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6
Blut

Blut ist ein flüssiges Körpergewebe und besteht aus den festen Bestandteilen Erythrozyten, Leukozyten und Thrombozyten, welche in einem wässrigen Medium, dem Plasma, suspendiert sind. Die Abbildung 2 (S.16) stellt schematisch die Zusammensetzung des Blutes dar. 
Blutplasma ist die Bezeichnung für die Blutflüssigkeit in Abwesenheit von Blutzellen. Es besteht überwiegend aus Wasser, in dem Eiweißkörper, sonstige Nähr- und Transportstoffe, Stoffwechselprodukte, Hormone und Vitamine gelöst sind. Eine wichtige Funktion der Plasmaeiweiße ergibt sich aus ihrer Fähigkeit, verschiedene Stoffe zu binden. Auf diese Weise können wasserunlösliche Substanzen im Blut transportiert werden. Andere Substanzen entgehen in dieser Bindung dem Abbau im Blut oder der Ausscheidung durch die Niere. Gebunden und transportiert werden Fette, Zucker, Metalle, Vitamine, Produkte des körpereigenen Stoffwechsels und Arzneimittel. Der jeweilige Anteil dieser Eiweißstoffe im Blutplasma ist unterschiedlich. Albumin, ein Transport-protein, macht mehr als die Hälfte des Gesamteiweißgehaltes des Plasmas aus. Eine weitere Proteingruppe ist die der Immunglobuline (ca. 15 % des Gesamtproteins), die zur Abwehr von Krankheitserregern beitragen. 

Unter den anorganischen Bestandteilen des Plasmas haben die Salze eine wesentliche Bedeutung. Sie bestimmen die physikalisch-chemischen Eigenschaften des Blutes. Neben Natriumchlorid, welches etwa 75 % des Salzgehaltes ausmacht, sind Kalium-, Calcium- und Magnesiumsalze in kleineren Mengen vorhanden. Als Bicarbonate und Phosphate halten diese Salze durch Pufferwirkung den leicht alkalischen pH-Wert von 7,4 aufrecht. 

Die Plasmagewinnung sollte, um eine Verfälschung der Gehalte durch Zellzerfall zu vermeiden, unmittelbar nach der Blutabnahme geschehen. Bei einer zu langen Bereitstellungsphase der Vollblutproben kommt es zu einem merklichen Abfall der Glukosekonzentration, während die Konzentrationen von Phosphor, Kreatinin und saurer Phosphatase ansteigen.
Die Gewinnung des Blutplasmas erfolgt durch Zentrifugieren des Vollblutes, welches mit Hilfe eines Antikoagulanzes wie EDTA, Fluorid oder Citrat ungerinnbar gemacht wurde. Auf Grund des unterschiedlichen spezifischen Gewichtes setzen sich die korpuskulären Elemente am Boden ab, während das Blutplasma, eine schwach gelbe Flüssigkeit, nach oben steigt. 

Die Gesamtheit der zellulären Anteile des Blutes, die durch die Zentrifugation abgetrennt werden nennt man Hämatokrit. Zur Blutgerinnung kommt es, wenn das im Plasma enthaltene Fibrinogen in Fibrin umgewandelt wird. Blutplasma ohne Fibrinogen wird als Serum bezeichnet. Durch Zentrifugation des geronnenen Vollblutes lässt sich das Serum als Überstand des sedimentierten Blutkuchens gewinnen. Die Gerinnung läuft verzögert ab oder das Serum geliert, wenn das Blut nach der Entnahme gekühlt wird. Gekühlt gelagertes Vollblut führt zu dessen Hämolyse und damit insbesondere zum Ansteigen der Kaliumkonzentration.
Frisch gewonnene Plasma- und Serumproben sind bei Raumtemperatur für etwa sechs, bei 4 °C bis zu 48 Stunden stabil [Sutton und Heitkemper 2000]. Eine Langzeitlagerung sollte bei -18 °C bis -20 °C erfolgen [Begerow et al. 1997].
Sabe et al. [2000b] untersuchten die Stabilität von im Blutplasma enthaltenen metall- und metalloidorganischen Verbindungen bei unterschiedlichen Temperaturen und Lagerungs-zeiten. Eine Lagerung der Plasmaproben bei 4 °C gewährte eine Stabilität der Spezies von zwei Tagen, Lagerungstemperaturen von -20 °C bieten stabile Bedingungen für ein Jahr. 

Liang et al. [2000] untersuchten die Stabilität von Methylquecksilber in Blutproben und fanden bei einer Lagerungstemperatur von -20 °C innerhalb eines Jahres keine Veränderung der Methylquecksilberkonzentration. 
Bei der im Zuge der experimentellen Studien durchgeführten Hydrierung des Blutes betrug das Probenvolumen zunächst 4 mL, welches mit 4 mL Seralpur suspendiert wurde. Mit Hilfe von 3 %-iger Salzsäure wurde die Probenlösung anschließend auf einen pH-Wert von 1 eingestellt. Letztlich erfolgte die Zugabe von 1 mL NaBH4 über ein Septum in die geschlossene Hydrierapparatur. 

6.1
Methodische Studie
In der vorliegenden Arbeit sollten hinsichtlich der sehr komplexen Matrix Blut Voruntersuchungen zur Hydrierbarkeit von Vollblut, Plasma und Serum durchgeführt werden.

Auf Grund des hohen Anteils an Proteinen im Blut und der Neigung zur Schaumbildung bei der Durchleitung eines Gases erfolgte das Hydrieren unter schwierigen und nicht routinemäßig anwendbaren Bedingungen, die im Folgenden erläutert werden sollen. 

6.1.1  Verhalten metall- und metalloidorganischer Verbindungen beim Purgen bzw. 

 Hydrieren

Sabe et al. [2000b] untersuchten den Einfluss des Materials zweier gebräuchlicher Blutentnahmeröhrchen auf die Blutproben und konnten für die Blutentnahmeröhrchen LH-Metall-Analytik S-Monovette der Firma Sarstedt und Na-Heparin Vacutainer-Hemogard der Firma Becton Dickinson keine Beeinflussung der Analysenergebnisse feststellen.
Für die im Rahmen der vorliegenden Arbeit durchgeführten Blutentnahmen zur Vollblutanalyse wurden die LH-Metall-Analytik S-Monovetten ohne Additive ausgewählt. 

Probenmengen von 4 mL Vollblut eines unbelasteten Probanden wurden eine Stunde nach der Probennahme in der Hydrierapparatur vorgelegt und für 10 Minuten Helium durch die Probenlösung geleitet. Es trat eine starke Schaumentwicklung ein, die ein Durchleiten des Heliums bei der für die Hydrierung normalerweise verwendeten Fließgeschwindigkeit von 250 mL/min verhinderte. Die Reduzierung des Heliumflusses wurde je nach Schaumentwicklung so vorgenommen, dass es zu keinem Übertritt des Schaums in das Trockenrohr kommen konnte. Bei der anschließenden Analyse des Adsorptionsröhrchens wurden keine metall- oder metalloidorganischen Verbindungen nachgewiesen. 

Dies bestätigt eine komplexe Bindung dieser Verbindungen an den im Blut vorhandenen Proteinen oder anderen Matrixbestandteilen.   
Die folgende Hydrierung derselben Probe mit 1 mL NaBH4 wurde auf Grund der Belastung durch starke Schaumentwicklung unter Minimierung des Trägergasstromes durchgeführt. 

Diese Hydrierbedingungen machen ein Überleiten der aus den Matrixbestandteilen durch die Reaktion mit dem NaBH4 freigesetzten und in ihre flüchtigen Hydride überführten metall(oid)organischen Verbindungen nahezu unmöglich. 

In den hydrierten Blutproben konnten lediglich Monomethylzinn und Monobutylzinn in Konzentrationen von 4 bzw. 76 ng Sn/L nachgewiesen werden. 

Die starke Schaumbildung des Blutes bei der Durchleitung des Heliums führte zu einer Reduzierung der Fließgeschwindigkeit des Trägergases, einer langsameren Zutropf-geschwindigkeit des Reduktionsmittels und zu einem Übertritt des Schaums in das Trockenrohr und teilweise in das Adsorptionsröhrchen. 

