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Kurzfassung 

 

Hintergrund  

Fullerene gehören zur Klasse der kohlenstoffhaltigen Nanomaterialien. Ihnen wird 

aufgrund ihrer Stabilität und breiten Palette an Modifikationsmöglichkeiten ein großer 

Einsatz in der Biomedizin und Materialwissenschaft zugeschrieben. Seit Mitte 2013 

gibt es in Europa eine Melde-und Kennzeichnungspflicht für Nanopartikel in 

Kosmetika (EU-Kosmetikverordnung (VO-EG Nr. 1223/2009). Auch wurden bereits in 

einigen Studien beachtliche Fullerenkonzentrationen in Klärschlamm-, Boden-und 

Abwasserproben gemessen (Farre et al. (2010), Nunez et al. (2012), Emke et al. 

(2015) etc.). Aufgrund dieser Tatsachen sind ein besseres Verständnis und eine 

Prüfung über den Einsatz von Fullerenen auch in der Österreichischen Umwelt 

immer notwendiger, besonders da aus manchen Studien (Tsuchiya et al. 1996, 

Snyder et al. 2015, Oberdörster et al. 2006, etc.) hervorgeht, dass Fullerene toxische 

Wirkungen haben können.  

 

Ziele  

Im Vordergrund dieser Studie steht die Etablierung und Validierung einer LC-MS/MS-

Methode zur Bestimmung von Fulleren C60, C70 und NMFP bei niedrigen ng/L und 

ng/g Konzentrationen in ausgewählten Abwasser-, Klärschlamm- und 

Kosmetikprodukten Österreichs.  

Mit der Entwicklung dieser Methode soll zum ersten Mal in Österreich aufgeklärt 

werden, welche Produkte für den Menschen und die Umwelt potentielle 

Problemquellen darstellen und ob ein toxikologisches Risiko für den Menschen 

besteht. Zu Zweck der Bewertung einer toxikologischen Gefahr für Mensch und 

Umwelt wird abschließend auch der Stand der toxikologischen Datenlage von 

Fullerenen diskutiert. 

 

Methoden  

Diese Studie basiert auf der Verwendung einer Flüssigchromatographie-Tandem 

Massenspektrometrie (LC-MS/MS) und Flüssig-Flüssig-Extraktion (LLE) bei 

Abwasserproben bzw. Fest-Flüssig-Extraktion (SLE) bei Klärschlamm und 

Kosmetika, sowie der zusätzlichen Reinigung von fettreichen Kosmetikprodukten 

mittels Carrez-Klärung zur Identifizierung und Quantifizierung von Fullerenen.  
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Bei der Methodenentwicklung wurden LC-MS/MS-Analysen durchgeführt. Zur 

Erstellung der Messmethode wurden zunächst die substanzspezifischen MS-

Parameter mittels Infusion, im Anschluss die chromatographischen Bedingungen 

sowie die quellenabhängigen MS-Parameter mittels Fließinjektion optimiert und 

zuletzt die  Basisvalidierung durchgeführt. Die Prozesskontrolle und zuverlässige 

Reproduzierbarkeit der Methode wird durch die Zugabe eines Surrogates 

gewährleistet. 

 

Resultate 

Die Analyse von C60, C70 und N-Methylfulleropyrrolidin (NMFP) Fullerenen in den 

Abwasser-und Klärschlammproben wurde mit den optimierten, chromatographischen 

Bedingungen der etablierten Methode durchgeführt. Die Resultate zeigten, dass C60, 

C70 und NMFP Fullerene in den untersuchten Abwasser-und Klärschlammproben 

nicht oberhalb der Nachweisgrenze detektiert wurden. In den kosmetischen 

Produkten wurden Fullerene zum Teil in hohen ng/ml und ng/g Konzentrationen 

gemessen. Bei den gemessenen Werten von 10-340ng/g kann man von keiner 

zytotoxischen Wirkung ausgehen, da vergleichsweise in verschiedenen anderen 

Studien (Tsuchiya et al. 1996, Snyder et al. 2015, Oberdörster et al. 2006, etc.) die 

zytotoxischen Effekte erst bei höheren Konzentrationen gefunden wurden.  

 

Schlussfolgerung 

Die Untersuchungsergebnisse lassen den Schluss zu, dass die österreichische 

Population zwar in Kontakt mit fullerenhaltigen Produkten kommt, jedoch bis jetzt 

keine Gefahr für die Umwelt und die Gesundheit des Menschen besteht, da alle 

gemessenen Werte als zu niedrig einzustufen sind, als dass man von einem Risiko 

ausgehen könnte. Dies könnte sich aber mit steigendem Trend und Verbrauch 

fullerenhaltiger Produkte in den nächsten Jahren noch ändern.  

 

Finanzierung  
 
BMLFUW (Bundesministerium für Land- und Forstwirtschaft, Umwelt und 

Wasserwirtschaft) und Umweltbundesamt Wien 

 

Schlagwörter Fulleren C60, C70 und NMFP, Abwasser, Klärschlamm, kosmetische 

Produkte, Österreichische Umwelt, LC-MS/MS, LLE, Carrez- Klärung 
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Abstract 

 

Background  

Fullerenes are carbon nanomaterials and attributed to an increased production and 

use in biomedical and material science, because of their stability and wide range of 

modification options. Since mid-2013 in Europe there is also a reporting and 

mandatory labeling obligation of nanoparticles in cosmetics (EU-cosmetic decree 

(VO- EG Nr. 1223/2009). Already substantial measuring values of fullerene 

concentrations became certain in some studies of sewage sludge, waste water and 

soil samples (Farre et al. (2010), Nunez et al. (2012), Emke et al. (2015) etc.). 

Due to these facts, a better understanding and an examination of the use of 

fullerenes are also becoming more and more necessary in the Austrian environment, 

especially since some studies (Tsuchiya et al. 1996, Snyder et al. 2015, Oberdörster 

et al. 2006, etc.) have shown that fullerenes can have toxic effects. 

 

Objectives  

Therefore the purpose of the present study is to develop and validate an analytical 

method (LC-MS/MS) for the quantification of C60, C70 and N-Methylfulleropyrrolidin 

(NMFP) fullerenes at low ng/mL and ng/g levels of concentration in wastewater, 

sewage sludge and cosmetic products in Austria. With the development of this 

method, for the first time in Austria products with potential hazards for humans and 

the environment were determined and also the fact if there is a toxicological risk to 

humans was clarified. 

 

Methods  

This study is based on the use of liquid chromatography– tandem mass spectrometry 

(LC- MS/MS) and liquid-liquid extraction (LLE) for waste water samples or solid-liquid 

extraction (SLE) for sewage sludge and cosmetic samples, as well as the additional 

cleaning of high-fat cosmetic products using Carrez clarification for the identification 

and quantification of fullerenes. For the development of the measurement method, 

the compound-specific MS parameters were determined and also the 

chromatographic conditions, as well as the source-dependent MS parameters were 

optimized and the validation was performed.  
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The process control and reliable reproducibility of the method was ensured by the 

addition of a surrogate. 

 
Results  
 
The analysis of C60, C70 and N-Methylfulleropyrrolidin (NMFP) fullerenes in the 

samples of waste water and sewage sludge were carried out with the optimized 

chromatographic conditions of the established method. The results showed that the 

amounts of C60, C70 and NMFP fullerenes in the analyzed waste water- and sewage 

sludge samples were below the detection limit. In the branded cosmetic products 

fullerenes were found in high ng/ml and ng/g concentrations. In the case of the 

measured values of 10-340ng/g, no cytotoxic effect can be assumed, since 

comparatively the cytotoxic effect in several other studies Tsuchiya et al. (1996), 

Snyder et al. (2015) Oberdörster et al. (2009) is determined by higher concentrations.  

 

Conclusions  

 
This study lead to the conclusion that the Austrian population is already coming into 

contact with fullerene-containing products, but so far there is no health risk. But this 

could be easily changed with increasing trend and consumption of these products in 

the coming years.  

 

Funding  
 
BMLFUW (Austrian Federal Ministry of Agriculture, Forestry and Water Management) 

and Federal Environment Agency of Vienna 
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Abkürzungsverzeichnis 

 

APCI Atmospheric Pressure Chemical Ionization 

BG Bestimmungsgrenze 

BW Blindwert 

CAD Collisionally activated dissociation 

CE Collision Energy 

CEP Collision Cell Entrance 

CID Collision Induced Dissociation 

CUR  Curtain Gas Flow 

CXP Collision Cell Exit Potential 

DP Declustering Potential 

EG Erfassungsgrenze 

EP Entrance Potential 

ESI Elektrospray-Ionisation 

FIA  Fließinjektion 

GS1 Ion Source Gas 1 

GS2 Ion Source Gas 2 

H2O  Wasser 

HAc Essigsäure 

HPLC High Performance Liquid CHromatography 

Ihe  Interface Heater 

IS Ion Spray Voltage 

LC-MS/MS Flüssigchromatographie mit Tandem-Massenspektrometrie 

LLE Liquid-Liquid Extraction 

MeOH Methanol 

MRM Multiple Reaction Monitoring 

MW Mittelwert 
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NaCl Natriumchlorid 

NG Nachweisgrenze 

NMFP N-Methylfulleropyrrolidin  

Q Quadrupol 

QqQ Triple-Quadrupol-Massenanalysator 

SIM Selected-Ion- Monitoring 

SLE Solid-Liquid Extraction 

STDAW Standardabweichung 

TEM Temperatur 

Tol Toluol 

UPLC Ultra Performance Liquid Chromatography 

WF Wiederfindung 

XIC extracted-ion chromatogram 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



EINLEITUNG 17 

 

1 EINLEITUNG 

 

Die Entwicklung von Nanomaterialien, wie zum Beispiel die Fullerene, nahm über die 

letzten zehn Jahre einen stürmischen Verlauf. Jedoch fehlten lange Zeit 

Untersuchungen zu ihrem Verhalten in der Umwelt und zu ihrer Toxizität [109]. 

Aufgrund der großen Vielfalt an Fullerenen und dem unterschiedlichen Verbrauch in 

den verschiedenen Ländern ist keine allgemeingültige Aussage über das Auftreten in 

der Umwelt und über ihr toxisches Risiko zu treffen. Bisher sind folgende, 

bedeutsame Ergebnisse zum Nachweis dieser Nanopartikel in Abwasser und 

Klärschlamm sowie in der Atmosphäre zu nennen.  

- In der Studie von Gottschalk et al. 2009 „Modeled environmental 

concentrations of engineered nanomaterials (TiO2, ZnO, Ag, CNT, fullerenes) 

for different regions“ wurden geringe Fulleren-Konzentrationen von 0,017 und 

0,04 ng/L in Oberflächengewässern und 0,012 und 0,0107 mg/kg in 

Klärschlamm für Europa und die Schweiz berechnet. Diese Werte liegen in 

etwa um das 2000-fache unter der höchsten von aquatischen Organismen 

noch tolerierten Konzentration. Boxall et al. (2007) hingegen vermuten 

Fullerenkonzentrationen von bis zu 0.3 µg/L in England und liegen damit eine 

Größenordnung höher als Gottschalk et al. (2009). 

- Farre et al. berichtet 2010 in seiner Studie „First determination of C60 and C70 

fullerenes and N-methylfulleropyrrolidine C60 on the suspended material of 

wastewater effluents by liquid chromatography hybrid quadrupole linear ion 

trap tandem mass spectrometry“, dass in der Hälfte der 22 untersuchten 

Abwasser- und Klärschlammproben aus spanischen Kläranlagen, Fullerene 

zwischen 0,5ng/L- 67µg/L nachgewiesen wurden.  

- In der Arbeit von Sanchis et al. 2011 „Occurrence of aerosol-bound fullerenes 

in the Mediterranean Sea atmosphere“ wurde das Vorkommen von C60, C70 

und N-methylfulleropyrrolidin (NMFP) in der Atmosphäre im Mittelmeer 

(Barcelona, Istanbul und Alexandria) untersucht. In 28 von 43 Proben wurden 

Fullerene in einer Aerosolphasen-Konzentration von 0.06- 0.48 ng/m3 in der 

Atmosphäre wiedergefunden. 
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- Bruchet et al. 2013 zeigten in ihrer französischen Studie „Monitoring and 

treatment of  selected nanoparticles“, dass nur im Ablauf von einer aus fünf 

untersuchten französischen Kläranlagen Fullerene nachgewiesen werden 

konnten. 

- 2015 detektierten Emke et al. ebenfalls in einer spanischen Studie 

„Determination of several fullerenes in sewage water by LC hr-MS using 

atmospheric pressure photo ionisation“, Fullerenkonzentrationen von 20ng/L in 

Abwasserproben. 

- Carboni et al. 2016 entdeckten in ihrer Studie aus den Niederlanden “Analysis 

of fullerenes in soils samples collected in The Netherlands” in 91 Bodenproben 

aus 6 verschiedenen Standorten, dass C60 Fullerene in 48% der Proben im 

Konzentrationsbereich von ng/kg gefunden wurden. 

 

In Österreich sind derzeit noch keine Daten über Fullerene in Abwasser, 

Klärschlamm oder Produkten vorhanden. Deshalb soll in dieser Studie zum ersten 

Mal für Österreich aufgeklärt werden, ob Fullerene und wenn ja, in welchen 

Umweltmedien diese in Österreich vorkommen. Im ersten Teil meiner Studie habe 

ich in Zusammenarbeit mit dem NanoDESTINARA Projekt 2015, Abwasser- und 

Klärschlammproben aus fünf österreichischen Kläranalagen untersucht. Im zweiten 

Teil meiner Arbeit habe ich die Konzentrationen von kosmetischen Produkten aus 

Österreich, die laut Firmenangaben Fullerene enthalten, analysiert. Für alle 

Untersuchungen wurden als Fulleren-Standards C60, C70, N-Methylfulleropyrrolidin 

(NMFP) gewählt, da diese Substanzen sowohl nach Farre et al. 2010 und Sanchis et 

al. 2011 in der Umwelt nachgewiesen wurden. 

Für die toxikologische Interpretation meiner Dissertation habe ich zunächst die 

bisherige Datenlage zusammengefasst und anhand dieser das toxikologische Risiko 

der untersuchten Produkte und nachgewiesenen Konzentrationen im Diskussionsteil 

beurteilt.      

Zur Toxizität von Fullerenen liegen nur wenige Untersuchungen vor, die leider kein 

einheitliches Ergebnis über eine tatsächliche toxikologische Wirkung von Fullerenen 

zulassen. Beispielsweise befürworten Studien nach Oberdörster et al. 2004 und 

2006, EPA 2007, Royal Commission 2008, etc. eine toxische Wirkung von 

Fullerenen, andere wiederum sehen kein Risiko für den Organismus [111, 153, 17]. 

Wiesner et al. 2006, berichteten sogar über einen gewollten therapeutischen Effekt, 

nämlich, dass einige Arten von Fullerenen für Krebszellen toxisch sein könnten.  
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1.1 Fullerene 

1.1.1 Historischer Hintergrund 

Eine erste theoretisch fundierte Arbeit zu C60 Fullerenen wurde 1970 von E. Osawa 

publiziert, der sich bei der Betrachtung superaromatischer -Systeme durch den 

Fußball seines Sohnes inspirieren ließ und eine analoge Struktur mit Ikosaeder-

Symmetrie für das C60-Molekül postulierte, deren Stabilität er mit Hilfe von Hückel-

Rechnungen vorhersagte [59]. Seine Arbeiten fanden erst nach der experimentellen 

Entdeckung der Fullerene die verdiente Anerkennung. 

Erstmals gaben 1985 Curl, Kroto und Smalley die Herstellung von C60 und C70 in sehr 

geringen Mengen bekannt  und wurden dafür 1996 mit dem Nobelpreis für Chemie 

ausgezeichnet [20] [27]. Später entwickelten Krätschmer und Huffman im Jahr 1990 

ein einfaches und effizientes Verfahren zur Herstellung von Fullerenen in größeren 

Mengen [97]. Ihren Namen erhielten diese Kohlenstoffmoleküle nach dem 

Architekten R. Buckminster Fuller (1895-1983), da Fullerene den von ihm 

konstruierten geodätischen Kuppeln ähneln [20].  

 

1.1.2 Struktur 

Fullerene sind Polyeder und bestehen aus mehr als n dreifach koordinierten 

Kohlenstoffatomen [128]. Ebenso wie Graphit oder Diamant sind Fullerene eine 

Modifikation des Kohlenstoffs mit käfigförmiger Struktur und gehören zur Klasse der 

kohlenstoffhaltigen Nanomaterialien [128]. Im Vergleich zu Graphit (2,1-2,3 g/cm³) 

oder Diamant (3,51 g/cm³) haben Fullerene eine sehr geringe Dichte (1,68 g/cm³) 

[44]. Fullerene haben einen Durchmesser von 0,7 nm und sind eigentlich zu klein, um 

zur Klasse der Nanomaterialien zu gehören, jedoch wurde für diese Moleküle eine 

Ausnahme gemacht. Das derzeit best erforschte Fulleren ist das sogenannte 

Buckminsterfulleren C60 (Bucky Ball), das aus 12 Fünfringen und 20 Sechsringen 

besteht [44].  
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Der Grad der Oberflächenkrümmung bzw. Spannungsenergie in der Käfigstruktur der 

Fullerene wird durch die Fünfringe im hexagonalen Gitternetz bestimmt [20]. In der 

Fullerenstruktur sind Doppelbindungen bevorzugt in den Sechsringen lokalisiert, da 

sie dort energetisch günstiger sind als in den Fünfringen. Die stabilsten Fullerene 

weisen gleichmäßig verteilte Fünfringe auf, die voneinander isoliert (isolated 

pentagon rule - IPR) sind [59]. Die Summenformeln der bekanntesten und stabilsten 

Vertreter der Fullerene sind C60, C70, C76, C80, C82, C84, C86, C90 und C94. Für meine 

Studie habe ich C60, C70  und N-Methylfulleropyrrolidin (NMFP) Fullerene in 

Abwasser- und Klärschlammproben sowie kosmetischen Produkten untersucht. 

Diese drei Fullerene werde ich im kommenden Abschnitt genauer beschreiben. 

 


 Fulleren C60 

Molekulargewicht: 720.64 g/mol 

CAS Nummer: 99685-96-8 

Schmelzpunkt : >360 °C  

Dichte: 1,65 g/cm3  

 

 

 

 

 

Das C60 Molekül ist im Vergleich zu den klassischen Kohlenstoffmodifikationen ein 

mehr oder weniger punktförmiges Molekül, das keine sich dreidimensional im Raum 

wiederholende Struktur besitzt [59]. Die sechzig äquivalenten Kohlenstoffatome im 

C60 besetzen die Ecken eines ikosaedersymmetrischen Polyeders mit 20 

Sechsringen und 12 Fünfringen. Jeder einzelne Fünfring wird von 5 Sechsringen und 

jeder Sechsring von 3 Fünfringen und 3 Sechsringen umgeben [59].  

 

 

 

 

 

 

Abbildung 1: überarbeitete Darstellung 
 C60 Fulleren (A. Krüger, Neue eines

Kohlenstoffmaterialien- Eine Einführung. 
Seite: 45. Verwendung genehmigt durch 
Springer-Verlag) 
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Bindungen, die zwischen zwei Sechsringen liegen, werden (6,6)-Bindung genannt, 

diejenigen zwischen einem Fünf- und einem Sechsring (5,6)-Bindung, wie in 

Abbildung 2 ersichtlich.  

Die (6,6)-Bindungen zwischen zwei benachbarten 

Sechsringen sind kürzer als die (5,6)-Bindungen 

zwischen einem Fünf- und einem Sechsring. Die 

Doppelbindungen befinden sich in den Sechsringen 

und haben Bindungslängen von 139 pm und 145 pm, 

aus denen sich in den Fünfringen [9]-

Radialencharakter und in den Sechsringen jeweils 

einen 1,3,5-Zyklohexatriencharakter ableiten lassen 

[59]. Fullerene sind besonders aufgrund ihrer Stabilität, 

die auf der dreidimensionalen Aromatizität beruht, 

beliebt. Cn-Moleküle sind immer dann besonders 

aromatisch, wenn die bindenden -Orbitale vollständig 

besetzt und diese Orbitale energiearm sind, und ein 

deutlicher Energieunterschied zum ersten unbesetzten 

Orbital besteht [59]. Fullerene sind als einzige allotrope Modifikationen des 

Kohlenstoffs in organischen Lösungsmitteln löslich. Beispielsweise bildet das C60 

Fulleren beim Lösen in organischen Lösungsmitteln wie Toluol eine markante 

weinrote Färbung [9]. 

