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lonenchromatografische Bestimmung
von Chrom(VI) in Leder
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Laboratorium Bern, Bern

Eingegangen 10. November 2000, angenommen 6. Januar 2001

Einleitung

Oft wird Leder auch heute noch mit Chromsalzen gegerbt. Im Vergleich zu
anderen Verfahren wie der Gerbung mit vegetabilen oder synthetischen Gerbstof-
fen ist die Gerbung mit Chromsalzen einfach und kostengiinstig. Die vorbehandel-
ten Tierhdute werden in Bider mit Chrom(III)-Salzen getaucht. Diese dringen in
die Haut ein und bilden mit dem Kollagen Metallkomplexe. Durch die chemischen
Umwandlungen werden die Eigenschaften der Tierhdute verbessert. So schrumpft
z.B. gegerbtes Leder — im Gegensatz zu ungegerbter Tierhaut — in heissem Wasser
nicht. Chromgegerbtes Leder ist vielseitig verwendbar (1, 2).

Der grossste Teil des Chroms in chromgegerbtem Leder ist chemisch fest mit
dem Kollagen verbunden. Je nach Herstellungsverfahren enthilt aber solches Leder
auch Riickstinde von leicht extrahierbarem drei- oder sechswertigem Chrom. Die-
ses kann bei direktem Kontakt auf die Haut iibergehen. Sechswertiges Chrom kann
Allergien auslésen. Uber weitere gesundheitsschidliche Wirkungen von Chrom
dussert sich die Literatur gegenwirtig noch widerspriichlich (3). Trotzdem wurde in
Deutschland und in der Schweiz fiir die Chrom(VI)-Abgabe von Leder vorsorglich
ein provisorischer Hochstwert von 3 mg/kg festgelegt (6).

Fiir die Bestimmung der Chrom(VI)-Abgabe von Leder wurde in Deutschland
eine DIN-Methode ausgearbeitet und in Ringversuchen getestet (4). Das zerklei-
nerte Leder wird mit einem Phosphatpuffer extrahiert und das Chrom(VI) nach
Reaktion mit 1,5-Diphenylcarbazid zu einem rot gefirbten Komplex fotometrisch
bestimmt. Der Nachteil dieser Methode liegt darin, dass Farbstoffe aus gefiarbtem
Leder mitextrahiert werden und die fotometrische Bestimmung storen konnen.
Zudem ist die Bestimmungsgrenze des Verfahrens im Hinblick auf eine Uberwa-
chung des oben erwihnten provisorischen Hochstwertes hoch. Sie liegt je nach
Lederart im Bereich von 2 bis 4 mg/kg.
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Wir setzten uns das Ziel, die Bestimmungsgrenze im Lederextrakt gemass der
oben erwihnten DIN-Methode zu verbessern und Stérungen durch Farbstoffe aus
dem Leder zu vermeiden.

Methode

Prinzip

Die Lederprobe wird gemiss der Methode DIN 53314 gelagert, zerkleinert und
mit Phosphatpuffer extrahiert. Im Extrakt werden die Anionen ionenchromatogra-
fisch aufgetrennt. In einem Nachsidulenreaktor wird Chrom(VI) mit 1,5-Diphenyl-
carbazid zu einem rot gefarbten Komplex umgesetzt (siche Abb. 1), der bei 542 nm
detektiert wird.
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1,5-Diphenylcarbazid Diphenylcarbazon Diphenylcarbazonanion
(Hyb) (Hol) (HL)-

2Cr0,2 + BHyL+ 8HY  ——>  [Cr(HL)oI* + Cr3* + HoL + 8H,0

Abbildung 1 Reaktion von Chrom(VI) mit Diphenylcarbazid

Probenlagerung
Die Lederproben werden nach dem Eingang im Laboratorium trocken und
lichtgeschuitzt gelagert.

Probenvorbereitung

Fir die Untersuchung werden reprasentative Teilproben ausgewahlt. Dabei
muss beachtet werden, dass Fertigprodukte wie Lederbekleidung oft aus verschie-
denen Lederqualititen angefertigt werden, die beziiglich Chrom(VI)-Abgabe grosse
Unterschiede aufweisen konnen.

Unmittelbar vor der Extraktion wird die Lederprobe mit einem geeigneten Mes-
ser oder einer Schere in Teilchen mit einer Kantenlinge von 5+2 mm zerschnitten.