Bedingt durch diese Schwierigkeiten bei der Hydrierung, die deren Durchführung unter Standardbedingungen nicht ermöglichten, wurden als Lösungsansätze sowohl die Gewinnung von Serum oder Plasma durch Abtrennung der korpuskulären Bestandteile des Blutes und die Verwendung eines Entschäumerpräparates, als auch die Reduzierung der eingesetzten Probenmenge durchgeführt. Eine geringere Probeneinwaage birgt allerdings für die im Ultraspurenbereich vorliegenden Verbindungen die Gefahr, unter die Nachweisgrenze zu gelangen. 

6.1.2
Verwendung eines Entschäumerpräparates bei der Hydrierung von Blutproben
Schäume stellen ein Zweiphasensystem dar, bei dem gasgefüllte Blasen in einer Flüssigkeit oder einem Feststoff dispergiert sind. Flüssige Schäume entstehen durch das Einarbeiten von Gasen in Flüssigkeiten, welche zur Schaumbildung befähigte Substanzen enthalten. 

Durch das Vorliegen der Eiweißstoffe in dem flüssigen Dispersionsmittel Blut erfolgt beim Einleiten der gasförmigen dispersen Phase Helium eine kolloide Zerteilung der Blutprobe, die Schaumbildung. 

Der Einsatz von Entschäumerpräparaten hat sowohl schaumverhindernde als auch –abbauende Wirkung. Auf Grund ihres inerten chemischen Aufbaus sollten keine Reaktionen mit der vorliegenden Probe eintreten. Die enthaltenen speziellen hydrophoben Entschäumersubstanzen   besitzen  eine  hohe Viskosität  und  wirken  durch  ihre  geringe 
Oberflächenspannung auf Flüssigkeiten und Schaumlamellen.
In der vorliegenden Arbeit wurde das Präparat Antifoam 289 der Firma Sigma Aldrich verwendet. Es besteht zu 99 % aus einem Gemisch von silikonhaltigen (Polydimethyl-siloxan) und silikonfreien (Polypropylen) Entschäumerwirkstoffen und zu einem Prozent aus Silikonglycol und ist u. a. in wässrigen Systemen bei Raumtemperatur anwendbar. 

Durch die Zugabe eines Tropfens zu der Probenlösung vor der Durchleitung des Trägergases wurde die Schaumentwicklung verhindert. 

Die Ergebnisse der sich an die Hydrierung des Antischäumerpräparates anschließenden Analyse hinsichtlich des Vorliegens von metall- und metalloidorganischen Verbindungen sind in Tabelle A12 des Anhangs aufgeführt. 
Einerseits zeigt der Nachweis dieser Verbindungen in dem Entschäumer, dass die hier vorgestellte Methode es ermöglicht, selbst aus hydrophoben Matrices Metalle, Metalloide und ihre Verbindungen zu lösen und nachzuweisen. 

Andererseits jedoch sind die detektierten Blindwerte des Entschäumers an metall(oid)organischer Verbindungen sehr hoch. Die Gehalte in einem Tropfen Antifoam betragen für anorganisches Antimon und Zinn 1 bzw. 1,3 ng, die Konzentrationen der methylierten Verbindungen liegen zwischen 30 und 900 ng Element/L Entschäumer. 
Auf Grund der zuvor erwähnten Problematik erfolgte die Hydrierung von Serumproben dennoch unter Zugabe eines Tropfens Antifoam. Die bei dieser experimentellen Arbeit nachgewiesenen Konzentrationen an metall- und metalloidorganischen Verbindungen zeigt Tabelle 26. 

	Spezies
	AsH3
	MeAsH2
	Me2AsH
	SnH4

	1 mL Serum ohne Antifoam [ng/L] 
	241
	1
	< 0,03
	441

	2 mL Serum ohne Antifoam [ng/L]
	31
	1
	1
	125

	2 ml Serum mit Antifoam [ng/L]
	63
	2
	3
	1.051

	Spezies
	BuSnH3
	Hg0
	MeHgH
	BiH3

	1 mL Serum ohne Antifoam [ng/L] 
	< 0,03
	< 0,02
	1
	< 0,02

	2 mL Serum ohne Antifoam [ng/L]
	< 0,03
	< 0,02
	0,3
	< 0,02

	2 ml Serum mit Antifoam [ng/L]
	28
	21
	8
	5


Tabelle 26   Metall- und metalloidorganische Verbindungen im Blutserum eines
        unbelasteten Probanden

Die Hydrierung des Blutserums mit einem Probenvolumen von 1 bzw. 2 mL wurde durch zum Teil sehr starke Schaumentwicklung und die daraus resultierende Reduzierung bzw. Aussetzung des Heliumflusses belastet. Obschon bei einem Probenvolumen von 1 mL eine geringere Schaumbildung beobachtet werden konnte, führte dies nicht zu einer praktikablen Derivatisierung der Blutbestandteile. 

Die höheren nachgewiesenen Konzentrationen in der 1 mL Serumsprobe gegenüber der Einwaage von 2 mL spiegeln die günstigeren Hydrierkonditionen wider, wobei jedoch die Konzentration des Me2AsH bei dem geringeren Probeneinsatz unterhalb der Nachweis-grenze lag. 

Die Hydrierung des Serums unter Zusatz des Antischäumers verlief ohne Komplikationen, bei den in Tabelle 26 angegebenen Konzentrationen erfolgte bereits die Subtraktion der jeweiligen Blindwerte des Antifoams. Hierbei konnten für alle Spezies mit Ausnahme des anorganischen Arsens höhere Konzentrationen als in den Serumproben ohne Additiv nachgewiesen werden. 

Die Normalwerte für Blutsera werden von Bauzen [2002] für Antimon mit < 1,7 µg/L, für Arsen mit < 10 µg/L, für Zinn mit < 2 µg/L  und für Quecksilber mit < 5 µg/L  angegeben. 

Die BAT-Werte für anorganisches und organisches Quecksilber liegen bei  < 100 µg Hg/L bzw. < 50 µg Hg/L. 

Damit befinden sich alle nachgewiesenen Konzentrationen im Bereich der Normalwerte. Für die Bewertung der nachgewiesenen Konzentrationen sollte jedoch berücksichtigt werden, dass die Gewinnung des Blutserums unter Abtrennung der korpuskulären Ele-mente des Blutes stattfindet. 

Da sich beispielsweise 90 % des gesamten im Blut vorliegenden Quecksilbers in den Erythrozyten befindet [Mutter 2000], ist von erheblichen Ausbeuteeinbußen bei der Analyse des Blutserums im Vergleich zur Vollblutanalyse auszugehen. 
Wahrscheinlich wird weder durch die fehlerbelastete Hydrierung ohne Entschäumer, die mit reduziertem oder ohne Heliumfluss durchgeführt wurde, noch durch den Einsatz des Antischäumers bei der Hydrierung, bedingt durch dessen hohe Blindwerte, eine quanti-tative Ausbeute erzielt. 

Es besteht die Möglichkeit, dass die Schaumblasen die durch die Hydrierung entstehenden flüchtigen metall- und metalloidorganischen Verbindungen aus der Probenlösung mitreißen und einschließen.

Da die Schaumblasen ein wässriges System darstellen, werden bevorzugt die wässerlöslichen Komponenten eingeschlossen. Dies sind vor allem die Hydride des Arsens, Antimons, Selens und Tellurs [Dedina und Tsalev 1995], während beispielsweise Germaniumhydrid, Methyl- und Dimethylarsen wasserunlöslich sind [Craig 1986]. 

