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Die Bestimmung von Vanadium
in wassrigen Losungen, Luft und
biologischem Material

1. Die Bestimmung von Vanadium in wassrigen Losungen

W. PILZ, S. KOMISCHKE, und G. PRIOR

Aus dem physiologisch-chemischen und analytischen Labor
der Arztlichen Abteilung der Farbenfabriken Bayer AG
Leverkusen-Bayerwerk, Deutschland

(Received January 21, 1971)

The method originally described by Bhaduri and Ray for the determination of vanadate
with salicylhydroxamic acid was modified by the authors as early as 1958. At that time it
was impossible to achieve linearity between extinction and concentration, and this relation-
ship was described with a logarithmic function. A new study of this problem resulted in the
establishment of linearity between extinction and concentration (straight calibration curve).
In addition, the extraction equilibrium for the dye extracted from an aqueous phase was
investigated. Examination of the Lambert and Lambert-Beer laws, the stability of the dye
toward ageing, relative error, dependence of extinction on the concentration of reagent,
interference of foreign ions, etc. are discussed also. Experimental procedures and analytical
data are presented and a simple method for the synthesis of analytically pure salicylhydrox-
amic acid is given.

Die urspriinglich von Bhaduri und Ray beschriebene Bestimmung von Vanadat mit
Salicylhydroxamsdure wurde bereits 1958 von uns modifiziert. Dabei gelang es nicht,
Linearitit zwischen Extinktion und Konzentration zu erreichen, vielmehr wurde diese
Beziehung durch eine logarithmische Funktion beschrieben. Eine erneute Bearbeitung
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des Problems hatte zum Ergebnis, daB zwischen Konzentration und Extinktion Linearitat
erreicht wurde (gerade Eichkurve). Weiter wurde das Extraktionsgleichgewicht des aus der
wiBrigen Phase zu extrahierdenden Farbstoffes untersucht. AuBerdem werden eingehende
Priifungen des Lambert’schen und Lambert—Beer’schen Gesetzes, der Zeitbestandigkeit des
Farbstoffes, der Fehlerbreite, der Abhéngigkeit der Extinktion von der Reagenzkonzentra-
tion, des Einflusses von Fremdionen usw. vorgelegt; Arbeitsvorschrift und Beleganalysen
werden mitgeteilt. Schlielich wird eine auch fiir den Analytiker leicht durchzufiihrende
Synthese von analytisch reiner Salicylhydroxamséure beschrieben.

1. ALLGEMEINES

Bhaduri und Ray? beschrieben ein photometrisches Verfahren zur
Bestimmung von Vanadat mit Salicylhydroxamsdure in wéssriger Losung.
Leider war es nicht moglich, die Angaben dieser Autoren ausreichend zu
bestitigen. Wir haben uns deshalb schon frither mit diesem Problem
beschiftigt und iiber die Bestimmung von Vanadat, insbesondere in bio-
logischem Material, berichtet.!!

Der Mangel in der Methode'' besteht in der Tatsache, da die Be-
ziehung zwischen Extinktion und Konzentration nur durch eine loga-
rithmische Funktion darstellbar ist. Das Lambert-Beer'sche Gesetz ist nicht
erfiillt. In der jetzt vorliegenden Methode konnten alle Mingel ausgeschaltet
werden.

Vanadiumpentoxyd gehodrt zu den Substanzen mit hoher Toxizitit. Die
LD 50 betrdagt nach Franke® 8 bis 13 mg/kg (Ratte, i.p., Natriumvanadit),
nach Lyonnet® sind 17 mg/kg letal. (Kaninchen, i.v., Vanadat), Laran® fand
ebenfalls 17 mg/kg (Hund sbc., Metavanadat) als letale Dosis. Proescher und
Seil® fanden, daB 20 mg V,0; fiir den Menschen toxisch und 30 mg letal
sind.

In der “documentation of threshold limit values” wird fiir Vanadiumpent-
oxydstaub ein MAK-Wert von 0,5 mg/m® angegeben, fiir Vanadiumpent-
oxydrauch von 0,1 mg/m?>'7. Weitere Einzelheiten iiber die hohe Toxizitit
von fiinf-wertigen Vanadiumsalzen, insbesondere wenn sie als Rauch
auftreten, stammen von Roshchin'® und Lewis.!® Dagegen ist in der 1969
in Prag erschienenen “Documentation of MAC in Czechoslovakia” weder
Vanadium noch Vanadiumpentoxyd aufgefiihrt.

