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Zusammenfassung 
Das PHstat-Verfahren ist eine Methode zur Untersuchung des Mobi- 
lisationsverhaltens yon Schwermetallen und anderen Schadstoffen 
in Abh~ingigkeit zum pH-Wert. Die freigesetzten Schwermetalle 
werden normalerweise mit der Atomabsorptions- (AAS) oder der 
Emissions-Spektrometrie (ICP-OES) bestimmt. Diese Werte k6nnen 
als Gesamtgehalt an mobilisiertem Metall betrachtet werden und 
geben keine Aussagen fiber die wirkungsbezogene reale Toxizit~it 
des Eluats bzw. des untersuchten Feststoffes. 

Eine Kombination mit einem wirkungsbezogenen Verfahren wie 
dem Biolumineszenz-Hemmtest mit Leuchtbakterien erm6glicht 
eine differenzierte Aussage tiber die (Skotoxizit~it eines Feststoffes. 
Durch eine Variation des Hemmtests (Zusatz von EDTA) ist es so- 
gar m6glich, Hinweise auf die Hauptbindungsform der Schwerme- 
talle und den Anteil der organischen Substanzen an der Hemmwir- 
kung abzusch~itzen. 
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Abstract 
Effect-Oriented Environmental Analysis by Combination of: 
pI-I~m~-Procedure and Bioluminescence-lnhibition Test: 
Mobifisation of Heavy Metals from Sofids 

The pH,t~t-Procedure is a method to examine the pH-dependent mo- 
bilisation of heavy metals and other pollutants from solids. The me- 
tals in such extracts are usually determined by atomic absorption 
(AAS) or by emission spectrometry (ICP-OES). The obtained values 
present the total amount of mobilized metals. A statement concern- 
ing the effect-oriented true toxicity of the extract, respective of the 
examined solid, is not possible. 

A combined effect-oriented procedure, such as a the bioalumines- 
cence-inhibition test with luminescence bacteria enables a precise 

statement about the ecotoxicity of solids. A Variation of the inhibi- 
tion test (addition of EDTA) indicates the main binding forms of 
heavy metals and the part of inhibmon caused :by organic material. 

Keywords: pHs.at-procedure; bioluminescence-inhibition test; 
lumlnescence bacteria test; procedure-combination, 
pH,=t-procedure and bioluminescence inhibition test; 
mobilisation, heavy metals of; atomic absorption spec- 
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1 Einleitung 

Zur  Untersuchung des pH-Einflusses auf die Mobi l is ier -  
b a r k e r  yon Schwermetal len aus B6den, Schl~mmen und 
Sedimenten wurde  yon OBERMANN und CREMER [l]  das so- 
genannte  PHstat-Verfahren entwickel t .  Ffir die maximale  
M ob i l i s i e rba rke i t  der  Schadstoffe,  als , ,worst  case" be- 
zeichnet, sind die pH-Werte  4 und 11 gew~ihlt worden.  Die 
Elution bei p H  4 simuliert den Einfluf~ des sauren Regens; 
bei p H  11 werden vornehmlich die Metal lante i le  freige- 
setzt, die an Huminsfiuren gebunden vorliegen. Eine Elu- 
t ion bei p H  4 ist zur Feststellung der Umweltvertr~glichkeit  
und zur Untersuchung von Langzeiteffekten in natfirlichen 
Umgebungen zu empfehlen. 

