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1 Einleitung und Zielsetzung

Seit Mitte der achtziger Jahre des letzten Jahrhunderts werden in Deutschland
Katalysatoren zur Entgiftung von Autoabgasen eingesetzt. Dreiwegekatalysatoren
verringern die Emission von Kohlenmonoxid, Stickoxiden und unverbrannten
Kohlenwasserstoffen, allerdings werden aufgrund der hohen Temperaturen und
durch mechanischen Abrieb Metallpartikel - darunter vor allem Platin, Rhodium und
Palladium - aus dem Auspuff entsprechend ausgerusteter Fahrzeuge emittiert. Die
ersten Autoabgaskatalysatoren enthielten als katalytisch aktives Material ein Ge-
misch von Platin und Rhodium im Verhaltnis von etwa 5:1 [1]. Seit Beginn der 1990er
Jahre werden u.a. bedingt durch Fortschritte in der Beschichtungstechnologie und
dem gunstigeren Preis von Palladium im Vergleich zu Platin auch Pd-Rh-Gemische
(im Verhaltnis von Pd:Rh = 5:1 bis 9:1) sowie Trimetallkatalysatoren (Pt:Pd:Rh =
1:14:1 bis 1:28:1) bzw. Pd-only-Katalysatoren (mit bis zu 5 g Pd) eingesetzt [2].
Wahrend 1992 lediglich ca. 10% des verwendeten Palladiums in Autoabgaskatalysa-
toren eingesetzt wurde, betrug dieser Anteil 1997 bereits 60%, heute liegt er bei 80
bis 100% [2,3]. Durch den Wechsel der Katalysatorindustrie auf Palladium als kataly-
tisch aktives Element geriet dieses Edelmetall verstarkt ins toxikologische und 6kolo-
gische Blickfeld [4].

Die verkehrsbedingten Pd-Emissionen treten zu rund 90% in partikularer Form
auf. Die emittierten Pd-Partikel (1-20 nm) sind grof3tenteils auf Al,Os-Tragermaterial
fixiert [5,6]. 83% der freigesetzten Pd/Al,O3- Teilchen liegen im GroéRenbereich von
10 bis 30 um, 4% sind zwischen 2,5 und 10 ym und 13 % sind 5 nm bis 2,5 ym grof3
[7,8]. Ultrafeine Partikel, deren Durchmesser kleiner als 5 nm sind, sind hauptsach-
lich reine Edelmetallteilchen [9,10]. Je nach Grol3e der Partikel werden diese in un-
mittelbarer Nahe zur Stralle auf und im Boden deponiert, bzw. mit dem Wind in der
Umwelt verbreitet. Verbleib und Verhalten des Palladiums in der Umwelt sind ent-
scheidend fur die Aufnahme durch Pflanzen und damit fir den Transfer in die
Nahrungskette von Tier und Mensch, was negative gesundheitliche Effekte auslésen
kann [11,12]. Palladium I6st Allergien aus und kann sich in Nieren, Leber und Milz
anreichern und letztlich eine toxische Wirkung entfalten, sofern eine hinreichend

groRe Dosis erreicht ist [13]. Uber die Rolle des Palladiums in der Biogeosphare
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besteht derzeit noch ein Informationsdefizit. Deshalb soll die vorliegende Arbeit einen

Beitrag zur Klarung der Umweltrelevanz von Palladium in der Natur leisten.

Im ersten Teil der Arbeit werden Daten zur zeitlichen Anderungen der Pd-Kon-
zentrationen in Strallenstduben Munchner Tunnel und Klarschlammaschen aus den
Jahren 2002-2006 der Klaranlage Stuttgart Mihlhausen ermittelt. Vorangegangene
Untersuchungen dieser beiden Matrices zeigten bereits steigende Pd-Gehalte [14].
Far den Munchner StralRenstaub konnten somit Daten von 1994 bis heute verglichen
werden; fur die Klarschlammaschen wurde ein Zeitraum von 1972 bis 2006 unter-
sucht. Diese Langzeitstudien der Pd-Emissionen sollen dazu beitragen, das zukunfti-

ge Emissionspotenzial von Palladium abzuschatzen.

Des Weiteren wurden in Kooperation mit dem Lehrstuhl fiir Siedlungswasser-
wirtschaft der Technischen Universitdt Minchen Untersuchungen zur Verteilung und
Mobilitat des Palladiums in Oberbdden von Versickerungsmulden entlang einer Auto-
bahn- bzw. Kreisstrale durchgefuhrt. Mit dem Versickern des Niederschlagwassers
kann Palladium aus dem Boden ins Grundwasser gelangen. Deswegen sind Tiefen-
profile der Palladiumkonzentration in Versickerungsmulden fur die Beurteilung einer

potentiellen Grundwassergefahrdung von grofl3er Bedeutung.

Im Gegensatz zu anderen emittierten Schwermetallen wie Zink oder Kupfer
zahlt Palladium nicht zu den essentiellen Elementen und wegen seiner sehr niedri-
gen geogenen Allgegenwartskonzentration im unteren ng g”'-Bereich hatte es bisher
keine Umweltrelevanz. Seine vergleichsweise hohe chemische und komplexche-
mische Reaktivitat verleiht ihm eine Sonderstellung in der Gruppe der Edelmetalle.
Die Untersuchung der daraus resultierenden Mobilitat und Bioverfugbarkeit ist ein
wichtiger aktueller Forschungsbereich. Expositionsversuche mit gemahlenem Kata-
lysatormaterial oder realem Strallenstaub konnen Pd induzierte toxikologische Effek-
te nicht klar aufzeigten, da diese Materialien auch andere Schwermetalle wie z.B. Zn,
Cd oder Cu enthalten. Im zweiten Teil der vorliegenden Arbeit wurden daher Pd-Mo-
dellpartikel synthetisiert, die den aus Katalysatoren ausgetragen Partikeln ahnlich
sind. Es wurden sowohl reine Pd-Nanopartikel als auch Pd-Nanopartikel auf Trager-
materialien (Pd/Al,Os; und Pd/SiO;) synthetisiert und charakterisiert. Die Partikel-
grolienverteilung wurde mittels Lasergranulometrie bzw. Transmissionselektronen-

mikroskopie (TEM) bestimmt. Die Struktur und der chemische Zustand der
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gebildeten Pd-Nanopartikel wurde durch hochauflésende transmissionselektronen-
mikroskopische (engl. High-resolution transmission electron microscopy, HR-TEM)
und Elektronenbeugungsaufnahmen (engl. Selected area diffraction, SAD) unter-
sucht. Der Palladiumgehalt der getragerten Modellpartikel wurde nach Aufschluss
mittels Graphitofen-Atomabsorptionsspektrometrie (engl. Graphite furnace atomic ab-
sorption spectrometry, GF-AAS) ermittelt. Die synthetisierten Pd-Partikel enthalten
keine zusatzlichen Storstoffe und sind daher sehr gut als Pd-haltige Modellsub-

stanzen in Expositionsstudien einsetzbar.

FUr die Abschatzung des 6kotoxikologischen Potentials von partikularen Palla-
diumeintragen wurde im dritten Teil der Arbeit die toxische Wirkung von Palladium
auf Pflanzen und die Zytokinausschuttung in menschlichem Blut in Kooperation mit
biologischen und medizinischen Forschergruppen untersucht. In Zusammenarbeit mit
dem Lehrstuhl fiir Pflanzenziichtung der Technischen Universitdt Miinchen wurden
Expositionsversuche mit den synthetisierten Modellpartikeln an Gerste durchgefihrt.
Fur diese Experimente wurden Gerstepflanzen in Nahrldsungen, die mit unterschied-
lichen Partikelarten im Konzentrationsbereich von 0 bis 100 pmol Pd I"! versetzt wur-
den, gezuchtet. Ziel der Untersuchungen war es, die Bioverfugbarkeit von Palladium
aus solchen Partikeln zu untersuchen. Hierzu wurde die Akkumulation des Palla-
diums in Abhangigkeit von der Expositionsdauer in den Pflanzen bestimmt und die
phytotoxische Wirkung der Pd-Partikel durch die Wachstumshemmung charakteri-
siert. AulRerdem wurde untersucht, ob Pflanzen in der Lage sind, durch ihre Wurzeln
Pd-Nanopartikel aus einer Nahrlésung aufzunehmen. In Kooperation mit dem Lehr-
stuhl fiir Biologie der Universitidt Bologna (ltalien) wurden Untersuchungen zur toxi-
schen Wirkung von partikularem bzw. 16slichem Palladium auf die Keim- und Lebens-
fahigkeit von Kiwipollen durchgefuhrt. AnschlieRend wurde in Kooperation mit dem
Lehrstuhl fiir Arbeitsmedizin der Universitét ,,G. D’ Annunzio“ Chieti-Pescara (lItalien)
der Einfluss von partikularem bzw. l6slichem Palladium auf die Freisetzung von
Zytokinen aus menschlichen peripheren mononuklearen Blutzellen (engl. Peripheral
blood mononuclear cells, PBMC) untersucht. Dabei sollte die immunotoxikologische
Wirkung von Palladium auf Menschen Uberprift werden. Die genaue Quantifizierung
des Palladiums in den pflanzlichen Materialien wurde nach Anreicherung des
Palladiums in einem FlieRinjektionsanalysesystem (FIAS) mittels GF-AAS durch-
gefuhrt. Die Aufnahme der Pd-Nanopartikel durch die Gerste bzw. durch die Pollen
wurde mittels TEM und Energy dispersive X-ray spectroscopy (EDX) untersucht.
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2 Allgemeine Angaben zu Palladium

2.1 Vorkommen und Gewinnung

Die Geschichte des Palladiums ist eng mit derjenigen des Platins verbunden.
Bis Anfang des 19. Jahrhunderts wurde Palladium nur zusammen mit Platin als eher
unbekannter Bestandteil von Platinartefakten oder zusammen mit Flussgold als
Verunreinigung gefunden [15]. Im Jahre 1803 entdeckte der britische Physiker, Arzt
und Chemiker William Hyde Wollaston Palladium bei der Raffination von Platin und in
Anlehnung an den zur damaligen Zeit entdeckten Planetoiden Pallas erhielt Palla-

dium dann seinen Namen [16].

Die durchschnittliche Palladiumkonzentration in der Erdkruste betragt nur
0,001 g t" [17], es ist damit etwas haufiger als Gold und Platin und steht in der Ele-
menthaufigkeit an 72. Stelle [18]. Palladium wird als Haupt- oder Nebenprodukt bei
der Nickel-, Kupfer-, Blei-, Silber-, Gold- und Platin-Produktion gewonnen.

Die bekanntesten Vorkommen fur Palladium sind die Minen bei Norilsk-Tal-
nakh in Russland, der Bushfeld-Komplex in Stdafrika, das kanadische Sudbury-Ge-
biet und die Stillwater-Mine in den USA [19]. Palladium ist in Form von Chalkogeni-
den, Arseniden und Antimoniden, wie z.B. Sperreylith (PdAs;), Stibiopalladinit
(PdsSb, ca. 70% Pd-Gehalt), Cooperit (Pt,PdS) oder Moncheit ((Pt,Pd)(Te,Bi),) ein-
gelagert [20,21]. Die Platingruppenmetalle (PGM) werden meist im Tiefbau unter
schweren Bedingungen abgebaut. Fir 1 g PGM werden ca. 300 kg Erz gebrochen,
zermahlen und chemisch behandelt. Die Lagerstatten zeigen dabei deutlich unter-
schiedliche Edelmetallgehalte. In Studafrika werden Platingruppenmetalle als Haupt-
produkt aus den Erzen gewonnen, wahrend, sie in Russland, den USA und Kanada
als Nebenprodukt der Nickelgewinnung anfallen [22]. Tabelle 1 zeigt die PGM-Ge-
halte, sowie die Gold-, Nickel- und Kupferanteile der Erze verschiedener Lager-
statten [23].
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Tabelle 1 PGM-Gehalte der wichtigsten Lagerstéatten [23].
Land Russland Sudafrika Kanada USA
Lagerstatte/ Norilsk- Buschveld/ | Buschveld/ .
Element [g t7] Talnakh Merensky UG2 Sudbury Stillwater/J-M
Platin 2,5 4,82 3,22 0,38 6
Palladium 7,3 2,04 3,24 0,39 20
Rhodium 0,2 0,24 0,54 0,03 0,21
Summe
1 7.1 7 26,21
Pt, Pd, Rh 0 ' 08 6,
Gold - 0,26 0,07 - 0,21
Nickel < 30000 2800 1600 < 15000 <1000
Kupfer < 40000 1700 300 < 13000 <1000

Abbildung 1 zeigt die Gewinnung von Palladium aus Rohplatin

[ Rohplatin ]

unldsl. Rickstand
AgCl, Os, Ir, Rh, Ru

]

Niederschlag
von Gold

)

Niederschlag
von (NH3)2[PtCls]

J

Konigswasser
>
A
Lésung von H[AuCl4],
H2[PdCl4] und H2[PtCle]
FeCl2
d
Lésung von H2[PdCl4]
und H2[PtCle]
NH4CI
d
A
[ Lésung von H2[PdCl4] ]
NH4OH
< HCI

[ Niederschlag von [Pd(NH3)2]Cl2 J

Glihen
Raffination

[ Palladium ]

Abbildung 1 Schema zur Gewinnung von Palladium aus Rohplatin [24]
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Nach der Behandlung des Rohplatins mit Kénigswasser gehen Gold, Platin
und Palladium in Loésung wahrend die anderen Platingruppenmetalle im Ruckstand
verbleiben. Durch Zugabe von Ammoniumchlorid fallt Platin als Ammonium-Hexa-
chloroplatinat(lV) aus. Die ubrig bleibende Tetrachloropalladium(ll)-saure (H2[PdCls])
wird mit Ammoniumhydroxid versetzt und durch Zugabe von Salzsaure wird schliefl3-
lich Dichlorodiaminpalladium(ll) ausgefallt. Dieses wird zunachst durch Glihen zu
einem PdO-haltigem Pd-Schwamm kalziniert, der anschlielend in einer Wasserstoff-

Atmosphare zu elementarem Palladium reduziert wird.

Die weltweite Produktion von Palladium stieg Mitte der neunziger Jahre stark
an, als die Abgasnormen in vielen Industrielandern verscharft wurden und dadurch
die Einfuhrung und Verbreitung von Autoabgaskatalysatoren begann. Die Weltjahres-
produktion von Palladium zeigt ein Wachstum von ca. 120% vom Jahr 1991 bis 2008
(vgl. Abbildung 2).
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Abbildung 2 Weltjahresproduktion von Palladium [25]

Mit einem Anteil von 49% ist Russland der grofdte Lieferant fur Palladium-
metall. Im Jahr 2008 betrug der russische Palladiumexport 135 Tonnen [25], der sud-

afrikanische etwa 89 Tonnen und Nordamerika trug ungefahr 30 Tonnen zum welt-
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weiten Angebot bei. Andere Lander lieferten knapp 10 Tonnen Palladium, was weni-
ger als 5% des weltweiten Pd-Angebots ausmacht. Insgesamt standen dem Markt

2008 etwa 264 Tonnen Palladium aus der Primargewinnung zur Verfugung [26].

Zu einem erheblichen Anteil wird Palladium auch aus Altmaterial, d.h. haupt-
sachlich aus ausgedienten Kraftfahrzeugkatalysatoren zurtick gewonnen. 2008 be-
trug das Pd-Angebot aus Recycling etwa 36 Tonnen [25]. Da die durchschnittliche
Nutzungsdauer eines Pkws bei 8 bis 10 Jahre liegt und Palladium in Katalysatoren
seit Anfang der 1990-er Jahre in nennenswertem Umfang eingesetzt wurde, wird der

Anteil des wieder gewonnenen Palladiums aus dieser Quelle weiter steigen.

Fur die Rickgewinnung von Palladium aus Kraftfahrzeugkatalysatoren konnen
grundsatzlich zwei Verfahren angewendet werden. Beim hydrometallurgischen Ver-
fahren wird der PGM-haltige Washcoat mit starken Sauren oder Laugen vom kerami-
schen Trager geldst. Anschlielend werden die Platingruppenmetalle, z.B. durch
Fallungsreaktion, aus der Losung abgetrennt. Nachteilig bei diesem Verfahren sind
die relativ hohen Edelmetallverluste, sowie die Entsorgung groRer Mengen an Ab-
wasser und Laugungsruckstanden. Wegen dieser Nachteile haben die hydrometallur-

gischen Verfahren heute in der Praxis keine Bedeutung mehr [27].

Beim pyrometallurgischen Verfahren erfolgt die Abtrennung der Edelmetalle
durch Einschmelzen von Katalysatorkeramik und Washcoat in einem Huttenprozess.
Der keramische Anteil wird in eine Schlackenphase uUberfuhrt und abgestochen, die
Edelmetalle werden in ein Sammlermetall legiert (aufkonzentriert), welches ebenfalls
abgezogen und weiterverarbeitet wird. Nach verschiedenen Trennungs- und Raffina-

tionsschritten werden am Ende die Edelmetalle mit hoher Reinheit erhalten [28].
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2.2 Chemische Reaktivitat

Als Element der zweiten Ubergangsmetallreihe besitzt Palladium chemische
Eigenschaften, die zwischen denen von Nickel und Platin liegen, d.h. Palladium ist
chemisch wesentlich bestandiger als Nickel, aber deutlich reaktiver als Platin. Die
Reaktivitat des Palladiums ist stark auf seine ausgepragte Tendenz zur Komplexbil-
dung zuruckzufuhren, was vor allem in der Katalysechemie [29], aber auch in der
Analytischen Chemie zur selektiven Pd-Anreicherung [30] genutzt wird. Palladium
bevorzugt die Oxidationsstufen 0 und +II. Es ist wie kein anderes Ubergangsmetall in
der Lage, zwischen diesen zwei Stufen zu wechseln und besitzt demnach eine
ausgezeichnete Fahigkeit zum Vollzug oxidativer Additionen bzw. reduktiver Elimi-

nierungen.

Die Loslichkeit von Palladium ist sehr von seiner physikalischen und chemi-
schen Form (feinmetallisches, grobmetallisches Palladium oder Palladiumsalz) bzw.
von Bedingungen wie pH-Wert und Temperatur abhangig. Diese Faktoren spielen

auch bei der Mobilitat von emittiertem Palladium in der Umwelt eine wichtige Rolle.

Die Wasserloslichkeit des elementaren Palladiums ist gegenuber Platin und
Rhodium viel héher und korreliert in erster Linie mit der PartikelgroRe [31,32].
Skerstupp und Urban [33] untersuchten die Léslichkeit von PGM-Partikeln auf
Tragermaterial in huminsaurehaltigen wassrigen Losungen und fanden heraus, dass
Palladium sofort in Lésung geht wahrend Platin auf dem Tragermaterial verbleibt.
Jahrvis et al. [34] haben eine erstaunlich hohe Loslichkeit (35,4%) von Palladium-
partikeln in simuliertem Regenwasser festgestellt. Auch Claus et al. [35] stellten bei
ihren Untersuchungen zu Verteilung und Konzentration von Platin, Palladium und
Rhodium in Umweltmedien fest, dass sich das Verhalten von emittierten Pd-Partikeln
aufgrund der starkeren chemischen Mobilitat deutlich von dem der Pt- und Rh-Parti-
kel unterscheidet. Mit zunehmendem aquatischen Einfluss und Transportweg wurden
hohere Konzentrationen an geldstem Palladium und damit eine hohere Loslichkeit
gegenuber Pt und Rh nachgewiesen. Demzufolge sind insgesamt hdhere Konzentra-
tionen an geléstem Palladium in den Umweltmedien sowie eine hdhere Bioverflugbar-

keit zu erwarten.
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Fur die Analytik ist auch die Palladiumldslichkeit in verschiedenen chemischen
Reagenzien von sehr grofiem Interesse. Beim Auflosen von feinverteiltem Palladium
in Konigswasser bildet sich primar Hexachloropalladiumsaure Hy[PdCls], die sehr
instabil ist und unter spontaner Chlorabspaltung in H[PdCl,] Gbergeht [36]. Flgt man
Kalium- oder Ammoniumchlorid zu Hexachloropalladiumsaure, so fallen die schwer-
I6slichen Komplexsalze Kz[PdCls], bzw. (NH4)2[PdClg] aus. In heilder konzentrierter
Salzsaure bildet sich aus Pd® in Gegenwart von Luftsauerstoff Tetrachloropalladium-
saure Hy[PdCls] [37,38]. In Salpetersaure bilden sich je nach Saurekonzentration
schwache Komplexe der Form [Pd(H20),]**, [PA(NO3)]", [Pd(OH)NOs] und [Pd(NO3),]
[39]. In niedrig konzentrierten Palladiumlésungen (im Bereich von pg Pd I”') setzt in
Abwesenheit starker Komplexbildner ab pH 1 die Bildung von [Pd(OH)*] und
[Pd(OH),] ein und ab pH 2 werden hochadsorptive, polynukleare Spezies beobachtet
[40]. In reinem Wasser sinkt die Palladiumkonzentrationen einer 75 ug Pd I haltigen
Probe bereits nach vier Tagen um etwa 50% [41]. Zur Vermeidung von Palladiumver-
lusten durch Adsorption und Prazipitation ist die Einhaltung saurer Bedingungen bei

der Spurenanalyse daher zwingend erforderlich.

2.3 Industrielle Anwendung

Wegen seiner aufRergewoOhnlichen chemischen Eigenschaften und seines
Edelmetallcharakters ist Palladium in modernen Industriegesellschaften fur viele An-
wendungsbereiche unverzichtbar. Das Spektrum der industriellen Verwendung
erstreckt sich dabei von der Automobiltechnologie Uber die Schmuckindustrie bis in
den medizinischen Bereich. Zwei Drittel der Nachfrage entfallen auf die Hauptabneh-
merregionen Europa (20,8%), Nordamerika (28,0%) und Japan (24,8%) [42]. Die
zeitliche Entwicklung des Palladiumbedarfs in unterschiedlichen Industriesektoren
zeigt Abbildung 3.
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Abbildung 3 Weltweite Palladiumnachfrage getrennt nach Anwendungsbereichen [42]

2.3.1 Automobilindustrie

Mehr als die Halfte (55,7%) der weltweiten Palladiumproduktion werden in der

Automobilindustrie zur Herstellung von Abgaskatalysatoren verwendet. Zwar werden

pro Katalysator nur wenige Gramm des Edelmetalls eingesetzt, in Summe macht die-

ser Verbrauch die Kraftfahrzeugindustrie jedoch zum Hauptkaufer auf dem Palla-

diummarkt. Der Einsatz von Katalysatoren im Bereich der Kraftfahrzeuge leistet

einen ganz wesentlichen Beitrag zur Schadstoffentlastung der Umwelt. Die Haupt-

schadstoffkomponenten in den Abgasen von Ottomotoren - Kohlenmonoxid (CO),
Stickoxide (NOy) und Kohlenwasserstoffe (KWS) - werden in Drei-Wege-Abgaskata-

lysatoren in nicht toxische Verbindungen wie Stickstoff, Kohlendioxid und Wasser

liberfiihrt [43].
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Die ersten MalRhahmen zur Begrenzung der Abgasemission wurden in den
USA getroffen, wo vor allem in Los Angeles immer wieder gefahrliche Smogsituatio-
nen eintraten. Aufgrund klimatischer Gegebenheiten kam es dort oft zu photochemi-
schen Reaktionen der Abgaskomponenten, z.B. von Stickoxiden mit Kohlenwasser-

stoffen, und damit zur Smogbildung in der Atmosphare [44].

Die Festlegung von einheitlichen Grenzwerten fur jeden einzelnen Schadstoff
im Abgas durch den Clean-Air-Act der USA (1970) fuhrte zu verstarkter Forschung
und schlieBlich der Entwicklung von Kfz-Abgasreinigungssystemen. Der Drei-Wege-
Katalysator vermindert den Schadstoffeaussto® um mehr als 90% und wird seit 1984

auch in Deutschland eingesetzt.

Die ersten Automobilabgaskatalysatoren der 80er Jahre enthielten als kata-
lytisch aktives Material ein Gemisch von Platin und Rhodium im Verhaltnis von etwa
5:1 [1]. Mitte der neunziger Jahre gewann dann Palladium, aufgrund des gulnstigen
Preises im Vergleich zu Platin und technischer Neuerungen, die den Pd-Einsatz erst

ermdglichten, eine verstarkte Bedeutung bei der Katalysatorfertigung [45].

Drei-Wege-Katalysatoren bestehen aus einem metallischen oder keramischen
wabenformig aufgebauten Monolithen, der als Tragermaterial dient. Die Verwendung
von monolithischen Keramiken - wie dem Magnesium-Aluminium-Silikat Cordierit
(2 MgO : 2 AlL,O3 : 5 SiOy) - hat sich als besonders geeignet erwiesen. Aufgrund des
geringen Warmeausdehnungskoeffizienten ist diese Keramik trotz der dinnwandigen
wabenférmigen Struktur bei hohen Temperaturen (300 - 850°C) thermisch stabil. Die
Monolithen werden mit einem so genannten Washcoat aus porésem Aluminiumoxid
uberzogen um die wirksame Oberflache des Katalysators um den Faktor 7000 zu
vergroRern. Auf die Aluminiumschicht werden die katalytisch aktiven Metalle Platin,
Palladium und Rhodium aufgebracht [2]. Das Verhaltnis von Luft und Kraftstoff wird
durch eine A-Sonde geregelt, um eine vollstandige Umsetzung der toxischen Abgas-
komponenten zu erreichen. Der Aufbau eines derartigen Katalysators ist in Abbildung

4 schematisch dargestellt.
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Drahtgeflecht Keramik-Monolith

Metallgehause

Lambda-Sonde

Katalytisch aktive
Schicht (PGM)

CO+ % 02 — CO2
H4C2+3 02 — 2CO2 + 2 H20
2CO+2NO—*> 2CO0O2+N2

Abbildung 4 Aufbau eines Drei-Wege-Katalysators [46]

Die PGM-Masse pro Katalysator betragt zwischen 2 und 6 g und das Verhalt-
nis der eingesetzten Metalle variiert von reinem Pd-Metall zu Pt-Rh- (5:1), Pt-Pd-Rh-
(1:14:1 bis 1:28:1) bzw. Pd-Rh-Mischungen (5:1 bis 9:1) [2,47].

Die neue Euro-5-Abgasnorm erfordert deutlich héhere Katalysatortemperatu-
ren um die Schadstoffgehalte im Abgas weiter zu reduzieren. Nur Katalysatoren mit
hohen Palladiumgehalten konnen bisher solchen Temperaturen von bis zu 950°C
standhalten, was voraussichtlich eine weiter steigende Palladiumnachfrage in der

Automobilindustrie nach sich ziehen wird [48].

2.3.2 Weitere Anwendungen

In der Zahnmedizin wurden Palladiumlegierungen in der Mitte der 80er Jahre
als Ersatz fur die teuren Goldlegierungen eingesetzt [49]. In Verzeichnissen der
Dentallegierungshersteller Degussa und Heraeus waren insgesamt 87 palladiumhal-
tigen Legierungen aufgeftihrt [50]. Medizinische Studien wiesen jedoch bald auf ein
starkes allergenes Potential dieser Legierungen hin. Der Einsatz des Palladiums im
Dentalbereich war danach rucklaufig und bereits 1992 wurde vom Bundesgesund-

heitsamt von der Weiterverwendung dieser Legierungen in Deutschland ab-
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geraten [51]. Derzeit werden daher nur 7,8% des Weltjahresbedarfs an Palladium in
der Zahnmedizin eingesetzt. In Deutschland werden diese Legierungen gar nicht

mehr angewendet.

In der therapeutischen Medizin spielt Palladium im Gegensatz zu Platin (Zyto-
statika, wie z.B. Cisplatin) keine gro3e Rolle. Lediglich die Radioaktivitat des Isotops
Palladium-103 wird fur die Behandlung von Prostatakrebs genutzt (Brachytherapie).
Dabei werden winzige Kornchen (seeds) von Pd-103 direkt in den Tumor eingesetzt,
so dass die radioaktive Strahlung beim Zerfall des kurzlebigen Nuklids (ti, =17 d)

nur auf das karzinogene Gewebe wirkt und dieses zerstort [52].

In der chemischen Industrie ist Palladium vor allem aufgrund seiner katalyti-
schen Eigenschaften von Bedeutung. Ein Beispiel ist die Verwendung von PdCl, zu-
sammen mit CuCl, im Wacker-Prozess zur Umsetzung von Ethen zu Acetaldehyd.
Aulerdem ist Palladium ein hervorragender Katalysator fur C-C-VerknlUpfungs-
reaktionen in der organischen Chemie (Suzuki-Kupplung, Heck-Kupplung) und flr
Hydrierungs- und Dehydrierungsreaktionen (z.B. Lindlar-Palladium). Wegen der
Fahigkeit Wasserstoff atomar zu absorbieren eignet sich Palladium zur Herstellung
von Wasserstoffspeichern (Brennstoffzelle) und als Membran (Pd-Ag-Legierung) zur

Reinigung von Wasserstoff [53,54].

In der Schmuckindustrie in Europa und Nordamerika spielt Palladium eine
untergeordnete Rolle, in Japan und Asien wird es dagegen haufig als Gold-Palla-
dium-Legierung (33,3 - 80,0% Gold) zu Ringen, Halsketten und Schmucksticken
verarbeitet Legierungen aus Silber, Kupfer und Palladium werden flr die Herstellung

von Schreibfedern verwendet [55].

In der Textilindustrie wird Pd zur Herstellung von Spinndisen eingesetzt [56].

In der Elektronik wird Palladium z.B. in Elektrodenwerkzeugen, integrierten
Schaltkreisen, als Kontaktwerkstoff und in Mehrschicht-Keramikkondensatoren (engl.

Multiple layer ceramic capacitors, MLCC) eingesetzt.
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2.4 Palladiumemissionen

Aufgrund seiner Seltenheit und Inertheit, gelangt Palladium aus naturlichen
Vorkommen nur in sehr geringen Mengen in die Umwelt. Aufgrund der vielfaltigen
technischen und industriellen Anwendungen ist der anthropogen verursachte Pd-
Eintrag in die Umwelt besonders in den letzten Jahrzehnten stark gestiegen und
entsprechend wurden auch steigende Palladiumgehalte in verschiedenen Umwelt-
kompartimenten nachgewiesen [35,57]. Die Bestimmung von Palladium im Spuren-
und Ultraspurenbereich in komplexen umweltrelevanten Matrices stellt hohe Anfor-
derungen an die Selektivitat und an das Nachweisvermdgen eines Analysenverfah-
rens. Vielfaltigen Interferenzen treten insbesondere bei der ICP-MS auf,
(siehe Kapitel 2.8), daher sollte die Zuverlassigkeit in der Literatur angegebener

Messdaten stets kritisch hinterfragt werden.

Prinzipiell tragen alle Palladium verarbeiten Industriebereiche durch ihre
Abwasser oder Abgase zur Erhéhung des Pd-Gehalts in der Biosphare bei. Die
mengenmaldig starkste Kontamination der Biosphare mit Palladium ist jedoch den
Emissionen von Autoabgaskatalysatoren zuzuschreiben. Bereits kurz nach der Ein-
fuhrung dieser Katalysatoren stellte man fest, dass durch die thermische und
stromungsmechanische Belastung, sowie durch fahrbedingte Vibrationen feine
Aluminiumoxidpartikel (0,1-30 um) von der porésen Washcoat-Schicht abgeldst und
mit dem Abgasstrom freigesetzt werden [7,58]. Auf ihrer Oberflache tragen die Alumi-
niumoxidpartikel PGM-Nanopartikel (1-20 nm) [5,6]. Die emittierten Partikel im Gro-
Renbereich bis zu 15 um werden durch die Luft transportiert, die gréfReren Partikel

werden am Stralenrand abgelagert [58].

Eine Abschatzung der Menge an emittiertem Platingruppenmetall kann entwe-
der durch direkte Untersuchung der Abgase an Motorprufstanden oder durch Unter-
suchung von StralRenstaub erfolgen. Beides hat Vor- und Nachteile. An Motorpruf-
standen kann die Belastung des Katalysators durch mechanische Erschutterungen
nicht gut imitiert werden, und daher kbnnen die gemessenen Emissionsraten gerin-
ger als beim tatsachlichen Gebrauch sein. Der Nachteil bei der Untersuchung von
Stralenstaub ist der nicht bzw. kaum kalkulierbare Einfluss des Wetters (Wind,

Regen) und der Art und Anzahl der Kraftfahrzeuge.
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Die bei der direkten Abgasuntersuchung gemessenen Emissionsrate fur parti-
kulares Palladium aus neuen Katalysatoren wird von Moldovan et. al [59] mit durch-
schnittlich 54,2 ng Pd km™ (Variationsbereich 22-108 ng km™”) angegeben. Die
Emission von wasserldslichen Palladiumkomponenten betragt bei dem gleichen Ka-
talysator 8,7 ng Pd km™, wobei durch VerschleiR® eine Erhthung dieses Anteils auf

10,7 ng Pd km™ zu beobachten ist.

Derzeit stehen nur wenige analytische Daten zur Palladiumkonzentration in
Luftstaub zur Verfugung (siehe Tabelle 3), da diese Messungen aufgrund der gerin-

gen Probenmenge und des niedrigen Analytgehalts sehr anspruchsvoll sind.

