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Pb- und T1-Spurenbestimmung im ppm- bzw. ppb-Bereich in biologischem Material
durch massenspektrometrische Isotopenverdiinnungsanalyse *
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Pb and T1 Trace Determination in the ppm
and ppb Range in Biological Samples
by Mass Spectrometric Isotope Dilution Analysis

Summary. An analytical procedure for the determi-
nation of lead in the ppm range and for that of thallium
in the ppb range in biological samples by mass spec-
trometric isotope dilution analysis is described. The
decomposition of the samples is carried out in a closed
glass apparatus by a mixture of HNO; and H,0,. Lead
is separated by ion-exchange chromatography with a
strongly basic anion-exchanger resin, thallium by
electrolytic deposition. The isotope ratios are measured
by thermal ionization mass spectrometry using the
silicagel technique. In samples of different plants the
lead content has been determined to be within the ran ge
from 2070 ppm with relative standard deviations of
0.6—4.5%, in plant samples and one milk powder
sample the thallium content to be within the range from
8—250 ppb with relative standard deviations of 4.7 —
169;.

Zusammenfassung. Ein Verfahren zur Bleibestimmung
im ppm-Bereich bzw. zur Thalliumbestimmung im
ppb-Bereich in biologischen Proben durch massenspek-
trometrische Isotopenverdiinnungsanalyse wird be-
schrieben. In einer geschlossenen Glasapparatur wird
ein NaBaufschluB} mit einer HNO,;/H,0,-Mischung
durchgefiihrt. Blei wird iiber einen Anionenaustau-
scher, Thallium durch elektrolytische Abscheidung
abgetrennt. Die Isotopenverhiltnismessung erfolgt mit
der Silicageltechnik in einem Thermionen-Massenspek-
trometer. In verschiedenen Pflanzenmaterialien werden
Bleigehalte im Bereich von 20— 70 ppm mit relativen
Standardabweichungen von 0,6—4,5%, in Pflanzen-
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materialien und einer Milchpulverprobe Thalliumge-
halte im Bereich von 8 —250ppb mit relativen Stan-
dardabweichungen von 4,7 —16 % analysiert.

Key words: Spurenbest. von Blei, Thallium in biolog.

Material; Massenspektrometrie;  Isotopenverdiin-
nungsanalyse
Finleitung

Die Spurenbestimmung der toxischen Schwermetalle
Blei und Thallium hat gerade in der letzten Zeit durch
die aligemeine Diskussion von Umweltkontaminatio-
nen dieser Elemente aktuelle Bedeutung gewonnen. In
diesem Zusammenhang ist vor allem auch die Aufnah-
me von Blej und Thallium durch Pflanzen sowie deren
Verteilung in Lebensmittelproben von Interesse. Wiih-
rend in einer groBen Zahl von Pflanzenmaterialien

_ heute ein Bleigehalt zwischen 10 und 100 ppm erwartet

werden kann, liegt der Thalliumgehalt hiufig zwischen
10 und einigen hundert ppb.

Es wurde deshalb im Rahmen dieser Arbeit die
Entwicklung eines analytischen Verfahrens angestrebt,
mit dem bei Verwendung der massenspektrometrischen
Isotopenverdiinnungstechnik in den angegebenen
Konzentrationsbereichen Blei- und Thalliumbestim-
mungen sowohl in pflanzlichen als auch anderen biolo-
gischen Materialien durchgefiihrt werden konnen. Da-
bei sollte die Aufarbeitung der Proben mit moglichst
geringem apparativen und chemischen Aufwand unter
gleichzeitig giinstigen Blindwertbedingungen erfolgen.

