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National Institute of Public Health and Environmental ‘Protection
RIVM report: 528476 001 August 1988

Determination of cadmium in human livers and kidreys with atomic

absorption spectroscopy and flame atomization.

Wubs, K.L. and Groot, G. de

Summary and Conclusions

In this report a method is described for the determination of cadmium
in bhuman livers and kidneys with atomic absorption spectroscopy and flame
atomization. The tissue samples are digested by an enzymic digestion
procedure under  physiological conditions, followed by destruction
at elevated temperature with subsequently hydrogen peroxide and mnitric
acid.

The upper limit of the linear working range corresponds for liver
with 13 mg Cd/kg and for kidney with 46 mg Cd/kg using 0.5 g of tissue.
The limit of detection (at 3 x the noise) is for liver 0.3 mg Cd/kg and for
kidney -1.2 mg Cd/kg. The linear working range is for liver 0.3 - 13 mg
Cd/kg and for kidney 1.2 - 46 mg Cd/kg.

The average relative standard errors (+ standard deviation)
calculated from 10 calibration curves are for livers (2.1 + 1.5)% at a
concentration of 0.8 mg Cd/kg and for kidneys (0.96 + 0.50)% at a
concentration of 2.5 mg Cd/kg. The average values of the coefficients of
variation of duplicate analyses are for livers (7.6 + 7.0)%, for kidney
cortex (2.2 + 8.7)% and for kidney medulla (34 + 28) %.
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Bepaling van cadmium in levers en nieren van humane herkomst met behulp van

atomaire-absorptiespectrofotometrie met vlamatomisatie.

Wubs, K.L. en Groot, G. de

Samenvatting en Conclusies

In dit rapport wordt een methode beschreven voor de bepaling wvan
cadmium in levers en nieren van humane herkomst met behulp wvan atomaire
absorptiespectrofotometrie en vlamatomisatie. De weefselmonsters worden
ontleed met een enzymatische methode onder fysiologische condities, gevolgd
door destructie met achtereenvolgens waterstofperoxide en salpeterzuur bij
verhoogde temperatuur.

De bovengrens van het lineaire werkgebied komt voor lever overeen met
13 mg Cd/kg en voor nier met 46 mg Cd/kg, uitgaande van 0,5 g lever of
nier. De detectielimiet (overeenkomend met 3 x de ruls) is voor lever 0,3
mg Cd/kg en voor nier 1,2 mg Cd/kg. Het lineaire werkgebied is dus voor
lever 0,3 - 13 mg Cd/kg en voor nier 1,2 - 46 mg Cd/kg.

De gemiddelde relatieve standaardfouten (+ standaarddeviatie) berekend
uit 10 calibratielijnen bedragen voor levers bij een concentratie van 0,8
mg Cd/kg (2,1 + 1,5)% en voor nieren bij een concentratie van 2,5 mg Cd/kg
(0,96 4+ 0,50)%. De gemiddelden van de variatiecoéfficilinten van tweevoudige
analyses bedragen voor levers (7,6 + 7,0)%, voor nierschors (9,2 + 8,7)%

en voor niermerg (34 + 28) %.



1. Inleiding

Als gevolg van een jarenlange ultstoot van cadmium door metallurgische
industriéen is in een groot gebied dat de nederlandse en belgische Kempen
omvat, de bodem verontreinigd met een aantal metalen waaronder ziﬁk,
cadmium, lood en kwik., Naar de effecten van deze verontreiniging op de
nierfunctie 1is een epidemiologisch onderzoek verricht in een langdurig aan
cadmium blootgestelde populatie in de Kempen en in een controlepopulatie.

Parallel aan dit epidemiologisch onderzoek is in het kader van project
528476 onderzoek verricht naar de cadmiumbelasting van overleden personen
die langdurig in het verontreinigde gebied in de Kempen hadden gewoond. De
resultaten bij deze populatie zijn vergeleken met de resultaten verkregen
bij een  controlepopulatie wvan overledenen uit gebieden (Twente en
Friesland) waar, voorzover bekend, geen verontreiniging van de bodem met
cadmium of andere metalen aanwezig is. Verwant aan dit project is project
528474 waarbinnen ten behoeve van het bewakingsprogramma Mens en Voeding de
belasting wvan de mens aan een aantal metalen wordt vastgesteld en in 'de
tijd gevolgd door middel van de bepaling van de concentratie van deze
metalen in menselijk weefsel verkregen bij obductie van overleden personen
uit niet met de metalen verontreinigde gebieden. De onderzochte parameters
zijn cadmium in nieren (nierschors eﬁ niermerg), cadmium in levers, kwik in
nieren en lood in wervels. ‘

Ten behoeve van bovengenoemde projecten zijn methoden ontwikkeld voor
de kwantitatieve bepaling van de genoemde metalen in de betreffende weef-
sels. Reeds beschreven zijn:

- De bepaling van lood in wervels van humane herkomst met behulp wvan
atomaire-absorptiespectrofotometrie met vlamatomisatie (Wubs et al.,
1988).

- De bepaling van kwik in nieren van humane herkomst met behulp van
atomaire-absorptiespectrofotometrie met koude-damp atomisatie (Wubs en de
Groot, 1988).

Dit rapport beschrijft de bepaling van cadmium in levers en nieren van
humane herkomst met behulp wvan atomaire-absorptiespectrofotometrie met

vlamatomisatie.



2. Materialen en Methoden

Cadmium wordt bepaald in levers en nieren van humane herkomst met
behulp wvan atomaire absorptiespectrofotometrie met vlamatomisatie. De
nieren en levers worden gelyseerd met een enzymatische methode gevolgd door
een destructie met achtereenvolgens waterstofperoxide en salpeterzuur, De
destruaten worden vervolgens verdund met een Triton X-100 oplossing in 5
procent (g/v) salpeterzuur en de cadmiumconcentratie wordt na centrifugatie
in het destruaat bepaald. De methode is in detail beschreven in Standard
Operating Procedure nr., AR0/028 (bijlage I). '



3. Resultaten

Met de hier beschreven enzymatische ontledingsmethode wordt een lysaat
verkregen waarin nog slechts zeer kleine weefselfragmenten voorkomen. Een
antibiotica-oplossing wordt voorafgaande aan de incubatie toegevoegd om te
voorkomen dat er tijdens de ontleding |Dbacteriegroei optreedt. De
ontwikkeling wvan deze enzymatische ontledingsmethode is elders beschreven
(De Groot en Wubs, 1987).

Om de toepasbaarheid wvan de enzymatische ontledingsmethode bij de
bepaling van cadmium in weefsels te onderzoeken werd de cadmiumconcentratie
bepaald in een aantal rattenieren en vergeleken met de waarden verkregen na
een klassieke natte destructie. Een drietal nieren {(ca. 0,6 g) werd elk in
twee helften gesneden, waarna de ene helft met behulp van bovengencemde
enzymatische methode (zie bijlage I) werd ontleed en de andere helft werd
gedestrueerd met behulp wvan 2 ml geconcentreerd zwavelzuur, 12 ml
geconcentreerd salpeterzuur en 5> ml 30% waterstofperoxide tot een wvolledig
helder en kleurloos destruaat. In zowel het enzymatische lysaat als in het
zure destruaat werd vervolgens, na het maken van sen geschikte verdunning
met 0,025 % Triton X-100 1in water, de cadmiumconcentratie bepaald met
behulp van atomaire absorptiespectrofotometrie (AAS) met vlamatomisatie. De
cadmiumconcentratie in de mnieren ontleed met de =zure destructie was
gemiddeld (+ standaarddeviatie) (13 + 8)% hoger dan de enzymatische
ontleding. Aangezien bij beide ontledingstechnieken voor de reagensblanco
was gecorrigeerd, was dit verschil niet terug te voeren tot contaminatie
vanuit de gebruikte materialen en/of reagentia.

Om de verdere ontsluiting van cadmium in de enzymatische 1lysaten te
onderzoeken werd een mengmonster gemaakt van een aantal enzymatische
lysaten. Aan 0,53 ml van dit mengmonster werd 0,3 ml van respectievelijk
gedestilleerd water, 30% waterstofperoxide of geconcentreerd salpeterzuur
toegevoegd. beze oplossingen werden gedurende 6 uur in een waterbad van 60
9C pgeplaatst. Visueel gaf waterstofperoxide de beste resultaten bij de
onderzochte rattenieren, de oplossing werd helder =zonder precipatie. Bij
destructie van nieren van humane  herkomst werd echter ook met
waterstofperoxide een troebele oplossing verkregen. Weliswaar kon deze
troebeling door centrifugatie worden geprecipiteerd. Echter in de.

gecentrifugeerde oplossing werd een lagere cadmiumconcentratie gedetecteerd



dan in niet gecentrifugeerde oplossingen. Door aansluitend op de
waterstofperoxidebehandeling een korte destructie met 1 ml 35% salpeterzuur
uit te voeren werd een helder neerslagvrij destruaat verkregen.
Centrifugatie van de meetmonsters bleek hierna geen invloed meer te hebben
op de gevonden cadmiumconcentratie in de meetoplossingen.