Die Gesamtkonzent ra t ionen der Schwermetalle in Eluaten 
werden in der Regel mit den Methoden  Atomabsorp t ions-  
Spektrometr ie  (AAS) oder  ICP-OES (optischer Emissions- 
Spektrometrie) bestimmt. Die so ermittelten Daten liefern 
nur unzureichende Informationen fiber die zu erwartende 
Okotoxizit~it, da verschiedene chemische und physikalische 
Z u s t a n d s f o r m e n  - als Elementspezies  def inier t  - n icht  
ber i icks icht ig t  sind. Der  Bio lumineszenz-Hemmtes t  mi t  
Leuchtbakter ien dagegen stellt ein Verfahren dar, das zur 
Bestimmung der m6glichen Toxizit~it yon Metal len und or- 
ganischen Substanzen in Wasser [2] und auch Eluaten [3] 
eingesetzt werden kann. 
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Wenn die Mefbedingungen des Biolumineszenz-Tests gefin- 
dert werden, zum Beispiel durch Zugabe des Komplexbild- 
ners EDTA, kann auch zwischen freien, verffigbaren und 
gebundenen Schwermetall-Ionen unterschieden werden. 
Ein Vergteich der Hemmwirkungen auf Leuchtbakterien 
zwischen freien Metallionen und mit EDTA komplex ge- 

: bundenen Metallen zeigt, daft EDTA die toxische Wirkung 
der Schwermetalle erheblich verringert bzw. weitgehend 
unterdrfickt [3, 4]. 

Die Kombination des pH tat-Verfahrens mit dem Biolumi- 
neszens-Hemmtest sollte eine differenzierte Aussage so- 
wohl fiber die Mobilisierbarkeit als auch die Toxizit~it der 
mobilisierten Schwermetallanteile in den Eluaten erm6gli- 
chen. Mit den ver~nderten Hemmtestbedingungen k6nnen 
somit Effekte beobachtet werden, die einen Hinweis auf die 
reale Toxizitfit - hier die Wirkung auf Leuchtbakterien - 
und die Hauptbindungsform im Sinne der Elementspezies- 
analytik der Schwermetalle ergeben sollte. 

2 Experimentelles 

2.1 Probenmaterialien 

Es handelt sich bei allen untersuchten Proben um Material 
aus der Region des Oberharzes. 

Ffir die Gewinnung der Haldenmaterialien wurden ver- 
schiedene Abraumhalden an unterschiedlichen Stellen 
(Haldentop, Haldenflanke, Haldenfuf) in 0,5 m Tiefe be- 
probt. Das gewonnene Material wurde luftgetrocknet, grob 
gebrochen und der Anteil mit einer Korngr6fe fiber 1 cm 
abgesiebt und verworfen. 

Die Sedimente stammen aus verschiedenen Bach- bzw. 
Flufl~ufen. Nach Lufttrocknung dnd Brechen wurden bei 
den Sedimenten 1 und 2 die Anteile fiber 2 mm abgesiebt 
und verworfen. Das Sediment 3 wurde nur luftgetrocknet. 

Die pH-Werte der Bodenl6sungen in Tabelle 1 wurden 
nach DIN $4 bestimmt. Die Metallgehalte der Feststoff- 
proben wurden durch Druckaufschluf nach TOLG mit 2 
mL HNO 3 und 2 mL HF sowie 5 Stunden bei 165 °C und 
Messung mittels ICP-OES bestimmt. 

Tabelle 2 gibt die Kohlenstoffgehalte der Festproben sowie 
der Eluate wider. Die CSB-Werte wurden mit dem Kiivet- 
tentest LCK 414 (Dr. Bruno Lange, GmbH, Dfisseldorf) be- 
stimmt. 

2.2 Verwendete Ger~ite 

Die Kohlenstoffgehalte wurden mit dem LiquiTOC (Hera- 
eus, Hanau) bestimmt. Die Druckaufschlfisse erfolgten mit 
dem BTU 842 (Berghof Labortechnik, Eningen). Fiir die 
Elution nach den PHstat-Verfahren ist das Ger~it behrotest, 
PHstat 4+4 (behr Labor-Technik GmbH, Dfisseldorf) ver- 
wendet worden. Der Biolumineszenz-Hemmtest wurde mit 
dem LUMIStox (Dr. Bruno Lange GmbH, Dfisseldorf) 
durchgeffihrt. Die Bestimmung der Gesamtmetallgehalte 
erfolgte mittels einer ICP-OES (SPECTRO Analytical In- 
struments, Kleve). 