Da die massenspektrometrische Isotopenverdiin-
nungsanalyse (MS-IVA) vom Prinzip her als Absolut-
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methode angesehen werden kann, sind mit dieser
Methode vergleichsweise ,,richtige” Ergebnisse zu er-
warten. Dies hat die MS-IVA vor allem als Eichmetho-
de fiir andere analytische Verfahren als auch fiir die
Standardisierung von Referenzmaterialien interessant
gemacht. So sind gerade in der letzten Zeit verstirkt
Bemiihungen im Gang, u. a. die toxischen Schwerme-
talle in verschiedenen biologischen Referenzmateria-
lien zu zertifizieren [4, 5]. Das Prinzip der MS-IVA
wurde bereits an mehreren Stellen [2, 6, 7] ausfiihrlich
erlautert. Dabei wird die Probe mit einer bekannten
Menge an einem stabilen, angereicherten Isotop als
Indicator versetzt, wobei wir einen 2°°Pb- bzw. 29371-
Indicator verwendet haben. Der Aufschlul der Proben
muB sicherstellen, daB sich das zu analysierende Pro-
benelement und der Indicator vollstdndig vermischen.
Nach dieser Vermischung haben jedoch Substanzver-
luste bei der Aufarbeitung keinerlei EinfluB mehr auf
das Analysenergebnis, was einen groBen Vorteil fiir das
Verfahren darstellt. Nach der Isolierung des isotopen-
verdiinnten Elementes wird dieses massenspektrome-
trisch vermessen, wobei aus dem Isotopenverhiltnis
R(= 2°°Pb/?°%Pb bzw. *°*T1/?°°Tl) mit Hilfe der Gl.
(1) die Elementmenge in der Probe berechnet werden
kann:

M~ Rk

NPr‘ = Nf'm.

0

N Zahl der Atome

h Isotopenhiufigkeit [ %]

Index Pr Probe, I Indicator,
! leichtes Isotop (2°5Pb bzw. 2°°Tl),
s schweres Isotop (2°®Pb bzw. 2°°TI)

Wihrend beim Thallium bisher keinerlei Isotopen-
variationen in natiirlichen Proben bekannt sind und
damit die natiirlichen Isotopenhdufigkeiten fiir /p,
eingesetzt werden konnen (h30° = 29,509, hy)® =
70,50 % [11]), muB fiir genaue Bleibestimmungen wegen
méglicher Isotopenvariationen [3] die Bleiisotopenver-
teilung in der Probe jeweils getrennt bestimmt werden.

Experimenteller Teil

1. Aufschiuf der Proben

Etwa 1g des homogenisierten Probenmaterials wird 24 h bei 90°C
(Pflanzenmaterialien) bzw. bei 105°C (Milchpulverprobe) ge-
trocknet. Die Homogenisierung der Proben und die Uberpriifung der
Homogenisierung erfolgte am ,,Joint Research Centre* in Ispra [101.
Die Proben werden in einem 250 ml-Erlenmeyer-Kolben zuerst mit
einer genau eingewogenen Menge von 1—2g der jeweiligen Indica-
torlésung versetzt. Zur Bestimmung der Bleiisotopenhaufigkeiten in
der Probe wird der nachfolgend beschriebene Aufarbeitungsproze
ohne Indicatorzugabe durchgefiihrt. Die Indicatorldsungen werden
durch Auflésen von angereichertem, metallischen 2%°Pb bzw. 2°°T1
(Robstoff-Einfuhr GmbH} in halbkonz. HNO; und anschlieendem
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Verdiinnen mit H,O hergestellt. Die Isotopenhaufigkeiten ergeben
sich bei Anwendung der beschriebenen massenspektrometrischen
MeBtechnik fiir Blei zu /%% = (92,29 + 0,02) %, h?°% = (2,65 + 0,01)
% und fir Thallium zu 42° = (87,27+0,02) %, #2%° = (12,73
+0,02) %. Der Gehalt der Indicatorlosungen wird mit einer Pb-bzw.
Tl-Standardldsung natiirlicher Isotopenzusammensetzung durch
MS-IVA zu (3,64 +0,01)- 10'7 Atome Pb/g Ldsung bzw. zu (3,64
+0,08)- 10*5 Atome Tl/g Losung ermittelt.

