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Kurzfassung

Bisphenol A ist seit langer Zeit als endokrin wirksame Substanz bekannt, aber auch Struktur-
analoga zeigen adverse Effekte, wie neuere Studien zeigen. Durch immer stirkere Regulie-
rungen von Bisphenol A treten so dessen Ersatzstoffe immer mehr in den Vordergrund. In
dieser Dissertation wurden deshalb Methoden zum Nachweis von 17 Bisphenolen in ver-
schiedenen Probenmatrices entwickelt, welche die Belastung fir den menschlichen Organis-
mus aufzeigen. Die Messungen von Hausstaubproben aus Deutschland und dem EU-Ausland
zeigen, dass sowohl Bisphenol A (Medianwert 3468 ng/g), als auch die Ersatzstoffe
Bisphenol F (Medianwert 122 ng/g) und Bisphenol S (197 ng/g) in allen Proben nachgewie-
sen werden konnten.

In Migrationsuntersuchungen von Trinkflaschen konnte eine Migration von Bisphenol A aus
Polycarbonat bestatigt werden. Bisphenol S migrierte aus einer Trinkflasche, die aus
Polyethersulfon hergestellt wurde.

Abstract

Bisphenol A has long been known as an endocrine disruptor, but also structural analogues
show adverse effects, as recent studies show. Due to an increasing regulation of bisphenol A,
its substitutes are strongly coming to the fore. In the present dissertation methods for the veri-
fication of 17 bisphenols in different sample matrices have been developed, which demon-
strate the direct pollution of the human organism. The measurements of house dust samples
from Germany and the EU foreign countries show that both bisphenol A (median value
3468 ng/g) and the substitutes bisphenol F (median 122 ng/g) as well as bisphenol S
(197 ng/g) could be detected in all samples.

In migration studies of drinking bottles, a transition of bisphenol A from polycarbonate could

be confirmed. Bisphenol S migrated from a drinking bottle made from polyethersulfone.
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Abkulrzungsverzeichnis

Neben den gangigen Abkirzungen laut Duden, Internationalen Einheiten und Formelzeichen
sowie den Symbolen des Periodensystems der Elemente wurden folgende Abkirzungen in
dieser Arbeit verwendet:

BAF Bioakkumulationsfaktor

BCF Biokonzentrationsfaktor

BPA Bisphenol A (CAS-Nummer: 80-05-7)
BPAF Bisphenol AF (CAS-Nummer: 1478-61-1)
BPAP Bisphenol AP (CAS-Nummer: 1571-75-1)
BPB Bisphenol B (CAS-Nummer: 77-40-7)
BPBP Bisphenol BP (CAS-Nummer: 1844-01-5)
BPC Bisphenol C (CAS-Nummer: 14868-03-2)
BPC2 Bisphenol C2 (CAS-Nummer: 79-97-0)
BPE Bisphenol E (CAS-Nummer: 2081-08-5)
BPF Bisphenol F (CAS-Nummer: 620-92-8)
BPFL Bisphenol FL (CAS-Nummer: 3236-71-3)
BPG Bisphenol G (CAS-Nummer: 127-54-8)
BPM Bisphenol M (CAS-Nummer: 13595-25-0)
BPP Bisphenol P (CAS-Nummer: 2167-51-3)
BPPH Bisphenol PH (CAS-Nummer: 24038-68-4)
BPS Bisphenol S (CAS-Nummer: 80-09-1)
BPTMC Bisphenol TMC (CAS-Nummer: 129188-99-4)
BPZ Bisphenol Z (CAS-Nummer: 843-55-0)
CAS Chemical Abstracts Service

CD compact disc

DES Diethylstilbestrol

DVD digital versatile disc

ECso mittlere effektive Konzentration mit halbmaximalem Effekt
ECHA Européische Chemikalien-Agentur

EDC endokrin wirksame Chemikalien

EFSA Europdische Behorde fir Lebensmittelsicherheit
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EG

El

ER,
ERg

ES

est.

EU

GC
GC-MS/MS
Gew.-%
Ka

log Kow
LM

m/z
MBP
MS
MW
PFV
REACh
RSD
SIM
SPE
TDI
TMSH
UBA
VO

z. B.

Europdische Gemeinschaft

Elektronenstof3ionisation (electron impact)

Estrogenrezeptor-a (NR3A1)

Estrogenrezeptor-3 (NR3A2)

Endokrines System

estimated (geschatzt)

Européische Union

Gaschromatographie / Gaschromatograph
Gaschromatographie gekoppelt mit Tandem-Massenspektrometrie
Gewichtsprozent

Gleichgewichtskonstante der Sdureform

dekadischer Logarithmus des Octanol-Wasser-Verteilungskoeffizienten
Lebensmittel

Masse/Ladungs-Verhéltnis
4-Methyl-2,4-bis(4-hydroxyphenyl)pent-1-en
Massenspektrometer / Massenspektrometrie

Molekiilmasse (in g/mol)

Peakflachenverhaltnis

Registration, Evaluation and Authorisation of Chemicals
relative Standardabweichung (in %)
Einzelionen-Aufzeichnung (selected ion monitoring)
Festphasenextraktion (solid phase extraction)

tolerierbare tagliche Aufnahmemenge (Tolerable Daily Intake)
Trimethylsulfoniumhydroxid

Umweltbundesamt

Verordnung

zum Beispiel
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Einleitung 1

1 Einleitung

Bisphenol A dient als Ausgangsstoff flr zahlreiche Produkte. Beispielsweise werden aus
Bisphenol A Polycarbonate und Epoxidharze hergestellt, die als Beschichtungen und Kunst-
stoff in zahlreichen Produkten des taglichen Bedarfs aufgrund ihrer positiven Eigenschaften
eingesetzt werden [1]. So findet man Bisphenol A sowohl als Beschichtung von Konserven-
dosen, als auch auf Thermopapier von Kassenzetteln [2 - 7]. Der tagliche Kontakt mit dieser
Substanz ist deshalb schwer vermeidbar. Untersuchungen haben gezeigt, dass Bisphenol A
endokrin wirksam ist und somit den Hormonhaushalt storen kann. Aus diesem Grund ist die
Verwendung der Substanz in Babyflaschen bereits seit 2011 in der EU verboten [8].

Um Bisphenol A als Inhaltsstoff zu ersetzen, werden zunehmend alternative Substanzen ver-
wendet. Somit wird der Eintrag verringert und das Produkt geniigt dem Gebot der BPA-
Freiheit. Alternativsubstanzen konnen unter anderem Strukturanaloga sein, die unterschiedli-
che Seitenketten am mittelstdndigen Kohlenstoffatom aufweisen. Gleichermalien ist eine Va-
riation an den Phenylresten moglich oder der Ersatz des zentralen Kohlenstoffatoms durch
Heteroatome. Beispiele flr solche bereits eingesetzten Substanzen sind Bisphenol S,
Bisphenol AF und Bisphenol F. Dartiber hinaus existieren noch zahlreiche weitere Struktur-
analoga, die als potentieller Ersatz fir Bisphenol A dienen kdnnten.

Entsprechend der Fachliteratur gibt es aktuell wenige Daten zu diesen Analoga. Allerdings ist
bekannt, dass sie mitunter eine ahnliche endokrine Wirkung wie BPA besitzen kdnnen. Des
Weiteren besitzen einige der Verbindungen héhere log Kow-Werte, was fir eine starkere Ak-
kumulation in fettreichem Gewebe spricht. Die unbedenkliche Substitution von Bisphenol A
durch Strukturanaloga ist also nicht ohne weitere Untersuchungen ratsam [9 - 12].

Die vorliegende Arbeit beschaftigt sich mit der Erstellung einer analytischen Methode zur
qualitativen und quantitativen Bestimmung von Bisphenol A und ausgewéhlten Strukturana-
loga. Bisher existiert keine umfassende Methode, um alle wichtigen Ersatzsubstanzen zu-
sammen erfassen zu konnen. Diese Methode soll fir zukilinftige Bestimmungen der
Bisphenole in verschiedenen Matrices anwendbar sein. Ziel ist es, nicht nur eine BPA-Freiheit
zu gewéhrleisten, sondern auch den Einsatz anderer Bisphenol ermitteln zu kdnnen. Durch die
Untersuchung von verbrauchernahen Eintragsquellen kann somit eine konkrete Belastung
durch Produkte ermittelt werden. Durch die Ubertragung der Messmethode auf Hausstaub-
proben ist eine aktuelle Belastungssituation von Bisphenol A und dessen Strukturanaloga er-

kennbar. Zudem kann der zeitliche Verlauf der Belastung durch Bisphenole beobachtet wer-
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den. Somit erhélt man einen Uberblick tiber die Verwendung der Bisphenole in der Umwelt.
Eine besondere Stellung nimmt die Anwendung von Bisphenolen in Thermopapieren ein.
Hier wird Bisphenol A in freier Form als Entwicklersubstanz fiir Thermopapiere verwendet
und ist somit leicht verfiigbar fir den Organismus. Durch den Verbot von BPA in Thermopa-
pieren bis 2020 ist durch die ermittelte Methode eine zeitliche Veradnderung der eingesetzten
Entwicklersubstanzen méglich [13].
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2 Grundlagen

2.1 Bisphenol A und Strukturanaloga

2.1.1 Eigenschaften und Verwendung

Die Bisphenole stellen eine Stoffgruppe aus 17 untersuchten Verbindungen dar. Sie weisen
alle eine &hnliche Grundstruktur auf. Diese besteht aus einer variablen chemischen Gruppe
zwischen zwei Phenolringen, daher stammt auch der Trivialname Bisphenole. Die Varianz der
chemischen Gruppe wird durch Variation der Edukte erreicht, indem formal zwei Phenole mit
einem Aceton flr beispielsweise Bisphenol A reagieren. So entsteht der Trivialname durch
die verwendeten Edukte. Fir Bisphenol A ist das Aceton, fir Bisphenol B wird Butanon ver-
wendet und analog werden die anderen Bisphenole benannt.

Die Bisphenole A, F und S sind wichtige Ausgangsstoffe in der Kunststoffindustrie. Aus ih-
nen werden zum GrofRteil Polycarbonate und Epoxidharze hergestellt, die zahlreiche Vorzige
fiir ihre Verwendung aufweisen. Ein kleinerer Teil der produzierten Bisphenole wird als Zu-
satz zu Vinylbdden oder als Farbentwickler in Thermopapier benutzt. Dabei werden sie als
Additiv nicht chemisch gebunden eingesetzt, wodurch eine andere Gefédhrdung und Mobilitét
fir Umwelt und Mensch ausgeht [14].

Epoxidharze entstehen durch die Reaktion von Bisphenolen mit Epichlorhydrin. Hierbei ent-
stehen flissige Kleb-, Lack- und GieBharze. Durch Zugabe von Hartern dienen diese strapa-
zierfahigen und hitzebestandigen Kunststoffe als Beschichtung in Weillblechdosen oder In-
nenflachen von Wasserrohren. Dadurch ist kein Angriff der Metalloberflache mdglich und
Metallionen kdnnen sich nicht mehr aus dem Material herauslésen.

Polycarbonat-Kunststoffe bieten eine Reihe von Vorziigen als Material. Hierbei seien beson-
ders das geringe Gewicht, die Durchsichtigkeit und Robustheit zu erwéhnen. Des Weiteren
besitzen sie eine hohe Steifheit und Festigkeit. Durch ihr elektrisches Isolationsvermdégen sind
sie besonders im Bereich der Elektrotechnik interessant. Bisphenol A ist als Ausgangsstoff in
vielen Alltagsprodukten zu finden. Hier seien CDs und DVDs zu erwahnen, als auch Kassen-
zettel, Kunststoffschisseln und auch Bodenbeldge [14].

Im Allgemeinen weisen Phenole erhéhte Schmelz- und Siedepunkte im Vergleich zu Aroma-
ten ohne Hydroxyl-Gruppe auf. Durch die intermolekularen Wasserstoff-Assoziationen wei-
sen Phenole eine gewisse Wasserloslichkeit und Polaritat auf, sodass sie auch in geringen
Konzentrationen in Wasser nachweisbar sind. Des Weiteren besitzen sie die Moglichkeit, Uber

Mesomerie Ladungen zu stabilisieren. Phenolat-Anionen sind starker mesomeriestabilisiert
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als das Phenol. Die bewirkt, dass Phenole bereits mit Alkalihydroxiden Phenolate bilden, was

Alkohole nicht tun. Sie sind insgesamt mit Saurekonstanten von circa 10™° schwacher sauer

als Carbonsauren mit K~ 107 [15].

Nachfolgend sind in Tab. 1 (vgl. S. 4 ff.) die untersuchten Analytsubstanzen mit physikoche-

mischen Eigenschaften aufgefiihrt, welche rechnerisch ermittelt wurden [16].

GemaR der REACh-Einstufung gilt ein Stoff als persistent, wenn er einen Biokonzentrations-
faktor (BCF) von Uber 2000 besitzt. Fur Bisphenol A wird dieses Kriterium nicht erfullt. Auf-

grund der hohen Produktionsmenge und den damit verbundenen hohen Konzentrationen in

der Umwelt ist dennoch ein Gefahrenpotential vorhanden.

Tab. 1: Berechnete Eigenschaften der Bisphenol Analoga (EPIWEB 4.1) [16, 17]

o)

(ror

F
CH, F——F
HOOH HO@@OH
CH, F——F
|'_'
Name Bisphenol A (BPA) Name Bisphenol AF (BPAF)
CAS 80-05-7 CAS 1478-61-1
log Kow 3,32 log Kow 4,47 (est.)
MW (g/mol) 228,29 MW (g/mol) | 336,23
BCF 172,7 BCF 639,3
BAF 172,8 BAF 643
O oH,

CHs;

CH;
Name Bisphenol AP (BPAP) Name Bisphenol B (BPB)
CAS 1571-75-1 CAS 77-40-7
log Kow 4,86 log Kow 4,13
MW (g/mol) 290,36 MW (g/mol) 242,31
BCF 249,7 BCF 170,2
BAF 250,1 BAF 170,3
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Fortsetzung Tab. 1: Eigenschaften der Bisphenol Analoga basierend auf EPIWEB 4.1

o)

(ror

Cl Cl

|

Name Bisphenol BP (BPBP) Name Bisphenol C (BPC)
CAS 1844,01-5 CAS 14868-03-2
log Kow 6,08 log Kow 3,75
MW (g/mol) 352,43 MW (g/mol) 281,13
BCF 385,1 BCF 227,5
BAF 416,4 BAF 227,6
H5;C
CHs CH;
oL YT yon | ol YTy
CHs H
CH,
Name Bisphenol C2 (BPC2) Name Bisphenol E (BPE)
CAS 79-97-0 CAS 2081-08-5
log Kow 474 log Kow 3,19
MW (g/mol) 256,34 MW (g/mol) 214,26
BCF 112,6 BCF 45,61
BAF 112,6 BAF 45,61
H (5
HOOH
H i O
HO OH
Name Bisphenol F (BPF) Name Bisphenol FL (BPFL)
CAS 620-92-8 CAS 3236-71-3
log Kow 2,91 log Kow k.A.
MW (g/mol) 200,23 MW (g/mol) 350,42
BCF 28,02 BCF K.A.
BAF 28,02 BAF K.A.
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Fortsetzung Tab. 1: Eigenschaften der Bisphenol Analoga basierend auf EPIWEB 4.1

CH, HyC HO OH
H,C CH,
¥R Y
o YT -on
CH3 H:C ehy e s
Name Bisphenol G (BPG) Name Bisphenol M (BPM)
CAS 127-54-8 CAS 13595-25-0
log Kow 6,55 log Kow 6,25
MW (g/mol) 312,45 MW (g/mol) 346,46
BCF 284,2 BCF 1970
BAF 354,7 BAF 9079

8t

o

o

I
O

w

CHs
o T o
CH3
Name Bisphenol P (BPP) Name Bisphenol PH (BPPH)
CAS 2167-51-3 CAS 24038-68-4
log Kow 6,25 log Kow 7,17
MW (g/mol) 346,46 MW (g/mol) 380,48
BCF 1970 BCF 192,8
BAF 9079 BAF 585,9
CHj3

H3C ‘ CH3
HO O O OH

Name Bisphenol S (BPS) Name Bisphenol TMC (BPTMC)
CAS 80-09-1 CAS 129188-99-4

log Kow 1,65 log Kow 6,29

MW (g/mol) 250,27 MW (g/mol) 310,43

BCF 3,535 BCF 684,2

BAF 3,535 BAF 1042




Grundlagen 7

Fortsetzung Tab. 1: Eigenschaften der Bisphenol Analoga basierend auf EPIWEB 4.1

HO I I OH

Name Bisphenol Z (BPZ)
CAS 843-55-0

log Kow 5,00

MW (g/mol) 268,35

BCF 271,4

BAF 272,1

Betrachtet man die Strukturanaloge, so besitzen diese deutlich hohere log Kow-Werte im Ver-
gleich zu Bisphenol A. Dadurch sind auch die BCF deutlich hoher. Hierbei sind Bisphenol M
und Bisphenol P zu erwahnen, die mit berechneten BCF von 1970 im Bereich der Einstufung
als persistenter Stoff liegen. Somit ist bei Erhohung der Produktionsmengen fir diese Stoffe

von erhohtem Gefahrenpotential auszugehen.
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2.1.2 Gesundheitsrisiko von Bisphenolen

Zahlreiche toxische Effekte wurden in Studien dargelegt. Diese reichen von endokriner
Disruption Uber Zytotoxizitat und Genotoxizitét bis hin zu Neurotoxizitat [16]. In Tab. 2 sind
die toxischen Effekte von einigen Bisphenolen, die bereits in friheren Studien ermittelt wur-
den, tabellarisch aufgefuhrt. Ein Plus-Zeichen erhalten demnach Substanzen, bei denen toxi-

sche Effekte im jeweiligen Test ermittelt wurden.

Tab. 2: Toxische Effekte der Bisphenol-Analoga [16]

BPAF | BPAP | BPB | BPC | BPE | BPF | BPP | BPS | BPZ
Ostrogen + + + + + + + +
Androgen + +
Anti-6strogen + + + + + + +
Anti-androgen + + + + +
Zytotoxisch + + +
Genotoxisch + + + + +
Reproduzierbarkeit + +
Neurotoxisch + +
Dioxin-ahnliche Effekte + + +
Akuttoxizitat + + + + +

Die meist diskutierte Gesundheitsgefahr von Bisphenolen ist die hormonell-&hnliche Wirk-
samkeit. Bei einer wirksamen Dosis im Korper wird das empfindliche Hormonsystem gestort.
Dadurch entstehen Probleme beim Sexualsystem und der Fortpflanzung. Das jeweilige
Bisphenol bindet dabei reversibel an den Ostrogenrezeptor aufgrund seiner chemischen Struk-
tur und wirkt deshalb als endokriner Disruptor (EDC).

In der Literatur wird aktuell diskutiert, dass endokrine Disruptoren bei geringeren Konzentra-
tionen einen starkeren Einfluss auf das Hormonsystem besitzen als hohere Konzentrationen
und sie somit eine nicht-lineare Dosis-Wirkungs-Kurve aufweisen. Der negative Gesundheits-
effekt nimmt somit bei geringer Konzentration wieder zu, da das Hormonsystem sehr emp-

findlich auf geringe Konzentrationen reagiert [18, 19].
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Die 0Ostrogene Wirkung von Bisphenol A ist schon seit 1936 bekannt [20]. Dabei bindet
Bisphenol A in in vitro und in vivo Tests sowohl an den ERa-Rezeptor, als auch an den ER3-
Rezeptor. Im Vergleich zu 17B-Estradiol, welches das natiirliche Ostrogen im Korper dar-
stellt, ist die Bindung aber um den Faktor 10 000 bis 100 000 schwacher. In vivo-Studien zei-
gen allerdings eine ahnliche Ostrogenitat wie das 17B-Estradiol [21]. Metabolisierte Formen
von Bisphenol A zeigen dagegen keinerlei 6strogene Wirksamkeit. Einzige Ausnahme stellt
hierbei das 4-Methyl-2,4-bis(4-hydroxyphenyl)pent-1-en (MBP) dar, das durch die Variation
am zentralen Kohlenstoffatom strukturell besser an die Ostrogenrezeptoren binden kann. Die-
ses wird in sehr geringem Male beim Abbau von Bisphenol A im Koérper gebildet [22, 23].
Entscheidend fur die 6strogene Wirkung ist der Abstand der Hydroxyl-Funktionen, die an den
Ostrogenrezeptor binden. Dies ist fir das potentere Mittel Diethylstilbestrol (DES) der Fall,

sowie fir das bereits genannte MBP.

3"
2!! 4'[ OH
CH, CHy .,
2 1'& 5 \C 5"
' 1' 3 ”n
3 2\0/ | 4 6
. HZ CH3
4 & 6
HO

BPA 5' MBP
Abb. 1: Strukturvergleich ostrogen wirksamer Substanzen (ES, MBP, DES und BPA) [22]

Entscheidend fur die Wirkung im menschlichen Korper ist auch der Aufnahmeweg. Hierbei
wird bei oraler Aufnahme von Bisphenol A durch den sogenannten First-Pass-Effekt das
Bisphenol A rasch in der Leber zu seinen ungefdhrlichen Metaboliten abgebaut. Fir dermal
aufgenommenes Bisphenol A, wie es bei Thermopapier der Fall ist, gilt der First-Pass-Effekt
nicht, sodass eine hoéhere Konzentration von nicht-konjugiertem Bisphenol A im Kdorper vor-

handen sein kann [24].
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Der Haupteintragsweg von Bisphenol A in den menschlichen Organismus wird durch Le-
bensmittel verursacht. Zu diesem Ergebnis ist die EFSA bei einem Risikoeinschatzungsreport
im Jahr 2008 gekommen. Es kann unter anderem durch Hydrolyse mit Wasser aus dem Poly-
mer von Innenbeschichtungen freigesetzt werden [14].

Studien Uber die Toxizitat von Bisphenol S zeigen, dass auch hier adverse Effekte fiir den
Organismus feststellbar sind. Dabei zeigen Publikationen, dass Bisphenol S eine vergleichba-
re 6strogene Wirksamkeit wie Bisphenol A besitzt und damit toxikologisch nicht als Ersatz-
substanz dienen sollte [25]. Die effektive Konzentration fir einen halbmaximalen Effekt
(ECsp) ist fur Bisphenol A hoher als es fur Bisphenol S der Fall ist. Dabei ist bei einer Exposi-
tion von Zebrafischen mit Bisphenol S die Konzentration von 17B-Estradiol sowohl in mann-
lichen, als auch in weiblichen Fischen erhoht, wahrend die mannlichen Zebrafische eine ge-
ringere Testosteron-Konzentration besitzen [26]. In einem in vitro-Test reduzieren sowohl
Bisphenol S und F in gleicher GréRenordnung die basale Testosteron-Konzentration [27], was

letztendlich zu Verweiblichung und Unfruchtbarkeit der mannlichen Zebrafische fuhrt.

2.1.3 Rechtliche Regelungen der Bisphenole

Aufgrund der Gesundheitsrisiken, die von Bisphenol A als produzierte Chemikalie im millio-
nen Tonnen-Malistab ausgehen, gelten europaweite Regelungen zum vorsorgenden Verbrau-
cherschutz.

In der Kosmetikverordnung ist Bisphenol A als Stoff eingestuft, der bei der Herstellung oder
Behandlung von Kosmetika nicht verwendet werden darf. Seit dem 01. Juni 2011 ist zudem
die Verwendung und Einfuhr von Sauglingsflaschen aus Polycarbonat, bei denen Bisphenol A
verwendet wurde, verboten.

Im Zuge der Neubewertung von Bisphenol A ist ab dem 06. September 2018 die VO (EU)
2018/213 in Kraft getreten, die eine Veradnderungsverordnung zur VO (EU) 10/2011 darstellt.
In dieser Verordnung wird der spezifische Migrationsgrenzwert von Bisphenol A fir Le-
bensmittelkontaktmaterialien auf 0,05 mg/kg Lebensmittel herabgesetzt. Vorher galt ein
Grenzwert von 0,6 mg/kg Lebensmittel [28].

Durch neuere Untersuchungen wurde im Jahr 2015 ein TDI-Wert von 4 pg/kg Koérpergewicht
an Bisphenol A festgelegt. Auf dieser Grundlage hat das Umweltbundesamt (UBA) den
Trinkwasserhdchstwert fur die Freisetzung von Bisphenol A aus Materialien mit Trinkwas-
serkontakt auf 2,5 pg/L herabgesetzt. Dieser Wert gilt nun in der UBA-Leitlinie fir organi-
sche Materialien bei Trinkwasserkontakt. Fir die Berechnung wird von einer Aufnahme bei
2 L Trinkwasser pro Tag ausgegangen.
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Ab Januar 2020 ist die Verwendung von BPA in Gehalten von mehr als 0,02 % in Thermopa-
pier verboten [13].

Fur alle anderen Bisphenole, die in der vorliegenden Arbeit untersucht wurden, gibt es zurzeit
keine gesetzlichen Regelungen. Interessant ist deshalb, wie sich die Regulierungen von
Bisphenol A auf den Einsatz von Strukturanaloga in diesen Bereichen auswirken. Ein einfa-
cher Ersatz von Bisphenol A innerhalb der Stoffgruppe mit &hnlichen Eigenschaften ist also
denkbar.

2.1.4 Produktionsmengen

Bisphenol A wird in vielen Bereichen verwendet. Es dient vor allem als Monomer fir die
Polycarbonatsynthese und Epoxidharzherstellung. In freier Form wird es als Stabilisator und
Farbentwicklungskomponente benutzt [14]. Daher wird es jahrlich im groRen Mafstab welt-
weit produziert. Im Jahr 2006 wurden durch die chemische Industrie weltweit 3,8 Millionen
Tonnen Bisphenol A produziert, davon entfielen 15 Millionen Tonnen auf die Europaische
Union. Ein GroRteil der europaischen Produktion wird auf deutschem Boden durchgefihrt
(ca. 70 %) [14]. Die in der EU produzierten und importierten Mengen ab einer Tonne pro
Chemikalie sind seit 01. Juni 2018 durch REACh registrierungspflichtig. Betrachtet man die
von der ECHA erstellten Infocards zu den Bisphenolen, so erkennt man deutliche Unterschie-
de in den Produktionsmengen. Den grofiten Anteil nimmt das Bisphenol A mit Gber 90 % der
EU-Produktion von Bisphenolen ein. Danach folgt das Bisphenol S mit 10 000 - 100 000
Tonnen pro Jahr und das Bisphenol AF mit 100 - 1000 Tonnen pro Jahr. Des Weiteren wird
eine Produktion von Bisphenol C2 von 1 - 10 Tonnen pro Jahr angegeben. Weitere Produkti-
onen von maximal einer Tonne pro Jahr sind fir Bisphenol AP, Bisphenol FL und
Bisphenol M registriert. Alle anderen Bisphenole werden nicht oder unter einer Tonne pro

Jahr in der EU produziert und sind somit nicht registrierungspflichtig [29 - 46].
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2.2  Extraktionstechniken

Der Begriff Extraktion stammt aus dem Lateinischen und bedeutet so viel wie "herausziehen".
Dabei handelt es sich um ein physikalisches Stofftrennverfahren, bei dem mit Hilfe eines
Extrationsmittels ein Stoff oder mehrere Komponenten aus einem Gemisch geldst werden.
Durch die Wahl eines geeigneten Extraktionsmittels kénnen unter Energieeintrag nicht nur
storende Matrixbestandteile abgetrennt werden, sondern auch die Analyten quantitativ ge-
wonnen werden. Gleichermalien ist eine Aufkonzentrierung von Spuren- und Ultraspuren der
Analyte moglich. Nachfolgend sollen deshalb einige Extraktionsmdglichkeiten, welche in der

vorliegenden Arbeit verwendet wurden, néher erléutert werden.

2.2.1 Extraktionen von festen Proben

Um eine oder mehrere Substanzen aus einem Feststoff zu extrahieren, muss der Feststoff un-
ter Zugabe eines Losungsmittels erhitzt werden. Fir eine vollstdndige Extraktion der Analyte
sollte diese mdglichst erschopfend durchgefiihrt werden, was durch Wiederholung erreicht
wird. ZweckméRig werden dabei automatisch arbeitende Apparaturen verwendet. Klassisch
benutzt man dabei einen Soxleth-Extraktor. Dieser besteht aus einem Kolben, einem Extrakti-
onsaufsatz mit seitlich angebrachtem Heberohr und einem Ruickflusskihler. Durch Hitze
steigt das Extraktionsmittel auf, rekondensiert am Rickflusskihler und fliel3t in die Extrakti-
onshiilse, in der sich die Probe befindet. Ist der Extraktionsaufsatz bis zum Auslass des Hebe-
rohrs gefullt, flieBt das Extraktionsmittel zurtick in den Kolben und der Zyklus beginnt von
vorn [47].

Abb. 2: Schematischer Aufbau des Soxleth-Extraktors [47]
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Nachteil der Soxleth-Extraktion ist die Zeit, die zur vollstandigen Extraktion benétigt wird
sowie der enorme Energieeintrag. Zudem wird eine groRere Menge an Losungsmittel beno-
tigt. Eine mogliche Alternative zur klassischen Soxleth-Extraktion stellt die energetisch guns-
tigere und ressourcenschonendere Ultraschallextraktion dar. Hierbei werden hohe Scherkrafte
in das Medium eingetragen, wodurch eine hohe Extraktionseffizienz bei kurzer Extraktions-
zeit erreicht wird. Durch Schallwellen im Ultraschallbereich entstehen im Lésungsmittel Be-
reiche mit hohem und niedrigem Druck. Die Schallwellen im Ultraschallbereich fiihren im
Losungsmittel zur Bildung von dampfgefiillten Hohlrdumen, die unter Einwirkung des dufe-
ren Drucks kollabieren. Dieser als Kavitation bekannte Effekt fuhrt zum Aufbrechen von gro-
Reren Matrixstrukturen, wodurch eine bessere Benetzung des Probenmaterials mit dem Ex-
traktionsmittel und damit eine effizientere Extraktion erzielt werden kann. Gleichzeitig ist die
ultraschallgestiitzte Extraktion bei geringen Temperaturen mdglich, sodass auch thermolabile

Substanzen schonend extrahiert werden kdnnen.

2.2.2 Extraktionen von flussigen Proben

Die Festphasenextraktion dient der Probenvorbereitung und -aufarbeitung und erfullt gleich
mehrere Aufgaben: Die Analytsubstanzen werden aufkonzentriert, problematische Matrix
wird entfernt und es erfolgt eine Isolierung der Analyten von der restlichen Probe. Im Ver-
gleich zur Flussig-Flussig-Extraktion als weitere Aufarbeitungsmethode wird deutlich weni-
ger Losungsmittel bendtigt, was zum einen umweltschonend ist, zum anderen auch zu einer
Kostenreduzierung fihrt.

Unterschieden wird die Festphasenextraktion nach der Art des verwendeten Materials. Nor-
malphasen bestehen aus anorganischen Oxiden (Kieselgel, Kieselgur, Florisil). Dagegen ste-
hen die Umkehrphasen, die meist aus organisch modifiziertem Kieselgel bestehen. Hier be-
stimmt die Art der Modifikation die Wechselwirkungen mit der Probe. Von aktueller Bedeu-
tung sind Sorbentien auf Basis poréser Polymermaterialien. Diese weisen durch die hohe
Quervernetzung eine sehr groRe Oberflache fir Interaktionen mit der Probe auf. Durch Varia-
tion von funktionellen Gruppen an der Oberflache konnen die Eigenschaften und die Spezifi-
tat fur die jeweilige Problemstellung veréndert werden.

Ein Beispiel fir eine solche Festphase ist die Verwendung eines Copolymers aus Styrol und
Divinylbenzen mit einer unpolar modifizierten Oberflache, das nach Herstellerangaben fir die
Analytik von mittelpolaren Substanzen geeignet ist. Die grolRe Partikelgrofie ermdoglicht rela-

tiv hohe Durchflusszeiten.
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2.3  Probenkompartimente

2.3.1 Hausstaub

Hausstaub ist eine Sammelbezeichnung flr partikel- und faserférmige Imissionen in geschlos-
senen Raumen. Es bilden sich Mischungen unterschiedlichster organischer und anorganischer
Stoffe, welche von den jeweiligen Lebensbedingungen abhangen. Dies bedingt eine grofRe
Inhomogenitat und erh6hte Anforderungen an die analytische Methode. Aus der Literatur ist
bekannt, dass erst ab einer KorngroRenverteilung von < 100 pm eine Probenhomogenitat und
damit eine Vergleichbarkeit der Probenergebnisse gewahrleistet werden kann [48].
Bestandteile des Hausstaubes sind im Allgemeinen:

- Hautschuppen

- Fasern (z. B. von Kleidung, Teppichen, Mdbeln)

- Haare

- Gesteinskdrnchen (z. B. Stralienabrieb)

- Pflanzenteile

- tote und lebende Hausstaubmilben und deren Kot

- Bakterien, Viren, Schimmelpilze

- Schadstoffe (z. B. Weichmacher aus Teppichbdden)
Durch den zunehmenden Ersatz von mineralischen, metallischen Materialien sowie Holz- und
Faserwerkstoffen nattirlicher Basis durch Kunststoffe, steigt auch die Belastung durch Schad-
stoffe aus Kunststoffmaterialien im Hausstaub an. Durchschnittlich verbringen wir 90 % un-
serer Lebenszeit in Innenrdumen. Hausstaub dient deshalb als Indikator fur Innenraumchemi-
kalien und kann als Belastungsabschédtzung von Schadstoffen fiir den Menschen angesehen
werden. Mittel- und schwerfliichtige Substanzen lagern sich aufgrund ihrer chemischen Ei-
genschaften an Staubpartikeln an, daher dient Hausstaub als Senke fur viele Chemikalien in
Innenrdumen [49].
Kleinkinder sind bei der Schadstoffbelastung durch Hausstaub in besonderem Malie betroffen.
Dies ist durch mehre Aspekte begriindet. Zum einen ist die Aufnahmemenge in Bezug auf ihr
Kaorpergewicht groRer als bei Erwachsenen, denn sie befinden sich ndher am Boden und abge-
lagerten Stauben. Zum anderen wird durch das kindliche Verhalten (Spielen auf dem Boden,
hohere Aufnahme durch orale Exposition) mehr Hausstaub aufgenommen, als es bei erwach-
senen Personen der Fall ist [49].
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Abb. 3: Eintrag von BPA in menschl. Organismus (nach REACH Anhang XV) [50]

In Abb. 3 ist der Eintrag von Bisphenol A in den menschlichen Kérper ersichtlich. Durch den
Einsatz von Bisphenolen in zahlreichen Alltagsprodukten dient der Hausstaub somit als Ein-
schatzung der aktuellen Bisphenol-Belastung fur den menschlichen Organismus. Bisphenole
gelangen durch Abrieb von epoxidhaltigen Bodenbel&gen, Klebstoffen, Lacken, elektroni-
schen Geréten und Leiterplatten in den Hausstaub. Bei oraler Einnahme von Hausstaub durch
Verschlucken oder Einatmen kann so Bisphenol A und dessen Strukturanaloga in den Korper

gelangen und zu adversen Effekten fuhren.

