie ook fig. 2). 

Dit is een verbinding tussen de pomp en de monsterwisselaar, die er 

voor zorgt, dat bij een te hoge of te lage druk, de monsterwisselaar, 

de pomp en de integrator stoppen. De druk die de kolom minimaal moet 

hebben is 10 atmosfeer. De maximale druk is 100 atmosfeer. De kolom 

kan wel een hogere druk hebben, maar voor een langere levensduur van 

de kolom en een goede scheiding is 100 atmosfeer als bovengrens meer 

dan hoog genoeg. 

Aan het hierboven beschreven systeem zit echter één groot nadeel. 

Indien de integrator, om wat voor reden dan ook, defect raakt, blijft 

het overige van het vloeistofchromatografisch systeem gewoon functioneren. 

Dit heeft tot gevolg dat alle monsters verloren gaan. (De gegevens 

worden namelijk niet meer opgeslagen of verwerkt). 

Om dit te voorkomen moet er nog een verbinding gemaakt worden 

tussen de integrator, de pomp en de monsterwisselaar, door middel van 

een relais. 

2.2.2. Het gebruik van een schone kolom 

Voordat een kolom voor metingen wordt gebruikt, dient deze kolom 

schoon te zijn. De kolom wordt schoongemaakt door er gedurende circa 

een half uur (bij een flow van 0,60 ml/min) acetonitril (CH-CN) door 

te leiden. Hierin lossen verontreinigingen die in de kolom aanwezig 

zijn op. 
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Een tweede functie van het acetonitril is, dat de structuur van 

de pakking van de kolon in gunstige zin veranderd wordt. De pakking 

bestaat uit C18-ketens, die in de kolom naast elkaar gerangschikt 

liggen. Aan het einde van deze ketens wordt het TBA-molecuul geadsor­

beerd. Doordat de ketens zo vlak langs elkaar liggen, is het voor 

het TBA-molecuul moeilijker om aan de keten te adsorberen, dan 

wanneer de ketens meer ongeordend liggen. Acetonitril zorgt ervoor 

dat het vlakke oppervlak van de kolompakking ruwer wordt. Ofwel dat 

de ketens meer ongeordend komen te liggen zodat het voor het TBA-molecuul 

makkelijker is om te adsorberen. 

Indien er voldoende acetonitril door de kolom is geleid, moet er 

eerst nog water (ontdaan van organische stoffen) door de kolom gestuurd 

worden. Dit is nodig om het acetonitril weer uit de kolom te spoelen. 

Zou er direct eluens door de kolom geleid worden, dan zou de kolom 

verstopt kunnen gaan zitten doordat aanwezige zouten in het eluens 

minder goed oplosbaar zijn in het in de kolom aanwezige acetonitril. 

2.2.3. Voorbehandeling van het eluens 

Om een zo goed mogelijke scheiding te krijgen en om zoveel mogelijk 

vervuiling van de kolom te voorkomen, wordt het eluens als volgt be­

handeld. 

De oplossingen waaruit het eluens wordt samengesteld, worden tot 

een bepaald volume aangevuld met water waar vrijwel alle organische 

stoffen uit verwijderd zijn. Hiertoe wordt demi-water door middel van 

een vacuum-pomp door een kolom geleid ( norganic kolom), die een 

pakking heeft waaraan organische stoffen adsorberen. Direct na de 

kolom wordt het door een micro filter met een poriegrootte van 0,45 um 

gefiltreerd. 

De pH van het eluens zelf is circa 4,5. Om de pH op 6,0 te brengen 

kan natronloog worden gebruikt. Als echter alleen de geleidbaarheid 

wordt gemeten, is de TBA-oplossing beter omdat deze een lagere geleid­

baarheid heeft dan een natronloogoplossing. 

Als laatste wordt het eluens ontlucht, zodat zich geen luchtbellen 

in de detectorcel kunnen vormen. Dit wordt gedaan door de oplossing 

in een afzuigerlenmeyer op een roermotor te zetten, de erlenmeyer te 

verbinden aan een terugslagfles en deze laatste aan te sluiten op de 

waterstraalpomp. Vervolgens wordt er vacuum gezogen door de waterkraan 

zover mogelijk open te draaien. 
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2.2.4. Keuze van het eluens 

Zoals eerder vermeld, kan de UV-detectie volgens twee methoden 

worden uitgevoerd, de directe en de indirecte UV-detectie. 

Het eluens dat voor de metingen wordt gebruikt, is niet voor 

beide methoden hetzelfde. De oorzaak hiervan ligt in het feit, dat 

bij de indirecte methode het eluens UV-licht absorbeert en bij 

de directe UV-detectie zijn dit de te bepalen anionen. 

Het eluens dat gebruikt wordt voor de indirecte UV-detectie 

heeft de volgende samenstelling: 
-3 

1 * 10 M tertiair butylamme 
-3 

1 * 10 M ftaalzuur 

Het eluens is hierbij op pH 6,0 gebracht. 

Voor de directe UV-detectie is de eluenssamenstelling als volgt: 
-3 

1 * 10 M tertiairbutylamme 
-3 

3 * 10 M barnsteenzuur 

Ook dit eluens heeft een pH van 6,0. 

