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Mercury and mercury compounds -
Determination of mercury in blood and in
urine by Cold Vapour AAS

[Quecksilber und Quecksilberverbindungen -
Bestimmung von Quecksilber in Blut und
Urin mittels Kaltdampf-AAS]

Biomonitoring Methods in German language

P. Heitland!, T. Géen>*, A. Hartwig®*, MAK Commission**
DOI: 10.1002/3527600418.bi743997d0022

Abstract

The working group “Analyses in Biological Materials” of the Permanent Senate Commission for the Investi-
gation of Health Hazards of Chemical Compounds in the Work Area validated the presented biomonitoring
method.

Mercury is determined by flow injection cold vapour atomic absorption spectrometry (CV-AAS). The digested
blood or urine samples are stabilised with potassium permanganate, introduced into the acid carrier flow (hy-
drochloric acid) and mixed with the reducing agent sodium borohydride. Mercury vapour formed by reduction
is transported with an argon flow into the atomisation cell of the AA spectrometer.

Calibration is performed using matrix matched calibration solutions. The mercury concentrations in real sam-
ples are calculated from the linear relationship between the measured absorbance and the mass concentration
of mercury.
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Quecksilber und Quecksilberver-
bindungen - Bestimmung von
Quecksilber in Blut und Urin mit-
tels Kaltdampf-AAS

Matrix: Blut und Urin
Arbeitsstoffe: Quecksilber und Quecksilberverbindungen

Analytisches Messprinzip: FlieBinjektion-Kaltdampf-Atomabsorptions-
spektrometrie (FI-CV-AAS)

Abgeschlossen im: April 2008

Ubersicht iiber den mit dieser Methode erfassbaren Parameter und die entsprechen-
den Arbeitsstoffe:

Arbeitsstoff CAS Parameter CAS

Quecksilber und 7439-97-6 (Quecksilber) Quecksilber  7439-97-6
Quecksilberverbindungen

Zusammenfassung

Die Bestimmung des Quecksilbers erfolgt mit der Kaltdampftechnik der Atom-
absorptionsspektrometrie (cold vapour-Atomabsorptionsspektrometrie; CV-AAS).
Die Probenzufithrung in das Spektrometer erfolgt nach einem Flieflinjektionsver-
fahren.

Die aufgeschlossenen Blut- oder Urinproben werden mit Kaliumpermanganat sta-
bilisiert und dann bei der Flieffinjektion mit Salzsdure und mit Natriumborhydrid
als Reduktionsmittel vermischt. Das Quecksilber aus der Probenlésung wird dabei
reduziert und der Quecksilberdampf wird mit einem Trégergasstrom (Argon) in die
Quarzkivette des Atomabsorptionsspektrometers transportiert.

Die quantitative Bestimmung erfolgt mit matrixangepassten Kalibrierlosungen,
wobei ein linearer Zusammenhang zwischen der Massenkonzentrationen von
Quecksilber und der Extinktion besteht.

The MAK Collection for Occupational Health and Safety 2019, Vol 4, No 2
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Zuverlissigkeitskriterien der Methode
Quecksilber (Hg) in Blut

Prézision in der Serie: ~Standardabweichung (rel.) s, =2,0 % bzw. 1,6 %
Streubereich u = 4,5 % bzw. 3,6 %
bei einer dotierten Konzentration von 3,4 pug bzw. 15 ug
Hg pro Liter Blut und n = 10 Bestimmungen

Prizision von Tagzu  Standardabweichung (rel.) s, =4,8 % bzw. 4,7 %

Tag: Streubereich u =10,0 % bzw. 9,8 %
bei einer dotierten Konzentration von 3,4 ug bzw. 15 pg
Hg pro Liter Blut und n = 20 Bestimmungen

Richtigkeit: Wiederfindungsrate r =102 % bzw. 98 %
bei einer Aufstockung von 10 pg Hg pro Liter Blut (als
Hg?* bzw. Methylquecksilber, Ausgangswert: 2 ug Hg
pro Liter) und n = 3 Bestimmungen

Nachweisgrenze: 0,04 ug Hg pro Liter Blut

Bestimmungsgrenze: 0,12 pg Hg pro Liter Blut

Quecksilber (Hg) in Urin

Prézision in der Serie: ~Standardabweichung (rel.) s, =1,2% bzw. 1,1 %
Streubereich u=27%bzw.2,5%
bei einer dotierten Konzentration von 41,0 ug bzw.
127 pug Hg pro Liter Urin und n = 10 Bestimmungen

Prizision von Tagzu  Standardabweichung (rel.) s, =7,9 % bzw. 6,2 %

Tag: Streubereich u =16,5% bzw. 13,0 %
bei einer dotierten Konzentration von 41,0 pug bzw.
127 pg Hg pro Liter Urin und n = 20 Bestimmungen

Richtigkeit: Wiederfindungsrate r=98 %
bei einer Aufstockung von 10 pug Hg pro Liter Urin und
n = 3 Bestimmungen

Nachweisgrenze: 0,04 pg Hg pro Liter Urin

Bestimmungsgrenze: 0,12 pg Hg pro Liter Urin

Allgemeine Informationen zu dem Arbeitsstoff

Quecksilber

Quecksilber (Hg, Ordnungszahl 80, relative Atommasse 200,59) steht an 62. Stelle
der Héufigkeit der chemischen Elemente in der Erdkruste und gehort daher zu den
seltenen Elementen. Quecksilber ist das einzige bei Raumtemperatur fliissige Metall
und hat als solches einen Dampfdruck, der zu toxikologisch relevanten Luftkonzen-
trationen fiihrt. In anorganischer Form kommt Quecksilber in den Oxidationsstufen
+1 und +2 vor, wobei das zweiwertige Quecksilber hiufiger auftritt. Vom Quecksilber
existieren auch zahlreiche organische Verbindungen, von denen das Methylqueck-
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silber eine der stabilsten Formen darstellt. In der Natur wird Quecksilber durch Vul-
kanaktivitat und aus dem Meer freigesetzt. Anthropogen gelangt es durch die Ver-
brennung fossiler Energietriger (Kohle, Ol) aber auch durch Hausmiillverbrennung
in die Atmosphdre.