Entsprechend den gesetzten Randbedingungen fiir eine einfache

apparative und chemische Aufarbeitungsweise wird einerseits die
NaBveraschung der Proben einer solchen im O,-Strom vorge-
zogen und andererseits werden kéufliche suprapure Chemikalien
(E. Merck) verwendet, bis auf die H,0,-Lésung, wo nur eine p.a.
Reinheit erhiltlich war. Das benutzte Wasser ist tetradest. H,O.
Abbildung 1 zeigt die benutzte Apparatur fiir die NaBiveraschung.
Diese Apparatur besteht aus einem grofien Glascylinder, an den iiber
AnschluBstiicke mit Schliff drei 250 ml-Erlenmeyer-Kolben ange-
schlossen werden konnen. Am unteren Teil des Glascylinders befin-
det sich ein Auffangkolben fiir das Kondensat. Das im schrig
angebrachten Anschlufistiick zuriicklaufende Kondensat der Auf-
schluBlésung kann durch Verénderung des angelegten Wasserstrahl-
pumpenvakuums reguliert werden, was die Einstellung variabler
AufschluBzeiten vereinfacht. Die Schrigstellung des AnschluBstiik-
kes verhindert zudem Verluste von Proben- und Indicatorsubstanz
durch mogliches Verspritzen wihrend des Aufschlusses. Die in
Sandbidern stehenden Proben werden iiber einen Magnetriihrer mit
Heizplatte sowohl auf Siedetemperatur des AufschluBgemisches
gehalten als auch wihrend des Aufschlulprozesses fortlaufend gut
durchmischt. Vor der Benutzung werden alle Glasteile der Apparatur
mehrfach in heiBer, ca. 2M HNO, behandelt, um den Blindwertan-
teil aus der Apparatur zu senken. So konnte in unabhingigen
Versuchen gezeigt werden, daB nach dieser Konditionierung z. B. der
TI-Blindwert aus dieser Apparatur konstant bleibt und mit ca. 1ng
pro AufschluB mit demjenigen einer sonst gleichen Quarzapparatur
vergleichbar ist. Die geschlossene Apparatur verhindert wahrend des
AufschluBschrittes weitgehend eine Kontamination aus der Umge-
bung. :
Da dic Proben beim ersten Abrauchen stark schdumen, wird
zuerst portionsweise mit 10ml halbkonz. HNOj; versetzt und zur
Trockne eingedampft. AnschlieBend wird bis zur vollstindigen
Mineralisierung der Proben mit 25— 30 ml eines AufschluBgemisches
aus 5 Vol.-Anteilen halbkonz. HNO; und 4 Vol.-Anteilen 30 %-iger
H,0,-Lésung behandelt. Versuche mit niedrigerem H,0,-Anteil
ergeben lingere AufschluBzeiten, Versuche mit héherem H,O,-
Anteil beschleunigen die Mineralisierung nicht. Danach wird mit
einer Mischung aus 20 ml H,0 und 0,2 m] konz. HNO; aufgenom-
men, wobei beim AufschluB der Olivenbaumblitter sowie des
Milchpulvers eine klare Losung entsteht. Beim Aufschiuf} der beiden
Wasserpflanzen verbleibt etwas braungefirbter Riickstand, wobei
die Farbung durch Zugabe einiger Tropfen H,0, entfernt wird
(Reduktion von Braunstein zu 1gslichem Mn’*-Salz). In diesen
Fillen wird dann der geringe, noch verbleibende silicathaltige
Riickstand iiber einem PVC-Filter abfiltriert. Dabei kann davon
ausgegangen werden, daB wihrend des AufschluBiprozesses Iso-
topenaustausch zwischen Indicatorldsung und dem moglicherweise
in geringen Anteilen noch im Riickstand vorhandenen Pb bzw. Tl
stattgefunden hat, wodurch eine Verfilschung des analytischen
Ergebnisses verhindert wird. Die verbliebenen Losungen werden fiir
die Abtrennung mit einer Ionenaustauschersaule anf 2—3ml ein-
geengt, fiir die elektrolytische Abscheidung des Thalliums direkt
weiterverarbeitet.

