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Einleitung	

	

„Gosio“, 	„Wetterhahn“,	„Minamata“,	„Black	Foot 	Disease“	

Dies	sind	nur	einige 	Synonyme,	die	für	die	Gefahren	stehen,	die	von	

Metall(oid)en	oder	methylierten	metall(oid)organischen	Verbin‐

dungen	ausgehen	können. 	Zudem	geben	diese	Begriffe 	zugleich	zu 	

bedenken,	wie 	stark 	sich	die	Eigenschaften	der	anorganischen	For‐

men	von	ihren	methylierten,	organischen	Verbindungen 	unter‐

scheiden	können.				

Diese	Arbeit 	befasst 	sich 	daher	mit 	der	Speziierung	und	Toxizität	

metall(oid)organischer 	Verbindungen,	insbesondere	mit 	der	des	

Arsens, 	aber	auch	mit	Hg,	Bi	und	Sn	in	biologischen	und	umweltre‐

levanten	Systemen2.	

																																																								
2	Teile	dieser	Arbeit	wurden	bereits	 in	 internationalen	Fachzeitschriften	sowie	als	Buchkapitel,	

Poster	und	in	Form	von	Vorträgen	veröffentlicht.		
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Einleitung	und	Ziele	dieser	Arbeit	

Spätestens	 seit	 dem	 Auftreten	 chronischer	 Arsenvergiftungen	 in	 Indien	 und	

Bangladesch	 („Black	 Foot	Disease“),	 den	Massenvergiftungen	 in	 der	Bucht	 von	

Minamata	(Japan)	durch	Einleiten	von	Methylquecksilber	ins	Meerwasser3	oder	

dem	tragischen	Unfall	von	Prof.	K.	Wetterhahn,	welche	bei	der	Herstellung	eines	

NMR‐Standards	wenige	Tropfen	des	Dimethylquecksilbers	 auf	 ihre	 Latexhand‐

schuhe	bekam	und	einige	Monate	später	an	den	Folgen	dieses	Unfalls	verstarb,	

ist	 die	 toxische	Wirkung	metall(oid)organischer	 Verbindungen	 und	 deren	 Ein‐

fluss	auf	die	Umwelt	bekannt.	

Seither	weiß	man,	dass	gerade	Latexhandschuhe	von	diesen	Substanzen	schnell	

durchdrungen	werden.	Allerdings	sind	bis	heute	kaum	Daten	über	die	Permeabi‐

lität	 anderer	 metall(oid)organischen	 Verbindungen	 wie	 z.B.	 Tetramethylzinn	

(Me4Sn)	 oder	 Trimethylbismut	 (Me3Bi))	 durch	 Einmalhandschuhe	 unter	 typi‐

schen	Laborbedingungen	verfügbar.	Dies	soll	 in	einem	Teil	dieser	Arbeit	durch	

die	Verwendung	einer	neuen	Testzelle	nachgeholt	werden.		

Auch	 an	 anderer	 Stelle	 werden	 Kunststofffolien	 verwendet,	 welche	 von	 me‐

tall(oid)organischen	 Verbindungen	 durchdrungen	 werden	 können.	 So	 werden	

z.B.	 Fermenter	 zur	 Biogaserzeugung,	 in	 denen	 metall(oid)organische	 Verbin‐

dungen	 gebildet	 werden	 könnten,	 mit	 Kunststoffplanen	 überdeckt.	 Inwieweit	

diese	Verbindungen	dort	tatsächlich	entstehen,	ist	bisher	aber	nicht	bekannt	und	

soll	hier	Beispielhaft	an	vier	Biogasanlagen	untersucht	werden.		

																																																								
3	Bereits	1956	traten	in	Minamata	die	ersten	Erkrankungen	auf.	Später	(1968)	wurden	auch	Fälle	

aus	dem	Becken	des	Agano	Flusses	bekannt.	Bei	der	Krankheit	handelt	es	sich	um	eine	Vergif‐

tung	 des	 zentralen	Nervensystems	 durch	Methylquecksilber.	 Dies	 gelangte	 über	 die	 Abwässer	

einer	Chemiefabrik,	welche	Acetaldehyd	nach	dem	Hoechst‐Prozess	herstellte,	in	die	Umwelt.	Bei	

diesem	 Prozess	 der	 nassen	 Oxidation	 wird	 Acetylen	 unter	 Verwendung	 von	 anorganischem	

Quecksilber	als	Katalysator	mit	Wasser	zu	Acetaldehyd	(Ethanal)	umgesetzt.	Als	Nebenprodukt	

dieser	 Reaktion	 entsteht	 pro	 Tonne	 Acetaldehyd	 etwa	 1kg	 Methylquecksilber,	 welches	 über		

Jahrezehnte	ins	Meer	geleitet	wurde.	
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Die	 Fähigkeit	 der	 metall(oid)organischen	 Verbindungen,	 Barrieren	 wie	 etwa	

Folien,	Membranen	oder	die	Haut	 leicht	zu	durchdringen,	kann	man	sich	aller‐

dings	auch	zu	Nutze	machen,	um	so	die	toxische	Wirkung	dieser	leichtflüchtigen	

Verbindungen	 zu	 untersuchen.	 Dazu	 können	 Zellen	 auf	 eine	 Membran	 aufge‐

bracht	 und	 so	 gegen	 flüchtige	 metall(oid)organische	 Verbindungen	 exponiert	

werden.	Ein	entsprechender	Versuchsaufbau	ist	ebenfalls	Teil	dieser	Arbeit.	

Während	die	Toxizität	der	anorganischen	Formen	dieser	Metall(oid)e	meist	sehr	

gut	dokumentiert	ist	(Arsen	bzw.	Quecksilber)	und	einige	von	ihnen	zudem	rela‐

tiv	 wenig	 giftig	 sind	 (z.B.	 Zinn	 oder	 Bismut),	 können	 deren	 methylierte,	 me‐

tall(oid)organischen	 Verbindungen	 hochtoxisch	 sein	 (siehe	 Dimethylquecksil‐

ber).	

Für	Arsen	wird	oft	die	unterschiedliche	Aufnahme	einzelner	Spezies	in	die	Zellen	

für	deren	toxikologische	Wirkung	verantwortlich	gemacht	und	viele	Studien	be‐

schreiben	Monomethylarsen	(MMA(III))	als	wichtigen	Metaboliten	im	humanen	

Arsenzyklus.	 Dennoch	 ist	 über	 die	 toxische	 Wirkung	 metall(oid)organischer	

Verbindungen	auf	menschliche	Zellen	bei	Weitem	nicht	 alles	 bekannt.	 Im	Rah‐

men	vorangegangener	Arbeiten	konnte	eine	vielfältige	Speziesumwandlung	und	

Methylierung	 in	 Blasen‐	 und	 Leberzellen	 nach	 Exposition	 gegen	MMA(III)	 be‐

obachtet	werden.	Dabei	blieb	allerdings	ungeklärt	wie	viel	Arsen	überhaupt	 in	

die	Zellen	eindringt	bzw.	in	der	Zellmembran	und	anderen,	nicht	löslichen	Zell‐

bestandteilen	vorhanden	ist.	Auch	in	welcher	Form	(Methylierungsgrad)	es	dort	

vorliegt,	blieb	unklar.	Zudem	besteht	die	Frage	wieso	und	wo	 in	der	Zelle	eine	

Oxidation	stattfinden	kann.	Zur	Weiterführung	dieser	Arbeiten	sollen	Zellen	ge‐

gen	MMA(III)	exponiert,	aufgearbeitet	und	analytisch	untersucht	werden.	

Die	vorliegende	Arbeit	setzt	sich	so	aus	verschiedenen	Forschungsprojekten	und	

daraus	 folgenden	 Publikationen	 zusammen,	 die	 als	 gemeinsamen	 Nenner	 die	

Speziesanalytik	metall(oid)organischer	 Verbindungen	 und	 deren	 toxische	Wir‐

kung	haben.	Aufgrund	der	vielen	Projekte	ist	der	Themenbereich	weit	gefächert	

und	wird	daher	in	einen	allgemeinen	und	einen	speziellen	Teil	gegliedert.	
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Im	allgemeinen	Teil	soll	dem	Leser	zunächst	ein	Überblick	über	die	Metall(oid)e	

und	Spezies	 in	der	Umwelt,	deren	analytischen	Nachweis	sowie	ein	Einblick	 in	

toxikologisch	 relevante	 Untersuchungen	 gegeben	 werden.	 Dieser	 Teil	 zeigt	 so	

die	Einbindung	eigener	Arbeiten	in	die	aktuelle	Forschung	in	diesem	Bereich.	

Im	anschließenden	speziellen	Teil	werden	einzelne	Aspekte	in	der	Speziesanaly‐

tik	metall(oid)organischer	 Verbindungen	 aufgegriffen	 und	 ausgewählte,	 bisher	

nicht	publizierte,	aktuelle	Forschungsprojekte	wie	die	Speziesbestimmung	in	der	

Biogasproduktion	 (Kapitel	 1,	 Seite	 63)	 oder	 die	 Permeation	 me‐

tall(oid)organischer	Verbindungen	durch	Arbeitsschutzmaterial	(Kapitel	3,	Seite	

137)	vorgestellt.	Auch	auf	aktuelle,	bisher	nicht	veröffentlichte,	weiterführende	

toxikologische	Untersuchungen	 an	 humanen	 Zellen	 soll	 nochmals	 eingegangen	

werden.	Hier	soll	der	Frage	nachgegangen	werden	ob	weitere	Spezies,	wie	z.B.	

Arsenobetain,	mit	der	vorhandenen	Methode	nachgewiesen	werden	können,	wie	

viel	Arsen	 in	die	Zellen	eindringt	bzw.	 in	der	Zellmembran	und	anderen,	nicht	

löslichen	Zellbestandteilen	vorhanden	ist	und	in	welcher	Form	(Methylierungs‐

grad)	es	dort	vorliegt	(Kapitel	4.2,	Seite	182).	
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Allgemeiner	Teil	

	

Der	allgemeine	Teil	blickt 	kurz	auf	die	Geschichte 	der	me‐

tall(oid)organischen 	Verbindungen	zurück 	und	gibt	einen	Einblick 	

in	deren	chemisches	Verhalten	und	Stabilität.	Zudem	soll	verdeut‐

licht	werden,	wie	in	dieser	Arbeit 	der	Begriff	der	Speziierung	Ver‐

wendung	findet.	

Aufgrund	vieler	offener	Fragen	im	analytischen	Bereich	der	me‐

tall(oid)organischen 	(methylierten)	Verbindungen	gibt 	der	allge‐

meine	Teil	dem	Leser	einen	Überblick	über	diese	Substanzen	in	der	

Umwelt,	deren	analytischen	Nachweis	sowie	einen	Einblick 	in	toxi‐

kologisch	relevante	Untersuchungen	und	knüpft	so	mit 	eigenen	Ar‐

beiten	an	die	aktuelle	Forschung	in	diesem	Bereich	an.
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1. Metall(oid)organische	Verbindungen	und	Spezies	

	

Metall(oid)organische	Verbindungen	

Die	Wiege	 der	 metall(oid)organischen	 Chemie	 ist	 wohl	

eine	kleine	Pariser	Militärapotheke,	 in	der	Louis‐Claude	

Cadet	 de	 Gassicourt4	 im	 Jahre	 1757	 an	 der	Herstellung	

unsichtbarer	 Tinte	 aus	Mineralien	 arbeitete.	 Dabei	 ver‐

wendete	 er	 Cobalt‐Mineralien,	 die	 Arsentrioxid	 (As2O3)	

enthielten	 und	 durch	 Reaktion	 mit	 Kaliumacetat	 eine	

stinkende,	rauchende	Flüssigkeit	(Cadetsche	Flüssigkeit)	

entwickelten	 (Elschenbroich,	 2008).	 Ohne	 es	 zu	wissen	

hatte	 er	 damit	 die	 erste	 arsenorganische	 Verbindung	

hergestellt	welche	später	als	Kakodyl5	bezeichnet	wurde.	

Ihre	Struktur	konnte	allerdings	 erst	1858	durch	Robert	

Bunsen	mit	Hilfe	einer	As‐As	Bindung	als	Tetramethyldi‐

arsen	((CH3)2As‐As(CH3)2)	beschrieben	werden.	Absolut	

lesenswert	ist	hierzu	das	„Cover‐Essay“	in	Organometallics	(20)	2001	(Seyferth,	

2001).	 Im	Gegensatz	 zum	18.	 Jahrhundert	 ist	 die	 Chemie	der	Organoarsenver‐

bindungen	heute	durchaus	bekannt	(Garje	et	al.,	1999).	

Zu	den	flüchtigen	metall‐	und	metall(oid)organischen	Verbindungen	zählen	de‐

ren	Hydride,	Alkyle,	Carbonyle	und	einige	Halogenide	verschiedenster	Elemente,	

wobei	eine	entsprechend	hohe	Affinität	zu	den	Elementen	Kohlenstoff	und	Was‐

serstoff	 Voraussetzung	 ist.	 Elemente	mit	 hoher	 Affinität	 zum	Wasserstoff	 sind	

die	so	genannten	Hydridbildner	Arsen,	Antimon,	Bismut,	Bor,	Blei,	Germanium,	

Phosphor,	Selen,	Silizium,	Tellur	und	Zinn.	In	einer	metall(oid)organischen	Ver‐

bindung	 ist	 die	 Metall(oid)‐Kohlenstoff‐Bindung	 (M‐C)	 die	 thermodynamisch	
																																																								
4	*	24.	Juli	1731	in	Paris	‐	†	17.	Oktober	1799	in	Paris	

5	griech.	kakados	=	„stinkend“	

Abbildung	 1:	 Louis‐

Claude	 Cadet	 de

Gassicourt.		

Er	synthetisierte	1757	die

erste	 arsenorganische

Verbindung.		
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instabilste	 Bindung.	 Die	meisten	 dieser	 Verbindungen	 sind	 sauerstoffempfind‐

lich	und	damit	unter	aeroben	Bedingungen	nicht	stabil.	Ihre	Bildung	kann	dem‐

nach	 nur	 in	 einer	 stark	 reduktiven	 Atmosphäre	 erfolgen,	 bei	 Kontakt	 mit	 der	

Umgebungsluft	werden	sie	zum	Teil	rasch	demethyliert.	Bei	den	permethylierten	

Spezies	nimmt	die	Stabilität	dieser	M‐C‐Bindung	in	der	Reihenfolge	Bi	<	In	<	Pb	

<	Cd	<	Hg	<	Zn	<	Sb	<	As	<	Sn	<	Ga	<	Al	<	P	<	B	<	C	zu	(Feldmann,	1995).	Die	Spal‐

tung	der	M‐C‐Bindung,	die	aufgrund	der	unterschiedlichen	Elektronegativitäten	

der	Elemente	polarisiert	ist,	erfolgt	in	den	meisten	Fällen	nicht	homolytisch.	Me‐

thylierte	Bismut‐	und	Bleiverbindungen	stellen	wegen	der	hohen	Elektronegati‐

vitätsunterschiede	und	der	damit	verbundenen	starken	Polarisierung	der	M‐C‐

Bindung	 die	 am	 wenigsten	 stabilen	 metallorganischen	 Verbindungen	 dar.	 Die	

starke	Polarisierung	wirkt	sich	ebenfalls	negativ	auf	die	Stabilität	der	Spezies	in	

wässrigen	Medien	aus.	Stark	polarisierte	M‐C‐Bindungen	sind	in	Wasser	instabil,	

wohingegen	Verbindungen	mit	niedriger	Polarität	dieser	Bindung	im	Wasser	als	

stabil	 gelten.	 Die	 Stabilität	 in	 biologischen	 Matrices	 wird	 zusätzlich	 vom	 pH‐

Wert	 und	 den	 Redoxbedingungen	 im	 jeweiligen	 Medium	 beeinflusst.	 Eine	

Kettenverlängerung	 bei	 den	 organischen	 Substituenten	 verringert	 die	 thermi‐

sche	Stabilität	der	metall‐	und	metall(oid)organischen	Verbindungen.	Ein	gene‐

reller	Überblick	über	die	Stabilität	metall(oid)organischer	Verbindungen	 findet	

sich	in	„Organometallic	Compounds	in	the	Environment“	(Craig,	2003).	Ein	Aus‐

zug	von	hier	relevanten	Verbindungen	ist	in	Tabelle	1	aufgeführt.	

Metall(oid)organische	Verbindungen	können	sich,	im	Vergleich	zu	ihren	anorga‐

nischen	Analoga,	völlig	different	verhalten.	So	unterscheiden	sie	sich	nicht	nur,	

wie	 eben	 beschrieben,	 in	 ihrer	 Stabilität	 sondern	 auch	 in	 der	 Toxizität	 (siehe	

allgemeiner	Teil,	Kapitel	4,	Seite	50),	Mobilität,	Bioverfügbarkeit	und	Fettlöslich‐

keit.	
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Tabelle	1:	Stabilität	methylierter	metall(oid)organischer	Verbindungen	gegen	Sauerstoff	

Stabil	 Instabil	

(CH3)2Hg	 	

(CH3)4Sn;	(CH3)4‐nSnXn	 	

(CH3)2AsO(OH),	CH3AsO(OH)2,	 (CH3)3As	a),	(CH3)2AsH,	CH3AsX2	

(CH3)2SbO(OH),	CH3SbO(OH)2,	 (CH3)3Sb	a),	(CH3)2SbH,	CH3SbX2	

	 (CH3)3Bi	
a)	Stabil	in	verdünnter	Form	und	bereits	in	der	Umwelt	nachgewiesen

	 (Craig,	2003)

	

	

Spezies	/	Speziierung	

Mit	 den	 gängigen	 Standardmethoden	 wird	 in	 der	 Regel	 lediglich	 der	 Gesamt‐

gehalt	eines	Elements	nachgewiesen.	Bei	Metall(oid)en,	wie	Antimon,	Quecksil‐

ber,	Blei,	Zinn,	Arsen	etc.	 ist	 allerdings	eine	Differenzierung	der	verschiedenen	

„Spezies“	angebracht.	Speziierung	(in	Anlehnung	an	die	engl.	Bezeichnung	„spe‐

ciation“	 oder	 „chemical	 speciation“)	 bezeichnet	 in	 der	 Chemie	 allgemein	 den	

Vorgang	 (d.h.	 die	 Herausbildung)	 chemischer	 Ausprägungsformen	 einer	 Sub‐

stanz	 (hier	 eines	 Metall(oid)s)	 wie	 etwa	 die	 Isotopenzusammensetzung,	 den	

Oxidationszustand	 und/oder	 die	 Komplex‐	 oder	 Molekularstruktur.	 Die	 Be‐

zeichnung	 Speziierungsanalyse	 meint	 die	 analytische	 Aktivität	 der	 Identifizie‐

rung	und/oder	Quantifizierung	einer	oder	mehrerer	chemischer	Spezies	in	einer	

Probe,	während	der	Begriff	Speziierung	die	Aufteilung	eines	Elementes	in	seine	

definierten	 chemischen	 Spezies	 in	 einem	 System	 zusammenfasst	

(Templeton	et	al.,	2000).	Als	Spezies	sollen	in	der	hier	vorliegenden	Arbeit	orga‐

nometallische	 Verbindungen	 (mit	 unterschiedlichem	 Methylierungsgrad)	 be‐

zeichnet	werden,	die	eine	einfache	Sigmabindung	zwischen	Kohlenstoff	(Methyl‐

gruppe)	und	Metall	in	unterschiedlichen	Oxidationsstufen	aufweisen.		
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So	ist	z.B.	eine	einfache	Unterscheidung	zwischen	den	Oxidationsstufen	+III	und	

+VI	 relevant,	 in	 denen	 Chrom	 in	 der	 Natur	 auftreten	 kann,	 da	 vor	 allem	 die	

Chrom(VI)‐Spezies	 toxisch	 wirkt.	 Wesentlich	 drastischer	 wirkt	 sich	 eine	 Spe‐

ziesänderung	bei	anderen	Elementen	wie	Arsen	oder	Quecksilber	aus.	Während	

Hg0,	 solange	 es	 nicht	 durch	 Inhalation	 in	 den	 Körper	 gelangt,	 als	 weitgehend	

„harmlos“	einzustufen	ist,	gilt	Hg2+	mit	einem	LD50‐Wert	von	1	mg/kg	(HgCL2	/	

Ratte	 /	 MSDS	 Datenblatt,	 Acros	 Organics)	 als	 toxisch.	 Noch	 weitaus	 toxischer	

wirkt	das	zweifach	methylierte	Dimethylquecksilber	(siehe	spezieller	Teil,	Kapi‐

tel	3,	Seite	137).		

Die	Toxizität	eines	Metalls	ist	also	abhängig	von	der	Verbindung,	in	der	es	vor‐

liegt.	Die	Bestimmung	des	Gesamtgehaltes	eines	Elementes	in	einer	Probe	ohne	

Wissensstand	 der	 genauen	 chemischen	 Verbindung	 reicht	 demnach	 nicht	 aus,	

um	eine	eindeutige	Aussage	über	bedeutende	Gesichtspunkte	wie	Toxizität,	Mo‐

bilität,	Bioverfügbarkeit	und	Fettlöslichkeit	treffen	zu	können.	Die	Speziesanaly‐

tik	spielt	hier	also	eine	entscheidende	Rolle	zur	Beurteilung	der	o.g.	Eigenschaf‐

ten.	
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2. Metall(oid)organische	Verbindungen	in	der	Umwelt	

Seit	Beginn	der	industriellen	Revolution	wurde,	neben	den	natürlichen	Quellen,	

auch	anthropogen	eine	Vielzahl	an	organischen	und	anorganischen	Verbindun‐

gen	 in	 die	 Umwelt	 eingebracht.	 Metalle	 und	 Metalloide	 gelangen	 so	 auf	 ver‐

schiedenste	Wege	 in	unsere	Umwelt	und	unterliegen	dort	einer	ständigen	Um‐

wandlung.	 Dabei	 spielen	 gerade	 Methylierungsreaktionen	 eine	 wichtige	 Rolle.	

Sowohl	 biotische	 als	 auch	 abiotische	Methylierung	 der	Metalle	 und	Metalloide	

erfolgt	 in	der	Umwelt	unter	anaeroben	oder	aeroben	Bedingungen.	Als	Biome‐

thylierung	wird	dabei	der	Prozess	bezeichnet,	bei	dem	durch	Mikroorganismen	

chemische	Bindungen	zwischen	einer	oder	mehreren	Methylgruppen	(–CH3)	und	

einem	Metall	bzw.	Metalloid	gebildet	werden.	Die	Biomethylierung	ist	ein	durch‐

aus	üblicher	und	bekannter	Prozess	in	lebenden	Organismen,	wobei	die	biologi‐

sche	Funktion	dieser	Methylierungsreaktionen	noch	 immer	nicht	 völlig	 geklärt	

ist	 (Woggon	et	al.,	 1983).	 Voraussetzung	 zur	Biomethylierung	 ist,	 dass	 zum	Ei‐

nen	relativ	hohe	Konzentrationen	an	Metall(oid)en	(allerdings	unter	der	zytoto‐

xischen	 Wirkungsschwelle)	 in	 leicht	 zugänglichen	 Formen	 (beispielsweise	 Io‐

nen)	zur	Verfügung	stehen,	zum	Anderen,	dass	entsprechend	befähigte	Mikroor‐

ganismen	sowie	Methylgruppen‐Donoren	vorhanden	sind.	

Die	 mikrobielle	 Umwandlung	 von	 Arsen	 zu	 Methylarsen	 konnte	 erstmals	 vor	

über	150	Jahren	nachgewiesen	werden.	Bereits	in	den	Jahren	ab	1891	zeigte	B.	

Gosio	(Gosio,	1892)	mit	seinen	Versuchen,	dass	verschiedene	Mikroorganismen	

Arsenverbindungen	methylieren	 können.	 Dazu	 versetzte	 er	 Kartoffelpüree	mit	

Arsenoxid	sowie	Bakterien	bzw.	Pilzkulturen	und	setzte	diese	der	Luft	in	einem	

Keller	 aus.	 Während	 die	 mit	 Bakterien	 versetzten	 Versuchsreihen	 geruchfrei	

blieben,	 zeigten	einige	Pilzkulturen	 (Penicillium	glaucum,	Aspergillum	glaucuus,	

Scopulariopsis	 brevicaule)	 den	 unverkennbaren	 Knoblauchgeruch	 (Bentley,	

2001).	 Erst	 Challenger	 identifizierte	 diese	 Verbindung	 als	 Trimethylarsin	 und	

bezeichnete	 sie	 fortan	 als	 „Gosio‐Gas“	 (Challenger	et	al.,	 1933).	 Im	 Jahre	 1945	

postulierte	Challenger	dann	den	ersten	Mechanismus	 zur	Biomethylierung	des	
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Arsens	 (Challenger,	 1945).	 Die	 Umwandlung	 von	 wasserlöslichem	 Arsenat	 zu	

flüchtigem	Trimethylarsen	 ist	ein	vielstufiger	Prozess,	bei	dem	das	Arsenat	zu‐

nächst	zum	Arsenit	reduziert	und	anschließend	oxidativ	methyliert	wird.	Diese	

Reduktion	mit	anschließender	oxidativer	Methylierung	kann	bis	zum	Trimethyl‐

arsen	 fortgeführt	 werden.	 Den	 postulierten	 Methylierungspfad	 der	 Reduktion	

und	anschließenden	oxidativen	Methylierung	zeigt	Abbildung	2.	

		

	

	

Folgestudien	 zeigten	 auch	 für	 Selenit	 und	 Tellurit	 eine	Umwandlung	 zu	Dime‐

thylselen	 und	 Dimethyltellur	 (Challenger,	 1951).	 Später	 stellte	 man	 fest,	 dass	

auch	Bakterien	und	 tierisches	Material	diese	Fähigkeit	 zur	Methylierung	besit‐

zen	(Aposhian,	1997).	Michalke	et	al.	postulierten	einen	vergleichbaren	Mecha‐

nismus	auch	für	Bismut	(Michalke	et	al.,	2007).	

(	Challenger,	1945)	

	

Abbildung	2:	Mechanismus	der	

Biomethylierung	nach	Chal‐

lenger	
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Aus	umwelttoxikologischer	Sicht	ist	die	Biomethylierung	von	großer	Bedeutung,	

da	Mikroorganismen	auf	diese	Art	eine	Entgiftung	ihres	Lebensraumes	erreichen	

können.			

Organische	 (methylierte)	Derivate	können	 sich,	wie	bereits	 zuvor	beschrieben,	

im	Vergleich	zu	den	anorganischen	Analoga	völlig	different	verhalten.	Bei	voll‐

ständig	 ablaufender	Biomethylierung	 entstehen	 so	 permethylierte	Metalle	 und	

Metalloide,	die	einen	hohen	Dampfdruck	aufweisen	und	leicht	in	die	Atmosphäre	

gelangen	können.	Zwar	sind	viele	dieser	Verbindungen	instabil	gegenüber	ultra‐

violettem	Licht,	Wasser	oder	Sauerstoff	(vgl.	Kapitel	1,	Seite	9),	 ihre	Abbaupro‐

dukte	bleiben	jedoch	partikulär	gebunden	und/oder	gelangen	als	teilmethylierte	

oder	anorganische	Verbindungen	zurück	in	die	Geosphäre.	Die	Biomethylierung	

führt	 so,	 aufgrund	der	gesteigerten	Mobilität	der	Metall(oid)e,	 zu	 einer	Metall‐

verfrachtung	in	der	Umwelt.	Ein	typisches	Beispiel	ist	hier	der	in	Kapitel	2.5	(all‐

gemeiner	Teil,	Seite	32)	aufgeführte	Quecksilberkreislauf.	

Die	Übertragung	der	Methylgruppen	kann	auf	unterschiedliche	Weise	erfolgen.	

Die	der	Biomethylierung	zugrunde	liegenden	molekularen	Prozesse	sind	von	der	

Eigenschaft	der	Metalle	bzw.	Metalloide	sowie	von	den	beteiligten	Organismen	

abhängig.	Sie	kann	enzymatisch	katalysiert,	durch	mikrobielle	Aktivität	vermit‐

telt	oder	als	rein	chemische	Reaktion	ablaufen,	wobei	in	den	meisten	Fällen	der	

Mechanismus	der	Methylgruppenübertragung	weitgehend	ungeklärt	ist.	Als	bio‐

chemische	 Methyldonoren	 fungieren	 je	 nach	 Art	 der	 Mikroorganismen	 S‐

Adenosylmethionin	 (SAM),	 Gluthathion	 (GSH)	 und	 andere	 Thiole	 oder	Methyl‐

cobalamin.	 Für	 Methylcobalamin	 konnte	 in	 steriler	 Umgebung	 eine	 Methylie‐

rungsaktivität	gezeigt	werden,	ebenso	für	Natriumthioglykolat	und	einige	Sulfi‐

de.	Nicht	nur	Bakterien,	Pilze,	Pflanzen	oder	Algen,	sondern	auch	Tiere	und	der	

menschliche	Organismus	sind	in	der	Lage,	anorganische	Metalle	und	Metalloide	

in	methylierte	Verbindungen	zu	überführen	(Kresimon,	2002).		

Aufgrund	 der	 toxischen	Wirkung	 (siehe	 auch	 allgemeiner	 Teil,	 Kapitel	 4,	 Seite	

50)	vieler	Metall(oid)e,	ist	bakterielles	Leben	an	hoch	belasteten	Standorten	(so	

genannten	„HotSpots“)	allerdings	kaum	möglich,	was	zur	Folge	hat,	dass	an	sol‐
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2006).	 Weltweite	 Verwendung	 findet	 Arsen	 noch	 immer	 in	 Holzschutzmitteln	

des	Typs	CCA	(chromated	copper	arsenate)	(Bringezu,	1990).	In	den	USA	ist	die	

private	Nutzung	von	CCA‐behandeltem	Holz	mittlerweile	verboten	(University	of	

Illinois,	2002)	und	auch	in	der	Europäischen	Union	wurde	das	Inverkehrbringen	

und	 die	 Anwendung	 arsenhaltiger	 Holzschutzmittel	 stark	 eingeschränkt	

(Amtsblatt	der	Europäischen	Gemeinschaften,	2003).		

Arsentrioxid	(Arsenik)	ist	schon	lange	als	Mordgift	gefürchtet	(letale	Dosis	etwa	

100	–	200	mg).	In	der	Antike	war	es	das	am	meisten	verwendete	Gift.	Arsenikge‐

brauch	war	auch	 im	19.	 Jahrhundert,	vor	allem	 in	der	Steiermark	und	 in	Tirol,	

üblich	(Arsenesser)7	um	„gesund	und	stark	zu	bleiben“	oder	die	Potenz	zu	stei‐

gern	(Schäfer,	1861).	Zur	gleichen	Zeit	fand	Arsen	reichlich	Verwendung	als	grü‐

nes	Pigment	(Scheeles	Pigment	oder	Schweinfurter	Grün)	zum	Färben	von	Tape‐

ten,	 Anstrichen,	 Wandteppichen	 oder	 Kleidung;	 wenngleich	 schon	 damals	 vor	

deren	Verwendung	gewarnt	wurde	 (Chasteen	et	al.,	 2002)	und	 lange	Zeit	nicht	

klar	war,	ob	Partikel	aus	den	Tapeten	(Emmerling,	1896)	oder	flüchtige	Arsen‐

verbindungen	 für	zahlreiche	Krankheiten	und	Todesfälle	verantwortlich	waren	

(Gosio,	1897).	Aber	auch	 in	der	Medizin	spielt(e)	Arsen	eine	bedeutende	Rolle.	

Vor	einem	Jahrhundert	war	das	von	Paul	Ehrlich	synthetisierte	Salvarsan	(3,3′‐

Diamino‐4,4′‐dihydroxy	arsenobenzol)	das	erste	Arzneimittel	gegen	die	Syphilis8	

und	stellte	einen	Meilenstein	in	der	Arzneimittelforschung	dar,	bevor	es	später	

durch	Penicillin	abgelöst	wurde.	Zuvor	wurden	Arsenverbindungen,	namentlich	

Atoxyl	 (Natriumhydrogenarsanilat),	 bereits	 gegen	 Trypanosoma,	 dem	 Erreger	

der	 Schlafkrankheit	 eingesetzt	 (Uhlenhut	et	al.,	 1907).	 Noch	 heute	 werden	 ar‐

senhaltige	 Arzneimittel	 wie	 TRISENOX®	 (Wirkstoff:	 Arsentrioxid;	 Zulassung	

2002)	(EPAR,	2007)	zur	Bekämpfung	mancher	Krebsarten	wie	Leukämie	ange‐

wandt	 (Antman,	 2001).	 Auch	 in	 der	 Homöopathie,	 hier	 oft	 als	 „Arsenicum	 al‐

																																																								
7	Siehe	hierzu	auch:	Chymiatrie.de;	Die	Arsenesser	aus	der	Steiermark;	Prof.	 J.	Feldmann	(Uni‐

versity	of	Aberdeen);	http://vimeo.com/15247441	

8	 Eine	 interessante	 Kurz‐Dokumentation	 über	 Paul	 Ehrlich,	 Syphilis	 und	 Salvarsan	 findet	 sich	

unter:	http://lexi‐tv.de/themen/gesundheit/infektionen	
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bum“	(weißes	Arsen,	arsenige	Säure)	bezeichnet,	sowie	in	der	traditionellen	chi‐

nesischen	Medizin	ist	Arsen	seit	über	2000	Jahren	und	bis	heute	von	Bedeutung.	

Früher	wie	heute	wird	es	hier	gegen	viele	verschiedene	Leiden	wie	Ruhelosig‐

keit,	Angst,	Erschöpfung,	Schwäche,	brennende	Schmerzen	oder	Frösteln	einge‐

setzt.	 Einen	 hervorragenden	 Überblick	 über	 die	 Vorkommen	 und	 die	 Verwen‐

dung	von	Arsen	gibt	William	Cullen	in	seinem	Buch	„Is	Arsenic	an	Aphrodisiac?	

The	Sociochemistry	of	an	Element“	(Cullen,	2008).		

Wie	bereits	zu	Anfang	beschrieben,	war	Kakodyl	(Tetramethyldiarsen)	die	wohl	

erste	 bekannte	 arsenorganische	 Verbindung.	 Trimethylarsin	 ((CH3)3As)	 ist	 ein	

weiteres,	populäres	Beispiel	für	einfache	arsenorganische	Verbindungen.	Besser	

bekannt	 ist	 diese	 Verbindung	 als	 „Gosio‐Gas“,	 benannt	 nach	 dem	 italienischen	

Physiker	Bartolomeo	Gosio	(1863	–	1944).	Lange	galt	Trimethylarsin	als	beson‐

ders	giftig	und	wurde	für	viele	Todesfälle	Ende	des	19.	Jahrhunderts	verantwort‐

lich	gemacht.	Neuere	Untersuchungen	deuten	allerdings	auf	eine	vergleichswei‐

se	 geringe	 akute	 Toxizität	 hin	 (Cullen	et	al.,	 2005).	 Innerhalb	 der	 in	 Kapitel	 4	

(spezieller	 Teil,	 Seite	 163)	 durchgeführten	 Arbeiten	 wird	 die	 Toxizität	 dieser	

und	 weiterer	 leichtflüchtiger	 Verbindungen	 auf	 unterschiedliche	 Zellarten	 un‐

tersucht.		

Heute	 ist	 die	 Chemie	 der	 Organoarsenverbindungen	 durchaus	 bekannt	

(Garje	et	al.,	1999).	Die	Bindung	zwischen	Kohlenstoff	und	Arsen	ist	in	der	Regel	

gegen	 Wasser	 beständig.	 So	 können	 Alkyl‐Arson‐Säuren	 (allgemeine	 Formel:	

RAsO(OH)2	bzw.	R2AsO(OH))	wie	Monomethyl‐	oder	Dimethylarsin‐Säure,	wel‐

che	auch	als	Kakodylsäure	bezeichnet	wird,	mittels	der	Meyer‐Reaktion	aus	Nat‐

rium‐Arsenit	 und	 Alkyl‐Halogeniden	 gewonnen	 werden.	 Diese	 Verbindungen	

finden	sich	auch	als	Hauptmetabolite	im	menschlichen	Urin	wieder.		

Die	entsprechenden	Aryle	erhält	man	leicht	durch	die	Bart‐Reaktion	aus	Diazo‐

nium‐Salzen	 mit	 Na‐Arsenit	 (Goates	et	al.,	 1972).	 Die	 trivalenten	 Arsenspezies	

erhält	man	am	einfachsten	durch	Reduktion	der	entsprechenden	pentavalenten	

Verbindung	mittels	Schwefeldioxid	 (SO2)	 (siehe	Synthese	des	Dimethylarsenio‐

dids	 im	 speziellen	 Teil,	 Kapitel	 4.1.2.2,	 Seite	 166).	Während	 Arsen	 im	Wasser	
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und	 in	 Erzlagerstätten	meist	 in	 anorganischer	 Form	 vorkommt,	 finden	 sich	 in	

Pflanzen	und	Tieren	viele	organische	Arsenverbindungen.	

Algen	 enthalten	 weitaus	 komplexere	 Arsenspezies,	 wie	 z.B.	 verschiedene	 Ar‐

senozucker.	Die	Grundstruktur	dieser	Arsenverbindungen	ist	in	Tabelle	2	aufge‐

führt.	In	Fischen	und	Meeresfrüchten	findet	sich	hingegen	hauptsächlich	Arsen‐

obetain	aber	auch	Arsenocholin	(Tabelle	2)	sowie	weitere,	einfache	methylierte	

Arsenspezies.	 Eine	 ausführliche	 Liste	 dieser	 Verbindungen	 findet	 sich	 in	 ver‐

schiedenen	Literaturquellen	(Edmonds	et	al.,	2003;	Kuehnelt	et	al.,	2003).	

	

Tabelle	2:	Auswahl	einiger	häufig	vorkommender	organischer	Arsenspezies.	Eine	ausführliche	Liste	

sowie	die	möglichen	Reste	(R)	der	Arsenozucker	befinden	sich	im	Anhang	

Formel	 Bezeichnung	 Formel Bezeichnung

	

Monomethylarson‐
säure	

	

Arsenozucker	

	

Trimethylarsin	 Arsenocholin	

	

Dimethylarsinsäure	 Arsenobetain	

	

Hauptexpositionspfad	 für	 Arsen	 ist	 in	 vielen	 Teilen	 der	 Welt	 arsenhaltiges	

Grund‐	und	Trinkwasser,	aber	auch	der	Verzehr	von	Meeresfrüchten	bzw.	Algen.	

In	vielen	Regionen	finden	sich	Arsenkonzentrationen	im	Trink‐	und	Grundwas‐

ser,	die	weit	oberhalb	des	von	der	WHO	empfohlenen	Grenzwertes	von	10	µg/l	

liegen	(WHO,	2001).	Mit	Arsen	belastetes	Wasser	stellt	eine	Bedrohung	für	Milli‐

onen	von	Menschen	dar	(Ng	et	al.,	2003).	In	den	großen	bekannten	Problemge‐

bieten	wie	Bangladesch,	Vietnam	und	Lateinamerika	 ist	der	 geogene	Ursprung	

dieser	Belastung	inzwischen	nachgewiesen.	Einen	Überblick	über	arsenbelastete	
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(Institut	 für	 Stadtökologie	 und	Bodenschutz,	 2011).	 Betroffen	 sind	 sowohl	 Bö‐

den	in	Wohngebieten,	in	denen	Arsenkonzentrationen	von	bis	zu	350	mg	As/kg	

gemessen	 wurden	 (Kreis	 Recklinghausen,	 2011),	 aber	 auch	 Böden	 landwirt‐

schaftlicher	Flächen	(Kreisverwaltung	Recklinghausen,	2011).		

Im	Trinkwasser	vorhandenes	Arsen	stammt	meist	aus	Lösungsvorgängen	von	an	

Arsen	 angereicherten	 Mineralen.	 Die	 primären	 Quellen	 von	 Arsen	 sind	 meist	

arsenhaltige	 Erze	wie	 Arsenkies.	 Diese	Minerale	 sind	weit	 verbreitet	 und	 ihre	

Verwitterung	 setzt	 Arsen	 in	 wasserlöslicher	 Form	 frei,	 wobei	 der	 genaue	Me‐

chanismus	 der	 Mobilisation	 sowie	 die	 Anreicherung	 bzw.	 der	 Transport	 im	

Grundwasser	noch	nicht	vollständig	geklärt	ist.		

Neben	der	Belastung	durch	Trinkwasser	und	Luft	spielt	auch	die	Aufnahme	von	

Arsen	durch	Nahrungsmittel	wie	Reis,	Fisch,	Algen	und	anderen	Meeresfrüchten,	

die	 hohe	 Arsenkonzentrationen	 enthalten	 können,	 eine	 bedeutende	 Rolle.	 So	

warnte	beispielsweise	im	Juli	2004	die	englische	„Food	Standards	Agency	of	the	

UK“	vor	dem	Verzehr	von	Hijiki	(hijikia	fusiforme,	schwarzes	Seegras)	aufgrund	

des	hohen	anorganischen	Arsengehaltes	von	bis	zu	100	mg/kg	(Food	Standards	

Agency	of	the	UK,	2004).	

In	zahlreichen	Versuchen	mit	Minischweinen,	Ziegen,	Küken	und	verschiedenen	

Labortieren	wurde	die	Bedeutung	von	Arsen	auch	als	essentielles	Element	(Ult‐

raspurenelement)	für	die	Ernährung	von	Tieren	nachgewiesen	(McDowell	et	al.,	

2003).	In	der	Landwirtschaft	werden	organische	Arsenverbindungen	u.a.	als	Un‐

kraut‐	 und	 Schädlingsbekämpfungsmittel	 (z.B.	 Natriummethylarsenat	 oder	 Di‐

methylarsensäure)	sowie,	vorwiegend	in	den	USA,	in	der	Geflügel‐	und	Schwei‐

nemast	eingesetzt	 	(Chapman	et	al.,	2002)	und	finden	als	Futterzusatzstoff	Ver‐

wendung	 (z.B.	 in	 Form	von	Roxarson).	 Ein	Großteil	 dieser	Verbindungen	wird	

unverändert	wieder	 ausgeschieden	und	 findet	 sich	 in	 den	Exkrementen	dieser	

Tiere	wieder.	Garbarino	et	al.	konnten	Arsenat	als	Hauptabbauprodukt	des	Ro‐

xarsons	ausmachen	(Garbarino	et	al.,	2003),	welches	nach	dem	oben	genannten	

Challenger‐Mechanismus,	Abbildung	2,	 	Seite	14)	weiter	 in	methylierte	Spezies	

umgewandelt	werden	kann	 (Momplaisir	et	al.,	 2001).	 Auch	bei	 der	Kompostie‐
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rung	 konnte	 die	 Bildung	 von	 methylierten	 Arsenverbindungen	 (vornehmlich	

Monomethylarsen;	MMA(III))	aus	Roxarson	gezeigt	werden	(Raabe	et	al.,	2006).	

Die	im	speziellen	Teil	dieser	Arbeit	durchgeführten	eigenen	Untersuchungen	an	

Anmaischbehältern,	Nachgärern	sowie	Kondenswasserabscheidern	von	Biogas‐

anlagen	zeigen	auch	hier	das	Auftreten	verschiedener	methylierter	Arsenspezies	

in	diesem	Probenmaterial	(siehe	spezieller	Teil,	Kapitel	1,	Seite	63).	

	

	

2.2 Antimon	und	methylierte	Verbindungen	

Auch	Antimonverbindungen	waren	bereits	in	der	Antike	bekannt,	wobei	das	Sul‐

fid	 (Grauspießglanz)	 schon	 damals	 zum	 Schwärzen	 der	 Augenbrauen	 benutzt	

wurde.	Plinius9	gab	dem	Element	den	Namen	„Stibium“;	etwa	ab	dem	Jahre	800	

findet	 sich	 auch	 die	 Bezeichnung	 „Antimonium“	 in	 der	 Literatur	 wieder	

(Greenwood	et	al.,	1990).		

Wichtigstes	 Antimonmineral	 ist	 der	 bereits	 erwähnte	 Grauspießglanz	 (Sb2S3),	

wobei	Antimonminerale	mit	0,2	ppm	etwa	10‐mal	seltener	vorkommen	als	Ar‐

sen.	 	 Im	 Gegensatz	 zu	 Arsen,	 welches	monoisotopisch	 vorliegt,	 existieren	 von	

Antimon	zwei	stabile	Isotope:	121Sb	und	123Sb.	

Verwendung	 findet	Antimon	überwiegend	 in	 Legierungen	 (Letternmetall,	 Blei‐

Akkumulatoren),	 aber	 auch	bei	der	Herstellung	von	Halbleitern,	 in	Bremsbelä‐

gen	 (in	 Form	 von	 Antimontrisulfid)	 und	 als	 Katalysator	 zur	 PET	 Herstellung.	

Aktuelle	Forschungen	zeigen,	dass	Antimon	aus	diesen	PET‐Verpackungen	aus‐

gewaschen	 werden	 kann	 und	 so	 z.B.	 in	 Fruchtsäften	 in	 fast	 dreifach	 höherer	

Konzentration,	 verglichen	 mit	 dem	 zulässigen	 EU‐Grenzwertes	 (5	µg/l)	 für	

Trinkwasser,	nachweisbar	ist	(Hansen	et	al.,	2010).	Auch	in	der	Medizin	findet	es	

Anwendung	 und	 wird	 z.B.	 gegen	 Tropenkrankheiten	 eingesetzt	 (Fowler	et	al.,	

1991).	Die	Chemie	des	Antimons	und	auch	die	Toxizität	entspricht	weitgehend	

																																																								
9	Gaius	Plinius	Secundus	Maior,	römischer	Gelehrter,	*etwa	im	Jahre	23	‐	†	25.	August	79.	
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der	 des	 Arsens.	Wie	 beim	 Arsen	 sind	 auch	 beim	 Antimon	 dreiwertige	 Spezies	

toxischer	als	fünfwertige.	Antimon	wird	irreversibel	an	schwefelhaltige	Enzyme	

gebunden.	Zielorgane	sind	auch	hier	Lunge,	Herz,	Leber	und	Niere	(Hirner	et	al.,	

2000).	

Anorganische	sowie	organische	Sb‐Spezies	lassen	sich	analytisch	analog	den	Ar‐

senspezies	bestimmen.	Dazu	gehören	sowohl	HPLC‐Methoden	als	auch	die	Hyd‐

ridgenerierung.			

Im	Gegensatz	zu	Arsen	sind	für	die	Biomethylierung	der	Elemente	Antimon	und	

Bismut	(siehe	Kapitel	2.3)	aber	erst	in	neuerer	Zeit	Nachweise	erbracht	worden.	

So	weiß	man,	dass	Trimethylantimon	durch	Mikroorganismen	gebildet	werden	

kann,	 über	 die	 Entstehung	 im	menschlichen	 Organismus	 ist	 jedoch	 wenig	 be‐

kannt.	 Trimethylantimon	 konnte	 sowohl	 in	 Reinkulturen	 von	 Schimmelpilzen	

(Scopulariopsis	brevicaulis)	(Craig	et	al.,	1999)	als	auch	unter	anaeroben	Bedin‐

gungen	in	der	Gasphase	über	Bodenproben,	welche	mit	Antimon(III)salzen	ver‐

setzt	wurden,	nachgewiesen	werden	(Jenkins	et	al.,	1998).	Aufgrund	seiner	Toxi‐

zität	und	der	Verwendung	von	Antimon	in	Matratzen	als	Flammschutzmittel,	in	

denen	es	durch	Mikroorganismen	methyliert	wird,	wurde	es	auch	für	das	Auftre‐

ten	 des	 plötzlichen	 Kindstodes	 (engl.	 „Sudden	 Infant	 Death	 Syndrome“;	 SIDS)	

verantwortlich	gemacht.	Allerdings	konnte	bisher	kein	überzeugender	kausaler	

Zusammenhang	 zwischen	 der	 Trimethylantimonkonzentration	 im	 „Headspace“	

der	Matratzen	und	dem	plötzlichen	Kindstod	hergestellt	werden	(Bentley	et	al.,	

2002).			

