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1 Umweltprobenbank des Bundes

Die Umweltprobenbank des Bundes (UPB) ist ein
Instrument der Umweltbeobachtung im Bereich
des Bundesministeriums fir Umwelt, Naturschutz
und Reaktorsicherheit (BMU) unter fachlicher und
administrativer Koordinierung des Umweltbun-
desamtes (UBA). Fir die UPB werden 6kologisch
reprasentative Umweltproben sowie Humanpro-
ben gesammelt, auf umweltrelevante Stoffe ana-
lysiert und eingelagert.

Die Langzeitlagerung erfolgt unter Bedingungen,
die eine Zustandsveranderung oder einen Verlust
chemischer Eigenschaften Uber einen Zeitraum
von mehreren Jahrzehnten weitestgehend aus-
schlieRen. Damit stellt das Archiv Proben bereit,
die bei unvorhersehbaren Fragestellungen fir
spatere retrospektive Untersuchungen genutzt
werden kdnnen.

Umfassende Informationen zur UPB sind unter
www.umweltprobenbank.de verflgbar.

2  Allgemeine Angaben

Gegenstand dieser Richtlinie zum ,Aufschluss
von Umweltproben“ ist die Mineralisierung
pflanzlichen bzw. tierischen Probenmaterials
mittels Saure bei hoher Temperatur (> 180°C)
und unter hohem Druck (> 30 bar) in einem
Mikrowellengerat. Die Aufschlusslésungen
kénnen zur Elementbestimmung mittels atom-
spektrometrischer und massenspektrometrischer
Methoden eingesetzt werden. Diese Richtlinie ist
die Fortschreibung einer Standardarbeitsan-
weisung, die im Rahmen der Umweltprobenbank
des Bundes eingesetzt wird (UMWELTBUNDESAMT
1996). Zusatzlich wurden Hinweise aus der
Vorschrift zur Bestimmung von Elementspuren in
Lebensmitteln L 00.00 19/1 ,Druckaufschluss®
(DIN EN 13805: 06.2002) entnommen.

3  Anwendungsbereich

Fir den Aufschluss folgender Probenarten der
Umweltprobenbank wird diese Richtlinie routine-
mafRig eingesetzt: Blasentang, Miesmuschel,
Aalmutter (Muskulatur und Leber), Silbermdéwen-
eiinhalt, Dreikantmuscheln, Brassen (Muskulatur
und Leber), Fichtentriebe, Kieferntriebe, Pappel-
blatter, Buchenblatter, Regenwurm, Rehleber,

Stadttaubeneiinhalt. Die Methodik ist prinzipiell
auf andere biologische Proben ubertragbar. Wenn
Proben eingesetzt werden, fir die bislang keine
Erfahrungen vorliegen, ist insbesondere die Voll-
standigkeit des Aufschlusses zu prifen.

Nach den vorliegenden Erfahrungen sind die
nach dieser Richtlinie praparierten Aufschlusslo-
sungen fur die Bestimmung folgender Elemente
geeignet: As, Cd, Co, Cr, Cu, Ni, Pb, Se, Tl (mit-
tels ICP-MS; Se in Blasentang sowie niedrige
Gehalte von As und Se in pflanzlichen Proben
mittels Hydrid-ICP-MS); Ba, Cu, Ca, Fe, K, Mg,
Mn, P, S, Zn (mittels ICP-OES); Cd, Co, Cr, Cu,
Ni, Pb (mittels ET-AAS); Hg (mittels DMA - direct
mercury analyzer bzw. CV-AAS).

4 Begriffe

Fir die Anwendung dieser Richtlinie gelten die
folgenden Begriffe:

4.1 Aufschluss

Lésen einer Probe in Saure bzw. S&uregemi-
schen oder in anderen Reagenzien, Ublicherweise
durchgefiihrt bei erhéhten Temperaturen unter
Druck (> 180°C, > 30 bar). Die organischen Be-
standteile der Probe werden dabei mineralisiert.

4.2  Mikrowellengerat

Ein Mikrowellengerat besteht aus der eigentlichen
Mikrowellenkammer, dem Steuerungssystem ein-
schliellich Software sowie speziellen, fur die Mi-
krowellenkammer geeigneten, geschlossenen
Aufschlussgefalten aus saurefestem, hitze- und
druckbestandigem Material.

