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Zusammenfassung

Ziel dieser Arbeit war es, die Analytik zur Bestimng von polybromierten Diphenylethern
(PBDE), polybromierten (PBDD/F) und gemischt bromhlorierten (PXDD/F) Dibenzo-p-
dioxinen und Dibenzofuranen in Lebensmitteln, Fatigeln und Humanmilch zu entwickeln
und zu validieren. Das Hauptaugenmerk lag dabei def Untersuchung von
Lebensmittelproben aus Baden-Wurttemberg sowie Homanmilch aus einer weltweiten
WHO-Studie.

Dazu wurde die Bestimmung dieser Verbindungen mira bereits bestehenden Verfahren
zum Nachweis von polychlorierten Dibenzo-p-dioxingm Dibenzofuranen (PCDD/F) sowie
polychlorierten Biphenylen (PCB) in einer Multimette kombiniert. Nach der
Gefriertrocknung der Probe wurde das Fett zusammmn den Kontaminanten mit
organischen Losungsmitteln extrahiert. DiC,-isotopenmarkierten internen Standards
wurden bei fetthaltigen Lebensmittel dem extrakrerFett zugesetzt. Das Fett und storende
Begleitstoffe wurden anschlieBend mittels Gelpetinaachromatographie und Kieselgel-
Schwefelsaure-Saule entfernt. Die Abtrennung derDPBund PCB von den
polyhalogenierten Dibenzo-p-dioxinen und Dibenzafien (PCDD/F, PBDD/F und
PXDD/F) erfolgte an einer Florisil-Saule. Als wege Aufreinigungsschritt zur vollstandigen
Abtrennung der PBDE und PCB von den PBDD/F und PXDkam eine Aktivkohle-Saule

zum Einsatz.

Die Bestimmung von Hexabromcyclododecan (HBCD) kennicht vollstdndig in das
bestehende Verfahren integriert werden und wurgara¢ durchgefiihrt. Das extrahierte Fett
wurde mit einer Kieselgel-Schwefelsaure-Saule voen dAnalyten abgetrennt und

anschlieBend mit einer Florisil-Saule aufgereinigt.

Die aufgearbeiteten Extrakte wurden mit einem Sgsteestehend aus hochauflésender
Gaschromatographie gekoppelt mit hochauflosender sshfespektrometrie  mittels
Isotopenverdinnungsanalyse quantifiziert. Zur gasohtographischen Trennung der

Kongenere kam routinemafig eine 15-m-DB-5-Saule Eumsatz.

Die fur fetthaltige Lebensmittel, Futtermittel undHumanmilch entwickelte
Bestimmungsmethode wurde hinsichtlich Einsetzbarked Robustheit tberprift. Bei der
PBDE-Analytik ergaben sich Wiederfindungsraten tféh-isotopenmarkierten Kongenere

zwischen 82 und 107 %. Die Blindwerte fir die elnea Kongenere lagen in der Regel unter
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20 pg/g Fett. Die Aufarbeitung von Qualitatskorprben mit bekannten PBDE-Gehalten
diente der regelmaRigen Uberprifung des Gesamhrerfa. Die durchschnittlichen
Abweichungen vom Median lagen zwischen 5 und 24 %ei Bzwel
Laborvergleichsuntersuchungen (,Dioxins in Food" 020 und 2005) wurde die
Simultanbestimmung von PBDE, PCDD/F und PCB Ubédtpibiabei waren jeweils drei
verschiedene Matrizes sowie Standardldsungen zersuthen. FUr die nachzuweisenden
PBDE-Kongenere ergaben sich keine Ausreil3er minAlome bei dem sehr problematischen
BDE 209.

Fur PBDD/F und PXDD/F lagen die Wiederfindungsraden isotopenmarkierten Standards
zwischen 43 und 103 %. Die Reagenzienblindwertspeathen fir PBDD/F und PXDD/F
mit Ausnahme der hepta- und octabromierten Dibamaoke der Nachweisgrenze. Die
Nachweisgrenzen waren ungeféhr eine GroRenordndingr fals diejenigen fir PCDD/F. Da
keine geeigneten biologischen Qualitatskontrollprolnit messbaren Gehalten an PBDD/F
und PXDD/F zur Verfiugung standen, wurden Realprob@h unmarkierten Kongeneren
dotiert. Die Abweichungen vom dotierten Wert lageider Regel unter 16 %. Stérungen von
PCB traten bei der PBDE- und PXDD/F-Analytik aufe3torenden PCB-Kongenere hatten
sehr ahnliche Isotopenverhaltnisse und Retentiendia jeweiligen PXDF, konnten aber mit

Hilfe einer Aktivkohle-S&aule bei der Probenaufatiyeq entfernt werden.

Um sich ein Bild zu verschaffen, wie der Verbrauchieer die Aufnahme von Lebensmitteln
belastet wird, wurden Proben aus Baden-Wirttembetrglem Schwerpunkt auf fetthaltigen
Lebensmitteln tierischen Ursprungs untersucht. Dié Abstand héchsten PBDE-Gehalte
wiesen fettreiche Wildfische aus Neckar und Rheinbis zu 50 ng/g Frischgewicht (FG)
auf. Die Gehalte in allen anderen Lebensmittelchan Zuchtfischen, lagen zwischen 0,005
bis 1,8 ng/g FG und damit um zwei bis vier Grodnangen niedriger. Das PBDE-
Kongenerenmuster fur Lebensmittel wechselwarmergleidhwarmer Tiere unterschied sich
signifikant. Der PBDE-Gehalt Kkorrelierte mit der B®elastung im hohen
Konzentrationsbereich bis ca. 100 ng/g FG fur PBDBBlybromierte und gemischt-
halogenierte Dibenzo-p-dioxine und Dibenzofuraneriten dagegen selbst in den mit PBDE

hochbelasteten Fischen nicht nachgewiesen werden.