Tabelle 1: pH-Werte und Metallgesamtgehalte der eingesetzten Pro- 
benmaterialien 

Probe pH Boden- Metallgesamtgehalte [mg/kg] 
I~sung a Cd Pb Cu Zn 

Halde 1 
Halde 2 
Halde 3 
Halde 4 
Sediment 1 
Sediment 2 
Sediment 3 

6,6 
6,5 
6,6 
8,4 
7,3 
7,4 
7,0 

44 14300 9770 26700 
60 1820 306 7820 
86 30900 3010 28500 
65 5970 453 9060 
36 19200 307 3910 
22 16100 404 4250 
15 6750 452 3180 

a Die pH-Messung erfolgte im Eluat einer 24-stOndigen Elution mit destillier- 
tem Wasser nach DIN $4 

Tabelle 2: 

Probe 

Halde 1 
Halde 2 
Halde 3 
Halde 4 
Sediment 1 
Sediment 2 
Sediment 3 

Kohlenstoffgehalte der Proben und der untersuchten Eluate 

TC [g/kg] 

42,9 
> 100 
36,0 
16,5 
14,5 
2,8 
5,6 

TOC [mg/L] TIC [mg/L] CSB [mg/L] 

22 
280 
168 
85 
45 
36 
36 

14 
16 
20 
27 
54 
61 
69 

33,0 
15,5 
3,51 
29,3 
46,6 
56,0 
18,7 

TO: Gesamtkohlenstoffgehalt der Probe, TOC: Gesamtgehalt an organischem 
Kohlenstoff in den PHstat-Eluaten bei pH 4, TIC: Gesamtgehalt an anorgani- 
schem Kohlenstoff in den PHmt-Eluaten bei pH 4, CSB: chemischer Sauer- 
stoffbedarf in den pHstat-Eluaten bei pH 4 

2.3 Reagenzien 

Alle benutzten Reagenzien sind mindestens vom Reinheits- 
grad p.a. oder suprapur. Die benutzten Kalibrationsstan- 
dards ffir die ICP-OES werden aus dem Multielementstan- 
dard IV (Merck, Darmstadt) mit bidestilliertem Wasser und 
HNO3 suprapur hergestellt. 

2.4 Durchfiihrung der Elution 

Es werden 100 g getrocknete Probe in 2-L-Glasflaschen 
eingewogen, mit einem Liter destillierten Wassers versetzt 
und 24 h bei einer Umdrehungsgeschwindigkeit yon 200 
U/rain auf einem Horizontalsch~ttler bewegt. Der pH-Wert 
wird w~ihrend der Elution mit einer 2,5 mol/L Salpeter- 
sSure bzw. einer 1 mol/L Natronlauge auf einen Wert von 
4 _ 0,2 konstant gehalten. Nach der Elution wird ein Ali- 
quot abdekantiert, zentrifugiert und schlieflich fiber einen 
0,45 ~m Membranfilter (Celluloseacetat, Sartorius, G6ttin- 
gen) filtriert. 

2.5 Durchfiihrung des Biolumineszenz-Hemmtests 

Der Test ist analog der DIN-Vorschrift Nr. 38412 L 34 [5] 
ausgeffihrt worden. Dazu wird jede Probe zumichst auf 
2 % NaC1 aufgesalzen. Die Verdi~nnungsreihe wird mit ei- 
ner 2 %igen Natriumchloridl6sung angesetzt. Dann wer- 
den jeweils 0,5 mL Probenl6sung 0,5 mL reaktivierter 
Leuchtbakterienl6sung zugesetzt und die Hemmung nach 
30 min bestimmt. 
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Fi~r die Variation des Testes werden 10 laL einer 5g/L 
EDTA-L6sung (Titriplex, III, Merck, Darmstadt) zu jeder 
Verdiinnungsstufe hinzugefiigt. 

