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Arsenic and inorganic arsenic compounds - Deter-
mination of arsenic species (As(lll), As(V), mono-
methylarsonic acid, dimethylarsinic acid and
arsenobetaine) in urine by HPLC-ICP-MS

[Arsen und Arsenverbindungen - Bestimmung von
Arsenspezies (As(lll), As(V), Monomethylarsonsaure,
Dimethylarsinsaure und Arsenobetain) in Urin mit-
tels HPLC-ICP-MS]

Biomonitoring Methods in German Language

P. Schramel’, B. Michalke', H. Emons?, T. Géen**, A. Hartwig**, MAK Commission®*
DOI: 10.1002/3527600418.bi744038verd0022

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 verified the presented biomonitoring
method.

The analytical method described hereinafter permits the simple and specific determination of the arsenic
species arsenic (III) (As*), arsenic (V) (As**), monomethylarsonic acid (MMA), dimethylarsinic acid (DMA)
and arsenobetaine in urine. The limits of quantitation allow the quantification of the above-mentioned arsenic
species in both occupational and environmental medicine.

To this end, the arsenic species are separated by anion-exchange high-performance liquid chromatography
(anion-exchange HPLC) and detected by inductively coupled plasma mass spectrometry (ICP-MS). Sample
preparation is done by diluting the urine with water. Calibration is performed using either single or mixed
standards of the different arsenic species or using the standard addition method.

The method was extensively validated and the reliability data were confirmed by an independent laboratory,
which has established and cross-checked the whole procedure.
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Arsen und Arsenverbindungen - Be-
stimmung von Arsenspezies (As(lll),
As(V), Monomethylarsonsaure, Di-
methylarsinsaure und Arsenobe-
tain) in Urin mittels HPLC-ICP-MS

Matrix: Urin

Arbeitsstoffe: Arsen und Arsenverbindungen

Analytisches Hochleistungsfliissigkeitschromatographie/Massen-
Messprinzip: spektrometrie mit induktiv gekoppeltem Plasma

(HPLC-ICP-MS)
Abgeschlossen im: Mai 2000

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

Arbeitsstoff CAS Parameter CAS

Arsen und 7440-38-2 Arsen (III) (Arsenige Séure) 36465-76-6

Arsenverbindungen - (Arsen) Arsen (V) (Arsensiure) 7778-39-4
Monomethylarsonsdure 124-58-3
Dimethylarsinsdure 75-60-5
Arsenobetain 64436-13-1

Zusammenfassung

Die hier beschriebene analytische Methode erlaubt die einfache und spezifische Be-
stimmung der Arsenspezies Arsen(IIl) (As®*), Arsen(V) (As**), Monomethylarson-
sdure (MMA), Dimethylarsinsaure (DMA) und Arsenobetain im Urin. Die Bestim-
mungsgrenzen erlauben die Quantifizierung der genannten Arsenspezies sowohl im
arbeitsmedizinischen als auch im umweltmedizinischen Bereich.

Dazu werden die Arsenspezies mittels Anionenaustausch-Hochleistungsfliissig-
keitschromatographie (Anionenaustausch-HPLC) getrennt und mittels Massen-
spektrometrie mit induktiv gekoppeltem Plasma (ICP-MS) bestimmt. Die Proben-
vorbereitung erfolgt durch Verdiinnung des Urins mit Wasser. Die Kalibrierung
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erfolgt entweder mit Einzel- bzw. Mischstandards der verschiedenen Arsenspezies
oder unter Verwendung der Standardadditionsmethode.

Zuverlissigkeitskriterien der Methode

As(I1I)

Prizision in der Serie:

Prazision von Tag zu
Tag:

Richtigkeit:

Nachweisgrenze:
Bestimmungsgrenze:

As(V)

Prizision in der Serie:

Prazision von Tag zu
Tag:

Richtigkeit:

Nachweisgrenze:
Bestimmungsgrenze:

MMA

Priazision in der Serie:

Standardabweichung (rel.) Sw=6,3%
Streubereich u=154%

bei einer dotierten Konzentration von 5,0 ug As(III) pro
Liter Urin und n = 7 Bestimmungen
Standardabweichung (rel.) s, = 21,8 % bzw. 27,0 %
Streubereich u = 45,3 % bzw. 56,2 %
bei einer dotierten Konzentration von 0,2 pg bzw. 0,4 ug
As(III) pro Liter Urin und n = 22 Bestimmungen
Wiederfindungsrate (rel.) r=119%

bei einer Sollkonzentration von 5,0 pg As(III) pro Liter
Urin und n = 7 Bestimmungen

0,03 pg As pro Liter Urin

0,09 ug As pro Liter Urin

Standardabweichung (rel.) Sw=2,1%
Streubereich u=51%

bei einer dotierten Konzentration von 5,0 pug As(V) pro
Liter Urin und n = 7 Bestimmungen
Standardabweichung (rel.) Sy =17,8 % bzw. 5,1 %
Streubereich u = 37,0 % bzw. 10,6 %
bei einer dotierten Konzentration von 0,3 pg bzw. 5,6 pg
As(V) pro Liter Urin und n = 22 Bestimmungen
Wiederfindungsrate (rel.) r=102 %

bei einer Sollkonzentration von 5,0 pg As(V) pro Liter
Urin und n = 7 Bestimmungen