Es ist zu erwarten, daB in absechbarer Zeit die Bestimmung kleinster
Vanadiummengen in Luft und biologischem Material groBere Bedeutung
erlangen wird, da die meisten benutzten Benzine und das iiblicherweise
benutzte Hejzo6l Vanadium enthalten, das beim Verbrennungsvorgang
oxydiert, in Pentoxyd umgewandelt wird und als solches die Anlagen verldf3t.
Bei der hohen Toxizitit des Vanadiumpentoxyds diirfte dessen Bestimmung
in der Luft und biologischem Material zu einem echten und schwerweigenden
Umweltproblem der nichsten Zeit werden.
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2. PRINZIP DER METHODE

Vanadationen reagieren in schwach saurer Losung mit Salicylhydroxam-
sdure unter definierten Bedingungen zu einem tief blau gefdrbten inneren
Komplexsalz.!! Wie bereits erwihnt, ist dabei das Lambert-Beer’sche Gesetz
nicht erfiillt. Wir veriinderten die Methode dahingehend, daB wir den
Farbstoff mit n-Pentanol-1 (zukiinftig Pentanol genannt) extrahierten. Dabei
tritt eine Farbinderung von Dunkelblau nach Braun auf. Der pentanolische
Extrakt kann abgetrennt und zur photometrischen Messung verwendet
werden. Der aus saurer Losung extrahierte Farbstoff hat vermutlich die
Formel 1

COO~

(”:—NH Formel 1
)O

VO,-

Der Farbstoff, geldst in Pentanol, erfiillt sowohl das Lambert’sche als auch
das Lambert-Beer’sche Gesetz. Die vorliegende Methode ist empfindlicher
als l.c.!* Uber die Aufkliarung der Struktur des Komplexes wird demnichst
berichtet werden.”

40
ABBILDUNG 1 Spektrum des
Salicylhydroxamsidurevanadium- 50
komplexes in Pentanol gemessen
gegen den authentischen Leerwert.

Abszisse: Wellenldnge in nm. ”
Ordinate: Durchlissigkeit in %. 70
80
30
100

400 500 600 700 800
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3. SPEKTRUM

Mehrere Ansidtze wurden nach der Arbeitsvorschrift (vgl. Kap.9) auf-
gearbeitet. AnschlieBend wurde das Spektrum vermessen. Ein Beispiel ist in
Abb. 1 dargestellt. Alle Spektren zeigten ein eindeutiges Absorptions-
maximum bei 460 nm (vgl. dagegen l.c.''). Fiir die praktische Analyse war
daher die Messung bei 460 nm vorzuschreiben.

4. EXTRAKTIONSGLEICHGEWICHT

Die Extraktion eines sich in wiBriger Phase gebildeten Farbstoffes mit
Pentanol und die anschlieBende photometrische Bestimmung der organischen
Phase wurde von uns schon bei einter gréBeren Anzahl von Methoden ange-
wendet (z.B.">7'%). In allen diesen Fillen lag das Extraktionsgleichgewicht

g€
9 [
NS
ot
W
‘ ’
06
05
04
03
50 100 200 300 400 500
— ml

ABBILDUNG 2 Graphische Darstellung des Extraktionsgleichgewichtes.
Abszisse: Gesamtvolumen des Ansatzes (einschlieBlich Pentanol).

460 nm

10 mm

Einzelheiten siehe Text.

Ordinate: Ext.
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vollkommen auf Seite des Pentanols, d.h. der gesamte Farbstoff wurde stets
quantitativ extrahiert.

Der vorliegende Fall bildet die bisher erste Ausnahme von dieser Regel.
Es tritt eine Farbidnderung von Blau nach Braun ein, sobald einem Ansatz
Pentanol zugesetzt wird. Vermutlich handelt es sich hierbei um eine struk-
turelle Verinderung. Auflerdem ist die Menge der wifirigen Phase—bei
Konstanthaltung der Pentanolmenge—von EinfluB auf die Farbintensitit
der pentanolischen Phase.