Die Freisetzung aus den Schaumblasen stellt einen reinen diffusionsgesteuerten Prozess dar, der kinetisch gehemmt abläuft, sodass dieser innerhalb der Überleitungszeit aus dem Reaktionskolben in das Adsorptionsröhrchen von 10 Minuten nicht abgeschlossen sein wird. 
Neben den schlechten Hydrierbedingungen führt auch der Einschluss der Analyte in den Blasen zu einer Minderung des quantitativen Nachweises.
Andererseits muss durch die Verwendung des hydrophoben Entschäumerpräparates ein Vorliegen der hydrophoben metall- und metalloidorganischen Verbindungen in dieser wasserunlöslichen Phase diskutiert werden. Die Analyte würden dort adsorbiert vorliegen, wodurch ihre Überführung in das Adsorptionsröhrchen gestört wäre. 
Ferner wird durch die zusätzliche Belastung der Probenlösung mit der in den Entschäumerpräparaten enthaltenen Metall(oid)organik das Risiko der Trans- und Ummethylierungsreaktionen (Abschnitt 2.2.2.2) erhöht, sodass eine qualitative Aussage über die vorliegenden Verbindungen nicht mehr möglich ist. 

Eine andere Möglichkeit zur Realisierung einer quantitativen Hydrierung des Blutes ist die Anwendung thermischer oder mechanischer Schaumzerstörungsmethoden, wobei erstere auf Grund der thermischen Instabilität vieler metall(oid)organischer Verbindungen [Feldmann 1995] ausgeschlossen werden können. 

Die Zerstörung des Schaums durch Anwendung mechanischer Prozesse hingegen scheint ein geeignetes Mittel, um die Hydrierung des Blutes unter Standardbedingungen durchführen zu können. Hier könnte sowohl eine feinporiges teflonisiertes Sieb über der Flüssigkeitsoberfläche, welches zur Verhinderung der Bildung großer Blasen dient, die die Analyten einschließen können, als auch ein Rührer zur Zerstörung der im Gasraum befindlichen Schaumblasen angewendet werden. 
6.1.3
Unterschiedliche Probennahmeröhrchen in der Blutanalyse

Im Hinblick auf die in der Medizin routinemäßig durchgeführten Blutanalysen erfolgt je nach Bestimmungsparameter der Einsatz unterschiedlicher Blutentnahmeröhrchen zur Vollblutanalyse, Plasma- oder Serumgewinnung, wobei sich Plasma- und Serumproben bezüglich der Konzentrationen ihrer Bestandteile nicht unterscheiden.  
In den meisten Fällen werden Kaliumethylendiamintetraacetat und Trinatriumcitrat zur Komplexierung des Calciums, welches die jeweiligen klinischen Analysen stört, ver-wendet. 

Im Zuge der Voruntersuchungen zur Blutanalyse wurde die Hydrierfähigkeit der durch Benutzung verschiedener Blutentnahmeröhrchen gewonnenen Blutproben überprüft. Hierzu zeigt Tabelle 27 eine Zusammenstellung der verwendeten Blutentnahmeröhrchen und einige ihrer Anwendungsgebiete.

	Monovettenbezeichnung
	 Parameter zur Analyse

	EDTA-Blut

rote Monovette
	· Blutbild

· Differentialblutbild

· CO-Hämoglobin

	Fluorid-Blut (Plasma)

gelbe Monovette
	· Glukose

· Lactat

	Citrat-Blut (Plasma)

grüne Monovette


	· Fibrinogen

· Plasminogen

· Protein C

· Protein S

	Serum

weiße Monovette


	· Enzyme

· Elektrolyte

· Spurenelemente

· Hormone

· Medikamente

· Vitamine


Tabelle 27   Anwendungsgebiete der unterschiedlichen Blutentnahmeröhrchen
Bei EDTA-, Fluorid- und Citrat-Blut handelt es sich um Vollblut, dessen Gerinnung durch die Zugabe dieser Antikoagulanzien unterdrückt wurde. 

Je nach Art des verwendeten Antigerinnungszusatzes variiert die chemische Zusammen-setzung des resultierenden Plasmas. Beispielsweise enthält Plasma, welches durch die Zugabe von 15 %-igem Trinatriumcitrat gewonnen wurde 9,9 % Trockensubstanz, 8 % Gesamtprotein, 0,24 % Lipide und 1,4 % Mineralstoffe [Radovanovic et al. 1993].   

Die in Tabelle 27 aufgeführten vier Blutentnahmeröhrchen wurden zur Gewinnung der Blutproben eines unbelasteten Probanden verwendet. Die Hydrierung von 1 mL der Blutproben erfolgte eine Stunde nach der Probennahme, wobei der Trägergasfluss entsprechend der Schaumbildungseffizienz reguliert wurde. Die in den Proben nachgewiesenen metall- und metalloidorganischen Verbindungen sind in Tabelle A13 des Anhangs aufgeführt. 

Die Blutproben in den unterschiedlichen Blutentnahmeröhrchen variieren hinsichtlich der Konzentrationen der nachgewiesenen Verbindungen stark. 

Die Konzentrationen der Spezies liegen in den Serumproben durchschnittlich höher als in den Plasmaproben des Fluorid- und Citratblutes. 

Die höchsten detektierten Konzentrationen weist das EDTA-Blut auf. Anorganisches Zinn und Monobutylzinn konnten mit 4 µg bzw. 9,3 µg Sn/L Blut detektiert werden. Ebenfalls wurden anorganisches und monomethyliertes Germanium, anorganisches, mono- und dimethyliertes Arsen, anorganisches Bismut und Zinn in Form von Mono-, Di-, Tri- und Tetramethylzinn gefunden.

Bei der Beurteilung dieser Ergebnisse sind jedoch die schlechten Hydrierbedingungen zu berücksichtigen, die zu unterschiedlichen Analytverlusten je nach Schaumentwicklung der Proben führten. 

Im Folgenden soll die Rolle der den Vollblutproben zugesetzten Antigerinnungsmittel zur Komplexierung von Metallionen diskutiert werden. 

Komplexe werden durch die Wechselwirkung eines Zentralatoms mit einem Liganden gebildet, dabei wird zwischen ein- und mehrzähnigen Liganden unterschieden.

Die Komplexstabilität ist abhängig von den Gleichgewichtskonstanten der einzelnen Schritte der Komplexbildung. Mit zunehmender Komplexierung schwindet die Koordina-tionsfähigkeit des Zentralatoms, was zur Abnahme der Komplexbildungskonstanten führt. Zur Beurteilung der Bildungswahrscheinlichkeit eines gesamten Komplexes werden die einzelnen Komplexbildungskonstanten zu einer Bruttokomplexbildungskonstanten zusammengefasst. Stabile Komplexe ergeben sich mit Liganden, die mehrere Koordina-tionsstellen zur Verfügung haben. 
EDTA als Chelatbildner (Abbildung 5, S. 57) bindet zwei- und dreiwertige Metalle und bildet mit ihnen eine stabile Ringstruktur. Die Stabilitätskonstanten einiger EDTA-Komplexe sind in Tabelle A14 des Anhangs aufgelistet. 

Auf Grund seiner Wasserlöslichkeit komplexiert EDTA nur Metallionen, die in der wässrigen Phase gelöst vorliegen. 

Beim pH-Wert des Blutes von 7,4 nimmt die Stärke, mit der EDTA gelöste Metalle bindet, in folgender Reihenfolge ab:

[image: image1]
Folglich werden alle genannten im Vollblut vorliegenden Metallionen vor den Calciumionen von EDTA komplexiert. Durch diese Komplexierung gelangen die Metallionen bei der Abtrennung des Plasmas in die wässrige Plasmaphase und können bei der Hydridgenerierung mittels NaBH4 durch Zerstörung des EDTA-Komplexes aus der Probe ausgetrieben werden. Dies würde die höheren Konzentrationen der metall- und metalloidorganischen Verbindungen im EDTA-Blut erklären.
Jedoch sollten dann die nachgewiesenen Konzentrationen des Citrat- und Fluoridplasmas ebenfalls höher sein als die in der Serumprobe. 

Bei der klinischen Blutuntersuchung auf das Vorliegen von Schwermetallen werden diese in der Regel im Blutserum bestimmt. Der Nachteil dieser Methode liegt darin, dass die Elemente in den Blutzellen, den roten und weißen Blutkörperchen, nicht erfasst werden. 

Die Blutserumanalyse weist erst dann Konzentrationen der im Blut vorhandenen Metalle und Metalloide auf, wenn diese Elemente auf Grund von Mangelversorgung des Organismus im Depot der Blutzellen fehlen. 

