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Zusammenfassung

Mit der hier beschriebenen Methode der ICP-MS kann Molybdén im Plasma oder
im Urin einfach, empfindlich und spezifisch bestimmt werden. Das Verfahren eig-
net sich zur Erfassung von Molybdén bis in den physiologischen Konzentrationsbe-
reich. Die Plasma- bzw. Harnproben werden ohne zusitzlichen Probenaufschluss
im Graphitrohr elektrothermisch verdampft und in das ICP-MS eingebracht. Die
Quantifizierung erfolgt itber das Standardadditionsverfahren.

Molybdiin in Plasma

Priizision in der Serie: Standardabweichung (rel.) s=4,5%
Streubereich u=10,0%
bei einer Konzentration von 0,6 pg Molybdén pro Liter
Plasma und n = 10 Bestimmungen

Priizision von Tag zu Tag: Standardabweichung (rel.) s=5,0%
Streubereich u=11,1%
bei einer Konzentration von 0,6 pg Molybdén pro Liter
Plasma und » = 10 Bestimmungen
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Richtigkeit: Wiederfindungsrate: r=97-103% bei einer Auf-
stockung von 1 pg/L. Mo-
lybdén pro Liter Plasma

Nachweisgrenze: 0,05 ug Molybdan pro Liter Plasma

Molybdén in Urin

Prézision in der Serie: Standardabweichung (rel.) s=2,0%

Streubereich u=4,5%

bei einer Konzentration von 12 pug Molybdin pro Liter
Urin und # = 10 Bestimmungen

Prézision von Tag zu Tag: Standardabweichung (rel.) s=3,0%
Streubereich u=6,7%
bei einer Konzentration von 12 pg Molybdin pro Liter
Urin und n =10 Bestimmungen

Richtigkeit: Wiederfindungsrate: r=98-104% bei einer Auf-
stockung von 10 ug/L Mo-
lybdén pro Liter Urin

Nachweisgrenze: 0,05 pg Molybdén pro Liter Urin

Molybdin

Molybdin (Mo) besitzt die Ordnungszahl 42 und das Atomgewicht 95,94. Metalli-
sches Mo hat eine Dichte von 10,2 g/cm?®, schmilzt bei 2610°C und siedet bei
5560°C. Am haufigsten tritt Molybdén in vier- (z.B. Molybdénsulfid) oder sechs-
wertigen Verbindungen auf, aber auch zwei-, drei- und fiinfwertig

Neuen Schitzungen zufolge betrigt das durchschnittliche Molybdénvorkommen in
der Erdkruste etwa 1 ppm. In bestimmten Gesteinen kann der Gehalt zwischen 20
und 3000 ppm variieren. Das Element wird in erhdhter Konzentration in Schiefer,
Phosphorit, Kohle und Erdél vorgefunden, wobei ein direkter Zusammenhang zwi-
schen den Mengen an Molybdén und organischem Kohlenstoff besteht [1]. Durch
Verhiittung, Phosphatdiingung, phosphathaltige Waschmittel, Kohle- und Olver-
brennung gelangt Molybdén in die Umwelt.

Die Jahresproduktion betriagt weltweit etwa 80.000 t Molybdén (hauptsichlich aus
Molybdinsulfid, die groBte Menge in den USA). Es wird zur Stahlerzeugung (Bau-
stahl, rostfreien Stahl, Werkzeugstahl, sieche auch [2]) und in speziellen chemischen
Produkten (Farbpigmente, Katalysatoren, Schmiermittel und Flammschutz) ver-
wendet [3].

Molybdén ist ein essentielles Spurenelement., Es wird leicht aus dem Gastrointes-
tinaltrakt resorbiert. Der Molybdéngehalt der Nahrung schwankt entsprechend den
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verschiedenen Lebensmittelsorten. Den héchsten Molybdidngehalt haben Milch-
produkte, getrocknete Hiilsenfriichte, Innereien (Leber, Nieren), Getreideprodukte
und Backwaren. Die niedrigsten Spiegel finden sich im Schweinefleisch, Fisch,
Niissen, Fetten, Siiligkeiten und Zitrusfriichten {4, 5]. Der Molybdingehalt der
Pflanzen ist stark abhéngig vom jeweiligen Boden. Neutrale oder alkalische Boden,
besonders bei hohem Feuchtigkeitsgehalt und hohem Gehalt an organischen Mate-
rialien, fordern die Aufnahme [6, 7). Das Trinkwasser mit einem Gehalt von 0-20
ug/L trigt zur Molybddnaufnahme aus der Nahrung nur wenig bei. In hoch indus-
trialisierten Gegenden und bei hohem Molybdingehalt des Bodens wurden mehr
als eine Zehnerpotenz héhere Werte festgestellt, z. B. in einigen Gegenden Colora-
dos, wo — angeblich durch Minenabwisser bedingt — die Konzentrationen bei 400
ug/L liegen [5].

Das National Research Council der USA hielt 1980 [8] eine tigliche Zufuhr von
50-100 ug bei Kindern von 1 bis 3 Jahren und 150-500 pg bei Erwachsenen fiir
ausreichend. Angeblich liegt in Neuseeland die Aufnahme deutlich unter diesem
fiir USA-Biirger angegebenen Bereich [9].

