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Zur Bleibestimmung in organischem Material

Von ROBERT SCHWANKNER

Mit 5 Abbildungen

Es wird ein an rd. 500 Proben getrockneten pflanzlichen
Materials erprobtes und stichprobenartig durch Atomabsorp-
tionsspektroskopie iiberpriiftes photometrisches Ver fahren zur
Bleispurenanalyse vorgestellt. Die Ausarbeitung der Vorschrift
orientiert sich besonders an den Mdglichkeiten kleinerer Labo-
ratorien.

1. Anwendung und Verbreitung der Bleispuren-
analyse

Seit den berihmten Arbeiten GEorG voN HEVESys,
der sich bereits 1923 mit Thorium-B-Tracerunter-
suchungen (212Pb) an Pflanzen befal3te, wie schon der
Untertitel seiner Publikation [1] »4 contribution to the
application of the method of radioactive indicators in the
investigation of the change of substance in plants« verrit, gab
es eine Reihe von Ansitzen, die Bleibestimmung in
organischem Material zu verfeinern. Die eleganten
Methoden der Neutronenaktivierung im Kernreaktor
mit anschlieBender quantitativer Gammaspektroskopie
sowie die Atomabsorptions-Spektroskopie (AAS) [2]
stehen jedoch leider nicht allgemein zur Verfiigung.

Es ist das Verdienst von G. GorrscHALK und K.
RieBarTscH, die klassische photometrische Dithizon-
Methode fiir den allgemeinen Laborgebrauch weiter-
entwickelt zu haben [3]. Der vorliegende Beitrag will
eine konkrete Hilfestellung anbieten, die Methode der
Bleispurenanalyse auch in weniger gut ausgeristeten
Laboratorien einzuftihren. Diese ist das Ergebnis von
rd. 500 routinemiBig durchgefiihrten, stichproben-
artig mit AAS auf Reproduzierbarkeit uberpriften
und bestitigten Bleibestimmungen von Weizen, tiber
deren Ergebnis bereits anderweitig berichtet wurde

[4].

Von &kologischem Interesse ist z. B. die Dokumen-
tation und Kartographierung der Immissionsbelastung
in der unmittelbaren Nachbarschaft von Bleihiitten
[5] ebenso wie die Abschitzung des Einflusses von
massivem Bleiangebot auf das Pflanzenwachstum [6]
(Reizdiingungsphinomene), die Bleianreicherung in
einer Nahrungskette und Bodenuntersuchungen.

GroBe Bedeutung hat die Bleispurenanalyse bei
der Untersuchung von Nutzpflanzen vor allem im
Zusammenhang mit der Verbleiung von Otto-Kraft-
stoffen und deren o6kologischen Auswirkungen ge-
wonnen [7, 8].

So werden Pflanzen und Béden auf ihren Bleige-
halt hin untersucht, wie auch der Chemismus der
Bleiabsorption an Blattflichen und die Verhiitung der
Wurzel-Bleiaufnahme durch besondere DiingemaB-
nahmen [4] bzw. die Verminderung oberflichlicher
Kontamination durch Sprithbehandlung mit Chelat-
bildnern [9]. Fiir alle diese Untersuchungen kann das
Dithizon-Verfahren herangezogen werden, wobeli sich
die Auflistung beliebig verlingern lieBe, so etwa um
pathobiologische Untersuchungen, Biochemie des Bleis
oder Fragen zur Verwendung von bleiglasierter Kera-
mik im Alltag [10].

Zum Literatureinstieg sei auf [11, 12] verwiesen.
Die »Allgegenwart« des Bleis, dessen unvorsichtiger
Gebrauch auch historisch indizierbare Spuren hinter-
lassen hat, zeigt Abbildung 1.

2. Bildung des Farbkomplexes

H. FiscuEr und G. LeEopoLrpl empfahlen bereits in
den zwanziger Jahren das 1,5-Diphenylthiocarbazon
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(Dithizon) als Reagenz fiir die Bestimmung nahezu
aller im Aquosystem mit Hydrogensulfid féllbaren
Kationen; es entstehen innere Komplexsalze, die so-
genannten Dithizonate (Abb. 2).

