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Abstract

In many problem definitions, the information about the total content of an element in a
biological context is not enough, in order to judge its effects. Detailed knowledge of the bond
forms and oxidation stage has become increasingly important, since the chemical form can
affect the behaviour of the element strongly. This distinction is the subject of species
analytics. Only via this route, it is possible to estimate the toxicity reactivity or accumulation

tendency in environmental and biological samples.

In order to determine different species of an element analytically, in the last years coupling of
several analytic methods has been established for various instances. However, these

techniques must be individually co-ordinated with appropriate setting of tasks.

This work shows some of these speciation possibilities in respect to antimony compounds.
Methods are introduced, which allow separating and detecting the inorganic species of
antimony by ion chromatographic and electrophoresis separation. Methods have been tested
using different conditions and detection systems to optimise these techniques. The methods
should be used to describe the behaviour of antimony in biological systems, especially to
investigate the fate of antimony species in the cells of the Leishmaniasis parasites. The most
important species of this element, which are found in biological samples, are the inorganic

compounds of Sb(IIT) and Sb(V).

In particular, couplings of the separation process (anion chromatography) with the element-
specific detection methods like inductive coupled plasma with atomic emission and mass
spectrometry (ICP-AES and ICP-MS) have been developed. In addition, capillary zone

electrophoresis has been used as separation method for the antimony species.

With the development of efficient procedures, the investigation of analytical parameters like
the reproducibility and the applicability for different matrices became crucial. In addition, a
good detection limit should be achieved in order to be able to examine liquid samples without
a further sample preparation. This work contains the investigation of antimony species in
biological samples from the medical range, like cell and tissue samples from Leishmaniasis, a

widespread parasitic infection.

Keywords: Antimony speciation, ion chromatography, electrophoresis, Leishmaniasis
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Abstrakt

Bei vielen Problemstellungen reicht die Fragestellung nach dem Gesamtgehalt eines
Elementes in einem biologischen Kompartiment nicht aus, um seine Wirkungen sicher zu
beurteilen. Vielmehr sind Informationen zu den jeweiligen Bindungsformen und
Oxidationsstufen wichtig, da die chemische Form das Verhalten des Elementes stark
beeinflussen kann. Diese Unterscheidung ist Gegenstand der Speziesanalytik. Erst dann wird

es moglich, Aussagen iiber die Toxizitdt, Reaktivitidt oder Akkumulationstendenz zu treffen.

Um unterschiedliche Spezies eines Elementes analytisch zu bestimmen, haben sich in den
letzten Jahren Kopplungen mehrerer analytischer Methoden immer stirker etabliert. Diese

miissen jedoch individuell auf die entsprechende Aufgabenstellung abgestimmt sein.

In Rahmen der vorliegenden Arbeit sollen Beitrdge zur Speziesanalytik von Antimon geliefert
werden. Es sollen Analysenverfahren entwickelt werden, die eine Speziation, also
Unterscheidung unterschiedlicher Verbindungen eines Elementes und ihre nachweisstarke
Detektion ermdglichen. Die Applikation der Verfahren soll zur Charakteristik des Verhaltens
von Antimon in biologischen Systemen, besonderes bei der Behandlung der Zellen der
Leishmaniose eingesetzt werden. Insbesondere bestand die Aufgabe, Kopplungen der
Anionenchromatographie mit den elementspezifischen Detektionsmethoden Plasma-
Atomemissions- und Massenspektrometrie (ICP-AES und ICP-MS) zu entwickeln. Neben der
Chromatographie soll auch die Kapillarzonenelektrophorese als Trennverfahren fiir die
Spurenanalytik nutzbar gemacht werden, indem eine Trennung fiir die Antimonspezies
ermOglicht wird. Die wichtigsten Spezies dieses Elements, die in biologischen Proben

angetroffen werden, sind die anorganischen Verbindungen von Sb(III) und Sb(V).

Die vorliegende Arbeit beinhaltet die Untersuchung von Antimonspezies in biologischen
Proben aus dem medizinischen Bereich, wobei Zellextrakte und Gewebeextrakte von
Leishmaniose, eine weitverbreitete parasitiare Infektion, untersucht wurden. Die Untersuchung
an Zellproben und Gewebeproben von Leishmania donovani soll zur Aufkldrung des
Mechanismus der Toxizitdt und der Resistenz in manchen Stimmen beitragen. Verglichen
werden sollten dabei Promastigoten und Amastigoten eines nicht antimonresistenten und

eines Sb(V)-resistenten Stammes.

Keywords: Antimonspeziation, lonenchromatographie, Elektrophorese, Leishmaniose
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1. Einleitung 1

1 Einleitung

Bei vielen Problemstellungen reicht die Fragestellung nach dem Gesamtgehalt eines
Elementes in einem biologischen Kompartiment nicht aus, um seine Wirkungen sicher zu
beurteilen. Vielmehr sind Informationen zu den jeweiligen Bindungsformen und
Oxidationstufen wichtig, da die chemische Form das Verhalten des Elementes stark
beeinflussen kann. Diese Unterscheidung ist Gegenstand der Speziesanalytik. Erst dann wird

es moglich, Aussagen iiber die Toxizitdt, Reaktivitidt oder Akkumulationstendenz zu treffen.

Um unterschiedliche Spezies eines Elementes analytisch zu bestimmen, haben sich in den
letzten Jahren Kopplungen mehrerer analytischer Methoden immer stérker etabiliert. Diese

missen jedoch individuell auf die entsprechende Aufgabenstellung abgestimmt sein.

In Rahmen der vorliegenden Arbeit sollen Beitrdge zur Speziationsanalytik von Antimon
geliefert werden. Es sollen Analysenverfahren entwickelt werden, die eine Speziation, also
Unterscheidung unterschiedlicher Verbindungen eines Elementes und ihre nachweisstarke
Detektion ermoglichen. Zur Optimierung dieser Verfahren sollen unterschiedliche
Bedingungen und Detektionssysteme gestellt werden. Die Applikation der Verfahren soll zur
Charakteristik des Verhaltens von Antimon in biologischen Systemen, besonderes bei der
Behandlung der Zellen der Leishmaniose eingesetzt werden. Insbesondere bestand bei der
vorliegenden Arbeit die Aufgabe, Kopplungen der Anionenchromatographie mit den
elementspezifischen Detektionsmethoden Plasma-Atomemissions- und Massen-spektrometrie
(ICP-AES und ICP-MS) zu entwickeln. Neben der Chromatographie soll auch die
Kapillarzonenelektrophorese als Trennverfahren fiir die Spurenanalytik nutzbar gemacht
werden, indem eine Trennung fiir die Antimonspezies ermoglicht wird. Die wichtigsten
Spezies dieses Elements, die in biologischen Proben angetroffen werden, sind die

anorganischen Verbindungen von Sb(III) und Sb(V).

Mit der Entwicklung leistungsfihiger Verfahren zur Spezies-Bestimmung sollen in dieser
Arbeit methodische Voraussetzungen geschaffen werden. Es sollte auch eine gute
Nachweisgrenze z. B. durch Anreicherungen der Analyten erreicht werden, um bei fliissigen

Proben auf eine weitere Probenvorbereitung verzichten zu konnen.
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Die vorliegende Arbeit beinhaltet die Untersuchung von Antimonspezies in biologischen
Proben aus dem medizinischen Bereich, wobei Zellextrakte und Gewebeextrakte untersucht

wurden.

Die Untersuchung an Zellproben und Gewebeproben von Leishmania donovani soll zur
Aufklarung des Mechanismus der Toxizitdit und der Resistenz in manchen Stimmen
beitragen. Verglichen werden sollten dabei Promastigoten und Amastigoten eines nicht

antimonresistenten und eines Sb(V)-resistenten Stammes.

Leishmaniose [1] ist eine weitverbreitete parasitire Infektion, die durch den Stich einer
erkrankten Miicke, einer weibliche Phlebotome (siche Kapitel 6), auf den Menschen
ibertragen wird und nach den klinischen Symptomen als kutane-, mukokutane oder viszerale

Leishmaniose bezeichnet wird.

Folgende Fragestellungen sollten bearbeitet werden:

- Gibt es Unterschiede bei der Akkumulation von Sb(III) und Sb(V) durch die genannten
Zellreihen?

- Kommt es zu einer Reduktion von Sb(V) in den Zellkulturen?

- Ist die Reduktionsaktivitit zeitabhingig oder konzentrationsabhédngig?

- Sind weitere Antimonmetabolite in den Zellen nachweisbar?

Fiir die Bearbeitung der ersten Frage wurde der Gesamtantimongehalt mit [CP-MS bestimmt.
Die anderen Punkte wurden mit den verschiedenen speziesanalytischen Verfahren (IC-ICP-

MS bzw. -ICP-MS) untersucht.
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2 Elementspeziesanalytik (ESA)

In der bisherigen Forschung lassen sich zwei Formen der Analytik unterscheiden: Bei der
organischen Analytik steht neben der Quantifizierung des Kohlenstoff-, Wasserstoff- und
Sauerstoffgehaltes die genaue Aufklarung der Struktur im Vordergrund der Forschung.
Herkémmliche Analysenmethoden innerhalb der anorganischen Analytik dienen dazu,
Gesamtgehalte von Elementen oder deren Verbindungen in verschiedenen Matrizes zu
bestimmen. Man verzichtet dabei bewusst auf eine Unterteilung dieser Gesamtgehalte in
einzelne Verbindungen, weil fiir eine erfolgreiche Bestimmung der Gesamtgehalte eine
Uniformierung der Spezies (der Begriff wird im folgenden erklért), z. B. durch die

Atomisierung in einem induktiv gekoppelten Plasma (ICP), Voraussetzung ist.

Die Speziesanalytik dagegen stellt einen relativ neuen Zweig innerhalb der Analytischen
Chemie dar, welcher die genaue Untersuchung von Bindungsformen und die
Strukturaufkldrung in die anorganische Analytik eingefiihrt hat. So konnen z. B. die
Unterscheidung von Hg (I)/Hg(I) im anorganischen Trennungsgang [2] sowie die selektiven
Extraktionsprozesse flir Bodenanalytik [3] konnen als Anfange der Speziesanalytik angesehen
werden. Die Entwicklung immer leistungsfdhigerer Gerite, wie der ICP-MS (Induktiv
gekoppeltes Plasma-Massenspektrometrie), mit Nachweisgrenzen im unteren nmol-L™'-
Bereich, macht heutzutage die Ausdehnung auf weitere Elemente und neue Fragestellungen
moglich, weil die einzelnen Speziesgehalte in der Regel deutlich geringer sind als die
Gesamtgehalte. Die Vielfaltigkeit der Methoden und Ansatzpunkte der Speziesanalytik macht
eine Begriffsdefinition schwierig. Derzeit arbeitet die IUPAC an einer einheitlichen
Definition. Es sei an dieser Stelle die allgemein anerkannte Definition von Ure et al. [4]

genannt, die als Grundlage fiir eine einheitliche Begriffsbestimmung dienen sollte:

Unter Elementspezies sind samtliche physikalischen und chemischen Zustands- und
Bindungsformen eines Elements, die in Abhangigkeit der Umgebungsbedingungen

auftreten konnen, zu verstehen [5].

Das Interesse an der Elementspeziesanalytik wuchs mit der neueren Erkenntnis, dass die
Mobilitit, die Verteilung und Bioverfiigbarkeit der chemischen Elemente, ihre Toxizitdt und
damit ihr Gefadhrdungspotential, weniger von ihrem Gesamtgehalt abhéngig sind, als vielmehr

von der spezifischen chemischen Form. Als klassisches Beispiel sei hier die Unterscheidung
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zwischen Cr(IIl) und Cr(VI) genannt. Cr(IIl) zéhlt zu den essentiellen Spurenstoffen, die dem
Korper zugefiihrt werden miissen, wohingegen Cr(VI) schon in geringen Konzentrationen
toxisch wirkt. Ein anderes Beispiel ist die Differenzierung von As(IIl) und As(V), die von
Bedeutung ist, da ersteres im Gegensatz zum zweiten karzinogen und deutlich toxischer ist.
Vielfach werden in der Literatur wie auch in der vorliegenden Arbeit die Begriffe
»dpeziesanalytik®, ,,Speziierung®, ,,Speziation* und das englische ,,Speciation‘ als Synonyme

fir die ESA verwendet.

Als Haupteinsatzbereiche der Speziierung sind neben den Abschidtzungen des
Gefahrdungspotentials von Kontaminationen im Umweltbereich die Untersuchungen von
Metabolisierungen und Wirkungsweisen von Metallen und Metallverbindungen in
verschiedenen, hdufig biologischen Matrizes zu sehen. Noch mehr als die
Gesamtgehaltsbestimmung ist sie daher Bestandteil interdisziplindrer Projekte mit Beteiligung
von Biologie, Medizin, Veterindrmedizin und Pflanzenphysiologie. Im klassischen Gebiet der
ESA, der Umweltanalytik, unterscheidet man die Kompartimente Atmosphdre, Wasser,
Boden und Biota, d.h. Mikroorganismen sowie pflanzliche und tierische Lebewesen [6].
Dabei miissen in jedem Bereich spezielle Anforderungen in bezug auf die Zusammensetzung
der Matrizes, die erwarteten Spezies und den Konzentrationsbereich beriicksichtigt werden.
Daraus ergeben sich angepasste Verfahren, z. B. die sequentielle Extraktion fiir die
Bodenanalytik [7], die Verbindung von GroBenausschluss-Chromatographie und
elementspezifischer Detektion fiir die Analyse von Pflanzenextrakten [8] oder die

chromatographische Trennung von Komplexen in wissriger Matrix [9, 10].

Die vorliegende Arbeit beinhaltet die Untersuchung von Antimonspezies in biologischen
Proben aus dem medizinischen Bereich, wobei in erster Linie Zellextrakte untersucht wurden.
Die Besonderheiten und Probleme der Matrix und der Speziesanalytik von Antimon werden

im Kapitel 0 mit den analytischen Methoden und Ergebnissen vorgestellt.

2.1 Elementspeziesarten

Aus der Definition von Ure et al. geht hervor, dass die Speziierung sowohl die
Differenzierung eines Elements nach seinen unterschiedlichen Oxidationsstufen als auch die
Unterscheidung der Art der Bindung eines Elementes an anorganische oder organische
Bindungspartner umfasst. Anhand einiger ausgewdhlter Beispiele sollen nun die wichtigsten

Elementspeziesklassen kurz erklart werden.
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Oxidationstufen-Spezies

Die Unterscheidung zwischen verschiedenen Oxidationsstufen eines Elementes ist vielleicht
die einfachste und bekannteste Form der ESA, als deren wichtigste Vertreter bereits die Cr-
und die As-Speziierung benannt wurden. Auch bei Antimon spielen die Oxidationsstufen eine
wichtige Rolle in der Erforschung der Tropenkrankheit Leishmaniose (siche Kapitel 6 und 7)
[6]. Diese Spezies werden im wesentlichen von den Umgebungsbedingungen, wie z. B. der
Temperatur, den Redoxverhéltnissen, den Konzentrationen, vorhanden Reaktionspartnern und
Komplexbildnern und dem pH-Wert beeinflusst [11, 12]. Beim Eisen ist eine Differenzierung
zwischen den Oxidationsstufen II und III fiir den Menschen von Relevanz, da z. B. nur
16sliche Fe(Il)-Praparate (meist Fe(II)-gluconat) gegen Eisenmangel wirken. Zudem spielt das
Redoxpaar Fe(Il)/Fe(Ill) in Umweltproben eine wichtige Rolle, sodass auch hier eine

Unterscheidung wiinschenswert ist.

Niedermolekulare Spezies

Hierzu zéhlen als die wichtigsten Vertreter in Umweltmatrizes und biologischen Proben die
Alkylverbindungen der Elemente Arsen, Blei, Quecksilber und Zinn. Bei dem Ubergang in
den alkylierten Zustand &ndern sich wegen der Reduzierung der Hydrophilie die Loslichkeit
und die Bioverfiigbarkeit der Spezies drastisch. Héufig dndert sich auch die Toxizitit der
Spezies stark. Es kann jedoch nicht verallgemeinert werden, dass alle alkylierten Spezies
toxischer als ihre entsprechenden ionischen Erscheinungsformen sind, da z. B. die Toxizitét
von Methylquecksilber sehr hoch ist, wihrend Quecksilber als hydratisiertes Hg (II)-lon
relativ untoxisch ist. Beim Arsen geht der Trend in die andere Richtung, hier ist die
Monomethylarsonsdure weitaus weniger toxisch als As(IIl) und As(V), wihrend Arsenobetain

sogar fast keine Toxizitdt aufweist [13].

Hohermolekulare Spezies

Beispiele fiir diese Speziesklasse sind Metalloproteine, Metallothioneine und Metallo-
porphyrine. Unter Metalloproteinen versteht man generell Proteine, deren rdumliche Struktur
durch das zentrale Metall-lon bestimmt wird, wohingegen Metallothioneine Metall-Ionen
binden durch eine ionische Verbindung Metall-Schwefel und dadurch zur
Schwermetallentgiftung beitragen [14]. Metalloporphyrine bestehen aus Tetrapyrrol-
Segmenten mit unterschiedlichen ionischen Metallen als Zentralatom. Sie erfiillen wichtige
biologische Aufgaben z. B. beim Sauerstofftransport (Fe), bei der Photosynthese (Mg) und bei

der Transmethylierung (Co) [7]. Diese Spezies weisen durch das komplexe Bindungsmuster
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ganz andere Eigenschaften als die freien Metallkationen auf. Man kann in Zukunft weitere
Erkenntnisse iiber den Einfluss der Stabilitit von Metallbindungen auf ihre Verfligbarkeit
bzw. ihre Toxizitdt erwarten. Somit riicken neben den stabilen Komplexen auch labile
Bindungsformen, die durch Ligandenaustausch in andere Formen umgewandelt werden, in

das Interesse der ESA.

Physikalisch gebundene Spezies

Physikalische Prozesse wie Adsorption an festen Oberflachen oder Inklusion in festen oder
flissigen Strukturen kdnnen neben chemischen Bindungen auch die Eigenschaften von
Analyten verdndern. Diese Art von Spezies tritt hauptsidchlich in den Geowissenschaften auf.
Ein Beispiel fiir eine besonders stabile Form einer solchen Bindung ist der Einschluss von
Schwermetall-lonen in Kristallstrukturen. Die Stérke einer solchen Bindung hat praktische

Bedeutung bei der Abschitzung der Freisetzbarkeit von Schwermetallen aus Béden [15].

2.2  Systematische Ansatze fir die Speziesanalytik

Es lassen sich drei generelle Herangehensweisen fiir die ESA unterscheiden. Dies sind der
operationelle, der funktionelle und der spezifische Ansatz. Kriterien fiir diese Einteilung
ergeben sich aus den Definitionen von Spezies, Form und Phase, die verwendet werden,
sowie aus der analytischen Methodik. Im Folgenden sollen die drei Ansétze kurz erldutert

werden.

Operationeller Ansatz

Der operationelle Ansatz beschreibt die klassische Form der Speziesanalytik, wie sie z. B. bei
der Beurteilung von Bdden eingesetzt wird. Hierbei werden keine einzelnen Verbindungen
der Komplexe analysiert, sondern Fraktionen, die durch chemische oder physikalische
Techniken erhalten werden. Der Fraktionierungsprozess ist bestimmend, sodass man von
einer Definition iiber den analytischen Vorgang, die Operation, sprechen kann. Als
allgemeine Beispiele sollen hier die sequentiellen Extraktionsverfahren zur Bestimmung des
wasser- oder sidureldslichen, austauschbaren, reduzierbaren oder oxidierbaren Anteils an
bestimmten Elementen in der Probe sowie Filtration, Zentrifugation oder Dialyse von Proben
zur Abtrennung von fliissigen und festen Bestandteilen und zur Groenfraktionierung genannt
werden [6, 12]. An die Trennung schlieft sich meist offline die Detektion durch

Standardverfahren wie Atomabsorptionsspektrometrie (AAS), Induktiv gekoppeltes Plasma
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Atomemissionsspektrometrie (ICP-AES) oder Induktiv gekoppelte Plama-
Massenspektrometrie (ICP-MS) an (siehe S. 11); die Verwendung von Kopplungstechniken
spielt hier eine untergeordnete Rolle. In der vorliegenden Arbeit wurde der operationelle

Ansatz fiir die Extraktion von Zellbestandteilen nach Ultrazentrifugation eingesetzt.

Funktioneller Ansatz

Begriffe wie Pflanzenverfiigbarkeit, Mobilitit oder Bioverfiigbarkeit kennzeichnen den
funktionellen Ansatz der Speziesanalytik. Es werden auch hierbei hauptsichlich
Verbindungsgruppen und nicht einzelne Verbindungen nachgewiesen. Im Gegensatz zur
operationellen Speziesanalytik steht jedoch die Funktion der Spezies im biologischen System
oder im Umweltkompartiment im Mittelpunkt. Beispiele fiir den funktionellen Ansatz sind die
Bestimmung der Aufnahme eines Elementes durch Pflanzen, Untersuchung der Mobilitdt von
Metallen in Gewdssern und Ermittlung des bioverfiigbaren Metallanteils im Boden [12]. Die
Methodik ist prinzipiell dem operationellen Ansatz dhnlich, die Operationen werden der zu

untersuchenden Funktionalitit angepasst.

Spezifischer Ansatz

Im Gegensatz zu den vorhergehenden Ansidtzen beschiftigt sich der spezifische Ansatz mit
der genauen chemischen Form der Spezies, dabei sollen moglichst keine Gruppentrennungen
wie bei den beiden vorherigen Ansidtzen verwendet werden. Die Losung der analytischen
Fragestellung ist dadurch am komplexesten, weil besonders spezifische und empfindliche
Messmethoden eingesetzt werden miissen. Erst mit der Entwicklung der Kopplungstechniken
(siche S. 11) eroffnete sich eine Vielzahl neuer Moglichkeiten. Fortschritte gab es
hauptsdchlich in der Wasseranalytik, wo z. B. verschiedene Quecksilberspezies [16],
Zinnspezies [17] und anorganische und methylierte Arsenspezies [18] detektiert werden
konnten. Die spezifische Speziesanalytik bildet einen Hauptteil der vorliegenden Arbeit, da

die entwickelten Kopplungstechniken zu diesem Bereich zu zdhlen sind.

2.3  Allgemeine Probleme bei der Speziesanalytik

Bei der Speziesanalytik ist grundsdtzlich zwischen der Frage nach Effekten einzelner Spezies
oder Speziesgruppen auf definierte geologische oder biologische Systeme und der
Charakterisierung von Spezies in situ zu unterscheiden. Dabei muss man zundchst die
grundlegenden Anforderungen fiir die Elementspurenanalytik erfiillen. Das weitere Vorgehen

muss sich jedoch an die Fragestellung anpassen. Im Falle der in-situ-Charakterisierung von



2. Elementspeziesanalytik (ESA) 8

Spezies muss deren weitgehende Erhaltung im nativen Zustand gewihrleistet sein. Hierbei
steht man vor einer Schwierigkeit. Jeder Eingriff in ein dynamisches System, bestehend aus
unterschiedlichen systemimmanenten Elementspezies, muss zwangsldufig zu Stérungen der
urspriinglichen Verteilung fiihren. Diese Verdnderungen so gering wie moglich zu halten, ist
die Aufgabe des Analytikers. Darliber hinaus ist jeweils in Abhédngigkeit von
Aufgabenstellung und moglichen Konsequenzen zu entscheiden, welche Art von
Verdnderungen noch akzeptiert werden konnen. Hierbei fiihrt nur ein Vergleich von
mindestens zwei Verfahren zu sinnvollen Ergebnissen. Die Minimierung von moglichen
Speziesumwandlungen zieht sich durch den kompletten Ablauf analytischer MeBmethoden.
Dabei sollte neben den allgemeinen Problemen in der Elementspurenanalytik, wie z. B. der
reprasentativen Probenahme und der Kontaminations- und Verschleppungsgefahr, in der

Speziesanalytik zusétzlich auf die folgenden Schwierigkeiten geachtet werden:

Stérungen der chemischen Gleichgewichte

Das wichtigste Problem der Speziesanalytik ist die Storung der teilweise komplexen
chemischen Gleichgewichte. Auswirkungen konnen alle Teile des Analytischen Prozesses,
also sowohl Probenahme als auch Probelagerung, Probenvorbereitung und die Messung selbst

haben, wie im folgenden kurz skizziert wird.

Probenahme

Die Analysenverfahren miissen unter Berlicksichtigung von Spezies und umgebender Matrix
geplant und durchgefiihrt werden. Die Art der Probenahme ist fiir eine erfolgreiche Speziation
malgeblich, z. B. fiir die unterschiedliche Verteilung von Elementen in Pflanzen. Neben der
Art der Probenahme ist auch die Reproduzierbarkeit der Probennahme fiir eine erfolgreiche
Speziation notig. Beispielsweise sollte die Probenahme unter Beriicksichtigung der Spezies
und der umgebenden Matrix geplant und ausgefiihrt werden. Die Gleichgewichte zwischen
Gewebeprobe und Korperfliissigkeit oder zwischen fester und fliissiger Phase sollten
moglichst nicht gestort werden, ebenso kdnnen auftretende Temperaturunterschiede die meist

labilen Gleichgewichte verschieben.

Probenlagerung
Eine Umwandlung von Spezies aufgrund von Reaktionen mit der Atmosphére oder Einfliissen
der Temperatur und die damit verbundene Verfilschung der Resultate muss vermieden

werden. Es muss z. B. eine Umkomplexierung labiler Spezies durch andere Metalle beachtet
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werden. Auch die Lagerung der Proben sollte eine moglichst geringe Verfalschung der
Resultate zur Folge haben, dabei bieten sich die Lagerungsmoglichkeiten unter Ausschluss
von Licht, Sauerstoff und Mikroorganismen an. Labile Spezies kann man durch eine
Umkomplexierung in stabile Formen, die zur Lagerung besser geeignet sind, iiberfithren. Bei
festen Umweltproben bietet sich hdufig die Gefriertrocknung bei maximal -40 °C an. Fiir
biologische Proben ist Schockgefrieren in fliissigem Stickstoff und anschlieBender Lagerung
bei -196 °C unumgénglich. Jedoch sollte man dabei beachten, dass zu lange Lagerungszeiten
zu Verlusten oder zu Abbaureaktionen z. B. von Organometallverbindungen fiithren kdnnen

und die Analysenergebnisse die tatsdchliche Speziesverteilung nicht widerspiegeln.

Probenvorbereitung

Die Probenvorbereitung in der Speziesanalytik sollte unter denselben Gesichtspunkten
vorgenommen werden wie in der konventionellen Analytik. Jede Kontamination, auch wenn
sie nicht den Analyten und seine Spezies direkt betrifft, konnte zu einer Verschiebung der
vorherrschenden Gleichgewichte fiihren und so die physikalischen und/oder chemischen
Ausgangbedingungen der nativen Spezies verdndern. So sollte man den Kontakt mit pordsen
oder metallhaltigen = Werkstoffen vermeiden, weil diese wegen gesteigerter
Reaktionsmoglichkeiten an den Oberflichen in die Speziesgleichgewichte eingreifen [19].
Derivatisierungsschritte sollte man nur durchfiihren, wenn es sich um nicht direkt
detektierbare Spezies handelt. Auch auf die Konstanz von pH-Wert, lonenstirke und

Redoxbedingungen sollte geachtet werden, obwohl dies in der Praxis schwer durchfiihrbar ist.

Isolierung der Spezies

Fiir die meisten in der Speziesanalytik angewendeten Verfahren sind eine Abtrennung der
Matrix sowie eine Separierung der Spezies notwendig. Auch hier kommt es zu einem Eingriff
in die Gleichgewichte des Systems und zu moglicher Artefaktbildung [20]. Bei den
komplexen Matrizes der ESA ergeben sich zudem Probleme bei der Isolierung der
Komponenten. Im Idealfall sollten alle interessierenden Spezies vollstindig, zumindest aber
reproduzierbar abgetrennt werden, um Fehlinterpretationen und Verschiebungen der

Speziesverteilungen zu vermeiden.

Empfindliche Bestimmungen
Haufig liegt bereits der Gesamtgehalt der Analyten in Umweltmatrizes im Spuren- oder

Ultraspurenbereich. Diese geringe Gesamtmenge an Analyt teilt sich fiir die Speziesanalytik
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nochmals in mehrere Einzelspezies oder Fraktionen auf, sodass eine extrem empfindliche
Detektion notwendig ist. Haufig stellt auch eine Spezies die Hauptfraktion, wiahrend die
librigen teilweise sehr geringe Bruchteile der Gesamtmenge beinhalten. Oft bietet sich zur
Untersuchung eines analytischen Problems nur eine einzige Methode, die die entsprechenden
Empfindlichkeiten bieten kann, an. Dadurch werden die Beurteilung und Validierung der

Messergebnisse sehr erschwert.

Zertifizierte Referenzmaterialien

Neben dem Vergleich mit wunabhidngigen Methoden kann zur Validierung von
Analysenmethoden auch die Messung von Referenzmaterialien eingesetzt werden. Leider
kann man im Fall der Speziesanalytik nur in sehr wenigen Bereichen auf Referenzmaterialien
zuriickgreifen. Zudem beschréinken sich diese auf bereits gut untersuchte Anwendungsfille (z.
B. Organozinn-Verbindungen in Sedimentproben, Methylquecksilber in Hummer- und
Fischgewebe). Die Herstellung solcher Referenzmaterialien ist aus genannten Griinden
schwierig bzw. meist unmoglich [21]. Eine Moglichkeit diese bestehende Liicke zu schlieBBen,
wire die Durchfiihrung von Ringversuchen, was jedoch wiederum voraussetzt, dass die
bestehende Problematik bereits hdufiger bearbeitet wurde; dies ist jedoch bei der

Speziesanalyse aufgrund der Mannigfaltigkeit der moglichen Fragestellungen selten gegeben.

Standardmaterialien

Ahnliche Probleme wie bei den Referenzmaterialien treten bei den Standardmaterialien bzw.
-16sungen auf. Man benétigt sie bei der Verwendung von elementspezifischen Detektoren mit
denen man nur Elementkonzentrationen bestimmt. Da wdhrend des Analysevorganges die
Speziesinformation der Probe komplett verloren geht, muss die Zuordnung der Spezies dann
tiber einen Abgleich z. B. der Retentionszeiten mit Vergleichssubstanzen vorgenommen
werden. Es ist vor allem bei Realproben nicht auszuschlieen, dass es zu Zuordnungsfehlern
kommen kann. Allerdings sind auch solche Standards kommerziell nur in Ausnahmefillen
erhiltlich, und ihre Synthese gestaltet sich meist als kompliziert oder teilweise nicht

durchfiihrbar, wie dies z. B. bis heute bei (CH3),Sb(OH); der Fall ist. [6, 12].

Aus diesen Ausfiihrungen sieht man, dass generell darauf hingearbeitet werden sollte,
einfache Bedingungen fiir die Probenvorbereitung sowie fiir Trennung und Detektion von

Spezies anzuwenden [22, 23].
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2.4  Methoden der Speziesanalytik

Wie bereits dargestellt, erfordert die Speziesanalyse einerseits einen moglichst geringen
Eingriff durch die Probenahme, Probenaufarbeitung und Messung in die Gleichgewichte,
denen die Spezies unterliegen, andererseits ist aber zur Zeit die Verwendung von lediglich
element-, nicht aber speziesspezifischen Detektoren notwendig, da die untersuchten Stoffe oft

nur in sehr geringen Konzentration auftreten.

Die Speziesanalytik als Teilgebiet der Analytischen Chemie beschéftigt sich mit der
Untersuchung definierter Spezies, Formen und Phasen eines Materials. In der Regel ldsst sich
eine speziesanalytische Methode in einen Trennschritt und einen Detektionsschritt einteilen.

Prinzipiell unterscheidet man in der Speziesanalytik drei methodische Gruppen:

Direkte Methoden

Hier erfolgt die Bestimmung der Speziesinformation ohne vorgeschaltete Trennung und damit
praktisch ohne Eingriff in die Gleichgewichtsprozesse innerhalb der Probe. Daher sind sie
eigentlich ideal fiir die Speziesanalytik. Zu den direkten, speziessensitiven Methoden gehoren
Kernresonanzspektroskopie (NMR), Fourier-Transformations-Infrarotspektroskopie (FT-IR)
und Rontgenmethoden, mit denen nicht nur elementspezifisch quantifiziert, sondern auch die
chemische Umgebung analysiert werden kann. Allerdings haben die meisten direkten
Methoden den Nachteil, nicht empfindlich genug zu sein, um fiir die Untersuchung von
Realproben im Spuren- oder Ultraspurenbereich eingesetzt werden zu konnen. Sie sind daher

nur begrenzt auf die Speziesanalytik anwendbar.

Kopplungstechniken

Seit geraumer Zeit bilden Kopplungstechniken einen grolen Bereich innerhalb der
Speziesanalytik, weil im Regelfall der analytische Prozess zur Speziesbestimmung eine
Trennphase und eine Detektionsphase beinhaltet. Dabei sind offline-Kopplungen, bei denen
die einzelnen Fraktionen gesammelt und in einem separaten Schritt detektiert werden, und
Online-Kopplungen, bei denen Trennung und Detektion innerhalb eines Prozesses in einem
geschlossenen System durchgefiihrt werden, zu unterscheiden. Fiir die Trennungsphase
kommen neben chromatographischen Verfahren, wie z. B.
Hochleistungsfliissigchromatographie (HPLC), Gaschromatographie (GC) und
Ionenchromatographie (IC), Kapillarelektrophorese (CE) und auch elektrochemische

Verfahren, wie z. B. Polarographie, zum Einsatz. Fiir die Detektion wiederum sind dies
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elementspezifische Methoden wie ICP-MS, ICP-AES oder AAS. Die Techniken wurden in

der vorliegenden Arbeit eingesetzt.

Theoretische Methoden

Mit Hilfe von thermodynamischen Gleichgewichtskonstanten, Aktivitidtskoeffizienten und
weiteren Parametern werden bei den theoretischen Methoden die Speziesverteilungen realer
Proben im Computermodell simuliert. Im Idealfall kann so das Verhalten bestimmter Metalle
vorhergesagt werden, ohne dass die Aufnahme von Messwerten notwendig ist. Ein
zusitzlicher Vorteil ist, dass auch labile Komplexe und Spezies bei den Berechnungen
berticksichtigt werden konnen. Besondere Bedeutung kommt den theoretischen Methoden in
der Bodenkunde und der Pflanzenphysiologie zu. Man versucht dadurch Vorhersagen tiber die
Bioverfiigbarkeit von Metallionen zu treffen. Jedoch sollte man dabei nicht vergessen, dass
die Matrizes im Umweltbereich hdufig sehr komplex sind und die notwendigen Parameter
nicht in ausreichender Prézision zur Verfiigung stehen bzw. flir viele aktuell interessante Fille

iiberhaupt nicht vorhanden sind [6].
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3 Grundlagen zur Chromatographie

Unter Chromatographie versteht man physikalisch-chemische Trennmethoden, bei denen die
Trennung von Stoffgemischen darauf beruht, dass sich zwischen einer stationdren und einer

mobilen Phase wiederholt Verteilungsgleichgewichte einstellen.

Die chromatographischen Techniken konnen nach dem Aggregatzustand der beiden

beteiligten Phasen eingeteilt werden, wie in der folgenden Tabelle zu sehen ist:

Tabelle 3-1: Uberblick iiber die verschiedenen Arten der Chromatographie

Art der Chromatographie Aufbau der mobilen Phase  Aufbau der stationdren Phase
Gas-Liquid-Chromatography (GLC) Gasformig fliissig
Gas-Solid-Chromatography (GSC) Gasformig fest
Liquid-Liquid-Chromatography (LLC)  Fliissig fliissig
Liquid-Solid-Chromatography (LSC) Fliissig fest

In der Praxis sind von diesen vier Techniken lediglich die GLC und die LSC bedeutsam. Sie

sind iiblicherweise gemeint, wenn von GC bzw. LC die Rede ist.

Eine weitere Unterscheidung chromatographischer Verfahren kann nach der Art der
Ausfiihrungstechnik  erfolgen  [24]:  Planarchromatographie  (Diinnschicht-  bzw.
Papierchromatographie) und  Sdulenchromatographie (GC, LC, ..). Bei der
Planarchromatographie erhédlt man ,innere Chromatogramme®, da auf der Trennstrecke
detektiert wird. Bei der Sdulenchromatographie spricht man von ,duleren
Chromatogrammen®, da der Detektor nach der Séule von der mobilen Phase durchflossen
wird. Innerhalb der Séulenchromatographie unterscheidet man noch nach der
Versuchsausfiihrung zwischen Frontal-, Verdrangungs- und Elutionschromatographie. Fiir

analytische Zwecke ist lediglich die Elutionschromatographie relevant.

Des Weiteren kann nach dem Trennmechanismus unterschieden werden, z. B. Adsorptions-,

Verteilungs-, GroBBenausschluss-, lonenaustausch-Chromatographie.
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Man bevorzugt die HPLC, seltener die GC, zur Speziesanalytik. Der Grund dafiir ist in den
meisten Féllen die Stabilitdt der Spezies. Viele sind nur bei niedriger Temperatur stabil und
reagieren in der Gasphase zu Reaktionsprodukten von denen nicht immer auf die

Originalspezies zurlick geschlossen werden kann.

Die HPLC ist als Oberbegriff flir zahlreiche moderne fliissigchromatographische
Trennverfahren zu verstehen. Dabei zeichnet sie sich besonders durch ihr breites
Anwendungsspektrum auf die verschiedensten Substanzklassen und ihre exzellente
analytische Leistungsfdhigkeit aus. Die HPLC, zu der man auch die Ionenchromatographie
(IC) zéhlt, ist damit eine der wichtigsten Trennmethoden in der modernen Analytik [25, 26].

Sie wird auch auf die Problemstellungen im Rahmen dieser Arbeit angewendet.

3.1 Trennmechanismen in der HPLC

Die HPLC lasst sich anhand der verschiedenen physikalisch-chemischen Wechselwirkungen
zwischen den Substanzen in einer Probe und der stationdren Phase differenzieren. Obwohl im
Realfall meist mehrere Mechanismen fiir eine erfolgreiche Trennung verantwortlich sind, ist

eine grobe Klassifizierung nach folgenden grundlegenden Trennmechanismen moglich:

e Adsorption

e Verteilung

¢ Groflenausschluss
e Jonenpaarbildung
e Jonenausschluss

¢ lonenaustausch

e Affinitat

Diese Mechanismen werden nachfolgend nidher beschrieben.

Adsorptionschromatographie

Die Adsorptionschromatographie ist definiert durch Grenzflachenreaktionen zwischen einem
gasformigen oder fliissigen Stoff (Adsorbat) und einem festen Stoff (Adsorbens), wobei als
Folge dieser Reaktion eine Anreicherung des gelosten Stoffes an der Phasengrenzfldche

eintritt [24].
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Man unterscheidet bei der Adsorption zwischen der Physisorption und der Chemisorption. Bei
der ersteren wirken nur schwache van-der-Waals-Krifte zwischen der Oberfliche des
Adsorbens und dem Adsorbat. Der Vorgang ist ausreichend schnell und reversibel. Bei der
Chemisorption werden zusétzliche, meist kovalente Bindungen zwischen den beteiligten
Stoffen aufgebaut. Dieser Vorgang verldauft zumeist irreversibel und kann daher fiir
chromatographische Zwecke nicht eingesetzt werden. Deshalb ist, wenn von

Adsorptionschromatographie die Rede ist, immer Physisorption gemeint.

In der Ausfiihrung werden zwei Techniken unterschieden:

1. Bei der Normal-Phasen-Chromatographie dient als stationdre Phase ein relativ polares
Material mit hoher spezifischer Oberfliche, meistens Kieselgel oder Aluminiumoxid. Als
mobile Phase werden hier unpolare Losungsmittel eingesetzt, die wasserfrei sein miissen.
Dies bedeutet flir die Praxis eine zusidtzliche Fehlerquelle und einen erheblichen

Kostenfaktor.

2. Bei der heute iiblichen Reversed-Phase-Chromatographie werden eine unpolare stationdre
Phase und eine polare mobile Phase verwendet. Die Umkehrung der Polaritit der
stationdren Phase wird beispielsweise bei Kieselgelen durch Umsetzung der Hydroxy-
Gruppen mit Verbindungen wie Dialkyldichlorsilanen erreicht. Auf diese Weise werden z.
B. Cl18-Ketten kovalent an das Kieselgel gebunden. Als mobile Phase werden dann
beispielsweise Methanol oder Acetonitril verwendet, bei denen normalerweise der

Wassergehalt keinen entscheidenden Einfluss auf das chromatographische System hat.

Verteilungschromatographie

Die stationédre Phase in der Verteilungschromatographie ist eine mit der mobilen Phase nicht
mischbare Fliissigkeit, die als Fliissigkeitsfilm auf der Oberfldche eines festen Tragermaterials
haftet. Zwischen fliissiger stationdrer und fliissiger mobiler Phase stellt sich fiir jeden
Reinstoff ein Verteilungsgleichgewicht ein. Die unterschiedlichen Loslichkeiten der Analyten
in beiden Phasen sind dabei fiir die Trennung verantwortlich. Dabei gilt im Idealfall das
Nernst’sche Verteilungsgesetz [25]. Die Lage der  Adsorptions- und
Verteilungsgleichgewichte ist entscheidend fiir den Verlauf chromatographischer

Trennungen.
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In der Gaschromatographie spielt dieser Trennmechanismus eine bedeutende Rolle, wenn mit
Trennfliissigkeiten beschichtete Kapillaren als stationdre Phasen verwendet werden. Bei der
Verwendung von mit unpolaren Kohlenwasserstoffen modifizierten Silicagelen (Octadecyl-
Phasen) als stationdre Phase kann in der HPLC auch die Verteilungschromatographie als
Trennmechanismus vorliegen. Durch die Wahl der stationdren Phase und durch die Art des
FlieBmittels lassen sich die Trennungen beeinflussen. Unter konstanten Bedingungen (gleiche
stationdre Phase, gleiches FlieBmittel, gleiche Temperatur) sind die Trennungen

reproduzierbar.

Grolienausschlusschromatographie

Bei dieser Methode, auch Size-Exclusion-Chromatographie (SEC) genannt, werden
Probenmolekiile im Oligomer- und Polymerbereich aufgrund eines Siebeffektes nach der
MolekiilgroBe getrennt. Das Besondere dieser Methode liegt darin, dass die Analyten
theoretisch keinerlei physikalische oder chemische Wechselwirkungen mit der stationidren
Phase eingehen. Als stationidre Phasen kommen Silicagele oder organische Polymerharze mit
definierten Porenstrukturen und PorengroBenverteilungen zum Finsatz. Ist der
Porendurchmesser fiir das jeweilige Molekiil zu klein, so kann es nicht eindringen und wird
mit der mobilen Phase weiter transportiert. Kleinere Analyten konnen in die Poren hinein
diffundieren und werden dadurch retardiert. Die Eluentmolekiile sollten den gesamten
Porenbereich durchdringen konnen. Da sdmtliche Probenmolekiile vor der Totzeit eluieren,
muss die Trennsdule geniigend lang und die Flussrate geniigend niedrig gewéhlt werden, um
eine Trennung der Komponenten zu erlauben. Anwendungsschwerpunkte der SEC sind die

Polymer- und Bioanalytik.

Diejenigen Molekiile, die beim chromatographischen Prozess aufgrund ihrer geringen Grof3e
in Poren des Austauschermaterials eindringen kdnnen, werden nicht in FlieBrichtung weiter
transportiert, solange sie sich innerhalb dieses Porenvolumens befinden. Kleine Molekiile, die
leichter in diese Poren gelangen kdnnen als gro3e, wandern also langsamer als grof3e, welchen
der Eintritt in die Poren erschwert ist. Hieraus wird klar, dass bei der SEC auch der Prozess
der Diffusion eine Rolle spielt, allerdings wird der Trenneffekt hauptséchlich durch den

sterischen Ausschluss bestimmit.

Ein Charakteristikum der SEC ist, dass der Kapazititsfaktor k* (siche S. 25) bei der SEC

immer negativ ist, wihrend er bei anderen chromatographischen Methoden stets positive
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Werte annimmt. Dies liegt daran, dass die Elution der untersuchten Makromolekiile jeweils
vor dem Gesamtpermeationsvolumen Vi, welches sich aus dem Gesamtporenvolumen und
dem Zwischenraumvolumen zusammensetzt, erfolgt. Voraussetzung dafiir ist natiirlich das
bereits oben angedeutete Fehlen von Wechselwirkungen zwischen Analyt und Austauscher-
material. Die SEC-Separation findet zwischen V, und V,, also innerhalb eines
Saulenvolumens statt, wihrend dafiir in der HPLC mehrere Sdulenvolumina bendtigt werden.
Daraus resultiert auch die Tatsache, dass bei der SEC oftmals keine basisliniengetrennten
Signale auftreten, wie dies bei den sonstigen Anwendungen der LC meist der Fall ist. Die
Auflosung ist im allgemeinen geringer als bei anderen sdulenchromatographischen Verfahren.
Dariiber hinaus zeigt die SEC nur eine geringe Temperaturabhédngigkeit; letztere kann
lediglich einen Einfluss iiber die Viskositit des Eluenten erlangen. Dies liegt daran, dass die
Verteilung des Analyten zwischen mobiler und stationérer Phase entropiekontrolliert erfolgt
und die Enthalpie vernachldssigt werden kann. Dies fiihrt zu folgender

Gleichgewichtskonstante:

Kge =e™'F Gleichung 3-1
AS°in kJ-mol*K™
Rin kJmoltK?

In dieser ist der Temperaturterm aus der klassischen Fliissigkeitschromatographie nicht
enthalten

~AH®/RT

Kec=z=e Gleichung 3-2
AH° in kJ-mol™
TinK

In der letzteren Methode beruht die Trennung auf Phdnomenen wie Verteilung, Adsorption
und lonenaustausch; all diese sind von energetischer Natur, da dabei intermolekulare Kréfte
zwischen der stationdren und mobilen Phase eine Rolle spielen, was bei der SEC nicht der

Fall ist. In der LC wird also die Entropie vernachlassigt [27].

Die mobile Phase hat die Aufgabe eines Losungsmittels und soll so gewihlt werden, dass
keine Adsorption der Analyten an der stationdren Phase erfolgt. So werden z. B. wéssrige
Eluenten zur Analytik von polaren Proben verwendet, bei unpolaren Proben kommen auch

unpolare Losungsmittel wie z. B. Tetrahydrofuran, zum Einsatz. Zur Charakterisierung
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unbekannter Probengemische muss zundchst die Trennsdule mit einem Testgemisch,
bestehend aus Substanzen mit genau bekanntem Molekulargewicht, kalibriert werden. Die so
fiir die jeweiligen Molekiilmassen der Testsubstanzen erhaltenen Elutionsvolumina (V.)
dienen als Referenz zur Bestimmung der Molekiilmassenverteilung der Probe. Die Kalibration
sollte giinstigstenfalls mit denselben Molekiilen durchgefiihrt werden, wie sie auch in der
Probe zu erwarten sind, da das Elutionsvolumen der Grofle des Molekiils und nicht seiner
Masse entspricht. Selbstverstindlich muss bei der Kalibration und der Messung der Proben
mit demselben Losungsmittel gearbeitet werden, da ein und dasselbe Molekill in
verschiedenen Losungsmitteln in seiner Grofle differieren und damit unterschiedlich schnell

eluiert werden kann.

Der apparative Aufbau fiir die SEC ist der gleiche wie bei der klassischen HPLC. Auch zur

Detektion konnen alle hier verwendeten Detektoren zum Einsatz kommen (siche Kapitel 4).

Die  GroBenausschlusschromatographie  kann auch  zur  Charakterisierung  von
Packungsmaterialien verwendet werden. Invers ist hierbei lediglich die Fragestellung und die
Art der Durchfiihrung: Es wird hier nicht eine kalibrierte Sdule verwendet, um unbekannte
Stoffgemische zu vermessen, sondern die Porenstruktur unbekannter Sdulenmaterialien soll
iiber Chromatogramme von Substanzgemischen bekannter GroBenverteilung aufgeklart

werden [28].

In der vorliegenden Arbeit wurde diese Methode zusammen mit der lonenchromatographie

angewendet.

lonenpaarchromatographie

Die Ionenpaarchromatographie (ion pair chromatography, IPC) ist die universellste Methode
zur Trennung von lonen. Mit Hilfe der IPC koénnen die gleichen Analyten getrennt werden
wie mit der IC, wobei ein vollig anderer Trennmechanismus vorliegt. Man kann mit ihr im
Prinzip alle Ionen trennen, da selektive Gegenionen und Modifier eingesetzt werden konnen
[29]. Aufgrund dieser vielen verdnderbaren Parameter ist es allerdings sehr aufwendig, eine
optimierte, praxistaugliche Methode zu entwickeln. Als Trennsidulen werden die aus der
Verteilungschromatographie bekannten, unpolaren Reversed-Phase-Sdulen verwendet (vergl.
Adsorptionschromatographie, S. 14). Weil dadurch nur unpolare Wechselwirkungen moglich

sind, wird den Eluenten ein so genanntes lonenpaarreagenz zugefiigt. Chemisch gesehen sind
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dies im Allgemeinen anionische oder kationische Tenside, z. B. Tetraalkylammonium-Salze

oder n-Alkylsulfonsduren. Diese Reagenzien konnen mit den Analytionen, die die

entgegengesetzte Ladung tragen miissen, ein ungeladenes lonenpaar bilden, welches dann an

der stationdren Phase durch hydrophobe Wechselwirkungen adsorbiert werden kann. Eine

Stofftrennung erfolgt aufgrund der unterschiedlichen Bildungskonstanten der lonenpaare und

ithrer unterschiedlich starken Adsorption.

Uber die genauen Trennmechanismen der Ionenpaarchromatographie gibt es zwei

Modellvorstellungen, die in der Literatur zwei diskutiert werden [30]:

1.

Dem Analytion wird im Eluenten ein Gegenion angeboten, mit dem es sich zu einem
Ionenpaar zusammenschlieft. Durch Zusatz eines organischen Modifiers zum Eluenten
wird die Dissoziation zuriickgedringt. Das entstandene Ionenpaar hat seinen ionischen
Charakter verloren und kann als Neutralteilchen analog der Reversed-Phase-HPLC

behandelt werden.

Die angebotenen Gegenionen lagern sich an der Oberfldche des Packungsmaterials der
Trennsdule an und bilden dort in situ einen Ionenaustauscher. Es konnen die
Retentionsmodelle  der  lonenaustauschchromatographie, wie das  statistische

Ionenaustauschmodell (siche Abbildung 3-1), angewendet werden.

Die Gegenionen fiir die Anionen konnen NH,", NR,", Phosphoniumsalze und fiir die

Kationen R-SOj5’, C,F»,-1COO", ROSO5 sein.

Mobile Phaze
Elnent-Ton Amnalyt-lon J
>
Inm:paafz/w /\/\/\Cj

et et e ot et T ot Tt

Stationdre Phase

Abbildung 3-1: Schematische Darstellung des statistischen Ionenaustausch-Modells in der

IPC [25]. Das Trennprinzip gilt sowohl fiir Anionen als auch fiir Kationen.
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Allgemein gilt, dass fiir kleine Analytionen grofle Gegenionen zu wéhlen sind und umgekehrt,
um geniigende, aber nicht zu lange Retentionszeiten zu bekommen. Der Hauptgrund ist
jedoch die Stabilitdt der gebildeten Ionenpaare. Die Abbildung 3-1 zeigt vereinfacht das

statistische lonenaustausch-Modell.

lonenausschlusschromatographie

Die Ionenausschlusschromatographie (ion exclusion chromatography, IEC) dient vor allem
zur Trennung von schwachen Séduren oder Basen [29, 30]. Den grofiten Stellenwert besitzt die
IEC bei der Analytik von schwachen Sauren wie Carbonsduren, Aminosduren, Phenolen oder
Kohlenhydraten. Die Abbildung 3-2 zeigt das Trennprinzip der IEC am Beispiel einer
Carbonsdure R-COOH.

Das Packungsmaterial fiir die lonenausschlusschromatographie besteht in der Regel aus
einem makroporosen, vollstindig oberfldchensulfonierten Polymer, welches daher einen stark
sauren Kationenaustauscher mit hoher Kapazitdt darstellt [29], aber auch von Materialien mit
quartdren Ammoniumgruppen wird berichtet [31]. Die dissoziierten Sulfonsduregruppen
bilden eine negative Ladungsschicht (Donnan-Schicht oder Donnan-Membran), welche
Anionen aus der umgebenden Losung abstoft. Kationen kdnnen ebenfalls nicht eindringen, da
sonst Ladungen getrennt wiirden. Die Donnan-Membran kann daher nur von undissoziierten

Verbindungen iiberwunden werden, die dann an der stationdren Phase adsorbiert werden.

Donnan-Membran

S0, H* i H,0

- /’ Mobile Phase
;H ,

Statlondre

Phasze

Abbildung 3-2: Der Donnan-Ausschluss als Trennprinzip in der
Ionenausschlusschromatographie (IEC) [25].

Organische Carbonsduren konnen getrennt werden, indem man starke Mineralsduren als

Laufmittel verwendet.
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Aufgrund der niedrigen Siurekonstanten (pKs-Werte) der Carbonsduren liegen diese in stark
sauren Eluenten nahezu vollstindig undissoziiert vor. Sie konnen somit die Donnan-Membran
durchqueren und an der stationiren Phase adsorbieren, wihrend die Chlorid-lonen der
vollstindig dissoziierten Salzsdure ausgeschlossen werden. Die Trennung der Carbonséuren
ist letztendlich auf ihre unterschiedlichen pKs-Werte zuriickzufiihren. Unter genau
entgegengesetzten Bedingungen erfolgt die Trennung schwacher Basen. Hierbei wird ein
stark basischer Anionenaustauscher mit Alkalilaugen als Eluenten eingesetzt. In der Praxis

spielt die IEC bei der Trennung von schwachen Basen eine untergeordnete Rolle.

lonenaustauschchromatographie

Mobile Phase > Mobile Phase >

Anijonenaustausch: Kationenaustausch:
E A E™ AT
A: Analyt-Ton
E: Eluent-Ion
A E AT E™
j:\Ri/\j_—\Ri )Si-/\/s{c
Stationiire Phase Stationdre Phase

Abbildung 3-3: Schematische Darstellung des Ionenaustauschprozesses in  der
Ionenchromatographie [25]. Links: Anionenaustausch, rechts

Kationenaustausch.

Die stationdre Phase der lonenaustauschchromatographie (ion exchange chromatography, IC)
besteht aus auf einem Grundgertist fixierten Austauschgruppen fiir die zu trennenden Ionen.
Bei der Anionenchromatographie stellen diese funktionellen Gruppen meist stark basische,
quartire Ammoniumgruppen mit unterschiedlichen organischen Resten dar, bei der
Kationenchromatographie finden fast ausschlieBlich stark saure Sulfonsduregruppen oder
schwach saure Carbonsduregruppen Verwendung. Das Besondere an diesem
Trennmechanismus ist das Vorliegen einer definierten chemischen, stochiometrischen
Reaktion zwischen Ionen in einer Losung und einem iiblicherweise festen Stoff, der die

funktionellen Gruppen trdgt und Ionen aufgrund elektrostatischer Krifte fixieren kann
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(Abbildung 3-3). Tonen gleichsinniger Ladung konnen theoretisch vollig reversibel zwischen
beiden Phasen ausgetauscht werden. Abbildung 3-3 zeigt schematisch die

Austauschvorginge fiir Anionen und Kationen.

Der Prozess des lonenaustausches fiihrt zu einem Gleichgewichtszustand, im Prinzip nur mit
den Eluent. Betrachtet man die gleichionische Verdriangung, so findet sich aufgrund der
Elektroneutralititsbedingung immer ein entgegengesetzt geladenes Gegen-lon in der Néhe der
funktionellen Gruppe. Das Gegen-Ion stammt aus dem Laufmittel und wird deshalb auch als
Eluention bezeichnet. Bei der Aufgabe von zwei Analytionen A" und B™ auf die Séule
verdrdangen diese kurzeitig das Eluention, bevor sie wiederum durch Eluentionen ausgetauscht

werden. Fiir z. B. die Anionchromatographie ergeben sich folgende Gleichgewichte:

Harz— N*R:E ™+ A” 2> Harz— N'R, A+ E Gleichung 3-3

Hare - N R E™+ B —_— Harz— NTR.B™+E~ Gleichung 3-4

Durch die unterschiedlichen Affinitdten von A" und B™ zu den funktionellen Gruppen des
Austauschers ist eine Trennung der Komponenten moglich, da eine hohere Affinitit zur
stationdren Phase eine stirkere Retardierung mit sich bringt. Die Gleichgewichtskonstante K
wird in der Chromatographie als Selektivititskoeffizient bezeichnet und berechnet sich fiir das
Anion A" wie folgt:

_ CHarz—N*RsA’ Ce- CAS' 'CEM‘

K, = = i -
A c c Gleichung 3-5

Harz-N*R;E- A~ Es™ — Aw~

Dabei ist Ka keine thermodynamische Gleichgewichtskonstante, sondern ein
Gleichgewichtskoeffizient, welcher von experimentellen Bedingungen abhdngt und nur fiir
verdlinnte wéssrige Losungen konstant ist. Dies ist auf die Unbestimmtheit der
Aktivitatskoeffizienten der einzelnen Komponenten in der Matrix des lonenaustauschers

zurickzufiihren.

Da die Zeit, welche die Probe in der Sdule verbringt, in der Regel nicht reicht fiir eine
Gleichgewichtseinstellung, wird auch ein Ungleichgewichtsprozess betrachtet. Das ist einer

der Griinde fiir die Ungenauigkeit der Modelle.
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Dieser lonenaustauschprozess zwischen mobiler und stationdrer Phase wird in Kapitel 3.4.1

ausfuhrlicher erlautert.

Diese Technik wird in der vorliegenden Arbeit am meisten verwendet.

Affinitatschromatographie

Hier ist eine hochspezifische und selektive biochemische Wechselwirkung die Ursache der
Trennung. Solche Wechselwirkungen spielen sich zwischen Enzymen und ihren Substraten
und zwischen Antikdrpern und Antigenen (Schliissel-Schloss-Prinzip) ab. Bei der
Affinitdtschromatographie ist ein Reaktionspartner am Tragermaterial der stationdren Phase
immobilisiert, der andere befindet sich als Analyt in der mobilen Phase. In der Praxis werden
z. B. Enzyme oder AntikOrper auf einer stationidren Phase chemisch immobilisiert. Befindet
sich nun ein entsprechendes Substrat oder Antigen in der Probe, so wird dieses mit extremer
Selektivitit retardiert. Mit ihrer Hilfe lassen sich Proteine und Lipide in komplexen
Mischungen nachweisen. Aus diesem Grund ist die Affinitdtschromatographie im Bereich der

Wirkstoffanalytik (Pharmakologie) ein unverzichtbares Verfahren [24].

3.2  GroRen zur Beurteilung der Gite von Trennvorgangen
Retentionsparameter

Betrachtet man ein Stoffgemisch und unterwirft dieses einer chromatographischen Trennung,
so wird sich fiir jede Komponente ein Verteilungsgleichgewicht zwischen mobiler und

stationdrer Phase ausbilden [32].

Fiir eine Komponente A gilt:

A, =4 Gleichung 3-6

Eine Stofftrennung ist nur dann erfolgreich, wenn sich die Verteilungskoeffizienten D der
Komponenten ausreichend voneinander unterscheiden. Dieser Koeffizient ist definiert als das
Verhiltnis der Konzentrationen eines Stoffes A in der stationdren (Index S) und der mobilen

Phase (Index M):

D, = Gleichung 3-7
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Dementsprechend werden Stoffe mit einem hohen Verteilungskoeffizienten D stérker zuriick-

gehalten als solche mit einem kleinen D.

Eine Trennung wird dann zeitaufgelost in Form eines Chromatogramms dargestellt, bei dem
das Detektorsignal als Funktion des Ausflussvolumens oder der Zeit dargestellt wird. Die
Zeit, die von der Injektion einer Komponente bis zur Elution ihres Peakmaximums vergeht,
bezeichnet man als Bruttoretentionszeit t,,. Sie setzt sich zusammen aus der Durchflusszeit
der mobilen Phase t;, auch Totzeit genannt, und der Nettoretentionszeit t;, welche der
tatsdchlichen Aufenthaltsdauer der Komponente an bzw. in der stationdren Phase entspricht.

Die Nettoretentionszeit lasst sich wie folgt berechnen:

t, =t

s = Uns — T Gleichung 3-8
Aufgrund von Kanalbildungen, Diffusionsprozessen oder UnregelmiBigkeiten in der
Gleichgewichtseinstellung zwischen mobiler und stationdrer Phase konnen einige Teilchen
die stationdre Phase aber langsamer oder schneller passieren als nach der Nettoretentionszeit t;
zu erwarten wire [25]. Ein Chromatogramm besteht daher nicht aus unendlich schmalen
Signalen, sondern im Idealfall aus glockenférmigen Kurven (Peaks), die eine GauBlverteilung

reprasentieren (Abbildung 3-4).

Sigmal 4

. Komponente 1
Totzeit

t

Al

UL A

P Feit

5

L

Abbildung 3-4: Idealisiertes Chromatogramm eines Zweikomponentengemisches [25].

Die Breite bei halber Hohe wird als Halbwertsbreite wy s bezeichnet und entspricht der 2,354-
fachen Varianz o der Verteilung. Die Basisbreite w ist definiert durch die Differenz der
Schnittpunkte der Wendetangenten mit der Abszisse, gleichbedeutend der 4-fachen Varianz.

Beide Grofen sind ein MaB fiir die Gite einer chromatographischen Trennung und kdnnen bei
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idealer Peakform zur Berechnung von Trenn- und Retentionsparametern herangezogen

werden.

Retentionsfaktor

Die Totzeit ist die kiirzeste Zeit, in der eine Probekomponente aus einem Phasensystem
eluiert werden kann. Um die GréBen t, und t; einer Komponente unabhingig von den
Saulendimensionen und der Flussrate der mobilen Phase darstellen zu konnen, wurde eine

dimensionslose Verhiltniszahl, der Kapazitétsfaktor k™ wie folgt definiert:

k'=— Gleichung 3-9

Durch die Normierung der Nettoretentionszeit auf die Totzeit lassen sich verschiedene

Trennsysteme besser miteinander vergleichen.

Definiert man iiber die lineare Wanderungsgeschwindigkeit einer Probekomponente und der
linearen Stromungsgeschwindigkeit der mobilen Phase den Bruchteil der Analytmolekiile, die
sich in der mobilen Phase aufhalten, so ldsst sich der Kapazitdtsfaktor auch als das Verhéltnis
der Anzahl der Analytmolekiile in der stationdren Phase zu der Anzahl der Analytmolekiile in
der mobilen Phase auffassen. Bindet man dann noch Gleichung 3-7 cin, so ergibt sich

folgender Ausdruck [30]:

kel oM G Vs Gleichung 3-10
L n oV eichung 3-
ts, tm 1n Sek.

ns, Ny, in mol
. A1
Cs, Cm 1n Mol-L

Vs, Vmin L

Der Quotient V¢/V,, wird als Phasenvolumenverhéiltnis ® bezeichnet, die Summe von V; und

Vi 1st gleich dem Sauleninnenvolumen.

Selektivitat
Der Selektivititskoeffizient o ist das Verhiltnis der Nettoretentionszeiten bzw. der

Kapazititsfaktoren der Signale zweier Komponenten A und B:
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05=t—=f Gleichung 3-11

Er gibt Auskunft dariiber, inwieweit sich die Verteilungskoeffizienten Dg und Da in dem
verwendeten Phasensystem voneinander unterscheiden. Der Selektivitidtskoeffizient hat aber
nur eine eingeschrinkte Aussagekraft, da in seine Berechnung nicht die Signalbreite eingeht.
Bei gleichen Selektivitidten konnen die Signale trotz gleicher Entfernung ihrer Maxima je

nach deren Breite mehr oder weniger stark iiberlappen.

Effizienz

Ein MaB fiir die Signalbreite ist die Effizienz einer Trennsidule, sie wird als theoretische
Bodenzahl N angegeben. Die Bodenzahl ldsst sich am einfachsten aus der Bruttoretentionszeit
und der Halbwertsbreite eines GauB3-Signals, aber auch aus anderen Grof3en berechnen, wie in

Gleichung 3-12 gezeigt wird:

t. ) t. ) t, )
N:(ﬁj :16.[ﬁj :5,54.(bﬂJ Gleichung 3-12

(e} w 0.5

Die Zusammenhinge zwischen den GroBen o, w und wo s gehen aus Abbildung 3-6 hervor.
Verwendet man anstatt der Bruttoretentionszeit in Gleichung 3-12 die Nettoretentionszeit, so

erhilt man die effektive theoretische Bodenzahl Negr.

Zeigen die Analytsignale deutliche Abweichungen von der idealen Gaul3-Form, so ist eine
modifizierte Gleichung zu verwenden. Diese stammt aus der Momentenmethode [33] und

bezieht den aufin der S. 27 beschriebenen Tailingfaktor T mit ein:

2
N = 41,7-M Gleichung 3-13
T+1,25

Auf das zugehorige Trennstufenmodell wird auf in der S. 29 ndher eingegangen.

Auflésung
Ziel einer chromatographischen Trennung ist die ausreichende Auflosung der gewiinschten
Analyten bei moglichst kurzen Analysenzeiten. Die Aufldsung fiir zwei Analyte A und B

wird wie folgt berechnet:
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tmsB _tmsA _ 2'Atms
%(WA+WB) WA+WB

Gleichung 3-14

Sie hat eine deutlich groBBere Aussagekraft als die Selektivitit, da bei ihr auch die Signalbreite
berticksichtigt wird.

Die Auflésung kann verbessert werden, indem - durch Erhdhung der Effizienz - die Peakba-
sisbreiten bei konstanter Retentionszeit verringert werden oder die Selektivitit bei gleich
bleibender Peakbreite erhoht wird. Aus Gleichung 3-14 kann folgender Zusammenhang

zwischen den chromatographischen Groflen o, k', N und R abgeleitet werden:
R=—"—.——.JN Gleichung 3-15

Aus der Gleichung 3-15 geht hervor, dass die Auflosung zweier benachbarter Peaks durch
Vergroflerung der Selektivitit einfacher verbessert werden kann, als durch die Verringerung
der Peakbasisbreite. Dies ist der Fall, weil die Effizienz nur mit dem Betrag der Wurzel in die
Gleichung eingeht. Um Trennungen in moglichst kurzen Analysenzeiten zu erzielen, wire es

allerdings zweckmaiBiger, eine moglichst effiziente Trennséule zu verwenden.

