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1. Uvod

Etyléndiamintetraoctova kyselina (EDTA) bola prvy-
krat opisand vroku 1935 Ferdinandom Munzom, ktory
pripravil tato latku z 1,2-diaminoetanu a kyseliny
chléroctovej'?. Dnes je EDTA syntetizovana z 1,2-di-
aminoetdnu, formaldehydu a NaCN (cit.*). Produktom
tejto syntézy je sodna sol’, ktorda mdze byt pomocou silnej
kyseliny (napr. HCI) prevedena na vol'nu kyselinu. EDTA
vyrobena touto cestou je zneCistend najmd glycinom
a kyselinou nitrilotrioctovou®,

EDTA tvori stabilné, vodorozpustné komplexy s dvoj
az Stvormocnymi iénmi kovov so stechiomeriou 1:1
(cit>®). Anion EDTA sa obvykle viaze na kation prostred-
nictvom svojich 2 aminov a 4 karboxylatov, ¢ize sa jed-
na o hexadentatny ligand. EDTA je Stvorsytna kyselina, jej
titra¢na krivka vykazuje celkom tri pufraéné oblasti’.

V analytickej chémii sa vlastnost EDTA tvorit’ stabil-
né chelaty definovaného zloZenia stala zédkladom komple-
xometrickych titracii. Stalost komplexov je zavisla na
hodnote pH, ¢ize vol'bou pH je mozné ovplyvnit' komple-
xotvorni rovnovahu atym aj selektivitu stanovenia. Vo
vSeobecnosti chelaty dvojmocnych kationov kovov su
stale v alkalickych alebo slabo alkalickych prostrediach,
kym chelaty trojmocnych (a Stvormocnych) kovov dosahu-
j0 najvyssiu stabilitu v kyslych roztokoch®.
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Aj ked EDTA ma aj pufracnti schopnost, v priemy-
selnych aplikdciach sa EDTA vyuZziva takmer vyhradne
z pohl'adu jej vynikajtcich komplexotvornych
a chelatotvornych vlastnosti® ''. Schopnost EDTA rozpiis-
tat’ zelezité zrazeniny je vel'mi uZitocna napr. v pol'nohos-
podarstve, pretoze v pritomnosti EDTA sa zvySuje biolo-
gicka dostupnost’ Zeleza, najmé vo vapenatych pddach.

2. Metédy analyzy a detekcie pri analyze
vzoriek na pritomnost’ a obsah EDTA

Medzi najcitlivejSie  metoédy stanovenia EDTA
v biologickych vzorkach patrila v poslednych rokoch kapi-
larna  elektroforéza s hmotnostnou spektrometriou
(CE s MS) a monitorovanim vybranej reakcie (SRM-CE/
MS)'? ale pouzivali sa aj iné metody.

2.1. Kvapalinova chromatografia

Kvapalinova chromatografia (LC) je najcastejsie pou-
zivanou metodou na stanovenie EDTA, pricom medzi
analyzované vzorky patrili nealkoholické  napoje'* ",
odpadové vody'®'®  povrchové vody'’, nefiltrované
vody', prirodné vody'®'****  sedimenty®?, hnojiva>,
kotlové  vody**?,  pitné  vody",  potraviny®*’.
V poslednych rokoch tiez narastd zaujem o pouzitie tohto
chelata¢ného ¢inidla pri separacii stopovych kovov a pri
analyze chelatov metodou reverzno-fazovej vysokoucinnej
kvapalinovej chromatografie (RP-HPLC) alebo idnovej
chromatografie (IC). Toto bolo uskutocnené pouzitim
EDTA pri Gprave vzorky’'**>° a pouzitim roztokov EDTA
ako zloziek eluentov’’ .