Für	 die	Methylierung	 von	 Antimon	 postulierten	 Andrewes	 et	 al.	 einen	Mecha‐

nismus	analog	dem	des	Arsens,	wobei	nicht	alle	Ergebnisse	des	Arsens	mit	An‐

timon	wiederholbar	sind	(Andrewes	et	al.,	2000).		
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2.3 Bismut	und	methylierte	Verbindungen	

Bismut	 steht,	wie	Arsen	und	Antimon,	 in	der	15.	Gruppe	des	Periodensystems	

und	 vervollständigt	 diese	 somit.	Während	Arsen	 und	Antimon	 als	Halbmetalle	

oder	 Metalloide	 bezeichnet	 werden,	 ist	 Bismut	 ein	 typisches	 Metall	 wie	 Zinn	

oder	Blei.	Seine	Häufigkeit	in	der	Erdkruste	(0,008	ppm)	liegt	in	der	Größenord‐

nung	einiger	der	häufigeren	Platinmetalle	 (Pd,	Pt)	und	Gold.	Wie	Arsen,	 so	be‐

sitzt	auch	Bismut	nur	ein	stabiles	Isotop	(209Bi).	Bekannt	ist	Bismut	mindestens	

seit	1480	und	findet	seit	dem	große	Verwendung	als	Legierungsbestandteil,	u.a.	

als	Letternmetall	(Greenwood	et	al.,	1990).		Bismut	ist	in	erster	Linie	dreiwertig,	

allerdings	gibt	es	auch	ein‐	und	fünfwertiges	Bismut;	Bismut(V)‐oxid	 ist	 jedoch	

ein	sehr	starkes	Oxidationsmittel.	 In	aromatischen	Organobismutverbindungen	

ist	ebenfalls	fünfwertiges	Bismut	bekannt.	Von	den	aliphatischen	Verbindungen	

sind	 im	Gegensatz	dazu	nur	die	Trialkylbismutverbindungen	(z.B.	CH3Bi)	stabil	

(Gilman	et	al.,	1942).	Allgemein	wird	Bismut	als	weitgehend	ungiftig	eingestuft	

(Palmieri,	1993)	und	daher	häufig	als	Bleiersatz	verwendet	(Wiberg	et	al.,	2001).	

Bismut‐Schwefel	 Verbindungen	 gelten	 bei	 intakter	 Haut	 mit	 einem	 LD50‐Wert	

von	5.000	mg/kg	als	völlig	harmlos	(Rohr,	2002).	Als	so	genanntes	„grünes	Ele‐

ment“	 (Rohr,	 2002)	 wird	 Bismut	 vielfach	 in	 kosmetischen	 und	 pharmazeuti‐

schen	 Produkten,	 unter	 anderem	 zur	 Behandlung	 von	 Magenschleimhautent‐

zündungen	 und	 Magen‐Darmgeschwüren,	 eingesetzt	 (Sun	et	al.,	 2004);	 hier	

meist	 in	 Form	 von	 anorganischen	 Bismutverbindungen.	 Aber	 auch	 organische	

Spezies	 wie	 z.B.	 Bismut–Subgallat	 finden	 zur	 Behandlung	 von	 Magen‐

Darmerkrankungen	 Verwendung	 und	 können	 als	 „interne	 Deodorants“	 bei	

künstlichen	 Darmausgängen	 eingesetzt	 werden	 (American	 Cancer	 Society,	

2011).	 Bekannt	 ist,	 dass	 Schwermetalle	wie	Quecksilber	 im	 lebenden	Organis‐

mus	Komplexe	mit	 Schwefel	 beinhaltenden	Molekülen	wie	Cystein	 oder	Gluta‐

hion	bilden	(siehe	auch	Kapitel	2.5,	Seite	31).	Wie	Burford	et	al.	zeigen	konnten,	

ist	 so	 auch	 die	 Bildung	 von	 Bismutcystein	 und	 Bismutglutathion	 möglich	

(Burford	et	al.,	2003).	Die	Speziesanalytik	von	Bismut	erfolgt	in	der	Regel	mittels	

LC‐MS	bzw.	LT‐GC/ICP‐MS.	Im	Gegensatz	zu	anorganischem	Bismut	sind	organi‐

sche,	 permethylierte	 Bismutverbindungen	 (Trimethylbismut)	 wesentlich	 toxi‐
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scher,	wie	es	von	Sollmann	et	al.	durch	Experimente	mit	Katzen	und	Hunden	ge‐

zeigt	 werden	 konnte	 (Sollmann	et	al.,	 1939).	 Aber	 auch	 nach	 der	 Einnahme	 /	

Gabe	 von	 anorganischen	 Bismutverbindungen	 sind	 Fälle	 aus	 Frankreich	 und	

Australien	 dokumentiert,	 in	 denen	 es	 zu	 enzephalopathischen	 Erkrankungen	

gekommen	 ist	 (Burns	et	al.,	 1974);	 (Buge	et	al.,	 1976).	 Es	 wird	 angenommen,	

dass	 die	 beobachteten	 Symptome	 durch	 die	 Umsetzung	 von	 anorganischem	

Bismut	 zu	 Trimethylbismut	 (Me3Bi)	 durch	 Darmbakterien	 hervorgerufen	wer‐

den	 können	 (Michalke	et	al.,	 2002).	 Die	 mikrobielle	 Bildung	 des	 Trimethylbis‐

muts	wurde	auch	 in	einigen	anderen	Studien	nachgewiesen.	So	konnte	bei	An‐

wesenheit	der	in	Kosmetik‐	und	Haushaltsprodukten	enthaltenen	Polydimethyl‐

siloxane	(D4	und	D5)	eine	Methylierung	von	Bismut	in	Abwässern	gezeigt	wer‐

den.	Auch	 eine	Kultur	 des	methylcobalaminproduzierenden	Methanogens	 „Me‐

thanosarcina	barkeri“	ist	alleine	nicht	in	der	Lage	zugesetztes	Bismut	zu	methyl‐

ieren.	Wurde	die	Kultur	aber	zusätzlich	mit	D4	und	D5	versetzt,	lies	sich	Trime‐

thylbismut	 nachweisen	 (Kresimon,	 2002).	 Nachfolgende	 Studien	 führten	 den	

fördernden	 Einfluss	 von	 D4	 auf	 die	 Trimethylbismutproduktion	 auf	 dessen	

ionophor‐ähnliche	Wirkungsweise	zurück	(Meyer,	2002).		

Dieser	 Zusammenhang	 ist	 bei	 der	 aktuell	 geführten	Diskussion	 über	 defekte	 /	

minderwertige	 Brustimplantate10,	 aus	 denen	 diese	 leichtflüchtigen	 Polydime‐

thylsiloxane	möglicherweise	 in	 großen	Mengen	 ins	Blut	 gelangen	 könnten,	 bei	

gleichzeitiger	Verwendung	von	kosmetischen	Produkten	die	Bismutverbindun‐

gen	 enthalten	 oder	 gleichzeitiger	 Einnahme	 von	 Bismutpräparaten	 wissen‐

schaftlich	besonders	interessant,	aber	auch	besorgniserregend.	

																																																								
10	 Silikon‐Brustimplantate	 (PIP	 /	 Poly	 Implant	 Prothesen)	 wurden	 im	 März	 2010	 verboten,	

nachdem	 plastische	 Chirurgen	 in	 Frankreich	 auf	 eine	 erhöhte	 Rupturrate	 hingewiesen	 hatten.	

Anschließende	 Untersuchungen	 der	 AFSSaP	 (Französische	 Agentur	 für	 die	 Sicherheit	 von	 Ge‐

sundheitsprodukten)	 hatten	 ergeben,	 dass	 eine	brüchigere	 äußere	 Silikonhülle	 sowie	 ein	min‐

derwertiges	 Industrie‐Silikongel	 als	 Füllgel	 verwendet	 wurde	 (Etat	 des	 lieux	 des	 contrôles	

opérés	par	les	autorités	sanitaires	sur	la	société	Poly	Implant	Prothèse,	Paris,	07.12.2011).	
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Michalke	et	al.	wiesen	Trimethylbismut	 in	der	Gasphase	auch	über	einer	Rein‐

kultur	von	Methanobacterium	formicicum	nach.	Boertz	et	al.	konnten	diese	Ver‐

bindung	 nach	 der	 Einnahme	 von	 kolloidalem	 Bismutsubcitrat	 sowohl	 im	 Blut	

(2,50	 pg/ml)	 als	 auch	 in	 der	 Ausatemluft	 (0,8	 bis	 458	 ng/m3)	 nachweisen	

(Boertz	et	al.,	 2009).	 Somit	 ist	 auch	 die	 direkte	 toxikologische	Wirkung	 dieser	

Substanz	 auf	 Zellen	 von	 großem	 Interesse	 und	 wird	 daher	 im	 speziellen	 Teil	

(Kapitel	 4.1,	 Seite	 163)	 nochmals	 aufgegriffen.	 Allerdings	 tendieren	 alkylierte	

Bismutspezies	 dazu	 sich	 in	Wasser	 zu	 zersetzen,	 was	 die	 Bedeutung	 von	 Bis‐

mutcysteinkomplexen	im	Bereich	der	Bismutmethylierung	 in	wässrigen	Lösun‐

gen	unterstreicht.	Hippler	et	al.	konnten	zeigen,	dass	eine	Komplexierung	durch	

Cystein	die	Stabilität	von	Methylbismut	erhöht,	konnten	diese	Verbindung	syn‐

thetisieren	und	mittels	ESI‐HR‐TOF‐MS	identifizieren	(Hippler	et	al.,	2009a).	

Von	Recklinghausen	et	al.	beobachteten	die	Aufnahme	von	Bismutglutathion	und	

Bismutcitrat	durch	humane	Erythrocyten,	 Lymphocyten	und	Hepatocyten	 (von	

Recklinghausen	et	al.,	2008).	Die	Autoren	nehmen	an,	dass	die	Biomethylierung	

von	anorganischem	Bismut	 im	menschlichen	Darm	stattfindet.	Es	 ist	aber	auch	

eine	Methylierung	 in	der	Leber	vorstellbar,	wie	es	bereits	von	Styblo	et	al.	 für	

Arsen	anhand	von	HepG2	–	Zellen	gezeigt	werden	konnte	(Styblo	et	al.,	1999).		

Hollmann	et	al.	untersuchten	daher	die	Bildung	von	Methylbismutspezies	durch	

humane	 Leberzellen	 (HepG2)	mittels	 simultaner	 EI‐MS/ICP‐MS	 nach	 Derivati‐

sierung	mittels	Natriumtetraethylborat	und	gaschromatographischer	Trennung	

wie	 sie	 bereits	 von	Kösters	et	al.	 beschrieben	wurde	 (vgl.	Kapitel	 3.3,	 ab	 Seite	

44).	Die	Gruppe	konnte	zeigen,	dass	sowohl	Bismutsubcitrat	als	auch	Bismutcys‐

tein	durch	HepG2	–	Zellen	methyliert	wird.	Bei	der	Inkubation	der	Zellen	gegen	

Bismutglutathion	 konnte	 hingegen	 keine	 Bildung	 von	 Methyl‐

bismutverbindungen	 beobachtet	 werden	 (Hollmann	et	al.,	 2010).	 Auch	 hier	 ist	

die	 Frage,	 welche	 zyto‐	 und	 genotoxischen	 Wirkungen	 diese	 Spezies,	

insbesondere	 die	 des	 Trimethylbismuts,	 auf	 HepG2	 und	weitere	 Zellen	 haben,	

ungeklärt	 und	 wird	 daher	 in	 Kapitel	 4.1	 des	 speziellen	 Teils	 (Seite	 63)	

untersucht.	
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Auch	wenn	die	Sensitivität	der	parallel	gekoppelten	EI‐MS	in	diesem	Falle	nicht	

ausreichend	 zur	 Erstellung	 eines	 Massenspektrums	 war,	 so	 entspricht	 die	

Retentionszeit	 dieser	 Verbindung	 doch	 der	 des	 Trimethylbismuts	 (CH3)3	 und	

kann	 so	mittels	 Siedepunkt‐Retentionszeit‐Korrelation	 (siehe	 Kapitel	 3.3,	 Seite	

44)	identifiziert	werden.	
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Tabelle	3:	Massen	und	relative	Häufigkeit	von	

natürlichen	Zinnisotopen	

Masse		
[amu]	

Relative	Häufigkeit	
[%]	

112	 0.97	
114	 0.65	
115	 0.36	
116	 14.53	
117	 7.68	
118	 24.22	
119	 8.58	
120	 32.59	
122	 4.63	
124	 5.79	

(Dunemann	et	al.,	1995)	

2.4 Zinn	und	methylierte	Verbindungen	

Zinn	(Sn)	ist	das	Element,	welches	die	meisten	stabilen	Isotope	besitzt.	In	Tabel‐

le	3	sind	die	Massen	und	die	relative	Häufigkeit	der	natürlichen	Zinnisotope	auf‐

gelistet,	wobei	die	Isotope	mit	der	Masse	116,	118	und	120	am	häufigsten	vor‐

kommen	 und	 dadurch	 für	 die	 massenspektrometrische	 Detektion	 bevorzugt	

werden.	

Zinnorganische	 Verbindungen	 leiten	

sich	meist	 vom	vierwertigen	Sn	ab	und	

sind	 im	 Gegensatz	 zu	 ihren	 anorgani‐

schen	 Sn‐Verbindungen	 relativ	 toxisch.	

In	 der	 Liste	 prioritärer	 Stoffe	 der	 EU‐

Wasserrahmenrichtlinie	sind	sie	als	pri‐

oritär	gefährlich	eingestuft	(Böhm	et	al.,	

2002).	Dabei	 kann	man	 sagen,	 dass	 die	

Toxizität	 mit	 kürzerer	 Kettenlänge	 der	

Alkylgruppen	und	mit	höherem	Alkylie‐

rungsgrad	zunimmt.	

Mit	 Ausnahme	 von	 Methylzinnverbin‐

dungen,	welche	durch	Biomethylierung	entstehen	können,	sind	Organozinnver‐

bindungen	generell	anthropogenen	Ursprungs	(Fent,	1996).	Verwendung	finden	

Organozinnverbindungen	in	verschiedenen	Bereichen	als	Ausgangsprodukte	für	

die	Synthese,	in	Antifoulingfarben,	in	Agrarchemikalien	(als	Fungizide,	Insektizi‐

de,	Fraßhemmer),	in	Bioziden	und	Desinfektionsmitteln	oder	als	Wurmmittel	für	

Geflügel,	um	nur	einige	zu	nennen	(Lohmann,	2006).	Dies	legt	den	Verdacht	na‐

he,	 dass	Methylzinnverbindungen	 auch	 in	 Biogasanlagen	 gebildet	 und	 nachge‐

wiesen	werden	können	(siehe	spezieller	Teil,	Kapitel	1,	Seite	63).	
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Verbindungen)	 emittiert	werden	 ist	 kaum	bekannt	 und	 soll	 im	Rahmen	dieser	

Arbeit	in	Kapitel	1,	spezieller	Teil	ab	Seite	63,	untersucht	werden.		

Zur	Energieeinsparung	werden	 laut	EG‐Verordnung	europaweit	konventionelle	

Glühlampen	 zugunsten	 von	 Energiesparlampen	 abgeschafft	 (EG‐Verordnung	

244/2009).	 Diese	 enthalten	 allerdings,	 je	 nach	 Literatur,	 1,5	 bis	 2	 mg	

(Umweltbundesamt,	2011)	bis	hin	zu	6	mg	Quecksilber	(Ökotest,	Oktober	2008)	

und	müssen	daher	gesammelt	und	fachgerecht	entsorgt	werden.	Wobei	man	da‐

von	 ausgehen	 kann,	 dass	 ca.	 80%	 der	 gebrauchten	 Leuchtmittel	 im	 Hausmüll	

landen,	 der	 Leuchtkörper	 zerstört	 und	 das	 flüchtige	 Hg	 entweichen	 kann	

(Walch	et	al.,	2009).	Aber	auch	bei	der	Entsorgung	werden	die	Arbeiter	der	Ent‐

sorgungsunternehmen	dem	Quecksilber	ausgesetzt,	was	sich	mit	einer	Methode	

zur	Quecksilber‐Speziesbestimmung	im	Vollblut	nachweisen	lässt	(Hippler	et	al.,	

2009b).	 In	wieweit	 die	hier	nachgewiesenen	Quecksilber‐	 und	Methylquecksil‐

berkonzentrationen	mit	den	einzelnen	Arbeitsplatzbereichen	korrelieren,	bleibt	

Aufgabe	 der	 Arbeitsmedizin	 und	 soll	 gesondert	 publiziert	 werden	

(Eitschberger	et	al.,	in	Vorbereitung).		

Auch	Quecksilber	 bildet,	wie	 zuvor	 bereits	 für	 andere	Metalle	 beschrieben,	 im	

Organismus	Komplexe	mit	Schwefelgruppen	bzw.	Schwefelgruppen	beinhalten‐

den	Molekülen	wie	Cystein,	welche	so	aufgrund	von	„molekular	Mimikry“	leicht	

aufgenommen	werden	können	(Bridges	et	al.,	2006).			

Die	 Biomethylierung	 des	 Hg(II)chlorids	 zu	 Methylquecksilber	 in	 vivo	 konnte	

unter	anderem	anhand	von	Pilzkulturen	(Fischer	et	al.,	1995)	sowie	durch	Mak‐

roalgen	in	Seewasser	(Pongratz	et	al.,	1998)	gezeigt	werden.	Besonders	die		Bil‐

dung	von	Quecksilbercystein	in	Fischen	(Harris	et	al.,	2003)	als	biologisch	aktive	

Substanz	zeigt	die	Bedeutung	kleiner	“Biomoleküle”	für	den	Transportprozess	in	

Tieren	 auf.	 Besonders	 hohe	Methylquecksilbergehalte	wurden	 in	 Tieren	 nach‐

gewiesen,	 deren	 Nahrung	 bevorzugt	 aus	 Wasserorganismen	 besteht,	 wie	 bei‐

spielsweise	 in	 Alligatoren,	 dem	 Florida	 Panther	 und	 Fischen	 (Cleckner	et	al.,	

1998).	Auch	kann	eine	stetige	Zunahme	der	Konzentration	von	Methylquecksil‐

ber	in	der	Biomasse	der	nördlichen	Everglades	in	Florida,	USA,	beobachtet	wer‐
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zur	 Identifizierung	 von	 biologischen	Quecksilber‐Schwefel‐Verbindungen	 (Cys‐

tein‐	und	Glutathionkomplexe)	in	Pflanzen	unter	Verwendung	einer	simultanen	

HPLC	‐	ES‐MS	/	ICP‐MS	Kopplung	(Krupp	et	al.,	2008).	
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HPLC	(Wegfall	der	Hydridgenerierung)	aus.	Shimoda	et	al.	konnten	zeigen,	dass	

zum	Nachweis	von	Arsenozuckern	in	Seegras	eine	HPLC‐MS/MS	Kopplung	sensi‐

tiver	sein	kann,	als	die	entsprechende	HPLC/ICP‐MS	Kopplung.	Da	aber	anorga‐

nisches	Arsen	mittels	HPLC‐MS/MS	nicht	nachweisbar	ist,	ist	zur	akkuraten	Spe‐

ziesbestimmung	 dann	 eine	 Kombination	 aus	 HPLC‐MS/MS	 und	 HPLC‐ICP‐MS	

notwendig	(Shimoda	et	al.,	2010).	

Zudem	stehen	weitere	Kopplungstechniken	zur	Verfügung,	wie	die	von	Kösters	

et	al.	 entwickelte	 und	 bereits	 oben	 beschriebene	 parallele	 GC‐MS/ICP‐MS.	 All‐

gemein	 ist	 zur	 Speziesbestimmung	 immer	 eine	 chromatographische	 Trennung	

(flüssig	oder	gasförmig)	oder	Gelelektrophorese	in	Kombination	mit	einem	sen‐

sitiven	 Detektor	 notwendig.	 Besonders	 wichtig	 ist	 die	 Chromatographie	 wenn	

sich	 die	 physikochemischen	 Eigenschaften	 der	 zu	 trennenden	 Analyten	 sehr	

ähnlich	werden,	wie	es	bei	vielen	permethylierten	metall(oid)organischen	Ver‐

bindungen	der	Fall	ist.	Aufgrund	der	guten	Trennleistung	und	der	erreichbaren	

geringen	 Nachweisgrenzen	 sollte	 dann	 auf	 gaschromatographische	 Methoden	

gesetzt	 werden;	 nicht	 zuletzt	 wegen	 der	 Abwesenheit	 der	 mobilen	 Phase	

(Szpunar	et	al.,	2004).	Hier	zeigt	sich	auch	ein	weiterer	Vorteil	des	ICP‐MS,	wel‐

ches	eine	Multielementanalyse	ermöglicht	und	so	auch	bei	gleicher	Retentions‐

zeit	zwischen	verschiedenen	Metall(oid)en	unterscheiden	kann	(vgl.	allgemeiner	

Teil,	Kapitel	3.2,	 Seite	40).	 Für	nicht	 flüchtige	Spezies	bietet	dennoch	die	Flüs‐

sigchromatographie	oder	die	Gelelektrophorese	eine	gute	Alternative,	wobei	zu	

beachten	ist,	dass	viele	Spezies	mittels	Derivatisierung	(Hydrierung,	Ethylierung	

oder	Propylierung)	in	die	Gasphase	überführt	werden	können	(vgl.	allgemeiner	

Teil,	 Kapitel	 3.3,	 Seite	 103).	 Ein	 schematischer	 Überblick	 über	 die	 Kopplungs‐

möglichkeiten	ist	in	der	folgenden	Abbildung	11	gegeben.	

Auf	einige	der	in	dieser	Arbeit	verwendeten	Geräte,	Kopplungs‐	und	Derivatisie‐

rungstechniken	soll	in	den	folgenden	Abschnitten	weiter	eingegangen	werden.	
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(Styblo	et	al.,	1999)	

Abbildung	 11:	 Schematischer	Überblick	 über	 die	Kopplungsmöglichkeiten	 verschiedener	 analyti‐

scher	Systeme	zur	Speziesanalytik	

	

	

3.1 Gesamtquecksilber‐Analysator	

Oftmals	wird	zur	Bestimmung	von	Quecksilber	die	Kaltdampftechnik	in	Kombi‐

nation	 mit	 der	 Atomabsorptions‐	 (AAS)	 bzw.	 Atomfluoreszenzspektroskopie	

(AFS)	 eingesetzt.	 Zudem	 gibt	 es	 mit	 dem	 „Gesamtquecksilber‐Analysator“	 ein	

weiteres	System,	welches	nahezu	matrixunabhängig	und	ohne	Probenvorberei‐

tung	zur	direkten	Hg‐Messung	 für	 feste,	 flüssige	und	gasförmige	Proben	einge‐

setzt	werden	kann.	Die	eingewogenen	Proben	werden	hier	 zunächst	 im	Sauer‐

stoffstrom	bei	1000°C	zersetzt.	Auf	diese	Weise	werden	aufwendige	und	mit	Stö‐

rungen	behaftete	chemische	Aufschlussverfahren	als	Probenvorbereitung	hinfäl‐

lig.	Wie	in	Kapitel	2.5	(Seite	31)	beschrieben,	zerfällt	das	sonst	bei	der	Verbren‐

nung	 gebildete	 Quecksilberoxid	 oberhalb	 von	 400°C	 wieder	 in	 Sauerstoff	 und	
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Massenspektrum	und	Interferenzen	

Das	 mittels	 Quadrupol‐ICP‐MS	 generierte	 Massenspektrum	 ist	 recht	 einfach:	

Jedes	 Element‐Isotop	 erscheint	 bei	 einer	 anderen	Masse	 (z.B.	wird	 75As	 daher	

mit	75	amu	detektiert)	mit	einer	Peakintensität,	die	der	anfänglichen	Konzentra‐

tion	der	Isotope	proportional	ist	(Thomas,	2002).		

Allerdings	 ist	 auch	 die	 Analyse	mittels	 ICP‐MS	 nicht	 störungsfrei	 und	 es	 kann	

eine	Vielzahl	spezifischer	Interferenzen	auftreten.	Isobare	Interferenzen	werden	

durch	 Isotope	 verschiedener	 Elemente	mit	 gleicher	Masse	 hervorgerufen.	 Bei‐

spielhaft	seien	hier	die	Elemente	40Ar	und	40Ca	sowie	104Pd	und	104Ru	genannt.	

Während	man	 im	Falle	derartiger	 Interferenzen	auf	 ein	 anderes	 Isotop	dessel‐

ben	 Elementes	 ausweicht,	 ist	 dies	 bei	monoisotopischen	 Elementen	wie	Arsen	

oder	Bismut	nicht	möglich.	Weiterhin	ergeben	sich	Interferenzen,	die	durch	die	

Bildung	 polyatomarer	 Molekülionen	 hervorgerufen	 werden	 (May	et	al.,	 1998).	

Polyatomare	Molekülioneninterferenzen	 entstehen	 im	Ar‐Plasma,	 da	 durch	die	

dort	 herrschenden	 hohen	Temperaturen	 (bis	 zu	 10000	K)	 fast	 alle	 ins	 Plasma	

eingebrachten	Elemente	ionisiert	werden	und	metastabile	Verbindungen	bilden	

können,	 die	 unter	 Normalbedingungen	 nicht	 entstehen	 würden.	 Eine	 Zusam‐

menfassung	der	polyatomaren	Interferenzen	für	einige	in	dieser	Arbeit	wichtige	

Isotope	ist	in	Tabelle	4	gegeben.	

ICP‐MS	Messungen	sollten	daher	möglichst	auf	einem	nicht	interferierten	Isotop	

durchgeführt	werden.	 Polyatomare	Molekülionen	werden	 vor	 allem	 vom	 Plas‐

magas	 selbst	 in	Form	von	Argondimeren,	Argonhydriden,	 ‐nitriden,	 ‐chloriden,	

und	Argonoxiden	(Ar2+,	ArH+,	Ar2H+,	ArN+,	ArCl+	und	ArO+)	gebildet.	Eine	irrtüm‐

lich	falsche	Zuordnung	eines	Signals	auf	der	Masse	m/z=75	(As),	hervorgerufen	

durch	die	Bildung	von	 40Ar35Cl+	 als	 Interferenz‐Ion,	 aufgrund	einer	hohen	Chlo‐

ridkonzentration	 in	der	 zu	untersuchenden	Probe	kann	durch	die	gleichzeitige	

Messung	der	Masse	m/z=77	(40Ar37Cl+)	weitgehend	ausgeschlossen	werden.	
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Tabelle	4:	Ausgewählte,	polyatomare	Interferenzen	im	ICP‐MS	

Isobare	Interferenzen	

75As	 40Ar35Cl+	 121Sb	 105Pd16O+	 202Hg	 184W16O+	 209Bi	 193Ir16O+	

	 59Co16O+	 	 89Y16O2+	 202Hg	 186W16O+	 	 	

	 36Ar38Ar1H+	 	 40Ar81Br+	 	 	 	 	

	 38Ar37Cl+	 	 	 	 	 	 	

	 36Ar39K	 	 	 	 	 	 	

	 43Ca16O2	 	 	 	 	 	 	

	 23Na12C40Ar	 	 	 	 	 	 	

	 12C31P16O2+	 	 	 	 	 	 	

	

Arsen	selbst	wird	nur	zu	etwa	50%	im	Plasma	ionisiert.	Im	Gegensatz	zum	Arsen	

treten	bei	Antimon,	Bismut	und	Zinn	nur	sehr	wenige	Interferenzen	auf.	Für	Zinn	

seien	hier	MoO+	sowie	Th2+	und	U2+	Ionen	einiger	Isotope	genannt.	Die	Ionisie‐

rung	beträgt	für	alle	drei	genannten	Elemente	mehr	als	90%	weshalb	sie	für	eine	

ICP‐MS	Analytik	gut	geeignet	sind.	Zudem	besitzt	Antimon	zwei,	Zinn	viele	wei‐

tere	natürlich	vorkommende	Isotope	(vgl.	allgemeiner	Teil,	Kapitel	2.4,	Seite	30)	

auf	denen	gemessen	werden	kann.		

Quecksilber	hat	ein	sehr	hohes	erstes	Ionisierungspotential	(10,44eV).	Dies	hat	

zur	Folge,	dass	nur	etwa	4%	des	eingetragenen	Hg	im	Plasma	ionisiert	und	spä‐

ter	detektiert	werden.	Zudem	hat	Quecksilber,	wie	oben	beschrieben,	 viele	na‐

türlich	vorkommende	Isotope	mit	einem	jeweiligen	Anteil	von	weniger	als	30%.	

Beide	 Faktoren	 führen	 zu	 einer	 relativ	 geringen	 Sensitivität	 des	 ICP‐MS	 für	

Quecksilber.	Daraus	 folgt,	 dass	 das	 Plasma	bei	 hohen	Temperaturen	 betrieben	

werden	sollte	um	eine	möglichst	hohe	Ionisierung	zu	erreichen.	Zur	Vermeidung	

der	 Oxidbildung	 sollte	 dabei	 allerdings	 das	 CeO+/Ce+	 Verhältnis	 so	 gering	wie	

möglich	gehalten	werden.	
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3.3 Chromatographie	

Generell	kann	man	zwischen	Gas‐	und	Flüssigkeitschromatographie	unterschei‐

den.	 Die	 Systeme	 können	 als	 bekannt	 vorausgesetzt	werden	 und	 sollen	 daher	

nur	 kurz	 unter	 Anbetracht	 der	 verwendeten	 Säulen	 und	 ICP‐MS	Kopplung	 be‐

schrieben	werden.		

	

Flüssigkeitschromatographie	(HPLC)	

Ein	HPLC‐System	besteht	prinzipiell	aus	verschiedenen,	einzelnen	Komponenten	

wie	 Hochdruckpumpe(n),	 Pulsdämpfer,	 Autosampler,	 Trennsäule,	 Säulenofen	

und	 Detektor.	 Die	 einzelnen	 Komponenten	 werden	 als	 bekannt	 vorausgesetzt	

und	sollen	unter	Verweis	auf	gängige	Lehrbücher	(Meyer,	2004)	hier	nicht	wei‐

ter	 behandelt	 werden.	 Typische	 HPLC‐Systeme	 arbeiten	 mit	 einem	 Fluss	 von	

etwa	1	ml/min	und	Arbeitsdrücken	bis	300	bar.	Die	Geräteparameter	der	in	die‐

ser	Arbeit	eingesetzten	HPLC	sind	 im	 jeweiligen	Geräte‐	 /	Methodenteil	 aufge‐

führt.	

	

HPLC‐Säulen	

Je	nach	Art	 der	 zu	 trennenden	Verbindung	werden	verschiedene	Trennphasen	

benötigt	 um	beispielsweise	 Proteine,	 ionische,	 polare,	 chirale,	 organische	 oder	

anorganische	Verbindungen	trennen	zu	können.	In	der	HPLC	gibt	es	daher	eine	

fast	unüberschaubare	Auswahl	an	Füll‐	bzw.	Säulenmaterialien	(mehr	als	700).	

Die	 Eigenschaften	 der	 verschiedenen	 stationären	 Phasen	 hängen	 im	Wesentli‐

chen	von	physiko‐chemischen	und	chemischen	Eigenschaften	ab.	Wichtige	Ein‐

flussfaktoren	sind	dabei	die	Partikel‐	und	Porengröße,	die	Struktur	der	Oberflä‐

che	sowie	die	Art	der	funktionellen	Gruppe.	

So	kann	zur	Trennung	von	großen	Biomolekülen	die	Größenausschlusschroma‐

tographie	(SEC,	Size	Exclusion	Chromatographie)	verwendet	werden.	Sie	trennt	

die	Substanzen	nach	ihrem	hydrodynamischen	Querschnitt.		
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Die	Ionenaustauschchromatographie	(IEX,	Ion	Exchange	Chromatography)	lässt	

sich	 in	 die	 Anionenaustausch‐	 (AEC)	 und	 die	 Kationenaustauschchromatogra‐

phie	 (CEC)	 unterteilen.	 Eine	 viel	 verwendete,	 typische	 Anionenaustauscher‐

Säule	 ist	 beispielsweise	 die	 PRP‐X100	 (Hamilton,	 Bonaduz,	 Schweiz),	 welche	

sowohl	für	die	Trennung	von	anorganischen	als	auch	organischen	Anionen	ein‐

gesetzt	werden	kann	(z.B.	bei	der	Arsen‐Speziierung).	

Die	 am	 häufigsten	 verwendeten	 stationären	 Phasen	 sind	 derivatisierte	 Kiesel‐

gelphasen	mit	Alkylketten,	 z.B.	 C8‐	 oder	C18‐Ketten	 (Meyer,	 2004).	 In	der	RP‐

Chromatographie	ist	die	stationäre	Phase	grundsätzlich	unpolarer	als	die	mobile	

Phase.	Gerade	C18‐Phasen	zeichnen	sich	vor	allem	durch	ihren	stark	hydropho‐

ben	 Charakter	 aus.	 Neben	 den	 Alkylketten	 können	 aber	 auch	 Silanol‐Gruppen	

mit	 den	 Analyten	 in	Wechselwirkung	 treten,	 da	 aus	 sterischen	 Gründen	 nicht	

alle	Hydroxylgruppen	der	Kieselgeloberfläche	mit	Alkylketten	zur	Reaktion	ge‐

bracht	werden	können	 (Dekker,	1990).	Zur	Deaktivierung	der	 Silanol‐Gruppen	

wird	 das	 Säulenmaterial	mit	 Trimethylchlorsilan	 nachbehandelt	 (Endcapping).	

Obwohl	 C18‐Säulen	 aus	 dem	gleichen	Material	 bestehen,	 können	 sie,	 abhängig	

von	Porengröße,	Länge,	Durchmesser	und	nicht	zuletzt	der	Qualität	des	Säulen‐

materials,	 unterschiedliche	 Trennverhalten	 aufweisen.	 Neben	 Octadecylresten	

(C18)	 können	 Silicagele	 auch	mit	 Butyl‐,	 Octyl‐	 (C4,	 C8),	 Phenyl‐,	 Cyano‐	 oder	

Aminogruppen	modifiziert	sein.	

Die	 chromatographische	 Trennung	 ist	 stark	 vom	 pH‐Wert	 des	 Laufmittels	 ab‐

hängig,	was	sich	gut	an	den	einzelnen	Arsenspezies	verdeutlichen	 lässt.	Bei	ei‐

nem	neutralen	pH‐Wert	 liegen	sowohl	As(V)	als	auch	MMA(V)	und	DMA(V)	als	

Anionen	 vor	 (pKa=2,3;	 3,6;	 6,2).	 Trimethylarsenoxid	 (TMAO(V),	 pKa=3,6)	 und		

Tetramethylarsen	 (TeMA(V))	 liegen	 hingegen	 als	 Kationen,	 Arsenobetain	 (As‐

Bet,	pKa=2,18)	als	Zwitterion	und	As(III)	als	ungeladene	Spezies	vor	(pKa=9,3)	

(Leermakers	et	al.,	 2006).	Dies	 zeigt,	 dass	 zur	Trennung	dieser	 Spezies	 sowohl	

eine	Anionenaustauscher‐	Säule,	 zur	Trennung	von	As(V),	As(III),	MMA(V)	und	

DMA(V),	 als	 auch	 eine	 Kationenaustauscher‐Säule	 zur	 Trennung	 von	 As‐Bet,	

TMAO	 und	 TeMA	 verwendet	 werden	 können.	 Aber	 auch	 die	 Verwendung	 der	
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zuvor	 beschriebenen	 „reversed‐phase“	 Säulen	 mit	 einem	 entsprechenden	 Ge‐

genion	in	der	mobilen	Phase	ist	durchaus	möglich	(siehe	spezieller	Teil,	Kapitel	

4.2.2,	Seite	192).	

	

Gaschromatographie	(GC)	und	ICP‐MS	Kopplung	

Auf	die	Grundlagen	der	Gaschromatographie	soll	hier	ebenfalls	nicht	im	Einzel‐

nen	 eingegangen	werden,	 da	 auch	 diese	 in	 gängigen	 Lehrbüchern	 hinreichend	

beschrieben	werden	(Schwedt,	2008).	Vielmehr	sollen	hier	die	 in	dieser	Arbeit	

eingesetzten	Methoden	und	Kopplungen	beschrieben	werden.	

Leichtflüchtige	 metall(oid)organische	 Verbindungen	 wie	 z.B.	 Trimethylarsen	

(Me3As),	 Dimethylquecksilber	 (Me2Hg)	 oder	 Tetramethylzinn	 (Me4Sn)	 lassen	

sich	gaschromatographisch	 recht	gut,	 ohne	vorhergehende	Derivatisierung,	auf	

einer	unpolaren	oder	leicht	polaren	Säule	analysieren.		

Zur	Analyse	dieser	Verbindungen	in	Gasproben	(z.B.	der	Biogasproben	im	spezi‐

ellen	Teil,	Kapitel	1,	Seite	63)	werden,	abhängig	von	der	zu	untersuchenden	Pro‐

be,	etwa	1	bis	10	Liter	des	zu	untersuchenden	Gases	über	eine	gepackte	und	ge‐

kühlte	 Säule	 („cryp‐trap“,	 ‐120	 bis	 ‐80°C)	 geleitet.	 Dabei	 werden	 die	 me‐

tall(oid)organischen	Verbindungen	ausgefroren	(getrappt)	und	so	von	der	Mat‐

rix	 (z.B.	 Methan,	 Großteile	 des	 CO2)	 getrennt.	 Aufgrund	 der	 hohen	 Flussraten	

werden	hier	vorwiegend	gepackte	Säulen	eingesetzt;	aber	auch	die	Verwendung	

von	Kapillarsäulen	 für	 geringere	Flussraten	 ist	möglich	 (Ilgen	et	al.,	 2010).	Die	

Detektion	der	einzelnen	Spezies	erfolgt	durch	Kopplung	der	GC‐Säule	an	ein	ICP‐

MS.	 Ist	 nur	die	Detektion	 von	Quecksilber	 oder	Arsen	vorgesehen,	 so	 kann	 als	

kostengünstige	 Alternative	 zum	 ICP‐MS	 auch	 ein	 AFS	 verwendet	 werden	

(Hippler	et	al.,	 2004).	Die	 Kopplung	mit	 dem	 ICP‐MS	 ermöglicht	 hingegen	 eine	

simultane	 Speziierung	 verschiedener	 Elemente	 wie	 Antimon,	 Arsen,	 Bismut,	

Quecksilber,	Zinn,	usw.	mit	Nachweisgrenzen	im	pg‐Bereich.		

Feldmann	 et	 al.	 haben	 gezeigt,	 dass	 die	 Zuordnung	 unbekannter	 me‐

tall(oid)organischer	Spezies	mittels	einer	Siedepunkt‐Retentionszeit‐Korrelation	



	

	

erfo

mu

side

tisc

bin

ang

(Hir

on	

Kon

emp

ters

sch

Die

Bes

	

Abb

	

Der

Da	

dun

zug

ihre

sch

thy

olgen	(Feld

ng	dreiwer

entifikation

cher	 Sicht	 a

dung	 fälsc

gewendet,	

rner,	2006

des	 Analyt

nzentration

pfindlicher

s	 und	 Hipp

en	GC	und	

ser	 Aufbau

stimmung	a

ildung	15:	Pa

rivatisieru

die	Bindun

ngen	 in	 vie

gänglich	sin

e	 korrespo

luss	der	GC

lierte	Spez

dmann	et	al

rtiger	meth

nen	alleine

auch	 unzu

hlicherwei

obwohl	 di

6).	Späteste

ten	 nach	 d

nsbestimm

r	Detektor	

pler	 entwic

ICP‐MS	bzw

u	 ermöglic

an	ein	und	

rallele	Koppl

ung	/	Hyd

ngsformen,

elen	Proben

nd,	müssen

ondierende

C‐Analyse	z

ies	analytis

All

l.,	1995)	ka

hylierter	Ar

auf	Grund

reichend	 s

ise	 eine	 As

e	 vermein

ens	hier	wu

dem	 chrom

ungen	sehr

eingesetzt	

ckelte	 und	

w.	EI‐MS	(G

cht	 eine	 gl

derselben	P

ung	von	ICP‐M

rierung	

,	 in	der	die

n,	mit	Ausn

n	viele	Anal

en	 flüchtig

zugeführt	w

sch	(gaschr

lgemeiner	T

	

ann.	Allerd

rsenverbin

dlage	von	R

sein	 könne

s‐S‐Spezies

ntlichen	 An

urde	klar,	d

matographis

r	geeignete

werden	so

in	 Abbildu

GC‐EI‐MS/I

eichzeitige

Probe.	

MS	und	EI‐MS

e	metall‐	 u

nahme	der

lyten	zunä

gen	 Derivat

werden	kön

romatograp

Teil	

dings	zeigt	

dungen	in	

Retentionsz

n.	 So	wurd

s	 synthetisi

nalyten	 kei

dass	zur	ein

schen	 Tren

en	ICP‐MS	

ollte.	Geeig

ung	 15	 dar

ICP‐MS)	(K

e	 struktur‐

nach	gaschro

und	metall(

r	Gasprobe

chst	deriva

te	 zu	 übe

nnen.	So	ist

phisch)	zu	

das	Beispi

Urinproben

eitvergleic

den	 z.B.	 als

iert	 und	 au

nen	 Schwe

nwandfreie

nnschritt	 n

gleichzeitig

gnet	 ist	hie

rgestellte	 K

Kösters	et	a

und	 elem

	
omatographis

(oid)organi

en	 vorliegen

atisiert	wer

rführen,	 w

t	es	möglic

erfassen.	

iel	der	Bes

n,	dass	Spe

chen	aus	an

s	 Referenz

uf	 Realpro

efel	 enthie

en	Identifik

neben	 dem

g	ein	struk

r	die	von	K

Kopplung	 z

al.	2005,	20

mentspezifis

scher	Trennun

ischen	Ver

n,	nicht	di

rden	um	si

welche	 im	

ch	auch	teil

tim‐

ezie‐

naly‐

ver‐

oben	

elten	

kati‐

m	 für	

ktur‐

Kös‐

zwi‐

03).	

sche	

ng	

rbin‐

rekt	

ie	in	

An‐

lme‐

47	



Allgemeiner	Teil	

	
	

	
48	

Die	Hydridgenerierung	hat	sich	längst	zu	einem	Standardverfahren	für	die	Ana‐

lyse	von	hydridbildenden	Elementen	 (siehe	allgemeiner	Teil,	Kapitel	1),	 zu	de‐

nen	 Arsen,	 Antimon,	 Bismut,	 Quecksilber,	 Germanium,	 Blei,	 Selen,	 Tellur	 und	

Zinn	gehören,	etabliert.	Ein	wesentlicher	Vorteil	der	Methode	 liegt	 in	der	Mög‐

lichkeit	der	Volatilisierung	flüchtiger	Hydride,	da	durch	Separation	von	der	Pro‐

benmatrix	und	anschließender	Aufkonzentration	der	Analyten	 in	einer	gekühl‐

ten	 Sammelfalle	 (Trapp,	Kryofokussierung)	 eine	 Steigerung	der	Nachweisemp‐

findlichkeit	 um	 mehrere	 Größenordnungen	 erreicht	 werden	 kann.	 Durch	 gas‐

chromatographische	Trennung	können	unterschiedlich	alkylierte	Spezies	wiede‐

rum	differenziert	werden.	Spezies	mit	unterschiedlichen	Oxidationsstufen	kön‐

nen	dabei	allerdings	dieselben	Hydride	bilden.		

Obwohl	 diese	 Derivatisierungstechnik	 sehr	 gute	 Nachweisempfindlichkeiten	

ermöglicht,	 sind	 einige	 Artefakte	 wie	 Transalkylierungseffekte	 bei	 pH<2	 oder	

Reagentienblindwerte	bekannt,	die	im	Einzelfall	spezifisch	untersucht	und	gege‐

benenfalls	optimiert	werden	müssen	(Grüter	et	al.,	2001).	 	Mit	dem	Wissen	um	

die	Transalkylierungseffekte	bei	der	Hydridgenerierung	entwickelten	Diaz‐Bone	

et	al.	eine	pH‐Gradienten	abhängige	Derivatisierungsmethode,	mit	der	die	unter‐

schiedlichen	 Derivatisierungseffizienzen	 bei	 unterschiedlichen	 pH‐Werten	 ver‐

mieden	werden	können	(Diaz‐Bone	et	al.,	2008).	Der	Mechanismus	der	Bildung	

flüchtiger	 Hydride	mittels	 Tetraethylborat	wurde	 von	D’Ulivo	 et	al.	 eingehend	

beschrieben	(D'Ulivo	et	al.,	2005).	

Dennoch	ist	eine	Hydrierung	nicht	unter	allen	Umständen	und	für	alle	Elemente	

zielführend.	Als	alternative	Methode	bietet	sich	hier	beispielsweise	die	Ethylie‐

rung	 an.	 So	 konnte	 gezeigt	 werden,	 dass	 bei	 fachgerechter	 Anwendung	 der	

Ethylierung	 auch	 für	 als	 kritisch	 bekannte	 Analyten	 (Beispiel:	 Monomethyl‐

quecksilber)	in	komplexen	Matrices	(Beispiel:	Humanblut)	reproduzierbare	und	

mit	anderen	Methoden	(GC‐MS	mit	deuterierten	Standards)	vergleichbare	Resul‐

tate	erhalten	werden	(Hippler	et	al.,	2009b).	Aufgrund	der	einfachen	Probenvor‐

bereitung	und	hohen	Nachweisstärke	ist	die	Hydridtechnik	ein	weit	verbreitetes	

Verfahren.	
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Wie	 bereits	 beschrieben	 unterscheidet	 die	 Hydrierung	 mit	 NaBH4	 aber	 nicht	

strickt	zwischen	penta‐	und	trivalenten	Antimon‐	und	Arsenspezies	(Dodd	et	al.,	

1992).	So	werden	erst	bei	pH‐Werten	≤	1	pentavalente	Arsenspezies	vollständig	

zu	 flüchtigen	 trivalenten	 Spezies	 reduziert.	 Bei	 pH‐Werten	 >	 5	 kommt	 es	 nur	

noch	 zur	 Bildung	 flüchtiger	 Hydride	 der	 trivalenten	 Arsenspezies	 As(III),	

MMA(III)	und	DMA(III)	(Gong	et	al.,	2001).	

Daher	wurde	in	einigen	hier	durchgeführten	Untersuchungen,	gerade	bei	Arsen‐

verbindungen,	 zusätzlich	 zur	 Hydridgenerierung	 eine	 HPLC‐Methode	 /	 Kopp‐

lung	verwendet.	
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4. Toxikologische	Aspekte	

In Kapitel 1 (ab Seite 9) wurde bereits auf die einzelnen Elemente (As, Sb, Bi, Hg 

und Sn) und deren metall(oid)organische Verbindungen in der Umwelt eingegangen. 