Das resorbierte Molybdéan wird hauptséchlich im Urin, teilweise auch mit der Galle
ausgeschieden [10, 11]. Bilanzstudien wurden bei 36 Midchen von 6-10 Jahren
[12] sowie bei 4 jungen neuseeléndischen Frauen (19-21 Jahre) durchgefiihrt {13].
In den Arbeiten wurde die Zufuhr auf Werte zwischen ungefihr 45 und 80 oder
95 ug/d geschitzt. Die Zahlen [12] zeigen, dass die Resorption des Elementes bei
verschiedenen Kostformen betrachtlich schwankt.

Iversen und Mitarbeiter [14] ermittelten fiir das EURO-TERVIHT Projekt (Trace
Element Reference Values in Human Tissues) Referenzwerte fiir die dinische All-
gemeinbevilkerung. Bei der Untersuchung von 128 Personen unter Anwendung
der ICP-MS ergab sich eine mediane Ausscheidung von 42 pL Molybdén pro Liter
Urin.

Im Rahmen des sog. ENHANES-Programmes (National Health and Nutrition Exa-
mination Survey) wurden 1999 in den USA 904 Personen der Allgemeinbevdlke-
rung ohne bekannte berufliche Exposition auf ihren Molybdingehalt im Harn un-
tersucht. Dabei ergab sich eine renale Ausscheidung im Median von 53 pg Mo pro
Liter Harn. Das 90. Perzentil lag bei 140 ug/L [15].

Molybdénkonzentrationen im Plasma von Personen (n = 30), die beruflich nicht ge-
geniiber diesem Metall exponiert sind, liegen im Mittel bei 0,6 pg pro Liter Plasma
[16]. Diese Konzentrationen stimmen sehr gut iiberein mit Plasmawerten, die be-
reits in den 80er Jahren bei der Allgemeinbevélkerung gemessen wurden [17-21].
Die extrem hohe Haufigkeit einer sog. endemischen Gicht in der Ankavan-Provinz
in Armenien bei Bevolkerungsgruppen, die sich hauptsichlich von den dort ange-
bauten Nahrungsmitteln ernéhren, wurde mit abnorm hohen Molybdénkonzentra-
tionen in Béden und Pflanzen in Verbindung gebracht [22]. Die Molybdénaufnah-
me wurde in den betroffenen Regionen auf 10-15 mg/d geschitzt, verglichen mit
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1 bis 2 mg in nahegelegenen Gegenden mit niedriger Gicht-Inzidenz. Menschen
und Weidevieh wiesen angeblich abnorm hohe Plasmaharnsdurespiegel und Gewe-
be-Xanthinoxidaseaktivitaten auf.

Beim Tier hingt der Effekt einer hohen Molybdéanzufuhr mit der Nahrung von ver-
schiedenen Faktoren ab: Alter der Tiere, Menge und chemische Form des Molyb-
déns, Kupferstoffwechsel, Phosphat-, Schwefel-, Eiwei-, Cystein-, Methionin-,
Zink- und Bleigehalt der Nahrung. Bei Rindern kommt eine Molybdénose in ver-
schiedenen Teilen der Welt unter normalen Weidebedingungen vor. In England ist
die Erkrankung als ,,teart“ bekannt, in Neuseeland als ,, Torfdurchfall“. Der Durch-
fall kann sich in milder Form oder als schwere Erkrankung manifestieren, die zu
Dauerschdden und zum Tode fithren kann. Schafe sind wemger betroffen als Rin-
der, Pferde gar nicht [6].

Walravens und Mitarbeiter [23, 24] untersuchten 25 Arbeiter, die an einem Molyb-
din-Rostofen beschiftigt waren. Die Molybdénexposition durch Stdube war von
geringen Harns#ureanstiegen, von einer ausgeprigten Zunahme des Plasmacoeru-
leoplasmins sowie einem deutlich erhhten Molybdénwert im Plasma und im Urin
begleitet. Der Kupfergehalt im Urin war bei einer von 14 Proben stark erhoht. Si-
chere Hinweise fiir ein molybdénbedingtes Gichtsyndrom ergaben sich nicht. Wei-
tere Studien sind jedoch zur Abklirung eventueller Zusammenhénge mit Molybdén
erforderlich.

Der derzeit in Deutschland giiltige MAK-Wert wurde fiir Molybdén und seine was-
serunlslichen Verbindungen auf 4 mg/m? und fiir wasserlosliche Molybdanverbin-
dungen auf 5 mg/m’ festgesetzt. Ein BAT-Wert existiert derzeit nicht [25].

Grof3e Fortschritte wurden hinsichtlich der Erforschung der biochemischen und
funktionellen Bedeutung des Molybdins erzielt. Das Element ist offenbar ein es-
sentieller Bestandteil der Enzyme Xanthinoxidase {26, 27], Aldehydoxidase [28]
und Sulfitoxidase [29]. Am besten untersucht ist bisher die zytoplasmatische Xan-
thinoxidase des Purinstoffwechsels, die fiir die Oxidation von Hypoxanthin zu Xan-
thin und von Xanthin zur Harnsédure wichtig ist. Die Aldehydoxidase ist bisher nicht
so eingehend untersucht, beansprucht aber neuerdings Interesse wegen ihrer mog-
lichen Rolle im Alkoholstoffwechsel der Leber. Die mitochondriale Sulfitoxidase
dient als terminales Enzym beim Abbau schwefelhaltiger Aminosiuren. Bei Bakte-
rien und Pflanzen héngt die Reduktion von Nitraten und Distickstoff vom Molyb-
dingehalt der Nitrogenase und der Nitroreduktase ab.