Verwendet wird metallisches Quecksilber in Thermometern, Manometern, Queck-
silberdampflampen, Energiesparlampen und Spezialbatterien sowie bei der Metall-
gewinnung. Elementares Quecksilber ist auch in Amalgamen enthalten. Organische
und anorganische Quecksilberverbindungen werden als Fungizide und Insektizide,
als Saat-, Holz- und Tierhaarbeizen eingesetzt [Hartwig 2011].

Im umweltmedizinischen Bereich spielen z. B. Quecksilberdampf oder geldstes
ionisches Quecksilber aus Amalgamfiillungen eine grofle Rolle [Berglund 1993;
Ferracane et al. 1995; Jokstad et al. 1992]. Zudem tragen Nahrungsmittel zur Auf-
nahme von Quecksilber bei, insbesondere der Verzehr von Fisch und Krustentieren
[Bjornberg et al. 2003; Mahaffey et al. 2004; Sanzo et al. 2001; Svensson et al. 1992].
Zudem kann aus Altlasten in Innenrdumen, beispielsweise aus zerbrochenen Queck-
silberthermometern, aus Batterien oder aus quecksilberhaltigen Farben, eine Belas-
tung resultieren. Auch das Wohnen in der Néhe zu Industrieanlagen, die Quecksilber
emittieren, stellt eine Expositionsquelle dar [ATSDR 1999].

Beruflich ist zum einen zahnmedizinisches Personal gegeniiber Quecksilber
exponiert [Aydin et al. 2003; Bittner et al. 1998; Ritchie et al. 2002], zum andern
konnen Industriearbeiter, z. B. bei der Herstellung von quecksilberhaltigen Lam-
pen [El-Safty et al. 2003; Soleo et al. 1997] oder Thermometern [Ehrenberg 1991],
bei der Quecksilberproduktion [Dantas und Queiroz 1997] und -gewinnung
[Boffetta et al. 2001; Queiroz et al. 1999], bei der Chloralkalielektrolyse mittels Amal-
gamverfahren [Camerino et al. 2002; Cardenas et al. 1993; Ellingsen et al. 2001] und
bei weiteren Tétigkeiten [Abdennour et al. 2002] exponiert sein.

Als Referenzwert fiir die beruflich nicht belastete Allgemeinbevélkerung werden
vom Umweltbundesamt 1 pug Quecksilber je Liter Urin (Erwachsene zwischen 18 und
69 Jahren ohne Amalgamfiillungen; Morgenurin) sowie 2,0 pg Quecksilber je Liter
Blut (Erwachsene zwischen 18 und 69 Jahren; Fischkonsum bis dreimal im Monat)
genannt [Schulz et al. 2011] (siehe auch Tabelle 1). Bei beruflich belasteten Per-
sonengruppen kann es zu viel hoheren Konzentrationen im Blut und Urin kommen.
Bei 44 Arbeitern einer Chloralkalielektrolyseanlage wurden Werte im Bereich von
4-169 pg Quecksilber/L Urin gemessen [Cardenas et al. 1993] und bei Industrie-
arbeitern in der Quecksilberproduktion Werte im Bereich von 2-55 pg Quecksil-
ber/L Urin [Dantas und Queiroz 1997]. Daten zur Quecksilberbelastung weiterer
beruflich exponierter Personengruppen wurden publiziert [Abdennour et al. 2002;
Aydin et al. 2002; Boffetta et al. 2001; Ellingsen et al. 2001; Queiroz et al. 1999].

Am Arbeitsplatz steht die Exposition gegen Quecksilberdampfim Vordergrund. Ex-
positionen gegen Stdube mit anorganischen Quecksilberverbindungen sind dagegen
sehr selten. Dampfformiges Quecksilber wird zu ca. 80 % tiber die Lunge resorbiert,
tiber den Gastrointestinaltrakt wird elementares Quecksilber praktisch nicht auf-
genommen. Alle biologischen und toxikologischen Wirkungen, die nach Exposition
gegen elementares Quecksilber beobachtet wurden, werden auf das Quecksilberion
zuriickgefithrt. Zielorgan bei chronischer Exposition des Menschen gegen Queck-
silberdampfe ist das zentrale Nervensystem [Hartwig 2011].
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Anorganische Quecksilber(II)verbindungen werden aus dem Gastrointestinaltrakt
zu 7-15 % resorbiert, wobei die Resorptionsrate mit der Wasserloslichkeit der Ver-
bindung korreliert [Greim 1999]. Im Blut bindet das zweiwertige Quecksilberion
an Sulfhydrylgruppen von Plasmakomponenten und erythrozytiaren Proteinen. An-
gereichert wird das Ion in der Leber, hauptsachlich aber in der Niere, die auch Ziel-
organ einer chronischen Quecksilberexposition ist [Hartwig 2011].

Die Eliminationshalbwertszeit fiir das gesamte im Korper befindliche Quecksilber
wird auf ca. 58 Tage geschitzt. Fiir einzelne Kompartimente fanden sich starke Ab-
weichungen von diesem Wert. So kann die biologische Halbwertszeit von Queck-
silber im Gehirn mehrere Jahre betragen [Greim 1999].

