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VYorwort

In vielen Bereichen der Umwelt-, Geo- und Biowissenschaften besteht trotz des rasch
anwachsenden Wissens ein Informationsdefizit in Fragen zur Mobilitét, zur Verfiig-
barkeit und zur Toxizitét chemischer Elemente in natiirlichen Matrices. Die Element-
speziesanalytik (ESA) hat in der jiingeren Vergangenheit gezeigt, daB sie wesentlich
zum Verstindnis solcher komplexen Vorgénge in der belebten und unbelebten Natur
beitragen kann, da sie statt der blofen Betrachtung des Gesamtgehaltes eine Diffe-
renzierung der Elemente nach ihren Bindungsformen und -zustinden erlaubt. Dies
gelingt durch die kombinierte Anwendung von Trenn- und Detektionsmethoden auch
in realen Proben. Innerhalb des rasch wachsenden Anwendungsgebietes sind Kop-
plungstechniken das ,,Non-plus-ultra‘‘, denn sie erlauben rasche und wegen der ge-
ringen Probenmanipulation weitgehend unverfilschte Aussagen iiber die nativen Ele-
mentspezies bei einem geringen Risiko von Kontaminationen und Verlusten an Ana-
lyten und deren Spezies.

Kopplungstechniken sind charakterisiert durch ein effektives Trennsystem, das
iiber ein Interface mit einem oder mehreren Detektoren verbunden ist. Bei der Wahl
der Detektoren ist zu beachten, daBl nicht nur die Elemente selbst, sondern auch de-
ren Bindungspartner nachzuweisen sind. Die parallele Anwendung element- und mo-
lekiilsensitiver Detektoren ist deshalb unabdingbar. Das Trennsystem muB3 schonend
arbeiten, um Eingriffe in die sensiblen Gleichgewichte der Spezies so gering wie mog-
lich zu halten. Ebenso wichtig jedoch ist die problemorientierte Bewertung der erhal-
tenen Ergebnisse.

In dieser Monographie soll der gegenwirtige Stand der Kopplungstechniken im
Bereich der Elementspeziesanalytik dargestellt und anhand von Anwendungsbeispie-
len verdeutlicht werden. Bei der Auswahl dieser Beispiele konnten nicht alle Gebiete
der Speziesanalytik gleichermafen beriicksichtigt werden. Wegen der besonderen Be-
deutung der Kopplungstechniken fiir biologische Matrices, insbesondere im Hinblick
auf die Verfiigbarkeit und Toxizit4t mancher Spezies, wurden entsprechende Anwen-
dungen bevorzugt beschrieben. Dabei werden nicht nur Kopplungstechniken vorge-
stellt, denen heute bereits ein gewisser Stellenwert zukommt, sondern auch die, die
allem Anschein nach in der ndheren Zukunft hiufiger zum Einsatz kommen werden.
Auch die Grenzen der heute verfiigbaren Moglichkeiten werden diskutiert. Dennoch
sind bereits jetzt wesentliche Fortschritte auf diesem sehr innovativen Gebiet der
Spurenanalytik zu sehen, was fiir Fachleute der geologischen und biologischen Diszi-
plinen einschlieBlich der humanmedizinischen Ausrichtungen interessant sein wird.
Manchen Laien wird diese Art der Analytik sicherlich interessieren, da die Darstel-
lung des Themas relativ leicht nachvollziehbar ist und Lésungen fiir verschiedene
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aktuelle Fragestellungen ohne fachchinesische Attribute diskutiert werden. Es ist
wichtig zu betonen, daB sich noch viele der beschriebenen Kopplungstechniken in
der Entwicklung befinden und einige noch nicht iiber den Zustand der Bastelphase
hinausgelangt sind, so daf} bis zur tatsichlichen Anwendungsreife hiiufig noch ein
langer Weg zuriickzulegen sein wird. Kommerziell erhiltliche Losungen fehlen fast
ganz. Man darf gespannt sein, welche Schwerpunkte sich in der Entwicklung von
Kopplungstechniken in der Speziesanalytik kiinftig herausbilden werden.

Am Ende eines jeden Kapitels befindet sich ein Literaturanhang, der sich an ein-
prigsamen Beispielen orientiert und deshalb keinen Anspruch auf Vollstindigkeit er-
hebt. Es wurde die alphabetische Reihenfolge gewshlt. Mafgeblich fiir die Reihen-
folge ist der Name des Erstautoren ohne Zusitze wie van, von etc.