Geréate

System Dionex DX-500 mit folgenden Komponenten (siche Abb. 2):
~ Gradientenpumpe GP40

— Chromatographie-Modul LC20

—  UV/VIS-Detektor AD20
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Detektor
AD20

Wasserbad
Abfall

Derivierung, 50°C :
N,, 5-7 bar

Laufmittel Pumpe
GP40

Diphenylcarbazidldsung

Abbildung 2 Schema der HPLC/IC-Anlage mit Nachsaulenreaktor

— Autosampler AS3500

— Sédule Dionex AS11 mit Vorsdule

— Nachsadulenreaktor (Reaktionsschlauch: Linge: 1,2 m, Innendurchmesser:
0,5 mm, Innenwand mit spiraliger Rille zur guten Durchmischung).

— Integrations-Software PeakNet

Reagenzien

— 1,5-Diphenylcarbazid (pro analysi, Merck, Reinheit: >98 %)
- K,HPO,3H,0O (pro analysi, Merck, Reinheit: >99 %)

—  K,Cr;O; (Urtitersubstanz, Merck, Reinheit: >99 %)

- H;PO460% (pro analysi, Merck)

- H380495%-98 % (pro analysi, Merck)

— NaOH 50% (pro analysi, Baker)

- Argon (Reinheit: 48)

— Helium (Reinheit: 46)

Losungen
Die folgenden Losungen mit Reinstwasser herstellen:

Phosphatpuffer pH 8,0

22,8 g Dikaliumhydrogenphosphat in 1 | Wasser 16sen, mit Phosphorsaure (ca.
60 %) auf pH 8,0 einstellen und mit Argon sittigen (Begasen mit Argon 5 Minuten
bei 50 ml/min + 10 ml/min).
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Standardstammlésung Cr(VI)=1000 mg/I
141,5 mg Kaliumdichromat in einen 50-ml-Messkolben einwiagen und mit Was-
ser zur Marke auffiillen. Haltbarkeit bei Lagerung unter 5°C: 1 Woche.

Standardlésungen

mit Standardstammlésung und Phosphatpuffer pH 8 tiglich neu herstellen:
Standardlésung 1: Cr(VI)=0,05 mg/I

Standardlésung 2: Cr(VI)=0,20 mg/I

Standardlosung 3: Cr(VI)=0,50 mg/l

Laufmittel A: Reinstwasser

Laufmittel B: ¢(NaOH)=100 mmol/l

1 1 Wasser mit Helium sittigen und mit 5,2 ml Natronlauge 50 % mischen

Diphenylcarbazidlosung

120 mg 1,5-Diphenylcarbazid in 20 ml Methanol l6sen, 200 ml Wasser und
anschliessend 6,0 ml konzentrierte Schwefelsaure zugeben. Losung taglich neu her-
stellen.

Arbeitsvorschrift

- 2,00 g zerkleinertes Leder in eine 250-ml-Pyrexflasche einwigen und wihrend
5 Minuten 50 ml Argon pro Minute durch eine Gasfritte einleiten.

— 100 ml Phosphatpuffer zugeben und wihrend 5 Minuten Argon durch eine Gas-
fritte einleiten (etwa 50 ml pro Minute).

— Die Pyrexflasche gut verschliessen und auf einer Schiittelapparatur wihrend
3 Stunden schiitteln. Die Einstellung (Frequenz, Hub) muss so erfolgen, dass
sich das in der Losung schwimmende Leder in leichter Bewegung befindet.

— Den Extrakt durch ein Faltenfilter filtrieren.

— Im Filtrat den pH-Wert messen. Er muss im Bereich 7,5 bis 8,0 liegen, andern-
falls muss die Extraktion der Lederprobe mit einer reduzierten Einwaage von
1,00 g wiederholt werden.

- Im Filtrat die Chrom(VI)-Konzentration ionenchromatografisch bestimmen.

