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Schnellverfahren fiir den Aufschluf}
von grofleren Mengen an Biomaterial

zur analytischen Erfassung von Schwermetallspuren
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A Rapid Decomposition Process

for Large Samples of Biological Materials
and Its Use in the Determination

of Trace Quantities of Heavy Metals

Summary. A 20 g sample of biological material with a
water content of 70—809, was pre-dried in a closed
pressure vessel and thereafter burnt in oxygen. All
traces of metallic poisons, which are present in the
starting sample, find their way quantitatively into a
solution consisting of the condensates from drying and
combustion. The time required for decomposition is
less than 30 min. Mercury, cadmium, lead and arsenic
in amounts ranging from 50 — 250 ppb resp. in amounts
of 1—35 g can be detected with a recovery rate of 80 —
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Zusammenfassung. Ein Verfahren zum Aufschluf3 von
Biomaterial wird beschricben. Dabei konnen 20 g einer
Probe mit einem Wassergehalt von 70 — 80 % in weniger
als 30 min aufgeschlossen werden. Man trocknet die
Probe in einem geschlossenen Druckgefal und ver-
brennt anschlieBend in Sauerstoff. Die zu erfassenden
Schwermetallspuren liegen in einer Losung vor, die im
wesentlichen aus dem Kondenswasser der Probe und
den Verbrennungsprodukten der organischen Matrix
besteht. Quecksilber, Cadmium, Blei und Arsen in
Konzentrationen von 50 — 250 ppb bzw. im Bereich von
1— 5 pg kdnnen mit einer Wiederfindungsrate von 80—
909, erfalBt werden.

Key words: Best. von Schwermetallen in Biolog. Mate-
rial, Lebensmittel ; Spurenanalyse, AufschluB3verfahren

1. Einleitung

Die Zerstorung organischer Substanzen durch Siuren
[3, 5, 12] oder oxidierende Lésungsgemische [11] dauert
bei groBeren Probeneinwaagen ldngere Zeit [7] und
ergibt durch die erforderlichen relativ groBen Mengen
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an Chemikalien erhéhte Blindwerte. AuBerdem sind je
nach apparativem Aufwand mehr oder weniger groBe
Verluste an leicht fllichtigen Verbindungen, z.B. bei
Quecksilber- und Arsenspuren zu erwarten [10]. Ande-
re AufschluBverfahren, wie z.B. die Verbrennung der
organischen Matrix in Sauerstoff unter verschiedenen
Bedingungen [2, 8] vermeiden zwar zum Teil die Nach-
teile der NaBveraschung, sie sind jedoch nur fiir den
AufschluB von Probenmengen bis zu einigen Gramm
geeignet. Die seit langem bekannte Verbrennung von
organischen Substanzen in Sauerstoff unter erh6htem
Druck [1] ist in der urspriinglichen Form fir die
Anforderungen der Spurenanalyse, z.B. bei der Lebens-
mitteliiberwachung, nicht unmittelbar einsetzbar. Ein
wichtiges Kriterium fiir eine vollstindige und ruhige
Verbrennung einer groBeren Probenmasse ist der Was-
sergehalt des Probenmaterials. Wéhrend zu feuchte
Proben unvollstdndig verbrennen, ergibt zu trockenes
Material ebenfalls einen erhdhten Riickstand an Koh-
lenstoff, da bei einer sehr kurzen Verbrennungszeit
nicht ausreichend Sauerstoff an die Probe nachge-
bracht werden kann. AuBerdem koénnen trockene und
fein verteilte Proben explosionsartig reagieren.

2. Experimentelles
2.1 Erforderliche Chemikalien

Sauerstoff, rein in Druckflaschen; Salpetersdure, suprapur 1+1;
bidest. Wasser.

2.2 Apparatives

DruckaufschiuBgerit; Sauerstoff in Druckflasche; MeBkolben
100 ml; Mefcylinder 5ml; Pipette 50 ml; Papietfilter, Schwarzband,
90 mm .

1 Die Trocknung und der AufschluB der organischen Substanzprobe
erfolgt in einem speziellen Druckaufschlugerdt. Zum Betreiben
des Gerites ist lediglich die iibliche Labor-Grundausstattung mit
einem Strom- und Wasseranschluf3 erforderlich. Eine ausfiihrliche
Beschreibung des Aufbaues und der Funktionsweise des Druck-
aufschluBgerites wird zur Veroffentlichung in dieser Zeitschrift
vorbereitet
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2.3 Versuchsdurchfiihrung