Das Dithizon (H,Dz) bildet violettschwarze Kri-
stallnadeln, die beim langsamen Erhitzen verpuffen.
Es ist in neutralem wisserigem Medium ebenso wie in
Sauren unléslich, geht jedoch im alkalischen unter
Gelbfarbung etwas in Losung.

Als Solventien bieten sich halogenierte Kohlen-
wasserstoffe an, fiir deren Anwendung in der Routine-
analyse trotz ihrer hohen Toxizitit nicht nur das gute
Losungsvermogen (Chloroform lsst 17,8 g H,Dz/l;
Tetrachlorkohlenstoff 0,64 g H,Dz/1) spricht, sondern
auch ihre rasche Phasentrennung im Scheidetrichter
von der wisserigen Untersuchungslésung.

Zur Anwendung des Dithizons in der Mikro- und
Spurenanalyse ist eine umfangreiche Monographie
von G. IWANTSCHEFF erschienen [13].
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Abb. 1. Blei und Umwelt (aus [11]).

Mit Pb?+ bildet Dithizon ein inneres Komplexsalz:
Pb2+ + 2H,Dz — [Pb (HDz),] 4+ 2H*,

das mit intensiv roter Farbe in Tetra oder Chloroform
in Lésung geht. Abbildung 3 zeigt die Absorptions-
spektren von Dithizon (»griine Losung«) und Blei-
dithizonat (srote Lésung«) in Tetra sowie die Absorp-
tion der stets in geringer Konzentration anwesenden
Oxidationsprodukte. Bemerkenswert ist die auflerge-
wohnliche Farbekraft des Dithizons. Nach P. CLIFFORD
und H. WicHMANN ergibt ein Teil Dithizon mit 40
Millionen Teilen Chloroform bereits eine erkennbare
Grinfarbung.

Das Studium der Spektren weist den Weg zu den
beiden grundsitzlichen Maéglichkeiten der Bestim-
mung:

Entweder wird das Dithizonat bei 546 nm (Hg-
Filter) photometriert bzw. bei 535 nm mit einem
Wolframlampen-Photometer, oder das gebildete Dithi-
zonat wird durch Ausschiitteln mit Sdure zersetzt und
als Dithizon (»griine Ldsung«) bei 620 nm gemessen.
Sehr verldBliche Werte erhélt man im ersten Fall auch
unter Einsparung eines Verfahrensschrittes, aller-
dings darf dabei die Zeitspanne zwischen der naf3-
chemischen Prozedur und der Messung 30 Minuten
nicht iibersteigen. AuBBerdem muf3 die Probe in maBi-
gem Dunkel (MeBkolben mit Alufolie umwickeln)
unter 25°C gehalten werden, da sonst der Zerfall des
Dithizonats zu schnell fortschreitet.

MeBwellenldngen von 546 (Hg) bzw. 535 (W) nm
garantieren, wie man sich durch einen Blick auf Ab-
bildung 3 leicht iiberzeugen kann, daB nicht umge-
setztes Dithizon sowie die gelben Oxidationsprodukte
zur Gesamtextinktion kaum beitragen kénnen.

Das hier beschriebene Schnellverfahren erfordert
dartiber hinaus, da8 bei jeder Bestimmung eine
Blindprobe mitlduft (s. Abschn. 3) und so Fehler per
Kompensation reduziert werden. .

Nach Angaben von G. IwanTscHEFF und G. GoTT-
SCHALK ist mit Stérung durch starke Oxidationsmittel

(Cl,, Br,, CINO, NO,, CrO,*-, [Fe(CN)s]*-...) zu
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Abb. 2. Bildung von Bleidithizonat (aus [21]).
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Abb. 3. Absorptionsspekiren von Dithizon (wgriine Liosungs, a),
dem Oxidationsprodukt (b) und Bleidithizonat (»rote Lisung, c)
in Tetra (aus [13]).

rechnen, welche das Dithizon rasch tiber das Diphenyl-
thiocarbodiazon, (CgHgN,),CS, abbauen.