Zur Untersuchung des Extraktionsgleichgewichtes wurden verschiedene
Volumina an wéiBriger Phase (Umsetzung von Vanadat nach Arbeits-
vorschrift) mit 20 ml Pentanol versetzt und anschlieBend mit Wasser auf ein
definiertes Volumen aufgefiillt. Dabei zeigt sich, daB die Extinktion der
pentanolischen Phase gegen einen in derselben Weise hergestellten Leerwert
umso hoher ist, je groBer das Volumen der wirigen Phase ist; es besteht
Linearitdt zwischen Extinktion und Gesamtvolumen (wifirige Phase+
Pentanol).

Im einzelnen wurde eine wilrige Vanadatlosung nach Arbeitsvorschrift
umgesetzt, in MeBkolben verschiedener GroB8e pipettiert, 20 ml Pentanol
zugefiigt und mit Wasser zur Marke aufgefiillt. Der Anstieg der Extinktion
mit dem Gesamtvolumen zwischen Ansdtzen von 50 ml bis 500 ml ist in
Abb. 2 graphisch dargestellt. An der Linearitit ist nicht zu zweifeln. Wir
entschlossen uns fiir die praktische Analyse ein Endvolumen von 250 ml
(vgl. Kap.9) vorzuschreiben. Damit sind ausreichende Empfindlichkeit und
leichte Handhabung garantiert.

5. BEZIEHUNG ZWISCHEN EXTINKTION UND
pH-WERT DER WASSRIGEN PHASE

Wie wir bereits in den Arbeiten 1.c.!! feststellen konnten, besteht eine starke
Abhingigkeit der Extinktion vom pH-Wert. Da nach der vorliegenden
Methode der Farbstoff mit Pentanol aus der wiBrigen Phase extrahiert wird,
war nicht vorherzusehen, bei welchem pH-Wert ein Optimum an Farbstoff
extrahierbar sein wiirde. Deshalb wurden eine Reihe von Ansétzen gleicher
Vanadat- und Reagenzmenge bei verschiedenen pH-Werten extrahiert und
gemessen. Die Variation der pH-Werte gelang durch Zusatz unterschiedlicher
Mengen Fisessig zu den entsprechenden Ansétzen. Es ist ausdriicklich darauf
hinzuweisen, daB3 der pH-Wert bei einem Volumen von 225 bis 230 ml der
wiBrigen Phase vor der Zugabe von Pentanol gemessen wurde (Glaselektrode).

Die Resultate der Untersuchungen sind in Abb. 3 graphisch dargestellt.
Wie ersichtlich, besteht ein pH-Optimum bei pH 3,9+0,1. Man liegt damit
im Maximum der Kurve in Abb. 3.
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ABBILDUNG 3 Abbhingigkeit der Extinktion vom pH-Wert der waBrigen Phase.
Abszisse: pH-Wert der wiBrigen Phase vor der Extraktion.
60 nm

4
Ordinate: Ext.
10 mm

In der Arbeitsvorschrift ist die Zugabe der Reagenzien so geregelt, daBl
eine gut gepufferte Losung von pH 3,9 entsteht, sofern die zu analysierende
Vanadatlosung neutral ist (bzw. vor der Analyse neutralisiert wurde;
Phenolphthalein).

6. BEZIEHUNG ZWISCHEN EXTINKTION UND
REAGENZKONZENTRATION

In je einen 250 ml fassenden MeBkolben wurden gleiche Mengen Vanadat-
16sung bekannten Gehaltes mit 10 ml 1n NaOH, 5 ml Eisessig und wechseln-
den Mengen einer 209, igen Losung von Salicylhydroxamsiure in 1n NaOH
(Reagenz) versetzt. Zu jedem Ansatz wurde ein Leerwert ohne Vanadat
hergestellt. Er diente bei der photomeirischen Messung der Ansitze als
Leerwert. Alle Ansitze wurden nach Arbeitsvorschrift (Kap.9) aufgearbeitet
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und photometriert. Das Resultat der Untersuchungen ist in Abb. 7 wiederge-
geben. Fiir die praktische Analyse entschlossen wir uns, je Ansatz 300 mg
Reagenz (entsprechend 3 ml einer 109/ igen Losung) vorzuschreiben. Aus
Sicherheitsgriinden wurde noch eine Reihe von Eichkurven iiber den Bereich
von 1 ug-2000 pug Vanadium aufgestellt. Dabei konnte festgestellt werden,
daB sogar bis 2000 ug Vanadium noch Linearitit zwischen Extinktion und
Konzentration besteht; die Reagenzmenge von 300 mg je Ansatz also auf alle
Fille ausreichend ist.

