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KAPITEL 1 EINLEITUNG UND ZIELSETZUNG

1.  Einleitung und Zielsetzung

Seit den 1960er Jahren wurden Tributylzinnverbindungen (TBT) als biozider Wirkstoff in
Antifouling-Anstrichen fur Schiffsrimpfe zugesetzt. Um 1980 wurde TBT in Frankreich zum
ersten Mal mit Schalenverformungen bei Austern in Verbindung gebracht, nachdem in der
Bucht von Arcachon die Austernindustrie zusammengebrochen ist. In den folgenden Jahren
wurden der Verkauf und die Verwendung von TBT-haltigen Antifouling-Farben zun&chst in
Frankreich, spater in der ganzen EU und weiteren Landern Schritt fur Schritt eingeschrénkt,
was in einem vollstdndigen EU-weiten Verbot ab 2003 mundete. Die Umweltprobenbank des
Bundes archiviert seit Mitte der 1980er Jahre Umweltproben aus Nord- und Ostsee sowie
mehreren deutschen Flissen. In friheren Arbeiten wurden bereits Zeitreihen von
Brassenmuskulatur  (1988-2003)™ sowie Zeitreihen von Aalmuttermuskulatur und
Miesmuscheln  (1985-2008)2* von TBT und dessen Abbauprodukten Di- und
Monobutylzinn (DBT bzw. MBT) erstellt und bewertet.

Bisher wurde fir die Bestimmung von Tri-, Di- und Monobutylzinn zunéchst die
Gaschromatographie (GC) in Kopplung mit einem Atomemissionsdetektor und spéater die
speziesspezifische Isotopenverdiinnungsanalyse mit GC/SF-ICP-MS-Kopplung als Trenn-
und Detektionseinheit verwendet. Im Rahmen dieser Arbeit soll die bestehende Methode an
einem GC/ICP-MS-System mit einem Quadrupol als Massentrenneinheit mittels einer
Grundvalidierung etabliert werden. Des Weiteren sollen ausgewahlte Zeitreihen mehrerer
Probenahmeflachen von den im vorigen Abschnitt genannten biologischen Proben bis zum
Jahr 2013 vervollstdndigt werden. Die Auswahl der Probenahmeflachen soll dabei so
getroffen werden, dass die gewonnenen Daten einen maoglichst breiten Uberblick tiber den
Zustand deutscher Gewasser bezlglich der Belastungen mit Butylzinnverbindungen liefern.

Dazu soll die Auswahl der Probenahmeflachen folgende Kriterien erfillen:

e unterschiedliche Gewasser (Nord-, Ostsee, verschiedene Fliisse)
e unterschiedliche Okosysteme

e unterschiedliche Nutzung der Gewasser und der Umgebung

Zusétzlich soll am Beispiel der Miesmuschel gezeigt werden, ob und wie sich die

Bioakkumulation von Butylzinnverbindungen (BZV) im Jahresverlauf &ndert.
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2 Grundlagen

2.1  Organozinnverbindungen
2.1.1 Chemische Eigenschaften

Organozinnverbindungen sind organometallische Verbindungen, die in der Regel vierwertiges

Zinn als Zentralatom besitzen. Ihre allgemeine Strukturformel lautet:
RHSHX(4_n)

mit R = kovalent gebundener organischer Rest
X=anionisches Gegenion
n= naturliche Zahl zwischen 1 und 4

Die Sn-C-Bindung ist stabil gegeniiber Reaktionen mit Wasser, Luftsauerstoff und Hitze.
Gespalten werden kann die Bindung lediglich durch starke S&uren, stark elektrophile
Reagenzien und UV-Strahlung.™ Die chemischen und physikalischen Eigenschaften der
Organozinnverbindungen (OZV) hangen von der Anzahl und der Art der organischen
Substituenten und der Elektronegativitat des Gegenions ab. Mit steigendem Alkylierungsgrad
und steigender Kettenldnge des organischen Restes verringert sich die Wasserloslichkeit der
0ZzV, gleichzeitig steigt ihre Neigung an Sediment oder Schwebstoffe zu adsorbieren, ebenso
nimmt die Bioakkumulation zu. Zusatzlich beeinflussen Faktoren wie der pH-Wert oder die
Salinitat der Umgebung das Ad- und Desorptionsverhalten der OZV.! Beispielsweise ist der
pH-Wert ausschlaggebend dafir, in welcher Form hydrolysierte Butylzinnverbindungen in
wassrigen Losungen vorliegen. Ist der pH-Wert kleiner als der pK,-Wert der BZV, liegt die
Verbindung vorwiegend als Kation vor; im entgegengesetzten Fall bildet sich der neutrale

Hydroxokomplex. Der pK,-Wert von TBT wird in der Literatur mit 6,51angegeben.[”

2.1.2 Herstellung von Organozinnverbindungen

Die industrielle Synthese von OZV verlauft hauptséchlich tber das vierfach substituierte Sn-
Derivat. Die é&lteste Methode zur Darstellung dieser Verbindungen ist die Umsetzung von
metallischem Zinn (siehe Schema 1 a) oder einem Zinn(ll)halogenid mit einer halogenierten
organischen Verbindung. Die heutzutage Ublicherweise angewandten Darstellungsverfahren
basieren auf der Umsetzung von Zinn(1V)halogeniden zu Tetraorganozinnverbindungen. Dies
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kann mit einer Grignard-Reaktion (siehe Schema 1 b), einer Transmetallierung mit
Alkylaluminiumverbindungen (siehe Schema 1 c) oder der Wurtz-Synthese (siehe Schema

1 d) realisiert werden.
a 2RX + Sn — = R,SnX,
b) SnCl, + 4RMgX ——= R,Sn + 4MgXCl
c) 3SnCl, + 4AIR;, —= 3R,Sn + 4AICl

d SnCl, + 4RClI + 8Na — = R,Sn + 8 NaCl

Schema 1: Darstellungsverfahren von Organozinnverbindungen.

Im zweiten Reaktionsschritt reagieren die R,Sn mit SnCl, in einer Kocheshkow-Reaktion zu
Mono, Di- und Tributylzinn. Uber die Stochiometrie der Edukte lasst sich steuern, welche

Reaktionsprodukte erhalten werden (siehe Schema 2).!

3RSn + SnCl, —= 4R;SnCl

Schema 2: Reaktionsgleichungen der Kocheshkow-Reaktionen zur

Synthese von TBT, DBT und MBT (d. h. fur R = C4H9).

2.1.3 Verwendung von Organozinnverbindungen

Schétzungen zu Folge betrug die Produktion an Organozinnverbindungen Mitte der 1990er
Jahre etwa 50.000 t/Jahr. Die praktische Verwendung von OZV beschrankt sich auf Mono-,
Di- und Triorganozinnverbindungen. Tetraorganozinnverbindungen dienen zwar als wichtiges
Zwischenprodukt in der Synthese der geringer substituierten OZV, finden ansonsten aber
keine weitere nennenswerte Anwendung. Ca. 60-70% der Jahresproduktion entfielen auf
Mono- und Diorganozinnverbindungen, die hauptséchlich als Hitze- und Licht-Stabilisatoren
in PVC eingesetzt werden. Die Verwendung von OZV als Biozid war das zweitgrofite
Anwendungsgebiet. Die grofite Wirksamkeit und infolgedessen auch die groften
Auswirkungen auf die Umwelt gingen von Triorganozinnverbindungen aus. TBT-

Verbindungen wurden als Antifouling-Mittel Schiffsfarben zugesetzt, um den Bewuchs der

3
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Schiffsrimpfe durch Algen und/oder Muscheln zu unterbinden. Ferner wurden
Triorganozinnderivate als Fungizid, Insektizid oder Akarizid in Landwirtschaft und in
Holzschutzmitteln verwendet. Ein kleiner Teil der OZV-Produktion wird als Katalysator in
der chemischen Industrie zur Beschichtung von Glas und im Materialschutz verwendet. Einen

Uberblick tber die wichtigsten Anwendungen gibt Tabelle 1.9

Tabelle 1: Ubersicht iiber die Anwendungen von OZV (Daten zusammengestellt aus ! und ).

Anwendung Funktion ozv
R . . .. R,SnX;, RSnX;3
PVC-Stabilisation Licht- und Hitzestabilisator _
mit R = Me, Bu, Oct
Antifouling-Anstrich Biozid R;SnX mit R = Bu, Ph

) Fungizid, Insektizid, Akarizid, )
Pflanzenschutzmittel _ _ R3;SnX mit R = Ph, Cy
AntifraBmittel

Holzschutz Fungizid, Insektizid Bu;SnX

Mez SHX2 y RSHX3 m |t

Glasveredlung Precursor fur SnO,-Filme = Me B
= Me, Bu

Materialschutz (Stein, Leder, o o o
Fungizid, Algizid, Bakterizid Bu;SnX

Papier)
Zusatz bei der Impragnierung o ) )
. Insektizid, Antiframittel Ph;SnX
von Textilien
Silikon-, Polyurethan-
Katalysator Bu,SnX,

herstellung

2.1.4 Eintrag in die Umwelt und Verhalten in der Umwelt

Die einzigen natdrlich vorkommenden Organozinnverbindungen sind methylierte Spezies, die
durch Biomethylierung von anorganischem Zinn entstehen.™ Wie alle ubrigen OZV sind
auch die BZV, die in der Umwelt auftreten, anthropogenen Ursprungs.!”? Die Hauptbelastung
aquatischer Okosysteme mit TBT entsteht durch den Eintrag aus Antifouling-Anstrichen, da
die Verbindungen auf direktem Weg in das Okosystem gelangen. Dies geschieht sowohl
durch Auswaschung der Farben als auch bei der Reparatur und Wartung von Schiffen. Daher
ist die Belastung in See- und Flussgebieten mit hohem Schiffsaufkommen mit am hdchsten.

Zusétzlich kénnen OZV durch Industrieabwésser und durch Auswaschungen aus chemisch

4
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KAPITEL 3
behandelten landwirtschaftlichen Flachen in Gewésser eingetragen werden. Dies ist vor allem
in Kustengebieten, fir Flusssysteme und das Grundwasser von Bedeutung. Zusétzlich kénnen

OZV aus Kunststoffen freigesetzt werden. Hiervon sind besonders Gewaésser in der
Umgebung von Milldeponien, kommunale Abwasser und Klarschlamme betroffen. In
Abbildung 1 ist eine vereinfachte Darstellung des Eintrags und Verbleibs von OZV in
aquatischen Systemen dargestellt. Die Hauptursache fur die Kontamination von Bdden ist das
Aufbringen von Agrarchemikalien auf landwirtschaftliche Flachen. Auch das Ausbringen von

belasteten Klarschlimmen tragt hierzu bei.>"!
Industrial wastewater

Municipal wastewater
Sewage sludge
UV-lrradiation

Landfill leachates
Runoff i Antifouling paints

Photochemical degradatlon {
[

v
\
} .

R,Sn
RySnX |}
. RySNX; ~ Ay /
o0 2 2
e RSnX, s%,,b yon [
Z De f

A j/ Biological \% ™
degradation
.\ ~. ;J‘_‘-','ﬁl OV, Ko B e e

Abbildung 1: Eintrag und Verbleib von OZV in aquatischen Okosystemen.*)

Das Verhalten von OZV in der Umwelt kann in die Teilprozesse Abbau, Adsorptions-
vorgange und Bioakkumulation gegliedert werden. Der Abbau erfolgt dabei in schrittweiser

Dealkylierung bis hin zum anorganischen Sn-Kation (siehe Schema 3)

Schema 3: Schrittweiser Abbau von OZV.

RSh ——= RSNX ——= RSnX, ——= RSnX; ———= SnX,
Das Einwirken von UV-Licht auf OZV ist der schnellste Weg die Sn-C-Bindung zu spalten

Die durch Sonneneinstrahlung induzierte Photolyse verliert jedoch mit zunehmender Wasser-
tiefe an Bedeutung, da die Lichtintensitat mit der Tiefe abnimmt. Daher kénnen im Sediment
oder in Boden gespeicherte OZV nicht durch UV-induzierte Spaltung abgebaut werden. In
diesen beiden Kompartimenten sind vor allem Mikroorganismen, die in der Lage sind OZV

zu metabolisieren, fir den Abbau verantwortlich. Ferner kann die Sn-C-Bindung durch
5
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natlrlich vorkommende elektro- und nucleophile Verbindungen wie z. B. Mineralséduren oder
Carbonsduren heterolytisch gespalten werden. Ebenfalls wird die Geschwindigkeit des
Abbaus von Temperatur, Anwesenheit von Sauerstoff und anderen Umweltbedingungen
beeinflusst.l>*!

OZV konnen auf verschiedene Arten an Schwebstoffe, Sediment oder Mineralien adsorbiert
oder gebunden werden. Tonmineralien und Mineraloxide, die eine negative Ladung an der
Oberflache tragen, sorbieren Triorganozinnverbindungen (ber Kationenaustauschprozesse.
Komplexierende funktionelle Gruppen (z. B. Carboxylat- oder Phenolatgruppen) sind ebenso
in der Lage Organozinnverbindungen zu binden. Wichtige Faktoren, welche die
Adsorptionsprozesse kontrollieren, sind z. B. die Molekdlstruktur der OZV, die vorhandenen
Arten an Austauschkationen, der pH-Wert und Salzgehalt des Umgebungswassers sowie die
mineralogische und chemische Zusammensetzung des Adsorptionsmaterials. Da Adsorption
und Desorption im Gleichgewicht stehen, kdnnen Boden und Sedimente als Speicher von
OzV dienen. Wenn sich &uflere Parameter andern oder wenn Sedimente durch &ulere
Einflisse (z. B. Tidengang, Sturm, Aushebungen) resuspendiert werden, kénnen die OZV

wieder an die Wasserphase abgegeben werden.>*?

Allgemein kann die Bioakkumulation als ein Gleichgewicht zwischen Aufnahme in
Organismen und Ausscheidung bzw. Abbau einer Verbindung angesehen werden. Daher ist
sie abhangig von der Bioverfiigbarkeit einer Verbindung und der Fahigkeit der Organismen,
diese wieder auszuscheiden oder zu metabolisieren. Die Bioverfligbarkeit und folglich auch
die Bioakkumulation von Organozinnverbindungen sind, ebenso wie die vorher beschrie-
benen Prozesse, von einer Vielzahl an Umweltfaktoren abhdngig. Neben der Art und der
Physiologie der Organismen haben natirlich auch die chemischen Eigenschaften der OZV,
insbesondere der lipophile Charakter, der pH-Wert und der Gehalt an organischem Material in
der Umgebung, einen groRen Einfluss auf die Verfligbarkeit fir Organismen. Beispielsweise
steigt die Bioverfugbarkeit von TBT, wenn der pH-Wert groRer als der pK,-Wert von TBT ist.
Eine Erklarung hierflr ist, dass die neutralen Hydroxokomplexe die Zellmembranen besser
passieren kdnnen als die TBT-Kationen. Dagegen sinkt die Bioverfligbarkeit in Anwesenheit
hoher Konzentrationen an Humins&uren und anderen ungeltsten organischen Verbindungen.
Es wird angenommen, dass die gebildeten Komplexe zu grol3 oder zu polar sind, um tber die

Zellmembranen aufgenommen zu werden.> 712
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2.15 Toxizitat

Die Toxizitat von OZV st in erster Linie vom Substitutionsgrad und der Kettenldnge der
organischen Reste abhangig. Die grolten Auswirkungen auf Organismen werden von
trisubstituierten OZV ausgelbt. Dabei ist zu beobachten, dass die Art des organischen Restes
entscheidend dafir ist, welcher Organismus von der toxischen Wirkung betroffen ist (siehe
Tabelle 2).

Tabelle 2: Wirkung unterschiedlicher Triorganozinnspezies auf Organismen (nach ),

Triorganozinnspezies Organismus

Trimethylzinn Insekten

Triethylzinn Séugetiere

Tripropylzinn gram-negative Bakterien

Tributylzinn gram-positive Bakterien, Fische Pilze, Weichtiere
Triphenylzinn Fische, Pilze, Weichtiere

Tricyclohexylzinn Milben

Die akute Toxizitdt von OZV sinkt mit zunehmender Kettenldnge. Flr Saugetiere sind die
kurzkettigen Triethyl- und Trimethylverbindungen am toxischsten. Aus diesem Grund werden

diese nicht kommerziell genutzt.!**]

TBT ist wegen seines Einsatzes in Antifouling-Anstrichen sowohl in marinen als auch in
limnischen  Systemen  weit verbreitet. In  Folge von Deformierungen und
Populationsriickgangen von Muscheln in Arcachon (Frankreich) wurde schon Ende der
1970er und Anfang der 1980er Jahre eine toxische Wirkung von TBT auch auf
Nichtzielorganismen angenommen.™*!! Die Wirkmechanismen von TBT auf Organismen sind
mittlerweile tberwiegend aufgeklart.] Die Auswirkungen &uBern sich in verschiedenster
Form. Zum Beispiel werden bei Austern Schalenverformungen und die Hemmung der Fort-
pflanzungsfahigkeit beobachtet.!* Bei tiber einhundert VVorderkiemerschneckenarten wurde
beobachtet, dass TBT die Vermannlichung weiblicher Schnecken schon bei Konzentrationen
von 1 ng/L auslést, die in der Unfruchtbarkeit der weiblichen Schnecke miindet.®" Dieses
Ph&nomen kann in zwei Arten auftreten. Vom Imposex-Phéanomen ist die Rede, wenn die

weibliche Schnecke zusatzlich zu den weiblichen Geschlechtsorganen mannliche ausbildet.
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Werden die weiblichen Geschlechtsorgane zu mannlichen umgebildet, spricht man vom

Intersex-Phanomen.

Informationen Uber die Toxizitdt von Organozinnverbindungen auf den menschlichen
Organismus konnen nur aus Unféllen gewonnen werden. Dabei kénnen die Verbindungen
oral, durch Inhalation und tber die Haut aufgenommen werden. Es ist bekannt, dass OZV bei
oraler Aufnahme neurale und renale Schéden verursachen. Akut auftretende Symptome, die
nach der Intoxikation mit Tri- und Dimethylzinn beobachtet wurden, sind Gedachtnisverlust,
Orientierungslosigkeit, Sprachverlust, Krampfanfalle und Stimmungsschwankungen. In
wenigen Fallen fuhrte die Intoxikation zum Tod. Ein Unfall mit Triethylzinn, der fur
Menschen toxischsten Spezies, in Frankreich endete fiir mindestens einhundert von tausend
Betroffenen todlich. In etwa zweihundert weiteren Féllen wurden unter anderem Herz-und
Atemversagen sowie Sehstorungen diagnostiziert. Hervorgerufen wurden die Symptome
durch Hirnddeme.! In Tierversuchen wurde festgestellt, dass das Immunsystem am
empfindlichsten gegenliber Expositionen von Organozinnverbindungen reagiert. Beli
Expositionsversuchen mit TBT an Ratten wurde ein NOAEL (No Observed Adverse Effect
Level) von 0,025 mg/kg Korpergewicht bestimmt. Mit einem Sicherheitsfaktor von 100
wurde auf dieser Grundlage der TDI-Wert (Total Daily Intake) auf 0,00025 mg/kg
Korpergewicht festgelegt. Der MAK-Wert (Maximale Arbeitsplatzkonzentration) wurde 2009
von der MAK-Kommission auf 0,02 mg/m® Luft fiir Octylzinnverbindungen und 0,1 mg/m?®
Luft fur alle anderen zinnorganischen Verbindungen festgelegt.™® Bei der Exposition von
Versuchstieren wurde eine erhéhte Neigung zur Tumorbildung beobachtet; der genaue
Mechanismus der Tumorbildung ist noch nicht bekannt, weshalb eine Extrapolation auf den
Menschen schwierig ist.'” Reproduktionstoxizitat und toxische Wirkungen auf endokrine
Organe sind in vielen Tierversuchen festgestellt worden. Fir Di- und
Tributylzinnverbindungen gibt es Anhaltspunkte, dass der Metabolismus menschlicher

Steroidhormone beeinflusst wird.]

2.1.6 Rechtsgrundlagen

Nachdem in Frankreich die schadliche Wirkung von TBT auf Muscheln und
Meeresschnecken festgestellt wurde, erliel} die franzdsische Regierung 1982 ein Verbot von
TBT in Antifouling-Anstrichen flir Schiffe < 25m. Grof3britannien (1985), Kanada,
Australien (beide 1989) und Japan (1990) waren die ersten L&nder, die diesem Beispiel
folgten.™ Mit Verabschiedung der Richtlinie 89/677/EWG™ gilt ein entsprechendes Verbot
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in der EU seit 1989. In Deutschland wurde die Richtlinie in der Gefahrstoffverordnung
(GefStoffV) vom 23. April 1990 in nationales Recht umgesetzt (BGBI. I S. 790). Am
9. Juli 2002 hatte die Européaische Union den Verkauf und die Verwendung von TBT-haltigen
Schiffsanstrichen ab dem 1. Januar 2003 mit der Richtlinie 2002/62/EG"® komplett verboten.
Seit 2008 dirfen Schiffe mit TBT-haltigen Anstrichen, die unter EU-fremden Flaggen fahren,
nicht mehr in européische Hafen einlaufen. Mit der Richtlinie wurde auf’erdem die Nutzung

von OZV fiir weitere Biozidanwendungen verboten.

Mit der ,, International Convention on the Control of Harmful Anti-fouling Systems on Ships *
startete die International Maritime Organization (IMO) 2001 den Versuch ein weltweites
Verbot von Organozinnverbindungen einzufuhren. Das angestrebte Ziel der Konvention war
ab 2003 TBT in Neuanstrichen und ab 2008 in allen Anstrichen zu verbieten. In Kraft treten
konnte die Konvention aber erst am 17. September 2008, nachdem sie von mindestens
25 Staaten unterzeichnet wurde.[?!