2.3.2 Thermopapier

Eine weitere Expositionsquelle des Menschen stellt die Verwendung von Bisphenolen in
Thermopapieren dar. Im Gegensatz zu Polycarbonat-Polymeren werden die Bisphenole hier
ungebunden eingesetzt, sodass sie Uber die Haut aufgenommen werden kénnen.

Beim Thermodruck wird zwischen dem direkten Thermodruck und dem Thermotransferdruck
unterschieden. Im ersten Fall wird der Druck durch direkte Einwirkung von Wéarmerstrahlen
auf das Papier erreicht. Die Warmeubertragung wird durch Silikonnadeln im Druckerkopf

ermoglicht. Der Druck entsteht durch die Reaktion von im Papier befindlichen
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Leukofarbstoffen und Entwicklersubstanzen, wofiir warmesensitiv beschichtetes Papier not-
wendig ist. Der schematische Aufbau eines solchen Spezialpapieres ist in Abb. 4 dargestellt.

; ; Hitzekopf

—2— Deckbeschichtung (optional)

g_ SE :A. .IEZ.A thermisch aktive Schicht
@ Farbstoff s Vorbeschichtung

A Bindemittel ‘ — Basis-Papier
Farbentwickler g . .
L] .. Riickbeschichtung (optional)

- Scnsitizer

Abb. 4: Struktur und Funktion des Thermopapiers [51]

Vorteile dieser Methode sind das fast gerduschlose Arbeiten der Drucker und der Preis eines
solchen Gerétes. Zudem wird kein extra Tonermaterial bendtigt, sondern lediglich das speziell
beschichtete Thermopapier. Die Bisphenole befinden sich in der etwa 5 um starken, thermisch
aktiven Schicht. Ihr Gehalt liegt dort im Prozent-Bereich. In den anderen Schichten wird kein

Bisphenol bendtigt, deshalb sind diese bisphenol-frei.

Kopf des Thermodruckers

Druck/Bild

Thermopapier

Vorschubwalze

Abb. 5: Thermoprint-Schema [51]

Die verwendeten Bisphenole werden als Farbentwickler eingesetzt. Sie dienen als
Protonendonator fur den enthaltenen Leukofarbstoff. Sie Uberfihren den Farbstoffvorlaufer,
der ebenfalls in der thermisch aktiven Schicht vorhanden ist und meist aus der Gruppe der
Triphenylmethane stammt, in seine protonierte Form. Dadurch entsteht ein grof3es
delokalisiertes m-System, welches Licht im sichtbaren Wellenldangenbereich absorbiert und
somit sichtbar wird. Diese Reaktion kann sehr prazise durch Temperatur ausgelst werden.

Dazu wird eine Heizeinheit im Kopf des Thermodruckers verbaut.
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Zusétzlich sind noch Fullstoffe enthalten, ein Bindemittel und eventuell ein Sensibilisator, um
die Reaktionstemperatur auf etwa 70 - 80 °C zu setzen. Eine thermoaktive Schicht besitzt
folgende durchschnittliche Zusammensetzung [52]:

-5-10% Farbbildner

-15-35%  Entwickler

-25-35%  wérmeschmelzbare Mittel (Sensibilisatoren)

-unter 1%  Schutzkolloid (Polyvinylalkohol)

-10-15%  Bindemittel

-15-25%  Fdllstoffe
Aufgrund des erhohten Risikos fur schwangere Arbeitnehmerinnen, die erhdhten Kontakt mit
Kassenzetteln haben, wurde Bisphenol A (Gber 0,02 Gew.-%) in Thermopapier ab dem
2. Januar 2020 verboten [13]. Eine Marktiibersicht der ECHA zeigt einen aktuellen Uberblick
uber die Verwendung von Bisphenolen in Thermopapier von 2014 bis 2017 [53]. Anhand
dieser Marktanalyse zeigt sich, dass sich 2017 die Einsatzmenge von Bisphenol S nahezu ver-
doppelt hat. Wahrend 2016 ca. 5 % aller verwendeten Thermopapiere Bisphenol S enthielten,
sind es 2017 bereits 9 %. Gleichermalien wurde aber auch die Absatzmenge an Thermopapier
um 7 % gegentiber dem Vorjahr gesteigert, wodurch ein héherer Bisphenol-Eintrag resultie-
ren kann. Dennoch 1&sst sich ein erster Trend flr den Ersatz von BPA als Farbentwickler er-
kennen [53].

2.3.3 Kunststofftrinkflaschen als Lebensmittelbedarfsgegenstande

Kunststoffflaschen zur Aufbewahrung von Flissigkeiten bieten im Vergleich zu anderen Ma-
terialien einige Vorteile. Sie sind extrem leicht und bruchsicher, sodass der Einsatz im Ver-
gleich zu Alternativmaterialien aus Nicht-Plastik deutlich angenehmer ist. Durch Kontakt mit
Lebensmitteln gilt fur Trinkflaschen die Rahmen-Verordnung 1935/2004/EG. Diese regelt
"Materialien und Gegenstande, die dazu bestimmt sind, mit Lebensmitteln in Berihrung zu
kommen". Nach Guter Herstellungspraxis sind Materialien so herzustellen, dass unter vorher-
sehbaren Bedingungen keine Bestandteile migrieren kénnen, die die menschliche Gesundheit
gefahrden, unvertretbare Veranderungen der Lebensmittelzusammensetzung herbeifiihren und
/ oder zur Beeintrachtigung der organoleptischen Eigenschaften fuhren [54].

Die Migration von Schadstoffen aus dem Material in das Lebensmittel ist somit nicht er-
wiinscht und durch Positivlisten, die die verwendbaren Materialien zu Herstellung beinhaltet,

geregelt.
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Schadstoffe kdnnen zum einen als Produktionsruckstande aus dem Kunststoffmaterial in das
Lebensmittel abgegeben werden. Hierzu empfehlen die Hersteller eine Reinigung vor Erstge-
brauch mit heiRem Wasser und / oder einem milden Reinigungsmitteln. Zum anderen kénnen
durch Abnutzung oder Alterung der Trinkflasche Monomereinheiten wieder freigesetzt wer-
den und in das Lebensmittel migrieren. Am Beispiel von Polycarbonaterzeugnissen, die durch
die Polymerisation von monomeren Bisphenol A erzeugt werden, ist eine Freisetzung von
Bisphenol A nicht nur bei der Alterung des Kunststoffes, sondern auch durch eine mechani-
sche und thermische Belastung mdglich [55, 56]. Daher gilt seit 2011 ein VVorsorgeverbot, das
den Einsatz von Polycarbonat in Sauglingsflaschen nicht mehr erlaubt [8].

Als Ersatz von Polycarbonat sind mittlerweile Alternativmaterialien erhaltlich. Es werden
wieder vermehrt anorganische Materialien wie Edelstahl oder Glas eingesetzt, die aber die
Vorteile von Polycarbonat und Kunststoffen allgemein nicht adaquat aufweisen. Auch neue
Polymere mit &hnlichen Eigenschaften wie Polycarbonat sind zunehmend erhaltlich. Dabei
wird hauptsachlich Tritan® oder Polypropylen eingesetzt.

In Abb. 6 sind die konstitutionellen Repetiereinheiten der drei eingesetzten Polymere
Polycarbonat, Polypropylen und Polyethersulfon dargestellt. Dabei ist fir Polycarbonat die
Monomereinheit von Bisphenol A erkennbar. Bei Zerstérung der Polymereinheit kann so frei-
es Monomer entstehen. Polyethersulfon wird als Alternativmaterial bei der Produktion von
Babyflaschen eingesetzt. In der Abbildung ist als Monomereinheit Bisphenol S erkennbar,
welches bei Alterung des Polymers freigesetzt werden kann. Derzeit existiert kein Anwen-
dungsverbot flr dieses Polymer bei der Herstellung von Sauglingsflaschen. Polypropylen da-
gegen enthalt kein Bisphenol als Monomereinheit. Somit ist bei der Zersetzung des Materials

von keiner erh6hten Bisphenol-Belastung auszugehen.

o]
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Polycarbonat aus Bisphenol A Polypropylen
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Polyethersulfon

Abb. 6: Konstitutionelle Repetiereinheiten der Polymere PC, PP und PES
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Tritan® ist ein Copolymer des Herstellers Eastman Chemical Company. Dabei werden die
drei Monomereinheiten Dimethylterephthalat (DMT), 1,4-Cyclohexandimethanol (CHDM)
und 2,2,4,4-Tetramethyl-1,3-Cyclobutandiol (TMCD) in unterschiedlichen Verhaltnissen zur
Polymerisierung gebracht. Diese Verhaltnisse sind Firmengeheimnis und nicht 6ffentlich zu-
ganglich [57]. Aufgrund der verwendeten Monomereinheiten sollte aber auch fiir Tritan® kein
Bisphenol aus dem Material migrieren kdnnen.

2.4  Grundlagen GC-MS/MS

Die Kopplung von Gaschromatographie (GC) und Massenspektrometrie (MS) gehort zu den
am weitesten verbreiteten Methoden in der instrumentellen Analytik. Ein an den
Gaschromatographen gekoppeltes Massenspektrometer als Detektor zu verwenden hat einige
Vorteile gegenuber den “einfachen" Detektoren wie dem Flammenionisations- oder dem
Warmeleitfahigkeitsdetektor. Ein GC-MS-System vereint die hohe Trennleistung einer Kapil-
larsdule mit der hohen Empfindlichkeit und dem breiten Anwendungsspektrum eines MS
[58].

2.4.1 Gaschromatographie

Unter Chromatographie wird im Allgemeinen ein Verfahren zur Trennung von Stoffgemi-
schen verstanden. Dabei beruhen die Trennverfahren auf spezifischen Wechselwirkungen der
zu trennenden Komponenten zwischen zwei nicht mischbaren Phasen. In der mobilen Phase
ist die Probe enthalten, die eine stationdre Phase umstromt. Durch verschieden starke Affinita-
ten zur stationdren Phase retardieren die Probenmolekile unterschiedlich lange und eine
Trennung des Gemisches wird erreicht. Der Begriff der "Gaschromatographie™ schlief3t alle
chromatographischen Methoden ein, in der die mobile Phase ein Gas ist. Dieses dient zum
Transport der Analytsubstanzen vom Injektor durch die Sdule zum Detektor hin. Grundbedin-
gung ist hierbei, dass auch die Analyten gasférmig vorliegen missen. Prinzipiell lassen sich
so alle Verbindungen analysieren, die in einem madglichen Temperaturbereich einen ausrei-
chenden Dampfdruck vorweisen und nicht zersetzt werden. Mdglichkeiten Substanzen mit
geringerem Dampfdruck in die Gasphase zu Uberfiihren ergeben sich durch Reaktion zu ei-
nem Produkt mit hoherer Flichtigkeit (siehe Abschnitt 2.5 Derivatisierungsmdglichkeiten, S.
28 f.) [59].

Ein Gaschromatograph besteht aus mehreren Einzelteilen. Das Herzstick bildet hierbei die
chromatographische S&ule, da hier der eigentliche Trennprozess stattfindet. Die grundlegen-
den Einzelteile sind in einer Grafik schematisch veranschaulicht.
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Abb. 7: Schematische Darstellung Gaschromatograph nach [60]

Die mobile Phase ist ein Tragergas, welches keine Wechselwirkungen mit dem Analyten zei-
gen soll, sondern nur zum Transport dient. Daftir ist eine hohe Reinheit erforderlich. Ein Tré-
gergas soll mdglichst inert, nicht korrosiv und frei von Wasser und Sauerstoff sein. Weiterhin
ware wiinschenswert, dass das Gas ungiftig ist und relativ preisgiinstig. Gangige eingesetzte
Gase sind Stickstoff, Helium und Wasserstoff. Die Tragergasgeschwindigkeit wird ber den
Vordruck am Anfang der Saule reguliert.

Der Injektor stellt die Schnittstelle zwischen den &uReren Bedingungen und der Trennsdule
dar. Er dient der Uberfiihrung der Probe in den gasformigen Zustand und anschlieBenden
Weiterleitung auf die Saule. Die chemisch unverdnderte und reproduzierbare Aufgabe der
Probe auf die Sdule ist aber nicht ganz trivial und damit Ursprung vieler Fehler in der Gas-
chromatographie. Fir verschiedene Problemstellungen sind unterschiedliche Injektoren mog-
lich. Dabei kann die Probe sowohl in fllssiger, als auch in fester und gasférmiger Form auf-
gegeben werden. Bei klassischen Aufgabetechniken fiir flussige Proben wird ein konstant
beheizter Injektor benutzt. Darin ist ein Verdampferrohr (Liner) vorhanden, in dem das Lo-
sungsmittel sowie die geloste Probe verdampfen und sich mit dem eingefiihrten Tragergas
vermischen. Typische Temperaturen liegen zwischen 200 °C und 300 °C. Unterschieden wird
dabei, ob die verdampfte Probe vollstdndig oder nur teilweise auf die Trennsdule gelangt. Die
Totalaufgabe wird als splitlos (engl. splitless) bezeichnet. Dabei gelangt das gesamte einge-
spritzte Volumen auf die S&ule. Im Gegensatz dazu kann auch mit split injiziert werden, bei
dem nur ein Teil des Volumens auf die Saule gelangt. Ubliche Splitverhéltnisse liegen zwi-

schen 1:20 und 1:100. Dabei wird das Risiko einer Uberbeladung der Saule verringert und
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man erhalt eine schmalere Aufgabenbande. Eine weitere Injektorart ist der PTV (programmed
temperature vaporising injector). Dieser vereint die Vorteile einer split/splitless-Aufgabe mit
einer gezielten Verdampfung der Analyten entsprechend der Siedetemperaturen durch ein
einstellbares Temperaturprogramm. Die Probenaufgabe erfolgt in den kalten Injektor, der
durch eine programmierbare Temperaturregelung ein Abdampfen des Losungsmittels durch
ein geoOffnetes split-Ventil ermodglicht. Danach werden durch ein methodisches Aufheizen
neben den Leichtsiedern auch die hoher siedenden Analyten gezielt der chromatographischen
Trennséule zugefihrt. Eine thermische Zersetzung von temperaturlabilen Substanzen oder
eine Diskriminierung von Analyten aufgrund ihrer Siedetemperatur kann somit vermieden
werden. Eine friher oft genutzte Injektion ist die on column-Technik. Dabei wird die Probe
mit Hilfe von Edelstahl- oder Quarzglaskapillaren ohne einen beheizten Injektorblock direkt
auf die Sdule Ubertragen. Eine Diskriminierung von Analyten oder eine thermische Zerset-
zung ist daher praktisch ausgeschlossen [59].

Die heutzutage meist verwendete Variante der GC ist die Kapillar-Gaschromatographie. Hier
dient ein dunner Film einer polymeren Flissigkeit auf inertem Trégermaterial als stationare
Phase. Im Folgenden wird verstarkt auf diese Variante eingegangen, da sie in dieser Arbeit
verwendet wurde. Die Kapillarsaule besitzt einen Innendurchmesser, der etwa 10-mal Kleiner
als bei gepackten S&ulen ist. Dadurch kann Sie wesentlich langer sein, ohne einen tGbermalig
hohen Trégergasvordruck anlegen zu mussen. Dies ist moglich, da der Ruckdruck bei Kapilla-
ren aufgrund von fehlenden Packungspartikeln deutlich geringer ist. Durch eine langere stati-
ondre Phase kann die Trennleistung des chromatographischen Systems maligeblich verbessert
werden. Die Sdule befindet sich in einem thermostatierbarem Ofen, an dem ein Temperatur-
programm erstellt werden kann, um die Analyten optimal voneinander trennen zu kénnen. Flr
die Kopplung mit einem Massenspektrometer gehen dabei zusatzliche Uberlegungen in der
Wahl der Kapillare mit ein. Hier sind der Tragergasfluss und das mdgliche Auftreten von Séau-
lenbluten fur die Auswahl wichtig, da die Belastbarkeit des Massenspektrometers unter ande-
rem den Sdulendurchmesser limitiert [61].

Die Sdule ist prinzipiell ein Rohr, in dem die Gleichgewichtseinstellung zwischen der mobi-
len Phase und der stationdren Phase stattfindet. Fur eine vielfach wiederholte Gleichgewichts-
einstellung und damit gute Trennung des Stoffgemisches mussen sich die beiden nicht misch-
baren Phasen tber eine grol3e Flache beriihren.

Als stationédre Phase in Kapillarséulen sind Polysiloxane mit organischen Seitengruppen am
weitesten verbreitet. Sie sind bei Raumtemperatur teilweise fest oder halbfest, im

chromatographischen Arbeitsbereich sind sie dagegen flussig. Der Flussigkeitsfilm ist auf der



Grundlagen 22

Innenwand aufgetragen und meist chemisch an die Wand gebunden. Die Polaritét der statio-
néren Phase ist das zentrale Merkmal. Bei unpolaren Sdulen, die aus Siloxanen mit 95 -
100%  Dimethyl-Seitengruppen  bestehen, sind  ausschlieBlich  van-der-Waals-
Wechselwirkungen fir die Trennung verantwortlich. In der vorliegenden Arbeit wurde mit
einer VF-5ms-GC-Sdule mit integrierter 5m EZ-Guard-Sdule gearbeitet. Diese besitzt 5 m
einer Schutzsdule, die keine stationdre Phase enthdlt und somit bei Verdnderungen am S&u-
lenanfang aufgrund von Matrixbelastung gekirzt werden kann, ohne die Retentionszeiten der
Analyten nennenswert zu beeinflussen. Bei der eigentlichen Trennsdule handelt sich um eine
Dunnfilmkapillare, bei der die stationdre Phase die Kapillarinnenwand ohne Tréger als diinner
Film UOberzieht. Diese enthalt 5 % Diphenyl- und 95 % Dimethyl-Polysiloxan-Phase und eig-
net sich zum Trennen von unpolaren und aromatischen Verbindungen. Die Trennung erreicht
man vorzugsweise anhand der Siedepunkte. Ein Phenylgruppenanteil von 50 % flhrt zu einer
deutlichen Steigerung der Polaritat. Sehr polare Phasen kénnen beispielsweise durch die Ein-
fiihrung von Cyanogruppen erhalten werden.
Allgemein werden folgende Anforderungen an eine ideale Phase gestellt:

e gleichméRige Benetzung

o thermische Stabilitat Gber den gegebenen Temperaturbereich

e chemische Homogenitat

e niedrige Viskositat

e niedrige Fluchtigkeit

Tab. 3: Haufig verwendete stationdre Phasen in der Kapillar-GC, in Anlehnung an [59, 61]

Struktur Polaritat | Temp.-Bereich Anwendungsbeispiele
- unpolar | -60 °C - 340 °C Losungsmittel,  Raffinerie-
3
_Si' —0— Produkte,  Pharmazeutika,
|
CH, Trennung nach
100% Siedepunkten
100 % Dimethyl-Polysiloxan
© _CH unpolar | -60 °C - 340 °C aromatische Verbindungen,
—Si:—O— —Sill—O— Umweltproben,
Q e Trennung nach
5% 95%
Siedepunkten
5 % Diphenyl-95 % Dimethyl-Polysiloxan
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Fortsetzung Tab. 3: Haufig verwendete stationare Phasen, in Anlehnung an [59, 61]

Struktur Polaritat | Temp.-Bereich Anwendungsbeispiele
C..N mittel -20°C-280°C Pestizide, PCBs, Alkohole,
(CHz)s CH,
—si—0— si—o polar Oxygenate
@l) CH5
14% 86%

14 % Cyanopropylphenyl-86 % Dimethyl-Polysiloxan

3 schwach | -10°C -480 °C Hochtemperaturanalysen,
-9 polar alle Umweltproben,
PAKs, PCBs, Triglyceride
C|H3
-|—si—0—
CHq

Siloxan-Carboran, vergleichbar mit 5 % Phenyl

polar 40°C-280°C Fettsduremethylester,

—C—C—0— Terpenséuren, Amine

100 % Carbowax Polyethylenglycol 20M

2.4.2 Quadrupol-Massenspektrometrie

Allgemein bezeichnet die Massenspektometrie ein physikalisches Verfahren, bei dem lonen,
die in einem Vakuum stabil sind, nach dem Verhéltnis Masse/Ladung (m/z) getrennt werden.
Die massenspektrometrische Analyse erfolgt dabei meist unter Molekdl-Fragmentierung bzw.
Atomisierung und lonisierung der in ein Vakuum eingeschleusten Probe.

Quadrupol-Massenspektrometer werden bevorzugt in GC/MS-Systemen verwendet, da sie
einen breiten Anwendungsbereich abdecken. Sie zeichnen sich vor allem durch eine kompak-
te Bauweise und hohe Empfindlichkeit aus. Es kdnnen lonen mit einem Masse-Ladungs-
Verhaltnis von maximal 1000 - 1200 m/z bei einer Auflésung von £+ 1m/z erfasst werden, was
fiir die meisten Anwendungen auf dem Gebiet der organischen (Spuren)- Analytik vollig aus-
reichend ist. Da Fremdatome und -ionen die Massenspektrometrie empfindlich stéren, mussen
sich die Bauteile fiir lonisation, Massentrennung und Detektion in einem Hochvakuum (< 10

mbar) befinden. Ein solches Vakuum kann mit Hilfe von Turbomolekukarpumpen oder Oldif-
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fusionspumpen erreicht werden und gewahrleistet eine bleibende lonisierung sowie die unge-
storte Fokussierung des lonenstrahls.

Unterschieden werden Massenanalysatoren in der Regel durch die Bauart des Analysators,
welche die lonen nach ihrem m/z-Verhaltnis auftrennt. Die Leistungsféhigkeit eines Massen-
spektrometers wird durch das Auflésungsvermdégen, wie gut die Unterscheidung von geringen
Massendifferenzen erfolgen kann, beurteilt.

Ein Massenspektrometer besteht prinzipiell aus dem Einlasssystem, der lonisationseinheit,
einem Trennsystem, welches nach m/z-Verhdltnis trennt, und einer Detektionseinheit. In
Kombination mit einer vorgeschalteten Gaschromatographie dient die Massenspektrometrie
als Detektor bei der Substanzidentifizierung. Dabei ist der Tragergasstrom uber eine Transfer-
line direkt an ein MS-System angeschlossen. Nachfolgend ist der Aufbau eines Quadrupol-

Massenspektrometers schematisch dargestellt.

lonen mit instabilen Bahnen
~ lonendetektor

Elektroden

| | 5@__: - y
‘ lonen mit stabilen Bahnen
}\ \-\‘7

™ >~  Auswahl und Fokussi .

L HSHEIE S S SR Gleichspannung und

|| ionisierender Hochfrequenzspannung

Il Elektronenstrahl

Abb. 8: Schema eines Quadrupolmassenfilters mit lonenbahnen [59]

Als lonisation wird bei GC-MS-Kopplungen vorwiegend eine ElektronenstoRionisation
(electron impact, EI) verwendet. Hierbei wird der Gasstrom inklusive der enthaltenen
Analyten mit einem Elektronenstrahl beschossen. Dieser Elektronenstrahl hat standardmafiig
eine Energie von 70 eV und z&hlt damit zu den harten lonisationsmethoden. Dem gegeniber
stehen weiche lonisationsmethoden wie die chemische lonisation, die Elektrosprayionisation
und zahlreiche weitere. Die Elektronen emittieren aus einer Gliihkathode (Filament) und wer-

den durch eine angelegte Spannung zwischen dem Filament und der gegenuberliegenden
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Anode beschleunigt (70 eV). Sie treffen senkrecht auf den Molekulstrahl und wechselwirken
mit den &uReren Elektronen eines Molekils. Dadurch sind zahlreiche Bindungsbriiche im Mo-
lekul méglich. Durch diese Stol3ionisation entstehen hauptséchlich Radikalkationen, die durch
ein angelegtes Feld in die gewunschte Flugrichtung beschleunigt werden. Mit einer lonenop-
tik wird der aufgeweitete lonenstrahl fokussiert und dem Massenseparationssystem zugefihrt.
In der Massenseparation werden die Analytsubstanzen nach ihrem m/z-Verhéltnis getrennt.
Dabei werden verschiedene Techniken, wie beispielsweise Sektorfeld, Quadrupol, lonenfalle,
Time-of-flight, verwendet. Quadrupole weisen eine hohe dynamische Empfindlichkeit auf und
sind sehr robust, des Weiteren besitzen sie eine kompakte Bauweise bei geringen Anschaf-
fungskosten. Nachfolgend soll die verwendete Trennung mittels Quadrupol-Geréten kurz er-
lautert werden.

Ein Quadrupol besteht aus vier konzentrisch parallel angeordneten Stabelektroden. Die ge-
genuberliegende Elektroden sind dabei paarweise an eine variable jeweils entgegengesetzt
gepolte Gleichspannungsquelle angeschlossen. Zusétzlich ist eine modulierbare Hochspan-
nungsfrequenz angelegt. Je nach Modulation dieser Frequenz kénnen nur lonen mit gleichem
Masse/Ladungsverhéltnis (m/z) auf stabilen Wellenbahnen den Massenseparator passieren
und gelangen zum Detektor. Ein Wechsel der angelegten Spannungen fiihrt zu einem schnel-
len Massenscan Uber einen gegebenen m/z-Arbeitsbereich. Hohere Verweilzeiten fihren zu
héheren Signalintensitaten. Fur quantitative Analysen werden zur Erhéhung der Empfindlich-
keit einzelne m/z-Verhaltnisse der Analyten ausgewahlt, um das Nachweisvermdgen zu stei-
gern.

Die letzte Einheit bei Massenanalysatoren stellt der Detektor dar. Dieser wandelt den aufge-
trennten lonenstrom in ein elektrisch messbares Signal um. Fir GC-Kopplungen werden De-
tektoren bendtigt, die schnell aufeinander folgende Signale registrieren kdnnen. Einen breiten
Einsatz findet der Faraday-Detektor. Dieser besteht aus einem kleinen, einseitig offenen Be-
cher aus Edelstahl, der tiber einen hochohmigen Widerstand an die Masse angelegt ist. Bei der
Neutralisation der lonen wird ein messbarer Spannungsabfall detektiert. Nachweisempfindlich
ist der im verwendeten Gerat eingebaute Sekundarelektronenvervielfacher. Hier trifft ein lon
auf die erste Konversionsdynode und I6st damit zwei bis drei Elektronen heraus. Uber eine
nachgeschaltete Dynodenkaskade wird dann eine Elektronenvervielfachung erreicht. Dadurch
verstérkt sich das Signal und selbst geringe Spuren sind messbar. In &hnlicher Weise funktio-
niert der Kanalelektronenvervielfacher. Er stellt ein nach innen offenes, sich verjungendes
Glas- oder Keramikhérnchen dar, bei dem ebenfalls durch eine Elektronenverstarkung ein

hohes Signal erzeugt wird [59, 61].
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2.4.3 Tandem-Massenspektrometrie

Die Weiterentwicklung zur klassischen GC-MS stellt die Tandem-Massenspektrometrie dar.
Dabei ist die MS/MS-Analytik zur Methode der Wahl in der Spurenanalytik bei komplexen
Matrizes geworden. Unter der Tandem-Massenspektrometrie versteht man zahlreiche Techni-
ken, in denen zuvor massenselektierte lonen einer erneuten massenspektrometrischen Analyse
unterzogen werden.

Die Mehrzahl der heutigen Anwendungen betrifft die Bestimmung von Stoffen im ppb- und
ppt-Bereich bei Urin-, Blut-, tierischen und pflanzlichen Gewebeprobe sowie zahlreicher
umweltanalytischer Fragestellungen. Der Vorteil der Nutzung der GC-MS/MS-Technik in der
Rickstandsanalytik liegt in der Verbesserung des Signal/Rausch-Verhéltnisses mit der Anzahl
der analytischen Stufen. Aufreinigungsschritte verringern dabei aber die potentielle Signalin-
tensitat. Aus dieser Uberlegung heraus kann in der GC-MS/MS die erste Trennstufe (MS1) als
massenspezifisches "Clean-up" gewertet werden. Nach einer sich anschlieRenden induzierten
Fragmentierung von ausgewahlten lonen erfolgt die Bestimmung eines Analyten Uber das
charakteristische Massenspektrum von Produkt-lonen bzw. dessen Quantifizierung uber sub-
stanzspezifische Signale [58].

Grundsatzlich wird in der MS/MS-Analytik zwischen Tandem-in-Space und Tandem-in-Time
unterschieden. Fur die Analysen sind zwei aufeinander folgende Massenanalysen notwendig,
die zwei Massenanalysatoren erfordern. Bei Tandem-in-Space werden die Spektren mithilfe
zweier rdumlich getrennter m/z-Analysatoren aufgenommen. Dies ist bei Quadrupol- oder
Sektorfeld-Geréten der Fall. Hier erfolgen die einzelnen Schritte an unterschiedlichen Orten
im Strahlengang des Gerdtes. Dem gegentber steht das Tandem-in-Time, wo ein einziger
Analysator eingesetzt wird, bei dem alle Schritte am gleichen Ort stattfinden. Sie sind aber
zeitlich nacheinander angeordnet. Ein typisches Beispiel sind hier die lonenfalle-Analysatoren

(ion trap).
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Abb. 9: Schematische Darstellung der verschiedenen GC-MS/MS-Techniken, nach [61]

Ein Triple-Quadrupol-Massenspektrometer ist ein System aus zwei Quadrupol-Analysatoren,
die durch eine Kollisionszelle voneinander getrennt sind. Dabei wird im Vergleich zum einfa-
chen Quadrupol-Gerét ein zweiter Quadrupol und ein RF-Quadrupol als StoRzelle hinzuge-
flgt, der neue Moglichkeiten bietet. Selektierte Fragmente des ersten Quadrupols kollidieren
mit Molekdilgas in der Kollisionszelle und werden ein weiteres Mal fragmentiert. Diese Frag-
mente werden anschlieBend vom letzten Quadrupol aufgeldst und/oder selektiert [62]. Q1 und
Q3 werden immer unabhdngig voneinander betrieben, sodass eine Vielzahl von MS/MS-
Experimenten moglich sind. Die unten dargestellte Tab.4 veranschaulicht dabei die verschie-
denen Aufnahme-Techniken, die in der Tandem-Massenspektrometrie durchgefiihrt werden
konnen:

Tab. 4: Verschiedene Messtechniken bei Triple-Quadrupol-Massenspektrometern [61]

Aufnahme-Modus | Ergebnis Anwendung
MS; | MS;
SIM Scan Produkt-lonen-Spektrum Identifizierung und Bestatigung

von Verbindungen, Strukturaufkla-

rung
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Fortsetzung Tab. 4: Verschiedene Messtechniken [61]

Aufnahme-Modus | Ergebnis Anwendung

MS; | MS;

SIM SIM Einzelintensitaten von Produkt- | hochspezifische und hochempfind-
lonen liche Quantifizierungen bei kom-

plexen Matrizes

Scan | SIM Vorlaufer-lonen von bestimm- | spezifische Analyse von Verbin-
ten Fragmenten (precursor ion | dungen (Substanzklassen) mit ge-
scan) meinsamen Strukturmerkmalen,

Screening

Scan | Scan-NL | Vorlaufer-lonen, die eine Ab- | spezifische Analyse von Verbin-
spaltung von Neutralteilchen dungen (Substanzklassen) mit ge-

mit NL durchfuhren (neutral meinsamen funktionellen Grup-

loss scan) pen/Strukturmerkmalen, z.B.
COCI-Abspaltung aus
PCDD/PCDF

Durch eine Full-Scan-Aufnahme von Standardverbindungen kann man die Vorlaufer-lonen
ermitteln. AnschlieBend kénnen diese lonen in der Stol3zelle fragmentiert werden, um so ge-
eignete Produkt-lonen zu detektieren. Im letzten Schritt ermittelt man die optimale StoRzel-
lenenergie, welche fiir den Masseniibergang notwendig ist. Hat man einen selektiven Uber-
gang gefunden, so flhrt dieser im Vergleich zur einfachen Quadrupol-Massenspektrometrie
zu einer erhohten Selektivitat. Die eventuell vorhandene Matrix misste also zusatzlich zum
isobaren m/z-Verhéltnis auch zur gleichen Fragmentierung fiihren, was unwahrscheinlich ist.

Dadurch kann eine nachweisstarke und selektive Messmethode erstellt werden.

2.5 Derivatisierungsmoglichkeiten

Die zu untersuchenden Bisphenole enthalten zwei phenolische Strukturen. Die Hydroxyl-
gruppe ist eine polare Funktion, die die Verdampfung fur die gaschromatographische Unter-
suchung erschwert. Durch eine gezielte Derivatisierung der Hydroxylfunktion werden die
Analyten in weniger polare Komponenten Uberflhrt, die eine héhere Fllichtigkeit aufweisen
und besser gaschromatographierbar sind. Ein zweiter wichtiger Aspekt ist die Erhéhung der
molekularen Masse. Dadurch wird das Signal-Rausch-Verhéltnis bei

massenspektrometrischer Detektion verbessert. Zusétzlich fuhrt die Reaktion zu einer Selekti-
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on der Analyten von storenden Matrixbestandteilen. Strukturell unterschiedliche Bestandteile
kdnnen nicht mit dem Derivatisierungsmittel reagieren und stéren in der Analyse nicht.

Gangige Derivatisierungen sind die Silylierung, die Acetylierung und die Alkylierung. Flr
diese Reaktionen sind unterschiedliche Reagenzien im Handel erhaltlich, von denen die tbli-
cherweise verwendeten Substanzen im Rahmen der Methodenentwicklung getestet wurden.
Die Wahl des optimalen Dervatisierungsmittels orientierte sich dabei an der Peakfldche sowie
an der Handhabbarkeit und Bedienbarkeit der Derivatisierung. Ziel ist es, einen moglichst
quantitativen Umsatz der Analytsubstanzen bei geringer Reaktionszeit und einfacher Hand-

habbarkeit zu erreichen.

2.5.1 Alkylierung mit TMSH

Die phenolischen OH-Funktionen der Bisphenole sind leicht acide, so dass sie durch die Re-
aktion mit Trimethylsulfoniumhydroxid (TMSH) zundchst deprotoniert werden und anschlie-
Rend leicht methyliert werden koénnen. Die Vorteile der Methylierung mit TMSH als
Derivatisierungsreagenz sind nachfolgend kurz angefhrt:

TMSH ist im Vergleich zu Diazomethan als Methylierungsmittel nicht so toxisch und nicht
explosiv. Demzufolge ist die Handhabbarkeit deutlich einfacher. Ein weiterer Vorteil sind die
deutlich verkirzten Reaktionszeiten der Derivatisierung bzw. das Wegfallen von Offline-
Vorbehandlungen, da der Probe lediglich eine definierte Menge an TMSH zugesetzt werden
muss. Dieses reagiert zundchst zu einem Sulfoniumsalz als Zwischenprodukt, welches an-
schlielend im Injektor bei mindestens 250 °C unter Pyrolyse zum methylierten Analyten und

Dimethylsulfid als fliichtiges Nebenprodukt reagiert. Die Reaktion ist schematisch in Abb. 10

dargestellt.
R R R R
> 250 °C
TMSH CH3\
(SO —= () 0O7T
CH3/
OH OH O O
CHy” CH,§

Abb. 10: Reaktion von TMSH mit Bisphenolen (nicht stochiometrisch)
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2.6  Grundlagen der HPLC

HPLC ist die Abkirzung fur High Performance Liquid Chromatography und bezeichnet ein
chromatographisches Trennverfahren, bei dem die Analyten zusammen mit einer flussigen
mobilen Phase durch eine stationare Phase geleitet werden. Hierbei wird der Eluent mit einem
Druck von 10 - 300 bar durch das Trennsystem mit der stationdren Phase gepresst [63]. Durch
unterschiedliche Wechselwirkungen mit der mobilen und stationdren Phase wird eine Auf-
trennung der Analyten ermdglicht. Im Gegensatz zu Gaschromatographie kdnnen mit der
HPLC auch nichtfliichtige und thermisch labile Substanzen analysiert werden [64]. Sie stellt
somit die ideale Ergdnzung zur GC dar, da die Anforderungen, welche den GC-Einsatz be-
schrénken, auf die HPLC entfallen. Hier sei beispielsweise die unzersetzbare Verdampfung
genannt. Trotz schonender Probenaufgabetechniken und Derivatisierungsmaoglichkeiten ist
nur ein Bruchteil aller Verbindungen berhaupt GC-géngig. Besonders groRe Vorteile weist
die HPLC im Rahmen der Bioanalytik auf. Je nach Einsatz des Detektors kann so eine Viel-
zahl von funktionellen Gruppen analysiert werden.

