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1 DOELEN TOEPASSINGSGEBIED

Deze procedure vervangt de procedure van november 2016 en beschrijft een methode voor de
extractie, zuivering en analyse van de meest voorkomende niet-ionogene surfactanten, met name:

- alcoholethoxylaten (AEO)
- alkylfenolethoxylaten (APEO)
- alkanolamides

De methode is toepasbaar op drink-, grond-, oppervlakte- en afvalwater vanaf een concentratie
van 10 pg/I.

Opmerkingen:

- de meest voorkomende AEO zijn C10 tot C16 alcoholen met 0 tot 9 ethyleenoxide-
eenheden; een AEO is steeds een mengsel van polyethoxylaatverbindingen met
verschillende polymerisatiegraad; een C13-EO;; bv. staat voor een
tridecylalcoholethoxylaat (polyoxyethylene tridecyl ether, polyethylene glycol tridecyl
ether) met gemiddelde polymerisatiegraad 12

- de meest voorkomende APEO zijn C8 en C9 fenolen met 1 tot 20 ethyleenoxide-eenheden;
een APEO is steeds een mengsel van polyethoxylaatverbindingen met verschillende
polymerisatiegraad; een C9P-EQO;; bv. staat voor een nonylfenolethoxylaat
(polyoxyethylene nonylphenyl ether, polyethylene glycol nonylphenyl ether) met
gemiddelde polymerisatiegraad 12

- de meest voorkomende alkanolamides zijn cocamide monoethanolamide (MEA),
diethanolamide (DEA) en monoisopropanolamide (MIPA); cocamide is een mengsel van
verzadigde even C8 tot C18 vetzuuramides

- vetzuuresterethoxylaten worden niet bepaald omwille van de snelle degradatie in water

2 PRINCIPE

Waterstalen worden verdund door toevoeging van een gelijke hoeveelheid acetonitrile. De
oplossingen worden vervolgens gefiltreerd over een 0,45 um membraanfilter ofwel
gecentrifugeerd. Het filtraat wordt overgebracht naar een meetvial en geanalyseerd met
vloeistofchromatografie met accurate massa massaspectrometrische detectie. Het gehalte aan
niet-ionogene surfactanten wordt bepaald aan de hand van externe kalibratie.

3 MATERIAAL

- Gebruikelijk laboratoriumglaswerk
- Analytische balans met een afleesnauwkeurigheid van 0.1 mg
- Bovenweger met een afleesnauwkeurigheid van 0.01 g
- LC-MS bestaande uit:
o een LC-systeem (hoge druk of ultra hoge druk) met injectie-automaat, vloeistofpomp,
gethermostatiseerde kolom en ontgassingseenheid
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o een hoge resolutie massaspectrometer, time-of-flight (TOF) of Orbitrap Fourier
Transform, met electrospray interface
o een datastation voor de instelling van de instrumentele settings, de data-acquisitie en
de data-analyse
- LC-kolom: een reversed phase kolom met een C18-fase, bv. XTerra C18, 100 x 2.1 mm, 3.5 um
of Acquity BEH C18 100 x 2.1 mm, 1.7 um of gelijkwaardig.

4 REAGENTIA EN STANDAARDEN

- Methanol: bv. Merck 'gradiént grade, for liquid chromatography'

- Acetonitrile: bv. Merck 'gradiént grade, for liquid chromatography

- Water: ultrapuur

- Azijnzuur : bv. Merck p.a.

- Ammoniumacetaat: bv. Merck 99,999 %

- Stockstandaarden van bovenvermelde niet-ionogene surfactanten: vaste en vloeibare
producten van ChemService of andere leveranciers, bv. AEO C12, AEO C13, AEO C16, AEO C18,
APEO C8, APEO C9, APEO C12, cocamide MEA, cocamide DEA en cocamide MIPA; verifieer de
zuiverheid aan de hand van een LC-chromatogram en MS spectrum; bepaal ook het droge stof
gehalte; maak hiervan oplossingen in methanol/water 1/1 voor het vastleggen van de
retentietijdsgebieden. Opmerking: in geval deze producten als standaard met certificaat
aangekocht worden is de controle van de zuiverheid en van het droge stof gehalte niet nodig.