Dabei wurde auch auf einige toxikologische Aspekte, wie dem Challenger-

Mechanismus und die Biomethylierung, hingewiesen. Anschließend sollen hier wei-

tere toxikologisch relevante Punkte, insbesondere in Bezug auf Arsen, aufgegriffen 

und erweitert werden. 

  

4.1 Metalle	im	menschlichen	Körper	

Die Gesamtanzahl der im menschlichen Körper vorhandenen Zellen wird auf etwa 

1014 geschätzt. Der Gewichtsanteil der nichtmetallischen Elemente beträgt dabei über 

98 %. Auf die Metalle Natrium, Kalium, Magnesium und Calcium entfallen weitere 

1,89 %; somit verbleiben für alle Spuren- und Schwermetalle lediglich 0,012% 

(Fuhrmann, 2006). Ein Überblick zur Metallbelastung des menschlichen Körpers ist 

in Tabelle 5 gegeben. 

 

Tabelle	5:	Metallbelastung	des	menschlichen	Körpers.	Zur	Berechnung	der	Atome	pro	Zelle	in	Spalte	

4	wurde	eine	idealisierte	Verteilung	auf	alle	1014	Zellen	angenommen.	

Element	
mg	/	70kg	

Körpergewicht	 µmol	/	kg	
Atome	

106	/	Zelle	

Aus	der	
Nahrung	
mg	/	Tag	

Aluminium	 100	 53	 22	 36,4	

Arsen	 14	 2,7	 1,1	 0,14	

Blei	 80	 5,4	 2,3	 0,2‐0,3	

Cadmium	 30	 3,9	 1,6	 0,018‐0,2	

Quecksilber	 4	 0,3	 0,12	 0,005‐0,02	

Vanadium	 20	 5,6	 2,4	 2,5	

Zinn	 30	 3,6	 1,5	 17	

(Fuhrmann,	2006)
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Die	Toxizität	vieler	dieser	Metalle	kann	damit	erklärt	werden,	dass	Zellen	diese	

schnell	aufnehmen	können.	Erstaunlicherweise	 ist	nur	wenig	darüber	bekannt,	

wie	bestimmte	Metall(oid)e	und	metall(oid)organische	Verbindungen	 in	Zellen	

gelangen	 können.	 Da	 es	 keine	 Transporter	 für	 diese	 Verbindungen	 gibt,	 muss	

hier	eine	andere	Möglichkeit	bestehen.	Schwermetalle	bilden	eine	Reihe	stabiler	

Komplexe	mit	 Liganden,	 die	 auch	 in	 lebenden	 Zellen	 vorkommen.	 Sie	 können	

dabei	die	Formen	von	physiologischen	Kationen	annehmen	oder	bilden	Komple‐

xe,	 die	 den	 Aminosäuren	 strukturell	 verwandt	 sind	 (Aschner	et	al.,	 1988).	 So	

können	sie	die	entsprechenden	Transporter	nutzen,	um	in	das	Zellinnere	zu	ge‐

langen.	Hier	spielt	also	das	sogenannte	„molecular	mimicry“	eine	entscheidende	

Rolle.	„Molecular	mimicry“	beruht	auf	der	Fähigkeit	eines	Metall(oid)‐Ions	an	ein	

endogenes	 organisches	 Molekül	 zu	 binden	 und	 so	 ein	 metall(oid)organisches	

Molekül	zu	bilden,	dass	die	Struktur	eines	funktionalen	Moleküls	besitzt	und	so	

dessen	Transporter	nutzen	kann	um	in	Zellen	gelangen	zu	können	(Bridges	et	al.,	

2005).	 Ein	 typisches	 Beispiel	 für	molekulares	Mimikry	 ist	 das	Methylquecksil‐

bercystein	 (Me‐Hg‐S‐Cys)	 und	 die	 entsprechende	 Aminosäure	 Methionin	

(Abbildung	16).	

	

	

Abbildung	16:	„Molecular	Mimikry“	in	Form	von	Methionin	und	Methyl‐Hg‐Cystein.	

	

Arsen	(Arsenat)	kann	in	ähnlicher	Weise	auch	in	biochemischen	Stoffwechselre‐

aktionen	 das	 anorganische	 Phosphat	 ersetzen	 (Abbildung	 17).	 Im	 Zellinneren	

reagiert	 das	 Arsenat	 mit	 der	 Glycerinaldehyd‐3‐phosphat‐Dehydrogenase	 an‐

stelle	 des	 Phosphats,	 was	 zu	 einer	 Abnahme	 des	 Adenosintriphosphats	 (ATP)	

führt	(Fuhrmann,	2006).		
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(Fuhrmann,	2006)	

Ein	wichtiges	Strukturelement	DNA‐bindender	Proteine	sind	sog.	"Zinkfinger"	in	

Transkriptionsfaktoren,	DNA‐Reparaturproteinen	und	Tumorsuppressorprotei‐

nen.	 Diese	 Zinkfinger‐Proteine	 können	 empfindliche	 Angriffspunkte	 für	 Ar‐

sen(III)	sowie	seine	dreiwertigen,	methylierten	Metabolite	sein.	Dabei	kommt	es	

mutmaßlich	nicht	zu	einer	direkten	Einwirkung	auf	die	DNA,	sondern	zu	einer	

Verdrängung	des	Zink‐Ions	aus	seiner	Bindung	zu	Metallothioneinen.	So	 findet	

die	 Hemmung	 der	 an	 der	 Basen‐Exzisionsreparatur	 beteiligten	 Poly(ADP‐

Ribose)‐Polymerase	 (PARP)	 bereits	 bei	 umweltrelevanten	 Konzentrationen	 im	

unteren	nanomolaren	Bereich	statt	(Walter	et	al.,	2007).	

Am	Beispiel	des	Arsens	sollen	die	toxikologischen	Wirkungen	im	folgenden	Ab‐

schnitt	weiter	verdeutlicht	werden.	

		

	

	 	

Abbildung	 17:	 Struktureller	 Ver‐

gleich	zwischen	dem	physiologischen	

Phosphat‐	 (a)	 und	 dem	 toxischen	

Arsenat‐	 Oxoanion	 (b).	 Diese	 toxi‐

schen	Ionen	können	als	Substrate	im	

Sinne	 des	 molekularen	 Mimikry	 in	

das	Zellinnere	transportiert	werden.	
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4.2 Toxizität	metall(oid)organischer	Verbindungen	

Während	die	Toxizität	der	anorganischen	Formen	etwa	von	Arsen,	Bismut	oder	

Quecksilber	meist	 sehr	 gut	 dokumentiert	 ist,	 und	 einige	 von	 ihnen	 zudem	 als	

relativ	wenig	giftig	eingestuft	werden	(z.B.	Zinn	oder	Bismut),	können	deren	me‐

thylierte,	 metallorganische	 Verbindungen	 hoch	 toxisch	 sein	 (siehe	 Dimethyl‐

quecksilber).		

Wie	bereits	beschrieben	konkurriert	As(V)	mit	Phosphat	und	hat	daher	eine	to‐

xische	Wirkung.	 As(III)	 bindet	 sehr	 stark	 an	 Proteinphosphatasen,	 hier	 beson‐

ders	an	die	Thiolgruppen	im	aktiven	Zentrum	und	sorgt	damit	für	eine	dauerhaf‐

te	 Aktivierung	 von	 Signalwegen.	 Im	 Dezember	 2010	 veröffentlichte	 die	 US‐

Weltraumbehörde	NASA	sogar	die	Entdeckung	einer	neuen	Lebensform	im	Mo‐

no	Lake,	einem	kalifornischen	Salzsee.	Wolfe‐Simon	et	al.	entdeckten	dort	einen	

Mikroorganismus,	der	unter	der	Verwendung	von	Arsen	anstelle	von	Phosphor	

in	der	Lage	ist,	zu	wachsen	und	sich	zu	reproduzieren	(Wolfe‐Simon	et	al.,	2009).	

In	den	Nukleinsäuren	und	Proteinen	dieses	Bakteriums	(Stamm	GFAJ‐1	des	Ha‐

lomonadaceae)	kann	ein	Großteil	des	Phosphats	durch	Arsenat	ersetzt	werden.11	

(Wolfe‐Simon	et	al.,	2010).	

Auf	den	Menschen	können	einige	Arsenverbindungen,	nicht	zuletzt	aus	den	oben	

genannten	 Gründen,	 hochtoxisch	

wirken	 und	 sind	 als	 kanzerogen,	

teratogen	 und	 mutagen	 eingestuft,	

andere	 wiederum,	 wie	 beispiels‐

weise	 Arsenozucker,	 gelten	 als	

weitgehend	 ungiftig.	 Die	 akute	 To‐

xizität	von	Arsen	ist	also	sehr	stark	

von	 der	 vorhandenen	 Spezies	 ab‐

																																																								
11	Nasa,	02.12.2010:	

http://www.nasa.gov/topics/universe/features/astrobiology_toxic_chemical.html	;	

				Science	Express,	02.12.2010:		http://www.sciencemag.org/content/early/recent	

Tabelle	 6:	 Überblick	 über	 LD50‐Werte	 für	

verschiedene	Arsenverbindungen.	

Verbindung LD50	(Maus)
Arsentrioxid 35	mg	kg‐1
Natrium‐
Monomethylarsenat 1800	mg	kg‐1
Natrium‐ Dimethyl‐
arsenit	 1200	mg	kg‐1
Trimethylarsin 7800	mg	kg‐1
Arsenobetain >10.000	mg	kg‐1

(Todorov	et	al.,	2005)	
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hängig.	 Tabelle	 6	 gibt	 einen	 Überblick	 über	 die	 LD50‐Werte	 verschiedener	 Ar‐

senverbindungen	und	verdeutlicht	die	extremen	Toxizitätsunterschiede	einzel‐

ner	Arsenspezies.	Speziell	in	Fisch	und	Meeresfrüchten	kann	Arsen	in	bis	zu	50	

verschiedenen	organischen	Arsenverbindungen	vorliegen,	wobei	für	die	meisten	

die	toxikologische	Wirkung	unbekannt	bleibt	(Francesconi,	2010).	

Wie	 schnell	 gerade	 diese	 leichtflüchtigen,	 fettlöslichen,	metall(oid)organischen	

Verbindungen	Barrieren	oder	auch	die	Haut	durchdringen	können	soll	später	im	

speziellen	Teil	(Kapitel	3,	Seite	137)	aufgezeigt	werden.		

In	den	letzten	Jahren	wurde	zudem	immer	deutlicher,	dass	es	auch	zu	einer	di‐

rekten	Einwirkung	dieser	Verbindungen	auf	den	Menschen	kommen	kann	und	

diese	im	Körper	auch	gebildet	werden	können	(vgl.	allgemeiner	Teil,	Kapitel	2.1	

bis	2.5).	Direkte	toxikologische	Tests	mit	leichtflüchtigen	metall(oid)organischen	

Verbindungen	sind	allerdings	äußerst	problematisch.	Zum	einen	ist	die	Handha‐

bung	 (Stabilität	 der	 Verbindungen)	 und	 damit	 die	 Exposition	 schwierig,	 zum	

anderen	 benötigen	 die	 Zellen	 grundsätzlich	 ihr	 entsprechendes	 Nährmedium.	

Bei	 der	 Exposition	 gegen	 leichtflüchtige	 (metall(oid)organische)	Verbindungen	

tritt	daher	bereits	oft	ein	Großteil	dieser	aus	der	Lösung	heraus	bevor	die	Zell‐

membran	 passiert	 wird	 (Ehrenstein	et	al.,	 2002)	 bzw.	 sind	 die	 Verbindungen	

erst	gar	nicht	im	Nährmedium	löslich.	Daher	benötigen	die	toxikologischen	Tests	

der	leichtflüchtigen	metall(oid)organischen	Verbindungen,	im	Vergleich	zu	toxi‐

kologischen	Tests	von	nicht	flüchtigen,	wasserlöslichen	Verbindungen	ein	kom‐

plett	anderes	experimentelles	Design,	welches	vor	kurzem	von	Dopp	et	al.	ent‐

wickelt	wurde.	Mit	diesem	System	können		sowohl	zytotoxische	als	auch	genoto‐

xische	Effekte	ermittelt	werden.	Auf	den	Versuchsaufbau	und	die	zytotoxischen	

Effekte	 soll	 im	 speziellen	 Teil	 (Kapitel	 4.1,	 Seite	 163)	 detailliert	 eingegangen	

werden.	 Die	 parallel	 mittels	 Commet‐Assay12	 durchgeführten	 genotoxikologi‐

																																																								
12	Mittels	des	s.g.	Comet‐Assays	lassen	sich		DNA‐Doppel‐	und	Einzelstrangbrüche	feststellen	und	

so	genotoxische	Effekte	nachweisen.	Das	Prinzip	des	Comet‐Assays	beruht	auf	der	Elektrophore‐

se,	wobei	bruchstückhafte	DNA	innerhalb	des	Feldes	wandert.	Unter	dem	Mikroskop	erscheinen	
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schen	 Ergebnisse	 sollen	 hier	 nur	 kurz	 zusammengefasst	 werden,	 da	 sie	 nicht	

Bestandteil	dieser	Arbeit	waren.	Aufgrund	der	hohen	Zytotoxizität	war	eine	ge‐

notoxische	 Betrachtung	 von	 Me2Hg	 erst	 gar	 nicht	 möglich.	 Für	 Me4Sn	 wurde	

hingegen	 bis	 zu	 einer	 Konzentration	 von	 429	µmol/l	 in	 CHO‐Zellen	 keine	 Ge‐

notoxizität	festgestellt.	Me3As	zeigte	erst	bei	zytotoxisch	relevanten	Konzentra‐

tionen	 signifikant	 erhöhte	 „tail	 moments“	 im	 Comet‐Assay.	 Die	 vollständigen	

Ergebnisse	zur	Genotoxizität	 finden	sich,	zusammen	mit	den	 im	speziellen	Teil	

dieser	Arbeit	aufgeführten	Daten	zur	Zytotoxizität,	in:	„Dopp	E	et	al.,	Toxicity	of	

volatile	methylated	species	of	bismuth,	arsenic,	 tin	and	mercury	 in	mammalian	

cells	 in	 vitro.	 Journal	 of	 Toxicology	 (Special	 Issue:	 Toxicity	 of	 Organomet‐

al(loids))	2011“	(Article	ID	503576;	ein	Reprint	des	gesamten	Artikels	befindet	

sich	im	Anhang)	und	im	Buchkapitel	„Early	molecular	changes	in	the	genome	of	

arsenic‐exposed	 human	 urothelial	 cells	 depending	 on	 cellular	 uptake	 and	 bio‐

transformation“	 (Zdrenka	et	al.,	 2010).	 Der	 Nachweis	 neurotoxischer	 Effekte	

verlangt	 einen	 vollständig	 anderen	 experimentellen	 Aufbau,	 welcher	 ebenfalls	

speziell	auf	die	Verwendung	leichtflüchtiger	Spezies	ausgerichtet	werden	muss.	

Der	 Aufbau	wurde	 in	 Zusammenarbeit	mit	 dem	Universitätsklinikum	Münster	

entwickelt;	 einige	Ergebnisse	 zur	Neurotoxizität	 von	 zinnorganischen	Substan‐

zen	 sowie	von	Monomethyl‐	und	Dimethylarsen	 sollen	hier	beispielhaft	 vorge‐

stellt	werden.		

Dazu	 wurde	 mit	 Hilfe	 elektrophysiologischer	 Techniken	 an	 Hippocampus‐

Schnittpräparaten	 juveniler	 und	 adulter	 Ratten	 die	 Effekte	 der	 me‐

tall(oid)organischen	 Verbindungen	 auf	 die	 exzitatorischen	 postsynaptischen	

Potenziale,	die	Langzeitpotenzierung		sowie	auf	die	präsynaptischen	Prozesse	an	

den	 Schaffer‐Kollateral/CA1‐Synapsen	 untersucht	 (paired‐pulse	 fascilitation).	

Für	die	zinnorganischen	Substanzen	belegen	die	durchgeführten	Versuche	eine	

starke	und	selektive	Wirkung	auf	Mechanismen	der	glutamatergen	synaptischen	

																																																																																																																																																														

die	beschädigten	Zellen,	mit	einem	Schweif	aus	DNA	Bruchstücken,	der	ihnen	das	Aussehen	eines	

Kometen	gibt.	
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Übertragung.	Auch	die	arsenorganischen	Substanzen	zeigen	sehr	unterschiedli‐

che	Wirksamkeiten.	Während	die	fünfwertigen	methylierten	Arsenverbindungen	

MMA(V)	und	DMA(V)	keinerlei	Einfluss	auf	die	synaptische	Transmission	haben,	

führen	 die	 dreiwertigen	 Verbindungen	 MMA(III)	 und	 DMA(III)	 zu	 einer	 Hem‐

mung	sowohl	der	Amplituden	 	exzitatorischer	postsynaptischer	Potenziale	 (fE‐

PSPs)	wie	 auch	der	Langzeitpotenzierung,	 die	 schon	bei	Konzentrationen	 ab	1	

µmol/l	wirksam	wird	und	bei	höheren	Konzentrationen	(10,	100	µmol/l)	zu	ei‐

ner	kompletten	Unterdrückung	der	Amplituden	führt.	Dabei	ist	die	Wirkung	bei	

Applikation	von	DMA(III)	etwas	stärker	als	bei	der	von	MMA(III)	und	bei	jungen	

Tieren	jeweils	stärker	ausgeprägt	als	bei	adulten	Tieren.	Die	Untersuchungen	an	

den	 in‐vitro‐Schnittpräparaten	zeigten	auch,	dass	diese	metall(oid)organischen	

Verbindungen	 die	 synaptischen	 Funktionen	 beträchtlich	 stören	 können	

(Krüger	et	al.,	2007);	(Krüger	et	al.,	2009).	 	
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änderungen,	 sind	 bisher	 aber	 nur	 teilweise	 bekannt.	 Innerhalb	 des	 DFG	 For‐

schungsprojektes	 „Analyse	 früher	molekularer	Veränderungen	 im	Genom	arsen‐

exponierter	humaner	Urothelzellen	 in	Abhängigkeit	von	der	zellulären	Aufnahme	

und	der	Biotransformation	einzelner	Arsenspezies“	sollen	die	Aufnahmekapazität	

von	humanen	Urothelzellen	 für	Arsenverbindungen,	 deren	 subzelluläre	Vertei‐

lung	 und	 Ausschleusung	 sowie	 deren	 intrazelluläre	 Biotransformation	 in	

Urothelzellen	 im	Vergleich	 zu	Hepatozyten	untersucht	und	Veränderungen	 auf	

molekularbiologischer	Ebene	erfasst	werden.		

Im	Rahmen	eigener,	vorangegangener	Arbeiten	wurden	bereits	die	analytischen	

Methoden	 zur	 intrazellulären	Arsenspeziierung	 nach	 Exposition	 der	 Zellen	 ge‐

gen	MMA(III)	erstellt	und	die	Möglichkeit	zur	schnelleren	und	besser	auflösen‐

den	Chromatographie	geschaffen	(Hippler,	2011).	So	konnte	eine	vielfältige	Spe‐

ziesumwandlung,	 im	 Lysat	 von	 HepG2‐Zellen	 nach	 Exposition	 gegen	MMA(III)	

beobachtet	werden	(Hippler	et	al.,	2011).	Es	stellte	sich	heraus,	dass	die	Methyl‐

ierung	zeitlich	betrachtet	kein	kontinuierlich	ablaufender	Prozess	ist.	Durch	die	

verbesserte	Trennleistung	konnten	zudem	erstmals	Monomethylmonothioarse‐

nat	(MMMTA(V))	sowie	weitere,	unbekannte	(Thio?‐)	Arsenspezies	in	den	Lysa‐

ten	von	HepG2‐Zellen	nachgewiesen	werden	(Hippler,	2011).	Basierend	auf	den	

durchgeführten	Expositionsreihen	konnte	ein	neuer	Reaktionspfad	 für	die	Bio‐

methylierung	von	MMA(III)	 in	HepG2‐Zellen	vorgeschlagen	werden	(Abbildung	

19).	 Allerdings	 blieben	 bisher	 einige	 Fragen	 offen,	 die	 hier	 im	 speziellen	 Teil	

(Kapitel	4.2,	Seite	182)	erneut	aufgegriffen	werden	sollen.	Zum	einen	stellte	sich	

die	Frage,	um	welche	unbekannten	Arsenspezies	es	 sich	handelt,	 zum	anderen	

blieb	ungeklärt,	wie	viel	Arsen	überhaupt	in	die	Zellen	eindringt	bzw.	in	oder	an	

der	Zellmembran	und	anderen,	nicht	 löslichen	Zellbestandteilen	vorhanden	 ist.	

Auch	in	welcher	Form	(Methylierungsgrad)	es	dort	vorliegt	blieb	unklar.	Zudem	

besteht	die	Frage,	wieso	und	wo	in	der	Zelle	eine	Oxidation	stattfinden	kann.	
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Spezieller	Teil	

	

Im	speziellen	Teil	werden	einzelne	Aspekte	in	der	Speziesanalytik	

metall(oid)organischer 	Verbindungen	aufgegriffen	und	ausgewähl‐

te,	aktuelle	Forschungsprojekte	wie 	die	Speziesbestimmung 	in	der	

Biogasproduktion	und	die	Permeation	durch	Arbeitsschutzmaterial	

vorgestellt.		

Weiterhin	sollen	spezielle	Fortschritte	und	neue,	sowie	weiterfüh‐

rende	Arbeiten 	in	den	laufenden	toxikologischen	Projekten	(Spezi‐

ierung 	von	Arsen	in	Leber‐	und	Blasenzellen)	diskutiert	werden.	
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1. Metallorganische	Verbindungen	in	Biogasanlagen	

Auf	die	 toxikologische	Wirkung	metall(oid)organischer	Verbindungen,	die	Aus‐

wirkungen	auf	die	Umwelt	und	deren	Relevanz	für	den	Menschen	wurde	bereits	

in	 den	 vorangegangenen	 Kapiteln	 im	 allgemeinen	 Teil	 eingegangen.	 Auch	 der	

Prozess	der	Biomethylierung	ist	seit	 langem	bekannt	und	wurde	bereits	im	all‐

gemeinen	Teil	(Kapitel	2,		Seite	13)	beschrieben.	

In	zahlreichen	Untersuchungen	wurde	auch	die	Bedeutung	von	Arsen	als	essen‐

tielles	Element	(Ultraspurenelement)	für	die	Ernährung	von	Tieren	nachgewie‐

sen	(McDowell	et	al.,	2003)	und	findet	so	als	Futterzusatzstoff	Verwendung	(z.B.	

Roxarson).	 Ein	 Großteil	 dieser	 Verbindungen	wird	 unverändert	wieder	 ausge‐

schieden	 und	 findet	 sich	 in	 den	 Exkrementen	 dieser	 Tiere	wieder,	 wo	 sie	 u.a.	

nach	dem	oben	genannten	Challenger‐Mechanismus	weiter	 in	methylierte	Spe‐

zies	umgewandelt	werden	können	(Momplaisir	et	al.,	2001).		

Biogasanlagen	 bieten	 aufgrund	 ihrer	 biologischen	Aktivität,	 den	 vorherrschen‐

den	Temperaturen	und	den	eingesetzten	Stoffen	ebenfalls	 optimale	Vorausset‐

zungen	 zur	Bildung	methylierter,	 organischer	Verbindungen,	wie	 sie	bereits	 in	

Kläranlagen,	 Mülldeponien	 oder	 im	 Kompost	 nachgewiesen	 werden	 konnten.	

Inwieweit	 auch	 Biogasanlagen	 dazu	 beitragen,	 welche	 Spezies	 dort	 gebildet	

werden	 und	 wie	 sich	 diese	 auf	 die	 einzelnen	 Phasen	 (Biogas,	 Gaskondensat,	

Gärsubstanzen)	 verteilen	 ist	 bisher	 nicht	 untersucht.	 Ein	 erstes	 Screening	 ob	

und	 in	 welcher	 Form	 (Spezies)	methylierte,	 metall(oid)organische	 Verbindun‐

gen	in	diesen	Anlagen	vorkommen	soll	im	Folgenden	durchgeführt	werden.	
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Biogas	besteht	zu	etwa	45	bis	70%	aus	Methan	(CH4),	Kohlendioxid	(CO2,	25‐50	

Vol%)	 sowie	 Sauerstoff,	 Stickstoff	 und	 anderen	 Spurengasen	 (siehe	Tabelle	7).	

Der	Hauptbestandteil,	das	Methan,	ist	energetisch	nutzbar	(Stromerzeugung).		

	

Tabelle	7:	Zusammensetzung	von	Biogas	

Komponenten	 Schwankungsbreite Durchschnitt	

Methan	 45–70 % 60	%	

Kohlenstoffdioxid	 25–55 % 35	%	

Wasserdampf	 0–10 % 3,1	%	

Stickstoff	 0,01–5 % 1	%	

Sauerstoff	 0,01–2 % 0,3	%	

Wasserstoff	 0–1 % <	1	%	

Ammoniak	 0,01–2,5 mg/m³ 0,7	mg/m³	

Schwefelwasserstoff	 10–30.000 mg/m³ 500	mg/m³	

Quelle:	DVGW,	Deutscher	Verein	des	Gas‐	und	Wasserfaches	e.V.	(2012)

	

Auch	metall(oid)organische	Verbindungen	entstehen	vielfach	durch	mikrobiolo‐

gische	Prozesse.	Wie	bereits	beschrieben	gibt	es	viele	Orte	an	denen	eine	solche	

Biomethylierung	zu	erwarten	oder	auch	erwünscht	ist.	Dazu	zählen	Kläranlagen,	

Kompostwerke,	 Mülldeponien	 und	 eben	 auch	 Biogasanlagen.	 Im	 Institut	 für	

Umweltanalytik	wurden	solche	Hotspots	mehrfach	untersucht,	was	bereits	mit	

der	 Beprobung	 von	 Mülldeponien	 im	 Jahre	 1994	 durch	 J.	 Feldmann	 begann	

(Feldmann	et	al.,	1994).	Eine	kurze	Auswahl	der	bereits	durchgeführten	Projekte	

findet	sich	in	Tabelle	8.	

In	allen	Projekten	(Mülldeponien,	Kompostwerke,	Kompost,	usw.)	konnten	me‐

tall(oid)organische	 Verbindungen	 nachgewiesen	 werden.	 Es	 liegt	 daher	 nahe,	

dass	 auch	 in	 Biogasanlagen	 diese	 Verbindungen	 vorhanden	 sind.	 Zur	 Me‐

tall(oid)‐Speziesanalytik	 wurden	 daher	 sowohl	 Proben	 des	 Biogases	 als	 auch	

Proben	 aus	 den	 Anmaischbecken,	 den	 Nachgärern	 sowie	 des	 Kondenswassers	

untersucht.		
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Tabelle	8:	Übersicht	über	untersuchte	Hotspots	metall(oid)organischer	Verbindungen	am	 Institut	

für	Umweltanalytik	

Ort	 Publikation,	Jahr	

Mülldeponien	 (Feldmann et al.,	1994)	
(Hirner	et	al.,	1994)	

(Feldmann	et	al.,	1995)	

Erdgas	 (Hippler	et	al.,	2004)	

Kompostwerke	 (Raabe et al.,	2006)	
(Raabe	et	al.,	2005)	

Kompost	 (Diaz‐Bone	et	al.,	2011)	

Biogasanlagen	 erste	Untersuchungen	in	dieser	Arbeit	

	

Aufgrund	der	komplexen	Matrix,	gerade	der	Anmaischbecken	und	der	Nachgärer	

der	 Biogasanlagen	mussten	 einzelne	 Proben	 aufgeteilt	 und	mehrfach	mit	Hilfe	

verschiedener	 Analysemethoden	 (Hydridgenerierung‐GC/ICP‐MS	 bzw.	

HPLC/ICP‐MS)	 auf	 metall(oid)organische	 Spezies	 untersucht	 werden.	 Auf	 die	

Methoden	wird	in	den	jeweiligen	Abschnitten	einzeln	hingewiesen.		
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1.2 Probennahme,	Probenbeschreibung,	Probenlagerung	

Die	Probennahmen	an	den	Biogasanlagen	erfolgten	unter	Leitung	des	Landesam‐

tes	 für	 Natur,	 Umwelt	 und	 Verbraucherschutz	 NRW	 (Bezirke	 M	 und	 L)	 sowie	

eines	 Mitarbeiters	 des	 Instituts	 für	 Umweltanalytik	 der	 Universität	 Duisburg‐

Essen.	Beprobt	wurden	vier	verschiedene	Biogasanlagen	(hier	als	Anlagen	A	bis	

D	bezeichnet)	in	den	Bezirken	„M“	und	„L“.	Weitere	Angaben	zu	den	Anlagen,	wie	

die	Abfallbeschreibungen	(Inputmaterialien)	und	die	Probennahmebedingungen	

finden	 sich	 in	 kurzer	 Form	 in	 den	 folgenden	Anlagenbeschreibungen	 sowie	 in	

den	jeweiligen	Probennahmeprotokollen.	

	

Tabelle	9:	An	den	Biogasanlagen	entnommene	Proben	

Probe	 Probenmaterial	 Probenbehälter	

1	 Gaskondensat	 PE	/	Glasflasche	

2	 Gärgas	 Gasbeutel	(2x10L)	

3	 Nachgärer	/Endlager	 PE	/	Glasflasche	

4	 Anmaischbecken	 PE	/	Glasflasche	

	

Biogasanlage	A:	 Nawaro	–	Biogasanlage	

Abfallbeschreibung:	

Rinder‐	und	Schweinegülle,	Maissilage,	Zuckerrübenmus,	Ge‐

flügelkot,	Rinderkot,	weitere	Angaben	siehe	Probennahme‐

protokoll.	

	

Biogasanlage	B:	 Cofermenter	Biogas	

Abfallbeschreibung:	

Brauerei,‐	Saucen‐	und	Flotationsschlamm,	Fette,	Speise‐	und	

Gemüsereste,	Blutrückstände,	Kuddeleirückstände,	Kot,	Gülle	

etc.,	weitere	Angaben	siehe	Probennahmeprotokoll.		
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Biogasanlage	C:	 Biogasanlage	

Abfallbeschreibung:	

Rinder‐	und	Schweinegülle,	Pansen‐,	Magen‐	und	Darminhalt,	

Fett‐	und	Flotationsschlämme,	Küchen‐	und	Kantinenabfälle,	

Spelzen,	Getreidestaub,	pflanzliche	Futtermittel,	Garten‐	und	

Parkabfälle,	Rasenschnitt,	weitere	Angaben	siehe	Proben‐

nahmeprotokoll.	

	 Das	Gärgas	musste	aufgrund	des	herrschenden	Unterdrucks	

in	die	Gasbeutel	gepumpt	werden.	

	

Biogasanlage	D:	 Biogasanlage	

Abfallbeschreibung:	

Maissilage,	Schweinegülle,	Regen‐	und	Oberflächenwasser,	

Sickersaft	aus	Maissilage,	weitere	Angaben	siehe	Proben‐

nahmeprotokoll.	

	 Das	Gärgas	musste	aufgrund	des	herrschenden	Unterdrucks	

in	die	Gasbeutel	gepumpt	werden.	

	

	

Die	 Probennahmestellen	 an	 den	 Biogasanlagen	 sowie	 die	 Bezeichnungen	 der	

Proben	sind	in	Abbildung	21	dargestellt.		

Biogasproben	(Gärgase)	wurden	in	Gasbeuteln	(s.g.	Tedlar‐Bags,	10	Liter)	abge‐

füllt,	welche	 eine	 kurzzeitige	 Lagerung	 der	Gase	 bei	 nur	 geringem	Verlust	 der	

metall(oid)organischen	 Spezies,	 auch	 permethylierter	 Verbindungen	 erlauben	

(Haas	et	al.,	2000).	Ein	direkter,	passender	Anschluss	zur	Probennahme	war	nur	

an	den	Anlagen	A	(Abbildung	44,	Seite	116)	und	D	vorhanden.	Bei	den	Anlagen	B	

und	C	war	die	Installation	einer	behelfsmäßigen	Probennahmestelle	notwendig.	

Aufgrund	 der	 gegebenen	 Bedingungen	 war	 es	 in	 der	 Regel	 nicht	 möglich,	 die	
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1.3 Methoden	

1.3.1 Bestimmung	des	Gesamtquecksilbers	

Die	Bestimmung	des	Gesamtquecksilbers	erfolgte	mittels	des	in	Kapitel	3.1	(all‐

gemeiner	Teil,	Seite	38)	beschriebenen	DMA	80	Gesamtquecksilber‐Analysators.	

Vor	der	Analyse	wurden	die	extrem	inhomogenen	Proben	aus	den	Anmaischbe‐

cken	 und	Nachgärern	 intensiv	 homogenisiert.	 Anschließend	wurden	 etwa	 100	

bis	250	mg	der	Proben	 in	die	Analysenschiffchen	des	DMA	80	eingewogen	und	

dort	 gemessen.	 Aus	 den	 Gaskondensaten	 konnte	 der	 Quecksilbergehalt	 ohne	

weitere	Vorbehandlung	(lediglich	Schütteln	der	Probe)	nach	Einwaage	von	etwa	

100	µl	direkt	bestimmt	werden.	Die	Nachweisgrenze	des	hier	eingesetzten	Gerä‐

tes	liegt	bei	0,02	ng	Hg	(absolut),	was	bei	einer	Einwaage	von	100	µl	einer	Kon‐

zentration	von	0,2	µg/l	entspricht.	

	

	

1.3.2 Speziesbestimmung	im	Biogas	(As,	Sb,	Hg	Spezies)	

Zur	Analyse	der	Biogasproben	(Doppelbestimmung)	wurden	zunächst	je	4	Liter	

des	Gasvolumens	aus	den	10	Liter	Gasbeuteln	(Tedlar	Bags)	auf	eine	mit	Supel‐

coport	(10%	SP	–	2100	on,	Supelco,	Bellefonte,	USA)	gepackte	und	gekühlte	Säu‐

le	(U‐Rohr	/	‐120°C)	aufgegeben.	Zur	weiteren	Abtrennung	der	Matrix	(Wasser,	

CO2)	wurde	das	U‐Rohr	ausgeheizt	und	so	die	Metall(oid)spezies	in	den	ebenfalls	

gekühlten	 (‐80°C)	 Injektor	 (UNIS	 2100,	 Joint	 Analytical	 Systems,	 Moers)	 des	

Gaschromatographen	 (Agilent	 5973,	 Agilent,	Waldbronn)	 überführt.	 Die	 Tren‐

nung	der	leicht	flüchtigen	Metall(oid)spezies	erfolgte	auf	einer	30m	Kapillarsäu‐

le	 (Rtx®‐5Sil,	Restek	GmbH,	Bad	Homburg).	Zur	Detektion	wurde	der	Gaschro‐

matograph	über	eine	Transferline	und	ein	T‐Stück	an	ein	ICP‐MS	(7500a,	Agilent,	

Waldbronn)	gekoppelt.	Auf	eine	gleichzeitige	Nutzung	des	Massenspektrometers	

(EI)	wurde	 verzichtet.	 Das	 Gerät	 ist	mit	 einem	Micro	 Flow	Nebulizer	MFN100	

aus	 Fluoropolymeren	 (Agilent)	 sowie	 einer	 Standardsprühkammer	 (Quartz)	
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ausgestattet,	über	den	die	Zugabe	des	internen	Standards	(103Rh,	10	ppb)	erfolg‐

te.	 Die	 wichtigsten	methodischen	 Parameter	 wie	 Gasflüsse,	 RF‐Energie,	 analy‐

sierte	Isotope	usw.	sind	in	Tabelle	10	aufgeführt.	Als	Performance‐Test	des	ICP‐

MS	wurde	täglich	ein	neuer	„Tune‐Report“	erstellt.	

	

Tabelle	10:	Geräteparameter	GC	/	ICP‐MS	zur	Speziesbestimmung	im	Biogas	

Gerät	 Parameter	

GC:	

Agilent	5973	 Trägergas	Helium

Injektor:	 Mode:	Solvent	Vent

	 ‐80°C	 800°C/min	 320°C	konst.	

	

Oven:	 Start:	50°C	10°C/min		120°C	

	 																										30°C/min		320°C	

	

Transferline	GC	 ICP‐MS	 250°C	(Maximum)

	

ICP‐MS:	

Agilent	7500a	 	

RF	‐	Energie	 1580	W	
Plasma	‐	Gas	 15	l/min	(Argon)	

Carrier	‐	Gas	 ~	0,8	l/min	

Make	up	‐	Gas	 ~	0,25	l/min	

Sample	depth	 5,2	mm	

Sprühkammer	 Quarz,	cooled,	2	°C	

Gemessene	Isotope	(m/z)	
75As,	35Cl,	77(40Ar37Cl)
34S,	 121Sb,	 123Sb,	 200Hg,	 202Hg,	 118Sn,	 120Sn,	
103Rh	(interner	Standard)	

	 	

	

Die	Identifizierung	der	Spezies	erfolgte	zumeist	über	Retentionszeitabgleich	mit	

externen	 Standards	 sowie	 über	 eine	 Siedepunkt‐Retentionszeit‐Korrelation	

(Kapitel	3.3,	ab	Seite	46).	Die	Ergebnisse	finden	sich	in	Kapitel	1.4.1	(spezieller	

Teil,	Seite	76).	
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1.3.3 Speziesbestimmung	im	Anmaischbecken,	Nachgärer	und	Kondensat	

(Hydridgenerierung)	

Leichtflüchtige,	 permethylierte	 metall(oid)organische	 Verbindungen	 wie	 z.B.	

Trimethylarsen	 (Me3As),	 Dimthylquecksilber	 (Me2Hg)	 oder	 Tetramethylzinn	

(Me4Sn)	lassen	sich	ohne	vorhergehende	Derivatisierung	aus	der	flüssigen	Phase	

mittels	Helium	austreiben	 (purgen).	Teilmethylierte	Verbindungen	müssen	 zu‐

nächst	derivatisiert	/	hydriert	werden	um	sie	in	ihre	korrespondierenden	flüch‐

tigen	 Derivate	 (Hydride)	 zu	 überführen,	 welche	 im	 Anschluss	 der	 GC‐Analyse	

zugeführt	werden	können	(vgl.	allgemeiner	Teil,	Kapitel	3.3,	ab	Seite	44).		

Zur	Hydrierung	und	anschließenden	GC‐Analyse	wurden	etwa	2	g	der	zuvor	ho‐

mogenisierten	Proben	 aus	den	Anmaischbecken	bzw.	Nachgärern	 in	 ein	20	ml	

Vial	eingewogen,	mit		5	ml	Citrat‐Puffer	versetzt	und	auf	einen	pH‐Wert	von	5,0	

eingestellt.	Die	Kondensate	konnten	ohne	weitere	Vorbehandlung	direkt	einge‐

wogen	werden.	 Anschließend	wurde	 ein	Magnetrührstäbchen	 hinzugefügt,	 das	

Vial	 mit	 einem	 Septum	 verschlossen	 und	 an	 die	 GC/ICP‐MS	 Apparatur	 ange‐

schlossen	(Abbildung	15,	Seite	47).	Nach	Zugabe	von	1	ml	einer	10%igen	NaBH4‐

Lösung	wurde	die	Probe	für	10	Minuten	mittels	Helium	(~100	ml/min)	„gepur‐

ged“.	Dabei	wurde	der	pH‐Wert	durch	weitere	Zugabe	von	Säure	langsam	herab‐

gesetzt	um	möglichst	alle	Elemente	ihrer	Spezies	entsprechend	zu	derivatisieren	

und	unterschiedliche	Derivatisierungseffizienzen	bei	verschiedenen	pH‐Werten	

zu	vermeiden.		

Aufgrund	des	hohen	Volumenstroms	beim	Purgen	werden	die	Analyten	zunächst	

auf	eine	gepackte	und	gekühlte	Säule	(U‐Rohr	/	„cryp‐trap“,	‐120°C)	geleitet.	Da‐

bei	 werden	 die	 metall(oid)organischen	 Verbindungen	 ausgefroren	 (getrappt).	

Die	weitere	 Analyse	 erfolgt	 analog	 der	 Speziesbestimmung	 im	 Biogas	 (Kapitel	

1.3.2).		

Wie	 bereits	 beschrieben	 unterscheidet	 die	 Hydrierung	 mit	 NaBH4	 nicht	 strikt	

zwischen	penta‐	und	 trivalenten	Antimon‐	und	Arsenspezies.	Daher	wurde	zur	

Analyse	der	Arsenspezies	zusätzlich	eine	HPLC‐Analyse	durchgeführt.	
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1.3.4 Arsenspeziesbestimmung	 im	 Anmaischbecken,	 Nachgärer	 und	

Kondensat	(HPLC)	

Zur	 Bestimmung	 der	 Arsenspezies	 in	 den	 flüssigen	 Phasen	 der	 Biogasanlagen	

wurden	 diese	 Proben,	 zusätzlich	 zu	 der	 zuvor	 beschriebenen	 Hydridgenerie‐

rung,	einer	HPLC/ICP‐MS	Analyse	unterzogen.	Diese	Analytik	unterscheidet	sich	

nur	gering	von	der	Arsenspeziesanalytik,	wie	sie	auch	für	z.B.	Zelllysate	(speziel‐

ler	 Teil,	 Kapitel	 4.2,	 Seite	 182)	 durchgeführt	 wurde.	 Die	 verwendeten	 Analy‐

sengeräte	und	Kopplungen	werden	daher	ebenfalls	 in	Kapitel	4.2.1	 (Seite	183)	

beschrieben	und	verwendet.		

Zur	 Chromatographie	 wurde	 eine	 „Agilent	 1100“	 HPLC	 (Agilent,	 Waldbronn)	

eingesetzt,	welche	zur	Detektion	des	Arsen‐Signals	(75As)	an	ein	ICP‐MS	(Modell	

7500a,	Agilent,	Waldbronn)	gekoppelt	wurde.	Die	Laufmittelzusammensetzung	

zur	As‐Speziesbestimmung	ist	in	Tabelle	11	angegeben.		

	

Tabelle	11:	Laufmittelzusammensetzung	zur	Arsen‐Speziesbestimmung	mittels	Flüssigkeitschroma‐

tographie.	

Substanz	 Konzentration	

Wasser	 95	%	(v/v)	

Methanol	 5	%	(v/v)	

Malonsäure	 2	mmol/l	

Tetrabutylammoniumhydroxide	(TBAH)	 6	mmol/l	

pH	–	Wert	 6,0	

	

Die	Elution	der	Arsenspezies	erfolgte	unter	isochratischen	Bedingungen	mit	ei‐

nem	Volumenstrom	von	1	ml/min.	Aufgrund	des	starken	Einflusses	von	Metha‐

nol	 auf	 die	 Sensitivität	 des	 ICP‐MS	 Signals	 bei	 der	 Arsendetektion	

(Kohlmeyer	et	al.,	2002)	war	gerade	hier	eine	isochratische	Methode	wichtig.	Als	

analytische	 Säule	 wurde	 eine	 Luna,	 3µ	 C18(2),	 150	 x	 4,6	mm,	 (Phenomenex,	

Aschaffenburg)	 verwendet.	 Die	 Injektion	 erfolgte	 mittels	 eines	 Autosamplers.	
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Das	 Injektionsvolumen	 für	 Standards	 betrug	 	 0,1	 bis	 5	 µl,	 für	 Proben	 5	µl.	 Als	

Performance‐Test	des	ICP‐MS	wurde	auch	hier	täglich	ein	neuer	„Tune‐Report“	

erstellt.	 Einen	 Überblick	 über	 die	 wichtigsten	 ICP‐MS‐Parameter	 gibt		

Tabelle	12.		

	

Tabelle	12:	ICP‐MS	Parameter	zur	Quantifizierung	verschiedener	Arsenspezies	nach	externer	Kalib‐

ration.	RF‐Energie,	Torch‐Position	und	Gasflüsse	wurden	 täglich	mit	Hilfe	der	Tunig‐Routine	opti‐

miert.	

ICP‐Parameter	 Wert	

RF	‐	Energie	 1580	W	

Plasma	‐	Gas	 15	l/min	(Argon)	

Carrier	‐	Gas	 ~	0,7	l	min‐1	

Make	up	‐	Gas	 ~	0,35	l	min‐1	

Sample	depth	 ~	5,7	mm	

Sprühkammer	 Quarz,	cooled,	2°C	

Analysierte	Isotope	 75As,	35Cl,	77(40Ar37Cl),	34S,	13C		

	

DMA(III)	ist	nur	als	Reinsubstanz	stabil	und	wird	in	wässriger	Lösung	schnell	zu	

DMA(V)	oxidiert.	Daher	wurde	dieser	Standard	generell	vor	der	jeweiligen	Mes‐

sung	 aus	 der	 Originalsubstanz	 neu	 angesetzt,	 falls	 dieser	 benötigt	wurde,	 und	

findet	sich	daher	nicht	in	allen	Chromatogrammen	wieder.	
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1.4 Ergebnisse	und	Diskussion	

Präsentiert	 und	 diskutiert	 werden	 hier	 im	 Allgemeinen	 die	 me‐

tall(oid)organischen	 Spezies	 in	 den	 jeweiligen	 Biogasanlagen.	 In	 den	 flüssigen	

Proben	der	Biogasanlagen	(Anmaischbecken,	Nachgärer,	Kondensat)	wurde	zu‐

sätzlich	der	ges.	Quecksilbergehalt	am	Institut	für	Umweltanalytik	der	Universi‐

tät	Duisburg‐Essen	bestimmt.	Die	Ermittlung	der	Gesamtmetallgehalte	an	Arsen,	

Antimon,	 Zinn	 und	 weiteren	 Metall(oid)en	 erfolgte,	 laut	 der	 Projektvereinba‐

rung	in	den	Laboren	des	Landesamtes	für	Natur,	Umwelt	und	Verbraucherschutz	

NRW13.		

	

	

1.4.1 Speziesbestimmung	im	Biogas	(As,	Sb,	Hg	Spezies)	

Zur	Analyse	der	Biogasproben	(Doppelbestimmung)	wurden,	wie	im	Methoden‐

teil	beschrieben,	 je	4	Liter	des	Gasvolumens	(aus	10	Liter	Gasbeuteln)	auf	eine	

gekühlte	 Säule	 aufgegeben	 und	 die	 einzelnen,	 leicht	 flüchtigen	 Me‐

tall(oid)spezies	 chromatographisch	 getrennt.	 Zur	 Detektion	wurde	 ein	 ICP‐MS	

(zeitaufgelöste	Aufnahme	der	entsprechenden	Massenspuren	(m/z)	/	vgl.	allge‐

meiner	 Teil,	 Kapitel	 3.2,	 Seite	 40)	 eingesetzt.	 Die	 Identifizierung	 der	 Spezies	

erfolgte	 zumeist	 über	 Retentionszeitabgleich	 mit	 externen	 Standards.	 Für	 die	

Spezies	 Dimethylquecksilber	 (Me2Hg)	 und	 Trimethylarsin	 (Me3As)	 sind	 die	

Chromatogramme	 der	 entsprechenden	 Standardverbindungen	 mit	 ihren	 Re‐

tentionszeiten	in	der	folgenden	Abbildung	24	beispielhaft	dargestellt.	

																																																								
13	Leider	lagen	diese	Werte	zum	Abgabezeitpunkt	dieser	Arbeit	noch	nicht	vor	und	können	so	in	

die	abschließende	Diskussion	nicht	einbezogen	werden.		
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Abbildung	 23:	 Chromatogramme	 zur	 Bestimmung	 der	 Retentionszeiten	 von	 Me2Hg	 (links)	 und	

Me3As	(rechts)	mittels	ICP‐MS.	