 

 

 [5,6] Fulleren C70 

Formel: C70 

Molekulargewicht: 840.75 g/mol 

CAS Number: 115383-22-7 

Schmelzpunkt: >280°C 

Dichte: 1,68 g/cm3 

 

 

 

 

Abbildung 2: (6,6)-(5,6)- und 
Bindungen in einem Fulleren 
C60 Molekül (A. Krüger, Neue 
Kohlenstoffmaterialien- Eine 
Einführung. Seite: 38. 
Verwendung genehmigt durch 
Springer-Verlag) 

Abbildung 3: überarbeitete 
Darstellung eines [5,6] 

C70 (A. Krüger, Fulleren 
Neue Kohlenstoffmaterialien- 
Eine Einführung. Seite: 56. 
Verwendung genehmigt durch 
Springer-Verlag) 
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Das nächstgrößere Fulleren C70 hat die Struktur eines Rugbyballs und besteht aus 

70 Kohlenstoffatomen, siehe Abbildung 3 [59]. Es besteht aus 25 Sechsecken und 

12 Fünfecken, mit jeweils einem Kohlenstoffatom an den Ecken jedes Polygons und 

einer Bindung an jeder Polygonkante. Seine Struktur ähnelt dem C60-Molekül bis auf 

die 5 Hexagone im Äquator, der den Bereich geringster Spannung darstellt [118]. 

Im C70 Fulleren ist jeder Fünfring von 5 Sechsringen, jeder Sechsring nur 

unsymmetrisch von 2 Fünfringen und 4 Sechsringen umgeben [97]. 

Auch variieren die Bindungslängen stärker als im hochsymmetrischen C60. C70 

besteht aus acht Bindungslängen zwischen 0.137 und 0.146 nm [59]. Im Molekül 

existieren fünf unterscheidbare Kohlenstoff-Atome und acht verschiedene C-C-

Bindungen. Die Struktur weist Bereiche mit unterschiedlicher Krümmung auf, wobei 

der am stärksten gekrümmte Bereich an den Polen strukturell dem C60-Molekül sehr 

ähnlich ist. Das C70 Fulleren bildet beim Lösen in organischen Lösungsmitteln wie 

Toluol eine rot-braune Färbung [9].  

 

 Fulleren N-Methylfulleropyrrolidin (NMFP) 

Formel: C63H7N 

Molekulargewicht: 777.74 g/mol 

CAS Nummer: 151872-44-5 

Schmelzpunkt: ~203°C 

Dichte: 1, 03 g/cm3 

 

 

 

 

Das N-Methylfulleropyrrolidin (NMFP) besteht aus einem C60 Molekül, an das eine N-

CH3 Kette gebunden ist (Abbildung 4). Wie in Abbildung 5 dargestellt, erfolgt die 

Herstellung über eine [3+2] Zykloaddition nach Prato und Maggini, wobei Azomethin- 

Ylid in C60 umgesetzt wird [61]. Das benötigte Ylid wird über die Kondensation eines 

α- Aminosäure-Derivates (z.B.: N-Methylglycin) durch ein Aldehyd bzw. Keton 

erzeugt [61].  

 

Abbildung 4:  überarbeitete Darstellung eines
Fulleren  N-Methylfulleropyrrolidine (NMFP) 
(A. Krüger, Neue Kohlenstoffmaterialien- Eine 
Einführung. Seite: 103. Verwendung 
genehmigt durch Springer-Verlag) 
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Die große Anzahl an Aldehyden macht die Synthese mit verschiedensten [3+2] 

Donor-Akzeptoren möglich. Das dabei substituierte Kohlenstoffatom des Pyrrolidin- 

Ringes ist chiral angeordnet und das korrespondierende Stereoisomer wird gebildet 

[61]. Das N-Methylfulleropyrrolidin bildet beim Lösen in organischen Lösungsmitteln 

wie Toluol eine gelbliche Färbung [9].  

 

 

1.1.3 Eigenschaften und Modifikationen 

Fullerene sind braunschwarze Pulver von metallischem Glanz und sind ebenso wie 

Diamant oder Graphit eine Kohlenstoffmodifikation. Die Kohlenstoffatome im 

Fulleren-Molekül sind sp2 bzw. sp3 hybridisiert [44]. Die freien Valenzelektronen 

bilden ein auf der Käfigstruktur verteiltes -Elektronensystem, das je nach Ladung 

und Anzahl der Kohlenstoffatome verschieden lokalisiert ist. Die Lokalisation ist auch 

für die chemischen Eigenschaften verantwortlich [59]. Fullerene lösen sich unter 

charakteristischer Färbung in aromatischen Lösemitteln wie Benzol, Toluol und 

chlorierten Aromaten [59]. Als Lösungsmittel ist auch Kohlenstoffdisulfid geeignet, 

welches aber aufgrund seiner akuten Toxizität nur selten eingesetzt wird. Durch ihre 

hohe Elektronegativität können Fullerene als Elektronenakzeptoren in charge 

transfer-Komplexen fungieren [59]. Dieser Umstand sorgt dafür, dass sie sich 

deutlich besser in Solvenzien lösen, die freie Elektronenpaare zur Verfügung stellen 

können bzw. als elektronenreiche Aromaten zur Komplexierung mit der -

Elektronenwolke fähig sind [59]. Je elektronenreicher der Aromat, desto größer ist die 

Löslichkeit (vgl. Toluol und Benzol), wie in Tabelle 1 ersichtlich. In Wasser lösen sich 

Fullerene durch ihren ausgeprägt hydrophoben Charakter praktisch gar nicht [59]. 

 

Darstellung der N- Methylfulleropyrrolidin (NMFP)- Synthese nach Prato  Abbildung 5: 
(Fullerenes: Principiles and Applications von Fernando Langa, Jean- Francois Nierengarten, 2011. 
Verwendung genehmigt durch John Wiley & Sons) 
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Tabelle 1: Löslichkeit von C60 und C70 bei 25°C                                                                            
(M.V. Korobov et al. 2001. Solubility of C60 Fullerenes, Verwendung genehmigt durch American 
Chemical Society) 

 

 

Thermodynamisch gesehen, stellen Fullerene im Vergleich zu Graphit und Diamant 

deutlich energiereichere Modifikationen des Elementes Kohlenstoff dar. Graphit 

besitzt eine Standardbildungsenthalpie von 0 kJ mol-1, Diamant von 1,7 kJ*mol-1 pro 

C-Atom und ist bei Raumtemperatur metastabil [59]. Erst beim Erhitzen wandelt sich 

Diamant in Graphit um. C60 weist bei Raumtemperatur eine 

Standardbildungsenthalpie von 42,5 kJ*mol-1 pro C-Atom auf. C70 liegt bei 40,4 

kJ*mol-1 [59]. Größere Fullerene zeigen, dass sich mit zunehmender Größe und 

damit abnehmender Krümmung und Spannung die Bildungsenthalpie bei 0 kJ*mol-1 

befindet [59]. 

Andere thermodynamische Eigenschaften der Fullerene sind ebenfalls von der 

Größe des betrachteten Kohlenstoffkäfigs abhängig. Darunter fallen z.B. der 

Schmelzpunkt und die Bindungsenergie pro Kohlenstoffatom. Letztere beträgt für C60 

7,18 eV und für C70 7,21 eV. Graphit zum Vergleich weist eine Bindungsenergie von 

7,37 eV auf [59]. Fullerene können bei ca. 400°C sublimieren und sind im Gegensatz 

zu Graphit nicht elektrisch leitend. Für die Siedepunkte wurden bisher keine exakten 

Daten erhalten.  

Im chemischen Sinne handelt es sich bei Fullerenen um Polyolefine bzw. 

aromatische Systeme [59]. Wie bereits beschrieben, beobachtet man eine 

Bindungsalternanz zwischen den (5,6)- und den (6,6)-Bindungen. Letztere weisen 

Doppelbindungscharakter auf und -Elektronen sind nur mäßig delokalisiert [59]. 

Bemerkenswert ist die große Elektronenaffinität der Fullerene. Sie sind stark 

elektrophil und nehmen bereitwillig ein oder mehrere Elektronen auf, was ihre 

Reaktivität entscheidend beeinflusst. Fullerene können auch als Elektronendonor 

fungieren, jedoch ist diese Fähigkeit weit weniger ausgeprägt als die 

Akzeptoreigenschaften [59]. 

 

 

 

Solvens Kohlenstoffdisulfid Benzol Toluol Wasser 

Löslichkeit von 

C60 in mmol/L 
11,0 2,36 3,89 1,3*10

-11 

Löslichkeit von 

C60 in mmol/L 
11,8 1,55 1,67 1,6*10

-10 
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Bei der klassischen Fullerenchemie handelt es sich um eine exohedrale 

Funktionalisierung (Modifikation an der Außenseite) durch einen oder mehrere 

Substituenten an den Kohlenstoffatomen [97]. Bei der endohedralen Chemie finden 

Modifikationen im Hohlraum des Fullerenkäfigs statt [97]. Der elektrophile Charakter 

der Fullerene begünstigt beispielsweise Additionsreaktionen mit Nucleophilen bzw. 

Radikalen an der Fullerenoberfläche. Außerdem können Fullerene auch pericyclische 

Reaktionen durch Zykloadditionen eingehen [59]. 

Abbildung 6 zeigt eine nucleophile Additionsreaktion bei der sich zunächst ein 

anionischer Komplex bildet, in dem ein Elektron des Amins auf das C60 übertragen 

wird und anschließend eine Rekombination unter Zwitterionbildung mit darauf 

folgendem Protonentransfer, was ein hydroaminiertes Produkt liefert [59].  

 

 

Abbildung 6 zeigt eine Additionsreaktion von C60 mit einem Alkylradikal, welches ein 

Radikal liefert, in dem sich das ungepaarte Elektron auf dem Fullerengerüst befindet. 

Der Hauptanteil der Spindichte liegt auf dem in α-Position zum Alkylrest befindlichen 

C1-Atom [59]. Die zweithöchste Spindichte wird an den Kohlenstoffatomen C3 und 

C3’ beobachtet und bei C5 ist praktisch keine Spindichte vorhanden. 

Additionsreaktionen bei denen Alkylfullerenylradikale entstehen, weisen eine 

Tendenz zur Dimerisierung auf, die umso stärker ausgeprägt ist, je kleiner der 

Alkylrest ist [59].  

Fullerene stellen mit ihrer Eigenschaft, leicht mit Hydroxyl- und Peroxid-Radikalen zu 

reagieren, die ein frühzeitiges Absterben von Zellen bewirken, hocheffiziente 

Radikalfänger (siehe Abbildung 7) dar und können somit als Antioxidanzien  den 

verfrühten Zelltod verhindern [59].  Diese Eigenschaft wird in Anti-Aging Cremen 

eingesetzt. 

 

Mechanismus der nucleophilen Addition an ein Fulleren (A. Krüger, Neue Abbildung 6: 
Kohlenstoffmaterialien- Eine Einführung. Seite: 95. Verwendung genehmigt durch Springer-
Verlag) 
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Fullerene können auch Wasserstoff und Halogene addieren und so zu 

hochfunktionalisierten Verbindungen umgesetzt werden. Sie bieten nämlich eine 

große Anzahl von Doppelbindungen an, die durch Hydrierung in gesättigte C-C-

Einfachbindungen übergeführt werden können und je nach Reaktion der 

angewandten Methode zu einfach oder mehrfach hydrierten Produkten führen [59].  

Eine wesentliche Eigenschaft hydrierter Fullerene ist ihre Acidität. In einigen Fällen 

kann diese den Grad organischer Säuren, wie z.B. Essigsäure, annehmen [59].  

Eine weitere Form von Fullerenmodifikationen stellt die Klasse supramolekularer 

Systeme dar, in denen das Fullerenmolekül nicht als Gast in einen Hohlraum 

eingelagert wird, sondern durch Funktionalisierung Teil einer größeren Komponente 

ist, welche dann supramolekulare Wechselwirkungen eingehen kann [4]. In der 

Krebstherapie ist dies von großem Interesse.  

Diese Modifikationen in der Fullerenchemie liefern ein großes Spektrum wertvoller 

Derivate, die für die Herstellung neuer, weiter funktionalisierter Materialien 

anwendbar sind.  

1.1.4 Herstellung 

 

Eigentlich war im Jahr 1985 die Entdeckung und Identifizierung der Fullerene zufällig, 

da es das eigentliche Ziel von H. W. Kroto, J. R. Heath, S. C. O’Brien, R. F. Curl und 

R. Smalley war, stellare Bedingungen in Sternen der Klasse der Roten Riesen zu 

simulieren [20]. Das Experiment bestand darin, Laserstrahlen in einer 

Heliumatmosphäre auf ein Graphit-Target zu konzentrieren und die entstandenen 

Teilchen in einem Massenspektrometer zu untersuchen [27].  

 

 

Bildung eines Radikals durch Additionsreaktion von C60 mit einem Abbildung 7: 
Alkylradikal (A. Krüger, Neue Kohlenstoffmaterialien- Eine Einführung. Seite: 107. 
Verwendung genehmigt durch Springer-Verlag) 
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Erwartungsgemäß wurden hauptsächlich Moleküle in der Zusammensetzung HC7N  

und HC9N, wie sie auch im All vorkommen, gefunden. Neben diesen Molekülen 

fanden sie auch Teilchen mit der Massenzahl 720 und 840, die C60 und C70 

entsprechen [59]. Im Jahr 1996 wurden sie dafür mit dem Nobelpreis für Chemie 

ausgezeichnet. Dieser erste Nachweis war jedoch nicht geeignet, um ausreichende 

Mengen für die Untersuchung der chemischen und physikalischen Eigenschaften der 

neuen Verbindungen herzustellen. 1990 entwickelten Krätschmer und Huffman ein 

einfaches und effizientes Verfahren zur Herstellung von Fullerenen in Gramm und 

Kilogramm Mengen, welches die Fullerenforschung forcieren sollte [52]. Bei dieser 

Technik wird Ruß (natürliches Vorkommen von Fullerenen) in einer Heliumgas 

Atmosphäre produziert.  

Wie in Abbildung 8 gezeigt, wird dabei Graphit im elektrischen Lichtbogen zwischen 

zwei hochreinen Graphitelektroden verdampft [59]. Alternativ kann dieser 

Kohlenstoff-Ruß auch durch Laserablation von Graphit oder Pyrolyse von 

aromatischen Kohlenwasserstoffen produziert werden. Der Fullerenruß enthält neben 

den gewünschten Fullerenmolekülen auch eine Reihe unlöslicher Bestandteile, z.B.  

Rußpartikel und Graphitbruchstücke [52]. Die Abtrennung von den unlöslichen 

Bestandteilen gelingt durch Extraktion mittels geeigneter organischer Lösungsmittel 

wie z.B.: Toluol. Die dabei entstehende Lösung enthält bis zu 70% C60 und 15% C70 

sowie andere Fullerene, welche mittels Chromatographie getrennt werden können 

[65]. 

Abbildung 8:  Fullerensynthese- Apparatur mittels  überarbeitete Darstellung einer
Graphitverdampfung  nach Krätschmer und Huffman (A. Krüger, Neue 
Kohlenstoffmaterialien- Eine Einführung. Seite: 52. Verwendung genehmigt durch 
Springer-Verlag) 
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1.1.5 Vorkommen in der Umwelt 

Natürliche Fullerene kommen unter 

anderem in Form von verschiedenen 

Gesteinen vor, beispielsweise im 

Shungit (Russland) [146]. Dieses 

vollständig aus Kohlenstoff 

bestehende Mineral zeigt eine 

wellenförmig deformierte 

Graphitstruktur, die teilweise 

fullerenartige Einschlüsse enthält, 

wie in Abbildung 9 dargestellt [59].  

Fullerene kommen ebenfalls in Kreide-Tertiär-Grenzschichten (Neuseeland), in 

Meteoriten und Sedimenten meteoritischer Impakte (Gissar, Tadschikistan), in stark 

kohlenstoffhaltigen Substraten wie Fulgurit (Entstehung durch Blitzeinschlag) und in 

Verbrennungsrückständen (Ruß) aus Kerzen, Motoren und aus Flugzeug-Turbinen 

vor [59] [105].  

 

 

1.1.6 Anwendungsgebiete und Gesetzgebung  

Kohlenstoffhaltigen Nanomaterialien wird ein großer Einsatz in der Biomedizin und 

Materialwissenschaft zugeschrieben. Dabei sind Fullerene besonders attraktiv wegen 

ihrer Stabilität und breiten Palette an Modifikationsmöglichkeiten [59]. Heutzutage 

kommen Fullerene beispielsweise in Anti Aging Cremen als Radikalfänger vor, um 

dem Alterungsprozess der Haut entgegenzuwirken [128], zur photochemischen 

Erzeugung von Singulett-Sauerstoff, um gezielt DNS abzubauen bzw. zur Zerstörung 

von Tumorgewebe in der Krebstherapie [20]. Beispielsweise können geeignete 

Fullerenderivate mit Oligonucleotiden als Substituenten ortsspezifische 

Wechselwirkungen mit der DNS eingehen und so die DNS-Doppelstränge 

aufbrechen [20].  

 

 

 

 

 

 

Abbildung 9: Shungit als Kohlenstoffmineral (links)  
besitzt eine graphitartige Struktur (rechts)  
(A. Krüger, Neue Kohlenstoffmaterialien-Eine 
Einführung. Seite: 49. Verwendung genehmigt 
durch Springer-Verlag) 
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Fullerenderivate sind auch von besonderem Interesse für die Herstellung 

photoleitender Polymere und elektrolumineszenter Materialien mittels 

photoinduzierten Elektronentransfers [59]. Der Einsatz von Fullerenen zeigt hier eine 

deutliche Verbesserung der Materialeigenschaften bei Solarzellen, insbesondere in 

der Phasenstabilität. Bei der Entwicklung chemischer Sensoren ist die Bindung von 

C60 an eine feste Phase besonders bei Oberflächenfilmen von Vorteil [59].  

Der Einsatz von Hydrofullerenen ist sehr interessant für die Anwendung von Lithium-

Ionen-Akkumulatoren, da sie die Lebensdauer dieser Batterien signifikant erhöhen 

können. Auch für bildgebende Verfahren in der Medizin sind Fullerene eine wertvolle 

Bereicherung, beispielsweise können hochiodierte Derivate als Röntgenkontrastmittel 

angewendet werden [20,128]. 

Fullerene finden ihren Einsatz auch in der Produktion von Sportartikeln (Tennis, 

Badminton- oder Golfschlägern) und auch zur energiesparenden und 

kostengünstigen Umwandlung in Diamant (im Gegensatz zu Graphit) [59]. 

Nanomaterialien fließen auch immer mehr in die Gesetzgebung ein, wie z.B. in die 

Kosmetik-Verordnung oder Biozid-Verordnung. Arbeitsgruppen bei der Europäischen 

Chemikalienagentur (ECHA) sowie CARACAL befassen sich derzeit mit der 

verbesserten Integration von Nanomaterialien in die  Chemikalien-Verordnung 

REACH.  Seit Mitte 2013 gibt es in Europa eine Melde- und Kennzeichnungspflicht 

für Nanopartikel in Kosmetika (EU-Kosmetikverordnung (VO-EG Nr. 1223/2009). 

Aufgrund der vermehrten Produktion und Verwendung dieser kohlenstoffhaltigen 

Nanopartikel in Verbraucherprodukten können Fullerene direkt in Kontakt mit der 

Haut kommen und die meisten Gewebebarrieren durchdringen [59].  Daher stellt sich 

die Frage der Anreicherung im Menschen bzw. in der Umwelt, besonders da 

Fullerene nicht biologisch abbaubar sind und kaum eine Datenlage zur Toxizität 

vorhanden ist.  

In Österreich sind derzeit noch keine Daten über Fullerene in Abwasser, 

Klärschlamm bzw. kosmetischen Produkten und deren Auswirkung auf den 

menschlichen Organismus vorhanden. Deshalb soll im Rahmen dieser Dissertation 

aufgeklärt werden, ob und von welchen Umweltmedien in Österreich ein 

toxikologisches Risiko der Fullerene zu erwarten ist. Hierzu ist die Entwicklung 

spezifischer Analysemethoden zur Bestimmung von C60-, C70-, und NMFP- Fullerenen 

in unterschiedlichen Umweltmatrices notwendig. 
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1.2 LC-MS Analytik 

1.2.1 Flüssigchromatographie (LC)  

In dieser Studie wurde für die Entwicklung der Analysenmethode eine 

Flüssigchromatographie mit gekoppelter Tandem- Massenspektrometrie (LC-MS/MS) 

verwendet. Bei der LC-MS handelt es sich um eine HPLC-Anlage (high performance 

liquid chromatography) mit einem Massenspektrometer. Diese besteht aus einem 

Laufmittelvorrat, einer Pumpe, einem Injektor, einer Trennsäule sowie einem 

Detektor [27]. Die Flüssigkeitschromatographie ist ein chemisches Verfahren zur 

Auftrennung und Bestimmung von Molekülen in einem Gemisch. Die anschließende 

Massenspektrometrie dient zur Identifikation und Quantifizierung der zu 

untersuchenden Proben [130]. Es existieren verschiedene Trennmethoden, die auf 

dem Prinzip der Wechselwirkung einer stationären Phase (Säule) mit einer mobilen 

Phase (Eluenten) basieren.  