Pomocou HPLC je mozné EDTA stanovit’ na koncen-
traénych urovniach niekol’ko mg 1" v odpadovych vodach
a2,0 az 100 pug 1™ v prirodnych vodach. Pre dosiahnutie
detekéného limitu na trovni 1,0 pgl™ (pre stanovenie
EDTA v prirodnych vodach) je nutny ¢asovo naro¢ny obo-
hacovaci krok (odparovanie vodnej matrice)'>*. Na druhej
strane, LC metdda (bez obohacovacieho kroku) je vhodna
na analyzu napr. potravin, kde nie je nutna taka vysoka
citlivost’. V publikovanych pracach bola najbeznejSie pou-
zivanym detekénym principom UV spektrofotometria.
Chinnick*’ detekciu vykonal pri 760 nm kvéli matricovym
interferenciam, ktoré su spdsobené inymi UV absorbujuci-
mi zli¢eninami a Dai a Helz'® analyzovali komplexotvor-
né latky v ich vol'nej kyslej forme ampérometrickou detek-
ciou kvoli minimalizovaniu interferencii iéonov kovov. Je
zaujimavé, ze mnohi autori nedetegovali komplexy kovu s
EDTA pri ich absorpénom maxime'”*-****3 EDTA je
mozné stanovit’ aj vo forme jej komplexov s kovmi napr.
Cu(IT) 4550 glebo Fe(IIT)!720222351-56

V poslednych 10 rokoch bolo publikovanych niekol-
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ko ¢€lankov zaoberajucich sa stanovenim EDTA v r6znych
matriciach metodou HPLC. Najnovsie ¢lanky sa zaoberaji
stanovenim EDTA v morskej vode pomocou SPE a HPLC
(cit.””), stanovenim EDTA vo vodnych vzorkach pomocou
ion-parovacej HPLC s MS (cit.”™), stanovenim EDTA
v nealkoholickych napojoch metédou HPLC (cit.*), stano-
venim EDTA v kozmetickych produktoch pomocou CE
a HPLC (cit.*®). Ako vyplynulo z literatary, v poslednych
rokoch boli najCastejSie pouzivanymi metddami na stano-
venie obsahu EDTA v rdéznych typoch vzoriek metody
HPLC alebo IC, pricom najviac sa stanovoval obsah
EDTA vo vodnych vzorkach a tieto metody boli tiez vyuzi-
vané na analyzu obsahu EDTA v réznych vodnych vzorkach
v kombinacii so spektrofotometrickou (UV)!*2!2%61763,
elektrochemickou'®®,  fluorescendnou®® alebo MS
detekciou®®%® Aktivne uhlie bolo ¢asto pouZivané pre
SPE hydrofilnych zlagenin vo vodnych vzorkach® ", Sta-
novenie stopovych koncentracii EDTA v morskej vode je
zlozité kvoli vysokému obsahu soli v matrici, ktoré mézu
interferovat'®’*”.

Z tu uvedenych prac vyplyva, ze LC metddy mozno
vyuzit' na stanovenie EDTA v rozmanitych kvapalnych
matriciach, akymi st napriklad kotlova voda, rie¢na voda,
odpadova voda, pitnd voda ale aj v pevaych matriciach
(sedimenty, konzervovana zelenina, atd.). V pripade analy-
zy prirodnych vdd je v8ak nutny obohacovaci krok.