	

Weitere	 Metall(oid)spezies	 wie	 z.B.	 Trimethylantimon	 (Me3Sb)	 können,	 auch	

wenn	 kein	 Standard	 vorhanden	 ist,	 mittels	 Siedepunkt	 /	

Retentionszeitkorrelation	 identifiziert	 werden	 (Kresimon,	 2002),	

(Amouroux	et	al.,	1998).	Zur	Korrellation	der	Spezies	mit	Kohlenstoff	 (13C)	und	

Schwefel	 (34S)	 wurden	 auch	 diese	 Elemente	 zusätzlich	 zu	 den	 Metall(oid)en	

aufgezeichnet,	sind	hier	aber	nicht	zusätzlich	dargestellt.	

In	 den	 folgenden	 Abschnitten	 und	 Abbildungen	werden	 die	 Chromatogramme	

der	 Speziesanalysen	 im	 Biogas	 der	 Anlagen	 A	 bis	 D	 für	 die	 einzelnen	 Me‐

tall(oid)e	(As,	Sb,	Hg	und	Sn)	diskutiert.	

	

	

1.4.1.1 Arsenspezies	

In	allen	Biogasproben	der	Anlagen	A	bis	D	konnte	Trimethylarsin	(Me3As)	nach‐

gewiesen	werden.	 Allerdings	 zeigten	 sich	 sowohl	 zwischen	 den	 verschiedenen	

Anlagen	als	auch	zwischen	den	einzelnen	Proben	zum	Teil	recht	große	Konzent‐

rationsunterschiede	 für	diese	Spezies.	Während	 in	Anlage	A	 lediglich	45‐50	ng	

Me3As/m³	 detektiert	 werden	 konnten,	 wurden	 in	 Probe	 1	 der	 Anlage	 B	

694	ng/m³	nachgewiesen.	Hohe	Konzentrationen	der	trimethylierten	Arsenspe‐

zies	konnten	auch	im	entsprechenden	Kondenswasser	der	Biogasanlage	B	nach‐
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gewiesen	werden	 (vgl.	 spezieller	 Teil,	 Kapitel	 1.4.4.3,	 Seite	 113).	 Im	 Vergleich	

dazu	befanden	sich	 in	der	Biogasprobe	2	der	gleichen	Anlage	nur	noch	Spuren	

(40	 ng/m³)	 dieser	 Spezies,	was	 konzentrationsmäßig	 sowohl	mit	 Anlage	A	 als	

auch	mit	den	 folgenden	Anlagen	C	 (67	ng/m³)	und	D	 (38	bzw.	31	ng/m³)	ver‐

gleichbar	ist.	Neben	Me3As	konnte	in	beiden	Proben	der	Anlage	B	auch	MeAsH2	

in	 geringen	Konzentrationen	 (17	bzw.	34	ng/m³)	detektiert	werden.	 Für	diese	

Spezies	waren	allerdings	die	Konzentrationen	 in	Probe	2	höher	als	 in	Probe	1,	

was	 auf	 die	 höhere	 Flüchtigkeit	 dieser	 Spezies	 zurückzuführen	 ist.	 In	 der	 glei‐

chen	Probe	(Probe	1,	Anlage	B)	treten	weitere	Signale	im	Bereich	zwischen	200	

und	800	Sekunden	auf,	welche	aber	sehr	unspezifisch	sind	und	keiner	Arsenspe‐

zies	 zugeordnet	werden	 können.	 Auch	 in	 den	 Chromatogrammen	 der	 anderen	

Anlagen	 (Abbildung	 24)	 finden	 sich	 weitere,	 unbekannte	 Arsenverbindungen,	

welche	 mit	 einer	 Retentionszeit	 >350	 Sekunden	 von	 der	 Säule	 eluieren,	 aber	

keine	eindeutigen	Signale	ergeben.	Es	sei	an	dieser	Stelle	nochmals	darauf	hin‐

gewiesen,	dass	Probe	1	der	Anlage	C	aufgrund	eines	defekten	Gasprobenbeutels	

nicht	analyisert	werden	konnte.	

Deutlich	sichtbar	sind	in	den	Chromatogrammen	der	Anlagen	C	und	D	auch	die	

Artefakte	 am	Anfang	 (Retentionszeit	 53	 Sekunden)	und	am	Ende	der	Messung	

(starker	Anstieg	im	Chromatogramm	ab	etwa	900	Sekunden),	auf	die	in	Kapitel	

1.4.1.5	(Seite	86)	nochmals	eingegangen	werden	soll.		

	

Tabelle	13:	Konzentration	der	quantifizierten	Arsenspezies	im	Biogas	der	Anlagen	A	bis	D.	

	
Anlage	
A	

Anlage
B	

Anlage	
C	

Anlage	
D	

Spezies	
(ng/m³)	

Probe	
1	

Probe	
2	

Probe	
1	

Probe	
2	

Probe	
2	

Probe	
1	

Probe	
2	

Me3As	 45	 50	 694	 40	 67	 38	 31	

MeAsH2	 n.n.	 n.n.	 17	 34	 n.n.	 n.n.	 n.n.	
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Abbildung	24:	Chromatogramme	der	Arsen	‐	Speziesanalyse	im	Biogas	der	Anlagen	A	bis	D.	

Biogasanlage	C	/	Probe	1	

	

Probe	nicht	vorhanden	
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1.4.1.2 Antimonspezies	

In	beiden	Proben	der	Anlage	A	konnte	Trimethylantimon	(Me3Sb)	 in	etwa	glei‐

cher	 Konzentration	 nachgewiesen	 werden	 (siehe	 Abbildung	 26).	 Während	 in	

Probe	1	bei	einer	Retentionszeit	von	500	bis	900	Sekunden	ein	sehr	unspezifi‐

sches	Antimonsignal	auftritt,	ist	dieses	Signal	in	Probe	2	nicht	mehr	vorhanden.	

Stattdessen	ist	in	dieser	Probe	ein	zusätzlicher,	scharfer	Antimonpeak	einer	un‐

bekannten	Spezies	mit	einer	Retentionszeit	von	946	Sekunden	zu	erkennen.		

In	den	Proben	der	Anlage	B	zeigte	sich,	wie	bereits	zuvor	beim	Arsen,	auch	beim	

Antimon	eine	 fast	20‐fach	höhere	Konzentration	an	Trimethylantimon	(Me3Sb)	

in	Probe	1	 im	Vergleich	zu	Probe	2.	Ein	Signal	 für	Me3Sb	 ist	hier	nur	noch	bei	

starker	Vergrößerung	des	Chromatogramms	zu	erkennen.	

Besonders	 in	den	Proben	der	Anlagen	C	und	D	 treten	neben	Me3Sb	 im	Bereich	

der	Retentionszeit	zwischen	300	und	600	Sekunden	weitere,	verschiedene,	nicht	

spezifische	Antimonspezies	auf.	Auffallend	ist	zudem	ein	weiteres	starkes	Signal	

am	Ende	der	Chromatogramme	der	Anlage	D.	Allerdings	konnte	dieses	aufgrund	

der	gewählten	Methode	/	Messzeit	nicht	mehr	vollständig	erfasst	werden.	Hier	

muss	für	folgende	Untersuchungen	die	Analysenzeit	verlängert	werden	um	auch	

später	eluierende	Spezies	zu	erfassen.	

Die	speziesanalytische	Untersuchung	des	Biogases	der	Anlagen	C	und	D	auf	An‐

timonspezies	 zeigte	 ebenfalls	 das	 bereits	 beschriebene	Artefakt	 zu	 Beginn	 der	

Chromatogramme.		



Spezieller	Teil	

	
	

	
81	

0 200 400 600 800 1000

0,0

5,0x105

1,0x106

1,5x106

2,0x106

2,5x106

3,0x106 Biogasanlage B / Probe 2

In
te

ns
it
ät

 (
cp

s)

Retentionszeit (Sek)

 Sb121
 Sb123

0 200 400 600 800 1000

0

1000

2000

3000

4000

5000

6000
Biogasanlage A / Probe 1

In
te

ns
itä

t 
(c

ps
)

Retentionszeit (Sek)

 Sb121
 Sb123

Me
3
Sb

0 200 400 600 800 1000

0

1000

2000

3000

4000

5000

6000

Me
3
Sb

?
Biogasanlage A / Probe 2

In
te

ns
itä

t 
(c

ps
)

Retentionszeit (Sek)

 Sb121
 Sb123

	

0 200 400 600 800 1000

0,0

5,0x105

1,0x106

1,5x106

2,0x106

2,5x106

3,0x106

Me
3
Sb

Biogasanlage B / Probe 1

In
te

ns
itä

t 
(c

ps
)

Retentionszeit (Sek)

 Sb121
 Sb123

	

0 200 400 600 800 1000

0

1x103

2x103

3x103

4x103

5x103
?

Biogasanlage C / Probe 2

In
te

ns
itä

t 
(c

ps
)

Retentionszeit (Sek)

 Sb121
 Sb123

Artefakt

0 200 400 600 800 1000
-2,0x103

0,0

2,0x103

4,0x103

6,0x103

8,0x103

1,0x104

1,2x104

1,4x104

1,6x104

1,8x104
?

?

Biogasanlage D / Probe 1

In
te

ns
itä

t 
(c

ps
)

Retentionszeit (Sek)

 Sb121
 Sb123

Artefakt

Me
3
Sb

0 200 400 600 800 1000

0,0

2,0x103

4,0x103

6,0x103

8,0x103

1,0x104

?
Biogasanlage D / Probe 2

In
te

ns
itä

t 
(c

ps
)

Retentionszeit (Sek)

 Sb121
 Sb123

Artefakt Me
3
Sb

?

	
Abbildung	25:	Chromatogramme	der	Antimon	‐	Speziesanalyse	im	Biogas	der	Anlagen	A	bis	D.	
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1.4.1.3 Quecksilberspezies	

In	 beiden	 Proben	 der	Anlage	A	 konnte	 etwas	weniger	 als	 400	 ng	 elementares	

Quecksilber	(Hg0)	pro	Kubikmeter	Biogas	nachgewiesen	werden	(Abbildung	26).	

In	Probe	2	waren	zudem	Spuren	der	Spezies	Dimethylquecksilber	 (Me2Hg)	de‐

tektierbar.	Für	eine	Quantifizierung	reichten	diese	Spuren	 jedoch	nicht	aus.	 Im	

Gegensatz	 zu	 Arsen	 und	 Antimon	 wurde	 in	 Anlage	B	 bei	 der	 Quecksilberkon‐

zentration	nur	ein	Faktor	von	etwa	6	zwischen	Probe	1	und	Probe	2	festgestellt.	

Auch	hier	war	Hg0	und	nicht	das	Dimethylquecksilber	die	vorherrschende	Spe‐

zies.	In	der	zweiten	Probe	konnte	vor	dem	Signal	des	elementaren	Quecksilbers	

ein	weiterer	Peak	mit	einer	Retentionszeit	von	144	Sekunden	detektiert	werden.	

Diese	Spezies	muss,	wenn	es	sich	nicht	um	ein	Artefakt	handelt,	einen	geringe‐

ren	Siedepunkt	bzw.	höheren	Dampfdruck	als	das	elementare	Quecksilber	auf‐

weisen;	zum	Beispiel	in	Form	von	Hydriden.	Allerdings	sind	diese	für	Quecksil‐

ber	(HgH2)	nur	in	fester	Form	bekannt,	nicht	besonders	stabil	und	zerfallen	be‐

reits	 bei	 Temperaturen	 oberhalb	 von	 ‐125°C	 (Wiberg	et	al.,	 1951).	 Allerdings	

kann	 HgH2	 durchaus	 bei	 der	 Hydridgenerierung	 gebildet	 werden	

(Sturgeon	et	al.,	2002).		Und	auch	Shayesteh	et	al.	wollen	eine	Bildung	von	HgH2	

aus	HgII	 in	der	Umwelt	unter	bestimmten	Bedingungen	oder	durch	Mikroorga‐

nismen	nicht	ausschließen	(Shayesteh	et	al.,	2005).	Somit	ist	auch	hier	nicht	aus‐

zuschließen,	dass	diese	Verbindung	tatsächlich	in	Biogasanlagen	entstehen	kann.	

Allerdings	 ist	es	erstaunlich,	dass	diese	Spezies	bis	zum	analytischen	Nachweis	

stabil	ist.	Abgesehen	von	der	Probe	2	der	hier	beschriebenen	Biogasanlage	B	war	

diese	Spezies	in	keiner	anderen	Biogasprobe	nachweisbar.		Aufgrund	der	Signal‐

höhe	 des	Artefaktes	mit	 einer	Retentionszeit	 von	 51	 Sekunden	 in	 Probe	 2	 der	

Anlage	C	erscheint	der	Peak	des	Hg0	im	Chromatogramm	extrem	klein,	reicht	für	

eine	Quantifizierung	aber	dennoch	aus.	Somit	ergibt	sich	hier	eine	Quecksilber‐

konzentration	von	28	ng/m³.	In	Anlage	D	konnten	zwei	Spezies	(Hg0	und	Me2Hg)	

im	Biogas	detektiert	werden.	Auch	hier	war	in	Probe	1	wieder	eine	höhere	Kon‐

zentration	 feststellbar.	Dimethylquecksilber	war	nur	 in	nicht	 quantifizierbaren	

Spuren	nachweisbar.	
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Abbildung	26:	Chromatogramme	der	Quecksilber	‐	Speziesanalyse	im	Biogas	der	Anlagen	A	bis	D.	
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1.4.1.4 Zinnspezies	

Die	Chromatogramme	in	Abbildung	27	zeigen	die	Massenspuren	des	Zinns	(118Sn	

und	120Sn)	für	die	jeweiligen	Proben	der	Biogasanlagen	A	bis	D.	

In	beiden	Biogasproben	der	Anlage	A	konnte	Tetramethylzinn	(Me4Sn)	mit	einer	

Retentionszeit	 von	 314	 Sekunden	 nachgewiesen	werden.	Während	 in	 Probe	 1	

dieser	Anlage	keine	weitere	Spezies	nachweisbar	war,	trat	in	Probe	2	mit	einer	

Retentionszeit	 von	 946	 Sekunden	 ein	 weiteres	 Signal	 auf,	 welches	 allerdings	

bisher	nicht	identifiziert	werden	konnte.		

Wie	bereits	zuvor	 für	Arsen,	Antimon	und	Quecksilber,	so	konnte	auch	bei	der	

Analyse	der	Massenspur	des	Zinns	in	Probe	1	der	Anlage	B	ein	wesentlich	höhe‐

rer	Me4Sn	Gehalt	gegenüber	der	zweiten	Probe	dieser	Anlage	ermittelt	werden,	

was	leicht	an	den	unterschiedlichen	Signalhöhen	in	Abbildung	28	nachvollzieh‐

bar	ist.	Die	Quantifizierung	ergab	hier	Konzentrationen	von	79	bzw.	20	ng	Me4Sn	

pro	Kubikmeter	Biogas.	

In	den	Chromatogrammen	der	Proben	aus	den	Anlagen	C	und	D	ist	auch	in	den	

Massenspuren	des	Zn	wieder	das	bereits	zuvor	beschriebene	Artefakt	bei	einer	

Retentionszeit	 von	 53	 Sekunden	 deutlich	 sichtbar.	 Als	 Zinnspezies	 konnten	 in	

diesen	beiden	Anlagen	aber	 lediglich	Spuren	des	permethylierten	Tetramethyl‐

zinn	detektiert	werden.		

Sowohl	Probe	1	als	auch	Probe	2	der	Anlage	D	zeigen	kurz	vor	1000	Sekunden	

ein	weiteres	 Signal,	 welches	 aufgrund	 der	 späten	 Retentionszeit	 auf	 höhersie‐

dende	 Zinnspezies	 hindeutet.	 Denkbar	 sind	 hier	 z.B.	 Butylzinnverbindungen,	

welche	auch	in	Klärschlämmen	nachgewiesen	werden	können.	
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Abbildung	27:	Chromatogramme	der	Zinn	‐	Speziesanalyse	im	Biogas	der	Anlagen	A	bis	D.	
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1.4.1.5 Zusammenfassung	Biogas	

In	 allen	Biogasanlagen	 (A	bis	D)	 konnten	 verschiedene	permethylierte	 Spezies	

nachgewiesen	werden.	In	Tabelle	14	sind	die	quantifizierten	Spezies	dieser	An‐

lagen	nochmals	zusammenfassend	aufgelistet.	

	

Tabelle	14:	Übersicht	über	die	Konzentration	nachgewiesener	 leicht	 flüchtiger	Metall(oid)spezies	

im	Biogas	der	Anlage	B.	

	 Anlage	
A	

Anlage
B	

Anlage	
C	

Anlage	
D	

Spezies	
(ng/m³)	

Probe	
1	

Probe	
2	

Probe	
1	

Probe	
2	

Probe	
2	

Probe	
1	

Probe	
2	

Me3As	 45	 50	 694	 40	 67	 38	 31	

MeAsH2	 n.n.	 n.n.	 17	 34	 n.n.	 n.n.	 n.n.	

Hg°	 393	 398	 519	 89	 28	 124	 35	

Me2Hg	 n.n.	 Spuren	 n.n.	 n.n.	 n.n.	 Spuren	 Spuren	

Me4Sn	 19	 7	 79	 20	 28	 2	 Spuren	

	

Besonders	bei	der	Analyse	der	Biogasproben	aus	Anlage	B	zeigten	sich	erhebli‐

che	Unterschiede	in	den	Proben	1	und	2.	Generell	war	für	alle	Elemente	die	Kon‐

zentration	in	der	Probe	1	um	ein	Vielfaches	(bis	zu	20‐fach)	höher	als	in	Probe	2.		

Dies	 kann	 auf	 die	 Bedingungen	 bei	 der	 Probennahme	 zurückgeführt	 werden	

(siehe	 auch	 spezieller	 Teil,	 Kapitel	 1.5,	 Seite	 116).	 Wie	 bereits	 in	 Kapitel	 1.2	

(spezieller	Teil,	Seite	67)	beschrieben,	war	hier	die	Installation	eines	behelfsmä‐

ßigen	Probennahmeanschlusses	notwendig.	Aufgrund	der	gegebenen	Bedingun‐

gen	 (Explosionsgefahr)	war	 es	 nicht	möglich,	 die	 Probennahmeleitung	 vor	 der	

Probennahme	mit	größeren	Volumina	des	Biogases	zu	spülen,	sodass	gerade	bei	

der	Entnahme	der	ersten	Probe	an	dieser	Stelle	abgelagerte	Substanzen	/	Spe‐

zies	in	die	Probe	gelangten.	

Auffällig	ist	in	allen	Chromatogrammen	der	Anlagen	C	und	D		ein	Signal	mit	einer	

Retentionszeit	von	53	Sekunden.	Dieses	Signal	 ist	auch	im	mitgeführten	Rhodi‐



Spezieller	Teil	

	
	

	
87	

umstandard	 vorhanden	 und	 deutet	 daher	 auf	 ein	 Artefakt	 und	 nicht	 auf	 eine	

Elementspezies	 hin.	 Bestätigt	 wird	 diese	 Vermutung	 durch	 eine	 genauere	 Be‐

trachtung	des	Chromatogramms	der	Zinnspezies	in	Probe	1	der	Anlage	C	(Arte‐

fakt‐Peak	bei	53	Sekunden).	Die	Massenspuren	zeigen,	dass	hier	das	Signal	 für	

118Sn	deutlich	über	dem	des	120Sn	liegt.	Mit	einem	natürlichen	Isotopenverhält‐

nis	von	 118Sn	 (24,2%)	zu	 120Sn	 (32,6%)	von	1:1,3	wäre	allerdings	ein	um	etwa	

ein	Drittel	höheres	Signal	für	das	Isotop	120Sn	zu	erwarten,	wie	es	auch	bei	der	

identifizierten	Me4Sn	Spezies	der	Fall	 ist.	Auch	 im	Artefakt	des	Quecksilbersig‐

nals	 (Abbildung	 26,	 Seite	 83)	 entspricht	 das	 Verhältnis	 der	 Signalhöhen	 nicht	

dem	natürlichen	 Isotopenverhältnis	von	 200Hg	zu	 202Hg.	Da	dieses	Signal	 somit	

mit	gleicher	Retentionszeit	bei	verschiedenen	Elementen,	als	auch	 im	Standard	

vorhanden	 ist	und	die	 Isotopenverhältnisse	nicht	übereinstimmen,	kann	davon	

ausgegangen	werden,	dass	es	sich	um	eine	Störung	/	ein	Artefakt	und	nicht	um	

weitere	Spezies	handelt.	

Der	 Signalanstieg	 am	 Ende	 einiger	 der	 oben	 abgebildeten	 Chromatogramme	

(insbesondere	 beim	 Arsen)	 ist	 auf	 Interferenzen	 durch	 die	 Probenmatrix	 zu‐

rückzuführen.	 Im	Rhodiumstandard	 ist	dieser	Anstieg,	 im	Unterschied	zum	zu‐

vor	beschriebenen	Artefakt	bei	53	Sekunden,	allerdings	kaum	zu	erkennen.	

Im	Gegensatz	zu	den	anderen	Metall(oid)en,	welche	hauptsächlich	als	permethy‐

lierte	Spezies	nachgewiesen	wurden,	ist	beim	Quecksilber	das	Hg0	die	dominie‐

rende	Spezie,	was	weiter	hinten	in	Kapitel	1.5	(spezieller	Teil,	Seite	116)	noch‐

mals	aufgegriffen	und	diskutiert	werden	soll.	

In	 vielen	 Proben,	 so	 u.	 a.	 beim	 Antimon	 und	 Zinn,	 konnten	 Spuren	 weiterer	

hochsiedender	 Spezies	 in	 den	 Chromatogrammen	 detektiert	 werden.	 Für	 eine	

Identifizierung	 oder	 gar	 eine	 Quantifizierung	 reichten	 die	 Konzentrationen	 al‐

lerdings	nicht	aus	bzw.	wären	z.B.	EI‐Massenspektren	notwendig.	
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1.4.2 Gesamtquecksilbergehalte	 im	 Anmaischbecken,	 Nachgärer	 und		

Kondensat	

Die	 Bestimmung	 der	 Quecksilbergehalte	 erfolgte	 mittels	 des	 „Direct	 Mercury	

Analyzers“	 (siehe	 allgemeiner	 Teil,	 Kapitel	 3.1,	 Seite	 38).	 Die	 Gesamtquecksil‐

bergehalte	in	den	Anmaischbecken,	Nachgärern	sowie	im	Gaskondensat	sind	in	

Tabelle	15	zusammengefasst	und	graphisch	in	der	nachfolgenden	Abbildung	28	

dargestellt.	Angegeben	ist	der	Gesamtquecksilbergehalt	(Hgges)	nach	Dreifachbe‐

stimmung	in	µg/kg.		

	

Tabelle	15:	Gesamt	Hg‐Gehalte	in	den	Anmaischbecken,	Nachgärern	und	Gas‐Kondensaten	der	Bio‐

gasanlagen	A	bis	D	

	 Hgges	[µg/kg]	

Probe	 Anlage	A		 Anlage	B	 Anlage	C	 Anlage	D	

Anmaischbecken	 		4,2	±	0,5	 2,6	±	0,2	 2,3	±	0,3	 2,6±	0,3	

Nachgärer	 3,6	±	0,5	 1,3	±	0,2	 1,8	±	0,1	 1,5	±	0,2	

Kondensat	 2,5	±	0,3	 2,5	±	0,3	 3,9	±	0,7	 1,9	±	0,2	

	

Auf	eine	Bestimmung	und	einen	Bezug	der	Quecksilbergehalte	auf	die	Trocken‐

substanz	der	Proben	wurde	zunächst	verzichtet,	da	auch	die	spätere	Speziesbe‐

stimmung	in	den	flüssigen	Phasen	bzw.	auch	die	Hydridgenerierung	in	der	voll‐

ständigen,	homogenisierten	Matrix	erfolgte.		
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Hierbei	 ergaben	 sich	 Hg‐

Konzentrationen	 im	 Bereich	 zwi‐

schen	 26	 und	 84	 µg	 Hg/kg	 Tro‐

ckensubstanz.	 Ein	 Vergleich	 dieser	

Werte	mit	 den	Literaturwerten	 für	

Quecksilber	 in	 verschiedenen,	 ver‐

gleichbaren	 Substraten	 zeigt	 eine	

gute	 Übereinstimmung	 	 der	 ermit‐

telten	 Konzentrationen	 mit	 den	

Literaturwerten	 (Tabelle	 16).	 Le‐

diglich	für	Anlage	B	lag	für	ein	Gär‐

produkt	ein	Prüfbericht	vor,	 in	dem	auch	Quecksilber	als	Prüfparameter	aufge‐

führt	war.	Hier	wurde	 für	dieses	Element	 in	der	Trockensubstanz	ebenfalls	ein	

Wert	 von	<	50µg/kg	 ermittelt	 (Landeswirtschaftskammer	NRW,	2011).	 Ein	di‐

rekter	 Vergleich	 der	 Messwerte	 ist	 verständlicherweise	 nicht	 möglich,	 da	 die	

Probe	 aus	dem	Prüfbericht	 nicht	mit	 der	 aktuell	 aus	 dem	Gärprozess	 entnom‐

menen	Probe	übereinstimmen	kann	(stark	schwankende	Einsatzmaterialien).	

	

	

	 	

Tabelle	 16:	 Gesamt	 Hg‐Gehalte	 verschiedener	 in	

der	 Biogasproduktion	 eingesetzter	 Substrate,	 be‐

zogen	auf	die	Trockensubstanz.	

Substrat	 Hg
(µg	/	kg	TS)	

Rindergülle	 50

Schweinegülle	 40

Geflügelmist	 50

Bioabfallkompost	 240

Ernterückstände	 70

(Kranert,	2001)	
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1.4.3 Speziesbestimmung	 (As,	 Sb,	 Hg)	 in	 Anmaischbecken,	 Nachgärern	

und	Kondensaten	von	Biogasanlagen	(Hydridgenerierung)	

Zur	Speziesbestimmung	wurden	die	Proben	der	Biogasanlagen	A	bis	D	zunächst	

derivatisiert	 (Hydridgenerierung)	 und	 mittels	 GC/ICP‐MS	 analysiert	 (Kapitel	

1.3.3,	Seite	73).	Die	Hydridgenerierung	ist	generell	eine	exzellente	Methode	zur	

Trennung	 von	 Arsen‐	 und	 Antimonverbindungen	 in	 verschiedenen	 Matrizes	

(Campbell,	 1992).	Bei	den	Proben	 aus	den	Anmaischbecken	 sowie	den	Proben	

aus	den	Nachgärern	handelte	es	 sich	 allerdings	um	extrem	heterogene	Proben	

mit	 zum	Teil	 hohen	Fettanteilen.	Diese	hohen	Fettgehalte	haben	einen	 starken	

Einfluss	auf	die	Derivatisierungseffizienz.	Es	 ist	kaum	sicherzustellen,	dass	alle	

Spezies	komplett	erfasst	werden	konnten.	Die	angegebenen	Werte	sind	daher	als	

Screening	 der	 Speziesverteilung	 anzusehen	 und	müssen	 später	 unbedingt	 mit	

den	ermittelten	Gesamtmetallgehalten,	die	momentan	nur	 für	Quecksilber	vor‐

liegen	(siehe	Fußnote	13,	Seite	76),	verglichen	werden.		

Wie	 oben	 beschrieben	 wurden	 diese	 Proben	 zunächst	 homogenisiert	 und	 an‐

schließend	 mittels	 Dreifachbestimmung	 analysiert.	 In	 den	 folgenden	 Kapiteln	

sind	jeweils	repräsentative	Chromatogramme	der	Messungen	aufgeführt.	

Gerade	Arsenspezies	können	nur	bedingt	mittels	Hydridgenerierung	nachgewie‐

sen	werden.	Eine	Unterscheidung	zwischen	drei‐	und	 fünfwertigen	 (methylier‐

ten)	Arsenspezies	ist	unter	stark	reduzierenden	Bedingungen	nicht	möglich	bzw.	

stark	pH‐Wert	abhängig	(Carrero	et	al.,	2001).	Nach	der	Derivatisierung	werden	

die	Arsenspezies	 als	Hydride	 (Massenspur	 75As)	mittels	 ICP‐MS	 detektiert.	 So‐

wohl	dreiwertige,	als	auch	fünfwertige	(methylierte)	Arsenspezies	werden	unter	

gegebenen	Analysebedingungen	 als	 entsprechende	 dreiwertige	Hydride	 detek‐

tiert,	wobei	anorganisches	Arsen	(iAs)	zu	AsH3,	Monomethylarsenverbindungen	

zu	MeAsH2	und	Dimethylarsenverbindungen	zu	Me2As	derivatisiert	(Abbildung	

29)	werden.	

Zur	weiteren	Speziierung	des	Arsens	wurde	daher	zusätzlich	eine	HPLC/ICP‐MS	

Analyse	der	wässrigen	Phasen	(nach	Filtration	der	Proben)	aus	den	Anmaisch‐
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becken,	Nachgärern	und	Kondensaten	durchgeführt	(siehe	spezieller	Teil,	Kapi‐

tel	1.4.4,	ab	Seite	109).	
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Abbildung	29:	Typisches	Chromatogramm	(GC‐ICP‐MS;	m/z=75)	eines	Arsenstandards	mit	 iAs(III),	

iAs(V),	 MeAs(III),	 MeAs(V),	 Me2As(III)	 nach	 Derivatisierung	 (Hydrierung).	 Die	 fünfwertigen	 As‐

Verbindungen	wurden	zum	dreiwertigen	Hydrid	reduziert.	

	

	

1.4.3.1 Anmaischbecken	 ‐	Speziesbestimmung	 (As,	Sb,	Hg	 /	Hydridgenerie‐

rung)	

Arsen 	(As)	–	Speziesbestimmung	(Anmaischbecken) 	

In	allen	Proben	der	Anmaischbecken	konnten	neben	anorganischem	Arsen	auch	

methylierte	 Arsenspezies	 (Mono‐,	 Di‐	 und	 Trimethylarsen)	 nachgewiesen	

werden	 (Abbildung	 30).	 Anlage	 A	 fiel	 im	 Vergleich	 mit	 den	 anderen	 Anlagen	

durch	eine	wesentlich	höhere	Konzentration	an	anorganischem	Arsen	(iAs)	auf.	

Während	 in	den	Anlagen	A,	B	und	D	das	anorganische	Arsen	die	Hauptspezies	
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darstellt,	 ist	 das	 Arsen	 in	 Anlage	 C	 zum	Großteil	 als	monomethylierte	 Spezies	

anzutreffen.	Di‐	und	trimethylierte	Spezies	finden	sich,	außer	in	Anlage	A	in	der	

das	 Dimethylarsen	 die	 zweithäufigste	 Spezies	 darstellt,	 nur	 in	 geringen	

Konzentrationen.		
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Abbildung	30:	Arsen	‐	Speziesanalyse	in	Anmaischbecken	A	–	D	nach	Derivatisierung	

	

Die	 quantifizierten	 Werte	 der	 einzelnen	 Arsenspezies	 sind	 in	 Tabelle	 17	

zusammengefasst.	

Mit	einer	Retentionszeit	von	365	Sekunden	konnte	in	den	Biogasanlagen	A	und	C	

eine	weitere,	unbekannte	Arsenspezies	(in	den	Chromatogrammen	in	Abbildung	

30	mit	(?)	gekennzeichnet)	nachgewiesen	werden.	Die	Vermutung,	dass	es	sich	

hierbei	um	eine	methylierte	Thiospezies	handelt,	konnte	durch	eine	Korrellation	

mit	der	ebenfalls	gemessenen	Massespur	des	Schwefels	(m/z=34)	nicht	bestätigt	

werden;	zum	Retentionszeitpunkt	der	unbekannten	Arsenspezies	ist	kein		
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Abbildung	31:	Massenspuren	von	75As	und	34S	in	einer	Messung	des	Anmaischbeckens	(Anlage	A)	

nach	Derivatisierung.	Eine	Korrelation	zwischen	den	As	und	S	–	Spuren	ist	nicht	zu	erkennen.	

	

	

	

Antimon	(Sb)	–	Speziesbestimmung	(Anmaischbecken)	

Wie	bereits	beim	Arsen	konnte	auch	Antimon	in	allen	Anmaischbecken	in	anor‐

ganischer	Form	(als	AsH3,	aufgrund	der	Derivatisierung)	nachgewiesen	werden,	

wobei	 es	 in	 den	 Anlagen	 B	 bis	 D	 die	 Hauptspezies	 darstellte.	 Methylierte	 Sb‐

Spezies	fanden	sich	sowohl	im	Becken	A	als	auch	in	den	Becken	C	und	D.	Im	An‐

maischbecken	A	stellte	die	monomethylierte	Spezies	 (MeSb)	die	am	häufigsten	

vorkommende	Sb‐Spezies	dar	(Abbildung	32).	
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Abbildung	32:	Antimon	‐	Speziesanalyse	in	Anmaischbecken	A	–	D	nach	Derivatisierung	

	

Mehrfach	methylierte	 Antimonspezies	 traten	 nur	 in	 geringen	 Konzentrationen	

auf.	 In	Anlage	A	konnte	aber	neben	den	mono‐,	di‐	und	 trimethylieren	Spezies	

eine	 weitere,	 unbekannte	 Verbindung	 mit	 einer	 Retentionszeit	 von	 480	

Sekunden	nachgewiesen	werden,	welche	in	Spuren	auch	in	Anlage	C	vorzufinden	

war.	 	
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Quecksilber	(Hg)	–	Speziesbestimmung	(Anmaischbecken)	

Die	 Quecksilberspeziesanalysen	 der	 Proben	 aus	 den	 Anmaischbecken	 zeigten	

recht	 unterschiedliche	Ergebnisse.	Während	 in	 den	Proben	 aus	 den	Anlagen	A	

und	B	ein	Großteil	des	Quecksilbers	 in	unbekannter	Form	vorliegt,	was	sich	 in	

den	 Chromatogrammen	 in	 sehr	 unspezifischen	 Signalen	 bei	 Retentionszeiten	

größer	400	Sekunden	darstellt,	finden	sich	in	den	Anlagen	C	und	D	große	Men‐

gen	Monomethylquecksilber	(Abbildung	33).		
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Abbildung	33:	Quecksilber	‐	Speziesanalyse	in	Anmaischbecken	A	–	D	nach	Derivatisierung	

	

Die	Konzentrationen	der	quantifizierten	Quecksilberspezies	(Hg0,	MeHg,	Me2Hg)	

sind	in	Tabelle	18	zusammengefasst.	Da	für	die	unbekannten	Hg‐Verbindungen	

keine	 Standards	 zur	 externen	 Kalibration	 zur	 Verfügung	 stehen,	 wurde	 zur	

Abschätzung	 der	 Konzentrationen	 dieser	 Spezies	 eine	 zu	Me2Hg	 vergleichbare	

Ionisierungseffizienz	und	Kalibrationsgerade	angenommen	und	diese	Spezies	so	
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semiquantitativ	 bestimmt.	 Beim	 Vergleich	 der	 durch	 die	 Aufsummierung	 der	

einzelnen	 Spezies	 ermittelten	 Gesamtkonzentration	 mit	 der	 mittels	 AAS	

ermittelten	 Hg‐Konzentration	 (Kapitel	 1.4.2)	 zeigt	 sich	 eine	 recht	 ordentliche	

Übereinstimmung	der	Analysenergebnisse	für	die	Anlagen	C	und	D.	Ist	der	Anteil	

der	 unbekannten	 Spezies	 zu	 hoch	 und	 somit	 die	 Signale	 in	 den	

Chromatogrammen	zu	unspezifisch	(Anlagen	A	und	B),	so	bleibt	die	Summe	der	

einzelnen,	detektierten	Hg‐Spezies	erheblich	hinter	dem	ges.	Quecksilbergehalt	

zurück	(Tabelle	18).		

	

Tabelle	18:	Quantifizierte	Hg‐Spezies	im	Anmaischbecken	der	Biogasanlagen	A	bis	D	

Hg	µg/kg	 Anlage	A	 Anlage	B	 Anlage	C	 Anlage	D	

Hg°	 0,06	 0,04	 0,17	 0,03	

MeHg	 0,37	 0,47	 1,48	 2,16	

Me2Hg	 0,05	 0,03	 0,00	 0,01	

?Hg	 1,73*)	 0,95*)	 <0,01*)	 <0,01*)	

Summe		 2,21	 1,48	 1,66	 2,20	

Ges.	Hg**)	 4,2	 2,6	 2,3	 2,6	

*)	semiquantitative	Konzentrationsbestimmung	

**)	aus	Kapitel	1.4.2		

	

	

	

1.4.3.2 Nachgärer	‐	Speziesbestimmung	(As,	Sb,	Hg	/	Hydridgenerierung)	

Arsen 	(As)	–	Speziesbestimmung	(Nachgärer)	

Allgemein	sind	die	Arsenspezieskonzentrationen	in	den	Nachgärern	wesentlich	

geringer	als	 in	den	Anmaischbecken	bzw.	sind	wie	 in	Anlage	A	und	D	gar	nicht	

oder	 nur	 noch	 in	 nicht	 quantifizierbaren	 Spuren	 nachweisbar	 (Abbildung	 34).	

Gerade	Anlage	A,	in	deren	Anmaischbecken	die	höchsten	Arsenspeziesbelastun‐

gen	nachgewiesen	wurden,	zeigt	im	Nachgärer	nahezu	kein	Arsen	mehr.		
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Abbildung	34:	Arsen	‐	Speziesanalyse	in	Nachgärern	A	–	D	nach	Derivatisierung	

	

In	den	Anlagen,	in	denen	noch	Arsenspezies	nachweisbar	waren,	ist	eine	deutli‐

che	Abnahme	der	Spezies	mit	ihrem	Methylierungsgrad	zu	erkennen	(Abbildung	

34).		

Die	 quantifizierten	 Werte	 der	 einzelnen	 Arsenspezies	 sind	 in	 Tabelle	 19	

zusammengefasst.	
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Antimon	(Sb)	‐	Speziesbestimmung	(Nachgärer)	

Vom	Antimon	konnten,	wie	zuvor	beim	Arsen,	keine	methylierten	Spezies	in	den	

Nachgärern	der	Anlagen	A	und	D	nachgewiesen	werden.	Wie	in	den	Anmaisch‐

becken	war	auch	in	den	Nachgärern	fast	ausschließlich	anorganisches	Antimon	

nachweisbar.	Lediglich	in	den	Nachgärern	der	Anlagen	B	und	D	fanden	sich	Spu‐

ren	 von	 Monomethylantimon	 (MeSb)	 sowie	 Spuren	 unbekannter	 Antimonver‐

bindungen	mit	Retentionszeiten	von	433	bzw.	973	Sekunden	(Abbildung	35).	
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Abbildung	35:	Antimon	‐	Speziesanalyse	in	Nachgärern	A	–	D	nach	Derivatisierung	
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Quecksilber	(Hg)	‐	Speziesbestimmung	(Nachgärer)	

Erwartungsgemäß	lagen	die	Quecksilberspezieskonzentrationen	in	den	Nachgä‐

rern	 unterhalb	 der	 Konzentrationen	 in	 den	 Anmaischbecken,	 wie	 es	 auch	 bei	

Betrachtung	der	zuvor	durchgeführten	ges.	Hg	Analysen	(spezieller	Teil,	Kapitel	

1.4.2,	 Seite	 88)	 zu	 erwarten	 war.	 Auffallend	 ist,	 dass	 Monomethylquecksilber	

(MeHg),	welches	in	den	Anmaischbecken	noch	als	eine	der	Hauptspezies	identi‐

fiziert	 wurde,	 in	 keinem	 der	 untersuchten	 Nachgärern	 nachweisbar	 war	

(Abbildung	36).		
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Abbildung	36:	Quecksilber	‐	Speziesanalyse	in	Nachgärern	A	–	D	nach	Derivatisierung	

	

Besonders	auffällig	ist	dies	für	Anlage	D.	Hier	wurde	im	Anmaischbecken	nahezu	

ausschließlich	MeHg	nachgewiesen.	Im	Nachgärer	ist	für	diese	Spezies	kein	Sig‐

nal	mehr	zu	erkennen	(Abbildung	36,	Nachgärer	D).	
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Wie	bereits	zuvor	für	As	und	Sb	waren	auch	für	Hg	kaum	noch	derivatisierbare	

Quecksilberspezies	in	den	Anlagen	A	und	D	detektierbar.	

Allgemein	zeigten	die	Hg‐Verbindungen	eine	sehr	schlechte	Derivatisierbarkeit	

(im	Vergleich	der	Summe	der	Hg‐Spezies	und	des	ges.	Hg;	Tabelle	20),	was	auf	

einen	hohen	Anteil	an	partikelgebundenem,	nicht	derivatisierbarem	Quecksilber	

hindeuten	könnte.	Zudem	wurde	 in	den	Proben	ein	hoher	Gehalt	an	 flüchtigen	

Schwefelverbindungen	detektiert	(Chromatogramm	nicht	aufgeführt).	Ein	hoher	

Schwefelgehalt	kann	die	Bildung	von	Quecksilber‐Schwefelverbindungen	(hohe	

Affinität	des	Quecksilbers	zu	Schwefel)	begünstigen	und	die	Derivatisierbarkeit	

herabsetzen.	Gleichzeitig	kann	es	gerade	unter	anaeroben	Bedingungen	zur	Bil‐

dung	von	Dimethylquecksilber	kommen	(Craig	et	al.,	1999):	

	 2	CH3Hg+	+	S2‐				(CH3Hg)2S				(CH3)2Hg	+	HgS	

Es	 ist	 also	 durchaus	 anzunehmen,	 dass	 ein	 Großteil	 des	 Quecksilbers	 in	 Form	

von	 Schwefelverbindungen	 (z.B.	 als	 HgS)	 vorliegt.	 Dies	 würde	 die	 große	

Diskrepanz	zwischen	dem	Wert	für	ges.	Hg	und	der	Summe	der	Spezies	erklären.	

Unter	diesen	Umständen	 sollten	dann	 sowohl	 in	den	Biogasproben	als	 auch	 in	

den	 Kondenswasserproben	 größere	 Mengen	 des	 Dimethylquecksilbers	

nachweisbar	sein.	

	

Tabelle	20:	Quantifizierte	Hg‐Spezies	im	Nachgärer	der	Biogasanlagen	A	bis	D	

Hg	µg/kg	 Anlage	A	 Anlage	B	 Anlage	C	 Anlage	D	

Hg°	 <0,01	 <0,01	 0,03	 <0,01	

MeHg	 <0,01	 <0,01	 <0,01	 <0,01	

Me2Hg	 <0,01	 <0,01	 0,01	 <0,01	

?Hg	**)	 0,05*)	 0,21*)	 0,34*)	 <0,01*)	

Summe	Spezies	 0,05	 0,22	 0,38	 <0,01	

Ges.	Hg***)	 3,6	 1,3	 1,8	 1,5	

*)	semiquantitative	Konzentrationsbestimmung	 **)	unbekannte	Hg‐Spezies	

***)	aus	Kapitel	1.4.2			
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1.4.3.3 Kondensat	‐	Speziesbestimmung	(As,	Sb,	Hg	/	Hydridgenerierung)	

Arsen 	(As)	‐	Speziesbestimmung	(Kondensat)	

In	den	Kondensaten	A	bis	C	der	Biogasanlagen	wurden	zum	Teil	große	Mengen	

(bis	zu	94	µg/kg)	an	Trimethylarsen	nachgewiesen.	Lediglich	in	Anlage	D	fehlte	

diese	Spezies	vollständig.	Anorganisches	Arsen,	wie	es	 in	den	Anmaischbecken	

und	Nachgärern	nachweisbar	war,	ist	in	den	Gaskondensaten	erwartungsgemäß	

nicht	bzw.	kaum	vorhanden	(Abbildung	37).		
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Abbildung	37:	Arsen	‐	Speziesanalyse	in	Kondensaten	A	–	D	nach	Derivatisierung	

	

Im	Kondensat	der	Anlage	C	 lag	die	Konzentration	an	Me3As	weit	unter	der	der	

Anlagen	A	und	B	(Tabelle	21).		
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Abbildung	38:	Antimon	‐	Speziesanalyse	in	Kondensaten	A	–	D	nach	Derivatisierung	
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Quecksilber	(Hg)	–	Speziesbestimmung	(Kondensat)	

Wie	bereits	beim	Arsen	und	Antimon	konnte	auch	beim	Quecksilber	eine	deutli‐

che	 Konzentration	 an	 permethyliertem	 Quecksilber	 (Dimethylquecksilber,	

Me2Hg)	in	den	Kondensaten	nachgewiesen	werden	(Abbildung	39).		
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Abbildung	39:	Quecksilber	‐	Speziesanalyse	in	Kondensaten	A	–	D	nach	Derivatisierung	

	

Wie	 im	 Anmaischbecken	 treten	 auch	 hier	 in	 den	 Chromatogrammen	 der	 Kon‐

densate	unbekannte,	 unspezifische	Quecksilbersignale	mit	 einer	Retentionszeit	

von	mehr	als	400	Sekunden	auf,	welche	nicht	identifiziert	werden	konnten.		

Begründet	 durch	 die	 wesentlich	 einfachere	 Probenmatrix	 der	 Kondensate	 im	

Vergleich	zu	den	Anmaischbecken	und	Nachgärern	stimmen	aber	die	ges.	Queck‐

silbergehalte	 und	 die	 Summe	 der	 Hg‐Spezies	 hier	 im	 Wesentlichen	 überein	

(Tabelle	22).	 	
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Tabelle	22:	Quantifizierte	Hg‐Spezies	im	Kondensat	der	Biogasanlagen	A	bis	D	

Hg	µg/kg	 Anlage	A	 Anlage	B	 Anlage	C	 Anlage	D	

Hg°	 0,10	 0,08	 0,03	 n.n.	

MeHg	 0,81	 3,22	 0,65	 0,07	

Me2Hg	 0,04	 0,13	 0,11	 0,11	

?Hg**)	 2,21*)	 0,40*)	 0,40*)	 0,62*)	

Summe		 3,17	 3,83	 1,19	 0,80	

Ges.	Hg**)	 2,5	 2,5	 3,9	 1,9	

*)	semiquantitative	Konzentrationsbestimmung	 **)unbekannte	Hg‐Spezies	

***)	aus	Kapitel	1.4.2	

	

Besonders	 in	 den	 Kondensaten	 der	 Anlagen	 B	 bis	 D	 fallen	 die	 relativ	 hohen	

Dimethylquecksilberwerte	(Me2Hg	)	auf.	Um	auszuschließen,	dass	es	sich	hierbei	

um	ein	Artefakt	der	Hydridgenerierung	handelt,	wurde	eine	kleine	Teilprobe	des	

Kondensates	aus	Anlage	D	direkt	ohne	Derivatisierung	analysiert	und	das	Me2Hg	

durch	ein	 Inertgas	aus	dem	Kondenswasser	ausgetrieben.	Auch	hier	wurde	die	

dimethylierte	 Spezies	 in	 vergleichbarer	 Konzentration	 zur	 Derivatisierung	

nachgewiesen.	

