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5. Nachweismethoden

5.2 Photometrie

5.2.3 Molybdanblau: im untersten Konzentrationsbereich, in der
Wasseranalyik

Rhena Schumann, Dana Zimmer
Prinzip

Phosphationen reagieren in saurer Loésung mit Molybdat unter Bildung
gelber Phosphormolybdansdaure, die mit Ascorbinsaure zu Molybdanblau
reduziert werden kann (Deniges 1921, in der Variante von Murphy & Riley
1962, als Lehrbuchteil von Hansen & Koroleff 1999). Antimonyltartrat
stabilisiert den Farbstoff. Molybdanblau ist ein kolloidales Mischoxid, worin
dem Molybdan Oxidationsstufen zwischen V und VII zuzuordnen sind.
Molybdanblau wird photometrisch quantifiziert.

Storionen, wie Arsenat (Kapitel 5.2.1, vgl. Review: Blomqvist et al. 1993)
z. B. in Klaranalgen mit Industrieabwassern, mussen eliminiert werden.
Eine weitere und schwerwiegende Storung besteht durch Silikat, einem
allgegenwartigen Ion aus Sand und Glas. Sehr saure Reaktions-
bedingungen behindern die Umsetzung von Silikat mit dem Molybdat
(Gripenberg 1929). Diese sauren Bedingungen fuhren jedoch dazu, dass
evtl. vorhandene sdurelabile organische phosphathaltige Verbindungen,
z. B. Glucose-6-Phosphat, Phosphat freisetzten, das dann als Phosphat
gemessen wird. Deshalb wird das Ergebnis einer Molybdanblaureaktion
unter diesen Bedingungen auch nicht als (ortho-)Phosphat, sondern als
Soluble Reactive Phosphorus (SRP) bezeichnet. Das Ergebnis ist im
Vergleich zum Phosphat etwas tUberbestimmt.

Reaktionsgleichung
Sb/Ascorbinsaure

PO43_+(NH4)6M07024 > P(MO3010)3' > Molybdanblau
gelb

Konzentrationsbereich

Der Nachteil dieser Methode gegenitber Vanadomolybdéngelb und evtl.
auch dem Malachitgrintest (beide enthalten ebenfalls Molybdat in den
Reagenzien) liegt in der geringeren Stabilitat der verwendeten Reagen-
zien. Sowohl die Ascorbinsaurelésung als auch das Molybdanmischreagenz
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haben nur eine kurze Stabilitatsphase. Die Ascorbinsaure wird leicht grin-
lich (nach ca. 10 d) oder verliert ihre Wirkung und das Mischreagenz ist
extrem empfindlich gegenliber Verunreinigungen. Diese stammen aus
dem Reinstwasser beim Ansetzen oder aus den GefaBen, z. B. bei
maschinengesplulten Behaltern. Aber auch Pipettierfehler verschleppen
Verfarbungen, weshalb es besser ist, nicht aus den 100-200 ml
Reagenzienbehaltern zu pipettieren, sondern 5-20 ml in sehr kleine
GefaBe abzuflillen und daraus zu pipettieren (flir ca. 20-30 Proben). Durch
Licht altern die Reagenzien (werden blau-grin in 2-3 Tagen) zusatzlich,
was zu falsch-positiven Ergebnissen fuhrt.

Der lineare Bereich der Methode liegt bei einer Wellenlange von 885 nm
und einer Klvettenlange von 5 cm zwischen 0,05 pmol It (Bestimmungs-
grenze) und 10 ymol It (ca. 0,002 und 0,31 mg P I'1). Damit ist diese
Methode gut geeignet fur Wasserproben, aber Aufschllisse P-reicher
Materialien miissen an den Messbereich angepasst (stark oder mehrfach in
Schritten verdinnt) werden.

Der Molybdanblaunachweis ist eine der empfindlichsten Methoden, wenn
auch nicht ganz frei von Matrixeffekten, die zum Beispiel vom Salzgehalt
des Meerwassers ausgelost werden. Deshalb mussen Standards flur Salz-
wasserproben in Meerwassersalinitat angesetzt werden (Kapitel 5.2.2).
Die Bestimmungsgrenze betragt Ublicherweise 0,05 pmol It (1,6 ug I'1),
wenn man eine 5 cm lange Kuvette benutzt. Es gibt noch zwei Méglich-
keiten, die Bestimmungsgrenze weit in den nanomolaren Bereich zu
senken: die Aufkonzentrierung des Analyten (Kapitel 5.5.1) und die
Verbesserung der Detektion, z. B. durch noch viel langere Kivetten
(Review: Patey et al. 2008, Kapitel 5.5.2).

Durchfiihrung

» Kalibriergerade: Das Probenvolumen muss mindestens 15 ml
betragen, damit eine 5 cm Klvette beflllt werden kann. 20 oder 25 ml
sind ebenfalls mdglich.

» Eine weitere Miniaturisierung ist nur zulasten der Bestimmungs-
grenze moglich (4 ml fir eine 1 cm Makroklvette). Evtl. Verunreini-
gungen und Pipettierfehler haben bei noch geringerem Proben-
volumen einen grdBeren Einfluss.

» GefaBe kdénnen 25 oder 50 ml Erlenmeyerkolben (am besten
Weithals) oder 50 ml Zentrifugenrohrchen sein (mehrfach wieder-
verwendbar) (Abb. 5.2.3-1).
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» In der Wasseranalytik sind aquidistante Kalibriergeraden (Kapitel
6.1) mit 10 Messpunkten Ublich. Das BestimmtheitsmaB r? soll
> 0,995 sein.