Johnson und Mitarbeiter [30] zeigten, dass die Aldehydoxidase, Sulfitoxidase,
Xanthinoxidase und Nitratreduktase das Metall als einen Komplex mit einem offen-
bar identischen organischen Bestandteil enthalten, der isoliert wurde und einen Pte-
rinkern sowie eine noch nicht identifizierte 6-Alkyl-Seitenkette enthalt [30-32].
Aufgrund detaillierter Rekonstruktionsstudien ist dieser Molybdidn-Kofaktor der
drei Enzyme funktionell austauschbar, Von den charakteristischen Molybdénenzy-
men enthdlt nur die Nitrogenase einen speziellen Eisen-Molybdin-Kofaktor.
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Offenbar ist Wolfram ein kompetitiver Antagonist der Molybdidnverwertung im
tierischen Organismus. Durch Verabreichung von Wolfram konnten Cohen und
Mitarbeiter [33, 34] eine Abnahme der Sulfitoxidase- und Xanthinoxidaseaktivitéit
bei Ratten hervorrufen. Mit spezifischen Antikérpern gegen Rattenleber-Sulfitoxi-
dase und -Xanthinoxidase wurden in Lebern von mit Wolfram behandelten Tieren
betrichtliche Mengen inaktiven Proteins beider Enzyme nachgewiesen. Auch bei
mangelnder Molybdénverwertung verlauft demnach die Biosynthese schnell. An-
dererseits enthielten die inaktiven Enzyme statt Molybddn Wolfram, bzw. waren
zum iiberwiegenden Teil nicht mit einem Metall besetzt [35].

Daten iiber die Auswirkungen des Molybdins bei menschlichen Krankheitsbildern
sind spirlich. An der Universitit Gent wurden mit Hilfe der Neutronenakti-
vierungsanalyse die Plasmaspiegel bei Leber- und Gallenwegserkrankungen be-
stimmt [21]. Die Richtigkeit und Prézision der Methode wurde durch Analysen im
Bowenschen Kohlpulver, der NBS-Rinderleber und getrocknetem Tierblut der
TAEA gepriift [36, 37]. Danach war der Plasmamolybdénspiegel in der Initialphase
der akuten Virushepatitis deutlich erhéht (3,1 = 1,46 ng/mL bei Patienten; 0,55 =
0,21 ng/mL bei Kontrollpersonen) und kehrte in der Rekonvaleszenz parallel zu
den iiblichen Leberfunktionsparametern zur Norm zuriick. Es fand sich eine signi-
fikante Korrelation zwischen der Plasmamolybdéinkonzentration und der Plasma-
Aspartattransaminase (SGOT) (r = 0,710; p < 0,001) und der Alanintransaminase
(SGPT) (r = 0,683; p < 0,001). Daneben wurde ein eindeutig erhdhter Plasmamo-
lybdinspiegel bei einer Reihe anderer hepatobildrer Erkrankungen beobachtet,
ndmlich der Hepatitis-B-(HBsAg-)positiven chronisch aktiven Hepatitis, der pri-
mir bilidren Zirrhose, bei alkoholischen Leberschiiden, medikamenteninduzierten
Leberschiden, Lebermetastasen, Gallensteinen, Tumoren der Gallenblase und der
extrahepatischen Gallenwege sowie beim Pankreaskopfkarzinom. Der verantwort-
liche Mechanismus bleibt zunéchst unklar. Zwischen der Aufnahme zirkulierenden
Molybdins in die Leber und dem Funktionszustand des Hepatozyten besteht offen-
sichtlich eine enge Beziehung [38, 39]. Eine Freisetzung intrazelluliren Molybdins
aus geschidigten Parenchymzellen kommt ebenfalls in Betracht. Da erhebliche An-
stiege auch bei intra-extra-hepatischer Cholestase beobachtet wurden, kommt még-
licherweise auch eine Unterbrechung des Gallenflusses ursichlich in Frage. In der
Literatur finden sich weitere Erkrankungen, bei denen erhohte Molybdidnwerte fest-
gestellt werden (Urdmie, rheumatische Erkrankungen, Neoplasien, kardiovaskulire
Erkrankungen, Infektionen) [40—45]. Nur einige dieser Ergebnisse wurden durch
die Analysen von Referenzmaterial abgesichert. Nicht alle angegebenen Untersu-
cher haben den Vorgang der Probengewinnung und -verarbeitung detailliert be-
schrieben. In solchen Fillen besteht keine Gewissheit dartiber, ob alle Mafinahmen
zur Vermeidung exogener Verunreinigungen getroffen wurden.
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1 Grundlage des Verfahrens

Die Plasma- bzw. Harnproben werden ohne Probenaufschluss iiber ein ETV-System
mit Graphitrohrkiivette elektrothermisch verdampft und in das ICP-MS einge-
bracht. Die Quantifizierung erfolgt iber das Standardadditionsverfahren.