Peakasymmetrie

Die Form eines Peaks in einem Chromatogramm lésst sich im Idealfall durch eine Gaul3-
Kurve beschreiben. Diese Form ergibt sich aufgrund von Strdmungs- und
Diffusionsvorgéngen, die das urspriinglich rechteckige Injektionssignal des aufgegebenen
Substanzgemisches in axialer Richtung aufweiten. Aufgrund der Dbeteiligten
Diffusionsvorgéinge werden die Peaks um so breiter (und flacher), desto ldnger sie auf der

Trennstrecke verweilen.

1,000 +
0,882 |

0,607 |-
c=01h

0134 L

Abbildung 3-6: Ein GauB-Signal [29] Abbildung 3-5: Der Tailingfaktor [29]



3. Grundlagen zur Chromatographie 28

Abbildung 3-6 zeigt eine GauB3verteilung mit den zugehorigen KenngroBen.

Abweichungen von der idealen Peakform lassen sich durch einen so genannten
Symmetriefaktor T beschreiben. Er ist definiert als das Verhéltnis der Strecken a und b
zwischen der Mittelsenkrechten und den Flanken der Verteilung bei 10 % ihrer H6he und

berechnet sich zu

T :% Gleichung 3-16

Fiir ideale Peaks ist T = 1 (vergl. Abbildung 3-5). Abweichungen nach oben werden als
Tailing, nach unten als Fronting bezeichnet. In der Praxis strebt man Symmetriefaktoren von
T = 0,9 bis 1,1 an. Tailing, wie es in Abbildung 3-5 gezeigt ist, bedeutet, dass die Substanz
bei hohen Konzentrationen schneller iiber die Sdule wandert, als bei niedrigen. Als Tailing
bezeichnet man die Peakasymmetrie, bei der der Frontanstieg steiler ist als der Abfall des
Peaks. Einmal hinter das Peakmaximum zuriickgefallene Anteile konnen dieses nicht wieder
einholen. Wenn die Elutionskraft schwicher als Adsorptionskraft ist, kommt es zu
,verschleppen® der zu trennenden Substanz entlang der Trennstrecke. Als Fronting
bezeichnet man Peaks deren Anstieg weniger steil als ihr Abfall ist. Es ldsst sich im
Allgemeinen darauf zuriickfiihren, dass ein Teil der Analytmolekiile eine nicht mehr
ausreichende Anzahl an geeigneten Adsorptionspldtzen vorfindet und dadurch das

Peakmaximum tberholt.

3.3 Theoretische Konzepte zur Beschreibung der Chromatographie
Es existieren drei grundsétzliche Theorien zur Beschreibung der Vorgénge, die bei der
chromatographischen Trennung eine Rolle spielen: das Trennstufenmodell, die kinetische

Theorie und die dynamische Theorie [34, 35]. Diese sollen im folgenden erldutert werden:

Die kinetische Theorie

Die kinetische Theorie ist mittlerweile ohne jede Bedeutung. Es wird das Verhalten einzelner
Molekiile innerhalb des chromatographischen Systems hinsichtlich deren Wanderung in
Richtung der mobilen Phase und des Uberganges zwischen mobiler und stationdrer Phase

betrachtet. Befinden sich die Molekiile in der mobilen Phase, so haben alle die gleiche
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Geschwindigkeit. Je nach Affinitdt einer Molekiilart zur stationdren Phase hat diese dort

unterschiedlich lange Verweilzeiten.

Die chromatographische Trennung wird also als Kombination kinetischer Vorginge
(Adsorption, Verteilung, Desorption) betrachtet, wobei nicht vorausgesetzt wird, dass fiir
jeden Teilprozess eine Gleichgewichtseinstellung stattfindet. Daher sind hier Abweichungen

von der Gaufverteilung zuldssig.

Das theoretische Trennstufenmodell

Beim Trennstufenmodell wird die Trennsdule - in Anlehnung an die Beschreibung von
Destillationsprozessen - in diskrete Abschnitte (Boden bzw. Trennstufen) unterteilt, auf denen
prinzipiell ~genau einmal eine vollig reversible und unendlich  schnelle
Gleichgewichtseinstellung zwischen mobiler und stationédrer Phase erfolgt. Das Modell der
theoretischen Trennstufen kann zur Erkldrung des Auftretens gaullformiger Signale
herangezogen werden, wenn man zugrunde legt, dass es aufgrund von Stromungs- und
Diffusionsprozessen nur zu einer endlich schnellen und  unvollstindigen
Gleichgewichtseinstellung zwischen mobiler und stationdrer Phase kommt. Die theoretische
Trennstufenzahl N ist charakteristisch fiir eine Trennsdulen-Analyt-Kombination. Sie lésst
sich aus den chromatographischen Daten (siehe S. 26) berechnen. Die Trennstufenhéhe H ist
iber die Sdulenldnge mit der Trennstufenzahl N verkniipft bzw. ldsst sich auch direkt {iber die

Varianz und Siulenldnge berechnen:

H = — =

N Gleichung 3-17

Lo

L
Das Trennstufenmodell ist jedoch nur ein formales Modell und der Schwachpunkt dieser
Theorie ist vor allem, dass der Destillation und der Chromatographie zwei grundlegend
verschiedene physikalisch-chemische Prozesse zugrunde liegen. AuBlerdem finden einige
wichtige Parameter, die nicht die Art und Qualitét der stationdren Phase selbst betreffen, keine
Beachtung, wie z. B. die Flussrate der mobilen Phase, der Partikeldurchmesser in der
stationdren Phase oder die Schichtdicke von Oberflichenfilmen auf dem Packungsmaterial.
Daneben haben auch GroBlen wie die Diffusionskoeffizienten in den beiden Phasen oder die

Temperatur einen groflen Einfluss auf die Trennleistung.
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Die dynamische Theorie
Die dynamische Theorie stellt eine Erweiterung des Trennstufenmodells dar. Gegeniiber dem

Trennstufenmodell werden diverse Faktoren beriicksichtigt, wie z. B.

 UnregelmiBigkeiten in der Sdulenpackung
* Querdiffusion und Stoffaustauschverzogerung durch Kanéle in der stationdren Phase
* Longitudinaldiffusion unabhéngig von der Geschwindigkeit der mobilen Phase

+ Keine spontane und ungehemmte Einstellung von Gleichgewichten

Diese Effekte bewirken eine Erhohung der Trennstufenhéhe und damit eine
Signalverbreiterung. Es wurde folgender allgemeiner Ansatz gewdhlt (van-Deemter-

Gleichgewicht):

H :A+&-B+u-C Gleichung 3-18
Die drei Terme A, B und C hédngen dabei in unterschiedlicher Weise von der
Stromungsgeschwindigkeit u der mobilen Phase ab. Der Term A beschreibt die
Streudiffusion, welche eine Ursache fiir die Bandenverbreiterung darstellt; dieser auch
Packungsfaktor genannte Term ist von u zumindest in erster Ndherung unabhingig. Der Term
B beschreibt die Longitudinaldiffusion in oder entgegen der Stromungsrichtung der mobilen
Phase. Er ist insbesondere in der Gaschromatographie von Bedeutung, da die
Diffusionskoeffizienten von Gasen um 4 bis 5 Dekaden grofer sind als die von Fliissigkeiten.
Da die Bedeutung der Diffusion mit zunehmender Stromungsgeschwindigkeit abnimmt, ist B
umgekehrt proportional zu u. Mit dem Term C wird der Masseniibergang beschrieben. Der
verzogerte Massentransfer zwischen mobiler und stationdrer Phase hat zumeist den groBten
Anteil an der Bandenverbreiterung. Die Storungen in der Gleichgewichtseinstellung zwischen
mobiler und stationdrer Phase werden mit zunehmendem u grofer, weshalb sich eine direkte

Proportionalitit ergibt.
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Abbildung 3-7: Stoffaustauschverzogerung beim Phaseniibergang [29]

In der mobilen Phase geloste Molekiile wandern stindig weiter, wahrend die aus der
stationdren Phase zuriickkehrenden Molekiile sich mit einer Verzégerung wieder einordnen.
Diese Verzogerung ist nicht fiir jeden Phasenilibergang identisch und fithrt zu einer
Bandenverbreiterung, die mit der Zahl der Phaseniiberginge und der

Stromungsgeschwindigkeit zunimmt. Dieser Vorgang ist schematisch in Abbildung 3-7

dargestellt.
H [mm]
- H
06 e
- B-Term
-
A =
002 = — — — — — ATerm
15
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Abbildung 3-8: Graphische Darstellung der van-Deemter-Gleichung [36]
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Die genannten Einflisse werden in der van-Deemter-Gleichung (Gleichung 3-18)
zusammengefasst. Trdgt man die so berechnete Trennstufenhohe gegen die
FlieBgeschwindigkeit auf, erhdlt man eine hyperbelartige Kurve. Thr Minimum gibt die
optimale Flussrate fiir das Trennsystem an (Abbildung 3-8).

In der Praxis werden meist hohere Flussraten verwendet (z. B. 1 ml/min), da der Verlust an

Trennleistung tolerierbar und der Zeitgewinn deutlich ist.

3.4  Theorie zur lonenaustauschchromatographie

3.4.1 Der lonenaustauschprozess

Die stationdre Phase der Ionenaustauschchromatographie besteht aus einem Grundgertist, an
welches geladene funktionelle Gruppen gebunden sind. In der Ndhe befinden sich die
entsprechenden Gegenionen aus dem Eluenten. Wird ein Gegenion durch ein Analytion
ausgetauscht, so wird dieses kurzzeitig an der Austauschfunktion zuriickgehalten. Dieser
Zeitraum hédngt von der Affinitdit des Analytions zur funktionellen Gruppe ab. Da
verschiedene Analytionen unterschiedliche Affinititen zu diesen funktionellen Gruppen
aufweisen, konnen so Substanzgemische aufgetrennt werden. Bei einem Kationenaustausch
mit einer verdiinnten Siure als Eluenten gilt fiir jeden einfach geladenen Analyten A*

folgendes Gleichgewicht [34]:

Hi+ Ay == AT+ H, Gleichung 3-19
Die Indizes s und m gelten fiir stationdre und mobile Phase.

Das Gleichgewicht ldsst sich unter Anwendung des Massenwirkungsgesetzes durch die
thermodynamische Gleichgewichtskonstante Ka y beschreiben:

_ Cn T T
CuCui 7 7

Gleichung 3-20

AH

Im Austauscher sind keine Aktivitdten (wirksame oder effektive Konzentration von Atomen, lonen

und Molekiilen in einer Losung, y = f - C, wobei f ein dimensionsloser Korrekturfaktor ist) fassbar.
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Diese konnen aber aufgrund der starken Verdiinnung in guter Niherung gleich Eins gesetzt

werden.

Die Konzentrationen in Gleichung 3-20 lassen sich in einem Batch-Versuch ermitteln. Dazu
wird eine bekannte Menge Austauschermaterial mit einer Losung ins Gleichgewicht gebracht,
die bekannte Konzentrationen an H" und A" enthilt. Nach der Gleichgewichtseinstellung
konnen die Konzentrationen in der stationdren und mobilen Phase gemessen bzw. berechnet

werden.

Fiir jedes Analytion (hier A") wird ein Verteilungskoeffizient D definiert:

D, = Gleichung 3-21

Haben Gegenionen und Analytionen unterschiedliche hohe Ladungen, z. B. H' und C*', so
muss dies beriicksichtigt werden. Analog Gleichung 3-19 und Gleichung 3-20 gilt fiir ein

zweifach geladenes Kation C** unter Vernachlissigung der Aktivititen [34]:

2H ¢ O H c OF Gleichung 3-22

Cor, (C;+m )2

K. =_C'% ‘Hw/l
- Cc2+m .(C;*s )2

Gleichung 3-23

Die Konstante K¢ n, auch Elektroselektivitit genannt, ist von der Konzentration der Ionen in
der mobilen Phase im Vergleich zur lokalen Konzentration der Austauschgruppen im
Packungsmaterial abhéngig. Ist die Konzentration der mobilen Phase hoher, so werden gemal3
des Prinzips des kleinsten Zwanges nach Le-Chatelier bevorzugt Teilchen mit geringerer
Ladung am Austauschermaterial lokalisiert, da so die Gesamtkonzentration der lonen in der
mobilen Phase abnimmt. Bei einer verdiinnten mobilen Phase werden entsprechend die hoher
geladenen Teilchen ausgetauscht. Dieses Phdnomen kann bei entsprechend starker Variation

der Eluentenkonzentration zu einer Selektivitditsumkehr einzelner Analytenpaare fiihren.
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3.4.2 Retentionsmodelle in der Kationenchromatographie

Es wurden zahlreiche Retentionsmodelle entwickelt, um von den in Kapitel 3.2 genannten
makroskopischen GroBen (tms, k', a, ...) Riickschliisse auf die auf molekularer Ebene
ablaufenden Vorginge zu ermdglichen. Das Ziel solcher Modellvorstellungen ist es, die
chromatographische Trennleistung fiir eine beliebige Trennsdulen / Eluenten - Kombination

vorhersagen zu konnen.

Im einfachsten Fall wird das Modell der gleichionischen Verdriangung bei isokratischer
Elution verwendet. Der Eluent enthdlt nur ein einziges Kation und die Anzahl der

Austauschgruppen der Trennsdule wird durch die Kapazitit Q definiert.

Der zugrunde liegende Ionenaustauschprozess wurde bereits im Kapitel 3.4.1 vorgestellt,
verallgemeinert wird hier fiir das Eluention E'" und fiir das Analytion A*" geschrieben. Aus

Gleichung 3-19 und Gleichung 3-20 folgt damit:

Yy + 2B == A7 +xE Gleichung 3-24

(CA“S )y ) (CEy+m )X 7sz+ 7/2"y1+
(Co V-0 7l 7

Kag = Gleichung 3-25

Aus den bereits erwihnten Griinden werden die Aktivititen gleich Eins gesetzt. Um nun eine
Verkniipfung des Massenwirkungsgesetzes mit apparativen und chromatographisch
zuginglichen GroBen zu erreichen, substituiert man die Konzentrationen des Analytions A*"

durch den Verteilungskoeftizienten D4 und den Retentionsfaktor kK Al

5 _ Cn _
ATC Gleichung 3-26
Am><+
V.
Ky = DAV_S Gleichung 3-27

Nach Umformen ergibt sich damit aus Gleichung 3-25:

'Vm ! CEmW .
Kae = kAV— Gleichung 3-28

S
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Da die Konzentration der Eluentionen wesentlich hdher ist als die der Analytionen, kann man
davon ausgehen, dass nahezu alle Austauschpldtze der Trennsdule von Eluentionen belegt
sind. Die messtechnisch nicht erfassbare Eluentkonzentration in der stationdren Phase kann
somit gemaf Gleichung 3-29 durch die Kapazitit der Trennséule ersetzt werden, daraus folgt
dann Gleichung 3-30:

Q=y-C.. Gleichung 3-29

V.Y ()" .
Kae :[kAV—mJ (gj (CE y+) Gleichung 3-30

Lost man Gleichung 3-30 nun nach dem Retentionsfaktor k’4 auf, so erhdlt man den fiir die
Ionenchromatographie sehr wichtigen quantitativen Zusammenhang zwischen dem
Retentionsfaktor und den experimentell bestimmten Parametern Austauschkapazitit und

FEluentenkonzentration:

X

PR
K, :\\//_S(KA,E)V(%jy(CEmy+)‘y Gleichung 3-31

m
Aus Griinden der Ubersichtlichkeit wird diese Gleichung meist in der logarithmierten Form
verwendet:

S | X V. x
logk,, = ylog Kae +§log%+ logv—s—ylog(CEmw) Gleichung 3-32

Variiert man nun lediglich die Eluentkonzentration, um z. B. bei einer vorgegebenen Siule
ein Trennproblem zu optimieren, so vereinfacht sich Gleichung 3-32 erheblich, da fiir diesen

Fall die ersten drei Terme zu einer Konstanten C zusammengefasst werden konnen:

, X
logk, =C —Vlog(CEmw ) Gleichung 3-33

Die doppelt logarithmische Auftragung dieser Gleichung ergibt eine Gerade mit dem
Achsenabschnitt C und der Steigung -x/y. Sie ist aber auf die Anwendung auf
niederkapazitive Sdulen und verdiinnte Eluenten beschrankt, da die sonst anfangs gemachten

Annahmen, z. B. beziiglich der Vernachlédssigung der Aktivititen, nicht zutreffen.
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Wendet man dieses Retentionsmodell nun auf ein Trennproblem an, z. B. die Trennung der
Kationen A* und B”, so kann auch fiir den Selektivititskoeffizienten oap Uber das
Massenwirkungsgesetz ein mathematischer Zusammenhang hergeleitet werden. Das
Analytion B konkurriert analog der bisherigen Ausfiihrungen mit dem Eluention E um die
Austauschplitze, aber auch mit dem Analytion A. Auf diesen Vorgang kann entsprechend das

Massenwirkungsgesetz angewendet werden:

c..)ole,. )

Kas = ([C/wy '(CBSH )X Gleichung 3-34

Setzt man hier ebenfalls Gleichung 3-7 und Gleichung 3-10 ein, so erhédlt man fiir den
Selektivitdtskoeffizienten folgenden Ausdruck:

k; Cc ..-C

A .
(04 == -
AB K, CAm“ C,. Gleichung 3-35

Durch Umformen erhdlt man zwei Geradengleichungen fiir den logarithmierten

Selektivitatskoeffizienten:

1 x—z.  (kgV
logar, =Elog Kag + . log( i/ m] Gleichung 3-36

S

1 X—2 k,V,
1ogaA,B:;10gKA,B+ " log( (\/mj Gleichung 3-37

S

Tragen die beiden Analyten dieselbe Ladung (x = z), so entfillt der zweite Term der beiden

Gleichungen und sie werden identisch:

1 1
loga, g = ;log Kag = Elog Kas Gleichung 3-38

Laut dieser Gleichungen hingt die Selektivitit fiir den Fall gleichgeladener Analyten A und B
nur von der Gleichgewichtskonstanten Kap und dem Betrag der Ladung x bzw. z ab. Bei
unterschiedlich geladenen Analyten spielt zusétzlich noch das Phasenvolumenverhéltnis eine
Rolle und die beiden Retentionsfaktoren k’4 und k’g sind nicht mehr unabhingig voneinander

[30]. Eine Abhéngigkeit der Selektivitit von der Ladung und der Konzentration des
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Eluentions geht aus den Gleichungen nicht direkt hervor. Diese Unabhéngigkeit gilt jedoch
nicht fiir unterschiedlich geladene Ionen, da die Retentionsfaktoren zum einen wie bereits
vorgenannt nicht unabhédngig voneinander sind und zum anderen gemifl Gleichung 3-33
ihrerseits eine ladungsabhéngige Funktion der Eluentkonzentration sind. Beriicksichtigt man
dies, so steht das hergeleitete Retentionsmodell nicht im Widerspruch zu der in Kapitel 3.4.1

beschriebenen Elektroselektivitit.

3.5 Aufbau einer HPLC-Apparatur

Eine HPLC-Apparatur kann in vier Hauptkomponenten unterteilt werden: Pumpe, Injektor zur

Probenaufgabe, Trennsdule und Detektor.

Die folgende Abbildung stellt den schematischen Aufbau eines Hochleistungsfliissigkeits-

Chromatographen dar:

Frobenmjeltion Detelition
Eluent Lieferung | Tremanmg |
4 b 4 > 4 > +—»
Injeldor
Pumpe
| ‘ Trennsiule DB“TM“
= | —
T L g Ablauf
Laufinittel (Eluent) Prohe

Abbildung 3-9: Prinzipieller Aufbau einer HPLC-Apparatur [30]

Im folgenden sollen die einzelnen Bestandteile kurz erldutert werden.

Die Pumpe

Durch die kleine Partikelgroe der stationdren Phase entsteht ein erheblicher Staudruck, der
von der Pumpe kompensiert werden muss. Dabei sollte die Pumpe die mobile Phase mit
konstantem Druck und konstanter Stromungsgeschwindigkeit durch die stationdre Phase
fordern. Aufgrund des hohen Staudruckes von {iiblicherweise 500 bis 2500 kPa kommen

praktisch nur Kolbenpumpen in Frage, die trotz ausgekliigelter Kolbensteuerung immer eine
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gewisse Restpulsation erzeugen. Daher wird in der Praxis noch ein Pulsationsddmpfer

nachgeschaltet, um diese zu minimieren.

Das Injektionsventil

Das Probeneinlass-System hat die Aufgabe, die Probe in das unter hohem Druck stehende
System zu bringen. Dieser Vorgang darf keine Druck- und Stromungsschwankungen
hervorrufen. Eine Probenschleife bekannten Volumens wird mit Hilfe einer Spritze im
drucklosen Zustand befiillt. Durch das Umstellen eines Mehrwegeventils wird die Probe dann
in das System eingekoppelt und durch die mobile Phase in die Sdule transportiert. Das

Volumen der Probenschleife bewegt sich iiblicherweise zwischen 10 pl und 500 pl.

Die Trennsaule

Der druckstabile Sdulenkdrper einer HPLC-Saule besteht aus Edelstahl oder Kunststoff. Die
Art der jeweils verwendeten Packungsmaterialien wurde vorangehend bei der Beschreibung
der einzelnen Trennmechanismen aufgefiihrt. Die idealerweise sphérischen Teilchen haben
einen Durchmesser zwischen 5 und 25 pm mit einer moglichst engen Grofenverteilung. Das
Porenvolumen liegt im Allgemeinen zwischen 0,2 und 2 mL/g und die spezifische Oberfléche

betrigt 50 bis 500 m*/g.

Der Detektor

Der Detektor soll erkennen, wann eine Substanzbande aus der Sdule eluiert. Er muss die
Anderung der Zusammensetzung der mobilen Phase feststellen konnen, diese Information in
ein elektrisches Signal umwandeln und das Signal dem Integrator oder PC zur Verfiigung

stellen.

Folgende Eigenschaften sind bei Detektoren von besonderer Bedeutung:

1. Konzentrations- oder Massenflussabhéngigkeit
Die konzentrationsabhingigen Detektoren erzeugen ein Signal, dass proportional zur
Konzentration eines Analyten im Eluat (die aus der Sdule austretende, aufgetrennte Probe
in der mobilen Phase) ist. Bei den massenabhingigen Detektoren besteht die
Proportionalitdt zwischen dem Signal und dem Massenstrom (Anzahl der Probenmolekiile

oder -lonen pro Zeiteinheit).
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2. Empfindlichkeit
Der Detektor sollte eine hohe Empfindlichkeit aufweisen. Die Steigung einer
Kalibriergeraden entspricht der Empfindlichkeit eines Analyseverfahrens.

3. Rauschen
Unter dem Rauschen eines Detektors versteht man die Schwankungen des Signals, die
beim Aufnehmen der Basislinie bei hoher Empfindlichkeit sichtbar werden.
Das Rauschen wird durch mehrere Einfliisse verursacht: Verunreinigungen oder
Luftbldschen in der mobilen Phase, Schwankungen der Umgebungstemperatur oder des
Druckes, Netzstorungen, Pulsation der Pumpe, usw. sind moglich. Je kleiner das
Rauschen ist, um so grofler wird das Signal/Rausch-Verhéltnis und um so niedriger wird
die Nachweisgrenze. Das Detektorrauschen wird direkt vom Detektor generiert, z. B.

durch Spannungsschwankungen.

4. Linearer Bereich
Ein idealer Detektor gibt sowohl bei groBen als auch bei kleinen Analytmengen ein
Signal, dessen Flidche und/oder Hohe der injizierten Substanzmenge proportional ist. Der
Konzentrationsbereich, in dem das zutrifft, heilt linear-dynamischer Bereich. Oberhalb
dieses Bereiches zeigen Detektoren ein Abflachen der Kalibrierfunktion. Im Idealfall

sollte dieser Bereich moglichst grof3 sein.

5. Zeitkonstante
Die Zeitkonstante ist ein MaB fiir die Schnelligkeit der Registrierung eines Signals. In der

HPLC sollte die Zeitkonstante nicht groBer als 0,1 Sekunden sein.

Die Auswahl eines Detektors erfolgt in Abhédngigkeit von den Eigenschaften der Analyten
und der geforderten Nachweisgrenze. In der HPLC finden folgende Detektoren iiblicherweise

Verwendung:

UV/VIS, variable Wellenlénge, bzw. mit Diodenarray-Technik Aufnahme von Spektren
Fluoreszenz

Leitfahigkeit

Massenspektrometrie (MS)

Kopplung mit ICP-AES oder ICP-MS
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Die Grundlagen des in der vorliegenden Arbeit verwendeten Detektors und der

Kopplungstechniken sollen ndher betrachtet werden (siehe Kapitel 4.3).
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4 Grundlagen der ICP-MS/AES

Im folgenden Abschnitt werden die beiden Techniken erldutert, die in der vorliegenden Arbeit
als Detektor, mit der Chromatographie gekoppelt, verwendet wurden. Zuerst wird in Kapitel
4.1 das ICP-MS erldutert. Die Bauteile, die in den Kapiteln 4.1.1 und 4.1.2 dargestellt
werden, sind auch Bestandteile des ICP-AES und werden infolgedessen im Kapitel 4.2 nicht

noch einmal beschrieben.

41 ICP-MS

Zu Beginn der 80er-Jahre beschriecben R. S. Houk, A. R. Date und A. L. Gray die
Verwendung eines ICPs als Tonenquelle fiir die Massenspektrometrie (MS) [37]. Seit 1983
wurde die Bedeutung der Massenspektrometrie mit verschiedenen lonenquellen fiir die
Bestimmung der chemischen Elemente als sehr leistungsfahige Methode erkannt und hat sich
mittlerweile als Routineanalytik und in der Forschung etabliert. Das ICP-MS wird in der
Spuren- und Ultraspurenanalytik flir die Bestimmung nahezu aller Elemente des

Periodensystems eingesetzt.

Bei dieser Methode wird eine elektrische Entladung zur Ionisierung des Probenmaterials
verwendet und die Ionen werden unter Verwendung elektrischer und magnetischer Felder

nach ihrer Masse getrennt und detektiert.

In der ICP-MS wird in den meisten Féllen die zu analysierende Probe, die aus Fliissigkeit
oder in Losung gebrachten Feststoffen besteht, iiber eine peristaltische Pumpe einem
Zerstduber (meist V-Spalt, Meinhardt oder Cross Flow) zugefiihrt und mit Hilfe eines
Argongasstroms von etwa 1 L/min zu einem feinen Nebel zerstdubt. Nach der Zerstiubung
erfolgt in der gekiihlten Zerstduberkammer eine Abscheidung der grolen Tropfchen, um so
ein Aerosol mit geringer TropfchengroBeverteilung zu erhalten. Um die Wasserfracht, die das
Plasma erreicht, weiter zu vermindern, ist die Zerstiuberkammer auf etwa 3°C gekiihlt [38].
Die zerstaubte Probe wird mit dem Argongasstrom dem induktiv gekoppelten
Hochfrequenzplasma (ICP) zugefiihrt. Das ICP ist ein elektrodenloses Plasma, das durch
Einkopplung eines hochfrequenten Wechselfeldes in das Plasmagas (in der Regel Argon)
erzeugt wird. Das Plasmagas wird durch ein Rohrsystem geleitet, an dessen Ende sich eine
Induktionsspule befindet. Im Plasma erfolgt die Trocknung, Atomisierung und lonisierung der

Probe. Die lonen werden extrahiert und in einen Zwischenraum (interface) mit einem Druck
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von wenigen mbar gebracht, dann gelangen die Ionen in das Hochvakuum eines

Massenspektrometers und werden nach der Massenauftrennung detektiert [39].

In diesem Abschnitt folgt die Beschreibung des ICP-MS mit dem oft verwendeten Quadrupol
als Massenfilter, mit dem die Sb-Bestimmung der in der vorliegenden Arbeit untersuchten
Proben durchgefiihrt wurde [40, 41]. Der Quadrupol besteht aus vier zylindrischen Metall-
Stiben, die asymmetrisch um die Hauptachse angeordnet sind. An diese Stibe werden
iiberlagerte Gleich- und Wechselspannungen derart angelegt, dass gegeniiberliegende Stibe
die gleiche und benachbarte Stibe die entgegengesetzte Polung aufweisen. Bei einer
bestimmten Kombination der Gleich- und Wechselspannungen kénnen nur Ionen mit einem
bestimmten Verhiltnis Masse/Ladung das entstehende elektrostatische Wechselfeld passieren.
Alle anderen Ionen werden stark abgelenkt und gelangen nicht zur Detektionseinheit. In
einem Sektorfeld-Massenspektrometer werden die Ionen in einem magnetischen und
elektrischen Sektorfeld entsprechend den Masse/Ladungs-Verhéltnissen aufgetrennt. Mit
Sektorfeld-Massenspektrometern (ICP-SFMS) kann gegeniiber Quadrupol-Geréten entweder
im Betrieb mit kleiner Auflosung (m/Am = 300) eine weitere Verbesserung der
Nachweisgrenzen oder im hoheraufgeldsten Betrieb (m/Am = 3000 oder m/Am = 9000) eine

weitgehende Beseitigung von spektralen Interferenzen erzielt werden.

Die maligeblichen Erfinder der ICP-MS Houk [42, 43], Gray und Date [44, 45] entwickelten
ein Interface zur Kopplung bzw. Verbindung des ICP mit einem Quadrupol-
Massenspektrometer. Mit Bezug auf die Literatur iiber die verschiedenen Typen moderner

Massenspektrometer wird auf Ref. [46] verwiesen.

Sampler

Ionenoptik Detektor
i
Trdgergas : / /.=. .//

— Fackel J\ Rechner
< u"f:"o Skimmer “-\___‘\'
P ‘ Massen-
A o spektrometer
b Uorvakuum
Plasma—[ Kiihl- Hochuakuum
gas gas
Hochfrequenz- Uorvakuum- Hochvakuum-
generator Pumpe Pumpe

Abbildung 4-1: Schematischer Aufbau eines ICP-MS [47]
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Der schematische Aufbau eines Quadrupol-ICP-MS ist in der Abbildung 4-1 dargestellt, der
in folgenden Punkten beschrieben werden soll. Ein ICP-MS besteht aus einer lonenquelle und
einem Massenspektrometer, das eine Ionenoptik, einen Massenfilter und eine

Detektionseinheit enthélt.

4.1.1 Zerstauber

Die Standard-Probenzufuhr in der ICP-MS (und auch in der ICP-AES) ist die Zerstdubung
fliissiger Proben [48]. Die Theorie der Aerosolbildung und die Wirkungsweise von Zerstiduber
und Zerstduberkammer werden ausfiihrlich von Sharp beschrieben [49, 50]. Am héufigsten
werden V-Spalt- oder Meinhard-Zerstduber (konzentrisch) in Kombination mit einer Scott-
Zerstduberkammer verwendet; daneben gibt es noch Babington-, Cross-Flow- [51] und
Frittenzerstduber [52]. Alle diese Typen besitzen eine schlechte Aerosolausbeute, daher

konnen sie als niedereffektive Zerstduber bezeichnet werden.

Die Aerosolausbeute ist die Differenz zwischen der dem Zerstauber zugefiihrten und der in
der Zerstduberkammer wieder abgeschiedenen Probemenge und ist eine Kenngrofe des
Zerstdubers. Die Empfindlichkeit bei der anschlieenden Detektion wird mafigeblich von der
Bildung kleiner Aerosoltropfchen beeinflusst , da die Aufenthaltsdauer dieser Tropfchen im

Plasma kurz ist und nur sie effektiv verdampft werden kénnen.

Die Fliissigkeits- und Gasmengen, die dem Zerstduber zugefiihrt werden, miissen auch den
Anforderungen des Plasmas geniigen, welches maximale Zerstdubergasflussraten von 1,5
L/min und Aerosoleintrige bis zu 0,1 mL/min toleriert. Bei hoheren Eintrdgen wird das
Plasma instabil, die Temperaturen sinken und die spektralen Interferenzen nehmen zu. Um die
Belastung des Plasmas mit Wasser und damit die Interferenzen weiter zu verringern und die
Empfindlichkeit fiir die Messung der Analyten zu steigern, wird die Zerstduberkammer
gekiihlt [53]. Bei tiefer Zerstiuberkammertemperatur steigt die Empfindlichkeit fiir die

Analyten, wihrend die Stérungen durch Oxid- oder Plasmaspezies zurlickgehen.

Der Meinhard-Zerstauber (Abbildung 4-2) besteht aus Quarzglas und wird in verschiedenen
Typen gefertigt, die sich in der Form der Spitze und damit im erforderlichen Betriebsdruck
und im erzeugten Aerosol unterscheiden. Der Zerstduber kann auch selbstansaugend betrieben
werden. Ein Vorteil ist dabei, dass jegliches Pumpenrauschen entfdllt. Allerdings ist die

Probenzufuhrrate schwierig einzustellen und wenig reproduzierbar. Der V-Spalt-Zerstiduber
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(Abbildung 4-2) ist aus Kunststoff gefertigt und somit auch gegen aggressive Medien wie
verdiinnte Flusssadure resistent. Aulerdem ist er weniger anfallig gegen Verstopfung und lasst

sich leichter reinigen.

Kanpillar

Gaseinlass
Zerstaubergas

40 mm

Abbildung 4-2: Meinhard-Zerstauber (links) [54] und V-Spalt (rechts)

Die Aerosolausbeute ist bei beiden Systemen sehr schlecht und liegt bei unter 10 %. Zur
besseren Acrosolausbeute wurden hocheffektive Zerstduber entwickelt, wie der Ultraschall-
Zerstauber (USN) [55, 56], der Hocheffektive Zerstauber (HEN) [57, 58] oder der
Mikrokonzentrische Zerstdauber (MCN) [59, 60]. Allerdings steigt nicht nur die Analytmenge
im Plasma, sondern auch die Matrixmenge, sodass es nicht unbedingt zu einer Verbesserung

des Signal-Rausch-Verhéltnisses kommt.

Der MCN (Abbildung 4-3) hat ecinen Korper aus Kunststoff. Die Probe wird durch eine
kurze, diinne Kapillare gefordert, die in ein Saphirpldttchen miindet. Durch die verwendeten
Materialien ist der MCN sehr korrosionsbestindig und fiir verdiinnte Flusssdure geeignet. Der

MCN kann auch wie der Meinhard und der HEN selbstansaugend betrieben werden.

Zerstaubergas —I

Saphir
Zerstauber-
Offnung

e .
O

Palyimide Kapillar

PWDF Zerstiuber Kirper

Abbildung 4-3: Mikrokonzentrischer Zerstauber (MCN) [61]
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Eine noch bessere Ausnutzung der Probe erreicht man, indem man ganz auf eine
Zerstduberkammer verzichtet und einen hocheffektiven Zerstduber, z. B. einen Direct
Injection High Efficiency Nebulizer (DIHEN) der Firma Meinhard oder einen Direct Injection
Nebulizer (DIN) der Firma Cetac so in die Quarzrohre des Brenners (torch) einbaut, dass er
direkt in das Zentrum des Plasmas zerstidubt. Auf diese Weise wird die komplette zerstdubte
Probe in das Plasma eingebracht. Auch hier ist wieder das Plasma die limitierende Grof3e, das
bei groferen Wasserfrachten nicht mehr stabil ist. Der Nachteil der Direktzerstdubung ist

natiirlich, dass hier keine Desolvatisierung moglich ist.

Lasungeinlass Lasung-Kapillar
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Abbildung 4-4: Direct Injection High Efficiency Nebulizer [62]

Der Direct Injection Nebulizer (DIN) ist eine Weiterentwicklung des MCN, der in das
Injektorrohr eines Quarzbrenners eingebaut wurde [63, 62] (Abbildung 4-5). Im Unterschied
zum MCN ist die Kapillare iiber einen kleinen Elektromotor verstellbar und ermoglicht so
zusammen mit den eingestellten Zerstdubergasfliissen eine Beeinflussung der
Tropfchenverteilung [64, 65], sodass das Aerosol in das Zentrum des Plasmas gebracht

werden kann.

Ladungsspule .
. Probenkapillar
Justierungs Nuf apille

Kiihlgas Hilfs-Zerstiubergas ™
Zerstauhergas

fwischengas

Abbildung 4-5: Direct Injection Nebulizer [66]
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Der DIN hat, bedingt durch seine lange Kapillare mit einem Durchmesser von 50 pm, einen
Staudruck von 3-4 MPa bei einer Flussrate von 100 pL/min. Zum Betrieb ist daher eine
Pumpe nétig, die in diesem Druckbereich pulsationsfrei und reproduzierbar die recht kleinen
Flussraten fordern kann. Vom Hersteller wird eine Gasverdriangungspumpe fiir den DIN
angeboten, die zusammen mit einem Steuergerét fiir die Gasfliisse und Kapillarenposition
geliefert wird. Der Betrieb ist aber auch mit einer HPLC-Pumpe und einem selbstgebauten

Steuergerit fiir die Positionierung der Kapillare moglich [38].

4.1.2 Plasma und Brenner

Ein Plasma ist ein elektrisch leitendes, gasformiges System aus Atomen, lonen und
Elektronen. Die elektrisch geladenen Teilchen stehen in Wechselwirkung zu den Atomen,
jedoch nicht in einem thermodynamischen Gleichgewicht. Nach auf3en ist das Plasma (quasi-)
neutral. Erzeugt wird es am Ende eines Quarzglasbrenners (Torch), der mittig in eine
Kupferspule eingelassen ist. An dieser liegt eine Hochfrequenz-Wechselspannung an.
Betrieben wird das Plasma mit Argon, welches mit einer Flussrate von 12-18 L/min durch die
dulleren Glasrohren des Brennerstromt. Aufgrund der Geometrie des Brenners entstehen
Gaswirbel, die das Plasma aufrechterhalten. Gleichzeitig wird durch das Plasmagas die Torch
gekiihlt (Coolgas), um das Schmelzen des Quarzglases durch die hohen Temperaturen (in der
Nahe der Spule kann die Temperatur bis zu 10000 K erreichen) im Plasma zu verhindern. Das

Plasma wird durch einen Teslafunken geziindet, der in das Plasmagas induziert wird.

Das Probenaerosol gelangt durch die innere Glasrohre des Brennerdirekt in das Zentrum des
Plasmas. Uber die mittlere Rohre kann dem Plasma noch weiteres Argon als Hilfs-
(Auxilliary-) Gas mit einer Flussrate von 0,5 bis 1,2 L/min zugefiihrt werden. Dieses Gas
kann die Form, Position und damit die Stabilitdt des Plasmas beeinflussen, auch wenn es zum

Betrieb des Plasmas nicht unbedingt notwendig ist [67].

Die Induktionsspule (s. Abbildung 4-6) wird vom Plasmagenerator mit einer hochfrequenten
Wechselspannung versorgt. Der Generator liefert eine Leistung bis zu 2000 W bei einer
Frequenz von 27,12 MHz zur Erzeugung des oszillierenden Magnetfelds. Die Frequenz wird
von einem schwingenden Quarz erzeugt (Crystal Controlled) und im Generator {ber

verschiedene Verstirkerstufen auf die endgiiltige Leistung gebracht [42, 68].
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Das Plasmagas innerhalb der Torch bestimmt die Induktivitdt der Spule, sodass die Zugabe
einer Probe in das Plasma oder eine Anderung der Probenmatrix Variationen der Induktivitit
verursachen. Eine solche Storung der Induktivitit, die auBerdem auch durch eine falsche
Torchpositionierung, Sauerstoff im Plasmagas oder andere Storungen hervorgerufen werden
kann, wird durch eine erhohte Reflected Power, also der Leistung, die das Plasma nicht
aufnehmen konnte, angezeigt. Bei Betrieb eines ICP sollte darauf geachtet werden, die
Reflected Power moglichst gering zu halten, um den Generator zu schonen (hier etwa 1 Watt)

[69].

Innerhalb des Plasmas wird das Probenaerosol zunichst getrocknet, dann atomisiert und
schlieBlich ionisiert. Die einzelnen Plasmazonen lassen sich beispielsweise mit einem [CP-
AES zeigen, wo der Ubergang von Atom- zu lonenlinien beobachtet werden kann. Die

verschiedenen Plasmazonen werden in Abbildung 4-6 und Abbildung 4-7 dargestellt.

Luft-Plasma Wechselwirkungszone

Atomisierungslinien Rekombinierungszone
unstabiles Plasma

Atomisierungszone
{(Interferenzen) lonisierungslinien

Abbildung 4-6: Verschieden Zonen in einem ICP [42]

Die Temperaturverteilung im Plasma entspricht den unterschiedlichen Zonen. Angaben {iber
die Temperatur in der Literatur variieren mit den Plasmaparametern und der Methode, wie
diese Werte ermittelt wurden. Die dullere Zone des Plasmas in der Ndhe der Spule erreicht
eine Temperatur von bis zu 10000 K, im Zentrum des Plasmas nimmt die Temperatur von der
Atomisierungszone mit etwa 8000 K auf 6000 K in der Zone der Ionenlinien ab. Obgleich das
Plasma eine sehr effektive Ionisierungsquelle fiir die meisten Elemente darstellt, so besteht es

zum groften Teil aus heilem, neutralem Argon.
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Abbildung 4-7: Bild und schematische Darstellung des Plamabrenners [47]

Im induktiv gekoppelten Plasma wird die Probe (Analyt und Matrix) verdampft, dissoziiert
und atomisiert bzw. ionisiert. Bedeutsam flir das ICP-MS ist eine hohe Ausbeute einfach
ionisierter Analytatome. Die Ionisierung lauft nach folgendem Schema durch Zusammenst3e
der Analytatome M mit Ar-Atomen im metastabilen Zustand (Ar™) und mit Ar-Ionen (Ar") ab

(siche Gleichung 4-1 bis Gleichung 4-3):

M+e >M" +2e Gleichung 4-1
M+Ar" —>M"+Ar Gleichung 4-2
M+Ar" -M"*+Ar+e” Gleichung 4-3

Der lonisierungsgrad im Argonplasma héngt dabei von der Elektronendichte und
Elektronentemperatur im Plasma und dem Ionisationspotential des jeweiligen
Analytelementes ab. Er ldsst sich ndhrungsweise mit der Saha- Gleichung (siche Gleichung
4-4) berechnen. Je nach Element konnen zwischen 50-100 % einfach positiv geladene lonen
vorliegen. Nichtmetalle wie z. B. Fluor und Chlor weisen dagegen sehr geringe
Ionenausbeuten von 0,001 bzw. 1% auf [42, 70]. Das Ar-ICP ist in der Lage, die meisten
Elemente des Periodensystems anzuregen und zu ionisieren, wodurch eine simultane
Multielementbetimmung mdglich wird. Die Ionenausbeuten sind durch die Plasmaparameter
steuerbar. Eine Steigerung der Generatorleistung und damit der Plasmatemperatur fiihrt zu
geringeren Ausbeuten an Molekiilspezies bei gleichzeitiger Zunahme der einfach und
zweifach positiv geladenen Ionen. Eine Erhohung des Trigergasflusses bewirkt durch den
verstarkten Eintrag von Probenmaterial ins Plasma eine Abkiihlung der Temperatur und
hohere Ausbeuten an storenden Molekiilspezies. Zwei Drittel aller Elemente weisen eine 1.

Ionisierungsenergie < 8 eV auf und werden zu tiber 90% ionisiert [71].
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Ny N, (2z-mkT)? 2z, & -
lj\l :( ” he3 ) R BN} Gleichung 4-4
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aj a

Naj, Njj Konzentration der Atome bzw. Ionen des Elementes |
Ne Konzentration der freie Ionen (Annahme:1,3- 1015)

K, h, m¢ Boltzmann- und Planck-Konstante, Elektronenmasse
Zqj, Zij  Partitionsfunktion der Atome bzw. Ionen vom Element |
€j Ionisationsenergie des Elementes |

T Ionisationstemperatur im Plasma (Annahme: 8700 K)

4.1.3 Interface und Quadrupol

In der ,,analytischen Zone* werden mit Hilfe einer aus Metall angefertigten, konusférmigen
Lochblende (Sampler), die im Plasma gebildeten Ionen extrahiert. Ein das Plasma
verlassendes Ion trifft auf ein wassergekiihltes, aus Sampler und Skimmer bestehendes

Interface. Die Spitze des Sampler ist eine Lochblende aus Nickel.

Wihrend in der Torchbox mit dem Plasma Atmosphirendruck herrscht, ist im Bereich des
Massenseparators Hochvakuum noétig. Es muss also parallel zur lonenlaufstrecke ein
deutlicher Druckabfall realisiert werden. Dies geschieht mittels eines Interfaces iiber zwei
Stufen. Hinter dem Sampler wird der Druck durch eine Drehschieberpumpe auf ca. 2,5 hPa
reduziert. Der lonenstrahl, der durch das Loch des Samplers hindurch tritt, expandiert nun in
dieses Vakuum hinein, wird dabei beschleunigt und trifft auf eine zweite Lochblende, den
Skimmer. Durch dieses ebenfalls aus Nickel oder Platin bestehende Bauteil gelangt ein Teil
des Ionenstrahls in das Hochvakuum des Massenspektrometers. Der Autbau des Interfaces ist

in Abbildung 4-8 schematisch dargestellt.

Nach dem Interface wird der Ionenstrahl mit Hilfe verschiedener lonenlinsen zunéchst
defokussiert und um den Photonenstop herumgefiihrt. Letzterer soll ungeladene Teilchen (wie
z. B. Photonen) vom Detektor fernhalten und befindet sich dementsprechend im direkten
Strahlengang. Die um ihn herum gelenkten Ionen werden nun durch weitere Ionenlinsen
wieder fokussiert und auf die Eingangsblende des Quadrupols geleitet. Der Druck féllt vom

Bereich der Ionenlinsen zum Quadrupol von 10” hPa auf 510 hPa.
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Im Quadrupol erfolgt dann die Trennung der Ionen nach ihrem Masse/Ladungs-Verhiltnis.
Der Quadrupol besteht aus vier jeweils 30 cm langen zylindrischen Metallstdben, die um die
Flugbahn der Ionen herum angeordnet sind. An diese Stidbe wird eine Gleichspannung
angelegt, die von einer hochfrequenten Wechselspannung tiberlagert wird. Durch Variation
der Gleichspannung kann erreicht werden, dass nur Teilchen mit einem bestimmten
Masse/Ladungs-Verhiltnis den Quadrupol passieren und den Detektor erreichen kénnen. Alle
anderen Ionen haben instabile Flugbahnen und erreichen das Ende des Quadrupols nicht. Die
Steuerelektronik ist in der Lage, jede Masse im analytisch sinnvollen Bereich von 5 bis 300
amu zu analysieren und kann innerhalb einer Sekunde diesen Massenbereich mehrfach
abfahren (scannen). Auch wenn der Wechsel der Masse sehr schnell erfolgen kann, so ist die
gesamte Detektion doch nur quasisimultan. Das bedeutet, dass die einzelnen Massen nicht
zeitgleich, sondern leicht zeitversetzt detektiert werden, und zwar je stirker, je weiter sie
auseinander liegen oder je mehr Elemente mit Massen zwischen diesen beiden ebenfalls
detektiert werden sollen. Dies kann zu Ungenauigkeiten bei der Bestimmung von
Isotopenverhéltnissen fiihren, da bei einer zeitversetzten Messung zweier Isotope z. B. die
Schwankungen des Plasmas die Messung dieser beiden Massen nicht gleichmaBig

beeinflussen [38, 69].

Die im Massenspektrometer getrennten lonen werden mit einem Channel-Electron-Multiplier
(CEM) detektiert. Jedes eintreffende Ion erzeugt im Detektor eine Vielzahl von Elektronen,
die dann als Stromimpuls gemessen werden. Der analytische Bereich umfasst bis zu acht

Dekaden bezogen auf die Konzentration des Analyten in der Probe [42].

Neben einem Quadrupol zur Massentrennung werden in der ICP-MS auch Magnet-Sektorfeld
und Flugzeitmassenspektrometer (Time-Of-Flight, TOF), seit etwa 10 Jahren verwendet, die
aufgrund ihres physikalischen Prinzips eine bessere Auflosung und in wenigen Fillen auch

eine grofBere Empfindlichkeit fiir die Analyten besitzen [72].
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Hochvakuum
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Abbildung 4-8: Aufbau von Torch, Plasma und Interface nach [73]: A: Brenner, B: duflere
Plasmazone, C: Zerstdubergas mit Probenaerosol, D: Zone der Atomlinien,
E: Zone der lonenlinien, F: Sampler, G: Skimmer, H: Boundary Layer, I:

Uberschallbereich, J: Ionenlinsen.

Auflésung

Der Quadrupol ist in der Lage, in dem fiir die Elementanalyse interessierenden Massenbereich
bis 300 amu ganze Massen vollstindig voneinander zu trennen. Die Auflosung wird in der

Massenspektrometrie gewohnlich definiert als:

M

=— Gleichung 4-5
AM

R: Auflosung
M: Masse
AM: Massendifferenz zwischen zwei Peaks auf 10 % Peakhohe

Eine Steigerung der Aufldsung fiithrt immer zu einer Verringerung der Empfindlichkeit.

Vor- und Nachteile

Vorteile dieser Methode sind eine Kombination der folgenden Eigenschaften [74, 75, 76]:

- Einfache und stabile Probenzufiihrung im ICP als Ionenquelle

- Sehr gute Nachweisgrenzen durch grof3e Empfindlichkeit bei geringem Untergrund
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- Multielementfahigkeit

- GroB3er dynamischer Messbereich

- Isotopenverhéltnis-Erfassung

- Vergleichsweise einfache Spektren

- Geringer Zeitbedarf fiir eine Einzelmessung

- Vielfdltige Moglichkeiten der Probenzufuhr (Kopplung)

Den vielfiltigen Einsatzmoglichkeiten des ICP-MS und den vorteilhaften analytischen

Eigenschaften stehen einige systematische Schwéchen gegeniiber:

- Einige wichtige Elemente durch isobare Uberlagerungen mit Plasmaspezies nicht oder nur
schwer zuginglich (*°Fe wird durch ArO” iiberlagert und " As durch ArCI")

- Empfindliche Messungen sind mit Einbuflen der Prézision verbunden. Bei der Bestimmung
von Hauptkomponenten in einer Probe sind zu empfindliche Techniken wie die ICP-MS
unangebracht, da Schwankungen im Messergebnis bedingt durch die entsprechenden
Verdiinnungsschritte sich extrem negativ auf die Prézision der Endergebnisse auswirken.

- Keine Informationen iiber Spezies oder Bindungsformen der Analyten

- Beeintrachtigungen durch Probenmatrix, wie Peakiiberlagerung, Peakverschiebung, Isobare

Intereferenzen, usw.

Mit fortschreitenden technischen Neuerungen der ICP-MS-Gerite, wie z. B. Kaltplasma oder
Reaktionszelle bzw. der Kollisionszelle zur Reduzierung der Interferenzen durch
Plasmaspezies [77], werden die genannten Nachteile immer weiter eingeschrinkt und
Speziesinformationen werden durch die Kopplung mit chromatographischen Methoden

zugénglich [78, 79, 80]. Die Kopplungstechniken werden in Kapitel 4.3 niher beschrieben.

4.2  Grundlagen der Atomemissionsspektrometrie
Die Atomemissionsspektrometrie zdhlt innerhalb der instrumentellen Analytik zu den

wichtigsten Methoden fiir die Elementbestimmung.

Ein Atom kann durch Zufuhr von thermischer, elektrischer oder Strahlungsenergie
(Abbildung 4-9) aus seinem energetischen Grundzustand (Ejy) in einen angeregten, hoheren
Zustand (E;) angehoben werden und gibt beim Riickfall in das niedrigere Niveau die

aufgenommene Energie als elektromagnetische Strahlung wieder ab, wobei eine Spektrallinie
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genau einer bestimmten Energiedifferenz der beteiligten Niveaus entspricht. Ein angeregtes
Atom kann zwar sehr verschiedenartige, nicht aber beliebige Energiezustinde annehmen,
sodass die Zahl der Spektrallinien begrenzt bleibt. Jedes Element verfiigt liber einen
charakteristischen Aufbau seiner Atombhiille und weist folglich auch ein charakteristisches
Linienspektrum auf. Mit der Bestimmung der Wellenldnge emittierender oder absorbierender
Substanzen konnen qualitative Aussagen getroffen werden. Aullerdem ist es moglich, iiber die
Intensitét dieser Spektrallinien eine quantitative Aussage iiber den Analyten zu treffen, wenn
Temperatur und Probevolumen bekannt sind [70]. Der Zusammenhang zwischen der Atomart
und der Wellenldnge des Lichts wurde bereits 1860 von Kirchhoff und Bunsen entdeckt [81,

82]. Somit war die Nutzung des Effektes fiir die qualitative Analyse moglich geworden.

& E[eV]
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Abbildung 4-9: Energieniveauschema eines Atoms; ein Pfeil entspricht dabei einer
bestimmten Spektrallinie, die beim Ubergang von einem hdheren

Energie-zustand in einen tieferen entsteht

Die Intensitdt der Linie ist abhéngig von der Anzahl der Atome und somit von der
Konzentration. Diese Tatsache wurde 1939 von Woodson [83] fiir die Bestimmung von
Quecksilber mittels einer Quecksilber-Dampfentladungslampe als Lichtquelle ausgenutzt und
spéter mit der Verwendung einer Hohlkathodenlampe als Lichtquelle in der Analytik etabliert
[84].

Betrachtet man die Ursachen der Spektren im sichtbaren und ultravioletten Bereich, so sind
diese Spektren auf unterschiedliche Energiezustinde der Valenzelektronen zuriickzufiihren.
Die einzelnen Linien dieser Spektren entsprechen den Energiedifferenzen von zwei
definierten Energiezustinden der entsprechenden Atome. Dies hat Planck in folgender
Gleichung dargestellt:

C
E, -E :h~u=h~z Gleichung 4-6
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Dabei sind E; und E, die Energiezustinde, h das Plancksche Wirkungsquantum, A die

Wellenldnge, v die Frequenz und ¢ die Lichtgeschwindigkeit.

Im Fall der Atomabsorption wird ein Photon mit dem entsprechenden Energiewert vom freien
Atom aufgenommen. Dabei geht dieses Atom vom Grund- oder einem niedrigen angeregten
Zustand in einen hoheren angeregten Zustand iiber. Dieser Zustand ist jedoch nur sehr
kurzlebig. Die aufgenommene Energie wird schnell durch Emission oder strahlungslos durch

Sto mit einem anderen Teilchen wieder abgegeben.

Die Arbeiten von Rutherford, Bohr, Planck und Sommerfeld fiihrten zur Aufklarung der
Struktur von Linienspektren einfacher Atome. Durch die Verbindung des Atommodells von
Rutherford mit der Quantentheorie von Planck konnte Bohr den von Balmer empirisch

ermittelten Seriencharakter der Spektren des Wasserstoffatoms erkléren.

_ 1 1 .
v=R|—-—7 Gleichung 4-7

Gleichung 4-7 gibt den Zusammenhang zwischen der Wellenzahl U eines emittierten Photons
und den Hauptquantenzahlen n an. Dabei ist n, die Hauptquantenzahl des hoheren angeregten
Zustandes und n; die Hauptquantenzahl des niedrigeren angeregten Zustandes bzw. des
Grundzustandes. R ist der Proportionalititsfaktor und wird Rydberg-Konstante genannt.
Erhéht sich nur die Kernladungszahl (z. B. He", Li*"), so wird Gleichung 4-7 mit dem
Quadrat der Ordnungszahl Z erweitert.

_ 1 1
O =Z2-R‘(—2——2J Gleichung 4-8

Diese Erweiterung beriicksichtigt die stirkere Kernanziehung durch die héhere Ladung. Die
sich hieraus ergebenden Spektren sind denen des Wasserstoffatoms sehr dhnlich. Dies fiihrte
Sommerfeld und Kossel dazu, den spektroskopischen Verschiebungssatz zu formulieren,
wonach die Spektren von einfach geladenen lonen denen des im Periodensystem vor ihnen

stehenden Atoms dhnlich sind. Die Energie dieses Zustandes betrigt:

R-h-c
n2

E=-Z". Gleichung 4-9
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Das Auftreten von mehreren Spektralserien (bei Mehrelektronensystemen mit einem
AuBenelektron) fiihrt dazu, dass neben der Hauptquantenzahl auch die Nebenquantenzahl 1
und die Spinquantenzahl s beriicksichtigt werden miissen. Bei Mehrelektronensystemen, die
auch mehrere Valenzelektronen besitzen, kommt es zur Kopplung zwischen den einzelnen
Elektronen, sodass ein Gesamtenergiezustand fiir das Atom beschrieben werden kann. Dabei
setzen sich die Nebenquantenzahlen zu einer Gesamtnebenquantenzahl und die
Spinquantenzahlen zZu einer Gesamtspinquantenzahl zusammen. Diese
Kopplungsmdglichkeiten konnen zu komplizierten Spektren fiihren, bei denen der
Seriencharakter nur schwer zu erkennen ist. Trotzdem ist hiermit die Grundlage fiir die

Anwendung der Atomspektroskopie fiir die Stoffidentifizierung gegeben.

4.2.1 Aufbau eines optischen Spektrometers

Der optische Teil einer AES-Apparatur besteht aus einem Spektralapparat mit
angeschlossener Datenverarbeitung. Ein Vorteil des AES im Gegensatz zur AAS besteht
darin, dass die Spektrallinien aller in der Probe vorhandenen Elemente gleichzeitig ausgesandt
werden. So besteht die Moglichkeit, sdmtlichr interessierenden Linien je nach Ausfithrung des
Spektralapparats simultan oder sequentiell, d. h. in rascher zeitlicher Folge, zu messen (siche

Kapitel 4.2.2)

In den folgenden Abbildungen wird der schematische Aufbau eines Einkanalspektrometers

dargestellt:

Prizma

Kameraverschluss

Spiegel

Plasmafackeal
Delekior

(ANl Vigw)

Echelle-Gitter

Abbildung 4-10: Echellespektrometer fiir die ICP-Emissionspektrometrie [85]
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Abbildung 4-11: Apparative Aufbau eines Echellespektrometer [85]

In einem optischen Spektrometer wird emittiertes polychromatisches Licht am Eintrittsspalt
zu einer quasi-parallelen Strahlung gebiindelt. Die Winkelaufspaltung der Strahlung in
Abhingigkeit von der Wellenldnge erfolgt an einem Reflexionsgitter, welches aus
spiegelnden Fldachen mit in definiertem Abstand geritzten parallelen Furchen (Gitterabstand d)
besteht. Jeder Wellenldnge A ist ein anderer Beugungswinkel a zuzuordnen, sodass sich

Spektralbilder in Abhédngigkeit von der Wellenldnge ordnen und somit Spektren bilden.

Die Interferenzen der gebeugten Lichtwellen fithren zu einer Verstirkung bzw. Ausléschung
des durch das Gitter reflektierten Lichtes. Die erhaltenen Interferenzbilder werden nach den
Maxima der Intensititsverteilung in Ordnungen m eingeteilt. Das Auftreten von mehreren
Ordnungen fiihrt zu einer Aufteilung der eingestrahlten Energie, wodurch Verluste der

messbaren Lichtintensitit verursacht werden.

Wichtige Kenngroflen zur Beurteilung der Leistungsfahigkeit von Spektrometern sind die
Strichdichte des Gitters, die Brennweite der Spektraloptik, die Spaltbreiten sowie die
reziproke lineare Dispersion und das Auflosungsvermdgen. Die reziproke lineare Dispersion
RLD ist ein Mal3 dafiir, wie gut ein Spektralapparat zwei verschiedene Wellenldngen
voneinander trennen kann. Sie gibt die Anzahl der Wellenldngen in nm an, die auf 1 mm der
Abbildungsebene erscheinen. Hinter dem Austrittsspalt ist ein Photomultiplier angeordnet.
Dieser Detektor kann optische Signale iiber einen sehr weiten linearen Arbeitsbereich hinweg
in elektrische Signale umwandeln. Die Effizienz von Photomultipliern ist wellenldngen-
spezifisch in Abhangigkeit von der strahlungsempfindlichen Schicht auf der Kathode und dem

Fenstermaterial [70].
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Das vom Analyten ausgesandte Licht wird im hochauflésenden Monochromator (siche
Abbildung 4-12) iiber ein Spiegelsystem fokussiert und auf ein Reflexions-Gitter geleitet.
Dort wird es durch Beugung spektral (geometrische Verhéltnisse siche Abbildung 4-13)

zerlegt und auf den Austrittsspalt des Monochromators fokussiert.

(a) EBERT-FASTIE (b) CZERNY-TURNER

Abbildung 4-12: Vergleich verschiedener Spektrometeranordnungen.

Die monochromatische Strahlung wird von einem lichtempfindlichen Detektor registriert. Als
Detektor wurde frither die lichtempfindliche Photoemulsion einer Photoplatte genutzt, heute
benutzt man im Allgemeinen einen (oder auch mehrere) Sekundirelektronenvervielfacher
oder ein CCD (Charge-Coupled-Device). Da aber am Gitter neben der gewiinschten Strahlung
(im Versuch die Strahlung aus der ersten Ordnung) auch noch Strahlung aus anderen
Beugungsordnungen anfillt, muss noch ein sogenanntes Ordnungsfilter in Abhéngigkeit von
der zu vermessenden Wellenldnge in den Strahlengang geschaltet werden. Oft werden bereits
die verwendeten Gitter so hergestellt, dass sich die Strahlung hauptsidchlich in der

gewiinschten Ordnung sammelt (geblazete Gitter, holographische Gitter).

Die aufgenommenen Daten werden digitalisiert und elektronisch ausgewertet. Samtliche
Spektrometerfunktionen werden vom Rechner gesteuert. Da im UV/VIS eine grofle
Liniendichte vorliegt, muss zur sicheren Trennung der Elementlinien eine hohe spektrale
Auflosung realisiert werden. Dieses erfordert neben Gittern mit einer hohen Strichzahl (im

Versuch 2400 mm™ und 3600 mm™) auch relativ lange Brennweiten (bei den hier
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verwendeten Spektrometern 1 m). Soll das Spektrum auf eine ebene Flache (z. B. ein CCD)
abgebildet werden und ist eine hochstmogliche Auflosung notwendig, wird bevorzugt ein
Spektrometer mit der Anordnung nach CZERNY-TURNER verwendet. Im verwendeten
Spektrometer wird das Spektrum aber nur schrittweise abgefahren, weshalb die Forderung
einer ebenen Bildebene nicht notwendig ist und deshalb ein preiswerteres Spektrometer mit
einer Anordnung nach EBERT-FASTIE eingesetzt wird. Die Auswahl der zu beobachtenden
Wellenlidnge erfolgt durch Drehung des Gitters (Schrittweite entspricht etwa 1 pm im

Spektrum im hier verwendeten Spektrometer).

Furchen-  civer Normale
Mormale |

Abbildung 4-13: Strahlverlauf am Echelette-Gitter, o ist der Sdgewinkel, 0 ist der Blaze-
Winkel

Fiir den Bereich unter 200 nm ist auerdem eine Spililung des Strahlenganges vom Plasma bis
zum Eintrittsfenster des Spektrometers mit Stickstoff erforderlich, um Absorptionen zu
vermeiden (SCHUMANN-RUNGE Absorptionsbanden von molekularem Sauerstoff [86] im
Bereich von 175-205 nm). Das Spektrometer wird auf einen Druck von etwa 0,66-1,33 Pa

evakuiert, so dass dort keine weiteren Absorptionen zu befiirchten sind.

Bei zu hoher oder zu niedriger Verstarkerspannung, wie auch bei zu niedriger Integrationszeit
ist sonst mit zu starkem Rauschen in den Spektren zu rechnen. Die bei neueren Gerdten
oftmals mogliche Kiihlung des Detektors zur Rauschminimierung ist hier nicht moglich, da

das gesamte Spektrometer immer auf etwa 31°C temperiert wird.

Beim der Spectroflame ICP Type P von SPECTRO erfolgt eine die radiale Beobachtung des
Plasmas. Der Vorteil der seitlichen Beobachtung ist die oft mogliche einfache Verringerung

von Interferenzen durch eine Anderung der Beobachtungshéhe.
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4.2.2 Simultane und sequentielle Spektrometer

In der Spektralanalyse unterscheidet man zwischen sequentiellen und simultanen Geréten.
Beim hier benutzten simultanen Aufbau erfolgt die spektrale Zerlegung der einfallenden
Strahlung an einem Konkavgitter, das sich auf einem Rowland-Kreis befindet. Die
verschiedenen Wellenldngen werden auf unterschiedliche Positionen des Kreises fokussiert,
auf dem bis zu 60 Austrittsspalte mit Photomultipliern angeordnet sind, die die ankommende
Strahlung simultan messen. Ein Ausweichen auf andere, eventuell nicht gestorte Linien eines

Elements ist nicht mdglich. Haufig wird das Spektrometer nach Paschen-Runge angeordnet.

Im sequentiellen Spektrometer wird ein Monochromator eingesetzt, wobei die héufig
verwendete Czerny-Turner-Anordnung z. B. {iber Gitter mit 2400 Strichen pro mm verfligt.
Da es nur einen Austrittsspalt gibt, werden die verschiedenen Emissionslinien nacheinander
mit einem Schrittmotor abgefahren. Hiermit ist eine Ausweichmdglichkeit fiir eine gestorte
Emissionslinie eines Analyten auf eine nicht gestorte Linie moglich. Im Fall von spektralen

Storungen durch Emissionslinien von Matrixelementen ist diese Alternative sehr sinnvoll.

Der Nachteil eines sequentiellen Spektrometers liegt in dem erhdhten Zeitbedarf fiir die

Analyse mehrerer Elemente, da die einzelnen Linien nacheinander zu messen sind [70].

Da manche Elemente, wie auch das hier untersuchte Sb (206,83 nm), ihre nachweisstirksten
Spektrallinien in einem Wellenldngenbereich aufweisen, in welchem die Adsorption des
Sauerstoffs zu storen beginnt (unterhalb etwa 250 nm), ist es notwendig, diese Storung durch
Einfiihrung einer Vakuumoptik auszuschalten. Im verwendeten Gerit herrscht im Vakuum ein

Druck von 6,66 Pa.

