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Abstract
The working group “Analyses in Biological Materials” of the Permanent Senate Com‑
mission for the Investigation of Health Hazards of Chemical Compounds in the Work 
Area developed and verified the presented biomonitoring method. This analytical 
method is used to determine selenite and selenate in urine, which are separated by 
anion-exchange chromatography and subsequently detected by inductively coupled 
plasma-mass spectrometry (ICP‑MS). Calibration is performed using standard solu‑
tions, which are prepared in pooled urine, processed, and analysed analogously to the 
samples. The analytical method allows for the sensitive and precise determination of 
selenite and selenate without interferences by other selenium species. The low limits of 
quantitation enable the determination of very low urinary concentrations of selenite 
or selenate. However, selenite and selenate do not normally contribute substantially to 
total selenium content in urine.
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1 Kenndaten der Methode
Matrix Urin

Analytisches Messprinzip Hochleistungs-Flüssigkeitschromatographie mit induktiv 
gekoppelter Plasma-Massenspektrometrie (HPLC‑ICP‑MS)

Parameter und entsprechende Arbeitsstoffe

Arbeitsstoffe CAS-Nr. Parameter CAS-Nr.

Selen und seine Verbindungen 7782-49-2 Selenit 14124-67-5
Selenat 14124-68-6

Zuverlässigkeitskriterien

Selenit (Se(IV))

Präzision in der Serie: Standardabweichung (rel.) sw = 5,3 % bzw. 4,5 %
Streubereich u = 13,6 % bzw. 11,6 %
bei einer Konzentration von 0,77 μg bzw. 7,46 μg pro Liter Urin (als Selen berechnet) 
und n = 6 Bestimmungen

Präzision von Tag zu Tag a): Standardabweichung (rel.) sw = 8,1 %, 11,8 % bzw. 10,2 %
Streubereich u = 20,8 %, 30,3 % bzw. 26,2 %
bei einer Konzentration von 0,24 μg, 2,92 μg bzw. 10,7 μg pro Liter Urin (als Selen 
berechnet) und n = 6 Bestimmungen

Richtigkeit: Wiederfindungsrate (rel.) r = 111 %
bei einer dotierten Konzentration von 2,0 μg pro Liter Urin (als Selen berechnet) 
und n = 10 Bestimmungen

Nachweisgrenze: 0,19 μg pro Liter Urin (als Selen berechnet)

Bestimmungsgrenze: 0,57 μg pro Liter Urin (als Selen berechnet)
a) Die Daten zur Präzision von Tag zu Tag wurden vom Prüfer der Methode erhoben.

Selenat (Se(VI))

Präzision in der Serie: Standardabweichung (rel.) sw = 6,6 % bzw. 3,9 %
Streubereich u = 17,0 % bzw. 10,0 %
bei einer Konzentration von 0,78 μg bzw. 7,69 μg pro Liter Urin (als Selen berechnet) 
und n = 6 Bestimmungen

Präzision von Tag zu Tag a): Standardabweichung (rel.) sw = 5,6 %, 10,3 % bzw. 9,6 %
Streubereich u = 14,4 %, 26,5 % bzw. 24,7 %
bei einer Konzentration von 0,928 μg, 3,37 µg bzw. 9,16 μg pro Liter Urin (als Selen 
berechnet) und n = 6 Bestimmungen

Richtigkeit: Wiederfindungsrate (rel.) r = 115 %
bei einer dotierten Konzentration von 2,0 μg pro Liter Urin (als Selen berechnet) 
und n = 10 Bestimmungen

Nachweisgrenze: 0,10 μg pro Liter Urin (als Selen berechnet)

Bestimmungsgrenze: 0,30 μg pro Liter Urin (als Selen berechnet)
a) Die Daten zur Präzision von Tag zu Tag wurden vom Prüfer der Methode erhoben.



Biomonitoring-Methoden – Selenspezies in Urin – Teilmethode I

The MAK Collection for Occupational Health and Safety 2022, Vol 7, No 2� 3

2 Allgemeine Informationen zu Selen und seinen Verbindungen
Selen (Se; relative Atommasse: 78,97; Ordnungszahl: 34) ist ein ubiquitär in der Umwelt vorkommendes Element, das 
in Verbindungen am häufigsten in den Oxidationsstufen −II, +IV und +VI auftritt. Die wichtigsten Selenproduzenten 
sind die USA, Kanada und Japan, die zusammen ca. 70 % der Weltproduktion erzeugen. Dabei werden etwa 45 % der 
Selenproduktion in der Elektrotechnik, 20 % zur Herstellung von Pigmenten, 8 % in der chemischen Industrie und etwa 
27 % in der Keramik- und Glasindustrie sowie für weitere industrielle Zwecke eingesetzt (Butterman und Brown 2004; 
RÖMPP-Redaktion und Hartwig 2006). Im europäischen Wirtschaftsraum werden jährlich 1000 bis 10 000 Tonnen Selen 
hergestellt bzw. in diesen importiert (ECHA 2022).

Für den Menschen stellt Selen ein essenzielles Spurenelement dar. In Form von Selenocystein ist es struktureller 
Bestandteil von über 25 verschiedenen Enzymen und kommt beispielsweise in Glutathionperoxidasen, Thioredoxin‑
reduktasen und Iodothyronin-Deiodinasen vor (Lu und Holmgren 2009). Dadurch ist Selen an einer Reihe physio‑
logischer Prozesse beteiligt, wie an der Abwehr von oxidativem Stress, an redoxregulierten Signalwegen und an 
der Synthese von Schilddrüsenhormonen (Rayman 2000, 2012). Die außerberufliche Exposition gegen Selen erfolgt 
in erster Linie über die Nahrung, wobei eine tägliche Aufnahme von 70 µg (Männer) bzw. 60 µg (Frauen) empfohlen 
wird (D-A-CH 2016). Die sichere tägliche Höchstmenge (Tolerable Upper Intake Level) liegt bei 300 µg Selen (SCF 2006). 

