Nachdruck, auch auszugsweise, nur mit Genehmigung des DIN Deutsches Institut fir Normung e. V., Berlin, gestattet.

DK 616-07 : 612.11 : 612.461 : 620.1

: 543.422.8 : 546.41

DEUTSCHE NORM

Spezielle Laboratoriumsmedizin
Bestimmung von Anorganika im Serum, Plasma, Harn
und anderen Korperfliissigkeiten
Bestimmung von Calcium
mittels Atomabsorptionsspektrometrie (AAS)

DIN
58984

Teil 1

Special laboratory medicine; determination of inorganic substances in serum, plasma, urine and other body fluids;
determination of calcium by atomic absorption spectrometry )

1 Zweck

Durch Anwendung der in dieser Norm enthaltenen Fest-
legungen wird sichergestellt, dafl die Ergebnisse der
Bestimmung des Calciums im Serum oder Plasma richtig,
prazise und damit vergleichbar 1) sind.

2 Begriff

Etwa 99% des Calciums im Korper sind im Knochen-
system lokalisiert (statische Funktion). Das restliche
Calcium ist iberwiegend im extracellularen Raum des
Organismus lokalisiert und fungiert als Aktivator von
verschiedenen Enzymsystemen, insbesondere ~von
ATPasen (Steuerfunktion). Durch Aktivierung von
Membran-ATPasen spielt es eine bedeutende Rolle in der
Permeabilitatsinderung von Zell- und GefiRmembranen.
Eine weitere wichtige Funktion ist die Beteiligung an der
Blutgerinnung (Faktor IV). Calcium stellt hinter Natrium
damit das zweitwichtigste Kation im extracellularen
Raum dar. Im intracelluldaren Raum ist Calcium nur in
Spuren vorhanden. Eine wichtige Funktion liegt hier
ebenfalls in der Aktivierung von Enzymsystemen, die
zum Beispiel fiir die elektromechanische Koppelung in
der Muskelzelle notwendig sind.

3 Einheiten
Es gelten DIN 1301 Teil 1 und Teil 2.

Fiir Einheiten, die mit der Sl-Basisgrée Stoffmenge und
deren Basiseinheit mol jn Zusammenhang stehen, gilt
zusatzlich DIN 32 625.

4 Bezeichnung der Methode
Bezeichnung der Bestimmung von Calcium {Ca) mittels
Atomabsorptionsspektrometrie (AAS):

Calcium DIN 58 984 — Ca — AAS

b Zielsetzung

5.1 Bedeutung der zu bestimmenden Bestandteile

Die vom Normbereich abweichende Calciumkonzentra-
tion in Korperflissigkeiten ist ein Hinweis auf eine
Calciumstoffwechselstérung. Diese kann bedingt sein
durch Veranderungen in der Resorption im Darm, der

Ausscheidung liber die Nieren, des Aus- und Einbaues in
Knochen sowie der hormonellen Regulation durch das
Parathormon.

5.2 Indikationen zur Durchfiihrung der Bestimmung
Die Durchfiihrung der Bestimmung ist angezeigt zur Dia-
gnose und Therapiekontrolle bei Erkrankungen mit
Stérung der Calciumresorption, bei allen Arten von
Knochenerkrankungen einschlieBlich Tumoren und
Metastasen, bei Nierenerkrankungen und bei Storungen
der hormonellen Regulation bei Uber- und Unterfunktion
der Nebenschilddriisen. B

5.3 Methodische Méglichkeiten, Wahl der Methode

Derzeit gebrauchliche Bestimmungsverfahren sind in den
kiinischen Laboratorien:

a) Flammen-Emmissionsphotometrie

b} Atomabsorptionsspektrometrie

c) Absorptionsphotometrie

d) Komplexometrische Titration

Die meisten dieser Verfahren weisen pharmakologische,
chemische oder spektrale Interferenzen auf [1]. Die
Atomabsorptionsspektrometrie (AAS) gilt als zuver-
lassigstes Verfahren, da sie praktisch frei von storenden
Einfliissen ist. Sie wird international bei Methodenver-
gleichen als Referenzverfahren herangezogen {2], [3]

