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Fischproben aus der

Zusammenfassung
Im Rahmen des Umweltprobenbank-Programms wurden

Brassenmuskulatur- und Brassenleber-Homogenate des
Jahrgangs 2006 aus Rhein, Donau, Elbe, Saale, Mulde, Saar
und dem Belauer See mit einer speziesspezifischen Methode
(SID-GC/ICP-MS) und Isotopenverdinnungsanalytik auf
Methylquecksilber (CHsHg") untersucht. Auf das Frischge-
wicht bezogen wurden Konzentrationen von 93 - 354 ng/g in
den Muskelproben und 58 - 184 ng/g in den Leberproben
nachgewiesen. Alle Gehalte liegen damit deutlich oberhalb
der im EU-Kommissionsentwurf KOM (2006) 397, der Toch-
terrichtlinie zur Wasserrahmenrichtlinie, vorgeschlagenen
Umweltqualitdtsnorm fiir CHzHg" in Biota von 20 ng/g Frisch-
gewebe. Der Vergleich mit den Gesamtquecksilbergehalten
zeigte, dass Brassenmuskulatur und Brassenleber unter-
schiedliche Anteile von CHsHg" am Gesamtquecksilber auf-
weisen. Wahrend in den Leberproben die Anteile an Methyl-
quecksilber je nach Standort stark variierten (30 - 90 %),
waren die Schwankungen im Muskelgewebe deutlich ge-
ringer. Hier lag der CHsHg"- Anteil durchschnittlich bei 95 %.

Einleitung

Dank strikter Gesetzgebungen wurde der industrielle Ge-
brauch von Quecksilber und dessen Verbindungen in den
meisten Staaten in den letzten Jahrzehnten stark reduziert.
Dennoch stellen Altlasten in Sedimenten, die bei Hochwas-
serereignissen potentiell verfligbar werden koénnen, auch
aktuell eine Gefahrdung dar. Eine Ursache hierfur ist die
Mobilisierung des anorganischen Quecksilbers durch
Biomethylierung in Folge mikrobieller Aktivitdt in den aqua-
tischen Systemen. Das so entstandene Methylquecksilber
(CH3HgX; X = anionischer Ligand) hat lipophile Eigenschaften
und kann von Organismen durch Zellmembranen auf-
genommen werden. Dadurch kann es zu einer Bioakku-
mulation und im Nahrungsnetz auch zur Biomagnifikation
kommen (Merian et al. 2004). Bei der toxikologischen Bewer-
tung ist zu beriicksichtigen, dass CHsHgX bzw. CH3zHg" in
Fischen (Harris et al. 2003) aber auch im menschlichen
Korper Uberwiegend an Cystein gebunden vorliegt (Clarkson
2002). Durch diese Komplexierung wird die direkte toxische
Wirkung verringert, da der Inhibierung von Proteinen ent-
gegengewirkt wird. Jedoch ist das Cystein-Konjugat des
CHszHg" in der Lage, die Blut-Hirn-Schranke zu tberwinden.
Dies scheint auch die Ursache der erhdhten Neurotoxizitat
dieser Verbindung zu sein (Bridges und Zalups 2005)
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Im Jahr 2000 wurde mit der EU-Wasserrahmenrichtlinie
(WRRL) eine Regelung geschaffen, prioritare Schadstoffe in
Gewassern zu identifizieren und zu regulieren. Im Kom-
missionsentwurf KOM (2006) 397, der Tochterrichtlinie zur
WRRL, ist auch die Uberwachung einer Umweltqualitdtsnorm
(UQN) fiir CH3Hg" in Biota vorgesehen. Als UQN wurde 20
ug/kg CHsHg® im Frischgewebe aquatischer Organismen
abgeleitet.

