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Quantitative Chrombestimmung im Harn
mit lammenloser Atomabsorptions-Spektromettie
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(Direktor: Prof. Dr. H. Valentin) der Universitit Erlangen-Niirnberg
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Sowohl fiir die Privention als auch bei bereits bestehenden Gesundheitsstérungen Chrom-exponierter Werktitiger ist der Nachweis des
Metalls im biologischen Material von atbeitsmedizinisch-toxikolischem Interesse. Dariiber hinaus gewinnen.Chromuntersuchungen
auch im Bereich der Stoffwechselforschung zunehmend an Bedeutung. Zut Bestimmung des Chroms im Harn bietet sich als Methode der
Wah! die flammenlose Atomabsotptions-Spektrometrie an. Sie erméglicht im Unterschied zur herkémmlichen Atomisierungsmethode in
einer Flamme neben weiteren Vorteilen Metallanalysen ohne vorheriges Aufarbeiten der Proben. Bei 60 beruflich nicht Chrom-exponierten
Personen fanden wir eine mittlere normale Chromausscheidung im Harn von 1,8 &+ 1,1 ug/l. Als obere Normgrenze errechnete sich eine
Chromausscheidung von 4,6 ug/l\Harn (p < 0,01).

« The quantitative determination of urinary chrominm by flameless atomic absorption spectrometry

For preventive purpose and in view of the distutbances of health already observed in workers exposed to. chromium, the detection of
this metal in biological material is of great interest in the field of toxicology in occupational medicine. In addition, general studies on the
role of chromium in human metabolism are becoming more important. Flameless atomic absorption spectrometry seems to be the most
suitable method for the determination of chromium in body fluids. Unlike customary flame atomizing methods, this method, amongst
other advantages, permits the analysis of metals without prior preparation of the specimen. On 60 persons not exposed to chromium we

found a mean urinary chromium elimination of 1.8 4 1.1 ug/l. The upper normal value was 4.6 ug/l urine (p <0.01).

Chrom und seine Verbindungen kommen in vielen
industriellen Fertigungsbereichen zur Anwendung. Hier
sind insbesondere die Galvanotechnik, die chemische
Industrie, die Textilfarberei, die Gerberei und die
Zementherstellung zu nennen. Der berufliche Umgang
mit diesem Metall kann zu Gesundheitsschiden fiihren,
die pathogenetisch durch die allgemein toxische Scha-
denspotenz und Kanzerogenitit zahlreicher Chromver-
bindungen sowie deren allergisierende Wirkung bedingt
sind (Lit. bei 1). Daher ist sowohl fiir die Privention als
auch bei bereits bestehenden Gesundheitsstérungen der
Nachweis des Metalls im biologischen Material chrom-
exponierter Werktitiger von arbeitsmedizinisch-toxiko-
logischem Interesse. ’

Die hierfiir eingesetzten chemischen Bestimmungs-
methoden werden zunehmend durch physikalisch-
chemische Vetfahren, insbesondere durch die Atom-
absorptions-Spektrometrie ersetzt (2, 3). Diese zeichnet
sich durch hohe Spezifitit, leichte und schnelle Durch-
fihrbarkeit und groBere Genauigkeit aus (4, 5).

In der klassischen Atomabsorptions-Spektrometrie rei-
chen hiufig, bedingt durch das Zerstiuber-Brenner-
System, die Nachweisgrenzen zur Metallbestimmung in
biologischen Materialien nicht aus. Nach WELz et el. 6
sind fiir die Durchfithrbarkeit dieses Analysenverfahrens
zwei Voraussetzungen erforderlich.

1. Entweder miissen fiir geringe Metallkonzentrationen
groBere Probenvolumina zur Verfiigung stehen, so daB

aus diesen die benétigten Konzentrationen durch An-
reicherungsverfahren gewonnen werden konnen;