Beschäftigte am Arbeitsplatz sind vor allem gegen elementares Selen und anorganische Selenverbindungen exponiert, 
wobei die Selenverbindungen in Form überwiegend wasserlöslicher anorganischer Verbindungen oral, inhalativ und 
dermal aufgenommen werden können. Hingegen nimmt die beruflich nicht belastete Allgemeinbevölkerung über die 
Ernährung überwiegend organische Selenverbindungen wie Selenomethionin und Selenocystein auf (WHO 1987). 
Die Resorptionsquoten der anorganischen Selenite und Selenate liegen bei 62–84 % und 92–94 %, die der organischen 
Selenverbindungen bei 75–95 % (Rettenmeier 2013).

Die Elimination von Selen erfolgt biphasisch mit mittleren Halbwertszeiten von 2,4 ± 0,3 und 162 ± 9 Tagen. Anorga‑
nische Selenite oder Selenate werden rascher als die organischen Selenverbindungen (wie Selenomethionin) ausge‑
schieden, was mit dem Einbau des Selenomethionins in Proteine erklärt wird (RKI 2006). 

Die Beurteilung der essenziellen Selenversorgung sowie einer darüber hinausgehenden Selenbelastung erfolgt in der 
Regel über den Selenspiegel im Blutplasma. Zur renalen Selenausscheidung nach beruflicher Exposition gibt es bislang 
nur wenige Studien (Göen und Greiner 2018), in denen zumeist die Gesamtgehalte an Selen im Urin der Beschäftigten 
bestimmt wurden (Tabelle 1). 

Tab. 1	 Selenkonzentrationen im Urin nach beruflicher Exposition

Kollektiv 
(Probenanzahl n)

Probenmatrix Selen (MW ± SD (Bereich)) Literatur

Beschäftigte Kontrollen

Selenverarbeitender Betrieb, Deutschland 
(20; 20 Kontrollen)

Urin
(Nachschicht)

107 µg/g Kreatinin  
(16–816 µg/g Kreatinin) a)

23 µg/g Kreatinin  
(12–50 µg/g Kreatinin) a)

Göen et al. 2015 

Selenverarbeitender Betrieb, Deutschland 
(14; 18 Kontrollen)

Urin
(Vorschicht)

50,6 µg/g Kreatinin 
(20,7–253 µg/g Kreatinin) a) 18,7 µg/g Kreatinin 

(9,20–40,6 µg/g Kreatinin) a)

Greiner et al. 2020

Urin
(Nachschicht)

71,8 µg/g Kreatinin 
(22,1–340 µg/g Kreatinin) a)

Herstellung von Selen-Gleichrichtern, 
England (1517 Proben von 200–
300 Arbeitern; 793 Kontrollen)

Urin 84 µg/l 34 ± 24 µg/l  
(0–150 µg/l)

Glover 1967

Kupferraffinerie, Kanada (20) Urin 92,9 ± 42,8 µg/l 
(34,0–190 µg/l)

74,6 ± 25,3 µg/l 
(26,7–118 µg/l)

Rajotte et al. 1996

Stahlproduktion, Taiwan (23; 
23 Kontrollen)

Urin 67,7 ± 27,4 µg/l  
(24,1–114 µg/l)

33,2 ± 12,9 µg/l 
(13,0–58,9 µg/l)

Horng et al. 1999

a) Median (Bereich)
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Für Selen und seine anorganischen Verbindungen hat die Kommission einen Biologischen Arbeitsstofftoleranz‑
wert (BAT-Wert) von 150 µg Selen/l Plasma und eine maximale Arbeitsplatzkonzentration (MAK‑Wert) von 0,02 mg 
Selen/m3 E (als Selen berechnet) abgeleitet. Selen und seine anorganischen Verbindungen sind außerdem in die Kan‑
zerogenitätskategorie 3 eingestuft und wegen der gegebenen Gefahr durch Hautresorption mit einem „H“ markiert. 
Details zur toxikologischen Bewertung können der entsprechenden MAK‑Begründung der Kommission entnommen 
werden (DFG 2021; Hartwig 2011, 2014). Darüber hinaus hat die Kommission für die Matrix Urin einen Biologischen 
Referenzwert (BAR) von 30 µg Selen/g Kreatinin abgeleitet (Greiner et al. 2021). Zur Ableitung dieses BAR wurden 
nur deutsche und westeuropäische Studien herangezogen, da die unterschiedlichen Selengehalte der Böden die Selen‑
konzentration in den Lebensmitteln und damit die Selenaufnahme stark beeinflussen (Combs 2001).

