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Fehlergrenzen im Praktikum Umweltanalytik:

Im Praktikum kommt es hdufiger zu MiBverstandnissen hinsichtlich der Genauigkeit der
Analysenergebnisse. Beim Quantitativen Praktikum sind Fehlergrenzen von 1 oder 2%
die Regel, hier jedoch liegen die Grenzen (je nach Versuch) mitunter deutlich héher!

Der Grund: erstens bestimmen wir Spuren von Wasserinhaltsstoffen (Fehler in der Versuchs-
durchfihrung koénnen sich vervielfachen), zweitens sind manche Stoffe schwer zu bestimmen
oder das Verfahren ist zu ungenau.

Dazu ein paar Vergleiche: Nehmen wir an, an einer Wand brennt eine Glihlampe. Sie stehen
mit einem guten, genauen Gewehr 10 m von der Wand entfernt und versuchen, die GlUhbirne
7u treffen. Treffen Sie genau den glihenden Draht in der Glihbirne, haben Sie "den wahren
wert der Analyse" gefunden. Treffen Sie "nur" den Glaskdrper der Glihbirne, geht diese
natiirlich auch aus (der intakte Draht brennt namlich durch), Sie haben den "wahren Wert"
der Analyse innerhalb der Fehlergrenze von 1 - 2 % gefunden.

Diese Situation haben Sie im Quanti-Praktikum. Eine genaue Methode wie Titration oder
Gravimetrie bei einer groBen Analysenmenge (im Bereich 0,1 - 1 g)ergibt eine kleine Fehler-
grenze. Ein "DanebenschieBen” heiBt dann z.B. Titrier- oder Wigefehler, der systematische
Eehler der Verfahren ist gering.

Nun zur Umweltanalytik:

Bei manchen Bestimmungen (z.B. Nitrit und Aceton in der Analyse (klin.Chemie: Urin), ver-
schiedene Phenole im Abwasser, Mineraldl im Wasser) sind die Konzentrationen nicht sehr
niedrig: 10 mg 01/1, einige Milligramm Phenole pro Liter, 0,1 - 5 % Aceton etc.

7um einen ist nur eine qualitative Aussage gefragt, zum anderen nur halbquantitative
Aussagen (Gehalt an Aceton oder Nitrit?). Die Bestimmungsmethoden sind daher dem Problem
angepaBt, z.B. reicht eine ungefdhre Angabe an Nitrit im Urin aus, um sagen zu kdnnen, es
liegt beim Patienten eine bakterielle Entzindung vor oder nicht.

Vergleich: Sie stehen nun mit Pfeil und Bogen vor der Wand mit der Glihbirne (10 m ent-
fernt). Ihr systematischer Fehler ist gréBer als mit dem genauen Gewehr. Trotzdem missen
Sie sorgfaltig zielen (auch die halbquantitative Bestimmung ist genau durchzufihren!),
um moglichst zu treffen. Die Fehlergrenze ist durchaus hoher!

Andere Bestimmungen im Umweltanalytischen Praktikum sind Spurenbestimmungen (darauf muB
nochmal deutlich hingewiesen werden!).

Dazu gehdren die Bestimmung kationischer Tenside (1-10 mg/l), die Phenolbestimmung

(10 - 100 pg/l) wie auch die Cyanid-Bestimmung. 10 pg/1 entspricht Ubrigens der Konzen-
tration von 1 Zuckerwirfel in rund 270000 Liter Wasser!

Die bei uns verwendeten photometrischen Bestimmungen sind bei sorgfaltiger Durchfihrung
sehr genau. Vergleich: Sie stehen mit einem Gewehr 100 m vor der Wand mit der GlUhbirne.
Ihr personlicher wzielfehler" (Zittern = Wagefenhler, Ablesefehler, Pipettierfehler, Ver-
donnungsfehler) wirkt sich viel starker aus, d.h. Sie haben eine groBere Fehlergrenze.

Weiterhin gibt es Bestimmungen im Umweltpraktikum, die im unteren Spurenbereich ange-
siedelt sind (z.B. die Bestimmung der polycyclischen aromatischen Kohlenwasserstoffe,
Bestimmung radioaktiver Teilchen). Hierbei sind wenige Nanogramm zU sehen (!) bzw.
einzelne radioaktive Zerfélle sind meBbar.

Z.B. entspricht 10 ng PAH's in 100 g Fleisch 0,1 ppb (1 Zuckerwirfel in 27 Millionen
Liter Wasser)!