3 Ergebnisse und Diskussion 

3.1 Ergebnisse 
In den Eluaten der Proben sind mehrere Metalle mittels des 
ICP-OES bestimmt worden. Es zeigte sich, daft die vier in 
Tabelle 3 aufgefiihrten Metalle fi~r diese Proben signifikant 
und auch teilweise in umweltproblematischen Konzentra- 
tionen mobil sind. Alle Elutionen wurden bei einem pH 
von 4 ausgeffihrt, da die Mobilisation von Schwermetallen 
unter sauren Bedingungen im beprobten Gebiet des Harzes 
zu erwarten ist. 

Der erste Teil der Tabe[le 3 zeigt die Hemmung der Leucht- 
bakterien dutch die Metalle Cd, Cu, Pb und Zn, welche an- 
hand von Standardsalzl6sungen als Nitrate in [3] aufge- 
nommen worden sind. Die Hemmungen sind als EC(effec- 
tive concentration)50- bzw. EC20-Werte dargestellt. Der 
EC50-(EC20-) Wert gibt die Konzentration an, bei ein 

50 %iger (20 %iger) Effekt an einem lebenden Organismen 
festgestellt werden kann (in diesem Fall: Hemmung der Lu- 
mineszenz bei den Leuchtbakterien). Da sich diese Werte in 
der Regel auf reine Substanzen oder deren L6sungen bezie- 

• hen, muf im Fall der Eluate eine andere Mef~gr6fe einge- 
fiihrt werden, der G-Wert. Er stellt die Verdhnnung eines 
Eluats dar, bei dem 50 % bzw. 20 % Hemmung analog den 
EC-Werten festgestellt werden. 

Tabelle 3 zeigt die experimentell bestimmten (mit und ohne 
EDTA-Zusatz) und die aus den Metallgesamtgehalten be- 
rechneten G-Werte. Diese letzteren werden als theoretische 
G-Werte bezeichnet und werden berechnet, indem die be- 
stimmten Metallkonzentrationen dutch die angegebenen 
EC-Werte geteih werden (z.B. bei Halde 1, 108 mg/L 
Pb/2,5 = 43). Der erhahene Wert stelh den Verdiinnungs- 
faktor dar, um den das Eluat theoretisch n-mal verdiinnt 
werden miifte, damit der gewiinschte Effekt (ECs0 bzw. 
EC20) eintritt. Zur Berechnung der theoretischen G-Werte 
trifft man die Annahme, daf die hemmenden Metalle in 
den Eluaten in der gleichen ionogenen Form wie in den 
Standardsalzl6sungen vorliegen. In den Eluaten ist in der 
Regel ein Metall vorhanden, daf mit Abstand den gr6ften 
theoretischen G-Wert erreicht, der in TabeUe 3 fett hervor- 

Tabelle 3: Wirkungsbezogener Vergleich von Schwermetallkonzentrationen in pHstat-Eluaten bei pH 4 anhand berechneter und experimentell 
bestimmter Verdiinnungsfaktoren mittels des Leuchtbakterientests 

Hemmung von Leuchtbakterien in StandardsalzlOsung 
als Nitrate in [mg/L], entnommen aus [3]. 

ECso; Cd 16, Cu 63; Pb 2,5; Zn 38 
EC2o; Cd 7,2; Cu 31; Pb 0,37; Zn 5,7 

Probe Element Konz. [mg/L] G bei H3o(50 %) 
im Eluat berechn, a ~, gef.b/+EDTA c 

Halde 1 

Halde 2 

Halde 3 

Halde 4 

Sediment 1 

Sediment 2 

Sediment 3 

Cd 0,07 
Pb 108 
Cu 62 
Zn 40 
Cd 1,0 
Pb 6,7 
Cu 1,6 
Zn 241 
Cd 2 
Pb 105 
Cu 10 
Zn 286 
Cd 1,5 
Pb 196 
Cu 5,2 
Zn 383 
Cd 0,5 
Pb 71 
Cu 0,5 
Zn 32 
Cd 0,7 
Pb 122 
Cu 2,5 
Zn 318 
Cd 0,2 
Pb 7,9 
Cu 1,2 
Zn 2,3 