Vervolgens werd de  destructie wvan het  enzymatisch 1lysaat
geoptimaliseerd door respectievelijk 0; 0,05; 0,5 en 1 ml 35% salpeterzuur
voor, tijdens en na de waterstofperoxidebehandeling toe te voegem aan 0,5
ml van het lysaat c¢.q. destruaat van de niermonsters waarna het
uiteindelijke volume op 3,5 ml werd gebracht met gedestilleerd water. In de
resulterende oplossing werd cadmium bepaald. Om aantasting wvan de
meetapparatuur door een hoge salpeterzuurconcentratie in de meetoplossing
te voorkomen, is gestreefd naar een minimale salpeterzuurconcentratie in de
meetoplossing, waarbij de destruatie van de enzymatische lysaten toch
volledig 1s. De beste resultaten werden verkregen indien het salpeterzuur
na de waterstofperoxidebehandeling werd toegevoegd. Als 0,5 ml 35%
salpeterzuur werd toegevoegd aan de oplossing, dan bleek een reactietijd
van 1 uur bij 60 °C voldoende om een helder, neerslagvrij destruaat van een
humaan nilermonster te bewerkstelligen. .

De bovengrens van het lineaire werkgebied van de detectiemethode werd
vastgesteld door de piekhoogte te meten van oplossingen met stapsgewijs
toenemende cadmiumconcentratie. De meetoplossingen werden bereid door
verschillende hoeveelheden cadmium toe te voegen aan een mengsel van 2,5 ml
gedestilleerd water, 2,0 ml 30% waterstofperoxide en 0,5 ml 50%
salpeterzuuroplossing, Deze waterige standaarden benaderden de matrix van
de gedestrueerde weefselmonsters. Na een drievoudige verdunning van deze
standaardoplossingen met 0,025% Triton X-100 in water bleek tot 0,32 AU
(schaalexpansie L een lineair verband te bestaan tussen de
cadmiumconcentratie in de meetoplossing en de gemeten atomaire absorptie.
Dit komt overeen met een maximale cadmiumconcentratie in de meetoplossing
van 416 ug Cd/l. Op basis van de in bijlage I beschreven procedures komt de
bovengrens van het linealre werkgebied derhalve voor lever overeen met 13
mg Cd/kg en voor nier met 46 mg Cd/kg, uitgaande van 0,5 g lever of nier
(nat gewicht).

De detectielimiet van de beschreven methode (overeenkomend met 3 x de

ruis) is voor lever 0,3 mg Cd/kg en voor nier 1,2 Cd/kg. Het lineaire



werkgebied 1s dus voor lever 0,3 - 13 mg Cd/kg en voor nier 1,2 - 46 mg

Cd/kg. Indien de cadmiumconcentratie in de meetoplossing van de destruaten

hoger is dan de bovengrens van de calibratielijn dient het destruaat
voorafgaand aan de meetmonsterbereiding verdund te worden.

In onderstaande tabel =zijn de lineaire werkgebieden, de regressie-
coéfficienten en de intercepten weergegeven van 10 calibratielijnen evenals
de relatieve standaardfouten als maat voor de precisie van de bepalings-
methoden. Voor elk van beide organen zijn 10 calibratielijnen opgenomen in

een periode van 3 weken,

tabel 1 Kengetallen van de calibratielijnen voor de bepaling wvan cadmium
in lever en nier van humane herkomst (voor elk orgaan berekend uit

10 calibratielijnen).

bereik regressie intercept relatieve
(mg/kg) coéfficlent standaardfout (%)
gem + sd gem + sd gem + sd
*
lever 0,3 - 4,5 0,026 + 0,002 -0,37 + 0,12 2,1 +1,5
*k
nier 1,2 - 46 0,048 + 0,006 -3,3 +1,0 0,96 + 0,50

* bilij een gemiddelde concentratie van 2,4 mg Cd/kg
** bij een gemiddelde concentratie van 26,7 mg Cd/kg

De reproduceerbaarheid van de analyseresultaten werd bepaald door een

aantal

variatiecolfficiént van de analyseresultaten te

variatieco8fficiént

weefsels

tweevoud te

bepalen en het gemiddelde

berekenen. De

en de

gemiddelde

{+ standaarddeviatie) was voor lever (7,6 + 7,0)% (n =

97) in een concentratiegebied van 0,3 - 8,2 mg Cd/kg, voor nierschors (9,2

+ 8,7)% (n = 97) in een concentratlegebied van 2,1 - 78 mg Cd/kg en voor

niermerg (34 + 28)% (n = 97) in een concentratiegebied wvan 1,4 -

cd/kg.

53 mg



4, Discussie

Het doel van het onderzoek was het ontwikkelen van een kwantitatieve
bepaiingsmethode voor cadmium in levers en nieren van humane herkomst. De
te ontwikkelen methode zou toepasbaar moeten zijn in de seriematige analyse
van grote aantallen weefselmonsters., De detectiemethode zou een hoge
specificiteit wvoor cadmium moeten wvertonen. Voor dit doel is atomaire
absorptiespectrofotometrie geschikt omdat deze methode een Thoge
specificiteit combineert met een hoge gevoeligheid.

Vaessen et al. (1982) hebben in de periode wvan 1975-1981 1in zes
series de cadmiumconcentratie in lever en nier wvan humane herkomst gemeten.
Aan de hand van hun meetresultaten kon een schatting van het te verwachten
meetgebled worden gemaakt. De cadmiumconcentratie in lever in het gencemde
onderzoek was 0,3 - 10 mg/kg met een gemiddelde concentratie van 2,1 mg/kg
(n =174) en in nier 2,3 - 47 mg/kg met een gemiddelde concentratie van 16
mg/kg (n = 174). Het door ons gevonden lineaire werkgebied komt voor beide
organen met deze concentratiegeblieden overeen, Om deze cadmiumconcentraties
te kunnen meten volgens de monstervoorbereiding zoals beschreven in bijlage
I is vlamatomisatie geschikt, mits het wuiteindelijke monstervolume,
uitgaande van 0,5 g lever of nier, minder is dan 5,5 ml,

Bij de analyse wvan het relatief vluchtige cadmium treden een aantal
praktische problemen tijdens de ontsluiting van het cadmium uit het
substraat op. Enerzijds moet om vervluchtiging van cadmium te vermijden de
temperatuur tijdens de ontsluiting zo laag mogelijk worden gehouden,
anderzijds is wvoor een volledige mineralisatie wvan het biologische
monstermateriaal een hoge temperatuur tijdens de ontsluiting gewenst. Voor
dit doel is een mnatte destructie het meest geschikt omdat hierbij de
destructietemperatuur beperkt blijft. Voorts is de kans op contaminatie
tijdens de monstername en de analytische wverwerking van het substraat
aanwezig, waardoor kunstmatig verhoogde analyseresultaten verkregen kunnen
worden. Om de kans op contaminatie tijdens de analytische verwerking
minimaal te houden, dienen de gebruikte chemicalien van zuivere kwaliteit
te zijn en moeten zowel de gebruikte-reagenshoeveelheden, als het aantal
manipulaties tijdens de monsterverwerking zo gering mogelijk worden

gehouden.



Voor de bepaling van cadmium in organen stonden een aantal beschreven
methodes ter beschikking (Blanusa et al., 1985; Pickston et al., 1983;
Salmela et al., 1983; Vaessen et al., 1982; Elinder et al., 1981; Casey ‘en
Robinson, 1978; Hirst et al., 1973). Blanusa et al, (1985), Salmela et al.
(1983), Casey en Robinson (1978) en Hirst et al. (1973) verassen de organen
in een oven bij 450 OC, waarna de asrest wordt opgenomen in verdund
zoutzuur of verdund salpeterzuur. Blanusa et al. (1985) vergelijken deze
droge Qerassing met een natte destructie met geconcentreerd salpeterzuur en
kunnen hierin geen significante verschillen constateren. Elinder et al.
(1981) destrueren 0,4 g gelyophiliseerde nier met 25 ml geconcentreerd
salpeterzuur en perchloorzuur (2:1), Het destruaat wordt drooggedampt,
waarna de asrest wordt opgenomen in 5 ml gedestilleerd water. Het cadmium
wordt gecomplexeerd met ammoniumpyrrolidinedithiocarbamaat (APDC) en
geextraheerd met methylisobutylketon (MIBK). De auteurs wijzen hierbij op
het feit dat de extractiemethode niet toepasbaar is voor cadmiumconcentra-
ties hoger dan 22 mg/kg. Pickston et al. (1983) destrueren 15 g lever met 2
ml salpeterzuur bij 450 oC. Vaessen et al. (1982) passen  een
drukvatdestructie toe om organen te mineraliseren. Alle genoemde
onderzoekers gebruiken atomaire absorptiespectrofotometrie met
vliamatomisatie ter bepaling van de cadmiumconcentratie in de organen.

Het oplossen van weefsels met behulp van de beschreven enzymatische
ontledingsmethode is vanwege de geringe monstermanipulatie en de milde
condities bijzonder geschikt voor bovenstaand doel. De ontwikkeling wvan
deze enzymatische ontledingsmethode is elders beschreven (De Groot en Wubs,
1987). Hij heeft in de afgelopen jaren zijn waarde en kwaliteiten bewezen
als monstervoorbewerkingstechniek bij verschillende analytische methoden,
zoals bij de bepaling van platina in weefsels met behulp van atomaire
absorptie spectrofotometrie met de eléctrothermische atomisatie (De Groot
en Wubs, 1986) en tevens bij de HPLC-analyse van adriamycine in weefsels
met fluorescentie detectie (De Groot et al., 1988). Ten behoeve van deze
bepalingen zijn inmiddels enkele duizenden weefselmonsters (hart, spier,
long, milit, lever en tumor) met de beschreven enzymatische
ontledingsmethode zonder problemen gelyseerd. Een voordeel wvan de
enzymatische ontleding is dat het monster na de opvolgende destructie 'in
een klein wuiteindelijk volume wvan ca 5 ml wordt opgenomen. Dit in

tegenstelling tot een natte destructie waarbij het uiteindelijke volume 20



ml of meer bedraagt. Deze grote verdunning is nodig om het zuurgehalte in
de meetoplossing te verlagen omdat de atomaire absorptiespectrofotometer
door hoge zuurconcentraties wordt aangetast.