2 Gerate, Chemikalien und Lésungen

2.1 Gerite

ICP-Massenspektrometer (Quadrupol), mit Vorrichtung zur ETV mit Graphitrohr-
kitvette, PC, Probenwechsler und Drucker

Graphitrohrkiivetten, pyrolytisch beschichtet

Laborzentrifuge (z. B. von Heraeus)

Mikroliterpipette, variabel zwischen 100 und 1000 pL (z. B. von Eppendorf)
Milliliterpipette, variabel zwischen 1 und 10 mL (z. B. von Eppendorf)
1000-mL-Messkolben

10-mL-Messkolben

10-mL-Probengefdfle aus Kunststoff oder Quarzglas
10-mL-PolyethylenrGhrchen mit Stopfen (z. B. von Sarstedt)
EDTA-Monovetten (z. B. von Sarstedt)

2-mL-Kunststoffprobengefifie fiir Probenwechsler AS 60 (Perkin-Elmer)

2.2 Chemikalien

Molybdén-MaBldsung 1 g Mo/L in H,O [(NH4)sMo-0,4 - H,O] (z. B. Spex)
Ultrareines Wasser (z. B. Milli-Q, Millipore)

35%ige Salzsdure hochrein (suprapur, z. B. Merck)

Pd (NOs), MaBlésung 20 g/L (z. B. Spex)

Mg (NO;), MaBlosung 20 g/L (z. B. Spex)

65%ige HNO; (p. a.) mit Subboiling-Destillation nachgereinigt
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Hilfsgas Argon (SchweiBlargon oder Flissigargon) (z. B. Messer-Griesheim)
Plasmagas Argon (SchweiBBargon oder Fliissigargon) (z. B. Messer-Griesheim)

Zerstaubergas Argon (Schweiflargon oder Flissigargon) (z. B. Messer-Griesheim)

2.3 Losungen

1 M HNO;:

In einen 1000-mL-Messkolben, in dem etwa 500 mL hochreines Wasser vorgelegt
wurden, pipettiert man 70 mL 65proz. HNO; und fiillt den Kolben anschlieflend un-
ter Umschwenken mit hochreinem Wasser bis zur Marke auf.

Diese Losung ist bei 4 °C mehrere Monate haltbar.

Matrixmodifier-Losung Pd(NOs),:

In einen 10-mL-Messkolben werden ca. 6 mL 1 M Salpetersdure vorgelegt. Man
pipettiert 50 pL der PA(NO;),-Mafilésung (20 g/L) hinzu und fiillt den Kolben mit
1 M Salpetersdure bis zur Marke auf (100 mg/L).

Matrixmodifier-Lésung Mg(NO;),:

In einen 10-mL-Messkolben werden ca. 6 mL 1 M Salpetersdure vorgelegt. Man
pipettiert 100 pL. der Mg(NO5),-MaBlosung (20 g/L) hinzu und fiillt den Kolben
mit 1 M Salpetersiure bis zur Marke auf (200 mg/L).

2.3.1 Standardlésungen fiir die Bestimmung in Plasma

Ausgangsiosung:

0,1 mL der MolybddnmaBlosung (vgl. Abschnitt 2.2) wird in einen 10-mL-Mess-
kolben, in dem etwa 6 mL Wasser vorgelegt wurden, pipettiert. Anschlieend pipet-
tiert man 1 mL Salzsdure hinzu. Der Kolben wird schliefilich mit hochreinem Was-
ser bis zur Marke aufgefullt (10000 pug/L).

Stammlésung:

0,1 mL der Ausgangslosung wird in einen 10-mL-Messkolben, in dem etwa 6 mL
Wasser vorgelegt wurden, pipettiert. AnschlieBend pipettiert man 1 mL Salzsdure
hinzu. Der Kolben wird schlieflich mit hochreinem Wasser bis zur Marke aufge-
fullt (100 pg/L).

Arbeitsldsung:

1 mL der Stammldsung wird in einen 10-mL-Messkolben, in dem etwa 6 mL Was-
ser vorgelegt wurden, pipettiert. Anschliefend pipettiert man 1 mL Salzsaure hin-
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zu. Der Kolben wird schlielich mit hochreinem Wasser bis zur Marke aufgeftillt
(10 pg/L).

Die Stammlosung und die Arbeitslosung sind vor jedem Analysengang neu anzu-
setzen.

Die Ausgangslosung ist mehrere Monate (2—3) im Kithlschrank (+4 °C) haltbar.

Dotierlosungen (Plasma) fiir Standardaddition

Dotierlésung 0:

In einem 10-mL-Messkolben werden etwa 6 mL Wasser vorgelegt. Anschliefend
pipettiert man 1 mL Salzsdure hinzu. Der Kolben wird schlieBlich mit hochreinem
Wasser bis zur Marke aufgefiillt (0 pg/L).

Dotierlésung A:

1 mL der Arbeitslosung wird in einen 10-mL-Messkolben, in dem etwa 6 mL Was-
ser vorgelegt wurden, pipettiert. Anschliefend pipettiert man 1 mL 35proz. Salz-
sdure hinzu. Der Kolben wird schlieBlich mit hochreinem Wasser bis zur Marke
aufgefiillt (1 pg/L).