Die	Erklärung	 für	die	recht	hohen	Dimethylquecksilberwerte	 liefert	die	bereits	

auf	 Seite	103	 (Quecksilber	 (Hg)	 ‐	 Speziesbestimmung	 (Nachgärer))	 diskutierte	

Methylierungsreaktion.	
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1.4.4 Arsen‐Speziesbestimmung	 in	 Anmaischbecken,	 Nachgärern	 und		

Kondensaten	der	Biogasanlagen	mittels	HPLC	–	ICP‐MS	

Gerade	Arsenspezies	können	nur	bedingt	mittels	Hydridgenerierung	nachgewie‐

sen	werden.	Eine	Unterscheidung	zwischen	drei‐	und	 fünfwertigen	 (methylier‐

ten)	Arsenspezies	ist	so	nur	eingeschränkt	möglich.	Auch	eine	Aussage	darüber,	

an	welcher	 Phase	 (gebunden	 an	den	 Feststoffen	 oder	 in	 der	wässrigen	Phase)	

die	Arsenspezies	in	den	Proben	aus	den	Anmaischbecken	bzw.	Nachgärern	vor‐

liegen,	ist	mit	der	Hydridtechnik	nicht	möglich.	Daher	wurde	für	die	Arsenspezi‐

ierung	zusätzlich	zur	Hydridgenerierung	der	homogenisierten	Probe	eine	HPLC	

Analyse	der	wässrigen	Phase	(Filtration	der	Probe	<	0,20	µm)	durchgeführt.	Die	

Retentionszeitbestimmung	 erfolgte	 mittels	 des	 in	 Abbildung	 40	 dargestellten	

Chromatogramms	 der	 Arsenspezies	 As(III),	MMA(III),	 DMA(V),	 MMA(V)	 sowie	

As(V).	 DMA(III)	 ist	 nur	 als	 Reinsubstanz	 stabil	 und	 wird	 in	 wässriger	 Lösung	

schnell	zu	DMA(V)	oxidiert.	Diese	Spezies	findet	sich	daher	nicht	in	allen	Chro‐

matogrammen	wieder	(siehe	auch	spezieller	Teil,	Abbildung	73,	Seite	190).	
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Abbildung	40:	Chromatogramm	verschiedener	Arsen‐Spezies	 (As(III),	MMA(III),	DMA(V),	MMA(V),	

As(V))	nach	HPLC‐Trennung	(Standard)	
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1.4.4.1 Anmaischbecken	

Aufgrund	der	heterogenen	Zusammensetzung	der	Proben	aus	den	Anmaischbe‐

cken	 wurden	 diese	 zur	 Arsenspeziesbestimmung	 zunächst	 homogenisiert	 und	

die	Analysen	ausschließlich	im	Filtrat	(0,2	µm)	durchgeführt.	Neben	den	bekann‐

ten	Arsenspezies	As(III)	und	DMA(V),	welche	auch	als	Hauptspezies	in	den	Ana‐

lysen	 mittels	 Derivatisierung	 (Kapitel	 1.4.3.1,	 Seite	 92)	 nachgewiesen	 werden	

konnten,	konnten	 im	Filtrat	des	Anmaischbeckens	A	zwei	weitere,	bisher	nicht	

identifizierte	Arsenspezies	mit	einer	Retentionszeit	von	435	bzw.	867	Sekunden	

nachgewiesen	werden	(Abbildung	41).	Bei	dem	Signal	mit	einer	Retentionszeit	

von	761	Sekunden	handelt	es	sich	um	eine	Interferenz	durch	Argonchlorid	und	

nicht	um	eine	Arsenspezies.	
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Abbildung	 41:	 Chromatogramm	 der	 Arsen‐Speziesbestimmung	 (HPLC‐ICP‐MS)	 im	 Filtrat	 des	 An‐

maischbeckens	der	Biogasanlage	A.	Neben	den	Spezies	As(III)	und	DMA(V)	konnten	zwei	weitere,	

unbekannte	Arsenspezies	(?)	mit	einer	Retentionszeit	von	435	und	867	Sek.	nachgewiesen	werden.	
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In	den	Anmaischbecken	B	und	C	waren	die	Arsenkonzentrationen	für	eine	Spezi‐

ierung	in	den	Filtraten	zu	gering.	Arsenspezies	konnten	hier	auch	bei	einem	gro‐

ßen	Injektionsvolumen	(10	µl)	nicht	detektiert	werden.		

Im	Filtrat	des	Anmaischbeckens	D	konnte	allerdings	eine	unbekannte	Arsenspe‐

zies	mit	einer	Retentionszeit	von	389	Sekunden	(?	389s)	nachgewiesen	werden.	

In	 den	 folgenden	 Tabellen	 sind	 die	 Analysen	 der	 Filtrate	 der	 Kondenswasser‐

proben	auf	Arsenspezies	zusammenfassend	dargestellt.	Die	Konzentrationen	der	

unbekannten	Arsenspezies	 (?	436s;	 ?	867s)	wurde	aufgrund	der	Kalibrationen	

der	Arsenspezies	mit	ähnlichen	Retentionszeiten	abgeschätzt.	

	

Tabelle	23:	As‐Spezies	im	Filtrat	der	Anmaischbecken	der	Anlagen	A	bis	D	

Arsen‐Spezies	

(µg	As	/	L)	

	

Anlage	A	

	

Anlage	B	

	

Anlage	C	

	

Anlage	D	

As	(III)	 5	 n.n.	 4	 n.n.	

MMA	(III)	 n.n.	 n.n.	 n.n.	 n.n.	

?	389	s	 n.n.	 n.n.	 n.n.	 ca	4	

DMA	(V)	 4	 n.n.	 n.n.	 n.n.	

?	436s	 ca	4	 n.n.	 n.n.	 n.n.	

MMA	(V)	 n.n.	 n.n.	 n.n.	 n.n.	

?	867s	 ca	4	 n.n.	 n.n.	 n.n.	

	

	

1.4.4.2 Nachgärer	

Die	Proben	aus	den	Nachgärern	mussten,	wie	die	Proben	aus	den	Anmaischbe‐

cken,	 aufgrund	 der	 heterogenen	 Zusammensetzung	 vor	 der	 Analyse	 filtriert	

werden.	Auch	hier	fanden	sich	verschiedene,	teilweise	unbekannte	Arsenspezies.	

Die	Konzentrationen	waren	hier	gering	und	lagen	unter	denen	in	den	Anmaisch‐

becken.	Für	Anlage	A	konnte	auch	im	Nachgärer,	wie	zuvor	im	Anmaischbecken	
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As(III)	 als	Hauptspezies	 für	 anorganisches	Arsen	 ausgemacht	werden.	DMA(V)	

war	hier,	wie	zuvor	im	Anmaischbecken,	ebenfalls	detektierbar	(Abbildung	42).	
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Abbildung	42:	Chromatogramm	der	Arsen‐Speziesbestimmung	(HPLC‐ICP‐MS)	 im	Filtrat	des	Nach‐

gärers	der	Biogasanlage	A.	

	

	

In	 den	Nachgärern	 der	 Biogasanlagen	 C	 und	D	 konnten	 keine	 Arsenspezies	 in	

den	entsprechenden	Proben	nachgewiesen	werden.	

Die	 Konzentrationen	 der	 unbekannten	 Arsenspezies	 (?)	 wurden	 aufgrund	 der	

Kalibrationen	der	Arsenspezies	mit	ähnlichen	Retentionszeiten	unter	Annahme	

gleicher	Ionisierbarkeit	abgeschätzt.	
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Tabelle	24:	As‐Spezies	im	Filtrat	der	Nachgärer	der	Anlagen	A	bis	D	

Arsen‐Spezies	

(µg	As	/	L)	

	

Anlage	A	

	

Anlage	B	

	

Anlage	C	

	

Anlage	D	

As	(III)	 1	 Spuren	 Keine	Arsenspezies	

nachweisbar	MMA	(III)	 n.n.	 n.n.	

?	389	s	 ca.	7	 n.n.	

DMA	(V)	 1	 n.n.	

?	436s	 1	 1	

MMA	(V)	 n.n.	 n.n.	

?	917s	 ca.	2	 n.n.	

	

	

	

1.4.4.3 Kondenswasserproben	

Die	 Kondensatproben	 (Kondenswasserproben)	 stellten	 eine	 wesentlich	 einfa‐

chere	Matrix	dar	als	die	Proben	aus	den	Anmaischbecken	oder	Nachgärern.	Zur	

HPLC‐Speziesanalyse	wurden	aber	auch	diese	Proben	zum	Schutz	der	Säule	vor	

der	Analyse	über	einen	0,20	µm	Filter	filtriert.		

Nur	in	den	Kondensaten	der	Anlagen	A	und	B	konnten	Arsenspezies	nachgewie‐

sen	werden.	Sowohl	in	Anlage	A	als	auch	in	Anlage	B	wurde	anorganisches	Arsen	

in	Form	von	As(III)	detektiert	(6	bzw.	3	µg/L).	Weit	größere	Arsenkonzentratio‐

nen	 konnten	 in	 beiden	 Anlagen	 in	 Form	 einer	 unbekannten	 Spezies	mit	 einer	

Retentionszeit	von	435	Sekunden	nachgewiesen	werden	(Abbildung	43).		
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Abbildung	43:	 	Chromatogramm	der	Arsen‐Speziesbestimmung	(HPLC‐ICP‐MS)	 im	Filtrat	des	Kon‐

denswassers	der	Biogasanlage	B	(?	=	unbekannte	Arsenspezies)	

	

Die	Quantifizierung	dieser	unbekannten	Spezies	ergab	Konzentrationen	von	ca.	

40	µg/L	im	Kondensat	der	Anlage	A	bzw.	ca.	100	µg/L	in	Anlage	B.	In	den	Anla‐

gen	C	und	D	konnten	keine	Arsenspezies	in	den	Kondenswässern	nachgewiesen	

werden	(Tabelle	25).	

	

Tabelle	25:	As‐Spezies	im	Filtrat	der	Kondenswässer	der	Anlagen	A	bis	D	

Arsen‐Spezies	

(µg	As	/	L)	

	

Anlage	A	

	

Anlage	B	

	

Anlage	C	

	

Anlage	D	

As	(III)	 6	 3	 Keine	Arsenspezies	nach‐

weisbar	MMA	(III)	 n.n.	 n.n.	

DMA	(V)	 n.n.	 n.n.	

?	436s	 ca.	40	 ca.	100	

MMA	(V)	 n.n.	 n.n.	
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Vergleicht	man	 die	 hier	mittels	 HPLC	 ermittelten	 Konzentrationen	 der	 Arsen‐

spezies	 in	den	Kondenswässern	der	Anlagen	A	und	B	mit	den	Konzentrationen	

der	gleichen	Anlage,	die	zuvor	mittels	Hydridgenerierung	ermittelt	wurden	(Ka‐

pitel	1.4.3.3,	Seite	104),	so	stellt	man	eine	gute	Übereinstimmung	der	Konzentra‐

tionen	der	unbekannten	Spezies	mit	der	nach	Derivatisierung	ermittelten	Me3As	

Konzentration	fest	(Tabelle	26).	

	

Tabelle	26:	Vergleich	der	mittels	HPLC	ermittelten	Konzentrationen	der	Arsenspezies	 in	den	Kon‐

denswässern	der	Anlagen	A	und	B	mit	den	Konzentrationen	der	gleichen	Anlage,	die	mittels	Hyd‐

ridgenerierung	ermittelt	wurden.	

	 As	(µg/L)	*)	 As	(µg/L)	

Kondenswasser	 Me3As/	Derivatisierung	 Unbek.	Spezies	/	HPLC	

Anlage	A	 30	 40	

Anlage	B	 94	 100	

	 *)	aus:	spezieller	Teil,	Kapitel	1.4.3.3,	Seite	104

	

Dies	lässt	vermuten,	dass	es	sich	bei	der	mittels	HPLC	detektierten,	unbekannten	

Arsenspezies	um	eine	dreifach	methylierte	Arsenspezies	handelt.	
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Der	Konzentrationsbereich	der	 permethylierten	 Spezies	 lag,	 zusammenfassend	

für	 alle	 untersuchten	 Anlagen,	 zwischen	 31‐694	 ng/m³	 Me3As,	 	 0‐2	 ng/m³	

Me2Hg,	0‐7000	ng/m³	Me3Sb	und	0‐79	ng/m³	Me4Sn	(in	den	vorherigen	Kapiteln	

nicht	 einzeln	 aufgeführt).	 Eine	 Beurteilung	 dieser	Werte	 ist	 aber	 nur	 im	 Ver‐

gleich	mit	anderen	Hotspots	möglich.		

Daher	wurden	in	Abbildung	45	die	Emissionen	verschiedener	Quellen	permethy‐

lierter,	metall(oid)organischer	Verbindungen	wie	natürliche	Gase	(Natural	Gas),	

Deponiegas	 (Landfill	Gas),	Klärgas	 (Sewage	Gas)	und	Gaskondensate	 (Gas	Con‐

densate)	 den	 Biogasanlagen	 gegenüber	 gestellt.	 Das	 Balkendiagramm	 gibt	 die	

Konzentrationsbereiche	 der	 nachgewiesenen	 Verbindungen	 aus	 verschiedenen	

Literaturquellen	 (Review	Artikel)	 an	 (Rettenmeier	et	al.,	 in	 Vorbereitung).	Die‐

ses	 Diagramm	wurde	 durch	 die	 hier	 erhaltenen	Werte	 aus	 den	 Biogasanlagen	

(rote	Balken)	erweitert.	Die	im	Biogas	ermittelten	Werte	für	Trimethylarsen	sind	

mit	 denen	 im	 Klär‐	 und	 Deponiegas	 vorhandenen	 Konzentrationen	 durchaus	

vergleichbar.	 Auch	 die	 Konzentrationen	 von	Me3Sb	 und	Me4Sn	 sind	 denen	 im	

Klär‐	und	Deponiegas	ähnlich,	wobei	für	Me3Sb	auch	Konzentrationen	ermittelt	

wurden,	die	über	die	Effekt‐Konzentration	von	10³	ng/m³	hinausgehen.	

Auffallend	sind	die	doch	eher	geringen	Konzentrationen	von	Me2Hg.	Diese	liegen	

im	Klär‐	und	Deponiegas	oft	deutlich	höher.	Allerdings	wurden	im	Biogas	deut‐

lich	höhere	Werte	an	Hg0	nachgewiesen	(bis	zu	519	ng/m³	in	Anlage	B).	Im	Ver‐

gleich	dazu	kann	Quecksilber	 im	Erdgas	 in	Konzentrationen	von	bis	zu	einigen	

mg/m³,	 auch	 hier	 hauptsächlich	 in	 elementarer	 Form,	 enthalten	 sein	

(Hammer	et	al.,	 2011).	 Organische	 Quecksilberspezies,	 insbesondere	 Dimethyl‐

quecksilber	(Me2Hg)	sind	auch	hier	nur	in	geringeren	Konzentrationen	vorhan‐

den	(Snell	et	al.,	1996).	Hg0	ist	oftmals	die	dominierende,	flüchtige	Spezies.	Dies	

konnte	auch	bei	der	Analyse	von	Bodenausgasungen	beobachtet	werden.	Auch	

hier	wurde	nicht	nur	Me2Hg	nachgewiesen,	sondern	ebenfalls	Hg0	als	Hauptspe‐

zies	ausgemacht	(Hindersmann	et	al.,	in	Vorbereitung).	

Auch	 in	 Biogasanlagen	 scheint	 es	 nur	 zu	 einer	 geringeren	 Methylierung	 des	

Quecksilbers	zu	kommen.	Ein	Erklärungsansatz	ergibt	sich	aus	Abbildung	9	(all‐
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gemeiner	Teil,	Seite	34).	So	sind	in	Biogasanlagen	meist	auch	große	Mengen	an	

schwefelhaltigen	Verbindungen	vorhanden	und	 es	herrschen	 reduzierende	Be‐

dingungen.	 Bei	 hohen	 Schwefelkonzentrationen	 werden,	 wie	 im	 allgemeinen	

Teil,	Kapitel	2.5,	Seite	31	beschrieben,	Charge‐Transfer‐Komplexe	des	Hg	gebil‐

det,	was	die	Bioverfügbarkeit	dieser	Verbindungen	reduziert	und	somit	auch	die	

Methylierungsraten	verringern	kann.	
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Abbildung	45:	Vergleich	der	Emissionen	permethylierter,	metall(oid)organischer		Verbindungen	

aus	natürlichen	Gasen	(Natural	Gas),	Deponiegas	(Landfill	Gas),	Klärgas	(Sewage	Gas)	und	

Gaskondensaten	(Gas	Condensate)	im	Vergleich	mit	Biogasanlagen.	Vergleichswerte	und	Abbildung	

entnommen	aus:	Rettenmeier	et	al.	(in	Vorbereitung).	

	

Es	ist	auch	anzunehmen,	dass	ein	großer	Teil	des	Quecksilbers	an	Thiogruppen	

enthaltenden	Verbindungen	gebunden	ist	und	nicht	als	freie	Kationen	in	biologi‐

schen	Systemen	(hier	Pflanzenreste,	Gülle	usw.)	existiert.	
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unter	 kontrollierten	 Bedingungen	 notwendig.	 Dazu	 gehört	 auch	 die	 genaue	

Analyse	 der	 Input‐Materialien	 sowie	 eine	 Abschätzung	 der	 austretenden	 Gase	

außerhalb	 des	 Fermenters.	 Auch	 eine	 gleichzeitige	 mikrobiologische	 Untersu‐

chung	 in	 Verbindung	mit	Metallorganik‐Speziierung	wäre	wünschenswert	 und	

ist	bereits	in	Zusammenarbeit	mit	anderen	Arbeitsgruppen	angedacht.	

Bei	der	HPLC‐Analyse	der	 filtrierten	Proben	aus	den	Anmaischbecken,	Nachgä‐

rern	und	Kondensaten	konnten,	neben	As(III)	und	DMA(V)	auch	weitere,	unbe‐

kannte	Spezies	nachgewiesen	werden.	Eine	 Identifizierung	war,	allein	über	die	

Retentionszeit	und	das	ICP‐MS	–	Signal	nicht	möglich.	Abhilfe	kann	hier	eine	pa‐

rallele	 Kopplung	 von	 HPLC‐ESI/MS	 mit	 ICP‐MS	 schaffen,	 mit	 der	 dann	 neben	

Element‐	auch	Molekülinformationen	erhältlich	sind.	Eine	solche	Kopplung	wird	

zurzeit	am	Institut	für	Umweltanalytik	durch	Herrn	Hollmann	etabliert	und	kann	

für	 Nachfolgeprojekte	 eingesetzt	 werden.	 Allerdings	 sind	 dieser	 Methode	 auf‐

grund	des	verwendeten	Laufmittels	und	dem	Anteil	an	organischem	Lösemittel	

noch	enge	Grenzen	gesetzt.	

Es	sei	noch	darauf	hingewiesen,	dass	als	Alternative	zur	Hydrierung	auch	Versu‐

che	 zur	 Derivatisierung	 mittels	 Natriumtetraethylborat	 durchgeführt	 wurden.	

Diese	ergaben	aber	keine	Umsetzung	der	Metall(oid)e	 in	 flüchtige	Spezies	und	

somit	erwies	sich	die	Ethylierung	hier	als	ungeeignete	Methode.		

Die	 Ergebnisse	 dieser	 Untersuchungen	 an	 Biogasanlagen	 wurden	 bereits	 auf	

dem	 „Fachgespräch	 Feststoffuntersuchung“	 des	 Ministeriums	 für	 Klimaschutz,	

Umwelt,	Landwirtschaft,	Natur‐	und	Verbraucherschutz	des	Landes	Nordrhein‐

Westfalen	(LANUV,	06.	März	2012)	vorgestellt	und	diskutiert.	
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2. Speziesbestimmung	in	Deponiewässern	

Parallel	zur	Probennahme	an	den	Biogasanlagen	sollte	auch	eine	Speziierung	der	

Quecksilber‐	und	Arsenverbindungen	in	Deponiewässern	erfolgen.		

Als	Deponiewasser	wird	im	allgemeinen	Wasser	aus	Niederschlägen	bezeichnet,	

welches	eine	Deponie	durchfließt.	Bei	diesem	Prozess	werden	die	im	Abfall	ent‐

haltenen	 löslichen	 Schadstoffe	 aufgenommen.	Die	Belastung	des	 Sickerwassers	

hängt	dabei	 von	der	Zusammensetzung	der	Deponie,	 der	Witterung	 sowie	den	

biochemischen	Abbauvorgängen	ab.	Auch	die	Belastung	des	Deponiesickerwas‐

sers	mit	Chloriden	(bis	zu	mehreren	g/l)	spielt	hierbei	eine	große	Rolle.	

Gerade	auf	hochbelasteten	Flächen	(Altlasten)	wie	z.B.	am	Industriepark	Höchst,	

an	 dem	 riesige	 Mengen	 an	 Grund‐	 und	 Sickerwasser	 abgepumpt	 werden	

(~320	m³/h),	um	eine	Kontamination	des	Mains	zu	verhindern	(Arsenbelastung	

im	Einlauf	der	Wasserreinigungsanlage:	170	bis	590	µg/l),	ist	nicht	nur	eine	Ge‐

samtmetall‐	sondern	auch	eine	Speziesanalytik	interessant;	wurde	hier	aber	le‐

diglich	versuchsweise	und	auch	nur	 zur	Unterscheidung	von	As(III)	und	As(V)	

durchgeführt14.	Ähnliches	gilt	für	viele	weitere	Deponien.	

Im	Folgenden	wurden	daher	verschiedene	Deponiewasserproben	aus	den	Bezir‐

ken	„M“	und	„L“	auf	 ihre	Gesamtgehalte	(Hg,	As,	Sb)	sowie	auf	 ihre	Arsen‐	und	

Quecksilberspezies	 hin	 untersucht.	 Dabei	 sollte	 die	 Speziierungsmethode	 für	

Arsen	auf	den	Einfluss	hoher	Chloridkonzentrationen	überprüft	werden.	

	

	 	

																																																								
14	 Persönliche	 Kommunikation:	 H.	 Herzog,	 Infraserv	 Höchst,	 Fachgespräch	 Feststoffuntersu‐

chung	2012,	Essen,	06.03.2012.		
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2.1 Probennahme	

Details	 zur	 Probennahme	 der	 Deponiewässer	 sind	 an	 den	 jeweils	 zuständigen	

Außenstellen	des	Landesamtes	für	Natur,	Umwelt	und	Verbraucherschutz	NRW	

vorhanden,	waren	aber	nicht	einsehbar	und	dürfen	nur	in	anonymisierter	Form	

wiedergegeben	werden.	 Daher	wurden	 auch	 die	 Bezeichnungen	 der	 Deponien	

anonymisiert.	 Die	 Proben	 der	 Deponiewässer	 (Bereiche	 „M“	 und	 „L“)	 wurden	

nach	 der	 Probennahme	 kühl	 transportiert	 und	 gelagert	 (4°C).	 Von	 der	

Anlieferung	bis	zur	Analyse	wurden	die	Proben	 im	 Institut	 für	Umweltanalytik	

bei	 ‐20°C	 gelagert.	 Die	 Probenvorbereitung	 und	 Analysenmethoden	 sind	 auch	

hier	in	den	einzelnen	Kapiteln	beschrieben.	

	

	

Deponiewasser‐Proben	

Von	den	Deponiewässern	aus	dem	Bereich	„L“	wurden	insgesamt	sechs	Proben	

untersucht.	 Zwei	Wässer	 der	 Deponie	 „O“	mit	 den	 Probennummern	 2761	 und	

2762,	 sowie	 vier	Wässer	 der	 Deponie	 „W“	mit	 den	 Probennummern	 2763	 bis	

2766.	Von	jeder	Messstelle	wurden	jeweils	zwei	Proben	in	je	250	und	500	ml	PE‐

Flaschen	abgefüllt.		

	

Die	Proben	aus	dem	Bereich	„M“	stammen	von	verschiedenen	Deponien,	an	de‐

nen	unterschiedliche	Wässer	in	bis	zu	vier	Teilproben	genommen	wurden,	was	

eine	Gesamtzahl	der	Proben	(incl.	aller	Teilproben)	von	19	ergab.	Tabelle	27	gibt	

eine	Übersicht	über	die	zu	untersuchenden	Proben	sowie	die	Anzahl	der	jeweils	

genommenen	Teilproben	und	Probenbezeichnungen.	

	

	 	



Spezieller	Teil	

	
	

	
124	

Tabelle	27:	Einzelprobenübersicht	Deponiewässer	Bereich	„M“	

Probe	Nr.	 Deponie	/	Bezeichnung	
Anzahl	

Teilproben*)	

2666	 Ablauf	Sickerwasserspeicher 2	

2667	 Deponie	Ki	 2	

2668	 Ablauf	Umkehrosmose	 1	

2671	 Ablauf	Venturi	 3	

2698	 Deponie‐Sickerwasser	 1	

2699	 Deponie	Ww	1+2	 2	

2702	 Deponie	Kü	Speicherbecken	 1	

2703	 Deponie	Ww	Gesamt‐Zulauf	 1	

2705	 Deponie	Ww	1	Zulauf	 1	

2706	 Deponie	War	Sickerwasser	 1	

2711	 Deponie‐Sickerwasser	 4	

*)	Unterschiedliche	Anzahl	an	Teilproben	in	500	ml	bzw.	250	ml	PE	Flaschen	
(250	ml	PE	Flaschen	als	Rückstellproben	gekennzeichnet)	
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2.2 Methoden	und	Geräte	

2.2.1 Gesamtmetallgehalte	

Die	 Bestimmung	 des	 Gesamtquecksilbers	 erfolgte,	 wie	 zuvor	 für	 die	 flüssigen	

Proben	aus	den	Biogasanlagen,	mittels	des	in	Kapitel	3.1	(allgemeiner	Teil,	Seite	

38)	 beschriebenen	 DMA	 80	 Gesamtquecksilber‐Analysators.	 Die	 Einwaage	 be‐

trug	etwa	100	bis	200	mg	(100	bis	200	µl).		

Zusätzlich	 zu	 den	 durch	 AAS	 (DMA	 80)	 bestimmten	 ges.	 Quecksilbergehalten	

wurden	 die	Gesamtmetallkonzentrationen	 der	 Elemente	As,	 Sb	 und	Hg	mittels	

ICP‐MS	bestimmt.	Im	Gegensatz	zur	ges.	Hg	Analyse	mittels	DMA80	war	bei	der	

ICP‐MS	Analyse	eine	vorherige	Filtration	der	Proben	durch	einen	0,45µm	Filter	

notwendig	um	ein	Verstopfen	des	Nebulizers	zu	verhindern.	Die	Gesamtmetall‐

gehalte	in	den	Wässern	sind	in	Kapitel	2.3.1	aufgeführt.		

	

2.2.2 Speziierung	(Arsen)	

Die	 Speziierung	 der	 Arsenverbindungen	 in	 den	 Deponiewässern	 erfolgte	 auch	

hier	mittels	HPLC/ICP‐MS.	Vor	der	 Speziesanalyse	mussten	die	Proben	mittels	

eines	0,20	µm	Filters	von	Schwebstoffen	gereinigt	werden,	da	ansonsten	die	Ge‐

fahr	 eines	 Verstopfens	 der	 chromatographischen	 Säule	 besteht.	 Die	 Filtration	

bedingt	aber	auch,	dass	evtl.	an	diesen	Partikeln	gebundene	Arsenspezies	nicht	

mehr	erfasst	werden	können.	Da	die	Proben	nach	der	Filtration	sehr	sauber	wa‐

ren,	 konnte	 an	 Stelle	 der	 zuvor	 verwendeten	 Säule	 (Luna,	 3	µ	 C18(2),	 150	 x	

4,6	mm)	eine	Core‐Säule	(Kinetex®,	2,6	µ	C18,	100	x	4,6	mm,	100	A,	Phenomen‐

ex,	 Aschaffenburg)	 verwendet	werden.	Dies	 reduzierte	 die	Analysenzeiten	 von	

über	1000	auf		etwa	350	Sekunden.	

Zur	Chromatographie	wurde	auch	hier	eine	„Agilent	1100“	HPLC	eingesetzt,	wel‐

cher	 zur	 Detektion	 des	 Arsen‐Signals	 (75As)	 an	 ein	 ICP‐MS	 (Modell	 7500a,	

Agilent,	Waldbronn)	gekoppelt	wurde.	Die	Laufmittel‐Zusammensetzung	zur	As‐

Speziesbestimmung	 ist	 bereits	 in	Tabelle	 11	 (Seite	74)	 angegeben.	Die	Elution	
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der	Arsenspezies	erfolgte	unter	isokratischen	Bedingungen	mit	einem	Volumen‐

strom	 von	 1	ml/min.	 Alle	 weiteren	 Angaben,	 sowie	 ein	 typisches	 As‐Spezies‐

Diagramm	(Standard),	können	dem	vorherigen	Kapitel	entnommen	werden15.	

Zur	 Überprüfung	 des	 Einflusses	 des	 Chloridgehaltes	 auf	 die	 As‐

Speziierungsmethode	wurde	der	Arsen‐Speziesstandard	mit	hohen	Chloridkon‐

zentrationen	(0	bis	200	g/l)	versetzt	und	auf	die	HPLC‐Säule	aufgegeben.	

	

	

2.3 Ergebnisse	und	Diskussion	

2.3.1 Gesamtmetallgehalte	

Die	Bestimmung	der	Quecksilbergehalte	in	den	Deponiewässern	erfolgte	sowohl	

mittels	eines	„DMA	80	‐	Direct	Mercury	Analyzers“	(US	EPA	Method	7473,	2007)	

als	 auch	 durch	 ICP‐MS.	 Die	 Gesamtquecksilbergehalte	 in	 den	 Deponiewässern	

sind	in	den	folgenden	Tabellen	für	die	jeweiligen	Bereiche	„M“	bzw.	„L“	zusam‐

mengefasst.	 Angegeben	 ist	 der	 Gesamtquecksilbergehalt	 nach	 Dreifachbestim‐

mung	in	µg/L.	

Allgemein	wurden	nur	geringe	Hg	und	Sb	Konzentrationen	in	den	Deponiewäs‐

sern	nachgewiesen	(<	2	bzw.	10	µg/L).		Die	Arsenbelastung	in	den	Deponiewäs‐

sern	war	hingegen	sehr	unterschiedlich.	Während	an	der	Deponie	„O“	(Bereich	

L)	nur	geringe	As‐Konzentrationen	gemessen	wurden,	zeigten	sich	an	der	Depo‐

nie	„W“	deutlich	höhere	Werte	mit	bis	zu	196	µg	As/L	(Tabelle	28).	Ähnlich	hohe	

Werte	 (183	µg	As/L)	wurden	an	Messstelle	2711/	Teilprobe	2	 im	Bereich	 „M“	

gemessen	(Tabelle	29).	

																																																								
15	 Generell	 eignet	 sich	 diese	 Analysemethode	 auch	 für	 viele	weitere	 As‐Speziesbestimmungen	

(z.B.	Arsenspezies	in	Reiswein	oder	Bier).	Für	interessierte	Leser	findet	sich	eine	solche	Analyse	

verschiedener	Biersorten	im	Anhang	Fehler!	Verweisquelle	konnte	nicht	gefunden	werden.	

dieser	Arbeit.	
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Tabelle	28:	Gesamtmetallgehalte	(µg/kg)	in	Deponiewässern	aus	dem	Bereich	„L“	(ICP‐MS	Methode)	

	 	 ICP‐MS	 DMA	80	

Probe	 As	 Sb	 Hg	 Hg	

Nr.	 Name	 µg/L	 µg/L	 µg/L	 µg/L*)	
2761	 Deponie	O	 1,4 0,8 0,8 <NWG	

2762	 Deponie	O	 1,4 0,8 0,8 0,3	

2763	 Deponie	W	 195,8 2,6 0,7 <NWG	

2764	 Deponie	W	 119,6 5,0 0,8 <NWG	

2765	 Deponie	W	 42,6 2,8 0,9 <NWG	

2766	 Deponie	W	 64,8 4,0 0,8 <NWG	

*)	Nachweisgrenze:	0,2	µg/l	(siehe	spezieller	Teil,	Kapitel	1.3.1,	Seite	71)

	
	
	

Tabelle	29:	Gesamtmetallgehalte	(µg/l)	in	Deponiewässern	aus	dem	Bereich	„M“	(ICP‐MS‐Methode	

sowie	DMA	80	‐	Methode)	

	 	 ICP‐MS	 DMA	80
Probe	 Bezeichnung	 Teil‐	 As	 Sb	 Hg	 Hg	
Nr.	 Deponie	 probe µg/L	 µg/L	 µg/L	 µg/L*)	
2666	 Ablauf	Sickerwasserspeicher	 1	 2,5	 1,3	 0,9	 <NWG	

2	 1,4	 1,5	 0,8	 <NWG	
2667	 Deponie	Ki	 1	 9,9	 1,8	 1,0	 <NWG	

2	 12,0	 1,8	 1,2	 0,3	
2668	 Ablauf	Umkehrosmose	 2	 125,8	 1,1	 1,2	 <NWG	
2671	 Ablauf	Venturi	 1	 7,0	 1,1	 1,1	 <NWG	

2	 6,5	 1,2	 0,9	 <NWG	
3	 69,4	 4,0	 0,8	 <NWG	

2698	 Deponie	Sickerwasser	 1	 5,6	 8,6	 2,6	 0,3	
2699	 Deponie	Ww	1+2	 1	 8,2	 1,4	 1,4	 <NWG	

	 1	 1,3	 2,8	 1,3	 <NWG	
2702	 Deponie	Kü	Speicherbecken	 1	 11,5	 1,9	 1,2	 <NWG	
2703	 Deponie	Ww	Gesamt‐Zulauf	 1	 7,6	 1,1	 1,0	 0,3	
2705	 Deponie	Ww	1	Zulauf	 1	 4,7	 3,7	 0,9	 <NWG	
2706	 Deponie	Wa	Sickerwasser	 1	 9,3	 9,1	 0,9	 <NWG	
2711	 Deponie‐Sickerwasser	 2	 182,8	 6,1	 1,1	 <NWG	

3	 66,4	 5,3	 2,0	 <NWG	
4	 26,6	 4,0	 1,1	 <NWG	

KB‐ZD	 Deponie	K	Zulauf	Deponie	2	 2	 32,3	 0,0	 1,1	 <NWG	
*)	Nachweisgrenze:	0,2	µg/l	(siehe	spezieller	Teil,	Kapitel	1.3.1,	Seite	71)
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Die	 mittels	 des	 DMA	 80	 ermittelten	 Gesamtquecksilberkonzentrationen	 lagen	

nahezu	 vollständig	 unterhalb	 der	Nachweisgrenze	dieses	Gerätes.	Nur	 bei	 vier	

Proben	konnte	mit	dieser	Methode	überhaupt	Quecksilber,	knapp	oberhalb	der	

Nachweisgrenze	von	0,2	µg/l,	in	den	Deponiewässern	nachgewiesen	werden.		

	

2.3.2 Speziesbestimmung	im	Deponiewasser	

Die	 Gesamtmetallgehalte	 waren	 sowohl	 für	 Antimon	 als	 auch	 für	 Quecksilber	

sehr	 gering.	 Dennoch	wurde	 für	 das	 Element	 Quecksilber	 eine	 Speziesanalyse	

mittels	Hydridgenerierung	durchgeführt.	Diese	Analyse	ergab	als	Spezies	 ledig‐

lich	 anorganisches	 Quecksilber.	 Elementares	 oder	 teilmethyliertes	 Quecksilber	

(MeHg)	konnte	nicht	nachgewiesen	werden.	

Aufgrund	 der	 allgemein	 sehr	 geringen	 Antimonkonzentrationen	 in	 den	 Depo‐

niewässern	wurde	auf	eine	weitere	Speziierung	verzichtet	und	die	Speziesanaly‐

se	nur	für	Arsen	weitergeführt.	

	

	

2.3.2.1 Retentionszeitabhängigkeit	der	Arsenspezies	vom	Chloridgehalt	

Während	 der	 ersten	Messungen	 zur	 As‐Speziierung	wurden,	 hauptsächlich	 für	

As(V),	 erhebliche	 Retentionszeitschwankungen	 (bis	 zu	 10	 Sekunden)	 festge‐

stellt,	 sodass	 eine	 eindeutige	 Zuordnung	 der	 Signale	 nicht	 mehr	möglich	 war.	

Dass	es	sich	bei	dem	später	eluierenden	Signal	dennoch	um	diese	Spezies	han‐

delt,	konnte	durch	Aufstocken	der	Proben	mit	einem	As(V)	Standard	festgestellt	

werden.	Dennoch	stellte	sich	die	Frage,	wie	es	zu	diesen	Signalverschiebungen	

kommen	konnte.		

Wie	bei	der	Detektion	von	Arsen	mittels	ICP‐MS	üblich	wurde	auch	hier,	zur	Be‐

stimmung	auftretender	Argonchloridinterferenzen	(vgl.	allgemeiner	Teil,	Kapitel	

3.3,	Seite	44)	neben	der	Arsenspur	(m/z=75)	auch	die	Massenspur	des	Chlorids	
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(m/z=35)	aufgenommen.	Einige	Proben	zeigten	hier	erhebliche	Signale	auf	der	

Masse	des	Chlorids	(Abbildung	48).	

Auffallend	war,	dass	gerade	stark	Retentionszeit	verschobene	Chromatogramme	

eine	hohe	Chloridinterferenz	aufwiesen.		
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Abbildung	48:	As‐Spezies	 im	Deponiewasser	 aus	dem	Bereich	 „M“	 (Probe	2671,	Teilprobe	3)	bei	

vorhandener	Argon‐Chlorid	Interferenz.	

	

Zur	 Klärung	 dieser	 Frage	 wurden	 dem	 zur	 Kalibration	 benutzen	 Multi‐

Arsenstandard	 (Kapitel	 1.4.4)	 verschiedene	 Chlorid‐Konzentrationen	 (in	 Form	

von	NaCl)	zugesetzt	und	zunächst	die	Fläche	des	Chlorid‐Signals	bestimmt.	Diese	

zeigt	einen	linearen	Anstieg	des	Flächenintegrals	des	Chlorid‐Signals	bei	anstei‐

gender	NaCl‐Konzentration.	Betrachtet	man	die	75As‐Signale	dieser	Multi‐Arsen‐

Standards	bei	unterschiedlichen	NaCl‐Konzentrationen,	so	findet	auch	hier	eine	

Retentionszeitverschiebung	des	As(V)‐Signals	statt.	Abbildung	49	zeigt	die	Mas‐

sespuren	 des	 Arsens	 (75As)	 im	 reinen	 Standard	 sowie	 bei	 Zusatz	 von	 NaCl	
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(5	g/l).	Deutlich	ist	eine	Verschiebung	des	As(V)	Peaks	von	342,2	auf	346,6	Se‐

kunden	zu	erkennen.	Bei	allen	anderen	Spezies	bleiben	die	Retentionszeiten	und	

Peakflächen	 konstant.	 Allerdings	 ändert	 sich	 beim	MMA(V)	 die	 Peakhöhe.	 Mit	

zunehmender	NaCl‐Konzentration	wird	der	Peak	schmaler	und	höher.		
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Abbildung	 49:	 Retentionszeitverschiebung	 von	 As(V)	 bei	 hohen	 NaCl‐Konzentrationen.	 Oben:	

Chromatogramm	eines	As‐Multi‐Standards	(20	pg	As	je	Spezies)	mit	einer	NaCl‐Konzentration	von	5	

g/l.	Unten:	Chromatogramm	ohne	NaCl‐Zusatz.	

	

Durch	 weitere	 Erhöhung	 der	 NaCl‐Konzentration	 lässt	 sich	 die	 Retentionszeit	

des	As(V)	noch	wesentlich	weiter	verschieben.	Abbildung	50	zeigt	die	Retenti‐

onszeitverschiebungen	 im	Bereich	 von	0	bis	 20	 g/l.	Die	Auftragung	 zeigt,	 dass	

sich	die	Retentionszeit	 des	As(V)‐Peaks	bei	 einer	Konzentrationserhöhung	des	

Natriumchlorids	 von	1	 g/l	 um	etwa	1,5	 Sekunden	verschiebt.	Auch	bei	 extrem	

erhöhten	Konzentrationen	von	bis	zu	200	g/l	steigt	die	Verschiebung	weiter	an,	

ist	aber	nicht	mehr	linear.	
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Unter	 Berücksichtigung	 der	 Retentionszeitverschiebungen	 bei	 hohen	 Chlorid‐

konzentrationen	konnten	so	auch	die	stark	von	dieser	Konzentration	abhängige	

As(V)‐Spezies	in	den	Deponiewässern	über	die	Retentionszeit	unter	Berücksich‐

tigung	des	Chlorid‐Gehaltes	identifiziert	werden.	

	

	
Abbildung	50:	Retentionszeitverschiebung	von	As(V)	bei	erhöhter	NaCl	–	Konzentration	im	Bereich	

von	0	bis	20	g/l.		

	

Eine	starke	Retentionszeitverschiebung	konnten	auch	Nam	et	al.	bei	der	Arsen‐

speziierung	 unter	 Verwendung	 von	 Trifluoressigsäure	 (TFA)	 beobachten	

(Nam	et	al.,	2006).	Obwohl	hier	sowohl	ein	anderes	Laufmittel,	als	auch	eine	an‐

dere	Säule	verwendet	wurden,	zeigt	dies,	dass	die	Retentionszeitverschiebungen	

kein	alleiniges	Problem	der	hier	vorgestellten	Methode	sind.	

		

2.3.2.2 Arsenspezies	in	Deponiewässern	

Die	Ergebnisse	der	Arsen‐Speziesanalysen	der	Deponiewässer	aus	dem	Bereich	

M	sind	in	Tabelle	30	zusammengefasst.	Die	Summe	der	Arsenspezies	stimmt	hier	

	in	vielen	Fällen	recht	gut	mit	der	zuvor	bestimmten	ges.	Arsenkonzentration	der	
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jeweiligen	 Deponiewasserprobe	 überein.	 Die	 verbleibenden	 Differenzen	 zwi‐

schen	der	Summe	der	einzelnen	Spezies	und	der	ges.	Arsenkonzentration	lassen	

sich	mit	 an	 Partikel	 gebundenem	Arsen	 erklären,	welches	 bei	 der	 Speziierung	

aufgrund	der	vorangegangenen	Filtration	der	Proben	nicht	erfasst	werden	konn‐

te.	In	vielen	Proben	konnte	As(V)	als	Hauptspezies	nachgewiesen	werden,	wobei	

auch	Proben	vorhanden	waren,	 in	denen	As(III)	dominierte	(Probe	2666).	Auf‐

fallend	 ist	die	Teilprobe	3	von	Probe	2671:	Hier	konnte	neben	As(III)	auch	ein	

hoher	Anteil	(33%)	an	methylierten	Arsenverbindungen	festgestellt	werden.	

	

Tabelle	30:	As‐Spezieskonzentrationen	(µg/L)	in	Deponiewässern	im	Bereich	„M“	

Probe	 	 As(III)	 DMA(V) MMA(V) As(V)
Summe	
As	 	 Ges.	As*)	

Nr.	 Teilprobe	 µg/l	 µg/l	 µg/l	 µg/l	 µg/l	 	 µg/l	
2666	 1	 0,7	 0,3 <	0,3 <	0,3 1,0 	 2,5	
	 2	 0,5	 <	0,3 <	0,3 <	0,3 0,5 	 1,4	

2667	 1	 0,8	 <	0,3 <	0,3 3,1 4,0 	 9,9	
	 2	 0,6	 0,9 0,6 2,5 4,6 	 12,0	

2668	 2	 1,9	 4,6 7,1 <	0,3 13,6 	 125,8	
2671	 1	 <	0,3	 0,3 0,4 0,4 1,1 	 7,0	
	 2	 0,9	 0,3 <	0,3 0,5 1,7 	 6,5	
	 3	 13,0	 11,1 10,7 32,2 67,0 	 69,4	

2698	 1	 0,6	 <	0,3 <	0,3 0,6 1,1 	 5,6	
2699	 1	 <	0,3	 <	0,3 <	0,3 3,3 3,3 	 8,2	
2702	 1	 <	0,3	 <	0,3 <	0,3 0,2 0,2 	 1,3	
2703	 1	 0,7	 0,5 0,5 1,1 2,9 	 11,5	
2705	 1	 0,5	 0,2 0,3 0,5 1,4 	 7,6	
2706	 1	 0,7	 0,3 0,3 0,4 1,6 	 4,7	
2711	 1	 0,5	 0,1 0,2 5,4 6,3 	 9,3	
	 2	 2,1	 4,4 4,8 218,9 230,2	 	 182,8	
	 3	 2,1	 2,6 2,3 61,2 68,3 	 66,4	
	 4	 1,0	 0,4 0,4 17,2 19,0 	 26,6	

KB‐ZD	 2	 1,1	 2,0 1,4 9,8 14,3 	 32,3	
*)aus	Tabelle	29

Die	 Speziesanalyse	 in	den	Deponiewässern	 aus	 dem	Bereich	 L	 zeigte	 ebenfalls	

eine	deutliche	 Speziesverteilung.	Auch	hier	waren,	 neben	Arsenit	 und	Arsenat,	

methylierte	Spezies	nachweisbar	(Tabelle	31).		

	

	 	



Spezieller	Teil	

	
	

	
133	

Tabelle	31:	As‐Spezieskonzentrationen	(µg/L)	in	Deponiewässern	im	Bereich	„L“	

Probe	 	 As(III)	 DMA(V) MMA(V) As(V)
Summe	
As	 	 Ges.	As*)	

Nr.	 Deponie	 µg/L	 µg/L	 µg/L	 µg/L	 µg/L	 	 µg/L	
2761	 O	 0,3	 <	0,3 <	0,3 <	0,3 0,3 	 1,4	
2762	 O	 0,3	 <	0,3 <	0,3 <	0,3 0,3 	 1,4	
2763	 W	 3,6	 7,3 <	0,3 7,5 18,5 	 195,8	
2764	 W	 6,0	 3,7 5,0 4,9 19,7 	 119,6	
2765	 W	 0,7	 1,2 0,7 8,7 11,2 	 42,6	
2766	 W	 <	0,3	 <	0,3 <	0,3 24,6 24,6 	 64,8	

*)aus	Tabelle	28

Auffallend	 ist	 die	 doch	 große	Abweichung	 zwischen	der	 Summe	der	 einzelnen	

Spezies	und	dem	As‐Gesamtgehalt	bei	den	Proben	2763	und	2764.	

Gleiches	ist	bei	Probe	2668	(Bereich	„M“)	der	Fall,	auch	hier	besteht	eine	auffäl‐

lige	Differenz	zwischen	der	Summe	der	bestimmten	Arsenspezies	(14	µg/L)	und	

dem	ermittelten	ges.	Arsen	(126	µg/L).	Dies	lässt	sich	beim	Betrachten	des	Spe‐

ziesdiagrammes	(Abbildung	51)	durch	das	Auftreten	einer	unbekannten	Arsen‐

spezies	in	diesen	Proben	erklären.	
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Abbildung	51:	Chromatogramm	der	Probe	2668	 (Bereich	 „M“).	Auffallend	 ist	das	Auftreten	einer	

unbekannten	Arsen‐Spezies	mit	einer	Retentionszeit	von	451s.	
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Die	 semiquantitative	 Konzentrationsbestimmung	 dieser	 unbekannten	 As‐

Spezies	(unter	Annahme	einer	vergleichbaren	Detektier‐	und	Quantifizierbarkeit	

dieser	 unbekannten	 Verbindung	 im	 Vergleich	 zum	 Arsenat	 (AsV))	 ergibt	 eine	

Arsenkonzentration	 von	 86	µg	As/L.	 Somit	 ergibt	 sich	 für	 die	 o.g.	 Probe	 durch	

Summierung	 der	 Arsenspezies	 eine	 ges.	 Arsenkonzentration	 von	 etwa	 100	µg	

As/L.	 Aufgrund	 der	 Retentionszeit	 der	 unbekannten	 Spezies	 (451	 Sekunden)	

liegt	die	Vermutung	nahe,	dass	es	sich	hier	um	eine	As‐Thio‐Spezies,	genauer	um	

Monothioarsenat	 (MTA(V)),	handelt.	Vergleichende	Messungen	auf	einer	ähnli‐

chen	Säule	haben	gezeigt,	dass	diese	Spezies	unmittelbar	nach	dem	Arsenat	elu‐

iert	 (Abbildung	 74,	 Seite	 192).	 Ein	 direkter	 Retentionszeitvergleich	war	 leider	

nicht	möglich,	da	 zum	Zeitpunkt	der	Messung	der	Deponiewässer	dieser	Thio‐

standard	noch	nicht	verfügbar	war.	