Diese Bestimmung ist wie folgt zu vergleichen: Sie stehen 500 m von der Wand entfernt
und es ist sogar Nebel aufgezogen. Der Nebel entspricht dem "Wust" von vielen ver-
schiedenen Stoffen in der Extraktldsung, in der die Spur PAH's zu suchen ist.

Hierbei konnen Sie nur noch den ungeféhren Wert der Analyse finden!

Halten wir also fest: zum einen sind die Bestimmungsmethoden weniger genau als die, die
Sie bis jetzt kennen. Zum anderen sind die zu bestimmenden Inhaltsstoffe in sehr geringen
Mengen enthalten, also schwer zu finden. Daher die mitunter grdBeren Fehlergrenzen.
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Man muB jedoch hier ganz klar sehen, daB viele der Umwelt-Bestimmungen gar nicht so

exakt sein missen. .

Beispiel: 50 mg/1 ist der Grenzwert an Nitrat im Trinkwasser. Wenn Sie nun einen Analyse-
wert von 10+ 2 mg/1 Nitrat finden (20 % relat.Fehler, manche kiuflichen Analysenverfahren
sind durchaus so "ungenau"), so kdnnen Sie trotzdem sagen, daB das Wasser hinsichtlich
des Nitratgehaltes Trinkwasserqualitdt hat.

Finden Sie einen Wert von 80+ 2 mg/1l (nur noch 2,5 % relat.Fehler), so liegt der Nitrat-
gehalt Uber dem Grenzwert.

Probleme mit diesem Verfahren (2 mg/1 Ungenauigkeit) haben Sie also nur dann, wenn die
Analyse auf dem Grenzwert liegt.

Das gilt eigentlich fir alle Wasserinhaltsstoffe, die in Untersuchungsamtern gemessen
werden, Wundern Sie sich also nicht iber gréBere Fehlertoleranzen, sondern eher immer
dann, wenn jemand genau 62,3 mg/l gefunden hat, ohne den Fehler (plus/minus x mg/1)
anzugeben.

Ein letzter Punkt: kann man manche Bestimmungsverfahren im Umweltpraktikum (z.B. die
Dinnschichtchromatografie) nicht durch genauvere Methoden ersetzen, bei denen der syste-
matische Fehler kleiner ist? Selbstverstindlich ja.

Aber: manche ungenauen Verfahren sind schnell und preiswert, eine héhere Genauigkeit ist
auch gar nicht erforderlich. Wenn Sie mit dem billigen Pfeil und Bogen Ihr Ziel erreichen,
ist ein teures Gewehr gar nicht nétig!

Allgemein 1&Bt sich sagen: die Fehlerméglichkeiten (eigene wie systematische) nehmen
Uber_proportional zu, wenn die Konzentration des zu bestimmenden Stoffes in den Spuren-
bereich geht.

Versuchen Sie in Ihren Protokollen immer eine Fehlerbetrachtung durchzufihren und geben
Sie keine zig Kommastellen im Analysenergebnis an, wenn der Fehler viel gréfer ist!

Berechnung von Kalibrierkurven

Wenn man eine Kalibrierkurve (z.B. Abhéngigkeit der Extinktion von der Konzentration
des zu bestimmenden Stoffes bei photometrischen Messungen) auf Millimeterpapier
zeichnet, legt man die Gerade meist nach AugenmaB zwischen die MeBwerte, die ja nur im
Idealfall auf der Geraden liegen.

Man kann jedoch die Kalibrierkurve auch mathematisch aus seinen MeBwerten berechnen,
diese Gerade heiBt dann Regressionsgerade.

Die allgemeine Gleichung einer Geraden ist: y = a + b-x
(y-Achse, a= Achsenabschnitt (hier gleich Blindwert), b= Steigung der Geraden, x-Achse)

Bild:
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Nun zur Berechnung:
In der Tabelle werden angegeben: die Konzentration x (z.B. in mg/l)
die Extinktion y (Zahlenwert)

Daraus werden verschiedene Werte berechnet, siehe nachfolgende Tabelle:

Konz.[Extinktion)xZ| x-y [x% | (x=%)2| y=7 [(y-7)% | (x-R)-(y~§)

x Y

1] 0,030 ¢} [} -15 225 -0,301}{ 0,093 4,515

s 0,132 25 | 0,660{-10 100 {-0,199] 0,040 1,990
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Um die Tabelle auszufilllen, muB jeweils die Summe gebildet werden (z.B. werden die
Konzentrationen zusammengezéhlt, Summe = 105), daraus bestimmt man dann z.B. ~ x .
(Summe 105 geteilt durch die Anzahl der Konz. = 7).