Dotierldsung B:

2 mL der Arbeitslosung werden in einen 10-mL-Messkolben, in dem etwa 6 mL
Wasser vorgelegt wurden, pipettiert. Anschliefend pipettiert man 1 mL 35% Salz-
sdure hinzu. Der Kolben wird schliefllich mit hochreinem Wasser bis zur Marke
aufgefiillt (2 pg/L).

Diese Dotierlosungen werden den zu untersuchenden Plasmaproben zugesetzt (PO,
P1, P2). Dazu wird jeweils 0,1 mL der Plasmaprobe im Probenwechslergefdl mit
jeweils 0,1 mL der jeweiligen Dotierldsung entsprechend dem Pipettierschema
(Tab. 1) versetzt und gut durchmischt. Diese Probenldsungen werden der weiteren
Probenbearbeitung unterworfen.

Tab. 1: Pipettierschema zur Herstellung von aufgestockten Plasma-Probenldsungen fiirdas
Standardadditionsverfahren und resultierende Konzentrationen in pg/L

Bezeichnung Volumen der Dotierldsungen Volumen End- Aufgestockte
Plasma  volumen  Konzentration
0 [mL] A[mL] B [mL] [mL] {mL] [pg/L}
PO 0,1 - - 0,1 0,2 +0
Pl - 0,1 - 0,1 0,2 +0,5

P2 - - 0,1 0,1 0,2 +1
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2.3.2 Standardlésungen fiir die Bestimmung in Harn

Ausgangslosung:

0,1 mL der MolybddanmaBlosung (vgl. Abschnitt 2.2) wird in einen 10-mL-Mess-
kolben, in dem etwa 6 mL Wasser vorgelegt wurden, pipettiert. AnschlieBend pipet-
tiert man 1 mL konzentrierte Salpetersiure hinzu. Der Kolben wird schlieBlich mit
hochreinem Wasser bis zur Marke aufgefullt (10000 pg/L).

Arbeitslosung:

0,1 mL der Ausgangslésung wird in einen 10-mL-Messkolben, in dem etwa 6 mL
Wasser vorgelegt wurden, pipettiert. Anschliefend pipettiert man 1 ml. konzent-
rierte Salpetersdure hinzu. Der Kolben wird schlieflich mit hochreinem Wasser bis
zur Marke aufgefullt (100 pg/L).

Die Arbeitslgsung ist vor jedem Analysengang neu anzusetzen.

Dotierlésungen (Harn) fiir Standardaddition

Dotierlésung 0:

I mL konzentrierte Salpetersdure wird in einen 10-mL-Messkolben, in dem etwa
6 mL Wasser vorgelegt wurden, pipettiert. AnschlieBend wird der Kolben mit hoch-
reinem Wasser bis zur Marke aufgefiillt (0 ug/L).

Dotierldsung A:

0,4 mL der Arbeitslosung werden in einen 10-mL-Messkolben, in dem etwa 6 mL
Wasser vorgelegt wurden, pipettiert. Anschlieend pipettiert man 1 mL konzen-
trierte Salpetersdure hinzu. Der Kolben wird schlieBlich mit hochreinem Wasser bis
zur Marke aufgefuillt (4 pg/L).

Dotierlésung B:

0,8 mL der Arbeitsldsung werden in einen 10-mL-Messkolben, in dem etwa 6 mL
Wasser vorgelegt wurden, pipettiert. Anschlielend pipettiert man 1 mL konzen-
trierte Salpetersdure hinzu. Der Kolben wird schlieBlich mit hochreinem Wasser bis
zur Marke aufgefullt (8 pg/L).

Diese Dotierlosungen werden den zu untersuchenden Urinproben zugesetzt (U0,
Ul, U2). Dazu wird jeweils 1 mL der Urinprobe im Probenwechslergefdl mit je-
weils 1 mL der jeweiligen Dotierldsung entsprechend dem Pipettierschema (Tab. 2)
versetzt und gut durchmischt. Diese, fiir jede Harnprobe frisch herzustellenden Pro-
benldsungen werden mit 1 M Salpetersdure im Verhéltnis 1 : 10 verdiinnt und an-
schlieBend der weiteren Probenbearbeitung unterworfen.
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Tab. 2: Pipettierschema zur Herstellung von aufgestockten Urin-Probenldsungen fiir das Stan-
dardadditionsverfahren und resultierende Konzentrationen in pug/L

Bezeichnung Volumen der Dotierldsungen Volumen End- Aufgestockte
Urin volumen Konzentration
(1:10)
0{mL] A[mL] B [mL] [mL} [mL} [ng/L]
uo 1 - - 1 2 +0
Ut - 1 - 1 2 +2
U2 - - l 1 2 +4

3 Probenahme und Probenaufbereitung
3.1 Probenahme und Lagerung

Wie bei allen Spurenelementanalysen wird von den Reagenzien und den verwende-
ten GefiBmaterialien héchster Reinheitsgrad verlangt. Dies gilt auch bei der Pro-
benahme.

Zur Entnahme von Blutproben verwendet man EDTA-Monovetten (z.B. von Sar-
stedt). Moglichst unmittelbar nach der Entnahme werden die Blutproben zentrifu-
giert, um das Plasma abzutrennen. Dieses iiberfiihrt man in 10 mL Polyethylenrohr-
chen mit Stopfen.