4.2.3 Spektrale und nicht-spektrale Stérungen

Als spektrale Storungen bezeichnet man die von analytfremden Teilchen hervorgerufenen
Emissionen. Mit steigenden Elementkonzentrationen sind zwar intensivere, aber auch
verbreiterte Linien zu erwarten; dadurch ist eine Uberlappung an den Linienflanken mit
benachbarten Linien zu erwarten. Auch ein direktes Zusammenfallen von Linien ist moglich,
wenn die Wellenldngendifferenz eines wenig abgereicherten Matrix-Elements und des
Analyten sehr klein ist. Dies kann eventuell durch ein besseres Auflosungsvermogen des
Spektralapparates verhindert werden. Ist die Losung stark matrixhaltig, ist eine

quasikontinuierliche Untergrundanhebung nicht auszuschlieBen.
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Durch Effekte wie Rekombinations-, Streu- oder Bremsstrahlung kann eine kontinuierliche
Untergrundanhebung erfolgen. Unterhalb von 400 nm kénnen Molekiilbanden auftreten, die
von unvollstindig dissoziierten Verbindungen wie z. B. OH-, NH- oder NO-Fragmenten
stammen. Bei hohen Analytkonzentrationen kommt es héufig zur Selbstabsorption oder
Selbstumkehr. Wird aus einem heilen Atomdampf Licht emittiert, dann wird beim Erreichen
der kilteren Randzonen von den dort vorliegenden, nicht angeregten Atomen
elektromagnetische Strahlung absorbiert und geht folglich fiir die Analyse verloren. Es wird
ein zu geringer Analytgehalt vorgetduscht, die Kalibrationskurve zeigt im oberen Bereich eine

Kriimmung nach unten.

Die Aufnahme der Messsignale erfolgte in diesem Fall fiir das Sb bei einer Wellenlédnge von

206,83 nm [87].

4.3  Kopplungstechniken

Firr die Elementspeziesanalytik (siche Kapitel 2), besonderes bei der Verwendung von
Kopplungstechniken, steht eine Reihe verschiedener Trenn- und Detektionssysteme zur
Verfiigung. Eine entsprechende Auswahl kann angepasst an das analytische Problem
getroffen werden. In Kapitel 7 wird erldutert, dass die wichtigsten biologisch relevanten
Antimonspezies in Losung vor allem in anionischer Form vorliegen. Als Trennverfahren
bietet sich daher die Ionenchromatographie (IC) an, aber fiir die Separation organischer
Molekiile mit hheren Molmassen kann auch die Grofenausschlusschromatographie (SEC)
eingesetzt werden. Die Chromatographie wurde als on-Line-Kopplung mit den
elementspezifischen Detektionssystemen ICP-MS und ICP-AES verbunden. Der
instrumentelle Aufbau dieser Kopplungen wird in Kapitel 4.3.1 weiter erldutert. Die
Unterschiede sind aber fiir die verschiedenen chromatographischen Techniken oder
Detektoren nicht wesentlich, sodass an dieser Stelle der allgemeine Analysenablauf

vorgestellt werden kann.

4.3.1 HPLC-ICP-AES und HPLC-ICP-MS
Die Kopplung von chromatographischen Trennverfahren und elementspezifischen Detektoren
ist fiir die Elementspeziesanalytik (ESA) im Spuren- und Ultraspurenbereich eine der

wichtigsten, verwendeten Analysentechniken. In der vorliegenden Arbeit wurde eine Reihe
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von Kopplungen von IC und SEC mit ICP-AES und ICP-MS fiir die Speziesanalytik des

Antimons entwickelt.

Detektor
HPLC Saule
Lt ICP-MSIAES
Membran-
Degaser
O
Proben-Injektion Abfall
Eluent

Abbildung 4-14: Schematischer Aufbau der Kopplung zwischen Chromatographie und
elementspezifischem Detektor. Es konnen verschiedene Eluenten eingesetzt

werden. Sdule: Ionen- oder Grof3enausschlusschromatographie

Fiir die Chromatographie konnten so eine Trennung und Quantifizierung der Antimonspezies
innerhalb einer einzelnen Analyse realisiert werden. Der schematische Aufbau ist fiir alle
Kopplungsverfahren &hnlich und wird in Abbildung 4-14 gezeigt. Eine detaillierte
Beschreibung der einzelnen Trenn- und Messprinzipien der chromatographischen Verfahren
wurde in Kapitel 3 und am Anfang dieses Kapitels gegeben. Einzelne wichtige
Besonderheiten der Retentionsmechanismen fiir die Antimonspeziesanalytik sowie die
genauen analytischen Parameter werden im Zusammenhang mit den Methoden im
experimentellen Teil der vorliegenden Arbeit vorgestellt. Die Anwendung auf reale Proben

folgt in dem Kapiteln 10 und 11.
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5 Einfihrung in der Kapillarelektrophorese

Das Trennprinzip der Kapillarelektrophorese wurde schon Ende des letzten Jahrhunderts von
Kohlrausch beschrieben. Elektrophorese wird definiert als Wanderung elektrisch geladener
Teilchen in Losung unter dem Einfluss eines angelegten elektrischen Feldes (Abbildung 5-1)
[88]. Die geladenen Partikel und Molekiile bewegen sich jeweils in die Richtung der
Elektrode mit entgegengesetztem Vorzeichen. Alle diese Partikel bewegen sich aufgrund ihrer
unterschiedlichen Ladungen und Massen (Gro3e) mit unterschiedlicher Geschwindigkeit und
werden so in einzelne Fraktionen separiert. Dieser Vorgang kann zur Trennung von Ionen

aufgrund unterschiedlicher Ionenbeweglichkeit in der betreffenden Elektrolytlosung genutzt

L] o=l
Q) o— | [©

Anode Kathode

werden.

Abbildung 5-1: Schematische Darstellung der Elektrophorese [89]

Die Eigenschaften der Trennung und des resultierenden Elektropherogramms erinnern an die

HPLC, doch der Trennmechanismus ist anders und weist folgende Besonderheiten auf [90]:

e die Kapillaren, in denen elektrophoretischen Trennungen finden in Kapillaren statt
e sehr hohe elektrische Felder, oft hoher als 500 V/cm, werden eingesetzt

e Empfindlichkeit vergleichbar mit der GC

e fiir eine gute Trennung sind niedrige Proben- und Reagenzienmengen notig

e kann ohne Probleme automatisiert werden

In der vorliegenden Arbeit wurde die Kapillarelektrophorese als weiteres Trennverfahren
eingesetzt. Im folgenden werden die Grundlagen und der experimentelle Aufbau néher

erlautert.
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5.1 Grundlagen der Kapillarelektrophorese

Elektrophoretische Mobilitat

Ursache aller elektrophoretischen Trennungen ist die unterschiedliche
Migrationsgeschwindigkeit geladener Teilchen im elektrischen Feld. Die elektrische

Feldstérke in der Kapillare ist eine Funktion der Spannung U und der Kapillarldnge Lycs:

E=U/Lg, Gleichung 5-1

Die elektrische Kraft Fg, die ein Feld der Stirke E auf ein Teilchen der Ionenladung z ausiibt,

kann wie folgt erfasst werden:

Fc=z-e-E Gleichung 5-2
e= Elementarladung des Elektrons (e=1,602-10"°C)

Der elektrischen Kraft Fg ist die Reibungskraft Fr entgegengerichtet. Diese kann nach Stokes

fiir ein kugelformiges Teilchen in Losung durch folgende Gleichung beschrieben werden:

Fo=—6-7-77-T-V Gleichung 5-3
n= Viskositit der Losung

r = hydrodynamischer Ionenradius

v = Lineare Wanderungsgeschwindigkeit des Ions

Die vektorielle Summe der Kréfte ist im Gleichgewicht Null und daher resultiert fiir jedes Ion

eine spezifische Wanderungsgeschwindigkeit:

Z-€ .
v=———E Gleichung 5-4
6-7-m-r
Durch Eliminierung der elektrischen Feldstirke aus Gleichung 5-4 erhédlt man eine
geridteunabhédngige Grofe, die in der Literatur als Ionenbeweglichkeit oder elektrophoretische
Mobilitét pgp bezeichnet wird.
sy = v z-e
P ==
E 6771 Gleichung 5-5

. 2, -1 -1
Hep InCM™V 'S
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Diese absolute Ionenbeweglichkeit ist 16sungsmittel- und stoffspezifisch; sie wird, wie aus
Gleichung 5-5 ersichtlich, von dem Verhéltnis zwischen der Ionenladung und Ionengréf3e
gepréagt. Die Ionen in Losung bilden eine Solvathiille aus. Deshalb sollte fiir z die effektive
Ionenladung verwendet werden, also die Ladung des Ions abziiglich des Anteils der
umgebenden, entgegengesetzten geladenen Solvathiille. Das Ion zieht die Ionenatmosphire
aus Gegenionen bei der Wanderung im elektrischen Feld mit, wobei diese kugelsymmetrische
Atmosphdre deformiert und sowohl die Wanderungsgeschwindigkeit und als auch die
elektrophoretische Beweglichkeit reduziert wird. Diesen Effekt nennt man Relaxation. Es

kommt zu einer Mobilitdtsabsenkung hervorgerufen durch die innere Reibung [100].

Elektroosmotischer Fluss

Elektroosmose (s. Abbildung 5-2) ist einer der &ltesten bekannten elektrokinetischen Effekte.
Die Elektrophorese von Ladungstragern bewirkt letztendlich auch den Fluss der gesamten
Pufferlosung im elektrischen Feld. Dieser Effekt wird als elektroosmotischer Fluss (EOF)
bezeichnet und {iiberlagert die elektrophoretische Wanderung der Ionen. Ursache der

Elektroosmose ist die Aufladung der inneren Kapillaroberfliche.

Elektroosmose

starre Schicht der
Gegenionen

diffuse Schicht Y= .
der Gegenionen
ANODE \ ‘ KATODE

negativ geladene
Kapillaroberflache

Abbildung 5-2: Ladungsverteilung in der Oberfldche [91]

In wissriger Losung besitzen Festkorperoberflichen auf Glas- oder Quarzbasis meist eine
negative Uberschussladung, die auf Siure/Base-Gleichgewichten und auf der Adsorption von
Ionen zuriickzufiihren ist. Die elektrostatischen Kréfte filhren zu einer bevorzugten
Anlagerung von Kationen aus der Elektrolytlosung an diese elektrostatisch anziehende
Oberfliche. Es bildet sich eine elektrische Doppelschicht, bestehend aus einer starren und

einer beweglichen, diffusen Grenzschicht aus. Die Verteilung der Ladung in der
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Doppelschicht fiihrt zur Ausbildung zweier Potentiale: ein lineares Potential in der starren
Grenzschicht und ein exponentiell abfallendes Potential in der diffusen Grenzschicht. Dieses

wird als &-(Zeta-)Potential bezeichnet und ist fiir die Elektroosmose verantwortlich.

An die Kapillare wird wihrend der Kapillarelektrophorese ein elektrisches Feld angelegt,
durch das die beweglichen Kationen der diffusen Schicht in Richtung der negativen Elektrode
angezogen werden. Die entsprechenden Anionen an der Kapillarwand sind dagegen nicht
beweglich. Die Kationen sind solvatisiert und ziehen deshalb die umgebenden
Losungsmittelmolekiile mit sich. Durch den kleinen Durchmesser der verwendeten Kapillare,
kommen sich beide diffuse Schichten gegeniiberliegender Kapillarabschnitte zur Mitte hin
sehr nahe. Aus der Viskositit der Pufferlosung resultiert eine Bewegung des gesamten

Elektrolyten, normalerweise in Richtung Kathode.

In der Abbildung 5-3 sieht man einen Vergleich zwischen dem in der Kapillarelektrophorese
sehr flachen Flussprofil (links), welches eine wesentlich geringere Bandenverbreiterung
verursacht, und dem parabolischen Flussprofil bei den typischen hydrodynamischen Fliissen

(rechts) in der HPLC.

EQF Laminarfluzz

"1

|

Abbildung 5-3: FlieBprofile in der Kapillarelektrophorese (links) und HPLC (rechts)

Die Lineargeschwindigkeit des EOF (vgg) wird durch die Helmholtz-Smoluchowski-

Gleichung beschrieben:

_ f6 g fidiog
4-7-n n
E= Zeta-Potential (Volt)

Gleichung 5-6

VEO

€ = absolute Dielektrizitatskostante (€ = 4-m-go-€;)
go= elektrische Feldkonstante im Vakuum (8,85 -10"2J"-C*m™)
&= Dielektrizitdtskonstante (H,O bei 25 °C)
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Zur Variation des EOF konnen verschiedene experimentelle Parameter verwendet werden,
wie z. B. die Ladung der Oberfliche an der Kapillarwand oder die lonenstirke der

verwendeten Pufferlosung.

Die Kationen bewegen sich mit dem EOF (Comigration), und man erhilt fiir positiv geladene
Molekiile sehr kurze Analysenzeiten, da sich elektrophoretische und elektroosmotische
Geschwindigkeiten bei der Wanderung zum Detektor an der Kathodenseite addieren.
(Abbildung 5-4) Die Anionen wandern in die entgegengesetzte Richtung des EOF
(Contramigration) [100] (Abbildung 5-5). Auch sie werden jedoch zum Detektor an der
Kathodenseite transportiert, wenn fiir die Anionen die GroBe ihrer elektrophoretischen
Wanderungsgeschwindigkeit kleiner ist als die Stromungsgeschwindigkeit des EOF. Neutrale
Teilchen werden mit der Geschwindigkeit des EOF transportiert. Dies wird in Abbildung 5-4

dargestellt.
Kationen
ﬂb'ﬂ,ﬂTﬂ'ﬂ'ﬂ SOGS Elektroosmaoti-
schar Flulk
@
® o |
® @_?*3 > | O
Elektrophoretische -ﬂﬂ' @
Wandarung zur o _ -1 E _
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Resultierende

Kationischar Analyt - - =
Geschwindigkeit

Neutrale Analyten
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[B @ gcher Flul
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Abbildung 5-4: Wanderung der Kationen und neutralen Analyten in der Kapillare [91]
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Abbildung 5-5: Wanderung der Anionen in der Kapillare bei Normalpolaritét [91]

Effizienz und Auflésung
Ein MaB fiir die Signalbreite ist die Effizienz der Trennung, sie wird als theoretische
Bodenzahl N bezeichnet. Die Bodenzahl lisst sich aus folgenden Grofen berechnen, wie in
Gleichung 5-7 gezeigt wird:

N=— Gleichung 5-7

2
(o2

Wiihrend der Wanderung in der Kapillare, kann Diffusion, zur Peakdispersion (o) beitragen,
sic kann mit Gleichung 5-8 berechnet werden. Es tragen noch viele andere Effekte zur
Peakdispersion bei, aber bei optimierten Trennungen und gut arbeitender Technik sind die

anderen GroBen gegeniiber der Diffusion (Dy: Diffusionskoeffizient) vernachldssigbar:

_2-Dm-L2
Hep -U

c>=2-D_-t Gleichung 5-8

m

Substituiert man die Peakdispersion in Gleichung 5-8 mit Hilfe von Gleichung 5-7, folgt
Gleichung 5-9:
Hep U

N=F — . )
>.D Gleichung 5-9

Die Gleichung zeigt, dass mit Makromolekiilen, wie Proteinen und DNA, die kleine
Diffusionskoeffizienten (D) haben, hohe theoretische Bodenzahlen erhalten werden kdnnen.
Die Verwendung hoher Spannungen verbessert die Effizienz bei einer Verkiirzung der

Trennzeit. Die praktische Spannungsgrenze derzeitiger Technologie ist 30 kV. Trotz deutlich
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hoherer Diffusionskoeffizienten kann die CE auch fiir die Trennung kleinerer Molekiile
eingesetzt werden, weil ugp eine Funktion der Ladung und der Masse ist. Kleine Molekiile

haben eine groflere Beweglichkeit.

Aus Gleichung 5-9 kann die Auflosung zweier benachbarter Peaks abgeleitet werden:

1 A
R=-.—2= . N Gleichung 5-10
4 Mg

Augp 1st die Differenz der elektrophoretischen Mobilitdten zwischen zwei benachbarten
Spezies, g, ist der Mittelwert der elektrophoretische Mobilititen der zwei Spezies und /V ist

die theoretische Bodenzahl. Wenn diese mit Hilfe von Gleichung 5-10 substituiert wird,

ergibt sich folgende Gleichung:

]
R= (0,177)-£lEP— Gleichung 5-11
Hep+ Dy,

Diese Gleichung zeigt, dass eine Erhdhung der Spannung eine Verbesserung der Auflosung

bedeutet.

5.2 Geratetechnik

Die Kapillarelektrophorese-Systeme sind seit ca. 1988 kommerziell erhiltlich. Ein
Kapillarelektrophorese-System besteht aus einer Kapillare, zwei Elektrolytgefden, einer

Hochspannungsquelle, zwei Elektroden und einer oder mehreren Detektionseinheiten.

5.2.1 Prinzipieller Aufbau

Die Kapillarelektrophorese ist, in bezug auf die zwingend erforderlichen Bauelemente, eine
sehr einfache Technik, wenn man sie mit der HPLC oder GC vergleicht. Prinzipiell ldsst sich
mit  einer  Gleichstrom-Hochspannungsversorgung, zwei  Platinelektroden, zwei
Pufferreservoirs und einem on-Column-Detektor eine Trennung durchfithren (Abbildung
5-6). Bei elektrophoretischen Trennungen sollte bei konstanter Spannung oder konstanter
Stromstédrke betrieben werden. Moderne CE-Gerite sind zusétzlich mit Probengeber und
Fraktionssammler, hydrodynamischem Injektionssystem und effektiver

Kapillarthermostatisierungseinheit ausgestattet. Die Detektion kann direkt innerhalb der
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Kapillare erfolgen (,,online-Detektion*). Im folgenden werden die einzelnen Bauteile niher

erlautert.

Datensystem
Ausgabeeinheit
Kapillare Detektor
Ay
Hoch-
Puffer spannung Puffer

Abbildung 5-6: Schematischer Aufbau der Apparatur [91]

5.2.2 Spannungsquelle

Um die fiir die CE erforderliche hohe Feldstirke zu liefern, ist eine bis zu 30 kV regelbare
Gleichspannungsquelle erforderlich. Sie sollte sowohl bei konstanter Spannung, als auch bei
konstanter Stromstidrke betrieben werden konnen. Grundsétzlich sind hohere Spannungen
einsetzbar, filhren in der Praxis aber zu Problemen: z. B. durch Entladungen durch
Luftfeuchtigkeit oder iiber das Gehduse. Je nach Anwendung findet die Detektion
kathodenseitig bzw. anodenseitig statt, sodass die Polaritit wihlbar sein muss. Uber
abgeschirmte Kabel wird die Hochspannung an die Platinelektroden, die zusammen mit den

Kapillarenden in die Puffergefdf3e tauchen, geleitet.

5.2.3 Kapillare

Das bei weitem am héufigsten eingesetzte Kapillarmaterial ist Quarz (fused silica). Daneben
existieren auch Kapillaren aus Borsilikatglas oder Teflon, ein in der Isotachophorese seit
langem verwendetes Material. Neben den mechanischen Anforderungen ist in erster Linie die
UV-Transparenz fiir die Detektion bei der Materialauswahl limitierend. Die Notwendigkeit
geringer Kapillardurchmesser fiir eine effiziente Warmeableitung, die die Voraussetzung fiir
die herausragende Trennleistung der Kapillarelektrophorese ist, wurde schon lange erkannt.
Erst die technische Realisierung von Kapillaren mit geringem Innendurchmesser ermdéglichte
den Durchbruch der CE Anfang der 80er Jahre. Heute sind Kapillaren bis 5 um 1.D. technisch

herstellbar. Die {iblicherweise verwendeten Kapillaren liegen im Bereich von 50-100 um I.D.
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Um die mechanische Stabilitdit zu erhdhen, ist die fused-Silica-Kapillare auf der
AuBenoberfliche mit einer ca. 10 um starken Polyimidschicht geschiitzt. Fiir die Detektion

ist die nicht UV-transparente Polyimidschicht zu entfernen (durch Flamme oder Skalpell).

5.2.4 Probeaufgabe

Ein grof3es Problem in der Kapillarelektrophorese ist die reproduzierbare Probenaufgabe. Die
Probenzonen sollten mdglichst schmal bleiben, damit sie nicht zur Bandenverbreiterung
beitragen. Das Volumen der Injektion muss zwischen 0,5 und 50 nL liegen. In den heutzutage
verfiigbaren Systemen, wird elektrokinetische, hydrodynamische oder hydrostatische

Injektion verwendet.

Hydrostatische Injektion

Bei dieser Injektion wird durch das Anheben des Probengefdles eine kontrollierte
Druckdifferenz durch die Schwerkraft erzeugt. Durch die unterschiedliche Hoéhe der
Fliissigkeitsspiegel in den Behéltern am Ein- und Austrittsende der Kapillare entsteht ein

Siphoneffekt, der die Probenldsung in die Trennkapillare saugt.

Druck-Injektion
Die Probenaufgabe erfolgt durch Anlegen einer Druckdifferenz. Diese wird im vorliegenden
Fall durch einen Uberdruck auf der Probenseite oder ein Vakuum auf der Detektionsseite

erzeugt.

Elektrokinetische Injektion

Hier wird nach dem Eintauchen der Kapillare in das Probengefd3 ein definiertes elektrisches
Feld angelegt, durch das geladene Analyten in die Kapillare migrieren konnen. Die
Wanderungsgeschwindigkeiten und damit die injizierten Probenmengen der einzelnen

Substanzen differieren untereinander.

Hydrostatische Injektion und Elektrokinetische Injektion sind die Methoden, die in der

vorliegenden Arbeit benutzt wurden.

Die injizierte Menge ergibt sich nicht allein durch die Konzentration der Probe in der Losung,
sondern wird durch die Konzentration aller in der Losung vorhandenen Ionen beeinflusst. Mit

zunehmendem Widerstand der Probe steigt die injizierte Menge der interessierenden Ionenart.
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Wobei gegeniiber der hydrodynamischen Probenaufgabe koénnen unter Anwendung der
elektrokinetischen Injektion aus wéssrigen Losungen Anreicherungsfaktoren grofBer als 100
erzielt werden. Dabei werden die Ionen durch die Unterschiede in der Leitfahigkeit zwischen
Puffer und der wissrigen Probenldsung und den daraus resultierenden Unterschieden in der
Feldstirke beschleunigt und konzentrieren sich an der Grenze zum Elektrolyten auf. Dieser
Vorgang wird als ,,Elektro-Stacking® bezeichnet. Die Reproduzierbarkeit sinkt jedoch mit
zunehmendem Widerstand der Probenldsung, wodurch die quantitative Analyse beeinflusst

wird.

Der Begriff ,,Sample Stacking* fasst die verschiedenen Maoglichkeiten zur online
Anreicherung der Probenbestandteile in der Kapillare zusammen. Eine weitere Methode der
Probenanreicherung besteht in dem Einsatz diskontinuierlicher Puffersysteme durch
Ausnutzung isotachophoretischer Effekte. Bei der Isotachophorese (ITP) wird die eigentliche
Probe zwischen einem Leitelektrolyten und einem Folgeelektrolyten aufgegeben (siche

Kapitel 5.4.4).

5.2.5 Detektionssysteme

Die geringen Probenmengen stellen hohe Anforderungen an die Detektion. Diese erfolgt
entweder direkt in der Kapillare (online) oder bei der Kopplung an ein Massenspektrometer
oder elektrochemische Detektoren auBlerhalb der Trennkapillare (offline). Am héaufigsten
werden optische Detektoren zur Messung der UV-Absorption, Emission von
Fluoreszenzstrahlung oder Amperometrie verwendet. Die Detektion kann direkt oder indirekt

sein (Dies wird in Kapitel 5.3 weiter erklart)

Die indirekte Detektion kann als universelle Detektion benutzt werden fiir Analyten die keine

Eigenabsorption bei der Detektionswellenlédnge besitzen.

5.3 Theorie der indirekten UV-Detektion

Obwohl verschiedene Detektionsmdglichkeiten in der Kapillarelektrophorese vorhanden sind
und zum Teil auch kommerziell angeboten werden, stellt die UV-Detektion (Abbildung 5-7)
immer noch die wichtigsten Detektionsart dar. Dies liegt einmal an der Verfiigbarkeit guter,
kommerziell erhéltlicher UV-Detektoren in der CE. Die mangelnde Empfindlichkeit bei der

Detektion von Substanzen mit kleinen molaren Extinktionskoeffizienten kann durch die
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Moglichkeit der indirekten UV-Detektion ausgeschaltet werden. Die indirekte UV-Detektion
kann mit einem absorbierenden Hintergrundelektrolyten ohne Modifikation des Detektors

durgefiihrt werden.

Abbildung 5-7: Diagramm der UV-Optik [92] Erlduterung der Bauteile: 1. Kapillarenapertur,
2. Quarzglaslinsen, 3. D, Lampe, 4. Stromversorgung der Lampe, 5. UV-
Photodiode (Si), 6. Lichtleiteranschluss, 7. Motor, 8. Filterrad, mit 8
Positionen, 9. Filterposition (d.h. z. B. 214 pm), 10. Lichtleiterkabel, 11.
SMA-Lichtleiteranschluss, 12. Kapillare.

Das Prinzip der indirekten UV-Detektion ist in der Abbildung 5-8 dargestellt. Die Kapillare
ist mit einem Hintergrundelektrolyten mit hoher UV-Absorption gefiillt, woraus ein Signal
mit einer groen Grundabsorption resultiert. Gelangt eine Zone mit UV-inaktiven Analyten an
den Detektor, wird die hohe Grundabsorption des Elektrolyten durch Verdrangung
geschwicht. Wenn die Probezone den Bereich des Detektors verlassen hat, steigt die
Absorption wieder auf ihnen urspriinglichen Wert. Es entsteht somit ein Signal mit negativem

Vorzeichen.

Die Grofle der UV-Absorption wird durch das Lambert-Beersche Gesetz beschrieben. Damit
dieses bei der online Detektion in der Kapillare seine Giiltigkeit behélt, muss die
Konzentration des Elektrolyten so gewihlt werden, dass der lineare Bereich des Detektors
durch die Grundabsorption nicht verlassen wird [93]. Die Konzentration des
Hintergrundelektrolyten besitzt auBerdem einem Einfluss auf die dynamische Reserve DR, die
Fihigkeit, kleine Anderungen in der Absorption gegeniiber einer hohen Grundabsorption

festzustellen. Unter der dynamischen Reserve versteht man das Verhiltnis zwischen der
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Grundabsorption des Elektrolyten und dem Hintergrundrauschen. Die DR besitzt somit einen
Einfluss auf die Detektionsempfindlichkeit des Systems.

Detektionszelle

Kapiliare ]

= LUv-absorbierenden Hintergrundkomponente

= hicht Uv-absorbierendes Probenion

Abbildung 5-8: Prinzip der indirekten UV-Detektion

Die erreichbare Nachweisgrenze Cpin ergibt sich nach Yeung [94] zu:

C .
Cin="g —5 Gleichung 5-12
DR-TR

Wobei C,, die Konzentration der UV-absorbierenden Elektrolytkomponente und TR das
Verdrangungsverhéltnis (Transfer Ratio) zwischen Analyt und Hintergrundelektrolyt darstellt.
Die Empfindlichkeit nimmt folglich mit wachsendem TR zu. Bei niedrigen
Elektrolytkonzentrationen konnen die groBten Anderungen des Signals durch eine bestimmte
Anzahl an Probemolekiilen erhalten werden. Diese Aussagen beschrianken sich nicht allein
auf die indirekte UV-Detektion, sondern lassen sich allgemein auf indirekte
Detektionsverfahren anwenden. Es handelt sich jedoch nur um eine stark vereinfachte
Modellvorstellung, die nur in Abwesenheit eines elektrischen Feldes Giiltigkeit besitzt. In
Gegenwart eines elektrischen Feldes wird die Nachweisempfindlichkeit fiir eine bestimmte

Ionensorte maB3geblich durch die Elektrodispersion bestimmt.

Die durch den Hintergrundelektrolyten verursachte Extinktion E; ergibt sich nach Lambert-

Beer zu:

E, =& -Cc-d Gleichung 5-13
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Wobei €& den molaren Absorptionskoeffizienten, Cg die Konzentration der UV-
absorbierenden Hintergrundsubstanz und d den Innendurchmesser der Kapillare darstellt. Die
Extinktion E, des Analyten ist dem molaren Absorptionskoeffizent €4 und der Konzentration

Ca in der Probezone proportional: Die Verminderung der Extinktion Es, welche durch die
Verdringung der Elektrolytmolekiile durch die Probe verursacht wird, ist von der

Konzentration des UV-absorbierenden Hintergrundelektrolyten nicht abhingig.

E,=¢,-C,-d Gleichung 5-14

E,=¢.-c,-d Gleichung 5-15

Betrachtet man monovalente lonen unter der Annahme einer 1:1 Verdrdngung ergibt sich das

resultierende Signal S aus der Differenz von E; und Es.

S=E,-E,=¢,-C,-d—g.-C,-d Gleichung 5-16
S=(e,—¢&g)-C,-d Gleichung 5-17

Die GroBe des Signals ist nach Gleichung 5-17 folglich unabhingig von der Konzentration
des Hintergrundelektrolyten. Die schematische Darstellung der Signalentstehung ist in

Abbildung 5-9 aufgefiihrt.

F.
Signal

\/ s
E L +

>

Zeit
Abbildung 5-9: Schemat. Darstellung der Signalentstehung in der indirekten UV-Detektion
Geht man zu mehrfach geladenen Ionen iiber und betrachtet die Verdringung von

Elektrolytmolekiilen der Ladung y durch Probeionen der Ladung x, ergibt sich die

Verminderung der Extinktion E; zu:
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X
E, = ?gE C,-d Gleichung 5-18

Durch Einsetzen von Gleichung 5-18 in Gleichung 5-16 erhélt man das Signal der indirekten
UV-Detektion.

S:[gA—i-gEj-cA-d:g-(——yj-cA-d Gleichung 5-19

Aus Gleichung 5-19 wird ersichtlich, dass die Grofle des Signals dem molaren
Absorptionskoeffizienten des Hintergrundelektrolyten proportional ist. Bei der Analyse nicht
UV-absorbierender Ionen (g4=0) werden negative Signale erhalten. Positive Peaks werden
dann erhalten, wenn die UV-Absorption der Analyten der Detektionswellenldnge so groB ist,
dass €5 /eg > x/y wird. Wird €a/eg = x/y, resultiert kein Signal. Durch Verdnderung der
Detektionswellenlédnge kann dennoch ein Peak erhalten werden. Die Grof3e des Signals nimmt

mit wachsendem Unterschied zwischen €z und €4 zu.

Die Nachweisempfindlichkeit ergibt sich jedoch nicht allein durch die Hohe des Signals,
sondern vielmehr durch das Verhéltnis zwischen Signal und Rauschen (S/N). In der
Ionenchromatographie wird das Rauschen fast ausschlieBlich von der Absorption des

Hintergrundelektrolyten bestimmit:

N=n-g-Cc.-d Gleichung 5-20

n: Konstante

Bei der online Detektion in der Kapillarelektrophorese liegen im Vergleich zur HPLC andere
Dimensionen vor. In der CE konnen durch den kiirzeren Lichtweg zwischen 10 und 100 um
nur kleinere Signale erhalten werden. Zusdtzlich kommt es bedingt durch die
Kapillargeometrie zu vermehrtem Auftreten von Streulicht. Folglich konnen apparative
Beitrdge zum Rauschen in der Kapillarelektrophorese nicht mehr vernachldssigt werden. Das
Rauschen besteht somit aus der Summe des Beitrages durch den Detektor und dem Rauschen,
welches durch die Absorption des Hintergrundelektrolyten verursacht wird [95]. Die
Gleichung fiir das Rauschen muss somit durch eine additive Konstante np ergdnzt werden
[96].

N=n-c.-g-d+n, Gleichung 5-21
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Die beiden Konstanten n und n, lassen sich fiir die jeweiligen Detektoren experimentell durch
die Abhingigkeit des Rauschens bei der Grundabsorption des Elektrolyten vom

Innendurchmesser der Kapillare bestimmen.

Im Gegensatz zur HPLC wird in der Kapillarelektrophorese die Verdrdngung der Pufferionen
durch die Analyten nicht nur durch das Verhéltnis der Ladungen bestimmt [97]. Unter dem
Einfluss eines elektrischen Feldes ergibt sich nach Kohlrausch [98] die Anderung der
Konzentration des UV- absorbierenden Hintergrundions, welche durch die

Analytkonzentration cs verursacht wird aus folgender Gleichung:

X pte (g + )

dce =
- y IUA'(IUE"'IUC)

Ca Gleichung 5-22

Wobei p die Mobilitdt des Analyten (pa), des Hintergrundelektrolyten (pg) und dessen
Gegenion (uc) symbolisiert. Die kohlrauschsche Regulierungsfunktion (Gleichung 5-22)
fiihrt nicht nur zum Auftreten der Elektrodispersion bei Mobilititsunterschieden zwischen
Analyt und Hintergrundelektrolyt [99], sondern beeinflusst auch das Verdrangungsverhéltnis.
Folglich kann auch im Fall monovalenter Ionen eine 1:1 Verdringung nur dann auftreten,
wenn die Mobilitdt zwischen Probeion und Elektrolyt libereinstimmt. Mobilititsunterschiede
zwischen Analyt und Hintergrundelektrolyt lassen sich jedoch in der Praxis nicht vermeiden,
da es fiir ein komplexes Probengemisch nur einen optimierten Mobilititswert des
Hintergrundelektrolyten geben kann. Es muss somit ein Verdrdngungsverhéltnis TR

eingefiihrt werden, welches die Abweichung vom idealen Verhalten (TR=1) beriicksichtigt.

Das Signal der indirekten UV-Detektion in der CE kann somit mit folgender Gleichung

beschrieben werden:

X
S:a-(gA —TR-;-SEJ-CA-d Gleichung 5-23

Eine Beriicksichtigung der unterschiedlichen Bauweise und Qualitdt von Detektoren
verschiedener Hersteller erreicht man durch die Einfilhrung der Detektorkonstante a. Diese
lasst sich durch den Vergleich zwischen dem theoretisch erwarteten und tatsdchlich

gemessenen Signal des Hintergrundelektrolyten Sg bestimmen.
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Se
a=— 1 -
£ c. -d Gleichung 5-24

Folglich ergibt sich fiir das Verhiltnis zwischen Signal und Rauschen (S/N) der indirekten
UV-Detektion in der Kapillarelektrophorese:

a~(gA—TR-);~gBJ-cA~d a-(g“—TR-XJ-cA

S _ - Y Gleichung 5-25
N n-Cg-&g-d+n, n-c. 4o
E
€ed

Wie aus Gleichung 5-25 hervorgeht, wird die Empfindlichkeit der indirekten UV-Detektion
malgeblich durch den Innendurchmesser der Kapillare bestimmt. In einem gegebenen
Trennsystem jedoch kann die Empfindlichkeit durch die Wahl der Detektionswellenldnge und
somit durch die Variation von ga/e€g optimiert werden. Da in den meisten Fillen die
Absorption der Analyten gegeniiber der Absorption des Hintergrundelektrolyten zu
vernachléssigen ist, wihlt man am giinstigsten das Absorptionsmaximum des Elektrolyten als

Detektionswellenldnge.

Fiir die Berechnung des Verhiltnisses zwischen Signal und Rauschen in der CE muss nach
der experimentellen Bestimmung der Konstanten a, n, np auch der Wert fiir das

Verdrangungs-verhidltnis TR bestimmt werden.

5.4  Arten der Kapillarelektrophorese

Unter dem Obergriff ,Kapillarelektrophorese®“ werden verschiedene Trenntechniken
zusammengefasst. Kapillarzonenelektrophorese (CZE) ist eines der zurzeit am héufigsten
eingesetzten Verfahren, bei der die Trennung der Probe in Kapillaren mit homogen
zusammengesetztem Elektrolyt durchgefiihrt wird. Grundlage ist die Mobilitatsdifferenz der
einzelnen ionischen Analyten. Die Kapillargelelektrophorese (CGE) ist zur Trennung von
Makromolekiilen geeignet. Die Kapillaren sind hier mit einem Gel oder einer Polymerldsung
gefiillt, die die Migration der geladenen Makromolekiile je nach ihrer GroBe behindert.
Andere  elektrophoretische =~ Verfahren sind die  mizellare  elektrokinetische
Kapillarchromatographie (MEKC) (mit der auch ungeladene Molekiile getrennt werden
konnen), die Isotachophorese (ITP), die Elektrochromatographie (EC) (hier ist die
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Trennkapillare mit stationdren Phasen aus der HPLC gefiillt) oder die isoelektrische
Fokussierung (IEF) [100]. Im folgenden wird die Kapillarzonenelektrophorese, die in dieser

Arbeit eingesetzt wurde, weiter erldutert.

5.4.1 Kapillarzonenelektrophorese

Die Kapillarzonenelektrophorese (CZE) ist die einfachste Art der CE [90]. In der
Zonenelektrophorese  findet die Trennung der Analytionen auf Grund von
Mobilitatsunterschieden statt, d. h. sowohl die Grofe als auch die Ladung des Teilchens sind
fiir die Trennung entscheidend. Das Trennprinzip der CZE und die elektrophoretische

Migration mit unterschiedlichen Mobilitdten wurde bereits in Kapitel 5.1 beschrieben.
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Abbildung 5-10: Trennprozess in der CZE [101]

Diese Methode wird in der vorliegenden Arbeit benutzt fiir die Qualifizierung und
Quantifizierung der Antimonspezies. In diesem Fall wurden erst Sb-Standards und dann
biologische Proben mit der Kapillarelektrophorese untersucht. Die genauen
Arbeitsbedingungen werden im Kapitel 9 konkreter dargestellt. Die Detektion der getrennten
Anionen erfolgte durch indirekte UV-Detektion bei 214 nm.

Die Kapillare ist mit einem einheitlichen Elektrolytsystem gefiillt, um den Stromtransport zu
gewihrleisten und um eine einheitliche Feldstirke und einen konstanten pH-Wert aufrecht zu
erhalten. Die Trennung von Anionen erfolgt mit der normalen Kapillarzonenelektrophorese,
d. h. mit dem Probenauftrag auf der Anodenseite und der Detektion auf der Kathodenseite,
wobei die Analytionen unabhéngig von einander gegen den EOF wandern. Sie werden bei
entsprechenden Mobilitdtsunterschieden voneinander getrennt. Anionen mit hoher
elektrophoretischer Mobilitdt sind deshalb nicht detektierbar, da sie, wie in Kapitel 5.1
gezeigt, nicht in Richtung der Kathode wandern, weswegen eine Umpolung der

Spannungsquelle nétig wird. Die langsamen Anionen wandern jedoch nach der Injektion mit
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dem EOF ins Kathodengefdl. Der EOF ldsst sich z. B. durch Zugabe von kationischen
Tensiden mit quaterniren Ammoniumgruppen umkehren. Das Tensid lagert sich an der
Kapillarwand an und diese wird positiv geladen, sodass der EOF zur Anode gerichtet ist.
Dann wandern die Anionen jetzt mit dem EOF in Richtung Anode, und die Trennung
schneller und langsamer Anionen erfolgt in wenigen Minuten bei negativer Polung der

Spannungsquelle. Das Trennprinzip ist in Abbildung 5-10 skizziert.

Die Identifikation der Peaks erfolgt, wie in der Chromatographie, entweder durch Vergleich
der Migrationszeiten von Standard und Probe oder durch Aufstocken der Probeldsung mit

einem entsprechenden Elektrolytstandard.

Die einfachste Optimierungsstrategie beginnt bei der Auswahl des pH-Werts des
Puffersystems. Da sich die effektive Mobilitdt eines Analyten mit dem Dissoziationsgrad
andert, ist die groBBte Mobilitdtsdnderung bei dem pH-Wert zu beobachten, der dem pK-Wert
des Analyten entspricht.

Der Trennung der Analyten wirkt die Peakverbreiterung entgegen, die in der CZE im Idealfall
nur durch longitudinale Diffusion verursacht wird und dadurch sehr gering ist. Unter der
Voraussetzung, dass das Eingangsprofil unendlich schmal ist, ist die ortliche Varianz o,> der

Konzentrationsverteilung durch die Einstein-Gleichung bestimmt:

o’ =2-D-t Gleichung 5-26
Wobei D der Diffusionskoeffizient ist und t die Zeit.

Wenn man wie in der Chromatographie das Konzept der theoretischen Trennstufen auf die
Peakverbreiterung in der CZE anwendet, kommt man zu folgendem Ausdruck fiir die Anzahl
der theoretischen Trennstufen N:

u-u .
N=—=- Gleichung 5-27
2-D

Mobilitdt u und Diffusionskoeffizient D sind jedoch {iber die Nernst-Einstein-Beziehung wie

folgt verkniipft:
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D k-T
—=— Gleichung 5-28

e
N
(¢]

Wobei T die absolute Temperatur und k die Boltzmann-Konstante ist. Einfligen der Nerst-

Einstein-Beziehung in den Ausdruck fiir die Anzahl der theoretischen Trennstufen fiihrt zu:

U Gleichung 5-29

Man erkennt aus dieser Gleichung, dass in der CZE die Anzahl der theoretischen Trennstufen
nur von der Spannung U, die an die Kapillare angelegt wird (und nicht von der Lange) und

von der Ladungszahl des Analyten als einzige substanzspezifische Gro3e abhingt.

In der Praxis wird jedoch in vielen Féllen nicht die maximale Bodenanzahl erreicht, da noch
andere Beitrdge zur Peakdispersion auftreten, z. B. durch Temperaturgradienten, Adsorption
der Analyten an der Kapillarwand, Injektion und Detektion oder durch Elektrodispersion auf
Grund von groferen Mobilititsunterschieden zwischen Analyt und Pufferion. Die gesamte
Varianz o> der Konzentrationsverteilung ergibt sich aus der Summe der Varianzen der

Einzelbeitrage [101].

5.4.2 Mizellare elektrokinetische Kapillarchromatographie (MEKC)
Das Verfahren stellt eine Erweiterung der elektrophoretischen Trenntechniken auf ungeladene
Analyten dar. Die Durchfiihrung dieser Technik ist auf allen {blichen

Elektrophoresesystemen moglich. Dazu erforderlich ist nur der Zusatz geladener Tenside

zum Elektrolytpuffer.
unpolar polar )
o
VAAAAAA o0
hydrophob hydrophil

Abbildung 5-11: Schema polar/unpolar am Beispiel von SDS (Natriumdodecylsulfat) [100]

Wie in der Abbildung 5-11 dargestellt, sind Tenside nieder- bis mittelmolekulare amphiphile,
grenzflichenaktive Verbindungen, die als hydrophoben Molekiilteil mindestens einen
Kohlenwasserstoffrest mit 8§ bis 20 Kohlenstoffatomen und als hydrophilen Molekiilteil

geladene oder ungeladene polare Gruppen enthalten.
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Durch die asymmetrische Molekiilstruktur bilden Tenside oberhalb einer bestimmten
Konzentration Assoziationskolloide mit einem Durchmesser von 3-6 nm, die Mizellen
genannt werden. Die hierbei entstehenden, negativ geladenen Mizellen wandern
elektrophoretisch in Richtung Anode. Die neutralen Analytmolekiile verteilen sich zwischen
dem Puffer (Transport durch den Elektroosmotischen Fluss (EOF) in Richtung Kathode) und
dem Inneren der Mizelle [100] (Abbildung 5-12).

O~ = Surfaktant
{negative Ladung) I::> = Eletroosmotische Flufl
mm = Solut +mm = Elektrophoresis

Abbildung 5-12: Der Trennprozess in der MEKC [102]

Die Mizellen bilden im Puffer mit ihrem ausgeprigten lipophilen Innenraum eine Phase, die
in ihren Eigenschaften mit einer stationidren Phase aus der HPLC vergleichbar ist. Aufgrund
ihrer Eigenbeweglichkeit im elektrischen Feld wird sie als pseudo-stationdre Phase

bezeichnet.

Die Trennung ungeladener Analyten erfolgt in der MECK generell durch die stoffspezifische
polarititsabhingige Verteilung zwischen der polaren wéssrigen Phase und dem unpolaren
Inneren der Mizelle, sodass es sich in diesem Fall um ein echtes chromatographisches
Verfahren handelt. Neben der Lipophilie ist die Eigenladung dieser Aggregate als zweite
Grundvoraussetzung an den Einsatz als pseudo-stationdre Phase gekniipft. Haufig wird SDS
(Abbildung 5-12) cingesetzt. Die hierbei entstehenden negativ geladenen Mizellen besitzen
eine elektrophoretische Mobilitdt in Richtung der Anode. Die neutralen Analytmolekiile
verteilen sich zwischen dem Puffer (Transport durch EOF in Richtung Kathode) und dem
Inneren der Mizelle. Wie in der CZE ergibt sich die effektive Wanderungsgeschwindigkeit
der Analytmolekiile sowie der Mizellen aus der vektoriellen Summe der elektrophoretischen
Wanderung und der elektroosmotischen Geschwindigkeit. Die elektrophoretische Mobilitét ist
gering, sodass bei Uberlagerung mit dem elektroosmotischen Fluss eine Nettobewegung in

Richtung der Kathode resultiert.
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5.4.3 Gelelektrophorese

Die Gelelektrophorese auf Platten ist eine der am hiufigsten verwendeten Trennmethoden in
der Biochemie. Damit ist die Trennung einer groBen Anzahl verschiedener Makromolekiile
moglich. Die Mobilitdit der Molekiile im Gel hidngt von der Molekiilgroe und dem
Vernetzungsgrad des Gels ab. Die Anwendung der Kapillargelelektrophorese hat gegeniiber
den klassischen Verfahren den Vorteil, das 10 bis 100 mal stirkere elektrische Felder
eingesetzt werden konnen, ohne dass es zu stérenden Effekten durch Erwédrmung kommt. Die

direkte Detektion und die Automatisierung des Verfahrens ist moglich (Abbildung 5-13).

Die Gele unterscheiden sich in ihrer Viskositit, Stabilitdt im elektrischen Feld sowie in der

Porenstruktur und der Porengrofe.

= Y DS B G RGN

Falymermatrix

Abbildung 5-13: Trennung von ionischen Biopolymeren nach der Molekiilgrofe [100]

Hauptsichlich werden Gele auf Acrylamid-Basis sowie Agarosegele eingesetzt. Diese Gele
sind antikonvektive Medien mit sehr geringer Diffusion von Analytmolekiilen und kdnnen in
Gele mit unterschiedlichem Grad an Quervernetzung und Gele, die nur aus
Monomerbausteinen aufgebaut sind, unterteilt werden. Quervernetzte Polyacrylamid-Gele
werden durch Copolymerisation von Acrylamiden und einem ,,Vernetzter hergestellt. Die
Gele werden in der Kapillare mit dem Trennpuffer polymerisiert. Der Zusammenhalt der
Monomerbausteine  (Lineare  Polyacrylamide (LPA)) basiert auf physikalischen
Wechselwirkungen. Die LPA sind fliissig und kénnen nach jeder Trennung durch Spiilen der

Kapillare ausgetauscht werden [100].

Das Hauptanwendungsgebiet dieser Methode ist die Trennung von DNA-Molekiilen.

5.4.4 Isotachophorese
In der Elektrophorese mit gleicher Geschwindigkeit oder Isotachophorese wird ein

diskontinuierliches Puffersystem (Puffer 1 enthilt ein Leition (L), z. B. Chlorid, mit hoher
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Beweglichkeit und Puffer 2, ein Folgeion (T), z. B. Glycin, mit niedriger Beweglichkeit)
verwendet, wobei in beiden Puffern das gleiche Gegenion verwendet wird. Die zu trennenden
Molekiile mit Mobilitdten zwischen Leit- und Folgeion werden an der Grenze zwischen den

beiden Puffern aufgegeben.
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Abbildung 5-14: Schematische Darstellung der ITP [100]

Im elektrischen Feld werden auf Grund des stufenformigen Feldstirkegradienten alle Ionen
mit gleicher Geschwindigkeit wandern, sodass keine Liicke zwischen den getrennten
Probezonen entstehen kann. Im Bereich der Leitionen stellt sich eine niedrige, im Bereich der
Folgeionen dagegen eine hohe Feldstirke ein. Also bewegen sich die Probensubstanzen in
einem Feldstarkegradienten, der sich wihrend des Laufes zu einem stufenférmigen

Feldstiarkeverlauf entwickelt.

Die ITP (Abbildung 5-14) wurde frither fiir die Trennung anorganischer Ionen und
organischer Carbonséduren benutzt, da es aber Schwierigkeiten gab, geeignete Elektrolyten zu

finden und auch Detektionsprobleme auftauchten, hat sich die ITP nicht weiter durchgesetzt.

5.4.5 Isoelektrische Fokussierung

Die isoelektrische Fokussierung (IEF) ist ein hochauflosendes elektrophoretisches
Trennverfahren fiir zwitterionische und amphotere Proben, wie Proteine oder Peptide, die sich
in ihrem isoelektrischen Punkt (pI-Wert) unterscheiden. Der isoelektrische Punkt zeigt an, bei
welchem pH-Wert eine amphotere Substanz nach aullen hin elektrisch neutral ist und somit
im elektrischen Feld nicht mehr wandert. Dieser pI-Wert ist eine stoffspezifische Groe. Fiir
die Trennung nach den pI-Werten ist ein pH-Gradient in der Trennstrecke erforderlich, der

den gewiinschten Bereich der pl-Werte iiberstreicht.
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mit Probe und amphohte gefilite Kapillare
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Abbildung 5-15: Schematische Darstellung der IEF [100]

Der pH-Gradient wird in der Kapillare durch eine Ampholytmischung erzeugt, welche eine
Reihe von pl-Wert zwischen einem niedrigen und einem hohen pH-Wert und eine gute
Pufferfunktion aufweist. Die Pufferfunktion wird durch amphotere Substanzen, wie z. B.
Aminocarbonsiuren mit unterschiedlichen Verhiltnissen an Amino- und Carbonsiuregruppen
erreicht [102]. Je nach Art der verwendeten Ampholyte kdnnen unterschiedlich groe pH-
Wert-Bereiche abgedeckt und der pH-Gradient so dem Trennproblem angepasst werden. Nach
der angelegten Spannung ordnen sich die Ampholyte aufgrund des Protonen- und
Hydroxidioneneinflusses entsprechend ihrer pl-Werte an, und es bildet sich ein stabiler pH-
Gradient tiber die gesamte Trennstrecke aus.

Die Ausbildung des pH-Gradienten in Folge des Protonen- bzw. Hydroxidioneneinflusses ist

in Abbildung 5-15 dargestellt.

Die aufgegebenen amphoteren Probenbestandteile wandern im elektrischen Feld entsprechend
threr Ladung bis zu dem Punkt, an dem der sich einstellende pH-Wert ihrem isoelektrischen
Punkt entspricht. Nachdem dort ihre Nettoladung gleich Null ist, wandern sie nicht mehr
weiter, sondern bilden eine schmale, stabile Zone. Dies beruht auf der fokussierenden
Eigenschaft des pH-Gradienten, der keine Bandenverbreiterung durch Diffusion zulédsst. Nach
der Fokussierung befinden sich Ampholyte und Probenbestandteile iiber die Kapillare verteilt.
In der Flachbett-IEF muss die Detektion durch Anfirben der getrennten Zonen entweder
elektrokinetisch durch den EOF oder durch Anlegen einer Druckdifferenz am Detektor

vorbeigefiihrt werden.

Die Anwendungen dieser Trennmethode sind niitzlich zur Bestimmung des pl-Wertes eines
Proteins oder fiir die Trennung von Immunoglobulinen, Hdmoglobin-Spezies oder

Posttranslationsmodifikationen von Protein-Rekombinanten [102].
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5.5 Parameter zur Optimierung elektrophoretischer Trennungen
Um die Auflésung der Probenkomponenten zu optimieren, konnen eine Vielzahl von

Parametern variiert werden, die mehr oder weniger stark die Trennung beeinflussen:

Tabelle 5-1: Moglichkeiten zur Verdnderung der Trennung durch die Apparatur und die

Verdnderung der chemischen Eigenschaften des Systems.

Apparative Parameter

Kapillarlange 30-50 cm (10-70 cm)
Kapillar-Innendurchmesser  50/75 pm (12,5-100pum)

Kapillarmaterial fs, neutral, positiv geladen

Spannung 15-30 kV (5-60 kV)

Temperatur 18-25°C (-30 — 120 °C)

Injektionsmodus Ap, tU, g

Detektionsmodus UV/Vis, Fluoreszenz, MS, Leitfahigkeit, ICP-MS
Chemische Parameter

Pufferkomponenten

Pufferkonzentration

Puffergegenion

pH-Wert

Additive Tenside fiir MEKC, Derivatisierungsreagenzien,

Komplexbildner, Gele, Oberflichen- oder

Viskositdatsmodifier

Eine Anderung in der Temperatur ergibt beispielweise eine Anderung in der Viskositit (2-3%
pro K). Bei einer pH-Wert-Erniedrigung ergibt sich eine EOF-Abnahme und bei pH-Wert-
Erhohung, eine EOF-Zunahme.
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6 Einflhrung in die Leishmaniose

Leishmaniose [103] ist eine weitverbreitete parasitire Infektion, die durch den Stich einer
erkrankten Miicke, einer weibliche Phlebotome (siche Kapitel 6.1), auf den Menschen
iibertragen wird und nach den klinischen Symptomen als kutane, mucokutane oder viszerale
Leishmaniose bezeichnet wird. Leishmanien sind begeiflelte Protozoen, die mit 20 Spezies
und Subspezies humane Infektionen verursachen. Die Miicken infizieren sich mit den
Parasiten und geben diese anschlieBend durch Stich weiter. Leishmaniose kann auch direkt
von Person zu Person z. B. durch die gemeinsame Nutzung medizinischer Nadeln durch
infizierte Personen iibertragen werde. Das wird héufig bei der Co-Infektion Leishmania /HIV

beobachtet [104].

6.1 Vektoren und Reservoirs

Der Vektor

Das klinische Worterbuch ,,Pschyrembel beschreibt einen Vektor als einen End- oder
Zwischenwirt fungierenden Ubertriger von Krankheitserregern, die sich in ihm

weiterentwickelt bzw. vermehrt haben [105].

Der Vektor oder aktiver Krankheitsiibertriger der Leishmaniose ist eine Phlebotome
(Sandmiicke oder Sandfly), die in subtropischen und gemaifBigten Regionen der Welt
vorkommt. Die weibliche Miicke legt ihre Eier in bestimmte Nagetiere, in die Borke alter
Baume, in Ruinen, in die Risse von Hauswénden und in Haushaltsabfall ab, da die Larven in
diesem Klima die Hitze und die Feuchtigkeit finden, die zu ihrer Entwicklung notwendig
sind. Die Suche nach Blut (normalerweise abends und nachts) der weibliche Miicke umfasst
einen Radius von einigen hundert Metern um ihren Lebensraum. Die Miicke kann sich dann
an Erkrankten infizieren und anschlieBend die Krankheit auf Menschen oder andere
Saugetiere iibertragen. In der Miicke erfolgt wihrend einer Periode von 4 bis 25 Tagen die

Hauptumwandlung des Parasiten.

Von 500 bekannten Phlebotomenarten sind nur ca. 30 positiv als Vektoren (siche Abbildung
6-1), d. h. als Verteiler der Krankheit identifiziert worden. Nur die weibliche Miicke tibertragt
die Leishmanien und steckt sich damit an, indem sie Blut von einem infizierten Menschen
oder Sdugetier saugt, um das Protein zu erhalten, das notwendig ist, ihre Eier zu entwickeln.

AnschlieBend entwickeln sich die Parasiten im Insektenkérper und werden wieder auf
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Reservoir-Lebewesen, d. h. auf Wirte fiir den Parasiten wie z. B. verschiedene Arten von
Saugetieren oder den Menschen, iibertragen. So schliefit sich der parasitidre Kreislauf. Der
Parasit kann fiir Dekaden in den asymptomatisch angesteckten Personen oder kleinen
Sdugetieren (reservoir hosts) iiberleben, die von grofler epidemiologischer Bedeutung fiir die

Ubertragung der Krankheit sind.

Ein nachgewiesener Vektor der kutanen Leishmaniose (Leishmania major) in Israel ist z. B.
der Phlebotomus sergenti, auch nachgewiesener Vektor der kutanen Leishmaniose
(Leishmania tropica) in Griechenland, in der Tiirkei, in Marokko und Saudi Arabien, sowie
vermuteter Vektor der kutanen Leishmaniose (L. major und tropica) in Afghanistan, Iran und
Irak, in Indien und Russland und vermuteter Vektor der viszeralen Leishmaniose (L.

infantum) in Griechenland.

Das Reservoir

Die Erreger werden in den endemischen Gebieten durch die Phlebotomen iibertragen. Die
hauptsédchlichen Reservoirs fiir die Leishmaniose sind Hunde und Nagetiere und natiirlich die
Menschen selbst. Bei viszeraler Leishmaniose dienen auch Walfe, Fiichse und sogar Katzen
als Erregerreservoir flir Infektionen des Menschen [106]. Ratten sind auch mutmaBliche
Reservoirs der Leishmania amazonensis in der Subandenregion von Bolivien und von

Leishmania mexicana in Venezuela [107, 108]

Abbildung 6-1: Vektor (Schmetterlingsmiicken: die Phlebotomen) und ein Hund mit
Leishmaniose (Reservoir) [109, 110]

Weiterhin ist die Ubertragung iiber die Plazenta im Mutterleib bekannt. Die Ubertragung

erfolgt jedoch nicht zwangsldufig. Es kann innerhalb des Wurfes einer infizierten Hiindin
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sowohl infizierte wie nicht infizierte Welpen geben. Einige Welpen weisen einen

Antikorpertiter auf, ohne selbst infiziert zu sein.

Direkte Ubertragungen von Tier zu Tier oder Tier zu Mensch wurden bisher nicht
nachgewiesen. Allerdings gibt es einige ungeklarte Fille, u. a. in Amerika, wo bislang nicht

klar ist, wie sich Hunde infiziert haben, ohne in einem Endemiegebiet gewesen zu sein.

Durch Hundebisse kann Leishmaniose nicht iibertragen werden, da im Speichel keine
Leishmanien vorhanden sind. Selbst bei Kontakt mit frischem Blut (bei frischen Verletzungen
des infizierten Hundes) besteht kaum ein Infektionsrisiko, da im frischen Blut kaum
Leishmanien enthalten sind. Lediglich bei HIV-infizierten Menschen, die gleichzeitig

Leishmaniose haben, ist bisher der Nachweis von Leishmanien im Blut gelungen.

6.2 Krankheiterreger

Es gibt zahlreiche Stdmme der Leishmania, die Krankheiten hervorrufen konnen.

Leishmania tropica und Leishmania major

Diese zwei Spezies haben einen sehr dhnlichen Lebenszyklus und konnen dhnliche klinische
Symptome hervorrufen, beide sind Erreger der kutanen Leishmaniose, aber sie haben
verschiedene geographische Verteilungen. Die Leishmania tropica kommt in Mittelmeerraum
und Stidwestasien vor, wihrend die Leishmania major in Nordafrika, im Mittleren Osten und

in Westasien vor.

Leishmania brasiliensis
Der Erreger der mukokutanen Leishmaniose kommt in speziellen Gebieten Zentral- und

Stidamerikas vor. Der Lebenszyklus ist auch dhnlich zu der anderen Spezies.

Leishmania mexicana
Diese Forma ist Erreger der Haut-Leishmaniose und der Diffusen Haut-Leishmaniose in
Zentral- und Sudamerika. In seltenen Féllen wurden sie auch mit der mukokutanen

Leishmaniose in Verbindung gebracht.
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Leishmania donovani
Es handelt sich um eine Gruppe von Erregen der viszeralen Leishmaniose. Diese kommt in
entsprechenden Unterarten in Asien oder Nordafrika, in Siidamerika und insbesondere in

Brasilien vor.

Die Leishmaniose-Arten und ihre Lebenszyklen werden in Kapitel 6.6 beschrieben. Die

verschiedenen Krankheitsformen werden im nidchsten Abschnitt erldutert

6.3 Die Krankheit und Ihre Auswirkungen

Die Auspriagung der Krankheit ist von dem zelluliren Immunsystem der infizierten Person
und dem Stamm der parasitischen Zellen abhingig. Weiterhin hidngt die Ausbreitung der
Krankheit u. a. mit Klimaverdnderungen, Errichten von Stauddmmen, neuen
Bewisserungmodellen und der Migration nicht immuner Personen in den endemischen
Bereichen zusammen. Sie hemmt ernsthaft die Produktivitdit und den erforderlichen
soziookonomischen Fortschritt. Epidemien haben erheblich die Implementierung der
zahlreichen Entwicklungsprogramme verzogert. Dies trifft besonders auf Lander wie Saudi

Arabien, Marokko, das Amazonasgebiet und die tropischen Regionen der Andenldnder zu.

In einigen Bereichen der Welt erhdhen epidemiologischen Anderungen, wie z. B. das
Auftreten von AIDS auch das Auftreten der Fille von Leishmaniose iiber Co-Infektionen. Bis
jetzt haben 33 Lénder weltweit iiber Co-Infektionen berichtet (sieche Kapitel 6.4).
Insbesondere ist im stidwestlichen Europa beobachtet worden, dass Konsumenten intravends
verabreichter Drogen als die Hauptgefahrengruppe fiir die Co-Infektion identifiziert worden

sind [111].

Als Konsequenz auf diese Situation haben WHO und UNAIDS ein Uberwachungssystem
durch ein Netz von 28 Instituten weltweit aufbaut. Alle Mitglieder des Netzes benutzen die
gleichen Richtlinien fiir Diagnose und eine automatisierte Meldung der Fille, beides

protokolliert von der WHO.

Leishmaniose stellt sich nach der WHO-Einteilung im Menschen im Wesentlichen in vier
unterschiedlichen Formen mit einer ausgedehnten Form klinischer Symptome dar. Alle

Formen konnen verheerende Konsequenzen haben.
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Viszerale Leishmaniose (VL)

Die viszerale Leishmaniose, auch bekannt als ,Kala Azar®“, ist durch unregelméBige
Fieberanfille, erheblichen Gewichtverlust, schwarze Verfiarbung der Haut, Schwellung der
Milz und der Leber sowie gelegentlich ernstere Andmien gekennzeichnet (siche Abbildung
6-2).

Abbildung 6-2: Krankheitsbilder von Patienten mit viszeraler Leishmaniose (VL) [112]

Es ist die schwerste Form von Leishmaniose und, wenn sie unbehandelt bleibt, kann die
Sterberate bis zu 100% hoch sein. Die Entwicklungsperiode kann Monate oder Jahre betragen
und anders als bei den Hautformen der Leishmaniose sind die inneren Organe mit betroffen.
Nach einer Therapie konnen Patienten chronische Haut-Leishmaniose entwickeln, die eine
weitere lange und kostspielige Behandlung erfordert, da eine Riickwanderung der Parasiten

von den inneren Organen in die Haut provoziert werden kann.

Bedeutung besitzt zunehmend auch die Erkrankung im Rahmen einer HIV-Coinfektion, in

Italien sind beispielsweise ca. 10% der HIV-Infizierten auch mit Leishmania infiziert.

Mukokutane Leishmaniose (MCL)

In den mukokutanen Formen von Leishmaniose (auch ,,Espundia® in Siidamerika genannt),
konnen Geschwiire bis zur teilweisen oder totalen Zerstorung der inneren und duBleren Nase
und der umgebenden Gewebe auftreten (sieche Abbildung 6-3). Dieses kann zu einer
erheblichen Entstellung der erkrankten Personen fithren. Ohne plastisch-chirurgische
MalBnahmen ist ein Ausschluss aus der Gesellschaft eine hdufige Folge. Rekonstruktive

Chirurgie von Missbildungen ist deshalb oft ein wichtiger Teil der Therapie.
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Abbildung 6-3: Schleimhautentziindung beim Patienten mit Mukokut. Leishmaniose [113].

Haut-Leishmaniose (Cutaneous Leishmaniose, CL)

Diese Formen der Krankheit sind normalerweise durch Hautgeschwiire, hauptsidchlich auf den
unbedeckten Korperteilen wie dem Gesicht, den Armen und den Beinen, gekennzeichnet.
Diese vorwiegend in Afrika und Asien auftretende Erkrankung wird auch als Orientbeule
bezeichnet. Die Krankheit kann viele Geschwiire produzieren, manchmal bis zu 200. Dies
kann ernste Probleme verursachen und den Patienten dauerhaft entstellen, ein Stigma, das
ernste Sozialvorurteile mit sich bringen kann. Die Schwere der Erkrankung ist von der
Erregerspezies und der Konstitution des Wirtes abhingig. Die Abbildung 6-4 zeigt die Haut-

Form der Leishmaniose.

Nach erfolgreicher Behandlung oder auch durch Selbstheilung verursacht Haut-Leishmaniose
Immunitit gegen eine Wiederinfektion durch den Erregerstamm der Leishmania, der die

spezifische Krankheit verursachte.

Abbildung 6-4: Hautentziindung bei Haut-Leishmaniose (CL) [113]
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Diffuse Haut-Leishmaniose (Diffuse cutaneuos Leishmaniasis, DCL)

Die diffuse Haut-Leishmaniose duflert sich in einer Vielzahl von Hautverletzungen, die der
Lepra dhneln und nie spontan heilen. Diese Form hingt besonders mit einem defekten
Immunsystem zusammen und ist hédufig durch Riickfille nach der Behandlung

gekennzeichnet.

Die Hautformen von Leishmaniose sind am weitesten verbreitet und stellen 50-75% aller

neuen Fille dar.

6.4 Geographische Verteilung der Leishmaniose
Viele Jahrelang sind die Auswirkungen durch Leishmaniose durch das 6ffentliche
Gesundheitswesen grob unterschitzt worden, hauptsichlich wegen Unkenntnis der ernsten

Auswirkungen auf die Gesundheit.

Seit 1993 treten die Leishmaniose-Formen in Regionen, in denen sie endemisch ist, erheblich

gehiuft auf.

Zur Verbreitung tragen zahlreiche Faktoren bei, die meistens durch die Unterentwicklung der
entsprechenden Region bedingt sind. Diese umfassen massive ldndlich-stadtische Migration
und landwirtschaftlich-industrielle Projekte, die nicht-immune stddtische Bewohner in
endemische lédndliche Gebiete bringen. Projekte mit Klimaauswirkungen, wie Dammbauten,
Bewisserungssysteme und Brunnen sowie Abholzung tragen auch zur Verbreitung von

Leishmaniose bei.

AIDS und andere immundepressive Erkrankungen erhéhen die Gefahr durch Leishmaniose;

der Ausbruch der Krankheit wird dadurch gefordert (siche Kapitel 6.5) [114, 115].