Daher sollte der Elementspiegel im Vollblut unter Erfassung der extra- und intrazellulären Gesamtkonzentrationen bestimmt werden. Dies gilt auch für die Analyse metall- und metalloidorganischer Verbindungen. Dabei sollte auf eines der diskutierten mechanischen Verfahren zur Verringerung der Schaumbildung zurückgegriffen werden. 
Während Ebdon et al. [1999] als einzige Arsenkomponente im Blutplasma Arsenobetain nachweisen konnten, wobei die Konzentrationen von MMA und DMA unterhalb der Nachweisgrenze der HPLC/ICP-MS-Kopplung von 1,5 µg As/L Blut lagen, konnte hier im Blutplasma und -serum anorganisches Arsen, MMA und DMA nachgewiesen werden. Die Konzentrationen des anorganischen Arsens lagen zwischen 2 und 47 ng As/ L Probe, die für MMA und DMA betrugen jeweils 1 bis 2 ng As/ L Probe.  Wie bereits erwähnt, weist eine HPLC/ICP-MS-Kopplung im Vergleich zu der hier verwendeten um den Faktor 1000 höhere Nachweisgrenzen auf, weshalb der Nachweis von in Spuren vorliegenden Spezies mit jener Methode nicht möglich ist.
Brunetto et al. [1999] zeigten in Vollblutproben von 60 Probanden prozentuale Anteile von 60  bis 67 % Monomethylquecksilber und 33  bis 40 % anorganischem Quecksilber. 
Die in Tabelle 26 aufgeführten Ergebnisse der Analyse von 2 mL Serum zeigen einen Nachweis des Monomethylquecksilbers, während das anorganische Quecksilber nicht detektiert wurde. Andererseits wurde bei der Untersuchung der einzelnen Blutentnahme-röhrchen keine Spezies des Quecksilbers nachgewiesen. 
6.1.4
Addition von metall- und metalloidorganischen Verbindungen

Zur Bewertung des Verhaltens der Matrix Blut bei der Addition von metall- und metalloidorganischen Verbindungen erfolgte die Zugabe von Et3SnCl, Me3SbCl2 und TMAO zu Blutserumproben. Für die Hydrierung der Proben wurde ein Probenvolumen von 1 mL zur Minimierung der Schaumentwicklung gewählt. 
Jedoch waren alle hier durchgeführten Analysen zusätzlich durch den Fehler der nicht unter Standardbedingungen durchführbaren Hydrierung belastet.  

Die in den Serumproben nachgewiesenen Konzentrationen der metall- und metalloid-organischen Verbindungen sind in Tabelle A15 des Anhangs aufgeführt. 

Während bei der Analyse des Serums ohne Aufstockung die Konzentrationen von DMA und TMA unterhalb der Nachweisgrenzen lagen, wurde nach Addition von 50 ng As/L Serum als TMAO beide Spezies mit 0,4 bzw. 0,5 ng As/L gefunden. Die Zugabe größerer Mengen TMAO resultierte in geringeren Konzentrationen für DMA und TMA.

Was das MMA und das anorganische Arsen betrifft, so wurde kein Einfluss der addierten Menge TMAO auf deren Konzentration festgestellt. 

Einerseits kann die eingesetzte Menge von 1 mL NaBH4 nicht ausreichen, um eine quantitative Reduktion des TMAO zu erreichen. Andererseits werden bei einer größeren Einwaage des Additivs die nachgewiesenen Konzentrationen sogar geringer. Die vorliegende Matrix scheint einen Großteil des TMAO zu komplexieren, sodass seine Reduktion nicht möglich ist, dieser Effekt verstärkt sich mit zunehmender Konzentration des Additivs.  

Weiterhin wurde analog den Beobachtungen von Hitzke [2000] neben der Reduktion des TMAO zu TMA eine Demethylierung des TMA zu DMA gezeigt, wobei MMA nicht in höheren Konzentrationen als in der Ursprungsprobe nachgewiesen wurde.
Diesbezüglich hatte die Aufstockung der Serumproben mit Triethylzinnchlorid auf die anderen nachweisbaren Zinnspezies keine Auswirkungen. Während in der mit 100 ng Sn/L als Et3SnCl aufgestockten Probe 52 % der ethylierten Zinnverbindungen wiedergefunden wurde, sank die Wiederfindungsrate mit steigender Aufstockungs-konzentration des Et3SnCl. 

Die Zugabe des Me3SbCl2 resultierte in Analogie zu den Beobachtungen von Dodd et al. [1992] und Craig et al. [1999] (Abschnitt 2.2.2.2) sowohl in einem Anstieg der Konzentration des Me3Sb als auch in einer Konzentrationszunahme bei den di- und monomethylierten Antimonspezies. Hierbei wurde im Gegensatz zu den Angaben in der Literatur keine Erhöhung der Konzentration des anorganischen Antimons beobachtet.
Ein Chromatogramm des Antimons einer mit Me3SbCl2 versetzten Serumprobe ist in Abbildung 41 dargestellt. 
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Abbildung 41   Antimonspezies in einer mit Me3SbCl2 versetzten Blutprobe
Das Chromatogramm zeigt das Auftreten einer weiteren bisher nicht nachgewiesenen Antimonspezies, dem Monoethylantimon. Da diese Verbindung in der vorliegenden Arbeit in keiner anderen klinischen Probe detektiert wurde, liegt die Vermutung nahe, dass es sich hier um ein Artefakt handelt, welches durch Umlagerung einer Ethylgruppe des anwesenden Et3SnCl in der Probenlösung entstanden ist.   

Der Mechanismus dieser Umlagerungen muss allerdings in weiterführenden Studien aufgeklärt werden.  
7
Übergreifende Studien
7.1
Entfernung von Amalgamfüllungen bei gleichzeitiger Kontrolle der metall(oid)organischen Ausscheidungen über Urin und Stuhl
Im Rahmen dieser Studie erfolgte die parallele Kontrolle der Ausscheidungsprodukte Urin und Stuhl eines Probanden nach Entfernung seiner Amalgamfüllungen. Die Anzahl der Füllungen betrug vier, dabei wurde die Wertigkeit mit sieben eingestuft. Zur Ausleitung des bei der Entfernung des Amalgams freigesetzten und eventuell inkorporierten Quecksilbers wurde am Tag der Entfernung mit der Einnahme von 4 g der Alge Chlorella pyrenoidosa für eine Zeitspanne von vier Tagen begonnen. Die Probennahme der Urin- und Stuhlproben erfolgte am Morgen vor der Entfernung der Amalgamfüllungen und an den vier folgenden Tagen. 
Neben dem Element Quecksilber, auf welchem in dieser Studie ein besonderes Augenmerk lag, sollte durch die gleichzeitige Kontrolle der beiden Hauptausscheidungs-produkte das jeweilige Verteilungsschema der einzelnen Elemente beobachtet werden.  
Die Analysenergebnisse bezüglich des Vorliegens von metall- und metalloidorganischen Verbindungen in den Urin- und Stuhlproben sind in Tabelle A16 des Anhangs für die Elemente Antimon, Arsen, Bismut, Selen und  Zinn zusammengestellt. 
Die nachgewiesenen Spezies des Quecksilbers werden in der folgenden Tabelle 28 präsentiert.   
	
