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Eine Methode zur Bromidbestimmung im Harn mit Hilfe einer ionensensitiven Elektrode
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versitit Hamburg) der Gesundheitsbehdrde der Freien und Hansestadt Hamburg

(Eingegangen am 27. September/5. November 1976)

Zusammenfassung: Es wird eine potentiometrische Methode zur Bestimmung der Bromidkonzentration im mensch-
lichen Harn beschrieben. Wegen ihrer Spezifitit und der erzielbaren Genauigkeit dieser Methode ist sie besonders zum
Nachweis geringer Bromidkonzentrationen geeignet, wie sie als Folge beruflicher Bromalkanexpositionen zu erwarten
sind. Die Wiederauffindungsraten betrugen 102,5—112,5% mit einem VK zwischen 5,8 und 8,6 %. Die Nachweisgrenze
betrug 0,013 mmol/l. Bei einem Kollektiv von Normalpersonen (n = 20) wurden Bromidausscheidungen zwischen
0,059 und 0,162 mmol/! gefunden.

A method for the determination of bromide in urine with an ion-sensitive electrode

Summary: A potentiometric method for determining the concentration of bromide in human urine is described. On
account of its specificity and precision, this method is especially suited for the determination of slightly elevated
bromide concentrations due to occupational exposure to alkyl bromides. The rate of recovery is 102.5 to 112.5%, and
the variability coefficients lie between 5.8 and 8.6%. The detection limit is about 0.013 mmol/l. The concentrations
of bromide in the urine of a group of normal persons lie between 0.059 and 0.162 mmol/l.

Einleitung von Bromid im biologischen Material ist hierzu Voraus-
. . o . . setzung. Das hier beschriebene Verfahren vermag die
Bestimmungen der Bromidaussc¢heidung im Harn sind apparativ aufwendigeren Methoden der Rontgenfluores-

nicht nur zum Nachweis einer mifibrauchlichen Ein- zenz- und der Neutronenaktivierungsanalyse in diesem
nahme bromureidhaltiger Schlafmittel, sondern auch Zusammenhang zu ersetzen.

zur Abkldrung arbeitsmedizinischer Sachverhalte von

Interesse, findén doch einige Bromderivate niedriger

Alkane, insbesondere Methylbromid, z. B. als Fungizid,

Kiihifliissigkeit, etc. eine breite Anwendung (1). Eine Methodik

zusammenfassende Darstellung der bei akuter und chro-

nischer Einwirkung von Methylbromid auftretenden Prinzip der Methode

Gesundheitsschiaden hat kiirzlich die Arbeitsstoffkom- Die organische Matrix des Harns wird durch eine alkalische

Veraschung nach Kisser (3) zerstort. Durch Umsetzung mit

mission der Deutschen Forschungsgemeinschaft Kaliumpermanganat in schwach mineralsaurer Losung wird

gegeben (2). Sie kommt abschliefend zu der Aussage, das Bromid des Rickstandes selektiv zu Brom oxidiert.
daf fiir den derzeitigen M AKl)-Wert von 78,92 mg/m3 Letzteres wird in eine Vorlage iibergetrieben und mit saurer

. e e " st Taas Sulfitlésung wiederum zu Bromid reduziert. Nach dieser
éme Ub_crp ruf.ung dn_ggend erforderhqhi erscheint. Bei selektiven Abtrennung von anderen Harnbestandteilen 1iit
der toxikologischen Gesamtbewertung sollten ent- sich nun der Bromidgehalt mit Hilfe einer ionensensitiven
sprechend der Priambel zur MAK-Wertliste Erfah- Elektrode storungsfrei bestimmen.

rungen am Menschen grundsitzlich Vorrang vor Tier-
versuchen haben. Eine Neubearbeitung der Problematik Aufarbeitung des Harns und Abtrennung des Bromids in Form
muf. daher breit angelegte Felduntersuchungen am von Brom

itsplatz implizieren. Ein einfaches, analytisch valides S ml Harn werden in einem Nickeltiegel mit 0,5 ml wafriger
A,r beltspl BP i v!-‘ N Em em K z’ " Natriumcarbonatlésung (1 mol/1) versetzt und im Wirme-
Verfahren zur Bestimmung geringer Konzentrationen schrank bei 80 °C zur Trockene eingedampft und dann etwa
—_— : 4 Stunden bei 540 °C verascht. Der weifie Riickstand wird
1) MAK = Maximale Arbeitsplatz:Konzentration. anschliefend in 5 ml bidest. Wasser aufgenommen und unter
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Nachspiilen mit rund 15 ml bidest. Wasser in die Oxidations-
apparatur (Abb. 1) iibergefiihrt. Nach Zugabe von 500 mg
Kaliumpermanganat verschliet man den Reaktionskolben und
figt aus dem Tropftrichter 3 ml Schwefelsdure (1 mol/l) zu.
Unter Erhitzen des Reaktionsgefifies auf 80 °C leitet man
einen Stickstoffstrom von 0,3 I/min durch das Reaktions-
gemisch. Die entstehenden bromhaltigen Dimpfe werden in
eine Vorlage geleitet, die 15 ml wifirige Natriumsulfitlosung
(0,05 mo)/1) und 0,5 ml Schwefelsiure (1 mol/l) enthilt

