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Bestimmung von Blei in biologischen Materialien
mit Hilfe der flammenlosen Atomabsorptionsspektrometrie
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Determination of Lead in Biological Materials by means of Flameless Atomic Absorption Spectrometry. The samples
were dissolved in nitric acid. The excess acid, which influences the lead absorption signal, was removed by the
‘addition of formic acid. Both the heights and the areas of the absorption peaks were evaluated -and the results
compared. The precision and the accuracy of the method, which was tested by determining the lead content of a
biological standard reference material, proved to be satisfactory.

Zusammenfassung. Fir die Bleianalyse in biologischen Materialien mit Hilfe der flammenlosen Atom-
absorption wurde eine Methode entwickelt. Die Proben wurden mit Salpetersiure geldst. Die iiberschiissige Siure,
durch die das Blei-Absorptionssignal beeinfluit wird, wurde durch Zugabe von Ameisensiiure entfernt. Es wurden
sowohl die Héhen als auch die Flachen der Absorptionspeaks ausgewertet und die Ergebnisse miteinander ver-
glichen. Bei der Bestimmung des Bleigehalts eines biologischen Standardmaterials konnte gezeigt werden, daB

die Methode ausreichende Reproduzierbarkeit und Genauigkeit besitzt.

Best. von Blei in Biolog. Material; Spektralphotometrie, Atomabsorption; flammenlos.

FEinleitung

Eine geeignete Methode zur Bestimmung des Blei-
gehaltes in der Umwelt bzw. im Menschen ist die
flammenlose Atomabsorptionsspektrometrie, deren
Empfindlichkeit ausreicht, um Elementkonzentratio-
nen im ppb-Bereich zu messen.

Bei dem Verfahren besteht grundsitzlich die Mog-
lichkeit, feste Proben direkt zu analysieren. Die dabei
erforderliche sehr kleine Probenmenge ist jedoch bei
inhomogener Elementverteilung nicht repriisentativ
fiir die Gesamtprobe. Weiterhin kénnen bei Materia-
lien, bei denen die Verbindungen des zu analysieren-
den Elementes nicht bekannt sind, Fehler durch den
EinfluB der Bindungsform auf die Messung nicht
vermieden werden.

Bei biologischen Proben empfiehlt es sich deshalb
in den meisten Féllen, durch einen AufschluB homo-
gene Losungen herzustellen, in denen das Element in
einer definierten Verbindung vorliegt. Das Ziel dieser
Arbeit war, bei der Bleibestimmung in biologischen
Materialien einige Fehler zu untersuchen, die durch
einen derartigen AufschluB entstehen kénnen, und ein
geeignetes Verfahren zu entwickeln.

Methodik
MeBapparatur und Reagentien

Fiir die atomabsorptionsspektrometrischen Messungen stand
ein Zweikanal-Spektrophotometer Perkin-Elmer 503 mit
Deuteriumuntergrundkompensator zur Verfiigung. Die flam-
menlose Atomisierung der Proben wurde in einer Graphit-
rohrkiivette HGA 74 der gleichen Firma durchgefiihrt. Die
MeBsignale wurden parallel durch einen Schreiber Perkin-
Elmer 56 M und einen Speicherintegrator zur Peakflichen-
auswertung Perkin-Elmer SIP-1 registriert.

Die Standards fiir die Bleianalyse wurden durch Ver-
diinnen einer wafirigen Fixanal-Bleinitratlosung (Riedel-de
Haen) mit bidest. Wasser hergestellt. Die Stammldsungen mit
Elementkonzentrationen von 1 und 0,1 ppm und einem Siure-
gehalt von 0,01 N HCI wurden jeweils kurz vor den Messun-
gen zu StandardlSsungen mit einem Bleigehali von 5— 500 ppb
verdiinnt.

AuBerdem wurden bei den Untersuchungen die folgenden
Reagentien verwendet: 709 ige HCIO, suprapur (Merck),
65%;ige HNO; suprapur (Merck), HCOOH p.a. (Merck) und
H,C,0, p.a. (Riedel-de Haen).

Entwicklung der Methode

Fir die Veraschung der biologischen Matrix wurde
ein NaBverfahren gewéhlt. Von Vorteil gegeniiber dem
trockenen AufschluB im Ofen oder in aktiviertem
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Sauerstoff sind die niedrige Veraschungstemperatur
und die Mdglichkeit, bei Bedarf die Proben in einem
geschlossenen System aufzuarbeiten, wodurch die
Gefahr des Elementverlustes durch Verfliichtigung
verringert wird.