4.3 Wassergehalt

Der Wassergehalt einer Probe ergibt sich aus der
Differenz zwischen Frischmasse und Trocken-
masse und wird in % angegeben. GemaR dieser
Richtlinie wird der Trockenmasseanteil in % aus
dem Trockenruckstand nach der Gefriertrocknung
Uber mehrere Tage bestimmt (bis zur Massen-
konstanz).



http://www.umweltprobenbank.de/

5 Sicherheitshinweise

Samtliche Arbeiten sind von qualifiziertem Perso-
nal durchzufihren.

Die nach dieser Richtlinie verwendeten Sauren
haben eine stark atzende Wirkung und sind teil-
weise toxisch. Da sie bei hohen Temperaturen
und unter Druck verwendet werden, sind beson-
dere Sicherheitsvorkehrungen zu treffen. Das
Beflullen und Entleeren der Aufschlussgefalle
erfolgt zweckmalligerweise in einem Abzug, wo-
bei die Gefale erst nach dem Abkihlen gedffnet
werden durfen. Das Mikrowellengerat muss an
eine geeignete Absaugungsvorrichtung ange-
schlossen sein oder direkt in einem Abzug ste-
hen.

6 Beschreibung der Methodik

Feste Proben missen vor der Untersuchung mit-
tels atomspektroskopischer oder massenspektro-
skopischer Verfahren in Lésung gebracht werden,
sofern nicht spezielle Feststoffanalysesysteme
verwendet werden. In den meisten Fallen wird fir
die Probenvorbereitung biologischer Proben ein
Saureaufschluss eingesetzt, der am zeiteffektivs-
ten und vollstandigsten unter erhéhtem Druck und
bei hohen Temperaturen durchgefuhrt wird. Als
Energiequelle zum Aufheizen der Proben wird
zunehmend die Mikrowelleneinstrahlung verwen-
det. Hierbei finden spezialisierte Gerate Anwen-
dung, die programmierbar sind, teilweise Uber
Temperatur- und Druckiberwachungen verfligen
und in denen jeweils eine groflere Menge an Pro-
ben in GefalRen aus geeignetem Material bearbei-
tet werden kann. Nach dem Aufschluss liegen die
Proben im Allgemeinen als klare Ldsungen vor.

7 Gerate

7.1 Gefale fur Elementlésungen

Die Stabilitdt der Aufschlussldsungen bis zur
nachfolgenden Elementbestimmung wird
wesentlich vom verwendeten Gefalmaterial
beeinflusst. Die Eignung des jeweiligen Gefal-
materials fir den vorgesehenen Anwendungs-
zweck ist zu prifen. Fir die Elementbestimmung
im Spurenbereich sollten keine Gerate aus Glas
oder Polyvinylchlorid (PVC) verwendet werden.

Geeignet sind Gefalke aus Perfluoralkoxy-Kunst-
stoff (PFA), Hexafluorethylenpropylen (FEP) oder
Quarz. In vielen Fallen sind auch hochdichtes
Polyethylen (z.B. HDPE-Gefalie, die fir Szintil-
lationsmessungen angeboten werden) und Poly-
propylen als Material geeignet.

Insbesondere bei Wiederverwendung sind die
Gefalle vor Gebrauch griindlich mit Salpetersaure
zu spulen oder mit siedender konzentrierter Sal-
petersaure im geschlossenen System auszu-
dampfen.

7.2  Gefriertrocknungsanlage

Komplettsystem bestehend aus Gefriertrock-
nungskammer, Kihlaggregat und Vakuumpumpe.

7.3  Mikrowellenaufschlussgerat

Es muss ein geschlossenes Mikrowellengerat mit
einer programmierbaren Leistungsaufnahme so-
wie mit einem Temperatur- und Druckiber-
wachungseinrichtung eingesetzt werden. Es sind
die vom Hersteller empfohlenen Aufschluss-
gefalen aus PFA oder Quarz zu verwenden, die
gegen die verwendeten Reagenzien bestandig
sind.

ANMERKUNG 1: Die speziellen Sicherheitshin-
weise des Herstellers zur Bedienung des Mikro-
wellengerats sind zu beachten.

ANMERKUNG 2: Fir Aufschlisse von UPB-
Proben wird ein UltraClave Il (Fa. MLS GmbH,
Leutkirch) eingesetzt.

7.4 Analysenwaage

Analysenwaage, zur Einwaage mit einer Genau-
igkeit von + 0,1 mg.

8 Reagenzien

8.1 Allgemeines

Die eingesetzten Aufschlussreagenzien missen
fur die Spurenanalytik geeignet sein und sollten
mindestens eine hochreine Qualitdt haben. Fur
die Ultraspurenanalytik sind auch noch bessere
Qualitaten kommerziell erhaltlich.