Er moet uiteraard bij 2 verschillende golflengten gemeten worden. 

Voor de absorptie van UV-licht van ftaalzuur wordt gemeten bij 271 nm 

en voor de absorptie van UV-licht van de anionen wordt gemeten bij 

210 nm. 

De indirecte methode is geschikt voor Cl , N0„, Br, N0„ en SO, , 

terwijl bij de directe methode alleen, N0„, Br en N0_ kunnen worden 

gemeten. 

Bij de directe methode treedt er een storing op doordat TBA UV-licht 

absorbeert bij 210 nm. Als gevolg hiervan ontstaan er meerdere systeem-

pieken, waar de te bepalen anionen al bij vrij hoge concentraties in 

vallen (met name Br.) 

Voor detectie met de geleidbaarheidsdetector, moet de geleidbaar­

heid van het eluens zo laag mogelijk zijn. Dit wordt bereikt met het 

eluens met ftaalzuur. 
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3. THEORIE 

3.1. T h e o r i e i o n e n w i s s e l i n g 

Bij de analyse van anionen fungeert de kolom als ionenwisselaar. 

Er vindt dus een uitwisseling plaats van ionen die aan de kolom 

gebonden zitten en ionen in de oplossing. 

De uitwisseling van twee ionen A en B kan dan als volgt worden 

voorgesteld: 

B~ + A" ? A^ + B" (1) 

waarbij E = ionenwisselaar (Exchanger, silica) 

Voor de evenwichtsconstante (of de selectiviteitsconstante) geldt: 

(B~)(A ) 

De verdelingscoëfficiënt van stof A wordt gegeven door: 

(A") 
D = _ * - (3) 

(A~) 

waarin: 

(A^) = concentratie aan de wisselaar gebonden A (in mmol/g) 

(A ) = concentratie A in oplossing (in mmol/ml) 

In de chromatografie is het makkelijker de capaciteitsfactor k' te 

gebruiken in plaats van de verdelingscoëfficiënt D. De capaciteits­

factor van een ion A is de hoeveelheid gebonden A aan het silica in 

de kolom, in verhouding tot de hoeveelheid in oplossing. Deze 

definitie gesubstitueerd in vergelijking (3) geeft de volgende 

relatie: 

D = K' * m l °gl0Sm- <^K' - D * , - r ^ r (4) 
gE (ml oplosm.) 

(FRITZ, GJERDE, 1979) 
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In de moderne chromatografie is het meer gebruikelijk de capaci­

teitsfactor K' te meten uit de retentietijd van het geëlueerde ion. 

De retentietijd die het eluens nodig heeft om de kolom te passeren 

wordt t genoemd. De capaciteitsfactor wordt op de volgende manier 

berekend 

t-t 
K' = - r ^ (5) 

o 

(FRITZ, GJERDE, POHLANDT, 1982) 

Tussen de selectiviteitsconstanten en de capaciteit van een 

ionenwisselaar bestaat een relatie, volgens GJERDE (1979). De ver­

houding tussen de selectiviteitsconstante en de capaciteit van een 

ionenwisselaar kan heel bruikbaar zijn. 

Stel dat nitraat geïnjecteerd is in een met chloride verzadigde 

ionenwisselaarskolom. Er vindt dan de volgende uitwisselingsreactie 

plaats: 

Cl" + N0~ Î N0~E + Cl" (6) 

Hieruit volgt dat 

KN03/C1 _(N°3E)(C1") ( 7 ) 

(Cl~)(NO~) 

Het monster gebruikt meestal 1 procent of minder van de capaciteit, 

zodat voor Cl de totale capaciteit mag worden geschreven. De ver-
E 

houding (NO ) tot (NCO is de verdelingscoëfficiënt D van nitraat 

die in verhouding staat met het retentievolume van nitraat. 

De concentratie chloride komt overeen met de concentratie van 

het eluens. Dit alles gesubstitueerd in vergelijking (7) geeft de 

volgende relatie: 
N0-/C1 ._ . 

D = K 3 * capaciteit ( g ) 

eluens 

Door hier ook vergelijking (3) en (4) in te verwerken komt verge­

lijking (9) tot stand: 

«•t 4. <. + capaciteit ,n. 
K' = constante * —*-= (9) 

eluens 
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Hieruit is te concluderen, dat bij een grotere capaciteit de 

eluensconcentratie evenredig groter moet worden om eenzelfde K' te 

krijgen. 

Indien de logaritmen van de retentietijden van de te bepalen 

anionen wordt uitgezet tegen de logaritmen van de eluensconcentratie, 

wordt er een rechte lijn verkregen. Deze relatie is bruikbaar voor de 

berekening van een benodigde concentratie eluens bij een bepaalde 

retentietijd van een anion. Dit soort berekeningen zijn belangrijk 

voor de optimalisatie van een methode (GJERDE e.a., 1982). 