Wie sich Kontaminanten in der Nahrungskette bis aemschen anreichern, lasst sich direkt

durch die Bestimmung in Humanmilch nachweisen. Um Gehalte an bromierten
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Kontaminanten weltweit vergleichen zu kénnen, war@eoben aus 24 Landern der dritten
Runde einer weltweiten WHO-Studie untersucht. DBDE-Konzentration in gepoolten
Proben aus den USA waren mit 240 ng/g Fett umwal @roRenordnungen héher als die der
meisten anderen L&nder, die Gehalte zwischen O 2#h ng/g Fett aufwiesen. Die
wichtigsten Kongenere waren dabei die PBDE # 47,u88l 153 in unterschiedlichen

Anteilen.

Hauptsachlich 2,3,7,8-substituierte tetra- und @emmierte PBDF konnten in den
Humanmilchproben nachgewiesen werden. Der ,WHO-PBBLEQ", berechnet auf
Grundlage des WHO-TEF (1997) fur PCDD/F, lag zwestl9,56 und 1,7 pg/g Fett. Die
Gehalte an PBDD/F und PBDE korrelierten nicht. Bogikologisch wichtigen tetra- und
pentasubstituierten PXDD/F waren in allen Probarhthhachweisbar. Die Nachweisgrenze

war mit denjenigen der tetra- und pentabromiert8DB/F vergleichbar.

Aus Guiyu in der chinesischen Provinz GuangdongdemrHumanmilch und Huhnereier
untersucht, da der Verdacht einer Umweltkontamamatimit bromierten Kontaminanten
bestand. Dort wird Elektronikschrott zum Teil imfesfen Feuer zur Wiedergewinnung von
Metallen verbrannt. Die PBDE-Gehalte der beidenéiibiproben waren mit den Proben aus
Baden-Wirttemberg vergleichbar. Deutliche Untemsdlizu diesen Proben lieRen sich aber
im Kongenerenmuster erkennen. In der Humanmilchprdalgen die PBDE-Gehalte mit 51
ng/g Fett zwar deutlich tGber denjenigen der meist@ndern der WHO-Studie, aber noch
unterhalb der Gehalte in Proben aus den USA.

In allen Proben aus Guiyu konnten auch PBDF-Kongemeachgewiesen werden. Der
~WHO-PBDD/F-TEQ" lag bei den Huhnereiern bei 0,9ggett, in der Humanmilch bei 3,8
pg/g Fett. Die von dort stammenden HuUhnereiprobemew die einzigen untersuchten
Lebensmittel, in denen PBDD/F nachgewiesen werdemten. PXDD/F waren jedoch auch

in diesen Proben nicht nachweisbar.
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1 Einleitung

1.1 Geschichte der Flammschutzmittel und Uberblick

In der industriellen Produktion von Gebrauchsgutand Gerédten werden verschiedenste
Chemikalien zur Minimierung des Brandrisikos alsrfinschutzmittel eingesetzt. Bewahrt
haben sich anorganische, mineralische, organischéogén- oder phosphorhaltige

Verbindungen. Sie sollen die Verbrennungsgeschgkati minimieren beziehungsweise das

Feuer in der Entstehungsphase eindammen.

Seit der Entwicklung synthetischer Polymere zu Begies 20. Jahrhunderts verschob sich
das Spektrum der Flammschutzmittel von rein anasghen Salzen, die bereits in der Zeit
vor Christus eingesetzt wurden, zu lipophileren staizen, die zu Polymeren zugesetzt
werden konnen (Hindersinn, 1990; Alaee et al., 2008t der fortschreitenden Bedeutung
der Kunststoffe wurden neue Arten von Flammschuteini entwickelt, so dafd deren Anzahl

heute mehr als 175 betragt.
Flammschutzmittel lassen sich in vier wichtige Greip einteilen:
- anorganische,
- halogenhaltige organische,
- phosphorhaltige organische und
- stickstoffhaltige Substanzen und Gemische.
Die halogenhaltigen organischen Flammschutzmiteen dabei mit einem Anteil von 25 %

der jahrlichen Gesamtproduktion an zweiter Stelleachn den anorganischen
Flammschutzmitteln (50 % Anteil).

Flammschutzmittel kdnnen aufgrund ihrer Einsatzer@isreaktive (kovalent-gebundene) und
additive Komponenten eingeteilt werden. Additiveammschutzmittel kontaminieren daher

deutlich leichter die Umwelt als kovalent gebundéhlaee und Wenning, 2002).