2. oder bei Vorhandensein nur geringer Probenmengen
muf} das zu analysierende Element in ausreichend hoher
Konzentration vorliegen. )
Um diese Einschrinkungen der Flammen-Atomabsorp-
tions-Spektrometrie zu umgehen, ist es notwendig, an-
stelle des Zerstiubers andere Systeme zu verwenden.
Dabei ging man hinsichtlich einer Dissoziation der
Atome neue Wege, indem man die Flamme durch andere
Energiequellen ersetzte. Hierfiir kommen etwa Hohl-
kathoden, Graphitofen oder Laserstrahlen in Betracht
(7). Von L’Vov (8) und MassMaNN (9) sind Kohle- bzw.
Graphitrohre als Absorptionskiivetten beschrieben wor-
den. Die Probe wird in fliissiger oder in fester Form in
ein Kohle- oder Graphitrohr eingebracht und durch
einen elektrischen Lichtbogen bzw. eine elektrische
Widerstandsheizung verdampft. Bei schneller Atomi-
sierung kleiner Proben liBt sich erreichen, daB fast alle
Atome der Probe in dem nutzbaten Absorptionsvolumen
vorhanden sind (9). Auf diese Weise kommt man im
allgemeinen mit einem Tausendstel dér Konzentration
aus, die man bei Verwendung einer Flamme be-
notigt.

Wie fiir zahlreiche Spurenelemente und Metalle bietet
sich gerade fiir die quantitative Analyse von Chrom,
das nicht nur arbeitsmedizinisch-toxikologisch bedeut-
sam ist, sondern auch als Metalloenzym eine .essentielle
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Rolle im Intermedidrstoffwechsel spielt (10—16), die
Methode der flammenlosen Atomisierung an.

Methodik

Dic direkte Analyse des Chromgehaltes im Harn wurde mit dem
Perkin-Elmer-Atomabsorptions-Spektrometer 305 vorgenommen,
in das anstelle des konventionellen Zerstiuber-Brenner-Systems
dic Graphitrohrkiivette HGA?) 70 eingcbaut war.

Graphitrohrkiivette

In cinem elektrisch aufheizbaten Graphitrohr, das sich im Strahlen-
gang des Atomabsotptions-Spektrometers befindet, wird die zu
analysierende Probe nach kurzfristigem Trocknen und Veraschen
durch zeitgesteuerte Temperatureinstellung atomisiert. Im Unter-
schied zur offenen Flamme des Brenner-Systems verwecilen dic
freiwerdenden Atome im Graphitrohr oft linger als 1s, d. h. fast
tausendmal linger als. in der offenen Flammenstrémung. Die
Atomisierung im Graphitrohr hat gegeniiber dem Zerstiuber-
Brenner-System mit offener Flamme folgende Vorteile:

1. Vorheriges Aufarbeiten des biologischen Materials entfillt bei
vielen Metallanalysen, da Trocknung, Veraschung und Atomi-
sierung durch variable Temperatureinstellung in einem Arbeits-
gang erfolgen.

2. Es werden geringere Konzentrationen erfaB8t, da im Graphitrohr
erheblich mehr Atome zur Lichtabsorption angercgt werden.

3. Zur Analyse ist wesentlich weniger Untersuchungsmaterial
erforderlich.

4. Die Analyse leicht oxidbildender Elemente ist wegen der
Inertgasatmosphire im Graphitrohr weniger storanfillig.

5. Durch eine stufenlose Temperatureinstellung kann die optimale
Atomisierungstemperatur fiir jedes Element gewihlt werden.

6. Unerwiinschte Begleitsubstanzen der Matrix kénnen zeitlich
vor der cigentlichen Atomisierung durch stufenweises Erhéhen
der Graphitrohrtemperatur zerstdrt werden.

Abbildung 1 zeigt einen schematischen Querschnitt der Graphit-
rohrkiivette HGA 70. Beziiglich weiterer apparativer Details
darf auf die Betriebsanleitung der Herstellerfirma Perkin-Elmer
und auf die Verodffentlichung von WELZ et al. (6) verwiesen werden.

Untersuchungsgang

Als Probenmaterial wurden jeweils 50 ul eines 24-h-Sammelharns
mit eicer Eppendorf-Mikropipette durch die Einspritzéflnung der
Kiivette direkt in das Graphitrohr eingegeben. Entsprechend der

Probeneingabe

Einspritzdffnung
bas / Wasser

m' l-oco:0:ac0:wa] Strahlengang
-
elektrlsche E : |~ Isolierung
Kontaktstelle | —————— — __ ._.:_I
I N
i Graphitrohr
Wasser Metallmantel
Abb. 1

Schematischer Querschnitt der Graphitrohrkiivette HGA 70

1) Heated Graphite Atomizer.
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Tab. 1