0,0 
43 13 / 5,5 
1,0 
1,1 
0,1 
2,7 
0,0 
6,3 4,O / 3,8 
0,1 
42 13 / 10 
0,2 
7,0 
0,1 
78 9,0 / 6,3 
0,1 
10 
0,0 
28 4,1 / 3,1 
0,0 
0,8 
0,0 
49 13 / 9,2 
0,0 
8,4 
0,0 
3,2 3,4 / 0,5 
0,0 
0,1 

G bei H3o (50 %), G bei H3o (20 %): Verd0nnungsfaktor bei dem 50 oder 20 % Hemmwirkung auftritt; a berechnete, 
c gemessene G-Werte mit EDTA-Zusatz 

G bei H3o(50 %) 
berechn, a 3: gef.b/+EDTA c 

0,0 
116 (43) / 9,2 
0,0 
7,0 
0,1 
18 
0,1 
42 6,3 / 5,4 
0,3 
283 27 / 14 
0,3 
18 
0,2 
530 14 / 30 
0,2 
67 
0,0 
192 (11) / 4,4 
0,0 
5,6 
0,1 
330 (28) / 15 
0,1 
56 
0,0 
21 (15) / 2,1 
0,0 
0,4 

nach dem DIN-Verfahren [5] gemessene und 

UWSF - Z. Umweltchem, C)kotox. 8 (6) 1996 305 



Wirkungsorientierte Umweltanalytik Originalarbeiten 

gehoben ist. Beim Vergleich dieses Wertes mit den experi- 
mentell ermittelten G-Werten werden die hemmenden Ein- 
flfisse der iibrigen Metalle diesem signifikanten Metall ge- 
geniiber vernachl/issigt. 

3.2 Diskussion 

Ein Vergleich zwischen den theoretischen und den experi- 
mentell bestimmten G-Werten zeigt, dat~ die theoretischen 
Werte in keinem Fall erreicht werden. Bei den Eluaten von 
Halde 1 und 3 ist der experimentell bestimmte Wert ffir G 
bei H30(50 %) nur 1/3 so hoch wie der erwartete (berech- 
nete) Weft. 

Da die berechneten Werte aus den Gesamtmetallgehahen 
und den EC-Werten ermittelt werden, kann aus den Ergeb- 
nissen gefolgert werden, dat~ die Metalle im wesentlichen 
nicht ionogen sondern als nichttoxische (bzw. bioverffig- 
bare) eher komplex gebundene Metallspezies vorliegen. 

Durch den Zusatz von EDTA zum Hemmtest k6nnen ver- 
fiigbare freie Metallionen gebunden und dadurch ihre toxi- 
sche Wirkung unterbunden bzw. verringert werden. Der 
danach gemessene Hemmwert gibt einen Hinweis auf die 
toxische Wirkung allein der organischen Inhaltsstoffe. Die 
Konzentration des EDTA (0,015 mmol/L) ist im Vergleich 
zum ben6tigten st6chiometrischen Verh/ihnis sehr gering. 
Die maximale nichthemmende Konzentration von EDTA 
ist mit 0,048 mmol/L bestimmt worden [6]. H6here Kon- 
zentrationen von EDTA k6nnen unkontrollierbare Effekte 
auf die Leuchtbakterien hervorrufen. 

Der toxische Einfluf~ der organischen Substanzen ist bei 
den Probenmaterialien sehr unterschiedlich. So konnte bei 
Sediment 3 wenig bzw. kein Einflut~ festgestelh werden, 
wobei bei Halde 2 und 3 der Groflteil der Hemmung wohl 
durch die organischen Komponenten hervorgerufen wird. 