In der Gruppe der bromierten Flammschutzmittel swat allem die polybromierten
Diphenylether (PBDE) und Biphenyle (PBB) sowie Hexamcyclododecan (HBCD) und
Tetrabrombisphenol A (TBBPA) von Bedeutung. Der Kibedarf fir bromierte
Flammschutzmittel stieg von 1990 bis 2000 von 1@6 Tonnen auf tber 200 000 Tonnen.
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Die mengenmaliig wichtigsten bromierten Flammschittzhsind heute TBBPA, Deca-BDE
und HBCD, deren Marktbedarf in Tabelle 1.1 aufgéssselt ist. Einen Uberblick uber
wirtschaftlich bedeutende Flammschutzmittel, ihr wemdungsgebiet und Einsatz in

verschiedenen Landern geben auch Alaee et al. Y2003

Tabelle 1.1: Marktbedarf der wichtigsten bromierten Flammschutzmittel in 2001,
aufgeschlisselt nach Gebiet und Verbrauch in t (Bitbaum und Staskal, 2004)

Amerika Europa Asien Ubrige Welt Gesamt
TBBPA 18 000 11 600 89 400 600 119 700
Deca-BDE 24 500 7 600 23 000 1050 56 100
Octa-BDE 1500 610 1500 180 3790
Penta-BDE 7 100 150 150 100 7 500
HBCD 2800 9 500 3900 500 16 700
Gesamt 53 900 29 460 117 950 2430 203 790

1.2 Polybromierte Diphenylether

1.2.1 Nomenklatur und Struktur

Bei den bromierten Diphenylether (BDE) koénnen aflehn Wasserstoffatome durch
Bromatome substituiert sein (Abbildung 1.1). Daraargibt sich eine Anzahl von 209
mdoglichen Kongeneren. Die einzelnen Kongenere weni#bei nach IUPAC entsprechend
der Zahl und Position der Bromatome an den beidematischen Ringen bezeichnet. Die fir
die polychlorierten Biphenyle (PCB) von Ballschmitend Zell (1980) vorgeschlagene
vereinfachte systematische Nomenklatur wurde fioe g@iolybromierten Diphenylether
Ubernommen. In Anlehnung daran werden die Kongeaeoh mit BDE 1 bis BDE 209
bezeichnet (de Wit, 2002). Sie werden je nach Beommgsgrad auch in homologe Gruppen
eingeteilt. Die Anzahl der PBDE-Kongenere pro Bremngsgrad variiert dabei zwischen 1
(decabromiert) und 46 (pentabromiert).
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Abbildung 1.1: Struktur der polybromierten Diphenyl ether (X, y =1 —5)

Aufgrund der Ether-Bricke zwischen den beiden atmtizen Ringen unterscheidet sich die
dreidimensionale Struktur der polybromierten Dipflether von der planaren Struktur der
polybromierten Dibenzo-p-dioxine und Dibenzofur§dR8DD/F) sowie der PCB. Die beiden
planaren aromatischen Ringe kdnnen sich in zwen&teueinander verdreht positionieren
(Hardy, 2002).

1.2.2 Physikalische und chemische Eigenschaften

Bei Raumtemperatur liegen die meisten niedrig bestan Mono- und Dibromdiphenylether
sowie einige Tribromdiphenylether als dlige Flugsig vor. Mit steigender Bromierung der
aromatischen Ringe steigt der Schmelzpunkt vonact@ °C (TetraBDE) bis auf 200 °C
(HeptaBDE) an (Marsh et al., 1999).

Der Dampfdruck bei 25 °C liegt fur PBDE im Bereigon 0,1 Pa fur monobromierte
Diphenylether bis 10 Pa fiir heptabromierte Diphenylether. Er nimmt dabeear mit
zunehmender MolekulgréRe ab. Innerhalb der einpelm@mologen Gruppen gibt es aber
Unterschiede von bis zu einer halben GréRenord(uang et al., 2001).

Die Anreicherung chemischer Verbindungen (Biokotzionsfaktor) in der Umwelt oder in
Biota wird durch den Octanol-Wasser-Verteilungskagfiten beschrieben. Der Octanol-
Wasser-Koeffizient log Kw liegt fur di- bis heptabromierte Diphenylether iBereich
zwischen 6 und 9 und damit héher als fur PCB (Beaek et al., 2003).

Die Loslichkeit von PBDE in Wasser variiert zwisoh®,01 und 1-1& mg/l (Palm et al.,
2002). Polybromierte Diphenylether sind gegenub@uré& und Basen sowie oxidierenden
und reduzierenden Substanzen bestandig. Sie zamssitzh erst bei Temperaturen tGber 250
°C (de Boer et al., 2000).
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1.2.3 Abbau und Abbauprodukte

Hochbromierte Substanzen werden bei Laborexpergnedurch UV-Strahlung abgebaut
(Sellstrom et al., 1998; Eriksson et al., 2001pheEdirekte Debromierung von PBDE in der
Umwelt ist nicht einfach zu beweisen, da z.B. adiehAbbauprodukte von Deca-BDE durch
technische BDE-Produkte (Penta-BDE, Octa-BDE) i@ dmwelt eingetragen werden (de
Wit, 2002; Ahrens und Weil3, 2003). Gerecke et2004) konnten einen bakteriellen Abbau
von DecaBDE in Klarschlamm zu octa- und nonabrot@rebDiphenylethern unter anaeroben
Bedingungen nachweisen. Ein biologischer Abbau edieSubstanzen ist aber von
untergeordneter Bedeutung (de Wit, 2002).

1.2.4 Bildung und Quellen

PBDE werden im grof3technischen Malstab durch ketehe Bromierung von
Diphenylethern hergestellt. Sie bestehen dahewarschiedenen Kongeneren mit zum Teil
unterschiedlichem Bromierungsgrad. Die wichtigskemmerziellen Produkte sind ,Penta-
BDE", ,Octa-BDE" und ,Deca-BDE" (de Wit, 2002; Ahns und Weil3, 2003). lhre

Zusammensetzung ist in Tabelle 1.2 dargestellt.