Quecksilber und seine anorganischen Verbindungen werden auch dermal resor-
biert und wirken sensibilisierend an der Haut. Aus diesem Grund wurden Queck-
silber und seine anorganischen Verbindungen von der Kommission mit H und Sh
markiert [DFG 2018]. Dariiber hinaus sind Quecksilber und seine Verbindungen von
der Kommission in die Kategorie 3B der krebserzeugenden Arbeitsstoffe eingestuft
[DFG 2018].

Weitere Details zur toxikologischen Bewertung des Quecksilbers und seiner Ver-
bindungen koénnen den entsprechenden Dokumentationen der Kommission ent-
nommen werden [Greim 1999; Hartwig 2011].

Zur Erfassung einer Quecksilberbelastung eignen sich sowohl Blut als auch Urin als
Probenmatrizes. Die Bestimmung von Quecksilber in Vollblut dient zur Beurteilung
einer Belastung mit anorganischen und organischen Quecksilberverbindungen bei
Langzeitexposition. Da sich organisches Quecksilber in den Erythrozyten anreichert,
kann eine zusétzliche Analyse der Erythrozyten und des Plasmas einer Blutprobe auf
die Bindungsform des Quecksilbers hinweisen. Die Bestimmung von Quecksilber im
Urin wird zur Feststellung einer Belastung mit anorganischem Quecksilber durch-
gefiihrt. Fiir Quecksilber und seine anorganischen Verbindungen im Urin wurde
von der Kommission ein Biologischer Arbeitsstoff-Toleranzwert (BAT) von 25 ug/g
Kreatinin festgelegt [DFG 2018].

Tabelle 1 und Tabelle 2 zeigen ausgewéhlte Studiendaten zu Quecksilberkonzen-
trationen in Blut und Urin der Allgemeinbevolkerung sowie beruflich exponierter
Personen.
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Tab.1: Referenzwerte fir Quecksilber in Blut und Urin [Schulz et al. 2011].

Proben- Personengruppen/ Bezugsjahr Referenz- HBM I- HBM II-
material Lebensalter wert Wert Wert
Morgenurin Kinder (3-14 Jahre), 2003/2006 0,4 pg/L

ohne Amalgamfiillungen

Erwachsene (18—69 Jahre), 1997/1999 1 pg/L
ohne Amalgamfiillungen

Vollblut Kinder (3—14 Jahre), 2003/2006 0,8 pg/L
Fischkonsum bis dreimal
im Monat

Erwachsene (18-69 Jahre), 1997/1999 2 pg/L
Fischkonsum bis dreimal

im Monat
Morgenurin Allgemeinbevélkerung 5ug/g 20 pg/g
Kreatinin Kreatinin
bzw. 7 ug/L  bzw. 25 ug/L
Vollblut Allgemeinbevolkerung 5 pg/L 15 pg/L

Tab.2: Ausgewdhlte Studiendaten zu Quecksilberkonzentrationen in Blut und Urin beruflich
exponierter Personen.

Studie Kollektiv Probenanzahln Quecksilberkonzentration
Median

Blut [pg/L]  Urin [pug/g Crea]

Schecter et al. 2018 Elektroschrott- 40 2,49 0,52
recycling

Goodrich et al. 2016 Zahnirzte 434 (Blut) 3,67 1,072

606 (Urin)

Zenelietal. 2016~ Kraftwerk 70 1,53 -

Dantas und Queiroz Quecksilber- 36 - 19,4

1997 produktion

Cérdenas et al. 1993 Chloralkali- 44 7,2 21,9
elektrolyse

*umgerechnet unter Annahme von 1,2 g Kreatinin/L

The MAK Collection for Occupational Health and Safety 2019, Vol 4, No 2
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1 Grundlage des Verfahrens

Die Bestimmung des Quecksilbers erfolgt mit der Kaltdampftechnik der Atom-
absorptionsspektrometrie (cold vapour-Atomabsorptionsspektrometrie; CV-AAS).
Die Probenzufithrung in das Spektrometer erfolgt nach einem Flieflinjektionsver-
fahren.

Die aufgeschlossenen Blut- oder Urinproben werden mit Kaliumpermanganat
stabilisiert und dann bei der Flieflinjektion mit Salzsdure und Natriumborhydrid
als Reduktionsmittel vermischt. Das Quecksilber aus der Probenlésung wird dabei
reduziert und der Quecksilberdampf wird mit einem Trégergasstrom (Argon) in die
Quarzkivette des Atomabsorptions-Spektrometers transportiert.

Die quantitative Bestimmung erfolgt mit matrixangepassten Kalibrierlosungen,
wobei ein linearer Zusammenhang zwischen der Massenkonzentrationen von
Quecksilber und der Extinktion besteht.
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2  Gerate, Chemikalien und Losungen

2.1 Geridte

o Kaltdampf-Atomabsorptionsspektrometer mit FliefSinjektionssystem und Auto-
sampler (z. B. FIMS 400 von Perkin-Elmer)

 Analysenwaage (z. B. Sartorius)

» 1000 mL-PE-Flasche mit Dispensette (variabel einstellbar zwischen 0,5 und 5 mL)
(z. B. Brand)

« Verschiedene Messkolben aus Glas (z. B. Schott)

« 100 mL-Messzylinder (z. B. Brand)

« Kolbenhubpipetten mit variabler Volumeneinstellung von 10-100 pL bzw.
100-1000 pL mit den passenden Pipettenspitzen (z. B. Eppendorf)

