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Zusammenfassung:
Es wird eine gaschromatographische Methode zur Bestimmung von Pentachlorphenol (PCP) im Urin beschrieben.
Zur Aufarbeitung wird die Probe nach Zugabe von 2,3,5,6- Tetrachlorphenol (TCP) als interner Standard mit n-Hexan
extrahiert. Der Extrakt wird eingedampft. Die phenolischen Hydroxylgruppen werden propionyliert, wobei die
Umsetzung durch Propionsäureanhydrid-Äthylacetatlösung in alkalischem Milieu erfolgt.
Die gaschromatographische Analyse erfolgt mittels Gaschromatographie und Elektroneneinfangdetektor. Der
Meßbereich liegt zwischen 2,5 und 800ng/ml, die Wiederfindungsrate beträgt 94-103%, im Mittel 98%. Die
Präzision hat einen VK von 3,2%, die Nachweisgrenze liegt bei 2,5 ng l ml Urin.

Schlüsselwörter:
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Summary:
A gas-liquid Chromatographie method for determination of pentachlorophenol (PCP) in human urine has been
developed. The samples are extracted with n-hexane, using 2,3,5,6-tetrachlorophenol (TCP) äs Internat Standard.
Applying a solution ofpropionic acidanhydride in ethylacetate pheno/ic hydroxy groups are propionylated in alkaline
medium.
They are finally analysed by gas-liquid chromatography with electron-capture-detection. The measuring ränge is
between 2.5 and 800nglml. The recovery is between 94—103% (medium 98%), and the relative Standard deviation
at 50ng/ml level of PCP is 3.2% (n = 7). The Iower /im/t of detection reached 2.5nglml urine.
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Einleitung
Die Untersuchung von Pestiziden in den verschiedenen
Umweltmaterialien, Geweben und Körperflüssigkeiten haben
in den letzten Jahren aufgrund ihrer steigenden Verwendung
und zunehmender Erkenntnisse über ihre toxischen Wirkun-
gen besondere Bedeutung erlangt. Es ist eine große Anzahl
von gaschromatographischen Arbeiten zur Analyse von ver-
schiedenen Pestiziden erschienen (1-5).
Pentachlorphenol (PCP) wird als Fungizid und Herbizid
verwendet. Nach Lauwerys (6) wird PCP größtenteils unver-
ändert im Urin ausgeschieden. Für'nicht exponierte Personen
wird eine Tagesausscheidung von 2 — 80 g und für beruflich
exponierte Personen von 100-80(^g angegeben (1).
Voraussetzung für eine quantitative gaschromatographische
Bestimmung von PCP aus biologischem Material ist eine
chemische Umwandlung bzw. Derivatisierung. Das PCP wird
hierfür nach Extraktion aus dem Urin mit n-Hexan direkt durch
eine* Propionsäureanhydrid-Äthylacetat-Lösung zum ent-
sprechenden Propionyl-Derivat umgesetzt (Abb. T). Pheno-
1 Korrespondenz-Anschrift.
56 Lab.med. 8: 56 (1984)

lische Hydroxylgruppen aber auch primäre und sekundäre
aliphatische Aminogruppen werden unter diesen Bedingun-
gen propionyliert und dann aufgrund ihres nunmehr lipophi-
len Charakters quantitativ in die organische Phase überführt.
Auf diese Weise entstehen stabile Verbindungen mit guten
gaschromatographischen Eigenschaften (7, 8).

Material und Methoden

Reagenzien
Äthylacetat p. a. (Merck), Propionsäureanhydrid puriss. (Flu-
ka), n-Hexan Nanograde (Promochem), Natriumcarbonat
p.a. (Merck), Pentachlorphenol und 2,3,5,6-Tetrachlorphe-
nol (Supelco), Perchlorsäure konz. (Merck).

Aufarbeitung
In ein Zentrifugenröhrchen werden 100ng 2,3,5,6-Tetra-
chlorphenol (TCP) in methanolischer Lösung als interner
Standard gegeben und vorsichtig unter schwachem N2-Strom
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Pentachlorphenol

Peakfläche mm2

2.3,5,6-Tetrachlorphenol
Abb. 1: Umsetzung von PCP durch eine Propionsäureanhy-
drid-Äthylacetat-Lösung zum entsprechenden Propionyl-
derivat

PCP-Konzentration
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Abb.2: Eichgerade für Konzentrationen von 0—200ng
PCP l ml Urin

zur Trockene eingedampft. 2 ml des zu untersuchenden Urins
werden hinzugegeben und anschließend mit 0,4ml 20%iger
Perchlorsäure versetzt. Werden Werte oberhalb des linearen
Meßbereichs bestimmt, wird der Probenurin 1:4 mit H20
verdünnt. Nach kurzem Schütteln werden 3ml -Hexan zur
Extraktion der Probe hinzugefügt. Das durch einen Stopfen
verschlossene Zentrifugenröhrchen wird 5min lang intensiv
geschüttelt und anschließend 2min bei 450g zentrifugiert.
Die organische Phase wird in ein weiteres Zentrifugenröhr-
chen überführt.

Derivatisierung
Der Extrakt wird mit 2ml gesättigter Na-Carbonatlösung
versetzt und kurz aufgeschüttelt. Zur Propionylierung werden
2 ml einer Lösung von 5% Propionsäureanhydrid in Äthylace-
tat zugesetzt.
Nach fünfminütigem Schütteln und Erwärmung der Probe auf
50°C wird kurz zentrifugiert und die organische Phase abge-
hoben. Die Flüssigkeit wird unter schwachem Nj-Strom und
Erwärmung auf 40—50°C zur Trockene eingedampft in 0,1 ml
n-Hexan aufgenommen und 1 davon in den Gaschromato-
graphen injiziert.