Tabelle 2 Palladiumkonzentrationen in unterschiedlichen Luftstduben

Proben(;:nl:;] (:)zzvjltsl;:;f:s’:ﬁchung Pd-Gehalt [pg m”] Zitat
Berlin, 1999 0,2-14,6 [64]
Rom, Italien, 2000 21-85,7 [60]
Goteborg, Schweden, 2001 0,1-10 [61]
Frankfurt am Main, 2002 0,6-44,3 [62]
Madrid, Spanien, 2003 5,1-23 [63]
Wien, Osterreich, 2003 2,6-14.4 [7]

In Deutschland wurden bisher nur in Berlin und im Raum Frankfurt Luftstaub-
proben untersucht. In Berlin treten die hochsten Pd-Gehalte in der Umgebung von
stark befahrenen Stral3en in trockener Luft auf [64]. Der Hauptanteil der palladium-

haltigen Partikel in der Luft liegt im GrélRenbereich von 0,1-15 um.

Palladiumkonzentrationen in der Luft sind generell an Hauptstra3en deutlich
hoher als an NebenstralRen. Die Anwesenheit von Pd an verkehrsfreien Messstatio-
nen in landlichen Gegenden deutet auf einen Transport der emittierten Teilchen
durch den Wind hin [62].

Strallenstaub ist das primare Sedimentationsprodukt der verkehrsburtigen
Emissionen und stellt daher ebenfalls eine geeignete Matrix fur Studien der Palla-

diumemissionen dar. Die Stralenstaube werden direkt am Strallenrand gesammelt
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oder in StralBentunneln. In Tunneln tritt die Beeinflussung durch die Witterung weni-
ger auf. Ein Uberblick von Palladiumkonzentrationen in unterschiedlichen StraRen-

staubproben ist in Tabelle 3 zusammengestellt.

Tabelle 3 Palladiumkonzentrationen in Strallenstduben (SS) und Tunnelstduben (TS)

Proben(;:r:g (:)zzvt.ltfll;rr]g:fzr?trlichung Pd-Gehalt [g kg’ Zitat
San Diego Innenstadt,1986, (SS) 15-24 [65]
Wien Innenstadt, 1994, (SS) 17,4 [66]
Frankfurt Innenstadt, 1994, (SS) 6-117 [67]
Pforzheim Autobahn, 1994, (SS) 10 [68]
Frankfurt Tunnel, 1994, (TS) 40,3-113,7 [69]
Miinchen Tunnel 1994, (TS) 13,5-17,7 [14]
Minchen Tunnel 1997, (TS) 41,6-100,5 [14]
Deutschland Landstralen, 1997, (SS) 1-146 [70]
Japan StadtstralBen, 1997, (TS) 297 [71]
Karlsruhe Innenstadt/Landstrale, 1999, (SS) 16,8/21,3 [72]
Nottingham, England, 2000, (SS) 92,9 [73]
Minchen Tunnel, 2001, (TS) 138,2-265,4 [14]
Madrid Stadtzentrum, 2001, (SS) 39-191 [74]
Australien LandstralRen/Autobahnen, 2003, (SS) 15-440 [75]

Die Palladiumgehalte in StralRenstauben variieren je nach Standort und Probe-
nahmejahr erheblich. Die hoéchsten Palladiumkonzentrationen wurden erwartungs-
gemall am Rand stark befahrener Stral’en in Proben jungeren Datums gefunden.
Eine Ausnahme dazu stellt StralRenstaub aus Japan dar, der bereits 1997 eine Pd-
Konzentration von 297 ug kg™ aufwies [71], was auf den friilhen Einsatz von palla-

diumreichen Katalysatoren in Japan ab Anfang der 1990er Jahre zurtickzufihren ist.
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2.5 Mobilitat in der Umwelt

Der Groldteil der von Pkw emittierten Schadstoffe wird in der Regel im Boden
zuruckgehalten und gelangt nicht oder nur sehr langsam in tiefere Schichten oder bis
ins Grundwasser. Metallisches Palladium unterliegt im Boden verschiedenen mobi-
lisierenden und immobilisierenden Prozessen, die auf die chemischen Eigenschaften
des Palladiums, wie Loslichkeit, Redox- und Komplexbildungsverhalten zurtck zu
fuhren sind. Insbesondere Adsorptions- und Desorptionsprozesse spielen dabei eine
wesentliche Rolle. Sie bestimmen den mobilen Anteil, der sehr stark mit den Boden-
eigenschaften variieren kann. Partikular gebundene Schadstoffe werden im Boden
rein physikalisch durch Filtration zurtickgehalten. Geléste Schadstoffe sind viel mobi-
ler und kdnnen mit Bodenwasser in die tieferen Schichten des Bodens transportiert
werden. Je feinkdrniger ein Boden ist, umso besser ist auch seine Filterwirkung. Das
Malf fur die Bodendurchlassigkeit ist der so genannte Durchlassigkeitswert (k-Wert).
Dieser gibt an, mit welcher Geschwindigkeit in m/s sich das Wasser durch den

Boden bewegt. Tabelle 4 listet verschiedene Bodenarten und deren k-Wert auf.

Tabelle 4 Wasserdurchlassigkeit unterschiedlicher Bodenarten [76]
Bodenart k-Wert [m s™] Wasserdurchlassigkeit

Grobkies 10" bis 5x 107 sehr stark
Fein/-Mittelkies 3x 102 bis 5 x 10™ stark
sandiger Kies 1072 bis 10™ stark
Grobsand 4 x 10 bis 10™ stark
Mittelsand 107 bis 6x 10 stark
Feinsand 4 x 10™ bis 6 x 10° durchlassig
schluffiger Sand 7,5x 10° bis 5x 107 schwach
Schluff 5x 10° bis 107° schwach
toniger Schluff 4 x 10 bis 107 sehr schwach
schluffiger Ton, Ton 3 x 108 bis 107° sehr schwach

Ein Boden ist umso durchlassiger, je mehr Kies und groben Sand er enthalt.
Mit zunehmendem Anteil an Feinsand, Schluff und Ton - bei diesem Gemisch spricht
man von Lehm — nimmt die Durchlassigkeit und damit die Sickergeschwindigkeit ab.

Geloste Stoffe konnen in der Oberbodenzone durch Adsorption oder Fallung
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zuruckgehalten werden, wobei der pH-Wert des Bodens eine entscheidende Rolle
spielt [77,78].

Von Kraftfahrzeugen emittiertes Palladium verbleibt nicht nur am unmittel-
baren Stralienrand, sondern gelangt Gber den Wind und die StralRenentwasserung in
Oberboden (oberste 30 cm unter der Erdoberflache) entlang der Strallen. In einem
Bereich von bis zu 50 m [79] vom Stral3enrand entfernt und einer Tiefe von bis zu 16
cm [79] konnen noch deutlich erhohte Pd-Konzentration in Oberbdden gefunden

werden (siehe Tabelle 5).

Tabelle 5 Palladiumkonzentrationen in unterschiedlichen Bodenproben

Proben::rrl:g C:)zzv(jfts::;f:s’:lichung Pd-Gehalt [ug kg™] | Zitat
Forst, Autobahnnahe (A5), 1994 20-191 [79]
Darmstadt-Frankfurt, Autobahnnahe, 1994 2,0-12,4 [86]
Frankfurt, Autobahnnahe (A3), 1996 6,6-0,19 [80]
Deutschland, StralRennahe Boden, 1997 19,1 [81]
Stuttgart, Autobahnnahe, 1998 0,4-22 [87]
Mainz, Schnellstraltenahe, 2000 1,1-7,2 [82]
Mexiko City, Stadtstralten, 2001 4,7-101,2 [83]
Australien SchnellstralRennahe, 2003 13,79-108,45 [75]
Darmstadt-Frankfurt, Autobahnnahe, 2004 20,3-191 [86]
Sheffield, England, Farbahnnahe, 2007 8-1,050 [84]
Fahrbahnnahe, Gras, 2007 84,2-121 [85]

Die Analysenergebnisse von Bodenproben aus dem Umfeld der Autobahn A5
(0,3 m von der Distanzschutzplanke entfernt) zeigen 16-fache hohere Pd-Werte im
Jahr 2004 im Vergleich zum Jahr 1994, wahrend im gleichen Zeitraum fur Pt nur ein
Anstieg um das 1,5-fache und fur Rh um das 1,6-fache festgestellt wurde [86]. 90%
der palladiumhaltigen Partikel werden auf den ersten 4 m neben der Fahrbahn abge-
lagert und die hochste Konzentration tritt in Boden direkt unter der Distanzschutz-
planke auf [86]. Bei Analysen von Tiefenprofilen wurde hier Palladium als einziges

PGE in 16 cm Tiefe in nachweisbarer Konzentration (0,9 pg kg™') gefunden [86].
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Auch andere Arbeiten belegen eine Abnahme der Pd-Konzentration mit
zunehmender Entfernung von der Stral’e [71]. In Boden neben hochfrequentierten
Stralen im siddeutschen Raum (um Stuttgart und Heidelberg) wurden Palladium-
konzentration von 0,4 bis 22 ug Pd kg™ in Abhangigkeit von der Entfernung zur
Stralle (20-0 m) in den obersten 2 cm gemessen [87]. In einer Tiefe von 10 cm
konnte noch ein Palladiumgehalt von 1 bis 3 ug kg'1 (5-0 m Entfernung zur Strale)
ermittelt werden. Bodenuntersuchungen an einer Dauerbeobachtungsflache nahe
der Ortschaft Forst an der A5 in Baden-Wurttemberg ergaben eine mittlere Kon-
zentration von 4 pg kg™ Pd in den ersten 10 cm des Bodens unmittelbar am Fahr-
bahnrand. In 50 m Entfernung zur Stral’e konnten Palladiumgehalte von ca. 1,5 ug
kg nachgewiesen werden [79]. In England (Sheffield) konnten in straBennahen Bo-
den Palladiumgehalte von 8 bis 1.050 pg kg™ (mittlerer Pd-Gehalt 164 pg kg™') fest-
gestellt werden. Dabei wurden im Abstand von 1 m und im Abstand von 10 m zur
Fahrbahn die obersten 5 cm der Boden beprobt [84].

Alle Ergebnisse belegen den zunehmenden Eintrag von Palladium in die Um-
welt durch den Kfz-Verkehr. Querprofile zeigen zwar eine deutliche Abnahme der Pd-
Konzentrationen mit zunehmendem Abstand zum Fahrbahnrand, jedoch verbleibt
das emittierte Pd nicht in den oberen Bodenschichten, sondern wird in tiefere Boden-
schichten transportiert. Untersuchungen zu den genauen Transportprozessen und
der Mobilitat des Pd im Boden liegen derzeit noch nicht vor. Daher kann langfristig

eine Gefahrdung des Grundwassers nicht ausgeschlossen werden.

Nur wenige Daten zur Palladiumkonzentration in Oberflachengewassern lie-

gen derzeit vor; Tabelle 6 listet einige dieser Daten auf.

Tabelle 6 Palladiumkonzentrationen in Oberflichengewéssern
Ort und Zeitpunkt der Pd-Gehalt Zitat
Probenahme bzw. Veréffentlichung [pg 1]
Pazifischer Ozean, 1983 40 [88]
Boston Harbor, 1993/1996
(Oberflachesediment) 3,24/4,22 [89]
Goteborg, MdIndal,1998/1999 (Flusssediment) 13,9/38,7 [90,91]
Goteborg, MdIndal, 2001 (Flusswasser) 155 [91]
Gronland, 1999-2001 (Schnee) 0,01-16,9 [92,93]
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Neben dem Eintrag in Boéden und Oberflachengewasser wird insbesondere in
Stadten durch die Entwasserung der Stral’en das emittierte Pd in Klaranlagen einge-
bracht. Dort kbnnen auch Belastungen aus anderen Anwendungsbereichen, wie z.B.
dem Dentalbereich, der Schmuckindustrie und der chemischen Industrie eingehen.
Im Klarschlamm von 31 deutschen Stadten wurde ein durchschnittlicher Palladium-

Gehalt von 260 pg Pd kg™ Trockensubstanz nachgewiesen [94].

2.6 Bioverfugbarkeit von Palladium

Die Bioverflugbarkeit des in den unterschiedlichen Umweltkompartimenten,
verbreiteten Palladiums ist von dessen chemischen und physikalischen Um-
wandlungsprozessen sowie den Aufnahmemechanismen der verschiedenen Orga-

nismen abhangig.

Eine relativ hohe Loslichkeit (35,4%) des emittierten Palladiums konnte z.B.
von Jarvis et al. [34] durch Versetzen von StraRenstaub (3,39 ng Pd g™') mit kiinstli-
chem Regenwasser gezeigt werden. Wesentliche Einflussfaktoren auf die Palladium-
I6slichkeit im Boden und somit auf die Bioverfugbarkeit sind die Menge und Qualitat
der Sorptionstrager (z.B. Tonminerale, hydratisierte pedogene Oxide, organische
Substanz) sowie auch bodenchemische Parameter wie pH-Wert und Redoxpotential.
Die Sorptionsbindung an organische oder anorganische Bestandteile des Bodens
kann sowohl reversibel als auch irreversibel sein [95]. Beobachtet wurde eine
Anreicherung von Palladium in der Tonerdeschicht von Béden [96]. Zahlreiche Car-
bonsauren, wie z.B. Oxal- oder Phthalsaure, sowie die Fulvin- und Huminséauren, bei
denen es sich um hochmolekulare Huminstoffe handelt, sorgen wiederum fur die

Mobilisierung des Palladiums [97].

Expositionsversuche zur Aufnahme von Palladium in Nutzpflanzen (z.B. Spi-
nat) sowie weit verbreiteten Pflanzenarten (z.B. Brennnessel) ergaben eine mit Cu
und Zn vergleichbare Transferrate fur Palladium. Die Versuche wurden durch Zich-

ten der Pflanzen in mit Strallenstaub versetzten Boden gemacht [98].
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Anhand von Freilanduntersuchungen an terrestrischen Pflanzen, insbeson-
dere Grasern, lassen sich erhohte Pd-Gehalte in der Nahe stark befahrener Stral3en
nachweisen [99]. 1999 wurde ein mittlerer Pd-Gehalt von 0,1 - 3,1 ug kg'1 in Lowen-
zahn (Taraxacum officiale) nachgewiesen, der nach Ansicht der Autoren die Belas-
tung am besten abbildet [100].

In Oberflachengewasser eingetragenes Palladium reichert sich zunachst im
Sediment an. So konnte z.B. im Fluss Moindal in Goteborg eine durchschnittliche
Menge von 38,7 ng Palladium pro Gramm Sediment festgestellt werden [91]. Ahnlich
wie bei terrestrischen Pflanzen konnte auch bei Wasserpflanzen und aquatischen
Organismen eine hohe Transferrate fur Palladium nachgewiesen werden. Aufgrund
der Pd-Anreicherung in Gewassersedimenten ist die Bioakkumulation in Organis-
men, die direkt am Grund oder in unmittelbarer Nahe davon (z.B. an Wasserpflan-
zen) leben besonders stark. Wasserasseln nehmen Platingruppenmetalle mit der
Nahrung auf und zeigen um einen Faktor 7 héhere PGM-Konzentrationen im Ver-

gleich zum Umgebungswasser [91].

Ein ahnliches Bioakkumulationsverhalten kann bei Zebramuscheln (Dressena
plymorpha) beobachtet werden, die von Sures et al. [101] mehrere Wochen in mit
Strallenstaub versetztem Wasser gehalten wurden. Bei der Akkumulation verandert
sich das Pd/Pt-Verhaltnis von 0,12 im Strallenstaub auf 1,9 in den Muscheln, wobei
ein Pd-Gehalt von 3,19ngg’ Trockengewicht im Weichgewebe der Muscheln
erreicht wird. Ein analoges Experiment mit europaischen Aalen (Anguilla anguilla)

zeigt, dass sich das aufgenommene Palladium in der Leber anreichert [102].

Untersuchungen zur Aufnahme von Palladium durch beruflich exponierte Men-
schen von Schuster et. al [103] ergaben fur Beschaftigte der Katalysatorproduktion
einen kreatininbezogenen Palladiumgehalt von 170 bis 250 ng g™ in Urinproben. Der
Pd-Gehalt im Urin von Arbeitern einer Edelmetallschneiderei Ubertrifft diese Werte
teilweise noch um das uber 10-fache. In Nordrhein-Westfalen wurden im Morgenurin
von Kindern die Konzentrationen von Palladium bestimmt. Bei insgesamt 261 Proben
ergab sich ein geometrischer Mittelwert von 33 ng I' Pd im Urin, wobei 4 Messwerte
{iber 100 ng I lagen [104]. Bei einer Studie aus dem Jahr 2001 mit 310 Schulkindern
aus Rom und Umgebung wurden kreatininbezogene Pd-Gehalte zwischen
7,5ng Pd g und 36,6 ng Pd g festgestellt.
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2.7 Toxikologisches und allergologisches Gefahrdungspotenzial

Die erhohte Mobilitat und Bioakkumulation von Palladium hat in den letzten
Jahren die Aufmerksamkeit der Mediziner und Toxikologen erregt. Aufgrund der aus-
gepragten Fahigkeit von Palladiumionen Komplexe zu bilden, kdnnen sie an Amino-
sauren, Proteine, DNA und andere Makromoleklle binden und so verschiedenste
Wirkungen in biologischen Systemen hervorrufen [105]. Die Toxizitat und das aller-
gene Potential sind von der Art der Palladiumverbindung sowie der Aufnahmeart
abhangig. Dabei findet nicht nur eine direkte Belastung der Organismen mit emittier-

ten Partikeln statt, auch eine Belastung Uber die Nahrungskette ist moglich.

Die meisten toxikologischen Untersuchungen an Tieren wurden mit Mausen,
Ratten und Kaninchen unter Verwendung von PdCl, durchgefuhrt. Bei der Ermittlung
von LDso-Werten (letale Dosis fur 50% der Tiere) ermittelte man einen Dosisunter-
schied je nach Applikationsmodus. So zeigt sich die groRte Toleranz in Versuchen
mit Ratten bei oraler Applikation mit einem LDso-Wert von 200 mg Pd kg™ (als PdCly).
Bei intraperitonealer Applikation liegt der LDso-Wert bei 70 mg kg™, bei intratra-
chealer Applikation bei 6 mg kg'1 und am niedrigsten bei intravendser Applikation mit
3-5mg kg™ [106]. Eine mdgliche Erklarung fiir die groRere Toleranz bei oral verab-
reichten Palladiumverbindungen ist die 99%-ige Ausscheidung schon nach drei
Tagen. Dagegen wurde intravends bzw. intratracheal verabreichtes Palladium selbst
nach 40 Tagen und nur bis zu 80% bzw. 95% Uber den Urin ausgeschieden. Palla-
dium passierte in diesen Versuchen sogar die Plazenta und war auch in der Mutter-
milch nachweisbar [107]. Neben Palladiumchlorid wurden auch andere Palladium-
verbindungen getestet und festgestellt, dass die einfachen Salze zweiwertiger Palla-

diumionen dreimal toxischer als Palladiumkomplexsalze sind [108,109].

Die intraperitonaler Verabreichung von 3,2 mg Pd(NO3), pro kg Kérpergewicht
fuhrt zu einer Reduktion der DNA-Synthese in verschiedenen Organen der Versuchs-
tiere (Mause). Schon nach zwei Stunden war die DNA-Synthese in der Milz auf 35%,
in der Leber auf 40% und in den Nieren auf 26% reduziert [110].

Bei chronischer Exposition sind die toxikologischen Veranderungen weit-
gehend unabhangig vom Aufnahmepfad und in erster Linie in Leber und Nieren

nachweisbar. So erkrankten zum Beispiel Mause, die lebenslang Palladiumchlorid
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mit dem Trinkwasser (0,5 mg I"') erhielten, etwa doppelt so haufig an benignen und
malignen Tumoren, Amyloidose von Leber, Nieren, Nebennieren, Milz und Herz, als

nicht exponierte Kontrolltiere [11].

Untersuchungen zur Mutagenitat von Palladiumsalzen an pro- und eukaryoti-

schen in vitro-Testsystemen erbrachten negative Resultate [114].

Uber mégliche toxikologische Schaden durch Palladium bei Menschen gibt es
nur wenige Informationen, wohingegen das allergene Potential von Palladium unum-
stritten ist. Eine Sensibilisierung auf Pd geht nach heutiger Datenlage oft mit einer
Sensibilisierung auf Nickel einher. Haufig tritt eine Kreuzreaktion mit den nach einer
Nickel-Sensibilisierung aktivierten T-Lymphozyten auf [111]. Es traten aber auch
reine Palladiumallergien auf, die mit keinem anderen Metall in Verbindung gebracht
werden konnten [112]. Nach derzeitigem Kenntnisstand wird angenommen, dass bei
der sensibilisierenden Wirkung von Palladium eine Allergie vom Typ IV (Kontakt-

allergie) vorliegt [113].

Palladiumstaub 16st sich in biologischen Proben durch das Vorhandensein von
Aminosauren oder Peptiden bis zu einem Faktor 100 besser als in Wasser. Die tag-
liche, orale Aufnahme von 50 mg ,Pd-Puder® je kg Koérpergewicht Uber 6 Monate
verzogerte die Gewichtzunahme von Ratten und flihrte zu Veranderungen von Blut-
und Urinparametern. Es liegen auch einige Hinweise auf eine mogliche immunotoxi-
sche Wirkung von elementarem Palladiumstaub vor. Beispielsweise wurden bei
Patienten mit Silber-Palladium-Dentalimplantaten Veranderungen der Immunoglobu-
linkonzentration festgestellt. In Reaktion auf implantierte Palladiumplattchen traten
immunologische Veranderungen der Mundschleimhaut auf und durch Palladiumchlo-
rid wurden Lymphozyten stimuliert [114]. Epidemiologische Studien verbinden heute
Luftverschmutzung durch Feinstdube mit einem erhdéhen Risiko flr Erkrankungen der
Atmungsorgane und des Herz-Kreislauf-Systems [115]. Speziell Schwebstaube mit
einem Partikeldurchmesser unter 2,5 ym tragen zur Steigerung der Haufigkeit sol-
cher Erkrankungen bei [116]. Palladium wurde auch als mdglicher Einflussfaktor auf

Autoimmunkrankheiten beschrieben [114].
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2.8 Analytische Verfahren zur Palladiumbestimmung

Die quantitative Bestimmung von Palladium ist prinzipiell mit vielen verschie-
denen Analysenmethoden moglich [117]. Die bekanntesten instrumentellen Detek-

tionstechniken flr die Palladiumbestimmung im Spurenbereich sind:

o INAA (Instrumentelle Neutronenaktivierungsanalyse)

o Inverse Voltammetrie (engl. Stripping Voltammetry)

o TRFA (Totalreflexions-Réntgenfloureszenzanalyse)

o ICP-MS (Inductively coupled plasma-mass spectrometry)

o GF-AAS (Graphite furnace atomic absorption spectrometry)

Bei der instrumentellen Neutronenaktivierungsanalyse (INAA) wird eine Probe
und gegebenenfalls ein Standard mit thermischen Neutronen bestrahlt. Der Einfang
von Neutronen fuhrt zur Bildung z.T. instabiler Nuklide, deren Zerfall sich Uber
emittierte y-Quanten mit charakteristischer Energie nachweisen lasst. Die Nachweis-
grenze fur Palladium betragt dabei 6 ug kg'1 [118]. In Realproben treten aber, haupt-
sachlich durch das ubiquitare Isotop ®Br, erhebliche Interferenzen auf. Die Palla-
diumbestimmung im umweltrelevanten Konzentrationsbereich ist deswegen nur nach
einer selektiven Abtrennung des Palladiums mdglich. So erreichten Schwarzer et al.
nach dem Abtrennung des Palladiums von der Matrix in einem FlieRinjektionssystem
(Kapitel 3.1.3) eine Nachweisgrenze von 3,4 ng Pd I [119]. Die NAA-Methode ist
aber wegen der Abhangigkeit von einer Neutronenquelle, dem hohen apparativen
und technischen Aufwand nicht als Routinemethode einsetzbar und ist nur als Refe-

renzmethode von Bedeutung.

Inverse Voltammetrie (engl. Stripping Voltametry) ist eine gangige elektroche-
mische Bestimmungsmethode. Dabei wird ein Metallkomplex meist der Dimethyl-
glyoximkomplex des Palladiums an einer hangenden, statischen Quecksilbertropfen-
elektrode adsorbiert. Durch Umkehr der Richtung des Stromflusses wird der adsor-
bierte Komplex von der Elektrode abgelost. Wahrend dieses Vorgangs wird eine
Stromspitze gemessen, deren Intensitat direkt proportional der zuvor adsorbierten

Metallmenge ist. Mit dieser Methode konnten Wang und Varughese [120] eine Nach-
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weisgrenze fur Palladium von 0,02 ug/l (30) erreichen. Die Bestimmung gelingt
jedoch nur bis zu einem maximal finffachen Uberschuss von Stérelementen wie
Ca(ll), Cd(ll), Co(ll), Cu(ll), Fe(lll), Mn(ll), Ni(ll), Pb(Il) und Ti(IV), grokere Uber-
schisse sowie Mischungen aus mehreren Interferenten machen eine korrekte
Messung unmaoglich. In Gegenwart von Pt(I1V), Ag(l), Bi(ll) und Zn(ll) kann Palladium

generell nicht bestimmt werden.

Ein ganz anderes System zur Pd-Bestimmung im Ultraspurenbereich wurde
von Messerschmidt et al. [121] entwickelt. Dabei wird Palladium in der Aufschluss-
|I6sung nach reduktiver Fallung selektiv in Quecksilber angereichert. Der dabei gebil-
dete Hg-Tropfen wird auf einen Quarztrager Uberfuhrt. Nach Abdampfen des Hg
kann das auf dem Trager verbliebene Palladium mittels TRFA (siehe Kapitel 3.2.2)
quantitativ analysiert werden. Dieses Verfahren ist sehr zuverldssig und gut fur
Umweltproben geeignet, es lasst sich jedoch nicht automatisieren und erfordert einen

sehr hohen Zeitaufwand.

Bei der ICP-MS werden die in einem induktiv gekoppelten Plasma erzeugten
lonen Uber ein Skimmersystem einem Massenspektrometer zugefuhrt. Die quanti-
tative Auswertung erfolgt Uber die Intensitdten bei den entsprechenden Massen
eines Elements. Interferenzen in der ICP-MS treten theoretisch nur dann auf, wenn
zwei lonen bei gleicher Ladung dieselbe Masse aufweisen. Neben den einfachen
lonen bilden sich jedoch auch Spezies wie z.B. doppelt geladene lonen M** und
Clusterionen aus Bestandteilen von Probe, Plasmagas und Umgebungsluft. Gerade
der Massenbereich der leichten Platingruppenmetalle Palladium, Rhodium und
Ruthenium unterliegt vielfachen spektralen Stérungen [122]. Die Isotopenzusammen-
setzung des Palladiums weist funf fast gleichhaufige Isotope auf, wobei sich die
Nettointensitat dementsprechend auf alle Isotope verteilt. Die Nachweisstarke wird
deshalb im Vergleich zu Reinelementen etwa um einen Faktor 5 reduziert. Das
Signal von '®Pd* ist Giberlagert von ArCu®, RbO*, YO* und SrO*. Bei '®Pd"* fiihren
auch die beiden letztgenannten Molekilionen und zuséatzlich die lonen Cd*, ZrO",
RbOH*, Arzn* und ArCuH" zu Stdérungen. Auch eine Detektion des Isotops '®Pd
oder der selteneren Isotope ''°Pd, "Pd und '%Pd bringt in dieser Hinsicht keine
Verbesserung, da diese Signale ebenfalls durch zahlreiche spektrale Interferenzen
gestort sind [123]. Diese Problematik ist bis heute noch nicht beseitigt, da die Stor-
elemente weder effektiv abgetrennt noch die erzeugten Interferenzen, wie bei Platin
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und Rhodium, durch eine hdhere Auflésung (High resolution-inductively coupled
plasma-mass spectrometry HR-ICP-MS) behoben werden konnen. Demzufolge bleibt
nur die Mdglichkeit der mathematischen Korrektur, die aber nur sinnvoll ist, wenn
Proben mit relativ hohem Palladiumgehalt (z.B. Abgaspartikel) untersucht werden.
Die umweltrelevanten Palladiumkonzentrationen biologischer Proben liegen dagegen
im pg g'- bzw. im niedrigen ng g”'-Bereich, weshalb die Interferenzen der ubiquitar
vorhandenen Storelemente (ug g'1-Bereich) nicht zu beheben sind. Dies wirkt sich
auf das Messergebnis meist durch Uberbefunde aus, die unter Umstanden mehrere
GrolRenordungen ausmachen kdénnen. Wenn es allerdings gelingt, die interferie-
renden Elemente abzutrennen oder wenn Proben mit sehr einfacher Matrix-
zusammensetzung (wassrige Losungen) gemessen werden, erweisen sich die ver-
schiedenen ICP-MS-Methoden mit einer Nachweisgrenze von bis zu 0,17 ng Pd |"'als
sehr empfindlich [124],125].

Die GF-AAS ist eine leistungsstarke Bestimmungsmethoden fir Elementspu-
ren (vgl. Kapitel 3.2.1). Bei der GF-AAS kdnnen die meistens Matrixbestandteile der
untersuchten Proben zuverlassig durch das Ofenprogramm zerstort werden. Zu-
satzlich kdnnen Matrixstérungen durch die Zeeman-Korrektur, mit Matrixmodifiern
oder durch eine matrixangepasste Kalibrierung umgangen werden. Die erreichbaren
Nachweisgrenzen fiir Palladium liegen im einstelligen ug I'-Bereich [126]. In Kombi-
nation mit einem vorgeschalteten FlieRinjektions-Anreicherungssystem (vgl. Kapitel

3.1.3) betragt die Nachweisgrenze etwa 9 ng I"'[119].

Far die Ultraspurenanalytik von Palladium in biologischen Proben sind alle
bisher genannten Analysentechniken nur durch Kopplung mit Anreicherungs- oder
Separationsschritten geeignet. Wegen der niedrigen Pd-Konzentrationen ist bei der
Entwicklung oder Verwendung derartiger Techniken auf eine moglichst geringe
Analytmenge und auf eine kleinstmogliche Anzahl der Arbeitsschritte zu achten, um

Analytverluste zu vermeiden.

Die Abtrennung von stérenden Elementen, was im Speziellen bei den ICP-
Methoden wichtig ist, kann z.B. mit Anionenaustauschern erfolgen [127]. Die meisten
veroffentlichten Techniken zur Matrixabtrennung und zur Anreicherung beruhen
jedoch auf der starken Komplexbildungstendenz von Palladium. Ein Beispiel ist die
Verbindung 5-(2-Hydroxy-5-nitrophenylazo)thiorhodanin (HNATR), wobei sowohl Pd
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als auch Pt, Rh und Au komplexiert werden. Daher missen die farbigen Komplexe
vor der Detektion zunachst mittels HPLC getrennt werden [128]. Als besonders
selektiv haben sich verschiedene Thioharnstoffderivate herausgestellt. Dazu zahlt
auch die Verbindung N,N-Diethyl-N’-benzoylthioharnstoff (DEBT), die in dem von
Schuster und Schwarzer [119] entwickelten FI-GF-AAS-Verfahren verwendet wird,
welches eine sehr empfindliche und storungsfreie Bestimmung von Palladium
ermoglicht (vgl. Kapitel 3.1.3). Nur durch die Kopplung derartiger Anreicherungs- und
Matrixabtrennungsverfahren mit sensitiven Detektionsmethoden ist es modglich,

Nachweisgrenzen im einstelligen ng I"'-Bereich zu erreichen.
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3 Eingesetzte analytische Methoden und Techniken

3.1 Probenvorbereitungstechniken

Die Entwicklung leistungsfahiger instrumenteller Analysenmethoden in der
Elementanalytik fuhrte auch zu einer Weiterentwicklung der Probenvorbereitung, da
die meisten hochempfindlichen Methoden ihre volle Nachweisstarke nur in einfach
zusammengesetzten, klaren Probenlosungen oder erst nach Abtrennung und
Anreicherung des Analyten zeigen. Daher wird heute den Aufschluss-, Abtrenn- und
Anreicherungstechniken eine wichtige Rolle in der Analytik beigemessen, was
letztlich eine weitgehende Automatisierung von Probenvorbereitungsverfahren zur

Folge hatte.

Das Uberfiihren schwerloslicher Substanzen in séure- oder wasserlésliche
Verbindungen und / oder die Mineralisierung organischer Bestandteile wird als Auf-
schlielen der Probe bezeichnet. Dies bewirkt, im Gegensatz zum Losen, eine chemi-
sche Veranderung der Ausgangssubstanzen bzw. der Matrix insgesamt. Das Auf-
schlussverfahren als Teil der Probenvorbereitung ist daher in der modernen Element-
analytik von mafigebender Bedeutung. Die Anforderungen an den Aufschluss han-
gen stark von der gewahlten Analysenmethode, dem Analyt selbst, der Probenmatrix
und der Konzentration des Analyten ab. In vielen Fallen ist ein in Loésung bringen der
Probe ausreichend. Wird jedoch im Spuren- oder Ultraspurenbereich gearbeitet,
treten haufig Stérungen der Analysenmethode auf. Diese kénnen entweder durch
nicht vollstandig zersetzte Matrixbestandteile, wie z.B. durch organische Verbin-
dungen bei elektroanalytischen Bestimmungen, aber auch durch ein Adsorbieren des
Analyten an z.B. am silikatischen Oberflachen, ausgeldst werden. In solchen Fallen
ist ein Totalaufschluss der Probe nétig, um richtige und prazise Ergebnisse zu

erhalten.