Vergelijking (9) geeft de relatie weer tussen de retentietijd en 

de eluensconcentratie. De evenwichtsreactie wordt als volgt voorge­

steld: 

xA + yB -*- xA^ + ylr 

waarbij 

x = lading ion A 

y = lading ion B 

Voor de evenwichtsconstante geldt dan: 

KA / B = ( A E ) * <B>y 
(A)X (BE)y 

( V X = KA'B * (BE): 

( A ) X (B>y < = > 

( A ) (B)y 

Met behulp van vergelijking(4)kan het ook als volgt geschreven 

worden: 

V (B ) y 

K' = D * ̂  K' - / K A / B * - — * Hi «=» 
g (B)y g 

log K' = 1 log KA / B + I log - A - + log f- (11) 
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A/B 
Zoals eerder vermeld is log K * g/ml een constante en dit geldt 

ook voor log (B„), de hoeveelheid gebonden B blijft nagenoeg constant. 

Hieruit volgt: 

log K' = constante - ̂  log (B) (12) 

In de eindvergelijking is de relatie tussen de logaritmen van 

de capaciteitsfactor met de logaritmen van de concentratie te zien. 

(VAN OS, e.a., 1982). 

Het voorafgaande is van toepassing op chemisch gebonden materiaal 

aan de kolom. Bij het in dit verslag beschreven onderzoek is echter 

gebruik gemaakt van tertiair butylamine (TBA) dat aan het kolommateriaal 

wordt geadsorbeerd (zie reactievergelijking). 

Si-O-C 
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18 

C 
i 

C 
i 

C 
I 

c 
I 

C-C-C-C-N-C-C-C-C X" 
I 

c 
I 
c 

I 
c 

I 

silica-tertiair butylamine 
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Het TBA is evenals ftaalzuur, in het eluens aanwezig. Voor het 

reactiemechanisme waarop de scheiding van de anionen berust, wordt 

verwezen naar par. 3.3. 

De retentietijd van de componenten kan worden gestuurd met behulp 

van de ftaalzuurconcentratie en in mindere mate door de TBA concentra­

tie (fig. 6 en 7). 

log K 

1.0 

0.5 

"V-
2.7 2.H 2.9 3.0 :>. 1 3.2 

Systeem 

Sulfaat 

Chloride 

J— -log [f taalzuurj 
3.3 

Fig. 6. Effect van de ftaalzuurconcentratie op de retentie 

(HARMSEN, 1984) 

De retentietijd is nagenoeg onafhankelijk van de pH. Dit in 

tegenstelling met de resultaten van JANSEN (1984), die bij chemisch 

gebonden wisselaars vond, dat de retentietijden werden bepaald door 

de concentratie van het tweewaardig ftaalzuur ion. 

Deze ionconcentratie wordt weer bepaald door de ftaalzuur­

concentratie en de pH. 
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log X 
Systeem 

Sulfaat 

0.5 H-

Nitraat 

Chloride 

-J 1 •— -logfTHA] 
3. Û '3.5 

Fig. 7. Effect van de TBA-concentratie op de retentie (HARMSEN, 1984) 

3.2. D e s c h e i d i n g v a n d e a n i o n e n 

Bij het onderzoek naar de lineariteit tussen concentratie en 

detectiesignaal en de detectielimiet, is allereerst bepaald onder 

welke omstandigheden een zo goed mogelijke scheiding van de anionen 

is te verkrijgen. 

Hiervoor is onderzocht bij welke samenstelling en pH van het 

eluens de scheiding zo optimaal mogelijk verloopt (HARMSEN, 1984). 

Uit deze bepaling is gebleken dat er 2 soorten eluens gebruikt 

kunnen worden. 

Afhankelijk van de samenstelling wordt een bepaalde detectie 

toegepast en worden bepaalde anionen gemeten. Beide soorten eluens 
-3 

bevatten 1 * 10 MTBA en zijn met NaOH op pH 6,0 gebracht. 
-3 

Het ene eluens bevat daarnaast ook 1 * 1 0 M ftaalzuur. 

Dit eluens is geschikt voor indirecte UV-detectie en geleid­

baarheid, waarbij met name chloride, nitraat en sulfaat erg goed 
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gemeten kunnen worden. :jij een concentratie rond 5 mg/;, geeft de 

detectie ook voor de anionen nitriet en bromide nog goede resultaten 

(zie fig. 8). De metingen zijn verricht bij een golflengte van 271 nm 

waarbij ftaalzuur UV-licht absorbeert, en de anionen niet, 
T(min) 

Sulfaat 

T(min) 

- 10 

UV-detector 

Fig. 8. Chromatogram anionen 
Celeidbaarheidsdetector 

Het linkergedeelte van het chromatogram geeft de indirecte 

UV-detectie weer, het rechter chromatogram de geleidbaarheids-

detectie 

De concentraties van de anionen in mg/l zijn: 

Cl: 5,3, N0~: 6,8, Br: 3,6, N0~: 5,1 S0^~: 3,5 

Gevoeligheid UV-detector: 0,005 AUFS 

Injectievolume: 200 yl 

Golflengte: 271 nm 

-3 
Het andere eluens had behalve een TBA-concentratie van 1 * 10 M, 

-3 

een barnsteenzuurconcentratie van 3 * 10 M (pH = 6,0). Bij dit 

eluens wordt directe UV-detectie toegepast, waarbij barnsteenzuur 

geen UV-licht absorbeert, maar de anionen wel. De meetgolflengte is 

210 nm. Met dit eluens worden de anionen nitriet, bromide en nitraat 

gemeten. Eventueel zou ook de geleidbaarheid hier als detectiemethode 
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kunnen worden toegepast, maar is minder geschikt door de hogere ge­

leidbaarheid van het barnsteenzuur waardoor de ruis toeneemt. 