Ein Losungsmittelgemisch wird meist nach einer Entgasung mithilfe einer Pumpe zur statio-
naren Phase gefdrdert. Mit einem Ventil erfolgt die Probenaufgabe. Hier wird die Lésung
einer Probe in die mobile Phase injiziert, welche anschlieBend das Probengemisch zur statio-
néren Phase flhrt. In der chromatographischen Saule findet der Trennvorgang statt. Die Sdule
kann sich in einem Ofen zur Temperierung befinden. Die getrennten Probenbestandteile wer-
den zum Schluss mithilfe eines geeigneten Detektors nachgewiesen und das Chromatogramm
kann mittels geeigneter EDV-Software ausgewertet werden. Im Nachfolgenden ist der prinzi-
pielle Aufbau in Abb. 11 schematisch dargestelit.

EDV-System zur
Datenauswertung

Trennsédule

Injektions-
schleife

Eluenten- Pumpe Detektor Abfall
vorrat

Abb. 11: schematischer Aufbau HPLC-System nach [65]
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Innerhalb der Flissigkeitschromatographie wird zwischen zwei Klassen der stationdren Pha-
sen unterschieden: die Normalphasen- und die Umkehrphasenchromatographie. In heutigen
analytischen Anwendungen dominiert die Umkehrphasentechnik, die auch in dieser Arbeit
verwendet wurde. Die stationdre Phase befindet sich meist in Edelstahlzylindern, die mit po-
rosen Materialien gefillt sind. Die Mehrheit der Umkehrphasen basiert auf einem Kieselgel-
Grundgerist, dessen Oberflache je nach Trennproblem modifiziert wurde. Ein unpolarer Cha-
rakter der stationdren Phase wird beispielsweise durch chemische Modifikation der
Silanolfunktionen mit Alkylketten erreicht. Durch die beliebige Alkylkettenvariation ist so
eine groflle Zahl an verschiedensten Umkehrphasen mdglich.

Moderne Packungsmaterialien fur stationdre Phasen sind in unterschiedlicher Form und Gro-
Re erhdltlich. Die Mehrzahl der eingesetzten Materialien sind porose, spharische Mikroparti-
kel <5 um. Meist sind sie auf Basis modifizierter Kieselgele aufgebaut (RP-HPLC) und wer-
den in Edelstahlzylinder mit unterschiedlichen Dimensionen gefillt. Fir analytische Zwecke
werden Saulendurchmesser von 2bis5 mm verwendet. Die L&nge variiert zwischen
5 und 25 cm, je nach analytischem Trennproblem. Aktuelle Entwicklungen fiihren zu immer
kleineren Durchmessern und PartikelgréRen, da die Trenneffizienz verbessert wird. Dies ist
aber mit einer Erh6hung des Saulenriickdrucks verbunden und stellt eine Herausforderung an
die Gerétetechnik dar.

Die modifizierten Kieselgele entstehen durch Umsetzung der Oberflaiche mit
Alkyldimethylchlorsilanen (Organohalogensilane). Kieselgele sind sehr druckresistent und
chemisch einfach modifizierbar. Die freien Sinalolfunktionen auf der Kieselgeloberflache
werden bei der Umsetzung alkyliert, wodurch sich die Polaritdt umkehrt und die Phase hydro-
phobe Eigenschaften erhélt. Durch die Wahl der Organochlorsilane lassen sich die Eigen-
schaften des modifizierten Kieselgels beeinflussen (géngige Reste sind Octyl-, Octadecyl-,
Cyanopropyl- und Phenylgruppen). Die restlichen Si-OH-Gruppen kénnen anschliefend noch
mit Trimethylchlorsilan reagieren, was als endcapping bezeichnet wird und die unpolaren
Eigenschaften der Phase noch erhoht. Weitere Materialien sind Aluminiumoxid, Zirkonia,
Titandioxid und Magnesiumsilicat. Diese werden aber aktuell eher selten verwendet. Auch
Materialien auf Polymerbasis existieren bereits. Dabei seien Co-Polymere wie Polystyrol-
Divinylbenzen (PS-DVB) erwahnenswert. Diese Harze besitzen im Vergleich zu Kieselgelen
eine hohere pH-Stabilitat und sind daher fur solche Problemstellungen interessant. Allerdings
sind diese Co-Polymere druckempfindlicher, sodass sie eher eine Anwendung in der Nieder-

druckflissigchromatographie (z.B. Gelpermeationschromatographie) finden.



Grundlagen 32

Aus wirtschaftlichen Griinden ist der analytischen Trennsaule eine kleine Vorséule vorge-
schalten. Diese ist meist aus dem gleichen Material wie die Trennsdule und soll diese vor Par-
tikeln und Verunreinigung gegen ein Verstopfen schitzen. Bei beginnender Verstopfung kann
so lediglich die Vorséule einfach ausgetauscht werden [66].

Als mobile Phase werden hauptséchlich Wasser, Acetonitril, Methanol und Tetrahydrofuran
als Elutionsmittel eingesetzt. Somit ist die Umkehrphasen-HPLC eine weitverbreitete Metho-
de zur Trennung neutraler Verbindungen, die sich in Wasser oder anderen polaren Solvenzien
I6sen. Die herausragende Eigenschaft stellt dabei die Mdglichkeit dar, Homologe einer Ver-
bindungsklasse nach der Anzahl der Methylgruppen trennen zu kénnen.

Gase aus der Luft konnen in die flissige mobile Phase diffundieren. Sie konnen in der Pumpe
und der Mischkammer zur Ausgasung fiihren, wodurch Flussschwankungen entstehen und die
Reproduzierbarkeit mitunter stark verschlechtert wird. Diese Problematik ist von der Geomet-
rie der Pumpe und dem Detektor abhé&ngig, deshalb sind unterschiedliche Gerate auch unter-
schiedlich anféllig. Eine Entgasung entweder vor der Benutzung der HPLC-Anlage oder onli-
ne ist deshalb sinnvoll. Einfach und effizient ist dies mit Hilfe von Ultraschallbddern maéglich.
Online kann die Entgasung mittels Vakuumentgaser oder einer Entgasung mit Helium erfol-
gen.

Die Pumpe nimmt eine wichtige Rolle in der HPLC ein. Sie muss die mobile Phase mit einer
Flusskonstanz durch die stationdre Phase bewegen. Eine ideale Pumpe sollte einen moglichst
grol? wahlbaren Flussratenbereich haben. Zudem muss ein schneller Wechsel zu anderen
Eluenten moglich sein. Bestandigkeit und Wartungsfreundlichkeit runden die optimalen Ei-
genschaften einer idealen Pumpe ab. Alle Materialien, die in Kontakt mit dem L&sungsmittel
sind, bestehen deshalb aus hochwertigen und bestdndigen Materialien. So sind die Gehause
der Pumpe aus Edelstahl, die Kolben aus Saphir und Ventile bestehen aus Rubin- oder Sa-
phirkugeln. Fir ein sehr pulsationsarmes Pumpen und eine hohe Flusskonstanz werden heut-
zutage meist Doppelkolbenpumpen verwendet, bei denen abwechselnd je ein Kolben das L6-
sungsmittel fordert.

Fur die Elution der Substanzen stehen zwei verschiedene Arbeitsweisen zur Verfiigung. Bei
der isokratischen Arbeitsweise dndert sich das Mischungsverhéltnis der mobilen Phase wéh-
rend der Messung nicht. Im Gegensatz dazu kann auch die Gradientenelution verwendet wer-
den. Hierbei wird die Elutionskraft der mobilen Phase wahrend der Laufzeit des
Chromatogramms verandert. Meist wird zu Anfasng mit einem wassrigen Uberschuss gear-
beitet. Danach wird die Elutionskraft der mobilen Phase durch Erhéhung des Anteils an L6-

sungsmitteln verstarkt. Dies fuhrt zu schérferen Peaks und einer kiirzeren Laufzeit, besonders
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bei komplexen Gemischen mit unterschiedlich stark polaren Substanzen. Eine Mischung ver-
schiedener Losungsmittel ist mittels Hochdruck- oder Niederdruckgradientensystemen mog-
lich. Der Unterschied liegt darin, ob die Losungsmittel vor oder nach der Pumpe miteinander
vermischt werden. Dies flhrt bei beiden Systemen zu unterschiedlichen Vorteilen. Der Nie-
derdruck-Gradient ist mit geringem apparativem Aufwand durchfuhrbar, zudem sind beliebig
viele Vorratssysteme anschlieBbar. Der Hochdruck-Gradient liefert dagegen exaktere Mi-
schungsverhéltnisse und ist gut automatisierbar bei kurzen Ansprechzeiten.

Die Probenaufgabe erfolgt klassisch ber ein Sechswegeventil. In der Fullposition wird die
Probenldsung in die Schleife gefullt. Durch das Umschalten in die Injektionsposition uber-
fuhrt man den Inhalt der Schleife auf die S&ule, in der dann der Trennvorgang stattfindet. Dies
flihrt zu einer sehr guten Reproduzierbarkeit und Standardabweichung. Das Sechswegeventil
ist in Abb. 12 schematisch dargestellt und kann manuell oder automatisch (elektrisch oder
durch Druckluft) betrieben werden [59].

Probenschleife

5

Probe ein

Probe aus

Injizieren

zur Séaule zur Saule

Abb. 12: Probenaufgabe mit dem Sechswegeventil [59]

Detektoren werden in der HPLC danach eingeteilt, ob spezielle Eigenschaften des Analyten
oder Bulk-Eigenschaften nachgewiesen werden. Zu beachten ist hierbei, dass es einen flie-
Renden Ubergang gibt. UV/Vis-Detektoren beispielsweise liefern bei bestimmter Wellenlange
spezifische Absorptionen von Analytsubstanzen. Unterhalb von 200 nm werden aber auch die
verwendeten Losungsmittel selber absorbieren. An der HPLC koénnen auch mehrere Detekto-
ren in Reihe geschalten werden, welche die Analyten zerstérungsfrei detektieren.

Der am hdufigsten in der HPLC verwendete Detektor ist der UV/Vis-Detektor. Dabei wird die
Absorption von Licht der Wellenldnge im Bereich von ca. 200 bis 800 nm gemessen (UV-
Bereich: 200 bis 400 nm, Vis-Bereich: 400 bis 800 nm). Wichtig ist, dass die Grundabsorpti-
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on des Eluenten im absorbierten Bereich mdglichst Klein ist. Nach dem Lambert-Beer schen
Gesetz (siehe Gleichung 1) ist die Lichtabsorption eines Analyten proportional zur Schichtdi-

cke der Kivette.

E,1=—lg<li>=c-d-e,1 1)

0

I = Intensitat des transmittierten Lichtes

lo = Intensitét des einfallenden (eingestrahlten) Lichtes

c = Konzentration der absorbierenden Substanz in der Flussigkeit in mol-1™

& = nattirlicher molarer Extinktionskoeffizient bei der Wellenlange A in I-mol™*-cm™
d = Weglénge des Lichtes im Material in cm

UV/Vis-Detektoren sind in drei verschiedenen kommerziellen Varianten erhéltlich. Technisch
einfach und preisginstig ist der Festwellenlangendetektion. Hier sorgt eine Quecksilber-
Niederdrucklampe flr eine Emission von 254 nm, bei der die Absorption gemessen werden
kann. Die Weiterentwicklung dazu stellt der variable Wellenldngendetektor (VWD) dar.
Hierbei wird eine Lichtquelle mit einem kontinuierlichen Spektrum eingesetzt. Ein Mono-
chromator selektiert anschlieRend die gewiinschte Wellenlénge heraus, bei der gemessen wer-
den soll. Die Wellenldange ist somit frei wéhlbar und kann auch innerhalb eines
Chromatogramms gewechselt werden. Noch leistungsstérker ist der Diodenarray-Detektor als
dritte Gruppe der UV/Vis-Detektoren. Es wird die gleiche Lichtquelle wie beim VWD ver-
wendet. Bei diesem trennt ein Polychromator das Licht erst nach der Kivette spektral auf. Die
einzelnen Wellenléngen treffen dabei auf Dioden, die die Absorptionen von unterschiedlichen
Wellenldngen simultan detektieren kdnnen.

Ein weiterer in der Arbeit verwendeter Detektor ist der Fluoreszenzdetektor (FLD). Grofter
Vorteil des FLD ist die hohe Empfindlichkeit, da nicht wie beim DAD die Differenz der
Lichtintensitat gemessen wird, sondern die spezifisch emittierte Strahlung. Zusatzlich zeigen
die meisten Substanzen (auch das Elutionsmittel) keine Fluoreszenz, sodass auch kein Grund-
rauschen vorhanden ist. Die Fluoreszenzmessung findet quasi ohne storendes Hintergrundsig-
nal statt. Ein Nachteil ist, dass diese Art der Detektion nur fur fluoreszierende Substanzen
geeignet ist. Somit ist der Einsatz limitiert und nicht flr alle Analyten méglich. Im Vergleich
zur UV/Vis-Detektion konnen fur registrierbare Substanzen oft niedrigere Nachweisgrenzen
erzielt werden. Durch eine Derivatisierung mit einem fluoreszenzfahigem Chromophor kénn-
ten auch diese Substanzen der Fluoreszenzdetektion zugénglich gemacht werden. Gemessen

wird letztendlich die Fluoreszenz, die von einer Analytsubstanz nach Anregung emittiert wird.


https://www.chemie.de/lexikon/Extinktionskoeffizient.html�
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Das Elektronensystem des Analyten wird bei einer Anregungswellenldange durch Absorption
von Photonen in einen angeregten Zustand iberfithrt. Beim Ubergang vom angeregten Zu-
stand auf den Grundzustand wird Licht einer gréReren Wellenldnge emittiert, welches detek-
tiert wird [59].

35—
30 —
25 —
20 —
15 —

10—

Wavenumber, v/(10% cm)

6 |—

0 —
Abb. 13: Jablonski-Diagramm fiir Naphthalin (IC = Innere Umwandlung, ISC = Intersystem
Crossing) [67]

Nach Franck-Condon-Prinzip verlauft der intensivste Ubergang vom Schwingungsgrundzu-
stand zu einem Schwingungszustand des angeregten Niveaus mit unverandertem Bindungsab-
stand. Dadurch werden Schwingungen angeregt. Durch St6l3e mit seiner Umgebung gelangt
das Molekil auf einen Schwingungsgrundzustand des elektronisch angeregten Zustandes.
Dieser Umstand wird als Schwingungsrelaxation bezeichnet. Da die Umwelt den noch vor-
handenen Energiebetrag ohne Weiteres aufnehmen kann, wird der angeregte Zustand eine
gewisse Zeit aufrecht erhalten. Die verbleidende Anregungsenergie wird anschlielend durch
spontane Emission wieder abgegeben. Der elektronische Ubergang erfolgt dabei im Einklang
mit dem Franck-Condon-Prinzip vertikal. Die Fluoreszenz erfolgt bei einer kleineren Fre-
quenz als die Absorption, da bereits Energie aufgrund der Schwingungsrelaxation verloren
gegangen ist. Die Emission erfolgt erst nach dem Energieverlust, somit ist die gemessene
Strahlung in den langeren Wellenlangenbereich verschoben. Die Intensitét der Fluoreszenz ist
abhangig davon, wie gut die Solvensmolekiile die abgegebene Energie des angeregten Mole-
kils aufnehmen konnen. Besitzen die Solvensmolekiile weit auseinander liegende Schwin-
gungsniveaus wie beispielsweise Wasser, konnen Sie einen grof3en Energiebetrag aufnehmen

und so auch zu einer Fluoreszenzausléschung fihren [67].
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3 Gerate und Chemikalien

3.1 Verwendete Standards

Die nachfolgenden Standards wurden in

Analytsubstanzen benutzt:

Tab. 5: Verwendete Analytsubstanzen

der vorliegenden Arbeit zur Quantifizierung der

Verbindung Reinheit Hersteller

Fluoranthen d10 99,1 % d10 CDN Isotopes, Quebec (Kanada)
Bisphenol A d16 99,1% D CDN Isotopes, Quebec (Kanada)
Bisphenol AF d4 99,4% D CDN Isotopes, Quebec (Kanada)
Bisphenol A > 99,0 % TCI Co., LTD, Tokyo (Japan)

Bisphenol AF 99 % abcr GmbH & Co. KG, Karlsruhe (Deutschland)
Bisphenol AP > 08,0 % TCI Co., LTD, Tokyo (Japan)

Bisphenol B > 98,0 % TCI Co., LTD, Tokyo (Japan)

Bisphenol BP > 98,0 % TCI Co., LTD, Tokyo (Japan)

Bisphenol C > 08,0 % TCI Co., LTD, Tokyo (Japan)

Bisphenol C2 >99,0 % Sigma-Aldrich Co. LLC, St. Louis (USA)
Bisphenol E > 98,0 % TCI Co., LTD, Tokyo (Japan)

Bisphenol F >99.0 % TCI Co., LTD, Tokyo (Japan)

Bisphenol FL > 08,0 % TCI Co., LTD, Tokyo (Japan)

Bisphenol G > 98,0 % Sigma-Aldrich Co. LLC, St. Louis (USA)
Bisphenol M > 98,0 % TCI Co., LTD, Tokyo (Japan)

Bisphenol P > 98 % TCI Europe NV, Zwijndrecht (Belgien)
Bisphenol PH > 08,0 % TCI Co., LTD, Tokyo (Japan)

Bisphenol S > 98,0 % TCI Co., LTD, Tokyo (Japan)

Bisphenol TMC >97,0% Sigma-Aldrich Co. LLC, St. Louis (USA)
Bisphenol Z > 98 % TCI Europe NV, Zwijndrecht (Belgien)
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3.2 Verwendete Losungsmittel

Fur die Aufarbeitung und sonstige Arbeiten wahrend der Promotionsarbeit wurden folgende

Losemittel verwendet:

Tab. 6: Verwendete Lésungsmittel und Reinheitsgrad

Verbindung Reinheit Hersteller

Aceton 99,7 % (Pestilyse) VWR International GmbH, Darmstadt (D)
Acetonitril 99,95 % (HPLC) VWR International GmbH, Darmstadt (D)
Ethanol 99,7 % absolut VWR International GmbH, Darmstadt (D)
Methanol 99,9 % (HPLC) VWR International GmbH, Darmstadt (D)
Methanol 99,70 % (Pestilyse) | VWR International GmbH, Darmstadt (D)
n-Hexan > 99,0 % (Pestilyse) | Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe (D)
n-Hexan > 95 % (Pestilyse) VWR International GmbH, Darmstadt (D)
Toluol > 99,8 % (Pestilyse) | Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe (D)
Ethanol reinst 99,7 % VWR International GmbH, Darmstadt (D)

3.3

Tab. 7: Verwendete Gerate/Materialien

Verwendete Gerate und Materialien

Gerat/ Material

Hersteller

GC-MS/MS System:
Trace 1310 mit TSQ Duo Triple Quad

Thermo Scientific

GC-Kapillarsaule VF-5ms + EZ-Guard

Agilent Technologies, Inc., Santa Clara (USA)

HPLC 1100 series mit DAD und FLD

Agilent Technologies, Inc., Santa Clara (USA)

HPLC-Saule MN EC150/3 Nucleodur C18

Gravity, 5um mit Vorséule

Macherey-Nagel GmbH & Co. KG, Diren (D)

SPE-Vakuumkammer und -saulen

Mallinckrodt Baker B.V., Deventer (NL)

Ultraschallbad SONOREX Digital 10P

BANDELIN GmbH & Co. KG, Berlin (D)

Analysenwaage Mettler AT 261

Mettler Toledo

Zentrifuge Universal 320

Hettich Zentrifugen Andreas Hettich GmbH &
Co. KG

Vibramax 100

Heidolph Instruments

Schittelplatte GFL 3017

GFL

SSL-Liner 4 mm ID x 78,5 mm

Thermo Scientific
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Fortsetzung Tab. 7: Verwendete Gerate/Materialien

Gerat/ Material

Hersteller

PTV Liner Deaktiviert, 2mm ID x 2,75

mm OD x 120 mm L&nge, mit Quarzwolle

Thermo Scientific

Rotationsverdampfer Laborota 4002-

digital

Heidolph

Analysenwaage MC1 Analytic AC210S

Sartorius AG, Gottingen (D)

Muffelofen LE4/11/R6

Nabertherm GmbH Lilienthal/Bremen (D)

SPE-Material: Chromabond® C18 ec Macherey Nagel
SPE-Material: Bond Elut C18 Agilent
SPE-Material: Chromabond® C¢Hs Macherey Nagel
SPE-Material: Chromabond® HR-P Macherey Nagel
SPE-Material: Chromabond® Easy Macherey Nagel
SPE-Material: Bondesil PPL Agilent
SPE-Material: Bond Elut PLEXA Agilent

Kieselgel 60 A, 35-75 pm KorngroRe

Sigma Aldrich Co, LLC, St. Louis (USA)

Supelclean® Envi-Carb®, graphitierter RuR

Sigma Aldrich Co, LLC, St. Louis (USA)

Natriumsulfat, wasserfrei

POCH S.A., Gliwice, (Polen)

Chromabond® Filter, Glasfaser-

Filterelemente

Macherey-Nagel GmbH & Co. KG, Diren (D)

Mikroliterdosierspritzen

ILS GmbH, Stiitzerbach (D)

10 mL Vollpipette

Brand GmbH

Retsch Analysensieb 63 um, 200 mm g

Retsch GmbH, Haan (D)

Priufsieb 2mm

Wasserfilter RC 0,45 um

Millipore

Headspace-Vials 20 mL

Perkin Elmer

Bordelkappen N20, Dichtscheiben Silikon
weil}, PTFE beige

Macherey-Nagel GmbH & Co. KG, Diiren (D)

Schraubkappen N9 Silikon weil}, PTFE rot

Macherey-Nagel GmbH & Co. KG, Diren (D)

Schraubvials N9 flach, Gewinde, 1,5 mL

Macherey-Nagel GmbH & Co. KG, Diiren (D)

Inserts 15 mm Spitze, 0,2 mL

Macherey-Nagel GmbH & Co. KG, Diren (D)

Pasteurpipetten 150mm ohne Wattestopfen

Carl Roth GmbH
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Zusatzlich wurden noch verwendet:

technische Losemittel (Aceton, Methanol)
Exsikkatoren

Nitrilhandschuhe

Aluminiumfolie

destilliertes Wasser, bidestilliertes Wasser
ausgeglihter Seesand

Salpetersédure 68 %



Ergebnisse 40

4 Ergebnisse

4.1  Nachweis- und Bestimmungsgrenzen

Die Nachweisgrenze stellt den Messwert eines Analyten dar, bei dem dieser mit einer
Irrtumswahrscheinlichkeit von 50 % von einem Leerwert unterschieden werden kann. Sie
kann einmal nach DIN 32645 mithilfe der Leewertmethode bestimmt werden. Oder wenn, wie
im vorliegenden Fall, kein Leerwert zur Verfligung steht, kann die Nachweisgrenze nach dem
Kalibriergeradenmodell ermittelt werden. Hierbei wird eine Kalibrierung in der Nahe der

Nachweisgrenze erstellt und durch Extrapolation bei einseitiger Fragestellung erhalten.

1 1 x?
XNG = Sxo * Ufa m+n+Qx (2)
mit tro = t-Quantil (einseitige Fragestellung) mit f = n-2 Freiheitsgraden und a = 0,05

Sxo = Verfahrensstandardabweichung

m = Anzahl der Parallelmessungen der Proben
n = Anzahl der Kalibrierstufen

Qx = Summe der Fehlerquadrate von x

x¥ = Mittelwert der Konzentrationen im Kalibrierbereich

Die Bestimmungsgrenze stellt den Wert dar, bei der ein Analyt mit einer geforderten
Irrtumswahrscheinlickeit quantitativ erfasst werden kann. Sie ergibt sich als Iterationsvor-
schrift aus einer relativen Ergebnisunsicherheit, die in der Regel den Wert 3 annimmt. Da-
durch erhadlt man eine gute N&herung flr die Bestimmungsgrenze, wenn Xgg durch 3 - Xng

ersetzt wird.

xBsz'SxO'tf;%\/%‘l‘%‘l—W ©)
Die Ermittlung der Nachweis- und Bestimmungsgrenzen erfolgten mithilfe des
Kalibriergeradenmodells. Dazu wurden neun Kalibrierpunkte in &quidistanten Abstand aufge-
nommen und vermessen. Nachfolgend sind die Nachweis- und Bestimmungsgrenzen fiir die
GC-MS/MS-Methode in Tab. 8 auf Seite 41 aufgelistet. Bisphenol A ist bereits im Blindwert
als ubiquitére Substanz enthalten. Dieser Fakt spielt vor allem im Bereich der Spurenanalytik
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fur die Hausstaubproben eine zentrale Rolle. Daher ist die Bestimmungsgrenze fiir Bisphenol
A hoher als bei den restlichen Bisphenolen. Die Einwaage fir die Hausstaubproben betrégt
1 g und das Endvolumen im GC-Vial 1000 pl. Fir Bisphenol A wurden zehn Kalibrierstufen
in 3-fach Bestimmung gemessen von 10 bis 100 pg/ul in &quidistanten Abstanden
(Irrtumswahrscheinlichkeit = 5 %, reziproke relative Ergebnisunsicherheit k = 3). Alle ande-

ren Bisphenole wurden von 1 bis 8 pg/pl gemessen bei sonst gleichen Parametern.

Tab. 8: Nachweis- und Bestimmungrenzen nach Kalibriergeradenmodell fir Hausstaub

Messlosung Messlosung Hausstaub

NG in pg/ul BG in pg/ul BG in ng/g
Bisphenol A 0,88 3,19 6,38
Bisphenol AF 0,28 0,94 1,88
Bisphenol AP 0,21 0,73 1,45
Bisphenol B 0,43 1,37 2,74
Bisphenol BP 0,18 0,64 1,28
Bisphenol C 0,43 1,37 2,74
Bisphenol C2 0,43 1,38 2,75
Bisphenol E 0,28 0,96 1,92
Bisphenol F 0,23 0,81 1,61
Bisphenol FL 0,26 0,89 1,77
Bisphenol G 0,38 1,23 2,47
Bisphenol M 0,27 0,92 1,85
Bisphenol P 0,24 0,82 1,65
Bisphenol PH 0,51 1,57 3,14
Bisphenol S 0,25 0,86 1,73
Bisphenol TMC 0,32 1,05 2,09
Bisphenol Z 0,26 0,88 1,75

Die Ermittlung der Nachweis- und Bestimmungsgrenzen der Migrationsldsungen wurden ana-
log zur bereits genannten Methode ermittelt. Hier wurde eine Kalibrierung fir alle Bisphenole
von 10 bis 100 pg/ul aufgenommen mit sonst gleichen Parametern wie auch fir die Haus-
staubproben. Durch unterschiedliche Volumina der einzelnen Trinkflaschen ergeben sich un-
terschiedliche Anreicherungsfaktoren an der SPE-Phase. Dadurch sind die Nachweis- und
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Bestimmungsgrenzen fur Trinkflaschen mit groBem Volumen niedriger als fur kleinere Trink-
flaschen. Diese sind im Anhang Tab. 31 tabellarisch aufgefuhrt.

Auch die Nachweis- und Bestimmungsgrenzen flr die Messung von Thermopapierproben
mittels HPLC wurden nach dem Kalibriergeradenmodell ermittelt. Dazu wurde das jeweilige
DAD-Signal der Analytsubstanz verwendet, da das FLD-Signal nur zur qualitativen Bestéti-
gung diente. Die Werte sind in Tab. 9 aufgefiihrt. Hierfiir wurden sieben Kalibrierstufen in
aquidistanten Schritten von 100 bis 1000 pg/ul 3-fach gemessen. Das Endvolumen im Vial

betragt 1 ml und 50 mg des Thermopapiers werden eingewogen.

Tab. 9: Nachweis- und Bestimmungrenzen nach Kalibriergeradenmodell fiir Thermopapier
mittels HPLC

Messldosung Messlosung Thermopapier

NG in pg/ul BG in pg/ul BG in mg/g
Bisphenol S 9,25 35,12 0,70
Bisphenol F 24,09 90,29 1,81
Bisphenol E 26,39 98,64 1,97
Bisphenol A 14,65 55,31 1,11
Bisphenol B 9,98 37,86 0,76
Bisphenol C 16,30 61,45 1,23
Bisphenol AP 17,53 66,07 1,32
Bisphenol AF/C2 35,91 135,49 2,71
Bisphenol Z 8,76 33,26 0,67
Bisphenol FL 14,24 53,82 1,08
Bisphenol BP 24,13 90,36 1,81
Bisphenol M/P 21,86 82,85 1,66
Bisphenol TMC 13,99 52,83 1,06
Bisphenol G 16,79 63,35 1,27
Bisphenol PH 13,29 50,29 1,01
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42 GC-MS/MS-Methode

4.2.1 Entwicklung eines Temperaturprogramms

Das Temperaturprogramm dient der optimalen Trennung der Analytsubstanzen auf einer GC-
Séule. Dabei spielen sowohl die Wahl des Temperaturbereichs der S&ule, als auch des ver-
wendeten Losungsmittels eine Rolle. Einige Grundgedanken waren fiir die Optimierung des
Temperaturprogramms wichtig. Zum einen wurde die Temperatur am Anfang auf 10 °C un-
terhalb des verwendeten Losungsmittels gesetzt. Dies dient zur Refokussierung der injizierten
Probe und fiihrt zu scharferen Peaks. Fur Toluol wurde deshalb eine Starttemperatur von
100 °C gewadhlt und fir 2 Minuten gehalten wurde. AnschlieBend wird der Ofen mit 10 K/min
beheizt bis zu der maximalen Arbeitstemperatur. Zur Schonung der GC-Saule sollte diese
Temperatur unbedingt eingehalten werden. Das Sé&ulenbluten nimmt andernfalls stark zu, was
zu einer verminderten Lebensdauer der S&ule flhrt. Ein Ausheizschritt im Temperaturpro-
gramm dient dazu, auch schwersiedende Substanzen und Matrixbestandteile von der Sdule zu
bekommen, damit kein Memory-Effekt auftritt. Die Optimierung des Temperaturprogramms
erfolgt anschlieRend empirisch durch Variation der Heizrate oder durch Einfihren von Tem-
peraturplateaus, um eine besser Trennung zu erreichen. Somit erreicht man zum einen eine
bestmogliche Trennung der Analytsubstanzen, zum anderen kann die Methode durch héhere
Heizraten verkirzt werden, was zu einer Zeitersparnis und Erhéhung der Effektivitét fihrt. Im
Abschnitt 4.2.3 auf Seite 44 ist das empirisch optimale Temperaturprogramm fir das Trenn-

problem aufgefuhrt.

4.2.2 Ermittlung von analytspezifischen Ubergingen mittels Auto-SRM

Die Ermittlung der Massenubergénge aller Analytsubstanzen erfolgte mithilfe des integrierten
AutoSRM-Programmes von Thermo Scientific. Dabei wurde im ersten Schritt ein Full Scan-
Chromatogramm gemessen. Nach Zuordnung der Analytsubstanzen zu den Retentionszeiten,
erfolgte die Auswahl von geeigneten Vorlaufer-lonen. Die Auswahl erfolgte hierbei nach den
Kriterien der Intensitat und des Signal-Rausch-Verhaltnisses. Fir die weiteren Untersuchun-
gen wurden jeweils zwei Vorlaufer-lonen pro Analyten ausgewahlt. Im néchsten Schritt er-
folgt ein Produkt-lonen-Scan. Hierflir werden die Vorlaufer-lonen mit dem in der Kollisions-
zelle enthaltenen Argongas kollidiert und im 3. Quadrupol gescannt. Somit kann fir jedes
Vorléaufer-lon ein Produkt-lon nach den gleichen Kriterien wie zuvor ermittelt werden. Fir

den Ubergang wurde nachfolgend noch die Kollisionsenergie ermittelt. Dafiir wird die am
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Anfang grob ermittelte Energie (Variierung erfolgt in 10 eV-Schritten) noch einmal in 2 eV-
Schritten variiert. Letztendlich konnen so die optimalen Bedingungen fir eine hohe Intensi-
tatsausbeute ermittelt werden. Diese Verfahrensweise wurde auf alle Analytsubstanzen ange-
wendet. Beispielhaft ist nachfolgend die Kollisionsenergieoptimierung fiir den Bisphenol A-
Ubergang m/z 241.1 zu m/z 133.1 dargestellt.

50000000

40000000

30000000

20000000

——BPA241.1-->133.1

Intensitat in cps

10000000

O - ° " — 1T "1/ "1 —/""""T/—/—/"""""1T /"1
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20

Kollisionsenergie in eV

Abb. 14: Optimierung der Kollisionsenergie fir Bisphenol A (241.1 zu 133.1) mit AutoSRM

Wie in der Abb. 14 zu erkennen ist, wurde fiir den Ubergang 241,1 — 133,1 die hochsten
Signalintensitaten bei einer Kollisionsenergie von 14 eV erzielt. Die ermittelten optimalen
Kollisionsenergien der anderen Bisphenol-Methylester sind in Tab. 12 auf Seite 46 ff. tabella-

risch zusammengefasst.

4.2.3. Optimierte GC-MS/MS-Methode

Nachfolgend ist die optimierte GC-MS/MS-Methode zusammenfassend dargestellt, mit der
die Messung der Hausstaubproben, der Thermopapierproben und der Migrationslosungen
quantifiziert wurden. Die Messungen der jeweiligen Extrakte erfolgten mittels GC-MS/MS
aufgrund von Nachweisstérke und Trennleistung des Systems im Vergleich zur LC-MS/MS.
Fur die Messungen wurde ein Tandem-in-Space-Gerdt von Thermo Scientific verwendet.
Hierbei handelt es sich um einen GC-Ofen Trace 1310 und ein TSQ Duo MS/MS-System.
Als Kapillarsdule wurde eine FactorFour VF-5ms (Agilent Technologies) mit integrierter 5m
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EZ-Guard Schutzsdule verwendet. Die Dimensionen betrugen 30 m x 0,25 mm ID x 0,25 pm
Dr.