Die Leishmaniose tritt in fiinf Kontinenten auf: Afrika, Asien, Europa, Nordamerika und
Stidamerika, sie betrifft zurzeit 88 Lénder, von denen 72 Entwicklungslédnder sind. 90% aller
viszeralen Leishmaniosefille treten in Bangladesh, Brasilien, Indien, Nepal und im Sudan
auf; 90% der mukokutanen Leishmaniose treten in Bolivien, Brasilien und Peru auf; 90% der
Haut-Leishmaniosefille treten in Afghanistan, Brasilien, Iran, Peru, Saudi Arabien und in
Syrien auf. 350 Millionen Menschen weltweit leben in Risikogebieten. Man nimmt an, dass

weltweit 12 Millionen Menschen an Leishmaniose erkrankt sind. Von den 1,5-2 Millionen
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neuen Fillen der Leishmaniose, die jahrlich weltweit auftreten, werden nur 600.000 offiziell

erfasst.

r !, E Geographische Verteilung
der viszeralen Leishmaniose

Abbildung 6-5: Geographische Verteilung der viszeralen Leishmaniose [104]

Die geographische Verteilung der Leishmaniose (s. Abbildung 6-5 und Abbildung 6-6) ist
von den Lebensrdumen der Phlebotomen, der Stirke ihrer Neigung, Blut von Menschen oder
Haustieren zu saugen, der internen Entwicklung der spezifischen Art von Leishmania und

vom Klima abhédngig. Hoch endemische Lénde.

Kutane Leishmaniose
demische Lande (30% der Falle)

Hohe en
xR [

Abbildung 6-6: Geographische Verteilung der kutanen Leishmaniose [104]
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6.5 Co-Infektion Leishmania /HIV

Co-Infektion von Leishmania und HIV tauchten als extrem ernstes, neues Krankheitsbild vor
kurzem auf mit einer stark steigenden Zahl nachgewiesener Fille. Obgleich die Menschen
hiufig durch Miicken gebissen werden, die Protozoen der verschiedenen Leishmania-Stimme
in sich tragen, bricht bei den meisten von ihnen die Krankheit nicht aus. Unter
immundepressiven Personen, (z. B. resultierend aus vorangehender HIV-Infektion, immun-
depressiver Behandlung von Organtransplantaten, hdmatologischen oder autoimmunen
Krankheiten), entwickeln sich die Fille jedoch sehr schnell zu einer vollen klinischen
Darstellung einer schweren Leishmaniose. Der Zusammenhang von AIDS und Viszeralen
Leishmaniose (VL) ist ein Teufelskreis. Einerseits beschleunigt VL schnell die Auswirkungen
von AIDS (mit begleitenden Krankheiten wie Tuberkulose oder Pneumonie) und verkiirzt die
Lebenserwartung der HIV-Infizierten. Andererseits erhohen HIV-Infektionen die Verbreitung
von VL [116].

Dieses Krankheitsduo produziert einen kumulativen Mangel an immuner Antwort, da die
Leishmania-Parasiten und HIV  die gleichen Zellen zerstoren und die
Krankheitskomplikationen und Konsequenzen damit exponentiell zunehmen. VL gilt als einer
der Hauptmitwirkenden bei todlichem Ausgang bei Co-infizierten Patienten. In der letzten
Zeit konnte durch die Anwendung spezieller Therapien, so sie anwendbar sind, die Prognose

fiir die Félle Leishmania /HIV verbessert werden (siehe Kapitel 6.7).
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Abbildung 6-7: Geographische Verteilung von VL/HIV Co-Infektion [104]
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Die geographischen Uberschneidungen von VL und AIDS entstehen durch zwei
Hauptfaktoren: die pandemische Verbreitung von AIDS in den Vorstadt- und landlichen
Gebieten der Welt und die simultane Ausbreitung von VL von lidndlichen Arealen zu den
Vorstadtbereichen (s. Abbildung 6-7). Die meisten Co-Infektionen in Amerika werden aus
Brasilien berichtet, wo die Ausdehnung von AIDS von Fillen pro 100 000 Einwohner

gestiegen ist.

6.6 Lebenszyklus der Leishmaniose-Arten
Die Erreger der Leishmaniose sind protozoische Parasiten der Klasse Flagellata, Ordnung
Kinetoplastida. Man unterscheidet zwei Lebensstadien (Promastigoten und Amastigoten), die

in dem Kapitel 6.6.1 und 6.6.2 nachfolgend beschrieben werden.

Der digenetische Lebenszyklus der Leishmanien Spezies wird in der Abbildung 6-8
dargestellt. Zuerst vermehren sich die Mikroorganismen frei im Verdauungstrakt (mittlere
Darmabschnitte) von weiblichen, blutsaugenden Schmetterlingsmiicken (Phlebotomen).
Diese Vektoren sind nur wenige Millimeter gro3 und kommen vor allem in ldndlichen
Gebieten in unmittelbarer Ndhe des Menschen vor. Wie bei der Malaria werden iiber den
Stich dieser Insekten die Parasiten auf den Wirtsorganismus {iibertragen. AufBler dem
Menschen konnen auch zahlreiche Sdugetierspezies von der Krankheit befallen werden,
hauptséchlich ist in siideuropdischen Léndern die Infektion von Hunden verbreitet [117]. In
den Wirtsorganismen werden die Parasiten vom Immunsystem entdeckt und von
Makrophagen durch Phagozytose aufgenommen, ohne allerdings aufgeldst zu werden. Dort
verwandeln sich die Mikroorganismen in die Amastigotform und vermehren sich in groflen,
parasitophoren Vakuolen der Makrophagenzellen durch Zweiteilung. Nach der Bildung
zahlreicher Amastigoten bricht die Wirtszelle auf und gibt weitere Parasiten frei, die erneut
im Rahmen der Immunabwehr von Makrophagen aufgenommen werden [6, 118]. Die
Amastigoten konnen tliber das Blut infizierter Wirtsorganismen wiederum von der Sandmiicke
aufgenommen zu werden und dort verwandeln sich die Parasiten wieder in die

Promastigotform um. Damit ist der Lebenszyklus geschlossen.

Die Leishmaniose ist deshalb eine Erkrankung des Immunsystems. Aus diesem Grund und
wegen der Gleichartigkeit der chemischen Reaktionen der Wirtszellen und der Parasitenzellen

ist diese Erkrankung wie z. B. auch Malaria nur schwer therapierbar.
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Fiir lange Zeit war wenig iiber die Zyklen der Krankheit bekannt, aber in den letzten Jahren
haben Feldforschung und die Anwendung der molekularen Biologie einen erheblichen
Fortschritt ermoglicht, weil sie die unterschiedlichen Verbindungen in der Entwicklungskette
aufgedeckt haben. Aulerdem sind einfache, neue Diagnosetechniken vor kurzem entwickelt
worden, die praktisch, billig und zuverléssig sind. Diese Methoden sind fiir betroffene Lander

fiir die frithe Diagnose und die schnelle Behandlung der Krankheit unentbehrlich.

Amastigoten in Zellen
[Diagnoze-Stadium)

E élnjizier‘t in der Haut SAUGETIE

Promastigoten (Infizierende Stadium)

F 9
Migration

%{% i

Reproduktion in Midgut Promastigote Stadium

LIFE CYCLE of LEISHMANIA spp.

Abbildung 6-8: Lebenszyklus der Leishmania-Erreger [115]

6.6.1 Charakterisierung der Promastigoten
Im Vektor, d. h. in den Schmetterlingsmiicken, liegen die Parasiten als extrazellulire,

begeilelte und deswegen bewegliche Formen, den Promastigoten, vor.

Die Promastigoten sind 8-25 um lange, 2 um breite, spindelférmige Zellen mit einer ca. 5 um
langen Zuggeillel. Es lassen sich zwei unterschiedliche Formen in den Schmetterlingsmiicken
nachweisen. Im Saugapparat lagern sich tropfenférmige Korper zusammen, wéhrend sich im

Darm der Insekten einzelne, teilungsfihige Promastigoten befinden (sieche Abbildung 6-9).
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Sie unterscheiden sich jedoch nicht nur in ihrer &dufleren Form, sondern auch in ihren

biochemischen Eigenschaften deutlich voneinander.

Die Promastigoten lassen sich gut kultivieren, daher wurden sie bisher ausschlieflich zur

Untersuchung der Wirkmechanismen von Therapeutika eingesetzt [1, 119, 120].

- Leishmania
Promastigoten (Kultivierte Form)

Abbildung 6-9: Begeillelte Promastigoten [121]

6.6.2 Charakterisierung der Amastigoten
Die Amastigoten werden als unbegeilelte, intrazellulire Form von Leishmania bezeichnet,

welche wesentlich kleiner als die Promastigoten (ca. 2-5 um Durchmesser) sind.

Im Wirbeltier findet die Aufnahme von Promastigoten durch Makrophagen mittels
Phagozytose (,,Zellfressen®) statt. Darauf kommt es zu einer Umwandlung in Amastigoten
(siche Abbildung 6-10), welche innerhalb groBler, parasitophorer Vakuolen der
Makrophagenzelle leben und sich vermehren. Wenn die Amastigoten sich gentigend vermehrt
haben, platzt der Makrophage und die Amastigoten werden fiir die Infizierung weiterer

Makrophagen freigesetzt.

Die Amastigoten sind die eigentlichen Erreger der Leishmaniose. Lokal begrenzt fiihren sie
zu der kutanen oder mukokutanen Form, bei einer Generalisierung der Erkrankung kommt es

zur viszeralen Leishmaniose.

Bis vor wenigen Jahren konnten lediglich infizierte Makrophagenzellen kultiviert werden,

nicht aber direkt die Amastigoten. Die biochemischen Vorgénge innerhalb der Amastigoten
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lieBen sich so kaum untersuchen, weil der Stoffwechsel der wesentlich grofleren
Makrophagenzellen die innerhalb der Amastigoten ablaufenden Prozesse tiberdeckte [122].
Erst vor wenigen Jahren gelang die in-vitro-Kultur der Amastigotenstadien im Medium.
Damit steht ein Hilfsmittel zur Studie der Wirkmechanismen und Resistenzen direkt in den

Erregern zur Verfiigung [123], dass auch im Rahmen dieser Arbeit genutzt wurde.

Leishmania

Abbildung 6-10: Amastigoten in eine Makrophagenzelle [121]

6.7 Behandlung von Leishmaniosen

Das angestrebte Ziel der Behandlung infizierter Personen ist die klinische und
parasitologische Heilung sowie die Verhinderung von Riickfdllen. Leider sind in solchen
Behandlungsfillen die Nebenwirkungen auf Grund der Giftigkeit der Medikamente und

Riickfille durch sich entwickelnder Medikamentresistenzen sehr hdufig.

Zu Beginn des 20. Jahrhunderts wurde die Wirksamkeit von Antimon gegen Leishmaniose
entdeckt. Zundchst wurde den Patienten dreiwertiges Antimon in Form von
Kaliumantimonyltartrat verabreicht. Dieser war allerdings sehr toxisch fiir die Patienten
[124]. Neuere Untersuchungen zeigten die Wirksamkeit von Sb(V) [125], das heute als
Stibogluconat [126] oder als Megluminantimonat [127] (s. Abbildung 6-11 und Tabelle 6-1)
eingesetzt wird. Im siidwestlichen Europa zeigen Anschlussstudien mit flinfwertigen
Antimon-Verbindungen (siche Kapitel 7), eine positive Antwort in 83% der Fille. Jedoch
erkrankten 52% der Patienten innerhalb einer Periode von einem Monat bis drei Jahren

erneut.
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Als hauptsichliche Therapiealternativen werden Pentamidine eingesetzt, Amphotericin B und
Amphotericin B eingekapselt in Liposomen. Diese Verkapselung verringert das Auftreten von
Nebenwirkungen, aber Riickfille treten ebenfalls noch auf und das Medikament ist extrem

kostspielig und somit problematisch fiir Entwicklungslénder.

Da Sb(Ill) auch fiir den menschlichen Organismus sehr toxisch ist, wurden schwere
Nebenwirkungen, wie z. B. Nierenversagen [128], beobachtet. Sb(V) ist prinzipiell weniger
toxisch. Die Wirkdosis des intramuskuldr verabreichten Sb(V) ist aber mit ca. 20 mg/kg
Korpergewicht pro Tag fiir eine Dauer bis zu 30 Tagen sehr hoch, sodass auch die
Behandlung mit fiinfwertigem Antimon von zahlreichen Nebenwirkungen beeintrichtigt

werden kann [112, 129].

Tabelle 6-1: Therapeutika gegen Leishmaniose [130]

Praparat behandelte Praparat behandelte
Krankheit Krankheit
Pentavalentes Antimon VL Ketoconazole CL
(intravends oder intramuskulér) CL Itraconazole CL
MCL Dapsone CL
Amphotericin B deoxycholate VL Allopurinol CL
(intravends) CL Paromomycinsulphate CL
MCL ointment
Pentamidine isothionate VL Lipid Formulationen von VL
(intravends oder intramuskuldr) CL Amphotericin B CL
MCL (intravends) ML
Paromomycin sulphate VL Intralesional Sb (V) CL
(intravends oder intramuskulér) CL
Rekombinantes Interferon Gamma VL
(subkutan oder intramuskulér) CL

Die Behandlung der Leishmaniose ist ein klares Beispiel fiir die Anwendung von Metall- und
Halbmetallverbindungen in hoéheren Konzentrationen in der modernen Medizin. Der

Wirkmechanismus des Antimons ist dabei noch weitgehend ungeklért, da bislang nicht viele
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Methoden zur Antimonspeziesanalytik in Zellproben im biochemisch/medizinisch nutzbaren
Konzentrationsbereich zur Verfiigung standen. Die Wirkungsweise der Antimonpraparate ist

leider zurzeit noch unklar.
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Abbildung 6-11: Antimon-Verbindungen  die fiir eine Behandlung der Leishmaniose

verwendet werden [131]

6.8  Wirkungsweise des Antimons

Verschiedene Untersuchungen weisen die Anreicherung von Antimon in Serum und Urin
wihrend der Therapie nach [132]. Eine Untersuchung der Oxidationsstufen mit pH-Wert-
kontrollierter Reduktion des Sb(III) und Sb(V) und Detektion mit HG-AAS deutet auf die
Reduktion zumindest teilweise des Sb(V) zu Sb(III) im Organismus hin [133]. Eine genauere
Aufklarung der Vorginge, speziell die Lokalisierung und biochemische Aufklarung der

Reduktionsaktivitit war auf diese Art nicht mdglich.

In einigen Gebieten kommt es zu einer Zunahme der Resistenz der Leishmania-Erreger
gegeniiber fiinfwertigen Antimonverbindungen. Die Toxizitdt des Sb(III) bleibt dabei nahezu
unverindert, was auf eine direkte Wirkung der Antimonpriparate auf den Mikroorganismus

hinweist [134, 135].

Von einigen Arbeitsgruppen wird fiir die Resistenz ein dhnlicher Metabolismus und

Exkretionsmechanismus wie fiir Arsen postuliert, da bei dem dort verwendeten Leishmania-
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Stamm eine Kreuzresistenz zwischen Arsen und Antimon auftrat [134, 136]. Ein analytischer
Nachweis fiir die ablaufenden Vorgénge konnte bisher nicht erbracht werden. Demgegentiber
zeigt der im Rahmen der Habilitationsarbeit von Frau Dr. N. Ulrich [6] und in der
vorliegenden Arbeit verwendete, antimonresistente Stamm keine Abhédngigkeit der
Antimontoxizitdit von der Arsenkonzentration, was sich nur {iber einen separaten
Mechanismus fiir die Antimonmetabolisierung erkldren Idsst. Die Reduktion des Sb(V)
auBlerhalb oder innerhalb der Parasitenzelle wurde postuliert. Sb(III) ist dabei viel toxischer
fiir die Amastigoten von Leishmania als Sb(V). Die letzten Untersuchungen zeigen, dass die
axenischen (extra-zelluldren) Amastigoten genauso anfillig sind fiir Sb(V) wie intrazellulére

Amastigoten [137].

Es ist sehr wahrscheinlich, dass der Wirkmechanismus innerparasitdr, formspezifisch und
makrophagenunabhéngig ist. Die Abbildung 6-12 stellt einen Vorschlag fiir die

Metabolisierung des Antimons dar.

Spin

ShY ——— Shill ———— SHILTS

intrazellulare
Metabolismus

SbY

Abbildung 6-12: Vorgeschlagener Mechanismus fiir den Antimonmetabolismus und seine
Neutralisierung bei L. donovani. In Promastigoten und Amastigoten
sammelt sich Sb(V). Enzymatische Reduktion von Sb(V) nach Sb(III)
[137].

Das Modell in der Abbildung 6-12 schldgt die Reduktion des Antimonats und die spétere
Neutralisation von Sb(III) bei Trypanothion vor. Das Sb(IIl) akkumuliert sich in den Zellen
per Transport durch die plasmatische Membran und/oder durch intrazelluldre Reduktion von

Sb(V) zu Sb(Ill) entweder via eines enzymatischen oder eines nicht enzymatischen
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Mechanismus. Sb(III) komplexiert dann das Trypanothion iiber Interaktion mit der
Sulthydrylgruppe [138]. Dieser Komplex wird dann vom Parasit mittels eines spezifischen
Transporters aus der Zelle entfernt [139, 140, 141]. Das Trypanothion ist das wichtigste
Puffersystem fiir den Redoxzustand von Trypanosomatiden. Die Trypanothionreduktase wird
somit inhibiert und die Zellproliferation und —differentierung bzw. das rasche Wachstum der

Trypanosomen wird blockiert [137].

Eine detaillierte Diskussion der moglichen Reaktionen auf biochemischer Ebene liegt
auBBerhalb des Themenkomplexes der Analytischen Chemie, sodass auf die weiterfithrende

Literatur verwiesen sei [1, 142].
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7 Antimon: Chemie und Analytik

Antimon ist ein Halbmetall aus der flinften Gruppe des Periodensystems. Es wird derzeit in
vielen industriellen Bereichen eingesetzt und auch durch natiirliche Prozesse in die Umwelt
eingetragen. Besondere Bedeutung hat Antimon als Therapeutikum fiir die Tropenkrankheit
Leishmaniose, deren Untersuchung aus analytisch-chemischer Sicht im Zentrum dieser Arbeit
steht. Im folgenden werden die Einsatzgebiete, die chemischen Eigenschaften sowie die

Analytik des Antimons ndher erldutert.

7.1 Einsatzgebiete des Antimons
Schon 3000 Jahre v. Chr. kannten die Chinesen das Metall. Antimonbronzen wurden bereits
im alten Agypten verwendet. AuBerdem ist in griechischen und rémischen Quellen die

Verwendung als Therapeutikum [143] und fiir Kosmetika [144] nachweisbar.

Die Darstellung des reinen Metalls gelang jedoch erst im Jahr 1780. Verbindungen wie das
Antimonit (Sb,03) und andere Antimonverbindungen wurden im Mittelalter als Schonheits-
und Arzneimittel verwendet. Heute wird metallisches Antimon als Zugabe von Legierungen
verwendet, um grofSere Hirte und Korrosionsfestigkeit zu erreichen. Antimontrioxid weist
hingegen feuerhemmende Eigenschaften auf und wird Lacken, Kunststoffen, Gummi,
Textilien und Papier zugesetzt. Die Behandlung der Leishmaniose, einer tropischen
Parasitenkrankheit, ist eines der wenigen Beispiele fiir den therapeutischen Einsatz von

Halbmetallen und Metallen bis in die heutige Zeit [145].

Moderne Antimonprodukte kann man in drei gro3e Gruppen einteilen; hierbei handelt es sich

um die metallischen Produkte, die nichtmetallischen Produkte und feuerhemmende Produkte.

Zur ersten Gruppe zdhlen die Legierungen, hier vor allem Legierungen aus Blei und Antimon
mit Antimonkonzentrationen bis 25 %. Die wichtigsten Anwendungen sind Batterien und
Munition. Zu der Gruppe der nichtmetallischen Produkte gehoren Katalysatoren fiir
organische Synthese, Halbleiter, Entfarbungs- und Triibungsmittel fiir Spezialgliser sowie
Farbstoffe. Die wichtigste Applikation fiir Antimon mit einem Anteil von iiber 50 % ist als
feuerhemmende Produkte, denen Antimon als Antimontrioxid zugesetzt wird. Dieses wird
Kunststoffen, Gummi, Elastomeren, Textilien und Papieren beigemischt, um die

Entflammbarkeit zu verringern. Erstaunlicherweise besitzt ~Antimontrioxid keine
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feuerhemmende Wirkung, lediglich in Verbindung mit anderen, vor allem halogenierten

organischen Verbindungen, kann es die Entflammbarkeit deutlich senken.

7.2 Chemie des Antimons

Antimon befindet sich in der fiinften Hauptgruppe des Periodensystems, zusammen mit
Stickstoff, Phosphor, Arsen und Bismut. Seine wichtigsten Oxidationsstufen sind +5, +3, 0
und -3. Es besitzt zwei stabile Isotope mit den Massen 121 (57,25%) und 123 (42,75%), die
relative Atommasse betrdgt 121,76. Die elektronische Konfiguration des Antimons ist

[Kr]4d'?5s%p’.

Reines Antimon ist ein silberweill glinzendes Metall von geringer Hirte: es wird als
Halbmetall bezeichnet. Es ist weiterhin recht sprode, ldsst sich daher leicht pulverisieren und
hat eine Dichte von 6,69 g/cm?. Es ist ein guter elektrischer Leiter, schmilzt bei 630,5°C und
siedet bei 1635°C. Es ist sehr reaktionsfreudig. So entziindet sich Antimon von selbst in
Chlorgas. Es ldsst sich auch leicht legieren. In Salzsdure ist Antimon unlslich, dafiir 16st es

sich leicht in oxidierenden Siuren.

Die Tabelle 7-1 fasst einige wichtige physikalische und chemische Eigenschaften des

Antimons zusammen.

Wichtige Antimonverbindungen sind die Oxide Sb,Os; und Sb,0Os, die Sulfide Sb,S; und
Sb,Ss, die Hexahydroxoantimonate, wie KSb(OH)¢ und das Kalium-Antimonyl-Tartrat
K[C4H,04Sb]. Die anorganischen Verbindungen des drei- und fiinfwertigen Antimons lassen
sich z. B. mit Natriumhydridoborat leicht zu gasformigem SbHj; reduzieren. Die antimonige
Saure H3SbOs ist, im Gegensatz zu den entsprechenden Sduren von Arsen und Phosphor, in
wiassriger Losung frei nicht nachweisbar [146]. In Losung konnen anorganisches dreiwertiges
Antimon [Sb(IIl)], Hexahydroxyantimonsdure und ihre Salze [Sb(V)] sowie organische
Antimonspezies, wie das Trimethylantimon-Kation [(CH3)3Sb2+] vorliegen. Sb(III) kann z. B.
als antimonige Sdure [Sb(OH)s;] oder komplexiert als Antimonyltartrat vorliegen. In
Gewissern, Sedimenten und Klidrschlamm konnten die Spezies Sb(IIl), Sb(V) und das

Trimethylantimon-Kation nachgewiesen werden [147, 148, 149].
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Tabelle 7-1: Physikalische und chemische Eigenschaften des Antimons [119, 150, 151]

Eigenschaften Wert
Dichte [g/cm3] 6,69
Schmelzpunkt [°C] 630
Siedepunkt [°C] 1635
Atomradius [A] 1,82
Kovalenter Radius (einfacher Bindung) [A] 1,41
Van der Waals-Radius [A] 2,20
Tonenradius (Sb>) [A] 2,45
Tonenradius (Sb>") [A] 0,76
Tonenradius (Sb>") [A] 0,62
Elektronegativitét 2,05 (Pauling), 1,82 (Allured)
Elektronenaffinitit [eV] 0,6
pK;-Wert von H3SbO; 11,0
pKi-Wert von H[Sb(OH)s] 2,55
1. Ionisierungsenergie der Atome [eV] 8,64

Umwandlungstemperatur amorph-kristallin [°C] ~0

Bildungsenthalpie SbH3 [kJ/mol] +145,2
Bildungsenthalpie Sb,O; [kJ/mol] -721,0
Bildungsenthalpie SbCl; [kJ/mol] -382,4
Elektrische Leitfahigkeit [mS/cm] 2,6

Das in Abbildung 7-1 dargestellte Schema zeigt den fiir Arsen bekannten und fiir Antimon
postulierten Verlauf der Umwandlung von einer anorganischen Chemikalie zur

bioverfiigbaren Substanz.

Die Antimonsdure H[Sb(OH)¢] ist eine einbasige Sdure von der Stirke der Flusssdure,
wihrend die homologe Arsensdure dreibasig ist und der Phosphorsdure dhnelt [119]. Durch
den metallischeren Charakter des Antimons bedingt sich, im Vergleich zu Phosphor und
Arsen, der strukturelle Unterschied auch bei der bevorzugt oktaedrischen Koordination des
Antimons im Vergleich zum héufig tetraedrisch koordinierten Arsen. AuBlerdem besitz

Antimon eine relativ groBe Affinitdt zu Fluorid [119].
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Anorganisches As und Sb

Verschmutzer

Biologische l Methylierung

(CH;)sAs, (CH;)Sb

/71N

Abiotische Reaktion mit natiirlichen oder kilnstlichen Chemikaien

//

Salze, Oxide, SHuren, Komplexe, Liganden

Abbildung 7-1: Schema zur biologischen Verfligbarkeit von Arsen und Antimon [152]

Die Verbindungen des Sb (V) werden in der anorganischen und organischen Synthese
eingesetzt, weil sie z. T. starke Lewis-Sduren sind. Insbesondere die Pentahalogenide SbCls
und SbFs neigen zur Aufnahme eines weiteren Halogenidions unter Bildung von SbClg bzw.
SbFs . Im Gegensatz dazu konnen die Verbindungen des Antimons (III) als Lewis-Basen
fungieren, wenn z. B. das TPhSb (Triphenylantimon) als Ligand fiir Ubergangsmetalle wirkt
[153, 154].

7.2.1 Stabilitat der Oxidationsstufen

In umweltrelevanten Verbindungen sind III und V die wichtigsten Oxidationsstufen [155].
Antimon als Element mit der Oxidationsstufe 0 kommt in der Erde nur in sehr wenigen
Lagerstitten vor [156]. In Einzelfillen, z. B. in Deponiegasen [157], wurde auch das
Antimonhydrid (SbH3) mit Oxidationsstufe —III in Umweltproben nachgewiesen [158]. In der

Tabelle 7-2 werden einige Beispiele zusammen gefasst.
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Tabelle 7-2: Beispiele der Antimon-Verbindungen[151].

Oxidationszustande Beispiele
Sb>” SbH;
Sb** Sby0s, SbO3™, SbF3, Sb,S;
Sb™* Sb4O10, Sb(OH)g (aq), SbFs

Tabelle 7-3: Standardpotentiale E° fiir Antimon [6, 151]

pH- Bereich Redoxpaar Potential [V]
Saure Losung Sb,0s / [SbO]" 0,605
[SbO]"/ Sb 0,204
Neutrale Losung Sb,Os / SbyOp 0,699
SbsO¢ / Sb 0,150
Sb,0s5 / SbyO4 1,055
Sb,O4 / SbyOs¢ 0,342
Sb / SbH;3 -0,510
Basische Losung [Sb(OH)e] / [Sb(OH)4] -0,465
[Sb(OH)4] / Sb -0,639
Sb / SbH;3 -1,338

Die Tabelle 7-3 zeigt die Standardpotentiale fiir Antimon und die Abbildung 7-2 stellt ein
Diagramm mit den verschiedenen Oxidationsstufen dar. Die Lage der Potentiale macht
deutlich, dass in Boden- und Wasserproben, in denen je nach Matrix reduzierende oder
oxidierende Bedingungen vorherrschen, sowohl Sb (III) als auch Sb (V) in wechselnden

Verhiltnissen zu erwarten sind.

Aus Abbildung 7-2 konnen wir feststellen, dass Sb groBere Ahnlichkeit zu As als zu Bi hat,
da dies ein stirkerer Oxidant ist. Sb (III) ist stabil und disproportioniert in Ldsung nicht,
dhnlich verhilt sich auch die elementare Form. Sb (V) ist ein Oxidationsmittel, das jedoch in
wassriger Losung ebenfalls stabil ist. Die Gleichgewichtslage ist abhingig von den
Matrixbestandteilen der Proben und ihrer Konzentration, dem pH-Wert und der Konzentration

der Sb-Formen selbst.
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Abbildung 7-2: Oxidationsstufendiagramm von As, Sb und Bi [119]

Der geringe Unterschied der Standardpotentiale fithrt auch zu Problemen bei der Lagerung
von Antimonstandards. Es bildet sich ein Gleichgewicht zwischen fiinf- und dreiwertigem
Antimon in den Standards aus, sodass fiir die Elementspeziesanalytik auch hoher konzen-
trierte Standardldsungen nicht ldngere Zeit aufbewahrt werden sollten. Die Haltbarkeit der
Standards unter verschiedenen Lagerungsbedingungen wird in Kapitel 10.2 ausfiihrlich

erlautert.

7.2.2 Chemie in wassriger Losung

Die Chemie des Antimons in wissriger Losung ist von den beiden Hauptoxidationsstufen III
und V sowie von der Affinitdt des Antimons zu Schwefel, Sauerstoff und den Halogenen
geprigt. Es bildet mit Komplexbildnern zahlreiche, wenn auch hdufig nicht sehr stabile
Komplexe, insbesondere mit sauerstoff- und schwefelhaltigen Verbindungen. Die oxidischen
und sulfidischen Antimonverbindungen sind im Wasser verhéltnismédfBig schwer 16slich.
Einen Eindruck vermitteln die Angaben der Tabelle 7-4 Es ist dabei festzustellen, dass die
Oxide in Wasser besser 16slich sind als die Sulfide, wobei die Salze des fiinfwertigen

Antimons jeweils eine hohere Loslichkeit zeigen als die des dreiwertigen.
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Ein bekanntes Beispiel ist die Affinitdit des Antimons zum Tartrat, mit dem nicht nur
definierte Verbindungen (z. B. Kaliumantimonyltartrat), sondern auch Agglomerate und
Komplexe in Losung gebildet werden. Diese Komponenten sind aufgrund ihrer relativen
Instabilitdt und Hydrolyseanfilligkeit einer Analyse mit den derzeitigen technischen Mitteln
kaum zugdnglich und verhalten sich im Chromatogramm oder bei der selektiven Reduktion
wie einfache Ionen (siehe Kapitel 8): Eine Unterscheidung ist praktisch unmdoglich. Auf der
anderen Seite ist dadurch die Anwendung der vorgestellten Verfahren fiir eine Bestimmung
der Oxidationsstufen III und V des Antimons als Gesamtgehalt bzw. Summenparameter

gegeben.

Tabelle 7-4: Loslichkeiten der Antimonsulfide und —oxide in Wasser [155]

Bedingungen Loslichkeit d. Sb- Konzentration Quelle
Verbindung
mg/L mol/L mg/L

Sb,0;3 25°C 8,4 5,75%107 7,01 [159]
35°C 13,05 8,95%107 10,9 [160]

20 °C 4,1-4,7 2,8%107°- 3,4-3,9 [161]

pH 4-7,5 3,2%107

Sb,0s 35°C 64,5 1,995%107 243 [159]
35°C 87,7 5,4%10™ 66 [160]

Sb,S; 25 °C, pH=7 0,278 1,64%10°° 0,2 [162]
20 °C 1,7 1¥107 1,22 [163]

Sb,Ss 26 °C 7 3,47*%107 4,22 [162]

Uber die Chemie des Antimons in wissriger Losung ist zurzeit nur wenig bekannt. Bei
niedrigem pH-Wert liegt es in Abwesenheit groflerer Mengen an Komplexbildnern kationisch
vor [164], bei erhohtem pH-Wert kommt es unter Aufnahme von Hydroxidionen zur Bildung
von negativ geladenen Hydroxy- oder Oxospezies. Das Verhalten der Antimonspezies und

ihre Abhéingigkeit vom pH-Wert wird auch im Kapitel 10.2 ausfiihrlicher besprochen.
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7.2.2.1 Antimon (V)
In wéssriger Losung liegt das Sb(V) tiberwiegend anionisch als Sb(OH)s~ vor. Erst im pH-
Bereich unterhalb pH = 2,7 dominieren nach Gleichung 7-1 die ungeladenen Spezies

Sb(OH)s [159]. Diese wurde oft als Antimonsdure bezeichnet und in der Form HSb(OH)e

geschrieben.

Sb(OH),(aq)+ H,0«—Sb(OH), +H™ logK=-2,72 Gleichung 7-1

80%

Anteil der Sb-Spezies

Abbildung 7-3: Verteilung der Sb(V)-Spezies in Anhédngigkeit vom pH-Wert fiir 0,1 mol/L
(berechnet mit Gleichung 7-1 nach Baes und Mesmer [159]

Nach Pitman et al. [165] liegt bei hohen Saurekonzentrationen (pH<-0,87) die Spezies SbO,*
vor. Nach Untersuchungen von Dawson et al. [166] ist jedoch in 0,5-8 molarer Schwefelsdure
kein Sb(V) in kationischer Form nachweisbar, sodass die Existenz von SbO,* angezweifelt
werden kann. Bei hoheren Sb(V)-Konzentrationen oberhalb 1 mmol/L polymerisiert Antimon
im sauren bis schwach sauren pH-Bereich, was sich durch eine Opaleszenz der Losung
bemerkbar macht. Aufgrund von Titrationsdaten postulierten Lefebvre und Maria [167] die
Existenz von 6 zwolfkernigen Sb(V)-Hydroxokomplexen (Sbi2(OH)go+n, n=3-8), deren Zahl
durch Neuberechnung von Baes und Mesmer [159], auf 4 Polymerverbindungen beschréinkt
wurde (n = 4-7). Die Speziesverteilung in einer 0,01 mol/L Sb(V)-Lésung sowie die
Reaktionsgleichungen und Gleichgewichtskonstanten [159] konnen Abbildung 7-4

entnommen werden.
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Berechnet mit Gl. nach Baes u. Mesmer (1986):
Sb(OH)s + H20 <> Sb(OH)g + H* lgK=-272
12 Sb(OH)s + 4 Ho0 < Sbya(OH)gs + 4 H* g K = 20.34
12 Sb(OH)s + 5 H20 > Sbya(OH)es® + 5 H"  IgK =16.72
12 Sb(OH)s5 + 6 HzO <> Sbya(OH)es” + 6H*  IgK=11.89
12 Sb(OH)s + 7 H20 & Sbyp(OH)e, " +7H®  IgK =6.07

Abbildung 7-4: Verteilung der Sb-Spezies in Abhéngigkeit des pH-Wertes fiir 0,5 mol/L
[159]

Eine Komplexbildung des Sb(V) durch die iiblicherweise in Abwissern und Gewéssern
anzutreffenden Anionen ist auszuschlieBen. Sulfat bildet selbst in 8mol/L Schwefelsdure
keine Komplexverbindungen [166] und SbCls hydrolysiert in wissriger Losung zu den
genannten Hydroxoverbindungen des Sb(V) [168]. Allerdings kann Fluorid in hoheren
Konzentrationen zu einer Komplexierung des Sb(V) fithren. So beschrieben bereits Lange und

Askitopoulus [169] verschiedene Salze des SbFs~ und weisen auf die stufenweise Hydrolyse
dieser Verbindung zum Sb(OH) ¢ hin. Kolditz und Sarrach [170] identifizierten verschiedene
Hydroxo-Fluoro-Komplexe der Zusammensetzung SbF,(OH)es.,~ (n=2-5). Die Versuche von

Enders [155] zum Einfluss verschiedener Salze auf die Bestimmung des Antimons mit
Atomabsorptionsspektrometrie und Hydridtechnik zeigten einen klaren Minderbefund in

Gegenwart von Fluoridkonzentrationen tiber 5 mmol/L.

7.2.2.2 Antimon (I11)
Das dreiwertige Antimon liegt in wéssriger Losung iiber einen breiten pH-Bereich ungeladen

als Sb(OH); vor. Nach den Gleichung 7-2 und Gleichung 7-3 [159] dominiert erst oberhalb
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pH=11,8 die anionische Spezies Sb(OH),  und unterhalb pH=1,4 die kationische Form
Sb(OH)" (siche Abbildung 7-5)

Sh(OH),(aq)+ H* «<—>Sb(OH),” +H,0 logk= 1,42  Gleichung 7-2

Sb(OH),(aq)+ H,0«——>Sb(OH), +H™  logK=-11,82 Gleichung 7-3

1E-03 [

c in mol/l

1E-04 1.

. Sb(OH)," Sb(OH)y
1E-05 "

1 3 5 7 9 11 13
pH

Abbildung 7-5: Léslichkeitsdiagramm und Spezieskonzentrationen des Sb(II) im
Gleichgewicht mit Sb,O; (0,1 mol/L, berechnet mit Gleichung 7-4-
Gleichung 7-6 nach Baes und Mesner [159])

Pitman et al. [165] geben fiir den Logarithmus der Gleichgewichtskonstanten der Gleichung
7-2 einen Wert von 0,87 und Anderegg und Malik [171] einen Wert von 1,28 (fiir 20°C) an.
Die drei Spezies findet man in der Literatur auch oft in ihrer dehydratisierten Form notiert:
SbO", HSbO, oder SbBOOH sowie SbO,". Der Sb(II1)-Gehalt in wissriger Losung ist nach
Baes und Mesmer [159] im Existenzbereich der Spezies Sb(OH); gemal Gleichung 7-4 auf
maximal 5,5%10°mol/L Sb(IIl) (7mg/L) beschrinkt. Es sei in diesem Zusammenhang jedoch

auf abweichende Angaben in der Literatur sowie auf den Uberblick in Tabelle 7-4 verwiesen.

0,5-Sb,0, +1,5-H,0<——Sb(OH),(aq) logKs=-4,24 Gleichung 7-4

Komplexverbindungen mit verschiedenen Anionen sind zwar dokumentiert, treten aber
iblicherweise erst bei extremen Bedingungen auf. So bilden sich nach Senanayake und Muir
[172] die Chlorokomplexe des Sb(Ill) bei pH-Werten unter eins und hohen

Chloridkonzentrationen (mehrere mol/L CI7). Sulfatkomplexe wurden von Dawson et al.

[166] in Koexistenz mit Sb(OH)," nur in 2-18 mol/L Schwefelsdure nachgewiesen.
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7.2.2.3 Redoxreaktionen von Antimon

Wie in vielen vergleichbaren Fillen ist die Redoxreaktion des Antimons von der dreiwertigen
in die fiinfwertige Form und umgekehrt mit einer Sidure-Base-Reaktion gekoppelt und damit
pH-abhingig. In Tabellenwerken [173] findet sich fiir die geldsten Antimonspezies die
Gleichung 7-5:

Sb(OH), +2-6" «—Sb(OH), +2-OH" °=-0,59 V  Gleichung 7-5

Diese Gleichung ldsst sich zu Gleichung 7-6 umformulieren, wobei sich anhand der Nernst-

Gleichung und dem Ionenprodukt des Wassers das Standardpotential errechnen lésst:

Sb(OH), +2e +2H" <> Sb(OH), +2H,0 E°=0238V  Gleichung 7-6

Fiir dieselbe Gleichung 7-6 geben Pitman et al. [165] ein Standardpotential von 0,363 V an
und leiten daraus unter Beriicksichtigung der verschiedenen S&ure-Base-Reaktionen die
Existenzbereiche der Spezies beider Antimonoxidationsstufen in einem pH-Eg-Diagramm
her. Da, wie oben bereits erwihnt, die bei Pitman et al. [165] angegebene Spezies SbO," mit
groler Wahrscheinlichkeit nicht existiert und die Gleichgewichtskonstanten sowie das
Standardpotential in der genannten Arbeit von der neueren Literatur abweichen, wurde das

pH-Ey-Diagramm neu berechnet (Abbildung 7-6).

Danach erfolgt in dem breiten pH-Bereich von 2,7-11,8 der Ubergang zwischen den Spezies
Sb(OH); und Sb(OH)s, wobei das Redoxpotential der dquimolaren Konzentration beider

Spezies mit einer Steigung von -0,0887 V mit dem pH-Wert féllt und bereits bei pH=6,6

einen Wert von Null erreicht.



7. Antimon: Chemie und Analytik 114

1.4 j

12 1

0.8
0.6 A
0.4 1
0.2

Sb(OH)s

T oda)
'112‘0'1

Sb(OH)

E, in Volit

'."ISb(Ot-%/
b

H.C
0.2 - Hz(éj-k"‘
-0.4 1
~0.6 1

0.8 1

Abbildung 7-6: pH-Ey-Diagramm des drei- und fiinfwertigen Antimons in wissriger Losung
(Gleichgewichtskonstanten der S&dure-Base-Reaktionen aus Baes und

Mesner [159], Standard-Redoxpotential aus Lide [173])

Diese auf einen Gleichgewichtszustand bezogene Betrachtung sollte jedoch nicht zu
voreiligen Schliissen hinsichtlich der Oxidationsstufen von Antimon fithren, da
Redoxprozesse bekanntermaBlen sehr langsam verlaufen konnen und sich nicht jeder
potentielle Reaktionspartner fiir eine Redoxreaktion tatséchlich als geeignet erweist. Zur
Reaktionskinetik des Antimons konnten in der Literatur keine Angaben gefunden werden, so
dass auf die Stabilitét der jeweiligen Antimonoxidationsstufe, insbesondere bei Versuchen mit

Sb(III), zu achten ist.

7.3 Antimon in der Umwelt

Antimon findet sich in der Natur analog dem Arsen in Form von Antimonsulfiden (vor allem
dem Antimonglanz), Metallantimoniden und Antimonoxiden. Der Anteil an Antimon in der
Erdkruste wird, etwa vergleichbar mit Cadmium, mit 0,2 g/t [174], 0,3 g/t [175] und 0,65 g/t
[176] angegeben. Die wichtigsten Lagerstitten liegen in Siidchina, Bolivien, Siidafrika,
Russland sowie Mexiko und werden auf 4,5 bis 6 Millionen Tonnen geschitzt, wobei allein

das Vorkommen in China 3,5 bis 4 Millionen Tonnen betrégt.
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Die Weltjahresproduktion lag in den 80iger Jahren bei ca. 70.000 t/Jahr [177], ist aber in den
letzten Jahren auf ca. 140.000 t gestiegen [178]. Die Recycling-Rate (u. a. Batterien) ist zum
Teil auch gestiegen. Die Tabelle 7-5 stellt die Weltjahresproduktion 1998 und die geschétzten

Lagerstitten in den wichtigsten Abbauregionen dar:

Tabelle 7-5: Weltjahresproduktion (1998) und vorhandeneLagerstétten vorkommen [178].

Staat Produktion (t) Lagerstatte (t)
USA 500 90.000
Bolivien 9.000 320.000
China 110.000 1.900.000
Kirgisien 1.200 150.000
Russland 6.000 370.000
Stidafrika 5.000 250.000
Tadschikistan 1.200 60.000
Andere Léander 7.000 75.000
Gesamt (gerundet) 140.000 3.200.000

Die Antimonprodukte kann man in drei groe Gruppen einteilen; hierbei handelt es sich um

die metallischen Produkte, die nichtmetallischen Produkte und feuerhemmende Produkte.

Zur ersten Gruppe zdhlen die Legierungen, hier vor allem Legierungen aus Blei und Antimon
mit Antimonkonzentrationen bis 25 %. Die wichtigsten Anwendungen sind Batterien und

Munition.

Zu der Gruppe der nichtmetallischen Produkte gehoren Katalysatoren fiir organische
Synthesen, Halbleiter, Entfirbungs- und Triibungsmittel fiir Spezialgldser sowie Farbstoffe.
Die wichtigste Applikation fiir Antimon mit einem Anteil von iber 50 % ist die als
feuerhemmende Produkte, denen Antimon als Antimontrioxid zugesetzt wird. Dieses wird
Kunststoffen, Gummi, Elastomeren, Textilien und Papieren beigemischt, um die
Entflammbarkeit zu verringern. Erstaunlicherweise besitzt ~Antimontrioxid keine
feuerhemmende Wirkung, lediglich in Verbindung mit anderen, vor allem halogenierten

organischen Verbindungen, kann es die Entflammbarkeit deutlich senken.
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Der wachsende Verbrauch von Antimon im Bereich der schwer entflammbaren Stoffe fiihrt
zu einem Anstieg der Antimonkonzentration im Hausmiill, wobei man davon ausgeht, dass
80% des Antimons im Hausmiill durch den Einsatz als feuerhemmende Substanz dorthin
gelangt ist [179]. Untersuchungen in den Niederlanden haben ergeben, dass sich im Hausmiill

5,2 mg Antimon pro kg Trockenmiill befinden [180].

Deutlich hohere Antimongehalte findet man bei der Untersuchung von gemischtem Miill, wie
er in Miillverbrennungsanlagen vorliegt. Bei einer Studie iiber das Miillheizkraftwerk in
Bamberg wurden durchschnittliche Antimonkonzentrationen von iiber 40 mg/kg gemessen
[181, 182]. Der Miill dieser Anlage setzt sich zu 43 % aus Industrieabfillen, zu 44 % aus

stadtischen Abfillen und zu 13 % aus Schlacken zusammen.

Ein weiterer Eintrag von Antimon in die Umwelt geschieht {iber den Abbau von Stoffen mit
einer grofleren wirtschaftlichen Bedeutung. So kommt Antimon als baibrechendes Mineral in
Blei-, Kupfer- und Silbererzen vor. Bei einer Biomonitoring-Untersuchung im Pfilzer
Bergland wurden Bodenproben mit deutlich erhéhten Gehalten an Quecksilber, Arsen und
Antimon gefunden, wobei der Antimongehalt zwischen < 0,1 mg/kg und 776 mg/kg
schwankte [183]. In dieser Region wurde vom 15. bis teilweise ins 20. Jahrhundert
Quecksilber abgebaut. Neben Zinnober und Quecksilberamalgamen wurden auch sulfidische

Minerale von Arsen und Antimon sowie Fahlerz gefunden.

Eine weitere wichtige Quelle fiir den Eintrag von Antimon in die Umwelt ist die Verbrennung

fossiler Brennstoffe [184, 185, 186].

Zusétzlich zu dem von Menschen verursachten Eintrag von Antimon gelangt Antimon durch
den Ausbruch von Vulkanen [187], Gesteinsverwitterungen sowie durch Erosion [188] in die

Umwelt.

Da man nun herausgefunden hatte, dass und in welchen Mengen Antimon in die Umwelt
gelangt, stellte sich die Frage, was mit dem Antimon geschiecht. Wird es im Boden
immobilisiert, ist es bioverfiigbar, wird es dabei umgewandelt, oder bleibt es in der Form, in

der es in die Biosphire gelangt ist? Dazu wurden einige speziesanalytische Studien

durchgefiihrt [189, 190, 191].
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Untersuchungen an Huminsduren haben gezeigt, dass Antimon an diesen immobilisiert
werden kann, jedoch nur eine Affinitdit von Antimon(Ill) zu Huminsduren existiert [192].

Hierbei konnen bis zu 10 nmol Antimon pro g Huminsdure gebunden werden.

Eine weitere Moglichkeit, mehr iiber den Weg des Antimons zu erfahren, bietet sich beim
Austritt des radioaktiven Antimonisotops '°Sb aus Kernkraftwerken. Hierbei konnte die Spur
des Antimon iiber den Boden [189], Pflanzen [190] bis hin in kleine Sdugetiere [191]
nachvollzogen werden. Es hat sich jedoch gezeigt, dass Transport, Akkumulation und
Umwandlung von Antimon in der Umwelt sehr gering sind im Vergleich zu anderen
Elementen wie z. B. dem Arsen. Es kann daher davon ausgegangen werden, dass die
gefundenen Ergebnisse eher auf eine unabhéngige biologische Aufnahme von Antimon durch
Inhalation und Absorption, als durch eine Aufnahme iiber die Nahrungskette zuriickzufiihren

sind [193].

Trotz dieser Tatsache wurden bei Untersuchungen von Seewasser im Golf von Mexiko [194],
von Wasserproben aus der Ostsee [195], von Sedimenten aus deutschen Héfen und Fliissen
[196] und von Proben stark kontaminierter Boden [197] neben den anorganischen
Antimonspezies auch organische Spezies von Antimon gefunden. Dazu zdhlten Mono-, Di-
und Trimethylantimonverbindungen. Diese Tatsache sowie die 1997 im Labor durchgefiihrte
biologische = Methylierung von  Antimonverbindungen mit Hilfe ausgewdihlter
Bakterienstimme [198] erbrachten den Beweis fiir die 1976 aufgestellte Theorie von Parris
und Brinkmann [152] iber die Dbiologische Mobilitit von Antimon und

Antimonverbindungen.

7.4  Toxizitat

Antimon ist ein nicht essentielles Spurenelement [199]. Die Toxizitit des Antimons ist ca. 10
Mal kleiner als die des Arsens, ist aber von den Oxidationsstufen und der chemische Struktur
abhiangig. Wichtig sind die Verbindungen der Liganden und die Loslichkeit der
Komponenten. Wie bei Arsen, sind beim Sb die anorganischen Verbindungen toxischer als
die methylierten (organischen) Verbindungen und elementares Antimon ist giftiger als seine
Salze. AuBerdem ist dreiwertiges Antimon toxischer als fiinfwertiges Antimon, wie Sb,Os. In
Tierversuchen wurde die karzinogene Wirkung von Sb,Os; und SbS; nachgewiesen, die bei
Ratten durch Inhalation zu Lungentumoren fiihrten. Die Tabelle 7-6 stellt einige der

toxischen Antimonverbindungen und ihre letalen Dosen zusammen.
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Tabelle 7-6: Toxizitdt des Antimons: LDso-Dosen einiger Antimonverbindungen [156, 119]

Applikationsform/Versuchstier Antimon (IIT) * Antimon (V) ?
Chlorid, Ratte, Oral 525 1100
Oxid, Ratte, Oral 20000

Oxid, Ratte, Intravends 3250 4000
Oxid, Maus, intravends 172 1000
Sulfide, Ratten Oral 1000 1500

LDs, als mg Wirkstoff pro Kg Kérpermasse

Uber die Toxizitit des Sb, insbesondere iiber den Gesamtgehalt im menschlichen Kérper, gibt

es kaum Informationen. Der grofite Teil des Antimons wird spdtestens nach 48 Stunden aus

dem menschlichen Korper ausgeschieden. Sb(V) hat nur wenig Affinitit zu Erythrocystein,

wihrend Sb(II) mit den Leukozyten und seinen Sulthydrid Komponenten reagiert. Die

Toxizitdt wird durch irreversible Bildung von Verbindungen mit dem Thiol der Enzyme

verursacht. Im Gegensatz zu Arsen konnen Sdugetiere von Antimon iiber Methylierung

detoxifiziert werden, aber der Mechanismus ist noch nicht geklért [200].

Blei-Batterien-Arbeiter sind gegeniiber Sb,Os; und SbH; exponiert und weisen hdhere

Konzentrationen von Antimon in ihrem Urin auf, wie die Tabelle 7-7 zeigt.

Tabelle 7-7:  Urinale und fdkale Exkretionen von Sb in Ratten bei intravendser Dosierung

von 800 pg Sb / kg Korpergewicht [156]

Stunden nach Exposition Urin Exkrementen
pg Sb letale Dosis pg Sb letale Dosis
0-24 39,61 19,2 34,51 16,8
24 - 48 5,21 2,5 10,58 5,1
48 - 72 1,30 0,6 4,62 2,2
72 - 96 0,14 0,1 1,02 0,5
Summe 0-96 46,26 22,4 50,73 24,6
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Die toxischste Verbindung ist das SbH3, das sich durch Reduktion aus Sb(III)- und Sb(V)-
Verbindungen bilden kann. Dies kann Probleme im zentralen Nervensystem und Hédmolyse

verursachen.

Allgemein gibt es nur wenige Daten iiber die Toxizitdt des Antimons. Durch Exposition von
Antimon und seinen Verbindungen konnen Verdtzungen in den Atmungsorganen bis zum
Pneumoconiosis verursacht werden. AuBerdem wurden wihrend der Applikation als
Therapeutikum bei Krankheiten wie Leishmaniasis zahlreiche Nebenwirkungen beschrieben
[201], die auch bei chronischen Antimonaufnahmen beobachtet wurden. Sie reichen von
Hautirritationen [202] und Magenbeschwerden [203], iiber Verdnderungen der Blutwerte

[204, 205] bis zu schwerer Andmie [206] und Nierenversagen [207].

7.5 Grenzwerte und Richtlinie fir Antimon

Einige Richtlinien bzw. Vorschlige wurden fiir die Konzentration des Antimon und seiner
Verbindungen am Arbeitsplatz, in der Luft, im Trinkwasser sowie im festen Abfall erlassen

oder formuliert. In der Tabelle 7-8 sind die verschiedene Werte zusammengestellt:

Tabelle 7-8: Richtlinien und Verschlige fiir maximale Antimonkonzentrationen

Bereich Chemikalien Konzentration

Luft (am Arbeitsplatz) [208] Sb Metall als Staub 0,5 mg/m’
Sb(III) und (V) Fluoride 0,3 mg/m
Sb(V) Oxide und Sulfide 2,0 mg/m’
Sb(I1I) und (V) Chloride 0,3 mg/m’

Sb-Hydrid (Stibin) 0,3 mg/m’
Abgase (Industrie) [209] Summenparameter fiir As, 0,5 mg/m’
Co, Ni, Pb, Cu, Sn, Sb, V
Trinkwasser [210] Gesamtes Antimon 10 pg/L
Abfall [211] Trockengewicht fiir 50 mg/kg

gesamtes Antimon

Wichtig ist, dass die Mitarbeiter einen geeigneten Schutz tragen, um die Moglichkeit von

chronischen Vergiftungen zu vermeiden.
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Das Risiko einer Vergiftung durch Antimon in Trinkwasser und Nahrung ist gering. Die
tolerierbare tagliche Aufnahme liegt bei 86 pg/kg Korpergewicht, die tatsdchliche Aufnahme
dagegen liegt nur bei 23-35 pg/kg [212]. Der Antimongehalt unbelasteter Personen liegt fiir
Blut zwischen 0,7 und 85 pg/kg, fiir Lebergewebe zwischen 6 und 23 pg/kg und fiir
Lungengewebe zwischen 17 und 95 pg/kg [213].
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8 Methodenoptimierung fur die Chromatographie

Eine der wichtigsten Methodengruppen fiir die Speziesanalytik von Metallen und
Halbmetallen im Spuren- und Ultraspurenbereich ist die Kopplung von Fliissig-

chromatographie und elementspezifischer Detektion.

Grundlage fiir die vorliegende Arbeit ist die Uberlegung, dass Antimon von unterschiedlicher
Herkunft auch in unterschiedlichen chemischen Formen vorliegen kann, sei es nun durch eine
unterschiedliche Komplexierung bzw. Chelatisierung oder in einer unterschiedlichen
Oxidationsstufe. Der Einsatz von chromatographischen Trennmethoden ist fiir den
spezifischen Ansatz der Speziesanalytik sinnvoll, in dem die genaue chemische Form der
Spezies betrachtet wird. Wie im Kapitel 7 gezeigt, liegen Sb(III) und Sb(V) {iber einen
weiten pH-Bereich als einfach oder mehrfach geladene Anionen in der Lésung vor. Daher
wurden zundchst Trennverfahren auf der Basis der Anionenchromatographie entwickelt. Im
Rahmen dieser Arbeit gilt es dann, eine Methode zu entwickeln, die es ermoglicht, anionische
Sb-Spezies qualitativ und quantitativ nachzuweisen. Dies erscheint als notwendig, wenn man
die Chromatographie als Sb-Speziierungsmethode bei biologischen Problemstellungen
etablieren will, wie es bei Leishmaniose der Fall ist. Da die Konzentration von Sb in
biologischen Proben meist gering ist, wird zur Bestimmung dieser Gehalte ein sehr
empfindlicher Detektor bendtigt. Hier bietet sich die Kopplung der chromatographischen
Trennung mit einem elementspezifischen Detektor wie etwa der ICP-AES oder —MS an. Der
prinzipielle Aufbau der Messapparatur wurde bereits in Abbildung 4-14 in Kapitel 4
dargestellt. Der apparative Aufbau war fiir alle verwendeten chromatographischen Methoden

gleich, lediglich die Trennsdule und der Eluent wurden variiert.

Als Pumpe kam eine Merck LaChrom L 7100 zum Einsatz. Der Injektor war ein six-port-
Ventil der Firma Reodyne. Die Probenschleife hatte ein Volumen von 100 pL, die Flussrate
betrug zwischen 0,5 und 2 mL/min, abhingig von der verwendeten Trennsdule. Es konnte
kein Einfluss oder eine Storung bei der Verwendung einer Metallpumpe wie der Merck
Lachrom L 7100 nachgewiesen werden. Im Gegensatz dazu wurde dies fiir die Bestimmung
anderer wichtiger Elemente in biologischen Proben als Problem erkannt da durch das
Pumpematerial eine Kontamination der Proben oder sogar Verdnderungen der untersuchten

Spezies auftreten konnen.



8. Methodenoptimierung fiir die Chromatographie 122

Die Bedeutung der Antimonspeziesanalytik war jedoch zunichst relativ gering, lediglich
Camara und de la Calle [214] hatten 1995 ein Verfahren zur Trennung von Sb(IIl) und Sb(V)
mit Anionenchromatographie und Phthalsdure als Eluent vorgeschlagen, Ulrich [79, 196]
schlug Trennungen mit Salpetersdure und Miekeley et al. [215] mit EDTA als

Komplexierungsmittel und Phthalsdure als Eluent vor.

Die Anwendung auf reale Proben wird im Kapitel 0 und 0 erldutert. Am Ende dieses Kapitels

steht die vergleichende Diskussion der Methoden.

8.1 Durchfihrung der Trennung

Bei allen nachfolgend behandelten Trennmethoden ist zu verzeichnen, dass der Analyt bei der
Messung nicht vollstidndig eluiert wird, sondern ein teilweise betrdchtlicher Anteil auf der
Sdule verbleibt. Dieses kann natiirlich zu Stérungen der nachfolgenden Messungen fiihren
bzw. nach einer grofleren Anzahl von Messungen die vollstindige Belegung der
Austauscherplédtze und somit ein Verstopfen der Sdule zur Folge haben. Um diesbeziigliche
Informationen zu erhalten, wurden im Folgenden verschiedenen Eluenten unter verschiedene
Trennbedingungen untersucht. Es kamen verschiedene anorganische und organische Saduren
sowie der Komplexbildner EDTA als Eluent zur Anwendung, welcher den auf der Siule

verbliebenen Analyten komplexieren und eluieren soll.

8.2  Untersuchungen an kommerziellen Anionenaustauschmaterialien

Neben der Wahl eines geeigneten Anionenaustauschers wird in diesem Teil der Arbeit die
qualitative Bestimmung von Sb-Spezies beschrieben. Dazu werden an kommerziell
erhdltlichen Austauschermaterialien Untersuchungen mit unterschiedlichen FEluenten,

Eluentkonzentrationen und Modifiern durchgefiihrt.

Fiir die Anionenchromatographie steht neben selbst hergestellten eine Vielzahl an
kommerziell erhidltlichen Austauschermaterialien zur Verfiigung. Folgende Trennsdulen
sollen auf ihre Tauglichkeit in der Sb-Speziierung untersucht werden: Phenomenex Star-Ion
A300 (100 x 4,6 mm ID) und Metrosep Anion Dual 2 (125 x 4 mm ID), beide von der Firma
Metrohm (Herisau, Schweiz), und Hamilton PRP X-100 (150 x 4,1 mm, Partikelgrée 10 um)
von der Firma Varian (Darmstadt, Deutschland). Bei allen Sédulen handelt es sich um

oberflichenfunktionalisierte Anionenaustauscher: Die Trennsdulen unterscheiden sich in



8. Methodenoptimierung fiir die Chromatographie 123

ihrem Polymer-Grundgeriist. Die Phenomenex Star-Ion A300 und die Hamilton PRP-X100
bestehen aus Polystyrol-Divinylbenzol-Copolymeren (PS-DVB), die erste funktionalisiert mit
quartdrem Amin und die zweite mit Trimethylammonium, die Metrosep Anion Dual 2 besteht

aus Divinylbenzol-Methylmetacrylat-Copolymeren (DVB-MMA).

Die Abbildung 8-1 zeigt exemplarisch Anionenchromatogramme einer Sb-Standardlésung,
die mit den drei oben genannten Trennsdulen gemessen worden sind. Aufféllig ist hierbei,
dass bei Metrosep Anion Dual 2 trotz Variation der Eluent-Konzentration (2,5...60 mmol L™
HNO3), des Eluent-pH-Wertes (3...10) und der Flussrate (0,5...2 mL min-1) kein Sb(III)
nachgewiesen werden kann, denn es wird kein Sb(III) eluiert. Der Grund hierfiir konnte die
Komplexierung von Sb(IIl) am Grundgeriist des Anionenaustauschers sein. Durch die
Divinylbenzol-Methacrylat-Copolymere kann Sb(III) irreversibel gebunden werden, sodass es

dann nicht mehr eluiert bzw. detektiert werden kann.

Bei den anderen Sdulen konnen beide Sb-Spezies detektiert werden. Der Unterschied ist, dass
bei der Phenomenex Star-Ion A300 das Sb(III) viel schneller und vollstindiger eluiert, aber
dagegen das Sb(V) nicht homogen eluiert wird, da das Chromatogramm eine kleine Schulter
vor dem ersten Peak zeigt. Der Grund dafiir konnte eine starke Lagerung der Phenomenex
Sdule. Diese Schlussfolgerung wurde nach mehreren nicht erfolgreichen Untersuchungen von
anderen bekannten Anionen wie Chlorid, Nitrat usw. mit der oben genannten Sdule getroffen.
AuBlerdem betrug die Totzeit des Systems 50 Sekunden, dies wurde mit Mg als Analyt,
welches nicht mit dem Austauschermaterial wechselwirkt, bestimmt. Wie man in der
Abbildung 8-1 beobachten kann, liegt die Retentionszeit des Sb(V) bei der Phenomenex
Saule unter 60 Sekunden, das heif3t, dass bei biologischen Proben, in denen sich noch andere
Speziesbefinden, die auch positiv geladen oder ungeladen sein konnen, eine vollstindige

Trennung nicht moglich wire.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde nur noch die Hamilton PRP-X100-Trennsdule fir die

anionenchromatographische Sb-Speziierung weiter verwendet.
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Abbildung 8-1: Anionenchromatogramme einer Sb-Standardlésung (100 pg/L Sb(V) und
600 pg/L Sb(III)) gemessen mit unterschiedlichen Trennsédulen. Eluent: 2,5
mmol/L Phthalsdure, pH=4,7, Flussrate: 1,5 mL/min

8.3 Eluenten fur die IC

Nachdem die Anionenchromatographie als Methode zur qualitativen Bestimmung der
vorliegenden Sb-Spezies ihre grundsitzliche Tauglichkeit bewiesen hat, geht es im Folgenden
darum, eine sinnvolle Optimierung der Methode fiir das IC-ICP-MS zu finden. Verschiedene
Moglichkeiten stehen prinzipiell dazu zur Verfligung. Man kann einerseits verschiedene
Eluenten benutzen und anderseits kann man durch die Konzentration oder den pH-Wert des
Eluenten die Trennung beeinflussen. Durch die Verwendung von organischen Modifiern
besteht die Moglichkeit, die Halbwertsbreite des chromatographischen Peaks von Sb(IIl) zu
verandern. Um die Trennung von Sb(IIl) und Sb(V) zu ermdglichen und um die starke
Retention des Sb(IIl) in der Sdule zu verhindern, ist es sehr wichtig, den richtigen Eluent
auswihlen. Als Fluenten kamen diverse anorganische (Chlorid, Sulfat, Nitrat, Perchlorat,
Carbonat) und organische Anionen (Citrat, EDTA, Phthalsdure, 4-Hydroxybenzoesiure) in
wassriger Losung zum Einsatz. Die Loslichkeit der Analyten war in allen verwendeten
Eluenten gegeben, auch dessen Polaritit passt gut zu der des Austauschermaterials. Die
Vertrdglichkeit des Eluenten mit dem Detektionssystem ist ebenfalls gegeben, solange die
Konzentration der geldsten Stoffe nicht zu gro3 wird, da dies zum einen die Plasmaleistung
beeinflusst, zum anderen zu Ablagerungen und Verstopfungen in der Zerstduberkammer oder
auf dem Sampler fithren kann. Hier wurden keine hoheren Konzentrationen als maximal 60
mmol/L eingesetzt, was bei der Verwendung eines ICP-MS als Detektor keine Probleme
darstellen sollte. Der pH-Wert des Eluenten wird durch die Stabilitdt der Séule begrenzt, hier

durfte aber in einem Bereich von pH 1-13 gearbeitet werden.
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8.3.1 KenngroRRen flr eine statistische Beurteilung analytischer Ergebnisse
Der Kapazititsfaktor k” und die Auflosung zweier Peaks R wurden schon im Kapitel 3
beschrieben (sieche Gleichung 3-9 und Gleichung 3-14).

Der Asymmetriefaktor A ist das MaB3 fiir die Peakasymmetrie. Er wird als Quotient der

Breiten der rechten und linken Peakhélfte in 10% der Peakhdhe bestimmit.

Ein weiterer interessanter Parameter, der den chromatographischen Messungen entnommen
werden kann, ist die durchschnittliche Ladung der jeweiligen Spezies unter den
chromatographischen Bedingungen. Da es wihrend der chromatographischen Trennung u. a.
zu Protonierungs-, Deprotonierungs-, Komplexbildungs- und Umkomplexierungsreaktionen
kommen kann, ldsst sich die Zusammensetzung der Spezies nicht exakt angeben. Diese
Reaktionen finden in der Regel nicht unter Gleichgewichtsbedingungen statt, sodass die
Anwendung von Bildungskonstanten kaum in Betracht kommt. Um die chromatographischen
Eigenschaften der Spezies, z. B. die Verdnderungen der Retentionszeit bei Variation der
Eluentzusammensetzung vorherzusagen, ist die durchschnittliche Ladung ein wichtiger

Anhaltspunkt.

Die durchschnittliche Ladung y wurde nach Gleichung 8-1 mit Vg als Nettoretentions-
volumen, a als Konstante und x als Ladung des Eluenten mit der Konzentration c(E™)
bestimmt. Die Ermittlung der durchschnittlichen Ladung erfolgte nach Small et al. [216]. Die
durchschnittliche Ladung wurde auch zur Charakterisierung der Spezies, die in Realproben
gefunden wurden, herangezogen. Auf die Zeit umgerechnet wire das Nettoretentionsvolumen

gleich der Nettoretentionszeit mal der Flussgeschwindigkeit des Systems.

logV, =log(t, -F)=a —%log[c(E ] Gleichung 8-1

Zur Charakterisierung der Trennung miissen auch andere mathematische KenngréB3en
bestimmt werden. Dazu gehdren die Standardabweichung von Parallelbestimmungen

(Varianz) und die Nachweisgrenze.