Aangezien tijdens de ontwikkeling wvan de bepalingsmethode is
gebleken dat enzymatische ontleding alleen niet voldoende is om een
volledige ontsluiting van het cadmium te bewerkstelligen, wordt aansluitend
een destructie wuitgevoerd met achtereenvolgens waterstofperoxide en
salpeterzuur bij verhoogde temperatuur. De toegepaste temperaturen zijn
echter niet dusdanig hoog, dat hierbij verlies wvan cadmium door
vervluchtiging optreedt. Hierdoor wordt een heldere oplossing zonder
preclpitatie  verkregen. Het  aantal manipulaties tijdens deze
nonstervoorbewerking (zie bijlage I) is gering, mede doordat de ontleding
en de destructie in dezelfde buis worden uitgevoerd.

De enzymatische ontledingsprodukten van de weefsels blijken na de
beschreven destructie met waterstofperoxide en salpeterzuur uitstekend
geschikt voor de analyse van cadmium met behulp van atomaire
absorptiespectrofotometrie met vlamatomisatie. Kleine verschillen in
viscositeit  tussen meetmonsters onderling en tussen meetmonsters en
standaarden worden geminimaliseerd door de monsters en standaarden te
verdunnen met een Triton X-100 oplossing in 5 procent (g/v) salpeterzuur.

Uit de kleine standaarddeviaties van de regressieco&fficienten van de
calibratielijnen (tabel 1) blijkt de geringe dag-tot-dag variatie van de
gevoeligheid van de atomaire absorptiespectrofotometer onder de beschreven
omstandigheden. Binnen de meetseries wordt de invlced van deze geringe
variaties op het analyseresultaat verder beperkt door kleine meetseries van
6 standaarden en maximaal 14 monsters samen te stellen en door de monsters
en standaarden gezamenlijk in aselecte volgorde te meten.

Uit de kleine relatieve standaardfouten van de calibratielijnen (tabel
1) blijkt de hoge nauwkeurigheid van de methode. Deze nauwkeurigheid Iis
aanzienlijk beter dan de spreiding bij tweevoudige bepalingen van monsters
lever, nierschors of niermerg. Deze laatste spreiding wordt naast de
analytische spreiding bepaald door de inhomogeniteit wvan monstername,
vooral bij monsters niermerg (De Groot et al., 1988).

Concluderend kan gesteld worden dat met de beschreven procedure een
methode beschikbaar is gekomen voor de bepaling van cadmium in humane

levers in een concentratiegebied van 0,3 - 13 mg/kg en voor humane nieren



in een concentratiegebied van 1,2 - 46 mg/kg. De beschreven methode heeft
als voordeel boven bestaande methoden dat hij weinig arbeidsintensief is,-
waardoor grote series monsters een beperkte tijd kunnen worden bepaald. Per
etmaal kunnen door een ervaren analist circa 14 monsters worden
gedestrueerd en geanalyseerd.

De bhier beschreven methode voor het bepalen van cadmium in levers en
nieren is toegepast bij de projecten 528474 (Monstername van weefsel van
menselijke herkomst en analyse op contaminanten ten behoeve wvan het
bewakingsprogramma mens en voeding) en 528476 (studie naar cadmium-gehalte
in nierweefsel van mensen uit gebieden met verhoogd cadmium-gehalte in
groente). Hierbij heeft de methode zijn waarde bewezen bij de analyse van

97 monsters lever, 97 monsters nierschors en 97 monsters niermerg.
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Standard Operating Procedure nr. ARO/028.

Bepaling van cadmium in humane nieren en levers

met behulp van atomaire-absorptiespectrofotometrie

en vlamatomisatie.

K.L. Wubs en G. de Groot.

maart 1988
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Bepaling van cadmium in humane nieren en levers met behulp van atomaire

absorptiespectrofotometrie en vliamatomigatie

1, Principe van de methode

.‘5\ '
. a1 K&\ i
In dit voorschrift wordt een methode bqgchreve‘\vqgﬂ a
]:\i_ﬁrk'oms\:) met behulp van

Y
atomaire absorptiespectrqfotomeﬁ‘ie met vlamatomisatie. De weefselmonsters

kwantitatieve

=

bepaling van cadmium in nieren en levers\vanjhumane

worden ontleed met %in enzymatische methode“onder fysiologische condities
gevolgd door destruottéqé“ , achtereenvolgens waterstofperoxide en

salpeterzuur. 5
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2. Apparatuur

2.11

Atomaire absorptiespectrofotometer (AA-5, Varian Techtron, Melbourne,
Australie) voorzien van vlam, simultane waterstof achtergrondcorrector
(BC-6, Varian Techtron) en digitale uitleeseenheid (DI-30, Varian
Techtron). De spectrofotometer is uitgerust met een Cd-holle-kathode lamp
{Visimax, Instrumentation Laboratory Inc., Wilmington, Ma., V.8.) en een
waterstof continue lichtbron (Varian Techtron).
Recorder (BD-8 multirange, Kipp en Zonen, Delft).
Waterbad (Thermomix 1441 BKU, B. Braun, Melsungmgkké Dultsland)
Laboratoriumcentrifuge (Labofuge 6000, Heraeus Chri tL Offerode am Harz,
West-Duitsland)}. A
\ S |Queens Vlllage V.8.).

1 ( Pipetman P 5000, Gilson France §.A., Villiers-

Vortex mixer (Scien'c Indu t‘\ries Ind.

Variabele pipet i.5 m
le-Bel, Frankrljk) I
Gilson).

Variabele pipet 0,1-1 ml (Pipetman P 1000, Gilson) voorzien van

voor%ﬁpn van polypropyleen wegwerptips (C 6000

polypropyleen wegwerptips (C 200, Gilson).

Variabele pipet 0,05-0,2 ml (Pipetman P 200, Gilson) wvoorzien van
polypropyleen wegwerptips (C 20, Gilson).

Polystyreen buizen (26 ml) met polyethyleen stoppen (Greiner B.V., Alphen
a/d Rijn}.

Polystyreen buizen (12 ml) met polyethyleen stoppen (Greiner).
Polystyreen buizen (6 ml) met polyethyleen stoppen (Greiner).
Polyethyleen potten (250 ml) met idem schroefdeksels (Emergo B.V.,
Landsmeex) .
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Antibiotica-oplossing ( 5.000.000 E penicilline (Mycofarm), 5 g

streptomycine (Mycofarm) en 13 mg fungizone (Gibco) per 750 ml water; nr

Cd-standaard (1.000 g; Titrisel, E.Merck, Darmstadt, West-Duitsland).

Collagenase Type I (Clostridiopeptidase A; nr. C 0130, Sigma Chem. Co.,
St. Louis, Ma., V.5.).

Pt
Protease Type VIII (Subtilopeptidase A, Subtilis%y Carl'sberg, nr. P 5380

Salpeterzuur Spectrosol d = 1, 42 71, 6 / v) (BDH Chengals, Poole,

i R - Chromatograpkii Merck).

Triton X-100 fuer die Ga
Water, gedestilleer-“‘

] nhglas vanuit alkalische permanganaatoplossing.
Waterstofperoxide Pﬁihydrol (30 %) (E. Merck).

3. Chemicalién
3.1

W.1150, RIVM).
3.

.3

3.4

Sigma).
3.5

Engeland}.
3.6
3.7
3.8
N.B.

Enzymen en antibiotica-oplossing dienen bij -20 °C bewaard te worden.
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4. Referentie-oplossingen en reagentia

Oplossingen van Cd-zouten in water dienen bereid en bewaard te worden bij

een pH lager dan 2 ter voorkoming van adsorptie aan glaswanden (Stoeppler en

Brandt 1980). Bij het pipetteren en overbrengen van deze standaarden dienen

uitsluitend pipetten met wegwerp polypropyleen pipettips gebruikt te worden.

4.1

4.4

4.5

Een Cd-voorraadoplossing van 5000 mg Cd/1 wordt bereid door 1000 mg Cd
(3.2) in een maatkolf van 200 ml over te brengen, 2 ml salpeterzuur (3.5)
toe te voegen en met water (3.7) aan te vullen.

Deze oplossing is vrijwel onbeperkt stabiel bij +4 °c.

Een tussenverdunningsoplossing wvan 100,0 mg Cd/1 wordt hieruit bereid

door 2 ml van de voorraadoplossing (4.1) over te brengen in een maatkolf

van 100 ml, 1 ml salpeterzuur (3.5) toe te voeggﬁaen gep water (3.7) aan
te vullen. k A N @
Deze oplossing is vrijwel on@eperkitétabiel bii +4 Q

ﬁ&ﬁq 6.00\mg Cd/1 wordt hieruit bereid door 600 ul van
op:

de tussenverdunningsop

i

olid

il

Een werkoplossin

ossing§§4.2) over te brengen in een 12 ml

polystyreen bﬁis'@?.]&hﬁhloo pf‘salpeterzuur (3.5} toe te voegen en aan
te vullen met 9,3%ml water (3.7).