Tab. 10: Injektoreinstellungen des GC-Messprogramms

Verwendeter Injektor Split-Splitless-Injektor (SSL)
Injektionsvolumen 1pl

Art der Injektion Splitless (2 min, dann 50 ml/min split)
Tragergas/Flussrate Helium, 1 ml/min
Injektortemperatur 300 °C

Tab. 11: Temperaturprogramm des Gaschromatographen

Rate in °C/min Temperatur in °C Haltezeit in min
Initial 100 2,00
1 15 240 5,00
2 20 300 13,00

Als Detektor wurde die bereits genannten Tandem-Massenspektrometrie verwendet. Die ein-
zelnen Ubergange der Methylether-Derivate wurden, wie im Abschnitt 4.2.2 auf Seite 43 ff.
erlautert, optimiert und sind tabellarisch aufgefiihrt. Fur die Quantifizierung wurde der fett
markierte Ubergang benutzt. Als zusatzliche Bestatigung diente der zweite Ubergang. Nur
wenn beide Ubergange bei der richtigen Retentionszeit ein Signal ergaben, wurde der Quanti-
fizierungsubergang integriert. Die Integration erfolgte mithilfe des Genesis-Algorithmus der

Software Trace-Finder von Thermo Scientific.
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Tab. 12: Ausgewéhlte Masseniibergange der GC-MS/MS-Methode
Zeit Analyt- Precursor- Product- | Kollisionsenergie | Scanzeit
[min] substanz lon lon [eV] [s]
296,1 261,1 12 0,04
Bisphenol AF
364,1 295,1 8 0,04
11,00
Bisphenol AF 299,1 215,1 16 0,04
d4 368,1 299,1 10 0,04
197,1 165,1 14 0,04
Bisphenol F
228,2 197,2 10 0,04
11,90
227,1 169,1 22 0,04
Bisphenol E
242,2 227,1 8 0,04
_ 241,2 133,1 14 0,04
Bisphenol A
256,2 241,2 8 0,04
12,75
Bisphenol A 252,2 139,1 16 0,04
di6 270,3 252,2 8 0,04
1315 Fluoranthen 212,2 206,2 20 0,05
' d10 (IST) 212,2 208,2 34 0,05
_ 241,2 77,1 36 0,03
Bisphenol B
241,2 133,1 14 0,03
13,60
269,2 147,1 14 0,03
Bisphenol C2
284,2 269,2 8 0,03
325,2 175,2 16 0,05
14,20 Bisphenol G
340,3 325,3 10 0,05
_ 308,1 223,1 26 0,05
16,00 Bisphenol C
308,1 238,1 14 0,05
) 145,1 115,1 12 0,05
16,50 Bisphenol Z
296,2 253,2 10 0,05
_ 123,1 95,1 8 0,04
Bisphenol S
278,1 155,1 12 0,04
18,40 :
Bisphenol 159,1 1441 8 0,04
T™MC 338,3 267,2 8 0,04
_ 303,2 152,1 38 0,05
19,00 Bisphenol AP
303,2 195,1 16 0,05
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Fortsetzung Tab. 12: Ausgewéhlte Masseniibergénge der GC-MS/MS-Methode

Zeit Analytsubstan | Precursor- | Product- | Kollisionsenergie | Scanzeit
[min] z lon lon [eV] [s]
_ 360,2 149,2 16 0,05
20,10 Bisphenol M
374,3 359,2 10 0,05
_ 360,2 345,2 12 0,04
21,80 Bisphenol P
374,2 359,2 8 0,04
_ 380,2 195,1 34 0,05
22,90 Bisphenol BP
380,2 303,2 8 0,05
) 378,2 347,1 14 0,04
Bisphenol FL
378,2 363,2 12 0,04
24,20
_ 393,2 209,2 18 0,04
Bisphenol PH
408,2 393,2 10 0,04

(Der fett markierte Ubergang ist fur die Quantifizierung genutzt worden.)

Tab. 13: Einstellungen des Massenspektrometers

MS-Transferline-Temperatur 280 °C
lonenquellen-Temperatur 300 °C
lonisierungsmodus ElektronenstoRionisation (EI)

Die erhaltenen Peakflachen vom ausgewdéhlten SRM-Ubergang eines Analyten wurden auf die
Peakflache des internen Standard (ISTD) Fluoranthen d-10 bezogen. Dieser wurde in einer Kon-
zentration von 50 pg/ul beim Derivatisierungsschritt hinzugegeben. Alle weiteren Berechnungen
wurden mit den erhaltenen  Peakflachenverhdltnissen  (PFV)  durchgefiihrt.  Ein

Beispielchromatogramm eines Analytsubtanzstandards ist in Abb. 20 auf Seite 54 dargestellt.

4.2.4 Wahl und Optimierung des Injektorsystems

Das Injektionssystem stellt in der Gaschromatographie die hdufigste Fehlerquelle dar. Wird eine
Probe nicht reproduzierbar auf die Sdule gebracht, kann der Fehler durch die weiteren messtech-
nischen Schritte nicht mehr riickgangig gemacht werden. Dabei sollte das Injektionssystem die
Analyten moglichst vollstandig und wiederholbar tberfuhren. Matrixbestandteile sollen zudem
zurlickgehalten werden. Bei der Aufgabe von flissigen Proben standen am Gerat grundséatzlich

ein PTV- und ein SSL-Injektor zur Verfligung. Die Injektion wurde dabei hinsichtlich maximaler
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Flachen und mdoglichst kleiner relativer Fehler optimiert. Beim PTV wurden verschiedene Auf-
heizraten untersucht. Durch eine schnelle Aufheizrate kénnen Substanzen mit sehr unterschiedli-
chen Fluchtigkeiten undiskriminiert auf die Saule Gberflihrt werden. In Abb. 15 sind die geteste-
ten Temperaturprogramme und Liner aufgefihrt. Eine hohe Heizrate fuhrte bei den Bisphenolen
zu hohen Messprazisionen sowohl fur den Liner mit Restriktionen, als auch fur den Liner mit
Glaswolle. Leider konnten dadurch die Bisphenole nicht vollstandig auf die Sdule tberfuhrt wer-
den, was zu geringeren Intensitaten flihrte. Gute Ergebnisse wurden bei Verwendung des Glas-
wolle-Liners und geringen Aufheizraten in Form von groitmoéglichen Analytflachen mit hohen

Messprazisionen erhalten.
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Abb. 15: Variation des PTV-Programms (50 pg/ul)

Im Verlauf sind Memory-Effekte bei nachfolgenden Untersuchungen festgestellt worden. Be-
nutzt man einen Liner mit Glaswolle, so adsorbieren die Analytsubstanzen und schwerfllichtige
Komponenten an der Glaswolle. Bei nachfolgenden Ldsungsmittel-Messungen waren dann
Analytsubstanzen nachweisbar. Auch durch eine kurze Ausheizphase auf 330 °C liel3 sich der
Effekt nicht beheben. Daher wurde fur die weiteren Messungen der SSL-Injektor benutzt, bei
dem dieses Problem nicht auftrat. Das Liner-Volumen des PTV-Injektors ist durch die geringe-
ren Durchmesser deutlich geringer als bei einem SSL-Injektor. In Abhangigkeit vom verwende-
ten Losungsmittel ist die Gefahr einer Uberfrachtung aufgrund des zu groRen Gasvolumens fiir
den PTV-Injektor groRer. Dies wirde nicht zuletzt auch zu Verschleppungen und Minderbefun-

den fiihren.
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Die Verwendung eines SSL-Injektors ist im Vergleich zum PTV deutlich einfacher. Hier kann
lediglich die Injektortemperatur variiert werden. Weitere Parameter und die Erstellung eines
Temperaturprogramms sind nicht notwendig. Flr die Bisphenole wurde die Temperatur des In-
jektors von 250 bis 320 °C variiert. Die Ergebnisse sind in Abb. 16 dargestelit.

m Bisphenol AF  mBisphenol S  ®Bisphenol FL

600000

500000
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SSL 250 °C SSL 280 °C SSL 300 °C SSL 320 °C

Abb. 16: Variation der Injektortemperatur beim SSL (30 pg/ul)

Zur einfachen Veranschaulichung wurden nur drei Analytsubstanzen betrachtet. Bisphenol AF
retardiert im Chromatogramm als Erstes, Bisphenol S in der Mitte des Chromatogramms und
Bisphenol FL stellt die am schwersten siedende Analysubstanz dar. Bei allen Bisphenolen war
ein ahnliches Bild erkennbar. Die grofiten Flachen waren bei der hochsten Temperatur von
320 °C erkennbar. Dies zeigt, dass kein Analyt thermisch labil ist. Die Messprézision war bei
allen Temperaturen ahnlich gro3, sodass 320 °C die beste Injektionstemperatur darstellt. Proble-
matisch ist hierbei, dass der Arbeitsbereich der GC-Sdule bei maximal 325 °C liegt. Da der SSL-
Injektor permanent heiB ist, liegt diese Temperatur auch konstant am Sauleneingang an. Dadurch
wére mit einer verkirzten Lebensdauer der Sdule zu rechnen. Als Injektortemperatur fur die
nachfolgenden Messungen wurde eine Temperatur von 300 °C gewadhit.
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4.2.5 Optimierung der Derivatisierung

Um die Bisphenole mittels Gaschromatographie messen zu kénnen, ist eine Derivatisierung not-
wendig. Bisphenole besitzen durch die Hydroxyl-Funktion polare Eigenschaften und kénnen
Wasserstoffbriicken ausbilden. Dadurch sind sie schwerer in die Dampfphase Gberflihrbar. Fir
die Derivatisierung stehen verschiedene Mdoglichkeiten zur Auswahl: Acylierung, Alkylierung
und Silylierung. Fur Vortests wurden Test-Kits verwendet, die verschiedene Reagenzien fur die
jeweilige Derivatisierung bieten.

Dafur wurden 100 ul des Bisphenol-Standardmixes (10 ng/ul) in ein Vial dotiert. Genauso wur-
de mit dem internen Standard Fluoranthen d10 verfahren (100 pl einer 10 ng/pl-L6sung). An-
schlielend wurde das Losungsmittel im Argonstrom entfernt. Auf die dotierten Vials wurden
900 ul  Toluol und 100 ul des jeweiligen Derivatisierungsreagenz pipettiert. Die
Silylierungsderivatisierung (Silyl-991) und die Methylierungsraktionen (TMSH, DMF-DMA)
wurden zur Reaktion bei 70°C fir 30 min in den Trockenschrank gestellt. Bei den
Derivatisierungen mit Acylierungsreagenzien (TFAA, MBHFBA, MBTFA) wurden die Vials fur
eine Stunde bei 110 °C in den Trockenschrank gestellt. Diese Konditionen wurden nach Stan-
dardarbeitsanweisungen der Hersteller gewahlt. In der nachfolgenden Abb. 17 sind die Intensi-

tatsverhaltnisse (Analytsubstanz/interner Standard) der jeweiligen Standards grafisch dargestellt.
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Abb. 17: Auswahl der Derivatisierung anhand vom jeweiligen Response Ratio
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Die Verhéltnisse der Flachen fur die Art der Derivatisierung sind fir alle Bisphenole &hnlich und
besitzen die gleiche Aussagekraft. Deshalb sind zur besseren Veranschaulichung nur die
Bisphenole A, S und FL dargestellt. Sie représentieren das gesamte Chromatogramm und sind
damit als Leitsubstanzen geeignet. Hier wird deutlich, dass die Wahl des
Derivatisierungsreagenz entscheidend flr die Intensitit des Reaktionsproduktes ist. Die Auswer-
tung erfolgte dabei in Full Scan-Aufnahmen von Standardsubstanzen. Eine Acylierung ist unter
den getesteten Bedingungen nur mit MBTFA und TFAA mdglich, MBHFBA lieferte hingegen
unzureichende Ergebnisse. Bei der Methylierung unter den untersuchten Bedingungen ist nur
TMSH geeignet. Die hdchsten Flachen wurden bei der Silylierung mit Silyl 991 erreicht. Nach-
folgende Analysen machten aber deutlich, dass bei weiteren Mehrfachmessungen ein Trend zu
abnehmenden Flachen erkennbar ist. Das GC-MS/MS-System benétigte bis zu sieben Messun-
gen, bis kein Trend mehr erkennbar war und die Werte eine hinreichend gute Messprézision lie-
ferten. Eine Acylierung ware anhand der Response Ratios der Methylierung mit TMSH zu be-
vorzugen. Hier ist aber eine Reaktion bei 110 °C fir 1 Stunde im Trockenschrank notwendig.
Die Wahl fiel letztendlich auf TMSH als Methylierungsmittel. Dies hatte mehrere Grinde.
TMSH reagiert mit Bisphenolen schon bei Raumtemperatur und benétigt keine zusétzliche Reak-
tionszeit. Die Zersetzungsreaktion findet bei 250 °C im Liner statt. Zudem sind das Nebenpro-
dukt bei der Reaktion und auch die Zersetzungsprodukte des tiberschissigen TMSH leichtfliich-
tig und storen die Chromatographie nicht. Bei der Zersetzung von TMSH entsteht Methanol und
Dimethylsulfid. Dies ist zusatzlich von Vorteil, da keine Nebenprodukte im Nachschritt entfernt
werden missen, wie es beispielsweise bei Pentafluorbenzylbromid der Fall ist. Die Reaktion mit
TMSH lieferte im Vergleich zur Silylierung eine geringere Standardabweichung, aber auch ge-
ringere Intensitaten der derivatisierten Analytsubstanzen.

Auf der nachfolgenden Seite ist in Abb. 18 die Variation des Methylierungsmittels dargestelit.
Hierbei wurde TMSH und Dimethylformamid-dimethylacetal unter verschiedenen Bedingungen

(Zugabe von leichten Basen zur Erhéhung der Produktausbeute) getestet.
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Abb. 18: Flachenverhéltnis bei Variation des Methylierungsmittels

Hierbei ist erkennbar, dass DMF-DMA im Vergleich zum TMSH bei dhnlichen Reaktionsbedin-
gungen deutlich geringere Flachen liefert. Das lasst vermuten, dass die Reaktion nicht vollstan-
dig abgelaufen ist. Dadurch entstehen Reproduzierbarkeitsprobleme und auch die Empfindlich-
keit der Methode wirde sinken. Die Zugabe von Basen zur Reaktion liefert nur geringfligig gro-
Rere Flachen im Fall von Triethylamin. Gleichzeitig wird aber eine zusétzliche Fehlerquelle
durch die Zugabe erzeugt, welche nicht im Verhéltnis zur gering erhdhten Intensitét steht. Des-
halb wurde TMSH ohne weitere Zugaben fir die weiteren Untersuchungen benutzt.

Im nachsten Schritt wurde noch einmal die Methylierung mit TMSH néher betrachtet und die
Reaktionsparameter variiert. Dafur wurden Standardlésungen unter unterschiedlichen Bedingun-

gen derivatisiert, um die optimalen Bedingungen fur eine vollstdndige Reaktion zu ermitteln.
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Abb. 19: Flachenverhéltnis bei Variation der TMSH-Methylierung

Als Parameter wurden die Temperatur, das Losungsmittel und die Zugabe von Triethylamin vari-
iert. In der oben dargestellten Abb. 19 sind die Ergebnisse der Tests ersichtlich. Als Bewertungs-
kriterium fur die chemische Reaktion der Analyten bei der Derivatisierung wurde das Peak-
Flachenverhaltnis zwischen Analytsubstanz und internem Standard heran gezogen. Je grofer
dieses Verhdltnis ist, desto vollstandiger/effektiver verlief die Umsetzung. Erkennbar ist, dass
Aceton fir die Derivatisierung schlechter geeignet ist, als Toluol und Methanol. Keine Unter-
schiede sind bei der Behandlung unter Hitze zu erkennen. Lediglich die Reakion mit Zugabe von
Triethylamin und einer Temperierung von 100 °C fir 20 min liefert fir den GroRteil der
Analytsubstanzen hohere Flachen. Aufgrund des zusatzlichen Zeitaufwandes und dem mogli-
chen Eintrag von zusétzlichen Fehlern wurde die Methylierung aber letztendlich bei Raumtem-
peratur und alleiniger Zugabe von TMSH in Toluol durchgefuhrt.
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Abb. 20: Full Scan-Aufnahme einer 1 ng/pl Standardlésung mit GC-MS/MS
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4.3 HPLC-Methode

4.3.1 Entwicklung und Optimierung des Gradientenprogramms

Die Methodenentwicklung und Optimierung wurde anhand von Mischstandardlésungen in
Methanol durchgefuhrt. Erste Untersuchungen der mobilen Phase mit Methanol und
Acetonitril in verschiedenen Mischungsverhéltnissen mit bidestilliertem Wasser zeigten, dass
eine isokratische Arbeitsweise nicht moglich ist. Hierbei werden nicht alle Analytsubstanzen
voneinander getrennt. Zudem steigt die Analysenzeit enorm an. Deshalb musste in systemati-
schen Untersuchungen ein geeignetes Gradientenprogramm erstellt werden. Die beste Tren-
nung wurde mit dem in Tab. 14 aufgefiihrten Gradientenprogramm erreicht.

Die Wahl der mobilen Phase fiel auf Acetonitril, da hier verglichen mit Methanol schérfere
Peaks und eine bessere Trennung erreicht wurden. Eine Zugabe von Sduren als Modifier zur
mobilen Phase ergab nur fur Bisphenol F, E und A eine leichte Verbesserung. Hierflr wurde
der pH-Wert des bidestillierten Wassers mit 0,1 %-iger Schwefelsdure auf 5 eingestellt, um
die Bisphenole in der protonierten Form zu erhalten. Die restlichen Bisphenole konnten aber
entweder bei neutralen Bedingungen besser detektiert werden, beziehungsweise konnten kei-
ne deutlichen Unterschiede festgestellt werden. Daher wurde auf die Zugabe von Modifiern
im weiteren Verlauf der Methodenentwicklung verzichtet.

Der néchste Schritt bestand in der Optimierung der Ofentemperatur. Hierfur wurde, wie auch
in den vorherigen Optimierungen, ein 500 pg/pl Stammmix verwendet. Dieser stellt den Mit-
telpunkt der Kalibrierung in den spateren Analysen dar. Getestet wurden dabei die Tempera-
turen von 25 bis 40 °C in 5 °C-Schritten. Betrachtet wurden dabei die Peakflachen, welche
maximiert werden sollten, sowie die Standardabweichungen, welche mdglichst gering sein
sollten. Erkennbar war, dass durch die verschiedenen Ofentemperaturen auch eine Verénde-
rung der Trennleistung erzielt wird. Bei 25 °C ist eine schlechtere Trennung der Peaks er-
kennbar, wahrscheinlich durch die héhere Viskositat der mobilen Phase begriindet. Dadurch
leidet auch die Standardabweichung der Wiederholbestimmungen. Das optimale Trennergeb-
nis bei geringen Standardabweichungen und Peakflachen wurde durch eine Ofentemperatur

von 35 °C erreicht. Diese wurde fiir die weiteren Messungen eingestellt.
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4.3.2 Einstellung des DAD- und FLD-Signals

Die Optimierung der Detektionsparameter erfolgte mithilfe von Absorptions- und Emissi-
onsmessungen. Dabei wurde die beste Detektionswellenldnge jedes Analyten festgelegt, so-
wohl fur die DAD-Detektion, als auch fiir die simultane FLD-Messung.

Fir die Quantifizierung aller Bisphenole wurde die Absorption des DAD-Signals der Wellen-
lange 230 nm genutzt. Ausnahmen sind aufgrund der Intensitadt Bisphenol S, welches bei
254 nm detektiert wurde, und Bisphenol FL, das bei 218 nm bestimmt wurde. Die Ermittlung
der besten Absorptionswellenldngen erfolgten aus Erfahrungswerten von standardisierten
Messungen innerhalb der Routineanalytik und aus Absorptionsmessungen mit dem DAD Uber
einen Wellenlédngenbereich von 210 bis 400 nm. In Abb. 21 ist das Chromatogramm mit Scan
des DAD dargestellt.
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Abb. 21: DAD-Scannmessung von 210 bis 400 nm (1 ng/ul Stammlésung)

Durch einen Wellenlangenscan konnten Absorptionsmaxima der einzelnen Analytsubstanzen
festgelegt werden. Diese Untersuchungen fiihrten letztendlich zu den ausgewéhlten Wellen-
ldngen, bei denen die Absorption detektiert wurde.

Der FLD liefert fur viele der Bisphenole eine zusétzliche Absicherung, da diese Uber die
Emissionwellenldnge von 315 nm detektiert werden kénnen (Anregung erfolgte bei 275 nm).
Die Ermittlung der optimalen Anregungs- und Emissionswellenldnge erfolgte dabei ebenfalls
mit der Agilent-Software. Dabei wurde ein Spektrum mit dem FLD-Detektor aufgenommen,
welches durch Anregung der Bisphenole mit 230 nm erfolgte. Diese Wellenldange wurde aus-
gewahlt, um in einem Lauf alle Bisphenole gleichzeitig anregen zu kdnnen. Fur spéatere Mes-
sungen diente die Wellenléange 275 nm als die Anregungswellenldnge aufgrund der héheren
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Selektivitat. Der Mittelpunkt der Emission wurde anschlielend als Detektionswellenldnge
festgelegt. Nachfolgend ist in Abb. 22 der FLD-Scan abgebildet.
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Abb. 22: FLD-Scannmessung von 300 bis 500 nm Emission (1 ng/pl Stammlésung)

Einige Bisphenole wie Bisphenol S und Bisphenol FL kénnen nicht ber den FLD-Detektor
bestimmt werden. Sie sind nicht mithilfe der Fluoreszenzmessungen detektierbar. Die mess-
baren Bisphenole emittieren bei einer Wellenldnge von 315 nm. Bisphenol PH stellt hier ei-
nen Sonderfall dar. Dieses Molekdl besitzt am zentralen Kohlenstoffatom vier Phenylreste,
die ein konjugiertes n-System bilden. Die Emission wird dadurch, im Vergleich zu anderen
Bisphenolen, allerdings auf 350 nm verschoben. Das Fluoreszenz-Signal wurde fiir alle Mes-
sungen zur zusatzlichen Qualifizierung genutzt, die Quantifizierung erfolgte aber Uber das
DAD-Signal.

4.3.3 Optimierte HPLC-DAD/FLD-Methode

Erste Tests mit LC-MS/MS zeigten, dass die Bisphenole mit negativer lonisierung messbar
sind. Es zeigte sich jedoch, dass die lonisierungseffizienz sehr schlecht ist und die Nachweis-
grenzen der GC-Methodik nicht erreicht werden kénnen. Zudem lieBen sich die Bisphenole
vollstdndig oder nur sehr schlecht ionisieren. Eine komplette LC-MS/MS-Methode konnte
daher nicht erstellt werden. Deshalb wurde versucht, die HPLC-Parameter auf eine HPLC-
DAD-Anlage zu Ubertragen, um hier Messungen durchfiihren zu kénnen. Dabei wurden ver-
schiedene Séaulen getestet. Die unten aufgefiihrte C18-Sdule zeigte die besten Trennergebnis-
se. Auf die Verwendung von Modifiern wurde verzichtet. Mit den vorliegenden Einstellun-

gen, die in Tab. 14 aufgefihrt sind, wurde die beste Trennung der Analytsubstanzen erreicht.
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Tab. 14: Parameter der HPLC-Methode

Injektionsvolumen:

5ul

Saule: Macherey-Nagel, Nucleodur C18 Gravity, 5 um, 150 mm x 3 mm

mobile Phase Gradientenprogramm
Zeit Acetonitril Wasser
0 min 30 % 70 %
1,5 min 30 % 70 %
5 min 48 % 52 %
20 min 48 % 92 %
30 min 90 % 10 %
32 min 30 % 70 %
35 min 30 % 70%

Flussrate 0,4 mL/min

Ofentemperatur 35°C

Detektion DAD: 254 nm, 230 nm, 218 nm

FLD: Anregung: 275 nm, Emission: 315 nm, 350 nm

Bisphenol P und Bisphenol M kénnen chromatographisch nicht voneinander getrennt werden.

Sie sind Konstitutionsisomere und retardieren bei der verwendeten Sdule zur gleichen Zeit.

Bisphenol AF und Bisphenol C2 werden ebenfalls nicht getrennt. Fir weitere Untersuchungen

von Thermopapier soll diese Methode als Qualifizierung und halbquantitative Auswertung der

Bisphenole dienen, um die richtige Verdinnung fir die Messung mittels GC-MS/MS zu wah-

len. Hier erfolgt anschlieRend die Bestatigung und quantitative Auswertung der Analyten.

Am Beispielchromatogramm in Abb. 23 auf Seite 59 ist ersichtlich, dass fast alle Bisphenole

basisliniengetrennt wurden. Lediglich Bisphenol AF/C2, sowie Bisphenol P und M, konnten

chromatographisch nicht voneinander getrennt werden. Bisphenol M und P sind Konstituti-

onsisomere und retardieren zur gleichen Zeit bei der verwendeten Sdaule. Anwendung fand

diese Methode fur die qualitative und halbquantitative Auswertung der Bisphenole in Ther-

mopapieren. Sie diente dabei zur Abschédtzung der notwendigen Verdiunnung fur die GC-

MS/MS-Analyse.
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Abb. 23: Chromatogramm HPLC (1 ng/pl Stammlésung)

Mit der optimierten HPLC-Methode wurde eine Kalibrierung von 100 bis 1000 pg/ul erstelit.
Diese ist im Anhang aufgefuhrt. Die Messprazisionen der Bisphenole wurden im Schwer-
punkt der Kalibrierung bei 550 pg/pl ermittelt und sind in Tab. 15 auf Seite 60 aufgefihrt. Die
relativen Standardabweichungen liegen zwischen 0,64 % fir Bisphenol S und 2,54 % fiir
Bisphenol E. Die Nachweis- und Bestimmungsgrenzen fiir diese Methode sind in Tab. 9 auf
Seite 42 aufgefihrt.
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Tab. 15: Messprézisionen fiir die Messung mittels HPLC (in %)

Bisphenol RSD Bisphenol RSD
Bisphenol S 0,64 Bisphenol Z 1,38
Bisphenol F 1,40 Bisphenol FL 0,94
Bisphenol E 2,54 Bisphenol BP 1,06
Bisphenol M/

Bisphenol A 1,01 Bisphenol P 0,46
Bisphenol B 0,96 Bisphenol TMC 1,08
Bisphenol C 1,23 Bisphenol G 1,14
Bisphenol AP 0,92 Bisphenol PH 0,44
Bisphenol AF/

Bisphenol C2 0,74

4.4  Methodenentwicklung der Hausstaubproben

Der Mensch verbringt bis zu 90 % seines Tages in Innenrdumen, bei &lteren Menschen oder
korperlich beeintrachtigten Personen steigt der Aufenthalt in Rdumen auf bis zu 100 %. Haus-
staub adsorbiert mittel- bis unpolare Chemikalien aus der Innenraumluft. Er ist somit ein wei-
terer Eintragsweg fir Chemikalien in den menschlichen Organismus und kann als Indikator
flr eine Belastung des Innenraums durch Chemikalien herangezogen werden.

Somit kann man Hausstaub neben der Raumluft als Haupteintragsweg von Chemikalien auf
den menschlichen Organismus bezeichnen. Um nun die Belastung von Bisphenol A und aus-
gewadhlten Strukturanaloga durch Hausstaub zu quantifizieren, ist eine analytische Methode
zur Erfassung moglichst aller relevanten Bisphenole notwendig.

Es soll eine Methode entwickelt werden, mit der die Bisphenole in der schwierigen Matrix
Hausstaub quantifiziert werden kénnen. Dabei muss eine optimale Extraktion gefunden wer-
den, um die Analyten aus der Matrix zu l6sen. Des Weiteren ist ein clean-up-Schritt notwen-
dig, um mitextrahierte Matrix von den Analytsubstanzen zu entfernen. Diese Matrix wirde
unter Umstanden eine Quantifizierung erschweren.

Die Optimierung erfolgte im vorliegenden Fall mit dotiertem Seesand. Hierfiir wurde Seesand
bei 450 °C flur mindestens 4 Stunden ausgegliiht und anschlieRend mit der nétigen Menge an

Stamml6sung dotiert. Der Seesand besitzt eine grolle Oberflache dhnlich den spéteren Haus-
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staubproben. Durch das Ausgliihen erhalt man eine blindwertfreie Modellprobe, mit der ledig-
lich die Extraktionseffizienz (berprift werden kann. Die Proben wurden anschlieend mit
50 pl einer 1 ng/ul Stammldsung der Bisphenole in Methanol dotiert. Die Ermittlung der bes-
ten Ergebnisse erfolgten an der Beurteilung der jeweiligen Wiederfindungsrate. Anschliel3end
wurden diese Ergebnisse auf eine Hausstaubprobe angewandt, um eventuelle Probleme durch
die Hausstaubmatrix zu eruieren.

Die Ultraschallextraktion wurde aufgrund der in den theoretischen Grundlagen Kapitel 2.2.1
auf Seite 12 ff. erlduterten Vorteile als Extraktionstechnik verwendet. Dabei wurden verschie-
dene Extraktionszeiten, Losemittelvolumen und Extraktionsmittel getestet, welche letztend-
lich zur optimierten Methode fiihrten. Diese ist im nachfolgenden Kapitel 4.4.1 beschrieben.

4.4.1 Probenvorbereitung

Da besonders Bisphenol A im groBen Malistab in Artikeln des tiglichen Bedarfs eingesetzt
wird, kommt es zu einer ubiquitdren Verteilung. Dies fuhrt nicht nur zu Blindwertproblemen
in der Analyse, sondern verhindert auch den Einsatz von nativem, bisphenolfreiem Hausstaub
als Modellprobe. Zur Beurteilung des Einflusses von Matrixeffekten wurde die mit Seesand
optimierte Aufarbeitungsmethode auf eine zuvor dotierte Hausstaubprobe der eigenen Woh-
nung angewendet. Diese wurde zunéchst von vorhandenen Haaren befreit und unter Zuhilfe-
nahme von Siebhilfen (Achatperlen) zunachst auf 2 mm und anschlieRend mit einem weiteren
Retsch-Sieb auf 63 pum (20 min, 120 Schwingungen pro Minute) gesiebt. Die einzelnen Frak-
tionen sind in der nachfolgenden Abb. 24 erkennbar:

Abb. 24: Hausstaubfraktionen in Retsch-Sieben (v.l.: > 2 mm, 2 mm - 63 pum, < 63 um)
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Die <63 um-Fraktion wird fir die Untersuchungen gewahlt, da sie eine hinreichend gute
Homogenitat gewahrleistet und zudem vergleichbar mit anderen Studien ist [68]. Von dieser
Fraktion wurde jeweils 1 g eingewogen, diese mit einem Surrogatstandard (Bisphenol AF-d4;
Endkonzentration 50 pg/pL) dotiert und anschlieBend mit einem geeigneten Ldsungsmittel
mittels Ultraschallextraktion extrahiert. Nach Zentrifugation (5 min, 4000 rpm) und Abnahme
des Uberstandes musste ein geeignetes Clean up gefunden werden, um stérende Matrixbe-
standteile zu entfernen. Die Messungen erfolgten mithilfe der in Abschnitt 4.2.3 auf Seite
44 ff. optimierten GC-MS/MS-Methode gemessen und quantifiziert.

4.4.2 Optimierung Extraktion und Clean up

Fur die Extraktion der Bisphenole aus Hausstaubproben muss ein geeignetes Extraktionsmit-
tel gefunden und das nachfolgende Clean up optimiert werden. Vortests zeigten, dass die
Bisphenole nicht hinreichend gut mit Hexan als unpolares Lésungsmittel extrahiert werden
konnten. Aufgrund der chemischen Eigenschaften wurden deshalb im nachsten Schritt Toluol
und Methanol getestet. Toluol ist ein aromatisches Ldsungsmittel, weshalb es als geeignet
bewertet wurde. Methanol konnte als polares Lésungsmittel und Alkohol gut geeignet sein, da
auch die Bisphenole zwei Hydroxyl-Funktionen enthalten.

Als Grundlage fur die Optimierung wurde im ersten Ansatz auch hier wieder Seesand mit
einem Stammmix dotiert, sodass die Analytsubstanzen in einer Endkonzentration von
50 pg/ul vorlagen. Danach wurden verschiedene Festphasenmaterialien getestet, um die
Nutzbarkeit und das Riickhaltevermdgen flr die Bisphenole festzustellen.

Nach der Extraktion mit Toluol wurde das Losungsmittel abrotiert und der erhaltene Extrakt
auf ein definiertes Volumen (1 mL) eingestellt. 500 pl des Extraktes wurden fur das Clean up
mit einer Minikieselgelsaule benutzt (500 mg Kieselgel aktiviert, desaktiviert oder Bondesil
PPL-Material). Die Analyten wurden anschlieRend mit 6 ml Methanol wieder eluiert. Die

Ergebnisse sind in der nachfolgenden Abb. 25 auf Seite 63 dargestellt.
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Abb. 25: US-Extraktion Toluol, Clean up Kieselgel

Fur Toluol als Extraktionsmittel scheint die Wahl des Festphasenmaterials nicht so entschei-
dend zu sein. Es liefert unabhéngig davon fiir Bisphenol AF und Bisphenol FL eine Wieder-
findungsrate von ca. 80 bis 90 %. Diese Substanzen stellen gaschromatographisch den Leicht-
und Schwersieder aller untersuchten Bisphenole dar. Das Extraktionsvermdgen von Toluol
reicht allerdings nicht, um 100 % der Bisphenole zu detektieren. Besonders Bisphenol S
konnte lediglich eine Wiederfindungsrate von 20 % erzielen, was auf eine verminderte Ex-
traktionsausbeute oder fehlende Wechselwirkung mit der Festphase schlieBen liel. Unpolare
Substanzen lassen sich somit hinreichend gut, aber nicht vollstdndig mit Toluol extrahieren.
Beim weiteren Aufreinigungsschritt ist das Festphasenmaterial nicht entscheidend. Allerdings
kann mit Toluol keine Methode fur alle Bisphenole erstellt werden, da im vorliegenden Fall
Bisphenol S als polarste Analytsubstanz durch die Wahl des Ldsungsmittels diskriminiert und
so nicht mit Toluol extrahiert werden kann.

Ein weiterer Test wurde auf gleiche Art und Weise durchgefuhrt, allerdings mit Methanol als
polares Losungsmittel. Zur Vergleichbarkeit der Ergebnisse wurde lediglich das Lésungsmit-
tel gewechselt, das Clean up ist wie zuvor beschrieben gleich geblieben. Die Ergebnisse von
Methanol als Extraktionsmittel sind in Abb. 26 auf Seite 64 dargestellt.
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Abb. 26: US-Extraktion Methanol, Clean up Kieselgel

Erkennbar ist, dass die Vorgehensweise fir das Clean up mit der aktivierten Kieselgelphase
gut funktioniert. Hier ergeben sich Wiederfindungsraten von ca. 78 bis 110 %. Bei der Ver-
wendung von desaktiviertem Kieselgel und dem Bondesil PPL-Material dagegen sind die
Wiederfindungsraten mit 40 % unzureichend. Auffallig ist, dass fir Analytsubstanzen (z.B.
Bisphenol PH, M etc.) mit einem log Kow-Wert von 6,2 oder hoher, schlechtere Wiederfin-
dungsraten beobachtet wurden. Bisphenol S als polarste Substanz lieferte dagegen mit Metha-
nol die besten Wiederfindungsraten. Die unpolaren Analyten, die verminderte Wiederfin-
dungsraten mit Methanol als Extraktionsmittel zeigten, erreichten mit Toluol eine (geringe)
Verbesserung. Als Ergebnis dieses Experimentes konnte gezeigt werden, dass Toluol als al-
leiniges Extraktionsmittel ungeeignet ist.