Plasmaproben sind bis zur Analyse grundsitzlich tiefgefroren bei ca. —18°C zu la-
gern. Nach dem Auftauen (bei Raumtemperatur) ist fiir eine gute Durchmischung
Zu sorgen.

Die zur Probenahme verwendeten Kunststoffgefdle miissen vor der Benutzung zur
Verhinderung einer moglichen exogenen Kontamination einzeln mit 1 M Salpeter
siure gereinigt werden, indem man sie mindestens 2 h gefiillt stehen ldsst und an-
schlieBend mit hochreinem Wasser griindlich ausspiilt und trocknet.

Die Urin-Sammlung und -Lagerung sollte in PolyethylengefdBen erfolgen. Ist die
Bestimmung nicht sofort durchfithrbar, kann der Urin fiir ca. 1 Woche im Kihl-
schrank bei ca. +4 °C aufbewahrt werden. Bei lingerer Lagerung empfichlt sichein
Einfrieren in der Tiefkiihitruhe (ca. —18°C).

Zur weiteren Aufarbeitung werden die Harnproben aufgetaut und auf Raumtempe-
ratur gebracht.
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4 Instrumentelie Arbeitsbedingungen

Bei der Graphitrohr-AAS (GFAAS) muss das Temperaturprogramm der Graphit-
rohrkiivette den jeweiligen Bedingungen optimal angepasst werden (Trocknung,
thermische Vorbehandlung zur Matrixabtrennung, Atomisierung). Der Probengas-
strom (Zerstdubergas) muss ebenfalls an die Schlauchlinge zum ICP angepasst
werden.

Die nachfolgend angefiihrten Geritebedingungen und Einstellungen wurden opti-
miert fiir die hier verwendete Gerdtekombination (ICP-MS ELAN-5000, ETV
HGA 600, Probenwechsler AS-60, Perkin-Elmer). Diese Angaben kdnnen nur als
Orientierungshilfe dienen. Die einzelnen Parameter miissen an den jeweils verwen-
deten Geridten angepasst werden. Ggf. sind an Gerdten anderer Hersteller zusitzli-
che Einstellungen bzw. Parameteroptimierungen notwendig.

4.1 Plasma-Einstellungen

Plasma-Einstellung: 1,2 kW
CEM Voltage: 4,1 kv
Probenzufuhr; Elektrothermische Verdampfung (ETV)

Plasmabedingungen: Hilfsgas Ar 15 L/min
Probengasstrom Ar ca. 0,9 L/min (Optimierung notwen-
dig)
Plasmagas Ar 0,8 L/min

4.2 Massenspektroskopische Parameter

Sweeps/Reading: 1
Readings/Replicate: 120

Number of Replicates: 2

Points Accross Peak: 1

Resolution: Normal

Scanning Mode: Peak Hop Transient
Baseline Time: 600 ms

Transfer Frequency: Replicate

Element Masses: 95 und 98 amu
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Replicate Time: 1200 ms
Dwell time: 10 ms

Elemental Equations (Gleichungen fiir die mathematische Korrektur)

%Mo =*Mo
%Mo = Mo —0.1095 * '®'Ru

Da Ru im Plasma und im Urin im unteren ng/L-Bereich vorliegt, spielt diese Glei-
chung flir eine Korrektur keine Rolle. Die beiden Molybdinisotope werden aus-
schlieBlich zu Kontrollzwecken vermessen, wobei die Quantifizierung iiber *Mo
erfolgt.

4.3 Parameter der elektrothermischen Verdampfung (ETV)

Sample Volume: 20 uL

Modifier: Pd 100 mg/L, Mg 200 mg/L
Modifier Volume: 20uL

Injection Temperature:  20°C

Injection Speed: 50%

Read Delay: 2s

Closure Delay: —6s

Tab. 3: ETV-Parameter (I): Temperaturprogramm

Programm Cell Time  Time Internal Gas Type Gas To Read

Step Temperature Ramp  Hold Flow Norm Alt Vent ICP
[°C [s] [s] [mL]

1 90 5.0 10 300 X X

2 120 5.0 25 300 X X

3 700 10.0 20 300 X X

4 1500 5.0 10 300 X X

5 1500 1.0 5 100 X X

6 2650 0.2 5 100 X X X

7 2700 1.0 5 300 X X

8 20 1.0 20 300 X X
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Tab. 4: ETV-Parameter (II)

Pipet  Pipet Solution Activate Cell Wash Repeat Sequence
Seq. from to from

Mod | Mod 2 Sample to times
1 0 0 2 0 0 0
2 X 0 0 0 0 0 0
3 1 2 2 0 0 0

5 Analytische Bestimmung

Mindestens 100 pL der frisch aufdotierten Probenlésungen (Plasma oder Harn)
werden in die Probenwechslergefifie pipettiert. Dies ist bei den hier zugrunde lie-
genden Bedingungen geniigend Material um, wie bei der ICP-MS {iblich, drei
Messwiederholungen durchzufithren. Daraus werden dann der Mittelwert und die
Standardabweichung der jeweiligen Messung errechnet.

Bei jeder Analysenserie wird eine Qualitdtskontrollprobe (siche Abschnitt 7) mit-
analysiert. Reagenzienleerwerte sind gegebenenfalls zu beriicksichtigen.