0,05 pug As pro Liter Urin

0,15 pg As pro Liter Urin

Standardabweichung (rel.) Sw=2,0%

Streubereich u=4,9%

bei einer dotierten Konzentration von 5,0 pug As als MMA
pro Liter Urin und n = 7 Bestimmungen

The MAK Collection for Occupational Health and Safety 2018, Vol 3, No 4



Prazision von Tag zu
Tag:

Richtigkeit:

Nachweisgrenze:
Bestimmungsgrenze:

DMA

Priazision in der Serie:

Prazision von Tag zu
Tag:

Richtigkeit:

Nachweisgrenze:
Bestimmungsgrenze:

Arsenobetain

Priazision in der Serie:

Prazision von Tag zu
Tag:

Richtigkeit:

Nachweisgrenze:
Bestimmungsgrenze:

Arsenspezies in Urin 2189

Standardabweichung (rel.) Sy = 8,9 % bzw. 4,6 %
Streubereich u = 18,5 % bzw. 9,6 %
bei einer dotierten Konzentration von 0,7 pg bzw. 2,8 pg
As als MMA pro Liter Urin und n = 22 Bestimmungen
Wiederfindungsrate (rel.) r=112%

bei einer Sollkonzentration von 5,0 pg As als MMA pro
Liter Urin und n = 7 Bestimmungen

0,04 pg As als MMA pro Liter Urin

0,12 pg As als MMA pro Liter Urin

Standardabweichung (rel.) $.=3,5%

Streubereich u=28,6%

bei einer dotierten Konzentration von 5,0 pug As als DMA
pro Liter Urin und n = 7 Bestimmungen
Standardabweichung (rel.) $w=5,1%bzw. 2,8 %
Streubereich u = 10,6 % bzw. 5,8 %
bei einer dotierten Konzentration von 2,2 pug bzw. 19,6 pug
As als DMA pro Liter Urin und n = 22 Bestimmungen
Wiederfindungsrate (rel.) r=114%

bei einer Sollkonzentration von 5,0 pug As als DMA pro
Liter Urin und n = 7 Bestimmungen

0,02 pg As als DMA pro Liter Urin

0,06 pg As als DMA pro Liter Urin

Standardabweichung (rel.) s.=18%

Streubereich u=44%

bei einer dotierten Konzentration von 5,0 ug As als
Arsenobetain pro Liter Urin und n = 7 Bestimmungen
Standardabweichung (rel.) Sy = 4,9 % bzw. 4,7 %
Streubereich u =10,2 % bzw. 9,8 %
bei einer dotierten Konzentration von 2,4 ug bzw. 19,8 ug
As als Arsenobetain pro Liter Urin und n = 22 Bestim-
mungen

Wiederfindungsrate (rel.) r =106 %

bei einer Sollkonzentration von 5,0 pug As als Arsenobe-
tain pro Liter Urin und n = 7 Bestimmungen

0,03 pg As als Arsenobetain pro Liter Urin

0,09 pg As als Arsenobetain pro Liter Urin



2190 Biomonitoring Methods

Allgemeine Informationen zu Arsen und seinen Verbindungen. Arsen (As,
relative Atommasse 74,92, Ordnungszahl 33) ist ein in geringen Konzentrationen
ubiquitdr vorkommendes Element, das sowohl metallische als auch nichtmetallische
Eigenschaften besitzt. Arsen liegt in der Erdkruste hauptséchlich in Form von Arse-
niden (z. B. Arsenkies FeAsS und Cobaltglanz CoAsS), Sulfiden (z. B. Realgar As,S,
und Auripigment As,S;) und Oxiden (Arsenik As,O;) vor. Es kann in den Oxidati-
onsstufen -1, 0, +III und +V auftreten [IARC 2012].

Arsen wird heute industriell vor allem bei der Herstellung von Halbleitern, als Le-
gierungsbestandteil, als Lauterungs- und Entfarbungsmittel in der Glasindustrie so-
wie in arsenhaltigen Farbpigmenten eingesetzt. In diesen Einsatzbereichen ist auch
eine berufliche Exposition gegentiber Arsen méglich. Eine weitere Expositionsquelle
stellt die Gewinnung von Arsen und dessen Begleitmetallen aus arsenhaltigen Er-
zen dar, da Arsen hédufig in Verbindung mit Kupfer-, Eisen- oder Nickel-Erzen vor-
kommt. Durch die Verhiittung dieser arsenhaltigen Erze sowie durch die Verbren-
nung fossiler Brennstoffe werden Arsen und seine Verbindungen zusitzlich in die
Umwelt eingetragen [IARC 2012].

Arsengehalte in Boden sind stark durch geologische oder o6rtliche Gegebenheiten
beeinflusst. In einigen Landern (z. B. Bangladesch, China, Indien, Chile, USA) kom-
men im Boden sehr hohe Arsen-Konzentrationen vor. Sowohl aus natiirlichen als
auch aus anthropogenen Quellen gelangt Arsen auch ins Grund- und Trinkwasser.
In Deutschland gilt fiir Arsen im Trink- und Mineralwasser ein zuldssiger Grenz-
wert von 10 pg/L [TrinkwV 2001], der in der Regel auch nicht tiberschritten wird
[UBA 2003]. In einigen Gegenden der Welt treten geologisch bedingt sehr viel hohe-
re Arsengehalte im Trinkwasser im Bereich von bis zu 1000 ug/L auf [UBA 2003]. In
Lebensmitteln kommt Arsen in hoheren Gehalten vor allem in Meeresfriichten und
Seefischen vor, und hier vor allem in Form von organischen Arsenverbindungen, wie
Arsenobetain, Arsenocholin und Arsenozuckern [TARC 2012; UBA 2003].