2. Abtrennung von Pb und TI

Nach Mineralisierung der Proben ist bei Pflanzenmaterialien neben
der Abtrennung von den Alkalien und Erdalkalien auch diejenige von
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Kupfer, Mangan und Zink zu beachten, da diese Elemente in
merklichen Mengen enthalten sein kénnen. Fiir die sdulen-chromato-
graphische Trennung bei Raumtemparatur wird eine Kunststoffsiule
von 1,3cm Durchmesser verwendet, die 19 cm hoch mit dem stark
basischen Anionenaustauscher AG1-X10 (200—400 mesh, Bio-Rad)
gefiillt ist. Nachdem die Siule mit 1,5 M HC) konditioniert ist, wird
die Probenldsung, die zuvor zur vollstandigen Oxidation von TI(T) zu
TI(ITT) mit 12 Tropfen Br,-Lésung behandelt wurde, aufgetragen
und mit 100 ml 1,5 M HCl werden die Alkalien, Erdalkalien, Kupfer
und Mangan eluiert. AnschlieBend wird das Elutionsmittel auf 8 M
HCI umgestellt, was zwischen 25 —45mi 8§ M HCI zur vollstindigen
Elution des Bieis fiihrt. Soll im gleichen Trennungsgang auch
Thallium und eventuell Cadmium isoliert werden, so kdnnen an-
schlieBend Zink und Cadmium mit 120 ml Wasser eluiert werden.
Thallium wird danach durch ca. 30 mi schwefelige Sdure [5—6%ige
S0O,-Ldsung; Reduktion von TI(IL) zu THD)] eluiert. Die entspre-
chenden Fraktionen des Eluats werden eingedampft und dann
massenspektrometrisch vermessen.

Zur elektrolytischen Abscheidung des Thalliums werden die ca.
20ml der HNOj-sauren Losung, die aus dem AufschiluBprozeB
stammen, in ein 50 ml-Becherglas tiberfithrt und bei Raumtempera-
tur bei 2V Spannungsdifferenz und 200mA Stromstirke einige
Stunden elektrolysiert. Dabei wird das Thallium anodisch an einem
Draht (Lange 7 cm, Durchmesser 1 mm) aus reinem Platin (Heraeus)
abgeschieden. Davon unabhéngige Versuche von uns haben gezeigt,
daB die Auswall des Platindrahtes den Thallinumblindwert entschei-
dend beeinfluBt. Wahrend die in den Analysen verwendeten Platin-
drihte einen Blindwertbeitrag von nur etwa 0,3 ng Tl pro Elektrolyse
liefern, konnen andere Platinelektroden einen Blindwert von 100 ng
T! und mehr pro Elektrolyse ergeben, was eine Bestimmung im
unteren ppb-Bereich unméglich macht. Dabei ist schon Vorausset-
zung, da} die Elektroden jeweils durch Auskochen in verd. HNO,
gereinigt werden, Bei groBeren Kupfergehalten in der Elektrolyse-
16sung wird unter den genannten, HNO,-sauren Bedingungen Thal-
lium nur zu einem kleinen Teil abgeschieden. Hier empfiehlt sich,
die AufschluBlésung durch Zugabe von NH; ammoniakalisch zu
machen, wobei sich dann unter den zuvor angegebenen Elektrolyse-
bedingungen das Thallium groBtenteils anodisch abscheidet [8]. Bei
unseren Analysen wird diese Art der Abscheidung des Thalliums
bei der Wassermoosprobe, die etwa 600 ppm Kupfer enthilt, durch-
gefiihrt. Bei den anderen Proben mit Kupfergehalten von zum Teil
wesentlich unter 100 ppm wird die anodische Isolierung des Thal-
liums aus HNOj-saurer Lésung benutzt,
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Abb. 1
Aufschlufapparatur fiir den
NaBaufschiuB biologischer Materialien

3. Massenspektrometrische Messung

Die Messungen werden mit einem einfachfokussierenden Thermio-
nen-Massenspektrometer (Varian MAT, Typ CH5-TH) bei Verwen-
dung eines Faraday-Kifigs als Tonenauffinger durchgefithrt. Mit
einer Einbandionenquelle (Re-Band) erfolgt in Anlehpung an die von
Barnes u. Mitarb. [1] entwickelte Silicageltechnik die lonisation der
Proben. Fiir Blei kann nur mit dieser Technik ein fiir genaue
Isotopenverhiltnisbestimmungen ausreichend hoher Ionenstrom er-
zeugt werden. Fir Thallium hat nach unseren Untersuchungen die
Silicageltechnik mit Einbandionenquelle gegeniiber der direkten
Auftragung der Probe auf das Verdampferband einer Zweiband-
ionenquelle den Vorteil, daB erstere Methode keine Abhingigkeit des
gemessenen Isotopenverhéltnisses 2°3T1/2°5T1 von der Oxidations-
stufe baw. der chemischen Form zeigt, in der das Thallium in der
Probe vorliegt. Dagegen haben wir mit der Zweibandtechnik Isoto-
penverhaltnisse gemessen, die sich je nach Probenform bis zu etwa
0,4%; voneinander unterscheiden. Auferdem ist die Standardabwei-
chung der Isotopenverhdltnismessung bei Verwendung der Silicagel-
technik um etwa den Faktor zwei besser.