Der Mittelwert der Parallelbestimmungen wird nach Gleichung 8-2 berechnet.
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— 1 n
y= HZ Yi Gleichung 8-2

=
n: Anzahl der Parallelbestimmungen

i: Laufzahl fur die Parallelbestimmungen
yi: Messwert der i-ten Parallelbestimmung

y : Arithmetisches Mittel der Messwerte der

Parallelbestimmungen.

Die Standardabweichung errechnet sich aus der Quadratwurzel der mittleren Fehlerquadrate

(Gleichung 8-3) [217].

s = \/ﬁZ(yi _y) Gleichung 8-3
— 1=

s: Standardabweichung

Aus den Mittelwerten der Parallelbestimmungen wird die Kalibriergerade mittels linearer

Regression bestimmt (Gleichung 8-4).
y.=a+b-x Gleichung 8-4
¥, : Geschitzter Funktionswert bei der Kalibrierung
a: Ordinatenabschnitt der Kalibriergeraden

b: Steigung der Kalibriergeraden (Empfindlichkeit)
xi: Gehalt einer Kalibrierprobe

Die Nachweisgrenze konnte nach DIN 32645 oder iiber die dreifache Standardabweichung

des Leerwertrauschens berechnet werden.
Fiir die Berechnung der Nachweisgrenze nach der DIN 32645 gilt folgende Formel:

1 1 x :
—+—+— Gleichung 8-5

Xnwe = Sxo 't(P%,f) : nom

Xnwa: Nachweisgrenze
sxo: Verfahrensstandardabweichung
X : Arithmethisches Mittel der Gehalte aller Kalibrierproben

n: Anzahl der Kalibriermessungen



8. Methodenoptimierung fiir die Chromatographie

127

m: Anzahl der Messungen an der Analysenprobe

f: Zahl der Freiheitsgrade

t: t-Faktor, abhéngig vom Signifikanzniveau P% (hier einseitige
Fragenstellung nach der NWG) und der Anzahl der
Freiheitsgrade

Qx: Quadratsumme der Konzentrationen aller Standards

Die in der Gleichung 8-5 nicht bekannten GroBen Q und syo berechnen sich aus den

Gleichung 8-6 und Gleichung 8-7, vorher wird sy x nach Gleichung 8-8 berechnet:

Q, =D (% —%)° Gleichung 8-6
i=1
s
S, = ;’y Gleichung 8-7
Syx = \/ﬁZ(f’i -y’ Gleichung 8-8
- i=1

Sx,y: Streuung um die Regression
Yi: Arithmetisches Mittel der Messwerte der i-ten
Parallelbestimmung

xi: Gehalt einer Kalibrierprobe
b: Steigung der Kalibriergeraden (Empfindlichkeit)

Die Berechnung der Nachweisgrenze {iiber die dreifache Standardabweichung des

Leerwertrauschens geht auf Kaiser zurlick [218]. Man geht dabei von einer gaul3formigen

Verteilung des Rauschens des Leerwertes um den Mittelwert des Leerwertes aus, bei der 99,7

% der Leerwertsignale innerhalb der 36 Grenze liegen (Gleichung 8-9). Damit nimmt man

eine  Wahrscheinlichkeit von 0,15 % in Kauf, dass ein Leerwertsignal als Messwert

interpretiert wird. Die so erhaltene Nachweisgrenze hat als Einheit die Messgrofle des

Detektors, fiir die Umrechnung auf die Konzentration bendtigt man noch die Steigung der

Kalibriergeraden.

3-0

Xawe = ry Gleichung 8-9

o: Standardabweichung des Leerwertes
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Da bei dieser Methode jedoch viele Parameter wie z.B. die Zahl der Wiederholmessungen, die
Zahl der Kalibrierpunkte usw. unberiicksichtigt bleiben, wurde fiir die Bestimmung der

Nachweisgrenze die DIN-Methode gewéhlt.

8.3.2 Anionenchromatographie mit Phthalsaure als Eluent

Zuerst soll das Verhalten von Sb(IIl) und Sb(V), die (wie im Kapitel 7 erldutert)
hauptsidchlich als anionische Spezies zu erwarten sind, bei der Verwendung von Phthalsdure
als Eluent betrachtet werden. Phthalsdure als Eluent ist etabliert fiir die Bestimmung von
Standardanionen (wie z. B. Nitrat oder Chlorid) mit Leitfahigkeitsdetektion ohne chemische
Suppression [219]. Dabei verfiigt es tiber mittlere Elutionsstirke [220] fiir Anionen, wobei
zum einen elektrostatische Wechselwirkungen, zum anderen Adsorptionseffekte des m-

Elektronensystems am Austauschermaterial zu beriicksichtigen sind.

Die Phthalsdure ist eine zweibasige Sdure, sodass der pH-Wert eine wichtige Rolle bei der
Entwicklung der Methode spielt. Da die Phthalsdure pKs-Werte von 2,9 und 5,4 besitzt, liegt
sie im pH-Gebiet von 3 bis 5,4 vorwiegend als einwertig geladenes Ion vor und ab pH 5,4 als
zweiwertig geladenes lon. Die Elutionskraft der Phthalsdure sollte ausreichend sein, um das
Sb(Ill), das starke Wechselwirkungen mit dem Austauschermaterial hat, von der Sdule zu

eluieren.

Die Optimierung der Methode erfolgte in bezug auf die chromatographische Auflésung und
die Analysendauer unter Variation der Eluentkonzentration, des pH-Wertes und des Gehaltes
an organischem Modifiern. Die Messungen erfolgten mit der Kopplung IC-ICP-MS und IC-
ICP-AES. Die hier verwendete Phthalsdure war zwischen 1 und 20 mmolar, der pH-Wert
wurde durch die Zugabe von TRIS, Tris(hydroxymethyl)aminomethan variiert. Als
Packungsmaterial wurde PRP-X100, d. h. ein Polystyrol-Divinylbenzol-Grundgeriist

funktionalisiert mit quartairem Amin als stark basischer Anionenaustauscher eingesetzt.

Variation des pH-Wertes

Der pH-Wert hat einen doppelten Einfluss auf die Prozesse im chromatographischen System
und damit auf die Retentionszeiten der einzelnen Spezies. Entsprechend der pKs-Werte der
einzelnen Antimonspezies und zusétzlicher Effekte, z.B. durch Agglomeration, kommt es bei
Anderung des pH-Wertes zu einer Verinderung der Ladung der Antimonspezies. Wie im

Kapitel 7 erklart wurde, liegt Sb(V) in wissriger Losung ab pH 2,7 als einwertiges Anion
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vor, wiahrend die Verhiltnisse bei Sb(IIl) durch Agglomeration und eine zweifache oder

hohere Ladung gekennzeichnet sind.

Die Abhéngigkeit des Analytsignals von pH-Wert und Konzentration des Eluenten ist in
Abbildung 8-2 und Abbildung 8-3 dargestellt. Man erkennt das fiir Sb(V) prognostizierte,
neutrale Verhalten unter pH 2,7. Da Sb(V) bei diesem pH-Wert eine Retentionszeit von 63 s.
bei einer Totzeit des Systems von 61 s. hat, konnte man zu dem Schluss kommen, dass das
Sb(V) in diesem Fall eine durchschnittliche Ladung von ca. 0 hat. Wéhrend es bei hoherem

pH-Wert, ausgehend von den chromatographischen Daten, ein anionisches Verhalten zeigt.
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Abbildung 8-2: Chromatogramme einer  Sb-Standardlosung (200 pg/L  Sb(V)),
Eluentkonzentration: 10 mmol/L, Flussrate: 1,5 mL/min, Detektion: ICP-

MS

AuBerdem ist in der Abbildung 8-3 zu erkennen, dass das chromatographische Verhalten von
der Sb(III) auch pH-abhéngig ist. Im ganzen pH-Bereich ist eine ausreichende Trennung der
Spezies moglich. Diese ist aber in der Praxis wegen der sehr langen Analysenzeiten, einer
groBBen Peakverbreiterung fiir Sb(IIl), welche zu einem schlechten Signal-Rausch-Verhiltnis
fiihrt, sowie eine unvollstindige Elution von Sb(IIl) nicht nutzbar. Da sowohl ICP-AES als
auch ICP-MS elementspezifische Detektoren sind, sollte man die gleiche Intensitit bzw.
Peakfliche fiir Sb(V) und Sb(III) bei einer Trennung gleicher Konzentrationen erwarten, da
im Detektor keine Unterscheidung zwischen den Spezies erfolgt. Dieses ist bei der
Phthalsduremethode nicht der Fall. Die deutlich kleinere Peakfldche des Sb(III) im Vergleich
zu Sb(V) deutet auf eine unvollstindige FElution des Sb(Ill) unter den gewihlten
Trennbedingungen hin. Ab pH 8 ist die Elution von Sb(III) iiberhaupt nicht moglich. Grund
dafiir konnte die Bildung von mehrkernigen Komplexen mit der OH-Gruppe sein, was aber

bisher nicht explizit nachgewiesen werden konnte.
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Abbildung 8-3:  Chromatogramme einer Sb-Standardlésung (100 pg/L Sb(V) und 600 pg/L

Sb(Ill)), Eluentkonzonzentration: 10 mmol/L, Flussrate: 1,5 mL/min,

Detekt.: ICP-MS

Die Retentionszeit des Sb(V) bleibt nahezu unveréndert, auler dem oben genannten Effekt bei

pH < 2,5, wo das Sb(V) als nicht geladene Spezies eluiert, d. h., als Antimonsdure (Sb[OH]s).

(s. Abbildung 8-4)

Fiir weitere Untersuchungen wurde pH 4,7 ausgewaihlt (nach Miekeley et al. [215]), da hier

die Phthalsdure als einwertiges Anion vorliegt und im Vergleich zu héheren pH-Werten, bei

denen die Sdure als zweiwertiges Anion vorliegt, eine Elution des Sb(III) eher mdglich sein

sollte. Fiir die Einstellung von pH 4,7 wird weniger TRIS benutzt und somit wird auch die

Kontaminationsgefahr verringert so wie die Belastung des ICP-MS bzw. ICP-AES durch den

Gehalt des Eluenten an organischen Substanzen.
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Abbildung 8-4: Einfluss des pH-Wertes auf die Retentionszeit von 100 pg/L Sb(V) und
600pg/L Sb(III). Sdule: PRP-X100, Eluentkonzentration: 10 mmol/L,

Flussrate:1,5 mL/min, Detektion: ICP-MS, Mittelwert aus 5 Bestimmungen
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Variation der Konzentration
Die FEluentkonzentration hat iiber Ionenstirke und Konkurrenzreaktionen Einfluss auf die
Einstellung der Gleichgewichte zwischen mobiler und stationdrer Phase und damit auf die

Retentionszeit der Spezies im Chromatogramm.

Bei einer Phthalsdurekonzentration von mehr als 2 mmol/L ist eine gute Trennung der beiden
Spezies moglich. Unter dieser Konzentration sind die Retentionszeitunterschiede sehr klein,

was zu einer Peakiiberlagerung fiihrt und eine Quantifizierung der Spezies erschwert.
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Abbildung 8-5: Chromatogramme einer Sb-Standardlésung (100 pg/L Sb(V) und 600 pg/L
Sb(IlI)), pH-Wert 4,75, Flussrate: 1,5 mL/min, Detektion: ICP-MS

Die Erhohung der Eluentkonzentration fiihrt allgemein zu einer Verkiirzung der
Retentionszeiten  [221]. Im  betrachteten = Konzentrationsintervall, d. h. fiir
Eluentkonzentrationen von 1 — 20 mmol/L, ist dieser Effekt stirker fiir Sb(V), das sich unter
den gewdhlten Bedingungen wie ein einwertiges Anion verhélt, wohingegen das

Elutionsverhalten von Sb(IIl) nahezu unverdndert bleibt, wie Abbildung 8-5 und Abbildung

8-7 zeigen.
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Abbildung 8-6: Chromatogramme einer Sb-Standardlésung (200 pg/L Sb(V)), pH-Wert
4,75, Flussrate: 1,5 mL/min, Detektion: ICP-MS
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Abbildung 8-5 zeigt auch, dass bei Eluentkonzentrationen > 5 mmolar nicht nur eine gute
Trennung, sondern auch eine zufriedenstellende Elution von Sb(IIl) mdglich ist. Fiir die

weiteren Untersuchungen wurde daher eine Eluentkonzentration von 5 mmol/L ausgewéhlt.
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Abbildung 8-7: Einfluss der Konzentration der Phthalsdure auf die Retentionszeiten von 100
pg/L Sb(V) und 600 pg/L Sb(II). Sdule: PRP-X100, pH-Wert 4,7,
Flussrate:1,5 mL/min, Detektion: ICP-MS, Mittelwert aus 5 Bestimmungen

Analytische Kenndaten der Trennungen mit Phthalsaure als Eluent
Das Phthalsdure-Verfahren kann sowohl als Kombination von IC mit ICP-AES als auch mit

ICP-MS eingesetzt werden, ebenso wie die nachfolgend beschriebenen Verfahren.
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Abbildung 8-8: Trennung im Phthalsdureeluent: Chromatogramm einer Standardlosung mit
100 pg/L Sb(V) und 600ng/L Sb(1I). Saule: PRP-X100, Eluent: 5 mM, pH-
Wert 4,7, Flussrate:1,5 mL/min, Detektion: ICP-MS

Die Abbildung 8-8 zeigt ein Chromatogramm mit 100 ug/L Sb(V) und 600ug/L Sb(III) und
ICP-MS Detektion des Antimonisotop '>'Sb. Spektrale Stérungen durch Molekiilionen sind

bei der Verwendung von wissrigen Standards auf dieser Masse nicht zu erwarten. Die
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chromatographischen Parameter und die Standard-Parameter fiir den Einsatz von ICP-AES
und ICP-MS sind in den Tabelle 8-1 und Tabelle 8-2 zusammengefasst, in der Tabelle 8-3
sind die analytischen Kenndaten bei der Detektion mit ICP-MS im Vergleich mit
Literaturwerten fiir die Bestimmung von Sb(III) und Sb(V) wie die Standardabweichung von

Parallelbestimmungen (Varianz) und die Nachweisgrenze (mathematische Betrachtung siche

Kapitel 8.3.1) dargestellt.

Tabelle 8-1: Chromatographische Parameter fiir die Trennung mit Phthalsdure als Eluent

Parameter Wert

Sdule PRP-X100
Saulendurchmesser 4,1 mm

Saulenlidnge 150 mm

Eluent 5 mmol/L Phthalséure
pH-Wert 4,7 eingestellt mit TRIS
Flussrate 1,5 mL/min

Tabelle 8-2: Standard-Parameter fiir den Einsatz von ICP-AES und ICP-MS

Parameter ICP-AES ICP-MS

Typ und Hersteller Spectroflame ICP Type P, X-Series ICP-MS, Thermo
SPECTRO A. 1, Kleve, D. Elemental, Winsford, GB

RF-Leistung [W] 1260 1340

Kiihlgas [L/min] 14,0 13,1

Hilfgas [L/min] 0,7 1,2

Zerstauber-Gas [L/min] 0,32 0,95

Integrationszeit [s] 1 0,83

Zerstiubertyp Meinhard oder V-Spalt Mikrokonzentrischer

Zerstauber (MCN)
Beobachtung 206,83 nm (Wellenlinge) 121, 123 (m/z "*'Sb, '*’Sb)
Optimierung Wellenldange 206,83 nm 115 (mv/z PIn)
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Fir die Charakterisierung der chromatographischen Trennung und der Qualitdt der
Chromatogramme gibt es eine Reihe von Parametern, die auf die Methoden der vorliegenden

Arbeit angewendet wurden [29].

Tabelle 8-3: Analytische Kenndaten des Phthalsdure-Verfahrens als Mittelwert aus jeweils 5

Wiederholmessungen, Vergleich der Methode von Ulrich [6] und von Camara

und de la Calle[214]

Spezies Parameter ICP-AES? ICP-MS? ICP-MS®
Retentionszeit (s) 135 120 150

Sb(V) Nachweisgrenze (ug/L) 102 0,51 0,9
Standardabweichung (%) 6,7 4,7 6,2
Retentionszeit (s) 605 590 720

Sb(III) Nachweisgrenze (ug/L) 409 3,11 7,5
Standardabweichung (%) 8,9 6,9 7,4

% Daten des Verfahrens bei Ulrich und ® Daten des Verfahrens bei Camara und de la Calle
Die hier angegebenen Ergebnisse wurden unter den folgende Bedingungen ereicht: 2 mM Phthalsaure, pH 5

Die Optimierung des Gerdts wurde mit einer 10 pg/L Standardlosung durchgefiihrt. Dazu
wurde einel0 ug/L Multistandardlosung mit Be, Mg, Co, Ce, Bi, In und U verwendet, mit der

das Gerit tiglich fiir die Messung von Be, In und U optimiert wurde.

Tabelle 8-4:  Analytische Kenndaten des Phthalsdure-Verfahrens als Mittelwert aus jeweils

5 Wiederholmessungen

Spezies Parameter ICP-AES? ICP-MS®

Sb(V) Retentionszeit (s) 105 86
Nachweisgrenze (ug/L) 78,8 0,49
Standardabweichung (%) 6,3 3,9

Sb(III) Retentionszeit (s) 194 175
Nachweisgrenze (ng/L) 432 5,23
Standardabweichung (%) 6,9 7,4

? Totzeit fiir das ICP-AES-Verfahren: 54 s; ° Totzeit fiir das ICP-AES-Verfahren: 73 s
Die hier angegebenen Ergebnisse wurden unter den folgenden Bedingungen ereicht: 5 mM Phthalséure,
pH 4,7
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Die Bedingungen, in den Tabelle 8-1 und Tabelle 8-2 dargestellt, stellen das Optimum des
Verfahrens dar. Durch die vorgestellte Methode konnte eine Verkiirzung der Retentionszeiten
bei Detektion mit ICP-MS erreicht werden (86 s bei Sb(V) und 175 s Sb(IIl)) im Vergleich zu
Literaturangaben. Die Totzeit des Verfahrens wurde mit Mg als zweiwertigem Kation zu 54 s
bestimmt. Auflerdem wurde eine Verbesserung der Nachweisgrenzen und Standard-

abweichungen vor allem fiir Sb(V) erhalten.

Die durchschnittlichen Ladung wurde nach Small et al. berechnet [216] (siche Gleichung
8-1). Fiir Sb(IIT) wurde sie zu -1,73 und fiir Sb(V) zu -0,53 bestimmt. Die durchschnittliche
Ladung wurde auch zur Charakterisierung der Spezies, die in Realproben gefunden wurden,

herangezogen.

Die Auflésung R der Sb(V)- und Sb(IIl)-Peaks betrugt 0,89 (fiir die Bedingungen in der
Tabelle 8-1 dargestellt); die Kapazititsfaktoren k’ fiir eine Totzeit' t, von 54 s ergaben sich
zu K’spevy = 0,59, K'spamy = 2,24. Die Asymmetriefaktoren A zeigen mit Werten von Agyy) =
0,8 und Agpam = 0,29 vor allem fiir den zweiten Peak ein ausgeprégtes Tailing, das vermutlich

auf Adsorptionseffekte mit dem Austauschermaterial zuriickzufiihren ist.

Bewertung der Trennung mit Phthalséure unter optimierten Bedingungen

Mit dem Phthalsdure-Verfahren gelang die Trennung zweier Antimonspezies [Sb(V) und
Sb(III)] iiber Anionenchromatographie. Dabei konnte praktisch eine Grundlinientrennung der
Spezies realisiert werden. Die Elution des Sb(V) wurde bei ca. 100 Sekunden erreicht,

wihrend das Sb(IIT) langsamer eluierte.

Wie die analytischen Kenndaten in Tabelle 8-1 zeigen, ist das Phthalsdure-Verfahren mit
einem ICP-AES als Detektor fiir die Bestimmung von Antimon in biologischen Proben
geeignet, wenn die Antimongehalte mindestens 500 mg/Kg betregen. Fiir Matrizes mit
geringerem Antimongehalt muss auf das ICP-MS als Detektor zuriickgegriffen werden. Im
Vergleich zur Methode von Camara und de la Calle [214] konnte eine leichte Verbesserung

der Empfindlichkeit erreicht werden.

! fiir das ICP-MS - Verfahren, Totzeit fiir das [CP-AES -Verfahren 75 s durch die Notwendigkeit einer lingeren

Transfer-Line und die unterschiedliche Geometrie u. a. der Zerstduberkammer innerhalb des Gerites
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Dieses Verfahren wurde in der vorliegenden Arbeit zur Untersuchung von Antimonspezies in
biologischen Proben auf Grund der grofen Peakverbreiterung nicht eingesetzt. Auf
matrixbezogene Probleme, z. B. durch nicht identifizierbare Peaks, wird an dieser Stelle

genauer eingegangen.

Fiir die Analytik von Antimonspezies in Proben mit Gesamtgehalten von weniger als 10 pug/L
ist das Phthalsdure — Verfahren aufgrund seiner Nachweisgrenzen, insbesondere bei Sb(III),
nicht geeignet. Die Grundlinie lag bei der Detektion mit ICP-MS durchschnittlich bei ca. 500
Counts pro Messzyklus (0,83 s). Aber das grofite Problem ist die starke Peakverbreiterung
verbunden mit einer abnehmenden Signalintensitit und einer unvollstindigen Elution des
Sb(Ill). Die Basis- und Halbwertsbreiten, insbesondere des Sb(Ill), lassen auf
nichtelektrostatische, adsorptive Wechselwirkungen mit der stationdren Phase schliefen.
Zusitzlich zeigt das Signal von Sb(Ill) starkes Tailing, was die Auflésung und die
Empfindlichkeit der Methode beeintrachtigt. Eine Erkldrung fiir diese Beobachtungen konnte
die Bildung von Komplexen der Antimonspezies mit dem Eluenten darstellen, worauf die
experimentellen Daten zum Einfluss von Komplexbildnern auf die Antimonspeziesanalytik

hinweisen (siche Kapitel 7.2).

Die Reaktion der Spezies mit der stationdren und mobilen Phase und damit die mogliche
Artefaktbildung unter Verlust oder Verfdlschung der Speziesinformation ist eines der
Hauptprobleme der Speziesanalytik, z. B. konnten fiir die Gaschromatographie Trans-

methylierungseffekte auf der Sdule festgestellt werden, die zu Artefaktbildung fiihrten [6].

8.3.3 Anionenchromatographie mit Zitronensaure als Eluent
Die Zitronensédure, 3-Hydroxy-1,2,3-propantricarbonsédure, ist dhnlich wie die Phthalsdure
eine eher schwache organische Sdure, besitzt aber im Gegensatz zu letzterer drei

Sauregruppen. IThre drei pKs-Werte betragen 3,13, 4,78 und 5,39.

Insbesondere das Sb(IIl) zeichnet sich durch eine starke Affinitit zum Austauschermaterial
aus und ist nur mit sehr stark eluierend wirkenden mobilen Phasen zu untersuchen. Aus
diesem Grund wurde die Zitronensdure ausgewidhlt, obwohl sie eine hohe
Komplexbildungstendenz aufweist und daher wiederum Probleme &hnlich wie Phthalsdure

verursachen konnte. Auf der anderen Seite ist Zitronensdure eine aliphatische Carbonsiure,
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sodass keine m-Wechselwirkungen zwischen organischem Eluenten und Geriistkorper des

Austauschermaterials auftreten konnen.

Die Optimierung der Parameter erfolgte in dhnlicher Weise wie bereits fiir das Phthalséure-
Verfahren beschrieben (siehe Kapitel 8.3.2). Zuerst soll wiederum der Einfluss des pH-Werts
des Eluenten auf das Verhalten von Sb(V) und Sb(III) untersucht werden.

Variation des pH-Wertes
Der pH-Wert hat, wie im Kapitel 8.3.2 erklart, einen doppelten Einfluss auf die Prozesse im

chromatographischen System und damit auf die Retentionszeiten der einzelnen Spezies.

Wie schon bei Phthalsdure zeigt die Retentionszeit eine starke Abhédngigkeit vom pH-Wert
des Eluenten, insbesondere beim Sb(III). Bei mittleren pH-Werten ist kein Signal von Sb(III)
zu erkennen, bei kleineren und groferen pH-Werten ist dies nur recht klein. Bei kleinen pH-
Werten ist das Signal zusitzlich mit einem starken ,,Fronting*, bei grofleren pH-Werten mit

einem starken ,,Tailing* versehen. Diese Effekte konnen nicht fundiert erklart werden.
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Abbildung 8-9: Anionenchromatogramme einer Sb-Standardldsung (100 pg/L Sb(V) und
600 pg/L Sb(Ill), Eluentkonzentration: 10 mmol/L, Flussrate: 1,5 mL/min,
Detektion: ICP-MS

Bei pH = pKg; sind 50 % der ersten Protolysestufe deprotoniert, d.h. dass die Hélfte der
Sauremolekiile einfach negativ geladen vorliegt, die andere aber noch ungeladen ist. Dies ruft
beim Sb(IIl) einen erstaunlichen ,,Fronting-Effekt hervor. Bei einem pH-Wert von 6 ist

bereits die dritte Protolysestufe der Zitronensdure zu 50 % deprotoniert, aber auch dies scheint
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noch nicht auszureichen, um das Sb(III) zu eluieren, was aufgrund des groBen Volumens
dieses Molekiils leicht vorstellbar ist, denn die Gruppe mit der negativen Ladung muss fiir
einen Austauschvorgang ja in die Nédhe der Austauschergruppe mit dem daran haftenden
Sb(III) gelangen konnen. Bei pH 10 hingegen ist die vollstindige Deprotonierung eingetreten,
hier ist dann auch eine effektivere Elution des Sb(II) zu verzeichnen. Aullerdem ist die
Konzentration der OH-Gruppe hoher nach der Erhohung des pH-Werts was die Bildung von
OH-haltigen Spezies mit einzelnen Sb(IIl) verbessern konnte. Diese sind, wie das Sb(OH)4,
wenig geladen, was eine schnellere Elution des Sb(III) hervorruft, obwohl auch diese nicht

vollstiandig ist, wie das Kapitel 8.3.5 zeigen wird.
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Abbildung 8-10:  Einfluss des pH-Wertes auf die Retentionszeit von 100 pug/L Sb(V) und
600ug/L Sb(III). Saule: PRP-X100, Eluentkonzentration: 10 mmol/L,
Flussrate: 1,5 mL/min, Detektion: ICP-MS, Mittelwert aus 5

Bestimmungen.

Die Abhingigkeit des Sb(V) vom pH-Wert ist nicht so groB3, es zeigt, ausgehend von den
chromatographischen Daten, auf jeden Fall ein anionisches Verhalten (Totzeit, ty, des

Systems, bei ICP-MS-Kopplung, ist 53 s).

Variation der Konzentration

Die Eluentkonzentration hat iliber Ionenstirke und Konkurrenzreaktionen Einfluss auf die
Retentionszeiten. Die Erhohung der Konzentration fiihrt allgemein zu einer Verkiirzung der
Retentionszeiten. Die untersuchten Eluentkonzentrationen lagen zwischen 5 — 15 mmol/L. Fiir

Sb(V) ist dieser Effekt kaum zu erkennen, unter den gewahlten Bedingungen verhélt es sich
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wie ein einfach geladenes Anion oder sogar mit weniger Ladung. Die Retentionszeit von
Sb(III), dessen chromatographische Eigenschaften denen Anion entspricht, wird kleiner bei

der Erhéhung der Eluentkonzentration (siche Abbildung 8-11).

500007

E 400001

E:' 4

2 300001

= 1 Shll

Z 200007 ) i ~“’““-ﬂ'ﬂ

2 100001 :

= T | A . 10 mM
—— } } } ; o . P — -
0 200000 400000 EO0000 A00000

Zeit (ms)

Abbildung 8-11: Chromatogramme einer Sb-Standardldsung (100 pg/L Sb(V) und 600 pg/L
Sb(III)), pH-Wert 4,23, Flussrate: 1,5 mL/min, Detektion: ICP-MS
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Abbildung 8-12: Chromatogramm einer Sb-Standardlésung (100 pg/L Sb(V) und 600 pg/L
Sb(III)), pH 10,25, Flussrate: 1,5 mL/min, Detektion: ICP-MS

Sb(IlI) zeigt im Zitrat eine verbesserte Elution bei erhdhter Konzentration und bei kleineren
pH-Werten; dagegen zeigt Sb(IIl) eine bessere Elution bei kleineren Konzentrationen und

groBBrem pH-Wert.

Abbildung 8-13 zeigt die Bezichung zwischen der Retentionszeit der Spezies und der

Eluentkonzentration dar.
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Abbildung 8-13: Einfluss der Konzentration der Zitronensdure auf die Retentionszeiten
von 100 pg/L Sb(V) und 600ug/L Sb(III). Sdule: PRP-X100, pH-Wert 4,
Flussrate: 1,5 mL/min, Detektion: ICP-MS, Mittelwert aus 5 Bestimm.

Im Folgenden wird ein Uberblick iiber die Kenndaten des Systems gegeben.

Analytische Kenndaten und Bewertung der Trennung mit Zitronensaure

Mit Zitronensdure als Eluent war eine Trennung der beiden Sb-Spezies innerhalb einer relativ
kurzen Messzeit mdglich. Als optimale Bedingungen wurden 10 mM Zitronensdure und pH-
Wert 10,25 ermittelt. Die Intensitdt des Signals vom Sb(IIl), ist, wie im Phthalséure-
Verfahren, sehr gering. Dies bedeutet, dass es Probleme bei der Bestimmung in biologischen
Proben mit kleinem Antimongehalt (unter 20 pg/L) gibt. Die analytischen Kenndaten des
Verfahrens sind in der Tabelle 8-5 dargestellt.

Die Nachweisgrenzen des Phthalsidure-Verfahrens konnten mit dem Zitronensaure-Verfahren
nicht erreicht werden. Die Werte fiir Sb(V) liegen z. B. ca. dreifach hoher. Ursache ist hier ein
erhohter Leerwert (ca. 6200 Counts pro Messzyklus; 0,83 s bei ICP-MS-Detektion, m/z 121).

Insbesondere die Signalintensitét fiir Sb(III) ist, wie gesagt, relativ gering.

Die Auflésung R der Sb(V)- und Sb(IIl)-Peaks betrdagt 1,19. Die Kapazititsfaktoren k’
ergeben sich fiir eine Totzeit von 53 s zu K’sprvy = 0,17, K’spamry = 4,77. Die Asymmetrie-
faktoren A liegen bei Agyyv) = 0,78, Aspamy = 0,152. Damit wurde fiir den ersten und zweiten
Peak ein Tailing beobachtet (beim pH-Wert 10,25, siche Abbildung 8-14). Beim pH-Wert
4,23 wurde ein geringes Tailing beim ersten Peak beobachtet und ein Fronting beim zweiten.

Es konnte auf Adsorptionseffekte zuriickzufiihren sein.
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Tabelle 8-5:  Analytische Kenndaten des Zitronensdure-Verfahrens als Mittelwert aus

jeweils 5 Wiederholmessungen

Spezies Parameter ICP-AES? ICP-MS®

Sb(V) Retentionszeit (s) 81 62
Nachweisgrenze (ng/L) 210,8 1,43
Standardabweichung (%) 18,9 11,5

Sb(I1T) Retentionszeit (s) 325 306
Nachweisgrenze (ug/L) 259,8 15
Standardabweichung (%) 5,9 22,8

? Totzeit fiir das ICP-AES-Verfahren: 53 S; b Totzeit fiir das ICP-AES-Verfahren: 72 s
Die hier angegebenen Ergebnisse wurden unter den folgenden Bedingungen ereicht: 10 mM Zitronen-
sdure, pH 10,25
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Abbildung 8-14: Trennung im Zitronensdureeluent: Chromatogramm einer Standardldsung
mit 100 pg/L Sb(V) und 600ug/L Sb(III). Sdule: PRP-X100, Eluent: 10
mM, pH-Wert 10,25, Flussrate: 1,5 mL/min, Detektion: ICP-MS

Die durchschnittliche Ladung des Sb(V) im Zitronensédure-System wurde nach Small et al. mit
-2,48 bestimmt. Das Sb(V) verhilt sich also wie ein negativ geladenes Anion in Losung. Das
Sb(IIT) hat eine durchschnittliche Ladung von -3,39, verhilt es sich also wie ein dreifach
negativ geladenes Anion in Losung. Fiir die durchschnittliche Ladung der Spezies wurde eine
deutliche pH-Abhéngigkeit gefunden. In beiden Fillen sind sehr starke elektrostatische
Wechselwirkungen mit den Ankergruppen des Ionenaustauschers zu erwarten. Die
Retentionszeit ist bei hoheren pH-Werten wesentlich kiirzer. Ursache hierfiir miissen
Adsorptionseffekte zwischen den Antimonspezies und dem Sdulenmaterial sein, d. h. es bleibt

ein Anteil auf dem Geriistmaterial zuriick. Dieser kann irreversibel gebunden sein und damit
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direkt FEinfluss auf die FEigenschaften des Ionenaustauschers nehmen. Im Rahmen der
vorliegenden Messungen wurden keine Storsignale beobachtet, eine irreversible Bindung ist

daher sehr wahrscheinlich.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde das Zitronensdure-Verfahren nur zur
Untersuchung von Modellsystemen verwendet. Die Messung von biologischen Proben war

durch die hohere NWG mit dem Verfahren nicht moglich.

8.3.4 Anionenchromatographie mit 4-Hydroxybenzoesaure als Eluent

Die 4-Hydroxybenzoesdure ist, dhnlich wie die Phthalséure, ein Standardeluent in der
Anionenchromatographie ohne Suppressionstechnik [222]. Die Optimierung der analytischen
Methode erfolgte dhnlich wie es in Kapitel 8.3.2 und 8.3.3 beschrieben wurde. Die hier
gezeigten Messungen erfolgten mit der Kopplung IC-ICP-MS. Die hier verwendete 4-
Hydroxybenzoesdure war zwischen 2 und 15 mmolar, der pH-Wert wurde durch die Zugabe

von Ammoniak bzw. HNOs variiert.

Variation des pH-Wertes
Der pH-Wert hat einen Einfluss auf die Retentionszeiten der Sb(V). Abbildung 8-15 zeigt
eine Verkiirzung der Retentionszeiten mit steigendem pH. Dagegen ist das Sb(III) bis zu

einem pH-Wert > 8 iiberhaupt nicht eluierbar und selbst bei diesem pH-Wert kaum zu sehen.
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Abbildung 8-15: Anionenchromatogramme einer Sb-Standardlésung (100 pg/L Sb(V) und

600 pg/L Sb(III), Eluentkonzentration: 2 mmol/L, Flussrate: 1,5 mL/min,
Detektion: ICP-MS
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Variation der Konzentration

Die Erhohung der Eluentkonzentration fiihrt allgemein zu einer Verkiirzung der
Retentionszeiten, dieser Effekt ist in der Abbildung 8-16 bei Sb(V) zu beobachten. Im
betrachteten Konzentrationsintervall, d. h. fiir Eluentkonzentrationen von 2-15 mM, ist fast
kein Signal fiir Sb(IIT) erkennbar, nur vielleicht bei einer Konzentration von 5 mM, aber die
Signal-Intensitat fiir Sb(III) ist sehr gering und die Peakverbreiterung sehr grof3, sodass keine

Auswertung des Peaks mdoglich ist.

Sh{v)
— 2 mM
150000 | ﬂ 5 mM
| — 10 mM
100000+ |l [ Shn — 15 mM
. B
I . o . -
5':":":":'__1 . o I} El--ll -.-.. B i = T I S S o - . -
% lLL -
|:| —:-F'-JI + + + + + + + + + + + + 4 + + + + + + {
1 100000 200000 300000 400000 a00000 EO0000 FO000a 200000 00000 1000000

Intensitit (Counts)

Zeit {ms)

Abbildung 8-16: Chromatogramme einer Sb-Standardlésung (100 pg/L Sb(V) und 600 pg/L
Sb(III)), pH-Wert = 8,85, Flussrate: 1,5 mL/min, Detektion: ICP-MS

Analytische Kenndaten und Bewertung der Trennung mit 4-Hydroxybenzoesaure

Die 4-Hydroxybenzoesdure kann als Eluent weder fiir die Kombination von IC mit ICP-AES
noch mit ICP-MS eingesetzt werden. Die Abbildung 8-17 zeigt ein Chromatogramm mit
100pg/L Sb(V) und 600 pg/L Sb(Il) und ICP-MS Detektion auf der Antimonmasse '*'Sb.
Der pH-Wert wurde durch Ammoniakzugabe auf 8,85 eingestellt.
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Abbildung 8-17: Signal fiir 100 pg/L Sb(V) und 600 pg/L Sb(Ill), Eluent: 5 mmol/L
4-Hydroxybenzoesdure, pH-Wert 8,85, Detektion: ICP-MS
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Die folgende Tabelle fasst die chromatographischen Parameter des Systems zusammen. Der
Eluent war nicht in der Lage, die beiden Spezies befriedigend zu eluieren, sondern nur das

Sh(V).

Tabelle 8-6: Chromatographische Parameter fiir das 4-Hydroxybenzoeséure-Verfahren

Parameter Wert

Saule PRP-X100

Sdulendurchmesser 4,1 mm

Saulenlidnge 150 mm

Eluent 5 mmol/L 4-Hydroxybenzoeséure
pH-Wert 8,85 eingestellt mit NH3
Flussrate 1,5 mL/min

Die Auflosung R der Antimonpeaks betrdgt 1,23, der Kapazitdtsfaktor k’ ergib sich fiir eine
Totzeit ty von 48 s (fiir das ICP-MS-Verfahren) zu kK’spvy = 2,36 und kK’spamy = 9,61. Die
durchschnittliche Ladung des Sb(V) im 4-Hydroxybenzoesdure-System wurde nach Small et
al. [216] mit -0,89 bestimmt. Es verhilt sich also wie ein einfach negativ geladenes Anion in

Losung.

Tabelle 8-7:  Analytische Kenndaten des 4-Hydroxybenzoesdure-Verfahrens als Mittelwert

aus jeweils 5 Wiederholmessungen

Spezies Parameter ICP-AES? ICP-MS®

Sb(V) Retentionszeit (s) 183 163
Nachweisgrenze (ug/L) 156,5 0,87
Standardabweichung (%) 8,3 9,6

Sb(III) Retentionszeit (s) 639 520
Nachweisgrenze (ng/L) 487,4 53,15
Standardabweichung (%) 9,14 12,3

? Totzeit fiir das ICP-AES-Verfahren: 49 s; ° Totzeit fiir das ICP-AES-Verfahren: 68 s
Die hier angegebenen Ergebnisse wurden unter den folgenden Bedingungen ereicht: 5 mM 4-
Hydroxybenzoeséure, pH 8,85
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Die durchschnittliche Ladung der Sb(Ill) im 4-Hydroxybenzoesdure-System konnte, auf
Grund der nicht Elution des Sb(III), bei meist der verwendeten Eluentkonzentrationen, nicht

bestimmt werden.

Die Berechnung der Retentionszeit und der NWG fiir Sb(IIl) wurde nach den Messungen
einzelner Sb(III)-Standards durchgefiihrt, bei der Messung der Standardmischung wére es

nicht mdglich gewesen.

Beim Sb(III) zeigt die Betrachtung der erhaltenen Chromatogramme, dass mehr als die halfte
praktisch irreversibel an das Material gebunden bleibt und zu einer dauerhaften Verdnderung

der chromatographischen Eigenschaften fithren kénnen.

4-Hydroxybenzoesdure als Eluent ist fiir eine Trennung der Antimonspezies, aufgrund der
nichtvollstandigen Elution des Sb(III), nicht verwendbar. Ein weiteres Problem ist die hohere
Grundlinie. Diese lag bei Detektion mit dem ICP-MS durchschnittlich bei ca. 8000 Counts
pro Messzyklus (0,83 s). Nach Bestimmung des Antimongehaltes in 4-Hydroxybenzoeséure
und TRIS wurde erstere als Kontaminationsquelle innerhalb des Verfahrens ermittelt.
Offenbar wird wihrend des Herstellungsprozesses der 4-Hydroxybenzoesdure, wie auch

anderer organischer Substanzen, Antimon, z. B. SbCl; oder SbCls, als Katalysator eingesetzt.

8.3.5 Anionenchromatographie mit EDTA als Eluent

Ethylendiamintetraacetat (EDTA) ist ein starker Komplexbildner, der in der analytischen
Chemie zu zahlreichen Titrationen und Extraktionen eingesetzt werden kann [223]. Auch in
der lonenchromatographie findet er z. B. als selektivititserhohender Zusatz in der
Kationenchromatographie [224] Verwendung. Als vierbasige Sdure ldsst sich die
Elutionsstiarke der EDTA in groBer Variationsbreite tiber den pH-Wert steuern. Dadurch ist
sie geeignet fiir die Trennung der zwei Antimonspezies, bei denen nicht nur die Unterschiede
der Affinitdt zum Austauscher, sondern auch der Einfluss des pH-Wertes insbesondere auf die

chromatographischen Eigenschaften des Sb(IlI)von Bedeutung sind.

Durch die starke Komplexbildungstendenz der EDTA ist in jedem Fall mit einer Veranderung
der Ligandensphére der einzelnen Analytionen zu rechnen. Das hier vorgestellte Verfahren

eignet sich daher nicht zur Untersuchung von Komplexspezies sondern nur von
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Oxidationsstufen in realen Systemen. Zuerst soll das Verhalten von Sb(IIl) und Sb(V) bei der
Verwendung von EDTA als Eluent betrachtet werden (pK = 8,7).

Intensitat (Counts)
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Abbildung 8-18: Anionenchromatogramme einer Sb-Standardlésung (100 pg/L Sb(V) und
600 pg/L Sb(III), Eluentkonzentration: 2 mmol/L, Flussrate: 1,5 mL/min,
Detektion: ICP-MS

Die Optimierung der Methode erfolgte in bezug auf die chromatographische Auflésung und
die Analysendauer unter Variation der Eluentkonzentration, des pH-Wertes und des Gehaltes
an organischem Modifier. Die Messungen erfolgten mit IC-ICP-MS. Die hier verwendete
EDTA wurde als Di-Natrium-Salz (sieche Abbildung 8-18) mit einer Konzentration zwischen
2 und 20 mmolar eingesetzt, der pH-Wert wurde durch die Zugabe von TRIS bzw. HNO;

variiert.

Variation des pH-Wertes
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Abbildung 8-19: Anionenchromatogramme einer Sb-Standardlésung (100 pg/L Sb(V) und
600 pg/L Sb(III), Eluentkonzentration: 5 mmol/L, Flussrate: 1,5 mL/min,
Detektion: ICP-MS
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EDTA ist ein guter Komplexbildner fiir Sb(IIl), wobei der pH-Wert des Eluenten eine
wichtige Rolle spielt, wie aus Abbildung 8-19 entnommen werden kann. Der pH-Wert des
Di-Natrium-Salzes in Losung ist 4,5, er wurde mit HNOs; bzw. mit Ammoniak auf die

verwendeten Werte eingestellt.

Mit steigendem pH-Wert bzw. steigender Retentionszeit wird der Sb(Ill)-Peak zunehmend
flacher und breiter. Dieses Verhalten kann mit der Aciditdt der EDTA erkldrt werden. Bei
niedrigen pH-Werten liegt das Molekiil noch undissoziiert und somit auch ungeladen vor, was
seine Eigenschaft als Eluent, der ja die negativ geladenen Antimonion vom Austauscherplatz
verdriangen soll, negativ beeinflusst. Bei steigendem pH gibt das Molekiil jedoch nach und
nach seine Protonen ab, sodass die EDTA von der Sdure zum Sadureanion wird. Dieses ist nun
negativ geladen und kann mit den Antimonionen um die Austauscherplétze konkurrieren. Bei
kleineren pH-Werten sind die Retentionszeiten deshalb groBer fiir beide Antimonspezies.
Dagegen wird, wie die Abbildung 8-19 zeigt, ab pH-Werten > 7 das Sb(III) von EDTA nicht
komplexiert, was einen Widerspruch hervorruft, da nur das vierfach negativ geladenes Anion
von EDTA Komplexe mit Sb(III) bilden kann. Eine Erkldrung dafiir wire eine konkurrierende
Komplexierung von EDTA und Tartrat mit Sb(III). Mit der EDTA-Komplexierung wird eine
vollstindige Elution des Sb(III) erreicht.
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Abbildung 8-20: Einfluss des pH-Wertes auf die Retentionszeit von 100 pg/L Sb(V) und
600pg/L Sb(III). Saule: PRP-X100, Eluentkonzentration: 5 mmol/L,
Flussrate:1,5 mL/min, Detektion: ICP-MS, Mittelwert aus 5 Bestimmungen

Abbildung 8-20 zeigt den pH-Einfluss auf beide Antimonspezies. Die Komplexbildung des
Antimons mit dem EDTA ist nur mit dem vierfach negativ geladenem Salz mdglich, d. h. bei
hoheren pH-Werten, bei denen das EDTA mehrfach deprotoniert ist, bildet Sb(III) unter den

hier vorliegenden, chromatographischen Bedingungen keine Komplexe mit EDTAmehr. Der
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Grund dafiir kann die oben genannte Konkurrenz der Komplexstabilititen von EDTA und

OH sein.

Variation der Konzentration
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Abbildung 8-21: Anionenchromatogramme einer Sb-Standardlésung (100 pg/L Sb(V) und
600 pg/L Sb(Ill)), pH-Wert 4,7, Flussrate: 1,5 mL/min, Detektion: ICP-MS

Die Konzentration wurde zwischen 1 und 20 mmolar variiert. Wie bei den vorherigen
Methoden fiihrt eine Erhohung der Konzentration zu einer Verkiirzung der Retentionszeiten.
Im betrachteten Konzentrationsintervall ist dieser Effekt stirker fiir Sb(III). Die Abbildung
8-21 zeigt, dass bei einer EDTA-Konzentration von weniger als 2 mM eine Komplexierung
des Sb(IIT) nicht moglich ist. EDTA als Eluent erreicht jedoch eine viel bessere Elution des

Sb (III) als die anderen organischen Eluenten, die in der Arbeit verwendet wurden.
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Abbildung 8-22:  Einfluss der Konzentration des EDTAs auf die Retentionszeiten von 100
ug/L Sb(V) und 600ug/L Sb(IIl). Saule: PRP-X100, pH-Wert 4,7,
Flussrate:1,5 mL/min, Detektion: ICP-MS, Mittelwert aus 5

Bestimmungen
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Die Abbildung 8-22 zeigt die graphische Darstellung des Einflusses der Eluentkonzentration

auf die Retentionszeiten der Antimonspezies.

Fiir weitere Untersuchungen wurde diese Eluent mit einer Konzentration von 5 mmol/L und

einem pH-Wert von 4,7 ausgewdhlt.

Einfluss von organischen Modifiern
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Abbildung 8-23: Chromatogramme einer Sb-Standardldsung (100 pg/L Sb(V) und 600 pg/L
Sb(Ill)), ohne und mit 4% Acetonitril-Zusatz, Eluentkonzentration: 5
mmol/L, pH-Wert 4,7, Flussrate: 1,5 mL/min, Detektion: ICP-MS

Es wurden Ethanol, Acetonitril und Aceton in Konzentrationen von 0 - 8 % (%-Vol.) auf

ihren Einfluss auf die Trennungen untersucht.
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Abbildung 8-24: Chromatogramme einer Sb-Standardldsung (100 pg/L Sb(V) und 600 pg/L

Sb(Ill)), Eluentkonzentration: 5 mmol/L, pH-Wert 5,02, Flussrate: 1,5
mL/min, Detektion: ICP-MS
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Sb(Ill) =zeigte =zusétzlich zu den elektrostatischen Wechselwirkungen mit den
Austauschergruppen  starke  Adsorptionseffekte auf dem organischen Gerilist des
Austauschermaterials. Um die z. T. daraus resultierende Peakverbreiterung und das
ausgeprigte Peaktailing zu verkleinern, wurden die oben genannten organischen Modifier
untersucht, deren positiver Effekt bereits fiir andere Problemstellungen beobachtet werden
konnte [225]. Zu beriicksichtigen ist allerdings, dass die analytische Leistungsfahigkeit der
Detektoren in der ICP-AES und noch mehr in der ICP-MS durch den Eintrag groferer
Mengen organischer Substanzen in das Plasma herabgesetzt wird [226]. Ab 6%
Modifierkonzentration ist keine routinetaugliche Analytik mehr moglich. Es kommt zu einer
Signaldepression durch eine Absetzen der organischne Substanzen im der Interface des

Gerits, die im Verlauf eines Messtages bis zu 100 % betragen kann.

Die Abbildung 8-23 zeigt zwei Chromatogramme zur Untersuchung des Einflusses des
Acetonitrils. Eine Verkiirzung der Retentionszeiten und eine signifikante Verringerung der
Peakbreite wurde beobachtet, aber auch eine bedeutende Verringerung der Peakintensitit. Die
Abbildung 8-24 zeigt Chromatogramme von derselben Standardlésung gemessen mit EDTA
als Eluent ohne Modifier, mit 2% Ethanol und mit 2% Aceton.
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Abbildung 8-25: Verdnderung der Peakintensitit des chromatographischen Peaks von einer
Sb-Standardlosung 600 pg/L  Sb(III) in Abhédngigkeit von der
Konzentration an Aceton, Methanol und Acetonitril, Eluentkonzentration:
5 mmol/L, pH-Wert 4,7, Flussrate: 1,5 mL/min, Detektion: ICP-MS,

Mittelwert aus 5 Bestimmungen

Abbildung 8-25 und Abbildung 8-26 zeigen die Verdnderung der Peakintensitdt der

Antimonpeaks bei Verwendung dieser drei organischen Modifier. Die gro3e Verringerung der
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Intensitdten macht die Nutzung dieser Modifier fiir die Analyse biologische Proben mit

kleinem Antimongehalt unmdglich.
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Abbildung 8-26: Verdnderung der Peakintensitdt des chromatographischen Peaks von einer

Sb-Standardlosung 100 pg/L Sb(V) in Abhingigkeit von der
Konzentration an Aceton, Methanol und Acetonitril, Eluentkonzentration:
5 mmol/L, pH-Wert 4,7, Flussrate: 1,5 mL/min, Detektion: ICP-MS,

Mittelwert aus 5 Bestimmungen

Im Folgenden wird ein Uberblick iiber die Kenndaten des Systems sowie eine Einschitzung

der Leistungsfahigkeit und des Anwendungsbereiches gegeben.

Analytische Kenndaten und Bewertung der Trennung mit EDTA
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Abbildung 8-27:
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EDTA-Verfahren: Standardchromatogramm einer Sb-Standardlésung (100
pg/L Sb(V) und 600 pg/L Sb(ll)), Eluentkonzentration: 5 mM, pH-Wert
5,02, Flussrate: 1,5 mL/min, Detektion: ICP-MS
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Das EDTA-Verfahren kann sowohl als Kombination von IC mit ICP-AES als auch mit ICP-
MS fiir biologische Proben eingesetzt werden. EDTA kann sowohl als Eluent als auch
Komplexbildner angewendet werden. Im Vergleich zu anderen Verfahren konnte das Sb(III)
komplexiert und vollstindig eluiert werden. Die Elution beider Antimonspezies ist innerhalb

von 7 Minuten moglich (siehe Abbildung 8-27und Tabelle 8-8).

Tabelle 8-8:  Analytische Kenndaten des EDTA-Verfahrens als Mittelwert aus jeweils 5

Wiederholmessungen

Spezies Parameter ICP-AES? ICP-MS®

Sb(V) Retentionszeit (s) 106 87
Nachweisgrenze (ng/L) 56,8 0,31
Standardabweichung (%) 3,9 4,0

Sb(I1T) Retentionszeit (s) 369 350
Nachweisgrenze (ng/L) 108 3,0
Standardabweichung (%) 6,13 9,21

? Totzeit fiir das ICP-AES-Verfahren: 51 S; ® Totzeit fiir das ICP-AES-Verfahren: 70 s

Die durchschnittliche Ladung y wurde, wie in der andere Verfahren nach Gleichung 8-1 fiir
Sb(IIl) zu -0,8 und fiir Sb(V) zu -1,6 bestimmt. Bei den Nachweisgrenzen des EDTA-
Verfahrens konnte eine Verbesserung erreicht werden. Aus der kiirzeren Retentionszeit ergibt
sich ein giinstigeres Verhéltnis von Peakhohe zu Peakbreite. Die Auflosung R der
AntimonPeaks betrigt 2,75, die Kapazititsfaktoren fiir eine Totzeit t) von 51 s (flir das ICP-
MS-Verfahren) ergeben sich zu k’syv) = 0,64, K’spary = 3,90. Die Asymmetriefaktoren A
liegen bei Agpvy = 0,89, und Aspamy = 0,44. Die Signale im Chromatogramm zeigen leichtes
Tailing, das auf Adsorptionseffekte der Antimonspezies oder liber die EDTA-Liganden mit

dem Gertistkorper der Sdule zuriickzufiihren sein sollte.

Der Antimonleerwert der Methode lag bei Detektion mit ICP-MS durchschnittlich bei ca. 500
Counts pro Messzyklus (0,83 s bei ICP-MS-Detektion, m/Z 121).

Anwendungsbereiche fiir das EDTA-Verfahren sind in der vorliegenden Arbeit biologische
Proben mit kleinem Antimongehalt, da dieses Verfahren ohne Probleme fiir die Untersuchung

von Antimonspezies im Ultraspurenbereich angewendet werden kann.
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8.3.6 Anionenchromatographie mit Salpetersaure als Eluent

Die Salpetersdure mit dem eluierend wirkenden Nitration kann ohne Probleme als mobile
Phase in der Anionenchromatographie eingesetzt werden [227]. Vor allem bei der
Verwendung elementspezifischer Detektoren [228], bei denen es nicht auf die
Grundleitfihigkeit der mobilen Phase ankommt, und bei der Kombination von Kationen- und
Anionenchromatographie [10] stellt sie eine niitzliche Alternative dar. Gerade fiir die

Speziesanalytik sollte sie aufgrund der geringen Komplexbildungstendenz geeignet sein.

Das Nitrat trdgt zwar nur eine negative Ladung, allerdings ist diese iiber den gesamten pH-
Bereich verfiigbar, da die Sédure sehr stark ist. Ein weiterer Vorteil dieses Anions ist das
geringe Volumen, sodass sein Vordringen zur Austauschergruppe nicht durch die
volumindsen Antimonspezies behindert werden sollte. Allerdings muss hier beachtet werden,
dass die Konzentration der eingesetzten Salpetersdure nicht zu hoch sein darf, da sonst die

Stabilitdt des Austauschermaterials nicht gewéhrleistet ist.

Die Optimierung der Methode erfolgte in bezug auf die chromatographische Auflésung und
die Analysendauer unter Variation der Eluentkonzentration und des pH-Wertes. Die
Messungen erfolgten mit der Kopplung IC-ICP-MS. Die hier verwendete Salpetersdure war

zwischen 2,5 und 20 mmolar, der pH-Wert wurde durch die Zugabe von Ammoniak variiert.

Variation des pH-Wertes
Wie in Kapitel 7 erklart wurde, liegt Sb(V) in wassriger Losung ab pH 2,7 als einwertiges
Anion vor, wihrend die Verhiltnisse bei Sb(III) durch Agglomeration und eine zweifache

oder hohere Ladung gekennzeichnet sind.
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Abbildung 8-28: Chromatogramme einer Sb-Standardlosung (200 pg/L  Sb(V)),
Eluentkonzentration: 15 mmol/L, Flussrate: 1,5 mL/min, Detektion: ICP-

MS
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Abbildung 8-29: Anionenchromatogramme einer Sb-Standardlésung (100 pg/L Sb(V) und
600 pg/L Sb(IlI), Eluentkonzentration: 15 mmol/L, Flussrate: 1,5 mL/min,
Detektion: ICP-MS

Die Abhéngigkeit des Chromatogramms von pH-Wert und Konzentration des Eluenten ist in
Abbildung 8-28 und Abbildung 8-29 dargestellt. Das fiir Sb(V) prognostizierte Verhalten als
nicht geladenes Molekiil ist unter pH 2,7 zu erkennen, wihrend es bei hoheren pH-Werten,

ausgehend von den chromatographischen Daten, ein anionisches Verhalten zeigt.
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Abbildung 8-30: Einfluss des pH-Wertes auf die Retentionszeit von 100 pg/L Sb(V) und
600pg/L Sb(II). Séule: PRP-X100, Eluentkonzentration: 15 mmol/L,
Flussrate:1,5 mL/min, Detektion: ICP-MS, Mittelwert aus 5 Bestimmungen

AuBerdem ist in Abbildung 8-29 zu erkennen, dass das chromatographische Verhalten von
Sb(III) auch pH-abhingig ist, es verhélt sich immer als Anion. Unter pH 6,5 ist keine
ausreichende Trennung der Spezies moglich. Bei pH > 7 nimmt die Retentionszeit von Sb(III)
stark zu, sodass dieser Bereich zwar fiir eine analytische Methode verwendbar sein konnte,

diese aber durch sehr lange Analysenzeiten und eine grofle Peakverbreiterung des Sb(III)-
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Peak nicht nutzbar sein wird. Ab pH 8 ist die Elution von Sb(IIl) unmdoglich. Als Grund wird

eine Bildung von mehrkernigen Komplexen mit der OH-Gruppe vermutet.

Die Retentionszeit des Sb(V) bleibt nahezu unveréndert, auler dem oben genannten Effekt
unter pH 2,5, wo das Sb(V) als nicht geladene Spezies eluiert, d. h., als Antimonsdure

(Sb[OH]s). (s. Abbildung 8-30)

Fiir weitere Untersuchungen wurde pH=4,7 ausgewdhlt, da es hier einen kleinen Unterschied
der Retentionszeiten gibt und im Vergleich zu hoheren pH-Werten eine gute Elution des
Sb(IIT) moglich ist. Bei der pH-Einstellung der eingesetzten Eluenten wurde weniger NHj

verwendet und somit die Kontaminationsgefahr verringert.

Variation der Konzentration

Im betrachteten Konzentrationsintervall, d. h. fiir Eluentkonzentrationen von 2,5 - 20 mmol/L
ist der Effekt der Verkiirzung der Retentionszeiten, bei Erhohung der Eluentkonzentration
starker fiir Sb(V), das sich unter den gewéhlten Bedingungen wie ein mehrfach geladenes
Anion verhdlt, als fiir Sb(III), dessen chromatographische Eigenschaften denen einwertiger
Anion entspricht, wie Abbildung 8-31 zeigt. Dieses erstaunliche Verhalten, das Abbildung
8-31 und die Abbildung 8-32 besser zeigen konnen, ist bisher nicht geklart. Eine mogliche
Erklarung ist die Bildung mehrkerniger Komplexe von Sb(V) mit der OH-Gruppe unter
Bildung mehrfach geladenen Spezies, bei geringen Konzentrationen von Salpetersdure (siche

Kapitel 7.2.2).
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Abbildung 8-31: Chromatogramme einer Sb-Standardldsung (100 pg/L Sb(V) und 600 pg/L
Sb(Ill)), pH-Wert = 4,81, Flussrate: 1,5 mL/min, Detektion: ICP-MS
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Die durchschnittliche Ladung der Sb(IIl)-Spezies ist gering d. h. es ist nur wenig negativ
geladen. Eine Erklarung dafiir wire, dass bei diesem pH-Wert die einkernigen Komplexe von
Sb(III) mit OH stabiler sind als der Tartrat-Komplex (der auBerdem zweikernig und zweifach

negativ geladen ist).
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Abbildung 8-32: Chromatogramme einer Sb-Standardlésung (200 pg/L Sb(V)), pH-Wert
4,81, Flussrate: 1,5 mL/min, Detektion: ICP-MS
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Abbildung 8-33: Einfluss der Konzentration der Salpetersdure auf die Retentionszeiten von
100 pg/L Sb(V) und 600ug/L Sb(Ill). Sdule: PRP-X100, pH-Wert 4,7,
Flussrate: 1,5 mL/min, Detektion: ICP-MS, Mittelwert aus 5 Bestimmungen

Analytische Kenndaten und Bewertung der Trennung mit Salpetersaure
Das Nitrat-Verfahren kann sowohl als Kombination von IC mit ICP-AES als auch mit ICP-

MS eingesetzt werden.
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Abbildung 8-34: Trennung im Nitrat-Eluent: Chromatogramm von einer Standardldsung mit
100 pg/L Sb(V) und 600ug/L. Sb(III). Saule: PRP-X100, Eluent: 2,5 mM,
pH-Wert 4,7, Flussrate: 1,5 mL/min, Detektion: ICP-MS

Die Abbildung 8-34 zeigt ein Chromatogramm mit 100 pg/L Sb(V) und 600ug/L Sb(III) und
ICP-MS-Detektion auf der Antimonmasse '*'Sb. Spektrale Stérungen durch Molekiilionen

sind bei der Verwendung von wissrigen Standards auf dieser Masse nicht zu erwarten.

Tabelle 8-9: Chromatographische Parameter des Nitrat-Verfahrens

Parameter Wert

Sdule PRP-X100
Sdulendurchmesser 4,1 mm

Saulenlidnge 150 mm

Fluent 2,5 mmol/L HNO;
pH-Wert 4,7 eingestellt mit NH;
Flussrate 1,5 mL/min

Die chromatographischen Parameter des Nitrat-Systems sind in der Tabelle 8-9 sind die
Standard-Parameter fiir den Einsatz von ICP-AES und ICP-MS erfasst und in der Tabelle
8-10 sind die analytischen Kenndaten bei der Detektion mit ICP-MS im Vergleich mit
Literaturwerten fiir die Bestimmung von Sb(III) und Sb(V) dargestellt.

Auffillig ist, dass die Elutionsreihenfolge von Sb(V) und Sb(IIl) gegeniiber anderen
Verfahren umgekehrt ist. Die durchschnittliche Ladung y wurde, wie im anderen Verfahren
nach Gleichung 8-1 fiir Sb(III) zu -0,94 und fiir Sb(V) zu -1,68 bestimmt. Die Ermittlung der
durchschnittlichen Ladung erfolgte nach Small et al. [216]. Die Auflésung R der Sb(V)- und
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S(IID)-Peaks betrugt 2,41, die Kapazititsfaktoren k’ fiir eine Totzeit” t, von 54 s ergaben sich
zu K’spvy = 11,19, K’spamy = 1. Die Asymmetriefaktoren A zeigen mit Werten von Agyy) =
0,89 und Aspamy = 0,08 vor allem fiir den ersten Peak ein ausgeprigtes Tailing, das vermutlich

auf Adsorptionseffekte auf dem Austauschermaterial zuriickzufiihren ist.

Tabelle 8-10: Analytische Kenndaten des Nitrat-Verfahrens als Mittelwert aus jeweils 5

Wiederholmessungen.

Spezies Parameter ICP-AES? ICP-MS®

Sb(V) Retentionszeit (s) 125 106
Nachweisgrenze (ng/L) 134 0,48
Standardabweichung (%) 5,9 2,4

Sb(I1T) Retentionszeit (s) 665 646
Nachweisgrenze (ng/L) 176 3.9
Standardabweichung (%) 6,2 5,0

? Totzeit fiir das ICP-AES-Verfahren: 53 S; b Totzeit fiir das ICP-AES-Verfahren: 72 s
Die hier angegebenen Ergebnisse wurden unter den folgenden Bedingungen ereicht: 2,5 mM
Salpetersdure, pH 4,7

Mit dem Nitrat-Verfahren gelang auch die Trennung zweier Antimonspezies [Sb(V) und
Sb(III)] tiber Anionenchromatographie. Dabei konnte auch eine Grundlinientrennung der
Spezies realisiert und eine Elution des Sb(V) nach ca. elf Minuten erreicht werden, wéihrend

das Sb(III) vorher eluiert.

Wie die analytischen Kenndaten in Tabelle 8-10 zeigen, ist das Nitrat-Verfahren als
Kopplung von IC-ICP-AES fiir die Bestimmung von Antimon in biologischen Proben bei den
angegebenen Bedingungen geeignet. Fiir Matrizes mit geringerem Antimongehalt (unter 100
pg/L) muss auf das ICP-MS als Detektor zuriickgegriffen werden. Ein Vorteil der
Anwendung dieses Eluenten ist die geringe Belastung des Gerétes durch die Vermeidung

eines organischen Eluenten. Auflerdem eluiert das Sb(III) als erstes und auch vollstindig. Im

? fiir das ICP-MS-Verfahren, Totzeit fiir das ICP-AES-Verfahren 75 s durch die Notwendigkeit einer lingeren

Transfer-Line und die unterschiedliche Geometrie u. a. der Zerstduberkammer innerhalb des Gerites
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Vergleich zur Methode von Camara und de la Calle [214] und von Ulrich [6] konnte eine

deutliche Verbesserung der NWG erreicht werden.

Das Salpetersdure-Verfahren wurde in der vorliegenden Arbeit zur Untersuchung von
Antimonspezies in biologischen Proben eingesetzt (siche Kapitel 0 und 0). Auf
matrixbezogene Probleme, z. B. durch nicht identifizierbare Peaks, wird an dieser Stelle

genauer eingegangen.

8.3.7 Anionenchromatographie mit Salzsaure als Eluent

Das Chloridion wurde bisher praktisch nur in kationenchromatographischen Trennverfahren
als Eluent eingesetzt [229]. Es ist ein stiarkerer Komplexbildner und schwécherer Eluent als
das Nitration, was eine hohere Eluentkonzentration notwendig und einen stirkeren Einfluss
auf die vorliegenden Antimonspezies und Komplexgleichgewichte wahrscheinlich macht. Ein
moglicher Vorteil des Salzsdure-Verfahrens besteht bei der Kopplung von Ionen-
chromatographie und Hydridgenerierung mit elementspezifischer Detektion [6]. AuBlerdem
kann auch die Salzsdure als Eluent fiir ein Kombinationsverfahren von Kationen- und

Anionenchromatographie verwendet werden.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde das Salzsdure-Verfahren fiir die Trennung der
Verbindungen Sb(V) und Sb(III) bei Kopplung von IC-ICP-AES und IC-ICP-MS entwickelt.
Die Optimierung der Parameter erfolgte in dhnlicher Weise wie bereits fiir die anderen

Verfahren beschrieben, wobei der pH-Wert des Eluenten mit NaOH eingestellt wurde.

Variation des pH-Wertes
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Abbildung 8-35: Anionenchromatogramme einer Sb-Standardlésung (100 pg/L Sb(V) und
600 pg/L Sb(Ill), Eluentkonzentration: 5 mmol/L, Flussrate: 1,5 mL/min,
Detektion: ICP-MS
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Dieser Teil der Optimierung wurde mit einer Konzentration von 5 mmol/L Salzsdure

durchgefiihrt.