In diesem Beitrag sollen die Methoden fiir die Untersuchung
auf Methylquecksilber, die im Rahmen der Umwelt-
probenbank des Bundes (UPB) angewendet werden, sowie
deren Ergebnisse vorgestellt und anhand des UQN-Vor-
schlags fir Methylquecksilber bewertet werden. Fiir die UPB
werden jahrlich Brassen von 17 Probenahmeflachen (PNF) in
sieben Binnengewassern beprobt (Abb. 1). Die Probenahme
der biologischen Proben erfolgt durch das Fach Biogeo-
graphie der Universitat Trier.
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Abb. 1: Probennahmeéebiete der Umweltprobenbank in
Binnengewassern. Die einzelnen Probenahmeflachen sind
durch Punkte symbolisiert (Codes siehe Tab. 2).
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Die Umweltprobenbank des Bundes wird vom Bundes-
ministerium fir Umwelt, Naturschutz und Reaktorsicherheit
finanziert und vom Umweltbundesamt koordiniert. Weitere
Informationen, Forschungsberichte und Recherche-
maogichkeiten zu Schadstoffgehalten sind unter
www.umweltprobenbank.de verfligbar.

UPB-Verfahren zur Methylquecksilber-Bestimmung

Zur Probencharakterisierung einiger aquatischer Organismen,
die als Homogenat-Teilproben in das UPB-Archiv eingelagert
werden, wird routinemaRig auch CHzHg" mit einem operatio-
nalen Verfahren gemessen. Hierbei wird das biologische Pro-
benmaterial mit verdinnter Salzsaure extrahiert und CH3Hg+
mittels Massenspektrometrie mit induktiv gekoppeltem Plas-
ma (ICP-MS) als Hg bestimmt, nachdem es (ber einen lonen-
tauscher vom Hg®* abgetrennt wurde (UBA 1996). Allerdings
ist die Methode aufgrund vieler manueller Teilschritte arbeits-
intensiv und relativ stéranfallig, was sich auch in teilweise
hohen Standardabweichungen der Ergebnisse widerspiegelt.
Um das derzeit eingesetzte Verfahren zur Bestimmung von
CH3Hg+ zusatzlich abzusichern, aber auch um durch einen
héheren Grad an Automatisierung eine zeitsparende und
robustere Methode zur Verfligung zu haben, wurde ein neues
Verfahren etabliert. Dieses basiert auf der Kopplung von Gas-
chromatographie (GC) und ICP-MS, wobei die speziesspezi-
fische Erfassung fllichtiger Elementverbindungen (Spezies)
ermdglicht wird. Das Verfahren hat gegeniber der bisherigen
Methodik deutliche Vorteile, da die Trennung der Quecksil-
berspezies (hauptsachlich CHsHg® und Hg®") nach Derivati-
sierung automatisiert mittels GC erfolgt und die Empfindlich-
keit durch Einsatz eines Sektorfeld-ICP-MS (SF-ICP-MS)
hoher ist.

Durch die Kopplungstechnik und die modifizierte Proben-
vorbereitung (in Anlehnung an Davis et al. 2007) werden
somit entscheidende Verbesserungen hinsichtlich Robustheit,
Reproduzierbarkeit, Zeitaufwand und Nachweisstarke erzielt.
Nicht zuletzt tragt bei Verwendung isotopenangereicherter
Standards der Einsatz der speziesspezifischen Isotopen-
Verdiinnungs-Analyse (SID, speciated isotope dilution) ent-
scheidend zur Minimierung von Fehlerquellen, wie Pro-
benverlust, nicht vollstandige Derivatisierung oder Artefakt-
bildungen bei, da diese keinen signifikanten Einfluss auf das
relative Isotopenverhaltnis als primare Messgrofie haben.