Möglicherweise	sind	in	den	Proben	weitere,	unbekannte	Arsenspezies	enthalten,	

die	nicht	detektiert	werden	konnten.	So	zeigen	einige	Chromatogramme	im	Be‐

reich	der	Interferenzen,	welche	durch	extrem	hohe	Chloridkonzentrationen	her‐

vorgerufen	werden,	weitere	Signale,	die	aber	nicht	eindeutig	zugeordnet	werden	

können	und	aufgrund	der	Interferenz	auch	nicht	quantifizierbar	sind	(Abbildung	

48,	 Seite	 129).	 Zusammenfassend	 ist	 die	 Arsenspeziesverteilung	 in	 den	 Depo‐

niewässern	 aus	 dem	Bereich	 „M“	 im	 folgenden	Diagramm	nochmals	 graphisch	

dargestellt	(Abbildung	52).	
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Abbildung	52:	Graphische	Übersicht	der	Arsenspezies	(µg/L)	in	Deponiewässern	im	Bereich	„M“.	

2.4 Zusammenfassung	und	Ausblick	

Die	Übertragung	der	chromatographischen	Methode	zur	Speziesbestimmung	auf	

die	 Anwendung	 auf	 Deponiewässer	 ist	 ein	 typisches	 Beispiel	 dafür,	 welche	

Probleme	dabei	mit	der	Änderung	der	Matrix	zu	beachten	sind.	

Es	konnte	gezeigt	werden,	dass	unter	Kontrolle	der	Chloridkonzentration	auch	

in	 dieser	Matrix	 eine	 Speziesbestimmung	 des	 Arsens	möglich	 ist	 und	welchen	

Einfluss	hohe	Chloridkonzentrationen	auf	 die	Chromatographie	haben.	Mit	 der	

verwendeten	Methode	sind	so	auch	andere	Anwendungen	möglich,	wie	z.B.	die	

in	der	Einleitung	zu	diesem	Kapitel	beschriebene	Speziierung	in	Grund‐	und	Si‐

ckerwasser	 hochbelasteter	 Standorte.	 Hier	 ist	 eine	 Zusammenarbeit	 und	 Pro‐

bennahme	am	Industriepark	Höchst	angedacht.	

Auch	eine	Entwicklung	der	Methode	in	Bezug	auf	die	Speziierung	weiterer	Thio‐

arsenverbindungen	 als	 Alternative	 zur	 häufig	 verwendeten	 Ionenaustauscher‐

Säule	erscheint	sinnvoll.	





Spezieller	Teil	

	
	

	
137	

3. Permeation	metall(oid)organischer	Verbindungen	durch	Ar‐

beitsschutzmaterialien		

3.1 Einleitung	

Viele	 Organometall(oid)e,	 wie	 Dimethyl‐	 und	 Diethylquecksilber,	 Tetramethyl‐

zinn,	 Trimethylarsin	 oder	 Tetraethylblei	 sind	 für	 ihre	 hohe	 Toxizität	 bekannt.	

Besonders	der	Unfall	von	Prof.	K.	Wetterhahn,	welche	bei	der	Herstellung	eines	

NMR‐Standards	 wenige	 Tropfen	 Di‐

methylquecksilber	 auf	 ihre	 La‐

texhandschuhe	 bekam	 und	 einige	

Monate	 später	 an	 den	 Folgen	 dieses	

Unfalls	 verstarb	 (Nierenberg	et	al.,	

1998),	ist	ein	immer	wieder	zitiertes,	

schreckliches	 Beispiel	 für	 die	 Wir‐

kung	 dieser	 Verbindungsklasse.	

Allerdings	war	dies	nur	einer	von	vier	

vorangegangenen,	 weniger	 bekann‐

ten	 Dimethylquecksilber	 Vergiftun‐

gen	 (siehe	 Kasten	 auf	 der	 rechten	

Seite).	 Daher	 empfiehlt	 das	 „U.S.	 De‐

partment	 of	 Labor“	 für	 die	Handhabung	 von	Dimethylquecksilber	 die	Verwen‐

dung	von	hoch	resistenten,	mehrschichtigen	„SilverShield“®‐Handschuhen16	un‐

ter	 langen	 Neopren‐	 oder	 Nitrilhandschuhen	 (U.S.	 Department	 of	 Labor,	

Occupational	 Safety	 and	 Health	 Administration,	 Directorate	 of	 Science,	

Technology	 and	 Medicine,	 1991).	 Allerdings	 ist	 die	 Handhabung	 von	 Pipetten	

oder	 Mikroliterspritzen	 mit	 dieser	 Handschuhkombination	 nahezu	 unmöglich	

und	macht	das	Arbeiten	mit	diesen	Standards	oftmals	noch	gefährlicher.	

																																																								
16	North	Safety	Products,	Hamburg,	Deutschland	

Wetterhahn's	 tragedy	 was	 only	 the	 fourth	

known	 dimethylmercury	 poisoning.	 The	 other	
victims	were	laboratory	workers	in	England	who	
originally	synthesized	the	compound	in	1865	(F.	
Dewhurst,	 Chemistry	 in	 Britain,	 25:702,	 1989);	

two	 secretaries	 in	 Canada	 who	 inhaled	 fumes	
from	a	leaking	vial	in	a	warehouse	(Anonymous,	
Canadian	 Journal	 of	 Public	 Health,	 43:1580,	
1943),	and	a	chemist	working	without	adequate	

protection	 in	Czechoslovakia	 (J.	Pazderova,	 Int.	
Arch.	 Arbeitsmed.,	 33:323‐8,	 1974;	 cited	 in	 L.	
Magos,	Metal	Ions	in	Biological	Systems,	34:321‐
70,	1997).		

Quelle:	R.	Lewis	(1997)	The	Scientist,	11	(21)	1	
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Viele	Stoffe	(und	gerade	auch	metall(oid)organische	Verbindungen)	sind,	wie	für	

Dimethylquecksilber	beschrieben,	in	der	Lage	Arbeitsschutzmaterialien	auf	mo‐

lekularer	 Ebene	 zu	 durchdringen	 (Permeation).	 Die	 Permeation	 schließt	 dabei	

verschiedene	Vorgänge	ein:	Zunächst	die	Aufnahme	von	Molekülen	der	Chemi‐

kalie	in	die	(äußere)	Werkstoffoberfläche,	die	mit	der	Chemikalie	in	Berührung	

gekommen	ist;	anschließend	die	Diffusion	der	aufgenommenen	Moleküle	in	den	

Werkstoff;	und	als	 letztes	die	Abgabe	der	Moleküle	von	der	entgegengesetzten	

(inneren)	Oberfläche	des	Werkstoffs.	Die	Dauer	zwischen	der	ersten	Anwendung	

einer	Prüfchemikalie	auf	die	äußere	Werkstoffoberfläche	eines	Schutzhandschu‐

hes	und	ihrem	anschließenden	Auftreten	auf	der	anderen	Seite	wird	als	Durch‐

bruchszeit	bezeichnet.	Die	Durchbruchszeit	einer	Chemikalie	(oder	eines	Gemi‐

sches)	wird	 als	 erreicht	 angesehen,	wenn	die	 Permeationsrate	 jedes	 einzelnen	

Bestandteiles	 einen	Wert	 von	1	 µg	 ×	 cm‐2	 ×	min‐1	 erreicht	 hat	 (DIN	EN	374‐3,	

2003).	Bei	einer	Handfläche	von	etwa	100	cm²	gilt	die	Durchbruchszeit	also	als	

erreicht,	wenn	pro	Minute	100	µg	der	Chemikalie	die	Haut	erreichen,	wobei	die‐

se	 Konzentrationen	 bei	 metall(oid)organischen	 Verbindungen	 oft	 schon	 nach	

wenigen	Sekunden	erreicht	sein	können.	Während	für	die	Permeation	von	Dime‐

thylquecksilber	noch	Informationen	vorhanden	sind	(Blayney,	2001),	vgl.	Tabel‐

le	32	gibt	es	 für	viele	andere,	 leichtflüchtige	metallorganische	Verbindungen	in	

	

Tabelle	32:	Durchbruchszeiten	von	Dimethylquecksilber	

Material	 Dicke	(mil)17	 Durchbruchszeit	

Nitrile	 8	 0.25	Minutes	

Neoprene	 31	 <10	Minutes	

Butyl	 13	 <15	Minutes	

Viton	 11	 <10	Minutes	

Silver	Shield		 5	 >240	Minutes	

Silver	Shield	&	neoprene	pair	 27	 >240	Minutes	

(Blayney,	2001)	

																																																								
17	1	mil	=1/100	inch	=	0,0254	mm	
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der	 Literatur	 nahezu	 keine	Werte	 für	 Durchbruchszeiten	 bzw.	 Penetrationsra‐

ten.	 Im	 “Chemical	 Protection	 Guide”	 der	 SilverShield®	 Handschuhe	 wird	 die	

Durchbruchszeit	 für	 Me2Hg	 mit	 60	 Minuten	 angegeben	 (bei	 21°C).	 Für	 eine	

Temperatur	von	35°C	stehen	keine	Daten	zur	Verfügung	bzw.	wurden	die	Tests	

nicht	durchgeführt	(North	Safety	Products,	2001).	Allgemein	werden	Handschu‐

he	 nach	 zwei	 verschiedenen	 Normen	 getestet:	 Zum	 einen	 nach	 der	 US‐Norm	

ASTM	F	739,	zum	anderen	nach	der	europäischen	Norm	EN	374	(DIN	EN	374‐3,	

2003).	 Zudem	 gibt	 es	 auch	 vergleichende	 Untersuchungen	 der	 verschiedenen	

Testzellen	und	Normen,	die	zeigen,	dass	damit	unterschiedliche	Permeationsra‐

ten	ermittelt	werden	(Mäkelä	et	al.,	2003).		Ein	weiteres	Problem	der	bestehen‐

den	Normen	ist	die	Einteilung	der	Chemikalien	in	verschiedene	Klassen	(A	bis	L),	

in	 denen	 die	Handschuhe	mit	 den	 jeweiligen	Prüfchemikalien	 getestet	werden	

(vgl.	Tabelle	33).		

	

Tabelle	33:	Liste	der	Prüfchemikalien	für	Einmalhandschuhe		

Kenn‐
buchstabe	

	
Prüfchemikalie	

	
CAS‐RN	

	
Klasse	

A	 Methanol	 67‐56‐1	 Primärer	Alkohol	

B	 Aceton	 67‐64‐1	 Keton	

C	 Acetonitril	 75‐05‐8	 Nitril	

D	 Dichloromethan	 75‐09‐2	 Chloriertes	Paraffin	

E	 Kohlenstoffdisulfid	 75‐15‐0	
Schwefelhaltige	organi‐
sche	Verbindung	

F	 Toluol	 108‐88‐3	 Aromatischer	Kohlenwas‐
serstoff	

G	 Diethylamin	 109‐89‐7	 Amin	

H	 Tetrahydrofuran	 109‐99‐9	 Heterozyklische	und	
Etherverbindungen	

I	 Ethylacetat	 141‐78‐6	 Ester	

J	 n‐Heptan	 142‐85‐5	 Aliphatischer	Kohlenwas‐
serstoff	

K	 Natriumhydroxid	40	%	 1310‐73‐2	 Anorganische	Base	

L	 Schwefelsäure	96	%	 7664‐93‐9	 Anorganische	Säure	

(DIN	EN	374‐1,	2003)	
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Leider	lassen	sich	metall(oid)organische	Verbindungen	keiner	dieser	12	Klassen	

zuordnen,	was	die	Auswahl	der	geeigneten	Handschuhe	beim	Arbeiten	mit	die‐

ser	 Verbindungsklasse	 nahezu	 unmöglich	macht.	 Für	 den	 Permeationstest	 der	

Einmalhandschuhe	werden	sowohl	in	der	amerikanischen,	als	auch	in	der	euro‐

päischen	Normen	mehrere	Milliliter	(etwa	45	ml	in	der	europäischen	Norm	EN	

347‐3)	 der	 reinen	 Prüfchemikalie	 verwendet.	 Auch	 für	 einen	 Permeationstest	

mit	metall(oid)organischen	Verbindungen	(respektive	mit	Dimethylquecksilber)	

sind	diese	Volumina	daher	notwendig,	was	die	Durchführung	dieser	Tests	auf‐

grund	der	hohen	Toxizität	und	Flüchtigkeit	dieser	Substanzen	äußerst	gefährlich	

macht	und	diese	daher	in	der	Regel	nicht	durchgeführt	werden.	Betrachtet	man	

nochmals	den	zuvor	geschilderten	Unfall	von	K.	Wetterhahn,	so	stellt	man	fest,	

dass	das	Layout	der	Tests	bzw.	der	Testkammern,	die	 in	den	Normen	Verwen‐

dung	 finden,	 den	 tatsächlichen	 Vorfällen	 im	 analytischen	 Labor	 nicht	 gerecht	

werden.	Während	in	diesen	Tests	die	gesamte	Oberfläche	des	Handschuhs	gegen	

die	Testsubstanz	exponiert	wird,	gelangen	in	der	Analytik	in	der	Regel	nur	weni‐

ge	Tropfen	auf	die	Handschuhoberfläche.	Zudem	befindet	sich	die	Hand	bei	die‐

sen	Arbeiten	in	einem	Abzug,	was	zur	Folge	hat,	dass	sich	ein	großer	Luftraum	

(Headspace)	 über	 diesem	 Tropfen	 befindet,	 und	 somit	 aufgrund	 der	 Körper‐

wärme	 ein	 Großteil	 der	 zumeist	 leichtflüchtigen	 Substanz	 zumindest	 teilweise	

verdunsten	kann.	Weiterhin	ist	die	Permeabilität	stark	von	der	Temperatur	ab‐

hängig.	So	beträgt	z.B.	die	Durchbruchszeit	von	Dipenten	bei	einer	Testtempera‐

tur	von	23°C	mehr	als	480	Minuten.	Bei	einer	typischen	Handschuhtemperatur	

von	35°C	beträgt	die	Durchbruchszeit	hingegen	lediglich	36	Minuten	(Packham,	

2006).	 Für	 metall(oid)organische	 Verbindungen	 wie	 Dimethylquecksilber	 be‐

trägt	diese	Permeationszeit	bei	21°C	lediglich	wenige	Sekunden!	

Auch	bei	den	amerikanischen	und	europäischen	Normen	werden	die	Tests	bei	

25°C	 (ASTM	 F	 739‐99a,	 1999)	 bzw.	 23°C	 (DIN	 EN	 374‐3,	 2003)	 durchgeführt.	

Wie	bereits	oben	kurz	beschrieben	 liegen	aber	die	 tatsächlichen	Hand	/	Hand‐

schuhtemperaturen	deutlich	über	diesen	Werten	(Aschoff	et	al.,	1958).	
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Permeation	ist,	wie	oben	beschrieben,	die	molekulare	Durchdringung	durch	das	

Handschuhmaterial.	Die	Zeit,	die	die	Chemikalie	hierfür	benötigt,	wird	in	Klassen	

eingeteilt	(Tabelle	34).	

	

Tabelle	34:	Schutzindex	für	Handschuhe	nach	EN	374‐1:2003	

Durchbruchszeit	(min)	 Schutzindex	

>10	 Klasse	1	

>30	 Klasse	2	

>60	 Klasse	3	

>120	 Klasse	4	

>240	 Klasse	5	

>480	 Klasse	6	

(DIN	EN	374‐1,	2003)	

In	Anbetracht	der	extremen	Toxizität	vieler	metall(oid)organischer	Verbindun‐

gen,	deren	zumeist	hohe	Flüchtigkeit	sowie	den	zu	vermutenden	raschen	Durch‐

bruchszeiten	 sollen	 diese	 Verbindungen	 (im	 Einzelnen:	 Dimethylquecksilber	

(Me2Hg),	Tetramethylzinn	 (Me4Sn),	Trimethylgermaniumchlorid	 (Me3GeCl),	Di‐

methylarsiniodid	(Me2AsI)	und	Trimethylbismut	(Me3Bi))	mit	Hilfe	einer	neu	zu	

entwickelnden	Permeationszelle	untersucht	werden.	 Im	Gegensatz	zu	den	kon‐

ventionellen	 Testzellen	 soll	 hier	 nur	 ein	 einzelner	 Tropfen	 der	 me‐

tall(oid)organischen	 Verbindung	 auf	 die	 Oberfläche	 der	 verschiedenen	 Hand‐

schuhmaterialien	 aufgebracht	 werden.	 Außerdem	 soll	 die	 Zelle	 so	 konstruiert	

sein,	dass	die	Temperatur	der	Haut	berücksichtigt	werden	kann	sowie	ein	Gas‐

raum	vorhanden	ist,	 in	den	ein	Teil	der	Prüfsubstanz	verdampfen	kann.	Da	mit	

recht	geringen	Durchbruchsraten	zu	rechnen	ist,	ist	es	notwendig	ein	hochemp‐

findliches	Detektionssystem	 zu	 verwenden.	Da	 es	 sich	 bei	 den	 Testsubstanzen	

um	 metall(oid)organische	 Verbindungen	 handelt,	 ist	 ein	 induktiv	 gekoppeltes	

Plasma	 Massenspektrometer	 (engl.	 Inductively	 Coupled	 Plasma	 /	 Mass	 Spec‐

trometry,	ICP‐MS)	das	bevorzugte	System.	Das	Prinzip	des	ICP‐MS	wurde	bereits	

in	Kapitel	3.2	(allgemeiner	Teil,	ab	Seite	40)	beschrieben.	



142

	

	
2	

3.2

Aus

ons

geb

rial

jew

fixie

Han

her

	

Abb

zwis

terh

und	

gas	E

Die

der

2 Permea

s	 den	 in	 de

szelle	entw

baut,	wie	es

l	 kann	 zwis

weiligen	 Ze

ert	werden

ndschuhpro

r	angebrach

ildung	 53:	 Ge

schen	den	obe

halb	des	Prob

C:	Headspace

Ein‐	(D)	und	A

	Heizspiral

r	Hand	bzw

B	

ationszell

er	 Einleitun

wickelt.	Dies

s	in	ähnlich

schen	den	

ll‐Halbkuge

n.	Die	neu	e

obe.	Dies	w

ht	ist	als	de

eschlossene	 (

eren	und	unt

enstückes	be

e	Ventile.	Abb

Auslass	(C).	

le	wurde	in

w.	auf	dem	

A	

Sp

le	

ng	 beschri

se	Zelle	ist	

her	Weise	a

Planschliff

eln	 eingesp

eingebaute	

wird	erreic

er	Planschli

(I)	 und	 offen

eren	Schliff	d

findet.	Abbild

bildung	II:	An

nstalliert	um

Testmater

C	

I

pezieller	Te

	

iebenen	 Gr

aus	zwei	G

auch	in	den

fen	 (NS	80

pannt	 und

Heizspiral

cht,	 indem	

iff	des	unte

										
ne	 Permeation

der	Zelle	so	pl

dung	I:	Septu

nschlüsse	für	

m	die	Ader

rial	simulie

eil	

ründen	wu

Glas‐Halbku

n	Normen	d

0)	 am	ober

d	 mittels	 e

e	ist	so	in	d

die	Heizsp

eren	Zellent

nszelle	 (II).	 D

latziert,	dass	

m	zur	Injekti

Heizflüssigke

rn	und	die	

ren	zu	kön

A

C

rde	 eine	 n

ugeln	(Abbi

der	Fall	ist.	

ren	und	un

ines	 Schne

direktem	K

pirale	um	e

teils.		

Die	Handschu

sich	die	Heiz

ion	der	Probe

eit	(A	und	B)	s

Temperatu

nnen.	Der	u

neue	 Perme

ildung	53)	

Das	Testm

nteren	Teil	

ellverschlu

Kontakt	mit

etwa	1	mm

uhproben	we

zspirale	direk

ensubstanz	(A

sowie	für	Pro

urverteilun

untere	Teil

B	

II

eati‐

auf‐

mate‐

der	

sses	

t	der	

	hö‐

	
erden	

kt	un‐

A);	 	B	

oben‐

ng	in	

der	

D

I	



Spezieller	Teil	

	
	

	
143	

Testzelle	wurde	mit	vier	Swagelok®‐Anschlüssen	versehen	(Abbildung	53	 II)18.	

Die	Anschlüsse	(A	und	B)	dienen	dem	Zufluss	der	Heizflüssigkeit	(Flussrate:	35	

ml/Min.,	blau	gefärbtes	Wasser).	Während	der	Messung	wurde	die	Heizflüssig‐

keit	auf	35°C	eingestellt,	was	der	Temperatur	entspricht,	die	auch	zwischen	der	

Hautoberfläche	und	dem	Handschuh	gemessen	werden	kann	(Packham,	2006).	

Die	Temperaturmessung	erfolgt	mittels	eines	Voltcraft®	K204	Dataloggers,	zum	

einen	im	Vorratsgefäß	der	Heizflüssigkeit,	zum	anderen	direkt	hinter	dem	Aus‐

gang	 der	 Heizspirale.	 Die	 Temperaturdifferenz	 zwischen	 diesen	 Messpunkten	

beträgt	weniger	als	ein	Grad	Celsius.	Die	Anschlüsse	C	und	D	sind	als	Trägergas	

(Helium)	Ein‐	und	Auslass	vorgesehen.	Der	Auslass	der	Testkammer	wurde	mit‐

tels	 einer	1/16“	Kapillare	 (CS‐Chromatographieservice,	Langerwehe,	Germany)	

an	 ein	 ICP‐MS	 (Agilent®7500a)	 als	 elementsensitiven	 Detektor	 gekoppelt.	 Mit	

dem	 Trägergas	 werden	 permanent	 die	 den	 Handschuh	 durchdringenden	 Me‐

tall(oid)spezies	zum	Detektor	transportiert.	Die	Flussrate	beträgt	20	ml/min.	

Der	obere	Teil	der	Testkammer	(Permeationszelle)	 ist	mit	einer	Schraubkappe	

mit	 Septum	 (Abbildung	 53	 I,	 A)	 sowie	 mit	 einem	 Gasein‐	 und	 Gasauslass	

(Abbildung	53	 I,	B	und	C)	 versehen.	Die	 Injektion	der	Testsubstanzen	kann	 so	

durch	das	Septum	direkt	 in	die	Mitte	des	Handschuhs	mit	der	darunter	 liegen‐

den	Heizspirale	erfolgen.	Nach	der	Messung	kann	der	Gasraum	über	die	Gasan‐

schlüsse	(B	und	C)	belüftet	und	die	Testkammer	so	gefahrlos	im	Abzug	gereinigt	

werden.	Zudem	kann	auf	diese	Weise	auch	ein	Volumenstrom	simuliert	werden,	

wie	er	auch	beim	Arbeiten	im	Abzug	vorhanden	ist.		

Aufgrund	 der	 hohen	 Toxizität	 der	 Verbindungen,	 insbesondere	 von	 Dimethyl‐

quecksilber,	wurde	die	gesamte	Apparatur	in	einer	„Glove‐Box“	mit	angeschlos‐

sener	externer	Abluft	aufgebaut	(Abbildung	54).	Nach	jeder	Messung	wurde	die	

gesamte	Messkammer	zunächst	gut	gelüftet,	die	Zelle	anschließend	mit	Metha‐

nol	und	Ethanol	gereinigt	und	bei	Raumtemperatur	im	sauberen	Abzug	getrock‐

																																																								
18	 An	 dieser	 Stelle	 möchte	 ich	 mich	 bei	 den	 Glasbläsern	 der	 Universität	 Duisburg‐Essen	 R.	

Schmidt	 und	HJ	Barth	bedanken,	die	 bei	 der	Realisierung	und	der	Konstruktion	der	Messzelle	

eine	große	Hilfe	waren.		
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3.4 Instrumente	/	Detektor	

Wie	bereits	 im	Kapitel	zuvor	beschrieben,	wurde	der	Gasauslass	der	Permeati‐

onszelle	mittels	 einer	 1/16”	 Kapillare	 an	 das	 ICP‐MS	 (Agilent®	 7500a,	 Agilent	

Technologies,	Waldbronn,	Germany)	gekoppelt	(Flussrate:	20	ml	min‐1).	Das	Ge‐

rät	ist	mit	einem	Micro	Flow	Nebulizer	MFN100	aus	Fluoropolymeren	(Agilent)	

sowie	einer	Standardsprühkammer	(Quartz,	Agilent)	ausgestattet.		

	
Tabelle	35:	ICP‐MS	Parameter	(Agilent®	7500a)	

Parameter	 Einheit	/	Modell	

Zerstäuber	 Micro	Flow	Nebulizer	MFN100	

Fackel	 „Inert	Torch“	Innendurchmesser	:	2,5	mm	

Software	 Chemstation	G1834B	

Zerstäuber	 Micro	Flow	Nebulizer	MFN100	

Argon	flow	 15	l/min	

Carrier	gas	 0.8	l/min	

Makeup	gas	 0.4	l/min	

RF	power	 1580	W	

Sampling	depth	 4.6	mm	

Peristaltic	pump	 0.08	rpm	

	

Die	 verwendeten	 ICP‐MS	 Parameter	 sind	 in	 Tabelle	 35	 aufgeführt.	 Als	 ICP‐

Tunelösung	wurde	ein	Multielement‐Standard	 (Li,	Ce,	Ti,	Y,	Co)	mit	einer	Kon‐

zentration	 von	10	µg/l	 in	 2%	HNO3	 (subboiled)	 verwendet;	 angesetzt	 aus	 den	

jeweiligen,	zertifizierten	1g/l	Stammlösungen.	Als	Performance‐Test	der	ICP‐MS	

wurde	 täglich	 ein	neuer	 „Tune‐Report“	 erstellt.	 Zur	Detektion	der	Metall(oid)e	

wurden	die	folgenden	Masse	zu	Ladungsverhältnisse	(m/z)	zeitaufgelöst	(„time	

resolved“)	aufgezeichnet:	13C;	72Ge;	74Ge,	75As;	118Sn;	120Sn;	200Hg;	202Hg;	209Bi	19.	

																																																								
19	als	monoisotopische	Elemente	können	Arsen	und	Bismut	ausschließlich	auf	den	Massen	75As	

(m/z=75)	bzw.	209Bi	(m/z=209)	detektiert	werden.	
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3.5 Experimenteller	Teil	

3.5.1 Proben	/	Handschuhmaterialien	

Untersucht	wurden	fünf	verschiedene	Laborhandschuhe.	Drei	dieser	Handschu‐

he	 waren	 typischerweise	 im	 Labor	 verwendete	 Einmalhandschuhe	 aus	 Latex,	

Vinyl	bzw.	Nitril	(Tabelle	36,	Nummer	1	bis	3).	Die	Handschuhe	dürfen	bei	einem	

Test	der	Luft‐	und	Wasserdichtigkeit	keine	Leckagen	aufweisen.	Diese	Prüfung	

erfolgt	anhand	des	AQL‐Werts	 (Akzeptables	Qualitäts	Level).	Alle	verwendeten	

Handschuhe	besitzen	einen	AQL‐Wert	von	<1,5.	Bei	den	weiteren	Handschuhma‐

terialien	 handelt	 es	 sich	 um	 spezielle	 Chemikalienschutzhandschuhe	 aus	 5‐

lagigem	Kunststoff‐Hochleistungslaminat	(Tabelle	36,	Nummer	4	und	5).		

	

Tabelle	36:	Getestete	Handschuhmaterialien	

Nummer	 Handschuh	 Material	 Dicke	

1	 Mediversal®	 Latex	 k.A.	

2	 Rotiprotect®	 Vinyl	 k.A.	

3	 VWR®	 Nitrile	 k.A.	

4	 Northern	Safety	
SilverShield®	/	4H	 Norfoil®	 2.7	mil	(0,065mm)	

5	 Ansell	Admont	 Barrier®	 2.5	mil	(0,062mm)	

	

	

3.5.2 Totzeit	

Zur	Totzeitbestimmung	wurde	die	Penetrationszelle	durch	ein	T‐Stück	mit	Sep‐

tum	 ausgetauscht.	 Das	 Trägergas	 der	 Zelle	wurde	 direkt	 an	 das	 T‐Stück	 ange‐

schlossen	 und	 eine	 Trägergasgeschwindigkeit	 von	 20	ml/min	 eingestellt,	 wel‐

cher	später	auch	für	die	Messungen	mit	eingebauter	Penetrationszelle	verwen‐

det	wurde.	Von	jedem	Metall(oid)‐Standard	Me4Sn,	Me2Hg,	Me3GeCl,	Me3Bi	und	

Me2AsI	(Konzentration	10	pg/µl)	wurde,	bei	gleichzeitigem	Start	der	ICP‐MS,	je	
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1	µl	 durch	 das	 Septum	 in	 das	 T‐Stück	 injiziert.	 Die	 Totzeit	wurde	 definiert	 als	

Zeit	zwischen	der	Injektion	und	dem	ersten	Signalanstieg	im	Detektionssystem.	

	

	

3.5.3 Nachweisgrenzen	und	Kalibration	

In	der	Chromatographie	kann	die	Nachweisgrenze	(NG)	über	das	Signal/Rausch‐

Verhältnis	ermittelt	werden.	Als	Rauschen	(noise)	wird	dabei	die	Differenz	zwi‐

schen	 dem	 größten	 und	 dem	 kleinsten	Messpunkt	 im	 betrachteten	 Chromato‐

grammabschnitt	 bezeichnet	 (Chromatogramm	 der	 Blindprobe	 bzw.	 peakfreier	

Abschnitt	in	der	Nähe	des	zu	beurteilenden	Peaks	im	Chromatogramm	der	Ana‐

lysenprobe)	 (Stauffer,	 2008).	 Die	 Nachweis‐,	 Erfassungs‐	 oder	 Bestimmungs‐

grenze	wird	als	Vielfaches	des	Rauschens	(in	positiver	oder	negativer	Richtung	

von	der	Basislinie	aus	gesehen	=	N/2)	angegeben,	welche	der	Peak	mindestens	

aus	 der	 Basislinie	 herausragen	 muss	 (Abbildung	 55).	 Die	 Nachweisgrenze	 ist	

somit	abhängig	vom	mittleren	Blindwert	(̅ݔ஻)	und	dessen	Standardabweichung	

	.2009)	al.,	et	(Kunze	஻ሻߪ)

Für	 die	 Nachweisgrenze	 (NG)	 wird	 in	 der	 Regel	 ein	 Signal/Rausch‐Verhältnis	

(S/N)	von	3:1	angewendet	(in	einigen	Publikationen	sogar	von	nur	2:1),	für	die	

Erfassungsgrenze	ein	Wert	von	6:1	und	für	die	Bestimmungsgrenze	(BG)	ein	S/N	

von	10:1.	

	

ܩܰ ൌ ஻ݔ̅ ൅ 	஻ߪ	3
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des	Latexhandschuhs	in	die	Messzelle	installiert,	diese	verschlossen	und	10	Mi‐

nuten	gewartet,	damit	sich	eine	konstante	Temperatur	zwischen	Heizspirale	und	

Handschuhmaterial	einstellen	konnte.	Anschließend	wurden,	bei	gleichzeitigem	

Start	 des	 ICP‐MS,	 10µl	 des	Me2Hg	 Standards	 (1g/l)	 durch	 das	 Septum	 auf	 die	

Handschuhoberfläche	 injiziert.	 Für	 die	 Ermittlung	 der	 Permeationszeiten	 von	

Me2Hg	durch	Vinyl,	Nitril,	Norfoil®	und	Barrier®	 	Handschuhproben	wurde	die‐

ses	 Verfahren	 entsprechend	 wiederholt.	 Auch	 für	 die	 weiteren	 me‐

tall(oid)organischen	Verbindungen	(Me4Sn,	Me3GeCl,	Me3Bi	und	Me2AsI)	wurde	

mit	 jedem	Handschuhmaterial	 entsprechend	verfahren.	Dabei	wurde	 sorgfältig	

auf	die	Einhaltung	der	Äquilibrationszeit	von	10	Minuten,	der	Handschuhtempe‐

ratur	sowie	auf	eine	gleichmäßige,	schwache	Dehnung	der	Probe	geachtet.		
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3.6 Ergebnisse	und	Diskussion	

3.6.1 Totzeiten	

Die	Totzeiten	wurden,	wie	in	Kapitel	3.5.3	beschrieben,	für	die	Analyten	Me2Hg,	

Me4Sn,	Me3GeCl,	Me2AsI	 und	Me3Bi	 bestimmt.	 Aufgrund	 der	 unterschiedlichen	

Siedepunkte	 und	Dampfdrücke	 der	 einzelnen	 Verbindungen	 variieren	 die	 Tot‐

zeiten	der	Testsubstanzen	leicht	zwischen	2,5	und	3	Sekunden.	

	

3.6.2 Nachweisgrenzen	und	Kalibration	

Die	 Nachweisgrenze	 (NG)	 der	 jeweiligen	 Testsubstanz	 wurde	 über	 das	 Sig‐

nal/Rausch‐Verhältnis	 (S/N)	 (Kapitel	 3.5.3)	 der	 entsprechenden	 Massenspur	

(CPS)	 des	 ICP‐MS	 einer	 Blindprobe	 (noise)	 sowie	 der	Massenspur	 (Peak,	 CPS)	

des	 jeweiligen	 Standards	 (10	pg)	 nahe	 der	 Nachweisgrenze	 ermittelt.	 Für	 die	

Nachweisgrenze	(NG)	wurde	ein	Signal/Rausch‐Verhältnis	 (S/N)	von	3:1	ange‐

wendet	(drei	Sigma‐Kriterium).		

ܩܰ ൌ ஻ݔ̅ ൅ 	஻ߪ	3

Die	Nachweisgrenzen	sind	in	Tabelle	37	für	die	verwendeten	Standards	aufgelis‐

tet.	

		

Tabelle	37:	Nachweisgrenzen	des	ICP‐MS	beim	Permeationstest	

Verbindung	 Nachweisgrenze	(pg)	

Me4Sn	 0,1	

Me3GeCl	 2,2	

Me2AsI	 0,9	

Me3Bi	 0,7	

Für	die	Bestimmungsgrenze	(BG)	gillt	allgemein:	̅ݔ஻ ൅ 	Berechnung	die	Auf	஻.ߪ	9

wurde	bewusst	verzichtet.	
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Aus	 den	 ermittelten	 Peakflächen	 nach	 der	 Injektion	 der	 einzelnen	 Standards	

(vgl.	 Kapitel	 3.5.3)	 wurden	 die	 Kalibrationsgeraden	 zur	 Quantifizierung	 der	

Permeationsraten	 erstellt.	 Beispielhaft	 sind	 in	 Abbildung	 56	 die	 Geraden	 für	

Me3GeCl	und	Me4Sn	dargestellt.		

	

	
Abbildung	56:	Kalibrationsgeraden,	für	Me3GeCl	(oben)	und	Me4Sn	(unten)	zur	Quantifizierung	der	

Permeationsraten	mit	Bestimmtheitsmaß	(R2).	

R² = 0,9867

0,00E+00

5,00E+05

1,00E+06

1,50E+06

2,00E+06

2,50E+06

0 50 100 150 200 250 300

P
ea

kf
lä

ch
e

72Ge (pg)

Me3GeCl

R² = 0,9965

0,E+00

2,E+07

4,E+07

6,E+07

8,E+07

1,E+08

0 50 100 150 200 250 300

P
ea

kf
lä

ch
e

118Sn (pg)

Me4Sn



Spezieller	Teil	

	
	

	
153	

3.6.3 Durchbruchszeiten	/	Permeationszeiten		

Um	 die	 Vergleichbarkeit	 der	 hier	 neu	 gestalteten	 Messzelle	 mit	 dem	 europäi‐

schen	 (EN	 374)	 und	 dem	 amerikanischen	 Standard	 (ASTM	 F739)	 belegen	 zu	

können,	 wurde	 zunächst	mit	 der	Messung	 der	 Permeationszeit	 von	 Dimethyl‐

quecksilber	 (Me2Hg)	 für	 Latexhandschuhe	 begonnen.	 Abbildung	 57	 zeigt	 den	

zeitlichen	Verlauf	der	detektierten	Hg‐Menge	nach	der	Injektion	von	10µl	eines	

1g/l	Me2Hg	 Standards.	Der	Test	wurde	nach	 einer	 Laufzeit	 von	100	 Sekunden	

gestoppt	 um	 eine	 schlecht	 zu	 entfernende	 Überladung	 /	 Kontamination	 der	

Testzelle	sowie	des	ICP‐MS	und	der	Transferline	zu	vermeiden.	
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Abbildung	 57:	 Durchbruchszeit	 von	Me2Hg	 für	 einen	 Latex‐Einmalhandschuh	 nach	 Aufgabe	 von	

10	µl	 einer	 1	g/l	 Lösung	 auf	 die	 Handschuhoberfläche.	 Die	 Durchbruchszeit	 beträgt	 etwa	 11	

Sekunden	(14	Sekunden	abzüglich	der	Totzeit	von	3	Sekunden).	

	

Aus	dem	Chromatogramm	(Abbildung	57)	kann	eine	Duchbruchszeit	von	14	Se‐

kunden	abgeleitet	werden	 (Schnittpunkt	der	Basislinie	 (blau)	mit	dem	Anstieg	

des	Hg‐Signals	(rot)).	Allerdings	muss	hier	noch	die	systembedingte	Totzeit	von	
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3	Sekunden	 (Kapitel	3.5.2)	 in	Abzug	gebracht	werden,	was	 somit	 einer	Durch‐

bruchszeit	von	11	Sekunden	 für	Me2Hg	durch	den	Latexhandschuh	ergibt.	Per‐

meationstests,	 durchgeführt	 von	 unabhängigen	 Testlaboratorien,	 haben	 für	

Me2Hg	eine	Durchbruchszeit	innerhalb	von	15	Sekunden	durch	Latexhandschu‐

he	ergeben	(Blayney,	2001),	was	einer	sehr	guten	Übereinstimmung	mit	der	hier	

neu	entwickelten	Permeationszelle	entspricht.	

Nachdem	 für	 die	 hier	 verwendete	 Permeationszelle	 für	Me2Hg,	 verglichen	mit	

den	 in	den	verschiedenen	Normen	eingesetzten	Zellen	 festgestellt	wurde,	 dass	

diese	 vergleichbare	 Durchbruchszeiten	 liefern,	 wurden	 die	 Bestimmungen	 auf	

die	anderen	Handschuhmaterialien	(Vinyl,	Nitril,	Norfoil®	und	Barrier®)	erwei‐

tert.	

Die	 Tests	 wurden	 wie	 zuvor	 beschrieben	 durchgeführt.	 Für	 die	 Einmalhand‐

schuhe	aus	Nitril	ergab	sich	eine	Durchbruchszeit	von	200	Sekunden.	Auch	hier	

wurde	die	Messung	zum	Schutz	des	Systems	vor	Überladung	nach	18	Minuten	

(1080	Sekunden)	abgebrochen	(Abbildung	58).	Im	Gegensatz	zu	den	in	der	Lite‐

ratur	 angegebenen	 Durchbruchszeiten	 von	 15	 Sekunden	 (Blayney,	 2001)	 für	

Nitrilhandschuhe	wurde	hier	eine	wesentlich	höhere	Durchbruchszeit	 (200	Se‐

kunden)	 ermittelt.	 Dies	 lässt	 sich	 auf	 die	 abweichenden	 Testbedingungen	 zu‐

rückführen.	Während	 bei	 den	 bekannten	 Testverfahren	mehrere	Milliliter	 der	

Reinsubstanz	verwendet	werden,	welche	die	gesamte	Oberfläche	des	Testmate‐

rials	zu	 jeder	Zeit	des	Experimentes	benetzen	(vollständige	Füllung	der	oberen	

Testkammer),	wurden	in	der	hier	verwendeten	Testzelle	lediglich	10µl	Standard	

auf	die	Oberfläche	aufgegeben,	was	einer	Laborsituation	entspricht,	bei	der	ge‐

ringe	 Mengen	 (Spritzer)	 auf	 den	 Handschuh	 gelangen.	 Aufgrund	 der	 höheren	

Temperatur	 (35°C	 zu	25°C)	und	des	über	der	Testflüssigkeit	befindlichen	Gas‐

raumes	 verdunsten	 die	 leichtflüchtigen	 metall(oid)organischen	 Verbindungen	

innerhalb	 der	Testzeit	 fast	 vollständig,	was	 zu	 einer	 späteren	Durchbruchszeit	

führt.		
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Die	Tests	mit	den	Norfoil®	und	Barrier®	Materialien	wurden	analog	zu	den	o.g.	

Tests	 durchgeführt	 und	 zeigten	 auch	 nach	 einer	 Expositionszeit	 von	mehr	 als	

25	Minuten	keine	Durchdringung.		
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Abbildung	58:	Durchbruchszeiten	von	Me2Hg	durch	Latex,	Nitril	und	SilverShield	 (Norfoil®)	bzw.	

Ansell	(Barrier®)	Handschuhmaterialien	nach	Aufgabe	von	10	µl	eines	1	g/l	Standards.	Die	Signale	

am	Ende	einer	jeden	Messung	(175	/	1140	Sekunden)	entstehen	durch	das	Abkoppeln	der	Messzelle	

vom	Detektor.	

	

Die	 Latex‐Einmalhandschuhe	wurde	 ebenfalls	 auf	 die	 Permeabilität	 von	Tetra‐

methylzinn	 (Me4Sn),	 Trimethylgermaniumchlorid	 (Me3GeCl),	 Dimethylarsinio‐

did	 (Me2AsI)	 und	Trimethylbismut	 (Me3Bi)	 getestet.	 Sie	wurden	von	 fast	 jeder	

Testsubstanz	 in	weniger	 als	 einer	Minute	 deutlich	messbar	 durchdrungen.	 Im	

Einzelnen:	 Von	 Me3Bi	 in	 30	 Sekunden,	 von	 Me2AsI	 in	 40	 Sekunden	 und	 von	

Me4Sn	in	50	Sekunden.	Nur	bei	Me3GeCl	betrug	die	Durchbruchszeit	etwas	mehr	

als	eine	Minute	(75	Sekunden).	Der	Permeationsverlauf	ist	in	Abbildung	59	dar‐

gestellt.	
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Zusätzlich	 wurde	 auch	 das	 13C	 Signal	 aufgenommen,	 was	 eine	 Kontrolle	 der	

Durchbruchszeit	 des	 als	 Lösungsmittel	 verwendeten	 Methanols	 ermöglicht	

(Kurve	nicht	dargestellt).	Für	Methanol	konnte	so	eine	Durchbruchszeit	von	45	

Sekunden	ermittelt	werden,	was	mit	der	 im	Handschuhmerkblatt	der	Uni	Frei‐

burg	 angegebenen	 Durchbruchszeit	 von	 50	 Sekunden	 gut	 übereinstimmt	

(Universität	Freiburg,	2012).	
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Abbildung	59:	Permeation	von	Me3Bi	(30	Sekunden),	Me2AsI	(40	Sekunden),	Me4Sn	(50	Sekunden)	

und	Me3GeCl	(75	Sekunden)	durch	Latexhandschuhe	nach	Aufgabe	von	10	µl	eines	1	g/l	Standards.	

	

Weiterhin	 wurden	 die	 Durchbruchszeiten	 der	 oben	 genannten	 Verbindungen	

auch	 für	 Einmal‐Vinylhandschuhe	 bestimmt	 (Abbildung	 60).	 Auch	 Vinylhand‐

schuhe	wurden	 in	 kürzester	 Zeit	 von	 allen	 getesteten	Chemikalien	durchdrun‐

gen.	Wie	 Abbildung	 60	 zeigt	 ist	 hier	 die	 Durchbruchszeit	 im	 Vergleich	 zu	 den	

zuvor	 getesteten	 Latexhandschuhen	 für	 Dimethylquecksilber	 (Me2Hg)	 sogar	
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noch	eine	Sekunden	kürzer	 (10	Sekunden).	Auch	alle	weiteren	Testsubstanzen	

durchdringen	das	Material	in	weniger	als	einer	Minute!			
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Abbildung	60:	Permeation	 von	Me2Hg	 (10	 Sekunden),	Me4Sn	 (35	Sekunden),	Me3GeCl	 (45	 Sekun‐

den),	Me2AsI	 (45	Sekunden)	und	Me3Bi	 (45	Sekunden)	durch	Vinylhandschuhe	nach	Aufgabe	von	

10	µl	eines	1	g/l	Standards.	

		

Wesentlich	 spätere	 Durchbruchszeiten	 zeigten	 sich	 beim	 Test	 von	 Nitril‐

Einweghandschuhen,	 bei	 denen	 bei	 einer	Messzeit	 von	 bis	 zu	 1000	 Sekunden	

lediglich	Dimethylquecksilber	(Me2Hg)	und	Trimethylbismut	(Me3Bi)	dieses	Ma‐

terial	messbar	durchdrangen.	Für	die	anderen	Substanzen	konnte	bis	zu	diesem	

Zeitpunkt	keine	Permeation	nachgewiesen	werden	(Abbildung	61).	
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Abbildung	61:	Permeation	 von	Me2Hg	 (10	 Sekunden),	Me4Sn	 (35	Sekunden),	Me3GeCl	 (45	 Sekun‐

den),	Me2AsI	 (45	Sekunden)	und	Me3Bi	 (45	Sekunden)	durch	Nitrilhandschuhe	nach	Aufgabe	von	

10	µl	eines	1	g/l	Standards.	

	

Die	Ergebnisse	der	bestimmten	Durchbruchszeiten	der	metall(oid)organischen	

Verbindungen	 für	die	verschiedenen	Handschuhmaterialien	 sind	 in	der	 folgen‐

den	 Tabelle	 38	 nochmals	 zusammenfassend	 dargestellt.	 An	 dieser	 Stelle	 soll	

nochmals	darauf	hingewiesen	werden,	dass	es	sich	bei	den	angegebenen	Durch‐

bruchszeiten	für	Standardlösungen	mit	einer	Konzentration	von	1	g/l	in	Metha‐

nol	und	nicht,	wie	in	den	vorhandenen	Normen	üblich,	der	Reinsubstanzen	han‐

delt!		
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Tabelle	 38:	 Zusammenfassung	 der	 Durchbruchszeiten	 verschiedener	 Handschuhtypen	 und	 me‐

tall(oid)organischen	Verbindungen	bei	35	°C	

	 Durchbruchszeit	(s)	

	 Latex	 Vinyl	 Nitril	 Norfoil®	 Barrier®	

Me2Hg	 11	 10	 120	 >>	1000	 >>1000	

Me4Sn	 50	 35	 >	1000	 >>	1000	 >>	1000	

Me3GeCl	 65	 45	 >	1000	 >>1000	 >>	1000	

Me2AsI	 40	 45	 >	1000	 >>	1000	 >>	1000	

Me3Bi	 30	 45	 250	 >>	1000	 >>	1000	

	

	

3.6.4 Permeationsraten	

Da	hier	ein	gasförmiges	Sammelmedium	(Helium)	verwendet	wurde,	wurde	ein	

s.g.	 „offener	Kreislauf“	zur	Messung	der	Permeation	verwendet	(DIN	EN	374‐3,	

2003).	Hier	wird	das	 Sammelmedium	nach	der	Prüfzelle	nicht	wieder	 in	diese	

eingeleitet	(was	bei	Verwendung	des	ICP‐MS	ohnehin	nicht	möglich	wäre).		