10—20p!l der nach Literaturvorschrift [1] aus Kieselgel 60 HR
(E. Merck) hergestellten Silicagelldsung werden in Portionen von 1 pl
auf die Mitte des Re-Bandchens der lonenquelle aufgetragen und
durch einen durch das Band flieBenden Heizstrom langsam zur
Trockne eingedampft. AnschlieBend werden einige pl der in verd.
HNO; aufgenommenen Bleifraktion der chromatographischen Tren-
nung aufgetragen bzw. mit einigen yl verd. HNO; das Tl von der
Elektrode abgeldst und auf das Re-Band ubertragen. Danach werden
ca. 3yl einer etwa 0,25M H;PO, aufgegeben und nach dem
Eindampfen wird das Bandchen an der Luft durch einen StromstoB
kurz auf Rotglut erhitzt. Ein zu langes Erhitzen kann vor allem beim
Thallium zu Verdampfungsverlusten fithren. In der Ionenquelle des
Massenspektrometers wird anschlieBend das Re-Band fiir eine
Thalliummessung auf etwa 700°C, fiir eine Bleimessung auf 1200
1350°C erhitzt. Bei Probenmengen von etwa 0,2 pg des zu analysie-
renden Elementes erhilt man dabei am Faraday-Kifig lonenstrome
von *%5Pb* bzw. 295T1*, die zwischen 1071110~ 12 A liegen. Die
Ionenstromintensititen von 2°6Pb und 2°*Pb bzw. 2°3T1 und 2°57]
werden 10mal cyclisch hintereinander aufgezeichnet (1 MeBserie),
woraus sich je 10 Isotopenverhiltnisse berechnen lassen. Unter den
angegebenen Bedingungen betrigt die relative Standardabweichung
innerhalb einer MeBserie fiir 205Ph/2%%Pb 0,2/, fiir 20312057
0,02%.
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Ergebnisse und Diskussion

In Tabelle 1 sind die Ergebnisse der Blei- und Thallium-
analysen in zwei Wasserpflanzen, in Olivenbaumblit-
tern sowie in Milchpulver wiedergegeben*. Die angege-
benen Standardabweichungen bezichen sich beim Blei
auf jeweils fiinf, beim Thallium auf jeweils vier vonein-
ander unabhiingige Analysen. Dabei wurde bei allen
Bestimmungen das Blei chromatographisch, das Thal-
lium elektrolytisch abgetrennt. Das Ergebnis zeigt, dal
mit der MS-IVA sowie den beschriebenen Aufarbei-
tungs- und Isolierungsprozessen Blei im Bereich von
20—70 ppm mit relativen Standardabweichungen von
0,6 —4,5%,, Thallium vom unteren bis zam oberen ppb-
Bereich mit solchen von 4,7—16%; in biologischen
Materialien bestimmt werden kann. Durch Anwen-
dung der MS-IVA zur Bleianalyse in anderen organi-
schen Materialien konnten Machlan u. Mitarb. [9]
zeigen, daB die angewandte Methode vergleichsweise
richtige Werte liefert und ein Teil der Standardab-
weichung durch Probeninhomogenitit bedingt ist.
Diese Annahme ist auch auf unsere Analysen iibertrag-
bar.