Die Stärke der Wechselwirkung nimmt wesentlichen Einfluss darauf, wie schnell die 

Stoffe durch das System hindurch transportiert werden. Analyten, die mit der 

stationären Phase in starke Wechselwirkung treten, sind langsamer als Analyten, die 

nur schwach oder kaum damit interagieren [35]. 

Für die entwickelte Methode am Umweltbundesamt Wien wurde ein UPLC („Ultra-

High Performance Liquid Chromatography”) Gerät mit massenspektrometrischer 

Detektion verwendet. Der Grundaufbau unterscheidet sich nicht von einer 

herkömmlichen HPLC-Anlage, jedoch bringt der Einsatz der UPLC mehrere Vorteile 

mit sich. Bei der UPLC werden  Säulen mit einer kleineren Porengröße verwendet, 

wodurch schärfere Peaks entstehen und auch  Analysenzeit und Laufmittel 

eingespart werden [59].   

 

1.2.2 Tandem-Massenspektrometrie (MS/MS) 

Tandem-Massenspektrometer (MS/MS) werden in der Analytik für eine 

hochsensitive- und selektive Detektion und Quantifizierung von reinen Stoffklassen, 

aber auch von gemischten Substanzen durch die Verwendung von nacheinander 

geschalteten Analysatoren eingesetzt [59]. Einer der Vorteile der MS/MS, ist die 

Schnelligkeit des Systems, da Messungen innerhalb von wenigen Millisekunden 

durchgeführt werden können. Als Geräte werden beispielsweise Triple Quadrupol 

Massenanalysatoren (QqQ) verwendet, die auch  in meiner Studie zum Einsatz 

gekommen sind [9].  
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Quadrupole Massenanalysatoren bestehen aus vier Stabelektroden, an denen 

jeweils die gegenüberliegenden Elektroden an Gleich- bzw. Wechselstrom 

angeschlossen sind [20]. Nur Ionen mit bestimmten Masse-Ladungs-Verhältnissen 

(m/z) sind stabil genug, 

um die Quadrupole zu 

einem bestimmten 

Zeitpunkt zu passieren, 

alle anderen 

unerwünschten Ionen 

werden durch 

Neutralisierung nicht 

detektiert. Deshalb werden 

Quadrupole auch als 

Massenfilter bezeichnet [20]. Ein Triple-Quadrupol besteht aus drei Quadrupolen 

(Q1, Q2 und Q3), siehe Abbildung 10.  Multiple Reaction Monitoring (MRM) ist der 

am häufigsten verwendete Modus in der quantitativen Analytik mittels Triple-

Quadrupol und wird als zweidimensionales Gegenstück zum Selected Ion Monitoring 

(SIM) bei einfachen Quadrupol Massenspektrometern aufgefasst [20]. Beim Triple-

Quadrupol dient Q1 als Massenfilter und lässt nur spezifische Vorläufer-Ionen mit 

bestimmtem Masse-Ladungs-Verhältnis durch. Q2 stellt die Kollisionszelle dar, wobei 

die Vorläufer-Ionen durch die Kollision mit einem Gas (N2 oder Ar) fragmentiert und 

Produkt-Ionen erzeugt werden [20]. Dieser Prozess wird Collision Induced 

Dissociation (CID) genannt. Die resultierenden Produkt- Ionen werden zu Q3 geleitet, 

wo nur die Ionen mit gewünschtem Masse-Ladungs-Verhältnis passieren dürfen. Dort 

treffen sie dann auf den Detektor (Electron Multiplier) [20]. Um die Messmethode zu 

optimieren, werden neben den chromatographischen Parametern zunächst die 

massenspektrometrischen-Parameter (DP, EP, CEP, CE, CXP) angepasst. Dies wird 

im Kapitel Material und Methode weiter ausgeführt.    

 

1.2.3 Elektrospray- Ionisation (ESI) 

 Wie bereits in der Literatur beschrieben, ist der Einsatz der Elektrospray-Ionisation 

(ESI) als Ionisationsquelle in der LC-MS Analytik besser geeignet, wenn es sich um 

ionische und polare Verbindungen handelt. Im Gegensatz zu ESI besteht auch die 

Möglichkeit, APCI (Atmospheric Pressure Chemical Ionization) für mittelpolare und 

unpolare Verbindungen einzusetzen, jedoch nicht für ionische [59] [65].  

 

Abbildung 10: überarbeitete Darstellung eines Triple-
Quadrupol Massenanalysators (Ohtsuki S. et al. 2011. 
Quantitative targeted absolute proteomics-based ADME 
research as a new path to drug discovery and development: 
methodology, advantages, strategy, and prospects. J Pharm 
Sci.3547-59. doi: 10.1002/jps.22612. Verwendung genehmigt 
durch Elsevier) 
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In dieser Arbeit wird daher ESI verwendet und auf diese Art der Ionisation im 

Nachfolgenden genauer eingegangen. 

Bei der Elektronenspray-Ionisation werden organische und anorganische 

Verbindungen in die Gasphase überführt und dann mittels massenspektrometrischer 

Detektion analysiert [59]. Wichtig ist, dass es beim Ionisationsprozess zur Bildung 

von Gasphasen-Ionen in Form von geladenen Tröpfchen kommt [99]. Im Prozess 

wird die Analyt-Lösung durch eine metallische Kapillare geleitet, an dessen Spitze 

eine sehr hohe Spannung angelegt wird (Nadelspannung) und ein elektrisches Feld 

von ca. 105  V/m zwischen Kapillare und Gegenelektrode erzeugt um die Probe zu 

ionisieren [99]. Im positiven Elektronenspray Modus (+) werden durch die positive 

Spannung positiv geladene Ionen erzeugt. Im negativen Modus (-) entstehen 

aufgrund der negativen Spannung negativ geladene Ionen, (Fullerene sind im 

Negativmodus ionisierbar) [99]. Die Analyt-Lösung läuft durch das elektrische Feld 

hindurch und die in ihr befindlichen Ionen bewegen sich elektrophoretisch auf die 

Gegenelektrode zu. An der Spitze der Kapillare bildet sich eine Anreicherung 

geladener Ionen aus, die sich gegenseitig abstoßen und über den dabei gebildeten 

Flüssigkeitskegel („Taylor-Cone“) in Tröpfchen aus der Kapillare strömen [99]. Für 

die Erzeugung der Flüssigkeitströpfchen und Verdampfung des Lösungsmittels wird 

ein Stickstoffgas verwendet. Das Eindringen von Umgebungsluft und Lösungsmittel-

Tröpfchen in den Massenanalysator wird durch die Curtain Gas-Schnittstelle 

verhindert. Die Effizienz der Ladungstrennung dieser Ionen hängt von der Größe des 

Elektrospray- Stromflußes I (ESI current) ab [99].  Abbildung 11 beschreibt die 

Bildung freier Ionen in der Gasphase nach dem Charge Residue Model (CRM). Es 

geht davon aus, dass als Endprodukt der Ionisation nur winzige Tropfen von circa 1 

nm Durchmesser entstehen, die nur ein ionisiertes Analyt-Molekül enthalten [99]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 11: CRM- Modellvorstellung   
(Electrochemical and theoretical aspects of electrospray ionisation.  
Tatiana C. Rohner et al. 2004, Verwendung genehmigt durch Royal 
Society of Chemistry) 
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1.2.4 Basisvalidierung  

Analytische Ergebnisse haben oft ausschlaggebende Konsequenzen für Verbraucher 

und Umwelt. Demnach müssen die angewendeten Methoden nachweislich geeignet 

sein und valide Ergebnisse liefern. Der Prozess der Validierung soll bestätigen, dass 

ein Prüfverfahren, eine analytische Methode, eine Messeinrichtung und alle damit 

verbundenen Voraussetzungen zur Erfüllung einer bestimmten Aufgabe geeignet   

sind [55]. Dies ist vor allem wichtig, um die Qualitätssicherung der 

Analysenergebnisse gewährleisten zu können. Für meine Arbeit wurde die 

Basisvalidierung der Verfahrenskenndaten nach DIN 32645 ermittelt. 

 

Validierungsparameter  

Bevor ein Analyseverfahren auf seine Leistungsfähigkeit hin überprüft werden kann, 

müssen erst prüfrelevante Kriterien festgelegt werden [55]. Der Umfang dieser 

Kriterien richtet sich nach der zu validierenden Methode und sollte in einem 

angemessenen Verhältnis zu den entsprechenden Anforderungen stehen.  

In Tabelle 2 sind die allgemeinen Validierungsparameter nach Kromidas aufgelistet 

und beschrieben. 

 

Tabelle 2: Allgemeine Validierungsparameter  
(Kromidas 2011, Verwendung genehmigt durch John Wiley & Sons) 

Validierungsparameter Beschreibung 

Genauigkeit Oberbegriff für Richtigkeit und Präzision 

Richtigkeit 
Maß für die Abweichung vom richtigen Wert 

aufgrund systematischer Fehler 

Präzision (Wiederhol-, Labor-, Vergleichspräzision) 
Maß für die Streuung der Analysenwerte 

aufgrund zufälliger Fehler 

Linearität 
Mathematischer Zusammenhang zwischen Signal 

und Konzentration  

Wiederfindungsrate Ausbeute nach allen Analyseschritten 

Selektivität 
Fähigkeit, unterschiedliche Komponenten 

nebeneinander störungsfrei zu bestimmen  

Spezifität 
Fähigkeit, eine Substanz  ohne Störung durch 

andere Komponenten zu bestimmen 
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- Arbeitsbereich 

 Der Arbeitsbereich beginnt frühestens bei der 

Bestimmungsgrenze und wird durch die 

Kalibrations-Standards festgelegt (meist 

bestimmt durch den niedrigsten und höchsten 

Kalibrations-Standard). Die Linearität muss für 

die Gültigkeit der statistischen Auswertung 

nachgewiesen werden [35]. 

 

 

 

 

 

Robustheit (Methodenrobustheit, Verfahrensstabilität, 

Anwendbarkeit) 

Störanfälligkeit durch variierende Bedingungen 

(Analysenparameter, Dauer der Analyse, Labor, 

Gerät, etc. 

Methodenstabilität 
Stabilität der Methode in Abhängigkeit von der 

Zeit 

Stabilität 
Stabilität von eingesetzten Lösungen, 

Chemikalien, etc. 

Empfindlichkeit 
Fähigkeit zur Bestimmung kleiner  

Konzentrationsdifferenzen 

Nachweisgrenze Kleinste nachweisbare Menge oder Konzentration  

Bestimmungsgrenze 

Kleinste Menge oder Konzentration eines 

Analyten, die quantitativ mit einer festgelegten 

Präzision bestimmt wird 

Arbeitsbereich 
Konzentrationsbereich für akzeptable Angaben 

über Richtigkeit, Präzision, etc. 

Messunsicherheit Schwankungsbereich des Messwertes 

Methodenfähigkeit 
Fähigkeit, Ergebnisse zu liefern, die innerhalb der 

Spezifikationsgrenze liegen  

Abbildung 12: Darstellung  überarbeitete 
des Arbeitsbereiches (Determination of 
trace elements. Zeev Alfassi et al. 2008, 
Verwendung genehmigt durch Wiley & 
Sons) 
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- Nachweisgrenze (limit of detection) 

Die Nachweisgrenze (NG) stellt die 

Entscheidungsgrenze für das 

Vorhandensein eines Analyten unter 

Verwendung einer Kalibrierung dar. Sie 

kann unter Berücksichtigung einer 

vorgegebenen Sicherheit den kleinsten 

Messwert vom Blindwert unterscheiden. 

[35]. Hat eine Probe einen Messwert im 

Bereich der Nachweisgrenze, kann mit 

einer Signifikanz von circa 99% und einer 

Unsicherheit von 1% (α- Fehler) davon 

ausgegangen werden, dass der Analyt 

vorhanden ist [35]. Das Signal/Rausch (S/N)-Verhältnis = 3:1 

 

 

 

 

- Bestimmungsgrenze (limit of determination) 

 Die Bestimmungsgrenze (BG) ist die 

kleinste Konzentration eines Analyten, die 

quantitativ mit einem vorgegebenen 

relativen Fehler bestimmt werden kann und 

stellt die untere Grenze für die 

Quantifizierung dar [35]. Die BG entspricht 

jener Konzentration, ab der die geforderte 

Analysenpräzision (zumeist 33.3%) erfüllt 

ist. Der Bestimmungsfehler ± VB wird über das 

in die Kalibration umschließende 

Vertrauensband errechnet [35].  

 

 

Vorgegebene Sicherheit: 
3σ = 99.7% 

=> NG = 3 x σ BW 

Annähernd: BG ≈ 3.33 NG 
=> BG = 10 x σ BW 

 überarbeitete Darstellung Abbildung 13:
der Nachweisgrenze (Determination of 
trace elements. Zeev Alfassi et al. 2008, 
Verwendung genehmigt durch Wiley & 
Sons) 
 
 

 überarbeitete Darstellung Abbildung 14:
der Bestimmungsgrenze (Determination of 
trace elements. Zeev Alfassi et al. 2008, 
Verwendung genehmigt durch Wiley & 
Sons) 
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- Bestimmung von NG/BG lt. DIN 32645  

NG/ BG werden über Vertrauensbänder und mehrmaliger Messung der Kalibrierung 

nach DIN 32645 berechnet [142]. NG und BG müssen für jede Probenart (Matrix) 

separat ermittelt bzw. angegeben werden und dürfen sich nicht nur auf 

Standardlösungen beziehen [142]. 

 

 

1.3 Prozess der Abwasserreinigung in einer Kläranlage  

 

Um abschätzen zu können, ob und inwieweit die österreichische Population mit 

Nanomaterialien wie Fullerenen in Kontakt kommt, ist es notwendig, Kenntnis über 

die relevanten Stoffströme von Nanomaterialien zu erhalten. Daher möchte ich im 

nachfolgenden Abschnitt die kommunale Abwasserreinigung in Österreich kurz 

beschreiben, um ihre Auswirkungen auf biologische Prozesse abschätzen und 

bestimmen zu können, inwiefern Kläranlagen als Zugang von Nanomaterialien in 

 Darstellung der Abwasserreinigung in einer kommunalen Kläranlage Abbildung 15:
(Förstner U. 2008 Umweltschutztechnik, Seite: 225. ISBN: 978-3-540-77883-7. 
Verwendung genehmigt durch Springer-Verlag Berlin Heidelberg) 
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Gewässer dienen. Der Prozess der Abwasserreinigung wird im nachfolgenden Teil 

genauer beschrieben.  

In einer Kläranalage erfolgt die Abwasserreinigung in drei Schritten, nämlich die 

mechanische, biologische und chemische Reinigung (siehe Abbildung 15) [141]. 

 

- Mechanische Reinigung 

Bei der mechanischen Vorreinigung werden über einen Schotterfang und Rechen 

grobe Verunreinigungen entfernt. Bei diesem ersten Reinigungsschritt werden z.B. 

Hygieneartikel, Laub, etc. beseitigt.  

Diese Reste werden maschinell gewaschen, zerkleinert, verbrannt oder auf einer 

Deponie abgelagert. Mineralische Verunreinigungen wie Sand, Kies oder Glassplitter 

werden aus dem Abwasser über den Sandfang entfernt, damit die Maschinen in der 

Kläranlage durch starke Beanspruchung oder auch Verstopfung nicht beschädigt 

werden. Beim anschließenden Vorklärbecken werden durch Sedimentation alle 

kleinen organischen Substanzen aus dem Abwasser entfernt (ca. 30%). Papier oder 

Fäkalien setzen sich im Vorklärbecken als Primärschlamm ab oder bleiben an der 

Oberfläche [141]. 

- Biologische Reinigung  

In diesem Schritt werden durch Mikroorganismen die organischen 

Abwasserinhaltsstoffe mit Hilfe von Sauerstoff im Belebungsbecken (Belebtschlamm 

mit Bakterien angereichert) abgebaut. Dabei werden neben den organischen 

Kohlenstoffverbindungen (Schmutzstoffe) auch die schädlichen 

Stickstoffverbindungen aus dem Abwasser entfernt (Denitrifikation). Im 

Nachklärbecken erfolgt die Trennung des Belebtschlammes vom gereinigten 

Abwasser. Ein Teil des Schlammes kommt als Rücklaufschlamm in das 

Belebungsbecken zurück, um dort die Bakterien anzureichern. Der übrige Schlamm 

(Überschussschlamm) kommt zusammen mit dem Primärschlamm in den Faulturm, 

um die Bakterien dann dort ohne Sauerstoff abzubauen. Die dabei entstehenden 

Methangase können thermisch genutzt werden [141]. 
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- Chemische Reinigung 

In dieser letzten Reinigungsstufe steht in erster Linie die Phosphorfällung im 

Vordergrund, damit eine Eutrophierung der Gewässer verhindert wird. Dabei wird der 

Phosphor durch Zugabe von Eisen- oder Aluminiumsalzen als Schlamm aus dem 

Abwasser abgetrennt. Bei der Schlammproduktion ist es wichtig, die enthaltenen 

organischen Kohlenstoffe so gut wie möglich abzubauen und das Volumen des 

Schlammes für die weitere Verwendung bzw. Entsorgung zu reduzieren [141].  

 

1.4 Toxikologie 

 

Allgemein versteht man unter dem Begriff der 'Toxizität' die Eigenschaft eines Stoffes 

in Zellen, bzw. in lebenden Organismen unerwünschte Wirkungen und 

Funktionsbeeinträchtigungen bis hin zum Tod des Organismus zu bewirken. 

Toxische Wirkungen können reversible und irreversible Effekte haben [72]. 

Um eine toxikologische Interpretation aufstellen zu können, ist es wichtig, die Öko- 

und  Humantoxizität von Fullerenen zu beschreiben. Im folgenden Abschnitt werde 

ich auf diese Punkte näher eingehen und einen Überblick über die bisherigen 

toxikologischen Studien geben, um die Ergebnisse der 11 untersuchten 

kosmetischen Produkte beurteilen zu können. 

 

1.4.1 Ökotoxizität 

Mögliche Auswirkungen von Nanopartikeln auf die Umwelt 

Die Ökotoxikologie von Nanomaterialien ist erst teilweise untersucht. Bisher wurden 

vor allem akute Effekte auf Bakterien, Wasserorganismen, einige Bodenorganismen 

und Pflanzen bestimmt, meist allerdings bei nicht umweltrelevanten 

Partikelkonzentrationen. Neben der Dosis, der Partikelzahl und der elementaren 

Zusammensetzung spielen auch die Art, Präparation, Oberflächenbeschichtung und-

beschaffenheit, sowie mögliche Modifikationen der Nanopartikel eine entscheidende 

Rolle für die Aufnahme und die möglichen toxischen Wirkungen [78].  
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Einsicht in die Wirkungsweise von Umweltchemikalien auf der molekularen und 

zellulären Ebene ist damit grundlegend für das Verständnis ökotoxikologischer 

Wirkungen [28]. Im Vordergrund der Ökotoxizität stehen aquatische Organismen. Es 

liegt eine Reihe von Untersuchungen mit synthetischen Nanomaterialien vor, die in 

den folgenden Punkten näher erläutert werden [89, 25, 101].  

 

 

 Wirkung auf Bakterien und Viren 
 

Bei den Wirkungen auf Mikroorganismen können neben der antimikrobiellen Wirkung 

von Nanopartikeln Veränderungen der Reproduktionsfähigkeit, Mutationen oder die 

Inhibierung von Vitalfunktionen untersucht werden.  

Untersuchungen zur Bakterientoxizität von Fullerenen kommen zu sehr 

unterschiedlichen Ergebnissen. Beispielsweise führten die Konzentrationen von 

0,4mg/l und 4mg/l mit Tetrahydrofuran suspendierten C60-Fullerenen zu einer 

Hemmung des Wachstums und der Atmung von Escherichia coli und Bacillus subtilis 

[31]. In einer anderen Studie wurden Veränderungen im Stoffwechsel von Bacillus 

subtilis bereits ab einer Konzentration von 0,01mg/l gefunden [26]. Lyon et al. (2006) 

berichten in ihrer Arbeit ebenfalls von einer hohen antibakteriellen Aktivität der C60-

Fullerene gegenüber Bacillus subtilis, die höher liegt als die des Antibiotikums 

Vancomycin [71].  