Far Bis(tributyltin)oxid (CAS no. 56-35-9) und ,,Stannane, tributyl-, mono(naphthenoyloxy)
derivs.« (CAS 85409-17-2) lief zum 1. September 2006 in der EU die Verkehrsfahigkeit flr
die Nutzung als Holzschutzmittel aus (EU-Verordnung 1048/2005). Fir andere Butylzinn-
verbindungen war die Nutzung als Biozid schon 1998 im Zuge der Einfihrung der EU-
Biozidprodukterichtlinie 98/8/EG (inzwischen ersetzt durch die Biozidprodukteverordnung
(EU) 528/2012) beendet worden.

2.2  Die Umweltprobenbank des Bundes
2.2.1 Entstehung der Umweltprobenbank des Bundes

Bereits Anfang der 1970er Jahre wurde die Idee zur Grundung einer Umweltprobenbank
(UPB) von deutschen und amerikanischen Wissenschaftlern unterschiedlicher Fachrichtungen
hervorgebracht. Die anschlieenden Diskussionen fiihrten dazu, dass 1977 und 1978 erste
internationale Konferenzen abgehalten wurden. VVorrangige Ziele dieser Konferenzen waren
zunéchst die Entwicklung eines Konzeptes fiir die Archivierung von Umweltproben und die
Einigung darauf, welche Organismen als Bioindikatoren herangezogen werden. Gleichzeitig
starteten in Deutschland und den USA erste analytische Vorstudien. Das damalige
Bundesministerium fiir Forschung und Technik (BMFT) und das Bundesministerium des
Inneren (BMI) riefen 1979 ein Pilotprojekt ins Leben, um die Machbarkeit dieses VVorhabens

zu untersuchen. Dazu wurde 1980 eine Probenbank fiir Humanproben in Miinster eingerichtet,
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die es erlaubte, Proben bei —85 °C zu lagern. Im folgenden Jahr wurde im Forschungszentrum
Julich mit der Entwicklung eines Systems zur Lagerung von Umweltproben unter cryogenen
Bedingungen begonnen. Nachdem das Pilotprojekt erfolgreich abgeschlossen wurde, grindete
das BMI im Januar 1985 die Umweltprobenbank des Bundes als dauerhafte Einrichtung unter
der Leitung des Umweltbundesamtes (UBA). Seit dem Jahr 2000 befindet sich das Lager flr
Umweltproben im Fraunhofer Institut fir Molekularbiologie und Angewandte Oekologie
(IME) in Schmallenberg. Seit 1986 untersteht die UPB dem Bundesministerium fur Umwelt,
Naturschutz, Bau und Reaktorsicherheit (BMUB).1??

2.2.2 Die Aufgaben der Umweltprobenbank des Bundes

Die UPB wurde mit dem Ziel gegrindet, ein Archiv fir Human- und Umweltproben
aufzubauen. Dafiir werden Biotaproben in speziellen Behéltern tber flussigem Stickstoff bei
Temperaturen von —150°C gelagert (cryogene Lagerung). Zusétzlich wird durch
verdampfenden Stickstoff eine Inertgasatmosphare in den Kihlbehaltern erzeugt. Somit sind
Verénderungen der Proben selbst und deren Chemikaliengehalte im Laufe der Zeit nahezu
ausgeschlossen. Mittlerweile besteht das Archiv aus (ber 300.000 Biotaproben. Jéhrlich
werden der Sammlung etwa 10.000 Umweltproben hinzugefugt.

Die Arbeit der UPB beschrankt sich jedoch nicht nur auf die Archivierung der Proben,
ebenfalls gehort die Untersuchung der Proben und die Bewertung der Ergebnisse zu ihren
Aufgaben. Bereits direkt nach der Probenahme werden biometrische Daten wie z. B. Alter,
GroRe und Gewicht erhoben. Auch wenn einige dieser Daten (z. B. das Alter von Fischen)
zundchst nur abgeschéatzt werden kénnen und spater im Labor genau ermittelt werden missen,
wird hierdurch sichergestellt, dass die Qualitatskriterien der UPB an die Proben eingehalten
werden. Zusatzlich liefern biometrische Daten Anhaltspunkte zum allgemeinen Gesundheits-
zustand einer Art und werden zur Interpretation der chemischen Analyseergebnisse heran-
gezogen. Die Proben werden fur verschiedene Zwecke verwendet. Zum einen werden
Routineparameter bestimmt wie z. B. ausgewahlte organische Schadstoffe (Chlorkohlen-
wasserstoffe und polycyclische aromatische Kohlenwasserstoffe), toxische Metalle
(Cadmium, Quecksilber) sowie deren Elementspezies (Methylquecksilber). Des Weiteren
werden die Proben fir retrospektive Monitoring Studien eingesetzt. Dazu werden ausgewahlte
Zeitreihen auf Bestellung aus der UPB entnommen und (teilweise nach Gefriertrocknung) auf
den zu testenden Parameter (z. B. Element oder organische Verbindung) untersucht. Im Fall

von organischen Verbindungen werden zumeist Fischproben fir die Untersuchungen
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herangezogen. Auf Grund ihres Lebensraumes unterliegen Fische sowohl Biokonzentration
als auch Biomagnifikation. Dadurch stellen sie gute Indikatoren dar, um Erkenntnisse tber die
Bioakkumulation zu erlangen. Dadurch ergibt sich zum einen die Mdglichkeit, die Daten
aktueller Proben mit denen alter zu vergleichen. Zum anderen ist fur den Fall, dass sich heute
bedenkenlos benutzte Stoffe in der Zukunft als schadlich erweisen, Probenmaterial
vorhanden, um die Belastung zurlckliegender Jahre zu ermitteln. Somit kdnnen komplette
Zeitreihen dargestellt werden, mit deren Hilfe die Verteilung und das Verhalten von
Schadstoffen in der Umwelt Uber viele Jahre hinweg beobachtet werden konnen. Damit
unterstitzt die Umweltprobenbank das BMUB umweltpolitische Entscheidungen auf
wissenschaftlicher Basis zu fallen. Zudem wird die Effektivitdt bereits getroffener
gesetzlicher UmweltschutzmaRnahmen und freiwilliger Manahmen der Industrie kontrolliert.

2.2.3 Probenahmegebiete

Um den Zustand der Umwelt mdglichst umfassend aufzuzeichnen, sind bundesweit insgesamt
vierzehn Probenahmegebiete festgelegt worden, die die fir Deutschland typischen
Okosysteme représentieren. Ferner ist die unterschiedliche Intensitat der anthropogenen
Flachennutzung und Beeinflussung als Auswahlkriterium mit einbezogen worden. Eine
Ubersicht tiber die Lage der Gebiete und die unterschiedlichen Okosysteme ist in Abbildung 2
dargestellt. Innerhalb der Probenahmegebiete sind fir die unterschiedlichen Probenarten meist
mehrere Kkleinrdumigere Probenahmeflachen (PNF) eingerichtet worden. Da die
Gebietsausschnitte reprasentativ fur das gesamte Okosystem sein sollen, dirfen in ihrer
Umgebung keine lokalen Schadstoffemittenten angesiedelt sein. Der einzuhaltende Abstand
ist abhangig von der Art der Emission und mehreren nattrlichen Faktoren. Daher werden die
Probenahmeflachen fir jede Probenart nach den Richtlinien zur Probenahme des UBA

individuell definiert.

Auf Grund der in der heutigen Zeit zur Normalitat gewordenen Mobilitat und weitestgehend
personalisierten Essgewohnheiten wird davon ausgegangen, dass die Schadstoffbelastung des
Menschen standortunabhéngig ist. Daher werden die Humanproben nur in den vier

Universitatsstadten Greifswald, Halle a. d. Saale, Munster und Ulm genommen.
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Abbildung 2: Geographische Lage und dkosystematische Zugehérigkeit der Probenahmegebiete. !

2.2.4 Probenarten

Ebenso wie die Probenahmegebiete werden die Probenarten nach bestimmten Kriterien
ausgewadhlt. In erster Linie sollen die Spezies nicht vom Aussterben bedroht sein. Zum einen
soll verhindert werden, dass durch das Sammeln der Proben Bestédnde gefahrdet werden, zum
anderen garantiert das Beproben ungefahrdeter Arten den Aufbau eines luckenlosen
Langzeitarchivs auch fir die Zukunft. Des Weiteren sollen die Arten typisch fur das
betreffende Okosystem und weit verbreitet sein, sodass Vergleiche zwischen mehreren
Probenahmegebieten gezogen werden konnen. Zusatzlich ist das Probenspektrum fir jedes
Okosystem so gefachert, dass moglichst mehrere Stufen der Nahrungskette (Trophiestufen)
abgedeckt sind. Ein weiterer Parameter, der bei der Wahl der Spezies beriicksichtigt wird, ist
die mdglichst hohe Standorttreue. Hiermit wird sichergestellt, dass verlassliche Daten fir das
Gebiet gewonnen werden, aus dem die Proben entnommen worden sind. Damit die

Uberpriifung nicht nur auf relativ unbelastete Regionen beschrankt ist, verfigen die als
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Indikatoren ausgewahlten biologischen Organismen Uber eine hohe Schadstoffresistenz.

Daruber hinaus mussen die Arten zweifellos identifizierbar sein, um Verwechslungen und

damit verfalschte Ergebnisse auszuschlielen. Ferner

vervollstandigen Boden- u

nd

Schwebstoffproben die Aufzeichnungen Uber den Zustand der Probenahmegebiete. Tabelle 3

zeigt die unterschiedlichen Probenarten und ihre Eigenschaften.

Tabelle 3: Ubersicht tiber die Probenarten in der UPB.?%

Trophiestu Probenahme- ) Okosystem-
Probenart ) Probenmaterial
fe intervall typ
Blasentang Produzent 2 oder 6 pro Jahr  Thallus M
Miesmuschel Konsument 2 oder 6 pro Jahr ~ Weichkdrper M
Aalmutter Konsument  jahrlich Muskulatur, Leber M
Silbermdwe Konsument  jahrlich Eiinhalt M
Brasse Konsument  jahrlich Muskulatur, Leber AF, B
Dreikant- o )
Konsument  jahrlich Weichkdorper AF B
muschel
Schwebstoffe Medium monatlich Partikel <2 mm F,B
o ganzer Korper
Regenwurm Destruent jahrlich A F, B,
(entkotet)
Boden Medium alle 4 Jahre 3 Horizonte A B, F, N
Fichte, Kiefer ~ Produzent  jahrlich einjahrige Triebe A B, F, N
Buche Produzent  jahrlich Blatter A F N
Pappel Produzent  jahrlich Blatter B
Stadttaube Konsument  jahrlich Eiinhalt B, A
Reh Konsument  jahrlich Leber A, B,F, N
Vollblut,
Mensch Konsument  Jahrlich Blutplasma, B
24 h-Urin

Legende: M = marin, A = agrarisch, F = forstlich, B = ballungsraumnah, N = naturnah
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2.2.5 Probenahme und -bearbeitung

Die einzuhaltenden Arbeitsablaufe werden fir alle Teilschritte (siehe Schema 4) durch
,Richtlinien zur Probenahme und Probenbearbeitung“®?*! des UBA vorgegeben. Mit dem
Hintergrund, dass die Umweltproben wertvolles Archivmaterial darstellen, dienen die in den
Richtlinien festgehaltenen Bestimmungen vor allem der Sicherung der Proben- und
Datenqualitdt. Die Anwendung standardisierter Methoden soll dabei gewadhrleisten,
Verunreinigungen und den Verlust chemischer Informationen mdglichst gering zu halten.
Denn sowohl die rdumliche als auch die zeitliche Vergleichbarkeit der Untersuchungs-
ergebnisse ist eng verknlpft mit der Représentativitat und Reproduzierbarkeit der Proben.

Biometrische
Probenahme Datenerfassung

Transport

Zerkleinerung

L

Verarbeitung zu
Routineanalytik
Jahreshomogenaten y Bewertung
Retrospektives
Lagerung Monitoring Bewertung

Schema 4: Schematische Darstellung der Probenahme und -bearbeitung (nach B%).

Nach der Probenahme wird das Probenmaterial direkt in einen Laborwagen, der mit einer
Reinluftwerkbank ausgestattet ist, gebracht. Von Mitarbeitern des Instituts fiir Biogeographie
der Universitat Trier werden dort die biometrischen Daten erfasst und die einzulagernden
Zielkompartimente (siehe Tabelle 3) entnommen und sofort mit flissigem Stickstoff auf
mind. —150 °C tiefgefroren. Ab diesem Zeitpunkt wird die Kihlkette vom Transport der
Proben tber die Aufbereitung bis hin zur Einlagerung nicht mehr unterbrochen. Allerdings
werden die Muscheln zum Entfernen der Schalen kurzzeitig oberflachlich angetaut. Zur
Zerkleinerung und Homogenisierung unter Cryobedingungen wird eine Cryo-Schwingmuhle
(Probenmenge > 1 kg) oder bei kleineren Mengen eine Planetenkugelmihle verwendet. Dabei

werden KorngroRen Kkleiner als 200 um erreicht. Die zermahlenen Proben werden in
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zweihundert Teilproben aufgeteilt und fiir die Langzeitlagerung in die Cryobehalter Gberfihrt.
Um Verunreinigungen wahrend des Mahlprozesses zu vermeiden, befindet sich die Cryo-
Schwingmuhle in einem Laminar-Flow-Feld. Die ubrigen Probenbearbeitungsschritte werden

in einer Reinluftwerkbank durchgefihrt.

2.2.6 Untersuchte Probenarten

Die in dieser Arbeit untersuchten marinen Proben stammen

- aus der Muskulatur der Aalmutter (Zoarces viviparus) und

dem Weichkorper der Miesmuschel (Mytilus edulis). Die

Aalmutter lebt hauptséchlich in flachen Kistengewassern.
Da sie niedrige Salzgehalte toleriert, ist die Aalmutter auch

7/ in den stirker schadstoffbelasteten Astuarregionen der

~

Abbildung 3;Aa|r'nu’tter_ _groBen Flusse beheimatet. lhre Nahrung besteht

: -Proj ier,BY . . . . s
Foto: UPB-Projektgruppe Trier. vorwiegend aus wirbellosen Bodentieren; damit gehort die

Aalmutter zu den fleischfressenden Konsumenten. Als einziger lebendgebarender Fisch der
deutschen Nord- und Ostseekiiste ist die Aalmutter fur Monitoring-Programme besonders
interessant, da sie nicht nur als Akkumulationsindikator sondern auch als Indikator fur
Reproduktionsstérungen verwendet werden kann. Die Probenahme findet jahrlich vor der
Paarung der Elternfische im Mai und Juni statt. Beprobt werden Fische im Alter von eins bis
vier Jahren mit einer Mindestlange von 15 cm. Je nach GrofRe werden 30-200 Aalmuttern
benotigt, um eine ausreichende Menge Muskulatur zu erhalten, die zu einem Jahreshomogenat

verarbeitet werden kann.?43!

Die Miesmuschel ist eine sesshafte marine Lebensform. Um
Muschelbéanke aufbauen zu ko&nnen, braucht sie feste
Untergriinde. Diese kénnen sowohl natirlichen Ursprungs &

(z. B. Muschelbanke, Felsen) als auch kinstlich (z. B.

Buhnen, Spundwénde) angelegt sein. Die Miesmuschel

K A\--/-.“"
gewinnt ihre Nahrung als Primédrkonsument durch Filtration Abbildung 4:

»

Miesmuscheln.
von vorbeiflieBendem Wasser. Gleichzeitig nimmt sie eine ~ Foto: UPB-Projektgruppe Trier.

Vielzahl an geldsten und partikuléren organischen und anorganischen Schadstoffen auf. Da
sowohl Aufnahme- als auch Akkumulationsrate hoch sind, eignet sich die Miesmuschel sehr
gut, die Bioverfugbarkeit chemischer Substanzen nachzuweisen. Das Interesse an ihr wird

zusatzlich erhoht durch die Tatsache, dass sie als essbare Muschel Bestandteil der
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menschlichen Nahrungskette ist. Da die Schadstoffkonzentration in der Miesmuschel von
vielen Faktoren abhdngt, wie z. B. der Schadstoffkonzentration im Umgebungswasser, der
Jahreszeit, der Wassertemperatur oder der Salinitat, wird die Beprobung der Miesmuschel in
einem hoheren Rhythmus durchgefiihrt. Wegen der hohen Dynamik des Okosystems
Wattenmeer, verursacht durch den Tidengang und des damit einhergehenden stetigen
Stoffaustauschs, werden in der Nordsee ab Februar alle zwei Monate Proben gesammelt. Weil
die Dynamik der Ostsee als geringer eingeschétzt wird, ist die Probenahme hier auf zwei
Termine pro Jahr (Juni und November) beschrankt. In das Jahreshomogenat gehen alle
Teilproben zu gleichen Gewichtsanteilen ein, sodass die durchschnittliche Belastung tiber den
Jahresverlauf reprasentativ ermittelt werden kann.[%*2

Die Nordsee-Probenahmeflachen von Aalmutter und Miesmuschel liegen im Biosphéren-
reservat (BR)/Nationalpark (NP) Wattenmeere. Mit ca. 8000 km? ist es die groRte zusammen-
hangende Wattflache der Erde. Mit seinen zahlreichen Lebensraumen bildet das Wattenmeer
inklusive seiner Barriereinseln und Salzwiesen eines der wichtigsten Feuchtbiotope, welches
eine Vielzahl an Tieren und Pflanzen beheimatet. Trotz intensiver fischereiwirtschaftlicher,
landwirtschaftlicher und touristischer Nutzung werden toxische Metalle sowie organo-
metallische und organische Schadstoffe vorrangig durch den Zufluss von Elbe, Ems und
Weser in das Probenahmegebiet eingetragen. Daher sind die unterschiedlichen
Probenahmeflachen so gewéhlt, dass den unterschiedlichen anthropogenen Einfllissen
Rechnung getragen wird. Die Aalmutter wird auf den Flachen ,,Hauptprielsystem Meldorfer
Bucht“ und ,,Transekt Varel Mellum* beprobt (siche Abbildung 5, Karten 3 und 4). Die
Meldorfer Bucht, sidlich der Stadt Busum gelegen, ist auf Grund der Hauptwind- und
Stromungsrichtung der Nordsee im Wesentlichen dem Einfluss des Elbéstuars ausgesetzt.
Eintrage aus den Hafenanlagen und Industriestandorten der Region Wilhelmshaven sind
malgeblich fir die Wasserqualitat der PNF ,,Transekt Varel Mellum®, das den gesamten
sublitoralen Bereich des Jade-Prielsystems umfasst, verantwortlich. Dazu sind hier noch
Einflisse der landwirtschaftlichen Nutzung der Umgebung des Jadebusens zu beobachten.
Ebenso werden in der Nordsee Miesmuschelproben auf zwei unterschiedlichen
Probenahmeflachen gesammelt. Die PNF , Eckwarderhorne® (siehe Abbildung 5, Karte 2)
befindet sich am Rand des Prielsystems des Jadebusens und ist damit den gleichen
Belastungen ausgesetzt wie das ,Transekt Varel Mellum“. Dadurch konnen die
Auswirkungen identischer Umweltbedingungen auf unterschiedliche Probenarten untersucht
werden. Die PNF ,,K6nigshafen* liegt in einer Bucht im Norden der Insel Sylt. Im Gegensatz

zu den anderen drei Gebieten ist sie weitestgehend von industriellen Eintrdgen und denen
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groller Flisse abgeschirmt. Die hier zu beobachtenden Schadstoffeintrage gehen

hauptsachlich auf die land- und fischereiwirtschaftliche sowie touristische Nutzung der

Region zuriick.!3*%!

NALE
¥

\3

KONIGSHAFEN

| sADEBUSEN INCL. MELLUM

1 | Fachdaten 2 Umwelitbundesamt. @ Bundiesamt fir Naturschutz
| Geobasisdaten: © TK Bundesamt fir Kart ographie und Geodasie

Fac! "© Umw jesamt, for Naturschut
Geobasisdaten: © TK Bundesamt fiir Kartographie und Geodéisie |

AT
%8

e

MELLUM

I\
TRANSEKT VAREL-MELLUM

I\HAUPI‘PRIELSVSIEM MELDORFER BUCHT

ECKWARDERHORNE

TRISCHEN |

3 Fachdaten © Umweitbundesamt, © Bundesamt fir Naturschutz
© TK Bundesamt fur Kartc und Geodasie

Fachdaten © L © far
1 OTI

Abbildung 5: Karten der Probenahmeflachen in der Nordsee.?*3!
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In der Ostsee, dem grofRten Brackwassermeer der Erde, ist fir Aalmutter- und
Miesmuschelproben die PNF ,Darfler Ort*“ (siehe Abbildung 6) im NP Vorpommersche
Boddenlandschaft eingerichtet worden. Sie erstreckt sich tber die Kistengebiete im Norden
der Halbinsel Fischland/Darf3/Zingst bis zu zwei Seemeilen seewérts. Wahrend der Schad-
und Nahrstoffgehalt in den Bodden in erster Linie von den Flissen Barthe und Recknitz sowie
der Landwirtschaft bestimmt wird, werden in den &uReren Kustenbereichen die geringsten
Phosphat- und Stickstoffkonzentrationen der Ostsee gemessen. Daher kann davon
ausgegangen werden, dass hier touristische und fischereiwirtschaftliche Nutzung fir den

maRgeblichen Anteil der Verschmutzung verantwortlich sind.B"3®!

fl | Fachdaten: © | © fur |
- © TK Bundesamt fur und Geodasie | ©TK Bundesamt fur und q?ouasnel

Abbildung 6: Karte Fischland/DarR/Zingst.?"

Um die Belastung von Frischwasserokosystemen mit
Butylzinnverbindungen (BZV) zu dokumentieren, wird
Brassenmuskulatur untersucht. Zum Lebensraum der
Brasse (Abramis brama) z&hlen langsam flieRende und
stehende Gewasser. Die Eignung der Brasse als

Bioindikator ergibt sich aus unterschiedlichen Grinden.