Tabelle 1.2: Zusammensetzung technischer PBDE-Misahgen (de Wit, 2002)

Technisches Relativer Kongenerenanteil [%]

Produkt
Tetra- Penta- Hexa- Hepta- Octa- Nona- Deca-
BDE BDE BDE BDE BDE BDE BDE
Penta-BDE 24 - 38 50 - 60 4-8
Octa-BDE 10-12 44 31-35 10-11 <1
Deca-BDE <3 97 - 98

Der Eintrag dieser Substanzen in die Umwelt kannclduEmissionen bei Herstellung,
Verarbeitung von Flammschutzmitteln und beim Getinader flammengeschitzten Stoffe
sowie bei der Entsorgung der Materialien erfolggetis, 2003).
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1.2.5 Einsatz und Wirkungsweise

PBDE sind additive Flammschutzmittel, die zu fagtraPolymeren vor allem im Elektro-
und Elektroniksektor in Konzentrationen bis zu 20M&hts-% zugesetzt werden (de Boer et
al., 2000). Deca-BDE ist als technisches ProdulEuropa mit einem Anteil von mehr als 90
% aller eingesetzten PBDE das mit Abstand wichtigetchnische PBDE-Produkt. Penta-
BDE spielt als Flammschutzmittel in Europa keindl&®onehr. Ein wesentlicher Nachtell
dieser in der Gasphase wirkenden Flammschutzmibdesteht darin, daf} sie in
photochemischen und thermischen Prozessen zurrigjldon PBDD/F beitragen kdnnen
(Ahrens und Weil3, 2003).

1.2.6 Toxikologie

Die akute Toxizitéat der PBDE ist sehr gering. Lagigjierversuche zeigten neurotoxische
Effekte. Daneben wird auch eine endokrine Wirkurey Werbindungen diskutiert. Dabei

konnen PBDE-Kongenere aufgrund der Ahnlichkeit zaohidriisenhormonen deren
Funktion beeinflussen. Deca-BDE hat dabei den getém Effekt. Hinweise auf Mutagenitat,
Kanzerogenitat, Reproduktions- und Entwicklungstiéit liegen derzeit nicht vor. Die

PBDE-Kongenere weisen nur eine sehr geringe Affintum Ah-Rezeptor auf und haben
daher auch nur eine sehr geringe oder keine dibriiéhe Toxizitat (Darnerud et al., 2001;
Brown et al., 2004). Auf der Basis des sehr hohedokrinen Effekts wurden flir PBDE ein

LOAEL (,lowest observed adverse effect level”) vibrmg pro kg Koérpergewicht und Tag
und ein NOEL (,no observed effect level”) von 0,1gfkg/Tag vorgeschlagen. Einen
Uberblick tber Toxikologie, tagliche Aufnahme undodis-Wirkungs-Beziehungen von

PBDE gibt auch WHO Technical Report Series No. @8D5).

1.2.7 Umweltverhalten und Umweltkonzentrationen

Polybromierte Diphenylether sind in der Umwelt jp&ente Verbindungen, die sich aufgrund
ihres stark lipophilen Charakters bevorzugt aufalagen Oberflachen und im Fettgewebe
lebender Organismen anreichern. Sie werden au&edimenten, im Hausstaub und in der
Aulenluft gefunden und sind mittlerweile weltweitch in Hintergrundregionen anzutreffen.

Die Bioakkumulationsfaktoren sind vor allem fir féetbis Hexabromdiphenylether héher als
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fur andere homologe Gruppen (de Wit, 2002). Aufgrulieser Eigenschaften werden die
Kongenere der technischen Penta-BDE-Mischungeriemittile als ,global POPs* (,global

persistent organic pollutants”) angesehen.

1.2.7.1 Humanmilch

PBDE-Gehalte in Humanmilch sind in den letzten dahaus verschiedenen Lé&nder,
insbesondere den USA, publiziert worden (Ryan, 20Dde Gehalte in Lebensmitteln als
Hauptaufnahmequelle des Menschen neben Hausstademebenfalls untersucht (Sjodin, et
al, 2003). In einer Studie aus Grol3britannien lgethe tagliche Aufnahme tber Lebensmittel
90 ng und Uber Hausstaub 7 ng (Harrad et al., 2084) der Untersuchung von

Lebensmitteln und Humanmilch wurden BDE 47, BDE BBE 100 und BDE 153 aufgrund

ihrer starken Bioakkumulation als haufigste Kongengefunden. Da in den technischen
Mischungen nur ein geringer Anteil der theoretistidglichen Kongenere vorkommt,

reduziert sich deren Zahl in der Umwelt auf einigenige Kongenere. Die Konzentrationen
der bromierten Diphenylether (bezogen auf Lipiegén zumeist im Bereich zwischen PCB
und polychlorierten Dibenzo-p-dioxinen und Dibenmahen (PCDD/F) und damit zumeist
im unteren ng/g-Bereich. Sie kbnnen aber auch ¢ Raobenart und -herkunft bis pug/g Fett
betragen (de Wit, 2002).