(pH 2,0). Nach 15 Minuten ist die Reaktion beendet, und
man versetzt die Vorlage mit 2 ml eines Ionenstirkeaus-
gleich-puffers, der 125 g KNO3/l enthilt. Dann fiillt man

die Losung auf 25 ml auf und stellt sie nach dem Uberfithren
in ein 50-ml-Becherglas am pH-Meter mit einigen Tropfen
Natronlauge (1 mol/l) auf pH 2,5 ein.

Potenriometrische Endpunktbestimmung

In die mittels eines Magnetriihrers gemischte Bromidldsung
taucht man die bromidspezifische AgBr/Ag, S-Festkorper-
elektrode (ORION 94-35), sowie die mit Kaliumchlorid-
16sung (ORION 90-00-01) gefiillte Ag/AgCl-Elektrode

(Orion 90-01) ein, die als Bezugselektrode dient. An einem
mV-Meter mit gespreizter Skala (ORION; Typ 701) wird die
Potentialdifferenz nach 2 Minuten abgelesen. Wegen der
Temperaturabhingigkeit der Elektrodenpotentiale sollten die
Untersuchungs- bzw. Standardlosungen auf gleiche, konstante
Temperatur, 2. B. 25 °C gebracht werden.

Kalibrierung der Mefianordnung

Vor jeder Analysenserie wird bei gleicher Meffanordnung die
Anzeige des mV-Meters mit Hilfe einer frisch hergestellten
Natriumbromidstandardlosung auf einen konstanten Wert
(z. B. 150 mV) eingestellt. Zur Herstellung dieser Losung
werden 5 ml einer Natriumbromidldsung (0,125 mmol/1)
mit 2 ml Kaliumnitratldsung versetzt, die 1,25 mol/l enthilt,
und mit bidest. Wasser auf 25 mli aufgefiilit. Am pH-Meter
wird diese Losung mit einigen Tropfen verdiinnter Schwefel-
sdure auf pH 2,5 eingestelit.

51

&

Abb. 1. Schema der Oxidationsapparatur.
1 Stickstofféinleitungsrohr; 2 Tropftrichter fiir Schwefel-
siure; 3 Reaktionskolben; 4 Olbad; 5 Vorlage it saurer
Sulfitlosung.

Kalibiierung — Berechnung der Analysenergebnisse

Zur Erstellung von Standardkurven werden wifirige Bromid-
l5sungen hergestellt, die zwischén 0,06 und 12,5 mmol NaBr/1
Wasser enthalten. Diese Lésungen werden wie Harnproben
aufgearbeitet und vermessen. Auf halblogarithmischem Papier
trigt man die gemessenen Elektrodenpotentiale auf der linearen
Achse, die eingesetzten Bromidkonzentrationen auf der loga-
rithmischen Achse auf. Mit den fiir die Harnproben gemessenen
Potentialen geht man in diese Standardkurve ein und liest die
Zugehérigen Konzentrationswerté fiir Bromid ab.

Ergebnisse

Die Standardkurve erweist sich im Bereich zwischen 0,06
und 12,5 mmol Bromid/l als linear. In Ubereinstimmung
mit der Literatur dndert sich das Elektrodenpotential
um 57,5 mV bei einer Anderung der Bromidkonzentra-
tion um das 10fache (4). '

Weil die bromidsensitive Elektrode Querempfindlichkeiten
gegen stark reduzierende Substanzen, sowie vor allen
gegeniiber Anionen aufweist, die mit Silber schwerlésliche
Salze bilden, wurde die Spezifitit der Methode in Vorver-
suchen iiberpriift. Naturgemaf kam dabei den physiolo-
gischerweise im Harn vorkommenden Chlorid-, Jodid-
und Cyanidionen die grofite Bedeutung zu. Wifdrige
Losungen dieser Storsubstanzen wurden deshalb wie be-
schrieben aufgearbeitet und vermessen. Es zeigte sich,
daf selbst Konzentrationen, die das 10fache der nor-
malerweise im Harn vorkommenden betragen (5), das
Ergebnis der Bromidbestimmung nicht beeintrachtigen.