	Hg0
[ng/L]
	MeHgH

[ng/L]
	Me2Hg

[ng/L]
	Hg0
[ng/kg]
	MeHgH

[ng/kg]
	Me2Hg

[ng/kg]

	
	Urin
	Urin
	Urin
	Stuhl
	Stuhl
	Stuhl

	vorher
	< 0,03
	< 0,03
	< 0,03
	51
	< 0,07
	< 0,07

	1. Tag
	65
	8
	2
	< 0,07
	9.381
	24.977

	2. Tag
	16
	14
	1
	< 0,07
	43.736
	18.099

	3. Tag
	17
	< 0,03
	< 0,03
	< 0,07
	13.189
	1.818

	4. Tag
	34 
	< 0,03
	< 0,03
	< 0,07
	16.430
	2.901


Tabelle 28   Nachgewiesene Quecksilberspezies in Urin- und Stuhlproben eines 

        Probanden nach Entfernung von vier Amalgamfüllungen

Die Menge Quecksilber, die in vier Amalgamfüllungen enthalten ist, liegt zwischen 1 und  1,3 g, wobei die Menge des Quecksilbers, welches bei der Entfernung der Füllungen in den Organismus gelangt, nicht generell abschätzbar ist. In der Urinprobe des ersten Tages nach Entfernung der Füllungen wurde durchschnittlich 65 ng/L anorganisches Queck-silber nachgewiesen, dies entspricht bei einer Urinmenge von ca. 200 mL Morgenurin etwa 13 ng.   
Viel bedeutender ist jedoch der Nachweis der methylierten Quecksilberspezies nach der Entfernung der Amalgamfüllungen. An den ersten beiden Tagen wurden insgesamt 34,4 bzw. 61,8 µg/kg methylierte Quecksilberkomponenten in den Stuhlproben nachgewiesen, was einem Gehalt von 8,6 bzw. 15,5 ng pro Stuhlprobe entspricht. 

Da es sich bei dem in dem Amalgamgemenge enthaltenen Quecksilber um anorganisches Quecksilber handelt und ab einer Woche vor der Durchführung dieser Studie auf den Verzehr quecksilberhaltiger Nahrungsmittel verzichtet wurde, weist der Nachweis der methylierten Spezies im Ausscheidungsprodukt des Organismus eindeutig auf eine Methylierung im menschlichen Körper hin. So wurde neben der monomethylierten Spezies auch das Dimethylquecksilber detektiert. Die bereits in Abschnitt 5.2.2 bei der Analyse der Speichelproben nach einer Amalgamentfernung diskutierte Methylierung in der Mundflora des Menschen kann hier nun um die Methylierung in der Darmflora erweitert werden. Die Methylierung anorganischen Quecksilbers in der Flora des menschlichen Darms konnte bisher nur In-vitro [Yannai und Berdicevsky 1991 und Ludwicki 1998] gezeigt werden, hier gelang erstmalig der In-vivo-Nachweis. 
Im Folgenden sollen nun die unterschiedlichen Eliminierungspfade der einzelnen Elemente aus dem Organismus betrachtet werden. 

Literaturangaben zufolge [Begerow 1994, Agaki 1995, Zalups 2000] erfolgt die Ausscheidung des anorganischen Quecksilbers größtenteils über den Urin, wohingegen das Methylquecksilber zu 90 % über den Darm und zu 10 % über die Niere eliminiert wird. 
Dies wird durch die gefundene Verteilung der Quecksilberspezies in Urin und Faces bestätigt, wobei die Ausscheidung der methylierten Spezies hier fast vollständig über den Stuhl erfolgt. 
Während vor der Entfernung der Amalgamfüllungen lediglich im Stuhl anorganisches Quecksilber mit einer Konzentration von 51 ng Hg/kg nachgewiesen wurde und die Urinproben kein detektierbares Quecksilber aufwiesen, wurde bereits am ersten Tag nach der Entfernung des Amalgams das Vorliegen der beiden methylierten Spezies Mono- und Dimethylquecksilber in den Stuhl- und das des anorganischen Quecksilbers in den Urinproben gezeigt. Lediglich an den beiden Tagen der Ausscheidung der höchsten Konzentrationen wurden im Urin ebenfalls geringe Mengen (0,05 %) methylierter Spezies nachgewiesen. 
Bei der Betrachtung des anorganischen Quecksilbers empfiehlt sich demzufolge die Urinanalyse als Methode der Wahl, wohingegen die Kontrolle der methylierten Spezies via Ausscheidung im Stuhl erfolgen sollte.
Die Speziesverteilung des Elementes Arsen auf die beiden Ausscheidungsprodukte Urin und Stuhl ist in Abbildung 42 dargestellt. 
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Abbildung 42 Verteilung der Spezies des Elementes Arsen auf die beiden

Ausscheidungsprodukte Urin und Stuhl 
Die in der einschlägigen Literatur anerkannte Aussage, dass die Hauptausscheidung des Arsens über die Niere stattfindet, wird anhand der in Abbildung 42 gezeigten Gegenüberstellung der Ausscheidungen über Urin und Stuhl für das Mono- und das Dimethylarsen als Hauptarsenkomponenten im Urin bestätigt. 

Durch die Speziierung der Arsenverbindungen wurde jedoch die Eliminierung des anorganischen Arsens zu einem Anteil von 62 bis 91 % über den Stuhl gezeigt. Hierbei ist auffällig, dass bei höheren Konzentrationen des anorganischen Arsens die Beteiligung der Ausscheidung über die Faces zunimmt, während bei geringeren Konzentrationen in den Urinproben zwischen 35 und 38 % des gesamten anorganischen Arsens nachweisbar ist. 
Bei der Ausscheidung der beiden methylierten Spezies aus dem Organismus liegt mit dem Nachweis von durchschnittlich 77,4 % MMA und durchschnittlich 89,7 % DMA in den Urinproben das Übergewicht eindeutig auf Seiten der Eliminierung über den Harn.  
Die häufig publizierte und in dieser Arbeit ebenfalls nachgewiesene Verteilung der drei Arsenspezies im Urin mit einem Anteil des anorganischen Arsens von bis zu 30 %, des MMA von 10 bis 20 % und des DMA von 60 bis 80 % stimmen mit den hier gefundenen mittleren Anteilen des anorganischen Arsens von 22 %, des MMA von 13 % und des DMA von 65 % ebenfalls überein. 
Die Speziesverteilung in den Stuhlproben gestaltet sich mit durchschnittlich 88,3 % anorganischen Arsens, 6,1 % MMA und 5,6 % DMA vollständig unterschiedlich, stimmt aber mit der in Abschnitt 4.2 im Stuhl nachgewiesenen überein. 
Da TMA nur in 1/3 der analysierten Proben detektiert wurde, reichen diese Angaben für die Erstellung eines Verteilungsschemas der Ausscheidung nicht aus. 
In der vorliegenden Arbeit wurde hiermit erstmalig ein Vergleich der Verteilungen der drei Arsenkomponenten anorganisches Arsen, Monomethyl- und Dimethylarsen in Urin- und Stuhlproben durchgeführt. Weiterhin wurde ein konstantes Verteilungsmuster für diese Spezies im Stuhl beobachtet und beschrieben.  

Für das Element Zinn wurden in den Stuhlproben in Analogie zu den nach der Amalgam-entfernung analysierten Speichelproben (Abschnitt 5.2.2) sehr hohe Konzentrationen nachgewiesen. Das anorganische Zinn, welches in der Referenzstuhlprobe mit 14,3 µg Sn/kg vorlag, wurde drei Tage nach der Entfernung der Füllungen mit 87,8 µg Sn/kg nachgewiesen. Ebenso stieg die Konzentration des Butylzinns von 1,5 in der Referenz-probe auf 11,2 µg Sn/kg in der Stuhlprobe des zweiten Tages an, während für die methylierten Zinnkomponenten keine signifikanten Konzentrationsänderungen beobachtet wurde.  
Die bereits in Abschnitt 5.2.2 der vorliegenden Arbeit diskutierte These, dass die Ursache für den Nachweis dieser hohen Zinnkonzentrationen das Entweichen des Zinns aus den Amalgamfüllungen ist, kann durch die hier gefundenen Konzentrationen gefestigt werden. Auch die hohen nachgewiesenen Konzentrationen des Butylzinns müssten im Zusammenhang mit der Entfernung der Amalgamfüllungen stehen, da ein Einbringen des Butylzinns durch die Einnahme der Alge Chlorella pyrenoidosa in diesen Konzentrationen gemäß den in Tabelle A10 des Anhangs aufgeführten Butylzinnkonzentrationen von maximal 3,2 µg Sn/kg in den Stuhlproben nach der Algeneinnahme ausgeschlossen werden kann. 