Diisseldorf, im September 1995 J. Begerow
L. Dunemann
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1 Einleitung und Ubersicht

Zur Beschreibung und Bewertung von Stoffkreisldufen in der unbelebten und in der
belebten Umwelt, mit dem Menschen als einem Teil davon, werden zuverlédssige Ana-
lysenstrategien benétigt. Der Einsatz solcher Strategien darf sich jedoch nicht nur
auf die qualitative und quantitative Erfassung von Elementen beschrinken, sondern
muf} auch ihre Bindungsformen beriicksichtigen. Die Erkenntnis setzt sich mehr und
mehr durch, daB die Kenntnis der Gesamtgehalte z. B. von Schwermetallen nicht aus-
reicht, um deren Mobilitéit und Verfiigbarkeit sowie die moglichen Effekte dieser Ele-
mente auf biogeochemische Stoffkreisldufe bzw. geologische oder biologische Sy-
steme zu erklaren. Das wesentliche Problem stellt dabei die hohe Komplexitét realer
Matrices dar. Die Anwendung spektroskopischer Methoden allein reicht im allgemei-
nen nicht aus, um solche Fragestellungen erfolgreich zu 16sen. Tabelle 1-1 zeigt an
wenigen Beispielen, welche Fragen mit Hilfe der Speziesanalytik beantwortet werden
konnen. Sie macht auch deutlich, daf3 die Anwendung von Trennmethoden unab-
dingbar ist, wenn einzelne Spezies oder bestimmte Gruppen von Spezies nachgewie-
sen werden sollen.

Tabelle 1-1. Ausgewihlte Fragestellungen zur Elementspeziesanalytik von Schwermetallen.

Fragestellung Matrix Spezies (Beispiel) Trennmethode
Mobilitit Sedimente Fe(IT)/Fe(I1I) Extraktion
Cr(III)/Cr (VD)

Verfiigbarkeit Nahrungsmittel Protein-Komplexe HPLC
Stabilitit Wisser Humins4ure-Komplexe HPLC
Toxizitat Nahrungsmittel Hg-anorg./Hg-org. GC

Wisser As-anorg./As-org. Extraktion
Mobilisierbarkeit Béden Chelate Filtration

Extraktion

Nach der Trennung bieten sich prinzipiell zwei Wege zur Bestimmung/Charakteri-
sierung der Spezies an:

1) Sammeln von Fraktionen und anschlieBende Detektion (Off-line-Verfahren).
2) Kopplung des Trennmoduls mit einem Detektormodul (On-line-Verfahren).

Beide Wege werden in der Praxis beschritten; ihr Erfolg hiingt von der Aufgaben-
stellung und der vorhandenen apparativen Ausstattung ab. Wenn die nachzuweisen-
den Spezies stabil sind, kann Weg 1) zu einem sinnvollen Ergebnis fithren. Viele Rou-
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tineanalysen zu Fragen der Mobilitdt von Metallen aus Baumaterialien oder Werk-
stoffen werden deshalb mit dieser verhiltnismiBig einfachen Technik durchgefiihrt.
Die Anwendung von Kopplungstechniken in der Elementspeziesanalytik ist immer
dann notwendig, wenn die Spezies nicht stabil sind oder der Zeit- und Personalauf-
wand fiir das Off-line-Verfahren zu hoch ist. Kopplungen fithren in vergleichsweise
kurzer Analysenzeit zu Ergebnissen, da die Detektion direkt am Auslafl des Trenn-
moduls erfolgt. Im Idealfall liegt das Ergebnis in ,,Echtzeit* vor, d.h. wenige Millise-
kunden nach der Trennung. Das Risiko von Spurenverlusten und -kontaminationen
kann wegen des Arbeitens in einem quasi-geschlossenen System besser minimiert
werden als bei den entsprechenden Off-line-Verfahren. Dadurch wird die Reprodu-
zierbarkeit des Verfahrens verbessert. Besonders vielversprechend scheint die kombi-
nierte Anwendung von Trenn- und Detektionsmethoden auf die Analytik besonders
empfindlicher Elementspezies zu sein. Als geeignete Trennmethoden haben sich so-
wohl gas- und flussigkeitschromatographische als auch kapillarelektrophoretische
Verfahren erwiesen. Als Detektionsmethoden sind sowohl atomspektrometrische
Methoden als auch kontinuierliche photo- und fluorimetrische Durchflufiverfahren
zu nennen. Zur Untersuchung von Metallbindungspartnern bzw. von Gesamtspezies
sind schwingungsspektroskopische und massenspektroskopische Detektoren interes-
sant, die immer mehr Bedeutung auch in Arbeiten zur Speziesanalytik finden.



