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1. Einleitung

Das Spurenmetall Quecksilber und insbesondere seine organometallischen
Verbindungen stellen durch ihre hohe Toxizitéat eine Gefahr fur alle Organismen dar,
insbesondere fur die Organismen hodherer trophische Stufen einschlieRlich des
Menschen. Deshalb zahlen u.a. Gamo et al. (2003) Methylquecksilber zu den 12
wichtigsten Umweltschadstoffen.

Quecksilber gelangt sowohl durch nattrliche als auch durch anthropogene Prozesse
in die Umwelt. So tragen terrestrische und marine Vulkanausbriche und Erosion
ebenso zur Belastung mit dem Schwermetall bei wie jede Art der industriellen
Tatigkeit, bei der fossile Brennstoffe eingesetzt werden. Weiterhin sind Emissionen
durch Miullverbrennungsanlagen (z.B. durch unsachgemale Entsorgung von
Batterien oder Energiesparlampen), Industrieabwasser u.a. der Chlor-Alkali Industrie,
Eintrage der Landwirtschaft und der Einsatz von Quecksilber in der Goldgewinnung
wichtige Quellen fur die Belastung der Umwelt durch Quecksilber.

Die weltweite Quecksilberbelastung hat sich in den vergangenen 150 Jahren durch
die intensive industrielle Tatigkeit des Menschen etwa verdreifacht (Fitzgerald 2005).
Die Quecksilberverschmutzung wurde zunéchst als akutes, lokales Phanomen
betrachtet, gilt heute aber als globales, weit verbreitetes und chronisches Problem
(Europaische Kommission 2005).

Dies liegt in erster Linie an den einzigartigen Eigenschaften des Spurenmetalls
Quecksilber und seinen Verbindungen.

Quecksilber ist das einzige Metall, das in elementarer Form bereits bei
Raumtemperatur flissig ist und dabei einen hohen Dampfdruck aufweist (siehe
Abbildung 2.1). In der Erdatmosphare kommt Quecksilber hauptsachlich in der
gasformigen, elementaren Form (Hg®) vor und verteilt sich in der Troposphare
weitraumig. Zwischen dem gasférmigen Quecksilber und dem aquatischen Systemen
findet ein standiger Austausch statt. Ein Teil des Quecksilbers, das von der
gasformigen Phase in die wassrige Phase Ubergeht, wird an geldste organische
Substanz gebunden (DOM) und reichert sich im Sediment an (Ravichandran 2004).
Zunehmende Quecksilberfreisetzungen in die Atmosphére fuhren daher auch zu
steigenden Quecksilberkonzentrationen im Meer, in Flissen und Seen sowie in
deren Sedimenten. Umgekehrt kénnen steigende Quecksilberkonzentrationen in

Gewassern auch zu steigender Luftbelastung mit gasformigen Quecksilber beitragen.
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So unterliegen  Quecksilberemissionen einem  weltweiten,  komplizierten
atmospharischen Kreislauf. Selbst in weit von direkten Emissionsquellen entlegenen
Gebieten - wie der Antarktis - werden deshalb hohe Quecksilberkonzentrationen
gemessen (Fitzgerald 2005). Zu dem direkten Eintrag durch anthropogene Aktivitaten
kommt zuséatzlich noch der Einfluss der globalen Erderwdrmung auf die
Quecksilberbelastung der Meeresumwelt. Durch die Erderwarmung wird mit einem
weiteren Schmelzen der Polkappen gerechnet. Dieser Vorgang wird zu einer
weiteren Erh6hung des mobilen Quecksilberpools fihren und kdnnte zum wichtigsten
Faktor fur die Freisetzung von Quecksilber in der Zukunft werden (Macdonald 2005).

Infolge  komplexer biologischer, physikalisch-chemischer und chemischer
Transformationsprozesse, die vor allem in aquatischen Systemen ablaufen,
entstehen aus elementarem Quecksilber bzw. deren anorganischen Verbindungen
die deutlich starker toxischen Organoquecksilberverbindungen
Monomethylquecksilber (MeHg) und Dimethylquecksilber (CH3zHgCH3) (Boening,
2000). Das sehr leicht flichtige Dimethylquecksilber entweicht aufgrund seines
hohen Dampfdruckes schnell aus der Wassersdule. Monomethylquecksilber
hingegen wird in der aquatischen Nahrungskette akkumuliert.

So ist der Verzehr von Meeresfrichten und Fischen fir den Menschen in der Regel
die wichtigste Quelle fur die Belastung mit (Monomethyl-) Quecksilber. Dies machte
bereits die Vergiftungskatastrophe in der Minamata-Bucht in Japan in den flinfziger
Jahren des 20. Jahrhunderts, bei der mehr als 1000 Menschen durch den Verzehr
von mit hohen Methylquecksilberkonzentrationen kontaminierten Fischen starben,
deutlich. Auch durch den dauerhaften Genul3 weniger stark kontaminierter
Meerestiere kann zudem eine chronische Vergiftung mit Methylquecksilber ausgeldst
werden. Bei kaum einer anderen toxischen Substanz wird die maximal empfohlene
bzw. tolerierbare Aufnahmemenge derart haufig ausgeschoépft oder Uberschritten wie
bei der Aufnahme von MeHg durch den Verzehr von Fisch und Meeresfrichten. Die
EFSA (Européische Behorde fur Lebensmittelsicherheit) kam 2004 zu dem Schluf3,
dass die geschéatzten Aufnahmemengen der europaischen Verbraucher im oberen
Bereich der international anerkannten Sicherheitsgrenzwerte liegen.

Da Methylquecksilber im Korper akkumuliert wird und lange Retentions-
Halbwertszeiten aufweist, sollte der Belastung mit diesem Schadstoff mehr

Beachtung zugemessen werden.



1. Einleitung -12 -

Die ubiquitdre Ausbreitung mit globalem Ausmalf3, die starke Bio-Akkumulation/
Biomagnifikation und die enorme Toxizitat, fihrten zu intensiver internationaler
Forschung Uber Quecksilber und zu verstarktem Interesse auf dem Gebiet der
Speziesanalytik organischer Quecksilberverbindungen.

Die im Vergleich zu anorganischem Quecksilber starkeren toxischen Eigenschaften
der organischen Quecksilberverbindungen begriinden die dringende Notwendigkeit
auch entsprechende analytische Verfahren zu beherrschen, welche die Bestimmung
von Monomethylquecksilber neben anorganischem Quecksilber in verschiedenen
biologischen Matrices zulassen. Nur dann lassen sich Bildungsmechanismen von
Monomethylquecksilber aufklaren, Informationen tber die Bindungsart und somit der
Toxizitat der vorliegenden Quecksilberspezies erlangen, die Verteilungen in
unterschiedlichen Kompartimenten verstehen, die Belastung von Mensch und
Umwelt durch diese Verbindungen besser quantifizieren und geeignete Mal3nahmen

zur Reduktion treffen.

Bisherige Routineuntersuchungen des Quecksilbergehaltes von Fischen und
anderen Meerestieren waren in der Bundesforschungsanstalt fir Fischerei (BFA-Fi)
bisher auf die Analytik des Gesamtquecksilbergehaltes beschrankt. Um die
Speziationsanalytik durchfiihren zu kdnnen, ist die Entwicklung einer Methode, die
mit relativ preiswerter instrumenteller Ausristung auskommt, wesentliche
Voraussetzung.

Ziel der hier vorgelegten Doktorarbeit war es, im Rahmen des Forschungsprojektes
JAusarbeitung und Validierung einer Methode zur Bestimmung von
Monomethylquecksilber und anorganischem Quecksilber in Fischgewebe und
Zooplankton® (Umweltbundesamt UFO-PLAN FKZ 200 22 230) an der BFA-FI
(Bundesforschungsanstalt fur Fischerei) eine derartige Methode zu entwickeln und zu
validieren. Sie sollte auch als Grundlage fur andere Forschungseinrichtungen und
Untersuchungsamter dienen, um eine entsprechende Analytik aufzubauen.
Desweiteren wurde die Methode in Felduntersuchungen im Rahmen des integrierten
chemischen und biologischen Effektmonitorings an marinen Organismen aus Nord-
und Ostsee angewendet. Ziel war die Bestimmung der Konzentrationen in Muskel-
und Leberproben des Indikatororganismus Kliesche (Limanda limanda) auf einem
ausgedehnten Stationsnetz, um raumliche Unterschiede zu untersuchen. Zudem

wurden im Rahmen von Routineuntersuchungen zur Haufigkeit von Missbildungen
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pelagischer Fischembryonen Proben auf ihren Gehalt an anorganischen und
organischen Quecksilberverbindungen analysiert, um festzustellen, ob eine validierte,
guantitative Bestimmung von Quecksilberverbindungen in marinen, pelagischen
Fischeiern mdglich ist — und sich derartige Fischeier prinzipiell als akkumulative
Bioindikatoren fur diese Verbindungen eignen.
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2. Allgemeiner Tell

2.1 Natirliches Vorkommen, physikalische Eigenschaften und

Verwendung von Quecksilber und Quecksilberverbindungen

Quecksilber z&hlt zu den seltenen Elementen. Es ist mit ca. 1¥10™ % am Aufbau der
Erdkruste beteiligt und kommt in der Natur hauptsachlich als Quecksilber(1)-Sulfid

- dem sog. Zinnober - und elementar als Quecksilberdampf (Hg®) vor.

Vorkommen von flissigem elementaren Quecksilber sind sehr selten. Elementares
Quecksilber kann dabei in Tropfenform im Zinnober oder anderen Erzen
eingeschlossen vorkommen.

Da elementares Quecksilber einen hohen Dampfdruck besitzt und in der Natur in
Spuren Uberall verbreitet ist, entweicht gasformiges Quecksilber durch Erosion und
Ausspulungen permanent aus der Erdkruste in die Atmosphéare. Aus den Weltmeeren
verdampfen ebenfalls betrachtliche Mengen von Quecksilber in die Atmosphare.
Weiterhin wird es insbesondere dort freigesetzt, wo hohe Temperaturen herrschen:
Das Verbrennen von fossilen Brennstoffen wie Kohle oder Gas fuhrt ebenso wie
Vulkanausbriche zur Freisetzung von Quecksilber. Es kann angenommen werden,
dass auch eine allgemein steigende globale Durchschnittstemperatur Einfluss auf
den Quecksilberkreislauf hat. Dazu veranschaulicht Abbildung 2.1 die Auswirkungen
der Erhdhung der Temperatur auf die Sattigungskonzentration von Quecksilber in der
Luft. So bewirkt beispielsweise eine Steigerung der Temperatur von 20°C auf 24°C
eine Steigerung der Sattigungskonzentration von Quecksilber in der Luft um ca. 40%.
In einem geschlossenen Raum stellt sich bei Vorhandensein von nur wenigen
Tropfen Quecksilber bei einer Temperatur von 20°C ein Quecksilbergehalt der Luft
von etwa 13,2 mg/ms3 ein. Damit wird der Arbeitsplatzgrenzwert (AGW) von 0,1mg/m3
schon um den Faktor 130 uberschritten.
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Abbildung 2.1. Quecksilberséattigungskonzentrationen der Luft in Abh&ngigkeit von der Temperatur
(Werte nach Synowietz 1984)

Verwendung

Aufgrund der Okotoxikologischen Problematik (siehe unten), die sich bei der
Verwendung von Quecksilber ergibt, ist insbesondere in der Europaischen Union ein
deutliches Bestreben zu erkennen, den Gebrauch von Quecksilber stark zu
reduzieren. Wahrend die weltweiten Emissionen zwischen 1990 und 2000 um rund
20% zunahmen, verringerten sich die Emissionen innerhalb der EU um etwa 60%.
Die Europaische Kommission hat Anfang 2005 ein gemeinschaftliches
Strategiepapier fur die Quecksilberproblematik verabschiedet, in welchem 20
MalRnahmen zur Emissionsminderung beschlossen wurden (EU-Kommision 2005).
Das momentane Weltmarktvolumen des Quecksilbers wird auf 3600 Tonnen
beziffert. Der weltweit groRte Quecksilberlieferant, das staatseigene spanische
Unternehmen MAYASA, liefert ca. 1000 Tonnen Quecksilber pro Jahr. Dabei handelt
es sich zum groRten Teil um Uberschussquecksilber der Chlor-Alkaliindustrie. Der
Bergbau zur Férderung und Produktion von Quecksilber wurde von der MAYASA
2004 eingestellt und wird vermutlich nicht mehr aufgenommen werden, da zukiinftig
ausreichend Quecksilber auf dem Weltmarkt vorhanden sein dirfte bzw.
aufbereitetes Quecksilber durch bevorstehende Stilllegungen von Chlor-Alkali-

Anlagen angeboten werden wird.
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Aufgrund der einzigartigen physikalischen, chemischen und technologischen
Eigenschaften und wegen des niedrigen Marktpreises von Quecksilber werden
Quecksilber und Quecksilberverbindungen vielfaltig verwendet. Bis heute wurden fur

viele dieser Anwendungen noch keine Ersatzstoffe gefunden.

Jahresweltverbrauch an Quecksilber 2000

Werschiedener

elektronische Gebrauch
Gerate und (175)
Instrurmente

(154)

Goldgewinnung

Larmpen (91) (650)

Labarinstrumente

EiC.  (166)
Dental-
Amalgam
Tonnen
Chlor-Alkali
Industrie
(797)

Batterien

(1081)

Abbildung 2.2 Jahresverbrauch an Quecksilber im Jahr 2000
Daten aus (Europaische Kommision 2004)

Die Abbildung 2.2 zeigt den weltweiten Verbrauch an Quecksilber im Jahr 2000.
Dabei ist der grofdte Anteil am Jahreweltverbrauch auf die Verwendung von
Quecksilber als Bestandteil von Batterien zurtckzufuhren.

Obwohl seit Mitte des Jahres 2001 der Verkauf von Quecksilberoxid-Zellen (bis zu
40% Quecksilbergehalt) verboten ist, diurfen nach 813(1) Batterienverordnung,
Batterien noch 0,0005 % und Knopfzellen bis zu 2 % Quecksilber enthalten. Das
Umweltbundesamt nahm fir das Jahr 2001 eine Ricknahmequote bei Knopfzellen
(inkl. Quecksilberoxid-Zellen) von etwa 10 % an. Da im Jahr 2001 ca. 21 Tonnen (t)
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dieser Batterien verkauft wurden, ist der Verbleib von rund sechs Tonnen

Quecksilber ungeklart (Umweltbundesamt 2002).

Der zweitwichtigste Verbraucher von Quecksilber ist die Chlor-Alkali-Industrie.
Dabei wird Quecksilber als Bestandteil der Kathode bei der Chlor-Alkali-Elektrolyse
verwendet. Neue Anlagen arbeiten nach dem quecksilberfreien Membranverfahren,
doch erfolgt der Umstieg auf diese umweltschonende Technologie eher zdgerlich:
1998 lag der Anteil der Anlagen innerhalb der EU, die nach dem Prinzip der Chlor-
Alkali-Elektrolyse arbeiten, bei 65%. Bis November 2006 ist dieser Anteil auf etwa
50% gesunken und soll im Jahr 2010 bei unter 35% liegen. Erst 2020 werden alle
Anlagen der Chlorindustrie (Umsatz der Chlorindustrie 2006: 240 Millarden €) ohne
Quecksilber auskommen (EUROCHLOR Pressemitteilung 2006). In der EU ist die
Chlor-Alkaliindustrie auch der grof3te Eigner von Quecksilber. Aufgrund der
Umstellung des Herstellungsverfahren von Chlor und der Vorgaben der EU-
Kommission, die Ausfuhren von Uberschussquecksilber aus der EU bis 2011 zu
stoppen, ist damit zu rechnen, dass in Zukunft groRe Mengen Quecksilber durch
Einlagerung in  Salzstocken etc. - und falls moglich durch andere
Beseitigungsstrategien - aus dem Verkehr gezogen werden.

Der weltweit freie Handel mit elementarem Quecksilber und vor allem der sehr
niedrige Preis von etwa 5 €/kg Quecksilber macht noch immer die Verwendung im
Goldbergbau attraktiv. Dabei wird die amalgamierende Wirkung des Quecksilbers
genutzt, um feinste Goldpartikel mit dem Quecksilber als Amalgam zu binden. Das
erhaltene Quecksilberamalgam wird anschlieRend im Freien so stark erhitzt, dass
das Quecksilber verdampft und nur noch das Gold ubrig bleibt. Dabei werden
erhebliche Mengen Quecksilberdampf freigesetzt. Nach Rodrigues (1997) sind fur die
Gewinnung von einem Kilogramm Gold zwischen 1,3 - 2,0 Kilogramm Quecksilber
zur Amalgierung und Extraktion notwendig. Diese Menge wird bei der beschriebenen
Goldgewinnung vollstandig in die Atmosphare emittiert. In Gebieten, in denen diese
Methode der Goldgewinnung praktiziert wird, wie beispielsweise dem
Amazonasgebiet, werden entsprechend der gewonnenen Goldmengen sehr grolie
Quecksilbermengen verbraucht bzw. freigesetzt. Als Folge sind langwierige
Umweltschaden bzw. Belastungen der aquatischen Umwelt zu beobachten (Santos
et al. 2000). Diese primitive Methode der Goldgewinnung wird entsprechend héufig in

unterentwickelten Regionen, meist ohne Kenntnisse der Gefahren fir Mensch und
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Umwelt und den Konsequenzen fir die eigene Lebensgrundlage, durchgefihrt
(Maydl 2004 Dissertation). Langerfristig wird so regional emittiertes Quecksilber
weitraumig verteilt, so dass auch regional begrenzte - jedoch grof3skalige Emissionen
- den globalen Quecksilber-Gesamtpool beeinflussen.

Quecksilberamalgam findet aufRerdem seit Langem weltweite Verbreitung in der
Verwendung als Dentallegierung. Dabei wird die Eigenschaft des Quecksilbers, mit
verschiedenen Metallen (in Zahnfillungen meist Kupfer, Silber, Zink und Indium)
plastisch verformbares Amalgam zu bilden, ausgenutzt, um Zahnfillungen
herzustellen. Diese Zahnflullungen besitzen eine lange Haltbarkeit und wirken der
Ausbreitung weiterer karioser Zahnzerstérung vorbeugend entgegen. Dabei wird die
Vermehrung von Bakterien durch die bakteriziden Wirkungen der Metalle des
Amalgams reduziert.

Die Verwendung von Quecksilber in der Medizin wurde schon 1527 durch
Paracelsius beschrieben. Dabei wurde sogenannte graue Salbe (Verreibungen von
Quecksilber oder Quecksilberoxid) zur Behandlung von Syphilis eingesetzt. Die
Verwendung dieser Salbe verursachte bei den Erkrankten die typischen Symptome
einer Quecksilbervergiftung. Neueste Studien diskutieren, ob die degenerativen
Erscheinungen, die soziale Isolation und der Rickgang der kinstlerischen Aktivitat
am Ende von Shakespeares Leben mit einer Erkrankung an Syphilis zusammenhing
oder die Behandlung mit ,grauer Salbe* zu den o0.g. typischen Symptomen einer
Quecksilbervergiftung fuhrte (Ross 2005).

Die stark keimhemmende Wirkung des Quecksilbers wird auch bei der Verwendung
von quecksilberhaltigen Desinfektionsmitteln (Mercurochrom®) noch heute genutzt.
Diese enthalten teilweise bis zu 30 % Quecksilber. Mercurochrom® ist noch immer
im Einsatz, wurde jedoch teilweise schon durch quecksilberfreie Desinfektionsmittel

ersetzt.
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Br Br COONa
‘ COONa S—Hg—C2H5
Abbildung 2.3: Strukturformeln von
Mercurochrom® und Thiomersal
2,7-Dibrom-4-(hydroxomercurio)-fluorescein- 2-(Ethylmercuriothio)-benzoeséaure-
Dinatriumsalz Natriumsalz

Thiomersal ist ein organisches Quecksilbersalz, das als Konservierungsstoff in
verschiedenen &auf3erlich angewandten Medikamenten (z.B. Augentropfen) und in
einigen Impfstoffen (z.B. Tetanus) eingesetzt wird. Die Grundimmunisierung von
Kleinkindern wird teilweise mit vielen Einzelpraparaten durchgefiihrt. Deshalb wird
diskutiert, ob die Verwendung von Thiomersal zu neuronalen Schaden bei
Kleinkindern fuhren kann (Burbacher et al. 2005). In der Bundesrepublik werden
zunehmend thiomersalfreie Impfstoffe eingesetzt oder es wird auf Kombinations-
Impfpréparate  zuruckgegriffen, so dass die Belastung in diesem fir
Quecksilberexposition sehr sensiblem Alter minimiert wird. Mutter et al. (2006)
kommen zu dem Schluf3, dass Thimerosal enthaltende Impfstoffe flr genetisch

bedingt anfallige Individuen einen potentiell pathogenen Faktor flr Autismus darstellt.

Leuchtstoffrohren, Energiesparlampen und Quecksilberhochdrucklampen
enthalten ebenfalls elementares Quecksilber. Bei der Herstellung einer
Energiesparlampe werden ca. 7 mg elementares Quecksilber eingesetzt. Das Oko-
Institut Freiburg kommt in einer aktuellen Studie (2005) zu dem Schluss, dass durch
den geringeren Strombedarf einer Energiesparlampe innerhalb der Lebensdauer
insgesamt weniger Quecksilber freigesetzt wird als bei einer herkbmmlichen
Gluhlampe. Dabei wird das durch Stromerzeugung freigesetzte Quecksilber
bericksichtigt. Die Verwendung von Quecksilberdampf in der Lampentechnik bietet
zahlreiche technologische Vorteile gegeniber der Verwendung anderer Metalle. Bei
dieser Anwendung ist vor allem der niedrige Schmelzpunkt und der hohe
Dampfdruck des Quecksilbers von technischer Bedeutung.

Blutdruckmessgerate und Barometer é&lterer Bauart enthalten ebenso wie

Prazisionsthermometer Quecksilber. Die Thermometer basieren auf dem zur
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Temperatur  direkt  proportionalen  Warmeausdehnungskoeffizienten des
Quecksilbers. Noch heute werden im chemischen Labor solche Thermometer
eingesetzt. Auch quecksilberhaltige Fieberthermometer sind aufgrund der langen
Lebensdauer noch nicht restlos durch elektronische Messgeréte ersetzt worden und
in vielen Haushalten noch immer in Benutzung. Weiterhin werden
Quecksilberschalter als elektronisches Bauteil in Bewegungssensoren eingesetzt. In
chemischen Laboratorien wird Quecksilber als Sperrflissigkeit vor allem fir
Schutzgase eingesetzt. Zinnober (HgS) wird bis heute als rotes Pigment in der
Malerei verwendet.

Die europaische Kommission schétzt den Anteil des Quecksilberverbrauches fir
elektronische Gerate auf 22 % des Gesamtverbrauches (Kommision der
europaischen Gemeinschaften (2000).

Die Verwendung von Quecksilberverbindungen in der Landwirtschaft als
Saatbeizmittel und als Schadlingsbekampfungsmittel ist in den vergangenen
Jahren stark zurtick gegangen, jedoch noch nicht vollstandig eingestellt worden.
Quecksilberfulminat (Hg(CNO),;) wurde vor allem im 1. Weltkrieg als
Initialsprengstoff sowie zur Herstellung von Zindhatchen fir Patronen verwendet.
Bei der Detonation von Quecksilberfulminat wird elementares Quecksilber emittiert.
Wahrend der beiden Weltkriege war ein Anstieg der Quecksilberkonzentrationen in
der Luft zu erkennen (siehe Abbildung 2.4, Schuster et al. 2002). Neben vermehrter
Verbrennung fossiler Brennstoffe oder geologischer Prozesse kann auch die
vermehrte Verwendung von Quecksilberfulminat eine Ursache fiir diesen Anstieg

sein.
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Abbildung 2.4: Dargestellt ist der historische Verlauf der Quecksilberkonzentration (1.) im
Schmelzwasser des Getschereises in Nordamerika (Upper Fremont Glacier) und die weltweite
Jahresproduktion (2) von Quecksilber von 1910 bis 1990. (Entnommen aus Schuster et al. (2002);
teilweise modifiziert)

Die Abbildung 2.4 veranschaulicht exemplarisch den historischen Verlauf der
Quecksilberkonzentration im Schmelzwasser des Getschereises in Nordamerika
(Upper Fremont Glacier). Ereignisse wie grol3e Vulkanausbrtiche (1815, 1883, 1980),
der Goldrausch und die Weltkriege sind durch deutliche Anstiege der
Quecksilberkonzentration gekennzeichnet. Schuster et al. (2002) beziffern den Anteil
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der Gesamtquecksilberbelastung wahrend der vergangenen 270 Jahre der auf
Vulkanausbriiche zurlickzufiihren ist, auf 6%.

Durch die vielfaltigen Einsatzmaoglichkeiten von Quecksilber und
Quecksilberverbindungen und die weit verbreitete - nicht fachgerechte - Entsorgung
von Batterien, Knopfzellen und o.g. technischen Geraten Uber den Hausmiill, stellt
auch die Verbrennung von Hausmdill eine nennenswerte innerstadtische
Expositionsquelle von Quecksilber dar. Deshalb werden far

Mullverbrennungsanlagen Maximalwerte des Quecksilberausstol3es festgelegt.

2.2 Quecksilber und Quecksilberverbindungen in der Umwelt

2.2.1 Globaler Quecksilberkreislauf

In der Atmosphére liegt der grof3te Teil des Quecksilbers als elementares
Quecksilber Hg® vor. Das elementare Quecksilber ist leichtfliichtig, relativ schlecht
wasserloslich und verbleibt aufgrund seiner geringen chemischen Reaktivitat lange in
der Atmosphare (Ebinghaus et al. 2002). Durch diese lange Verweildauer wird es
weltweit in der Erdatmosphare transportiert. So kommt es zum Quecksilbereintrag in
Regionen, die weit entfernt von anthropogen beeinflussten Gebieten liegen. Werte
fur die global freigesetzten nattrlichen und anthropogenen Mengen schwanken und
sind daher schwer abzuschétzen: Fitzgerald (1989) schatzt, dass jahrlich 2000 t
Quecksilber in der Atmosphare anthropogenen Ursprungs sind, wéahrend die
naturlichen Eintrage jahrlich etwa 4000 t betragen. Nach einer von der Oslo- und
Paris-Kommission zum Schutz der Meeresumwelt des Nordostatlantiks (OSPAR)
veroffentlichten Studie werden jahrlich etwa 2500 t Quecksilber aus nattrlichen
Quellen und etwa 3600 t aus anthropogenen Quellen in die Erdatmosphare emittiert
(OSPAR/SIME 2000). Daraus resultiert ein geschatzter durchschnittlicher
Quecksilbergehalt der Erdatmosphare von etwa 1,9 “10°g m™. Dieser stimmt relativ
gut mit den Messwerten von 1-2710°g m™ uberein, die von Slemr und Langer
(1992), Mason et al. (1994a, 1994b) und Pierrone et al. (1996) im letzten Jahrzehnt
des 20. Jahrhunderts in verschiedenen Regionen der Erde ermittelt wurden. Daten
Uber atmospharische Quecksilbereintrage fur verschiedene Regionen der Erde sind

in Tabelle 2.1 zusammengestellt.
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Tabelle 2.1: Geschatzte durchschnittliche Eintrdge (wet depositional flux) von
Quecksilber in die Ozeane und auf das Land flir verschiedene Regionen der Erde

(auszugsweise entnommen aus Mason et al. 1994a).

Region Atmospharische
(geographische |Quecksilbereintrage
Breite) ("10°g m*h™)
Ozean Land
70-90°N 0,077 0,0114
30-70°N 0,88 1,80
10-30°N 1,08 2,26
10°N-10°S 0,54 1,44
10-30°S 0,47 1,1
30-70°S 0,43 0,97
70-90°S 0,015 0,037

Die geschatzten Eintrage von Quecksilber in die Atmosphére durch Verfliichtigung
(evasional flux) aus verschiedenen Meeresgebieten gibt Tabelle 2.2 wieder.

Tabelle 2.2: Zusammenstellung Uber geschatzte, aus dem Meer in die Atmosphare

austretende Quecksilbermengen (evasional flux)

Gebiet Verflichtigung Referenz
(Evasional Flux)
("10°gm>h?)
Nordatlantik 15,8 + 10,8 Mason et al. 1998
Aquatorialer Pazifik 1,33-12 Mason und Fitzgerald
1993a,b
Nordpazifik 0,25 Mason und Fitzgerald 1996a
Nordsee (gesamt) 0,92-1,83 Coquery and Cossa 1995
Zentrale Nordsee 1,23 Leermakers et al. 1997
Nordsee (Southern Bight) {0,88 - 2,17 Baeyens und Leermakers
1998
Ostsee (durchschnittlicher|1,58 Wangberg et al. 2001
Sommer)
Ostsee (durchschnittlicher|0,83 Wangberg et al. 2001
Winter)
Mittelmeerseewasser 10-13 Ferrara R. 2001
(Sommer)
Mittelmeerseewasser 0.7-2.0 Ferrara R. 2001
(Winter)
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Zwischen der Erdatmosphére (Troposphare) und den Ozeanen wird Quecksilber
standig ausgetauscht. So entsteht ein Kreislauf des Quecksilbers zwischen den
Ozeanen und der Atmosphare. Diese Menge wird als Quecksilberpool bezeichnet.
Mason et al. (1994a) und Fitzgerald et al. (2005) schéatzen, dass sich infolge dieses
Austausches und der vermehrten anthropogenen Quecksilberemissionen der
Quecksilbergehalt der Meere in den zuriickliegenden 150 Jahren von 0,110 I"*
auf 0,3 “10%g I'* in etwa verdreifachte. Die von verschiedenen Arbeitsgruppen im
Wasser der Ozeane gemessenen Quecksilbergehalte lagen zwischen 0,1 und
17107 I'* (Schmidt und Dicke 1990, Mason und Fitzgerald 1993b, 1996; Heyer et al.
1994, Kammann et al. 1994, Mason et al. 1995b, 1998; Baeyens und Leermakers
1998). Fiir die Deutsche Bucht wurden 2003 im Mittel 0,63710°%g I"* ermittelt. In den
auBeren Bereichen der ausschliel3lichen Wirtschaftszone (AWZ) betrug die
durchschnittlich ermittelte Konzentration 0,25 “10°g I (BSH 2005)

Die Abbildung 2.5 zeigt vereinfacht den heutigen sowie den vorindustriellen

Quecksilberkreislauf.
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Abbildung 2.5: Gegenwartiger und vorindustrieller Quecksilberkreislauf (entnommen aus Mason et al.
1994a).
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Ein besonderes Phdnomen ereignet sich jedes Jahr in den Polarregionen zu Beginn
des polaren Frihlings. Erstmals berichteten Schroeder et al. 1998 von den
sogenannten mercury depletion events (MDE). Schroeder et al. (1998) stellten
wahrend dieser Ereignisse einen Ruckgang der Quecksilberkonzentration in der Luft
der Arktis von etwa 1,4-1,5 ng/m® auf teilweise <0,1pg/m*® (unterhalb der
Nachweisgrenze der Methode) fest. Gleichzeitig steigen die
Quecksilberkonzentrationen im Schnee stark an. Dieses Ereignis tritt periodisch in
den ersten Monaten nach den polaren Sonnenaufgédngen auf. Mittlerweile wurde
dieses Phdnomen auch in der Antarktis beobachtet. Ebinghaus et al. (2002) nehmen
an, dass Ozon und Brom- und / oder Bromoxidradikale an diesen Ereignissen
maf3geblich beteiligt sind. Diese aul3ergewdhnlichen Erscheinungen und die
Tatsache, dass diese erst vor wenigen Jahren entdeckt wurde, kdnnen als Beleg
dafur angesehen werden, dass trotz der intensiven Forschung langst noch nicht alles

Uber den komplexen globalen Quecksilberkreislauf bekannt ist.

2.2.2 Biotransformation des Quecksilbers

An den Austauschprozessen zwischen Erdatmosphédre und Ozeanen sind
verschiedene chemische Formen (= Spezies) des Quecksilbers beteiligt. Die
dominierenden Spezies sind das elementare Quecksilber (Hg®), anorganisches
Quecksilber (Hg?") und die Organometallverbindungen Monomethylquecksilber
(CH3Hg") und Dimethylquecksilber (CHzHgCHs). Es gibt zahlreiche Untersuchungen
zur Aufklarung der Mechanismen, nach denen Quecksilber in einem natirlichen
Prozess in seine verschiedenen Spezies umgewandelt (biotransformiert) wird (Wood
et al. 1968, 1975, Jensen und Jernelév 1969a, 1969b, Kim und Fitzgerald 1986,
Mason und Fitzgerald 1990, Baeyens et al. 1991, Mason und Fitzgerald 1993, Cossa
et al. 1994, Mason et al. 1993, 1994a, 1994b, 1995a, 1995c, 1998, 1999, Fitzgerald,
1995, Fitzgerald und Mason 1996, Horvat 1996, Coquery et al. 1997, Leermakers et
al. 1993, 1995, 1997, 2001, Benoit et al. 1998, Bloom et al. 1999, Lamborg et al.
1999, Mason und Sullivan 1999, EMEP 2001, Wéngberg et al. 2001). Vor allem zwei
von Sulfat-reduzierenden Bakterien gesteuerte Mechanismen scheinen bei der
Biotransformation im Wasser bzw. in Sedimenten wirksam zu werden. Beim ersten
wird Hg* aus HgS durch Oxidation des Sulfids Uber Sulfit zum Sulfat 18slich
gemacht. AnschlieRend wird Hg** durch Nicotinamid-Adenin-Dinukleotid (NADH) zu
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Hg° reduziert, dessen Dampfdruck so hoch ist, dass es in die Gasphase (d.h. in die
Atmosphéare) ubergehen kann.

Beim zweiten Mechanismus wird Hg®* zu Monomethyl- und Dimethylquecksilber
methyliert. Dabei wird angenommen, dass beim Acetyl-Coenzym-A-Stoffwechsel
Methylcorrinoide (Methyl-Vitamin-B1,) als Ubertrager der CHs- Gruppe auf Hg*
dienen.

Neue Untersuchungen von Ekstrom et al. 2003 zeigen hingegen, dass auch
Bakterien, die diesen Stoffwechselweg genetisch bedingt nicht nutzen kdnnen, in der
Lage sind, MeHg zu bilden. Der genaue Mechanismus der Bildung von MeHg aus
Hg** durch Bakterien kann demnach als noch nicht vollstandig geklart angesehen
werden. Dass Bakterien die Methylierung von Quecksilber bewirken, gilt jedoch als
hinreichend gesichert.

Die gebildete organische Quecksilberverbindung Dimethylquecksilber ist fllichtig,
gelangt in die Atmosphére und kann dort durch die UV-Strahlung photolysiert oder
durch Oxidation zu Hg°, Hg** oder MeHg" umgewandelt werden (Fitzgerald 1989).
Monomethylquecksilber hingegen verbleibt zum grof3en Teil in der Wasserphase
bzw. im Sediment und wird von den im Wasser lebenden Tieren und Pflanzen in
unterschiedlichem Mal3e akkumuliert.

Pongratz und Heumann (1998) fanden hohe Gehalte an
Organoquecksilberverbindungen in abgelegenen Regionen der Ozeane mit hoher
biologischer Aktivitat (Sud-Atlantik, Arktis, Siud-Pazifik). In Modellexperimenten
konnte die Bildung von Methylquecksilber durch polare Makroalgen belegt werden.
Der Einfluss von geléstem organischem Material (DOM = dissolved organic matter)
ist ein entscheidender Parameter, der fir die Bioakkumulation von MeHg
verantwortlich ist (Ravichandran 2004). Dabei ist vor allem der Gehalt an
schwefelhaltigen funktionellen Gruppen in der gelésten organischen Substanz von
grol3er Bedeutung. Die Bindungskonstanten zwischen Quecksilber und Schwefel
hangen wesentlich von der Oxidationsstufe des enthaltenen Schwefels ab. So
werden beispielsweise fir Schwefel in der Oxidationsstufe +6 (als Sulfat)
Stabilitatskonstanten des Komplexes zwischen Hg?" und SO, von 10 ** angegeben,
wahrend fiir den Komplex zwischen Hg?" und reduziertem S* Stabilitatskonstanten
von 10 °** angegeben werden. Xia et al. (1998) haben mittels XANES (X-ray
absorption near edge structure) - der Nahkantenspektroskopie durch

Rontgenstrahlung - den Anteil des reduzierten Schwefels innerhalb der geldsten
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organischen Substanz in einem Flu3 in Florida mit 46-35% beziffert. Der
Gesamtgehalt an Schwefel innerhalb der DOM betragt zwischen 0,5-2%. Der genaue
Einfluss der gelésten organischen Substanz im marinen System ist von sehr
komplexer Natur, da viele Parameter wie pH-Wert, Redoxpotential, Temperatur und
Komplexierungsreaktionen die Methylierung von Quecksilber beeinflussen. Als
gesichert wird angesehen, dass geloste organische Substanzen die Bioverfligbarkeit

von Quecksilber fir Mikrorganismen wesentlich beinflussen (Ravichandran 2004).

Ebinghaus et al. (1994) konnten auch eine Transmethylierung von anorganischem
Quecksilber durch andere Organometallverbindungen zeigen. Innerhalb von 168
Stunden methylierte beispielsweise Trimethylbleichlorid in 10-fachem Uberschuss in
steriler Losung dabei 100% des zugegebenen Hg?* zu MeHg. Siciliano et al. (2005)
diskutieren zudem die Bildung von MeHg aus DOM unter dem Einfluss von UV-Licht.

2.2.3 Bioakkumulation/Biomagnifikation: Methylquecksilber in der

marinen Nahrungskette

In der Fachliteratur ist vielfach die Bioakkumulation von MeHg innerhalb der marinen
Nahrungskette nachgewiesen worden (Von Burg und Greenwood 1991; Bloom 1992;
Suedel et al. 1994, Campbell et al. 2005). HOohere Lebewesen scheinen keinen
effektiven Entgiftungsmechanismus fiir die Beseitigung von hohen Belastungen mit
Hg oder Methylquecksilber zu besitzen.

Am Beginn der marinen Nahrungskette steht das Bakterio-, Phyto- und Zooplankton.
Kainz und Mazumder (2005) konnten durch Untersuchungen unterschiedlicher
Fraktionen des Phytoplanktons bereits auf der niedrigsten trophischen Stufe der
marinen Nahrungskette, eine Zunahme des Methylquecksilbergehaltes in
Abhangigkeit von der Planktongrél3e feststellen. Dabei wurde das Plankton aufgrund
seiner Grol3e in Seston- (10-64 pm), Mikro- (100-200 um), Meso- (200-500 mp) und
Makrozooplankton (>500 pm) eingeteilt. Die dabei ermittelten Gehalte von
Methylquecksilber stiegen als Funktion der GrélRe des Planktons an. Fur das
Sestonplankton wurden Gehalte von 4-48 pg/kg Trockengewicht ermittelt, die sich
kontinuierlich bis zum Makrozooplankton auf 94-240 ug/kg Trockengewicht erhdhten.
Die Autoren stellten dabei ausserdem fest, das Phytoplankton Methylquecksilber
deutlich effektiver akkumuliert als Bakterien oder Algen. Mason et al. (1995a, 1995c)

zeigten, dass auf der unteren Ebene des marinen Nahrungsnetzes anorganisches
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Quecksilber und Monomethylquecksilber durch das Phytoplankton aufgenommen
und etwa um den Faktor 10° bis 10° gegeniiber dem Wasser angereichert
(biokonzentriert) werden.

Zahlreiche Veroffentlichungen (Von Burg und Greenwood 1991; Bloom 1992; Suedel
et al. 1994, Baeyens et al. 2003) belegen den weiteren Anstieg der
Methylquecksilbergehalte von Fischen in Abhangigkeit der trophischen Ebene.
Innerhalb des marinen Nahrungsnetzes werden Quecksilberverbindungen
schrittweise weiter angereichert, wobei sich gleichzeitig der Anteil des
Monomethylquecksilbers am Gesamtquecksilber von < 1% bis zu etwa 10% auf der
Ebene des Phytoplanktons und auf annéhernd 100% auf der Ebene der Fische und
marinen Saugetiere erhéht (von Burg und Greenwood 1991; Bloom 1992; Suedel et
al. 1994; Hill et al. 1996). Besonders stark sind Haie von der Akkumulation betroffen.
Fur Katzenhaie (Scyliorhinus canicula) aus der Nordsee wurden durchschnittliche
Methylquecksilbergehalte von 0,61mg/kg festgestellt. Ob diese hohen Werte alleine
auf die Erndhrung der Haie oder durch den speziellen Stoffwechsel der Knorpelfische
zurtickzufuihren ist, ist nicht klar. Ahnliche hohe Werte werden auch auf der hochsten
trophischen Ebene der marinen Nahrungskette, den Meeresaugern, gefunden. Joiris
R.C. et al (2001) stellte bei der Untersuchung von Schweinswalen

Methylquecksilbergehalte von 0,51mg MeHg /kg Muskelfleisch fest.

Der Tabelle 2.3 lassen sich die Durchschnittsgehalte von Quecksilber und

Methylquecksilber in marinen Organismen entnehmen.
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Tabelle 2.3 : Quecksilber in pflanzlichen und tierischen Organismen verschiedener
Regionen des Atlantischen Ozeans sowie der Nord- und Ostsee
(Gesamtquecksilbergehalte  bezogen auf Trockensubstanz). Auszugsweise

entnommen aus: Von Burg und Greenwood 1991; Bloom 1992; Suedel et al. 1994,

Bezeichnung des Gesamt-Hg Durchschnittlicher  Anteil
Untersuchungsmaterials (107 g xkg) des Monomethyl-Hg am
Gesamt-Hg (%)

Phytoplankton 10-100 10
Makrophyten 20-120 15
Mollusca (Weichtiere) 20-2.600 30
Crustacea (Krebstiere) 60-1.700 40
Annelida (Ringelwirmer) 10-400 40
Fische (Hering, Kabeljau, | 30-4.300 95
Schellfisch, Scholle, Sprotte,
Kliesche)
Thunfisch 150-7.500 98
Muskelgewebe |30-6.100 98
Meeressaugetiere (
Leber 500>10.000 <<98*)

*) Anreicherung des MeHg in der Leber variabler als im Filet, vermutlich findet eine Demetyhlierung in
der Leber statt.

Alle bisher an Meerestieren durchgefuhrten Untersuchungen zeigen, dass sich
Monomethylquecksilber vor allem an schwefelhaltige funktionelle Gruppen im Eiweil3
des Muskelgewebes und der inneren Organe bindet und so akkumuliert wird. Hier
findet das CHsHg'-Kation aufgrund seiner Neigung, mit nukleophilen Liganden
stabile Komplexe zu bilden, ausreichend Bindungspartner. Harris et al. (2003)
zeigten mit Hilfe der Rontgenabsorptionsspektroskopie, dass Methylquecksilber in
Fischfilet zum groR3ten Teil als Cysteinkomplex vorliegt.

Nach Rabenstein (1978) kann CHsHg" mit solchen Stoffen veranderliche Bindungen
eingehen, die mehrere reaktive Gruppen enthalten. So verbindet sich CHsHg"
beispielsweise bei niedrigem pH-Wert mit der Aminosaure Glycin bevorzugt zu
HsN*CH,CO,HgCH3 (Assoziation mit der Carboxylgruppe), bei hohem pH-Wert
dagegen mit Glycin zu CH3zHgNH ; CH,CO;, (Assoziation mit der Aminogruppe).



2. Allgemeiner Teil -31-

2.3 Toxizitat
2.3.1 Toxikinetik

Im Gegensatz zu anderen Spurenelementen wie z.B. Selen oder Chrom, die in
definierter  Spezies und in  definierten Konzentrationsbereichen  fir
Stoffwechselvorgange essentiell sind, wirkt Quecksilber stets toxisch auf den
Organismus und hat (bis auf seine hohe Toxizitéat) keine physiologische Bedeutung
fur den Menschen (Salonen et al. 1995). Insofern ist es nicht mit anderen
Spurenelementen vergleichbar.

Entscheidend fur die toxischen Wirkungen der Quecksilber-Spezies sind:

1. die Loslichkeit der Verbindung und damit der Anteil, der Uber die Haut, den
Gastro-Intestinaltrakt oder die Lunge aufgenommenen wird,

2. die Verweildauer innerhalb des Kérpers,

3. die Verteilung innerhalb des Kérpers und die unterschiedlichen Wirkungen auf
unterschiedliche Zielorgane,

4. Komplexierung der Verbindungen durch chemische Reaktionen,

5. mogliche Reaktionsprodukte durch Umwandlungen innerhalb der Organe,

6. die genetische Veranlagung, Quecksilber enzymatisch elimminieren zu
kénnen (Mutter et al. 2006).

2.3.2 Elementares Quecksilber

Flissiges elementares Quecksilber, oral aufgenommen, wird fast vollstandig
(>99,99%) wieder ausgeschieden wund fuhrt deshalb kaum zu toxisch
wahrnehmbaren Wirkungen. Dieses kann durch eine praktisch unldsliche HgS-
Schicht (Loslichkeitsprodukt 3,00 x 10°* bei 18°C) erklart werden, die das flussige
elementare Quecksilber Uberzieht. Dagegen wird inhalativ aufgenommener
elementarer Quecksilberdampf zu 80% Uber die Lunge resorbiert. Davon wiederum
gehen etwa 80% direkt in das Blut Uber, der Rest verbleibt im Lungengewebe
(Marquardt 1997). Das so aufgenommene elementare Quecksilber verteilt sich,
bedingt durch seine lipophilen Eigenschaften, gleichmalig im gesamten Kérper und
kann die Blut-Hirnschranke passieren. Diese Eigenschaft des elementaren
Quecksilberdampfes flhrte zu zahlreichen kontroversen Diskussionen Uber die

Verwendung von Amalgamen als Dentallegierung (Mutter et. al. 2004). In
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Dentalamalgamen liegt das Quecksilber ebenfalls elementar vor, und eine Belastung
des Menschen erfolgt durch stetiges Einatmen messbarer Mengen
Quecksilberdampfes. Abrieb durch Zahnbirsten, das Kauen von Nahrung und
Kaugummis, Freisetzungen aufgrund elektrochemischer Reaktionen in der
Mundhohle und besonders das Entfernen von Plomben férdert die Freisetzung von
Quecksilberdampf aus der Zahnflllung zusatzlich (Mutter et al. 2004).

In vielen Landern wird ein Verbot der Verwendung von Amalgamen diskutiert. Durch
die Einwirkung von Katalase und von Wasserstoffperoxid kann Hg® im Kérpergewebe
oder Hirn zu Hg?* oxidiert werden, welches dann in als Reaktionspartner fiir Enzyme
zur Verfiigung steht und zu toxischen Wirkungen fuhren kann.

Die Halbwertsretentionszeiten im menschlichen Korper betragen fir elementares
Quecksilber 58 Tage. Die Ausscheidung erfolgt durch Abatmen und Ausscheidung
durch Schweil3 und Speichel, Uber Faeces und Urin sowie durch Ablagerungen in

Haaren und Nageln (Counter und Buchanan 2004).

2.3.4 Anorganisches Quecksilber (Hg?")

Die direkte orale Aufnahme anorganischer Quecksilberverbindungen st
normalerweise ein eher seltenes Ereignis. Nennenswerte Dosen werden nur durch
vorsatzliche Einnahme oder Unfélle erreicht. Die Resorption ist direkt proportional zu
der Loslichkeit der entsprechenden Verbindung. Beispielsweise werden bei der
Einnahme von Quecksilber-(ll)-chlorid zwischen 2-15% der Menge durch den
Gastrointestinaltrakt resorbiert. Die Akkumulation findet vor allem in der Niere statt.
Normalerweise wird die Blut-Hirn-Schranke nicht passiert. Jedoch findet bei
Neugeborenen und Sauglingen, bei denen die Blut-Hirn-Schranke noch nicht
vollstdndig ausgebildet ist, auch eine Anreicherung im Gehirn statt. Die Halbwertszeit
der Elimination betragt 1-2 Monate. Im Korper findet eine Umwandlung in
organisches Methylguecksilber durch Bakterien des Verdauungssystems statt. Die
Eliminierung erfolgt durch Abatmen und Ausscheidung durch Schweil3 und Speichel,
Uber Faeces und Urin sowie bei Frauen Uber die Milch beim Stillen (Counter und
Buchanan, 2004).

2.3.5 Organische Quecksilberverbindungen
Fur den Menschen ist das mit der Nahrung aufgenommene MeHg die wichtigste

Quelle fiur Quecksilberexpositionen. MeHg wird durch den Gastrointestinaltrakt zu
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etwa 95% resorbiert (Marquard 1997, Counter und Buchanan 2004), ins Blut
aufgenommen und mit diesem gleichmalig im gesamten Korper verteilt.
Methylquecksilber besitzt die Eigenschaft, die Blut-Hirn-Schranke sowie die Plazenta
zu durchdringen. Im Gehirn wird es angereichert und langsam zum anorganischen
Quecksilber(I)** demethyliert. Dieses wiederum bindet kovalent an Sulfhydryl-
Gruppen und inhibiert dann zahlreiche wichtige neuronale Enzymsysteme. Da die
Blut-Hirn-Schranke nahezu undurchlassig fiir Hg?* ist, diffundiert nur ein sehr kleiner
Teil ins Blut zuriick. Dadurch kommt es zur Akkumulation von Hg?" im Hirn. Diese
Eigenschaft erklart die starke Neurotoxizitat der organischen
Quecksilberverbindungen.

Massenvergiftungen in Japan in der Minamata-Bucht in den finfziger Jahren des 20.
Jahrhunderts machten erstmals auf erschreckende Weise deutlich, wie gefahrlich
beispielsweise der Verzehr von Meerestieren mit hohen
Methylquecksilberkonzentrationen ist. Von 1953 bis 1960 leitete ein Industriebetrieb,
der Acetaldehyd aus Acetylen produzierte und dabei Quecksilber als Katalysator
einsetzte, quecksilberhaltige Abwasser in die Minamata-Bucht in Japan ein. Der
Quecksilber- und Methylquecksilbergehalt in den Fischen aus der Minamata-Bucht
war infolge des Eintrages der Fabrik deutlich hdher als in allen anderen Gewassern
und erreichte Gehalte von bis 11 mg/kg Frischgewicht. Das eingeleitete Quecksilber
lag zum grol3em Teil bereits als Methylquecksilber (Eto et al. 2002) vor oder wurde
u.a. von Bakterien in Methylquecksilber umgewandelt und reicherte sich in den
Fischen aus der Minamata-Bucht an. So gelangten durch antropogene Einleitungen
letztlich ungewohnlich gro3e Mengen Quecksilber in das Meer und somit in die
Nahrungskette der Menschen. Diese Umweltkatastrophe fuhrte zu einer
Massenvergiftung der anséassigen Bevolkerung, die sich in dieser Gegend traditionell
hauptsachlich von Fisch ernahrte. In den folgenden 36 Jahren wurde bei 2252
Menschen offiziell eine Methylquecksilbervergiftung diagnostiziert, 1043 von ihnen
starben an den Folgen. Ein &hnlicher Vorfall ereignete sich 1965 am Agano Flul} bei
Niigata, ebenfalls in Japan.

Der Vorfall in der Minamatabucht formte den Begriff “Minamata-Krankheit* (Minamata
disease, kurz MD). Der Verlauf der “Minamata-Krankheit”, die eigentlich als
Vergiftung zu bezeichnen ist, ist von starken Schadigungen des

Zentralnervensystems gekennzeichnet und fuhrt haufig zum Tode.
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Die, gemessen an der Anzahl der Betroffenen, schwerste je durch Quecksilber
verursachte Vergiftung ereignete sich 1971-1972 im Irak. Der Grund daflr war der
Verzehr von Brot, das aus Saatweizen gebacken wurde. Als Beizmittel fir 90000
Tonnen Saatweizen wurde ein methylquecksilberhaltiges Fungizid verwendet (EPA
2001). Der Verzehr dieses Brotes fuhrte aufgrund der hohen Konzentrationen schon
nach kurzer Zeit zu schwersten Vergiftungsfallen. Nachtragliche epidemiologische
Studien (1985) kamen zu dem Ergebnis, dass 50.000 bis 100.000 Menschen
guecksilberexponiert waren. 2.000 Menschen sind infolge der Vergiftung verstorben.
Die durchschnittliche tagliche Aufnahme an Quecksilberverbindungen betrug bei
Erwachsenen 9-12 mg und bei Kindern 2,5 mg. Der von der WHO
(Weltgesundheitssorganisation) empfohlene Wert von 1,6 pg/kg/Woche fir die
Aufnahme von Quecksilberverbindungen wurde so um mehr als das 200-fache
Uberschritten.

1996 ereignete sich ein weiterer folgenschwerer Fall einer Intoxikation mit einer
Organoquecksilberverbindung. Dieser Vorfall machte besonders deutlich, wie stark
die Bindungsform bzw. Spezies des Quecksilbers die Giftigkeit bestimmt. Bei der
Herstellung eines NMR-Standards gelangten 0,1 bis 0,5ml (0,6-1,60)
Dimethylquecksilber auf die Latex Handschuhe der Chemieprofessorin Dr. Karen
Wetterhahn (Strasdeit 1998). Latex bietet jedoch keinen Schutz gegen
Dimethylquecksilber, da dieses in Sekunden durch den Handschuh diffundiert. Das
Dimethylquecksilber wird nahezu vollstandig tber die Haut resorbiert.

Dem Ereignis wurde zunéchst keine Bedeutung beigemessen, so dass auch die
ersten charakteristischen Symptome einer Schadigung der ZNS nicht entsprechend
gedeutet und behandelt wurden. Funf Monate nach diesem Vorfall zeigten sich
jedoch deutliche Symptome einer Quecksilbervergiftung durch organische
Quecksilberverbindungen. Die eingeleitete Therapie konnte nicht mehr verhindern,
dass Frau Wetterhahn nach weiteren fiunf Monaten verstarb (Blayney 2001).

Der typische zeitliche Verlauf einer solchen akuten Vergiftung ist durch eine
Latenzperiode von mehreren Wochen bis Monaten gekennzeichnet (Marquard 1997),
bevor die eigentlichen Symptome der Vergiftung auftreten. Dieser Umstand
erschwert die Diagnose einer Vergiftung mit Organoquecksilberverbindungen.

Diese Vorfélle zeigten die starke Toxizitat metallorganischer Verbindungen und
fuhrten zu verstarktem Interesse internationaler Forschung auf dem Gebiet der

Speziesanalytik und der genauen Untersuchung des Verlaufes einer Intoxikation mit
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Organoquecksilberverbindungen. Aufgrund der Vorfalle im Irak und in Japan ist die
enorme akute Toxizitat bei der Aufnahme groR3er Mengen an Methylquecksilber als
hinreichend gesichert anzusehen, wahrend mogliche toxische Effekte im Bereich

niedriger Dosen noch immer umstritten sind.

2.3.3 Toxische Wirkungen

Eine karzinogene Wirkung von Methylquecksilber wird u.a. von Tamashiro et. al.
(1986) diskutiert. Die Autoren konnten bei MD Patienten eine gesteigerte
Leberkrebsanfalligkeit feststellen. Kinjo et al. (1996) stellten bei der Untersuchung
von 1351 Uberlebenden der MD fest, dass diese ein erhohtes Leukamie-Risiko
aufweisen. In Tierversuchen fanden diverse Autoren keinen direkten Zusammenhang
zwischen Langzeit-Exposition mit niedrigen Dosen von MeHg-Chlorid und der
Bildung von Tumoren. Mitsumori et al. (1990) hingegen konnte durch die
Verabreichung von hohen Dosen an MeHgCl bei ménnlichen B6C3F1-Mausen
gehduft Nierentumore induzieren. Eine eventuelle Karzinogenizitat von
Methylquecksilber kann noch nicht als hinreichend gesichert angesehen werden, ist
jedoch wahrscheinlich.

Eine mogliche Mutagenitat von MeHg wird auf dessen Affinitat zu den in 1- und 3-
Stellung befindlichen Stickstoffatomen der Purin- bzw. Pyrimidin-Nukleoside und
-Nukleotide zuriickgefiihrt. Die starksten Komplexe werden mit den Pyrimidinbasen
Uracil und Thymin gebildet (Mansy et al. 1974).

Genotoxische Wirkungen von Quecksilber werden ebenfalls diskutiert, jedoch
konnten diese weder durch Studien an Menschen, noch durch Tierversuche
eindeutig verifiziert werden. Jedoch gibt es Indizien fir dosisabhangige
chromosomale Anomalien im Rickenmark von M&usen durch die Gabe hoher Dosen
von Quecksilberchlorid. Neueste Untersuchungen zeigten schon bei sehr niedrigen
Konzentrationen (30 nM MeHg) an neuronalen Zellen Apoptose (Sakaue et al.
2005).

Die Immunotoxische Wirkung von Quecksilberverbindungen auf den Menschen ist
bisher kaum untersucht worden, aber durch Tier- und in-vitro Versuche klar belegt.
Shenker et al. (2000) wiesen immunotoxische Wirkungen durch Inkubation von
humanen T-Zellen mit MeHgCI nach. Wahrend fur das ebenfalls untersuchte HgCl,
ein LDsy von 20uM ermittelt wurde, lag der LDso—Wert von MeHgCl mit 2,5uM
signifikant niedriger. In Tierversuchen stellten Thompsen et al. (1998) durch die Gabe
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von 3mg/l MeHgCI im Trinkwasser eine Verdnderung der B- und T-Zellen sowie
verringerte GSH-Konzentrationen in Splenozyten fest. Die pre- und perinatalen
Wirkungen von MeHg auf das Immunsystem zeigten in Tierversuchen
Veranderungen der Anzahl der weil3en Blutkorperchen und andere fir die
Immunabwehr wichtigen Parameter (llback et al. 1991). Muller et al. (2001) konnten
die Inhibition der Glutathione-S-transferase T1 durch Thiomersal belegen, wodurch
der Fremdstoffmetabolismus gestort wird. In vitro hemmen Konzentrationen von
Quecksilber und Thimerosal, wie sie einige Tage nach einer Impfung auftreten, die
Methioninsynthetase (MS) um 50 %. Ein normales Funktionieren der
Methioninsynthetase ist entscheidend fir biochemische Schritte, die fur die
Hirnentwicklung, die Aufmerksamkeitsleistung und fir die Produktion von Glutathion
notig sind, einem wichtigen antioxidativen und entgiftenden Agens (Mutter et al.
2006)

Gatti et al. (2004) konnten cytotoxische Wirkungen von MeHgOH in
Konzentrationsbereichen feststellen, die durch lange andauernden Aufnahme auch
niedriger Konzentrationen an Methylquecksilber auftreten konnen.
Autoimmunreaktionen  werden vor allem im Zusammenhang mit elementarem
Quecksilber nach der Implementierung von Plomben diskutiert. Rowley und
Monestier (2005) beschreiben mdgliche Mechanismen der Bildung hochspezifischer
Antikdrper und der polyklonalen Aktivierung des Immunsystems als Reaktion auf
subtoxische Quecksilberkonzentrationen.

Die Niere ist ein zentrales Zielorgan fir toxische Effekte von Quecksilberexpositionen
jeglicher Spezies (Zalups und Lash 1994, Zalups und Barfuss 1996). Innerhalb der
Niere ist das pars recta des Tubulus proximalis besonders von den toxischen
Effekten betroffen. Dieses wird durch die nukleophilen Eigenschaften der betroffenen
Nierenzellen erklart (Zalups 2000). Nach Zalups (2000) fuhrt die starke Bindung
zwischen Schwefel und Quecksilber dazu, dass insbesonders Albumine,
Metallothione, Glutathion und Cystein an der Aufnahme, der Akkumulation, dem
Transport und der Toxizitat beteiligt sind. Tamashiro et al. (1986) brachten Todesfalle
durch Nierenschdden beim Menschen der Minamata-Region mit der Minamata
Krankheit in Verbindung. Dyall-Smith et al. (1990) und Barr et al. (1972) konnten
irreparable Nierenfunktionsstérungen mit der Verwendung von
Ammoniumquecksilberchlorid-haltiger Bleichcreme und deren Aufnahme Uber die

Haut zeigen. Zalups (2000) kommt zu dem Schluss, dass die Ausscheidungsmenge
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an Quecksilber tber den Urin starker mit dem Ausmal3 der Nierenschaden korreliert
als die Anreicherung innerhalb der Niere selbst. Dieses weist darauf hin, dass die
Uber diesen Ausscheidungspfad transportierten Quecksilberverbindungen eine starke
akute Toxizitat auf die Niere aufweisen.

Quecksilber unterschiedlicher Spezies stehen zudem im Verdacht, das
Herzkreislaufsystem negativ zu beeinflussen und Bluthochdruck sowie eine
veranderte Herzfrequenz zu bewirken. Zahlreiche Autoren haben unregelmafiige
Herzfrequenz mit der Aufnahme von alkylquecksilberhaltigem Mehl (Jalil and Assasi
1961), ethylquecksilberbelastetem Fleisch (Cinca et al. 1980) und der
Methylquecksilberaufnahme durch den Konsum von Meerestieren (Grandjean et al.
2004) in Verbindung gebracht. Salonen (1995) stellte in einer Studie an 1833
mannlichen Finnen fest, dass auch das Herzinfarktrisiko mit steigender Aufnahme
von Methylquecksilber erhoht ist. Tierversuche konnten diese Beobachtungen

grof3tenteils bestatigen.

Unbestritten ist die starke Neurotoxizitat von organischen Quecksilberverbindungen.
Quecksilber-(I1)-chlorid wirkt in vitro etwa 100 mal weniger giftig auf Neurone als
Ethylquecksilber (DETH, 2004).

Die Massenvergiftungen in Japan und im Irak mit sehr hohen Dosen MeHg hatten
zahlreiche Studien tber die Wirkungen von MeHg auf das zentrale Nervensystem zur
Folge. Dabei wurde besonders deutlich, dass toxische Wirkungen auf das ZNS bei
ungeborenen Kindern, Sauglingen und Kleinkindern deutlicher ausgepragt auftreten,
als bei Erwachsenen. Choi et al. (1989) stellten bei Untersuchungen an Kindern
ebenfalls fest, dass das entwickelnde Nervensystem schon bei deutlich niedrigeren
Konzentrationen von MeHg-Expositionen reagiert als jenes von Erwachsenen. Die
typischen Symptome der sogenannten CMD (congential Minamata disease =
angeborene Minamata Krankheit) sind verzdgerte geistige Entwicklung,
Wachstumsstérungen, Ataxie des Kleinhirns, Sprachstérungen und deformierte
Knochen. Bei vielen der Kinder wurden zudem noch das
Aufmerksamkeitsdefizitsyndrom und  erhohter  Speichelfluss (e  95%),
Krampfanfalligkeiten (82%) und Schielen (77%) festgestellt. Einige dieser Symptome
waren zumindest teilweise reversibel, wahrend andere, bespielsweiseverringerte

Intelligenz und Sprachstoérungen, nicht verschwanden (Harada 1995).



2. Allgemeiner Teil -38-

Untersuchungen zur Vergiftungskatastrophe im Irak kamen zu &hnlichen
Ergebnissen, wahrend die Auspragungen der Krankheitsbilder, bedingt durch hdhere
Dosen, meist noch starker als die in Japan waren. Untersuchungen von Cox et al.
(1989) zu Dosis-Wirkungsbeziehungen konnten eindeutig den Zusammenhang
zwischen der Schwere der Schaden am ZNS und steigenden
Quecksilberkonzentrationen nachweisen.

Dagegen zeigen neue Studien von Mutter et al. (2006), dass neben der tatsachlichen
Hohe der Expositionsdosis auch genetische Veranlagungen die toxischen Wirkungen
von Quecksilber entscheidend beeinflussen kbnnen: In der erwahnten Studie wurden
Zusammenhange zwischen Autismus und der Fahigkeit, Quecksilber Uber die
Cystein- und Glutathionsynthese elimminieren zu kdnnen, untersucht. Offensichtlich
sind bei autistischen Kindern aufgrund genetischer Polymorphismen beide
Stoffwechselwege -die entscheidend fur die nattrliche Entgiftung von Quecksilber
sind — gestort bzw. weniger aktiv.

Die neurologischen Schaden hoher Dosen von MeHg auf Erwachsene entsprechen
weitestgehend denen bei Kindern, sind insgesamt aber erst bei ho6heren
Konzentrationen zu erwarten und teilweise nach erfolgreicher Entgiftung reversibel
(Eto et al. 2002).

Die Wirkung chronisch niedriger Belastungen mit MeHg sind demgegeniber
deutlich schwerer zu untersuchen und zu belegen. Die Schwierigkeit liegt zum einen
darin, weniger schwerwiegende Storungen des ZNS mit der Belastung durch eine
Substanz eindeutig belegen zu konnen, zum anderen gestaltet sich die
Untersuchung einer bereits langerfristig zurtickliegenden chronischen Belastung
schwierig. Parameter wie Quecksilbergehalte im Blut oder Urin sind fir die
Untersuchung deshalb nur schlecht geeignet, weil aufgrund der stetigen Eliminierung
von Quecksilber aus dem Korper zeitlich zurickliegende Ereignisse nur
unzureichend erfasst werden kdnnen. Zur Beurteilung einer zeitlich zuriickliegenden
Quecksilberexposition werden deshalb Haaruntersuchungen durchgefiihrt (Cox et al.
1989). Die so ermittelten Quecksilbergehalte in &lteren Haarabschnitten lassen
Ruckschlisse auf die Aufnahmemengen der jlingeren Vergangenheit zu, weil
Quecksilber - proportional zu der Exposition - auch in den Haaren zu finden ist. Da
die Kopfhaare ein gleichméRiges Langenwachstum von ca. 0,35 mm/Tag aufweisen
(Umbach 1995), kann so je nach Lange der vorhandenen Haare eine Untersuchung

der Quecksilberexpositionen der Vergangenheit durchgefiihrt werden. Das
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Quecksilber ist vermutlich - aufgrund der hohen Affinitat zu Schwefel-Verbindungen -
innerhalb der Disulfidbriicken gebunden.

Eine weitere Schwierigkeit liegt in der Art der Bewertung und der Bewertungskriterien
der Studien durch Beobachtungen und Tests, die den Entwicklungsstand der
untersuchten Individuen wiedergeben sollen. Dabei werden Testbatterien zur
Bewertung von Schéden herangezogen, die unter neurophysiologischen und
neuropsychologischen Gesichtspunkten entwickelt wurden. Dass solche Studien zu
widerspruchlichen Schlussfolgerungen kommen kénnen, zeigten Schlussfolgerungen
aus Studien von Davidson et al. (1998). Dabei wurden, im Gegensatz zu einer Studie
auf den Farder Inseln von Grandjean et al. (1997), keine Zusammenhange zwischen
pra- und postnatalen MeHg Expositionen und der geistigen Entwicklung gefunden,
wéahrend Grandjean deutliche Zusammenhange belegen konnte: Besonders stark
von den neurotoxischen Wirkungen sind Foten und Kinder betroffen, deren Gehirn
sich noch in der Entwicklungsphase befindet. Um diese spezielle Suszeptibilitat des
sich entwickelnden Gehirns genauer zu untersuchen, wurde zwischen 1986 und
1987 eine Studie auf den Faroer Inseln mit 1022 aufeinander folgenden
Einzelgeburten durchgefihrt (Grandjean et al. 1997). Die Miutter dieser Kinder
verzehrten durchschnittlich drei Fisch- oder Walmahlzeiten pro Woche. Dieser Studie
zufolge gibt es einen Zusammenhang zwischen Quecksilberexposition in-utero und
der geistigen Entwicklung im Kindesalter. Zusatzlich zu den Stérungen des ZNS
wurde bei den untersuchten Kindern, auch bei Konzentrationen unter 10ug/l im
Nabelschnurblut (<HBM II, Human-Bio-Monitoringwerte des Umweltbundesamtes),

ein erhohter Blutdruck festgestellt.

2.4 Nationale und Internationale Grenzwerte bzw. Empfehlungen fur
die maximale Aufnahme von Quecksilber und
Quecksilberverbindungen

Von den staatlichen Uberwachungsbehérden unterschiedlicher Nationen werden
verschiedene Empfehlungen fiir die maximale tolerierbare Aufnahme von
Methylquecksilber bzw. Hochstgehalte fur Quecksilber- und
Methylquecksilbergehalte in Fischen und anderen Lebensmitteln festgesetzt.

Die Tabelle 2.4. fasst diese Grenzwerte bzw. Empfehlungen zusammen:
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Tabelle 2.4: Empfehlungen und Grenzwerte fur die Gehalte und Aufnahme

unterschiedlicher Quecksilberspezies:

Verordnung/Gesetz Umfang des Grenzwertes Grenzwert/ max.
Einrichtung bzw. der Empfehlung tolerierbare Menge
VO 221/2002 (EG) Gesamtquecksilber <0,5mg/kg Frischgewicht
Kommission in Fischerzeugnissen <1 mg/kg* Frischgewicht

Trinkwasserverordnung
Mineralwasserverordnung

Gesamtquecksilber
Gesamtquecksilber

<1 pg/L Wasser
<1 ug/L Wasser

Codex alimentarus
Commission (CAC)
CAC GL7-1991

Gesamtquecksilber
in Fischerzeugnissen

<0,5mg/kg Frischgewicht
<1 mg/kg** Frischgewicht

National Research Council
NRC

MeHg-Gesamtaufnahme

<0,7 ug/kg/Woche

EPA 1985

EPA 1995
U.S.Environmental
Protection Agency

Agency for Toxic Substances
and Disease Registry

FDA, U.S. Food and Drug
Administration

MeHg-Gesamtaufnahme
MeHg-Gesamtaufnahme

MeHg-Gesamtaufnahme

MeHg-Gesamtaufnahme

<0,3 pg/kg*Tag
<0,1ung/kg*Tag

<0,3ug/kg*Tag

<0,5ug/kg*Tag

Weltgesundheitsorganisation
(WHO) alt

Quecksilberexposition
(Gesamt-Hg)
MeHg-Gesamtaufnahme

<5 ug/kg
davon nicht mehr als 3,3
ng/kg Woche MeHg

JECFA neu MeHg-Gesamtaufnahme <1,6 ng/kg Korper-
Joint Expert Committee on gewicht/Woche
Food Additives (FAO/WHQO)
Gefahrstoffverordnung Arbeitsplatzgrenzwert 0,1 mg/m®
(AGW)
Umweltbundesamt HBM-I*** Blut-Hg-Gehalt <5 ug/Liter

HBM-11*** Blut-Hg-Gehalt

<15 ug/Liter

Déanische
Lebensmittelbehorde

MeHg-Gesamtaufnahme

<55 pg/Woche

* alle unter 3.3.1.1 VO221/2002 genannten Fischarten: Bsp. Hai, Aal, Heilbutt, Barsch, Rotbharsch,
Schwertfisch, Thunfisch, Rochen, Butterfisch, Hecht, Stdr, Bonito, Steinbeil3er, Seeteufel

** Raubfische
*** Human-Bio-Monitoringwerte:

< HBM-I: unbedenklich, kein Handlungsbedarf
>HBM-I aber <HBM-II: gesundheitliche Beeintrachtigung nicht sicher ausgeschlossen, Kontrolle der
Belastungsquelle, ggf. Verminderung unter vertretbarem Aufwand
>HBM-II: gesundheitliche Beeintrachtigung moglich, umweltmedizinische Betreuung notwendig, akuter
Handlungsbedarf zur Reduktion der Belastung

Das wissenschaftliche Gremium CONTAM der

Européaische Behorde

far

Lebensmittelsicherheit (EFSA) sprach zudem in einer Pressemitteilung 2004 die

Empfehlung aus, dass Frauen mit Kinderwunsch und stillende Frauen sowie

Kleinkinder keine Fische zum Verzehr auswahlen sollten, die am Ende der

Nahrungskette stehen.
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3. Problemstellung und Zielsetzung

Im Rahmen nationaler (Bund/Lander-Messprogramm) und internationaler
Meeresumweltschutzkonventionen (OSPAR und HELCOM) zum Schutz der
Meeresumwelt wird in Deutschland u.a. von der Bundesforschungsanstalt fur
Fischerei (BFAFI) im Institut fur Fischereiokologie (IFO) regelmaRig der
Quecksilbergehalt von Meerestieren untersucht. Bei der bislang in der BFAFI im IFO
verwendeten Methode konnte nur der Gesamtquecksilbergehalt der
Meeresorganismen bestimmt werden, ohne dabei weitere Informationen Uber die
vorhandenen Quecksilberspezies Zu erlangen. Die internationale
Meeresschutzkonvention fur die Nordsee und den Nordostatlantik (OSPAR) fluhrt
Quecksilber und organische Quecksilberverbindungen in der ,List of Substances for
Priority Action* auf. Auch die Helcom-Kommission fur die Ostsee listet Quecksilber
und organische Quecksilberverbindungen unter ,Selected substances for immediate
priority action (Rec. 19/5, Attachment, Appendix 3)* auf. Ebenso wird Quecksilber
und seine Verbindungen in der Wasserrahmenrichtlinie (2000/60/EG Anhang X) in
der Liste der ,prioritaren Stoffe” gefuhrt. In diesem Zusammenhang war es
notwendig, dass die Monitoringinstitute der Vertragsstaaten eine Datengrundlage
schaffen, auf deren Basis eine Bewertung der Belastung der Gewasser durch
Quecksilber und seine Verbindungen durchgefuhrt werden kann. Dieses umfasst u.a.
die Bestimmung der Konzentration und der Verhéaltnisse von Gesamtquecksilber zu
Quecksilber bei marinen Biota verschiedener trophischer Stufen in Abhéngigkeit von
der Art und dem untersuchten Gewebe. Ebenso sollte untersucht werden, ob es bei
den Indikatorspezies raumliche Unterschiede zwischen den Monitoringgebieten
innerhalb der Nord- und Ostsee gibt, die sich von den bisher bekannten
Verteilungsmustern des Gesamtquecksilbergehalt unterscheiden.
Umweltqualitatsziele und Bewertungskriterien sollen auf der Basis realer Messungen
im marinen Bereich aufgestellt werden.

Die Erforschung der Ursache-Wirkungsbeziehung zwischen chronischer Einwirkung
niedriger Mengen an Methylquecksilber und gesundheitlichen Schaden
einschliesslich Auswirkungen auf die Reproduktionsfahigkeit ist sowohl zum Schutz
des Menschen als auch des marinen Okosystems von groRer Bedeutung. Es ist zu
erwarten, dass zuklnftig Grenzwerte fir Fische und Meeresfriichte eingeflhrt

werden, die zwischen maximal zulassigen Methylquecksilbergehalten und
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Gesamtquecksilbergehalten differenzieren (Burscher, 2005). Im Rahmen eines
Richtlinien-Entwurfes der EU zur Einfihrung von Qualitatszielen fur prioritére Stoffe
wird fir Monomethylquecksilber ein Wert von 20ug/kg Frischgewicht fir marine Biota
diskutiert (pers. Mitteilung Haarich, 2006). Um solche Grenzwerte Uberpriifen zu
kénnen, bendtigen die zustandigen Institutionen (u.a. die
Lebensmitteluntersuchungsamter) Methoden zur Speziationsanalytik dieser

Verbindungen.

Ziel der vorliegenden Doktorarbeit, die im Rahmen eines vom Umweltbundesamt
gefoérderten Projektes (UFOPLAN FKZ 200 222 30) angefertigt wurde, war die
Entwicklung und Validierung einer einfachen, preiswerten und analytisch robusten
Methode, mit der es moglich ist, Monomethylquecksilber und anorganisches
Quecksilber in Meerestieren simultan zu bestimmen. Die sehr geringen
Konzentrationen von MeHg und Hg** in Umweltproben erfordern die Kombination
eines leistungsstarken Systems zur Trennung (i.d.R. chromatographisches
Verfahren) mit einem nachweisstarken und spezifischen Detektor wie
Atomabsorptions-, Atomemissions- oder Atomfluoreszens-Spektrometer.

Bei der Planung und Entwicklung der Methode wurde besonders darauf geachtet,
dass das analytische System moglichst aus zuverlassigen und leistungsstarken
Standardkomponenten besteht, welche leicht zu beschaffen und zu warten sind.
Innerhalb des Projektes lag der methodische Schwerpunkt in der Auswahl und
Anwendung eines passenden chemisches Trennprinzips, der Kombination der
eingesetzten instrumentellen Komponenten, der Steuerung des Ablaufes und der
Optimierung der Verfahrensparameter.

Die hier entwickelte und validierte Methode wurde abschlieRend durch
anwendungsorientierte  Untersuchungen von pelagischen Fischeiern sowie
Gewebeproben von Sprotten und Klieschen auf ihre Eignung fir den Routineeinsatz
im marinen Schadstoffmonitoring verifiziert.

Der abschlieRende Projektbericht, der im Rahmen dieser Doktorarbeit angefertigt

wurde, ist unter Kapitel 8 im Anhang dieser Arbeit zu finden.
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4. Methodenentwicklung

4.1 Speziierungsanalyse des Quecksilbers

In den vergangenen 45 Jahren ist eine sehr grof3e Anzahl an wissenschaftlichen
Veréffentlichungen zur Speziierungsanalyse von Organometall- und
Organoquecksilberverbindungen erschienen.