6 Definition der Methode

6.1 Prinzip

Nach Verdiinnen der Probe wird diese vom Gerat an-
gesaugt und in eine Flamme hinein zerstdubt. Nach dem
Verdampfen des Losungsmittels wird die Probe thermisch
dissoziiert. Die - Fraktion der freien nichtangeregten
Calciumatome ist in der Lage, elementspezifische und
konzentrationsabhangig Licht von der Wellenldnge der
eigenen Resonanzlinien des Emissionsspektrums, das aus
einer Hohlkathodenlampe durch die Flamme gestrahlt
wird, zu absorbieren. Die Berechnung erfolgt iiber einen
mitgefiihrten Standard [4].

1) Vergleichbarkeit sieche DIN 58 936 Teil 1
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Anmerkung: Neben diesem Verfahren existieren mehrere
technisch andere Losungswege bei der AAS.

6.2 Nachweisbedingungen

Probenverdiinnung je nach Gerateempfindlichkeit 1 + 49
bis 1+ 99 mit Strontiumchlorid- oder Lanthanchlorid-
Verdiinnungslosung

Verdiinnungslosungen: Strontiumchlorid 28,5 mmol /L

bzw. Lanthanchlorid 72,0 mmol/l
Wellenlange: 4,227 nm
Flamme: Acetylen-Luft, schwach leuch-

tend (reduzierende Flamme)
Flammenlange: . 10cm

Lichtstrahl der Hohlkathodenlampe etwa 0,5 cm (iber
innerem Flammenkegel. ~

6.3 Spezifitit

Die Atomabsorptionsspektrometrie ist spezifisch fiir
Calcium. Spektrale Interferenzen mit anderen in bio-
logischen Proben vorkommenden Elementen sind nicht
bekannt. g

Von seiten der Probenmatrix sind nur interferenzen mit
Phosphat von Bedeutung. Calcium bildet mit Phosphat
in der Flamme thermostabile Verbindungen, die nicht
atomisiert werden kénnen und damit dem Absorptions-
prozefl entzogen werden, was eine Erniedrigung des MeR-
signals zur Folge hat. Um diese Interferenz zu beseitigen
miissen alle Verdiinnungen von Proben und Standard-
I6sungen die im Abschnitt 6.2 angegebenen Zuséatze von
Strontium bzw. Lanthan enthalten. Strontium und
Lanthan haben eine hohere Affinitat zu Phosphaten als
Calcium und binden diese so fest, dall das gesamte
Calcium atomisiert werden kann. Eine Strontium-Kon-
zentration in der Verdiinnungslésung von 28,5 mmol/l
verhindert eine Anioneninterferenz durch Phosphat bis
zu einer Konzentration von 1,6 mmol/l in der MeR-
16sung. Dies entspricht bei einer Probenverdiinnung von
1 + 49 einer Phosphatkonzentration von 80 mmol/l in
der unverdiinnten Originalprobe bzw. bei einer Proben-
verdinnung 1 + 99 einer Phosphatkonzentration von
160 mmol/t [6]. Die Konzentration von Lanthan in der
Verdiinnungslosung von 72,0 mmol/l verhindert eine
Anioneninterferenz durch Phosphat in der verdiinnten
MeRldsung bis zu 3,2 mmol/l. Dies entspricht bei einer
Probenverdiinnung von 1 + 49 einer Phosphatkonzentra-
tion von 160 mmol/l bzw. bei einer Probenverdiinnung
von 1 +99einer Phosphatkonzentration von 320 mmol/l
in der unverdiinnten Originalprobe [6].

6.4 Arbeitsbereich

Mit einer adaquaten Probenverdiinnung im Bereich 1 +49
bis 1 + 99, die von der individuellen Empfindlichkeit des
verwendeten Atomabsorptions-Spektralphotometers ab-
héngt und vorher ausgetestet werden muR, kann das
Calcium in der Probe in einer Konzentration von 0,1 bis
10,0 mmol /l ohne Anderung der Verdiinnung im linearen
Bereich gemessen werden.