2 Elementspeziesanalytik (ESA)

Die herkdmmliche Analytik 148t nur Aussagen iiber die in einer Probe vorhandenen
Gesamtgehalte von Elementen auf der einen und von organischen Verbindungen auf
der anderen Seite zu. Auf eine Differenzierung der Gesamtgehalte in einzelne Spezies
wird dabei bewuf3t verzichtet, weil eine weitgehende Uniformierung der Spezies Vor-
aussetzung fiir eine erfolgreiche Analytik von Gesamtgehalten ist.

Erst die Verkniipfung der anorganischen und der organischen Analytik, ein-
schlieBSlich der Verwendung von Trennoperationen, erméglicht detailliertere Aussa-
gen iiber das tatsichliche Vorliegen von Elementen in ihrer Matrix. Unter Spezies
sind sdmtliche physikalischen und chemischen Zustands- und Bindungsformen eines
Elements zu verstehen, die in Abhiingigkeit der Umgebungsbedingungen auftreten
kénnen.

Die Elementspeziesanalytik (ESA) erlaubt, wenn sie konsequent angewendet wird,
mehr als nur die Unterscheidung der Oxidationsstufen eines Elements oder die Be-
stimmung bereits bekannter Elementspezies. In vielen Fillen konnen mit Hilfe der
ESA Eigenschaften auch (noch) unbekannter Spezies oder sogar von Speziesgruppen
untersucht werden. Der entscheidende Vorteil gegeniiber anderen Untersuchungsver-
fahren ist dabei, dafl auf zeitaufwendige Schritte der Probenaufbereitung durch
Fraktionierung oder Reinigung (Isolierung) einzelner Substanzen verzichtet werden
kann. Einige ESA-Verfahren erlauben bereits erste Aussagen iiber das Verhalten ein-
zelner Metalle in ihrer natiirlichen Umgebung, so z.B. iiber dessen Mobilitit in
einem Umweltkompartiment. Auch fiir biologische Matrices sind solche Verfahren
in Ansétzen bekannt, hier sind vor allem die Verfiigbarkeit (z.B. ,,Bio”-Verfiigbar-
keit) und die Toxizitdt von Elementspezies interessante Parameter.

Dennoch sollte die ESA nicht, wie vereinzelt geschehen, als ,,neue Analytik* be-
zeichnet werden. Die Speziesanalytik ist, so wie wir sie heute kennen, lediglich die
konsequente Weiterentwicklung konventioneller Verfahren und die Verkniipfung die-
ser Verfahren zu einer Analysenstrategie mit dem Ziel, so viele Informationen wie
moéglich iiber die Spezies und ihre potentiellen Effekte zu erhalten. Dabei entspre-
chen die analytischen Werkzeuge in vielen Fillen denen der konventionellen Analy-
tik. Auch wenn anzunehmen ist, dafl die ESA in Zukunft einen erheblich héheren
Stellenwert im Bereich der Analytischen Chemie einnehmen wird, ist es fiir ihre allge-
meine Akzeptanz und zu erwartende Diskussionen giinstiger, sie nicht als ,,high so-
phisticated* einzustufen, sondern ihr eine realistische Bewertung zukommen zu
lassen.

Fiir die auf diesem Gebiet tatigen Analytiker ist es unerlidBlich, sich kontinuierlich
tiber die neuesten Entwicklungen zu informieren. Die Zahl der Publikationen ist in
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den letzten Jahren exponentiell gestiegen und neue Untersuchungsstrategien kom-
men laufend hinzu. Durch das sich ausbreitende Interesse an der ESA, das auch
durch die 6ffentliche Diskussion beschleunigt wird, werden in Kiirze viele neue Me-
thoden und Strategien hinzukommen, iiber die bisher allenfalls nachgedacht wird.
Der im Vergleich zur konventionellen Analytik groBe Aufwand fiir einzelne Analysen
wird relativiert durch den hoheren Informationsgehalt der Ergebnisse. Neue Aufga-
ben fiir die ESA werden aus dem Verstindnis immer komplexerer Vorginge in der
belebten und unbelebten Umwelt verbunden mit gezielten Fragestellungen hervor-
gehen,