Die Qualitat eines Aufschlussverfahrens fur den Ultraspurenbereich wird somit
vor allem durch die Vollstandigkeit des Aufschlusses erreicht. Ebenso wichtig ist die
Minimierung von Kontaminationen und Analytverlusten wahrend des Verfahrens.
AulRerdem spielen Zeit- und Reagenzienbedarf, insbesondere bei Routineanalysen-
verfahren eine grofe Rolle, da hier neben einer kurzen Probenvorbereitungszeit

auch die einfache und sichere Handhabung der Reagenzien gegeben sein muss.
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Ein zusatzliches Absenken der Bestimmungsgrenze vieler Analyten kann
durch eine Abtrennung der Probenmatrix oder die selektive Anreicherung des Ana-
lyten erreicht werden. Besonders geeignet dafur ist die vollautomatisierbare Technik
der FlieRinjektionsanalyse (FIA). Die FlieR3injektionstechnik findet in Kombination mit
verschiedenen instrumentellen Nachweismethoden, wie z.B. der Atomabsorptions-
spektrometrie (AAS), der optischen Emissionsspektrometrie mit induktiv gekoppeltem
Plasma (ICP-OES) wie auch der Massenspektrometrie (ICP-MS) breite Anwendung.

In den folgenden Kapiteln werden die in dieser Arbeit verwendeten Auf-

schlussmethoden und die FIA-Technik naher beschrieben.
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3.1.1 Mikrowellenunterstiitzter Druckaufschluss

Mikrowellenunterstutzte Aufschlisse zahlen heute zu den Standard-Proben-
vorbereitungsverfahren der Elementbestimmung in der Analytischen Chemie
[129,130]. Als Aufschlussmittel werden sowohl nicht oxidierende als auch oxidie-
rende Mineralsauren verwendet [131]. Die gebrauchlichsten Sauren sind Salpeter-
saure, Salzsaure, Schwefelsaure, Perchlorsaure und Flusssaure. Die Aufschlusswir-
kung der Sauren beruht entweder auf ihrem oxidierenden Charakter (HCIO4, HNOs3,
H>SO,4), oder auf ihrer Fahigkeit, stabile I6sliche Komplexe zu bilden (HCI, HF) [132].
Entsprechende Mischungen von konzentrierten Sauren ermoéglichen auch den Total-
aufschluss schwieriger Matrices wie Boden-, StralRenstaub und Klarschlammproben,

die in der vorliegenden Arbeit eine wichtige Rolle spielen.

Mikrowellenstrahlung ist eine Hochfrequenzstrahlung im Bereich von 1 bis 100
GHz und durchdringt Nichtleiter wie Glas, Quarz, Sinterkeramik und spezielle Kunst-
stoffe, wahrend sie von Metallen reflektiert wird. In einem Wellenlangenbereich von
5 bis 1 cm regt Mikrowellenstrahlung Rotationen von Dipolen und Molekularbewe-
gungen an, kann aber Bindungen nicht aufspalten. Bei der Relaxation der ange-
regten Molekule wird schlieBlich Warme frei [133,134]. Beim Mikrowellenaufschluss
durchdringen die Mikrowellen die GefalRwande, ohne diese zu erwarmen. In ge-
schlossenen, mikrowellentransparenten Druckgefalden wird das Probengut mit der
Sauremischung auf typischerweise 200 bis 300 °C erhitzt, zersetzt und in Lésung ge-
bracht. Diese direkte Energietbertragung auf die Probe und somit die wesentlich
schnellere und gleichmaRige Erwarmung der Aufschlussmischung flhrt zu erheblich
kirzeren Aufschlusszeiten im Vergleich zu konventionellen Methoden, die auf

konvektiver Heizung beruhen [135,136].

Das in dieser Arbeit verwendete mikrowellenunterstutzte Probenvorberei-
tungssystem ,MULTIWAVE" der Firma Anton Paar ist mit einem Rotor ausgestattet,
der mit maximal sechs DruckgefalRen beladen werden kann. Das Gerat ermdglicht

die gleichmafige Bestrahlung aller Aufschlusslosungen (Abbildung 5).
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Abbildung 5 Schematischer Aufbau des MULTIWAVE-Rotors und der Druckgeféal3e

Als Sicherheitsvorkehrung und zu Dokumentationszwecken werden wahrend
des Aufschlusses der Druck (Hydrauliksystem) und die Temperatur (IR-Detektor) in
jedem Gefall gemessen. Die Druckmessung erfolgt Uber sternformige Hydraulik-
kanale im Deckel des Rotors, so dass bei einer Uberschreitung des Maximaldrucks
die Mikrowellenleistung automatisch zurlckgeregelt oder abgeschaltet wird. Bei dem
MULTIWAVE Aufschlussgerat kann wahlweise ein Maximaldruck von 30 bzw. 75 bar
eingestellt werden, wobei jeweils entsprechend geeignete Gefalie verwendet werden
mussen. Zweckmallig sind GefalRe aus Polytetrafluoroethylen (PTFE), Polytetra-
fluorometoxil (PTFM) oder Quarz, die in einen verschraubbaren, druckfesten Mantel

eingesetzt werden.

3.1.2 Schmelzaufschluss

Der Schmelzaufschluss ist ein klassisches Verfahren der Probenvorbereitung
und wird auch heute noch vielfach genutzt. Nahezu alle Materialien kdnnen mit ver-
schiedenen Schmelzen aufgeschlossen werden, da im Vergleich zu Nassauf-
schlissen hohere Temperaturen und hohere aktive Konzentrationen der Reagenzien
erreicht werden. Mit Hilfe von Schmelzen kdnnen schwerldsliche Oxide, Aluminate,

Silikate und technische Proben aufgeschlossen werden [137,138], die sich einer
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Zerstorung durch andere Methoden widersetzen. In dieser Arbeit wurde a-Al,O3 mit

Orthoborsaure in einer Schmelze aufgeschlossen.

3.1.3 Saulenbasierte Analytanreicherung im FlieRinjektionssystem

FlieRinjektionsanalysensysteme (FIAS) werden seit ihrer Entwicklung in den
1970er Jahren [139] bis heute sehr haufig zur Analytanreicherung oder Matrix-
abtrennung eingesetzt. Die Saulenanreicherung im Fliel3injektionsanalysensystem
wurde erstmals 1983 von Olsen et al. [140] beschrieben. Durch geeignete Auswahl
von Sorbens, Komplexbildner und Elutionsmittel lassen sich viele verschiedene
Systeme mit unterschiedlichen Selektivitaten erzeugen. Nach Ergebnissen von
Schuster [141] sind N,N-Dialkyl-N’-benzoylthioharnstoffe hervorragende analytisch
einsetzbare Extraktions- und Fallungsreagenzien fur Schwer- und Edelmetalle. Fur
die Anreicherung von Palladium hat sich N,N-Diethyl-N’-benzoylthioharnstoff (DEBT)
als besonders geeignet erwiesen, da diese Verbindung eine hochselektive Pd-
Komplexierung ermdglicht [141,142]. DEBT wird mit hohen Ausbeuten aus der
Reaktion von Diethylamin mit Benzoylisothiocyanat, welches aus Benzoylchlorid und
Kaliumthiocyanat gewonnen wird, dargestellt. Mit Palladium bildet sich hauptsachlich
[PA(DEBT);] ein neutraler, planar koordinierter Chelatkomplex dessen Ligandatome

in cis-Stellung angeordnet sind [143 ] ( Abbildung 6).
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Abbildung 6 Synthese von DEBT und Komplexierung von Palladium (I)-lonen
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DEBT zeichnet sich durch eine hohe Oxidations- und Hydrolysestabilitat aus
und bildet aulerst stabile Pd-Komplexe [144]. Dartuber hinaus ist DEBT sowohl
selbst als auch in Form von Komplexverbindung auf unpolaren Phasen wie RPqs
(engl. Reversed phase) adsorbierbar. Fur die Desorption eignen sich unpolare L6-
sungsmittel wie Toluol oder Chloroform ebenso wie die polaren Verbindungen Ace-
ton und Ethanol [145]. Diese Eigenschaften von DEBT bieten optimale Vorausset-

zung fur ein Festphasenanreicherung von Palladium.

In dieser Arbeit wurde fur die Palladiumanlyse ein vollautomatisiertes An-
reicherungssystem verwendet [30], das im Arbeitskreis entwickelt wurde. Die An-
reicherungsapparatur besteht aus einem Perkin-Elmer-FlieRinjektionsanalysen-
system FIAS-400 mit zwei peristaltischen Schlauchpumpen und einem 5:4-Wege-
Ventil mit den zwei einstellbaren Positionen ,Fill* und ,Inject. Das FIAS ist mit einem
Autosampler ausgerustet. Der Transport der Losungen und Flussigkeiten erfolgt mit
Hilfe von Tygon®-PumpschIéuchen und PTFE bzw. PFA-Kapillaren. Das Anreiche-
rungssystem ist in den Abbildung 7 und 8 schematisch dargestellt. Das FIA-
Programm zur Pd-Anreicherung und Matrixabtrennung ist in Tabelle 7 zusammen mit

einer Erlauterung der einzelnen Schritte wiedergegeben.
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Schematischer Aufbau des FIAS in der Ventilstellung ,Fill“ und eine farbliche
Darstellung der Anreicherungsschritte 1,6 und 8 (siehe Tabelle 7)
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Schematischer Aufbau des FIAS in der Ventilstellung ,Fill“ und eine farbliche
Darstellung der Anreicherungsschritte 2-5 und 7 (siehe Tabelle 7)
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Tabelle 7

der Einzelschritte mit Bezug auf Abbildung 7 und 8

Uberblick der Einstellungen des vollautomatischen FIA-Programms und Erklérung

FlieRinjektionsanalysensystem-Schritte Pumpen | Ventil-
Nr. Erlauterung p1 | p2 | Position
Prefill | Flllen des Schlauchvolumens von der Probenkapillare bis zur| X - Fill
Probenschleife mit Probeldsung.
1 Die Saule wird mit ( ) beladen und gleichzeitig| X - Fill
die Probenschleife mit Probeldsung befilllt.
2 Die Spullésung (Salpetersaure 1,4 mol/l) driickt die Probelésung| - X Inject
Uber die Saule.
3 Probel6sung, die durch den Rickdruck wahrend der Schritte 1 und 2| - - Inject
in den Argonschlauch gedrickt wurde, wird durch das in
Richtung Saule beférdert.
4 Die Spullésung drickt den restlichen Teil der Probelésung Uber die | - X Inject
Saule.
5 Die Saule wird gesplilt, indem das die restliche Spullésung | - - Inject
Uber die Saule driickt. Anschlieend wird die Saule mit
getrocknet.
6 Der Palladiumkomplex und Uberschissiger Ligand werden mit dem| - X Fill
Elutionsmittel (Ethanol) von der Saule gespdlt und das Eluat in die
zur Detektion fuhrende Kapillare geleitet.
7 Das Eluat wird mit zur Detektionseinheit transportiert. - X Inject
8 Saule und Detektionskapillare werden mit Elutionsmittel, die| - X Fill
Probenschleife mit Spullésung gespdlt.

Ein besonders flur die Ultraspurenanalytik wichtiger Vorteil dieses Anreiche-

rungsverfahrens ist der geringe Proben- und Reagenzienbedarf und die Verwendung

eines geschlossenen Systems, da somit das Kontaminationsrisiko und vor allem

Analytverluste auf ein Minimum eingeschrankt werden. AuRerdem wird durch die

immer gleichen Analysenablaufe die Reproduzierbarkeit des Messverfahrens erhoht.
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3.2 Charakterisierungs- und Messmethoden

3.2.1 Graphitofenatomabsorptionsspektrometrie

Die Atomabsorptionsspektrometrie (AAS) ist eine hochselektive Methode zur
Elementanalytik bis in den Spurenbereich. Bei der AAS wird die Resonanz-Absorp-
tion von elektromagnetischer Strahlung bestimmter Wellenlange durch Atome be-
nutzt, um die einzelnen Elemente quantitativ zu bestimmen. Daflr wird eine Probe
durch thermische Behandlung bei Temperaturen von 1200-2500 °C in Atome
uberfuhrt. Zur Erzeugung der Atome existieren zwei unterschiedliche Verfahren:
FAAS (engl. Flame atomic absorption spectrometric) mit Atomisierung in einer
Flamme aus Oxidans und einem brennbaren Gas. GF-AAS (engl. Graphite furnace
atomic absorption) mit elektrothermischer Atomisierung in einem elektrisch beheizten
Graphitofen. Als Strahlungsquellen dienen in der Regel Hohlkathodenlampen (HKL),
deren Kathoden das zu analysierende Element enthalten. Die Empfindlichkeit der
AAS wird haufig durch die charakteristische Masse mg angegeben. Sie entspricht
derjenigen Masse an Analyt, welche die Intensitat des einfallenden Lichtstrahls um
1% oder 0,0044 Extinktionseinheit schwacht. Fur Palladium liegt die charakteristi-
sche Masse bei 53 pg/0,0044.

Bei der Elementbestimmung durch FAAS erfolgt ein kontinuierlicher Proben-
eintrag (ca. 1-3 ml min™) durch Zerstdubung der Probe in eine Flamme bei Tempe-
raturen von 1700-3500 °C [146]. Die Nachweisgrenze fur Palladium liegt hier bei
20 pug I'" [126]. Unspezifische Stérungen, verursacht durch Molekiilbanden oder
Lichtstreuung, werden mittels einer Kontinuumlichtquelle bestimmt und nachtraglich
abgezogen (Deuteriumuntergrundkorrektur). In hoher konzentrierten Proben kann
Palladium mit der FAAS weitgehend problemlos bestimmt werden, lediglich die
Anwesenheit groRer Mengen an anderen Edelmetallen Ubt einen negativen Einfluss
aus [146]. Fur umweltrelevante Fragestellungen scheidet die FAAS aufgrund ihrer

maRigen Nachweisempfindlichkeit im zweistelligen g I"'-Bereich aus.

Bei der GF-AAS wird ein geringes Probenvolumen (20-50 pl) einer flussigen,
in seltenen Fallen auch einer festen Probe, in einem elektrisch beheizten Graphitrohr

atomisiert. Ein typisches Graphitrohr ist zwischen 2 und 5 cm lang und wird zwischen
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zwei zylindrischen elektrischen Kontakten aus Graphit im Gerat eingesetzt [147,148].
Uber eine Widerstandsheizung kann die Temperatur sehr genau im Bereich von
20°C bis 3000°C geregelt werden. Die thermische Behandlung der pipettierten Pro-
benldsung im Graphitrohren erfolgt durch eine schrittweise Temperaturerhéhung. Im
Rahmen eines Temperaturprogramms wird die Probe vor der Atomisierung getrock-
net und eventuell vorhandene organische Matrixbestandteile verascht. Danach wird
die Stromstarke schnell erhdht und somit Temperaturen zwischen 2000°C und
3000°C erreicht, was zu einer Atomisierung der Probe innerhalb weniger
Millisekunden bis Sekunden fuhrt. Der abschlielende Ausheizprozess (2500-
3000°C) dient zur Reinigung des Graphitrohres, bei dem evt. vorhandene schwer
verdampfbare Oxide oder in die Graphitoberflache diffundierte Atome entfernt
werden [149]. Matrixstorungen konnen relativ zuverlassig durch die Zeeman-Unter-
grundkorrektur [150], mit Matrixmodifiern oder durch eine matrixangepasste Ka-
librierung umgangen werden. Die Nachweisgrenzen der GF-AAS flr Palladium liegen
in der GrofRenordnung von 1 ug I" [126]. In Kombination mit dem in Kapitel 3.1.3
beschriebenen FlieRinjektionssystem erreichen die Nachweisgrenzen bei der

Palladiumbestimmung den unteren ng I Bereich [119].

3.2.2 Totalreflexionsrontgensfluoreszenzanalyse

Die Totalreflexionsrontgenfluoreszenzanalyse (TRFA) ist eine weitgehend
matrixunabhangige, energiedispersive Multielementmethode zur qualitativen und
quantitativen Analyse von Mikroproben. Merkmale der TRFA sind die schnelle simul-
tane Multielementbestimmung von Mikroproben (< 100 pg) im Spurenbereich flr die
Elemente Al bis U. Prinzipiell kdnnen alle Flussigkeiten und Feststoffe analysiert wer-
den, die sich als dinner Film auf den Probentrager aufbringen lassen. Die TXRF laft
sich somit in vielen Bereichen der Analytik verwenden. Einen Eindruck der umfang-
reichen Einsatzmdglichkeiten geben die DIN 51003 [151], Prange und Schwenke
[152], Michaelis et al. [153]. In dieser Arbeit wurde die TRFA zur Matrixcharakterisie-

rung eingesetzt.
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Die detaillierten theoretischen Grundlagen der Totalreflexionsréontgensfluores-
zenzanalyse sind in Lehrbucher z.B. von Klockenkémper [154] bzw. von Beckhoff
et al. [155] ausfluhrlich dargestellt. Hier werden nur allgemeine Prinzipien dieser

Messmethode erlautert.

Bei einer TRFA-Messung trifft Rontgenstrahlung unter einem sehr kleinen
Winkel (0,1°) auf einen polierten und optisch ebenen Probentrager und wird dabei
totalreflektiert. Die auf dem Probentrager vorhandenen Atome werden durch diese
Rontgenstrahlung angeregt. Erreicht oder Ubersteigt die Anregungsenergie die Bin-
dungsenergie eines Elektrons der inneren Schale, so wird dieses aus dem Atom
"herausgeschlagen" und die entstandene Lucke wird mit einem Elektron aus einer
hoheren Schale wieder besetzt. Bei diesem Vorgang wird ein Rontgenphoton frei, es
entsteht die flr die einzelnen Elemente jeweils charakteristische Rdntgenfluores-
zenz. Die Detektion der Rontgenfluoreszenz erfolgt mit einem Si(Li)-Detektor, der
senkrecht zur Probentrageroberflache angebracht ist. Da die Probe als extrem diinne
Schicht vorliegt, werden Matrixeffekte wie Absorption oder Sekundaranregung ver-
mieden. Die Anregung in Totalreflektion reduziert die Streuung des Rontgenstrahls
und gewahrleistet einen extrem niedrigen Untergrund. Die Absolutnachweisgrenzen
liegen flr fast alle Elemente des Periodensystems schwerer als Chlor im Bereich von
1 bis 10 pg. Fur eine ganze Reihe dieser Elemente sind sie sogar kleiner als 5 pg.
Die Zugabe eines Standardelements bekannter Konzentration zur Probe erlaubt eine

einfache Quantifizierung der Probenelemente.

3.2.3 Elektronenmikroskopische Methoden

Die Elektronenmikroskopie wird grundsatzlich zur Charakterisierung kleiner
Objekte im unteren Mikrometer- bis Nanometerbereich eingesetzt. Im Vergleich zur
Lichtmikroskopie werden hier zur Abbildung Elektronen statt Photonen verwendet.
Die freien Elektronen werden von einer Gluhkathode erzeugt und mit Hilfe einer
Hochspannung beschleunigt. Durch elektromagnetische Linsen fokussiert, treffen sie
auf die Probe. Durch die Wechselwirkung mit dem untersuchten Material werden die

Elektronen absorbiert, gestreut oder gebeugt. Diese Wechselwirkungen sind
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messbar und werden in ein Bild umgewandelt. Damit der Elektronenstrahl das zu
untersuchende Objekt durchstrahlen kann, darf die Probendicke etwa 100 nm nicht
ubersteigen. Fur die Untersuchung wird typischerweise bis zu 1 pl der verdinnten
Probe auf ein mit Kohlenstoff beschichtetes Kupfer-Netz gegeben und nach dem
Verdampfen des Losungsmittels ins Hochvakuum des Mikroskops eingeschleust. Mit

einem Elektronenmikroskop kann eine Auflosung bis etwa 0,1 nm erreicht werden.

Fir die Bestimmung der GroRenverteilung der synthetisierten Palladiumnano-
partikel kam in dieser Arbeit TEM (Transmissionselektronenmikroskop) zum Einsatz.
Die Informationen Uber die kristallografische Struktur der Teilchen wurden mit Hilfe
der hochauflésenden Elektronenmikroskopie HR-TEM (engl. High resolution trans-
mission electron microscopy) gewonnen. Die genaue Bestimmung von Gitterpara-
metern wurde durch Feinbereichsbeugung SAD (engl. Selected area diffraction)
durchgefuhrt. Die Zusammensetzung von einigen Proben wurde durch EDX (engl.

Energy dispersive X-ray analysis) untersucht.

Zu den theoretischen Grundlagen der angewandten elektronenmikroskopi-

schen Methoden sei auf die Literatur verwiesen (Reimer [156], Williams [157]).

3.2.4 Lasergranulometrie

Die GroRenverteilung von Partikeln im Bereich zwischen 0,5 und 500 pm
wurde mittels Lasergranulometrie bestimmt. Sie beruht auf dem Prinzip der Beugung
eines Laserstrahls an den in einer Suspension befindlichen Teilchen und wird mittels
der Theorie von Mie [158] bzw. der Fraunhofer Naherung [159] berechnet. Alle Parti-
kel einer Probe beugen das Licht eines monochromatischen Laserstrahls. Ein Parti-
kel mit einem groRen Durchmesser beugt den Laserstrahl nur wenig, d.h. in einem
kleinen Winkel. Die Lichtspektren der kleinen Partikel dagegen muissen in groReren
Winkeln gegenltber dem Laserstrahl aufgenommen werden. Abbildung 9 zeigt sche-
matisch Beugungsspektren an unterschiedlich grof3en Einzelpartikeln und das

summarische Spektrum eines PartikelgroRengemisches.
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Abbildung 9 Prinzip der KorngréBenbestimmung mittels Laserbeugung [160]

In der Winkelabhangigkeit des gestreuten Lichts liegt die Information, die nach
Mie oder Fraunhofer in eine Partikelgrof3enverteilung umgerechnet wird. Fur Partikel
groflder als 3 ym lasst sich dieser Effekt nun in Form der so genannten Fraunhofer-
Naherung zur Bestimmung der PartikelgroRe heranziehen. Sie geht von der
Annahme aus, dass die gemessenen Partikel undurchsichtig sind und Licht in engen
Winkeln streuen. Bei deutlich kleineren Teilchen (0,01 ym bis etwa 3 ym) jedoch
versagt die einfache Auswertung nach Fraunhofer und die komplexere Theorie der
Lichtstreuung nach Mie findet Anwendung. Die Mie-Theorie sagt die Streuinten-
sitaten fur alle Partikel, klein oder grof3, durchsichtig oder undurchsichtig voraus. Die
Mie-Theorie erlaubt auch primare Streuung von der Oberflache des Partikels und
bertcksichtigt den Brechungsindexunterschied zwischen dem Partikel und dem
Dispersionsmittel bei der Intensitatsberechnung. Des Weiteren definiert sie die
sekundare Streuung, die durch Lichtbrechung innerhalb des Partikels verursacht wird

— dies ist insbesondere fur Partikel mit kleinem Durchmesser wichtig.



Monitoring von Palladium in Umweltproben 46

4 Monitoring von Palladium in Umweltproben

4.1 Hintergrund und Aufgabenstellung

Die Emission von Palladium - insbesondere aus Autoabgaskatalysatoren - hat
nachgewiesenermallen zu einer signifikanten Erhéhung der Konzentration dieses
Elements in der Umwelt gefuhrt (vgl. Kapitel 2.4 und 2.5). Solange die 6kotoxikologi-
schen Auswirkungen der Palladiumemissionen nicht vollstandig geklart sind, ist der
schnelle Anstieg der Palladiumkonzentration in der Umwelt grundsatzlich als proble-
matisch zu betrachten. Die Konsequenzen der steigenden Palladiumeintrage konnen
derzeit nur spekulativ diskutiert werden, da nur unzureichende Daten zur Verbreitung
und Bioverfugbarkeit des Palladiums vorliegen. Das Monitoring in unterschiedlichen
Umweltkompartimenten und somit die Dokumentation der Immission ist der erste
Schritt fur die Abschatzung der Okotoxikologischen Rolle des aus Kfz emittierten

Palladiums.

In der Arbeitsgruppe wurden daher Palladiumkonzentrationen in Stralenstau-
ben bzw. Klarschlammaschen seit 1994 bzw. seit 1972 bestimmt [14]. In dieser
Arbeit wurden Proben aus den Jahren 2007 bzw. 2001-2006 untersucht und somit
die Langzeitstudie fortgefuhrt. Ziel der durchgefuhrten Untersuchungen ist es, den
zeitlichen Verlauf der Palladiumgehalte zu erfassen, um so die zukunftige Entwick-

lung abschatzen zu kénnen.

Neben der Untersuchung von StralRenstaub und Klarschlammasche wurden in
dieser Arbeit erstmals Palladiumkonzentrationen in Oberbdden von Versickerungs-
mulden entlang stark befahrener Stral’en analysiert. Diese Untersuchungen wurden
in Zusammenarbeit mit dem Lehrstuhl fur Siedlungswasserwirtschaft der TU Mun-
chen durchgefihrt. Sie sollen dazu beitragen, die Anreicherung, Verteilung und Mo-

bilitat von verkehrsbirtigem Palladium in straBennahen Bdden zu erfassen.
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4.2 Palladium in Minchner StralRenstaub

Die untersuchten Strallenstaube stammen aus drei Miunchner Stadttunneln:
Candidtunnel, Trappentreutunnel und Landshuter Allee Tunnel, die alle Teil des
Mittleren Rings sind. Der Mittlere Ring ist eine stark befahrene, mehrspurige Ring-
strasse mit einer zuldssigen Hochstgeschwindigkeit von 60 km h™'. Das durch-
schnittliche tagliche Verkehrsaufkommen in den drei beprobten Tunneln ist in Tabelle
8 angegeben.

Tabelle 8 Verkehrsaufkommen in den beprobten Miinchner Stadttunneln [161]
Tunnelname Durchschnittliches
Verkehrsaufkommen
(Kfz/24h)
Candidtunnel 139.000
Trappentreutunnel 136.000
Landshuter Allee Tunnel 128.000

Die Proben wurden immer nur in den Tunneln genommen, da hier die Beein-
flussung durch die Witterung weniger stark auftritt. Die vorangegangenen Unter-
suchungen der StralRenstaube aus diesen drei Tunneln aus der Jahren 1994, 1998
und 2001 zeigten bereits steigende Pd-Gehalte [14]. Die in dieser Arbeit unter-
suchten Proben wurden im Juli 2007 gesammelt. Die Probenahme und die weitere

Analysenvorgehensweise wurden immer nach der gleichen Vorschrift durchgefihrt.

Zur Kontrolle der Richtigkeit der Analysenergebnisse wurde parallel ein zertifi-
ziertes Referenzmaterial (BCR-723) in gleicher Weise analysiert. Es handelt sich da-
bei um einen Stralenstaub, der 1998 in einem Tunnel in Tanzenberg (Osterreich)
gesammelt wurde [162]. Die zertifizierte Palladiumkonzentration in BCR-723 betragt
6,0 + 1,8 ug Pd kg™'. Der vergleichsweise groRe Unsicherheitswert des Standardma-
teriales zeigt, dass die Bestimmung von Palladium in realen Matrices immer noch ein

Problem darstellt.



Monitoring von Palladium in Umweltproben 48

4.2.1 Probenahme

Die Proben wurden von den Dachern der Notruftelefonzellen mit einer Burste
und einem Kunststoffspatel gesammelt und in handelsublichen PE-Beuteln aufbe-
wahrt. Zwischen 3 und 10 g Staub konnten pro Tunnel genommen werden. Vor dem
Aufschluss wurde der Staub bei 120 °C getrocknet und in einer Kugelmihle homoge-
nisiert. Ein vorhergehendes Sieben war nicht notig, da sich nur kleine Partikel auf
den Telefonzellendachern absetzen.

4.2.2 Matrixcharakterisierung

Die untersuchten Stralenstaube wurden durch Bestimmung der Haupt- und
Spurenelemente mittels Elementaranalyse und TRFA charakterisiert. Die Ermittlung
der Zusammensetzung der einzelnen Staubproben ermdglichte den Vergleich der
Matrices aller analysierten Staubproben. Die Prufung auf Matrixkonstant ist sehr
wichtig, da auf diese Weise Schwankungen oder Veranderungen der Emissions-
quellen erkannt werden konnen. Eine Langzeit-Trendanalyse macht aber nur Sinn,
wenn genau das ausgeschlossen werden kann. Die experimentelle Durchfuhrung ist

im Anhang in Kapitel 8.9.2 beschrieben.

Die bei der Elementaranalyse erhaltenen Daten fir C-, H-, N-, S-, und Si-Ge-
halte sind in Abbildung 10 dargestellt. Zum Vergleich der Matrixzusammensetzung
der Strallenstdube sind die Daten fruherer Untersuchungen der gleichen Probe-
nahmestellen angegeben. Die Werte fur die zertifizierte Referenzprobe BCR-723

wurden dem Zertifikat entnommen.
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E Landshuter Allee 1994, 1998, 2001 und 2007
B Candid 1994, 1997, 2001 und 2007

@ Trappentreu 1994, 1998, 2001 und 2007
EBCR-723

Elementgehalt [Gew.-%)]

C H N S Si

Abbildung 10 C-,H-,N-,S- und Si-Gehalte Miinchner Tunnelstaubproben von 1994 bis 2007

Die Analyse ergab nur kleine Unterschiede (0-3%) von H-, N-, und Si-Ge-
halten von Jahr zu Jahr sowohl innerhalb der gleichen als auch zwischen unter-
schiedlichen Probenahmestellen. Der Schwefelanteil in den Stralenstaduben vom
Jahr 1994 bzw. 1998 betrug ca. 2%, der vom Jahr 2001 bzw. 2007 dagegen nur ca.
0 bis 0,5%, was mdglicherweise eine Folge der Reduzierung des Schwefelanteils in
Dieselkraftstoffen ist. Der Unterschied in den Kohlenstoffgehalten betragt nur ca. 5%
wenn man die einzelnen Tunnel fur sich betrachtet, bzw. 11% wenn man alle Tunnel
uber die Zeit betrachtet. Die Elementkonzentrationen des BCR-723 Tunnelstaubs

zeigen vergleichbare Zahlenwerte.

Die mittels TRFA bestimmten Elemente der StralRenstaube und ihre Kon-

zentrationen sind in Tabelle 9 dargestellt.
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Tabelle 9 Elementgehalte Miinchner Tunnelstdube
Landshuter Allee | Candidtunnel Trappentreu BCR-723
Tunnel Tunnel
Jahr 2001 2007 2001 2007 2001 2007 1998
K [%] 0,00 0,2 0,30 0,60 0,28 0,38 1,30
Ca [%] 12,40 11,9 5,75 7,1 11,87 12,6 10,00
Fe [%] 2,79 3,6 1,06 1,8 2,50 29 3,09
Zn [%] 0,29 0,30 0,13 0,2 0,11 0,15 0,16
Ba [%] 0,48 0,59 0,19 0,23 0,39 0,31 0,40
Ni [mg kg™ 58 62 10 10 59 45 171
Pb [mg kg™ 53 48 9 19 41 32 827
Culmgkg'| 735 658 273 222 575 532 225
Cr [mg kg™] 155 163 151 163 237 216 306
Mn [mg kg”'] | 562 569 282 277 533 561 760
As [mg kg™] 21 26 7 14 28 23 15,4

Die TRFA-Messergebnisse zeigen ebenfalls nur geringe Unterschiede in der
Elementverteilung der Munchner StralRenstaube. Alle untersuchten Proben enthalten
K (ca. 0 bis 0,6%), Ca (ca. 7 bis 12,6%), Fe (ca. 1 bis 3,6%), Zn (ca. 0,1 bis 0,4%)
und die Elemente Ni, Pb, Cu, Cr, Mn und Arsen im Spurenbereich. Die Elementge-
halte des BCR-723 Staubs sind auch hier vergleichbar. Aufgrund der sehr ahnlichen
Matrix ist das Referenzmaterial BCR-723 als Kontrollprobe fur die Palladium-

bestimmung in Minchner Tunnelstaubproben hervorragend geeignet.

4.2.3 Aufschlussmethode

Die Qualitat eines Aufschlussverfahrens fur die Bestimmung von Palladium-
spuren in silikathaltigen Umweltproben wie StralRenstaub ist vor allem von der
Vollstandigkeit des Aufschlusses abhangig, da Palladium im Gegensatz zu anderen
Platingruppenmetallen sogar in saurer Losung stark an Silikate bindet. Flr die
vollstandige Mineralisierung der sehr komplexen Stral3enstaubmatrix wurde hier ein

dreistufiger mikrowellenunterstutzter Druckaufschluss eingesetzt, wobei der sehr
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hohe Silikatanteil der StralRenstaubproben durch Flusssaure in Lésung gebracht
wird [163].

In der ersten Aufschlusstufe wird eine Mischung aus Salpetersaure und
Wasserstoffperoxid eingesetzt. Die starke Oxidationswirkung der HNO; zersetzt
organische Substanzen vollstandig (Gleichung 1a). Der Druckanstieg, der haupt-
sachlich durch die Bildung von Stickoxiden verursacht wird, kann durch deren teil-
weise Ruckoxidation zu Salpetersaure verringert werden (Gleichung 1b). Deshalb
werden bei der Zugabe von Wasserstoffperoxid hdohere Temperaturen in der
Aufschlusslésung erreicht, was insgesamt zu einem besseren Aufschlussergebnis
fihrt [164].

b) 2 NO, + 3 H,Oy, > 2 HNO3; + 2 H,O

Gleichung 1  a) Oxidation organischer Matrixkomponenten mit HNO3, b) Riickoxi-

dation von NO,-Gasen mit H,0,

Die zweite Stufe dient dem Aufschluss des Silikatrickstands durch Zugabe

eines Uberschusses an konzentrierter Flusssaure (Gleichung 2) [165].