Simpson schuf 1961 dafur die Grundlagen und trug zur Charakterisierung der
Organoquecksilberverbindungen wesentlich bei. Die Analytik dieser Verbindungen
hat sich bis heute naturgemaR grundlegend geéandert und wird nun mit einer Vielzahl
an modernen Methoden und Analyseverfahren durchgefthrt.

Nachfolgend werden verschiedene Madoglichkeiten der Speziationsanalytik von
Quecksilberverbindungen kurz vorgestellt, einen ausfiihrlicheren Uberblick ber die
Entwicklung der Methoden ist im Anhang 8 dieser Arbeit (Abschnitt 1.3.4.1 - 1.3.4.5,
AbschluRbericht des Projektes FKZ 200 22 230) dargestellt.

4.1.1 Solvent-Extraktions-Gaschromatographie-Methode (SE/GC-Methode) zur
spezifischen Bestimmung von Monomethylquecksilber

Bei dieser Methode wird Monomethylquecksilber zunachst aus seiner Bindung an
Matrixbestandteile durch Behandlung mit nicht oxidierenden S&uren freigesetzt,
gereinigt und als Monomethylquecksilberhalogenid durch Gaschromatographie unter
Verwendung eines Elektroneneinfangdetektors (ECD) bestimmit.

Wahrend des gaschromatographischen Trennprozesses traten jedoch haufig
Verluste des Monomethylquecksilbershalogenids durch thermische Zersetzung auf.
Weitere Nachteile der SE/GC Methode bestehen vor allem darin, dass nur
Monomethylquecksilber bestimmt werden kann und der Anteil an anorganischem
Quecksilber (Hg**) indirekt ermittelt wird. Weiterhin findet bei dieser Methode keine

elementspezfische Detektion statt.

4.1.2 Methode der selektiven Reduktion

Bei der Methode der selektiven Reduktion wird das Quecksilber(ll)-Kation zu
elementarem Quecksilber reduziert und nach der sog. Kaltdampftechnik bestimmt.
Dabei geht man davon aus, dass mit ausgewahlten Reduktionsmitteln vorerst nur
anorganisches Quecksilber umgesetzt wird, wahrend organisch gebundenes

Quecksilber aufgrund seiner geringeren Reaktivitdt innerhalb einer vorgegebenen
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Reaktionszeit nicht reduziert wird. Nach der Zugabe eines Katalysators und der
Herstellung spezieller Redox-Bedingungen wird anschliessend auch das organisch
gebundene Quecksilber freigesetzt und kann dann in einem zweiten Schritt bestimmt
werden. Aus der Differenz von Gesamtquecksilber und anorganischem Quecksilber
wird dann der Gehalt an organischem (= Monomethylquecksilber) indirekt ermittelt.
Eine speziesspezifische Identifizierung des organisch gebundenen Quecksilbers ist

mit dieser Methode nicht mdglich.

4.1.3 Hydrid-Methode (Derivatisierung mit Natrium-Tetrahydroborat)

Grundlage der Hydrid-Methode ist der Umsatz von Monomethylquecksilber mit
Natrium-Tetrahydroborat (NaBH,) zur Erzeugung des flichtigen
Monomethylquecksilberhydrids  (CHzHgH). Dieses kann anschlieend mit
Headspace-GC und Fourier Transformations-Infrarot-Spektrometrie (FTIR) bestimmt
werden.

Diese Methode hat den Nachteil hoher Nachweisgrenzen und ist deshalb nicht fir die
Untersuchung von Umweltproben geeignet. Zudem koénnen sich wahrend der
Derivatisierung Radikale bilden, die die Kohlenstoff-Quecksilber-Bindung des
organischen Quecksilbers spalten und dieses zu elementarem Quecksilber (Hg®)

reduziert. Eine Unterscheidung der Quecksilberspezies ist dann nicht mehr méglich.

4.1.4 Derivatisierung der Quecksilberspezies mit Hilfe der Grignardreaktion

Die Derivatisierung von anorganischen und organischen Quecksilberverbindungen ist
nach vorgeschaltetem Aufschluf auch Gber die Grignardreaktion maglich.

Dabei werden die Quecksilberverbindungen alkyliert und so in flichtige
Verbindungen umgesetzt. Nach einem Anreicherungsschritt kann anschliessend eine
gaschromatographische Trennung erfolgen. Ein entscheidener Nachteil dieser
Methode ist die Bildung flichtiger Nebenprodukte bei der Verwendung von
Gridnardreagenzien, die haufig zu Storungen bei der Analytik der

Quecksilberverbindugen fuhren.

4.1.5 Derivatisierung mit Natrium-Tetraethylborat (Alkylierungs-Methode)
Bei der Derivatisierung der mit Natriumtetraethylborat (STEB) werden, nach einem
geeignetem Aufschlul3 des Untersuchungsmaterials, anorganisches Quecksilber und

Monomethylquecksilber simultan in die leicht fliichtigen Ethylderivate Gberfihrt. Nach
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der Freisetzung der Derivate kann eine Zwischenanreicherung (purge and trap) der
Ethylderivate in einer Kihlfalle, an geeigneten Adsorbermaterialien oder in einem
organischen Losungsmittel erfolgen.

Anschliel3end kénnen die Ethylderivate simultan gaschromatographisch getrennt und
mit einem nachweisstarken elementspezifischen Detektor, z.B. ein Atomabsorptions-,
Atomemissions-, Atomfluoreszenz- oder Massen-Spektrometer bzw. ICP-MS
(Induktiv gekoppeltes Plasma in Verbindung mit massenspektrometrischer Detektion)
detektiert werden.

Diese Methode der Quecksilberspeziesanalytik hat den Vorteil, dass bei der
Verwendung von kommerziell erhaltlichem, sehr reinem Natriumtetraethylborat
(STEB) kaum Stérungen auftreten. Ein weiterer grof3er Vorteil der Derivatisierung mit
STEB liegt darin, dass es madglich ist, die flichtigen Reaktionsprodukte mit Hilfe
eines Gasstromes aus der Losung freizusetzten. Dieser Schritt ist von grol3er
Bedeutung fur die Praktikabilitdt der Methode, da neben der Zwischenanreicherung
der Derivatisierungsprodukte an einem Adsorbermaterial keine weitere Aufreinigung
notig ist (Gomez-Ariza et al. 2004), die zwangslaufig zu Verlusten der Analyte fihren

wirde.

4.2 Auswahl der Komponenten fir die entwickelte Methode

Im folgenden Kapitel werden die Grunde fur die Auswahl der eingesetzten
Komponenten sowie die Vorgehensweise bei der Entwicklung der Methode
beschrieben. Die Auswahl der eingesetzten Komponenten war durch apparative
Vorgaben reglementiert, so dass nur Geratschaften zum Einsatz kommen konnten
die bereits in der BFA-FI vorhanden, durch andere Bundesbehdrden zu beschaffen,
selbst herzustellen oder sehr preisglinstig zu erwerben waren.

Bei den Uberlegungen wurden fir folgende analytischen Fragestellungen Losungen
gesucht:
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Probenvorbereitung

Aufschlussart

Derivatisierung

und bestimmende Parameter

Anreicherung und anschlieRende Freisetzung

Chromatographische Trennung

Reduktion zu Hg"°

Detektion

4.2.1 Methoden der Probenvorbereitung (Optimierung des Aufschlusses

verschiedener Probenmatrices)

Biologisches Untersuchungsmaterial muss zunachst so vorbehandelt werden, dass
Methylquecksilber und anorganisches Quecksilber fiir die Derivatisierung vollstandig
verfugbar vorliegt. Dieses kann durch einen schonenden alkalischen Aufschluss mit
oder ohne Mikrowellenbestrahlung (Bloom 1989, Fischer et al. 1993, Harms 1994,
Lee et al. 1994, Liang et al. 1996, Gerbersmann et al. 1997, Tseng et al. 1997 und
1998, Jimenez und Sturgeon 1997, Cai et al. 1998, Vazquez et al. 1999, Tu et al.
2000, Slaets und Adams 2000, Dietz et al. 2001, 2000, Logar et al. 2000, Ramalhosa
et al. 2001, Valimaki und Peramaki 2001), durch einen vorgeschalteten
Extraktionsprozess (Rapsomanikis und Craig, 1991) oder durch
Wasserdampfdestillation (Horvat et al. 1993) erfolgen.

Hintelmann (1999) stellte durch den Einsatz von Quecksilberisotopen und
anschlieBender GC-MS Analyse fest, dass bei der bis dahin weit verbreiteten
Probenvorbereitung und Extraktion durch Wasserdampfdestillation (Falter und lligen,

1997) deutliche Artefakte auftreten kdnnen. Wahrend und besonders am Ende der
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Destillation bildet sich demzufolge unkontrolliert Methylquecksilber, so dass
anschlieRend zu hohe Gehalte an Methylquecksilber detektiert werden. Bloom (1997)
entdeckte ebenfalls deutliche Methylquecksilberzunahmen bei der von ihnen
angewendeten Wasserdampfdestillationsmethode an Flusswasserproben.

Fir biologische Proben bietet sich vor der anschlieBenden Schwermetallbestimmung
eine Behandlung mit ethanolischer oder methanolischer Natron- oder Kalilauge,
Trichloressigsaure oder Perchlorsdure an (Ebinghaus et al. 1994). Neue Arbeiten
nutzen zur Voranreicherung von Methylquecksilber die Technik der Festphasen-
Extration (SPE). Celo et al. 2004 berichten jedoch auch bei dieser Methode von
deutlichen Artefakten. So wurden bei Untersuchungen von Wasser bis zu 40% des
anorganischen Quecksilbers im Verlauf der Extraktion zu Methylquecksilber
umgewandelt.

Fur diese Arbeit kamen die Methoden infrage, die eine schonende Extraktion der
Analyte aus dem Untersuchungsmaterial garantieren und in der Lage sind,
Methylquecksilber und anorganisches Quecksilber ohne Veranderung ihrer Spezies
zu extrahieren.

Eigene Untersuchungen zur Lyse von Fischzellen und Zooplankton haben gezeigt,
dass die Lyse deutlich erleichtert ist, wenn das Untersuchungsmaterial vorher
gefriergetrocknet wird. Nach der Gefriertrocknung ist eine Mikrohomogenisierung
moglich, die dazu beitragt, die Lyse deutlich zu beschleunigen. So kommen Back et
al. (1995) zu dem Schluss, das eine Mikrohomogenisation von Zooplankton die
Bestimmung von Quecksilber und MeHg verbessert. Die untersuchten Proben lagen
deshalb alle gefriergetrocknet vor bzw. wurden vor dem Aufschluss gefriergetrocknet
und mit Hilfe eines Stél3el mikrohomogenisiert. Durch den Wasserentzug bei der
Gefriertrocknung und anschliel3ender Zugabe von wéssriger Losung ist die Wirkung
der Aufschlusslosung besonders stark, weil diese schnell und tief in das
Untersuchungsmaterial eindringen kann.

Da Methylquecksilber gegentber stark oxidativen Bedingungen empfindlich ist und
Zersetzungen oder speziesbezogene Verdnderungen ausgeschlossen werden
sollten, konzentrierten sich die Untersuchungen besonders auf alkalische
Aufschlisse bei Raumtemperatur.

In der Literatur findet man viele verschiedene Ansatze, um dies zu erreichen:
Beichert et al. (2000) berichten von einer Extraktionstechnik mit Gberkritischem

Wasser ohne Einsatz von S&uren oder alkalischen Reagenzien. Simon et al. (1997)
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verwendeten Uberkritisches Kohlendioxid zur Extraktion von
Organoquecksilberverbindungen. Horvat et al. (1994) fanden heraus, dass eine
Behandlung von Sediment mit Salzsaure (6 mol/I*) nicht ausreicht, um
Methylquecksilber vollstandig freizusetzen. Fischer (1993) stellte fest, dass
MeOH/KOH gut geeignet ist, um unterschiedliche biologische Matrices (Hummer
Hepatopankreas (= Mitteldarmdrtise), Fischleber und Fischfilet) aufzuschlieB3en. Back
et al. (1995) verwendeten ebenfalls MeOH/KOH um Zooplankton aufzuschliel3en.
Ikingura et al. (1999) verwendeten EtOH/KOH. Horvat (1994) berichtet ebenfalls von
guten Ergebnissen mit MeOH/KOH.
Eigene Versuche zeigten jedoch, dass weder mit Methanol noch Ethanol in
Kombination mit Natrium- oder Kaliumhydroxid eine ausreichende Lyse des
Untersuchungsmaterials und eine vollstandige Extraktion der Analyte mdglich war.
Die Extraktionsversuche wurden an dem Filet und der Leber von der Kliesche
(Limanda limanda) durchgefiihrt. Alle Extraktionsldsungen wiesen einen groben,
unvollstandig aufgeschlossenen Bodensatz auf.
Deshalb wurde mithilfe einer Mikrowelle versucht, den Aufschluss zu
vervollstandigen und zu beschleunigen. Da auch diese Modifikationen der Methode
nicht das gewiinschte Ergebnis einer klaren Losung lieferten, wurden die Versuche
unter Zusatz von Tetramethylammoniumhydroxid (TMAH) durchgefuhrt.
TMAH ist ein nicht oxidierendes, sehr stark gewebeauflésendes Reagenz, welches
die Spezies des zu untersuchenden Metalls nicht verandert. Ebinghaus (1991)
erzielte gute Ergebnisse bei der Extraktion von Adeninnukleotiden aus Bakterien mit
TMAH.
Chytyk (2001) verwendete TMAH fir die Arsenspeziationsanalytik und folgerte
ebenfalls, dass TMAH ein geeignetes Reagenz ist, um biologische Matrices
aufzuschlieen.  Weiterhin  wurden  von Ebinghaus et al. (1994)
Stabilitatsuntersuchungen von Methylquecksilberchlorid in 20% TMAH-LAsung
durchgefihrt. Diese zeigten, dass Methylquecksilber in TMAH-L6sung mindestens 10
Tage lang stabil ist.
Eigene Aufschlussversuche mit TMAH wurden an folgenden biologischen Materialien
durchgefuhrt:

Wasserflohe (Cyclops spec)

Krill (Euphausia superba)

Fischleber (Kliesche:Limanda limanda, Dorsch: Gardus morhua)
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Fischfilet (Kliesche:Limanda limanda, Dorsch: Gardus morhua)
Hummer (Homarus spec.)

Seewassernacktschnecken

Nahezu samtliche Aufschlussversuche fuihrten zu klaren Aufschlusslosungen, so
dass davon ausgegangen werden konnte, dass die Proben gut fur die Derivatisierung

vorbereitet waren.

4.2.2 Auswahl des Derivatisierungsreagenz

MeHg und anorganisches Quecksilber liegen in biologischen Proben nicht als
gasférmige  Verbindungen  vor. Um diese Verbindungen fur eine
gaschromatographische Trennung zu erschlieRen, missen diese in gasformige
Derivate umgesetzt werden. Als Derivatisierungsreagenz kommen unterschiedliche
Reagenzien in Frage. Da in der vorliegenden Arbeit die Unterscheidung zwischen
Hg?* und MeHg im Vordergrund stand, war es also nétig, beide Verbindungen so zu
derivatisieren, dass sie anschlieend in einem chromatographischen Prozess
getrennt werden konnten. Die Derivatisierung sollte moglichst einfach durchzufihren
sein und ohne storende Derivatisierungsprodukte ablaufen, welche die
anschlielende Trennung und Detektion beeintrachtigen konnten.

Zwar bietet der Einsatz von Grignard-Reagenzien den Vorteil der freien Wahl des zu
Ubertragenden Liganden, diese Art der Derivatisierung hat jedoch auch den
entscheidenen Nachteil der Bildung zahlreicher fliichtiger unbekannter
Nebenprodukte wahrend der Derivatisierung.

Gewahlt wurde die Derivatisierung mit Natriumtetraethylborat (STEB). Die
Verwendung von Natriumtetraethylborat hat den Vorteil der weiten Verbreitung in der
Speziesanalytik und ist kommerziell in dafiir vorgesehener hoher Reinheit erhéltlich.
Die noétigen Anforderungen, die Derivatisierungsprodukte chromatographisch trennen
zu koénnen, werden ebenfalls erfillt. Ein weiterer grof3er Vorteil der Derivatisierung
mit STEB liegt darin, dass es moglich ist, die flichtigen Reaktionsprodukte mit Hilfe
eines Gasstromes aus der Losung freizusetzten. Dieser Schritt ist von grol3er
Bedeutung fur die Methode, da neben der Zwischenanreicherung der
Derivatisierungsprodukte an einem Adsorbermaterial keine weitere Aufreinigung
notig ist (Gomez-Ariza et al. 2004), die zwangslaufig zu Verlusten der Analyte fuhren

wurde.
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4.2.3 Auswahl und Uberprifung eines geeigneten Adsorbens und
Optimierung der Arbeitsbedingungen fiir die Vor-Saulen-Sorption und -

Desorption von Alkylquecksilberderivaten

In der Literatur werden unterschiedliche Mdglichkeiten beschrieben, derivatisierte
Alkylguecksilberverbindungen vor der gaschromatographischen  Trennung
anzureichern.

Bloom (1989) und Back et al. (1995) verwendeten Carbotrap, einen graphitierten
Kohlenstoff, mit einer sehr gro3en Oberflache (10 bis 200 m?#q.). Eigene Versuche
mit Carbotrap B und Carbotrap C zeigten schnell, dass diese Substanzen fur das
angestrebte Design der Analytik nicht geeignet sind, um eine vollstandige Sorption
und der Hg-Derivate zu gewahrleisten.

Puk und Weber (1994b), Ceulemans und Adams (1996) und Fischer et al. (1993)
verwendeten eine Kiuhlfalle zum Anreichern der alkylierten Quecksilberspezies.
Diese Methode hat den Nachteil, dass mit flissigem Stickstoff gearbeitet werden
muss. Zum Desorbieren der Verbindungen muss das Kuhlgefal3 entfernt werden und
der Desorptionsvorgang durch Aufheizen dauert entsprechend lange. Aul3erdem
kondensiert bei Temperaturen von < -190°C das zum Austreiben der Verbindungen
aus der wassrigen Losung nétige Argongas. So gewinnt man eine L6ésung aus
Argon, die die alkylierten Quecksilberverbindungen enthalt. Erwarmt man diese
Ldsung, werden die gesammelten Verbindungen schlagartig bei der Siedetemperatur
des Argons frei. Dieser Vorgang hat einen unkontrollierbaren Druckanstieg im
System zur Folge. Dieses Problem kann man durch die Verwendung von Helium
anstelle von Argon verhindern, doch hat sich in Vorversuchen gezeigt, dass Argon
besser geeignet ist, die alkylierten Quecksilberverbindungen aus der wassrigen
Losung freizusetzen. Die Verwendung einer Kihlfalle erwies sich deshalb ebenfalls
als nicht praktikabel fir die gewéhlte Methode.

Baeyens et al. (1999) und Filippelli et al. (1992) wandten die Headspace-Technik an,
um die umgesetzten Quecksilberverbindungen freizusetzen. Dabei ist zu beachten,
dass diese Methode nur fir Kapillarsaulen geeignet ist. Die Anreicherung der
Alkylguecksilberverbindungen ist bei dieser Methode sehr gering. Die erreichbaren
Nachweisgrenzen sind erwartungsgemald hoch. Diese Methode kam deshalb nicht

zur Anwendung.
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Mason und Sullivan (1999) und Kannan et al. (1998) benutzten Tenax-TA%als Vor-
saulen-Sorptionsmaterial. Bei Tenax-TA% handelt es sich um ein polymeres
Adsorbens, welches auf 2,6-Diphenyl-p-phenylenoxid basiert. Es ist bis zu + 350 °C
thermisch stabil. Das ,Bluten“ des Materials ist sehr gering, so dass Substanzen mit
wenig Tailing eluieren. Tenax-TA?® hat auBerdem eine sehr geringe Affinitat zu
Wasser. Diese Eigenschaft ist besonders vorteilhaft, da bei der beschriebenen
Methode die derivatisierten Quecksilberspezies aus einer wassrigen Losung
ausgetrieben werden. Vorteilhaft ist auch die hohe Temperaturbestandigkeit dieses
Materials.

Die Kombination der positiven Eigenschaften von Tenax-TA® machen es zu dem
geeignetsten Material fur die Vorsaulenanreicherung von Hg-Ethyl-Derivaten.

Die Herstellung der Adsorptionsrohrchen ist sehr einfach und schnell selbst zu
bewerkstelligen. Die Desorption der alkylierten Quecksilberverbindungen erfolgt mit
Hilfe einer &uReren Heizspirale durch Aufheizen des Tenax Rohrchens auf + 250°C.
Die Verwendung einer Zeitschaltuhr in Verbindung mit einem Labornetzteil
ermdglicht - bei konstanter Spannung und Stromstarke - die Ermittlung der genauen
Zeit, die notig ist, 250°C zu erreichen und nicht zu Uberschreiten. Eine genaue
Anleitung zur Herstellung und Installation der Adsorptionsréhrchen und der
Desorptionseinheit ist im Anhang dieser Arbeit im Kapitel 8.6 - der SOP -
beschrieben. Die so hergestellten Adsorptionsrohre sind mehre hundert Male
wiederverwendbar. Da die alkylierten Verbindungen vollstdndig desorbieren, ist es
nicht notwendig, die Rohre nach dem Gebrauch von Rulckstanden zu reinigen.
Kommerziell erhaltliche und bereits fertig gepackte Tenax-TA® Rohrchen erwiesen
sich als problematisch in der Anwendung. Es traten Blindwerte auf, die auch nach
mehrmaligen Aufheizen des R6hrchens nicht verschwanden. Es ist zu vermuten,
dass die Rohrchen wahrend des Verschlussprozesses mit quecksilberhaltigem
Erdgas verschlossen werden, was nicht geklart werden konnte. Auch deshalb
wurden die Rohrchen selbst angefertigt. Die Abbildung 4.9 zeigt schematisch das

Vorgehen und den Aufbau der Vorsaulen-Sorption auf Tenax-TA.
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Abbildung 4.9: Schematische Darstellung der Vorsaulen-Sorption auf Tenax-TA.

4.2.4 Untersuchung und Optimierung der Ausbeute an Alkylquecksilber-
derivaten in Abhangigkeit von pH-Wert, Reaktionstemperatur und -zeit

sowie Reagenzienmenge

Um die optimalen Parameter fur die Derivatisierung mit Natriumtetraethylborat
(STEB) zu ermitteln, wurde zuerst der pH-Wert der Derivatisierungsreaktion variiert.
Die Ausbeute an Alkylquecksilberderivaten in Abhangigkeit vom pH-Wert zeigt
Abbildung 4.10:
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Einfluss des pH-Wertes auf die
Alkylierungsreaktion von MeHg und
anorganischem Quecksilber
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Abbildung 4.10: Einfluss des pH-Wertes auf die Alkylierungsreaktion von Methyl- und anorganischem
Quecksilber mit Natriumtetraethylborat.

GC-AFS (HP-5890-Brooks Rand AFS-2), Ethylierung mit Natriumtetraethylborat, Purge and Trap auf
Tenax-TA® (600ml/min Argon), 15% OV3 auf DMCS WAW 60/80, GC-Gas Helium 5.0,
Flussgeschwindigkeit 40 ml/min GC.

Es ist deutlich zu erkennen, dass der optimale pH-Wert fir die Alkylierungsreaktion
bei pH » 4,75 liegt. Daher wurde die Alkylierung in 50 ml bidest. Wasser mit 3 ml
Essigsaure/Acetat-Puffer (c = 2 mol*I™) durchgefiihrt.

AnschlieBend wurde untersucht, ob eine Erhéhung oder Senkung der
Derivatisierungstemperatur ~ Vorteile  gegenuber der  Derivatisierung  bei
Raumtemperatur hat. Abbildung 4.11 zeigt einen Vergleich der Peakh6hen in
Abhangigkeit von unterschiedlichen Derivatisierungstemperaturen. Die geringen
Unterschiede der Peakhthen zeigen, dass bei der Derivatisierung auf eine
Temperierung des Reaktionsgemisches verzichtet werden kann.
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Vergleich unterschiedlicher Derivatisierungstemperaturen
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Abbildung 4.11: Einfluss unterschiedlicher Temperaturen auf die Ausbeute an Methylethylquecksilber
und Diethylquecksilber bei der Derivatisierungsreaktion mit Natriumtetraethylborat.

GC-AFS (HP-5890-Brooks Rand AFS-2), Ethylierung mit Natriumtetraethylborat, Purge and Trap auf
Tenax-TA?, 15% OV3 auf DMCS WAW 60/80, GC-Gas Helium 5.0, Flussgeschwindigkeit 40 ml/min.

Die Reaktionszeit des STEB mit den Quecksilberspezies ist kein kritischer Parameter
wahrend der Derivatisierung. Bei Versuchen mit unterschiedlichen Reaktionszeiten
des STEB mit Standards oder Probenaufschlissen konnten trotz Variierung der
Reaktionsdauer zwischen 10 und 600 Sekunden keine Unterschiede in der
Signalh6he festgestellt werden.

Der entscheidende Parameter ist hierbei vielmehr die Dauer des Ausblasens (,Purge
and trap“) bzw. die Flussrate wahrend des Ausblas-Schritts. Werden die
verwendeten Parameter nicht konstant gehalten, ergibt sich eine signifikante
Veranderung in der detektierten Signalhdhe.

Als optimal erwies sich bei einer apparaturbedingten maximalen Flussrate von 600
ml/min eine Ausblas-Zeit (purge time) von exakt 300 Sekunden.

Die Abbildung 4.12 zeigt die Abh&ngigkeit der Signalhdhe der einzelnen Spezies von
der Ausblas-Zeit (purge time). Der Parameter Flussgeschwindigkeit wurde bei den

Untersuchungen konstant bei 600 ml/min gehalten.
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Einfluss der "Furge and trap"-Dauer auf die Signalhdhen der
Quecksilberspezies
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Abbildung 4.12: Einfluss der "Purge and trap"-Dauer auf die detektierten Signalhdhen der
Quecksilberspezies.

GC-AFS (HP-5890-Brooks Rand AFS-2), Ethylierung mit Natriumtetraethylborat, Purge and Trap auf
Tenax-TA2, 15% OV3 auf DMCS WAW 60/80, GC-Gas Helium 5.0, Flussgeschwindigkeit 40 ml/min.

4.2.4 Herstellung und Uberprifung einer geeigneten Trennsaule fur die

isotherme Gaschromatographie von Alkylquecksilberderivaten

Prinzipiell stehen fir die Gaschromatographie zwei unterschiedliche Typen von
Trennséaulen zur Verfugung: Kapillarsdulen und gepackte Saulen.

Kapillarsaulen kommen dann verstarkt zum Einsatz, wenn die zu trennenden
Substanzgemische eine grof3e Trennscharfe erfordern. Bei der Verwendung von
Kapillarsaulen muss mit einer langeren Chromatographiedauer gerechnet werden.
Bailey und Brooks (1992) und Cai et al. (1997) verwendeten Kapillarsaule zur
Bestimmung von Methylquecksilber.

Gepackte Saulen haben den Vorteil, dass sie relativ einfach zu handhaben und
preisgunstig herzustellen sind. Je nach Dimension und Gerateparametern lassen
sich in der Regel kurze Analysenzeiten erzielen. Lansens et al. (1991) fihrten bei der
gaschromatograhischen Analytik von Methylquecksilber einen Vergleich der
Leistungfahigkeit von Kapillar- und gepackten Saulen durch. Dabei wurden nur sehr
geringflgig bessere Nachweisgrenzen fir (FSOT)-Kapillarsdulen im Vergleich zu
gepackten Saulen festgestellt.

Hight, und Corcoran (1987) , Horvat et al. (1990) , Rapsomanikis und Craig (1991)

Fischer et al. (1993) und Kannan et al. (1998) verwendeten gepackte Saulen mit
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verschiedenen Tragermaterialien und Trennphasen. Wahrend in &lteren Arbeiten
haufiger mit 10% OV-101 auf Chromosorb WAW-DMCS gearbeitet wurde, kommt in
der jungeren Literatur haufiger 15% OV-3 auf Chromosorb WAW-DMCS zur
Anwendung.

Als Saulenmaterial fur die beschriebene Methode wurde Glas gewahlt, das zuvor
silanisiert wurde, um so katalytische Umsetzungen weitestgehend auszuschliel3en.
Als stationdre Phase wurden unterschiedliche Materialien getestet. Es stellte sich
heraus, dass die Verwendung von 15% OV-3 auf Chromosorb WAW-DMCS das
gunstigste Verhaltnis von Trennleistung zu der bendtigten Analysenzeit lieferte.

Die Saulenlange wurde ebenfalls variiert. Dabei zeigte sich, dass eine Fillungslange
von 75 cm bei einem Innendurchmesser von 4 mm ausreicht, um die Trennung der

alkylierten Quecksilberspezies zu bewerkstelligen.

4.2.5 Uberprufung und Optimierung der technischen Merkmale eines

beheizbaren Interface fur die Pyrolyse der Alkylquecksilberderivate

Die alkylierten und dann gaschromatographisch getrennten Quecksilberspezies
miissen vor der Detektion mit einem CV-AAS oder CV-AFS zu Hg° reduziert werden.
Um zum gewinschten Ergebnis zu kommen, gibt es unterschiedliche
LOosungsansatze:

Theoretisch ist die Reduktion mit Hilfe eines Lasers oder starkem UV-Licht denkbar.
Eine einfache und praktikable Losung kann auch mit einem beheizbaren Interface
erreicht werden. Eigene Untersuchungen zeigten, dass die pyrolytische bzw.
thermische Zersetzung der alkylierten Quecksilberverbindungen eine einfache und
zuverlassige Methode ist.

Da fur die Pyrolyse Temperaturen von ca. 700-1500°C notwendig sind, muss mit
Materialien gearbeitet werden, die bei diesen Temperaturen thermisch dauerhaft
stabil sind. Metallische Materialien kommen bei der Spurenanalytik aus mehreren
Grunden nicht dafur infrage. Hochreines Quarzglas hingegen ist chemisch
weitgehend inert und schmilzt im Vergleich zu normalem Glas erst bei deutlich
hoheren Temperaturen. Als Heizquelle bietet sich neben einer offenen Gasflamme
ein elektrisch betriebenes Interface mit Nickel-/Chromwiderstandsdraht als
Heizquelle an. Bei einer offenen Gasflamme ist die Temperatur zum einen nur sehr

schwer zu regeln, zum anderen ist der Einsatz in einem Labor in dem Spurenanalytik
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betrieben wird, aus analytischen (Quecksilberrickstande im Gas) und
sicherheitstechnischen Griinden kaum durchfiihrbar.

Wesentlicher Bestandteil einer elektrisch beheizten Pyrolyseeinheit ist eine
ausreichend starke Stromversorgung. Die Verwendung eines Labornetzteils mit einer
maximalen Dauerbelastbarkeit von 16A bei 32V erwies sich als gerade ausreichend
fur den gewilnschten Zweck. Im Betrieb erwarmte sich das Netzteil trotz Kihler so
stark, dass es gelegentlich Ausfélle durch einen eingebauten Schutzschalter gab.
Abhilfe schaffte ein kleiner Ventilator, der dem Kihler zusatzlich kalte Luft zufiihrte.
Deshalb wird ein starkeres Netzteil fir den Dauerbetrieb empfohlen. Die genaue
Anleitung fir die Herstellung und Installation der Pyrolyseeinheit findet sich im
Anhang 8 in der SOP.

Ab einer Temperatur von ca. 700°C findet eine nahezu vollstandige Umsetzung der
alkylierten Quecksilberverbindungen statt. Bloom (1989) und Horvat et al. (1993)
verwendeten eine Pyrolysetemperatur von 900°C, Fischer et al. eine
Pyrolysetemperatur von 830°C.

Eigene Versuche zeigten, dass eine Temperatur von ca. 1150°C optimal ist, um eine
vollstdndige Reduktion von Methylethyl- und Diethylquecksilber zu elementarem
Quecksilber zu erreichen. Durch den Einsatz eines Gold/Platinnetzes in die
Quarzrohre konnte die Signalhbhe des Detektors bei gleichbleibender
Standardkonzentration leicht gesteigert werden. Dieses wiederum bedeutet eine
erhohte Empfindlichkeit der Methode.

Die Abbildung 4.13 zeigt die Ergebnisse eines Versuchs zur Untersuchung der

Abhangigkeit der Signalhéhen der Standardsubstanzen von der Pyrolysetemperatur.
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Vergleich unterschiedlicher Pyrolysetemperaturen
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Abbildung 4.13 : Abhéangigkeit der Signalintensitdét von Methylquecksilber und anorganischem
Quecksilber von der Pyrolyse-Temperatur.

GC-AFS (HP-5890-Brooks Rand AFS-2), Ethylierung mit Natriumtetraethylborat, Purge and Trap auf
Tenax-TA?, 15% OV3 auf DMCS WAW 60/80, GC-Gas Helium 5.0, Flussgeschwindigkeit 40 ml/min.

4.2.6 Auswahl des Detektors

Bei der bisher beschriebenen Methode liegen die alkylierten, angereicherten,
chromatographisch getrennten und pyrolysierten Quecksilberverbindungen als Hg°
vor. Als Detektor zur Erfassung und Quantifizierung von Quecksilberdampf bietet sich
die Verwendung eines Kaltdampf- (CV-) Atomabsorptionsspektrometers (CV-AAS)
oder eines Atomfluoreszenzspektrometers (CV-AFS) an. Beide Detektoren zeichnen
sich durch eine hohe Elementspezifitat und sehr niedrige Nachweisgrenzen aus.
Eigene Untersuchungen an einem CV-AAS (aus dem FIMS-400 von Perkin Elmer)
und einem CV-AFS (Brooks Rand Model 2) zeigten eine sehr gute Eignung beider
Detektoren. Der AAS Detektor arbeitet nach dem Prinzip der Signalabschwéchung
durch Absorption, wahrend der AFS Detektor eine Signalzunahme durch Fluoreszenz
registriert. Bei intensiven Vergleichen wies der CV-AFS-Detektor instrumentelle
Vorteile und eine geringere absolute Nachweisgrenze auf. Die geringste Menge
Quecksilber, die gerade noch erfassbar ist, soll fir ein neues Gerat dieser Bauart
nach Angaben des Herstellers 0,1pg betragen (persénliche Mitteilung Brooks Rand).
Aufgrund der Vorteile wurde fir die Methode in dieser Arbeit der CV-AFS Detektor
ausgewahlt. Folgende schematische Abbildung (4.14) zeigt die Arbeitsweise eines
CV-AFS Detektors.
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Abbildung 4.14: Schematischer Aufbau eines CV-AFS-Detektors

Der groR3te Vorteil eines AFS gegenlber eines AAS liegt im sehr einfachen Aufbau
und der einfachen Wartung dieses Detektors. Als Strahlungsquelle fir die Anregung
bei 254nm dient eine UV-Quecksilber-R6hrenlampe. Diese Lampen werden vielfach
auch fur andere Anwendungen, u.a. in der Mineralfluoreszenz, zum L&schen von
EPROM’s und zum Entkeimen verwendet. Dementsprechend sind derartige Lampen
weit verbreitet und sehr preiswert. Ein Nachteil des Detektors ist, dass sehr reine
Gase (mind. Helium 5.0) verwendet werden mussen, um niedrige Nachweisgrenzen
zu erreichen. Es sollte kein Stickstoff Verwendung finden, da dies zum starken
Quenching fihrt, welches die Sensitivitat um den Faktor 50 herabsetzen wiirde.
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4.2.7 Zusammenfassung

Die Vorgehensweise bei der Analytik von MeHg und Hg® mit der entwickelten
Methode ist in folgendem FlieRdiagramm schematisch zusammenfassend dargestellt.

Alkylierungs/GC-CV-AFS Methode zur simultanen Bestimmung von

Monomethylquecksilber und anorganischem Quecksilber

Probe gefriergetrocknet, homogenisiert,gegebenenfalls entfettet
Alkalischer Aufschluss mit
Tetramethylammoniumhydroxid

Ethylierung mit Natriumtetraethylborat (Acetatpuffer; pH 4,75)

,Purge-and-trap“-Anreicherung auf Tenax-TA?

Thermische Desorption (250°C)
Gaschromatographie, 85°C isotherm, 40 ml/min He, 15% OV-3 auf
Chromosorbw

(Post column-)Pyrolyse (1150°C)

CV-AFS (253.7 nm)

Die zu untersuchende Probe sollte gefriergetrocknet und feinst homogenisiert
vorliegen. Proben, die mehr als 10% Fett enthalten, kbénnen zur Vermeidung von
Schaumbildung wahrend des purge-Schrittes unter Einhaltung neutraler
Bedingungen  entfettet werden. Der Fettrickstand sollte auf den
Gesamtquecksilbergehalt nach Salpetersaure-Mikrowellenaufschluss untersucht
werden, um Verluste bei der Aufarbeitung ausschlieen zu kénnen.

Der Aufschluss der Probe erfolgt durch Lyse unter Zugabe von

Tetramethylammoniumhydroxid. Anschliel3end werden die enthaltenen
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Quecksilberverbindungen (CHsHg * und Hg?*) mit Natriumtetraethylborat (STEB) zu
gasformigen Ethylderivaten ((CH3)Hg(C2Hs) und (C,Hs)Hg(C2Hs)) umgesetzt.

Mithilfe eines Argon-Gasstroms werden die gasférmigen Quecksilberverbindungen
aus der Losung ausgetrieben und auf einem Adsorptionsréhrchen mit Tenax-TA2
gesammelt. Durch Aufheizen des Adsorptionsrohrchens werden die gesammelten
Verbindungen desorbiert und anschlieBend gaschromatographisch getrennt. Die
Detektion erfolgt mittels Kaltdampf-Atomfluoreszenzspektrometrie (CV-AFS) nach
vorheriger (post-column) Pyrolyse der Hg-Derivate zu Hg®. Bei der CV-AFS dient das
Fluoreszenzsignal der Quecksilberlinie bei 253,7 nm als Mal3R der
Quecksilberkonzentration in der Klvette.

4.2.8 Messanordnung

Folgende Abbildung zeigt die in dieser Arbeit entwickelte und verwendete
Messanordnung. In Kapitel 9 des Anhangs (Forschungsbericht FKZ 200 22 230)
dieser Arbeit werden eine genaue Anleitung zum Zusammenbau, die technischen
Spezifikationen und Hinweise zur Inbetriebnahme der beschriebenen Methode
gegeben.



-62 -

4. Methodenentwicklung

i noja ]
U0 SIE DUISE|JIsEMSRE)

-1R|l0spY Gl

Y| ¥eus| Flmanauliey

yamsshunpuggiaagauyas

g noling

aynnaubep)

1 naNLd iy

(645 dH29
0809 MYM
SONA U0 EAD
%Gl O g
‘aies wa G
eraskjoify
RS0 SV A) | ¢ uanaubiep) T
ueyaliamiaig |
' Jl5H
i LAY

= 1esabizaunoge

]

ANIEWTE
0 wabziawiogeq

ueyahampaig !
| [unangaubey) : g

L
7 uanaubepy 0 ﬁﬁ
L nyeyasuaz

“uyeabiamialg R, qosg ==
[nanjapey Gunbaiseg 075 UIEH

Wod 18P0 nojje |
[eusieunyeysharmialg

[rn =ane RS

Abbildung 4.15: Messanordnung
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4.3 Validierung der Methode

Die Methodenvalidierung wurde im Rahmen des Forschungsprojektes:
»Ausarbeitung und Validierung einer Methode zur Bestimmung von
Monomethylquecksilber und anorganischem Quecksilber in Fischgewebe und
Zooplankton* (Umweltbundesamt UFO-PLAN FKZ 200 22 230) durchgefihrt.

Der AbschluBbericht zu diesem Projekt ist im Anhang dieser Arbeit zu finden. Darin
wird in den Kapiteln 3.1 - 3.5 die genaue Vorgehensweise bei der Validierung, der
mathematisch-theoretische Hintergrund, die praktische Durchfihrung und die
Berechnungen der Verfahrensparameter dargestellt.

An dieser Stelle werden nur die wesentlichen Ergebnisse der Validierung kurz

wiedergegeben.

4.3.1 Nachweis-, Erfassungs- und Bestimmungsgrenze

Die Ergebnisse der ermittelten Nachweis-(Xng), Erfassungs-(xeg) und
Bestimmungsgrenze (xgsg) der entwickelten Methode sind in Tabelle 4.1

Zusam mengefasst:

Tabelle 4.1: Ergebnisse der Bestimmung von X, Xg, Xge fUr MeHg und anorg. Hg

nach dem modifizierten Leerwertverfahren und dem Untersuchungsmaterial

Kabeljauleber.

Parameter |Methylquecksilber | Anorganisches Quecksilber
(7107 gxkg™) (7107 gxkg™)

s, 0,30 0,61

Xyg 0,95 1,94

X 1,90 3,88

X 2,85 5,82

4.3.2 Uberpriufung der Richtigkeit von Untersuchungsergebnissen

bzw. Nachweis systematischer Fehler

Die Uberpriifung der Richtigkeit von Untersuchungsergebnissen erfolgte

durch die Untersuchung der folgenden zertifizierten Referenzmaterialien:
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NRCC-CRM TORT-2 (Lobster Hepatopancreas Reference Material for Trace
Metals. National Research Council Canada).

Dabei handelt es sich um gefriergetrocknetes Material, welches aus der
Mitteldarmdrise von Hummern gewonnen wurde. Bei diesem Material ist der

Gehalt an Methylquecksilber und Gesamtquecksilber zertifiziert.

NIST-2976 (Mussel tissue. LGC Promochem). Fiur dieses Muschelgewebe ist

der Methylquecksilber und Gesamtquecksilbergehalt zertifiziert.

BCR CRM 414 (Plankton, Institute for Reference Materials and Measurements
(IRMM)). Hierbei handelt es sich um gerfriergetrocknetes Plankton. Bei

diesem Material ist der Gesamtquecksilbergehalt zertifiziert.

und

durch Zusatzversuche (Spiking-Experimente), bei denen eine definierte Menge des
Analyten dem zu testenden Probenmaterial zugesetzt wird.

Die Tabellen 4.1-4.4 fassen die Ergebnisse der Untersuchungen zusammen:

Tabelle 4.2: Zusammenstellung der Ergebnisse zur Richtigkeitsiberprifung der
Analytik von Monomethylquecksilber, Gesamt-Quecksilber (gemessen als
anorganisches Quecksilber) und anorganischem Quecksilber durch Untersuchung
des zertifizierten Referenzmaterials NRCC-CRM TORT-2 (Lobster Hepatopancreas

Reference Material for Trace Metals).

Parameter Ergebnis

Xeen (TORT-2); Methylquecksilber 152,07 10°g kg™
U(Xery ) 13,0710°gxkg™

X, s (TORT-2); Methylquecksilber 125,02°10°grkg™
Ue e (Koo ) = 8,47710°grkg
Xy (TORT-2); Gesamtquecksilber 270,07 10°gxkg™
U(Xery ) 6,0710°grkg™
Yoo (TORT-2); Gesamtquecksilber 288,27 10°gxkg™
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uc,prec (iq,pred ) =

11,56 710 ° gxkg !

Xerm (TORT-2); anorganisches Quecksilber

118,010 g rkg ™

u (XCRM ) anorgHg

14,37 10°gxkg ™

X,.oea (TORT-2); anorganisches Quecksilber

123,47 10°gxkg™

uc,prec (iz,q,pred ) =

9,08710°gxkg ™

Tabelle 4.3: Zusammenstellung der Ergebnisse zur Richtigkeitsiberpriufung der

Analytik von Monomethylquecksilber und Gesamt-Quecksilber (gemessen als

anorganisches  Quecksilber)  durch Untersuchung des  zertifizierten
Referenzmaterials NIST-2976 (Mussel tissue).
Parameter Ergebnis

Xeru (NIST-2976); Methylquecksilber

2787 10°gxkg™

U(Xcrm )

0,357 10°grkg™

X,.oea (NIST-2976); Methylquecksilber

26,7 °10°g kg™

uc,prec (Yq,pred ) =

0,56 " 10°gxkg™

Xeru (NIST-2976); Gesamtquecksilber

61,0 10°gxkg™

U(XCRM )

1,297 10°gxkg ™

X, ored (NIST-2976); Gesamtquecksilber

59,77 10°gxkg ™

uc,prec (iq,pred ) =

1,917 10°gxkg ™

Tabelle 4.4: Zusammenstellung der Ergebnisse zur Richtigkeitsiberprifung der

Analytik von Gesamt-Quecksilber (gemessen als anorganisches Quecksilber) durch

Untersuchung des zertifizierten Referenzmaterials BCR CRM 414 (Plankton)

Parameter

Ergebnis

Xcru (CRM 414); Gesamtquecksilber

276,010 gxkg™

u(XCRM )

18,0710 °gxkg™

X, s (CRM 414); Gesamtquecksilber

267,610° g kg™

uc,prec (iq,pred ) =

27,3710°g kg™
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Die Ergebnisse der Untersuchungen von zertifiziertem Referenzmaterial und die
Ergebnisse der Wiederfindungsexperimente (hier nicht dargestellt) zeigten, dass
systematische Fehler bei der Bestimmung der Analyte Monomethylquecksilber,
anorganisches Quecksilber und Gesamtquecksilber nicht nachgewiesen werden
konnten.

Die verwendeten Untersuchungsmaterialien entsprachen beziglich ihrer
Matrixbestandteile annahernd den geméafl} Aufgabenstellung zu untersuchenden

Matrices (Fischgewebe und Fischembryonen) mit zu bestimmenden Analytgehalten
im 107° g xkg *-Bereich. Daraus wird geschlossen, dass die ausgearbeitete Methode

fur den beabsichtigten Untersuchungszweck geeignet ist (fit for purpose).

4.3.4 Uberprifung der Leistungsfahigkeit der Methode

Zur Uberpriufung der Leistungsfahigkeit der Methode wurde eine zweifache robuste
Varianzanalyse mit Wiederholungsmesungen durchgefiihrt. Dabei wurde gepruft, ob
der analytische Fehler der ausgearbeiteten Methode klein genug ist, um inhomogene
Verteilungen innerhalb und zwischen Probenmaterialien erkennen zu kdnnen.

Die robuste Varianzanalyse zeigte, dass die durch die Unterschiede im Analytgehalt
zwischen den Testmaterialien hervorgerufene Varianzkomponente die grol3te der
drei untersuchten Varianzkomponenten ist. Die dem analytischen Fehler zugeordnete
Varianzkomponente machte nur etwa 4% (fir Monomethylquecksilber) bzw. 1,4%
(far anorganisches Quecksilber) der Summe aller drei Varianzkomponenten aus, so
dass die Unterschiede im Analytgehalt zwischen und innerhalb des

Untersuchungsmaterials sicher erkannt werden kénnen.
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5. Felduntersuchungen

5.1 Quecksilbergehalte in pelagischen Fischembryonen

5.1.1 Einleitung

Eine der Zielsetzungen der vorliegenden Doktorarbeit war es zu ermitteln, ob
messbare Mengen an anorganischen und organischen Quecksilber in befruchteten
Fischeiern feststellbar sind und damit eine validierte, quantitative Bestimmung von
Quecksilberverbindungen in marinen, pelagischen Fischeiern maoglich ist.

Dies wirde eine Aussage dartber zulassen, ob sich aus ihrer nattrlichen Umgebung
entnommene Fischeier als akkumulative Bioindikatoren fir sowohl anorganische
Quecksilberverbindungen als auch Organoquecksilberverbindungen prinzipiell

eignen.

5.1.2 Material und Methoden

Im Rahmen von zwei Forschungsreisen zur Erfassung der Haufigkeit und der
Verbreitung von Missbildungen bei pelagischen Fischembryonen wurden in den
Jahren 2002 und 2003 an mehreren Stationen im Gebiet der deutschen Bucht
Proben entnommen. Die Seereisen fanden jeweils Ende Februar bis Anfang Marz
(wahrend der Hauptlaichzeit) mit dem Fischereiforschungsschiff WALTHER HERWIG
lIl satt. Dabei wurde ein Planktonnetz nach Apstein (1m Durchmesser, 500um
Maschenweite) in 1-5 m Tiefe zur Probennahme von pelagisch verdrifteten
Fischembryonen eingesetzt (Abbildung 5.1 a und 5.1b). Dazu wurde das
Planktonnetz Uber einen Zeitraum von 10-15 Minuten in mdglichst gleichbleibender
Tiefe mit ca. 1 Knoten Geschwindigkeit in einer Entfernung von etwa 5 m zum Schiff
geschleppt. Am Ende des Planktonnetzes befindet sich ein Gefal3, welches das
erfasste Plankton sammelt und nach dem Schleppen vom eigentlichen Netz zur

Entleerung entfernt werden kann.
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Abbildung 5.1a und b : Planktonnetz nach Apstein (Quelle: Abb.5.1a: Mit freundlicher Genehmigung
der Hydro-Bios Anlagenbau GmbH. Abbildung 5.1b: Eigenes Bild von der 237. Reise
Fischereiforschungsschiff Walther Herwig I11)

Abbildung 5.2: Lichtmikroskopische Aufnahme von Fischembryonen (Vergréf3erung)
(5.2: Eigenes Bild von der 237. Reise Fischereiforschungsschiff mit der Walther Herwig 111)
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Die Abbildung 5.2 zeigt die Fischembryonen einer Probe aus der Nordsee unter dem
Lichtmikroskop. Die enthommenen Proben beinhalteten Fischeier unterschiedlicher
Freiwasserlaicher wie Kliesche, Scholle, Wittling (nur im  sudlichen
Untersuchungsgebiet anzutreffen), Steinbutt, Flunder, Kabeljau, Doggerscharbe,
Sprotte, Knurrhahn, Seezunge und Seequappe. Jedes einzelne Fischei wurden von
Hand sortiert und so von Fremdstoffen und weitestgehend vom Meerwasser
separiert, in Cryogefal3e verbracht und unmittelbar nach der Untersuchung unter dem
Mikroskop in flissigem Stickstoff (-196°C) tiefgefroren und bis zur Aufarbeitung in
diesem gelagert. Je Station wurden ca. 500 Fischeier unterschiedlicher Arten und
Entwicklungsstadien gewonnen.

Durch die Art der Probenentnahme wurden neben den Fischeiern auch Sandaale,
Medusen, Nudibranchier und juvenile Fische entnommen, die spater in Vorversuchen

fur Aufschlussexperimente eingesetzt wurden.

Die Abbildung 5.3 zeigt die Stationen der Probenentnahme des Jahres 2002. In
diesem Jahr konnten nicht alle geplanten Stationen angefahren werden, da an
einigen Tagen schwerer Seegang den Einsatz des Planktonnetzes unmdglich

machte.
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Abbildung 5.3: Stationen der Probenennahme der Fischembroyonen im Jahr 2002
(Entnommen aus dem Bericht tiber die 237. Reise FFS Walther Herwig Il vom 22.02. bis 08.03.2002;
teilweise modifiziert)

Im Jahr 2003 herrschten bessere Bedingungen flir die Probenentnahme, so dass fast
samtliche geplanten Stationen beprobt werden konnten. Die Abbildung 5.4 zeigt die
Stationen der Probenentnahme im Jahr 2003.
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Abbildung 5.4: Stationen der Probenentnahme der Fischembroyonen im Jahr 2003
(Entnommen aus dem Bericht tiber die 249. Reise FFS Walther Herwig Il vom 26.02. bis 12.03.2003
teilweise modifiziert)

Die bei der 237. und 249. Reise des FFS Walther Herwig Ill gewonnen Proben
wurden wenige Woche nach Ende der Forschungsreise aus dem fliissigem Stickstoff
entnommen und gemdall Anlage 8.10.2 fur die Bestimmung der Gehalte an
anorganischem und Methylquecksilber aufgearbeitet.
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5.1.3 Ergebnisse

Abbildung 5.5 gibt einen Uberblick ber Lage der Stationen und den gemittelten
Gehalt an anorganischen Quecksilber und Methylquecksilber aus dem Jahr 2002.
Die mittleren Gehalte sowie deren Standardabweichungen sind in den Abbildungen
5.6 und 5.7 dargestellt.

27000 47000 BO0"0 g00to 10°0'0"0
1 1 1 1 1

—ob 00" M
e

=55 00"

N a ‘ - ._ ! L
i -I.il- e o0

17 18 19 20
----

13‘14 15

=3 00"

M .

= Tpg/Kg Quecksilber

A

= Tpg/Kg Methylquecksilber

Abbildung 5.5: Dargestellt sind die Mittelwerte (ca. 500 Fischeier /Station) von anorganischem
Quecksilber (blau) und Methylquecksilber (rot) mit den zugehoérigen Stationsnummern der
Untersuchung pelagischer Fischembroyonen aus dem Jahr 2002.

(GC-AFS (HP-5890-Brooks Rand AFS-2), Ethylierung mit Natriumtetraethylborat, Purge and Trap auf
Tenax-TA? (600ml/min Argon), 15% OV3 auf DMCS WAW 60/80, GC-Gas Helium 5.0,
Flussgeschwindigkeit GC 40 ml/min.)
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Abbildung 5.6: Ubersicht der mittleren Methylquecksilbergehalte und der Standardabweichungen
(ausgedrickt als 95% Vertrauensbereich) der Fischembryonen aus dem Jahr 2002 mit den
zugehdrigen Stationsnummern.
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Abbildung 5.7: Ubersicht der mittleren Gehalte an anorganischen Quecksilber und der
Standardabweichungen (ausgedriickt als 95% Vertrauensbereich) der Fischembryonen aus dem Jahr
2002 mit den zugehérigen Stationsnummern.

Die Abbildung 5.8 gibt einen Uberblick ber Lage der Stationen und der mittleren

Gehalte an anorganischen Quecksilber und Methylquecksilber aus dem Jahr 2003
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Die gemittelten Gehalte sowie deren Standardabweichungen sind in den
Abbildungen 5.9 und 5.10 dargestellit.

27000 47000 BO00 5000 10°0a o
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Abbildung 5.8: Dargestellt sind die mittleren Gehalte von anorganischem Quecksilber (blau) und
Methylquecksilber (rot) mit den zugehorigen Stationsnummern der Untersuchung pelagischer
Fischembroyonen aus dem Jahr 2003
(GC-AFS (HP-5890-Brooks Rand AFS-2), Ethylierung mit Natriumtetraethylborat, Purge and Trap auf
Tenax-TA® (600ml/min Argon), 15% OV3 auf DMCS WAW 60/80, GC-Gas Helium 5.0,
Flussgeschwindigkeit GC 40 ml/min.)
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Abbildung 5.9: Ubersicht (iber die mittleren Methylquecksilbergehalte und deren
Standardabweichungen (ausgedriickt als 95% Vertrauensbereich) der Fischembryonen aus dem Jahr
2003 mit den zugehérigen Stationsnummern.
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Abbildung 5.10: Ubersicht tiber die mittleren Gehalte an anorganischen Quecksilber und deren
Standardabweichung (ausgedriickt als 95% Vertrauensbereich) der Fischembryonen aus dem Jahr
2003 mit den zugehérigen Stationsnummern.
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5.1.4 Diskussion

Betrachtet man die Messwerte der vorliegenden Untersuchungen, so fallt zunachst
auf, dass die festgestellten Gehalte an anorganischen und organischen Quecksilber
in marinen pelagischen Fischeiern sehr gering sind. Vergleicht man die an Fischeiern
festgestellten Werte (im Durchschnitt 1,7 ug/kg anorganisches Quecksilber und 0,73
Mg/kg Methylquecksilber, siehe Abbschnitt 5.2) mit denen von ausgewachsenen
Fischen (im Durchschnitt 5pg/kg anorganisches Quecksilber und 101,4ug MeHg/kg),
so sind die Methylquecksilberkonzentrationen in Fischeiern um etwa das 100fache
niedriger als z.B. in Klieschenfilets. Die Ergebnisse der untersuchten
Fischembryonen aus der Nordsee zeigen, dass die in dieser Arbeit entwickelte
Methode fur die Untersuchung von Konzentrationen um 1 ug MeHg/kg Frischgewicht
an die Grenze ihrer Leistungsfahigkeit stof3t. Nichtsdestotrotz lie3en sich in den
Fischeiern messbare Mengen an anorganischen und organischen Quecksilber
feststellen.

Die Ergebnisse der vorliegenden Untersuchungen lassen sich nur bedingt mit den
Ergebnissen anderer Studien vergleichen - denn die wenigen Studien mit ahnlicher
Fragestellung differieren von der hier vorgestellten Arbeit durch einige methodische
Unterschiede:

So erfolgte die von Johnston et al. 2001 durchgefiihrte Analyse der Gehalte an
Gesamtquecksilber und Methylquecksilber in Fischeiern nicht - wie in der hier
vorgestellten Studie - simultan. Johnston et al. 2001 bestimmten vielmehr zunachst
den Gesamtquecksilbergehalt mittels AAS nach vollstédndiger Reduktion. In einem
anschlieBenden Schritt wurden die Organoquecksilberverbindungen nach Zugabe
von Natriumbromid, Schwefelsaure und Kupfersulfat mit Hexan/Dichlormethan - nach
der Methode der selektiven Reduktion - extrahiert und erneut auf den
Gesamtquecksilbergehalt hin untersucht. Unter der Annahme, dass das gesamte
extrahierte Organoquecksilber Methylquecksilber ist, wurde der so ermittelte
Gesamtquecksilbergehalt mit dem Gehalt an MeHg gleichgesetzt. Diese
Vorgehensweise ermdglichte keine Aussagen uber den Gehalt der Fischeier an
anorganischen Quecksilber, da so bei 3 von 7 Untersuchungsgebieten Gehalte an
Methylquecksilber  ermittelt  wurden, welche hoher lagen als die
Gesamtquecksilbergehalte. Die Autoren erklaren diesen widersprichlichen Umstand
damit, dass die Gehalte der Fischeier an anorganischem Quecksilber nahe der
Nachweisgrenze der Methode lagen. Die teilweisen widersprichlichen Resultate von
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Johnston et al. 2001 zeigen den Vorteil der in der vorliegenden Studie verwendeten
Methode, bei der anorganisches Quecksilber und MeHg simultan bestimmt werden.
Ein weiterer methodischer Unterschied zu vergleichbaren Studien wie der von
Johnston et al. 2001 und Latif et al. 2001 ist die Art der Probennahme bzw. die Art
der Proben. Johnston et al. 2001 und Latif et al. 2001 untersuchten unbefruchtete
Fischembryonen des amerikanische Zanders (Stizostedion vitreum), die durch
Abstreichen oder durch direkte Enthahme aus dem Korper der Muttertiere gewonnen
wurden. Diese Eier hatten also keinen direkten Kontakt mit dem Umgebungswasser.
Dieser Umstand konnte die Tatsache erklaren, dass Johnston et al. 2001 - im
Gegensatz zu den hier ermittelten Ergebnissen - kein anorganisches Quecksilber in
den Fischeiern fanden.

Andererseits ist ein niedriger Gehalt an anorganischem Quecksilber in Fischeiern
nicht Gberraschend: Es ist zu erwarten, dass die relativen Gehalte an anorganischem
Quecksilber in Fischeiern, die sich noch im Koérper des Muttertieres befinden, in der
gleichen Grol3enordnung liegen wie die Gehalte an anorganischem Quecksilber in
anderem Fischgewebe. Letztere sind erfahrungsgemald sehr niedrig, da
anorganisches Quecksilber im Organismus deutlich weniger effektiv akkumuliert wird
(Watras et al. 1998).

Daher ist zu vermuten, dass anorganisches Quecksilber erst beim Kontakt der
Fischeier mit dem Seewasser aufgenommen und gegentber dem Meerwasser
angereichert wird. Die in der vorliegenden Arbeit untersuchten pelagischen Fischeier

wiesen einen durchschnittlichen Gehalt an anorganischem Quecksilber von 1,7 ug/kg

auf. Der durchschnittliche ng+-GehaIt in der offenen Nordsee betragt etwa 0,2 bis
0,5 ng/Liter, in Kistennahe bis zu 4 ng/Liter (Messprogramm Meeresumwelt 2005).
Im Vergleich zum Nordseewasser hat sich folglich der Quecksilbergehalt der
Fischeier bereits nach ca. 1 bis 10 Tagen (= die durchschnittliche Verweildauer der
untersuchten Eier im Meerwasser, Vobach pers. Mitteilung 2006) in etwa um das
1000fache bis 10000fache angereichert. Dies entspricht in etwa den von Mason et al.
(1995a, 1995c) festgestellten Akkumulationsraten des Phytoplanktons flr
Quecksilberverbindungen.

Im Gegensatz zu den in dieser Arbeit ermittelten messbaren Konzentrationen an
anorganischem Quecksilber in den untersuchten Fischeiern ergab die Analyse des
MeHg-Gehaltes ahnliche Werte wie in Johnston et al. 2001. Die pelagischen

Fischeier aus den Jahren 2002 und 2003 wiesen einen MeHg-Durchschnittsgehalt
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von 0,73 pg/kg Frischgewicht bzw. 9,43 ug/kg Trockengewicht auf. Diese Werte
liegen damit in einer &hnlichen GréRenordnung wie die meisten von Johnston et al.
2001 ermittelten MeHg Konzentrationen von 6,7 bis 24,3 pg/kg bzw. ng/g
Trockengewicht - von wenigen Ausnahmen abgesehen (s.u.).

Auch wenn die Methylquecksilberkonzentrationen in der vorliegenden Studie den von
Johnston et al. 2001 ermittelten Konzentrationen ahneln, sind die Ergebnisse nur
sehr bedingt Ubertragbar - zum einen aufgrund der oben diskutierten Unterschiede
beziglich der Probennahme, zum anderen aufgrund der Unterschiede zwischen den
untersuchten Okosystemen. So stellten Johnston et al. 2001 in manchen Gebieten
sehr viel hohere Methylquecksilberkonzentrationen fest (bis zu 769 ug/kg
Trockengewicht). Der Wasseraustausch in einem raumlich begrenzten See (wie von
Johnston et al. 2001 untersucht) ist deutlich geringer als im offenen Meer.
Kontaminationen eines Sees mit Schadstoffen wirken sich deshalb langfristig
nachhaltiger aus, da die Verdinnungs- und Austauschprozesse im offenen Meer
fehlen (der von Johnston et al. 2001 festgestellte extrem hohe Messwert von 769
ng/g liel sich durch langjdhrige Belastung des Sees mit quecksilberhaltigen
Industrieabwéssern erklaren). Zudem kénnen Bedingungen wie pH-Wert, Gehalte an
DOM, Redoxpotential und damit die Bioverfligbarkeit von Quecksilber und
Quecksilberverbindungen in einem See deutlich starker variieren als die nahezu
konstanten Bedingungen der Nordsee.

Eine derart hohe Variabilitat der Quecksilberkonzentrationen konnte in der
vorliegenden Studie nicht festgestellt werden. Zwar wurden insbesondere im
schleswig-holsteinischen Kistengewédsser und im Elbemindungsbereich im
Vergleich zu den ubrigen Untersuchungsgebieten erhdhte Konzentrationen von
anorganischem Quecksilber in den Fischembryonen festgestellt, eine derartiger
Trend konnte bei den Methylquecksilbergehalten jedoch nicht beobachtet werden.
Die in den Fischembryonen im schleswig-holsteinischen Kistengewasser und im
Elbemindungsbereich festgestellten bis zu 3fach hoéheren Konzentrationen von
anorganischem Quecksilber (Stationen 36, 43, 53 siehe Abbildungen 5.10 und 5.7)
lassen sich mit der Belastung dieser Gebiete durch Flisse wie Elbe und Weser
erklaren - denn der Haupteintragspfad von Quecksilber in die Nordsee/Deutsche
Bucht fuhrt Gber die Flusssysteme (Messprogramm Meeresumwelt 2005).

Eine Bewertung der hier vorgestellten Ergebnisse fiir das Okosystem Nordsee ist im

Rahmen dieser Studie nur bedingt moéglich, da vergleichbare Untersuchungen nicht
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existieren und zeitliche Trends noch nicht abschéatzbar sind. Der kurze Zeitraum von
2 Jahren lasst noch keine Aussage Uber einen zeitlichen Trend der Entwicklung der
Quecksilberkonzentrationen in Fischeiern zu.

Die Untersuchungen zeigen jedoch, dass Fischeier als akkumulative Bioindikatoren
sowohl fur anorganische Quecksilberverbindungen als auch fur
Organoquecksilberverbindungen prinzipiell eignen — insbesondere, da Fischeier am
Anfang der marinen Nahrungskette stehen und wichtige Nahrungsquellen vieler
Zooplankton - und Nektonorganismen sind. Steigende Belastungen von befruchteten
Fischeiern mit anorganische Quecksilberverbindungen als auch
Organoquecksilberverbindungen sind somit ein Warnsignal fur steigende
Akkumulationsraten hdherer trophischer Stufen der Nahrungskette, an deren Ende
der Mensch als Konsument von Fischen und anderer Meeresorganismen steht. Nicht
nur die Akkumulation Uber die Nahrungskette fuhrt zur Akkumulation von
anorganische Quecksilberverbindungen und Organoquecksilberverbindungen in
potentiellen Nahrungsfischen — selbst wenn Fischeier nicht von anderen
Meeresorganismen gefressen werden, kann davon ausgegangen werden, dass sich
vor allem die MeHg-Gehalte der Fischembryonen im Laufe ihrer Entwicklung zum
Fisch durch die Ernahrung mit MeHg-haltigem Plankton stets erhdhen werden
(Campbell et al. 2005).

Die hier vorgelegte Doktorarbeit bestatigt nicht nur, dass bereits Fischeier MeHg
enthalten, wie von Johnston et al. 2001 nachgewiesen, sondern weist aul3erdem
nach, dass Eier mariner Fischarten in der pelagischen Phase nach dem Ablaichen
auch anorganisches Quecksilber akkumulieren - vermutlich durch den Kontakt mit
dem Meerwasser. Die Mechanismen dieser Biokonzentrierung, die offensichtlich
bereits unmittelbar am Anfang des Lebenszyklus eines Fisches in der Eiphase
stattfindet — ohne dass aktive Nahrungsaufnahme erfolgt — sind weitgehend

unbekannt.
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5.2 Quecksilbergehalte von Klieschenfilet und Klieschenlebern (Limanda

limanda)

5.2.1 Einleitung

Neben der Untersuchung von pelagischen Fischeiern auf ihre Eignung als
akkumulative Bioindikatoren fir anorganische Quecksilberverbindungen und
Organoquecksilberverbindungen war eine weitere Aufgabenstellung der vorliegenden
Doktorarbeit die  Untersuchung der anorganischen und  organischen
Quecksilbergehalte von Klieschen-Leber und -Filet.

Die Kliesche (Limanda limanda) dient als Indikatororganismus fir biologisches
Effektmonitoring, welches die Bundsforschungsanstalt fir Fischerei im Rahmen des
Bund/Lander Messprogrammes durchfihrt. Es werden z.B. die Auswirkungen von
Schadstoffen auf die Abwehr gegen Parasitenbefall untersucht sowie die aufierlich
sichtbaren Krankheiten oder krankhaften Veranderungen der inneren Organe
Uberwacht (biologische Effekte).

Die Kliesche eignet sich aufgrund ihrer hohen Abundanz und weiten Verbreitung in
Nord-und Ostsee sowie aufgrund ihrer benthischen Lebensweise als Indikator fir
derartige biologische Effekte  von Schadstoffen. So erfasst die
Bundesforschungsanstalt fur Fischerei die Haufigkeit und regionale Verbreitung von
Leberanomalien bei Klieschen der Nordsee seit 1988 zweimal pro Jahr im Rahmen
der Uberwachung von Fischkrankheiten. Das gehaufte Vorkommen von
Lebertumoren und deren Vorstadien bei marinen Plattfischen wie der Kliesche gilt
beispielsweise als ein Indikator fur Effekte krebserregender Umweltchemikalien
(Messprogramm Meeresumwelt 2005).

Generell geht man davon aus, dass benthisch lebende Fische wie die Kliesche einen
hoéheren Gehalt an Schadstoffen aufweisen als pelagische Fische der gleichen
trophischen Ebene. Dies gilt auch fir Quecksilberverbindungen wie MeHg (Storelli et
al. 2005). Dies sollte mit der in der vorliegenden Arbeit entwickelten Methode

untersucht werden.

5.2.2 Material und Methoden

Im Rahmen von Routinearbeiten des Institutes fur Fischereidkologie zu biologischen
Schadstoffeffekten bei marinen Fischen wurden bei der 255. Reise der Walther
Herwig 11l vom 25.08. bis 09.09.2003 in 5 Nordseegebieten und einem Ostseegebiet
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jeweils 10 Klieschen (Abbildung 5.11) aus unterschiedlichen Hols enthommen. Dabei
handelt es sich ausschliesslich um weibliche Tiere, in einem Gro3enbereich von 20-
24 cm Gesamtlange. Von diesen Fischen wurde direkt nach dem Fang ein definierter
Teil des Filets (Korperoberseite zentral, oberhalb der Seitenlinie) und ein Teil der
Leber entnommen, in Cryogefal3e verbracht und in flissigem Stickstoff gelagert, um
diese spater auf deren Quecksilbersgehalte hin zu untersuchen. Durch die
zusatzliche Erfassung von makroskopisch sichtbaren &aufReren und inneren
Krankheiten und Untersuchungen Uber pathologische Anomalien der Lebern wurden
zusatzliche Informationen Utber die den Status der Proben erlangt. Abbildung 5.12
zeigt die Gebiete aus denen die Proben stammen.

Die Proben wurden gemall Anlage 8.10.2 fur die Bestimmung der Gehalte an

anorganischem und Methylquecksilber aufgearbeitet.

Abbildung 5.11 :Kliesche (Limanda Limanda. Linnaeus, 1758) Quelle: BFA-FI



5. Felduntersuchung, Ergebnisse und Diskussion -84 -

51 mmmmmmmmlﬁmmmﬁ p—— e i __m G
=18] [=]a]
’ﬁf Walther Hermdg it
59 ? 255, Reise 2%
25.8.-9.9.2003
o8 1=
- PO2 -
= nios M _
k1] 58
55 NO4 55
54 2 54
b
feor
=3 =3
52 % 52
3 2 1 [+ 1 z E 4 a [ 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16

Abbildung 5.12: Ausgewahlte Untersuchungsgebiete der Probennahme auf der 255.
Reise des FFS Walther Herwig Ill. (Enthnommen aus dem Bericht Gber die 255. Reise
FFS 'Walther Herwig I1I' vom 25.08. bis 09.09.2003; teilweise modifiziert)

5.2.3 Ergebnisse

Die Ergebnisse der Untersuchungen der Klieschenfiletproben sind in der Abbildung

5.13 zusammengefasst.
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Ergebnisse der Untersuchung von Klieschenfiletproben aus dem Jahr 2003
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Abbildung 5.13: Mittelwerte und Standardabweichungen der Gehalte an MeHg und anorganischem
Quecksilber der Klieschenfiletproben aus den unterschiedlichen Untersuchungsgebieten.

Die Ergebnisse der untersuchten Klieschenleberproben sind in der Abbildung 5.14

zusamengefasst:



5. Felduntersuchung, Ergebnisse und Diskussion - 86 -

Ergebnisse der Untersuchung von Klieschenleberproben aus dem Jahr 2003
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Abbildung 5.14: Mittelwerte und Standardabweichungen der Gehalte an MeHg und anorganischem
Quecksilber der Klieschenleberproben aus den unterschiedlichen Untersuchungsgebieten.

5.2.4 Diskussion

Die Untersuchungen an 48 weiblichen Klieschen aus der Nordsee ergaben einen
Durchschnittsgehalt von 101,4 pg MeHg/kg Frischgewicht im Filet der Tiere. Bei der
Untersuchung von 13 Filetproben der Kliesche aus der Nordsee, fanden Baeyens et
al. (2003) im gleichen Jahr der Probennahme einen durchschnittlichen Gehalt von 98
png/kg MeHg Frischgewicht. Die eigenen Ergebnisse stimmen somit sehr gut mit
denen von Baeyens et al. 2003 ermittelten tUberein und bestéatigen die Eignung der
entwickelten Methode zur Routineanalytik von MeHg in Fischfilet.

In Abbildung 5.13 ist zu erkennen, dass im Filet der MeHg Anteil am
Gesamtquecksilbergehalt deutlich Uberwiegt. Der Anteil von Methylquecksilber am
Gesamtquecksilbergehalt betrug bei den 48 untersuchten Klieschen durchschnittlich
93,6% (96,2% - 90%). Durchschnittlich liegen somit nur 6,4% des

Gesamtquecksilbers im Filet in der anorganischen Form vor.
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Baeyens et al. (2003) stellte bei den untersuchten Klieschen im Filet einen &hnlich
hohen durchschnittichen MeHg Anteil von 97,2% des Gesamtquecksilbergehaltes
fest.

Die in der vorliegenden Arbeit an Klieschen ermittelten MeHg-Anteile am
Gesamtquecksilbergehalt decken sich in hohem Mal3e mit vorangangenen
Untersuchungen anderer Fischarten: Jewett et al. 2003 ermittelten bei der
Untersuchung von Hechten in Alaska (Esox lucius) einen MeHg Anteil von 95% des
Gesamtquecksilbergehaltes, fiir die arktische Asche (Thymallus arcticus) einen Anteil
von 94% und fiur die ebenfalls untersuchten Weildfische (Coregonus sp.) MeHg
Anteile von 84% am Gesamtquecksilbergehalt. Gochfield (2003) geht generell davon
aus, dass der MeHg Anteil am Gesamtquecksilbergehalt in Fischen zwischen 75%
bis 95% des Gesamtquecksilbergehaltes liegt. Storelli et al. (2005) ermittelten
Methylquecksiberanteile von 90,8% fur die Seebarbe (Mullus barbartus) in der
italienischen Adria. Bei dem ebenfalls untersuchten Seehecht (Merluccius
Merluccius) wurde ein Anteil von 98,9% MeHg am Gesamtquecksilber festgestellt
(Storelli et al. 2005).

Die ermittelten unterschiedlichen MeHg-Gehalte der einzelnen Stationen innerhalb
der Nordsee und Ostsee lassen sich teilweise durch regionale Besonderheiten der
einzelnen Stationen erklaren. Das Gebiet JMP liegt im Einflussgebiet der Elbe und
der Weser in die Nordsee und ist durch die Quecksilbereintrage vergangener Jahre
(siehe Abbildung 5.12) durch die Flisse gepragt. Die Elbe war in den vergangenen
Jahrzehnten einer der Fliusse, die sehr stark mit Quecksilber belastet waren. Die
Einflisse einer Chlor-Alkalifabrik in der friheren Tschechischen Republik und die
Acetaldhyd-Produktion in der friheren DDR fluihrten dazu, dass die Elbe jahrlich mehr
als 25 Tonnen Quecksilber in die Nordsee eintrug (Wilken und Wallschlager, 1996).
Fir die Jahre von 1990 bis 1996 wurde ein abnehmender Trend beobachtet. Im
Sediment der Elbe wurden 1986 maximale Quecksilberkonzentrationen von 157
mg/kg Sediment ermittelt. Wilken und Wallschlager (1996) geben die natirlichen
Hintergrundgehalte von Quecksilber im Sediment mit 0,2 mg/kg an, so das dieser
natdrliche Hintergrundwert und den Faktor 700 tUbertroffen wurde.

Abbildung 5.15 zeigt die Trends in der Quecksilberbelastung in der Feinkornfraktion
(< 20 um) des Baggerguts aus dem Elbe&stuar (OSPAR 2003).
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Abbildung 5.15 Trends in der Quecksilberbelastung in der Feinkornfraktion (< 20 um) des Baggerguts
aus dem Elbeastuar (OSPAR, 2003). Die obere und untere Grenze der Elementhintergrundwerte
(BSH, Deutsche Bucht) erscheinen in der Grafik als hellblauer Balken (aus: Messprogramm
Meeresumwelt 2005).

Auch wenn diese aul3ergewdhnlich hohen Konzentrationen heute nicht mehr erreicht
werden, so sind Einflusse auf die Quecksilberkonzentrationen des Sedimentes der
Nordsee in diesem Gebiet auch heute noch sehr wahrscheinlich und kdnnten eine
Erklarung fur die erhdhten Quecksilberkonzentrationen in den untersuchten

Klieschen sein.

Wie bereits im Abschnitt 5.2.1 erwahnt, geht man davon aus, das benthisch lebende
Fische generell einen héheren Gehalt an MeHg aufweisen als pelagische Fische —
v.a. aufgrund der in und auf dem Sediment lebenden Nahrungsorganismen und der
damit verbundenen Anreicherung von Quecksilberverbindungen (dber die
Nahrungskette (Storelli et al. 2005). So ernahren sich Klieschen von Mollusken,
Schlangensternen und diversen sedimentfressenden Ringelwurmarten (z.B. Muus &
Nielsen 1999).