« 10 mL-ProbengefifSe aus Kunststoff (Polystyrol) fiir den Autosampler (z. B. Sarstedt)

« Filterpapier, 55 mm Durchmesser (z. B. Schleicher & Schuell Nr. 595)

« Vortex-Schiittler (z. B. REAX 2000 von Heidolph)

¢ 250 mL-Urinsammelflaschen mit Schraubverschluss (z. B. Sarstedt)

e 10 mL-Blutentnahmerohrchen (z. B. Sarstedt S-Monovette®)

« Heizblock fiir den Aufschluss (z. B. Liebisch, Bielefeld)

« Glasrohrchen fiir den Aufschluss (z. B. Macherey-Nagel, Diiren)

2.2 Chemikalien

Wenn nicht anders angegeben, sind alle genannten Chemikalien mindestens in p. a.-
Qualitit zu verwenden.

 Quecksilberstandardlosung, 1 g/L (z. B. SpexCertiPrep Nr. PLHG4-2M)
« Kaliumpermanganat (z. B. Merck Nr. 105084,

o Kaliumperoxodisulfat (z. B. Merck Nr. 105091)

« Natriumborhydrid (z. B. Merck Nr. 106371)

o Natriumhydroxidplitzchen, EMSURE® (z. B. Merck Nr. 106469)

o Salpetersdure 65 %, Suprapur® (z. B. Merck Nr. 100441)

o Salzsdure 30 %, Suprapur® (z. B. Merck Nr. 100318)

o Schwefelsdure 96 %, Suprapur® (z. B. Merck Nr. 100714)

« Silikonentschaumer Dow Corning DB 110 A (z. B. Perkin-Elmer Nr. B0507226)
» Deionisiertes Wasser

 Argon 5.0 (z. B. Linde)

2.3 Losungen

« Kaliumpermanganatlosung (5 %)
In einem 200 mL-Messkolben werden genau 20,0 g Kaliumpermanganat ein-
gewogen und in deionisiertem Wasser gelost. Im Anschluss wird der Kolben mit
deionisiertem Wasser aufgefiillt.

The MAK Collection for Occupational Health and Safety 2019, Vol 4, No 2
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« Salzsdurelosung (2,4 %)
In einen 1000 mL-Messkolben werden 200 mL deionisiertes Wasser vorgelegt.
80 mL der 30%igen Salzsdure werden hinzugegeben, anschlieflend wird der
Kolben mit deionisiertem Wasser bis zur Marke aufgefiillt.

« Natriumborhydridlésung (0,2 %)
In einem 1000 mL-Messkolben werden 2 g Natriumborhydrid und 0,7 g Na-
triumhydroxidplatzchen genau eingewogen und 2 mL des Silikonentschaumers
hinzugegeben. Die Chemikalien werden in deionisiertem Wasser gelost und der
Kolben wird anschlieflend mit deionisiertem Wasser bis zur Marke aufgefiillt.

o Aufschlusslosung
In einem 500 mL-Messkolben werden 10 g Kaliumperoxodisulfat genau eingewo-
gen und dieses in 25 mL konzentrierter Schwefelsdaure und 200 mL Salpetersaure
gelost. Die Losung sollte eine Weile stehen, da anfangs verstédrkt Schaumbildung
auftreten kann.

Die angesetzte Kaliumpermanganatlosung sowie die Salzsdurel6sung sind bei Raum-
temperatur einen Monat haltbar. Die Natriumborhydridlosung und die Aufschluss-
l6sung sind bei Raumtemperatur zwei bzw. drei Tage stabil.

24 \Vergleichsstandards

« Stamml6sung (1000 pg/L)
In einem 100 mL-Messkolben werden etwa 50 mL deionisiertes Wasser und 5 mL
konzentrierte Salpetersdure vorgelegt und 100 uL der 1000 mg/L Quecksilber-
standardlosung hinzupipettiert. Der Messkolben wird bis zur Markierung mit
deionisiertem Wasser aufgefiillt und die Losung durch Schiitteln homogenisiert.

« Dotierlosung 1 (100 pg/L)
1 mL der Stammlésung wird in einen 10 mL-Messkolben pipettiert und dieser
mit deionisiertem Wasser bis zur Marke aufgefiillt.

« Dotierlosung 2 (10 pg/L)
100 pL der Stamml6sung werden in einen 10 mL-Messkolben pipettiert und
dieser mit deionisiertem Wasser bis zur Marke aufgefiillt.

Alle Losungen werden arbeitstaglich frisch in Messkolben aus Quarzglas angesetzt
und dann innerhalb einer halben Stunde zur Herstellung der Kalibrierl6sungen ver-
wendet. Sollten sich Stammloésung und Dotierl6sungen selbst in dieser kurzen Zeit
nicht als stabil erweisen, konnen an dieser Stelle bereits jeweils 100 pL der Kalium-
permanganatlosung zur Stabilisierung zugesetzt werden.

Durch Verdiinnen der Dotierlosungen geméfd den in Tabelle 3 und 4 dargestellten
Schemata werden Vergleichsstandards im Konzentrationsbereich bis zu 2 pg Queck-
silber pro Liter Blut bzw. 10 pg Quecksilber pro Liter Urin hergestellt.
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Um matrixangepasst zu kalibrieren, wird jede Kalibrierlosung unter Verwendung
von 1,5 mL einer aufgeschlossenen Probe hergestellt (0,5 mL Blut bzw. Urin + 1 mL
Aufschlusslosung). Von diesem aufgeschlossenen Material konnen grofiere Volumi-
na hergestellt werden, wobei die Quecksilberkonzentration unterhalb der Bestim-
mungsgrenze liegen sollte. Das abgekiihlte aufgeschlossene Material wird mit jeweils
100 pL der Kaliumpermanganatlgsung und dem entsprechenden Volumen der Do-
tierlosung versetzt und anschlieflend mit deionisiertem Wasser auf 5 mL aufgefiillt.