ANMERKUNG: Fur die Elementanalytik im
Rahmen der Umweltprobenbank werden Rea-
genzien (z.B. Sauren) der Qualitat ,suprapur®
oder ,ultrapur” eingesetzt (Fa. Merck, Darmstadt).
Alternativ wird Salpetersaure verwendet, die mit-
tels dem sub-boiling-Verfahren aufgereinigt und
auf mégliche Verunreinigungen tberpriift wird.

8.2 Reagenzienliste

8.2.1 Wasser aus einem Reinstwassersystem,
Qualitat: spezifischer Widerstand > 18,2 MQ cm.

8.2.2 Salpetersaure, p (HNO;) > 1,39 g/mL
(> 65 %).

8.2.3 Salpetersaure, verdunnt (20 %), ¢ (HNO3) =
3,5 mol/L.

8.2.4 Salpetersaure, verdinnt (13 %), ¢ (HNO;) =
2,2 mol/L.

8.2.5 Fluorwasserstoffsaure (Flusssaure), p (HF)
=1,13 g/mL.

8.2.6 Borsaureldsung, hergestellt durch Lésen
von 4 g B(OH); in 100 mL Wasser (nach 8.2.1).

9 Aufschluss

9.1 Allgemeine Hinweise

Der Betrieb des Mikrowellengerats erfolgt geman
den entsprechenden Bedienungsanleitungen und
eventuell vorhandener zusatzlicher laborinterner
Betriebsanweisungen.

9.2 Sicherheitshinweis

Beim Aufschluss von kohlenstoffhaltigen, organi-
schen Proben entstehen unter den Aufschlussbe-
dingungen grofle Mengen Kohlendioxid. Dabei
steigt der Druck in den geschlossenen Auf-
schlussgefalRen stark an. Das Beliiften und Off-
nen der Druckgefalle muss im Abzug bzw. unter
einer geeigneten Absaugvorrichtung erfolgen. Die
Sicherheitshinweise der benutzten Aufschluss-
gerate sind strikt zu beachten.

9.3 Reinigung der Geréte

Da in den Aufschlissen auch Elemente bestimmt
werden sollen, die nur in Spuren vorkommen
(Konzentrationsbereich in der Aufschlusslésung:
ng/L bis pg/L), ist jede Verunreinigung der Proben
zu vermeiden.

Alle verwendeten Gerate sind vor Gebrauch zu
reinigen (z.B. durch Ausdéampfen mit Salpetersau-
re nach 8.2.2 sowie durch Spulen mit verdinnter
Salpetersaure nach 8.2.4 und Reinstwasser nach
8.2.1).

9.4  Gefriertrocknung des Probenmaterials

In vielen Fallen ist es sinnvoll, biologisches Mate-
rial vor dem Aufschluss fir die Elementanalytik
gefrierzutrocknen. Zudem kann dabei auch eine
Bestimmung des Trockenmasseanteils erfolgen
(bzw. die Bestimmung des Wassergehalts der
Frischprobe). Das Probenmaterial muss dazu bei
Temperaturen tiefer als -20°C eingefroren wer-
den. Falls Lésungen gefriergetrocknet werden,
sollten sie in Kolben, die in einem Kihimittel ge-
dreht werden, eingefroren werden (Verteilung der
Losung Uber eine moglichst groRe Oberflache,
Verhinderung von Glasbriichen durch Volumen-
vergrélerung). Tiefgefrorene Proben und Materi-
al, das Uber Fliussig-Stickstoff gelagert wird, kann
direkt gefriergetrocknet werden.

ANMERKUNG: Die Gefriertrocknungsapparatur
wird mit Vakuum betrieben. Es besteht die Gefahr
der Implosion. Besonders das Evakuieren der
Anlage ist kritisch und muss sehr vorsichtig erfol-
gen.

Solange eine Eisbildung durch kondensiertes
Wasser an den Gefaflen zu sehen ist, ist die
Trocknung noch nicht abgeschlossen. Die Ge-
friertrocknung dauert je nach Wassergehalt und
Schichtdicke des zu trocknenden Materials von
mehreren Stunden bis zu mehreren Tagen. Es ist
zu Uberprifen, ob eine verlangerte Trocknungs-
zeit noch zu weiteren Gewichtsabnahmen fiuhrt
(Unterbrechung der Gefriertrocknung, Auswiegen
der Probe, weiter Gefriertrocknen, erneut Aus-
wiegen). Bei Anderungen des Nettoprobenge-
wichts von weniger als 0,5 % zwischen zwei Wa-
gungen an verschiedenen Tagen ist die Probe als
trocken anzusehen.