Die erhdhten Methylquecksilberkonzentrationen der auf den Station P02 und PO4
gefangenen Klieschen (siehe Abbildung 5.17) kénnten durch die Nahe dieser
Stationen zu einigen Erdgas- und Olférderungsplattformen in der Nordsee erklart
werden (siehe Abbildung 5.16). Erdgas enthalt, abh&ngig von der Herkunft, Gehalte
zwischen 1-11000 pg/m® gasférmiges Quecksilber. Erdgas aus Nord-Deutschland
enthalt 700-4400 pg/m?® (Galab, 2005). Da die Restkonzentrationen von Quecksilber
im Verkaufsgas max. 28 pg/m? betragen diirfen, muR eine Reinigung des Erdgases
vor dem Verkauf erfolgen. Ob die Erdgasreinigung direkt nach der Férderung auf

offener See durchgefihrt wird, ist nicht bekannt. Trotzdem konnte der im Verhéltnis



5. Felduntersuchung, Ergebnisse und Diskussion - 89 -

zu den anderen Stationen erhohte MeHg und Gesamtquecksilbergehalt der Fische
aus diesem Gebiet durch Abfallprodukte der Erdgas- und Erddélforderung erklart
werden. Es ist jedoch auch méglich, dass andere unbekannte Faktoren fur die
erhohten Gehalte an Quecksilber in Klieschen aus diesen Gebieten verantwortlich
sind.
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Abbildung 5.16: Standorte von Erdél- und Gasférderungs-Plattformen und Pipelines innerhalb der

Nordsee.
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Ergebnisse der Untersuchung von Klieschenfilet aus dem Jahr 2003
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Abbildung 5.17 Zusammenstellung der gemittelten Ergebnisse des Methylquecksilbers (rot) und

anorganischen Quecksilbers in Klieschenfiletproben.

Alle 60 untersuchten Klieschenfiletproben enthielten weniger als 500 ug
Gesamtquecksilber/kg Korpergewicht. Der hdchste Gehalt wurde in einem Tier aus
dem Gebiet NO4 ermittelt und lag bei 339,4 ug/kg Frischgewicht. Die Vorgaben des
VO 221/2002 (EU) bezuglich des maximalen Quecksilbergehaltes von Fischen gilt
somit fur alle untersuchten Klieschenfiletproben als eingehalten. Andererseits werden
durch den Verzehr einer einzigen Fischmabhlzeit dieses Fisches (200 g Filet) bereits
67 ug MeHg aufgenommen. Damit wird die maximal empfohlene wéchentliche
Aufnahmemenge der WHO von 1,6 pg/kg Koérpergewicht fir eine 85 kg schwere

Person bereits durch eine Fischmahlzeit zur Halfte ausgeschopft.

Die Ergebnisse der untersuchten Klieschenleberproben (Abbildung 5.14) zeigen,
dass insgesamt deutlich niedrigere Gehalte an MeHg in den Klieschenlebern ermittelt
wurden als in den Filetproben. Der Anteil von MeHg am Gesamtquecksilber
schwankt innerhalb der untersuchten Stationen zwischen 28- 66,3%, bei einem
Mittelwert von 46,8%, und zeigt sich somit als variabler, als das Verhéltnis von MeHg
zu Gesamtquecksilber in den untersuchten Filetproben. Baeyens et al. (2003) stellte
bei der Untersuchung von Klieschenlebern ebenfalls fest, das die MeHg Anteile am
Gesamtquecksilber in der Leber variabler sind als im Filet. Baeyens et al. (2003)

ermittelten einen durchschnittliche Anteil von MeHg am Gesamtquecksilbergehalt
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von 38,5% bei den Untersuchungen von Klieschenlebern. Diese Beobachtungen
decken sich mit den Ergebnissen der Untersuchungen von Jewett et al. (2003): In
dieser Arbeit wurde bei der Untersuchung von Hechten ein Anteil zwischen 54-69%
MeHg am Gesamtquecksilbergehalt in der Leber bestimmt. Die genauen Griunde fur
die unterschiedlichen Verhéltnisse innerhalb der Leber und des Filets sind nicht
vollstdndig bekannt. Es kann angenommen werden, dass aufgrund enymatischer

Aktivitaten innerhalb der Leber eine Demethylierung von MeHg zu Hg?* stattfindet .

Wie bei den Filetproben beobachtet, sind auch die anorganischen
Quecksilbergehalte der Leberproben aus dem Gebiet PO2 gegenuber den
Leberproben aus anderen Untersuchungsgebieten auffallig. Die Grinde fur die
hohen Gehalte des anorg. Hg®* sind nicht eindeutig zu klaren. Wie bereits erwéhnt,
konnte es einen Zusammenhang zwischen den dort ansassigen Ol- und

Erdgasforderungsanlagen und den erhéhten Quecksilbergehalten geben.

5.3 Sprotten (Sprattus sprattus)

5.3.1 Einleitung

Sprotten erndhren sich fast ausschlie3lich von tierischem Plankton und sind
wiederum eine wichtige Nahrungsquelle fur groRere Fische wie z. B. Kabeljau
(Gadus morhua). Sprotten stehen demnach in der Nahrungskette zwischen dem
untersuchten Zooplankton und Fischarten héherer Trophiestufen. Um festzustellen,
ob eine Akkumulation von organischem bzw. anorganischem Quecksilber Uber
mehrere Trophiestufen (Fischeier — Sprotte — Kabeljau) messbar ist, und ob der
Quecksilbergehalt mit der Gréf3e der untersuchten Sprotten korreliert, wurde der
Quecksilbergehalt von Sprottenproben unterschiedlicher Langenklassen mit der in

dieser Doktorarbeit erarbeiteten Methode bestimmt.

5.3.2 Material und Methoden

Bei der 237. Reise der Walther-Herwig Ill wurden neben der Entnahme der
Zooplanktonproben mehrere Grundschleppnetzfange durchgefiihrt. Bei einem dieser
Fischereihols wurden 16 Sprotten (Abbildung 5.18) unterschiedlicher LaAngenklassen

entnommen und anschliel3end bei -40°C tiefgefroren. Die Abbildung 5.19 zeigt das
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Schleppgebiet der Grundschleppfischerei, bei der die Sprottenproben genommen
wurden.

Wenige Wochen nach dem Fang wurde den Fischen ein definierter Teil des Filets

von der Oberseite entnommen und nach 8.10 aufgearbeitet.

Abbildung 5.18 Sprotte (Sprattus sprattus) (Eigenes Bild)

Die Abbildung 5.19 zeigt das Schleppgebiet der Grundschleppfischerei, bei der die

Sprottenproben genommen wurden.

Abbildung 5.19: Schleppgebiet der WH-III bei der Probenahme der Sprotten im Jahr 2002
(Entnommen aus dem Bericht tiber die 237. Reise FFS Walther Herwig Ill vom 22.02. bis 08.03.2002
teilweise modifiziert)
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5.3.3 Ergebnisse

Die Ergebnisse der Untersuchungen sind in Abbildung 5.20 zusammengefasst. Die
Gehalte an anorganischen Quecksilber sind nicht dargestellt, da alle Messwerte
unterhalb der Erfassungsgrenze lagen. Der durchschnittiche MeHg-Gehalt aller
untersuchten Sprottenfiletproben betragt 32,5 ug MeHg/kg Frischgewicht.

Methylquecksilbergehalte Sprotten aus dem Jahr 2002
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Abbildung 5.20: Gemittelte Methylquecksilbergehalte der Sprottenfiletproben

Die ermittelten Gehalte sind erwartungsgemafld deutlich hoher als die der
Fischembryonen und &hneln den von Baeyens et al. 2003 ermittelten MeHg-
Konzentrationen fur Schollen (45 pg/kg).

Ein direkter Zusammenhang zwischen GroRRenklassen der Sprotten und MeHg-
Gehalt konnte nicht festgestellt werden.

In einer vom Bundesinstitut fir gesundheitlichen Verbraucherschutz und
Veterindrmedizin (BGVV) veroffentlichten Stellungnahme vom Februar 1999 wurden
die Ergebnisse des Lebensmitelmonitoring hinsichtlich der
Quecksilberkonzentrationen verschiedener Fischarten aufgefihrt. Im Jahr 1996
wurde bei der Untersuchung von 187 Heringsproben ein Mittelwert der
Gesamtquecksilberkonzentration von 54 ug/kg Filet ermittelt. Da Heringe ein

ahnliches Nahrungsspektrum wie Sprotten aufweisen, scheint der in dieser Arbeit
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ermittelte Gehalt plausibel zu sein. Im Vergleich zu den untersuchten

Klieschenfiletproben (s.0.) sind die Gehalte an MeHg deutlich niedriger.
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6. Zusammenfassung

Quecksilberverbindungen sind ubiquitar in der Umwelt vorhanden und weltweit
verteilt. Quecksilber unterliegt, besonders in der Meeresumwelt, zahlreichen
biochemischen, physikalischen und geochemischen Umsetzungen. Der wichtigste
dabei ablaufende Prozess ist die Methylierung vom anorganischen zum organischen
Quecksilber, vor allem zum Monomethylquecksilber. Monomethylquecksilber wird in
der marinen Nahrungskette zunehmend angereichert und fihrt zu starken
Belastungen der Meerestiere mit Methylquecksilber auf hoher trophischer Ebene.
Aufgrund der sehr hohen Toxizitat von organischen Quecksilberverbindungen ist es
notig, die Routineuntersuchungen von Fischen und anderen Meerestieren zum
Gesamtquecksilbergehalt um die sog. Speziationsanalytik zu erweitern. Die
Speziationsanalytik lasst die Unterscheidung von anorganischen und organischen
Quecksilberverbindungen zu.

Ziel dieser Arbeit war die Ausarbeitung, Validierung und praxisbezogene Anwendung
einer Methode zur simultanen Bestimmung von Monomethylquecksilber und
anorganischem Quecksilber in Fischgewebe und Fischembryonen.

Bei der Ausarbeitung und Konzeption des entwickelten Analysesystems wurde Wert
darauf gelegt, dass verhaltnisméRig einfache herzustellende und preiswerte Bauteile
zum Einsatz kamen. Kapitel 8.1 beinhaltet eine SOP und eine genaue Beschreibung,
welche Komponenten fir die beschriebene Methode verwendet wurden, wie diese
hergestellt werden kénnen und wie der Zusammenbau zu erfolgen hat. So sollte es
fur viele Labore leicht moglich sein, den apparativen Aufbau nachzuvollziehen und
ihn preiswert nachbauen zu kdnnen.

Wegen der hohen Leistungsfahigkeit wurde eine gaschromatographische Trennung
mit einer selbstgepackten Saule von 75 cm Lange und 4 mm ID, gefullt mit dem
Saulenmaterial 15% OV3 on DMCS WAW, eingesetzt. Als Tragergas wird Helium 5.0
mit einer Flussgeschwindigkeit von 40 ml/min verwendet. Als Detektor kommt ein
Kaltdampf-Atomfluoreszenzdetektor (CV-AFS) zum Einsatz, der sich durch hohe
Spezifitdt und durch sehr niedrige Nachweisgrenzen fur Quecksilber auszeichnet. Die
Extraktion der Quecksilberverbindungen aus der Probenmatrix erfolgt durch
Gefriertrocknung, Mikrohomogenisation, Behandlung mit Tetramethylammonium-
hydroxidlésung und anschlieender Derivatisierung mit Natriumtetraethylborat bei

einem pH-Wert von 4,75 (Natriumacetat/Essigsaurepuffer).
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Besonders fettreiche Proben (>10% Fett) kdnnen vor der Extraktion entfettet werden.
Die ethylierten Quecksilberspezies lassen sich mit Hilfe eines Argon 5.0-Gasstromes
aus der Probenaufschlusslésung austreiben und auf dem Adsorbens Tenax-TAZ
anreichern. Durch Aufheizen des Tenax-TA? erfolgt die Probenaufgabe in den
isothermisch arbeitenden Gaschromatographen. Nach der Trennung der
derivatisierten Quecksilberspezies erfolgt dann eine Pyrolyse in einem elektrisch
beheizten Quarzrohr mit eingesetztem Platinnetz. Durch die Pyrolyse werden die
Quecksilberderivate zu Hg® reduziert und mit Hilfe des AFS-Detektors detektiert.

Die Validierung der Methode in Anlehnung an die EURACHEM-RIchtlinien
(EURACHEM 1998, QUAM 2000) macht deutlich, dass die entwickelte Methode flr
den beabsichtigten Zweck geeignet ist und die erforderlichen Qualitatskriterien erfullt.
Durch die entwickelte Messanordnung wurden Nachweisgrenzen von
0,95710° gxkg™ fir Methylquecksilber und 1,94 ~10° gxkg™fiir anorganisches

Quecksilber bei der Untersuchung von Kabeljauleber erreicht.

Die Untersuchung der zertifizierten Referenzmaterialien CRM TORT-2 (Hummer
Hepatopankreas), NIST-2976 (Muschelfleisch) und BCR CRM 414 (Plankton) zeigt

eine gute Ubereinstimmung der Messergebnisse mit den zertifizierten Werten.

Bei der Untersuchung von ca. 100 Proben pelagischer Fischembryonen, etwa 60
Klieschenfilet- und 60 Klieschenleberproben und 16 Sprottenproben wurden
ebenfalls Ergebnisse ermittelt, die sich gut mit Ergebnissen aus anderen Studien
decken bzw. im Falle der Fischembryonen sehr plausibel erscheinen. Die Ergebnisse
zeigen, dass die entwickelte Methode geeignet ist, die Routineanalytik des
Gesamtquecksilbergehaltes der Bundesforschungsanstalt flr Fischerei um den

Parameter MeHg zu erweitern.
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6.1 Summary

Mercury and its compounds are widely distributed in the biosphere.

The dominant mechanism for the current global mercury cycle is atmospheric transport of
gaseous (elemental) mercury of natural and anthropogenic origin and its rapid exchange
between the atmosphere and the mixed layer of the world oceans. Today, even remote areas
give evidence of mercury pollution originating from anthropogenic sources.

The major (chemical) forms of mercury occurring in marine waters are elemental mercury
(Hg®), inorganic mercury (Hg®) and organic mercury species, particularly
monomethylmercury (CHsHg"). Monomethylmercury is a bioaccumulative environmental
toxicant and its toxic effects have been associated with human death and several ailments
that include cardiovascular diseases, anemia, kidney and liver damage, developmental
abnormalities, neurobehavioral disorders, autoimmune diseases and cancers in experimental
animals. Monomethylmercury plays an important role in environmental pollution, as it can be
both anthropogenically introduced, and naturally formed via so-called bio-methylation
processes. Methylation of mercury is a key process in the bio-geochemical mercury cycle.

It is necessary to speciate and hence distinguishes between inorganic mercury and
methylmercury, because the latter is more toxic and more efficiently retained by marine
organisms than the first. Speciation also enables a better understanding of the biochemical
cycling of mercury in the marine environment.

The aim of this study was the development of an inexpensive analytical tool appropriate for
future studies of the accumulation of mercury species and their possible impact on marine
biota, primarily fish and zooplankton. For this purpose, a sensitive and reliable method for the
simultaneous speciation analysis of monomethylmercury and inorganic mercury has been
elaborated. Furthermore, it was tested if this elaborated method is suitable for simultaneous
determination of monomethylmercury and anorganic mercury in different tissues of pelagic
and benthic fish species as well as in pelagic fish eggs.

A hyphenated instrumental technique, consisting of purge-and-trap injection-gas
chromatography-atomic fluorescence detection after in-situ derivatisation (alkylation) with
sodium tetraethylborate was used. The biological material to be analysed was freeze-dried
and solubilised with tetramethylammoniumhydroxide (TMAH). A sub-portion of the solution
obtained was introduced into an actetate buffer solution (pH 4.75) and the
sodiumtetraethylborate (NaB(C,Hs);) reagent was added. The mercury derivatives
(CH3)Hg(C,Hs) and (C,Hs)HQ(C,Hs) formed were purged from the reaction mixture with an
inert gas (Ar), pre-concentrated (trapped) on a Tenax-TA column, from which they were
subsequently thermally desorbed (250°C), transferred to a gas chromatograph and

separated on an isothermally (85°C) heated column packed with 15% OV-3 on Chromosorb
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W (He as carrier gas). The mercury derivatives eluting from the GC were pyrolysed in a
heated quartz tube (1150°C) interfacing the outlet of the gas chromatograph with an atomic
fluorescence spectrometer (AFS) for Hg® detection at 253.7 nm. The minimum detectable
determinant concentration (detection limit) and the minimum quantifiable determinant

concentration (quantification limit) estimated for monomethylmercury was 0.95 and 2.85
“10°gxkg™ respectively, and for inorganic mercury 1.94 and 5.82 “10°gxkg™

respectively.

For the purpose of estimating trueness (expressed in terms of bias) as part of method
validation certified reference materials NRCC-TORT-2 (lobster hepatopancreas reference
material for trace metals), NIST-2976 (Mussel tissue) and BCR 414 (Plankton) were
analysed.

The results of the validation analyses showed that the analytical variance for both
monomethylmercury and inorganic mercury respectively was sufficiently small to permit
detection of the heterogeneous distribution of the two mercury species within and between a
finite number of individual fish specimens. In addition, recovery experiments using cod liver
as test material were carried out. Based on the data obtained bias could not be detected for
the analytical method tested (P = 0.95).

In addition, monomethylmercury and inorganic mercury contents in 100 samples of pelagic
fish eggs and about 60 liver an muscle tissue samples of dab (Limanda limanda) and 16
samples of sprat (Sprattus sprattus) were determined. The results showed that the
monomethylmercury and inorganic mercury contents found in liver and muscle tissue of dab
were similar to concentrations found in earlier studies using other techniques. Furthermore,
the methylmercury and inorganic mercury contents found in the dab and sprat samples were
comparable to those found in other marine and limnic fish species.

Moreover, the method was sufficiently sensitive to determine simultaneously
monomethylmercury and inorganic mercury contents in pelagic fish eggs.

Therefore, the method elaborated in this study is suitable for routine monomethylmercury
and inorganic mercury speciation analysis in zooplankton and fish and therefore the tool of
choice to study the accumulation of mercury species and their possible impact on marine

organisms.
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1. Einleitung

1.1 Aufgabenstellung

Die generelle Einschatzung der Metallverbindungen als fur den marinen Lebensraum
gefahrliche Stoffe findet ihren Ausdruck in dem Ubereinkommen zum Schutz der
Meeresumwelt des Ostseegebiets (HELSINKI KONVENTION, 1992) und dem
Ubereinkommen Gber den Schutz der Meeresumwelt des Nordostatlantiks (OSLO und PARIS
KONVENTION, 1992). Beide Ubereinkommen zahlen Schwermetalle und ihre
Verbindungen zu den “Priority groups of harmful substances”, deren Verwendung
vermieden oder zumindest erheblich eingeschréankt und deren Vorkommen regelméRig
uberwacht werden soll. Gleiches gilt entsprechend fur das ,,Bund/L&nder Messprogramm fiir
die Meeresumwelt von Nord- und Ostsee” (BLMP Nord- und Ostsee).

Die im Rahmen des BLMP Nord- und Ostsee und der Monitoringprogramme der
Meeresschutzibereinkommen  von  Oslo, Paris und  Helsinki  durchgefiihrten
spurenanalytischen Untersuchungen beschrénkten sich bisher auf die Bestimmung der
Gesamt-Quecksilbergehalte von Meerestieren ohne Unterscheidung des Anteils einzelner
definierter Quecksilberverbindungen (Quecksilberspezies) am Gesamt-Quecksilbergehalt.
Speziierungsanalyse ist gemal einer von der IUPAC erarbeiteten Definition ,,die analytische
Aktivitat zur Identifizierung und Bestimmung der Mengen einer oder mehrerer individueller
chemischer Spezies™, wobei letztere eine spezifische Form eines Elementes mit definierter
molekularer, komplexer oder nuklearer Struktur oder einer Wertigkeitsstufe darstellen
(Templeton et al. 2000).

Ziel des vom Umweltbundesamt geférderten Forschungsvorhabens war es daher, ein
einfaches und  kostenglnstiges analytisches  Verfahren zur Bestimmung der
Quecksilberspezies Monomethylquecksilber in Fischen (Gewebe- und Organproben) und
Zooplankton auszuarbeiten und zu validieren, so dass die Forderungen nach einer geeigneten
Methode, die im Rahmen der oben genannten Uberwachungsprogramme eingesetzt werden
kann, erfullt werden. Ferner ist wichtig, dass weitergehende Erkenntnisse (ber die
Mechanismen, welche die Bio-Transformation des Quecksilbers im Meer und den Kreislauf
des Quecksilbers zwischen Meer und Atmosphére steuern, sich nur gewinnen lassen, wenn
die dazu notwendige Speziierungsanalyse des Quecksilbers zuverlassig beherrscht wird.
Hierzu soll das Forschungsvorhaben ebenfalls beitragen.

Da nach gegenwadrtigem Kenntnisstand in Fischen und Zooplankton nur die beiden

Quecksilberspezies Monomethylquecksilber und anorganisches Quecksilber vorkommen,
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wurde die Aufgabenstellung dahingehend erweitert, eine Methode auszuarbeiten, die es
erlaubt, beide Spezies in einem Arbeitsgang zu bestimmen.

Diese Arbeit wurde vom 1.10.2000 bis zum 30.12.2002 in der Bundesforschungsanstalt fir
Fischerei im Institut fiir Fischereiokologie (IFO) angefertigt. Dieses Institut befand bzw.
befindet sich in einer Phase groRer Veranderungen. Dazu gehorten zwei Standortwechsel und
mehrere Raumwechsel an den jeweiligen Standorten. Dies bedeutete, dass unvorhersehbare
zeitliche Verzdgerungen bei der Durchfihrung der projektbezogenen Arbeiten auftraten und
teilweise unter Bedingungen gearbeitet werden musste, die spurenanalytische Arbeiten enorm
erschwerten. Trotz dieser Widrigkeiten ist es gelungen, die gestellte Aufgabe zu 16sen und

eine Methode zu entwickeln, die fir den vorgesehenen Untersuchungszweck geeignet ist.

1.2 Planung und Ablauf des Forschungsvorhabens

Die urspriingliche Planung des Forschungsvorhabens sah vor:

Installation einer Messanordnung durch Kopplung eines Fliel3injektions-Kaltdampf-
Atomabsorptionsspektrometers (Flow Injection Mercury System — FIMS) mit einem

Gaschromatographen.

Herstellung und Uberpriifung einer geeigneten Trennséule fiir die isotherme

Gaschromatographie von Alkylquecksilberderivaten.

Auswahl und Uberpriifung eines geeigneten Adsorbens zur Anreicherung von
Alkylquecksilberderivaten und Optimierung der Arbeitsbedingungen fur die Vor-

Séulen-Sorption und -Desorption .

Uberpriifung und Optimierung der technischen Merkmale eines beheizbaren Interface

fur die Pyrolyse der Alkylquecksilberderivate.

Untersuchung und Optimierung des alkalischen Aufschlusses von verschiedenen

biologischen Probenmatrices wie Fischproben und Zooplankton.
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Untersuchung und Optimierung der Ausbeute an Alkylguecksilberderivaten in
Abhéngigkeit von Probenmatrix, pH-Wert, Reaktionszeit und -temperatur sowie

Reagenzmenge.

Ermittlung der Merkmalswerte des Analysenverfahrens gemaf ,,Leitlinie zur
Methodenvalidierung®” (Wellmitz et al., 1999).

Der Ablauf des VVorhabens erfolgte entsprechend der Planung.

Lediglich der Versuch, die FlieRinjektion mit der Gaschromatographie zu koppeln misslang.
Vermutlich sind die Materialien der Mischkammer und die Schlduche der FIMS durchldssig
fur die Alkylquecksilberderivate oder adsorbieren diese. Daflr spricht, dass intensives Spilen
des Flielinjektionssystems mit organischen Ldsungsmitteln eine kurzzeitige Verbesserung
brachte, so dass ca. zwei Analysen durchgefuhrt werden konnten, bevor wieder
unkontrollierbare Verluste auftraten. Da diese Malinahmen allerdings sehr zeit- und
kostenintensiv waren und zudem groRe Mengen an organischen Lésungsmitteln verbrauchten,

wurde von dem Vorhaben der FIMS-Kopplung Abstand genommen.

1.3 Wissenschaftlicher und technischer Stand, an den bei dem

Forschungsvorhaben angeknipft wurde

1.3.1 Globaler Quecksilberkreislauf

Quecksilber gelangt aus naturlichen und aus anthropogenen Quellen in die Umwelt und wird
aufgrund seiner Flichtigkeit weitrdumig und weltweit tber die Erdatmosphdre transportiert.
Nach einer von der Oslo- und Paris- Kommission verdffentlichten Studie wird jéhrlich etwa
2500 t Quecksilber aus natiirlichen Quellen und etwa 3600 t aus anthropogenen Quellen in die
Erdatmosphére emittiert (OSPAR/SIME 2000). Daraus resultiert ein geschatzter
durchschnittlicher Quecksilbergehalt der Erdatmosphare von etwa 1,9 “10°%g m™. Dies
stimmt gut (iberein mit Messwerten von 1-2710°g m™, die von Slemr und Langer (1992),
Mason et al. (1994a, 1994b) und Pierrone et al. (1996) im letzten Jahrzehnt des 20.
Jahrhunderts in verschiedenen Regionen der Erde ermittelt wurden. Daten (Uber
atmospharische Quecksilbereintrage fir verschiedene Regionen der Erde sind in Tabelle 1

zusammengestellt.
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Tabelle 1: Geschétzte durchschnittliche Eintrdge (wet depositional flux) von Quecksilber in die
Ozeane und auf das Land fur verschiedene Regionen der Erde (auszugsweise entnommen aus Mason
etal., 1994a).

Region Atmosphérische
(geographische Quecksilbereintrage
Breite) ("10°gm?h?)
Ozean Land
70-90° N 0,077 0,0114
30-70°N 0,88 1,80
10-30°N 1,08 2,26
10°N-10°S 0,54 1,44
10-30°S 0,47 1,1
30-70°S 0,43 0,97
70-90°S 0,015 0,037

Die geschatzten Eintrage von Quecksilber in die Atmosphare durch Verflichtigung (evasional

flux) aus verschiedenen Meeresgebieten gibt Tabelle 2 wieder.

Tabelle 2: Literaturzusammenstellung tber geschétzte, aus dem Meer in die Atmosphdre austretende

Quecksilbermengen (evasional flux)

Gebiet Verflichtigung Literaturstelle

(Evasional Flux)

("10°gm?h?)

North Atlantic Ocean 15,8 £10,8 Mason et al., 1998

Equatorial Pacific Ocean 1,33-12 Mason und Fitzgerald, 1993

N. Pacific Ocean 0,25 Mason und Fitzgerald, 1996
North Sea (entire) 0,92-1,83 Coquery and Cossa, 1995
North Sea (Central) 1,23 Leermakers et al., 1997

North Sea (Southern Bight) 0,88 - 2,17 Baeyens und Leermakers, 1998
Baltic Sea (average summer) |1,58 Wangberg et al., 2001

Baltic Sea (average winter) |0,83 Wéngberg et al., 2001
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Zwischen der Erdatmosphare (dem unteren Bereich der Erdatmosphare, der sog. Troposphare)
und den Ozeanen wird Quecksilber stdndig ausgetauscht (Kreislauf des Quecksilbers
zwischen Ozeanen und Atmosphare). Mason et al. (1994a) schatzten, dass sich infolge dieses
Austausches und  der vermehrten  anthropogenen  Quecksilberemissionen  der
Quecksilbergehalt der Meere in den zurtickliegenden 150 Jahren von 3611 t (entspricht
0,1710°g I"") auf etwa 10.832 t (entspricht 0,3 “107° I') erhohte. Die von verschiedenen
Gruppen im Wasser der Ozeane gemessenen Quecksilbergehalte lagen zwischen 0,1 und
1710 I"* (Mason und Fitzgerald 1993, 1996; Mason et al. 1995b, 1998; Baeyens und
Leermakers 1998).

1.3.2 Biotransformation des Quecksilbers

An den Austauschprozessen zwischen Erdatmosphdare und Ozeanen sind verschiedene
chemische Formen (Spezies) des Quecksilbers beteiligt, namentlich elementares Quecksilber
(Hg®), anorganisches Quecksilber (Hg**-Salze) und die ausgesprochen neurotoxischen
Verbindungen Monomethylquecksilber (CHsHg™) und Dimethylquecksilber (CHzHgCHs).
Mit der Nahrung aufgenommene organische Quecksilberverbindungen werden Uber den
Gastrointensinaltrakt resorbiert und besitzen die Eigenschaft die Blut-Hirnschranke und die
Plazenta durchdringen zu koénnen. Im Gehirn werden sie angereichert und langsam zum
anorganischen Quecksilber umgewandelt. Dieses wiederum bindet kovalent an Sulfhydryl-
Gruppen und inhibiert so zahlreiche wichtige neuronale Enzymsysteme. Diese Eigenschaft
erklart die groRe Neurotoxizitat der organischen Quecksilberverbindungen. Besonders stark
von diesen toxischen Wirkungen sind Foten und Kinder betroffen, deren Gehirn sich noch in
der Entwicklungsphase befindet. Zusatzlich wird auch eine mutagene Wirkung diskutiert.
Ergebnisse von Untersuchungen zur Aufklarung von Mechanismen, nach denen Quecksilber
in einem natdrlichen Prozess in seine verschiedenen Spezies umgewandelt (biotransformiert)
wird, sind mehrfach in der Fachliteratur mitgeteilt worden (Wood et al. 1968, 1975, Jensen
und Jernelév 1969a, 1969b, Kim und Fitzgerald, 1986, Mason und Fitzgerald, 1990, Baeyens
et al., 1991, Mason und Fitzgerald, 1993, 1996, 1995b, Cossa et al. 1994, Mason et al. 1993,
1994a, 1994b, 1995a, 1995c, 1998, 1999, Fitzgerald, 1995, Fitzgerald und Mason, 1996,
Horvat, 1996, Coquery et al., 1997, Leermakers et al., 1993, 1995, 1997, 2001, Benoit et al.,
1998, Bloom et al. 1999, Lamborg et al.,1999, Mason und Sullivan 1999, EMEP, 2001,
Wangberg et al.,, 2001). Pongratz und Heumann (1998) fanden hohe Gehalte an

Organoquecksilberverbindungen in abgelegenen Regionen der Ozeane mit hoher biologischer
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Aktivitat (Sud-Atlantik, Arktis, Std-Pazifik). Weiterhin konnten sie in Modellexperimenten
die Bildung von Methylquecksilber durch polare Makroalgen belegen.

Es sind im wesentlichen zwei von Mikroorganismen gesteuerte Mechanismen, die bei der
Biotransformation im Wasser bzw. in Sedimenten wirksam werden: Beim ersten wird Hg®*
aus HgS durch Oxidation des Sulfids tber Sulfit zum Sulfat 16slich gemacht. AnschlieRend
wird Hg** durch Nicotinamid-Adenin-Dinukleotid (NADH) zu Hg° reduziert, dessen
Dampfdruck so hoch ist, dass es in die Gasphase (d.h. in die Atmosphare) Ubergehen kann.

Beim zweiten Mechanismus wird Hg®* zu Monomethyl- und Dimethylquecksilber methyliert.
Dabei wirken Methylcorrinoide (Methyl-Vitamin-By,) als Ubertrager der CH; - Gruppe auf

Hg?*. Dimethylquecksilber ist fliichtig, gelangt in die Atmosphare und wird dort durch die
UV-Strahlung zu Hg’ , Methan und Ethan photolysiert. Monomethylquecksilber hingegen
verbleibt zum grof3en Teil in der Wasserphase bzw. im Sediment und wird von den im Wasser
lebenden Tieren und Pflanzen in unterschiedlichem Male akkumuliert.

Boening (2000) stuft die dkotoxikologische Geféahrlichkeit von Methylquecksilber hoher als

die von anorganischem Quecksilber ein.

1.3.3 Bioakkumulation/-magnifikation des Quecksilbers

Im  Meerwasser liegt der Gehalt an  Alkylquecksilberspezies (Mono- und
Dimethylquecksilber) mit Konzentrationen um 1°10%%g I"* im extremen Spurenbereich, das
sind etwa 0,1% des Gesamtquecksilbergehaltes (Mason und Fitzgerald, 1993; Cossa et al.,
1994, 1997). Mason et al. (1995a, 1995c, 1996) zeigten, dass auf der unteren Ebene des
marinen  Nahrungsnetzes anorganisches  Quecksilber und Monomethylquecksilber
gleichermaBen durch das Phytoplankton aufgenommen und etwa um den Faktor 10° bis 10°
gegeniiber dem Wasser angereichert (biokonzentriert) werden. Dimethylquecksilber wird
nach bisherigem Kenntnisstand nicht bioakkumuliert, da es, wie bereits erwahnt, relativ
schnell aus dem Wasserkdrper in die Atmosphare entweicht.

Innerhalb des marinen Nahrungsnetzes wird Quecksilber schrittweise weiter angereichert,
wobei sich der Anteil des Monomethylquecksilbers am aufgenommenen Gesamtquecksilber
von < 1% bis zu etwa 10% auf der Ebene des Phytoplanktons, auf annahernd 100% auf der
Ebene der Fische und marinen Sédugetiere erhéht (von Burg und Greenwood 1991; Bloom
1992; Suedel et al. 1994; Hill et al. 1996). Uberzeugende Erklarungen fir die selektive
Bioakkumulation des Monomethylquecksilbers, wie Tabelle 3 veranschaulicht, fehlen bisher
noch.
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Tabelle 3 : Quecksilber in pflanzlichen und tierischen Organismen verschiedener Regionen des

Atlantischen Ozeans, sowie der Nord- und Ostsee (Gesamtquecksilbergehalte bezogen auf

Trockensubstanz)
Bezeichnung des Gesamt-Hg Durchschnittlicher  Anteil
Untersuchungsmaterials (107° g xkg) des Monomethyl-Hg am
Gesamt-Hg (%)
Phytoplankton 10-100 10
Makrophyten 20-120 15
Mollusca (Weichtiere) 20-2.600 30
Crustacea (Krebstiere) 60-1.700 40
Annelida (Ringelwirmer) 10-400 40
Fische (Hering, Kabeljau, Schellfisch, 30-4.300 95
Scholle)
Thunfisch 150-7.500 98
Muskelgewebe 30-6.100 98
Meeressaugetiere (
Leber 500>10.000 98<10%*)

*)Bei alten Tieren Abbau des Monomethyl-Hg zu anorganischem Hg (Demethylierung in der Leber).

Alle bisher an  Meerestieren durchgefiihrten  Untersuchungen  zeigten, dass
Monomethylquecksilber nicht im Fettgewebe, sondern im Eiweil} des Muskelgewebes und der
inneren Organe akkumuliert wird. Hier findet das CHs;Hg"-Kation aufgrund seiner Neigung,
mit nukleophilen Liganden stabile Komplexe zu bilden, ausreichend Bindungspartner.

Nach Rabenstein (1978) kann CHsHg" mit solchen Stoffen auch verinderliche Bindungen
eingehen, die mehrere reaktive Gruppen enthalten. So verbindet sich CHsHg" beispielsweise

bei niedrigem pH-Wert mit der Aminosdaure Glycin bevorzugt zu HzN*CH,CO,HgCH;
(Assoziation mit der Carboxylgruppe), bei hohem pH-Wert dagegen zu CHzHgNH ; CH,CO,

(Assoziation mit der Aminogruppe).

Die Mutagenitit von CHsHg® wird mit seiner Affinitit zu den in 1- und 3-Stellung
befindlichen Stickstoffatomen der Purin- bzw. Pyrimidin-Nukleoside und-Nukleotide
zuruckgefuhrt. Die starksten Komplexe werden mit den Pyrimidinbasen Uracil und Thymin
gebildet (Mansy et al., 1974).
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1.3.4 Speziierungsanalyse des Quecksilbers

Zahlreiche Arbeiten der vergangenen Jahre geben eine Ubersicht tber das wachsende
wissenschaftliche Interesse an der Speziierungsanalyse von Organometall- und
Organoquecksilberverbindungen (Puk und Weber, 1994a, Szpunar-Lobinska et al., 1995,
Horvat, 1996, Uria und Sanz-Medel, 1998, Craig et al., 1999, Quevauviller, 2000,
Quevauviller et al., 2000, Adams et al., 2001).

Nachfolgend  werden  verschiedene  Mdglichkeiten ~ der  Bestimmung  von
Monomethylquecksilber kurz vorgestellt:

1.3.4.1 Solvent-Extraktions-Gaschromatographie-Methode (SE/GC-Methode)

zur spezifischen Bestimmung von Monomethylquecksilber

Grundlagen zur chemischen Charakterisierung von Organoquecksilberverbindungen der
allgemeinen Struktur RHgX, mit R= Alkyl- oder Arylrest, X= nukleophiler Ligand) sind von
Simpson  (1961) gelegt  worden. Aufgrund der von ihm  ermittelten
Komplexbildungskonstanten flr eine Reihe von nukleophilen Liganden entwickelte West66
(1966, 1967, 1968 ) eine geeignete Analysenmethode, in der Monomethylquecksilber
zunéchst aus seiner Bindung an Matrixbestandteile durch Behandlung mit HCI, HBr oder HJ
freigesetzt und als Monomethylquecksilberhalogenid (Halogenkomplex) mit einem
organischen Losungsmittel extrahiert wurde. In einem Reinigungsschritt  wurde das
Organoquecksilber als Cystein-Komplex in die wassrige Phase uberfihrt, aus der es
wiederum nach Umsetzung mit Halogenwasserstoff freigesetzt und erneut als
Monomethylquecksilberhalogenid mit einem organischen Losungsmittel re-extrahiert wurde.
Die Bestimmung des Monomethylquecksilberhalogenids erfolgte durch Gaschromatographie
unter Verwendung eines Elektroneneinfangdetektors (ECD).

Im Verlaufe des gaschromatographischen Trennprozesses kdnnen unkontrollierte Verluste des
Monomethylquecksilbers durch thermische Zersetzung auftreten. O’Reilly (1982) sowie
Hight und Corcoran (1987) schlugen vor, dieser thermischen Zersetzung durch eine
Passivierung der Trennsaule (z.B. durch mehrmalige Injektion einer Hg* -chloridlésung)
entgegenzuwirken.

Modifikationen des von Westd6 entwickelten Verfahrens beinhalten einen Austausch der
Cysteinlésung durch Cystein-impréagniertes Papier (Horvat et al., 1990 ) oder die Verwendung
eines Anionenaustauschers an Stelle des Reinigungsschrittes mit einer Sulfhydrylverbindung
(Stoeppler et al., 1992 ). Eine Verbesserung der Spezifitat des Verfahrens wurde dadurch
erreicht, dass man den Ausgang der GC-Sé&ule Uber ein Interface mit einem
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elementspezfischen Detektor koppelte (Harrison und Rapsomanikis, 1989 , Lansens et al.,
1991, Harms, 1992, Carro-Diaz et al., 1994 ).

Ein Nachteil der SE/GC Methode besteht darin, dass nur Monomethylquecksilber bestimmt
werden kann. Der Anteil an anorganischem Quecksilber (Hg?*) wird indirekt ermittelt, indem
der Monomethylquecksilbergehalt von dem Gesamtquecksilbergehalt abgezogen wird.
GemaR Fehlerfortpflanzungsgesetz ist die Ergebnisunsicherheit des indirekt bestimmten

Gehaltes an anorganischem Quecksilber relativ hoch.

1.3.4.2 Methode der selektiven Reduktion

Die Reduktion des Quecksilber(I1)-Kations zu metallischem (elementarem) Quecksilber stellt
die zentrale Reaktion fur die atomspektrometrische Quecksilberbestimmung nach der sog.
Kaltdampftechnik dar. Bei der Formulierung von Redoxsystemen zur differenzierten
Bestimmung der Hg-Bindungsformen ging man davon aus, dass mit bestimmten
Reduktionsmitteln nur anorganisches Quecksilber umgesetzt wird, wahrend organisch
gebundenes Quecksilber aufgrund seiner geringeren Reaktivitat innerhalb einer vorgegebenen
Reaktionszeit nicht reduziert wird. Erst unter der katalytischen Wirkung von bestimmten
Schwermetallionen  und  Verwendung eines  Reduktionsmittels mit  einem
Normalredoxpotential E° von mindestens -0,5 Volt gelingt dann die Freisetzung von
elementarem Hg aus der organischen Bindung (Harms und Luckas, 1984 und andere dort
zitierte Autoren).

Bei der von Magos (1971) benutzten Methode wurde SnCl; als Reduktionsmittel benutzt, um
anorganisches Quecksilber zu reduzieren, wahrend das Gesamtquecksilber (bestehend aus
anorganisch plus organisch gebundenem Quecksilber) durch Reduktion mit einem Gemisch
aus SnCl, und CdCl,, letzteres als Katalysator, um die Reduktion von organischem Hg zu
beschleunigen, bestimmt wurde. Die Differenz aus Gesamtquecksilber und anorganischem
Quecksilber bildete den Gehalt an organischem (=Monomethyl-) Quecksilber. Andere
Autoren haben diese Methode, insbesondere die Bedingungen der Extraktion der
Quecksilberverbindungen aus der Probematrix, weiterentwickelt (Oda und Ingle, 1981,
Filippelli, 1987, Harms und Luckas, 1984, Gutierrez et al. 1993 und Limaverde und de
Campos 1999, Ubillus et al., 2000). Die Methode der selektiven Reduktion hat den Vorteil der
besonderen Eignung fiir Routineuntersuchungen, aber den Nachteil, dass eine
speziesspezifische Identifizierung des organisch gebundenen Quecksilbers unterbleibt.
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1.3.4.3 Hydrid-Methode (Derivatisierung mit Natrium-Tetrahydroborat)

Filippelli et al. (1992) verwendeten erstmals Natrium-Tetrahydroborat (NaBH,) als Reagenz
zur Erzeugung des flichtigen Monomethylquecksilberhydrids (CHsHgH):

CH3Hg" + NaBH, + 3H,0 << CH3HgH + 3H, + H3BO3 + Na* .

Monomethylquecksilberhydrid  wurde dann mittels Headspace-GC und Fourier
Transformations-Infrarot-Spektrometrie (FTIR) bestimmt. Wegen der hohen Nachweisgrenze
von absolut 200 ng CH3HgH erwies sich die von Filippelli et al. (1992) beschriebene Hydrid-
Methode fur die Analyse von Umweltproben als ungeeignet.

Puk und Weber (1994b) entwickelten die Hydrid-Methode weiter und erzielten eine erheblich
niedrigere Nachweisgrenze von absolut 50 pg CHsHgH. Sie zeigten, dass nur bei Einhaltung
spezieller Reaktionsbedingungen (Ausschluss von Sauerstoff und oxidierenden Reagenzien)
eine vollstdndige Umsetzung des Monomethylquecksilbers zum Hydrid erfolgt. Andernfalls
kann das NaBH, freie Radikale bilden, welche die Kohlenstoff-Quecksilber-Bindung spalten,
so dass das CHsHg" zu elementarem Quecksilber (Hg®) reduziert wird. Es lasst sich dann
nicht mehr von dem gleichfalls zu elementarem Quecksilber reduzierten Hg®* unterscheiden.
Zahlreiche Autoren verwendeten diese Technik (Craig et al., 1992, Ritsema und Donard,
1994, Martin und Donard, 1995, Gerbersmann et al., 1997, Tseng et al., 1997, und 1998, Bin
et al., 1998, Reuther et al., 1999).

1.3.4.4 Derivatisierung mit Hilfe der Grignardreaktion

Eine weitere Derivatisierung der Methylquecksilberverbindungen ist mit Hilfe der
Grignardreaktion moglich (Bulska et al., 1991, Frech et al., 1998). Dabei werden die
Organometallverbindungen alkyliert und so in fliichtige Verbindungen umgesetzt.

Emteborg et al. (1999) berichtet von Problemen mit Spektralinterferenzen und Stérungen bei
der Alkylierung von Quecksilberspezies mit Grignardreagenzien. Die Stérungen, die sich
durch verénderte Hintergrundwerte des Detektors bemerkbar machten, wurden auf gebildete
fluchtige Nebenprodukte der Grignardreaktion zurlckgefihrt. Diese entstehen wahrend der
Butylierung mit Butylmagnesiumchlorid in THF.

Ein Vorteil der Grignardreaktion liegt in der variablen Wahl der Alkylierungs-Gruppen, da
die Alkylgruppe durch entsprechende, relativ leicht herzustellende Grignardreagenzien

gewahlt werden kann.
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1.3.4.5 Derivatisierung mit Natrium-Tetraethylborat (Alkylierungs-Methode)
Bei der Derivatisierung mit Natrium-Tetraethylborat (STEB, Alkylierungs-Methode) werden
im Untersuchungssubstrat sowohl anorganisches Quecksilber als auch

Monomethylquecksilber simultan zunéchst in leicht fliichtige Ethylderivate tberfihrt:

Hg?* + 2 NaB(CzHs)s << (CaHs)Hg(CzHs) + 2Na* + 2B(CyHs)s;

(CH3)Hg" + NaB(C;Hs)s << (CH3)Hg(CoHs) + Na" + B(CzHs)s.

Details der Reaktion sind bei Rapsomanikis und Craig (1991) und Rapsomanikis (1994)
beschrieben. Nach Freisetzung und anschlielender Zwischenanreicherung (purge and trap)
der Ethylderivate in einer Kihlfalle, an geeigneten Adsorbermaterialien oder in einem
organischen L&sungsmittel, werden diese gaschromatographisch getrennt (Bloom, 1989,
Rapsomanikis und Craig, 1991, Yong und Bayona, 1995). Die quantitative Bestimmung
erfolgt durch Kopplung mit einem nachweisstarken elementspezifischen Detektor, z.B. Atom-
Absorptionsspektrometer (Rapsomanikis und Craig, 1991, Fisher et al., 1992,), Atom-
Emissionsspektrometer (Bulska et. al., 1991, Carro-Diaz et al., 1994, Donais et al., 1996
Ceulemans und Adams, 1996, Gerbersmann et al.,, 1997, Cai et al., 2000), Atom-
Fluoreszenzspektrometer oder Massenspektrometer bzw. ICP-MS (Armstrong et al., 1999,
Bloom, 1989, Bloom und Fitzgerald, 1988, Lansens et al., 1991, Horvat et al., 1993,
Hintelmann und Wilken, 1993, Liang et al., 1994, Slaets et al., 1999, Cai et al., 2000).

1.3.5 Methoden der Probenvorbereitung

Biologisches Untersuchungsmaterial muss zun&chst vorbehandelt werden, um die
Quecksilberverbindungen fur die Derivatisierung verfliigbar zu machen. Dieses kann durch
einen schonenden alkalischen Aufschluss mit oder ohne Mikrowellenbestrahlung (Bloom,
1989, Fischer et al., 1993, Harms, 1994, Lee et al., 1994, Liang et al., 1996, Gerbersmann et
al., 1997, Tseng et al., 1997 und 1998, Jimenez and Sturgeon, 1997, Cai et al., 1998, Vazquez
et al., 1999, Tu et al., 2000, Slaets und Adams, 2000, Dietz et al., 2000, 2001, Logar et al.,
2000, Ramalhosa et al., 2001, Vélimaki und Peramaki, 2001), durch einen vorgeschalteten
Extraktionsprozess (Rapsomanikis und Craig, 1991) oder durch Wasserdampfdestillation
(Horvat et al., 1993) erfolgen.
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1.4 Zusammenarbeit mit anderen Stellen

Es wurde mit folgenden Institutionen zusammengearbeitet:

-Bundesamt fiir Seeschifffahrt und Hydrographie, Hamburg.

-Universitat Hamburg, Lebensmittelchemie, Institut fir anorgan. Chemie

-Glasblaserei Universitat Hamburg Instutut fir anorg.Chemie, Hamburg

2. Eigene Untersuchungen

2.1 Kurzbeschreibung der ausgearbeiteten Methode

Zur Untersuchung der biologischer Matrices (Fischgewebe und Zooplankton) war es
erforderlich, 1. eine geeignete Methode der (chemischen) Probenvorbereitung zu entwickeln
und 2. mehrere Analysentechniken zu kombinieren (zu koppeln). Dies dient einerseits dazu,
die Probenkomponenten zu trennen und andererseits, die getrennten Analyten zu
identifizieren und quantitativ zu bestimmen. Unter dem Begriff ,,Kopplungstechnik* versteht
man Ublicherweise die direkte (online) Kombination einer Trennmethode (hier der
Gaschromatographie) mit einer  spektrometrischen  Detektionsmethode (hier der
Atomfluoreszenzspektrometrie).

Bei den eigenen Untersuchungen wurde wie folgt verfahren:

Das gefriergetrocknete und (bei einem Fettgehalt von >10% zuvor entfettete)
Untersuchungsmaterial wird mit einem Mdorser fein zerstossen und in  25%iger
Tetramethylammoniumhydroxidlésung (TMAH) bei Zimmertemperatur vollstandig aufgelost.
Ein definierter Teil dieser Aufschlusslosung wird in einer Gaswaschflasche mit
Natriumacetatpuffer und Wasser (bidest.) versetzt.

AnschlieRend werden die enthaltenen Quecksilberverbindungen (CHsHg * und Hg*") mit
Natriumtetraethylborat (STEB) zu gasférmigen Ethylderivaten ((CH3)Hg(C,Hs) und
(C2Hs)Hg(C2Hs))umgesetzt.

Mit Hilfe eines Argon-Gasstroms werden die gasformigen Quecksilberverbindungen aus der
Losung ausgetrieben und auf einem Adsorptionsréhrchen mit Tenax-TA%gesammelt. Durch
Aufheizen des Adsorptionsrohrchens werden die gesammelten Verbindungen desorbiert und
anschlieBend gaschromatographisch getrennt. Die Detektion erfolgt mittels Kaltdampf-
Atomfluoreszenzspektrometrie (CV-AFS) nach vorheriger (post-column-) Pyrolyse der Hg-
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Derivate zu HgP. Bei der CV-AFS dient das Fluoreszenzsignal der Quecksilberlinie bei 253,7
nm als MaB der Quecksilberkonzentration in der Klvette.

Die Vorgehensweise ist in folgendem FlieRdiagramm schematisch dargestellt.

Alkylierungs/GC-CV-AFS Methode zur simultanen Bestimmung von
Monomethylquecksilber und anorganischem Quecksilber und zur Bestimmung von

Gesamt-Quecksilber in biologischem Untersuchungsmaterial

Probe (gefriergetrocknet, gegebenenfalls entfettet)

Alkalischer Aufschluss Mikrowellenaufschluss mit
mit
Tetramethylammoniumhydroxid Salpetersaure

Ethylierung mit Natriumtetraethylborat (Acetatpuffer; pH 4,75)

,Purge-and-trap“-Anreicherung auf Tenax-TA®

Thermische Desorption (250°C)

Gaschromatographie (85°C isotherm, 40 ml/min He, 15% OV-3 auf Chromosorb W)

(Post column-)Pyrolyse (1150°C)

Simultane Bestimmung von Bestimmung des Gesamt-Hg

MetHg und anorg. Hg als anorg. Hg

CV-AFS (253.7 nm)
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2.2 Herstellung und Uberprifung einer geeigneten Trennsdule fir die
isotherme Gaschromatographie von Alkylquecksilberderivaten

Prinzipiell stehen fur die Gaschromatographie zwei unterschiedliche Typen von Trennséulen
zur Verflgung, Kapillarsdulen und gepackte Séulen.

Kapillarsdulen kommen dann verstarkt zum Einsatz, wenn die zu trennenden
Substanzgemische eine groBe Trennschéarfe erfordern. Bei der Verwendung von
Kapillarsdulen muss mit einer langeren Chromatographiedauer gerechnet werden. Bailey und
Brooks (1992) und Cai et al. (1997) verwendeten Kapillarsdule zur Bestimmung von

Methylquecksilber.

Gepackte Séulen haben den Vorteil, dass sie relativ einfach zu handhaben und preisgunstig
herzustellen sind. Je nach Dimension und Geradteparametern lassen sich in der Regel kurze
Analysenzeiten erzielen. Lansens et al. (1991) fand bei einem Vergleich von Kapillar- und
gepackten Saulen nur sehr geringfiigig bessere Nachweisgrenzen fir (FSOT)-Kapillarsdulen
im Vergleich zu gepackten Saulen.

Hight, S. und Corcoran, M. (1987) , Horvat et al. (1990) , Rapsomanikis S. und Craig
P.J.(1991) Fischer et al. (1993), Kannan et al. (1998) verwendeten gepackte Saulen mit
verschiedenen Tragermaterialien und Trennphasen. Wéhrend in &lteren Arbeiten haufiger mit
10% OV-101 auf Chromosorb WAW-DMCS gearbeitet wurde, kommt in der jlingeren
Literatur hdufiger 15% OV-3 auf Chromosorb WAW-DMCS zur Anwendung.

Als Saulenmaterial wurde Glas gewahlt, das zuvor silanisiert wurde, um so katalytische
Umsetzungen weitestgehend auszuschliel3en. Als stationdre Phase wurden unterschiedliche
Materialien getestet. Es stellte sich heraus, dass 15% OV-3 auf Chromosorb WAW-DMCS
das gunstigste Verhaltnis von Trennleistung und benétigter Analysenzeit lieferte.

Die Saulenlange wurde ebenfalls variiert. Dabei zeigte sich, dass eine Fillungslange von 75
cm bei einem Innendurchmesser von 4 mm ausreicht, um die Trennung der alkylierten

Quecksilberspezies zu bewerkstelligen.



8. Anhang Forschungsbericht FKZ 200 22 230 - 149 -

2.3 Auswahl und Uberprufung eines geeigneten Adsorbens und Optimierung
der Arbeitsbedingungen flr die Vor-Saulen-Sorption und -Desorption von
Alkylguecksilberderivaten

In der Literatur werden unterschiedliche Madoglichkeiten beschrieben,
Alkylquecksilberderivate vor der eigentlichen Gaschromatographischen  Trennung

anzureichern.

Bloom (1989) und Back R.C. et al. (1995) verwendeten Carbotrap, ein graphitierter
Kohlenstoff, der eine sehr groRe Oberflache besitzt (10 bis 200 m#/g.). Eigene Versuche mit
Carbotrap B und Carbotrap C zeigten jedoch, dass verhéltnismaRig grof’e Mengen an
Carbotrap B oder C verwendet werden missen, um eine vollstandige Sorption der Hg-

Derivate zu gewahrleisten.

Puk R. und Weber (1994b), Ceulemans M. und F.C.Adams (1996), Fischer et al. (1993)
verwendeten eine Kihlfalle zum Anreichern der alkylierten Quecksilberspezies. Diese
Methode hat den Nachteil, dass mit flissigem Stickstoff gearbeitet werden muss. Zum
Desorbieren der Verbindungen muss das Kihlgefa? entfernt werden und der
Desorptionvorgang durch Aufheizen dauert entsprechend lange. AuRerdem kondensiert bei
Temperaturen von <-190°C auch das zum Austreiben der Verbindungen aus der wassrigen
Losung noétige Argongas. So gewinnt man eine Losung aus Argon, die die alkylierten
Quecksilberverbindungen enthélt. Erwédrmt man diese Ldsung, werden die gesammelten
Verbindungen schlagartig bei der Siedetemperatur des Argons frei. Dieser VVorgang hat einen
unkontrollierbaren Druckanstieg im System zur Folge. Dieses Problem kann man durch die
Verwendung von Helium anstelle von Argon verhindern, doch hat sich in Vorversuchen
gezeigt, dass Argon besser geeignet ist, die alkylierten Quecksilberverbindungen aus der
wassrigen Losung zu treiben. Die Verwendung einer Kihlfalle erwies sich deshalb als nicht

praktikabel flr die gewahlte Methode.

Baeyens W. et al. 1999 und Filippelli et al. (1992) wandten die Headspace-Technik an, um die
umgesetzten Quecksilberverbindungen freizusetzen. Dabei ist zu beachten, dass diese
Methode nur  fir  Kapillarsaulen  geeignet ist.  Die  Anreicherung  der
Alkylquecksilberverbindungen ist bei dieser Methode sehr gering. Die erreichbaren
Nachweisgrenzen sind erwartungsgemal hoch. Diese Methode kam deshalb nicht zur

Anwendung.
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Mason und Sullivan K.A (1999) und Kannan et al. (1998) benutzten Tenax-TAZals Vor-
Séaulen Sorptionsmaterial.

Bei Tenax-TA® handelt es sich um ein polymeres Adsorbens, welches auf 2,6-Diphenyl-p-
phenylenoxid basiert. Es ist bis zu 350 °C thermisch stabil und daher zur Trennung von
hochsiedenden Substanzen wie z.B. Alkoholen, Polyethylenglykolbestandteilen, Diolen,
Amiden, Mono- und Diaminen, Aldehyden, Ketonen und Phenolen geeignet. Das ,,Bluten®
des Materials ist sehr gering, so dass polare Substanzen mit wenig Tailing eluieren. Tenax-
TA? hat auRerdem eine sehr geringe Affinitat zu Wasser. Diese Eigenschaft ist besonders
vorteilhaft, da bei der beschriebenen Methode die derivatisierten Quecksilberspezies aus einer
waéssrigen Losung ausgetrieben werden.

Diese Eigenschaften machen es zu dem geeignetsten Material flr die Vorsdulenanreicherung
von Hg-Derivaten. Verschiedene Versuche mit diesem Material zeigten, dass Tenax-TA? sehr
gut geeignet ist, um die alkylierten Quecksilberspezies quantitativ anzureichern und
anschlielend durch Aufheizen wieder freizusetzen.

Zur Herstellung der Adsorptionsrohrchen werden 50 mg Tenax-TA2 in ein silanisiertes
Duranglasrohr gefullt und dieses beidseitig mit Glaswolle verschlossen. Die so hergestellten
Adsorptionsrohre sind mehre hundert Male wiederverwendbar. Beim Aufheizen auf 250°C
desorbieren die alkylierten Quecksilberverbindungen vollstdndig. Deshalb ist es nicht
notwendig, die Rohre nach dem Gebrauch von Riickstanden zu reinigen. Vorteilhaft ist auch
die hohe Temperaturbestandigkeit dieses Materials.

Kommerziell erhéltliche fertig gepackte Tenax-TA? Rohrchen erwiesen sich als
problematisch in der Anwendung. Es traten massive Blindwerte auf. Vermutlich kommt das
Material wéhrend des Produktionsprozesses der fertigen Rohrchen mit quecksilberhaltiger
(Ab-)Luft in Kontakt. Deshalb wurden die Réhrchen selbst angefertigt. (siehe SOP Kapitel
4.6)

2.4 Uberpriifung und Optimierung der technischen Merkmale eines
beheizbaren Interface fur die Pyrolyse der Alkylquecksilberderivate

Die alkylierten und dann gaschromatographisch getrennten Quecksilberspezies mussen vor
der Detektion mit einem CV-AAS oder CV-AFS, zu HgP reduziert werden, damit diese Art

Detektor diese erfassen kann. Um dieses zu erreichen, gibt es unterschiedliche

LOsungsansatze.
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Theoretisch ist die Reduktion mit Hilfe eines Lasers oder starkem UV-Licht denkbar. Da
jedoch eine einfache und praktikable Lésung gesucht wurde, wurden Versuche mit einem
beheizbaren Interface angestellt. Dabei zeigte sich schnell, dass die thermische Zersetzung der
alkylierten Quecksilberverbindungen eine einfache und zuverlassige Methode ist.

Um Temperaturen von ca. 700-1500°C zu erreichen muss mit Materialien gearbeitet werden,
die bei diesen Temperaturen thermisch dauerhaft stabil sind. Daflir kommt h&ufig hochreines
Quarz zum Einsatz, da dieses erst bei héheren Temperaturen schmilzt. Als Heizquelle bietet
sich  Nickel-/Chromwiderstandsdraht an. Wesentlicher Bestandteil einer solchen
Pyrolyseeinheit ist eine ausreichend starke Stromversorgung. Die Verwendung eines
Labornetzteils mit einer maximalen Dauerbelastbarkeit von 16A bei 32V erwies sich als
gerade ausreichend fur den gewinschten Zweck. Im Betrieb erwarmte sich das Netzteil trotz
Kuhler so stark, dass es gelegentlich Ausfalle durch einen eingebauten Schutzschalter gab.
Abhilfe schaffte ein kleiner Ventilator, der dem Kdihler zusétzlich kalte Luft zufuhrte.
Deshalb wird ein stérkeres Netzteil fiir den Dauerbetrieb empfohlen.

Ab einer Temperatur von ca. 700°C findet eine nahezu vollstandige Umsetzung der
alkylierten Quecksilberverbindungen statt. Bloom (1989) und Horvat et al. (1993)
verwendeten eine Pyrolysetemperatur von 900°C, Fischer et al. 830°C.

Eigene Versuche zeigten, dass eine Temperatur von ca. 1150°C optimal ist, um eine
vollstandige Reduktion von Methylethyl- und Diethylquecksilber zu elementarem
Quecksilber zu erreichen. Durch den Einsatz eines Gold/Platinnetzes in die Quarzréhre
konnte die Signalhohe des Detektors bei gleichbleibender Standardkonzentration leicht
gesteigert werden. Dieses wiederum bedeutet eine erhohte Empfindlichkeit der Methode.
Abbildung 1 zeigt die Ergebnisse eines Versuchs zur Untersuchung der Abhéngigkeit der

Signalhdhen eines Standards von der Pyrolysetemperatur.
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Vergleich unterschiedlicher Pyrolysetemperaturen
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Abbildung 1: Abhé&ngigkeit der Signalintensitdt von Methyl-Hg und anorg. Hg von der
Pyrolyse-Temperatur.
GC-AFS (HP-5890-Brooks Rand AFS-2), Ethylierung mit Natriumtetraethylborat, Purge and

Trap auf Tenax-TA2, 15% OV3 auf DMCS WAW 60/80, GC-Gas Helium 5.0,
Flussgeschwindigkeit 40 ml/min.
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2.5 Untersuchung und Optimierung des alkalischen Aufschlusses von
verschiedenen Probenmatrices

Um biologische Proben vor der sich anschlieBenden Schwermetallbestimmung
aufzuschlieRen, wurden hdufig Natronlauge, Trichloressigsaure und Perchlorséure eingesetzt
(Elbinghaus et al. 1994 ).

Fur dieses Forschungsvorhaben kamen nur die Methoden in Frage, die eine schonende
Extraktion der Analyte aus dem Untersuchungsmaterial garantieren und in der Lage sind
Methylquecksilber und anorganisches Quecksilber ohne Veranderung ihrer Spezies zu
extrahieren. Die Lyse von Zellen ist deutlich erleichtert, wenn das Untersuchungsmaterial
gefriergetrocknet vorliegt. Nach der Gefriertrocknung ist eine Mikrohomogenisierung
moglich, die dazu beitrdgt, die Analyten anschlieBend leichter zu extrahieren. Die
untersuchten Proben lagen alle gefriergetrocknet vor bzw. wurden vor dem Aufschluss

gefriergetrocknet.

Hintelmann (1999) stellte durch den Einsatz von Quecksilberisotopen und anschlie3ender
GC-MS Analyse fest, dass bei der bis dahin weit verbreiteten Wasserdampfdestillation (Falter
und Illgen, 1997) deutliche Artefakte auftreten kdnnen. Wéhrend und besonders am Ende der
Destillation bildet sich demzufolge Methylquecksilber, so dass anschlielend zu hohe Gehalte
an Methylquecksilber detektiert werden. Bloom (1997) entdeckte ebenfalls deutliche
Methylquecksilberzunahmen bei der Wasserdampfdestillationsmethode mit

Flusswasserproben.

Da Methylquecksilber gegeniliber oxidativen und stark sauren Bedingungen empfindlich ist
und Zersetzungen ausgeschlossen werden sollten, konzentrierten sich die Untersuchungen
besonders auf alkalische Aufschlisse bei niedriger Temperatur.

Beichert et al. (2000) berichtet von einer Extraktionstechnik mit tiberkritischem Wasser ohne
Einsatz von Sauren oder alkalischen Reagenzien. Simon et al. (1997) verwendeten
uberkritisches Kohlendioxid zur Extraktion von Organoquecksilberverbindungen.

Horvat et al. (1994) fand heraus, dass selbst eine Behandlung von Sediment mit Salzsdure (6
mol/I™") nicht ausreicht um Methylquecksilber vollstandig freizusetzen. Fischer (1993) stellte
fest, dass MetOH/KOH gut geeignet ist, um unterschiedliche biologische Matrices (Hummer
Hepatopankreas (= Mitteldarmdrise), Fischleber und Fischfilet) aufzuschliessen. Back R.C. et

al. (1995) verwendete ebenfalls MetOH/KOH um Zooplankton aufzuschliessen. Ikingura et
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al. (1999) verwendeten EtOH/KOH. Horvat (1994) berichtet ebenfalls von guten Ergebnissen
mit MetOH/KOH.

Eigene Versuche zeigten jedoch, dass weder mit Methanol noch mit Ethanol in Kombination
mit Natrium- oder Kaliumhydroxid eine ausreichende Extraktion der Analyte moglich war.
Die Extraktionsversuche wurden mit Filet und Leber von der Kliesche (Limanda limanda)
durchgefuhrt, jedoch wiesen alle Extraktionslésungen einen groben, unvollstidndig
aufgeschlossenen Bodensatz auf.

Deshalb wurde mit Hilfe einer Mikrowelle versucht den Aufschluss zu vervollstdndigen und
zu beschleunigen.

Da diese Methode nicht das gewinschte Ergebnis lieferte, wurden Versuche mit
Tetramethylammoniumhydroxid (TMAH) durchgefiihrt. TMAH st ein nicht oxidierendes,
sehr stark gewebeauflésendes Reagenz, das die Spezies des zu untersuchenden Metalls nicht
verdndert. Elbinghaus (1991) erzielte gute Ergebnisse bei der Extraktion von
Adeninnukleotiden aus Bakterien mit TMAH. Weiterhin wurden von Elbinghaus et al. (1994)
Stabilitatsuntersuchungen  von  Methylquecksilberchlorid in 20% TMAH-LG&sung
durchgefihrt, die zeigten, dass Methylquecksilber in TMAH-L6sung mindestens 10 Tage lang
stabil ist.

Jaylene Chytyk (2001) verwendete TMAH fiir die Arsenspeziationsanalytik und folgerte
ebenfalls, dass TMAH ein geeignetes Reagenz ist um biologische Matrices aufzuschlieRen.

Aufschlussversuche mit TMAH wurden an folgenden biologischen Materialien durchgeftihrt,

Wasserflohe
Krill
Fischleber
Fischfilet
Hummer

Seewasserschnecken

und belegten die Leistungsfahigkeit der Aufschlussmethode. Allerdings zeigte sich, dass
fettreiche Proben (vor allem Fischleber) einer miniaturisierten Entfettung nach der von
Smedes (1999) entwickelten Fettbestimmungsmethode bedurfen. Enthalten die Proben mehr
als ca. 10 % Fett, so tritt durch Verseifung der Fette wéhrend des Aufschlusses eine starke
Schaumbildung beim ,,Purge and trap“-Schritt auf. Diese Schaumbildung behindert die
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Analyse, weil die notwendige konstante Flussgeschwindigkeit nicht mehr eingehalten werden

kann.

2.6 Untersuchung und Optimierung der Ausbeute an
Alkylguecksilberderivaten in Abhangigkeit von pH-Wert, Reaktionstemperatur
und -zeit sowie Reagenzmenge

Um die optimalen Parameter flir die Derivatisierung mit Natriumtetraethylborat (STEB) zu
ermitteln, wurde zuerst der pH-Wert der Derivatisierungsreaktion variiert.

Die Ausbeute an Alkylquecksilberderivaten in Abhéngigkeit vom pH-Wert zeigt Abbildung
2:

Einfluss des pH-Wertes auf die
Alkylierungsreaktion von Methyl- und
anorganischem Quecksilber
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Abbildung 2: Einfluss des pH-Wertes auf die Alkylierungsreaktion von Methyl- und
anorganischem Quecksilber mit Natriumtetraethylborat.

GC-AFS (HP-5890-Brooks Rand AFS-2), Ethylierung mit Natriumtetraethylborat, Purge and
Trap auf Tenax-TA2 (600ml/min Argon), 15% OV3 auf DMCS WAW 60/80, GC-Gas
Helium 5.0, Flussgeschwindigkeit 40 ml/min GC.

Es ist deutlich zu erkennen, dass der optimale pH-Wert fiir die Alkylierungsreaktion bei pH »
4,75 liegt. Daher wurde die Alkylierung in 50 ml bidest. Wasser mit 3 ml Essigsaure/Acetat-
Puffer (c = 2 mol*I™) durchgefiihrt.
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Vergleich unterschiedlicher Derivatisierungstemperaturen

140 +
120
100 —

60 —

SRR IR IR IR N

0°C 20°C 30°C 40°C 60°C 80°C

Peakhdhe [mv]

Temperatur [°C]

W MetHg Mittelwert @ Hg(2+) Mittelwert

Abbildung 3: Einfluss unterschiedlicher Temperaturen bei der Derivatisierungsreaktion mit
Natriumtetraethylborat auf die Ausbeute an Methylethylquecksilber und Diethylquecksilber.
GC-AFS (HP-5890-Brooks Rand AFS-2), Ethylierung mit Natriumtetraethylborat, Purge and
Trap auf Tenax-TA®, 15% OV3 auf DMCS WAW 60/80, GC-Gas Helium 5.0,
Flussgeschwindigkeit 40 ml/min.

Abbildung 3 zeigt einen Vergleich der Peakhdhen in Abhangigkeit von unterschiedlichen
Derivatisierungstemperaturen. Die geringen Unterschiede der Peakh6hen zeigen, dass bei der

Derivatisierung auf eine Temperierung des Reaktionsgemisches verzichtet werden kann.

Da fir Standards in bidest. Wasser 10 pl, bei aufgeschlossenen Proben jedoch bis zu 350 pl
einer 3%igen STEB-L6sung notig waren, um eine vollstdndige Derivatisierung der
Quecksilberspezies zu erreichen, wurden alle Derivatisierungen durchgehend mit 500 pl
STEB durchgefihrt.

Die Reaktionszeit des STEB mit den Quecksilberspezies ist sehr kurz. Bei Versuchen mit
unterschiedlichen Reaktionszeiten des STEB mit Standards oder Probenaufschliissen konnten
keine Unterschiede in der Signalhohe festgestellt werden, wenn die Reaktionsdauer zwischen
10 und 600 Sekunden variiert wurde.

Der entscheidende Parameter ist hierbei vielmehr die Dauer des Ausblasens (,,Purge and
trap“) bzw. die Flussrate wéhrend des Ausblas-Schritts. Werden die verwendeten Parameter
nicht konstant gehalten, ergibt sich eine signifikante Verdnderung in der detektierten
Signalhdhe.

Als optimal erwies sich bei einer apparaturbedingten, maximalen Flussrate von 600 ml/min

eine Ausblas-Zeit von exakt 300 Sekunden.
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Abbildung 4 zeigt die Abhangigkeit der Signalhohe der einzelnen Spezies von der Ausblas-

Zeit (purge time). Der Parameter Flussgeschwindigkeit wurde bei den Untersuchungen

konstant bei 600 ml/min gehalten.
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Abbildung 4: Einfluss der "Purge and trap"-Dauer auf die detektierten Signalhdhen der

Quecksilberspezies.

GC-AFS (HP-5890-Brooks Rand AFS-2), Ethylierung mit Natriumtetraethylborat, Purge and
Trap auf Tenax-TA®, 15% OV3 auf DMCS WAW 60/80, GC-Gas Helium 5.0,

Flussgeschwindigkeit 40 ml/min.
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3. Validierung der Methode

3.1 Ermittlung der Nachweis-, Erfassungs- und Bestimmungsgrenze nach der

modifizierten Leerwertmethode

3.1.1 Theoretischer Hintergrund

Nach dem Leerwertverfahren geméss DIN 32645 bestimmt man die Standardabweichung des
Leerwerts (LW) unter folgenden Bedingungen:

- 10 Bestimmungen des LW unter Wiederholbedingungen,

- Vertrauensniveau von 99% (einseitige Fragestellung),

- Einfachbestimmung bei der Analyse,

und errechnet daraus (ber das einseitige Prognoseintervall einen Mindestgehalt, der sich
gerade noch signifikant vom Leerwert unterscheiden l&sst. Dies ist die Nachweisgrenze NG.
Die Ermittlung der Leerwertstreuung bietet experimentelle Schwierigkeiten, weil in der Regel
keine Probenmatrix verflgbar ist, die frei vom Analyten ist. Als Ausweg bietet sich eine
Modifikation der Leerwertmethode an, indem anstelle der Direktbestimmung der
Leerwertstreuung die Ergebnisstreuung einer Analysenprobe ermittelt wird, deren Gehalt in
der N&he der Nachweisgrenze liegt. Genauso, wie von der Streuung des LW auf die Streuung
der Gehalte geschlossen werden kann, kann auch umgekehrt von der Streuung des Gehaltes

einer entsprechenden Probe auf die Streuung des LW geschlossen werden (Huber, 2001).

Die Gleichung fir die Bestimmung der NG aus Einzelmessungen an n Leerproben nach DIN
32645 lautet:
S

1.1
:FLti;l'a;f E-I-H’

s = Standardabweichung der Signale des Leerwerts,

XNG

b = Steigung der Kalibriergerade,

t = Quantil der t-Verteilung, Vertrauensniveau nach Norm,

p = 99%, einseitige Fragestellung,

f = n-1 Freiheitsgrade,

m = Anzahl der Bestimmungen fiir zu priifende Gehalte, nach Norm =1,
n = Anzahl der Kalibrierdaten (Kalibrierniveaus), nach Norm = 10.
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S L . . . :
Ersetzt man FL durch die dimensionsgleiche, aus Mehrfachbestimmungen ermittelte

Standardabweichung s, der Gehalte einer Probe und m durch 1 (entspr. der Normbedingung),

so erhalt man:

/ 1
Xne = Sy ti;l—a;f l+ﬁ :

Der Analyt kann in einer Probe mit einem Gehalt in Hohe der Nachweisgrenze nur mit einer

Wahrscheinlichkeit von 50% nachgewiesen werden. Die Erfassungsgrenze X., =2X,q Ist

derjenige Minimalgehalt, der in einer Probe mit einer Wahrscheinlichkeit von 99%
nachgewiesen werden kann. Die Bestimmungsgrenze (Mindestgehalt einer Probe, ab der eine
quantitative Angabe zuldssig ist) kann ohne Kenntnis der Streuungsdaten der
Kalibriergeraden nicht exakt berechnet, sondern nur abgeschatzt werden. Danach ist

Xgs » 3X,s - Nach den Normbedingungen der DIN 32645 ist die Bestimmungsgrenze

derjenige Gehalt, bei dem das halbe relative Prognoseintervall des Wertes gerade 33%

betragt.

3.1.2 Praktische Durchfuihrung

Fur die nach der modifizierten Leerwertmethode durchgefiihrten Untersuchungen wurde
Kabeljauleber mit Hg-Gehalten (MetHg bzw. anorg. Hg), die messtechnisch gerade noch
erfassbar waren, eingesetzt. In Tabelle 4 sind die Ergebnisse der Wiederholmessungen und in
Tabelle 5 die berechneten Nachweis-, Erfassungs- und Bestimmungsgrenzen

zusammengestellt.
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Tabelle 4: Ergebnisse der Wiederholmessungen (8 Wiederholanalysen desselben Probenaufschlusses)

zur Bestimmung von Xyg, Xgg, Xgg fUr

MetHg und anorg. Hg nach dem modifizierten

Leerwertverfahren; Untersuchungsmaterial: Kabeljauleber

MetHg Anorg. Hg
("10° grkg™) ("10° grkg™)
39 13,9
3,5 141
4,0 14,1
3,7 141
3,2 13,4
3,7 15,0
3,4 15,3
3,2 14,1
3,6 + 0,30 14,3 + 0,61

Tabelle 5: Ermittelte Standardabweichung s, ,

Bestimmungsgrenze X, der Methode.

Nachweisgrenze X, , Erfassungsgrenze X, und

Parameter

MetHg

("10° grkg™)| (710° gxkg™)

Anorg. Hg

S, 0,30 0,61
XnG 0,95 1,94
Xeo 1,90 3,88
X 2,85 5,82

Anmerkung: Aus laborinternen Griunden wurden nicht die Normbedingungen mit n=10,

sondern abgewandelte Bedingungen mit n=8 zugrunde gelegt. Die ermittelten Parameter
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gelten dementsprechend fur die abgewandelten Bedingungen; sie dirften sich aber nicht

massgeblich von den unter Normbedingungen zu erwartenden Werten unterscheiden.

3.2 Uberprufung der Richtigkeit von Untersuchungsergebnissen (Nachweis

systematischer Fehler)

3.2.1 Theoretischer Hintergrund

Die am Ausgang der Informationskette erhaltenen Messwerte (Intensitdtswerte y,) der
Alkylierungs/GC-CV-AFS-Methode mussen in Stoffgrofen (Gehalte x;) umgeformt werden.

Hierzu dient die in Vorversuchen ermittelte Kalibrierfunktion, die in der allgemeinen Form

y =D, +b,Xx.

darstellbar ist. Durch Umformung erhdlt man die Analysenfunktion, aus der sich der

Analytgehalt x ., einer untersuchten Probe mit dem zugehdrigen Intensitatswert y . wie

pred

folgt berechnen l&sst:

— (yobs B bO) .