Oral aufgenommenes anorganisches und organisches Arsen wird vom Menschen
schnell und gut resorbiert. Die inhalative und dermale Resorption ist dagegen deut-
lich geringer [IARC 2012; UBA 2003]. Am Arbeitsplatz steht die pulmonale Auf-
nahme von anorganischem Arsen im Vordergrund, das in der Luft partikelgebunden
vorkommt. Die respiratorische Resorption erfolgt daher in einem zweistufigen Pro-
zess [Drexler 2003]. Aufgenommene anorganische Arsenverbindungen werden pri-
mér in der menschlichen Leber zu MMA und DMA methyliert und tiber den Urin
ausgeschieden [UBA 2003; Ochsmann 2011]. Renale Hauptmetabolite anorgani-
scher Arsenverbindungen sind As*', As**, MMA und DMA [UBA 2003; Ochsmann
2011]. Organische Arsenverbindungen werden dagegen hauptsichlich unveréndert
renal eliminiert. Zu beachten ist, dass auch in Meerestieren DMA enthalten ist, wel-
ches nach Aufnahme ebenso unverandert ausgeschieden wird und damit ggf. eine
Exposition gegeniiber anorganischem Arsen vortduschen kann.

Die Elimination von Arsen im Menschen erfolgt in drei Phasen, wobei der tiber-
wiegende Teil mit einer Halbwertszeit von einem Tag bis zu wenigen Tagen aus-
geschieden wird [UBA 2003; Drexler 2003]. In Abbildung 1 sind die Arsenspezies
dargestellt, die mit der vorliegenden Methode erfasst werden konnen.

The MAK Collection for Occupational Health and Safety 2018, Vol 3, No 4
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Abb. 1 Arsenspezies, die mit der vorliegenden Methode erfasst werden.

Arsen und seine anorganischen Verbindungen werden von der Kommission als
fiir den Menschen eindeutig krebserzeugend eingestuft (Kategorie 1) und werden
der Keimzellmutagen-Kategorie 3A zugeordnet [DFG 2018]. Details zur toxikologi-
schen Bewertung des Arsens und seiner Verbindungen kénnen den entsprechenden
MAK-Dokumentationen entnommen werden [Hartwig 2015; Hartwig 2014]. Fir
anorganisches Arsen und die methylierten Metaboliten im Urin wurde ein Biologi-
scher Leit-Wert (BLW) von 50 pg/L Arsen festgelegt. Fiir die Summe aus As(III),
As(V), MMA und DMA existieren Expositionsédquivalente fiir krebserzeugende
Arbeitsstoffe (EKA-Werte); zudem liegen fiir die einzelnen Arsenspezies Referenz-
werte (BAR) in Hohe von je 0,5 pg/L fiir As** und As®* vor sowie 2 pg/L fiir MMA
und 10 pg/L fiir DMA [DEG 2018].

Tabelle 1 zeigt ausgewihlte Studiendaten zu Arsenspezieskonzentrationen im Urin
der Allgemeinbevélkerung.



2192 Biomonitoring Methods

Tab.1 Ausgewdhlte Studiendaten zu Gehalten der untersuchten Arsenspezies im Urin der All-
gemeinbevdlkerung.
Studie Kollektiv Proben- Gehalt der Arsenspezies in Urin,
anzahl n Median (95. Perzentil) [ug As/L]
As3* As®* MMA DMA Arseno-
betain
Foa et al. 1984 Allgemeinbev. 184 1,9 (10%) 1,9 (99
Kalman et al. 1990 Allgemeinbev. 696 1,3 1,6
Navas-Acien et al. Allgemeinbev. 60 0,6 (1,9°) 1,1 4,9 (15*) <0,5 (4,3)
2009 (3,3
Rivera-Nunez Allgemeinbev., 387 0,3 (1,0) 0,3(0,8) 1,0(3,4) 13,6 (72)
etal. 2011 Trinkwasser!
Heitland und Allgemeinbev. 82 0,2 (0,5) 0,2 (0,5) 0,5(1,6) 4,0(9,1) 5,9 (23)
Koster 2008

! Nutzung von Trinkwasser mit erhéhten Arsengehalten, * Max.-Wert, ® 90.
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1 Grundlage des Verfahrens

Die hier beschriebene analytische Methode erlaubt die einfache und spezifische Be-
stimmung der Arsenspezies Arsen(III) (As**), Arsen(V) (As®*), Monomethylarson-
saure (MMA), Dimethylarsinsdure (DMA) und Arsenobetain im Urin. Die Bestim-
mungsgrenzen erlauben die Quantifizierung der genannten Arsenspezies sowohl im
arbeitsmedizinischen als auch im umweltmedizinischen Bereich.