Hohe Schadstoffresistenz in Verbindung mit Toleranz

Abbildung 7: Brasse.
Foto: UPB-Projektgruppe Trier.®  gegeniiber unterschiedlich hohen Ausbaustufen von

Gewassern verleinen Brassen eine weite Okologische Valenz. Als karnivorer Friedfisch

rangiert die Brasse in der Mitte der Nahrungskette. Das Nahrungsangebot besteht zum grofiten

Teil aus Wirmern, Schnecken, Larven und kleinen Muscheln; daneben ernéhren sie sich von
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Plankton und Pflanzen. Bedingt durch die Nahrungsaufnahme tritt die Brasse hé&ufig in
Kontakt mit der Gewassersohle. Dadurch dient die Brasse als Indikator fiir die Belastung von
Sediment und Freiwasserkorper. Zudem steht sie als potentieller Speisefisch in
Zusammenhang mit der menschlichen Nahrungskette. Die Probenahme erfolgt jahrlich nach
der Laichperiode im August oder September; in Ausnahmefallen kann die Zeitspanne auf Juli
bis Oktober ausgedehnt werden. Beprobt werden acht bis zwolfjahrige Brassen, da in dieser
Altersklasse die Verfugbarkeit und das Gewicht der einzelnen Tiere sowie ihrer Organe in den
meisten Gewassern ausreichend hoch ist. Zudem zeigen Screenings, dass Metalle von Brassen
dieses Alters nicht altersabhdngig akkumuliert werden. Auch fiir organische Schadstoffe ist
fur diese Altersstufe bisher keine altersabhangige Akkumulation bekannt.[263!

Die in der vorliegenden Arbeit analysierten Brassenproben stammen aus verschiedenen
Flissen Deutschlands und dem Belauer See in Schleswig-Holstein (siehe Abbildung 8). Die
Probenahmeflachen sind so gewéhlt, dass diverse Arten und Intensititen der Gewasser- und
Landschaftsnutzung sowie unterschiedliche Ausbaustufen kombiniert werden. Die Unterelbe
bei Blankenese (siehe Abbildung 8, PNF E5) innerhalb des Ausbaugebietes des Hamburger
Hafens wird dementsprechend von der Schifffahrt und der umliegenden Hafenindustrie
beeinflusst. An dieser Probenahmestelle wird vor allem der Schadstoffeintrag der Elbe in die
Nordsee aufgezeichnet. Die Mittelelbe im Raum Schnackenburg (siehe Abbildung 8, PNF E4)
gehort auch zum schiffbaren Teil der Elbe, wegen der Lage der PNF im Landschafts-
schutzgebiet Elbe-Aland-Niederung ist die Nutzung der Umgebung von Weidewirtschaft und
Waldflachen gepragt. Die PNFs ,,Saale/Wettin“ und ,,Mulde/Dessau® befinden sich im
Probenahmegebiet ,,Diibener Heide* an Nebenfliissen der Elbe. Es umfasst den Ballungsraum
Leipzig/Halle/Bitterfeld und die umliegenden Waldgebiete der Diibener Heide. Chemische
Industrie, Bergbau, ehemaliger Braunkohletagebau und landwirtschaftliche Nutzung sind
dafiir verantwortlich, dass die Region zu den immissionsbelastetsten Mitteleuropas gehort.
Die Mulde durchflieft das Naturschutzgebiet ,,Untere Elbe* und das BR ,Mittlere Elbe®.
Dementsprechend ist die Mulde sehr naturbelassen. Die Landschaft der PNF ,,Saale/Wettin*
hingegen ist stark durch industrielle und urbane Nutzung geprégt, mit dem Hafen Halle-
Trotha ist der gréRte Umschlaghafen der Saale innerhalb der PNF angesiedelt.

Ebenso wird der Rhein, eine der Hauptwasserstralen Deutschlands, beprobt. Die PNF
,,Koblenz* (siehe Abbildung 8, PNF R3) liegt oberhalb der Moselmiindung und umfasst das
Hafengebiet Ehrenbreitstein. Die angrenzende Flache unterliegt hier groRtenteils der urbanen
Nutzung. Dagegen wird die Umgebung der PNF ,,Bimmen* (siehe Abbildung 8, PNF R4) an
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der deutsch-niederlandischen Grenze hauptsachlich landwirtschaftlich genutzt. Wahrend der
Flusslauf des kompletten Mittelrheins bis auf einige Ausnahmen, wie z. B. Hafenanlagen,
naturbelassen ist, ist der Oberrhein durchgéngig begradigt und befestigt. Trotzdem die
Wasserqualitdt des Rheins in den letzten Jahren stark verbessert wurde, transportiert der
Rhein immer noch toxische Metalle und organische Schadstoffe in die Nordsee und belastet

somit auch die Trinkwasserversorgung des Rheingebiets.

Die PNF ,,Staustufe Rehlingen (siehe Abbildung 8, PNF S2) erfasst die Wasserbelastung der
Saar nach dem Austritt aus dem saarlandischen Verdichtungsraum. Dazu kommen Einflusse
durch die Schifffahrt und durch die Klaranlage Dillingen. Des Weiteren sind die Altlasten der
Steinkohle- und Stahlindustrie noch in den Sedimenten vorhanden. Die PNF ,,Ulm* (siehe
Abbildung 8, PNF D1) liegt oberhalb der lllermindung in einem Naturschutzgebiet bestehend
aus dem Hauptstrom, mehreren Stauhaltungen und Altarmen. Motorisierte Schifffahrt ist in
diesem Flussabschnitt verboten, auch anderweitig ist er weitestgehend nutzungsfrei. Ahnlich
stellt sich die Situation des Belauer Sees dar. Auf den Flachen rund um den See werden
ausschlieflich Land- und Forstwirtschaft betrieben, der See wird fischereiwirtschaftlich
genutzt. Allerdings ist der Wasserhaushalt des gesamten Bornhtveder Seengebietes durch
Drénage und Kies- und Sandabbau gestort.[*!
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UMWELTPROBENBANK
PROBEN VON BINNENGEWASSERN UND KUSTE

Nationalpark Vorpommersche

A
Biosphdrenreservat/ % - y Boddenlandschaft

Wattenmeere -

S2-Rehlingen
S1-Giidingen

D3- Jochenstein

pi-um DONAU

Meereskiiste Binnengewasser

Miesmuschel (M. edulis) ° Schwebstoffe (Flussgebiete)
Aalmutter (Z. viviparus) Dreikantmuschel (D.polymorpha)
Silbermdwe (L.argentatus) - Brassen (A. brama)

Abbildung 8: Ubersichtskarte der Probenahmeflachen von Brassen.
Grafik zur Verfligung gestellt vom Umweltbundesamt.
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2.3  Grundlagen der GC/ICP-MS-Kopplung

Bei der GC/ICP-MS-Kopplung wird die Probe zunéchst gaschromatographisch getrennt. Dazu
wird die Probe mittels automatischem Probengeber (Autosampler) in den Injektor
eingespritzt, wo die Probe schlagartig verdampft und anschlieBend durch das Tragergas
(mobile Phase) auf die Kapillarséule (fllissige stationdre Phase) transportiert wird. Prinzipiell
werden die Bestandteile in der GC anhand ihrer Siedepunkte getrennt. Daher befindet sich die
Kapillarsaule in einem GC-Ofen, der reproduzierbare Betriebstemperaturen garantiert. Da die
Trennleistung bei konstanter Temperatur haufig unzureichend ist, wird haufig mit
Temperaturprogrammen gearbeitet. Somit werden zunéchst starker fllichtige Substanzen bei
geringerer Temperatur basisliniengetrennt. Mit steigender Temperatur gehen dann vermehrt
schwerer flichtige Substanzen in die mobile Phase Uber. Zusatzlich kann mit
Temperaturprogrammen Einfluss auf Retentionszeiten genommen und Peakverbreiterungen
entgegengewirkt werden. Weitere Parameter, mit deren Hilfe die Trennleistung kontrolliert

werden kann, sind die Polaritat und Filmdicke der Kapillarsdule sowie die Lange und der

Zerstauber Additiona\\ Gas Neb

Fackel und Injektorronr GC/MS-Kopplung Nebulizer Gas  Transferline

Abbildung 9: GC/ICP-MS-Kopplungseinheit.
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Innendurchmesser der Sédule. Eine beheizbare Transferleitung (Transferline) Uberfiihrt die
Analyten nach Verlassen der Sdule zum GC/ICP-MS-Kopplungseinheit (Interface) (siehe
Abbildung 9). Um einen konstanten und ausreichenden Gasstrom zu gewéhrleisten, wird ein
zusitzlicher Argonstrom zugeschaltet. Uber einen Zerstiuber mit einer , Twinnabar-
Sprihkammer wird eine Antimon-Standardldsung als Aerosol zum Probengasstrom zuaddiert.
Mit Hilfe des Sb-Standards wird das Tuning des Massenspektrometers vorgenommen. Ferner
kann durch die Messung des Isotopenverhaltnisses **'Sh/***Sb die Massendiskriminierung
korrigiert werden."”!

Das Aerosol-Analyt-Gemisch wird im Plasma verdampft, atomisiert und anschlieRend
ionisiert. Da das Plasma unter Normaldruck arbeitet, die Massenseparation und Detektion
jedoch im Hochvakuum stattfindet, wird der lonenstrahl Uber ein Interface zundchst in die
lonenoptik Uberfuhrt. Das Interface besteht aus zwei kurz hintereinander angebrachten
Metallkegeln mit runden Offnungen, der Sampler- und der Skimmer-Cone, zwischen denen
der Druck auf ca. 2 mbar gesenkt wird. In der lonenoptik werden Partikel, neutrale Teilchen
und Photonen, welche die Detektion storen wiirden, aus dem lonenstrahl entfernt und dieser
auf den Massenanalysator fokussiert. Im Rahmen dieser Arbeit wurde fur die
Massenseparation ein Quadrupol verwendet. An zwei gegeniberliegende Stébe des
Quadrupols wird eine Hochfrequenz-Wechselspannung und an die anderen beiden eine
Gleichspannung angelegt. Durch die Spannungen werden die lonen auf spiralférmige Bahnen
gelenkt. In Abhangigkeit der Spannungen kdnnen nur lonen mit einem bestimmten Masse zu
Ladungsverhéltnis (m/z) den Quadrupol durchfliegen und zum Detektor gelangen, alle
anderen werden an die Stdbe des Quadrupols abgelenkt. Als Detektor wurde ein

Sekundarelektronenvervielfacher (SEV) verwendet. 44!

MS

interface
lon detector

a ICP torch

lon optics :
Mass separation _— .-~ m Spray
~ e o asoyw V7 — ky Fors
device Jl chamber

7

- —
ﬂ Nebulizer
i L___.__
Turbo- Turbo- :
molecular molecular RF power
pump pump Mechanical supply
pump

Abbildung 10: Schematischer Aufbau eines ICP-MS mit Quadrupol.®!
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3 Material und Methoden

3.1 Chemikalien

Das Fraunhofer Institut verfligt Gber jahrelange Erfahrung in der Organozinnanalytik. Um die
Kontamination der Proben mit BZV durch die verwendeten Chemikalien moglichst gering zu
halten, wurde daher ausschlieBlich auf Chemikalien zuriickgegriffen, die im Haus getestet und
als sauber eingestuft wurden. Aus diesem Grund konnten die verwendeten Chemikalien und
Standardlésungen ohne weitere Aufreinigung verwendet werden. In Tabelle 4 sind alle fur
diese Arbeit verwendeten Substanzen unter Angabe der Reinheit und/oder Konzentration und

des Herstellers aufgelistet.

Tabelle 4: Liste der verwendeten Chemikalien.

Chemikalien Reinheit/Konzentration Hersteller
1931 enriched Butyltin Mix ~ TBT: 1082 ng Sn/g ISC Science
DBT: 693 ng Sn/g Oviedo; ES

MBT: 105 ng Sn/g

in 1 mL AcOH/MeOH (3:1)

Aceton

fiir die Rickstandsanalytik,

Reinheit > 99,8%

ChemSolute, Th. Geyer GmbH
Renningen, DE

DBTCI; (nat. Isotopen-
haufigkeit)

Reinheit mind. 99,80%

Chiron AS
Trondheim, NO

Natriumsulfat (Na,SO,)

wasserfrei, p. A.

Merck KGaA
Darmstadt, DE

wasserfrei, z. A.,
Reinheit > 98,5%

ChemSolute, Th. Geyer GmbH
Renningen, DE

Essigsaure (AcOH)

Suprapur

Merck KGaA
Darmstadt, DE

p. A., Reinheit > 99,5%

ChemSolute, Th. Geyer GmbH
Renningen, DE

HCI, 30%

BAKER INSTRA-
ANALYZED Plus

J. T. Baker
Deventer, NL
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Chemikalien Reinheit/Konzentration Hersteller
Hexan fur die Ruckstandsanalytik,  ChemSolute, Th. Geyer GmbH
Reinheit > 95% Renningen, DE
HNO3, 69% Rotipuran Supra 69% Carl Roth GmbH

Karlsruhe, DE

MBTCI; (nat. Isotopen-
haufigkeit)

Reinheit > 96,5%

Chiron AS
Trondheim, NO

Methanol (MeOH)

HPLC Gradient Grade

J. T. Baker
Deventer, NL

Natriumtetraethylborat
(NaBEt,)

Reinheit mind. 98%,
Sn-Gehalt < 1 pg/g

ABCR
Karlsruhe, DE

Pufferldsung
(AcOH/NaOAc)

Certipur, pH = 4,66

Merck KGaA
Darmstadt, DE

Sbh-Standardlésung

Certipur, 1000 mg Sb/L
(Sb203 in 7% HC|)

Merck KGaA
Darmstadt, DE

Sn-Standardlésung

Certipur, 1000 Sn mg/L
(SnCly in 7% HCI)

Merck KGaA
Darmstadt, DE

TBTCI (nat. Isotopen-

Reinheit > 98,5%

Chiron AS

haufigkeit) Trondheim, NO
Tetramethylammonium- 25 wt% in H,0 Sigma Aldrich
hydroxid (TMAH) Steinheim, DE
THF, Low Water BAKER ANALYZED J. T. Baker

HPLC-Solvent

Deventer, NL

Referenzmaterial

Mussel Tissue ERM-CE477

TBT: 2200 ng Sn/g
DBT: 1540 ng Sn/g
MBT: 1500 ng Sn/g

IRMM
Geel, BE

Reinstwasser in hoher Qualitat (charakterisiert Uber einem spezifischen Widerstand von

mindestens 18,2 MQcm) wurde mit der Reinstwasseranlage PURELAB Ultra der Firma ELGA

LabWater hergestellt.
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3.2  Gerate und Materialien

Gaschromatographie

Gaschromatograph: Trace 1310

Thermo Fisher Scientific
Bremen, DE

Autosampler: TriPlus RSH

Thermo Fisher Scientific

Bremen, DE

Transferline und Controlbox::

Thermo Fisher Scientific

Bremen, DE

Software: Dionex Chromeleon,
Version 7.1.2.1713

Thermo Fisher Scientific
Bremen, DE

Induktiv gekoppelte Plasmamassenspektrometrie

Massenspektrometer:: iICAP Qc

Thermo Fisher Scientific

Bremen, DE

Spriihkammer: Helix Twinnabar CSC

Glas Expansion
West Melbourne, Vic, AUS

Zerstauber: MicroMuist

Glas Expansion
West Melbourne, Vic, AUS

Software: Qtegra
Version 2.2.1465.24

Thermo Fisher Scientific
Bremen, DE
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Sonstige Geréte

Tabelle 5: Ubersicht iiber sonstige verwendete Geréte.

Gerat

Modell

Hersteller

Analysenwaage:

New Classic MS 304S/01,
d=0,0001 g

Mettler-Toledo GmbH
Gielken, DE

Gefriertrocknung:

Christ-Alpha 1-2

Martin Christ Gefriertrocknungs-
anlagen GmbH
Osterode am Harz, DE

Horizontalschiittler:

GFL 3018

GFL Gesellschaft fiir Labor-
technik mbH
Burgwedel, DE

Mikrowelle: MLS UltraClave II MLS GmbH

Leutkirch im Allgau, DE
pH-Meter: inoLab WTW pH720 WTW GmbH

Weilheim, DE
pH-Elektrode: senTix 41-3 WTW GmbH

Weilheim, DE

Reinstwasseranlage:

PURELAB Ultra

ELGA LabWater
Celle, DE

Ultraschallbad:

Ultrasonic Cleaner

VWR International GmbH
Darmstadt, DE

Vortex-Schittler:

Vortex Genie 2

Scientific Industries
Bohemia, NY, USA

Zentrifuge: Allegra X-15R Centrifuge Beckmann Coulter GmbH
Krefeld, DE
Zymark Turbovap: TurboVap Il Concentration Zymark GmbH
Workstation Idstein, DE
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Verbrauchsmaterialien

SPE-Sdulen: Phenomenex Strata SI-1 Silica Phenomenex
(1000 mg/6 mL) Aschaffenburg, DE
Zentrifugenréhrchen: CELLSTAR 15 mL PP- greiner bio-one
Zentrifugenréhrchen Frickenhausen, DE
Autosampler-Vials: 2 mL Braunglas mit 300 pL WICOM GmbH,
Einsatz und Bordelkappe oder Heppenheim, DE
Schraubverschluss
PP-Einweg-Spatel: VWR International GmbH
Darmstadt, DE
Pipetten: 100 pL, 250 pL, 1 mL, 5 mL Eppendorf
Hamburg, DE

Gilson International B.V.
Limburg-Offheim, DE

Pipettenspitzen: 100 pL, 250 pL, 1 mL,5 mL Sarstedt
Nirmbrecht, DE

STARLAB GmbH
Hamburg, DE

VWR International GmbH
Darmstadt, DE

3.3  Allgemeine Angaben zur Arbeitsweise und vorzubereitende Reagenzien

SicherheitsmalRnahmen

Wegen der hohen akuten und chronischen Toxizitat und der guten dermalen Resorbierbarkeit
von OZV wurden bei allen Arbeiten North Silver Shield-Handschuhe getragen. Die
Permeationszeit fur Uber 280 getestete Chemikalien liegt bei mind. 4 h. Die Handschuhe
erfillen die EU-Normen EN 374, EN 388 und EN 420.
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Reinigung der Glasgeréte

Die benutzen Glasgerdte wurden ausschliellich fir diese Arbeit genutzt. Zur Reinigung der
mikrowellengeeigneten QuarzgefalRe (Vials) nach dem Aufschluss der Proben wurde ein
Reinigungsaufschluss durchgefihrt. Dazu wurden die Vials mit 5 mL 69%iger HNO; befullt,
in 25 min auf 220°°C erhitzt und die Temperatur fir weitere 30 min gehalten. Der Ladedruck
der Mikrowelle betragt zu Beginn ca. 37 bar und steigt im Laufe des Programms auf
ca. 90 bar an. Anschlielend wurde dreimal mit Reinstwasser gespult, die Vials fiir mind. 24 h
in 5%ige HCI gelegt, wiederum dreimal mit Reinstwasser gespult und Gber Nacht bei 60 °C
im Trockenschrank getrocknet. Die Auffangglaser, die bei der Aufkonzentration mit dem
Zymark TurboVap Il gebraucht wurden, wurden zundchst mit der Spilmaschine gereinigt,
danach ebenfalls fur mind. 24 h mit 5%iger HCI befllt, danach dreimal mit Reinstwasser
gespult und Gber Nacht bei 60 °C in den Trockenschrank gelegt. Das Spulen der Glasgerate
mit Salzsdure war notwendig, weil Zinn(IV)-organische Verbindungen die Eigenschaft haben,
an Glas zu adsorbieren™, und es so zu einem unerwitinschten Memory-Effekt kommen kann.
Um diesen Effekt moglichst gering zu halten, wurden die aufgeschlossenen Proben vor der
weiteren Vorbereitung in Zentrifugenréhrchen aus Polypropylen (PP) umgefullt. In
Vorversuchen konnte in den verwendeten Roéhrchen der Firma greiner bio-one keine

Verunreinigung mit BZV festgestellt werden.

Einwaage

Um Querkontaminationen bei der Einwaage zu vermeiden, wurde das Probenmaterial mit PP-
Einwegspateln direkt in die Aufschlussgefale eingewogen. Da ein Eintrag von BZV in die
Proben Uber die Luft oder Staub nicht zu erwarten ist, wurde hier auf weitere vorbeugende

MaRnahmen verzichtet.

Derivatisierungsreagenz

Als  Derivatisierungsreagenz  wurde 10 %-ige  L6sung  (gewichtsbezogen)  von
Natriumtetraethylborat (NaBEt;) in THF verwendet. Im Gegensatz zu wéssrigen NaBEt,-
Lésungen sind Losungen in THF stabiler und bis zu vier Wochen haltbar.[*® Da NaBEt, an
Luft selbstentzindlich ist, wurde das NaBEt, im unter Inertgas stehenden Originalbehélter
gelost und in eine braune Glasflasche Uberfuhrt. Nachdem die gewiinschte Konzentration

eingestellt wurde, wurde die Losung bei —25 °C gelagert.
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Verdiinnung des *°Sn-angereicherten Butylzinn-Mix

Die °Sn-angereicherten Butylzinnspezies werden in einem Essigsaure/Methanol-Gemisch
(Verhéltnis 3:1) gelost geliefert. Der Inhalt einer Glasampulle (1 mL) wurde mit einer
Analysenwaage gewogen, mit der entsprechenden Menge Essigsaure/Methanol-L6ésung (3:1)
im Verhdltnis 1:10 verdiinnt und bei —25 °C in einer braunen Glasflasche gelagert. Die fur die
Messung benétigten Verdinnungen der Aufstockungsldsung (Spike-Lésung) wurden anhand
bereits vorliegender Daten abgeschatzt und vor jeder Messung in PP-Zentrifugenréhrchen

frisch angesetzt.