Die Analyten sind von lhrer Extraktionseffizienz in unterschiedlichen Losungsmitteln sehr
differenziert zu betrachten. Bisphenol S besitzt hierbei den niedrigsten log Kow -Wert von
1,65 und ist sehr gut mit Methanol zu extrahieren. Mithilfe von Toluol wird es sehr schlecht
extrahiert. Durch die einfache Extraktion mit Methanol wird deshalb eine schlechtere Wieder-
findungsrate erzielt, als bei doppelter Methanolextraktion. Alle anderen Analyten mit einem
log Kow -Wert unter 6,5 lassen sich mit Methanol sehr gut extrahieren. Lediglich die Analyten
Bisphenol G, M, P, PH und TMC haben tendenziell eher schlechtere Wiederfindungsraten.

Diese sind die unpolarsten Analyten und eher mit Toluol extrahierbar.
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In einem weiterfiihrenden Schritt sollte deshalb eine kombinierte Ultraschallextraktion mit
Methanol und Toluol getestet werden, um die Vorteile der Losungsmittel in einer Methode zu
verbinden. Dabei fand ein Wechsel des Losungsmittels in der zweiten Extraktion statt. So
wurde im ersten Schritt Methanol benutzt, die zweite Extraktion wurde anschlieBend mit To-
luol durchgefiihrt. Die Ergebnisse sind in Abb. 27 dargestellt. Auf die Verwendung von
Bondesil PPL wurde verzichtet, da hier nur unzureichende Ergebnisse bei der Methanol-
Extraktion erreicht werden konnten.

Hierzu wurde die gleiche Extraktion wie zuvor benutzt, jedoch wurde zuerst 10 min mit 10 ml
Methanol extrahiert, anschlieRend wurde das Ldsemittel abgenommen und 10 ml Toluol fur
eine weitere 10 min(tige Ultraschall-Extraktion verwendet. Die Losungsmittel wurden in ei-
nem Zentrifugenrohrchen vereinigt und der Feststoff flir 5 min bei 4000 rpm abzentrifugiert.
AnschlieBend wurde das Losungsmittel auf ca. 500 pl abdestilliert (1 mL definiertes Endvo-
lumen). Fir das Clean up wurden 500 pl dieses Extraktes auf eine 0,5 g Kieselgelsaule gege-
ben. Dieses Kieselgel wurde einmal aktiviert verwendet (mind. 4 Stunden bei 130 °C), im
zweiten Versuch wurde es mittels destilliertem Wasser auf 1,5 % desaktivierten Zustand ge-
bracht. Fiir eine Kombination wurden 0,25 g desaktiviertes Kieselgel und 0,25 g aktiviertes

Kieselgel geschichtet verwendet.
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Abb. 27: Ultraschall-Extraktion mit Methanol/Toluol, Clean up Kieselgel
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Es konnte mit dieser Verfahrensweise keine Verbesserung der Wiederfindungsraten erzielt
werden. Die besten Ergebnisse wurden hier mit dem desaktivierten Kieselgel erzielt. Jedoch
lagen die Wiederfindungsraten unterhalb von 60 %, was nicht zufriedenstellend ist.

Die Extraktion von Bisphenol S ist im Vergleich zur alleinigen Verwendung von Toluol deut-
lich verbessert. Hier kommt die Nutzung von Methanol bei der ersten Extraktion zum Tragen.
Toluol scheint aber fur die Extraktion von unpolaren Substanzen nicht in vollem MaRe zu
genugen. Sie lieferten bei der Extraktion nur durch Toluol lediglich Wiederfindungsraten von
ca. 80 %. Eine weitere Erklarung konnte in der schlechten Fluchtigkeit von Toluol liegen.
Beim Abdestillieren mit dem Rotationsverdampfer ist ein hohes Vakuum notwendig. Daher
dauert das Entfernen von Toluol sehr lange. Die Bisphenole konnten also bei der Entfernung
des Losungsmittels teilweise mit verloren gehen. Daher sollte ein unpolares Losungsmittel
getestet werden, welches bessere Extraktionseffizienzen fur unpolare Bisphenole besitzt und
eine hohere Fluchtigkeit als Toluol aufweist.

Ein weiterer Versuch zur Verbesserung der Wiederfindungsraten ist der Einsatz von Aceton
als zweites Extraktionsmittel. Damit sollen die Wiederfindungsraten der unpolaren
Bisphenole erhéht werden. Aceton ist im Gegensatz zu Hexan mit Methanol mischbar und
weist eine hohe Flichtigkeit auf. Die Ergebnisse der kombinierten Ultraschallextraktion sind
in Abb. 28 dargestelit.
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Abb. 28: US-Extraktion Methanol und Aceton, Clean up: aktiviertes Kieselgel
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Zum Vergleich wurden die bisher besten Ergebnisse bei zweifacher Extraktion mit Methanol
wiederholt. Aceton liefert sowohl als alleiniges Extraktionsmittel, als auch in Verbindung mit
Methanol (10 ml Methanol, zweite Extraktion mit 10 ml Aceton) keine hoheren Wiederfin-
dungsraten im Vergleich zu Methanol als Losungsmittel. Die Analyten mit einem log Kow -
Wert Uiber 6,5 liefern erneut schlechtere Wiederfindungsraten, auch bei Verwendung von Ace-
ton als zweites Extraktionsmittel. Die Bisphenole werden daher vorrangig aufgrund ihrer po-
laren Hydroxyl-Funktionen mit ahnlichen Ldsungsmitteln extrahiert. Selbst die unpolaren
Bisphenole scheinen nicht aufgrund der unpolaren Eigenschaft extrahiert zu werden, sondern
eher durch alkoholische Losungsmittel.

Fazit und Endergebnisse der Methodik sind also die Ultraschallextraktion mit Methanol als
Losungsmittel. Die Analyten werden durch Methanol aus der Probe am besten extrahiert.
Durch Toluol kann Bisphenol S nur sehr schlecht extrahiert werden und auch die restlichen
Bisphenole haben eine schlechtere Extraktionseffizienz durch andere verwendete Losungsmit-
tel als Methanol.

Um die Vollstandigkeit der doppelt-fraktionierten Extraktion zu Uberprufen, wurde an einer
Testprobe in einem weiteren Experiment nach der oben beschriebenen Methode extrahiert,
aber nach Abtrennung des 2. Extraktes zwei weitere Extraktionszyklen mit jeweils 10 mL
Methanol durchgefuhrt. Die gewonnenen Extrakte wurden dabei nicht vereinigt, sondern se-
parat voneinander aufgearbeitet. In den untersuchten Extrakten konnte Bisphenol A, F und S
detektiert werden. Die nachstehende Abb. 29 zeigt die Verteilung der detektierten Bisphenole

in den einzelnen Fraktionen.
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Abb. 29: Verteilung der detektierten Bisphenole in den Extraktionsfraktionen
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Da geringe Flachen auch noch innerhalb der 3. Fraktion nachweisbar waren, wurde zur Si-
cherheit fur die Extraktion der Realproben die Extraktion 3-fach wiederholt, um eine erschop-

fende Extraktion zu gewahrleisten.

Neben der Extraktion sollte ein geeignetes Clean up entwickelt werden, um die
Analytsubstanzen von storender Matrix abzutrennen, die durch das verwendete Methanol
mitextrahiert wurde. Dies ist zum einen an der meist grunlichen Verfarbung und zum anderen
auch an der dickflissigen Konsistenz des Extraktes erkennbar. Durch die verschiedenen Le-
bensumstande stellt der Hausstaub eine sehr inhomogene Matrix dar. So variieren beispiels-
weise die Stérungen durch Chlorophyll und andere pflanzliche Komponenten nach Anzahl
und Art der Zimmerpflanzen. Das verwendete Clean up sollte dementsprechend nicht nur
selektiv fur die nachzuweisenden Analytsubstanzen sein, sondern auch bei sich dndernder
Matrixzusammensetzung reproduzierbare Ergebnisse liefern.

Vorraussetzungen flr das Clean up war, dass es moglichst ressourcenschonend und kosten-
gunstig ist. Daher wurden bei weiteren Tests die Menge des Lésungsmittels und die Menge
des Kieselgels flr das Clean up untersucht. Hier zeigten sich fur 1 g aktiviertes Kieselgel die
besten Ergebnisse (die Wiederfindungsraten lagen zwischen 80 und 120%). Problematisch
sind die Analytsubstanzen Bisphenol C2, G und PH. Sie lieferten lediglich Wiederfindungsra-
ten von 55 bis 70 %. Die Gemeinsamkeit der drei Analyten mit niedriger Wiederfindung liegt
in der Substitution am Phenylring in ortho-Stellung zur Hydroxylfunktion. Somit ist mitunter
eine sterische Hinderung dieser Hydroxyl-Funktion mdglich, sodass die Wechselwirkungen
mit der Kieselgelphase geringer werden als fur die anderen Analyten.

Nach dem Abrotieren des Methanols wird das Extrakt in einen 1 mL Malkolben tberfiihrt.
Davon werden 500 pl fiir das Clean up verwendet. Dieser wird auf eine Kieselgelphase aufge-
tragen, welche vorher mit 10 mL Hexan (Entfernung von unpolaren Stdrsubstanzen und Be-
netzen der Festphase) konditioniert wurde. Nach der Aufgabe des Extraktes wird die Sdule
mit 10 mL Hexan gewaschen, um unpolare Matrixbestandteile zu entfernen. Die Elution er-
folgt dabei mit Hilfe von Methanol. Durch Hexan sind andere polare Matrixbestandteile nicht
entfernbar. Die Mobilisierung erfolgt gleichzeitig mit den Analytsubstanzen bei Elution mit
Methanol. Die Elution mit Methanol an einem Hausstaub ist in Abb. 30 auf der nachfolgen-
den Seite erkennbar. Durch das Methanol wird auch polare Matrix mobilisiert. Dies ist an den

verschiedenen Fronten ersichtlich.
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Abb. 30: SPE-Clean up mittels aktiviertem Kieselgel, Elution mit Methanol

Es muss entweder die Extraktion so gewéhlt werden, dass die Matrix diskriminiert werden
kann, oder das Clean up muss variiert werden. Die Extraktion ist mit Methanol als Lésungs-
mittel nach den oben genannten Schritten festgelegt. Andernfalls wére hier schon mit einem
Verlust und keiner erschopfenden Extraktion der Analytsubstanzen zu rechnen. Beim Clean
up muss also im ersten Schritt die unpolare Matrix entfernt werden. Danach muss die Elution
so polar gewahlt werden, dass gerade die Bisphenole wieder eluieren, die polare Matrix aber
an der Kieselgelphase adsorbiert bleibt.

Methanol als Elutionsmittel ist nicht geeignet, da polare Matrixbestandteile ebenfalls mit den
Analytsubstanzen eluiert werden. Aceton als Elutionsmittel lieferte keine vollstandige Elution
aller Bisphenole. Durch ein 1:1-Gemisch aus Aceton/Hexan als Elutionsmittel konnte in Vor-
versuchen gezeigt werden, dass eine Elution der Analyten mdglich ist. Gleichzeitig bleiben
Matrixbestandteile in der Festphase zuriick, da sie polarere Elutionsmittel benétigen.

Weitere Tests wurden mit Aceton/Hexan als Elutionsmittel durchgefiihrt. Hierbei zeigte sich,
dass die Analytsubstanzen auch durch dieses Methode eluiert wurden, dennoch konnte auch
hiermit die stérende Matrix groftenteils nicht entfernt werden. Besonders das Chlorophyll
war auch in den Clean up-Extrakten noch an der griinen Farbe erkennbar. Scan-Messungen
mit der GC-MS/MS lieferten die in Tab. 16 (S. 70) aufgelisteten Stdrsubstanzen, die noch
vorhanden waren und mittels Massenspektrum und Vergleich der NIST-Datenbank identifi-

ziert werden konnten.
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Tab. 16: Detektierte Substanzen nach NIST-Datenbank-Vergleich

Olséure (methyliert) 112-80-1
Dehydroabietinsaure (methyliert) 1740-19-8
Abietinsdure (methyliert) 514-10-3
Cholesterol (methyliert) 57-88-5

Zur Entfernung von Farbstoffen wie Chlorophyll konnte graphitierter Ruf} verwendet werden.
An diesem Material adsorbieren die Farbstoffe und kénnen so zurlick gehalten werden. In
Kombination mit Natriumsulfat als Trocknungsmittel entstand so eine geschichtete Kartusche
[69]. In nachfolgender Abb. 31 ist die verwendete geschichtete SPE wéhrend der Elution dar-

gestellt.

Lild & R ARSGA

Abb. 31: SPE-Clean up mittels aktiviertem Kieselgel und GCB

Graphitierter Rul ist &hnlich der Graphitstruktur in Schichten aufgebaut. Dieser wird tech-
nisch aus Ol oder Ethin durch unvollstandige Verbrennung hergestellt. Durch eine anschlie-
Rende Warmebehandlung wird dann daraus graphitierter RuR hergestellt [70]. Dadurch ent-
steht eine hochreine Oberflaiche, an der Matrix durch vorrangig van-der-Waals-
Wechselwirkungen adsorbieren kénnen. Durch die geschichtete Struktur adsorbieren planare
Bestandteile. Dadurch kénnen Farbstoffe und pflanzliche Matrixkomponenten entfernt wer-

den. In der vorliegenden Arbeit wurde das GCB eingesetzt, um das im Full Scan ermittelte
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Chlorophyll entfernen zu kénnen. In Abb. 30 auf Seite 69 ist ersichtlich, dass ohne Verwen-
dung von GCB der griine Pflanzenfarbstoff an der ersten Front miteluiert wurde. Dies konnte
durch die Verwendung von GCB in Abb. 31 auf Seite 70 vermieden werden. Die optimierten
Parameter sind im Aufarbeitungsschema in Abb. 35auf Seite 76 aufgefihrt.

4.4.3 Einsatz eines Keepers bei der Aufarbeitung

Eine weitere Unsicherheit in der Methodenentwicklung ist die Entfernung des Lésungsmittels
vor den weiteren Aufreinigungsschritten. Durch den Dampfdruck jeder Analytsubstanz be-
steht die Mdglichkeit, dass bei der Vakuumdestillation vom Ldsungsmittel Verluste durch
Verschleppen entstehen kénnen. Die Zugabe eines Keepers kénnte diese Verluste verhindern
bzw. minimieren. Ein Keeper besitzt eine hohere Siedetemperatur als das verwendete L6-
sungsmittel, aber dhnliche Losemitteleigenschaften. Somit kénnen sich die Analytsubstanzen
im Keeper 16sen und werden nicht falschlicherweise mit dem Ldsemittel "mitgeschleppt”, was
zu verminderter Wiederfindung fiihren kann. Da das Extraktionsmittel Methanol ist, sollte es
sich bei dem Keeper also um einen Alkohol mit &hnlichen Ldsungseigenschaften handeln. Die
Wahl fiel deshalb auf n-Propanol und iso-Propanol. Die Versuche sind nachfolgend darge-
stellt.

120

100 -

80 -

m ohne Keeper
W jso-Propanol

® n-Propanol
40 -

Wiederfindungsrate in %
D
o

AF FL S

Abb. 32: Wiederfindungsraten beim Abrotieren mit und ohne Einsatz eines Keepers

Beim Abrotieren des Losungsmittels wurden keine Verluste im inakzeptablen Bereich festge-
stellt. Im Vergleich mit iso-Propanol ergeben sich keine Verbesserungen oder Verschlechte-
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rungen der Wiederfindung. n-Propanol liefert tendenziell leicht hthere Wiederfindungen, die-
se stehen aber in keinem Verhaltnis zum Aufwand. Deshalb wurde bei der weiteren Metho-
denentwicklung auf Zusétze von Keepern verzichtet.

Fur weitere Versuche wird also die bisher ermittelte Methodik genutzt, um diese auf Realpro-

ben anzuwenden und die Nutzbarkeit zu untersuchen.

4.4.4 'Sonderfall Bisphenol C": Diskussion um "'selektive Ubergénge

Wie wichtig die Abtrennung stérender Matrixkomponenten und die Wahl von spezifischen
Ubergéangen der einzelnen Analyten ist, zeigte sich bei der Anwendung der optimierten Me-
thode auf reale Hausstaubproben. Die Erstellung einer MRM-Methode erfolgte mit der Auto-
SRM-Madglichkeit, welche von der Thermo Scientific-Methode zur Verfugung gestellt wurde.
Dabei wurde im ersten Schritt ein Full Scan der Standardsubstanz von Bisphenol C durchge-
fiihrt. Das Programm zeigt die intensivsten Massenfragmente an. Fir Bisphenol C ergab sich
das Masse-zu-Ladungsverhaltnis von 238,1 als intensivstes Precursor-lon. Im nachsten Schritt
wurde dieses lon fragmentiert. Dabei entstanden Produkt-lonen-Fragmente, welche wiederum
nach der Intensitat geordnet aufgezeigt werden. Den Schluss bildet die Optimierung der Kolli-
sionsenergie, um die groRtmogliche Ausbeute fir den gewahlten Ubergang zu erzielen.

Das Precursor-lon muss nicht zwangsweise das Molekdlradikalkation sein, da in der ersten
lonisierung standardisiert 70 eV in der GC-MS eingesetzt werden. Dadurch ist das Molekul-
radikalkation mitunter nicht das intensitatsstarkste lon im Massenspektrum. Fiir das konkrete
Beispiel von Bisphenol C soll die Wahl des Ubergangs deutlich werden:

Zur Ermittlung des SRM-Ubergangs wurde eine Standardldsung von Bisphenol C vermessen.
Nach der Derivatisierung mit TMSH ergab sich der Ubergang von m/z 238,1 zum m/z 152,1
und m/z 238,1 zum m/z 223,1. Dabei ist das Masse-zu-Ladungsverhaltnis von 238,1 durch
zwei i-Spaltungen von Chlor aus dem Molekilradikalkation entstanden. Bei der Messung von
aufgearbeiteten Hausstaubproben wurden hier Matrixeffekte deutlich, welche eine Quantifi-
zierung nicht moglich machten. Somit ist zu sagen, dass die Masse-zu-Ladung 238 auch als
Interferenz in der Matrix vorhanden ist. Der Selektivitatsgewinn bei einem SRM-Ubergang ist
damit hinféllig, weil das Precursor-lon auch als Interferenz vorhanden ist.

Die nachfolgende Abb. 33 soll dies verdeutlichen. Hier wurde eine aufgearbeitete Hausstaub-
probe dotiert. Die stdrende Matrixkomponente unterscheidet sich nur marginal von der des
Analyten, somit wére eine eindeutige Quantifizierung nicht mehr gewahrleistet.



Ergebnisse 73

35 7 ——Ubergang 238,1 --> 223,110 eV
3 —— Ubergang 238,1 --> 152,1 34 eV
S 3
g
2,5 -
2 Bisphenol C

50 pg/ul dotiert

Intensitat in cps

15,5 15,7 15,9 16,1 16,3
Retentionszeit in min

Abb. 33: Interferenzprobleme bei ausgewahlten Ubergangen fiir Bisphenol C

Die Wahl eines selektiveren Ubergangs war somit notwendig. Es wurde daher das Molekiilion
als Precursor gewéhlt, obwohl die Intensitdt geringer ist, als das zuvor ausgewahlte Massen-
fragment. Die Ubergéange ergaben sich zu m/z 308,1 zum m/z 223,1 und m/z 308,1 zum m/z
238,1. Hierbei ist deutlich gezeigt, dass ein intensiver Ubergang in der Standardlésung noch
nicht fur die endgiltige Methode geeignet sein kann. Wé&hlt man das falsche Precursor-lon
aus, so wird der Ubergang nicht selektiv genug sein, um eine matrixfreie Quantifizierung
durchfihren zu kénnen und man erhalt falsch-positive Ergebnisse. Durch die Nutzung des
Molekiilions als Precursor wird der Ubergang wieder selektiv und das Problem tritt nicht
mehr auf. Bei den anderen untersuchten Bisphenolen wurden ebenfalls die jeweiligen Mole-

kiilionen als Precursor fiir einen selektiven Ubergang ausgewahlt.

445 Wiederfindungsrate, Mess- und Methodenprazision in Hausstaub

Die Wiederfindungsraten wurden an einer originalen Hausstaubprobe durchgefihrt, welche
mit 20 pg/ul des Mischstandards dotiert wurde. Diese Probe wurde sechs Mal eingewogen
und nach der optimierten Hausstaubmethode aufgearbeitet. Nachfolgend sind in Abb. 34 auf
Seite 74 die Wiederfindungen grafisch mit der ermittelten Methodenprézision dargestellt.
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Abb. 34: Wiederfindungsrate der dotierten Hausstaubproben mit Methodenprazision

Bisphenol A, Bisphenol F und Bisphenol S sind in der Bestimmung der Wiederfindungsrate
nicht mit aufgefihrt, da sie sich in der Hausstaubprobe befunden haben und somit ein ver-
falschtes Ergebnis ermittelt werden wirde. Auch Bisphenol C wurde in der Hausstaubprobe
detektiert und liefert somit leicht erhdhte Wiederfindungsraten und ist deshalb nicht aufge-
fuhrt. Alle Wiederfindungsraten befinden sich im akzeptablen Bereich von 80 bis 120 %. So-
mit ist die optimierte Hausstaubmethode gut fur die Qualifizierung und Quantifizierung von
Bisphenolen in Hausstaubproben geeignet. In der folgenden Tab. 17 auf der nachfolgenden
Seite sind die Methodenprazisionen noch einmal tabellarisch dargestellt. Hierbei werden alle
Schwankungen innerhalb der gesamten Methode berlicksichtigt. Da hier alle Prazisionen un-
terhalb von 20 % liegen, kann von einer prézisen Methode gesprochen werden.

Bisphenol A, S und F waren bereits in der untersuchten Probe vorhanden, deshalb war fur die
Quantifizierung im gewahlten Kalibrationsbereich ein zusatzlicher Verdinnungsschritt not-

wendig, der zu einer geringen Verschlechterung der Prézision fuhrte.
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Tab. 17: Methodenprézision fur die Aufarbeitung von Hausstaub (in %)

A AF AP B BP C C2 E F FL
13,9 2,3 11,9 8,9 7,8 9,5 14,6 10,2 17,8 5,6
G M P PH S TMC V4
13,5 17,0 8,8 8,2 18,0 4,5 9,2

Die Messprézisionen zeigen nur die Schwankungen innerhalb der Messung einer Probe an,
dabei werden Aufarbeitungsschritte und die Extraktion nicht berlcksichtigt. Es kommen nur

die messtechnischen Unsicherheiten zum Tragen.

Tab. 18: Messprézision fur die Aufarbeitung von Hausstaub (in %)

A AF AP B BP C C2 E F FL
2,5 4,2 3,6 2,0 3,1 2,5 2,2 2,1 1,5 4,2
G M P PH S TMC Z
2,5 4,1 4,8 6,7 4,0 3,1 3,4

Der Erwartungswert der Bisphenole in Hausstaubproben ist sehr unterschiedlich. Bisphenol A
ist bereits in einigen Studien untersucht wurden. Hier ergeben sich Gehalte von
50 bis 3870 ng/g. Fur alle anderen Bisphenole existieren keine Erwartungswerte. Anhand der
Produktionsmengen sind Bisphenol S und F in deutlich geringeren Gehalten vermutbar. Die
restlichen Bisphenole sind nur im Ultraspuren- bis Spurenbereich zu erwarten. Somit ist eine
hohe Anforderung an die Aufarbeitung sowie an die Messapparaturen gegeben. Des Weiteren
wird es notig sein, verschiedene Kalibrationsbereiche fir die unterschiedlichen Erwartungs-
werte zu erstellen. Die Hauptbelastung sollte hier Bisphenol A darstellen, dennoch soll die
Methode auch fir Spurenbereiche der restlichen Bisphenole entwickelt werden. Die optimier-
te Methode fir die Hausstaubaufarbeitung ist in Abb. 35 auf der nachfolgenden Seite abgebil-
det.
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Hausstaubaufarbeitung
Bisphenole (GC-MS/MS)

Insgesamt 3 Extraktionen

\ 4

Einwaage von 1 g Hausstaub
in Headspacevial 20 mL

\

Ultraschallbad
10 min, Raumtemperatur

A 4

Zentrifuge
5 min bei 4000 rpm

h 4

Rotationsverdampfer
Aufca. 500 ul einengen,
In 1 ml MaBkolben Gberflihren

N

SPE Clean up

2g  Aktiviertes Kieselgel
0,25 g Natriumsulfat

0,1g Graphitierter RuR

v

Rotationsverdampfer
Aufca. 200 ul einengen,
In GC-Vial Gberfihren

)

Abblasen mit Argon + Auffiillen
(950 pl Toluol, 50 pl IST (1 ng/ul)

v

Standardaddition in Insert
BP-Mix + BPAF d4, Abblasen
(+20, +40 , +60, +80 pg/ul)

V

Derivatisierung mit TMSH:
80 ul Extrakt
20 ul TMSH

v

Messung GC-MS/MS (MRM)

Abb. 35: Aufarbeitungsschema der Hausstaubproben

l&————— Zugabe von 40 pl Surrogat (BPAF d4, 1 ng/ul)
h— Zugabe von 10 ml Methanol (pestilyserein)

L > MeOH-Uberstand abnehmen in 50 mL Spitzkolben

Verdlnnungsschritt1:1 !

1.10 mL n-Hexan zur Konditionierung

2. Aufgabe 500 pl Extrakt

3.10 mL n-Hexan zum Waschen

4.9 mL Aceton/n-Hexan (1:1 v/v) Elution
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4.5  Methodenentwicklung fur die Thermopapiere

45.1 Methodenoptimierung

Die Methodenentwicklung zur Quantifizierung von Bisphenolen in Thermopapier erfolgte aus
den Betrachtungen und Entwicklungen fiir die Hausstaubmethode. Da eine 10-mindtige Ultra-
schallextraktion fir die Hausstaubproben ausreichend war, wurden die Thermopapierproben
auch mit dieser Methode extrahiert. Dabei konnte auf eine wiederholte Extraktion verzichtet
werden. Die Bisphenole liegen als Entwicklersubstanz innerhalb der thermoaktiven Schicht
des Thermopapieres ungebunden vor. Somit sind die Analytsubstanzen im Vergleich zu ande-
ren Matrices deutlich leichter zugéanglich.

Ein Clean up war aber auch fiir die Thermopapierproben notwendig, da bei der Extraktion mit
Methanol auch der Farbstoff extrahiert wird, welcher anschlieBend in der
chromatographischen Auswertung stort. Durch das Methanol wird der Farbstoff in seine
protonierte Form Gberflhrt. Dies war an der violetten Farbung des Methanol-Extrakts erkenn-
bar. Die Notwendigkeit eines Clean ups ist in Abb. 36 erkennbar. Hier wurde ein
Chromatogramm des Extraktes ohne weitere Aufreinigungsschritte aufgenommen (blaues
Chromatogramm). Unter diesen Bedingungen ist keine Quantifizierung mdglich, da der Farb-
stoff und andere Matrixbestandteile stéren, die ebenfalls eine Absorbanz bei der Wellenldnge
von 230 nm aufzeigen. Im Vergleich dazu ist ein Chromatogramm mit Kieselgel als
Aufreinigungsschritt aufgenommen (rotes Chromatogramm). Dadurch ist eine Quantifizie-

rung der einzelnen Bisphenole mdglich.
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Abb. 36: Chromatogramm mit und ohne Kieselgel-Clean up (230 nm)
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Die Entwicklung einer Kieselgelaufreinigung geht von der optimierten Aufreinigung fur die
Hausstaubproben aus. Dabei zeigten sich gute Ergebnisse mit aktviertem Kieselgel als Fest-
phasenmaterial. Das GCB sollte den verwendeten Farbstoff zuriick halten, da dieser das
Chromatogramm stérte. Der Einsatz von 1 g Kieselgel wegen der vermuteten geringeren Mat-
rixbelastung und zur Reduzierung des Materialverbrauchs war nicht moglich. Hier gab es bei
der Auswertung des Chromatogramms Interferenzen, welche eine Integration nicht mdglich
machten. Auf Natriumsulfat wurde verzichtet, da nicht von einer Wasserbelastung der Ther-
mopapiere ausgegangen wird.

Bei ersten Testversuchen mit einer Aufreinigung nach dem Schema der Hausstaubproben
konnten nur geringe Wiederfindungsraten der Analytsubstanzen festgestellt werden. Beson-
ders Bisphenol S stellte sich als schwierig heraus. Hier wurden die groten Verluste innerhalb
der Aufarbeitung festgestellt. Deshalb ist der Einfluss vom graphitiertem Rul getestet wor-
den. Ein Verzicht des GCB war aufgrund des Farbstoffes nicht moglich. Dieser eluierte ohne
GCB-Einsatz mit den Analytsubstanzen und konnte so nicht entfernt werden. Der Einfluss
von GCB auf die Wiederfindungsraten ist in Abb. 37 gezeigt. Die Ergebnisse stammen dabei

aus Tests ohne Mehrfachbestimmung.
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Abb. 37: Wiederfindungsrate bei Variation der Menge an graphitiertem Rul}

Bisphenol F und Bisphenol B befinden sich genau im Bereich der Stérungen durch die Mat-

rix, daher konnten sie bei der Betrachtung nicht beriicksichtigt werden. Die Uberbefunde von
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Bisphenol TMC und Bisphenol kénnen nur durch Matrixprobleme erklért werden. Durch das
GCB werden auch die Bisphenole teilweise zuriick gehalten und adsorbieren am Material.
Dadurch sind geringere Wiederfindungsraten feststellbar. Dieser Effekt steigt mit dem Einsatz
des GCB. So sind bei Einsatz von 100 mg RuR bis zu 40 % geringere Wiederfindungsraten als
bei halber GCB-Einwaage feststellbar. Es ist somit ein moglichst geringer Einsatz dieses Ma-
terials gefordert, um die Verluste bei der Aufarbeitung so gering wie moglich zu halten.
Trotzdem muss der Farbstoff komplett entfernt werden, da er sonst die Quantifizierung storen
wirde. Fir weitere Untersuchungen wurde mit einer Einwaage von 50 mg GCB gearbeitet.

Die Elution mit einem 1:1-Gemisch von Aceton/Hexan fuhrte fir Bisphenol S ebenfalls zur
Verringerung der Wiederfindungsrate. Fur alle anderen Bisphenole reicht die Elutionskraft
dieses Gemisches aus, um zu zufriedenstellenden Ergebnissen zu fiihren. Bisphenol S konnte
wie in Abb. 38 gezeigt, nur mit schlechten Wiederfindungsraten von 40 bis 50 % wiederge-
funden werden. Hier ist also ein starkeres Elutionsmittel notwendig, um auch Bisphenol S

quantifizieren zu kénnen.

® 9 ml Ac/Hex Elution  ®9 ml Aceton Elution
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Abb. 38: Wiederfindungsrate bei Variation der Elutionsmittelstarke

Durch den Einsatz von reinem Aceton konnte die Wiederfindungsrate von Bisphenol S auf

circa 80 % gesteigert werden und liegt somit im akzeptablen Bereich.
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Diese Variation ergibt eine optimierte Aufreinigung fur Bisphenole in Thermopapier. Die
Wiederfindungsraten der optimierten Methode sind nachfolgend in Abb. 39 aufgefiihrt. Hier-
zu wurde Thermopapier, welches keine Bisphenole enthielt, mit einem Bisphenol-Stammmix
dotiert und aufgearbeitet. Die Wiederfindungen befinden sich im akzeptablen Bereich von
80 bis 120 %.
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Abb. 39: Wiederfindungsrate der dotierten Thermopapierproben mit Standardabweichung

Die im Rahmen der Dissertation erstellte Methode zur Extraktion und Aufreinigung der
Bisphenole in Thermopapier ist in Abb. 40 auf Seite 81 schematisch dargestellt. Die Extrakti-
on der zerkleinerten Thermopapierproben erfolgte dabei unter Zugabe von 10 mL Methanol in
einem Headspace-Vial mittels Ultraschall. Um stérende Schwebstoffe, den Farbstoff und wei-
tere Matrixbestandteile abzutrennen, wurde der Extraktionsansatz zunéchst zentrifugiert und
anschlieBend ein Aliquot von 100 pL dem Clean up mittels Minikieselgelkartusche zugefiihrt.
Nach Elution der Bisphenole wurde der gereinigte Extrakt am Rotationsverdampfer
aufkonzentriert, danach mit Methanol auf ein definiertes Volumen eingestellt und abschlie-
Rend mittels HPLC-DAD/FLD vermessen.
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Thermopapieraufarbeitung
Bisphenole (HPLC + GC-MS/MYS)

Einwaage von 50 mg Thermopapier
in Headspacevial 20 mL (2x2 mm Stiicke)

&——— Zugabe von 10 ml Methanol (pestilyserein)
A4

Ultraschallbad
10 min, Raumtemperatur

Y

Zentrifuge
5 min bei 4000 rpm

> MeOH-Uberstand abnehmen in GC-Vial
A 4
SPE Clean up 1. 10 mL n-Hexan zur Konditionierung
2 g  Aktiviertes Kieselgel - Aufgabe 100 pl Extrakt

2
0.05 ¢ Graphitierter Ruf 3. 10 mL n-Hexan Zlfm Waschen
4.9 mL Aceton Elution

A4

Rotationsverdampfer
Auf ca. 200 pl einengen,
In GC-Vial iiberfiihren

A4

Abblasen mit Argon + Auffiillen
(1000 ul MeOH)

/\

Verdiinnung 1:10 10 ul in GC-Vial
mit MeOH Abblasen mit
Argon
v v
HPLC-UV/VIS Derivatisierung:

900 pl Toluol
50 pl IST (Fluoranthen d10, Ing/pl)
50 ul TMSH

v
GC-MS/MS

Abb. 40: Aufarbeitungsschema fur die Messung von Bisphenolen in Thermopapier

Fur eine weiterfihrende Analyse mit der entwickelten und empfindlicheren GC-MS/MS-
Methode mussten die Lésungen um einen Faktor 10 verdiinnt und anschlieBend derivatisiert

werden.
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4.6  Migrationsuntersuchungen an Trinkflaschen

4.6.1 SPE-Methodenentwicklung

Die SPE (solid phase extraktion) ist eine geeignete Extraktionsmethode fur Analyten aus flis-
sigen Matrices. Hierbei adsorbieren die Analytsubstanzen an dem gewahlten SPE-Material
und kénnen so von stérenden Matrixinterferenzen und dem flissigen Kompartiment getrennt
werden. Dadurch ist eine Anreicherung des Analyten moglich. Im konkreten Fall wurde die
SPE benutzt, um die Analytsubstanzen aus den Migrationsldsungen anreichern zu kénnen und
somit niedrigere Nachweis- und Bestimmungsgrenzen zu erreichen. Durch den sukzessiven
Ersatz und Vorsorgeverbote von Bisphenol A in Sauglingsflaschen drangen neue BPA-freie
Produkte auf den Markt. Um die Bisphenole in geringen Konzentrationen bei Migrationslo-
sungen untersuchen zu konnen, ist die Festphasenextraktion als Anreicherungsmethode opti-
mal geeignet.