7. PRUFUNG DES LAMBERT'SCHEN UND
LAMBERT-BEER’SCHEN GESETZES, BESTANDIGKEIT
DER FARBSTOFFLOSUNGEN, FEHLERBREITE

Zur Priifung des Lambert’schen Gesetzes wurde eine Vanadatldsung be-
kannten Gehaltes nach Arbeitsvorschrift analysiert und der Pentanolextrakt
bei 460 nm mit Schichtdicken von 1 bis 50 mm gegen den Leerwert (bei
gleicher Schichtdicke) gemessen. Dabei wurden die in Tabelle I wiederge-
gebenen Werte erhalten. Aus Tabelle I geht einwandfrei hervor, daB das
Lambert’sche Gesetz erfiillt ist.

TABELLE I

Die Priifung des Lambert’schen Gesetzes

Schichtdicke Ext. Ext. (auf 10 mm
(mm) (gemessen) Schichtdicke umgerechnet)
50 1,420 0,284
20 0,570 0,285
10 0,285 0,285
5 0,142 0,284
1 0,028 0,280

Zur Pritffung des Lambert—Beer’schen Gesetzes wurden die gemessenen
und auf 10 mm Schichtdicke umgerechneten Extinktionen gegen die dazuge-
horigen Vanadiumkonzentrationen aufgetragen und dabei eine lineare
Beziehung zwischen Extinktion und Konzentration gefunden. Linearitét
besteht mindestens zwischen 1 ug und 1000 ug Vanadium. (Abb. 4). Das
war besonders wichtig, da bei Arbeiten in wiBriger Phase (photometrische
Messung des blauen Farbstoffes in wéBriger Losung) keine Linearitét
zwischen Extinktion und Konzentration erhalten wird; das Verhiltnis
zwischen beiden GroBen 148t sich nur durch eine logarithmische Funktion
beschreiben.!* Um den gesamten Bereich der Linearitit zwischen Extinktion
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ABBILDUNG 4 Priifung des Lambert-Beer’schen Gesetzes.
Abszisse: pg 'V eingesetzt.

460 nm
Ordinate: Ext. n

(jeweils auf 10 mm Schlichtdicke umgerechnet).
10 mm

und Konzentration voll ausnutzen zu kénnen, war die Kenntnis wichtig,
ob man Farbstoffldsungen in Pentanol verdiinnen kann. Zur Untersuchung
dieses Problems wurden verschiedene Mengen einer konzentrierten penta-
nolischen MeBlosung in 25 ml fassende MeBkolben pipettiert und mit
n-Pentanol aufgefiillt. Mit den Leerwerten wurde gleich verfahren. Es
resultierte Linearitit zwischen eingesetztem Farbstoff und Extinktion
(Abb. 5). Weitere Untersuchungen zeigten, daB eine noch stirkere Verdiin-
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ABBILDUNG 5 Priifung des Lambertschen Gesetzes.
Abszisse: ml Farbstoffkonzentrat je 25 ml Gesamtvolumen.

Ordinate: Ext. 4160 nm

0 mm

nung ohne weiteres zuldssig ist. Es kann somit der volle Bereich der Linearitit
zwischen Extinktion und Konzentration (1-1000 pg) voll ausgenutzt werden.

In diesem Zusammenhang war es noch wichtig, festzustellen, wie lange die
Farbstoffldsung in Pentanol stabil bleibt. Dazu wurde eine Farbstoffiésung
hergestellt und in unterschiedlichen Zeitabstinden nach dem Zentrifugieren
photometrisch gemessen. Es mufl betont werden, daBl das Zentrifugieren
unmittelbar nach der Fertigstellung des Ansatzes erfolgte. Wie aus Abb. 6
hervorgeht, bleiben das innere Komplexsalz und seine optischen Eigen-
schaften in Pentanol mindestens 48 Std. stabil, sofern die MeBlosungen vor
direktem Sonnenlicht geschiitzt werden.