SiOz+ 4 HF — SiF4 + 2 H,0

3 SiF4 + 2 H,O — SiO; (aq) + 2H2SiFs

Gleichung 2  Silikataufschluss mit Flusssédure

Im Vergleich zur ersten Stufe entstehen hier weniger gasférmige Reaktions-
produkte, weshalb der Druckanstieg in den Aufschlussgefalen direkt mit dem
Anstieg der Temperatur einhergeht. Somit kann die Energiezufuhr hier schneller
erfolgen und ein hoherer Maximalwert fur die Mikrowellenleistung vorgegeben

werden.
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Im letzten Schritt wird gesattigte Borsaurelésung zugegeben. Der wichtigste
Effekt der H3BO3 ist die Maskierung der Flusssaure als Tetrafluoroborsaure [166]
(Gleichung 3).

H3BOs + 4 HF — HBF, + 3 H,0
Gleichung 3  Maskierung der Flusssédure mit Borsdure

Dadurch wird einer Zersetzung des RP-18 Materials der Anreicherungssaule
durch Flusssaure vorgebeugt und die Aufschlusslésungen kénnen ohne Bedenken in
Glasgefalen aufbewahrt werden. Die genaue experimentelle Durchfiihrung des

Aufschlusses ist in Kapitel 8.9.2 zu finden.

4 2.4 Palladiumkonzentrationen

Der Palladiumgehalt der Aufschlusslésungen wurde nach Anreicherung und
Abtrennung des Palladiums im FIA-System (vgl. Kapitel 3.1.3) mittels GF-AAS
bestimmt. Die Kalibrierung kann mithilfe wassriger Pd(ll)-Standardlosungen durch-
gefuhrt werden, da Matrixeffekte in den untersuchten Proben durch die Palladium-
abtrennung minimiert wurden. Die aus der Kalibrierfunktion im Konzentrationsbereich
von 20 bis 1000 ng Pd I'" berechneten analytischen Daten sind in Tabelle 10 zu-

sammengestellt.

Tabelle 10 Analytische Daten des Analysenverfahrens fiir die Bestimmung von Palladium in
Strallenstaub mittels FI-GF-AAS

Analytische Parameter Wert
Steigung der Kalibriergeraden 0,1313 +0,0121 A-s | ug™
Achsenabschnitt der Kalibriergeraden 0,0022 + 0,0069 A-s
Nachweisgrenze 18 ng I
Rel. Verfahrenstandardabweichung 54 %
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Durch die Anreicherung wurde eine niedrige Nachweisgrenze von 18 ng Pd I
erzielt. Die Richtigkeit des Melverfahrens wurde durch die Bestimmung der Pd-
Wiederfindung (WF) im Referenzmaterial BCR-723 uberpruft (Tabelle 11). Die ange-
gebenen Unsicherheiten entsprechen den Standardabweichungen dreier unabhangig

aufgeschlossener Proben.

Tabelle 11 Pd-Wiederfindung im zertifizierten Referenzmaterial (BCR-723)

Referenzmaterial BCR-723

zertifizierte Pd-Konzentration | gefundene Pd-Konzentration

6,01 £ 0,75 ug Pd kg™

6,0 + 1,8 ug Pd kg™ WE = 100 £ 12 %
- T (o]

Der ermittelte Pd-Gehalt des BCR-723-Strallenstaubs zeigt eine sehr gute
Ubereinstimmung mit dem zertifizierten Palladiumwert (Wiederfindung: 100 + 12 %)

und bestatigt somit die Richtigkeit des verwendeten Messverfahrens.

Die in Strallenstaubproben bestimmten Pd-Konzentrationen sind in Tabelle 12

zusammengestellt.

Tabelle 12 Palladiumkonzentrationen in Miinchner Tunnelstaubproben im Jahr 2007

Ort der Probenahme

Pd-Konzentration [ug kg™]

Candidtunnel
Trappentreutunnel

Landshuter Allee Tunnel

339,8 £ 19,4
311,4+£17,2

516,2 £ 33,8

Die erhaltenen Ergebnisse zeigen hohe Pd-Gehalte in allen drei Tunneln. Im
Strallenstaub des Landshuter Allee Tunnels liegt die Pd-Konzentration mit 516,2
Mg kg'1 deutlich hoéher, als im Trappentreutunnel bzw. Candidtunnel, obwohl die Ver-
kehrsdichte hier am niedrigsten ist (vgl. Tabelle 8). Dies bedeutet, dass der Pd-Ge-

halt im Stra3enstaub nicht nur von der Anzahl der durchfahrenden Kraftfahrzeuge im
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Tunnel, sondern auch von anderen Faktoren wie z.B. Fahrverhalten (Stop and Go)

und Geschwindigkeit der Kfz an dieser Fahrstrecke abhangig ist.

In Abbildung 11 sind die erhaltenen Palladiumkonzentrationen der Stral3en-

staube aus dem Jahr 2007 im Vergleich zu den Werten aus frthen Messungen dar-

gestellt.
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Abbildung 11 Palladiumkonzentrationen in Miinchner StralBenstaub von 1994 bis 2007

Die ermittelten Pd-Werte flur das Jahr 2007 sind deutlich hoher als die der
Jahre 1994, 1998 und 2001. Innerhalb der letzten 13 Jahre hat sich der Palladium-
gehalt in den Tunnelstauben um den Faktor 24 erhoht. Die Proben vom Jahr 1994
zeigen einen Palladiumgehalt zwischen 14 und 22 ug kg'1, wahrend die Proben von
2007 einen Palladiumgehalt zwischen 311 und 516 pg kg™ aufweisen. Hauptursache
hierfur ist offenbar die Zunahme der Anzahl der Autos, die mit Pd-Katalysatoren

ausgestaltet sind.
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4.3 Palladium in Oberbdden von Versickerungsmulden

Strallenstaub wird durch seitliche Verfrachtung mittels Wind und Nieder-
schlagswasser in Oberboden nahe den Verkehrsflachen eingetragen (vgl. Kapitel
2.4). Je nach Art der Entwasserung - Ablauf in die Kanalisation oder Versickerung —
werden die durch den Verkehr emittierten Stoffe unterschiedlich stark in Oberbéden
verfrachtet. Die Versickerung des Regenwassers ist die 0konomischste Variante der
StralRenentwasserung [167]. Dabei dient der Boden gleichzeitig als Medium fur die
Aufnahme, Zwischenspeicherung und Weiterleitung des Regenwassers, sowie als
Filter bzw. Adsorbens fur Schadstoffe. Dieser natlrliche Vorgang wird durch Versi-
ckerungsanlagen so optimiert, dass das Niederschlagswasser der Verkehrsflachen
moglichst langsam versickert. Daher findet die Versickerung uber bewachsenen
Oberboden, den so genannten belebten Bodenzonen statt. In dieser Bodenzone wer-
den viele Schadstoffe abgebaut bzw. festgehalten, auflerdem sorgen Wurzeln und
Kleinlebewesen flr eine gleich bleibende Korn- und Porenstruktur und erhalten damit
dauerhaft die Sickerfahigkeit des Bodens [168]. Einige Versickerungstechniken sind
in Abbildung 12 dargestellt.
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Abbildung 12 Techniken fiir die Wasserversickerung [169]
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Nach Vorschrift der Deutschen Vereinigung fir Wasserwirtschaft kommt fir
die stofflich belasteten Abflisse von Verkehrsflachen hauptsachlich die Flachen-,

oder Muldenversickerung in Frage [170].

Die Flachenversickerung ist das einfachste Prinzip der naturnahen Regen-
wasserbewirtschaftung. Sie ist einsetzbar, wenn ausreichend grofRe Freiflachen zur
Verfugung stehen. Hierbei werden die Regenabflisse auf eine gut durchlassige
Flache geleitet, auf der sie ohne Zwischenspeicherung versickern.

Bei der Muldenversickerung wird das Niederschlagswasser zunachst in der Mulde
gespeichert, bevor es allmahlich in den Untergrund versickert. Die Strallenmulden-
béden haben eine mittlere Wasserdurchlassigkeit von 5*10° ms™ und besitzen
einen Humusgehalt von etwa 1% [168]. Die einstaubare Tiefe darf nicht mehr als
0,3 m betragen und die Bdschungsneigung darf ein Verhaltnis von 1:2 nicht
uberschreiten [171,172] (Abbildung 13).

Wasserstand
max. 30 cm

Mutterboden mit
Raseneinsaat

anstehender
Boden

durchlassige
Schicht
Wasserleiter

— Grundwasserspiegel

Abbildung 13 Schematische Darstellung einer Versickerungsmulde [172]

Die kontinuierliche Zufuhr von Schadstoffen in die Oberbdden der Versicke-
rungsmulden birgt das Risiko einer Durchsickerung von Schadstoffen ins Grund-
wasser. Deswegen wird ein Austausch des Oberbodens von Versickerungsanlagen
an Verkehrsflachen nach max. 20 Jahren oder fruher empfohlen [170]. Inwieweit
diese Zeitspanne fur alle verkehrsburtigen Schadstoffe angemessen ist, ist fraglich.
In dieser Arbeit sollte untersucht werden, ob und wenn ja in welcher Tiefe sich Palla-

dium in den Oberbdden von Versickerungsmulden anreichert.
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4.3.1 Probenahme

Die untersuchten Proben stammen aus den Versickerungsmulden entlang der
Autobahn A 92 und der Kreisstralie Freising (FS 6). Das Alter der Mulden sowie das

durchschnittliche Verkehrsaufkommen sind in Tabelle 13 angegeben.

Tabelle 13 Durchschnittliches Verkehrsaufkommen und Alter der beprobten Versickerungs-
mulden
Strallename Durchschnittliches Alter der Mulde
(Kilometerzahl) Verkehrsaufkommen
(Kfz/24h)
Autobahn A 92 (28,5 km) 15 000 15 Jahre
Kreisstralle FS 6 (17,4 km) 3 000-5 000 14 Jahre

Jeweils drei Stellen innerhalb einer Mulde — Muldenmitte, 20 cm in Richtung
der Fahrbahn und 20 cm in die entgegen gesetzte Richtung - wurden bis zu einer
Tiefe von 30 cm beprobt. Abbildung 14 zeigt eine schematische Darstellung der

Probenahmestellen innerhalb einer Versickerungsmulde.
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Abbildung 14  Schematische Darstellung der Probenahmestellen innerhalb einer Mulde

Die Probenahme erfolgte gemafy DIN EN ISO Norm 22475-1 mit einem 60 cm
langen Stechzylinder (Bohrstock) mit einem Durchmesser von 1 cm. Der Zylinder
wurde ohne Drehungen in den Boden gedruckt und dann die Probe durch eine 180°-

Drehung abgeschert und langsam nach oben gezogen [173]. So konnten fur die



Monitoring von Palladium in Umweltproben 58

Mulde an der Kreisstrasse in folgenden Tiefenbereichen Proben gewonnen werden:
A) 0-7,5 cm; B) 7,5-15 cm; C) 15-22,5 cm und D) 22,5-30 cm. An der Autobahn
grenzt bereits nach 15 cm Tiefe eine Kiesschicht an den Oberboden, weshalb nur die
Tiefen A) und B) beprobt werden konnten. Die Bodenproben wurden dann bei 105 °C
in einem Trockenschrank bis zur Gewichtskonstanz getrocknet und anschlief3end

unter Verwendung einer Kugelmuhle zerkleinert und homogenisiert.

4.3.2 Matrixcharakterisierung

Zur Matrixcharakterisierung der Bodenproben kamen die Elementaranalyse
und die TRFA zum Einsatz. Mittels Elementaranalyse wurden die Hauptelemente C,

H, N, und Si der Bodenproben quantifiziert, die Gehalte sind in Abbildung 15

dargestellt.
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Abbildung 15 C-, H-,N-, Si-Gehalt in Bodenproben (Elementaranalyse)

Die Bodenproben an der Kreisstrale enthalten im Vergleich zu den Proben an
der Autobahn weniger Silizium, aber einen vielfach héheren Kohlenstoff- und Stick-

stoffgehalt. D.h. der Humus- bzw. Kalkgehalt (CaCO3;) des Bodens an der Kreis-
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strasse ist deutlich hoher, wahrend an der Autobahn der silikatische Anteil Uberwiegt.
Es ist daher zu erwarten, dass diese beiden Bodentypen ein unterschiedliches

Anreicherungs- bzw. Ruckhaltevermogen fur Palladium zeigen.

Abbildung 16 zeigt eine Ubersicht der mittels TRFA bestimmten Elementkon-

zentrationen der Bodenproben.
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Abbildung 16 Matrixbestandteile der Bodenproben (gemessen mit TRFA)

Die mit TRFA ermittelten Hauptbestandteile der untersuchten Proben sind Fe
und Ca, wobei der Fe-Gehalt im Boden an der Autobahn um den Faktor 1,4 hoher,
als im Boden an der KreisstralRe ist. Dies kdnnte durch das groliere Verkehrsaufkom-
men auf der Autobahn (vgl. Tabelle 13) und damit entstehende hdhere Fe-Emission
erklart werden. AulRerdem konnten in den untersuchten Boden K, Mn, Zn und Cr
gefunden wurden, deren Konzentrationen nur geringe Unterschiede an beiden

Standorten zeigen.
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4. 3.3 Aufschlussmethode

Eine vollstandige Losung aller Bestandteile einer Bodenmatrix kann z.B. nach
DIN EN-Norm 13 656 erreicht werden. Fur die Spurenbestimmung von Palladium in
der vorliegenden Probenmatrix (mit z.T. sehr hohen Silikat- und Eisenkonzentratio-
nen) ist jedoch eine Optimierung dieser Aufschlussmethode erforderlich. Die einzel-
nen Schritte des neu entwickelten, mikrowellenunterstitzten Totalaufschlusses

werden im Folgenden kurz beschrieben.

In der ersten Stufe wird die Bodenprobe mit einer Mischung aus konzentrierter
Salpetersaure, Wasserstoffperoxid und Salzsaure zur Zersetzung der organischen
Bestandteile des Bodens versetzt. Durch leichtes Schwenken der Aufschlussgefalie
wird das Probenmaterial gleichmallig benetzt. Bei Raumtemperatur und Normaldruck
beginnt innerhalb einer Stunde die oxidative Zersetzung, die im Anschluf® 45 Minuten

unter Hochdruck (75bar) im Mikrowellengerat fortgesetzt wird.

In der zweiten Stufe wird der Silikatriickstand unter Zugabe eines Uber-
schusses an konzentrierter Flusssaure bei 75 bar und 260 °C in Losung gebracht. Im
dritten und letzten Schritt werden durch den Einsatz von Borsaure schwerldsliche
Fluoride in Loésung gebracht bzw. freie Fluoridionen maskiert. Die genaue experimen-
telle Durchfihrung des Aufschlusses sowie das verwendete Mikrowellenprogramm

sind in Kapitel 8.9.3 zu finden.

4.3.4 Palladiumkonzentrationen

Die Bestimmung des Palladiumgehalts in der komplexen Matrix der Bodenpro-
ben erfolgte durch die Anwendung der Standardadditionsmethode. Bei dieser Metho-
de wird die Kalibrierung in der Probenmatrix durchgefuhrt. Aliquoten der aufgeschlos-
senen Probe werden dabei definierte Pd-Mengen zugesetzt. Die gemessenen Extink-
tionswerte werden dann gegenuber den zudotierten Pd-Konzentrationen als x-y

Wertepaare in einem Diagramm aufgetragen. Die Konzentration der Probe kann
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dann am x-Achsenabschnitt der Regressionsgeraden abgelesen werden (vgl. hierzu
Kapitel 8.11.3). Hierzu wurden je drei Aliquote einer Aufschlussprobe mit unter-
schiedlichen Mengen an Palladiumstandardlosung versetzt und diese jeweils einer

Dreifachmessung unterzogen. Die Nachweisgrenze lag bei 5 ng Pd g™ Boden.

Die in den Bodenproben bestimmten Pd-Konzentrationen sind in Abbildung 17

aufgefuhrt.
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Abbildung 17  Palladiumkonzentrationen in Bodenproben aus Versickerungsmulden

Die gefundenen Palladiumkonzentrationen in den untersuchten Bodenproben
belegen eindeutig die Anreicherung von Palladium durch die Versickerung von
Niederschlagsabfliussen neben den Strassen. Die Messungen neben der Kreisstralie
bestatigen aulRerdem die Vermutung, dass Palladium nicht nur oberflachlich abge-

lagert, sondern auch in tiefere Schichten verfrachtet wird.

Die hochsten Palladiumkonzentrationen wurden erwartungsgemal} jeweils in
der Mitte der Versickerungsmulde gefunden, wo der grofdte Teil des StraRenstaubs
durch den Regen angeschwemmt und abgelagert wird. Im Vergleich zu den Boden-

proben an der Kreisstrasse ist der Oberboden an der Autobahn deutlich hdher mit Pd
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belastet, was durch die fast 3-fach héhere tagliche Verkehrsbelastung erklarbar ist.
In der obersten Bodenschicht bis 7,5 cm Tiefe wurden neben der Kreisstral’e ca.10-
fach hohere Pd-Konzentrationen als in der untersten Schicht (22,5-30 cm) ge-
messen. Auch an der Autobahn liegen die Pd-Konzentrationen in der obersten
Schicht im Mittel héher als in der darunter liegenden Schicht. Damit ist ein Eindringen
des Palladiums in tiefere Bodenschichten belegt. Nach der Vorschrift der Deutschen
Vereinigung fur Wasserwirtschaft werden die Oberboden aus Versickerungsmulden
erst nach einer Betriebszeit von ca. 20 Jahren erneuert. Die untersuchten Mulden
werden demnach noch voraussichtlich 5 bzw. 6 Jahre ohne Erneuerung des Oberbo-
dens weiterbetrieben. Ein Eintrag von Pd-Spuren ins Grundwasser durch diese Art

der Strassenentwasserung kann daher nicht ausgeschlossen werden.

4.4 Palladium in Klarschlammaschen

Palladium gelangt durch den Abfluss von kanalisierten Stral’enlaufen und
anderen Abwassern (z.B. aus Dentalpraxen) in kommunale Klaranlagen. Bei der
Reinigung von Abwasser entsteht Klarschlamm, der uber mehrere Verfahrenschritte

zu Klarschlammasche verarbeitet wird.

4.4.1 Probenahme

Die untersuchten Klarschlammaschen stammen aus dem Hauptklarwerk
Stuttgart-Muhlhausen. Der durchschnittiche Abwasserzulauf in diesem Klarwerk
betragt bei Trockenwetter ca. 220.000 m*> pro Tag. Nach mechanischer Vorklarung
resultieren aus der Schlammfaulung und der biologischen Stufe taglich ca. 69t
Schlamm (Trockenmasse) mit einem mittleren Schlammalter von 8-15 Tagen. Die
Gesamtmenge ist seit 1972 etwa konstant. Der Schlamm wird mit Hilfe eines
Schwerkrafteindickers und einer Zentrifuge unter Einsatz kationischer, organischer
Reagenzien entwassert. Nach einer weiteren thermischen Trocknung auf einen

Wassergehalt von ca. 50% wird der Schlamm in einem Wirbelschichtofen bei 950°C
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verbrannt. Dabei entstehen taglich etwa 35t Asche, die durch einen Elektrofilter
abgeschieden werden. Eine Stichprobe der Asche entspricht einer Mischprobe tber
einen Zeitraum von 10 Tagen. Die Proben sind als Ruckstellmuster im Hauptklarwerk
Stuttgart-Muhlhausen archiviert. In dieser Arbeit wurden Jahresmischproben aus den
Jahren 2002 bis 2006 untersucht.

4.4.2 Matrixcharakterisierung

Die wichtigsten Hauptbestandteile der Klarschlammasche wurden vom zentra-

len Analyselabor der Klaranlage zur VerflUgung gestellt und sind in Tabelle 14

zusammengefasst.
Tabelle 14 Hauptkomponenten der Kldrschlammasche
Bestandteil Gehalt
Silikate 35 Gew.-%
Sulfate 3 Gew.-%
Phosphate 7 Gew.-%
Calcium 13 Gew.%
Eisen 10 Gew.-%

Nach dem Verbrennen der Klarschlamme fallen Phosphat-haltige Aschen an,
in denen die organischen Bestandteile durch den Verbrennungsprozess weitgehend
zerstort wurden. Die wichtigsten chemischen Bestandteile der Klarschlammaschen
sind SiO,, CaO, Fe,0; und P,O,. Andere Elemente, z.B. die umweltrelevanten
Schwermetalle Pb, Cd, Cr, Cu, Ni, Zn, und Hg, treten nur als Neben- oder Spuren-

bestandteile auf.
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4 4.3 Aufschlussmethode

Der Loseprozess beim Aufschluss der Klarschlammasche konzentriert sich
primar auf die verbliebene anorganische Matrix, bei der Silikat im Vordergrund steht.
Die vollstandige Freisetzung des Palladiums wurde hier mittels eines mikrowellen-
unterstitzten Totalaufschluss nach der von Weber [174] entwickelten Aufschluss-

methode erreicht.

In der ersten Stufe wird hier eine Mischung aus Salpetersaure, Salzsaure und
Schwefelsaure zu den Proben gegeben. Alle in der Probe vorhandenen Metalle
werden durch diese Sauremischung in eine 16sliche Form Uberfihrt. In der zweiten
Stufe wird der Silikatriickstand durch Zugabe von Flusssaure vollstandig in Losung
gebracht. AnschlieRend wird in der dritten Stufe durch Zugabe von Borsaure die
Uberschussige Flusssaure als Tetrafluoroborsdure maskiert (Gleichung 3). Die ge-

naue experimentelle Durchfihrung des Aufschlusses ist in Kapitel 8.9.4 zu finden.

4 4.4 Palladiumkonzentrationen

Die Palladiumkonzentrationen der vorliegenden Klarschlammproben wurden
nach dem Totalaufschluss mittels FI-GF-AAS bestimmt. Die Kalibrierung kann hier
mit wassrigen Pd(ll)-Standardlésungen erfolgen, da Matrixeffekte in den
untersuchten Proben durch die Pd-Abtrennung minimiert wurden. Nachfolgend sind
die erhaltenen Palladiumkonzentrationen der Klarschlammaschen von 2002 bis 2006
tabellarisch zusammengefasst (Tabelle 15). Die angegebenen Unsicherheiten
entsprechen den Standardabweichungen von drei unabhangig von einander aufge-

schlossenen Probenlosungen.

Tabelle 15 Palladiumkonzentrationen in Kldrschlammaschen von 2002 bis 2006
Jahr der 2002 2003 2004 2005 2006
Probenahme

Pd-Konzentration
[ug kg™l

191,2+2,1|151,4+£3,4179,2+1,8 | 136,2+2,8 | 145,2 + 3,1
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Die ermittelten Daten zeigen eine Tendenz zur Abnahme der Pd-Konzentra-
tion im Klarschlamm. In Abbildung 18 sind die erhaltenen Daten im Vergleich zu
Palladiumgehalten friherer Klarschlammaschen des Klarwerks Stuttgart MUhlhausen

dargestellt.
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Abbildung 18 Palladiumkonzentrationen in Kldrschlammaschen von 1972 bis 2006 (Jahre
1972-2001 aus Lit. 175)

Die dargestellten Daten konnen in vier Abschnitte unterteilt werden. In den
Jahren bis 1986 stieg der Palladiumgehalt von etwa 69 ug kg™ auf 300 pg kg™ an. Im
Zeitraum von 1986 bis 2001 schwankte der Gehalt zwischen 300 und 450 pg kg’
und ab 2001 bis 2006 nahmen die Palladiumgehalte im Klarschlamm bis auf 150
ug kg ab. Der Anstieg der Palladiumkonzentration in der Klarschlammasche im
Zeitraum von 1972 bis 1987 fand vor der Einfuhrung des Dreiwegekatalysators in
Deutschland statt und die Abnahme der Palladiumkonzentration im Klarschlamm im
Zeitraum von 2001 bis 2006 fand in der Hochphase der Nutzung des Palladiums in
Kfz-Katalysatoren statt. Die vorhandenen Palladiumkonzentrationen kénnen daher
nicht oder zumindest nicht ausschliel3lich der Emission aus Kfz-Katalysatoren
zugeschrieben werden. Die Nutzung des Palladiums in der Dental-, Chemie,- und
Elektronikindustrie bewirken hier offenbar einen nicht differenzierbaren Eintrag.

Palladium-basierte Dentallegierungen wurden 1982 in Westeuropa eingeflihrt. Die
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Anzahl verschiedener Typen dieser Legierungen stieg von 10 im Jahr 1981 auf 115
im Jahr 1993 [176]. Dies fallt zeitlich mit dem Anstieg der Palladiumkonzentrationen
in den Aschen zusammen. Im gleichen Zeitraum wurde die Verwendung von
Amalgamdentallegierungen (ca. 50%Hg, 36% Ag, 8%Cu und 6% Sn) reduziert, da
diese aufgrund der vermeintlichen Toxizitat von Hg unpopular wurden [177]. Dies
fuhrte wahrscheinlich zu den sinkenden Silberkonzentrationen in den Klarschlamm-
aschen zwischen 1974 und 1981 (Abbildung 19).
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Abbildung 19 Palladium und Silber-Konzentrationen in Kldrschlammaschen von 1972 bis

2006 (Daten fiir Jahre 1972-2001 aus Lit. 14)

Der Einsatz des Palladiums in der Dentalmedizin erreicht 1997 seinen Maxi-
malwert und sinkt danach wieder, was zeitlich zu den sinkenden Pd- Gehalten in den
Aschen passt. Der reduzierte Einsatz in der Dentalmedizin ist zurlckzufihren auf
das Bekanntwerden allergener Reaktionen durch die Veroffentlichung mehrerer
medizinischer Untersuchungen [178] und der darauf folgenden Empfehlung des

Bundesgesundheitsministeriums vom Jahr 1992 auf Pd-Legierungen zu verzichten.

Pd-Konzentration [ug/kg]
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4.5 Zusammenfassung

Die vorliegenden Untersuchungen zeigen einen starken Anstieg der Palla-
diumgehalte im Stralenstaub. Innerhalb der letzten 13 Jahre hat sich der Palladium-
gehalt in den untersuchten Tunnelstduben um den Faktor 24 erhéht. Dieser steile
Anstieg ist offensichtlich auf den zunehmenden Anteil an Kraftfahrzeugen mit Palla-
diumkatalysatoren bzw. auf die Verwendung gro3erer Mengen von Pd in den Kata-

lysatoren selbst zurtickzufuhren.

Das Abwaschen von Strallenstduben mit dem Niederschlagswasser bewirkt
die Anreicherung des Palladiums in Oberbdden von Versickerungsmulden. Die
Untersuchung von Tiefenprofilen der Muldenbdden bestatigen des weiteren die Ver-
frachtung des Palladiums in Bodenschichten von mehr als 20 cm Tiefe. Die direkte
Ruckfuhrung des Regenwassers in die Natur erhoht dabei das Risiko einer Durch-

sickerung des Edelmetalls in das Grundwasser.

Durch das Abflusswasser von kanalisierten Stralenldufen und durch die
Verwendung des Palladiums in einigen Bereichen wie z.B. der Dentalmedizin, der
Elektronik- und Chemieindustrie gelangt Palladium in das kommunale Abwasser und
damit in den Klarschlamm. Die Untersuchung von Klarschlammaschen ergab eine
Abnahme der Palladiumkonzentration in den letzten Jahren. Daher kann der Eintrag
des Palladiums in Klaranlagen nicht vorwiegend aus Autokatalysatoren stammen,

sondern stellt eine Uberschneidung verschiedener Emissionsquellen dar.
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5 Synthese und Charakterisierung von Pd-Elementpartikeln

5.1 Hintergrund und Aufgabenstellung

Im Gegensatz zu anderen Schwermetallen wie Zink oder Kupfer zahlt Palla-
dium nicht zu den essentiellen Elementen und wegen seiner Seltenheit ist es fir die
belebte Natur vollig fremd. Studien zum toxikologischen und allergologischen Poten-
zial des Palladiums beziehen sich bisher nur auf 16sliche Palladiumsalze und kénnen
daher die real existierende Umweltsituation nicht reflektieren. Hier liegen ca. 90%
des emittierten Palladiums in nanopartikularer Form vor [7]. Uber das Gefahrdungs-
potential dieser Palladiumnanopartikel fur Natur und Menschen gibt es derzeit nur
wenige Daten. Insbesondere ist unklar, ob die chemischen und katalytischen Beson-
derheiten von Pd-Nanopartikel in Organismen, d.h. unter physiologischen Bedin-
gungen, Schaden anrichten kdnnen. Denkbar ist durchaus, dass Palladiumnanoteil-
chen nicht nur natzliche chemische Reaktionen katalysieren, sondern ihr Potentiail

ebenso bei unerwinschten (biochemischen) Reaktionen entfalten.
Partikel in Nanometerbereich haben generell zwei besondere Eigenschaften:

1. Unterhalb von ca. 50 nm GroRe gelten die klassischen physikalischen Ge-
setze nicht mehr, sondern die der Quantenphysik [179,180]. Bei Metallpartikeln im
Nanometerbereich wird die Bandstruktur der elektronischen Zustande aufgehoben
und die moglichen Energiezustande nahern sich mehr und mehr den diskreten
Energieniveaus der molekularen und schliellich der atomaren Einheiten an. Dieser
Ubergang, bei dem die typischen Metalleigenschaften verloren gehen (Abbildung 20)
wird als ,Size Induced Metal Insulator Transition® (SIMIT) bezeichnet [181,182].
Daher kdénnen Nanopartikel andere optische, magnetische oder elektrische Eigen-

schaften annehmen als grobere Partikel des gleichen Materials [183,184].
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Abbildung 20  Modell der Valenz— und Leitungsband-Struktur eines Atoms, Clusters, Nano-
kolloids und von bulk-Material (von links nach rechts)

2. Mit abnehmender Grof3e des Partikels andert sich das Verhaltnis zwischen
Masse und Oberflache. Je kleiner ein Partikel ist, desto grof3er ist seine Oberflache
im Verhaltnis zur Masse [185,186]. Durch eine sehr grolRe relative Oberflache kon-
nen Nanopartikel starker auf ihre Umwelt einwirken bzw. mit anderen Stoffen reagie-
ren. Besonders Nanopartikel mit kristalliner Struktur besitzen auf ihrer Oberflache
mehr Atome, die weniger stark gebunden sind als solche die stark im Inneren des

Partikels gebunden sind, was diese Partikel auRerordentlich reaktiv macht.

Eine naturwissenschaftlich fundierte Aussage Uber das Risiko, welches flr die
belebte Natur von der partikularen Palladiumemission aus Autokatalysatoren aus-
geht, kann daher nur mit Hilfe von Pd-Nanopartikel-haltigen Testsubstanzen gemacht
werden. Die Testsubstanz muss der realen Emissionsqualitat so ahnlich wie moglich
sein und sollte keine zusatzlichen Kontaminanten enthalten. Die kommerziell erhaltli-
chen Palladiumkatalysatoren bzw. zertifizierten Stralenstaube sind dafur nicht
geeignet, da diese eine Vielzahl anderer Elementen wie Pb, Zn, Cd, Cu, usw. [187]

enthalten, die die Wirkung von Pd Uberlagen konnen.

Im Rahmen dieser Arbeit sollten daher Pd-Modelsubstanzen entwickelt und
charakterisiert werden, die den Emissionen aus Autoabgaskatalysatoren moglichst
ahnlich sind und Bioverfligbarkeits- bzw. Speziestransformationsstudien ermoég-

lichen.
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Fur die Untersuchung der Loslichkeit von Palladium unter Umweltbedingungen
ist vor allem eine einfache Abtrennung von partikularem und geléstem Pd
erforderlich. Dazu sollten Pd-Nanopartikel auf sedimentierbaren Al,Os-Tragerpar-
tikeln synthetisiert werden, die sich leicht durch Zentrifugieren von der Ldsung
abtrennen lassen. Diese Pd/Al,O3-Partikel entsprechen sehr gut den aus Autoabgas-
katalysatoren ausgetragenen Partikeln und sollten z.B. fur Losungsversuche mit
Bodenldsung, Regenwasser und Oberbodenwasser zweckmallig sein.

Losliches Al,Os3 ist fur Expositionsversuche mit Pflanzen und aquatischen
Tieren ungeeignet, da Aluminium toxische Effekte auslésen kann. Daher sollten Pd-
Nanopartikel synthetisiert werden, die keinerlei Stabilisatoren oder Zusatze enthalten
(im folgenden als reine Pd-Nanopartikel bezeichnet) und deren kolloidale Losungen
mit einem Pflanzennahrmedium oder Aquariumswasser gemischt werden kdnnen. So
kann die direkte Wirkung von Pd als Nanopartikel auf unterschiedliche Organismen
verfolgt werden. Auch fir Toxizitatsuntersuchungen im medizinischen Bereich

kommen diese Partikel in Betracht.

Alternativ zu den Pd-Nanopartikeln, wurden auch sedimentierbare Pd-Mikro-
partikel und SiO, getragerte Pd-Nanopartikel synthetisiert, die die oben genannten

Nachteile von Al,O3 getragerten Partikeln nicht aufweisen.