Fiir die Zerstérung des organischen Materials wur-
den HCIO, und HNO; in Betracht gezogen. Auf die
Verwendung von H,SO,, die sich in Mischungen mit
den beiden anderen Sduren oder mit H,O, gut zur
Veraschung eignet, wurde wegen der Moglichkeit der
Mitfallung von PbSO, mit CaSO, bei Proben mit
hohem Calciumgehalt verzichtet.

Einflu der AufschluBreagentien auf das MeBsignal

Um die Verwendbarkeit von Perchlorsdure und Sal-
petersdure als Aufschlufireagentien zu priifen, wurde
ihr EinfluB auf das MeBsignal bei der atomabsorptions-
spektrometrischen Bleimessung untersucht. Aus Abb.1
ist ersichtlich, dall durch Perchlorsidure der Absorp-
tionspeak erniedrigt wird. Bei einem Sauregehalt von
2 N war die Peakh6he im Vergleich zur siurefreien
Loésung um 709 verringert. Aullerdem vergroBerte
sich die Standardabweichung fiir die Einzelmessung
von 5 auf 20 9. Ein Grund hierfiir kénnte sein, daB3 die
Perchlorsidure die Oberfliche des Graphits oxidativ
angreift und dadurch eine reproduzierbare Verteilung
der Probe im Graphitrohr nicht mehr moglich ist.

Auch durch Salpetersidure wird, wie in Abb.2 dar-
gestellt, die Peakhohe stark erniedrigt. Um zu unter-
suchen, ob dieser Effekt nur auf einer Verzégerung bei
der Atomisierung des Elements beruht, wodurch der
Absorptionspeak zwar erniedrigt aber dementspre-
chend verbreitert wiirde, wurde eine Bestimmung der
Peakflichen durchgefiihrt. Aus den in der gleichen Ab-
bildung aufgefithrten Ergebnissen, die einen der Ande-
rung der Peakhohen entsprechenden Verlauf zeigen,
geht jedoch hervor, daB es nicht méglich ist, den Saure-
einfluB durch eine Auswertung der Signalfidichen aus-
zuschalten.

Somit kann ein Analysenfehler auftreten, wenn die
Konzentration der AufschluBBreagentien, die von ver-
schiedenen Parametern wie z. B, der Probenmenge und
der Zusammensetzung der Matrix abhéngt, in den
gelosten Proben unterschiedlich ist. Eine Erhéhung
des Sauregehalts auf den gleichen, reproduzierbaren
Maximalwert héitte durch die groBe Signalerniedri-
gung eine Verringerung der Empfindlichkeit zur Folge.
AuBerdem wiirde durch die stdrkere Oxidation der
Oberfliche die Lebensdauer der Graphitrohre ver-
kiirzt werden. Es empfiehlt sich deshalb, das Auf-
schluBreagens aus der Probenldsung zu entfernen. Da
dies bei Salpetersidure einfacher durchfiihrbar ist als
bei Perchlorsiure, wurde HNO, als Veraschungs-
mittel gewdhlt.

Z. Anal. Chem., Band 277, Heft 5 (1975)

100F &
80}

60}

Peakhohe [%]

40F

201

o o 0 5 20
Molaritdt der HCIQ,
Abb.1. Héhe des Blei-Absorptionspeaks (in Prozent des
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Abb.2. Hoéhe und Fliche des Blei-Absorptionspeaks (in
Prozent des Anfangswertes) in Abhéngigkeit von der HNO;-
Konzentration

Entfernen der Salpetersdure

Die Vertreibung der Sdure durch Abrauchen kann die
Bindung des Elements an unlosliche Probenbestand-
teile oder an die GefiBwinde fordern. Deshalb
wurde die Salpetersiure durch Reduktion mit Amei-
sensdure zu nitrosen Gasen aus der Lésung entfernt.
Da ein Teil der Ameisensidure zu Oxalsdure oxidiert
wird [1], liegt die Probe nach der Reaktion in einer
wilrigen Losung dieser beiden Sduren vor. Die Unter-
suchung der Abhédngigkeit der Peakhéhe von der
Saurekonzentration zeigte, daB das Blei-MeBsignal
weder durch HCOOH noch durch H,C,0, beeinfluB3t
wird.