Der Mechanismus der Bakterientoxizität von Fullerenen ist bisher noch unklar. 

Vermutungen bestehen, dass eine Photoaktivierung der Fullerene zur Bildung von 

ROS führt. Allerdings spricht der Nachweis einer Bakterientoxizität auch unter 

Abwesenheit von Licht, das als Grundlage zur Stimulierung der Bildung von ROS 

dient, für weitere Wirkmechanismen [46]. 

 

 Wirkung auf Wasserorganismen 

Bislang wurden nur wenige ökotoxikologische Untersuchungen mit Nanomaterialien 

an marinen Organismen verschiedener Trophiestufen vorgenommen. In vereinzelten 

Untersuchungen zeigen Salzwassermuscheln wie Mytilus edulis, die Inkorporation 

von Nanopartikeln durch Phagozytose [46].  

Ökotoxizitätsstudien mit Fischen deuten auf eine deutliche Abhängigkeit der 

Wirkkonzentrationen von der Art der Suspensionsherstellung hin. Beispielsweise 

wiesen Oberdörster et al. (2004) oxidative Schäden im Gehirn und Veränderungen in 

der Enzymaktivität beziehungsweise des Gluthationstatus in den Kiemen infolge der 

Exposition gegenüber niedrigen C60-Fulleren-Konzentrationen nach [87]. Dabei 
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zeigte es sich allerdings, dass zumindest die Intensität der beobachteten Effekte mit 

dem verwendeten organischen Lösungsmittel Tetrahydrofuran im Zusammenhang 

stand. 

Studien an Fischen, in denen kein Lösungsmittel zur Herstellung der Testsuspension 

verwendet wurde, konnten in der Regel nur eine geringe Fulleren-Toxizität nachwei-

sen. Dass C60-Fullerene bei Fischembryonen eine höhere Wirkung aufweisen als 

hydroxylierte Derivate, wiesen Zhu et al. (2007) und Usenko et al. (2007) nach [140]. 

So zeigte sich in der Studie von Zhu et al. (2007) bei einer Fulleren-Konzentration 

von 1,5 mg/l eine verminderte Schlupf-und Überlebensrate, wogegen das 

derivatisierte Fulleren keine Effekte bei Konzentrationen von bis zu 50 mg/l 

hervorrief.  

Außerdem zeigten Usenko et al. (2007), dass eine Photoaktivierung der Fullerene 

einen Einfluss auf deren Toxizität gegenüber Fischembryonen hatte [140]. So waren 

Effekte wie Fehlbildungen des Schwanzes unter Abwesenheit von Licht um rund 30-

40% weniger ausgeprägt. Ein Schutz geringer Fulleren-Konzentrationen vor 

oxidativem Stress konnte anhand dieses Testsystems nicht bestätigt werden [125]. 

 

 Wirkung auf Bodenorganismen und Wurzelsysteme 

Mehr noch als bei Untersuchungen im aquatischen Bereich ergeben sich bei der 

Untersuchung terrestrischer Ökosysteme Probleme hinsichtlich der homogenen 

Mischung von Nanomaterialien mit dem Bodenmaterial, der Unterscheidung 

zwischen technisch konfektionierten Nanopartikeln und Kolloiden, sowie der 

Transformation von Nanomaterialien (nach der Suspension von Bodenmaterial und 

Bodenlebewesen). Die Applikation von Fullerenen in Größenordnungen von bis zu 

50mg/kg scheint auf mikrobielle Boden-Biozönosen nur in geringem Maße eine 

Wirkung zu haben. Auf Kompostwürmer haben Fullerene ab Konzentrationen >1g/kg 

Nahrung  einen Effekt. Sehr uneinheitlich sind auch die Ergebnisse zur Wirkung von 

Fullerenen auf terrestrische Bakterien und Protozoen. So führte die Exposition 

gegenüber einer      Fullerenkonzentration von 5 mg/kg Boden zu Veränderungen in 

der Bakterien- und Protozoenzusammensetzung, nicht aber in der mikrobiellen 

Biomasse [44]. Auch Scott-Fordsmand et al. (2008) wiesen nach 28 Tagen 

Exposition gegenüber 1g Fullerenen pro kg Trockengewicht Boden einen um 78% 

geminderten Fortpflanzungserfolg bei Rotwürmern (Eisenia veneta) nach [112]. 

Im Unterschied dazu wiesen Tong et al. 2007 keine Effekte auf die Struktur der 

Bakterienzusammensetzung im Boden infolge der Exposition gegenüber Fulleren-
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konzentrationen von 1 und 1.000 mg/kg nach, sowie keine Modifikationen in den 

Respirationsraten und der Enzymaktivität des Bodens [121].  

Dabei wurden die Fullerene trocken in den Boden eingebracht, was eventuell die 

unterschiedlichen Ergebnisse erklären könnte. 

 

Untersuchungen zur Ökotoxizität 

Im folgenden Abschnitt sind die wichtigsten umweltrelevanten Studien zur Toxizität 

von Fullerenen aufgelistet: 

 

Tabelle 3: In vivo- und in vitro Untersuchungen zur Ökotoxizität (2004-2009) 

Referenz   Applikation Untersuchungsart Effekt 

Oberdörster 
(2004) 

  C60 In vivo am Forellenbarsch  
Gehirnstörungen und 
Stressymptome 

 
Lyon et al. 
(2006)/Johannsen 
et al. (2008) 

  

versch. Fullerene In vitro an Bakterien 
Antibakterielle Eigenschaften 
unabh. von Licht  

 
Lovern et al. 
(2007) 

  
C60 In vivo an Dahnien 

Verhaltensänderung-Störung 
des Ökosystems 

 
Isaacon et al. 
(2007) 
 

  

C60 
In vivo an Zebrafisch 
Embryonen 

 
Erhöhte Sterblichkeit abh. 
von Licht und verstärkte 
Expression von Stressgenen 
 

Usenko et al. 
(2008 

  
C60 

In vivo an Zebrafisch 
Embryonen 

Gehirnstörungen und 
Stressymptome 

 
Baun et al. (2008) 

  

C60 
In vivo an Algen und 
Wasserflöhen 

 
Bindung an Chemikalien 
bewirken eine Verstärkung 
des toxischen Effektes 

 
Ringwood et al.  
(2009) 

  
C60 

In vivo an 
Austern/Embryonen 

 
Schädigung von Leberzellen  
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1.4.2 Humantoxizität 

Mögliche Eintrittspforten in den menschlichen Körper 

 
Die allgemeine Bevölkerung kommt mit dem vermehrten Verbrauch von 

Nanopartikeln, die auf dem Markt in Kosmetika, Sportartikeln, Arzneistoffen etc. 

vorkommen, in Kontakt. Es stellt sich daher die Frage, ob die verwendeten 

Nanomaterialien in den menschlichen Körper eindringen und ob sie dort 

gesundheitliche Schäden auslösen können. Als mögliche Eintrittspfade von 

Nanopartikeln in den Körper kommen der Atemtrakt, die Haut und der Magen-Darm-

Trakt, der verschiedene Substanzen wie Wasser, Nährstoffe oder Sauerstoff 

aufnehmen kann, in Betracht [82]. Einige Studien deuten darauf hin, dass 

Nanopartikel aufgrund ihrer Größe diese Eintrittsstellen durchdringen können [83, 86, 

84, 54,103]. 

Nanopartikel können auch durch ihre hohe Redoxaktivität reaktive Sauerstoff-

Spezies (ROS) generieren, was zu oxidativem Stress, DNA-Schädigung und 

schließlich Apoptose und Zytotoxizität führen kann. 

Zur Dauer und Höhe der Exposition des Menschen gegenüber Nanomaterialien sind 

kaum Erkenntnisse vorhanden. Ein Grund dafür liegt darin, dass es noch keine 

standardisierten Messverfahren und konkrete Daten über die Konzentration von 

Nanomaterialien in Umweltmedien gibt.  

Noch zu berücksichtigen sind das Verhalten und die Veränderung dieser 

Nanopartikel in der Atmosphäre und in anderen Umweltmedien, die die Abschätzung 

der Konzentrationen in den Umweltmedien noch dazu erschweren [63]. 

Im nachfolgenden Abschnitt möchte ich die möglichen Eintrittspforten für die 

untersuchten Proben (Magen-Darm-Trakt und Haut) genauer beschreiben. 
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 Aufnahme über den Magen- Darmtrakt 

Der gesamte Magen-Darm-Trakt ist in engem Kontakt mit allen oral aufgenommenen 

Materialien. Es wird geschätzt, dass eine Person täglich durchschnittlich 1012 bis 1014 

Nano- und Mikropartikel oral aufnimmt [67]. Die Adsorption von Nanopartikeln erfolgt 

nicht nur über die Peyer-Plaques (aggregierte lymphatische Knötchen, Teil des 

Immunsystems des Magen-Darm-Traktes), sondern auch durch Epithelzellen, die die 

große Oberfläche des Darms auskleiden. Chronische Nanopartikel-Adsorption kann 

die Erzeugung von oxidativem Stress und den gesamten Entzündungsprozess 

aktivieren, was zu pro-inflammatorischen Bedingungen führen kann [79]. 

Oberdörster et al. (2005) untersuchten die Aufnahme von radioaktiv markierten, 

intravenös verabreichten Fullerenen im Vergleich zur Aufnahme durch den Magen-

Darm-Trakt in Ratten [88]. Das oral aufgenommene Material wurde zu 98% 

ausgeschieden, während das intravenös verabreichte Material nach einer Woche zu 

ca. 80% in der Leber deponiert war. Dies könnte einen Hinweis darauf geben, dass 

die Aufnahme von Nanopartikeln über den Darm eher von geringer Bedeutung ist.  

Jedoch kann die schnelle Entwicklung der künstlichen Nanomaterialien die bereits in 

vielen Lebens- und Nahrungsergänzungsmitteln vorhanden sind, zu einer 

zunehmenden Nanopartikel-Exposition im Magen-Darm-Trakt führen [36].  

Abbildung 16: Wege von Fullerenen in den 
Körper (überarbeiteter Auszug aus Meili et al. 
2007. Open access article) 
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Obwohl immer mehr Studien die toxikologischen Wirkungen von Nanopartikeln im 

Magen-Darm-Trakt untersuchen, gibt es noch zu viele Wissenslücken die durch mehr 

Forschung geschlossen werden müssen. 

 

 Aufnahme über die Haut 

Die Fläche der menschlichen Haut beträgt im Durchschnitt 1,5–2m2, wobei die erste 

Schicht der Haut aus einer relativ dicken sogenannten keratinisierten toten 

Zellschicht (10μm) besteht. Nanopartikel, wie Fullerene gelangen über 

Sonnencremen, Anti-Aging Cremen etc. auf die Haut. Zudem können sich auch am 

Arbeitsplatz luftgetragene Nanopartikel auf der Haut ablagern [76]. Ob diese 

Produkte bzw. Nanomaterialien die oberen Hautschichten überwinden können und 

so in das tiefergelegene Gewebe gelangen, ist bisher nicht eindeutig nachgewiesen 

worden. Lademann et al. (1999) zeigten, dass sich Nanopartikel zumindest in den 

Haarfollikeln anreichern können [60]. Da während des Haarwachstums die 

Haarfollikel geöffnet sind, könnten die Nanopartikel so in die tieferen Schichten 

eindringen.  

Eine Translokation über die gesunde Haut wurde bislang aber nicht nachgewiesen, 

da Nanopartikel zu groß für einen passiven Transport durch die Haut sind [35, 110]. 

Durch Hautverletzungen oder durch erkrankte Haut (Schuppenflechte, Barfußlaufen, 

etc.) können Nanopartikel diese Barriere jedoch überwinden und bis in nahe 

gelegene Lymphknoten vordringen [88]. Tinkle et al. 2003 zeigten aber, dass auch 

die unverletzte Epidermis an Gelenken durch Beugung so durchlässig wird, dass 

fluoreszierende Partikel bis zu einer Größe von 1μm zur Lederhaut vordringen 

können. Als wahrscheinliche Vehikel für den anschließenden Transport in 

Lymphknoten werden z.B. Hautmakrophagen diskutiert [126].  

Eine Aufnahme von C60-Fullerenen in humane Makrophagen konnte anhand von 

Transmissions-Elektronenmikroskopie nachgewiesen werden [94]. Dort wurden sie 

insbesondere entlang der Zellmembran, in den Lysosomen, im Zytoplasma und im 

Zellkern gefunden. Der Nachweis im Zellkern ist von besonderer Relevanz, da somit 

für Fullerene die Möglichkeit besteht, mit der DNA zu interagieren bzw. Mutationen 

auszulösen. Eine einzige Studie, die mit der Haut von Schweinen durchgeführt 

wurde, zeigte, dass Phenylalanin derivatisierte Fullerene bis in die Lederhaut 

vordringen konnten [102].  
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Die Lederhaut ist reich an Blut und Lymphgefäßen, an Makrophagen und 

sensorischen Nervenendigungen. So könnte der Transport von Nanopartikeln über 

Hautmakrophagen oder spezifische Abwehrzellen der Haut in die lymphatischen 

Organe möglich sein [91,106].  Die Forschungsgruppe von Vicki Colvin (Rice 

University, Houston, Texas) zeigte, dass menschliche Leber- und Hautzellen, die 

verschiedenen Konzentrationen von Buckminsterfullerenen ausgesetzt wurden, 

selbst noch in stark verdünnter Lösung (20ppb) die Hälfte aller Zellen abtöteten.  

Inwieweit die Haut Nanopartikel einschleust, ist bis heute noch unklar und 

Gegenstand der derzeitigen Forschung. Man ist sich jedoch sicher, dass die 

Barrierefunktion nicht vollständig gewährleistet ist und so das Eindringen von 

Nanopartikeln möglich macht [100]. 

 

Untersuchungen zur Humantoxizität 

 

Im folgenden Abschnitt sind die wichtigsten in vivo- und in vitro Studien zur Toxizität 

von Fullerenen bis 2016 aufgelistet: 

 

Tabelle 4: In vivo- und in vitro Untersuchungen zur Humantoxizität (1995-2015) 

Referenz   Applikation Untersuchungsart Effekt 

 
 
Tsuchiya et 
al. (1996) 

   
 
50mg/kg Fullerenen In vivo an trächtigen 

Mäusen 

 
Reduzierte Schlüpf- und 
Überlebensrate und 
vermehrte  Ödembildung 
im Herzen 
 

 
Snyder et 
al. (2015) 

  
 

14
C60 (0,2mg) 

In vivo an trächtigen 
Ratten 

Föten verstarben innerhalb 
von 24 Stunden bis 8 
Tagen nach der Injektion 

 
Radomski 
et al. (2005) 

   
C60 

 
In vivo an Ratten 

 
Vermehrte Bildung von 
vaskulären Thrombosen 

 
Adelmann 
et al. (1994) 

   
Verschiedene 
Fullerene 

 
In vitro an primären 
Rinder-
Alveolarmakrophagen 
und HL-60-Makrophagen 

 
Reduzierte Vitalität der 
Zellen und erhöhte Bildung 
an proinflammotorischen 
Zytokinen 

 
Kamat et al. 
(1998) 

   
C60 

 
In vitro an Mikrosomen 
der Rattenleber 

 
oxidative Schäden in 
biologischen Membranen 

 
Rancan et 
al. (2002) 

   
C60-Derivate In vitro an dendritischen 

Mono-Addukten 

 
Schädigung der 
Membranen abhängig von 
UV-Dosis 

      
Yamawaki 
und Iwai 
(2006) 

  100μg/mL. 
C60(OH)24 

In vitro an Endothelzellen 
von Nabelvenen 

Autophagischer Zelltod 
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Xia et al. 
(2006 

C60(OH)m, m=22-26 In vitro an Makrophagen 
der Maus (RAW 264.7) 

signifikante Produktion von 
ROS 

 
Canesi et 
al. (2010) 

   
C60 

 
In vitro an Blutzellen der 
Miesmuschel 

 
Entzündungsreaktionen 
und Produktion von ROS 

 
Bobylëv et 
al. (2012) 

   
C60  In vitro an HEp-2-Zellen 

toxische Wirkung auf 
Zellkulturen 

 
Nakagawa 
et al. (2014, 
2015)  

   
Polycarbonsäure-
Derivate 

In vitro an 
Rattenhepatozyten 

DNA-Schäden und 
Zytotoxizität 

 
Yang et al. 
(2016) 

   
50 µM C60 (OH)

24
 

In vitro an isolierten 
Zellen von Mitochondrien 

Mitochondriale Dysfunktion 
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2. MATERIAL UND METHODEN 

 

2.1 Material 

 

Im folgenden Abschnitt werden die verwendeten Geräte beziehungsweise 

Chemikalien und Reagenzien sowie die methodischen Parameter zur Durchführung 

der Basisvalidierung beschrieben. 

 

2.1.1 Geräte 

Bei der Methodenentwicklung wurden die LC-MS/MS-Analysen mittels UPLC-Gerät 

und gekoppeltem Triple-Quadrupol-Massenanalysator unter Verwendung des 

negativen  Elektrospray-Ionisationsmodus (ESI (-)) durchgeführt. Für die Infusion in 

das Massenspektrometer wurde ein Harvard Apparatus 11 plus (Spritzenpumpe) 

verwendet. Die verwendeten Geräte sowie Hersteller und Typ sind in Tabelle 5 

aufgelistet. 

 

 
Tabelle 5: Verwendete Geräte, Hersteller und Typ 

Geräte Hersteller/Typ 

UPLC 
Agilent Technologies 1290 Infinity Series (Pumpe, 
Autosampler, Thermostat Probensampler, 
Entgaser) 

Triple-Quadrupol-Massenanalysator 
Applied Biosystems-Sciex, API 4000 Q TRAP     
Massenspektrometer 

Elektrospray-Ionisation Turbo V Ion Source; S.-Nr.: 21680080418 

Infusionsapparatur Harvard Apparatus 11 

Trennsäule  
Phenomenex Luna C18 (100 x 2mm; 5μm; 100A) 
S.-Nr.: 664199-8, S.-Nr.: 755497-2 

Software 
Auswertung: Applied Biosystems-Sciex, Analyst-
Software 1.6 (2011) und MultiQuant 2.0, 
Basisvalidierung: SQS 2010 Version 1.46 
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2.1.2 Chemikalien 

 

Tabellen 6 und 7 enthalten alle verwendeten Chemikalien, Standards sowie deren 

Hersteller und CAS-Nummern. 

 
Tabelle 6: Verwendete Chemikalien, Hersteller und CAS- Nummern 

 

Pipetten 

Eppendorf (Hamburg, Germany)  

Eppendorf Reference 2-20 μl, 50-200 μl, 100-
1000 μl und 500-5000µl 

Zentrifugen- Tubes 
Sarstedt (Nümbrecht, Germany) 15 ml, 
120x17mm und 50ml, 115.8x27,95mm PP  

Vortex  
IKA GmbH & Co. KG (Staufen im Breisgau,        
Germany) Vibrofix VF 1 Electronic  

Autosampler vials und caps 

Markus Bruckner Analysetechnik (Linz, Austria)     
1.5 ml, winding 8-425; 32x11.6 mm, brown glass; 
caps 0.1 ml microinsert/15 mm.         Caps: 
Macherey-Nagel GmbH & Co.KG   (Düren, 
Germany) Caps: Screw Caps N9  

Wasserbad 
Gesellschaft für Labortechnik GmbH (Burgwedel, 
Germany) Typ 1086  

Zentrifuge Sigma (Osterode am Harz, Germany) Typ 3-18K  

Evaporation SuperVap™ Concentrator (12x50mL) 

Chemikalien  Hersteller CAS-Nummer 

Water Optigrade HPLC 
Promochem, LGC Standards 
GmbH (Wesel, Deutschland) 

7732-18-5 

Essigsäure 100% (HAc) Merck (Darmstadt, Deutschland) 64-19-7 

Methanol hypergrade LC-
MS (MeOH) 

Merck (Darmstadt, Deutschland) 67-56-1 

Toluol PESTINORM® 
SUPRA TRACE für die 
organische Spurenanalyse 

VWR Chemicals (Wien, 
Österreich) 

108-88-3 

Natriumchlorid (NaCl) 
EMSURE® Merck (Darmstadt, 
Deutschland) 

7647-14-5 
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Tabelle 7: Verwendete Standards, Hersteller und CAS- Nummern 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Kaliumhexacyanoferrat(II)-
Trihydrat (Carrez- Lösung I) 

 

EMSURE® Merck (Darmstadt, 
Deutschland) 

 

 

14459-95-1 

Zinksulfat-Heptahydrat 
(Carrez- Lösung II) 

EMSURE® Merck (Darmstadt, 
Deutschland) 

7446-20-0 

Chemikalien  Hersteller CAS-Nummer 

Fullerene C60 (98% 
HPLC) 

Sigma-Aldrich, Co. (Missouri, USA) 99685-96-8 

[5,6]-Fullerene-C70 

(98% HPLC) 
Sigma-Aldrich, Co. (Missouri, USA) 115383-22-7 

N-
Methylfulleropyrrolidi
ne (NMFP) (99% 
HPLC)  

Sigma-Aldrich, Co. (Missouri, USA) 151872-44-5 

20-30% C-13 
Enriched 99+% C60 

MER Corporation (Arizona, USA) 99685-96-8 
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2.2 Methode 

Zur Erstellung der Methode bin ich nach folgenden Schritten vorgegangen  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Herstellung der Standards 

Für die Untersuchung von Fullerenen in der österreichischen Umwelt wurden anhand 

der Literaturrecherche C60, C70 und NMFP als geeignete Vertreter dieser 

Substanzgruppe ausgewählt, da diese laut Farré et al. 2010 und Sanchis et al. 2011 

nach Analysen in Spanien in der Umwelt gefunden wurden. Für die Prozesskontrolle 

und zuverlässige Reproduzierbarkeit der Methode wurde der isotopenmarkierte 

interne Standard 13C60 Fulleren verwendet. Der interne Standard muss chemisch 

gesehen dem Analyten ähnlich, darf aber nicht ident sein.  