5.2 Synthesemethoden zur Nano-Metallabscheidung auf Tragematerialien

Bei der Herstellung der getragerten Pd-Modellpartikel sollten in dieser Arbeit
modglichst gleiche Synthesemethoden wie bei der Autoabgaskatalysatorsproduktion
eingesetzt werden. In der Katalysatorindustrie werden Nanometall/Trager-Materialien
meist in ein bis drei Stufen gewonnen, wobei fur jede Stufe unterschiedliche Tech-

niken zur Auswahl stehen.

1. Aufbringen eines Metallsalzes auf den Tréager.

Bei der sehr haufig angewendeten Methode der Imprdgnierung wird der

poroése Trager mit einer wassrigen Losung der Aktivkomponente oder eines Vor-
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laufers in Kontakt gebracht, wobei der geloste Stoff auf der Feststoffoberflache
adsorbiert wird [188,189]. AnschlieRend wird der Feststoff abgetrennt (z.B. durch
Filtration) und thermisch behandelt. Ein Sonderfall der Impragnierung, der haufig zur
Katalysatorherstellung angewendet wird, ist die trockene Impragnierung (engl. dry
impregnation). Dabei wird ein FlUssigkeitsvolumen angeboten, das genau dem
Porenvolumen entspricht. Wenn der porose Trager ein Kationen- oder Anionen-
austauscher ist, kann die Aktivkomponente durch lonenaustausch eingebracht
werden [190,191].

Beim Aufbringen des Metalls auf das Tragermaterial durch Féllung stehen
zwei prinzipielle Varianten zur Auswahl: die Aufféllung auf den vorgefertigten, in der
wassrigen Phase suspendierten Trager und die Coféllung. Beide Methoden sind
schwer zu kontrollieren. Insbesondere kann es zur Bildung unerwunschter Misch-
kristalle oder Einschlisse kommen. Zudem kann auch eine Keimbildung und
Partikelwachstum des Metalls in der Losung, anstatt auf dem Trager erfolgen. Bei
nachfolgender thermischer Behandlung kdnnen sich dann unerwinscht grof3e Metall-
partikel bilden und/oder die Verteilung des Metalls auf dem Trager kann inhomogen
sein. Die Auffallung kann besser kontrolliert werden, wenn sie mithilfe von Reagen-
zien durchgeflhrt wird, die eine Art Depotwirkung haben. Das eigentliche Fallungs-
reagenz wird dabei in situ mit kontrollierbarer Geschwindigkeit durch eine chemische
Reaktion erzeugt. Eine andere Mdglichkeit kontrollierte PartikelgroRe zu erreichen,
ist die Herstellung von Metallkolloiden, die erst anschlieend auf dem Trager depo-

niert werden.

2. Trocknung/Calcinierung.

Bei dem Trocknungsprozess werden die beladenen Tragermaterialien aufge-
heizt. Wahrend des Erhitzens andert sich namlich meist die Phasenzusammen-
setzung, was mehrere Ursachen hat: A) Die thermisch labilen Verbindungen im
Kontaktvorlaufer werden haufig unter Gasentwicklung zersetzt; B) Die verschiedenen
bei der Zersetzung entstandenen Verbindungen konnen sich durch Festkorper-
reaktionen in andere Verbindungen umwandeln; C) Amorphe Bereiche wandeln sich
durch Rekristallisation in kristalline Bezirke um; D) Verschiedene Modifikationen kon-

nen sich ineinander umwandeln.
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3. Reduktion.

Die auf dem Trager liegenden Metallverbindungen (Oxide oder Chloride) wer-
den reduziert und so aktiviert. Abhangig von der Herstellungsmethode und vom Me-
tall erfolgt die Reduktion im Gasstrom (z.B. Wasserstoff) oder in Losung durch ein

chemisches Reagenz (z.B. Formaldehyd, Natriumborhydrid oder Hydrazin).

5.3 Synthesemethoden zur Herstellung von Metall-Nanopartikeln

FUr die Herstellung von Nanopartikeln wurden im Laufe der Zeit zahlreiche
Verfahren erarbeitet, die sich prinzipiell in zwei Methoden einteilen lassen: Die so ge-
nannten ,top-down“-Methoden, bei denen ,bulk“-Materialien durch geeignete mecha-
nische oder physikalische Methoden gezielt zerkleinert werden und die ,bottom-up®-
Methoden, bei dem die Nanopartikel aus kleineren Einheiten mittels chemischer Pro-
zesse aufgebaut werden. Abgesehen von einigen wenigen Ausnahmen werden ,top-
down“-Methoden industriell nicht genutzt. Grund hierflr sind der hohe apparative
Aufwand und die schlechten Energiebilanzen, die eine Durchflhrung in praparativen

Malstaben ineffizient machen [192].

,Bottom-up“-Methoden hingegen nutzen die physikalisch-chemischen Grund-
satze der molekularen bzw. atomaren Selbstorganisation. Bei diesen Herstellungs-
verfahren werden komplexere Strukturen gezielt aus Atomen bzw. Molekllen aufge-
baut. Dabei ist die Kontrolle der Partikelgro3e und Form sowie der PartikelgroRen-
verteilung maoglich. Zu den ,Bottom-up“Methoden zahlen neben Aerosolverfahren

auch Fallungsreaktionen und Sol-Gel-Prozesse [192].

Metallische Nanopartikel lassen sich durch chemische oder elektrochemische
Reduktion von Metallionen herstellen. Eine solche Methode wurde bereits 1857 von
Faraday [193] publiziert und ist seitdem die am weitesten verbreitete und flr viele
Bereiche leistungsfahigste Methode. Die ersten reproduzierbaren Synthesevor-
schriften fur Nanokolloide durch Reduktion wurden von Turkevich [194,195] fur die
Herstellung von Goldkolloiden durch Reduktion von HAuCls mit Natriumcitrat ver-

offentlicht. In seinen Arbeiten postuliert Turkevich, dass die GrofRe der Metallpartikel
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von den relativen Raten der Nukleation (Keimbildung) und dem Wachstum beein-
flusst wird. Als dritter Schritt ist die Terminierung des Wachstums zu erganzen. Die-
ses Postulat ist bis heute weitgehend akzeptiert und wird zur Erklarung von Effekten
unterschiedlicher Reaktionsparameter herangezogen [196,197]. Fir die Erzeugung
moglichst kleiner Partikel spielt das Verhaltnis von Keimbildungsgeschwindigkeit zu

Wachstumsgeschwindigkeit (Abbildung 21) eine entscheidende Rolle.
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Abbildung 21 Schematische Darstellung der Keimbildung und des Wachstums von
kolloidalen metallischen Partikeln am Beispiel einer Metallsalzreduktion [198]

Die Anzahl sehr kleiner Teilchen wird nur dann grol3, wenn die Keimbildungs-
rate groRRer als die Wachstumsgeschwindigkeit der Partikel ist, da fruhzeitig gebildete

Atome und Cluster kurze Lebensdauern haben und extrem reaktiv sind [199,200].

Der Einsatz geeigneter Stabilisatoren, die sterische bzw. elektrostatische
Wechselwirkungen zeigen, verhindert die Agglomeration der synthetisierten Nano-
partikel (Abbildung 22). Adsorbierbare, amphiphile Substanzen konnen Metallnano-
partikel ,ummanteln und so stabilisieren. Man spricht dabei von sterischer Stabili-

sierung oder Dispersionsstabilisierung [201].
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Me=tall-
5+ holloid

Abbildung 22 Schematische Darstellung der sterischen Stabilisierung (links) bzw.
elektrostatische Stabilisierung (rechts) von Nanopartikeln

Wenn Metallkolloide Oberflachenladungen tragen, die zwischen den kolloida-
len Teilchen abstoRend wirken und dadurch eine begrenzte Dispersionsstabilitat ge-
wahrleisten, spricht man von einer elektrostatischen Stabilisierung [202]. Elektrosta-
tische Stabilisierung wird besonders bei wassrigen Systemen angewendet, in denen
die Kolloidkonzentration sehr niedrig ist, da ab einer gewissen Annaherung trotzdem

eine Partikelagglomeration stattfindet.

5.4 Synthese und Charakterisierung von Pd/Al,Os-Modellpartikeln

In dieser Arbeit wurde fur die Synthese von Nanopalladium auf Al,Os-Trager
(vgl. Kapitel 5.1) das Prinzip der Impragnierung mit anschlieender Auffallung ange-
wendet. Das experimentelle Vorgehen, wie Reagenzien, Konzentrationen, Tempe-
ratur usw. wurden speziell fur diese Anwendung entwickelt und optimiert. Im Folgen-
den sind die einzelnen Syntheseschritte beschrieben, die experimentelle Durch-

fuhrung ist in Kapitel 8.10.2 zu finden.

Kaufliches a-Al,O3-Pulver mit einer Korngrof3e von 1 bis 5 um (vgl. Abbildung

23) wurde in Wasser suspendiert.
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Abbildung 23 PartikelgréBenverteilung des Al,Oz-Trdgermaterials gemessen mit Lasergra-
nulometrie

An der Al,O3-Oberflache bilden sich OH-Gruppen aus, die als Ankerpunkte fur

die Anbindung von Pd(ll)-lonen dienen kénnen [203].

Zur Beschichtung des Aluminiumoxids mit Palladium wurde eine Na[PdCl4]-
Losung hergestellt. Dazu wurde schwer wasserlosliches Palladium(Il)chlorid in einer
NaCl-Lésung drei Stunden im Ultraschallbad behandelt [204-206].

Das in Wasser suspendierte a-Al,O3-Pulver wurde dann unter starkem Ruhren
mit Nay[PdCls]-Lésung versetzt. Nach 1 Stunde Rihren wurde die Pd**/Al,03-Sus-
pension bei 0°C mit Natriumborhydridlosung (NaBH4) zur Reduktion der Palla-

diumionen versetzt.

Bereits wahrend der Zugabe von Reduktionslosung veranderte sich die Farbe
der a-Al,O3-Partikel von weil3 nach grau, was auf die Bildung von elementarem Palla-
dium an der Al,Os-Oberflache hinweist. Der Mechanismus der Reduktion des zwei-

wertigen Palladiums ist in Gleichung 4 dargestellt.
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a) BH, + H" +3 H,O — H3BO; + 8H'

by Pd*+2H —»Pd’+2H"

c) BH4_+H++3H20—)H3 BOs; + 4 Hy

Gleichung 4  Mechanismus der Reduktion von Palladium: a) Bildung von nascierendem
Wasserstoff als Reduktionsmittel; b) Reduktion von Pd”* zu Pd° c) Wasser-
stoffentwicklung als Nebenreaktion

Die Pd/Al,Os-Suspension wurde nach einer Stunde zentrifugiert und die
Pd/Al,Os-Partikel durch Abdekantieren der uUberstehenden Losung abgetrennt. Die
Partikel wurden durch zweimaliges Versetzen mit Ultrapurwasser (UPW) und Zentri-
fugation gereinigt und anschlieBend bei 150°C getrocknet. Die erhaltenen Partikel
waren grau. Mittels Transmissionselektronenmikroskopie (TEM) konnte die GroRe
der Palladiumpartikel und ihre Verteilung auf der a-Al,Os-Oberflache ermittelt
werden (Abbildung 24).
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Abbildung 24  a) TEM-Aufnahme und b) Gré3enverteilung von Pd-Partikeln (n=500) auf der
a-Al,O5-Oberfldche
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Die auf der a-Al,O3-Oberflache gebildeten Palladiumpartikel und deren gleich-
mafige Verteilung sind auf der TEM-Aufnahme deutlich erkennbar. Sie zeigen eine
schmale PartikelgroRenverteilung von 2 bis 4 nm Durchmesser, was die Auswertung
von TEM-Untersuchungen aus funf unabhangig durchgefuhrten Pd/Al,O3-Synthesen
ergab (Zahl der ausgewerteten Pd-Partikel n=100 pro Synthese).

Auch der Palladiumgehalt im Verhaltnis zur Partikelmasse wurde untersucht. Hierfur
wurde ein Teil der Pd/Al,Osz-Partikel mittels Orthoborsaure-Schmelzaufschluss
komplett in Losung gebracht. Dabei kam ein von Archibald [207] entwickelter Auf-
schluss in optimierter Form zum Einsatz: Die Partikel wurden mit fester Borsaure im
Verhaltnis 1:3 gemischt und in einem Platintiegel gerade tUber den Schmelzpunkt der
Borsaure erhitzt. Nach 10 Minuten wurde die Temperatur erhoht, bis eine Verfesti-
gung der Mischung auftrat. Dann wurde die Mischung abkuhlt, mit Wasser versetzt
und 15 Minuten gekocht. Die Lésung wurde in ein Becherglas Uberfihrt und mit kon-
zentrierter Salpetersaure versetzt. Diese Mischung wurde wiederum 15 Minuten zum
Sieden erhitzt. Die Aufschlusslosung wurde dann in einen Messkolben uberfuhrt und
bis zum entsprechenden Volumen mit Wasser aufgefullt. Die genaue Durchfuhrung

des Aufschlusses ist in Kapitel 8.10.5 zu finden.

Als Alternative zum Schmelzaufschluss wurde ein mikrowellenunterstitzter
Teilaufschluss durchgefuhrt. Pd/Al,Os-Partikel wurden mit konzentrierter Salpeter-
saure bei 75 bar 50 Minuten im Mikrowellengerat behandelt. Die Palladiumpartikel
werden dabei mit Salpetersaure oxidiert und als Pd** geldst (s. Kapitel 8.10.6). Der
Palladiumgehalt wurde dann mittels GF-AAS in der Aufschlusslosung bzw. dem
Uberstand der Aufschlusslésung gemessen. Die ermittelten Palladiumkonzentra-

tionen fur beide Aufschlussvarianten sind in Tabelle 16 wiedergegeben.

Tabelle 16 Palladiumkonzentration der Pd/Al,Os-Partikel

Pd-Konzentration
[ug Pd pro g Al,Os]

Schmelzaufschluss 386 +3

Aufschlussmethode

Mikrowellenaufschluss 389+9
Mittelwert 3875+2
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Die Ergebnisse zeigen eine gute Ubereinstimmung beider Aufschlussmethoden,
weshalb fur alle weiteren Untersuchungen die einfachere, mikrowellenunterstutze
Variante eingesetzt wurde. Der Mittelwert der Pd-Konzentration von 387,5 + 2 ug Pd

pro g Al,O3 entspricht 0,04 Gew.-% Palladium.

Die Reproduzierbarkeit der vorgeschlagenen Pd/Al,Os-Partikelsynthese wurde
untersucht, indem die Palladiumkonzentration in mehreren Stichproben verschiede-
ner Syntheseansatze ermittelt wurde. Jeweils drei Proben dreier unabhangiger
Ansatze zeigten vergleichbare Pd-Konzentrationen im Bereich von 388 + 10 ug Pd

pro g Al,Os .

Informationen Uber die Struktur der gebildeten Pd-Partikel auf dem Trager
wurden durch hochauflésende Transmissionselektronenmikroskopische Untersu-
chungen (engl. High-Resolution Transmission Electron Microscopy HR-TEM) ge-
wonnen. In Abbildung 25a ist die kristalline Struktur der Palladiumpartikel an der

gitterartigen Auflésung zu erkennen.

Abbildung 25 a) HR-TEM-Aufname eines Pd-Nanopartikels b) Elektronenbeugungsauf-
nahme an einem Pd-Nanopartikel auf der a-Al,Os-Oberflache

Das Beugungsbild in Abbildung 25b bestatigt dies und zeigt drei Beugungs-
ringe, die mit den entsprechenden Millerschen-Indizes (hkl) der Netzebenen (111),
(220) und (311) gekennzeichnet sind. Der erste, hellere Ring (111) entspricht einem
Netzebenenabstand von 0,226 nm; der zweite (220) und dritte Ring (311) stammen

von den Netzebenen mit den Abstanden 0,138 nm bzw. 0,117 nm. Ein Vergleich
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dieser Werte mit den kristallographischen Daten des Joint Committee of Powder
Diffraction Standards (JCPDS, vgl. Tabelle 17) belegt eindeutig das Vorhandensein

von metallischem Palladium mit kubisch flachenzentriertem Gitter

Tabelle 17 Kristallographische Daten von nanokristallinem Palladium
Netzebene Interplanarer Abstand [nm]
hkl Gemessene Werte | JCPDS-Daten von Pd (0) fcc
(111) 0,226 0,2245
(222) 0,138 0,1375
(311) 0,117 0,1172

Das Vorhandensein weiterer Strukturen - z.B. kristalliner Oxidschichten oder
Kristalle anderer Reagenzienbestandteile — kann ausgeschlossen werden, da keine
weiteren Beugungsringe auftreten. Diese Partikel entsprechen sehr gut den aus
Autokatalysatoren ausgetragenen Partikeln und sind fur die geplanten Studien zur

Mobilisierung und Bioverflugbarkeit von partikularem Palladium bestens geeignet.

5.5 Synthese und Charakterisierung von Pd/SiO,-Modellpartikeln

Die Immobilisierung von Palladiumpartikeln auf SiOp-Tragermaterial wurde
analog zur Synthese der Pd/Al,Os-Partikel durchgeflhrt. Ein Unterschied besteht je-
doch in der Oberflachenhydrolyse des Tragermaterials in Wasser, die bei SiO, im
Vergleich zu Al,O3 sehr viel langsamer verlauft. Daher sind lange Synthesezeiten

erforderlich.

Das in Wasser suspendierte SiO,-Pulver mit einer Korngréf3enverteilung von 5
bis 90 um (vgl. Abbildung 26) wurde unter starkem Rihren mit Nay[PdCl4]-Lésung

versetzt.
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Abbildung 26 PartikelgréBenverteilung des SiO,-Trdgermaterials gemessen mit Lasergra-
nulometrie

Die Suspension wurde mit Eiswasser gekuhlt und die Palladium(ll)-lonen
durch Zugabe von NaBH,4 reduziert. Bei Zugabe der NaBH4-Losung andert sich die
Farbe der SiO,-Partikel von weild nach grau, was die Abscheidung von metallischem
Palladium auf der SiO,-Oberflache bestatigt.

Die Pd/SiO2-Suspension wurde zentrifugiert und die Pd/SiO»-Partikel durch
Abdekantieren der Uberstehenden Ldsung abgetrennt. Die Partikel wurden durch
zweimaliges Versetzen mit Ultrapurwasser und Zentrifugation gereinigt und anschlie-
Rend bei 150°C getrocknet. Mittels Transmissionselektronenmikroskopie (TEM)
wurde die Grolie der Palladiumpartikel und ihre Verteilung auf der SiO2-Oberflache
untersucht (vgl. Abbildung 27).
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Si02-Oberflache

“Papartikel 4

Abbildung 27 TEM-Aufnahme von Pd/SiO»-Partikeln

Die gebildeten Palladiumnanopartikel sind deutlich erkennbar und zeigen
punktuell hohe Belegungsdichten auf der SiO,-Oberflache. Dies erschwert eine ge-
naue Bestimmung der PartikelgroRenverteilung. Im Falle von SiO; ist die Oberflache
in der Regel durch eine Mischung aus Siloxangruppen (= Si — O — Si =),
Silangruppen (= Si — H) und Silanolgruppen (= Si — O — H) beschreibbar [208,209].
Dabei liegen die Hydroxylgruppen nicht gleichmaRig verteilt auf der Oberflache vor,
sondern lagern sich aufgrund der Ausbildung von Wasserstoffbriickenbindungen
zwischen den einzelnen OH-Gruppen in Clustern zusammen [210,211]. So ist auch
die ungleichmafRige Verteilung der Palladiumpartikel auf der SiO,-Oberflache
erklarbar. Eine gleichmaRigere Verteilung kdnnte nur unter Verwendung von Stabili-
satoren erreicht werden. Dies wirde gleichzeitig eine unerwinschte Kontamination

der Testsubstanz bedeuten, weshalb diese Madglichkeit hier nicht angewendet wurde.

Die Pd/SiOz-Partikel wurden zur Bestimmung der Palladiumkonzentration
einem mikrowellenunterstutzten dreistufigen Totalaufschluss unterzogen. Der einge-
setzte Hochdruckaufschluss unterscheidet sich nur in der erste Stufe von dem be-
reits beschriebenen Aufschluss flr silikathaltige Stralenstaubproben (vgl.
Kapitel 4.2.3).

In der ersten Stufe wird das elementare Palladium mittels Salpetersaure in
eine l6sliche Form gebracht. Die zweite Stufe dient dem Aufschluss des Silikatrick-
stands und wird mit Zugabe eines Uberschusses an konzentrierter Flusssaure durch-

gefuhrt. Im letzten Schritt wird gesattigte Borsaurelosung zugegeben um die Fluss-
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saure zu maskieren. Die genaue experimentelle Durchfihrung des Aufschlusses ist

in Kapitel 8.9.2 zu finden.

Die Palladiumkonzentration in der Aufschlusslosung wurde mittels GF-AAS
bestimmt. Jeweils drei unterschiedliche Pd/SiO,-Proben dreier unabhangiger Synthe-
senansatze wurden untersucht. Die Auswertung der erhaltenen Messdaten ergab
eine Palladiumkonzentration von 481 pug Pd pro g SiO, (Tabelle 18). Dies entspricht
0,05 Gew.-% Palladium.

Tabelle 18 Palladiumkonzentration der Pd/SiO,-Partikel

Pd-K trati
Aufschlussmethode d-Konzentration

Mikrowellenunterstitzter

1 a
Hochdruckaufschluss 481+ 4 ug Pd g~ SiO;

Ein maximaler Konzentrationsunterschied von 8 ug Pd pro g SiO, zwischen
den untersuchten Syntheseansatzen belegt die hohe Reproduzierbarkeit der entwi-
ckelten Synthesemethode. Die Auswertung von HR-TEM-Untersuchungen bestatigt

auch hier die Abscheidung von reinem, metallischem Palladium (vgl. Kapitel 5.4).

5.6 Synthese und Charakterisierung tragerfreier Palladium-Partikel

Metallische Nanopartikel lassen sich ganz allgemein durch chemische Reduk-
tion von Metallionen herstellen (vgl. Kapitel 5.3). In dieser Arbeit wurden ausgehend
von einer wassrigen Palladiumnitratiésung reine Palladiumnanopartikel durch Reduk-
tion mit Natriumborhydrid synthetisiert. Hierzu wurde eine entsprechende Menge an
Pd(NOs),-Standardlosung mit eiskaltem, ultrareinem Wasser verdunnt und an-
schlielfend mit dem Reduktionsmittel versetzt. Der Reaktionsverlauf kann sehr gut
visuell verfolgt werden, da sich die leicht gelb gefarbte Palladiumnitratidsung im Ver-
lauf der Reduktion grauschwarz verfarbt. Durch Temperaturerhdhung kann eine
Agglomeration und Sedimentation der Nanopartikel hervorgerufen werden. Die so

entstandenen sedimentierbaren Partikel werden vom Losungsmittel durch Zentrifu-
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gieren und Dekantieren abgetrennt, zwei Mal mit ultrareinem Wasser gewaschen und
wieder in Wasser suspendiert. Die PartikelgroRenverteilung der agglomerierten Par-

tikel wurde granulometrisch bestimmt (vgl. Abbildung 28).
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Abbildung 28 PartikelgréBenverteilung der Palladium-Mikropartikel

Die gebildeten Pd-Agglomerate liegen in einem GroRRenbereich von 0,2 bis
8 um. Ca. 70% der Partikel zeigen eine Grolenverteilung von 1 —5 ym. Zur Erzeu-
gung von Pd-Nanopartikeln wurden die gereinigten Pd-Partikelagglomerate in
ultrareinem Wasser durch eine Behandlung im Ultraschallbad redispergiert. In

Abbildung 29 ist die Agglomeration bzw. der Redispergierungsprozess dargestellt.

OO O O Agglomeration g
O O OO R<edispergierung
000

Abbildung 29  Agglomeration bzw. Redispergierungsprozess in kolloidalen Systemen

Die notwendige Dauer der Ultraschallbehandlung zur Redispergierung ist von

der Palladiumkonzentration abhangig. Je kleiner die Palladiumkonzentration der L6-
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sung ist, desto schneller verlauft der Redispergierungsprozess. Auf diese Weise her-
gestellte Palladiumkolloide im Konzentrationsbereich von 1 bis 5 mg Pd I (Ultra-
schallbehandlung 30-90 Minuten) sind bei Raumtemperatur bis zu 2 Wochen in rein
wassriger Losung stabil. Abbildung 30 zeigt eine exemplarische TEM-Aufnahme und

die PartikelgrofRenverteilung der synthetisierten Pd-Nanopartikel.
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Abbildung 30  a) TEM-Aufnahme und b) Gré3enverteilung der Pd-Nanopartikel (n=500)

Die sythetisierten Pd-Nanopartikel zeigen eine schmale GroRenverteilung von
5 bis 10 nm, wie die Auswertung der TEM-Aufnahmen funf unabhangig durchge-
fuhrter Synthesen ergab (Zahl der ausgewerteten Pd-Partikel n=100 pro Synthese).
Die grofleren und kontrastreicheren Flecken der TEM-Aufnahme sind auf eine
Uberlagerung einzelner Kolloidteilchen auf dem Probetréger zuriickzufiihren. HR-
TEM-Aufnahmen bestatigen auch hier das Vorhandensein reiner Pd’-Partikel (vgl.
Kapitel 5.4).
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5.7 Zusammenfassung

Im Rahmen dieser Arbeit ist es gelungen, Palladiumpartikel zu synthetisieren,
die sich als Modellsubstanzen zur Simulation von Palladiumabrieb aus Autokata-
lysatoren eignen. Die Modellpartikel sind fur umweltrelevante und medizinische
Untersuchungen geeignet, da alle hergestellten Partikel von unerwinschten Konta-
minationen gereinigt werden konnen. Somit konnen in Expositionsstudien toxiko-
logische Effekte ursachlich auf Palladium zuruckgefuhrt werden. Der exakte, repro-
duzierbare Palladiumgehalt der Partikel ermdglicht es, die Bioverfugbarkeit parti-
kularen Palladiums in unterschiedlichen Medien zu quantifizieren. AuRerdem bietet
die exakte elektronenmikroskopische Charakterisierung die Maoglichkeit, morpho-
logische Veranderungen auf der Partikeloberflache beim Kontakt mit verschiedenen

Umweltkompartimenten zu verfolgen.
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6 Expositionsversuche mit Pd-Elementpartikeln

6.1 Hintergrund und Aufgabenstellung

Die zunehmende Anwendung von Palladium in Autoabgaskatalysatoren und
damit die Emission von partikularem Palladium in die Umwelt hat — wie in den
Kapiteln 2.4 und 2.5 beschrieben — bereits zu einer Erhdhung der Palladium-
konzentration in der Luft, im StralRenstaub sowie den Bdden gefuhrt. Grundsatzlich
liegen erst wenige Daten zur Toxikologie, zum Umweltverhalten und zur Ge-
fahrdungspotential von Pd-Nanopartikeln vor. Bisher wurden nur wenige Untersu-
chungen zur Bioverfugbarkeit von partikularem Palladium durchgefuhrt. Wichtig ist
dabei zu untersuchen, ob Palladium von Pflanzen nur in ionischer Form aufge-
nommen— hierzu gibt es bereits einige wenige Untersuchungen - oder auch als
Nanopartikel aufgenommen wird. Von besonderem Interesse sind auch Untersu-
chungen zur Akkumulation von Nanopartikeln im menschlichen Organismus und

deren Langzeitwirkungen auf die Gesundheit.

Zur Abschatzung des okotoxikologischen Potentials von partikularen Palla-
diumeintragen wurde die toxische Wirkung von Palladium auf biologische Systeme in
Kooperation mit anderen Forschern untersucht. In Zusammenarbeit mit dem Lehr-
stuhl fur Pflanzenzichtung der Technischen Universitat Minchen wurden Gerste-
pflanzen gezichtet, deren Nahrmedium mit Pd-Nanopartikeln, Pd-Mikropartikeln
bzw. Pd/SiO-Partikeln versetzt wurde. Dabei wurde die Toxizitat auf die Pflanze und
die Aufnahmeformen von Palladium ermittelt. In Kooperation mit dem Lehrstuhl fur
Biologie der Universitat Bologna (Italien) wurden Untersuchungen zur toxischen Wir-
kung von partikularem bzw. 16slichem Palladium auf die Keimungsfahigkeit von Kiwi-
pollen durchgeflhrt. AnschlieRend wurde in Kooperation mit dem Lehrstuhl fur
Arbeitsmedizin der Universitat ,G. D’ Annunzio® Chieti-Pescara (Italien) der Einfluss
von partikularem bzw. I6slichem Palladium auf die Freisetzung von Zytokinen aus
peripheren mononuklearen Blutzellen PBMC (engl. Peripheral blood mononuclear

cells) untersucht.
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6.2 Expositionsversuche an Gerste

6.2.1 Pflanzenanzucht und Probenahme

Als Versuchspflanze wurde die Gerstensorte ,Barke® (Hordeum vulgare L.)
eingesetzt. Bei dieser Sorte handelt es sich um eine begrannte, zweizeilige Sommer-
braugerste, die 1996 von der Saatzucht Breun gezichtet wurde [212]. Diese Gerste-
sorte ist gegen Mehltau, Rhynchosporium und Zwergrost resistent und ist daher eine
aktuell haufig gepflanzte Gerstesorte [213,214]. Gerste ist neben dem Weizen in
Deutschland die landbaulich wichtigste Getreidepflanze, besitzt aber im Gegensatz
zum Weizen, welcher Uber einen hexaploiden Chromosomensatz verfugt, nur einen
diploiden Chromosomensatz aus 7 Chromosomen [215]. Das Genom der Gerste ist
also einheitlicher und einfacher strukturiert, was genetische Analysen stark verein-
facht. Gerstenpflanzen werden deshalb bevorzugt als Modellorganismus fur mole-

kularbiologische Experimente verwendet.

Als Anzuchtmedium der Gerstepflanzen wurde ein modifiziertes Hoagland’s E
Nahrmedium eingesetzt [216]. Entsprechend der Zielsetzung der Versuche wurde
das Medium mit Pd-Nanopartikeln, sedimentierbaren Pd-Mikropartikel bzw. Pd/SiO,-
Partikeln versetzt (vgl. Kapitel 8.9.5).

Die Pflanzen wurden in einem Schwimmschichthydrokulturverfahren geziich-
tet. Dieses Hydrokultursystem basiert auf einem schwimmfahigen Kultursubstrat aus
Polymer-Granulat HD-PE (engl. High density-polyethylen), welches einen im Kultur-
medium schwimmenden Substratkorper bildet. Dieses Verfahren erlaubt eine
einfache, schnelle, preiswerte und effiziente Kultivierung der Gerstepflanzen im
wassrigen Kulturmedien. Fur die Anzucht werden zunachst die keimfreien Gersten-
samen auf der Schwimmschicht in einem Kulturgefald aufgebracht. Das flussige
Kulturmedium wird am Rand des KulturgefalBes zugegossen. Dabei fullt sich
zunachst der Porenraum in der Granulatschicht mit Flissigkeit. Bei weiterer Zugabe
von Medium schwimmt die Schicht mit den Samen auf [214] (Abbildung 31).
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Abbildung 31 Gerstesamen auf der Schwimmschichtkultur

Die Gerstenpflanzen wachsen nun in dieser schwimmenden PE-Granulat-
Substratschicht heran. Die Wurzeln finden gentugend Halt fur eine stabile Veranke-
rung der Pflanzen. Das Flussigmedium unter der Schwimmschicht versorgt die wach-

senden Pflanzen zuverlassig mit Wasser und Nahrsalz (Abbildung 32).
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Jl s I Hydrokulturmedium

Abbildung 32 Schematische Darstellung der Schwimmschicht-Hydrokultur [214]

Bei der Ernte der Pflanzen kdnnen diese problemlos aus der Granulatschicht
herausgezogen und die gewtnschten Pflanzenteile ohne Verletzungen entnommen
werden. Durch Spilen der Pflanzen mit ultrareinem Wasser werden Reste des
Kulturmediums entfernt [217]. Neben einer Kontrollprobe (ohne Palladiumpartikel-
zusatz) wurden jeweils drei Pflanzenproben pro Pd-Partikelart bzw. Konzentration 7
Tage angezogen. Nach der Ernte der Gerste wurden Blatter, Samenkorn und Wur-
zeln voneinander getrennt, zerkleinert, bis zur Gewichtkonstanz getrocknet und

danach in einer Kugelmuhle gemahlen.



Expositionsversuche mit Pd-Elementpartikeln 89

6.2.2 Matrixcharakterisierung

Fur die Optimierung der Aufschlussmethode zur Palladiumbestimmung wurde
die Matrix der Gerstepflanzen untersucht. Dabei wurde die Elementzusammenset-
zung der Blatter, Kérner und Wurzeln mittels Elementaranalyse und Totalreflexions-
Roéntgenfluoreszenzanalyse bestimmt. Die erhaltenen Messdaten sind in Tabelle 19

zusammengestellt.

Tabelle 19 Elementgehalte von Bléttern, Kérnern bzw. Wurzeln der Gerstepflanzen
(bestimmt mittels Elementaranalyse und TRFA)

Element Blatter [%] Kérner [%] Wurzeln [%]
Elementaranalyse
C 48 56 46
H 5 6 6
N 4 5 2
S <0,1 0,1 <0,1
Si <0,1 <0,1 <0,1
TRFA
K 4,5 4.4 4,2
Ca 0,25 0,30 0,30
Fe 1,52 2,83 2,03
Zn 1,54 2,52 7,45
Cu 0,23 3,73 1,52

Die Elementgehalte der Blatter, Kérner und Wurzeln der Gerstepflanzen
zeigen eine ahnliche Matrixzusammensetzung der drei Komponenten. Lediglich Zn,
Cu und Mn sind in den Wurzeln deutlich starker als in den Kérnern bzw. den Blattern

enthalten.
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6.2.3 Aufschluss des Pflanzenmaterials

Der Loseprozess beim Aufschluss der Gerstepflanzen konzentriert sich auf die
Zerstorung der organischen Matrix und auf die vollstandige Freisetzung des Palla-
diums. Dies wurde erfolgreich mittels eines einstufigen mikrowellenunterstitzten

Totalaufschlusses erreicht.