2.3.1 Probenmaterial. Die Leistungsfahigkeit des AufschluBverfah-
rens wurde in erster Linie an Proben von Schweinefleisch und
Rindfleisch sowie an Schweineniere, Schweineleber und Rinderleber
gepriift. Dabei wurde handelsiibliches Material eingesetzt. Ubliche
Schwankungen im Fettgehalt blieben unberiicksichtigt. Zur Feststel-
lung der Wiederfindungsrate wurde die Grundbelastung des Probe-
materials an Schwermetallen ermittelt. Die jeweiligen Einwaagen aus
der homogenisierten Probe wurden dann, vor Beginn des AufschluB3-
verfahrens, mit definierten Zusétzen an den interessierenden Metall-
spuren Hg, Pb, As und Cd versehen. Bei unbekanntem Alterungszu-
stand des Probenmaterials ist die Bestimmung des Wassergehaltes
erforderlich. Das Verfahren hat sich bisher auBerdem beim Auf-
schluB der folgenden Substanzen bewithrt: Orangen, Malfarben fiir
Kinder, Wurstwaren, pulverférmige Kinderfertignahrung, Kondens-
milch, Bienenhonig, Olsardinen, Fruchtsaftlikér, Speiseél und Tin-
tenfische sowie bei Nahrungsmitteln auf vorwiegend vegetarischer
Basis, bei Stuhlproben und bei menschlichem Gewebe.

2.3.2 Arbeitsvorschrift. Das zerkleinerte Probenmaterial (a) wird in
einer speziellen Schale aus Quarz eingewogen und mit einem Papier-
filter bedeckt (b). Die Schale wird auf eine Heizeinrichtung im
DruckaufschluBgerat gestellt und das Gerit geschlossen. Mit Hilfe
der Heizeinrichtung trocknet man die Probe etwa 10 min lang (c).
AnschlieBend fiillt man das Druckgefd3 mit Sauerstoff bis zu einem
Druck von 35—40bar und ziindet elektrisch mit einem Ziinddraht
(d). Nach dem Verbrennen der Probe 1Bt man 7 min lang absorbie-
ren (¢). Dann wird durch ein Entliiftungsventil Druckausgleich
hergestellt. Nach Offnen des GefaBes gibt man 1 ml HNO; (14 1) und
5ml Wasser in die Probenschale und erhitzt 40s lang mit der
Heizeinrichtung. Der Schaleninhalt (f) wird mit dem Kondensat am
Boden des AufschluigefaBes vereinigt. Dann saugt man mit einer
Pipette die Losung ab und fiillt im MeBkolben auf 100 ml auf. Die
Erfassung der Metallspuren kann mit einer geeigneten analytischen
Methode, z.B. photometrisch mit Dithizon [4], mit AAS [6, 9] oder
nach einer Anreicherungsfillung? mit RFA erfolgen.

Bemerkungen zur Arbeitsvorschrift

a) Bei einem Wassergehalt der Probe von 70 — 80 %, z.B. bei frischem
Fleisch, kann die Einwaage 20 g betragen; bei niedrigerem Feuchtig-
keitsgehalt wird entsprechend weniger eingewogen. Die zum Auf-
schlufl gebrachte organische Masse soll 5—6 g nicht iiberschreiten.
Das Probenmaterial kann auf jede geeignete Weise zerkleinert
werden.

b) Organproben, wie z.B. zerkieinerte Leber oder Niere, trocknen
gleichmiBiger und verbrennen besser, wenn die Probe auf ein
Rundfilter am Boden der Quarzschale eingebracht und mit einem
zweiten Rundfilter bedeckt wird.

¢) Die Trocknungstemperatur und -zeitdauer ist auf den Feuch-
tigkeitsgrad des Probenmaterials abzustimmen. In jedem Fall muB
die Probe vor der Verbrennung einen Restfeuchtegehalt von 10—
209 besitzen. Wasserdrmere Proben, z.B. reines Fett, werden mit
einer entsprechenden Menge dest. Wasser vermengt. Die Verbren-
nung erfolgt dann ohne vorherige Trocknung.

d) Die Verbrennung des Probenmaterials wird durch einen
»Ziindstreifen« aus etwa 5 mm breitem Filtrierpapier eingeleitet.

e) In dieser Zeit erfolgt eine gute Absorption der gasférmigen
Verbrennungsprodukte am Wassernebel im AufschluBgefaB. Gegen
Ende der Zeit ist auBerdem der Wasserdampf im Gefid3 weitgehend
kondensiert.

f) Der Verbrennungsriickstand in der Schale enthalt hauptsich-
lich Salze aus dem Biomaterial und einen Teil der zu erfassenden
Schwermetallspuren.