Antimon-Standardldsung

Die Sb-Standardlosung (1 pg/L) fir das Tuning des Massenspektrometers und zur
Berechnung der Massendiskriminierung wurde durch Verdiinnung der im Handel erhéltlichen
Sh-Stammldsung (1000 mg/L Sb,03 in 7%iger HCI) mit 0,5 M HNO3 hergestellt.

MBT, DBT und TBT-Standardldsung

Zur Bestimmung der Retentionszeiten von TBT, DBT und MBT wurde von jeder Spezies eine
Losung mit einem Sn-Gehalt von 4 pg/g hergestellt. Dazu wurden 96 mg MBTCl3, 103 mg
DBTCI; und 109 mg TBTCI eingewogen und mit 9,9 g eines AcOH/MeOH-Gemischs (3:1)

versetzt und anschlieRend nochmals im Verhaltnis 1:10 verdinnt.

0,5 M Salpetersaure und 5%ige Salzsaure

a) 32 mL 69%ige HNO3 wurden mit Reinstwasser auf 1000 mL aufgefullt.
b) 145 mL 30%ige Salzsdure wurden mit Reinstwasser auf 1000 mL aufgeflit.

Natriumsulfat, wasserfrei

Wasserfreies Natriumsulfat wurde mind. fir 12 h bei 200 °C im Trockenschrank getrocknet.
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3.4  Probenvorbereitung
3.4.1 Gefriertrocknung

Die Trocknung der Proben wurde mittels Gefriertrocknung vorgenommen. In friiheren
Arbeiten wurde gezeigt, dass diese Methode sehr gut fur biologische Matrices geeignet ist, da
keine Verluste oder Umwandlungen von Butylzinnspezies festgestellt werden konnten.*! Die
Proben wurden ohne Unterbrechung der Kihlkette in die Gefriertrockenanlage gestellt und bis
zur Gewichtskonstanz im Vakuum getrocknet. Nach Erfahrungswerten der UPB ist diese nach
etwa finf Tagen erreicht. Daher wurde am fiinften Trocknungstag das Gewicht der Proben
inkl. Glasflasche und Schraubverschluss bestimmt. Die Proben wurden flr weitere 24 h
getrocknet und anschliefend erneut gewogen. Bei einer relativen Gewichtsdifferenz der
beiden Wagungen kleiner als 0,5% wurden die Proben als trocken angesehen. Das getrocknete

Material wurde bei 4 °C gelagert und schnellstmoglich weiterverarbeitet.!*®!

3.4.2 Mikrowellenaufschluss der Gewebeproben

Wie in Kapitel 2.1.1 schon erwéhnt wurde, sind OZV bzw. deren Kationen auf verschiedene
Weise an organisches Material gebunden. Um die OZV aus dem Probenmaterial zu ldsen,
wurde in dieser Arbeit auf eine mikrowellenunterstitzte alkalische Hydrolyse mit Tetra-
methylammoniumhydroxid (TMAH) zuriickgegriffen. Frihere Studien belegen, dass diese
Methode ein schnelles und effizientes Verfahren zur Freisetzung von Organozinn-
verbindungen aus biologischen Proben ist. “%“**% Durch den Einsatz von Mikrowellengeraten
wird die Reaktionsdauer der Hydrolyse von mehreren Stunden auf wenige Minuten verkdirzt.
[4049-501 bie genaue Vorgehensweise basiert auf einer von Point et al. entwickelten Methode
zur Speziesanalyse von OZV™Y und internen Standardarbeitsanweisungen (SOP‘s, Standard
Operating Procedure) des Fraunhofer IME zur Bestimmung von BZV und
Methylquecksilberverbindungen in  Umweltproben mittels GC/ICP-MS. Ebenso sind
Derivatisierung und Extraktion (siehe Kapitel 3.4.4) und die Aufreinigung der organischen
Phase (siehe Kapitel 3.4.5) an o0.g. Quellen angelehnt. Ziel war es, moglichst milde
Bedingungen fiir die Extraktion zu finden und damit Verfdlschungen der
Butylzinnkonzentrationen durch Speziesumwandlungen zu minimieren. GemaR der Richtlinie
zum Aufschluss von Umweltproben der UBAM® wurden 200 mg Probenmaterial direkt in das
Aufschlussgefal eingewogen, mit 3 mL TMAH-LOsung versetzt und 30 s geschittelt, um

mogliches Verklumpen der Einwaage zu vermeiden. AnschlieBend wird die zuvor berechnete
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Menge der *Sn-angereicherten Standardlésung (siehe Kapitel 3.5.3) mit einer Pipette
hinzugegeben und die addierte Menge mit einer Analysenwaage ausgewogen. Nachdem fr
weitere 30s mit dem Vortex-Schittler equilibriert wurde, wurde das Gemisch nach

folgendem Programm mit der Mikrowelle aufgeschlossen:

1) Aufheizen innerhalb von 10 min auf 60 °C

2) Halten der Temperatur von 60 °C fur 5 min

Im Anschluss wurde die Aufschlusslosung 15 min im Ultraschallbad nachbehandelt. Auf
diese Weise sollte sichergestellt werden, dass noch am organischen Material gebundene BZV
in Lésung gebracht werden. Bei jedem Aufschluss wurden Blind- und Referenzproben
mitgefuhrt, um Verunreinigungen durch eingesetzte Chemikalien und Fehler im Versuchs-
ablauf anhand der Wiederfindungsrate zu erkennen.

3.4.3 Derivatisierung und Extraktion

Damit TBT, DBT und MBT gaschromatographisch getrennt werden kénnen, mussen die nicht
fliichtigen Kationen zu nicht polaren, leicht flichtigen Tetraorganozinn-Derivaten umgesetzt
werden, ohne dabei Informationen uber die Spezies zu zerstoren. Ethylierungen mit NaBEt,
(siehe Schema 5) bei gleichzeitiger Extraktion in eine organische Phase haben sich hierfiir als

effektive und praktikable Verfahren erwiesen.[“**"!

Schema 5: Ethylierungsreaktion am Beispiel von TBT.

Die Geschwindigkeit der Reaktion und die zu erreichende Ausbeute hangen vom
Alkylierungsgrad der OZV und dem pH-Wert der Lésung ab. Weil MBT stérker polar ist als
DBT und TBT, ist es stdrker solvatisiert. Dadurch wird der nukleophile Angriff der
Ethylgruppe erschwert. Der optimale pH-Wert, um gute Ausbeuten bei der Derivatisierung zu
erhalten, liegt nach Literaturangaben zwischen 4 und 5.16%25% Dje pH-Wert-Abhangigkeit
der Reaktion kann damit erklart werden, dass das Hydrolysegleichgewicht in wassrigen
Losungen eine pH-Abhéangigkeit aufweist (siehe Kapitel 2.2.1). Fur niedrige pH-Werte wird
angenommen, dass die Abspaltung und Protonierung einer Etyhlgruppe, gefolgt von der
Hydrolyse des entstandenen Triethylborans, die Derivatisierung beeinflusst (siehe
Schema 6).1°2
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Schema 6: Vermuteter Abbau-Mechanismus von NaBEt4 bei niedrigen pH-Werten.

Da eine wassrige TMAH-L6sung stark alkalisch ist, musste der pH-Wert gesenkt werden, um
die Derivatisierung zu ermdglichen. Daher wurde durch Zugabe von 0,55 mL HNOj3 (69%ig)
und 5,45 mL NaOAc/AcOH-Pufferlosung der pH-Wert auf 4,2 + 0,2 eingestellt. Wahrend der
Zugabe der HNOj3 fiel ein weilier bis gelber Niederschlag aus, von dem angenommen wird,
dass er aus freien Fettsauren besteht.™® AnschlieRend wurde die Aufschlusslésung mit
200 pL der 10%igen NaBEt,-Losung versetzt und fir weitere 30 s mit dem Vortex-Mixer
equilibriert, Dann wurden 2 mL des Extraktionsmittels Hexan hinzugeftigt. Nachdem fiir 1 h
mit der Horizontalschuttelmaschine geschittelt wurde, um vollstandige Derivatisierung und
Extraktion zu erreichen, wurden die organische und die wéassrige Phase mit 3500 U/min bei

Raumtemperatur in der Zentrifuge getrennt.
3.4.4 Aufreinigung der organischen Phase

Mit in die organische Phase Uberfiihrte Fette und Proteine beeinflussen die Qualitat der
GC/ICP-MS-Messung massiv. Sowohl die Auflésung der Peaks als auch die Sensitivitat
verschlechtert sich in ihrer Anwesenheit.®™ Daher wurde die organische Phase per
Festphasenextraktion gereinigt. Zum Entfernen von H,O aus der Hexanphase wurden in die
Kieselgel-SPE-Kartuschen 3 g wasserfreies Na,SO, eingewogen. Danach wurden die
Kartuschen mit 5 mL Hexan konditioniert und die Probe aufgetragen. AnschlieBend wurden
die BZV mit 2x2mL eines Hexan/Aceton-Gemischs (95:5Vol.-%) eluiert, im
Stickstoffstrom auf 100 pL konzentriert und in GC-Autosampler-Vials tberfiihrt. Wenn die
Messung erst am folgenden Tag durchgefihrt wurde, wurden die Proben tber Nacht bei

—25 °C gelagert.
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Gefriertrocknung

1) Isotopenverdiinnung
2) Mikrowellenaufschluss

Mikrowellenextraktion
10 min, RT °C-60 °C
5 min, 60 °C

Derivatisierung
und Extraktion

Aufreinigung

Messung mittels GC/ID-ICP-MS

Schema 7: FlieRschema der ver-

wendeten Methode.
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3.5 Isotopenverdinnungsanalyse (IVA)

Die Gehalte der drei Butylzinnspezies in den Gewebeproben wurden mit der
Isotopenverdinnungsanalyse berechnet, die eine der préazisesten Methoden in der
Spurenelementanalytik ist®> Das Prinzip der IVA beruht auf der Messung von
Isotopenverhaltnissen, in den meisten Fallen mit einem Massenspektrometer als
Detektionseinheit. Durch das Vorschalten einer chromatographischen Trennmethode kénnen
zusétzlich unterschiedliche Elementspezies getrennt und gemessen werden. Die Erweiterung
der Methode zur spezies-spezifischen Elementanalyse findet vor allem bei der Bestimmung
von schédlichen Elementspezies in Umweltproben Anwendung. Ebenso kdnnen Erkenntnisse
tiber Speziesumwandlungen oder den Metabolismus eines Stoffs gewonnen werden.>®!
Grundvoraussetzung fir die Bestimmung von Isotopenverhaltnissen eines Elements ist das
Vorhandensein von mindestens zwei stabilen bzw. langlebigen Isotopen. Das in dieser Arbeit
betrachtete Zinn besitzt mit zehn natirlichen stabilen Isotopen die héchste Anzahl aller

Elemente. In Tabelle 6 sind die Isotope mit ihrer relativen Haufigkeit aufgefiihrt.”

Tabelle 6: Die stabilen Isotope des Zinns und deren nat. rel. Haufigkeit.

rel. Haufigkeit [%)] der

Isotop nat. rel. Haufigkeit [%6] 11551 angereicherten Losung

125n 0,97 <0,01
143 0,65 <0,01
155 0,36 <0,01
165 14,53 0,029
175 7,68 0,114
H8gn 24,22 14,33
1195 8,58 82,40
1205, 32,59 3,13

1228 4,63 <0,01
1243n 5,79 <0,01
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3.5.1 Herleitung der Isotopenverdinnungsgleichung

Um die Konzentration eines Elements oder einer Elementspezies zu berechnen, wird die zu
bestimmende Verbindung in isotopenangereicherter Form zu der Probe hinzugefigt. Fir die
Quantifizierung der drei Butylzinnspezies TBT, DBT und MBT mittels Isotopen-
verdiinnungsanalyse ist eine Losung von '°Sn-angereichertem TBT (c = 1082 + 17 ng/g),
DBT (c=693+9ng/g) und MBT (c=105%2ng/g) in AcOH/MeOH (Verhiltnis 3:1)
kéauflich zu erwerben. Die Isotopenzusammensetzung, die fur alle drei untersuchten Sn-
Spezies gleich ist, wird in der rechten Spalte von Tabelle 6 widergegeben. Die Herleitung der
Gleichung, mit der die Konzentrationen der drei Butylzinnspezies berechnet werden, wird am
Beispiel der in dieser Arbeit verwendeten Isotope '°Sn und '?°Sn gezeigt. Dabei ist zu
beachten, dass die Berechnung fur Tri-, Di- und Monobutylzinn einzeln durchgefiihrt werden
muss. Die Gesamtzahl der Sn-Atome (Ng) nach Zugabe der Indikatorlésung ist die Summe
der Sn-Atome in der Probe (Np) und in der Indikatorlésung (Nsp):

Ng= Np+ Ng, 1)

Ebenso kann die Gesamtanzahl der *°Sn-Atome (N&°) und der °Sn-Atome (N&') in der

Mischung durch &hnliche Gleichungen beschrieben werden:

NG N NS @

N119 N 19+N119 (3)

mit  Np”’ und Ng>’: Anzahl der ***Sn-Atome in der Probe bzw. der Indikatorlésung und

Np'” und Ng,’: Anzahl der ***Sn-Atome in der Probe bzw. der Indikatorlgsung.

Durch Division von Gl. (2) durch GI. (3) wird das Isotopenverhéltnis R,o;19 der Mischung

aus Probe und angereichertem Isotopenstandard erhalten (siehe Gl. (4)):

R N120 NI1’20+ N120 NPH11)20+ NSpHé%O
120 =

120 = 419 = G119, w119 i 119
m  Ng~ Np '+Ng,°  NpHp '+ Ng,Hg,

(4)

Mit Np*%= NpHp™, Ngo'= Ng,Hgo’, Np'”=NpHp'” und Ng’=Ng,Hg,” werden die relativen
Haufigkeiten der beiden Isotope in der Probe (Hp2® und Hp'®) und im isotopenangereicherten
Standard (Hsp’ und Hg,’) in der Gleichung beriicksichtigt. Durch Umformung von Gl. (4)

nach Np erhalt man:
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119 17120
Ri2oHs, - Hgp

_ 119
Np = Ngpx HI20- RypHL (5)
119

CSprnSp .

CpIlp
in Gl. (5) und Umformung nach cp

Durch Einsetzen von Np= N X und Ng,= Ny X

P Sp

kann mit GI. (6) die Konzentration der Butylzinnspezies berechnet werden.

119 120
mSpMP(R@XHSp - HSp )
119

(6)

Cp = CSpX
mPMsp(HI{ZO- RizoxHp"’
119

cp und cg,: Konzentration der Butylzinnspezies in der Probe bzw. in der Indikatorldsung in

ng/g als Sn.

mp Und mg,: Einwaage an Probe bzw. Indikatorlsung in g.

M, und Mg, Durchschnittliches Atomgewicht in der Probe bzw. Indikatorlésung in g/mol.
Da Zinn keine naturlichen Schwankungen in seiner Isotopenzusammensetzung aufweist,
entsprechen die relativen Haufigkeiten der Isotope H in der Probe den natirlichen relativen
Héaufigkeiten (siehe Tabelle 6); dementsprechend ist auch das durchschnittliche Atomgewicht
gleich dem nattrlichen. Ebenso sind die relativen Haufigkeiten und das durchschnittliche
Atomgewicht der Indikatorlésung bekannt. Unter der VVoraussetzung, dass sowohl die Probe
als auch der Isotopenstandard genau eingewogen wurden, befindet sich in Gl. (6) mit dem

Isotopenverhaltnis Ri2 nur noch eine unbekannte Variable, die experimentell mittels GC/ICP-
119

MS bestimmt werden muss.®® Zur Berechnung der TBT-, DBT- und MBT-Konzentrationen
in den Umweltproben, die fir diese Arbeit untersucht wurden, wurde GI. (6) in eine Excel-
Tabelle implementiert.

3.5.2 Vorteile der Isotopenverdiinnungsanalyse und mogliche Fehlerquellen

Die experimentelle Bestimmung des Isotopenverhaltnisses anstatt von Gehalten bietet einige
Vorteile gegeniiber herkdmmlichen Kalibrationsmethoden. Sobald das Gleichgewicht
zwischen Probe und Isotopenstandard hergestellt ist, liegt in jedem Aliquot der Probe das
gleiche Isotopenverhéltnis vor. Substanzverluste durch nicht-quantitative Schritte wéhrend der
Probenvorbereitung haben somit keinen Einfluss auf das Messergebnis mehr. Zudem ist es

nicht notwendig, Verdunnungs- oder Konzentrierungsfaktoren in der Berechnung zu
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beruicksichtigen. Aus diesen Grinden ist es wichtig, dass die Zugabe des Isotopenstandards
und die Einstellung des Gleichgewichtes zwischen Probe und Indikatorlosung so frih wie
moglich wéhrend der Probenvorbereitung durchgefuhrt werden. Weitere Vorteile der
Isotopenverdiinnungsmethode liegen darin, dass Matrixeffekte und instrumentelle

UnregelmaRigkeiten wie z. B. Signaldrift das Messergebnis nicht beeinflussen.>%!

Im Umkehrschluss bedeutet dies, dass Substanzverluste vor der Gleichgewichtseinstellung
und die Nichteinstellung des Gleichgewichts zwischen Probe und Indikatorlésung einen
groBen Einfluss auf das Isotopenverhaltnis haben und eine der Hauptfehlerquellen der
Methode sind. Weitere Fehlerquellen, die die Richtigkeit der Messung des
Isotopenverhaltnisses negativ beeinflussen, sind instrumenteller Natur bezlglich der
Massenspektrometrie. Zum einen mussen Interferenzen, die z. B. durch die Matrix oder das
Plasmagas hervorgerufen werden kénnen, ausgeschlossen sein. Zum anderen wird durch den
Effekt der Massendiskriminierung eine zu hohe Intensitét an schwereren Isotopen gemessen.

Diese Verfélschung (,,mass bias®) ist abhéngig von der Massendifferenz der Isotope und kann

mit Hilfe folgender Gleichung korrigiert werden: "

Ry,
R =
¢ 1+FAm

()

Dabei stehen R, und R, flr das korrigierte und das gemessene Isotopenverhaltnis, F ist der
sogenannte ,,mass bias“-Korrekturfaktor und 4m die Massendifferenz der betrachteten
Isotope. Monperrus et a. haben die Massenkorrektur fir Butylzinnspezies bestimmt, indem
der Probe durchgehend eine Sh-Lésung addiert und das Isotopenverhaltnis *2*Sh/**'Sh
gemessen wurde. Durch Umstellung von GI. (7) und unter der Annahme, dass R, dem
natlrlichen Isotopenverhaltnis von Antimon entspricht, kann der Korrekturfaktor F berechnet
werden.[yl Die ,Detector Dead Time* bringt einen zusétzlichen systematischen Messfehler
bei der Messung des Isotopenverhéltnisses ein. Die GrofRe dieses Fehlers kann ebenso
experimentell ermittelt und korrigiert werden. Da die Detector Dead Time hier als weniger
relevant angesehen und in dieser Arbeit nicht bestimmt wurde, werden die

Korrekturmoglichkeiten hier nicht weiter erlautert.
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3.5.3 Berechnung der optimalen Menge an Isotopenstandard

Wie im vorigen Kapitel erldautert wurde, héngt die richtige Quantifizierung der
Butylzinnspezies von der Prézision der massenspektrometrischen Messung des
Isotopenverhaltnisses ab. Auf Grund der Tatsache, dass das Isotopenverhéltnis bei der
Isotopenverdiinnungsanalyse die einzige experimentell bestimmt Messgrolie ist, wurde der
Ansatz entwickelt, den Fehlerfortpflanzungsfaktor fy dieser Messung zu minimieren und auf
diesem Weg das optimale Isotopenverhaltnis flr die isotopenverdiinnte Probe zu berechnen.

Wird von Gl. (8) durch Differentiation das Minimum bestimmt, gelangt man zu Gl. (9), mit

der das optimale Isotopenverhaltnis berechnet werden kann: %1
(Algzo A120> N
120
B A}l)l9 All9 15
fr= 120\ /A 120 ®)
<R120-_A[1)19> (% —R120>
119 AP ASp 119
R on [ATAS (03259 X00313 .
129(0pt.)= ASOALD  [0,0859%0,8240 ©)

Gl. (8) und (9) zeigen die Abhangigkeit des Fehlerfortpflanzungsfaktors von den relativen
Héufigkeiten in der Probe und der Indikatorlésung. Aus GI. (8) ist zu entnehmen, dass der
Fehlerfortpflanzungsfaktor kleiner wird, je stdrker der Isotopenstandard angereichert ist.

Zudem ist zu erkennen, dass fz wachst, je weiter sich das gemessene Isotopenverhaltnis Rizo
119

dem natirlichen oder dem Isotopenverhaltnis der Indikatorlésung annéhert. Neben diesem nur
auf Grund der Fehlerfortpflanzung berechneten Wert, missen weitere Faktoren berlicksichtigt
werden, die die Prazision der Messung beeinflussen. Zum Beispiel wird grofite Préazision bei
der massenspektrometrischen Bestimmung der Isotopenverhéltnisse, die tber die Integration
der einzelnen Peakflachen verl&uft, bei einem Isotopenverhiltnis von R = 1 erreicht. Liegt die
Konzentration der zu bestimmenden Verbindung nahe der Bestimmungsgrenze, kann es
sinnvoll sein, das Isotopenverhaltnis in Richtung des Spike-Isotops zu verschieben, um den
Einfluss des Rauschens auf das Spike-Isotop zu verringern.*%¢

Die Bestimmung von Konzentrationen in Umweltproben beinhaltet als zusétzlichen
Unsicherheitsfaktor, dass die in der Probe vorliegende Konzentration nur anhand von bereits
vorliegenden Daten von vergleichbaren Proben abgeschatzt werden kann. Zudem muss bei

der simultanen Bestimmung von TBT, DBT und MBT darauf geachtet werden, dass das
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Isotopenverhaltnis fur alle drei Butylzinnspezies auf einen mdoglichst akzeptablen Wert

eingestellt wird.