Tab.3: Pipettierschema zur Herstellung von Vergleichsstandards fiir die Quecksilberbestim-

mung in Blut.
aufgeschlossene KMnO,- Dotierlosung 2 deionisiertes  Konz. Vergleichs-
Blutprobe [pL] Losung [uL] Wasser standards

[nL] [uL] [ug/L]

1500 100 0 3400 0
1500 100 50 3350 0,1
1500 100 100 3300 0,2
1500 100 250 3150 0,5
1500 100 500 2900 1,0
1500 100 1000 2400 2,0

Tab.4: Pipettierschema zur Herstellung von Vergleichsstandards fiir die Quecksilberbestim-

mung in Urin.
aufgeschlossene KMnO,- Dotierlosung 1  deionisiertes = Konz. Vergleichs-
Urinprobe [pL] Losung [uL] Wasser standard
[HL] [HL] [ng/L]

1500 100 0 3400 0

1500 100 50 3350 1

1500 100 100 3300 2

1500 100 250 3150 5

1500 100 500 2900 10
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3  Probenahme und Probenaufbereitung

3.1 Probenahme

Wie bei allen Spurenelementanalysen, wird von den Reagenzien und den verwende-
ten Materialien hochste Reinheit verlangt. Auch bei der Probenahme muss jegliche
Kontamination vermieden werden.

Fir die Quecksilberbestimmung in Blut eignet sich sowohl Lithium-Heparin-Blut
als auch Kalium-EDTA-Blut, wobei sichergestellt sein muss, dass das Blutentnahme-
besteck frei von Quecksilber ist. Ist die analytische Bestimmung nicht sofort durch-
fithrbar, kann das Blut fiir ca. eine Woche bei +4 °C im Kiithlschrank aufbewahrt
werden. Fiir eine lingere Lagerung (Wochen oder Monate) empfiehlt sich die Auf-
bewahrung bei —20 °C.

Fiir die Quecksilberbestimmung in Urin miissen die zur Probenahme verwendeten
PolyethylengefifSe vor der Benutzung mit 1%iger Salpetersdure gereinigt werden.
Dazu werden die Gefifle mit 1%iger Salpetersdure gefiillt und fiir mindestens zwei
Stunden stehen gelassen. AnschliefSend werden die Geféife mit hochreinem Wasser
griindlich ausgesptilt und getrocknet. Fiir die Feststellung einer umweltbedingten
Belastung ist der 24 h-Sammelurin zur Analyse am besten geeignet, aber auch Spon-
tanurin oder der erste Morgenurin sind verwendbar. Bei einer beruflichen Belastung
wird Spontanurin gewonnen, wobei es keine Beschrinkung des Probenahmezeit-
punktes gibt. Falls die Urinproben nicht innerhalb von 1-2 Tagen nach der Probe-
nahme aufbereitet und analysiert werden, sollte der Urin mit 1 mL konzentrierter
Salpetersdure pro 100 mL Urin angeséduert werden und kann so bei +4 °C im Kiihl-
schrank aufbewahrt werden. Fiir eine lingere Lagerung (Wochen oder Monate) emp-
fiehlt sich die Aufbewahrung bei —20 °C.

3.2 Probenaufbereitung

Die Blut- oder Urinproben werden auf Raumtemperatur gebracht und gut durch-
mischt. AnschliefSend wird ein Aliquot von 0,5 mL der Blut- bzw. Urinprobe in ein
Schraubglasrohrchen pipettiert, mit 1 mL der Aufschlusslosung versetzt und 45 min
bei 90 °C aufgeschlossen. Nach dem Abkiihlen wird die aufgeschlossene Probe mit
100 pL der Kaliumpermanganatldsung versetzt, mit deionisiertem Wasser auf 5 mL
aufgefiillt und auf einem Vortex-Schiittler homogenisiert.

Muss noch in ein Autosamplerréhrchen aus Kunststoff umgefiillt werden, dann
eignet sich unter dem Gesichtspunkt der Stabilitat des Quecksilbers Polystyrol als
Gefidfimaterial besser als Polyethylen oder Polypropylen.

Bei den Blutproben kann es vorkommen, dass die aufgeschlossene Probe noch Par-
tikel enthélt. In diesen Féllen sollte das Volumen der Aufschlusslosung von 1 mL
auf 1,5 mL erhoht und das Auffillvolumen entsprechend reduziert werden. Die auf-
geschlossene Losung kann vor der abschlieflenden Verdiinnung auch filtriert werden.
Inso aufbereiteten Blutproben wurden keine Quecksilberminderbefunde festgestellt.
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4  Instrumentelle Arbeitsbedingungen

Die analytische Messung erfolgt an einem Kaltdampf-Atomabsorptionsspektro-
meter mit Fliefinjektionssystem und Autosampler.

Die nachfolgend beschriebenen Einstellungen dienen als Orientierungshilfe. Diese
Parameter miissen an jedem Gerét individuell optimiert werden. Gegebenenfalls sind
an den Geréten anderer Hersteller auch zusitzliche Einstellungen notwendig.

