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8
Referenzmaterialien
Methylierte Spezies enthaltende biologische Referenzmaterialen sind rar. Obwohl in den letzten Jahren die Entwicklung dieser Referenzmaterialien von vielen Forschergruppen gefordert wurde [Cornelis et al. 2001, Emons 2001, Hammerschmidt und Fitzgerald 2001], sind diesbezüglich die einzigen Referenzmaterialien für Dimethylarsen zertifiziertes Fischgewebe, für Mono,- Di- und Tributylzinn zertifiziertes Muschelgewebe und unterschiedliche Fisch- und Muschelproben, welche für Methylquecksilber zertifiziert sind. Folglich können die in dieser Arbeit nachgewiesenen Konzentrationen der metall- und metalloidorganischen Verbindungen in Humanproben nicht durch vergleichende Konzentrationsbestimmung mit entsprechenden Referenzmaterialien eingeordnet werden. 
Dennoch erfolgten die Analysen der oben genannten existierenden Referenzmaterialien wie im Folgenden beschrieben, wobei die nachgewiesenen Konzentrationen der entsprechenden Spezies mit der hier verwendete Screening-Methode in derselben Größenordnung wie die zertifizierten Gehalte liegen sollten. 
8.1
Analyse des Muschelgewebes CRM 477  
Morabito et al. [1999] beschreiben die Zertifizierungsmethode des MBT, DBT und TBT enthaltenden getrockneten Muschelgewebes, das in der vorliegenden Arbeit analysiert wurde. Seine Lagerung erfolgte in einer braunen Glasflasche, die vor der Entnahme der Probe zu deren Re-Homogenisierung fünf Minuten geschüttelt wurde. Der Anforderung eines minimalen Probeneinsatzes von 500 mg konnte auf Grund der Überschreitung der Hydridbildungseffizienz durch einen so hohen Probeneinsatz mit entsprechend umfangreicher Probenmatrix nicht entsprochen werden. 
Begründet durch die Schwierigkeiten der quantitativen Bestimmung von höher siedenden schwer flüchtigen Verbindungen mit Retentionszeiten über 10 Minuten, bei denen sowohl das Ausleiten aus dem Reaktionskolben und das Durchfließen des Trockenrohres als auch das Passieren der gaschromatographischen Säule auf Grund sterischer Hinderung erschwert ist, wurde hier nur die Quantifizierung des Monobutylzinns durchgeführt. 
Der zertifizierte Gehalt der Trockenmasse des MBT von 1,01 ± 0,19 mg Sn/kg wurde als Mittelwert aus den gefundenen Konzentrationen von acht Laboratorien mit unterschiedlichen Nachweismethoden bestimmt [Quevauviller et al. 1997].
Die mit der in der vorliegenden Arbeit angewandten IIK-Methode zur Quantifizierung der Spezies nachgewiesene Konzentration für das MBT beträgt 0,33 ± 0,1 mg Sn/kg. Dies entspricht unter Berücksichtigung der Fehlergrenzen einem detektierten Anteil von  maximal 52,4 %. Damit befindet sich die hier ermittelte in der Größenordnung der zertifizerten Konzentration.

Hierbei muss sowohl die sehr geringe Einwaage von 0,0014 g als auch die eingesetzte Menge des Hydrierungsmittels berücksichtigt werden. Die in dem Referenzmaterial enthaltenen Konzentrationen im mg/kg-Bereich sind für die Speziierung im Spuren- oder Ultraspurenbereich sehr hoch. Bei diesen Konzentrationen kann 1 mL NaBH4 nicht ausreichen, um eine quantitative Hydrierung der vorhandenen Spezies zu erreichen [Guo et al. 1997].
Die Konzentrationen der weiteren im Muschelgewebe vorliegenden Spezies anorganisches und monomethyliertes Antimon, anorganisches, mono- und dimethyliertes Arsen, anorganisches Bismut und Quecksilber sowie anorganisches, mono- und dimethyliertes und monobutyliertes Zinn sind in Tabelle A20 des Anhangs aufgeführt. Abbildung A2 des Anhangs zeigt das Chromatogramm für Zinn. 
Während das MBT und das DBT gemäß der in Tabelle 4 angegebenen Retentionszeiten die gaschromatographische Säule verlassen, wird für das TBT eine geringere Retentionszeit von 15,4 min gegenüber 18,2 min registriert. Dies kann auf die sehr hohen Konzentrationen in der Probe zurückgeführt werden. Die resultierende hohe Beladung der chromatographischen Säule könnte zu einer früheren Desorption der Spezies und damit zu niedrigeren Retentionszeiten führen. 