Durchfiihrung der speziesspezifischen Isotopen-Verdin-
nungs-Analysen

Die zu untersuchende Probenmatrix (Fischmuskulatur oder
-leber) wird zunachst durch alkalischen Verdau mittels Tetra-
methylammoniumhydroxid (TMAH) aufgeschlossen. Um die
Analyten mittels GC trennen zu konnen, ist eine Derivati-
sierung notwendig. Durch Einsatz eines Propylierungsmittels
(Natriumtetrapropylborat, NaBPr4) wird die Addition eines
Propylrestes (Pr) an das Methylquecksilber-Kation (CHsHg")
ermdglicht. Die resultierende Verbindung (CHsHgPr) kann
dann mit einem organischen L&sungsmittel (z.B. Hexan) ex-

14. Jahrg. 2008/ Nr. 4

Originalbeitrage

trahiert und mittels GC analysiert werden. Auf der GC-Saule
wird CH3HgPr chromatographisch von anderen Hg-Spezies -
vor allem Hg2+ als HgPr; - getrennt. Das als Detektor einge-
setzte SF-ICP-MS ist in der Lage, zeitaufgel6st und mit hoher
Empfindlichkeit die unterschiedlichen Quecksilbermassen
aufzuzeichnen. Zur Quantifizierung mittels speziesspezi-
fischer Isotopenverdiinnung wird nach dem TMAH-Verdau
eine bekannte Menge eines CHsHg-Standards zur Probe
addiert, der abweichend vom natiirlichen Isotopenverhaltnis
mit einer Isotopensorte stark angereichert ist (z.B. 200Hg als
CngongCI). Das in der Probe resultierende Verhaltnis der
Isotope (z.B. 200Hg/zozHg) ist nach dem Zeitpunkt der Addition
und homogener Verteilung in der Aufschlusslésung weitge-
hend konstant, da sich die originar in der Probe vorhandenen
und die addierte Methylquecksilberspezies nur noch tber ihre
Masse differenzieren lassen (Monperrus et al. 2004). Durch
Vergleich mit dem entsprechenden natirlichen Isotopenver-
héltnis kann nun eine sehr zuverlassige Gehaltsbestimmung
fur CHsHg® durchgefiihrt werden. In die entsprechende
Berechnungsformel sind als weitere Variable nur Masse und
Konzentration der addierten Standardmenge und die Proben-
einwaage einzusetzen.

Untersuchungsprogramm
Untersucht wurden Brassenmuskulatur-Homogenate (3fach)

von 16 UPB-Probenahmeflachen (PNF; siehe Abb. 1) der
Probenahme 2006. Fir finf PNF (Elbe: Prossen, Barby.
Blankenese; Rhein: Weil, Bimmen) wurden auch Brassen-
leber-Homogenate des gleichen Jahres untersucht (2fach).
Zum Methodenvergleich wurden Proben sowohl mit der neu
etablierten SID-Methode als auch mit der bisher eingesetzten
operationalen Methode (UBA 1996) auf ihren Gehalt an
CH3Hg" analysiert. Zur Qualitatssicherung und Methodenvali-
dierung wurden Kontrollproben sowie interne und zertifizierte
Referenzmaterialien (CRM) mitgefiihrt.

Da in allen UPB-Proben routinemaRig auch der Gesamt-
quecksilbergehalt nach Aufschluss bestimmt wird, kénnen
diese Daten jeweils mit den CHsHg-Ergebnissen verglichen
und der Anteil des Methylquecksilbers am Gesamtqueck-
silbergehalt berechnet werden.