Deze oplossing is een week stabiel bij +4 °¢.

Een werkoplossing B van 10.00 mg Cd /L wordt bereid door 1,00 ml van de
tussenverdunningsoplossing (4.2) over te brengen in een 12 ml polystyreen
buis (2.10), 100 pl salpeterzuur (3.5) toe te voegen en aan te vullen met
8,9 ml water (3.7).

Deze opleossing is een week stabiel bij +4 °c.

Een serie calibratiestandaarden voor de bepaling van cadmium in lever
wordt dagelijks vers bereid door volumes van de werkoplossing A (4.3) van
respectievelijk 50 (59,4 pg Cd/1), 100 (117,6 wg Cd/1), 150 (174,8 ug
¢d/1), 200 (230,0 pg Cd/1), 300 (339,6 ug Cd/l) en 400 ul (444,4 pg Cd/1)
over te brengen in een 12 ml polystyreen buls (2.10) en aan te vullen met
2,5 ml water (3.7), 2,0 ml waterstofperoxide (3.8) en 0,5 ml
salpeterZuuroplbssing (4.7).
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Een serie calibratiestandaarden voor de bepaling van cadmium in nieren
wordt dagelijks vers bereid door volumes van de werkoplossing B (4.4) van
respectievelijk 200 (0,741 mg Cd/1l), 500 (1,667 mg Cd/1), 800 (2,424 mg
cd/1), 1000 (2,857 mg Cd/1), 1500 (3,750 mg Cd/l) en 2000 pl (4,444 mg
Cd/1) over te brengen in een 12 ml polystyreen buis (2.10) en aan te
vullen met 1,25 ml water (3.7), 1,0 ml waterstofperoxide (3.8) en 0,25 ml
salpeterzuuroplossing (4.7) . Y

Een 50 procent (g/v) salpeterzuuroplossiqg wordé‘bere}Sidoor 100 ml
salpeterzuur (3.5) toe te voegen aaf 40 @1 watef;(ﬁuiﬁ.‘ﬁ

Een 0,025 procent (g/v) Triﬁﬁp X-lOO;bpléssing in\ procent (g/v)
salpeterzuur wordtyiddgelijks #grs bereiﬂ#in gen polyethyleen pot (2.12)
door 50 ul Tritom X-'éb (3.6) %}t water (3.7) te verdunnen tot 180 ml en
20 ml salpeterzuufjﬁlosé'ng (4.7) toe te voegen. .

Een benodigd volume® enzymoplossing wordt dagelijks vers bereid door

collagenase (4 mg/ml) (3.3) en protease (3 mg/ml) (3.4) in water (3.7) te
suspenderen.
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5. Monstervoorbewerking

5.1, Enzyvmatische ontleding en destructie

In een tevoren nauwkeurig gewogen (op 4 decimalen = gew.A) polystyreen
buis (12 ml, 2.10) met polyethyleen stop wordt ongeveer 0,5 g lever of nier
{(natgewicht) ingebracht. De buis met inhoud wordt nauwkeurig op vier decimalen
gewogen (= gew.B).

Aan het monster wordt 2 ml enzymoplossing (4.9) en 40 gl antibiotica-
oplossing (3.1) toegevoegd . De buls wordt afgesloten en gedurende 16 uur
(overnacht) in een waterbad bij 37 °c geplaatst totdat het monster volledig is
ontleed en een dunvlioceibare suspensie van weefsellysaat is verkregen. Indien

na krachtig.schudden het weefsel nog onvoldoende is gelyseerd,gmwordt het

monster nog gedurende 1 uur in een waterbad van 43 °c gggiaatﬁt} Na afkoelen

worden met een injectienaald gaten in de po&yethé%een stbppen géﬁrikt, om

drukopbouw tijdens de verdere destrultie te ;re mi‘jden. Ve%o%geng% wordt aan

het weefsellysaat 2 ml q“§§¥§¥%fperoxide (3.8)%§gpgevoegd en wordt het mengsel
§gd va%}ﬁo °c _gplaatst. Aan het destruaat wordt

vervolgens 0,5 ml salpeterzuur W4.7) toegevoegd en het monster wordt gedurende

gedurende 6 uur in water

1 uur in een waterbad van 60 °C geplaatst totdat een volledig heldere
oplossing is verkregen. Het destruaat wordt gewogen (op vier decimalen =
gew.C) en het volume hiervan wordt nummeriek gelijkgesteld aan het gewicht
(gew.C - gew.A) van de oplossing.

5.2, Llever

In een polystyreenbuis (6 ml, 2.11) worden achfereenvolgens 1,0 ml
leverdestruaat en 2,0 ml Triton X-100-oplossing (4.8) gebracht. Het mengsel
wordt gedurende 1 min krachtig gevortext (2500 tpm) en vervolgens gedurende 10
min gecentrifugeerd bij 4000 tpm (max 2500 g).

Calibratiestandaarden worden op analoge wijze in bewerking genomen
door, in plaats van 1,0 ml destruaat, 1,0 ml van de respectievelijke
calibratiestandaard (4.5) te nemen.

Indien de cadmiumconcentratie in de meetoplossing te hoog is voor de

calibratielijn, wordt het destruaat voorafgaand verdund.
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5,3, Nier

In een polystyreenbuis (6 ml, 2.11) worden achtereenvolgens 0,3 ml
nierdestruaat en 3,0 ml Triton X-100-oplossing (4.8) gebracht. Het mengsel
wordt gedurende 1 min krachtig gevortext (2500 tpm) en vervolgens gedurende 10

min gecentrifugeerd bij 4000 tpm (max 2500 g).
Calibratiestandaarden worden op anatoge wijze in beﬂfrklng genomen door,
in plaats van 0,3 ml destruaat, Ofa ml va 'de respecti%xelijke

calibratiestandaard : nemen

o
1y

Indien de cadmiu%'on, tratie i de meetoplossing te hoog is voor de
i
calibratielijn, wordt hﬁf deiﬂruaat voorafgaand verdund.
¥
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6, Atomaire absorptiespectrofotometrie

Er wordt een meetserie samengesteld bestaande uit 6 calibratiestandaarden
en 14 monsters. De standaarden en monsters worden van opeenvolgende
buisnummers voorzien. De buizen worden geanalyseerd in een aselecte volgorde
die met behulp van een daartoe ontwikkeld computerprogramma wordt bepaald.

De verstuiving (5 ml/min) van de supernatant viﬁ het ;ésster vindt plaats
in een oxiderende acetyleen/perslucht vlam. %ﬁ absoré?ﬁs\ﬁﬁégsvgemeten bij
228,8 nm bij een spectrale bandbreedte ﬁ’n 0,33 nm (dit ngt ereen met een
spleetbreedte van 100 pm ). Na eTk\monster\wordt gedurénde telkens 10 sec een
Triton X-100 oplossing {48 verstoven. De abéorptie wordt continu
geregistreerd op een‘i cor@é: (1eve%3 1,0 mV-stand; nier: 5 mV-stand).
De absorptie van %ﬁﬁnieﬁgpstruaten en bijbehorende calibratiestandaarden
wordt afgelezen op de dijitale uitleeseenheid. De absorptie van de
leverdestruaten en bijbehorende calibratiestandaarden wordt gerelateerd aan de

recorderuitslag.


file:///tfvereen

- 23 -

cadmium in nieren en levers SOP nr. ARO/028
Pag. 9 van 10
880310

7. Calibratie

Het verband tussen de cadmiumconcentratie in de calibratiestandaard
(onafhankelijke variabele) en de respons uitgedrukt in piekhoogte
(afhankelijke variabele) wordt berekend met behulp van lineaire
regressieanalyse. De verkregen regressielijn wordt gebruikt voor de berekening
van de cadmiumconcentratie in onbekende monsters. De precisie van de methode
wordt aangegeven door de standaardfout van de calibratielijn uitgedrukt als
percentage van de gemiddelde respons (relatieve standaardfout) De gemiddelde
respons komt overeen met de waarde van de afhankelijkekvar;abele in het
zwaartepunt van de calibratielijn, waar_de o&gfhankelﬂjkgévariabele gelijk is
aan de gemiddelde concentratie. In dit putit, vertoont débabsolute standaardfout
een minimum. A

IER b &
Cd* n*lever of: ‘nier wordt bepaald met behulp van de

De concentratie

volgende formule:

gehalte Cd (mg/kg) = concentratie Cd x destrugatvolume x verdunningsfaktor
weefselgewicht x 1000

waarin: concentratie Cd : cadmiumconcentratie {(ug/l) in de
meetoplossing,
destruaatvolume : gew.C (g) - gew.A (g),
weefselgewicht : gew.B (g) - gew.A (g) en

verdunningfaktor : verdunningsfaktor van het destruaat indien de
cadmiumconcentratie in de meetoplossing te
hoog is voor de calibratielijn (zie 5.2 en
5.3) '
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3
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National Institute of Public Health and Environmental Protection

RIVM report: 528476 001 August 1988

Determination of cadmium in human livers and kidneys with atomic

absorption spectroscopy and flame atomization.