Die Quantifizierung erfolgt iiber **Mo. **Mo wird zur Kontrolle mitvermessen.

6 Kalibrierung und Berechnung des Analysenergebnisses

Die Kalibrierung erfolgt tiber das Standardadditionsverfahren. Die jeweils drei Pro-
benldsungen werden iiber die elektrothermische Verdampfung in das Plasma einge-
bracht. Man erstellt fiir jede Probe eine Kalibrierfunktion, indem man die ermittel-
ten Signalfldchen der drei Probenlésungen gegen die aufdotierten Konzentrationen
auftrigt. Das Analysenergebnis kann dann als negativer Achsenabschnitt an der
Konzentrationsachse abgelesen werden.

Die Proben sind nach dem Standardadditionsverfahren zu bestimmen, da zwischen
wissriger Kalibrierfunktion und der Standardadditionsfunktion erhebliche Unter-
schiede in der Steigung zu verzeichnen sind (s. auch Abbildung 1).
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7 Standardisierung der Messergebnisse und Qualitidtssicherung

GemihB den Richtlinien der Bundesérztekammer [46, 47] und den spezicllen Vorbe-
merkungen dieses Werkes [48, 49] ist zur Prizisionskontrolle bei jeder Analysense-
rie ein Qualititskontrolistandard mitzufiithren.

Da fiir Molybdan kein kdufliches Kontrollmaterial zur Verfligung steht, muss dieses
selbst hergestellt werden. Dazu versetzt man Harn bzw, Plasma mit einer definier-
ten Menge an Molybdén. Aliquote dieser Lésung kénnen bis zu einem Jahr tiefge-
kithlt aufbewahrt und zur Qualitétskontrolle eingesetzt werden. Die Konzentration
dieses Kontrollmaterials sollte in der Mitte des am héufigsten auftretenden Kon-
zentrationsbereichs liegen. Der Sollwert und die Toleranzbereiche dieses Qualitéts-
kontrollmaterials werden im Rahmen einer Vorperiode (an 20 Tagen je eine Analy-
se des Kontrolimaterials) ermittelt [50].

Eine externe Qualitdtssicherung kann durch eine Teilnahme an Ringversuchen
praktiziert werden. Derzeit beriicksichtigen nach unserem Kenntnisstand die in
Deutschland durchgefiihrten Ringversuche fiir arbeits- und umweltmedizinisch-to-
xikologische Analysen in ihrem externen Qualititssicherungsprogramm die Analy-
se von Molybdén jedoch nicht [51].

Mit dieser Methode wurden vom Autor 70 Plasmaproben von nicht beruflich gegen-
iiber Molybdén exponierten Personen untersucht. Die dabei erhaltenen Werte fiir
Plasma (0,58 + 0,34 pg/L) stimmen sehr gut mit den Literaturwerten von ca. 0,5~
0,8 ug/L liberein (siehe auch einleitenden Abschnitt). Eine Haufigkeitsverteilung
dieser 70 vermessenen Plasmaproben ist Abbildung 2 zu entnehmen.

8 Beurteilung des Verfahrens
8.1 Prézision

Zur Bestimmung der Prézision in der Serie wurde Poolplasma von beruflich nicht
gegeniiber Molybdén belasteten Personen iiber 10 Standardadditionsreihen analy-
siert.

Zur Ermittlung der entsprechenden Prézision fiir die Matrix Harn wurde Poolurin
verwendet, von dem ebenfalls 10 unabhéngige Standardadditionsreihen vermessen
wurden. Dabei ergaben sich folgende, in Tab. 5 dokumentierte, relative Standard-
abweichungen bzw. Streubereiche. Die Molybdinkonzentration des eingesetzten
Poolplasmas wurde zu 0,6 pg/L berechnet, die Konzentration des Poolharns zu
12 ug/L.
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Tab. 5: Prizisionen

Berechnete Standardabweichung (rel.) Streubereich
Konzentration
(ng/L] (%] [%]
Prizision in der Serie (n = 10)
Harn 12 2,0 4.5
Plasma 0,6 4.5 10,0

Prizision von Tag zu Tag (n = 10)

Harn 12 30 6,7
Plasma 0,6 5,0 11,1

Zusitzlich wurde dasselbe Poolplasma sowie derselbe Pooltharn (bei beiden Kon-
zentrationen) jeweils an 10 Analysentagen aufgearbeitet und analysiert. Die ermit-
telten Prazisionen von Tag zu Tag sind ebenfalls Tab. 5 zu entnehmen.

8.2 Richtigkeit

Da zertifiziertes Referenzmaterial fiir Molybdén derzeit kommerziell nicht zur Ver-
fligung steht, wurden zur Priifung der Richtigkeit Wiederfindungsversuche durch-
gefiihrt. Dazu wurde einem Poolplasma mit einem zuvor bestimmten Gehalt von
0,63 pg/L Mo 1 pg/L. Mo zugesetzt. Dieses Plasma wurde 10-mal analysiert. Dabei
ergab sich eine relative Wiederfindung zwischen 97 und 103%. Ebenso wurde ver-
fahren im Fall der Matrix Harn. Poolharn mit einem zuvor bestimmten Molybdén-
gehalt von 12 pg/L wurden 10 pg/L Molybdin zugesetzt und 10-mal analysiert. Da-
bei ergab sich eine relative Wiederfindungsrate von 98-104%.