2.2. Plynové chromatografia

Plynova chromatografia (GC) vyzaduje, aby stanove-
na zlucenina bola dostatocne prchava, pricom samotna
EDTA ani jej chelaty nespliiaji toto kritérium lebo si to
polarne zluceniny. Prchavost’ polarnych zlicenin sa zvysu-
je vytvorenim esterov (metyl, etyl, propyl alebo butyl)
alebo silylderivatov’®””. Na rozdiel od silylacie tvorba
esterov nevyzaduje striktne aprotické prostredie, a preto je
jednoznacne preferovanou derivatizaciou pri stanoveni
EDTA, pricom sa najCastejSie uplatiuje tvorba
metylesterov®. Schopnost EDTA tvorit’ stabilné komple-
Xy s kovmi (najmi Fe') moze sposobovat’ interferenciu
pri derivatizacii nedostatocne upravenych vzoriek pocha-
dzajucich z priemyselnej ¢innosti alebo z pol'nohospodar-
stva, ¢o moze viest’ k nizkym vytazkom analytu. V mno-
hych stadiach zaoberajucich sa analyzou zlozitych vzoriek
sa interferencii vyvolanej ibnmi kovov nevenovala dostato¢na
pozornost. Najviac sa stanovovala EDTA vo vodnych
matriciach’™®™®, ako su  odpadové'7*** prirodné!”"> ">
arietne vody”, ale tiez v jadrovom odpade®®,
potravinach®”’, vodnej pare”’, sedimentoch a rybach’.

Na detekciu EDTA po GC separicii bol najcastejsie
pouzity plamenovo-ioniza¢ny detektor (FID). Kvantifika-
cia EDTA je mozna aj pouzitim selektivneho detektora na
dusik a fosfor na principe termoionizacie (NPD)’***,
alebo pomocou MS”, pri¢om tieto detektory poskytovali 3
az 10nasobne nizSie detekéné limity v porovnani s FID.

Na zéklade dostupnych informacii je zrejmé, ze sta-
novenie EDTA metdédou GC je vhodné, ked sa vyzaduje
vysoka citlivost, t.j. pre environmentalne vzorky, pretoze
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detekené limity st priblizne o tri dekadické poriadky niz-
Sie nez pri HPLC metddach vSeobecne (bez pouzitia skon-
centrovania analytu pred HPLC). V poslednych rokoch sa
od stanovenia EDTA metédou GC upustilo, zrejme kvoli
¢asovo narocnej priprave vzorky.

2.3. Elektroanalytické metody

'V minulosti bolo vyvinutych iba zopar elektrochemic-
kych aplikacii pre stanovenie EDTA pomocou potencio-
metrie a voltampérometrie””'”’. Medzi najbeznejsie elek-
trochemické metddy pouzivané na stanovenie EDTA patri-
li: polarografia'® "% diferenéne pulzna polarografia'®*'*®,
potenciometria'®'%’ square-wave polarografia'® , dife-
renéne pulznd anodickd stripping voltampérometria
(DPASV)'*!'° diferenéne pulzna katodicka stripping volt-
ampérometria (DPCSV)'"", potenciometrickd ~stripping
analyza (PSA)'? asquare-wave voltampérometria (SW)'".
V poslednych rokoch mézeme vyzdvihnuat tie prace, ktoré
sa zaoberali stanovenim EDTA foriem vo vode metédou
SW voltampérometrie'*''*. Dévodom zvy3eného zaujmu
o stanovenie EDTA vo vodach pomocou elektroanalytic-
kych metdd je to, ze s pomerne malo pracné, lacnejsie z
hTadiska pristrojového vybavenia a tak aplikovatené na
analyzy vykonavané v realnom case.

2.4. Iné metody

Spektrofotometrické stanovenie EDTA je zalozené na
tvorbe komplexu EDTA s kovom a naslednom merani jeho
mnozstva priamo alebo nepriamo. Uvedené metddy nie st
dost’ citlivé pre stopovll analyzu, ale na druhej strane st
pomerne rychle a jednoduché. Je dostupny znacny pocet
¢lankov'"”3* zameranych na stanovenie EDTA pomocou
spektrofotometrického postupu (50. az 80. roky) ale po-
merne malo ¢lankov bolo publikovanych v 90. rokoch
(cit."** 7). Jednym z mala &lankov, ktory sa v poslednych
rokoch zaoberal stanovenim EDTA metddami titracnej
potenciometrie a spektrofotometrie bolo stanovenie kon-
Stanty stability komplexu Cu(Il) s EDTA"®, Dalsimi meto6-
dami, ktoré boli taktiez v minulosti pouzivané na stanove-
nie EDTA, boli niektoré titratné metody'*'*'. Tieto viak
maju tieto nevyhody: ruSenie d’al§imi komplexotvornymi
latkami a nizku citlivost’.