4.1 FlieBinjektionsverfahren

Das Gerit ist mit zwei peristaltischen Pumpen und einem Mehrwegeventil aus-
gestattet. Wenn das Mehrwegeventil in FILL-Position ist, wird die Probenschleife
mit einem exakten Probenvolumen gefiillt. Wenn das Ventil in die INJECT-Position
geschaltet wird, wird die Probe in die Tragerlosung gegeben und zur Mischzelle trans-
portiert, wo die Probe mit Natriumborhydrid versetzt und reduziert wird. Das ent-
standene Reaktionsgemisch wird zu einem Gas-Fliissigkeits-Separator transportiert,
in dem das elementare Quecksilber freigesetzt und mit einem Argongasstrom in die
Kiwvette des Spektrometers transportiert wird.

Zur Stabilisierung kann es sinnvoll sein, nach der Vermischung von Salzsédure- und
Probenlésung zusédtzlich noch Kaliumpermanganatlosung ,online“ hinzuzugeben.
In der hier durchgefiihrten Arbeit wurde das realisiert, indem vor der Vermischung
mit der Natriumborhydridlésung tiber ein T-Stiick eine 1%ige Kaliumpermanganat-
l6sung zugegeben wurde, wobei diese Losung aus der 5%igen Kaliumpermanganat-
l16sung durch Verdiinnung mit deionisiertem Wasser hergestellt wird.

Das Flief3diagramm des Flief3injektionsverfahrens ist in Abbildung 1 dargestellt.
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Autosampler

Q000
Q C§—>
Q Q

OO0
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Gas-Fliissigkeits-

HCl > Separator

NaBH,~>

Druckregler

Abfall

A
Argon

FlieBinjektion - Ventilfunktion

Befiillen Injektion

—_—
Abfall

Abb. 1: FlieBdiagramm fiir die AAS mit Kaltdampftechnik.
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Die Parameter des FliefSinjektionsverfahrens sind in Tabelle 5 sowie Tabelle 6
angegeben.

Tab.5: Parameter des FlieBinjektionsverfahrens fiir die Quecksilberbestimmung in Blut und

Urin.
Schritt Dauer [s] Pumpe 1 Pumpe 2 Ventilstellung Messung
Prefill 15 100 120 Fill
1 10 100 120 Fill
2 30 0 120 Inject X

Tab.6: FlieBinjektionsverfahren fir die Quecksilberbestimmung in Blut und Urin: Angaben zu
den Pumpenschlduchen.

Losung Konzentration Pumpenschlauch
Salzsdurelosung 2,4% (V/IV) gelb/blau
Natriumborhydridlosung 0,2 % (m/V) rot/rot
Kaliumpermanganatlgsung 1% (m/V) weif3/orange
Probenlésung - rot/rot

4.2 Kaltdampf-Atomabsorptionsspektrometer

Wellenlange 253,7 nm
Spaltbreite 0,7 nm
Messzeit 30s

Read Delay 4s
Basislinienkorrektur (BOC time) 2s
Argongasfluss 50 mL/min
Kiivettentemperatur 80°C
Auswertung Peakhohe

5 Analytische Bestimmung

Die nach Abschnitt 3 aufgearbeiteten und 1:10 verdiinnten Proben werden im Flief3-
injektionssystem mit der Salzsduretrigerlosung vermischt. Direkt danach wird die
1%ige Kaliumpermanganatlosung zugemischt. Das Quecksilber in der Probe wird
durch Zumischung der Natriumborhydridlosung zu elementarem Quecksilber re-
duziert und dann mit dem Tragergas in die Kiivette des Spektrometers geleitet. Es
werden drei Extinktionsmessungen durchgefiihrt und der Mittelwert dieser Messun-
gen wird zur Datenausgabe verwendet.
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Zu Beginn der Analysenserie, nach der Kalibrierung und nach den Qualitétskon-
trollproben werden Reagenzienleerwerte (deionisiertes Wasser anstelle der Urin-
bzw. Blutprobe) mitgemessen.

6 Kalibrierung

Zur Kalibrierung der Methode werden die unter Abschnitt 2.4 beschriebenen Ka-
librierlosungen analog zu den Proben mittels FI-CV-AAS (vergleiche Abschnitt 4)
analysiert. Durch Auftragen der gemessenen Extinktion der einzelnen Vergleichs-
standards gegen die jeweilige Quecksilberkonzentration erhilt man eine Kalibrier-
gerade. Die Kalibriergerade ist unter den beschriebenen Bedingungen im Bereich von
der Nachweisgrenze bis zu 2 pg Quecksilber/L (Blut) bzw. bis zu 10 pg Quecksilber/L
(Urin) linear. Es sollte rekalibriert werden, wenn die Ergebnisse der Qualitatssiche-
rung systematische Abweichungen erkennen lassen. In Abbildung 2 (im Anhang) ist
beispielhaft eine Kalibriergerade fiir die Bestimmung von Quecksilber in Blut und
Urin dargestellt.

7 Berechnung der Analysenergebnisse

Durch Einsetzen der fiir die untersuchte Probe ermittelten Extinktion (Peakhohe) in
die Kalibrierfunktion wird unter Beriicksichtigung der vorgenommenen 1:10 Ver-
diinnung der Proben der Analytgehalt in pug Quecksilber/L berechnet. Eventuell auf-
tretende Reagenzienleerwerte werden dabei durch Subtraktion beriicksichtigt. Diese
Auswertung wird in der Regel von der Software des Spektrometers {ibernommen.