3.6  Messbedingungen der GC/ICP-MS-Kopplung

Als Gaschromatograph wurde im Rahmen dieser Arbeit das Modell Trace 1310 der Firma
Thermo Fisher Scientific mit Autosampler (Modell TriPlus RSH, Thermo Fisher Scientific)
eingesetzt. Die Trennung erfolgte auf einer niedrig polaren Quarzglas-Kapillarsdule (Restek
RTX-5, 5% Polydiphenyl-/95% Polydimethylsiloxan, Ldnge 30 m, ID 0,32 mm, Filmdicke
0,25 um). Die Betriebsparameter des Gaschromatographen werden in Tabelle 7 und das

Temperaturprogramm in Tabelle 8 aufgefiihrt.

Tabelle 7: Verwendete GC-Betriebsparameter.

Injektor splitless
Injektortemperatur 200 °C
Injektionsvolumen 2 uL
Carriergasfluss He 2,00 mL/min
Additional-Gasfluss Ar 70,01%

innere Line  Silcosteel, Lange 1 m, ID 0,28 mm, AD 0,53 mm
Transferline aulere Line Silcosteel, Lange 1 m, ID 1,0 mm, AD 1,6 mm

Temperatur 300 °C

Tabelle 8: Temperaturprogramm der GC.

Rate [°C/min] Endtemperatur [°C] Haltezeit [min]

0,0 60,0 1,20
80,0 100,0 0,00
20,0 160,0 0,00
80,0 300,0 0,00
90,0 310,0 1,00

Fur alle Messungen wurde das induktiv gekoppelte Plasma-Massenspektrometer iCAP Qc der

Firma Thermo Fisher Scientific benutzt. Die Messbedingungen sind in Tabelle 9 dargestellt.
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Die Daten wurden mit der Software Qtegra, Version 2.2.1465.24 von Thermo Fisher
Scientific aufgezeichnet. Nachdem die Rohdaten exportiert wurden, wurde die Integration der
Peakflachen sowie die graphische Aufarbeitung der Chromatogramme mit der Software
OriginProLab 9.1 (OriginLab Corporation, MA, USA) durchgefiihrt. Die weitere
Auswertung wurde mit der Software Microsoft Excel 2010 (Microsoft Corporation,
Redmond, WA, USA). Dazu wurden die Werte fir die Peakflachen in ein Excel-Sheet

kopiert, mit dem die Butylzinn-Gehalte berechnet werden.

Tabelle 9: Einstellungen des ICP-MS.

gemessene Isotope U8gp, H9gp, 120gp, 121gh 1235
Dwell Time 70 ms

Plasmaleistung 1550 W

Hilfsgasfluss 0,8 L/min

Zerstaubergasfluss 0,7 L/min

Kihlgasfluss 14 L/min
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4 Ergebnisse

4.1 Bestimmung der Retentionszeiten

Die Retentionszeiten von TBT, DBT und MBT wurden bestimmt, indem Standardlésungen
von MBTCI3;, DBTCI, und TBTCI mit einem Sn-Gehalt von 4 pg/g mit der entwickelten
Methode vorbereitet und gemessen wurden. Um sicherzustellen, dass die drei
Butylzinnverbindungen auch nebeneinander vorliegend gaschromatographisch trennbar sind,
wurde zudem eine LOdsung mit einem Gehalt von je 4 ug Sn/g als TBT, DBT und MBT
hergestellt und untersucht. Aus den Chromatogrammen in Abbildung 10 kénnen die einzelnen
Retentionszeiten von TBT, DBT und MBT entnommen werden. Ebenso ist zu erkennen, dass

die Spezies mit dem verwendeten GC-Temperaturprogramm basisliniengetrennt werden

kdnnen.
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3125 kit II‘sISn r
120 r
J Sn L 3 50E+008
/ L
/ L
279 ;
- 2,50E+008
325 357 F‘g
L 2,00E+008 =
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‘g :
A J =
. A AN
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/ \ J&L / o
/
/ N /
7 MBT
e e e e s 2 e e
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Zeit [s]
Abbildung 11: Chromatogramme der Einzelstandards und des Standard-

gemisches zur Retentionszeitbestimmung.
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4.3

Validierung der Messmethode

4.3.1 Selektivitat und Spezifitat

Das obere Chromatogramm in Abbildung 11 zeigt das Spektrum des reinen Isotopenstandards

(Verdinnung 1:10), unten ist das Chromatogramm einer isotopenverdiunnten Probe des

verwendeten zertifiziertes Referenzmaterials (ZRM) dargestellt. Wie bei den Einzelstandards

ist in beiden Messungen eine Basislinientrennung der Peaks gegeben. Ebenso stimmen die

Retentionszeiten des Isotopenstandards mit denen des ZRMs (berein. Bezieht man die

Ergebnisse der Einzelstandardmessung mit ein, kann die Forderung nach Selektivitat und

Spezifitat des Verfahrens als erfiillt angesehen werden.

119
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g .
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Abbildung 12: Beispielchromatogramm des Isotopenstandards (oben) und

des isotopenverdiinnten Referenzmaterials (unten).
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4.3.2 Wiederfindungsrate und Wiederholbarkeit

Die Wiederfindungsrate wurde durch mehrfache Bestimmung des zertifizierten Referenz-
materials (ZRM) Mussel Tissue ERM-CE477 ermittelt. Es wurden 3 x 10 Proben des ZRM
aufgeschlossen und diese zweimal nacheinander gemessen. Zudem wurden bei jeder
Messserie von Umweltproben fiinf Proben Referenzmaterial mitgefuhrt. Auf Grund der hohen
Konzentration an Butylzinnverbindungen im ZRM wurden anstatt 200 mg (Einwaage fir
Umweltproben) nur 50 mg ZRM eingewogen. Auf Grund von regelméRig Uberhdhten
Wiederfindungen an MBT wurde das bereits vorhandene ZRM durch frisches Material
ersetzt. In Tabelle 10 sind die durchschnittlichen Wiederfindungsraten tber alle Messungen
fiir beide Chargen separat aufgefiihrt. Es ist zu erkennen, dass mit der neuen Charge ERM-
CE477 vor allem fir MBT bessere und zuverlassigere Wiederfindungen erreicht werden
konnten. Der auf Basis praxisrelevanter Anforderungen nach internen Richtlinien des
Fraunhofer IME (interne Fraunhofer IME SOPs) aufgestellte Toleranzbereich von 80-120%
Wiederfindung fir feste Referenzmaterialien wurde damit Uber alle Messungen hinweg

eingehalten.

Tabelle 10: Durchschnittliche Wiederfindungsraten (in %) und

Standardabweichung fur beide verwendeten ZRMs.

ERM-CE477 | TBT S | DBT S MBT S

alt 102% 3% | 93,0% 2,2% | 116% 36%
frisch 100% 2% | 91,3% 1,5% |91,9% 3,5%

Die Fraunhofer IME-interne Richtlinie zur Bestimmung der Wiederholbarkeit besagt, dass die
relative Standardabweichung Sy der Wiederfindungsmessungen kleiner 10% betragen soll
(fir Konzentrationen des ZRMs gréRer als 25 ng/g). Wie aus Tabelle 10 zu entnehmen ist,

wurde diese Bedingung erfillt.
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Zur Bestimmung der Laborpréazision wurde die Probenvorbereitung zehn unabhédngiger
Referenzproben von einem Labormitarbeiter des Fraunhofer IME durchgefihrt. Die Proben
wurden von demselben Mitarbeiter mittels GC/ICP-MS-Messung zweimal bestimmt. Die
durchschnittlichen Wiederfindungsraten und die dazugehérigen Standardabweichungen sind
in Tabelle 11 aufgefihrt.

Tabelle 11: Durchschnittliche Wiederfindungsraten (in %) und
Standardabweichungen der Messung zur Bestimmung

der Laborprézision.

TBT DBT MBT

Wiederfindungsrate | 98,4% 90,3% 92,6%

S 2.1% 2.1% 6,1%

4.3.3 Berechnung der Nachweis- und Bestimmungsgrenze

Die Nachweis- und Bestimmungsgrenze des Verfahrens wurde gemalR DIN 32645 nach der
Leerwertmethode (Schnellschatzung) berechnet.®? Zu beachten ist, dass durch die
Schnellschéatzung zwar vergleichbare Ergebnisse wie mit der direkten und der indirekten
Methode erhalten werden, man jedoch mit der Schnellschdtzung eher eine hohere
Nachweisgrenze berechnet. Die Schnellschatzung der Nachweisgrenze (NG) wird hier als ein

Vielfaches der Verfahrensstandardabweichung aufgefasst und es gilt:
NG=3><% mit (10)

s ist die Standardabweichung der Blindprobenmesswerte. Weil bei der Isotopenver-
dinnungsanalyse keine externe Kalibration durchgefiuhrt wird, wird die Steigung der
Kalibrationsgeraden b =1 gesetzt. Somit ergibt sich nach Gleichung 10 fur die Nachweis-

grenze:
NG =3xs; (11)

Die Schnellschatzung der Bestimmungsgrenze (BG) nach der Leerwertmethode wird laut DIN
32645 folgender Gleichung berechnet:

BG = kX @y g% (12)

45



KAPITEL 4 ERGEBNISSE

Unter den gleichen Bedingungen wie bei der Berechnung der NG und zusatzlich k = 3 flr

eine relative Ergebnisunsicherheit von 33,33% erhalt man

BG = 10xs, (13)

Zur Bestimmung der NG und BG wurde ein Aufschluss von 20 Blindproben gemacht. Die
Blindproben durchliefen alle analytischen Prozesse wie auch die Proben, nur ohne Zugabe
von Probenmaterial. Um die Richtigkeit der Probenvorbereitung zu tberpriifen, wurden
ebenfalls Proben des ZRM mitgefiihrt. Aus den mittels Gl. 6 (siehe Kapitel 3.5.3) ermittelten
Blindwerten, ergaben sich fir die drei Butylzinnspezies folgende Standardabweichungen
(angegeben als ng BuSn):

TBT: 0,014 ng/g
DBT: 0,011 ng/g
MBT: 0,009 ng/g

Durch Einsetzen in die Gleichungen 11 und 13 wurden fir die Nachweis- und Bestimmungs-
grenze folgende Werte berechnet:

Tabelle 12: Nachweis- und Bestimmungsgrenzen,

ermittelt anhand von 20 Blindproben.

_ Nachweisgrenze Bestimmungsgrenze
BuSn-Spezies

[ng BuSn/g] [ng BuSn/g]
TBT 0,103 0,310
DBT 0,066 0,199
MBT 0,041 0,123
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Zusétzlich wurden bei jeder Messung finf unabhéngige Blindproben mitgefihrt, die jeweils
zweimal gemessen wurden. Aus den Messwerten wurden die NG und BG fur jede Messreihe
separat bestimmt. Die durchschnittlichen Blindwerte fir TBT, DBT und MBT uber alle
Messungen sind in Tabelle 12 zusammengefasst. Fir die Auswertung der Messergebnisse

werden die Nachweis- und Bestimmungsgrenzen der jeweiligen Messserien verwendet.

Tabelle 13: Durchschnittliche NGs und BGs (iber alle Messungen.

] Nachweisgrenze Bestimmungsgrenze
BuSn-Spezies

[ng/g BuSn] [ng/g BuSn]
TBT 0,123 0,369
DBT 0,101 0,302
MBT 0,204 0,611

4.3.4 Festlegung des Arbeitsbereiches

Da die Isotopenverdiinnungsanalyse eine absolute Methode ist, die keine weitere Kalibration
bendtigt, ist der Arbeitsbereich nur durch die Bestimmungsgrenze als untere Messgrenze

beschrankt.

4.4  Berechnung der Messunsicherheit

Die Messunsicherheit und die daraus resultierende erweiterte Messunsicherheit des
Verfahrens wurden nach dem NORDTEST-Verfahren abgeschatzt. Bei der Bestimmung der
Messunsicherheit nach dem NORDTEST kénnen mehrere Methoden angewendet werden, die
auf verschiedenen Kriterien zum Abschétzen beruhen. Die fir die Isotopenanalyse geeignete
Methode stitzt sich auf Vergleichsmessungen von Referenzmaterialen verschiedener
Messserien, die den gesamten analytischen Prozess abdecken. Dabei werden fiir die
Berechnung sowohl Messserien, die von einem Bearbeiter durchgefiihrt wurden als auch die
Wiederfindungsdaten der Referenzmaterialien aus zwei Messserien, die von zwel
unterschiedlichen Bearbeitern durchgefiihrt wurden, beriicksichtigt. Die Berechnung der
Messunsicherheit und der kombinierten Messunsicherheit wird nach den folgenden Formeln

durchgefihrt.
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Unsicherheit der systematischen Messabweichung (u(bias)) — Abweichung anhand der Daten

aus verschiedenen Messserien von einem Bearbeiter:

N2
u(bias)= \/ (bias)?+ (Sb—\/%s) + u(Xpep)? (14)
mit  u(bias) = Unsicherheit der systematischen Messabweichung
bias = systematische Messabweichung
Shias = Standardabweichung aus der Kontrollanalyse
U(Xpep) = Unsicherheit des zertifizierten Referenzmaterials

bias= & Ser)
Xref
mit X = Mittelwert der Analysenwerte
Xpef = zertifizierter Wert des Referenzmaterials
2
Sbias ™ EZ?=1 (Xi-X)
mit n = Anzahl der Messungen
X = Mittelwert der Analysenwerte
Xpef = Wert am i-ten Element der Messung
__ 100X sp
u(xref) - Eref
mit  sp = Standardabweichung des Referenzmaterials
Xref = zertifizierter Wert des Referenzmaterials

Unsicherheit der Laborabweichung (u(Rw)) — Laborabweichung anhand der Daten aus zwei
Messserien von zwei Bearbeitern:

Zur Berechnung der Unsicherheit der Reproduzierbarkeit ist es sinnvoll Kontrollproben zu
verwenden. Da in diesem vorliegenden Fall keine sinnvollen Kontrollproben zur Verfiigung
standen, wurden zur Berechnung der Laborabweichung die Daten der Referenzmaterialien,
die aus zwei unabhangigen Messserien gewonnen wurden, verwendet. Dabei wurden alle fiir

die Analytik notwendigen Schritte (Aufschluss und Isotopenverdinnung, Derivatisierung und
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Messung) von zwei Bearbeitern durchgefiihrt, um nur die Abweichung zu erhalten, die nicht

auf das Referenzmaterial zurtickzufihren ist.

u(RW) = Srel

Kombinierte Messunsicherheit u..:

u. = Ju(R,)? + u(bias)? (15)

mit  u(R,) Unsicherheit der Reproduzierbarkeit — berechnet aus den Daten des
Referenzmateriales aus zwei Messserien von zwei Bearbeitern
u(bias) Unsicherheit der systematischen Messabweichung - berechnet aus den
Daten des Referenzmateriales aus verschiedenen Messserien von einem

Bearbeiter

Erweiterte Messunsicherheit:

Die kombinierte Messunsicherheit multipliziert mit einem Faktor k = 2 liefert die erweiterte

Messunsicherheit U:

U=k x u, (16)

Tabelle 14: Messunsicherheit und erweiterte Messunsicherheit fir TBT, DBT und MBT (k = 2).

) Messunsicherheit Erweiterte Messunsicherheit
BuSn-Spezies

[%0] [70]
TBT 6,13 12,3
DBT 8,51 17,0
MBT 13,1 26,3
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4.5 Bestimmung der Butylzinngehalte
45.1 Auswertung der Rohdaten

Wie schon in Kapitel 3.6 erwéhnt, wurden die erhaltenen Rohdaten aus der ICP-MS Software
Qtegra als CSV-Datei exportiert. Nachdem diese in eine Excel-Datei umgewandelt wurde,
konnten die Daten in eine im Rahmen dieser Arbeit entwickelte OriginLab-Vorlage
eingelesen und die dazugehdrigen Chromatogramme erstellt werden. In Abbildung 13 sind die
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Abbildung 13: Chromatogramme der Dreifachbestimmung von Brassenproben aus

dem Belauer See.
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Chromatogramme der Dreifachbestimmung von Brassenmuskulatur aus dem Belauer See
dargestellt. In den Abbildungen 14-16 sind beispielhaft fur jeden untersuchten Organismus
Chromatogramme von Brassen- und Aalmuttermuskulaturproben sowie das Chromatogramm
einer Bestimmung von TBT, DBT und MBT im Weichkorper der Miesmuschel zu sehen. Die
Chromatogramme inklusive des Chromatogramms der Messung des ZRM verdeutlichen, dass
die Methode bis hin zu sehr hohen Konzentrationen anwendbar ist. Abbildung 13 verdeutlicht
jedoch, dass die Integration zunehmend problematischer wird, je weiter sich die
Konzentrationen der Nachweis- und Bestimmungsgrenze annéhern, da das Signal-Rausch-
Verhaltnis zunehmend schlechter wird. Weitere Informationen zur Integration der
Chromatogramme und zu der Excel-Arbeitsmappe zur Berechnung des Gehalts an Tri-, Di-
und Monobutylzinn befinden sich in Anhang A. In den folgenden Unterkapiteln werden die
Butylzinngehalte der in dieser Arbeit vervollstdndigten Zeitreihen tabellarisch angegeben. Der
Gehalt an den jeweiligen Butylzinnspezies wird in [ng/g BuSn] bezogen auf das
Frischgewicht der Gewebeproben angegeben. Die Umrechnung von Trocken- auf
Frischgewicht wurde vorgenommen, weil sich die Gehalte der bereits vorliegenden Jahre der
Zeitreihen ebenso auf das Frischgewicht beziehen und die Konzentrationen in Geweben
typischerweise immer auf das Frischgewicht bezogen angeben werden. Der Wassergehalt der
untersuchten Proben wurde der Datenbank des Umweltbundesamtes fir chemische

Belastungen entnommen.®®
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Abbildung 14: Chromatogramm einer Brassenprobe aus Blankenese.
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Abbildung 15: Chromatogramm einer Miesmuschelprobe aus Darf3er Ort.
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Abbildung 16: Chromatogramm einer Aalmutterprobe aus Varel Mellum.
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45.2 Zeitreihen Aalmuttermuskulatur 2010-2013

Tabelle 15: Arithmetischer Mittelwert des Butylzinngehaltes aus

drei unabhangigen Messungen, PNF DarRer Ort.

Jahr TBT S DBT S S BG [ng/g] ww
[ng/glww  [ng/gl ww | [ng/glww [ng/g] ww | [ng/glww [ng/g]ww | TBT DBT MBT
2010°| 0,146 0,060 0,041 0,105 0,434
2011 0,317 0,001 0,045 0,031 0,091 0,062 0,158
2012 0,252 0,013 0,043 0,027 0,086 0,059 0,149
20132 0,234 0,023 0,096 0,013 0,233 0,096 0,402 0,236 0,486
- <BG
Tabelle 16: Arithmetischer Mittelwert des Butylzinngehaltes aus
drei unabhangigen Messungen, PNF Meldorfer Bucht.
Jahr TBT S DBT S MBT S BG [ng/g] ww
[ng/glww  [ng/gl ww | [ng/glww [ng/g]ww | [ng/glww [ng/g]ww | TBT DBT MBT
2010 3,37 0,02 0,215 0,034 _ 0,045 0,117 0,481
2011 3,10 0,18 0,174 0,026 0,055 0,010 0,095 0,064 0,164
2012 | 351 0,10 0,102 0,038 _ 0,092 0,063 0,160
20132 2,50 0,06 0,220 0,083 0,366 0,087 0,407 0,236 0,488
- <BG
Tabelle 17: Arithmetischer Mittelwert des Butylzinngehaltes aus drei
unabhéngigen Messungen, PNF Transekt Varel Mellum.
Jahr TBT S DBT S MBT S BG [ng/g] ww
[ng/glww  [ng/glww | [ng/glww [ng/g]ww | [ng/glww [ng/lglww | TBT DBT MBT
2010" 1,68 0,02 0,152 0,018 0,045 0,116 0,479
2011 1,16 0,06 0,061 0,018 0,096 0,065 0,166
2012 1,39 0,09 0,113 0,023 0,089 0,060 0,154
2013% 1,50 0,07 0,158 0,035 0,254 0,059 0,412 0,240 0,495
- <BG

*

mind. eine Probe musste auf Grund von Problemen bei der Gefriertrocknung vor der Einwaage

gemdrsert werden.

Gefriertrocknung im September 2013, dann Lagerung bei 4 °C.

53



KAPITEL 4

ERGEBNISSE

4.5.3 Zeitreihen Miesmuschel/Weichkdrper 2009-2013

Tabelle 18: Arithmetischer Mittelwert des Butylzinngehaltes aus

drei unabhangigen Messungen, PNF DarRer Ort.

TBT S DBT S MBT S BG [ng/g] ww
Jahr
[ng/gl ww [ng/glww | [ng/g]ww [ng/g] ww | [ng/glww [ng/lglww | TBT DBT MBT
2009" 0,311 0,070 0,239 0,033 0,091 0,002 0,007 0,017 0,069
2010 0,599 0,012 0,259 0,006 0,115 0,005 0,020 0,014 0,035
2011° ¢ 0,111 0,008 0,061 0,001 0,091 0,001 0,071 0,041 0,085
2012" 0,428 0,014 0,198 0,004 0,089 0,004 0,015 0,039 0,159
2013 0,165 0,006 0,079 0,008 0,089 0,002 0,105 0,061 0,127
<BG
Tabelle 19: Arithmetischer Mittelwert des Butylzinngehaltes aus
drei unabhangigen Messungen, PNF Eckwarderhérne.
TBT S DBT S MBT S BG [ng/g] ww
Jahr
[ng/gl ww  [ng/g] ww [na/g] [ng/glww | [ng/glww [ng/glww | TBT DBT MBT
2009° 1,07 0,661 0,507 0,023 0,016 0,011
2010 0,934 0,004 0,615 0,011 0,521 0,001 0,033 0,023 0,058
2011° 0,650 0,022 0,526 0,044 0,610 0,059 0,148 0,087 0,179
2012* 0,582 0,270 0,615 0,050 0,441 0,019 0,018 0,046 0,192
2013*¢ 0,796 0,399 0,394 0,146 0,085 0,177

o

(@]

mind. eine Probe musste auf Grund von Problemen bei der Gefriertrocknung vor der Einwaage

gemdrsert werden.