Dazu werden die Arsenspezies mittels Anionenaustausch-Hochleistungsfliissig-
keitschromatographie (Anionenaustausch-HPLC) getrennt und mittels Massen-
spektrometrie mit induktiv gekoppeltem Plasma (ICP-MS) bestimmt. Die Proben-
vorbereitung erfolgt durch Verdiinnung des Urins mit Wasser. Die Kalibrierung
erfolgt entweder mit Einzel- bzw. Mischstandards der verschiedenen Arsenspezies
oder unter Verwendung der Standardadditionsmethode.

2  Gerite, Chemikalien und Losungen

2.1 Gerate

« HPLC: Zwei-Kanal Gradientenpumpe (Beckman System Gold 127NM); 6-Kanal-
Aufgabeventil (Rheodyne) mit 100 uL-Probenschleife; alle Teile mit denen die
Probe in Kontakt kommt, sind aus PEEK gefertigt

« Analytische Séule: Thermo-Dionex AS14 (250 x 4 mm) mit Vorsdule AG14
(40 x 4 mm) (z. B. Thermo Scientific/Dionex, Idstein)

« ICP-Massenspektrometer: Quadrupol ICP-MS (ELAN 5000 von Perkin Elmer)
gekoppelt an die HPLC iiber Meinhard-Zerstiduber und Zyklon-Sprithkammer

« Kolbenhubpipetten mit variabler Volumeneinstellung von 1-10 pL, 10-100 pL
bzw. 100-1000 pL mit den passenden Pipettenspitzen (z. B. Eppendorf)

« 250 mL-Urinsammelflaschen mit Schraubverschluss (z. B. Sarstedt Nr. 77.577)

* Verschiedene Messkolben und Bechergliser aus Glas (z. B. Schott)

* 0,45 pm-Zellulosefilter (z. B. VWR)

« 10 mL-Probengefifie aus Kunststoff (PE) fiir den Autosampler (z. B. Sarstedt)

« Ultraschallbad (z. B. VWR)

2.2 Chemikalien

« As(IlI)-Standardlosung in Salpetersdure, TraceCERT® 1000 mg/L As (z. B.
Sigma-Aldrich Nr. 39436)

« As(V)-Standardlésung in Wasser, TraceCERT® 1000 mg/L As (z. B. Sig-
ma-Aldrich Nr. 76686)

« Monomethylarsonsidure (MMA), 99,5 % (z. B. Chem Service Nr. N-12922)

« Dimethylarsinsdure (DMA), 99 % (z. B. Aldrich Nr. 20835)

« Arsenobetain, 95 % (z. B. Sigma-Aldrich Nr. 11093)
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e Tetramethylammoniumhydroxid (25%ige Losung in Wasser) (z. B. Merck
Nr. 814748)

« Ammoniumcarbonat, 99,999 % (z. B. Sigma-Aldrich Nr. 379999)

« Natriumhydroxid, Plitzchen (z. B. Merck Nr. 106498)

« Salpetersdure, 1 M (z. B. Merck Nr. 109966)

« hochreines Wasser, vollentsalzt (z. B. Milli-Q)

 Argon 5.0 (z. B. Air Liquide)

 Argon/Wasserstoft (8 % Wasserstoff im Argon) (z. B. Air Liquide)

2.3 Losungen

» Natriumhydroxidlésung (1 M)
In einem 100 mL-Messkolben werden genau 4,0 g Natriumhydroxid eingewogen
und in hochreinem Wasser gelst. Im Anschluss wird der Kolben mit hochreinem
Wasser aufgefullt.

» Mobile Phase A
In einen 1000 mL-Messkolben werden 0,8 mL der 25%igen Tetramethylammoni-
umhydroxid-Losung vorgelegt. Der Kolben wird mit hochreinem Wasser bis zur
Marke aufgefiillt.

» Mobile Phase B
In einem 1000 mL-Becherglas werden genau 790 mg Ammoniumcarbonat ein-
gewogen und in etwa 900 mL hochreinem Wasser gelost. Der pH-Wert wird mit
1 M Natronlauge auf pH 9 eingestellt und die Losung in einen 1000 mL-Mess-
kolben tiberfiihrt. Der Kolben wird anschlieflend mit hochreinem Wasser bis zur
Marke aufgefiillt.

Das jeweilige Laufmittel (Mobile Phase) wird fiir jede Analysenserie frisch herge-
stellt, vor Verwendung filtriert (0,45 um-Cellulosefilter) und im Ultraschallbad fiir
funf Minuten entgast.

24 \Vergleichsstandards

« Stammlosung MMA, DMA und Arsenobetain (je 100 mg/L)
In einen 100 mL-Messkolben werden 10 mg MMA, 10 mg DMA und 10 mg
Arsenobetain eingewogen und in hochreinem Wasser gelost. Im Anschluss wird
der Kolben mit hochreinem Wasser aufgefiillt.

Bei lichtgeschiitzter Lagerung im Kiihlschrank bei +4 °C ist die Stammlésung min-
destens 12 Monate haltbar.