Die Moglichkeit, dic Reaktion von HNO; mit
HCOOH direkt in der Graphitrohrkiivette durch-
zufiihren, wurde an Bleisalzlosungen mit unterschied-
licher Salpetersdurekonzentration tiberpriift. Es gelang
jedoch auch bei Zugabe eines groBen Uberschusses an
Ameisensiure nicht, die Signalerniedrigung vollig
aufzuheben.
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Die Reduktion verlduft nach sehr verzdgertem
Beginn stark exotherm. Deshalb diirfen zu der HNOs-
Ldsung zunichst nur kleine Mengen an Ameisenséure
gegeben werden. Weiterhin ist, um den Vorgang
kontrolliert ablaufen zu lassen, eine gute Kiihlung
notwendig. Ohne sie kommt es durch die Gasent-
wicklung zu einem heftigen Uberschiumen. Im wei-
teren Verlauf der Reaktion muf}, um die vollige Ver-
treibung der Salpetersdure zu erreichen, mit einem
groBen UberschuB an Ameisensidure gearbeitet wer-
den.

Durchfithrung der Analyse

Probenaufbereitung. 100— 200 mg des biologischen Materials
werden mit der 7fachen Menge an 65 % iger HNO; versetzt.
Wenn die Gefahr des Bleiverlustes durch Evaporation leicht-
flichtiger Verbindungen nicht besteht, wird der Aufschluf3 in
staubfreier Luft in offenen Teflonbehiltern durchgefiihrt, die
in einem Sandbad auf 80°C erhitzt werden. Bei fliichtigen
Bleiverbindungen wird die Veraschung in geschlossenen
TeflongefdBen bei 170°C in einem DruckaufschluBgerat [3]
vorgenommen, das durch Modifikation der Apparatur nach
Tolg [2] den gleichzeitigen AufschluB von 10 Proben gestattet.

Die Proben werden dann in ein kaltes Wasserbad gestelit,
in dem sie geschiittelt werden. 30— 60 min nach Zugabe von
200 ul HCOOH beginnt unter starker Gasentwicklung die
Reduktion der Salpetersidure. Nach dem Abklingen der Reak-
tion werden noch zweimal weitere 200 ul zugegeben. Die voll-
stindige Entfernung der HNO; wird mit einem Uberschuf3
von 1 ml HCOOH durch Erhitzen des Wasserbades auf 80°C
erreicht. Nach dem Auswégen der Lésung ist die Probe mef3-
bereit.

Atomabsorptionsspektrometrische Messung. 20 pl der Pro-
benldsung werden mit einer Finn-Pipette in die Graphitrohr-
kiivette gegeben. Die Trocknung, thermische Zersetzung und
Atomisierung wird mit dem folgenden Temperaturprogramm
durchgefiihrt:

Zeit Temperatur
sec
einstellbare  vom Her-
Einheiten  steller
angegebene
Werte®, °C
Programmschritt 1 30 55 70
Programmschritt 2 30 70 100
Gleitprogramm 120 5/205 500
Programmschritt 3 10 840 2400
Programmschritt 4 5 999 2700

* Die Uberpriifung der vom Hersteller angegebenen Tem-
peratureinstellungen fir die Kivette durch pyrometrische
Messungen zwischen 700 und 2500°C zeigte, dal3 unterhalb
1500°C der MeBwert iiber der digital einstellbaren Soll-
Temperatur lag, oberhalb 1500° C dagegen darunter. Die Ab-
weichung betrug bei der Maximaltemperatur 200°C, der
grofte prozentuale Unterschied wurde mit 159 der Soll-
Temperatur bei 700°C gefunden.
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Abb. 3. Eichkurve fiir wiBrige Pb-Losungen. ¢ Messung der
Peakhdhe; b Messung der Peakflache

Fiir die Bleianalyse wird die Resonanzlinie bei 283,3 nm
benutzt, die spektrale Spaltbreite betrdgt 0,7 nm. Die Hoéhe
des MeBsignals wird mit einem Schreiber registriert, die
Fliche wird mit Hilfe eines Peakflichenintegrators aus-
gewertet.

Zur Eichung der Messung werden einige der Probenisun-
gen geteilt. Ein definierter Teil von ca. 0,5 ml wird mit 50 ul
der wiBrigen 1 ppm-Standardlsung versetzt, der andere Teil
im gleichen Verdiinnungsverhdltnis mit Wasser. Aus der
Differenz der MeBergebnisse fiir beide Teile kann nach der
Additionsmethode der bekannten Bleimenge die entsprechen-
de Peakhohe und -fliche zugeordnet werden. Wihrend einer
MeBreihe wird der Zustand des Graphitrohres von Zeit zu
Zeit mit einer wéaBrigen Standardldsung tiberpriift.