Gefriertrocknung im Oktober 2014, dann Lagerung bei 4 °C.

Gefriertrocknung im April 2012, dann Lagerung bei 4 °C.

nur 50 mg Probenmaterial vorhanden.

nur zwei Proben standen zur Verfligung.
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Tabelle 20: Arithmetischer Mittelwert des Butylzinngehaltes aus
drei unabhangigen Messungen, PNF Konigshafen.
TBT S DBT S MBT S BG [ng/g] ww
Jahr
[ng/glww [ng/glww | [ng/g]ww [ng/glww | [ng/glww [ng/glww | TBT DBT MBT
2009" 0,364 0,051 0,377 0,041 0,309 0,020 0,012 0,030 0,126
2010 0,478 0,047 0,239 0,012 0,143 0,002 0,034 0,023 0,059
2011° 0,163 0,045 0,105 0,016 0,174 0,027 0,177 0,103 0,213
2012" 0,120 0,029 0,129 0,023 0,084 0,026 0,019 0,048 0,199
2013 0,565 0,030 0,181 0,003 0,095 0,004 0,050 0,051 0,041
<BG
* mind. eine Probe musste auf Grund von Problemen bei der Gefriertrocknung vor der Einwaage
gemorsert werden.
b Gefriertrocknung im April 2012, dann Lagerung bei 4 °C.
4.5.4 Zeitreihen Brassenmuskulatur (2004-2013)
Tabelle 21: Arithmetischer Mittelwert des Butylzinngehaltes aus
drei unabhangigen Messungen, PNF Blankenese.
TBT S DBT S MBT S BG [ng/g] ww

Janr [ng/glww [ng/g]l ww | [ng/glww [ng/gl ww | [ng/g]ww [ng/g]ww | TBT DBT MBT
20044 283 191 3,52 0,066 0,043 0,083
2005 235 3 15,1 1,5 2,36 0,07 0,068 0,044 0,085
2006 214 6 14,0 2,0 2,29 0,03 0,068 0,044 0,085
2007 157 4 10,8 1,9 1,77 0,01 0,066 0,042 0,083
2008 119 4 9,77 0,41 1,45 0,03 0,064 0,041 0,080
2009 139 9 8,61 0,02 1,30 0,12 0,063 0,043 0,029
2010 137 13 8,56 0,27 1,48 0,50 0,071 0,049 0,032
2011 129 2 8,22 0,07 0,922 0,012 0,044 0,043 0,033
2012° 25,7 1,3 9,38 0,61 772 492 0,084 0,038 0,326
20132 47,0 0,5 11,9 0,8 86,4 35,3 0,138 0,083 0,098
a Gefriertrocknung im Oktober 2013, dann Lagerung bei 4 °C.

b Gefriertrocknung im November 2012, dann Lagerung bei 4 °C.

d nur zwei Proben standen zur Verfligung.
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Tabelle 22: Arithmetischer Mittelwert des Butylzinngehalte
aus drei unabhangigen Messungen, PNF Cumlosen.
TBT S DBT S MBT S BG [ng/g] ww

Jahr

[ng/glww [ng/g]l ww | [ng/glww [ng/glww | [ng/glww  [ng/glww | TBT DBT MBT
2004 44,8 0,9 3,19 0,14 0,847 0,013 0,022 0,092 0,056
2005 22,9 0,5 2,37 0,04 0,746 0,018 0,023 0,096 0,059
2006 35,1 1,6 3,11 0,37 0,832 0,018 0,023 0,096 0,059
2007 25,1 0,9 3,26 0,67 0,682 0,034 0,023 0,096 0,059
2008 12,8 0,7 1,54 0,12 0,362 0,003 0,026 0,107 0,066
2009" 87,6 54 9,84 1,76 1,70 0,05 0,042 0,108 0,446
2010 22,9 0,4 3,01 0,31 0,576 0,084 0,054 0,037 0,025
2011 37,3 0,03 4,67 0,05 0,716 0,013 0,037 0,035 0,027
2012° 8,90 0,003 4,07 0,13 4,67 0,07 0,065 0,030 0,255
2013% 8,05 0,38 2,86 0,11 4,56 0,10 0,140 0,085 0,099

Tabelle 23: Arithmetischer Mittelwert des Butylzinngehaltes aus
drei unabhangigen Messungen, PNF Bimmen.
TBT S DBT S MBT S BG [ng/g] ww

Jahr

[ng/glww [ng/g]l ww | [ng/glww [ng/gl ww | [ng/g]ww [ng/g]ww | TBT DBT MBT
2004" 14,5 0,1 2,09 0,02 0,336 0,012 0,110 0,112 0,124
2005 11,3 0,1 1,66 0,04 0,283 0,015 0,024 0,099 0,061
2006 10,5 0,1 1,63 0,02 0,247 0,005 0,025 0,102 0,063
2007 16,5 1,3 2,15 0,05 0,292 0,014 0,022 0,090 0,055
2008 10,5 0,1 1,70 0,02 0,258 0,018 0,026 0,106 0,065
2009" 7,67 0,64 1,43 0,002 0,240 0,019 0,112 0,114 0,125
2010" 4,66 0,10 1,01 0,02 0,145 0,014 0,111 0,113 0,125
2011 6,44 0,09 1,66 0,01 0,263 0,013 0,045 0,043 0,033
20122 3,18 0,34 1,82 0,10 3,27 1,02 0,152 0,070 0,334
20132 3,59 0,17 1,44 0,03 1,55 0,11 0,124 0,075 0,088

mind. eine Probe musste auf Grund von Problemen bei der Gefriertrocknung vor der Einwaage

gemdrsert werden.

Gefriertrocknung im Januar 2013, dann Lagerung bei 4 °C.

Gefriertrocknung im November 2012, dann Lagerung bei 4 °.C
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Tabelle 24: Arithmetischer Mittelwert des Butylzinngehaltes aus
drei unabhangigen Messungen, PNF Koblenz.
TBT S DBT S MBT S BG [ng/g] ww
Janr [ng/glww [ng/g]l ww | [ng/glww [ng/glww | [ng/glww [ng/g]lww | TBT DBT MBT
2004" 8,52 0,29 0,691 0,231 0,314 0,082 0,035 0,026 0,095
2005 16,4 0,2 1,90 0,05 0,376 0,043 0,038 0,028 0,103
2006 12,1 0,2 1,59 0,02 0,262 0,013 0,067 0,043 0,084
2007 13,7 0,3 1,74 0,04 0,271 0,005 0,069 0,045 0,087
2008 8,23 0,11 1,16 0,03 0,204 0,011 0,069 0,044 0,086
2009 5,49 0,04 1,11 0,01 0,227 0,013 0,073 0,050 0,033
2010 5,08 0,11 0,917 0,028 0,167 0,011 0,073 0,050 0,033
2011 5,45 0,01 0,961 0,003 0,148 0,005 0,046 0,044 0,034
2012 1,56 0,11 1,22 0,17 3,29 1,21 0,089 0,040 0,348
2013 1,36 0,14 0,691 0,020 1,11 0,05 0,147 0,089 0,104
Tabelle 25: Arithmetischer Mittelwert des Butylzinngehaltes
aus drei unabhéngigen Messungen, PNF Saale.
TBT S DBT S MBT S BG [ng/g] ww

Jahr

[ng/glww [ng/glww [ng/glww [ng/g]ww [ng/glww [ng/glww | TBT DBT MBT
2004" 21,2 0,1 2,14 0,07 0,336 0,014 0,040 0,029 0,109
2005 19,2 0,1 1,98 0,07 0,418 0,030 0,037 0,027 0,101
2006 14,3 0,1 1,69 0,04 0,219 0,001 0,128 0,129 0,106
2007 kein Probenmaterial vorhanden
2008 18,1 0,6 1,92 0,03 0,274 0,003 0,123 0,123 0,101
2009" 26,3 4,4 1,92 0,05 0,170 0,014 0,136 0,136 0,112
2010" 151 0,4 1,85 0,02 0,184 0,003 0,137 0,137 0,112
2011 14,8 0,2 2,13 0,03 0,217 0,032 0,049 0,047 0,037
2012° 3,02 0,20 1,64 0,08 4,47 0,29 0,151 0,084 0,080
2013% 3,68 0,04 1,41 0,03 2,07 0,27 0,130 0,073 0,069

mind. eine Probe musste auf Grund von Problemen bei der Gefriertrocknung vor der Einwaage

gemdrsert werden.

Gefriertrocknung im Januar 2013, dann Lagerung bei 4 °C.

Gefriertrocknung im November 2012, dann Lagerung bei 4 °C.

57



KAPITEL 4 ERGEBNISSE

Tabelle 26: Arithmetischer Mittelwert des Butylzinngehaltes

aus drei unabhangigen Messungen, PNF Mulde.

TBT S DBT S MBT S BG [ng/g] ww

Jahr

[ng/gl ww  [ng/g]l ww | [ng/glww [ng/g]l ww | [ng/g] ww [ng/glww | TBT DBT MBT
2004 59,4 9,2 4,97 0,08 0,755 0,007 0,107 0,109 0,120
2005 64,8 438 3,35 0,06 0,565 0,021 0,104 0,106 0,117
2006 39,7 2,3 3,16 0,01 0,545 0,014 0,100 0,102 0,112
2007 414 53 4,20 0,03 0,506 0,387 0,108 0,110 0,121
2008 15,9 1,1 2,10 0,03 0,315 0,048 0,101 0,102 0,113
2009 23,3 0,2 2,53 0,05 0,446 0,026 0,067 0,046 0,031
2010 106 17,9 4,75 0,14 0,819 0,060 0,067 0,046 0,031
2011 15,1 0,01 6,44 0,19 5,94 0,07 0,040 0,038 0,030
20122 10,4 0,3 3,88 0,14 2,57 0,16 0,121 0,067 0,064
2013° 7,91 0,33 2,92 0,01 3,30 0,28 0,141 0,079 0,075
a Gefriertrocknung im Januar 2013, dann Lagerung bei 4 °C.
b Gefriertrocknung im Oktober 2013, dann Lagerung bei 4 °C.

Tabelle 27: Arithmetischer Mittelwert des Butylzinngehaltes

aus drei unabhangigen Messungen, PNF Rehlingen.

TBT S DBT S MBT S BG [ng/g] ww

Jahr

[ng/glww [ng/gl ww | [ng/glww [ng/g] ww | [ng/g] ww [ng/gjww | TBT DBT MBT
2004 8,71 0,06 1,24 0,08 0,139 0,024 0,133 0,133 0,109
2005 7,00 0,06 1,14 0,03 0,125 0,017 0,126 0,126 0,103
2006 5,54 1,24 1,15 0,04 0,144 0,029 0,128 0,128 0,105
2007 5,08 0,10 1,05 0,003 0,159 0,011 0,120 0,122 0,135
2008 4,07 0,02 0,902 0,005 0,128 0,012 0,118 0,120 0,132
2009 2,91 0,04 0,785 0,024 0,177 0,012 0,070 0,048 0,032
2010 | 3,20 0,30 0,812 0,039 - 0012 |0,048 0,125 0515
2011 3,96 0,04 1,01 0,01 0,136 0,003 0,049 0,047 0,037
2012° 0,859 0,017 0,604 0,006 1,18 0,11 0,148 0,083 0,079
20132 0,848 0,012 0,734 0,008 0,869 0,026 0,146 0,082 0,078
- <BG
a Gefriertrocknung im Oktober 2013, dann Lagerung bei 4 °C.
b Gefriertrocknung im November 2012, dann Lagerung bei 4 °C.
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Tabelle 28: Arithmetischer Mittelwert des Butylzinngehaltes
aus drei unabhangigen Messungen, PNF Ulm.
TBT S DBT S MBT S BG [ng/g] ww

Jahr

[no/glww [ng/glww [ [ng/glww [ng/glww | [ng/glww [ng/glww | TBT DBT MBT
2004 1,19 0,09 0,313 0,158 0,184 0,067 0,034 0,025 0,094
2005 1,01 0,04 0,240 0,040 0,125 0,023 0,036 0,027 0,100
2006 0,735 0,065 0,140 0,002 0,147 0,024 0,035 0,026 0,097
2007 0,713 0,081 0,210 0,078 0,126 0,061 0,035 0,026 0,097
2008 0,838 0,035 0,242 0,046 0,108 0,006 0,041 0,030 0,113
2009 0,829 0,033 0,325 0,026 0,073 0,019 0,129 0,130 0,106
2010 0,829 0,038 0,210 0,055 0,073 0,019 0,037 0,027 0,101
2011 0,305 0,015 0,317 0,001 0,323 0,007 0,046 0,044 0,034
20122 0,317 0,016 0,314 0,023 0,476 0,047 0,155 0,086 0,082
2013° 0,274 0,012 0,313 0,020 0,487 0,118 0,155 0,087 0,083
<BG
a Gefriertrocknung im Januar 2013, dann Lagerung bei 4 °C.
b Gefriertrocknung im Oktober 2013, dann Lagerung bei 4 °C.

Tabelle 29: Arithmetischer Mittelwert des Butylzinngehaltes aus
drei unabhangigen Messungen, PNF Belauer See.
TBT S DBT S MBT S BG [ng/g] ww

Jahr

[ng/glww [ng/gl ww | [ng/glww [ng/glww | [ng/glww [ng/gJww | TBT DBT MBT
2005 0,417 0,069 0,257 0,048 0,413 0,057 0,037 0,072
2007 | 0,225 0,037 0,125 0,016 - 0046 |0057 0,037 0,072
2009 0,135 0,134 0,047 0,089 0,089 0,128 0,066 0,046 0,030
2011 0,285 0,054 0,091 0,033 0,098 0,097 0,044 0,043 0,033
20132 0,058 0,038 0,037 0,029 0,129 0,053 0,114 0,069 0,081

- <BG

a

Gefriertrocknung im November 2013, dann Lagerung bei 4 °C.
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4.5.4 Monatshomogenate 2013 - Miesmuschel/Weichkdrper

Tabelle 30: Arithmetischer Mittelwert des Butylzinngehaltes aus

drei unabhangigen Messungen, PNF Darfer Ort.

TBT S DBT S MBT S BG [ng/g] ww
Monat
[ng/gl ww [ng/g] ww | [ng/g]l ww [ng/g] ww | [ng/gl ww [ng/lglww | TBT DBT MBT
Juni 0,646 0,012 0,180 0,016 0,085 0,012 0,020 0,015 0,008
November 0,238 0,009 0,234 0,001 0,118 0,011 0,018 0,012 0,007
Tabelle 31: Arithmetischer Mittelwert des Butylzinngehaltes aus
drei unabhangigen Messungen, PNF Eckwarderhérne.
TBT S DBT S MBT S BG [ng/g] ww
Monat
[ng/gl ww [ng/g] ww | [ng/g] ww [ng/g] ww | [ng/g]ww [ng/glww | TBT DBT MBT
Februar 0,942 0,094 0,414 0,047 0,440 0,147 0,009 0,017 0,092
April 1,56 0,07 0,470 0,042 0,692 0,360 0,010 0,019 0,103
Juni 0,969 0,022 0,409 0,024 0,316 0,055 0,010 0,020 0,110
August 0,591 0,016 0,433 0,020 0,405 0,142 0,013 0,025 0,136
Oktober 0,571 0,049 0,494 0,049 0,342 0,154 0,012 0,022 0,141
Dezember 0,664 0,052 0,509 0,020 0,458 0,173 0,010 0,020 0,108
Tabelle 32: Arithmetischer Mittelwert des Butylzinngehaltes aus
drei unabhangigen Messungen, PNF Kodnigshafen.
Monat TBT S DBT S MBT S BG [ng/g] ww
[ng/gl ww [ng/g] ww | [ng/g] ww [ng/g] ww | [ng/g]l ww [ng/glww | TBT DBT MBT
Februar 0,604 0,030 0,179 0,011 0,250 0,051 0,010 0,018 0,100
April 1,88 0,21 0,237 0,016 0,083 0,001 0,011 0,022 0,118
Juni 0,436 0,026 0,167 0,003 0,079 0,004 0,010 0,019 0,107
August 0,307 0,011 0,184 0,002 0,090 0,006 0,029 0,020 0,012
Oktober 0,290 0,015 0,157 0,017 0,085 0,009 0,036 0,026 0,014
Dezember 0,323 0,021 0,160 0,007 0,093 0,008 0,033 0,024 0,013
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5 Diskussion der Ergebnisse

Im Rahmen dieser Arbeit sollte zum einen die GC/ICP-MS-Kopplung mit einem Quadrupol
als Massenaseparator anstatt des hochauflésenden Sektorfeldes als neues Messsystem zur
Bestimmung von Butylzinnverbindungen eingerichtet werden. Zum anderen sollte mit dem
neuen System die Entwicklung der Belastung mariner und limnischer Organismen mit TBT
und dessen Abbauprodukten DBT und MBT anhand von Aalmutter (Muskulatur),
Miesmuschel (Weichkorper) und Brasse (Muskulatur) untersucht werden. Dazu wurde eine
Auswahl von Zeitreihen, die von Ridel et al. in friiheren Arbeiten analysiert wurden, bis zum
Jahr 2013 verlangert.[*™

5.1  Uberprifung der Methode und Grundvalidierung des neuen Messsystems

Da die Bestimmung von Butylzinnverbindungen am Fraunhofer IME zuletzt mittels
Isotopenverdinnungsanalyse und GC/SF-ICP-MS-Kopplung durchgefiihrt wurde, konnte auf
eine vorhandene Probenaufschluss- und Derivatisierungsmethode zurlickgegriffen werden.
Um zu uberprifen, ob das vorliegende GC-Temperaturprogramm in Kombination mit der
neuen Detektionseinheit verwendet werden kann, wurden anhand der Messung von MBT-,
DBT- und TBT-Einzelstandards sowie einer Losung, die alle drei Komponenten beinhaltete,
die einzelnen Retentionszeiten bestimmt und die Trennbarkeit der Butylzinnkomponenten
untersucht. Anhand der Daten konnten die erhaltenen Peaks den einzelnen Spezies eindeutig
zugeordnet werden. Ebenso zeigten die Chromatogramme eine deutliche Basislinientrennung
der Peaks. Daher konnte das GC-Temperaturprogramm von der bereits vorliegenden Methode

Ubernommen werden.

Die Ermittlung der Validierungsparameter wurde mit dem zertifizierten Referenzmaterial
(ZRM) Mussel Tissue ERM-CE477 durchgefiihrt. Bei diesem Referenzmaterial liegen die
zertifizierten Gehalte zwar Uber denen in den gemessenen Umweltproben, doch ist auf dem
Markt kein anderes ZRM mit geringeren TBT-, DBT- und MBT-Belastungen erhaltlich. Da
flr eine Grundvalidierung ein zertifiziertes Referenzmaterial - sofern verfligbar - genutzt wer-
den sollte, wurde es hier als sinnvoll erachtet, dieses Material zu verwenden. Das ZRM st
von der Matrix mit den gemessenen Umweltproben vergleichbar und wird somit flr die
Validierung der Methode und zur Verifizierung der Messungen als geeignet angesehen. Die
durchschnittlichen Wiederfindungsraten und Daten zur Wiederholbarkeit (frisches ZRM Uber
alle Messungen) von 100% (TBT), 91,3% (DBT) und 91,9% (MBT) belegen, dass die
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bestehende Methode der Probenvorbereitung in Verbindung mit dem neuen Messsystem zur

Quantifizierung von Butylzinnverbindungen geeignet ist.

5.2  Vergleich des Butylzinngehalts frisch getrockneter und alter Proben

Fur die Erstellung der Zeitreihen wurden neben frisch getrockneten Proben fir einige
Jahrgange auf zusatzliche Proben, die in den Jahren 2012 und 2013 gefriergetrocknet und
nach der Trocknung bei 4 °C gelagert wurden, zuriickgegriffen. Hierbei handelt es sich um
die Jahrgénge 2012 und 2013 der Brassenproben, den Jahrgang 2013 der Aalmutterproben
sowie die Miesmuschelproben aus dem Jahr 2011. In den Zeitreihen der Brassenproben ist zu
erkennen, dass der Butylzinngehalt zwischen 50% und 80% geringer ist als der Gehalt in
frisch getrockneten Proben aus den Jahren davor. Zugleich ist ein bis zu 20mal héherer MBT-
Gehalt (z. B. PNFs Saale und Koblenz) als in den Vorjahren gemessen worden. Dieses
Verhalten stellt einen deutlichen Unterschied zu dem ansonsten beobachteten Trend, dass sich
die TBT-Gehalte auf einen gewissen Wert einzupendeln scheinen, dar (siehe Abbildungen
17-22). Untersuchungen zur Stabilitdt von Organozinnverbindungen in Umweltproben von
Gomez-Ariza aus dem Jahr 1999 haben gezeigt, dass Butylzinnverbindungen in Biotaproben
bei 4 °C und Lagerung unter Lichtausschluss etwa funf Monate stabil sind. In der Folgezeit
wurde der Abbau von TBT und eine entsprechende Anreicherung von zunachst DBT und
spater MBT beobachtet.l*] Aus zeitlichen Griinden war es nicht mehr méglich, die fraglichen
Messungen mit frisch getrockneten Proben zu wiederholen. Da das beobachtete Verhalten
jedoch mit den von Gomez-Ariza berichteten Ergebnissen Ubereinstimmt, werden die
entsprechenden Daten bei der Bewertung der Ergebnisse nicht berticksichtigt. Zudem scheint
es sinnvoll zu sein, Butylzinn-Bestimmungen mdglichst zeitnah nach der Gefriertrocknung

durchzufihren.