Bedingungen lonenchromatografie
Einspritzvolumen: 25 ml

Siule: Dionex AS11 mit Vorsaule
Laufmittel A 80%: Reinstwasser

Laufmittel B 20 %: NaOH 100 mmol/l

Detektion: 542 nm
Flussrate: 1,5 ml/min
Retentionszeit: Cr(VI): etwa 4,0 min
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Bedingungen Nachsaulenreaktor
Flussrate 1,5-Diphenylcarbazid-Lésung: etwa 0,3 ml/min
Temperatur Reaktorschlauch: 50°C + 1°C

Berechnung

mg Cr(VI) pro kg = MW 100

EW

MW = Messwert der Extraktionslosung (mg/1)
EW = Einwaage (g)

Ergebnisse und Diskussion

Vorversuche

Vorversuche zeigten, dass die direkte ionenchromatografische Bestimmung von
Cr(VI) in Lederextrakten sowohl mit dem Leitfahigkeits- wie auch mit dem
UV/VIS-Detektor durch Matrixeffekte gestort wird. Zudem war die mit dem zur
Verfiigung stehenden Gerit erreichbare Nachweisgrenze ungeniigend. Fur die
Bestimmung von kleinen Chromatkonzentrationen in Trinkwasser und Abwasser
wurde eine HPLC-Methode publiziert, bei der Chromat nach der chromatogra-
phischen Trennung mit 1,5-Diphenylcarbazid zu einer roten Komplexverbindung
umgesetzt und mit dem UV/VIS-Detektor detektiert wird (5). Wir entschlossen uns
deshalb, dieses Bestimmungsprinzip auf Lederextrakte anzuwenden.

Kalibrierung
In Abbildung 3 ist als Beispiel ein Chromatogramm einer Standardlosung mit
0,05 mg/l abgebildet. Pro Standardlésung wurden drei Wiederholmessungen durch-

1-Crvi
3.00x10%% |

2.50x10°%
2.00x10%}

1.50x10%%

AU

1.00x103}
5.00x104

0.

-5.00x10"4

0 1.00 2.00 3.00 4,00 5.00
Minuten

Abbildung 3 lonenchromatogramm, Standardliosung 50 pl Cr(VI) pro Liter
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gefithrt. Der Variationskoeffizient lag im Bereich von 2 bis 5 %. Die Lineraritit der
Kalibrierkurve war gut (R?=0,9993, siche Abb. 3 und 4).

Linearitat der Kalibrierung 50 ug/l - 500 ug/l

2
250000 | R?=0.9993

0 100 200 300 400 500
ugh

Abbildung 4 Kalibrierkurve mit Chrom(VI)-Standardiosungen

Laborinterne Wiederholbarkeit
Die laborinterne Wiederholbarkeit wurde an zwei verschiedenen Lederproben
bestimmt. Der Variationskoeffizient (Standardabweichung in %) lag im Bereich von

4 bis 5% (Tabelle 1).

Tabelle 1
Laborinterne Wiederholbarkeit

Wert 1 Wert 2 Wert 3 Mittelwert Standard- Variations-
(mg/kg) (mg/kg)  (mg/kg) (mg/kg) abweichung  koeffizient

Lederprobe 1 13,7 13,0 12,4 13,03 0,65 5,0%
Lederprobe 2 3,9 3.6 3,9 3,8 0,17 4.6 %

Lederprobe ohne Chrom («Nullprobe»)

Eine stark griingefirbte, aber nicht chromgegerbte Lederprobe wurde gemass
Arbeitsvorschrift extrahiert. Das Chromatogramm (Abb. 5) zeigt, dass im Bereich
des Chrom(VI)-Diphenylcarbazon-Komplexes keine storenden Matrixsignale auf-
traten.

Wiederauffindung von Chrom(VI) in Leder

Eine stark griin gefirbte, aber nicht chromgegerbte Lederprobe wurde mit
10 mg Chrom(VI) pro kg Leder aufgestockt. Die Wiederauffindungsrate betrug
97 % (Tabelle 2, Abb. 6). In 2 Extrakten von anderen Lederproben waren die
Wiederauffindungsraten ebenfalls im gleichen Bereich (siehe Tabelle 2).

Wiederauffindungsraten unter 70% konnen darauf hindeuten, dass Cr(VI)
durch Stoffe aus dem Leder zu Cr(III) reduziert wird. Deshalb ist in solchem Leder
Chrom(VI) meistens nur noch in Spuren oder gar nicht mehr nachweisbar.
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Abbildung 6 lonenchromatogramm, Lederprobe ohne Cr(VI), aufgestockt mit
10 mg Cr(VI) pro kg Leder
Tabelle 2
Wiederauffindungsraten Chrom(VI)
zugesetzte Menge Cr(VI) Wiederauffindungsrate
Lederprobe 1 10 mg/kg 97 %
Lederprobe 2 10 mg/kg 80%
Lederprobe 3 10 mg/kg 88 %
Lederextrakt 4 0,2 mg/l 92%
Lederextrakt 5 0,2 mg/1 101%
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Laborinterner Vergleichsversuch