- Kalibratiestockstandaardoplossingen: maak uitgaande van de zuivere producten van AEO C12,
APEO (€9, cocamide MEA, cocamide DEA en cocamide MIPA een verdunning van 200 mg/l in
methanol. Merk op dat APEO C8 niet als kalibratiestandaard gebruikt mag worden maar wel
voor de aanmaak van de additieoplossing en de QC-referentieoplossing.

- Kalibratiewerkstandaarden: maak uitgaande van de bovenstaande stockstandaardoplossingen
een reeks verdunningen met concentraties lopende van ca 50 tot 2500 pg/l in methanol/water
1/1(zie voorbeeld in bijlage 1)

- Kalibratiecontrolestandaard: deze bevat de bovenstaande surfactanten in een concentratie van
ca 1 mg/l in methanol/water 1/1
Opm.: De kalibratiewerkstandaarden zijn maximaal 1 maand houdbaar.

- Additiestockstandaardoplossing: maak uitgaande van de zuivere producten van AEO C12, AEO
C13, AEO C16, AEO C18, APEO C8, APEO C9, APEO C12, cocamide MEA, cocamide DEA en
cocamide MIPA een verdunning van 200 mg/| in methanol

- QCreferentiestockoplossing; dit is een deer\HFO-ter-beschikkinggestelde onafhankelijke
standaardoplossing in methanol die een aantal AEO, APEO en alkanolamides bevat in een
concentratie van 200 mg/L, zie samenstelling in bijlage 4.

- QC-referentiemonster: maak uitgaande van de QC-referentie stockoplossing een verdunning in
water/ACN 1/1 van 1 mg/L

5 MONSTERBEWARING

Voor de monsterconservering en —bewaring wordt verwezen naar WAC/1/A/010.
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6 VOORBEHANDELING

Waterstalen die zwevend materiaal bevatten, worden voor de deelmonstername
gehomogeniseerd door opschudden. De deelmonsters worden voorafgaandelijk aan de filtratie
tweemaal verdund door toevoeging van een gelijke hoeveelheid acetonitrile (deze verdunningsstap
vervalt indien aan het monster reeds ter bewaring een gelijke hoeveelheid acetonitrile werd
toegevoegd); typisch wordt aan 10 ml waterstaal 10 ml acetonitrile toegevoegd. De filtratie wordt
uitgevoerd met een 0,45 pm membraanfilter. Alternatief kan gekozen worden voor
ultracentrifugatie.

De verdunning met acetonitrile verhindert de adsorptie van niet-ionogene surfactanten aan zowel
zwevend materiaal in het monster als aan de membraanfilter. 1 ml van het filtraat wordt
overgebracht in een meetvial en hiervan wordt een deel geinjecteerd in de LC-MS.

Opmerking:

- Controleer vooraf of het gekozen filtreermateriaal vrij is van surfactanten

- De bepaling van niet-ionogene surfactanten met deze LC-MS methode is voldoende gevoelig,
zodat er geen nood is aan opconcentreren.

7 LC-MS METING

7.1 LC-CONDITIES

Geschikte LC-instellingen zijn bij wijze van voorbeeld hieronder opgenomen. Andere LC-instellingen
kunnen tot vergelijkbare resultaten leiden.

Van de monsterextracten wordt typisch 5 ul in de LC-MS geinjecteerd. Elk monster wordt minstens
in duplo gemeten (zie ook 8.6).

De LC-analyse gebeurt op een C18 kolom met gradiéntelutie.
Een voorbeeld van een geschikte UPLC kolom is Acquity BEH C18, 100 mm x 2,1 mm x 1.7 um
De kolomtemperatuur bedraagt 40°C.