Die aufgenommenen anorganischen und organischen Selenverbindungen werden zu Selenid reduziert, wobei diese Reak
tion bei Seleniten und Selenaten glutathionabhängig verläuft. Selenid ist die zentrale metabolische Selenspezies (siehe 
Abbildung 1) und dient als gemeinsame Quelle für die Synthese von Selenoproteinen und Selenozuckern (Birringer et 
al. 2002; Fairweather-Tait et al. 2011; Navarro-Alarcon und Cabrera-Vique 2008; Ohta und Suzuki 2008). Überschüssiges 
Selenid kann über drei Stoffwechselwege eliminiert werden. Hierbei stellen die selenhaltigen Zucker die wichtigsten 
Ausscheidungsprodukte von Selen dar (Francesconi und Pannier 2004; Kuehnelt et al. 2005). Bisher wurden die drei 
Verbindungen Methyl-2‑acetamido-2‑desoxy-1‑seleno-β‑D‑galactopyranosid (SeSug 1), Methyl-2‑acetamido-2‑desoxy-
1‑seleno-β‑D‑glucopyranosid (SeSug 2) und Methyl-2‑amino-2‑desoxy-1‑seleno-β‑D‑galactopyranosid (SeSug 3) im 
menschlichen Urin nachgewiesen, wobei dem SeSug 1 die größte Bedeutung zukommt (Hildebrand et al. 2020; Jäger 
et al. 2013). Ein weiterer Stoffwechselweg führt mit Hilfe von Methyltransferasen vom intermediären Selenid zu me‑
thylierten Verbindungen wie Monomethyselenol, Dimethylselenid und dem Trimethylselenonium-Ion (TMSe) (Kremer 
et al. 2005; Ohta und Suzuki 2008). Die Exkretion des Dimethylselenids erfolgt über Haut (Ganther 1986) und Lunge 
(Jiang et al. 1983), TMSe wird renal ausgeschieden (Kuehnelt et al. 2006). Dabei unterliegt die Ausscheidung des TMSe 
über die Niere großen interindividuellen Schwankungen und reicht vom Spurenbereich bis hin zum Hauptelimina‑
tionsprodukt (Gammelgaard und Jøns 2000; Kuehnelt et al. 2006; Lu und Holmgren 2009). TMSe war in einer Studie 
in Deutschland bei 80 % der Studienteilnehmenden nicht oder nur marginal nachweisbar, bei den übrigen 20 % stellte 
es jedoch den Hauptmetaboliten dar (Jäger et al. 2013). Für die Selenspezies Selenat konnte gezeigt werden, dass ein 
Großteil des oral aufgenommenen Selenats unverstoffwechselt renal ausgeschieden wird und somit nicht dem zen
tralen Selenidpool zur Verfügung steht (Gammelgaard et al. 2012; Jäger et al. 2016). Ein Teil des Selens wird auch biliär 
ausgeschieden und unterliegt einem enterohepatischen Kreislauf (RKI 2006).

Die einzelnen vom Körper aufgenommenen oder metabolisch gebildeten Selenspezies können sich erheblich in ihren 
physikalischen Eigenschaften sowie in ihrem toxikologischen Potential unterscheiden (Nuttall 2006). Für die Biover‑
fügbarkeit und die biochemische oder toxische Wirkung ist daher die Art und Menge der Spezies entscheidend, was 
von der Gesamtkonzentration an Selen im Urin nicht widergespiegelt wird (Cornelis et al. 1993; Kiss und Odani 2007; 
Lund 1990; Michalke 2002 a, b). Eine analytische Differenzierung der im Urin vorliegenden relevanten Selenspezies ist 
deshalb für die Beurteilung einer beruflichen oder nicht-beruflichen Exposition unabdingbar.

In der Arbeitsgruppe „Analysen in biologischem Material“ wurden drei Methoden erarbeitet und validiert, die auf 
unterschiedlichen flüssigchromatographischen Trennmechanismen beruhen und die Quantifizierung von insgesamt 
elf Selenspezies erlauben (I: Anionenaustausch-Chromatographie; II: Umkehrphasen-Chromatographie; III: Kat
ionenaustausch-Chromatographie). Aufgrund der unterschiedlichen flüssigchromatographischen Trennmechanismen 
werden die drei Teilmethoden separat publiziert. In Abbildung 2 sind die Strukturen der mit den drei Teilmethoden 
bestimmbaren Selenspezies dargestellt. 

Die Bestimmung von Selenit und Selenat erfolgt mittels Anionenaustausch-Chromatographie und ist in der hier dar‑
gestellten Teilmethode I beschrieben. 

Daten zu Selenit- und Selenatgehalten im Urin nach beruflicher Exposition sind nicht publiziert. Die veröffentlichten 
Konzentrationen dieser Spezies sind in Urinproben der beruflich nicht belasteten Allgemeinbevölkerung bzw. nach 
Supplementierung mit selenhaltigen Präparaten bestimmt worden. 
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Abb. 1	 Metabolismusschema von Selen nach Navarro-Alarcon und Cabrera-Vique (2008) sowie Fairweather-
Tait et al. (2011). EM: Epimerase; GalNAc: N‑Acetylgalactosamin; GlcNAc: N‑Acetylglucosamin; 
GCL: Glutamylcysteinligase; GSH: Glutathion; GSS: Glutathionsynthetase; MT: Methyltransferase; 
SAM: S‑Adenosylmethionin; SecS/SecT: L‑Seryl‑tRNASec-Selentransferase; SePS: Selenophosphatsynthetase
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Abb. 2	 Strukturen der mit den drei Teilmethoden bestimmbaren Selenspezies

Für Selenit wurden in neueren Studien Gehalte gefunden, die in einem Bereich von unterhalb der Bestimmungsgrenze 
(Lajin et al. 2016) bis zu 7,1 µg Se/l (Gammelgaard und Jøns 2000) lagen. In Urinproben aus Deutschland konnte weder 
bei der Allgemeinbevölkerung noch nach Supplementierung Selenit nachgewiesen werden (Jäger et al. 2013, 2016) 
(siehe Abschnitt 11.4). Für Selenat sind Konzentrationen in Urin in einem Bereich von unterhalb der Nachweisgrenze 
(Gammelgaard und Jøns 2000; Zheng et al. 2002) bis über 80 µg Se/l (Eichler et al. 2015) publiziert. In Urinproben der 
Allgemeinbevölkerung in Deutschland (n = 47) wurden Selenat-Hintergrundgehalte von 0,19–0,82 µg Se/l quantifiziert 
(19 % der Proben > NWG) (Jäger et al. 2013). Nach Supplementierung mit Natriumselenit wurden Selenatausscheidungen 
von 1,2 ± 0,4 µg Se/24 h ermittelt (Jäger et al. 2016). 