Mit der verwendeten AufschluBapparatur und dem
Aufarbeitungsproze der Proben wurde von uns eine
wenig aufwendige Methode angewandt, die man ohne
zusitzliche VorsichtsmaBnahmen beztiglich Kontami-
nation in jedem analytischen Labor zur Bleibestim-
mung in biologischen Materialien bis in den unteren
ppm-, zur Thalliumbestimmung bis in den unteren ppb-
Bereich hinein durchfithren kann. Die Limitierung des
beschriebenen Verfahrens fiir die Bestimmung noch
niedrigerer Gehalte wird vor allem durch die Schwan-
kung des Blindwertes verursacht. In Tabelle 2 sind die
Pb- und Tl-Blindwerte mit Standardabweichung fiir
den AufschluBprozeB mit chromatographischer Ab-
trennung sowie der Tl-Blindwert fiir denjenigen mit
elektrolytischer Abscheidung angegeben. In erster
Niherung gilt somit fiir die Nachweisgrenze Q:

Q=3'SBI (2)

mit 55 als Standardabweichung des Blindwertes. Mit
Gl. (2) errechnet sich auch der in Tabelle 1 fir die
Bleibestimmung in Milchpulver angegebene Wert von
<0,6ppm unter der Annahme von 1g Probenein-
waage. Bei der Thalliumanalyse wurde wegen des
giinstigeren Blindwertes (s. Tabelle 2) und der etwas
cinfacheren Durchfiihrung die elektrolytische der chro-
matographischen Abtrennung vorgezogen.
Grundsitzlich ist jedoch das von uns entwickelte
chromatographische Verfahren mit einem Anionen-
austauscher geeignet, aus einer AufschluBlosung von

! Die untersuchten Proben sind vom BCR der Europdischen Ge-
meinschaften als Standard-Referenzmaterialien vorgesehen.
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Tabelle 1. Bestimmung von Pb und Tl in drei Pflanzenmaterialien und
Milchpulver durch MS-IVA

Probe Metallgehalt

Pb [ppm] T {ppb]
Wasserpest 65,4+ 0,4 232 +11
‘Wassermoos 61,1 +03 129 +10
Olivenbaumblitter 26,9 +1,2 35 + 4
Milchpulver < 0,6 82+ 1,3

Tabelle 2. Blindwertanalysen fiir die Aufarbeitungsprozesse zur Pb-
und Tl-Bestimmung

Aufarbeitungsverfahren Blindwert

Pb [pgl Tl [ng]
Aufschlufl
und lonenaustauscherabtrennung 0,8 +0,2 16,5+ 1,2
Aufschiufl
und elektrolytische Abscheidung 55+1,0

Pflanzenproben die drei toxischen Schwermetalle Blei,
Cadmium und Thallium der Reihe nach abzutrennen.
Dies zeigt Abb. 2, wobei hier eine Modelldsung verwen-
det wurde, die beziiglich der Konzentration an Alkalien
und Erdalkalien sowie Cu, Mn, Pb, Cd, Zn und TI
grofenordnungsméBig derjenigen entspricht, die nach
dem AufschluB einer Pflanzenprobe vorliegt (Angaben
x2/x5 in Abb.2 bedeuten entsprechend vorgenom-
mene Vergroferungen der eingezeichneten Elutions-
kurven). Fiir die heute oft geforderte Spurenbestim-
mung dieser toxischen Elemente in biologischen Pro-
ben ist dieses Abtrennungsverfahren deshalb von allge-
meiner Bedeutung.

7Zusammenfassend kann man sagen, daf ein Ver-
fahren zur Bestimmung von Blei- und Thalliumspuren
bis in den unteren ppm- bzw. ppb-Bereich in biologi-
schen Proben beschrieben wird, welches mit guter
Reproduzierbarkeit arbeitet. Wegen des Charakters
der verwendeten MS-IVA als Absolutmethode, eignet
sich dieses Verfahren vor allem auch zur Standardisie-
rung analytischer Werte bzw. als Eichmethode. Die
Nachweisgrenze des Verfahrens wird durch die
Schwankung des Blindwertes verursacht. Deshalb kon-
nen nur durch aufwendigere Vorkehrungen, die Konta-
minationen im Vergleich zu dem einfacheren Vorgehen
dieser Arbeit noch weitgehender verhindert, die analy-
sierbaren Gehalte weiter gesenkt werden.

Herrn W. Schrodl danken wir fiir die Durchfiihrung ergénzender
Bleianalysen.
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Konzentration [rel. Einheitenl
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Abb. 2. Elutionschromatographische Abtrennung von Pb und T) mit cinem Anionenaustauscher aus einem Aufschlufigemisch einer
Pflanzenprobe
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