8 Standardisierung und Qualitatssicherung

Zur Sicherung der Qualitit der Analysenergebnisse wird geméf3 den Richtlinien der
Bundesarztekammer und den speziellen Vorbemerkungen dieser Publikationsreihe
verfahren [Bader et al. 2010; Bundesérztekammer 2014]. Zur Prazisionskontrolle wer-
den in jeder Analysenserie mindestens drei Qualitatskontrollproben mit bekannten
und konstanten Analytkonzentrationen mit untersucht. Fiir Quecksilber in Blut und
Urin sind Kontrollmaterialien von verschiedenen Herstellern und auch zertifizierte
Referenzmaterialien erhiltlich. Daher sollten zur Qualititskontrolle zwei oder mehr
Kontrollmaterialien mit unterschiedlichen Konzentrationen eingesetzt werden, um
einen moglichst groflen Konzentrationsbereich abzudecken. Die Kontrollmaterialien
sollten nach der Kalibration, nach jeder zwanzigsten Probe und am Ende der Mess-
serie analysiert werden.

Die Messwerte der mit jeder Analysenserie untersuchten Kontrollproben sollten
innerhalb der angegebenen Toleranzbereiche liegen.
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9 Beurteilung des Verfahrens

Die Zuverldssigkeit des Verfahrens wurde durch eine umfassende Validierung und
erfolgreiche Teilnahme an Ringversuchen bestétigt.

9.1 Prazision

Zur Ermittlung der Prizision in Serie wurde Blut mit 3,4 pug bzw. 15 ug Quecksilber
pro Liter und Urin mit 41 pg bzw. 127 ug Quecksilber pro Liter eingesetzt. Diese
Proben wurden zehnfach parallel aufgearbeitet und analysiert. In Tabelle 7 sind die
Ergebnisse der Prizisionsbestimmung in Serie zusammengestellt.

Zur Ermittlung der Prazision von Tag zu Tag wurden dieselben Kontrollmaterialien
an zwanzig unterschiedlichen Tagen aufgearbeitet und der Quecksilbergehalt be-
stimmt. Die Ergebnisse sind in Tabelle 8 zusammengestellt.

Tab.7: Prazisionen in der Serie fir die Bestimmung von Quecksilber in Blut und Urin (n = 10).

Matrix Gehalt Standardabweichung (rel.) Streubereich
[mg/L] s [%] u [%]
Blut 3,4 2,0 4,5
15,0 1,6 3,6
Urin 41,0 1,2 2,7
127 1,1 2,5

Tab.8: Prézisionen vonTag zu Tag fiir die Bestimmung von Quecksilber in Blut und Urin (n = 20).

Matrix Gehalt Standardabweichung (rel.) Streubereich
[ng/L] 5. [%] u [%]
Blut 34 4,8 10,0
15,0 4,7 9,8
Urin 41,0 7,9 16,5
127 6,2 13,0

9.2 Richtigkeit

Die Richtigkeit des Verfahrens wurde durch interne und externe Qualitéitssicherung
uberpriift. Zur internen Qualitdtssicherung wurden die Kontrollmaterialien Clin-
Chek Blut 1 und 2 (Fa. Recipe) sowie Lyphochek Urin 1 und 2 (Fa. Biorad) an zwanzig
Tagen analysiert. Die Ergebnisse sind in Tabelle 9 dargestellt.

Zur Ermittlung der Wiederfindungsrate wurden Blut- und Urinproben mit je 10 pg
Quecksilber/L als Hg?* dotiert, dreifach aufgearbeitet und analysiert. Die Berechnung
der Wiederfindung erfolgte anhand der ermittelten Gehalte im dotierten Material
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unter Abzug eventueller Hintergrundgehalte im undotierten Material. Die Wieder-
findungsraten in Blut und Urin betrugen 102 und 98 %. Dariiber hinaus wurde Blut
mit 10 ug Methylquecksilber/L dotiert, dreifach aufgearbeitet und analysiert. Hier
betrug die Wiederfindungsrate 98 %. Mit dieser Wiederfindungsrate nahe 100 % ist
sichergestellt, dass auch Quecksilber, welches als organisches Methylquecksilber vor-
liegt, im vorliegenden Verfahren vollstindig zu elementaren Quecksilber reduziert
und erfasst wird.

Zur externen Qualitdtssicherung wurde erfolgreich am Ringversuch 38 der Deut-
schen Gesellschaft fiir Arbeitsmedizin und Umweltmedizin (German external quali-
ty assessment scheme (G-EQUAS)) teilgenommen. Die mit dem hier beschriebenen
Verfahren erzielten Ergebnisse sind in Tabelle 10 zusammengefasst.

Tab.9: Wiederfindungsraten fir die Bestimmung von Quecksilber in Blut und Urin (n = 20).

Material Matrix Sollwert Messwert mittlere rel.
[png/L] [ug/L] Wiederfindung [%]
ClinChek 1 Blut 3,5 3,6 103
ClinChek 2 15,0 14,8 98,7
Lyphochek 1 Urin 41,0 42,0 102
Lyphochek 2 127 128 101

Tab. 10: Ergebnisse derTeilnahme am Ringversuch G-EQUAS zur Bestimmung der Richtigkeit der

Methode.
G-EQUAS Matrix Sollwert Messwert Richtigkeit
[ng/L] [ng/L] [%]
38.RV Blut 1,1 1,2 109
2,3 2,7 117
12,0 12,7 106
15,7 14,7 93,6
38.RV Urin 1,5 1,5 100
3,0 3,4 113
16,7 18,6 111
46,3 50,9 110

9.3 Nachweis- und Bestimmungsgrenze

Unter den angegebenen Analysebedingungen wurden die Nachweisgrenzen fir die
unverdiinnten Blut- und Urinproben zu 0,04 pg Quecksilber pro Liter bestimmt.
Die Nachweisgrenzen wurden aus der Empfindlichkeit und der Standardabweichung
der Extinktion von Blindwertlésungen nach dem 3s-Kriterium ermittelt (n = 10)
(Tabelle 11).
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Tab. 11: Nachweis- und Bestimmungsgrenzen fiir die Bestimmung von Quecksilber in Blut und

Urin (n=10).
Matrix Nachweisgrenze Bestimmungsgrenze
[ng/L] [ng/L]
Blut 0,04 0,12
Urin 0,04 0,12

9.4 Storeinfliisse

Mit dem hier vorgestellten Analyseverfahren lassen sich sowohl berufsbedingte als
auch umweltbedingte Expositionen gegeniiber Quecksilber und Quecksilberver-
bindungen spezifisch und sensitiv erfassen.