Ergebnisse und Diskussion

Zunachst wurde die neu etablierte SID-Methode validiert.
Dazu wurden die Parameter Reproduzierbarkeit, Nachweis-
und Bestimmungsgrenze sowie Blindwerte bestimmt. Die
Reproduzierbarkeit der Messungen wird aus den Wie-
derfindungsdaten der Referenzmaterialien Uber die relative
Standardabweichung (Srel) errechnet. Die Reproduzierbarkeit
wird als ausreichend angesehen, wenn Sy < 10 % ist. Diese
Bedingung wird fir die CRM erfillt. Tabelle 1 fasst die
entsprechenden Qualitatssicherungsdaten zusammen.
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Referenz- GC-ICP-MS (A) ICP-MS (B) PNF GC-ICP-MS (A) ICP-MS (B) WF
material WF Srel n WF Srel n CHng Srel % CH3Hg Sre| % B/A
[%] [%] [%] | [%] [ng/g] | (n=3) | [ng/g] | (n=3) | [%]
NIST 94 3,2 14 70 6,9 8 Elbe
DORM2 Prossen
BCR463 100 0,6 17 - - - (E1) 1560 2,7 1380 4,8 89
(tuna fish) Zehren
UPB 114 1,2 17 92 4,5 8 (E2) 1860 1,2 1520 6,8 82
Brassen- Barby (E3) 1200 0,4 1040 4,9 87
muskel# Cumlosen
DOLT3 102 24 S | 80 | (24) | 2 (E4) 1520 1,1 1250 | 3,6 | 83
UPB 126 1,9 5 106 | (1,8) | 2 Blanke-
Brassen- nese (E5) 463 2,2 402 55 87
leber# Mulde
# Vergleichswerte beruhen auf nur 3 Messwerten (CV-AAS). Dossau 1330 21 1160 37 87
(Mu)
Tab. 1: Wiederfindung (WF) im Vergleich zum zertifi- Saale
zierten bzw. dokumentierten Gehalt und relative Standard- Wettin 1640 1,2 1360 3,1 83
abweichung (S fUr die untersuchten Referenzmaterialien im (Sa)
Methodenvergleich (n = Anzahl der Messungen). Fett: CRM. Rhein
Die Nachweisgrenze wurde aus Blindwertuntersuchungen Weil (R1) 528 1,8 425 4,2 81
ermittelt (DIN 32645: Leerwertmethode). Es ergibt sich ein Iffezheim
Wert von 0,5 ng/g bei 1 g Einwaage (Frischgewicht). Durch (R2) 1170 0,5 939 4,2 80
Multiplikation der Nachweisgrenze mit dem Faktor 3 ergibt Koblenz
sich eine Bestimmungsgrenze von 1,5 ng/g. (R3) 636 0,5 508 4,1 80
Bimmen
Zur Prifung moglicher Stérungen wurde mittels SID die (R4) 939 09 742 3,1 9
Konzentration im Chemikalienblindwert (Aufschlusslésung) S:.alar
auf 0.001 ng/mL abgeschatzt. Dieser Wert liegt umgerechnet (GSu1c;|ngen 456 24 390 2,6 86
bei u"nte_r SQ % de:r err.echneten.BG. Das Signall./ Rausch- Rehiingen 536 23 156 3.0 85
Verhaltnis liegt fur diesen Blindwert noch Uber dem (S2)
Schwellenwert von 6:1, der als unteres Limit fir ein auswert- Donau
bares Slgljla| herangezogen wurde und die untere Grenze des Jochen- 1360 07 1060 a1 78
Messbereiches darstellt. stein (D1)
Kelheim 770 1,0 624 23 81
Die Ergebnisse des Methodenvergleichs sind in Tabelle 2 (D2)
zusammengestellt. Die spezies-spezifische Methode lieferte Uim (D3) 443 1,2 364 3,4 82

deutliche héhere Werte. Bezogen auf diese Ergebnisse ergab
die operationale Methode eine durchschnittliche Wiederfin-
dung von 83 + 3 %. Diese niedrigeren Werte sind vermutlich
auf Verluste bei der Probenaufarbeitung zuriickzufiihren. Da
auch die Ergebnisse der CRM fir die GC-ICP-MS naher an
den zertifizierten Werten lagen, werden die Ergebnisse der
spezies-spezifischen Methode als richtig gewertet und im
Folgenden diskutiert.

Fur die Brassenmuskulatur-Proben wurden mittels GC-
ICP-MS auf Trockengewicht (TG) bezogene CH3zHg-Konzen-
trationen zwischen 443 ng/g (Donau, Ulm) und 1860 ng/g
(Elbe, Zehren) gefunden (Tabelle 2). Fir die Brassenleber
betrug der Bereich der CH3;Hg-Gehalte 188 ng/g (Rhein, Weil)
bis 764 ng/g TG (Elbe, Possen).

Fir Blankenese ist auch ein zeitlicher Vergleich mdglich,
da das untersuchte UPB-Referenzmaterial (Tabelle 1) fir die
Brassenmuskulatur von diesem Standort stammte. Wahrend
1993 der CH3Hg-Gehalt 1976 ng/g TG betrug, lag er 2006 mit
463 ng/g TG deutlich niedriger (- 77 %).
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Uber die Codes ist in Abb. 1 die Lage der PNF ersichtlich.