In diesem Zusammenhang wurde auch die zu erwartende FehlergroBe
untersucht. Wir haben deshalb eine gréBere Reihe von Beleg analysen
durchgefiihrt. Ein Teil davon ist in Tabelle I wiedergegeben.
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ABBILDUNG 6 Stabilitit des Salicylhydroxamsdure-Vanadat-Komplexes in Pentanol.
Abszisse: Zeit in Stunden.

460
Ordinate: Ext. 0 nm

mm

TABELLE 11
Beleganalysen: Bestimmung von Vanadium in reinen Vanadatldsungen

Bewertet man die Resultate von 1000 willkiirlich herausgenommenen
Vanadiumbestimmungen, ergibtsich ein maximaler Fehlervon + 0,5 %.

V gegeben (ug) V gefunden (ug) Fehler (ug V)

2 1,9 -0,1

4 4,1 +0,1
12 12,0 0,0
26 26,3 +0,3
45 45,0 0,0
130 129,5 —-0,5
360 359,7 -03
480 480,0 0,0
560 560,3 +0,3
630 630,3 +0,3
800 800,2 +0,2
890 889,6 —0,4
960 960,1 +0,1

1000 1000,0 0,0
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8. EINFLUSS VON FREMDIONEN

Vanadatldsungen wurden ohne Zusatz und mit Zusatz von Fremdionen nach
der vorliegenden Methode (Kap. 9) analysiert. Die dabei erhaltenen Resultate
zeigen einerseits die Stérung, die durch Fremdionen zu erwarten sind, sind
andererseits so beschaffen, daB sie als Beleganalysen gewertet werden kénnen.

TABELLE IIT
Einflul von Fremdionen

zugesetztes Ion Ext. 41—600 verwendetes Salz
A% 0,457 V.0s
v 0,455
\% 0,450
Co 0,445 Co(NO3;),.6H,0
Co 0,448
Co 0,467
Ni 0,452 NiSO,.7H,0
Ni 0,457
Ni 0,446
Zn 0,466 (CH;CO00),Zn.2H,0
Zn 0,449
Zn 0,446
Mg 0,456 Mg Cl,.6H,0
Mg 0,451
Mg 0,458
Mo 0,455 H;[P(MO;0:0).].xH,O
Mo 0,451
Mo 0,450
w 0,454 (Na,WO0,.2H,0)
w 0,458
w 0,460
Fe 0,460 (FeCl;.6H,0)
Fe 0,465
Fe 0,465
Ca 0,449 (CaCl,.2H,0)
Ca 0,457
Ca 0,456
Pb 0,455 Pb(CH;CO0),.3H,0
Pb 0,455
Pb 0,462
Cu 0,460 CuS0,.5H,0
Cu 0,460
Cu 0,455
\% 0,460 V.05
v 0,458

v 0,460
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Es wurde nach Arbeitsvorschrift verfahren und dabei die in Tabelle III
Wiedergegebenen Ergebnisse erhalten.

Alle Ansitze enthielten jeweils 100 ug V+ 100 ug Fremdion.

Wegen der geringen Storanfilligkeit der Bestimmung und der unter-
einander gut iiberecinstimmenden Werte konnen die in der vorhergehenden
Tabelle wiedergegebenen Extinktionen auch als Beleganalysen aufgefalB3t
werden.

9. ARBEITSVORSCHRIFT

a) Reagenzien und Losungen

In NaOH

Eisessig p.a.

10 %ige Losung von Salicylhydroxamsdure p.a. (vgl. Kap. 10) in
In NaOH

Pentanol

b) Arbeitsweise

Zu jedem Ansatz bzw. zu jeder Bestimmungsserie muB ein Leerwert angesetzt
werden, gegen den gemessen wird. Fiir jeden Ansatz und fiir jeden Leerwert
wird ein 250 ml fassender MeBkolben benétigt. Die zu untersuchende
Vanadatlosung (= Ansatz) darf ein Volumen bis zu ca. 200 ml haben,
sie muB vor Beginn der Analyse neutralisiert werden (Phenolphthalein).
Der Analysengang ist aus folgender Tabelle IV zu entnehmen.