 

 

 

 
 Auswahl von Fullerenen anhand umfangreicher 

Literaturrecherche. Herstellung der Standards 

 Erstellung der MS-Methode: 

- Bestimmung und Optimierung der 

substanzabhängigen MS- Parameter 

mittels Infusion der Reinsubstanzen in 

das Massenspektrometer und 

Ermittlung der Übergänge von C60, C70 

und N-methylfulleropyrrolidine 

- Optimierung der chromatographischen 

Trennung 

- Optimierung der quellenabhängigen 

MS- Parameter durch FIA 

 Basisvalidierung 

 Optimierung der Flüssig-Flüssig-Extraktion (LLE) 

bzw. Fest- Flüssig- Extraktion, sowie der Reinigung 

von Kosmetika mittels Carrez- Klärung 
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Bei der Massenspektrometrie eignen sich insbesondere isotopenmarkierte 

Standards, weil diese dazu dienen, gleiche Arten von Molekülen anhand der 

unterschiedlichen Markierung mit Isotopen zu unterscheiden [119]. Dabei wird der 

interne Standard in bekannter Konzentration zu jeder Probe und jedem Standard 

hinzugefügt und dient als relative Bezugsgröße [143,46]. Wenn der interne Standard 

seine Konzentration während der Probenaufbereitung verändert, wird angenommen, 

dass sich die Konzentration des Analyten in gleicher Weise verändert.  

Fullerene lösen sich, wie bereits beschrieben, in Toluol aufgrund seiner hohen 

elutropischen Eigenschaften sehr gut. Um die Stammlösung herzustellen, wurden 

jeweils 10mg von C60-, C70- und NMFP- Pulver in je 50mL Toluol im Ultraschallbad 

für eine Stunde gelöst. Die Konzentration der Stammlösung beträgt jeweils 

0,2mg/mL.   

 

 

 Erstellung der MS- Methode 

Für die Erstellung der MS- Methode ist zunächst die Infusionsanalyse notwendig, 

gefolgt von der Optimierung der chromatographischen Bedienungen und zuletzt die 

Fließinjektionsanalyse (FIA). Für die Infusionsanalyse wurde eine Literaturrecherche 

durchgeführt, um das Molekulargewicht und die zu erwartenden Fragmentionen 

(Übergänge) von jeder zu analysierenden Substanz festzustellen. Danach wurden 

Einzelstandardlösungen mit einer Konzentration von 100ng/mL in MeOH:Toluol = 9:1 

hergestellt und mit einem Fluss von 20 μl/min direkt mittels Spritzenpumpe in die 

Ionenquelle gespritzt, um die Vorläufer- und Fragmentionen der Analyten mittels 

Software (Analyst 1.6.1) im Tuning Modus zu ermitteln. Es wurden die Vorläufer- und 

Produktionen gesucht, die einen Peak mit bestmöglicher Signalintensität liefern.  

Neben der Auswahl der Vorläufer- und Produktionen wurden auch die 

substanzabhängigen MS-Parameter (Declustering Potential (DP), Entrance Potential 

(EP), Collision Energy (CE), Collision Cell Exit Potential (CXP)) für jede Substanz 

optimiert. Dabei wurde jeder Parameter nach und nach erhöht bzw. gesenkt, um so 

die maximale Signalintensität für jedes Ion zu erreichen. Aufgrund der chemischen 

Stabilität der Fullerene konnten diese teilweise nicht fragmentiert werden, weswegen 

die Vorläufer Ionen (Q1) auch als Fragment Ionen (Q3) dienten (Quasi-MRM-

Übergänge). 
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Substanzabhängige MS-Parameter mittels Infusion 

Nachfolgend sind die substanzabhängigen MS-Parameter (Declustering Potential 

(DP), Entrance Potential (EP), Collision Energy (CE), Collision Cell Exit Potential 

(CXP)) [27], die in der Multi-Reaction-Monitoring-Methode (MRM) zusammengestellt 

wurden, beschrieben. 

- Declustering Potential (DP) – kontrolliert die Potentialdifferenz 

zwischen dem Einlass ins MS und dem Q0 und hat großen 

Einfluss auf die Ionenintensität der zu bestimmenden Analyten 

und die Reproduzierbarkeit der Messungen. Es minimiert die 

Anzahl der verbliebenen Analytionen-Lösungsmittelcluster und 

transferiert die bereits gebildeten Ionen in Richtung des MS 

 
- Entrance Potential (EP) – leitet den Ionenstrom durch Q0 

- Collision Cell Entrance Potential (CEP) – fokussiert Ionen in der 

Kollisionszelle  

- Collision Energy (CE) – stellt die Energie dar, mit der Ionen 

durch Gasmoleküle in Q2 fragmentiert werden  

- Collision Cell Exit Potential (CXP) – transferiert die Ionen von Q2 

zu Q3  

 

Optimierung der chromatographischen Trennung 

Für die Optimierung der chromatographischen Trennung wurde als idealste 

Trennsäule eine Luna 5u C18 (2), 100A (100x2.0mm, Phenomenex) eingesetzt. Als 

Eluenten der mobilen Phase dienten Toluol und Methanol (LC/MS grade). Um die 

Basislinientrennung sowie die Signalintensität zu verbessern, wurden mehrmalige 

Injektionen pro unterschiedlicher Laufmittel-Zusammensetzung durchgeführt und mit 

der besten Kombination weiterverfahren. Farre et al. 2010 verwendeten für ihre 

Analysen eine iskoratische Elution, jedoch zeigt sich, dass die Verwendung eines 

Gradienten vergleichsweise eine bessere Signalintensität des Peaks bewirkt. Für die 

Optimierung des Gradienten wurden eine Reihe von Experimenten mit 

unterschiedlicher Zusammensetzung der Laufmittel und Säulenofentemperatur 

(30°C, 35°C, 40°C, 45°C und 50°C) durchgeführt, siehe Tabelle 8.   
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Tabelle 8: Ausgetestete Laufmittelzusammensetzung (A: Toluol, B: MeOH) 

 

 

HPLC mit Säulenschaltung „Column- switching“  

Für diese Arbeit wurde eine HPLC mit automatisierter Säulenschaltung verwendet, 

welches ein Verfahren mit guter Trennleistung und hoher Flexibilität ist und der 

Entlastung des MS dient (siehe Abbildung 20). Neben den normalen Komponenten 

einer HPLC-Anlage benötigt man auch eine zweite Pumpe und ein motorisiertes 6-

Wege-Säulenschaltventil [150]. Durch das Ventil wird der zusätzliche Eluentenstrom 

in den Abfall geleitet und so eine unnötige Belastung des MS vermieden. 

 

Quellenabhängige MS- Parameter 

Nach der Optimierung der chromatographischen Trennparameter (Flussrate, 

Fließmittelzusammensetzung und Gradient) wurden die quellenabhängigen MS-

Parameter (Curtain Gas flow, Ion Source Gas 1 (nebulizer gas) und Ion Source Gas 

2 (heating gas), Ion Spray Transfer Voltage, Interface Heater, Vaporizer Temperature 

und Collision Gas) [27] mittels Fließinjektionsanalyse (Flow Injection Analysis – FIA) 

optimiert. Dabei wurden Mischstandards von 1ng/mL hergestellt, anhand mehrerer 

Injektionen des Analyten in das Massenspektrometer injiziert und verschiedene 

Varianten aller Quellparameter ausgetestet um die optimalsten Bedingungen 

festzulegen (siehe Tabelle 9).  

- Curtain Gas flow (CUR) – Steuert den Gasfluss des 

Schutzgases, damit keine Umgebungsluft oder 

Lösungsmitteltröpfchen in das MS kommen.  

Getestete  

Laufmittelzusammensetzung 

Flow Rate 

(µl/min) 

A (%) 

(Toluol) 

B (%) 

(MeOH) 

1) 400 10,00 90,00 

2) 400 20,00 80,00 

3) 400 30,00 70,00 

4) 400 40,00 60,00 
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- Ion Source Gas 1 (GS1) – Steuert den Fluss des 

Zerstäubergases (nebulizer gas), der die Spray-Stabilität und 

Aerosolbildung beeinflusst.  

- Ion Source Gas 2 (GS2) – Steuert das Trocknungsgas, welches 

die Tröpfchen der versprühten Probe völlig verdampfen lässt.  

 
- Ion Spray Transfer Voltage (IS) – Steuert die Spannung, um eine 

Probe zu ionisieren. 

- Interface Heater (ihe) – Erhitzt die Schnittstelle um das 

Ionensignal zu verstärken. 

- Vaporizer Temperature (TEM) – Steuert die 

Verdampfungstemperatur des Trocknungsgases.  

- Collision gas (CAD) – Bestimmt die Fragmentierung der Probe in 

Q2 durch die Kollision mit Stickstoffgas.  

 

 

 
Tabelle 9: Ausgetestete FIA-Optimierungsparameter 

 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Getestete Quellenabhängige- MS 

Parameter 
Einheit 

Curtain gas flow (CUR) 20, 25, 30 

Ion Spray transfer voltage (IS) 4000, 4200, 4500 

Vaporizer temperature [°C] 300, 400, 500, 600, 700 

Ion source gas 1(GS1) 30, 40, 50, 60 

Ion source gas 2 (GS2) 30, 40, 50, 60 

Collision Gas (CAD) low, medium, high 
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Kalibrierung 

Die Quantifizierung wurde unter Verwendung einer externen Kalibrierkurve 

durchgeführt. Die Standardreihe (9 Standardpunkte) wurde mittels quadratischer 

Regression über den Konzentrationsbereich von 0,01-2,5 ng/ml erstellt (siehe 

Tabelle 10) und dann mittels MultiQuant 2.0 Software dargestellt, wie in Abbildung 23 

ersichtlich. Standards oberhalb der Konzentration von 2,5 ng/ml wurden ausgetestet, 

aber für die Kalibrierung nicht verwendet, da die Kalibrierkurve ab dieser 

Konzentration abgeflacht ist und eine schlechtere Signalintensität der Substanzen 

aufwies. 

  

Tabelle 10: Herstellung einer Kalibrierung anhand einer Standardreihe im Konzentrationsbereich 
[ng/mL] von 0,0; 0,01; 0,025; 0,05; 0,075; 0,1; 0,25; 0,5; 1,0 und 2,5 

Bezeichnung 
2,5  

ng/ml 

1,0        

ng/ml 

0,5  

ng/ml 

0,25 

ng/ml 

0,1 

ng/ml 

0,075 

ng/ml 

0,05 

ng/ml 

0,025 

ng/ml 

0,01 

ng/ml 

0,0 

ng/ml 

Endvolumen [ml] 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

Endkonzentration 
[ng/ml] 

2,5 1,0 0,5 0,25 0,1 0,075 0,05 0,025 0,01 0,0 

Fullerene-Dot MIX 
100 ng/ml 

25 10         

Interner Standard 
100ng/ml 

25 10         

Fullerene 1 ng/ml   500 250 100 75 50 25 10 0 

MeOH 950 980 500 750 900 925 950 975 990 1000 

 

Zur Beurteilung der Linearität wurden die bekannten Konzentrationen der 

Kalibrierkurve herangezogen und der Zusammenhang zwischen den 

Standardpunkten und den errechneten Peak-Flächenverhältnissen (Area Ratio) 

hergestellt und über die Berechnung des Determinationskoeffizienten (r²), welcher 

sich im Idealfall dem Wert 1,0 annähert (C60: r² > 0.99946, C70: r² > 0.99904, NMFP: 

r² > 0.99960) bestimmt (siehe Abbildung 17). 
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 Flüssig-Flüssig-Extraktion (liquid-liquid ectraction, LLE) 

Um Fullerene aus den Abwasserproben zu extrahieren, wurde die Flüssig-Flüssig- 

Extraktion angewendet. Studien von Benn et al. (2010, 2011) und Astefanei et al. 

(2012) zeigten, dass die Einsetzung der LLE- Methode eine deutlich effizientere 

Extraktion von Fullerenen aus Wasser, biologischem Material, Kosmetika, etc. 

darstellt  als die Festphasenextraktion (SPE), wie in Abbildung 18 gezeigt. Vergleicht 

man beide Methoden, so zeigten die SPE eine 43 ± 4% und die LLE eine 80 ± 6% 

Wiederfindungsrate für C60 in gespikten humanen Urinproben. Eine weitere wichtige 

Komponente für die Extraktion von Fullerenen, besonders aus sehr fettreichen 

Kosmetika, stellte die Einsetzung von Eisessig dar. Laut den oben genannten 

Arbeiten verhindert diese Säure die Bildung einer Emulsion während der LLE-

Extraktion und begünstigt eine Phasentrennung.  

Benn et al. stellten fest, dass durch die Verwendung der Essigsäure die LC-MS 

Detektion von C60 negativ beeinflusst wurde, was aber durch völlige Verdampfung 

des Extrakts mittels Stickstoff vermindert werden kann [2] [4]. 

 

 Beispiel für eine Kalibrierkurve von Fulleren C60, dargestellt mittels Abbildung 17:
MultiQuant 2.0 Software.  
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Bei der Flüssig-Flüssig-Extraktion wird die Trennung in einem Scheidetrichter 

durchgeführt. Dieser enthält zwei nicht bis wenig mischbare Lösungen verschiedener 

Dichte. Die dichtere Flüssigkeit (meist Wasser) in die Unterphase sinkt und die 

weniger dichte Flüssigkeit (z.B.: Hexan, Benzol, Toluol, etc.) bildet die Oberphase. In 

der wässrigen Unterphase sind auch häufig gelöste Salze, wie z. B. Natriumchlorid, 

enthalten, wodurch deren Dichte sich noch erhöht [148]. Die Verteilung zwischen den 

beiden Phasen wird auch durch das Nernstsche Verteilungsgesetz beschrieben. Je 

nach Größe der Gleichgewichtskonstante geht eine bestimmte Menge an Substanz 

in das Extraktionsmittel über und kann dann mit diesem abgetrennt werden [69]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Vergleich der Wiederfindungsraten von C60 anhand verschiedener Abbildung 18:
Matrizes (c=180 µg/L) unter Verwendung von LLE- und SPE Extraktion (Benn TM et al. 
2010. Evaluation of extraction methods for quantification of aqueous fullerenes in urine. 
Anal Bioanal Chem. PubMed Central PMCID: PMC3711233. Verwendung genehmigt 
durch Springer-Verlag) 
 
 
 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/core/lw/2.0/html/tileshop_pmc/tileshop_pmc_inline.html?title=Click on image to zoom&p=PMC3&id=3711233_nihms488089f3.jpg
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Die Flüssig- Flüssigextraktion beinhaltet folgende Schritte: 

Alle verwendeten Gefäße wurden vor der Probenaufarbeitung mittels Toluol gründlich 

gespült und über Nacht getrocknet.  

 

Tabelle 11: Extraktionsvorgehensweise bei der Flüssig-Flüssig-Extraktion 

 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Im Falle von Klärschlammproben und Kosmetika wurde die Fest- Flüssig- Extraktion 

vorgenommen, bei der die gleichen Schritte wie in Tabelle 11 beschrieben, 

angewendet wurden.  

 

 Fest-Flüssig-Extraktion mit Carrez-Klärung   

Zusätzlich wurde für die Extraktion von Fullerenen aus Kosmetika mit hohem 

Fettanteil die Reinigung mittels Carrez-Klärung optimiert.  

Die Carrez-Klärung ist eine Methode zur Entfernung von Trübstoffen aus Lösungen 

[146]. Dabei werden Lösungen von gelbem Blutlaugensalz (Carrez I) und Zinksulfat 

(Carrez II) zu gleichen Teilen in die zu extrahierende Lösung gegeben [146]. Der 

entstehende Niederschlag von Kalium-Zink-hexacyanoferrat(II) K2Zn3[Fe(CN)6]2 [43] 

Herstellung der Lösungen 

Extraktionslösung pro Probe:  0,5-1g NaCl + 40ml Toluol 

Probenvorbereitung 

① Einwaage von 400mL Probe in einen Scheidetrichter  

② Dotation: 

- Surrogat: 10µl von 
13

C60 Fulleren (c=100ng/mL in Toluol)  

-Dotations-Mix: je 10µl von C60, C70, NMFP (c=100ng/mL in Toluol)  

③ Zugabe von Extraktionslösung und für eine Stunde auf dem 
Überkopfschüttler schütteln. 

- Kurzes Abwarten der Phasentrennung  

- Zentrifugieren bei max. Umdrehungszahl, 15 min 
bei 5°C 

- Ablassen der Toluol Phase in ein SuperVap™ 
Gefäß 

④ Toluolphase mittels N2 bis auf 0,1mL einengen und anschließend mit 
MeOH auf 1mL auffüllen -> LC-MS/MS Messung 
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fällt gleichzeitig Kolloide aus und kann zusammen mit diesen abfiltriert werden. 

Farbstoffe hingegen adsorbiert er nur gering [34]. 

 

Die Carrez- Klärung beinhaltet folgende Schritte: 

 

Tabelle 12: Carrez-Klärung bei hydrophoben Kosmetika 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Herstellung der Lösungen 

Extraktionslösung pro Probe:  0,5-1g NaCl + 11.0mL Essigsäure (100%) + 
5ml Toluol 

Carrez I - Lösung (150g Kaliumhexacyannoferrat (II) -
K4[Fe(II)(CN)6]x3H2O in 1L HPLC - Wasser gelöst)  

Carrez II - Lösung (300g Zinksulfat - ZNSO4x7H2O in 1L HPLC-Wasser 
gelöst) 

Probenvorbereitung 

① Einwaage von 0,05-0,2g Probe in ein 50mL Plastikzentrifugenröhrchen 

② Zugabe von Extraktionslösung 

③ Kräftig schütteln, anschließend kurz am Vibrofix, dann für 10 min bei 
35°C ins  Ultraschallbad 

④ Dotation: 

- Surrogat: 10µl von 
13

C60 Surrogat (c=100ng/ml in 
Toluol)  

- Dotations-Mix: je 10µl von C60, C70, NMFP 
(c=100ng/ml in Toluol)  

⑤ Kräftig schütteln, anschließend kurz am Vibrofix, dann für 10 min bei 
35°C ins  Ultraschallbad 

⑥ Fällung: Zugabe von 1 mL Carrez I - Lösung, kräftig schütteln, danach 
Zugabe von 1mL Carrez II - Lösung, wieder kräftig schütteln 

⑦ Nochmal am Vibrofix schütteln und anschließend bei max. 
Umdrehungszahl 15min bei 5°C zentrifugieren 

⑧ Toluolphase mittels N2 bis zur Trockenheit einengen und (90:10 
MeOH/Toluol) wiederherstellen -> LC-MS/MS Messung 
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 Basisvalidierung 

 

Wie bereits beschrieben stellt die Nachweisgrenze (NG) das kleinste messbare 

Signal und die Bestimmungsgrenze (BG) die niedrigste Konzentration eines 

Analyten, die quantitativ gemessen werden kann, dar. Die Basisvalidierung dient der 

Berechnung der Nachweis-, Erfassungs- und Bestimmungsgrenze nach DIN 32645 

[17].  