Danach ergibt sich a und b zu:

S -3 3w

2x2 - (2x)2/n n = Zahl der MeBwerte

und a=y - bx Hier also b = 0,01987 und a = 0,033

Aus den Werten 1aBt sich der Korrelationskoeffizient berechnen, der angibt, wie
"nahe" die MeBwerte an der Regressionsgeraden liegen (je ndher an 1, desto besser):

LX) - (y-y
r = .
V(x—i)z DAL

Zu den nachfolgenden Versuchsbeschreibungen:

Hier: r = 0,9936 .

Wichtig ! Kontrollieren Sie den Schrankinhalt auf Vollstandigkeit anhand der Liste !
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1. SELBSTGEFERTIGTE TESTSTREIFEN FUR KLINISCHE UNTERSUCHUNGEN

Viele Erkrankungen des Menschen bewirken eine Anderung des chemischen Haushaltes in den
Korperflissigkeiten, z.B. im Blut oder im Urin. Eine bekannte Tatsache ist z.B., daB
Zuckerkranke (Diabetiker) erhdhte Blutzuckerwerte haben (Glucosegehalt des Blutes) und
daB ein Teil der Glucose mit dem Urin ausgeschieden wird.

In den Apotheken kann man Teststreifen kaufen, die bei Verfarbung mit dem Urin anzeigen,
daB man Diabetes (Zuckerkrankheit) hat. Genauere Werte erhilt der Arzt bei der Glucose-
Analyse des Blutes im Labor. Zur Selbstiberprifung reichen jedoch die Teststreifen
v6llig aus.

Zwei weitere Krankheiten, die sich durch Substanzen im Urin bemerkbar machen, sind die
Nierenentzindung (dabei produzieren Bakterien, die von auBen in die Niere gelangt sind,
Nitrit) und die Phenylketonurie (dabei findet man ein Keton im Urin).

Nitrit- , Aceton- und Glucose-Teststreifen werden im folgenden hergestellt und Uber-
prUft (bei Nitrit und Aceton wird der Gehalt einer unbekannten Analyse ermittelt).

DURCHFUHRUNG ;

Nitrit-Teststreifen: Zunichst werden 250 mg 1-Naphthylamin (Vorsicht, nicht auf die
Haut bringen!) in einem 25 ml MeBk&lbchen mit Eisessig in Ldsung gebracht (ergibt eine
rosafarbene L&sung).

Aus dem FlieBpapier schneidet man 5 Streifen von 2 x 10 cm. Die Streifen werden in die
Lésung (in einer Petrischale) getaucht (mit Pinzette!, nicht mit den Fingern anfassen)
und im Abzug mittels Reagenzglasklammern zum Trocknen aufgehangt.

Als zweites Reagenz wird nun 250 mg Sulfanilsdure in ca. 20 ml bidest.Wasser in einem

Bechergléschen in Lésung gebracht (dabei muB man vorsichtig erwdrmen, bis alles in L&-
sung ist), danach in das zweite 25 ml MeBk&lbchen Uberfihrt und nach Zusatz von 5 Tr.

Eisessig mit bidest. Wasser auf 25 ml aufgefillt.

Nachdem das mit 1-Naphthylaminldsung getrénkte Papier trocken ist (ca. nach 1/2 Std.),
trankt man es mit der Sulfanilsdureldsung (auch hier nie mit den Fingern anfassen!)

und trocknet im Abzug (davert ca. 2 Stunden, in dieser Zeit kann man die anderen Test-
streifen herstellen). Man erhilt ein tiefrosa geférbtes Testpapier.

Aceton-Teststreifen: Dafir werden zundchst jeweils 10 ml der folgenden Substanzen be-
notigt:

1. Eisessig 2. 25% Natronlauge (ansetzen) 3. konzentrierte Lésung an Dinatrium-
pentacyanonitrosylferrat(II) = Na fFe(CN)SNd] ("Natriumnitroprussid").

Dazu spatelweise die Substanz in 16 ml bidést. Wasser unter Schitteln aufldsen, bis sich
eine tiefrote Ldsung gebildet hat.

Nun werden von 9 Streifen FlieBpapier (2 x 10 cm) jeweils drei in den Eisessig, drei

in die Natronlauge und drei in die Komplexsalzldsung getaucht (nicht zusammenbringen!).
Die Uberschissige Flissigkeit wird am Becherglasrand abgestreift und die Papiere werden
in 3 Petrischalen getrennt im Trockenschrank getrocknet. Dabei darf das Natronlauge-
FlieBpapier nur schwach gelb werden, zwischendurch kontrollieren und rechtzeitig raus-
nehmen!