Ergebnisse und Diskussion
Linearer Arbeitsbereich und Nachweisgrenze

Da die Additionsmethode nur dann angewendet
werden kann, wenn alle Analysenwerte im linearen
Bereich der Eichkurve liegen, ist es notwendig, dessen
Grenzen zu bestimmen. Es wurden deshalb fiir wilrige
Standardlésungen mit Bleikonzentrationen zwischen
10 und 1000 ppb die Peakhohen und die Peakflichen
gemessen. Die sich aus je 10 Einzelmessungen er-
gebenden Mittelwerte sind in Abb.3 aufgetragen.
Danach erstreckt sich der lineare Arbeitsbereich bis
zu einer Bleimenge von 5 ng. Eine Erweiterung dieses
Bereichs durch Auswertung der Peakflichen anstelle
der Peakhdhen ist im Falle des Bleis nicht méglich.
Als Nachweisgrenze (Signal mit der doppelien
Héhe des Untergrundrauschens) ergibt sich ein Wert
von 6 - 10! g Blei, wenn man bei der Atomisierung
mit verminderter DurchfluBgeschwindigkeit des
Schutzgases durch das Graphitrohr arbeitet (,,Mini
Flow*). Durch vollige Drosselung der Gaszufuhr
wihrend der Atomisierung (,,Gas Stop®) kann die
Aufenthaltsdauer der Atome im Strahlengang ver-
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langert werden und man erreicht dann eine Nach-
weisgrenze von 3 - 107! g.

Reproduzierbarkeit und Genauigkeit

Die Reproduzierbarkeit der MeBwerte bei Verwen-
dung verschiedener Graphitrohre wurde fiir eine
wélBrige 100 ppb-Bleisalzlésung durch Bestimmung
der Peakhohen und Peakflichen bei 10 Rohren unter-
sucht. Die Standardabweichung betrug fiir die Hohen
99% und fiir die Flichen 129]. Das Verhiltnis von
Fliache zu Hohe war von Rohr zu Rohr unterschied-
lich. Es ist deshalb notwendig, bei jedem neuen
Graphitrohr dessen EinfluB auf das MeBsignal mit
Standardlésungen zu iiberpriifen und die Anderungen
bei der Auswertung zu beriicksichtigen.

Die Reproduzierbarkeit und Genauigkeit der ent-
wickelten Methode wurde mit Hilfe des biologischen
Standardmaterial ,,Bovine Liver des National Bureau
of Standards bestimmt. Die Proben wurden, da ein
Elementverlust durch Verfliichtigung nicht festge-
stellt werden konnte, in offenen Behéltern aufgeschlos-
sen. Bei den Messungen wurde der Deuteriumunter-
grundkompensator verwendet.

Bei der Bleianalyse, die bei 13 Proben des Standard-
materials durchgefiihrt wurde, wurden die Hohen
und Flidchen der MeBsignale ausgewertet. Die Stan-
dardabweichung, die sowohl Schwankungen aufgrund
der Aufbereitung und Messung der Probe als auch
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Inhomogenititen des Materials einschlieit, betrug bei
beiden Auswerteverfahren 259, wihrend die atom-
absorptionsspektrometrische Messung, wie durch 10-
malige Konzentrationsbestimmung bei einer Probe
gefunden wurde, mit einer Unsicherheit von 69
behaftet war. Durch Messung der Peakhdhen wurde,
auf das Trockengewicht bezogen, ein Mittelwert von
(0,37 + 0,05) ppm Blei erhalten. Der Fehler ist fiir
eine Irrtumswahrscheinlichkeit von 59 berechnet.
Die Auswertung der Peakflichen ergab einen Wert
von (0,33 + 0,05) ppm. Beide Konzentrationen stim-
men gut mit dem vom National Bureau of Standards
angegebenen Wert von (0,32 + 0,08) ppm iiberein [4].
Demnach ist bei der Bleianalyse keines der Auswerte-
verfahren dem anderen vorzuziehen.

Die Ergebnisse zeigen, dall die Methode fiir die
Bestimmung von Blei in biologischen Materialien
ausreichende Reproduzierbarkeit und Genauigkeit
besitzt. Da die Aufarbeitung des Materials mit relativ
geringem Arbeitsaufwand bei einer groBeren Proben-
zahl simultan erfolgen kann, ist das Verfahren auch
fiir Reihenuntersuchungen geeignet.
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