Die Konzentrationserhöhung bei den Zinnspezies nach der Entfernung der Amalgam-füllungen wurde jedoch nicht für die über den Urin nachgewiesenen Zinnkomponenten, die viel geringere Konzentrationen aufweisen, beobachtet. Dies lässt auf den intestinalen Hauptausscheidungspfad des Zinns schließen. 
Zur Untermauerung dieser Annahme ist die prozentuale Verteilung der fünf Zinnspezies anorganisches Zinn, Mono-, Di- und Trimethylzinn sowie Monobutylzinn auf die beiden hier betrachteten Ausscheidungsprodukte Urin und Stuhl in Tabelle 29 dargestellt. 
	
	SnH4
	SnH4
	MMT
	MMT
	DMT
	DMT
	TMT
	TMT
	MBT
	MBT

	
	Urin
[%]
	Stuhl 
[%]
	Urin
[%]
	Stuhl
[%]
	Urin
[%]
	Stuhl
[%]
	Urin
[%]
	Stuhl
[%]
	Urin
[%]
	Stuhl
[%]

	vorher

	10,4
	89,6
	1,2
	98,8
	21,9
	78,1
	96,9
	< 3,1 

	14,5
	85,5



	1. Tag

	6
	94
	3,8
	96,2
	18,1
	81,9
	98,7
	< 1,3
	1,4
	98,6

	2. Tag

	4,9
	95,1
	2,1
	97,9
	13,8
	86,2
	15
	85
	0,6
	99,4

	3. Tag

	2,5
	97,5
	1,3
	98,7
	10
	90
	3,8


	96,2
	2,1
	97,9

	4. Tag

	3,4
	96,6
	1,3
	98,7
	10,1
	89,9
	5,4
	94,6
	1,1
	98,9

	5. Tag

	2,2
	97,8
	1,3
	98,7
	11
	89
	97,5
	< 2,5

	4,4
	95,6


Tabelle 29   Prozentuale Verteilung der nachgewiesenen Zinnkomponenten auf die 

        menschlichen Ausscheidungsprodukte Urin und Stuhl

Wie die Angaben in obiger Tabelle bestätigen, findet die Eliminierung aller hier nach-gewiesenen Zinnspezies aus dem menschlichen Organismus zu über 90 % über den Darm statt. Eine Unterscheidung der anorganisch und der organisch vorliegenden Komponenten, wie im Falle des Arsens oder Quecksilbers, bezüglich ihres Ausscheidungsweges wurde beim Element Zinn nicht beobachtet. 
Lediglich das Trimethylzinn wurde in drei Stuhlproben nicht nachgewiesen, während es in den korrespondierenden Urinproben vorlag. 

Eine geringe Absorption der anorganischen Zinnverbindungen und die zum Großteil ohne Metabolisierung direkte Ausscheidung über den Stuhl kann anhand der vorliegenden Ergebnisse bestätigt werden. Der geringe Prozentsatz des anorganischen Zinns im Urin von durchschnittlich 4,9 % entspricht dem im Körper resorbierten Anteil, welcher den Organismus über den Harn verlässt. 
Im Gegensatz dazu zeigen organische Zinnverbindungen eine hohe Fettlöslichkeit und Stabilität in biologischen Flüssigkeiten, wodurch ihre Anreicherung im Organismus ermöglicht wird; das Verlassen des Körpers geschieht dabei ebenfalls über den Stuhl.
Die Kontrolle der Ausscheidung aller hier nachgewiesenen Zinnspezies sollte somit über das Ausscheidungsprodukt Faces erfolgen. 
Die beiden Selenspezies Dimethylschwefelselen und Dimethyldiselen werden gemäß der vorliegenden Studie ausnahmslos über den Urin ausgeschieden, ein Nachweis dieser Komponenten in den Stuhlproben war nicht möglich. Dies entspricht der in Abschnitt 1.4.7 beschriebenen Metabolisierung des Selens im Organismus. Die mit der Nahrung aufgenommenen Selenverbindungen werden im Körper entweder in Selenproteine eingebaut oder zu Selenwasserstoff reduziert und anschließend schrittweise methyliert, wobei die Ausscheidung dieser Methylderivate über den Harn oder die Expiration geschieht.  
Lediglich für das anorganisch vorliegende Antimon kann eine Aussage über dessen bevorzugte Eliminierung aus dem Organismus getroffen werden. Die Spezies Mono-, Di- und Trimethylantimon lagen in den analysierten Urin- und Stuhlproben nicht in ausreichend hohen Konzentrationen, die Rückschlüsse zulassen würden, vor. Das anorganische Antimon wurde lediglich in drei Urinproben nachgewiesen, jedoch wiesen zwei der Proben recht hohe Konzentrationen von durchschnittlich 5,4 und 10,5 µg Sb/L auf. Demgegenüber lagen die Konzentrationen des anorganischen Antimons in den entsprechenden Stuhlproben unterhalb der Nachweisgrenze von 0,07 ng Sb/kg. Dies weist auf eine überwiegende Ausscheidung des anorganischen Antimons über den Harn hin, was jedoch im Gegensatz zu der dem Arsen ähnlichen, allgemein diskutierten, Verhaltensweise im Organismus steht.  

Für die mit der verwendeten Nachweismethode detektierbaren Bismutkomponenten anorganisches Bismut, Mono-, Di- und Trimethylbismut kann, begründet durch den seltenen Nachweis dieser Komponenten in den Urin- und Stuhlproben, bezüglich ihres Ausscheidungsverhaltens aus dem menschlichen Organismus keine Aussage getroffen werden.  
7.2
Vergleich der Atem-, Speichel- und Urinproben von drei Probanden vor und nach Verzehr einer metall- und metalloidhaltigen Mahlzeit

Bei dieser Studie stand die Kontrolle der metall- und metalloidhaltigen Bestandteile der Expiration, des Speichels und des Urins nach Verzehr einer mit Arsen, Bismut, Quecksilber und Selen angereicherten Mahlzeit im Vordergrund. Drei Tage vor Beginn des Versuches wurde auf metall- und metalloidhaltige Nahrungsmittel verzichtet. Atem-, Speichel- und Urinproben wurden vor der Einnahme der angereicherten Kost, Atem- und Speichelproben drei Stunden nach deren Verzehr und Urinproben je nach Harndrang genommen. Insgesamt sammelte jeder der drei Probanden innerhalb von zwölf Stunden vier Urinproben.

Nachfolgend sind die je Versuchsperson inkorporierten Nahrungsmittel und deren Metall(oid)gehalte aufgeführt:
· 2 Dosen Thunfisch (300 g) → 10 µg Quecksilber als Monomethylquecksilber
· 5 Tabletten Chlorella pyrenoidosa → 1 µg organisch gebundenes Arsen 
· 5 Tabletten Selemun → 228 µg Selen als Selenit
· 2 Tabletten Telen → 215 mg Bismut als Citratkomplex

Atem

Die in der Atemluft nachgewiesenen Verbindungen vor und nach Verzehr der angereicherten Mahlzeit zeigt Tabelle 30.
	
	Proband I vorher

[ng/m3]
	Proband I nachher

[ng/m3]
	Proband II vorher

[ng/m3]
	Proband II nachher

[ng/m3]
	Proband III vorher

[ng/m3]
	Proband III nachher

[ng/m3]

	(CH3)2Se
	2
	2
	5
	1
	1
	1

	(CH3)4Sn
	0,3
	< 0,02
	< 0,02
	< 0,05
	< 0,05
	< 0,05

	(CH3)I
	14
	12
	10
	14
	4
	4

	Hg0
	3
	1
	< 0,01
	< 0,01
	< 0,01
	1

	(CH3)(C2H5)Hg
	3
	< 0,01
	< 0,01
	< 0,01
	< 0,01
	1

	BiH3
	< 0,01
	1
	< 0,01
	1
	< 0,01
	< 0,01

	(CH3)BiH2
	0,2
	3
	1
	0,3
	(0,02)
	0,3

	(CH3)3Bi
	< 0,01
	< 0,01
	< 0,01
	0,1
	< 0,01
	< 0,01


Tabelle 30   Nachgewiesene Verbindungen in Atemproben von drei Probanden vor und

        nach Verzehr einer metall- und metalloidhaltigen Mahlzeit 

In den Atemproben aller Probanden wurde erneut Dimethylselen nachgewiesen. Die Konzentrationen liegen jedoch deutlich unter den in Abschnitt 5.1 bestimmten. 