Dalsou metédou v minulosti pouZivanou na stanove-
nie EDTA, bola kapilarna elektroforéza (CE). Tato metdda
je vhodna na analyzu nabitych hydrofilnych zltcenin,
(G¢inna separacia nezavisla od matrice) a bola tiez pouzi-
vana na stanovenie komplexov alkalickych kovov a kovov
alkalickych zemin s EDTA vo vzorkich vody, mocu
a séra'*®'. Aj niektoré tazké kovy (Cr, Fe(Ill), Cu a Pb)
boli v predchadzajucich rokoch stanovené ako komplexy s
EDTA v odpadovych vodach'*. Napriek tomu, aplikaciam
CE pre stanovenie EDTA v poslednych rokoch uz nebola
venovana dostato¢na pozornost. Jednym z mala ¢lankov,
ktoré su v tejto oblasti publikované, je sicasné stanovenie
ED”ll“ﬁ, DTPA a NTA pomocou CE po komplexacii s Cu
(cit.”™).
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V poslednych 10 rokoch pri§lo k znizeniu zdujmu
o stanovenie EDTA v r6znych matriciach tymito metoda-
mi, ¢o moze byt spdsobené vyraznou dominanciou sepa-
racnych metdd v modernej analytickej praxi.

Struény prehlad analytickych metéd na analyzu ob-
sahu EDTA v réznych vzorkach je vyobrazeny v tabul’ke I.

Tabulka I

Referat

3. Vyuzitie EDTA ako zlozky mobilnych faz

V poslednych 10 rokoch je znamych niekol’ko publi-
kacii, ktoré vyuzivaju EDTA ako zlozku mobilnych faz pri
analyze vel'kého poctu latok. EDTA pridavana ako zlozka
do mobilnych faz bola pouzita napriklad pri merani kate-
cholaminov v plazme l'udi a hlodavcov pomocou HPLC
(cit."*®), pri merani norepineprinu, 3-metoxy-4-hydroxy-
fenylglykolu a 3,4-dihydroxyfenylglykolu v mozgovej kére

Prehl’ad vybranych analytickych metdd na analyzu obsahu EDTA v rdznych vzorkach

Matrica Metoda Podmienky Chelat Detekcia LOD (LOQ) Lit.
EDTA s
Morska voda SPE + HPLC 2 RP kolony sériovo (3 um, 150 mm x Fe(III) UV (260nm) LOQ 0,3 ug/l 57

4,6 mm); 50 °C; mobilna faza: 0,1
mmol/l FeCl; a 5 mmol/l H,SO,, pH
2,0; 1,0 ml/min, injektovany objem

10 pl
Odpadové, Ion-parovacia  fenyl-hexylova koléna (2x150 mm); ~ Fe(IlI) ESI-MS/MS  LOQ 1,0 ng/l 58
povrchové RPLC-ESI-MS/  gradient — A: MeOH/TR (10:90), B: v negativnom
apitné vody MS MeOH/TR (95:5), TR: 1 mmol/l mode

Bu;N* a 1 mmol/l CH;COOH;

0,20 ml/min; 30 °C, injektovany objem

50 pl
Nealkoholické RP-HPLC Cis koléna®, mobilna faza: 10 mmol/l — UV (257 nm) 0,6 mg/l 59
napoje fosfore¢nan amoénny, CH;CN a 40% (2,0 mg/1)