Die starkste Belastung von Humanmilch mit PBDE ftrit den USA auf. Hier liegen die
mittleren Gehalte mit ungefahr 80 ng/g Fett um Baktor 10 bis 100 tiber dem Durchschnitt
aller tbrigen Lander fur die Werte publiziert wundiSchecter et al., 2003; She et al. 2005).
Dort betragt die Belastung zum Teil deutlich uritérng/g Fett (Akutsu et al., 2003; Lind et
al., 2003; Thomson et al., 2005; Vieth et al., 2008 Ausnahme von Australien (knapp tUber
10 ng/g Fett, Harden et al., 2005) und Kanada(Q ng/g Fett, Vieth et al., 2005). In einigen
Proben aus den USA wurden sogar die PCB-GehaltedgarPBDE (bertroffen (She et al.,
2005).

BDE 47 ist in den meisten Proben das dominierendegkner, gefolgt von BDE 153 oder
BDE 99. In einigen Humanmilchstudien wurden auchEBID9 bestimmt. Die Gehalte lagen
dabei im Mittel zwischen 0,3 und 0,9 ng/g Fett umdachten je nach PBDE-

Gesamtkonzentration ein Anteil von < 1 % bis Ub8r % aus. Studien aus Schweden,
Norwegen und Japan Uber die zeitliche Entwicklueggen, da? die PBDE-Gehalte bis
ungefahr 1998 kontinuierlich anstiegen und seitdeeder leicht abnehmen (siehe Abbildung
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1.2, Lind et al., 2003; Thomson et al., 2005). apah ist dabei auch eine Verschiebung des

Kongenerenmusters hin zu héherbromierten BDE zererdn (Akutsu et al., 2003).

O Meironyte et al. (1999);
4 Meironyte, Noren (2001)

M Lind et al. (2003)

Summe PBDE [ng/g Feti

ol @ [l I H |

1972 1976 1980 1985 1990 1994 1996 1997 1998 1999 2000 2001

Abbildung 1.2: Zeitlicher Trend der PBDE-Gehalte inHumanmilch aus Schweden

1.2.7.2 Tierische und pflanzliche Lebensmittel

Die hochsten PBDE-Gehalte in Lebensmitteln wurdaenSiif3- und Salzwasserfischen
nachgewiesen. Die Belastung hangt dabei sehr stark Fettgehalt ab. Bezogen auf das
Frischgewicht (FG) lagen die Gehalte in europaisdténdern zumeist unter 10 ng/g (Lepom
et al., 2002; Bocio et al., 2003; Zennegg et a0 Kiviranta et al., 2004; Papke und
Herrmann, 2004), in den USA wurden Werte fir Sgisiske von Gber 3000 ng/g gefunden
(Schecter et al., 2004).

In anderen fetthaltigen tierischen Lebensmittelme Wwleisch, Milchprodukten und Eiern,
lagen die Gehalte in den USA ebenfalls Uber denopgischen Mittel. Bezogen auf das
Frischgewicht waren Fleisch-, Milch- und Eierprolars Spanien und Finnland (Bocio et al.,
2003; Kiviranta et al., 2004) mit bis zu 0,17 n§/@ belastet. Proben aus den USA lagen zum
Teil deutlich Uber 1 ng/g FG (Schecter et al., 206uwe und Larsen, 2005). Das
vorherrschende Kongener bei Fischen war BDE 47déeilbrigen tierischen Lebensmitteln
machten BDE 47 und BDE 99 in ahnlichen Anteilen deildten Beitrag aus. BDE 209 war
in verschiedenen Lebensmitteln ebenfalls nachweidbaeinigen Proben trat es sogar als
Hauptkongener auf (Schecter et al., 2004).
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Aus diesen Daten wurde die PBDE-Belastung der Bevihg durch die Nahrung berechnet.
Fur Schweden, GroRRbritannien, Spanien sowie Kateglalie Belastung zwischen 41 und

113 ng/Tag (Domingo, 2004). Den Hauptbeitrag lieferdabei Fische aufgrund der hohen
PBDE-Gehalte und Fleisch bzw. Fleischprodukte duliethohe Verzehrmenge. Die tagliche
Aufnahme von PBDE aus Fleisch lag in den USA zwesch5 und 45 ng und damit in der

gleichen GroRRenordnung wie in den oben genannteapa@ischen La&ndern (Huwe und

Larsen, 2005). Diese Werte liegen noch etwa fud@f¥@nordnungen unter dem von Darnerud
et al. (2001) vorgeschlagen LOAEL-Wert von 1 mgliay.

Anhand der PBDE-Aufnahme Uber Nahrungsmittel lasseh die hohen PBDE-Gehalte in
Muttermilch aus den USA nicht plausibel erklarenef¥ et al., 2005). Eine zusétzliche
Exposition moglicherweise Uber Hausstaub muss damhBetracht gezogen werden (Wu et
al., 2005).

1.3 Hexabromcyclododecan

Hexabromcyclododecan (HBCD) ist heute mit einem Ritsedarf von 16 700 t (2001) das
weltweit drittwichtigste BFR hinter TBBPA und Dec@B (Birnbaum und Staskal, 2004). Es
wird durch Bromierung von Cyclododeca-1,5,9-trieerdestellt. Das daraus erhaltene
technische Produkt besteht aus einer Mischung veoei &nantiomerenpaaren von
Diastereomeren, die ads, B- undy-1,2,5,6,9,10-HBCD bezeichnet werden (siehe Abloigdu
1.3). Eine exakte Struktur der einzelnen Enantierggben Becher (2005) und Law et al.
(2005). Die Diastereomere haben die folgenden Aniei technischen Produki: 10 - 13 %,
B:<0,5-12 %y: 75 - 89 % (Becher, 2005). HBCD wird als addigilrdammschutzmittel in
verschiedenen Polystyrol-Harzen und Textilien irdpa deutlich haufiger als in den USA
eingesetzt (Alaee et al. 2003; Birnbaum und Stagkil4).