De volgorde waarin de anionen uit de kolom komen is als volgt: 

chloride, nitriet, bromide, nitraat en sulfaat. Deze pieken worden 

voorafgegaan door de zogenaamde injectiepiek. 

3.3. M e c h a n i s m e A n i o n w i s s e l i n g i n d e 

k o l o m 

Tijdens het onderzoek is gebruik gemaakt van een C18 reversed phase 

kolom. Het eluens dat gebruikt wordt, bevat TBA (tertiairbutylamine). 

Dit is in feite het ionenwisselingsmolecuul. TBA adsorbeert namelijk 

eerst aan het kolommateriaal (RP18), zie vergelijking (1). 

I. 

RP18 + TBA+ -»• RP18 TBA+ (1) 

Indien de tweede component van het eluens (ftaalzuur of barnsteen-

zuur) wordt voorgesteld als X , vindt er de volgende reactie plaats: 

RP18 TBA+ + x" -> RP18 TBA+ X~ (2) 

Voor de eigenlijke anionenwisseling kan dan de volgende even-

wichtsreactie opgesteld worden: 

RP18 TBA+ X~ + Y~ t RP18 TBA+ Y~ (3) 

waarbij Y het anion is dat uitgewisseld* wordt. 

Een ander reactiemechanisme zou ook mogelijk zijn. Bij dit mecha­

nisme wordt eerst een ionpaar in de oplossing gevormd. 

II. 

TBA+ + Y" ->• TBA+Y~ (1) 

Dit ionpaar adsorbeert vervolgens aan de kolom: 

RP18 + TBA+Y~ -> RP18 TBA+Y~ (2) 

Dit kan dan weer uitwisselen tegen een ander ionpaar: 

RP18 TBA+Y~ + TBA+x" î RP18 TBA+X~ + TBA+Y~ (3) 
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Zou het eerste mechanisme gelden, dan vindt op een schone' kolom 

geen retentie plaats. Naarmate het eluens langer door de kolom loopt 

adsorbeert er meer TBA op de kolom. De retentie neemt dus toe. Dit 

gaat door tot de kolom verzadigd is met TBA. Er is dan een doorbraak 

te meten van TBA terwijl de retentie van de verschillende anionen 

niet meer toeneemt. 

Bij het tweede reactLemechanisme vindt de eerste binding al in 

het eluens plaats. Deze verbinding absorbeert dan aan het kolommateriaal. 

Bij dit mechanisme zal geen duidelijke relatie zijn tussen de retentie 

en de tijd van het hierdoor beschreven experiment. Het is ook mogelijk 

dat een combinatie van beide mechanismen optreedt. Om dat te kunnen 

vaststellen zijn meer experimenten nodig dan hier beschreven. Het 

experiment is als volgt uitgevoerd. 

Er is uitgegaan van een schone RP18 kolom van 20 cm. Hier is het 
-3 -3 

eluens 1 * 10 M TBA, 1 * 10 M ftaalzuur, pH 6,0 door geleid. 

Vervolgens wordt op regelmatige tijdstippen een nitriet monster van 

bekende concentratie (10 mg N0„/ml) door een loop van 50 ui op de 

kolom geïnjecteerd. De detectie vindt plaats met indirecte UV-detectie. 

Bij elke injectie wordt de tijd genoteerd en de retentietijd van het 

nitrietion bepaald. Het injecteren wordt gecontinueerd tot de UV-detectie 

die op de recorder wordt weergegeven, constant blijft. 

Door de capaciteitsfactor K' uit te zetten tegen de tijd, kan 

bepaald worden welk reactiemechanisme van toepassing is. Uit fig.9 

blijkt dat er een lineair verband aanwezig is tussen K' en de tijd, 

tot het moment van de doorbraak van TBA na 182 min. die ook in fig. 9 

zichtbaar is. Daarna blijft de retentietijd constant, de kolom is ge­

stabiliseerd. Het reactiemechanisme dat in deze kolom aanwezig is, 

is dus vermoedelijk het eerste reactiemechanisme. 

De doorbraak van TBA kan op 2 manieren zichtbaar worden gemaakt. 

Als het TBA uit de kolom komt, neemt de geleidbaarheid van de oplos­

sing zodanig toe, dat het op de recorder duidelijk zichtbaar is. 

Een tweede mogelijkheid is, om in de erlenmeyer die voor het 

afval gebruikt wordt, circa 25 ml Nesslersreagens te brengen. Komt 

het TBA uit de kolom, dan ontstaat er met dit reagens een duidelijk 

zichtbare neerslag. 
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Fig. 9. Doorbraak nitriet en TBA 
Uit de verkregen gegevens kan ook de capaciteit van de kolom 

worden berekend. De berekening verloopt als volgt. 