« Arbeitslosung (1 mg/L)
In einen 100 mL-Messkolben werden je 100 pL der kduflich erworbenen As(III)-
und As(V)-Stammlgsung sowie 1000 uL. der MMA-, DMA- und Arsenobetain-
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Stammldsung pipettiert. Der Kolben wird mit hochreinem Wasser bis zur Marke
aufgefiillt und gut durchmischt. Diese Losung enthélt — bezogen auf die jewei-
ligen Arsenspezies — 1 mg/L As und wird im Kithlschrank bei maximal +4 °C
gelagert und wochentlich frisch angesetzt.

« Kalibrierlosungen
Durch Verdiinnen der Arbeitslgsung mit hochreinem Wasser geméf3 dem in
Tabelle 2 dargestellten Schema, werden Kalibrierstandards im Konzentrations-
bereich von bis zu 50 pg/L hergestellt.

Die Kalibrierstandards miissen zu jedem Messtag frisch angesetzt werden.

Tab. 2 Pipettierschema zur Herstellung der Kalibrierstandards fiir die Arsenspeziesbestimmung

in Urin.
Kalibrier- Volumen Volumen Endvolumen Konzentration des
standard Arbeitslosung hochreines Kalibrierstandards
Wasser
[mL] [mL] [mL] [ng/L]

0 0 100 100 0

1 0,1 99,9 100 1,0

2 0,2 99,8 100 2,0

3 0,5 99,5 100 5,0

4 1,0 99,0 100 10

5 2,0 98,0 100 20

6 5,0 95,0 100 50

Eine matrixangepasste Kalibration erfolgt durch Standardaddition der Analyten aus
der Arbeitslosung auf einen Humanurin mit moéglichst niedriger Arsen-Konzent-
ration. Zur Herstellung von sechs Kalibrierlosungen werden diesem Aufstock-Urin
schrittweise ein definiertes Volumen der Arbeitslosung sowie hochreines Wasser
zugegeben, so dass eine 1:5 Verdiinnung des Urins erfolgt. Diese Standardadditions-
kalibration wird dann in eine externe Kalibrierung umgewandelt.

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. So miissen die zur Probenahme verwendeten
Polyethylengefifle vor der Benutzung mit 1 M Salpetersaure gereinigt werden. Dazu
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werden die Gefidfle mit 1 M Salpetersdure gefiillt und fiir mindestens 2 h stehen
gelassen. AnschliefSend werden die Gefafie mit hochreinem Wasser griindlich aus-
gespiilt und getrocknet. Fiir eine Bestimmung im Bereich der Nachweisgrenze lasst
sich der Reinigungseffekt durch Erwérmen der Salpetersdure weiter verbessern.

Fiir die Bestimmung der Arsenspezies ist ein 24 h-Sammelurin am besten geeig-
net. Ist die analytische Bestimmung nicht sofort durchfiithrbar, kann der Urin fiir ca.
eine Woche bei +4 °C im Kithlschrank aufbewahrt werden. Fiir die ldngere Lagerung
(Wochen oder Monate) empfiehlt sich eine Lagerung bei —20 °C.

3.2 Probenaufbereitung

Die Urinproben werden auf Raumtemperatur gebracht und gut durchmischt. An-
schliefSend wird ein Aliquot von 1 mL der Urinprobe mit 4 mL hochreinem Wasser
verdiinnt und filtriert (0,45 pm Cellulosefilter).

4  Instrumentelle Arbeitsbedingungen

Die analytische Messung erfolgt an einer Geratekombination bestehend aus einer
HPLC mit Anionenaustauschersédule und ICP-MS.

4.1 Hochleistungs-Fliissigkeitschromatographie

Trennsdule: Material: Dionex IonPac AS14

Lange: 250 mm

Innerer Durchmesser: 4,0 mm

Partikelgrofie: 9 um

Trennprinzip: Anionenaustausch

Vorsaule: Material: Dionex IonPac AG14

Mobile Phase: Laufmittel A:
Tetramethylammoniumhydroxid-Losung
Laufmittel B:
Ammoniumcarbonat-Lésung, pH 9

Flussrate: 1,5 mL/min

Injektionsvolumen: 100 pL

Das Gradientenprogramm ist in Tabelle 3 gegeben.

Die HPLC ist durch einen kurzen Teflon-Schlauch direkt an den Meinhard-Zer-
stduber mit Zyklon-Sprithkammer des ICP-MS angeschlossen.
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Tab.3 Gradientenprogramm fiir die Arsenspeziesbestimmung in Urin.

Zeit Laufmittel A Laufmittel B
[min] [%] [%]

0 100 0

0,5 100 0

0,6 0 100

8,0 0 100

8,1 100 0
15,0 100 0

4.2 Massenspektrometrie mit induktiv gekoppeltem Plasma

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

Plasma-Leistung: 1200 W

Plasma-Gas: 15 L/min Argon

Hilfsgas: 0,6 L/min Argon

Zerstaubergas: 0,75 L/min Argon + 0,175 mL/min Wasserstoft
Zerstiuber: Meinhard

Zerstduberkammer: Zyklon-Typ

Analysierte Massenspuren: 75,77

5 Analytische Bestimmung

Von den nach Abschnitt 3 aufgearbeiteten Proben werden jeweils 100 pL in das
HPLC-ICP-MS-Gerit injiziert. Es empfiehlt sich eine Doppelbestimmung jeder
Probe. Die Identifizierung der Arsenspezies erfolgt anhand der Retentionszeiten, die
in Tabelle 4 zusammengestellt sind. Die angegebenen Retentionszeiten konnen nur
als Anhaltspunkt dienen. Der Anwender hat sich selbst von der Trennleistung der
verwendeten HPLC-Sédule und dem daraus resultierenden Retentionsverhalten der
Analyten zu iiberzeugen. Bei jeder Analysenserie wird ein Reagenzienleerwert
(deionisiertes Wasser anstelle der Urinprobe) mitgefiihrt.