Genauere Aussagen sind aber erst durch das Heranziehen 
der Werte fiir G bei H30(20 %) m6glich, da deren Bestim- 
mung mit geringeren Fehlern behaftet ist. Die graphische 
Bestimmung erfolgt in einem Tell der Hemmkurve, welcher 
eine geringe Steigung aufweist. Der Unterschied zwischen 
den berechneten und den aus Messungen ermittehen Wer- 
ten ist noch gr6t~er als bei den Werten ffir G bei H30(50 %). 
Der Vergleich der Werte ffir G bei H30(20 %) mit und ohne 
EDTA stfitzt die Vermutung, dafg die organischen Substan- 
zen im Eluat von Halde 2 allein die Toxizit/it desselben ver- 
ursachen. Allerdings zeigt der Wert ffir G bei H30(20 %) 
von Halde 3 einen geringeren Einflufl der organischen Sub- 
stanzen als anhand des G bei H30(50 %) vermutet wurde. 

Bei Halde 4 ist der Wert ffir G bei H30(20 %) mit EDTA 
doppelt so hoch wie ohne EDTA, was wohl auf die Freiset- 
zung von organischen Komplexbildnern zurfickzuffihren ist 
(s. u.). 
Die Hemmung der Leuchtbakterien wurde nach 15, 30 und 
45 min. mit und ohne Zusatz von EDTA gemessen. Die be- 
stimmten Werte ffir G bei Hzeit(50 % )  sind in Tabelle 4 dar- 
gestellt. Es wird festgestelh, daft sich der G-Wert beim nor- 
malen Biolumineszenz-Hemmtest nach 30 min. nur noch 
unwesentlich findert. Durch den EDTA-Zusatz setzt eine 

kinetisch kontrollierte Reaktion ein. Das EDTA kann an 
Metalle gebundene Komplexbildner infolge einer Umkom- 
plexierungsreaktion freisetzen. Die freigesetzten Komplex- 
bildner wiederum k6nnen eine h6here Toxizit/it besitzen. 
Andererseits ist es aber auch m6glich, daft dutch den Zu- 
satz von EDTA die Hemmung an sich kinetisch kontrolliert 
ist und der eigentliche Effekt nur zeitverz6gert erfolgt. 

Tabelle 4: Mit dem Biolumineszenz-Hemmtest bestimmte Verdiin- 
nungsfaktoren in Abh~ingigkeit vonder  Zeit; Vergleich der 
Hemmungen vor und nach EDTA-Zusatz 

Probe G bei Hzelt (50 %) 

15 min 30 min 45 min 

Halde 1 
+EDTA 
Sediment 1 
+EDTA 
Sediment 3 
+EDTA 

10 
3,9 

11 
7,6 
1,6 

0,1 

13 
5,5 

12 
9,2 
3,4 

0,5 

12 
6,6 

13 
12 

3,3 
1,1 

G bei H3o (50 %): Verd0nnungsfaktor, bei dem 50 % Hemmwirkung auftritt 

Durch die Kombination des PHstat-Verfahrens mit dem Bio- 
lumineszenz-Hemmtest k6nnen differenzierte Aussagen so- 
wohl fiber die Mobilisierbarkeit als auch zur realen Oko- 
toxizit/it gemacht und Hinweise auf die Bindungsformen 
von Metallen in E|uaten gewonnen werden. Aussagen fiber 
den Anteil der organischen Substanzen an der Okotoxizit~it 
sind ~iber die beobachteten Effekte m6glich. Es ist darfiber 
hinaus anzunehmen, dat~ mit der kinetischen Betrachtung 
auch die toxische Wirkung von freigesetzten Komplexbild- 
nern festgestelh werden kann, wozu jedoch noch weiterer 
Untersuchungen erforderlich sind. Die Kombination des 
PHstat-Verfahrens mit weiteren Bio- oder Enzymtests ist 
ebenfalls vorstellbar. 
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