TABELLE 1V

Schematische Darstellung der Arbeitsweise

MeBwert Lecrwert
neutralisierte Probe max. 200 ml —
Wasser — ca, 100 ml
Natronlauge 10 10
Eisessig 5 5
Reagenzlosung 3 3

AnschlieBend wird mit Wasser auf ca.200 bis 220 ml aufgefiillt, durchge-
mischt, 20 ml Pentanol zugesetzt und das Volumen auf 250 ml mit Wasser
korrigiert. Man verschlieBt die MeBkolben und schiittelt von Hand kriftig
durch. Man 6ffnet die MeBkolben und 148t ungefdahr 10 Min. stehen. Die
oben liegende organische Phase wird in Zentrifugenrohrchen abpipettiert,
ca. 10 Min. zentrifugiert und anschlieBend gegen den Reagenzienleerwert bei
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460 nm gemessen. Je nach optischer Dict he ist eine entsprechende Schicht-
dicke zu wihlen oder die MeBlosung mit Pentanol in definierter Weise zu
verdiinnen.

)5

Ex "OIOmm

02

o1

100 200 300 400 500

——mg

ABBILDUNG 7 Abhingigkeit der Extinktion von der Reagenzmenge.
Abszisse: Salicylhydroxamsiure in mg.

Ordinate: Ext. 460 nm
10 mm

c¢) Berechnung

Das Resultat kann direkt aus der Extinktion nach folgender Gleichung
errechnet werden:
460

Ext. o x F = V insgesamt

Der Berechnungsfaktor betrigt F = 217

Waurden bei der photometrischen Messung andere Schichtdicken verwandt
oder wurde die MeBl6sung verdiinnt, muB auf eine 10 mm Schichtdicke
entsprechende Extinktion umgerechnet werden.
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10. APPENDIX

Die Darstellung und Reinigung von Salicylhydroxamsaure

Reiner Salicylsduremethylester (mehrfach in Vakuum destilliertes ‘““Winter-
griin61”) wird analog der von uns mehrfach beschriebenen Synthese von
Hydroxamsiuren'? in alkalischer Losung mit Hydroxylamin umgesetzt.

Die von Bhaduri! angegebene Synthese scheint wegen der geringen
Ausbeuten und vor allem wegen der stets mit anfallenden und die Reaktion
storenden Salicylsiure wenig geeignet. Von Salicylsidure freie Produkte
werden nach der Synthese von Jeanrenaud* aus dem Jahr 1889 erhalten. In
Anlehnung daran, stellt man die Hydroxamséure wie folgt dar:

38 g Salicylsduremethylester (vorher im Vakuum destilliert), werden in eine
kalte Losung von 12,5 g Atznatron in 150 ml Wasser eingetragen, wobei das
weille Natriumsalz des Esters ausfillt. Nach Zusatz von 450 mI Wasser
rithrt man so lange, bis eine klare, leicht gelbliche Lésung entstanden ist, was
etwa 1 Std. dauvert. Dann fiigt man eine kalte Lésung, die 17,5 g NH,OH-
HCl und 12,5 g NaOH in 50 m]l Wasser enthilt, zu und 146t 24 Std. stehen.
Alle Operationen konnen bei Zimmertemperatur ausgefiihrt werden, die
Temperatur darf aber nicht iiber 25° steigen, da sonst Verseifung eintreten
kann. Nach Ablauf dieser Zeit wird auf ca. pH 1 bis pH 2 gebracht (kon-
zentrierte HCY), 5 bis 10 Min. kriftig geriihrt, die rohe Salicylhydroxamsiure
abgesaugt und mit kaltem, etwas HCl-enthaltendem Wasser ausgewaschen.
Die Ausbeute betrdgt 80 9. Der Schelzpunkt des Rohproduktes liegt zwischen
140 und 145°C.

Das bei 100° getrocknete Rohprodukt wird zweimal aus wenig reinem
Alkohol umkristallisiert. Man erhilt eine Ausbeute von 319, der Theorie
(bezogen auf Salicylsduremethylester). Der Schmelzpunkt des getrockneten
Reinproduktes betrigt 163 bis 165°C.

Sofern man von reinem Salicylsduremethylester ausgeht und aus Alkohol
umkristallisiert, eriibrigt sich die spezielle Reinigung mit Trithiokohlen-
sdure.®'! Das Spektrum der Salicylhydroxamsiure entspricht den in l.c.!!
gestellten Anforderungen.
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