Xpred - bl
Im EURACHEM/CITAC Guide (QUAM, 2000) wird in Kapitel E.3 ausgefiihrt, dass die

Unsicherheit (Ergebnisunsicherheit) u(x,.) des Analytgehaltes x welche durch

pred !
zuféllige Schwankungen (Streuungen) der Intensitatswerte y; der Kalibrierfunktion
hervorgerufen wird, durch die nachfolgende Gleichung berechnet werden kann:

U(Ypred) = b -
1

Sy__x 1+i+ o(ipred _Xc_al)zz
p N a(xcal,i - Xcal)

p entspricht der Anzahl der Messungen der Testprobe unter Wiederholbedingungen, N steht
fur die Anzahl der verwendeten Kalibrierstandards und s symbolisiert die

y.X

Reststandardabweichung des linearen Regressionsmodells (der linearen Kalibrierfunktion).
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In dieser Gleichung ist der dem Messvorgang vorangehende Prozess der (chemischen)

Probenvorbereitung (z.B. Aufschluss einer Anzahl voneinander unabhéngiger Stichproben)

Srep

n

= Stichproben-Standardabweichung der n Einzelwerte, n = Stichprobenumfang).

charakterisiert

nicht beriicksichtigt, welcher durch den Standardfehler des Mittelwerts

wird (s

rep
Berlcksichtigt man diese Unsicherheitskomponente, so ergibt sich als Gleichung fir die

kombinierte “Prazisionsunsicherheit™:

2 .2 o T \2 &
u ()_( ) - Srep +a sy.x 9 &i_i_ (Xpred - Xcal) (_J
o Pred n g 5 g N é(xcal,i = Xea )2 6

Der Nachweis systematischer Fehler l&sst sich mit Hilfe von Wiederfindungs/Recovery-
Experimenten fuhren. Wertvolle Hinweise zu einem praxisorientierten Ansatz finden sich in
den “Harmonised Guidelines for the Use of Recovery Information in Analytical
Measurement” (IUPAC 1999).

Wiederfindung/Recovery, ausgedriickt als Wiederfindungs/Recovery-Faktor f_, ist definiert

r?

als das Verhaltnis von gemessenem (beobachtetem) Analytgehalt X, zu einem Referenzwert

S

Xref :
Xref
Die gemaR
-,
u(f,)

errechnete Prifgrofie T zeigt an, ob sich der Wiederfindungs-/Recovery —Faktor f, signifikant
von 1 unterscheidet. D.h., der Test erlaubt eine Aussage dartber, ob der Wiederfindungs-

/Recovery-Faktor f, groRer ist als die bei seiner Bestimmung ermittelte Ergebnisunsicherheit
u(f,). Fur T>2 wird geschlossen, dass mit einer Wahrscheinlichkeit von 95% (P=0.95) ein

systematischer Fehler (bias) vorliegt.

Zur Ermittlung des Wiederfindungs/Recovery-Faktors f_ und der zugehorigen Unsicherheit

u(f,) sind bei den eigenen Untersuchungen zwei Wege beschritten worden:
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1. durch Untersuchung zertifizierten Referenzmaterials.

Der Wiederfindungs/Recovery-Faktor f, wird berechnet aus dem gemessenen Analytgehalt

X,.orea des Referenzmaterials und dessen zertifiziertem Wert X, gemat
f = )_(q,pred
r - .
XCRM

Die Unsicherheit u(f,) ergibt sich gemal:

— .2 L2
u(f,):fr\/§u°'”i°(x‘*'“d)? rf a2
g

Xq, pred XCRM ﬂ

2. durch Zusatzversuche (Spiking-Experimente).

Eine definierte Menge des Analyten (X,.) wird dem zu testenden Probenmaterial zugesetzt,

spike
und Originalprobe (ohne Zusatz) und Probe mit Zusatz werden parallel untersucht. Die

Differenz der Untersuchungsergebnisse aus Probe mit Zusatz (>'< ) und Originalprobe

obs

(X..qve ) ISt der wiedergefundene (recovered) Anteil des zugesetzten Analyten, welcher mit der

bekannten zugesetzten Menge (x,.) verglichen wird. Der Wiederfindungs/Recovery-Faktor

spike

f. ergibt sich gemal

~

X

f — “Nobs ~ “native
r _—l

Xspike

(Hinweis: Da nur die Differenz X, - X interessiert, ist es nicht erforderlich, dass X

native native

den “wahren” Analytgehalt des Probenmaterials reprasentiert).

Nach Barwick and Ellison (1999) errechnet sich die Unsicherheit u(f )des aus

Zusatzversuchen abgeleiteten Wiederfindungs/Recovery-Faktors u( f,) wie folgt:

2
U(f ) = f U(Yobs)2 + u(Xnative)2 + & U(Xspike)g
r r — A~ 2 -
(Xobs - Xnative) g Xspike 1]
Arbeitet man bei Zusatzversuchen nur mit einer definierten Menge des Analyten, die jeweils

annahernd gleichen Teilmengen des Probenmaterials zugesetzt wird, so werden die X

obs,i -
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Werte und die zugehdrigen (Ergebnis-)Unsicherheiten u(x,..) jeweils annédhernd gleich grof3

obs, i
sein. Ferner kann man davon ausgehen, dass die Unsicherheiten der einzelnen Zusatze

U(Xgie) Vernachlassigt werden konnen, da sie signifikant kleiner als u(X,,;) und u(X .u.)

sind. Man erhélt dann nach Barwick und Ellison (1999) eine vereinfachte Gleichung flr die

Berechnung von u(f,):

— 2
u(f,) =t \/ 0si)” 4 (8,07
n

spike

U(Xyi) st der arithmetische Mittelwert der den Einzelwerten x

s ZUgehorigen
Unsicherheiten, n ist die Anzahl der Zusatzversuche (Anzahl der untersuchten Teilmengen

mit Zusatz), X

wie 1St der arithmetische Mittelwert aus den pro Gewichtseinheit zugesetzten

Mengen des Analyten.

3.2.2 Praktische Durchfuhrung

Die Ergebnisse der Auswertung von Untersuchungen der zertifizierten Referenzmaterialien
NRCC-CRM TORT-2 (Lobster Hepatopancreas Reference Material for Trace Metals), NIST-
2976 (Mussel tissue) und BCR CRM 414 (Plankton) sind in den Tabellen 6 bis 9
zusammengefasst. Dargestellt sind folgende Parameter und ihre Berechnungsgrundlagen:
Zertifizierter Gehalt xcrm, mit zugehoriger Ergebnisunsicherheit u(Xcgrm),

mit zugehoriger Ergebnisunsicherheit

d

Mittelwert des gemessenen Analytgehaltesqupre

U, orec (X, orea) » VWiederfindungs/Recovery-Faktor f, mit zugehoriger Ergebnisunsicherheit y(,),

die Prifgroie T.
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Tabelle 6: Zusammenstellung der Ergebnisse zur Richtigkeitsiberprifung der Analytik von

Monomethylquecksilber und Gesamt-Quecksilber

(gemessen als anorganisches Quecksilber);

Untersuchung des zertifizierten Referenzmaterials NRCC-CRM TORT-2 (Lobster Hepatopancreas

Reference Material for Trace Metals).

Parameter

Ergebnis

Xeru (TORT-2); MetHg-Anteil

152,0710°grkg™

U(Xcrm )

13,0710°gxkg™

Xy prea (TORT-2); n=5; MetHg-Anteil

125,027 10°grkg™

by S 38 0EL | (e =R O 8,47 10° gxkg ™
c, prec \"*q, pred n g bl B §N é(xcal,i _ Xcal)za
f - Yq,pred
" Xon 0823
au. (X, )b .2
o(h) = 1, [ loesd? Julendd
g, pred g Xcrm @
T= - f,|
ut) 1,97 : Befund: T<2

Xeau (TORT-2); Gesamt-Hg

270,07 10°gxkg™

U(XCRM )

6,07 10°gxkg™

X, prea (TORT-2); n=10; Gesamt-Hg, gemessen als
anorganisches Quecksilber

288,210 rkg™

"Ry S 85,081, Ry =Kl X.,)? 8 11,56 710 ° gxkg ™"
oo pe BgN a(xcall - cal) g
f - )_(q,pred
" Xy 1,067
& uc,prec (Yq,pred ) 92 & u(XCRM ) 02
u(f,)=f, § « Ty : 0,0489
Xq,pred g Xerm @
i

0,31; Befund: T<2




8. Anhang

Forschungsbericht FKZ 200 22 230

- 166 -

Tabelle 7: Zusammenstellung der Ergebnisse zur Richtigkeitsuberprifung der Analytik von

anorganischem Quecksilber; Untersuchung des zertifizierten Referenzmaterials NRCC-CRM TORT-2

(Lobster Hepatopancreas Reference Material for Trace Metals).

Parameter

Ergebnis

Xcrum (@norg. Hg) (TORT-2)

11807 10°gxkg™ 1

u (XCRM ) anorgHg

143710°gxkg™ ?)

Xq.pea (TORT-2); n=5; anorg. Hg-Anteil

123,4710°gxkg™

w

2 .2 - = \2 =
- Srep & y.X 0 &1 (Xq pred — Xcal) 9
uc,prec(xz,q,pred) - \/ +g _ § + :

9,08710°gxkg ™

n bl B ﬁ é.(xcal,i - Xcal)za
f _ Xq,pred
r Xcrm 1,046
au_ (X, )0 5
: & U(X 0
o(1)= f et Uloan ) 0148
Xq,pred g Xcrm @
T= |1_ ff|
u(f,) 0,31; Befund: T<2

'y Der Gehalt an anorganischem Quecksilber ist nicht zertifiziert und wurde aus der Differenz zwischen dem zertifiziertem Wert des

Gesamtquecksilbergehalts und des Methylquecksilbergehaltes berechnet.

%) Die Ergebnisunsicherheit des Gehaltes an anorganischem Quecksilber wurde aus

den Ergebnisunsicherheiten

von

Gesamt-Hg und

MetHg geman

Fehlerfortpflanzungsgesetz (Summe der Varianzen der Absolutfehler) berechnet.
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Tabelle 8: Zusammenstellung der Ergebnisse zur Richtigkeitsiberprifung der Analytik von

Monomethylquecksilber und Gesamt-Quecksilber (gemessen als anorganisches Quecksilber);

Untersuchung des zertifizierten Referenzmaterials NIST-2976 (Mussel tissue).

Parameter

Ergebnis

Xerm (NIST-2976); MetHg-Anteil

2787 10°gxkg™

U(Xcrm )

0,357 10°gxkg™

Yq,pred (NIST'2976)1 n:5; MetHg-Antell

26,77 10°gxkg ™

s? — — % =)
u, rec(f red) = Srep g @i Xq pred ~ ca|) 0 0,56 10 g ng
.p q,p b, ﬂgN a(xcall_ cal) ;
f - Yq,pred
Y 0,960
gu (X )62 .2
; eU(X 0
U( fr) — fr g c,pre_c q, pred : + ( CRM ): 00235
Xq,pred a Xcrm 0
T= - f,|
‘) 1,70 ; Befund: T<2

Xeaw (NIST-2976); Gesamt-Hg

61,07 10°gxkg ™

U(XCRM )

1,297 10°gxkg ™

X, pred (NIST-2976); n=10; Gesamt-Hg, gemessen
als anorganisches Quecksilber

59,7 10°gxkg™

e St aes gaei Ry -%,)° 191710 gxkg ™
¢, prec \"q, pred / T n BgN a(Xcau,i _Xcal)za
fr — )_(q,pred
Xcrm 0,979
BUL oo (%o pea) 0 BU(Xepy )6
; & U(X 0
U(fr): r é c,pri: q,pred : _I_g CRM : 0’0375
qupfed [} XCRM [1]
i-1
T -

0,56; Befund: T<2
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Tabelle 9: Zusammenstellung der Ergebnisse zur Richtigkeitsuberprifung der Analytik von Gesamt-
Quecksilber (gemessen als anorganisches Quecksilber); Untersuchung des zertifizierten
Referenzmaterials BCR CRM 414 (Plankton)

Parameter Ergebnis
Xy (CRM 414); Gesamt-Hg 276,07 10°gxkg™
U(Xery ) 18,07 10°gxkg™

X, s (CRM 414); n=8; Gesamt-Hg, gemessen als| 267,6 ~10° g xkg ™
anorganisches Quecksilber

u (Y ) = erEP +$Sy'x gzai+4(iq‘med B Xﬁ“)z 9 27’3 ] 10 ° g ng -
et pred n g bl 5 §N é.(xcal,i - X(:al)za
f - )_(q,pred
r Xcrm 0,97
2u (X, )('52 57
: eU(X 0
u(f,)=f, § coreHagred 2 8U0) 0,117
Xq,pred g Xcrm @
T= |1_ fr|
u(f,) 0,26; Befund: T<2

3.3 Durchfuihrung von Wiederfindungsexperimenten zur Uberprifung der
Richtigkeit der Analyse von Monomethylquecksilber

Die nachfolgend durchgefuhrten Untersuchungen veranschaulichen die Bestimmung des
Wiederfindungs-/Korrekturfaktors f, und der zugehdrigen Ergebnis-/Messunsicherheit u(fy)
durch Analyse von Teilproben einer Kabeljauleber, denen definierte Mengen von
Monomethylquecksilber zugesetzt wurden. Dazu wurden von einer zuvor homogenisierten
Kabeljauleber 8 Teilproben von etwa 1g entnommen und genau gewogen, sodann mit jeweils
130 pl einer Losung von 500 “10° g mI™ Monomethylquecksilber in hochreinem Wasser
versetzt und anschlieend nach der in 4.10 beschriebenen Methode analysiert. Die vorher
durchgefiihrten  Untersuchungen der Kabeljauleber ergaben einen Mittelwert des

Monomethylquecksilbergehaltes von 85,01 10° g kg™ mit einer Ergebnisunsicherheit von
514710°gxkg™ (n=5 Wiederholanalysen). Diese Werte gehen bei den nachfolgenden

Berechnungen als X und u(X..) ein. Der Schatzwert der Prazision der Methode -

native native

ausgedrickt als relative Wiederhol-Standardabweichung eines Einzelwertes wurde mit 0,125
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(Zufallsfehler durch Probenvorbehandlung und Kalibrierung beriicksichtigt) veranschlagt und
Uber die
Ergebnisse der Wiederfindungsversuche geben die nachfolgenden Tabellen 10 und 11
Auskunft.

zur Berechnung der nachfolgend aufgelisteten u(Xops,i) - Werte verwendet.

Tabelle 10: Probenschema zum durchgefiihrten Wiederfindungsexperiment mit zugehérigem Gewicht

der Teilproben, gemessenem Analytgehalt Xqss,; Und der zugehdrigen Ergebnisunsicherheit u(Xops,i)-

Teilproben- | Menge der | Xops; U(Xobs,i)
Nr. Teilprobe (g) |(10°gkg™) [(10°gkg™)
1 1,274 1275 15,94
2 1,276 106,0 13,25
3 1,260 1225 15,31
4 1,266 135,4 16,93
5 1,305 138,3 17,29
6 1,250 140,5 17,56
7 1,263 1311 16,39
8 1.328 105,2 13,15
9 1,333 136,4 17,05

Tabelle 11: Zusammenstellung der Ergebnisse zur Richtigkeitsiiberprifung der Analytik von

Monomethylquecksilber durch Wiederfindungs-Experimente. Dargestellt sind folgende Parameter und

ihre  Berechnungsgrundlagen: ~ Wiederfindungsfaktor f_mit  zugehoriger  Ergebnisunsicherheit

u(f,)und die PrifgroRe T.

Parameter Ergebnis
;= Xops = Xnative 126,99 - 85,01 _ 0829
Xspike 50,63
1 [0(Xgpes)? ) 1 \/15,872 ,
u(f )= O Fu(X . — +514° =0,146
( f) cpike \/ n ( natlve) 50,63 9

-1 1-0829)
T= T 1=118

u(f,) 0,146 : Befund: T<2




8. Anhang Forschungsbericht FKZ 200 22 230 -170 -

Die in den Abschnitten 3.2 und 3.3 wiedergegebenen Ergebnisse zeigen, dass systematische
Fehler bei der Bestimmung der Analyte Monomethylquecksilber, anorganisches Quecksilber
und Gesamtquecksilber (gemessen als anorganisches Quecksilber) nicht nachgewiesen
werden konnten. Die verwendeten Untersuchungsmaterialien entsprachen beziiglich ihrer

Matrixbestandteile anndhernd den gemé&ll Aufgabenstellung zu untersuchenden Matrices
(Fischgewebe und Zooplankton) mit zu bestimmenden Analytgehalten im 107°gxkg™-

Bereich. Daraus wird geschlossen, dass die ausgearbeitete Methode fiir den beabsichtigten

Untersuchungszweck geeignet ist (fit for purpose).

3.4 Uberprifung der Leistungsfahigkeit der Methode
3.4.1 Theoretischer Hintergrund

Im folgenden Abschnitt wird gepriift, ob der analytische Fehler der ausgearbeiteten
Alkylierungs-GC/CV-AFS-Methode klein genug ist, um inhomogene Verteilungen der
Analyten innerhalb und zwischen Probenmaterialien erkennen zu kdnnen. Dazu werden von |
Testmaterialien jeweils b Testproben entnommen, von denen jeweils r Testportionen unter
Wiederholbedingungen analysiert werden.

yijk ist das Ergebnis der k-ten Wiederholanalyse der Testportion j der Testprobe i. Es gilt:

ayi

— lo _ 1o_ . _ 1¢
Vi = -V Yi = AV Y=+
rx b I
Tabelle 12 zeigt die prinzipielle Vorgehensweise bei der Varianzanalyse zur Fehlerauflésung
bei Wirksamkeit zweier Teilfehler und des analytischen Fehlers (zweifache Varianzanalyse

mit Wiederholmessungen).



8. Anhang Forschungsbericht FKZ 200 22 230 -171 -

Tabelle 12: Schema der durchgefiihrten zweifachen Varianzanalyse mit Wiederholmessungen

Ursache der | Quadratsumme Freiheits- Varianz Varianzkompo-
Streuung grade nenten
Streuung zwischen QSi=br (v, -y)* |1 52 = QS, s+rs +brs?
den Testmaterialien i -1
Streuung innerhalb
e Qs=rA0, v 10D gl 05 s
Testmaterialien, ij > 1(b-1)
zwischen den
Testproben
Streuung innerhalb ) QS,
S, =—
d Testprob — : ’ -
er estproben, | g — éyijk _ yij)z Ib(r-1) Ib(r -1) s

zwischen ijk
Testportionen

2 2 2 2
Die Varianzkomponenten errechnen sich gemaR s? = S, , S = % =5 S5 = %%

Ib(r -1) r br

Bei der Auswertung der Daten der nachfolgend beschriebenen Untersuchungen wurde eine
robuste Varianzanalyse nach Mal3gabe des Analytical Methods Committee (AMC 1989a und

b) durchgefiihrt, um deren Abweichungen von der Normalverteilung zu kompensieren.

3.4.2 Praktische Durchfuhrung
Folgendes Probenschema liegt den Untersuchungen mit der Alkylierungs-GC/CV-AFS-

Methode mit nachfolgender Varianzanalyse zugrunde:

Testmaterialien: Lebern von Fischen (Kabeljau, Gadus morhua);

Testproben: Jeweils zwei gleiche Teile (Index A und B) pro Testmaterial,

Testportionen: Jeweils zwei Portionen (Index a + b) pro Testprobe.

Die Analysenergebnisse sind in den Tabelle 13 und 14 zusammengestellt.
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Tabelle 13: Monomethylquecksilbergehalte (jeweils ausgedriickt als ’10'69ng'1Hg pro

Leberfrischgewicht) von 12 Kabeljaulebern, die in zwei Teile A und B geteilt wurden. Von diesen

Teilen A und B wurden jeweils zwei Analysen unter Wiederholbedingungen der Testportionen a und b

durchgefihrt.

Ergebnis der Wiederholanalysen der Testportionen (a und b) der
Testmaterial Testproben (A und B)

A B

N et reee e a b a b
1 3,8 4,1 4,2 4,3
2 4,4 54 4,5 4,7
3 5,8 5,7 6,0 6,6
4 6,0 5,8 5,6 51
5 51 4,9 54 54
6 3,1 2,9 6,0 5,7
7 8,1 6,7 6,8 6,5
8 54 4,9 4,7 4,6
9 3,1 3,0 4,0 3,5
10 10,8 8,6 7,6 8,3
11 4,1 3,9 5,3 51
12 3,3 3,2 3,4 SiS
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Tabelle 14: Gehalte fir anorganisches Quecksilber (jeweils ausgedriickt als
“107°gxkg "Hg pro Leberfrischgewicht) von 12 Kabeljaulebern, die in zwei Teile A und B

geteilt wurden. Von diesen Teilen A und B wurden jeweils zwei Analysen unter

Wiederholbedingungen der Testportionen a und b durchgefihrt.

Ergebnis der Wiederholanalysen der Testportionen (a und b) der

Testmaterial Testproben (A und B)
A B

Nr. a b a b
1 5,2 5,5 4,2 58
2 7,3 8,0 6,0 6,8
3 6,2 5,9 4,6 5,4
4 11,0 11,2 12,2 11,9
5 141 16,1 9,5 9,8
6 6,1 6,3 9,6 8l
7 10,4 9,9 11,9 11,5
8 6,4 5,7 4,7 50
9 59 5,5 6,6 7,3
10 9,4 10,3 5,6 5,7
11 3,2 3,2 4,4 50
12 50 52 51 53

Die durch robuste Varianzanalyse ermittelten Werte fur die Varianzkomponenten sZ, s> und

s2 sind in Tabelle 15 zusammengestellt.
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Tabelle 15: Ergebnisse der robusten Varianzanalyse sowie der prozentuale Anteil der

einzelnen Varianzkomponenten, Sigma? 3, Sigma? B und Sigma? W an der Summe

(sZ+s2+s} ) der untersuchten Varianzkomponenten.

Analyt s? s sZ Anteil [%)] Anteil [%)] Anteil [%]
von s’an vons? an von s; an
(s2+s2+52) | (S5+s5+sy) |(s2+s2+s?)
Monomethylquecksilber | 0.087 | 1.774 | 0.342 4% 80 % 16 %
Anorganisches 0.158 | 8.722 | 2.418 1,4 % 77,2 % 21,4 %
Quecksilber

Die robuste Varianzanalyse zeigt, dass die durch die Unterschiede im Analytgehalt zwischen
den Testmaterialien hervorgerufene Varianzkomponente s’ die grosste der drei untersuchten
Varianzkomponenten ist. Die dem analytischen Fehler zugeordnete Varianzkomponente s2
macht im vorgestellten Beispiel nur etwa 4% (Monomethylquecksilber) bzw. 1,4% (anorg.
Quecksilber) der Summe aller drei Varianzkomponenten (sZ+s2+s2) aus, so dass die

Unterschiede im Analytgehalt zwischen den Lebern und innerhalb der Lebern einzelner

Fische sicher erkannt werden kdnnen.

3.5 Zusammenfassung/Schlussfolgerungen

Quecksilberverbindungen sind ubiquitdr in der Umwelt verteilt. Quecksilber unterliegt,

besonders in der Meeresumwelt, zahlreichen biochemischen und geochemischen

Umsetzungen. Der wichtigste dabei ablaufende Prozess ist die Methylierung vom

anorganischen zum organischen Quecksilber, vor allem zum Monomethylquecksilber.
Monomethylquecksilber wird in der marinen Nahrungskette stark angereichert und fiihrt zu
hohen Belastungen der Meerestiere mit Methylquecksilber auf hoher trophischer Ebene.
Aufgrund der sehr hohen Toxizitat von organischen Quecksilberverbindungen ist es nétig, die
Routineuntersuchungen Fischen und anderen Meerestieren zum
Die

die Unterscheidung von anorganischen und organischen

von

Gesamtquecksilbergehalt, um die sog. Speziationsanalytik zu erweitern.

Speziationsanalytik  lasst

Quecksilberverbindungen zu.
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Ziel dieser Arbeit war die Ausarbeitung und Validierung einer Methode zur Bestimmung von
organischen Quecksilberverbindungen in Fischgewebe und Zooplankton.

Bei der Konzeption des entwickelten Analysensystems wurde Wert darauf gelegt, dass
verhaltnismaRig einfache Bauteile zum Einsatz kamen. So sollte es fur andere Labore moglich
sein, den apparativen Aufbau nachzuvollziehen.

Wegen der hohen Leistungsfahigkeit wurde eine gaschromatographische Trennung mit einer
selbstgepackten Sdule von 75 cm Lange und 4 mm ID, gefullt mit dem Séulenmaterial 15%
OV3 on DMCS WAW, eingesetzt. Als Trégergas wird Helium 5.0 mit einer
Flussgeschwindigkeit von 40 ml/min verwendet.

Als Detektor kommt ein Kaltdampf-Atomfluoreszenzdetektor (CV-AFS) zu Einsatz, der sich
durch hohe Spezifitat fur Quecksilber auszeichnet.

Die Extraktion der Quecksilberverbindungen aus der Probenmatrix erfolgt durch Behandlung
mit  Tetramethylammoniumhydroxidlésung und anschlielender Derivatisierung — mit
Natriumtetraethylborat bei einem pH-Wert von 4,75 (Natriumacetat/Essigséurepuffer).
Besonders fettreiche Proben (>10% Fett) werden vor der Extraktion entfettet. Die ethylierten
Quecksilberspezies lassen sich mit Hilfe eines Argon 5.0-Gasstromes aus der

Probenaufschlusslésung austreiben und auf dem Adsorbens Tenax-TA? anreichern. Durch

Aufheizen des Tenax-TA2 erfolgt die Probenaufgabe in den isothermisch arbeitenden

Gaschromatographen. Nach der Trennung der derivatisierten Quecksilberspezies erfolgt dann

eine Pyrolyse in einem elektrisch beheizten Quarzrohr. Durch die Pyrolyse werden die

Quecksilberderivate zu Hg® reduziert und mit Hilfe des AFS-Detektors detektiert.

Durch die entwickelte Messanordnung wurden Nachweisgrenzen von 0,957 107° gxkg™ fir

Methylquecksilber und 1,94 ~107° g xkg *fiir anorganisches Quecksilber erreicht.

Die Untersuchung der zertifizierten Referenzmaterialien CRM TORT-2 (Hummer
Hepatopankreas), NIST-2976 (Muschelfleisch) und BCR CRM 414 (Plankton) zeigte gute
Ubereinstimmung der Messergebnisse mit den zertifizierten Werten.

Die Validierung der Methode in Anlehnung an die EURACHEM-Richtlinien (EURACHEM
1998, QUAM 2000) machte deutlich, dass die entwickelte Methode fur den beabsichtigten

Zweck geeignet ist und die erforderlichen Qualitatskriterien erftillt.
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4. SOP: Arbeitsanleitung, Zusammenbau der Apparatur

Anmerkung: Aus praktischen Griinden werden nachfolgend und abweichend von den

bisherigen Textpassagen laboriibliche Stoffmengenangaben ( z.B. pg statt 10°g ) verwendet.
Untersuchung von Zooplankton und Fischgewebe

Gaschromatograhische Bestimmungsmethode von Hg?* und Methylquecksilber

4.1 Zweck und Anwendungsbereich

Diese Methode beschreibt ein Verfahren zur simultanen Bestimmung von anorganischem

Quecksilber und Monomethylquecksilber in Fischgewebe und Zooplankton.

Einleitung

Das Schwermetall Quecksilber und seine Verbindungen gehéren zu den stérksten Giften in
der Umwelt. Von besonderem Interesse ist dabei die Meeresumwelt, da Quecksilber dort
zahlreichen chemischen und bio-geochemischen Umsetzungen unterliegt. In der
Meeresumwelt kommt Quecksilber in unterschiedlichen Spezies vor. Diese sind die
elementare Form (Hg®), das anorganische Quecksilber (Hg**) und die quecksilberorganischen
Verbindungen Monomethylquecksilber (CHzHg") und Dimethylquecksilber (CHzHgCHs).

Im Vergleich zum anorganischen Quecksilber wird Monomethylquecksilber von biologischen
Systemen leichter aufgenommen und starker angereichert und weist zudem eine hohe
Neurotoxizitat auf. Deshalb ist die Kenntnis iber den genauen Gehalt bzw. die Verteilung der

Queckilberspezies in der marinen Nahrungskette von grolRer Wichtigkeit.

Begriff
Unter dem Gehalt an Methylquecksilber und Quecksilber wird der nach diesem Verfahren
bestimmte Gehalt an Monomethylquecksilber-Kation und Quecksilber(I1)*verstanden. Er wird

in pgkg™ angegeben. Als Standardsubstanz wird Monomethylquecksilberchlorid verwendet.

Name: Monomethylquecksilberchlorid
CAS-Nr: [115-09-3]
Name: Quecksilber(I1)-Kation: Hg**
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Kurzbeschreibung des Verfahrens

Das gefriergetrocknete und mit einem Marser fein zerstossene Untersuchungsmaterial wird in
25%iger Tetramethylammoniumhydroxidlésung (TMAH) bei Zimmertemperatur vollstandig
aufgelost. Ein  Teil dieser Aufschlusslosung wird in einer Gaswaschflasche mit
Natriumacetatpuffer und bidest. Wasser versetzt.

AnschlieRend werden die enthaltenen Quecksilberverbindungen mit Natriumtetraethylborat
(STEB) zu gasformigen Verbindungen umgesetzt. Folgende Reaktionen laufen dabei ab:

Hg” + 2 NaB(C,Hs)s << (CoHs)Hg(CoHs)- + 2Na* + 2B(CoHs)s;
(CHg)HgJr + NaB(C2H5)4 << (CHg)Hg(CzH5)— + Na+ + B(CzH5)3.

Mit Hilfe eines Argon-Gasstroms werden die gasformigen Quecksilberverbindungen aus der
Losung ausgetrieben und auf einem Adsorptionsréhrchen mit Tenax-TA® gesammelt. Durch
Aufheizen des Adsorptionsrohrchens werden die gesammelten Verbindungen desorbiert und
anschlieBend gaschromatographisch getrennt. Die Detektion erfolgt mittels Kaltdampf-
Atomabsorptionsspektrometer (CV-AAS) oder Atomfluoreszenzspektrometer (CV-AFS) nach
vorheriger Pyrolyse der Hg-Derivate zu Hg’. Bei der CV-AFS dient das Fluoreszenzsignal der

Quecksilberlinie bei 253,7 nm als Mal} der Quecksilberkonzentration in der Kilvette.

4.2 Chemikalien

Allgemeine Hinweise
Alle Reagenzien mussen in dicht verschlossenen Behéltern und im Dunkeln aufbewahrt

werden, um Kontamination und Zersetzungen zu vermeiden.
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Tabelle 16: Verwendete Chemikalien
Nummer Substanz Hersteller | R-Sétze | S-Sétze | CAS- Gefahren | Qualitat
Nummer -symbol
4.1.1 Monomethylquecksilberchlorid | Aldrich 115-09-3 T+ p.A.
4.1.2 Quecksilbernitrat-Stamml&sung 34 26- C
36/37/3
9-45
4.1.3 Natriumacetat Merck - - 127-09-3 , Suprapur
414 Tetramethylammoniumhydroxid | Merck 25-34- 26- T Zur
Ldsung 25% 52/53 36/37/3 Synthese
9-45-61 oder
besser
4.15 Natriumtetraethylborat Galab - - 15523-24- mind.
7 99,8%
4.1.6 Essigsaure 100% (Eisessig) Merck 10-35 23.2-26- | 64-19-7 C Suprapur
45
4.1.7 1,1,1,3,3,3 Hexamethyldisilazan | Merck 11- 16- 999-97-3 F,C Zur
20/21/2 | 36/37/3 Synthese
2-34 9-45
418 Helium 5.0 Messer- 5.0
Griesheim
4.1.9 Argon 4.8 Messer - 4.8
Griesheim
4.1.10 Wasser (Reinstwasser) 7732-18-5 >18,2
MOhm,
frei  von
Hg
4.1.11 2-Propanol Merck 11-36- 7-16- 67-63-0 F, X p.A.
67 24/25-
26
4.1.12 Cyclohexan Merck 11-38- 9-16- F, X» N p.A.
50/53- | 33-60-
65-67 61-62

Warnhinweise:

Bei den verwendeten Chemikalien handelt es sich z.T. um aullerordentlich starke Gifte.

Beim Umgang mit Methylquecksilberchlorid sind besondere Sicherheitsmafnahmen

erforderlich. Dazu gehoren spezielle Schutzhandschuhe des Types ,,Silver-Shield*. Unter
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diesen Handschuhen ist zusatzlich ein Nitrilhandschuh zu tragen. Aufllerdem wird
empfohlen beim Herstellen von Standards eine Staubschutzmaske zu tragen.
Kontaminierte Geratschaften missen sofort nach der Kontamination sehr sorgféltig mit

Aceton und anschlielend mit Wasser gereinigt werden.

4.3 Losungen

4.3.1 Methylquecksilberchlorid (MetHgCI) zur Analyse, Molekulargewicht 251,078 g/mol
Methylquecksilberchlorid-Stammlésung, MetHgCl = 1g I
10 mg Methylquecksilberchlorid werden auf 0,1 mg genau in einen 10 ml Messkolben
eingewogen, in ca. 5 ml 2-Propanol (4.1.11) gel6st und anschlieRend mit 2-Propanol

zur Marke aufgefullt.

4.3.1.1 Verdiinnte Methylquecksilberchlorid-Stammlésung, MetHgCl = 1mg I™*
50 pl Methylquecksilberchlorid-Stammlésung werden in einen 50 ml Messkolben

gegeben und mit bidest. Wasser bis zur Marke aufgefullt.

4.3.2 Quecksilber-Stammldsung, Hg = 1g I (handelsibliche Standardlésung fiir die
Atomabsorptionsspektrometrie).
4.3.2.1 Verdiinnte Quecksilber-Stammlésung, Hg = 1mg I,
50 pl Quecksilber-Stammlosung werden in einen 50 ml Messkolben pipettiert und mit

bidest. Wasser bis zur Marke aufgeflit..

4.3.3 Standardmix aus verdlnnter Methylquecksilberchlorid-Stammlésung (4.3.1.1) und
verdunnter Quecksilber-Stammldsung (4.3.2.1)
MethHgCl = 10 ng mI™*; Hg = 10 ng mI*

100 pl verdinnte Methylquecksilberchlorid-Stammldsung (4.3.1.1) und 100 pl
verdiinnte Quecksilberchlorid-Stammlosung (4.3.2.1) werden in einem 10 ml

Messkolben genau auf 10 ml mit bidest. Wasser aufgefillt.

Anmerkung zur Stabilitat von verdinnten Quecksilberldsungen:
Quecksilber- und Methylquecksilberlosungen sind nur begrenzt lagerfahig. Daher ist die

Quecksilber-Stammldsung mindestens in jahrlichen Intervallen zu erneuern (Vorratsgefall mit
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Datum versehen!), die verdinnte Quecksilber-Stammldsung monatlich zu erneuern und die

Quecksilber-Kalibrierlésungen taglich frisch herzustellen.

4.3.4 Essigsaure/Acetatpuffer, ¢ = 2 mol I"*
164,04 g Natriumacetat wasserfrei (4.1.3), und 120,1 g Essiséure 100% (4.1.6) werden
in einem 1-Liter Messkolben zuerst in ca. 400 ml bidest. Wasser gelést und

anschlief’end mit bidest. Wasser bis zur Marke aufgefullt.

4.3.5 Natriumtetraethylborat, Molekulargewicht 150,05 g/mol
Natriumtetraethylboratlésung ¢ = 0,222 mol I
1 g Natriumtetraethylborat wird in einem 100 ml Becherglas in 30 ml bidest. Wasser
gelost. AnschlieBend werden Portionen von 5 ml der Nartriumtetraethylboratldsung in
10 ml Quarzreagenzglaser pipettiert, verschlossen und bei mindestens — 15°C

eingefroren.

Anmerkung zur Stabilitat der Natriumtetraethylboratlosung:

Es ist zu beachten, dass Natriumtetraethylborat durch den Kontakt mit Sauerstoff sehr schnell
zersetzt wird. Es ist daher wichtig, nach dem Offnen des NatriumtetraethylboratgefaRes
schnell zu arbeiten und die hergestellte Loésung sofort zu portionieren und bis zur
Verwendung einzufrieren. Bei —20°C eingefrorene STEB-L6sungen sind 10 Wochen haltbar.
Nach dem Auftauen mussen diese vor der Verwendung sorgféltig geschittelt werden.
Aufgetaute oder frisch angesetzte Lésungen, die nicht innerhalb von einem Tag verbraucht

werden, kdnnen mit viel Wasser im Abfluss entsorgt werden.

4.4 Gerate und Hilfsmittel

Die Numerierungen der einzelnen Geréte findet sich in Abbildung 5 wieder.

5.1 Helium 5.0 Druckgasflasche mit Reduzierventil fiir einen Betriebsdruck von p = 4.0 bar
5.2 Argon 4.8 Druckgasflasche mit Reduzierventil fur einen Betriebsdruck von p = 2.0 bar
5.3 4x Magnetventil ,,Fa.Birckert” Modell 0127 2-Wege

5.4 1x Magnetventil ,,Fa.Burckert“ Modell 0127 3-Wege

5.5 Gaschromatograph HP 5890 Serie I, Isotherm 85°C
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5.6 GC-Sdule selbstgepackt, Duranglas, AD 6 mm, ID 4 mm, Lange 75 cm, U-Form gefullt
mit 15% OV3 auf DMCS WAW 60/80

5.7 Pyrolyse-Quarzrohr AD 6 mm, ID 4 mm, Lange 150 mm

5.8 Adsorptionsrohrchen, Duranglas, Lange 10 cm, AD 6 mm, ID 4 mm gefullt mit 50 mg
Tenax-TA?

5.9 Nickel/Chrom Widerstandsdraht 60 cm, £ 0,5 mm

5.10 Oxisorb& Gasreinigungssystem

5.11 PC mit Kontron Integration Pack 3.0& bzw. Notebook mit LabView &-basierter
Auswertesoftware

5.12 Gaswaschflasche aus PTFE 200 ml

5.13 Analysenwaage mit Genauigkeit 0,1 mg

5.14 PTFE-Schlauch AD 2 mm, ID 1 mm, ca. 5m

5.15 Magnetrihrer mit Magnetstab, teflonbeschichtet

5.16 Perkin Elmer FIMS-FlieRinjektionssystem mit Software zum Steuern der Magnetventile
(nicht in der Abbildung 5 enthalten)

5.17 Labornetzgerét 16A 32V (besser 25A, 32V)

5.18 Labornetzgerat 3,2A 32V

5.19 Zeitschaltuhr fir 220V regulierbar zwischen 10-120 Sekunden mit Netzteil

5.20 Gasdurchflussmessgerat 1-1000 ml/min

5.21 CV-AFS Detektor Il Fa. Brooks Rand

5.22 Mikrodosierpipetten fir10-100 pl, 200-1000 pl, 1000-5000 pl

5.23 Schnellverbindungsstiicke Fa. Supelco (,,Quick Connector*)

5.24 2x Glasrohr Duranglas, AD 6 mm, ID 4 mm, Lange ca. 100 mm gefullt mit
Gold/Platinnetz

5.25 Nadelventil zur Druckfeinregulierung

5.26 Dreiwegehahn aus Teflon mit 2 mm-Anschlissen

5.27 Trockenschrank

5.28 Bunsenbrenner

5.29 Thermometer, Messbereich 0-1150°C

5.30 1 Liter-, 50 ml-, 10 mI-Messkolben

5.31 100 ml Becherglas

5.32 Quarzreagenzglaser 10 ml

5.33 Zeitstoppuhr

5.34 Zentrifuge
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5.35 Zentrifugenglaser aus Quarz

5.36 Gefriertrocknung

4.5 Anleitungen und Betriebsanweisung zum Zusammenbau der
Komponenten

Allgemeine Hinweise
Der Zusammenbau der Komponenten erfordert groRe Sorgfalt und Sauberkeit beim Arbeiten.
Die Komponenten missen genau nach folgendem Schaubild zusammengesetzt und nach den

folgenden Beschreibungen installiert werden.

Schlauch- und Dreiwegehahnmaterial —=
Teflon bzw. PFA ;:E.;"‘e'z' — —
32ABNV | g":br;tme'z' o o 520
. 6.18) i 16A.32v L =
Helium 5.0 Nadalventll(l.‘i.25) Zeitschaltuhr _"E[ A g 7 A
? | Dreiwegehahn (5.26) (5.19) T . S
I —?—-—\\ . >&_f) Magnetventil 1(5.3) o Magnetventil 2 (5.3
AN Gagrzlsno U{';_’Q;Ifo) Dreiwegehahn (5.26) 'ﬁmm ‘m Dargiweehah(n (5).26)
Pt ) ! Magnetventil 3 (5.4 /,
AulPtNetz (5.24 agraent 53 Tanax A e sy Cuars SIsersh CVARS.- Detektor (5:21)
5.3 Adsorberrohr 4mmiID,15% QV3 on HiE
Gaswaschflasche aus 585.9) DMCS WAW 60/80
Teflon (5.12) mit
Schnellverbindungsstiick
{5.23)
Magnetrihrer (5.15) B.5)
Argon 5.0
{5.1) e
GC-HP 5890

Abbildung 5: Schematischer Aufbau der Apparatur zur simultanen gaschromatographischen
Bestimmung von Hg®* und Methylquecksilber .

Anschluss von Gasflaschen, Druckminderer, Durchflussmessgerat,
Feinregulierventil, Schlduchen, ,,Quecksilberfalle**, CV-AFS-Detektor, Gaswaschflasche und
Magnetventilen

Zuerst werden die Argon- und Heliumdruckgasflaschen (5.1 und 5.2) mit einem passenden
Druckminderer fir Reinstgase versehen. AnschlieBend werden Teflonschldauche (6 mm AD)
an die Niederdruckseite der Druckminderer angeschlossen. In beide Gasleitungen wird dann
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eine Quecksilberfalle eingesetzt, die aus einem Glasrohr (6 mm AD, 4 mm ID) gefillt mit
einem Gold/Platinnetz (5.24) besteht.

Zusétzlich wird bei der Heliumanlage ein Nadelventil (5.25) und eine Gasreinigungsanlage
(Oxisorb-Kartusche) zur Entfernung von Sauerstoffspuren (5.10) montiert. Zur Montage der
Oxisorb-Gasreinigung muss die Bedienungsanleitung des Herstellers genau beachtet werden.
Hinter der Gasreinigung wird bei der Heliumgasversorgung statt eines 6 mm-
Teflonschlauches ein dunnerer Teflonschlauch (5.14) (2 mm AD, 1 mm ID) verwendet.

Mit Hilfe eines Dreiwegehahns (5.26) wird nun der Heliumgasstrom geteilt. Der kiirzere Weg
fuhrt zu Magnetventil 1 (5.3), das ein Zweiwegemagnetventil ist. Der zweite lange Weg fiihrt
zu Magnetventil 3. Dieses ist ein Dreiwegemagnetventil (5.4). Zum Anschluss der
Magnetventil-Steuerung siehe 4.9 Steuerung der Magnetventile.

Hinter Magnetventil 1 (5.3) wird ein Dreiwegehahn (5.26) angeschlossen. VVon diesem fihrt
ein Weg zu Magnetventil 4 (5.3), der andere wird an das Tenax-TA®-Adsorptionsrohrchen
(5.8) angeschlossen. Siehe dazu 4.6.

Hinter dem Tenax-TA2-Adsorptionsrohrchen (5.8) wird erneut ein Dreiwegehahn
angeschlossen der zum einen zum Magnetventil 2 fihrt, zum anderen zu Magnetventil 3.
Hinter dem Magnetventil 2 wird ein Schlauch angeschlossen, der in einem Abzug endet.
Magnetventil 3 ist ein Dreiwegemagnetventil (5.4), an das dann die Gaschromatographiesaule
(5.6) angeschlossen ist. Zur Herstellung und Installation der Gaschromatographiesédule siehe
4.7.

Hinter der Gaschromatographiesaule (5.6) wird die Pyrolyseeinheit installiert. Dabei muss
darauf geachtet werden, dass sich keine brennbaren Stoffe in der direkten Umgebung oder
uber der Pyrolyseeinheit befinden. Dazu sollte ein Sicherheitsabstand von ca. 50 cm zu
Kabeln, Schlduchen, Apparaturen etc. eingehalten werden. Es wird empfohlen, die
Pyrolysezelle direkt Giber dem Aluminiumblech (auf der Oberseite) des Gaschromatographen
zu plazieren.

Zur Herstellung und Installation der Pyrolyseeinheit siehe 4.8.

An den Ausgang der Pyrolyseeinheit wird der CV-AFS Detektor (5.21)-Eingang
angeschlossen. An den Ausgang des CV-AFS wird das Durchflussmessgerét (5.20) montiert.
Die Ausgabe des Detektorsignals erfolgt Gber eine BNC-Steckverbindung.

Zum Anschluss des Detektors an einen PC oder einen Integrator siehe 4.9.
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Hinter die Quecksilberfalle der Argongasversorgung wird Magnetventil 5 (5.3) montiert. Mit
Hilfe von zwei Schnellverbindungen (5.23) wird daran die Gaswaschflasche (5.12) installiert.

Der Ausgang der Gaswaschflasche (5.12) fihrt zu Magnetventil 4.
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46 Herstellung und Anschluss der Tenax-TA®  Adsorptions-
/Desorptionseinheit

Ein etwa 10 cm langes Duran-Glasrohr wird vor dem Fillen mit ca. 10 ml 1,1,1,3,3,3
Hexamethyldisilazan (4.1.7) gespult und im Trockenschrank getrocknet. AnschlieBend wird in
eine Seite des Rohrchens silanisierte Glaswolle eingebracht und ca. 3 cm eingeschoben. Dann
werden von der anderen Seite 50 mg Tenax-TA2 60/80 oder 80/100 eingefiillt. AnschlieBend
wird auch von dieser Seite das Rohrchen mit silanisierter Glaswolle verschlossen. Abbildung
6 zeigt das fertige Adsorptionsréhrchen. Es wird empfohlen in einem Arbeitsgang mehrere

Adsorptionsrohrchen herzustellen.

Glaswolle, silanisiert

-

——"10cm |

——3.8cm—
Tenax-TA

Abbildung 6: Aufbau Tenax-TA2-Adsorptionsréhrchen

Das fertige Tenax-TA2-Rohrchen wird nun auf der Lange der Tenax-Fullung mit
Nickel/Chromwiderstandsdraht umwickelt. Dann wird mit Hilfe der Zeitschaltuhr und durch
Variation des Stroms bzw. der Stromstarke die Adsorptions-/Desorptionseinheit so eingestellt,
dass das Tenax-Rohrchen innerhalb von ca. 45-50 Sekunden auf eine Temperatur von
T=250°C aufgeheizt wird.
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O O @ Zeitschaltuhr

AnschluBklemme NickellChrom
Keramik ——; Widerstandsdraht {5.9)
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Abbildung 7: Aufbau der Adsorptions-/Desorptionseinheit mit Zeitschaltuhr

4.7 Herstellung und Installation der Gaschromatographiesaule

Die Gaschromatographieséule (5.6) wird aus einem 85 cm langen Duran-Glasrohr (AD 6 mm,
ID 4 mm) selbst hergestellt. Dazu wird das Glasrohr entsprechend der Dimensionen des
Gaschromatographen mit einem Bunsenbrenner oder Glasblaserbrenner so stark erhitzt, dass
es entsprechend den Anforderungen geformt werden kann.

Als praktikabel erwies sich eine U-Form ensprechend Abbildung 8 fir den
Gaschromatographen HP-5890 (5.5). Nach dem Abkihlen wird die gesamte Saule mit ca. 15
ml 1,1,1,3,3,3 Hexamethyldisilazan (4.1.7) gespult und im Trockenschrank getrocknet. Danach
wird eine Seite der Sdule mit silanisierter Glaswolle verschlossen und an eine
Wasserstrahlpumpe mit einem Vakuumschlauch angeschlossen. Anschliefend wird das
Séulenmaterial 15% OV3 on DMCS WAW 60/80 durch vorsichtiges Einsaugen in die Saule
eingebracht. Standiges vorsichtiges Klopfen sorgt dafir, dass die Sdulenpackung dicht erfolgt.

Dann wird die offene Seite der Saule ebenfalls mit silanisierter Glaswolle verschlossen.
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15% OW3 on DMCS WAW 60/80

Abbildung 8: Gaschromatographische Trennséaule — Schematische Darstellung

Die Gaschromatographiesdule wird anschlieBend in einen Gaschromatographen so eingebaut,
dass sich die gesamte Fullung innerhalb des Ofens befindet. Der Gaschromatograph wird auf
eine Temperatur von 85°C (isotherm) eingestellt.

Es wird empfohlen den Gaschromatographen auch iber Nacht nicht auszuschalten.

4.8 Herstellung und Installation der Pyrolyseeinheit

Zur Herstellung der Pyrolyseeinheit werden ein Quarzrohr (AD 6 mm, ID 4 mm) von etwa
15-20 cm, ein Gold/Platinnetz, ein sehr leistungsstarkes Labornetzteil (mind. 16A 32V) und
ein Nickel/Chromwiderstandsdraht benétigt.

Die Temperatur bei der Pyrolyse betragt ca. 1150°C.

Zur Installation wird zuerst das Gold/Platinnetz in die Mitte des Quarzrohres eingebracht. Um
die Mitte des Quarzrohres wird ca. 40 cm Nickel/Chromdraht auf einer L&ange von etwa 3,5
cm dicht gewickelt. An diesen Draht wird das Labornetzteil angeschlossen. Abbildung 9 zeigt
die vollstandige Pyrolyseeinheit.
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NickeliChrom
Widerstandsdraht {5.9)

Anschluklemme
aus Keramik

ARy
2o

PTFE

a8
Quarzrohr GoldiPlatinnetz Ausgang Zum
CVAFS

GC-Saule mit Glaswolle

HP 5830 ~ 158% OV3 on DMCS WAW 60/80

Abbildung 9: Pyrolyseeinheit

Die Schlauchverbindungen zum Quarzrohr missen aus thermisch stabilem PTFE bestehen
und mit Aluminiumfolie umwickelt werden. Das Quarzrohr sollte gut gesichert sein, da der
Widerstandsdraht beim Betrieb sehr weich wird und das Gewicht des Réhrchens nicht alleine
tragen kann. Deshalb wird empfohlen, an den Ausgang der GC-Sé&ule ein Verbindungsstiick in
L-Form (90°Winkel, siehe Abb.9) anzuschlieRen.

Der Anschluss des Nickel/Chromdrahtes an das Netzgerat erfolgt mit Kupferkabeln von
mindestens 1 mm ZA. Die Verbindung muss aufgrund der hohen Arbeitstemperatur mit einer
Keramikklemme erfolgen.

Wahrend des Betriebes muss die Temperatur des Quarzrohres 1150°C betragen. Die

Temperatur muss mit einem geeigneten Thermometer Uberprift werden.

4.9 Anschluss des Detektors an einen PC oder einen Integrator

Das Ausgangssignal des Detektors reicht von 0-7000 mV. Eine einfache mdgliche
Aufzeichnungsmethode ist der Anschluss eines geeigneten Integrators oder X/Y-Schreibers an
den Detektor.

Eine weitere Mdglichkeit besteht in der Installation einer Digital/Analog-Wandlerkarte in

einen PC mit entsprechender Software zum Aufzeichen und Auswerten der Mess-Signale. In



8. Anhang Forschungsbericht FKZ 200 22 230 - 189 -

diesem Fall wird die Kontron Integration Software 3.0 mit entsprechender A/D-Karte der Fa.
Kontron empfohlen.

Steuerung der Magnetventile

Die Steuerung der Magnetventile wird durch eine Relaisschaltung ermdéglicht. Eine solche
Steuerung ist bereits in der FIMS-Software fiir die Amalgamierungsmethode vorgesehen und
deshalb leicht zu integrieren. An die RS232-Schnittstelle der FIMS (Flow Injection Mercury
System) werden die Magnetventile mit Hilfe einer Relaisschaltung angeschlossen und kénnen
so bequem Uber einen PC gesteuert werden. Die Stromversorgung wird durch ein einfaches

12V-Netzteil sichergestellt. Die Anordnung der Magnetventile erlaubt zwei Stellungen:

Tabelle 17: Magnetventil-Stellungen zur Steuerung der ,,Purge-and-Trap- und Gaschromatographie-

Position*
Magnetventil | Magnetventil | Magnetventil | Magnetventil | Magnetventil
1 2 3 4 5
1. Purge and Trap-| geschlossen offen geschlossen offen offen

Position

2.Gaschromatographie-

Position

offen

geschlossen

offen

geschlossen

geschlossen

Beim Umschalten von Position 1 auf Position 2 muss die Teflongaswaschflasche entfernt

sein.

Einrichten und Inbetriebnahme der Apparatur

Zum Einrichten und zur Inbetriebnahme der Apparatur missen zundchst die Gasflisse
uberprift und wenn nétig korrigiert werden. AuBerdem muss mit Hilfe von Seifenlésung oder
speziellen ,,Lecksuchgeraten” die Dichtigkeit sdmtlicher Gasanschliisse undVerbindungen
Uberpruft werden. Treten Undichtigkeiten auf, muss mit Hilfe von Teflon-Dichtungsband

nachgebessert werden.

Am Druckminderer der Heliumgasversorgung darf auf der Niederdruckseite ein Gasdruck von
maximal 3,0 bar anliegen. Der Heliumgasfluss wird dann in der Magnetventil-Position 2
(Gaschromatographie) mit Hilfe der Feinregulierung so eingestellt, dass sich ein konstanter
Fluss von 40 ml/min = 2 ml/min ergibt. Dazu wird das Gasflussmessgerat (5.20) hinter den

Detektor angeschlossen.
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AnschlieRend werden die Magnetventile entsprechend Tabelle 15 auf Magnetventil-Position 1
(Purge and Trap) umgestellt.

Der dann resultierende Gasfluss sollte bei 50 ml/min + 10 ml/min liegen.

AnschlieBend wird der Fluss des Argons uberprift. Dazu wird eine mit 50 ml Wasser gefiillte
Teflongaswaschflasche in den Gasstrom (siehe Abb.1) zwischen Magnetventil 5 und
Magnetventil 4, mit Hilfe von Schnellverbindern (5.23), eingebracht.

Nun wird direkt am Ausgang von Magnetventil 2 der Gasfluss gemessen. Dieser sollte bei
580 ml/min £ 20 ml/min liegen. Durch vorsichtiges Regulieren an der Niederdruckseite des
Argon-Gasdruckminderers kann dann der Gasfluss korrigiert werden. Anschliefend werden
die Temperaturen der Adsorptions-/Desorptionseinheit, des Gaschromatographen und der

Pyrolyseeinheit Uberpruft und wenn nétig gemaR 4.6, 4.7 und 4.8 korrigiert.

4.10 Durchfiihrung von Messungen

4.10.1 Warnhinweise
Bei der Durchfiihrung der Methode sind stets Schutzhandschuhe, Schutzbrille und

Kittel zu tragen. Bei der geschilderten Apparatur kommt es an der Pyrolyseeinheit zu

sehr hohen Temperaturen von ca. 1000°C. Deswegen darf die Pyrolyseeinheit niemals

unbeaufsichtigt gelassen werden. Die Apparatur darf nur von eingewiesenen Personen

in Betrieb genommen werden.

4.10.2 Probenvorbereitung und Aufschluss

Die Probe wird gefriergetrocknet und bei hohen Fettgehalten tber 10% (z.B. Fischleber)
entfettet.

Entfettung von fettreichen Proben (modifizierte Methode nach Smedes(1999))

Zuerst wird eine doppelte Trockengewichtsbestimmung mit einer représentativen Portion der
Probe durchgefihrt.

AnschlieRend werden ca. 200 mg der feuchten Probe in ein 10 ml Zentrifugenglas Uberfiihrt
und 1,6 ml 2-Propanol und 2,0 ml Cyclohexan (4.1.12) zugegeben. Dann wird die Probe 2
Minuten mit einem Ultra Turrax homogenisiert.

Nun werden W ml Wasser hinzugefiigt. W berechnet sich nach folgender Formel:
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Probeneinwaage[g] *Wassergehalt[%]
100

W =22

AnschlieRend wird die Losung erneut 1 Minute mit dem Ultra Turrax behandelt und bei ca.
450 g zentrifugiert. Die organische (obere) Phase wird mit einer Pipette moglichst vollstdndig
in einen zuvor gewogenen 30 ml-Kolben Uberfiihrt. Dann werden 20 ml Cyclohexan/2-
Propanol 87/13 (w/w) zum Rickstand gegeben und wiederum homogenisiert.

Nach anschlieRender Zentrifugation wird die organische Phase abgenommen und die
organischen Phasen vereinigt. Die organische Phase kann danach am Rotationsverdampfer
eingeengt werden. Nach Abblasen von organischen Ldsungsmittelresten mit Stickstoff,
Trocknung im Trockenschrank und anschlieRender Wégung zur Fettgehaltsbestimmung, kann
der Riickstand der Analytik organischer Schadstoffe (z.B. PCB’s) zugefiihrt werden.

Die waéssrige Losung und der darin suspendierte und entfettete Ruckstand wird
gefriergetrocknet und kann dann aufgeschlossen werden.

Der gefriergetrocknete Riickstand aus der Entfettungsprozedur oder die native
gefriergetrocknete Probe wird mit Hilfe eines Mikrohomogenisators oder eines Morsers
moglichst fein zerstolRen. Etwa 50-100 mg dieser Probe werden in ein 10 ml Quarzgefal
uberfiihrt und mit 2 ml Tetramethylammoniumhydroxid versetzt. Der Aufschluss wird bei
Zimmertemperatur durchgefihrt. Um den Aufschlussvorgang zu beschleunigen, kann eine
Schuttelapparatur verwendet werden. Der Aufschluss ist vollstandig, wenn die Lésung klar ist
und kein Bodensatz mehr vorhanden ist. Bei einigen Proben kann es vorkommen, dass sie
unlésliche Bestandteile (Silikate, Chitin etc.) enthalten. Dann sollte die Aufschlusslésung erst
nach mindestens 24 Stunden zentrifugiert und der Uberstand verwendet werden.

Die Analyse eines Aliquotes des Aufschlusses bzw. der Standards wird wie in 4.10.3

beschrieben durchgefihrt.

4.10.3 Kalibrierung/Analyse von Proben
Mit dem Methylquecksilberchlorid/Hg?* Standardmix (4.3.3) wird nach dem vorgegebenen

Schema aus Tabelle 18 eine Kalibrierung durchfihrt.
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Tabelle 18: Pipettierschema

Reinstwasser | Standardmix | Entspricht | Entspricht | Essigsaure- Natriumtetraethylborat-
[mi] (4.3.3) [ul] MetHg Hg** /Acetat Losung (STEB)
[pa] [pa] Pufferlosung | (4.3.5)
(4.3.4) [ml] [un
50 10 39,95 50 3 500
50 30 119,85 150 3 500
50 50 199,75 250 3 500
50 70 279,65 350 3 500
50 90 359,55 450 3 500
50 0 0 0 3 500
50 Proben- 3 500
aufschluss

Dazu werden zuerst immer 50 ml Reinstwasser in die Teflongaswaschflasche (5.12)
vorgelegt. Dann werden der Reihenfolge nach der Standardmix (4.3.3) bzw. die
Probenaufschlusslésung, 3 ml Essigsaure/Acetatpuffer (4.3.4) und zum Schluss 500 pl
Natriumtetraethylboratlosung (4.3.5) in die Teflongaswaschflasche (5.12) pipettiert.
AnschlieBend wird ein Magnetrihrstab (5.15) hinzugefiigt und die Gaswaschflasche
verschlossen. Nun wird die Gaswaschflasche auf einen Magnetrihrer (5.15) gestellt und mit
Hilfe der Schnellverbinder (5.23) gemé&ll Abbildung 5 mit der Apparatur verbunden. Die
Ventilsteuerung muss sich gemél Tabelle 17 in der ,,Purge and trap*“-Position befinden.

Dann wird der Magnetriihrer eingeschaltet und fur exakt 300 Sekunden Argongas durch die
Gaswaschflasche geleitet. Der Argongasfluss muss dabei konstant bei 600 ml/min liegen.
Dieses kann mit Hilfe der Feinregulierung (5.25) eingestellt werden. Nach Ablauf von genau
300 Sekunden wird zuerst das Ventil 5 geschlossen und die Gaswaschflasche (5.12) wird mit
den Schnellverbindern (5.23) von der Apparatur getrennt. Dann wird das Magnetventil 4 und
das Magnetventil 2 geschlossen und die restlichen Ventile werden gemaR Tabelle 17 auf die
Position 2 ,,Gaschromatographie*-Position umgestellt.

Nun wird die Aufzeichnung der Mess-Signale am PC bzw. Integrator gestartet und durch
Betatigung der Zeitschaltuhr (5.19) das Tenax-TA® Adsorptionsrohrchen innerhalb von einer
Minute auf 250°C aufgeheizt. Dabei muss das Netzteil der Pyrolyseeinheit gemal Abschnitt
4.8 und Abbildung 9 eingeschaltet sein. Die ethylierten Quecksilberverbindungen eluieren
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durch das Aufheizen und werden gaschromatographisch getrennt, in der Pyrolyseeinheit zu
Hg® reduziert und vom CV-AFS-Detektor detektiert.

Die Mess-Signale werden dabei in Abhé&ngigkeit von der Zeit aufgezeichnet. Dabei wird
sowohl die Peakhohe als auch die Peakflache aufgezeichnet. VVon jeder Kalibrierlésung
werden drei Wiederholmessungen durchgefiihrt.

10 Minuten nach dem Einschalten der Zeitschaltuhr (5.19) ist die Analyse beendet. Die
Magnetventile werden danach wieder auf die Position 1 ,,Purge and trap“ gebracht und die

néchste Analyse kann durchgefiihrt werden.

4.10.4 Auswertung

Eine Auswertung der Mess-Signale ist iber die Peakhdhe oder die Peakflache moglich. Es

wird empfohlen, die Auswertung tber die Peakhdhe vorzunehmen.

Blindwertkontrolle

Zunédchst wird die Analyse ohne Zugabe von Probe oder Standard durchgefiihrt.
Normalerweise ergibt sich dabei kein Blindwert fur Methylquecksilber und ein geringer
Blindwert  fur anorganisches  Quecksilber. Dieser Blindwert wird in einer
Dreifachbestimmung ermittelt und bei der spateren Berechnung fir den Gehalt an
anorganischem Quecksilber berticksichtigt (subtrahiert).

Dann wird durch Zugabe von 100 pl TMAH-LGsung und anschlieBender Analyse, der
Blindwert des TMAH untersucht. Sollte hier ein gegenuber dem Blindwert erhthter Wert
auftreten, so sollte ein TMAH besserer Qualitat verwendet werden. Ist dieses nicht verflgbar,
so wird der Blindwert der TMAH-L6sung durch eine Dreifachbestimmung ermittelt und in
der spateren Berechnung beriicksichtigt.

Lineare Kalibrierfunktion

Bevor die Kalibrierfunktion berechnet wird, wird von den Messwerten der Blindwert
abgezogen.

Dann wird der Mittelwert der korrigierten Peakhdhe von drei Wiederholmessungen fir die

Ermittlung und Berechnung der linearen Kalibrierfunktion verwendet.

Berechnung des Methylquecksilber- und Quecksilbergehaltes mit Hilfe der Kalibrierfunktion
Der Quecksilbergehalt bzw. Methylquecksilbergehalt G der untersuchten Probe ergibt sich

nach folgenden Gleichungen:
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G (Blindwertkorrigiert) * 2000
E \ (Probelésung )

G(glinawertkorrigiert): G€halt der Probenlésung an Analyt [pg]

Gprobe [Hg/kg]:

E: Einwaage [mg]
2000: Faktor 2000 pl Aufschlusslésung

V(probentssung): VOlumen an Aufschlussldsung [pl]

Wurde die Probe vorher entfettet, ergibt sich der Quecksilbergehalt bzw.
Methylquecksilbergehalt:

G (Blindwertkorrigiert) * 2000
( (E (entfettet ) * FEtthhalt[%])

100
G(glinawertkorrigiert): G€halt der Probenldsung an Analyt [pg]

GProbe [Hg/kg]:
\ )
(entfettet) ) (Pmbe'osung )

E(entreter): EinwWaage [g*10°]

2000: Faktor 2000 pl Aufschlusslésung

V (probentssung): VOlumen an Aufschlussldsung [pl]
Fettgehalt [%]

Standardaddition

Bei nur wenigen zu analysierenden Proben bietet es sich an, die Auswertung tber das
Standardadditionsverfahren vorzunehmen. Der Vorteil dieser Methode liegt vor allem darin,
dass die Kalibrierung mit einer geringeren Anzahl von Standards (2-3) durchgefuhrt werden
kann.

Es wird empfohlen die Auswertung mit der Software ,.SQS* (Fa. Perkin-Elmer)
vorzunehmen. Dieses Programm ist Bestandteil der Software fur die FIMS der Fa. Perkin-
Elmer. Dabei sollte durch Vorversuche der ungefédhre Gehalt an Methyl- und anorg.
Quecksilber bestimmt werden. Dieser wird dann in etwa der gleichen, doppelten und

dreifachen Konzentration zu der Probe addiert.

Ist das Programm ,,SQS* nicht vorhanden, erfolgt die Auswertung der Probenkonzentration,
indem zuerst die Gerade der Additionskalibrierfunktion aus den Messwerten berechnet wird.
Der Messwert ohne Standardaddition geteilt durch die Steigung der ermittelten Geraden ergibt

dann den Gehalt an Methyl- bzw. anorganischem Quecksilber.
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Versuche haben gezeigt, dass sich mit beiden Methoden zuverlassige Ergebnisse erzielen

lassen.
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6. Anhang
Kalibrierung MetHg (Peakhdhe)
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Abbildung 10: Kalibriergerade fiir Methylquecksilber (Peakhdhe)

Kalibrierung anorg. Hg (Peakhdhe)
r=0,9949
R2=0,9898

//L

L

50
‘/

0

50 100 150 200 250 300
P9

Abbildung 11: Kalibriergerade fiir anorganisches Quecksilber (Peakhohe)
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Kalibrierung MetHg (Peakflache)
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Abbildung 12: Kalibriergerade fiir Methylquecksilber (Peakflache)
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Abbildung 13: Kalibriergerade fiir anorganisches Quecksilber (Peakflache)
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9. Tabellarische

Untersuchungen der Umweltproben

Ubersicht

der

Ergebnisse der

9.1 Ergebnisse der Untersuchungen der Fischembroyonen 2002

Tabelle 9.1:

2002 AUSB AUSL |Wasser Hg Hg . MeHg MeHG
STATION gehalt Mittelwert | STDABW.95% | Mittelwert | STDABW.95%
13 53°06'N | 03°00'E 93,54% | 2,3565 0,3700 1,2817 0,5780
14 53°06'N | 03°30'E 91,35% | 1,2996 0,2040 2,0217 0,6308
15 53°06'N | 04°00'E 94,05% | 0,8948 0,0957 0,2869 0,0551
17 53°24'N | 03°00'E 92,37% | 1,8106 0,1974 0,9357 0,1769
18 53°24'N | 03°30'E 91,45% | 0,6479 0,1101 0,1650 0,0203
19 53°24'N | 04°00'E 92,16% | 0,6425 0,1118 0,3207 0,0478
20 53°24'N | 04°30'E 93,73% | 0,1589 0,0513 0,1715 0,1543
21 53°42'N | 03°30'E 92,18% | <E.G. <E.G 0,2644 0,0796
22 53°42'N | 04°00'E 88,97% | 0,8301 0,1610 0,7438 0,1666
23 53°42'N | 04°30'E 90,57% | 0,9664 0,0937 0,5822 0,1415
24 53°42'N | 05°00'E 90,33% | 0,2267 0,0426 1,1470 0,7478
25 53°42'N | 05°30'E 91,43% | 1,4335 0,2838 0,6124 0,1304
26 53°42'N | 06°00'E 90,31% | 0,8905 0,2484 0,1333 0,1353
27 53°42'N | 06°30'E 91,33% | 2,8168 0,2732 0,6763 0,4606
28 54°00'N | 04°00'E 92,72% | 0,7547 0,1419 0,5649 0,1051
29 54°00'N | 04°30'E 91,44% | 2,7660 0,5477 0,1853 0,0660
30 54°00'N | 05°00'E 93,73% | 1,8069 0,5041 0,2883 0,0747
31 54°00'N | 05°30'E 92,87% | 1,1872 0,1152 0,4048 0,1008
37 54°18'N | 05°00'E 89,07% | 0,3764 0,0422 0,2053 0,0667
38 54°18'N | 05°30'E 94,97% | 1,6704 0,2906 0,5188 0,1318
39 54°18'N | 06°00'E 90,72% | 3,7228 1,0312 0,9305 0,2689
40 54°18'N | 06°30'E 92,76% | 0,6033 0,1261 0,3284 0,2239
41 54°18'N | 07°00'E 92,04% | 0,7267 0,1170 1,4366 0,2126
42 54°18'N | 07°30'E 90,38% | 2,7714 0,6873 1,0760 0,2087
43 54°18'N | 08°00'E 90,77% | 4,2960 0,6745 1,7744 0,3779
44 54°36'N | 05°30'E 91,73% | 1,2066 0,1894 0,8317 0,3959
45 54°36'N | 06°00'E 93,60% | 0,5097 0,0545 0,7178 0,1335
46 54°36'N | 06°30'E 92,74% | 0,4770 0,0520 0,6891 0,1061
47 54°36'N | 07°00'E 93,98% | 1,5586 0,2650 0,9466 0,3512
48 54°36'N | 07°30'E 91,96% | 0,8993 0,0728 0,3082 0,0441
49 54°38'N | 07°51'E 92,92% | 0,6312 0,1105 0,8165 0,1976
50 54°54'N | 06°00'E 90,33% | 3,6740 2,0427 2,2071 0,4878
51 54°54'N | 06°30'E 93,45% | 1,3565 1,2819 1,0631 0,2381
52 54°54'N | 07°00'E 92,11%| <E.G. <E.G. 0,2038 0,1547
53 54°54'N | 07°30'E 93,06% | 3,7912 1,2246 2,3970 0,5753
54 54°54'N | 08°00'E 92,01% | 2,2545 1,3256 0,1733 0,1560
55 55°12'N | 06°30'E 88,21% | 1,7965 0,3485 2,1878 0,5776
56 55°12'N | 07°00'E 92,11% | 0,9347 0,0907 0,8373 0,1239
57 55°12'N | 07°30'E 93,54% | 1,3914 0,2616 0,3418 0,0831
58 55°12'N | 08°00'E 92,76% | 0,6744 0,1335 1,0083 0,2198
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9.2 Ergebnisse der Untersuchungen der Fischembroyonen 2003
Tabelle 9.2:

2003 AUSB | AUSL Wasser [ Anorg.Hg| Anorg. Hg. MeHg MeHg
STATION gehalt | Mittelwert | STDABW.95% | Mittelwert | STDABW.95%
1 51°50'N [ 03°00'E [ 92,8% 0,3840 0,2143 0,9925 0,1796
2 51°52'N | 02°30'E [ 92,1% 4,9496 0,4356 0,9134 0,2622
3 51°54'N | 03°30'E | 93,5% <EG <EG <EG <EG
4 52°10'N | 03°00'E | 94,0% 0,7688 0,2045 0,6908 0,1741
5 52°10'N | 03°30'E | 92,7% <EG <EG 1,8150 0,4538
7 52°28'N | 03°00'E | 92,4% 0,1414 0,1258 0,5080 0,0904
8 52°28'N | 03°30'E | 92,7% 0,9498 0,1491 0,6991 0,1168
9 52°28'N | 04°00'E | 92,9% 2,7215 0,4273 1,2255 0,2561
10 52°48'N | 03°00'E | 92,4% 3,0961 0,3313 0,3708 0,2403
11 52°48'N | 03°30'E | 93,1% 1,3868 0,1512 0,3664 0,1063
12 52°48'N | 04°00'E | 92,9% 2,8227 0,4799 0,8044 0,3443
14 53°06'N | 03°30'E | 93,0% 4,3496 0,3523 0,5860 0,1981
15 53°06'N | 04°00'E [ 92,7% 0,5775 0,1011 0,8584 0,0901
16 52°57'N | 04°23'E | 91,7% 0,9270 0,5154 0,9531 0,3622
18 53°24'N | 03°30'E | 92,2% 0,4776 0,4514 0,7009 0,3189
19 53°24'N | 04°00'E [ 91,9% 2,4450 0,4254 0,7186 0,3348
20 53°24'N | 04°30'E | 91,7% 0,8224 0,2656 1,0936 0,2198
21 53°42'N | 03°30'E | 92,1% 0,4868 0,2862 0,2778 0,2036
22 53°42'N | 04°00'E | 87,1% 0,6059 0,1176 0,5390 0,0868
23 53°42'N | 04°30'E [ 94,9% 1,0455 0,1014 0,2802 0,0765
24 53°42'N | 05°00'E [ 90,8% 0,4351 0,0818 0,3660 0,0728
25 53°42'N | 05°30'E | 91,1% 2,4841 0,4919 0,8891 0,4268
26 53°42'N | 06°00'E [ 88,9% 1,8494 0,5160 1,1900 0,3737
28 54°00'N | 04°00'E | 91,9% 2,6069 0,2529 0,1451 0,1742
29 54°00'N | 04°30'E | 91,9% 2,0232 0,2266 <E.G. <E.G.
30 54°00'N | 05°00'E | 85,1% 0,8023 0,1396 0,6151 0,1052
31 54°00'N | 05°30'E | 91,0% 1,0400 0,2881 0,7511 0,2043
32 54°00'N | 06°00'E | 91,7% 0,9663 0,2020 1,0563 0,1511
33 54°00'N | 06°30'E | 91,7% 3,8494 0,6198 0,6051 0,5144
35 54°00'N | 07°30'E [ 88,8% 0,8326 0,2065 0,7966 0,1474
36 54°00'N | 08°00'E | 91,4% 8,5916 0,8677 0,6487 0,5832
37 54°18'N | 05°00'E | 94,9% 0,5974 0,1481 0,3513 0,1065
38 54°18'N | 05°30'E | 92,9% 0,3824 0,0742 0,0863 0,0550
39 54°18'N | 06°00'E | 92,1% 1,0643 0,2480 0,4479 0,1818
41 54°18'N | 07°00'E | 92,9% 0,6648 0,1110 0,4521 0,0805
42 54°18'N | 07°30'E | 92,4% 1,6892 0,1503 0,5236 0,0859
43 54°18'N | 08°00'E [ 91,7% 5,6537 0,6332 0,6984 0,4637
44 54°36'N | 05°30'E | 91,4% 1,9086 0,1451 0,1910 0,0625
45 54°36'N | 06°00'E | 91,2% 1,8778 0,1652 0,2805 0,1038
46 54°36'N | 06°30'E [ 93,9% 0,7211 0,1067 0,1843 0,0792
47 54°36'N | 07°00'E | 92,2% 0,6107 0,2943 0,9966 0,2212
48 54°36'N | 07°30'E | 94,8% 0,6401 0,0909 0,5781 0,0809
50 54°54'N | 06°00'E | 88,7% 3,2643 0,2416 0,6867 0,0934
51 54°54'N | 06°30'E | 92,2% 1,4005 0,1443 0,2791 0,1030
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52 54°54'N | 07°00'E | 95,4% 0,8774 0,1123 0,5499 0,0841
53 54°54'N | 07°30'E | 92,7% 7,8219 0,5710 0,4544 0,1581
56 55°12'N | 07°00'E [ 92,0% 1,4619 0,3143 0,9702 0,2231
57 55°12'N | 07°30'E [ 91,8% 0,4863 0,2149 0,7612 0,1911
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9.3 Ergebnisse der Untersuchungen der Klieschenfiletproben 2003

Tabelle 9.3:

Fisch GEO- GEO- MeHg- | Wasser-
code | LAENGE BREITE GEBIET| LEN | GEW |ALTER | Hg-Filet| Filet gehalt[%)]
1 |05°07'73E| 55°26"75N PO1 24 136 4 5,964 | 84,853 81,8%
2 [ 05°07'73E | 55°26"75N PO1 20 80 3 4,601 | 127,337 83,6%
3 05°07'73E | 55°26"'75N PO1 21 93 3 4,157 | 21,576 81,2%
4 05°07'73E | 55°26"'75N PO1 21 101 3 3,085 | 21,408 81,2%
5 05°07'73E | 55°26"'75N PO1 21 84 k.a. 4,324 | 27,948 81,7%
6 05°13"67E | 55°25"10N PO1 23 111 3 3,635 |107,001 84,0%
7 05°13"67E | 55°25"10N PO1 22 109 4 1,709 | 69,975 80,8%
8 05°13"'67E | 55°25"10N PO1 22 97 4 8,707 | 137,228 85,1%
9 [05°13"67E| 55°25710N P01 22 115 4 2,789 | 30,029 79,9%
10 | 05°13"67E| 55°25"10N PO1 21 102 4 9,279 | 80,608 80,8%
11 | 02°53'87E [ 56°31°17N P02 23 111 3 4,320 | 201,136 83,6%
12 | 02°53'87E [ 56°31°17N P02 20 74 3 4,666 |130,917 84,5%
14 ] 02°53'87E [ 56°31°17N P02 24 125 4 8,672 |186,355 82,4%
15 | 02°53'87E [ 56°31°17N P02 23 114 3 8,781 |[116,440 84,0%
16 | 03°11'78E | 56°41°10N P02 23 120 4 7,324 | 139,154 83,5%
17 ] 03°11°'78E | 56°41 10N P02 23 126 4 10,764 | 88,736 83,3%
18 | 03°11'78E [ 56°41°10N P02 22 101 3 9,624 | 254,157 84,1%
19 | 03°11'78E [ 56°41°10N P02 22 79 4 9,814 |100,807 86,0%
20 | 03°11'78E | 56°41"10N P02 21 94 4 6,999 | 68,495 82,4%
21 | 07°30°25E | 54°15'66N JMP 21 110 3 4,095 | 31,576 78,5%
22 | 07°30°25E | 54°15'66N JMP 24 148 4 3,995 | 67,224 79,6%
23 | 07°37'82E | 54°23'77N JMP 22 120 4 6,619 | 144,163 80,4%
24 | 07°37'82E | 54°23'77N JMP 21 95 3 10,935 [ 185,243 83,3%
25 | 07°37'82E | 54°23'77N JMP 20 101 3 4,104 |102,167 79,8%
26 | 07°37'82E | 54°23'77N JMP 21 99 3 9,512 | 221,374 80,2%
27 | 07°37'82E | 54°23'77N JMP 22 115 4 6,257 | 180,677 81,8%
28 | 07°37'82E | 54°23'77N JMP 22 123 4 6,952 | 125,472 80,7%
30 | 07°37'82E | 54°23 77N JMP 21 109 3 8,860 [ 107,050 79,3%
31 | 10°24'35E | 54°35°46N BO1 22 134 2 2,412 | 35,394 79,2%
32 | 10°24'35E | 54°35°46N BO1 21 114 2 2,792 19,491 79,2%
33 | 10°24'35E | 54°35°46N BO1 21 113 2 4,118 | 24,383 79,4%
34 | 10°24'35E | 54°35°46N BO1 23 158 2 2,254 | 16,658 78,9%
35 | 10°24'35E | 54°35746N BO1 24 163 3 3,137 | 29,430 78,9%
36 | 10°24'35E | 54°35746N BO1 24 166 3 5,943 | 24,228 79,3%
37 | 10°24'35E | 54°35°46N BO1 21 111 2 0,719 | 33,414 78,7%
38 | 10°24'35E | 54°35°46N BO1 24 161 3 4,545 19,910 79,0%
39 | 10°24'35E | 54°35'46N BO1 23 140 4 3,479 | 21,659 80,6%
40 [ 10°24'35E | 54°35°46N BO1 21 110 2 2,633 19,210 81,3%
41 [02°07°08W | 56°16°17N NO6 22 113 3 6,277 | 62,503 79,4%
42 [02°07°08W | 56°16"17N NO6 24 129 4 5,666 [ 69,043 79,9%
43 102°07°08W | 56°16°17N NO6 22 120 4 9,730 | 32,243 77,8%
44 [02°07°08W | 56°16°17N NO6 23 137 4 8,834 |193,481 79,1%
45 [02°07°08W | 56°16°17N NO6 23 136 k.a. 2,503 16,256 78,8%
46 |02°07°08W | 56°16°17N NO6 20 92 4 5,686 | 30,855 82,5%
47 [02°07°08W | 56°16°17N NO6 23 132 4 8,012 | 50,141 80,1%
48 [02°07°08W | 56°16°17N NO6 24 149 3 4,894 | 62,013 80,8%
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Fortsetzung Tab.9.3
49 |[02°07°08W | 56°16"17N NO06 23 123 4 6,091 | 69,850 78,9%
50 |02°07°08W | 56°16"17N N06 21 108 3 8,631 | 76,231 80,4%
51 | 02°09'35E | 54°27°23N NO04 24 139 4 32,585 | 256,953| 80,3%
52 | 02°09'35E | 54°27 23N NO04 21 92 4 7,159 |130,946 | 80,5%
53 | 02°09'35E | 54°27°23N NO04 22 118 4 7,433 |359,505| 81,5%
54 | 02°09'35E | 54°27°23N NO04 21 103 4 12,174 | 91,177 81,5%
55 | 02°09'35E | 54°27°23N NO04 22 103 4 7,680 | 92,079 80,4%
56 | 02°09'35E | 54°27°23N NO04 24 159 4 3,921 | 51,827 81,5%
57 | 02°09'35E | 54°27°23N NO04 23 126 4 5,802 | 84,412 80,5%
58 | 02°09'35E | 54°27°23N NO04 22 108 5 4,045 | 89,134 79,8%

9.4 Ergebnisse der Untersuchungen der Klieschenleberproben 2003

Tabelle 9.4:

Fisch- GEO GEO- MeHg- | Wasser-

code LANGE BREITE |GEBIET| LEN | GEW | ALTER Hg-Leber Leber | gehalt[%]
1 05°07'73E | 55°26"'75N | P01 24 136 4 30,907 6,59 75,00%
2 05°07'73E | 55°26"'75N | P01 20 80 3 50,96 26,791 | 79,00%
3 05°07'73E | 55°26"'75N | P01 21 93 3 29,502 10,635 | 70,40%
4 05°07'73E | 55°26"'75N | P01 21 101 3 35,688 5,609 76,40%
5 05°07'73E | 55°26"'75N | P01 21 84 k.a. 30,166 14,858 | 71,10%
6 05°13'67E | 55°25"10N | PO1 23 111 3 60,18 23,704 | 75,90%
7 05°13'67E | 55°25"10N | P01 22 109 4 114,953 23,144 | 76,00%
8 05°13'67E | 55°25"10N | PO1 22 97 4 136,826 34,128 | 73,10%
9 05°13'67E | 55°25"10N | P01 22 115 4 59,638 55,977 | 67,50%
10 |05°13"'67E | 55°25"10N | PO1 21 102 4 61,094 11,75 73,60%
11 | 02°53'87E | 56°31°17N | P02 23 111 3 207,697 120,017 | 78,40%
12 | 02°53'87E | 56°31°17N | P02 20 74 3 136,401 31,744 | 75,90%
13 | 02°53'87E | 56°31°17N | P02 22 104 3 157,894 37,431 | 71,80%
14 | 02°53'87E | 56°31°17N | P02 24 125 4 105,186 59,366 | 69,50%
15 | 02°53'87E | 56°31°17N | P02 23 114 3 118,995 32,138 | 73,90%
16 | 03°11°78E | 56°41°'10N | P02 23 120 4 148,567 54,345 | 75,40%
17 | 03°11°78E | 56°41°10N | P02 23 126 4 123,926 20,874 | 74,40%
18 | 03°11°78E | 56°41°'10N | P02 22 101 3 343,223 77,148 | 74,50%
19 | 03°11°78E | 56°41°10N | P02 22 79 4 258,749 35,113 | 78,30%
20 | 03°11°78E | 56°41°10N | P02 21 94 4 349,75 78,437 | 79,20%
21 | 07°30°25E | 54°15°66N [ JMP 21 110 3 63,451 37,611 | 47,80%
22 | 07°30°25E | 54°15'66N [ JMP 24 148 4 80,053 48,846 | 55,30%
23 | 07°37'82E [ 54°23'77N [ JMP 22 120 4 70,568 26,368 | 57,20%
24 | 07°37'82E [ 54°23'77N [ JMP 21 95 3 41,57 30,142 | 55,90%
25 | 07°37'82E [ 54°23'77N [ JMP 20 101 3 38,623 24,173 | 52,00%
26 | 07°37'82E [ 54°23' 77N [ JMP 21 99 3 58,894 38,201 | 65,20%
27 07°37'82E | 54°23 77N JMP 22 115 4 168,511 82,977 61,10%
28 | 07°37'82E [ 54°23'77N [ JMP 22 123 4 74,773 53,504 | 59,60%
29 | 07°37'82E [ 54°23'77N [ JMP 23 138 3 17,119 9,022 57,20%
30 07°37°82E | 54°23 77N JMP 21 109 3 41,111 63,774 50,80%
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Fortsetzung Tabelle 9.4

31 |10°24'35E [ 54°35'46N | BO1 22 134 2 31,761 11,714 | 58,40%
32 |10°24'35E [ 54°35'46N | BO1 21 114 2 51,168 11,418 | 46,40%
33 [10°24'35E [ 54°35'46N | BO1 21 113 2 17,608 8,949 | 53,00%
34 |10°24'35E [ 54°35'46N | BO1 23 158 2 14,312 7,311 | 48,20%
35 |10°24'35E [ 54°35'46N | BO1 24 163 3 14,185 12,485 | 59,40%
36 |10°24'35E [ 54°35'46N | BO1 24 166 3 17,547 8,309 | 49,80%
37 |10°24'35E [ 54°35'46N | BO1 21 111 2 46,618 21,025 | 59,60%
38 |[10°24'35E [ 54°35'46N | BO1 24 161 3 25,574 10,103 [ 52,60%
39 |[10°24'35E [ 54°35'46N | BO1 23 140 4 17,495 9,021 | 50,30%
40 | 10°24°35E | 54°35°46N | BO1 21 110 2 16,326 8,08 52,20%
41 |02°07°08W | 56°16"17N | NO6 22 113 3 96,826 37,084 | 50,30%
42 102°07°08W | 56°16"17N | NO6 24 129 4 106,59 44,099 | 57,40%
43 |02°07°08W | 56°16"17N | NO6 22 120 4 16,805 6,328 | 45,50%
44 102°07°08W | 56°16"17N | NO6 23 137 4 31,578 15,275 | 53,30%
45 02°07°08W | 56°16"17N | NO6 23 136 k.a. 26,819 14,188 | 51,70%
46 |02°07°08W | 56°16"17N | NO6 20 92 4 29,764 15,861 | 48,40%
47 102°07°08W | 56°16"17N | NO6 23 132 4 28,897 15,511 | 51,60%
48 |02°07°08W | 56°16"17N | NO6 24 149 3 46,547 25,493 | 58,30%
49 02°07°08W | 56°16"17N | NO6 23 123 4 38,605 13,505 | 43,40%
50 [02°07°08W | 56°16"17N | NO6 21 108 3 34,53 20,347 | 48,50%
51 | 02°09'35E [54°27'23N | NO04 24 139 4 54,594 55,18 | 54,30%
52 | 02°09'35E [ 54°27'23N | NO04 21 92 4 69,496 83,856 | 56,20%
53 | 02°09'35E [ 54°27'23N | NO4 22 118 4 76,89 24,469 | 54,10%
54 | 02°09'35E [ 54°27'23N | NO04 21 103 4 37,002 10,484 | 50,50%
55 | 02°09'35E [ 54°27'23N| NO4 22 103 4 65,473 31,238 | 56,00%
56 | 02°09'35E [ 54°2723N| NO04 24 159 4 28,963 22,834 | 51,80%
57 | 02°09'35E [ 54°27'23N| NO04 23 126 4 49,888 29,808 | 60,20%
58 | 02°09'35E [ 54°27'23N| NO4 22 108 5 44,318 47,089 | 57,80%
59 | 02°09'35E [54°27'23N| NO04 21 93 3 63,555 43,608 | 58,30%
60 | 02°09°35E [54°27'23N| NO4 22 105 4 80,267 29,48 | 59,60%
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9.5 Ergebnisse der Untersuchungen der Sprottenfiletproben 2003

Tabelle 9.5
Sprotten | Station GEO GEO- MeHg Filet | Stdabw. | Hg Filet | Lange | Wasser-
LANGE | BREITE ug/kg + gehalt
1 37 54°18'N 05°00'E 22,475 2,147 <E.G. 8,9 80,70%
2 37 54°18'N 05°00'E 27,240 2,716 <E.G. 9,1 80,77%
3 37 54°18'N 05°00'E 48,446 4,567 <E.G. 8,4 78,87%
4 37 54°18'N 05°00'E 27,742 4,290 <E.G. 8,3 80,83%
5 37 54°18'N 05°00'E 41,023 3,987 <E.G. 11,3 77,27%
6 37 54°18'N 05°00'E 43,010 2,297 <E.G. 11,2 80,77%
7 37 54°18'N 05°00'E 33,650 1,902 <E.G. 12 79,70%
8 37 54°18'N 05°00'E 35,621 2,622 <E.G. 11,5 81,07%
9 37 54°18'N 05°00'E 44,291 1,007 <E.G. 12,8 80,33%
10 37 54°18'N 05°00'E 26,080 1,899 <E.G. 13,5 80,26%
11 37 54°18'N 05°00'E 17,318 1,685 <E.G. 13 79,11%
12 37 54°18'N 05°00'E 7,282 0,849 <E.G. 13,1 78,63%
13 37 54°18'N 05°00'E 46,082 0,660 <E.G. 16 80,45%
14 37 54°18'N 05°00'E 17,963 1,916 <E.G. 14,6 78,69%
15 37 54°18'N 05°00'E 41,405 1,472 <E.G. 15,5 79,09%
16 37 54°18'N 05°00'E 40,960 0,220 <E.G. 15 77,67%
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1. Einleitung


Das Spurenmetall Quecksilber und insbesondere seine organometallischen Verbindungen stellen durch ihre hohe Toxizität eine Gefahr für alle Organismen dar, insbesondere für die Organismen höherer trophische Stufen einschließlich des Menschen. Deshalb zählen u.a. Gamo et al. (2003) Methylquecksilber zu den 12 wichtigsten Umweltschadstoffen.


Quecksilber gelangt sowohl durch natürliche als auch durch anthropogene Prozesse in die Umwelt. So tragen terrestrische und marine Vulkanausbrüche und Erosion ebenso zur Belastung mit dem Schwermetall bei wie jede Art der industriellen Tätigkeit, bei der fossile Brennstoffe eingesetzt werden. Weiterhin sind Emissionen durch Müllverbrennungsanlagen (z.B. durch unsachgemäße Entsorgung von Batterien oder Energiesparlampen), Industrieabwässer u.a. der Chlor-Alkali Industrie, Einträge der Landwirtschaft und der Einsatz von Quecksilber in der Goldgewinnung wichtige Quellen für die Belastung der Umwelt durch Quecksilber. 


Die weltweite Quecksilberbelastung hat sich in den vergangenen 150 Jahren durch die intensive industrielle Tätigkeit des Menschen etwa verdreifacht (Fitzgerald 2005). Die Quecksilberverschmutzung wurde zunächst als akutes, lokales Phänomen betrachtet, gilt heute aber als globales, weit verbreitetes und chronisches Problem (Europäische Kommission 2005). 


Dies liegt in erster Linie an den einzigartigen Eigenschaften des Spurenmetalls Quecksilber und seinen Verbindungen. 


Quecksilber ist das einzige Metall, das in elementarer Form bereits bei Raumtemperatur flüssig ist und dabei einen hohen Dampfdruck aufweist (siehe Abbildung 2.1). In der Erdatmosphäre kommt Quecksilber hauptsächlich in der gasförmigen, elementaren Form (Hg(0)) vor und verteilt sich in der Troposphäre weiträumig. Zwischen dem gasförmigen Quecksilber und dem aquatischen Systemen findet ein ständiger Austausch statt. Ein Teil des Quecksilbers, das von der gasförmigen Phase in die wässrige Phase übergeht, wird an gelöste organische Substanz gebunden (DOM) und reichert sich im Sediment an (Ravichandran 2004). Zunehmende Quecksilberfreisetzungen in die Atmosphäre führen daher auch zu steigenden Quecksilberkonzentrationen im Meer, in Flüssen und Seen sowie in deren Sedimenten. Umgekehrt können steigende Quecksilberkonzentrationen in Gewässern auch zu steigender Luftbelastung mit gasförmigen Quecksilber beitragen.


So unterliegen Quecksilberemissionen einem weltweiten, komplizierten atmosphärischen Kreislauf. Selbst in weit von direkten Emissionsquellen entlegenen Gebieten - wie der Antarktis - werden deshalb hohe Quecksilberkonzentrationen gemessen (Fitzgerald 2005). Zu dem direkten Eintrag durch anthropogene Aktivitäten kommt zusätzlich noch der Einfluss der globalen Erderwärmung auf die Quecksilberbelastung der Meeresumwelt. Durch die Erderwärmung wird mit einem weiteren Schmelzen der Polkappen gerechnet. Dieser Vorgang wird zu einer weiteren Erhöhung des mobilen Quecksilberpools führen und könnte zum wichtigsten Faktor für die Freisetzung von Quecksilber in der Zukunft werden (Macdonald 2005).





Infolge komplexer biologischer, physikalisch-chemischer und chemischer Transformationsprozesse, die vor allem in aquatischen Systemen ablaufen, entstehen aus elementarem Quecksilber bzw. deren anorganischen Verbindungen die deutlich stärker toxischen Organoquecksilberverbindungen Monomethylquecksilber (MeHg) und Dimethylquecksilber (CH3HgCH3) (Boening, 2000). Das sehr leicht flüchtige Dimethylquecksilber entweicht aufgrund seines hohen Dampfdruckes schnell aus der Wassersäule. Monomethylquecksilber hingegen wird in der aquatischen Nahrungskette akkumuliert. 


So ist der Verzehr von Meeresfrüchten und Fischen für den Menschen in der Regel die wichtigste Quelle für die Belastung mit (Monomethyl-) Quecksilber. Dies machte bereits die Vergiftungskatastrophe in der Minamata-Bucht in Japan in den fünfziger Jahren des 20. Jahrhunderts, bei der mehr als 1000 Menschen durch den Verzehr von mit hohen Methylquecksilberkonzentrationen kontaminierten Fischen starben, deutlich. Auch durch den dauerhaften Genuß weniger stark kontaminierter Meerestiere kann zudem eine chronische Vergiftung mit Methylquecksilber ausgelöst werden. Bei kaum einer anderen toxischen Substanz wird die maximal empfohlene bzw. tolerierbare Aufnahmemenge derart häufig ausgeschöpft oder überschritten wie bei der Aufnahme von MeHg durch den Verzehr von Fisch und Meeresfrüchten. Die EFSA (Europäische Behörde für Lebensmittelsicherheit) kam 2004 zu dem Schluß, dass die geschätzten Aufnahmemengen der europäischen Verbraucher im oberen Bereich der international anerkannten Sicherheitsgrenzwerte liegen.


Da Methylquecksilber im Körper akkumuliert wird und lange Retentions-Halbwertszeiten aufweist, sollte der Belastung mit diesem Schadstoff mehr Beachtung zugemessen werden.


Die ubiquitäre Ausbreitung mit globalem Ausmaß, die starke Bio-Akkumulation/ Biomagnifikation und die enorme Toxizität, führten zu intensiver internationaler Forschung über Quecksilber und zu verstärktem Interesse auf dem Gebiet der Speziesanalytik organischer Quecksilberverbindungen.


Die im Vergleich zu anorganischem Quecksilber stärkeren toxischen Eigenschaften der organischen Quecksilberverbindungen begründen die dringende Notwendigkeit auch entsprechende analytische Verfahren zu beherrschen, welche die Bestimmung von Monomethylquecksilber neben anorganischem Quecksilber in verschiedenen biologischen Matrices zulassen. Nur dann lassen sich Bildungsmechanismen von Monomethylquecksilber aufklären, Informationen über die Bindungsart und somit der Toxizität der vorliegenden Quecksilberspezies erlangen, die Verteilungen in unterschiedlichen Kompartimenten verstehen, die Belastung von Mensch und Umwelt durch diese Verbindungen besser quantifizieren und geeignete Maßnahmen zur Reduktion treffen.





Bisherige Routineuntersuchungen des Quecksilbergehaltes von Fischen und anderen Meerestieren waren in der Bundesforschungsanstalt für Fischerei (BFA-Fi) bisher auf die Analytik des Gesamtquecksilbergehaltes beschränkt. Um die Speziationsanalytik durchführen zu können, ist die Entwicklung einer Methode, die mit relativ preiswerter instrumenteller Ausrüstung auskommt, wesentliche Voraussetzung.


Ziel der hier vorgelegten Doktorarbeit war es, im Rahmen des Forschungsprojektes „Ausarbeitung und Validierung einer Methode zur Bestimmung von Monomethylquecksilber und anorganischem Quecksilber in Fischgewebe und Zooplankton“ (Umweltbundesamt UFO-PLAN FKZ 200 22 230) an der BFA-FI (Bundesforschungsanstalt für Fischerei) eine derartige Methode zu entwickeln und zu validieren. Sie sollte auch als Grundlage für andere Forschungseinrichtungen und Untersuchungsämter dienen, um eine entsprechende Analytik aufzubauen.


Desweiteren wurde die Methode in Felduntersuchungen im Rahmen des integrierten chemischen und biologischen Effektmonitorings an marinen Organismen aus Nord- und Ostsee angewendet. Ziel war die Bestimmung der Konzentrationen in Muskel- und Leberproben des Indikatororganismus Kliesche (Limanda limanda) auf einem ausgedehnten Stationsnetz, um räumliche Unterschiede zu untersuchen. Zudem wurden im Rahmen von Routineuntersuchungen zur Häufigkeit von Missbildungen pelagischer Fischembryonen Proben auf ihren Gehalt an anorganischen und organischen Quecksilberverbindungen analysiert, um festzustellen, ob eine validierte, quantitative Bestimmung von Quecksilberverbindungen in marinen, pelagischen Fischeiern möglich ist – und sich derartige Fischeier prinzipiell als akkumulative Bioindikatoren für diese Verbindungen eignen.
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2. Allgemeiner Teil


2.1 Natürliches Vorkommen, physikalische Eigenschaften und Verwendung von Quecksilber und Quecksilberverbindungen 





Quecksilber zählt zu den seltenen Elementen. Es ist mit ca. 1*10-5 % am Aufbau der Erdkruste beteiligt und kommt in der Natur hauptsächlich als Quecksilber(II)-Sulfid 


- dem sog. Zinnober - und elementar als Quecksilberdampf (Hg0) vor. 


Vorkommen von flüssigem elementaren Quecksilber sind sehr selten. Elementares Quecksilber kann dabei in Tropfenform im Zinnober oder anderen Erzen eingeschlossen vorkommen. 


Da elementares Quecksilber einen hohen Dampfdruck besitzt und in der Natur in Spuren überall verbreitet ist, entweicht gasförmiges Quecksilber durch Erosion und Ausspülungen permanent aus der Erdkruste in die Atmosphäre. Aus den Weltmeeren verdampfen ebenfalls beträchtliche Mengen von Quecksilber in die Atmosphäre. Weiterhin wird es insbesondere dort freigesetzt, wo hohe Temperaturen herrschen: Das Verbrennen von fossilen Brennstoffen wie Kohle oder Gas führt ebenso wie Vulkanausbrüche zur Freisetzung von Quecksilber. Es kann angenommen werden, dass auch eine allgemein steigende globale Durchschnittstemperatur Einfluss auf den Quecksilberkreislauf hat. Dazu veranschaulicht Abbildung 2.1 die Auswirkungen der Erhöhung der Temperatur auf die Sättigungskonzentration von Quecksilber in der Luft. So bewirkt beispielsweise eine Steigerung der Temperatur von 20°C auf 24°C eine Steigerung der Sättigungskonzentration von Quecksilber in der Luft um ca. 40%. In einem geschlossenen Raum stellt sich bei Vorhandensein von nur wenigen Tropfen Quecksilber bei einer Temperatur von 20°C ein Quecksilbergehalt der Luft von etwa 13,2 mg/m³ ein. Damit wird der Arbeitsplatzgrenzwert (AGW) von 0,1mg/m³ schon um den Faktor 130 überschritten.


file_13.emf


0



10



20



30



40



50



60



70



0 10 20 30 40 50



Temperatur [°C]



mg Hg/m³ Luft



Quecksilbersättigungskonzentrationen 



der Luft in Abhängigkeit von der Temperatur









Abbildung 2.1. Quecksilbersättigungskonzentrationen der Luft in Abhängigkeit von der Temperatur (Werte nach Synowietz 1984)





Verwendung


Aufgrund der ökotoxikologischen Problematik (siehe unten), die sich bei der Verwendung von Quecksilber ergibt, ist insbesondere in der Europäischen Union ein deutliches Bestreben zu erkennen, den Gebrauch von Quecksilber stark zu reduzieren. Während die weltweiten Emissionen zwischen 1990 und 2000 um rund 20% zunahmen, verringerten sich die Emissionen innerhalb der EU um etwa 60%. Die Europäische Kommission hat Anfang 2005 ein gemeinschaftliches Strategiepapier für die Quecksilberproblematik verabschiedet, in welchem 20 Maßnahmen zur Emissionsminderung beschlossen wurden (EU-Kommision 2005).


Das momentane Weltmarktvolumen des Quecksilbers wird auf 3600 Tonnen beziffert. Der weltweit größte Quecksilberlieferant, das staatseigene spanische Unternehmen MAYASA, liefert ca. 1000 Tonnen Quecksilber pro Jahr. Dabei handelt es sich zum größten Teil um Überschussquecksilber der Chlor-Alkaliindustrie. Der Bergbau zur Förderung und Produktion von Quecksilber wurde von der MAYASA 2004 eingestellt und wird vermutlich nicht mehr aufgenommen werden, da zukünftig ausreichend Quecksilber auf dem Weltmarkt vorhanden sein dürfte bzw. aufbereitetes Quecksilber durch bevorstehende Stilllegungen von Chlor-Alkali-Anlagen angeboten werden wird.





Aufgrund der einzigartigen physikalischen, chemischen und technologischen Eigenschaften und wegen des niedrigen Marktpreises von Quecksilber werden Quecksilber und Quecksilberverbindungen vielfältig verwendet. Bis heute wurden für viele dieser Anwendungen noch keine Ersatzstoffe gefunden. 
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	   Abbildung 2.2 Jahresverbrauch an Quecksilber im Jahr 2000


	   Daten aus (Europäische Kommision 2004)





Die Abbildung 2.2 zeigt den weltweiten Verbrauch an Quecksilber im Jahr 2000. Dabei ist der größte Anteil am Jahreweltverbrauch auf die Verwendung von Quecksilber als Bestandteil von Batterien zurückzuführen.


Obwohl seit Mitte des Jahres 2001 der Verkauf von Quecksilberoxid-Zellen (bis zu 40% Quecksilbergehalt) verboten ist, dürfen nach §13(1) Batterienverordnung, Batterien noch 0,0005 % und Knopfzellen bis zu 2 % Quecksilber enthalten. Das Umweltbundesamt nahm für das Jahr 2001 eine Rücknahmequote bei Knopfzellen (inkl. Quecksilberoxid-Zellen) von etwa 10 % an. Da im Jahr 2001 ca. 21 Tonnen (t) dieser Batterien verkauft wurden, ist der Verbleib von rund sechs Tonnen Quecksilber ungeklärt (Umweltbundesamt 2002).





Der zweitwichtigste Verbraucher von Quecksilber ist die Chlor-Alkali-Industrie.


Dabei wird Quecksilber als Bestandteil der Kathode bei der Chlor-Alkali-Elektrolyse verwendet. Neue Anlagen arbeiten nach dem quecksilberfreien Membranverfahren, doch erfolgt der Umstieg auf diese umweltschonende Technologie eher zögerlich: 1998 lag der Anteil der Anlagen innerhalb der EU, die nach dem Prinzip der Chlor-Alkali-Elektrolyse arbeiten, bei 65%. Bis November 2006 ist dieser Anteil auf etwa 50% gesunken und soll im Jahr 2010 bei unter 35% liegen. Erst 2020 werden alle Anlagen der Chlorindustrie (Umsatz der Chlorindustrie 2006: 240 Millarden €) ohne Quecksilber auskommen (EUROCHLOR Pressemitteilung 2006). In der EU ist die Chlor-Alkaliindustrie auch der größte Eigner von Quecksilber. Aufgrund der Umstellung des Herstellungsverfahren von Chlor und der Vorgaben der EU-Kommission, die Ausfuhren von Überschussquecksilber aus der EU bis 2011 zu stoppen, ist damit zu rechnen, dass in Zukunft große Mengen Quecksilber durch Einlagerung in Salzstöcken etc. - und falls möglich durch andere Beseitigungsstrategien - aus dem Verkehr gezogen werden. 


Der weltweit freie Handel mit elementarem Quecksilber und vor allem der sehr niedrige Preis von etwa 5 €/kg Quecksilber macht noch immer die Verwendung im Goldbergbau attraktiv. Dabei wird die amalgamierende Wirkung des Quecksilbers genutzt, um feinste Goldpartikel mit dem Quecksilber als Amalgam zu binden. Das erhaltene Quecksilberamalgam wird anschließend im Freien so stark erhitzt, dass das Quecksilber verdampft und nur noch das Gold übrig bleibt. Dabei werden erhebliche Mengen Quecksilberdampf freigesetzt. Nach Rodrigues (1997) sind für die Gewinnung von einem Kilogramm Gold zwischen 1,3 - 2,0 Kilogramm Quecksilber zur Amalgierung und Extraktion notwendig. Diese Menge wird bei der beschriebenen Goldgewinnung vollständig in die Atmosphäre emittiert. In Gebieten, in denen diese Methode der Goldgewinnung praktiziert wird, wie beispielsweise dem Amazonasgebiet, werden entsprechend der gewonnenen Goldmengen sehr große Quecksilbermengen verbraucht bzw. freigesetzt. Als Folge sind langwierige Umweltschäden bzw. Belastungen der aquatischen Umwelt zu beobachten (Santos et al. 2000). Diese primitive Methode der Goldgewinnung wird entsprechend häufig in unterentwickelten Regionen, meist ohne Kenntnisse der Gefahren für Mensch und Umwelt und den Konsequenzen für die eigene Lebensgrundlage, durchgeführt (Maydl 2004 Dissertation). Längerfristig wird so regional emittiertes Quecksilber weiträumig verteilt, so dass auch regional begrenzte - jedoch großskalige Emissionen - den globalen Quecksilber-Gesamtpool beeinflussen. 


Quecksilberamalgam findet außerdem seit Langem weltweite Verbreitung in der Verwendung als Dentallegierung. Dabei wird die Eigenschaft des Quecksilbers, mit verschiedenen Metallen (in Zahnfüllungen meist Kupfer, Silber, Zink und Indium) plastisch verformbares Amalgam zu bilden, ausgenutzt, um Zahnfüllungen herzustellen. Diese Zahnfüllungen besitzen eine lange Haltbarkeit und wirken der Ausbreitung weiterer kariöser Zahnzerstörung vorbeugend entgegen. Dabei wird die Vermehrung von Bakterien durch die bakteriziden Wirkungen der Metalle des Amalgams reduziert. 


Die Verwendung von Quecksilber in der Medizin wurde schon 1527 durch Paracelsius beschrieben. Dabei wurde sogenannte graue Salbe (Verreibungen von Quecksilber oder Quecksilberoxid) zur Behandlung von Syphilis eingesetzt. Die Verwendung dieser Salbe verursachte bei den Erkrankten die typischen Symptome einer Quecksilbervergiftung. Neueste Studien diskutieren, ob die degenerativen Erscheinungen, die soziale Isolation und der Rückgang der künstlerischen Aktivität am Ende von Shakespeares Leben mit einer Erkrankung an Syphilis zusammenhing oder die Behandlung mit „grauer Salbe“ zu den o.g. typischen Symptomen einer Quecksilbervergiftung führte (Ross 2005). 


Die stark keimhemmende Wirkung des Quecksilbers wird auch bei der Verwendung von quecksilberhaltigen Desinfektionsmitteln (Mercurochrom®) noch heute genutzt. Diese enthalten teilweise bis zu 30 % Quecksilber. Mercurochrom® ist noch immer im Einsatz, wurde jedoch teilweise schon durch quecksilberfreie Desinfektionsmittel ersetzt. 
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Abbildung 2.3: Strukturformeln von 


Mercurochrom® 			und			Thiomersal


2,7-Dibrom-4-(hydroxomercurio)-fluorescein-		 	2-(Ethylmercuriothio)-benzoesäure- 


  	Dinatriumsalz						Natriumsalz





Thiomersal ist ein organisches Quecksilbersalz, das als Konservierungsstoff in verschiedenen äußerlich angewandten Medikamenten (z.B. Augentropfen) und in einigen Impfstoffen (z.B. Tetanus) eingesetzt wird. Die Grundimmunisierung von Kleinkindern wird teilweise mit vielen Einzelpräparaten durchgeführt. Deshalb wird diskutiert, ob die Verwendung von Thiomersal zu neuronalen Schäden bei Kleinkindern führen kann (Burbacher et al. 2005). In der Bundesrepublik werden zunehmend thiomersalfreie Impfstoffe eingesetzt oder es wird auf Kombinations-Impfpräparate zurückgegriffen, so dass die Belastung in diesem für Quecksilberexposition sehr sensiblem Alter minimiert wird. Mutter et al. (2006) kommen zu dem Schluß, dass Thimerosal enthaltende Impfstoffe für genetisch bedingt anfällige Individuen einen potentiell pathogenen Faktor für Autismus darstellt.





Leuchtstoffröhren, Energiesparlampen und Quecksilberhochdrucklampen enthalten ebenfalls elementares Quecksilber. Bei der Herstellung einer Energiesparlampe werden ca. 7 mg elementares Quecksilber eingesetzt. Das Öko-Institut Freiburg kommt in einer aktuellen Studie (2005) zu dem Schluss, dass durch den geringeren Strombedarf einer Energiesparlampe innerhalb der Lebensdauer insgesamt weniger Quecksilber freigesetzt wird als bei einer herkömmlichen Glühlampe. Dabei wird das durch Stromerzeugung freigesetzte Quecksilber berücksichtigt. Die Verwendung von Quecksilberdampf in der Lampentechnik bietet zahlreiche technologische Vorteile gegenüber der Verwendung anderer Metalle. Bei dieser Anwendung ist vor allem der niedrige Schmelzpunkt und der hohe Dampfdruck des Quecksilbers von technischer Bedeutung.


Blutdruckmessgeräte und Barometer älterer Bauart enthalten ebenso wie Präzisionsthermometer Quecksilber. Die Thermometer basieren auf dem zur Temperatur direkt proportionalen Wärmeausdehnungskoeffizienten des Quecksilbers. Noch heute werden im chemischen Labor solche Thermometer eingesetzt. Auch quecksilberhaltige Fieberthermometer sind aufgrund der langen Lebensdauer noch nicht restlos durch elektronische Messgeräte ersetzt worden und in vielen Haushalten noch immer in Benutzung. Weiterhin werden Quecksilberschalter als elektronisches Bauteil in Bewegungssensoren eingesetzt. In chemischen Laboratorien wird Quecksilber als Sperrflüssigkeit vor allem für Schutzgase eingesetzt. Zinnober (HgS) wird bis heute als rotes Pigment in der Malerei verwendet.


Die europäische Kommission schätzt den Anteil des Quecksilberverbrauches für elektronische Geräte auf 22 % des Gesamtverbrauches (Kommision der europäischen Gemeinschaften (2000).


Die Verwendung von Quecksilberverbindungen in der Landwirtschaft als Saatbeizmittel und als Schädlingsbekämpfungsmittel ist in den vergangenen Jahren stark zurück gegangen, jedoch noch nicht vollständig eingestellt worden.


Quecksilberfulminat (Hg(CNO)2) wurde vor allem im 1. Weltkrieg als Initialsprengstoff sowie zur Herstellung von Zündhütchen für Patronen verwendet. Bei der Detonation von Quecksilberfulminat wird elementares Quecksilber emittiert. Während der beiden Weltkriege war ein Anstieg der Quecksilberkonzentrationen in der Luft zu erkennen (siehe Abbildung 2.4, Schuster et al. 2002). Neben vermehrter Verbrennung fossiler Brennstoffe oder geologischer Prozesse kann auch die vermehrte Verwendung von Quecksilberfulminat eine Ursache für diesen Anstieg sein.
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Abbildung 2.4: Dargestellt ist der historische Verlauf der Quecksilberkonzentration (1.) im Schmelzwasser des Getschereises in Nordamerika (Upper Fremont Glacier) und die weltweite Jahresproduktion (2) von Quecksilber von 1910 bis 1990. (Entnommen aus Schuster et al. (2002); teilweise modifiziert)





Die Abbildung 2.4 veranschaulicht exemplarisch den historischen Verlauf der Quecksilberkonzentration im Schmelzwasser des Getschereises in Nordamerika (Upper Fremont Glacier). Ereignisse wie große Vulkanausbrüche (1815, 1883, 1980), der Goldrausch und die Weltkriege sind durch deutliche Anstiege der Quecksilberkonzentration gekennzeichnet. Schuster et al. (2002) beziffern den Anteil der Gesamtquecksilberbelastung während der vergangenen 270 Jahre der auf Vulkanausbrüche zurückzuführen ist, auf 6%.


Durch die vielfältigen Einsatzmöglichkeiten von Quecksilber und Quecksilberverbindungen und die weit verbreitete - nicht fachgerechte - Entsorgung von Batterien, Knopfzellen und o.g. technischen Geräten über den Hausmüll, stellt auch die Verbrennung von Hausmüll eine nennenswerte innerstädtische Expositionsquelle von Quecksilber dar. Deshalb werden für Müllverbrennungsanlagen Maximalwerte des Quecksilberausstoßes festgelegt.


2.2 Quecksilber und Quecksilberverbindungen in der Umwelt


2.2.1 Globaler Quecksilberkreislauf 


In der Atmosphäre liegt der größte Teil des Quecksilbers als elementares Quecksilber Hg0 vor. Das elementare Quecksilber ist leichtflüchtig, relativ schlecht wasserlöslich und verbleibt aufgrund seiner geringen chemischen Reaktivität lange in der Atmosphäre (Ebinghaus et al. 2002). Durch diese lange Verweildauer wird es weltweit in der Erdatmosphäre transportiert. So kommt es zum Quecksilbereintrag in Regionen, die weit entfernt von anthropogen beeinflussten Gebieten liegen. Werte für die global freigesetzten natürlichen und anthropogenen Mengen schwanken und sind daher schwer abzuschätzen: Fitzgerald (1989) schätzt, dass jährlich 2000 t Quecksilber in der Atmosphäre anthropogenen Ursprungs sind, während die natürlichen Einträge jährlich etwa 4000 t betragen. Nach einer von der Oslo- und Paris-Kommission zum Schutz der Meeresumwelt des Nordostatlantiks (OSPAR) veröffentlichten Studie werden jährlich etwa 2500 t Quecksilber aus natürlichen Quellen und etwa 3600 t aus anthropogenen Quellen in die Erdatmosphäre emittiert (OSPAR/SIME 2000). Daraus resultiert ein geschätzter durchschnittlicher Quecksilbergehalt der Erdatmosphäre von etwa 1,9 10-9g m-3. Dieser stimmt relativ gut mit den Messwerten von 1-210-9g m-3 überein, die von Slemr und Langer (1992), Mason et al. (1994a, 1994b) und Pierrone et al. (1996) im letzten Jahrzehnt des 20. Jahrhunderts in verschiedenen Regionen der Erde ermittelt wurden. Daten über atmosphärische Quecksilbereinträge für verschiedene Regionen der Erde sind in Tabelle 2.1 zusammengestellt.





Tabelle 2.1: Geschätzte durchschnittliche Einträge (wet depositional flux) von Quecksilber in die Ozeane und auf das Land für verschiedene Regionen der Erde (auszugsweise entnommen aus Mason et al. 1994a). 
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Die geschätzten Einträge von Quecksilber in die Atmosphäre durch Verflüchtigung (evasional flux) aus verschiedenen Meeresgebieten gibt Tabelle 2.2 wieder.





Tabelle 2.2: Zusammenstellung über geschätzte, aus dem Meer in die Atmosphäre austretende Quecksilbermengen (evasional flux)


Gebiet


Verflüchtigung (Evasional Flux )
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Referenz


Nordatlantik


15,8  10,8


Mason et al. 1998 


Äquatorialer Pazifik


1,33 – 12


Mason und Fitzgerald 1993a,b 


Nordpazifik


0,25


Mason und Fitzgerald 1996a 


Nordsee (gesamt)


0,92 - 1,83


Coquery and Cossa 1995 


Zentrale Nordsee


1,23


Leermakers et al. 1997 


Nordsee  (Southern Bight)


0,88 - 2,17


Baeyens und Leermakers 1998 


Ostsee (durchschnittlicher Sommer)


1,58


Wängberg et al. 2001 


Ostsee (durchschnittlicher Winter)


0,83


Wängberg et al. 2001 


Mittelmeerseewasser (Sommer) 


10-13


Ferrara R. 2001


Mittelmeerseewasser (Winter)


0.7-2.0


Ferrara R. 2001


Zwischen der Erdatmosphäre (Troposphäre) und den Ozeanen wird Quecksilber ständig ausgetauscht. So entsteht ein Kreislauf des Quecksilbers zwischen den Ozeanen und der Atmosphäre. Diese Menge wird als Quecksilberpool bezeichnet. Mason et al. (1994a) und Fitzgerald et al. (2005) schätzen, dass sich infolge dieses Austausches und der vermehrten anthropogenen Quecksilberemissionen der Quecksilbergehalt der Meere in den zurückliegenden 150 Jahren von 0,110-9g l-1 auf 0,3 10-9g l-1 in etwa verdreifachte. Die von verschiedenen Arbeitsgruppen im Wasser der Ozeane gemessenen Quecksilbergehalte lagen zwischen 0,1 und 


110-9g l-1 (Schmidt und Dicke 1990, Mason und Fitzgerald 1993b, 1996; Heyer et al. 1994, Kammann et al. 1994, Mason et al. 1995b, 1998; Baeyens und Leermakers 1998). Für die Deutsche Bucht wurden 2003 im Mittel 0,6310-9g l-1 ermittelt. In den äußeren Bereichen der ausschließlichen Wirtschaftszone (AWZ) betrug die durchschnittlich ermittelte Konzentration 0,25 10-9g l-1 (BSH 2005)


Die Abbildung 2.5 zeigt vereinfacht den heutigen sowie den vorindustriellen Quecksilberkreislauf. 
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Abbildung 2.5: Gegenwärtiger und vorindustrieller Quecksilberkreislauf  (entnommen aus Mason et al. 1994a).


Ein besonderes Phänomen ereignet sich jedes Jahr in den Polarregionen zu Beginn des polaren Frühlings. Erstmals berichteten Schroeder et al. 1998 von den sogenannten mercury depletion events (MDE). Schroeder et al. (1998) stellten während dieser Ereignisse einen Rückgang der Quecksilberkonzentration in der Luft der Arktis von etwa 1,4-1,5 ng/m3  auf teilweise <0,1pg/m3 (unterhalb der Nachweisgrenze der Methode) fest. Gleichzeitig steigen die Quecksilberkonzentrationen im Schnee stark an. Dieses Ereignis tritt periodisch in den ersten Monaten nach den polaren Sonnenaufgängen auf. Mittlerweile wurde dieses Phänomen auch in der Antarktis beobachtet. Ebinghaus et al. (2002) nehmen an, dass Ozon und Brom- und / oder Bromoxidradikale an diesen Ereignissen maßgeblich beteiligt sind. Diese außergewöhnlichen Erscheinungen und die Tatsache, dass diese erst vor wenigen Jahren entdeckt wurde, können als Beleg dafür angesehen werden, dass trotz der intensiven Forschung längst noch nicht alles über den komplexen globalen Quecksilberkreislauf bekannt ist.





2.2.2 Biotransformation des Quecksilbers


An den Austauschprozessen zwischen Erdatmosphäre und Ozeanen sind verschiedene chemische Formen (= Spezies) des Quecksilbers beteiligt. Die dominierenden Spezies sind das elementare Quecksilber (Hgo), anorganisches Quecksilber (Hg2+) und die Organometallverbindungen Monomethylquecksilber (CH3Hg+) und Dimethylquecksilber (CH3HgCH3). Es gibt zahlreiche Untersuchungen zur Aufklärung der Mechanismen, nach denen Quecksilber in einem natürlichen Prozess in seine verschiedenen Spezies umgewandelt (biotransformiert) wird (Wood et al. 1968, 1975, Jensen und Jernelöv 1969a, 1969b, Kim und Fitzgerald 1986, Mason und Fitzgerald 1990, Baeyens et al. 1991, Mason und Fitzgerald 1993, Cossa et al. 1994, Mason et al. 1993, 1994a, 1994b, 1995a, 1995c, 1998, 1999, Fitzgerald, 1995, Fitzgerald und Mason 1996, Horvat 1996, Coquery et al. 1997, Leermakers et al. 1993, 1995, 1997, 2001, Benoit et al. 1998, Bloom et al. 1999, Lamborg et al. 1999, Mason und Sullivan 1999, EMEP 2001, Wängberg et al. 2001). Vor allem zwei von Sulfat-reduzierenden Bakterien gesteuerte Mechanismen scheinen bei der Biotransformation im Wasser bzw. in Sedimenten wirksam zu werden. Beim ersten wird Hg2+ aus HgS durch Oxidation des Sulfids über Sulfit zum Sulfat löslich gemacht. Anschließend wird Hg2+ durch Nicotinamid-Adenin-Dinukleotid (NADH) zu Hg0 reduziert, dessen Dampfdruck so hoch ist, dass es in die Gasphase (d.h. in die Atmosphäre) übergehen kann. 


Beim zweiten Mechanismus wird Hg2+ zu Monomethyl- und Dimethylquecksilber methyliert. Dabei wird angenommen, dass beim Acetyl-Coenzym-A-Stoffwechsel Methylcorrinoide (Methyl-Vitamin-B12) als Überträger der CH3- Gruppe auf Hg2+ dienen.


Neue Untersuchungen von Ekstrom et al. 2003 zeigen hingegen, dass auch Bakterien, die diesen Stoffwechselweg genetisch bedingt nicht nutzen können, in der Lage sind, MeHg zu bilden. Der genaue Mechanismus der Bildung von MeHg aus Hg2+ durch Bakterien kann demnach als noch nicht vollständig geklärt angesehen werden. Dass Bakterien die Methylierung von Quecksilber bewirken, gilt jedoch als hinreichend gesichert.


Die gebildete organische Quecksilberverbindung Dimethylquecksilber ist flüchtig, gelangt in die Atmosphäre und kann dort durch die UV-Strahlung photolysiert oder durch Oxidation zu Hg0, Hg2+ oder MeHg+ umgewandelt werden (Fitzgerald 1989). Monomethylquecksilber hingegen verbleibt zum großen Teil in der Wasserphase bzw. im Sediment und wird von den im Wasser lebenden Tieren und Pflanzen in unterschiedlichem Maße akkumuliert. 


Pongratz und Heumann (1998) fanden hohe Gehalte an Organoquecksilberverbindungen in abgelegenen Regionen der Ozeane mit hoher biologischer Aktivität (Süd-Atlantik, Arktis, Süd-Pazifik). In Modellexperimenten konnte die Bildung von Methylquecksilber durch polare Makroalgen belegt werden. Der Einfluss von gelöstem organischem Material (DOM = dissolved organic matter) ist ein entscheidender Parameter, der für die Bioakkumulation von MeHg verantwortlich ist (Ravichandran 2004). Dabei ist vor allem der Gehalt an schwefelhaltigen funktionellen Gruppen in der gelösten organischen Substanz von großer Bedeutung. Die Bindungskonstanten zwischen Quecksilber und Schwefel hängen wesentlich von der Oxidationsstufe des enthaltenen Schwefels ab. So werden beispielsweise für Schwefel in der Oxidationsstufe +6 (als Sulfat) Stabilitätskonstanten des Komplexes zwischen Hg²+ und SO42- von 10 1,3 angegeben, während für den Komplex zwischen Hg²+ und reduziertem S2- Stabilitätskonstanten von 10 52,4 angegeben werden. Xia et al. (1998) haben mittels XANES (X-ray absorption near edge structure) - der Nahkantenspektroskopie durch Röntgenstrahlung - den Anteil des reduzierten Schwefels innerhalb der gelösten organischen Substanz in einem Fluß in Florida mit 46-35% beziffert. Der Gesamtgehalt an Schwefel innerhalb der DOM beträgt zwischen 0,5-2%. Der genaue Einfluss der gelösten organischen Substanz im marinen System ist von sehr komplexer Natur, da viele Parameter wie pH-Wert, Redoxpotential, Temperatur und Komplexierungsreaktionen die Methylierung von Quecksilber beeinflussen. Als gesichert wird angesehen, dass gelöste organische Substanzen die Bioverfügbarkeit von Quecksilber für Mikrorganismen wesentlich beinflussen (Ravichandran 2004).





Ebinghaus et al. (1994) konnten auch eine Transmethylierung von anorganischem Quecksilber durch andere Organometallverbindungen zeigen. Innerhalb von 168 Stunden methylierte beispielsweise Trimethylbleichlorid in 10-fachem Überschuss in steriler Lösung dabei 100% des zugegebenen Hg2+ zu MeHg. Siciliano et al. (2005) diskutieren zudem die Bildung von MeHg aus DOM unter dem Einfluss von UV-Licht. 





2.2.3 Bioakkumulation/Biomagnifikation: Methylquecksilber in der marinen Nahrungskette


In der Fachliteratur ist vielfach die Bioakkumulation von MeHg innerhalb der marinen Nahrungskette nachgewiesen worden (Von Burg und Greenwood 1991; Bloom 1992; Suedel et al. 1994, Campbell et al. 2005). Höhere Lebewesen scheinen keinen effektiven Entgiftungsmechanismus für die Beseitigung von hohen Belastungen mit Hg oder Methylquecksilber zu besitzen.


Am Beginn der marinen Nahrungskette steht das Bakterio-, Phyto- und Zooplankton. Kainz und Mazumder (2005) konnten durch Untersuchungen unterschiedlicher Fraktionen des Phytoplanktons bereits auf der niedrigsten trophischen Stufe der marinen Nahrungskette, eine Zunahme des Methylquecksilbergehaltes in Abhängigkeit von der Planktongröße feststellen. Dabei wurde das Plankton aufgrund seiner Größe in Seston- (10-64 µm), Mikro- (100-200 µm), Meso- (200-500 mµ) und Makrozooplankton (>500 µm) eingeteilt. Die dabei ermittelten Gehalte von Methylquecksilber stiegen als Funktion der Größe des Planktons an. Für das Sestonplankton wurden Gehalte von 4-48 µg/kg Trockengewicht ermittelt, die sich kontinuierlich bis zum Makrozooplankton auf 94-240 µg/kg Trockengewicht erhöhten. Die Autoren stellten dabei ausserdem fest, das Phytoplankton Methylquecksilber deutlich effektiver akkumuliert als Bakterien oder Algen. Mason et al. (1995a, 1995c) zeigten, dass auf der unteren Ebene des marinen Nahrungsnetzes anorganisches Quecksilber und Monomethylquecksilber durch das Phytoplankton aufgenommen und etwa um den Faktor 105 bis 106 gegenüber dem Wasser angereichert (biokonzentriert) werden. 


Zahlreiche Veröffentlichungen (Von Burg und Greenwood 1991; Bloom 1992; Suedel et al. 1994, Baeyens et al. 2003) belegen den weiteren Anstieg der Methylquecksilbergehalte von Fischen in Abhängigkeit der trophischen Ebene. Innerhalb des marinen Nahrungsnetzes werden Quecksilberverbindungen schrittweise weiter angereichert, wobei sich gleichzeitig der Anteil des Monomethylquecksilbers am Gesamtquecksilber von < 1% bis zu etwa 10% auf der Ebene des Phytoplanktons und auf annähernd 100% auf der Ebene der Fische und marinen Säugetiere erhöht (von Burg und Greenwood 1991; Bloom 1992; Suedel et al. 1994; Hill et al. 1996). Besonders stark sind Haie von der Akkumulation betroffen. Für Katzenhaie (Scyliorhinus canicula) aus der Nordsee wurden durchschnittliche Methylquecksilbergehalte von 0,61mg/kg festgestellt. Ob diese hohen Werte alleine auf die Ernährung der Haie oder durch den speziellen Stoffwechsel der Knorpelfische zurückzuführen ist, ist nicht klar. Ähnliche hohe Werte werden auch auf der höchsten trophischen Ebene der marinen Nahrungskette, den Meeresäugern, gefunden. Joiris R.C. et al (2001) stellte bei der Untersuchung von Schweinswalen Methylquecksilbergehalte von 0,51mg MeHg /kg Muskelfleisch fest. 





Der Tabelle 2.3 lassen sich die Durchschnittsgehalte von Quecksilber und Methylquecksilber in marinen Organismen entnehmen.



































Tabelle 2.3 : Quecksilber in pflanzlichen und tierischen Organismen verschiedener Regionen des Atlantischen Ozeans sowie der Nord- und Ostsee (Gesamtquecksilbergehalte bezogen auf Trockensubstanz). Auszugsweise entnommen aus: Von Burg und Greenwood 1991; Bloom 1992; Suedel et al. 1994;
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Durchschnittlicher Anteil des Monomethyl-Hg am Gesamt-Hg (%)


Phytoplankton


10-100


10


Makrophyten


20-120
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Mollusca (Weichtiere)


20-2.600
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Crustacea (Krebstiere)
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Annelida (Ringelwürmer)
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40


Fische (Hering, Kabeljau, Schellfisch, Scholle, Sprotte, Kliesche)


30-4.300


95
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*) Anreicherung des MeHg in der Leber variabler als im Filet, vermutlich findet eine Demetyhlierung in der Leber statt.





Alle bisher an Meerestieren durchgeführten Untersuchungen zeigen, dass sich Monomethylquecksilber vor allem an schwefelhaltige funktionelle Gruppen im Eiweiß des Muskelgewebes und der inneren Organe bindet und so akkumuliert wird. Hier findet das CH3Hg+-Kation aufgrund seiner Neigung, mit nukleophilen Liganden stabile Komplexe zu bilden, ausreichend Bindungspartner. Harris et al. (2003) zeigten mit Hilfe der Röntgenabsorptionsspektroskopie, dass Methylquecksilber in Fischfilet zum größten Teil als Cysteinkomplex vorliegt. 


Nach Rabenstein (1978) kann CH3Hg+ mit solchen Stoffen veränderliche Bindungen eingehen, die mehrere reaktive Gruppen enthalten. So verbindet sich CH3Hg+ beispielsweise bei niedrigem pH-Wert mit der Aminosäure Glycin bevorzugt zu H3N+CH2CO2HgCH3 (Assoziation mit der Carboxylgruppe), bei hohem pH-Wert dagegen mit Glycin zu CH3HgNHfile_25.unknown
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 (Assoziation mit der Aminogruppe). 


2.3 Toxizität


2.3.1 Toxikinetik 


Im Gegensatz zu anderen Spurenelementen wie z.B. Selen oder Chrom, die in definierter Spezies und in definierten Konzentrationsbereichen für Stoffwechselvorgänge essentiell sind, wirkt Quecksilber stets toxisch auf den Organismus und hat (bis auf seine hohe Toxizität) keine physiologische Bedeutung für den Menschen (Salonen et al. 1995). Insofern ist es nicht mit anderen Spurenelementen vergleichbar.





Entscheidend für die toxischen Wirkungen der Quecksilber-Spezies sind:





			die Löslichkeit der Verbindung und damit der Anteil, der über die Haut, den Gastro-Intestinaltrakt oder die Lunge aufgenommenen wird,


			die Verweildauer innerhalb des Körpers,


			die Verteilung innerhalb des Körpers und die unterschiedlichen Wirkungen auf unterschiedliche Zielorgane,


			Komplexierung der Verbindungen durch chemische Reaktionen,





mögliche Reaktionsprodukte durch Umwandlungen innerhalb der Organe,


6. 	die genetische Veranlagung, Quecksilber enzymatisch elimminieren zu können (Mutter et al. 2006).





2.3.2 Elementares Quecksilber


Flüssiges elementares Quecksilber, oral aufgenommen, wird fast vollständig (>99,99%) wieder ausgeschieden und führt deshalb kaum zu toxisch wahrnehmbaren Wirkungen. Dieses kann durch eine praktisch unlösliche HgS-Schicht (Löslichkeitsprodukt 3,00 x 10-54 bei 18°C) erklärt werden, die das flüssige elementare Quecksilber überzieht. Dagegen wird inhalativ aufgenommener elementarer Quecksilberdampf zu 80% über die Lunge resorbiert. Davon wiederum gehen etwa 80% direkt in das Blut über, der Rest verbleibt im Lungengewebe (Marquardt 1997). Das so aufgenommene elementare Quecksilber verteilt sich, bedingt durch seine lipophilen Eigenschaften, gleichmäßig im gesamten Körper und kann die Blut-Hirnschranke passieren. Diese Eigenschaft des elementaren Quecksilberdampfes führte zu zahlreichen kontroversen Diskussionen über die Verwendung von Amalgamen als Dentallegierung (Mutter et. al. 2004). In Dentalamalgamen liegt das Quecksilber ebenfalls elementar vor, und eine Belastung des Menschen erfolgt durch stetiges Einatmen messbarer Mengen Quecksilberdampfes. Abrieb durch Zahnbürsten, das Kauen von Nahrung und Kaugummis, Freisetzungen aufgrund elektrochemischer Reaktionen in der Mündhöhle und besonders das Entfernen von Plomben fördert die Freisetzung von Quecksilberdampf aus der Zahnfüllung zusätzlich (Mutter et al. 2004). 


In vielen Ländern wird ein Verbot der Verwendung von Amalgamen diskutiert. Durch die Einwirkung von Katalase und von Wasserstoffperoxid kann Hg0 im Körpergewebe oder Hirn zu Hg2+ oxidiert werden, welches dann in als Reaktionspartner für Enzyme zur Verfügung steht und zu toxischen Wirkungen führen kann. 


Die Halbwertsretentionszeiten im menschlichen Körper betragen für elementares Quecksilber 58 Tage. Die Ausscheidung erfolgt durch Abatmen und Ausscheidung durch Schweiß und Speichel, über Faeces und Urin sowie durch Ablagerungen in Haaren und Nägeln (Counter und Buchanan 2004).





2.3.4 Anorganisches Quecksilber (Hg²+)


Die direkte orale Aufnahme anorganischer Quecksilberverbindungen ist normalerweise ein eher seltenes Ereignis. Nennenswerte Dosen werden nur durch vorsätzliche Einnahme oder Unfälle erreicht. Die Resorption ist direkt proportional zu der Löslichkeit der entsprechenden Verbindung. Beispielsweise werden bei der Einnahme von Quecksilber-(II)-chlorid zwischen 2-15% der Menge durch den Gastrointestinaltrakt resorbiert. Die Akkumulation findet vor allem in der Niere statt. Normalerweise wird die Blut-Hirn-Schranke nicht passiert. Jedoch findet bei Neugeborenen und Säuglingen, bei denen die Blut-Hirn-Schranke noch nicht vollständig ausgebildet ist, auch eine Anreicherung im Gehirn statt. Die Halbwertszeit der Elimination beträgt 1-2 Monate. Im Körper findet eine Umwandlung in organisches Methylquecksilber durch Bakterien des Verdauungssystems statt. Die Eliminierung erfolgt durch Abatmen und Ausscheidung durch Schweiß und Speichel, über Faeces und Urin sowie bei Frauen über die Milch beim Stillen (Counter und Buchanan, 2004). 





2.3.5 Organische Quecksilberverbindungen 


Für den Menschen ist das mit der Nahrung aufgenommene MeHg die wichtigste Quelle für Quecksilberexpositionen. MeHg wird durch den Gastrointestinaltrakt zu etwa 95% resorbiert (Marquard 1997, Counter und Buchanan 2004), ins Blut aufgenommen und mit diesem gleichmäßig im gesamten Körper verteilt. Methylquecksilber besitzt die Eigenschaft, die Blut-Hirn-Schranke sowie die Plazenta zu durchdringen. Im Gehirn wird es angereichert und langsam zum anorganischen Quecksilber(II)2+ demethyliert. Dieses wiederum bindet kovalent an Sulfhydryl-Gruppen und inhibiert dann zahlreiche wichtige neuronale Enzymsysteme. Da die Blut-Hirn-Schranke nahezu undurchlässig für Hg2+ ist, diffundiert nur ein sehr kleiner Teil ins Blut zurück. Dadurch kommt es zur Akkumulation von Hg2+ im Hirn. Diese Eigenschaft erklärt die starke Neurotoxizität der organischen Quecksilberverbindungen. 


Massenvergiftungen in Japan in der Minamata-Bucht in den fünfziger Jahren des 20. Jahrhunderts machten erstmals auf erschreckende Weise deutlich, wie gefährlich beispielsweise der Verzehr von Meerestieren mit hohen Methylquecksilberkonzentrationen ist. Von 1953 bis 1960 leitete ein Industriebetrieb, der Acetaldehyd aus Acetylen produzierte und dabei Quecksilber als Katalysator einsetzte, quecksilberhaltige Abwässer in die Minamata-Bucht in Japan ein. Der Quecksilber- und Methylquecksilbergehalt in den Fischen aus der Minamata-Bucht war infolge des Eintrages der Fabrik deutlich höher als in allen anderen Gewässern und erreichte Gehalte von bis 11 mg/kg Frischgewicht. Das eingeleitete Quecksilber lag zum großem Teil bereits als Methylquecksilber (Eto et al. 2002) vor oder wurde u.a. von Bakterien in Methylquecksilber umgewandelt und reicherte sich in den Fischen aus der Minamata-Bucht an. So gelangten durch antropogene Einleitungen letztlich ungewöhnlich große Mengen Quecksilber in das Meer und somit in die Nahrungskette der Menschen. Diese Umweltkatastrophe führte zu einer Massenvergiftung der ansässigen Bevölkerung, die sich in dieser Gegend traditionell hauptsächlich von Fisch ernährte. In den folgenden 36 Jahren wurde bei 2252 Menschen offiziell eine Methylquecksilbervergiftung diagnostiziert, 1043 von ihnen starben an den Folgen. Ein ähnlicher Vorfall ereignete sich 1965 am Agano Fluß bei Niigata, ebenfalls in Japan.


Der Vorfall in der Minamatabucht formte den Begriff “Minamata-Krankheit“ (Minamata disease, kurz MD). Der Verlauf der “Minamata-Krankheit”, die eigentlich als Vergiftung zu bezeichnen ist, ist von starken Schädigungen des Zentralnervensystems gekennzeichnet und führt häufig zum Tode. 


Die, gemessen an der Anzahl der Betroffenen, schwerste je durch Quecksilber verursachte Vergiftung ereignete sich 1971-1972 im Irak. Der Grund dafür war der Verzehr von Brot, das aus Saatweizen gebacken wurde. Als Beizmittel für 90000 Tonnen Saatweizen wurde ein methylquecksilberhaltiges Fungizid verwendet (EPA 2001). Der Verzehr dieses Brotes führte aufgrund der hohen Konzentrationen schon nach kurzer Zeit zu schwersten Vergiftungsfällen. Nachträgliche epidemiologische Studien (1985) kamen zu dem Ergebnis, dass 50.000 bis 100.000 Menschen quecksilberexponiert waren. 2.000 Menschen sind infolge der Vergiftung verstorben. Die durchschnittliche tägliche Aufnahme an Quecksilberverbindungen betrug bei Erwachsenen 9-12 mg und bei Kindern 2,5 mg. Der von der WHO (Weltgesundheitssorganisation) empfohlene Wert von 1,6 µg/kg/Woche für die Aufnahme von Quecksilberverbindungen wurde so um mehr als das 200-fache überschritten. 


1996 ereignete sich ein weiterer folgenschwerer Fall einer Intoxikation mit einer Organoquecksilberverbindung. Dieser Vorfall machte besonders deutlich, wie stark die Bindungsform bzw. Spezies des Quecksilbers die Giftigkeit bestimmt. Bei der Herstellung eines NMR-Standards gelangten 0,1 bis 0,5ml (0,6-1,6g) Dimethylquecksilber auf die Latex Handschuhe der Chemieprofessorin Dr. Karen Wetterhahn (Strasdeit 1998). Latex bietet jedoch keinen Schutz gegen Dimethylquecksilber, da dieses in Sekunden durch den Handschuh diffundiert. Das Dimethylquecksilber wird nahezu vollständig über die Haut resorbiert. 


Dem Ereignis wurde zunächst keine Bedeutung beigemessen, so dass auch die ersten charakteristischen Symptome einer Schädigung der ZNS nicht entsprechend gedeutet und behandelt wurden. Fünf Monate nach diesem Vorfall zeigten sich jedoch deutliche Symptome einer Quecksilbervergiftung durch organische Quecksilberverbindungen. Die eingeleitete Therapie konnte nicht mehr verhindern, dass Frau Wetterhahn nach weiteren fünf Monaten verstarb (Blayney 2001). 


Der typische zeitliche Verlauf einer solchen akuten Vergiftung ist durch eine Latenzperiode von mehreren Wochen bis Monaten gekennzeichnet (Marquard 1997), bevor die eigentlichen Symptome der Vergiftung auftreten. Dieser Umstand erschwert die Diagnose einer Vergiftung mit Organoquecksilberverbindungen.


Diese Vorfälle zeigten die starke Toxizität metallorganischer Verbindungen und führten zu verstärktem Interesse internationaler Forschung auf dem Gebiet der Speziesanalytik und der genauen Untersuchung des Verlaufes einer Intoxikation mit Organoquecksilberverbindungen. Aufgrund der Vorfälle im Irak und in Japan ist die enorme akute Toxizität bei der Aufnahme großer Mengen an Methylquecksilber als hinreichend gesichert anzusehen, während mögliche toxische Effekte im Bereich niedriger Dosen noch immer umstritten sind. 





2.3.3 Toxische Wirkungen 


Eine karzinogene Wirkung von Methylquecksilber wird u.a. von Tamashiro et. al. (1986) diskutiert. Die Autoren konnten bei MD Patienten eine gesteigerte Leberkrebsanfälligkeit feststellen. Kinjo et al. (1996) stellten bei der Untersuchung von 1351 Überlebenden der MD fest, dass diese ein erhöhtes Leukämie-Risiko aufweisen. In Tierversuchen fanden diverse Autoren keinen direkten Zusammenhang zwischen Langzeit-Exposition mit niedrigen Dosen von MeHg-Chlorid und der Bildung von Tumoren. Mitsumori et al. (1990) hingegen konnte durch die Verabreichung von hohen Dosen an MeHgCl bei männlichen B6C3F1-Mäusen gehäuft Nierentumore induzieren. Eine eventuelle Karzinogenizität von Methylquecksilber kann noch nicht als hinreichend gesichert angesehen werden, ist jedoch wahrscheinlich.


Eine mögliche Mutagenität von MeHg wird auf dessen Affinität zu den in 1- und 3-Stellung befindlichen Stickstoffatomen der Purin- bzw. Pyrimidin-Nukleoside und ‑Nukleotide zurückgeführt. Die stärksten Komplexe werden mit den Pyrimidinbasen Uracil und Thymin gebildet (Mansy et al. 1974).


Genotoxische Wirkungen von Quecksilber werden ebenfalls diskutiert, jedoch konnten diese weder durch Studien an Menschen, noch durch Tierversuche eindeutig verifiziert werden. Jedoch gibt es Indizien für dosisabhängige chromosomale Anomalien im Rückenmark von Mäusen durch die Gabe hoher Dosen von Quecksilberchlorid. Neueste Untersuchungen zeigten schon bei sehr niedrigen Konzentrationen (30 nM MeHg) an neuronalen Zellen Apoptose (Sakaue et al. 2005).


Die Immunotoxische Wirkung von Quecksilberverbindungen auf den Menschen ist bisher kaum untersucht worden, aber durch Tier- und in-vitro Versuche klar belegt. Shenker et al. (2000) wiesen immunotoxische Wirkungen durch Inkubation von humanen T-Zellen mit MeHgCl nach. Während für das ebenfalls untersuchte HgCl2 ein LD50 von 20µM ermittelt wurde, lag der LD50–Wert von MeHgCl mit 2,5µM signifikant niedriger. In Tierversuchen stellten Thompsen et al. (1998) durch die Gabe von 3mg/l MeHgCl im Trinkwasser eine Veränderung der B- und T-Zellen sowie verringerte GSH-Konzentrationen in Splenozyten fest. Die pre- und perinatalen Wirkungen von MeHg auf das Immunsystem zeigten in Tierversuchen Veränderungen der Anzahl der weißen Blutkörperchen und andere für die Immunabwehr wichtigen Parameter (Ilbäck et al. 1991). Müller et al. (2001) konnten die Inhibition der Glutathione-S-transferase T1 durch Thiomersal belegen, wodurch der Fremdstoffmetabolismus gestört wird. In vitro hemmen Konzentrationen von Quecksilber und Thimerosal, wie sie einige Tage nach einer Impfung auftreten, die Methioninsynthetase (MS) um 50 %. Ein normales Funktionieren der Methioninsynthetase ist entscheidend für biochemische Schritte, die für die Hirnentwicklung, die Aufmerksamkeitsleistung und für die Produktion von Glutathion nötig sind, einem wichtigen antioxidativen und entgiftenden Agens (Mutter et al. 2006)


Gatti et al. (2004) konnten cytotoxische Wirkungen von MeHgOH in Konzentrationsbereichen feststellen, die durch lange andauernden Aufnahme auch niedriger Konzentrationen an Methylquecksilber auftreten können. Autoimmunreaktionen  werden vor allem im Zusammenhang mit elementarem Quecksilber nach der Implementierung von Plomben diskutiert. Rowley und Monestier (2005) beschreiben mögliche Mechanismen der Bildung hochspezifischer Antikörper und der polyklonalen Aktivierung des Immunsystems als Reaktion auf subtoxische Quecksilberkonzentrationen.


Die Niere ist ein zentrales Zielorgan für toxische Effekte von Quecksilberexpositionen jeglicher Spezies (Zalups und Lash 1994, Zalups und Barfuss 1996). Innerhalb der Niere ist das pars recta des Tubulus proximalis besonders von den toxischen Effekten betroffen. Dieses wird durch die nukleophilen Eigenschaften der betroffenen Nierenzellen erklärt (Zalups 2000). Nach Zalups (2000) führt die starke Bindung zwischen Schwefel und Quecksilber dazu, dass insbesonders Albumine, Metallothione, Glutathion und Cystein an der Aufnahme, der Akkumulation, dem Transport und der Toxizität beteiligt sind. Tamashiro et al. (1986) brachten Todesfälle durch Nierenschäden beim Menschen der Minamata-Region mit der Minamata Krankheit in Verbindung. Dyall-Smith et al. (1990) und Barr et al. (1972) konnten irreparable Nierenfunktionsstörungen mit der Verwendung von Ammoniumquecksilberchlorid-haltiger Bleichcreme und deren Aufnahme über die Haut zeigen. Zalups (2000) kommt zu dem Schluss, dass die Ausscheidungsmenge an Quecksilber über den Urin stärker mit dem Ausmaß der Nierenschäden korreliert als die Anreicherung innerhalb der Niere selbst. Dieses weist darauf hin, dass die über diesen Ausscheidungspfad transportierten Quecksilberverbindungen eine starke akute Toxizität auf die Niere aufweisen.


Quecksilber unterschiedlicher Spezies stehen zudem im Verdacht, das Herzkreislaufsystem negativ zu beeinflussen und Bluthochdruck sowie eine veränderte Herzfrequenz zu bewirken. Zahlreiche Autoren haben unregelmäßige Herzfrequenz mit  der Aufnahme von alkylquecksilberhaltigem Mehl (Jalil and Assasi 1961), ethylquecksilberbelastetem Fleisch (Cinca et al. 1980) und der Methylquecksilberaufnahme durch den Konsum von Meerestieren (Grandjean et al. 2004) in Verbindung gebracht. Salonen (1995) stellte in einer Studie an 1833 männlichen Finnen fest, dass auch das Herzinfarktrisiko mit steigender Aufnahme von Methylquecksilber erhöht ist. Tierversuche konnten diese Beobachtungen größtenteils bestätigen. 





Unbestritten ist die starke Neurotoxizität von organischen Quecksilberverbindungen. Quecksilber-(II)-chlorid wirkt in vitro etwa 100 mal weniger giftig auf Neurone als Ethylquecksilber (DETH, 2004).


Die Massenvergiftungen in Japan und im Irak mit sehr hohen Dosen MeHg hatten zahlreiche Studien über die Wirkungen von MeHg auf das zentrale Nervensystem zur Folge. Dabei wurde besonders deutlich, dass toxische Wirkungen auf das ZNS bei ungeborenen Kindern, Säuglingen und Kleinkindern deutlicher ausgeprägt auftreten, als bei Erwachsenen. Choi et al. (1989) stellten bei Untersuchungen an Kindern ebenfalls fest, dass das entwickelnde Nervensystem schon bei deutlich niedrigeren Konzentrationen von MeHg-Expositionen reagiert als jenes von Erwachsenen. Die typischen Symptome der sogenannten CMD (congential Minamata disease = angeborene Minamata Krankheit) sind verzögerte geistige Entwicklung, Wachstumsstörungen, Ataxie des Kleinhirns, Sprachstörungen und deformierte Knochen. Bei vielen der Kinder wurden zudem noch das Aufmerksamkeitsdefizitsyndrom und erhöhter Speichelfluss (je 95%), Krampfanfälligkeiten (82%) und Schielen (77%) festgestellt. Einige dieser Symptome waren zumindest teilweise reversibel, während andere, bespielsweiseverringerte Intelligenz und Sprachstörungen, nicht verschwanden (Harada 1995).


Untersuchungen zur Vergiftungskatastrophe im Irak kamen zu ähnlichen Ergebnissen, während die Ausprägungen der Krankheitsbilder, bedingt durch höhere Dosen, meist noch stärker als die in Japan waren. Untersuchungen von Cox et al. (1989) zu Dosis-Wirkungsbeziehungen konnten eindeutig den Zusammenhang zwischen der Schwere der Schäden am ZNS und steigenden Quecksilberkonzentrationen nachweisen. 


Dagegen zeigen neue Studien von Mutter et al. (2006), dass neben der tatsächlichen Höhe der Expositionsdosis auch genetische Veranlagungen die toxischen Wirkungen von Quecksilber entscheidend beeinflussen können: In der erwähnten Studie wurden Zusammenhänge zwischen Autismus und der Fähigkeit, Quecksilber über die Cystein- und Glutathionsynthese elimminieren zu können, untersucht. Offensichtlich sind bei autistischen Kindern aufgrund genetischer Polymorphismen beide Stoffwechselwege -die entscheidend für die natürliche Entgiftung von Quecksilber sind – gestört bzw. weniger aktiv.


Die neurologischen Schäden hoher Dosen von MeHg auf Erwachsene entsprechen weitestgehend denen bei Kindern, sind insgesamt aber erst bei höheren Konzentrationen zu erwarten und teilweise nach erfolgreicher Entgiftung reversibel (Eto et al. 2002).


Die Wirkung chronisch niedriger Belastungen mit MeHg sind demgegenüber deutlich schwerer zu untersuchen und zu belegen. Die Schwierigkeit liegt zum einen darin, weniger schwerwiegende Störungen des ZNS mit der Belastung durch eine Substanz eindeutig belegen zu können, zum anderen gestaltet sich die Untersuchung einer bereits längerfristig zurückliegenden chronischen Belastung schwierig. Parameter wie Quecksilbergehalte im Blut oder Urin sind für die Untersuchung deshalb nur schlecht geeignet, weil aufgrund der stetigen Eliminierung von Quecksilber aus dem Körper zeitlich zurückliegende Ereignisse nur unzureichend erfasst werden können. Zur Beurteilung einer zeitlich zurückliegenden Quecksilberexposition werden deshalb Haaruntersuchungen durchgeführt (Cox et al. 1989). Die so ermittelten Quecksilbergehalte in älteren Haarabschnitten lassen Rückschlüsse auf die Aufnahmemengen der jüngeren Vergangenheit zu, weil Quecksilber - proportional zu der Exposition - auch in den Haaren zu finden ist. Da die Kopfhaare ein gleichmäßiges Längenwachstum von ca. 0,35 mm/Tag aufweisen (Umbach 1995), kann so je nach Länge der vorhandenen Haare eine Untersuchung der Quecksilberexpositionen der Vergangenheit durchgeführt werden. Das Quecksilber ist vermutlich - aufgrund der hohen Affinität zu Schwefel-Verbindungen - innerhalb der Disulfidbrücken gebunden.


Eine weitere Schwierigkeit liegt in der Art der Bewertung und der Bewertungskriterien der Studien durch Beobachtungen und Tests, die den Entwicklungsstand der untersuchten Individuen wiedergeben sollen. Dabei werden Testbatterien zur Bewertung von Schäden herangezogen, die unter neurophysiologischen und neuropsychologischen Gesichtspunkten entwickelt wurden. Dass solche Studien zu widersprüchlichen Schlussfolgerungen kommen können, zeigten Schlussfolgerungen aus Studien von Davidson et al. (1998). Dabei wurden, im Gegensatz zu einer Studie auf den Färöer Inseln von Grandjean et al. (1997), keine Zusammenhänge zwischen prä- und postnatalen MeHg Expositionen und der geistigen Entwicklung gefunden, während Grandjean deutliche Zusammenhänge belegen konnte: Besonders stark von den neurotoxischen Wirkungen sind Föten und Kinder betroffen, deren Gehirn sich noch in der Entwicklungsphase befindet. Um diese spezielle Suszeptibilität des sich entwickelnden Gehirns genauer zu untersuchen, wurde zwischen 1986 und 1987 eine Studie auf den Faroer Inseln mit 1022 aufeinander folgenden Einzelgeburten durchgeführt (Grandjean et al. 1997). Die Mütter dieser Kinder verzehrten durchschnittlich drei Fisch- oder Walmahlzeiten pro Woche. Dieser Studie zufolge gibt es einen Zusammenhang zwischen Quecksilberexposition in-utero und der geistigen Entwicklung im Kindesalter. Zusätzlich zu den Störungen des ZNS wurde bei den untersuchten Kindern, auch bei Konzentrationen unter 10µg/l im Nabelschnurblut (<HBM II, Human-Bio-Monitoringwerte des Umweltbundesamtes), ein erhöhter Blutdruck festgestellt.