Gaschromatographie
Gerät: Siemens Gaschromatograph, Serie L350 mit gepul-
stem Elektroneneinfangdetektor (ECD), 10mCi Ni63 ß-loni-
sationsquelle.
Temperaturprogramm: 145-230'C, Rate: 1,5°C/min. De-
tektor- und Injektortemperatur: 300*C.
Säule: 25m lange WGA-Quarztrennkapillarsäule, Silicon
OV-1 der Fa. WGA.
Trägergas: Stickstoff, N2, 2 bar.
Split: Splitlose Injektion.
Standardlösung: Eine Lösung mit je 1 ng TCP und PCP/
n-Hexan angesetzt und derivatisiert.

Ergebnis und Diskussion
Diegaschromaiographische Bestimmung von PCP zeigte eine
lineare Eichgerade für Konzentrationen von 0—200 ng/ml

Urin (Abb. 2). Nach den Ergebnissen der Eichwerte ergab sich
für PCP eine Regressionsgerade y = 0,53 + 3,37 x.
Der Variationskoeffizient (VK) bei 50 ng/ml Urin beträgt 3,2%
(n = 7). Ein Chromatogramm der Standardlösung ist in Abb. 3
dargestellt. Die durchschnittliche Wiederfindungsrate lag für
PCP bei 98%, für den internen Standard TCP bei 97,6%.
Als Nachweisgrenze ergab sich ein minimaler PCP-Gehalt von
2,5 ng/ml Urin. Da dieser Wert zuverlässig bestimmbar ist und
dem in der Literatur (6) angegebenen Minimalgehal t für PCP
im Urin Nichtexponierter entspricht, wurde auf eine weitere
Absenkung der Nachweisgrenze verzichtet, die jedoch tech-
nisch möglich ist.
Zur Überprüfung der Präzision von Tag zu Tag wurden über
2 Wochen der PCP-Gehalt der gleichen gespikten Urinpro-
be bestimmt sowie verschiedene mit gleichen PCP Mengen
gespeickte Urinproben verschiedener Personen an aufeinan-
derfolgenden Tagen gemessen. Dabei ergaben sich Werte für
VK von 2,2% bzw. 3,9%. Das Chromatogramm von gespiktem
Urin ist in Abb. 4 dargestellt.
Urinproben von Exponierten als Vergleich zu Nichtexponier-
ten wären unsererseits vorgezogen worden, sind jedoch zur
Zeit kaum zu erhalten. Die Überprüfung der Spezifität der
Methode erfolgte durch Gaschromatographie/Massen-
spektrometrie. Seit der Einführung von MAK-Werten sind die
als medizinisch vertretbar angesehenen Arbeitsplatzkonzen-
trationen an chemischen Schadstoffen ständig abgesunken.
Dies gilt auch für halogenierte aromatische Verbindungen, die
als Pestizide, Fungizide und Herbizide verwandt werden.
Bis 1978 wurden steigende Mengen dieser Substanzen pro-
duziert und industriell und landwirtschaftlich angewendet.
Aufgrund des weiten Anwendungsgebietes werden beruflich
nicht Exponierte — wenn auch in geringem Ausmaß - mit
diesen Substanzen belastet. Bis heute liegen nur wenige
gesicherte Erkenntnisse über den Synergismus verschiedener
Schadstoffe vor, die additive, kumulative und potenzierende
Schädigungseffekte haben können.
Somit kommt einfachen und empfindlichen Verfahren zur
Bestimmung der Schadstoffbelastung steigende Bedeutung
zu. Während die Messung der Umweltkonzentrationen kaum
Schwierigkeiten bereitet - der derzeitige MAK-Wert für PCP
beträgt 0,5 mg/m3 (9) - müssen wenig belastende, perso-
nenbezogene Überwachungsuntersuchungen entwickelt
werden, die Aussagen über die Aufnahme und Kumulation
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Abb. 3: Gaschromatogramm von Standardlösung mit je 1 ng
TCP- (2) und PCP-propionyl-Derivat (1)

Abb. 4: Gaschromatogramm von gespiktem Urin mit je 50 n g
TCP und PCP/ml. TCP- (2) und PCP-propionyl-Derivat (1)

dieser Stoffe erlauben. Deshalb ist die Urinanalyse ein sehr
geeignetes Verfahren zur Überwachung der exponierten Per-
sonen als biological monitoring. Aufgrund der Empfindlich-
keit dieses Verfahrens eignet sich diese Methode zur Unter-
suchung von PCP-exponierten Personen und erlaubt den
PCP-Gehalt im Urin auch wenig Exponierter zuverlässig zu
bestimmen. Die benötigten Reagentien, die zu untersuchen-
den Urinproben und die propionylierte Trockensubstanz kön-
nen über einen langen Zeitraum bei Kühlschranktemperaturen
aufbewahrt werden.
Die bisher benutzten Verfahren sind entweder sehr zeitauf-
wendig (2) oder verwenden gefährliche (explosive) Substan-
zen (1). Das hier beschriebene Verfahren bietet den Vorteil
einer einfachen und ungefährlichen Aufarbeitung bei ver-
gleichbaren Ergebnissen für Wiederfindung und Präzision.
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