Fur eine erfolgreiche SPE sollte die Wiederfindungsrate der Analyten etwa 80 bis 120 % be-
tragen. Dafur mussen die vier Schritte der SPE optimiert werden. Diese bestehen im Wesent-
lichen aus der Konditionierung der SPE-Phase, der Beladung des Materials mit den zu unter-
suchenden Substanzen, anschlielend eventuell einem Waschschritt und zum Abschluss dem
Eluieren der Analytsubstanzen vom SPE-Material. Als Erstes sollte in Vorversuchen ermittelt
werden, welches Material am besten fur die Extraktion von Bisphenolen aus wassrigen Matri-
ces geeignet ist. Des Weiteren ist wichtig, ob die Analyten an dem Material adsorbieren und
anschlieBend wieder mit einem Lésemittel vom SPE-Material eluiert werden konnen.

Die in Tab. 19 ersichtlichen SPE-Materialien wurden zur Testung benutzt.

Tab. 19: Verwendete SPE-Materialien zur Methodenentwicklung

Hersteller Bezeichnung Materialart

Macherey Nagel Chromabond® C18 ec C18 Material, Kieselgel

Macherey Nagel Chromabond® CgHs Phenyl-Phase

Macherey Nagel Chromabond® HR-P Polystyrol-Divinylbenzol Copolymer
Macherey Nagel Chromabond® Easy Polystyrol-Divinylbenzol Copolymer
Agilent Bondesil PPL Polystyrol-Divinylbenzol Copolymer
Agilent Bond Elut PLEXA Polymer-Material
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Bei der Konditionierung wurde fir alle Materialien gleich verfahren. Um die hydrophobe Bar-
riere zu durchbrechen, wurde von einem unpolaren Losemittel bis hin zu Wasser, welches mit
Salzsdure auf einen pH-Wert von 2 angesauert wurde, benutzt. Die Reihenfolge ist hierbei:

5 mL n-Hexan—> 5 mL Ethylacetat — 10 mL Methanol — 10 mL bidest. Wasser (pH = 2).
Zur Untersuchung des Elutionsverhaltens wurden die Sdulen jeweils konditioniert und die
Mischstammldsung (Endkonzentration: 50 pg/ul) direkt auf die konditionierte Sdule pipettiert.
AnschlieBend wurden Fraktionen von 1,5 ml in jedes GC-Vial genommen, bis ins Trockene
abgeblasen und mit TMSH derivatisiert. Es zeigte sich, dass die besten Ergebnisse mit Me-
thanol und Aceton erzielt wurden. Die Elution erfolgt mit 4 ml Methanol/Aceton-Gemisch im
Volumenverhéltnis 1:1. Die Festphasenmaterialien Bondesil PPL und Bond Elut PLEXA der
Firma Agilent lieferten die besten Wiederfindungsraten. Das PPL-Material liefert sowohl fiir
die polaren, als auch fir unpolare Analyten gute Wiederfindungsraten. Dies gelang bei den
"klassischen" Materialien wie C18 endcapped und Phenylphase nicht in vollem Malie. Hier-
bei werden polare oder unpolare Analytsubstanzen diskriminiert und so ist keine
Analytanreicherung fur die komplette Bandbreite moglich. Die Endergebnisse sind in Tab. 20

dargestellt.

Tab. 20: Wiederfindungsraten der SPE-Materialien mit dotiertem Wasser (in %)

C18ec CeHs HR-P Easy Plexa PPL
Bisphenol A 124 122 132 123 100 105
Bisphenol AF 95 95 109 107 99 99
Bisphenol AP 132 132 71 93 117 117
Bisphenol B 103 101 96 98 101 101
Bisphenol BP 125 127 43 71 101 101
Bisphenol C2 102 93 92 88 97 95
Bisphenol C 118 110 95 97 118 118
Bisphenol E 100 92 98 94 96 96
Bisphenol F 103 45 109 99 103 101
Bisphenol FL 112 132 38 64 102 105
Bisphenol G 95 77 78 82 85 81
Bisphenol M 123 132 65 83 94 94
Bisphenol P 115 122 32 60 88 91
Bisphenol PH 89 95 14 35 84 60
Bisphenol S 119 43 117 135 106 107
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Fortsetzung Tab.20: Wiederfindungsraten der SPE-Materialien mit dotiertem Wasser (in %)

Bisphenol TMC

123

113

74

92

91

90

Bisphenol Z

123

122

72

83

113

111

4.6.2 Methodenentwicklung fur Simulanzlésungen

Fir die Migrationsuntersuchungen von Lebensmittelkontaktmaterialien aus Kunststoff findet
die Verordnung (EU) Nr. 10/2011 Anwendung. (“Uber Materialien und Gegenstande aus
Kunststoff, die dazu bestimmt sind, mit Lebensmitteln in Berhrung zu kommen™). In dieser
Verordnung sind sowohl die Standardbedingungen, als auch die Simulanzlésungen fiir ver-
schiedene Lebensmittelarten festgehalten und standardisiert. Bei der Untersuchung der nach-
folgenden Trinkflaschen wurden deshalb diese VVorgaben angewendet. Fir die Untersuchun-
gen wurden deshalb wéssrige Getranke sowie Safte und Milchprodukte ausgewahlt, um eine
breite Aussagekraft zu erhalten. Diese Auswahl fiihrte zu den verwendeten
Simulanzldsungen. Dabei werden fettige Getréanke, wassrige Getranke und auch Flussigkeiten
mit Saure bertcksichtigt. Auch die Migrationsbedingungen sind hier vorgegeben. Als Misch-
kalkulation fur eine tdgliche Benutzung wurde eine Migration von 2 Stunden bei 70 °C
durchgefuhrt. Hierbei werden "jegliche Kontaktbedingungen bericksichtigt, die eine Erhit-
zung auf 70 °C bis zu 2 Stunden lang oder auf 100 °C bis zu 15 Minuten lang umfassen und
denen keine Langzeitlagerung bei Raumtemperatur oder unter Kiihlung folgen." [71].

Hierbei wurden Simulanzlésungen mit 50 pg/pl Endkonzentration dotiert und genauso wie die
spateren Migrationslésungen aufgearbeitet. Dabei wurden die nachfolgenden Wiederfin-

dungsraten in einer Dreifachbestimmung ermittelt (siehe Abb. 41).
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Abb. 41: Wiederfindungsraten der Methode mit dotierten Proben (Surrogat berticksichtigt)

Die untersuchten Trinkflaschen werden fiir Getrdnke und Milcherzeugnisse im Fall der Sdug-
lingsflaschen genutzt. Die VO (EU) 10/2011 definiert fir jeden Verwendungszweck
Simulanzl6sungen, die fir den jeweiligen Bereich zur Simulation benutzt werden sollen. Fur
klare Getranke mit einem Alkoholgehalt von weniger als 6 VVol.-% werden daher Lésungen
mit 20 Vol.-% Ethanol und 3 Gew.-% Essigsaure verwendet. Trilbe Getrénke, wie Safte und
Softdrinks mit Fruchtfleisch, werden mit 3 Gew.-% Essigsdurelosung und 50 Vol.-%
Ethanollésung simuliert. Fur Milcherzeugnisse, wie sie Sauglingsflaschen beinhalten, werden
50 Vol.-% Ethanollésung verwendet [8].

Die Zugabe von Salpetersdure auf einen pH-Wert von ca. 2 soll die Bisphenole in ihrer
protonierten Form behalten und einen Durchbruch der Analytsubstanzen vermeiden. Hierbei
zeigten sich jedoch erhohte Standardabweichungen im Vergleich zu nicht angesduerten Pro-
ben, sodass auf eine pH-Wert Einstellung im Vorfeld der SPE verzichtet wurde. Ein Ansduern
der Proben im Vorfeld war daher nicht notwendig.

Die Simulanzlésung mit 50 Vol.-% Ethanol muss vorher abrotiert werden, da der hohe Anteil
an Ethanol in der Losung zu einer Elution der Analytsubstanzen fuhrt und somit die Wieder-
findung stark sinkt. Fur Simulanzldsungen mit 20 Vol.-% Ethanol ist dies nicht der Fall, hier
kann eine SPE ohne vorheriges Abrotieren des Ethanols durchgefihrt werden. Das Aufarbei-
tungsschema fiir die Migrationsuntersuchungen ist nachfolgend in Abb. 42 auf Seite 86 dar-

gestellt.
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Migrationsuntersuchungen fiir Trinkflaschen
Aufarbeitung Bisphenole (GC-MS/MS)

Zugabe von jeweils 50 pl
[ €——— Swrrogat
(BPAF d4 + BPA d16, L ng/pl)

Befiillen der Trinkflasche
mit Migrationslésung (voll)

z/v

Wiissrige Migration: Saure Migration: Fettige Migration:
Ethanol 20 Vol .-% Essigsaure 3 Gew.-% Ethanol 50 Vol .-%
Migration 2 h bei Migration 2 h bei Migration 2 h bei

70°C 70°C 70°C

v

Rotationsverdampfer
Ethanol abrotieren

o~ 1. Konditionierung: Sml Hexan. 5 mL EtAc, 10 mL MeOH, 10 mL H,O (pH2)

i N . . 2. SPE: Wasserprobe durchziehen mit ca. 1-2 Tropfen/sec. (940 mbar ->= 900 mbar)
(_%_lqstasel‘tllter djwk 3. Waschen: 10 mL H,O (pH2)

500mg Bondesil PPL 4. Trocknen: Vakuum ziehen fiir ca. 60 min (400 mbar), Argon ca. 60 min
Glasfaserfilter dick 5. Flution: 4 mL MeOH/Aceton (1:1) in 10 mL Spitzkolben

v

Rotationsverdampfer
aufca. 200 pl einengen,
in GC-Vial iiberfithren

v

Abblasen mit Argon

SPE

A 4
Derivatisierung mit TMSH:
900 pl Toluol
50 ul IST (Fluoranthen d10, Ing/pl)
50l TMSH

v

Messung GC-MS/MS (MRM)

Abb. 42: Aufarbeitungsschema fiir die Migrationsuntersuchungen in Trinkflaschen
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4.7  Ergebnisse der Hausstaubproben

Untersucht wurden insgesamt 19 Hausstaubproben aus Wohnungen und Hausern, welche in
den Jahren 2017 und 2018 genommen wurden. Die Proben stammten aus handelsiblichen
Staubsaugern und wurden entweder im Staubsaugerbeutel oder in einer PE-T(te zugeschickt.
Zu jeder Hausstaubprobe wurde ein Fragebogen ausgefullt, der die aktuelle Wohnungssituati-
on ermitteln sollte. Dabei wurden die Personen nach den in der Wohnung verwendeten Bo-
denbelégen und durchgefiihrten SanierungsmalRnahmen befragt. Zur Ermittlung eventueller
Punktquellen von Bisphenolen wurden auch spezifische Fragen gestellt. So kdnnte die Auf-
bewahrung von Thermopapier zu hdheren Bisphenol-Gehalten im Hausstaub fuhren. Auch der
Einsatz von PVC-Material als Bodenbelag kann so zu einem erhOhten Eintrag von
Bisphenolen flhren. Ein Musterfragebogen ist im Anhang (Abb. 54) auf Seite XVI ff. ange-
flgt.

Von den urspriinglich gelieferten Proben konnten einige nicht zur weiteren Untersuchung
verwendet werden, da hier keine ausreichende Menge der < 63 um-Fraktion zur Verfugung
stand. Zur Probenvorbereitung wurden die Proben zuerst durch ein 2 mm Retsch-Sieb und
anschlieBend durch ein 63 um Retsch-Sieb gesiebt und die < 63um-Fraktion fur die weiteren
Analysen verwendet, da hier der Hausstaub als homogen zu betrachten ist, wie aus Studien
hervorgeht.

1 g des jeweiligen Hausstaubes wurde in ein Headspace-Vial eingewogen und 3-fach mit
10 ml Methanol im Ultraschallbad extrahiert. Die Ergebnisse sind in Abb. 43 auf der nachfol-

genden Seite Ubersichtlich als Balkendiagramm dargestellt.
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Abb. 43: Ubersicht aller Bisphenole in Hausstaubproben
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Erkennbar ist, dass die Bisphenol A-Belastung verglichen mit den anderen untersuchten
Bisphenolen den Hauptanteil einnimmt. Durch seine hohen Produktionsmengen weltweit ist
es mittlerweile zu einer ubiquitdren Belastung geworden. Bisphenol A wurde in allen unter-
suchten Hausstaubproben detektiert. Die Gehalte variierten dabei von 660 bis zu 17340 ng/g.
Der Median aller untersuchten Proben betragt 3470 ng/g. Im Median bildet Uber 90% der
Bisphenol-Belastung das Bisphenol A. Allerdings zeigt die Probe HS21 aus einem frisch re-
novierten Haus, dass Bisphenol A scheinbar durch andere Strukturanaloga wie Bisphenol F
ersetzt wird. Hier war mit Abstand die groRte Belastung durch Bisphenol F in allen Haus-
staubproben feststellbar.

Durch den Fragebogen konnten keine Punktquellen in Verbindung mit Bisphenol A-
belasteten Materialien wie PVC, Thermopapier oder Ahnlichem erkannt werden. Hierbei
scheinen eine Reihe verschiedener Faktoren eine Rolle zu spielen, sodass keine direkte Korre-
lation zu einer bestimmten Lebensweise einem erhéhten Gehalt an Bisphenolen in Hausstaub
bedingt. Um dies weiter zu untersuchen, bedarf es einem groReren Probenpool und Lokalisie-
rung maoglicher Punktquellen (Verwendung von Thermopapier, Einsatz von PVC-Material),
die einen erhéhten Gehalt an Bisphenolen erklaren. Die untersuchten Hausstaubproben stellen
also eine stichpunktartige Belastungssituation in Deutschland und angrenzenden EU-Léandern
dar. Eine Ubersichtskarte in Abb. 44 auf der nachfolgenden Seite zeigt die Herkunft der un-

tersuchten Hausstaubproben innerhalb von Deutschland.
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Abb. 44: Herkunft der Hausstaubproben nach [72]
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Zwischen den untersuchten Proben aus dem Ausland und Deutschland kénnen keine gravie-
renden Unterschiede festgestellt werden. Dies lasst den Schluss zu, dass hier vorrangig die
Lebensweise der Bewohner zur Bisphenol-Belastung fiihrt und weniger L&nderunterschiede
eine Rolle spielen. Interessant ist der Vergleich mit dem Nicht-EU-Ausland. In einer Studie
wurden acht Bisphenole in 12 unterschiedlichen L&andern miteinander verglichen [73]. Hier ist
erkennbar, dass zwischen den Landern deutliche Unterschiede feststellbar waren. Die Ergeb-
nisse sind in Tab. 21 auszugsweise zusammen mit den Mittelwerten der eigenen Untersu-

chungen aufgefihrt.

Tab. 21: Bisphenol-Konzentrationen in Hausstaub (ng/g) nach [73]

BPF BPA BPB BPS BPZ BPAP | BPAF | BPP
China 1,9 670 <1 <2 <05 <05 4,4 <2
Kolumbien 69 420 <1 3,7 <0,5 <0,5 4,3 <2
Griechenland 5500 1700 <1 1500 <05 <05 4,6 <2
Indien 29 360 <1 12 <0,5 <0,5 1,7 <2
Japan 650 2800 <1 440 <05 | <05 4,8 <2
Stidkorea 1300 1100 <1 8,8 <0,5 <0,5 2,6 <2
Kuwait 78 390 <1 38 <0,5 <0,5 3,2 <2
Pakistan 56 100 <1 10 <05 <05 1,3 <2
Ruménien 41 680 <1 380 <0,5 <05 0,88 <2
Saudi Arabien 160 1100 <1 110 <0,5 <0,5 2,5 <2
USA 4400 3800 1,1 2,1 <05 0,5 4,7 <2
Vietnam 200 330 <1 28 <0,5 0,7 1,3 <2
Eigene Ergeb- | 249 4850 <3 262 6,9 <2 10 <2
nisse

(Die Ergebnisse sind die ermittelten arithmetischen Mittel.)

Innerhalb der Européischen Union bzw. zwischen Industrienationen sind die Werte aber mit-
einander vergleichbar. Unterschiede ergeben sich besonders zwischen Industrie- und Entwick-
lungslandern. Hier ist zum einen die Lebensweise deutlich unterschiedlich. Zum anderen exis-
tieren in einigen Landern keine Verbote von Bisphenol A, sodass hier auch keine Regulierung
dieser Materialien stattfindet. Somit ist der Aspekt des sukzessiven Ersatzes von Bisphenol A

gar nicht gegeben und es treten Strukturanaloga nicht oder nur in geringer Weise auf. Durch
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eine geringere Verwendung von Polycarbonaten kénnte auch die Bisphenol-Belastung deut-
lich geringer ausfallen.
Auch innerhalb eines Landes ist die Verteilung von Bisphenol A in den Hausstaubproben sehr

inhomogen, wie beispielhaft die Werte in Tab. 22 zeigen.

Tab. 22: Bisphenol A-Gehalte in Hausstaub aus 6stlichen Staaten der USA nach [74]

Ort Jahr Mittelwert Median Bereich

Murray, KY (12) 2010 837 420 172-2950
Hausstaub (7) 2010 520 242 172-2130
Laborstaub (5) 2010 1280 1140 445-2950

Albany, NY (28) 2006 620 701 < 0,5-1690
Hausstaub (28) 2006 620 701 <0,5-1690

Albany, NY (16) 2010 1240 452 < 0,5-10200
Hausstaub (9) 2010 836 881 135-2320
Laborstaub (1) 2010 10200

Gesamt (56) 2006 + 2010 843 422 <0,5-10200

(Die Werte in Klammern stellen die Anzahl der untersuchten Proben dar. NY = New York,
KY = Kentucky)

Vergleicht man Gehalte innerhalb der Vereinigten Staaten von Amerika, so schwanken die
Mediane innerhalb einer GréRRenordnung. In einer Publikation wurden Hausstaubproben in
Ostlichen Regionen von Amerika untersucht. Hier ergeben sich deutlich geringere Bisphenol
A-Gehalte als in anderen amerikanischen Hausstaubproben [74, 75]. Im Vergleich mit dem
globalen Median aus Studien (440 ng/g) liegt der in der Arbeit ermittelte Median um eine
GroRenordnung hoher (3470 ng/g) [73]. Hierbei ist zu beachten, dass bei der Untersuchung
auch weniger starke Wirtschafts-Nationen einbezogen wurden. Bei diesen Landern ist der
Einsatz und die Produktionsmenge von Bisphenol A nicht so hoch, folglich sollte auch die
Innenraumbelastung mit Bisphenol A nicht so groR sein. Die héchsten Bisphenol A-Gehalte
sind fiir Japan mit einem Median von 1700 ng/g sowie von Griechenland mit 1500 ng/g ange-
geben. Im Vergleich zu diesen Gehalten ist der ermittelte Wert etwa doppelt so hoch. Dies
kann zum einen in der verwendeten Menge an Bisphenol A in Deutschland im Vergleich zu
anderen L&ndern und zum anderen an der Verwendung von Alternativsubstanzen zu
Bisphenol A ufgrund von gesetzlichen Regulierungen und Vorsorgeprinzipien liegen. Die

Medianwerte von Bisphenol F und S in Japan sind mit den ermittelten Werten aus Deutsch-
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land vergleichbar. Bisphenol A kdnnte also durch Alternativen von Nicht-Bisphenolen ersetzt
worden sein, sodass insgesamt die Belastung durch Bisphenole sinkt.

Vergleicht man Proben aus landlichen Gebieten mit stadtischen Hausstaubproben, so ist kein
deutlicher Unterschied erkennbar. Tendenziell 18sst sich vermuten, dass Proben mit hohem
Menschenaufkommen auch zu einer hoheren Bisphenol-Belastung fuhren. Dennoch ist hier
kein Zusammenhang erkennbar, da die landlichen Proben ebenfalls teilweise Belastungen in
der gleichen GréRenordnung wie die Proben aus der Stadt haben.

Letztendlich ist also die Einrichtung der Wohnung und somit der Lebensstil der Bewohner
entscheidend fur die Belastungssituation. Der Eintrag durch StraBenstaub und hohes Ver-
kehrsaufkommen ist nicht belegbar. Eine Bestatigung fur diese These bilden die Hausstaub-
proben HS05 und HS22. Hierbei handelt es sich um Proben unterschiedlicher Regionen. Die
Gemeinsamkeit stellt hier das Verwandtschaftsverhaltnis dar, denn es handelt sich um Ge-
schwister, welche &hnliche Lebensstile aufweisen. Folglich sind die Gehalte der Bisphenole
miteinander vergleichbar und ahneln sich in der Belastung durch die Bisphenole A, F und S
sehr. Fir die restlichen detektierten Bisphenole gilt dieser Zusammenhang nicht. Hier sind

weitere Einflisse mdglich, die zur unterschiedlichen Belastung fiihren.

Tab. 23: Vergleich der Hausstaubproben HS05 und HS22

HS05 HS22

Gehalt in ng/g Gehalt in ng/g
Bisphenol A 3066 3659
Bisphenol F 119,2 108,7
Bisphenol S 761,1 716,5
Bisphenol AF <2 3,8
Bisphenol C 9,2 68,8
Bisphenol TMC 4,6 4,8
Bisphenol Z <2 <2
Bisphenol E <2 <2
Gesamtgehalt Bisphenole 3960 4562

In Abb. 45 auf der nachfolgenden Seite sind die Bisphenol-Gehalte ohne Bisphenol A darge-
stellt. Da Bisphenol A einen um bis zu zehnfach hoheren Gehalt als die restlichen
Analytsubstanzen aufweisen, sind die Betrachtung aller Strukturanaloga zur Ubersichtlichkeit

extra aufgefihrt.
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Abb. 45: Bisphenol-Gehalte ohne Bisphenol A in Hausstaubproben

Bisphenol S ist in allen Hausstaubproben nachweisbar gewesen. Auch Bisphenol F wurde in
allen Proben gefunden. Die restlichen Analyten sind nur vereinzelt und in Gehalten nahe der
Bestimmungsgrenze aufgetreten. Diese Werte sind in Ubereinstimmungen zu anderen Publi-
kationen, welche ebenfalls Bisphenol F und S in nahezu allen Hausstaubproben nachweisen
konnten. Auch die ermittelten Gehalte sind mit den Werten der Publikation vergleichbar [73].
Bisphenol S trat dabei in Gehalten von 38 bis zu 761 ng/g auf. Bisphenol F wurde von
15 bis 2240 ng/g nachgewiesen. Allgemein sind die hier bestimmten Gehalte von Bisphenol F
etwas geringer, Ausnahme ist hier HS21. Diese Probe enthalt im Vergleich zu den anderen
Hausstaubproben etwa 100-mal mehr Bisphenol F. Auf Nachfrage wurde bekannt, dass es
sich hierbei um eine Probe in einem neu renovierten Haus mit ca. 60 % Vinylboden handelt.
Hier lasst sich vermuten, dass als Weichmacher statt dem Bisphenol A fiir alte PVC-Bdden
mittlerweile Bisphenol F eingesetzt wird. Die Gehalte der Bisphenole decken sich weitestge-
hend mit den Messungen anderer Arbeiten [73, 75]. Tendenziell sind die Bisphenol F-Gehalte
in dieser Arbeit aber etwas hoher. Dies konnte an einem sukzessiven Ersatz von Bisphenol A
durch Strukturanaloga liegen.

Ein direkter Zusammenhang zwischen dem Auftreten von Strukturanaloga in Verbindung mit
den ermittelten Bisphenol A-Gehalten und mdglichen Eintragsquellen konnte nicht festge-
stellt werden, allerdings ist bei den untersuchten Hausstaubproben ein gegenlaufiger Zusam-

menhang zwischen Bisphenol A und F zu erkennen. Bei einem hohen Gehalt von BPA sind



Ergebnisse 95

die anderen Bisphenole nur in geringen Mallen vertreten. Zeigt sich hingegen ein erhohter
Strukturanaloga-Gehalt, weisen die Proben einen verminderten Gehalt von BPA auf.

Hier sind vor allem die Proben HS03 und HS05 zu erwéhnen. Dort ist der Bisphenol S-Anteil
sehr hoch, dafur wird Bisphenol A in geringen Gehalten gefunden, gleiches gilt fur die Proben
HS14 und HS21. Probe HS23 weist dagegen einen hohen Bisphenol A-Gehalt auf, Bisphenol
S und F sind allerdings in geringen Mengen zu finden.

Die Proben HS2, HS11, HS13, HS17 und HS24 zeigen geringere Gesamtgehalte, als die an-
deren untersuchten Proben. Alle diese Proben stammen aus Einfamilienhdusern mit wenigen
Bewohnern (zwei bis drei) und aus landlicher Gegend, entweder am Ortskern oder Ortsrand.
Deshalb liegt die Vermutung nahe, dass die Personenanzahl und die Lage der Immobilie einen

Einfluss auf die Bisphenol-Gehalte im Hausstaub haben.
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4.8  Ergebnisse der Thermopapierproben

Die Produktion von Bisphenol A fir die Herstellung von Thermopapier stellt nur ca. 0,2 %
der Gesamtproduktion dar. Rund 96 % der Produktion werden fur die Herstellung von
Polycarbonat benétigt [4]. Dennoch stellen die Thermopapiere im Bezug auf die Kontamina-
tion von Bisphenolen eine besondere Gruppe dar, da im Gegensatz zu Polycarbonat-
Produkten das Bisphenol direkt und ungebunden vorliegt. Bei Kontakt kann das Bisphenol
also dermal migrieren und muss nicht zuerst aus dem Polycarbonat heraus geldst werden. In
Urinproben von Kassiererinnen, die tglichen Kontakt mit Thermopapier haben, wurden er-
hohte Bisphenol A-Konzentrationen festgestellt [76].

Aufgrund der Erkenntnisse wurde deshalb eine Beschrankung von Bisphenol A fiir Thermo-
papier ab 2020 durch die Europdische Kommission beschlossen [77]. Der Ersatz von
Bisphenol A als Entwicklersubstanz flr diese Papiere ist deshalb notwendig. Interessant ist
die Frage, ob auf andere Alternativsubstanzen zuriickgegriffen wird, oder die
Bisphenolfamilie als Ersatz dient. Auf diesem Hintergrund ist die Untersuchung der
Bisphenole in Thermopapieren besonders interessant und aktuell.

Insgesamt wurden 49 Thermopapierproben aus Deutschland und dem europdischen Ausland
untersucht. Diese sind bedruckt und wurden bei Kaufabwicklungen innerhalb des tagtaglichen
Einkaufsgeschaftes erhalten. Die Kassenzettel stammen dabei aus den Jahren 2011 bis 2018

und die Proben kommen vorrangig von Supermérkten und Tankstellen.

Tab. 24: Ubersicht jahrliche Zuordnung der Proben
Jahr 2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018
Anzahl 7 6 7 6 8 11 3 1
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Tab. 25: Untersuchte Thermopapierproben

Probenbezeichnung Jahr Art
TPO1 2011 Discounter 1
TPO2 2013 Discounter 1
TPO3 2014 Discounter 1
TPO4 2015 Discounter 1
TPO5 2011 Tankstelle Kette 1
TPO6 2015 Tankstelle Kette 1
TPO7 2013 Tankstelle Kette 1
TPO8 2017 Discounter 1
TPO9 2015 Tankstelle Kette 1
TP10 2016 Tankstelle Kette 1
TP11 2018 Discounter 1
TP12 2011 Tankstelle Kette 2
TP13 2012 Tankstelle Kette 2
TP14 2013 Tankstelle Kette 2
TP15 2014 Tankstelle Kette 2
TP16 2015 Tankstelle Kette 2
TP17 2016 Tankstelle Kette 2
TP18 2017 Tankstelle Kette 2
TP19 2014 Tankstelle Kette 1 (Osterreich)
TP20 2015 Tankstelle Kette 1 (Osterreich)
TP21 2016 Tankstelle Kette 2 (Osterreich)
TP22 2015 Geldautomat 1 (Italien)
TP23 2016 Tankstelle Kette 3 (Italien)
TP24 2016 Geldautomat 2 (Italien)
TP25 2011 Tankstelle Kette 3
TP26 2011 Tankstelle Kette 4
TP27 2011 Tankstelle Kette 5
TP28 2011 Tankstelle Kette 6
TP29 2012 Tankstelle Kette 4
TP30 2012 Tankstelle Kette 7
TP31 2012 Tankstelle Kette 8
TP32 2012 Tankstelle Kette 9
TP33 2013 Tankstelle Kette 5
TP34 2013 Tankstelle Kette 10
TP35 2013 Tankstelle Kette 6
TP36 2013 Tankstelle Kette 8
TP37 2014 Tankstelle Kette 10
TP38 2014 Tankstelle Kette 7
TP39 2014 Tankstelle Kette 8
TP40 2015 Tankstelle Kette 8
TP41 2015 Tankstelle Kette 11
TP42 2015 Tankstelle Kette 5
TP43 2016 Tankstelle Kette 6
TP44 2016 Tankstelle Kette 6
TP45 2016 Tankstelle Kette 7
TP46 2016 Tankstelle Kette 7
TPA7 2016 Tankstelle Kette 7
TP48 2016 Tankstelle Kette 12
TP49 2017 Tankstelle Kette 6
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Fur die Untersuchungen wurde eine reprasentative Fldche aus nichtbedruckten und bedruck-
ten Flachen verwendet, um so eine vergleichbare Probe zu erhalten, wie sie auch bei Hautkon-
takt entstehen wirde. Jeweils 50 mg des Thermopapieres wurden mit einer Schere in ca.
2 x 2 mm groRe Teile geschnitten und in ein 20 mL Headspace-Vial eingewogen. Anschlie-
Rend wurde die Probe mit 10 mL Methanol im Ultraschallbad extrahiert. Zur Entfernung von
Matrixverunreinigungen, besonders dem Farbstoff, erfolgte ein Kieselgel-Clean up. Dabei
wurde mit einer modifizierten Minikieselgelsaule gearbeitet. Der gereinigte Extrakt wurde
noch einmal abrotiert und nach dem Abblasen ins Trockene mit Methanol auf ein definiertes
Volumen von 1 mL aufgefullt. Fur die GC-MS/MS-Messungen wird die Lésung noch einmal
1:10 verdunnt und nach Abblasen mit TMSH derivatisiert. Ein Vergleich der ermittelten Ge-
halte mittels HPLC-UV/VIS und GC-MS/MS ist in Abb. 46 auf der nachfolgenden Seite dar-
gestellt.
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Abb. 46: Methodenvergleich Bisphenol A-Gehalte in Thermopapier mit HPLC und GC-MS/MS
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Die Bisphenol A-Gehalte schwanken in einem Bereich von 7,8 bis 1,75 mg/g. Fir Bisphenol
S wurden Gehalte zwischen 9,4 und 13,5 mg/g ermittelt. Somit sind die jeweiligen Bisphenol-
Gehalte im gleichen Gehaltsbereich. Diese Werte decken sich auch mit anderen Publikationen
[2, 3].

Vergleicht man die ermittelten Gehalte tber die HPLC mit den Werten der GC-MS/MS so
kann man erkennen, dass diese miteinander vergleichbar sind. Die mittels GC-MS/MS ermit-
telten Gehalte sind meist etwas geringer, hier kommt der Selektivitatsgewinn der Tandem-
Massenspektrometrie zum Tragen. Die HPLC-Ergebnisse wurden tiber DAD bestimmt. Hier
spielen Matrixprobleme, die auch im verwendeten Wellenldangenbereich absorbieren, eine
groRere Rolle und fihren zu falsch-positiven Ergebnissen. In der Tandem-
Massenspektrometrie werden zwei sehr selektive Ubergange zur Bestimmung ausgewahlt.
Durch diese Selektivitat sind Fehler aufgrund von Matrixproblemen deutlich reduziert.
Messprézisionen der unterschiedlichen Messmethoden sind ebenfalls miteinander vergleich-
bar, wenngleich sie bei der GC-MS/MS etwas hoher ausfallen, was mit dem zusatzlichen
Verdunnungsfehler — und  Derivatisierungsschritt ~ zu  begrinden ist.  Fir  die
gaschromatographische Messung missen die Analytsubstanzen in die leichter flichtigen
Dimethylether Uberfuhrt und die Lésung um den Faktor 10 im Vergleich zu den HPLC-

Messungen verdinnt werden.
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Abb. 47: Methodenvergleich BPS-Gehalte Thermopapier
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Die Bisphenol S-Gehalte, welche mittels GC-MS/MS ermittelt wurden, sind zwischen 15 und
30 % geringer als die HPLC-Messergebnisse (erkennbar in Abb. 47 auf Seite 100). Durch den
Selektivitatsgewinn der Tandem-Massenspektrometrie sind diese Werte aber als "richtiger” zu
bewerten. Die Gehalte stimmen mit den Ergebnissen einer Schweizer Publikation tberein, bei
der eine LC-HRMS als Messmethode gewahlt wurde [2]. Aber auch die HPLC-Messung ohne
Massenspektrometer als Detektionseinheit ist fur die Bestimmung von Bisphenolen in Ther-
mopapierproben gut geeignet, da sie eine ausreichend gute Empfindlichkeit aufweist. Die
Messungen mittels GC-MS/MS bieten eine zusétzliche Absicherung. Hier kdnnte Uberlegt
werden, ob auf die Matrixentfernung mittels Kieselgel-Clean up verzichtet werden kann, da

diese bei der Messung als weniger problematisch anzusehen ist.

EBPA
mBPS

m keine der untersuchten
Bisphenole

Abb. 48: Ubersicht Anteile der Bisphenole in untersuchten Thermopapieren

Betrachtet man den Einsatz der Bisphenole innerhalb der untersuchten Thermopapierproben
(Abb. 48), so wird deutlich, dass Bisphenol A als Entwicklersubstanz dominierend ist. In
83 % der untersuchten Kassenzettel wurde Bisphenol A, in lediglich 6 % wurden Alternativ-
substanzen verwendet. 11 % der untersuchten Thermopapiere enthielten Bisphenol S als
Protonendonor. Aufgrund der Verordnung (EU) 2016/2235 sollte sich dieser Zusammenhang
aber deutlich dndern, da die Verwendung von Bisphenol A ab 2020 in Thermopapieren verbo-
ten ist [77]. Demnach sollte entweder der Anteil an Kassenzetteln steigen, die Bisphenol S
verwenden, oder es wird auf andere Alternativen zurtickgegriffen. Nach einem Bericht der US
EPA aus dem Jahr 2014 existieren neben den Bisphenolen zahlreiche Mdglichkeiten fir Al-

ternativstoffe, welche in Thermopapieren eingesetzt werden konnen [4]. Die am meisten ver-
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wendeten Alternativen sind Pergafast 201® (ein Harnstoffderivat) und D-8, das ein Ether des
Bisphenol S darstellt.