 

Dabei wird die instrumentelle Nachweis-, Erfassungs- und Bestimmungsgrenze 

mittels Validierungssoftware (SQS 2010 Version 1.46) anhand der Peakflächen von 

mindestens 3 Serien der Standardreihe (Zusammenstellung siehe Tabelle 15) 

ermittelt. Für die Berechnung der NG, EG und BG müssen die 5 kleinsten 

Konzentrationen linear sein. Die Berechnung des Arbeitsbereiches erfolgt über die 

Formel y=cx2+bx+a. Aus den Messungen werden NG, EG und BG automatisch von 

der Software berechnet und festgelegt. Für die Auswertung der Proben  wird aus der 

berechneten BG und NG die festgesetzte BG und NG (BG/2) abgeleitet.  

 

 

- Analyse  

Vor Beginn der Messung muss das HPLC-Gerät für 5 Minuten mit einer 

Lösungsmittelkombination aus 95% Eluent A (Toluol) und 5% Eluent B (MeOH) bei 

einem Fluss von 5 ml/min und dann für weitere 5 Minuten mit der umgekehrten 

Lösungsmittelzusammensetzung gespült werden. Dieses „Purgen“ dient dem 

Durchspülen der Rohrleitungen und Kapillaren und der Entfernung von möglichen 

Luftblasen. Danach wird die Methode geladen, um die Anfangsbedingungen des 

Gradienten zu erzielen. Für konstanten Druck und Vakuum wird das System für 10 

Minuten äquilibriert und die dabei erhaltenen Werte mit Werten aus früheren 

Messungen verglichen. Die Kalibrierungsstandards werden mehrmals bei 

verschiedenen Konzentrationen gemessen und die Chromatogramme mit zuvor 

gemessenen verglichen um eine ausreichende Empfindlichkeit zu gewährleisten. 

Danach kann die Analyse gestartet werden. Jede Sequenz enthielt etwa 10- 15 

Proben (verdünnt und unverdünnt), einen Blindwert, eine Wiederfindung, einen 

Kontrollstandard und die Kalibrierungsstandards. Nach jeder gemessenen Probe 

folgte die Messung von zwei Kalibrierungsstandards mit verschiedenen 

Konzentrationen.  
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- Auswertung 

Die Analyse und die Auswertung wurden mit der Analyst bzw. MultiQuant 2.0 

Software durchgeführt. Die resultierenden Chromatogramme aus den Messungen 

wurden integriert und die Konzentrationen mittels Multiquant Software quantifiziert. 

Für jede Sequenz der verschiedenen Fulleren-Proben wurde eine frische 

Kalibrierkurve hergestellt, basierend auf den verschiedenen Konzentrationen des 

analysierten internen Standards mit quadratischer Regression und auf 1/x gewichtet.  

Weitere Berechnungen (zB Wiederfindungen) wurden in Microsoft Excel 2010 

gemacht. Signale unterhalb der Nachweisgrenze (NG) wurden als n.n. (nicht 

nachweisbar) ausgewertet und Werte zwischen der Nachweisgrenze (NG) als 

unterste Grenze und der Bestimmungsgrenze (BG) als oberste Grenze, wurden als < 

BG angegeben. 

 

- Kalkulation 

Alle Berechnungen wurden in Microsoft Excel 2010 durchgeführt, basierend auf 

Daten aus der Analyst Software. Verdünnte Proben wurden mit dem 

Verdünnungsfaktor multipliziert. Wenn die Werte aus den verdünnten und 

unverdünnten Proben nicht mehr als 30% Unterschied ergaben, wurde der Mittelwert 

als Endkonzentration verwendet [ng/ml]. War bei beiden Werten ein Unterschied von 

mehr als 30% vorhanden, wurde der Wert der unverdünnten Probe gewählt. 

Mögliche Blindwerte wurden von den entsprechenden Proben subtrahiert. Die 

Wiederfindung wurde mit folgender Formel berechnet: 

 

 

IS…Interner Standard 
Verdünnungsfaktor für verdünnte Proben…10, Unverdünnte Proben…1 

 

 

 

 

 

 

sfaktorVerdünnung
ISvonFlächederMW

obederPeaksdesFläche
ungWiederfind *100*

Pr
[%]















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2.3 Probenahme aus Abwasser und Klärschlamm 

Wie in der Einleitung bereits erwähnt, habe ich für meine Studie Fullerene in 

Abwasser- und Klärschlammproben von fünf repräsentativen Kläranlagen aus ganz 

Österreich (siehe Tabelle 13) getestet und auch im Rahmen des NanoDESTINARA 

Projekts 2015 und mit der Technischen Universität Wien das Adsorptionsverhalten 

dieser Nanomaterialien untersucht. Alle nachfolgenden Messungen der Fullerene 

wurden von mir durchgeführt. Die Probenahme erfolgte zwischen 2013-2014, die 

Proben wurden in Aluminiumflaschen bei -20°C im Tiefkühler der Umweltbundesamt 

Wien Ges.m.b.H. bis zur Analyse aufbewahrt.  

 

 

Tabelle 13: Auflistung der Abwasser- und Belebtschlammproben aus fünf österreichischen  
Abwasserreinigungsanlagen (ARA)  

 
 

 

 

Bezeichnung 1. Beprobung 2. Beprobung 

ARA 1 Ablauf 17.09.13 03.12.13 

ARA 2 Ablauf 17.09.13 03.12.13 

ARA 3 Ablauf 17.09.13 03.12.13 

ARA 4 Ablauf 17.09.13 03.12.13 

ARA 5 Ablauf, 1.Stufe 17.09.13 03.12.13 

ARA 5 Ablauf, 2.Stufe 17.09.13 03.12.13 

ARA 1 Belebtschlamm 17.09.13 03.12.13 

ARA 2 Belebtschlamm 17.09.13 03.12.13 

ARA 3 Belebtschlamm 17.09.13 03.12.13 

ARA 4 Belebtschlamm 17.09.13 03.12.13 

ARA 5 Belebtschlamm, 1.Stufe 17.09.13 03.12.13 

ARA 5 Belebtschlamm, 2.Stufe 17.09.13 03.12.13 
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Zur Bestimmung der Stoffströme von Nanopartikeln in Kläranlagen wurde mittels 

Batchtest das Adsorptionsverhalten durch Dotierung von C60 in Belebtschlamm (BB) 

und dem zugehörigen Ablauf untersucht (siehe Tabelle 14). 

 

Tabelle 14: Auflistung der Belebtschlamm (BB)- und Ablaufproben mit/ohne C60  
Dotierung des Batchtests 

 

 

 

 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Um die Adsorptionskinetik bei unterschiedlichen Verhältnissen von Adsorbens und 

Adsorbanten mit zu berücksichtigen, wurden Ansätze mit unterschiedlichem 

Trockensubstanzgehalt (TS) untersucht (siehe Tabelle 15). 

 

Tabelle 15: Auflistung der Belebtschlamm (BB)- und Ablaufproben mit/ohne C60  
Dotierung des Adsorptionstests 

Bezeichnung Beprobung 

Belebtschlamm vor C60-Dosierung (Tag 0 (T0)) 07.10.14 

Ablauf von BB-T0 07.10.14 

Belebtschlamm mit 1mg/L C60 (Tag1 (T1)) 08.10.14 

Ablauf von BB-T1 08.10.14 

Belebtschlamm mit 1mg/L C60 (Tag4 (T4)) 11.10.14 

Ablauf von BB-T4 11.10.14 

Belebtschlamm mit 1mg/L C60 (Tag7 (T7)) 14.10.14 

Ablauf von BB-T7 14.10.14 

Bezeichnung Beprobung 

Belebtschlamm ohne C60-Dotierung 16.10.14 

Ablauf von BB-TS ohne C60 16.10.14 

Belebtschlamm mit 10mg/L C60 16.10.14 

Ablauf von BB-TS 16.10.14 

Belebtschlamm mit C60 (doppelte TS) 16.10.14 

Ablauf von BB-TSx2 16.10.14 
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2.4 Auswahl von kosmetischen Produkten  

Wie zuvor in Kapitel 1 erklärt, beschäftigt sich meine Dissertation auch mit der 

Untersuchung fullerenhaltiger Kosmetik-Produkte, die am österreichischen Markt 

erhältlich sind. Anhand einer Internet- und Literaturrecherche habe ich dazu eine 

Reihe von kosmetischen Produkten (siehe Tabelle 16) ausgewählt.   

Beim Einsatz von Kosmetika ist der Mensch einer direkten Expostion ausgesetzt. 

Boxall et al. 2007 berichten von ca. 5-6% Fullerenanteilen in bestimmten 

kosmetischen Produkten.  

Hansen et al. 2008 schätzen die tägliche Belastung durch Hautkontakt mit höchstens 

26µg/kg Körpergewicht ein. Dies gilt für die Zufuhr von 0,1% Fullerenen in 

Kosmetikprodukten. Auch Benn et al. beschäftigten sich 2011 in ihrer Studie 

“Detection of fullerenes (C60 and C70) in commercial cosmetics” mit dem Nachweis 

von Fullerenen in kosmetischen Produkten. Sie fanden dabei in Produkten der Marke 

Dr. Brandt, Derma Science, Jeudis Surpris Essence und Dr. Wu für C60 0.04- 1.1 

μg/g und für C70 0.07 µg/g wieder. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Belebtschlamm mit C60 (halbe TS) 16.10.14 

Ablauf von BB-TS/2 16.10.14 

Belebtschlamm mit C60 (viertel TS) 16.10.14 

Ablauf von BB-TS/4 16.10.14 
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Tabelle 16: Auflistung der kosmetischen Produkte und Inhaltsstoffe 
*Shungit: Natürliches Vorkommen von Fullerenen  

 

Bezeichnung Inhaltsstoffe 

EviDenS de Beauté- Brightening 
Sonnencreme (SPF 25) 30ml 

Sodium Hyaluronate, Vitis Vinifera extract (grapes), 
Ethylhexyl Methoxycinnamat, Alpha-Arbutin, 
Fullerene, etc. 

(2) EviDenS de Beauté- Brightening 
Handcreme 75ml 

Fullerene (Antipigmentflecken), Vitamin C, Eselsdistel 
Extrakt, Mandelöl, Mais Protein Extrakt, etc. 

(3) EviDenS de Beauté- Intensive 
Brightening Maske 4x30ml 

Arbutin, Fulleren, Weinblätter, Vitamin C-Derivate, 
Hyaluronsäure, Glycosyl Trehalose, Squalene, etc. 

(4) EviDenS de Beauté- Brightening Body 
Lotion 200ml 

QaI® Komplex, Das Wasser von La Foux, Fulleren, 
Weinblätter, Linalool, Hexyl Cinnamal etc. 

(5) EviDenS de Beauté- Brightening 
Cream 30mL 

QaI® Komplex, Das Wasser von La Foux, Fulleren, 
Weinblätter,Vitamin C-Derivate, Hyaluronsäure, 
Macadamiaöl, Jojobaöl etc. 

(6) Dr. Brandt- Anti Aging Lineless cream 
50g 

Water, Methylsilanon Hydroxyproline Aspartate, 
Cyclomethicone, Fullerenes, etc. 

(7) Dr. Brandt- Laser Lightning 
Nachtcreme 50g 

Glyceryl Polymethacryalte, Vitis Vinifera (Grapeseed) 
Oil, Alcohol, Tricholoma Matsutake Singer Extract, 
Fullerenes,etc. 

(8) Dr. Brandt- Laser Lightning Tages 
Lotion 50g 

Aqua, Urea, Disopropyl Adipate, Behenyl, Alcohol, 
Glyceryl Distearate, Fullerenes, etc. 

(9) *Shungit Shampoo gegen Haarausfall 
300ml 

Aqua, Sodium, Citric acid, Shungit, Parfum, 
Tetrasodium EDTA etc. 

(10) *Shungit Haarmaske für fülliges Haar 
220ml 

Aqua, Cetearyl Alcohol, Citric acid, Shungit, Cocos 
Oil, Zingiber Officinale etc. 

(11) *Shungit Gel für die Gelenke 75ml 
Aqua, Seed Oil, Coacoa butter, Citrci acid, Shungit, 
Propylparaben, Leaf Oil, Allantoin etc. 
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3 ERGEBNISSE 

 

3.1 Massenspektrometrie 

Massenübergänge 

 

Wie im Kapitel Material und Methoden (Infusion) beschrieben, wurden für Fullerene 

C60 und C70 keine Massenübergänge bestimmt, da sie nicht fragmentiert werden. Für       

NMFP konnte der Massenübergang (Abbildung 20) bestimmt werden. In der 

folgenden Abbildung 19 sind die Molekülionen für C60, C70 und NMFP dargestellt. 

Molekülionen [M•-] werden unter den ESI-MS Bedienungen gebildet und stellen die 

häufigsten Ionen dar, einschließlich m/z 720.0 für C60, m/z 840.1 für C70 and m/z 

777.1 für NMFP. 

 

 

 Infusion von C60, C70 und NMFP Fullerenen (100ng/mL) dargestellt mittels Abbildung 19: AB Sciex Analyst 

 Molekülion C60 720.0g/mol (links), Molekülion C70 840.1g/mol (mitte) und NMFP 777.1g/mol (rechts) Version 1.6.1.

(Zakaria et al. 2017, nicht publizierte Ergebnisse) 

 

 

 

 

 
 
 



ERGEBNISSE 67 

 

Abbildung 20: Spektrum Fulleren NMFP- Übergang 778.2-> 721.0 dargestellt mittels AB Sciex 

(Zakaria et al. 2017, nicht publizierte Ergebnisse) Analyst Version 1.6.1. 

 
 

 
 

 -MS2 (778.06) CE (-53): 26 MCA scans from Sample 1 (TuneSampleName) of NMFP_InitProduct_Neg.wiff (Turbo Spray) Max. 3.3e6 cps.
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Substanzabhängige MS- Parameter 

Tabelle 17 zeigt die optimierten substanzabhängigen MS-Parameter (Declustering 

Potential (DP), Entrance Potential (EP), Collision Energy (CE), Collision Cell Exit 

Potential (CXP)) [27], sowie die Übergänge die in der Multi-Reaction-Monitoring-

Methode (MRM) zusammengestellt wurden [146]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tabelle 17: Optimierte substanzabhängige MS-Parameter im MRM Modus. Retentionszeit 
(RT) in Minuten, Übergänge (Vorläufer und Produkt-Ionen (Da)), Declustering Potential (DP) 
in Volt, Entrance Potential (EP) in Volt, Collision Energy (CE) in Volt, Collision Cell Exit 
Potential (CXP) in Volt (Zakaria et al. 2017) 

Substanz 
RT 

[min]  
Vorläufer-Ion 

[Da]  
Produkt-Ion 

[Da]  

DP 
[Volt]  

EP 
[Volt]  

CE 
[Volt] 

CXP 
[Volt]  

Fulleren 
C60 

2,8 720.6 720.6 -120 -10 -5 -9 

Fulleren 
C70 

3,0 840.1 840.1 -120 -10 -5 -9 

NMFP 2,41 777.1 720.6 -120 -10 -125 -25 

Surrogat 
(
13

C60) 
2,79 738.0 738.0 -120 -10 -5 -9 
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Quellenabhängige MS-Parameter 

Mittels Fließinjektionsanalyse wurden die optimalsten Bedingungen der 

quellenabhängigen MS-Parameter festgelegt (siehe Tabelle 18).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.2 Chromatographie 

Optimierung der chromatographischen Trennung 

Nach mehrmaligen Injektionen pro unterschiedlicher Laufmittel-Zusammensetzung 

wurde mit der besten Laufmittel- Kombination (Eluent A: Toluol 40% und Eluent B: 

MeOH 60%) weiterverfahren. Für die Optimierung des Gradienten wurde eine Reihe 

von Experimenten mit unterschiedlicher Zusammensetzung der Laufmittel 

durchgeführt. Tabelle 19 und Abbildung 21 zeigen das beste Ergebnis der 

Gradienten- Zusammensetzung [146].  

 

 

 

 

Tabelle 18: Optimierte quellenabhängige MS-Parameter 
(Zakaria et al. 2017) 

Quellenabhängige- MS Parameter Einheit 

Curtain gas flow (CUR)  25  

Ion source gas 1(GS1)  50  

Ion source gas 2 (GS2)  50  

Ion Spray transfer voltage (IS)  4200  

Interface heater ON 

Vaporizer temperature [°C] 700 

Collision Gas (CAD) low 
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Abbildung 21: Gradientenzusammensetzung (MeOH und Toluol in %) mittels 
Excel 2015 dargestellt. (Zakaria et al. 2017, nicht publizierte Ergebnisse) 

 
 
 

 

Tabelle 19: Optimierte Gradientenzusammensetzung A: Toluol, B: 
MeOH (Zakaria et al. 2017) 

Total Time 
(min) 

Flow Rate 
(µl/min) 

A (%) 
(Toluol) 

B (%) 
(MeOH) 

Temperatur 

0,00 400 40,00 60,00 30°C 

1,00 400 40,00 60,00 30°C 

2,00 400 70,00 30,00 30°C 

4,00 400 70,00 30,00 30°C 

4,10 400 40,00 60,00 30°C 

7,00 400 40,00 60,00 30°C 

 

 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



ERGEBNISSE 70 

 

 

Verfahrenskennzahlen der Basisvalidierung 

Die Verfahrenskennzahlen (NG, EG, BG) sind in Tabelle 20 aufgelistet. 

 

Tabelle 20: Nachweis- Erfassungs- und Bestimmungsgrenze nach DIN32645 
(Zakaria et al. 2017, nicht publizierte Ergebnisse) 

Fulleren 
Nachweisgrenze 

[ng/mL] 
Erfassungsgrenze 

[ng/mL] 

Bestimmungsgrenze 
[ng/mL] 

C60 0.02 0.04 0.1 

C70 0.05 0.1 0.2 

NMFP 0.02 0.04 0.1 

 

 

3.3 Wiederfindungsraten der Messungen von C60, C70 und NMFP in 

Wassermatrix 

 

Die ersten Flüssig-Flüssig-Extraktionsversuche von C60, C70 und NMFP wurden  mit 

Leitungswasser und Oberflächengewässer (Donau 2013) durchgeführt, dabei wurde 

mit den optimierten, chromatographischen Bedingungen der etablierten Methode 

gearbeitet [146]. Die Methode wurde charakterisiert, indem linearer Bereich, 

Bestimmungsgrenze (BG) und Nachweisgrenze (NG) bestimmt wurden.  

Ergebnisse der Mittelwerte (MW) und Standardabweichungen (STABW) der 

Wiederfindungen (WF) im Leitungswasser und Oberflächengewässer sind in Tabelle 

21 aufgelistet. 

 

Tabelle 21: MW und STABW der unverdünnten und (1:10) verdünnten Wiederfindungen (WF in %) im 
Leitungswasser und Oberflächengewässer (Zakaria et al. 2017) 

Probe MW und STABW [%] MW und STABW [%] MW und STABW [%] 

Leitungswasser C60 C70 NMFP 

WF 61.9 5.1 57.1 4.7 54.6 8.9 

WF (1:10) 86.7 6.4 81.8 8.2 75.7 8.6 

Oberflächengewässer C60 C70 NMFP 

WF 55.0 3.5 44.9 4.5 47.1 8.7 

WF (1:10) 76.5 6.0 48.2 5.3 71.7 8.0 
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Die Wiederfindungen in den unverdünnten Proben sind niedriger, was auf 

Matrixeffekte hindeutet. Durch Verdünnungen konnten diese reduziert werden. 

Kolkman, Emke 2013 beschrieben die Wiederfindungen in Wasser in einer ähnlichen 

Größenordnung. 

 

Verglichen mit Kolkman et al. 2013 sind NG und BG für C60 in Wasser etwa in der 

gleichen Größenordnung wie dort beschrieben (NG 0.28 ng/L und BG 0,57 ng/L). 

 

3.4 Stabilitätstests anhand von C60- Dotierung in Leitungswasser 

Über einen Zeitraum von drei Wochen wurden Stabilitätstests (Leitungswasser mit 

1ng/mL C60-Dotierung in ALU- und Glasflaschen) gemacht, um festzustellen, wieviel 

von der Ausgangskonzentration von 1ng/ml in Glas bzw. Aluflaschen nach Lagerung 

bei -20°C wiedergefunden werden kann (Tabelle 23 und Abbildung 22). Die 

Resultate zeigten, dass bei den Wiederfindungen zwischen Glas- und Aluflaschen 

ein signifikanter Unterschied festgestellt wurde, wobei in Aluflaschen höhere 

Konzentrationen wiedergefunden wurden als in den Glasflaschen. Zunächst wurde 

nach der ersten Woche der Lagerung ein Abfall der Konzentrationen gemessen. 