Dem wird durch den Zusatz von Ascorbinsiure
zum Reaktionsansatz sowie durch Uberschichtung des
Reagenzvorrats mit Ascorbinsidurelésung begegnet.
In einem wisserigen System mit der Konzentration
¢ = 0,1 mol - I-* an Tartrat und Cyanid werden alle
Kationen bis auf Bi3t, TI* und Pb?* maskiert. Das
Bleidithizonat wird ab pH = 7, optimal bei pH = 9,6
+ 0,2 gebildet; dies ist durch einen Weinsdure/Am-
moniak-Puffer gewihrleistet. Als pH-Indikator bietet
sich im vorliegenden System Thymolblau mit seinen
beiden Umschlagsintervallen pH = 1,2 bis pH = 2,8
(rot/gelb) und pH = 8,0 bis pH = 9,6 (gelb/blau)an,
das mit Chlorkohlenwasserstoffen nicht extrahierbar
ist. Durch Waschen der vereinigten Tetra-Extrakte
(»rote Losung«) mit Kaliumcyanid-Losung werden
Bi*+- und TIl*-Ionen in den in Pflanzenproben auf-
tretenden Mengen bedeutungslos.

Bei dem nachstehend detailliert beschriebenen
Verfahren, das fir 0,001 mg bis 0,01 mg Blei bei
Pflanzenproben von 0,1 bis 0,2 g Trockenmasse aus-
gelegt ist, werden folgende Ionenkonzentrationen
maskiert [14]:

durch Kaliumcyanid

1,0 mmol I-! Kupfer-, Silber-, Gold-, Palladiumionen,
0,8 mmol 1-* Nickel-, Zink-, Cadmium-, Platinmetall-,
Eisen- und Cobaltionen,

0,5 mmol 1-* Quecksilberionen (bei Quecksilber und
Cobalt ohne Ascorbinsdure arbeiten!);

durch Tartrat

1,0 mmol 1-? Beryllium-, Aluminium-, Scandium-,
Yttrium-, Lanthan-, Seltenerdmetall-, Titan-, Zirco-
nium-, Thorium-, Vanadium-, Chrom(III)-, Molyb-
daen(VI)-, Mangan(II)-, Gallium-, Indium-, Zinn-
(IV)- und Antimon(III)ionen.

Ohne EinfluB3 sind

10 mmol 1-! Lithium-, Natrium-, Kalium-, Ammo-
nium-, Rubidium-, Caesium-, Arsen-, Chlorid-, Sul-
fat-, Phosphat-, Borat-, Tartrat-, Citrat- und Aceta-
tionen.

3. Durchfiihrung der Bleibestimmung (Abb. 4)

3.1 Reagenzien

Alle Reagenzien miussen mindestens p.a.-Qualitit
aufweisen, besser wire suprapur. Entionisiertes Wasser
ist vor Gebrauch ggf. zu filtrieren, um winzigste Ionen-
austauscherkornchen zu entfernen.

a) Dithizon (1,5-Diphenylthiocarbazon) zur Analyse
(MERrck 3092).

b) Tetrachlorkohlenstoff zur Analyse (Fiir Bestim-
mungen mit Dithizon, MErck 2208).

c) Dithizon-Stammlésung (¢ = 2 - 10~* mol - 1-1).

In ein zuvor mit etwa 0,1%iger Dithizon-Lésung
in Tetra gespiiltes Wigeglas wird nach dem Trocknen
und Abkiihlen rd. 6,4 mg Dithizon mittels Kunststoff-
einwegspatel eingewogen. In das Schilchen gibt man
rd. 5 ml Tetra direkt aus der Originalflasche, schwenkt
um und gieBt die Suspension in einen 250 -ml-Scheide-
trichter, ohne dabei einen Trichter zu verwenden.
Diesen Vorgang wiederholt man, bis alles Dithizon
ubergefithrt ist. Der Scheidetrichter wird vor Ge-
brauch mit verdiinnter Salpetersdure und entionisier-
tem Wasser sowie 0,1% iger Dithizon-Losung in Tetra
gespult und vorsichtig getrocknet. Jetzt fiilllt man mit
Tetra auf 125 ml auf. Es wird rd. 5 min geschiittelt
(Entliften nicht vergessen!), bis alles Dithizon gelést
ist. Nun wird mit 125 ml Ammoniakwasser (kiufliche
25%ige Losung im Verhiltnis 1 : 200 verdinnen, je-
weils frisch bereiten!) 5 Minuten geschuittelt. Danach
148t man die gesamte gelb gefdrbte organische Phase
ab, die die Verunreinigungen enthilt. Die ammo-
niakalische Phase wird mit einigen Tropfen Salzsiure
(¢ = 2 mol - 17) eben angesduert, der pH »am Stop-
fen« mit Universalindikator getestet und die Lésung
10 Minuten stehen gelassen; darauf wird 5 Minuten
mit Tetra in die organische Phase riickextrahiert und
diese in einen zweiten vorgereinigten Scheidetrichter
abgelassen. Zur Entfernung letzter Sdurespuren muf3
noch einmal eine Minute mit 100 ml entionisiertem
Wasser gewaschen und 5 Minuten unter gelegent-
lichem leichten Umschwenken stehen gelassen werden;
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Abb. 4. Ubersicht des Analysengangs.