Abbildung 2 (im Anhang) zeigt fiir die Methode beispielhaft das Chromatogramm
einer mit Standardloésungen dotierten Urinprobe.
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Tab.4 Retentionszeiten der untersuchten Arsenspezies.

Spezies Retentionszeit
[min]

Arsenobetain 1,4

DMA 3,2

As(III) 4,0

MMA 6,1

As(V) 7,8

6 Kalibrierung

Zur Kalibrierung der Methode werden die unter Abschnitt 2 beschriebenen Kali-
brierlésungen analog zu den Proben aufgearbeitet und mittels HPLC-ICP-MS (ver-
gleiche Abschnitt 4) analysiert. Durch Auftragen der Konzentration der Kalibrierl-
sung gegen die Peakfliche des 7"As-Massenpeaks wird eine Kalibrierfunktion
erstellt. Die Linearitit der Kalibrierfunktionen ist unter den beschriebenen Bedin-
gungen im Bereich von der Nachweisgrenze bis zu 100 ug As/L fiir alle Analyten
gegeben. Es sollte fiir jede Analysenserie neu kalibriert werden. Abbildung 3 (im
Anhang) zeigt beispielhaft Kalibrierfunktionen der Analyten.

7 Berechnung der Analysenergebnisse

Der Analytgehalt einer Probe in pug As/L Urin wird durch Einsetzen der in der un-
tersuchten Urinprobe ermittelten Peakflichen des 7°As-Massenpeaks der Analyten
in die zur Analysenserie gehorenden Kalibrierfunktionen berechnet. Durch Multipli-
kation mit dem Faktor 5 wird die Verdiinnung der Urinprobe bei der Aufbereitung
rechnerisch beriicksichtigt. Eventuell vorliegende Reagenzienleerwerte werden
durch Subtraktion beriicksichtigt.

8 Standardisierung und Qualitatssicherung

Zur Sicherung der Qualitat der Analysenergebnisse wird geméafd den Richtlinien der
Bundesarztekammer und den speziellen Vorbemerkungen dieser Publikationsreihe
verfahren [Bader et al. 2010; Bundesiarztekammer 2014]. Zur Prizisionskontrolle
wird bei jeder Serie mindestens eine Qualitdtskontrollprobe mit bekannten und
konstanten Analytkonzentrationen mit untersucht. Da kdufliches Material nicht zur
Verfiigung steht, muss das Kontrollmaterial selbst hergestellt werden. Dafiir wird
Poolurin von beruflich nicht gegeniiber Arsen exponierten Personen mit einer de-
finierten Menge der Arsenspezies versetzt und aliquotiert. Aliquote dieser Losun-
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gen konnen bei Lagerung bei —20 °C bis zu einem Jahr zur Qualitdtskontrolle ver-
wendetwerden. Der Sollwertund die Toleranzbereiche des Qualitdtskontrollmaterials
werden im Rahmen einer Vorperiode ermittelt [Bader et al. 2010]. Die Messwerte
der mit jeder Analysenserie untersuchten Kontrollprobe sollten jeweils innerhalb
der ermittelten Toleranzbereiche liegen.

9 Beurteilung des Verfahrens

Die Zuverlassigkeit des Verfahrens wurde durch eine umfassende Validierung sowie
durch Nachstellung und Validierung der Methode in einem zweiten, unabhéngigen
Labor bewiesen.

9.1 Prazision

Zur Ermittlung der Prézision in Serie wurden Urinproben mit je 5 pug/L der ein-
zelnen Arsenspezies dotiert, mehrfach parallel aufgearbeitet und analysiert. In
Tabelle 5 sind die Ergebnisse der Prazisionsbestimmung in Serie zusammengestellt.

Tab.5 Prazisionen in der Serie fir die Bestimmung der Arsenspezies im Urin (n = 7).

Analyt Gehalt Standardabweichung (rel.) Streubereich
[ug As/L] [%] [%]

As(III) 5,0 6,3 15,4

As(V) 5,0 2,1 51

MMA 5,0 2,0 4,9

DMA 5,0 3,5 8,6

Arsenobetain 5,0 1,8 4,4

Zur Ermittlung der Prizision von Tag zu Tag wurden vom Priifer der Methode do-
tierte Urinproben an verschiedenen Tagen aufgearbeitet und analysiert. Die Ergeb-
nisse sind in Tabelle 6 und 7 zusammengestellt.

9.2 Richtigkeit

Zur Ermittlung der relativen Wiederfindungsrate wurde Urin mit je 5 ug As/L der
einzelnen Arsenspezies dotiert, mehrfach parallel aufgearbeitet und analysiert. Die
Berechnung der relativen Wiederfindung erfolgte anhand der ermittelten Gehalte
im dotierten Urin unter Abzug eventueller Hintergrundgehalte der Analyten im
undotierten Urin. In Tabelle 8 sind die Ergebnisse zusammengestellt.
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Tab.6 Prazisionen von Tag zu Tag fiir die Bestimmung der Arsenspezies im Urin (Qo,, N = 22).