Wubs, K.L. and Groot, G. de

Summary and Conclusions

In this report a method is described for the determination of cadmium
in human 1livers and kidneys with atomic absorption spectroscopy and flame
atomization. The tissue samples are digested by an enzymic digestion
procedure under  physiological conditions, followed by destruction
at elevated temperature with subsequently hydrogen peroxide and nitric
acid,

The upper limit of the linear working range corresponds for liver
with 13 mg C¢d/kg and for kidney with 46 mg Cd/kg using 0.5 g of tissue.
The limit of detection (at 3 x the noise) is for liver 0.3 mg Cd/kg and for
kidney 1.2 mg Cd/kg. The linear working range is for liver 0.3 - 13 mg
Cd/kg and for kidney 1.2 - 46 mg Cd/kg.

The average relative standard errors (+ standard deviation)
calculated from 10 calibration curves are for livers (2.1 + 1.5)% at a
concentration of 0.8 mg Cd/kg and for kidneys (0.96 + 0.50)% at a
concentration of 2.5 mg Cd/kg. The average values of the coefficients of
variation of duplicate analyses are for livers (7.6 £ 7.0)%, for kidney
cortex (9.2 + 8.7)% and for kidney medulla (34 + 28) %.
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Rijksinstituut voor Volksgezondheid en Milieuhygiéne
RIVM-rapport: 528476 001 augustus 1988

Bepaling van cadmium in levers en nieren van humane herkomst met behulp van

atomaire-absorptiespectrofotometrie met vlamatomisatie.

Wubs, K.L. en Groot, G. de

Samenvatting en Conclusies

In dit rapport wordt een methode beschreven voor de bepaling van
cadmium in levers en nieren van humane herkomst met behulp wvan atomaire
absorptiespectrofotometrie en vlamatomisatie. De weefselmonsters worden
ontleed met een enzymatische methode onder fysiologische condities, gevolgd
door destructie met achtereenvolgens waterstofperoxide en salpeterzuur bij
verhoogde temperatuur.

De bovengrens van het lineaire werkgebied komt voor lever overeen met
13 mg Cd/kg en voor nier met 46 mg Cd/kg, uitgaande van 0,5 g lever of
nier. De detectielimiet (overeenkomend met 3 x de ruis) is voor lever 0,3
mg Cd/kg en voor nier 1,2 mg Cd/kg. Het lineaire werkgebied is dus wvoor
lever 0,3 - 13 mg Cd/kg en voor nier 1,2 - 46 mg Cd/kg.

De gemiddelde relatleve standaardfouten (+ standaarddeviatie) berekend
uit 10 calibratielijnen bedragen voor levers bij een concentratie van 0,8
mg Cd/kg (2,1 + 1,5)% en vdor nieren bij een concentratie van 2,5 mg Cd/kg
(0,96 x 0,50)%. De gemiddelden van de variatieco&ffici¥nten van tweevoudige
analyses bedragen voor levers (7,6 + 7,0)%, voor nierschors (9,2 + 8,7)%

en voor niermerg (34 + 28) %,



1. Inleiding

Als gevolg van een jarenlange uitstoot van cadmium door metallurgische
industrig&en is in een groot gebied dat de nederlandse en belgische Kempen
omvat, de bodem verontreinigd met een aantal metalen waaronder ziﬁk,
cadmium, lood en kwik. Naar de effecten wvan deze verontreiniging op de
nierfunctie 1is een epidemiologisch onderzoek verricht in een langdurig aan
cadmium blootgestelde populatie in de Kempen en in een controlepopulatie.

Parallel aan dit epidemiologisch onderzoek is in het kader wvan project
528476 onderzoek verricht naar de cadmiumbelasting van overleden personen
die langdurig in het verontreinigde gebied in de Kempen hadden gewoond. De
resultaten bij deze populatie zijn vergeleken met de resultaten verkregen
bij een controlepopulatie wvan overledenen uit gebleden (Twente en
Friesland) waar, voorzover bekend, geen verontreiniging van de bodem met
cadmiuer of andere metalen aanwezig is. Verwant asan dit project is project
528474 waarbinnen ten behoeve van het bewakingsprogramma Mens en Voeding de
belasting wvan de mens aan een aantal metalen wordt vastgesteld en in de
tijd gevolgd door middel van de bepaling wvan de concentratie wvan deze
metalen in menselijk weefsel verkregen bij obductie van overleden personen
uit niet met de metalen verontreinigde gebieden. De onderzochte parameters
zijn cadmium in nieren {(nierschors eﬁ niermerg), cadmium in levers, kwik in
nieren en lood in wervels.

Ten behceve van bovengenoemde projecten zijn methoden ontwikkeld voor
de kwantitatieve bepaling van de genoemde metalen in de betreffende weef-
sels. Reeds beschreven zijn:

- De bepaling van lood in wervels wvan humane herkomst met behulp van
atomaire-absorptiespectrofotometrie met vlamatomisatie (Wubs et al.,
1988).

- De bepaling van kwik in nieren wvan humane herkomst met behulp van
atomaire-absorptiespectrofotometrie met koude-damp atomisatie (Wubs en de
Groot, 1988).

Dit rapport beschrijft de bepaling van cadmium in 1levers en nieren wvan
humane herkomst met behulp van atomaire-absorptiespectrofotometrie met

vlamatomisatie.

*



2. Materialen en Methoden

Cadmium wordt bepaald in levers en nieren wvan humane herkomst met
behulp van atomaire absorptiespectrofotometrie met vlamatomisatie. De
nieren en levers worden gelyseerd met een enzymatische methode gevolgd door
een destructie met achtereenvolgens waterstofperoxide en salpeterzuur. De
destruaten worden vervolgens verdund met een Triton X-100 oplossing iIin 5
procent (g/v) salpeterzuur en de cadmiumconcentratie wordt na centrifugatie
in het destruaat bepaald. De methode is in detail beschreven in Standard
Operating Procedure nr. ARO/028 (bijlage I). ‘
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3. Resultaten

Met de hier beschreven enzymatische ontledingsmethode wordt een lysaat
verkregen waarin nog slechts zeer kleine weefselfragmenten wvoorkomen. Een
antibiotica-oplossing wordt voorafgaande aan de Incubatie toegevoegd om te
voorkomen dat er tijdens de ontleding Tbacteriegroei optreedt, De
ontwikkeling wvan deze enzymatische ontledingsmethode is elders beschreven
(De Groot en Wubs, 1987).

Om de toepasbaarheid wvan de enzymatische ontledingsmethode bij de
bepaling van cadmium in weefsels te onderzoeken werd de cadmiumconcentratie
bepaald in een aantal rattenieren en vergeleken met de waarden verkregen na
een klassieke natte destructie. Een drietal nieren (ca. 0,6 g) werd elk in
twee helften gesneden, waarna de ene helft met behulp van bovengenoemde
enzymatische methode (zie bijlage I) werd ontleed en de andere helft werd
gedestrueerd met behulp wvan 2 ml pgeconcentreerd zwavelzuur, 12 ml
geconcentreerd salpeterzuur en 5 ml 30% waterstofperoxide tot een volledig
helder en kleurloos destruaat. In zowel het enzymatische lysaat als in het
zure destruaat werd vervolgens, na het maken van een pgeschikte verdunning
met 0,025 % Triton X-100 in water, de cadmiumconcentratie bepaald met
behulp van atomaire absorptiespectrofotometrie (AAS) met vlamatomisatie. De
cadmiumconcentratie 1In de nieren ontleed met de zure destructie was
gemiddeld (+ standaarddeviatie) (13 + B8)% hoger .dan de enzymatische
ontleding. Aangezien bij beide ontledingstechnieken voor de reagensblanco
was gecorrigeerd, was dit wverschil niet terug te voeren tot contaminatie
vanuit de gebruikte materialen en/of reagentia.

Om de verdere ontsluiting van cadﬁium in de enzymatische lysaten te
onderzoeken werd een mengmonster gemaakt van een aantal enzymatische
lysaten. Aan 0,5 ml van dit mengmonster werd 0,3 ml van respectlevelijk
gedestilleerd water, 30% waterstofperoxide of geconcentreerd salpeterzuur
toegevoegd. Deze oplossingen werden gedurende é uur in een waterbad van 60
°C geplaatst. Visueel gaf waterstofperoxide de beste resultaten bij de
onderzochte rattenieren, de oplossing werd helder =zonder precipatie. Bij
destructie wvan nieren wvan humane  herkomst werd echter ook met
waterstofperoxide een troebele oplossing verkregen. Weliswaar kon deze
troebeling door centrifugatie worden geprecipiteerd. Echter 1in de

gecentrifugeerde oplossing werd een lagere cadmiumconcentratie gedetecteerd



- - T w7

Iiniae. i T L

-4 -

dan in nlet gecentrifugeerde oplossingen. Door aansluitend op de
waterstofperoxidebehandeling een korte destructie met 1 ml 35% salpeterzuur
uit te voeren werd een helder mneerslagvrij destruaat verkregen,
Centrifugatie van de meetmonsters bleek hierna geen invloed meer te hebben
op de gevonden cadmiumconcentratie in de meetoplossingen.