Um den Quecksilbergehalt in Blut und Urin auch in den unteren Konzentrations-
bereichen korrekt zu bestimmen, sollte der Anwender der Methode sich stets der
Gefahr einer Quecksilberkontamination aus Reagenzien, Gefaflen oder der Umge-
bungsluft bewusst sein. So sollten alle verwendeten Chemikalien in regelméfiigen
Intervallen auf Blindwerte gepriift werden und auch fiir die verwendeten Aufschluss-
gefifle, Messkolben, Rohrchen und Pipetten gelten hochste Reinheitsanspriiche.
Reinraumbedingungen sind nicht zwingend erforderlich, aber hilfreich.

Andererseits muss beriicksichtigt werden, dass diverse Mechanismen zu Analyt-
verlusten fithren konnen. So kann es beispielsweise durch Verfliichtigung, durch
Adsorption an Gefafiwande, Schwebstoffe oder Kolloide, durch Einbindung in stabile
Komplexe oder durch Einlagerung in Amalgame zu Unterbefunden kommen. Bei den
Autosamplerréhrchen sind in Hinblick auf die Stabilitit des Quecksilbers Rohrchen
aus Polystyrol solchen aus Polypropylen oder Polyethylen vorzuziehen.

Zum Aufschluss und zur Stabilisierung des Quecksilbers in Lésung werden in der
Literatur oxidierende Sduren (Salpetersdure, Schwefelsdure, Perchlorséure) in Kom-
bination mit starken Oxidationsmitteln (Kaliumdichromat, Kaliumpermanganat,
Kaliumperoxodisulfat) vorgeschlagen. Aufgrund der besonderen Sicherheitsvorkeh-
rungen, die fiir Perchlorat notwendig wiéren, und der Toxizitat von Chrom(VI)-Ver-
bindungen wurde fiir diese Methode eine Kombination aus Salpetersaure, Schwefel-
sdure, Kaliumpermanganat und Kaliumperoxodisulfat gewihlt. Nachteilig ist dabei
die mogliche Ausfillung von Braunstein, zu der es in Urinproben kommen kann.
Die Urinproben sollten daher moglichst bald nach der Kaliumpermanganatzugabe
analysiert werden.

Durch Verwendung matrixangepasster Vergleichsstandards lassen sich eventuell
auftretende Matrixeffekte gut kompensieren. Zudem wird die organische Matrix des
biologischen Materials durch den stark oxidativen Aufschluss zerstort.

Da bei dem beschriebenen Flieflinjektionsverfahren die Gefahr von Verschlep-
pungseffekten in den Schlduchen besteht, wird der zu analysierenden Probe nach
der Vermischung mit der Salzsduretragerlosung zusitzlich noch eine 1%ige Kalium-
permanganatlésung ,online“ zugemischt. Dadurch werden die gelegentlich in realen
Urinproben ohne diesen Zusatz auftretenden Minderbefunde verhindert und zudem
wird die Stabilitit des Messsignals erhoht.



1042 Biomonitoring Methods in German language

Um ein zu starkes Schiumen der Probe nach Zusatz des Reduktionsmittels (Na-
triumborhydrid) zu vermeiden, wird ein Silikonentschdumer eingesetzt, der von dem
Geritehersteller angeboten wird.

10 Diskussion der Methode

Das vorliegende Verfahren, eine Kombination aus Flieflinjektionsverfahren und
AAS-Kaltdampftechnik, ermoglicht eine zuverldssige Quecksilberbestimmung so-
wohl in Blut als auch in Urin. Aufgrund der hohen Nachweisstéirke der Kaltdampf-
technik fiir Quecksilber kann die Bestimmung sowohl fiir den arbeits- als auch fiir
den umweltmedizinischen Bereich durchgefithrt werden.

Blut- und Urinproben werden identisch aufgearbeitet. Der stark oxidative Auf-
schluss mit Salpetersédure, Schwefelsdaure, Kaliumpermanganat und Kaliumperoxo-
disulfat benotigt mit 45 min nur wenig Zeit und es entstehen zumeist klare Losungen.
Auch Quecksilber, das als Methylquecksilber in der Probe vorliegt, wird in realen
Proben nach diesem Aufschluss quantitativ wiedergefunden. Wiahrend es sonst bei
Aufschliissen héufig zu Minderbefunden fiir das organisch gebundene Quecksilber
kommt, fithrt der Kaliumperoxodisulfatzusatz in dem hier beschriebenen Auf-
schlussverfahren zu Wiederfindungsraten nahe 100 %.

Verwendete Gerite: AAS-Spektrometer FIMS 400 mit Autosampler AS 90 der
Firma Perkin-Elmer.
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Abb. 2 Kalibriergerade und linearer dynamischer Bereich fiir die Bestimmung von Quecksilber
im Blut und Urin.
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