Mehrere Definitionen sind in der Vergangenheit verwendet worden, um Element-
speziesanalytik von der herkommlichen, nicht differenzierenden Analytik der Ge-
samtgehalte der Elemente abzugrenzen. Die wichtigsten dieser Definitionen sollen in
Abschnitt 2.2 gegeben werden. Zunéchst soll jedoch die Frage beantwortet werden,
warum iiberhaupt eine Analytik benétigt wird, die die Elemente nach ihren Spezies
differenziert. Spezies sollen dabei zunachst dhnlich allgemein wie in der Biologie, aus
der diese Bezeichnung stammt, als unterschiedliche (Erscheinungs-)Formen betrach-
tet werden.

2.1 Warum Elementspeziesanalytik?

Die ESA umfafit sowohl die Differenzierung eines Elements nach seinen unterschied-
lichen Oxidationsstufen als auch die Untersuchung der Art der Bindung eines Ele-
ments an anorganische oder organische Bindungspartner. Es ist schon vergleichs-
weise frith gelungen, einfache Elementspezies nachzuweisen, z. B. in Form der unter-
schiedlichen Oxidationsstufen der Elemente Eisen, Chrom und Arsen, in Form von
niedermolekularen Spezies der Elemente Blei, Arsen, Zinn und Quecksilber (z. B. Al-
kylverbindungen) oder als héhermolekulare Spezies der Metalle Eisen, Cadmium
und Zink (z.B. Metalloporphyrine, Metalloproteine, Metallothioneine). Allerdings
sind hier h#ufig jeweils nur sehr punktuelle Untersuchungen mit ausgewahlten
Fragestellungen durchgefiihrt worden, ohne auf eine breitere Anwendbarkeit der an-
gewandten Verfahren zu achten.

Der Gebrauch des Terms ,,Speciation‘ soll hier weitgehend vermieden werden, da
er insgesamt drei Bedeutungen hat, die leider in unterschiedlichen Zusammenhéngen
benutzt werden und deshalb leicht mifiverstanden werden kénnen [2.5, 2.10]:

a) Bezeichnung fiir die Zusammensetzung der Elementbindungsformen in einer Ma-
trix bzw. die vollstindige Aufkldrung eines Analytmolekiils, in dem ein bestimm-
tes ,,Ziel”’-Element enthalten ist (statischer Speciation-Begriff);

b) Wechsel der Bindungsformen in einer Matrix (dynamischer Speciation-Begriff);
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¢) Vorgang der Bestimmung und Charakterisierung von Bindungsformen in einer
Matrix (analytischer Speciation-Begriff).

Wird in dieser Monograhie der Begriff ,,Speciation® verwendet, ist er als analyti-
scher ProzeB (Definition c) zu verstehen. Uberwiegend wird jedoch die Bezeichnung
Elementspeziesanalytik (ESA) gebraucht.

Die wichtigsten Arten von Elementspezies sollen auf den nichsten Seiten kurz be-
schrieben werden. In Tabelle 2-1 sind einige Beispiele der wichtigsten Speziesarten
aus Literaturquellen angegeben. Uber Einzelheiten zur Speziesanalytik informieren
einige interessante Monographien und Reviewartikel [2.3, 2.5, 2.9, 2.11, 2.18, 2.19,
2.35].

Tabelle 2-1. Literaturbeispiele zur Elementspeziesanalytik.

Spezies Element Matrix Literatur
Oxidationsstufen Fe Wein [2.1]

Cr Boden [2.12, 2.31)
Niedermolekulare Spezies As Biomatrices [2.2, 2,25]

Se Blut [2.8]

Sb Sedimente, Béden [2.7]

Hg Biomatrices [2.21]

Sedimente [2.38]

Pb Urin [2.6]
Hohermolekulare Spezies Cd, Zn Leber [2.14]

Cd Pilze [2.22)

Cu Lebensmittel, Blut [2.32]

Be Blut [2.33]