Vervolgens werd de destructie van het enzymatisch lysaat
geoptimaliseerd door respectievelijk 0; 0,05; 0,5 en 1 ml 35% salpeterzuur
voor, tijdens en na de waterstofperoxidebehandeling toe te voegen aan 0,5
ml van het lysaat c¢.q. destruaat van de niermonsters waarna het
uiteindelijke volume op 3,5 ml werd gebracht met gedestilleerd water. In de
resulterende oplossing werd cadmium bepaald, Om aantasting van de
meetapparatuur door een hoge salpeterzuurconcentratie in de meetoplossing
te voorkomen, is gestreefd naar een minimale salpeterzuurconcentratie in de
meetoplossing, waarbij de destruatie wvan de enzymatische 1lysaten toch
volledig 1is. De beste resultaten werden verkregen indien het salpeterzuur
na de waterstofperoxidebehandeling werd toegevoegd. Als 0,5 ml 35%
salpeterzuur werd toegevoegd aan de oplossing, dan bleek een reactietijd
van 1 uur bij 60 °C voldoende om een helder, neerslagvrij destruaat van een
humaan niermonster te bewerkstelligen. .

De bovengrens van het lineaire werkgebied van de detectiemethode werd
vastgesteld door de piekhoogte te meten van oplossingen met stapsgewljs
toenemende cadmiumconcentratie. De meetoplossingen werden bereid door
verschillende hoeveelheden cadmium toe te voegen aan een mengsel van 2,5 ml
gedestilleerd water, 2,0 ml 30% waterstofperoxide en 0,5 ml 50%
salpeterzuuroplossing., Deze waterige standaarden benaderden de matrix van
de gedestrueerde weefselmonsters. Na een drievoudige verdunning wvan deze
standaardoplossingen met 0,025% Triton X-100 in water bleek tot 0,32 AU
{schaalexpansie 1 een lineair verband te bestaan tussen de
cadmiumconcentratie in de meetoplossing en de gemeten atomaire absorptie.
Dit komt overeen met een maximale cadmiumconcentratie in de meetoplossing
van 416 pg Cd/1l. Op basis van de in bijlage I beschreven procedures komt de
bovengrens van het lineaire werkgebiled derhalve voor lever overeen met 13
mg Cd/kg en voor nier met 46 mg Cd/kg, uitgaande van 0,5 g lever of nier
(nat gewicht).

De detectielimiet van de beschreven methode (overeenkomend met 3 x de

ruis) 1s voor lever 0,3 mg Cd/kg en voor nier 1,2 Cd/kg. Het 1lineaire
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werkgebied 1s dus voor 1lever 0,3 - 13 mg Cd/kg en voor nier 1,2 - 46 mg
Cd/kg. Indien de cadmiumconcentratie in de meetoplossing van de destruaten
hoger is dan de bovengrens van de calibratielijn dient het destruaat
voorafgaand aan de meetmonsterbereiding verdund te worden.

In onderstaande tabel =zijn de lineaire werkgebieden, de regressie-
coéfficienten en de intercepten weergegeven van 10 calibratielijnen evenals
de relatieve standaardfouten als maat voor de precisie van de bepalings-
methoden. Voor elk van beide organen zijn 10 calibratielijnen opgenomen in

een periode van 3 weken.

tabel 1 Kengetallen van de calibratielijnen voor de bepaling wvan cadmium
in lever en nier van humane herkomst (veoor elk orgaan berekend uit
10 calibratielijnen).

bereik regressie intercept relatieve
(mg/kg) coéfficient standaardfout (%)
gem + sd gem + sd gew + sd
lever 0,3 - 4,5 0,026 + 0,002 0,37 £0,12 2,1 £1,5"
*k
nier 1,2 - 46 0,048 + 0,006 -3,3 +1,0 0,96 + 0,50

?

* bij een gemiddelde concentratie van 2,4 mg Cd/kg
** bij een gemiddelde concentratie van 26,7 mg Cd/kg

De reproduceerbaarheid van de analyseresultaten werd bepaald door een
aantal weefsels in tweevoud te bepalen en het gemiddelde en de
variatieco&ffici&nt van de analyseresultaten te berekenen. De gemiddelde
variatieco8fficiént (+ standaarddeviatie) was voor lever (7,6 + 7,0)% (n =
97) in een concentratiegebied van 0,3 - 8,2 mg Cd/kg, voor nierschors (9,2
+ 8,7)% (n = 97) in een concentratiegebied van 2,1 - 78 mg Cd/kg en voor
niermerg (34 + 28)% (n = 97) in een concentratiegebied wvan 1,4 - 53 mg

Cd/kg.



4. Discussie

Het doel van het onderzoek was het ontwikkelen van een kwantitatieve
bepalingsmethode voor cadmium in levers en nieren van humane herkomst. De
te ontwikkelen methode zou tocepasbaar moeten zijn in de seriematige analyse
van grote aantallen weefselmonsters, De detectiemethode zou een hoge
specificiteit wvoor cadmium moeten vertonen. Voor dit doel 1s atomaire
absorptiespectrofotometrie geschikt omdat deze methode een hoge
specificiteit combineert met een hoge gevoeligheid.

Vaessen et al. (1982) hebben In de periode wvan 1975-1981 in =zes
series de cadmiumconcentratie in lever en nier van humane herkomst gemeten.
Aan de hand van hun meetresultaten kon een schatting van het te verwachten
meetgebied worden gemaakt. De cadmiumconcentratie in lever in het genocemde
onderzoek was 0,3 - 10 mg/kg met een gemiddelde concentratie van 2,1 mg/kg
(n = 174) en in nier 2,3 - 47 mg/kg met een gemiddelde concentratie van 16
mg/kg (n = 174). Het door ons gevonden lineaire werkgebied komt voor beide
organen met deze concentratiegebieden overeen. Om deze cadmiumconcentraties
te kunnen meten volgens de monstervoorbereiding zoals beschreven in bijlage
I is vlamatomisatie geschikt, mits het ulteindelijke monstervolume,
uitgaande van 0,5 g lever of nier, minder is dan 5,5 ml,

Bij de analyse van het relatief vluchtige cadmium treden een aantal
praktische problemen tijdens de ontsluiting wvan het cadmium uit het
substraat op. Enerzijds moet om vervluchtiging van cadmium te vermijden de
temperatuur tijdens de ontsluiting zo laag mogelijk worden gehouden,
anderzijds is voor een <volledige mineralisatie wvan het biologische
monstermateriaal een hoge temperatuur tijdens de ontsluiting gewenst. Voor
dit doel is een natte destructie het meest geschikt omdat hierbij de
destructietemperatuur beperkt blijft., Voorts is de kans op contaminatie
tijdens de monstername en de analytische verwerking van het substraat
aanwezig, waardoor kunstmatig verhoogde analyseresultaten verkregen kunnen
worden. Om de kans op contaminatie tijdens de analytische verwerking
minimaal te houden, dienen de gebruikte chemicalien van zulvere kwaliteit
te zijn en moeten zowel de gebruikte reagenshoeveelheden, als het aantal
manipulaties tijdens de monsterverwerking zo gering mogelijk worden

gehouden.
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Voor de bepaling van cadmium in organen stonden een aantal beschreven
methodes ter beschikking (Blanusa et al., 1985; Pickston et al., 1983;
Salmela et al., 1983; Vaessen et al., 1982; Elinder et al., 1981; Casey ‘en
Robinson, 1978; Hirst et al., 1973). Blanusa et al. (1985), Salmela et al.
(1983), Casey en Robinson (1978) en Hirst et al. (1973) verassen de organen
in een oven bij 450 oC, waarna de asrest wordt opgenomen in verdund
zoutzuur of verdund salpeterzuur. Blanusa et al. (1985) wvergelijken deze
droge Qerassing met een natte destructie met geconcentreerd salpeterzuur en
kunnen hierin geen significante verschillen constateren. Elinder et al.
(1981) destrueren 0,4 g gelyophiliseerde mnier met 25 ml geconcentreerd
salpeterzuur en perchloorzuur (2:1). Het destruaat wordt drooggedampt,
waarna de asrest wordt opgenomen in 5 ml gedestilleerd water, Het cadmium
wordt gecomplexeerd met ammoniumpyrrolidinedithiocarbamaat (APDC) en
geextraheerd met methylisobutylketon (MIBK). De auteurs wijzen hierbij op
het feit dat de extractiemethode niet toepasbaar is voor cadmiumconcentra-
tles hoger dan 22 mg/kg. Pickston et al. (1983) destrueren 15 g lever met 2
ml salpeterzuur blj 450 oC. Vaessen et al. (1982) passen een
drukvatdestructie toe om organen te mineraliseren. Alle genoemde
onderzoekers gebruiken atomaire absorptiespectrofotometrie met
vliamatomisatie ter bepaling van de cadmiumconcentratie in de organen.