Das trockene Probenmaterial wurde mit Salpetersaure, Wasserstoffperoxid
und Salzsaure versetzt und unter Hochdruck bei 75 bar aufgeschlossen. Die genaue
experimentelle Durchfuhrung des Aufschlusses ist im Kapitel 8.9.5 zu finden. Die
Vollstandigkeit des Aufschlusses und die Richtigkeit der Palladiumbestimmung in
diesen Aufschlusslésungen wurde durch die Aufnahme von jeweils drei Wieder-
findungsfunktionen (vgl. Kapitel 8.11) fur Blatter, Korner und Wurzeln Uberpruft.
Dafur wurde jeweils eine konstante Probeneinwaage der Kontrollprobe mit Palla-
diumstandardlésung im Konzentrationsbereich 0 bis 300 ng Pd/l versetzt, aufge-

schlossen und mittels FI-GF-AAS gemessen.

Tabelle 20 Wiederfindungsraten berechnet aus den Pd-Wiederfindungsfunktionen (n=3)
in Bléttern, Kérnern und Wurzeln der Gerstepflanzen

Blatter Korner Wurzeln

Wiederfindungsrate 102 £ 5% 104 £ 4% 107 £ 9%

Die berechneten Pd-Wiederfindungen im Bereich von 102-107% belegen die

Eignung des Aufschluss- und Messverfahrens.

6.2.4 Palladiumkonzentrationen in Gerstepflanzen und im Kulturmedium

Erste Effekte bei der Anzucht von Gerste in mit Palladium versetzten Kultur-
medien waren bereits bei der Ernte der Pflanzen zu erkennen. So sind in den Kultur-

gefallen mit hohen Palladiumgehalten im Anzuchtmedium manche Samen nicht
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aufgegangen, d.h. es sind deutlich weniger Gerstenpflanzen gewachsen als in den

Medien mit geringen Palladiumgehalten bzw. in der Kontrollgruppe (Abbildung 33).

Gerstepflanzen in Kulturmedium mit Palladium versetztem (rechts) bzw. ohne
Palladium (links)

Abbildung 33

Auch die Blattlange der Gerstepflanzen ist von der Palladiumkonzentration

bzw. der Partikelart im Kulturmedium abhangig (vgl. Abbildung 34).
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Abbildung 34  Blattldngen der Gerstenpflanzen bei Wachstum im Kontrollmedium bzw. in

mit Pd versetztem Kulturmedium
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Die Blatter der Pflanzen der Kontrollprobe sind deutlich langer als die der
Pflanzen mit Pd im Kulturmedium. Bei allen eingesetzten Partikelarten nimmt mit
steigender Palladiumkonzentration im Kulturmedium die Blattlange der Pflanzen ab.
Eine besonders starke Wachstumshemmung ist bei der Exposition der Gerste mit
Pd-Nanopartikeln zu beobachten. Am wenigsten wurden die Pflanzen bei der Expo-
sition mit getragerten Pd/SiO,-Nanopartikeln geschadigt. Dies weist auf eine
verstarkte Bioverfugbarkeit der tragerfreien Pd-Nanopartikel hin. Nach einwdchiger
Exposition der Gerste wurden die Pflanzen geerntet und der Pd-Gehalt in den
Blattern, Kérnern, bzw. in den Wurzeln mittels FI-GF-AAS bestimmt. AulRerdem
wurde die Konzentration an gelostem Palladium im Kulturmedium der Pd-Mikro- und

Pd/SiO,-Partikel untersucht. Die Messergebnisse sind in Abbildung 35 dargestellt.
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Abbildung 35  Pd-Konzentration in a) Bléttern; b) Kérnern; ¢) Wurzeln; und im d) Uberstand
(US) des Kulturmediums nach einer Woche Exposition mit unterschiedlichen

Pd-Partikelarten

Der Pd-Gehalt in Blattern, Kérnern und Wurzeln nimmt mit zunehmender Pd-
Konzentration im Kulturmedium bei allen Pd-Partikelarten zu. Die hochste Palladium-
konzentration wurde jeweils in den Wurzeln nachgewiesen, gefolgt von den Kérnern;
die geringste Konzentration fand sich jeweils in den Blattern. Diese Reihenfolge
erscheint fur eine 7-tdgige Anzucht der Pflanzen sinnvoll, da alle Stoffe zunachst

uber die Wurzel aufgenommen und dann erst in die Blatter weitertransportiert

werden.
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Bei der Exposition mit Pd-Nanopartikeln zeigt sich eine deutlich hohere Pd-
Aufnahme als bei der Exposition mit Pd-Mikropartikeln bzw. Pd/SiO»-Partikeln. Ein
unterschiedliches Ldseverhalten scheint hier unwahrscheinlich, da die aktive Pd-
Oberflache aller Partikel vergleichbar sein sollte. Im System mit Pd/SiO,- Partikeln
konnte allerdings die Re-Adsorption des geldsten Palladiums an die SiO,-Oberflache
eine Rolle spielen. Die Konzentrationsbestimmung von Palladium in den Kulturme-
dien bestatigt dies: Nach einer Expositionszeit von einer Woche im Kulturmedium
betragt der geldste Pd-Anteil an Gesamtpalladium durchschnittlich 3,2 Gew.-% fur
Pd-Mikropartikel bzw. 2,3 Gew.-% fur Pd/SiO,-Partikel. Im Vergleich hierzu ist die
Loslichkeit der gleichen Partikel in reinem Wasser nach einer Woche sehr viel gerin-
ger und betragt nur 0,4 bzw. 0,2 Gew.-%. Die Loslichkeit der Palladiumpartikel ist

also wie zu erwarten stark von der Zusammensetzung des Mediums abhangig.

Die direkte Aufnahme von Pd-Nanopartikeln Uber die Pflanzenwurzel wurde
die extrem hohen Werte bei der Exposition mit Nanopartikeln erklaren, wahrend bei
der Exposition mit Mikropartikeln nur der geloste Teil des Palladiums im Kulturme-
dium aufgenommen werden kann. Daher wurde dieser Aspekt weiter untersucht.
(s. Kapitel 6.2.5).

6.2.5 Partikelaufnahme durch die Pflanze

Die sehr hohen Konzentrationen von Palladium bei der Exposition der Gerste-
pflanzen im Kulturmedium mit Pd-Nanopartikeln legen die Vermutungen nahe, dass
Nanopartikel direkt von der Pflanze aufgenommen werden kdnnen. Daher wurden
Untersuchungen zur Aufnahme von Pd-Nanopartikeln durch die Wurzeln durch-
gefuhrt. Ein Trieb einer lebenden Gerstepflanze wurde am Stangel (ca. 1,5 cm) ober-
halb der Wurzel abgeschnitten und ein Kapillarschlauch angeschlossen. Mithilfe
einer Vakuumpumpe wurde Pflanzensaft gewonnen, wobei sich die Wurzeln der
Pflanzen in einer hochkonzentrierten Pd-Nanopartikellosung befanden. Der gesam-
melte Pflanzensaft wurde mittels TEM und EDX untersucht (Abbildung 36).
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Pd
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10 nm

Abbildung 36 a) TEM bzw. b) EDX-Aufnahme von Pflanzensaft

Die TEM-Abbildung zeigt eindeutig Nanopartikel (<10 nm) im Pflanzensaft, die
durch die Wurzeln aufgenommen und uUber die Kanale in den Stangel der Pflanze
transportiert wurden. Die EDX-Aufnahme belegt, dass es sich hierbei um Palladium
handelt. Die hdheren Pd-Konzentrationen in den Pflanzen bei Exposition mit Nano-

partikeln kdnnen also auf eine direkte Partikelaufnahme zurtickgefuhrt werden.

6.2.6 Untersuchung weiterer Elemente in exponierten Gerstepflanzen

Nach der Exposition der Pflanze mit dem Palladium wurden auch die Kon-
zentrationen von Ca, Fe, Cu, K, S und Mn gemessen und mit denen der Kontroll-
probe verglichen. Auffallig waren hier die abnehmenden K- bzw. Ca-Gehalte mit stei-
gender Pd-Konzentration in den Gersteblattern. In Abbildung 37 sind die Zusam-
menhange zwischen Palladium- und Kaliumgehalt (a) bzw. zwischen Palladium- und

Calciumgehalt (b) in den Gersteblattern dargestellt.
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Abbildung 37 Korrelation zwischen Palladium- und a) Kalium- bzw. b) Calciumgehalte in
Gerstenbléttern

Beide Diagramme zeigen eine lineare Abnahme der K- bzw. Ca- Gehalte mit
aufsteigender Palladiumkonzentration in allen exponierten Pflanzengruppen. Die mit

den reinen Nanopartikeln exponierten Pflanzen zeigen den schwachsten Einfluss auf
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die K- bzw. Ca-Versorgung in Blattern im Vergleich zu den beiden anderen Expo-
sitionsgruppen. Dies lasst vermuten, dass die Regelung des K- bzw. Ca-Haushaltes
der Pflanzen durch das l6sliche Palladium unmittelbar beeinflusst wird. Wahr-
scheinlich bleiben die Nanopartikel in den Pflanzen einige Zeit in der partikularen

Form d.h. die Wirkung des ionischen Palladiums ftritt erst zeitlich verzogert auf.

Die Starke des Zusammenhangs zwischen Palladiumgehalt und Kalium- bzw.
Calciumgehalt in Blatter wurde durch die Bestimmung der Pearsons Korrelations-
koeffizienten (r) und Signifikanz (p) fur jede Expositionsreihe ermittelt (vgl. Kapitel

8.11.4). In Tabelle 21 sind die Ergebnisse der Korrelationsanalysen aufgefuhrt.

Tabelle 21 Ergebnisse der Korrelationsanalyse zwischen den Palladium-/Kalium- bzw.
Palladium-/Calciumgehalten in Bléttern exponierten Gerstepflanzen

Partikelart Kalium Calcium
r p r p
Pd-Nanopartikel | -0,618 | <0003 | -0,704 | <0,0005
Pd-Mikropartikel | -0,784 | <0,0001 | -0,763 | <0,0001
o d?ﬁ;ffs:r‘;kel 0,734 | <0,0003 | -0,691 | <0,0008

Der negative Einfluss des Palladiums auf die Kalium- bzw. Calciumaufnahme
der Gerstepflanzen erwies sich fir alle Expositionsgruppen als signifikant (p<0,003).
Die errechneten Korrelationskoeffizienten bestatigten die hohe negative Korrelation,
bzw. den gegenlaufigen Zusammenhang zwischen Palladium und Kalium bzw. Palla-
dium und Calcium in Pflanzenblattern, wie er aus der grafischen Darstellung abzu-

lesen war.

Kalium- und Calciumionen besitzen eine Schlisselrolle in den Stoffwechsel-
prozessen von Pflanzen. Die Kaliumionen haben in erster Linie sehr groRe Bedeu-
tung flr den Wasserhaushalt und flr den Stofftransport in der Pflanze. Kalium ist ein
unentbehrliches Osmotikum pflanzlicher Zellen [218]. Bei unzureichender K*-Vesor-
gung werden die Synthesen zahlreicher Molekule, besonders der Makromolekuile wie
Cellulose, Starke und Proteine, behindert [219]. Calciumionen kontrollieren direkt den

Stofftransport durch Zellmembranen [220]. Ca®* bindet sich vorwiegend an die
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negativ aufgeladenen ,Kopfgruppen® biologischer Membranen und es hat in dieser
Funktion essentielle Bedeutung fur deren Stabilitat [221]. Unzureichende Absattigung

der Membranen mit Ca?* erhoht ihre Durchléssigkeit erheblich.

6.3 Expositionsversuche an Kiwipollen

6.3.1 Pollen als Bioindikatoren

Pollen entwickeln sich in den Pollensacken innerhalb einer Blute der Samen-
pflanzen. Die wichtige Funktion der Polle ist die Bestaubung, also Ubertragung des
mannlichen Erbguts zum weiblichen Blutenteil (Narbe) [222,223]. Der Transport der
Pollen geschieht meistens durch Wind, Wasser oder Insekten. Die Keimung beginnt
mit dem Kontakt einer teilweise dehydrierten Polle mit der Narbe der passenden
Blute. Die Aufnahme von Wasser aus der Narbe fuhrt zur Rehydrierung des Pollen-
korns und der Reaktivierung des Metabolismus. Die Reorganisation des Zytoplasmas
fihrt zur Bildung eines Ca*'- Gradienten mit der hdchsten Konzentration an einer
Pore der aullersten Schicht des Pollenkorns (Porus) [224]. An dieser Stelle wachst
der Pollenschlauch aus dem Pollenkorn heraus. Die Ca?* -lonen sind fiir das gerich-
tete Langenwachstum der Pollenschlauche essentiell [225]. Die zellularen Prozesse,
die fur das Wachstum des Pollenschlauches wichtig sind, sind vielfach Uber ein
regulatorisches Netzwerk miteinander verknupft, sodass nur eine genaue Steuerung
aller Prozesse zu einem erfolgreichen und schnellen Wachstum fuahrt. Der
Pollenschlauch wachst durch das Gewebe von Narbe, Griffel und Fruchtknoten bis
zur Samenanlage [226] (Abbildung 38).
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Abbildung 38 Bestédubung und Befruchtung von Bliiten

Im Pollenschlauch werden die Spermazellen bis zur Eizelle herangefuhrt, wo
schlie3lich die Verschmelzung zwischen Ei- und Spermakern stattfindet. Dieser Ver-

schmelzungsprozess heil3t Befruchtung [223].

Zahlreiche Untersuchungen der letzten Jahre zeigen, dass die physiologi-
schen Prozesse der Pollen durch Luftschadstoffe bzw. Feinstaubpartikel sehr stark
beeinflussbar sind [227,228]. Pollen werden daher in mehreren Studien als biolo-
gische Indikatoren fur Umweltverschmutzung eingesetzt [229,230]. Insbesondere die
Auswirkung von Oxidantien auf die Stoffwechselprozesse der Pollen wurde in den
vergangenen Jahren intensiv untersucht. So stellten Black et al. [231] fest, dass die
Begasung von reifen Maispollen mit Ozon zu geringerer Keimfahigkeit, einem
hoheren Anteil an freien Aminosauren und geringerer Konzentration an reduzie-
rendem Zucker in den Pollenkdrnern fuhrte. Feder et. al [232] konnten bei Bega-
sungsversuchen mit Tabakpollen zeigen, dass 0,1 ppm Ozon eine um 40-50% redu-
zierte Keimung und ein um 50% gehemmtes Schlauchwachstum verursachte,
wahrend Mumford et al. [233] bei Maispollen schon bei 0,03 ppm Ozon einen veran-
derten Stoffwechsel feststellten. Auch bei kurzfristigen Begasungen mit 1 ppm SO,
trat eine starke Hemmung des Schlauchwachstums bei Pollen verschiedener Baum-
und Krautarten ein [234]. Im Gegensatz zu Ozon und SO, férdert Kohlendioxid auch

in hohen Konzentrationen die Pollenkeimung und das Schlauchwachstum [235].

Feine Staubpartikel (<2 ym) lagern sich an Pollenoberflachen an [236] und
konnen damit Strukturveranderungen bewirken [237,238]. Wissenschaftler vom

Zentrum Allergie und Umwelt der TU Minchen (ZAUM) konnten nachweisen, dass
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mit Staubpartikeln behaftete Birkenpollen dreimal mehr Allergene freisetzen als

Pollen, die von Baumen auf einer Wiese gesammelt wurden [239].

In der vorliegenden Arbeit wurde die toxische Wirkung von Pd-Nanopartikeln
auf die Keimungs- und Lebensfahigkeit der Pollen von Fruchtpflanzen untersucht. Als

Modellorganismen dienten die Pollen der Kiwibaume.

6.3.2 Probenvorbereitung und Exposition

Kiwipollen wurden von den Baumen des mannlichen Genotyps der Sorte
Actinidia deliciosa im Versuchsbetrieb Azienda Tarozzi, Faenza (ltalien) gewonnen
und bis zum Gebrauch bei =20 °C aufbewahrt [240]. Vor den Expositionsversuchen
wurden die Pollen fur 30 min bei 30 °C und hoher relativer Luftfeuchte von 100 % re-
hydratisiert. Die Keimungsvorgange wurden in Petri-Schalen durchgefuhrt. Als
Kulturmedium fir die Pollenkeimung wurde eine Nahrlésung aus Saccharose und
Borsaure eingesetzt [240]. Entsprechend der Zielsetzung der Versuche wurde das
Medium mit definierten Konzentrationen (0-7 mg I'") von Palladiumnanopartikeln (vgl.
Kapitel 5.6) versetzt. Zum Vergleich wurden die gleichen Expositionsversuche mit
|6slichem Palladium(ll) durchgeflhrt. Neben einer Kontrollprobe wurden jeweils drei
Pollenproben fir jede Pd-Konzentration eingesetzt. Die Expositionszeiten betrugen
30 bzw. 90 min.

6.3.3 Toxikologische und morphologische Effekte

Fur die Keimfahigkeitsprifung wurden die Pollenkdrner auf das Expositions-
medium (1 mg Pollen mI"" Medium) gebracht. Unter dem Lichtmikroskop wurde der
prozentuale Anteil der Pollenkorner ermittelt, die nach 90 min einen Schlauch aus-
gebildet hatten. Dieser prozentuelle Anteil gilt auch als Kennzahl fur die Lebensfahig-

keit der erfassten Pollenprobe [222].
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Die Untersuchungen zeigten, dass Pd-Nanopartikel schon in sehr niedrigen
Konzentrationen eine Hemmung der Pollenschlauchbildung auslosen. Eine signi-
fikante Hemmung (p<0,001, Keimungsrate 65%) begann bei einer Pd -Konzentration
ab 0,1 mg I'". Bei einer Konzentration von 0,4 mg I" wurden keine Schlduche mehr
an den Pollen gebildet. Abbildung 39 zeigt die Pollenkeimung in der Kontrollprobe
bzw. in der mit den Pd-Partikeln exponierten Probe.

Abbildung 39 Lichtmikroskopische Aufnahmen der Pollenkeimung a) Kontrollprobe
b) Exposition mit Pd-Nanopartikeln (0,3 mg Pd I ! )

Die Expositionsversuche mit geléstem Palladium zeigten eine signifikante
Schlauchbildungshemmung ab 2,5 mg Pd I (p<0,001; Keimungsrate 70%). Bei einer
Konzentration von 7 mg I betrug die Keimungsrate 25%. Der ECso-Wert (Keimungs-
rate 50%) liegt fir Pd-Nanopartikel somit bei 0,23 mg I" bzw. fir Palladium(ll)-
Lésung bei 3,6 mg 1.

Bei allen mit Pd-Nanopartikeln exponierten Pollen wurde auch die Faltung der
Pollenkornoberflache beobachtet. Die Pollenfaltung verstarkte sich mit der Exposi-
tionszeit bzw. mit steigender Pd-Konzentration. Abbildung 40 zeigt die REM-
Aufnahmen von einer Polle aus der Kontrollprobe (a) und von einer Polle aus der mit
Pd-Partikeln exponierten Probe (b).
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Abbildung 40 REM-Aufnahmen von Kiwipollen aus a) Kontrollprobe, b) Expositionsprobe
mit Pd-Nanopartikeln

Bei 7 mg I"" partikuldrem Palladium im Kulturmedium wurden alle Pollen inner-
halb von 15 min gefaltet. Die mit geldstem Palladium exponierten Pollen zeigten

keine erkennbaren Oberflachenanderungen.

Der grofte Wirkungsunterschied von partikularem und I6slichem Palladium auf
die Pollenkeimung deutet darauf hin, dass die Pd-Partikel von den Pollenkdrnern
aufgenommen werden. Dies wurde durch zellulare TEM-Untersuchungen der Pollen-
kdrner untersucht. In Abbildung 41 sind die TEM-Aufnahmen von den Pd-Nanoparti-

keln im Zytoplasma der Pollenzellen dargestellt.

Abbildung 41 TEM-Aufnahmen von Pd-Nanopartikeln (Pd-NP) im Zytoplasma der Pollen-
zellen; (m-Mitochondrien)
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Die Pd-Nanopartikel wurden groRtenteils im Zytoplasma der Pollenzellen nach-
gewiesen. Dabei wurden auch Veranderungen der Konsistenz und der Viskositat des
Zellzytoplasmas der Pollenzellen festgestellt. In einigen Zellen wurden auch komplett

zerstorte Zellorganellen beobachtet.

6.3.4 Pd-und Ca-Konzentrationen in Kiwipollen

Die Keimhemmung der exponierten Pollen lasst vermuten, dass durch Palla-
dium metabolische Prozesse in Pollenkdrnern stark beeinflusst werden. Insbeson-
dere der Calciumstoffwechsel ist hier betroffen, da Calcium bei der Regulation der
Keimungsprozesse der Pollen eine wichtige Rolle spielt (vgl. Kapitel 6.3.1). Durch die
Bestimmung der Pd- und Ca-Konzentrationen in den exponierten Pollen sollte
uberpruft werden, ob ein Zusammenhang zwischen diesen Elementen bei der
Pollenkeimung besteht. Dafir wurden die exponierten Pollen abzentrifugiert, mit dem
frisch vorbereiteten Kulturmedium gewaschen, abgetrocknet und im Mikrowellengerat
(vgl. Kapitel 8.9.6) aufgeschlossen. Die Pd-Konzentrationen wurden mittels GF-AAS,
die Ca-Konzentrationen mittels TRFA bestimmt. Untersucht wurden jeweils drei
Proben flir jede Expositionskonzentration nach 30 bzw. 90 min Expositionszeit. Die

erhaltenen Daten sind in Abbildung 42 dargestellt.
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Abbildung 42 Konzentrationen von a) Palladium bzw. b) Calcium in den exponierten Pollen

Die mit Pd-Nanopartikeln exponierten Pollen zeigen eine deutlich héhere Pd-
Aufnahme sowohl nach 30 als auch nach 90 min Expositionszeit als Pollen, die mit

I6slichem Palladium exponiert wurden (Abbildung 42 a). AulRerdem wurde ein
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grolRerer zeitliche Pd-Konzentrationsanstieg bei der Exposition mit partikularem

Palladium im Vergleich zu I6slichem Palladium festgestellt.

Mit zunehmenden Pd-Konzentrationen wurde eine Abnahme des Calcium-
gehalts in den Pollen festgestellt (Abbildung 42 b). Dieser Effekt fallt bei der Expo-
sition mit Pd-Nanopartikel deutlich hoher aus als bei der Exposition mit loslichem
Palladium. Die Starke des Zusammenhangs zwischen dem Pd- und Ca-Gehalt in den
Pollen wurde durch Korrelationsanalysen (vgl. Kapitel 8.11.4) fur jede Expositions-
reihe ermittelt (Tabelle 22).

Tabelle 22 Ergebnisse der Korrelationsanalyse zwischen den Pd- und Ca-Gehalten in
Kiwipollen
Exposition 30 min 90 min
r p r p
Pd-Nanopartikel -0,98 < 0,0006 -0,85 <0,03
PdCl, -0,89 < 0,008 -0,94 < 0,002

Die negative Wirkung von Palladium auf den Ca-Haushalt der Pollen erwies
sich fur beide Palladiumformen (I6slich und partikular) als signifikant (p<0,03). Die
negativen Pearson Koeffizienten (r) bestatigten den gegenlaufigen Zusammenhang
zwischen Palladium und Calcium in Kiwi-Pollen. Die starke Wirkung von Pd-Nano-
partikeln auf die Stoffwechselprozesse der Pollen wird dabei durch die morphologi-

schen Veranderungen des Zellzytoplasmas und der Pollenoberflache verursacht.

6.4 Einfluss von Palladium auf die Zytokinproduktion von peripheren

mononuklearen Blutzellen (PBMC)

6.4.1 Zytokine

Zytokine sind Bausteine des unspezifischen (angeborenen) sowie des spezifi-

schen (erworbenen) Immunsystems. Es handelt sich um Eiweillmolekule, die von

Immunzellen, aber auch von nichtimmunologischen Zellen gebildet und freigesetzt
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werden [241]. Zytokine kbnnen Immunantworten stimulieren oder hemmen: Sie fun-
gieren als "Botenstoffe", uber welche die Immunzellen miteinander "kommunizieren".
Zytokine steuern und koordinieren so die Abwehr von Krankheitserregern. Sie sind
demnach mitverantwortlich daftir, dass eine Immunreaktion erfolgreich ablauft. Dabei
wirken sie als Wachstumsfaktoren, aktivieren oder deaktivieren Zellen und schitzen
das Gewebe vor Schadigungen. Zytokine mussen nicht in die Zelle eindringen, um
zu wirken. Sie docken lediglich an einen sogenannten Rezeptor an, der auf der Zell-
oberflache sitzt. Die Freisetzung der Zytokine bei einer Immunreaktion wird durch
drei Gruppen von T-Helfer-Zellen (Th1, Th2 und Th17) reguliert [242,243]. Jede Th-
Gruppe hat ein unterschiedliches Zytokinmuster und unterschiedliche Effektort-
funktionen. Dabei ist das Gleichgewicht zwischen Zytokinen essentiell fur jede
Effektorreaktion und die Verhinderung immunologischer Dysbalancen [244]. Wenn
das Gleichgewicht und damit das Zusammenwirken von Zytokinen gestort ist, kommt
es zu schwer wiegenden Erkrankungen, da der Krankheitserreger entweder nicht
beseitigt werden kann oder die Immunreaktion nicht zum Erliegen kommt, obwohl der
Erreger nicht mehr vorhanden ist. Die Zytokine lassen sich in folgende Gruppen
einteilen: Interleukine (IL), Interferone (IFN), Koloniestimulierende Faktoren (CSF),
Tumornekrosefaktoren (TNF), Wachstumfaktoren, Monokine, und Chemokine [245].
Nach ihren Hauptfunktionen wahrend einer Immunantwort lassen sich die Zytokine

wie folgt zusammenfassen: (nur wichtige Zytokine)

. entziindungsférdernd: IL-1, IL-6, IL-8, IL-17, TNFa

. entziindungshemmend: IL-10, IL-11, IL-13, TGF-

. hamatopoeseférdernd (Blutzellbildung): IL-3, IL-5, IL-7, IL-11, G-CSF
. immunregulatorisch: IL-2, IL-4, IL-10, IL-12, IL-13, IL-15, IL-16, IFNy
. antiinfektios: IFNa, IFN-(B, IL-28, IL-29 (Vieren), TNFa (Bakterien)

. antiproliferativ (wachstumhemmend): TNFa, IFNy, TGF-8

Zahlreiche Studien der letzten Jahre belegen, dass Schadstoffe wie Schwe-
feldioxid, Ozon, Stickoxide, atmospharische Schwebstaube, Dieselrul3partikel [246]
und Schwermetalle wie Nickel, Blei und Cadmium[247] zunehmend haufiger Reaktio-
nen des Immunsystems auslosen [248]. Die chronische Einwirkung von Schad-
substanzen schon im Niedrigdosisbereich kann eine Modulation der Zytokinfrei-
setzung bedingen. Kurzfristige Anderungen werden in der Regel gut und ohne

wesentliche Folgen kompensiert. Wenn dieser Mechanismus allerdings langfristig
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und in der Regel Uber Jahre einwirkt, ergeben sich hieraus Konsequenzen fir das
immunologische Verhalten. Beispiele fur eine gestorte Immunbalance verschiedener

Zytokine sind die Allergie, die Atopie und Autoimmunerkrankungen.

6.4.2 Probenahme und Praparation

In Ubereinstimmung mit den Richtlinien der Ethikkommission der Universitat
,G. D’ Annunzio®, Chieti-Pescara (ltalien) wurden durch einen Arzt jeweils 8-10 mL
peripheres Blut von insgesamt 8 freiwilligen nicht atopischen gesunden Spendern

(Frauen im Alter von 20-46 Jahren) entnommen.

Fur die Untersuchung der Zytokinproduktion wurden periphere mononukleare
Blutzellen PBMC (engl, Peripheral Blood Mononuclear Cell) aus den entnommenen
Blutproben gewonnen. Die Isolierung der PBMC (Lymphozyten, Monozyten und
Thrombozyten) erfolgte mittels Dichtegradientenzentrifugation [249]. Dabei wurden
PBMC aufgrund ihrer Dichte im Ficoll-Gradienten von Erythrozyten, Granulozyten
und toten Zellen getrennt, danach mit Hank’s Salzlésung HBSS (engl. Hanks buffe-
red salt solution) gewaschen und in einem speziellen Zellkulturmedium mit bzw. ohne

Palladiumzugabe inkubiert.

Zur Untersuchung der Zytokinproduktion wurde jede PBMC-Probe wie folgt

prapariert:
. Kontrollproben (ohne zusatzliche Reagenzien)
. mit 10 ug ml™ Lipopolysaccharid (LPS)
. mit 10° bzw. 10 M Pd-Nanopartikeln oder K,[PdClg]-L&sung
. mit 10 pg/ml LPS und 10° bzw. 10° M Pd-Nanopartikeln oder K,[PdClg]-

Ldsung

Das hier verwendete Lipopolysaccharid (LPS) oder Endotoxin wird Ublicher-
weise zur Stimulierung der Zytokinproduktion von PBMC eingesezt. LPS ist ein

charakteristischer Bestandteil der aul3eren Membran gramnegativer Bakterien und ist
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ein potenter Mediator entzlindlicher Reaktionen [250]. Schon in niedrigsten Kon-

zentrationen (pg ml™) ist LPS biologisch wirksam.

6.4.3 Zytokinkonzentration

Die Konzentrationen von funf Zytokinen (IL-10, TNFa, IFNy, IL-5, IL-17) wur-
den in PBMC-Proben mittels Sandwich-ELISA [251] unter Verwendung der entspre-

chenden monoklonaren Antikorper an der Universitat ,G. d° Annunzio® bestimmt.

In Tabelle 23 sind die mittleren Zytokinkonzentrationen in PBMC-Kontroll-

proben und in mit LPS stimulierten PBMC-Proben dargestelt.

Tabelle 23 Zytokinkonzentrationen in PBMC-Kontrollproben bzw. mit LPS stimulierten
PBMC-Proben
pg/ml (MW) IL-10 TNFa IFNy IL-5 IL-17
PBMC-Kontroll 62 40 3,8 0,3 1,7
PBMC mit LPS 654 1237 53 1,1 5,2

Erwartungsgemal ist die Zytokinproduktion von Blutzellen der Kontrollprobe
deutlich niedriger als die Zytokinproduktion der mit LPS stimulierten PBMC. Die
erhaltenen Zytokinkonzentrationen wurden als 100 %-ige Zytokinsekretion der unsti-
mulierten bzw. stimulierten PBMC angenommen. Die Produktion der Zytokine der mit
Pd behandelten Blutzellen werden im Verhaltnis zur PBMC-Kontrollprobe bzw. LPS-
PBMC betrachtet.

Tabelle 24 zeigt die Zytokinproduktionen von mit Palladium exponierten PBMC

im Verhaltnis zur Zytokinproduktion der Kontrollprobe.
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Tabelle 24 Zytokinproduktion palladiumexponierter PBMC im Verhéltnis zur
Zytokineproduktion der Kontrollprobe (* p<0,05; ** p<0,01)

% IL-10 TNFa IFNy IL-5 IL-17
Pd-L6s.10° M 56* 126 128 - 42**
Pd-L6s.10°% M 102 105 130 - 54
Pd-Part.10° M 115 74* 92 - 5q**
Pd-Part 10° M 99 95 100 - 52*

Bei der Exposition der PBMC mit Pd-Salz (10° M) bzw. mit Pd-Nanopartikeln
(10° M) wurde eine signifikante Produktionshemmung von IL-10 (56%) und IL-17
(42%) bzw. der TNFa (74%) und der IL-17 (51%) im Vergleich zur Kontrollprobe fest-
gestellt. Die niedrigeren Konzentrationen von partikularem Palladium (10° M) im
Expositionsmedium bewirkte ebenfalls eine signifikante Inhibition von IL-17 (52%).
Alle andere Effekte des Palladiums auf die Zytokinfreisetzung erwiesen sich als sta-
tistisch nicht signifikant (p>0,05). Die Messwerte von IL-5 lagen unter der Nachweis-

grenze.

In Tabelle 25 ist die Zytokinproduktion bei der kombinierten Wirkung von LPS
und Pd auf PBMC im Verhaltnis zur Zytokinproduktion von LPS-PBMC dargestellt.