De samenstelling van de gradiént is:
A = water + 20 mM NH4Ac+0.1% azijnzuur
B = ACN/MeOH (1/1) + 20mM NH4Ac +0.1% azijnzuur

De gradiént is als volgt geprogrammeerd:

0,00 50,0 50,0 0,40
9,00 0 100,0 0,40
11,00 0 100,0 0,40
11,10 50,0 50,0 0,40
15,00 50,0 50,0 0,40

Typische retentietijden voor de verschillende niet-ionogene surfactanten bekomen op een Acquity
UPLC BEH C18 kolom zijn opgenomen in tabel 1.
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Opmerking: Aan de mobiele fase wordt 20 mM NHiAc toegevoegd om de vorming van NH4*-
adducten van AEO en APEO te bevorderen.

7.2 IMS-CONDITIES

De ionisatie gebeurt via electrospray, met acquisitie van de gevormde ionen in positieve modus
(ES+).

De MS opname gebeurt met volgende typische instellingen:

Scan range: 100 — 1000 m/z
Resolution: 10.000 of hoger
Lock mass: 391.28428

Sheat gas flow rate: 60 ml/min
Aux gas flow rate: 30 ml/min
Spray voltage: 3500 V
Capillary temp.: 350°C
Capillary voltage: 38 V

Tube lens voltage: 120V
Skimmer voltage: 21V

De identificatie en kwantificatie van de surfactanten gebeuren op basis van de exacte massa’s
opgenomen in tabel 1.

De dataverwerking gebeurt met de software van het apparaat.

Voorbeelden van UPLC-MS chromatogramen zijn voor APEO C8 en cocamide MEA opgenomen in
bijlage 2, samen met de typische MS spectra. Spectra van AEO en APEO worden gekenmerkt door
een gaussiaanse verdeling van pieken gescheiden door 44 massa-eenheden, overeenkomend met
de massa van ethyleenoxide. De scheiding van niet-ionogene surfactanten op een omgekeerde fase
kolom gebeurt op basis van de alkyl(fenol)ketenlengte en is quasi onafhankelijk van de
polyethoxylaatketenlengte. Vertakte alkylketens vertonen minder retentie dan lineaire ketens.
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7.3 IDENTIFICATIE EN INTEGRATIE

Extraheer voor elke surfactant uit tabel 1 het overeenstemmende ionchromatogram op basis van
de gesommeerde ionen.

De identificatiecriteria zijn:
- het voorkomen van pieken met een signaal-ruisverhouding groter dan 6 en met een
retentietijd overeenkomstig met deze uit tabel 1
- van elke LC-piek wordt het geregistreerde spectrum weergegeven; een positieve
identificatie van AEO en APEO gebeurt op basis van het voorkomen van een regelmatige
verdeling van ionen in het massaspectrum, waarbij de ionen gescheiden zijn met 44 massa-
eenheden

In bijlage 2 en 3 zijn bij wijze van voorbeeld de chromatogrammen en massaspectra voor resp.
nonylfenolethoxylaat en cocamide MEA weergegeven.

Bepaal van elke geidentificeerde piek de oppervlakte.

Ga voor de kalibratiestandaarden (APEO C9, AEO C12 en de alkanolamides) op dezelfde manier te
werk.

Opmerkingen:

- gezien de samenstelling van de mobiele fase worden in geval van AEO en APEO
voornamelijk ammonium adducten gemeten

- in geval van lange ethoxylaatketenlengtes (>C20) kunnen ook dikationen waargenomen
worden; deze zijn gescheiden met Am/z = 22; deze ionen worden niet in rekening gebracht

- in het chromatogram kunnen andere pieken aangetroffen worden met een regelmatig
Am/z 44 of Am/z 22 patroon zonder dat deze toegewezen kunnen worden aan de APEO of
AEO uit tabel 1; het betreft in dit geval andere niet-ionogene surfactanten zoals
onverzadigde AEO, gehydrogeneerde APEO of vetzuuresterethoxylaten

7.4  KALIBRATIE EN KWANTIFICATIE

De kwantificatie gebeurt met de externe standaardmethode, waarbij de gehalten van de
gedetecteerde APEO, AEO en alkanolamides berekend worden aan de hand van de uit de
kalibratiereeks bekomen kalibratiecoéfficiénten. AEO worden gekwantificeerd t.o.v. AEO C12,
APEO t.o.v. APEO (9, alkanolamides t.o.v. de overeenkomstige standaarden.