Het oplossen van weefsels met behulp van de beschreven enzymatische
ontledingsmethode 1is wvanwege de geringe monstermanipulatie en de milde
condities bijzonder geschikt voor bovenstaand doel. De ontwikkeling wvan
deze enzymatische ontledingsmethode is elders beschreven (De Groot en Wubs,
1987). Hij heeft in de afgelopen jaren zijn waarde en kwaliteiten bewezen
als monstervoorbewerkingstechniek bij verschillende analytische methoden,
zoals bij de bepaling van platina in weefsels met behulp wvan atomaire
absorptie spectrofotometrie met de electrothermische atomisatie (De Groot
en Wubs, 1986) en tevens bij de HPLC-analyse van adriamycine in weefsels
met fluorescentie detectie (De Groot et al., 1988). Ten behoeve van deze
bepalingen zijn inmiddels enkele duizenden weefselmonsters (hart, spier,
long, mile, lever en tumor) met de beschreven enzymatische
ontledingsmethode =zonder problemen gelyseerd. Een voordeel van de
enzymatische ontleding 1is dat het monster na de opvolgende destructie ‘in
een klein wuiteindelijk wvolume wvan c¢a 5 ml wordt opgenomen. Dit in

tegenstelling tot een natte destructie waarblj het uiteindeliike volume 20



m]l of meer bedraagt. Deze grote verdumning is nodig om het =zuurgehalte in
de meetoplossing te verlagen omdat de atomaire absorptiespectrofotometer
door hoge zuurconcentraties wordt aangetast.

Aangezien tijdens de ontwikkeling wvan de bepalingsmethede is
gebleken dat enzymatische ontleding alleen niet voldoende is om een
volledige ontsluiting van het cadmium te bewerkstelligen, wordt aansluitend
een destructie uitgevoerd met achtereenvolgens waterstofperoxide en
salpeterzuur bij verhoogde temperatuur. De toegepaste temperaturen zijn
echter niet dusdanig hoog, dat hierbij verlies van cadmium door
vervluchtiging optreedt., Hierdoor wordt een heldere oplossing zonder
precipitatie  verkregen. Het  aantal manipulaties tijdens deze
monstervoorbewerking (zie bijlage I) is gering, mede doordat de ontleding
en de destructie in dezelfde buis worden uitgevoerd.

De enzymatische ontledingsprodukten van de weefsels blijken na de
beschreven destructie met waterstofperoxide en salpeterzuur uitstekend
geschikt wvoor de analyse <van cadmium met behulp van atomaire
absorptiespectrofotometrie met vlamatomisatie. Kleine verschillen in
viscositeit  tussen meetmonsters onderling en tussen meetmonsters en
standaarden worden geminimaliseerd door de monsters en standaarden te
verdunnen met een Triton X-100 oplossing In 5 procent (g/v) salpeterzuur.

Uit de kleine standaarddeviaties van de regressiecoéfficienten van de
calibratielijnen (tabel 1) blijkt de geringe dag-tot-dag variatie van de
gevoeligheid van de atomaire absorptiespectrofotometer onder de beschreven
omstandigheden. Bimnen de meetseries wordt de invloed van deze geringe
variaties op het analyseresultaat verder beperkt door kleine meetseries van
6 standaarden en maximaal 14 monsters samen te stellen en door de monsters
en standaarden gezamenlijk in aselecte volgorde te meten.

Uit de kleine relatieve standaardfouten van de calibratielijnen (tabel
1) blijkt de hoge nauwkeurigheid van de methode. Deze nauwkeurigheid is
aanzienlijk beter dan de spreiding bij tweevoudige bepalingen van monsters
lever, nierschors of niermerp. Deze laatste spreiding wordt naast de
analytische spreiding bepaald door de inhomogeniteit wvan monstername,
vooral bij monsters niermerg (De Groot et al., 1988).

Concluderend kan gesteld worden dat met de beschreven procedure een
methode beschikbaar is gekomen voor de bepaling van cadmium in humane

levers in een concentratiegebied van 0,3 - 13 mg/kg en voor humane nieren



in een concentratiegebied van 1,2 - 46 mg/kg. De beschreven methode heeft
als voordeel boven bestaande methoden dat hij weinig arbeidsintensief is,
waardoor grote series monsters een beperkte tijd kunnen worden bepaald. Per
etmaal kunnen door een ervaren analist circa 14 monsters worden
gedestrueerd en geanalyseerd.

De hier beschreven methode voor het bepalen van cadmium in levers en
nieren is toegepast blj de projecten 528474 (Monstername van weefsel van
menselijke herkomst en analyse op contaminanten ten behoeve van het
bewakingsprogramma mens en voeding) en 528476 (studie naar cadmium-gehalte
in nierweefsel van mensen uit gebieden met verhoogd cadmium-gehalte in
groente). Hierbij heeft de methode zijn waarde bewezen bij de analyse van

97 monsters lever, 97 monsters nierschors en 97 monsters niermerg.
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Standard Operating Procedure nr. AR0O/028.

Bepaling van cadmium in humane nieren en levers
met behulp van atomaire-absorptiespectrofotometrie
en vlamatomisatie.

K.L. Wubs en G. de Groot,

maart 1988
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Bepaling van cadmium in humane nieren en levers met behulp van atomaire
absorptiespectrofotometrie en vlamatomisatie

l, Principe van de methode

VQor &e kwantitatieve

-

'vaﬂ humane kfrkpmskimet behulp van

In dit voorschrift wordt een methode béschrevez

Ty

bepaling van cadmium in nieren gn levef
atomaire absorptiespectrofotomeﬁ{le met V‘n gtomisatie. De weefselmonsters
worden ontleed met ﬁgn enzymatisogz methode‘onder fysiologische condities

gevolgd door destrucgféumet achtereenvolgens waterstofperoxide en

A
LY,

T

salpeterzuur.
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2. Apparatuur

2.1 Atomaire absorptiespectrofotometer (AA-5, Varian Techtron, Melbourne,

.10

2.11

.12

Australie) voorzien van vlam, simultane waterstof achtergrondcorrector
(BC-6, Varian Techtron) en digitale uitleeseenheid (DI-30, Varian
Techtron). De spectrofotometer is uitgerust met een Cd-holle-kathode lamp
(Visimax, Instrumentation Laboratory Inc., Wilmington, Ma., V.5.) en een
waterstof continue lichtbron (Varian Techtron).

Recorder (BD-8 multirange, Kipp en Zonen, Delft). i,

Waterbad {(Thermomix 1441 BKU, B. Braun, Mglsunggﬁ; WeLt“Dultsland)
Laboratoriumcentrifuge (Labofuge 60%2 H;¥aeus C-rigt‘Aosterode am Harz,
West-Duitsland). ®

Vortex mixer (Scie; V.5.).

Variabele plpet I%S ‘Rg Plpetian P 5000, Gilson France S.A., Villiers-

Gilson).
Variabele pipet 0,1-1 ml (Pipetman P 1000, Gilson) voorzien wvan
polypropyleen wegwerptips (C 200, Gilson).

Variabele pipet 0,05-0,2 ml {(Pipetman P 200, Gilson) voorzien van
polypropyleen wegwerptips (C 20, Gilson).

Polystyreen buizen (26 ml) met polyethyleen stoppen (Greinmer B.V., Alphen
a/d Rijn).

Polystyreen buizen (12 ml) met polyethyleen stoppen (Greiner).
Polysty;een buizen (6 ml) met polyethyleen stoppen (Greiner).
Polyethyleen potten (250 ml) met idem schroefdeksels (Emergo B.V.,
Landsmeer).
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Antibiotica-oplossing ( 5.000.000 E penicilline (Mycofarm), 5 g

Zow W oW

W e~

streptomycine (Mycofarm) en 13 mg fungizone (Gibeco) per 750 ml water; nr
W.1150, RIVM).

Cd-standaard (1.000 g; Titrisol, E.Merck, Darmstadt, West-Duitsland).
Collagenase Type I (Clostridiopeptidase A; nr. C 0130, Sigma Chem. Co.,
St. Louis, Ma., V.5.)}. -

Protease Type VI11 (Subtilopeptidase A, Subtilisin Car#sberg, nr. P 5380

Sigma). {: QW{, ﬁ;&?
Salpeterzuur Spectrosol d = 1, €2 71‘;& % {g/v) (BDH Chemleals Poole,
ngeland K,_g, ﬁ»
Engeland). o

@.ﬂ"-v x4t

Triton X-100 fuerﬂale GAs -Chrom tographle*{E Merck).
Water, gedestillee%ﬂﬁga las vanult alkalische permanganaatoplossing.
Waterstofperoxide Pg}hydrol (30 &) (E. Merck}.

Enzymen en antibiotica-oplossing dienen bij -20 °C bewaard te worden.
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4, Referentie-oplossingen en reagentia

Oplossingen van Cd-zouten in water dienen bereid en bewaard te worden bij

een pH lager dan 2 ter voorkoming van adsorptie aan glaswanden (Stoeppler en

Brandt 1980). Bij het pipetteren en overbrengen van deze standaarden dienen

uitsluitend pipetten met wegwerp polypropyleen pipettips gebruikt te worden.

4.1

Een Cd-vocorraadoplossing van 5000 mg Cd/1 wordt bereid dcor 1000 mg Cd
(3.2) in een maatkolf van 200 ml over te brengen, 2 ml salpeterzuur (3.5)
toe te voegen en met water (3.7) aan te vullen.

Deze oplossing is vrijwel onbeperkt stabiel bij +4 °c.

Een tussenverdunningsoplossing van 100,0 mg Cd/1 wordt hieruit bereid
door 2 ml van de voorraadoplossing (4.1) over te brengen in een msatkolf
van 100 ml, 1 ml salpeterzuur (3.5) toe te voegen en met water (3.7) aan
te vullen. < 1: Ef. PR
Deze oplossing is vrijwel onbeperkt‘stabiel bij %&.QQ
caran 6. OOEmg cd/1 Q{dt hieruit bereid door 600 ul van

Een werkoplossing.

lngsg 10551ng‘(4 2) over te brengen in een 12 ml

xKZ 102h 100 p&'salpeterzuur {3.5) toe te voegen en aan
te vullen met 9,3 %l water (3.7).