2.1.1 Oxidationsstufen-Spezies

Die einfachste und vielleicht bekannteste Form der ESA ist die Differenzierung zwi-
schen den verschiedenen Oxidationsstufen eines Elements, die in Abhéngigkeit von
den Umgebungsbedingungen (z. B. pH, Redoxverhiltnisse, Temperatur, Konzentra-
tion) in unterschiedlichen Verhéltnissen auftreten. Die Unterscheidung zwischen Ei-
sen(IT) und Eisen(III) ist ein Paradebeispiel fiir diese Art der Speziesanalytik. Man
weif} heute, daB nur losliche Fe(II)-Verbindungen gegen Eisenmangel beim Menschen
wirken, dies findet bei der medikament6sen Applikation Beriicksichtigung. Das Re-
doxpaar Fe(II)/Fe(I1I) hat aber auch eine wesentliche Bedeutung in Béden und Wis-
sern, so daf} auch hier seine Unterscheidung wiinschenswert ist. Beim Chrom ist eine
Differenzierung zwischen den am hiufigsten auftretenden Oxidationsstufen +3 und
+6 sogar von toxikologischer Relevanz. Wihrend Cr(III) zu den essentiellen Spuren-
stoffen z&hlt, die dem Kérper zugefithrt werden miissen, gilt Cr(VI) auch in geringen
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Konzentrationen als toxisch. Diese und weitere Beispiele sind in Kapitel 4 ausfiihrlich
beschrieben.

2.1.2 Niedermolekulare Spezies

Die wichtigsten niedermolekularen Spezies in Umweltmatrices und biologischen Pro-
ben sind die Alkylverbindungen der Elemente Blei, Arsen, Zinn und Quecksilber.
Die Eigenschaften eines Metalls oder Metalloids kénnen sich durch eine oder meh-
rere Alkylgruppen gravierend dndern., Die Loslichkeit und die Verfiigbarkeit der Spe-
zies dndern sich beim Ubergang vom ionogenen in den alkylierten Zustand drastisch,
da die Spezies sich in ihrer Hydrophilie 4ndern. Gleichzeitig &ndert sich auch die
Toxizitét der Spezies. Interessanterweise sind jedoch nicht alle alkylierten Spezies to-
xischer als die ionogenen. Wihrend Quecksilber als hydratisiertes Hg(II)-Ion relativ
untoxisch ist, ist die Toxizitdt von Methyl-Hg sehr hoch (s. Minamata-Krankheit).
Fiir Arsen trifft jedoch das Gegenteil zu: Monomethylarsonsdure (MMAA) ist weni-
ger toxisch als das ionogene As(III) oder As(V). Dem Arsenobetain, das hauptsach-
lich in Fischen vorkommt, wird sogar praktisch keine Toxizitdt mehr zugeschrieben.

2.1.3 Hohermolekulare Spezies

Metalloporphyrine, Metalloproteine und Metallothioneine sind Beispiele fiir héher-
molekulare Bindungsformen, die ganz andere Eigenschaften haben als die ,,freien*
Metallionen. In der Literatur sind auch zu diesem Bereich viele Untersuchungen be-
schrieben worden, die aber weitgehend nur die stabilen Formen beriicksichtigen. Am
bekanntesten diirften die Metallothioneine sein, das sind cysteinreiche Polypeptide
im Molekulargewichtsbereich zwischen einigen 1.000 g/mol und 10.000 g/mol, die
wegen ihres hohen Schwefelgehaltes in der Lage sind, in vivo Cadmium, Quecksilber
und andere Schwermetalle zu binden und damit eine ,,Entgiftungsfunktion‘ zu tiber-
nehmen. Auch viele Enzyme, die Metalle als aktive Bindungszentren enthalten, geh6-
ren in diese Speziesgruppe.

Weniger gut untersucht sind die Metalloproteine, deren Existenz zwar seit langem
bekannt ist, die aber bisher nur in Form ihrer Verteilungsmuster in Lebensmitteln
oder Blutproben als Objekte der Speziesanalytik in Erscheinung getreten sind. Von
dieser Gruppe von Elementspezies sind weitere Erkenntnisse iiber den Einfluf} der
Stabilitdt der Metallbindungen auf ihre Verfiigbarkeit bzw. ihre Toxizitét zu erwar-
ten. Das Interesse gilt hier also nicht nur den stabilen Komplexen, sondern auch den
labilen Zustandsformen, die durch Ligandenaustauschreaktionen in andere Formen
umgewandelt werden kénnen.