Analyt Mittelwert Standardabweichung (rel.) Streubereich
[ng As/L] [%] [%]

As(IIT) 0,2 21,8 45,3

As(V) 0,3 17,8 37,0

MMA 0,7 8,9 18,5

DMA 2,2 51 10,6

Arsenobetain 2,4 4,9 10,2

Tab.7 Prézisionen von Tag zu Tag fiir die Bestimmung der Arsenspezies im Urin (Qugn, N = 22).

Analyt Mittelwert Standardabweichung (rel.) Streubereich
[1g As/L] %] [%]

As(III) 0,4 27,0 56,2

As(V) 5,6 5,1 10,6

MMA 2,8 4,6 9,6

DMA 19,6 2,8 5,8

Arsenobetain 19,8 4,7 9,8

Tab.8 Relative Wiederfindungsraten fiir die Bestimmung der Arsenspezies in Urin (n = 7).

Analyt Gehalt mittlere relative Wiederfindung
[ng As/L] [%]

As(III) 5,0 119

As(V) 5,0 102

MMA 5,0 112

DMA 5,0 114

Arsenobetain 5,0 106

Zusitzlich wurden vier unterschiedliche Urinproben analysiert, bei denen neben
den Arsenspezies auch der Gesamtgehalt an Arsen (nach UV-Aufschluss und SE-
ICP-MS) ermittelt wurde. Insgesamt ergab sich hier eine gute Ubereinstimmung
zwischen der Summe der Arsenspezies und dem Arsen-Gesamtgehalt in Urin. Die
Ergebnisse sind in Tabelle 9 dargestellt.
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Tab.9 Vergleich der Summe der Arsenspezies mit dem Arsengesamtgehalt in vier Individualuri-

nen.

Analyt Urin 1 Urin 2 Urin 3 Urin 4
As(III) [pg/L] <NWG <NWG <NWG <NWG
As(V) [ug/L] 2,5 31 3,6 4,0
MMA [ug As/L] 6,5 6,1 <NWG 0,7
DMA [pg As/L] 36,1 22,0 1,7 35
Arsenobetain [ug As/L] 19,5 87,5 4,2 5,0
unbekannt [pg As/L] ~3,0 ~3,7 - -
Summe Spezies [ug/L] 67,6 122,4 9,5 13,2
Gesamtgehalt As [pg/L] 71+3 125+5 10+ 2 10+ 3

Vom Priifer der Methode wurde die Richtigkeit des Verfahrens durch die wiederhol-
te, erfolgreiche Teilnahme am Ringversuch G-EQUAS bestitigt. Die Ergebnisse sind
in Tabelle 10 dargestellt.

9.3 Nachweis- und Bestimmungsgrenze

Unter den angegebenen Analysebedingungen wurden die Nachweisgrenzen in Urin
aus der dreifachen Standardabweichung des Untergrundsignals fiir die jeweiligen
Spezies ermittelt. Die Bestimmungsgrenze wurde analog aus der neunfachen Stan-
dardabweichung des Untergrundsignals ermittelt. Die Ergebnisse sind in Tabelle 11
dargestellt.

9.4 Storeinfliisse

Aufgrund der spektralen Interferenz von *Ar®*Cl* wird neben °As* auch 7As* im
Urin mitgemessen. Im unteren Konzentrationsbereich kann der breite *Ar®*Cl*-
Peak zwischen DMA und As(III) die quantitative Bestimmung von As(III) bei Ge-
halten < 1 pg/L As(III) storen. Einen ebenfalls storenden Einfluss auf die Bestim-
mung von DMA und As(III) hat die native Natriumchlorid-Konzentration im Urin,
die iblicherweise etwa 1 % betréigt. Da die Storeinfliisse bei Natriumchloridgehalten
von < 0,2 % vernachldssigbar sind, ist eine Verdiinnung der Urinproben erforderlich.

Bei der Prifung der Methode war auffillig, dass das As(V)-Signal eine geringe St6-
rung aufzeigt, die vermutlich durch eine Akkumulation auf der analytischen Saule
verursacht wurde. Trotzdem konnte eine gute Reproduzierbarkeit erreicht werden.
Fiir Realproben besteht hier jedoch eine mégliche Fehlerquelle, da die Intensitit des
As(V)-Storpeaks von der Dauer der Regenerationszeit abhéngt. Deshalb muss da-
rauf geachtet werden, dass die Injektion der Proben immer mit konstanter Verzoge-
rung nach der vorhergehenden Messung erfolgt, was bei grofieren Analysenserien
in der Regel gegeben ist.
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Bedingt durch die sehr frithe Elution von Arsenobetain kann dieses Signal durch
unbekannte Arsenspezies, die ebenfalls mit dem Totvolumen eluieren, tiberlagert
werden.