Wahrend die Papiere trocknen, schneiret man sich die Trégerfolienstreifen zurecht
( 16 Sticke zu 2 x 7 cm).
Ansetzen der Verdinnungsreihen:

1. Nitrit : 750 mg Natriumnitrit, NaNO, , werden in einem 100 ml MeBkolben mit bidest.
Wasser in Ldsung gebracht.“ Wieviel mg NO2 pro 1 enthdlt diese Lésung?

Von dieser Stammldsung stellt man weitere Verdinnungen her mit folgenden
Konzentrationen an Nitrit: 2500 mg NO2 /1, 500 mg/l, 250 mg/1l, 50 mg/1.

Diese Ldsungen werden in Bechergldser gefillt.
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2. Aceton : 5 ml Aceton (rein) werden im 100 ml MeBkolben mit normalem deionisierten
Wasser aufgefillt. Die 5 % Stammlosung wird zu folgenden Konzentrationen
verdonnt: 2,5 % (also 1 Teil Stammldsung plus 1 Teil deion. Wasser),
1,25 %, 0,625 % und 0,312 %. FUr die stérkste Verdiinnung von 0,1 %
werden 0,1 ml Aceton (Kolbenhubpipette) auf 100 ml mit Wasser aufgefillt.

Die Verdinnungen werden ebenfalls in Bechergldsern zur Messung bereitge-
halten.

Fertigstellen der Teststreifen:

Die inzwischen getrockneten Reagenzstreifen (fur die Aceton-Bestimmung also Essigs&ure-,
Natronlauge- und Komplexsalz-Streifen) werden in 2 x 2 cm groBe Sticke geschnitten
(nicht mit den Fingern anfassen). -

Nun legt man auf das untere Ende eines Folienstreifens ein Essigsdure-, auf dieses ein
Natronlauge- und darauf ein Komplexsalz-Reagenzpapier und heftet das "Paket" mit 4 Heft-
klammern (im Quadrat) fest. Insgesamt stellt man 10 Aceton-Teststreifen her.

Fir die Nitrit-Teststreifen (die restlichen 6 Folienstreifen) geht man ebenso vor, wobei
suerst ein unbehandeltes Stiick FlieBpapier und dann das rosafarbene Reagenzpapier auf
die Folie geheftet wird. Restliches Testpapier aufheben!

ANALYSE:

Aceton-Bestimmung: Stellen Sie die Stammldsung und die Verdinnungsreihe auf und die
unbekannte Analyse (angenommen eine Urinprobe) in einem Becherglas daneben. In die 7
Lésungen wird nun je 1 Teststreifen kurz eingetaucht und die Farbentwicklung 1 Minute
abgewartet? Die Farbe des Analyse-Teststreifens wird nun eingereiht, die Analysen-
Konzentration im Protokoll angegeben: zwischen x und y % oder néher bei z % .

Die Ubrigen Aceton-Teststreifen dienen als Ersatz (nur begrenzte Haltbarkeit, trocken
aufbewahren) .

Nitrit-Bestimmung: Auch hier werden die Stammldsung, die Verdinnungen und die unbekannte
Analyse mit den Teststreifen vermessen. Angabe der Analyse wie oben!

Etwas genauere Aussagen als die Einsch&tzung mit dem Auge lassen sich mit einem
"Teststreifen-Farblesegerat" erzielen. Hierbei wird Licht bestimmter Wellenlange auf
das gefarbte Testpapier geschickt, und das unterschiedlich reflektierte Licht mit
einem Detektor vermessen. Das vorliegende Gerdt dient zur Glucose-Messung in Blut

(in kleinen Arztpraxen bzw. auch schon fir Diabetiker fir den Hausgebrauch erhdltlich).

Um Nitrit zu bestimmen, missen wir eine eigene MeBscheibe herstellen, kalibrieren und
die Analyse dann vermessen. Zundchst wird aus dem FlieBpapier eine Scheibe in der
gleichen GroBe der GlucosemeBscheibe geschnitten. Die Reagenzpapiere werden so in Strei-
fen geschnitten, daB sie in das Gerdt passen und dabei das MeBfeld voll bedecken.

Nun zur Kalibrierung:

Einstellen des Maximalwertes: ein Teststreifen wird fir 2 Sekunden in die Stammldsung
gehalten, kurz mit Kreppapier getrocknet und auf das MeBfeld gebracht, Deckel schlieBen!
MeBscheibe bis zum Anschlag nach rechts drehen (&), mit dem rechten Knopf (dricken und
drehen) den Zeiger auf Mittelstellung bringen. Messung sollte rasch erfolgen!