BuyNOH® (90:10:2); pH 2,42
Kozmetické  CE + i6n- HPLC: Cy3 kol(’)nab, mobilna faza: Me/ Fe(IIl) HPLC: HPLC: 60
produkty parovacia RPLC TR (10:90, v/v), TR: 20 mmol/l UV (240 nm) 0,1 umol/l
(sprchovy gél, Bu4HSO4d, 15 mmol/l HCOONa; CE: UV (215 (0,25 pmol/1)
pena pH 4,0; 0,8 ml/min; 25 °C a 225 nm) CE: 25 pmol/l
do kupel'a) CE: kremenna kapilara (75 pmol/l)

(50 cm x 50 pm); elektrolyt: 10 mmol/l

MES® a MOPSO' (pH 5.5); 25 kV
Sapondty na  HPLC Cs kolona® (250 mm x 4,6 mm); 1,2 UV-VIS 324 umol/l 146
riad, prirodné ml/min; 25 °C Fe(I1D) (254nm)
vody
Saponaty na  CE kremenna kapilara (61 cm x 75 pym);  Cu(II) UV (191 nm 0,03 mmol/l 145
riad, prirodné Elektrolyt: 80 mmol/l H;PO4 a TTAB® a 254 nm)

vody 0,5 mmol/l; pH 7,1; 20 kV

Riecna,

I6nova chroma-  gélové IC kolona (150 mm x 4,6 mm); Fe(III)

UV (260 nm) 1,5 nmol/l 147

podzemna tografia (IC) 40 °C; mobilna faza: 0,1 mmol/l AlCl;

a pramenita a 5 mmol/l CH;SO;H

voda

Prirodné, SW voltampéro- 3 elektrody: sklend uhlikova elektrdda, Fe(III) uv 2:10"mol/l 113
odpadové metria Pt elektroda a Ag/AgCl referencna

a podzemné elektroda, elekolyt: roztok HCI

vody s pH 2,8 a 50 mmol/l NaCl; 25 °C

*BuzN — tributylamin, b C g kolona — oktadecylsilikagélova reverznofazova kolona, ° BuyNOH — hydroxid tetrabutylamon-
ny, ‘ BuyNHSO, — hydrogénsiran tetrabutylaménny ° MES — 2-(N-morfolino)etansulfénova kyselina monohydrat, 'MOPSO
— 3-morfolino-2-hydroxypropansulfonova kyselina, ¢ TTAB — tetradecyltrimetylamonium bromid
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aplazme potkanov pomocou HPLC s elektrochemickou
detekciou'®, pri stanoveni katecholaminov v nadoblicke
metodou HPLC s elektrochemickou detekciou'*’, pri mo-
nitorovani 4 tetracyklinovych antibiotik v svaloch ryb
s vyuzitim SPME a HPLC (cit.""), pri analyze 2 novych
chelata¢nych cinidiel Zeleza, ktoré posobia proti rakovine,
metoédou HPLC s DAD detekciou'”, pri stanoveni zvys-
kov styroch tetracyklinov v médse pomocou mikrobiologic-
kej kontroly, HPLC a LC-MS-MS (cit.'™), pri 3peciacii
vanadu (IV a V) v mineralnej vode metodou anidénovo-
vymennej LC-ICP-MS po ich komplexacii s EDTA
(cit."™), pri stanoveni organickych kyselin vyvijanych
poCas fermentacie jabléného musStu metédou HPLC
(cit.”), pri stanoveni difosfénovych kyselin pomocou
HPLC (cit."*®), pri stanoveni kliochinolinu (5-chlor-7-jod-
8-hydroxychinolin) v kliochinolinovom kréme metodou
HPLC (cit.'”), pri stanoveni kyseliny listove;j,
5-metyltetrahydrofolatu a metotrexatu v l'udskej plazme
pomocou HPLC (cit."*®), pri $tadiu racemizacie syneprinu
pouzitim HPLC (cit.'®), pri stanoveni dopaminu, serotoni-
nu a ich metabolitov v mozgovo miesnom moku pomocou
HPLC s elektrochemickou detekciou'® a este pri mnohych
inych.