anschlieBend wird die organische Phase iiber einen
sauberen Trichter in die Vorratsflasche abgelassen.
Diese ist aus Braunglas (250 ml), mit Schnappdeckel,
und auBlen zwecks Lichtschutz mit Alufolie beklebt.

Zum Oxidationsschutz wird die Lésung mit 10 ml
wisseriger Ascorbinsidurelésung (¢ = 1 mol - 1-?) iiber-
schichtet. Die Entnahme erfolgt stets mit einem vor-
gereinigten Stechheber. Die Losung bleibt, im Kiihl-
schrank aufbewahrt, etwa einen Monat haltbar.

d) Thymolblau-Indikatorlésung (o* = 1g - 171).

100 mg Thymolblau (MErck 8176) werden mit 10,75
ml Natronlauge (¢ = 0,2 mol - 1-!) angepastet und
mit Wasser zu 100 ml verdiinnt. Aufbewahrung in
Braunglasflasche mit Tropipipette.

e) Kaliumcyanid-Waschlésung.

Nacheinander werden 1g Kaliumcyanid (MeRrck
1145) und 0,1 g Ammoniumchlorid (MErck 4967) in
100 ml Wasser gelost. Diese Losung ist stets verschlos-
sen und nicht ldnger als 1 Monat aufzubewahren.

f) L(+4)-Ascorbinsdure zur Analyse (MErck 127).

g) L(+)-Weinsdure zur Analyse (MERrck 804).

h) Salpetersiure zur Analyse (MERCK 454 ; min. 65%,,
o= 1,40 - g - ml).

i) Perchlorsiaure zur Analyse (MERck 518; etwa 609%,,
o= 1,53 g - ml?).

j) Schwefelsdure zur Analyse (MErck 731; 95 bis
97%, ¢ = 1,84 g - ml1).

k) Ammoniakwasser zur Analyse (MERCK 5432 ; min.
25%, 0 = 0,91 g - ml-1).

1) Alkalit-Indikatorstibchen pH = 7,5 bis pH = 14
(MERrck 9532).

m) Entmineralisiertes Wasser.

Die Prifung auf Kontamination durch Schwer-
metalle wird wie folgt durchgefiihrt:

250 m]l Wasser wird im Schiitteltrichter mit einigen
Tropfen verdiinnter Ammoniaklésung etwa auf pH =
10 gebracht. Es erfolgt die Zugabe von 3 ml Dithizon-
Stammlosung, und es wird zwei Minuten lang kriftig
umgeschiittelt. Nach Phasentrennung darf die orga-
nische Schicht keine Verdnderung aufweisen.