Tab. 26: Zusammenhang zwischen Verwendungsjahr und Bisphenol A-Gehalt

Jahr Bisphenol A in mg/g | Bisphenol A in mg/g | Bisphenol A in mg/g
Discounter Tankstelle 1 Tankstelle 2

2011 1,54 15,60 14,67

2012 keine Probe 16,04 13,86

2013 (0,59) 13,68 15,22

2014 (0,74) keine Probe 16,49

2015 <NG 16,01 (0,58)

2016 keine Probe 14,73 14,77

2017 <NG keine Probe (1,04)

2018 <NG keine Probe keine Probe

(Die Werte in Klammern befinden sich zwischen der Nachweis- und Bestimmungsgrenze.)

Im Hinblick auf sukzessiven Ersatz von Bisphenol A sind einige Proben interessant, welche
vom gleichen Verwender stammen, aber in unterschiedlichen Jahren ausgegeben wurden.
Dieser Aspekt ist in Tab. 26 zusammenfassend dargestellt. So sind Proben eines Discounters
untersucht worden, die von 2011 bis 2018 bei taglichen Einkdufen gesammelt wurden. Eben-
so wurden gleiche Thermopapiere aus unterschiedlichen Jahren von zwei Tankstellen erhal-
ten.

Anhand der Bisphenol A-Gehalte der Discounterproben ist erkennbar, dass bis 2014 kein Er-
satz des Papieres stattfand. Hier schwanken die Gehalte leicht. Ab 2015 ist kein Bisphenol A
mehr detektierbar. Dies lasst vermuten, dass der Discounter bereits vor der Verordnung zur
Beschrankung von Bisphenol A in Thermopapier auf alternatives Papier zurtickgegriffen hat,
welches kein BPA mehr enthédlt und stattdessen bisphenolfreie Alternativen benutzt. Fur
Bisphenol S kann diese Beobachtung nicht ibertragen werden. Hier ist kein Ersatz durch Al-
ternativen anhand der ausgewéhlten Proben erkennbar.

Fur die Tankstellen ist das Bild etwas anders. Hier wurde Thermopapier auf Bisphenol A-
Basis benutzt. Fir Tankstelle 1 kénnen ab dem Jahr 2017 keine weiteren Aussagen getroffen
werden, da hier kein Probenmaterial mehr zur Verfugung stand. Bei Tankstelle 2 war
Bisphenol A im Jahr 2015 und 2018 unterhalb der Bestimmungrenze nachweisbar. Hier wur-

de eine andere Thermopapier-Sorte verwendet, als in den restlichen Jahren.
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4.9  Ergebnisse der Trinkflaschen

4.9.1 Migrationuntersuchungen nach VO 2011

Die Trinkflaschen wurden nach ihrem verwendeten Material ausgewahlt. Hierbei wurde von je-
dem derzeit eingesetzten Alternativmaterial zu Polycarbonat mindestens eine Flasche ausgewéhit.
Getrénkebehdlter aus Polycarbonat waren zum Zeitpunkt der Untersuchungen bereits nicht mehr
am Markt erhéltlich. Daher wurden daflir Flaschen verwendet, die als Behalter im Laborbereich
verwendet werden. Da es sich bei den Trinkflaschen um Mehrwegartikel handelt, muss die Migra-
tion drei Mal an demselben Artikel erfolgen. Damit ist fur Mehrwegartikel eine realistische Be-
trachtung bei Langzeitgebrauch mdéglich. Um alle nichtalkoholischen Getrénke fiir die Untersu-
chungen in Betracht zu ziehen, die standardmaRig in die getesteten Flaschen gefullt werden, wur-
den drei verschiedene Simulanzldsungen verwendet. Diese sind bereits in Kapitel 4.6.2 néher er-
ldutert worden. Fir klare und triibe Getranke werden die Lésungen mit 3 Gew.-% Essigsaure und
20 Vol.-% Ethanol verwendet. Bei Milchgetranken wird die Lésung bestehend aus 50 Vol.-%
Ethanol verwendet. Flr jede Migration wurde eine Doppelbestimmung durchgefihrt (aufer
Trinkflasche 01, diese war nur flinf Mal vorhanden), sodass sich eine Gesamtanzahl von 117 Pro-
ben ergab. Zuséatzlich wurde ein Langzeitkontakt von 10 Stunden bei 70 °C durchgefihrt. Hierbeli
ergaben sich zusatzlich 14 Probenuntersuchungen. In der nachfolgenden Tab. 27 auf der folgenden

Seite sind die untersuchten Artikel detailliert mit der Art des Materials zusammengefasst.
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Tab. 27: Ubersicht tiber die untersuchten Trinkflaschenproben

Proben- | Simulanz Produktbezeichnung Material Volumen | Anzahl | Liefer-

bez. datum

TFO1N 20 Vol.-% Ethanol

TFO1S 3 Gew.-% Essigsaure Discounter, Trinkflasche BPA-frei, griin Tritan 0,7L 5 04.05.2018

TFO1F 50 Vol.-% Ethanol

TFO2N 20 Vol.-% Ethanol Tritan

TF02S 3 Gew.-% Essigséure Tritan-Trinkflasche blau Deckel: PE 05L 10 22.10.2018

eckel:

TFO2F 50 Vol.-% Ethanol

TFOSN 20 Vol.-% Ethanol Trinkflasche OTF Clear w/Seaport )

TFO3S 3 Gew.-% Essigséure ) Tritan 0,65L 10 24.10.2018
Blue/White Cap, BPA/BPS free

TFO3F 50 Vol.-% Ethanol

TFO4N 20 Vol -% Ethanol Trinkflasche Red 0,75 L aus PP

TF04S 3 Gew.-% Essigséure ) PP 0,75L 10 30.10.2018
100 % frei von EDC

TFO4F 50 Vol.-% Ethanol

-0

TFOSN 20 Vol -% Eth.anol Babysaugflasche, 300 mL PA PA

TFO5S 3 Gew.-% Essigsaure . 0,3L 10 01.11.2018
Flasche mit Silikonsauger Abdeckung: PP

TFO5F 50 Vol.-% Ethanol

TFO6N 20 Vol .-% Ethanol Baby Flasche Size 2 PES

TF06S 3 Gew.-% Essigsdure . ) . 0,26 L 12 08.11.2018
Medium Flow, BPA-frei Silikonsauger

TFO6F 50 Vol.-% Ethanol

TFO7N 20 Vol.-% Ethanol Polycarbonat-Flaschen,

TFO7F 50 Vol.-% Ethanol

Schraubkappe und Silikondichtung
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Fir die Migrationsuntersuchungen wurden die Trinkflaschen zuvor einheitlich behandelt. Sie
wurden mit dem jeweiligen Fullvolumen mit siedendem Wasser gefillt und 5 min stehen ge-
lassen. Dabei wurden die Flaschen jeweils zum Anfang, danach in der Mitte der Zeit und
schlielich vor dem Entleeren einmal geschwenkt. Fiir eine Untersuchung der Migration beim
ersten Ausspilen wurde jeweils eine Doppelbestimmung durchgefiihrt. Nach dem Entleeren
in Braunglasflaschen wurde 50 ul des Surrogats dotiert (Bisphenol AF d-4, 1 ng/ul), bevor die
Proben Uber die SPE angereichert wurden. Das Ergebnis fur Trinkflasche 07 ist anschlieRend
als Vergleich in der Abb. 49 dargestelt.

05 ]
0,4 -

= Shi .
03 - Spilen, 5 min

m 1. Migration
02 - 2, Migration

I 3. Migration
0.1 - I _ ®Vergleich 10 h Migration
0 ' T I T 1

siedendes 3Gew.- % 20Vol.-% 50 Vol.-%
bidest. Essigséure Ethanol Ethanol
Wasser

Gehaltin pg/kg LM

Abb. 49: Migrationsgehalte von Bisphenol A in TFO7

Die Probe TFO7 besteht aus Polycarbonat und diente als "Positiv'-Probe, dass heif3t, hierbei
wurde von einer Migration von Bisphenol A ausgegangen. Polycarbonat besitzt Bisphenol A
als Monomereinheit. Deshalb konnte hier von einem Ubertrag in die Simulanzlésungen aus-
gegangen werden. Bei der untersuchten Flasche handelt es sich um eine Inkubationsflasche
fur Laborarbeiten.

Anhand der Abb. 49 sind die ermittelten Migrationsgehalte ersichtlich. Durch das "Spilen”
mit siedendem Wasser migriert ein Hauptteil des Bisphenol A aus dem Material in das Was-
ser. Hierbei kann es sich sowohl um Monomerrtickstande aus der Produktion, als auch um
zersetztes Polymermaterial aus der Flasche selbst handeln. Die hdchsten Migrationsgehalte
werden anschlieRend bei der fettigen Migration mit 50 Vol.-% Ethanol erhalten. Hier ist der

Gehalt der ersten Migration noch hoher als beim heiRen Ausspulen. Fir die zweite und dritte



Ergebnisse 106

Migration sind die Werte dann deutlich geringer. Fir die dritten Migrationsuntersuchungen
steigen die Gehalte wieder an. Dies konnte durch eine Nachlieferung von Monomereinheiten
aus tieferen Schichten der Trinkflasche, oder auch durch beginnenden Materialverschleil? er-
klart werden. In der sauren Migrationslosung konnte dagegen kein Bisphenol A nachgewiesen
werden. Durch das saure Wasser wird Bisphenol A in der protonierten Form gehalten und
migriert wenig bis gar nicht in wassriges Medium. Zudem besitzen alle Bisphenole eine eher
maRige Wasserloslichkeit. Der Effekt sollte daher eher in basischem Milieu auftreten, da die
deprotonierte Form besser in Wasser 16slich ist. In 20 Vol-% Ethanol migriert BPA ebenfalls
in die Simulanzl6sung, allerdings ist der ermittelte Gehalt durch den hoheren Wasseranteil um
den Faktor 5 geringer als bei der Inkubation mit 50 Vol.-% Ethanol. Hier ist der Zusammen-
hang zwischen erster und letzter Migration von den Verhaltnissen aber ahnlich, das heift, in
der ersten Migration sind die Gehalte deutlich héher als in den nachfolgenden Migrationen.

Betrachtet man den aktuell gesenkten Migrationsgrenzwert von Bisphenol A fir Lebensmit-
telkontaktmaterialien von 50 pg/kg [28], so bewegen wir uns mit den detektierten Gehalten
um einen Faktor 100 unterhalb dieses Grenzwertes. Somit sind die gefundenen Gehalte deut-
lich unterhalb einer gefahrlichen Situation fir den Benutzer der Trinkflaschen einzustufen.
Die untersuchte "Positiv"-Probe aus Polycarbonat ware demnach als Trinkflasche geeignet, da
hier der Migrationsgrenzwert wird in keiner der durchgefiihrten Untersuchungen tberschritten

wird.
0,5
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Abb. 50: Migrationsgehalte von Bisphenol S in TF06
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Fur Bisphenol S stellt sich eine dhnliche Verteilung bei den Migrationsdurchldufen fir die
untersuchte Probe TF06 dar, wie oben bereits fur Bisphenol A in TFO7. TFO6 besteht aus
Polyethersulfat, einem aus Bisphenol S-Monomeren aufgebauten Kunststoff. Ahnlich wie bei
der Polycarbonatflasche ist hier eine Migration von Monomereinheiten, oder Auswaschung
von Produktionsriickstdnden bei der Migration denkbar. Wie Abb. 50 verdeutlicht, konnte
Bisphenol S nachgewiesen werden, wenn auch in einem geringerem Ausmal} als Bisphenol A
in TFO7. Der hochste Gehalt ist in siedendem Wasser beim Ausspilen detektierbar.
Bisphenol S ist mit einem log Kow-Wert von 1,65 der polarste Analyt der untersuchten Sub-
stanzen [16]. Erwartungsgemal sind die Gehalte bei der fettigen Migration auch geringer als
bei BPA in TFO7. Auch in dieser Probe wurde bei der sauren Migration kein Analyt nachge-
wiesen. Auch fur die TF06-Probe sind keine Migrationen in essigsaurer Losung messbar. Die
Ursache ist analog wie fir TFO7 zu begriinden. Wendet man den aktuellen Migrationsgrenz-
wert flr Bisphenol A an, so bewegen sich die Gehalte um etwa einen Faktor 150 unterhalb
dieses Wertes. Somit ist auch hier von keiner Gefahr fir den Benutzer der Trinkflasche aus-
zugehen.

Interessant ist die Tatsache, dass es sich bei TFO6 um eine Trinkflasche fur Sduglinge handelt.
Aufgrund des Vorsorgeprinzips wurde Polycarbonat im Jahre 2011 durch eine Verordnung
bei der Herstellung von Sauglingsflaschen verboten. Beim Ersatz dieses Polycarbonats wird
nun Polyethersulfon verwendet. Somit wird Bisphenol A durch Bisphenol S ersetzt, was als
kritisch zu betrachten ist. Bisphenol S weist eine dhnliche GroRenordnung in Tests zur dstro-
genen Wirksamkeit auf, wird aber bei aktuellen Beschrankungen nicht berlicksichtigt [25, 27,
78]. Ein Verbot von Bisphenol A fihrt also nur zum Ersatz durch nicht weniger bedenkliche
Materialien.

Fur alle anderen Materialien konnten solche Ergebnisse wie in TF06 und TFO7 nicht gefun-
den werden. Hier migrierten keine Bisphenole oder lediglich Spuren im Bereich der jeweili-
gen Bestimmungsgrenze in die Simulanzldsungen. Die Wahl der Simulanz war dabei uner-
heblich. Somit sind die anderen Materialien der Trinkflaschen im Hinblick auf die Bisphenol-

Belastung als unkritisch zu bewerten.

4.9.2 Ergebnisse der 10-stiindigen Migrationsuntersuchungen

Da keine Migrationen auer Bisphenol A und S bei den gewahlten Bedingungen feststellbar
waren, sollte der Extremfall getestet werden. Daflr wurde zusétzlich eine 10-stiindige Migra-
tion durchgefihrt. Flllt man beispielsweise ein Getrank flr einen ganzen Tag in die Flasche,

so ergibt sich ein deutlich langerer Kontakt des Materials der Flasche mit der Flissigkeit. Es
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kann also ausgeschlossen werden, dass die Migrationszeit der Grund fur das Fehlen von wei-
teren Analytgehalten ist. Eine Arbeitsgruppe detektierte Bisphenol FL in 11 von 18
Polycarbonat-Flaschen und in zwei Flaschen, die aus dem Material Tritan (ein Copolyester)
bestehen [79]. Hier wurde 60 °C warmes bidestilliertes Wasser in die Flaschen gefullt und far
6 Stunden stehen gelassen. Fir die vorliegende Arbeit wurden Bedingungen gewéhlt, die in
der VO (EU) 10/2011 festgelegt wurden [8]. Die in der Publikation gewahlten Bedingungen
sind deutlich hoher gewahlt. Eine Migration bei den Maximalbedingungen von 10 Stunden
und 70 °C sollte die in der Publikation gewéhlten Bedingungen mit einschlieBen. Die
detektierbaren Gehalte sind in Abb. 51 dargestellt:

neutrale Migration tber 10 h bei 70 °C
03

0,25
0,2
0,15 m Bisphenol A
m Bisphenol S
0,1
0,05
0 T T i T T T 1

TFO1 TFO2 TFO3 TFO4 TFO5 TF06 TFO7

Gehaltin pg/kg LM

Abb. 51: Migrationsgehalte der Trinkflaschen bei Langzeitkontakt

Lediglich die Analytsubstanzen Bisphenol A und Bisphenol S migrierten aus den untersuch-
ten Trinkflaschen in die Simulanzlésung (20 Vol.-% Ethanol). Es wurde lediglich diese L6-
sung gewahlt, um mit den neutralen Bedingungen der Publikation vergleichbar zu bleiben.
Alle anderen Analytsubstanzen, insbesondere auch das Bisphenol FL, konnten nicht nachge-
wiesen werden. Hier befinden sich alle Gehalte unterhalb der Bestimmungsgrenze. Wie zu
erwarten war, migriert Bisphenol A aus Trinkflasche 07 bei den gewéhlten Bedingungen in
die Simulanzlésung. Die Gehalte sind dabei etwa drei Mal so grof3 wie die erste Migration mit
der gleichen Simulanzlésung. Summiert man die Gehalte der ersten drei Migrationen auf, so
ist die 10-stundige Migration im Vergleich immer noch mehr als doppelt so grof3. Somit ist
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hier davon auszugehen, dass auch im Laufe von vielen Migrationen noch weiteres Bisphenol
A aus der Trinkflasche heraus migrieren wird. Bei kurzen Kontaktzeiten, wie in den gewéhl-
ten Standardbedingungen von zwei Stunden, migriert allerdings sehr wenig Bisphenol A aus
der Trinkflasche im Bereich der Bestimmungsgrenze. Trinkflasche 06 besteht aus
Polyethersulfon, bei dem das Monomer Bisphenol S ist. Somit ist eine Migration auch zu er-
warten gewesen. Hier stellt sich der Zusammenhang &hnlich dar wie fir Bisphenol A in
Trinkflasche 07. Auch hier ist der Gehalt der 10-stiindigen Migration etwa drei Mal so hoch
als die erste Migration bei Standardbedingungen. Interessant ist die geringe Migration von
Bisphenol A bei TF04, da diese Trinkflasche aus Polypropylen besteht und somit kein
Monomer dem Analyten entspricht. Hier kann es sich mitunter um Produktionsriickstande
handeln, die beim ersten Ausspiilen nicht entfernt wurden. Beim Ausspilen und auch bei den
Migrationsuntersuchungen unter Standardbedingungen konnte kein Bisphenol A fir TF04
detektiert werden. Auch eine Querkontamination ist somit nicht ausgeschlossen. Der Grenz-
wert von Bisphenol A (50 pg/kg LM) wird von allen Trinkflaschen eingehalten. Somit ist bei
allen Flaschen im Hinblick auf Bisphenole von keiner Gefahr fiir den Verbraucher auszuge-
hen im Hinblick auf Bisphenole. Trotz drastischer Bedingungen konnte kein Bisphenol FL
nachgewiesen werden. Die Arbeitsgruppe verwendete fur die Migrationsuntersuchungen
selbst synthetisiertes, deuteriertes Bisphenol FL als internen Standard [79]. Eventuell sind

hier Kontaminationen aufgrund des unzureichenden Reinheitsgrades entstanden.
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5 Zusammenfassung und Ausblick

Bisphenol A ist aufgrund seiner vielféltigen Einsatzmdglichkeiten ein beliebter Ausgangsstoff
zur Herstellung zahlreicher Materialien. Der Bedarf von BPA in Industrienationen nimmt
jedes Jahr zu [1, 80]. Mittlerweile gehoért Bisphenol A deshalb zu den ubiquitir vorkommen-
den Substanzen. Es wird sowohl in Umweltproben als auch in menschlichen Proben wie Blut
und Muttermilch nachgewiesen [83 bis 89]. Dabei ist die endokrine Wirksamkeit bereits seit
den 1930er Jahren bekannt [81]. Aufgrund der adversen Effekte von Bisphenol A werden
mittlerweile zunehmend Strukturanaloga verwendet, welche weitaus weniger wissenschaftlich
erforscht sind bzw. ebenfalls negative Effekte zeigen.

In der vorliegenden Arbeit wurde deshalb eine analytische Methode zur Bestimmung von 17
ausgewahlten Bisphenolen entwickelt. Dabei konzentrierten sich die Untersuchungen auf die
nach der EFSA in 2014 wichtigsten Eintragsquellen fiir den menschlichen Organismus [82].
Haupteintragsweg stellt dabei die Nahrung dar, welche durch Verunreinigungen oder Migrati-
onen von Verpackungsmaterial belastet ist. In der vorliegenden Arbeit wurde deshalb eine
Methode zur Migration von Bisphenolen aus Trinkflaschen entwickelt. Untersucht wurden
kommerziell erhéltliche Flaschen aus unterschiedlichen Polymer-Materialien, wie sie derzeit
verwendet werden.

Als Migrationsbedingungen wurden die in der Verordnung fir Lebensmittelkontaktmateria-
lien genormten Standards verwendet. Eine SPE-Methode zur Aufkonzentrierung wurde ent-
wickelt, um auch geringste Migrationen ermitteln zu kénnen. Mithilfe dieser Untersuchungen
wurde bestétigt, dass Bisphenol A aus Polycarbonat-Flaschen migrieren kann. Die Migration
steigt mit zunehmender Temperatur und Kontaktzeit [79, 90]. Dennoch sind die ermittelten
Werte um das Zehnfache geringer, als der derzeitige Grenzwert vorschreibt [28]. Ahnliche
Migrationseffekte sind fir die Flaschen aus Polyethersulfon fiir das Strukturanaloga
Bisphenol S feststellbar. Die Gehalte sind aber um den Faktor zwei geringer als es flr
Bisphenol A in den untersuchten Polycarbonat-Flaschen der Fall ist [91]. Alle anderen unter-
suchten Materialien wiesen keine Migration der Bisphenole oberhalb der Bestimmungsgrenze
auf. Eine Migration von Bisphenol FL aus Trinkflaschen mit Tritan® als verwendetes Material
konnte nicht detektiert werden [79].

Eine weitere Eintragsquelle fir Bisphenole in den menschlichen Organismus stellt Hausstaub
dar [82]. Bei Kleinkindern unter drei Jahren wird die Exposition durch Hausstaub als zweit-
grolter Eintrag geschatzt. Dies liegt zum einen an der korperlichen N&he zum Staub im Bo-
denbereich, zum anderen ist durch alterstypisches Verhalten die Aufnahme von Hausstaub
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oral im Vergleich zu einer erwachsenen Person grofier. Die Methodenentwicklung zum
Nachweis von Bisphenolen in Hausstaub stellt eine grofle Herausforderung dar. Es handelt
sich je nach Lebensumstédnden um eine stark heterogene Matrix, sodass die Methode robust
gegenuber wechselnden Matrixbestandteilen sein sollte. Eine weitere Herausforderung stellten
die unterschiedlichen Gehalte der einzelnen Bisphenole dar. So muss die Methode sehr nach-
weisstark sein, da wenig eingesetzte Strukturanaloga bestimmt werden sollten. Die
Bisphenole F und S waren in 100 % der Hausstaubproben detektierbar. Sie werden bereits
grof3technisch eingesetzt und konnten somit in verdiinnten Proben gemessen werden.
Bisphenol A stellt die Hauptbelastung dar und wurde in jeder Hausstaubprobe gefunden. Da-
bei liegen die Gehalte um eine GrolRenordnung hoher als die restlichen Bisphenole. Aufgrund
des Erwartungswertes mussten die Proben so stark verdiinnt werden, dass ein moglicher Mat-
rixeinfluss ausgeschlossen werden konnte und nicht auf das aufwendigere Verfahren der
Standardaddition zuriickgegriffen werden musste. Die geringen Gehalte der Strukturanaloga
schliel’en eine solche Verfahrensweise aus. Trotzdem war es moglich eine Methode zu entwi-
ckeln, die Wiederfindungsraten von 96 bis 113 % und einer Messprézision von 1,5 bis 6,7 %
aufweist, um alle Analytsubstanzen nachweisen zu kénnen.

Nach Auswertung und Vergleich der Bisphenol-Belastung mit den Fragebdgen kann keine
direkte Expositionsquelle festgestellt werden, sodass von einem diffusen Eintrag auszugehen
ist. Tendenziell sind die Gehalte in Hausstaubproben aus landlichem Raum und mehr Woh-
nungsgroRe geringer als Proben aus stadtnahen Gebieten. Auch ein antiproportionaler Zu-
sammenhang zwischen Bisphenol A-Gehalten und Strukturanaloga-Einsatz ist nicht erkenn-
bar. Demnach ist die Bisphenol-Belastung vorrangig durch Lebensweisen verursacht, wobei
keine Punktquellen ermittelt werden konnten.

Eine Besonderheit in der Exposition von Bisphenol A stellt Thermopapier dar. Es liegt im
Prozentbereich in der Entwicklerschicht des Papiers ungebunden vor und kann somit leicht
dermal aufgenommen. Gerade fiur erwachsene Menschen stellt diese Exposition den zweit-
grofiten Eintrag von Bisphenol A nach den Lebensmitteln dar. Fir die Quantifizierung von
Bisphenolen in Thermopapieren wurde eine einfache und schnelle Analytik entwickelt, die
kostenguinstig durchfiihrbar ist. Die Messungen erfolgten dabei mit der optimierten HPLC-
Methode und zum Methodenvergleich auch mit der GC-MS/MS-Methode, wie sie auch bei
den Hausstaubproben und Migrationslésungen verwendet wurde.

In 94 % der untersuchten Thermopapierproben konnte entweder Bisphenol A oder
Bisphenol S als Entwicklersubstanz detektiert werden. Dabei entfiel der Grofteil auf
Bisphenol A (mehr als 80 %). Die Ergebnisse wurden mit GC-MS/MS noch einmal bestétigt.
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Damit ist die HPLC-Methode zur Quantifizierung von Bisphenolen in Thermopapier geeig-
net. Die Ergebnisse sind mit anderen Publikationen vergleichbar, bei denen ebenfalls
Bisphenol A und S in Prozent-Bereichen ermittelt wurden [3, 4].

Innerhalb dieser Dissertation wurden Methoden zur Qualifizierung und Quantifizierung von
ausgewdhlten Bisphenolen in drei wichtigen Haupteintragskompartimenten fiir den menschli-
chen Organismus entwickelt. Aufgrund von zunehmenden Vorsorgeverboten und Reglemen-
tierungen beziglich Bisphenol A treten Alternativen zunehmend in den Vordergrund. Die
erstellten Methoden sind also zum Monitoring der Bisphenole fur zukinftige Belastungsein-
schatzungen geeignet. Durch die Reglementierung von Bisphenol A in Thermopapier konnte
und kann kiinftig so der Einsatz von Strukturanaloga beobachtet werden.

In Hausstaubproben dienen die ermittelten Daten als Grundlage fur die Einschatzung der ak-
tuellen Belastung durch Bisphenole in Deutschland. Diese Gehalte kénnen mit zukinftigen
Messungen verglichen werden. Dadurch erhalt man einen Uberblick, ob die BPA-Belastung
durch die gesetzlichen Vorschriften auf Dauer abnimmt, oder die Gesamtbelastung der
Bisphenole durch die zunehmende Verwendung der Analoga gleich bleibt.

Die Messmethoden kénnen als Grundlage fiur die Methodenentwicklung zur Quantifizierung
von Bisphenolen in anderen Probenkompartimenten dienen. Denkbar ist die Anwendung der
entwickelten Methode zur Untersuchung von Lebensmittel, wie beispielsweise Fisch, der so-
wohl roh als auch verarbeitet verzehrt wird. Immer wieder wird in der Presse (iber eine Belas-
tung von Fischen und Meerestieren durch Mikroplastik berichtet. Von diesen Partikeln ist ein
direkter Ubergang ins Lebensmittel moglich, sodass eine Uberwachung notwendig wire.
Auch andere Papiermaterialien auBer Thermopapier sind von Relevanz, da durch unsachge-
maRes Recycling Bisphenole in den Kreislauf eingetragen werden kénnen. Dadurch steigt die

Bisphenolbelastung in Produkten, die aus Recyclingmaterial hergestellt wurden.
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6 Summary and Outlook

Bisphenol A is a popular starting material for the production of numerous materials due to its
wide range of applications. The demand for BPA in industrial nations is increasing every year
[1, 80]. Bisphenol A is therefore one of the ubiquitous subsubes. It is detected both in envi-
ronmental samples as well as in human samples, blood and breast milk [83 to 89]. Endocrine
activity has been known since the 1930s [81]. Due to the adverse effects of bisphenol A,
structural analogues are now increasingly used, which have recieved far less scientific attenti-
on or also show negative effects.

Therefore, an analytical method to determine 17 selected bisphenols was developed. The stu-
dies focussed on the most important sources of human organism intake after EFSA in 2014
[82]. The main entry route is food, which is affected by contamination or migration of
packaging material. In this study a method was developed for the migration of bisphenols
from drinking bottles. Commercially available bottles of different polymer materials, as
currently used, were investigated.

The migration conditions used were the standards promoted in the food contact materials re-
gulation. An SPE concentration method has been developed to detect even the smallest migra-
tions. These studies confirmed that bisphenol A can migrate from polycarbonate bottles. Mig-
ration increases with increasing temperature and contact time [79, 90]. Nevertheless, the va-
lues which were determined are ten times lower than the current limit prescribes [28]. Similar
migration effects can be observed for the polyethersulfone bottles for the structural analogue
bisphenol S. However, the contents are lower by a factor of two than is the case for bisphenol
A in the polycarbonate bottles investigated [82]. All other materials tested showed no migra-
tion of bisphenols above the quantification limit. Migration of Bisphenol FL from Tritan®
bottles could not be detected [77].

Another entry source for bisphenols in the human organism is house dust [79]. For infants
under the age of three, exposure to house dust is estimated to be the second largest entry. On
the one hand, this is due to the physical proximity to the dust in the floor area, and, on the
other hand, the child’s oral intake of house dust in comparison to an adult person is greater
due to the behaviour typical of age. The method development for the detection of bisphenols
in house dust poses a big challenge. It is a strongly heterogeneous matrix depending on the
circumstances of life, so that the method should be robust to strongly changing matrix com-
ponents. Another challenge were the different contents of the individual bisphenols. Thus, the
method must be very effective, since little used structural analogues can be determined.
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Bisphenols F and S were detectable in 100% of house dust samples. They are already used on
an industrial scale and could thus be measured in diluted samples. Bisphenol A represents the
major burden and was found in every house dust sample. The contents are an order of magni-
tude higher than the remaining bisphenols.

Due to the expected value, the samples had to be diluted so much that a possible matrix
influence could be excluded and the more complex standard addition procedure was not
necessary. This was not possible due to the low content of the structural analogues.
Nevertheless, it was possible to develop a method to demonstrate the recovery rates of
96 to 113 % and a measuring precision of 1.5 to 6.7 % of all analyte substances.

After evaluating and comparing the bisphenol load with the questionnaires, no direct source
of exposure could be determined, so that a diffuse entry can be assumed. The tendency is for
house dust samples from rural areas and larger living space to be smaller than samples from
areas close to the city. Also an antiproportional connection between bisphenol A contents and
structural analogue use is not recognizable. Accordingly, the bisphenol load is primarily
caused by lifestyles, where no point sources could be determined.

A special feature in the exposure of bisphenol A is thermal paper. It is in the percent range
unbounded in the developer layer of the paper and can therefore be dermally absorbed.
Especially for adults, this exposure represents the second largest entry of bisphenol A after
food. For the quantification of bisphenols in thermal papers, a simple and rapid analysis was
developed which is cost-effective to implement. The measurements were carried out with the
optimized HPLC method and method comparison with the GC-MS / MS method, as it was
also used in the house dust and migration solutions.

In 94% of the thermal paper samples investigated, either bisphenol A or bisphenol S could be
detected as a developing agent. The bulk of detected bisphenols accounted for bisphenol A
(more than 80%). The results were confirmed again with GC-MS / MS. Thus, the HPLC me-
thod is suitable for the quantification of bisphenols in thermal paper. The results are
comparable to other publications in which bisphenol A and S were also determined in percent
ranges [3, 4].

Within this thesis, methods for the qualification and quantification of selected bisphenols in
three major main entry compartments for the human organism have been developed. Due to
increasing precautionary prohibitions and regulations on bisphenol A, alternatives are
increasingly coming to the fore. The resulting methods are therefore suitable for monitoring
the bisphenols for future stresst assessments. By regulating bisphenol A in thermal paper, the

use of structural analogues could be observed for the past and can be observed in the future.
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In household dust samples, the data obtained serve as a basis for the current load of
bisphenols in Germany. These levels can be compared to future measurements. This will give
an overview of whether the regulatory burden on BPA exposure will decrease or whether the
overall load of bisphenols will remain the same due to the increasing use of analogues.

The measurement methods can serve as a basis for method development for the quantification
of bisphenols in other sample compartments. It is conceivable to use the developed method to
examine food, such as fish, which is consumed both raw and processed. Again and again the
press reports on the contamination of fish and marine animals with microplastics. A direct
transition of bisphenols from these particles into the food would be possible, so that
monitoring would be necessary. In addition to thermal paper other paper materials are also of
relevance, since bisphenols can enter the ciculation due to improper recycling. This increases

bisphenol levels in products made from recycled materials.
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Tab. 28: Konzentration der Einzelstammldsungen (24.01.2019)

Bisphenol Einwaage Konzentration
(in mg) (in pg/ul)

A 5,00 1,000
A d16 5,08 1,016
AF 4,99 0,998
AF d4 5,22 1,044
AP 5,16 1,032
B 5,06 1,012
BP 5,09 1,018
C 5,07 1,014
C2 5,14 1,028
E 5,12 1,024

5,20 1,040
FL 5,17 1,034
G 5,02 1,004
M 5,07 1,014
P 5,24 1,048
PH 5,04 1,008
S 5,12 1,024
TMC 5,02 1,004
z 5,08 1,016
Fluoranthen d10

5,26 1,052

(ISin Toluol)
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Anhang XVII

Fragebogen - Hausstaub
Im Rahmen meiner Promotionsarbeit beschéftige ich mich mit dem Nachweis von
Bisphenolen in Hausstaubproben. Ich bedanke mich bereits jetzt fir die Bereitstellung lhrer
Staubprobe!
Ich bitte darum, die Fragen nach bestem Wissen und Gewissen auszufillen, da sie bei der
Interpretation der Ergebnisse und Kausalitatsprifung hilfreich sein kdnnen!
Die Antworten werden in jedem Fall vertraulich behandelt und Ergebnisse nur anonymisiert
veroffentlicht.
Mit freundlichen GruRen,

Daniel Goldmann

Allgemeine Angaben zur Hausstaubprobe:
Uber welchen Zeitraum erstreckte sich die Probenahme?

Herkunft der Probe (beutelloser Sauger oder mit Beutel):

Name:

Bundesland:
Ort:
StraRe:

Anzahl der im Haushalt lebenden Personen:

Leben Haustiere im Haushalt? OJa O Nein

Wenn ja, welche Tiere und wie viele leben bei Ihnen?