Die Ermittlung des MBT-Gehaltes soll nun zusätzlich über die Standardadditionsmethode nach DIN 32633 [1998] durchgeführt werden. Dazu wurde das Muschelgewebe über eine Vierfachbestimmung mit je 0,03;  0,27;  0,41 und 1,1 µg BuSnCl3/g CRM versetzt hydriert. Die Auftragung der ermittelten Peakflächen des MBT gegen die zugegebene Einwaage des Referenzmaterials ist in der Abbildung A3 des Anhangs dargestellt. Die Matrix des Muschelgewebes scheint das Hydrierungsmittel zu inaktivieren, da die aufgestockten BuSnCl3-Mengen nicht in einer Vergrößerung der Peakkfläche resultieren. Die Anwendung der Standardaddition zur Ermittlung der vorliegenden Konzentration im Referenzmaterial CRM 447 ist somit nicht möglich.
Die über die IIK-Methode ermittelten Konzentrationen für die gegebenen Aufstockungen sind in Tabelle 31 aufgeführt. 
	BuSnCl3 addiert 

	0 [µg/g]
	0,03 [µg/g]
	0,28 [µg/g]
	0,41 [µg/g]
	1,1 [µg/g]

	BuSnH3 gefunden [µg/g]

	0,33
	0,34
	0,4
	0,4
	0,4

	WFR [%]

	
	33
	25
	17
	6


Tabelle 31   Addition von BuSnCl3 zu dem Referenzmaterial CRM 477
8.2
Analyse des Thunfischgewebes CRM 464 und CRM 627
Quevauviller et al. [1994] sowie Maier et al. [1997] und Lagarde et al. [1999] beschreiben die Zertifizierungsmethoden des Methylquecksilbers für das Thunfischreferenzmaterial CRM 464 sowie des Dimethylarsens für das Thunfischreferenzgewebe CRM 627. 

Der geforderten Mindesteinwaage von 0,2 g für CRM 464 und 0,3 g für CRM 627 konnte aus den in Abschnitt 8.1 erläuterten Gründen nicht entsprochen werden. 
Die zertifizierte Konzentration der Trockenmasse des Methylquecksilbers beträgt 5,12  ± 0,16 µg Hg/g und wurde als Mittelwert aus den gefundenen Konzentrationen von zwölf Laboratorien mit unterschiedlichen Nachweismethoden berechnet. 
Die, mittels IIK-Methode, berechnete Konzentration für das Methylquecksilber beträgt 1,63 ± 0,49 µg Hg/g.  
Der, unter Einbeziehung der Fehlergrenzen beider Bestimmungen, maximal gefundene Anteil von 42,7 % liegt somit in der geforderten Größenordnung. 

Der Gehalt des Dimethylarsens in dem Thunfischgewebe ist zu 320 ± 48 ng As/g zertifiziert und wurde als Mittelwert der von sechs Laboratorien mit unterschiedlichen Nachweismethoden detektierten Konzentrationen berechnet. 
Die hier gefundene Konzentration des Dimethylarsens beträgt 81,2 ± 24 ng As/g, somit konnten 38,7 % des zertifizierten Gehaltes nachgewiesen werden. 
Die Konzentrationen der weiteren in den Thunfischmaterialien nachgewiesenen Spezies der Elemente Antimon, Arsen, Bismut, Iod, Quecksilber und Zinn sind in Tabelle A11 des Anhangs aufgeführt. Die Abbildungen A4 und A5 des Anhangs zeigen die Chromatogramme für Quecksilber in einer Probe des Referenzmaterials CRM 464 und für Arsen in einer Probe des Referenzmaterials CRM 627.  

Die prozentualen Verteilungen der Arsen- und Zinnspezies in den drei Meerestierproben zeigen die Abbildungen 47 und 48. 
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Abbildung 47  Prozentuale Verteilung von Arsenspezies in den Referenzmaterialien
CRM  447, CRM 464 und CRM 627

Anorganisches Arsen und Dimethylarsen stellen die beiden Hauptkomponenten dar, die Konzentrationen der Spezies MMA und TMA liegen insgesamt unter 13 % des nachgewiesenen Arsens. Dieses Resultat stimmt mit den prozentualen Verteilungen der in Tabelle 15 aufgelisteten Gehalte in Meeresfischen überein. Während keine Angaben über anorganisch vorliegendes Arsen vorhanden sind, liegt dort das AB mit 88  bis 99 % in allen Proben als Hauptbestandteil vor, mit Anteilen von 1  bis 12 % bildet das DMA ebenfalls   den zweitgrößten Teil, während  die Anteile  des  MMA  und  TMA weit unter 
1 % liegen. 
Das anorganische Zinn stellt sowohl im Muschelgewebe als auch in den beiden Thunfischproben mit bis zu 98 % das Gros des Zinns dar. Den restlichen Anteil bildet das MBT, während die prozentualen Anteile des MMT und DMT maximal 5 % betragen. 
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Abbildung 48  Prozentuale Verteilung von Zinnspezies in den Referenzmaterialien 
            CRM 447, CRM 464 und CRM 627

Die Referenzmaterialien CRM 464 und CRM 627 wurden mit den zertifizierten Verbindungen Methylquecksilber bzw. Dimethylarsen aufgestockt, jedoch konnten über die Standardadditionsmethode, entsprechend den in Abschnitt 8.1 beschriebenen Umständen, keine Konzentrationen ermittelt werden. 
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Tabelle1

		

				anorg As		MMA		DMA		TMA

		Muschel		38		10		52		0

		Tunfisch		56		6		31		7

		Tunfisch Gewebe		12		8		76		4

				crm 477		crm 464		crm 627

		anorg. As		38		56		12

		MMA		10		6		8

		DMA		52		31		76

		TMA		0		7		4
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Tabelle1

		

						crm 477		crm 464		crm 627

				anorg Sn		66		81		98

				MMT		0.3		3		< 0,1

				DMT		0.2		2		< 0,1

				MBT		34		14		2