Die Genauigkeit und Richtigkeit der Methode wurde
durch mehrmalige Analyse von Harnproben getestet,
denen unterschiedliche Bromidmengen zugesetzt worden
waren. Die Mittelwerte (X), Standardabweichungen (s)
und Variationskoeffizienten (VK) dieser Bestimmungen
sowie die unter Beriicksichtigung des Harnleerwertes
errechneten Wiederfindungsraten sind in Tabelle 1
zusammengefafdt.

Die Nachweisgrenze der beschriebenen Bromidbestim-
mungsmethode betrigt unter den angegebenen Analysen-
bedingungen rund 0,013 mmol/l Harn.

Die Anwendbarkeit diéser Methode zur Bestimmung
physiologischer Bromidkonzentrationen haben wir an
einem kleinen Kollektiv (n = 20) von unbélasteten
Personen iiberpriift.

Tab. 1. Genauigkeit und Richtigkeit von Bromidbestimmungen

im Harn.

n Sollwert Istwert . Wieder-
(Leerwert + Zu- findung
gabe) x s VK
[mmol/1} j:_n:lmol/l] {mmoV/1] -[%] %]

8 0,095+0 0,095 0,006 7,5 -

8 0,095 +0,125 0,215 0,014 5.8 112,5

8 0,095 + 0,250 0,375 0,024 6,9 102,5

8 0,095 + 1,250 1,471 0,127 8,6

109,1
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Tab. 2. Gemessene Bromidkonzentrationen in Harnproben
eines Normalkollektivs (n = 20).

Proband Bromid- Proband Bromid-
Alter konzentration Alter konzentration
Geschlecht  [mmol/l] Geschlecht [mmol/l]
25¢ 0.130 S51e 0,121
339 0,102 429 0,145
50¢ 0,108 529 0,077
269 0,083 549 0,074
50¢ 0,100 346 0,162
229 0,089 374 0,138
439 0,102 374 0,118
33¢ 0,094 354 0,074
48 @ 0,087 614 0,099
19¢ 0,139 15¢ 0,059

X =0,105 [mmol/1}; s = 0,027 (mmol/I}

Die minnlichen und weiblichen Personen (15—61 Jahre)
gaben an, wihrend der letzten beiden der Untersuchung
vorausgehenden Wochen keine bromidhaltigen Medi-
kamente, insbesondere keine Schlafmittel zu sich
genommen zu haben. Es wurden Bromidausscheidungen
zwischen 0,059 und 0,162 mmol/l gefunden. Die mittlere
Ausscheidung betrug 0,105 * 0,027 mmol/l. Die gemes-
senen individuellen Bromidausscheidungen im Harn sind
in Tabelle 2 aufgefiihrt.

Diskussion

Strenge arbeitssicherheitstechnische Bestimmungen fiir
den Umgang mit niedrigen Bromalkanen lassen auch
bei beruflicher Exposition Bromidausscheidungen
erwarten, die nur wenig iiber den physiologischen
Konzentrationen liegen. Die fiir den Bereich der
arbeitsmedizinisch-toxikologischen Analytik notwen-
digen Verfahren zur Bromidbestimmung im biologischen
Material miissen deshalb spezifisch, empfindlich und
genau sein. Stirker streuende Analyseniergebnisse
wiirden namlich die Objektivierung der zu erwartenden
geringfiigigen Anderungen der Bromidausscheidung
verhindern. :

Zwar ist in der Literatur bereits eine Reihe von Bromid-
bestimmungsmethoden beschrieben, doch werden die
wenigsten den eingangs ethobenen Forderungen gerecht.

Die photometrischen Methoden, die auf der Bildung von gefirbten
Goldbromiden (6, 7) bzw. auf der Umsetzung von Brom mit
Pararosanilin (8) bzw. Fluorescein (9) beruhen, sind fiir den
Nachweis physiologischer bzw. arbeitsmedizinisch-relevanter
Bromidkonzentrationen zu unempfindlich und ungenau (3,

10). Dies gilt auch fiir dje in der forensischen Toxikologie weit
verbréitete Phenolrotmethode nach Goldman (11) und Kisser
(3), die sich gut zum Nachweis erh6hter Bromidausscheidungen
eignet. Auch das auf der von Street (12) beschriebenen Methode
aufbauende gaschromatographische Verfahren von Archer (13)
eignet sich nicht zum Nachweis kleiner Bromidkonzentratiorien.
Eine kritische Betrachtung der ilteren Brorhidbestimmungs-
methoden findet sich.u. a. bei Hirisberg (14) und Beyer (15).
Grundsitzlich erméglicht die Anwendung der modernen physi-
kalischen Verfahren der Réntgenfluoreszenzanalyse (16, 17,
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18, 19, 20, 21, 22, 23) und der Neutronenaktivierungsanalyse
(24, 17) eine analytisch valide Bromidbestimmung im bio-
logischen Material. Besonders die Neutronenaktivierungsanalyse
wird wegen ihrer erwiesenen Vorteile gerne als Referenzmethode
eingesetzt (17). Um allerdings im Bereich physiologischer Bromid-
konzentrationen genaue und richtige Ergebnisse zu erhalten,
erfordern auch diese Methoden sehr aufwendige Probenaufarbei-
tungen. Bei jhnen lassen sich — wie bei den meisten der ange-
fiihrten Verfahren — Matrixeffekte, die die Messung kleiner
Bromidkonzentrationen empfindlich zu stéren vermogen, am
wirkungsvollsten durch eine Veraschung des Probenmaterials
eliminieren (18, 19, 21). Es wurde auch versucht, den Stér-
untergrund durch die Erstellung von Standardkurven in der
jeweiligen biologischen Matrix (17, 21) bzw. durch die Ver-
wendung eines inneren Standards (18) zu beriicksichtigen.