Voor de doorbraak van TBA is 182 minuten nodig geweest bij een 

flow van 0,40 ml/min. Er is dus 72,8 ml eluens nodig geweest. Daar 

de concentratie van het eluens 1 yeq/ml is, is er totaal in de kolom 

72,8 yeq aanwezig. De kolom bevat 700 mg Lichrosorb RP18. Dit geeft 

een capaciteit van 104 ueq/g. 

Om de pH afhankelijkheid na te gaan is de TBA-doorbraak gemeten 

met dezelfde eluenssamenstelling maar met pH-waarden van 4,5 en 6 

(zie tabel 1). Hierbij is gebruik gemaakt van een kolom van 10 cm. De 

tabel geeft tevens de volgorde van de metingen aan. 

Tabel 1. pH-afhankelijkheid van de capaciteit 

Nr. 

1 

2 

3 

4 

pH 

6,0 

4,0 

5,0 

6,0 

T (min) 

59,5 

70,1 

69,7 

62,6 

Capaciteit (yeq/g) 

102 

120 

119 

107 
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Uit de resultaten van tabel 1 blijkt dat bij lagere pH iets 

meer TBA aan de kolom adsorbeert. Het oppervlak van een Lichrosorb 
2 

RP18 kolom is circa 150 m . 

Als vervolgens wordt uitgegaan van een capaciteit van 102 eq/g 
2 

(eerste meting pH 6,0; zie tabel 1), dan geeft dit 1 ueq per 1,47 m , 

ofwel 1 eq per 1,47 * 10 m , ofwel 

T i 1.47 * 106 . „n20 ... AÔ2 1 molecuul per —* ^ * 10 = 244 A 
6,C2 * 10 

Dit komt dan overeen met een straal van 8,8 A als het oppervlak 

volledig bezet is en er geen 'loze' ruimtes aanwezig zijn. 
-i-

De straal van het TBA -ion 

N CT Ĉ " 

wordt als volgt berekend. Rekening houdend met de hoeken tussen de 

atomen wordt de waarde voor de straal 

R = 8 * 0,63 + 0,61 + 2 * 0,26 = 6,17 A° 

Om het TBA -ion bevindt zich dan ook nog een watermantel, zodat 

mag worden aangenomen dat het oppervlak van de kolompakking nagenoeg 

verzadigd is met TBA . 

De kleine verschillen in capaciteit bij verschillende pH-waarden 

uit tabel 1 worden dus mede veroorzaakt door het volle oppervlak van 

het kolommateriaal. Dit duidt er op dat TBA zeer goed adsorbeert 

waardoor het eerste mechanisme wat waarschijnlijker wordt. 

4. RESULTATEN 

4 . 1 . L i n e a r i t e i t 

Bij het onderzoek naar de lineariteit is nagegaan of het piekopper-

vlak van de te bepalen anionen een rechtevenredig verband geeft: met 

de concentraties van de anionen. 
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Gelijktijdig is er nagegaan waar de detectielimiet van de methode 

ligt, dus wat de laagste concentratie is die kan worden gemeten. 

De metingen zijn verricht met het ftaalzuureluens. De concen­

traties van de anionen zijn gevarieerd van circa 1 tot 70 mg/l waarbij 

met behulp van de integrator voor elke concentratie van elk anion 

het piekoppervlak is gemeten. De geïnjecteerde hoeveelheid was 50 ui. 

Indien het piekoppervlak van de anionen wordt uitgezet tegen 

de concentratie, wordt er een lineair verband verkregen zoals weer­

gegeven in fig. 10. 
piekoppervlak(«IOJ) 

r 
NO., 

* concentratie anionen(mg/l) 

10 20 30 40 50 faO 70 

Fig. 10. Gemeten piekoppervlak als functie van de concentratie van 

verschillende anionen 

Indien de gehaltes groter worden dan 70 mg/l dan wordt de kolom 

overladen en worden de pieken breder (fig. 11). Indien toch hogere 

gehalten moeten worden gemeten, dan kan worden verdund of gebruik 

worden gemaakt van een kleinere injectieloop. Bij een loop van 20 ui 

is de bovengrens 150 à 200 mg/l. 
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Fig. 11. Effect van overlading van de kolom op het chromatogram 

De concentraties van de anionen in mg/l zijn: 

Cl": 107, N0~: 136, Br: 73, Nü~: 103, S0^~: 71 

Gevoeligheid UV-detector: 0,200 AUFS 

Gevoeligheid geleidbaarheidsdetector: 3000 

Injectievolume: 200 yl 

Golflengte: 271 nm 

4.2. D e t e c t i e l i m i e t 

De detectielimiet is gedefinieerd als vijf maal de ruis van het 

apparaat, weergegeven op de recorder bij een bepaalde versterking. 

Belangrijk bij dit onderzoek is, dat de detectielimiet afhankelijk 

is van de detectiemogelijkheden die ter beschikking zijn. Er is daarom 

bij dit onderzoek gebruik gemaakt van een zeer gevoelige UV-detector 

(zie ook materiaal en methode). 
-5 

De ruis van dit apparaat ligt m de grootte orde van < 1 * 10 AU 

(Absorbance Units) terwijl dit over het algemeen bij andere UV-detectoren 

ongeveer een factor dertig groter is. 