2 Veréffentlichung in Vorbereitung
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Tabelle 1. Ausbringversuche nach verschiedener Verweilzeit der
Metallspuren im Druckaufschluigefil. Es wurden jeweils 5Spg
vorgelegt. Bestimmung der Elemente erfolgte photometrisch. Hg, Pb,
Cd mit Dithizon, As nach dem Molybdénblau-Verfahren

Element Verweilzeit gefunden (%)
im Druckauf- (ng)
schluBgefd3
(min)
Hg 5 47 94
5 5,0 100
5 47 94
30 4,7 94
30 43 86
30 4,5 90
60 4.8 96
60 4,6 92
As 5 49 98
5 5,2 104
5 49 98
Cd 1 4,1 82
1 5,0 100
1 4,1 82
Pb 5 4,5 90
5 4,55 91
5 5,0 100
5 4,55 91

3. Storungen
3.1 Einfluf des Gefdfimaterials

Zur Untersuchung des Verhaltens der zu erfassenden
Metallspuren gegeniiber dem Gefdlmaterial wurden
entsprechend verdiinnte, schwach salpetersaure Me-
tallsalzlosungen in das Druckaufschlufigefa3 gebracht.
Dabei wurde die gesamte innere Oberfliche benetzt.
Nach verschiedenen Verweilzeiten wurde die Losung
abgesaugt und das DruckaufschluBgefal mit tridest.
Wasser gespiilt. Nach den in der Tabelle 1 wiedergege-
benen Wiederfindungsraten ist unter den Versuchsbe-
dingungen mit keiner Reaktion der interessierenden
Metallspuren mit dem Wandmaterial des AufschluB3ge-
rites, einem hochlegierten Cr/Ni/Mo-Stahl, zu rech-
nen. Die Bestimmung der ausgebrachten Metallspuren
erfolgte photometrisch mit Dithizon.

3.2 Bestdandigkeit des Gefifimaterials

Es wurde festgestelit, daB3 beim Aufschlul von 20g
Fleisch jeweils 10— 30 pg Eisen, < 5pug Nickel und 4 pug
Chrom von der GefaBwandung abgetragen und in die
AufschluBlosung eingebracht werden. Demzufolge
kénnen die Elemente Fe, Ni, Cr, Mo und Mn nach
diesem AufschluBverfahren, infolge der nicht ausrei-
chenden Bestdndigkeit des GefdBmaterials im Spuren-
bereich, nicht erfal3t werden.
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3.3 Druckverlauf

Der iibliche Druckverlauf ist am Beispiel der Verbren-
nung von 20 g Fleisch, nach vorheriger Trocknung im
DruckaufschluBgerit, in der Abb. 1 wiedergegeben.

90 —‘ bar
Zindung
30+
r T 1 L 1
4 3 2 sec 1 0

Abb. 1. Druckverlauf beim AufschluB von 20 g Rindfleisch

Fresenius Z. Anal. Chem., Band 294 (1979)

Bei unzuléssig hohem Druckanstieg wird als Sicher-
heitseinrichtung des DruckaufschluBBgerites eine Berst-
scheibe zum Platzen gebracht. Uberhdhter Druck ent-
steht z.B. bei zu hoher Einwaage oder bei zu rascher
Verbrennung von zu trockenem Probenmaterial. Sehr
fein verteiltes Material, z.B. staubformige oder mehlar-
tige Proben, muB vor dem AufschluB mit Wasser
angeteigt und entsprechend getrocknet werden. In
jedem Fall muB mit einem Filtrierpapier abgedeckt
werden, um ein Verstauben zu vermeiden.

4. Mefwerte
4.1 Wiederfindungsraten

Fiir die Ermittiung der Wiederfindungsraten wurden
jeweils 20 g Schweinefleisch bzw. Rindfleisch sowie,
wegen der hoheren Eigenbelastung, je 10 g Rinderleber

Tabelle 2. Wiederfindungsraten und Reproduzierbarkeit der Ergebnisse nach Aufschlufl verschiedener Matrices. Bei den Zahlenwerten ist ein
meBbarer Eigenwert der Proben an den zugegebenen Elementen beriicksichtigt