Das Chlorid-Ion ist als guter Komplexbildner des Antimons bekannt. Chlorid bildet
Komplexe mit beiden Antimon-Oxidationsstufen. Entsprechend der pK -Werte dieser
Antimon-Komplexe und zusétzlicher Effekte, z. B. durch Agglomeration, kommt es bei einer
Anderung des pH-Wertes zu einer Verinderung der Ladung der Antimonspezies und des
Grads der Komplexierung, wie Abbildung 8-35 und Abbildung 8-36 zeigen. Nach der
Abbildung 8-36 ist kein Trend zu erkennen, was auf die Komplexstabilitdten von Sb(IIl) und

Sb(V) mit dem Chlorid zuriickzufiihren sein kdnnte.
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Abbildung 8-36: Einfluss des pH-Wertes der Salzsdure auf die Retentionszeiten von 100
ug/L Sb(V) und 600pg/L Sb(II). Sdule: PRP-X100, pH-Wert 4,7,
Flussrate:1,5 mL/min, Detektion: ICP-MS, Mittelwert aus 5 Bestimmungen

In dem ganzen pH-Bereich verhalten sich Sb(III) und Sb(V) wie negativ geladene Anionen in
wissriger Losung, d. h. beide Retentionszeiten sind grofer als die Totzeit des Verfahrens, die

Totzeit ist bei diesen ICP-MS-Messungen 46 s.

Variation der Konzentration

Die Erhdhung der Salzsdure-Konzentration fiihrt zu einer Verdnderung der Retentionszeiten
der Spezies im Chromatogramm. Bei einer Eluentkonzentration von 10 mM eluiert das Sb(V)
schneller und bei hoheren Konzentrationen ist die Retentionszeit des Sb(V) groBer. Eine
mogliche Erklarung wére, dass bei 10 mM die Konzentration des Chlorids nicht hoch genug
ist, um Komplexe mit dem Sb(V) zu bilden. Das Sb(III) konnte im betrachteten
Konzentrationsintervall nicht vollstindig eluiert werden (siehe Abbildung 8-37 und
Abbildung 8-38).
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Abbildung 8-37: Anionenchromatogramme einer Sb-Standardlésung (100 pg/L Sb(V) und
600 pg/L Sb(II), pH-Wert: 6, Flussrate: 1,5 mL/min, Detektion: ICP-MS
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Abbildung 8-38: Einfluss der Konzentration der Salzsdure auf die Retentionszeiten von 100
pg/L Sb(V) und 600upg/L  Sb(Ill). Saule: PRP-X100, pH-Wert 6,
Flussrate:1,5 mL/min, Detektion: ICP-MS, Mittelwert aus 5 Bestimmungen

Analytische Kenndaten und Bewertung der Trennung mit Salzsaure
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Abbildung 8-39: Trennung mit Salzsdure: Chromatogramm von einer Standardlésung mit

100 pg/L Sb(V) und 600ug/L Sb(III). Sdule: PRP-X100, Eluent: 5 mM,

pH-Wert 10,25, Flussrate:1,5 mL/min, Detektion: ICP-MS
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Das beste Ergebnis wurde beim Salzsdure-Verfahren mit 5 mM bei pH 10,25 erreicht,
trotzdem ist aber eine vollstindige Elution des Sb(III) nicht moglich und eine Grundlinien-
Trennung auch nicht. Die chromatographischen Parameter der Methode finden sich in der

folgenden Tabelle:

Tabelle 8-11: Analytische Kenndaten des Salzsdure-Verfahrens als Mittelwert aus jeweils 5

Wiederholmessungen

Spezies Parameter ICP-AES? ICP-MS®

Sb(V) Retentionszeit (s) 524 505
Nachweisgrenze (ng/L) 246,6 3,9
Standardabweichung (%) 12,7 6,4

Sb(I1I) Retentionszeit (s) 862 843
Nachweisgrenze (ug/L) 481,8 23,0
Standardabweichung (%) 15,9 9,14

? Totzeit fiir das [CP-MS-Verfahren: 46 S; ® Totzeit fiir das ICP-AES-Verfahren: 65 s
Die hier angegebenen Ergebnisse wurden unter den folgenden Bedingungen ereicht: 5 mM Salzsdure, pH
10,25

Die folgende Abbildung prisentiert ein Chromatogramm, das unter den oben genannten

Bedingungen aufgenommen wurde.

Bei geringeren Eluentkonzentrationen kommt es zu einer noch stirkeren Retention des
Sb(Ill), diese Spezies wird extrem stark an das Austauschermaterial gebunden und nicht
reproduzierbar eluiert. Auch bei hoheren Eluentkonzentrationen ist bei Sb(III) sowohl die
Peakhohe als auch die Peakfliche deutlich kleiner als bei kleineren Eluentkonzentrationen
und die Peakbreite grof. Dieses Verfahren ist daher ungiinstiger als z. B. das Nitrat-
Verfahren. Beide Peaks entsprechend aber im Vergleich zur Totzeit eindeutig negativ
geladenen Spezies. Die durchschnittliche Ladung des Sb(V) ist -0,295 und des Sb(III) -0,95.
Die Kapazitatsfaktoren k’ fiir eine Totzeit von 46 s ergeben sich zu k’spar = 14 und K’spvy =
9,98. Die Asymmetriefaktoren A zeigen mit Werten von Agpvy = 0,93 und Agpamy = 0,27 ein
leichtes Tailing fiir Sb(V), aber sehr ausgeprigt fiir Sb(Ill). Eine Basislinientrennung der
beiden Spezies gelang nicht. Die Auflosung R von Sb(V) und Sb(III) betragt 0,48.
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Der Leerwert der Methode ist gegeniiber dem Salpetersdure-Verfahren erhoht, was eine der
Ursachen fiir die ungiinstigeren Nachweisgrenzen im Vergleich zum Salpetersédure- Verfahren
ist. Er liegt bei ca. 3500 Counts pro Messzyklus (0,83 s bei Detektion mit ICP-MS, m/z 121)
gegeniiber ca. 700 Counts beim Nitrat-Verfahren. Auch die Standardabweichung des

Leerwertes ist erwartungsgeméaf hoher.

Das Salzsdure-Verfahren ist, wie die analytischen Daten zeigen, nicht fiir die Untersuchung
von Antimonspezies geeignet. Die Retentionszeiten sind etwas ldnger, beide Spezies scheinen

mit Chlorid eine Komplexspezies zu bilden.

Mit dem Salzsdure-Verfahren konnen nicht so gute Nachweisgrenzen erreicht werden. Ein
Grund fiir die geringere Empfindlichkeit des Verfahrens liegt in einem erhohten Leerwert
verbunden mit einem hoheren Rauschen. Die Salzsdure enthdlt auch nach Reinigung iiber
Subboiling-Destillation eine grolere Menge Antimon, da dieses als fliichtiges SbCl; nicht von

der Sdure abgetrennt werden kann.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde das Salzsdure-Verfahren nicht weiter verwendet.

8.3.8 Anionenchromatographie mit Sulfat als Eluent

Nach der Untersuchung einiger einprotoniger Sduren bzw. deren Anionen sollten auch
zweifach negativ geladene Anionen zum Einsatz kommen. Diese sollten, auf Grund der
doppelten Ladung, besser geeignet sein, das ebenfalls doppelt geladene Sb(III) zu eluieren, da
auch ihre Bindung an die Austauschergruppen stirker ist. Als erstes soll dabei das Sulfat
betrachtet werden. Die Schwefelsdure gibt ihre beiden Protonen sehr leicht ab, sodass iiber
den gesamten nutzren pH-Bereich der Chromatographiesdule nur das Sulfat in der Losung

vorliegt.

Eingesetzt wurden Konzentrationen von 60, 40, 20 und 12 mmol/L. Die sich jeweils

ergebenden pH-Werte wurden mittels NaOH mehrmals erhoht, und zwar auf 5, 8 und 10.
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Variation des pH-Wertes
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Abbildung 8-40: Anionenchromatogramme einer Sb-Standardlésung (100 pg/L Sb(V) und

600 pg/L Sb(IlI), Eluentkonzentration: 12 mmol/L, Flussrate: 1,5 mL/min,
Detektion: ICP-MS

Im sauren Bereich ist fiir Sb(III) kein Signal erkennbar, und auch bei pH-Werten > 10 trat nur

ein kleines Signal auf, aber weder die Peakhohe noch die Peakfliche sind nicht richtig

auszuwerten und brachten keine ordnungsgeméBen Ergebnisse (siche Abbildung 8-40).

Sb(V) allerdings zeigt keine Verdnderung der Retentionszeit in Abhéngigkeit vom pH-Wert,

wie Abbildung 8-41 zeigt. Die Sb(V)-Peaks zeigen die gleiche Form und ein leichtes Tailing.

Auch hier ist die Sb(V)-Peakintensitit etwas kleiner als bei anderen Verfahren. Die

Elutionskraft des Sulfats beziiglich des Antimons ist dann schwach ausgepragt.
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Abbildung 8-41: Einfluss der pH-Werte des Sulfat-Eluenten auf die Retentionszeiten von

100

Sb(V) und  600ug/L

Sb(Ill). Saule: PRP-X100,

Eluentkonzentration: 12 mM, Flussrate:1,5 mL/min, Detektion: ICP-MS,

Mittelwert aus 5 Bestimmungen
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Variation der Konzentration
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Abbildung 8-42: Anionenchromatogramme einer Sb-Standardlésung (100 pg/L Sb(V) und
600 pg/L Sb(Ill), pH-Wert 6, Flussrate: 1,5 mL/min, Detektion: ICP-MS

Bei einer Konzentration kleiner als 20 mmol/L ist kein Signal fiir Sb(III) erkennbar und ab
dieser Konzentration nur ein sehr kleines Signal (sieche Abbildung 8-42 und Abbildung
8-43). Im betrachteten Konzentrationsintervall ist kein Effekt fiir das Sb(V) unter Einfluss der

Konzentration erkennbar, die Abbildung 8-43 zeigt keine signifikanten Unterschiede in der

Retentionszeit.
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Abbildung 8-43: Einfluss der Konzentration des Sulfats auf die Retentionszeiten von 100
pg/L Sb(V) und 600upg/L  Sb(Ill). Saule: PRP-X100, pH-Wert 6,
Flussrate:1,5 mL/min, Detektion: ICP-MS, Mittelwert aus 5 Bestimmungen

Analytische Kenndaten und Bewertung der Trennung mit Sulfat

Mit dem Sulfat-Verfahren wurde kein gutes Ergebnis erreicht, eine Elution des Sb(IIl) war

nicht moglich weder bei Verdnderung der Konzentration noch bei Variation des pH-Wertes.
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Dieses Verfahren ist daher nicht verwendbar. Der Kapazititsfaktor k’ fiir eine Totzeit von 53
s ergibt sich zu k’sprvy = 0,35. Der Asymmetriefaktor A zeigt mit einem Wert von Agyy) =
0,75 ein leichtes Tailing. Die Auflosung R konnte, auf Grund der fehlenden Elution des
Sb(II), nicht berechnet werden. Die durchschnittliche Ladung des Sb(V) im Sulfat-Verfahren
wurde nach Small et al. [216] mit -0,9 bestimmt.

Die durchschnittliche Ladung des Sb(IIl) im Sulfat-System konnte, auf Grund der nicht- oder
unvollstindigen Elution des Sb(III), bei meist der verwendeten Eluentkonzentrationen, nicht

bestimmt werden.

Der Leerwert der Methode ist erhoht, was eine der Ursachen fiir die ungiinstigeren
Nachweisgrenzen, im Vergleich zu den anderen anorganischen Eluenten ist. Er liegt bei ca.
7500 Counts pro Messzyklus (0,83 s bei Detektion mit ICP-MS, m/z 121). Auch die

Standardabweichung des Leerwertes ist erwartungsgeméaf hoher.

Das Sulfat-Verfahren konnte in der vorliegenden Arbeit fiir reale Proben nicht angewendet

werden. (siche die dargestellten analytischen Kenndaten des Systems in der Tabelle 8-12)

Tabelle 8-12: Analytische Kenndaten des Sulfat-Verfahrens als Mittelwert aus jeweils 5

Wiederholmessungen

Spezies Parameter ICP-AES? ICP-MS®

Sb(V) Retentionszeit (s) 88 69
Nachweisgrenze (ug/L) 283,4 7,9
Standardabweichung (%) 22,5 14,6

Sb(I1T) Retentionszeit (s) n. d. n. d.
Nachweisgrenze (ng/L) n. d. n. d.
Standardabweichung (%) n. d. n. d.

? Totzeit fiir das ICP-MS-Verfahren: 52 s:  ° Totzeit fiir das ICP-AES-Verfahren: 73 s

Die hier angegebenen Ergebnisse wurden unter den folgenden Bedingungen ereicht: 12 mM Natrium-
sulfat, pH 8,3

n. d.: mit dem Verfahren nicht detektierbar
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8.3.9 Anionenchromatographie mit Carbonat als Eluent

Ein weiterer Vertreter der zweibasigen Sduren und ein hiufig genutzter Eluent in der
Anionenchromatographie ist die Kohlensdure. Letzteres ldsst sich damit begriinden, dass ein
Carbonat-Eluent durch einen der Trennsdule nachgeschalteten Suppressor entfernt werden
kann und somit die Detektion der Analyten nicht stort [230]. Aufgrund der hier benutzten
elementspezifischen Detektion ist eine solche Abtrennung nicht unbedingt notwendig und
konnte dementsprechend entfallen. Die Kohlenséure ist eine zweibasige Sdure mit einem pKs;
von 6,35 und einem pKg, von 10,33. Es ist darauf zu achten, dass der pH-Wert des Eluenten
nicht zu stark sauer wird, da ansonsten die Moglichkeit des Ausgasens von CO, besteht, was
nicht nur die Eluentkonzentration verdndern, sondern auch zur Bildung von Gasbldschen
fiihren wiirde, welche sich in der Sdule anlagern und dann den Staudruck stark erhohen
konnten. Eine pH-Variation war also nur zwischen 3 und 11 mdglich. Beim Losen von
Natriumcarbonat in Wasser entsteht eine nahezu neutrale Losung. Zur Variation des pH-

Wertes wurde wiederum Ammoniak bzw. HNO; verwendet.

Die Optimierung der Methode erfolgte in bezug auf die chromatographische Auflésung und
die Analysendauer unter Variation der Eluentkonzentration und des pH-Wertes. Die
Messungen erfolgten mit der Kopplung IC-ICP-MS. Das hier verwendete Natriumcarbonat

war zwischen 10 und 60 mmolar.

Variation des pH-Wertes
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Abbildung 8-44: Anionenchromatogramme einer Sb-Standardlésung (100 pg/L Sb(V) und
600 pg/L Sb(Ill), Eluentkonzentration: 10 mmol/L, Flussrate: 1,5 mL/min,
Detektion: ICP-MS
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Der Einfluss des pH-Werts auf die Elution der beiden Spezies ist in Abbildung 8-44
dargestellt. Das Peakmaximum des Sb(V) ist dabei ein wenig verschoben, aber dieser
Unterschied ist sehr klein. Das Sb(IIT) wird dagegen nicht vollstédndig eluiert. Ab pH 7 ist fast

kein Signal mehr zu erkennen.

Aus der Abbildung 8-45 kann man folgern, dass das Sb(V) nicht durch den pH-Wert
beeinflusst wird. Vom Sb(III) bleibt eine grole Menge an Analyt auf der Saule.
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Abbildung 8-45: Einfluss des pH-Wertes des Carbonat-Eluenten auf die Retentionszeiten
von 100 pg/L Sb(V) und 600ug/L.  Sb(IIl). Siule: PRP-X100,
Eluentkonzentration: 10 mmol/L, Flussrate:1,5 mL/min, Detektion: ICP-

MS, Mittelwert aus 5 Bestimmungen

Variation der Konzentration
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Abbildung 8-46: Anionenchromatogramme einer Sb-Standardlésung (100 pg/L Sb(V) und

600 pg/L Sb(Ill), pH-Wert 11,40, Flussrate: 1,5 mL/min, Detektion: ICP-
MS
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Den gleichen FEinfluss wie die Variation des pH-Wertes hat die Erhohung der
Carbonatkonzentration. Die Erhohung des pH-Werts wirkt sich wie eine
Konzentrationserh6hung aus, da im alkalischen Milieu die doppelt negativen Carbonationen
und nicht nur Hydrogencarbonat oder sogar z. T. Kohlensdure vorliegt. Aber bei pH-Wert
11,40 wird Sb(III) iiberhaupt nicht eluiert und verbleibt auf der Saule. (siche Abbildung 8-46
und Abbildung 8-47).
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Abbildung 8-47: Einfluss der Carbonatkonzentration auf die Retentionszeiten von 100 pg/L
Sb(V). Séaule: PRP-X100, pH-Wert: 11,45, Flussrate:1,5 mL/min,
Detektion: ICP-MS, Mittelwert aus 5 Bestimmungen

Analytische Kenndaten und Bewertung der Trennung mit Carbonat
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Abbildung 8-48: Trennung mit Carbonat-Eluent: Chromatogramm von einer Standardldsung
mit 100 pg/L Sb(V) und 600png/L Sb(III). Sdule: PRP-X100, Eluent: 10
mM, pH-Wert 4,95, Flussrate: 1,5 mL/min, Detektion: ICP-MS

Beim Carbonat-Verfahren werden mit 10 mMolar bei pH 5 die besten chromatographischen
Ergebnisse erreicht (siche Abbildung 8-48). Wie beim Zitronensdure- und 4-

Hydroxybenzoesdure-Verfahren sind im Fall des Sb(III) die generierten Signalintensititen der
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untersuchten Antimonspezies klein. Beide Spezies sind gut getrennt, aber die Basislinie ist
sehr hoch, was eine Erhdhung der Nachweisgrenzen hervorruft. Insgesamt ist zu konstatieren,

dass Carbonat als Eluent fiir die gewliinschte Sb-Speziierung auch geeignet ist.

Bei hoheren Eluentkonzentrationen kommt es zu einer sehr starken Retention des Sb(III). Bei
pH-Wert 5 findet man ein Optimum, da bei hoheren pH-Werten das Sb(IIl) extrem stark an
das Austauschermaterial gebunden bleibt und nicht eluiert wird. Bei kleineren pH-Werten

sind die erhaltenen Signale sehr klein.

Die Retentionszeiten sind hier vergleichsweise lang gegeniiber dem Phthalsdure-Verfahren,
aber kiirzer als die Retentionszeiten des Nitrat-Verfahrens. Die Totzeit des Verfahrens bei
ICP-MS-Detektion ist 45 s. Die analytischen Kenndaten des Systems finden sich in der
Tabelle 8-13.

Tabelle 8-13: Analytische Kenndaten des Carbonat-Verfahrens als Mittelwert aus jeweils 5

Wiederholmessungen

Spezies Parameter ICP-AES? ICP-MS®

Sb(V) Retentionszeit (s) 121 101
Nachweisgrenze (ng/L) 291,7 9,3
Standardabweichung (%) 18,5 11,14

Sb(I1T) Retentionszeit (s) 383 364
Nachweisgrenze (ug/L) 389 79
Standardabweichung (%) 8,6 16,5

? Totzeit fiir das ICP-AES-Verfahren: 45 S; ® Totzeit fiir das ICP-AES-Verfahren: 64 s
Die hier angegebenen Ergebnisse wurden unter den folgenden Bedingungen ereicht: 10 mM
Natriumcarbonat, pH 4,95

Die Kapazititsfaktoren k’ fiir diese Totzeit ergeben sich zu k’spv) = 1,24 und k’spamry = 7. Die
Asymmetriefaktoren A zeigen mit Werten von Agyv) = 0,87 und Agpamy = 0,47 ein leichtes

Tailing. Die Auflosung R der Sb(V)- und der Sb(III)-Peaks betrigt 2,1.

Der Leerwert der Methode ist gegeniiber anderen Verfahren ein bisschen erhoht, was eine der
Ursachen fiir die ungiinstigeren Nachweisgrenzen im Vergleich zum anderen Verfahren ist. Er

liegt bei ca. 7000 Counts pro Messzyklus (0,83 s bei Detektion mit ICP-MS, m/z 121)
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gegeniiber ca. 500 Counts bei einer EDTA-Elution. Diese Erhohung des Untergrunds konnte
durch einen ,,Memory-Effekt™ des Eluents oder Riickstonde auf der Saule verursacht werden.
Auch die Standardabweichung des Leerwertes ist erwartungsgemdll hoher. Die
durchschnittliche Ladung der Spezies wurde nach Small et al. fiir Sb(V) und Sb(IIl) zu -0,45
und -0,73 bestimmt.

Das Carbonat-Verfahren ist im Prinzip, wie die analytischen Kenndaten zeigen, flir die
Untersuchung von Antimonspezies geeignet, aber die Reproduzierbarkeit des Systems war
sehr schlecht. Auflerdem war die Verwendung des Natriumcarbonats als Eluent eine
Belastung fiir das System, das Ablagerung von Natriumsalzen in Sampler und Skimmer
wihrend des Messtages verursachte. Die Ablagerung des Natriumsalzes in Sampler und
Skimmer verursachte im Laufe des Messtages eine signifikante Verringerung der
Signalintensitdt, was die Nutzbarkeit der Methode sehr einschriankt. Im Rahmen der
vorliegenden Arbeit wurde aus diesem Grund das Carbonat-Verfahren zur Untersuchung von

Antimonspezies in biologischen Proben nicht verwendet.

8.4  Vergleichende Ubersicht der Methoden: Anionenchromatographie

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden acht Verfahren zur Antimonspeziesanalytik mit
Anionenchromatographie = ohne  Nachsdulenderivatisierung auf ihre  analytische
Anwendbarkeit untersucht. Dabei wurden Verfahren entwickelt um reale Proben auf

Antimonkomponenten zu untersuchen.

Im Folgenden soll eine vergleichende Ubersicht die Vor- und Nachteile und insbesondere die

Anwendungsbereiche der verschiedenen Methoden genauer erldutern.

8.4.1 Anwendungsbereich: Analytische Kenndaten

Mit einem Teil der vorgestellten Verfahren lassen sich die Antimonspezies separieren und
quantifizieren. Das Nitrat-, Carbonat- und insbesondere das EDTA-Verfahren erlauben die
Untersuchung der Oxidationsstufen des anorganisch gebundenen Antimons. Mit Zitronen-
sdure-, 4-Hydroxybenzoesdure- und Sulfat-Verfahren konnte keine gute Elution des Sb(III)
erreicht werden. Die Tabelle 8-14 fiir ICP-AES-Detektion und die Tabelle 8-15 fiir ICP-MS-
Detektion zeigen die Nachweisgrenzen und die Standardabweichungen bei einer

Konzentration des Zehnfachen der Nachweisgrenze. Auf einen Vergleich des dynamischen
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Bereiches wurde an dieser Stelle verzichtet, da der Einsatzbereich der Methoden fiir die

Bioanalytik eher im unteren Konzentrationsbereich anzusiedeln ist, bei dem nicht alle

Verfahren anwendbar sind. Fiir einzelne Anwendungen erfolgt die Charakterisierung im

Zusammenhang mit den jeweiligen Matrixeinfliissen (siche Kapitel 11.7).

Tabelle 8-14: Vergleichende Ubersicht der Nachweisgrenzen und Standardabweichungen der

vorgestellten Verfahren mit ICP-MS-Detektion

Eluent Sb(V) Sb(lll)
NWG? Stabw.” NWG? Stabw.”

Phthalsaure 0,49 3,9 5,23 7,4

Zitronensiure 1,43 11,5 15 22,8
4-Hydroxybenzoesdure 0,87 9,6 53,15 12,3
EDTA 0,31 4,0 3,0 9,21
Nitrat 0,48 2,4 3,9 5,0

Chlorid 3,9 6,4 23,0 9,14
Sulfat 7.9 14,6 n. d. n. d.
Carbonat 9,3 11,14 76 16,5

*NWG: Nachweisgrenze in ug/L nach DIN 32645; n. d.: mit dem Verfahren nicht detektierbar
"Stabw.: Standardabweichung in % bei einer Konzentration des Zehnfachen der NWG

Tabelle 8-15: Vergleichende Ubersicht der Nachweisgrenzen und Standardabweichungen der

vorgestellten Verfahren mit ICP-AES-Detektion

Eluent Sb(V) Sb(lll)
NWG? Stabw.” NWG? Stabw.”

Phthalsdure 78,8 6,3 432 6,9
Zitronensiure 210,8 18.9 259.8 5.9
4-Hydroxybenzoesédure 156.5 8,3 487.4 9,14
EDTA 56,8 3,9 108 6,13

Nitrat 134 5,9 176 6,2
Chlorid 246,6 12,7 481,8 15,9

Sulfat 283.4 22,5 n. d. n. d.
Carbonat 291,7 18,5 389 8,9

*NWG: Nachweisgrenze in ug/L nach DIN; n. d.: mit dem Verfahren nicht detektierbar
°Stabw.: Standardabweichung in % bei einer Konzentration des Zehnfachen der NWG
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Anorganische und organische Sduren lassen sich als mobile Phase verwenden, sodass nun fiir
die Speziesanalytik des Antimons im Spuren- und auch Ultraspurenbereich in medizinischen
Proben eine methodische Grundlage vorhanden ist. Die niedrigsten Nachweisgrenzen konnten

fir das EDTA- und fiir das Nitrat-Verfahren erreicht werden.

8.5  Diskussion der Methode: Anionenchromatographie
Im allgemein wurde Sb(V) als erster Peak und Sb(IIl) als zweiter Peak eluiert, auBer beim
Nitrat-Verfahren (s. Kapitel 8.3). Die Formen der Peaks fiir die beiden Antimonspezies

prasentierte sich wie folgt:

Bei den Messungen ist der zweite Peak (Sb(IIl)) viel breiter als der erste (Sb(V)), was ein

guter Hinweis auf Instabilitit dieses lons ist.

Bei allen Sb(IlI)-Standardmessungen beobachtet man auch einen kleinen Sb(V)-Peak. Das
bedeutet, dass die Oxidation des dreiwertigen zum fiinfwertigen Antimon sofort beginnt,

Sb(III) also instabil ist (Abbildung 8-49).
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Abbildung 8-49: Chromatogramme der Trennung von Sb(V) und Sb(III), dokumentiert die
Oxidation von Sb(III) to Sb(V) im mmol/L-Niveau in Wasser: (@) frisches
vorbereiteter wéssriger Standard, mit 70 ng Sb(III), (b) gleicher Sb(III)
Standard wie (a), injiziert 3 Stunden spdter [231] (Saule: PRP-X100,
Eluent: 1,25 mM EDTA, pH 4,7)

Bei allen Messungen von Sb(V) gab es keinen separaten Peak des dreiwertigen Antimons,

sodass sich ein guter Hinweis auf dessen Stabilitét ergibt.
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Die im Kapitel vorgestellten Methoden wurden fiir die Antimonspeziesanalytik in
medizinischen Proben entwickelt. In den meisten Féllen stehen mehrere Verfahren zur
Verfligung. Der Anwendungsbereich der Methoden ist vor allem durch die Nachweisgrenzen
reglementiert. Bei Zellproben konnen die vorgestellten Verfahren Informationen {iber das
anorganische ~ Antimon  liefern.  Mehr  Informationen  konanen  hier  die

GroBenausschlusschromatographie oder die Kapillarelektrophorese liefern.

Die Anionenchromatographie kann nur zur Trennung und Quantifizierung anionischer
Spezies eingesetzt werden. Viele der relevanten Antimonspezies und —komplexe liegen in
wassrigem Medium anionisch vor und sind mit einigen der in diesem Kapitel vorgestellten

Methoden zugénglich.

Die elementspezifische Detektion, die insbesondere mit ICP-MS als Detektor iiberhaupt erst
die Speziesanalytik im Spuren- und im Ultraspurenbereich erlaubt, zerstort bei der Detektion
vollstindig die Speziesinformation. Eine Zuordnung der Komponenten ist nur iiber den
Einsatz von Standardsubstanzen (Standardaddition) und {ber den Vergleich der
Retentionszeiten moglich. In vielen der Realproben sind mehr Komponenten vorhanden, als
Standards zur Verfiigung standen. Uber diese Spezies sind mit den hier vorgestellten
Verfahren weder qualitative noch quantitative Informationen zu erhalten, die z. B. iiber
Aussagen zur Ladung der Substanzen hinausgehen. An dieser Stelle miissen speziessensitive
Kopplungen, wie z. B. LC-MS, entwickelt werden, deren Nachweisvermdgen derzeit hdufig

nicht fiir die Untersuchung von Realproben seltenerer Elemente wie Antimon ausreicht.

Mit der Anionenchromatographie ist somit nur der Anfang fiir die Beurteilung des
Gefdhrdungspotentials durch Antimon und die Untersuchung der Metabolisierung im
biologischen Bereich gemacht. Zur Charakterisierung der Bindungsformen in medizinischen
Proben, z. B. der Frage nach antimonhaltigen Proteinen, sollten die

GroBenauschlusschromatographie oder die Kapillarelektrophorese eingesetzt werden.
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9  Trennung auf der Basis der CZE-UV

Ziel dieser Teil der vorliegenden Arbeit war es, die Kapillarzonenelektrophorese auf ihre
Eignung zur Analyse von Antimonspezies zu testen. Um Sb(III) und Sb(V) bestimmen zu
konnen, sollte eine Trennmethode erarbeitet werden. Zur Verbesserung der Nachweisgrenze,
Steigerung der Selektivitdt und Erweiterung der Analysenmethoden sollten verschiedene
Puffer und Pufferzusitze untersucht werden. Zur Detektion der Antimonverbindungen stand

ein UV-Detektor zur Verfiigung.

Die Versuche zur Kapillarzonenelektrophorese wurden mit einem Gerét der Firma Beckman
P/ACE System MDQ durchgefiihrt, welches mit einem Festwellenldngen-UV-Detektor
ausgestattet war. Es wurde indirekte UV-Detektion mit dem Detektor am anodischen Ende der

Kapillaren verwendet.

Abbildung 9-1: Kapillarzonenelektrophorese-Geréts der Firma Beckman P/ACE System
MDQ (2: Einschubleiste, 8: Kiihlmitteleinfiilloffnungen, 9: Netzschalter, 12:
geerdete Elektrode, 13: Kapillarkartusche, 14: Lichtleiter)
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Zu den Hauptgeritebauteilen (sieche Abbildung 9-1) des Systems zdhlen Halterungen fiir die
Gldschen mit Proben, Puffern und anderen Losungen (6: Einlassprobentablett, 7:
Einlasspuffertablett, 10: Auslasspuffertablett, 11: Auslassprobentablett), ein Schnittstellen-
block (3), eine Hochspannungsstromversorgung (in 5), die Hochspannungselektroden (4), die
Hardware zur Temperaturregelung, ein Probeninjektionsmechanismus und ein Optik-Modul

(1, mit darin befindlicher D,-Lampe) mit Detektor (15).

Die verwendeten Kapillaren bestanden aus amorphem Quarz (fused silica) mit einer ca. 10
pm  starken Polyimidschicht als Schutz. Sie waren 50/60 cm lang und hatten einen

Innendurchmesser von 100 um. Die Abbildung 9-2 zeigt den Aufbau der Kapillarenkartusche

Abbildung 9-2: Aufbau der Kapillarkartusche (1: Kiihlmittelschlauch mit innenliegender
Kapillare, 2: Einlass, 3: Kapillare, 4: Auslass, 5: Detektor-fenster und
Apertur)

In den folgenden Kapiteln die Kenngréen der Kapillarelektrophorese kurz beschrieben, die

fiir die Bewertung der anschliefen beschriebenen Methoden nétig sind.

9.1 KenngroéRen der CZE

Die von der Chromatographie bekannten Groflen zur Beschreibung der Selektivitdt, der
theoretischen Bodenhohe H und der Bodenzahl N wurden von Jorgenson und Lukacs [232,
233] auf die Kapillarelektrophorese iibertragen, sodass ein Elektropherogramm nach den
gleichen Kriterien wie ein Chromatogramm ausgewertet werden kann. Dabei ist allerdings zu

beachten, dass die Signale im Elektropherogramm nur selten in Form einer Gaufschen
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Glockenkurve vorliegen, sondern in der Regel die Form eines Dreiecks annehmen, weswegen
die Ubertragung der chromatographischen Parameter [234] auf die Elektrophorese nur eine

mathematische Niherung darstellt.

Migrationszeit
In Analogie zur Retentionszeit wird die Migrationszeit als die Zeit bezeichnet, die eine

Komponente von der Probenaufgabe bis zum Detektor bendtigt.

t, = Gleichung 9-1

tm: Migrationszeit
Les: Lénge der Kapillare bis zum Detektor

vesr: Wanderungsgeschwindigkeit der Probenkomponente

Die Wanderungsgeschwindigkeit Vet der Probenkomponente setzt sich aus der vektoriellen
Summe der elektrophoretischen Wanderungsgeschwindigkeit Ve und des elektroosmotischen

Flusses Veot Zusammen:

Vet = Veor iVep GleiChung 9-2
Veof: Geschwindigkeit des elektroosmotischen Flusses

Vep: elektrophoretische Wanderungsgeschwindigkeit

Nach Einsetzen in Gleichung 9-1 erhélt man fiir die Migrationszeit t, folgende Beziehung:

Leﬁ

t,=—"— Gleichung 9-3

Veof T Vep

Selektivitat
In der Chromatographie wird als Mall fiir die Selektivitit der Selektivitdtsfaktor o

herangezogen, welcher als Quotient der Kapazitdtsfaktoren k; der beiden zu trennenden

Analyten definiert ist:
kz tz _to
a=—= Gleichung 9-4
k1 tl _to |

ki »: Kapazititsfaktoren der Analyten 1 und 2
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t12: Retentionszeiten der Analyten

to: Totzeit

Unter Berlicksichtigung, dass es in der Kapillarzonenelektrophorese (CZE) keine Totzeit t
gibt und dass die Trennung nur auf die verschiedenen elektrophoretischen Mobilititen der
Analyten und nicht auf die Unterschiede in den Verteilungsgleichgewichten zweier Phasen
zuriickzufiihren ist, gilt fiir den Selektivitdtsfaktor a analog Gleichung 9-4:

t

Qg = tm_2 Gleichung 9-5

ml

oce : Selektivititsfaktor in der CE

tm12: Migrationszeiten der Analyten 1 und 2

Bodenzahl

Als ein quantitatives Mal} fiir die Effizienz eines elektrophoretischen Systems konnen in
Analogie zur Chromatographie [235] die theoretische Bodenhéhe H und die Anzahl der
theoretischen Boden, auch Trennstufenzahl N genannt, verwendet werden. Beide GroBen sind

durch folgende Gleichung miteinander verkniipft:

Gleichung 9-6

Die Breite eines Peaks ldsst sich durch seine Standardabweichung ¢ (in Langeneinheiten)
oder Varianz o® darstellen. Wie bei der Chromatographie ist H als die auf die effektive

Kapillarldnge bezogene Varianz definiert:
H=—- Gleichung 9-7
Leff

6% Varianz des Konzentrationsprofils bei der GauBschen

Normalverteilung

Zur Umrechnung in Zeiteinheiten dient Gleichung 9-8, in der ¢ und t (Standardabweichung

der Peaks in Zeiteinheiten) miteinander verkniipft sind:
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o-t, .
T= Gleichung 9-8
Leff
Mit t = W/4 folgt aus Gleichung 9-8:
Leff ‘W .
o= Gleichung 9-9
4.t
W: Basispeakbreite
Durch Einsetzen von Gleichung 9-7 in Gleichung 9-9 erhélt man:
L -W? :
H=——- Gleichung 9-10
16-t,
Mit Gleichung 9-6 ergibt sich die theoretische Bodenzahl N zu:
t 2
N = 16-(ﬂj Gleichung 9-11
W

Unter Verwendung der Halbwertsbreite W 5 (Breite des Peaks auf halber Hohe) erhilt man:

2
N = 5,54-{ Ly J Gleichung 9-12

0,5

Bandenverbreiterung

Wihrend der Trennung unterliegen die migrierenden Zonen einer Bandenverbreiterung, die
durch Diffusion, thermische Konvektion, Adsorptionseffekte an der Kapillarwand etc.
hervorgerufen wird. Im Idealfall kann, wie schon erwdhnt, das resultierende
Konzentrationsprofil der jeweiligen Zone, ebenso wie in der Chromatographie, durch eine
GauBverteilung [236] beschricben werden, wobei die Gesamtvarianz o als Summe der

individuellen Varianzen Gi2 aufgefiihrt wird:

2 2 2 2 2 2 .
0’=0,+0, +0, +0gy +0g +0 Gleichung 9-13
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Die 6;>-Terme [236] beschreiben die Einfliisse der Injektion, Diffusion, Jouleschen Wiarme,
Elektromigration, Elektroosmose, Adsorption und anderer Effekte, die alle beriicksichtigt
werden miissen, um eine erfolgreiche Analyse mit der Kapillarelektrophorese zu

gewdhrleisten.

9.2 Elektrodispersion

Die Peakverbreiterung in der CZE wird nur dann ausschlieBlich durch longitudinale Diffusion
bestimmt, wenn die elektrische Feldstirke in der gesamten Trennkapillare konstant ist, d.h.
nicht durch lokale Leitfahigkeitsunterschiede gestort wird. Dies ist nur dann der Fall, wenn
die Mobilitdten des Analytions sehr viel geringer (< Faktor 100) als die des Puffers ist. In
allen anderen Fillen findet eine zusitzliche Peakverbreiterung statt, da sich die elektrische
Feldstirke in der Probenzone von der in der Umgebung, wenn auch nur geringfligig,
unterscheidet. Das resultierende Konzentrationsprofil ist nicht mehr gauBférmig, sondern

weist ein so genanntes Leading oder Tailing auf (Abbildung 9-3).

Uo=>Uce U.=Uece U= Uece

e | — — I

L O N

Abbildung 9-3: Konzentrationsverteilung und Feldstarkeverlauf fiir unterschiedliche Werte
von Proben- und Puffermobilitdt. (Ux: Mobilitdt des Probenions, Ucg:

Mobilitét des Puffer-lons)

Ist die Mobilitdt us des Proben-lons geringer als die des gleichgeladenen Puffer-lons (ucg), so
herrscht in der Probenzone eine geringere Leitfdhigkeit und damit eine hohere Feldstirke als
im Tragerelektrolyten. Die Vorderfront des Peaks ist deshalb scharf, wihrend das Ende des
Peaks diffus ist, da Ionen, die durch Diffusion im Trigerelektrolyten zuriickbleiben, durch die

geringere Feldstirke noch weiter abgebremst werden (Tailing). Im Falle einer hoheren
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Probenmobilitdt kehren sich die Verhidltnisse um und das Konzentrationsprofil zeigt ein

Leading.

In einem Elektropherogramm sind deshalb hiufig verschiedene Peakformen zu beobachten:
Leading, symmetrisch und Tailing. Die Ursachen dafiir liegen nicht in der Adsorption von
Analyten an die Kapillarwand, sondern nur in den unterschiedlichen Mobilititen. Dieses
Problem ldsst sich durch Anpassung der Mobilitit des Puffer-lons an die des Analyten

Verwendung geringerer Probenkonzentration oder hoherer Pufferkonzentration 16sen.

Eine Verbreiterung des Injektionsprofils erfolgt auBerdem, wenn die Salzkonzentration der
Probenlosung sehr hoch ist, d.h. die anfingliche Leitfahigkeit in der Probenzone hdher als die
im Trigerelektrolyten ist. In der CZE sollten die Probenlosungen daher moglichst wenige
Fremd-Ionen enthalten, vor allem wenn die Analytkonzentration sehr gering ist und

entsprechend hohere Injektionsvolumina appliziert werden.

Der Idealfall ist eine Losung der Analyte in reinem Wasser: Hier tritt der umgekehrte Effekt
ein, die anfingliche Probenzone wird auf Grund ihrer geringen Leitfahigkeit geschirft. Durch
diese Probenkonzentrierung durch Leitfahigkeitsunterschiede lassen sich die Injektions-

volumina um einen Faktor 5 bis 10 steigern.

Ein weiterer wichtiger Effekt in bezug auf die Wanderungsgeschwindigkeit der Analyten ist

der elektroosmotische Fluss (EOF), dieser wurde schon im Kapitel 5.1 beschrieben.

9.3  Weitere GroRRen flir die Optimierung einer Trennung

lonenstéarke

Die lonenstirke des Puffers beeinflusst sowohl die Mobilitdt der Analytionen als auch den
EOF. Hohere Ionenstiarken haben den Vorteil, dass auch hohere Probenkonzentrationen bei
geringer Elektrodispersion eingesetzt werden konnen. Ebenso konnen elektrostatische
Wechselwirkungen der Probeionen (z. B. Proteine) mit der Kapillarwand reduziert werden.
Hohe Ionenstdrken bei gleichzeitig hoher Mobilitdt (=Leitfdhigkeit) des Puffers fiihren aber
zu hohen Stromstidrken und damit hoher Joulescher Warmentwicklung in der Kapillare,
wodurch die Trenneffizienz abnimmt. Abhilfe schaffen geringe Kapillarinnendurchmesser
oder aber zwitterionische Puffersubstanzen, die in sehr hoher Konzentration eingesetzt

werden konnen und in ihrer Mobilitét oft besser den Analytionen entsprechen.
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Der Einfluss des EOFauf die Mobilitdt der Analytionen wurde im Kapitel 5.1 erldutert.

Temperatur

Temperaturgradienten in der Kapillare fithren zu einem Verlust an Trenneffizienz und sollten
moglichst gering gehalten werden. Eine effektive Kiihlung ist deshalb eine Voraussetzung,
um die maximale Trennleistung zu erzielen und den Temperaturunterschied zwischen
Kapillarinnerem und Umgebung gering zu halten. Zu hohe Innentemperaturen kénnen z. B.
bei labilen Verbindungen zur Zersetzung fiihren. Eine wirksame Thermostatisierung ist
wichtig da die Temperatur u. a. Einfluss auf Mobilitit, pK-Werte, Loslichkeit und
Gleichgewichtsreaktionen hat. Die Reproduzierbarkeit einer Trennung ist direkt mit dem

Temperaturkonstanz verbunden.

Hohere Temperaturen fiihren auf Grund der niedrigeren Viskositit der Losung zu hoheren
Mobilitdten und daher oft geringerer Effizienz, die Loslichkeit wird dagegen oft verbessert.
Eine Absenkung der Temperatur ermoglicht dagegen das ,,Einfrieren von Gleichgewichten.
Dadurch lassen sich Trennungen von Enantiomeren, Isomeren oder Komplexen erzielen, die

bei Raumtemperatur nicht moglich sind.

Pufferzusatze

Der Puffer kann aus unterschiedlichen Griinden mit Additiven versetzt werden:

- Erh6hung der Loslichkeit von hydrophoben Proben
- Erh6hung der Selektivitét

- Verhinderung oder Verringerung der Wandadsorption

Die Anderung der Selektivitit einer Trennung kann auch durch Ausniitzung sekundirer
Gleichgewichte, die die Mobilitdt verdndern, erzielt werden. Zu nennen sind u. a. folgende

Moglichkeiten:

1. Boratkomplexierung
Vicinale cis-Diolgruppen, etwa von Zuckermolekiilen, konnen mit Borat-lonen Komplexe
bilden, wodurch sie eine negative Ladung erhalten und elektrophoretisch wandern kénnen.

Das Komplexgewicht wird durch pH-Wert und Boratkonzentration bestimmt.
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2. Metallkomplexierung
Die Trennung von Metall-lonen kann durch Zusatz von Chelatbildnern, z.B. Zitronensdure,

Milchséure und a-Hydroxyisobuttersdure oder Kronenether optimiert werden.

3. Einschlusskomplexierung

Zusitze von Cyclodextrinen oder Kronenethern ermdglichen eine sehr selektive
Komplexierung und werden héufig zur Trennung von optischen Isomeren eingesetzt.
Cyclodextrine sind cyclische Oligosaccharide mit 6, 7 oder 8 Glucoseeinheiten, die im
Inneren einen hydrophoben Hohlraum bilden, der mit Aromaten oder Alkylgruppen
wechselwirken kann. Die Selektivitdt ergibt sich durch die RinggroBe und zusitzliche
Wechselwirkung der zu trennenden Probekomponenten mit den Hydroxylgruppen der
Cyclodextrine, deren Eigenschaften durch Derivatisieren modifiziert werden kdnnen. Weitere
Moglichkeiten, die Trennung zu optimieren, liegen im Zusatz von lonenpaarbildnern und vor
allem Micellenbildnern; dies wird als eigene Technik, die MECK, in Kapitel 5.4.2
abgehandelt.

Andere Pufferzusitze konnen Polymere sein, die entweder die Kapillarwand dynamisch
belegen oder als Siebmedium wirken, organische Losungsmittel, die einerseits die Loslichkeit
verbessern, andererseits den EOF, die pK-Werte und Mobilitdten der Analyte beeinflussen,

und Harnstoff, um die Solubilisierung von Proteinen zu verbessern.

Organische Losungsmittel

Der Zusatz von mit Wasser mischbaren organischen Losungsmitteln wie Methanol, Ethanol,
Acetonitril, Aceton etc. erhoht die Loslichkeit von hydrophoben Substanzen im Puffer
erheblich [237, 238]. Dadurch werden die Einsatzmdglichkeiten der CE deutlich vergrof3ert.
Bedingt durch den Losungsmittelanteil sind die Trennpuffer allerdings erheblich anfailliger
gegeniiber einer Temperaturerhdhung. Bei hohen Spannungen kann es zum Verdampfen des
leichtfliichtigen organischen Pufferbestandteils und damit zur Blasenbildung in der Kapillare
kommen, wodurch die angelegte Spannung zusammenbricht. Der Einsatz von organischen
Losungsmitteln erfordert deshalb eine Kapillarkiihlung, die man am effektivsten durch
Fliissigkiihlung erreicht, bei der die Trennkapillare in eine Kiihlfliissigkeit eingebettet wird.
Durch den organischen Losungsmittelanteil verdndert sich dariiber hinaus sowohl die
Viskositdt und Selektivitit des Trennelektrolyten als auch das (-Potential an der

Kapillarwand. Untersuchungen zeigen, dass es nicht immer eine erkldrbare Korrelation



9. Trennung auf der Basis der CZE-UV 184

zwischen der Konzentration des Losungsmittels, der Migrationszeit und der Auflosung gibt

[239].

Tenside

Adsorptionseffekte, die an der Wand der fused-silica Kapillare auftreten konnen, fithren zu
einer unerwiinschten Verbreiterung der Analytzone [236, 244, 240]. Durch Wechselwirkung
der Analyten mit den Silanolgruppen der Kapillarwand ist ferner eine Verringerung des (-
Potentials und damit eine unreproduzierbare Anderung des elektroosmotischen Flusses
moglich. Diese storenden Beitrdge entstehen durch die nicht ausreichende Inertheit der
Kapillarwand gegeniiber Probenbestandteilen. Aus der Fliissigkeitschromatographie ist die
starke Adsorption von vielen Komponenten an Silica-Oberfldchen seit langem bekannt [241].
Um diese unerwiinschte Adsorption in der CE zu unterdriicken, kann die Kapillarwand durch
Versetzen des Puffers mit kationischen oder neutralen Tensiden dynamisch belegt werden.
Dadurch wird die mogliche Adsorption der Probenkomponenten stark reduziert und eine
Bandenverbreiterung vermieden. Die hohe Tensidkonzentration fiithrt dariiber hinaus zu einer
reproduzierbaren Verdnderung des elektroosmotischen Flusses und damit zu konstanten
Migrationszeiten. Exemplarisch ist die dynamische Beschichtung am Beispiel eines

kationischen Tensides in Abbildung 9-4 dargestellt:

i
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Abbildung 9-4: Adsorption von kationischen Tensiden an der Kapillarwand

Abbildung 9-4 (a) zeigt eine einfache Belegung der Kapillarwand mit dem Tensid, durch die
der EOF reduziert wird. Bei groBeren Tensidmengen entsteht, wie in Abbildung 9-4 (b)
dargestellt, eine Tensiddoppelschicht, die zu einer EOF-Umkehr fiihrt und kationische
Probenkomponenten durch Coulombsche Abstofung an einer Wandadsorption hindert. Ein
Nachteil der dynamischen Belegung durch geladene Tensidmolekiile liegt in der Erhdhung
der Pufferleitfahigkeit durch die Mobilititen der Tensidgegenionen. Zur Begrenzung der
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Jouleschen Wirme muss entweder die Feldstirke niedrig gehalten oder der Kapillarradius

reduziert werden.

Verschiedene Tenside wurden in der vorliegende Arbeit benutzt, um eine EOF-Umkehr zu

provozieren und eine schnellere Trennung zu erreichen, wie z. B. das HTAB.

9.4  Trennungsoptimierung

Fiir die Trennungen wurde die Spannung von -5 bis -20 kV variiert. Die nicht-absorbierenden

Spezies wurden indirekt durch Verdnderungen in der Absorption des Puffers detektiert.

Wie im Kapitel 7 gezeigt, liegen Sb(III) und Sb(V) iiber einen weiten pH-Bereich als einfach
oder mehrfach geladene Anionen in der Losung vor, sodass prinzipiell eine Trennung der
Spezies mittels Elektrophorese moglich ist. Zur Optimierung dieser Trennung wurden

verschieden Puffer und pH-Werte untersucht [242, 243].

Die Wahl des als Elektrolytlosung verwendeten Puffersystems hat den grofiten Einfluss auf
die Trennleistung und sollte deshalb sehr sorgfiltig vorgenommen werden. Folgende

Forderungen muss ein Puffersystem in der Kapillarzonenelektrophorese erfiillen [244]:

- Selektivitdt fiir die zu trennenden lonen

- Stabilitét des Puffers, stabiler pH-Wert durch hohe Pufferkapazitit
- hohere UV-Absorption bei der Detektionswellenlédnge

- geringe Mobilitdt des Gegenions

- Anpassung der Mobilitdt zwischen Analyt- und Pufferionen

Die mangelnde Empfindlichkeit bei der direkten Detektion von Substanzen (wie der
Antimonspezies) mit kleinem molaren Extinktionskoeffizient kann durch Anwendung der

indirekten UV-Detektion ausgeschaltet werden.

Die Kapillare wird dazu (wie im Kapitel 5 beschrieben) mit einem Hintergrund-elektrolyten
mit hoher UV-Absorption gefiillt, woraus ein Signal mit einer groBen Grundabsorption
resultiert. Gelangt eine Zone mit UV-inaktiven Analyten an den Detektor, wird die hohe
Grundabsorption des Elektrolyten wegen seiner Verdrangung durch die Probenkomponenten

geschwiacht. Wenn die Probezone den Bereich des Detektors verlassen hat, geht die



9. Trennung auf der Basis der CZE-UV 186

Absorption wieder auf ihren urspriinglichen hohen Wert zuriick. Es entsteht somit ein Signal

mit negativem Vorzeichen.

9.4.1 Trennung der Antimonspezies mit Phthalsdure als Puffer

Phthalsdure ist eine zweibasige Sdure, sodass der pH-Wert eine wichtige Rolle bei der
Entwicklung der Methode spielt. Da die Phthalsdure pKs-Werte von 2,9 und 5,4 besitzt, liegt
sie im pH-Gebiet von 3 bis 5,4 vorwiegend als einfach geladenes Anion vor und ab pH 5,4 als
zweifach geladenes Anion. Sie kann deswegen als Puffersystem im pH-Bereich zwischen 3-
6 verwendet werden. AufBerdem erzeugt Phthalsdure ein Signal mit einer grofen

Grundabsorption.

Die Optimierung der Methode erfolgte in bezug auf die elektrophoretische Auflosung und die
Analysendauer unter Variation der Pufferkonzentration, des pH-Wertes und des Gehaltes an
organischem Modifiern. Die verwendete Phthalsdure war zwischen 5 und 10 mmolar, der pH-

Wert wurde durch die Zugabe von Tris(hydroxymethyl)aminomethan (TRIS) variiert.

Um die Kapillaren zu reinigen und zu konditionieren, wurde vor jeder Analyse 2 min mit
NaOH (0,1 M), 5 min mit Wasser und 10 min mit Puffer gespiilt. So wurde die Beschidigung

der Kapillare durch Ablagerung von Substanzen an den Kapillarwénden vermieden.

Variation der Konzentration

Die Pufferkonzentration sollte so gewihlt werden, dass der pH-Wert durch die einsetzende
Elektrolyse anndhernd konstant bleibt, der EOF noch groB genug ist, um schnelle
Analysenzeiten zu gewihrleisten und noch keine Bandenverbreiterung durch thermische
Effekte eintritt. Ob eine Dispersion durch thermische Effekte vorliegt, kann dadurch bestimmt
werden, dass bei steigenden Feldstirken die resultierenden Stromstirken im Puffer bestimmt
und gegen die Spannung aufgetragen werden. Gemédll dem Ohmschen Gesetz besteht ein
linearer Zusammenhang zwischen der Spannung und der Stromstérke. In der Kapillare steigt
die Leitfahigkeit des Puffers mit der Temperatur an. Wenn die Kiihlung nicht mehr ausreicht,
um die Joulesche Wiarme abzufiihren, nimmt der Strom {iberproportional mit der angelegten
Spannung zu und der Giiltigkeitsbereich des Ohmschen Gesetzes wird verlassen. Solange mit
Pufferkonzentrationen und Spannungen gearbeitet wird, die in dessen Giiltigkeitsbereich

liegen, kann die Bandenverbreiterung durch thermische Effekte vernachldssigt werden. Wird
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der lineare Bereich aber verlassen, muss entweder die Pufferkonzentration, die Spannung oder

der Kapillarinnendurchmesser verringert werden.

Effizienzverluste treten ebenfalls auf, wenn grof3e Unterschiede in der Leitfahigkeit zwischen
Analyt und Puffer bestehen. Diese lokalen Stérungen des elektrischen Feldes fiihren zu einer
Verzerrung der Zonen und damit zu frontenden ( As > Ag) oder tailenden ( As < Ag) Peaks (mit
As als Leitfahigkeit des Analyten und Ag als Leitfdhigkeit des Puffers). Nur wenn die
Leitfdhigkeit in der Analytzone mit der des Puffers identisch ist, werden relativ symmetrische

Signale erhalten.
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Abbildung 9-5:  Elektropherogramme Sb-Standardlésung mit ca. 27 mg/L Sb(V) und ca. 33
mg/L Sb(III), Pufferkonzentration: 5-10 mmol/L, pH-Wert: 3,5, Detektion:
indirekte UV, mit Peakumkehr

| Shv)

<10 mmaoal/L

4 Unhekanntﬂgghmn Shiv)
. o '"M 7.5 mmol/L

Unbekannt
W 5 mmol/L

a [ 1o 15 20 25 30
Migrationszeit {Min)

=1
=]
=

Absorption {u)

=3
o
[

Abbildung 9-6:  Elektropherogramme Sb-Standardlésung mit ca. 27 mg/L Sb(V) und ca. 33
mg/L Sb(III), Pufferkonzentration: 5-10 mmol/L, pH-Wert: 5,0, Detektion:
indirekte UV, mit Peakumkehr
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In Abbildung 9-5 und Abbildung 9-6 sind die Elektropherogramme dargestellt, die sich bei
der Messung der Standards mit 5, 7,5 und 10 mmol/L bei pH 3,5 und 5,0 ergeben. Nur bei der
Trennung der Antimonspezies mit 7,5 mmol/L Phthalsdure als Puffer war eine Identifizierung
des Sb(IIl) und Sb(V) durch einzelne Injektion der Spezies bzw. Standardaddition moglich.
Die Untersuchungen des Puffers mit einer Konzentration von 5 mmol/L waren nicht
erfolgreich, da fiir Sb(V) weder bei der einzelnen Injektion noch bei der Standardaddition
kein Signal erhalten wurde. Aulerdem war nur bei pH-Wert 3,5 eine Identifizierung des
Sb(III) moglich. Bei einer Konzentration des Puffers von 10 mmol/L war nur eine eindeutige
Identifizierung des Sb(V) mdglich. Der Sb(Ill)-Peak war sehr breit, sodass keine

Basislinientrennung erreicht werden konnte.
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Abbildung 9-7: Migrationszeiten von Sb(III) und Sb(V) in Abhédngigkeit von der
Konzentration bei pH 3,5
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Abbildung 9-8: Migrationszeiten von Sb(III) und Sb(IIl) in Abhéngigkeit von der
Konzentration bei pH 5,0
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Aus Abbildung 9-7 und der Abbildung 9-8 kann man schlieBen, dass im allgemeinen durch

die Erhohung der Pufferkonzentration die Migrationszeiten von beiden Spezies abnehmen.

Als optimale Pufferkonzentration wurde 7,5 mmol/L ausgewéihlt. Im folgenden wird auf der
Einfluss des pH-Wertes untersucht. Die Konzentration des Puffers blieb bei 7,5 mmol/L
konstant und der pH-Wert wurde durch Zugabe von TRIS variiert.

Variation des pH-Wertes

Der Einfluss des pH-Wertes beim Transport der Analyten zum Detektor kann auf zwei
Ursachen zuriickgefiihrt werden. Bei schwachen Séuren und Basen bewirkt die Variation des
pH-Werts die groBten Mobilitdtsinderungen, da der Dissoziationsgrad die effektive Mobilitét
bestimmt. Die elektrophoretische Migration ist meistens durch den elektro-osmotischen Fluss
tiberlagert, dessen GroBe unter anderem durch die Dissoziation der Silanolgruppen der
Kapillarwand beeinflusst wird. Durch pH-Anderungen wird aber neben der elektro-
phoretischen Mobilitét auch die elektroosmotische Mobilitit verdndert, da das &-Potential pH-
abhingig ist. Wie gezeigt nimmt der EOF mit dem pH-Wert zu. Ein héherer EOF fiihrt zu
kiirzeren Analysenzeiten (im kathodischen Modus), aber auch zu einer geringeren Aufldésung

fur Kationen und fir Anionen.

Dariiber hinaus ist die Beweglichkeit der Analytmolekiile von ihrem Dissoziationsgrad im
Elektrolyten und damit von seinem pH-Wert abhingig. Deshalb kann durch die Verdnderung
des pH-Wertes und der Art des Puffers die Trennung optimiert werden. Erst bei pH-Werten
unter 2 und iiber 12 [244] {ibernehmen {iberwiegend die Protonen bzw. Hydroxidionen den
Stromtransport. Durch die extrem hohe Mobilitit dieser lonen wird eine groBe Stromstirke
und dadurch auch eine hohe Joulesche Wérme erzeugt, die sich nachteilig auf die

Trenneffizienz auswirkt. Dieser pH-Bereich sollte daher nicht verwendet werden.

Die resultierenden Elektropherogramme und die Unterschiede in Abhéngigkeit von der pH-
Wert-Anderung des Eluenten sind in Abbildung 9-9 bis Abbildung 9-16 dargestellt. Die
ersten drei Abbildungen sind mit indirekter Detektion aufgenommen, d. h. die Analytpeaks
erscheinen negativ wie bereits (in Kapitel 5.3) erldutert wurde. Die {ibrigen Messungen
wurden auch mit indirekter Detektiondurchgefiihrt, aber mit Peakumkehr, sodass die
negativen Peaks positiv dargestellt werden, um die Betrachtung der Abbildungen bzw. die

Auswertung der Peaks zu vereinfachen.
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Die Migrationszeiten sind auch hoher bei der Optimierung der Konzentration als bei der
Optimierung des pH-Wertes, weil bei der Optimierung des pH-Wertes die Messungen mit
zusitzlichen Additiven im Puffer durchgefiihrt werden. Die Tenside provozieren eine Umkehr
des EOFs, d. h. beide Analyten werden schneller. Diese Effekte werden im nichsten Punkt

ausfuhrlicher erlautert.
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Abbildung 9-9:  Elektropherogramme von Sb(III) und Sb(V) (jeweils ca. 50 mg/L), Puffer:
10 mmol/L Phthalsdure, pH-Wert: 3,0, Detektion: indirekte UV, 214 nm

Die Peaks von Sb(IIl) und Sb(V) wurden nach einzelner Injektion bzw. Standardaddition
identifiziert. AuBBerdem erkennt man, dass bei der einzelnen Injektion treten keine weiteren
Spezies auf. Wenn jedoch beide Spezies injiziert werden, sind weitere Peaks zu erkennen
(siche Abbildung 9-9 und Abbildung 9-10). Eine mogliche chemische Reaktion der beiden

Spezies miteinander innerhalb der Kapillare muss deshalb in Betracht gezogen werden.
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E Verunreinigung von SO,*
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25 50 7.5
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Abbildung 9-10: Elektropherogramm von Chlorid, Sb(III) und Sb(V) (jeweils ca. 50 mg/L),
Puffer: 10 mmol/L Phthalsdure, pH-Wert: 3,0, Detektion: indirekt, 214 nm
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Zur Priifung wurde Chlorid zwischen die beide Antimonspezies injiziert, danach traten jedoch
nur zwei Spezies zwischen das Sb(IIl) und das Sb(V) auf. Sb(III) ist hier schneller als Sb(V).
Wenn zwischen den beiden Spezies das Chlorid injiziert wird, sollten Sb(III) und Sb(V) sich
nicht beriihren und damit nicht reagieren konnen. Es sollten sich getrennte, genau
zuzuordnende Signale fiir Sb(III), Sb(V) und Chlorid ergeben, was hier nicht der Fall ist. Die

Migrationszeiten waren nicht reproduzierbar (siche Abbildung 9-11)
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Abbildung 9-11: Elektropherogramme von Chlorid, Sb(III) und Sb(V) (jeweils ca. 50 mg/L),
Puffer: 10 mmol/L Phthalsdure, pH-Wert: 3,0, Detektion: indirekt, 214 nm
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Abbildung 9-12: Elektropherogramm einer Sb-Standardlésung (ca. 27 mg/L Sb(V) und ca.
33 mg/L Sb(Ill)), Pufferkonzentration: 7.5 mmol/L, pH-Wert: 3.5,
Modifier: 0,2 mmol/L HTAB, Detektion: indirekte UV, mit Peakumkehr
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Abbildung 9-13: Elektropherogramme einer Sb-Standardlésung mit ca. 27 mg/L Sb(V) und
ca. 33 mg/L, Pufferkonzentration: 7,5 mmol/L, Puffer-pH-Wert: 3,75,
Modifier: 0,2 mmol/L HTAB, Detektion: indirekte UV, mit Peakumkehr

Ab Abbildung 9-12 wurden die Messungen mit indirekter Detektion durchgefiihrt und
Peakumkehr dargestellt, d. h. die negativen Analytpeaks erscheinen positiv. Somit konnen die
Elektropherogramme besser interpretiert werden. Hier wurden bei héhere pH-Werten dhnliche
Ergebnisse erhalten, d. h. bei der Injektion beider Spezies traten zusitzliche Peaks auf. Wie in
der Abbildung 9-12 zu erkennen ist, gibt es zwei nicht identifizierte Peaks, von denen einer
vor dem Sb(III) und der andere zwischen dem Sb(IIl)- und Sb(V)-Peak erscheinen. In der
Abbildung 9-13, bei pH-Wert 3,75 treten erneut zwei die unbekannten Peaks vor den beiden
Spezies auf.
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Abbildung 9-14: Elektropherogramme einer Sb-Standardlésung mit ca. 27 mg/L Sb(V) und
ca. 33 mg/L Sb(Ill), Pufferkonzentration: 7,5 mmol/L, pH-Wert: 4,25,
Modifier: 0,2 mmol/L HTAB, Detektion: indirekte UV, mit Peakumkehr
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Abbildung 9-15: Elektropherogramme einer Sb-Standardlésung mit ca. 27 mg/L Sb(V) und
ca. 33 mg/L Sb(Ill), Pufferkonzentration: 7,5 mmol/L, pH-Wert: 5,5,
Modifier: 0,2 mmol/L HTAB, Detektion: indirekte UV, mit Peakumkehr

Bei einem pH-Wert von 4,25 (Abbildung 9-14) treten wieder zwei Peaks zwischen Sb(III)
und Sb(V) auf. Bei einem pH-Wert von 5,5 (Abbildung 9-15) tritt nur ein Peak zwischen
Sb(IIT) und Sb(V) auf. AuBlerdem ist ein positiver Peak bei 7 Minuten zu erkennen, der als
Systempeak des Phthalsdure-Puffers identifiziert wurde. Dieser Peak und der des Sb(V)-Peak
sind sehr dicht beieinander, zwischen beiden gibt es keine Basislinientrennung, d. h. bei

diesem pH-Wert ist somit keine gute Peakauswertung mdéglich.
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Abbildung 9-16: Elektropherogramme von Sb-Standardlésungen mit ca. 27 mg/L Sb(V)
und ca. 33 mg/L Sb(Ill), Pufferkonzentration: 7,5 mmol/L, pH-Wert: 4,0,
Modifier: 0,2 mmol/L HTAB, Detektion: indirekte UV, mit Peakumkehr

Der optimale pH-Wert ist 4,0, wie die Abbildung 9-16 zeigt. Hier treten keine
unidentifizierten Spezies auf. Fiir weitere Untersuchungen wurde daher pH 4,0 ausgewahlt.
Die Migrationszeiten von Sb(V) und Sb(IIl) bleiben bei allen Messungen nahezu
unverandert (fiir Sb(III) ca. 4,6 Min. und fiir Sb(V) ca.4,9 Min) .
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Eine Erhohung des pH-Wertes fiihrte zu einer Verldngerung der Migrationszeiten (siche
Abbildung 9-16). Bei pH 4 war die Reproduzierbarkeit zufriedenstellend, die
Standardabweichung der Migrationszeiten bei 6 Wiederholmessungen ¢ betrug 0,04. Andere
pH-Werte des Puffers fiihrten zu einer deutlichen Verschlechterung der Trennleistung und
fanden deshalb keine Berlicksichtigung (siche die oben erlduteten Probleme mit den

auftretenden, unidentifizierten Spezies).
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Abbildung 9-17: Migrationszeiten von Sb(III) und Sb(V) in Abhédngigkeit vom pH-Wert

Im néchsten Optimierungsschritt wurde wird auf der Einfluss der Kapillarbelegungen
untersucht. Als optimale Pufferkonzentration wurde 7,5 mmol/L ausgewéhlt und zusammen

mit dem ausgewéhlten pH-Wert des Puffers (4,0) wurde das Verfahren weiter entwickelt.

Kapillarbelegungen

Die Silanolgruppen der ,,fused-silica“-Kapillaren konnen in Kontakt mit einer Elektrolyt-
l6sung in Abhédngigkeit vom pH-Wert dissoziieren. Dadurch entsteht eine negativ geladene
Kapillaroberflache, wodurch einerseits der EOF resultiert, andererseits aber elektrostatische
Wechselwirkungen mit entgegengesetzt geladenen Analytionen auftreten konnen. Adsorption
von Probenkomponenten an die Kapillarwand fiihrt zu zusitzlicher Bandenverbreiterung,
Substanzverlust und Anderungen im EOF, wodurch sich die Reproduzierbarkeit drastisch

verschlechtern kann.