Die in der vorliegenden Studie dem Organismus oral zugeführte Menge Selen betrug 228 µg als Selenit, der tägliche Selenbedarf liegt zwischen 10 und 100 µg. 

Bei oraler Applikation wird Selen überwiegend im Dünndarm resorbiert. Anorganische Selenite werden dabei in der Dünndarmschleimhaut passiv resorbiert und zu Selen-wasserstoff reduziert. Dieser wird dann über die Bildung von Selenphosphat und einem Selencysteinkomplex selektiv in Selenproteine eingebaut oder nach seiner Methylierung mit dem Urin als Monomethylselen oder dem Atem als Dimethylselen ausgeschieden. 

Allerdings liegt keine Korrelation zwischen der hier zugeführten Selenmenge und der durch die Atemprobe vor und nach der Aufnahme ausgeschiedenen Menge vor. Die aufgenommene Selenmenge war vermutlich zu gering, um einen Konzentrationsanstieg des Dimethylselens in der Expirationsluft nachzuweisen.
Die Aufnahme von 10 µg Monomethylquecksilber durch den Verzehr des Thunfisches zeigte weder eine Auswirkung auf die Konzentration des anorganischen Quecksilbers noch auf die der organisch vorliegenden Quecksilberspezies in der Atemluft. 

Bei oraler Aufnahme von Methylquecksilber(II) bildet sich mit der Salzsäure des Magens das lipophile Methylquecksilberchlorid, welches durch Resorption ins Blut gelangt. Dort sind Methylquecksilberverbindungen zu 90 % an die Erythrozyten gebunden. 
Die Ausscheidung des Quecksilbers findet zu 90 % über den Darm und zu 10 % über die Niere statt. 

Obwohl die aufgenommene Menge des methylierten Quecksilbers im Vergleich zu einer 300g Portion Salzwasserfisch, welche zwischen 1,6 und 54 ng Hg als Monomethyl-quecksilber enthält [Sweet und Zelikoff 2001], verhältnismäßig groß war, wird hier die bevorzugte Ausscheidung des oral aufgenommenen Quecksilbers über Urin und Stuhl durch die nicht bestimmbaren Konzentrationen in der Atemluft bestätigt. 
Erstmalig wurde Ethylmethylquecksilber in zwei von sechs Atemproben nachgewiesen. Auf Grund ihrer Größe können Ethylquecksilberverbindungen die Blut-Hirn-Barriere nicht durchdringen und werden im Organismus schnell abgebaut. Deshalb wird deren Nachweis in der Expiration nur kurze Zeit nach der Aufnahme in den Körper gelingen.  

Ein Nachweis der Verbindungen des Elementes Arsen in der Atemluft war nicht möglich. 
Die Konzentration des Methyliods liegt mit durchschnittlich 9,5 ng Iod/m3 im gleichen Bereich wie die der Atemproben aus Kapitel 5.1. 

Damit üben die aufgenommenen Mengen der Verbindungen der Elemente Arsen, Quecksilber und Selen keinen Einfluss auf die Konzentrationen dieser Elemente oder ihrer korrespondierenden metall- und metalloidorganischen Verbindungen in der Atemluft aus. 

Für das Element Bismut besteht eine Korrelation zwischen der Konzentration des Bismuts in den Atemproben und seiner Aufnahme in den Organismus. Der Atem des Probanden I enthielt vor dem Verzehr der Mahlzeit lediglich 0,2 ng Bi/m3 als MeBiH2, während drei Stunden nach Verzehr der Bismuttabletten die Konzentration des MeBiH2 um den Faktor 14 anstieg und anorganisches Bismut mit einer Konzentration von 1 ng Bi/m3 vorlag. 

Bei Proband III wurde ein 15-facher Anstieg der MeBiH2 Konzentration nach der Nahrungsaufnahme festgestellt. 

Die nachgewiesenen Bismutspezies des Probanden II in der Atemprobe nach Aufnahme der bismuthaltigen Nahrung sind in Abbildung 43 als Chromatogramm des Bismuts dargestellt. 
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Abbildung 43 Nachgewiesene Bismutspezies in einer Atemprobe nach Aufnahme von
bismuthaltiger Nahrung

Bei der oralen Aufnahme von Bismutsalzen entstehen durch die Magensäure unlösliche Salzkomplexe, die von dem Gastrointestinaltrakt kaum resorbiert und über den Darm ausgeschieden werden. 

Allerdings enthielt der Atem des Probanden III nach dem Verzehr der Bismuttabletten neben anorganischem Bismut und MeBiH2 ebenfalls Me3Bi. Dies könnte ein erster Hinweis auf eine Methylierung des Bismuts im menschlichen Organismus sein. 
Das im Citratkomplex gebundene Bismut würde nach der Methylierung im Körper über den Darm ins Blut gelangen und von dort über die Lunge in die Ausatmungsluft.
Urin 

In Analogie zu den Ergebnissen der Atemproben wurde für das Bismut in den Urinproben über eine Gesamtgehaltsbestimmung mittels Lösungsanalytik des ICP-MS in Zusammen-arbeit mit Herrn Hippler eine signifikante Konzentrationserhöhung nach der Nahrungs-aufnahme für alle drei Probanden gezeigt. Den Verlauf der Bismutkonzentration in den fünf Urinproben, wobei Urinprobe 0 dem Referenzurin vor Verzehr der präparierten Mahlzeit entspricht, zeigt Abbildung 44.
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Abbildung 44 Konzentrationsverlauf des Bismuts im Urin vor und nach Verzehr einer 


bismutreichen Mahlzeit bei drei Probanden

Bei Proband I resultiert eine Gauß-Verteilung aus der Auftragung der  Bismut-konzentrationen der einzelnen Urine. Sie erreicht mit der ersten Urinprobe nach Verzehr der Bismuttabletten ein Maximum, während die höchste Konzentration bei Proband II in der zweiten und bei Proband III in der dritten Urinprobe gefunden wurde.
Durch Berechnung der Konzentrationen der einzelnen Urinproben und Addition der Werte ergibt sich bei einer Aufnahme von 215 mg Bismut pro Proband die Gesamtbismut-konzentration für Proband I zu 1,1 mg, für Proband II zu 314 µg und für Proband III zu 147 µg innerhalb von maximal 12,5 Stunden nach dem Verzehr der mit Bismut angereicherten Mahlzeit. Damit wurde maximal 0,5 % des inkorporierten Bismuts über die Ausscheidung via Urin nachgewiesen. Dies unterstützt die These von der intestinalen Ausscheidung als Hauptausscheidung nach der orale Aufnahme von Bismutsalzen.  

Die Konzentrationen der Gesamtgehaltsbestimmung für die Elemente Antimon, Arsen, Bismut, Quecksilber und Selen in den Urinproben sind in Tabelle A17 des Anhangs aufgeführt. Während für Quecksilber und Selen kein Zusammenhang mit dem Verzehr der angereicherten Nahrung beobachtet wurde, zeigen die Arsenkonzentrationen einen Anstieg auf das 4- bis 18fache. Die hier ermittelten Konzentrationen liegen signifikant über der dem Organismus zugeführten Menge von 1 µg Arsen. Dies kann mit den Verzehr des Thunfisches begründet werden, welcher Arsenkonzentrationen im mg/kg-Bereich enthält, die bei der Berechnung des zugeführten Arsens nicht berücksichtigt wurden. Die Ausscheidung des Arsens aus dem Organismus geschieht größtenteils über den Urin innerhalb von ein bis drei Tagen. Für die ersten 12,5 Stunden wurde nach dem Verzehr der angereicherten Mahlzeit eine Gesamtarsenausscheidung für Proband I von 298, für Proband II von 436 und für Proband III von 306 µg/L nachgewiesen. 