Br Br

Br Br
Br Br

Abbildung 1.3: Struktur von 1,2,5,6,9,10-Hexabromcglododecan
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HBCD ist sehr lipophil (log K 5,6), hat eine geringe Wasserloslichkeit mit 0,008 und
einen sehr niedrigen Dampfdruck (Birnbaum und task004). Zudem ist HBCD in der
Umwelt persistent und bioakkumuliert stark. In nebn Studien wurde bereits das
ubiquitare Vorkommen von HBCD in der Umwelt und deansport tber weite Strecken in
der Atmosphare nachgewiesen (Law et al, 2005).elirBenten, Fischen und Végeln wurde
HBCD ebenfalls gefunden. In Untersuchungen zur DNadskette konnte die
Bioakkumulation von Sedimenten bis zu fischfressenBaubvdgeln gezeigt werden (Tomy
et al., 2004).

Betrachtet man die einzelnen HBCD-Diastereomerst Isish erkennen, dal3 das Muster in
Sedimenten in vielen Fallen der Zusammensetzungedanischen Produkte sehr &hnlich ist.
Im Gegensatz dazu dominiert in biologischen Malierawie Fischen zumeist daslsomer
deutlich. Auch in Humanmilch ist-HBCD das intensivste Kongener. Eine selektive
Aufnahme oder eine unterschiedliche Metabolisierkiéwgnen Grinde dafir sein (Birnbaum
und Staskal, 2004).

In Schweden lagen die Gehalte fur Fische zwischeand 180 ng/g Fett, in anderen
fetthaltigen Lebensmitteln zwischen < 1 bis 9 ngfett (Remberger et al., 2004). Die
Konzentrationen in Humanmilchproben aus Mexiko uddhweden lagen mit Werten
zwischen 0,8 und 5,4 ng/g Fett unter den PBDE-Geha(Lopez et al., 2005). Die
Hauptaufnahmewege des Menschen sind Lebensmitseh(Bls Hauptquelle), Innenraumluft
und Staub (Law et al., 2004).

Die akute Toxizitat von HBCD ist eher gering. DieatBngrundlage uber mobgliche
langfristige Wirkungen lasst noch keine abschlielé@nAussagen zu. Die endokrine Wirkung
von HBCD wurde untersucht und neurotoxische Effekiend neurologische

Entwicklungsstorungen konnten in Tierversuchen iben@gachgewiesen werden (Birnbaum
und Staskal, 2004; Law et al., 2005). Zur relatifexizitéat der Diastereomere liegen keine

Daten vor.
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1.4 Polyhalogenierte Dibenzo-p-dioxine und Dibenzofuraa

1.4.1 Struktur

Die Strukturen der polyhalogenierten Dibenzo-p-diexund Dibenzofurane bestehen aus
einem trizyklischen, nahezu planaren aromatischerEbei dem die Wasserstoffatome an
den beiden aromatischen Ringen in den Positioneg, 3,,4,6,7,8 und 9 durch
Halogenatome ersetzt sind (siehe Abbildung 1.4isBlamiter und Bacher, 1996).

LI

O 1 1
Br,Cl, Br,/Cl, Br,Cl, Br, Cl,

PBr/CIDF PBr/CIDD
C,Hg X, 0 C,Hg.nX, 0,

8-n"*n 8-n"*n

X=Cl, Br; n=(x+x")+(y+y’)

Abbildung 1.4: Struktur der polybromierten und/oder polychlorierten Dibenzofurane
(PBr/CIDF) und Dibenzo-p-dioxine (PBr/CIDD)

Die Substitution mit Brom und Chlor ergibt insgesab®50 gemischt bromiert-chlorierte
Dibenzo-p-dioxine (PXDD) und 3050 Dibenzofurane X gegeniber den 75 PCDD oder
PBDD und 135 PCDF bzw. PBDF. Toxikologisch relevsint lediglich sieben PCDD- oder
PBDD- sowie zehn PCDF- bzw. PBDF-Kongenere mit 8Buwh®n in 2,3,7,8-Position.
Daneben gibt es aber 984 2,3,7,8-substituierte ghbromiert-chlorierte Kongenere (337
PXDD und 647 PXDF). Diese Zahlen machen die Komitidéxeiner Bestimmung der
gemischt-halogenierten PXDD/F deutlich (WHO/ICPE{&205, 1998).

1.4.2 Physikalische und chemische Eigenschaften

Es sind derzeit nur sehr wenige Daten uber dieibalyschen und chemischen Eigenschaften
von PBDD/F und PXDD/F vorhanden. Fir viele Kongenggibt es nur Daten aus
Modellrechnungen. Polybromierte Verbindungen hasierhoheres Molekulargewicht, einen
hoéheren Schmelzpunkt, einen niedrigeren Dampfdreicie niedrigere Wasserloslichkeit und
einen hoheren Octanol-Wasser-Verteilungskoeffizialst die jeweiligen rein chlorierten
Homologen. Gemischt halogenierte Kongenere liegerwischen. PBDD/F und PXDD/F
sind ebenso wie PCDD/F sehr gut in organischen hgsmitteln, Fetten und Olen léslich und
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adsorbieren an Oberflachen von Partikeln (Ballstérmind Bacher, 1996; WHO/ICPS, EHC
205, 1998).