Einstellen des Minimalwertes (Blindwert): dasselbe mit bidest. Wasser, MeBscheibe dabei
nach links bis zum Anschlag (A), mit dem linken Knopf Zeiger auf Mitte bringen.

Nun die VerdUnnungen der Reihe nach vermessen, dabei jeweils mit der MeBscheibe den
Zeiger auf Mitte bringen und die jeweilige Konzentration auf der MeBscheibe anzeichnen.
Bei Unklarheiten bitte fragen!

MeBkammer bitte zwischendurch immer auswischen!

Dabei die 3 Schichten mit einem Spatel kraftig zusammenpressen, um die entstehende
Farbe nach oben zu transportieren.



Teststreifen auf Glucose im Urin:

Zur Herstellung dieser Teststreiferi werden Enzyme eingesetzt, die ebenfalls chemische
Reaktionen ermoglichen, welche zu Farbstoffbildungen fihren.

Getestet werden konnen wassrige LOsungen von Glucose (Traubenzucker), also z.B. Urin
von Diabetikern. Es sollten dabei Konzentrationen von 0,5 - 2 % an Glucose erreicht
werden.

Hierbei laufen folgende Reaktionen ab:

- die Glucoseoxidase katalysiert die Oxidation von Glucose mit Luftsauerstoff zu
Gluconsdurelacton, wobei der Sauerstoff zu H202 reagiert.

- das Wasserstoffperoxid wandelt (katalysiert durch die Peroxidase) o-Tolidin in
einen blauven Farbstoff um.

DURCHFUHRUNG:

Puffer: 444 mg Na2HP04-12 H20 werden in einen 100 ml MeBkolben eingewogen
sowie 3,12 g NaH2P04-2 H20 . Auffillen mit deion. Wasser.
Farbstofflésung: 20 mg o-Tolidin werden in 10 ml Ethanol gelost (Becherglas).
Enzymldsung: 400 U (Units, hier 0,8 mg) Peroxidase und 200 U (hier 3,6 mg)
Glucoseoxidase werden in 10 ml des obigen Puffers gelost (Becherglas).
Vorsicht! Enzyme sind im Kihlschrank aufbewahrt, vor dem Abwiegen erst auf Raum-
temperatur bringen; obige Mengen sind nur wenige "Krimel"!

Herstellung Reagenzpapier:

Das FlieBpapier (3 Streifen) wird zundchst mit der Farbstofflésung bis zur S&ttigung
getrénkt, kurz im Trockenschrank getrocknet, nach dem AbkiUhlen mit der Enzymldsung
getrénkt und, falls eine Aufbewahrung erfolgen soll, im Exsiccator getrocknet.

Flr unsere Bestimmungen kann es auch im feuchten Zustand verwendet werden.
ANALYSE:

Zundchst werden Glucoseldsungen mit folgenden Konzentrationen angesetzt:
0,5% , 1% M=

Nun werden die 3 Teststreifen eingetaucht und die Farbstoffentwicklung abgewartet.
Es entsteht eine tirkise Verfarbung , je konzentrierter die Lésung, umso schneller.

Apothekenteststreifen:

Im Schrank befinden sich Teststreifen, die in Apotheken erhiltlich sind und die
auf mehrere mdgliche Krankheiten hinweisen:

Leukozyten (weiBle Blutkdrperchen), EiweiB, Urobilinogen, Bilirubin, Blut bzw.
Hamoglobin (bei verschiedenen Nierenschaden); Nitrit (s.o.), Glucose (80L);
Keton (s.o.).

Wenn bei einer routinemadBigen Urinuntersuchung positive Resultate vorliegen, kann
danach gezielt weiter untersucht werden.
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2. BESTIMMUNG VON PHENOLEN IN WASSER NACH ANREICHERUNG UND FARBSTOFF-
BILDUNG MITTELS DUNNSCHICHTCHROMATOGRAPHIE

Die chemische Substanzgruppe der Aromaten mit Hydroxygruppen am Benzolkern, also das
Phenol und dessen Derivate, ist in erster Linie in industriellen Abwdssern von z.B.
Gaswerken, Kokereien oder chemischen Industrien (Phenole sind dort Ausgangsstoffe fir
Arzneimittel, Kunststoffe, Kosmetika und Farbstoffe) zu finden.