Werden nun die Ergebnisse der Speziierung der Urinproben betrachtet, die in Tabelle A18 des Anhangs aufgeführt sind, zeigt sich sowohl für das Arsen als auch für die Elemente Quecksilber und Bismut ein signifikanter Konzentrationsanstieg, während Spezies des Selens nicht nachgewiesen wurden. 
Der Anteil des hydrierbaren Arsens in den Urinproben liegt zwischen 1 und 4 %. In keiner der Urinproben wurde anorganisches Arsen nachgewiesen. Der Urin des Probanden I enthielt in der Blindprobe als einzige Arsenspezies DMA mit einer Konzentration von 2282 ng As/L. Etwa drei Stunden nach Verzehr des Thunfisches wies die entsprechende Urinprobe neben DMA mit einer Konzentration von 6313 ng As/L auch die Spezies MMA und TMA mit Konzentrationen von 132 bzw. 93 ng As/L auf.
Den Konzentrationsverlauf der Arsenspezies des Probanden I zeigt Abbildung 45 in einer logarithmischen Auftragung. 
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Abbildung 45  Konzentrationsverlauf der Arsenspezies MMA, DMA und TMA im Urin
 
            eines Probanden nach Verzehr einer arsenhaltigen Mahlzeit
Nach sieben Stunden entsprechen die Konzentrationen der Arsenspezies im Urin des Probanden I in etwa denen der Referenzprobe. 
Die nachgewiesenen Konzentrationen des Arsens in den Urinproben der Probanden II und III zeigen kein analoges Verlaufsschema. Jedoch wurden alle drei Spezies detektiert, wobei DMA die Hauptkomponente darstellt. 
Eine signifikante Erhöhung der DMA-Konzentration nach dem Verzehr der Fischmahlzeit, wie die von Sur et al. [1999] beobachtete Verdoppelung der DMA-Werte oder der von Goessler et al. [1997] nachgewiesene Konzentrationsanstieg des DMA um das zwei- bis fünffache, wurde lediglich für Proband I festgestellt. 
Hakaka und Puy [1995] sahen keinen Einfluss des Verzehrs einer Fischmahlzeit auf die Konzentration von MMA im Humanurin, dies entspricht den für Proband II und III beobachteten Gehalten, im Gegensatz zu dem für Proband I  gezeigten Anstieg der MMA- Konzentration nach Verzehr der Mahlzeit. 
Sowohl die Konzentration des anorganischen Quecksilbers als auch die des Monomethyl-quecksilbers steigt nach Verzehr des Thunfisches an. Abbildung 46 stellt die Konzen-trationen der beiden Spezies in den Urinproben graphisch dar. 
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Abbildung 46  Konzentrationsverlauf des anorganischen Quecksilbers und des
Monomethylquecksilbers in den Urinproben von drei Probanden nach
Verzehr einer quecksilberreichen Kost
Während die beiden Konzentrationsverläufe des Probanden I einer Gaußverteilung folgen, zeigen die Konzentrationsverläufe für die Probanden II und III keine analogen Maxima für die Ausscheidung der beiden Spezies. 

Jedoch gelang in dieser im Gegensatz zu der in Abschnitt 3.4.2 beschriebenen Studie der Nachweis des methylierten Quecksilbers nach dem Verzehr von Fisch. Dies lässt sich durch den unterschiedlichen Monomethylquecksilbergehalt in den verzehrten Fisch-mahlzeiten erklären. Im Vergleich zur verzehrten Seelachsfiletmahlzeit, die 692 ng methyliertes Quecksilber aufwies (Tabelle 17, S. 124), enthielt die hier aufgenommene Thunfischportion mit 10 µg die 10fache Menge Monomethylquecksilber. Der innerhalb der kontrollierten Zeit von 12,5 Stunden nachgewiesene Gehalt des Monomethyl-quecksilbers in der Urinmenge von etwa einem Liter pro Proband beträgt mit 59 ng Hg für Proband I, 24 ng Hg für Proband II und 7 ng Hg für Proband III jedoch lediglich zwischen 0,01 und 0,6 % des inkorporierten methylierten Quecksilbers. 
Die Frage nach dem Verbleib des dem Organismus zugeführten Monomethylquecksilbers kann bei einem überwiegend intestinalen Ausscheidungsweg des Quecksilbers erst durch die Analyse des Stuhls beantwortet werden.   
Wie bereits bei der Diskussion der Ergebnisse der Atemproben beschrieben, entstehen bei der oralen Aufnahme von Bismutsalzen durch die Magensäure unlösliche Salzkomplexe, die von dem Gastrointestinaltrakt kaum resorbiert und über den Darm ausgeschieden werden. Die in den Atemproben nachgewiesenen methylierten Bismutspezies lassen eine Methylierung des anorganischen Bismuts im Organismus vermuten, dies wurde anhand der Speziierung der Urinproben jedoch nicht eindeutig verifiziert. Für das in den Referenzurinproben nicht nachweisbare anorganische Bismut wurden Konzentrationen von bis zu 51 µg Bi/L Urin in den Urinen nach Einnahme von 215 µg Bismutcitrat detektiert. Die über 12,5 Stunden über den Harn ausgeschiedene Menge anorganischen Bismuts betrug für Proband I beispielsweise 80 µg Bi/L. 

Der Nachweis methylierter Bismutspezies gelang lediglich in den Urinproben des Probanden II. Hier wies die Urinprobe mit der ebenfalls maximalen anorganischen Konzentration von 5 µg Bi/L Mono- und Dimethylbismut mit Konzentrationen von 12 bzw. 21 ng Bi/L auf, wohingegen Trimethylbismut nicht nachgewiesen wurde. Dies ist ein weiterer Hinweis auf die Methylierung des Bismuts im Organismus, jedoch ist für die Verifizierung bei der intestinalen Ausscheidung als Hauptausscheidung des Bismuts die Analyse dieses Ausscheidungsproduktes unabdingbar. 
Speichel 
Es erfolgte die Analyse von Speichelproben vor und drei Stunden nach Verzehr der angereicherten Mahlzeit auf das Vorliegen von metall- und metalloidorganischen Verbindungen. Die Ergebnisse führt Tabelle A19 des Anhangs auf. Beide Speichelproben des Probanden I wiesen keine metall(oid)organischen Komponenten auf. Die Mund-flüssigkeiten der Probanden II und III enthielten nach Verzehr der Mahlzeit anorganisches Bismut in Konzentrationen von 108 bzw. 15 µg Bi/L. Methylierte Bismutspezies wurden nicht nachgewiesen. 

Durch die Analyse der Speichelproben wurde der in Abschnitt 5.2.2 erfolgte Nachweis des anorganischen Quecksilbers in Speichelproben von Amalgamträgern reproduziert. 
In Analogie zu dem dort im Speichel des Amalgamträgers nachgewiesenen anorganischen Quecksilber weist der Speichel des Probanden III, welcher Amalgamfüllungen besitzt, anorganisches Quecksilber in Konzentrationen von 3,4 µg Hg/L auf, wohingegen die Konzentrationen des Quecksilbers in den Proben der anderen beiden Versuchspersonen unterhalb der Nachweisgrenze lagen. 
Hier konnte eine ca. 100fach höhere Menge anorganisches Quecksilber detektiert werden als in den Speichelproben der in Abschnitt 5.2.2 beschriebenen Studie. Dies ist insofern zu diskutieren, als das das Procedere des Kaugummikauens vor der Gewinnung der Speichelprobe, welches hier im Gegensatz zu der Studie in Abschnitt 5.2.2 nicht durchgeführt wurde, die Konzentration des anorganischen Quecksilbers signifikant erhöht [Mayer et al.1994, Krauß et al.1998]. 
Jedoch liegt die nachgewiesene Konzentration des anorganischen Quecksilbers des Probanden III in guter Übereinstimmung mit den in der Literatur vorhandenen Angaben über die Konzentrationen im Ruhespeichel von Amalgamträgern.
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						Proband I				Proband II				Proband III

						anorg Hg		MeHgH		anorg Hg		MeHgH		anorg Hg		MeHgH
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				TMA		MMA		DMA

		0		0		0		2282

		2.5		23		62		2274

		4		93		132		6313
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