2.4 Nationale und Internationale Grenzwerte bzw. Empfehlungen für die maximale Aufnahme von Quecksilber und Quecksilberverbindungen 


Von den staatlichen Überwachungsbehörden unterschiedlicher Nationen werden verschiedene Empfehlungen für die maximale tolerierbare Aufnahme von Methylquecksilber bzw. Höchstgehalte für Quecksilber- und Methylquecksilbergehalte in Fischen und anderen Lebensmitteln festgesetzt.


Die Tabelle 2.4. fasst diese Grenzwerte bzw. Empfehlungen zusammen:





Tabelle 2.4: Empfehlungen und Grenzwerte für die Gehalte und Aufnahme unterschiedlicher Quecksilberspezies:


Verordnung/Gesetz Einrichtung


Umfang des Grenzwertes bzw. der Empfehlung


Grenzwert/ max. tolerierbare Menge


VO 221/2002 (EG)


Kommission


Gesamtquecksilber


in Fischerzeugnissen


<0,5mg/kg Frischgewicht


<1 mg/kg* Frischgewicht


Trinkwasserverordnung Mineralwasserverordnung


Gesamtquecksilber


Gesamtquecksilber


<1 µg/L Wasser


<1 µg/L Wasser


Codex alimentarus Commission (CAC) 


CAC GL7-1991


Gesamtquecksilber


in Fischerzeugnissen





<0,5mg/kg Frischgewicht


<1 mg/kg** Frischgewicht


National Research Council


NRC


MeHg-Gesamtaufnahme


<0,7 µg/kg/Woche


EPA 1985 


EPA 1995


U.S.Environmental Protection Agency


Agency for Toxic Substances and Disease Registry


FDA, U.S. Food and Drug Administration


MeHg-Gesamtaufnahme


MeHg-Gesamtaufnahme





MeHg-Gesamtaufnahme








MeHg-Gesamtaufnahme


<0,3 µg/kg*Tag


<0,1µg/kg*Tag





<0,3µg/kg*Tag








<0,5µg/kg*Tag


Weltgesundheitsorganisation (WHO) alt








JECFA neu


Joint Expert Committee on Food Additives (FAO/WHO)


Quecksilberexposition (Gesamt-Hg)


MeHg-Gesamtaufnahme





MeHg-Gesamtaufnahme





<5 µg/kg 


davon nicht mehr als 3,3 µg/kg Woche MeHg


<1,6 µg/kg Körper-gewicht/Woche


Gefahrstoffverordnung


Arbeitsplatzgrenzwert (AGW)


0,1 mg/m3


Umweltbundesamt 


HBM-I*** Blut-Hg-Gehalt


HBM-II*** Blut-Hg-Gehalt


<5 µg/Liter


<15 µg/Liter


Dänische Lebensmittelbehörde


MeHg-Gesamtaufnahme


<55 µg/Woche


* alle unter 3.3.1.1 VO221/2002 genannten Fischarten: Bsp. Hai, Aal, Heilbutt, Barsch, Rotbarsch, Schwertfisch, Thunfisch, Rochen, Butterfisch, Hecht, Stör, Bonito, Steinbeißer, Seeteufel


** Raubfische


*** Human-Bio-Monitoringwerte:


< HBM-I: unbedenklich, kein Handlungsbedarf 


>HBM-I aber <HBM-II: gesundheitliche Beeinträchtigung nicht sicher ausgeschlossen, Kontrolle der Belastungsquelle, ggf. Verminderung unter vertretbarem Aufwand


>HBM-II: gesundheitliche Beeinträchtigung möglich, umweltmedizinische Betreuung notwendig, akuter Handlungsbedarf zur Reduktion der Belastung





Das wissenschaftliche Gremium CONTAM der Europäische Behörde für Lebensmittelsicherheit (EFSA) sprach zudem in einer Pressemitteilung 2004 die Empfehlung aus, dass Frauen mit Kinderwunsch und stillende Frauen sowie Kleinkinder keine Fische zum Verzehr auswählen sollten, die am Ende der Nahrungskette stehen. 
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3. Problemstellung und Zielsetzung


Im Rahmen nationaler (Bund/Länder-Messprogramm) und internationaler Meeresumweltschutzkonventionen (OSPAR und HELCOM) zum Schutz der Meeresumwelt wird in Deutschland u.a. von der Bundesforschungsanstalt für Fischerei (BFAFI) im Institut für Fischereiökologie (IFÖ) regelmäßig der Quecksilbergehalt von Meerestieren untersucht. Bei der bislang in der BFAFI im IFÖ verwendeten Methode konnte nur der Gesamtquecksilbergehalt der Meeresorganismen bestimmt werden, ohne dabei weitere Informationen über die vorhandenen Quecksilberspezies zu erlangen. 


Die internationale Meeresschutzkonvention für die Nordsee und den Nordostatlantik (OSPAR) führt Quecksilber und organische Quecksilberverbindungen in der „List of Substances for Priority Action“ auf. Auch die Helcom-Kommission für die Ostsee listet Quecksilber und organische Quecksilberverbindungen unter „Selected substances for immediate priority action (Rec. 19/5, Attachment, Appendix 3)“ auf. Ebenso wird Quecksilber und seine Verbindungen in der Wasserrahmenrichtlinie (2000/60/EG Anhang X) in der Liste der „prioritären Stoffe“ geführt. In diesem Zusammenhang war es notwendig, dass die Monitoringinstitute der Vertragsstaaten eine Datengrundlage schaffen, auf deren Basis eine Bewertung der Belastung der Gewässer durch Quecksilber und seine Verbindungen durchgeführt werden kann. Dieses umfasst u.a. die Bestimmung der Konzentration und der Verhältnisse von Gesamtquecksilber zu Quecksilber bei marinen Biota verschiedener trophischer Stufen in Abhängigkeit von der Art und dem untersuchten Gewebe. Ebenso sollte untersucht werden, ob es bei den Indikatorspezies räumliche Unterschiede zwischen den Monitoringgebieten innerhalb der Nord- und Ostsee gibt, die sich von den bisher bekannten Verteilungsmustern des Gesamtquecksilbergehalt unterscheiden. 


Umweltqualitätsziele und Bewertungskriterien sollen auf der Basis realer Messungen im marinen Bereich aufgestellt werden. 


Die Erforschung der Ursache-Wirkungsbeziehung zwischen chronischer Einwirkung niedriger Mengen an Methylquecksilber und gesundheitlichen Schäden einschliesslich Auswirkungen auf die Reproduktionsfähigkeit ist sowohl zum Schutz des Menschen als auch des marinen Ökosystems von großer Bedeutung. Es ist zu erwarten, dass zukünftig Grenzwerte für Fische und Meeresfrüchte eingeführt werden, die zwischen maximal zulässigen Methylquecksilbergehalten und Gesamtquecksilbergehalten differenzieren (Burscher, 2005). Im Rahmen eines Richtlinien-Entwurfes der EU zur Einführung von Qualitätszielen für prioritäre Stoffe wird für Monomethylquecksilber ein Wert von 20µg/kg Frischgewicht für marine Biota diskutiert (pers. Mitteilung Haarich, 2006). Um solche Grenzwerte überprüfen zu können, benötigen die zuständigen Institutionen (u.a. die Lebensmitteluntersuchungsämter) Methoden zur Speziationsanalytik dieser Verbindungen. 





Ziel der vorliegenden Doktorarbeit, die im Rahmen eines vom Umweltbundesamt geförderten Projektes (UFOPLAN FKZ 200 222 30) angefertigt wurde, war die Entwicklung und Validierung einer einfachen, preiswerten und analytisch robusten Methode, mit der es möglich ist, Monomethylquecksilber und anorganisches Quecksilber in Meerestieren simultan zu bestimmen. Die sehr geringen Konzentrationen von MeHg und Hg2+ in Umweltproben erfordern die Kombination eines leistungsstarken Systems zur Trennung (i.d.R. chromatographisches Verfahren) mit einem nachweisstarken und spezifischen Detektor wie Atomabsorptions-, Atomemissions- oder Atomfluoreszens-Spektrometer. 


Bei der Planung und Entwicklung der Methode wurde besonders darauf geachtet, dass das analytische System möglichst aus zuverlässigen und leistungsstarken Standardkomponenten besteht, welche leicht zu beschaffen und zu warten sind. 


Innerhalb des Projektes lag der methodische Schwerpunkt in der Auswahl und Anwendung eines passenden chemisches Trennprinzips, der Kombination der eingesetzten instrumentellen Komponenten, der Steuerung des Ablaufes und der Optimierung der Verfahrensparameter.


Die hier entwickelte und validierte Methode wurde abschließend durch anwendungsorientierte Untersuchungen von pelagischen Fischeiern sowie Gewebeproben von Sprotten und Klieschen auf ihre Eignung für den Routineeinsatz im marinen Schadstoffmonitoring verifiziert.


Der abschließende Projektbericht, der im Rahmen dieser Doktorarbeit angefertigt wurde, ist unter Kapitel 8 im Anhang dieser Arbeit zu finden. 
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4. Methodenentwicklung


4.1 Speziierungsanalyse des Quecksilbers 


In den vergangenen 45 Jahren ist eine sehr große Anzahl an wissenschaftlichen Veröffentlichungen zur Speziierungsanalyse von Organometall- und Organoquecksilberverbindungen erschienen. 


Simpson schuf 1961 dafür die Grundlagen und trug zur Charakterisierung der Organoquecksilberverbindungen wesentlich bei. Die Analytik dieser Verbindungen hat sich bis heute naturgemäß grundlegend geändert und wird nun mit einer Vielzahl an modernen Methoden und Analyseverfahren durchgeführt.


Nachfolgend werden verschiedene Möglichkeiten der Speziationsanalytik von Quecksilberverbindungen kurz vorgestellt, einen ausführlicheren Überblick über die Entwicklung der Methoden ist im Anhang 8 dieser Arbeit (Abschnitt 1.3.4.1 - 1.3.4.5,  Abschlußbericht des Projektes FKZ 200 22 230) dargestellt. 





4.1.1 Solvent-Extraktions-Gaschromatographie-Methode (SE/GC-Methode) zur spezifischen Bestimmung von Monomethylquecksilber


Bei dieser Methode wird Monomethylquecksilber zunächst aus seiner Bindung an Matrixbestandteile durch Behandlung mit nicht oxidierenden Säuren freigesetzt, gereinigt und als Monomethylquecksilberhalogenid durch Gaschromatographie unter Verwendung eines Elektroneneinfangdetektors (ECD) bestimmt. 


Während des gaschromatographischen Trennprozesses traten jedoch häufig Verluste des Monomethylquecksilbershalogenids durch thermische Zersetzung auf. Weitere Nachteile der SE/GC Methode bestehen vor allem darin, dass nur Monomethylquecksilber bestimmt werden kann und der Anteil an anorganischem Quecksilber (Hg2+) indirekt ermittelt wird. Weiterhin findet bei dieser Methode keine elementspezfische Detektion statt. 





4.1.2 Methode der selektiven Reduktion 


Bei der Methode der selektiven Reduktion wird das Quecksilber(II)-Kation zu elementarem Quecksilber reduziert und nach der sog. Kaltdampftechnik bestimmt. Dabei geht man davon aus, dass mit ausgewählten Reduktionsmitteln vorerst nur anorganisches Quecksilber umgesetzt wird, während organisch gebundenes Quecksilber aufgrund seiner geringeren Reaktivität innerhalb einer vorgegebenen Reaktionszeit nicht reduziert wird. Nach der Zugabe eines Katalysators und der Herstellung spezieller Redox-Bedingungen wird anschliessend auch das organisch gebundene Quecksilber freigesetzt und kann dann in einem zweiten Schritt bestimmt werden. Aus der Differenz von Gesamtquecksilber und anorganischem Quecksilber wird dann der Gehalt an organischem (≈ Monomethylquecksilber) indirekt ermittelt. Eine speziesspezifische Identifizierung des organisch gebundenen Quecksilbers ist mit dieser Methode nicht möglich. 





4.1.3 Hydrid-Methode (Derivatisierung mit Natrium-Tetrahydroborat)


Grundlage der Hydrid-Methode ist der Umsatz von Monomethylquecksilber mit Natrium-Tetrahydroborat (NaBH4) zur Erzeugung des flüchtigen Monomethylquecksilberhydrids (CH3HgH). Dieses kann anschließend mit Headspace-GC und Fourier Transformations-Infrarot-Spektrometrie (FTIR) bestimmt werden. 


Diese Methode hat den Nachteil hoher Nachweisgrenzen und ist deshalb nicht für die Untersuchung von Umweltproben geeignet. Zudem können sich während der Derivatisierung Radikale bilden, die die Kohlenstoff-Quecksilber-Bindung des organischen Quecksilbers spalten und dieses zu elementarem Quecksilber (Hg0) reduziert. Eine Unterscheidung der Quecksilberspezies ist dann nicht mehr möglich.





4.1.4 Derivatisierung der Quecksilberspezies mit Hilfe der Grignardreaktion


Die Derivatisierung von anorganischen und organischen Quecksilberverbindungen ist nach vorgeschaltetem Aufschluß auch über die Grignardreaktion möglich.


Dabei werden die Quecksilberverbindungen alkyliert und so in flüchtige Verbindungen umgesetzt. Nach einem Anreicherungsschritt kann anschliessend eine gaschromatographische Trennung erfolgen. Ein entscheidener Nachteil dieser Methode ist die Bildung flüchtiger Nebenprodukte bei der Verwendung von Gridnardreagenzien, die häufig zu Störungen bei der Analytik der Quecksilberverbindugen führen.





4.1.5 Derivatisierung mit Natrium-Tetraethylborat (Alkylierungs-Methode)


Bei der Derivatisierung der mit Natriumtetraethylborat (STEB) werden, nach einem geeignetem Aufschluß des Untersuchungsmaterials, anorganisches Quecksilber und Monomethylquecksilber simultan in die leicht flüchtigen Ethylderivate überführt. Nach der Freisetzung der Derivate kann eine Zwischenanreicherung (purge and trap) der Ethylderivate in einer Kühlfalle, an geeigneten Adsorbermaterialien oder in einem organischen Lösungsmittel erfolgen.


Anschließend können die Ethylderivate simultan gaschromatographisch getrennt und mit einem nachweisstarken elementspezifischen Detektor, z.B. ein Atomabsorptions-, Atomemissions-, Atomfluoreszenz- oder Massen-Spektrometer bzw. ICP-MS (Induktiv gekoppeltes Plasma in Verbindung mit massenspektrometrischer Detektion) detektiert werden.


Diese Methode der Quecksilberspeziesanalytik hat den Vorteil, dass bei der Verwendung von kommerziell erhältlichem, sehr reinem Natriumtetraethylborat (STEB) kaum Störungen auftreten. Ein weiterer großer Vorteil der Derivatisierung mit STEB liegt darin, dass es möglich ist, die flüchtigen Reaktionsprodukte mit Hilfe eines Gasstromes aus der Lösung freizusetzten. Dieser Schritt ist von großer Bedeutung für die Praktikabilität der Methode, da neben der Zwischenanreicherung der Derivatisierungsprodukte an einem Adsorbermaterial keine weitere Aufreinigung nötig ist (Gomez-Ariza et al. 2004), die zwangsläufig zu Verlusten der Analyte führen würde.


4.2 Auswahl der Komponenten für die entwickelte Methode


Im folgenden Kapitel werden die Gründe für die Auswahl der eingesetzten Komponenten sowie die Vorgehensweise bei der Entwicklung der Methode beschrieben. Die Auswahl der eingesetzten Komponenten war durch apparative Vorgaben reglementiert, so dass nur Gerätschaften zum Einsatz kommen konnten die bereits in der BFA-FI vorhanden, durch andere Bundesbehörden zu beschaffen, selbst herzustellen oder sehr preisgünstig zu erwerben waren.


Bei den Überlegungen wurden für folgende analytischen Fragestellungen Lösungen gesucht:









Probenvorbereitung


  


Aufschlussart





Derivatisierung


und bestimmende Parameter





Anreicherung und anschließende Freisetzung





Chromatographische Trennung 





Reduktion zu Hg0





Detektion





4.2.1 Methoden der Probenvorbereitung (Optimierung des Aufschlusses verschiedener Probenmatrices)





Biologisches Untersuchungsmaterial muss zunächst so vorbehandelt werden, dass Methylquecksilber und anorganisches Quecksilber für die Derivatisierung vollständig verfügbar vorliegt. Dieses kann durch einen schonenden alkalischen Aufschluss mit oder ohne Mikrowellenbestrahlung (Bloom 1989, Fischer et al. 1993, Harms 1994, Lee et al. 1994, Liang et al. 1996, Gerbersmann et al. 1997, Tseng et al. 1997 und 1998, Jimenez und Sturgeon 1997, Cai et al. 1998, Vazquez et al. 1999, Tu et al. 2000, Slaets und Adams 2000, Dietz et al. 2001, 2000, Logar et al. 2000, Ramalhosa et al. 2001, Välimäki und Perämäki 2001), durch einen vorgeschalteten Extraktionsprozess (Rapsomanikis und Craig, 1991) oder durch Wasserdampfdestillation (Horvat et al. 1993) erfolgen. 


Hintelmann (1999) stellte durch den Einsatz von Quecksilberisotopen und anschließender GC-MS Analyse fest, dass bei der bis dahin weit verbreiteten Probenvorbereitung und Extraktion durch Wasserdampfdestillation (Falter und Illgen, 1997) deutliche Artefakte auftreten können. Während und besonders am Ende der Destillation bildet sich demzufolge unkontrolliert Methylquecksilber, so dass anschließend zu hohe Gehalte an Methylquecksilber detektiert werden. Bloom (1997) entdeckte ebenfalls deutliche Methylquecksilberzunahmen bei der von ihnen angewendeten Wasserdampfdestillationsmethode an Flusswasserproben. 


Für biologische Proben bietet sich vor der anschließenden Schwermetallbestimmung eine Behandlung mit ethanolischer oder methanolischer Natron- oder Kalilauge, Trichloressigsäure oder Perchlorsäure an (Ebinghaus et al. 1994). Neue Arbeiten nutzen zur Voranreicherung von Methylquecksilber die Technik der Festphasen-Extration (SPE). Celo et al. 2004 berichten jedoch auch bei dieser Methode von deutlichen Artefakten. So wurden bei Untersuchungen von Wasser bis zu 40% des anorganischen Quecksilbers im Verlauf der Extraktion zu Methylquecksilber umgewandelt.


Für diese Arbeit kamen die Methoden infrage, die eine schonende Extraktion der Analyte aus dem Untersuchungsmaterial garantieren und in der Lage sind, Methylquecksilber und anorganisches Quecksilber ohne Veränderung ihrer Spezies zu extrahieren.


Eigene Untersuchungen zur Lyse von Fischzellen und Zooplankton haben gezeigt, dass die Lyse deutlich erleichtert ist, wenn das Untersuchungsmaterial vorher gefriergetrocknet wird. Nach der Gefriertrocknung ist eine Mikrohomogenisierung möglich, die dazu beiträgt, die Lyse deutlich zu beschleunigen. So kommen Back et al. (1995) zu dem Schluss, das eine Mikrohomogenisation von Zooplankton die Bestimmung von Quecksilber und MeHg verbessert. Die untersuchten Proben lagen deshalb alle gefriergetrocknet vor bzw. wurden vor dem Aufschluss gefriergetrocknet und mit Hilfe eines Stößel mikrohomogenisiert. Durch den Wasserentzug bei der Gefriertrocknung und anschließender Zugabe von wässriger Lösung ist die Wirkung der Aufschlusslösung besonders stark, weil diese schnell und tief in das Untersuchungsmaterial eindringen kann.


Da Methylquecksilber gegenüber stark oxidativen Bedingungen empfindlich ist und Zersetzungen oder speziesbezogene Veränderungen ausgeschlossen werden sollten, konzentrierten sich die Untersuchungen besonders auf alkalische Aufschlüsse bei Raumtemperatur. 


In der Literatur findet man viele verschiedene Ansätze, um dies zu erreichen: Beichert et al. (2000) berichten von einer Extraktionstechnik mit überkritischem Wasser ohne Einsatz von Säuren oder alkalischen Reagenzien. Simon et al. (1997) verwendeten überkritisches Kohlendioxid zur Extraktion von Organoquecksilberverbindungen. Horvat et al. (1994) fanden heraus, dass eine Behandlung von Sediment mit Salzsäure (6 mol/l-1) nicht ausreicht, um Methylquecksilber vollständig freizusetzen. Fischer (1993) stellte fest, dass MeOH/KOH gut geeignet ist, um unterschiedliche biologische Matrices (Hummer Hepatopankreas (= Mitteldarmdrüse), Fischleber und Fischfilet) aufzuschließen. Back  et al. (1995) verwendeten ebenfalls MeOH/KOH um Zooplankton aufzuschließen. Ikingura et al. (1999) verwendeten EtOH/KOH. Horvat (1994) berichtet ebenfalls von guten Ergebnissen mit MeOH/KOH.


Eigene Versuche zeigten jedoch, dass weder mit Methanol noch Ethanol in Kombination mit Natrium- oder Kaliumhydroxid eine ausreichende Lyse des Untersuchungsmaterials und eine vollständige Extraktion der Analyte möglich war. Die Extraktionsversuche wurden an dem Filet und der Leber von der Kliesche (Limanda limanda) durchgeführt. Alle Extraktionslösungen wiesen einen groben, unvollständig aufgeschlossenen Bodensatz auf.


Deshalb wurde mithilfe einer Mikrowelle versucht, den Aufschluss zu vervollständigen und zu beschleunigen. Da auch diese Modifikationen der Methode nicht das gewünschte Ergebnis einer klaren Lösung lieferten, wurden die Versuche unter Zusatz von Tetramethylammoniumhydroxid (TMAH) durchgeführt. 


TMAH ist ein nicht oxidierendes, sehr stark gewebeauflösendes Reagenz, welches die Spezies des zu untersuchenden Metalls nicht verändert. Ebinghaus (1991) erzielte gute Ergebnisse bei der Extraktion von Adeninnukleotiden aus Bakterien mit TMAH. 


Chytyk (2001) verwendete TMAH für die Arsenspeziationsanalytik und folgerte ebenfalls, dass TMAH ein geeignetes Reagenz ist, um biologische Matrices aufzuschließen. Weiterhin wurden von Ebinghaus et al. (1994) Stabilitätsuntersuchungen von Methylquecksilberchlorid in 20% TMAH-Lösung durchgeführt. Diese zeigten, dass Methylquecksilber in TMAH-Lösung mindestens 10 Tage lang stabil ist.


Eigene Aufschlussversuche mit TMAH wurden an folgenden biologischen Materialien durchgeführt:


			Wasserflöhe (Cyclops spec)





Krill (Euphausia superba)


Fischleber (Kliesche:Limanda limanda, Dorsch: Gardus morhua)


Fischfilet (Kliesche:Limanda limanda, Dorsch: Gardus morhua)


Hummer (Homarus spec.)


Seewassernacktschnecken 





Nahezu sämtliche Aufschlussversuche führten zu klaren Aufschlusslösungen, so dass davon ausgegangen werden konnte, dass die Proben gut für die Derivatisierung vorbereitet waren. 





4.2.2 Auswahl des Derivatisierungsreagenz 


MeHg und anorganisches Quecksilber liegen in biologischen Proben nicht als gasförmige Verbindungen vor. Um diese Verbindungen für eine gaschromatographische Trennung zu erschließen, müssen diese in gasförmige Derivate umgesetzt werden. Als Derivatisierungsreagenz kommen unterschiedliche Reagenzien in Frage. Da in der vorliegenden Arbeit die Unterscheidung zwischen Hg2+ und MeHg im Vordergrund stand, war es also nötig, beide Verbindungen so zu derivatisieren, dass sie anschließend in einem chromatographischen Prozess getrennt werden konnten. Die Derivatisierung sollte möglichst einfach durchzuführen sein und ohne störende Derivatisierungsprodukte ablaufen, welche die anschließende Trennung und Detektion beeinträchtigen könnten. 


Zwar bietet der Einsatz von Grignard-Reagenzien den Vorteil der freien Wahl des zu übertragenden Liganden, diese Art der Derivatisierung hat jedoch auch den entscheidenen Nachteil der Bildung zahlreicher flüchtiger unbekannter Nebenprodukte während der Derivatisierung. 


Gewählt wurde die Derivatisierung mit Natriumtetraethylborat (STEB). Die Verwendung von Natriumtetraethylborat hat den Vorteil der weiten Verbreitung in der Speziesanalytik und ist kommerziell in dafür vorgesehener hoher Reinheit erhältlich. Die nötigen Anforderungen, die Derivatisierungsprodukte chromatographisch trennen zu können, werden ebenfalls erfüllt. Ein weiterer großer Vorteil der Derivatisierung mit STEB liegt darin, dass es möglich ist, die flüchtigen Reaktionsprodukte mit Hilfe eines Gasstromes aus der Lösung freizusetzten. Dieser Schritt ist von großer Bedeutung für die Methode, da neben der Zwischenanreicherung der Derivatisierungsprodukte an einem Adsorbermaterial keine weitere Aufreinigung nötig ist (Gomez-Ariza et al. 2004), die zwangsläufig zu Verlusten der Analyte führen würde. 





4.2.3 Auswahl und Überprüfung eines geeigneten Adsorbens und Optimierung der Arbeitsbedingungen für die Vor-Säulen-Sorption und -Desorption von Alkylquecksilberderivaten





In der Literatur werden unterschiedliche Möglichkeiten beschrieben, derivatisierte Alkylquecksilberverbindungen vor der gaschromatographischen Trennung anzureichern. 


Bloom (1989) und Back et al. (1995) verwendeten Carbotrap, einen graphitierten Kohlenstoff, mit einer sehr großen Oberfläche (10 bis 200 m²/g.). Eigene Versuche mit Carbotrap B und Carbotrap C zeigten schnell, dass diese Substanzen für das angestrebte Design der Analytik nicht geeignet sind, um eine vollständige Sorption und der Hg-Derivate zu gewährleisten. 


Puk und Weber (1994b), Ceulemans und Adams (1996) und Fischer et al. (1993) verwendeten eine Kühlfalle zum Anreichern der alkylierten Quecksilberspezies. Diese Methode hat den Nachteil, dass mit flüssigem Stickstoff gearbeitet werden muss. Zum Desorbieren der Verbindungen muss das Kühlgefäß entfernt werden und der Desorptionsvorgang durch Aufheizen dauert entsprechend lange. Außerdem kondensiert bei Temperaturen von < -190°C das zum Austreiben der Verbindungen aus der wässrigen Lösung nötige Argongas. So gewinnt man eine Lösung aus Argon, die die alkylierten Quecksilberverbindungen enthält. Erwärmt man diese Lösung, werden die gesammelten Verbindungen schlagartig bei der Siedetemperatur des Argons frei. Dieser Vorgang hat einen unkontrollierbaren Druckanstieg im System zur Folge. Dieses Problem kann man durch die Verwendung von Helium anstelle von Argon verhindern, doch hat sich in Vorversuchen gezeigt, dass Argon besser geeignet ist, die alkylierten Quecksilberverbindungen aus der wässrigen Lösung freizusetzen. Die Verwendung einer Kühlfalle erwies sich deshalb ebenfalls als nicht praktikabel für die gewählte Methode.


Baeyens et al. (1999) und Filippelli et al. (1992) wandten die Headspace-Technik an, um die umgesetzten Quecksilberverbindungen freizusetzen. Dabei ist zu beachten, dass diese Methode nur für Kapillarsäulen geeignet ist. Die Anreicherung der Alkylquecksilberverbindungen ist bei dieser Methode sehr gering. Die erreichbaren Nachweisgrenzen sind erwartungsgemäß hoch. Diese Methode kam deshalb nicht zur Anwendung.


Mason und Sullivan (1999) und Kannan et al. (1998) benutzten Tenax-TAals Vor-säulen-Sorptionsmaterial. Bei Tenax-TA handelt es sich um ein polymeres Adsorbens, welches auf 2,6-Diphenyl-p-phenylenoxid basiert. Es ist bis zu + 350 °C thermisch stabil. Das „Bluten“ des Materials ist sehr gering, so dass Substanzen mit wenig Tailing eluieren. Tenax-TA hat außerdem eine sehr geringe Affinität zu Wasser. Diese Eigenschaft ist besonders vorteilhaft, da bei der beschriebenen Methode die derivatisierten Quecksilberspezies aus einer wässrigen Lösung ausgetrieben werden. Vorteilhaft ist auch die hohe Temperaturbeständigkeit dieses Materials. 


Die Kombination der positiven Eigenschaften von Tenax-TA machen es zu dem geeignetsten Material für die Vorsäulenanreicherung von Hg-Ethyl-Derivaten.


Die Herstellung der Adsorptionsröhrchen ist sehr einfach und schnell selbst zu bewerkstelligen. Die Desorption der alkylierten Quecksilberverbindungen erfolgt mit Hilfe einer äußeren Heizspirale durch Aufheizen des Tenax Röhrchens auf + 250°C. Die Verwendung einer Zeitschaltuhr in Verbindung mit einem Labornetzteil ermöglicht - bei konstanter Spannung und Stromstärke - die Ermittlung der genauen Zeit, die nötig ist, 250°C zu erreichen und nicht zu überschreiten. Eine genaue Anleitung zur Herstellung und Installation der Adsorptionsröhrchen und der Desorptionseinheit ist im Anhang dieser Arbeit im Kapitel 8.6 - der SOP - beschrieben. Die so hergestellten Adsorptionsrohre sind mehre hundert Male wiederverwendbar. Da die alkylierten Verbindungen vollständig desorbieren, ist es nicht notwendig, die Rohre nach dem Gebrauch von Rückständen zu reinigen. Kommerziell erhältliche und bereits fertig gepackte Tenax-TA Röhrchen erwiesen sich als problematisch in der Anwendung. Es traten Blindwerte auf, die auch nach mehrmaligen Aufheizen des Röhrchens nicht verschwanden. Es ist zu vermuten, dass die Röhrchen während des Verschlussprozesses mit quecksilberhaltigem Erdgas verschlossen werden, was nicht geklärt werden konnte. Auch deshalb wurden die Röhrchen selbst angefertigt. Die Abbildung 4.9 zeigt schematisch das Vorgehen und den Aufbau der Vorsäulen-Sorption auf Tenax-TA.
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Abbildung 4.9: Schematische Darstellung der Vorsäulen-Sorption auf Tenax-TA.





4.2.4 Untersuchung und Optimierung der Ausbeute an Alkylquecksilber-derivaten in Abhängigkeit von pH-Wert, Reaktionstemperatur und -zeit sowie Reagenzienmenge





Um die optimalen Parameter für die Derivatisierung mit Natriumtetraethylborat (STEB) zu ermitteln, wurde zuerst der pH-Wert der Derivatisierungsreaktion variiert. 


Die Ausbeute an Alkylquecksilberderivaten in Abhängigkeit vom pH-Wert zeigt Abbildung 4.10:
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Abbildung 4.10: Einfluss des pH-Wertes auf die Alkylierungsreaktion von Methyl- und anorganischem Quecksilber mit Natriumtetraethylborat. 


GC-AFS (HP-5890-Brooks Rand AFS-2), Ethylierung mit Natriumtetraethylborat, Purge and Trap auf Tenax-TA (600ml/min Argon), 15% OV3 auf DMCS WAW 60/80, GC-Gas Helium 5.0, Flussgeschwindigkeit 40 ml/min GC.





Es ist deutlich zu erkennen, dass der optimale pH-Wert für die Alkylierungsreaktion bei pH  4,75 liegt. Daher wurde die Alkylierung in 50 ml bidest. Wasser mit 3 ml Essigsäure/Acetat-Puffer (c = 2 mol*l-1) durchgeführt.


Anschließend wurde untersucht, ob eine Erhöhung oder Senkung der Derivatisierungstemperatur Vorteile gegenüber der Derivatisierung bei Raumtemperatur hat. Abbildung 4.11 zeigt einen Vergleich der Peakhöhen in Abhängigkeit von unterschiedlichen Derivatisierungstemperaturen. Die geringen Unterschiede der Peakhöhen zeigen, dass bei der Derivatisierung auf eine Temperierung des Reaktionsgemisches verzichtet werden kann.
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Abbildung 4.11: Einfluss unterschiedlicher Temperaturen auf die Ausbeute an Methylethylquecksilber und Diethylquecksilber bei der Derivatisierungsreaktion mit Natriumtetraethylborat.


GC-AFS (HP-5890-Brooks Rand AFS-2), Ethylierung mit Natriumtetraethylborat, Purge and Trap auf Tenax-TA, 15% OV3 auf DMCS WAW 60/80, GC-Gas Helium 5.0, Flussgeschwindigkeit 40 ml/min.





Die Reaktionszeit des STEB mit den Quecksilberspezies ist kein kritischer Parameter während der Derivatisierung. Bei Versuchen mit unterschiedlichen Reaktionszeiten des STEB mit Standards oder Probenaufschlüssen konnten trotz Variierung der Reaktionsdauer zwischen 10 und 600 Sekunden keine Unterschiede in der Signalhöhe festgestellt werden. 


Der entscheidende Parameter ist hierbei vielmehr die Dauer des Ausblasens („Purge and trap“) bzw. die Flussrate während des Ausblas-Schritts. Werden die verwendeten Parameter nicht konstant gehalten, ergibt sich eine signifikante Veränderung in der detektierten Signalhöhe.


Als optimal erwies sich bei einer apparaturbedingten maximalen Flussrate von 600 ml/min eine Ausblas-Zeit (purge time) von exakt 300 Sekunden.


Die Abbildung 4.12 zeigt die Abhängigkeit der Signalhöhe der einzelnen Spezies von der Ausblas-Zeit (purge time). Der Parameter Flussgeschwindigkeit wurde bei den Untersuchungen konstant bei 600 ml/min gehalten.
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Abbildung 4.12: Einfluss der "Purge and trap"-Dauer auf die detektierten Signalhöhen der Quecksilberspezies.


GC-AFS (HP-5890-Brooks Rand AFS-2), Ethylierung mit Natriumtetraethylborat, Purge and Trap auf Tenax-TA, 15% OV3 auf DMCS WAW 60/80, GC-Gas Helium 5.0, Flussgeschwindigkeit 40 ml/min.





4.2.4 Herstellung und Überprüfung einer geeigneten Trennsäule für die isotherme Gaschromatographie von Alkylquecksilberderivaten





Prinzipiell stehen für die Gaschromatographie zwei unterschiedliche Typen von Trennsäulen zur Verfügung: Kapillarsäulen und gepackte Säulen.


Kapillarsäulen kommen dann verstärkt zum Einsatz, wenn die zu trennenden Substanzgemische eine große Trennschärfe erfordern. Bei der Verwendung von Kapillarsäulen muss mit einer längeren Chromatographiedauer gerechnet werden. Bailey und Brooks (1992) und Cai et al. (1997) verwendeten Kapillarsäule zur Bestimmung von Methylquecksilber.


Gepackte Säulen haben den Vorteil, dass sie relativ einfach zu handhaben und preisgünstig herzustellen sind. Je nach Dimension und Geräteparametern lassen sich in der Regel kurze Analysenzeiten erzielen. Lansens et al. (1991) führten bei der gaschromatograhischen Analytik von Methylquecksilber einen Vergleich der Leistungfähigkeit von Kapillar- und gepackten Säulen durch. Dabei wurden nur sehr geringfügig bessere Nachweisgrenzen für (FSOT)-Kapillarsäulen im Vergleich zu gepackten Säulen festgestellt.


Hight, und Corcoran (1987) , Horvat et al. (1990) , Rapsomanikis und Craig (1991) Fischer et al. (1993) und Kannan et al. (1998) verwendeten gepackte Säulen mit verschiedenen Trägermaterialien und Trennphasen. Während in älteren Arbeiten häufiger mit 10% OV-101 auf Chromosorb WAW-DMCS gearbeitet wurde, kommt in der jüngeren Literatur häufiger 15% OV-3 auf Chromosorb WAW-DMCS zur Anwendung.


Als Säulenmaterial für die beschriebene Methode wurde Glas gewählt, das zuvor silanisiert wurde, um so katalytische Umsetzungen weitestgehend auszuschließen. Als stationäre Phase wurden unterschiedliche Materialien getestet. Es stellte sich heraus, dass die Verwendung von 15% OV-3 auf Chromosorb WAW-DMCS das günstigste Verhältnis von Trennleistung zu der benötigten Analysenzeit lieferte.


Die Säulenlänge wurde ebenfalls variiert. Dabei zeigte sich, dass eine Füllungslänge von 75 cm bei einem Innendurchmesser von 4 mm ausreicht, um die Trennung der alkylierten Quecksilberspezies zu bewerkstelligen. 


 


4.2.5 Überprüfung und Optimierung der technischen Merkmale eines beheizbaren Interface für die Pyrolyse der Alkylquecksilberderivate





Die alkylierten und dann gaschromatographisch getrennten Quecksilberspezies müssen vor der Detektion mit einem CV-AAS oder CV-AFS zu Hg0 reduziert werden. Um zum gewünschten Ergebnis zu kommen, gibt es unterschiedliche Lösungsansätze:


Theoretisch ist die Reduktion mit Hilfe eines Lasers oder starkem UV-Licht denkbar. Eine einfache und praktikable Lösung kann auch mit einem beheizbaren Interface erreicht werden. Eigene Untersuchungen zeigten, dass die pyrolytische bzw. thermische Zersetzung der alkylierten Quecksilberverbindungen eine einfache und zuverlässige Methode ist. 


Da für die Pyrolyse Temperaturen von ca. 700-1500°C notwendig sind, muss mit Materialien gearbeitet werden, die bei diesen Temperaturen thermisch dauerhaft stabil sind. Metallische Materialien kommen bei der Spurenanalytik aus mehreren Gründen nicht dafür infrage. Hochreines Quarzglas hingegen ist chemisch weitgehend inert und schmilzt im Vergleich zu normalem Glas erst bei deutlich höheren Temperaturen. Als Heizquelle bietet sich neben einer offenen Gasflamme ein elektrisch betriebenes Interface mit Nickel-/Chromwiderstandsdraht als Heizquelle an. Bei einer offenen Gasflamme ist die Temperatur zum einen nur sehr schwer zu regeln, zum anderen ist der Einsatz in einem Labor in dem Spurenanalytik betrieben wird, aus analytischen (Quecksilberrückstände im Gas) und sicherheitstechnischen Gründen kaum durchführbar. 


Wesentlicher Bestandteil einer elektrisch beheizten Pyrolyseeinheit ist eine ausreichend starke Stromversorgung. Die Verwendung eines Labornetzteils mit einer maximalen Dauerbelastbarkeit von 16A bei 32V erwies sich als gerade ausreichend für den gewünschten Zweck. Im Betrieb erwärmte sich das Netzteil trotz Kühler so stark, dass es gelegentlich Ausfälle durch einen eingebauten Schutzschalter gab. Abhilfe schaffte ein kleiner Ventilator, der dem Kühler zusätzlich kalte Luft zuführte. Deshalb wird ein stärkeres Netzteil für den Dauerbetrieb empfohlen. Die genaue Anleitung für die Herstellung und Installation der Pyrolyseeinheit findet sich im Anhang 8 in der SOP.


Ab einer Temperatur von ca. 700°C findet eine nahezu vollständige Umsetzung der alkylierten Quecksilberverbindungen statt. Bloom (1989) und Horvat et al. (1993) verwendeten eine Pyrolysetemperatur von 900°C, Fischer et al. eine Pyrolysetemperatur von 830°C. 


Eigene Versuche zeigten, dass eine Temperatur von ca. 1150°C optimal ist, um eine vollständige Reduktion von Methylethyl- und Diethylquecksilber zu elementarem Quecksilber zu erreichen. Durch den Einsatz eines Gold/Platinnetzes in die Quarzröhre konnte die Signalhöhe des Detektors bei gleichbleibender Standardkonzentration leicht gesteigert werden. Dieses wiederum bedeutet eine erhöhte Empfindlichkeit der Methode. 


Die Abbildung 4.13 zeigt die Ergebnisse eines Versuchs zur Untersuchung der Abhängigkeit der Signalhöhen der Standardsubstanzen von der Pyrolysetemperatur. 
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Abbildung 4.13 : Abhängigkeit der Signalintensität von Methylquecksilber und anorganischem Quecksilber von der Pyrolyse-Temperatur.


GC-AFS (HP-5890-Brooks Rand AFS-2), Ethylierung mit Natriumtetraethylborat, Purge and Trap auf Tenax-TA, 15% OV3 auf DMCS WAW 60/80, GC-Gas Helium 5.0, Flussgeschwindigkeit 40 ml/min.





4.2.6 Auswahl des Detektors


Bei der bisher beschriebenen Methode liegen die alkylierten, angereicherten, chromatographisch getrennten und pyrolysierten Quecksilberverbindungen als Hg0 vor. Als Detektor zur Erfassung und Quantifizierung von Quecksilberdampf bietet sich die Verwendung eines Kaltdampf- (CV-) Atomabsorptionsspektrometers (CV-AAS) oder eines Atomfluoreszenzspektrometers (CV-AFS) an. Beide Detektoren zeichnen sich durch eine hohe Elementspezifität und sehr niedrige Nachweisgrenzen aus. Eigene Untersuchungen an einem CV-AAS (aus dem FIMS-400 von Perkin Elmer) und einem CV-AFS (Brooks Rand Model 2) zeigten eine sehr gute Eignung beider Detektoren. Der AAS Detektor arbeitet nach dem Prinzip der Signalabschwächung durch Absorption, während der AFS Detektor eine Signalzunahme durch Fluoreszenz registriert. Bei intensiven Vergleichen wies der CV-AFS-Detektor instrumentelle Vorteile und eine geringere absolute Nachweisgrenze auf. Die geringste Menge Quecksilber, die gerade noch erfassbar ist, soll für ein neues Gerät dieser Bauart nach Angaben des Herstellers 0,1pg betragen (persönliche Mitteilung Brooks Rand). Aufgrund der Vorteile wurde für die Methode in dieser Arbeit der CV-AFS Detektor ausgewählt. Folgende schematische Abbildung (4.14) zeigt die Arbeitsweise eines CV-AFS Detektors. 
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Abbildung 4.14: Schematischer Aufbau eines CV-AFS-Detektors





Der größte Vorteil eines AFS gegenüber eines AAS liegt im sehr einfachen Aufbau und der einfachen Wartung dieses Detektors. Als Strahlungsquelle für die Anregung bei 254nm dient eine UV-Quecksilber-Röhrenlampe. Diese Lampen werden vielfach auch für andere Anwendungen, u.a. in der Mineralfluoreszenz, zum Löschen von EPROM´s und zum Entkeimen verwendet. Dementsprechend sind derartige Lampen weit verbreitet und sehr preiswert. Ein Nachteil des Detektors ist, dass sehr reine Gase (mind. Helium 5.0) verwendet werden müssen, um niedrige Nachweisgrenzen zu erreichen. Es sollte kein Stickstoff Verwendung finden, da dies zum starken Quenching führt, welches die Sensitivität um den Faktor 50 herabsetzen würde.





4.2.7 Zusammenfassung


Die Vorgehensweise bei der Analytik von MeHg und Hg2+ mit der entwickelten Methode ist in folgendem Fließdiagramm schematisch zusammenfassend dargestellt.





Alkylierungs/GC-CV-AFS Methode zur simultanen Bestimmung von Monomethylquecksilber und anorganischem Quecksilber





Probe gefriergetrocknet, homogenisiert,gegebenenfalls entfettet


 


Alkalischer Aufschluss mit


Tetramethylammoniumhydroxid


 


Ethylierung mit Natriumtetraethylborat (Acetatpuffer; pH 4,75)





„Purge-and-trap“-Anreicherung auf Tenax-TA





Thermische Desorption (250oC)





Gaschromatographie, 85oC isotherm, 40 ml/min He, 15% OV-3 auf ChromosorbW





(Post column-)Pyrolyse (1150oC)





CV-AFS (253.7 nm)





Die zu untersuchende Probe sollte gefriergetrocknet und feinst homogenisiert vorliegen. Proben, die mehr als 10% Fett enthalten, können zur Vermeidung von Schaumbildung während des purge-Schrittes unter Einhaltung neutraler Bedingungen entfettet werden. Der Fettrückstand sollte auf den Gesamtquecksilbergehalt nach Salpetersäure-Mikrowellenaufschluss untersucht werden, um Verluste bei der Aufarbeitung ausschließen zu können. 


Der Aufschluss der Probe erfolgt durch Lyse unter Zugabe von Tetramethylammoniumhydroxid. Anschließend werden die enthaltenen Quecksilberverbindungen (CH3Hg + und Hg2+) mit Natriumtetraethylborat (STEB) zu gasförmigen Ethylderivaten ((CH3)Hg(C2H5) und (C2H5)Hg(C2H5)) umgesetzt. 


Mithilfe eines Argon-Gasstroms werden die gasförmigen Quecksilberverbindungen aus der Lösung ausgetrieben und auf einem Adsorptionsröhrchen mit Tenax-TA gesammelt. Durch Aufheizen des Adsorptionsröhrchens werden die gesammelten Verbindungen desorbiert und anschließend gaschromatographisch getrennt. Die Detektion erfolgt mittels Kaltdampf-Atomfluoreszenzspektrometrie (CV-AFS) nach vorheriger (post-column) Pyrolyse der Hg-Derivate zu Hg0. Bei der CV-AFS dient das Fluoreszenzsignal der Quecksilberlinie bei 253,7 nm als Maß der Quecksilberkonzentration in der Küvette.





4.2.8 Messanordnung


Folgende Abbildung zeigt die in dieser Arbeit entwickelte und verwendete Messanordnung. In Kapitel 9 des Anhangs (Forschungsbericht FKZ 200 22 230) dieser Arbeit werden eine genaue Anleitung zum Zusammenbau, die technischen Spezifikationen und Hinweise zur Inbetriebnahme der beschriebenen Methode gegeben.
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Abbildung 4.15: Messanordnung


4.3 Validierung der Methode


Die Methodenvalidierung wurde im Rahmen des Forschungsprojektes:


„Ausarbeitung und Validierung einer Methode zur Bestimmung von Monomethylquecksilber und anorganischem Quecksilber in Fischgewebe und Zooplankton“ (Umweltbundesamt UFO-PLAN FKZ 200 22 230) durchgeführt. 


Der Abschlußbericht zu diesem Projekt ist im Anhang dieser Arbeit zu finden. Darin wird in den Kapiteln 3.1 - 3.5 die genaue Vorgehensweise bei der Validierung, der mathematisch-theoretische Hintergrund, die praktische Durchführung und die Berechnungen der Verfahrensparameter dargestellt.


An dieser Stelle werden nur die wesentlichen Ergebnisse der Validierung kurz wiedergegeben.


4.3.1 Nachweis-, Erfassungs- und Bestimmungsgrenze 


Die Ergebnisse der ermittelten Nachweis-(xNG), Erfassungs-(xEG) und Bestimmungsgrenze (xBG) der entwickelten Methode sind in Tabelle 4.1 zusammengefasst: 


 


Tabelle 4.1: Ergebnisse der Bestimmung von file_34.unknown
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4.3.2 Überprüfung der Richtigkeit von Untersuchungsergebnissen bzw. Nachweis systematischer Fehler


Die Überprüfung der Richtigkeit von Untersuchungsergebnissen erfolgte 


durch die Untersuchung der folgenden zertifizierten Referenzmaterialien:





			NRCC-CRM TORT-2 (Lobster Hepatopancreas Reference Material for Trace Metals. National Research Council Canada). 





Dabei handelt es sich um gefriergetrocknetes Material, welches aus der Mitteldarmdrüse von Hummern gewonnen wurde. Bei diesem Material ist der Gehalt an Methylquecksilber und Gesamtquecksilber zertifiziert.





			NIST-2976 (Mussel tissue. LGC Promochem). Für dieses Muschelgewebe ist der Methylquecksilber und Gesamtquecksilbergehalt zertifiziert.








			BCR CRM 414 (Plankton, Institute for Reference Materials and Measurements (IRMM)). Hierbei handelt es sich um gerfriergetrocknetes Plankton. Bei diesem Material ist der Gesamtquecksilbergehalt zertifiziert.








und 





durch Zusatzversuche (Spiking-Experimente), bei denen eine definierte Menge des Analyten dem zu testenden Probenmaterial zugesetzt wird.


Die Tabellen 4.1-4.4 fassen die Ergebnisse der Untersuchungen zusammen:





Tabelle 4.2: Zusammenstellung der Ergebnisse zur Richtigkeitsüberprüfung der Analytik von Monomethylquecksilber, Gesamt-Quecksilber (gemessen als anorganisches Quecksilber)  und anorganischem Quecksilber durch Untersuchung des zertifizierten Referenzmaterials NRCC-CRM TORT-2 (Lobster Hepatopancreas Reference Material for Trace Metals).
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Tabelle 4.3: Zusammenstellung der Ergebnisse zur Richtigkeitsüberprüfung der Analytik von Monomethylquecksilber und Gesamt-Quecksilber (gemessen als anorganisches Quecksilber) durch  Untersuchung des zertifizierten Referenzmaterials NIST-2976 (Mussel tissue).
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Tabelle 4.4: Zusammenstellung der Ergebnisse zur Richtigkeitsüberprüfung der Analytik von Gesamt-Quecksilber (gemessen als anorganisches Quecksilber) durch Untersuchung des zertifizierten Referenzmaterials BCR CRM 414 (Plankton) 
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Die Ergebnisse der Untersuchungen von zertifiziertem Referenzmaterial und die Ergebnisse der Wiederfindungsexperimente (hier nicht dargestellt) zeigten, dass systematische Fehler bei der Bestimmung der Analyte Monomethylquecksilber, anorganisches Quecksilber und Gesamtquecksilber nicht nachgewiesen werden konnten. 


Die verwendeten Untersuchungsmaterialien entsprachen bezüglich ihrer Matrixbestandteile annähernd den gemäß Aufgabenstellung zu untersuchenden Matrices (Fischgewebe und Fischembryonen) mit zu bestimmenden Analytgehalten im file_91.unknown
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-Bereich. Daraus wird geschlossen, dass die ausgearbeitete Methode für den beabsichtigten Untersuchungszweck geeignet ist (fit for purpose). 


4.3.4 Überprüfung der Leistungsfähigkeit der Methode


Zur Überprüfung der Leistungsfähigkeit der Methode wurde eine zweifache robuste Varianzanalyse mit Wiederholungsmesungen durchgeführt. Dabei wurde geprüft, ob der analytische Fehler der ausgearbeiteten Methode klein genug ist, um inhomogene Verteilungen innerhalb und zwischen Probenmaterialien erkennen zu können. 


Die robuste Varianzanalyse zeigte, dass die durch die Unterschiede im Analytgehalt zwischen den Testmaterialien hervorgerufene Varianzkomponente die größte der drei untersuchten Varianzkomponenten ist. Die dem analytischen Fehler zugeordnete Varianzkomponente machte nur etwa 4% (für Monomethylquecksilber) bzw. 1,4% (für anorganisches Quecksilber) der Summe aller drei Varianzkomponenten aus, so dass die Unterschiede im Analytgehalt zwischen und innerhalb des Untersuchungsmaterials sicher erkannt werden können.





5. Felduntersuchung, Ergebnisse und Diskussion	- 94 -


5. Felduntersuchungen


5.1 Quecksilbergehalte in pelagischen Fischembryonen 


5.1.1 Einleitung


Eine der Zielsetzungen der vorliegenden Doktorarbeit war es zu ermitteln, ob messbare Mengen an anorganischen und organischen Quecksilber in befruchteten Fischeiern feststellbar sind und damit eine validierte, quantitative Bestimmung von Quecksilberverbindungen in marinen, pelagischen Fischeiern möglich ist. 


Dies würde eine Aussage darüber zulassen, ob sich aus ihrer natürlichen Umgebung entnommene Fischeier als akkumulative Bioindikatoren für sowohl anorganische Quecksilberverbindungen als auch Organoquecksilberverbindungen prinzipiell eignen. 





5.1.2 Material und Methoden


Im Rahmen von zwei Forschungsreisen zur Erfassung der Häufigkeit und der Verbreitung von Missbildungen bei pelagischen Fischembryonen wurden in den Jahren 2002 und 2003 an mehreren Stationen im Gebiet der deutschen Bucht Proben entnommen. Die Seereisen fanden jeweils Ende Februar bis Anfang März (während der Hauptlaichzeit) mit dem Fischereiforschungsschiff WALTHER HERWIG III satt. Dabei wurde ein Planktonnetz nach Apstein (1m Durchmesser, 500µm Maschenweite) in 1-5 m Tiefe zur Probennahme von pelagisch verdrifteten Fischembryonen eingesetzt (Abbildung 5.1 a und 5.1b). Dazu wurde das Planktonnetz über einen Zeitraum von 10-15 Minuten in möglichst gleichbleibender Tiefe mit ca. 1 Knoten Geschwindigkeit in einer Entfernung von etwa 5 m zum Schiff geschleppt. Am Ende des Planktonnetzes befindet sich ein Gefäß, welches das erfasste Plankton sammelt und nach dem Schleppen vom eigentlichen Netz zur Entleerung entfernt werden kann. 





Planktonnetz nach Apstein
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Abbildung 5.1a und b : Planktonnetz nach Apstein (Quelle: Abb.5.1a: Mit freundlicher Genehmigung der Hydro-Bios Anlagenbau GmbH. Abbildung 5.1b: Eigenes Bild von der 237. Reise Fischereiforschungsschiff Walther Herwig III)
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Abbildung 5.2: Lichtmikroskopische Aufnahme von Fischembryonen (Vergrößerung)


(5.2: Eigenes Bild von der 237. Reise Fischereiforschungsschiff mit der Walther Herwig III)


Die Abbildung 5.2 zeigt die Fischembryonen einer Probe aus der Nordsee unter dem Lichtmikroskop. Die entnommenen Proben beinhalteten Fischeier unterschiedlicher Freiwasserlaicher wie Kliesche, Scholle, Wittling (nur im südlichen Untersuchungsgebiet anzutreffen), Steinbutt, Flunder, Kabeljau, Doggerscharbe, Sprotte, Knurrhahn, Seezunge und Seequappe. Jedes einzelne Fischei wurden von Hand sortiert und so von Fremdstoffen und weitestgehend vom Meerwasser separiert, in Cryogefäße verbracht und unmittelbar nach der Untersuchung unter dem Mikroskop in flüssigem Stickstoff (-196°C) tiefgefroren und bis zur Aufarbeitung in diesem gelagert. Je Station wurden ca. 500 Fischeier unterschiedlicher Arten und Entwicklungsstadien gewonnen.


Durch die Art der Probenentnahme wurden neben den Fischeiern auch Sandaale, Medusen, Nudibranchier und juvenile Fische entnommen, die später in Vorversuchen für Aufschlussexperimente eingesetzt wurden.





Die Abbildung 5.3 zeigt die Stationen der Probenentnahme des Jahres 2002. In diesem Jahr konnten nicht alle geplanten Stationen angefahren werden, da an einigen Tagen schwerer Seegang den Einsatz des Planktonnetzes unmöglich machte.
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Abbildung 5.3: Stationen der Probenennahme der Fischembroyonen im Jahr 2002


(Entnommen aus dem Bericht über die 237. Reise FFS Walther Herwig III vom 22.02. bis 08.03.2002; teilweise modifiziert)





Im Jahr 2003 herrschten bessere Bedingungen für die Probenentnahme, so dass fast sämtliche geplanten Stationen beprobt werden konnten. Die Abbildung 5.4 zeigt die Stationen der Probenentnahme im Jahr 2003.
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Abbildung 5.4: Stationen der Probenentnahme der Fischembroyonen im Jahr 2003


(Entnommen aus dem Bericht über die 249. Reise FFS Walther Herwig III vom 26.02. bis 12.03.2003 teilweise modifiziert)





Die bei der 237. und 249. Reise des FFS Walther Herwig III gewonnen Proben wurden wenige Woche nach Ende der Forschungsreise aus dem flüssigem Stickstoff entnommen und gemäß Anlage 8.10.2 für die Bestimmung der Gehalte an anorganischem und Methylquecksilber aufgearbeitet. 



5.1.3 Ergebnisse 





Abbildung 5.5 gibt einen Überblick über Lage der Stationen und den gemittelten Gehalt an anorganischen Quecksilber und Methylquecksilber aus dem Jahr 2002. Die mittleren Gehalte sowie deren Standardabweichungen sind in den Abbildungen 5.6 und 5.7 dargestellt. 
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Abbildung 5.5: Dargestellt sind die Mittelwerte (ca. 500 Fischeier /Station) von anorganischem Quecksilber (blau) und Methylquecksilber (rot) mit den zugehörigen Stationsnummern der Untersuchung pelagischer Fischembroyonen aus dem Jahr 2002.


(GC-AFS (HP-5890-Brooks Rand AFS-2), Ethylierung mit Natriumtetraethylborat, Purge and Trap auf Tenax-TA (600ml/min Argon), 15% OV3 auf DMCS WAW 60/80, GC-Gas Helium 5.0, Flussgeschwindigkeit GC 40 ml/min.)





file_97.bin








Abbildung 5.6: Übersicht der mittleren Methylquecksilbergehalte und der Standardabweichungen (ausgedrückt als 95% Vertrauensbereich) der Fischembryonen aus dem Jahr 2002 mit den zugehörigen Stationsnummern.
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Abbildung 5.7: Übersicht der mittleren Gehalte an anorganischen Quecksilber und der Standardabweichungen (ausgedrückt als 95% Vertrauensbereich) der Fischembryonen aus dem Jahr 2002 mit den zugehörigen Stationsnummern.





Die Abbildung 5.8 gibt einen Überblick über Lage der Stationen und der mittleren Gehalte an anorganischen Quecksilber und Methylquecksilber aus dem Jahr 2003 Die gemittelten Gehalte sowie deren Standardabweichungen sind in den Abbildungen 5.9 und 5.10 dargestellt. 
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Abbildung 5.8: Dargestellt sind die mittleren Gehalte von anorganischem Quecksilber (blau) und Methylquecksilber (rot) mit den zugehörigen Stationsnummern der Untersuchung pelagischer Fischembroyonen aus dem Jahr 2003 


(GC-AFS (HP-5890-Brooks Rand AFS-2), Ethylierung mit Natriumtetraethylborat, Purge and Trap auf Tenax-TA (600ml/min Argon), 15% OV3 auf DMCS WAW 60/80, GC-Gas Helium 5.0, Flussgeschwindigkeit GC 40 ml/min.)
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Abbildung 5.9: Übersicht über die mittleren Methylquecksilbergehalte und deren Standardabweichungen (ausgedrückt als 95% Vertrauensbereich) der Fischembryonen aus dem Jahr 2003 mit den zugehörigen Stationsnummern.
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Abbildung 5.10: Übersicht über die mittleren Gehalte an anorganischen Quecksilber und deren Standardabweichung (ausgedrückt als 95% Vertrauensbereich) der Fischembryonen aus dem Jahr 2003 mit den zugehörigen Stationsnummern.





5.1.4 Diskussion 


Betrachtet man die Messwerte der vorliegenden Untersuchungen, so fällt zunächst auf, dass die festgestellten Gehalte an anorganischen und organischen Quecksilber in marinen pelagischen Fischeiern sehr gering sind. Vergleicht man die an Fischeiern festgestellten Werte (im Durchschnitt 1,7 μg/kg anorganisches Quecksilber und 0,73 μg/kg Methylquecksilber, siehe Abbschnitt 5.2) mit denen von ausgewachsenen Fischen (im Durchschnitt 5µg/kg anorganisches Quecksilber und 101,4µg MeHg/kg), so sind die Methylquecksilberkonzentrationen in Fischeiern um etwa das 100fache niedriger als z.B. in Klieschenfilets. Die Ergebnisse der untersuchten Fischembryonen aus der Nordsee zeigen, dass die in dieser Arbeit entwickelte Methode für die Untersuchung von Konzentrationen um 1 μg MeHg/kg Frischgewicht an die Grenze ihrer Leistungsfähigkeit stößt. Nichtsdestotrotz ließen sich in den Fischeiern messbare Mengen an anorganischen und organischen Quecksilber feststellen. 


Die Ergebnisse der vorliegenden Untersuchungen lassen sich nur bedingt mit den Ergebnissen anderer Studien vergleichen - denn die wenigen Studien mit ähnlicher Fragestellung differieren von der hier vorgestellten Arbeit durch einige methodische Unterschiede: 


So erfolgte die von Johnston et al. 2001 durchgeführte Analyse der Gehalte an Gesamtquecksilber und Methylquecksilber in Fischeiern nicht - wie in der hier vorgestellten Studie - simultan. Johnston et al. 2001 bestimmten vielmehr zunächst den Gesamtquecksilbergehalt mittels AAS nach vollständiger Reduktion. In einem anschließenden Schritt wurden die Organoquecksilberverbindungen nach Zugabe von Natriumbromid, Schwefelsäure und Kupfersulfat mit Hexan/Dichlormethan - nach der Methode der selektiven Reduktion - extrahiert und erneut auf den Gesamtquecksilbergehalt hin untersucht. Unter der Annahme, dass das gesamte extrahierte Organoquecksilber Methylquecksilber ist, wurde der so ermittelte Gesamtquecksilbergehalt mit dem Gehalt an MeHg gleichgesetzt. Diese Vorgehensweise ermöglichte keine Aussagen über den Gehalt der Fischeier an anorganischen Quecksilber, da so bei 3 von 7 Untersuchungsgebieten Gehalte an Methylquecksilber ermittelt wurden, welche höher lagen als die Gesamtquecksilbergehalte. Die Autoren erklären diesen widersprüchlichen Umstand damit, dass die Gehalte der Fischeier an anorganischem Quecksilber nahe der Nachweisgrenze der Methode lagen. Die teilweisen widersprüchlichen Resultate von Johnston et al. 2001 zeigen den Vorteil der in der vorliegenden Studie verwendeten Methode, bei der anorganisches Quecksilber und MeHg simultan bestimmt werden. 


Ein weiterer methodischer Unterschied zu vergleichbaren Studien wie der von Johnston et al. 2001 und Latif et al. 2001 ist die Art der Probennahme bzw. die Art der Proben. Johnston et al. 2001 und Latif et al. 2001 untersuchten unbefruchtete Fischembryonen des amerikanische Zanders (Stizostedion vitreum), die durch Abstreichen oder durch direkte Entnahme aus dem Körper der Muttertiere gewonnen wurden. Diese Eier hatten also keinen direkten Kontakt mit dem Umgebungswasser. Dieser Umstand könnte die Tatsache erklären, dass Johnston et al. 2001 - im Gegensatz zu den hier ermittelten Ergebnissen - kein anorganisches Quecksilber in den Fischeiern fanden. 


Andererseits ist ein niedriger Gehalt an anorganischem Quecksilber in Fischeiern nicht überraschend: Es ist zu erwarten, dass die relativen Gehalte an anorganischem Quecksilber in Fischeiern, die sich noch im Körper des Muttertieres befinden, in der gleichen Größenordnung liegen wie die Gehalte an anorganischem Quecksilber in anderem Fischgewebe. Letztere sind erfahrungsgemäß sehr niedrig, da anorganisches Quecksilber im Organismus deutlich weniger effektiv akkumuliert wird (Watras et al. 1998).


Daher ist zu vermuten, dass anorganisches Quecksilber erst beim Kontakt der Fischeier mit dem Seewasser aufgenommen und gegenüber dem Meerwasser angereichert wird. Die in der vorliegenden Arbeit untersuchten pelagischen Fischeier wiesen einen durchschnittlichen Gehalt an anorganischem Quecksilber von 1,7 μg/kg auf. Der durchschnittliche Hg2+-Gehalt in der offenen Nordsee beträgt etwa 0,2 bis 0,5 ng/Liter, in Küstennähe bis zu 4 ng/Liter (Messprogramm Meeresumwelt 2005). Im Vergleich zum Nordseewasser hat sich folglich der Quecksilbergehalt der Fischeier bereits nach ca. 1 bis 10 Tagen (= die durchschnittliche Verweildauer der untersuchten Eier im Meerwasser, Vobach pers. Mitteilung 2006) in etwa um das 1000fache bis 10000fache angereichert. Dies entspricht in etwa den von Mason et al. (1995a, 1995c) festgestellten Akkumulationsraten des Phytoplanktons für Quecksilberverbindungen. 


Im Gegensatz zu den in dieser Arbeit ermittelten messbaren Konzentrationen an anorganischem Quecksilber in den untersuchten Fischeiern ergab die Analyse des MeHg-Gehaltes ähnliche Werte wie in Johnston et al. 2001. Die pelagischen Fischeier aus den Jahren 2002 und 2003 wiesen einen MeHg-Durchschnittsgehalt von 0,73 μg/kg Frischgewicht bzw. 9,43 μg/kg Trockengewicht auf. Diese Werte liegen damit in einer ähnlichen Größenordnung wie die meisten von Johnston et al. 2001 ermittelten MeHg Konzentrationen von 6,7 bis 24,3 μg/kg bzw. ng/g Trockengewicht - von wenigen Ausnahmen abgesehen (s.u.). 


Auch wenn die Methylquecksilberkonzentrationen in der vorliegenden Studie den von Johnston et al. 2001 ermittelten Konzentrationen ähneln, sind die Ergebnisse nur sehr bedingt übertragbar - zum einen aufgrund der oben diskutierten Unterschiede bezüglich der Probennahme, zum anderen aufgrund der Unterschiede zwischen den untersuchten Ökosystemen. So stellten Johnston et al. 2001 in manchen Gebieten sehr viel höhere Methylquecksilberkonzentrationen fest (bis zu 769 μg/kg Trockengewicht). Der Wasseraustausch in einem räumlich begrenzten See (wie von Johnston et al. 2001 untersucht) ist deutlich geringer als im offenen Meer. Kontaminationen eines Sees mit Schadstoffen wirken sich deshalb langfristig nachhaltiger aus, da die Verdünnungs- und Austauschprozesse im offenen Meer fehlen (der von Johnston et al. 2001 festgestellte extrem hohe Messwert von 769 ng/g ließ sich durch langjährige Belastung des Sees mit quecksilberhaltigen Industrieabwässern erklären). Zudem können Bedingungen wie pH-Wert, Gehalte an DOM, Redoxpotential und damit die Bioverfügbarkeit von Quecksilber und Quecksilberverbindungen in einem See deutlich stärker variieren als die nahezu konstanten Bedingungen der Nordsee. 


Eine derart hohe Variabilität der Quecksilberkonzentrationen konnte in der vorliegenden Studie nicht festgestellt werden. Zwar wurden insbesondere im schleswig-holsteinischen Küstengewässer und im Elbemündungsbereich im Vergleich zu den übrigen Untersuchungsgebieten erhöhte Konzentrationen von anorganischem Quecksilber in den Fischembryonen festgestellt, eine derartiger Trend konnte bei den Methylquecksilbergehalten jedoch nicht beobachtet werden. Die in den Fischembryonen im schleswig-holsteinischen Küstengewässer und im Elbemündungsbereich festgestellten bis zu 3fach höheren Konzentrationen von anorganischem Quecksilber (Stationen 36, 43, 53 siehe Abbildungen 5.10 und 5.7) lassen sich mit der Belastung dieser Gebiete durch Flüsse wie Elbe und Weser erklären - denn der Haupteintragspfad von Quecksilber in die Nordsee/Deutsche Bucht führt über die Flusssysteme (Messprogramm Meeresumwelt 2005). 


Eine Bewertung der hier vorgestellten Ergebnisse für das Ökosystem Nordsee ist im Rahmen dieser Studie nur bedingt möglich, da vergleichbare Untersuchungen nicht existieren und zeitliche Trends noch nicht abschätzbar sind. Der kurze Zeitraum von 2 Jahren lässt noch keine Aussage über einen zeitlichen Trend der Entwicklung der Quecksilberkonzentrationen in Fischeiern zu. 


Die Untersuchungen zeigen jedoch, dass Fischeier als akkumulative Bioindikatoren sowohl für anorganische Quecksilberverbindungen als auch für Organoquecksilberverbindungen prinzipiell eignen – insbesondere, da Fischeier am Anfang der marinen Nahrungskette stehen und wichtige Nahrungsquellen vieler Zooplankton - und Nektonorganismen sind. Steigende Belastungen von befruchteten Fischeiern mit anorganische Quecksilberverbindungen als auch Organoquecksilberverbindungen sind somit ein Warnsignal für steigende Akkumulationsraten höherer trophischer Stufen der Nahrungskette, an deren Ende der Mensch als Konsument von Fischen und anderer Meeresorganismen steht. Nicht nur die Akkumulation über die Nahrungskette führt zur Akkumulation von anorganische Quecksilberverbindungen und Organoquecksilberverbindungen in potentiellen Nahrungsfischen – selbst wenn Fischeier nicht von anderen Meeresorganismen gefressen werden, kann davon ausgegangen werden, dass sich vor allem die MeHg-Gehalte der Fischembryonen im Laufe ihrer Entwicklung zum Fisch durch die Ernährung mit MeHg-haltigem Plankton stets erhöhen werden (Campbell et al. 2005). 


Die hier vorgelegte Doktorarbeit bestätigt nicht nur, dass bereits Fischeier MeHg enthalten, wie von Johnston et al. 2001 nachgewiesen, sondern weist außerdem nach, dass Eier mariner Fischarten in der pelagischen Phase nach dem Ablaichen auch anorganisches Quecksilber akkumulieren  - vermutlich durch den Kontakt mit dem Meerwasser. Die Mechanismen dieser Biokonzentrierung, die offensichtlich bereits unmittelbar am Anfang des Lebenszyklus eines Fisches in der Eiphase stattfindet – ohne dass aktive Nahrungsaufnahme erfolgt – sind weitgehend unbekannt. 



5.2 Quecksilbergehalte von Klieschenfilet und Klieschenlebern (Limanda limanda)





5.2.1 Einleitung


Neben der Untersuchung von pelagischen Fischeiern auf ihre Eignung als akkumulative Bioindikatoren für anorganische Quecksilberverbindungen und Organoquecksilberverbindungen war eine weitere Aufgabenstellung der vorliegenden Doktorarbeit die Untersuchung der anorganischen und organischen Quecksilbergehalte von Klieschen-Leber und -Filet. 


Die Kliesche (Limanda limanda) dient als Indikatororganismus für biologisches Effektmonitoring, welches die Bundsforschungsanstalt für Fischerei im Rahmen des Bund/Länder Messprogrammes durchführt. Es werden z.B. die Auswirkungen von Schadstoffen auf die Abwehr gegen Parasitenbefall untersucht sowie die äußerlich sichtbaren Krankheiten oder krankhaften Veränderungen der inneren Organe überwacht (biologische Effekte). 


Die Kliesche eignet sich aufgrund ihrer hohen Abundanz und weiten Verbreitung in Nord-und Ostsee sowie aufgrund ihrer benthischen Lebensweise als Indikator für derartige biologische Effekte von Schadstoffen. So erfasst die Bundesforschungsanstalt für Fischerei die Häufigkeit und regionale Verbreitung von Leberanomalien bei Klieschen der Nordsee seit 1988 zweimal pro Jahr im Rahmen der Überwachung von Fischkrankheiten. Das gehäufte Vorkommen von Lebertumoren und deren Vorstadien bei marinen Plattfischen wie der Kliesche gilt beispielsweise als ein Indikator für Effekte krebserregender Umweltchemikalien (Messprogramm Meeresumwelt 2005).


Generell geht man davon aus, dass benthisch lebende Fische wie die Kliesche einen höheren Gehalt an Schadstoffen aufweisen als pelagische Fische der gleichen trophischen Ebene. Dies gilt auch für Quecksilberverbindungen wie MeHg (Storelli et al. 2005). Dies sollte mit der in der vorliegenden Arbeit entwickelten Methode untersucht werden. 





5.2.2 Material und Methoden


Im Rahmen von Routinearbeiten des Institutes für Fischereiökologie zu biologischen Schadstoffeffekten bei marinen Fischen wurden bei der 255. Reise der Walther Herwig III vom 25.08. bis 09.09.2003 in 5 Nordseegebieten und einem Ostseegebiet jeweils 10 Klieschen (Abbildung 5.11) aus unterschiedlichen Hols entnommen. Dabei handelt es sich ausschliesslich um weibliche Tiere, in einem Größenbereich von 20-24 cm Gesamtlänge. Von diesen Fischen wurde direkt nach dem Fang ein definierter Teil des Filets (Körperoberseite zentral, oberhalb der Seitenlinie) und ein Teil der Leber entnommen, in Cryogefäße verbracht und in flüssigem Stickstoff gelagert, um diese später auf deren Quecksilbersgehalte hin zu untersuchen. Durch die zusätzliche Erfassung von makroskopisch sichtbaren äußeren und inneren Krankheiten und Untersuchungen über pathologische Anomalien der Lebern wurden zusätzliche Informationen über die den Status der Proben erlangt. Abbildung 5.12 zeigt die Gebiete aus denen die Proben stammen. 


Die Proben wurden gemäß Anlage 8.10.2 für die Bestimmung der Gehalte an anorganischem und Methylquecksilber aufgearbeitet. 





Limanda limanda











Abbildung 5.11 :Kliesche (Limanda Limanda. Linnaeus, 1758) Quelle: BFA-FI
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Abbildung 5.12: Ausgewählte Untersuchungsgebiete der Probennahme auf der 255. Reise des FFS Walther Herwig III. (Entnommen aus dem Bericht über die 255. Reise FFS 'Walther Herwig III' vom 25.08. bis 09.09.2003; teilweise modifiziert)





5.2.3 Ergebnisse 





Die Ergebnisse der Untersuchungen der Klieschenfiletproben sind in der Abbildung 5.13 zusammengefasst. 
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Abbildung 5.13: Mittelwerte und Standardabweichungen der Gehalte an MeHg und anorganischem Quecksilber der Klieschenfiletproben aus den unterschiedlichen Untersuchungsgebieten.





Die Ergebnisse der untersuchten Klieschenleberproben sind in der Abbildung 5.14 zusamengefasst:
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Abbildung 5.14: Mittelwerte und Standardabweichungen der Gehalte an MeHg und anorganischem Quecksilber der Klieschenleberproben aus den unterschiedlichen Untersuchungsgebieten.





5.2.4 Diskussion


Die Untersuchungen an 48 weiblichen Klieschen aus der Nordsee ergaben einen Durchschnittsgehalt von 101,4 µg MeHg/kg Frischgewicht im Filet der Tiere. Bei der Untersuchung von 13 Filetproben der Kliesche aus der Nordsee, fanden Baeyens et al. (2003) im gleichen Jahr der Probennahme einen durchschnittlichen Gehalt von 98 µg/kg MeHg Frischgewicht. Die eigenen Ergebnisse stimmen somit sehr gut mit denen von Baeyens et al. 2003 ermittelten überein und bestätigen die Eignung der entwickelten Methode zur Routineanalytik von MeHg in Fischfilet. 


In Abbildung 5.13 ist zu erkennen, dass im Filet der MeHg Anteil am Gesamtquecksilbergehalt deutlich überwiegt. Der Anteil von Methylquecksilber am Gesamtquecksilbergehalt betrug bei den 48 untersuchten Klieschen durchschnittlich 93,6% (96,2% - 90%). Durchschnittlich liegen somit nur 6,4% des Gesamtquecksilbers im Filet in der anorganischen Form vor. 


Baeyens et al. (2003) stellte bei den untersuchten Klieschen im Filet einen ähnlich hohen durchschnittlichen MeHg Anteil von 97,2% des Gesamtquecksilbergehaltes fest. 


Die in der vorliegenden Arbeit an Klieschen ermittelten MeHg-Anteile am Gesamtquecksilbergehalt decken sich in hohem Maße mit vorangangenen Untersuchungen anderer Fischarten: Jewett et al. 2003 ermittelten bei der Untersuchung von Hechten in Alaska (Esox lucius) einen MeHg Anteil von 95% des Gesamtquecksilbergehaltes, für die arktische Äsche (Thymallus arcticus) einen Anteil von 94% und für die ebenfalls untersuchten Weißfische (Coregonus sp.) MeHg Anteile von 84% am Gesamtquecksilbergehalt. Gochfield (2003) geht generell davon aus, dass der MeHg Anteil am Gesamtquecksilbergehalt in Fischen zwischen 75% bis 95% des Gesamtquecksilbergehaltes liegt. Storelli et al. (2005) ermittelten Methylquecksiberanteile von 90,8% für die Seebarbe (Mullus barbartus) in der italienischen Adria. Bei dem ebenfalls untersuchten Seehecht (Merluccius Merluccius) wurde ein Anteil von 98,9% MeHg am Gesamtquecksilber festgestellt (Storelli et al. 2005).