Tabelle 25 Zytokinproduktion von PBMC bei der Kombinierten Wirkung von LPS und Pd im
Verhéltnis zur Zytokinproduktion von LPS- PBMC (* p<0,05; ** p<0,01)

% IL-10 TNFa IFNy IL-5 IL-17
Pd-L6s.10° M 3,8 0,7 20,8** 127,3 32,7*
Pd-L6s.10° M 68,7* 139,5 47,2 72,7 69,2
Pd-Part.10° M 99,2 80,5* 217,0* 172,0 32,7*
Pd-Part 10° M 92,7 94,4 111,3 90,9 51,9

Bei der Exposition der LPS-stimulierten Blutzellen mit 10° M Pd konnten star-
ke Einflusse sowohl von partikularem als auch von Ioslichem Palladium auf die Zyto-
kinproduktion von PBMC nachgewiesen werden. Die Pd-Partikel (10 M) stimulierten
eine hohere Freisetzung von IFNy (217%) und inhibierten gleichzeitig die Sekretion
von TNFa (80,5%) bzw. von IL-17 (32,7%). Durch Iésliches Pd-Salz (10 M) wurden
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die Sekretionen von IL-10 (3,8%), TNFa (0,7%), IFNy (20,8%) und IL-17 (32,7%)
stark unterdruckt. Auch die niedrigere Konzentration von l6slichem Pd (10'6 M) ergab
eine signifikante Hemmung der IL-10-Produktion (68,7%) im Vergleich zu LPS-
PBMC-Proben. Alle andere Effekte von Palladium auf die Zytokinproduktion von

LPS-PBMC erwiesen sich als statistisch nicht signifikant.

Insgesamt weisen beide Palladiumformen (I6slich und partikular) bei den
durchgefuhrten Untersuchungen eine immuntoxische Wirkung auf die Zytokinsekre-
tion menschlicher PBMC auf. Auffallig ist die sehr starke Stimulation von IFNy durch
Pd-Nanopartikel. Sowohl die hemmende als auch die stimulierende Wirkung des Pd
auf die Zytokinproduktion von PBMC kann zur Stérungen der Immunbalance flihren,
was zu uberflussiger oder sehr niedriger Immunreaktion fuhren kann und dabei
unterschiedliche Krankheiten beeinflusst. So kann die Dominanz von Th2-Zytokinen
(IL-5, IL-4, IL-6, IL-13, IL-10) die Entstehung allergischer Erkrankungen beeinflussen
[252]. Die Dominanz von Th1-Zytokinen (TNFa, IFNy, IL-5) bzw. Th17-Zytokin (IL-17)
stimuliert dagegen die Entwicklung von Autoimmunkrankheiten [253, 254].

6.5 Zusammenfassung

Die durchgefiihrten Expositionsversuche an Gerste, Kiwipollen und an peri-
pheren mononuklearen Humanblutzellen zeigen, dass Pd-Partikel fur Pflanzen und

Menschen toxische Wirkung besitzen.

Die Expositionen von Gerstepflanzen mit Pd-Nanopartikeln, Pd-Mikropartikeln
und Pd/SiO,-Partikeln zeigen zunachst eine deutlich erhéhte Léslichkeit von partiku-
larem Palladium im Kulturmedium im Vergleich zu reinem Wasser. Bei allen verwen-
deten Pd-Modellpartikeln wurden ansteigende Palladiumkonzentrationen in den
Pflanzen mit steigender Konzentration im Kulturmedium nachgewiesen. Die hdchsten
Palladiumgehalte wurden dabei jeweils in den Wurzeln, gefolgt von Kérnern und Blat-
tern nachgewiesen. Die hochste Palladiumaufnahme in die Gerstepflanzen und die
hdchste Wachstumshemmung der Blatter wurde jedoch bei der Exposition mit Pd-
Nanopartikeln festgestellt, was eine direkte Aufnahme der Nanopartikel nahe legt.

Dies konnte durch eine TEM-Analyse des Pflanzensafts belegt werden. Bei den
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Untersuchungen weiterer Elementgehalte in den palladiumexponierten Gerstenpflan-
zen wurde ein deutlicher Kalium- und Calciummangel im Vergleich zur Kontroll-
gruppe festgestellt. Dies kann eine Stérung des Wasserhaushaltes bzw. der Aktivie-

rung von Enzymen in den Pflanzen verursachen.

Die phytotoxische Wirkung von partikularem Palladium auf die Befruchtungs-
prozesse von Fruchtpflanzen wurde durch eine Expositionsstudie mit Kiwipollen
(Actinidia deliciosa) untersucht. Dabei wurden die Keim- und Lebensfahigkeit der
Pollen in Anwesenheit unterschiedlicher Konzentrationen von Pd-Partikeln und durch
Expositionsversuche mit 16slichem Pd untersucht. Partikulares Palladium dringt im
Vergleich zu I6slichem sehr schnell und in grolen Mengen durch die Pollenmembran
und verursacht dabei eine starke morphologische Anderung der Pollenkérner.
Aulerdem fuhrt die Anreicherung von Pd-Partikeln in den Pollenkdrnern zur einer
starken Verringerung des Calciumgehalts und letztlich zu einer totalen Hemmung der

Keimbildung.

Bei der Exposition von peripheren mononukledren Blutzellen mit partikularem
bzw. 16slichem Pd wurde in beiden Fallen eine unterdrickte Sekretion von Zytokinen
wie IL-10, TNFa, IL-17 festgestellt. Bei der Exposition mit partikularem Palladium
wurde aullerdem eine sehr hohe Freisetzung von IFNy-Zytokinen nachgewiesen,
was zur Storung der Immunbalance fuhren kann. Mogliche Folgen einer solchen

Immunstorung sind starke allergische Reaktionen oder Autoimmunkrankheiten.
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7 Zusammenfassung

Der zunehmende Einsatz von Palladium als katalytisch aktivem Element in
Autoabgaskatalysatoren hat die Emissionen dieses Elements in die Umwelt deutlich
ansteigen lassen. Daher geriet Palladium in den letzten Jahren verstarkt ins toxiko-
logische und okotoxikologische Interesse. Die emittierten palladiumhaltigen groben
Partikel (15-30 pm) werden in unmittelbarer Nahe der Stralen auf und im Boden
deponiert, wahrend die feineren Teilchen (0,1-15 ym) mit dem Wind in der Umwelt
verbreitet werden [58]. In einer Vielzahl von Umweltmatrices, wie z.B. in StralRen-
staub, Grasern und im Boden in Autobahnnahe wurden in den letzten Jahren zu-
nehmende Palladiumkonzentrationen festgestellt [64,67]. Verbleib und Verhalten des
Palladiums in der Umwelt z.B die Aufnahme durch Pflanzen und damit der Transfer
in die Nahrungskette oder das Gesundheitsrisiko fir Menschen beim Einatmen der

nanopartikularen Pd-Teilchen sind bisher nicht ausreichend geklart.

FUr die okotoxikologische Rolle des Kfz-emittierten Palladiums ist daher die
Dokumentation der Kontamination unterschiedlicher Umweltkompartimente, sowie
die Untersuchung des Mobilisierungsverhaltens und der Bioverfligbarkeit der beteilig-

ten Palladiumspezies von entscheidender Bedeutung.

Im ersten Teil dieser Arbeit wurde daher eine Langzeitstudie zum Palladium-
gehalt in Minchner Strallenstaub und in Klarschlammaschen der Klaranlage
Stuttgart Mdhlhausen durchgeflihrt bzw. fortgesetzt. Die ermittelten Daten zeigen
einen fast 24-fachen Anstieg der Palladiumgehalte in den StralRenstauben innerhalb
der letzten 13 Jahre. Dieser steile Anstieg muss auf den zunehmenden Anteil an
Kraftfahrzeugen mit palladiumhaltigen Katalysatoren bzw. den mengenmalig
verstarkten Einsatz des Pd in den Katalysatoren zurlckgefuhrt werden. Die Untersu-
chung der Klarschlammaschen ergab eine Abnahme der Palladiumkonzentration in
den letzten Jahren. Der Eintrag des Palladiums in Klaranlagen wird daher offenbar
durch anderen Emissionsquellen (z.B Dentalpraxen) als den Straldenverkehr starker
beeinflusst. Der Verzicht auf palladiumhaltige Dentallegierungen seit 1992 wirde die
Abnahme der Pd-Gehalte in den Aschen erklaren. Eventuell sorgen aber auch
generell strengere Abwasserentsorgunsvorschriften als in den neunziger Jahren hier

fur einen verminderten Eintrag.
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In Zusammenarbeit mit dem Lehrstuhl fiir Siedlungswasserwirtschaft der TU
Mtinchen wurden auch Quer- und Tiefenprofile von Oberbdden in Versickerungsmul-
den entlang einer Autobahn- bzw. einer Kreisstrale untersucht. Die Bodenproben
zeigen allgemein eine deutliche Kontamination mit Pd und eine hohe Mobilitat des
Palladiums im Boden. Bis zu einer Tiefe von 30 cm wurde ein Palladiumgehalt von
bis zu 18 ug kg™ gefunden. Durch die hohe Eindringtiefe des Palladiums in die Ober-
bdden der Versickerungsmulden besteht das Risiko einer Durchsickerung des Edel-

metalls ins Grundwasser.

FUr die Untersuchung der okotoxikologischen Auswirkungen von Palladium-
partikeln in der Umwelt wurden im zweiten Teil dieser Arbeit geeignete Partikel-Test-
substanzen synthetisiert. Die Pd/Al,Os-Partikel entsprechen sehr gut den aus Auto-
abgaskatalysatoren ausgetragenen Partikeln und sind fir Ldsungsversuche mit
Bodenlésung, Regenwasser und Oberbodenwasser etc. geeignet. Die Anwesenheit
von Al,Oj3 ist allerdings flr Versuche mit Pflanzen und aquatischen Tieren nicht
sinnvoll, da Aluminium ebenfalls toxische Effekte auslosen kann. Daher wurden Pd-
Nanopartikel synthetisiert, die keinerlei Stabilisatoren oder Zusatze enthalten und
deren kolloidale Lésungen mit dem Nahrmedium von Pflanzen oder Aquariums-
wasser gemischt werden kdénnen. So kann die direkte Wirkung von Pd als Nano-
partikel auf unterschiedliche Organismen verfolgt werden. Auch fur Toxizitatsunter-
suchungen im medizinischen Bereich kommen diese Partikel in Betracht. Alternativ
zu Pd-Nanopartikeln, die aufgrund ihrer geringen GroéfRen direkt von aquatischen
Tieren und Pflanzen aufgenommen werden kénnen, wurden auch sedimentierbare
Pd/SiO,-Partikel bzw. reine Pd-Partikel in um-Grolienbereich synthetisiert. Diese
Partikel sind fur die Untersuchung der Lo&slichkeit von getragerten bzw. agglo-
merierten Pd-Nanopartikeln in unterschiedlichen biologischen Medien geeignet. Die
PartikelgrolRenverteilung wurde mittels Lasergranulometrie bzw. Transmissions-
elektronenmikroskopie (TEM) bestimmt. Informationen Uber die Struktur der gebil-
deten Pd-Nanopartikel wurden durch hochauflésende Transmissionselektronen-
mikroskopie (engl. High-resolution transmission electron microscopy HR-TEM)
gewonnen. Die Elektronenbeugungsaufnahmen zeigen flr alle Partikel die gleiche
kristalline Struktur von kubisch-flachenzentrietem (engl. face centered cubic fcc)
Palladiummetall. Der exakte Palladiumgehalt der hergestellten Modellpartikel wurde

mittels Graphitofenatomabsorptionsspektrometrie (GF-AAS) ermittelt.



Zusammenfassung 114

Der reproduzierbare Palladiumgehalt der synthetisierten Partikel und die
exakte elektronenmikroskopische Charakterisierung ermdglichten die Untersuchung
der Bioverfugbarkeit des partikularen Palladiums und der dabei entstehenden phyto-
toxischen Effekte in Pflanzenmodellorganismen wie Gerste (Horedeum vulgare L.)
bzw. Kiwi-Pollen (Actinidia deliciosa). Diese Untersuchungen wurden in Kooperation
mit dem Lehrstuhl fir Pflanzenziichtung der Technischen Universitdt Miinchen bzw.
mit dem Lehrstuhl fir Biologie der Universitdt Bologna (ltalien) durchgefuhrt. Die
Expositionsversuche mit Pd-Nanopartikeln, Pd-Mikropartikeln und Pd/SiO»-Partikeln
im Nahrmedium der Gerste belegen eine sehr hohe Pd-Aufnahme in die Pflanze. Bei
allen verwendeten Pd-Modellpartikeln wurden steigende Palladiumkonzentrationen in
der Pflanze mit steigender Konzentration von Palladium im Kulturmedium nachge-
wiesen. Die hochsten Palladiumgehalte wurden dabei in den Wurzeln, gefolgt von
Kdérnern und den Blattern festgestellt. Die Exposition mit Pd-Nanopartikeln fuhrt zur
héchsten Palladiumaufnahme und auch zur starksten Wachstumshemmung der
Blatter. Die direkte Aufnahme der Pd-Nanopartikel Uber die Wurzel in die Pflanze
konnte durch TEM-Untersuchungen von Pflanzensaft belegt werden. Alle Palladium-
exponierten Gerstenpflanzen zeigen aullerdem einen deutlichen Kalium- und Cal-
ciummangel im Vergleich zur Kontrollgruppe. Dies kann Stérungen des Wasserhaus-
haltes und der Aktivierung von Enzymen in der Pflanze verursachen. Bei der Expo-
sition der Kiwipollen mit Pd-Partikeln wurde die Keim- bzw. Lebensfahigkeit der
Pollen in Anwesenheit unterschiedlicher Konzentrationen der Pd-Partikel untersucht.
Zum Vergleich wurden jeweils Expositionsversuche mit I6slichem Pd durchgefihrt.
Partikulares Palladium dringt im Vergleich zu |6slichem sehr schnell und in grof3en
Mengen durch die Pollenmembran und verursacht dabei eine starke Morphologie-
anderung und eine verringerte Lebensfahigkeit der Pollenkérner. AuRerdem flhrten
die zunehmenden Konzentrationen der Pd-Partikel in den Pollenkornern zur starken
Verrinderung des Calciumgehalts in den Pollen, die dann eine totale Hemmung der

Pollenkeimung verursacht.

In Zusammenarbeit mit dem Lehrstuhl fur Arbeitsmedizin der Universitat ,G. D’
Annunzio“ Chieti-Pescara (ltalien) wurde der Einfluss von partikularem Palladium
bzw. l6slichem Palladium auf die Freisetzung von Zytokinen aus menschlichen peri-
pheren mononuklearen Blutzellen (PBMC) untersucht. Dabei wurde festgestellt, dass

sowohl das l6sliche als auch das partikulare Pd die Produktion der Zytokine IL-10,
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TNFa und IL-17 von PBMC unterdriicken. Bei der Exposition mit partikularem Palla-
dium wurde aullerdem eine sehr hohe Freisetzung von IFNy-Zytokinen nachge-
wiesen, was zur Stoérung der Immunbalance fuhren kann. Mogliche Folgen einer sol-

chen Immunstérung sind starke allergische Reaktionen oder Autoimmunkrankheiten.

Die erhaltenen Ergebnisse zum Monitoring, zur Bioverfligbarkeit und zum
Gefahrdungspotenzial von partikularem Palladium zeigten, dass es notwendig ist,
mehr Uber die Wirkmechanismen von Pd-Nanopartikeln auf zellularer und moleku-
larer Ebene zu erfahren. Auch die genaue Untersuchung der Transportprozesse und
der Mobilitdt des Nano-Palladiums in der Umwelt ist von gro3em Interesse. Die Ver-
wendung der in dieser Arbeit synthetisierten Pd-Modellpartikel ermoglicht eine bes-
sere Abschatzung des Risikos von Pd-Emissionen und kann so die Datenlage zu
moglichen schadigenden Einflussen der Pd-Nanomaterialien auf die Natur deutlich

verbessern.
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8 Anhang

8.1 Pd-Anreicherung im FI-System

Zur Pd-Anreicherung wurde ein FIAS-400 (Perkin-Elmer GmbH, Uberlingen,
Deutschland) eingesetzt, das mit zwei peristaltischen Schlauchpumpen und einem
5:4-Wege-Ventil mit den zwei einstellbaren Positionen ,Fill* und ,Inject’ ausgestattet
ist. Das Gerat besitzt einen Autosampler mit 90 Probenpositionen (AS-90). Die
Steuerungssoftware flr die Kopplung mit GFAAS (FIAS-Furnace, RPE B0509524) ist
in die Steuerungssofware des AAS-Spektrometers integriert. Der Transport der
Ldsungen erfolgt mit Pumpen- bzw. Kapillarschlauchen. Abbildung 43 zeigt die Ver-
schlauchung des FIAS. Die numerierten Bestandteile des Systems sind im Anschluss

an die Abbildung naher erlautert.
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Abbildung 43 Verschlauchung des Flie3injektionssystems

Bestandteile des FIA-Systems:

Die Pumpenschlauche TYGON®, Peristaltik, LIQUID-Scan GmbH & Co. KG,

Uberlingen, Deutschland:

1. Farbcode rot-rot, 3 Stopper, Innendurchmesser (ID) 1,52 mm

2. Farbcode weil-weild, 3-Stopper, ID 0,76 mm
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3. Farbcode orange-gelb, 3 Stopper, ID 0,38 mm
4. Farbcode rot-rot, 3 Stopper, ID 1,52 mm

5. Farbcode schwarz-schwarz, 3-Stopper, ID 0,76 mm

Kapillarschlauche, LIQUID-Scan GmbH & Co. KG, Uberlingen, Deutschland

6. PTFE, ID 0,8 mm, Lange 60 mm, selbst gefertigt
8. PTFE, ID 1,0 mm, selbst gefertigt
13 PTFE, ID 1,0 mm, Lange 30 mm, selbst gefertigt

Kapillarschlauche, Perkin-EImer GmbH, Uberlingen, Deutschland

7. PTFE, ID 0,35 mm, Lange 60 mm, PE-Nr. B019-1594

9. PTFE, ID 1,0 mm, Lange 60 mm, PE-Nr. B019-1059

10 PTFE, AS-90, Probenkapillare, PE-Nr. B019-6966

11 PTFE, AS 60/70, Probenkapillare, PE-Nr. B019-6966

12 PTFE ID 1,0 mm, fir Probenschleife 2,7 ml, selbst gefertigt

Als Verbindungssticke fur die Schlauche wurden die Mischbausteine (14, 15) der

Firma Perkin-Elmer eingesetzt.

Die Anreicherungssaule besteht aus einem selbstgefertigten Polymethylpenten-Zy-
linder mit einem Volumen von ca. 10 pl. Der Saulezylinder wird mit dem Fullmaterial
Polygosil 60-4063 RP4s (Macherey-Nagel, Duren, Deutschland) beflllt und von
beiden Seiten mit den selbst gefertigten PTFE-Fritten (Porengréf’e < 10 ym) ver-
schlossen. Die Mikrosaule wird in einer Kunststoffhlilse geschlossen, die mit den

Schlauchen des Fliel3systems verschraubbar ist.

Zur Kalibrierung werden Pd-Standardldsungen immer frisch durch schrittweise Ver-
diinnung einer Standardlésung (1000 mg Pd ‘I"') mit verdiinnter Salpetersaure (1,4
mol HNOs'I™") hergestellt. Der typische Kalibrierbereich ist 10 bis 1000 ng Pd(ll) I,
Die Bestimmung des Palladiumgehalts in den Proben mit komplexen Matrices (z.B.
Bodenproben) wird durch die Anwendung der Standardadditionsmethode erreicht.
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Bei dieser Methode wird die Kalibrierung in der Probenmatrix durchgefuhrt. Aliquote
der Aufschlusslésung werden mit Standardldsung 0, 50, 150 und 300 ng Pd I"" ver-
setzt und mittels FI-GF-AAS gemessen.

In Tabelle 26 ist ein optimiertes FIAS-Programm zur Palladiumanreicherung

wiedergegeben.

Tabelle 26 FIAS-Programm zur Palladiumanreicherung aus 2,7 ml Probevolumen

Schritt Nr. Zeit [s] Puml;D)Lt;n;p [rLajt;m_1 ] Puml;))irzp[rgtre;;in'1 ] Ventilstellung
1 21 120 0 Fill
2 55 60 0 Inject
3 30 0 100 Inject
4 15 80 0 Inject
5 160 0 100 Inject
6 26 0 30 Fill
7 99 0 30 Inject
8 50 0 100 Fill

Obwohl alle verwendeten Chemikalien von hoher Reinheit sind treten bei
Ultraspurenanalysen immer Blindwerte auf. Bei Palladium liegen die Blindwerte der
einzelnen Reagenzien jedoch weit unterhalb der Nachweisgrenze (18 ng/l) weshalb
der Blindwert des Gesamtverfahrens (Probenvorbereitung und Messung) bestimmt
wurde. Dazu werden drei verschiedene Blindproben (nur Reagenzien, keine Probe)
jeweils drei Mal gemessen, der Mittelwert der erhaltenen Blindwerte ausgerechnet

und von den Messwerten der Proben abgezogen.

8.2 Atomabsorptionsspektrometrie

Die atomabsorptionsspektrometrischen Analysen werden mit einem
Spektrometer GF-AAS SIMAA 6000 (Perkin-Elmer GmbH, Uberlingen, Deutschland)
durchgefuihrt. Das Gerat ist mit einer Zeeman-Untergrundkorrektur und einem
Autosampler AS-72 ausgestattet. Fur die Messungen werden querbeheizte

Graphitrohre eingesetzt. Zur Geratsteuerung wird die Software ,Perkin Elmer
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AAWinLab, fir SIMAA 6000, Version 2,5 verwendet. Als Strahlungsquelle kamen
Hohlkathodenlampe (Perkin-Elmer GmbH, Uberlingen, Deutschland bzw. Photron,
Narre Warren, Australia) und elektrodenlose Entladungslampe (Perkin-Elmer GmbH,

Uberlingen, Deutschland) zum Einsatz.

Fur alle Messungen wird das SIMAA 6000 GFAAS direkt mit dem FIAS-400
gekoppelt. Die Pippetierspitze am Dosierarm des GFAAS wird dabei durch die Pippe-
tierspitze des FIA-System ersetzt.

Tabelle 27 enthalt die wesentlichen GF-AAS Messparameter fur die Pd-

Bestimmung.

Tabelle 27 GF-AAS-Parameter fiir die Palladiumanalyse

Lampentyp, -stromstarke Pd-HKL (Photron), 30 mA
Messwellenlange 247,6 nm

Spaltbreite 0,7 nm (klein)
Signalauswertung Peakflache
Integrationsdauer 5s
Basislinienausgleichskorrektur 2s

Untergrundkorrektur Zeeman

8.3 Totalreflexionsréntgensfluoreszenzanalyse

Die Totalreflexionsrontgensfluoreszenzanalyse wird zur Matrixcharakterisie-
rung der Proben eingesetzt. Die Messungen werden mit einem TRFA-Gerat 8010
(Atomika, Oberschlei3heim, Deutschland) durchgefuhrt, das mit einem Si(Li)-De-
tektor ausgestattet ist. Als Anregungsquelle dient eine Molybdan-Rdéhre, wobei die
Roéhrenspannung 50 kV, die Stromstarke 40 mA betragt. Das Gerat steht in einer
Laminarflowbox (Krause, Bad Hersfeld). Die Flowbox ist mit einem Filter
ausgestattet, das in der Lage ist, 99,99% aller Partikel mit einer GroRe von > 0,5 um
zurtickzuhalten. Die Partikelfreiheit in der Flowbox wird damit gegenlber der

Umgebung, um ca.1000 fache verbessert.
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Die Messzeit fur eine Probe im Spektrometer betragt 300 s. Als Spulgas wird
Helium (99.999 % = 5.0, Westfalen AG, Munster, Deutschland) verwendet, im
Vergleich zu Argon wird das Helium nicht von TRFA detektiert und so wird eine

SignalUberlappung mit anderen Elementen wie z.B. Chlor vermieden.

Die Quantifizierung der TRFA-Messungen erfolgt durch Zugabe eines internen
Vanadiumstandards zu den aufgeschlossenen Probelosungen. Dafur werden 10 pl
Ammoniumvanadatlésung (1000 mg V I'") zu 990 pl Probelésung gegeben und durch
intensives Schutteln vermischt. 1 pl dieser Mischung wird auf einen 6-Zoll-Si-Wafer
(Silchem, Freiberg, Deutschland) mit Hilfe einer Waferpositionsschablone aufgetra-
gen und auf einer Heizplatte eingedampft. Alle Wafer werden vor der Nutzung
durchgemessen und auf eventuelle Kontaminationen Uberpruft. Die gesamte Proben-
vorbereitung wird in einer Laminarflowbox Typ LFV-1SHU (Asys, Ulm, Deutschland)
durchgefuhrt. Fir den Transport der Wafer zur TRFA werden spezielle Waferboxen

verwendet.

8.4 Mikrowellenunterstitzter Aufschluss

Zur Aufldsung der untersuchten Proben wird ein Mikrowellengerat Multiwave
(Perkin Elmer GmbH, Uberlingen, Deutschland & Anton Paar, Graz, Osterreich)
eingesetzt. In geschlossenen, mikrowellentransparenten Druckgefal®en wird das Pro-
bengut mit der Sauremischung auf typischerweise 200 bis 300 °C erhitzt, zersetzt
und in Losung gebracht. Der Rotor des Gerats ist insgesamt mit 6 Platzen fur Auf-
schlussgefal’e ausgestattet. Der Betrieb des Gerats wird durch die Software:
MULTIWAVE V 4.20. gesteuert. Die Aufschlisse flur spezielle Proben werden in den
Kapiteln 8.9.2, 8.9.3, 8.9.4, 8.9.5

8.5 Lasergranulometerie

Die KorngroRRenverteilungen der synthetisierten Partikel werden mittels Lasergranu-
lometer CILAS 1064 (Quantachrome, Orlean, Frankreich) bestimmt. Der Messbe-

reich des verwendeten Gerates liegt zwischen 0,05 und 1000 um [255].
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Zur Messung werden ca. 500 mg Partikel in einem Becherglas eingewogen,
mit ca.10 ml UPW versetzt und nach starkem Ruhren rasch in die Probezelle des
Granulometers eingebracht. Bei der Messung der Korngrélenverteilung wird das
Partikelgemisch nach der PartikelgroRe auf die zugehdrigen Mengenanteile unterteilt.
Wenn jeder Mengenanteil auf die Intervallbreite seiner Partikelgro3e bezogen wird,
ergibt sich die Verteilungsdichte, auch Frequenzverteilung genannt [256]. Wegen der
feinen Kérnung der Partikel wird die Mie-Korrektur bei der Messung der Korngroflen-

verteilung immer berucksichtigt.

8.6 Elektronenmikroskopie

Fur die elektronenmikroskopische Charakterisierung der Pd-Nanopartikel wird
ein Transmissionelektronenmikroskop JEM 2000 FX (JEOL, Tokio, Japan) eingesezt,
das mit einem SAD (JEOL, Tokio, Japan), HRTEM 2011 (JEOL, Tokio, Japan) und
einem EDX (EDAX, Mahwah, USA) ausgestattet ist. Zu den Messprinzipen der
Gerate sei auf die Kapitel 3.2.3 verwiesen. Alle Messungen werden mit einer Be-
schleunigungsspannung von 120 kV durchgeflhrt.

Zur Probevorbereitung wird 1 ul der wassrigen Partikelsuspension auf ein mit
Kohlenstoff beschichtetes Kupfer-Netz gegeben und nach dem Verdampfen des L6-

sungsmittels ins Hochvakuum des Mikroskops eingeschleust.

8.7 Sonstige Gerate

Ein Elementanalysator Vario EL (Elementar, Hanau, Deutschland) wird fir die
Bestimmung von C-, H-, und N- Elementen in den Probenmatrices eingesetzt. Ca. 3
mg Probensubstanz werden in einer Zinnkapsel eingewogen und im Autosampler
des Gerétes plaziert. Die Kapsel fillt dann in einen Ofen, in dem ein Uberschuss von
Sauerstoff vorgelegt ist. Bei ca. 990 °C wird die Probesubstanz verbrannt. Anschlie-
Rend werden die definierten Verbrennungsgase (CO2, H20, N2) in spezifischen

Trennsaulen (sog. Adsorptions-/ Desorptions-Saulen, engl. Purge-and-Trap)
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separiert und nacheinander einem Warmeleitfahigkeitsdetektor zugeflhrt und
quantifiziert. Dabei wird der prozentuale Anteil eines Elements am Gesamtgewicht

der Substanz bestimmt.

Der Si-Gehalt in den Proben wird als Molybdanblaukomplex nach DIN 38405-
D21 photometrisch bei einer Wellenlange von 695 nm bestimmt [257]. Die Messun-
gen werden mit einem Spectrophotometer UV-160 (Shimadzu, Kyoto, Japan) durch-
geflhrt.

Ein ELISA (engl. Enzyme-linked immunosorbent assay)-Spektrophotometer
(Endogen, Woburn, USA) wird fir den quantitativen Nachweis der von Blutzellen

(PBMC) produzierten Zytokine eingesetzt.

AuRerdem werden folgende Gerate zur Probenvorbereitung verwendet:

Klimakammer Typ VB 1014/S, Vétsch, Balingen, Deutschland

Laminarflowbox Typ DMK, Krause, Bad Hersfeld, Deutschland

Laminarflowbox Typ LFV-1SHU, Asys, Ulm, Deutschland

Laminarflowbox, Captair Filtersystem GmbH, Dusseldorf, Deutschland
Ultraschallbad, Branson, Ultrasonic Cleaner, Danbury, USA

Waage, Sartorius BP 310 S, Sartorius, Géttingen, Deutschland

Zentrifuge 5810R, Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Kugelmuhle, Typ S 1000, Retsch, Haan, Deutschland

Trockenschrank, Memmert, Schwabach, Deutschland
Quarzglas-Ausdampfapparatur, Kirner Analysetechnik, Rosenheim, Deutschind

Reinstwasseranlage, Werner EASYpure® RoDIl, GmbH, Leverkusen, Deutschland
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8.8 Verwendete Chemikalien

a-Aluminiumoxid, p.a., Fluka, Buchs

Ammoniumvanadat, Standardldsung, 1000 mg V I'!, Merck, Darmstadt
Borsaure, p. a., Merk, Darmstadt

Calciumnitrat, p. a., Merk, Darmstadt

Complete™-EDTA-free, Roche Applied Science, Mannheim
Flusssaure 49 %, SLSI Selectipur, Merck, Darmstadt

Ethanol fur die Gaschromatographie, Merk, Darmstadt

Hanks’ Salzlésung (HBSS), Biochrom, Berlin, Deutschland
Kaliumdihydrogenphosphat, p. a., Merk, Darmstadt
Kupfersulfat-Pentahydrat, p. a., Merk, Darmstadt
Magnesiumsulfat-Heptahydrat, p. a., Merk, Darmstadt
Manganchlorid-Tetrahydrat, p. a., Merk, Darmstadt

Methanol fur die Gaschromatographie, Merk, Darmstadt
N,N-Diethyl-N’-benzoylthioharnstoff, (im Arbeitskreis vorhanden)
Natriumborhydrid, p. a., Merck, Darmstadt

Natriumchlorid, p. a., Merck, Darmstadt
Natriummolybdat-Tetrahydrat, p. a., Merck, Darmstadt
Palladium(ll)chlorid, p. a., Merck, Darmstadt

Palladiumnitrat, Standardlésung, 1000 mg I', Merck, Darmstadt

Polygosil 60-4063 RP1s, 40-60 um, Macherey-Nagel, Diren, Deutschland

Salpetersaure 65%, p. a., Merck, Darmstadt

Salzsaure rauchend 37%, p.a., Merck, Darmstadt
Siliziumdioxid, 60G, p. a., Merck, Darmstadt
Wasserstoffperoxid 30%, Merk, Darmstadt

Zellkulturmedium RPMI 1640, Biochrom, Berlin, Deutschland
Zinksulfat-Heptahydrat, p. a., Merck, Darmstadt
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8.9 Probennahme und Probenvorbereitung

8.9.1 Reinigung der Gefale

Die verwendeten Glasgefale werden vor Gebrauch in einer Quarzglas-
Ausdampfapparatur mindestens 4 Stunden mit Salpetersauredampf gereinigt,

dreimal mit ultrareinem Wasser gespult und in einer Laminarstrombox aufbewahrt.

Die MikrowellengefalRe werden im Mikrowellengerat mit konzentrierter Salpetersaure
mit einem von Hersteller angegebenen Reinigungsprogramm behandelt.

8.9.2 Tunnelstaub

Die Tunnelstaubproben wurden im Juni 2007 von Dachern der Notruftelefon-
zellen mit einer Burste und einem Kunststoffspatel im Verlauf eines Tages ge-
sammelt und in handelsublichen PE-Gefallen aufbewahrt. Vor der Analyse werden
die Staubproben 24 h im Trockenschrank bei 120 °C getrocknet und 2 min in einer
Kugelmiihle bei einer Umdrehungsgeschwindigkeit von 800 U min™" homogenisiert.
Da sich nur kleine Partikel auf den Telefonzellendachern absetzen, ist vorher-

gehendes Sieben nicht erforderlich.

Fir den mikrowellenunterstutzten Totalaufschluss der Proben werden 300 bis
500 mg Stralkenstaub, 5 ml HNO3; (65 Gew.-%) und 2 ml H2O, (31 Gew.-%) in die
Tetrafluorometoxil-(TFM) Aufschlussgefal’e gegeben. Feste Partikel werden mit den
Aufschlussreagenzien von der Gefallwand gespult. Nach etwa 10 min, wenn die
ersten heftigen Reaktionen abgeklungen sind, werden die Gefalle verschlossen und

die erste von insgesamt drei Mikrowellenaufschlussstufen gestartet (vgl. Tabelle 28).