3.2 Der naBBchemische Aufschlufl

Will man Bleibestimmungen in pflanzlichem oder
allgemein in organischem Material durchfithren, so
stellt man fest, dal3 die meisten Verfasser eine Ver-
aschung bei 500 °C vorschlagen. Nur wenige, so etwa
TompseTT [15] und ABsoN [16] berticksichtigen die
erhebliche Fluchtigkeit von Bleiverbindungen und die
damit verbundenen Verluste. TOMPSETT setzt aus
diesem Grund bei der Untersuchung tierischen Mate-
rials Natriumphosphat zu, was jedoch laut RIEBARTsSCH
[17] die Extraktion des Bleidithizonats negativ beein-
fluBBt, der deshalb, wie schon Asson, Schwefelsiure-
zusatz vorschligt. Der nasse Aufschlu3 nach [18] mit
Schwefelsdure, Perchlorsiure und Salpetersdure be-
wihrt sich in der Praxis hervorragend und ist mit
geringerem Aufwand durchfiihrbar. Den Einwédnden
der Bleieinschleppung bei diesem Verfahren seitens
Bonic [19] begegnet man durch den »Blindwert,
auBerdem konnten sie auch in neueren Arbeiten von
KeriN [20] nicht geteilt werden. Zum Aufschluf3
werden kleine 50-ml-Quarzkélbchen verwendet, kei-
nesfalls kommen Porzellantiegel in Frage, da diese oft
Schwermetallspuren enthalten. Quarz hat dartber
hinaus den Vorteil, daB3 die Kélbchen nach beendetem
Aufschluf3 zwecks rascherer Abkihlung direkt abge-
schreckt werden kénnen, ohne Schaden zu erleiden.
Die folgenden Prozeduren sind nur in einem guten
Abzug oder besser im Freien auszufiihren, dann mul3
jedoch ein Eimer Wasser fiir den Fall eines immer
moglichen Siedeverzugs bereitstehen. Gummihand-
schuhe und Schutzbrille sowie die Verwendung einer
Reagenzglaskammer sind obligatorisch. Das Pflanzen-
material wird in Kristallisierschalen bei 80°C im be-
lufteten Trockenschrank 24 Stunden lang getrocknet.
Rd. 100 mg der Trockensubstanz wird mit Hilfe einer
Kunststoffpinzette in das Quarzkoélbchen eingewogen
und mit dem Stechheber 5 ml Salpetersdure (65%,)
sowie 0,5 ml Schwefelsaure (konz.) zugegeben. Es
wird unter Schwenken mit kleiner Flamme erhitzt,
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bis die heftigste Entwicklung von nitrosen Gasen
(braun-weiB) nachgelassen hat. Nach etwa 5 Minuten
werden vorsichtig 1,3 ml Perchlorsiure (609,) zuge-
geben und langsam weiter erhitzt. Es scheiden sich
meistens nach einiger Zeit (rd. 3 min) schwarze Kor-
per aus, die jedoch bei Zugabe von 1 bis 2 Tropfen
Salpetersdure verschwinden. Danach wird mit voller
Flamme die Perchlorsiure vollkommen ausgetrie-
ben. Das ist dann erfolgt, wenn nach weiteren 3 Minu-
ten weille Schwefeltrioxidnebel auftreten. Der Quarz-
kolben wird jetzt abgeschreckt.

3.3 Die Bildung des Bleidithizonats

Der gesamte Arbeitsplatz ist mit Zellstoff auszu-
legen. Zum Pipettieren muB3 ein Peleusball verwendet
werden, besser eignet sich ein Stechheber.

Fiir Pipetten u. 4. wird ein Gestell aus gebogenem
Glasrohr installiert, das es gestattet sie abzulegen, ohne
daB sie den Zellstoff beriihren. Alle Gefille mussen
zuvor mit verdiinnter Salpetersiure, dann mit Wasser
und 0,1%iger Dithizonlésung in Tetra sowie erneut
mit Tetra gespiilt werden. Der Inhalt des Quarz-
kolbchens wird in 15 ml Wasser aufgenommen und mit
5 ml nachgespiilt. Die wéBrige klare Losung wird in
einen 50-ml-MeBzylinder gefillt und ein Tropfen
Thymolblaulésung sowie ein »Riihrfisch« zugesetzt.
Unter Magnetrithren wird aus einer Birette tropfen-
weise Natronlauge (¢ = 2 mol - I-?) zugesetzt, bis eben
Gelbfarbung auftritt (Neutralisation; rd. 9 ml). An-
schlieBend werden sofort 5,0 ml Ammoniakwasser
(¢ = 5 mol - 171) zugegeben, und man maskiert mit
5,0 ml Kaliumcyanidlésung (¢ = 1 mol - 172, frisch be-
reitet!). Es wird mittels eines eingetauchten Glasstabs
und Indikatorpapier (Alkalit) auf pH = 9,6 gepriift
und dann mit Wasser nach Entfernung des »Rihr-
fisches« auf die 50-ml-Marke aufgefullt.