De kalibratie omvat de injectie van minstens 5 standaardoplossingen die de te bepalen
surfactantstandaarden bevatten in oplopende concentraties (zie voorbeeld in bijlage 1). De
kalibratievergelijking heeft gewoonlijk een lineair verloop:

A =aC, +b
met
A = de gemeten piekoppervlakte voor de surfactant i in de standaardoplossing
G = de concentratie van de surfactant i in ug/l in de standaardoplossing
versie juni 2022 8 van 15 WAC/IV/A/021
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De gemeten piekoppervlakten worden voor elke te bepalen surfactant uitgezet i.f.v. van de
concentratie. De coéfficiénten a (helling of reponsfactor) en b (afgesneden stuk) worden bepaald
door lineaire regressie met inbegrip van het punt (0,0) en met 1/X weging (dit gebeurt al dan niet
automatisch met de software van het apparaat).

De correlatiecoéfficiéent dient > 0.994. Het werkgebied wordt bepaald door de concentraties
waarvoor de residuele afwijking tot de rechte <30%.

De berekening van de kalibratiecurve gebeurt bij elke analysereeks. Om een aantal
monsterinjecties (bv. 6) wordt de geldigheid van de kalibratierechte gecontroleerd door injectie
van een kalibratiecontrolestandaard.

7.5  GEHALTE VAN DE SURFACTANTEN IN HET WATERMONSTER

De concentraties in het monster worden vervolgens berekend als volgt:

C.(monster) = (A’—_bj *yf
a

met
Ci(monster)=  de concentratie van de surfactantverbinding i in het monster in pg/|
A = de gemeten piekopperviakte voor de surfactantverbinding i in het
monsterextract
aenb = de coéfficiénten van de kalibratievergelijking
vf = de verdunningsfactor (gewoonlijk 2)

De gemiddelde waarde van de duplo of meervoudige bepaling wordt gerapporteerd.

Het totaal gehalte niet-ionogene surfactanten wordt tenslotte berekend door de sommatie van de
gehalten van de gedetecteerde surfactanten:

Ctotaal = Z Ci

Opmerkingen:

- Bij overschrijding van de bovenste grens van het werkgebied dient voor de bepaling van de
betrokken surfactantverbinding het extract verdund te worden met ACN/water 1/1 en opnieuw
gemeten.

- In geval van zwaar beladen monsters (dit kan afgeleid worden uit het total ion chromatogram)
kan het signaal van de surfactanten beinvioed zijn door coélutie met matrixcomponenten
waarbij meestal ionisatiesuppressie maar soms ook ionisatieversterking optreedt. Een controle
op de aanwezigheid van matrixeffecten kan gebeuren met behulp van standaardadditie (zie ook
hieronder 8.7 matrixadditie). Aan het monsterextract worden a.d.h.v. de additiestockstandaard
gekende hoeveelheden surfactanten aan het monster toegevoegd in de verwachte
concentratie(s) en de terugvindingen worden bepaald o.b.v. de gemeten oppervlakten bekomen
met en zonder additie. De terugvindingen moet gelegen zijn tussen 70-130%. In het andere
geval dient voor de terugvinding gecorrigeerd te worden of wordt in het rapport aangegeven
dat het gehalte mogelijk overschat resp. onderschat is.

- Voor de AEQ’s wordt de som van lineair en vertakt als resultaat gerapporteerd.
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8 KWALITEITSCONTROLE

8.1 RESPONSLINEARITEIT

Voor de werkwijze voor de bepaling van de lineariteit wordt verwezen naar de validatieprocedure
6/A van het CMA. Een controle van de lineariteit wordt uitgevoerd bij elke ernstige instrumentele
ingreep. Indien niet aan lineariteit is voldaan mag overgeschakeld worden op een andere (bv.
kwadratische) functie.