Phenolkdrper sind aber auch natirliche Bestandteile von Pflanzen (z.B. im Lignin des
Holzes) und kénnen aus Zellstoffablaugen oder infolge Holzzersetzung in Oberflichen-
wasser einflieBen.

Phenole sind in sehr unterschiedlichem MaBe biologisch abbaubar. Sie haben in den
meisten Féllen eine giftige (toxische) Wirkung auf Wasserlebewesen, reichern sich in
Fischen an und fihren zu einem unangenehmen Geschmack des Fischfleisches. :
Geringe Mengen an Phenolen (vor allem das Phenol selbst und dessen Chlorderivate) sind
oft schon am Geruch zu erkennen. Einige Bakterienst@mme sind phenolresistent und bauen
diese urspringlichen Bakteriengifte in der Kl&ranlage biologisch ab.

Aufgrund der sehr unterschiedlichen chemischen und physikalischen Eigenschaften und
biologischen Wirkungen lassen sich eindeutige und differenzierte Aussagen Uber die Be-
lastung an Phenolen nur bei Kenntnis der einzelnen Phenolkérper machen, d.h. analytisch
nach einer Auftrennung und Einzelidentifizierung.

Konzentrationen von 0,1 - 1 mg/1l an Phenolen sind am Geschmack und Geruch erkennbar.
Der Grenzwert im Trinkwasser betrdgt nach den EG-Richtlinien 0,5 pg/l bezogen auf das
Phenol.

Prinzip: Die in Wasser in geringen Mengen geldsten Phenole werden zunichst angereichert
(es erfolgt eine Adsorption der Phenole an einer hydrophoben Phase); nach Elution erfolgt
in der nun konzentrierten L&sung eine Kupplung der Phenole mit einem aromatischen
Diazoniumsalz und es bilden sich intensiv gefarbte Phenylazofarbstoffe.

Die gebildeten Azofarbstoffe werden mittels Dinnschichtchromatografie getrennt und

anhand ihrer Farbe bzw. ihrer Laufstrecke (Rf-Wert) durch Vergleichssubstanzen identi-
fiziert.

DURCHFUHRUNG :

Zunachst werden die Dinnschicht-Chromatografieplatten beschichtet. Dazu wird die alte
Schicht heruntergeschabt (flieBend Wasser) und die Glasplatten werden sorgfaltig ge-
sdubert (fettfrei mit Aceton!). Nun legt man 2 Glasplatten in das Beschichtungsgerat
(bei Unklarheiten bitte fragen!). In einem Becherglas werden zu 30 g pulverférmigem
Kieselgel 80 ml deion. Wasser gegeben und die Mischung wird gut gerihrt, so daB sich
die Klumpen aufldsen, jedoch méglichst wenig Luft eingerihrt wird.

Den Brei gieBt man in den vorgesehenen Raum zwischen den senkrechten Metallplatten und
schiebt die Glasplatten langsam aber stetig durch. Je gleichmiBiger die Schicht ist,
desto besser die Trennleistung der DC-Platte. Die Platten werden im Plattenhalter bei
Raumtemperatur getrocknet (damit der Gips abbinden kann, ca. 1/2 - 1 Std.) und durch
anschlieBendes Erhitzen im Trockenschrank aktiviert.

Anreicherung der unbekannten Phenole aus der Wasserprobe:

Die Phenolkdrper sind aufgrund des Aromaten deutlich hydrophob. L&Bt man die Lésung mit
den Phenolen Uber einen Feststoff (Kieselgel) laufen, der hydrophobe Reste enth&lt
(chemisch gebundene Octadecylreste am Kieselgel), so werden die Phenole adsorbiert, das
Wasser und andere hydrophile Stoffe laufen durch.

In unserem Fall verwenden wir das BondElut-System von Baker, wobei das Durchsaugen der
wassrigen Phase Uber eine kleine S&ule mittels Vakuum beschleunigt wird.

Saulenvorbehandlung: Um die S&ule zu aktivieren (die hydrophoben Reste stellen sich

auf wie die Haare einer Birste!), wird zuerst 10 ml Methanol, anschlieBend 10 ml Wasser
durch die Saule gesaugt.

Die Analyse in der Schliffflasche wird in einen Tropftrichter iberfilhrt, der so an ein
Stativ gespannt wird, daB bei Offnen des Hahnes die Analyse Uber einen Trichter in das
Festphasenréhrchen tropfen kann.
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Der Kasten mit aufgesetzter Sdule, aber ohne Inhalt (Metallsténder) wird an eine
Wasserstrahlpumpe angeschlossen und die Analyse wird Uber die Saule gesaugt.
ACHTUNG: die Tropfgeschwindigkeit so wahlen, daB die Siule weder trocken- noch
Uberlauft!