Deze oplossing is een week stabiel bij +4 °c.

de tussenverdun

polystyreen buis

Een werkoplossing B van 10.00 mg Cd /L wordt bereid door 1,00 ml van de
tussenverdunningsoplossing (4.2) over te brengen in een 12 ml polystyreen
buis (2.10), 100 ul salpeterzuur (3.5) toe te voegen en aan te vullen met
8,9 ml water (3.7).

Deze oplossing is een week stabiel bij +4 °c.

Een serie calibratiestandaarden voor de bepaling van cadmium in lever
wordt dagelijks vers bereid door volumes van de werkopleossing A (4.3) van
respectievelijk 50 (59.4 ug Cd/1), 100 (117.,6 ug Cd/1), 150 (174,8 pg
cd/1l), 200 (230,0 pg Cd/1), 300 (339,6 ug Cd/1l) en 400 pl (444,64 pug Cd/1)
over te brengen in een 12 ml polystyreen buis (2.10) en aan te vullen met
2,5 ml water (3.7), 2,0 ml waterstofperoxide (3.8) en 0,5 ml
salpeterzuuroplbssing 4.7).
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Een serie calibratiestandaarden voor de bepaling van cadmium in pieren
wordt dagelijks vers bereid door volumes van de werkoplessing B (4.4) van
respectievelijk 200 (0,741 mg Cd/l), 500 (1,667 mg Cd/1l), 800 (2,424 mg
cd/1), 1000 (2,857 mg Cd/1), 1500 (3,750 mg Cd/1) en 2000 gl (4,444 mg
€Cd/1) over te brengen in een 12 ml polystyreen buis (2.10) en aan te
vullen met 1,25 ml water (3.7), 1,0 ml waterstofperoxide (3.8) en 0,25 ml
salpeterzuuroplessing (4.7) " hﬂi

Een 50 procent (g/v) salpeterzuuroplossing WOrdt bereid“door 100 ml
salpeterzuur (3.5) toe te voegen aAn 40 ml water (3 7) i;

Een 0,025 procent (g/v) Tritgn X- 100=Qplossing iy procent (g/v)
salpeterzuur wor t;dagglijks‘?ers berexdbln gen polyethyleen pot (2.12)
door 50 ul Triton:&rloo (3.6) ?et water (3.7) te verdunnen tot 180 ml en

_______

20 ml salpeterzudw

e
Vs

Een bencdigd voluﬁ& enzymoplossing wordt dagelijks vers bereid door

plos@;ng (4.7) toe te voegen. -

collagenase (4 mg/ml) (3.3) en protease (3 mg/ml) (3.4} in water (3.7) te

suspenderen.
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5, Monstervoorbewerking

5,1, Enzymatische ontleding en destructie

In een tevoren nauwkeurig gewogen (op 4 decimalen = gew.A) polystyreen
buis (12 ml, 2.10) met polyethyleen stop wordt ongeveer 0,5 g lever of nier
(natgewicht) ingebracht. De buis met inhoud wordt nauwkeurig op vier decimalen
gewvogen (= gew.B).

Aan het monster wordt 2 ml enzymoplossing (4.9) en 40 ul antibiotica-
oplossing (3.1) toegevoegd . De buis wordt afgesloten en gedurende 16 uur
(overnacht) in een waterbad bij 37 °c geplaatst totdat het monster volledig is
ontleed en een dunvloeibare suspensie van weefsellysaat is verkregen. Indien
na krachtig schudden het weefsel nog onvoldoende is gelyseerd -wordt het
monster nog gedurende 1 uur in een waterbad van 45 °c gqplaat?t Na afkoelen
worden met een injectienaald gaten in de polyethyleen stoppen geprlkt om
drukopbouw tijdens de verderg\destruétle te ﬁgrmljden Vetvolgenh wordt aan
het weefsellysaat 2 ml ﬁ%ﬁé&siefperoxide (3. 8)\£?egevoegd en wordt het mengsel
gedurende 6 uur in watergfd “van 80 °c ‘geplaatst Aan het destruaat wordt
vervolgens 0,5 ml salpetquuur L% . 7) toegevoegd en het monster wordt gedurende
1 wur in een waterbad van 60 °C geplaatst totdat een volledig heldere
oplossing is verkregen. Het destruaat wordt gewogen (op vier decimalen =
gew.C) en het volume hiervan wordt nummeriek gelijkgesteld aan het gewicht

(gew.C - gew.A) van de oplossing,
2.2, lever

In een polystyreenbuls (6 ml, 2.11) worden achtereenvolgens 1,0 ml
leverdestruaat en 2,0 ml Triton X-100-oplossing (4.8) gebracht. Het mengsel
wordt gedurende 1 min krachtig gevortext (2500 tpm) en vervolgens gedurende 10
min gecentrifugeerd bij 4000 tpm (max 2500 g).

Calibratiestandaarden worden op analoge wijze in bewerking genomen
door, in plaats van 1,0 ml destruaat, 1,0 ml van de respectievelijke
calibratiestandaard (4.5) te nemen.

Indien de cadmiumconcentratie in de meetoplossing te hoog is voor de

calibratielijn, wordt het destruaat voorafgaand verdund.
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5,3. Niexr

In een polystyreenbuis (6 ml, 2.11) worden achtereenvolgens 0,3 ml
nierdestruaat en 3,0 ml Triton X-100-oplossing (4.8) gebracht. Het mengsel
wordt gedurende 1 min krachtig gevortext (2500 tpm) en verYﬁ1gens gedurende 10

T,

min gecentrifupgeerd bij 4000 tpm (max 2500 g). . %
Calibratiestandaarden worden op anaifge wijze in{bewefﬁiﬁg genomen door,

in plaats van 0,3 ml destruaat, 0c3 ml var: defrespectlevelijke

calibratiestandaard Cﬁﬁﬁixzp nemen '_
Indien de cadmluméonceﬁtratie h de meetoplossing te hoog is voor de

S T

calibratielijn, wordt het deqtruaat voorafgaand verdund.
3
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£, Atomalre shsorptiespectrofotometrie

Er wordt een meetserie samengesteld bestaande uit 6 calibratiestandaarden
en 14 monsters. De standaarden en monsters worden van opeenvolgende
buisnummers voorzien. De buizen worden geanalyseerd in een aselecte volgorde
die met behulp van een daartce ontwikkeld computerprogramya wordt bepaald.

De verstuiving (5 ml/min) van de supernatant v‘; het:monster vindt plaats
in een oxiderende acetyleen/perslucht vlam, q§ abso
228,8 nm bij een spectrale bandbreedte ®an 0 33 nm (d 'komt\dvereen met een
spleetbreedte van 100 uym }. Na elﬁ:monster\yordt gedui%nde telkens 10 sec een

r tig wordt gemeten bij

Triton X-100 oplossin é#'ﬂ) verstovan De Eb;orptie wordt continu
geregistreerd op een t?corder (leveg 1,0 mV-stand; nier: 5 mV-stand).

De absorptie van ﬁe nie‘QFstruaten en bijbehorende calibratiestandaarden
wordt afgelezen op de dﬁtltale uitleeseenheid. De absorptie van de
leverdestruaten en bijbehorende calibratiestandaarden wordt gerelateerd aan de

recorderuitslag.
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7, Calibratie

Het verband tussen de cadmiumconcentratie in de calibratiestandaard
(onafhankelijke variabele) en de respons uitgedrukt in piekhoogte
(afhankelijke variabele)} wordt berekend met behulp van lineaire
regressieanalyse. De verkregen regressielijn wordt gebruikt voor de berekening
van de cadmiumconcentratie in onbekende monsters. De precisie van de methode
wordt aangegeven door de standaardfout van de calibratielijn uitgedrukt als
percentage van de gemiddelde respons (relatieve standaardfout) De gemiddelde
respons komt overeen met de waarde van de afhankelijke variabele in het
zwaartepunt van de calibratielijn, waar de onafhankel*gke variabele gelijk is

N
aan de gemiddelde concentratie. gq dit pﬁnt vertoont ég ;Bsolute standaardfout

5 E_'f?
Y \‘\. x

De concentratietﬁﬁﬂ{;jlever ofgnler wordt bepaald met behulp van de

een minimum.

,.c

volgende formule:

gehalte Cd (mg/kg) = concentratle Cd X destruaatvolume x verdunningsfaktor

weefselgewicht x 1000

waarin: concentratie Cd : cadmiumconcentratie (ug/l) in de
meetoplossing,
destruaatvolume : gew.C (g) - gew.A (8),
weefselgewicht : gev.B (g) - gew.A (g) en

verdunningfaktor : verdunningsfaktor van het destruaat indien de
cadmiumconcentratie in de meetoplossing te
hoog is voor de calibratielijn (zie 5.2 en
5.3
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B, Referentie

S

.ot
‘t ¥
Ser P
h« R

Stoeppler M, Brand K. Contrlbut1ons to au%omated trace: analygg‘. Part V.
¥
Determination of cadmium in whole\blood enxurihe by elé&ctrothermal atomic-

.
.,m.--

absorption spectrophdﬁgmet

RS A
v