3 Grundlage des Verfahrens
Das hier beschriebene analytische Verfahren dient der Bestimmung von Selenit und Selenat in Urin. Die Urinproben 
werden mit dem Fließmittel verdünnt, die Analyten mittels Anionenaustausch-Chromatographie getrennt und an‑
schließend mittels ICP‑MS analysiert. Die Kalibrierung erfolgt mit Standardlösungen, die in Poolurin angesetzt und 
analog zu den Proben aufgearbeitet und analysiert werden.
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4 Geräte, Chemikalien und Lösungen

4.1 Geräte

•	 HPLC‑Anlage (z. B. Agilent 1200 Serie mit binärer Pumpe (G1312A) und Autosampler (G1329A), Agilent Technologies 
Germany GmbH & Co. KG, Waldbronn)

•	 Induktiv gekoppeltes Plasma-Massenspektrometer mit Kollisions-/Reaktionszelle (z. B. Agilent 7500cx, Agilent 
Technologies Germany GmbH & Co. KG, Waldbronn)

•	 Analytische Säule: Hamilton PRP‑X100 PEEK (150 × 4,6 mm; 5 μm) mit PRP‑X100 PEEK-Vorsäule (8 × 3 mm; 10 μm) 
(z. B. Hamilton Bonaduz AG, Bonaduz, Schweiz)

•	 Ultraschallbad (z. B. VWR International GmbH, Darmstadt)

•	 Vortexmischer (z. B. Heidolph Instruments GmbH & Co. KG, Schwabach)

•	 pH‑Meter (z. B. VWR International GmbH, Darmstadt)

•	 Präzisionswaage (z. B. Mettler-Toledo GmbH, Gießen)

•	 Zellulosefilter, 0,45 µm Porengröße, Membran aus gemischten Zelluloseestern (z. B. Merck KGaA, Darmstadt)

•	 0,7‑ml‑Polypropylen-Mikrovials mit Schnappverschluss-Kappen (z. B. VWR International GmbH, Darmstadt)

•	 1,5‑ml‑Reaktionsgefäße (z. B. Eppendorf AG, Hamburg)

•	 1000‑ml-Bechergläser (z. B. VWR International GmbH, Darmstadt)

•	 10‑, 100‑ und 1000‑ml-Messkolben (z. B. VWR International GmbH, Darmstadt)

•	 100‑ml‑Messzylinder (z. B. VWR International GmbH, Darmstadt)

•	 Urinbecher (z. B. Sarstedt AG & Co. KG, Nümbrecht)

•	 Verschiedene Pipetten und Multipetten® mit passenden Pipettenspitzen (z. B. Eppendorf AG, Hamburg)

4.2 Chemikalien
Wenn nicht anders angegeben, sind alle genannten Chemikalien mindestens in p. a.‑Qualität zu verwenden.

•	 Ameisensäure 98–100 % (z. B. Nr. 100264, Merck KGaA, Darmstadt)

•	 Diammoniumoxalat-Monohydrat (z. B. Nr. 101192, Merck KGaA, Darmstadt)

•	 Methanol ≥ 99,9 % (z. B. Nr. 34860, Merck KGaA, Darmstadt)

•	 Hochreines Wasser (z. B. Milli‑Q® Direct Wasseraufbereitungssystem, Merck KGaA, Darmstadt)

•	 Poolurin von Personen, die weder beruflich gegen Selen exponiert sind noch Selen über Nahrungsergänzungsmittel 
zu sich nehmen; für 48 h im Kühlschrank gelagert

•	 Argon 5.0 (Linde GmbH, Pullach)

•	 Wasserstoff 5.0 (Linde GmbH, Pullach)

4.3 Referenzmaterialien

•	 Natriumselenit-Pentahydrat ≥ 99 % (z. B. Nr. 15670510, Fisher Scientific GmbH, Schwerte) 
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•	 Natriumselenat ≥ 95 % (z. B. Nr. S0882, Merck KGaA, Darmstadt)

•	 Selen-ICP‑Standard Certipur®, SeO₂ in 2–3%iger HNO₃, 1000 mg Se/l (z. B. Nr. 1.70350, Merck KGaA, Darmstadt)

4.4 Lösungen

•	 Ameisensäure (2,5 %)�  
In einem 100‑ml-Messkolben werden etwa 50  ml hochreines Wasser vorgelegt. Nach Zugabe von 2,5  ml 
Ameisensäure wird der Messkolben bis zur Markierung mit hochreinem Wasser aufgefüllt.

•	 Diammoniumoxalat-Lösung (100 mmol/l)�  
1,42 g Diammoniumoxalat‑Monohydrat werden in einem 100‑ml-Messkolben eingewogen und in hochreinem 
Wasser gelöst. Der Messkolben wird anschließend mit hochreinem Wasser bis zur Markierung aufgefüllt.