Nach Beendigung wird kurz trockengesaugt und das Vakuum abgestellt. Der Behalter
wird entleert und der Metallstidnder mit einem Reagenzglaschen hineingestellt. Das
Glaschen muB natirlich an der Stelle sein, Uber der die Sdule im Deckel steckt!

Nun werden die adsorbierten Phenole zweimal mit je 3 ml Diethylether und zweimal mit
je 3 ml Ethanol eluiert (Reagenzglas zwischendurch in ein Becherglas entleeren!).

Die gesammelten 12 ml organische Phase im Abzug eindunsten lassen oder zur Beschleu-
nigung mit dem Fon einengen; nicht zu heiB machen!

Herstellung der Phenylazofarbstoffe:

Von den im Platz befindlichen 6 Phenolderivaten werden jeweils ca. 5 mg Substanz in

ein Becherglas eingewogen und in 1 ml deion. Wasser in Losung gebracht (event. etwas
erwdrmen, mitunter nicht alles 16slich). Im 7.Becherglas wird 1 ml Wasser zur trockenen
Analyse gegeben.

In der Zwischenzeit 16st man 50 mg Echtrotsalz A 1 (= Anthrachinon-1-diazoniumchlorid,
steht im KUhlschrank, erst kurz vor Gebrauch abholen und einwiegen) in ca. 20 ml deion.
Wasser im 25 ml MeBkdlbchen auf. Schwaches Erwdrmen ist mdglich, jedoch nicht zu stark,
da Diazoniumsalze bei héherer Temp. zerfallen. Auffillen auf 25 ml mit Wasser.

Zu den obigen 7 Phenollésungen gibt man nun je 1 ml Echtrotsalzlésung und je 1 ml einer
0,05 M NaOH (selbst ansetzen). Gut umschwenken und die Farbstoffentwicklung 10 Minuten
abwarten.

Nun werden die Lésungen mit 0,5 ml einer 1 M Salzsdure angesduert (die gebildeten Farb-
stoffe fallen dabei aus). Im kleinen Schitteltrichter werden die Farbstofflésungen an-
schlieBend mit je 5 ml Ether ausgeschittelt, man erhdlt intensiv rot / orange
geférbte organische Phasen. Diese werden moglichst wasserfrei in Becherglisern gesammelt
(sauber arbeiten, nicht mischen, Schitteltrichter zwischendurch reinigen!) und der
Ether wird im Abzug mit dem Fon soweit abgedampft, daB nur noch einige Tropfen

der tiefrot gefarbten org. Phase Ubrigbleiben.

Dinnschichtchromatografische Trennung:

Die getrocknete, aktivierte DC-Platte wird markiert: 1,5 cm vom unteren Rand werden
Punkte mittels Bleistift gesetzt (Schicht moglichst wenig zerkratzen). Insgesamt sind
auf die Breite der DC-Platte 8 Proben aufzutragen: 6 Vergleichsproben und 2 x die
Analyse.

Mittels einer Kapillare werden nun mdglichst kleine Punkte (nur kurz auftippen, Ether
abdampfen lassen, erneut auftippen) der Farbstoffldsungen aufgetragen. Der Fleck muB
intensiv gefarbt sein, aber nur einen Durchmesser von max. 5 mm haben. Bei der Analyse
sollte man 2 verschieden groBe Mengen aufbringen. Schicht nicht zerkratzen!

Notieren Sie im Protokoll, welcher Farbfleck zu welchem Azofarbstoff gehort!
Entwicklung des Chromatogramms:

In die saubere, trockene (!) DC-Kammer wird eine Mischung aus 50 ml Chloroform und
genau 1 ml Methanol gegossen und die DC-Platte wird vorsichtig hineingestellt. Das
Laufmittel schon einige Zeit vorher in die Kammer fillen, um die dortige Luft zu
sdttigen. Beim Aufsteigen des Laufmittels werden die Farbstoffe unterschiedlich weit
mitgenommen. Die Trennung ist beendet, wenn die Laufmittelfront ca. 2/3 der Platte
erreicht hat.

Auswertung:

Platte der DC-Kammer entnehmen, Laufmittelfront mit Bleistift markieren und Laufmittel
im Abzug verdampfen lassen. Farbflecken anzeichnen. Berechnung des R_.-Wertes:
Laufstrecke eines Farbfleckes (Mitte des Flecks) in cm geteilt durch die gesamte Lauf-
strecke des Laufmittels in cm ist der Rf—WErt fir diese Substanz.