Po preStudovani vel'kého poctu dostupnych publikécii
sme sa rozhodli studovat’ aj moznosti vyuzitia EDTA ako
zlozky mobilnej fazy v analyze porfyrinov metédou
RP-HPLC a taktiez Studovat’ metddy anidnovo vymennej
chromatografie na charakterizovanie podnych
a raelinovych huminovych latok'®" ™% rovnako ako $tudo-
vat’ metody idnovo-vymenenej chromatografie na analyzu
a charakterizaciu huminovych kyselin s vyuzitim EDTA
ako mobilnej fazy'** .

4. Zaver

Na zaver m6zeme povedat’, ze na stanovenic EDTA
je mozné vyuzit' Siroké spektrum analytickych metod ako
napr. separacné metddy (najmd HPLC, GC), rovnako ako
elektroanalytické, spektrofotometrické a titracné metody.
Z prezentovanych prac vyplyva, Ze chromatografické me-
tody su mimoriadne vhodné na stanovenie EDTA vo vod-
nych matriciach (s vynimkou prirodnych vod). Postup
pripravy vzorky pre HPLC je jednoduchy avo vécSine
pripadov je dosiahnutd poZadovand selektivita a citlivost’
aneboli pozorované ziadne vyznamné matricové interfe-
rencie.

GC je tiez mozné pouzit’ na stanovenie obsahu EDTA
a DTPA aje velmi vhodna pre rutinné sledovanie tychto
¢inidiel v prirodnych vodéach kvdli vysokej citlivosti. Av-
Sak, GC metody vyzaduji ¢asovo naroc¢ny postup pripravy
vzorky a navyse kvoli nutnej derivatizacii mozno stanovit’
iba celkovu koncentraciu chelatanych cinidiel. V pripade
relativne vysokych koncentracii analytu, napriklad v pripa-
de potravin, detergentov alebo odpadovych vod sa javi ako
vyhodnejsie pouzit’ LC namiesto GC, hlavne kvoli kompa-
tibilite vzorky so separacnym systémom. Na druhej strane,
existuji metody, zalozené na DPASV, PSA a inych meto-
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dach, ktoré su vel'mi dobre kompatibilné
s chromatografickymi metéodami  z hl'adiska citlivosti

a jednoduchosti. CE sa ukazuje tieZ ako sl'ubné technika
pre stanovenie EDTA a DTPA v réznych matriciach.

V druhej cCasti sa ¢lanok zaobera vyuZitim EDTA ako
zlozky mobilnych faz pri LC separaciach alebo pri Gprave
vzoriek pred samotnou separdciou. Pri uvedenych aplika-
ciach bola pouzita EDTA vyhradne ako komplexacné ¢i-
nidlo zabranujice neziaducim vedlajsim reakciam analytu
s anorganickymi zlozkami matrice. Prace pochadzajice
z néasho kolektivu vSak poukazuju na to, Ze je mozné vyu-
zit EDTA aj ako pH tlmiacu zlozku mobilnej fazy pri zvy-
Seni jeho koncentracie a zvysit' tak kontrolu nad dejmi
dochadzajtcim v separacnom systéme.

Tato praca vzmikla za financnej podpory projektov
VEGA 1/1349/12, APVV-0597-07 v ramci c¢innosti Centra
excelentnosti VVCE-0070-07.
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This article reviews the determination of EDTA in
various samples (including natural and waste waters) by
LC, GC, electroanalytical, spectrophotometric and other
methods. EDTA is poorly degraded in waste water treat-
ment plants, significant amounts of EDTA are released
into natural waters, which can cause environmental dam-
age by heavy metal leaching. It was shown that LC me-
thods compared with GC offers better compatibility with
aqueous samples at the cost of higher detection limits. The
use of EDTA as a mobile phase component in LC separa-
tion methods is reviewed. EDTA was used as a complexa-
tion agent preventing unwanted side reactions of the ana-
lyte with the matrix, thus minimizing possible inter-
ferences.