Ohne Einbufie an analytischer Validitit sind diese Vorkeh-
rungen sicherlich bei der Messung erh6hter, nicht jedoch
physiologischer Bromidkonzentrationen méglich.

Trotz verschiedener Versuche (25, 26) konnten sich ionen-
sensitive Elektroden wegen ihrer Querempfindlichkeiten

noch nicht zur Bestimmung von Bromid im biologischen
Material durchsetzen. Hauptsichlich der im Vergleich zu
Bromid 1000fache Chloridiiberschuf} in den Korperfliissig-
keiten aber auch Jodid, Cyanid und Cystein (26) verhinderten
bisher die Erstellung einer praktikablen und analytisch validen
Bromidbestimmungsmethode mit Hilfe ionensensitiver Elek-
troden.

Die Schwierigkeiten bei der Bestimmung kleiner Bromid-
konzentrationen im biologischen Material, die zumeist
auf eine mangelnde Spezifitit des Bestimmungsverfah-
rens und auf Matrixeffekte zuriickgehen, konnten bei
der hier beschriebenen Methode beseitigt werden. Durch
eine Oxidation des Veraschungsriickstandes mit Kalium-
permanganat in schwach mineralsaurer Losung wird das
Bromid als fliichtiges Brom selektiv von der stérenden
biologischen Matrix abgetrennt. In Kombinationen mit
der anschliefenden Endpunktsbestimmung mittels einer
bromidsensitiven Elektrode bewirkt dieser Abtrennungs-
schritt die Spezifitdt der Methode. Dariiber hinaus ent-
fallt der analytische Storuntergrund, und es wird sowohl
die Erfassung wie die hinreichend genaue Bestimmung
physiologischer Bromidkonzentrationen im Harn ermdg-
licht. Selbstverstindlich lassen sich auch erh6hte Bromid-
konzentrationen zuverlissig erfassen (Tab. 1).

Die unter den angegebenen methodischen Bedingungen
erzielte Nachweisgrenze von rund 0,013 mmol/l Harn
erméglicht sowohl die Bestimmung physiologischer wie
arbeitsmedizinisch zu erwartender Bromidkonzentra-
tionen. Da die Nachweisgrenze praktisch nur vom Nach-
weisvermogen der bromidsensitiven Elektrode begrenzt
wird, konnte sie bei Bedarf durch eine Variation der
Probenaufarbeitung weiter gesenkt werden.

Natiirlich ist die Praktikabilitit der Methode durch die
zeitintensive Trockenveraschung begrenzt. Gleichwohl
kann auf sie nach unseren Erfahrungen nicht verzichtet
werden, wenn physiologische Bromidmengen nachzu-
weisen sind. Da in diesem Fall jedoch auch die appara-
tiven ungleich aufwendigeren Methoden der Réntgen-
fluoreszenz- und der Neutronenaktivierungsanalyse
nicht auf eine Veraschung verzichten konnen, stellt
unser Verfahren sicherlich einen methodischen Fort-
schritt dar. Auch im Hinblick auf zum Teil apparativ
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aufwendigere Bromidbestimmungsverfahren erscheint
die analytische Zuverlissigkeit der Methode durchaus
zufriedenstellend, ohne wie im Falle der Rontgen-
fluoreszenz- oder der Neutronenaktivierungsanalyse
teure Geritekapazitit in Anspruch zu nehmen.

Ein Vergleich der hier fiir das unbelastete Kollektiv
ermittelten Bromidkonzentrationen mit entsprechenden
veroffentlichten Daten ist aus methodischen Griinden
(Altersstruktur, Ausscheidungsraten statt Konzentra-
tionsangaben etc.) nur bedingt mdglich. Immerhin zeigen
diese Ergebnisse eine gute Ubereinstimmung mit den im
Vergleich zur Vielzahl der veroffentlicliten Bromidbestim-
mungsmethoden spirlichen Angaben in der Literatur (5,
22, 24). Die hier gewonnenen Werte sollen nur die grund-
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