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

Methode.
Ringversuch Analytgehalt [pug As/L]
As(III) As(V) MMA DMA Arsenobetain

57/2016 8A

Ist <NWG 0,74 0,77 2,39 5,45

Soll 0,1 0,80 0,64 2,74 5,12
Richtigkeit [%] - 92,5 120,3 87,2 106,4
57/2016 8B

Ist 0,75 0,72 0,88 1,79 23,3

Soll 0,64 0,68 0,66 2,04 24,2
Richtigkeit [%] 117,2 105,9 133,3 87,7 96,2
58/2016 8A

Ist 0,70 0,60 1,94 7,17 48,6

Soll 0,68 0,68 1,44 7,95 51,1
Richtigkeit [%]  102,9 88,2 134,7 90,2 95,1
58/2016 8B

Ist 0,87 1,18 2,90 18,3 35,6

Soll 0,82 1,25 2,19 20,5 36,9
Richtigkeit [%] 106,1 94,4 132,4 89,0 96,5
59/2017 8A

Ist 0,36 0,30 0,77 2,17 2,59

Soll 0,35 0,46 1,02 2,37 2,89
Richtigkeit [%] 102,9 65,2 75,5 91,6 89,6
59/2017 8B

Ist 1,37 1,47 1,28 6,82 29,0

Soll 1,62 1,60 1,65 7,22 31,6
Richtigkeit [%] 84,6 91,9 77,6 94,5 91,8
60/2017 8A

Ist 0,24 0,39 0,65 4,94 23,9

Soll 0,30 0,46 0,73 5,14 28,7
Richtigkeit [%] 80,0 84,8 89,0 96,1 83,3
60/2017 8B

Ist 1,18 0,77 2,96 16,0 58,1

Soll 1,41 0,97 3,10 16,8 65,7
Richtigkeit [%] 83,7 79,4 95,5 95,2 88,4
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Tab. 11 Nachweis- und Bestimmungsgrenzen der untersuchten Arsenspezies.

Analyt Nachweisgrenze Bestimmungsgrenze
[ug As/L] [ug As/L]

As(IIT) 0,03 0,09

As(V) 0,05 0,15

MMA 0,04 0,12

DMA 0,02 0,06

Arsenobetain 0,03 0,09

10 Diskussion der Methode

Methoden zur Bestimmung des toxikologisch relevanten Arsens [Schaller et al.
1991] sowie zur Bestimmung der Arsenspezies [Begerow et al. 2000] wurden in die-
ser Sammlung bereits publiziert. Um die toxikologisch relevante Arsenkonzentra-
tion zu bestimmen, wurde frither vielfach die Hydrid-AAS eingesetzt. Dabei konnen
die Arsenspezies (As(III), As(V), MMA und DMA) bestimmt werden, die das gas-
féormige Hydrid bilden; andere organische Arsen-Verbindungen (Arsenobetain, Ar-
senocholin) konnen mit diesem Verfahren jedoch nicht erfasst werden. Bei moder-
nen Fliefinjektionsmethoden mit der AAS-Hydridtechnik ergeben sich in der Praxis
oftmals Schwierigkeiten bei der Kalibrierung, da nicht alle toxikologisch relevanten
Arsenspezies die gleiche Empfindlichkeit in der Bestimmung aufzeigen.

Die vorliegende Methode gestattet es, die fiinf hauptséchlich im Urin vorkommen-
den Arsenspezies As(II), As(V), MMA, DMA und Arsenobetain simultan und zuver-
ldssig zu bestimmen. Die Methode ist dabei hinreichend sensitiv, so dass sowohl der
arbeitsmedizinisch relevante Konzentrationsbereich abgedeckt wird, als auch eine Be-
stimmung der umweltbedingten Hintergrundbelastung moglich ist. Bei den einzelnen
Arsenspezies kann es im Niedrigdosisbereich teilweise zu Uberlagerungen durch ver-
schiedene Storsignale kommen (siehe Abschnitt 9.4). Daher wird bei Konzentrationen
der einzelnen Spezies unter 5 pg/L die Verwendung der Standard-Additions-Methode
zur Quantifizierung empfohlen. Fiir den arbeitsmedizinisch relevanten Bereich ist aber
in der Regel eine externe Kalibrierung unter Verwendung des Multi-Spezies-Standards
ausreichend. Neben dem hier verwendeten Gerit stehen heute eine Reihe neuerer und
leistungsstérkerer ICP-MS-Systeme zur Verfiigung. Diese arbeiten zur Vermeidung von
Interferenzen mit Kollisionszellen bzw. dynamischen Reaktionszellen.

Fiir die Priifung der Methode wurde die beschriebene Vorgehensweise leicht mo-
difiziert. So erfolgte die chromatographische Trennung nicht iiber Anionenaus-
tausch-HPLC sondern mittels Umkehrphasenchromatographie (verwendete Saule:
Hamilton PRP-X100 (250 x 431 mm, 10 um) mit Hamilton PRP-X100 Vorséule). Als
mobile Phase wurde ein Gradient aus wissrigen Ammoniumdihydrogenphosphat-
puffern eingesetzt. Die Validierung der Methode ergab vergleichbare Zuverlassig-
keitsdaten.

Verwendete Geriite: ICP-Massenspektrometer ELAN 5000 (Perkin Elmer)
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Abb. 2 Chromatogramm einer mit Standardlésungen dotierten Urinprobe.
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Abb. 3 Beispiele von Kalibriergeraden fur die mit der vorliegenden Methode bestimmbaren Ar-
senspezies.
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