Die blaue Loésung wird in einen zylindrischen
Scheidetrichter mit NS-Stopfen aus Polyethylen und
Hahnkiken aus Teflon tberfihrt, die ohne Fettung
vollkommen dichten. Bei der Verwendung von Glas-
kiiken tritt erhebliche Kontamination durch sofortige
Anlosung des Fettes durch Tetra auf.

Mit dem Stechheber wird Dithizon-Stammldsung
portionsweise zugegeben, zunichst 4 ml, dann dreimal
je 1 ml (max. 7 ml), und jeweils 30 Sekunden extra-
hiert; die Extraktion wird abgebrochen, wenn die
Tetra-Phase schmutzig rot oder griin gefirbt ist. Nach
jeweils weiteren 30 Sekunden zur vollstindigen Pha-
sentrennung, welche durch Umschwenken geférdert
wird, 148t man die organische Schicht in ein 25-ml-
MeBkoslbchen ab. Dieses ist zwecks Abdunkelung mit
Alufolie umgeben. Der gesamte Extraktionsprozel3
findet in maBig abgedunkeltem Raum statt. Mit
Tetra wird bis zur Marke aufgefiillt und umgeschiit-
telt. Der Inhalt wird in einen zweiten Scheidetrichter
gefiillt und einmal mit 6 ml Kaliumcyanid-Wasch-
losung 30 Sekunden geschiittelt, erneut in den MeB-

10 T T T T
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Abb. 5. Eichkurve zum beschriebenen Verfahren.

kolben abgelassen (ggf. Verdunstungsverluste ersetzen)
und zur Abscheidung der restlichen Wassertrépfchen
rd. 5 Minuten ruhig im Dunkeln stehen gelassen.
Danach wird die oberste Schicht (enthilt etwas Rest-
wasser) vorsichtig abpipettiert, der Rest tiber Polyethy-
lentrichter mit Schwarzbandfilter [19] in die Kivette
zur Messung Uberfihrt!

3.4 Photometrie

Wihrend des ganzen Verfahrens, beginnend mit
der Veraschung, wird eine Blindprobe mitgefahren.
Hier werden lediglich die entsprechenden Reagen-
zien zusammengegeben, ansonsten jedoch in gleicher
Weise verfahren. Es wird mit der gleichen Menge
Dithizonlésung extrahiert wie bei der Probe. Auch
wird die Blindprobe gleichzeitig zur Messung iiber-
fihrt.

Das Photometer wird vor jeder Messung einge-
eicht, die beiliegende, oft vernachlissigte Gebrauchs-
anweisung ist unbedingt zu konsultieren, um repro-
duzierbare Werte zu erhalten. Eine Kivette mit rei-
nem Tetra (Leeransatz) wird in den Schacht ein-
geschoben, ihre Extinktion auf 0 eingeregelt. Danach
erfolgt die Bestimmung der Extinktion der Probe (E,)
und dann der des Blindwertansatzes (Eg). Die relevan-
te Extinktion ergibt sich zu E = E, — Ep.

Abbildung 5 zeigt eine typische Eichkurve. Sie
wurde durch Mittelung von je 3 Werten von Proben
mit 5 ug, 10 ug, 15 ug, 20 ug aufgestellt, die von An-
fang bis Ende das Verfahren durchlaufen hatten. Der
Kurvenverlauf zeigt, daB Linearitit nur im Bereich
von 0 bis 15 pg gewihrleistet ist.

Mit linearer Regression errechnet sich die Steigung
der Ausgleichsgeraden zu

k=40,0314 ——.
ng Pb*
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Die Bleimasse ergibt sich zu

E
m(Pb2t) = — .
( ) :

Das vorgestellte einfache nal3chemische Verfahren
gestattet die Bleispurenbestimmung im Mikrogramm-
malstab je Probe innerhalb von 60 Minuten. Die
Moglichkeit der laserphotometrischen Auswertung
wurde bereits in [21, S. 88] angedeutet.
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