•	 Diammoniumoxalat-Lösung (10 mmol/l) mit 2 % Methanol (pH = 5,0)�  
In einem 1000‑ml-Becherglas werden etwa 800 ml hochreines Wasser vorgelegt und 100 ml Diammoniumoxalatlösung 
(100 mmol/l) sowie 20 ml Methanol dazugegeben. Der pH‑Wert der Lösung wird mit 2,5%iger Ameisensäure 
auf pH = 5,0 eingestellt. Anschließend wird die Lösung in einen 1000‑ml-Messkolben überführt und dieser mit 
hochreinem Wasser aufgefüllt.�  
Das Fließmittel wird für jede Analysenserie frisch hergestellt, vor der Verwendung filtriert und im Ultraschallbad 
für fünf Minuten entgast.

4.5 Kalibrierstandards
Aufgrund der Instabilität des Selenits (siehe Abschnitt 11.4) werden die für die Herstellung der Kalibrierstandards be‑
nötigten Stamm-, Arbeits- und Dotierlösungen in Poolurin angesetzt, der zuvor 48 h im Kühlschrank gelagert wurde.

•	 Stammlösungen (1000 mg Se/l)�  
33 mg Natriumselenit-Pentahydrat (263 g/mol) und 24 mg Natriumselenat (188,9 g/mol) werden in je einen 
10‑ml‑Messkolben eingewogen. Die Messkolben werden mit hochreinem Wasser bis zur Markierung aufgefüllt.�  
Die so hergestellten Lösungen enthalten etwa 1 g Se/l. Um die exakte Selenkonzentration zu bestimmen, werden 
die Stammlösungen gegen einen ICP‑Einzelelementstandard gemessen, um gegebenenfalls Ungenauigkeiten bei 
der Einwaage zu korrigieren.

•	 Arbeitslösungen (10 mg Se/l)�  
Abhängig von den gemessenen Konzentrationen der Stammlösungen werden etwa 1000 μl der Stammlösung in 
jeweils einen 100‑ml‑Messkolben pipettiert. Die Messkolben werden mit hochreinem Wasser bis zur Markierung 
aufgefüllt. 

•	 Dotierlösung I (1 mg Se/l)�  
Jeweils 100 µl der Arbeitslösungen werden in ein 1,5‑ml-Reaktionsgefäß pipettiert. Anschließend werden 800 µl 
hochreines Wasser hinzupipettiert und die Lösung wird gut gemischt.

•	 Dotierlösung II (0,1 mg Se/l)�  
100 µl der Dotierlösung I werden in einem 1,5‑ml-Reaktionsgefäß mit 900 µl hochreinem Wasser versetzt und 
gemischt.

Die Stamm- und Arbeitslösungen der Analyten werden bei −18 °C gelagert. Gerade in Hinblick auf das Selenit hat sich 
der Anwender der Methode bei längerer Lagerungsdauer von der Stabilität des Selenits in den hergestellten Lösungen 
zu vergewissern.

Zur Herstellung der Kalibrierstandards werden die Dotierlösungen I und II gemäß dem in Tabelle 2 angegebenen 
Pipettierschema mit Poolurin auf ein Endvolumen von 10 ml gebracht. Die Dotier- und Kalibrierlösungen werden für 
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jede Analysenserie frisch hergestellt. Die Aufarbeitung der Kalibrierstandards erfolgt analog zur Probenaufbereitung 
wie in Abschnitt 5.2 beschrieben.

Tab. 2	 Pipettierschema zur Herstellung der Kalibrierlösungen für die Bestimmung von Selenit und Selenat in Urin

Kalibrierstandard Dotierlösung I 
[μl]

Dotierlösung II 
[μl]

Poolurin 
[ml]

Konzentration 
[μg Se/l]

0 – –

ad 10

 0

1 –  20  0,2

2 –  50  0,5

3 – 200  2

4  50 –  5

5 100 – 10

6 250 – 25

5 Probenahme und Probenaufbereitung

5.1 Probenahme
Die Urinproben werden in Urinbechern gesammelt. Wegen der Instabilität des Selenits (siehe Abschnitt 11.4) sollten 
die Proben – sofern möglich – direkt nach Probenahme aufgearbeitet und analysiert werden. Ist dies nicht möglich, 
sollten die Urinproben direkt nach Probenahme bei −18 °C eingefroren und so bald wie möglich analysiert werden. 
Der Anwender der Methode muss in diesem Fall Maßnahmen treffen, um die Stabilität des Selenits in der Probe zu 
gewährleisten.

5.2 Probenaufbereitung
Die Urinproben werden gegebenenfalls auf Raumtemperatur gebracht und gut durchmischt. 300 µl der Probe werden 
in ein 0,7‑ml-Polypropylen-Mikrovial überführt. Die Probe wird mit 300 µl des Fließmittels versetzt und anschließend 
für zehn Sekunden auf dem Vortexmischer gründlich durchmischt. Von der so verdünnten Probe werden 50 μl für 
die Analyse eingesetzt.

6 Instrumentelle Arbeitsbedingungen
Die analytische Bestimmung erfolgte an einer HPLC-Anlage mit induktiv gekoppelter Plasma-Massenspektrometrie 
(HPLC‑ICP‑MS).