Angaben fiir die Temperatur- und Zeitwahl zur Chrombestimmung
im Harn

Temperatur- u, Zeitwahl Trocknung Veraschung Atomisierung

Schritt | Temperatur 100°C 1100°C —
Zeit 120s 30s —_

Schritt II  Temperatur — 1600°C 2600°C
Zeit —_ 30s 20s

Bedienungsanleitung fiir die HGA 70 wurde das Arbeitsprogramm
7 gewihlt. Die fest eingestellten Graphitrohrtemperaturen bei
diesem Programmschritt betragen fiir den Trockenvorgang
100°C und fiir den Veraschungsvorgang 1100°C. Getrocknet
wurde 120 s und verascht zunichst 30 s. Da bei dieser Temperatur-
wahl die unerwiinschten Harnkomponenten jedoch nicht voll-
stindig thermisch zetsetzt werden, wurde der Veraschungsvor-
gang mit der zum Atomisieren verfiigbaten variablen Graphit-
rohrtemperatur um weitere 10 s erweitert. Hierbei betrug durch
Einstellen einer Spannung von 5 Volt die Temperatur etwa
1600°C. Nach erneuter Veraschung iiber 30 s wurde 20 s bei einer
Temperatur von etwa 2600°C nach ciner Spannungswahl von
10 Volt atomisiert (Tab. 1). Die nach beiden Seiten geofinete
Kiivette wurde durch ecinen koastanten Strom (1,51/min) mit
Stickstoff gespiilt.

Fiir die atomabsorptions-spektrometrische Endpunktbestimmung
wurden folgende apparative Arbeitsbedingungen gewihlt:

Wellenlinge: 358 nm
Verstirkung: 5 Umdrchungen
Spaltbreite: 3
07 |-
06 |-
05—
c
.2 04 -
3
03 -
a b c
02 - T
x*
01
L Y
Papiervorschub
—
Abb. 2

Charakteristische Peaks (*) bei der Chrombestimmung im Harn.
Normalurin bzw. Normalurin mit Chromzusatz

a) Normalurin, b? Normalurin 4 25 ug/l,
¢) Normalurin + 50 g/l

60*
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Ergebnisse und Diskussion

Eichkurve

Als Eichldsungen dienten wiBr. Kaliumchromatlosungen
mit bekannten Konzentrationsstufen: 1 ug/l; 5 ug/l und
10 ugl Chrom. Aufgegeben wurden jeweils 50 ul.
Nach Ausmessen der Peak-Hohe wird an der linearen
Eichkurve der Chromgehalt der Harnproben ermittelt.
In Abbildung 2 sind die charakteristischen Peaks bei
unterschiedlichem Chromgehalt des Harns graphisch
dargestellt. ’

Prifung der Zuverlissigkeitskriterien

Die Spezifitit einer Elementanalyse mit der Graphitrohr-
kiivette wird u. a. durch Rauch oder weitere nicht spezi-
fische Absorptionen wihrend des Atomisierungs-
vorganges beeinflufft. Durch das von uns modifizierte
Veraschungsverfahren sind jedoch die fiir eine Rauch-
entwicklung wihrend der Atomisierung verantwort-
lichen unerwiinschten Harnbestandteile sicher thermisch
zersetzt. Dies bestitigten auch vergleichende Unter-
suchungen mit und ohne Deuterium-Untergrund-
kompensation?) (6). Die gemessenen Chrom-Peaks (*)
zeigten eine gute Ubereinstimmung (Abb. 3).

06—

05

o
w
I

Extinktion

01+

| L

Papiervorschub

Abb. 3

Chrombestimmung im Harn mit flammenloser Atomabsorptions-
Spektrometrie

a) ohne, b) mit Deuterium-Untergrundkompensation

%) Die Untersuchungen wurden freundlicherweise von, Herrn
Dr. B WeLz und Herrn E. WIEDEKING der Firma Bodenseewerk
Perkin-Elmer, Uberlingen, durchgefiihrt.

Zur Priifung der Richtigkeit der Methode wurden Harn-
proben nicht Chrom-exponierter Probanden mit 5 ug/l
Chrom versetzt. Die mittlere Auffindungsrate betrug
93%..

Zuf) Bestimmung der Prigision in der Serie wurde eine
Harnprobe 20mal analysiert. Bei einer mittleren Chrom-
Konzentration von 6,02 ug/l mit einer Standard-
abweichung von 0,9°ug/l betrug der Prarsonsche
Variabilititskoeffizient v = 159%,. Die Prazision von Tag
# Tag iber einen Zeitraum von einer Woche ergab
einen Variabilititskoeffizienten von v = 179,.