Die	Berechnung	der	 flächenbezogenen	Permeationsraten	(PA)	erfolgt	allgemein	

nach	folgender	Gleichung:	

஺ܲ ൌ 	
ܿ௜ 	∗ ܨ
ܣ

	

Wobei	 mit	 ci	 die	 Konzentration	 der	 Testsubstanz	 zum	 Zeitpunkt	 i,	 mit	 F	 die	

Flussrate	des	Sammelmediums	(hier	Helium:	20	ml/min)	und	mit	A	die	benetzte	

Fläche	angegeben	wird.	

Da	bei	der	Injektion	der	Standards	auf	die	Materialoberfläche	lediglich	ein	Trop‐

fen	 der	 Chemikalie	 (Lösung	mit	 1	g/l)	 aufgebracht	wurde	 und	 ein	 großer	 Teil	

dieser	zudem	verdampfen	kann,	kann	die	benetzte	Fläche	nicht	hinreichend	ge‐

nau	 bestimmt	werden.	 Daher	 kann	 auch	 die	 Bestimmung	 der	 in	 der	 Literatur	
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üblichen,	flächenbezogenen	Permeationsrate	(µg	*	cm‐2	*	min‐1)	nicht	berechnet	

werden.	

Um	 dennoch	 abschätzen	 zu	 können	 wieviel	 der	 Testsubstanz	 das	 Material	

durchdringt	wurde	 auf	 den	 Flächenbezug	 verzichtet	wodurch	 sich	 die	 Berech‐

nung	der	Permeationsrate	auf	PA	=	ci	*	F	reduziert.	

Eine	semiquantitative	Angabe	der	Permeationsraten	ist	in	der	folgenden	Tabelle	

39	angegeben.		

	

Tabelle	39:	Übersicht	der	Permeationsraten	durch	verschiedene	Einmalhandschuhe	

	 Permeationsraten	(pg/s)	

	 Latex	 Vinyl	 Nitril	

Me2Hg	 >>	 >>	 4	

Me4Sn	 0,7	 2,5	 x)	

Me3GeCl	 0,7	 2,4	 x)	

Me2AsI	 5	 3,	6	 x)	

Me3Bi	 7	 0,3	 1	

>>)	Permeationsrate	extrem	hoch,	konnte	aufgrund	des	starken	Anstiegs	nicht	bestimmt	werden	

x)	keine	Permeationsraten	bestimmbar	

	

Da	die	Permeationskurven	zudem	einen	exponentiellen	Verlauf	zeigen	(am	bes‐

ten	sichtbar	in	Abbildung	60,	Seite	157)	ist	eine	genauere	Bestimmung	der	Per‐

meationsraten	ohne	die	Zeitabhängigkeit	zu	berücksichtigen	nicht	möglich.	

Auch	an	anderer	Stelle,	wie	z.B.	in	den	zuvor	beschriebenen	Fermentern	zur	Bio‐

gaserzeugung,	 in	 denen	 metall(oid)organische	 Verbindungen	 gebildet	 werden	

(vgl.	spezieller	Teil,	Kapitel	1,	Seite	63),	werden	Kunststofffolien	verwendet.	Al‐

lerdings	finden	in	diesen	fällen	meist	Folien	aus	Polyethylen,	Polypropylen	oder	

Polyvinylchlorid	 Anwendung.	 Inwieweit	 diese	 Planen	 eine	 Barriere	 für	 diese	
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Verbindungsklasse	darstellen,	ist	bisher	nicht	untersucht.	Zwar	sind	diese	Folien	

die	 dort	 zum	 Einsatz	 kommen	wesentlich	 dicker	 als	 Einmalhandschuhe,	 aller‐

dings	ist	auch	ihre	Verwendungsdauer	wesentlich	länger.	Eine	Abschätzung	der	

Permeationsraten	 metall(oid)organische	 Verbindungen	 in	 diesen	 Anlagen	 /	

durch	diese	Folien	ist	kaum	möglich.	Auch	hier	würde	sich	die	oben	verwendete	

Messzelle	für	weitere	Untersuchungen	eignen.		

	

	

3.7 Zusammenfassung	

Für	die	zu	Anfang	durchgeführten	Messungen	von	Me2Hg	mit	Latexhandschuhen	

konnte	 eine	Durchbruchszeit	 von	 11	 Sekunden	 für	Me2Hg	 durch	 diesen	Hand‐

schuhtyp	ermittelt	werden.	Dies	zeigt	eine	gute	Übereinstimmung	mit	den	in	der	

Literatur	 aufgeführten	Werten	von	15	Sekunden	 (Blayney,	 2001).	Auch	die	 zu‐

sätzlich	 mittels	 des	 13C	 Signals	 ermittelte	 Durchbruchszeit	 für	 Methanol	 von	

45	Sekunden	 zeigt	 eine	 gute	 Vergleichbarkeit	 mit	 den	 üblichen	 Verfahren	

(Durchbruchszeit:	 50	 Sekunden	 (Universität	 Freiburg,	 2012)).	 So	 konnten	mit	

der	neu	gestalteten	Messzelle,	unter	Verwendung	von	wenigen	Mikrolitern	der	

verdünnten	metall(oid)organischen	 Verbindungen,	 die	 Durchbruchszeiten	 ver‐

schiedener	 metall(oid)organischer	 Verbindungen	 bei	 unterschiedlichen	 Hand‐

schuhmaterialien	 bestimmt	werden.	 Dabei	 sollte	 es	 allerdings	weniger	 auf	 die	

sekundengenaue	Bestimmung	der	Durchbruchszeit	 bzw.	 der	 Permeationsraten	

ankommen.	 Vielmehr	 sollte	 eine	 schnelle,	 sichere	 und	 praktikable	Möglichkeit	

geschaffen	werden,	um	abzuschätzen,	welches	Material	sich	für	die	Handhabung	

einzelner	metall(oid)organischer	 Verbindungen	 am	 besten	 eignet	 bzw.	 welche	

Materialien	keinesfalls	genutzt	werden	sollten.	Latex‐	und	Vinylhandschuhe	bo‐

ten	kaum	Schutz	gegen	diese	Verbindungsklasse.	Auch	Nitrilhandschuhe	waren	

nur	 sehr	 sehr	 eingeschränkt	 tauglich.	Wirklichen	 Schutz	 gegen	 alle	 getesteten	

Substanzen	boten	nur	die	mehrlagigen,	aber	 recht	 starren	und	schlecht	 sitzen‐

den	Handschuhe.	Die	Einführung	einer	zusätzlichen	Klasse	für	Metallorganik	in	
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die	Liste	der	Prüfchemikalien	(Tabelle	33,	 	Seite	139)	wäre	wünschenswert,	 ist	

aber	wohl	kaum	möglich.	Allein	die	Festlegung	der	entsprechend	zu	verwenden	

Prüfchemikalie	 würde	 schwierig,	 da	 die	 einzelnen	 Verbindungen	 (z.B.	 Me2Hg	

und	Me4Sn)	extrem	unterschiedliche	Durchbruchszeiten	zeigen.	

Ein	weiterer	Vorteil	der	hier	vorgestellten	Messzelle	ist	die	eingbaute	Heizspira‐

le	unterhalb	des	Probenmaterials,	mit	der	der	Forderung	nach	paxisnahen	und	

realistischen	Bedingungen	der	Handschuh‐Innentemperatur	(~33°C)	Rechnung	

getragen	wird	(Polanz	et	al.,	2003).	Am	Markt	sind	mittlerweile	Geräte	vorhan‐

den,	die	ebenfalls	eine	Temperaturregelung	besitzen	(z.B.	Handschuhtester	Qu‐

mat®‐	 Q401‐HR	 der	 Firma	 LABC	 Labortechnik,	 Hennef)	 oder	 aufgrund	 ihrer	

kompakten	 Bauform	 eine	 direkte	 „Vor‐Ort“‐Messung	 ermöglichen	 (Institut	 für	

Arbeitsschutz	der	Deutschen	Gesetzlichen	Unfallversicherung,	2010).	Allerdings	

sind	diese	meist	mit	einem	Photoionisations‐	oder	Flammenionisationsdetektor	

ausgestattet.	 Eine	 Kopplung	mit	 einem	 ICP‐MS,	 wie	 hier	 zur	 Bestimmung	 von	

Metall(oid)en	ist	dort	jedoch	nicht	berücksichtigt.		

Auch	an	anderer	Stelle,	wie	etwa	in	Biogasanlagen	(vgl.	spezieller	Teil,	Kapitel	1,	

Seite	 63),	 werden	 Kunststofffolien	 verwendet	 werden,	 die	 von	 me‐

tall(oid)organischen	 Verbindungen	 durchdrungen	 werden	 könnten.	 Inwieweit	

diese	 Planen	 eine	 Barriere	 für	 diese	 Verbindungsklasse	 darstellen,	 ist	 bisher	

nicht	untersucht.	Die	Fähigkeit	der	metall(oid)organischen	Verbindungen	Barri‐

eren,	wie	etwa	Membranen	oder	die	Haut,	leicht	zu	durchdringen,	kann	man	sich	

zu	Nutze	machen	und	so	die	 toxische	Wirkung	der	 leichtflüchtigen	Verbindun‐

gen	zu	untersuchen.	Der	entsprechende	Versuchsaufbau	wird	im	folgenden	Ka‐

pitel	 4.1	 beschrieben.	Dazu	wurden	 Zellen	 auf	 eine	Membran	 aufgebracht	 und	

gegen	flüchtige	metall(oid)organische	Verbindungen	exponiert.		
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4. Toxikologische	Untersuchungen	

4.1 Zytotoxizität	leichtflüchtiger	metall(oid)organischer	Verbin‐

dungen	

4.1.1 Einleitung	

Wie	bereits	im	allgemeinen	Teil	(Kapitel	4,	Seite	50)	beschrieben,	ist	die	Toxizi‐

tät	der	anorganischen	Formen	etwa	von	Arsen	oder	Quecksilber	meist	sehr	gut	

dokumentiert.	Einige	von	ihnen	werden	sogar	als	relativ	wenig	giftig	eingestuft	

(z.B.	Zinn	oder	Bismut).	Metall(oid)organische	Verbindungen	können	hingegen	

hoch	toxisch	sein	(siehe	Dimethylquecksilber).	Wie	schnell	gerade	diese	 leicht‐

flüchtigen,	 fettlöslichen,	 metall(oid)organischen	 Verbindungen	 Barrieren	 oder	

auch	die	Haut	durchdringen	können	wurde	bereits	im	vorangegangenen	Kapitel	

mittels	des	entwickelten	Handschuhtesters	(spezieller	Teil,	Kapitel	3,	Seite	137)	

aufgezeigt.		

Auch	 eine	 direkte	 Bildung	 und	 Einwirkung	 dieser	 Verbindungen	 im	 /	 auf	 den	

Menschen	wurde	bereits	im	allgemeinen	Teil	diskutiert	(vgl.	Kapitel	2.1	bis	2.5).	

Direkte	toxikologische	Tests	mit	diesen	 leichtflüchtigen	metall(oid)organischen	

Verbindungen	 sind	 aufgrund	 ihrer	 Stabilität	 und	 oft	 schlechten	 Löslichkeit	 im	

Zellmedium	äußerst	problematisch.	Bei	der	Exposition	von	Zellen	gegen	 leicht‐

flüchtige	(metall(oid)organische)	Verbindungen	tritt	oft	bereits	ein	Großteil	die‐

ser	 Verbindungen	 aus	 der	 Lösung	 aus,	 bevor	 die	 Zellmembran	 passiert	 wird	

(Ehrenstein	et	al.,	2002)	bzw.	sind	die	Verbindungen	erst	gar	nicht	im	Nährme‐

dium	löslich.	Daher	benötigen	die	toxikologischen	Tests	der	leichtflüchtigen	me‐

tall(oid)organischen	 Verbindungen	 im	 Vergleich	 zu	 toxikologischen	 Tests	 von	

nicht	 flüchtigen,	 wasserlöslichen	 Verbindungen	 ein	 komplett	 anderes	 experi‐

mentelles	Design.		
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welche	auch	 in	vorangegangenen	Studien	zur	zellulären	Aufnahme	(Dopp	et	al.,	

2004)	und	Toxizitätsbestimmung	von	nichtflüchtigen	organischen	und	anorga‐

nischen	 Metall(oid)en	 verwendet	 wurden	 (Dopp	et	al.,	 2005).	 Die	 genaue	 Be‐

zeichnung	der	Zellen	und	ihre	Herkunft	sind	in	der	folgenden	(Tabelle	40)	ange‐

geben.	

	

Tabelle	40:	Zusammensetzung	der	Nährmedien	für	CaCo,	CHO	bzw.	HepG2‐Zellen.	

CACO‐2	 Zusammensetzung	des	Nährmediums Bezugsquelle	
	
Zell‐Linien	
eines	Dick‐
darm‐
Karzinoms	
(Human	Colon	
Cells)	

	
Minimal	Essential	Medium	(75%)	
(MEM,	siehe	Anhang)	
fetales	Kälberserum	(20	%)	
NEAA	(5	%,	0,1mM)	
(nicht	essentielle	Aminosäuren)	
Gentamycin	(0,5	%)	
L‐Glutamin	(1	%)	
	

ATCC,	169	
c.c.Pro,	Oberdola	
	
c.c.Pro,	Oberdola	
c.c.Pro,	Oberdola	
	
c.c.Pro,	Oberdola	
Sigma,	Oberhaching	
	

HepG2	 Zusammensetzung	des	Nährmediums Bezugsquelle	
	
Hepatozyten	
(Human	He‐
patoma	Cells)	
	

	
Minimal	Essential	Medium	mit	
Earle’s	BBS	und	Natriumbicarbonat	
fetales	Kälberserum	(10	%)	
NEAA	(0,1	mM)	
(nicht	essentielle	Aminosäuren)	
Natriumpyruvat	(1	%)	
Penicillin	/	Streptomiycin	
(100	IU/ml)	
	

ATTC,	HB	8065	
	
c.c.Pro,	Oberdola	
Gibco	
c.c.Pro,	Oberdola	
	
c.c.Pro,	Oberdola	
	
c.c.Pro,	Oberdola	

CHO	 Zusammensetzung	des	Nährmediums Bezugsquelle	
	
Ovarien	des	
chinesischen	
Hamsters	
(Chinese	Hams‐
ter	Ovary)	

		
Ham’s	F12	Medium	
fetales	Kälberserum	(10	%)	
Penicillin	/	Streptomiycin	
(100	IU/ml)	
	

ECACC	85050302	
c.c.Pro,	Oberdola	
c.c.Pro,	Oberdola	
c.c.Pro,	Oberdola	
	
	

	

Sowohl	HepG2	als	auch	CaCo‐2	und	CHO	Zellen	wurden	unter	typischen	Zellkul‐

turbedingungen	(37	°C,	5%	CO2),	kultiviert.	Das	jeweilige	Kultur‐	/	Nährmedium	
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(Zusammensetzung	 siehe	 Tabelle	 40)	 wurde	 alle	 zwei	 bis	 drei	 Tage	 ausge‐

tauscht20.		

Durch	 Zugabe	 von	 Antibiotika	 (hier	 Penicillin	 /	 Streptomiycin	 /	 Gentamycin)	

wurde	das	Auftreten	von	Kontaminationen	deutlich	reduziert	(Schmitz,	2007).	

Zur	Subkultivierung	wurden	die	Zellen	mit	einer	Trypsin	/	EDTA	Lösung	(0,25%	

/	0,1%)	inkubiert.	Hierbei	dient	das	EDTA	zur	Komplexierung	des	Ca2+,	welches	

ein	wichtiger	Bestandteil	der	Zell‐Zell‐Verbindungen	ist.	Das	Trypsin	ist	ein	En‐

zym	 (eine	 Protease)	 und	 spaltet	 die	 extrazellulären	 Membranproteine	

(Doenecke	et	al.,	 2005).	 Die	 Kombination	 aus	 Trypsin	 und	 EDTA	 verkürzt	 die	

Inkubationsdauer	 bei	 der	 Zellablösung	 (Schmitz,	 2007)	 und	 dient	 somit	 dem	

Schutz	der	Zellen.	

Zur	Exposition	wurden	2x106	Zellen	auf	die	Membran	des	Zellkultur‐Einsatzes	

(ThinCert®,	 0,4	 µm,	 transparent,	 Greiner	 bio‐one,	 Frickenhausen)	 aufgegeben.	

Die	 ThinCert®	 Zellkultur	 Einsätze	 sind	 aus	 einem	 transparenten	 Polystyrol‐

Gehäuse	 mit	 Böden	 aus	 Polyethylenterephthalat	 (PET)	 Kapillarporenmembra‐

nen	gefertigt.	Beide	Materialien	sind	USP	Class	VI	zertifiziert	und	absolut	zellver‐

träglich.	Nach	der	Aufgabe	der	Zellen	wurden	diese	mit	3	ml	des	der	Zellart	ent‐

sprechenden	Mediums	versetzt	für	24	Stunden	inkubiert.		

	

4.1.2.2 Reagenzien	

Falls	nicht	anderes	angegeben,	wurden	nur	Reagenzien	von	anerkannter	Analy‐

senqualität	 (analytical	 Grade)	 verwendet.	 Außer	 Dimethylarsiniodid	 (Me2AsI),	

welches	am	Institut	für	Umweltanalytik	synthetisiert	wurde,	erfolgte	der	Bezug	

der	Chemikalien	aus	folgenden	Quellen:	Dimethylquecksilber	(Me2Hg,	98%)	und	

Tetramethylzinn	(Me4Sn,	98%)	stammten	von	Strem	(Kehl,	Deutschland),	Trime‐

																																																								
20	Vielen	Dank	an	dieser	Stelle	an	Frau	G.	Zimmer	und	U.	Zimmermann	vom	Institut	für	Hygiene	

und	Arbeitsmedizin	am	Universitätsklinikum	Essen	(Arbeitsgruppe	Prof.	E.	Dopp)	für	die	freund‐

liche	Unterstützung	bei	der	Kultivierung	und	Exposition	der	Zellen.	
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thylarsin	 (Me3As)	 	wurde	 von	 Sigma‐Aldrich	 (Taufkirchen,	Deutschland)	 bezo‐

gen.	Trimethylbismut	 (Me3Bi)	wurde	von	Vezerf	 (Idar‐Oberstein,	Deutschland)	

synthetisiert.		

	

Synthese	von	Dimethylarsiniodid	((CH3)2AsI):	

Die	Synthese	des	Dimethylarsiniodids	((CH3)2AsI)	erfolgte	nach	der	Methode,	die	

bereits	 von	 Styblo	 et	al.	 beschrieben	wurde	 (Styblo	et	al.,	 1997).	Dazu	wurden	

zunächst	120	ml	einer	wässrigen	Lösung	von	Dimethylarsinsäure	(1	mol/l)	mit	

Kaliumiodid	 und	 7	ml	 konzentrierter	 Schwefelsäure	 versetzt.	 Zur	 Herstellung	

des	in	dieser	Synthese	notwendigen	Schwefeldioxids	(SO2)	wurden	in	einem	1	l	

Schlenkkolben	1,1	mol	Na2SO3	vorgelegt	und	dieses	mittels	eines	Tropftrichters	

langsam	mit	 500	ml	 konzentrierter	 Schwefelsäure	 versetzt.	 Die	 Reduktion	 zur	

trivalenten	Arsenverbindung	 erfolgte	 durch	 Einleiten	 des	 SO2	 über	 einen	 Zeit‐

raum	von	4	Stunden	in	die	Reaktionslösung.	Zur	Abtrennung	und	Aufreinigung	

des	entstandenen	Dimethylarseniodids	(gelbe,	ölige	Flüssigkeit,	Siedepunkt	155	

°C)	wurde	das	Reaktionsprodukt	mehrfach	fraktioniert	destilliert.	Zur	Identifika‐

tion	 des	 Dimethylarsiniodids	 wurde	 eine	 1H‐NMR	 sowie	 eine	 GC‐MS	 Analyse	

durchgeführt	(Abbildung	62).	
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Abbildung	 62:	 GC/MS	 –	 Analyse	mit	 Chromatogramm	 und	 Massenspektrum	 des	 synthetisierten	

DMA(III)	nach	mehrfacher,	fraktionierter	Destillation	(gelbe,	ölige	Flüssigkeit,	Siedepunkt	155	°C).	

Retentionszeit:	6,41	Minuten.	

	

Die	Siedepunkte	aller	getesteten	Verbindungen	sind	in	Tabelle	41	aufgeführt.	

	

Tabelle	41:	Siedepunkte	der	auf	Toxizität	getesteten,	 leichtflüchtigen	metall(oid)organischen	Ver‐

bindungen	

Verbindung Formel Siedepunkt Referenz 

Tetramethylzin	 Me4Sn	 78°C	 (Hoeppner	et	al.,	1964)	

Dimethylarseniodid	 Me2AsI	 155‐160°C	 (Lee	et	al.,	1923)	

Trimethylarsin	 Me3As	 51‐53°C	 (Dyke	and	Jones,	1930)	

Trimethylbismut	 Me3Bi	 107°C	 (Bamford	et	al.,	1946)	

Dimethylquecksilber	 Me2Hg	 92°C	 (Wilde,	1949)	
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4.1.2.4 Trypanblau‐Test	

Bei	Trypanblau	(engl.	Trypan	Blue)	handelt	es	sich	um	einen	Diazofarbstoff,	der	

von	 lebenden	Zellen	nicht,	wohl	 aber	 von	 abgestorbenen	Zellen	 aufgenommen	

wird.	Diese	abgestorbenen	Zellen	werden	durch	den	Farbstoff	dunkelblau	ange‐

färbt.	Aufgrund	der	Aufnahme	des	Farbstoffes	kann	man	den	Zustand	der	Zell‐

membran	 erkennen	 und	 so	 indirekt	 auf	 die	 Vitalität	 der	 Zellen	 schließen.	

Trypanblau	kann	sich	als	Anion	mit	vier	Sulfonatgruppen	leicht	an	Proteine	bin‐

den.	Wegen	der	Zytotoxizität	von	Trypanblau	muss	die	Auswertung	unmittelbar	

nach	der	Zugabe	des	Farbstoffes	erfolgen.	

Direkt	 nach	 der	 Exposition	 der	 Zellen	 wurden	 diese	 also	 zunächst	 mittels	

Trypsin	von	der	Membran	gelöst	und	die	Zellsuspension	mit	Trypanblau	(0,4%)	

versetzt.	Die	Auszählung	der	blau	angefärbten	Zellen	erfolgte	mittels	einer	Neu‐

bauerzählkammer.	 Diese	 besteht	 aus	 neun	 großen	 Quadraten,	 welche	 jeweils	

eine	Fläche	von	1	mm²	besitzen.	Da	die	Höhe	zwischen	dem	Deckglas	und	dem	

Objektträger	genau	0,1	mm	beträgt	ergibt	sich	so	ein	Volumen	von	0,1	μL.	Aus‐

gezählt	wurden	jeweils	drei	Quadrate,	aus	denen	der	Mittelwert	errechnet	wur‐

de.	Bei	hohen	Zellzahlen	musste	mit	dem	Verdünnungsfaktor	der	Zellsuspension	

multipliziert	werden.	Die	Zellvitalität	wird	als	prozentualer	Wert	der	überleben‐

den	Zellen	bezogen	auf	die	Gesamtzahl	der	Zellen	angegeben:	

	

ሺ%ሻ	ݐäݐ݈݅ܽݐ݅ݒ݈݈ܼ݁ ൌ 	
݈݈ܼ݊݁݁	݁ݐܾݎä݂݁݃݊ݑ

݈݈ܼ݊݁݁	݁ݐܾݎä݂݁݃݊ݑ ൅ ݂݃݁ä݁ݐܾݎ	ܼ݈݈݁݁݊
	∗ 100	

	

Alle	Tests	wurden	nach	Möglichkeit	dreifach	durchgeführt.	
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4.1.3 Ergebnisse	und	Diskussion	

Zur	Bestimmung	der	 Zellvitalität	wurden	 die	 einzelnen	 Zelllinien	bei	 variabler	

Konzentration	 dreifach	 gegen	 die	Metall(oid)spezies	 Trimethylbismut	 (Me3Bi),	

Dimethylarsiniodid	(Me2AsI),	Trimethylarsin	(Me3As),	Tetramethylzinn	(Me4Sn)	

und	Dimethylquecksilber(Me2Hg)	exponiert.	Wie	Abbildung	65	am	Beispiel	der		

	

	
Abbildung	65:	Dreifachbestimmung	der	Vitalität	von	HepG2‐Zellen	mittels	Trypanblau	nach	Exposi‐

tion	der	Zellen	gegen	verschiedene	Injektionsvolumina	Me3As.	

	

Vitalität	von	HepG2‐Zellen	nach	Exposition	der	Zellen	gegen	Me3As	zeigt,	waren	

die	mittels	Trypanblau‐Test	ermittelten	Zellvitalitäten	 für	ein	biologisches	Sys‐

tem	sehr	gut	reproduzierbar.	

Eine	 nahezu	 100%ige	 Vitalität	 der	 Zellen	 in	 den	 jeweiligen	 Negativkontrollen	

(Injektionsvolumen	=	0	µl;	Abbildung	65)	 zeigt,	dass	keine	Querkontamination	

durch	die	unterschiedlichen	Injektionsvolumina	erfolgte,	die	sich	gleichzeitig	im	

Inkubator	befanden,	die	einzelnen	Expositionsgefäße	dicht	verschlossen	waren	

und	sich	gegenseitig	nicht	beeinflussten.	
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Durch	 Abdecken	 der	Membranen	 bei	 gleichzeitiger	 Exposition	mit	 hoher	 Kon‐

zentration,	bei	der	ohne	Abdeckung	alle	Zellen	abgestorben	waren,	 konnte	ge‐

zeigt	werden,	dass	die	Exposition	tatsächlich	durch	die	Membran	und	nicht	über	

die	Mediumphase	/	Flüssigphase	erfolgt	(Abbildung	66).	Bei	abgedeckter	Memb‐

ran	betrug	die	Vitalität	der	Zellen	nach	der	Exposition	im	Vergleich	mit	der	ent‐

sprechenden	Negativkontrolle	100	%.	

	
Abbildung	66:	Zellvitalität	bei	Exposition	gegen	Me3As	im	Vergleich	zur	Exposition	bei	abgedeckter	

Membran.	

Wie	zu	erwarten,	zeigte	Me2Hg	im	Vergleich	zu	allen	weiteren	getesteten	Spezies	

die	größten	zytotoxischen	Effekte.	Bereits	die	geringste	applizierbare	Konzent‐

ration	von	11	µmol/l	bewirkte	einen	mehr	als	50%igen	Zelltod	der	CHO‐9‐Zellen	

(Abbildung	67)21.		

																																																								
21	Diese,	sowie	die	 folgenden	vier	Abbildungen	wurden	der	bereits	publizierten,	eigenen	Origi‐

nalliteratur	 entnommen:	 Dopp	 E,	 von	 Recklinghausen	 U,	 Hippler	 J,	 Diaz‐Bone	 RA,	 Richard	 J,	

Zimmermann	U,	Gerhards	M,	Rettenmeier	AW,	Hirner,	AV,	Toxicity	of	volatile	methylated	species	

of	bismuth,	arsenic,	tin	and	mercury	in	mammalian	cells	in	vitro.	Journal	of	Toxicology	(Special	

Issue:	Toxicity	of	Organometal(loids))	2011	(Article	ID	503576)	7	Seiten.	
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Abbildung	67:	Vergleich	der	Zytotoxizität	der	fünf	verschiedenen	Metall(oid)verbindungen	(Me3Bi,	

Me4Sn,	Me3As,	Me2AsI,	Me2Hg)	in	CHO‐9‐Zellen	(Zweifachbestimmung).		

 

Auf	die	Verwendung	höherer	Konzentrationen	 (gerade	 im	Hinblick	auf	 die	 zur	

Bestimmung	der	Genotoxizität	durchzuführenden	Tests)	wurde	aus	Sicherheits‐

gründen	 verzichtet.	 Daher	 endet	 die	 Kurve	 des	Me2Hg	 in	 der	 oben	 genannten	

Abbildung	bereits	bei	geringerer	Konzentration	im	Gasvolumen	als	die	der	ande‐

ren	Metall(oid)spezies.	Lediglich	Me2AsI	zeigte	eine	ähnliche	 toxische	Wirkung	

auf	 CHO‐Zellen	wie	Me2Hg.	 Für	 alle	 anderen	Metall(oid)verbindungen	wurden	

wesentlich	höhere	LC50	Werte	ermittelt.		

Aufgrund	der	extrem	hohen	Toxizität	konnten	nicht	alle	Zelllinien	gegen	Me2Hg	

exponiert	werden.	Lediglich	 für	CaCo‐Zellen	konnte	mittels	einer	Einzelbestim‐

mung	ein	LC50‐Wert	von	40	µmol/l	ermittelt	werden,	was	auf	eine	höhere	Resis‐

tenz	dieser	Zellen	im	Vergleich	zu	CHO‐Zellen	hinweist.	Alle	anderen	leichtflüch‐

tigen	metall(oid)organischen	Verbindungen	wurden	gegen	alle	oben	genannten	

Zelllinien	getestet	und	werden	im	Folgenden	dargestellt.	Besonders	auffällig	wa‐

ren	dabei	die	Ergebnisse	des	Me2AsI.	
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Me2AsI	zeigte	eine	hohe	Zytotoxizität	sowohl	gegen	HepG2	als	auch,	etwas	abge‐

schwächt	gegen	CHO‐Zellen,	welche	durchaus	mit	der	des	Me2Hg	vergleichbar	ist	

(Abbildung	67).	Bei	CaCo‐Zellen	zeigte	sich	allerdings	eine	wesentlich	geringere	

Toxizität	(Abbildung	68).	

	

Abbildung	68:	Zytotoxizität	von	Dimethylarseniodid	(Me2AsI)	in	CHO‐9,	HepG2	und	CaCo‐Zellen	

(Dreifachbestimmung).	

Die	 Effekte,	 gerade	 bei	 CHO	 und	CaCo‐Zellen,	 sind	 vergleichbar	mit	 denen	 der	

nichtflüchtigen	Dimethylarsinigen	 Säure	 (DMA	 III	 /	Me2AsOH),	welche	 auch	 in	

der	 Literatur	 als	 toxischste	Arsenspezies	 beschrieben	wird	 (Dopp	et	al.,	 2010).	

So	liegen	auch	die	LC50‐Werte	in	der	Gasphase,	verglichen	mit	denen	der	flüssi‐

gen	Phase	sehr	nahe	beieinander:	LC50(Me2AsI,	CHO)	=	11,2	µmol/l;	LC50(Me2AsOH,	CHO)	

=	10	µmol/l	(Dopp	et	al.,	2004).	

Auch	 Trimethylarsen	 zeigte	 in	 allen	 drei	 Zelllinien	 eine	 zytotoxische	Wirkung.	

Hier	 erwiesen	 sich,	 wie	 schon	 bei	 der	 Exposition	 gegen	 Me2AsI,	 ebenfalls	 die	

HepG2	als	empfindlichste	Zellart,	 gefolgt	von	CaCo	und	CHO‐Zellen	 (Abbildung	
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69).	 Verglichen	mit	Me2AsI	wirkt	Me3As	 allerdings	wesentlich	weniger	 zytoto‐

xisch.	

	

	
Abbildung	 69:	 Zytotoxizität	 von	 Trimethylarsin	 (Me3As)	 in	 CHO‐9,	 HepG2	 und	 CaCo	 Zellen		

(Dreifachbestimmung).	

Während	 bei	 der	 Exposition	 von	CHO	und	HepG2‐Zellen	 gegen	Me2AsI	 bereits	

bei	11	µmol/l	mehr	als	die	Hälfte	der	Zellen	abgestorben	waren,	waren	bei	Ex‐

position	gegen	Me3As	86	(HepG2),	129	(CaCO)	bzw.	450µmol/l	(CHO)	notwendig	

um	den	LC50‐Wert	zu	erreichen.	Verglichen	mit	der	trimethylierten,	fünfwertigen	

Arsenspezies	 (Me3AsO),	 setzt	 sich	 hier	 die	 wesentlich	 toxischere	Wirkung	 der	

dreiwertigen	Arsenspezies	fort.	

Im	Gegensatz	zu	den	Arsenspezies	zeigte	Me3Bi	auf	alle	drei	getesteten	Zelllinien	

eine	rechte	ähnliche	zytotoxische	Wirkung	(Abbildung	70).	Extreme	Unterschie‐

de	zwischen	den	Zelllinien,	wie	etwa	beim	Me2AsI,	waren	nicht	feststellbar.		
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Abbildung	 70:	 Zytotoxizität	 von	 Trimethylbismut	 (Me3Bi)	 in	 CHO‐9,	 HepG2	 und	 CaCo	 Zellen	

	(Dreifachbestimmung).	

	

Tetramethylzinn	zeigte	von	allen	getesteten	Verbindungen	die	schwächsten	to‐

xikologischen	Wirkungen.	Lediglich	 in	CaCo‐Zellen	konnte	bei	einer	Exposition	

von	 mehr	 als	 171µmol/l	 Me4Sn	 ein	 50%iger	 Zelltod	 (LC50)	 induziert	 werden.	

Gerade	bei	HepG2‐Zellen,	welche	sich	am	Empfindlichsten	gegenüber	Arsenspe‐

zies	 zeigten,	 konnte	 keine	 signifikante	 Vitalitätsänderung	 beobachtet	 werden	

(Abbildung	71).	
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Abbildung	 71:	 Zytotoxizität	 von	 Tetramethylzinn	 (Me4Zn)	 in	 CHO‐9,	 HepG2	 und	 CaCo	 Zellen		

(Dreifachbestimmung).	

	

Zur	Übersicht	sind	in	Tabelle	42	die	aus	den	vorangegangenen	Zytotoxizitätstest	

ermittelten	LC50‐Konzentrationen	zusammengefasst.	

	

Tabelle	42:	LC50‐Werte	der	untersuchten	 flüchtigen	Metall(oid)spezies	 für	unterschiedliche	Zellli‐

nien	(Expositionszeit:	1	Stunde).		

µmol/lgv	 CaCo	 CHO‐9	 HepG2	

Me4Sn	 171	 n.ct.	 n.ct.	

Me2AsI	 335	 11	 11	

Me3As	 129	 450	 86	

Me3Bi	 110	 128	 194	

Me2Hg	 40	 11	 n.t.	

n.ct.:	nicht	zytotoxisch	im	getesteten	Konzentrationsbereich,	n.t.:	nicht	getestet	
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4.1.4 Zusammenfassung	

Die	beschriebenen	Ergebnisse	zeigen,	dass	Dimethylquecksilber,	gefolgt	von	Di‐

methylarsiniodid,	 für	 alle	 drei	 getesteten	 Zelllinien	 (CHO‐9,	 CaCo,	Hep‐G2)	 die	

höchste,	Tetramethylzinn	verglichen	mit	den	anderen	Spezies	die	geringste	zyto‐

toxische	Wirkung	aufweist.	Stärker	als	erwartet	war	die	toxische	Wirkung	vom	

jeweiligen	Zelltyp	abhängig,	was	mit	unterschiedlichen	Aufnahmeprozessen	er‐

klärt	 werden	 kann,	 wie	 sie	 auch	 für	 Arsenspezies	 nachgewiesen	 wurden	

(Dopp	et	al.,	 2004).	 Die	 geringe	 Empfindlichkeit	 der	 CHO‐Zellen	 gegenüber	

Me2AsI	lässt	sich	möglicherweise	auf	die	in	diesen	Zellen	vorhandenen	multire‐

sistenten	Proteine	(MRP2)	zurückführen	(Drobná		et	al.,	2010).	

Auffallend	 ist	 auch	 der	 Unterschied	 in	 der	 zytotoxikologischen	 Wirkung	 zwi‐

schen	 Me3As	 und	 Me2AsI.	 Die	 dimethylierte	 Spezies	 wirkt	 hier	 auf	 CHO	 und	

HepG2‐Zellen	deutlich	toxischer	als	die	trimethylierte,	was	wiederum	auf	unter‐

schiedliche	 Aufnahme	 und	 toxikologische	 Reaktionen	 hinweist.	Wie	 zu	 Anfang	

beschrieben	(allgemeiner	Teil,	Kapitel	2.1,	Seite	17)	galt	Trimethylarsin	lange	als	

besonders	giftig	und	wurde	für	viele	Todesfälle	Ende	des	19.	Jahrhunderts	ver‐

antwortlich	gemacht.	Neuere	Untersuchungen	deuteten	allerdings	auf	eine	ver‐

gleichsweise	 geringe	 akute	 Toxizität	 hin	 (Cullen	et	al.,	 2005).	 Auch	 die	 hier	

durchgeführten	 Arbeiten	 deuten	 auf	 eine,	 verglichen	mit	 Dimethylquecksilber,	

aber	 auch	 dimethylierten	 Arsenverbindungen,	 wesentlich	 geringere	 Toxizität	

hin,	was	die	o.g.	Untersuchungen	von	Cullen	et	al.	bestätigt.		

Während	anorganisches	Bismut	als	weitgehend	ungiftig	gilt,	konnten	für	methyl‐

ierte	 Bismutspezies	 deutliche	 toxikologische	 Effekte	 beobachtet	werden.	Wäh‐

rend	für	die	monomethylierte	Spezies	(MeBi(III))	in	der	Literatur	ein	LC50‐Wert	

von	 350	µmol/l(lv)	 bei	 Exposition	 von	 HepG2‐Zellen	 angegeben	 wird	 (von	

Recklinghausen	et	al.,	 2008),	 konnte	 hier	 für	 die	 trimethylierte	 Verbindung	

(Me3Bi)	 bei	 der	 Exposition	 der	 gleichen	 Zelllinie	 ein	 LC50‐Wert	 von	 nur	

194	µmol/l(gv)	LC	ermittelt	werden.	Dies	bestätigt	die	Vermutung,	dass	auch	me‐

thylierte	 Bismutverbindungen	 toxischer	 sind	 als	 die	 als	 weitgehend	 harmlos	

eingestuften	 anorganischen	 Verbindungen.	 Im	 Vergleich	 zu	 den	 anderen	 hier	
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getesteten	Spezies	wurde	für	Me4Sn	die	geringste	Zytotoxizität	festgestellt.	We‐

der	auf	CHO,	noch	auf	HepG2‐Zellen	wirkte	diese	Substanz	im	Bereich	der	getes‐

teten	 Konzentration	 zytotoxisch.	 Generell	 konnte	 gezeigt	 werden,	 dass	 alle	

leichtflüchtigen	metall(oid)organischen	 Verbindungen	 schon	 bei	 geringer	 Kon‐

zentration	eine	signifikante	zytotoxische	Wirkung	gegen	humane	Zellen	zeigen.	

Allerdings	ist	dies	abhängig	von	dem	jeweiligen	Metall(oid)	sowie	des	Zelltyps.	

Wie	im	allgemeinen	Teil	(Kapitel	4.2,	Seite	53)	bereits	angemerkt	wurden	eben‐

falls	 genotoxische	 Untersuchungen	 durchgeführt	 (Comet‐Assay22);	 es	 sei	 aber	

nochmals	 darauf	 hingewiesen,	 dass	 diese	 nicht	 Bestandteil	 dieser	 Arbeit	 sind	

und	im	Universitätsklinikum	der	Universität	Duisburg‐Essen	durchgeführt	wur‐

den.	Die	Ergebnisse	 finden	sich	sowohl,	zusammen	mit	den	Ergebnissen	dieser	

hier	bereits	aufgeführten	Arbeiten,	in:	„Dopp	E	et	al.,	Toxicity	of	volatile	methyla‐

ted	 species	 of	 bismuth,	 arsenic,	 tin	 and	mercury	 in	 mammalian	 cells	 in	 vitro.	

Journal	of	Toxicology	(Special	Issue:	Toxicity	of	Organometal(loids))	2011	(Arti‐

cle	ID	503576)	7	Seiten”	(Ein	Reprint	des	gesamten	Artikels	befindet	sich	im	An‐

hang),	als	auch	im	Buchkapitel	„Early	molecular	changes	in	the	genome	of	arse‐

nic‐exposed	human	urothelial	 cells	depending	on	cellular	uptake	and	biotrans‐

formation“	(Zdrenka	et	al.,	2010).	

Für	Me2Hg	zeigt	sich	das	hohe	Gefahrenpotential	dieser	Verbindung,	wenn	man	

bedenkt,	wie	schnell	es	Barrieren	durchdringen	kann	(spezieller	Teil,	Kapitel	3,	

Seite	137)	und	wie	hoch	die	toxikologische	Wirkung	dieser	Verbindung	auf	die	

Zellen	ist.	Auch	die	Wirkung	der	Arsenspezies,	insbesondere	die	des	Me2AsI	und	

selbst	die	von	Me3As	sind	nicht	zu	unterschätzen.	Hier	hat	sich	gezeigt,	dass	die‐

se	 im	Fall	des	Me2AsI	durchaus	mit	denen	des	Dimethylquecksilbers	vergleich‐

																																																								
22	Mittels	des	s.g.	Comet‐Assays	lassen	sich		DNA‐Doppel‐	und	Einzelstrangbrüche	feststellen	und	

so	genotoxische	Effekte	nachweisen.	Das	Prinzip	des	Comet‐Assays	beruht	auf	der	Elektrophore‐

se,	wobei	bruchstückhafte	DNA	innerhalb	des	Feldes	wandert.	Unter	dem	Mikroskop	erscheinen	

die	beschädigten	Zellen,	mit	einem	Schweif	aus	DNA	Bruchstücken,	der	ihnen	das	Aussehen	eines	

Kometen	gibt.	
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bar	 sein	können.	Zieht	man	die	 in	Kapitel	3.6.3	gemachten	Beobachtungen	der	

kurzen	Durchbruchsraten	hinzu,	 so	 zeigt	 sich	auch	hier	ein	hohes	Gefahrenpo‐

tential,	besonders	an	den	Stellen	 in	der	Umwelt,	an	denen	diese	Verbindungen	

gebildet	bzw.	aufkonzentriert	werden	oder	auch	Membranen	durchdringen	und	

so	 auf	den	Menschen	einwirken	können,	wie	 es	unter	Umständen	auch	 in	Bio‐

gasanlagen	der	Fall	sein	kann	(spezieller	Teil,	Kapitel	1,	Seite	63).	

Für	Arsen	wird	oft	die	auf	unterschiedliche	Aufnahme	einzelner	Spezies	 in	die	

Zellen	für	deren	toxikologische	Wirkung	verantwortlich	gemacht.	Allerdings	 ist	

es	 schwierig	 festzustellen,	 in	welcher	 (methylierten)	 Form	das	 Element	 aufge‐

nommen	wird,	wie	es	in	den	Zellen	vorliegt	und	es	sich	dort	verhält.	Für	Mono‐

methylarsen	soll	dieser	Frage	im	folgenden	Abschnitt	weiterführend	nachgegan‐

gen	werden.	
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fen	und	durch	weitergeführte	Arbeiten	ergänzt	werden	sollen.	Zum	einen	stellte	

sich	die	Frage,	um	welche	unbekannten	Arsenspezies	es	sich	handelt	und	ob	wei‐

tere	 Spezies,	 wie	 z.B.	 Arsenobetain,	 ebenfalls	 mit	 der	 vorhandenen	 Methode	

nachgewiesen	 werden	 können.	 Zum	 anderen	 blieb	 ungeklärt,	 wie	 viel	 Arsen	

überhaupt	 in	die	Zellen	eindringt	bzw.	 in	der	Zellmembran	und	anderen,	nicht	

löslichen	 Zellbestandteilen	 vorhanden	 ist.	 Auch	 in	 welcher	 Form	 (Methylie‐

rungsgrad)	es	dort	vorliegt	blieb	unklar.	Zudem	besteht	die	Frage,	wieso	und	wo	

in	der	Zelle	eine	Oxidation	stattfinden	kann.	

Zur	 Weiterführung	 dieser	 Arbeiten	 wurden	 Zellen	 gegen	 MMA(III)	 exponiert,	

aufgearbeitet	und	analytisch	untersucht.	Zellkultur,	Exposition	und	Zelllyse	 so‐

wie	Verbrauchsmaterialien,	Standards	und	insbesondere	die	analytischen	Geräte	

und	Methoden	 sind	 entweder	 in	 den	 vorangegangen	 Kapiteln	 oder	 in	 Hippler	

(2011)	 eingehend	 beschrieben,	 sollen	 aber	 im	 Folgenden	 nochmals	 aufgeführt	

und	wenn	nötig	erläutert	werden.	

	

	

4.2.1 Material	und	Methoden	

Arsen‐Standards	

Die	meisten	der	 verwendeten	Arsenspezies	 (Tabelle	43)	 sind	 als	Reinsubstanz	

direkt	 erhältlich.	 Dimethylarseniodid	musste,	 wie	 in	 Kapitel	 4.1.2.2	 (spezieller	

Teil,	Seite	166)	beschrieben,	durch	eine	Laborsynthese	hergestellt	werden.	Auch	

die	Arsenthiospezies	sind	nicht	kommerziell	erhältlich	und	mussten	daher	eben‐

falls	synthetisiert	werden.	

Die	 flüssigen	Standards	der	oben	genannten	Arsenspezies	wurden	wöchentlich	

in	Reinstwasser	 als	 sogenannte	 „Stammlösungen“	mit	 einer	Konzentration	von	

1	g/l	angesetzt.	Für	Messzwecke	wurde	daraus	ein	Arsen‐Multistandard	mit	ei‐

ner	Konzentration	von	10	µg/l	angesetzt.	Alle	Konzentrationsangaben	beziehen	
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sich	hier	 auf	die	Elementkonzentration	 (As)	und	nicht	 auf	die	Verbindung.	Die	

frisch	angesetzten	Lösungen	wurden	bei	4	°C	im	Dunkeln	gelagert.	

	

Tabelle	43:	Verwendete	Arsenstandards	mit	Bezugsquellen.	

Substanz	(Arsenspezies)	 	 Hersteller	

Natriumarsenite	/	As(III)	 98	% Fluka,	Seelze

Natriumarsenate	heptahydrat	/	As(V) 98	% Fluka,	Seelze

Methylarsindiodid	/	MMA(III)	 98	% Argus	Chemicals,	Vernio,	Italien	

Dimethylarsiniodid	/	DMA(III)	 >	99	% Eigene	Synthese

Monomethylarsonsäure,	‐
dinatriumsalz	/	MMA(V)	

98	% Argus	Chemicals,	Vernio,	Italien	

Dimethylarsinsäure;	Kakodylsäure	/	
DMA(V)	

99,5	% ABCR	GmbH,	Karlsruhe	

Monomethylmonothioarsenat	/	
MMMTA(V)	

keine	
Angabe	

Synthese	durch	O.	Würfel23	

Monothioarsenat	/	MTA(V)	 keine	
Angabe	

Überlassen	von	Prof.	Dr.	Planer‐
Friedrich24	

Arsenobetain	/	As‐Bet	 98	% Tri	Chemical	Laboratories	Inc,	Ya‐
manashi,	Japan	

	

DMA(III)	 ist	 nur	 als	 Reinsubstanz	 stabil	 und	wird	 in	wässriger	 Lösung	 schnell	

(innerhalb	weniger	Stunden)	zu	DMA(V)	oxidiert.	Daher	wurde	dieser	Standard	

generell	 vor	 der	 jeweiligen	 Messung	 aus	 der	 Originalsubstanz	 neu	 angesetzt,	

falls	dieser	benötigt	wurde,	und	findet	sich	daher	nicht	 in	allen	Standards	bzw.	