6.1 Flüssigkeitschromatographie
Trennsäule: Hamilton PRP‑X100 PEEK (150 × 4,6 mm; 5 μm) mit PRP‑X100 

PEEK-Vorsäule (8 × 3 mm; 10 μm)

Trennprinzip: Anionenaustausch-Chromatographie

Fließmittel: Diammoniumoxalat-Lösung (10 mmol/l) mit 2 % Methanol 
(pH = 5)

Flussrate: 0–6 min: 0,8 ml/min

6–18 min: 1,2 ml/min
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Injektionsvolumen: 50 μl

Laufzeit: 18 min

Die angegebenen Parameter sind nach Herstellerangaben zu optimieren.

6.2 Induktiv gekoppelte Plasma-Massenspektrometrie
Rf Power: 1500 W

Zerstäuber: MikroMist 

Sprühkammer: Scott Quarz

Temperatur der Sprühkammer: 10 °C

Carrier Gas: 0,9 l Argon /min

Make-Up Gas: 0,2 l Argon /min

Sampling-/Skimmer‑Cone: Nickel

Reaktions-/Kollisionsgas: H2

Flussrate Reaktions-/Kollisionsgas: 3,5 ml/min

Messmodus: Spectrum Multi Tune

Anzahl der Messungen pro Massenspur (Repetition): 1

Parameterspezifische Einstellungen: siehe Tabelle 3

Die gerätespezifischen Parameter müssen vom Anwender individuell für das eingesetzte ICP‑MS‑System ermittelt und 
eingestellt werden. Die in diesem Abschnitt genannten Parameter sind für die im Rahmen der Methodenentwicklung 
verwendete Gerätekonfiguration bestimmt und optimiert worden. Die ausgewählten Massenspuren sind zusammen 
mit den Retentionszeiten in Tabelle 3 zusammengefasst. Für die Quantifizierung wird die Massenspur 78Se heran‑
gezogen.

Tab. 3	 Retentionszeiten und parameterspezifische Einstellungen für die Bestimmung von Selenit und Selenat in Urin

Analyt Retentionszeit  
[min]

Analysierte Massenspuren Messzeit pro Massenspur  
[s]

Selenit  3,9 78Se 0,5
82Se 0,3
77Se 0,3

Selenat 12,0 78Se 0,5
82Se 0,3
77Se 0,3

7 Analytische Bestimmung
Von den nach Abschnitt 5.2 aufgearbeiteten Proben werden jeweils 50 µl in das HPLC‑ICP‑MS-System injiziert. Die 
Identifizierung des Selenits und Selenats erfolgt anhand der jeweiligen Retentionszeit. Die in Tabelle 3 angegebenen 
Retentionszeiten können nur als Anhaltspunkt dienen. Der Anwender hat sich selbst von der Trennleistung der ver‑
wendeten HPLC-Säule und dem daraus resultierenden Retentionsverhalten der Analyten zu überzeugen. Bei jeder 
Analysenserie wird ein Reagenzienleerwert (hochreines Wasser anstelle einer Urinprobe) mitgeführt. Abbildung 3 
zeigt beispielhaft ein Chromatogramm eines mit Selenit und Selenat dotierten Urins.
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Abb. 3	 Chromatogramm eines mit Selenit (5 μg Se/l) und Selenat (5 μg Se/l) dotierten Urins; u = unbekannter Metabolit

8 Kalibrierung
Die Kalibrierstandards (siehe Abschnitt 4.5) werden analog zu den Urinproben aufgearbeitet (siehe Abschnitt 5.2) und 
analysiert. Durch Auftragen der Peakflächen der Analyten gegen die Konzentration des jeweiligen Kalibrierstan‑
dards werden Kalibriergeraden erstellt. Die Kalibriergeraden sind für Selenit und Selenat unter den beschriebenen 
Bedingungen von 0,25–25,0 µg/l (als Selen berechnet) linear. Abbildung 4 zeigt beispielhaft Kalibriergeraden für die 
Bestimmung von Selenit und Selenat in Urin.

Abb. 4	 Kalibriergeraden für die Bestimmung von Selenit und Selenat in Urin

9 Berechnung der Analysenergebnisse
Der Analytgehalt einer Probe in µg/l Urin (als Selen berechnet) wird durch Einsetzen der Peakfläche des jeweiligen 
Analyten in die zur Analysenserie gehörende Kalibrierfunktion berechnet. Der Kalibrierbereich muss gegebenenfalls 
an die zu erwartenden Konzentrationen angepasst werden. Liegt das Messergebnis oberhalb des Kalibrierbereiches, so 
wird die entsprechende Probe mit hochreinem Wasser verdünnt, erneut aufgearbeitet und analysiert.



Biomonitoring-Methoden – Selenspezies in Urin – Teilmethode I

The MAK Collection for Occupational Health and Safety 2022, Vol 7, No 2� 12

10 Standardisierung der Messergebnisse und Qualitätssicherung
Zur Sicherung der Qualität der Analysenergebnisse wird gemäß den Richtlinien der Bundesärztekammer und den 
Angaben in dem von der Kommission veröffentlichten allgemeinen Kapitel verfahren (Bader et al. 2010; Bundesärzte‑
kammer 2014).

Zur Qualitätssicherung der Analysenergebnisse werden in jeder Analysenserie zwei Qualitätskontrollproben mit 
unterschiedlichen Analytkonzentrationen parallel zu den Proben aufgearbeitet und analysiert. Da Kontrollmateria‑
lien derzeit kommerziell nicht erhältlich sind, muss das Material selbst hergestellt werden. Hierzu wird Poolurin von 
Personen, die weder beruflich gegen Selen exponiert sind noch Selen über Nahrungsergänzungsmittel zu sich nehmen, 
mit 0,75 µg/l (als Selen berechnet; Qlow – niedrige Qualitätskontrolle) bzw. 7,5 µg/l (als Selen berechnet; Qhigh – hohe 
Qualitätskontrolle) jeder Spezies dotiert. Vor Herstellung der Qualitätskontrollmaterialien sollte der Poolurin für 48 h 
bei 4 °C im Kühlschrank gelagert werden, um die Stabilität des dotierten Selenits zu gewährleisten. Die hergestellten 
Qualitätskontrollmaterialien werden zu 300 µl aliquotiert und bis zur Verwendung bei −18 °C tiefgefroren.