Probe Hg, As, Pb, Cd Wiederfindungsrate in pg
zugegeben
in pg mit AAS mit Photometrie mit RFA
Hg As Pb Cd Hg As Pb Cd Hg As Pb Cd
Rindfleisch je S 4,3 4,7 n.b. n.b. 4,3 n.b. 4,0 4,0 42 4,0 4,4 4,4
4,4 4,3 3,9 53 40 4,3 4,1 4,3 5,2
4,0 4,2 4,0 46 41 47 4,6 49 4.1
4.1 4.8 4,4 4,2 41 4.8
4,5 4,2 4,4 4.4 4,8 44
4,7 4.8 4,7 4.3 48 5,1
4,7 4,1 4,8 5,2
je 2 nb. nb. nb. nb. nb. nb. 1,8 1,6 nb. 1,63 185 1,70
2,0 1,6 2,090 1,83 1,66
je 1 098 098 nb. nb. 0,9 n.b. 0,9 nb. nb. 095 090 0,95
0,83 0,90 1,0 n.b.
nb. 090
0,79 0,86
Schweinefleisch je10 nb. nb. nb 9,6 9,0 nb. 10,7 nb. nb. nb. nb nb
9,4 10,2 10,8
9,0 9,7 10,7
10,0 10,0 10,4
9,6 9,2 10,7
9,8 9,7 10,4
je 3 nb. nb. nb. nb. nb. nb. anb anb. 4,5 4,6 4,9 49
4,3 4,3 4,7 4,2
4,4 4,6 4,7 44
4,6 nb. 47 4.4
4,6 nb. 46 47
Rinderleber e 5 4.5 4,3 nb. nb. 5,0 nb. nb. nb. 4.1 nb. 438 43
4,3 n.b. 5,3 4.1 nb. 4,7 n.b.
Schweineniere je 5 nb. nb. nb nb. nb. nb. nb. 1nb. 4,9 4,8 4,7 4,7

4,2 4,5 4,2 52
4,5 53 4,4 4,8
4,7 4,7 4,6 4,7
4,8 4,7 4,7 49
4,7 52 4,6 5.1

2 Nicht bestimmt
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Tabelle3. Bestimmung der Gehalte an Hg, As, Pb und Cd in
Schweinefleisch, Rindfleisch, Schweineniere und Rinderleber mit
RFA. Konzentrationsangaben in ppb. (n.n. = nicht nachweisbar)

Probe Hg As Pb Cd
Schweinefleisch® n.n. n.n. n.n. n.n.
Rindfleisch n.n. n.n. 48 n.n.
n.n. n.n. 40 n.n.
n.n. n.n. 64 n.n.
n.n. n.n. 40 n.n.
n.n. n.n. 40 n.n.
n.n. n.n. 50 n.n.
Rinderleber n.n. n.n. 193 245
n.n. n.n. 194 104
Schweineniere 326 34 127 855
329 17 93 837
343 30 105 830
331 22 107 760
302 34 35 706
337 29 85 819
337 16 77 820

2 9 Bestimmungen

bzw. Schweineniere mit den Elementen Hg, Pb, Cd und
As im Bereich von 1-10pg dotiert. Nach dem Auf-
schluB wurden vergleichende Bestimmungen der zuge-
gebenen Elemente mit Atom-Absorptionsspektralpho-
tometrie  (AAS), Rontgen-Fluorescenz-Analyse3
(RFA) und Absorptionsphotometrie der Dithizonate
durchgefiihrt. In der Tabelle 2 sind die Analysenergeb-
nisse zusammengefalBt.

4.2 Elementspurengehalte
in Fleisch- und Organproben

Diese sind in der Tabelle 3 zusammengefaBit. Analyse-
verfahren RFA.

5. Diskussion

Die Reaktionstragheit des Werkstoffes fiir das Auf-
schluBgefi ist auf eine gute und dichte Passivierung

3 Nach einer Anreicherungsfallung
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der Oberfliche durch die stark oxidierende Atmosphé-
re unter den Versuchsbedingungen zuriickzufithren. An
der Wandung zuriickgehaltene Metallspuren konnten
auch bei speziellen Untersuchungen nicht in dem hier
interessierenden Mengenbereich nachgewiesen werden.
Eine Spurenerfassung der Elemente des GefdBmaterials
ist allerdings in AufschluBproben trotz der geringen
Abtragungsrate nicht mehr méglich. Fiir alle ibrigen
Elemente liegen die Blindwerte sehr niedrig, da fiir den
Aufschluf} praktisch keine Chemikalien verwendet wer-
den und ein Einschleppen von Verunreinigungen aus
der Umgebung dadurch unterbunden wird, daf3 simtli-
che Arbeitsschritte fiir den AufschluB in einem ge-
schlossenen System erfolgen.

Besonderer Dank gebiihrt fiir wertvolle Hilfe bei der praktischen
Erprobung des Aufschlufiverfahrens, fiir eine kritische Priifung und
viele interessante Hinweise den Herren Dr. Beil und Dr. Weber,
Chemische Untersuchungsanstalt der Stadt Niirnberg; Herrn Schal-
ler, Institut fiir Arbeits- und Sozial-Medizin und Polyklinik fiir
Berufskrankheiten der Universitdt Erlangen-Niirnberg und den
Herren Dr. Forschner und Dr. Wolf, Staatliches Veterindr-Untersu-
chungsamt, Hannover.
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