8.2 INSTRUMENTELE DETECTIELIMIETEN

De instrumentele detectielimiet is een maat voor de gevoeligheid van het apparaat. Aan de hand
van het chromatogram van de laagste kalibratie-oplossing wordt voor elke surfactantstandaard de
kleinst meetbare concentratie bepaald, gedefinieerd als:

DL(instr) =3 * RG * conc/PH

met
DL(instr) = de instrumentele detectielimiet in pug/I
RG = de "peak-to-peak" ruishoogte aan de voet van de chromatogrampiek van de
surfactantverbinding
PH = de piekhoogte van de surfactantverbinding
C = concentratie van de surfactantverbinding in de kalibratie-oplossing in pg/I

De instrumentele detectielimieten moeten van die aard zijn dat zonder problemen de gevraagde
rapporteergrenzen kunnen gehaald worden. Een streefwaarde is 50 ug/l voor elke surfactant.

8.3  CONTROLE OP DE KALIBRATIE

Om een welbepaald aantal monsters (bv. 6) wordt de geldigheid van de kalibratievergelijking
gecontroleerd. Hiertoe wordt één van de standaardoplossingen uit de kalibratiereeks opnieuw
geinjecteerd. De concentraties in de oplossing worden berekend met de kalibratievergelijking en
mogen niet meer dan 15% afwijken van de werkelijke concentraties. Indien de afwijking groter is
dan 15% dient een herkalibratie te gebeuren met inzetten van de volledige kalibratiereeks.

8.4 PROCEDUREBLANCO

Bij elke analysereeks wordt tenminste één procedureblanco bepaald. Hierbij wordt de volledige

analyseprocedure gevolgd, doch zonder inname van monster.

M.b.t. de blancobijdrage worden volgende regels gehanteerd:

- voor monsterwaarden groter dan 5 maal de rapporteergrens: de chromatogrammen dienen
vrij te zijn van pieken in een concentratie groter dan 10% van de monsterwaarde

- voor monsterwaarden kleiner dan 5 maal de rapporteergrens: de chromatogrammen dienen
vrij te zijn van pieken in een concentratie groter dan de helft van de rapporteergrens.

8.5 QC MONSTER

Om de terugvinding en de reproduceerbaarheid te controleren wordt bij elke meetreeks het QC
referentiemonster geanalyseerd. De terugvindingen moeten gelegen zijn tussen 75% en 125%. De
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gehalten worden opgetekend in controlekaarten en de opgetekende waarden worden getoetst aan
de voor controlekaarten geldende criteria.

8.6 DUPLOBEPALING

Elk monster wordt in 2-voud opgewerkt en gemeten. De bekomen gehalten mogen niet meer dan
20% van mekaar afwijken.

8.7 MATRIXADDITIE

Aan een deel van het watermonster wordt een gekende hoeveelheid van de additiestockstandaard
toegevoegd. Het monster worden opgewerkt en gemeten en de terugvindingen worden bepaald,
rekening houdend met het oorspronkelijk aanwezige gehalte. De terugvindingen dienen gelegen te
zijn tussen 70 en 130% (dit criterium geldt voor addities die minstens het in het monster aanwezige
gehalte bedragen). Bij afwijkende terugvindingen dient het gehalte bepaald te worden a.d.h.v.
standaardadditie.

9 VEILIGHEID

De scheikundige producten die bij deze analysemethode gebruikt worden, zijn ondergebracht bij
de potentieel giftige en kankerverwekkende stoffen. Dit maakt het noodzakelijk de voorziene
maatregelen in het laboratorium toe te passen om blootstelling aan of contact met deze producten
tot een minimum te herleiden.

versie juni 2022 11van 15 WAC/IV/A/021
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BIJLAGE 1: VOORBEELD VAN KALIBRATIEREEKS VOOR NIET-IONOGENE

SURFACTANTEN

Meetoplossingen in 50/50 MeOH/water, in pg/I

APEO C9 2578 537 255 127 54
AEO C12 1405 293 139 69 29
Cocamide MEA 2811 586 278 138 59
Cocamide DEA 2576 537 255 127 54
Cocamide MIPA 2530 527 250 124 53
versie juni 2022 12 van 15 WAC/IV/A/021
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BIJLAGE 2: CHROMATOGRAM EN MASSASPECTRUM VOOR
NONYLFENOLETHOXYLAAT
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BIJLAGE 3: CHROMATOGRAM EN MASSASPECTRUM VOOR COCAMIDE
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