Die ermittelten unterschiedlichen MeHg-Gehalte der einzelnen Stationen innerhalb der Nordsee und Ostsee lassen sich teilweise durch regionale Besonderheiten der einzelnen Stationen erklären. Das Gebiet JMP liegt im Einflussgebiet der Elbe und der Weser in die Nordsee und ist durch die Quecksilbereinträge vergangener Jahre (siehe Abbildung 5.12) durch die Flüsse geprägt. Die Elbe war in den vergangenen Jahrzehnten einer der Flüsse, die sehr stark mit Quecksilber belastet waren. Die Einflüsse einer Chlor-Alkalifabrik in der früheren Tschechischen Republik und die Acetaldhyd-Produktion in der früheren DDR führten dazu, dass die Elbe jährlich mehr als 25 Tonnen Quecksilber in die Nordsee eintrug (Wilken und Wallschläger, 1996). Für die Jahre von 1990 bis 1996 wurde ein abnehmender Trend beobachtet. Im Sediment der Elbe wurden 1986 maximale Quecksilberkonzentrationen von 157 mg/kg Sediment ermittelt. Wilken und Wallschläger (1996) geben die natürlichen Hintergrundgehalte von Quecksilber im Sediment mit 0,2 mg/kg an, so das dieser natürliche Hintergrundwert und den Faktor 700 übertroffen wurde. 


Abbildung 5.15 zeigt die Trends in der Quecksilberbelastung in der Feinkornfraktion (< 20 μm) des Baggerguts aus dem Elbeästuar (OSPAR 2003).
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Abbildung 5.15 Trends in der Quecksilberbelastung in der Feinkornfraktion (< 20 μm) des Baggerguts aus dem Elbeästuar (OSPAR, 2003). Die obere und untere Grenze der Elementhintergrundwerte (BSH, Deutsche Bucht) erscheinen in der Grafik als hellblauer Balken (aus: Messprogramm Meeresumwelt 2005).





Auch wenn diese außergewöhnlich hohen Konzentrationen heute nicht mehr erreicht werden, so sind Einflüsse auf die Quecksilberkonzentrationen des Sedimentes der Nordsee in diesem Gebiet auch heute noch sehr wahrscheinlich und könnten eine Erklärung für die erhöhten Quecksilberkonzentrationen in den untersuchten Klieschen sein. 





Wie bereits im Abschnitt 5.2.1 erwähnt, geht man davon aus, das benthisch lebende Fische generell einen höheren Gehalt an MeHg aufweisen als pelagische Fische – v.a. aufgrund der in und auf dem Sediment lebenden Nahrungsorganismen und der damit verbundenen Anreicherung von Quecksilberverbindungen über die Nahrungskette (Storelli et al. 2005). So ernähren sich Klieschen von Mollusken, Schlangensternen und diversen sedimentfressenden Ringelwurmarten (z.B. Muus & Nielsen 1999).


Die erhöhten Methylquecksilberkonzentrationen der auf den Station P02 und PO4 gefangenen Klieschen (siehe Abbildung 5.17) könnten durch die Nähe dieser Stationen zu einigen Erdgas- und Ölförderungsplattformen in der Nordsee erklärt werden (siehe Abbildung 5.16). Erdgas enthält, abhängig von der Herkunft, Gehalte zwischen 1-11000 µg/m3 gasförmiges Quecksilber. Erdgas aus Nord-Deutschland enthält 700-4400 µg/m3 (Galab, 2005). Da die Restkonzentrationen von Quecksilber im Verkaufsgas max. 28 µg/m3 betragen dürfen, muß eine Reinigung des Erdgases vor dem Verkauf erfolgen. Ob die Erdgasreinigung direkt nach der Förderung auf offener See durchgeführt wird, ist nicht bekannt. Trotzdem könnte der im Verhältnis zu den anderen Stationen erhöhte MeHg und Gesamtquecksilbergehalt der Fische aus diesem Gebiet durch Abfallprodukte der Erdgas- und Erdölförderung erklärt werden. Es ist jedoch auch möglich, dass andere unbekannte Faktoren für die erhöhten Gehalte an Quecksilber in Klieschen aus diesen Gebieten verantwortlich sind.


Plattformen in der Nordsee








Abbildung 5.16: Standorte von Erdöl- und Gasförderungs-Plattformen und Pipelines innerhalb der Nordsee. Quelle BSH, Entnommen aus http://gruppen.greenpeace.de/aachen/meere-fotos-plattformen-nordsee.gif
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Abbildung 5.17 Zusammenstellung der gemittelten Ergebnisse des Methylquecksilbers (rot) und anorganischen Quecksilbers in Klieschenfiletproben.





Alle 60 untersuchten Klieschenfiletproben enthielten weniger als 500 µg Gesamtquecksilber/kg Körpergewicht. Der höchste Gehalt wurde in einem Tier aus dem Gebiet NO4 ermittelt und lag bei 339,4 µg/kg Frischgewicht. Die Vorgaben des VO 221/2002 (EU) bezüglich des maximalen Quecksilbergehaltes von Fischen gilt somit für alle untersuchten Klieschenfiletproben als eingehalten. Andererseits werden durch den Verzehr einer einzigen Fischmahlzeit dieses Fisches (200 g Filet) bereits 67 µg MeHg aufgenommen. Damit wird die maximal empfohlene wöchentliche Aufnahmemenge der WHO von 1,6 µg/kg Körpergewicht für eine 85 kg schwere Person bereits durch eine Fischmahlzeit zur Hälfte ausgeschöpft.





Die Ergebnisse der untersuchten Klieschenleberproben (Abbildung 5.14) zeigen, dass insgesamt deutlich niedrigere Gehalte an MeHg in den Klieschenlebern ermittelt wurden als in den Filetproben. Der Anteil von MeHg am Gesamtquecksilber schwankt innerhalb der untersuchten Stationen zwischen 28- 66,3%, bei einem Mittelwert von 46,8%, und zeigt sich somit als variabler, als das Verhältnis von MeHg zu Gesamtquecksilber in den untersuchten Filetproben. Baeyens et al. (2003) stellte bei der Untersuchung von Klieschenlebern ebenfalls fest, das die MeHg Anteile am Gesamtquecksilber in der Leber variabler sind als im Filet. Baeyens et al. (2003) ermittelten einen durchschnittliche Anteil von MeHg am Gesamtquecksilbergehalt von 38,5% bei den Untersuchungen von Klieschenlebern. Diese Beobachtungen decken sich mit den Ergebnissen der Untersuchungen von Jewett et al. (2003): In dieser Arbeit wurde bei der Untersuchung von Hechten ein Anteil zwischen 54-69% MeHg am Gesamtquecksilbergehalt in der Leber bestimmt. Die genauen Gründe für die unterschiedlichen Verhältnisse innerhalb der Leber und des Filets sind nicht vollständig bekannt. Es kann angenommen werden, dass aufgrund enymatischer Aktivitäten innerhalb der Leber eine Demethylierung von MeHg zu Hg2+ stattfindet . 





Wie bei den Filetproben beobachtet, sind auch die anorganischen Quecksilbergehalte der Leberproben aus dem Gebiet PO2 gegenüber den Leberproben aus anderen Untersuchungsgebieten auffällig. Die Gründe für die hohen Gehalte des anorg. Hg2+ sind nicht eindeutig zu klären. Wie bereits erwähnt, könnte es einen Zusammenhang zwischen den dort ansässigen Öl- und Erdgasförderungsanlagen und den erhöhten Quecksilbergehalten geben.





5.3 Sprotten (Sprattus sprattus)





5.3.1 Einleitung


Sprotten ernähren sich fast ausschließlich von tierischem Plankton und sind wiederum eine wichtige Nahrungsquelle für größere Fische wie z. B. Kabeljau (Gadus morhua). Sprotten stehen demnach in der Nahrungskette zwischen dem untersuchten Zooplankton und Fischarten höherer Trophiestufen. Um festzustellen, ob eine Akkumulation von organischem bzw. anorganischem Quecksilber über mehrere Trophiestufen (Fischeier → Sprotte → Kabeljau) messbar ist, und ob der Quecksilbergehalt mit der Größe der untersuchten Sprotten korreliert, wurde der Quecksilbergehalt von Sprottenproben unterschiedlicher Längenklassen mit der in dieser Doktorarbeit erarbeiteten Methode bestimmt.





5.3.2 Material und Methoden


Bei der 237. Reise der Walther-Herwig III wurden neben der Entnahme der Zooplanktonproben mehrere Grundschleppnetzfänge durchgeführt. Bei einem dieser Fischereihols wurden 16 Sprotten (Abbildung 5.18) unterschiedlicher Längenklassen entnommen und anschließend bei -40°C tiefgefroren. Die Abbildung 5.19 zeigt das Schleppgebiet der Grundschleppfischerei, bei der die Sprottenproben genommen wurden. 


Wenige Wochen nach dem Fang wurde den Fischen ein definierter Teil des Filets von der Oberseite entnommen und nach 8.10 aufgearbeitet.
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Abbildung 5.18 Sprotte (Sprattus sprattus) (Eigenes Bild)





Die Abbildung 5.19 zeigt das Schleppgebiet der Grundschleppfischerei, bei der die Sprottenproben genommen wurden.
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Abbildung 5.19: Schleppgebiet der WH-III bei der Probenahme der Sprotten im Jahr 2002 


(Entnommen aus dem Bericht über die 237. Reise FFS Walther Herwig III vom 22.02. bis 08.03.2002 teilweise modifiziert)


5.3.3 Ergebnisse


Die Ergebnisse der Untersuchungen sind in Abbildung 5.20 zusammengefasst. Die Gehalte an anorganischen Quecksilber sind nicht dargestellt, da alle Messwerte unterhalb der Erfassungsgrenze lagen. Der durchschnittliche MeHg-Gehalt aller untersuchten Sprottenfiletproben beträgt 32,5 μg MeHg/kg Frischgewicht. 
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Abbildung 5.20: Gemittelte Methylquecksilbergehalte der Sprottenfiletproben





Die ermittelten Gehalte sind erwartungsgemäß deutlich höher als die der Fischembryonen und ähneln den von Baeyens et al. 2003 ermittelten MeHg- Konzentrationen für Schollen (45 μg/kg).


Ein direkter Zusammenhang zwischen Größenklassen der Sprotten und MeHg-Gehalt konnte nicht festgestellt werden.


In einer vom Bundesinstitut für gesundheitlichen Verbraucherschutz und Veterinärmedizin (BGVV) veröffentlichten Stellungnahme vom Februar 1999 wurden die Ergebnisse des Lebensmitelmonitoring hinsichtlich der Quecksilberkonzentrationen verschiedener Fischarten aufgeführt. Im Jahr 1996 wurde bei der Untersuchung von 187 Heringsproben ein Mittelwert der Gesamtquecksilberkonzentration von 54 μg/kg Filet ermittelt. Da Heringe ein ähnliches Nahrungsspektrum wie Sprotten aufweisen, scheint der in dieser Arbeit ermittelte Gehalt plausibel zu sein. Im Vergleich zu den untersuchten Klieschenfiletproben (s.o.) sind die Gehalte an MeHg deutlich niedriger. 
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6. Zusammenfassung


Quecksilberverbindungen sind ubiquitär in der Umwelt vorhanden und weltweit verteilt. Quecksilber unterliegt, besonders in der Meeresumwelt, zahlreichen biochemischen, physikalischen und geochemischen Umsetzungen. Der wichtigste dabei ablaufende Prozess ist die Methylierung vom anorganischen zum organischen Quecksilber, vor allem zum Monomethylquecksilber. Monomethylquecksilber wird in der marinen Nahrungskette zunehmend angereichert und führt zu starken Belastungen der Meerestiere mit Methylquecksilber auf hoher trophischer Ebene. Aufgrund der sehr hohen Toxizität von organischen Quecksilberverbindungen ist es nötig, die Routineuntersuchungen von Fischen und anderen Meerestieren zum Gesamtquecksilbergehalt um die sog. Speziationsanalytik zu erweitern. Die Speziationsanalytik lässt die Unterscheidung von anorganischen und organischen Quecksilberverbindungen zu. 


Ziel dieser Arbeit war die Ausarbeitung, Validierung und praxisbezogene Anwendung einer Methode zur simultanen Bestimmung von Monomethylquecksilber und anorganischem Quecksilber in Fischgewebe und Fischembryonen.


Bei der Ausarbeitung und Konzeption des entwickelten Analysesystems wurde Wert darauf gelegt, dass verhältnismäßig einfache herzustellende und preiswerte Bauteile zum Einsatz kamen. Kapitel 8.1 beinhaltet eine SOP und eine genaue Beschreibung, welche Komponenten für die beschriebene Methode verwendet wurden, wie diese hergestellt werden können und wie der Zusammenbau zu erfolgen hat. So sollte es für viele Labore leicht möglich sein, den apparativen Aufbau nachzuvollziehen und ihn preiswert nachbauen zu können.


Wegen der hohen Leistungsfähigkeit wurde eine gaschromatographische Trennung mit einer selbstgepackten Säule von 75 cm Länge und 4 mm ID, gefüllt mit dem Säulenmaterial 15% OV3 on DMCS WAW, eingesetzt. Als Trägergas wird Helium 5.0 mit einer Flussgeschwindigkeit von 40 ml/min verwendet. Als Detektor kommt ein Kaltdampf-Atomfluoreszenzdetektor (CV-AFS) zum Einsatz, der sich durch hohe Spezifität und durch sehr niedrige Nachweisgrenzen für Quecksilber auszeichnet. Die Extraktion der Quecksilberverbindungen aus der Probenmatrix erfolgt durch Gefriertrocknung, Mikrohomogenisation, Behandlung mit Tetramethylammonium-hydroxidlösung und anschließender Derivatisierung mit Natriumtetraethylborat bei einem pH-Wert von 4,75 (Natriumacetat/Essigsäurepuffer).


Besonders fettreiche Proben (>10% Fett) können vor der Extraktion entfettet werden. Die ethylierten Quecksilberspezies lassen sich mit Hilfe eines Argon 5.0-Gasstromes aus der Probenaufschlusslösung austreiben und auf dem Adsorbens Tenax-TA anreichern. Durch Aufheizen des Tenax-TA erfolgt die Probenaufgabe in den isothermisch arbeitenden Gaschromatographen. Nach der Trennung der derivatisierten Quecksilberspezies erfolgt dann eine Pyrolyse in einem elektrisch beheizten Quarzrohr mit eingesetztem Platinnetz. Durch die Pyrolyse werden die Quecksilberderivate zu Hg0 reduziert und mit Hilfe des AFS-Detektors detektiert. 





Die Validierung der Methode in Anlehnung an die EURACHEM-Richtlinien (EURACHEM 1998, QUAM 2000) macht deutlich, dass die entwickelte Methode für den beabsichtigten Zweck geeignet ist und die erforderlichen Qualitätskriterien erfüllt.


Durch die entwickelte Messanordnung wurden Nachweisgrenzen von 0,95file_110.unknown
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für anorganisches Quecksilber bei der Untersuchung von Kabeljauleber erreicht.





Die Untersuchung der zertifizierten Referenzmaterialien CRM TORT-2 (Hummer Hepatopankreas), NIST-2976 (Muschelfleisch) und BCR CRM 414 (Plankton) zeigt eine gute Übereinstimmung der Messergebnisse mit den zertifizierten Werten.





Bei der Untersuchung von ca. 100 Proben pelagischer Fischembryonen, etwa 60 Klieschenfilet- und 60 Klieschenleberproben und 16 Sprottenproben wurden ebenfalls Ergebnisse ermittelt, die sich gut mit Ergebnissen aus anderen Studien decken bzw. im Falle der Fischembryonen sehr plausibel erscheinen. Die Ergebnisse zeigen, dass die entwickelte Methode geeignet ist, die Routineanalytik des Gesamtquecksilbergehaltes der Bundesforschungsanstalt für Fischerei um den Parameter MeHg zu erweitern. 
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6.1 Summary


Mercury and its compounds are widely distributed in the biosphere. 


The dominant mechanism for the current global mercury cycle is atmospheric transport of gaseous (elemental) mercury of natural and anthropogenic origin and its rapid exchange between the atmosphere and the mixed layer of the world oceans. Today, even remote areas give evidence of mercury pollution originating from anthropogenic sources.


The major (chemical) forms of mercury occurring in marine waters are elemental mercury (Hg0), inorganic mercury (Hg2+) and organic mercury species, particularly monomethylmercury (CH3Hg+). Monomethylmercury is a bioaccumulative environmental toxicant and its toxic effects have been associated with human death and several ailments that include cardiovascular diseases, anemia, kidney and liver damage, developmental abnormalities, neurobehavioral disorders, autoimmune diseases and cancers in experimental animals. Monomethylmercury plays an important role in environmental pollution, as it can be both anthropogenically introduced, and naturally formed via so-called bio-methylation processes. Methylation of mercury is a key process in the bio-geochemical mercury cycle. 


It is necessary to speciate and hence distinguishes between inorganic mercury and methylmercury, because the latter is more toxic and more efficiently retained by marine organisms than the first. Speciation also enables a better understanding of the biochemical cycling of mercury in the marine environment. 


The aim of this study was the development of an inexpensive analytical tool appropriate for future studies of the accumulation of mercury species and their possible impact on marine biota, primarily fish and zooplankton. For this purpose, a sensitive and reliable method for the simultaneous speciation analysis of monomethylmercury and inorganic mercury has been elaborated. Furthermore, it was tested if this elaborated method is suitable for simultaneous determination of monomethylmercury and anorganic mercury in different tissues of pelagic and benthic fish species as well as in pelagic fish eggs.


A hyphenated instrumental technique, consisting of purge-and-trap injection-gas chromatography-atomic fluorescence detection after in-situ derivatisation (alkylation) with sodium tetraethylborate was used. The biological material to be analysed was freeze-dried and solubilised with tetramethylammoniumhydroxide (TMAH). A sub-portion of the solution obtained was introduced into an actetate buffer solution (pH 4.75) and the sodiumtetraethylborate (NaB(C2H5)4) reagent was added. The mercury derivatives (CH3)Hg(C2H5) and (C2H5)Hg(C2H5) formed were purged from the reaction mixture with an inert gas (Ar), pre-concentrated (trapped) on a Tenax-TA column, from which they were subsequently thermally desorbed (2500C), transferred to a gas chromatograph and separated on an isothermally (850C) heated column packed with 15% OV-3 on Chromosorb W (He as carrier gas). The mercury derivatives eluting from the GC were pyrolysed in a heated quartz tube (1150oC) interfacing the outlet of the gas chromatograph with an atomic fluorescence spectrometer (AFS) for Hg0 detection at 253.7 nm. The minimum detectable determinant concentration (detection limit) and the minimum quantifiable determinant concentration (quantification limit) estimated for monomethylmercury was 0.95 and 2.85 file_114.unknown
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 respectively, and for inorganic mercury 1.94 and 5.82 file_115.unknown
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For the purpose of estimating trueness (expressed in terms of bias) as part of method validation certified reference materials NRCC-TORT-2 (lobster hepatopancreas reference material for trace metals), NIST-2976 (Mussel tissue) and BCR 414 (Plankton) were analysed. 


The results of the validation analyses showed that the analytical variance for both monomethylmercury and inorganic mercury respectively was sufficiently small to permit detection of the heterogeneous distribution of the two mercury species within and between a finite number of individual fish specimens. In addition, recovery experiments using cod liver as test material were carried out. Based on the data obtained bias could not be detected for the analytical method tested (P = 0.95).


In addition, monomethylmercury and inorganic mercury contents in 100 samples of pelagic fish eggs and about 60 liver an muscle tissue samples of dab (Limanda limanda) and 16 samples of sprat (Sprattus sprattus) were determined. The results showed that the monomethylmercury and inorganic mercury contents found in liver and muscle tissue of dab were similar to concentrations found in earlier studies using other techniques. Furthermore, the methylmercury and inorganic mercury contents found in the dab and sprat samples were comparable to those found in other marine and limnic fish species. 


Moreover, the method was sufficiently sensitive to determine simultaneously monomethylmercury and inorganic mercury contents in pelagic fish eggs. 


Therefore, the method elaborated in this study is suitable for routine monomethylmercury and inorganic mercury speciation analysis in zooplankton and fish and therefore the tool of choice to study the accumulation of mercury species and their possible impact on marine organisms.
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FORSCHUNGSBERICHT1. Einleitung


1.1 Aufgabenstellung


Die generelle Einschätzung der Metallverbindungen als für den marinen Lebensraum gefährliche Stoffe findet ihren Ausdruck in dem Übereinkommen zum Schutz der Meeresumwelt des Ostseegebiets (HELSINKI KONVENTION, 1992) und dem Übereinkommen über den Schutz der Meeresumwelt des Nordostatlantiks (OSLO und PARIS KONVENTION, 1992). Beide Übereinkommen zählen Schwermetalle und ihre Verbindungen zu den “Priority groups of harmful substances”, deren Verwendung vermieden oder zumindest erheblich eingeschränkt und deren Vorkommen regelmäßig überwacht werden soll. Gleiches gilt entsprechend für das „Bund/Länder Messprogramm für die Meeresumwelt von Nord- und Ostsee“ (BLMP Nord- und Ostsee). 


Die im Rahmen des BLMP Nord- und Ostsee und der Monitoringprogramme der Meeresschutzübereinkommen von Oslo, Paris und Helsinki durchgeführten spurenanalytischen Untersuchungen beschränkten sich bisher auf die Bestimmung der Gesamt-Quecksilbergehalte von Meerestieren ohne Unterscheidung des Anteils einzelner definierter Quecksilberverbindungen (Quecksilberspezies) am Gesamt-Quecksilbergehalt. 


Speziierungsanalyse ist gemäß einer von der IUPAC erarbeiteten Definition „die analytische Aktivität zur Identifizierung und Bestimmung der Mengen einer oder mehrerer individueller chemischer Spezies”, wobei letztere eine spezifische Form eines Elementes mit definierter molekularer, komplexer oder nuklearer Struktur oder einer Wertigkeitsstufe darstellen (Templeton et al. 2000). 


Ziel des vom Umweltbundesamt geförderten Forschungsvorhabens war es daher, ein einfaches und kostengünstiges analytisches Verfahren zur Bestimmung der Quecksilberspezies Monomethylquecksilber in Fischen (Gewebe- und Organproben) und Zooplankton auszuarbeiten und zu validieren, so dass die Forderungen nach einer geeigneten Methode, die im Rahmen der oben genannten Überwachungsprogramme eingesetzt werden kann, erfüllt werden. Ferner ist wichtig, dass weitergehende Erkenntnisse über die Mechanismen, welche die Bio-Transformation des Quecksilbers im Meer und den Kreislauf des Quecksilbers zwischen Meer und Atmosphäre steuern, sich nur gewinnen lassen, wenn die dazu notwendige Speziierungsanalyse des Quecksilbers zuverlässig beherrscht wird. Hierzu soll das Forschungsvorhaben ebenfalls beitragen. 


Da nach gegenwärtigem Kenntnisstand in Fischen und Zooplankton nur die beiden Quecksilberspezies Monomethylquecksilber und anorganisches Quecksilber vorkommen, wurde die Aufgabenstellung dahingehend erweitert, eine Methode auszuarbeiten, die es erlaubt, beide Spezies in einem Arbeitsgang zu bestimmen. 


Diese Arbeit wurde vom 1.10.2000 bis zum 30.12.2002 in der Bundesforschungsanstalt für Fischerei im Institut für Fischereiökologie (IFÖ) angefertigt. Dieses Institut befand bzw. befindet sich in einer Phase großer Veränderungen. Dazu gehörten zwei Standortwechsel und mehrere Raumwechsel an den jeweiligen Standorten. Dies bedeutete, dass unvorhersehbare zeitliche Verzögerungen bei der Durchführung der projektbezogenen Arbeiten auftraten und teilweise unter Bedingungen gearbeitet werden musste, die spurenanalytische Arbeiten enorm erschwerten. Trotz dieser Widrigkeiten ist es gelungen, die gestellte Aufgabe zu lösen und eine Methode zu entwickeln, die für den vorgesehenen Untersuchungszweck geeignet ist. 





1.2 Planung und Ablauf des Forschungsvorhabens


Die ursprüngliche Planung des Forschungsvorhabens sah vor: 





			Installation einer Messanordnung durch Kopplung eines Fließinjektions-Kaltdampf-Atomabsorptionsspektrometers (Flow Injection Mercury System – FIMS) mit einem Gaschromatographen. 








			Herstellung und Überprüfung einer geeigneten Trennsäule für die isotherme Gaschromatographie von Alkylquecksilberderivaten.








			Auswahl und Überprüfung eines geeigneten Adsorbens zur Anreicherung von Alkylquecksilberderivaten und Optimierung der Arbeitsbedingungen für die Vor-Säulen-Sorption und -Desorption . 








			Überprüfung und Optimierung der technischen Merkmale eines beheizbaren Interface für die Pyrolyse der Alkylquecksilberderivate.








			Untersuchung und Optimierung des alkalischen Aufschlusses von verschiedenen biologischen Probenmatrices wie Fischproben und Zooplankton.








			Untersuchung und Optimierung der Ausbeute an Alkylquecksilberderivaten in Abhängigkeit von Probenmatrix, pH-Wert, Reaktionszeit und -temperatur sowie Reagenzmenge.








			Ermittlung der Merkmalswerte des Analysenverfahrens gemäß „Leitlinie zur Methodenvalidierung“ (Wellmitz et al., 1999). 








Der Ablauf des Vorhabens erfolgte entsprechend der Planung. 


Lediglich der Versuch, die Fließinjektion mit der Gaschromatographie zu koppeln misslang. Vermutlich sind die Materialien der Mischkammer und die Schläuche der FIMS durchlässig für die Alkylquecksilberderivate oder adsorbieren diese. Dafür spricht, dass intensives Spülen des Fließinjektionssystems mit organischen Lösungsmitteln eine kurzzeitige Verbesserung brachte, so dass ca. zwei Analysen durchgeführt werden konnten, bevor wieder unkontrollierbare Verluste auftraten. Da diese Maßnahmen allerdings sehr zeit- und kostenintensiv waren und zudem große Mengen an organischen Lösungsmitteln verbrauchten, wurde von dem Vorhaben der FIMS-Kopplung Abstand genommen. 





1.3 Wissenschaftlicher und technischer Stand, an den bei dem Forschungsvorhaben angeknüpft wurde





1.3.1 Globaler Quecksilberkreislauf 


Quecksilber gelangt aus natürlichen und aus anthropogenen Quellen in die Umwelt und wird aufgrund seiner Flüchtigkeit weiträumig und weltweit über die Erdatmosphäre transportiert. Nach einer von der Oslo- und Paris- Kommission veröffentlichten Studie wird jährlich etwa 2500 t Quecksilber aus natürlichen Quellen und etwa 3600 t aus anthropogenen Quellen in die Erdatmosphäre emittiert (OSPAR/SIME 2000). Daraus resultiert ein geschätzter durchschnittlicher Quecksilbergehalt der Erdatmosphäre  von etwa 1,9 10-9g m-3. Dies stimmt gut überein mit Messwerten von 1-210-9g m-3, die von Slemr und Langer (1992), Mason et al. (1994a, 1994b) und Pierrone et al. (1996) im letzten Jahrzehnt des 20. Jahrhunderts in verschiedenen Regionen der Erde ermittelt wurden. Daten über atmosphärische Quecksilbereinträge für verschiedene Regionen der Erde sind in Tabelle 1 zusammengestellt. 






Tabelle 1: Geschätzte durchschnittliche Einträge (wet depositional flux) von Quecksilber in die Ozeane und auf das Land für verschiedene Regionen der Erde (auszugsweise entnommen aus Mason et al., 1994a). 


Region 
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Atmosphärische Quecksilbereinträge
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Die geschätzten Einträge von Quecksilber in die Atmosphäre durch Verflüchtigung (evasional flux) aus verschiedenen Meeresgebieten gibt Tabelle 2 wieder.


Tabelle 2: Literaturzusammenstellung über geschätzte, aus dem Meer in die Atmosphäre austretende Quecksilbermengen (evasional flux)





Gebiet


Verflüchtigung (Evasional Flux )
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g m-2h-1)


Literaturstelle


North Atlantic Ocean


15,8  10,8


Mason et al., 1998 


Equatorial Pacific Ocean


1,33 - 12


Mason und Fitzgerald, 1993 


N. Pacific Ocean 


0,25


Mason und Fitzgerald, 1996 


North Sea (entire)


0,92 - 1,83


Coquery and Cossa, 1995 


North Sea (Central)


1,23


Leermakers et al., 1997 


North Sea (Southern Bight)


0,88 - 2,17


Baeyens und Leermakers, 1998 


Baltic Sea (average summer)


1,58


Wängberg et al., 2001 


Baltic Sea (average winter)


0,83


Wängberg et al., 2001 





Zwischen der Erdatmosphäre (dem unteren Bereich der Erdatmosphäre, der sog. Troposphäre) und den Ozeanen wird Quecksilber ständig ausgetauscht (Kreislauf des Quecksilbers zwischen Ozeanen und Atmosphäre). Mason et al. (1994a) schätzten, dass sich infolge dieses Austausches und der vermehrten anthropogenen Quecksilberemissionen der Quecksilbergehalt der Meere in den zurückliegenden 150 Jahren von 3611 t (entspricht 0,110-9g l-1) auf etwa 10.832 t (entspricht 0,3 10-9g l-1) erhöhte. Die von verschiedenen Gruppen im Wasser der Ozeane gemessenen Quecksilbergehalte lagen zwischen 0,1 und 110-9g l-1 (Mason und Fitzgerald 1993, 1996; Mason et al. 1995b, 1998; Baeyens und Leermakers 1998).





1.3.2 Biotransformation des Quecksilbers


An den Austauschprozessen zwischen Erdatmosphäre und Ozeanen sind verschiedene chemische Formen (Spezies) des Quecksilbers beteiligt, namentlich elementares Quecksilber (Hgo), anorganisches Quecksilber (Hg2+-Salze) und die ausgesprochen neurotoxischen Verbindungen Monomethylquecksilber (CH3Hg+) und Dimethylquecksilber (CH3HgCH3). Mit der Nahrung aufgenommene organische Quecksilberverbindungen werden über den Gastrointensinaltrakt resorbiert und besitzen die Eigenschaft die Blut-Hirnschränke und die Plazenta durchdringen zu können. Im Gehirn werden sie angereichert und langsam zum anorganischen Quecksilber umgewandelt. Dieses wiederum bindet kovalent an Sulfhydryl-Gruppen und inhibiert so zahlreiche wichtige neuronale Enzymsysteme. Diese Eigenschaft erklärt die große Neurotoxizität der organischen Quecksilberverbindungen. Besonders stark von diesen toxischen Wirkungen sind Föten und Kinder betroffen, deren Gehirn sich noch in der Entwicklungsphase befindet. Zusätzlich wird auch eine mutagene Wirkung diskutiert. 


Ergebnisse von Untersuchungen zur Aufklärung von Mechanismen, nach denen Quecksilber in einem natürlichen Prozess in seine verschiedenen Spezies umgewandelt (biotransformiert) wird, sind mehrfach in der Fachliteratur mitgeteilt worden (Wood et al. 1968, 1975, Jensen und Jernelöv 1969a, 1969b, Kim und Fitzgerald, 1986, Mason und Fitzgerald, 1990, Baeyens et al., 1991, Mason und Fitzgerald, 1993, 1996, 1995b, Cossa et al. 1994, Mason et al. 1993, 1994a, 1994b, 1995a, 1995c, 1998, 1999, Fitzgerald, 1995, Fitzgerald und Mason, 1996, Horvat, 1996, Coquery et al., 1997, Leermakers et al., 1993, 1995, 1997, 2001, Benoit et al., 1998, Bloom et al. 1999,  Lamborg et al.,1999, Mason und Sullivan 1999, EMEP, 2001, Wängberg et al., 2001). Pongratz und Heumann (1998) fanden hohe Gehalte an Organoquecksilberverbindungen in abgelegenen Regionen der Ozeane mit hoher biologischer Aktivität (Süd-Atlantik, Arktis, Süd-Pazifik). Weiterhin konnten sie in Modellexperimenten die Bildung von Methylquecksilber durch polare Makroalgen belegen. 


Es sind im wesentlichen zwei von Mikroorganismen gesteuerte Mechanismen, die bei der Biotransformation im Wasser bzw. in Sedimenten wirksam werden: Beim ersten wird Hg2+ aus HgS durch Oxidation des Sulfids über Sulfit zum Sulfat löslich gemacht. Anschließend wird Hg2+ durch Nicotinamid-Adenin-Dinukleotid (NADH) zu Hg0 reduziert, dessen Dampfdruck so hoch ist, dass es in die Gasphase (d.h. in die Atmosphäre) übergehen kann. Beim zweiten Mechanismus wird Hg2+ zu Monomethyl- und Dimethylquecksilber methyliert. Dabei wirken Methylcorrinoide (Methyl-Vitamin-B12) als Überträger der CHfile_138.unknown
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- Gruppe auf Hg2+. Dimethylquecksilber ist flüchtig, gelangt in die Atmosphäre und wird dort durch die UV-Strahlung zu Hg0 , Methan und Ethan photolysiert. Monomethylquecksilber hingegen verbleibt zum großen Teil in der Wasserphase bzw. im Sediment und wird von den im Wasser lebenden Tieren und Pflanzen in unterschiedlichem Maße akkumuliert. 


Boening (2000) stuft die ökotoxikologische Gefährlichkeit von Methylquecksilber höher als die von anorganischem Quecksilber ein.





1.3.3 Bioakkumulation/-magnifikation des Quecksilbers


Im Meerwasser liegt der Gehalt an Alkylquecksilberspezies (Mono- und Dimethylquecksilber) mit Konzentrationen um 110-12g l-1 im extremen Spurenbereich, das sind etwa 0,1% des Gesamtquecksilbergehaltes (Mason und Fitzgerald, 1993; Cossa et al., 1994, 1997). Mason et al. (1995a, 1995c, 1996)  zeigten, dass auf der unteren Ebene des marinen Nahrungsnetzes anorganisches Quecksilber und Monomethylquecksilber gleichermaßen durch das Phytoplankton aufgenommen und etwa um den Faktor 105 bis 106 gegenüber dem Wasser angereichert (biokonzentriert) werden. Dimethylquecksilber wird nach bisherigem Kenntnisstand nicht bioakkumuliert, da es, wie bereits erwähnt, relativ schnell aus dem Wasserkörper in die Atmosphäre entweicht. 


Innerhalb des marinen Nahrungsnetzes wird Quecksilber schrittweise weiter angereichert, wobei sich der Anteil des Monomethylquecksilbers am aufgenommenen Gesamtquecksilber von < 1% bis zu etwa 10% auf der Ebene des Phytoplanktons, auf annähernd 100% auf der Ebene der Fische und marinen Säugetiere erhöht (von Burg und Greenwood 1991; Bloom 1992; Suedel et al. 1994; Hill et al. 1996). Überzeugende Erklärungen für die selektive Bioakkumulation des Monomethylquecksilbers, wie Tabelle 3 veranschaulicht, fehlen bisher noch. 





Tabelle 3 : Quecksilber in pflanzlichen und tierischen Organismen verschiedener Regionen des Atlantischen Ozeans, sowie der Nord- und Ostsee (Gesamtquecksilbergehalte bezogen auf Trockensubstanz)


Bezeichnung des Untersuchungsmaterials


Gesamt-Hg
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Durchschnittlicher Anteil des Monomethyl-Hg am Gesamt-Hg (%) 


Phytoplankton


10-100


10


Makrophyten


20-120


15


Mollusca (Weichtiere)


20-2.600


30


Crustacea (Krebstiere)


60-1.700


40


Annelida (Ringelwürmer)


10-400


40


Fische (Hering, Kabeljau, Schellfisch, Scholle)


30-4.300


95


Thunfisch


150-7.500


98


                                 Muskelgewebe


Meeressäugetiere file_140.unknown
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9810*)


*)Bei alten Tieren Abbau des Monomethyl-Hg zu anorganischem Hg (Demethylierung in der Leber).





Alle bisher an Meerestieren durchgeführten Untersuchungen zeigten, dass Monomethylquecksilber nicht im Fettgewebe, sondern im Eiweiß des Muskelgewebes und der inneren Organe akkumuliert wird. Hier findet das CH3Hg+-Kation aufgrund seiner Neigung, mit nukleophilen Liganden stabile Komplexe zu bilden, ausreichend Bindungspartner. 


Nach Rabenstein (1978) kann CH3Hg+ mit solchen Stoffen auch veränderliche Bindungen eingehen, die mehrere reaktive Gruppen enthalten. So verbindet sich CH3Hg+ beispielsweise bei niedrigem pH-Wert mit der Aminosäure Glycin bevorzugt zu H3N+CH2CO2HgCH3 (Assoziation mit der Carboxylgruppe), bei hohem pH-Wert dagegen zu CH3HgNHfile_141.unknown
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 (Assoziation mit der Aminogruppe). 


Die Mutagenität von CH3Hg+  wird mit seiner Affinität zu den in 1- und 3-Stellung befindlichen Stickstoffatomen der Purin- bzw. Pyrimidin-Nukleoside und-Nukleotide zurückgeführt. Die stärksten Komplexe werden mit den Pyrimidinbasen Uracil und Thymin gebildet (Mansy et al., 1974).














1.3.4 Speziierungsanalyse des Quecksilbers


Zahlreiche Arbeiten der vergangenen Jahre geben eine Übersicht über das wachsende wissenschaftliche Interesse an der Speziierungsanalyse von Organometall- und Organoquecksilberverbindungen (Puk und Weber, 1994a, Szpunar-Lobinska et al., 1995, Horvat, 1996, Uria und Sanz-Medel, 1998, Craig et al., 1999, Quevauviller, 2000, Quevauviller et al., 2000, Adams et al., 2001).


Nachfolgend werden verschiedene Möglichkeiten der Bestimmung von Monomethylquecksilber kurz vorgestellt: 





1.3.4.1 Solvent-Extraktions-Gaschromatographie-Methode (SE/GC-Methode) zur spezifischen Bestimmung von Monomethylquecksilber


Grundlagen zur chemischen Charakterisierung von Organoquecksilberverbindungen der allgemeinen Struktur RHgX, mit R= Alkyl- oder Arylrest, X= nukleophiler Ligand) sind von Simpson (1961) gelegt worden. Aufgrund der von ihm ermittelten Komplexbildungskonstanten für eine Reihe von nukleophilen Liganden entwickelte Westöö (1966, 1967, 1968 ) eine geeignete Analysenmethode, in der Monomethylquecksilber zunächst aus seiner Bindung an Matrixbestandteile durch Behandlung mit HCl, HBr oder HJ freigesetzt und als Monomethylquecksilberhalogenid (Halogenkomplex) mit einem organischen Lösungsmittel extrahiert wurde. In einem Reinigungsschritt  wurde das Organoquecksilber als Cystein-Komplex in die wässrige Phase überführt, aus der es wiederum nach Umsetzung mit Halogenwasserstoff freigesetzt und erneut als Monomethylquecksilberhalogenid mit einem organischen Lösungsmittel re-extrahiert wurde. Die Bestimmung des Monomethylquecksilberhalogenids erfolgte durch Gaschromatographie unter Verwendung eines Elektroneneinfangdetektors (ECD). 


Im Verlaufe des gaschromatographischen Trennprozesses können unkontrollierte Verluste des Monomethylquecksilbers durch thermische Zersetzung auftreten. O’Reilly (1982) sowie Hight und Corcoran (1987) schlugen vor, dieser thermischen Zersetzung durch eine Passivierung der Trennsäule (z.B. durch mehrmalige Injektion einer Hg2+-chloridlösung) entgegenzuwirken.


Modifikationen des von Westöö entwickelten Verfahrens beinhalten einen Austausch der Cysteinlösung durch Cystein-imprägniertes Papier (Horvat et al., 1990 ) oder die Verwendung eines Anionenaustauschers an Stelle des Reinigungsschrittes mit einer Sulfhydrylverbindung (Stoeppler et al., 1992 ). Eine Verbesserung der Spezifität des Verfahrens wurde dadurch erreicht, dass man den Ausgang der GC-Säule über ein Interface mit einem elementspezfischen Detektor koppelte (Harrison und Rapsomanikis, 1989 , Lansens et al., 1991 , Harms, 1992 , Carro-Diaz et al., 1994 ).


Ein Nachteil der SE/GC Methode besteht darin, dass nur Monomethylquecksilber bestimmt werden kann. Der Anteil an anorganischem Quecksilber (Hg2+) wird indirekt ermittelt, indem der Monomethylquecksilbergehalt von dem Gesamtquecksilbergehalt abgezogen wird. Gemäß Fehlerfortpflanzungsgesetz ist die Ergebnisunsicherheit des indirekt bestimmten Gehaltes an anorganischem Quecksilber relativ hoch. 





1.3.4.2 Methode der selektiven Reduktion 


Die Reduktion des Quecksilber(II)-Kations zu metallischem (elementarem) Quecksilber stellt die zentrale Reaktion für die atomspektrometrische Quecksilberbestimmung nach der sog. Kaltdampftechnik dar. Bei der Formulierung von Redoxsystemen zur differenzierten Bestimmung der Hg-Bindungsformen ging man davon aus, dass mit bestimmten Reduktionsmitteln nur anorganisches Quecksilber umgesetzt wird, während organisch gebundenes Quecksilber aufgrund seiner geringeren Reaktivität innerhalb einer vorgegebenen Reaktionszeit nicht reduziert wird. Erst unter der katalytischen Wirkung von bestimmten Schwermetallionen und Verwendung eines Reduktionsmittels mit einem Normalredoxpotential E0 von mindestens 0,5 Volt gelingt dann die Freisetzung von elementarem Hg aus der organischen Bindung (Harms und Luckas, 1984 und andere dort zitierte Autoren). 


Bei der von Magos (1971) benutzten Methode wurde SnCl2 als Reduktionsmittel benutzt, um anorganisches Quecksilber zu reduzieren, während das Gesamtquecksilber (bestehend aus anorganisch plus organisch gebundenem Quecksilber) durch Reduktion mit einem Gemisch aus SnCl2 und CdCl2, letzteres als Katalysator, um die Reduktion von organischem Hg zu beschleunigen, bestimmt wurde. Die Differenz aus Gesamtquecksilber und anorganischem Quecksilber bildete den Gehalt an organischem (=Monomethyl-) Quecksilber. Andere Autoren haben diese Methode, insbesondere die Bedingungen der Extraktion der Quecksilberverbindungen aus der Probematrix, weiterentwickelt (Oda und Ingle, 1981, Filippelli, 1987, Harms und Luckas, 1984, Gutierrez et al. 1993 und Limaverde und de Campos 1999, Ubillus et al., 2000). Die Methode der selektiven Reduktion hat den Vorteil der besonderen Eignung für Routineuntersuchungen, aber den Nachteil, dass eine speziesspezifische Identifizierung des organisch gebundenen Quecksilbers unterbleibt. 





1.3.4.3 Hydrid-Methode (Derivatisierung mit Natrium-Tetrahydroborat)


Filippelli et al. (1992) verwendeten erstmals Natrium-Tetrahydroborat (NaBH4) als Reagenz zur Erzeugung des flüchtigen Monomethylquecksilberhydrids (CH3HgH):





CH3Hg+ + NaBH4 + 3H20 file_143.unknown





thumbnail_110.wmf


«






 CH3HgH + 3H2 + H3BO3 + Na+ .





Monomethylquecksilberhydrid wurde dann mittels Headspace-GC und Fourier Transformations-Infrarot-Spektrometrie (FTIR) bestimmt. Wegen der hohen Nachweisgrenze von absolut 200 ng CH3HgH erwies sich die von Filippelli et al. (1992) beschriebene Hydrid-Methode für die Analyse von Umweltproben als ungeeignet. 


Puk und Weber (1994b) entwickelten die Hydrid-Methode weiter und erzielten eine erheblich niedrigere Nachweisgrenze von absolut 50 pg CH3HgH. Sie zeigten, dass nur bei Einhaltung spezieller Reaktionsbedingungen (Ausschluss von Sauerstoff und oxidierenden Reagenzien) eine vollständige Umsetzung des Monomethylquecksilbers zum Hydrid erfolgt. Andernfalls kann das NaBH4  freie Radikale bilden, welche die Kohlenstoff-Quecksilber-Bindung spalten, so dass das CH3Hg+ zu elementarem Quecksilber (Hg0) reduziert wird. Es lässt sich dann nicht mehr von dem gleichfalls zu elementarem Quecksilber reduzierten Hg2+ unterscheiden. Zahlreiche Autoren verwendeten diese Technik (Craig et al., 1992, Ritsema und Donard, 1994, Martin und Donard, 1995, Gerbersmann et al., 1997, Tseng et al., 1997, und 1998, Bin et al., 1998, Reuther et al., 1999).





1.3.4.4 Derivatisierung mit Hilfe der Grignardreaktion


Eine weitere Derivatisierung der Methylquecksilberverbindungen ist mit Hilfe der Grignardreaktion möglich (Bulska et al., 1991, Frech et al., 1998). Dabei werden die Organometallverbindungen alkyliert und so in flüchtige Verbindungen umgesetzt. 


Emteborg et al. (1999) berichtet von Problemen mit Spektralinterferenzen und Störungen bei der Alkylierung von Quecksilberspezies mit Grignardreagenzien. Die Störungen, die sich durch veränderte Hintergrundwerte des Detektors bemerkbar machten, wurden auf gebildete flüchtige Nebenprodukte der Grignardreaktion zurückgeführt. Diese entstehen während der Butylierung mit Butylmagnesiumchlorid in THF. 


Ein Vorteil der Grignardreaktion liegt in der variablen Wahl der Alkylierungs-Gruppen, da die Alkylgruppe durch entsprechende, relativ leicht herzustellende Grignardreagenzien gewählt werden kann. 





1.3.4.5 Derivatisierung mit Natrium-Tetraethylborat (Alkylierungs-Methode)


Bei der Derivatisierung mit Natrium-Tetraethylborat (STEB, Alkylierungs-Methode) werden im Untersuchungssubstrat sowohl anorganisches Quecksilber als auch Monomethylquecksilber simultan zunächst in leicht flüchtige Ethylderivate überführt: 





Hg2+ + 2 NaB(C2H5)4 file_144.unknown
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  (C2H5)Hg(C2H5) + 2Na+ + 2B(C2H5)3;





(CH3)Hg+ + NaB(C2H5)4 file_145.unknown





thumbnail_112.wmf


«






 (CH3)Hg(C2H5) + Na+ + B(C2H5)3 .





Details der Reaktion sind bei Rapsomanikis und Craig (1991) und Rapsomanikis (1994) beschrieben. Nach Freisetzung und anschließender Zwischenanreicherung (purge and trap) der Ethylderivate in einer Kühlfalle, an geeigneten Adsorbermaterialien oder in einem organischen Lösungsmittel, werden diese gaschromatographisch getrennt (Bloom, 1989, Rapsomanikis und Craig, 1991, Yong und Bayona, 1995). Die quantitative Bestimmung erfolgt durch Kopplung mit einem nachweisstarken elementspezifischen Detektor, z.B. Atom-Absorptionsspektrometer (Rapsomanikis und Craig, 1991, Fisher et al., 1992,), Atom-Emissionsspektrometer (Bulska et. al.,1991, Carro-Diaz et al., 1994, Donais et al., 1996 Ceulemans und Adams, 1996, Gerbersmann et al., 1997, Cai et al., 2000), Atom-Fluoreszenzspektrometer oder Massenspektrometer bzw. ICP-MS (Armstrong et al., 1999, Bloom, 1989, Bloom und Fitzgerald, 1988, Lansens et al., 1991, Horvat et al., 1993, Hintelmann und Wilken, 1993, Liang et al., 1994, Slaets et al., 1999, Cai et al., 2000). 





1.3.5 Methoden der Probenvorbereitung 


Biologisches Untersuchungsmaterial muss zunächst vorbehandelt werden, um die Quecksilberverbindungen für die Derivatisierung verfügbar zu machen. Dieses kann durch einen schonenden alkalischen Aufschluss mit oder ohne Mikrowellenbestrahlung (Bloom, 1989, Fischer et al., 1993, Harms, 1994, Lee et al., 1994, Liang et al., 1996, Gerbersmann et al., 1997, Tseng et al., 1997 und 1998, Jimenez and Sturgeon, 1997, Cai et al., 1998, Vazquez et al., 1999, Tu et al., 2000, Slaets und Adams, 2000, Dietz et al., 2000, 2001, Logar et al., 2000, Ramalhosa et al., 2001, Välimäki und Perämäki, 2001), durch einen vorgeschalteten Extraktionsprozess (Rapsomanikis und Craig, 1991) oder durch Wasserdampfdestillation (Horvat et al., 1993) erfolgen.





1.4 Zusammenarbeit mit anderen Stellen


Es wurde mit folgenden Institutionen zusammengearbeitet:


	


-Bundesamt für Seeschifffahrt und Hydrographie, Hamburg.


-Universität Hamburg, Lebensmittelchemie, Institut für anorgan. Chemie


-Glasbläserei Universität Hamburg Instutut für anorg.Chemie, Hamburg





2. Eigene Untersuchungen


2.1 Kurzbeschreibung der ausgearbeiteten Methode


Zur Untersuchung der biologischer Matrices (Fischgewebe und Zooplankton) war es erforderlich, 1. eine geeignete Methode der (chemischen) Probenvorbereitung zu entwickeln und 2. mehrere Analysentechniken zu kombinieren (zu koppeln). Dies dient einerseits dazu, die Probenkomponenten zu trennen und andererseits, die getrennten Analyten zu identifizieren und quantitativ zu bestimmen. Unter dem Begriff „Kopplungstechnik“ versteht man üblicherweise die direkte (online) Kombination einer Trennmethode (hier der Gaschromatographie) mit einer spektrometrischen Detektionsmethode (hier der Atomfluoreszenzspektrometrie). 


Bei den eigenen Untersuchungen wurde wie folgt verfahren:


Das gefriergetrocknete und (bei einem Fettgehalt von >10% zuvor entfettete) Untersuchungsmaterial wird mit einem Mörser fein zerstossen und in 25%iger Tetramethylammoniumhydroxidlösung (TMAH) bei Zimmertemperatur vollständig aufgelöst. Ein definierter Teil dieser Aufschlusslösung wird in einer Gaswaschflasche mit Natriumacetatpuffer und Wasser (bidest.) versetzt. 


Anschließend werden die enthaltenen Quecksilberverbindungen (CH3Hg + und Hg2+) mit Natriumtetraethylborat (STEB) zu gasförmigen Ethylderivaten ((CH3)Hg(C2H5) und (C2H5)Hg(C2H5))umgesetzt. 


Mit Hilfe eines Argon-Gasstroms werden die gasförmigen Quecksilberverbindungen aus der Lösung ausgetrieben und auf einem Adsorptionsröhrchen mit Tenax-TAgesammelt. Durch Aufheizen des Adsorptionsröhrchens werden die gesammelten Verbindungen desorbiert und anschließend gaschromatographisch getrennt. Die Detektion erfolgt mittels Kaltdampf-Atomfluoreszenzspektrometrie (CV-AFS) nach vorheriger (post-column-) Pyrolyse der Hg-Derivate zu Hg0. Bei der CV-AFS dient das Fluoreszenzsignal der Quecksilberlinie bei 253,7 nm als Maß der Quecksilberkonzentration in der Küvette.


Die Vorgehensweise ist in folgendem Fließdiagramm schematisch dargestellt.





Alkylierungs/GC-CV-AFS Methode zur simultanen Bestimmung von Monomethylquecksilber und anorganischem Quecksilber und zur Bestimmung von Gesamt-Quecksilber in biologischem Untersuchungsmaterial





Probe (gefriergetrocknet, gegebenenfalls entfettet)


                                                               


Alkalischer Aufschluss                                                                  Mikrowellenaufschluss mit								         mit


Tetramethylammoniumhydroxid                                                 Salpetersäure


                                                                


Ethylierung mit Natriumtetraethylborat (Acetatpuffer; pH 4,75)





„Purge-and-trap“-Anreicherung auf Tenax-TA





Thermische Desorption (250oC)





Gaschromatographie (85oC isotherm, 40 ml/min He, 15% OV-3 auf Chromosorb W)





(Post column-)Pyrolyse (1150oC)


                                                                                               


Simultane Bestimmung von                                                   Bestimmung des Gesamt-Hg 


MetHg und anorg. Hg                                                            als anorg. Hg





CV-AFS (253.7 nm)








2.2 Herstellung und Überprüfung einer geeigneten Trennsäule für die isotherme Gaschromatographie von Alkylquecksilberderivaten


Prinzipiell stehen für die Gaschromatographie zwei unterschiedliche Typen von Trennsäulen zur Verfügung, Kapillarsäulen und gepackte Säulen.


Kapillarsäulen kommen dann verstärkt zum Einsatz, wenn die zu trennenden Substanzgemische eine große Trennschärfe erfordern. Bei der Verwendung von Kapillarsäulen muss mit einer längeren Chromatographiedauer gerechnet werden. Bailey und Brooks (1992) und Cai et al. (1997) verwendeten Kapillarsäule zur Bestimmung von Methylquecksilber.





Gepackte Säulen haben den Vorteil, dass sie relativ einfach zu handhaben und preisgünstig herzustellen sind. Je nach Dimension und Geräteparametern lassen sich in der Regel kurze Analysenzeiten erzielen. Lansens et al. (1991) fand bei einem Vergleich von Kapillar- und gepackten Säulen nur sehr geringfügig bessere Nachweisgrenzen für (FSOT)-Kapillarsäulen im Vergleich zu gepackten Säulen.


Hight, S. und Corcoran, M. (1987) , Horvat et al. (1990) , Rapsomanikis S. und Craig P.J.(1991)  Fischer et al. (1993), Kannan et al. (1998) verwendeten gepackte Säulen mit verschiedenen Trägermaterialien und Trennphasen. Während in älteren Arbeiten häufiger mit 10% OV-101 auf Chromosorb WAW-DMCS gearbeitet wurde, kommt in der jüngeren Literatur häufiger 15% OV-3 auf Chromosorb WAW-DMCS zur Anwendung.





Als Säulenmaterial wurde Glas gewählt, das zuvor silanisiert wurde, um so katalytische Umsetzungen weitestgehend auszuschließen. Als stationäre Phase wurden unterschiedliche Materialien getestet. Es stellte sich heraus, dass 15% OV-3 auf Chromosorb WAW-DMCS das günstigste Verhältnis von Trennleistung und benötigter Analysenzeit lieferte.


Die Säulenlänge wurde ebenfalls variiert. Dabei zeigte sich, dass eine Füllungslänge von 75 cm bei einem Innendurchmesser von 4 mm ausreicht, um die Trennung der alkylierten Quecksilberspezies zu bewerkstelligen. 








2.3 Auswahl und Überprüfung eines geeigneten Adsorbens und Optimierung der Arbeitsbedingungen für die Vor-Säulen-Sorption und -Desorption von Alkylquecksilberderivaten


In der Literatur werden unterschiedliche Möglichkeiten beschrieben, Alkylquecksilberderivate vor der eigentlichen Gaschromatographischen Trennung anzureichern. 





Bloom (1989) und Back R.C. et al. (1995) verwendeten Carbotrap, ein graphitierter Kohlenstoff, der eine sehr große Oberfläche besitzt (10 bis 200 m²/g.). Eigene Versuche mit Carbotrap B und Carbotrap C zeigten jedoch, dass verhältnismäßig große Mengen an Carbotrap B oder C verwendet werden müssen, um eine vollständige Sorption der Hg-Derivate zu gewährleisten. 





Puk R. und Weber (1994b), Ceulemans M. und F.C.Adams (1996), Fischer et al. (1993) verwendeten eine Kühlfalle zum Anreichern der alkylierten Quecksilberspezies. Diese Methode hat den Nachteil, dass mit flüssigem Stickstoff gearbeitet werden muss. Zum Desorbieren der Verbindungen muss das Kühlgefäß entfernt werden und der Desorptionvorgang durch Aufheizen dauert entsprechend lange. Außerdem kondensiert bei Temperaturen von <-190°C auch das zum Austreiben der Verbindungen aus der wässrigen Lösung nötige Argongas. So gewinnt man eine Lösung aus Argon, die die alkylierten Quecksilberverbindungen enthält. Erwärmt man diese Lösung, werden die gesammelten Verbindungen schlagartig bei der Siedetemperatur des Argons frei. Dieser Vorgang hat einen unkontrollierbaren Druckanstieg im System zur Folge. Dieses Problem kann man durch die Verwendung von Helium anstelle von Argon verhindern, doch hat sich in Vorversuchen gezeigt, dass Argon besser geeignet ist, die alkylierten Quecksilberverbindungen aus der wässrigen Lösung zu treiben. Die Verwendung einer Kühlfalle erwies sich deshalb als nicht praktikabel für die gewählte Methode.





Baeyens W. et al. 1999 und Filippelli et al. (1992) wandten die Headspace-Technik an, um die umgesetzten Quecksilberverbindungen freizusetzen. Dabei ist zu beachten, dass diese Methode nur für Kapillarsäulen geeignet ist. Die Anreicherung der Alkylquecksilberverbindungen ist bei dieser Methode sehr gering. Die erreichbaren Nachweisgrenzen sind erwartungsgemäß hoch. Diese Methode kam deshalb nicht zur Anwendung.





Mason und Sullivan K.A (1999) und Kannan et al. (1998)  benutzten Tenax-TAals Vor-Säulen Sorptionsmaterial. 


Bei Tenax-TA handelt es sich um ein polymeres Adsorbens, welches auf 2,6-Diphenyl-p-phenylenoxid basiert. Es ist bis zu 350 °C thermisch stabil und daher zur Trennung von hochsiedenden Substanzen wie z.B. Alkoholen, Polyethylenglykolbestandteilen, Diolen, Amiden, Mono- und Diaminen, Aldehyden, Ketonen und Phenolen geeignet. Das „Bluten“ des Materials ist sehr gering, so dass polare Substanzen mit wenig Tailing eluieren. Tenax-TA hat außerdem eine sehr geringe Affinität zu Wasser. Diese Eigenschaft ist besonders vorteilhaft, da bei der beschriebenen Methode die derivatisierten Quecksilberspezies aus einer wässrigen Lösung ausgetrieben werden. 


Diese Eigenschaften machen es zu dem geeignetsten Material für die Vorsäulenanreicherung von Hg-Derivaten. Verschiedene Versuche mit diesem Material zeigten, dass Tenax-TA sehr gut geeignet ist, um die alkylierten Quecksilberspezies quantitativ anzureichern und anschließend durch Aufheizen wieder freizusetzen. 


Zur Herstellung der Adsorptionsröhrchen werden 50 mg Tenax-TA in ein silanisiertes Duranglasrohr gefüllt und dieses beidseitig mit Glaswolle verschlossen. Die so hergestellten Adsorptionsrohre sind mehre hundert Male wiederverwendbar. Beim Aufheizen auf 250°C desorbieren die alkylierten Quecksilberverbindungen vollständig. Deshalb ist es nicht notwendig, die Rohre nach dem Gebrauch von Rückständen zu reinigen. Vorteilhaft ist auch die hohe Temperaturbeständigkeit dieses Materials. 


Kommerziell erhältliche fertig gepackte Tenax-TA Röhrchen erwiesen sich als problematisch in der Anwendung. Es traten massive Blindwerte auf. Vermutlich kommt das Material während des Produktionsprozesses der fertigen Röhrchen mit quecksilberhaltiger (Ab-)Luft in Kontakt. Deshalb wurden die Röhrchen selbst angefertigt. (siehe SOP Kapitel 4.6)





2.4 Überprüfung und Optimierung der technischen Merkmale eines beheizbaren Interface für die Pyrolyse der Alkylquecksilberderivate


Die alkylierten und dann gaschromatographisch getrennten Quecksilberspezies müssen vor der Detektion mit einem CV-AAS oder CV-AFS, zu Hg0 reduziert werden, damit diese Art Detektor diese erfassen kann. Um dieses zu erreichen, gibt es unterschiedliche Lösungsansätze. 


Theoretisch ist die Reduktion mit Hilfe eines Lasers oder starkem UV-Licht denkbar. Da jedoch eine einfache und praktikable Lösung gesucht wurde, wurden Versuche mit einem beheizbaren Interface angestellt. Dabei zeigte sich schnell, dass die thermische Zersetzung der alkylierten Quecksilberverbindungen eine einfache und zuverlässige Methode ist. 


Um Temperaturen von ca. 700-1500°C zu erreichen muss mit Materialien gearbeitet werden, die bei diesen Temperaturen thermisch dauerhaft stabil sind. Dafür kommt häufig hochreines Quarz zum Einsatz, da dieses erst bei höheren Temperaturen schmilzt. Als Heizquelle bietet sich Nickel-/Chromwiderstandsdraht an. Wesentlicher Bestandteil einer solchen Pyrolyseeinheit ist eine ausreichend starke Stromversorgung. Die Verwendung eines Labornetzteils mit einer maximalen Dauerbelastbarkeit von 16A bei 32V erwies sich als gerade ausreichend für den gewünschten Zweck. Im Betrieb erwärmte sich das Netzteil trotz Kühler so stark, dass es gelegentlich Ausfälle durch einen eingebauten Schutzschalter gab. Abhilfe schaffte ein kleiner Ventilator, der dem Kühler zusätzlich kalte Luft zuführte. Deshalb wird ein stärkeres Netzteil für den Dauerbetrieb empfohlen.


Ab einer Temperatur von ca. 700°C findet eine nahezu vollständige Umsetzung der alkylierten Quecksilberverbindungen statt. Bloom (1989) und Horvat et al. (1993) verwendeten eine Pyrolysetemperatur von 900°C, Fischer et al. 830°C. 


Eigene Versuche zeigten, dass eine Temperatur von ca. 1150°C optimal ist, um eine vollständige Reduktion von Methylethyl- und Diethylquecksilber zu elementarem Quecksilber zu erreichen. Durch den Einsatz eines Gold/Platinnetzes in die Quarzröhre konnte die Signalhöhe des Detektors bei gleichbleibender Standardkonzentration leicht gesteigert werden. Dieses wiederum bedeutet eine erhöhte Empfindlichkeit der Methode. 


Abbildung 1 zeigt die Ergebnisse eines Versuchs zur Untersuchung der Abhängigkeit der Signalhöhen eines Standards von der Pyrolysetemperatur. 
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Abbildung 1: Abhängigkeit der Signalintensität von Methyl-Hg und anorg. Hg von der Pyrolyse-Temperatur.


GC-AFS (HP-5890-Brooks Rand AFS-2), Ethylierung mit Natriumtetraethylborat, Purge and Trap auf Tenax-TA, 15% OV3 auf DMCS WAW 60/80, GC-Gas Helium 5.0, Flussgeschwindigkeit 40 ml/min.



2.5 Untersuchung und Optimierung des alkalischen Aufschlusses von verschiedenen Probenmatrices


Um biologische Proben vor der sich anschließenden Schwermetallbestimmung aufzuschließen, wurden häufig Natronlauge, Trichloressigsäure und Perchlorsäure eingesetzt (Elbinghaus et al. 1994 ).  


Für dieses Forschungsvorhaben kamen nur die Methoden in Frage, die eine schonende Extraktion der Analyte aus dem Untersuchungsmaterial garantieren und in der Lage sind Methylquecksilber und anorganisches Quecksilber ohne Veränderung ihrer Spezies zu extrahieren. Die Lyse von Zellen ist deutlich erleichtert, wenn das Untersuchungsmaterial  gefriergetrocknet vorliegt. Nach der Gefriertrocknung ist eine Mikrohomogenisierung möglich, die dazu beiträgt, die Analyten  anschließend leichter zu extrahieren. Die untersuchten Proben lagen alle gefriergetrocknet vor bzw. wurden vor dem Aufschluss gefriergetrocknet.





Hintelmann (1999) stellte durch den Einsatz von Quecksilberisotopen und anschließender GC-MS Analyse fest, dass bei der bis dahin weit verbreiteten Wasserdampfdestillation (Falter und Illgen, 1997) deutliche Artefakte auftreten können. Während und besonders am Ende der Destillation bildet sich demzufolge Methylquecksilber, so dass anschließend zu hohe Gehalte an Methylquecksilber detektiert werden. Bloom (1997) entdeckte ebenfalls deutliche Methylquecksilberzunahmen bei der Wasserdampfdestillationsmethode mit Flusswasserproben. 





Da Methylquecksilber gegenüber oxidativen und stark sauren Bedingungen empfindlich ist und Zersetzungen ausgeschlossen werden sollten, konzentrierten sich die Untersuchungen besonders auf alkalische Aufschlüsse bei niedriger Temperatur. 


Beichert et al. (2000) berichtet von einer Extraktionstechnik mit überkritischem Wasser ohne Einsatz von Säuren oder alkalischen Reagenzien. Simon et al. (1997) verwendeten überkritisches Kohlendioxid zur Extraktion von Organoquecksilberverbindungen. 


Horvat et al. (1994) fand heraus, dass selbst eine Behandlung von Sediment mit Salzsäure (6 mol/l-1) nicht ausreicht um Methylquecksilber vollständig freizusetzen. Fischer (1993) stellte fest, dass MetOH/KOH gut geeignet ist, um unterschiedliche biologische Matrices (Hummer Hepatopankreas (= Mitteldarmdrüse), Fischleber und Fischfilet) aufzuschliessen. Back R.C. et al. (1995) verwendete ebenfalls MetOH/KOH um Zooplankton aufzuschliessen. Ikingura  et al. (1999) verwendeten EtOH/KOH. Horvat (1994) berichtet ebenfalls von guten Ergebnissen mit MetOH/KOH.


Eigene Versuche zeigten jedoch, dass weder mit Methanol noch mit Ethanol in Kombination mit Natrium- oder Kaliumhydroxid eine ausreichende Extraktion der Analyte möglich war. Die Extraktionsversuche wurden mit Filet und Leber von der Kliesche (Limanda limanda) durchgeführt, jedoch wiesen alle Extraktionslösungen einen groben, unvollständig aufgeschlossenen Bodensatz auf.


Deshalb wurde mit Hilfe einer Mikrowelle versucht den Aufschluss zu vervollständigen und zu beschleunigen.


Da diese Methode nicht das gewünschte Ergebnis lieferte, wurden Versuche mit Tetramethylammoniumhydroxid (TMAH) durchgeführt. TMAH ist ein nicht oxidierendes, sehr stark gewebeauflösendes Reagenz, das die Spezies des zu untersuchenden Metalls nicht verändert. Elbinghaus (1991) erzielte gute Ergebnisse bei der Extraktion von  Adeninnukleotiden aus Bakterien mit TMAH. Weiterhin wurden von Elbinghaus et al. (1994) Stabilitätsuntersuchungen von Methylquecksilberchlorid in 20% TMAH-Lösung durchgeführt, die zeigten, dass Methylquecksilber in TMAH-Lösung mindestens 10 Tage lang stabil ist. 


Jaylene Chytyk (2001) verwendete TMAH für die Arsenspeziationsanalytik und folgerte ebenfalls, dass TMAH ein geeignetes Reagenz ist um biologische Matrices aufzuschließen. 


Aufschlussversuche mit TMAH wurden an folgenden biologischen Materialien durchgeführt,





			Wasserflöhe 





Krill 


Fischleber


Fischfilet


Hummer


Seewasserschnecken





und belegten die Leistungsfähigkeit der Aufschlussmethode. Allerdings zeigte sich, dass fettreiche Proben (vor allem Fischleber) einer miniaturisierten Entfettung nach der von Smedes (1999) entwickelten Fettbestimmungsmethode bedürfen. Enthalten die Proben mehr als ca. 10 % Fett, so tritt durch Verseifung der Fette während des Aufschlusses eine starke Schaumbildung beim „Purge and trap“-Schritt auf. Diese Schaumbildung behindert die Analyse, weil die notwendige konstante Flussgeschwindigkeit nicht mehr eingehalten werden kann. 


2.6 Untersuchung und Optimierung der Ausbeute an Alkylquecksilberderivaten in Abhängigkeit von pH-Wert, Reaktionstemperatur und -zeit sowie Reagenzmenge


Um die optimalen Parameter für die Derivatisierung mit Natriumtetraethylborat (STEB) zu ermitteln, wurde zuerst der pH-Wert der Derivatisierungsreaktion variiert. 


Die Ausbeute an Alkylquecksilberderivaten in Abhängigkeit vom pH-Wert zeigt Abbildung 2:
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Abbildung 2: Einfluss des pH-Wertes auf die Alkylierungsreaktion von Methyl- und anorganischem Quecksilber mit Natriumtetraethylborat. 


GC-AFS (HP-5890-Brooks Rand AFS-2), Ethylierung mit Natriumtetraethylborat, Purge and Trap auf Tenax-TA (600ml/min Argon), 15% OV3 auf DMCS WAW 60/80, GC-Gas Helium 5.0, Flussgeschwindigkeit 40 ml/min GC.





Es ist deutlich zu erkennen, dass der optimale pH-Wert für die Alkylierungsreaktion bei pH  4,75 liegt. Daher wurde die Alkylierung in 50 ml bidest. Wasser mit 3 ml Essigsäure/Acetat-Puffer (c = 2 mol*l-1) durchgeführt. 


file_148.xls


Chart1



				0°C				0°C



				20°C				20°C



				30°C				30°C



				40°C				40°C



				60°C				60°C



				80°C				80°C







MetHg Mittelwert



Hg(2+) Mittelwert



Temperatur [°C]



Peakhöhe [mv]



Vergleich unterschiedlicher Derivatisierungstemperaturen



53.9333333333



83.5



53.8



112.7



41.6333333333



108.5333333333



49.3333333333



108.6



55.8445



110.2333333333



58.3666666667



114.8666666667







Sheet1



				Temperatur				0°C				20°C				30°C				40°C				60°C				80°C				GL 0°C				GL 20°C				GL 30°C				GL 40°C				GL 60°C				GL 80°C



				MetHg 1				104				97.5				78.1				89.2				91.2				94.7				42				47				43				33				31.2				37



				MetHg 2				92.4				102.3				84.1				82.1				90.2				88.1				47.5				47				41.8				30.5				32				33



				MetHg 3				106.8				92.3				87.3				69.7				92				93.8				51.9				43				39.8				29.5				31.5				31.5



				Hg(2+) 1				148				166.2				148.9				144.4				140.5				152.5				47.5				47				43				33				31.2				37



				Hg(2+) 2				118.7				160				148.6				137.7				142.9				147.2				47.5				47				41.8				30.5				32				33



				Hg(2+) 3				130.7				148.9				152.7				136.7				142				146.4				51.9				43				39.8				29.5				31.5				31.5



								0°C				20°C				30°C				40°C				60°C				80°C



				Mittelwert				53.9333333333				51.7				41.6333333333				49.3333333333				59.5666666667				58.3666666667



				Messung 1				62				50.5				35.1				56.2				60				57.7



				Messung 2				44.9				55.3				42.3				51.6				58.2				55.1



				Messung 3				54.9				49.3				47.5				40.2				60.5				62.3



								53.9333333333				51.7				41.6333333333				49.3333333333				59.5666666667				58.3666666667



				Hg(2+) 1				100.5				119.2				105.9				111.4				109.3				115.5



				Hg(2+) 2				71.2				113				106.8				107.2				110.9				114.2



				Hg(2+) 3				78.8				105.9				112.9				107.2				110.5				114.9



								0°C				20°C				30°C				40°C				60°C				80°C



				MetHg Mittelwert				53.9333333333				53.8				41.6333333333				49.3333333333				55.8445				58.3666666667



				Hg(2+) Mittelwert				83.5				112.7				108.5333333333				108.6				110.2333333333				114.8666666667



																				40°



																				3



																				112.9



																				105.9



																				108.533











Sheet1



				







MetHg Mittelwert



Hg(2+) Mittelwert



Temperatur [°C]



Peakhöhe [mv]



Vergleich von unterschiedlichen Derivatisierungstemperaturen







Sheet2



				











Sheet3



				














thumbnail_115.wmf


Vergleich unterschiedlicher Derivatisierungstemperaturen



0



20



40



60



80



100



120



140



0°C



20°C 



30°C



40°C



60°C



80°C



Temperatur [°C]



Peakhöhe [mv]



MetHg Mittelwert



Hg(2+) Mittelwert









Abbildung 3: Einfluss unterschiedlicher Temperaturen bei der Derivatisierungsreaktion mit Natriumtetraethylborat auf die Ausbeute an Methylethylquecksilber und Diethylquecksilber.


GC-AFS (HP-5890-Brooks Rand AFS-2), Ethylierung mit Natriumtetraethylborat, Purge and Trap auf Tenax-TA, 15% OV3 auf DMCS WAW 60/80, GC-Gas Helium 5.0, Flussgeschwindigkeit 40 ml/min.





Abbildung 3 zeigt einen Vergleich der Peakhöhen in Abhängigkeit von unterschiedlichen Derivatisierungstemperaturen. Die geringen Unterschiede der Peakhöhen zeigen, dass bei der Derivatisierung auf eine Temperierung des Reaktionsgemisches verzichtet werden kann.





Da für Standards in bidest. Wasser 10 µl, bei aufgeschlossenen Proben jedoch bis zu 350 µl einer 3%igen STEB-Lösung nötig waren, um eine vollständige Derivatisierung der Quecksilberspezies zu erreichen, wurden alle Derivatisierungen durchgehend mit 500 µl STEB durchgeführt.





Die Reaktionszeit des STEB mit den Quecksilberspezies ist sehr kurz. Bei Versuchen mit unterschiedlichen Reaktionszeiten des STEB mit Standards oder Probenaufschlüssen konnten keine Unterschiede in der Signalhöhe festgestellt werden, wenn die Reaktionsdauer zwischen 10 und 600 Sekunden variiert wurde. 


Der entscheidende Parameter ist hierbei vielmehr die Dauer des Ausblasens („Purge and trap“) bzw. die Flussrate während des Ausblas-Schritts. Werden die verwendeten Parameter nicht konstant gehalten, ergibt sich eine signifikante Veränderung in der detektierten Signalhöhe.


Als optimal erwies sich bei einer apparaturbedingten, maximalen Flussrate von 600 ml/min eine Ausblas-Zeit von exakt 300 Sekunden.


Abbildung 4 zeigt die Abhängigkeit der Signalhöhe der einzelnen Spezies von der Ausblas-Zeit (purge time). Der Parameter Flussgeschwindigkeit wurde bei den Untersuchungen konstant bei 600 ml/min gehalten.
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Abbildung 4: Einfluss der "Purge and trap"-Dauer auf die detektierten Signalhöhen der Quecksilberspezies.


GC-AFS (HP-5890-Brooks Rand AFS-2), Ethylierung mit Natriumtetraethylborat, Purge and Trap auf Tenax-TA, 15% OV3 auf DMCS WAW 60/80, GC-Gas Helium 5.0, Flussgeschwindigkeit 40 ml/min.



3. Validierung der Methode 





3.1 Ermittlung der Nachweis-, Erfassungs- und Bestimmungsgrenze nach der modifizierten Leerwertmethode


3.1.1 Theoretischer Hintergrund


Nach dem Leerwertverfahren gemäss DIN 32645 bestimmt man die Standardabweichung des Leerwerts (LW) unter folgenden Bedingungen:


- 10 Bestimmungen des LW unter Wiederholbedingungen,


- Vertrauensniveau von 99% (einseitige Fragestellung),


- Einfachbestimmung bei der Analyse,


und errechnet daraus über das einseitige Prognoseintervall einen Mindestgehalt, der sich gerade noch signifikant vom Leerwert unterscheiden lässt. Dies ist die Nachweisgrenze NG. 


Die Ermittlung der Leerwertstreuung bietet experimentelle Schwierigkeiten, weil in der Regel keine Probenmatrix verfügbar ist, die frei vom Analyten ist. Als Ausweg bietet sich eine Modifikation der Leerwertmethode an, indem anstelle der Direktbestimmung der Leerwertstreuung die Ergebnisstreuung einer Analysenprobe ermittelt wird, deren Gehalt in der Nähe der Nachweisgrenze liegt. Genauso, wie von der Streuung des LW auf die Streuung der Gehalte geschlossen werden kann, kann auch umgekehrt von der Streuung des Gehaltes einer entsprechenden Probe auf die Streuung des LW geschlossen werden (Huber, 2001). 





Die Gleichung für die Bestimmung der NG aus Einzelmessungen an n Leerproben nach DIN 32645 lautet:
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sL = Standardabweichung der Signale des Leerwerts,


b = Steigung der Kalibriergerade,


t = Quantil der t-Verteilung, Vertrauensniveau nach Norm, 


p = 99%, einseitige Fragestellung, 


f = n-1 Freiheitsgrade,


m = Anzahl der Bestimmungen für zu prüfende Gehalte, nach Norm = 1,


n = Anzahl der Kalibrierdaten (Kalibrierniveaus), nach Norm = 10. 
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Der Analyt kann in einer Probe mit einem Gehalt in Höhe der Nachweisgrenze nur mit einer Wahrscheinlichkeit von 50% nachgewiesen werden. Die Erfassungsgrenze file_153.unknown
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. Nach den Normbedingungen der DIN 32645 ist die Bestimmungsgrenze derjenige Gehalt, bei dem das halbe relative Prognoseintervall des Wertes gerade 33% beträgt. 