Die Nachweisgrenize (bezogen auf 19, Absorption) betrug
bei einer Probenmenge von 50 ul 0,2 ug/l Harn bzw.
absolut 10 pg Chrom.

Normalwerte

Von insgesamt 60 beruflich nicht Chrom-exponierten,
klinisch gesunden Minnern wurden Harnproben auf
ihren Chromgehalt analysiert. Bei dllen Personen stand
der 24-h-Sammelbarn zur Verfiigung. Die mittlere
Chromausscheidung betrug 1,6 4- 1,1 ug/d und zeigte
eine Normverteilurig. Bezieht man diesen Chromgehalt
auf 11 Harn, so errechnet sich eine mittlere Chrom-
Konzentration von 1,8 4- 1,1 ug/l. Dieser Wert liegt
zwischen dem von SCHROEDER et al. (17) photometrisch
mit 0,72 ug/l Hatn und dem von IMBus et el. (18)
ebenfalls photometrisch mit 3,77 ug/l Harn ange-
geberien Ergebnis. Unter Beriicksichtigung des von uns
bei beruflich nicht Chrom-belasteten Personen ermit-
telten Normalwertes errechnet sich mit einer Irrtums-
wahtscheinlichkeit von p < 0,01 eine obere Normgrenze
der Chromausscheidung von 4,6 ug/l Harn.

Harnanalysen beruflich Chromexponierter

Harnproben von 12 in einer galvanotechnischen Ab-
teilung beschiftigten Arbeitern wurden auf ihren
Chromgehalt untersucht. Die Ergebnisse der einzelnen
Analysen sind in Tabelle 2 dargestellt.

Tab. 2

Ergebnisse von Chromanalysen im Harn zwblf beruflich chromexpo-
nierter Arbeiter "

Proband Chromgehalt im Harn

(ue/]

15,9
7,8
6,2

24,6
7,3
8,3
3,0
5,6
1,4

16,0
6,1

14,0

© OO0 L WN =~
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Praktische SchluBifolgerungen

Durch den Einsatz der Graphitrohrkiivette HGA 70,
v{clche die flammenlose atomabsorptions-spektrome-
trische Analyse von Spurenelementen und Metallen in
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Arzneimittelwirkungen
Ein Lehtbuch der Pharmakologie féir Phasmaveuten, Chemiker und Biologen. Mic cir
fiihtenden Kapiteln in die Andtomis und Physislogie
Vom Prof. Dr. rev. nat. D, med. Exest Morschtek, Pharmazeutisches Triscitue der Universicdt Mainz

2., neubeatbeitete tnd erweiterts Auflige 1972, Bewa XV1, 520 Seiten, Etwa 58 Abbildangen. Gr~8°. Leinwanc
DM 54~

Ver zwei fahten erschien die 1. Auflage dieses nedten Vharmakologie-Lehrbuches fiir Pharmazeuten, Chemike
and Biologen. Ianerhalb kurzer Zeit hat ¢s eine sulerordentliche Verbreitung unter den Apothekers, in de
Pharmaveutischen [ndustrie, bei Medidinern und als Hochschullehrbudh erfabren. Dreimal muflte die erste Auf.
fage nachgedruckt werden. In vahlreichen Bespreditngen der medizinischen und pharmazeutischen Fachpress
and i der Beurteilang durch Hodischuldozenten wurden die hervorragende Didaksik, die gesteaffte und oty
demn umfassende Darstellung, die Ubersichtliehkeic und dis wissenschaliche Fxaksheit hervorgehoben.

In die jetzt erscheinende 2., neubeatbeitete und erweiterie Auflage wurden u.a, folgende Kapirel nes aufge
nomiven: Phirmakokinetik, Zentrale Muskelrelazantion, Blutgruppen, Rb-Faktor, Prophylaze und Therapie de
Herzinfarkis. Medikamente, die am Kespirationstrakt wirksam sind, wurden ebenso eingefiige wie die new
Af‘zﬁei"mineigr‘ug?e der Imimtnsuppressiva, Alle tibrigen Kapitel wurden auf den nevesten Stand gebrache, di
Abbildengen 2. 'T: ernevert und dis Verceichnis medizinischer Pachausdriicke ergnzt.