De detectielimiet is bepaald voor beide eluentia en de verschillende 

detectiemogelijkheden. Met de indirecte UV-methode en geleidbaarheid 

zijn alle ionen gemeten. Met de directe UV-methode is dit alleen voor 

NO" B? en N0~ gedaan. 
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Bij het vaststellen van de detectielimiet worden er meer systeem-

pieken zichtbaar, omdat er gevoeliger werd gewerkt. Door het monster 

1 op 1 te mengen met 2 maal geconcentreerd eluens werd bereikt dat 

de concentratie TBA en ftaalzuur (of TBA en barnsteenzuur) in het 

monster gelijk werd aan de concentratie in het eluens. Hierdoor 

werden de systeempieken kleiner en stoorden minder. De gevoeligheid 

is verder verhoogd door meer te injecteren. Er is gebruik gemaakt 

van een loop van 200 pi. 

4.2.1. Detectielimiet met het ftaalzuureluens 

Voor elk anion is de detectielimiet voor de UV-detector en de 

geleidbaarheidsdetector bepaald. Fig. 12 geeft het chromatogram weer 

van een meting van concentraties van de anionen van circa 0,05 mg/l. 
T(min) 

:;111 tum. 
kiLïaal 

IU — 

0 t . 

UV-detector Gele idbaarheidsdetector 

Fig. 12. Chromatogram ter bepaling van de detectielimiet met het 

ftaalzuureluens 

De concentraties van de anionen in mg/l zijn: 

Cl : 0,05, N0„: 0,07, Br: 0,04, N0_: 0,05, SO^ 

Gevoeligheid UV-detector: 0,002 AUFS 

Gevoeligheid geleidbaarheidsdetector: 30 

Inj eetievolume: 200 pi 

Golflengte: 271 nm 

0,03 

T(min) 

- 10 

- 5 
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Uit deze figuur is aan de hand van de definitie, de detectielimiet 

te bepalen. Indien de pieken" worden gestoord door systeempieken (met 

name Br) is als detectielimiet 2 maal de grootte van de systeempiek 

aangehouden. Hierbij is tevens nagegaan of de ijkcurve in dat gebied 

erg lineair was. 

Tabel 2. Detectielimieten 

Ftaalzuur 1 * 10 -3 M 

TBA 1 * 10 M pH 6,0 

Barnsteenzuur 3 * 10 

TBA 1 * 10~3 M pH 6,0 

-3 M 

anion 

Cl" 

N0~ 

Br 

NO" 

so*" 

indirecte 
(ppb) 

3 

30 

500 

10 

5 

UV ge leidbaarheid 
(ppb) 

10 

50 

400 

30 

10 

directe 
(ppb) 

-

4 

40 

2 

-

UV gele idbaarhe id 
(ppb) 

50 

120 

400 

60 

70 

Uit de tabel blijkt, dat voor indirecte UV-detectie chloride, 

nitraat en sulfaat nog tot erg lage concentraties gemeten kunnen 

worden. 

De detectielimiet voor bromide is bij indirecte UV-detectie vrij 

hoog, daar dit anion al bij een vrij hoge concentratie op een systeem-

piek valt. 

De geleidbaarheid is met het ftaalzuureluens iets minder gevoelig 

dan de UV-detectie, maar geeft toch meer dan voldoende nauwkeurige 

detectie. 

Dat met een vloeistofchromatografisch systeem, zoals in dit ver­

slag beschreven staat, dergelijke lage concentraties nog meetbaar zijn, 

is vrij uitzonderlijk. 

Hierbij moet wel worden opgemerkt dat het in de praktijk zeer 

moeilijk is om reproduceerbare monsters te maken met zulke lage 

concentraties. Op een laboratorium zijn namelijk overal sporen van 

de te meten anionen aanwezig. 
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4.2.2. Detectielimiet met het barnsteenzuureluens 

Bij deze bepaling zijn wederom alle anionen in standaardoplossingen 

meegenomen, waarbij alleen van de anionen nitriet, bromide en nitraat 

de detectielimiet voor de direct UV-detectie is bepaald. 

Ook hier is gebruik gemaakt van twee detectiemethoden, namelijk 

de directe UV-detectie en de geleidbaarheidsdetectie. Deze laatste is 

echter minder nauwkeurig door de hogere geleidbaarheid van het barn-

steenzuur. 

In fig. 13 is het chromatogram weergegeven van een meting van 

verschillende concentraties van de anionen. 