Welche zwei Phenolderivate befinden sich anhand des gleichen Rf—Wertes bzw. der gleichen
Farbe in der Analyse?
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3. QUANTITATIVE PHOTOMETRISCHE BESTIMMUNG VON PHENOL MITTELS GIBBS-REAGENZ

Nach der qualitativen Bestimmung von Phenolen im letzten Versuch kann zur quantitativen
Bestimmung des Phenols die Bildung intensiv gefarbter Indophenole aus Phenol und dem
GIBBS-Reagenz (2,6-Dibromchinon-4-chlorimid) herangezogen werden. Die Farbintensitat
wird im Verhdltnis zu einer Vergleichsreihe photometrisch vermessen.

Bei diesem Versuch kdnnen geringste Mengen an Phenol nachgewiesen werden (10 - 100 pg/l
entspricht 10 - 100 ppb). So konnten z.B. kleine Mengen an Phenol im Abwasserbecken
unserer Schule gefunden werden, nachdem am selben Tag im Organisch-préparativen Prakti-
kum Phenol hergestellt wurde (aus Waschwassern etc.).

DURCHFUHRUNG :

Zunachst werden folgende Losungen angesetzt:

1 M Natronlauge: in einem 100 ml MeBkolben

Boratpuffer : 3,1 g Borsdure, 3,5 g Kaliumchlorid und 32 ml der 1 M NaOH werden zu

______ 1000 ml mit deion . Wasser im MeBkolben aufgefillt. Nun wird der pH-Wert
einer VerdiUnnung(aus 5 ml des Puffers auf 100 ml mit Wasser aufgefillt)
mit der pH-Glaselektrode (bei Unklarheit fragen!) Uberprift: er muB
zwischen 9,2 und 9,6 liegen.

GIBBS-Reagenz: 200 mg 2,6-Dibromchinon-4-chlorimid werden im 50 ml MeBkolben mit

——————— Ethanol in Lésung gebracht (einige Tage stabil). FiUr die Analysen
werden 4,5 ml dieser Ldsung auf 100 ml mit Ethanol verdinnt, diese
Losung ist nur am selben Tag zu verwenden.

Phenol-Stammlésung: Genau 100 mg Phenol werden im 100 ml MeBkolben mit deion. Wasser

Verdinnungsreihe: Es werden nun in die Schliffflaschen jeweils 100 ml eingefillt

(Verdinnungen im MeBkolben ansetzen und umfillen):

100 ml deionisiertes Wasser als Blindwert

selber errech- 100 ml einer Verdinnung mit Phenolkonzentration 10 pg/l

nen, bei Unklar- 3. 100 ml == 20 pg/l
heit fragen! 100 ml ="- 50 pg/l
100 ml -"- 100 pg/1

100 ml der unbekannten Analyse

100 ml des "Chemieschul-Abwassers"

100 ml Leitungswasser

100 ml Bach- oder Isarwasser (mit Schopfgerdt holen).

OWONOOHDWN -

In jede Wasserprobe kommen nun je 10 ml Borat-Puffer und je 2 ml GIBBS-Verdinnung.
Nach Umschitteln muB die Farbstoffentwicklung mindestens 2 Stunden abgewartet werden.

Nun wird der gebildete blaue Farbstoff im Schitteltrichter mit 24 ml n-Butanol wdhrend

3 Minuten ausgeschittelt (zur Butanol-Messung das "Festfix"-Ger&dt auf die Butanolflasche
schrauben, siehe Gebrauchsanleitung). Die organische Phase wird in ein Becherglas abge-
lassen und mit Natriumsulfat wasserfrei gemacht (Menge je nach Bedarf, ca.3 - 5 g).

MESSUNG: Die Extinktionsmessungen erfolgen bei 660 nm. Bedienungsanleitung des
Photometers am Gerat.

Die ermittelten Extinktionen und die dazugehorigen Konzentrationen werden
ins MeBwert-Heft Ubertragen. Die Auswertung erfolgt auf Millimeterpapier.
Angabe der gesuchten Phenolkonzentrationen in pg/l1.

Ansetzen eines Puffers mit pH 9,2 zur Eichung des pH-Meters:

Man lost genau 1,920 g Natriumtetraborat in 100 ml deion.Wasser (MeBkolben).
pH 6,88: Man lost 0,83 g Najhpg, .12 H,0 und 0,340 g KH,PO, in 100 ml Wasser.



