5.3  Entwicklung der Butylzinnbelastung in Aalmutter und Miesmuschel

Das Interesse und auch die Notwendigkeit flr ein retrospektives Monitoring von Organozinn-
verbindungen in Gewassern, in diesem Fall von TBT, DBT und MBT, beruht auf dem Verbot
von TBT-haltigen Antifouling-Farben. Die oben erwédhnten Arbeiten von Rudel et al. haben
gezeigt, dass das 1989 eingefiihrte Verbot von TBT als Antifouling-Mittel in
Schiffsanstrichen fur Schiffe <25 m keinen grof3en Einfluss auf die Wasserqualitat bezlglich
BZV hatte.') Nachdem das Verbot 2003 in der EU auf alle Schiffslangen ausgedehnt wurde,
wurden die Zeitreihen von Miesmuschel und Aalmutter zundchst bis 2005 bzw. 2006
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fortgesetzt. Bereits in den ersten Jahren nach dem Verbot wurde hier ein signifikanter
Rickgang der Belastungen festgestellt, der von unverdffentlichten Daten des Fraunhofer IME
aus den Jahren 2007 bis 2009 (Aalmutter) bzw. 2006 bis 2008 (Miesmuschel) bestétigt wird
(Beispiele fur vollstandige Zeitreihen sind in Anhang C abgebildet). Verhaegen et al.
berichteten einen zehnfachen TBT-Rickgang von 368 und 259 ug/kg dw auf 29 pg/kg dw in
Nordseegarnelen (Crangon crangon) aus der stidwestlichen Nordsee zwischen den Jahren
2003 und 2009.%

Allgemein zeigen die in dieser Arbeit erhobenen Daten, dass unabhangig von der Probenart,
je nach Probenahmegebiet ab 2008 bis 2010, der Butylzinngehalt nicht weiter zurtickging und
sich mit kleinen Schwankungen auf einen gewissen Wert eingestellt hat (siehe Abbildungen
17-22). Bei genauer Betrachtung der Zeitreihen sind jedoch Unterschiede sowohl zwischen

den beiden Probearten als auch zwischen den unterschiedlichen Probenahmeflachen zu

erkennen.
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Abbildung 17: Aalmutter Meldorfer Bucht. Abbildung 18: Aalmutter Varel Mellum.
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Abbildung 19: Aalmutter DarRer Ort.

Ein deutlicher Unterschied zwischen den beiden Probenarten ist bei den Gehalten der TBT-
Abbauprodukte DBT und MBT im Verhaltnis zum TBT-Gehalt zu erkennen. In Aalmuttern
wurde in den Jahren 2010 bis 2012 ein durchschnittlicher DBT-Gehalt von 0,029 ng/g
(DarRer Ort), 0,164 ng/g (Meldorfer Bucht) und 0,109 ng/g (Varel Mellum) gemessen. Im
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Verhaltnis dazu ist der TBT-Gehalt der PNFs DarRer Ort und Varel Mellum zehnmal und der
der PNF Meldorfer Bucht zwanzigmal héher. MBT konnte in Aalmuttern in diesem Zeitraum
nicht nachgewiesen werden.

Im Gegensatz dazu wird in Miesmuscheln bei einem durchschnittlichen TBT-Gehalt von
0,846 ng/g (Eckwarderhorne), 0,382 ng/g (Kdnigshafen) und 0,376 ng/g (Darf3er Ort) ein
DBT-Gehalt von 50-67% des TBT-Gehaltes gefunden, der MBT-Gehalt liegt zwischen 25%
und 41%. Die geringen DBT-Gehalte in Aalmuttern stimmen mit den 2009 von Rudel et al.
berichteten Ergebnissen uberein, jedoch wurden dort MBT-Gehalte von 1-3 ng/g gefunden.
Eine mdgliche Erklarung fur diese Beobachtung ist, dass Aalmuttern DBT und MBT schneller
metabolisieren oder ausscheiden konnen als Miesmuscheln!®!

-
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Abbildung 21: Miesmuschel Konigshafen.
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Abbildung 22: Miesmuschel Darer Ort.

Die absoluten Gehalte an BZV in Aalmutter und Miesmuschel zeigen eine starke
Abhangigkeit von der Probenahmeflache oder, genauer formuliert, von der Art und Intensitét
ihrer Nutzung und duf(eren Beeinflussung. Wie zu erwarten finden sich in Aalmutter und
Miesmuschel die hdchsten Butylzinngehalte in der PNF Meldorfer Bucht und in den PNFs
des Jadebusens. Das in den Jahren 2010 bis 2012 am stdrksten belastete Gebiet mit einem
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gefundenen TBT-Gehalt von rund 3 ng/g in Aalmuttermuskulatur ist die Meldorfer Bucht. Die
Belastung der PNF Transekt Varel Mellum ist mit ca. 1,5 ng/g TBT etwa halb so hoch. Der
Schadstoffeintrag der Elbe und die Nahe zu den Schifffahrtswegen des Hamburger Hafens
konnen eine Erklarung hierfir sein. Die von Schifffahrt und Eintragen aus Fllssen nicht
direkt betroffene PNF Darf3er Ort weist mit etwa 0,25 ng/g den geringsten TBT-Gehalt flr
Aalmuttern auf. Dieser Befund wird von den Untersuchungen an Miesmuscheln bestatigt. Die
TBT-Gehalte in den Gebieten Darf3er Ort und Kdnigshafen, die durch Nutzung und sonstige
Eintrédge ahnlich beeinflusst sind, bewegen sich zwischen 2009 und 2013 um ~0,4 ng/g TBT.
Dagegen liegt der durchschnittliche Wert der PNF Eckwarderhérne mehr als doppelt so hoch
(~0,85 ng/g TBT).

Betrachtet man die Zeitreihen von Aalmutter und Miesmuschel der PNF DarfBer Ort und der
PNFs des Jadebusens, ist zu beobachten, dass der TBT-Gehalt in der Aalmuttermuskulatur im
Jadebusen 1,5fach hoher ist als in der Miesmuschel. In den entsprechenden Proben der PNF
Darfer Ort ist der TBT-Gehalt dagegen nahezu gleich hoch. Da Lee (1985) und Fent (1996)
zeigen konnten, dass der TBT-Abbau in Fischen schneller ablauft als in Muscheln, scheint die
TBT-Belastung in der Probenahmefldche Darf3er Ort mittlerweile auf ein Niveau gesunken zu

sein, auf dem eine Bioakkumulation in Aalmuttern nicht mehr nachzuweisen ist.["®!

54  Entwicklung der Butylzinnbelastung in Brassenmuskulatur

Das zuletzt durchgefuihrte retrospektive Monitoring von Brassenmuskulatur datiert aus dem
Jahr 2006. Es umfasst die deutschen Flusse Elbe, Saale, Mulde, Rhein und Saar sowie den
Belauer See. Die aufgestellten Zeitreihen erstrecken sich Uber den Zeitraum von 1993 bis
2003 (siehe Anhang C) bzw. 1988 bis 2003 (Belauer See). Damit decken sie den Zeitraum
zwischen dem Verbot von TBT als Antifouling-Zusatz fur Kleinschiffe <25 m und dem
kompletten Verbot ab. Diese Studie kommt zu dem Ergebnis, dass der TBT-Gehalt in nahezu
allen untersuchten PNF bis 2003 sinkt.™) Die Fortsetzung der Zeitreihen bis 2013 beleuchtet
nun den Zeitraum nach dem Inkrafttreten des EU-weiten TBT-Verbotes fiur alle
Schiffsgréfien. Untersucht wurden im Rahmen dieser Arbeit die Flisse Elbe (PNFs
Blankenese und Cumlosen), Rhein (PNFs Bimmen und Koblenz), Saale (bei Wettin), Mulde
(bei Dessau), Saar (PNF Rehlingen) und Donau (PNF Ulm). Zusétzlich wurde der Belauer
See als Referenzort fur ein Gebiet mit sehr geringen anthropogenen Einfliissen untersucht.
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Allgemein ist in den Zeitreihen zu beobachten, dass mit Ausnahme der Probenahmeflachen
Belauer See und Ulm der TBT-Gehalt von 2003 auf 2004 ansteigt, um in den nachfolgenden
Jahren wieder auf oder unter das Level von 2003 zu sinken. In Bimmen ist dieses Phanomen
bereits von 2002 auf 2003, in Koblenz ist diese Entwicklung tber zwei Jahre von 2003 bis
2005 zu beobachten. Eine Begrindung fir den erneuten Anstieg der TBT-Belastung im
Vergleich zu den Vorjahren kénnte das bevorstehende Verbot der TBT-haltigen Antifouling-
Farben sein, weil Schiffe vor dem Verbot noch einmal frisch beschichtet und Restbestande an
Farben aufgebraucht wurden. Fur diese These spricht, dass es einige Jahre dauert bis der
TBT-Gehalt auf das alte Niveau zuriickgegangen ist, da aus den Schiffsfarben weiterhin TBT
ausgewaschen wird. Des Weiteren ist aus den Zeitreihen abzulesen, dass der DBT-Gehalt in
den Brassen abhéngig vom TBT-Gehalt ist. D. h., dass in den Gebieten mit den hdchsten
TBT-Gehalten auch hthere DBT-Gehalte gefunden werden. Rudel et al. stellten in den Jahren
vor 2003 den gleichen Zusammenhang fest. Daraus wurde gefolgert, dass das gefundene DBT

ein TBT-Abbauprodukt der Fische ist und nicht aus externen Quellen stammt.™

Der hochste TBT-Gehalt wurde 2004 in der Brassenmuskulatur der PNF Blankenese (siehe
Abbildung 23) mit 283 ng/g gefunden. Bis 2008 sinken die gefundenen Werte kontinuierlich
bis auf 119 ng/g TBT. In den Jahren 2008 bis 2011 scheint sich die TBT-Konzentration auf
diesem Niveau zu stabilisieren. Ebenso werden in Blankenese die hdchsten Konzentrationen
des TBT-Abbauprodukts DBT gefunden. Diese Konzentration nimmt von 19,1 ng/g DBT im
Jahr 2004 bis 2011 um 10,9 ng/g DBT ab. Mit der N&he zu den Hamburger Hafenanlagen und
dem damit verbundenen intensiven Schiffsverkehr ist dieser Befund zu erklaren. In Cumlosen,
dem zweiten untersuchten Gebiet der Elbe, konnte von 2004 bis 2008 eine Abnahme der
Tributylzinnverschmutzung nachgewiesen werden. Hier nahm die Konzentration von

448 ng/g auf 12,8ng/g ab, dies entspricht einem Rickgang von ca. 75% (siehe
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Abbildung 23: Blankenese. Abbildung 24: Cumlosen.
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Abbildung 24). Jedoch liegt hier kein stetiger Abfall der Gehalte vor. Im Jahr 2009 ist ein
schlagartiger Anstieg des TBT-Gehalts auf 87,6 ng/g zu beobachten. Ein besonderer Vorfall,
der diesen Anstieg erklart, konnte nicht gefunden werden. Jedoch scheint der Anstieg einem
einmaligen Ereignis geschuldet zu sein, denn in den Jahren 2010 und 2011 werden wieder

Werte auf dem Niveau der Vorjahre ermittelt.

Eine mogliche Erklarung fur den zu anderen Flusssystemen vergleichsweise hohen TBT-
Gehalt konnte sein, dass die beiden Nebenflisse Saale und Mulde (siehe Abbildung 25 und
26) von 2004 bis 2011 durchschnittlich 18 ng/g TBT (Saale) bzw. 46 ng/g TBT (Mulde) hohe
TBT-Lasten in die Elbe eintragen. Die Saale weist dabei nur einen geringen TBT-Riickgang
von 21,2 ng/g (2004) auf 14,8 ng/g (2011) aus. In der Mulde ist ein signifikanter Rickgang
um 50 ng/g vom Hochststand der TBT-Belastung von 64,8 ng/g TBT (2005) auf 15,1 ng/g
(2011) zu beobachten. Allerdings muss hier beachtet werden, dass die TBT-Belastung schon
im Jahr 2003 bei nur 20 ng/g TBT lag und erst mit dem Inkrafttreten des TBT-Verbots auf
zunachst 59,4 ng/g TBT im Jahr 2004 angestiegen ist.
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Abbildung 25: Saale. Abbildung 26: Mulde.

Der Ballungsraum Halle/Leipzig/Bitterfeld als Standort der chemischen Industrie, darunter
auch die Produktion von Organozinnverbindungen, kann als Erklarung fiir die relativ hohe
Belastung von Saale und Mulde herangezogen werden. Wie in Cumlosen werden die
Zeitreihen beider Elbnebenfliisse von einem einmaligen Sprung der gefundenen TBT-Menge
unterbrochen. 2009 ist bei der Saale ein erkennbarer Anstieg von 7,8 ng/g innerhalb eines
Jahres zu beobachten. Die Mulde zeigt einen solchen Anstieg von 2009 auf 2010, hier ist der
Gehalt 2010 mit 106 ng/g etwa viermal so hoch wie im Vorjahr. Aufféllig ist, dass ebenso wie
in Cumlosen, die TBT-Gehalte schon im né&chsten Jahr wieder das Niveau wie vor dem
Anstieg erreichen. Eine eindeutige Erklarung konnte auch fir diese beiden Spriinge in der

Zeitreihe nicht gefunden werden. Da auch hier kein dauerhafter Anstieg an TBT eingetreten
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ist, scheinen auch hier duRere Einflusse verantwortlich zu sein. Fir den erhohten Gehalt
kénnten verschiedene Faktoren eine Rolle spielen. Zum einen kénnten Hochwasserereignisse
in diesen Regionen fur einen Eintrag aus alten belasteten Boden in das Gewasser
verantwortlich sein. Zum anderen konnte auch die Verwendung von alten butylzinnhaltigen
Farben oder das Entfernen von alter Farbe in Marinas ein Grund fur diese Erhéhung sein. Da
jedoch keine Informationen zu Marinas in der Umgebung der PNFs vorliegen, ist ein
moglicher Zusammenhang nicht nachweisbar. Auf Basis der Ergebnisse wére es
empfehlenswert diese erhohten Werte mittels Schwebstoffproben, die ebenfalls fir die

jeweiligen PNFs vorliegen, zu bestétigen.

Fur den Rhein wurden Brassenmuskulaturproben der PNF Bimmen und Koblenz untersucht.
Die gemessenen TBT-Gehalte liegen fir beide Probenahmeflachen in der gleichen
Grolkenordnung. Koblenz weist die hochste Menge TBT 2005 mit 16,4 ng/g auf (siehe
Abbildung 27). In den folgenden Jahren fallt der Gehalt bis 2009 auf 5,49 ng/g. In den Jahren
2010 und 2011 ist kein weiterer Rickgang zu verzeichnen. Die Entwicklung in Bimmen
verlauft ahnlich, jedoch um zwei Jahre zeitversetzt. Von 2003 an sinkt die TBT-Belastung
von 17 ng/g auf 6,44 ng/g (2011). 2007 ist in beiden Gebieten ein Anstieg von TBT zu
verzeichnen, jedoch betrégt dieser Anstieg fir die PNF Koblenz nur 1,6 ng/g von 12,1 ng/g
auf 13,7 ng/g. Fir die PNF Bimmen betragt der Anstieg des TBT-Gehalts 6 ng/g von
10,5 ng/g auf 16,5 ng/g. Aufgrund der gesunkenen Konzentration im folgenden Jahr auf
8,23 ng/g (Koblenz) bzw. 10,5 ng/g (Bimmen) ist eine einmalige, nicht klar definierte
Freisetzung von TBT anzunehmen. Da der Rhein eine sehr stark befahrene Wasserstrafe ist,
ist eine mogliche Abgabe von Tributylzinn aus Farben von z. B. EU-fremden Schiffen

wahrscheinlich.

184 T =h [ Eu
[ [ = [
E_dvBT o
il )
& 2
i &
@ = 12
31 -
£ 5 )
g &
5 o 2
g £
2 4 Moy,
24
0
¥ 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 201 2012 2013
Jahr Jahr
Abbildung 27: Koblenz. Abbildung 28: Bimmen.
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Abbildung 29 zeigt die Zeitreihe der Probenahmeflache Rehlingen (Saar). Der Tributylzinn-
gehalt nimmt von 2004 bis 2009 stetig von 8,71 ng/g auf 2,91 ng/g ab. In den beiden
folgenden Jahren ist ein leichter Anstieg auf 3,96 ng/g zu beobachten. Ein Grund fir die
gleichmaRige Abnahme des TBT-Gehaltes kénnte sein, dass die Saar auer durch Schifffahrt

durch keine weiteren nennenswerten TBT-Eintrage beeintrachtigt wird.
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Abbildung 29: Rehlingen.
Wegen seiner Lage in einem Naturschutzgebiet und dem Verbot motorisierter Bootsfahrt wird
fiir die Probenahmeflédche Ulm, im Vergleich zu den anderen untersuchten PNF, die geringste
Konzentration an TBT festgestellt. In diesem Gebiet ist gewerbliche Schifffahrt stark
eingeschrankt, somit war fir den Eintrag von Tributylzinn hauptsachlich die
Freizeitschifffahrt verantwortlich. Das Verbot fur tributylzinnhaltigen Farben zeigt auch hier
seine Wirkung. Von 2003 auf 2004 sinkt der TBT-Gehalt von ca. 2,00 ng/g auf ca. 1,19 ng/g.
Im weiteren Verlauf der Zeitreihe scheint sich der Gehalt bis 2010 auf ca. 0,8 ng/g
einzustellen. 2010 ist eine weitere starke Abnahme von ~0,5 ng/g auf 0,305 ng/g zu erkennen.
Fur den Referenzstandort Belauer See wurden die niedrigsten TBT-Gehalte nachgewiesen.
Fir die untersuchten Brassenmuskulaturproben von 2007 (nur MBT) und 2013 (TBT und
DBT) liegen die Konzentrationen unterhalb der Bestimmungsgrenze der jeweiligen

Messserie.
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E _dmvBr

L
o
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i

Konzentration als Bu-Sn [ng/g]
£

Konzentration als Bu-Sn [ng/g]

2009

Jahr

Abbildung 30: Ulm. Abbildung 31: Belauer See.
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5.5 Bestimmung von TBT in Miesmuschel-Monatshomogenaten

Da Bioakkumulation von Schadstoffen bei Miesmuscheln von vielen &uReren Faktoren
abhédngt (siene Kapitel 2.2.6), wurden 2013 von der UPB erstmals Monatshomogenate von
den sechs bzw. zwei Probenahmen des Jahres angefertigt. Hiermit sollten die mdglichen
Schwankungen der Bioakkumulation im Jahresverlauf erstmals quantifiziert werden. Die
Ergebnisse der Untersuchung sind in den Abbildungen 32 bis 34 dargestellt. Die TBT-
Akkumulation der beiden Nordsee-Probenahmefldchen Eckwarderhérne und Koénigshafen
(siehe Abbildungen 32 und 33) uber das Jahr verlauft ahnlich. Der hdchste TBT-Gehalt wurde
mit 1,56 ng/g (Eckwarderhdrne) und 1,88 ng/g (Kénigshafen) jeweils im April gemessen. Bis
zum Oktober sinkt die Konzentration von TBT in den Muscheln beider Gebiete, in
Eckwarderhdrne auf 0,571 ng/g TBT und in Kénigshafen auf 0,290 ng/g TBT. Es ist jedoch
zu beobachten, dass der TBT-Gehalt in Kénigshafen von Juni bis Februar fast konstant ist und
es nur im April zu einer dreifachen Zunahme kommt. In den Proben der PNF Eckwarderhérne

ist dagegen eher eine Fluktuation der TBT-Gehalte im Jahresverlauf zu beobachten.

Fur die Butylzinnspezies DBT und MBT st fur die beiden PNFs Eckwarderhdrne und
Konigshafen Gber das Jahr hinweg kaum ein Unterschied der Konzentration zu beobachten.
Bei MBT ist fir die PNF Eckwarderhdrne dhnlich zu TBT ein Anstieg der Konzentration von
Februar (0,446 ng/g) zu April (0,692 ng/g) zu beobachten. Fur die Proben der PNF
Konigshafen ist der héchste Wert fir MBT im Februar (0,250 ng/g) zu verzeichnen. Bei den

gemessenen Monatshomogenaten zeigt sich ein saisonaler Unterschied.

I _AwmBT

Konzentration als Bu-Sn [ng/g]

Abbildung 32: Eckwarderhdrne. Abbildung 33: Kdnigshafen.
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081 I BT
| 0 iy
E dvBT

November Durehschnitt Tahreshomagenat 2013

Abbildung 34: Darfler Ort.

In den rechten beiden Spalten der Diagramme in Abbildung 32 bis 34 sind die Mittelwerte der
BZV-Gehalte der Monatshomogenate sowie die BZV-Gehalte des Jahreshomogenats 2013
aufgetragen. Fur beide PNF stimmen der berechnete Mittelwert der Monatshomogenate und

die aus den Jahreshomogenaten bestimmten BZV-Gehalte sehr gut tiberein.