Nach dem Abkuhlen auf die RT werden die Gefalte geotffnet und 3 ml HF
(49 Gew.-%) zur Aufschlusslosung zugegeben. Die Gefalle werden wieder ver-
schlossen und der zweite Aufschlussstufe wird gestartet. Nach dem Abkuhlen auf die

RT werden die GefalRe erneut gedffnet und entweder 54 ml einer gesattigten H3BOs-
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Lésung (47 g I'") oder 2 g feste HsBO3 und 30 ml ultrareines Wasser zugegeben und

die dritte und letzte Aufschlussstufe gestartet (vgl. Tabelle 28).

Tabelle 28 Leistungsprogramme und Reagenzien fiir den mikrowellenuntersttitzten
Hochdruckaufschluss der Tunnelstaubproben (**: gepulster Kiihimodus )
Schritte Energie [W] Zeit [min] Energie [W] Klhlung
Erste Stufe: 5 ml HNOs3, 2 ml H,O,
1 100 10 500 o
2 500 8 800 0
3 800 10 800 0
Abkuhlen 0 15 0 3
Zweite Stufe: 3 ml HF
1 500 5 1000 0
2 1000 25 1000 0
Abkuhlen 0 15 0 3
Dritte Stufe: 2 g H3BOs und 30 ml H,0O
1 500 5 1000 0
2 1000 10 1000 0
Abkuhlen 0 15 0 3

Die Aufschlusslésungen werden in 100 bzw. 50 ml Glasskolben Uberfihrt und

mit ultrareinem Wasser aufgefullt.

8.9.3 Boden

Die Bodenproben wurden im November 2007 in den Versickerungsmulden
entlang der Autobahn (A 92) und der Kreisstralle Freising (FS 6) gesammelt. Die
Probennahme wird gemaly DIN EN ISO Norm 22475-1 mit einem 60 cm langen
Stechzylinder (Bohrstock) mit einem Durchmesser von 1 cm durchgefihrt. Der Zylin-
der wird ohne Drehungen in den Boden gedrickt und dann wird die Probe durch eine
180°-Drehung abgeschert und langsam nach oben gezogen. Die erhaltenen Boden-
proben werden dann bei 105°C in einem Trockenschrank bis zur Gewichtskonstanz

getrocknet. Anschlieliend werden sie zerkleinert und gesiebt. Die Maschenweite des
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Siebs betrug 2 mm. Vor dem Aufschluss werden die Bodenproben 10 min in einer

Kugelmiihle bei einer Umdrehungsgeschwindigkeit von 800 U min™" homogenisiert.

Der Totalaufschluss wird im Mikrowellengerat in drei Stufen erreicht. In der
ersten Aufschlussstufe werden 300 mg Boden mit einer Mischung aus 5 ml HNO;
(65 Gew.-%) und 2 ml H,0, (31 Gew.-%) in Quarzaufschlussgefalen versetzt. Nach
etwa 15 min, wenn die ersten heftigen Reaktionen abgeklungen sind, werden 3 ml
HCI (37 Gew.-%) zugegeben. Die Mischung bleibt nun eine Stunde stehen, damit die
Vorreaktionen ablaufen kdnnen. Anschlie3end werden die Gefalte verschlossen und

die erste von drei Aufschlussstufen gestartet (vgl. Tabelle 29).

Fur die zweite Stufe werden die Proben aus den Quarzgefalen in Tetrafluoro-
metoxil-(TFM) Aufschlussgefalle Uberfuhrt. Die Quarzgefalle werden mit 1ml HNO3
(65 Gew.-%) nachgesplult und die Spullésung ebenfalls in die TFM-Gefalde Uberflhrt.
Danach werden 3 ml HF (49 Gew.-%) zugegeben. Die Gefalke werden wieder ver-
schlossen und der zweite Aufschlussstufe wird gestartet. Nach dem Abkuhlen auf die
RT werden die Gefalle erneut gedffnet und 2 g feste H3BO3; und 30 ml ultrareines
Wasser wird zur Aufschlusslosung gegeben. Die Gefalle werden verschlossen und

die letzte Stufe des Aufschlusses wird gestartet (vg. Tabelle 29).
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Tabelle 29 Leistungsprogramme und Reagenzien fiir den mikrowellenuntersttitzten
Hochdruckaufschluss der Bodenproben (( Y: gepulster Kiihimodus )
Schritte Energie [W] Zeit [min] Energie [W] Kihlung
Erste Stufe: 5 ml HNOs;, 2 ml H,O,, 3 ml HCI
1 500 5 1000 (A
2 1000 25 1000 (R
Abkuhlen 0 15 0 3
Zweite Stufe: 3 ml HF
1 500 5 1000 0
2 1000 25 1000 0®
Abkuhlen 0 15 0 3
Dritte Stufe: 2 g H3BO3 und 30 ml H,0O
1 500 5 1000 0®
2 1000 10 1000 0®
Abkuhlen 0 15 0 3

Die Aufschlusslosungen werden in 100 ml Messkolben uberfihrt und mit ultra-

reinem Wasser aufgefullt.

8.9.4 Klarschlammasche

Die Klarschlammascheproben wurden vom Klarwerk Stuttgart-Muhlhausen zur
Verfugung gestellt. Die Proben sind als Ruckstellmuster im Hauptklarwerk Stuttgart-

Muhlhausen archiviert.

Die Klarschlammasche wird durch Verbrennung von Klarschlamm gewonnen.
Der Klarschlamm wird zundchst mit Hilfe eines Schwerkrafteindickers und einer
Zentrifuge unter Einsatz kationischer, organischer Reagenzien entwassert, auf einen
Wassergehalt von ca. 50% getrocknet und in einem Wirbelschichtofen bei 950°C
verbrannt. Dabei entstehende Klarschlammasche wird durch einen Elektrofilter abge-
schieden. Eine Stichprobe der Asche entspricht einer Mischprobe Uber einen

Zeitraum von 10 Tagen. Es handelte sich um bereits homogenisierte Proben, die vor
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dem mikrowellenunterstitzten Aufschluss lediglich 24 h im Trockenschrank bei 120

°C getrocknet wurden.

Der Aufschluss der Klarschlammasche wird in TFM-Aufschlussgefal3en durch-
gefuhrt. Zu 100 mg Probe werden nacheinander 4 ml HNO; (65 Gew.-%), 1 ml HCI
(31 Gew.-%) und 0,5 ml H,SO4 (96 Gew.-%) gegeben. Feste Partikel werden mit den
Aufschlussreagenzien von der Gefallwand gespult. Die Gefalle werden dann ver-
schlossen und die erste von insgesamt drei Aufschlussstufen gestartet (vgl. Tabelle
30).

Nach dem Abkuhlen auf Raumtemperatur werden die Gefalke gedffnet und als
Aufschlusslosung 1,5 ml HF (49 Gew.-%) hinzugefugt. Die GefalRe werden wieder
verschlossen und die zweite Aufschlussstufe wird gestartet. Nach dem Abkuhlen auf
RT werden 27,2 ml einer gesattigten HsBOs-Lésung (47 g I'') zugegeben und die
dritte Aufschlussstufe gestartet (vgl.Tabelle 30).

Tabelle 30 Leistungsprogramme und Reagenzien fiir den mikrowellenuntersttitzten
Hochdruckaufschluss der Kldrschlammascheproben ((” : gepulster Kiihimodus )
Schritte Energie [W] Zeit [min] Energie [W] Klhlung
Erste Stufe: 4 ml HNOs;, 1 ml HCI, 0,5 ml H,SO,
1 400 10 900 (R
2 900 25 1000 0o
Abkuhlen 0 15 0 3
Zweite Stufe: 1,5 ml HF
1 400 5 900 0
2 900 25 1000 0®
Abkuhlen 0 15 0 3
Dritte Stufe: 27,2 ml
1 400 5 1000 0
2 1000 10 1000 0®
Abkuhlen 0 15 0 3

Die Aufschlusslosungen werden in 50 ml Glasskolben Uberfuhrt und mit ultra-

reinem Wasser aufgefullt.
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8.9.5 Gerstepflanzen

Als Versuchspflanze wird die Gerstensorte ,Barke“ (Hordeum vulgare L.) ein-
gesetzt. Das Saatgut wurde von der Bayerischen Landesanstalt fur Landwirtschaft
(LfL), Freising, erhalten. Als Anzuchtmedium der Gerstenpflanzen wird einen modifi-
ziertes Hoagland’s E Kulturmedium eingesetzt. Die chemische Zusammensetzung

des Mediums ist in Tabelle 31 angegeben.

Tabelle 31 Zusammensetzung des modifizierten Hoagland’s E-Kulturmediums [216].
Chemikalie Konzentration
woupw) | urioom
KH,PO, 0,115g1”
KNO3 0,606 g I
Ca(NO;), 0,657 g I
MgSOQ, x 7H,0 0,241 g1
H3BO; 2,86 mg I
MnCl, x 4H,0 1,81 mg I
ZnS0O,4 x 7TH,0 0,22 mg I
CuSO, x 5H,0 0,08 mg I
Na,MoO, x 4H,0 0,02mg I
Fe-HBED 1,7mg 1"

Fe-HBED-Eisen-N,N’-Bis-(2-Hydroxybenzoyl)-Ethylendiamin-N-N"-diacetat

Als Kulturgefalde werden aus transparentem Kunststoff gefertigte Pflanzen-
anzuchtgefaRe Phytatray 1I™ (
Kulturmedien werden mit Pd-Nanopartikeln, Pd-Mikropartikel bzw. Pd/SiO,-Partikeln

versetzt, so dass die Pd-Endkonzentrationen der Medien fur jeden Partikelart 10

Sigma, Taufkirchen, Deutschland) eingesetzt. Die

pmol I 25 pumol ", 50 pmol I 75 pmol I" und 100 pumol I entsprechen.

Die Pflanzen werden in einem Schwimmschichthydrokulturverfahren gezich-
tet. Dieses Hydrokultursystem basiert auf einem schwimmfahigen Kultursubstrat aus
Polymer-Granulat HD-PE (engl. High density-polyethylen), welches einen im Kultur-

medium schwimmenden Substratkorper bildet. Fur die Anzucht werden zunachst die
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keimfreien Gerstensamen auf der 2 cm dicke Schwimmschicht in einem Kulturgefaly
aufgebracht. 150 ml des Kulturmediums wird am Rand des Kulturgefalles zuge-
gossen. Dabei flllt sich zunachst der Porenraum in der Granulatschicht mit
Fllssigkeit. Bei weiterer Zugabe von Medium schwimmt die Schicht mit den Samen
auf. Die Gerstenpflanzen wachsen nun in dieser schwimmenden HD-PE-Granulat-
Substratschicht heran. Neben einer Kontrollprobe (ohne Palladiumpartikelzusatz)
werden jeweils drei Pflanzenproben pro Pd-Partikelart bzw. Pd-Konzentration 7 Tage
unter kontrollierten Bedingungen angezogen. Dazu werden die Kulturgefalle in einer
Klimakammer Typ VB 1014/S (Vétsch, Balingen, Deutschland) in einer randomi-

sierten Anordnung aufgestellt. Folgende Anzuchtbedingungen wurden eingesetzt:

Lichtphase : 16 h

Dunkelphase : 8 h

Temperatur : 24°C (Licht) / 20°C (Dunkel)

PAR (Photosynthetisch aktive Strahlung): 100 pmol m?s™

Nach der Ernte der Gerste werden Blatter, Samenkorn und Wurzeln von-
einander getrennt, zerkleinert, bis zur Gewichtkonstanz bei 105°C in einem Trocken-
schrank getrocknet und anschlielend in einer Kugelmuhle bei einer Umdrehungsge-

schwindigkeit von 800 U min”' homogenisiert.

Die Auflésung der Gerstepflanzen wird mittels eines einstufigen mikrowellen-
unterstitzten Totalaufschlusses erreicht. Zu 100 mg trockenem Probenmaterial wer-
den nacheinander 3 ml Salpetersaure, 2 ml Wasserstoffperoxid und 3 ml Salzsaure

gegeben und unter Hochdruck (75 bar) aufgeschlossen (Tabelle 32).

Tabelle 32 Leistungsprogramm und Reagenzien fiir den mikrowellenunterstiitzten
Hochdruckaufschluss der Gersteproben ((” : gepulster Kiihimodus )

Schritte Energie [W] Zeit [min] Energie [W] Klhlung
Reagenzien: 3 ml HNOj3, 3 ml HCI, 2 ml H,0,
1 500 5 1000 (e
2 1000 25 1000 o
Abkiihlen 0 15 0 3
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Die Aufschlusslésungen werden in 25 ml Messkolben Uberflhrt und mit ultra-

reinem Wasser aufgefullt.

8.9.6 Kiwipollen

Kiwipollen wurden von den Baumen des mannlichen Genotyps der Sorte
Actinidia deliciosa im Versuchsbetrieb der Universitat Bologna (ltalien) gewonnen
und bei —20 °C in PE-Probengefallen bis zum Gebrauch aufbewahrt [258]. Vor den
Expositionsversuchen werden die Pollen fir 30 min bei 30 °C und hoher relativer
Luftfeuchte von 100 % rehydratisiert.

Als Kulturmedium zur Keimung der Kiwipollen wird eine Nahrlosung aus
Saccharose (0,29 M) und Borsaure (0,4 mM) eingesetzt [240]. Die Keimungsvor-
gange werden in Petri-Schalen durchgefuhrt. Entsprechend der Zielsetzung der Ver-
suche werden die Kulturmedien mit Palladiumpartikeln bis zur jeweiligen Pd-Endkon-
zentration von 0,25 mg 1", 0.5 mg 1", 1 mg 1", 25 mg ", 5mg 1", 7 mg I versetzt.
Die gleichen Expositionsversuche wurden mit l6slichem Palladium durchgefihrt.
Neben einer Kontrollprobe werden jeweils drei Pollenproben fur jede Pd-Konzentra-
tion eingesetzt. Die Expositionszeiten werden auf 30 bzw. 90 min beschrankt. Nach
der Exposition werden die Pollen mit der frischvorbereiteten Nahrlésung gewaschen,

an der Luft getrocknet und in PE-Probengefallen bei —20 °C aufbewahrt.

Zur Aufschluss der Kiwipollen wird das in Tabelle 32 beschriebene Verfahren

eingesetzt.

8.9.7 Blutzellen

Zur Gewinnung mononuklearer Blutzellen (PBMC) wurden Blutproben (jeweils
8 bis 10 ml) von freiwilligen nicht atopischen Spendern (Frauen im Alter von 20-46

Jahren) durch einen Arzt in einem medizinischen Labor der Universitat ,G. D’
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Annunzio® (Chieti-Pescara, Italien) entnommen und in sterile PE-Gefalle mit jeweils 4
ml endotoxinfreihner EDTA-LOsung eingebracht. Die Blutproben wurden dann

innerhalb einer Stunde verarbeitet.

Die Isolierung der PBMC (Lymphozyten, Monozyten und Thrombozyten) aus
der Blutproben wird mittels Dichtegradientenzentrifugation (Eppendorf, Hamburg
Deutschland) durchgefuhrt [259]. Dabei werden PBMC aufgrund ihrer Dichte im
Ficoll-Gradienten von Erythrozyten, Granulozyten und toten Zellen getrennt, danach
mit Hank’s Salzldsung HBSS (engl. Hanks buffered salt solution) gewaschen und in
einem Zellkulturmedium RPMI 1640 (engl. Roswell Park Memorial Institute) mit bzw.

ohne Palladiumzugabe 1 Stunde inkubiert.

Zur Untersuchung der Zytokinproduktion wurde jede PBMC-Probe wie folgt

prapariert:
. Kontrollproben (ohne zusatzliche Reagenzien)
. mit 10 ug ml™* Lipopolysaccharid (LPS)
. mit 10 bzw. 10 M Pd-Nanopartikeln oder K,[PdClg]-Lésung
. mit 10 pg/ml LPS und 10° bzw. 10° M Pd-Nanopartikeln oder K,[PdClg]-

Lésung
Das hier verwendete Lipopolysaccharid (LPS) oder Endotoxin ist ein potenter
Mediator entzindlicher Reaktionen [260]. LPS wird aus der Membran gramnegativer
Bakterien gewonnen und zur Stimulierung der Zytokinproduktion von PBMC

eingesetzt. Nach der Inkubation werden die Proben bei —70 °C aufbewahrt.

8.10 Durchfuhrung der Partikelsynthesen

8.10.1 Herstellung von 0,03 M Na2[PdCI4]-Losung

Zur Beschichtung von Al;O3- bzw. SiO,-Partikeln mit Palladium wird eine 0,03
M Nay[PdCl4]-Lésung hergestellt. Daftr werden 0,053 g Palladiumchlorid (PdCl,) bei
Raumtemperatur in 10 ml 0,035 M NaCl-Lésung (0,041 g NaCl in 20 ml UPW) gelost
und dann ca. 3 Stunden im Ultraschallbad behandelt.
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8.10.2 Herstellung von Pd/Al,O3-Partikeln

5 g Aluminiumoxid (a-Al,O3) werden in 100 ml UPW suspendiert. Unter star-
kem Ruhren bei 0 bis 5°C werden 0,78 ml Na[PdCl4]-Lésung (0,03 M) zur Al,Os-
Suspension pipettiert. Nach 1 Stunde Ruhren werden 1,27 ml einer 0,03 M Natrium-
borhydrid-Lésung (0,022 g NaBH4 in 20 ml UPW) zugig zugetropft. Die Pd/Al,Os-
Partikel werden abzentrifugiert und durch Abdekantieren von der uberstehenden Lo-
sung abgetrennt. Die erhaltenen Partikel werden erneut mit Ultrapurwasser versetzt,
intensiv geruhrt und abzentriefugiert. Dieser Reinigungsvorgang wird zwei Mal
wiederholt. Gereinigte Partikel werden anschlielend 12 Stunden bei 150 °C im

Trockenschrank getrocknet.

8.10.3 Herstellung von Pd/SiO,-Partikeln

5 g Siliziumoxid (SiO2) werden in 100 ml UPW suspendiert und 24 Stunden
geruhrt. Danach werden 0,78 ml Nay[PdCls]-Lésung (0,03 M) unter starkem Rihren
bei 0 bis 5°C zur SiO,-Suspension pipettiert. Nach 6 Stunden Ruhren werden 1,27
ml 0,03 M Natriumborhydrid-Losung (0,022 g NaBH,4 in 20 ml UPW) zlgig zugege-
ben. Die Pd/SiO,-Partikel werden abzentrifugiert und durch Abdekantieren von der

uberstehenden Losung abgetrennt.

Zur Partikelreinigung werden die erhaltenen Partikel erneut mit Ultrapurwasser
versetzt, intensiv geruhrt und anschliefend abzentriefugiert. Dieser Reinigungsvor-
gang wird zwei Mal wiederholt. Die erhaltenen Partikel werden schlieRlich im

Trockenschrank 12 Stunden bei 150 °C getrocknet.
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8.10.4 Herstellung von reinen Pd-Nanopartikeln

Ein entsprechendes Volumen (siehe Spalte 1 Tabelle 33) einer Pd(NO3),-
Standardlésung (1000 mg Pd I') wird in 100 ml UPW unter Rihren verdiinnt. Nach
20 min Ruhren wird bei 0 bis 5 °C eine stdéchiometrische Menge (siehe Spalte 3
Tabelle 33) einer 0,03 M- Natriumborhydrid-Lésung (0,022 g NaBH,4 in 20 ml UPW)
zugig zugegeben. Dabei verandert sich die Farbe der Probenlésungen in

Abhangigkeit von Pd-Konzentration von farblos nach grau bzw. schwarz.

Tabelle 33 Herstellung von reinen Palladium-Partikeln
Konzentration hergestellter Volumen von Volumen von
Pd-Suspension (100 ml) Pd-Standardlésung NaBH,-Lésung (0,03 M)
10 uM 0,10 ml 0,05 ml
25 uM 0,50 ml 0,25 ml
50 uM 1,00 ml 0,50 ml
75 uM 1,5 ml 0,75 ml
100 pM 2,00 ml 1,00 ml

Zur Reinigung der synthetisierten Nanopartikel werden diese soweit agglo-
meriert, dass man letztlich sedimentierbare Agglomerate erhalt. Daflir werden die
kalten Pd-Suspensionen unter starkem Ruhren sehr schnell auf 25-30 °C erwarmt.
Dabei bilden sich Agglomerate in einem GroRenbereich von 1 bis 5 um, die sich
leicht durch zentrifugieren abtrennen lassen. Die Partikel werden dann zwei Mal mit
UPW gereinigt und anschlieBend in UPW aufbewahrt. Die Erzeugung von Pd-
Nanopartikeln (1-10 nm) wird durch eine Behandlung der gereinigten Agglomeraten
im Ultraschallbad (60-90 min) erreicht. Die erhaltenen kolloidale Losungen werden im

Kuhlschrank aufbewahrt.
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8.10.5 Schmelzaufschluss von Pd/Al,O3-Partikeln

100 mg Pd/Al,O3-Partikel werden mit 300 mg Borsaure gemischt und in einem
Platintiegel gerade Uber den Schmelzpunkt der Borsaure erhitzt. Nach 10 min wird
die Temperatur erhoht, bis eine Verfestigung der Mischung auftritt. Diese Temperatur
wird fur weitere 10 min gehalten. Danach wird die Mischung auf RT abkuhlt, mit 3 ml
UPW versetzt und 15 min gekocht. Die Losung wird dann in ein Becherglas gebracht
und mit 10 ml Salpetersaure (65 Gew.-%) versetzt. Diese Mischung wird zum Sieden
erhitz. Nach 15 min Kochen wird die Losung auf RT abgekuhlt, in einen Messkolben
uberfuhrt und mit UPW aufgefillt.

8.10.6 Mikrowellenunterstiutzter Aufschluss von Pd/Al,Oz-Partikeln

300 mg Pd/Al,Os-Partikel werden mit 7 ml Salpetersaure (65 Gew.-%) bei 75
bar 50 min im Mikrowellengerat behandelt. Partikulares Palladium wird dabei mit
Salpetersaure oxidiert und geldst. a-Al,O3 bleibt dabei nicht aufgeschlossen. Zur Pd-
Bestimmung werden 5 ml der Uberstandlésung in eine 25 ml Messkolbe (iberfihrt

und mit ultrareinem Wasser aufgefullt. Das Aufschlussprogramm ist in Tabelle 34

angegeben.
Tabelle 34 Leistungsprogramme und Reagenzien fiir den mikrowellenunterstlitzte
Hochdruckaufschluss der Partikelproben ((” : gepulster Kiithimodus )
Schritte Energie [W] Zeit [min] Energie [W] Kihlung
Reagenzien: 7 ml HNO;
1 100 10 500 0
2 500 8 800 0
3 800 10 800 0
Abkihlen 0 15 0 3
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8.11 Statistische Grundlagen

Die aus den analytischen Verfahren erhaltenen Daten sind grundsatzlich
fehlerbehaftet. Dabei unterscheidet man konstant- bzw. proportional-systematische
und statistische Fehler. Systematische Fehler, die durch Matrix- oder Verfahrens-
einflisse entstehen, wirken sich auf die Richtigkeit der Ergebnisse aus und kénnen
bzw. mussen vermieden werden. Die statistischen Fehler wirken sich dagegen auf
die Prazision aus und konnen nur minimiert werden. Aufgrund dessen sind zur
Bewertung der Prazision eines Analysenergebnisses Mehrfachmessungen
erforderlich, deren statistische Auswertung Ruckschlisse auf die wahre Konzentra-

tion des Analyten zulasst.

8.11.1 Mittelwert und Standardabweichung

Wird eine Analytkonzentration n-fach bestimmt, so werden die zugehdrigen

Einzelmesswerte als y; bezeichnet. Der Mittelwert y errechnet sich nach Formel 1.

Formel 1 Mittelwert
_ 18
y=— ZYi
N5
y Mittelwert der Einzelmessungen
n Anzahl der Messwerte
Yi i-ter Einzelmesswert

Die Standardabweichung s ist ein Mal} flr die Streuung der Messwerte um

ihren Mittelwert. Je enger die Werte um y verteilt sind, desto kleiner ist die Standard-

abweichung. Sie wird nach Formel 2 berechnet.
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Formel 2 Standardabweichung

s Standardabweichung

n Anzahl der Messwerte

Yi i-ter Einzelmesswert

y Mittelwert der Einzelmessungen

8.11.2 Ermittlung der Verfahrenskenndaten aus der Kalibrierfunktion

Bei der Atomabsorptionsspektrometrie handelt es sich um eine
kalibrierbedurftige Methode. Aus einem Kalibrierexperiment resultieren primar N
Wertepaare (x;, yi), wobei einem Konzentrationswert x; der Informationswert y; zu-
geordnet wird. N entspricht hierbei der Anzahl der Gesamtmessungen aller Kalibrier-

standards. Durch die erhaltenen Punkte kann eine ideale Gerade y = a+ bx gelegt

werden.

Zur Bestimmung des Achsenabschnitts a und der Steigung b wird die Methode
der kleinsten Fehlerquadrate nach Gaul8 herangezogen (lineare Regression). Dabei

sind a und b wie folgt definiert:

Formel 3 Steigung der Kalibriergerade

N N N
NZXiYi - zxizyi
_ =1

b — i=1 i=1

Nixiz - (ixi )2
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b Steigung
Gesamtzahl aller Messungen im Kalibrierexperiment

X i-ter Konzentrationswert des Kalibrierexperiments
Yi i-ter Einzelmesswert des Kalibrierexperiments
Formel 4 Achsenabschnitt der Kalibriergerade
N N
zyi - ble
a= i=1 i=1
N
Achsenabschnitt
b Steigung
Vi i-ter Einzelmesswert des Kalibrierexperiments
X i-ter Konzentrationswert des Kalibrierexperiments
N Gesamtzahl aller Messungen im Kalibrierexperiment

Die Reststandardabweichung sy ist ein Mal} fur die Streuung der Messwerte

um die Regressionsgerade. Sie wird nach Formel 5 berechnet.

Formel 5 Reststandardabweichung

Z(yi_yi)z
N-2

S Reststandardabweichung

Y aus der Regressionsfunktion berechneter i-ter Messwert
Yi i-ter Einzelmesswert des Kalibrierexperiments

N Gesamtzahl aller Messungen im Kalibrierexperiment

Ausgehend von sy kann die Verfahrensstandardabweichung syo berechnet
werden. Sie beschreibt in eindeutiger und allgemeingultiger Weise die Gute eines

Analysenverfahrens.
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Formel 6 Verfahrensstandardabweichung
S
Seo = —
x0 b
Sy Verfahrensstandardabweichung
Sy Reststandardabweichung
b Steigung

Die Unsicherheit der Kalibrierfunktion kann aus Berechnung der Unsicherheit
aller Punkte x; der Kalibrierfunktion bestimmt werden. Sie wird als Vertrauensbereich

der Kalibrierfunktion bezeichnet. Dazu wird Formel 7 verwendet.

Formel 7 Vertrauensbereich der Kalibrierfunktion

1 X, — X)?
VBKaIib. = \/2FP,f1,f2 'Sy N_+N°—

VBxain. Vertrauensbereich der Kalibrierfunktion

F Tabellenwert des F-Tests (f; = 2, f,= N -2)

P statistische Sicherheit

Sy Reststandardabweichung

N, Gesamtzahl aller Messungen im Kalibrierexperiment
X; i-ter Konzentrationswert des Kalibrierexperiments

X Mittelwerte der x;

b Steigung

Die geforderte statistische Sicherheit und die Anzahl der Wiederholungs-
messungen wird durch das Quantil der t-Verteilung berlcksichtigt, welche in den F-

Test eingeht. Alle in dieser Arbeit berechneten Werte beziehen sich auf eine
statistische Sicherheit von 95%.
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Der Vertrauensbereich eines zukinftigen Messwerts, das Prognoseintervall
Pl(x) ist ein MalR} fur die Messunsicherheit einer unbekannten Probe. Es wird mit

Formel 8 berechnet.

Formel 8 Prognoseintervall

S v _v)?
PIX) =ty 2 [ L e TS

N
N N ey (- %2

i=N

Pl Prognoseintervall

t Quantil der t-Verteilung
statistische Unsicherheit
Steigung

Reststandardabweichung

Np Anzahl der Mehrfachmessungen einer zukinftigen Probe
N Gesamtzahl aller Messungen im Kalibrierexperiment

VN,, Mittelwert aus den Einzelmessungen der Probe

y Mittelwerte der y;

X; i-ter Konzentrationswert des Kalibrierexperiments

x|

Mittelwerte der x;

Neben der Verfahrensstandardabweichung bestimmt die Nachweisgrenze die
Leistungsfahigkeit eines Verfahrens. Diese ist nach Funk et al. [261] definiert als die
kleinste Konzentration, welche mit der jeweils geforderten statistischen Sicherheit
nachgewiesen werden kann. Zu ihrer Ermittlung wird die Kalibrierfunktion heran-
gezogen, da so im Gegensatz zum 3c-Verfahren reale Streuungen der Messwerte
uber den betrachteten Konzentrationsbereich berucksichtigt werden. Die Nach-
weisgrenze wird nach Formel 9 unter Verwendung des Hilfswerts y. (s. Formel 10)

ermittelt.
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1.1, (e-y)

S
Formel 9 Nachweisgrenze: NWG =2-t,, , - — |—+—+

N
b INe N pashx — )2

NWG Nachweisgrenze
t Quantil der t-Verteilung
P statistische Unsicherheit
Steigung
Sy Reststandardabweichung
Np Anzahl der Mehrfachmessungen einer zukinftigen Probe
N Gesamtzahl aller Messungen im Kalibrierexperiment
y Mittelwerte der y;
X; i-ter Konzentrationswert des Kalibrierexperiments
X Mittelwerte der x;
Ye Hilfswert (s. Formel 10)
Formel 10 Hilfswert zur Berechnung der Nachweisgrenze

Ye

1 1
=a+tpn,S, [+ +

YZ

NP N Z‘,(Xi_i)2

Achsenabschnitt

Quantil der t-Verteilung

Reststandardabweichung

Anzahl der Mehrfachmessungen einer zukinftigen Probe

Gesamtzahl aller Messungen im Kalibrierexperiment
i-ter Konzentrationswert des Kalibrierexperiments

Mittelwerte der x;



Anhang 142

8.11.3 Standardadditionsmethode

Wenn mit Hilfe der Wiederfindungsfunktion systematische Fehler erkannt
wurden, mussen diese beseitigt bzw. kompensiert werden. Bei konstant-systemati-
schen Fehlern kann dies relativ unproblematisch durch Matrixanpassung der
Kalibrierstandards geschehen. Bei proportional-systematischen Fehlern mul3 das
Verfahren der Standardaddition angewendet werden [262]. Dabei wird zu der Pro-
benlosung mit unbekanntem Analytgehalt in verschiedenen Konzentrationen
zudotiert. Daraus resultiert eine Kalibrierfunktion, deren Schnittpunkt mit der Kon-
zentrationsachse dem gesuchten Analytgehalt in der Probe entspricht. Bei der Wahl
der addierten Konzentrationen muss darauf geachtet werden, da® der lineare
Arbeitsbereich des Verfahrens nicht Uberschritten wird. Die Anzahl der Addi-
tionsstandards sollte vier nicht unterschreiten, wobei die Additionskonzentration
maximal 100 % der Ursprungskonzentration betragen sollte. Da die Streuung der
Additionsfunktion an dieser Stelle naturgemal sehr grof ist, ist ein durch Standard-

addition ermittelter Wert immer unsicherer als normal gemessene Konzentrationen.

8.11.4 Korrelationsanalyse

Fur die Korrelationsanalyse wurden die Statistik Software wie ,Win STAT" fr
EXCEL und GraphPad Software, La Jolla, CA, USA, version 5.0 a verwendet.

Mit einer Korrelationsanalyse wird ublicherweise untersucht, ob zwischen zwei
Variablen ein Zusammenhang besteht. Der Korrelationskoeffizient nach Pearson (r)
ist ein Mal} fur den linearen Zusammenhang zwischen zwei kontinuierlich skalierten
Variablen. Der Korrelationskoeffizient kann Werte zwischen —1 und +1 annehmen.
Das Vorzeichen des Koeffizienten gibt die Richtung des Zusammenhangs und sein
Absolutwert die starke an. Eine positive Korrelation bedeutet, dass so bald sich
Werte der einen Variable erhohen, sich auch Werte der anderen Variable erhdhen

(grafisch: von links unten nach rechts oben ansteigende Gerade: positives
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Vorzeichen). Eine negative Korrelation bedeutet, dass die Werte der einer Variable
abnehmen, wahrend die Werte der anderen Variable ansteigen (grafisch: von links
oben nach rechts unten fallende Gerade: negatives Vorzeichen). Ein niedriger Korre-
lationskoeffizient driick aus, dass kein linearer Zusammenhang zwischen den beiden
untersuchten Variablen vorliegt. Werte um +/-1 dricken einen perfekten linearen

Zusammenhang aus.

Die statistische Signifikanz (p-Wert) sagt aus, wie gro3 die Wahrscheinlichkeit
ist, dass der gemessene Unterschied dem Zufall entspringt. p< 0,05 bedeutet, dass
die Wahrscheinlichkeit kleiner als 5% ist, dass der gemessene Unterschied zwischen
den zwei Vergleichsgruppen nur auf Zufall beruht. In der Forschung ist es deshalb

bedeutsam, signifikante Unterschiede genauer zu analysieren.

p>0,05 nicht signifikant p<=0,01 sehr signifikant
p<=0,05 signifikant p<=0,001 héchst signifikant

Die detaillierten theoretischen Grundlagen der Korrelationsanalyse bzw.

statistischer Signifikanz sind im Lehrbuch von Biihl [263] ausfuhrlich dargestellt.
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