Die Vergleichbarkeit R einer Methode fiir die Uberwachung der Chrom(VI)-
Abgabe von Leder sollte bei einem provisorischen Hochstwert von 3 mg/kg
1 mg/kg nicht tibersteigen. Ein Ringversuch fiir die Abschidtzung der Vergleichbar-
keit R mit ionenchromatografischen Bestimmungsmethode konnte noch nicht
durchgefithrt werden. In einer zerkleinerten Lederprobe wurde der Chrom(VI)-
Gehalt von zwei Personen unabhingig voneinander bestimmt. Die Ergebnisse sind
in der Tabelle 3 zusammengefasst. Die Ubereinstimmung der Resultate war gut.

Tabelle 3
Laborinterner Vergleichsversuch, gleiche Lederprobe, 2 Personen

Wert 1 Wert 2 Wert 3 Mittelwert Standard- Variations-
(mgrkg) (mg/kg)  (mg/kg) (mg/kg)  abweichung koeffizient

Person A 3.9 3,6 3,9 3,8 0,17 4.6 %
Person B 4.2 3,6 4.4 4.1 0,42 10,2 %

Abschatzung der Bestimmungsgrenzen

Eine Standardlésung mit einem Chrom(VI)-Gehalt von 5 mg/l wurde chroma-
tografiert (Abb. 7). Die Bestimmungsgrenzen wurden aus dem Verhiltnis Signal:
Rauschen abgeschatzt.
— Bestimmungsgrenze in der Messlosung: 4 pg/l

(halbe Standardabweichung des Rauschens X 10)
— Bestimmungsgrenze im Leder 0,2 mg/kg

(Verdiinnungsfaktor 50)

8.00x10™
6.00x10"H
G 1-CrVi
4.00x10*}
o )
<
2.00x10°*4
O'M
-2.00x10*+
0 1.00 2.00 3.00 4.00 5.00

Minuten

Abbildung 7 lonenchromatogramm einer Standardiésung mit 5 pg Cr(VI) pro Liter
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Zusammenfassung

Fir die Bestimmung der Chrom(VI)-Abgabe von Leder hat das Deutsche Insti-
tut fiir Normung eine Methode publiziert (DIN 53314:1996-04). Nach Extraktion
des Leders mit einem Phosphatpuffer wird Chrom(VI) als Farbkomplex (1,5-
Diphenylcarbazon-Chromkomplex) fotometrisch bestimmt. Die Ergebnisse der
Methode konnen durch Farbstoffe aus dem Leder gestort werden. Zudem ist die
Bestimmungsgrenze des Verfahrens relativ hoch. Fir die Bestimmung des
Chrom(VI)-Gehaltes im Phosphatpuffer wurde deshalb eine weniger stérungsan-
fallige Methode (TIonenchromatografie mit Nachsaulenderivierung) mit einer besse-
ren Bestimmungsgrenze (0,2 mg/kg) entwickelt.

Résumeé

L'institut allemand de standardisation a publié une méthode pour I’analyse de la
libération de chrome(VI) du cuir. Apres Pextraction du cuir avec un tampan de
phosphate, on détermine le chrome(VI) en tant que complexe coloré par photomé-
trie. Des colorants contenus dans le cuir peuvent perturber la méthode. La limite de
quantification du procédé est en outre relativement élevé. Pour cette raison on a
développé une méthode (chromatographie ionique et dérivation post-colonne) sus-
ceptible de moins perturber la détermination de la teneur du chrome(VI) avec une
meilleur limite de quantification (0,2 mg/kg dans le cuir).

Summary “Determination of Cr(VI) in Leather by lon Chromatography”
The “Deutsche Institut fiir Normung” published a method for the determina-
tion of chromium(VI) in leather (DIN 53314: 1996-04). After extraction with phos-
phate buffer the chromium(VI) is determined by photometry. Co-extracted dyes
can disturb the photometric determination. The direct photometric detection is
replaced by ionchromatography combined with post-column derivatization. Sensi-
tivity increases more than ten-fold and excludes influences of co-extracted dyes.

Key words
Chromium, Chromium(VI), Leather, Ion chromatography, Post-column deriva-
tization
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