1.4.3 Photochemische Eigenschaften

In Laborversuchen wurde der photolytische Abbau RBDD/F und PXDD/F in organischen
Losungsmitteln nachgewiesen (Lenoir et al., 199Der Hauptweg stellt dabei die
Debromierung zu niedriger bromierten Kongeneren (@inatkittikunwong und Creaser,
1994). Die Halbwertszeit der Einzelkongenere hamgt der Hohe des Bromierungsgrades,
dem verwendeten Licht und den Glasgeraten ab. ixiehdchnittliche Halbwertszeit bei den
im Labor relevanten Aufarbeitungsschritten lagém @roRenordnung von 100 bis 1000 h. Im
Vergleich mit ihren chlorierten Homologen zeigteie ¢hromierten Verbindungen deutlich
schnelleren photolytischen Abbau (WHO/ICPS, EHC,2D398). Versuche mit an festen
Phasen und Bo6den adsorbierten PBDD/F und PXDD/Rbery noch deutlich hohere
Halbwertszeiten. Diese Werte spiegeln auch eher Siieation in der Umwelt wieder.
Aufgrund des schnelleren Verlustes von Brom- imgésch zu Chlorsubstituenten wurden
bei gemischt bromiert-chlorierten PXDD/F mit nun&in Bromsubstituenten die Bildung der
stabileren PCDD/F beobachtet (Chatkittikunwong Gnelaser, 1994).

1.4.4 Bildung und Quellen
1.4.4.1 Photochemische Bildung

PBDD/F werden als photolytische Debromierungspreeluius PBDE gebildet. Beim
photochemischen Abbau von Deca-BDE durch UV-Licktden neben niedriger-bromierten
Diphenylethern auch PBDF gebildet (Watanabe undukaiwa, 1987). Die Halbwertszeiten
fur Deca-BDE lagen dabei zwischen 15 min (gelosfTatuol) und ungefahr 12 Stunden
(aufgebracht auf Sand). Bei niedriger-bromiertemdfeneren lagen diese im Bereich von
Tagen und damit insgesamt deutlich Gber denen veoaBDE (Sellstrom et al., 1998;
Eriksson et al., 2003). Aus diesem Grund ist ber dmalytik insbesondere von

hochbromierten Kongeneren das Risiko einer Debmamgzu minimalisieren.
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1.4.4.2 Thermische Bildung

Durch den steigenden Einsatz von bromierten Flarhaigmitteln in den letzten Jahrzehnten
sind bromorganische Verbindungen mittlerweile im denwelt ubiquitar prasent. Gemischt
bromiert-chlorierte und bromierte Dibenzo-p-dioxined Dibenzofurane wurden bereits in
Haus- und Sondermillverbrennungsanlagen nachgawi@leatkittikunwong und Creaser,
1994; Hagberg et al., 2005). Sie werden in SpurVerbrennungsprozessen in Gegenwart
von Brom und Chlor gebildet (Ebert und Bahadir, 200

PBDE sind hier aufgrund einer einfachen HBr-Elintioia wichtige Vorlauferverbindungen,

wohingegen TBBPA oder aliphatische BFR (,brominatéidme retardants”) kein

signifikantes Bildungspotential aufweisen (WeberduKuch, 2003). In zirkuliertem

Kunststoff von Monitoren, Fernsehern und anderemgtsioffgehdusen wurden Gehalte
zwischen 1 und 35 pg/kg PBDD/F nachgewiesen. DWsete lagen deutlich Gber den
Grenzwerten der deutschen Chemikalienverbots-Vatorg (Schlummer et al., 2004).

Bei unvollstandiger Verbrennung bzw. Verbrennuntgunnginstigen Bedingungen konnten
in den Rickstanden PBDD/F-Gehalte im ppb-Bereiath darliber festgestellt werden. Auch
hier spielen BFR als Vorlaufersubstanzen eine éptdende Rolle. Bei der Pyrolyse von
bromierten Flammschutzmitteln konnten verschiederedukte nachgewiesen werden: aus
TBBPA und TBP (2,4,6-Tribromphenol) bildet sich bexugt PBDD, aus HBB
(Hexabrombenzol) und DecaBDE dagegen PBDF (Ohtd.eR004a). Unter kontrollierten
Verbrennungsbedingungen werden BFR nahezu vollgtéeastort. In diesem Fall ist die de-
novo-Synthese von PBDD/F und PXDD/F entscheideratiiBer hinaus kénnen PBDD/F
auch als Spurenverunreinigungen von bromierten Fschutzmittel oder anderen
bromorganischen Chemikalien auftreten (WHO/ICPSCEX05, 1998).