Bei hoheren Calciumkonzentrationen mufd die Probe mit
der Strontiumchlorid- bzw. Lanthanchlorid- Verdiinnungs-
16sung weiter verdiinnt werden.

6.5 Nachweisgrenzen
Die untere Nachweisgrenze liegt bei 0,05 mmol /L.

7 Geréate und Hilfsmittel

7.1 Photometer

7.1.1 Es sind Atomabsorptions-Spektraiphotometer als

Einstrahl- bzw. Zweistrahlphotometer mit folgenden

Monochromatoren zu verwenden:

a) Gittermonochromatoren mit einer maximalen op-
tischen Bandbreite von 2 nm im Bereich der Mef-
wellenlange 422,7 nm

b) Prismenmonochromatoren mit einer maximalen op-
tischen Bandbreite von 2 nm im Bereich der MeR-
wellenlange 422,7 nm.

Es darf nur in dem Bereich gemessen werden, in dem die

systematische Abweichung (bias) des photometrischen

MeRBwertes (maximale mdgliche Differenz zwischen

Mittelwert der vom Photometer angezeigten MeRwerte

und dem wahren Wert, siehe auch DIN 58 960 Teil 3);

bei dem verwendeten Photometer weniger als 1% des

MeRwertes betragt.

7.1.2 Das Atomabsorptions-Spektralphotometer muf
mit einer Modulationseinrichtung fiir das Licht der Hohi-
kathodenlampe ausgeriistet sein, um die Eigenemission
aus der Flamme beim Mef8wert zu eliminieren.

Als Brenner dirfen nur Laminarbrenner mit einer Flam-
menlédnge von 8 bis 10 cm benutzt werden.

7.1.3 Atomabsorptions-Spektralphotometer diirfen nur
in Rdumen betrieben werden, die ein ausreichendes

‘Volumen und eine gute Liiftung besitzen. Oberhalb der

Flamme sollte eine Abiuftabsaugvorrichtung gegebenen-
falls mit Ventilator vorhanden sein, die die Abgase direkt
nach drauBBen ins Freie absaugt.

7.2 Hohlkathodenlampen

Als Hohlkathodenlampen diirfen nur Einelement- bzw.
Zweielementlampen (kombiniert mit Mg} benutzt wer-
den. Die vom Hersteller angegebenen optimalen Betriebs-
stromstarken diirfen wegen der Gefahr der Linienver-
breiterung nicht liberschritten werden.

7.3 Volumenmefigerat

Alle MeBgerate zur Bestimmung des Volumens bei der

Herstellung der bendtigten Losungen und bei der Durch-

fiilhrung der Analyse miissen geeicht sein (Eichgesetz vom

11. Juli 1969, zuletzt geandert am 20. Januar 1976).

Nach § 6 Abs. 1 der Eichpflichtausnahmeverordnung in

der Neufassung der Bekanntmachung vom 18. Dezember .

1976 sind im Bereich der Heilkunde von der Eichpflicht

ausgenommen:

a) Pipetten mit einem Volumen von nicht mehr als 100
Mikroliter, die nur fiir den einmaligen Gebrauch be-
stimmt und geeignet sind, wenn sie Anlage 12 Nr 8,
15 und 16 der Eichordnung sinngemaR entsprechen.

b) Volumenmeflgerate, die nur fiir solche quantitativen
Analysen benutzt werden, deren Richtigkeit durch
staindige Uberwachung nach den Methoden der sta-
tistischen Qualitdtskontrolle und durch Ringversuche
nachgewiesen wird.

7.4 Gase

Als Oxidans wird absolut Olfreie PreBluft aus Stahl-
flaschen bzw. aus einem Kompressor mit Druckkessel
und Wasserabscheider benutzt. Als Brenngas wird Ace-
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