Tab. 2: Ergebnisse des Methodenvergleichs flr die Brassen-
muskulatur-Homogenate 2006 (als ng/g TG). Die Wieder-
findung (WF) von Methode B wurde im Verhaltnis zu Methode
A berechnet.

Der Vergleich der CH3Hg-Konzentrationen mit den Gesamt-
quecksilbergehalten zeigt, dass Brassenmuskulatur und
Brassenleber unterschiedliche Verteilungen von Methyl- und
Gesamtquecksilber aufweisen. Wahrend in den Leberproben
der Anteil an Methylquecksilber stark variierte (30 - 90 %),
waren die Schwankungen im Muskelgewebe deutlich
geringer. Im Brassenmuskel lag im Mittel 95 % des Queck-
silbers als CHsHg" vor (Abb. 2). Damit scheint die Uber-
wachung im Muskelgewebe im Vergleich zur Leber besser
geeignet fur ein Trendmonitoring. In den UPB-Homogenaten
der Brassenmuskulatur lag im Jahr 2006 der Gesamt-
quecksilbergehalt zwischen 474 ng/g und 1850 ng/g TG
(Leberhomogenate: 195 - 2370 ng/g TG). Eher gering belastet
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waren die Fische aus der Saar (Gidingen, Rehlingen) und
aus Blankenese. Die hochsten Gesamtquecksilbergehalte
wiesen die Fische aus dem Ober- und Mittellauf der Elbe
sowie aus den Elbenebenflissen auf. Die geringste Queck-
silberbelastung wurde in Brassen aus dem Belauer See
gefunden, der nur geringen anthropogenen Einflissen aus-
gesetzt ist und als Referenzgebiet fiir die limnischen Stand-
orte der UPB dient. Hier betrug der Gesamtquecksilbergehalt
in der Brassenmuskulatur 145 ng/g TG (2005; der CH3Hg-
Gehalt wurde nicht untersucht).
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Abb. 2: Vergleich der Methylquecksilbergehalte von Musku-
latur- und Leberhomogenaten 2006 (ng/g TG; CH3sHg-Gehalt
umgerechnet auf Hg).

Im Kommissionsentwurf KOM (2006) 397, der Tochter-
richtlinie zur WRRL, ist fiir CHsHg" eine Umweltqualitatsnorm
(UQN) von 20 ug/kg (= 20 ng/g) CHsHg" im Frischgewebe
aquatischer Organismen abgeleitet worden. Fiir eine Bewer-
tung im Rahmen dieser Richtlinie wurden die Ergebnisse der
Brassenuntersuchungen fiir CHsHg" auf das Frischgewicht
bezogen (Wassergehalt im Brassenmuskel ca. 75 - 80 %, in
der Brassenleber ca. 65 - 75 %). Die resultierenden Konzen-
trationen liegen mit ca. 60 - 360 ng/g deutlich oberhalb der
vorgeschlagenen UQN fiir CHsHg®. Allerdings ist in der
Richtlinie nicht spezifiziert, in welchem Organ bzw. Gewebe
die UQN uberpruft werden soll oder ob der Organismus als
Gesamt-Homogenat untersucht werden soll. Da der Filetanteil
in Brassen ca. 30 % (Leber: 1 - 2 %) betragt, liegt aber auch
bei Umrechnung auf das Gesamtfischgewicht unter der
Annahme, dass im restlichen Fischkorper kein CH3Hg+ nach-
zuweisen ist, eine Uberschreitung der UQN vor.

Die Ergebnisse belegen, dass weitere Anstrengungen zur
Reduktion der Quecksilberbelastung unternommen werden
muissen, um dem Ziel der WRRL, der Erreichung eines guten
chemischen und 06kologischen Zustands fiir Oberflachen-
gewasser bis zum Jahr 2015, ndher zu kommen.
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