Abbildung 5.2.3-1 Erlenmeyerkdlbchen mit verschiedenen phosphathaltigen und
phosphatfreien Proben (Molybdanblau, Standard= 5 pM). Die Filter sind durch das
abfiltrierte Seston teilweise sehr stark gefarbt.

» Proben ansetzen und messen

» Proben mit hoher Tribung (Seston, gemahlenes Sedimentmaterial)
mussen filtriert werden. Mit Vakuumfiltration durch GF 6 (Nenn-
porengréBe 1-2 pm) oder bei sehr kleinen Partikeln durch
Celluloseacetat (NennporengréBe 0,45 um) filtrieren. Ohne Unter-
druck kénnen gefaltete phosphatfreie Rundfilter (z. B. MN 616 G)
genutzt werden (Abb. 5.2.3-2).

» Ggf. Tribung bzw. Verfarbung der Filtrate FBW bei 885 nm messen
(nicht noétig in Persulfataufschllissen),

» 25 ml der filtrierten Proben mit 0,25 ml Ascorbinsaurelésung ver-
setzen,

» 0,5 ml Mo-Mischreagenz zugeben, 20 min warten,

» Reagenzienblindwert RBW analog zu den Proben mit 25 ml Reinst-
wasser herstellen und

» alle Proben bei 885 nm in einer 5 cm Kivette messen.

Handbuch zur Auswahl der Aufschluss- und Bestimmungsverfahren flir Gesamtphosphor in Umweltproben
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Abbildung 5.2.3-2 a Filtriergestell Abbildung 5.2.3-2 b Uber Faltenfilter
mit Filter (GF 6, 47 mm). Anschluss filtrierte Boddenproben.
an Pumpe (-200 mbar Druck) links.

Qualitatsmanagement

» Pro 10 Proben mindestens 1 Blindwert mitlaufen lassen.

» Wenn keine echten Probenwiederholungen geplant sind, 2 Mess-
Wiederholungen flr jede 10. Probe ansetzen.

» Nur innerhalb des jeweils kalibrierten Bereichs messen.

» Kontrollkarten nach Kapitel 6.3-6.5 fiihren.

Berechnung

PO43 =F:(Eprobe-ErBw-Ersw) PO43- Phosphatkonzentration (umol [1)
F Faktor der Kalibiergeraden!
E Extinktion?

RBW Reagenzienblindwert
FBW Absorption des Filtrats

» RBW werden abgezogen, wenn das Signal ("Noise") aus den Reagenzien
kommen kann.

» FBW werden nur abgezogen, wenn die Probe trib ist und nicht filtriert
werden kann oder wenn eine nennenswerte Eigenfarbung vorliegt.

1 Anstieg der Kalibiergeraden, wenn die Extinktion auf der x-Achse steht und die
Konzentration auf der y-Achse.

2 Immer gleiche Kivettenlange einsetzen!
Handbuch zur Auswahl der Aufschluss- und Bestimmungsverfahren flir Gesamtphosphor in Umweltproben
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Chemikalien

» Reinstwasser (RW) ist entionisiertes silikatfreies Wasser: Molybdat
reagiert auch mit Silikat, was aus bestimmten Glasern oder
Ionenaustauschern in groBeren Mengen stammt. Die Messung
natlrlicher (geringerer) Silikatkonzentrationen wird durch die
Messbedingungen unterdrickt. Auf jeden Fall muss Deionat aus
silikatfreien Ionenaustauschern verwendet werden, das z. B. aus dem
Rostocker Kraftwerk bezogen werden kann oder mit sehr hochwertigen
Reinstwasseranlagen aufbereitet werden muss, z. B. Milli-Q.

» Molybdat-Reagenz: 100 g Ammonimummolybdat (NH4)sM07024)-H20
in 1 | Kraftwerkswasser l6sen. Mehrere Monate haltbar.

» Antimon-Reagenz: 2,7 g Antimonyl-Kalium-Tartrat in 200 ml 50%iger
Schwefelsaure l6sen. Mehrere Monate haltbar.

» Misch-Reagenz: 12,5 ml Mo-Reagenz, 36,5 ml 50%ige Schwefelsaure
und 1 ml Antimon-Reagenz mischen. Nimmt das Misch-Reagenz eine
blaue Farbe an, muss es neu angesetzt werden.

» 50%ige Schwefelsdaure: Gleiche Volumina RW und konzentrierte
Schwefelsaure vorsichtig und sehr langsam unter Umrihren mischen
(Hitzeentwicklung! Stark atzend! Auffangschale!).

» Ascorbinsdaure-Reagenz: 8 g Ascorbinsaure in 100 ml RW lésen. In
dunkler Flasche aufbewahrt 1 - 2 Wochen haltbar.

» Standards
» KH2PO4 bei 60 °C trocknen und im Exsikkator abkihlen lassen.

» 1 mM Phosphatstammlésung (molare Masse: 136,19 g mol?)
ansetzen: 136,19 mg in einen 1 | MaBkolben einwiegen, in RW
l6sen, bis zur Eichmarke auffillen.

» 10 uM Phosphatarbeitslésung herstellen: 5 ml 1 mM Stammlésung
in einen 500 ml MaBkolben pipettieren, bis zur Eichmarke mit RW
aufftllen, gut schitteln.

» Alternativ: kommerziellen P-Standard verwenden
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