Es gibt verschiedene Mdglichkeiten eine Probenadsorption zu verhindern:

- chemische Modifikation der Silanolgruppen
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dynamisches Belegen der Kapillarwand mit Polymeren

Zusatz kationischer Detergenzien

hohe Ionenstirke

Die verschiedenen Methoden sind bei der Unterdriickung von Analyt-Wand-
Wechselwirkungen unterschiedlich erfolgreich, wie vor allem bei Proteinen untersucht wurde

[240].

Kapillarbelegungen weisen teilweise eine nur begrenzte pH-Langzeitstabilitit auf. Einige
wichtige Kapillarbelegungen werden bei den entsprechenden Applikationsbeispielen

beschrieben.

Dynamisches Belegen wird durch Spiilschritte mit einer Polymerlosung vor jeder Trennung
oder einfacher durch Zusatz entsprechender Chemikalien zum Pufferelektrolyten erreicht.
Durch die Polymerschicht, welche die Kapillarwand belegt, werden die negativen
Oberflachenladungen vom Losungsinneren abgeschirmt. Der EOF wird dadurch verringert,
dass die Viskositdt in der Doppelschicht durch das Polymer stark zunimmt. Dynamisches
Belegen kann sowohl auf unbehandelte ,,fused-silica“-Kapillaren angewendet werden als auch

auf chemisch modifizierte, wodurch der EOF sehr wirksam unterdriickt werden kann.

Der Zusatz kationischer Detergenzien die an die Kapillarwand adsorbieren, bewirkt eine
Umkehr der Oberflichenladung und damit des EOF. Positiv geladene Analytionen kdnnen
dadurch keine ionische Wechselwirkungen mehr mit der nun positiv geladenen Oberfliche
eingehen. Die Erh6hung der Ionenstirke bewirkt eine bessere Verdrangung der Analytionen

von der negativ geladenen Oberfliche.

Schnelle Trennungen werden mit der Kapillarelektrophorese dann erhalten, wenn die
Wanderungsrichtung der Analyten mit der des elektroosmotischen Flusses iibereinstimmt. Die
elektrophoretische = Mobilitit von Anionen ist dem zur Kathode gerichteten
elektroosmotischen Fluss entgegengesetzt. Zur schnellen Analyse von Anionen kann der EOF
durch den Zusatz kationischer Tenside umgekehrt werden. Bei der Verwendung von
Phthalsédure als Puffer eignen sich Octadecyltrimethylammoniumchlorid (OTAC),
Dodecyltrimethylammoniumbromid (DTAB) und Hexadecytrimethylammoniumbromid

(HTAB) zur Umpolung des EOF.



9. Trennung auf der Basis der CZE-UV 196

Sh{lll)

U.UU-‘-" "--'..:' & e i = S

= o0
E -~L Unbekannt
B 0004
=
o
= o003 Shiv)
amz [ — Shillly
— Shillly und Sbi{V) e Systempeak
a0t [T Shiv)
35 40 45 =0

Migrationszeit (Min)

Abbildung 9-18: Elektropherogramme von Sb-Standardldsungen mit ca. 27 mmol/L Sb(V)
und ca. 33 mmol/L Sb(III), Pufferkonzentration: 7,5 mmol/L, pH-Wert: 5,0
Modifier: 0,2 mmol/L OTAC, Detektion: indirekte UV, mit Peakumkehr

In der vorliegenden Arbeit wurden drei verschiedene Substanzen zur Erhohung der
Ionenstéirke untersucht, drei Beispiele sind in den Abbildung 9-18 bis Abbildung 9-20
dargestellt. OTAC und DTAB sind nicht sehr stabil ab pH-Wert 4, sodass eine hiufige
Erneuerung der Pufferlosungen notwendig ist. Nach zwei Tage bildet sich in der Losung ein
weiller Niederschlag, weshalb sie als Additiv nicht mehr benutzt werden kann. Mit allen
Additiven konnte das Substanzgemisch in nur sieben Minuten aufgetrennt werden, wobei die
Mobilitdt von Sb(V) am geringsten war. Aber wegen der geringen Haltbarkeit der Additive in

der Pufferlosung wurde in den folgenden Messungen nur HTAB benutzt.
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Abbildung 9-19: Elektropherogramme von Sb-Standardlésungen mit ca. 27 mmol/L Sb(V)
und ca. 33 mmol/L Sb(IIl), Pufferkonzentration: 7,5 mmol/L, pH-Wert: 5,0
Modifier: 0,2 mmol/L DTAB, Detektion: indirekte UV, mit Peakumkehr
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Abbildung 9-20: Elektropherogramme von Sb-Standardlésungen mit ca. 27 mmol/L Sb(V)
und ca. 33 mmol/L Sb(IIl), Pufferkonzentration: 7,5 mmol/L, pH-Wert: 5,0
Modifier: 0,2 mmol/L HTAB, Detektion: indirekte UV, mit Peakumkehr
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Abbildung 9-21: Migrationszeiten von Sb(III) und Sb(V) in Abhédngigkeit von den Tensiden
bei pH 5,0

In allen Féllen war die Identifizierung des Sb(V) und des Sb(IIl) moglich. Allerdings waren
die Migrationszeiten der Spezies bei der Benutzung des DTAB nicht reproduzierbar (siche
Abbildung 9-21). Bei der Verwendung des OTAC wurde eine schnellere Trennung erreicht,

das OTAC konnte aber auf Grund der kurzen Haltbarkeit nicht verwendet werden.

Metallkomplexierung
Der Puffer kann aus unterschiedlichen Griinden mit Additiven versetzt werden (siche Kapitel

9.3, S.181, Pufferzusatze). Die Trennung von Metall-lonen kann beispielsweise durch Zusatz
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von Chelatbildnern, z. B. Zitronensdure, Milchsdure und a-Hydroxyisobuttersdure oder

Kronenethern optimiert werden.

In der vorliegenden Arbeit wurde ein mehrzdhniger Ligand als Komplexbildner benutzt, das
Ethylendiamintetraacetat (EDTA). Der Grund fiir diese Entscheidung waren die guten
Ergebnisse in der Chromatographie, bei Verwendung des EDTAs als Eluent bzw.
Komplexbildner fiir Antimon (siche Kapitel 8.3.5). Die Ergebnisse dieser Untersuchungen

werden in Kiirze dargestellt.

Als Standard fiir die Untersuchungen des Sb(IIl) wurde das Kaliumantimonyltartrat
verwendet. Da deshalb in Losung freie Tartrationen auftreten konnen, wurden Standardldsung
von Weinsdure unter identischen Bedingungen wir die Sb(IIl)-Standards gemessen und die
Migrationszeit des freien Tartrations bestimmt. Der Tartratkomplex des Sb(III) und das freie
Tartrat haben sehr dhnliche Migrationszeiten (Abbildung 9-22), sodass bei keinem der
untersuchten Bedingungen eine Trennung mdglich war. Dies stellt im Prinzip kein Problem
fir die Messung der Standards und die Kalibrierung dar, weil durch das
Komplexgleichgewicht in jedem der Standards eine definierte Menge an Komplex und nicht

verbundenem Tartrat vorliegen muss.
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Abbildung 9-22: Elektropherogramme von einer 50 mg/L Weinsdure-Standardldsung,
Puffer: 7,5 mM Phthalsdure mit unterschiedlichen pH-Werten mit 0,2
mmol/L HTAB

Probleme treten erst bei den realen Proben, in diesem Fall biologischen Proben, auf, wenn
diese Proben keine Weinsdure erhalten. Im Fall der Leishmania-Proben wurden die

Amastigoten und die Promastigoten (siche Kapitel 6) mit Hexahydroxyantimonat (Sb(V))
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und Kaliumantimonyltartrat (Sb(III)) inkubiert. Bei diesen Proben kénnte im Prinzip die oben
geschriebene Methode benutzt werden, solange sichergestellt ist, dass das Tartrat ebenso wie
das Antimon von den Zellen aufgenommen wird. Hierzu sind weitere Untersuchungen

erforderlich.

Wie oben schon genannt, wurde in der vorliegenden Arbeit EDTA als Komplexbildner
verwendet. Hintergrund war die Moglichkeit der Trennung des Sb(III)-Tartrat-Komplex durch
Umkomplexierung und Bildung eines Sb(IIl)-EDTA-Komplexes. Dieser Sb(IIl)-EDTA-
Komplex sollte dann eine andere Migrationszeit als der Sb(III)-Tartrat-Komplexvbesitzen.
Diese Methode wire dann auch fiir andere Sb(III)-haltige Proben anwendbar insbesondere fiir

solche Proben, die kein Tartrat und somit keinen Sb(III)-Tartrat-Komplex enthalten.

Dazu wurden verschiedene Losungen mit EDTA und Sb(III) bei variierenden pH-Werten des

Puffers bei einer Pufferkonzentration von 7,5 mmol/L untersucht (siche Abbildung 9-23).
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Abbildung 9-23: Elektropherogramme von Standardlésungen mit 50 mg/L EDTA und ca. 30
mmol/L Sb(Ill), Puffer: 7,5 mmol/L Phthalsdure, Modifier: 0,2 mM HTAB

Beim ausgewéhlten pH-Wert des Puffers konnte keine Trennung der freien EDTA, des
Sb(I1I)-EDTA-Komplexes und des Sb(Ill)-Tartrat-Komplexes erreicht werden. Es gelang
weder bei der einzelnen Injektion noch bei der Standardaddition. Bei Verwendung der 7,5
mmol/L Phthalsdure pH-Wert 5,0 gelang die Identifizierung der freien EDTA, aber die
Migrationszeiten des Sb(III)-EDTA-Komplexes und des Sb(III)-Tartrat-Komplexes waren
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gleich, d. h. es wurde keine Trennung erreicht. AuBlerdem tritt bei diesem pH-Wert das
Problem zusétzlicher, unbekannte Spezies bei der gemeinsamen Injektion von Sb(III) und
Sb(V) auf. Bei der Injektion der oben genannten Losungen in einen Puffer mit pH 4,5 konnte
auch nur die freie EDTA identifiziert werden, was keine grof3e Hilfe bei der Entwicklung des
Verfahren ist Zusétzlich treten auch hier zusétzliche unbekannte Spezies bei der gemeinsame
Injektion der Antimonspezies auf. Bei der Verwendung des Puffers mit pH 4,0 wurde keine
Trennung erreicht, die Migrationszeiten des Sb(III)-EDTA-Komplexes, des Sb(III)-Tartrat-

Komplexes und des freien EDTA waren zu dhnlich.

In den folgenden Arbeiten wurde daher das EDTA als Komplexbildner nicht weiter

verwendet.

Analytische Kenndaten der Trennung mit Phthalsdure
Unter den in der Tabelle aufgefiihrten Bedingungen wurden bei der Optimierung des
Verfahrens die besten Ergebnisse erzielt und eine Trennung der Spezies innerhalb von sieben

Minuten erreicht.

Tabelle 9-1: Standard Parameter fiir den Einsatz von CZE-UV

Parameter Wert
Detektion [nm] 214 (indirekt)
Kapillarmaterial Quartz (fused silica)
1=50/60 cm, 100 um
Polaritét umgekehrt
Injektion hydrodynamisch: 35 mbar, 5 Sek
Spannung [kV] -5-(-20)
Trennzeit [Min] 5-30
Probenkonzentration [mg/L] 5-50

Puffer

Tenside

Modifier

Phthalsdure 5 - 10 mmol/L
pH-Wert 3 — 6,5 eingestellt mit TRIS
HTAB, OTAC, DTAB, TBAB

Acetonitril, Aceton, Methanol
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Fir die Charakterisierung der elektrophoretischen Trennung und der Qualitdt der
Elektropherogramme gibt es, wie oben beschrieben, eine Reihe von Parametern, die in der

vorliegenden Arbeit angewendet wurden.

Alle Messungen, die in der vorliegenden Arbeit vorgestellt werden, wurden mit eine
Spannung von -20 kV gemacht. Kleinere Spannungen waren nicht ausreichend fiir eine
Trennung der Antimonspezies. Bei der Nutzung der oben vorgestellten Modifier, wurde keine

Verbesserung der Trennung beobachtet; diese wurden daher auch nicht weiter verwendet.

Bei einer Konzentration von 7,5 mM Phthalsédure und einem pH-Wert von 4,0 sowie 0,2 mM
HTAB als Zusatz war sowohl eine Identifizierung und Kalibration von Sb(III) als auch Sb(V)
moglich. Fiir die Kalibration wurden die Standardlésungen mit verschiedenen

Konzentrationen der Antimonspezies 5 Sek. lang hydrodynamisch bei 35 mbar injiziert.
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Abbildung 9-24: Elektropherogramme von Standardldsungen von verschiedene Konzentra-
tionen an Sb(III), Puffer: 7,5 mM, pH-Wert 4,0, Modifier: 0,2 mM HTAB,
Detektion: indirekte UV, mit Peakumkehr

Die Abbildung 8-8 bis Abbildung 9-29 zeigen jeweils ein Standardelektropherogramme mit
verschiedenen Konzentrationen an Sb(V) und Sb(III) bei indirekter UV-Detektion sowie die

entsprechenden Kalibrierkurven.

Die Verdnderung der Peakform mit zunehmender Konzentration des Analyten ist in der oben
dargestellten Abbildung und in der folgende Abbildung zu sehen. Neben der zunehmenden

Peakverzerrung ldsst sich feststellen, dass die Peakhohen keine exakte Funktion der
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Konzentration darstellen. Bei der Verdnderung der Konzentration der Probe kommt es
auBerdem zu einer leichten Verschiebung des Peakmaximums, wodurch die
Reproduzierbarkeit der Migrationszeiten beeinflusst wird. Bei der quantitativen Auswertung
mit Hilfe der Peakhdhen wird oft kein linearer Zusammenhang zwischen Signal und Gehalt in
der Probe festgestellt. In diesen Fillen muss die quantitative Auswertung anhand der
Peakflachen erfolgen (siehe die oben genannten Abbildungen). Im Spurenbereich macht sich
die Elektrodispersion nur geringfiigig bemerkbar, so dass gauBférmige Peaks erhalten werden.
Hier ist die Auswertung der Peakhohen von Vorteil, da bei sehr kleinen Gehalten die
Integration der Flidchen oft fehlerhaft ist. Der so erhaltene lineare Bereich ist jedoch hiufig
sehr gering. Erfolgt die Aufnahme eine Kalibrierkurve {iber einen groBeren Konzentrations-
bereich, muss die Auswertung ausschlielich anhand der Peakfliche erfolgen. Grund hierfiir
ist die Tatsache, dass nur flir gauBformige Peaks die Peakhohe proportional der
Probenkonzentration ist, wihrend fiir andere Peakformen die Peakfliche bestimmt werden

muss [245].
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0,004
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Abbildung 9-25: Elektropherogramme von Standardlésungen mit verschiedenen Konzentra-
tionen von Sb(IIl) mit 27 mg/L Sb(V), Puffer: 7,5 mM, pH-Wert 4,0
Modifier: 0,2 mM HTAB, Detektion: indirekte UV, mit Peakumkehr

Der lineare Bereich ist bei einer Auswertung iiber die Peakhohen extrem klein. Dieses
Problem 16st sich bei der Auswertung iiber die Peakfldchen. Die Standardabweichungen lagen
fiir ein Standardgemisch mit einer Konzentration von 13,5 mg/L Sb(V) bei 5,5 % und bei

einer Konzentration von 16,6 mg/L Sb(III) bei 6,5 %, jeweils ermittelt bei 6 Messungen.
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Abbildung 9-26: Kalibrierkurven einer Standardlosung an Sb(IIT) mit 27 mg/L Sb(V) unter

Verwendung der Peakhdhen oder Peakflachen
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Abbildung 9-27: Elektropherogramme von Standardlésungen mit verschiedenen Konzen-
trationen an Sb(V), Puffer: 7,5 mM, pH-Wert 4, Modifier: 0,2 mmol/L
HTAB, Detektion: indirekte UV, mit Peakumkehr

Aufgrund der unterschiedlich starken Uberladungseffekte ist der lineare Bereich der
Kalibration fiir die verschiedenen lonen verschiedenen grof3 und dort am kleinsten, wo die
grofiten Mobilitatsdifferenzen zwischen Probemolekiill und Pufferion auftreten. Der
Unterschied betrdagt eine GroBeordnung, wie nach Abbildung 9-26 und Abbildung 9-29 zu

folgern ist.
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Da die zunehmende Peakbreite keinen Einfluss auf die Peakflichenauswertung hat, kann die

Quantifizierung zuverldssig nach einer Integration der Peaks {iber die Peakfldchen erfolgen.
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Abbildung 9-28: Elektropherogramme von Standardlésungen mit verschiedenen Konzentra-

tionen an Sb(V) mit 33 mg/L. Sb(Ill), Puffer: 7,5 mM, pH-Wert 4,0,
Modifier: 0,2 mmol/L HTAB, Detektion: indirekte UV, mit Peakumkehr
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Abbildung 9-29: Kalibrierkurven von Standardlésungen an Sb(V) mit 33 mg/L Sb(III) unter

Verwendung der Peakhdhen oder Peakflachen

Die hydrodynamische Injektion wurde fiir alle Trennungen verwendet. Unter den hier
gewihlten Injektionsbedingungen konnten Nachweisgrenzen von 1,33 mg/L fiir Sb(III) und
3,41 mg/L fiir Sb(V) erreicht werden. In der Tabelle 9-2 werden die analytischen Parameter
bei der indirekten-UV-Detektion fiir die Bestimmung von Sb(Ill) und Sb(V)
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zusammengefasst. Der lineare Bereich ist fiir die in der Kalibration verwendeten
Konzentrationen ausreichend (fiir eine GroBeordnung). Bei noch héheren Konzentrationen
nahm die Peakbreite der beiden Spezies stark zu und die Auftrennung der Peaks wurde

erschwert.

Tabelle 9-2: Analytische Kenndaten der Trennungen im Phthalsdure-Puffer als Mittelwert aus

jeweils 6 Wiederholmessungen

Spezies Parameter Einzelinjekt” Gemischte Injektion”

Sb(V)  Migrationszeit (Min) 4,89 4,95
Nachweisgrenze (mg/L) 2,27 3,41
Standardabweichung (%) 4,68 5,96

Sb(III)  Migrationszeit (Min) 4,57 4,58
Nachweisgrenze (mg/L) 0,42 1,33
Standardabweichung (%) 6,57 9,61

“ bei Injektion der einzelnen Standards, ° bei Injektion der beiden Standards gemeinsam

Fir die Quantifizierung ist neben der Reproduzierbarkeit der Migrationszeiten auch die
Reproduzierbarkeit des Flachensignals wichtig. Die Messwerte in den gezeigten Kalibrations-
kurven wurden deshalb durch sechsfache Injektion der Standards mit Konzentrationen von 15

bis 85 mg/L erzeugt.

Bei der HPLC bzw. IC wird der Eluent durch einen konstanten Fluss, der mit Hilfe einer
Pumpe gefordert wird, transportiert. Nach Elution von der Sdule ist die Geschwindigkeit aller
Analyten identisch. Bei der on-column-Detektion in der Kapillarelektrophorese passieren die
Proben, aufgrund der unterschiedlichen elektrophoretischen Mobilitdten, den Detektor mit
verschiedenen Geschwindigkeiten. Deshalb erhdlt man fiir Analyten mit gleichen molaren
Extinktionskoeffizienten aber unterschiedlichen Mobilititen unterschiedliche Peakflachen.
Durch eine Normierung der Peakfldchen auf die jeweilige Migrationszeit, kann der Einfluss

der unterschiedlichen Wanderungsgeschwindigkeiten eliminiert werden.

Eine wichtige Voraussetzung fiir die Identifizierung von Substanzen in der CE ist die
Reproduzierbarkeit der Migrationszeiten, fiir die quantitative Analyse. Dariiber hinaus ist eine

Reproduzierbarkeit des Signals (Form und Peakfliche) ndtig. Mit dem oben beschriebenen
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Puffer wurde die Reproduzierbarkeit des Systems durch 6 aufeinander-folgende Trennungen

bestimmt (siehe Abbildung 9-30 und Abbildung 9-31).
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Abbildung 9-30: Wiederholmessungen von einer Standardlosung von 33 mg/L Sb(IIl) mit
27 mg/L Sb(V) und ohne Sb(V), Puffer: 7,5 mM, pH-Wert 4,0, Modifier:
0,2 mmol/L HTAB, Detektion: indirekte UV, mit Peakumkehr

Die Migrationszeiten schwankten fiir Sb(V) bis maximal 3 Sekunden und die Absolute
Standardabweichungen betrugen 0,02 und 0,04 Sekunden (bei eine relative Standard-
abweichung von jeweils 0,42 % und 0,97 %), ohne und mit gleichzeitiger Injektion von
Sb(IIT). Die Migrationszeiten fiir Sb(IIl) schwankten bis zu 7 Sekunden und die Absolute
Standardabweichungen betrugen 0,07 und 0,08 Sekunden ohne und mit gleichzeitiger

Injektion von Sb(V) (bei eine relative Standardabweichung von jeweils 0,75 % und 1,06 %).
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Abbildung 9-31: Wiederholmessungen von einer Standardlésung von 33 mg/L Sb(IIT) mit
27 mg/L Sb(V) und ohne Sb(V), Puffer: 7,5 mM, pH-Wert 4,0, Modifier:
0,2 mmol/L HTAB, Detektion: indirekte UV, mit Peakumkehr
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Mit diesen Daten ist eine der Voraussetzung zur Durchfithrung qualitativer Analysen erfiillt,
da insbesondere in Proben, die nicht sehr viele Komponenten enthalten eine Korrelation

zwischen Spezies und Peak moglich sein wird.

Bewertung der Trennung im Phthalsaure-Puffer unter optimierten Bedingungen
Mit diesem Verfahren gelang die Trennung der beiden Antimonspezies [Sb(V) und Sb(III)]
mit Kapillarelektrophorese. Es konnte eine Basislinientrennung der Spezies erreicht werden,

wobei jedoch das Sb(III) dieselbe Migrationszeit wie das freie Tartration aufwies.

Die Bestimmung von Antimon in biologische Proben ist bei der Verwendung optimierten
Bedingungen mdglich und kann beispielweise fiir Messungen in Leishmaniazellen, die mit
denselben Standards kultiviert worden, angewendet werden. Zumindest unter der Annahme,
dass Tartrat in selbem Umfang wie Sb(IIl) von den Zellen aufgenommen wird, was weiter
untersucht werden sollte. Die biologischen Matrizes besaBlen allerdings einen deutlich
geringeren Antimongehalt als die verwendeten Standards, weshalb mit der CZE-UV keine
Ergebnisse erhalten werden konnte und auf das ICP-MS als Detektor zuriickgegriffen werden
musste. Das elektrophoretische Verfahren konnte daher in der vorliegenden Arbeit zur
Untersuchung von Antimonspezies in biologischen Proben nicht eingesetzt werden, weil fiir
die Analytik von Antimonspezies in Proben mit Gesamtgehalten von weniger als 1 mg/L
Antimon die Nachweisgrenzen im Verfahren mit dem Phthalséure-Puffer nicht ausreichend

sind. Die NWG betrugen 1,33 mg/L fiir Sb(III) und 3,41 mg/L fiir Sb(V)

Zusitzlich zeigen die Signale von Sb(III) und Sb(V)ein starkes Fronting, was neben der
Auflosung auch die Empfindlichkeit der Methode beeintréchtigt. Eine Erklarung fiir diese
Beobachtungen konnte eine héhere Mobilitét der Probeionen im Vergleich zur Mobilitét des

Pufferions sein (Kapitel 9.2).

Die Probleme dieses Verfahrens mit der Koelution von Sb(IIl)-Tartrat und Tartrat konnten
durch die Verwendung eines elementspezifischen Detektors umgangen werden. Aulerdem
konnte ein solcher Detektor, z. B. das ICP-MS, zu einer deutlichen Verbesserung der
Nachweisgrenzen und damit einer Ausweitung des Anwendungsbereiches fiihren. Leider war

mit dem mir zur Verfligung stehenden Gerit eine solche Kopplung nicht moglich.
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Fiir weitere Untersuchungen wurde Natriumchromat als Puffer ausgewihlt, da es gegentiber
anderen Puffersubstanzen ofter fiir die Bestimmung Elemente wie Arsen oder Antimon

angewendet wurde [242, 243].

9.4.2 Trennung der Antimonspezies mit Chromat

Chrom erhielt seinen Namen aufgrund der vielféltigen Farben seiner Verbindungen (gr.
chromos = Farbe). Chrom tritt in wissrigen Losungen bevorzugt in sechswertiger Form u. a.
als Chromat CrO,” auf. Chrom(VI)-Verbindungen sind unter aeroben Bedingungen im pH-

Bereich von 6,5 bis 8,5 in Wasser die thermodynamisch stabilsten Chromspezies.

Die seit Beginn ihrer industriellen Verwendung als stark hautreizend bekannten Chrom(VI)-
Verbindungen in Form der Chromate sind giftig und sensibilisieren die Haut. Die orale

Aufnahme von 2- 5 g wirkt todlich. Auflerdem sind Chromate Krebserzeuger.

In den folgenden Gleichungen sind verschiedene Chrom(VI)-Verbindungen aufgefiihrt, die in

einem wassrigen System abhéngig vom pH-Wert auftreten konnen.

H,CrO, ===H" + HCrO," pKs=-0,3  Gleichung 9-14
HCrO,” ===H" +Cr0,” pKs=59  Gleichung 9-15
2 HCrO,” == H,0+Cr,0,” pKs=2,2  Gleichung 9-16
HCr,0,” ===H" +Cr,0,” pKs=-0,9  Gleichung 9-17

Chromat ist einer der effektivsten eElektrolyt fiir die indirekte UV-Detektion auf Grund der
hohen Grundabsorption. Chromat wurde auch in der letzte Zeit filir die Speziation von Arsen
und Selen erfolgreich verwendet [242]. Deswegen wird es hier als Puffersystem angewendet,

sein Einsatzbereich ist zwischenpH-Wert 7 und 11.

Kapillarbelegungen

Eine Verbesserung der Trennleistung kann, in der CE auch durch verschiedene Pufferadditive
erreicht werden. Wenn bei der CZE die Trennung durch Wechselwirkungen mit
Pufferadditiven und nicht ausschlielich durch Ladungsdichtedifferenzen erzielt wird, spricht
man, bei der Verwendung con pseudostationdre Phasen, von der -elektrokinetischen

Chromatographie.
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Es gibt verschiedene Additive, die man dabei als ,,pseudo-stationire Phase betrachtet, da die
Probenbestandteile zwischen den Pufferadditiven und der durch Elektroosmose bewegten
mobilen Phase verteilt werden. Es gibt auch sehr viele verschiedene Additive, die keine

pseudostationdren Phasen bilden.

Fiir die Trennungen im Chromatpuffer wurden zur Umpolung des Elektroosmotischen Fluss
das OTAC, DTAB, HTAB und Tetrabutylammoniumbromid (TBAB) getestet, da bei der
Verwendung des Chromatpuffers ohne Zusatz keine erfolgreiche Trennung gelang. Die
Benutzung von TBAB als Additiv fiihrt nicht zu einer Verbesserung der Trennung und wurde

daher nicht weiter verwendet.

Unter den gewihlten Bedingungen ist die elektrophoretische Mobilitét der Antimonspezies
kleiner als der entgegen gerichtete elektroosmotische Fluss, weshalb die Analyten mit dem
EOF zur Kathode transportiert werden. Zunehmende Anteile der oben beschriebenen
organischen Substanzen als Pufferadditive bewirkten im Elektrolyten eine entsprechende

EOF-Umpolung, was zu einer drastischen Verringerung der Migrationszeiten fiihrt.
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Abbildung 9-32: Elektropherogramme von EDTA, Sb(Ill) und Sb(V), Puffer: 5 mM
Chromat, Modifier: 0,2 mM HTAB, pH-Wert: 9,5, Detektion: indirekte-UV
bei 214 nm mit Peakumkehr

Auffillig war eine unter den gewéhlten Bedingungen vorhandene Instabilitit des Puffers
(sieche Abbildung 9-32). Der Grund hierfiir konnte die Féllung des Additivs, des Chromats
oder sogar des Hydroxids bei der hohererm pH-Wert sein. Alle Pufferlosungen wurden mit

einen 0,45 pm Minisart-Filter abfiltriert und die Proben mit einen 0,20 pm Minisart-Filter, um
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die Verunreinigungen und Verstopfen der Kapillare zu vermeiden, da so Reste kleiner

ungeloster Partikel oder Luftblasen ausgeschlossen wurden.
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Abbildung 9-33: Elektropherogramme von ca. 33 mg/L Sb(IIl) und ca. 27 mg/L Sb(V),
Puffer: 5 mmoll/L Chromat, Modifier: 0,2 mmol/L DTAB, pH-Wert: 8,82,

Detektion: indirekte-UV bei 214 nm mit Peakumkehr
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Abbildung 9-34: Elektropherogramme von ca. 33 mg/L Sb(IIl) und ca. 27 mg/L Sb(V),
Puffer: 5 mmol/L Chromat, Modifier: 0,2 mmol/L OTAC, pH-Wert: 8,82,

Detektion: indirekte-UV bei 214 nm mit Peakumkehr
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Abbildung 9-35: Elektropherogramme von ca. 33 mg/L Sb(IIl) und 27 mg/L Sb(V), Puffer: 5
mmol/L Chromat, Modifier: 0,2 mmol/L HTAB, pH-Wert: 8,82, Detektion:

indirekte-UV bei 214 nm mit Peakumkehr
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Mit allen Additiven konnte das Substanzgemisch in nur sieben Minuten aufgetrennt werden,
wobei die Mobilitdt von Sb(V) am geringsten war (siche Abbildung 9-33 bis Abbildung
9-35).

OTAC und DTAB sind nicht sehr stabil bei diesem pH-Bereich, bei dem der Chromatpuffer
eingesetzt werden kann (7-11) und ein hiufiger Wechsel der Pufferlésungen ist notwendig.
Der pH-Wert 8,82 wurde fiir die Untersuchung der Additive verwndet, bei hoheren pH-Werte
bildet sich in der Losung nach einigen Stunden ein weiller Niederschlag und die Additive
konnen nicht mehr benutzt werden. Auflerdem erscheinen bei Verwendung des DTAB als
Additiv 2 Peaks bei der einzelnen Injektion von Sb(III), was eine Identifizierung der Spezies
erschwert bzw. linmoglich macht. Wegen der kurzen Lebensdauer der oben genannten

Additive in der Pufferldsung wurde fiir die folgenden Untersuchungen nur HTAB benutzt.

pH-Wert Optimierung

Bei der indirekten UV-Detektion miissen bei der Optimierung des pH-Wertes zwei
Gesichtspunkte beachtet werden. Da gleiche Ladungszeichen zwischen Probensubstanzen und
Elektrolyt zur Signalentstehung erforderlich sind, muss zur Trennung von Anionen der pH-
Wert so gewihlt werden, dass sowohl der Hintergrundelektrolyt, als auch die Analyten

negativ geladen sind.

Die Trennung erfolgt dann aufgrund unterschiedlicher Mobilititen der Analyten. Da die
Dissoziation schwacher Elektrolyte stark vom pH-Wert beeinflusst wird, erfolgt bei einer
Variation des pH-Wertes in der Ndhe des pKs-Wertes der Probe auch eine starke Veridnderung

der Mobilitdten und somit der resultierenden Aufldsung.

Unbekannt

e AN

Shiv)
0,000 Shilly

I

Absorption {u)

B 50
Migratienszeit (Min)

Abbildung 9-36: Elektropherogramme von ca. 33 mg/L Sb(IIl) und 27 mg/L Sb(V), Puffer: 5
mmol/L. Chromat, Modifier: 0,2 mmol/L HTAB, pH-Wert: 8,82, Detektion:
indirekte-UV bei 214 nm mit Peakumkehr
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Durch die Variation des pH-Wertes zwischen 8,5 und 10,7 sollte unter Konstanthaltung der
iibrigen Bedingungen iiberpriift werden, ob die Trennung der Antimonspezies bei diesen pH-

Werten durchgefiihrt werden kann.
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Abbildung 9-37: Elektropherogramme von verschiedenen Konzentrationen an Sb(III) und
Sb(V), Puffer: 5 mM Chromat, Modifier: 0,2mM HTAB, pH-Wert: 9,5,
Detektion: indirekte-UV bei 214 nm mit Peakumkehr
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Abbildung 9-38: Elektropherogramme von ca. 33 mg/L Sb(Ill) und ca. 27 mg/L Sb(V),
Puffer: 5 mmol/L Chromat, Modifier: 0,2 mmol/L HTAB, pH-Wert:10,25,

Detektion: indirekte-UV bei 214 nm mit Peakumkehr

Es wurden Losungen mit verschieden Konzentrationen an Sb(IIl) und Sb(V) untersucht. Aus
der Abbildung 9-36 kann geschlossen werden, dass bei pH 8,82 eine Identifizierung der
Sb(V) Spezies moglich ist. Die Identifizierung des Sb(III) ist in keinem der Félle eindeutig,
bei diesem pH-Wert treten bei der einzelnen Injektion des Sb(IIl) zwei Peaks auf. Bei der
gemeinsamen Injektion treten sogar zwei zusitzliche Signale auf, so dass keine eindeutige
Identifizierung des Sb(III) moglich ist. Bei der Trennung mit pH 9,5 (Abbildung 9-37) als
Puffer war eine Identifizierung des Sb(V) und des Sb(V) moglich. Aber ab pH 10,0 (siche
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Abbildung 9-38) war keine Trennung mehr moglich, da beide Antimonspezies sehr dhnlich

Migrationszeiten hatten.
Es wurde daher fiir die ndchsten Untersuchungen pH 9,5 ausgewéhlt.
Variation der Konzentration

Die Konzentration des Puffers wurde unter 5 mmol/L nicht ausreichend eine Trennung der

Antimonspezies zu ermdglichen.
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Abbildung 9-39: Elektropherogramme von EDTA, Sb(IIl), Sb(V) und Weinséaure, Puffer: 7,5
mM Chromat, Modifier: 0,2mM HTAB, pH-Wert: 9,5, Detektion: indirekte-
UV bei 214 nm mit Peakumkehr

Die Konzentration des Puffers hat FEinfluss auf die Migrationszeiten. Es wurde eine
Verkiirzung der Migrationszeiten der aufgetretenen Spezies bei einer Erhohung der
Konzentration beobachtet. Bei einer Konzentration des Puffers von 7,5 mmol/LL waren die
Migrationszeiten der Sb(III) und der Sb(V) sehr dhnlich, was bei hoheren Konzentrationen

der Antimonspezies eine Trennung unmdglich macht.

EDTA-Komplexierung

Auch bei der Komplexierung mit EDTA wurde eine Standardlosung von Weinsdure
untersucht, um die Migrationzeit des freien Tartrats zu bestimmen (sieche Abbildung 9-40).
Die Migrationszeiten des Sb(IIl)-Tartrat-Komplex und des Tartrations waren wieder sehr
dhnlich. Es wurden verschiedene Losungen mit Sb(IIl), Weinsdure und EDTA untersucht,
wobei wieder das EDTA als Komplexbildner verwendet wurde. Aber die Migrationenzeiten
des Sb(Ill)-Tartrat- und des Sb(II)-EDTA-Komplexes waren auch so &dhnlich (siehe
Abbildung 9-41), dass beim ausgewihlten pH-Wert keine Trennung der freien EDTA, des
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Sb(IIT)-EDTA-Komplexes und des Sb(IIl)-Tartrat-Komplexes erreicht werden konnte, weder
bei der einzelnen Injektion noch bei der Standardaddition. Daher wurde das EDTA als

Komplexbildner nicht weiter verwendet.
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Abbildung 9-40: Elektropherogramme von 50 mg/L EDTA, ca. 33mg /L Sb(III) und 50
mg/L Weinsdure, Puffer: 5 mM Chromat, Modifier: 0,2 mM HTAB, pH-
Wert:10,7, Detektion: indirekte-UV bei 214 nm mit Peakumkehr
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Abbildung 9-41: Elektropherogramme von Standardlésungen mit 50 mg/L EDTA und ca. 33
mmol/L Sb(Ill), Puffer: 7,5 mmol/L Phthalsédure, pH-Wert: 9,5, Modifier:
0,2 mM HTAB, Detektion: indirekte-UV bei 214 nm mit Peakumkehr



9. Trennung auf der Basis der CZE-UV 215

Wie man in der Abbildung 9-40 und Abbildung 9-41 beobachten kann, war das Signal von
Sb(III) tiberhaupt nicht reproduzierbar, da sowohl fiir die einzelne Injektion des Sb(III) als
auch fiir die gemeinsame Injektion mit Sb(V) oder EDTA ein oder zwei nicht getrennte, nicht
zuzuordnende Peaks auftreten. Es war daher weder eine Kalibrierung der Standards noch eine

richtige Auswertung moglich, daher wurde diese Methode nicht weiter gestestet.

Analytische Kenndaten der Trennung mit Chromat
Unter den in der Tabelle aufgefiihrten Bedingungen wurden bei der Optimierung des
Verfahrens gemacht. Aber durch die Instabilitit und die fehlende Reproduzierbarkeit des

Systems konnten keine Nachweisgrenzen berechnet werden.

Tabelle 9-3: Standard Parameter fiir den Einsatz von CZE-UV

Parameter Wert
Detektion [nm] 214 (indirekt)
Kapillarmaterial Quartz (fused silica)

1=50/60 cm, 100 pm

Polaritat umgekehrt

Injektion hydrodynamisch: 35 mbar, 5 Sek.

Spannung [kV] -5-(-20)

Trennzeit [Min] 5-30

Probenkonzentration [mg/L] 5-50

Puffer Natriumchromat 2,5 - 5 mmol/L
pH-Wert 3 — 6,5 eingestellt mit TRIS

Tenside HTAB, OTAC, DTAB, TBAB

Alle Messungen, die in der vorliegenden Arbeit vorgestellt werden, wurden mit einer
Spannung von -20 kV gemacht. Kleinere Spannungen waren nicht ausreichend eine Trennung
der Antimonspezies zu erlangen. Bei der Nutzung der oben vorgestellten Modifier, wurde
keine Verbesserung der Trennung beobachtet und daher wurden diese auch nicht weiter

verwendet.
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Bewertung der Trennung im Chromatpuffer

Mit diesem Verfahren gelang keine reproduzierbare Trennung der Antimonspezies [Sb(V)
und Sb(III)] mit Kapillarelektrophorese. Allerdings waren die Signalintensitdten kleiner als
fiir die Trennung mit Phthalsdure als Puffer. Eine Verbesserung der NWG konnte nicht
erreicht werden, daflir wurde eine starke Unreproduzierbarkeit beobachtet. Diese Methode
konnte deswegen auch nicht fiir die Bestimmung von Antimon in biologische Proben mit

kleinem Antimongehalt, wie es der Fall der Leishmanizellen ist, angewendet werden.
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10  Untersuchung von Zellproben

Das grundlegende Ziel der vorliegenden Arbeit ist die Analyse von medizinischen Proben als
Matrix flir die Antimonspeziesanalytik. Verbindungen des flinfwertigen Antimons, z. B. das
Stibogluconat, werden als Therapeutika bei Behandlung der Leishmaniose, einer parasitiren
Tropenkrankheit, eingesetzt (siche Kapitel 6). Der Wirkmechanismus innerhalb der Zellen ist
jedoch weitgehend unbekannt, bisher wurde nur wenig Speziesanalytik eingesetzt. Mehr
Studien beschiftigen sich mit dem Gesamtgehalt, der keine Informationen zur
Metabolisierung liefert. Zusdtzlich war bis vor kurzer Zeit nur die in-vitro-Kultur der
extrazelluliren Promastigotstufe der Leishmania moglich, deren Verhalten gegeniiber
Antimonverbindungen sich deutlich von den Amastigoten innerhalb des Wirtsorganismus
unterscheidet. Erst die Entwicklung eines Kulturverfahrens fiir Amastigoten durch Zilberstein
et al. [246] und dessen Verhalten gegeniiber Antimon, ermdglichte zusammen mit den
speziesanalytischen Methoden, die in Kapitel 8 vorgestellt wurden, eine systematische
Untersuchung der ablaufenden Vorgéinge auf der Basis einer interdisziplindren Kooperation
zwischen Biologie (Prof. D. Zilberstein), Medizin (Prof. H. Murray, Dr. M. Chatterjee und
Dr. H. Denton) und Chemie (Dr. N. Ulrich und R. Costa).

Die Zellkulturen sowie der iiberwiegende Teil der Extraktionen wurde am Institut fiir
Biologie des Technions in Haifa, Israel, in der Arbeitsgruppe von Prof. Zilberstein
durchgefiihrt. Die analytische Methodenentwicklung und die Durchfiihrung aller
Gesamtgehaltbestimmungen und speziesanalytischen Messungen erfolgten im Rahmen der
vorliegenden Arbeit. Im Folgenden soll eine Ubersicht der Problematik gegeben und

anschieflend die analytischen Ergebnisse diskutiert werden.

10.1 Kultivierung der Zellproben

Fiir die Untersuchung des Antimonmetabolismus in den Leishmaniazellen wurden zwei
Stimme eingesetzt. Eine nicht antimonresistente Zelllinie von Leishmania donovani wird im
folgenden als LD WT (Leishmania donovani wild tribes) bezeichnet. Als zweites wurde der
Stamm Leishmania donovani 1 S.20 (in folgenden als LD 1S.20 bezeichnet) eingesetzt, der
gegen Sb(V) resistent ist. Sowohl Promastigoten als auch Amastigoten beider Zelllinien
wurden untersucht. Die Toxizitit gegeniiber Sb(V) und Sb(III) ist nicht nur vom Stamm,

sondern auch von der Zellform abhéngig.
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Tabelle 10-1: LDs¢-Dosen fiir antimonresistente und nicht resistente Kulturen [6]

LDWT LD 1S.20

Sb-Verbindung . . . .
Promastigoten ~ Amastigoten ~ Promastigoten ~ Amastigoten

Stibogluconat 5230 + 980 19+2 7800 + 880 1230 + 150
[mg/mL]

Antimonyltartrat 13+2 3+0,3 10+2 7+1
[ug/mL]

Fiir die Kultur wurde Medium 199 mit 10% fetalem Kilberserum fiir Promastigoten bei 26°C
und fiir Amastigoten bei 35°C verwendet [247]. Zellen in der mittleren Wachsphase wurden
3, 6, 9 und 12 Stunden mit Kaliumantimonyltartrat, Natriumstibogluconat oder beiden
Verbindungen inkubiert. AnschlieBen wurden die Zellen zweimal mit eiskalter Phosphat-
pufferlosung gewaschen, gezdhlt und in fliissigem Stickstoff eingefroren. Alle diese

Zellexperimente fanden am Technion-Haifa statt.

10.2 Probenvorbereitung und Lagerung

Fiir die Bestimmung der Gesamtgehalte und fiir die Speziesanalytik wurden die folgenden

Methoden fiir die Probenvorbereitung, die im Technion-Haifa statt fand, eingesetzt.

Fiir die Speziesanalytik sollten die Gleichgewichte innerhalb der Proben moglichst wenig
beeinflusst werden. Eine Extraktion mit Salpetersdure oder ein Aufschluss konnen daher nicht
eingesetzt werden. Das Zellpellet oder Zellmembrane wurde mit 0,9 % NaCl aufgenommen
und zentrifugiert. AnschlieBend wurden die Zellen gezédhlt. Die Zellen wurden mit einem
Homogenisierungspuffer (10mmol/L TRIS, pH 8,5, 2 mM Dithiothreitol’) homogenisiert. Die
gewaschenen Zellsuspensionen wurden zundchst zweimal fiir 30 Minuten bei 1000 rpm
zentrifugiert, um die Nahrlosung moglichst vollstindig abzutrennen und unter 60 MPa Druck
bei 0°C zweimal durch ein Nadelventil gepresst, sodass die Zellen zu 99,9% homogenisiert
wurden. AnschlieBen erfolgte die Zellfraktionierung durch Ultrazentrifugation nach

folgendem Schema:

3 Dithiothreitol (DTT) auch als Cleland’s Reagent bekannt, chemische Formel: C4H;,0,S,



10. Untersuchung von Zellproben 219

- Abtrennung der groferen Bruchstiicke: 10 Minuten bei 1000 rpm
- Mitochondrienfraktion: 20 Minuten bei 20000 rpm

- Mikrosomenfraktion: 60 Minuten bei 80000 rpm

- Ribosomfraktion: 180 Minuten bei 150000 rpm

- Zytosol-Fraktion: Probe fiir die Analyse (Uberstand)

Das Volumen der Zytosol-Fraktion wurde mit entionisiertem Wasser auf 1 mL gebracht, die
Proben in fliissigem Stickstoff eingefroren, im Gefrierschrank gelagert und mit
Trockeneiskiihlung per Luftpost von Haifa (Israel) nach Hannover versendet. Da wesentlich
weniger Amastigoten in einer Kultur enthalten sind, ist die Konzentration in den
Amastigotproben geringer als in den Promastigotproben. Hieraus erkldren sich die
Unterschiede der Intensititen der Chromatogramme, da die Konzentrationen auf die

Zellmengen und nicht auf die Lésungsmengen bezogen sind.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde die Speziesverteilung des Antimons in der

Zytosol-Fraktion untersucht.

Auch die Proben aus Kalkutta (Indien) und Glasgow (Grof3 Britannien) wurden unter

Trockeneiskiihlung per Luftfracht nach Hannover geschickt.

Hier ist es wichtig, einmal kurz das Zytosol als Matrix zu charakterisieren: Das Zytosol ist ein
Gel auf Wasserbasis, das vielfiltige Molekiile enthélt und in dem auch die Organellen der
Zelle, wie z. B. die Mitochondrien oder die Ribosomen, liegen. Es ist das grofite
Kompartiment des Zellinneren, in dem viele wichtige Lebensfunktionen, wie z. B.
Nahrstoffabbaureaktionen stattfinden. Wenn alle Zellorganellen extrahiert und abgetrennt
werden, bleiben noch die Organomolekiile, wie Proteine, in der Zytosolfraktion iibrig. Dabei
handelt es sich hauptsdchlich um Proteine, die im Prinzip keine Stérungen auf der
Antimonmasse (bei elementspezifischen Detektion) geben sollten. Schwierigkeiten sind aber
bei der Trennung zu erwarten, d. h. auf der Trennséule der Ionenchromatografie konnten die
Proteine Probleme verursachen, indem sie die Séule teilweise verstopfen und so nicht die

gesamte Probe den Detektor erreichen lassen.
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10.3 Methoden fir die Antimonspeziesanalytik in Zellproben

Um die Zellproben zu charakterisieren, wurde zunidchst der Gesamtantimongehalt der
Zellextrakte (Probenvorbereitung siche Kapitel 10.2) mit ICP-MS quantifiziert. AnschlieSend
wurde der Gehalt von Sb(III) und Sb(V) mit IC-ICP-MS bestimmt. In der folgenden Tabelle

sind die eingesetzten Verfahren mit einigen Besonderheiten zusammengefasst.

Fiir die Untersuchung der Gesamtgehalte wurden 100 uL. von den Proben entnommen und bis
auf 1 mL verdiinnt, davon wurden wieder 100 puL. entnommen und bis auf 1 mL verdiinnt
(1:100-Verdiinnung). Fiir die Antimonspeziation reichte eine 1-10-Verdiinnung (100 pL
Probe bis auf 1 mL verdiinnt), da die Proben durch den Eluent bei der lonenchromatographie

verdinnt werden.

Tabelle 10-2: Eingesetzte Verfahren zur Untersuchung der Zellproben [249].

Parameter Gesamtgehalt Speziesanalytik | Speziesanalytik 11
Methode ICP-MS EDTA-Verfahren Salpetersdure-
Verfahren
Interferenzkontrolle Isotopenverhiltnis Isotopenverhiltnis  Isotopenverhiltnis von
von *'Sbund '¥Sb  von '*'Sbund '¥’Sb  "*'Sb und '*’Sb
Interne Std. 151 kein kein

10.4 Zellkulturen: Untersuchung eines nicht antimonresistenten Stammes

von Leishmania donovani
Im ersten Schritt wurden Zellkulturen von Promastigoten und Amastigoten von LD WT
angelegt und mit Antimon inkubiert. Dieser Stamm ist nicht gegen Antimon resistent. Die
Amastigotenstufe ist sowohl gegeniiber Sb(II) als auch Sb(V) empfindlich. Da Sb(III) als
eigentlich toxisches Agens angesehen wird, konnte die Toxizitdt des Sb(V) auf der Reduktion
zu Sb(IIl) beruhen. Im folgenden werden die Ergebnisse der Kultivierungsexperimente

vorgestellt.

Bei den Chromatogrammen ist die Verdiinnung in Relation zur Originalprobe (Zytosol-
Fraktion aufgefiillt auf 1mL) angegeben. Unterschiede in den Signalintensititen ergeben sich

aus den Differenzen der Zellmengen pro Probe. Nicht identifizierte Peaks, die moglicherweise
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Metabolisierungsprodukte des Antimons innerhalb der Zellen darstellen, sind durch
Buchstaben gekennzeichnet. Signale mit vergleichbaren Retentionszeiten werden durch
dieselben Buchstaben reprisentiert und es wird davon ausgegangen, dass es sich um die

gleichen Spezies handelt.

Die Ergebnisse, die im Folgenden dargestellt werden, wurden mit dem Salpetersdure-
Verfahren ermittelt. Im Kapitel 10.9.1 werden diese Daten mit den Ergebnisse, die mit dem

EDTA-Verfahren erhalten wurden, kurz verglichen.

10.4.1 Untersuchung von Promastigoten

Die Promastigoten von LD WT sind wesentlich weniger anfillig gegen Sb(V) als gegen
Sb(I1I). Die Akkumulation der Antimonspezies sowie deren Metabolisierung ist im Folgenden
dargestellt. Die Bestimmung des Gesamtgehaltes erfolgte mit ICP-MS, die Werte fiir Sb(III)
und Sb(V) wurden mit dem IC-ICP-MS (Salpetersédure- und EDTA-Verfahren) ermittelt.

Aufnahme und Metabolisierung von Sb(lll)
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Abbildung 10-1: Chromatogramm einer Probe LD WT Pro nach Kultivierung mit Sb(III) fiir
6 Stunden, Probenvorbereitung siche Kapitel 10.2, Parameter des

Verfahren siehe Salpetersdure-Verfahren, Verdiinnung 1:100

Die Promastigoten LD WT wurden fiir 6 Stunden mit 100 pg/mL Sb(III) (eine hohere Sb(III)-
Konzentration hitte toxisch auf die Zellen gewirkt und zum Absterben gefiihrt) als Tartrat
inkubiert. Der Antimongesamtgehalt wurde zu 98 + 3,4 ng/10° Zellen bestimmt. Es konnte
somit eine leichte Akkumulation festgestellt werden, im Vergleich zu den Antimon-

gesamtgehalten von nicht mit Antimon inkubierten Zellen. In den Promastigoten mit Sb(III)

wurden 56 + 2,9 ng/10° Zellen Sb(IIT) und 17,9 + 1,7 pg/10° Zellen Sb(V) detektiert. Damit ist
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keine signifikante Oxidation des Sb(III) innerhalb der Promastigoten nachweisbar, die geringe
detektierte  Sb(V)-Menge ist wahrscheinlich auf Redoxprozesse wihrend der
Probenvorbereitung zuriickzufiihren. Wie Abbildung 10-1 zeigt, kommt es zu einer
Metabolisierung in der Zelle, die sich durch die Peaks B und C im Chromatogramm zeigt, zu

denen sich weitere Informationen in Kapitel 10.8 finden.

Aufnahme und Metabolisierung von Sb(V)

Die Promastigoten LD WT wurden fiir 6 Stunden mit 1 mg/mL Sb(V) als Stibogluconat
inkubiert. Der Antimongesamtgehalt wurde zu 783 + 12,6 pg/10° Zellen bestimmt. In den
Promastigoten mit Sb(V) wurden 622 + 15,9 pg/10° Zellen Sb(V) und 23 + 3,2 ug/10° Zellen
Sb(IIT) detektiert. Damit ist keine signifikante Reduktion des Sb(V) innerhalb der
Promastigoten nachweisbar, die geringe detektierte Sb(II)-Menge ist wahrscheinlich auf
Redoxprozesse wihrend der Probenvorbereitung zuriickzufithren. Wie Abbildung 10-2 zeigt,
kommt es zu einer Metabolisierung in der Zelle. Drei mogliche, nicht identifizierte
Antimonspezies sind im Chromatogramm als A, B und D bezeichnet, zu denen sich weitere

Informationen in Kapitel 10.8 finden.
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Abbildung 10-2: Chromatogramm einer Probe LD WT Pro nach Kultivierung mit Sb(V) fiir 6
Stunden, Probenvorbereitung siche Kapitel 10.2, Parameter des Verfahren

siehe Salpetersdure-Verfahren, Verdiinnung 1:100
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Ergebnisse

Fiir Promastigoten LD WT konnte sowohl bei der Kultur mit Sb(III) als auch mit Sb(V) ein
deutlicher Metabolismus flir Antimon nachgewiesen werden. Die Charakterisierung der
Metabolite wird in Kapitel 10.8 erfolgen. Bei Zugabe von Sb(V) war keine signifikante
Reduktionsaktivitidt feststellbar. Sb(III) wird leicht akkumuliert, wéhrend nur eine
vergleichsweise geringe Sb(V)-Konzentration innerhalb der Zellen nachweisbar war. In
Kapiteln 10.6 und 10.7 werden die Zeitabhéngigkeit und die Konzentrationsabhangigkeit der

Antimonaufnahme diskutiert.

10.4.2 Untersuchung von Amastigoten

Sowohl Sb(III) als auch Sb(V) besitzt eine hohe Toxizitit fiir LD WT-Amastigoten (siche
Tabelle 10-1). Die Reduktion von Sb(V) zu Sb(IIl) ist eine Erklarungsmdoglichkeit, z. B.
wenn die Amastigoten iiber ein spezifisches Enzym, eine Art Antimonreduktase, verfiigen,
das bei den Promastigoten nicht oder nur in sehr geringer Konzentration vorhanden ist. Im
Folgenden werden die Ergebnisse fiir die Kultur von LD WT-Amastigoten bei 6-stiindiger

Inkubation mit Antimon vorgestellt.

Aufnahme und Metabolisierung von Sb(lll)
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Abbildung 10-3: Chromatogramm einer Probe LD WT ama nach Kultivierung mit Sb(III) fiir
6 Stunden, Probenvorbereitung siche Kapitel 10.2, Parameter des Verfahren

siehe Salpetersdure-Verfahren, Verdiinnung 1:100

Die Amastigoten LD WT wurden fiir 6 Stunden mit 100 ug /mL Sb(III) (eine hohere Sb(III)-
Konzentration hitte toxisch auf die Zellen gewirkt und zum Absterben gefiihrt) als Tartrat
inkubiert. Der Antimongesamtgehalt wurde zu 116 + 6,5 ng/10° Zellen bestimmt. Er ist damit
dem fiir die Promastigoten LD WT ermittelten Wert von 98 pg/10° sehr dhnlich. In den
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Amastigoten mit Sb(II[) wurden 86 + 1,6 ug/10° Zellen Sb(II) und 24 + 2,5 ng/10° Zellen
Sb(V) detektiert. Die Sb(III)-Menge ist somit hoher als bei den Promastigoten, wihrend sich
fiir Sb(V) nur geringe Unterschied ergeben. Wie Abbildung 10-3 zeigt, kommt es zu einer
Metabolisierung in der Zelle, die sich durch die Peaks A und B im Chromatogramm zeigt, zu

denen sich weitere Informationen in Kapitel 10.8. finden.

Aufnahme und Metabolisierung von Sb(V)

Die Amastigoten LD WT wurden flir 6 Stunden mit 1 mg/mL Sb(V) als Stibogluconat
inkubiert. Der Antimongesamtgehalt wurde zu 1620 + 23,8 pg/10° Zellen bestimmt, der damit
deutlich hoher als fiir Promastigoten LD WT ist. Bei Kultur mit Sb(V) wurden 1163 + 21,9
1ng/10° Zellen Sb(III) und 432 + 11,9 ug/10° Zellen Sb(V) detektiert. Hier ist somit eine
deutliche Reduktionsaktivitét feststellbar. Erstmalig konnte damit fiir Prokaryonten- und
Eukaryontenzellen direkt die Reduktion von Antimon innerhalb der Zellen beobachtet
werden. Die Konzentrations- und Zeitabhdngigkeit wird in den Kapiteln 10.6 und 10.7
diskutiert. Wie Abbildung 10-4 zeigt, kommt es zu einer Metabolisierung in der Zelle. Drei
mogliche, nicht identifizierte Antimonspezies sind im Chromatogramm als B, C und E

gekennzeichnet, zu denen sich weitere Informationen in Kapitel 10.8 finden.
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Abbildung 10-4: Chromatogramm einer Probe LD WT ama nach Kultivierung mit Sb(V) fiir
6 Stunden, Probenvorbereitung siche Kapitel 10.2, Parameter des Verfahren

siehe Salpetersdure-Verfahren, Verdiinnung 1:100
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Ergebnisse

Die Ergebnisse fiir Amastigoten LD WT zeigen eine deutliche Reduktionsaktivitdt fiir Sb(V).
Zusitzlich ist die Akkumulation sowohl fiir Sb(II) als auch fiir Sb(V) stirker als bei den
Promastigoten LD WT. Eine ndhere Charakterisierung der Metabolite erfolgt in Kapitel 10.8.
Die Zeitabhéngigkeit und die Konzentrationsabhidngigkeit der Antimonaufnahme werden in

Kapiteln 10.6 und 10.7 diskutiert.

10.5 Zellkulturen: Untersuchung eines resistenten Stammes von

Leishmania donovani
Um Unterschiede in der Metabolisierung zwischen antimonresistenten und nicht
antimonresistenten Leishmaniakulturen zu ermitteln, wurde zusétzlich zu LD WT auch LD
ISR untersucht. Diese Mutation ist gegeniiber Sb(V) sehr unempfindlich, wihrend die
Anfilligkeit gegentiber Sb(III) dhnlich wie bei LD WT ist (siche Tabelle 10-1). Wenn Sb(III)
das eigentliche toxische Agens fiir Leishmania ist und Sb(V) innerhalb der Zelle zu Sb(III)
reduziert wird, ist die Resistenz von LD 1 S.20 am einfachsten mit einer Inhibierung der

Antimonreduktionsaktivitat zu erklaren.

Die Ergebnisse, die im Folgenden dargestellt werden, wurden mit dem Salpetersidure-
Verfahren ermittelt. Im Kapitel 10.9.1 werden diese Daten mit den Ergebnisse, die mit dem

EDTA-Verfahren erhalten wurden, kurz verglichen.

10.5.1 Untersuchung von Promastigoten

Die Promastigoten von LD 1 S.20 sind wesentlich weniger anféllig gegen Sb(V) als gegen
Sb(IlI), wie Tabelle 10-1 zeigt. Die Akkumulation der Antimonspezies sowie deren
Metabolisierung ist im folgenden dargestellt. Die Bestimmung des Gesamtgehaltes erfolgte
mit ICP-MS, die Werte fiir Sb(II) und Sb(V) wurden mit dem Salpetersdure- und dem
EDTA-Verfahren ermittelt.

Aufnahme und Metabolisierung von Sb(lll)

Die Promastigoten LD 1 S.20 wurden fiir 6 Stunden mit 100 pg /mL Sb(III) (eine hdohere
Sb(Ill)-Konzentration hétte toxisch auf die Zellen gewirkt und zum Absterben gefiihrt) als
Tartrat inkubiert. Der Antimongesamtgehalt wurde zu 87 + 5,6 pg/10° Zellen bestimmt. Der
Gehalt ist somit demjenigen fiir Promastigoten LD WT kultiviert mit Sb(IIl) sehr dhnlich. In
den Promastigoten mit Sb(III) wurden 44 + 9.3 ug/10° Zellen Sb(IIl) und 12 + 2,6 pg/10°
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Zellen Sb(V) detektiert. Damit ist keine signifikante Oxidation des Sb(IIl) innerhalb der
Promastigoten nachweisbar, die geringe detektierte Sb(V)-Menge ist wahrscheinlich auf
Redoxprozesse wihrend der Probenvorbereitung zuriickzufithren. Wie Abbildung 10-5 zeigt,
kommt es zu einer Metabolisierung in der Zelle, die sich durch die Peaks B und C im
Chromatogramm zeigt, zu denen sich weitere Informationen in Kapitel 10.8 finden. Das
Speziesmuster und die Konzentration an Antimon ist dhnlich wie bei Promastigoten LD WT,
was darauf hindeutet, dass die Mutation eher bei den Amastigoten von Bedeutung ist.
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Abbildung 10-5: Chromatogramm einer Probe LD 1 S.20 pro nach Kultivierung mit Sb(III)
fiir 6 Stunden, Probenvorbereitung siehe Kapitel 10.2, Parameter des

Verfahren siehe Salpetersdure-Verfahren, Verdiinnung 1:100

Aufnahme und Metabolisierung von Sb(V)

45000 4
40000 + SD(V)
35000

30000+

25000

20000

Intensitét (counts)

15000 4
10000 4

5000 4

Sh(ll) M D

] 100 200 300 400 500 BO0 700 800 300 1000 1100 1200 1300
Zeit (s)

0

Abbildung 10-6: Chromatogramm einer Probe LD 1 S.20 pro nach Kultivierung mit Sb(V)
fiir 6 Stunden, Probenvorbereitung siehe Kapitel 10.2, Parameter des

Verfahren siehe Salpetersdure-Verfahren, Verdiinnung 1:100
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Die Promastigoten LD 1 S.20 wurden fiir 6 Stunden mit 1 mg/mL Sb(V) als Stibogluconat
inkubiert. Der Antimongesamtgehalt wurde zu 804 + 31,1 pg/10° Zellen bestimmt. In den
Promastigoten mit Sb(V) wurden 721 + 11,4 ug/10° Zellen Sb(V) und 68 + 13,5 ug/10° Zellen
Sb(IIT) detektiert. Diese Werte entsprechen denjenigen fiir Promastigoten LD WT. Es ist
keine signifikante Reduktion des Sb(V) innerhalb der Promastigoten nachweisbar, die geringe
detektierte ~ Sb(III)-Menge ist wahrscheinlich auf Redoxprozesse wihrend der
Probenvorbereitung zuriickzufiihren. Wie Abbildung 10-6 zeigt, kommt es zu einer
Metabolisierung in der Zelle. Es sind zwei mdgliche, nicht identifizierte Antimonspezies im
Chromatogramm zu erkennen, als A und D gekennzeichnet, zu der sich weitere Informationen

in Kapitel 10.8 finden.

Ergebnisse

Die Ergebnisse fiir Promastigoten LD 1 S.20 sind denen fiir Promastigoten LD WT sehr
ahnlich. Insbesondere die Gesamtkonzentrationen und die ermittelten Mengen an reduzierbare
Sb(IIT) und Sb(V) stimmen sehr gut iiberein. Bei Inkubation mit Sb(V) ist eine starke
Verbreiterung des Sb(Ill)-Peaks zu beobachten, was auf eine Komplexierung mit
Zellbestandteilen hindeuten konnte. Die verschiedene Metabolite werden in Kapitel 10.8
charakterisiert. In den Kapiteln 10.6 und 10.7 wird tiber die Zeitabhidngigkeit und die

Konzentrationsabhédngigkeit der Antimonaufnahme diskutiert.

10.5.2 Untersuchung von Amastigoten

Bei die Amastigoten LD WT wurde eine Reduktionsaktivitit fiir Sb(V) in den Zellen
festgestellt. Die Resistenz von LD 1 S.20 gegen Sb(V) konnte {iber eine Hinderung dieser
Reduktionsaktivitét erklart werden. Im Folgenden sollen die Ergebnisse fiir die Experimente

mit Amastigoten LD 1 S.20 diskutiert werden.

Aufnahme und Metabolisierung von Sb(lll)

Die Amastigoten LD 1 S.20 wurden fiir 6 Stunden mit 100 pg /mL Sb(III) (eine hdhere
Sb(IIT)-Konzentration hitte toxisch auf die Zellen gewirkt und zum Absterben gefiihrt) als
Tartrat inkubiert. Der Antimongesamtgehalt wurde zu 103 + 7,1 ug/10° Zellen bestimmt. Er
ist damit dem fiir die Amastigoten LD WT ermittelten Wert von 116 pug/10° Zellen sehr
ghnlich. In den Promastigoten mit Sb(III) wurden 79 + 6,3 ug/10° Zellen Sb(III) und 19,1 +
1,7 pg/10° Zellen Sb(V) detektiert. Es sind damit keine signifikanten Unterschiede im
Vergleich mit LD WT inkubiert mit Sb(III) festzustellen. Wie Abbildung 10-7 zeigt, kommt
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es zu einer Metabolisierung in der Zelle, die sich durch die Peaks A, B und C im

Chromatogramm zeigt, zu denen sich weitere Informationen in Kapitel 10.8 finden.

in
&=
=]
=

£z Sh(V)
=
S 10000 - ,/
s
= 74
=  so00 A
= Sh{ln \ A &
x B
E I i T I e D S
o 00 200 300 400 M 8l m =N SO0 1000 100 1300 130

Zeit (s)

Abbildung 10-7: Chromatogramm einer Probe LD 1 S.20 ama nach Kultivierung mit Sb(V)
fiir 6 Stunden, Probenvorbereitung siehe Kapitel 10.2, Parameter des

Verfahren siehe Salpetersdure-Verfahren, Verdiinnung 1:100
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Abbildung 10-8: Chromatogramm einer Probe LD 1 S.20 ama nach Kultivierung mit Sb(V)
fir 6 Stunden, Probenvorbereitung siche Kapitel 10.2, Parameter des

Verfahren siehe Salpetersdure-Verfahren, Verdiinnung 1:100

Die Amastigoten LD 1 S.20 wurden fiir 6 Stunden mit 1 mg/mL Sb(V) als Stibogluconat
inkubiert. Der Antimongesamtgehalt wurde zu 1082 + 36,4 pg/10° Zellen bestimmt. Bei
Kultur mit Sb(V) wurden 47 + 7,8 pg/10° Zellen Sb(III) und 833 + 18,1 pg/10° Zellen Sb(V)
detektiert. Im Gegensatz zu den Amastigoten LD WT ist somit keinerlei Reduktionsaktivitit
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nachweisbar, sodass die Inhibierung der Antimonreduktion als resistenzauslosende Mutation
angesehen werden kann. Wie Abbildung 10-8 zeigt, kommt es zu einer Metabolisierung in
der Zelle. Drei mogliche, nicht identifizierte Antimonspezies im Chromatogramm zu
erkennen, als A, B und D gekennzeichnet, zu denen sich weitere Informationen in Kapitel

10.8 finden.