Chromatogrammen	wieder.	Für	die	Exposition	der	Zellen	gegen	MMA(III)	wurde	

eine	500	µmol/l	MMA(III)‐Stammlösung	in	Reinstwasser	hergestellt,	portioniert	

und	bei	‐20	°C	gelagert.		

	

	

	

																																																								
23	O.	Würfel,	Mikrobiologie	I,	Universität	Duisburg‐Essen,	Essen	

24	Prof.	Dr.	Planer‐Friedrich,	Universität	Bayreuth	
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Verwendete	Zelllinien	und 	Nährmedien	

Für	 die	 durchgeführten	 Arbeiten	 wurden	 sowohl	 methylierende	 Hepatozyten	

(HepG2)	 als	 auch	 nicht	 methylierende	 Urothelzellen	 (UROtsa)	 ausgewählt.	

HepG2‐Zellen	wurde	bereits	in	Kapitel	4.1.2	(spezieller	Teil,	Seite	164)	beschrie‐

ben.	Die	genaue	Bezeichnung	der	UROtsa	sowie	das	entsprechende	Nährmedium	

ist	in	Tabelle	44	angegeben.	

		

Tabelle	44:	Zusammensetzung	der	Nährmedien	für	UROtsa‐Zellen.	

UROtsa25:	 Nährmedium	 Bezugsquelle	

SV40‐transformierte	
humane	Urothelzellen	

Minimal	Essential	Medium
(MEM,	siehe	Anhang)	
fetales	Kälberserum	(10	%)	
Gentamycin	(0,5	%)	
L‐Glutamin	(1	%)	

c.c.Pro,	Oberdola	
	
c.c.Pro,	Oberdola	
c.c.Pro,	Oberdola	
Sigma,	Oberhaching	

	

	

Zellkultur	

Sowohl	UROtsa	als	auch	HepG2	Zellen	wurden	unter	typischen	Zellkulturbedin‐

gungen	(37	°C,	5	%	CO2)	kultiviert.	Das	 jeweilige	Kultur‐	/	Nährmedium	wurde	

alle	zwei	bis	drei	Tage	ausgetauscht.	Zum	Passagieren	(Subkultivierung)	der	Zel‐

len	wurde	eine	Trypsin‐EDTA	Lösung	0,25	%	/	0,1	%	verwendet.		

	

	

Expositionsmedien	und	Waschlösungen	

Die	 zur	 Exposition	 der	 Zellen	 gegen	 MMA(III)	 verwendeten	 Lösungen	 waren	

entsprechend	 der	 in	 den	 Tabelle	 40	 (Seite	 165)	 bzw.	 Tabelle	 44	 aufgeführten	

Nährmedien	 zusammengesetzt,	 enthielten	 aber	 zusätzlich	 die	 entsprechende	

																																																								
25	freundlicherweise	überlassen	von	M.	Styblo,	University	of		North	Carolina,	USA.	
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Konzentration	der	Arsenverbindung	(5	µmol/l	MMA(III)).	Für	die	Exposition	der	

Zellen	 gegen	 MMA(III)	 wurde	 eine	 500	 µmol/l	 MMA(III)‐Stammlösung	 in	

Reinstwasser	hergestellt,	portioniert	und	bei	 ‐20°C	gelagert.	So	gelagert	 ist	der	

Standard	für	Wochen	bis	Monate	stabil	(Reichel,	2009).		

	

Tabelle	45:	Waschlösungen	für	UROtsa	und	HepG2‐Zellen	sowie	weiterer	Lösungen.	

Lösung	 Zusammensetzung	 Bezugsquelle	

PBS	 Phosphorgepufferte‐
Salzlösung	
(siehe	Anhang)	

Gibco	Invitrogen,	Karlsruhe	

Ampuwa	 Reinstwasser Fresenius	Kabi	GmbH,	
Bad	Homburg	

DMPS		
(2,3‐bis(sulfanyl)	propan‐
1‐sulfonsäure)	

0,1	mM	in	Ampuwa	 Alfa	Aesar,	Karlsruhe	

Trypsin	/	EDTA	 0,5	%	/	0,2	%	in	PBS
ohne	Ca2+	und	Mg2+		

c.c.Pro,	Oberdola,	

	

	

Exposition	der	Zellen	

Zur	Exposition	wurden	die	Zellen	in	eine	150	cm²	Zellkulturflasche	eingesät,	mit	

30 ml Nährmedium versetzt und	im	Inkubator	bei	37°C	und	5%	CO2	kultiviert,	bis	

sich	ein	konfluenter Zellrasen ausgebildet hatte. Von	den	in	der	Zellkultur	bis	zur	

Konfluenz	gewachsenen	Zellen	wurde	für	die	Exposition	das	reine	Nährmedium	

gegen	das	MMA(III)‐haltige	Nährmedium	ausgetauscht.	Die	Exposition	der	Zel‐

len	erfolgt	somit	gegen	5	µmol/l	MMA(III)	bei	37°C	mit	5%	CO2	für	die	jeweilige	

im	experimentellen	Teil	angegebene	Expositionszeit.	
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sowie	eine	zu	starke	Erwärmung	(durch	Reibung)	der	Zelllysate	zu	vermeiden.	

Im	 Anschluss	 an	 die	 Lyse	 wurden	 die	 Lysate	 noch	 in	 den	 Lyse‐Röhrchen	 bei	

14	000	 Umdrehungen	 pro	 Minute	 zentrifugiert,	 um	 das	 Lysat	 von	 den	 festen	

Zellbestandteilen	 zu	 isolieren.	 Alle	 Nährmedien,	 Waschlösungen	 und	 Lysate	

wurden	bis	zum	jeweiligen	Messtag	bei	‐80	°C	gelagert.	

	

	

Verdau	/	Aufschluss	der	Zellen	

Zur	 Bestimmung	 der	 Gesamtarsenkonzentration	 in	 den	 Zellpellets	 (Zellreste	

nach	 der	 Zentrifugation)	 wurden	 diese	 mittels	 Proteinase	 K	 (Qiagen,	 Hilden)	

unter	 Zusatz	 von	Wasserstoffperoxyd	 (30%ig;	Merck,	 Darmstadt)	 aufgeschlos‐

sen.	Durch	den	Zusatz	von	H2O2	kann	sichergestellt	werden,	dass	das	Arsen	von	

den	 Peptiden	 und	 anderen	 zellularen	 Molekülen	 abgelöst	 wird	

(Naranmandura	et	al.,	2006).	Nach	dem	Verdau	wurden	die	Proben	mit	103Rh	als	

internen	Standard	versetzt	und	auf	1	ml	verdünnt.	Die	Gesamtarsenbestimmung	

erfolgte	mittels	ICP‐MS.	Zur	Speziesbestimmung	wurde	zuvor	ein	Teil	der	Probe	

(wenige	µl)	mittels	HPLC/ICP‐MS	untersucht.	

	

	

Analytische	Methoden	

Als	HPLC	wurde	ein	Modell	der	Firma	Agilent	(Waldbronn)	eingesetzt,	welches	

sich	aus	einer	binären	Pumpe	sowie	einem	Probengeber	der	Serie	„Agilent	1100“	

zusammensetzte.	 Die	 Laufmittel‐Zusammensetzung	 zur	 As‐Speziesbestimmung	

mittels	HPLC	ist	in	Tabelle	46	angegeben.	Die	Elution	der	Arsenspezies	erfolgte	

unter	isochratischen	Bedingungen	mit	einem	Volumenstrom	von	1	ml/min.	Zur	

Vermeidung	von	Temperaturschwankungen	wurde	 eine	 Säulentemperatur	 von	

30	°C	gewählt.	Als	Säulenofen	kam	ein	Modell	der	Firma	Phenomenex	 (Aschaf‐

fenburg)	zum	Einsatz	(Single‐Column	Heater;	ThermaSphere	TS	130).	Als	analy‐
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tische	Säule	wurde	eine	Luna,	3µ	C18(2),	150	x	4,6	mm,	Maximaldruck	400	bar	

Phenomenex,	Aschaffenburg)	verwendet.	

		

Tabelle	46:	Laufmittelzusammensetzung	zur	Arsen‐Speziesbestimmung	mittels	Flüssigkeitschroma‐

tographie.	

Substanz	 Konzentration	

Wasser	 95%	(v/v)	

Methanol	 5%	(v/v)	

Malonsäure	 2	mmol/l	

Tetrabutylammonium	hydroxide	(TBAH)	 6	mmol/l	

pH	–	Wert	 6,0	

	

Die	 Injektion	 erfolgte	 mittels	 eines	 Autosamplers.	 Das	 Injektionsvolumen	 für	

Standards	betrug	0,1	bis	5	µl,	für	Lysatproben	5	µl.	

	

ICP‐MS	und 	HPLC/ICP‐MS	‐	Kopplung	

Die	Detektion	des	Arsen‐Signals	(75As)	erfolgte	nach	Kopplung	der	HPLC	mit	ei‐

nem	 ICP‐MS	 der	 Firma	 Agilent,	 Modell	 7500a.	 Das	 Gerät	 ist	 mit	 einem	Micro	

Flow	 Nebulizer	 MFN100	 aus	 Fluoropolymeren	 (Agilent)	 sowie	 einer	 Stan‐

dardsprühkammer	(Quartz,	Agilent)	ausgestattet.	Die	wichtigsten	methodischen	

Parameter	wie	Gasflüsse,	RF‐Energie,	analysierte	Isotope	usw.	sind	in		

	

Tabelle	47	aufgeführt.	Alternativ	wurde	 für	einige	Messungen	auf	ein	ebenfalls	

im	Institut	 für	Umweltanalytik	vorhandenes	Elan	6000	(Perkin	Elmer,	Rodgau)	

zurückgegriffen.	Als	Performance‐Test	des	ICP‐MS	wurde	täglich	ein	neuer	„Tu‐

ne‐Report“	erstellt.	Sowohl	zur	Bestimmung	des	Gesamtarsens	als	auch	 für	die	

Speziesbestimmung	(Abbildung	73)	mittels	HPLC/ICP‐MS	wurden	vergleichbare	

Parametereinstellungen	 verwendet.	 Ein	 tagestypischer	 „Tune‐Report“	 befindet	
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Das	Chromatogramm	der	Speziesanalyse	mittels	HPLC/ICP‐MS	bei	Anwendung	

der	 beschriebenen	 Methode	 zeigt	 generell	 eine	 deutliche	 Basislinientrennung	

der	einzelnen	Signale	(Abbildung	73).	
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4.2.2 Ergebnisse	und	Diskussion26	

Arsenspeziierung	mittels	C‐18	–	Säule	

Wie	zu	Anfang	des	Kapitels	beschrieben	blieben	bei	der	 Intrazellularen	Arsen‐

Speziesanalyse	einige	Fragen	offen.	Es	stellte	sich	u.a.	die	Frage,	ob	weitere	Spe‐

zies	wie	z.B.	Arsenobetain	oder	Arsenthiospezies	mit	der	angewandten	Methode	

nachgewiesen	bzw.	getrennt	werden	können.		

Zur	 Klärung	 der	 Frage	 wurde	 der	 bisher	 verwendete	 Arsen‐Multistandard	

(As(III),	As(V),	MMA	(III),	MMA	(V),	DMA	(V))	zusätzlich	mit	Arsenobetain	(As‐

Bet)	und	Monothioarsenat	(MTA(V))	versetzt	und	auf	die	C18‐Säule	aufgegeben	

(50	pg	As	 je	Spezies).	Abbildung	74	zeigt	ein	typisches	Chromatogramm	dieses	

erweiterten	Multi‐Arsenstandards,	wobei	 lediglich	eine	Antrennung	von	As‐Bet	

und	As(III)	zu	erkennen	ist.	
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Abbildung	 74:	 Chromatogramm	 eines	 Arsen‐Multistandards,	 zusätzlich	 mit	 Monothioarsenat	

(MTA(V))	und	Arsenobetain	(As‐Bet)	versetzt;	gemessen	auf	einer	C‐18	Säule	(Luna(R);	3µ).	

																																																								
26	Teile	dieser	Arbeiten	wurde	bereits	in	Hippler	et	al.	2011	publiziert.	
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Abbildung	76:	Chromatogramm	eines	Arsen‐Multistandards,	(incl.	Monothioarsenat	(MTA(V))	und	

Arsenobetain	 (As‐Bet))	 bei	 Verwendung	 von	Weinsäure	 an	 Stelle	 von	Malonsäure	 im	 Laufmittel	

(Säule:	C‐18	Säule	(Luna(R);	3µ)).	

	

Die	Änderung	der	Laufmittelzusammensetzung	bewirkte	so	zwar	eine	Verbesse‐

rung	der	Trennung	zwischen	As(III)	und	Arsenobetain,	führte	aber	auch	zu	einer	

beginnenden	Überlagerung	von	As(V)	und	MTA(V).	Da	As‐Bet	die	Hauptspezies	

im	 Fisch	 darstellt	 und	 in	 Zellen	 nicht	 zu	 erwarten	war,	 war	 es	 daher	 sinnvoll	

auch	weiterhin	Malonsäure	im	Laufmittel	zu	verwenden	und	auf	eine	Trennung	

der	As‐Bet	und	As(III)	 ‐	 	Spezies	zu	verzichten.	Zudem	konnte	so	sichergestellt	

werden,	dass	eine	Trennung	der	Thiospezies	möglich	ist.	
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Arsenspezies	im	Zellrückstand	

Auch	wenn	in	dem	DFG‐Projekt	zur	„Analyse	früher	molekularer	Veränderungen	

im	 Genom	 arsenexponierter	 humaner	 Urothelzellen	 in	 Abhängigkeit	 von	 der	

zellulären	 Aufnahme	 und	 der	 Biotransformation	 einzelner	 Arsenspezies“,	 dem	

dieses	 Kapitel	 zuzuordnen	 ist,	 das	 Hauptaugenmerk	 auf	 die	 Bestimmung	 von	

unkonjugierten	 Arsenspezies	 liegt,	 welche	 bereits	 hinreichend	 beschrieben	

wurden	(Hippler,	2011),	so	sollte	doch	festgestellt	werden,	wie	viel	Arsen	in	den	

Zellrückständen	vorhanden	 ist	und	ob	schon	dort	eine	Änderung	der	Methylie‐

rung	 nachgewiesen	werden	 kann.	 Daher	wurden	 die	 Zellrückstände,	wie	 oben	

beschrieben,	zunächst	mit	Proteinase	K	und	H2O2	verdaut	und	anschließend	so‐

wohl	die	Gesamtarsenkonzentration	bestimmt,	als	auch	eine	Speziesanalyse	mit‐

tels	HPLC/ICP‐MS	durchgeführt.	

Der	 für	 die	 Analyse	 der	 Zellpellets	 durchgeführte	 Verdau	 stellt	 für	 die	 Spezie‐

sanalyse	ein	Problem	dar.	Aufgrund	der	oxidativen	Bedingungen	können	im	An‐

schluss	 an	den	Verdau	 lediglich	 fünfwertige	Spezies	nachgewiesen	werden.	Al‐

lerdings	ist	es	dennoch	möglich	Methylierungsprodukte	insbesondere	Dimethyl‐

arsen,	falls	vorhanden,	weiterhin	nachzuweisen.		

Bei	 langen	 Inkubationszeiten	 (24	Sunden,	Abbildung	77)	der	HepG2‐Zellen	ge‐

gen	MMA(III)	konnten,	neben	MMA(V),	auch	deutliche	Mengen	an	Dimethylarsen	

in	 Form	 von	 DMA(V)	 im	 Zellrückstand	 nachgewiesen	 werden	 (Hippler	et	al.,	

2011).	Betrachtet	man	weiterhin	die	zeitabhängig	durchgeführten	Expositions‐

zeiten	zwischen	5	Minuten	und	24	Stunden,	so	fällt	auf,	dass	innerhalb	der	ers‐

ten	drei	 Stunden	 lediglich	Monomethylarsen	 in	den	Zellrückständen	nachweis‐

bar	ist	(Abbildung	78),	wobei	die	Konzentration	dieser	Spezies	innerhalb	dieser	

Zeit	langsam	ansteigt.	
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Abbildung	78:	 Zeitlicher	Verlauf	der	 Speziesverteilung	 im	 Zellpellet	nach	Exposition	 von	HepG2‐

Zellen	gegen	MMA(III)	(5		µmol/l)	und	anschließendem	Verdau	mittels	Proteinase	K.	
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Vergleicht	man	die	zeitliche	Speziesverteilung	 im	Zellpellet	 (Abbildung	78)	mit	

der	in	den	Zelllysaten	(Abbildung	79,	Hippler	et	al.	2011),	so	stellt	man	fest,	dass	

sowohl	in	den	Lysaten,	als	auch	in	den	Pellets	innerhalb	der	ersten	drei	Stunden	

ein	 Anstieg	 der	 MMA(V)	 Konzentration	 festzustellen	 ist.	 Nach	 6	 Stunden	 ist	

ebenfalls	in	beiden	Fällen	ein	Rückgang	dieser	Spezies	zu	beobachten.	Sowohl	in	

den	Zellpellets	als	auch	in	den	Lysaten,	hier	allerdings	wesentlich	deutlicher,	ist	

mit	 der	 Länge	 der	 Expositionszeit	 ein	 Anstieg	 der	 dimethylierten	 Spezies	

(DMA(V))	zu	beobachten.	Während	in	den	Pellets	der	Anstieg	sehr	gering	ist,	ist	

er	 in	 den	 Lysaten	 deutlich	 ausgeprägt.	 Interessant	 ist	 der	 Vergleich	 der	

Verhältnisse	der	mono‐	und	dimethylierten	Arsenspezies	in	den	Pellets	und	den	

Lysaten.	In	beiden	Messreihen	(Pellets	/	Lysate)	steigt	MMA(V)	zunächst	an	um	

nach	einem	Maximum	von	etwa	3	Stunden	wieder	abzunehmen.	Auch	DMA(V)	

steigt	 in	 beiden	 Reihen,	 wie	 beschrieben,	 früher	 oder	 später	 an.	 Allerdings	

ändern	 sich	die	Verhältniss	 der	 Spezies	 zueinander	 deutlich.	 In	 den	 verdauten	

Zellpellets	 bleibt	 MMA(V)	 auch	 bei	 bis	 zu	 24	 stündiger	 Expositionszeit	 die	

vorherrschende	Spezies.	Ganz	anders	verhält	es	sich	in	den	Lysaten.	Hier	kehren	

sich	die	Verhältnisse	nach	mehr	als	6	 Stunden	Expositionszeit	um.	Nicht	mehr	

MMA(V)	 ist	 die	 dominierende	 Spezies,	 sondern	 DMA(V).	 Dies	 kann	 als	 Beleg	

dafür	 gedeutet	 werden,	 dass	 eine	 Methylierung	 in	 den	 Zellen	 stattfindet	 und	

diese	methylierte	Spezies	auch	 innerhalb	der	Zellen	verbleibt	und	nur	 langsam	

ausgeschleust	 wird.	 Monomethylarsen	 wird	 von	 den	 Zellen	 in	 Form	 von	

MMA(III)	 aufgenommen	 und	 findet	 sich	 daher	 auch	 in	 den	 Zellmembranen	

wieder,	 aus	 denen	 es	 nach	 dem	 Verdau	 und	 der	 Oxidation	 als	 MMA(V)	

nachgewiesen	werden	kann	(siehe	Kapitel	4.2.3,	Seite	201).			

Da	 es	 sich	 bei	 UROtsa	 um	 nicht	 methylierende	 Zellen	 handelt,	 war	 es	 wenig	

überraschend,	dass	bei	der	Analyse	der	Zellrückstände	der	UROtsa‐Zellen	ledig‐

lich	 die	 monomethylierte	 Arsenspezies	 nachgewiesen	 werden	 konnte,	 wie	 es	

auch	in	den	Zelllysaten	der	Fall	war	(Hippler,	2011).				
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Abbildung	79:	Zeitlicher	Verlauf	der	intrazellularen	Speziesverteilung	nach	Inkubation	von	HepG2‐

Zellen	gegen	MMA(III)	(5		µmol/l).	

Hippler	et	al.	2011	
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Gesamtarsen	in	den	Zellrückständen	

Die	mittels	ICP‐MS	erstellten	Gesamtarsenkonzentrationen	in	den	verdauten	

Zellpellets	zeigen,	dass	99,99%	des	zellulären	Arsens	an	die	Zellmembran	

und/oder	andere	Zellstrukturen	gebunden	sind.	Nur	ein	sehr	geringer	Teil	

scheint	ungebunden	in	den	Lysaten	der	HepG2	bzw.	UROtsa‐Zellen	vorzuliegen	(	

Abbildung	80).	

	

(Zdrenka	et	al.,	2012)	

Abbildung	 80:	Quantifizierung	 des	Gesamtarsengehaltes	 in	 den	 Lysaten	 von	HepG2	 und	UROtsa‐

Zellen	 im	 Vergleich	 zu	 den	 Arsenkonzentrationen	 in	 den	 jeweiligen	 nicht	 löslichen	 Fraktionen	

(Zellpellets).		

Eine	quantitative	Aussage	über	den	Oxidationszustand	der	an	die	Zellstrukturen	

gebundenen	Arsenspezies	ist	kaum	möglich.	Arsen	kann	aus	diesen	Strukturen	

durch	oxidative	Prozesse	herausgelöst	werden	(Naranmandura	et	al.,	2006),	

während	dreiwertige	Arsenspezies	(hier	MMA(III))	an	den	Zellresten	gebunden	

bleiben	(Styblo	et	al.,	1997).	Ein	Vergleich	der	Gesamtarsenkonzentrationen	mit	

den	in	den	Lysaten	gefundenen	Arsenspezies	(	

Abbildung	 80)	 zeigt,	 dass	 lediglich	 etwa	 0,01%	 des	 ges.	 Arsens	 umgehend	 in	

freies,	 unkonjugiertes	MMAs(V)	 umgewandelt	 werden	 und	 so	 im	 Lysat	 detek‐

tiert	 werden	 können.	 Dieses	 „freie“,	 ungebundene	 Arsen	 repräsentiert	 somit	
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Arsenmetabolite	 (namentlich	 MMA(V)	 und	 DMA(V))	 können	 entweder	 ausge‐

schieden	 oder	 innerhalb	 der	 Zelle	 durch	 Antioxidantien	 wie	 Glutathion	 (vgl.	

Hayakawa‐Mechanismus	 (Hayakawa	et	al.,	 2005))	 reduziert	 und	 so	 erneut	 an	

Proteine	 gebunden	 werden	 (Abbildung	 81,	 links).	 Nach	 dem	 Durchlaufen	 des	

Mechanismus	 liegt	 ein	 Großteil	 des	 aufgenommenen	 MMA(III)	 methyliert	 in	

Form	von	DMA(V)	vor,	welches	als	Hauptmetabolit	bei	Arsenexposition	bekannt	

ist	und	ausgeschieden	wird.		

Die	detaillierte	Diskussion	des	oxidativen	Abbaus	im	Lysosom	der	HepG2‐Zellen	

geht	auf	die	freundliche	Unterstützung	des	Projektpartners	G.	Johnen	am	IPA	in	

Bochum	(Institut	für	Prävention	und	Arbeitsmedizin	der	Deutschen	Gesetzlichen	

Unfallversicherung)	 zurück.	Der	Abschnitt	 kann	 in	der	 im	Anhang	verfügbaren	

Publikation	(Hippler	et	al.,	2011)	nachgelesen	werden.	

Für	eine	Methylierung	 in	UROtsa‐Zellen	konnten	keine	Hinweise,	weder	 in	den	

Lysaten	 noch	 in	 den	 Zellpellets,	 gefunden	werden.	 Aber	 auch	 für	 diese	 Zellart	

kann	 ein	 oxidativer	 Abbau	 im	 Lysosom	 der	 Zellen	 angenommen	 werden.	 Der	

Pfad	bzw.	Kreislauf	der	Methylierung,	wie	er	für	die	HepG2‐Zellen	vorgeschlagen	

wurde,	fällt	bei	den	UROtsa‐Zellen	jedoch	weg.	Somit	beschränkt	sich	das	Sche‐

ma	im	Vergleich	zu	den	Hepatozyten	auf	eine	Oxidation	in	den	Lysosomen	sowie	

einer	 Reduktion	 durch	 Antioxidantien	 im	 Cytosol	 und	 einem	 möglichen	 Aus‐

scheiden	des	MMA(V)	aus	den	Zellen	(Abbildung	81,	rechts).	
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4.3 Anmerkungen	zu	den	verwendeten	UROtsa	–	Zellen	

Das	Urothel	bildet	das	Deckepithel	der	ableitenden	Harnwege	und	zeichnet	sich	

durch	 seine	 Anpassungsfähigkeit	 an	 Volumenschwankungen	 aus.	 Man	 findet	

dieses	im	Harnleiter,	der	Harnblase	sowie	im	Nierenbecken	(Schmitz,	2007),	 in	

denen	sie	in	mehreren	Schichten	angeordnet	sind	(Kühnel,	1989).	Bei	der	Zellli‐

nie	 UROtsa	 handelt	 es	 sich	 um	 immortalisiert	 Urothelzellen	 (Petzoldt	et	al.,	

1995),	 welche	 vielfältig	 eingesetzt,	 kultiviert	 und	 weitergegeben	 wird.	 In	 den	

verschiedenen	 durchgeführten	 Expositionsexperimenten	 der	 UROtsa	 ‐	 Zellen	

gegen	 MMA(III)	 (DFG‐Projekt	 „Analyse	 früher	 molekularer	 Veränderungen	 im	

Genom	arsenexponierter	humaner	Urothelzellen	in	Abhängigkeit	von	der	zellu‐

lären	 Aufnahme	 und	 der	 Biotransformation	 einzelner	 Arsenspezies“)	 sollten	

primär	 die	 Fragen	 beantwortet	werden,	welchen	 Beitrag	 die	 einzelnen	 Arsen‐

spezies	zur	Harnblasenkanzerogenität	leisten,	ob	die	Arsenspezies	im	Blut	oder	

im	Urin	zur	Tumorentstehung	in	der	Harnblase	beitragen	und	über	welche	Me‐

chanismen	es	zur	malignen	Entartung	der	Urothelzellen	kommt.	

Zur	Untersuchung	der	malignen	Entartung	von	Harnblasenzellen	wurden	diese	

über	80	Wochen	zweimal	wöchentlich	gegen	MMA(III)	(50	nM,	75	nM,	100	nM)	

und	As(III)	(50	nM)	exponiert.	Alle	4	Wochen	wurden	Proben	aus	diesen	Kultu‐

ren	entnommen,	die	molekularbiologisch	untersucht	wurden.	Zusätzlich	wurden	

Proben	 aus	 den	 Kulturen	 in	 einem	 Koloniebildungs‐Assay	 untersucht	

(Zdrenka	et	al.,	 2012).	 Zur	 Bestimmung	 von	 miRNAs	 wurden	 Real‐Time	 PCR‐

basierte	 TaqMan‐Assays	 etabliert.	 Zudem	 wurde	 COX2	 (offizieller	 Genname:	

PTGS2)	ausgewählt,	um	dessen	Expression	auf	der	mRNA‐	und	Protein‐Ebene	zu	

erfassen	 (Zdrenka	et	al.,	 2010).	 Das	 COX2‐Protein	 unterdrückt	 die	 Apoptose,	

fördert	 die	Proliferation	und	 spielt	 eine	Rolle	 bei	 vielen	Krebsentstehungspro‐

zessen,	 einschließlich	 Blasenkrebs	 und	 arseninduzierter	 Transformation	 von	

UROtsa‐Zellen	(Eblin	et	al.,	2008).	In	den	durchgeführten	Expositionsexperimen‐

ten	der	UROtsa	‐	Zellen	gegen	MMA(III)	zeigten	sich	aber	immer	wieder	Auffäl‐

ligkeiten	in	der	Zelllinie.	Daher	wurden	für	diese	Zellart	weitere	Untersuchungen	

durchgeführt,	die	die	Identität	dieser	Zellen	eindeutig	nachweisen	sollten.		
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Auf	 verschiedenen	molekularen	 Ebenen	wurde	 dabei	 eindeutig	 nachgewiesen,	

dass	es	sich	bei	den	verwendeten	"UROtsa"‐Zellen	tatsächlich	um	die	urotheliale	

Krebszellinie	 T24	 handelt.	 Der	 Zeitpunkt	 der	 Kreuzkontaminierung	 der	 ur‐

sprünglichen,	 authentischen	 UROtsa‐Zellinie	 mit	 T24‐Zellen	 ist	 nicht	 bekannt,	

wird	aber	vermutlich	vor	2004	stattgefunden	haben	(Johnen	et	al.,	eingereicht).	
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Zusammenfassung	

Die	vorliegende	Arbeit	gibt	einen	breit	gefächerten	Einblick	in	die	Speziesanaly‐

tik	 ausgewählter	 metall(oid)organischer	 Verbindungen	 in	 biologischen	 und	

umweltrelevanten	Systemen.	Teile	dieser	Arbeit	sind	bereits	 in	 internationalen	

Zeitschriften	 publiziert	 (siehe	 Anhang	 bzw.	 Publikationsliste),	 andere	 wurden	

hier	erstmalig	vorgestellt.	Im	Folgenden	sollen	die	einzelnen	Arbeiten	nochmals	

zusammenfassend	und	projektübergreifend	dargestellt	werden:	

Erstmalig	 wurden	 hier	 Biogasanlagen	 auf	 leichtflüchtige,	 methylierte	 me‐

tall(oid)organische	 Verbindungen	 im	 Biogas,	 Anmaischbecken,	 Nachgärer	 und	

Gaskondensat	untersucht.	

In	 allen	 untersuchten	 Biogasen	 konnten	 permethylierte,	metall(oid)organische	

Verbindungen	vom	Spurenbereich	bis	hin	zu	mehreren	tausend	ng/m³	(Me3Sb)	

nachgewiesen	werden,	wobei	 sich	 teilweise	große	Unterschiede	 in	den	Proben	

innerhalb	 einer	 Anlage	 zeigten.	 Der	 Vergleich	 dieser	 Werte	 mit	 anderen	 Hot‐

spots	 wie	 Deponie‐	 oder	 Klärgasen	 hat	 gezeigt,	 dass	 diese	 Konzentrationen	

durchaus	miteinander	 vergleichbar	 sind,	wobei	 für	Me3Sb	Konzentrationen	er‐

mittelt	wurden,	die	über	die	s.g.	Effekt‐Konzentration	von	10³	ng/m³	hinausge‐

hen.	Auffallend	waren	die	eher	geringen	Konzentrationen	von	Me2Hg.	Diese	lie‐

gen	im	Klär‐	und	Deponiegas	oft	deutlich	höher.	Stattdessen	war	im	Biogas	Hg0	

die	dominierende	Hg‐Spezies,	was	mit	 den	meist	 großen	Mengen	 an	 schwefel‐

haltigen	 Verbindungen	 und	 den	 reduzierende	 Bedingungen	 erklärt	 werden	

kann,	 die	 die	 Bioverfügbarkeit	 des	 Quecksilbers	 reduzieren	 und	 die	 Methylie‐

rungsraten	verringern	können.	

Auch	 In	 den	 Kondensaten	 der	 Biogasanlagen	 waren	 teil‐	 und	 permethylierte	

Verbindungen	 (Me3As,	 Me3Sb	 und	 Me2Hg)	 nachweisbar.	 Gerade	 für	 Antimon	

zeigte	sich	hier	eine	große	Speziesverteilung.	Im	Gegensatz	zum	Biogas,	in	dem	

hauptsächlich	 Hg0	 vorlag,	 war	 im	 Kondeswasser	 Dimethyl‐	 bzw.	 Monomehtyl‐

quecksilber	die	vorherrschende	Spezies.	
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Wie	im	Anmaischbecken	treten	auch	in	den	Chromatogrammen	der	Kondensate	

unbekannte	 Quecksilbers‐	 und	 Antimonspezies	 auf.	 Auch	 in	 den	 Nachgärern	

konnten	 methylierte	 Spezies	 nachgewiesen	 werden.	 Im	 Vergleich	 zu	 den	 An‐

maischbecken	waren	 in	den	Nachgärern	sowohl	geringere	Konzentrationen	als	

auch	 eine	 veränderte	 Spezieszusammensetzung	 zu	 beobachten.	 Bei	 der	 HPLC‐

Analyse	der	 filtrierten	Proben	aus	den	Anmaischbecken,	Nachgärern	und	Kon‐

densaten	konnten,	neben	As(III)	und	DMA(V)	auch	weitere,	unbekannte	Arsen‐

spezies	 nachgewiesen	 werden.	 Eine	 Massenbilanz	 der	 Me‐

tall(oid)konzentrationen	in	den	Biogasanlagen	war	leider	nicht	möglich,	da	we‐

der	 das	 Volumen	 des	 abgeschiedenen	 Kondenswassers	 noch	 die	 Mas‐

sen/Volumina	der	Anmaischbecken,	Nachgärer	sowie	das	gebildete	Biogasvolu‐

men	 bekannt	 sind.	 Um	 weitere	 Aussagen	 über	 die	 Bildung	 me‐

tall(oid)organischer	Verbindungen	treffen	zu	können,	ist	eine	weitaus	genauere	

Betrachtung	der	einzelnen	Anlagen	mit	mehrmaligen	Probennahmen	unter	kon‐

trollierten	 Bedingungen	 notwendig.	 Das	 durchgeführte	 Screening	 dieser	 hier	

beschriebenen	 Anlagen	 hat	 aber	 gezeigt,	 dass	 in	 Biogasanlagen	 me‐

tall(oid)organische	Verbindungen	gebildet	und	nachgewiesen	werden	können.	

Die	Ergebnisse	dieser	Untersuchungen	an	Biogasanlagen	wurden	auf	dem	„Fach‐

gespräch	 Feststoffuntersuchung“	 des	 Ministeriums	 für	 Klimaschutz,	 Umwelt,	

Landwirtschaft,	Natur‐	und	Verbraucherschutz	des	Landes	Nordrhein‐Westfalen	

(LANUV,	 Essen,	 2012)	 sowie	 auf	 der	 ANAKON	 2013	 in	 Essen	 (Posterbeitrag)	

vorgestellt	und	diskutiert.	

Auch	wenn	 es	 bei	 der	 Betrachtung	 der	 Fermenter	 zu	 vermuten	 ist,	 handelt	 es	

sich	 bei	 Biogasanlagen	 keineswegs	 um	 geschlossene	 Systeme,	 auch	 wenn	 die	

Fermenter	mit	einer	Plane	überspannt	sind.	

Wie	die	Untersuchungen	verschiedener	Handschuhmaterialien	mit	der	hier	ent‐

wickelten	Permeationszelle	gezeigt	haben,	sind	viele	Kunststofffolien	keine	allzu	

große	Barriere	für	metall(oid)organische	Verbindungen,	wobei	generell	nur	we‐

nige	Daten	über	Durchbruchszeiten	metall(oid)organischer	Verbindungen	durch	

z.B.	Handschuhmaterialien	vorhanden	sind.	
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Mit	 der	neu	 gestalteten	Messzelle	 konnte	 für	Me2Hg	 eine	Durchbruchszeit	 von	

11	 Sekunden	 bei	 Latexhandschuhen	 ermittelt	 werden,	 was	 in	 guter	 Überein‐

stimmung	mit	 	den	in	der	Literatur	vorhandenen	Daten	steht.	Auch	die	für	Me‐

thanol	 ermittelte	 Durchbruchszeit	 von	 45	 Sekunden	 zeigt	 eine	 gute	 Vergleich‐

barkeit	mit	den	genormten	Verfahren	(Durchbruchszeit:	50	Sekunden).	Mit	der	

hier	verwendeten	Methode	wurde	so	eine	schnelle,	sichere	und	praktikable	Mög‐

lichkeit	geschaffen,	um	abzuschätzen,	welches	Material	sich	für	die	Handhabung	

einzelner	metall(oid)organischer	 Verbindungen	 am	 besten	 eignet	 bzw.	 welche	

Materialien	keinesfalls	genutzt	werden	sollten.	Latex‐	und	Vinylhandschuhe	bo‐

ten	kaum	Schutz	gegen	diese	Verbindungsklasse.	Auch	Nitrilhandschuhe	waren	

nur	 sehr	 eingeschränkt	 tauglich.	Wirklichen	 Schutz	 gegen	 alle	 getesteten	 Sub‐

stanzen	boten	nur	die	mehrlagigen	Handschuhe.	Die	Einführung	einer	zusätzli‐

chen	Klasse	für	Metallorganik	in	die	Liste	der	Prüfchemikalien	(Tabelle	33,		Seite	

139)	wäre	wünschenswert,	 ist	 aber	wohl	 kaum	möglich.	 Allein	 die	 Festlegung	

der	entsprechend	zu	verwenden	Prüfchemikalie	würde	schwierig,	da	die	einzel‐

nen	 Verbindungen	 (z.B.	 Me2Hg	 und	 Me4Sn)	 extrem	 unterschiedliche	 Durch‐

bruchszeiten	zeigten.	Ein	weiterer	Vorteil	der	hier	vorgestellten	Messzelle	ist	die	

eingebaute	Heizspirale	 unterhalb	 des	 Probenmaterials,	mit	 der	 der	 Forderung	

nach	 praxisnahen	 und	 realistischen	 Bedingungen	 der	 Handschuh‐

innentemperatur	(~33°C)	Rechnung	getragen	wird.	Die	Kopplung	der	Permeati‐

onszelle	mit	 einem	 ICP‐MS	 stellte	 zudem	 eine	 schnelle	 und	 sehr	 empfindliche	

Möglichkeit	dar	Durchbruchszeiten	metall(oid)organischer	Verbindungen	durch	

Folien	bzw.	Membranen	zu	bestimmen.		

Die	Fähigkeit	metall(oid)organischer	Verbindungen	Barrieren,	wie	etwa	Memb‐

ranen	oder	die	Haut,	 leicht	zu	durchdringen	konnte	genutzt	werden	um	so	die	

toxischen	Wirkungen	leichtflüchtiger	Verbindungen	besser	untersuchen	zu	kön‐

nen.	Da	direkte	toxikologische	Tests	mit	leichtflüchtigen	metall(oid)organischen	

Verbindungen	aufgrund	 ihrer	geringen	Stabilität	und	oft	 schlechten	Löslichkeit	

im	Zellmedium	äußerst	problematisch	sind,	wurde	ein	neues	Expositionssytem	

entwickelt	 um	 zyto‐	 sowie	 genotoxische	 Effekte	 von	 volatilen	 me‐

tall(oid)organischen	Verbindungen	untersuchen	zu	können.	Die	mit	diesem	Ex‐
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positionssytem	 erhaltenen	 Ergebnisse	 zeigten	 u.	 a.,	 dass	 Dimethylquecksilber,	

gefolgt	von	Dimethylarsiniodid,	 für	alle	drei	getesteten	Zelllinien	(CHO‐9,	CaCo,	

Hep‐G2)	 die	 höchste,	 Tetramethylzinn	 verglichen	 mit	 den	 anderen	 getesteten	

Spezies	 die	 geringste	 zytotoxische	Wirkung	 aufweist.	 Stärker	 als	 erwartet	war	

die	 toxische	Wirkung	 vom	 jeweiligen	 Zelltyp	 abhängig,	 was	mit	 unterschiedli‐

chen	Aufnahmeprozessen	erklärt	werden	konnte.	Neuere	Untersuchungen	deu‐

ten	 auf	 eine	 vergleichsweise	 geringe	 akute	 Toxizität	 von	 Trimethylarsin	 hin	

(Cullen	et	al.,	2005)	was	mit	den	hier	durchgeführten	Expositionsversuchen	be‐

stätigt	werden	konnte.	Während	anorganisches	Bismut	als	weitgehend	ungiftig	

gilt,	 konnten	mittels	 der	 hier	 eingesetzten	 Expositionskammer	 für	methylierte	

Bismutspezies	(Me3Bi)		deutliche	toxikologische	Effekte	beobachtet	werden.	Zu‐

dem	 konnte	 generell	 gezeigt	 werden,	 dass	 alle	 leichtflüchtigen	 me‐

tall(oid)organischen	Verbindungen	schon	bei	geringer	Konzentration	eine	signi‐

fikante	 zytotoxische	Wirkung	 gegen	 humane	 Zellen	 zeigen.	 Allerdings	 ist	 dies	

abhängig	von	dem	jeweiligen	Metall(oid)	sowie	des	Zelltyps.	Der	Großteil	dieser	

Arbeiten	wurde	 bereits	 im	 „Journal	 of	 Toxicology	 unter	 dem	 Titel:	 Toxicity	 of	

volatile	methylated	 species	 of	 Bismut,	 arsenic,	 tin	 and	mercury	 in	mammalian	

cells	in	vitro	”	publiziert		(Dopp	et	al.,	2011).	

Für	 Arsen	wird	meist	 die	 unterschiedliche	 Aufnahme	 einzelner	 Spezies	 in	 die	

Zellen	für	deren	toxikologische	Wirkung	verantwortlich	gemacht	und	MMA(III)	

als	wichtiger	Metabolite	 im	humanen	Arsenzyklus	beschreiben.	 Im	Rahmen	ei‐

gener,	 vorangegangener	 Arbeiten	wurden	 bereits	 die	 analytischen	 Grundlagen	

zur	 intrazellulären	 Arsenspeziierung	 geschaffen.	 Zur	Weiterführung	 dieser	 Ar‐

beiten	wurden	hier	erneut	Zellen	gegen	MMA(III)	 exponiert,	 aufgearbeitet	und	

analytisch	untersucht.	Die	 in	der	Literatur	beschriebene	verbesserte	Trennung	

der	 Arsenspezies	 bei	 Verwendung	 von	 Weinsäure	 anstelle	 von	 Malonsäure	

konnte	dabei	nicht	bestätigt	werden.	Eine	Änderung	der	Laufmittelzusammen‐

setzung	bewirkte	 lediglich	 eine	Antrennung	 von	As(III)	 und	Arsenobetain	 (As‐

Bet).	Da	As‐Bet	in	den	Zellextrakten	nicht	zu	erwarten	war,	war	es	sinnvoll	auch	

weiterhin	Malonsäure	im	Laufmittel	zu	verwenden,	da	auf	diese	Weise	auch	Mo‐

nothioarsenat	(MTA(V))	problemlos	mit	der	verwendeten	Säule	und	dem	einge‐
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setzten	Laufmittel	detektierbar	/	 trennbar	war.	Zudem	konnte	gezeigt	werden,	

dass	geringe	Chloridkonzentrationen	kaum	einen	Einfluss	auf	die	Trennung	ha‐

ben.	

In	den	Zellrückständen	der	gegen	MMA(III)	exponierten	Zellen	konnte	nach	de‐

ren	Verdau	sowohl	die	Gesamtarsenkonzentration	bestimmt,	als	auch	eine	zeit‐

abhängige	 Speziesanalyse	mittels	 HPLC/ICP‐MS	 durchgeführt	werden.	 Interes‐

sant	war	 der	Vergleich	 der	Verhältnisse	 der	mono‐	 und	 dimethylierten	Arsen‐

spezies	 in	 den	 Pellets	 und	 den	 Lysaten.	 Dieser	 Vergleich	 kann	 als	 Beleg	 dafür	

gedeutet	werden,	dass	eine	Methylierung	in	den	Zellen	stattfindet,	diese	methyl‐

ierte	Spezies	innerhalb	der	Zellen	verbleibt	und	nur	langsam	ausgeschleust	wer‐

den.	Ein	Vergleich	der	Gesamtarsenkonzentrationen	mit	den	in	den	Lysaten	ge‐

fundenen	Arsenspezies	zeigte,	dass	lediglich	etwa	0,01%	des	ges.	Arsens	umge‐

hend	 in	 freies,	 unkonjugiertes	MMAs(V)	 umgewandelt	wurde	 und	 so	 im	 Lysat	

detektiert	werden	konnte.	Aus	den	Ergebnissen	konnte	gefolgert	werden,	dass	

MMA(III)	schnell	von	HepG2‐Zellen	aufgenommen	wird,	dort	eine	Methylierung	

stattfindet	und	es	somit	zur	Bildung	einer	Dimethylarsenspezies	(DMA)	kommt.	

Durch	das	Arsen	geschädigte	Proteine	können	 ins	Lysosom	befördert	und	dort	

intrazellular	oxidativ	abgebaut	werden.	Für	eine	Methylierung	in	UROtsa‐Zellen	

konnten	keine	Hinweise,	weder	in	den	Lysaten	noch	in	den	Zellpellets,	gefunden	

werden.	Große	Teile	dieser	Arbeiten	wurden	bereits	 in	Hippler	et	al.	2011	und	

Zedrenka	et	al.	2012		publiziert.	Auf	verschiedenen	molekularen	Ebenen	wurde	

zudem	 eindeutig	 nachgewiesen,	 dass	 es	 sich	 bei	 den	 verwendeten	 "UROtsa"‐

Zellen	 tatsächlich	 um	 die	 urotheliale	 Krebszellinie	 T24	 handelt	 (Johnen	et	al.,	

eingereicht).	
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XI	

Anhang	‐	Arsenspezies	im	Bier	

Die	folgende	Abbildung	zeigt	die	mittels	HPLC/ICP‐MS	bestimmte	Arsenspezies‐

verteilung	 in	verschiedenen	deutschen	Biersorten.	 In	allen	Sorten	 ist	As(V)	die	

dominierende	Spezies.	In	vier	der	fünf	Sorten	ist	neben	As(III)	und	DMA(V)	eine	

weitere,	 unbekannte	 Arsenspezies	 nachweisbar.	 Auffallend	 ist	 die	 sehr	 unter‐

schiedliche	Speziesverteilung.	

	

Durch	 Aufsummierung	 der	 Spezies	 werden	 Arsenkonzentrationen	 im	 Bereich	

zwischen	 9	 und	 19	 µg/l	 ermittelt.	 Diese	Werte	 zeigen	 eine	 gute	 Übereinstim‐

mung	 mit	 den	 von	 Herce‐Pagliai	 et	 al.27.	 (Hydridgenerierung	 /	 IEC‐HG‐AAS)	

publizierten	Konzentrationen	von	2	bis	28	µg/l.	Die	ermittelten	Arsenkonzentra‐

tionen	liegen	damit	zum	Teil	über	dem	von	der	WHO	empfohlenen	Grenzwert	im	

																																																								

27	Herce‐Pagliai	C,	Gonzalez	G,	Camean	AM,	Repetto	M	(1999)	Presence	and	distribution	of	arsen‐
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Anhang	–	Arsenspezies	im	Bier		

	
	

	
XII	

Trinkwasser	von	10	µg/l.	Auch	Huang	et	al.28.	haben	kürzlich	23	Bierproben	auf	

ihre	Arsenspezies	untersucht.	Auch	sie	konnten	bei	einer	Gesamtarsenkonzent‐

ration	von	0,75	bis	13,4	µg/L	Arsenat	als	Hauptspezies	im	Bier	ausmachen.	Me‐

thylierte	 Komponenten	 spielten,	 wie	 bei	 den	 hier	 durchgeführten	 Messungen,	

nur	eine	untergeordnete	Rolle.	
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species	in	wines,	rice	wines	and	beers	from	Central	European	market	(2012)	Food	Additives	&	

Contaminants:	Part	A.	Chemistry,	Analysis,	Control,	Exposure	&	Risk	Assessment	(29)	85‐93.	
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