Darauf folgende Messungen in den Wochen danach zeigten immer konstante Werte. 

Für diese Studie wurden alle untersuchten Abwasser-und Klärschlammproben bei         

-20°C eingefroren und in Aluflaschen gelagert. 

 

 

 

Tabelle 22: NG/BG Bestimmung- Fulleren C60, C70 und NMFP  
(Zakaria et al. 2017, nicht publizierte Ergebnisse) 

 

C60 C70 NMFP 

instrumentelle NG  [ng/mL] 0.02 0.05 0.02 

instrumentelle BG [ng/mL] 0.10 0.20 0.10 

Berechnete NG [ng/L] 0.10 0.30 0.10 

Berechnete BG [ng/L] 0.50 1.1 0.50 

festgesetzte NG [ng/L] 0.30 0.6 0.30 

festgesetzte BG [ng/L] 0.60 1.2 0.60 
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Abbildung 22: Stabilitätstest- Fulleren C60 über 3 Wochen in ALU- und Glasflaschen 
(Zakaria et al. 2017, nicht mit 1ng/mL C60-Dotierung mittels Excel 2015 ausgewertet. 

publizierte Ergebnisse) 
  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.5 Ergebnisse der 24 Abwasser- und Klärschlammproben 

 

Insgesamt wurden fünf Proben österreichischer Kläranlagen in zwei Durchgängen 

(September 2013 und Dezember 2013) getestet. Von jeder Anlage wurden 

Tagesmischproben vom Ablauf sowie Stichproben des Belebtschlammes 

entnommen und auf C60, C70, NMFP Fullerene untersucht. Auf die Beprobung des 

Zulaufs wurde aufgrund der schwierigen Entnahme repräsentativer Proben von 

vornherein bewusst verzichtet.  

 

 

 

Tabelle 23: MW der Konzentrationen in ALU- und Glasflaschen nach 3 Wochen mit 
1ng/mL C60-Dotierung (Zakaria et al. 2017, nicht publizierte Ergebnisse) 

 
MW ALU MW GLAS 

Woche 0 0.9 0.9 

Woche 1 0.7 0.4 

Woche 2 0.7 0.4 

Woche 3 0.7 0.4 
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Im Abwasser waren die Bestimmungs (BG)- und Nachweisgrenze (NG) für alle 

Fullerene erwartungsgemäß niedriger als im Klärschlamm. Die Messungen zeigen, 

dass die Konzentrationen an Fullerenen in den geprüften Abwasser- und 

Klärschlammproben unterhalb der Nachweisgrenze liegen (siehe Tabelle 24, 25 und 

Abbildung 23) [146].  

 

Tabelle 24: Ergebnisse der Abwasserproben der fünf österreichischen 
Abwasserreinigungsanlagen (ARA) im Zeitraum von 17.09.2013 und 03.12.2013                        
(n.n: nicht nachweisbar) (Zakaria et al. 2017) 

Bezeichnung Fulleren C60 Fulleren C70 NMFP 

Einheit ng/L ng/L ng/L 

NG 0.4 0.8 0.4 

BG 0.8 1.6 0.8 

ARA 1 Ablauf  n.n. n.n. n.n. 

ARA 2 Ablauf  n.n. n.n. n.n. 

ARA 3 Ablauf  n.n. n.n. n.n. 

ARA 4 Ablauf  n.n. n.n. n.n. 

ARA 5 Ablauf, 1.Stufe  n.n. n.n. n.n. 

ARA 5 Ablauf, 2.Stufe  n.n. n.n. n.n. 

 

 

Mit dieser Methode wurde für C60 und NMFP eine BG von 0,80 ng/L und NG von 

0,40 ng/L und für C70 eine BG von 1,60 ng/L und NG von 0,80 ng/L erreicht. In den 

12 Abwasserproben fanden wir bei beiden Probenahmen keine der untersuchten 

Analyten oberhalb der NG. 
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XIC of -MRM (6 pairs): 720.100/720.100 Da ID: FullerenC60 from Sample 32 (130908 575_20140715) of 20140715_ Abwasser.wiff (Turbo Spray) Max. 9520.0 cps.
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XIC of -MRM (6 pairs): 720.100/720.100 Da ID: FullerenC60 from Sample 3 (KAL 1ng 20140715) of 20140715_ Abwasser.wiff (Turbo Spray) Max. 4.9e5 cps.
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XIC of -MRM (6 pairs): 840.100/840.100 Da ID: FullerenC70 from Sample 12 (130908 565_20140715) of 20140715_ Abwasser.wiff (Turbo Spray) Max. 2500.0 cps.
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XIC of -MRM (6 pairs): 840.100/840.100 Da ID: FullerenC70 from Sample 3 (KAL 1ng 20140715) of 20140715_ Abwasser.wiff (Turbo Spray) Max. 7.1e4 cps.
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XIC of -MRM (6 pairs): 778.100/721.100 Da ID: NMFP_1 from Sample 14 (1410 07657_20141015) of 20141015_ Abwasser.wiff (Turbo Spray) Max. 70.0 cps.
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XIC of -MRM (6 pairs): 738.000/738.000 Da ID: Surrogat from Sample 32 (130908 575_20140715) of 20140715_ Abwasser.wiff (Turbo Spray) Max. 2.6e4 cps.
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XIC of -MRM (6 pairs): 738.000/738.000 Da ID: Surrogat from Sample 3 (KAL 1ng 20140715) of 20140715_ Abwasser.wiff (Turbo Spray) Max. 7.8e4 cps.
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XIC of -MRM (6 pairs): 778.100/721.100 Da ID: NMFP_1 from Sample 3 (KAL 1ng 20140715) of 20140715_ Abwasser.wiff (Turbo Spray) Max. 2.5e4 cps.
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C60 fulleren-  
1ng Standard 

C60 fulleren-  
Abwasserprobe #1 n.n. 

C70 fulleren-  
Abwasserprobe #5 n.n. 

13
C60 fulleren- 

 Abwasserprobe 

 

a) 

C70 fulleren-  
1ng Standard 

13
C60 fulleren-  

1ng Standard 

NMFP fulleren-  
Abwasserprobe #6 n.n. 

NMFP fulleren-  
1ng Standard c) 

d) 

Abbildung 23: Chromatogramme a) Abwasserprobe #1, b) Abwasserprobe #5, c) Abwasserprobe #6 and d) 
13

C60 
interner Standard wurden mittels AB Sciex Analyst Version 1.6.1 ausgewertet. 1ng/mL Standards (links) und  
Abwasserproben (rechts) sind dargestellt. Die Elutionszeit ist auf der x-Achse bei bis zu 7 min angegeben. Die y-
Achse zeigt die maximale Intensität jedes Fullerens in cps an. (n.n: nicht nachweisbar) (Zakaria et al. 2017) 
 

b) 
C70 fulleren-  
Abwasserprobe #5 n.n. 

 

NMFP fulleren-  
Abwasserprobe #6 n.n. 
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Tabelle 25: Ergebnisse der Belebtschlammproben der fünf österreichischen 
Abwasserreinigungsanlagen (ARA) im Zeitraum von 17.09.2013 und 03.12.2013                        
(n.n: nicht nachweisbar) (Zakaria et al. 2017) 

Bezeichnung Fulleren C60 Fulleren C70 NMFP 

Einheit ng/g TM ng/g TM ng/g TM 

NG 0.7 1.3 0.7 

BG 1.4 2.6 1.4 

ARA 1 Belebtschlamm  n.n. n.n. n.n. 

ARA 2 Belebtschlamm  n.n. n.n. n.n. 

ARA 3 Belebtschlamm  n.n. n.n. n.n. 

ARA 4 Belebtschlamm  n.n. n.n. n.n. 

ARA 5 Belebtschlamm, 1.Stufe  n.n. n.n. n.n. 

ARA 5 Belebtschlamm, 2.Stufe  n.n. n.n. n.n. 

 

 

Mit dieser Methode wurde für C60 und NMFP eine BG von 1.4 ng/g TM und eine NG 

von 0.7 ng/g TM und für C70 eine BG von 2.6 ng/g TM und eine NG von 1.3 ng/g TM 

erzielt Die Trockenmasse der Belebtschlämme lag zwischen 0,2 und 0,5 % (Median: 

0,35 %). In den 12 Klärschlammproben fanden wir keine der untersuchten Analyten 

oberhalb der NG [146]. 

3.6 Ergebnisse der Batch- und Adsorptionstests 

 

Batchtest 

Zur Bestimmung der Stoffströme von Fullerenen wurden Schlammproben aus einer 

der bereits beprobten Kläranlagen verwendet und mittels Batchtest wurde das 

Adsorptionsverhalten von 1mg/L dotierten Fulleren C60 in Belebtschlamm-und 

Ablaufproben innerhalb einer Woche (Tag 0, 1, 4 und 7) untersucht. Fulleren C60 

wurde zum überwiegenden Teil an den Belebtschlamm adsorbiert und war im Ablauf 

nicht nachweisbar (siehe Tabelle 26 und Abbildung 24).  
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Abbildung 24: Graphische Darstellung der Ergebnisse des Batchtests mit 1mg/L C60-Dotierung in 
Belebtschlamm (BB)- und Ablaufproben (AB) innerhalb von 0, 1, 4 und 7 Tagen mittels Excel 2015 

(Zakaria et al. 2017, nicht publizierte Ergebnisse) ausgewertet. 
 

Tabelle 26: Ergebnisse der Belebtschlamm (BB)- und Ablaufproben mit/ohne C60-
Dotierung des Batchtests (n.n: nicht nachweisbar) (Zakaria et al. 2017, nicht publizierte 
Ergebnisse) 

Einheit 
ng/g TM ng/L 

NG 
2.0 1.3 

BG 
4.0 2.5 

Belebtschlamm vor C60-Dosierung (Tag0 (T0)) n.n. 
 

Ablauf von BB- T0 
 

n.n. 

Belebtschlamm mit 1mg/L C60 (Tag1 (T1)) 750000 
 

Ablauf von BB-T1 
 

n.n. 

Belebtschlamm mit 1mg/L C60 (Tag4 (T4)) 930000 
 

Ablauf von BB-T4 
 

n.n. 

Belebtschlamm mit 1mg/L C60 (Tag7 (T7)) 1000000  

Ablauf von BB-T7  n.n. 

 

 

 

 

 

 

 



ERGEBNISSE 77 

 

 

Adsorptionstest 

Um das Adsorptionsverhalten von Fullerenen an Belebtschlamm und Ablauf zu 

analysieren, wurde der Schlamm einer der beprobten Kläranlagen für diese 

Untersuchung herangezogen. Unter Berücksichtigung der Adsorptionskinetik bei 

unterschiedlichen Verhältnissen von Adsorbens und Adsorbanten wurden Ansätze 

mit unterschiedlichem Trockensubstanzgehalt (TS) der Belebtschlammprobe (BB) 

untersucht und nachfolgend aufgelistet.  

 

 Nullprobe ohne C60-Dosierung (Belebtschlammprobe mit Original-

Trockensubstanz der Kläranlage)  

 TS-BB: Original-Trockensubstanz der Kläranlage mit 1mg/L C60 Dosierung 

und Ablaufprobe  

 Doppelte TS: Belebtschlamm der TS verdoppelt mit C60 Dosierung und 

Ablaufprobe 

 Halbe TS: Belebtschlamm der TS auf die Hälfte verdünnt mit C60 Dosierung 

und Ablaufprobe 

 Viertel TS: Belebtschlamm der TS auf 1:4 verdünnt mit C60 Dosierung und 

Ablaufprobe 

 

Das Fulleren C60 war zum überwiegenden Teil an den Belebtschlamm akkumuliert 

und im Ablauf nicht nachweisbar, woraus zu schließen ist, dass nahezu die gesamte 

zudosierte Stoffmenge an den Belebtschlamm gebunden wurde (siehe Tabelle 27 

und Abbildung 25). Die Untersuchungen bei unterschiedlichen 

Trockensubstanzgehalten ließen jedoch keinen Rückschluss auf einen 

Zusammenhang zwischen Trockensubstanz und Adsorptionsverhalten zu, da der 

Großteil der zudosierten Nanomaterialien immer im Belebtschlamm zu finden war.  
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Abbildung 25: Graphische Darstellung der Ergebnisse des Adsorptionstests mit 1mg/L C60-
Dotierung, doppelte TS, halbe TS und viertel TS in Belebtschlamm (BB)- und Ablaufproben (AB) 

(Zakaria et al. 2017, nicht publizierte Ergebnisse) mittels Excel 2015 ausgewertet. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Somit zeigen sowohl die Batchtests als auch die Adsorptionstests, dass eine 

Anreicherung im Klärschlamm erfolgt und der Stoffaustrag bei der 

Abwasserreinigung über den Klärschlamm den relevanten Entfernungsprozess 

darstellt. Eine Verlagerung der Nanopartikel über die Klärschlammverwertung (z.B. 

landwirtschaftliche Klärschlammverwertung, Nutzung von Klärschlammkomposten) in 

andere Umweltkompartimente (z.B. Böden) ist daher nicht auszuschließen. 

 

Tabelle 27: Ergebnisse der Belebtschlamm- und Ablaufproben mit/ohne C60 Dotierung 
des Adsorptionstests (n.n: nicht nachweisbar) (Zakaria et al. 2017, nicht publizierte 
Ergebnisse) 

Einheit ng/g TM ng/L 

NG 2.0 1.3 

BG 4.0 2.5 

Belebtschlamm ohne C60-Dotierung n.n.  

Ablauf von BB-TS ohne C60  n.n. 

Belebtschlamm mit 1mg/L C60 1000000  

Ablauf von BB-TS  n.n 

Belebtschlamm mit C60 (doppelte TS) 360000  

Ablauf von BB-TSx2  n.n. 

Belebtschlamm mit C60 (halbe TS) 730000  

Ablauf von BB-TS/2  n.n. 

Belebtschlamm mit C60 (viertel TS) 1300000  

Ablauf von BB-TS/4  n.n. 
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XIC of -MRM (6 pairs): 720.100/720.100 Da ID: FullerenC60 from Sample 23 (Probe 4 1ng_20150817) of 150817_EVI BRANDT.wiff (Turbo Spray) Max. 3990.0 cps.
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XIC of -MRM (6 pairs): 720.100/720.100 Da ID: FullerenC60 from Sample 28 (Probe 4 1ng_20150921) of 150921_EVI BRANDT.wiff (Turbo Spray) Max. 2.4e5 cps.
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3.7 Ergebnisse von Fullerenen in kosmetischen Produkten 

 
Wie bereits in Kapitel 2 erwähnt, konnten nicht alle kosmetischen Produkte mit der 

herkömmlichen Extraktionsmethode für Festproben aufgearbeitet werden, da der 

hohe Fettanteil in manchen Cremen zu deutlich schlechteren Wiederfindungen in 

Kosmetika im Vergleich zu Klärschlammproben führte, dies berichten auch Benn et 

al. 2011. Sie verwendeten 2011 für ihre Wiederfindungsversuche eine Sonnencreme 

(SkinCeuticals, Garland, TX), bei der vermerkt war, dass keine Fullerene enthalten 

waren und fanden bei ihren Extraktionsversuchen 100% wieder. Als Blindwert  habe 

ich eine inhaltlich ähnlich aufgebaute Creme (Diadermine Gesichtscreme) ohne 

Fullerenzusatz verwendet. Unter Verwendung der Extraktion und zusätzlicher 

Carrez-Klärung wurden viel bessere Ergebnisse erzielt und eine bis zu 80%ige 

Wiederfindung erreicht [146]. Abbildung 26 zeigt den Vergleich bei Probe 5 mit und 

ohne Carrez- Klärung und verdeutlicht die Verbesserung der Extraktionsmethode 

unter Verwendung der Carrez-Klärung.  

 

 

Insgesamt wurden 11 kosmetische Produkte untersucht, von denen die Proben 1, 4, 

6, 8 und 9-11 mittels herkömmlicher Extraktionsmethode aufgearbeitet und die 

Proben 2, 3, 5 und 7 zusätzlich mittels Carrez- Klärung aufgereinigt wurden. 

Anschließend wurden alle Proben mit den optimierten chromatographischen 

Bedingungen der etablierten Methode analysiert und folgende Ergebnisse (siehe 

Tabelle 28 und Abbildung 27) erzielt. 

 

 

C60 #Probe 5 ohne Carrez Klärung  

Abbildung 26: Probe 5 ohne Carrez-Klärung (links) und mit Carrez-Klärung (rechts) mittels AB Sciex Analyst 
(Zakaria et al. 2017) Version 1.6.1. dargestellt 

 

C60 #Probe 5 mit Carrez 
Klärung- 341 ng/g 
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Tabelle 28: Ergebnisse der 11 kosmetischen Produkte (n.n: nicht nachweisbar) 
(Zakaria et al. 2017) 

Bezeichnung C60 C70 NMFP 

Einheit ng/g ng/g ng/g 

NG 0.1 0.2 0.1 

BG 0.2 0.4 0.2 

(1) EviDenS de Beauté- 
The Brightening Sunscreen 
(SPF 25) 30ml 

9.0 0.5 n.n. 

(2) EviDenS de Beauté- The 
Brightening Regenerating Hand 
& Nail Cream 75ml 

n.n. n.n. n.n. 

(3) EviDenS de Beauté- The 
Intensive Brightening Mask 
4x30ml 

25.0 6.0 n.n. 

(4) EviDenS de Beauté- The 
Brightening Body Lotion 200ml 

22 2.0 n.n. 

(5) EviDenS de Beauté- The 
Brightening Cream 30mL 

341 11 n.n. 

(6) Dr. Brandt- Anti Aging 
Lineless cream 50g 

51 n.n. n.n. 

(7) Dr. Brandt- Laser Lightning 
Night Cream 50g 

127 42 n.n. 

(8) Dr. Brandt- Laser Lightning 
Day Lotion 50g 

122 49 n.n. 

(9) Shungit Shampoo gegen 
Haarausfall 300ml 

n.n. n.n. n.n. 

(10) Shungit Haarmaske für 
fülliges Haar 220ml 

0.2 n.n. n.n. 

(11) Shungit Gel für die 
Gelenke 75ml 

n.n. n.n. n.n. 
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Mit dieser Methode wurde für C60 und NMFP eine BG von 0.2 ng/g und eine NG von 

0.1 ng/g und für C70 eine BG von 0.4 ng/g und eine NG von 0.2 ng/g erreicht. In 8 

von 11 Proben wurden Konzentrationen oberhalb der NG bei C60 und C70 detektiert, 

in 3 Produkten waren keine Fullerene nachweisbar, wie in Tabelle 28 ersichtlich 

[146].  

Abbildung 27: Graphische Darstellung der Ergebnisse der 11 kosmetischen Produkte mittels 
Excel 2015. C60 Werte sind in blau (erste Zeile), C70 Werte in rot (zweite Zeile) und NMFP 

(Zakaria et al. Werte in grün (dritte Zeile) angezeigt. Alle Ergebnisse sind in ng/g angegeben. 
2017) 
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4 DISKUSSION 

 

Fullerene gehören zur Klasse der kohlenstoffhaltigen Nanomaterialien [130]. 

Sie werden aufgrund ihrer Stabilität und breiten Palette an 

Modifikationsmöglichkeiten vielen Verbraucherprodukten zugesetzt, wie 

beispielsweise Kosmetikprodukten, Sportartikeln, Solarzellen, etc. [152]. Mit der 

Zunahme dieses Verbrauches ist auch eine vermehrte Emission und Immission 

von Nanopartikeln in die Umwelt und damit die Exposition von Lebewesen 

einschließlich des Menschen gegenüber diesen Teilchen zu erwarten. Leider 

sind die Exposition gegenüber den verschiedensten Nanopartikeln und das 

Ausmaß einer möglichen Belastung der Umwelt und des Menschen derzeit 

weitgehend unbekannt, nicht zuletzt aufgrund fehlender Messverfahren und 

Datenlage.  

Auch ist der toxische Effekt dieser Nanopartikel nicht außer Acht zu lassen, 

besonders mit dem vermehrten Verbrauch an fullerenhaltigen Produkten. Einige 

Studien bewiesen einen zytotoxischen Effekt im Mausmodell [140, 49, 120, 63, 

114]. 

Nanomaterialien fließen auch immer mehr in die Gesetzgebung wie z.B. in die 

Kosmetik- oder Biozid-Verordnung ein und seit Mitte 2013 gibt es in Europa 

eine Melde-und Kennzeichnungspflicht von Nanomaterialien (EU-

Kosmetikverordnung, VO-EG Nr. 1223/2009). Arbeitsgruppen bei der 

Europäischen Chemikalienagentur (ECHA) sowie CARACAL befassen sich 

derzeit mit der verbesserten Integration von Nanomaterialien in die  

Chemikalien-Verordnung REACH [146].   