Die Sollwerte und die Toleranzbereiche der Qualitätskontrollmaterialien werden im Rahmen einer Vorperiode (an 
zehn Tagen je eine Analyse der Kontrollmaterialien) ermittelt (Bader et al. 2010).

11 Beurteilung des Verfahrens
Die Zuverlässigkeit des Verfahrens wurde durch eine umfassende Validierung sowie durch Nachstellung und Prüfung 
der Methode in einem zweiten, unabhängigen Labor bestätigt.

11.1 Präzision

Präzision in der Serie
Zur Bestimmung der Präzision in der Serie wurden die Qualitätskontrollmaterialien Qlow und Qhigh an einem Tag 
sechsfach parallel aufgearbeitet und analysiert. Die erhaltenen Daten zur Präzision in der Serie sind in Tabelle 4 zu‑
sammengefasst.

Tab. 4	 Präzision in der Serie für die Bestimmung von Selenit und Selenat in Urin (n = 6)

Analyt Dotierte Konzentration 
[μg Se/l]

Gemessene Konzentration 
[μg Se/l]

Standardabweichung (rel.) sw  
[%]

Streubereich u 
[%]

Selenit 0,75 0,77 5,3 13,6
7,5 7,46 4,5 11,6

Selenat 0,75 0,78 6,6 17,0

7,5 7,69 3,9 10,0

Präzision von Tag zu Tag
Die Präzision von Tag zu Tag für die Bestimmung von Selenit und Selenat wurde vom Prüfer der Methode ermittelt. 
Hierzu wurde undotierter und mit 2,5 µg/l sowie 10 µg/l Selenit bzw. Selenat (als Selen berechnet) dotierter Poolurin 
an sechs verschiedenen Tagen aufgearbeitet und analysiert. Die Daten zur Präzision von Tag zu Tag sind in Tabelle 5 
zusammengestellt.
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Tab. 5	 Präzision von Tag zu Tag für die Bestimmung von Selenit und Selenat in Urin (n = 6)

Analyt Dotierte Konzentration 
[μg Se/l]

Gemessene Konzentration
[μg Se/l]

Standardabweichung (rel.) sw  
[%]

Streubereich u 
[%]

Selenit  0,0  0,24  8,1 20,8
 2,5  2,92 11,8 30,3
10,0 10,7 10,2 26,2

Selenat  0,0  0,93  5,6 14,4
 2,5  3,37 10,3 26,5

10,0  9,16  9,6 24,7

11.2 Richtigkeit
Zur Überprüfung der Richtigkeit der Methode wurden Individualurine (Kreatiningehalt im Bereich von 0,25–2,21 g/l) 
von zehn Personen mit jeweils 2 μg/l (Selenit und Selenat, als Selen berechnet) dotiert, aufgearbeitet und vermessen. 
Zusätzlich wurden die Urine undotiert aufgearbeitet und analysiert. Die Berechnung der relativen Wiederfindung 
erfolgte anhand der ermittelten Gehalte in den dotierten Urinen unter Abzug eventueller Hintergrundgehalte der 
Analyten in den undotierten Urinen. Die so erhaltenen relativen Wiederfindungsraten sind in Tabelle 6 aufgeführt.

Tab. 6	 Mittlere relative Wiederfindungsraten für die Bestimmung von Selenit und Selenat in zehn Individualurinen

Analyt Dotierte Konzentration 
[μg Se/l]

Mittlere rel. Wiederfindung r 
[%]

Bereich 
[%]

Selenit 2,0 111 105–118

Selenat 2,0 115 103–125

11.3 Nachweis- und Bestimmungsgrenzen
Die Ermittlung der Nachweis- und Bestimmungsgrenzen erfolgte nach DIN 32645 (DIN 2008). Hierzu wurde eine äqui‑
distante 10‑Punkt-Kalibrierung erstellt und zusammen mit einem Leerwert (Poolurin ohne Dotierung) aufgearbeitet 
und vermessen. Die Nachweis- und Bestimmungsgrenzen errechnen sich nach DIN 32645 aus den Standardabwei‑
chungen der erhaltenen Kalibrierfunktionen. Tabelle 7 zeigt die ermittelten Nachweis- und Bestimmungsgrenzen für 
Selenit und Selenat.