Wenn man vor der Brage steht; das didaktisch hervorragende Buch zu empfehlen, so kann man kaum de:
Meinung des Autors beipflichiten, das Buch sei nur fiir Pharmazeuten, Chemiker und Biologen geschricben, Denr
es wird auth dem Medizinier (Student und Prakeikery von grofitem Nutzen sein, Man kann es vorbehaldos empfeh:
Yen.* (Krztliche Forschung,

JDieses neve Lehirbuch ist sehr sorgfaltig und mit groflem didakdschem Gesctick geschricben. Fs kann aller
naturwisseschaftfichen Studenten, aber such Pharmazeuten und Chemikern, dic irgendwelche Beriihrung mit des
Pharmakologie habeii, voll empfohlen werden.® (Deutsche Medizinische Wodhenschrift,

JThe book should be found very helpful not only as a thorough introductory text of pharmacology and thera-
peutics Lut also for general reference use wherever German is read.” (Unlisted Drugs;

WISSENSCHAMTTACGHE VERLAGSGESELLSCHAFT MBH, D-7000 Stuttgart 1, Birkenwaldstralc 44, Pf. 40

Waﬁ de Gruyter
Berlin-New York

Gitsch — Palmrich
Gyndlkologisch-operative Anatomie
Einfache und erweilerte Hystereklomie + Ein Allas

Anhany: Dig Rudigisslopensudikal: Der Aflas sehliefit eine immer spb
dny: Dié Rud ehzRuillke | purbar Im Anhang wird dic Radiolsotopen-
%]:grk,’i‘ﬂg‘ndvglzl Prg;_ Dt;i _m_ecrl; Eduard gewesene Lucke awisehen anatemisehen Radikalopgraﬁon balm Kolluml?arzinom.
l’d!lfrl 'I M,i'q‘{;v"hr’; A .c,lvf Huhs Lelirbichern und den Datstellungen die an der |, Universitdts-Fravenklinik
P -IluFlLil' ! %e. ekWo_l_!_en voh gynakologiseher Operationen, Wien entwickelt wurde, beschrieben
i I?sve'l ”h_' . ;L h!re!_cjhf - Anhand zahlreieher Hlystrationen und tllustelert (Typ 1: radioaktives
i iéé ?'?.|7 qu’sv‘,‘qug. 2 1x 80 em. werden die dureh die Operalionsteehnik Galdkollold; Typ 2: radioaktiver
M .';' ‘ blg eh. A bl lsm t.Tell bedinglen Verdnderungen der topos Phasphor), Sie zelgt dic Miglichkoiten
‘G:b; &ré“gg'm 60! dutigen 1972. g’@p\g_&;ghex» Analomie des Genitales auf, wie inan die Resultate der Hyster-
PR und selner Naehburorgane bei der ektomie durch Zusatzmafinahmen
vaginalen vad abdominalen Hyster verbessern kann.

eldomie besthrieben. In der Darstellung
der Weriheim'sehen Radikalaperation
wird besenders der Anteil der Wiener
&n’akaleg‘s_eheh Sehule an der

eiterentwicklung dieser Methode
hervorgehaben,
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biologischem Material erméglicht, wird das arbeits-
medizinisch-toxikologische Laboratorium um ein neues,
zuverlissiges Verfahren bereichert. Bei der Bestimmung
der Normwerte fiir Chrom im Harn betrug der Zeit-
aufwand fiir eine Einzelanalyse 5 Minuten. Im Unter-
schied zur Flammen-Atomabsorptions-Spektrometrie er-
klart sich diese Zeitersparnis dadurch, daB mit der
Grzphitrohrkiivette vor der Atomisierung kein zeit-
intensives Aufarbeiten des biologischen Materials er-
forderlich ist. Weiterhin wird damit auch die Gefahr von
Verunreinigung der Proben vermindert. Dieser Gesichts-
punkt ist gerade fiir die Spurenanalyse bzw. Unter-
suchung von kleinsten Probenmengen bedeutsam.

Wihrend fiir den Arbeitsmediziner die Pathogenese
der Hypermetallose bei berufsbedingter Chrominkor-
poration im Vordergrund des wissenschaftlichen
Interesses steht, ist fiir den Stoffwechsclforscher
die Frage der Chrommangcl-Auswirkung auf den
Organismus aktucll. Auch beziiglich dieser Fragestellung
diirfte der Einsatz der Graphitrohrkiivette in Ver-
bindung mit modernen Anreicherungsverfahren wegen
der niedrigen Nachweisgrenze der flammenlosen Atom-
absorptions-Spcktrometrie im Unterschied zur konven-
tionellen Atomabsorptions-Spektrometric von metho-
dischem Vorteil sein.
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