T(müi) 
T(min) 

10 

Sulfaat 

UV-detector 

10 

-• 0 

Culeidbaarheidsdetector 

Fig. 13. Chromatogram ter bepaling van de detectielimiet met het 

barnsteenzuureluens 

De concentraties van de anionen in mg/l zijn: 

Cl": 0,214, N0~: 0,014, Br: 0,036, N0~: 0,01, S0^~: 0,142 

Gevoeligheid UV-detector: 0,002 AUFS 

Gevoeligheid geleidbaarheidsdetector: 30 

Injectievolume: 200 ui 

Golflengte: 210 nm 
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5. TOEPASBAARHEID VAN DE ANALYSEMETHODE 

5.1. A u t o m a t i s e e r b a a r h e i d 

In dit hoofdstuk wordt ingegaan op de mogelijkheid om het gehele 

vloeistofchromatografisch systeem volledig automatisch en zonder 

toezicht te laten werken. 

Hoe het systeem hiervoor ingesteld en geprogrammeerd moet worden 

is mede afhankelijk van de te bepalen anionen. Ook wordt in dit hoofd­

stuk beschreven hoe er zo effectief mogelijk met het gehele systeem 

gemeten kan worden en welke problemen hierbij eventueel op kunnen 

treden. 

Over het algemeen gaat voor het bepalen van anionen in water- of 

grondextracten voornamelijk de interesse uit naar de anionen chloride, 

nitraat en sulfaat. Vandaar dat er met name gebruik wordt gemaakt 

van het ftaalzuureluens, waarbij indirecte UV- en geleidbaarheids-

detectie gemeten wordt. Dit kan ook goed voor nitraat omdat de ge­

haltes in het algemeen zodanig zijn dat indirecte UV-detectie gevoelig 

genoeg is. 

Automatisering is mogelijk indien de concentraties van de anionen 

minimaal 100 keer de detectielimiet en maximaal 200 mg/l zijn (als 

het injectievolume 20 pi is). Bromide is meetbaar vanaf 2 maal de 

vermelde grens. De concentraties mogen niet lager zijn omdat bij 

een gevoeligheid waarbij de concentraties dan detecteerbaar zijn, de 

basislijn te sterk verloopt (zie ook fig. 12). 

Bovendien worden de systeempieken dan steeds groter, waardoor de 

integratie wordt bemoeilijkt. Als er dus in bepaalde monsters lage 

concentraties gemeten moeten worden zal dit niet automatiseerbaar 

zijn en zal elk monster apart geïntegreerd moeten worden. 

Bij te hoge concentraties treden ook integratiemoeilijkheden 

op en wordt tevens de kolom overladen. De integratie verloopt minder 

goed omdat de pieken van de schaal aflopen en, wat nog belangrijker 

is, de pieken worden veel breder. Hierdoor worden de retentietijden 

ook groter, zodat de integrator de pieken niet meer herkent. De 

retentietijden van de anionen zijn namelijk in de integrator ingevoerd 

en alleen van die pieken worden de concentraties bepaald. Zijn dus 

de concentraties te hoog, dan zullen de monsteroplossingen moeten 

worden verdund en kan alsnog worden gemeten, rekening houdend met de 

verdunning. 
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Bij toepassing van de automatisering worden op de floppy disc 

van de integrator in eerste instantie uitsluitend de zogenaamde 

ruwe gegevens opgeslagen. 

Na het opnemen van het hele chromatogram wordt het geplot, 

waarbij de door de integrator berekende basislijn eveneens wordt weer­

gegeven. Met behulp van het chromatogram kan worden gecontroleerd 

of de integratie juist is gebeurd. Hierna worden de ruwe gegevens 

gewist en de berekende gegevens op schijf bewaard. Deze beperking 

moet worden opgelegd, omdat ruwe gegevens veel schijfruimte gebruiken 

en anders na enkele monsters de floppydisc vol is. Gegevens van 

andere monsters kunnen dan helemaal niet worden opgeslagen. Het is 

dus niet mogelijk om achteraf het chromatogram nogmaals te laten 

printen of opnieuw een integratie uit te voeren. 

5.2. V e r s t o p p i n g e n v a n h e t c h r o m a t o g r a -

f i s c h s y s t e e m 

Tijdens het in de praktijk functioneren van het vloeistofchromato-

grafisch systeem, zijn er enkele problemen opgetreden. Deze problemen 

betroffen voornamelijk verstoppingen in de voorkolom, de scheidings­

kolom en filters in beide kolommen. Op deze verstoppingen wordt nu 

verder ingegaan. 

5.2.1. Vuile monsters 

Verstoppingen kunnen veroorzaakt worden door te vuile monsters. 

Hiermee worden voornamelijk monsters bedoeld die een 'neerslag' 

bevatten waardoor de kolom (en voorkolom + filters) dichtvalt. 

Overigens kunnen buiten de kolommen en filters uiteraard ook de 

capillaire leidingen, de inlaatklep van de pomp, loop en injectie­

systeem verstopt komen te zitten. 

Deze verstoppingen kunnen voorkomen worden door de monsterop­

lossing (vóór de 1 op 1 menging met het eluens) te filtreren over 

een kolommetje (octadecyl C18 RP kolommen volgens het Baker 10 SPE 

systeem). Hierdoor worden bovendien vrijwel alle apolaire stoffen 

uit het monster weggenomen, die anders in de analytische kolom 

konden adsorberen. 
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5.2.2. Biologische activiteit 

Een andere oorzaak waardoor verstoppingen tot stand komen is 

de biologische activiteit in het eluens. Deze groei van micro-orga­

nismen komt tot stand doordat het eluens te lang (en ongekoeld) in 

hetzelfde glaswerk staat. Het kan ook veroorzaakt zijn door een on­

zuivere standaardoplossing van TBA. Doordat deze micro-organismen 

in de kolom komen wordt de kolom aangetast en de pakking vernietigd. 