ANMERKUNG: Umweltprobenbank-Proben wer-
den im Allgemeinen direkt in den GlasgefalRen
gefriergetrocknet, in denen sie routinemaRig ab-
gefullt werden (20 mL-Glasflaschchen aus hoch-
wertigem Glas mit Kunststoffdeckeln, Ublicher-
weise eingesetzt fiir Szintillationsmessungen).
Die Deckel werden vor dem Gefriertrocknen eine
viertel Umdrehung geldst, aber nicht abgenom-
men. Eine Querkontamination von Proben, die
gemeinsam gefriergetrocknet werden, wird damit
vermieden. Das Gewicht der leeren Glasflasch-
chen wird vor dem Abfillen der Teilproben doku-
mentiert.

9.5 Aufschluss gefriergetrockneter Proben

Falls die Proben gefriergetrocknet vorliegen, wer-
den 100-500 mg des Materials auf einer Analy-
senwaage (nach 7.4) genau eingewogen. Die
Einwaage erfolgt direkt in das Aufschlussgefald.

ANMERKUNG 1: Unter Umstanden ist es sinn-
voll, zuvor das Aufschlussgefal® mit einem Anti-
statikgeblase zu behandeln.

Zur eingewogenen Probenmenge werden geeig-
nete Aufschlussreagenzien gegeben. In vielen
Fallen ist flr organisches Material Salpetersaure
(nach 8.2.2) ausreichend. Eventuelle spontane
Reaktionen lasst man Abklingen. Nach dem Ver-
schliefen und Einbringen der Aufschlussgefale
in das Aufschlusssystem erfolgt die Programmie-
rung bzw. der Aufruf eines gespeicherten Pro-
gramms gemal der entsprechenden Hersteller-
angaben. Die Aufschlussparameter sind proben-
spezifisch anzupassen. Die gewahlten Bedingun-
gen (Mikrowellenenergie, Aufschlussdauer, Tem-
peratur, Druck) sind in den Rohdaten zu doku-
mentieren.

ANMERKUNG: Fur die Untersuchung von Um-
weltprobenbank-Proben werden die folgenden
Einwaagen und Gerateeinstellungen an der
UltraClave Il (MLS GmbH) verwendet: ca. 200 mg
gefriergetrocknetes Material, 5 mL Salpetersaure
nach 8.2.2, in QuarzgefalRen. Programm: 25 min
Aufheizen auf maximale Temperatur von 220 °C,
fir 30 min 220 °C halten, ca. 60 min Abkuhlen;
Anfangsdruck: 40 bar, Anstieg wahrend des Auf-
schlusses je nach Matrix auf 60 - 100 bar, maxi-
mal moglicher Druck: 200 bar; Gesamtdauer: ca.
2 h.

9.6 Aufschluss von frischem Proben-
material

Fir einige Fragestellungen kann es sinnvoll sein,
frisches biologisches Probenmaterial direkt aufzu-
schlieRen. In diesem Fall richtet sich die Einwaa-
ge nach dem Trockenmasseanteil der Probe. Die
Einwaage darf maximal einem Trockenmassean-
teil von 500 mg entsprechen. Das weitere Vorge-
hen entspricht dem beim Aufschluss von gefrier-
getrocknetem Material.

9.7 Bellften der Aufschlussgefalie

Nach dem Abkiihlen werden die Aufschlussgefa-
Re vorsichtig beluftet. Dabei wird auch Uberprift,
ob sich das Uberdruck-Sicherheitsventil wahrend
des Aufschlusses gedffnet hat und somit bei
flichtigen Elemente Verluste aufgetreten sein
kénnen. Eventuelle Fehlermeldungen des Mikro-
wellenaufschlussgerates sind im Ergebnisbericht
zu dokumentieren.

9.8 Vorgehen bei nicht vollstdndigem Auf-
schluss

Falls die Aufschlusslésung nicht klar ist, wird nach
erneuter Zugabe von einigen mL Aufschlussrea-
genz der Aufschluss wiederholt. Gegebenenfalls
kann es auch sinnvoll sein, den Aufschluss mit
einer kleineren Einwaage zu wiederholen. Falls
es sich bei den ungelésten Rickstdnden um an-
organisches Material handelt (z.B. Sandreste
beim Aufschluss von Blasentang), kann die Zu-
gabe von 1 mL Flusssdure (nach 8.2.5) sinnvoll
sein.