In der Ostsee wird die Miesmuschel nur im Juni und November beprobt. Uber den kompletten
Jahresverlauf kdnnen daher keine detaillierten Aussagen getroffen werden. Aber auch hier ist
eine deutliche Differenz zwischen den beiden Probenahmemonaten von ca. 0,4 ng/g TBT zu
erkennen. Ebenfalls wird eine Ubereinstimmung des Mittelwertes der beiden Monatsgehalte
mit dem ermittelten Jahresgehalt beobachtet. Es zeigt sich, dass eine Vereinigung der Monats-

proben zu einem Jahreshomogenat einen realistischen Jahresmittelwert wiedergibt.
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6 Zusammenfassung und Ausblick

6.1 Zusammenfassung

In dieser Arbeit konnte die im Fraunhofer IME fir die Bestimmung von Butylzinngehalten
verwendete Methode (GC/SF-ICP-Kopplung) erfolgreich auf einem neuen Messsystem
(GC/Quadrupol-ICP-MS) adaptiert werden. Dieses Messsystem wurde anschliefend zur
Bestimmung der Butylzinngehalte in Biotaproben verwendet. Es wurden je drei Zeitreihen
von Aalmuttermuskulatur und dem Weichkorper der Miesmuschel aus Nord- und Ostsee
sowie neun Zeitreihen von Brassenmuskulatur aus unterschiedlichen deutschen Flussen bis
2013 erweitert. Fur alle Probenahmefldchen in Nord- und Ostsee konnte nach dem
vollstdandigen TBT-Verbot ab 2003 ein Rickgang der TBT-Konzentrationen in den
Biotaproben nachgewiesen werden. Die gleiche Entwicklung wurde mit einer Verzdgerung
von ein bis zwei Jahren auch fir die Brassenmuskulatur aus den untersuchten Flussgebieten
beobachtet. Somit kann zusammenfassend festgehalten werden, dass die Schifffahrt einen
grolen Teil zu dem TBT-Eintrag in aquatische Systeme beitragt. Zudem zeigen die
Zeitreihen, dass die MaRnahme, Tributylzinnverbindungen als Antifouling-Mittel fur Schiffe
zu verbieten, eine Verbesserung der Wasserqualitit beziglich der BZV-Belastung bewirkt
hat. Neben der Schifffahrt gibt es besonders bei Fliissen weitere Faktoren, die fir den TBT-
Eintrag in Gewasser verantwortlich sein koénnen. Zum Beispiel werden in der Saale und der
Mulde, die im Einflussgebiet der Industrieregion Leipzig/Halle/Bitterfeld und alten Bergbau-
und Braunkohletagebauen liegen, hthere BZV-Konzentrationen gefunden als in den anderen
untersuchten Flissen. Des Weiteren hat die Auswertung der Zeitreihen der Brassenmuskulatur
gezeigt, dass in Flissen durchaus kurzzeitige Anstiege des TBT-Gehalts auftreten. Obwohl
die Herkunft des Tributylzinns nicht mehr nachzuvollziehen ist, wird beobachtet, dass solche
einmaligen Ereignisse keine langfristigen Belastungen fiir die untersuchten Organismen zur

Folge haben.

6.2 Ausblick

Um die Butylzinnbelastung in deutschen Gewéssern mit den Mdoglichkeiten der UPB
vollstdndig zu erfassen, kénnten zukiinftige Arbeiten zunéchst die Zeitreihen der Proben aus
den Ubrigen deutschen Flisse, die im Rahmen dieser Arbeit nicht untersucht wurden,
vervollstandigen. Zudem sollten die Messserien der Proben aus den Jahren 2012 und 2013 mit

Proben wiederholt werden, die frisch gefriergetrocknet wurden. Aufgrund der erhaltenen
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Ergebnisse konnte gezeigt werden, dass die Konzentration an BZV in den Proben sich nach
einer gewissen Lagerzeit, sofern diese nicht Gber flussigem Stickstoff erfolgt, verandern. In
der Publikation von Gomez-Ariza ist ein &hnliches Verhalten der Konzentration von BZV in
Proben beschrieben. Nach dieser sind Butylzinnverbindungen in Biotaproben bei 4 °C und
Lagerung unter Lichtausschluss etwa 5 Monate stabil.[*”? Somit konnte auch bestatigt werden,
dass die Lagerbedingungen der Umweltprobenbank des Bundes, in der die Proben bei -150°C
uber flussigem Stickstoff gelagert werden, die am besten geeignetste Methode ist, die

Stabilitdt von Proben zu gewahrleisten.

Da Butylzinnverbindungen eine starke Neigung haben, an Schwebstoffe, Sedimente oder
Mineralien zu adsorbieren (siehe Kapitel 2.1.4), kénnten durch die Untersuchung von
entsprechenden Proben die Informationen tber den Zustand der Gewasser vervollstandigt
werden. Vor dem Hintergrund, dass sich die als Bioindikatoren eingesetzten Fische Aalmutter
und Brasse unter anderem von Bodentieren erndhren und sie daher hdufig in Kontakt mit den
Kompartimenten Boden bzw. Sediment sind, kénnten hier weitere Informationen Uber die
Herkunft der Butylzinnbelastung in diesen Arten gewonnen werden. Fir Miesmuscheln sind
in diesem Zusammenhang besonders Erkenntnisse tber BZV-Gehalte in Schwebstoffen von
Interesse, da Miesmuscheln sich durch Filtration des Umgebungswassers erndhren und daher
zwangslaufig auch Schwebstoffe mitaufgenommen werden. Zudem konnten Untersuchungen
von Schwebstoffen und Sedimenten dabei helfen, Ursachen fir plétzliche Veranderungen wie
die TBT-Gehaltsanstiege in Elbe, Saale und Mulde 2009/2010 zu finden.

Die Bestimmung des Butylzinngehaltes in den Monatshomogenaten von Miesmuscheln
zeigte, dass auch saisonale Schwankungen in den BZV-Konzentrationen auftreten kénnten
(siehe Kapitel 2.2.6). Hierbei muss jedoch beachtet werden, dass die Untersuchungen nur mit
Monatshomogenaten eines Jahres durchgefiihrt wurden. Um zu bestatigen, dass es sich
tatsdchlich um eine saisonale Schwankung handelt, ist es notwendig, diese Untersuchungen an
Monatshomogenaten auf weitere Jahre auszudehnen. Ebenfalls konnte die Erhebung weiterer
Parameter wie Salzgehalt, pH-Wert oder Temperatur des Umgebungswassers helfen, solche

Schwankungen zu erkléren.
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Anhang

Anhang A: Beispielauswertung

1) Integration der Peaks mit OriginLab

1800000

1350000

900000

Counts [cps]

450000

350

Time [t]

355

Abbildung 35: Ausschnitt aus einem Chromatogramm mit

Anzeige des Integrationsbereichs.
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Die in der Spalte ,,Fliache liber Basislinie” ausgegebenen Daten werden in die Microsoft

Datensatzidentifizierer

[150812_MM13Ko+...
[150812_MM13Ko+...
[150812_MM13Ko+...
[150812_MM13Ko+...
[150812_MM13Ko+...
[150812_MM13Ko+...
[150812_MM13Ko+...
[150812_MM13Ko+...
[150812_MM13Ko+...
[150812_MM13Ko+...
[150812_MM13Ko+...
[150812_MM13Ko+...
[150812_MM13Ko+...
[150812_MM13Ko+...
[150812_MM13Ko+...
[150812_MM13Ko+...
[150812_MM13Ko+...
[150812_MM13Ko+...
[150812_MM13Ko+...
[150812_MM13Ko+...
[150812_MM13Ko+...
[150812_MM13Ko+...
[150812_MM13Ko+...
[150812_MM13Ko+...

9neu_Raw.xisx]119Sn! B1(X), C1(Y)
9neu_Raw.xisx]120Sn! B1(X), C1(Y)
9neu_Raw.xisx]119Sn! B2(X), C2(Y)
9neu_Raw.xIsx]120Sn! B2(X), C2(Y)
9neu_Raw.xisx]119Sn! B3(X), C3(Y)
9neu_Raw.xIsx]120Sn! B3(X), C3(Y)
9neu_Raw.xIsx]119Sn! B4(X), C4(Y)
9neu_Raw.xIsx]120Sn! B4(X), C4(Y)
9neu_Raw.xIsx]119Sn! B5(X), C5(Y)
9neu_Raw.xIsx]120Sn! B5(X), C5(Y)
9neu_Raw.xIsx]119Sn! B6(X), C6(Y)
9neu_Raw.xIsx]120Sn! B6(X), C6(Y)
9neu_Raw.xisx]119Sn! B7(X), C7(Y)
9neu_Raw.xIsx]120Sn! B7(X), C7(Y)
9neu_Raw.xlsx]119Sn! B8(X), C8(Y)
9neu_Raw.xlsx]120Sn! B8(X), C8(Y)
9neu_Raw.xIsx]119Sn! BI(X), CI(Y)
9neu_Raw.xIsx]120Sn! B9(X), CI(Y)
9neu_Raw.xisx]119Sn! B10(X), C10(Y)
9neu_Raw.xisx]120Sn! B10(X), C10(Y)
9neu_Raw.xIsx]119Sn! B11(X), C11(Y)
9neu_Raw.xlsx]120Sn! B11(X), C11(Y)
9neu_Raw.xisx]119Sn! B12(X), C12(Y)
9neu_Raw.xIsx]120Sn! B12(X), C12(Y)

Anfangs-X

350,12186
350,12186
350,12186
350,12186
350,12186
350,12186
350,12186
350,12186
350,12186
350,12186
350,12186
350,12186
350,12186
350,12186
350,12186
350,12186
350,12186
350,12186
350,12186
350,12186
350,12186
350,12186
350,12186
350,12186

End-X

352,04766
352,04766
352,04766
352,04766
352,04766
352,04766
352,04766
352,04766
352,04766
352,04766
352,04766
352,04766
352,04766
352,04766
352,04766
352,04766
352,04766
352,04766
352,04766
352,04766

Max. Hohe

1841,49352
11303,85111
14938,92797

4362,87129

19162,272

3558,06496
13465,12803

2430,40756

19297 4266

272556406
47078,04833

3537,65395

2,1844E7
3,12113E7
2,60961E7
3,30724E7
2,72985E7
3,08005E7
-674,3294
-1184,61498

352,04766 222950,04362
352,04766 198685,50733
352,04766 191065,03514
352,04766 161261,31608

X bei YMax  Flache iiber Basislinie

351,96632 3.013,51065
351,68159 18.284,00703
350,89646 18.730,00887
350,9678 5.816,71405
351,25572 23.986,52673
350,97099 452288918
350,90202 16.074,01456
350,6172 2.594,8759
350,90119 224872765
350,61646 4.109,68552
351,25398 53.995,52711
350,61312 4.778,73537
350,90045 28.061.827,51685
350,97178 41.185.733,70743
350,90033 31.708.591,44078
350,97165 41.156.578,34308
350,90266 32.802.859,46117
350,974 38.660.541,29614
350,54441 402,81607
350,25966 150,13739
350,89998 280.884,14956
350,97135 236.958,5815
350,9 252.956,73086
350,61524 214.316,77273

Abbildung 36: Ausgabe-Tabelle der Peak-Integration in OriginLab.

Excel-Tabelle zur Auswertung kopiert.
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2) Auswertung der Integrationsergebnisse mit Microsoft Excel

izo 1201119
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S Abuad: z 32,53 853  "3.7939464 Abwadaace 3259 859 73.193946449 Abusdance T 32,59 853
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Abbildung 37: Ausschnitt der Microsoft Excel-Tabelle, Eingabe der Daten aus OriginLab.

Berechnung des *2°Sn/*'°Sn-1sotopenverhéltnisses fiir TBT:

e Spalte A: Probenbezeichnung
e Spalte B: Eingabe der *?°Sn-Peakflache von TBT
e Spalte C: Eingabe der **Sn-Peakflache von TBT

e Spalte D: Berechnetes Isotopenverhltnis *°Sn/*°Sn

In die Spalten E-G und I-K werden in gleicher Weise die Daten von DBT bzw. MBT

eingefugt.



A B C D E F G H | J K

TET 1. Verd 2. Verd 3. Verd 4. Verd DET 1. Verd 2. Verd 3. Verd
konz Ausgangslsg 1082 1082 4 9933 r 9,73 I 0,97 693 693 . 53,62 i 6,23 r
Vord ca. 1:10 Vordca. 1:100 Vord ca.1:1000 Vord 2a. 1:10000 Vord ca.1:10 Vord ca. 1:100 Vord ca. 1:1000
gew stand 2u i
gew ges £ i 3 o o =
Konz Verd 99,330 9,731 0,966 0,101 63,619 232 0,619 0,065
Sample Spike [g] Konz Spike [natg] spike Einwaage [g] natural

w' < A ¥ X - A Y

3 TBT DBT MBT 13 120 o 13
3 (T 0,0000 0,000 0,000 0,000 118,38842 82,40 3,130 0,0000 118,70 8,59
92483 0101 " 0085 7 0,010 118,88842 52,40 3,130 F 0,2044 118,70 8,59
oz 825227 o101 ” o005 T 0,010 118,88842 32,40 3,130 F 0,2044 118,70 8,59
Hew_o: 92522 0101 7 opo8s 7 0,010 118,38842 82,40 3,130 2 0,2044 118,70 8,59
o4 02499 0101 " opss 7 0,010 118,88842 52,40 3,130 % 0,2044 118,70 8,59
Bw_os 9,2520" 0,101 Y 0,085 y 0,010 118,38842 82,40 3,130 F 08,2044 118,70 8,59
04012” 99330 7 &3619 7 9,639 118,88842 82,40 3,130 0,0649 118,70 8,59
M0z 0,003 99330 " 3619 7 9,639 118,38842 82,40 3,130 06,0534 118,70 8,59
Rroz 0,029 99330 " 83819 7 9,639 118,88842 82,40 3,130 0,0502 118,70 8,59
elank_Hoxan 0,0000 0,000 0,000 0,000 118,88842 82,40 3,130 0,0000 118,70 8,59
(GR175_4110/0/0013006103404005_MMDO13 825167 o096 " 0519 7 0,094 118,38842 82,40 3,130 0,2007 118,70 8,59
(GR176_4110/0/0013706103404006_MMDO13_% 10,2486 4 0,966 v 0,619 r 0,094 118,88842 82,40 3,130 0,2012 118,70 8,59
(GRAT7_d11000/0013406103/0/007_MMDO13_Y .,2_539 f 0,966 Z: 0,619 Y 0,094 118,88842 82,40 3,130 .,2.1. 118,70 8,59
(GR175_411020/001300710100005_MMKE13 0,24713" o096 [ 0519 7 0,094 118,38842 82,40 3,130 06,2050 118,70 8,59
(GR179_4110/0/0013/0T1010/006_MMK&13 09,2519 é 0,266 r 0,619 v 0,094 118,88842 82,40 3,130 0,2001 118,70 8,59
GR120_4110/0/0013407101700007_MMK@13 0,2478" 0966 Y 0s19 r 0,094 118,38842 82,40 3,130 0,2029 118,70 8,59
02483 0101 " o085 7 0,010 118,38842 82,40 3,130 0,2046 118,70 8,59
(GR1$1_311120/08091710100/005_EraUlm0% 0,1963 & 0,966 r 0,619 ¢ 0,094 118,88842 82,40 3,130 0,2136 118,70 8,59
(GR182_3111/0/0209417101/00006_Erallim09 .,1”. " 0966 Y 0819 r 0 O, 118,88842, . 8240 3,130 0,2014 118,70 8,59
GR153_31170/0£09HT10102007_Eralims 0,2003" 0966 Y 0519 r m 118,88842 . 82,40 3,130 0,2053 118,70 8,59
(GRAZ4_3110/080611001/0/102_BraSaalodé 0,2519 Y 9,731 Y 6232 4 Bo ™ _gmmescsipn E 82,4000, 3,130 0,2035 118,70 8,59
LR GRISS_31110/0206/11001/0¢103_BraSaale0s 0,25027 9,731 F. 5232 y T, A7 188ssq@ M @0 R 3130 06,2015 118,70 8,59
CIGR 156_3100/05061100100/104_BraSaalodé. 0,2503" 9731 [ 6232 it LT W LR 240NN 3130 0,2007 118,70 8,59
ew_oz 9,2522" 0101 " o065 7 Wowo & W, ugessdfl]l W B e 3130 ; 06,2046 118,70 8,59
rLoa 0,0998” 99330 " 3619 " b AR T R A R 0,0589 118,70 8,59
rLos 0,4003" 99330 [ 63819 7 9539 118,38842 82,40 3,130 0,0506 118,70 8,59
93 (O 0402”7 93330 7 63619 " 9,639 118,88842 82,40 3,130 0,0649 118,70 3,59
100 (RS 090037 99330 7 e3519 7 9,639 118,88842 82,40 3,130 0,0534 118,70 8,59
101 (IR 09,0000 0,000 0,000 0,000 118,88842 82,40 3,130 0,0000 118,70 8,59
. . ‘anaraa’ AT Y ance 4 Ann 110 cooan on 4n 2190 v A anaa 110 90 oen

Abbildung 38: Ausschnitt der Microsoft Excel-Tabelle, Eingabe der Einwaagen.

e blau unterlegte Zellen: Einwaagen Verdinnung des Isotopenstandards
¢ linke grau unterlegte Spalte: Einwaage des Isotopenstandards

e rechte grau unterlegte Spalte: Einwaage Probe
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2n1200019

6,067344423
0,310555862
0,188559571
0,161432969
0,182756036
0,08850243
1,467678243
1,297962996
1,178572293
0,372719471
0,843616779
0,847246768
0,843976375
0,71844852
0,755307274
0,749741805
0,292502397
0,587852143
0,592831946
0,556600154
10,7338552
0,726756567
0,719401925
0175417165
1,410853806
1,280444461
1,515581158
1,231071715
L]
0,046352885
1,036851267
1,063551452
1,067775466

Konz Probe [ngig]

2,000398

TBT als Sn
c

#DIV/0!
0,092008949
0,049879303
0,040587944
0,047443097
0,016269514 [0,
911,6819274
901,9975696
850,4147329

#DIV/D!
3,168127951
3,140506547

3,19413181
2,470205173 [
2,750360614
2,642715514
0,085400445
1,458726332
1577070164
1,446509604

928,5981254
932,1329087
962,0389766
831,8187972 [

#DIV/D!
0,002666628 [[|
32,71488789
3500429578 [0
35,09716219

Konz Probe [ngig]

o

Konz e ngig]

DBT als Sn MBT als Sn
#DIV/0! 70,7782 [ #DIVI0!
0,231321311 72,6838 [0,271959
0,161169637 72,2945 [0,174421
0,187682605 72,5879 [[0,245031
0,181421073 72,3135 [ 0,17652
0,136115715 72,4486 [0,207514
743,2756175 73,2341 [[821,8043
752,1863408 7 3,197 [917,6606
714,7097342 73,1955 [ 100,341
#DIV/8! "1Vl [ #DIVI0Y
1,984308311 71,8083 [ 1,00378
1,866827536 71,8631 [ 1,048906
1,90061162 71,7769 [0,978103
1,036585668 71,6021 [0,773137
1,037328128 71,5071 [[0,726373
1,065190107 71,4945 [ 0,69474
0,232450095 72,6725 [ 0,267846
0,782722388 70,9431 [0,263977
0,648785624 70,5481 [[0,138765
8,759332324 70,8573 [ 0,244466

70,2476 [[0,661776
70,2443 [[0,652536
70,2439 [0,654122
72,3254 [[0,180377

741,8402205 73,1871 [ 811,6576

728,9810076 73,1739 [ 925,452
721,416298 73,3278 [ 1015,939
717,5596808 ” 3289 ['1116,389
#DIVi0! 72,6419 [ #DIV/0!
0,173203977 72,4006 [ 0,19653
4,548292478 70,3736 [0,859203
4,61505228 70,3659 [ 0,865086
4,464322037 70,3594 [[0,843927

Abbildung 39: Ausschnitt der Microsoft Excel-Tabelle, Ausgabe der BuSn-Gehalte in [ng/g] Sn.

In den Spalten mit P, T und X werden die Konzentrationen von TBT, DBT und MBT in ng/g

bezogen auf Zinn ausgegeben.
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Abbildung 40: Ausschnitt der Microsoft Excel-Tabelle, Ausgabe der Wiederfindungen des

Sn(C4H3)3 2207
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Anhang B: Beispielhafte tabellarische Zusammenstellung der Daten

Tabelle 33: Butylzinngehalte Aalmuttermuskulatur Darfer Ort.

m m Wasser-
probe | (Probe)  (spike) Verd. gehalt dry weight wet weight | dry weight wet weight | dry weight wet weight
Jahr
"l w w skels g | e
[ng/g] [ng/g]
1 0,204 0,128 1:1000 80 0,423 0,084
2" 0,205 0,142 1:1000 80 0,771 0,153
0,202 0,123 1:1000 80 1,02 0,203
2010
Mean 0,739 0,146 -0,073 -0,014 -0,008 -0,002
SD 0,245 0,049 0,004 0,001 0,000 0,000
RSD% 33,23% 33,23% -5,70% -5,70% -5,70% -5,70%
1 0,202 0,103 1:1000 78 1,45 0,317 0,122 0,027
2 0,202 0,109 1:1000 78 1,45 0,317 0,368 0,081
3 0,201 0,105 1:1000 78 1,45 0,318 0,131 0,029
20 Mean 1,450 0,317 0,207 0,045 0,130 0,028
SD 0,003 0,001 0,114 0,025 0,047 0,010
RSD% 0,19% 0,19% 54,94% 54,94% 36,50% 36,50%
1 0,200 0,105 1:1000 79 1,15 0,237
2 0,200 0,106 1:1000 79 1,22 0,254
3 0,201 0,108 1:1000 79 1,27 0,264 0,346 0,072
2012 Mean 1,213 0,252 0,206 0,043 0,135 0,028
SD 0,052 0,011 0,107 0,022 0,022 0,005
RSD% 4,28% 4,28% 51,93% 51,93% 16,28% 16,28%
1 0,200 0,251 1:5000 78 1,19 0,258 0,490 0,106 1,57 0,342
s 2 0207 0252  1:5000 78 1,06 0,231 0,376 0,082 _
3 0,200 0,250 1:5000 78 0,980 0,213 0,462 0,100 0,909 0,198
Mean 1,075 0,234 0,443 0,096 1,071 0,233
sD 0,086 0,018 0,049 0,010 0,364 0,079
RSD% 7,96% 7,86% 10,96% 10,82% 34,01% 33,85%
I <NG
<BG
* Probe musste auf Grund von Problemen bei der Gefriertrocknung vor der Einwaage
gemorsert werden.
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