Dit kan grotendeels worden voorkomen door, voor gebruik, het eluens 

te filtreren over een filter met een poriegrootte van 0,45 um. Alle 

onzuiverheden blijven dan op het filter achter. Ook moet het glaswerk 

regelmatig en grondig schoongemaakt worden en het is het beste om zo 

klein mogelijke hoeveelheden eluens te maken zodat het niet te lang 

staat. 

5.2.3. Aantasting kolommateriaal 

Als derde belangrijke oorzaak van verstoppingen dient de pH 

vermeld te worden. 

Voor het eluens is telkens uitgegaan van een pH 6,0. Dit gaf bij 

het werken met synthetische monsters geen enkel probleem. Nadat de 

methode gereed was voor routinematig meten kwamen er problemen. Dit 

kan als volgt worden verklaard. 

Tijdens de injectie van het monster wordt de pH tijdelijk ver-
- - 2- . . . 

hoogd doordat de anionen Cl , NO» en SO, adsorberen. Hierbij komen 

ftaalzuurionen vrij. Aangezien ftaalzuur een zwak zuur is, zullen de 

ionen H„0 -ionen opnemen, waardoor de pH gaat stijgen. 

Door deze pH-verhoging wordt de Si-O-binding van het silica in 

de kolom verbroken zodat de pakking verstoord wordt en er verstopping 

optreedt wat vooral tot uiting komt bij injectie van zeer veel monsters, 

Door bij een lagere pH van het eluens te werken kan dit worden voor­

komen. Een pH van 4,5 bleek goede resultaten te geven. Het voordeel 

dat hier nog bijkomt is dat de late systeempiek in zijn geheel ver­

dwijnt zodat de analysetijd bekort kan worden. De opname van het 
2-

chromatogram van de anionen Cl, N0_ en SO, kan nu worden bekort 

tot 8 minuten, de totale analysetijd tot 15 minuten, waarbij rekening 

is gehouden met eventuele wachttijden voor de plotter. Hierbij is 

een kolom gebruikt van 10 cm lengte. 

36 



6. SAMENVATTING EN CONCLUSIES 

Anionen in water (chloride, nitriet, bromide, nitraat en sulfaat) 

kunnen met behulp van ionenchromatografie worden gemeten. Hierbij kan 

gebruik worden gemaakt vaneen reversed phase kolom waarop de uitwis-

selingsgroep tertiairbutylamine (TBA) via adsorptie is aangebracht. 

Als tegenion zijn ftaalzuur en barnsteenzuurionen goed bruikbaar. 

Het in deze nota beschreven onderzoek gaat in op de lineariteit 

tussen de anionenconcentratie (van de ionen chloride, nitriet, 

bromide, nitraat en sulfaat) en het detectiesignaal. Verder is de 

detectielimiet bepaald voor directe UV-, indirecte UV- en geleidbaar-

heidsdetectie. 

Om een idee te hebben van het reactiemechanisme is de capaciteit 

(hoeveelheid geadsorbeerde uitwisselingsgroep) bij verschillende 

pH-waarden bepaald. 

Het lineariteitsonderzoek is uitgevoerd met indirecte UV-detectie 

voor de eerder genoemde anionen. Meting van deze ionen is mogelijk 

tot maximaal circa 70 mg/l bij een injectie van 50 ui. 

De minimale concentratie, de detectielimiet, waarbij de ionen 

nog meetbaar zijn, is afhankelijk van de detectiemethode. De anionen 

chloride, nitraat en sulfaat kunnen het beste gemeten worden met de 

indirecte UV-detectie met het ftaalzuureluens. De detectielimieten 

voor deze ionen zijn respectievelijk 3, 10 en 5 ppb (bij een injectie 

van 200 yl). 

De directe UV-detectie, waarbij het barnsteen-zuureluens wordt 

gebruikt, is het meest geschikt voor bromide, nitriet en nitraat. 

Deze zijn meetbaar tot respectievelijk 40, 4 en 2 ppb (bij een 

injectie van 200 yl). 

De capaciteit van de Lichrosorb RP18 Reversed Phase kolom is 

circa 110 yeq/g en is nagenoeg pH-onafhankelijk. 

Het reactiemechanisme is dat mechanisme waarbij TBA samen met 

ftaalzuur adsorbeert aan de kolom, waarna de te bepalen anionen 

uitwisselen tegen ftaalzuur. Het ionpaar mechanisme lijkt onwaar­

schijnlijk. 

Indien het vloeistofchromatografisch systeem voor routinematig 

onderzoek wordt gebruikt en daarbij continue moet functioneren, 

moeten er voldoende 'voorzorgsmaatregelen' worden getroffen met 

betrekking tot het afstellen van apparatuur en de voorbehandeling van 

monsters, kolom en eluens. 
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