ANMERKUNG 1: Achtung, beim Umgang mit
Flusssaure besteht Veratzungsgefahr.

Nach dem Aufschluss ist die Uberschissige
Flusssaure durch Zugabe von 10 mL Borsaure-
Lésung (nach 8.2.6) zu Tetrafluoroborat zu kom-
plexieren.

ANMERKUNG 2: Nach der Komplexierung mit
Borsaure kann in den Proben keine Bor-
Bestimmung mehr erfolgen.

9.9 Aufbewahrung der Proben

Nach dem Aufschluss werden die Aufschlusslo-
sungen in Messkolben tberfihrt, um auf ein defi-
niertes Volumen aufgefiillt werden zu kénnen (je




nach Elementgehalt und Messmethode, z.B. 10
mL, 20 mL oder 25 mL). Das Aufschlussgefaly
wird mit Reinstwasser (nach 8.2.1) nachgesplilt.
Dann wird der Messkolben mit Reinstwasser auf
das Nennvolumen aufgefillt. Die Lésungen wer-
den bei Raumtemperatur aufbewahrt.

9.10 Haltbarkeit

Die Messung der interessierenden Elementgehal-
te sollte mdglichst kurzfristig nach dem Auf-
schluss erfolgen. Zwar ist davon auszugehen,
dass die Aufschlusslosungen langere Zeit stabil
sind (erfahrungsgemafl mindestens bis zu zwei
Monate), doch kann es bei langerer Lagerzeit zu
Stérungen durch Adsorption an die Gefallwande
und Ausfallungen kommen. Bei Verwendung lan-
ger gelagerter Proben ist die Eignung zu prifen.

9.11 Qualitatssicherung

Folgende Qualitatssicherungsproben  werden
regelmaflig mit den zu untersuchenden Proben
aufgeschlossen:

e Blindproben;

o Zertifiziertes Referenzmaterial, dem Untersu-
chungsmaterial moéglichst ahnlich hinsichtlich
Matrixzusammensetzung sowie Elementgehal-
ten von wichtigen Ziel- und Stdrelementen;

e vom Anwender charakterisiertes laborinternes
Referenzmaterial.

ANMERKUNG: Bei der Untersuchung von Um-
weltprobenbank-Proben betragt das Verhaltnis
von Proben zu Qualitatssicherungsproben immer
hoéchstens 2:1. Als laborinternes Referenzmaterial
werden Umweltprobenbank-Proben alterer Jahr-
gange verwendet, flir die entsprechende Ele-
mentanalysedaten vorliegen.

10 Berechnung des Wassergehalts

Der Wassergehalt in der Frischmasse einer Probe
wird nach folgender Formel berechnet:

WG = (Mg — M7) / M * 100

mit
WG Wassergehalt
Mg Frischmasse der Probe

Mt Trockenrtckstand nach Gefriertrock-
nung

Falls die Frischprobe in einem Gefald bekannter
Masse eingewogen wurde, kann auch folgende
Gleichung verwendet werden:

WG = (Gr - Gr)/ (Ge— GL) * 100

mit

Ge Leermasse Gefall plus Frischmasse
der Probe

Gr Leermasse Gefal® plus Trockenrick-
stand nach Gefriertrocknung

G Leermasse Gefal}

11 Ergebnisbericht

Folgende Angaben zum Aufschluss sind zu do-
kumentieren:

* Verweis auf diese Richtlinie;

e Probenidentitat;

e Beschreibung einer eventuell durchgefiuhrten
Probenvorbehandlung (z.B. Gefriertrocknung);

e Menge an Probe, die fir den Aufschluss ein-
gesetzt wurde;

e Wassergehalt in %, sofern nach dieser Richtli-
nie bestimmt;

¢ Volumen an Ldsung, auf das die Aufschlusslo-
sung aufgefillt wurde;

o ungefahrer Sduregehalt der Aufschlusslésung;

e Hinweis auf eventuelle Farbungen oder Tri-
bungen der Aufschlusslésung und auf eventu-
elle enthaltene Partikel bzw. Reste nicht auf-
geschlossenen Materials;

¢ Angaben (Reinheitsgrad, Konzentration) zur
verwendeten Saure und zu eventuell weiteren,
fur den Aufschluss verwendeten Reagenzien;

e Angaben zu mitgefihrten Qualitatssiche-
rungsproben.
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