8.3 Nachweisgrenzen
Unter den angegebenen Bedingungen lagen die Nachweisgrenzen, ermittelt aus
dem dreifachen Signal/Rauschverhiltnis des analytischen Stéruntergrundes in der

zeitlichen Umgebung des Analytsignals fiir die Massen 95 bzw. 98 bei 0,05 pg/L.
Dies gilt sowohl fiir die Matrix Plasma als auch die Matrix Urin.
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8.4 Storeinfliisse

Die Analyse des Molybdéns in Harn und Plasma ist unter den angegebenen Bedin-
gungen storungsfrei moglich.

Fiir eine zuverldssige Analyse ist ein ETV-System bei der Verwendung eines Quad-
rupol-ICP-MS unbedingt notwendig. Storeinfliisse bei der direkten Bestimmung
von Molybdin in Harn oder Plasma, das heifit ohne ETV, durch ,,polyatomare
Ionen* wie BrO* und ArKO" sind bekannt und téuschen falsch zu hohe Molybdin-
werte vor. Mathematische Korrekturen sind in dem hier vorliegenden Konzentrati-
onsverhiltnis Analyt/Storer unzuverldssig. Die direkte Bestimmung ist nur bei Ver-
wendung eines Sektorfeld-ICP-MS bei einer Aufldsung von ca. 4000 moglich.

Wie von der GFAAS hinlidnglich bekannt, treten im Graphitrohr chemische Matrix-
einfliisse auf, die die Empfindlichkeit, d. h. die Steigung der Kalibrationsgeraden,
verdndern. Daher ist eine Standardaddition dringend erforderlich (Abbildung 1).
Ein Probenaufschluss ist bei der ETV nicht erforderlich, da durch das jeweilige
Temperaturprogramm vor der Atomisierung bereits die Probe getrocknet und eine
thermische Zersetzung stattfindet, die die Hauptmatrixbestandteile vom Analyten
trennt und damit nicht das Interface belastet.

9 Diskussion der Methode

Das vorliegende Verfahren gestattet die schnelle, zuverldssige und richtige Bestim-

mung von Molybdin in Harn und Plasma bis in den umweltbedingten Konzentra-

tionsbereich. Gleichwohl kann auch der arbeitsmedizinisch relevante Bereich er-
fasst werden. Die Zuverldssigkeitskriterien sind als hervorragend zu bezeichr
und konnten von den Priifern der Methode auf Anhieb nachvollzogen werden.

Die Vorteile der ETV-Kopplung an ¢in Quadrupol-ICP-MS sind dabei:

1) Matrixabtrennung durch geeignetes Temperaturprogramm (wie bei GFAA)
und damit niedrige Belastung des Interfaces. Damit sind héhere Salzkonzentra-
tionen bzw. héhere organische Anteile in den Proben problemlos zu verarbeiten.
Aus diesem Grund kann auch auf eine Mineralisierung der Probe verzichtet wer-
den.

2) Es handelt sich um eine Mikromethode. Insgesamt sind nur etwa 200400
Plasma erforderlich, was besonders bei der Untersuchung von Kindern eine we-
sentliche Rolle spielt.

3) Einige polyatomare Interferenzen koénnen durch geeignete Wahl des Tempera-
turprogramms ausgeschaltet werden. Damit kénnen mit der Quadrupol-ICP-MS
auch Elemente analysiert werden, fiir die sonst eine hdhere Auflésung notwen-
dig ist.
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Die Nachteile sind:

1) Das Verfahren ist wegen der Verwendung der Standardadditionsmethode relativ
zeitaufwendig (ca. 10 min/Probe). Dies ist wegen der bekannten chemischen
Matrixeinfliisse im Graphitrohr notwendig.

2) Die Verwendung eines internen Standards ist, wie sonst in der ICP-MS {iblich,
nicht moglich, da Analyt und interner Standard sich im Graphitrohr thermisch
meist sehr unterschiedlich verhalten.

Die Auswertung iiber “*Mo und **Mo dient nur der Kontrolle, wobei die Quantifi-

zierung iiber Mo erfolgt. Obwohl Mo durch **Ru gestért wird, ist dies fiir die un-

tersuchten Matrizes nicht von Bedeutung, da die Ru-Konzentrationen im Plasma
und im Urin nur im unteren ng/L-Bereich liegen.

Die Methode stellt keine hoheren personellen Anforderungen, als die GFAAS und

die Quadrupol-ICP-MS, da die Kopplung leicht und rasch durchzufiihren ist.

Bei einem Nichtvorhandensein einer Sektorfeld-ICP-MS stellt dieses Verfahren

eine gute Alternative fiir die Bestimmung von Molybdén in Plasma und Urin dar.

Verwendete Gerite:

ICP-Massenspektrometer ELAN-5000 (Perkin-Elmer, Deutschland), ETV HGA
600 (Perkin-Elmer, Deutschland) mit Probenwechsler AS-60 (Perkin-Elmer,
Deutschland)
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Abb. 2: Hiufigkeitsverteilung Molybdén in Plasma von 70 mit dieser Methode vermessenen
Proben.
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