Tab. 7	 Nachweis- und Bestimmungsgrenzen für die Bestimmung von Selenit und Selenat in Urin (n = 3)

Analyt Nachweisgrenze 
[μg Se/l]

Bestimmungsgrenze 
[μg Se/l]

Selenit 0,19 0,57

Selenat 0,10 0,30

11.4 Störeinflüsse
Im Zuge der Methodenentwicklung zeigte sich, dass der Selenitgehalt in einigen frisch gewonnenen Urinproben 
innerhalb weniger Stunden deutlich abnahm. Bei wiederholter Messung dieser frischen Urinproben, die mit Selenit 
dotiert waren (25 µg/l als Selen berechnet), verringerten sich die Peakflächen des Selenits nach fünfstündiger Lage‑
rung bei Raumtemperatur um 60 %, ohne dass ein Abbauprodukt als neuer Peak im Chromatogramm erschien. Der 
Gesamtgehalt an Selen in den gelagerten Proben blieb konstant. Wurde Poolurin, der zuvor 48 Stunden bei 4 °C im 
Kühlschrank aufbewahrt wurde, dotiert und nach Lagerung bei Raumtemperatur analysiert, wurde kein Abbau des 
Selenits beobachtet (siehe Abbildungen 5 und 6).
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Abb. 5	 Chromatogramm einer mit Selenit (25 μg Se/l) dotierten Urinprobe (schwarz: direkt nach Dotierung; orange: Messung 
nachdem die Probe für 5 Stunden bei Raumtemperatur im Autosampler gelagert wurde; u = unbekannte Selenspezies der 
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Abb. 6	 Peakfläche des Selenits während der Probenlagerung bei Raumtemperatur (frische bzw. 48 h zuvor im Kühlschrank 
gelagerte Urinprobe, jeweils mit Selenit (25 μg Se/l) dotiert)

Die Instabilität von Selenit in Urinproben wurde auch von anderen Arbeitsgruppen beschrieben (Eichler et al. 2015; 
Gammelgaard und Jøns 2000; Gómez et al. 1998). In Poolurin, der mit Selenit (20 μg Se/l) dotiert wurde, fanden 
Gammelgaard und Jøns (2000) innerhalb von 24 Stunden einen Verlust von 5 %. Ein Verlust von 30 % des in Urin 
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dotierten Selenits (100 bzw. 200 µg Se/l) innerhalb von fünf Stunden wurde von Gómez et al. (1998) beschrieben. Die 
Stabilität verschiedener Selenspezies in Urin bei unterschiedlichen Lagerungsbedingungen wurde von Eichler et al. 
(2015) untersucht. Während Selenat selbst bei Raumtemperatur über einen Lagerungszeitraum von zehn Wochen stabil 
war, war das zugesetzte Selenit bei Raumtemperatur, −5 °C sowie −35 °C nach drei Tagen fast vollständig abgebaut. Eine 
detaillierte Lagerungsstudie ergab, dass Urinproben für die Selenitbestimmung direkt nach Probenahme eingefroren 
und innerhalb von zwölf Stunden analysiert werden sollten. Bei Raumtemperatur müssen die Urinproben innerhalb 
von drei Stunden analysiert sein, wenn Selenit bestimmt werden soll.

Eine mögliche Erklärung für die Instabilität des Selenits ist, dass diese Spezies durch in der Urinmatrix vorkommen‑
de Reduktionsmittel wie z. B. Ascorbinsäure zu elementarem Selen reduziert wird (Biswas et al. 2011; Jäger 2014) und 
somit nicht mit der jeweils verwendeten Biomonitoringmethode erfasst werden kann. Hingegen gehen Gómez et al. 
(1998) von einer Adsorption des Selenits an organische Kolloide aus, die sich mit der Zeit im Urin bilden und von der 
HPLC‑Säule zurückgehalten werden.

Für die Anwendung dieser Methode bedeutet dies, dass die Urinproben, in denen Selenit bestimmt werden soll, inner‑
halb von drei Stunden nach Probenahme analysiert werden sollten. Der Einfluss des Einfrierens und Auftauens der 
Urinproben bzw. der Zusatz möglicher Additive zur Stabilisierung des Selenitgehaltes ist von den Entwicklern der 
Methode nicht untersucht worden.

12 Diskussion der Methode
Die Methode ermöglicht die selektive und sensitive Erfassung von Selenit und Selenat in menschlichem Urin. Die als 
Fließmittel verwendete Diammoniumoxalat-Lösung (10 mmol/l) mit 2 % Methanolanteil und einem pH‑Wert von 5,0 
ermöglicht die Trennung von Selenit und Selenat innerhalb von 18 Minuten ohne Störung durch andere Selenspezies. 
Das angewandte Verfahren zeichnet sich durch einen geringen Aufwand hinsichtlich der Probenaufarbeitung aus, 
da die Proben nur 1 : 1 mit Fließmittel verdünnt und anschließend direkt analysiert werden. Die Bestimmungsgrenzen 
von Selenit und Selenat liegen bei 0,57 µg bzw. 0,30 µg pro Liter Urin (als Selen berechnet) und sind somit ausreichend, 
um auch geringe Selenit- bzw. Selenatgehalte in Urin zu erfassen.

Untersuchungsergebnisse weisen aber darauf hin, dass sowohl Selenit als auch Selenat nur nach spezifischer Selenit- 
bzw. Selenat-Exposition substantiell zum Gesamtgehalt an Selen in Urinproben beitragen. 

Verwendete Messgeräte HPLC‑Anlage Agilent 1200 Serie mit binärer Pumpe (G1312A) und Autosampler (G1329A) 
(Agilent Technologies Germany GmbH & Co. KG, Waldbronn) sowie Agilent 7500cx induktiv-gekoppeltes Plasma-
Massenspektrometer mit Kollisions-/Reaktionszelle (Agilent Technologies Germany GmbH & Co. KG, Waldbronn)

Anmerkungen 

Interessenkonflikte
Die in der Kommission etablierten Regelungen und Maßnahmen zur Vermeidung von Interessenkonflikten (www.
dfg.de/mak/interessenkonflikte) stellen sicher, dass die Inhalte und Schlussfolgerungen der Publikation ausschließlich 
wissenschaftliche Aspekte berücksichtigen.
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