Ergebnisse

Fiir die Amastigoten LD 1 S.20 konnte keine Reduktionsaktivitit von Sb(V) zu Sb(III)
nachgewiesen werden. Damit wird die Hypothese unterstiitzt, dass die Resistenz dieses
Stammes gegen Sb(V) auf einer Inhibierung der Reduktion beruht. Eine nédhere
Charakterisierung der Metabolite erfolgt in Kapitel 10.8. Die Zeitabhéingigkeit und die
Konzentrationsabhédngigkeit der Antimonaufnahme werden in den Kapiteln 10.6 und 10.7
diskutiert.

10.6 Zeitabhangigkeit der Reduktionsaktivitat
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Abbildung 10-9: Zeitabhingigkeit der Reduktionsaktivitit, Sb(III)-Konzentration gemessen
mit dem Salpetersdure-Verfahren bei Amastigoten LD WT (s. Kapitel
8.3.6), Mittelwert aus 4 Wiederholmessungen

Um die Zeitabhédngigkeit der Reduktionsaktivitét fiir nicht antimonresistente Amastigoten zu
untersuchen, wurden Zellkulturen fiir 3-12 Stunden mit Sb(V) kultiviert. Fiir Promastigoten
und Amastigoten LD 1 S.20 ist keine Zeitabhéngigkeit der Reduktionsaktivitit nachweisbar,
wihrend die Sb(Ill)-Konzentration in den Amastigoten LD WT bei ldngerer Inkubation
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signifikant zunimmt (siche Abbildung 10-9). Die Zunahme der Sb(IIl)-Menge erfolgt dabei
logarithmisch. In der Abbildung 10-9 sind auch die Funktion y(x) und der

Korrelationskoeffizienten R dargestellt.

Langere Inkubationszeiten als 12 Stunden waren nicht moglich, da sonst ein groBBerer Teil der
Amastigotenzellen abzusterben beginnt. Die Reduktion von Sb(V) zu Sb(III) mit simultaner

Akkumulation von Sb(III) in den Zellen scheint die Ursache fiir die Toxizitit des Sb(V)

gegeniiber den Leishmaniazellen zu sein.

10.7 Konzentrationsabhangigkeit der Reduktionsaktivitat

Die Konzentrationsabhingigkeit der Reduktionsaktivitit wurde iiber die Inkubation von
Promastigoten und Amastigoten LD WT und LD 1 S.20 mit verschiedenen Sb(V)-Mengen
von 0,1-1 mg/mL untersucht. Fiir Promastigoten und Amastigoten LD 1 S.20 sowie fiir
Promastigoten LD WT ist keine Konzentrationsabhidngigkeit der Reduktionsaktivitit
nachweisbar, wihrend die Reduktionsaktivitit mit steigender Sb(V)-Konzentration in den

Amastigoten LD WT signifikant zunimmt.

Wie die Abbildung 10-10 zeigt, besteht zwischen der Menge des bei der Kultur eingesetzten
Sb(V) und der durch Reduktion entstehenden Sb(III)-Mengen ein linearer Zusammenhang.
Dort sind die Geradefunktion y(x) und der Korrelationskoeffizient R* dargestellt.
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Abbildung 10-10:Konzentrationsabhéngigkeit der Reduktionsaktivitéit, Sb(IlI)-Konzentration
fiir Amastigoten LD WT, gemessen mit dem EDTA-Verfahren (s. Kapitel
8.3.5), Mittelwert aus 4 Wiederholmessungen
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10.8 Charakterisierung der Metabolite
Zur Charakterisierung der Metabolite des Sb(III) und des Sb(V), die sich innerhalb der
Leishmania donovani- Zellen gebildet haben, wurde die durchschnittliche Ladung der Spezies

A bis E untersucht.

Im folgenden sollen die Ergebnisse kurz zusammengefasst werden. Eine weitergehende
Charakterisierung dieser Spezies, bei denen es sich um Verbindungen mit Zellbestandteilen,
Organoantimonmolekiile oder stabile Komplexe handeln konnte, wurde im Rahmen der
vorliegenden Arbeit zur Antimonspeziesanalytik mit elementspezifischer Detektion nicht

durchgefiihrt.

Tabelle 10-3: Ubersicht iiber die Ladungen der Antimonmetabolite®

Signal im Chromatogramm Anzahl der negativen Ladungen
A 3,83
B 4,26
C 5,01
D 5,14
E 5,44

# ermittelt nach Small et a. mit dem EDTA-Verfahren mit 2, 5, 10 mmol/L EDTA

Um die durchschnittlichen Ladungen der Spezies zu untersuchen, wurde das EDTA-
Verfahren eingesetzt und die Ladungen nach Small et al. berechnet (siche Kapitel 8.3.1), die
Konzentration wurde von 2 bis 10 mmol/L variiert, fiir weitere Informationen siche Kapitel

8.3.5.

Die Signale der Spezies C bis E liegen im Chromatogramm dicht nebeneinander, sind jedoch
ausreichend aufgelost, um von mehreren Komponenten ausgehen zu konnen. Fiir diese drei
Spezies wurden Ladungen von ca. -5 ermittelt, die Spezies haben ldngere Retentionszeiten als
die Spezies A und B, auflerdem sind die Signale hidufig breit ohne ausgeprigtes
Peakmaximum. Die Ladungen fiir die Spezies A und B wurden zu -3,86 und -4,26 bestimmt

(siche Tabelle 10-3).
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10.9 Vergleich der Ergebnisse fur beide Stamme von Leishmania donov.

Die Eigenschaften in bezug auf die Metabolisierung des Antimons unterscheiden sich fiir die
untersuchten Stimme Leishmania donovani. Zusitzlich wurden auch Differenzen zwischen
den Promastigoten und den Amastigoten festgestellt. Im Folgenden werden die Ergebnisse fiir

die Stimme und die Parasitenstadien verglichen.

10.9.1 Vergleich der Antimonkonzentration

Vergleich der Gesamtgehalte

Der Gesamtgehalt der Zellproben wurde mit ICP-MS bestimmt, weitere Parameter siehe
Kapitel 10.3. Sowohl fiir Promastigoten LD als fiir Amastigoten standen Vergleichswerte aus
der Literatur zur Verfiigung [248, 249], mit denen keine gute Ubereinstimmung erreicht
werden konnte. Die Ergebnisse in der vorliegenden Arbeit sind in jedem Fall hoher als die
Literaturwerte. Akkumulation ist in erster Linie von der untersuchten Form (Promastigoten
oder Amastigoten) und weniger vom eingesetzten Stamm (LD WT oder LD 1 S.20) abhéngig,
wie die Abbildung 10-11 und Abbildung 10-12 zeigen. Amastigoten akkumulieren deutlich
mehr Antimon als Promastigoten bzw. bei Promastigoten wird das Antimon effektiver aus der

Zelle exkretiert [248].
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Abbildung 10-11: Antimongesamtgehalte von Promastigoten und Amastigoten von
Leishmania donovani WT, kultiviert mit der angegebenen
Antimonkonzentration fiir 6 Stunden, bestimmt mit ICP-MS im

Vergleich zu Literaturwerten [249]
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Abbildung 10-12: Antimongesamtgehalte von Promastigoten und Amastigoten von
Leishmania donovani 1 S.20, kultiviert mit der angegebenen
Antimonkonzentration fiir 6 Stunden, bestimmt mit ICP-MS im Vergleich

zu Literaturwerten [249]
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Abbildung 10-13:Sb(II1)-Gehalte von Promastigoten und Amastigoten von Leishmania
donovani WT, kultiviert mit der angegebenen Antimonkonzentration fiir 6

Stunden, bestimmt mit ICP-MS im Vergleich zu Literaturwerten [249]

Die Konzentration des Sb(IIl) in den Zellproben wurde mit HPLC-ICP-MS bestimmt, mit
dem Salpetersdure-Verfahren, fiir weitere Parameter siche Kapitel 8.3.6. In der Abbildung
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10-13 und Abbildung 10-14 werden sowohl fiir die Promastigoten LD als auch fiir die
Amastigoten die Ergebnisse der vorliegende Arbeit mit den Literaturwerten, die zur
Verfiigung standen [248, 249], verglichen. Hier sind auch die Ergebnisse in der vorliegenden
Arbeit hoher als die Literaturwerte. Akkumulation ist in erster Linie von der untersuchten
Form (Promastigoten oder Amastigoten) und weniger vom eingesetzten Stamm (LD WT oder
LD 1 S.20) abhingig, wie die Abbildung 10-13 und Abbildung 10-14 zeigen. Wie auch bei
Sb(V) akkumuliereren Amastigoten deutlich mehr Sb(III) als Promastigoten bzw. bei

Promastigoten wird das Antimon effektiver aus der Zelle exkretiert [249].
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Abbildung 10-14:Sb(Il1)-Gehalte von Promastigoten und Amastigoten von Leishmania
donovani 1 S.20, kultiviert mit der angegebenen Antimonkonzentration fiir

6 Stunden, bestimmt mit I[CP-MS im Vergleich zu Literaturwerten [249]

Vergleich der Konzentration des Sb(V)

Die Konzentration des Sb(V) in den Zellproben wurde mit HPLC-ICP-MS bestimmt, mit den
Salpetersdure-Verfahren, fiir weitere Parameter siehe Kapitel 8.3.6. Sowohl fiir
Promastigoten LD als fiir Amastigoten wurde auch keine gute Ubereinstimmung mit der
Vergleichswerte aus der Literatur erreicht [248, 249]. Die Ergebnisse in der vorliegenden
Arbeit sind wieder hoher. Wie beim Sb(II) ist Akkumulation in erste Linie von der
untersuchten Form (Promastigoten oder Amastigoten) und weniger vom eingesetzten Stamm
(LD WT oder LD 1 S.20) abhéngig, wie die Abbildung 10-13 und Abbildung 10-14 zeigen.
Dabei akkumulieren Amastigoten deutlich mehr Sb(V) als Promastigoten bzw. bei

Promastigoten wird das Antimon effektiver aus der Zelle exkretiert [248].
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Abbildung 10-15:Sb(V)-Gehalte von Promastigoten und Amastigoten von Leishmania
donovani WT, kultiviert mit der angegebenen Antimonkonzentration fiir 6

Stunden, bestimmt mit ICP-MS im Vergleich zu Literaturwerten [249]
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Abbildung 10-16:Sb(Il1)-Gehalte von Promastigoten und Amastigoten von Leishmania
donovani 1 S.20, kultiviert mit der angegebenen Antimonkonzentration fiir

6 Stunden, bestimmt mit ICP-MS im Vergleich zu Literaturwerten [249]

10.9.2 Vergleich der Speziesverteilung
Die Speziesverteilung des Antimons innerhalb der Leishmania donovani-Zellen unterscheidet
sich sowohl fiir die beiden Stdmme als auch fiir die Stadien des Parasiten. Im folgenden

werden daher die Ergebnisse fiir Promastigoten und Amastigoten getrennt zusammengefasst.
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Promastigoten

Die Antimonaufnahme der Promastigoten LD WT und LD 1 S.20 unterscheidet sich bei der
Kultur mit Sb(IIl) und Sb(V) nur wenig. Auch das Speziesmuster, d.h. die Verteilung
zwischen Sb(II) und Sb(V) ist sehr dhnlich. Die Mutation des LD 1 S.20 hat somit kaum
Einfluss auf die Eigenschaften der Promastigoten in bezug auf die Antimonmetabolisierung

(siche folgende Tabelle).

Tabelle 10-4: Sb-, Sb(III), Sb(V)-Gehalt in Promastigoten LD WT und LD 1 S.20"

Intrazellulares Antimon

Zellkultur ~ Inkubiert mit? [1g Sb / 10° Zellen]
Gesamtgehalt-Sb Sb(l1T) Sb(V)

LD WT Sb(III)° 98 + 3.4 56+2.9 17,9+ 1,7
LD WT Sb(V)° 783 + 13 23+32 622 +16
LD WT ohne Sb 6,86 + 0,5

LD 1 S.20 Sb(III)° 87+5,6 44+93 12 +2,6
LD 1S.20 Sb(V)° 804 + 31 68 + 13 751+ 11
LD1S.20 ohne Sb 9,4+0,9

“Nach 6 Stunden Inkubation, ° 0,1 mg Sb(IIT)/mL eines Kaliumantimonyltartratstandards, “ 1 mg Sb(V)/mL eines
Natriumstibogluconatstandards

Tabelle 10-5: Sb-, Sb(III), Sb(V)-Gehalt in Amastigoten LD WT und LD 1 S.20"

Intrazellulares Antimon

Zellkultur Inkubiert mit [ug Sb / 10° Zellen]
Gesamtgehalt-Sb Sb(lll) Sb(V)
LD WT Sb(III)b 116 £6,5 86+ 1,6 24+2)5
LD WT Sb(V)* 1620 + 24 432 +12 1163 +22
LD WT ohne Sb 0,79 £ 0,1
LD 1S.20 Sb(I1T)" 103+7,1 79+6,3 19+1,7
LD 1S.20 Sb(V)* 1802 + 36 47+7,8 833+ 18
LD 1S.20 ohne Sb 0,67+0,1

“Nach 6 Stunden Inkubation, " 0,1 mg Sb(III)/mL eines Kaliumantimonyltartratstandards, ¢ 1 mg Sb(V)/mL eines
Natriumstibogluconatstandards
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Die Amastigoten LD WT reduzieren intrazelullir Sb(V) zu Sb(IIl). Demgegeniiber wird
Sb(V) durch Amastigoten LD 1 S.20 nicht reduziert, wie in Tabelle 10-5 dargestellt ist. Die
Mutation des antimonresistenten Stammes inhibiert somit die Reduktionsaktivitit. Fiir die
Inkubation mit Sb(III) ergaben sich bei den Amastigoten vergleichbare Werte. Gegeniiber
Sb(V) verhalten sich Amastigoten LD 1 S.20 eher wie Promastigoten.

Vergleich der Metaboliten

Tabelle 10-6: Ubersicht iiber mdgliche Antimonspezies in den Zellproben®

Stamm Stufe Kultur A B C D E
LD WT Promastigoten  Sb(III) - + + - -
LD WT Promastigoten ~ Sb(V) + + - + -
LD WT Amastigoten  Sb(III) + + - - -
LD WT Amastigoten Sb(V) - + + - +
LD 1S.20 Promastigoten  Sb(III) - + + - -
LD18S.20 Promastigoten  Sb(V) + - - + -
LD18S.20  Amastigoten  Sb(III) + + + - -
LD 1S.20  Amastigoten Sb(V) + + - + -

* mit dem Salpetersdure-Verfahren, Parameter siche Kapitel 8.3.6

Tabelle 10-7: Ubersicht der Retentionszeiten der mdgliche Antimonspezies™

Stamm Stufe Kultur A B C D E
LD WT Promastigoten  Sb(III) - 975 1075 - -
LD WT Promastigoten  Sb(V) 885 990 - 1180 -
LD WT Amastigoten Sb(III) 875 980 - - -
LD WT Amastigoten Sb(V) - 975 1080 - 1270
LD 1S.20 Promastigoten  Sb(II) - 970 1065 - -
LD 1S.20 Promastigoten  Sb(V) 870 - - 1185 -
LD 1S.20  Amastigoten  Sb(III) 870 980 1070 - -
LD 1S.20  Amastigoten Sb(V) 890 985 - 1170 -

* mit dem Salpetersiure-Verfahren, Parameter siche Kapitel 8.3.6; ° Retentionszeiten in Sekunden
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Die Tabelle 10-6 zeigt die Verteilung der einzelnen Signale bei Inkubation von LD WT und
LD 1 S.20 Amastigoten und Promastigoten mit Sb(III) oder Sb(V) (mit 0,1 mg/mL Sb(III)
bzw. mit 1 mg/mL Sb(V)). Ein Metabolit wird nur positiv angezeigt, wenn es in allen vier
Messungen zu erkennen war. Es ist derzeit keine Zuordnung zu den untersuchten Stimmen,
Stufen oder Kulturen moglich. Die Tabelle 10-7 zeigt die verschiedenen Retentionszeiten der
einzelnen Signale bei LD WT und LD 1 S.20 Amastigoten und Promastigoten. Die
Retentionszeiten der aufgetretenen Peaks, die mit demselben Buchstaben gekennzeichnet
wurden, sind vergleichbar, da die Schwankungsbreite klein ist. Aus diesem Grund wurden die

Spezies A bis E weiter charakterisiert und ihre durchschnittliche Ladung berechnet.

In den Chromatogrammen der Zellproben sind fiinf verschiedene Signale zu erkennen (A bis
E), die mdglicherweise Antimonspezies und —metaboliten zugeordnet werden konnen. In
Kapitel 10.8 wurden sie ndher beschrieben. Eine genaue Charakterisierung war mit den im
Rahmen der vorliegenden Arbeit entwickelten speziesanalytischen Verfahren mit

elementspezifischer Detektion nicht moglich.

Vergleich der Salpetersaure- und der EDTA-Verfahren

Tabelle 10-8: Vergleich der Ergebnisse von der Salpetersiure- und der EDTA-Verfahren

Inkubiert  [ug Sb pro LD WT Promastigoten LD WT Amastigoten
mit 10° Zellen] . .
Salpetersaure EDTA Salpetersaure EDTA
Sb(11)*  Sb(l1) 56 +29 63+ 1,7 8,6+ 1,6 102+2,3
Sb(V) 17,9+ 1,7 21+0,8 24 +2,5 25+0,6
Sb(V)®>  Sb(l1) 23132 28 £2,0 432 +12 471+9,5
Sb(V) 622+ 16 647 + 22 1163 +22 1215 +27

20,1 mg Sb(IIT)/mL eines Kaliumantimonyltartratstandards

® 1 mg Sb(V)/mL eines Natriumstibogluconatstandards

In der folgenden Tabelle und Diagrammen sind die Ergebnisse der Antimongehalte in
Promastigoten und Amastigoten der Leishmania donovani WT, gemessen mit den

Salpetersdure- und mit den EDTA-Verfahren zusammengefasst.
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Abbildung 10-17: Sb(V)-Gehalte in Promastigoten und Amastigoten von Leishmania
donovani WT, kultiviert mit der angegebenen Antimonkonzentration fiir

6 Stunden, bestimmt mit I[CP-MS im Vergleich zu Literaturwerten
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Abbildung 10-18: Sb(Ill)-Gehalte in Promastigoten und Amastigoten von Leishmania
donovani WT, kultiviert mit der angegebenen Antimonkonzentration fiir

6 Stunden, bestimmt mit [CP-MS im Vergleich zu Literaturwerten

In der Abbildung 10-17 ist die Konzentration des Sb(V) in den Zellproben, die mit HPLC-
ICP-MS, mit dem Salpetersdure-Verfahren und mit dem EDTA-Verfahren bestimmt wurde
und in der Abbildung 10-18 ist die Konzentration des Sb(V) in den Zellproben, die mit
HPLC-ICP-MS bestimmt wurde dargestellt. Sowohl fiir Promastigoten LD als fiir
Amastigoten sind die Werte von Sb(V) und von Sb(III) hoher beim EDTA-Verfahren als
beim Salpetersdure-Verfahren, insbesondere fiir Sb(IIl). Das heif3it, das EDTA effektiver als
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Eluent und als Komplexbildner fiir die Bestimmung von Antimon in biologischen Proben ist.
Die Unterschiede sind jedoch nicht so grof, dass es Auswirkungen auf die Interpretation der

Messdaten in bezug auf die Reduktionsaktivitdt der Antimonzellen gibt.

10.10 Zusammenfassung der Untersuchung von Zellproben

Die Untersuchung von Zellproben als komplexe Matrizes mit zahlreichen organischen
Komponenten ist mit den chromatographischen Methoden, die im Kapitel 8.3.6 und 8.3.5
vorgestellt wurden, mdglich. Durch die Anwendung zweier, analytischer Verfahren lassen
sich zuverldssige Aussagen iiber die Oxidationsstufen des Antimons in den Leishmaniazellen

treffen.

Untersucht wurden die Promastigoten und Amastigoten eines nicht antimonresistenten sowie
eines gegen Sb(V)-Pridparate resistenten Stammes von Leishmania donovani. In den
Promastigoten konnte keine signifikante Reduktionsaktivitit festgestellt werden. Das
Speziesmuster ist bei Zugabe verschiedener Antimonkomponenten fiir beide Zellarten
ahnlich. Unterschiede ergaben sich dagegen bei den Amastigoten. Wahrend sich die
antimonresistenten Zellen dhnlich wie Promastigoten verhalten und keine Reduktion von
Sb(V) zu Sb(IIl) nachweisbar ist, reduzieren nicht resistente Amastigoten Sb(V) zu Sb(III).
Die Zunahme des Sb(IIl) als Reduktionsprodukt innerhalb der Amastigoten LD WT hat im
Intervall von 3 bis 12 Stunden einen logarithmischen Verlauf, wihrend die Variation der
Inkubationskonzentration zu einer linearen Anderung der Sb(IIl)-Konzentration fiihrt. Den
logarithmischen Verlauf der Sb(III)-Zunahme als Reduktionsprodukt kénnte man mit dem
Verlauf einer typischen enzymatischen Reaktion vergleichen [250], was auf eine
enzymatische Aktivitdit in den Promastigoten der Leishmania hindeutet und eine
Unterstiitzung fiir die These der Wirkungsweise des Antimons in Leishmaniose-Erkrankten,

wie im Kapitel 6.8 dargestellt, bildet.
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11  Untersuchung von Gewebeproben

Verbindungen des fiinfwertigen Antimons, z. B. das Stibogluconat, werden als Therapeutika
bei Behandlung der Leishmaniose eingesetzt (siche Kapitel 6). Im vorliegenden Kapitel
werden die Ergebnisse der Messungen an Gewebeproben vorgestellt. Dazu wurden Proben
einer in-vivo-Studien an Miusen die zum Teil mit Leishmania infiziert und mit Antimon
behandelt worden waren, untersucht (Methode der in-vivo-Studie von Rondon et al. [251]).
Dazu wurden die speziesanalytischen Methoden eingesetzt, die in Kapitel 8 vorgestellt

wurden.

Die Méuse wurden am Weill-Medical College der Cornell Universitit am Presbyterian
Hospital, N.Y, USA infiziert und mit Sb(V) behandelt, danach wurden Proben aus der Leber
und Milz entnommen. Die Amastigotenzellen wurden extrahiert und die Proben in der
dortigen  Arbeitsgruppe von Prof. H. Murray vorbereitet. Die analytische
Methodenentwicklung und die Durchfiihrung aller Gesamtgehaltsbestimmungen und
speziesanalytischen Messungen erfolgten im Rahmen der vorliegenden Arbeit. Im Folgenden
soll eine Ubersicht der Problematik gegeben und anschlieBend die analytischen Ergebnisse

diskutiert werden.

11.1 In-vivo-Kultur der Méuse

Fir die Untersuchung des Antimonmetabolismus in den Leishmaniazellen im In-Vivo-
Experiment wurde eine Gruppe von 50 Mausen (Mus musculus) mit viszeraler Leishmaniose
(Leishmania donovani) infiziert. Alle Miuse der Gruppe erkrankten, aber zwei davon starben
vor dem Ende der Inkubationszeit, sodass sie nicht mit Natriumstibogluconat behandelt
werden konnten. Nach zwei Wochen, hatte sich die Krankheit normal entwickelt, d.h. Leber
und Milz der Tiere waren entziindet und geschwollen. Es bildeten sich als Granulomas

bezeichnete, aktivierte Makrophagen, die die Parasitenzellen der Leishmania einschlieB3en.

Infizierte und nicht infizierte Gruppen der Mause (insgesamt 96) wurden in zwei Gruppen
geteilt um zwei Experimente durchzufiihren, danach wurden die Ergebnisse verglichen und
die Mittelwerte ermittelt. Alle Mause wurden einmalig mit 0 mg/kg bzw. 500 mg/kg
Natriumstibogluconat behandelt. 1, 24 und 48 Stunden nach der einzelnen Injektion des
Sb(V)-Préiparates, wurden Leber und Milz der behandelten Maiuse vollstindig entfernt.

AnschlieBend wurden Leber und Milz zweimal mit eiskalter Phosphatpufferlosung gewaschen
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und daraus das Gewebe gewonnen. Davon wurden jeweils 3 Proben pro Tier entnommen.

Die Vorbereitung der Proben wurde in folgende beschrieben.

11.2 Probenvorbereitung der Gewebeproben

Die entnommenen Proben wurden in kleine Stiicke geschnitten, stark zerkleinert und in 10
mL eiskalter Phosphatpufferlésung suspendiert. Die Suspensionen wurden zunichst zweimal
fiir 30 Minuten bei 3000 rpm zentrifugiert. Das Zellpellet oder Zellmembrane wurde
aufgenommen und in 50 mL konzentrierter Salpetersdure 24 Stunden bei Raumtemperatur
aufgeschlossen. Danach wurde 1 mL entionisiertes Wasser addiert und erneut zentrifugiert:

zweimal fiir 10 Minuten bei 10000 rpm und 40°C.

Die Zellen, d. h. die Makrophagen wurden mit einem Homogenisierungspuffer (10mmol/L

TRIS, pH 8,5, 2 mM Dithiothreitol oder DTT) homogenisiert.

Alle diese Experimente fanden am Weill-Medical College statt.

Das Volumen der Makrophagen-Fraktion wurde mit entionisiertem Wasser auf 1 mL
gebracht, die Proben bei -20 °C eingefroren, im Gefrierschrank gelagert und mit
Trockeneiskiihlung per Luftpost von New York (USA) nach Hannover verschickt.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden der Gesamtgehalt und die Speziesverteilung des
Antimons in der Makrophagen-Fraktion untersucht. Fiir die Untersuchung der Gesamtgehalt
ewurden 100 puL von den Proben entnommen und bis auf 1 mL verdiinnt, davon wurden
wieder 100 pL entnommen und bis auf 1 mL verdiinnt (1:100-Verdiinnung). Fiir die Antimon-
speziation reichte eine 1:10-Verdiinnung (100 puL der Proben auf 1 mL verdiinnt), da die

Proben durch den Eluent bei der lonenchromatographie weiter verdiinnt werden.

Da hier die ganzen Makrophagenzellen untersucht werden sollten, sind entsprechend mehr
Schwierigkeiten mit der Matrix der Proben als im vorherigen Kapitel zu erwarten (siche
Kapitel 10.2), da hier nicht nur die in der Zytosolfraktion vorliegenden Molekiile in der Probe
enthalten sind, sondern auch die verschiedene Zellorganellen mit ihren entsprenchenden
chemischen Bestandteilen. Da kommt auch das Problem zum tragen, dass einige der groften
organische Molekiile mit Antimon Komplexe bilden koénnen, wodurch sich die

Trenneigenschaften stark verdndern konnen. Obwohl die elementspezifischen Detektion
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direkt nicht betroffen sein sollte, da die Konzentration nach der Trennung gering genug sein
sollte, sind dennoch grofe Matrixeffekte zu erwarten. Die groBen Molekiile wie Proteine und
andere groflen Zellbestandteile kdnnen die chromatographische Saule irreversibel belegen und
so zu nicht reproduzierbaren Messwerten fiihren. AuBBerdem konnen auch Antimonspezies auf

der Saule an den Zellbestandteilen fixiert werden.

11.3 Antimonanalytik in den Gewebeproben

Um die Gewebeproben zu charakterisieren, wurde zunichst der Gesamtantimongehalt der
Zellextrakte (Probenvorbereitung siehe Kapitel 11.2) mit ICP-MS quantifiziert. Anschlieend
wurde der Gehalt von Sb(III) und Sb(V) mit IC-ICP-MS bestimmt. In der folgenden Tabelle
sind die eingesetzten Verfahren mit einigen Besonderheiten zusammengefasst. Weitere

Information zu den Parametern sind in Kapitel 8.3.6 und 8.3.5 zusammengefasst.

Tabelle 11-1: Eingesetzte Verfahren zur Untersuchung der Gewebeproben.

Parameter Gesamtgehalt Speziesanalytik | Speziesanalytik 11
Methode ICP-MS EDTA-Verfahren Salpetersdure-Verfahren
Interferenz- Isotopenverhiltnis Isotopenverhiltnis von  Isotopenverhéltnis von
kontrolle von *'Sbund '?’Sb  '*'Sb und '*’Sb 21Sb und '*Sb
Interner "> In kein kein

Standard

11.4 Untersuchung des Sb-Gesamtgehaltes in den Gewebeproben

Der Gesamtgehalt der Gewebeproben wurde zunichst mit externer Kalibration bestimmt. Bei
den chromatographischen Messungen wurde danach jedoch ein starker Matrix-Effekt
festgestellt, sodass die Proben ein weiteres Mal mit Standardaddition gemessen wurden. Die
Ergebnisse, die in den Tabelle 11-2 und Tabelle 11-3 dargestellt sind, wurden mit ICP-MS

mit Standardaddition bestimmt, weitere Parameter siche Kapitel 11.2 und 11.3.
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Tabelle 11-2: Sb-Gehalt in infizierten und nicht infizierten Milzproben

Nicht infizierte Proben [ug Sb /mg Infizierte Proben [1g Sb /mg
Gewebe] Gewebe]
Probe gemessen nach [Std.] Sb-Gehalt Probe gemessen nach [Std.]  Sb-Gehalt
Milz 0 2,8+04 Milz 0 1,9 £0,04
Milz 1 27,9+2,12 Milz 1 23,18+43
Milz 24 109+0,9 Milz 24 6,6 £ 0,5
Milz 48 9,59+0,5 Milz 48 4,85+0,14
Parameter der Auswertung siehe Kapitel 11.3
Tabelle 11-3: Sb-Gehalt in infizierten und nicht infizierten Leberproben
Nicht infizierte Proben [ug Sb /mg Infizierte Proben [1g Sb /mg
Gewebe] Gewebe]
Probe gemessen nach [Std.] Sh-Gehalt Probe gemessen nach [Std.]  Sb-Gehalt
Leber 0 1,6 +0,1 Leber 0 1,7+3,4
Leber 1 26,4+3,4 Leber 1 22,5+ 1,11
Leber 24 18,2+0,5 Leber 24 14,5+ 0,13
Leber 48 11,7+0,6 Leber 48 10,8 + 0,7

Parameter der Auswertung siehe Kapitel 11.3

Sowohl fiir die Milzproben als auch fiir die Leberproben standen keine Vergleichswerte aus

der Literatur zur Verfligung. Die Gesamtgehalte des Antimons in den untersuchten Méusen

sind in jeden Fall hoher fiir nicht infizierte als fiir infizierte Tiere. Wie die Abbildung 11-1

und Abbildung 11-2 zeigen, ist die Antimonkonzentration zeitabhidngig und nimmt mit der

Zeit ab. Aullerdem nimmt die Akkumulation von Sb in den Milzproben schneller als in den

Leberproben ab. Eine Erkldrung dafiir ist eine effektivere Exkretion aus der Milz als aus der

Leber.
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Abbildung 11-1: Antimongesamtgehalte in Milzproben von nicht infizierten und infizierten
Maiusen, mit 500 mg/kg Stibogluconat behandelt, 0, 1, 24, 48 Stunden nach
der Behandlung, bestimmt mit ICP-MS
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Abbildung 11-2: Antimongesamtgehalte in Leberproben von nicht infizierten und infizierten
Maiusen, mit 500 mg/kg Stibogluconat behandelt, 0, 1, 24, 48 Stunden nach
der Behandlung, bestimmt mit I[CP-MS
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Abbildung 11-3: Zeitabhingigkeit der Antimonkonzentration in den Milzproben, gemessen
mit ICP-MS, Mittelwert aus 6 Wiederholmessungen

Um die Zeitabhidngigkeit der Antimonkonzentration zwischen Leber- und Milzproben zu
vergleichen, wurden in der Abbildung 11-3 und Abbildung 11-4 die Antimonkonzentration
in infizierten und nicht infizierten Proben gegen die Zeit dargestellt: Die Leberzellen
exkretieren Antimon mit einer fast linearen Zeitabhidngigkeit, wihrend die Abnahme der

Antimonkonzentration fur die Milzzellen nicht linear ist.
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Abbildung 11-4: Zeitabhingigkeit der Antimonkonzentration in den Leberproben, gemessen
mit ICP-MS, Mittelwert aus 6 Wiederholmessungen

11.5 Untersuchung von Milzproben (Speziation)
Im ersten Schritt wurden Gewebeproben aus der Milz von infizierten und nicht infizierten
Maiusen mit viszeraler Leishmaniose, die mit 500 mg/kg Natriumstibogluconat 0, 1, 24 und 48

Stunden behandelt wurden, untersucht. Die Amastigotenstufe, das Zellenstadium der
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Leishmania-Erreger, das sich im Sdugetier befindet, ist sowohl gegeniiber Sb(IIl) als auch
Sb(V) empfindlich. Da Sb(IIl) als eigentlich toxisches Agens angesehen wird, konnte die
Toxizitdt des Sb(V) auf der Reduktion zu Sb(III) beruhen. Dabei ist auch zu klédren, ob die
Reduktion des Antimons direkt in den Parasitenzellen oder bereits in den
Sdugetiermakrophagen passiert. Im Folgenden werden die Ergebnisse der Experimente

vorgestellt.

Bei den Chromatogrammen ist die Verdiinnung in Relation zur Originalprobe (Makrophagen-
Fraktion aufgefiillt auf 1 mL) angegeben. Unterschiede in den Signalintensitdten ergeben sich
aus den Differenzen der Zellmengen pro Probe. Nicht identifizierte Peaks, die moglicherweise
Metabolisierungsprodukte des Antimons innerhalb der Zellen darstellen, sind durch
Buchstaben, wie im vorherigen Kapitel, gekennzeichnet. Signale mit vergleichbaren

Retentionszeiten werden durch dieselben Buchstaben reprisentiert.

11.5.1 Untersuchung von nicht infizierten M&ausen

Mause, die nicht mit der viszeralen Leishmaniose infiziert sind, wurden auch mit dem Sb(V)-
Priaparat behandelt, um Vergleichswerte von einer Kontrollgruppe zu erhalten. Die
Akkumulation der Antimonspezies sowie deren Metabolisierung ist im Folgenden dargestellt.
Die Untersuchungen von Sb(II) und Sb(V) wurden mit dem IC-ICP-MS (Salpetersédure-

Verfahren) ermittelt.

Aufnahme und Metabolisierung von Sh(V)

Wie Abbildung 11-5 zeigt, kommt es zu einer moglichen Metabolisierung in der Zelle. Eine
nicht identifizierte Antimonspezies ist im Chromatogramm als D bezeichnet. Weitere
Informationen zu nicht zuzuordnenden Signalen bzw. Antimonspezies finden sich in Kapitel
11.11. Die ersten beiden Peaks (in folgenden als X und Y bezeichnet) und die
Matrixprobleme werden in Kapitel 11.7 und 11.10 néher erldutert. AuBerdem standen keine
Vergleichswerte oder Einschitzungen iiber der Reduktion von Sb(V) zu Sb(IIl) in in-vivo-

Experimenten zur Verfiigung.
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Abbildung 11-5: Chromatogramm einer nicht infizierten Milzprobe, 1 Stunde nach der
Behandlung, Probenvorbereitung siehe Kapitel 11.2, Parameter des

Verfahrens siehe Salpeterséure-Verfahren, Verdiinnung 1:10

11.5.2 Untersuchung von infizierten Proben

Sowohl Sb(III) als auch Sb(V) besitzten eine hohe Toxizitét fiir Amastigoten. Reduktion von
Sb(V) zu Sb(IIl) ist eine Erklarungsmoglichkeit, z. B. wenn die Amastigoten iiber ein
spezifisches Enzym, eine Art Antimonreduktase, verfiigen. Im Folgenden wird das
Chromatogramm einer infizierte Milzprobe, extrahiert 1 Stunden nach der Behandlung,

vorgestellt.

Aufnahme und Metabolisierung von Sb(V)

Die Méuse wurden mit der viszeralen Leishmaniose infiziert und nach zwei Wochen
einmalig mit 500 mg/kg Sb(V) als Stibogluconat behandelt. Eine Stunde danach wurde die
Milz extrahiert und die Probe vorbereitet. Wie Abbildung 11-6 zeigt, kommt es zu einer
Metabolisierung in der Zelle. Zwei nicht identifizierte Antimonspezies sind im
Chromatogramm als B und E gekennzeichnet, zu denen sich weitere Informationen in
Kapitel 11.11 finden. Die ersten beiden Peaks und die Matrixprobleme werden in Kapitel
11.7 und 11.10 ndher erldutert. AuBlerdem standen keine Vergleichswerte oder
Einschidtzungen iiber die Reduktion von Sb(V) zu Sb(IIl) in in-vivo-Experimenten zu

Verfligung.
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Abbildung 11-6: Chromatogramm einer infizierten Milzprobe, 1 Stunde nach der
Behandlung, Probenvorbereitung siehe Kapitel 11.2, Parameter des

Verfahrens siehe Salpeterséure-Verfahren, Verdiinnung 1:10

11.6 Untersuchung von Leberproben (Speziation)

Um Unterschiede in der Metabolisierung zwischen Milz- und Leberproben zu ermitteln,
wurden zusitzlich zu Milzproben auch Leberproben untersucht. Die Proben wurden genauso
vorbereitet wie die Milzproben. Diese Reduktionsaktivitit kann entweder direkt in der
Parasitenzelle oder im Sdugetiermakrophagen stattfinden. Im Folgenden werden die

Ergebnisse der Experimente vorgestellt.

Bei den Chromatogrammen ist die Verdiinnung in Relation zur Originalprobe (Makrophagen-
Fraktion aufgefiillt auf 1 mL) angegeben. Nicht identifizierte Peaks, die moglicherweise
Metabolisierungsprodukte des Antimons innerhalb der Zellen darstellen, sind durch
Buchstaben gekennzeichnet. Signale mit vergleichbaren Retentionszeiten werden hier wieder

durch dieselben Buchstaben représentiert.

11.6.1 Untersuchung von nicht infizierte Proben
Hier wurde Leberproben von nicht infizierten Miusen analysiert, die einmalig mit 500 mg/kg

Sb(V) als Stibogluconat behandelt worden sind. Die Zellen sind weniger anfillig gegen Sb(V)
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als gegen Sb(III), da Sb(III) viel toxischer ist. Die Akkumulation der Antimonspezies sowie
deren Metabolisierung ist im Folgenden dargestellt. Die Untersuchung des Sb(III) und Sb(V)

wurde mit dem Salpetersdure-Verfahren ermittelt.

Aufnahme und Metabolisierung von Sh(V)
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Abbildung 11-7: Chromatogramm einer nicht infizierten Leberprobe, 1 Stunde nach der
Behandlung, Probenvorbereitung siche Kapitel 11.2, Parameter des

Verfahrens siehe Salpetersdure-Verfahren, Verdiinnung 1:10

Die Proben wurden 1 Stunden nach der Behandlung aufgenommen und vorbereitet, wie in
Kapitel 11.2 dargestellt. Wie Abbildung 11-7zeigt, kommt es zu einer Metabolisierung in
der Zelle. Es sind zwei mdgliche, nicht identifizierte Antimonspezies im Chromatogramm zu
erkennen, als A und D gekennzeichnet, zu denen sich weitere Informationen in Kapitel 11.11
finden. Die ersten beiden Peaks und die Matrixprobleme werden ein Kapitel 11.7 und 11.10

ndher erliutert.

11.6.2 Untersuchung von infizierten Proben
Bei den infizierten Mdusen wurden auch Leberproben zur Untersuchung genommen. Im

Folgenden sollen die Ergebnisse fiir die Experimente dargestellt werden.
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Aufnahme und Metabolisierung von Sh(V)
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Abbildung 11-8: Chromatogramm einer infizierten Leberprobe, 1 Stunde nach der
Behandlung, Probenvorbereitung siche Kapitel 11.2, Parameter des

Verfahrens siehe Salpetersdure-Verfahren, Verdiinnung 1:10

Die Méuse wurden mit der viszeralen Leishmaniose infiziert und nach zwei Wochen einmalig
mit 500 mg/kg Sb(V) als Stibogluconat behandelt. Eine Stunde danach wurde die Leber
extrahiert und die Probe vorbereitet. Wie Abbildung 11-8 zeigt, kommt es zu einer
Metabolisierung in der Zelle. Drei nicht identifizierte Antimonspezies sind im
Chromatogramm zu erkennen, als A, B und C gekennzeichnet, zu denen sich weitere
Informationen in Kapitel 11.11 finden. Die ersten beiden Peaks und die Matrixprobleme

werden in Kapitel 11.7 und 11.10 ndher erldutert.

11.7 Matrixprobleme

Biologische Proben haben im Allgemeinen sehr komplexe Matrizes, die neben den
anorganischen Antimonspezies viele organische Komponenten enthalten, die von einfachen
Verbindungen bis zu komplexen Makromolekiile reichen. Diese komplexen Matrizes kdnnen
so genannte Matrix-Effekt verursachen, d. h. Stérungen und Veridnderungen der untersuchten
Spezies durch Matrixbestandteile unter den Analysenbedingungen. Dieses ist hier
wahrscheinlich der Fall. Diese Schlussfolgerung wurde nach den ersten

Speziationsexperimenten (siche Kapitel 11.8) gezogen. Eine externe Kalibration sollte daher
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nicht auf Gewebeproben angewendet werden, weder fiir die Bestimmung der Gesamtgehalte

(siehe Kapitel 11.9) noch fiir die Speziation (siche Kapitel 11.10).

11.8 Matrixprobleme bei der Speziation
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Abbildung 11-9: Chromatogramme einer infizierte Leberprobe, 1 Stunde nach der
Behandlung und einer Standardlosung (100 pg/L Sb(IIl) und 100 pg/L
Sb(V)), Probenvorbereitung siehe Kapitel 11.2, Parameter des Verfahrens

siehe Salpetersdure-Verfahren, Verdiinnung 1:10

Bei der Speziation der Milz- und Leberproben und der Auswertung der Ergebnisse sind
folgende Probleme aufgetaucht: die Retentionszeiten der ersten beiden Peaks sind nicht mit
der Retentionszeiten des Sb(III) und Sb(V) vergleichbar (sicheAbbildung 11-9). Daher kann

keine sichere Zuordnung der Signale zu den Antimonspezies erfolgen.

Wie im den vorherigen Kapitel schon erldutert wurde, konnen die biologischen Proben so

genannte Matrix-Effekt verursachen, daher wurde die Standardadditionsmethode verwendet.

11.9 Standardaddition bei der Gesamtgehaltsbestimmung
In der Abbildung 11-10 und der Abbildung 11-11 sind Kalibrationen fiir die

Standardaddition in zwei untersuchten Proben dargestellt. Es zeigte sich in beiden Fillen ein
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Matrixeffekt, der mit einer Erhohung der Signalintensitit verbunden war. Die Steigung der

Standardadditions-Kalibrationkurve ist hoher als die der externen Kalibration.
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Abbildung 11-10:Kalibrationskurve einer Milzprobe (infizierter Stamm, 24 Stunden nach

Behandlung), Parameter des Verfahrens siehe Salpetersdure-Verfahren,

Verdiinnung 1:100, Detektion: ICP-MS (121, 123 m/z 121Sb, me)
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Abbildung 11-11:Kalibrationskurve einer Leberprobe (nicht infizierter Stamm, 1 Stunde

nach Behandlung),

Parameter des

Verfahrens

siehe Salpetersdure-

Verfahren, Verdiinnung 1:100, Detektion: ICP-MS (121, 123 m/z 121gp,

123 Sb)
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Der beobachtete Matrixeffekt ist nicht von der Art der Proben (Leber oder Milz) oder dem
Stamm (infizierte oder nicht infizierte Mdusen) abhingig. Die restlichen Proben wurden auch
mit dieser Methode (Standardaddittion) untersucht und ausgewertet, die Ergebnisse sind in

der Tabelle 11-2 und Tabelle 11-3 dargestellt.

11.10 Standardaddition in den chromatographischen Verfahren

Um die Milz- und Leberproben zu untersuchen, wurden zu einer gleichen Menge Probe
verschiedene Sb(V)- und Sb(Ill)-Mengen addiert, um den Einfluss der Addition
zuuntersuchen. Wie die Abbildung 11-12 =zeigt, besteht zwischen Signalen in den
untersuchten Proben und den Standards kein direkter Zusammenhang. Da bei der Addition
der Standards alle drei Peaks zunehmen, konnte weder das Sb(V) noch das Sb(Ill) in der

Probe identifiziert werden.
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Abbildung 11-12:Chromatogramme einer Leberprobe (nicht infizierter Stamm, 24 Stunden
nach Behandlung) mit Standardaddition von Sb(IIl) und Sb(V), jeweils 50,
100 oder 150 ug/L, gemessen mit dem Salpetersdure-Verfahren (s. Kapitel
8.3.6)
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Abbildung 11-13:Chromatogramme einer Leberprobe (nicht infizierter Stamm, 1 Stunde
nach Behandlung) mit Standardaddition von Sb(III) oder Sb(V), jeweils
100 pg/L, gemessen mit dem Salpetersdure-Verfahren (s. Kapitel 8.3.6)

Bei der einzelnen Addition der Standards von Sb(III) und Sb(V)ist auch eine Verschiebung
der Retentionszeiten des zweiten und dritten Peaks bemerkbar. Diese Verschiebung ist
derjenigen bei der simultanen Addition von Sb(III) und Sb(V) vergleichbar. Daher war keine
Identifizierung oder Quantifizierung der Peaks moglich. Im folgenden Kapitel werden die

unbekannten Spezies charakterisiert und die durchschnittliche Ladung berechnet.

11.11 Charakterisierung der Metabolite

Zur Charakterisierung der Metabolite wurde die durchschnittliche Ladung der Spezies A bis

E, sowie die durchschnittliche Ladung von der ersten beiden Peaks, X und Y, untersucht.

Durchschnittliche Ladung der nicht identifizierbaren Spezies

Im Folgenden sollen die Ergebnisse kurz zusammengefasst werden. Eine weitergehende
Charakterisierung dieser Spezies, bei denen es sich um Verbindungen mit Zellbestandteilen,
Organoantimonmolekiile oder stabile Komplexe handeln konnte, wurde im Rahmen der
vorliegenden Arbeit zur Antimonspeziesanalytik mit elementspezifischer Detektion nicht

durchgefiihrt.
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Tabelle 11-4: Ubersicht iiber die Ladungen der Antimonmetabolite®

Signal im Chromatogramm

Anzahl der negativen Ladungen

A

m O O ®

2,18
2,83
3,15
3,94
4,66

* ermittelt nach Small et al. mit dem Salpetersaure-Verfahren mit 1, 2, 3 mmol/L HNO;

Um die durchschnittlichen Ladungen der Spezies zu untersuchen, wurde das Salpetersdure-

Verfahren eingesetzt, die Berechnung nach Small et al. durchgefiihrt (siche Kapitel 8.3.1)

und die Konzentration von 1 bis 3 mmol/L variiert; fiir weitere Information siche Kapitel

8.3.6.

Die Signale der Spezies B und C liegen im Chromatogramm dicht nebeneinander, sind

trotzdem ausreichend aufgelost (sicheTabelle 11-4).

Die durchschnittlichen Ladungen der Spezies X und Y wurden nach Small et al. ermittelt und

mit dem Salpetersdure-Verfahren untersucht. X hat eine durchschnittliche Ladung von - 0,73

und Y von — 1,37.

Vergleich der Metaboliten

Tabelle 11-5: Ubersicht iiber mogliche Antimonspezies in den Gewebeproben “°

Stamm Stadium nach (Std) B C E
Milz nicht infiziert 1 - -
Milz infiziert 1 + -
Leber nicht infiziert 1 -
Leber infiziert 1 + +

* mit dem Salpetersiure-Verfahren, Parameter siehe Kapitel 8.3.6, " eine Stunde nach der Behandlung

Die Tabelle 11-5zeigt die Verteilung der einzelnen Signale bei Untersuchung der Milz- und

Leberproben. Die Metabolite werden nur positiv angezeigt, wenn sie in allen Wiederhol-
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messungen zu erkennen sind. Es ist derzeit keine sichere Zuordnung der ersten zwei Spezies

zu den untersuchten Gewebeproben oder Identifizierung moglich.

In den Chromatogrammen der Gewebeproben sind fiinf verschiedene Signale zu erkennen (A
bis E), die Antimonspezies und -metaboliten zugeordnet werden konnen. Eine genaue
Charakterisierung war mit den im Rahmen der vorliegenden Arbeit entwickelten

speziesanalytischen Verfahren mit elementspezifischer Detektion nicht moglich.

11.12 Zusammenfassung der Untersuchung von Gewebeproben
Die Untersuchung von Gewebeproben als komplexe Matrizes mit zahlreichen organischen
Komponenten ist mit den chromatographischen Methoden, die in Kapitel 8.3.6 und 8.3.5

vorgestellt wurden, nicht moglich.

Untersucht wurden Milz- und Leberproben von nicht infizierten und infizierten Miusen, die
mit Sb(V)-Préiparaten behandelt wurden. Bei der Untersuchung der Antimongesamtgehalte
konnte eine lineare Zeitabhidngigkeit bei der Exkretion des Antimons in Leberproben
festgestellt werden, wobei der Zusammenhang der Zeitabhiangigkeit bei der Exkretion des
Antimons in den Milzproben nicht linear war. Das Speziesmuster ist bei keiner der
Gewebeproben #hnlich. Es konnten weder Sb(V) noch Sb(IIl) sicher identifiziert werden,
wobei sowohl externe Kalibration als auch Standardaddition eingesetzt wurden. Es konnte ein

starker Matrixeffekt bei der Untersuchung der Gewebeproben festgestellt werden.
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12 Zusammenfassung

Die Speziesanalytik fiir Metalle und Halbmetalle hat in den letzten Jahren in der analytischen
Chemie zunehmend an Bedeutung gewonnen. Fiir die Beurteilung zahlreicher physikalischer,
biologischer und medizinischer Fragestellungen und fiir die Kldarung des umweltrelevanten
Gefihrdungspotentials, das von einzelnen Elementen ausgeht, ist die Kenntnis des
Gesamtgehaltes nicht mehr ausreichend. Die Untersuchung der Elementspezies ist zu einem
wichtigen Zweig der Analytischen Chemie geworden, der spezielle Herausforderungen
insbesondere an die Empfindlichkeit und die Prizision der eingesetzten Methoden stellt. Die
Entwicklung von Methoden fiir die Quantifizierung der Oxidationsstufen Sb(IIl) und Sb(V)

war eines der Ziele der vorliegenden Arbeit.

Problematisch sind insbesondere in der Umweltanalytik und im medizinischen Bereich die
extrem komplexen Systeme mit vielfdltigen, zum groflen Teil labilen chemischen
Gleichgewichten. Probenahme, Probenvorbereitung und Analyse greifen z. T. stark in diese
Gleichgewichte ein, sodass es leicht zu Artefaktbildung und Fehlinterpretationen kommen

kann.

Antimon ist ein nicht essentielles Spurenelement, dessen anorganische Verbindungen
toxischer als die organischen wirken. In seiner Toxizitét ist das Antimon dem Arsen dhnlich,
da dreiwertige, anorganische Verbindungen toxischer als filinfwertige sind. Die
toxikologischen Daten sind allerdings liickenhaft, da fiir viele Antimonverbindungen bisher
kaum Untersuchungen im Tierversuch oder an Zellkulturen angestellt worden sind. Die
vorliegende Arbeit beinhaltet die Untersuchung von anorganischen Antimonspezies in
biologischen Proben aus dem medizinischen Bereich, wobei Zellextrakte und Gewebeextrakte

untersucht wurden.

Die Untersuchung an Zellproben und Gewebeproben von Leishmania donovani, eine
weitverbreitete parasitire Infektion, soll zur Aufkldrung des Mechanismus der Toxizitdt und
der Resistenz in manchen Stimmen beitragen. Verglichen werden sollten dabei Promastigoten

und Amastigoten eines nicht antimonresistenten und eines Sb(V)-resistenten Stammes.

Chromatographische Verfahren in Kombination mit elementspezifischer Detektion und

kapillarelektrophoretische Verfahren mit UV-Detektion. Es wurden acht Verfahren auf der
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Basis der Anionenchromatographie mit ICP-AES/MS Detektion entwickelt, von denen sieben
die Trennung und Quantifizierung von den zwei Antimonspezies erlauben. Salpetersdure und
das EDTA sind als Eluent besonders geeignet und wurden auch fiir die spater untersuchten
Realproben verwendet. Auch die Kapillarzonenelektrophorese wurde als Trennverfahren fiir
die Antimonspeziesanalytik mittels UV-Detektion benutzt. Zwei Methoden wurden
entwickelt, von denen eins fiir die Trennung und Quantifizierung von Antimonspezies im
Spurenbereich geeignet ist. Die IC-ICP-MS Kopplung wurde fiir die Messung verschiedene

reale Proben angewendet.

Die definierte Zusammensetzung der Standards ist in der Analytischen Chemie von grof3er
Bedeutung fiir die Richtigkeit der Analysen. Bei der Speziesanalytik muss nicht nur die
Gesamtmenge des Analyten konstant bleiben, sondern auch die FErhaltung der
Speziesinformation sichergestellt sein. Daher ist es notwendig, die Standardlosungen einer
stindigen Qualitdtskontrolle zu unterziehen. Die Lagerung hatte groBen Einfluss auf die
Stabilitdt der Spezies, insbesondere des Sb(IIl), das nach einige Stunden durch Luftsauerstoff
zu Sb(V) oxidiert wird. Die Verwendung frisch angesetzter Standards ist also entscheidend

fiir die Richtigkeit der Analysen.

Zusitzlich muss sichergestellt sein, dass die Standardverbindungen die Komponenten in den
Realproben mdglichst gut reprisentieren. Fiir die untersuchten Antimonspezies wurde eine
prinzipielle Eignung von Antimonyltartrat und Hexahydroxyantimonat als Standard-
materialien fiir reale Proben hier und zumindest fiir die Parasitenzellen festgestellt. In den
Gewebeproben ergaben sich weitere Matrixprobleme. Diese Probleme werden im Folgenden

erldutert.

Die Untersuchung von Zellproben als komplexe Matrizes mit zahlreichen organischen
Komponenten ist mit den chromatographischen Methoden mdglich. Durch die Anwendung
zweier analytische Verfahren lassen sich zuverldssige Aussagen iiber die Oxidationsstufen des
Antimons in den Leishmaniazellen treffen. Untersucht wurden die Promastigoten und
Amastigoten eines nicht antimonresistenten sowie eines gegen Sb(V)-Préparate resistenten
Stammes von Leishmania donovani. In den Promastigoten konnte keine signifikante
Reduktionsaktivitdt festgestellt werden. Das Speziesmuster ist bei Zugabe verschiedener
Antimonkomponenten fiir beide Zellarten dhnlich. Unterschiede ergaben sich dagegen bei den

Amastigoten. Wéhrend sich die antimonresistenten Zellen dhnlich wie Promastigoten
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verhalten und keine Reduktion von Sb(V) zu Sb(IIl) nachweisbar ist, reduzieren nicht
resistente Amastigoten Sb(V) zu Sb(Ill). Die Zunahme des Sb(III) als Reduktionsprodukt
innerhalb der Amastigoten LD WT hat im Intervall von 1 bis 12 Stunden einen
logarithmischen Verlauf, wihrend die Variation der Inkubationskonzentration zu einer

linearen Anderung der Sb(Ill)-Konzentration fiihrt.

Gewebeproben mit noch komplexerer Matrix wurden sowohl mit ICP-MS als auch mit den
chromatographischen Methoden untersucht. Analysiert wurden Milz- und Leberproben von
nicht infizierten und infizierten Mausen, die mit Sb(V)-Priparaten behandelt worden waren.
Bei der Untersuchung der Antimongesamtgehalte konnte eine lineare Zeitabhingigkeit bei der
Exkretion des Antimons in Leberproben festgestellt werden, wobei der Zusammenhang fiir
Milzproben nicht linear war. Das Speziesmuster ist bei keiner der Gewebeproben &hnlich. Es
konnten weder Sb(V) noch Sb(Ill) sicher identifiziert werden, wobei sowohl externe
Kalibration als auch Standardaddition eingesetzt wurden. Es ist ein starker Matrixeffekt bei
der Untersuchung der Gewebeproben festgestellt werden, der leider nicht beseitigt werden

konnte.

Die bei den kapillarelektrophoretischen Trennungen aufgetretenen Probleme konnten durch
die Verwendung eines elementspezifischen Detektors umgangen werden. Ein Problem wie
der Koelution von Sb(Ill)-Tartrat, Tartrat und Sb(II[)-EDTA taucht bei der
elementspezifischen Detektion nicht auf. Aulerdem konnte ein solcher Detektor, wie z. B. das
ICP-MS, zu einer deutlichen Verbesserung der Nachweisgrenzen und damit einer Ausweitung
des Anwendungsbereiches fithren. Ein weiterer Vorteil der Kopplung CE-ICP-MS ist, dass
man keinen UV-aktiv Puffer bendtigt, wodurch eine groBere Pufferauswahl fiir die
Optimierung der Trennungen zur Verfiigung steht. Die Verwendung einer solchen Kopplung
besitzt einen weiteren Vorteil. Die dullerst komplexe Matrix, die unter anderem aus groflen
Molekiile wie Proteinen, die mit Antimon reagieren konnen, besteht, kann bei der
Untersuchung biologischer Proben den Untergrund erhdhen, die Trennung verschlechtern und
zu nicht reproduzierbaren Messwerten fiihren. Auflerdem konnen auch Antimonspezies auf
der Sdule an den dort angelagerten Zellbestandteilen fixiert werden. Diese Probleme sollten
bei der Anwendung der Kapillarelektrophorese nicht auftreten, da die Kapillare stirker als die
chromatographische Séule gespiilt werden kann um die Fixierung der organische Molekiile an
der Kapillarwand zu vermeiden. Aullerdem kann die Verwendung beschichteter Kapillaren

eine Adsorption grof3er Zellbestandteile oder groferer Molekiile minimieren.
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Problematisch war die Identifizierung der organischen Antimonspezies. Dazu sollten in
weiterfilhrenden  Arbeiten auch verschiedene organische Antimonstandards, wie
Trimethylantimon [(CH3);Sb] oder Triphenylantimon [(Ph);Sb], untersucht und ihre
Verhalten in anionenchromatographischen und kapillarelektrophoretischen Trennungen als

Kriterium fiir die Identifizierung der organischen unbekannten Spezies verwendet werden.

Auch die Probenvorbereitung muss verbessert werden. Rodon et al. empfehlen die
Mikrowelle-Aufschluss mit  konzentrierte HNO; als Methode fiir die Vorbereitung
biologischer Proben fiir die Speziation von Antimon [251]. Allerdings wurde das Antimon
nicht in-vivo sondern nach der Extraktion der Gewebe zugegeben. Diese Methode konnte
getestet werden und die Antimon-Widerfindungsraten berechnet werden um festzustellen, ob
die Methode fiir die Vorbereitung der Leishmaniazellen geeignet ist. Allerdings ist die
Verwendung von Mikrowellenaufschluss und insbesondere konzentrierter Salpetersdure mit
Oxidationswirkung in der Speziesanalytisch kritisch zu betrachten, da eine Verdnderung der

Speziesinformation mdglich ist.

Kopplungen der Trennverfahren GroBenausschlusschromatographie sowie Kationen-
chromatographie mit den elementspezifischen Detektionsmethoden Plasma-Atomemissions-
und Massenspektrometrie (ICP-AES und ICP-MS) sollten ebenfalls durchgefiihrt werden
sowie Kopplungen von Grdéfenausschlusschromatographie und Kationenchromatographie mit
der Anionenchromatographie und anschlieBender elementspezifischen Detektion. Damit
konnte eine Trennung der organischen ungeladenen Spezies erfolgen. Aulerdem wére die
Untersuchung der biologischen Materialien mit HPLC-MS wiinschenswert, sofern Methoden

mit ausreichend niedrigen Nachweisgrenzen entwickelt werden konnen.
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13 Anhang

13.1 Verwendete Chemikalien

Produkt Qualitat Hersteller / Lieferant
(Gehalt)

Ammoniak ca. 25% NH; Riedel de Haén, Seelze
Aceton ca. 95% Merck, Darmstadt
Acetonitril p.a. (>99%) Merck, Darmstadt
Benzoesédure p.a Fluka, Buchs

Borsdure p.a Fluka, Buchs
Dinatriumethylendiamintetraacetat p.a. Merck, Darmstadt

Fluka, Buchs
Fluka, Buchs
Sigma-Aldrich, Buchs

Dodecyltrimethylammoniumbromid  p.a.
Ethanol ca. 95%

Hexadecytrimethylammoniumbromid p.a.

4-Hydroxybenzoesédure p.a. Fluka, Buchs
Kaliumantimonyltartrat p.a. Merck, Darmstadt
Kaliumchlorid p.a. Merck, Darmstadt
Kaliumhexahydroxyantimonat p-a. Riedel de Haén, Seelze
Natriumcarbonat p.a. Merck, Darmstadt
Natriumchromat p.a.(> 99,5%) Merck, Darmstadt

Natriumhydroxid p.a. Merck, Darmstadt
Natriumsulfat p.a. Merck, Darmstadt
Methanol ca. 95% Merck, Darmstadt

Octadecyltrimethylammoinumchlorid p.a. Fluka, Buchs

Perchlorsdure 70% Fluka, Buchs
Phthalsiure p.a. Merck, Darmstadt
Tetrabutylammoniumbromid p.a. Fluka, Buchs

Tris(hydroxymethyl)aminomethan p.a. Merck, Darmstadt

Salzsdure Suprapur (37 %) Merck, Darmstadt
Salpetersédure Supranal (70 %) Riedel-de-Haén, Seelze
Zitronensaure p.a. > 99 %) Riedel de Haén, Seelze

Weinsdure p.a. Merck, Darmstadt
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13.2 Allgemeine Geréate und Hilfsmittel

Reinstwasseranlage ~ SG Reinstwassersystem SG Wasserauftbereitungs-
und Regenerierstation GmbH, Hamburg

Injektion hydrodynamisch: 35 mbar, 5 Sek

pH-Messung pH-Meter Metrohm 605, pH-Glaselektrode mit
Ag/AgCl-Bezugsystem Metrohm E 536, Herisau

Pipetten 100 pl / 1000 pl Varipipetten, Standardtips
schermetallfrei, Eppendorf-Nethele-Hinz GmbH

Ultraschallbad Bandelin, Sonorex, Morfelden-Wall.

Analysenwaage AC 6043, Sartorius AG, Gottingen

Trockenschrank WTB binder, Jiirgens, Tuttlingen

Glasgerite allgemeiner Laborstandard Glasgerite

13.3 Verwendete Methoden der Kapillazonenelektrophorese

Der Zuschnitt der Kapillaren auf die bendtige Linge erfolgte nach Bedarf entsprechend der
Kapillarkassette von 10 m Material mit einem Glas-schirfenden-Stibchen. Das
Detektorfenster wurde eingebrannt und mit Methanol gereinigt. (Die Parameter wéahrend der

Methodenentwicklung sind im Text angegeben).

13.3.1 Allgemeines

Probenaufgabe 1,8 mL Glasvial mit Gummikappel
Probenfiltration 0,20 um Minisart-Filter
Pufferfiltration 0,45 pm Minisart-Filter
Vialbehandlung dreifach Spiilung mit Reinstwasser /

0,2 M HNO;/ Reinstwasser
Ultraschalbehandlung in Reinstwasser

/0,2 M HNOs3/ Reinstwasser
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13.3.2 Konditionierung der Kapillaren

Konditionirung der Kapillaren vor Erstgebrauch und bei Pufferwechsel / tiaglich:

Reinstwasser
0,1 N NaOH
Reinstwasser

Elektrolyt

30-10 Min, Arbeitstemperatur
30-10 Min, Arbeitstemperatur
30-10 Min, Arbeitstemperatur
30-10 Min, Arbeitstemperatur

13.3.3 Kapillarenelektrophoresemethoden

Kapillare
Injektion
Temperatur

Grundelektrolyt

pH-Wert-Einstellung

organische Additive

organische Modifier

Detektion

amorphes Quarz, 50/60cm, 100 um I.D
hydrodynamisch: 35 mbar, 5 Sek
Raumtemperatur

Pyromellitsdure

Natriumchromat

Phthalsédure

TRIS

Tetrabutylammoniumbromid
Hexadecyltrimethylammoniumbromid (HTAB)
Octadecyltrimethylammoinumchlorid
Dodecyltrimethylammoniumbromid
Aceton, Methanol, Acetonitril

indirekte Detektion mit Peakumkehr, A =214 nm

13.4 Verwendete Methoden der IC-ICP-AES unds IC-ICP-MS

Die verwendeten Sédulen wurden tdglich am Ende des Messtages 30 Min. mit 0,01 molar

HNO; gespiilt. Die verwendeten Detektoren wurden tdglich vor und nach dem Messtag, 30

Min. mit Reinstwasser gespiilt.

Im Folgenden werden kurz die verwendete Gerite und Trennsdulen zusammengefasst:
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13.4.1 Verwendete Geréte und Trennsaulen

Pumpe LaChrom L 7100, Merck Hitachi, Darmstadt
Injektionsventil 6-Port Rheodyne, 100 pl Probenschleife PEEK
Detektor X-Series Massspektrometer, Thermo Elemental,

Windsford, GB

Spectroflamme ICP Type P, SPECTRO, Kleve
Sdulen Hamilton PRP-X100 (150 x 4,1 mm ID), Varian,

Darmstadt

Phenomenex Star-lon A300 (100 x 4,6 mm ID),

Metrohm, Herisau

Metrosep Anion Dual 2 (125 x 4 mm ID),

Metrohm, Herisau

Flussrate 1,5 mL/min

13.5 Herstellung von Sb-Standards

Um eine chromatographische oder elektrophoretische Trennung mehrerer Substanzen sinnvoll
durchfiihren zu konnen, sollten die untersuchten Substanzen als isolierte Standards mit
gepriifter Reinheit vorliegen, damit ihr Verhalten ohne stérende Einfliisse beobachtet werden
kann. Dies stellt fiir Sb(V) kein Problem dar, da diese Oxidationsstufe recht stabil ist und fiir
sie eine Zahl an Verbindungen, wie das KSb(OH)s, kommerziell erhéltlich, welche als
Standard eingesetzt werden kdnnen. Fiir Sb(III) gibt es wenige Verbindungen im Handel, vor
allem Feststoffe; KSby(Tartrat), ist eine der kommerzielle Verbindungen, welches aber in
wissriger Losung instabil ist und zahlreiche, z. T. mehrkernige Komplexe mit dem Antimon
bildet, die zu einem komplexen, chemischen Verhalten fiihren. Die Instabilitdt ist die

Begriindung fiir die tigliche Vorbereitung der Standards.
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