Wird in der Wohnung geraucht?  OJa O Nein

Wenn ja, wie viel wird ungeféhr in der Wohnung geraucht? Zigaretten/Tag

Abb. 54: Fragebogen zu den untersuchten Hausstaubproben
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Haustyp: O Hochhaus O Betonplattenbau mit/ohne Dichtungsfugen
O Reihenhaus/Einfamilienhaus O Fertighaus
O Fachwerkhaus O Mehrfamilienhaus

O Sonstiges (z.B. ehem. Soldatenwohnung):

Heizungen: 0O Zentralheizung O Gasetagenheizung
O Ofen O Kamin
O Sonstiges:

Allgemeine Fragen zur Wohnung und zum Saugverhalten:

Angaben zur Umgebung? (bis 2 km) Welche Boden werden gesaugt? (Mehrfach-
O landlich (Ortsrand) antworten moglich)
O landlich (Ortskern) O Parkettboden
O stadtisch (locker verbaut) O Laminat
O stadtisch (stark verbaut) O Fliesenboden
O PVC-Belag
Verkehr: .
O Linoleum
O schwach

O nur Teppiche/Teppichboden
O stark (Fernzone)

O stark (Nahzone) Wird auRerhalb der Wohnung gesaugt?
O starker LKW-Verkehr O Ja O Nein
(Mehrfachantworten moglich)
Wie héufig wird in Ihrer Wohnung/ lhrem
O Auto
Haus gesaugt?
O Garage
O taglich
O Terrasse
O zwei- bis dreimal die Woche
O Balkon
O einmal die Woche
O Keller
O alle zwei Wochen
O andere:

O seltener

Fortsetzung Abb. 54: Fragebogen zu den untersuchten Hausstaubproben
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Spezielle Fragen im Hinblick auf mogliche Bisphenol-Eintragsquellen:

Wird in vorwiegend als Biro genutzten Rdumen gesaugt?
OJa O Nein

evtl. Erlauterungen:

Sind in den gesaugten Raumen PVC-Bdden verbaut?
O Ja O Nein

Wenn ja, wie viel prozentual zur gesamten Wohnung gesehen?  ca. %

Ist in der Wohnung ein Laserdrucker vorhanden?
O Ja O Nein

evtl. Erlauterungen:

Werden in der Wohnung Kassenzettel/Thermopapier offen aufbewahrt? (nicht abgeheftet)
O Ja O Nein
evtl. Erlauterungen (wie viele Zettel oder ungefdhre mengenmaRige Einordnung):

Fortsetzung Abb. 54: Fragebogen zu den untersuchten Hausstaubproben
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Tab. 29: Ermittelte Bisphenol-Gehalte in Hausstaubproben

HS 01 HS 02 HS 03 HS 05 HS 06 HS 07 HS 08 HS 10 HS 11 HS 13
Gehaltin | Gehaltin | Gehaltin | Gehaltin | Gehaltin | Gehaltin | Gehaltin | Gehaltin | Gehaltin | Gehalt in

ng/g ng/g ng/g ng/g ng/g ng/g ng/g ng/g ng/g ng/g
Bisphenol A 4744 2059 6935 3066 8083 3468 8584 4217 2356 2101
Bisphenol AF <2 <2 15 <2 <2 <2 17,6 34,1 <2 1,9
Bisphenol AP <2 <2 <2 <2 <2 <2 <2 <2 <2 <2
Bisphenol B <3 <3 <3 <3 <3 <3 <3 <3 <3 <3
Bisphenol BP <2 <2 <2 <2 <2 <2 <2 <2 <2 <2
Bisphenol C <3 <3 2,2 9,2 <3 <3 19,2 <3 <3 <2
Bisphenol C2 <3 <3 <3 <3 <3 <3 <3 <3 <3 <3
Bisphenol E <2 <2 <2 <2 <2 <2 <2 <2 7,0 <2
Bisphenol F 204,8 94,1 139,5 119,2 69,1 122,8 251,7 125,6 1151 122,0
Bisphenol FL <2 <2 <2 <2 <2 <2 <2 <2 <2 <2
Bisphenol G <3 <3 <3 <3 <3 <3 <3 <3 <3 <3
Bisphenol M <2 <2 <2 <2 <2 <2 <2 <2 <2 <2
Bisphenol P <2 <2 <2 <2 <2 <2 <2 <2 <2 <2
Bisphenol PH <4 <4 <4 <4 <4 <4 <4 <4 <4 <4
Bisphenol S 93,8 65,4 433,7 761,1 197,3 421,7 267,2 106,2 110,8 341,2
Bisphenol TMC <3 <3 <3 4,6 <3 <3 <3 <3 <3 <3
Bisphenol Z <2 <2 2,3 <2 11,4 <2 <2 <2 <2 <2




Anhang XXI1
Fortsetzung Tab. 29: Ermittelte Bisphenol-Gehalte in Hausstaubproben
HS 14 HS 15 HS 16 HS 17 HS 20 HS 21 HS 22 HS 23 HS 24
Gehaltin | Gehaltin | Gehaltin | Gehaltin | Gehaltin | Gehaltin | Gehaltin | Gehaltin | Gehaltin

ng/g ng/g ng/g ng/g ng/g ng/g ng/g ng/g ng/g
Bisphenol A 2780 10724 4733 1187 2626 2747 3657 17340 663
Bisphenol AF 3,6 22,5 <2 <2 <2 2,2 3,8 <2 0,5
Bisphenol AP <2 <2 <2 <2 <2 <2 <2 <2 <2
Bisphenol B <3 <3 <3 <3 <3 <3 <3 <3 <3
Bisphenol BP <2 <2 <2 <2 <2 <2 <2 <2 <2
Bisphenol C 15,3 <3 3,7 120,5 22,0 <3 68,8 6,3 <3
Bisphenol C2 <3 <3 <3 <3 <3 <3 <3 <3 <3
Bisphenol E <2 <2 <2 <2 <2 12,1 <2 <2 <2
Bisphenol F 505,9 62,1 66,3 134,8 179,7 2235,0 108,7 54,7 151
Bisphenol FL <2 <2 <2 <2 <2 <2 <2 <2 <2
Bisphenol G <3 <3 <3 <3 <3 <3 <3 <3 <3
Bisphenol M <2 <2 <2 <2 <2 <2 <2 <2 <2
Bisphenol P <2 <2 <2 <2 <2 <2 <2 <2 <2
Bisphenol PH <4 <4 <4 <4 <4 <4 <4 <4 <4
Bisphenol S 348,7 95,1 260,0 104,6 264,1 161,8 716,5 196,0 38,2
Bisphenol TMC <3 14,5 2,3 <3 <3 <3 4.8 <3 <3
Bisphenol Z <2 <2 <2 <2 <2 <2 <2 <2 <2




Anhang XXII

Tab. 30: Kalibrierdaten fir HPLC-DAD Messungen von Thermopapier

Achsenabschnitt | Steigung Wellenlange in nm | Retentionszeit
in min
Bisphenol S 0,12956 0,05248 254 5,12
Bisphenol F 1,82193 0,04837 230 8,39
Bisphenol E 0,12880 0,04773 230 9,41
Bisphenol A 0,17794 0,04131 230 10,44
Bisphenol B 0,23106 0,04071 230 12,45
Bisphenol C -0,11682 0,02805 230 13,39
Bisphenol AP 0,35479 0,03483 230 14,81
Bisphenol AF/C2 0,86008 0,03093 230 15,30
Bisphenol Z 0,02673 0,03306 230 16,01
Bisphenol FL 0,55399 0,06010 230 18,62
Bisphenol BP -4,61640 0,05825 218 23,93
Bisphenol M/P -0,09461 0,04172 230 28,09
Bisphenol TMC 0,37143 0,02504 230 28,56
Bisphenol G 0,98790 0,02584 230 29,83
Bisphenol PH -0,73195 0,06987 230 30,21

: y = 0,0525x + 0,1296
Bisphenol S re=0,9998

60,00 -
50,00
40,00 -
30,00
20,00 -
10,00 -
0,00

Peakflache

0,0 200,0 400,0 600,0 800,0 1000,0 1200,0
cin pg/pL

Abb. 55: Kalibriergerade BPS mit HPLC-DAD-Detektion
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60,00
50,00
40,00
30,00
20,00
10,00

0,00

Peakflache

60,00
50,00
40,00
30,00
20,00
10,00

0,00

Peakflache

45,00
40,00
35,00
30,00
25,00
20,00
15,00
10,00

5,00

0,00

Peakflache

y = 0,0484x + 1,8215

Bisphenol F re=0,9989
0,0 2000 4000 6000 8000 10000 12000
cin pg/uL
i y = 0,0477x + 0,1288
Bisphenol E  r:=0,9086
0 200 400 600 800 1000 1200
c in pg/pL
i y = 0,0413x + 0,1779
Bisphenol A re=09996
0,0 2000 4000 6000 8000 10000 12000
cin pg/pL

Fortsetzung Abb. 55: Kalibriergeraden von BPF, BPE und BPA mit HPLC-DAD-Detektion
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45,00
40,00
35,00
30,00
25,00
20,00
15,00
10,00

5,00

0,00

Peakflache

30,00
25,00
20,00
15,00
10,00

5,00

0,00

Peakflache

40,00
35,00
30,00
25,00
20,00
15,00
10,00

5,00

0,00

Peakflache

y = 0,0407x + 0,2311

Bisphenol B re=0,9998
0,0 2000 4000 6000 8000 10000  1200,0
cin pg/uL
: y =0,028x - 0,1168
Bisphenol C  re=0,9995
0,0 2000 4000 6000 8000 10000 1200,
c in pg/pL
. y = 0,0348x + 0,3548
Bisphenol AP re=0,9994
0,0 2000 4000 6000 8000 10000  1200,0
cin pg/pL

Fortsetzung Abb. 55: Kalibriergeraden von BBF, BPC und BPAP mit HPLC-DAD-

Detektion
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80,00
70,00
60,00
50,00
40,00
30,00
20,00
10,00

0,00

Peakflache

40,00
35,00
30,00
25,00
20,00
15,00
10,00

5,00

0,00

Peakflache

70,00
60,00
50,00
40,00
30,00
20,00
10,00

0,00

Peakflache

y =0,0309x + 0,8601

Bisphenol AF/C2  re=0,9904
0,0 500,0 1000,0 1500,0 2000,0 2500,0
cin pg/uL
. y = 0,0331x + 0,0267
Bisphenol Z  re=0,9998
0,0 200,0 400,0 600,0 800,0 1000,0  1200,0
cin pg/pL
. y = 0,0601x + 0,554
Bisphenol FL  re=0,9996
0,0 200,0 400,0 600,0 800,0 1000,0  1200,0
cin pg/uL

Fortsetzung Abb. 55: Kalibriergeraden von BBAF/C2, BPZ und BPFL mit HPLC-DAD-

Detektion
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Peakflache

Peakflache

Peakflache

60,00
50,00
40,00
30,00
20,00
10,00

0,00

90,00
80,00
70,00
60,00
50,00
40,00
30,00
20,00
10,00

0,00

30,00
25,00
20,00
15,00
10,00

5,00

0,00

y =0,0582x - 4,6164

Bisphenol BP r:= 09988

0,0 200,0 400,0 600,0 800,0 1000,0 1200,0
cin pg/uL
: y =0,0417x - 0,0946
Bisphenol M/P % ess
0,0 500,0 1000,0 1500,0 2000,0 2500,0
cin pg/uL
1 y =0,025x + 0,3714
Bisphenol TMC %7505
0,0 200,0 400,0 600,0 800,0 1000,0  1200,0

cin pg/pL

Fortsetzung Abb. 55: Kalibriergeraden von BBBP, BPM/P und BPTMC mit HPLC-DAD-

Detektion
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80,00
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40,00
30,00
20,00
10,00

0,00

Peakflache

y =0,0258x + 0,9879

Bisphenol G

R2=0,9995
0,0 200,0 400,0 600,0 800,0 1000,0 1200,0
cin pg/uL
. y =0,0699x - 0,7319
Bisphenol PH  re=09097
0,0 200,0 400,0 600,0 800,0 1000,0 1200,0
c in pg/uL

Fortsetzung Abb. 55: Kalibriergeraden von BPG und BPPH mit HPLC-DAD-Detektion
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Kalibration BPA

PFV

y =0,0163x + 0,0257
R?=0,9992

0 20 40 60 80 100 120
cinpg/ul

Kalibration BPAF

y =0,0194x - 0,0429
R2 =0,9992

PFV
'_\

0 20 40 60 80 100 120
cin pg/ul

Kalibration BPAP

y = 0,0094x - 0,0187
R2 = 0,9994

PFV
o
(2]

0 20 40 60 80 100 120
cin pg/ul

Abb. 56: Kalibriergeraden von BPA, BPAF und BPAP (GC-MS/MS) fir Migrationslésun-

gen
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Kalibration BPB

PFV

y =0,0169x - 0,0341
R?=10,9994

0 20 40 60 80 100 120
cin pg/ul

Kalibration BPBP

PFV
o
S

y =0,007x - 0,0078
R2 =0,9996

0 20 40 60 80 100 120
cin pg/ul

Kalibration BPC

PFV
o
S

y =0,0067x - 0,0104
R?=0,9995

0 20 40 60 80 100 120
cin pg/ul

Fortsetzung Abb. 56: Kalibriergeraden von BPB, BPBP und BPC (GC-MS/MS) fir Migra-

tionslésungen
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Kalibration BPC2

PFV
o
[o0)

y =0,0148x - 0,0265
R2=0,9992

0 20 40 60 80 100 120
cin pg/ul

Kalibration BPE

PFV

y =0,0152x - 0,0293
R?=10,9994

0 20 40 60 80 100 120
cin pg/ul

Kalibration BPF

PFV
o
oo

y =0,0136x - 0,0148
R?=0,9993

0 20 40 60 80 100 120
cin pg/ul

Fortsetzung Abb. 56: Kalibriergeraden von BPC2, BPE und BPF (GC-MS/MS) fur Migrati-

onsldsungen
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PFV

PFV

PFV

Kalibration BPFL

y = 0,008x - 0,0099
R2=0,9994

20 40 60 80 100 120
cin pg/ul

Kalibration BPG

y =0,0091x - 0,0149
R?=10,9989

20 40 60 80 100 120
cin pg/ul

Kalibration BPM

y = 0,0064x - 0,0086
R2?=10,9993

20 40 60 80 100 120
cin pg/ul

Fortsetzung Abb. 56: Kalibriergeraden von BPFL, BPG und BPM (GC-MS/MS) fur Migra-

tionslésungen
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Kalibration BPP
0,6
0,5

0,4

PFV

0,3

y =0,0048x - 0,0038

0.2 R2 = 0,9995

0,1

0 20 40 60 80 100 120
cin pg/ul

Kalibration BPPH
0,6
0,5

0,4

PFV

0,3
y = 0,0052x - 0,0001

0,2 Rz = 0,9996

0,1

0 20 40 60 80 100 120
cin pg/ul

Kalibration BPS

0,6
0,5

0,4

PFV

0,3
y =0,0054x - 0,0062

0,2 R2? =0,9996

0,1

0 20 40 60 80 100 120
cin pg/ul

Fortsetzung Abb. 56: Kalibriergeraden von BPP, BPPH und BPS (GC-MS/MS) fir Migrati-

onsldsungen
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Kalibration BPTMC

y = 0,0062x - 0,0097
R?=0,9994

0 20 40 60 80 100 120
cin pg/ul

Kalibration BPZ

y = 0,0049x - 0,006
R2=10,9994

0 20 40 60 80 100 120
cin pg/ul

Fortsetzung Abb. 56: Kalibriergeraden von BPTMC und BPZ (GC-MS/MS) fur Migrations-

I6sungen
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Tab. 31: Ermittelte Nachweis- und Bestimmungsgrenzen fir Trinkflaschen nach DIN 32645

TF 01 TF 02 TF 03 TF 04 TF 05 TF 06 TF 07

NG [pg/ul] BG [pg/ul] |BG [ng/kg] [BG [ng/kg] |BG [ng/kg] | BG [ng/kg] |BG [ng/kg] |BG [ng/kg] |BG [ng/kg]
Bisphenol A 1,34 4,80 6,86 9,61 7,39 6,41 16,02 18,48 19,22
Bisphenol AF 1,39 4,95 7,08 9,91 7,62 6,60 16,51 19,05 19,81
Bisphenol AP 1,23 4,40 6,29 8,81 6,77 5,87 14,68 16,94 17,61
Bisphenol B 1,24 4,45 6,36 8,91 6,85 5,94 14,85 17,13 17,82
Bisphenol BP 1,05 3,77 5,39 7,55 5,80 5,03 12,58 14,51 15,09
Bisphenol C 1,11 4,00 5,71 8,00 6,15 5,33 13,33 15,38 16,00
Bisphenol C2 1,40 5,00 7,15 10,01 7,70 6,67 16,68 19,24 20,01
Bisphenol E 1,26 4,52 6,46 9,04 6,96 6,03 15,07 17,39 18,09
Bisphenol F 1,32 4,72 6,74 9,44 7,26 6,29 15,73 18,15 18,88
Bisphenol FL 1,24 4,45 6,36 8,90 6,85 5,93 14,83 17,11 17,80
Bisphenol G 1,61 5,72 8,17 11,44 8,80 7,62 19,06 21,99 22,87
Bisphenol M 1,32 4,74 6,77 9,48 7,29 6,32 15,79 18,22 18,95
Bisphenol P 1,18 4,23 6,05 8,46 6,51 5,64 14,11 16,28 16,93
Bisphenol PH 0,97 3,52 5,03 7,04 5,42 4,70 11,74 13,55 14,09
Bisphenol S 1,00 3,61 5,16 7,22 5,56 4,82 12,04 13,89 14,45
Bisphenol TMC 1,16 4,17 5,96 8,35 6,42 5,57 13,91 16,05 16,70
Bisphenol Z 1,24 4,43 6,33 8,86 6,82 5,91 14,77 17,05 17,73
Art der Entscheidungsgrenze: NG/BG Anzahl n der Kalibrierproben: 10

Chemometrisches Modell: Kalibriergeradenmethode Anzahl m der Messungen der Analysenprobe: 2
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Abb. 57: SPE-Aufreinigung der Migrationslésungen
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Tab. 32: Bisphenol-Gehalte 10-stindige Migration (Die Werte in Klammern befinden sich zwischen der Nachweis- und Bestimmungsgrenze.)

TFO01 TF 02 TF 03 TF 04 TF 05 TF 06 TF 07
Gehalt in Gehaltin Gehalt in Gehaltin Gehalt in Gehaltin Gehaltin
Ha/kg Ha/kg Ha/kg Ha/kg Ha/kg Ha/kg Ha/kg
Bisphenol A (0,0021) <NG <NG 0,0089 <NG (0,0057) 0,2961
Bisphenol AF (0,0034) (0,0029) (0,0029) (0,003) (0,0034) (0,0029) (0,0029)
Bisphenol AP <NG <NG <NG <NG <NG <NG <NG
Bisphenol B <NG <NG <NG <NG <NG <NG <NG
Bisphenol BP <NG <NG <NG <NG <NG <NG <NG
Bisphenol C <NG <NG <NG <NG <NG <NG <NG
Bisphenol C2 <NG <NG <NG <NG <NG <NG <NG
Bisphenol E <NG <NG <NG <NG <NG <NG <NG
Bisphenol F <NG <NG <NG <NG <NG <NG <NG
Bisphenol FL <NG <NG <NG <NG <NG <NG <NG
Bisphenol G <NG <NG <NG <NG <NG <NG <NG
Bisphenol M <NG <NG <NG <NG <NG <NG <NG
Bisphenol P <NG <NG <NG <NG <NG <NG <NG
Bisphenol PH <NG <NG <NG <NG <NG <NG <NG
Bisphenol S <NG <NG <NG <NG <NG 0,116 <NG
Bisphenol TMC <NG <NG <NG <NG <NG <NG <NG
Bisphenol Z <NG <NG <NG <NG <NG <NG <NG




Anhang XXXVII

Tab. 33: Bisphenol-Gehalte in kochendem Wasser (zum Ausspuilen verwendet)

TFO01 TF 02 TF 03 TF 04 TF 05 TF 06 TF 07
Gehalt in Gehaltin Gehalt in Gehaltin Gehalt in Gehaltin Gehaltin

Ha/kg Ha/kg Ha/kg Ha/kg Ha/kg Ha/kg Ha/kg
Bisphenol A <NG <NG <NG <NG <NG 0,022 0,413
Bisphenol AF <NG <NG <NG <NG <NG <NG <NG
Bisphenol AP <NG <NG <NG <NG <NG <NG <NG
Bisphenol B <NG <NG <NG <NG <NG <NG <NG
Bisphenol BP <NG <NG 0,009 <NG <NG <NG <NG
Bisphenol C <NG <NG <NG <NG <NG <NG <NG
Bisphenol C2 <NG <NG <NG <NG <NG <NG <NG
Bisphenol E <NG <NG <NG <NG <NG <NG <NG
Bisphenol F <NG <NG <NG <NG <NG <NG <NG
Bisphenol FL <NG <NG <NG <NG <NG <NG <NG
Bisphenol G <NG <NG <NG <NG <NG <NG <NG
Bisphenol M <NG <NG <NG <NG <NG <NG <NG
Bisphenol P <NG <NG <NG <NG <NG <NG <NG
Bisphenol PH <NG <NG <NG <NG <NG <NG <NG
Bisphenol S <NG <NG <NG <NG <NG 0,331 <NG
Bisphenol TMC <NG <NG <NG <NG <NG <NG <NG
Bisphenol Z <NG <NG <NG <NG <NG <NG <NG




Anhang XXXVIII

Tab. 34: Bisphenol-Gehalte 1. Migration, 3 Gew.-% Essigsdure

TFO01 TF 02 TF 03 TF 04 TF 05 TF 06 TF 07
Gehalt in Gehaltin Gehalt in Gehaltin Gehalt in Gehaltin Gehaltin

Ha/kg Ha/kg Ha/kg Ha/kg Ha/kg Ha/kg Ha/kg
Bisphenol A (0,0066) (0,0035) <NG <NG <NG <NG <NG
Bisphenol AF <NG <NG <NG <NG <NG <NG <NG
Bisphenol AP <NG <NG <NG <NG <NG <NG <NG
Bisphenol B <NG <NG <NG <NG <NG <NG <NG
Bisphenol BP <NG <NG <NG <NG <NG <NG <NG
Bisphenol C <NG <NG <NG <NG <NG <NG <NG
Bisphenol C2 <NG <NG <NG <NG <NG <NG <NG
Bisphenol E <NG <NG <NG <NG <NG <NG <NG
Bisphenol F <NG <NG <NG <NG <NG <NG <NG
Bisphenol FL <NG <NG <NG <NG <NG <NG <NG
Bisphenol G <NG <NG <NG <NG <NG <NG <NG
Bisphenol M <NG <NG <NG <NG <NG <NG <NG
Bisphenol P <NG <NG <NG <NG <NG <NG <NG
Bisphenol PH <NG <NG <NG <NG <NG <NG <NG
Bisphenol S (0,0016) 0,0112 <NG <NG <NG (0,0064) <NG
Bisphenol TMC <NG <NG <NG <NG <NG <NG <NG
Bisphenol Z <NG <NG <NG <NG <NG <NG <NG
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Tab. 35: Bisphenol-Gehalte 1. Migration, 20 Vol.-% Ethanol

TFO01 TF 02 TF 03 TF 04 TF 05 TF 06 TF 07
Gehalt in Gehaltin Gehalt in Gehaltin Gehalt in Gehaltin Gehaltin
Ha/kg Ha/kg Ha/kg Ha/kg Ha/kg Ha/kg Ha/kg
Bisphenol A <NG <NG <NG <NG <NG <NG 0,102
Bisphenol AF (0,0031) (0,0039) (0,0034) (0,0040) <NG <NG <NG
Bisphenol AP <NG <NG <NG <NG <NG <NG <NG
Bisphenol B <NG <NG <NG <NG <NG <NG <NG
Bisphenol BP <NG <NG <NG <NG <NG <NG <NG
Bisphenol C <NG <NG <NG <NG <NG <NG <NG
Bisphenol C2 <NG <NG <NG <NG <NG <NG <NG
Bisphenol E <NG <NG <NG <NG <NG <NG <NG
Bisphenol F <NG <NG <NG <NG <NG <NG <NG
Bisphenol FL <NG <NG <NG <NG <NG <NG <NG
Bisphenol G <NG <NG <NG <NG <NG <NG <NG
Bisphenol M <NG <NG <NG <NG <NG <NG <NG
Bisphenol P <NG <NG <NG <NG <NG <NG <NG
Bisphenol PH <NG <NG <NG <NG <NG <NG <NG
Bisphenol S <NG <NG <NG <NG (0,0062) 0,0375 (0,0058)
Bisphenol TMC <NG <NG <NG <NG <NG <NG <NG
Bisphenol Z <NG <NG <NG <NG <NG <NG <NG




Anhang

Tab. 36: Bisphenol-Gehalte 1. Migration, 50 Vol.-% Ethanol

TFO01 TF 02 TF 03 TF 04 TF 05 TF 06 TF 07
Gehalt in Gehaltin Gehalt in Gehaltin Gehalt in Gehaltin Gehaltin
Ha/kg Ha/kg Ha/kg Ha/kg Ha/kg Ha/kg Ha/kg
Bisphenol A <NG <NG <NG <NG <NG <NG 0,492
Bisphenol AF (0,0038) (0,0093) (0,0071) 0,0068 (0,0076) (0,0076) (0,0074)
Bisphenol AP <NG <NG <NG <NG <NG <NG <NG
Bisphenol B <NG <NG <NG <NG <NG <NG <NG
Bisphenol BP <NG <NG <NG <NG <NG <NG <NG
Bisphenol C <NG <NG <NG <NG <NG <NG <NG
Bisphenol C2 <NG <NG <NG <NG <NG <NG <NG
Bisphenol E <NG <NG <NG <NG <NG <NG <NG
Bisphenol F <NG <NG <NG <NG <NG <NG <NG
Bisphenol FL <NG <NG <NG <NG <NG <NG <NG
Bisphenol G <NG <NG <NG <NG <NG <NG <NG
Bisphenol M <NG <NG <NG <NG <NG <NG <NG
Bisphenol P <NG <NG <NG <NG <NG <NG <NG
Bisphenol PH <NG <NG <NG <NG <NG <NG <NG
Bisphenol S <NG <NG <NG <NG <NG 0,1701 (0,0119)
Bisphenol TMC <NG <NG <NG <NG <NG <NG <NG
Bisphenol Z <NG <NG <NG <NG <NG <NG <NG




Anhang XLI

Tab. 37: Bisphenol-Gehalte 2. Migration, 3 Gew.-% Essigsdure

TFO01 TF 02 TF 03 TF 04 TF 05 TF 06 TF 07
Gehalt in Gehaltin Gehalt in Gehaltin Gehalt in Gehaltin Gehaltin

Ha/kg Ha/kg Ha/kg Ha/kg Ha/kg Ha/kg Ha/kg
Bisphenol A <NG <NG <NG <NG <NG <NG <NG
Bisphenol AF <NG <NG <NG <NG <NG <NG <NG
Bisphenol AP <NG <NG <NG <NG <NG <NG <NG
Bisphenol B <NG <NG <NG <NG <NG <NG <NG
Bisphenol BP <NG <NG <NG <NG <NG <NG <NG
Bisphenol C <NG <NG <NG <NG <NG <NG <NG
Bisphenol C2 <NG <NG <NG <NG <NG <NG <NG
Bisphenol E <NG <NG <NG <NG <NG <NG <NG
Bisphenol F <NG <NG <NG <NG <NG <NG <NG
Bisphenol FL <NG <NG <NG <NG <NG <NG <NG
Bisphenol G <NG <NG <NG <NG <NG <NG <NG
Bisphenol M <NG <NG <NG <NG <NG <NG <NG
Bisphenol P <NG <NG <NG <NG <NG <NG <NG
Bisphenol PH <NG <NG <NG <NG <NG <NG <NG
Bisphenol S (0,0027) <NG <NG <NG <NG (0,0051) <NG
Bisphenol TMC <NG <NG <NG <NG <NG <NG <NG
Bisphenol Z <NG <NG <NG <NG <NG <NG <NG
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Tab. 38: Bisphenol-Gehalte 2. Migration, 20 Vol.-% Ethanol

TFO01 TF 02 TF 03 TF 04 TF 05 TF 06 TF 07
Gehalt in Gehaltin Gehalt in Gehaltin Gehalt in Gehaltin Gehaltin
Ha/kg Ha/kg Ha/kg Ha/kg Ha/kg Ha/kg Ha/kg
Bisphenol A <NG <NG <NG <NG <NG <NG (0,0163)
Bisphenol AF <NG (0,0028) (0,0036) (0,0036) <NG <NG <NG
Bisphenol AP <NG <NG <NG <NG <NG <NG <NG
Bisphenol B <NG <NG <NG <NG <NG <NG <NG
Bisphenol BP <NG <NG <NG <NG <NG <NG <NG
Bisphenol C <NG <NG <NG <NG <NG <NG <NG
Bisphenol C2 <NG <NG <NG <NG <NG <NG <NG
Bisphenol E <NG <NG <NG <NG <NG <NG <NG
Bisphenol F <NG <NG <NG <NG <NG <NG <NG
Bisphenol FL <NG <NG <NG <NG <NG <NG <NG
Bisphenol G <NG <NG <NG <NG <NG <NG <NG
Bisphenol M <NG <NG <NG <NG <NG <NG <NG
Bisphenol P <NG <NG <NG <NG <NG <NG <NG
Bisphenol PH <NG <NG <NG <NG <NG <NG <NG
Bisphenol S <NG <NG <NG <NG <NG (0,0160) <NG
Bisphenol TMC <NG <NG <NG <NG <NG <NG <NG
Bisphenol Z <NG <NG <NG <NG <NG <NG <NG




Anhang XLII

Tab. 39: Bisphenol-Gehalte 2. Migration, 50 Vol.-% Ethanol

TFO01 TF 02 TF 03 TF 04 TF 05 TF 06 TF 07
Gehalt in Gehaltin Gehalt in Gehaltin Gehalt in Gehaltin Gehaltin
Ha/kg Ha/kg Ha/kg Ha/kg Ha/kg Ha/kg Ha/kg
Bisphenol A <NG <NG <NG <NG <NG <NG 0,0585
Bisphenol AF (0,0046) (0,0066) (0,0074) (0,0064) (0,0090) (0,0094) (0,0090)
Bisphenol AP <NG <NG <NG <NG <NG <NG <NG
Bisphenol B <NG <NG <NG <NG <NG <NG <NG
Bisphenol BP <NG <NG <NG <NG <NG <NG <NG
Bisphenol C <NG <NG <NG <NG <NG <NG <NG
Bisphenol C2 <NG <NG <NG <NG <NG <NG <NG
Bisphenol E <NG <NG <NG <NG <NG <NG <NG
Bisphenol F <NG <NG <NG <NG <NG <NG <NG
Bisphenol FL <NG <NG <NG <NG <NG <NG <NG
Bisphenol G <NG <NG <NG <NG <NG <NG <NG
Bisphenol M <NG <NG <NG <NG <NG <NG <NG
Bisphenol P <NG <NG <NG <NG <NG <NG <NG
Bisphenol PH <NG <NG <NG <NG <NG <NG <NG
Bisphenol S <NG <NG <NG <NG <NG 0,0628 <NG
Bisphenol TMC <NG <NG <NG <NG <NG <NG <NG
Bisphenol Z <NG <NG <NG <NG <NG <NG <NG




Anhang XLIV

Tab. 40: Bisphenol-Gehalte 3. Migration, 3 Gew.-% Essigsdure

TFO01 TF 02 TF 03 TF 04 TF 05 TF 06 TF 07
Gehalt in Gehaltin Gehalt in Gehaltin Gehalt in Gehaltin Gehaltin

Ha/kg Ha/kg Ha/kg Ha/kg Ha/kg Ha/kg Ha/kg
Bisphenol A <NG <NG <NG <NG <NG <NG <NG
Bisphenol AF <NG <NG <NG <NG <NG <NG <NG
Bisphenol AP <NG <NG <NG <NG <NG <NG <NG
Bisphenol B <NG <NG <NG <NG <NG <NG <NG
Bisphenol BP <NG <NG <NG <NG <NG <NG <NG
Bisphenol C <NG <NG <NG <NG <NG <NG <NG
Bisphenol C2 <NG <NG <NG <NG <NG <NG <NG
Bisphenol E <NG <NG <NG <NG <NG <NG <NG
Bisphenol F <NG <NG <NG <NG <NG <NG <NG
Bisphenol FL <NG <NG <NG <NG <NG <NG <NG
Bisphenol G <NG <NG <NG <NG <NG <NG <NG
Bisphenol M <NG <NG <NG <NG <NG <NG <NG
Bisphenol P <NG <NG <NG <NG <NG <NG <NG
Bisphenol PH <NG <NG <NG <NG <NG <NG <NG
Bisphenol S <NG <NG <NG <NG <NG <NG <NG
Bisphenol TMC <NG <NG <NG <NG <NG <NG <NG
Bisphenol Z <NG <NG <NG <NG <NG <NG <NG




Anhang XLV

Tab. 41: Bisphenol-Gehalte 3. Migration, 20 Vol.-% Ethanol

TFO01 TF 02 TF 03 TF 04 TF 05 TF 06 TF 07
Gehalt in Gehaltin Gehalt in Gehaltin Gehalt in Gehaltin Gehaltin
Ha/kg Ha/kg Ha/kg Ha/kg Ha/kg Ha/kg Ha/kg
Bisphenol A <NG <NG <NG <NG <NG <NG 0,0207
Bisphenol AF <NG <NG <NG <NG <NG <NG <NG
Bisphenol AP <NG <NG <NG <NG <NG <NG <NG
Bisphenol B <NG <NG <NG <NG <NG <NG <NG
Bisphenol BP <NG <NG <NG <NG <NG <NG <NG
Bisphenol C <NG <NG <NG <NG <NG <NG <NG
Bisphenol C2 <NG <NG <NG <NG <NG <NG <NG
Bisphenol E <NG <NG <NG <NG <NG <NG <NG
Bisphenol F <NG <NG <NG <NG <NG <NG <NG
Bisphenol FL <NG <NG <NG <NG <NG <NG <NG
Bisphenol G <NG <NG <NG <NG <NG <NG <NG
Bisphenol M <NG <NG <NG <NG <NG <NG <NG
Bisphenol P <NG <NG <NG <NG <NG <NG <NG
Bisphenol PH <NG <NG <NG <NG <NG <NG <NG
Bisphenol S <NG <NG <NG <NG <NG 0,0205 <NG
Bisphenol TMC <NG <NG <NG <NG <NG <NG <NG
Bisphenol Z <NG <NG <NG <NG <NG <NG <NG




Anhang XLVI

Tab. 42: Bisphenol-Gehalte 3. Migration, 50 Vol.-% Ethanol

TFO01 TF 02 TF 03 TF 04 TF 05 TF 06 TF 07
Gehalt in Gehaltin Gehalt in Gehaltin Gehalt in Gehaltin Gehaltin
Ha/kg Ha/kg Ha/kg Ha/kg Ha/kg Ha/kg Ha/kg
Bisphenol A <NG <NG <NG <NG <NG <NG 0,1531
Bisphenol AF <NG <NG <NG <NG <NG <NG <NG
Bisphenol AP <NG <NG <NG <NG <NG <NG <NG
Bisphenol B <NG <NG <NG <NG <NG <NG <NG
Bisphenol BP <NG <NG <NG <NG <NG <NG <NG
Bisphenol C <NG <NG <NG <NG <NG <NG <NG
Bisphenol C2 <NG <NG <NG <NG <NG <NG <NG
Bisphenol E <NG <NG <NG <NG <NG <NG <NG
Bisphenol F <NG <NG <NG <NG <NG <NG <NG
Bisphenol FL <NG <NG <NG <NG <NG <NG <NG
Bisphenol G <NG <NG <NG <NG <NG <NG <NG
Bisphenol M <NG <NG <NG <NG <NG <NG <NG
Bisphenol P <NG <NG <NG <NG <NG <NG <NG
Bisphenol PH <NG <NG <NG <NG <NG <NG <NG
Bisphenol S <NG <NG <NG <NG <NG 0,0514 <NG
Bisphenol TMC <NG <NG <NG <NG <NG <NG <NG
Bisphenol Z <NG <NG <NG <NG <NG <NG <NG
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