Dies macht ein besseres Verständnis und eine Prüfung über den Einsatz von 

Fullerenen immer notwendiger. Nicht zuletzt weil in vielen Studien 

nennenswerte Messwerte an Fullerenkonzentrationen in Klärschlamm-und 

Abwasserproben in manchen Teilen Europas bestimmt wurden. Beispielsweise 

fanden Farre et al. (2010) in Spanien 0,5ng/L-67µg/L an C60, C70 und NMFP 

wieder. Ebenso konnten Sanchis et al. (2011) in der Atmosphäre des 

Mittelmeeres von Barcelona, Istanbul und Alexandria Werte von 0.06-0.48 

ng/m3  nachweisen. In Frankreich identifizierten Bruchet et al. (2013) in einer 



DISKUSSION 83 

 

aus fünf untersuchten Kläranlagen Fullerene. Emke et al. (2015) bestätigten 

einen Wert von 20ng/L in spanischen Abwasserproben. 

Daher ist die Hauptmotivation dieser Studie, die erstmalige Untersuchung von 

Fullerenen in Österreich und die Aufklärung, in welchen Umweltmedien diese 

vorkommen können. Im Rahmen dieser Arbeit wurde eine LC-MS/MS-Methode 

zur Bestimmung von Fulleren C60, C70 und NMFP entwickelt.  

Für die Entwicklung der LC-MS/MS-Methode und unter Verwendung einer 

negativen  Elektrosprayquelle (ESI) waren die Optimierung der 

substanzabhängigen MS-Parameter mittels Infusion (Declustering Potential, 

Entrance Potential, Collision Energy, Collision Cell Exit Potential), der 

chromatographischen Trennparameter (Flussrate, Fließmittelzusammensetzung 

und Gradient) und der quellenabhängigen MS-Parameter (Curtain Gas flow, Ion 

Source Gas 1 und Ion Source Gas 2, Ion Spray Transfer Voltage, Interface 

Heater, Vaporizer Temperature und Collision Gas) mittels 

Fließinjektionsanalyse notwendig.  

Für jedes Fulleren wurden die substanzabhängigen MS-Parameter mittels 

Infusion optimiert (Ergebnisteil-Tabelle 18), um eine maximale Signalintensität 

zu erreichen. Aufgrund der chemischen Stabilität der Fullerene konnten diese 

teilweise nicht fragmentiert werden, weswegen die Vorläufer Ionen (Q1) auch 

als Fragment Ionen (Q3) dienten (Quasi-MRM-Übergänge), wie auch in der 

Studie von Farre et al. (2010) berichtet. Für Fullerene C60 (720.6->720.6) und 

C70 (840.1->840.1) wurden keine Massenübergänge bestimmt, da sie nicht 

fragmentiert werden. Für NMFP wurde ein Massenübergang (777.1->720.1) 

bestimmt. 

Bei der Optimierung der chromatographischen Trennung wurde versucht, die 

idealste Kombination von Trennsäule und Laufmittelzusammensetzung zu 

finden. Dabei erwies sich die C18-Säule laut Farre et al. (2010) bezüglich 

Elutionsverhalten, Regenerierbarkeit und Stabilität als beste Wahl und konnte 

auch in dieser Studie alle gesuchten Substanzen chromatographisch 

voneinander trennen [27]. Als Elutionsmittel wurde Toluol gewählt, da sich 

dieses nach Korobov et al. 2001) im Vergleich zu Benzol oder Wasser als 

besseres Elutionsmittel erwies und zwar mit einer Löslichkeit von 3,89mmol/L 
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für C60  und 1,67mmol/L für C70 [50]. Die zu untersuchenden Substanzen 

konnten auch hier nahezu vollständig mittels Toluol eluiert werden. 

Als Eluenten der mobilen Phase dienten Toluol und Methanol (LC/MS grade) im 

Verhältnis 40:60. Vergleichsweise verwendeten Li et al. (2012) eine 

Zusammensetzung von 50:50 an Toluol und Methanol in ihrer Arbeit, welche 

ähnliche Ergebnisse aufwiesen. Obwohl Farre et al. (2010) für ihre Analysen 

eine isokratische Elution verwendeten, zeigte sich, dass die Anwendung eines 

Gradienten eine vergleichsweise bessere Signalintensität des Peaks bewirkte 

und man hier von einer Optimierung der LC-Methode sprechen kann. 

Für die Einstellung der quellenabhängigen MS-Parameter wurden mittels 

Fließinjektion verschiedene Varianten aller Quellparameter ausgetestet und die 

optimalsten Bedingungen festgelegt, siehe im Ergebnisteil-Tabelle 19. 

Verglichen mit Farre et al. (2010), arbeiteten sie teilweise unter ähnlichen 

Bedingungen. 

Die Validierungsparameter (Spezifität, Sensitivität, Linearität, Genauigkeit, 

Präzision, Nachweisgrenze und Bestimmungsgrenze, Wiederfindung und 

Stabilität) der entwickelten Methode erfüllten alle von einer Basisvalidierung 

geforderten Gütekriterien und wurden nach DIN 32645 ermittelt. Bei der 

Bestimmung der Präzision (wird durch die Standardabweichung der Messwerte 

angegeben (Pum J. 2008)) lag die Standardabweichung (STABW%) unter 10%. 

Die Linearität wurde durch den Determinationskoeffizienten (R2), welcher sich 

im Idealfall dem Wert 1.0 annähert, zwischen 0.99904 und 0.99960 bestimmt. 

Die Methode hat sich bei der Anwendung in der Routine bewährt. Sie war stabil 

und lieferte zuverlässige Werte. 

Für die Extraktion von Fullerenen aus Wasser-und Abwasserproben wurde die 

Flüssig-Flüssig-Extraktion gewählt, da nach Studien von Benn et al. (2010, 

2011) und Astefanei et al. (2012) zufolge diese Methode eine deutlich 

effizientere Extraktion von Fullerenen aus Wasser darstellt als die mit 

Festphasenextraktion. Zudem hat die Flüssig-Flüssig-Extraktion den Vorteil, 

dass stark partikelhaltige Abwässer ohne vorige Filtration extrahiert und 

mögliche an den Partikeln adsorbierte Zielsubstanzen mit herausgelöst werden 

können. Vergleicht man beide Methoden, so zeigte die SPE eine 

Wiederfindungsrate von 43 ± 4% und LLE 80 ± 6% für C60.  
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Für die Prozesskontrolle und zuverlässige Reproduzierbarkeit der Methode 

wurde der isotopenmarkierte Surrogatstandard 13C60 Fulleren eingesetzt, der 

auch schon bei den Analysen von Farré et al. (2010) und Sanchis et al. (2011) 

erfolgreich angewendet wurde. 

In den LLE-Extraktionsversuchen mit gespikten C60, C70 und NMFP 

Wasserproben wurde eine rund 80% Wiederfindung berechnet [146]. Kolkman 

und Emke (2013) beschrieben die Wiederfindungen in Wasser in einer 

ähnlichen Größenordnung. Auch die NG und BG sind verglichen mit Kolkman et 

al. (2013) für C60 in Wasser etwa in der gleichen Größenordnung wie dort 

beschrieben (NG 0.28 ng/L und BG 0,57 ng/L). Die Substanzen zeigten bei 1:10 

Verdünnungen deutlich bessere Wiederfindungsraten als im unverdünnten 

Zustand. Dies deutet auf einen starken Matrixeinfluss bei der Messung hin.  

Es wurde ebenfalls kontrolliert, ob die Lagerung und das Auftauen und wieder 

Einfrieren Auswirkungen auf die Stabilität der Fullerene und auf die Ergebnisse 

haben. Über einen Zeitraum von drei Wochen wurden diese Stabilitätstests 

(Leitungswasser mit 1ng/mL C60-Dotierung in Alu-und Glasflaschen) gemacht. 

Die Resultate zeigten, dass bei den Wiederfindungen zwischen Glas-und 

Aluflaschen ein signifikanter Unterschied besteht, wobei in Aluflaschen höhere 

Konzentrationen wiedergefunden wurden als in den Glasflaschen. Zunächst 

wurde nach der ersten Woche der Lagerung ein Abfall der Konzentrationen 

gemessen. Darauf folgende Messungen in den Wochen danach zeigten immer 

konstante Werte (siehe Ergebnisteil-Tabelle 23) was auf eine Aggregation der 

Fullerene hindeutet. Die Methode erwies sich als stabil. 

Nach Entwicklung und Optimierung der MS-Methode wurden für den Zweck der 

Untersuchung ausgewählter Fullerene (C60, C70 und NMFP) aus fünf 

österreichischen Kläranalagen, 24 Abwasser-und Klärschlammproben in 

Zusammenarbeit mit dem NanoDESTINARA Projekt 2015, analysiert. Die 

Ergebnisse zeigten, dass die Konzentrationen an Fullerenen in den geprüften 

Abwasser-und Klärschlammproben unterhalb der Nachweisgrenze lagen (siehe 

Ergebnisteil-Tabellen 24 und 25) [146], was darauf schließen lässt, dass der 

Einsatz dieser Nanopartikel für die österreichische Bevölkerung noch kein 

Risiko darstellt. Im Abwasser waren BG und NG für alle Fullerene 

erwartungsgemäß niedriger als im Klärschlamm. 
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Warum in Ländern wie Spanien, Frankreich, etc. bedeutende 

Fullerenkonzentrationen gemessen werden konnten, liegt womöglich dem 

höheren Verbrauch von Fullerenen in diesen Ländern zugrunde oder ist auch 

von der Reinigungsqualität der Kläranlagen abhängig.   

Eine relative Abschätzung, wie eine menschliche Exposition von Fullerenen in 

die Umwelt durch das Abwassersystem aussieht, haben Benn und Westerhoff 

2008 in einem Modell (Transport von Fullerenen in einer Kläranlage unter 

Berücksichtigung des Steady-State-Massenbilanzmodells und nicht linearer 

Adsorption) mit folgender Formel beschrieben. 

 

 

C…Ablaufkonzentration von Fullerenen  
C0…einfließende Fulleren-Konzentration 
K und 1/n…Freundlich-Adsorptionsparameter 
X, τ und θ…variable Betriebsparameter einer Kläranlage  

 

Angenommen, 10000 Menschen verbrauchen je ~0.3µg/g C60 (höchste 

Konzentration in getesteten kosmetischen Produkten, siehe Tabelle 31) pro Tag 

(Zustrom von C60 1,6 ng/L nach Benn et al. 2013) unter Berücksichtigung des 

Steady-State-Massenbilanzmodells mit einer Kapazität von 3,79 Millionen L/Tag 

in einer Kläranlage und geschätzten Mittelwerten aus bisherigen Studien für 

Betriebs- und Freundlichadsorptionsparametern (X=2000mg/L τ=720Minuten, 

θ=7200 Minuten, K=0,17 und 1/n= 0,5) würde die theoretisch vorhersagbare 

Ablaufkonzentration von C60 bei ~6×10-8 ng/L liegen.  

Neben der Analyse von Abwasser-und Klärschlammproben wurden auch 

gemeinsam mit dem NanoDESTINARA Projekt 2015 Batch-und 

Adsorptionstests mit Fulleren C60 durchgeführt und bestätigten die Vermutung, 

dass Fullerene zum überwiegenden Teil an den Belebtschlamm akkumulieren 

und deshalb im Ablauf nicht nachweisbar sind. Kaegi (2011), Maier et al. (2012) 

und Wang et al. (2012) kommen zum gleichen Schluss bei der relativen 

Verteilung zwischen Belebtschlamm und Ablauf. Bei der Abwasserreinigung 

werden Nanopartikel hauptsächlich im Belebtschlamm gebunden. Aufgrund 
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dieser beobachteten Anreicherung der Nanomaterialien im Belebtschlamm 

kann dieser als die relevante Stoffsenke identifiziert werden. Über die 

Klärschlammverwertung (landwirtschaftliche Klärschlammverwertung, 

Verwendung von Klärschlammkompost) kann man vermuten, dass in weiterer 

Folge ein Transfer von Fullerenen in andere Umweltkompartimente erfolgen 

könnte und müsste daher weiter erforscht werden. 

Ziel dieser Studie war es auch, die Konzentrationen von elf kosmetischen 

Produkten aus Österreich, die laut Firmenangaben Fullerene enthalten, mit der 

optimierten Methode zu analysieren. Jedoch konnten nicht alle dieser Proben 

mit der herkömmlichen LLE-Extraktionsmethode für Festproben aufgearbeitet 

werden. Der hohe Fettanteil in vier Cremen führte zu deutlich schlechteren 

Wiederfindungen im Vergleich zu Klärschlammproben. Dies berichteten auch 

Benn et al. (2011). Sie konnten 2011 bei ihren Extraktionsversuchen 100% 

Wiederfindung zeigen. Ähnliche Wiederfindungsraten konnten bei Extraktionen 

in hydrophilen Kosmetikprodukten erzielt werden.  Eine Verbesserung der 

Extraktionsmethode konnte unter zusätzlicher Verwendung der Carrez-Klärung 

ausschließlich bei hydrophoben Kosmetika, mit bis zu 80% Wiederfindung, 

erreicht werden. Eine weitere wichtige Komponente für die Extraktion von 

Fullerenen, besonders aus sehr fettreichen Kosmetika, stellte der Einsatz von 

Eisessigsäure unter vollständiger Verdampfung des Extrakts mittels Stickstoff 

dar. Laut Benn et al. (2011) wird bei dieser Anwendung die Bildung einer 

Emulsion verhindert und eine Phasentrennung, sowie die Signalintensität der 

Analyten deutlich verbessert. Dies konnte auch in der vorliegenden Studie 

bestätigt werden. 

Mit der optimierten Methode wurden in 8 der 11 Proben Konzentrationen 

oberhalb der NG für C60 und C70  zwischen 10ng/g und 340ng/g detektiert, in 3 

Produkten waren keine Fullerene nachweisbar [146]. Benn et al. (2011) fanden 

ebenfalls Fullerene in einer ähnlichen Größenordnung wie in den getesteten 

Cremen wieder. Mit dieser Methode wurde für C60 und NMFP eine BG von 0.2 

ng/g und NG von 0.1 ng/g und für C70 eine BG von 0.4 ng/g und NG von 0.2 

ng/g erreicht. Benn et al. (2011) berechneten für C60 und C70 eine BG von 12.0 

ng/g und NG von 3.0 ng/g. Verglichen mit der vorliegenden Literatur konnte die 

Nachweisgrenze für die getesteten Substanzen unterschritten werden. 
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Der Einsatz von C60 und C70 Fullerenen in Kosmetikprodukten stellt somit eine 

mögliche Eintrittsstelle in die Umwelt dar. Nun stellt sich die Frage der 

Anreicherung im Menschen bzw. in der Umwelt, besonders da Fullerene nicht 

biologisch abbaubar sind. 

 

4.1. Relevanz der gefundenen Konzentrationen 

Abschließend wurden auch der derzeitige Stand der toxikologischen Datenlage, 

sowie die Bewertung einer toxikologischen Gefahr für Mensch und Umwelt, die 

von fullerenhaltigen Produkten ausgeht, diskutiert. Die Abschätzung des 

toxikologischen Risikos wird aufgrund der uneinheitlichen Studienergebnisse 

und mangelnden Übersicht zur Freisetzung dieser Nanopartikel aus Produkten 

erschwert. Allgemein kommen für die Aufnahme von toxischen Fullerenen in 

den Organismus der Atemtrakt, die Haut und der Magen-Darm-Trakt in Betracht 

und können zu verschiedenen Dosis-Wirkungs-Effekten führen. 

Bei den gemessenen Werten von 10-340ng/g kann man von keiner 

zytotoxischen Wirkung ausgehen, da vergleichsweise in verschiedenen 

anderen Studien die Effekte bei höheren Konzentrationen gefunden wurden. 

Auch Gottschalk et al. (2009) meinten, dass die Fullerenwerte in der Umwelt als 

derzeit so niedrig einzustufen sind, dass von keinem Umweltrisiko zu sprechen 

sei. 

Beispielsweise bewiesen Tsuchiya et al. (1996) bei ihrer Zytotoxizitätstestung, 

dass nach intraperitonealer Verabreichung von 50mg/kg Fullerenen in trächtige 

Mäuse, toxische Effekte auf die Embryonen ausgelöst wurden [120]. Levi et al. 

(2006) zeigten jedoch in ihrer Studie, dass unbehandeltes C60 für Zellen nicht 

toxisch ist [63]. Snyder et al. (2015) zeigten wiederum in ihrer Studie mit 

trächtigen und säugenden Ratten, die 14C60 (0,2mg/kg) markierten Fullerenen 

ausgesetzt wurden, dass die Föten nach 24 Stunden bzw. höchstens 8 Tage 

nach der Injektion verstarben. 

Zu bedenken ist jedoch, dass Fullerene in einer Matrix eingebettet sind, 

während in der Zytotoxizitätstestung die reinen Partikel getestet werden. Aus 

diesen Gründen scheint eine zytotoxische Wirkung bei den gemessenen 

Mengen sehr unwahrscheinlich. 
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Bei den gemessenen Werten stellt sich vielmehr die Frage, ob diese Mengen 

antioxidative Wirkungen besitzen können. Kong und Zepp (2012) haben eine 

Radikalfänger Aktivität in Konzentrationen von (8.3µM) 6µg/g festgestellt, immer 

noch höhere Konzentrationen, als in den kosmetischen Proben gemessen 

wurde [49]. Auch Yin, Lao, Fu et al. (2009) stellten einen signifikanten Schutz 

von A549 Zellen und Ratten-Hirnkapillarendothelzellen vor H2O2 Belastung erst 

ab (50µM) 40µg/g fest. Daher ist zu vermuten, dass die gemessenen 

Konzentrationen an Fullerenen möglicherweise überhaupt keine Wirkung 

entfalten. 

Auch bei der Wirkung auf die Umwelt ist von keiner Gefahr zu sprechen. Nach 

Toxizitätstestungen von Zhu und Oberdörster et al. (2006) wurden 800 ng/g als 

LD50 in Daphnia magna bestimmt [139]. Oberdörster zeigte schon 2004, dass 

500ng/g oxidativen Stress in den Hirnen von Forellenbarschen verursachen 

können [87]. Da die Tiere aber nicht direkt mit den Cremen in Kontakt kommen, 

sind diese Werte höchstwahrscheinlich unbedenklich. 

In Zukunft müssten Überlegungen angestellt werden, wie Materialien und 

Testverfahren standardisiert und normiert werden können, damit zukünftige 

Daten vergleichbar werden. Daher ist die Entwicklung standardisierter, 

charakterisierter Referenzpartikel für toxikologische Versuchszwecke, sowie die 

Identifizierung der Partikeleigenschaften und deren Messmethoden von großer 

Bedeutung [23, 88, 123].  

Um eine korrekte Dosisabschätzung zu ermöglichen und auch um Experimente 

mit realistischen Dosen durchführen zu können, müssen passende Dosis-

Maßeinheiten bestimmt werden (Lison et al. 2008; Warheit et al. 2007; Rushton 

et al. 2010). Beispielsweise wird für die Dosis-Wirkungs-Beziehung im Bereich 

der Nanotoxikologie, laut Borm et al. (2006) die Fläche-und 

Oberflächenreaktivität als wichtigste Maße für die Dosisberechnung in der 

Toxizität von Nanopartikeln vorgeschlagen [13]. Allerdings stellt sich derzeit 

auch die Frage, ob neben diesen Parametern ebenfalls die Form, die 

physikalischen und die chemischen Eigenschaften, die Toxizität von 

Nanopartikeln und somit ihre Dosiswirkung beeinflussen können. 

Daher sollten im Mittelpunkt zukünftiger Testverfahren toxikologische Studien 

zur Ermittlung konkreter Effekte von Fullerenen auf Zell-und Gewebetypen in 
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der Lunge, dem kardiovaskulären System, dem Gehirn, der Leber und auf 

Plazenta/Fötus stehen. Dazu ist die Durchführung von in vivo-und in vitro-

Studien mit direkter Verabreichung von Nanopartikeln in einem weiten 

Dosisbereich, inklusive zu erwartender realistischer Exposition notwendig, um 

auch eine Dosis-Wirkungsbeziehung erstellen zu können.  

Ebenso wichtig ist auch die Abschätzung der Rolle des oxidativen Stresses 

ausgelöst durch Fullerene als Verursacher von Entzündungen, Gentoxizität und 

Auswirkungen auf andere Zielorgane als der Lunge.  
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