3.1.2 Praktische Durchführung


Für die nach der modifizierten Leerwertmethode durchgeführten Untersuchungen wurde Kabeljauleber mit Hg-Gehalten (MetHg bzw. anorg. Hg), die messtechnisch gerade noch erfassbar waren, eingesetzt. In Tabelle 4 sind die Ergebnisse der Wiederholmessungen und in Tabelle 5 die berechneten Nachweis-, Erfassungs- und Bestimmungsgrenzen zusammengestellt. 






Tabelle 4: Ergebnisse der Wiederholmessungen (8 Wiederholanalysen desselben Probenaufschlusses) zur Bestimmung von file_155.unknown
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für MetHg und anorg. Hg nach dem modifizierten Leerwertverfahren; Untersuchungsmaterial: Kabeljauleber
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Tabelle 5: Ermittelte Standardabweichung file_162.unknown
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Anmerkung: Aus laborinternen Gründen wurden nicht die Normbedingungen mit n=10, sondern abgewandelte Bedingungen mit n=8 zugrunde gelegt. Die ermittelten Parameter gelten dementsprechend für die abgewandelten Bedingungen; sie dürften sich aber nicht massgeblich von den unter Normbedingungen zu erwartenden Werten unterscheiden. 





3.2 Überprüfung der Richtigkeit von Untersuchungsergebnissen (Nachweis systematischer Fehler)


3.2.1 Theoretischer Hintergrund 
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darstellbar ist. Durch Umformung erhält man die Analysenfunktion, aus der sich der Analytgehalt file_177.unknown





thumbnail_144.wmf


pred



x






 einer untersuchten Probe mit dem zugehörigen Intensitätswert file_178.unknown





thumbnail_145.wmf


obs



y






 wie folgt berechnen lässt:





file_179.unknown





thumbnail_146.wmf


(



)



1



0



b



b



y



x



obs



pred



-



=






. 





Im EURACHEM/CITAC Guide (QUAM, 2000) wird in Kapitel E.3 ausgeführt, dass die Unsicherheit (Ergebnisunsicherheit) file_180.unknown
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p entspricht der Anzahl der Messungen der Testprobe unter Wiederholbedingungen, N steht für die Anzahl der verwendeten Kalibrierstandards und file_183.unknown
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In dieser Gleichung ist der dem Messvorgang vorangehende Prozess der (chemischen) Probenvorbereitung (z.B. Aufschluss einer Anzahl voneinander unabhängiger Stichproben) nicht berücksichtigt, welcher durch den Standardfehler des Mittelwerts file_184.unknown
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Berücksichtigt man diese Unsicherheitskomponente, so ergibt sich als Gleichung für die kombinierte “Präzisionsunsicherheit”: 
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Der Nachweis systematischer Fehler lässt sich mit Hilfe von Wiederfindungs/Recovery-Experimenten führen. Wertvolle Hinweise zu einem praxisorientierten Ansatz finden sich in den “Harmonised Guidelines for the Use of Recovery Information in Analytical Measurement” (IUPAC 1999). 
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. Für T2 wird geschlossen, dass mit einer Wahrscheinlichkeit von 95% (P=0.95) ein systematischer Fehler (bias) vorliegt.
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2. durch Zusatzversuche (Spiking-Experimente). 
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Arbeitet man bei Zusatzversuchen nur mit einer definierten Menge des Analyten, die jeweils annähernd gleichen Teilmengen des Probenmaterials zugesetzt wird, so werden die file_213.unknown
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3.2.2 Praktische Durchführung


Die Ergebnisse der Auswertung von Untersuchungen der zertifizierten Referenzmaterialien NRCC-CRM TORT-2 (Lobster Hepatopancreas Reference Material for Trace Metals), NIST-2976 (Mussel tissue) und BCR CRM 414 (Plankton) sind in den Tabellen 6 bis 9 zusammengefasst. Dargestellt sind folgende Parameter und ihre Berechnungsgrundlagen: 
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Tabelle 6: Zusammenstellung der Ergebnisse zur Richtigkeitsüberprüfung der Analytik von Monomethylquecksilber und Gesamt-Quecksilber (gemessen als anorganisches Quecksilber); Untersuchung des zertifizierten Referenzmaterials NRCC-CRM TORT-2 (Lobster Hepatopancreas Reference Material for Trace Metals).
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Tabelle 7: Zusammenstellung der Ergebnisse zur Richtigkeitsüberprüfung der Analytik von anorganischem Quecksilber; Untersuchung des zertifizierten Referenzmaterials NRCC-CRM TORT-2 (Lobster Hepatopancreas Reference Material for Trace Metals).
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1) Der Gehalt an anorganischem Quecksilber ist nicht zertifiziert und wurde aus der Differenz zwischen dem zertifiziertem Wert des Gesamtquecksilbergehalts und des Methylquecksilbergehaltes berechnet. 


2) Die Ergebnisunsicherheit des Gehaltes an anorganischem Quecksilber wurde aus den Ergebnisunsicherheiten von Gesamt-Hg und MetHg gemäß Fehlerfortpflanzungsgesetz (Summe der Varianzen der Absolutfehler) berechnet.






Tabelle 8: Zusammenstellung der Ergebnisse zur Richtigkeitsüberprüfung der Analytik von Monomethylquecksilber und Gesamt-Quecksilber (gemessen als anorganisches Quecksilber); Untersuchung des zertifizierten Referenzmaterials NIST-2976 (Mussel tissue).
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 (NIST-2976); n=10; Gesamt-Hg, gemessen als anorganisches Quecksilber
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Tabelle 9: Zusammenstellung der Ergebnisse zur Richtigkeitsüberprüfung der Analytik von Gesamt-Quecksilber (gemessen als anorganisches Quecksilber); Untersuchung des zertifizierten Referenzmaterials BCR CRM 414 (Plankton) 
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3.3 Durchführung von Wiederfindungsexperimenten zur Überprüfung der Richtigkeit der Analyse von Monomethylquecksilber


Die nachfolgend durchgeführten Untersuchungen veranschaulichen die Bestimmung des Wiederfindungs-/Korrekturfaktors fr und der zugehörigen Ergebnis-/Messunsicherheit u(fr) durch Analyse von Teilproben einer Kabeljauleber, denen definierte Mengen von Monomethylquecksilber zugesetzt wurden. Dazu wurden von einer zuvor homogenisierten Kabeljauleber 8 Teilproben von etwa 1g entnommen und genau gewogen, sodann mit jeweils 130 µl einer Lösung von 500 10-9 g ml-1 Monomethylquecksilber in hochreinem Wasser versetzt und anschließend nach der in 4.10 beschriebenen Methode analysiert. Die vorher durchgeführten Untersuchungen der Kabeljauleber ergaben einen Mittelwert des Monomethylquecksilbergehaltes von 85,01file_303.unknown
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 (n=5 Wiederholanalysen). Diese Werte gehen bei den nachfolgenden Berechnungen als file_305.unknown
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 ein. Der Schätzwert der Präzision der Methode - ausgedrückt als relative Wiederhol-Standardabweichung eines Einzelwertes wurde mit 0,125 (Zufallsfehler durch Probenvorbehandlung und Kalibrierung berücksichtigt) veranschlagt und zur Berechnung der nachfolgend aufgelisteten u(xobs,i) - Werte verwendet. Über die Ergebnisse der Wiederfindungsversuche geben die nachfolgenden Tabellen 10 und 11 Auskunft.





Tabelle 10: Probenschema zum durchgeführten Wiederfindungsexperiment mit zugehörigem Gewicht der Teilproben, gemessenem Analytgehalt xobs,i ,und der zugehörigen Ergebnisunsicherheit u(xobs,i).





Teilproben-Nr.


Menge der Teilprobe (g)


xobs,i


(10-6 g kg-1)


u(xobs,i)


(10-6 g kg-1)


1


1,274


127,5


15,94


2


1,276


106,0


13,25


3


1,260


122,5


15,31


4


1,266


135,4


16,93


5


1,305


138,3


17,29


6


1,250


140,5


17,56


7


1,263


131,1


16,39


8


1.328


105,2


13,15


9


1,333


136,4


17,05





Tabelle 11: Zusammenstellung der Ergebnisse zur Richtigkeitsüberprüfung der Analytik von Monomethylquecksilber durch Wiederfindungs-Experimente. Dargestellt sind folgende Parameter und ihre Berechnungsgrundlagen: Wiederfindungsfaktorfile_307.unknown
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Die in den Abschnitten 3.2 und 3.3 wiedergegebenen Ergebnisse zeigen, dass systematische Fehler bei der Bestimmung der Analyte Monomethylquecksilber, anorganisches Quecksilber und Gesamtquecksilber (gemessen als anorganisches Quecksilber) nicht nachgewiesen werden konnten. Die verwendeten Untersuchungsmaterialien entsprachen bezüglich ihrer Matrixbestandteile annähernd den gemäß Aufgabenstellung zu untersuchenden Matrices (Fischgewebe und Zooplankton) mit zu bestimmenden Analytgehalten im file_315.unknown
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-Bereich. Daraus wird geschlossen, dass die ausgearbeitete Methode für den beabsichtigten Untersuchungszweck geeignet ist (fit for purpose). 





3.4 Überprüfung der Leistungsfähigkeit der Methode


3.4.1 Theoretischer Hintergrund 


Im folgenden Abschnitt wird geprüft, ob der analytische Fehler der ausgearbeiteten Alkylierungs-GC/CV-AFS-Methode klein genug ist, um inhomogene Verteilungen der Analyten innerhalb und zwischen Probenmaterialien erkennen zu können. Dazu werden von l Testmaterialien jeweils b Testproben entnommen, von denen jeweils r Testportionen unter Wiederholbedingungen analysiert werden. 


yijk  ist das Ergebnis der k-ten Wiederholanalyse der Testportion j der Testprobe i. Es gilt:
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Tabelle 12 zeigt die prinzipielle Vorgehensweise bei der Varianzanalyse zur Fehlerauflösung bei Wirksamkeit zweier Teilfehler und des analytischen Fehlers (zweifache Varianzanalyse mit Wiederholmessungen).






Tabelle 12: Schema der durchgeführten zweifachen Varianzanalyse mit Wiederholmessungen


Ursache der Streuung


Quadratsumme


Freiheits-grade


Varianz


Varianzkompo-nenten


Streuung zwischen den Testmaterialien 
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Streuung innerhalb der Testmaterialien, zwischen den Testproben 
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Streuung innerhalb der Testproben, zwischen Testportionen
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Die Varianzkomponenten errechnen sich gemäß file_331.unknown
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Bei der Auswertung der Daten der nachfolgend beschriebenen Untersuchungen wurde eine robuste Varianzanalyse nach Maßgabe des Analytical Methods Committee (AMC 1989a und b) durchgeführt, um deren Abweichungen von der Normalverteilung zu kompensieren.





3.4.2 Praktische Durchführung


Folgendes Probenschema liegt den Untersuchungen mit der Alkylierungs-GC/CV-AFS-Methode mit nachfolgender Varianzanalyse zugrunde:





Testmaterialien: Lebern von Fischen (Kabeljau, Gadus morhua); 


Testproben: Jeweils zwei gleiche Teile (Index A und B) pro Testmaterial; 


Testportionen: Jeweils zwei Portionen (Index a + b) pro Testprobe.





Die Analysenergebnisse sind in den Tabelle 13 und 14 zusammengestellt.











Tabelle 13: Monomethylquecksilbergehalte (jeweils ausgedrückt als file_336.unknown
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 pro Leberfrischgewicht) von 12 Kabeljaulebern, die in zwei Teile A und B geteilt wurden. Von diesen Teilen A und B wurden jeweils zwei Analysen unter Wiederholbedingungen der Testportionen a und b durchgeführt.





 Testmaterial


Ergebnis der Wiederholanalysen der Testportionen (a und b) der Testproben (A und B)            


                           A                                                   B


Nr.	


a                         


b


a


b


1


3,8


4,1


4,2


4,3


2


4,4


5,4


4,5


4,7


3


5,8


5,7


6,0


6,6


4


6,0


5,8


5,6


5,1


5


5,1


4,9


5,4


5,4


6


3,1


2,9


6,0


5,7


7


8,1


6,7


6,8


6,5


8


5,4


4,9


4,7


4,6


9


3,1


3,0


4,0


3,5


10


10,8


8,6


7,6


8,3


11


4,1


3,9


5,3


5,1


12


3,3


3,2


3,4


3,5






Tabelle 14: Gehalte für anorganisches Quecksilber (jeweils ausgedrückt als file_337.unknown
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 pro Leberfrischgewicht) von 12 Kabeljaulebern, die in zwei Teile A und B geteilt wurden. Von diesen Teilen A und B wurden jeweils zwei Analysen unter Wiederholbedingungen der Testportionen a und b durchgeführt.





 Testmaterial


Ergebnis der Wiederholanalysen der Testportionen (a und b) der Testproben (A und B)            


                           A                                                   B


Nr.	


a                         


b


a


b


1


5,2


5,5


4,2


3,9


2


7,3


8,0


6,0


6,8


3


6,2


5,9


4,6


5,4


4


11,0


11,2


12,2


11,9


5


14,1


16,1


9,5


9,8


6


6,1


6,3


9,6


9,9


7


10,4


9,9


11,9


11,5


8


6,4


5,7


4,7


5,0


9


5,9


5,5


6,6


7,3


10


9,4


10,3


5,6


5,7


11


3,2


3,2


4,4


5,0


12


5,0


5,2
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5,3





Die durch robuste Varianzanalyse ermittelten Werte für die Varianzkomponenten file_338.unknown
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 sind in Tabelle 15 zusammengestellt. 



Tabelle 15: Ergebnisse der robusten Varianzanalyse sowie der prozentuale Anteil der einzelnen Varianzkomponenten, Sigma² 3, Sigma² B und Sigma² W an der Summe (file_341.unknown
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Die robuste Varianzanalyse zeigt, dass die durch die Unterschiede im Analytgehalt zwischen den Testmaterialien hervorgerufene Varianzkomponente file_359.unknown
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 die grösste der drei untersuchten Varianzkomponenten ist. Die dem analytischen Fehler zugeordnete Varianzkomponente file_360.unknown
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 macht im vorgestellten Beispiel nur etwa 4% (Monomethylquecksilber) bzw. 1,4% (anorg. Quecksilber) der Summe aller drei Varianzkomponenten (file_361.unknown
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) aus, so dass die Unterschiede im Analytgehalt zwischen den Lebern und innerhalb der Lebern einzelner Fische sicher erkannt werden können.





3.5 Zusammenfassung/Schlussfolgerungen


Quecksilberverbindungen sind ubiquitär in der Umwelt verteilt. Quecksilber unterliegt, besonders in der Meeresumwelt, zahlreichen biochemischen und geochemischen Umsetzungen. Der wichtigste dabei ablaufende Prozess ist die Methylierung vom anorganischen zum organischen Quecksilber, vor allem zum Monomethylquecksilber. Monomethylquecksilber wird in der marinen Nahrungskette stark angereichert und führt zu hohen Belastungen der Meerestiere mit Methylquecksilber auf hoher trophischer Ebene. Aufgrund der sehr hohen Toxizität von organischen Quecksilberverbindungen ist es nötig, die Routineuntersuchungen von Fischen und anderen Meerestieren zum Gesamtquecksilbergehalt, um die sog. Speziationsanalytik zu erweitern. Die Speziationsanalytik lässt die Unterscheidung von anorganischen und organischen Quecksilberverbindungen zu. 


Ziel dieser Arbeit war die Ausarbeitung und Validierung einer Methode zur Bestimmung von organischen Quecksilberverbindungen in Fischgewebe und Zooplankton.


Bei der Konzeption des entwickelten Analysensystems wurde Wert darauf gelegt, dass verhältnismäßig einfache Bauteile zum Einsatz kamen. So sollte es für andere Labore möglich sein, den apparativen Aufbau nachzuvollziehen.


Wegen der hohen Leistungsfähigkeit wurde eine gaschromatographische Trennung mit einer selbstgepackten Säule von 75 cm Länge und 4 mm ID, gefüllt mit dem Säulenmaterial 15% OV3 on DMCS WAW, eingesetzt. Als Trägergas wird Helium 5.0 mit einer Flussgeschwindigkeit von 40 ml/min verwendet.


Als Detektor kommt ein Kaltdampf-Atomfluoreszenzdetektor (CV-AFS) zu Einsatz, der sich durch hohe Spezifität für Quecksilber auszeichnet. 


Die Extraktion der Quecksilberverbindungen aus der Probenmatrix erfolgt durch Behandlung mit Tetramethylammoniumhydroxidlösung und anschließender Derivatisierung mit Natriumtetraethylborat bei einem pH-Wert von 4,75 (Natriumacetat/Essigsäurepuffer).


Besonders fettreiche Proben (>10% Fett) werden vor der Extraktion entfettet. Die ethylierten Quecksilberspezies lassen sich mit Hilfe eines Argon 5.0-Gasstromes aus der Probenaufschlusslösung austreiben und auf dem Adsorbens Tenax-TA anreichern. Durch Aufheizen des Tenax-TA erfolgt die Probenaufgabe in den isothermisch arbeitenden Gaschromatographen. Nach der Trennung der derivatisierten Quecksilberspezies erfolgt dann eine Pyrolyse in einem elektrisch beheizten Quarzrohr. Durch die Pyrolyse werden die Quecksilberderivate zu Hg0 reduziert und mit Hilfe des AFS-Detektors detektiert. 





Durch die entwickelte Messanordnung wurden Nachweisgrenzen von 0,95file_364.unknown
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für anorganisches Quecksilber erreicht.





Die Untersuchung der zertifizierten Referenzmaterialien CRM TORT-2 (Hummer Hepatopankreas), NIST-2976 (Muschelfleisch) und BCR CRM 414 (Plankton) zeigte gute Übereinstimmung der Messergebnisse mit den zertifizierten Werten.


Die Validierung der Methode in Anlehnung an die EURACHEM-Richtlinien (EURACHEM 1998, QUAM 2000) machte deutlich, dass die entwickelte Methode für den beabsichtigten Zweck geeignet ist und die erforderlichen Qualitätskriterien erfüllt. 


4. SOP: Arbeitsanleitung, Zusammenbau der Apparatur 


Anmerkung: Aus praktischen Gründen werden nachfolgend und abweichend von den bisherigen Textpassagen laborübliche Stoffmengenangaben ( z.B. µg statt 10-6g ) verwendet.





Untersuchung von Zooplankton und Fischgewebe





Gaschromatograhische Bestimmungsmethode von Hg2+ und Methylquecksilber





4.1 Zweck und Anwendungsbereich


Diese Methode beschreibt ein Verfahren zur simultanen Bestimmung von anorganischem Quecksilber und Monomethylquecksilber in Fischgewebe und Zooplankton.





Einleitung


Das Schwermetall Quecksilber und seine Verbindungen gehören zu den stärksten Giften in der Umwelt. Von besonderem Interesse ist dabei die Meeresumwelt, da Quecksilber dort zahlreichen chemischen und bio-geochemischen Umsetzungen unterliegt. In der Meeresumwelt kommt Quecksilber in unterschiedlichen Spezies vor. Diese sind die elementare Form (Hgo), das anorganische Quecksilber (Hg2+) und die quecksilberorganischen Verbindungen Monomethylquecksilber (CH3Hg+) und Dimethylquecksilber (CH3HgCH3). 


Im Vergleich zum anorganischen Quecksilber wird Monomethylquecksilber von biologischen Systemen leichter aufgenommen und stärker angereichert und weist zudem eine hohe Neurotoxizität auf. Deshalb ist die Kenntnis über den genauen Gehalt bzw. die Verteilung der Queckilberspezies in der marinen Nahrungskette von großer Wichtigkeit.





Begriff


Unter dem Gehalt an Methylquecksilber und Quecksilber wird der nach diesem Verfahren bestimmte Gehalt an Monomethylquecksilber-Kation und Quecksilber(II)+verstanden. Er wird in µgkg-1 angegeben. Als Standardsubstanz wird Monomethylquecksilberchlorid verwendet.





Name:	 	Monomethylquecksilberchlorid


CAS-Nr:	[115-09-3]


Name: 		Quecksilber(II)-Kation: Hg2+


Kurzbeschreibung des Verfahrens


Das gefriergetrocknete und mit einem Mörser fein zerstossene Untersuchungsmaterial wird in 25%iger Tetramethylammoniumhydroxidlösung (TMAH) bei Zimmertemperatur vollständig aufgelöst. Ein Teil dieser Aufschlusslösung wird in einer Gaswaschflasche mit Natriumacetatpuffer und bidest. Wasser versetzt. 


Anschließend werden die enthaltenen Quecksilberverbindungen mit Natriumtetraethylborat (STEB) zu gasförmigen Verbindungen umgesetzt. Folgende Reaktionen laufen dabei ab:





Hg2+ + 2 NaB(C2H5)4 file_368.unknown
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 (C2H5)Hg(C2H5) + 2Na+ + 2B(C2H5)3;





(CH3)Hg+ + NaB(C2H5)4 file_369.unknown
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 (CH3)Hg(C2H5) + Na+ + B(C2H5)3 .





Mit Hilfe eines Argon-Gasstroms werden die gasförmigen Quecksilberverbindungen aus der Lösung ausgetrieben und auf einem Adsorptionsröhrchen mit Tenax-TA gesammelt. Durch Aufheizen des Adsorptionsröhrchens werden die gesammelten Verbindungen desorbiert und anschließend gaschromatographisch getrennt. Die Detektion erfolgt mittels Kaltdampf-Atomabsorptionsspektrometer (CV-AAS) oder Atomfluoreszenzspektrometer (CV-AFS) nach vorheriger Pyrolyse der Hg-Derivate zu Hg0. Bei der CV-AFS dient das Fluoreszenzsignal der Quecksilberlinie bei 253,7 nm als Maß der Quecksilberkonzentration in der Küvette.





4.2 Chemikalien


Allgemeine Hinweise


Alle Reagenzien müssen in dicht verschlossenen Behältern und im Dunkeln aufbewahrt werden, um Kontamination und Zersetzungen zu vermeiden.



Tabelle 16: Verwendete Chemikalien


Nummer


Substanz


Hersteller


R-Sätze


S-Sätze


CAS-Nummer


Gefahren-symbol


Qualität


4.1.1


Monomethylquecksilberchlorid


Aldrich








115-09-3


T+


p.A.


4.1.2


Quecksilbernitrat-Stammlösung





34


26-36/37/39-45





C





4.1.3


Natriumacetat


Merck


-


-


127-09-3


C,


Suprapur


4.1.4


Tetramethylammoniumhydroxid


Lösung 25%


Merck


25-34-52/53


26-36/37/39-45-61





T


Zur Synthese oder besser


4.1.5


Natriumtetraethylborat


Galab


-


-


15523-24-7





mind. 99,8%


4.1.6


Essigsäure 100% (Eisessig)


Merck


10-35


23.2-26-45


64-19-7


C


Suprapur


4.1.7


1,1,1,3,3,3 Hexamethyldisilazan 


Merck


11-20/21/22-34


16-36/37/39-45


999-97-3


F, C


Zur Synthese


4.1.8


Helium 5.0


Messer- Griesheim














5.0 


4.1.9


Argon 4.8


Messer -Griesheim














4.8


4.1.10


Wasser (Reinstwasser)

















7732-18-5





>18,2  MOhm,


frei von Hg


4.1.11


2-Propanol


Merck


11-36-67


7-16-24/25-26


67-63-0


F, Xi


p.A.


4.1.12


Cyclohexan


Merck


11-38-50/53-65-67


9-16-33-60-61-62





F, Xn, N


p.A.





Warnhinweise:


Bei den verwendeten Chemikalien handelt es sich z.T. um außerordentlich starke Gifte. Beim Umgang mit Methylquecksilberchlorid sind besondere Sicherheitsmaßnahmen erforderlich. Dazu gehören spezielle Schutzhandschuhe des Types „Silver-Shield“. Unter diesen Handschuhen ist zusätzlich ein Nitrilhandschuh zu tragen. Außerdem wird empfohlen beim Herstellen von Standards eine Staubschutzmaske zu tragen.


Kontaminierte Gerätschaften müssen sofort nach der Kontamination sehr sorgfältig mit Aceton und anschließend mit Wasser gereinigt werden. 





4.3 Lösungen


4.3.1 Methylquecksilberchlorid (MetHgCl) zur Analyse, Molekulargewicht 251,078 g/mol


Methylquecksilberchlorid-Stammlösung, MetHgCl = 1g l-1


10 mg Methylquecksilberchlorid werden auf 0,1 mg genau in einen 10 ml Messkolben eingewogen, in ca. 5 ml 2-Propanol  (4.1.11) gelöst und anschließend mit 2-Propanol zur Marke aufgefüllt.





4.3.1.1 Verdünnte Methylquecksilberchlorid-Stammlösung, MetHgCl = 1mg l-1


50 µl Methylquecksilberchlorid-Stammlösung werden in einen 50 ml Messkolben  gegeben und mit bidest. Wasser bis zur Marke aufgefüllt. 





4.3.2 Quecksilber-Stammlösung, Hg = 1g l-1 (handelsübliche Standardlösung für die  Atomabsorptionsspektrometrie).


4.3.2.1 Verdünnte Quecksilber-Stammlösung, Hg = 1mg l-1,


50 µl Quecksilber-Stammlösung werden in einen  50 ml Messkolben pipettiert und mit bidest. Wasser bis zur Marke aufgefüllt..





4.3.3 Standardmix aus verdünnter Methylquecksilberchlorid-Stammlösung (4.3.1.1) und  verdünnter Quecksilber-Stammlösung (4.3.2.1) 


MethHgCl = 10 ng ml-1; Hg = 10 ng ml-1





100 µl verdünnte Methylquecksilberchlorid-Stammlösung (4.3.1.1) und 100 µl verdünnte Quecksilberchlorid-Stammlösung (4.3.2.1) werden in einem 10 ml Messkolben genau auf 10 ml mit bidest. Wasser aufgefüllt.





Anmerkung zur Stabilität von verdünnten Quecksilberlösungen:


Quecksilber- und Methylquecksilberlösungen sind nur begrenzt lagerfähig. Daher ist die Quecksilber-Stammlösung mindestens in jährlichen Intervallen zu erneuern (Vorratsgefäß mit Datum versehen!), die verdünnte Quecksilber-Stammlösung monatlich zu erneuern und die Quecksilber-Kalibrierlösungen täglich frisch herzustellen. 








4.3.4 Essigsäure/Acetatpuffer, c = 2 mol l-1


164,04 g Natriumacetat wasserfrei (4.1.3), und 120,1 g Essisäure 100% (4.1.6) werden in einem 1-Liter Messkolben zuerst in ca. 400 ml bidest. Wasser gelöst und anschließend mit bidest. Wasser bis zur Marke aufgefüllt. 





4.3.5 Natriumtetraethylborat, Molekulargewicht 150,05 g/mol


	Natriumtetraethylboratlösung c = 0,222 mol l-1


1 g Natriumtetraethylborat wird in einem 100 ml Becherglas in 30 ml bidest. Wasser gelöst. Anschließend werden Portionen von 5 ml der Nartriumtetraethylboratlösung in 10 ml Quarzreagenzgläser pipettiert, verschlossen und bei mindestens – 15°C eingefroren.





Anmerkung zur Stabilität der Natriumtetraethylboratlösung:


Es ist zu beachten, dass Natriumtetraethylborat durch den Kontakt mit Sauerstoff sehr schnell zersetzt wird. Es ist daher wichtig, nach dem Öffnen des Natriumtetraethylboratgefäßes schnell zu arbeiten und die hergestellte Lösung sofort zu portionieren und bis zur Verwendung einzufrieren. Bei –20°C eingefrorene STEB-Lösungen sind 10 Wochen haltbar. Nach dem Auftauen müssen diese vor der Verwendung sorgfältig geschüttelt werden. 


Aufgetaute oder frisch angesetzte Lösungen, die nicht innerhalb von einem Tag verbraucht werden, können mit viel Wasser im Abfluss entsorgt werden.





4.4 Geräte und Hilfsmittel


Die Numerierungen der einzelnen Geräte findet sich in Abbildung 5 wieder.


5.1 Helium 5.0 Druckgasflasche mit Reduzierventil für einen Betriebsdruck von p = 4.0 bar


5.2 Argon 4.8 Druckgasflasche mit Reduzierventil für einen Betriebsdruck von p = 2.0 bar


5.3 4x Magnetventil „Fa.Bürckert“ Modell 0127  2-Wege


5.4 1x Magnetventil „Fa.Bürckert“ Modell 0127 3-Wege


5.5 Gaschromatograph HP 5890 Serie I, Isotherm 85°C


5.6 GC-Säule selbstgepackt, Duranglas, AD 6 mm, ID 4 mm, Länge 75 cm, U-Form gefüllt mit 15% OV3 auf DMCS WAW 60/80


5.7 Pyrolyse-Quarzrohr AD 6 mm, ID 4 mm, Länge 150 mm


5.8 Adsorptionsröhrchen, Duranglas, Länge 10 cm, AD 6 mm, ID 4 mm gefüllt mit 50 mg Tenax-TA 


5.9 Nickel/Chrom Widerstandsdraht 60 cm,  0,5 mm


5.10 Oxisorb Gasreinigungssystem


5.11 PC mit Kontron Integration Pack 3.0 bzw. Notebook mit LabView -basierter  Auswertesoftware


5.12 Gaswaschflasche aus PTFE 200 ml 


5.13 Analysenwaage mit Genauigkeit 0,1 mg 


5.14 PTFE-Schlauch AD 2 mm, ID 1 mm, ca. 5 m


5.15 Magnetrührer mit Magnetstab, teflonbeschichtet


5.16 Perkin Elmer FIMS-Fließinjektionssystem mit Software zum Steuern der Magnetventile (nicht in der Abbildung 5 enthalten)


5.17 Labornetzgerät 16A 32V (besser 25A, 32V)


5.18 Labornetzgerät 3,2A 32V


5.19 Zeitschaltuhr für 220V regulierbar zwischen 10-120 Sekunden mit Netzteil


5.20 Gasdurchflussmessgerät 1-1000 ml/min


5.21 CV-AFS Detektor II Fa. Brooks Rand


5.22 Mikrodosierpipetten für10-100 µl, 200-1000 µl, 1000-5000 µl


5.23 Schnellverbindungsstücke Fa. Supelco („Quick Connector“)


5.24 2x Glasrohr Duranglas, AD 6 mm, ID 4 mm, Länge ca. 100 mm gefüllt mit Gold/Platinnetz


5.25 Nadelventil zur Druckfeinregulierung


5.26 Dreiwegehahn aus Teflon mit 2 mm-Anschlüssen


5.27 Trockenschrank


5.28 Bunsenbrenner


5.29 Thermometer, Messbereich 0-1150°C


5.30 1 Liter-, 50 ml-, 10 ml-Messkolben


5.31 100 ml Becherglas 


5.32 Quarzreagenzgläser 10 ml


5.33 Zeitstoppuhr


5.34 Zentrifuge 


5.35 Zentrifugengläser aus Quarz


5.36 Gefriertrocknung





4.5 Anleitungen und Betriebsanweisung zum Zusammenbau der Komponenten


Allgemeine Hinweise


Der Zusammenbau der Komponenten erfordert große Sorgfalt und Sauberkeit beim Arbeiten. Die Komponenten müssen genau nach folgendem Schaubild zusammengesetzt und nach den folgenden Beschreibungen installiert werden.
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Abbildung 5: Schematischer Aufbau der Apparatur zur simultanen gaschromatographischen Bestimmung von Hg2+ und Methylquecksilber .





Anschluss von Gasflaschen, Druckminderer, Durchflussmessgerät,
Feinregulierventil, Schläuchen, „Quecksilberfalle“, CV-AFS-Detektor, Gaswaschflasche und Magnetventilen





Zuerst werden die Argon- und Heliumdruckgasflaschen (5.1 und 5.2) mit einem passenden Druckminderer für Reinstgase versehen. Anschließend werden Teflonschläuche (6 mm AD) an die Niederdruckseite der Druckminderer angeschlossen. In beide Gasleitungen wird dann eine Quecksilberfalle eingesetzt, die aus einem Glasrohr (6 mm AD, 4 mm ID) gefüllt mit einem Gold/Platinnetz (5.24) besteht. 





Zusätzlich wird bei der Heliumanlage ein Nadelventil (5.25) und eine Gasreinigungsanlage (Oxisorb-Kartusche) zur Entfernung von Sauerstoffspuren (5.10) montiert. Zur Montage der Oxisorb-Gasreinigung muss die Bedienungsanleitung des Herstellers genau beachtet werden. Hinter der Gasreinigung wird bei der Heliumgasversorgung statt eines 6 mm-Teflonschlauches ein dünnerer Teflonschlauch (5.14) (2 mm AD, 1 mm ID) verwendet.


Mit Hilfe eines Dreiwegehahns (5.26) wird nun der Heliumgasstrom geteilt. Der kürzere Weg führt zu Magnetventil 1 (5.3), das ein Zweiwegemagnetventil ist. Der zweite lange Weg führt zu Magnetventil 3. Dieses ist ein Dreiwegemagnetventil (5.4). Zum Anschluss der Magnetventil-Steuerung siehe 4.9 Steuerung der Magnetventile.


Hinter  Magnetventil 1 (5.3) wird ein Dreiwegehahn (5.26) angeschlossen. Von diesem führt ein Weg zu Magnetventil 4 (5.3), der andere wird an das Tenax-TA-Adsorptionsröhrchen (5.8) angeschlossen. Siehe dazu 4.6.


Hinter dem Tenax-TA-Adsorptionsröhrchen (5.8) wird erneut ein Dreiwegehahn angeschlossen der zum einen zum Magnetventil 2 führt, zum anderen zu Magnetventil 3. Hinter dem Magnetventil 2 wird ein Schlauch angeschlossen, der in einem Abzug endet. 


Magnetventil 3 ist ein Dreiwegemagnetventil (5.4), an das dann die Gaschromatographiesäule (5.6) angeschlossen ist. Zur Herstellung und Installation der Gaschromatographiesäule siehe 4.7.


Hinter der Gaschromatographiesäule (5.6) wird die Pyrolyseeinheit installiert. Dabei muss darauf geachtet werden, dass sich keine brennbaren Stoffe in der direkten Umgebung oder über der Pyrolyseeinheit befinden. Dazu sollte ein Sicherheitsabstand von ca. 50 cm zu Kabeln, Schläuchen, Apparaturen etc. eingehalten werden. Es wird empfohlen, die Pyrolysezelle direkt über dem Aluminiumblech (auf der Oberseite) des Gaschromatographen zu plazieren.


Zur Herstellung und Installation der Pyrolyseeinheit siehe 4.8.


An den Ausgang der Pyrolyseeinheit wird der CV-AFS Detektor (5.21)-Eingang angeschlossen.  An den Ausgang des CV-AFS wird das Durchflussmessgerät (5.20) montiert. Die Ausgabe des Detektorsignals erfolgt über eine BNC-Steckverbindung.


Zum Anschluss des Detektors an einen PC oder einen Integrator siehe 4.9.





Hinter die Quecksilberfalle der Argongasversorgung wird Magnetventil 5 (5.3) montiert. Mit Hilfe von zwei Schnellverbindungen (5.23) wird daran die Gaswaschflasche (5.12) installiert. Der Ausgang der Gaswaschflasche (5.12) führt zu Magnetventil 4.






4.6 Herstellung und Anschluss der Tenax-TA Adsorptions-/Desorptionseinheit 


Ein etwa 10 cm langes Duran-Glasrohr wird vor dem Füllen mit ca. 10 ml 1,1,1,3,3,3 Hexamethyldisilazan (4.1.7) gespült und im Trockenschrank getrocknet. Anschließend wird in eine Seite des Röhrchens silanisierte Glaswolle eingebracht und ca. 3 cm eingeschoben. Dann werden von der anderen Seite 50 mg Tenax-TA 60/80 oder 80/100 eingefüllt. Anschließend wird auch von dieser Seite das Röhrchen mit silanisierter Glaswolle verschlossen. Abbildung 6 zeigt das fertige Adsorptionsröhrchen. Es wird empfohlen in einem Arbeitsgang mehrere Adsorptionsröhrchen herzustellen.
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Abbildung 6: Aufbau Tenax-TA-Adsorptionsröhrchen





Das fertige Tenax-TA-Röhrchen wird nun auf der Länge der Tenax-Füllung mit Nickel/Chromwiderstandsdraht umwickelt. Dann wird mit Hilfe der Zeitschaltuhr und durch Variation des Stroms bzw. der Stromstärke die Adsorptions-/Desorptionseinheit so eingestellt, dass das Tenax-Röhrchen innerhalb von ca. 45-50 Sekunden auf eine Temperatur von T=250°C aufgeheizt wird.
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Abbildung 7: Aufbau der Adsorptions-/Desorptionseinheit mit Zeitschaltuhr





4.7 Herstellung und Installation der Gaschromatographiesäule


Die Gaschromatographiesäule (5.6) wird aus einem 85 cm langen Duran-Glasrohr (AD 6 mm, ID 4 mm) selbst hergestellt. Dazu wird das Glasrohr entsprechend der Dimensionen  des Gaschromatographen mit einem Bunsenbrenner oder Glasbläserbrenner so stark erhitzt, dass es entsprechend den Anforderungen geformt werden kann. 


Als praktikabel erwies sich  eine U-Form ensprechend Abbildung 8 für den Gaschromatographen HP-5890 (5.5). Nach dem Abkühlen wird die gesamte Säule mit ca. 15 ml 1,1,1,3,3,3 Hexamethyldisilazan (4.1.7) gespült und im Trockenschrank getrocknet. Danach wird eine Seite der Säule mit silanisierter Glaswolle verschlossen und an eine Wasserstrahlpumpe mit einem Vakuumschlauch angeschlossen. Anschließend wird das Säulenmaterial 15% OV3 on DMCS WAW 60/80 durch vorsichtiges Einsaugen in die Säule eingebracht. Ständiges vorsichtiges Klopfen sorgt dafür, dass die Säulenpackung dicht erfolgt. Dann wird die offene Seite der Säule ebenfalls mit silanisierter Glaswolle verschlossen.
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Abbildung 8: Gaschromatographische Trennsäule – Schematische Darstellung





Die Gaschromatographiesäule wird anschließend in einen Gaschromatographen so eingebaut, dass sich die gesamte Füllung innerhalb des Ofens befindet. Der Gaschromatograph wird auf eine Temperatur von 85°C (isotherm) eingestellt. 


Es wird empfohlen den Gaschromatographen auch über Nacht nicht auszuschalten.





4.8 Herstellung und Installation der Pyrolyseeinheit


Zur Herstellung der Pyrolyseeinheit werden ein Quarzrohr (AD 6 mm, ID 4 mm) von etwa 15-20 cm, ein Gold/Platinnetz, ein sehr leistungsstarkes Labornetzteil (mind. 16A 32V) und ein Nickel/Chromwiderstandsdraht benötigt. 


Die Temperatur bei der Pyrolyse beträgt ca. 1150°C. 


Zur Installation wird zuerst das Gold/Platinnetz in die Mitte des Quarzrohres eingebracht. Um die Mitte des Quarzrohres wird ca. 40 cm Nickel/Chromdraht auf einer Länge von etwa 3,5 cm dicht gewickelt. An diesen Draht wird das Labornetzteil angeschlossen. Abbildung 9 zeigt die vollständige Pyrolyseeinheit.
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Abbildung 9: Pyrolyseeinheit





Die Schlauchverbindungen zum Quarzrohr müssen aus thermisch stabilem PTFE bestehen und mit Aluminiumfolie umwickelt werden. Das Quarzrohr sollte gut gesichert sein, da der Widerstandsdraht beim Betrieb sehr weich wird und das Gewicht des Röhrchens nicht alleine tragen kann. Deshalb wird empfohlen, an den Ausgang der GC-Säule ein Verbindungsstück in L-Form (90°Winkel, siehe Abb.9) anzuschließen.


Der Anschluss des Nickel/Chromdrahtes an das Netzgerät erfolgt mit Kupferkabeln von mindestens 1 mm .  Die Verbindung muss aufgrund der hohen Arbeitstemperatur mit einer Keramikklemme erfolgen.


Während des Betriebes muss die Temperatur des Quarzrohres 1150°C betragen. Die Temperatur muss mit einem geeigneten Thermometer überprüft werden.





4.9 Anschluss des Detektors an einen PC oder einen Integrator


Das Ausgangssignal des Detektors reicht von 0-7000 mV. Eine einfache mögliche Aufzeichnungsmethode ist der Anschluss eines geeigneten Integrators oder X/Y-Schreibers an den Detektor. 


Eine weitere Möglichkeit besteht in der Installation einer Digital/Analog-Wandlerkarte in einen PC mit entsprechender Software zum Aufzeichen und Auswerten der Mess-Signale. In diesem Fall wird die Kontron Integration Software 3.0 mit entsprechender A/D-Karte der Fa. Kontron empfohlen.


Steuerung der Magnetventile


Die Steuerung der Magnetventile wird durch eine Relaisschaltung ermöglicht. Eine solche Steuerung ist bereits in der FIMS-Software für die Amalgamierungsmethode vorgesehen und deshalb leicht zu integrieren. An die RS232-Schnittstelle der FIMS (Flow Injection Mercury System) werden die Magnetventile mit Hilfe einer Relaisschaltung angeschlossen und können so bequem über einen PC gesteuert werden. Die Stromversorgung wird durch ein einfaches 12V-Netzteil sichergestellt. Die Anordnung der Magnetventile erlaubt zwei Stellungen: 


Tabelle 17: Magnetventil-Stellungen zur Steuerung der „Purge-and-Trap- und Gaschromatographie-Position“





Magnetventil 1


Magnetventil 2


Magnetventil 3


Magnetventil 4


Magnetventil 5


1. Purge and Trap-Position


geschlossen


offen


geschlossen


offen


offen


2.Gaschromatographie-Position


offen


geschlossen


offen


geschlossen


geschlossen





Beim Umschalten von Position 1 auf Position 2 muss die Teflongaswaschflasche entfernt sein. 





Einrichten und Inbetriebnahme der Apparatur


Zum Einrichten und zur Inbetriebnahme der Apparatur müssen zunächst die Gasflüsse überprüft und wenn nötig korrigiert werden. Außerdem muss mit Hilfe von Seifenlösung oder speziellen „Lecksuchgeräten“ die Dichtigkeit sämtlicher Gasanschlüsse undVerbindungen überprüft werden. Treten Undichtigkeiten auf, muss mit Hilfe von Teflon-Dichtungsband nachgebessert werden.





Am Druckminderer der Heliumgasversorgung darf auf der Niederdruckseite ein Gasdruck von maximal 3,0 bar anliegen. Der Heliumgasfluss wird dann in der Magnetventil-Position 2 (Gaschromatographie) mit Hilfe der Feinregulierung so eingestellt, dass sich ein konstanter Fluss von 40 ml/min  2 ml/min ergibt. Dazu wird das Gasflussmessgerät  (5.20) hinter den Detektor angeschlossen. 


Anschließend werden die Magnetventile entsprechend Tabelle 15 auf Magnetventil-Position 1 (Purge and Trap) umgestellt.


Der dann resultierende Gasfluss sollte bei 50 ml/min   10 ml/min  liegen.


Anschließend wird der Fluss des Argons überprüft. Dazu wird eine mit 50 ml Wasser gefüllte Teflongaswaschflasche in den Gasstrom (siehe Abb.1) zwischen Magnetventil 5 und Magnetventil 4, mit Hilfe von Schnellverbindern (5.23), eingebracht.


Nun wird direkt am Ausgang von Magnetventil 2 der Gasfluss gemessen. Dieser sollte bei 580 ml/min  20 ml/min liegen. Durch vorsichtiges Regulieren an der Niederdruckseite des Argon-Gasdruckminderers kann dann der Gasfluss korrigiert werden. Anschließend werden die Temperaturen der Adsorptions-/Desorptionseinheit, des Gaschromatographen und der Pyrolyseeinheit überprüft und wenn nötig gemäß 4.6, 4.7 und 4.8 korrigiert.





4.10 Durchführung von Messungen


4.10.1 Warnhinweise


Bei der Durchführung der Methode sind stets Schutzhandschuhe, Schutzbrille und Kittel zu tragen. Bei der geschilderten Apparatur kommt es an der Pyrolyseeinheit zu sehr hohen Temperaturen von ca. 1000°C. Deswegen darf die Pyrolyseeinheit niemals unbeaufsichtigt gelassen werden. Die Apparatur darf nur von eingewiesenen Personen in Betrieb genommen werden.





4.10.2 Probenvorbereitung und Aufschluss


Die Probe wird gefriergetrocknet und bei hohen Fettgehalten über 10% (z.B. Fischleber) entfettet. 





Entfettung von fettreichen Proben (modifizierte Methode nach Smedes(1999))


Zuerst wird eine doppelte Trockengewichtsbestimmung mit einer repräsentativen Portion der Probe durchgeführt. 


Anschließend werden ca. 200 mg der feuchten Probe in ein 10 ml Zentrifugenglas überführt und 1,6 ml 2-Propanol und 2,0 ml Cyclohexan (4.1.12) zugegeben. Dann wird die Probe 2 Minuten mit einem Ultra Turrax homogenisiert. 


Nun werden W ml Wasser hinzugefügt. W berechnet sich nach folgender Formel:





file_376.unknown





thumbnail_342.wmf


[



]



[



]



100



%



*



Pr



2



,



2



lt



Wassergeha



g



ge



obeneinwaa



W



-



=












Anschließend wird die Lösung erneut 1 Minute mit dem Ultra Turrax behandelt und bei ca. 450 g zentrifugiert. Die organische (obere) Phase wird mit einer Pipette möglichst vollständig in einen zuvor gewogenen 30 ml-Kolben überführt. Dann werden 20 ml Cyclohexan/2-Propanol 87/13 (w/w) zum Rückstand gegeben und wiederum homogenisiert.


Nach anschließender Zentrifugation wird die organische Phase abgenommen und die organischen Phasen vereinigt. Die organische Phase kann danach am Rotationsverdampfer eingeengt werden. Nach Abblasen von organischen Lösungsmittelresten mit Stickstoff, Trocknung im Trockenschrank und anschließender Wägung zur Fettgehaltsbestimmung, kann der Rückstand der Analytik organischer Schadstoffe (z.B. PCB´s) zugeführt werden. 


Die wässrige Lösung und der darin suspendierte und entfettete Rückstand wird gefriergetrocknet und kann dann aufgeschlossen werden.


Der gefriergetrocknete Rückstand aus der Entfettungsprozedur oder die native gefriergetrocknete Probe wird mit Hilfe eines Mikrohomogenisators oder eines Mörsers möglichst fein zerstoßen. Etwa 50-100 mg dieser Probe werden in ein 10 ml Quarzgefäß überführt und mit 2 ml Tetramethylammoniumhydroxid versetzt. Der Aufschluss wird bei Zimmertemperatur durchgeführt. Um den Aufschlussvorgang zu beschleunigen, kann eine Schüttelapparatur verwendet werden. Der Aufschluss ist vollständig, wenn die Lösung klar ist und kein Bodensatz mehr vorhanden ist. Bei einigen Proben kann es vorkommen, dass sie unlösliche Bestandteile (Silikate, Chitin etc.) enthalten.  Dann sollte die Aufschlusslösung erst nach mindestens 24 Stunden zentrifugiert und der Überstand verwendet werden. 


Die Analyse eines Aliquotes des Aufschlusses bzw. der Standards wird wie in 4.10.3 beschrieben durchgeführt.


                                                                                      





4.10.3 Kalibrierung/Analyse von Proben 


Mit dem Methylquecksilberchlorid/Hg2+ Standardmix (4.3.3) wird nach dem vorgegebenen Schema aus Tabelle 18 eine Kalibrierung durchführt.



Tabelle 18: Pipettierschema


Reinstwasser


[ml]


Standardmix


(4.3.3)  [µl]


Entspricht


MetHg


[pg]


Entspricht


Hg2+


[pg]


Essigsäure-/Acetat Pufferlösung


(4.3.4) [ml]


Natriumtetraethylborat-Lösung (STEB)


(4.3.5)


[µl] 


50


10


39,95


50


3


500


50


30


119,85


150


3


500


50


50


199,75


250


3


500


50


70


279,65


350


3


500


50


90


359,55


450


3


500


50


0


0


0


3


500


50


Proben-aufschluss








3


500





Dazu werden zuerst immer 50 ml Reinstwasser in die Teflongaswaschflasche (5.12) vorgelegt. Dann werden der Reihenfolge nach der Standardmix (4.3.3) bzw. die Probenaufschlusslösung, 3 ml Essigsäure/Acetatpuffer (4.3.4) und zum Schluss 500 µl Natriumtetraethylboratlösung (4.3.5) in die Teflongaswaschflasche (5.12) pipettiert. Anschließend wird ein Magnetrührstab (5.15) hinzugefügt und die Gaswaschflasche verschlossen. Nun wird die Gaswaschflasche auf einen Magnetrührer (5.15) gestellt und mit Hilfe der Schnellverbinder (5.23) gemäß Abbildung 5 mit der Apparatur verbunden. Die Ventilsteuerung muss sich gemäß Tabelle 17 in der „Purge and trap“-Position befinden.


Dann wird der Magnetrührer eingeschaltet und für exakt 300 Sekunden Argongas durch die Gaswaschflasche geleitet. Der Argongasfluss muss dabei konstant bei 600 ml/min liegen. Dieses kann mit Hilfe der Feinregulierung (5.25) eingestellt werden. Nach Ablauf von genau 300 Sekunden wird zuerst das Ventil 5 geschlossen und die Gaswaschflasche (5.12) wird mit den Schnellverbindern (5.23) von der Apparatur getrennt. Dann wird das Magnetventil 4 und  das Magnetventil 2 geschlossen und die restlichen Ventile werden gemäß Tabelle 17 auf die Position 2 „Gaschromatographie“-Position umgestellt.


Nun wird die Aufzeichnung der Mess-Signale am PC bzw. Integrator gestartet und durch Betätigung der Zeitschaltuhr (5.19) das Tenax-TA Adsorptionsröhrchen innerhalb von einer Minute auf 250°C aufgeheizt. Dabei muss das Netzteil der Pyrolyseeinheit gemäß Abschnitt 4.8 und Abbildung 9 eingeschaltet sein. Die ethylierten Quecksilberverbindungen eluieren durch das Aufheizen und werden gaschromatographisch getrennt, in der Pyrolyseeinheit zu Hg0 reduziert und vom CV-AFS-Detektor detektiert. 


Die Mess-Signale werden dabei in Abhängigkeit von der Zeit aufgezeichnet. Dabei wird sowohl die Peakhöhe als auch die Peakfläche aufgezeichnet. Von jeder Kalibrierlösung werden drei Wiederholmessungen durchgeführt.


10 Minuten nach dem Einschalten der Zeitschaltuhr (5.19) ist die Analyse beendet. Die Magnetventile werden danach wieder auf die Position 1 „Purge and trap“ gebracht und die nächste Analyse kann durchgeführt werden.





4.10.4 Auswertung


Eine Auswertung der Mess-Signale ist über die Peakhöhe oder die Peakfläche möglich. Es wird empfohlen, die Auswertung über die Peakhöhe vorzunehmen.





Blindwertkontrolle


Zunächst wird die Analyse ohne Zugabe von Probe oder Standard durchgeführt. Normalerweise ergibt sich dabei kein Blindwert für Methylquecksilber und ein geringer Blindwert für anorganisches Quecksilber. Dieser Blindwert wird in einer Dreifachbestimmung ermittelt und bei der späteren Berechnung für den Gehalt an anorganischem Quecksilber berücksichtigt (subtrahiert). 


Dann wird durch Zugabe von 100 µl TMAH-Lösung und anschließender Analyse, der Blindwert des TMAH untersucht. Sollte hier ein gegenüber dem Blindwert erhöhter Wert auftreten, so sollte ein TMAH besserer Qualität verwendet werden. Ist dieses nicht verfügbar, so wird der Blindwert der TMAH-Lösung durch eine Dreifachbestimmung ermittelt und in der späteren Berechnung berücksichtigt.





Lineare Kalibrierfunktion


Bevor die Kalibrierfunktion berechnet wird, wird von den Messwerten der Blindwert abgezogen.


Dann wird der Mittelwert der korrigierten Peakhöhe von drei Wiederholmessungen für die Ermittlung und Berechnung der linearen Kalibrierfunktion verwendet. 





Berechnung des Methylquecksilber- und Quecksilbergehaltes mit Hilfe der Kalibrierfunktion


Der Quecksilbergehalt bzw. Methylquecksilbergehalt G der untersuchten Probe ergibt sich  nach folgenden Gleichungen:





GProbe[µg/kg]= file_377.unknown
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G(Blindwertkorrigiert): Gehalt der Probenlösung an Analyt [pg]


E: Einwaage [mg]


2000: Faktor 2000 µl Aufschlusslösung


V(Probenlösung): Volumen an Aufschlusslösung [µl]





Wurde die Probe vorher entfettet, ergibt sich der Quecksilbergehalt bzw. Methylquecksilbergehalt:


GProbe[µg/kg]= file_378.unknown





thumbnail_344.wmf


(



)



)



(



2000



*



)



(



100



[%])



*



)



(



(



)



(



Pr



obelösung



entfettet



entfettet



orrigiert



Blindwertk



V



E



Fettgehalt



E



G



+









G(Blindwertkorrigiert): Gehalt der Probenlösung an Analyt [pg]


E(entfettet): Einwaage [µg*103]


2000: Faktor 2000 µl Aufschlusslösung


V(Probenlösung): Volumen an Aufschlusslösung [µl]


Fettgehalt [%]





Standardaddition


Bei nur wenigen zu analysierenden Proben bietet es sich an, die Auswertung über das Standardadditionsverfahren vorzunehmen. Der Vorteil dieser Methode liegt vor allem darin, dass die Kalibrierung mit einer geringeren Anzahl von Standards (2-3) durchgeführt werden kann. 


Es wird empfohlen die Auswertung mit der Software „SQS“ (Fa. Perkin-Elmer) vorzunehmen. Dieses Programm ist Bestandteil der Software für die FIMS der Fa. Perkin-Elmer. Dabei sollte durch Vorversuche der ungefähre Gehalt an Methyl- und anorg. Quecksilber bestimmt werden. Dieser wird dann in etwa der gleichen, doppelten und dreifachen Konzentration zu der Probe addiert. 





Ist das Programm „SQS“ nicht vorhanden, erfolgt die Auswertung der Probenkonzentration, indem zuerst die Gerade der Additionskalibrierfunktion aus den Messwerten berechnet wird. 


Der Messwert ohne Standardaddition geteilt durch die Steigung der ermittelten Geraden ergibt dann den Gehalt an Methyl- bzw. anorganischem Quecksilber.


			


Versuche haben gezeigt, dass sich mit beiden Methoden zuverlässige Ergebnisse erzielen lassen.
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Abbildung 10: Kalibriergerade für Methylquecksilber (Peakhöhe)
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Abbildung 11: Kalibriergerade für anorganisches Quecksilber (Peakhöhe)
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Abbildung 12: Kalibriergerade für Methylquecksilber (Peakfläche)
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Abbildung 13: Kalibriergerade für anorganisches Quecksilber (Peakfläche)








9. Anhang-                                             Tabellen	- 219 -


9. Tabellarische Übersicht der Ergebnisse der Untersuchungen der Umweltproben


9.1 Ergebnisse der Untersuchungen der Fischembroyonen 2002


Tabelle 9.1:


2002


AUSB


AUSL


Wasser


Hg 


Hg .


MeHg 


MeHG 


STATION


 


 


gehalt


Mittelwert


STDABW.95%


Mittelwert


STDABW.95%


13


53°06'N


03°00'E


93,54%


2,3565


0,3700


1,2817


0,5780


14


53°06'N


03°30'E


91,35%


1,2996


0,2040


2,0217


0,6308


15


53°06'N


04°00'E


94,05%


0,8948


0,0957


0,2869


0,0551


17


53°24'N


03°00'E


92,37%


1,8106


0,1974


0,9357


0,1769


18


53°24'N


03°30'E


91,45%


0,6479


0,1101


0,1650


0,0203


19


53°24'N


04°00'E


92,16%


0,6425


0,1118


0,3207


0,0478


20


53°24'N


04°30'E


93,73%


0,1589


0,0513


0,1715


0,1543


21


53°42'N


03°30'E


92,18%


<E.G.


<E.G


0,2644


0,0796


22


53°42'N


04°00'E


88,97%


0,8301


0,1610


0,7438


0,1666


23


53°42'N


04°30'E


90,57%


0,9664


0,0937


0,5822


0,1415


24


53°42'N


05°00'E


90,33%


0,2267


0,0426


1,1470


0,7478


25


53°42'N


05°30'E


91,43%


1,4335


0,2838


0,6124


0,1304


26


53°42'N


06°00'E


90,31%


0,8905


0,2484


0,1333


0,1353


27


53°42'N


06°30'E


91,33%


2,8168


0,2732


0,6763


0,4606


28


54°00'N


04°00'E


92,72%


0,7547


0,1419


0,5649


0,1051


29


54°00'N


04°30'E


91,44%


2,7660


0,5477


0,1853


0,0660


30


54°00'N


05°00'E


93,73%


1,8069


0,5041


0,2883


0,0747


31


54°00'N


05°30'E


92,87%


1,1872


0,1152


0,4048


0,1008


37


54°18'N


05°00'E


89,07%


0,3764


0,0422


0,2053


0,0667


38


54°18'N


05°30'E


94,97%


1,6704


0,2906


0,5188


0,1318


39


54°18'N


06°00'E


90,72%


3,7228


1,0312


0,9305


0,2689


40


54°18'N


06°30'E


92,76%


0,6033


0,1261


0,3284


0,2239


41


54°18'N


07°00'E


92,04%


0,7267


0,1170


1,4366


0,2126


42


54°18'N


07°30'E


90,38%


2,7714


0,6873


1,0760


0,2087


43


54°18'N


08°00'E


90,77%


4,2960


0,6745


1,7744


0,3779


44


54°36'N


05°30'E


91,73%


1,2066


0,1894


0,8317


0,3959


45


54°36'N


06°00'E


93,60%


0,5097


0,0545


0,7178


0,1335


46


54°36'N


06°30'E


92,74%


0,4770


0,0520


0,6891


0,1061


47


54°36'N


07°00'E


93,98%


1,5586


0,2650


0,9466


0,3512


48


54°36'N


07°30'E


91,96%


0,8993


0,0728


0,3082


0,0441


49


54°38'N


07°51'E


92,92%


0,6312


0,1105


0,8165


0,1976


50


54°54'N


06°00'E


90,33%


3,6740


2,0427


2,2071


0,4878


51


54°54'N


06°30'E


93,45%


1,3565


1,2819


1,0631


0,2381


52


54°54'N


07°00'E


92,11%


<E.G.


<E.G.


0,2038


0,1547


53


54°54'N


07°30'E


93,06%


3,7912


1,2246


2,3970


0,5753


54


54°54'N


08°00'E


92,01%


2,2545


1,3256


0,1733


0,1560


55


55°12'N


06°30'E


88,21%


1,7965


0,3485


2,1878


0,5776


56


55°12'N


07°00'E


92,11%


0,9347


0,0907


0,8373


0,1239


57


55°12'N


07°30'E


93,54%


1,3914


0,2616


0,3418


0,0831


58


55°12'N


08°00'E


92,76%


0,6744


0,1335


1,0083


0,2198





9.2 Ergebnisse der Untersuchungen der Fischembroyonen 2003


Tabelle 9.2:


2003


AUSB


AUSL


Wasser


Anorg.Hg


Anorg. Hg .


MeHg


MeHg


STATION








gehalt 


Mittelwert


STDABW.95%


Mittelwert


STDABW.95%


1


51°50'N


03°00'E


92,8%


0,3840


0,2143


0,9925


0,1796


2


51°52'N


02°30'E


92,1%


4,9496


0,4356


0,9134


0,2622


3


51°54'N


03°30'E


93,5%


<EG


<EG


<EG


<EG


4


52°10'N


03°00'E


94,0%


0,7688


0,2045


0,6908


0,1741


5


52°10'N


03°30'E


92,7%


<EG


<EG


1,8150


0,4538


7


52°28'N


03°00'E


92,4%


0,1414


0,1258


0,5080


0,0904


8


52°28'N


03°30'E


92,7%


0,9498


0,1491


0,6991


0,1168


9


52°28'N


04°00'E


92,9%


2,7215


0,4273


1,2255


0,2561


10


52°48'N


03°00'E


92,4%


3,0961


0,3313


0,3708


0,2403


11


52°48'N


03°30'E


93,1%


1,3868


0,1512


0,3664


0,1063


12


52°48'N


04°00'E


92,9%


2,8227


0,4799


0,8044


0,3443


14


53°06'N


03°30'E


93,0%


4,3496


0,3523


0,5860


0,1981


15


53°06'N


04°00'E


92,7%


0,5775


0,1011


0,8584


0,0901


16


52°57'N


04°23'E


91,7%


0,9270


0,5154


0,9531


0,3622


18


53°24'N


03°30'E


92,2%


0,4776


0,4514


0,7009


0,3189


19


53°24'N


04°00'E


91,9%


2,4450


0,4254


0,7186


0,3348


20


53°24'N


04°30'E


91,7%


0,8224


0,2656


1,0936


0,2198


21


53°42'N


03°30'E


92,1%


0,4868


0,2862


0,2778


0,2036


22


53°42'N


04°00'E


87,1%


0,6059


0,1176


0,5390


0,0868


23


53°42'N


04°30'E


94,9%


1,0455


0,1014


0,2802


0,0765


24


53°42'N


05°00'E


90,8%


0,4351


0,0818


0,3660


0,0728


25


53°42'N


05°30'E


91,1%


2,4841


0,4919


0,8891


0,4268


26


53°42'N


06°00'E


88,9%


1,8494


0,5160


1,1900


0,3737


28


54°00'N


04°00'E


91,9%


2,6069


0,2529


0,1451


0,1742


29


54°00'N


04°30'E


91,9%


2,0232


0,2266


<E.G.


<E.G.


30


54°00'N


05°00'E


85,1%


0,8023


0,1396


0,6151


0,1052


31


54°00'N


05°30'E


91,0%


1,0400


0,2881


0,7511


0,2043


32


54°00'N


06°00'E


91,7%


0,9663


0,2020


1,0563


0,1511


33


54°00'N


06°30'E


91,7%


3,8494


0,6198


0,6051


0,5144


35


54°00'N


07°30'E


88,8%


0,8326


0,2065


0,7966


0,1474


36


54°00'N


08°00'E


91,4%


8,5916


0,8677


0,6487


0,5832


37


54°18'N


05°00'E


94,9%


0,5974


0,1481


0,3513


0,1065


38


54°18'N


05°30'E


92,9%


0,3824


0,0742


0,0863


0,0550


39


54°18'N


06°00'E


92,1%


1,0643


0,2480


0,4479


0,1818


41


54°18'N


07°00'E


92,9%


0,6648


0,1110


0,4521


0,0805


42


54°18'N


07°30'E


92,4%


1,6892


0,1503


0,5236


0,0859


43


54°18'N


08°00'E


91,7%


5,6537


0,6332


0,6984


0,4637


44


54°36'N


05°30'E


91,4%


1,9086


0,1451


0,1910


0,0625


45


54°36'N


06°00'E


91,2%


1,8778


0,1652


0,2805


0,1038


46


54°36'N


06°30'E


93,9%


0,7211


0,1067


0,1843


0,0792


47


54°36'N


07°00'E


92,2%


0,6107


0,2943


0,9966


0,2212


48


54°36'N


07°30'E


94,8%


0,6401


0,0909


0,5781


0,0809


50


54°54'N


06°00'E


88,7%


3,2643


0,2416


0,6867


0,0934


51


54°54'N


06°30'E


92,2%


1,4005


0,1443


0,2791


0,1030


52


54°54'N


07°00'E


95,4%


0,8774


0,1123


0,5499


0,0841


53


54°54'N


07°30'E


92,7%


7,8219


0,5710


0,4544


0,1581


56


55°12'N


07°00'E


92,0%


1,4619


0,3143


0,9702


0,2231


57


55°12'N


07°30'E


91,8%


0,4863


0,2149


0,7612


0,1911


9.3 Ergebnisse der Untersuchungen der Klieschenfiletproben 2003


Fisch


code


GEO-LAENGE


GEO-


BREITE


GEBIET


LEN


GEW


ALTER


Hg-Filet


MeHg-Filet


Wasser-gehalt[%]


1


05°07´73E


55°26´'75N


P01


24


136


4


5,964


84,853


81,8%


2


05°07´73E


55°26´'75N


P01


20


80


3


4,601


127,337


83,6%


3


05°07´73E


55°26´'75N


P01


21


93


3


4,157


21,576


81,2%


4


05°07´73E


55°26´'75N


P01


21


101


3


3,085


21,408


81,2%


5


05°07´73E


55°26´'75N


P01


21


84


k.a.


4,324


27,948


81,7%


6


05°13´'67E


55°25´10N


P01


23


111


3


3,635


107,001


84,0%


7


05°13´'67E


55°25´10N


P01


22


109


4


1,709


69,975


80,8%


8


05°13´'67E


55°25´10N


P01


22


97


4


8,707


137,228


85,1%


9


05°13´'67E


55°25´10N


P01


22


115


4


2,789


30,029


79,9%


10


05°13´'67E


55°25´10N


P01


21


102


4


9,279


80,608


80,8%


11


02°53´87E


56°31´17N


P02


23


111


3


4,320


201,136


83,6%


12


02°53´87E


56°31´17N


P02


20


74


3


4,666


130,917


84,5%


14


02°53´87E


56°31´17N


P02


24


125


4


8,672


186,355


82,4%


15


02°53´87E


56°31´17N


P02


23


114


3


8,781


116,440


84,0%


16


03°11´78E


56°41´10N


P02


23


120


4


7,324


139,154


83,5%


17


03°11´78E


56°41´10N


P02


23


126


4


10,764


88,736


83,3%


18


03°11´78E


56°41´10N


P02


22


101


3


9,624


254,157


84,1%


19


03°11´78E


56°41´10N


P02


22


79


4


9,814


100,807


86,0%


20


03°11´78E


56°41´10N


P02


21


94


4


6,999


68,495


82,4%


21


07°30´25E


54°15´66N


JMP


21


110


3


4,095


31,576


78,5%


22


07°30´25E


54°15´66N


JMP


24


148


4


3,995


67,224


79,6%


23


07°37´82E


54°23´77N


JMP


22


120


4


6,619


144,163


80,4%


24


07°37´82E


54°23´77N


JMP


21


95


3


10,935


185,243


83,3%


25


07°37´82E


54°23´77N


JMP


20


101


3


4,104


102,167


79,8%


26


07°37´82E


54°23´77N


JMP


21


99


3


9,512


221,374


80,2%


27


07°37´82E


54°23´77N


JMP


22


115


4


6,257


180,677


81,8%


28


07°37´82E


54°23´77N


JMP


22


123


4


6,952


125,472


80,7%


30


07°37´82E


54°23´77N


JMP


21


109


3


8,860


107,050


79,3%


31


10°24´35E


54°35´46N


B01


22


134


2


2,412


35,394


79,2%


32


10°24´35E


54°35´46N


B01


21


114


2


2,792


19,491


79,2%


33


10°24´35E


54°35´46N


B01


21


113


2


4,118


24,383


79,4%


34


10°24´35E


54°35´46N


B01


23


158


2


2,254


16,658


78,9%


35


10°24´35E


54°35´46N


B01


24


163


3


3,137


29,430


78,9%


36


10°24´35E


54°35´46N


B01


24


166


3


5,943


24,228


79,3%


37


10°24´35E


54°35´46N


B01


21


111


2


0,719


33,414


78,7%


38


10°24´35E


54°35´46N


B01


24


161


3


4,545


19,910


79,0%


39


10°24´35E


54°35´46N


B01


23


140


4


3,479


21,659


80,6%


40


10°24´35E


54°35´46N


B01


21


110


2


2,633


19,210


81,3%


41


02°07´08W


56°16´17N


N06


22


113


3


6,277


62,503


79,4%


42


02°07´08W


56°16´17N


N06


24


129


4


5,666


69,043


79,9%


43


02°07´08W


56°16´17N


N06


22


120


4


9,730


32,243


77,8%


44


02°07´08W


56°16´17N


N06


23


137


4


8,834


193,481


79,1%


45


02°07´08W


56°16´17N


N06


23


136


k.a.


2,503


16,256


78,8%


46


02°07´08W


56°16´17N


N06


20


92


4


5,686


30,855


82,5%


47


02°07´08W


56°16´17N


N06


23


132


4


8,012


50,141


80,1%


48


02°07´08W


56°16´17N


N06


24


149


3


4,894


62,013


80,8%


Tabelle 9.3:


Fortsetzung Tab.9.3


49


02°07´08W


56°16´17N


N06


23


123


4


6,091


69,850


78,9%


50


02°07´08W


56°16´17N


N06


21


108


3


8,631


76,231


80,4%


51


02°09´35E


54°27´23N


N04


24


139


4


32,585


256,953


80,3%


52


02°09´35E


54°27´23N


N04


21


92


4


7,159


130,946


80,5%


53


02°09´35E


54°27´23N


N04


22


118


4


7,433


359,505


81,5%


54


02°09´35E


54°27´23N


N04


21


103


4


12,174


91,177


81,5%


55


02°09´35E


54°27´23N


N04


22


103


4


7,680


92,079


80,4%


56


02°09´35E


54°27´23N


N04


24


159


4


3,921


51,827


81,5%


57


02°09´35E


54°27´23N


N04


23


126


4


5,802


84,412


80,5%


58


02°09´35E


54°27´23N


N04


22


108


5


4,045


89,134


79,8%


9.4 Ergebnisse der Untersuchungen der Klieschenleberproben 2003


Tabelle 9.4:


Fisch-


code


GEO


LÄNGE


GEO-


BREITE


GEBIET


LEN


GEW


ALTER


Hg-Leber


MeHg-Leber


Wasser-gehalt[%]


1


 05°07´73E


55°26´'75N


P01


24


136


4


30,907


6,59


75,00%


2


 05°07´73E


55°26´'75N


P01


20


80


3


50,96


26,791


79,00%


3


 05°07´73E


55°26´'75N


P01


21


93


3


29,502


10,635


70,40%


4


 05°07´73E


55°26´'75N


P01


21


101


3


35,688


5,609


76,40%


5


 05°07´73E


55°26´'75N


P01


21


84


k.a.


30,166


14,858


71,10%


6


05°13´'67E


55°25´10N


P01


23


111


3


60,18


23,704


75,90%


7


05°13´'67E


55°25´10N


P01


22


109


4


114,953


23,144


76,00%


8


05°13´'67E


55°25´10N


P01


22


97


4


136,826


34,128


73,10%


9


05°13´'67E


55°25´10N


P01


22


115


4


59,638


55,977


67,50%


10


05°13´'67E


55°25´10N


P01


21


102


4


61,094


11,75


73,60%


11


02°53´87E


56°31´17N


P02


23


111


3


207,697


120,017


78,40%


12


02°53´87E


56°31´17N


P02


20


74


3


136,401


31,744


75,90%


13


02°53´87E


56°31´17N


P02


22


104


3


157,894


37,431


71,80%


14


02°53´87E


56°31´17N


P02


24


125


4


105,186


59,366


69,50%


15


02°53´87E


56°31´17N


P02


23


114


3


118,995


32,138


73,90%


16


03°11´78E


56°41´10N


P02


23


120


4


148,567


54,345


75,40%


17


03°11´78E


56°41´10N


P02


23


126


4


123,926


20,874


74,40%


18


03°11´78E


56°41´10N


P02


22


101


3


343,223


77,148


74,50%


19


03°11´78E


56°41´10N


P02


22


79


4


258,749


35,113


78,30%


20


03°11´78E


56°41´10N


P02


21


94


4


349,75


78,437


79,20%


21


07°30´25E


54°15´66N


JMP


21


110


3


63,451


37,611


47,80%


22


07°30´25E


54°15´66N


JMP


24


148


4


80,053


48,846


55,30%


23


07°37´82E


54°23´77N


JMP


22


120


4


70,568


26,368


57,20%


24


07°37´82E


54°23´77N


JMP


21


95


3


41,57


30,142


55,90%


25


07°37´82E


54°23´77N


JMP


20


101


3


38,623


24,173


52,00%


26


07°37´82E


54°23´77N


JMP


21


99


3


58,894


38,201


65,20%


27


07°37´82E


54°23´77N


JMP


22


115


4


168,511


82,977


61,10%


28


07°37´82E


54°23´77N


JMP


22


123


4


74,773


53,504


59,60%


29


07°37´82E


54°23´77N


JMP


23


138


3


17,119


9,022


57,20%


30


07°37´82E


54°23´77N


JMP


21


109


3


41,111


63,774


50,80%


Fortsetzung Tabelle 9.4


31


10°24´35E


54°35´46N


B01


22


134


2


31,761


11,714


58,40%


32


10°24´35E


54°35´46N


B01


21


114


2


51,168


11,418


46,40%


33


10°24´35E


54°35´46N


B01


21


113


2


17,608


8,949


53,00%


34


10°24´35E


54°35´46N


B01


23


158


2


14,312


7,311


48,20%


35


10°24´35E


54°35´46N


B01


24


163


3


14,185


12,485


59,40%


36


10°24´35E


54°35´46N


B01


24


166


3


17,547


8,309


49,80%


37


10°24´35E


54°35´46N


B01


21


111


2


46,618


21,025


59,60%


38


10°24´35E


54°35´46N


B01


24


161


3


25,574


10,103


52,60%


39


10°24´35E


54°35´46N


B01


23


140


4


17,495


9,021


50,30%


40


10°24´35E


54°35´46N


B01


21


110


2


16,326


8,08


52,20%


41


02°07´08W


56°16´17N


N06


22


113


3


96,826


37,084


50,30%


42


02°07´08W


56°16´17N


N06


24


129


4


106,59


44,099


57,40%


43


02°07´08W


56°16´17N


N06


22


120


4


16,805


6,328


45,50%


44


02°07´08W


56°16´17N


N06


23


137


4


31,578


15,275


53,30%


45


02°07´08W


56°16´17N


N06


23


136


k.a.


26,819


14,188


51,70%


46


02°07´08W


56°16´17N


N06


20


92


4


29,764


15,861


48,40%


47


02°07´08W


56°16´17N


N06


23


132


4


28,897


15,511


51,60%


48


02°07´08W


56°16´17N


N06


24


149


3


46,547


25,493


58,30%


49


02°07´08W


56°16´17N


N06


23


123


4


38,605


13,505


43,40%


50


02°07´08W


56°16´17N


N06


21


108


3


34,53


20,347


48,50%


51


02°09´35E


54°27´23N


N04


24


139


4


54,594


55,18


54,30%


52


02°09´35E


54°27´23N


N04


21


92


4


69,496


83,856


56,20%


53


02°09´35E


54°27´23N


N04


22


118


4


76,89


24,469


54,10%


54


02°09´35E


54°27´23N


N04


21


103


4


37,002


10,484


50,50%


55


02°09´35E


54°27´23N


N04


22


103


4


65,473


31,238


56,00%


56


02°09´35E


54°27´23N


N04


24


159


4


28,963


22,834


51,80%


57


02°09´35E


54°27´23N


N04


23


126


4


49,888


29,808


60,20%


58


02°09´35E


54°27´23N


N04


22


108


5


44,318


47,089


57,80%


59


02°09´35E


54°27´23N


N04


21


93


3


63,555


43,608


58,30%


60


02°09´35E


54°27´23N


N04


22


105


4


80,267


29,48


59,60%






9.5 Ergebnisse der Untersuchungen der Sprottenfiletproben 2003


Tabelle 9.5


Sprotten


Station


GEO


GEO-


MeHg Filet


Stdabw.


Hg Filet


Länge


Wasser-








LÄNGE


BREITE


µg/kg


±








gehalt


1


37


54°18'N


05°00'E


22,475


2,147


<E.G.


8,9


80,70%


2


37


54°18'N


05°00'E


27,240


2,716


<E.G.


9,1


80,77%


3


37


54°18'N


05°00'E


48,446


4,567


<E.G.


8,4


78,87%


4


37


54°18'N


05°00'E


27,742


4,290


<E.G.


8,3


80,83%


5


37


54°18'N


05°00'E


41,023


3,987


<E.G.


11,3


77,27%


6


37


54°18'N


05°00'E


43,010


2,297


<E.G.


11,2


80,77%


7


37


54°18'N


05°00'E


33,650


1,902


<E.G.


12


79,70%


8


37


54°18'N


05°00'E


35,621


2,622


<E.G.


11,5


81,07%


9


37


54°18'N


05°00'E


44,291


1,007


<E.G.


12,8


80,33%


10


37


54°18'N


05°00'E


26,080


1,899


<E.G.


13,5


80,26%


11


37


54°18'N


05°00'E


17,318


1,685


<E.G.


13


79,11%


12


37


54°18'N


05°00'E


7,282


0,849


<E.G.


13,1


78,63%


13


37


54°18'N


05°00'E


46,082


0,660


<E.G.


16


80,45%


14


37


54°18'N


05°00'E


17,963


1,916


<E.G.


14,6


78,69%


15


37


54°18'N


05°00'E


41,405


1,472


<E.G.


15,5


79,09%


16


37


54°18'N


05°00'E


40,960


0,220


<E.G.


15


77,67%
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