1.4.5 Umweltrelevanz und Gehalte in Umwelt- und Humanprolen

Uber die Persistenz von PBDD/F und PXDD/F in derwdh, deren Transport iber lange
Strecken und deren Bioakkumulationspotential isatie wenig bekannt. Aufgrund ihrer
physikalischen und chemischen Eigenschaften ung®en Ahnlichkeit mit PCDD/F kann
aber von annahernd gleichen Eigenschaften ausgegamgrden. Ahnlich wie die PCDD/F
reichern sich auch PBDD/F und PXDD/F bevorzugtkalflenstoffhaltigen Partikeln und in
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fetthaltigen Matrizes an (WHO/ICPS, EHC 205, 199B$. gibt jedoch kaum Daten Uber

Gehalte in Biota, wie die nachsten Abschnitte zeige

1.4.5.1 Biota

PBDD/F wurden in verschiedenen Fischen, Meerestiaind Vogeln nachgewiesen. In
Fischgewebe wurden bereits 1992 nicht-2,3,7,8-guleste TBDD und TBDF gefunden (de
Jong et al., 1992). In Leber und Eiern des Kormenamrden neben 2,3,7,8-substituierten
TBDF, PeBDF und TBDD auch weitere Kongenere quiaigit (\Watanabe et al., 2004).
Malmvarn et al. (2005) konnten in Miesmuscheln das Ostsee tribromierte Dibenzo-p-
dioxine in Konzentrationen von 160 ng/g Fett nadkexe Haglund et al. (2005) fanden in
einzelnen schwedischen Fischen di- und tribromiebibenzo-p-dioxine in &ahnlichen

Konzentrationsbereichen.

1.4.5.2 Humanproben

Eine japanische Vergleichsstudie der Jahre 197@000 wies in allen Fettgewebeproben
2,3,7,8-TBDF in Konzentrationen zwischen 1,6 urigl glg/g Fett sowie in einigen Proben in
geringeren Spuren noch TBDD und 2,3,4,7,8-PeBDFo{€hal., 2003a) nach. Ein zeitlicher
Trend war dabei nicht ersichtlich. In einer japahen Humanmilchstudie (Ohta et al., 2004b)
lag der Anteil des ,PXDD/F-TEQ" (0,7-4,4 pg TEQ/@tH am PCDD/F-TEQ zwischen 4
und 46 %. Der durchschnittliche Anteil des PBDD/EEY am "Gesamt-Dioxin-TEQ" lag bei
deutlich unter 5 % (0,13-1,2 pg TEQ/g Fett). Dimdufigsten 2,3,7,8-substituierten
Kongenere waren 2,3,7,8-TBDF und 2,3,4,7,8-PeBDFes@,3-DB-7,8-DCDD, 3-B-2,7,8-
TrCDD und 2-B-3,7,8-TrCDD. In schwedischer Humaramil(Wiberg und Rappe, 1992)
konnten weder PBDD/F noch PXDD/F nachgewiesen we(tachweisgrenze 1 pg/g Fett).
Cramer et al. (1990) fanden in Fettgewebe aus d8A Ebenfalls keine polybromierten

Dibenzo-p-dioxine und Dibenzofurane.
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1.4.6 Toxikologie

Bei den PCDD/F sind nur die 2,3,7,8-substituief@mgenere toxikologisch relevant. Eine
Ubersicht tiber gesundheitliche Auswirkungen von PBDgeben Birnbaum et al. (2003)
und WHO/ICPS, EHC 205 (1998). In Tierversuchen @&8,7,8-substituierten PBDD/F
konnten die bekannten Auswirkungen von PCDD/F afichdie bromierten Homologe
nachgewiesen werden. Dazu gehdren neben den akMiekungen wie Chlorakne,
Stoffwechselstérungen, Stérungen des zentralenedepstems und immuntoxische Effekte,
die chronische Schadigung durch ReproduktionstitiZowie enzyminduzierende Effekte

und eine stark tumorpromovierende Wirkung.

Die weitgehende Ubereinstimmung zwischen bromietted chlorierten Kongeneren lasst
sich durch gleiche Bindung an den Ah-Rezeptor (Remxze fur aromatische
Kohlenwasserstoffe) der Zelle erklaren. Die Bindeafgnitat der einzelnen 2,3,7,8-
substituierten Kongenere hangt dabei stark vonQldor- bzw. Bromsubstitution ab. Ein
wichtiger Aspekt ist hierbei die unterschiedlichet@e der Substituenten. Das toxische
Potential der Einzelkongenere variiert hier zuml €eeblich, was sich am deutlichsten am
tribromierten 2,3,7-TrBDD zeigt, das eine um eirs lawei GroRenordnungen hohere

Bindungsaffinitat aufweist als das chlorierte Hoagp(Birnbaum et al., 2003).

Eine Nachweismethode fur die Bindung an und Aktivigy des Ah-Rezeptors stellt der
-.CALUX-Assay" dar (Behnisch et al., 2001). Damit rkien relative Bindungsstarken
(,relative potencies*: REP) gegenuber der Refer@®,7,8-TCDD bestimmt werden. In
Tabelle 1.3 werden die REP fir den CALUX-Test m@ndToxizitatsaquivalentfaktoren
(TEF) verglichen.



35

Tabelle 1.3: Toxizitatsaquivalentfaktoren (TEF) und relative Bindungsstarke bei
Bioassays (,relative potencies”: REP) von polyhalognierten Dibenzo-p-dioxinen und
Dibenzofuranen (NATO/CCMS, 1988; van den Berg, 1998Brown et al., 2001,
Birnbaum et al., 2003)

Kongenere I-TEF WHO-TEF CALUX-REP CALUX-REP  CALUX-REP
(X=8Br, Cl) PCDD/F PCDD/F PCDD/F PBDD/F PXDD/F
Dibenzo-p-dioxine (PXDD)

2,3,7,8-TXDD 1 1 1 0,54 0,720,39
1,2,3,7,8-PeXDD 0,5 1 0,73 0,49
1,2,3,4,7,8-HxXDD 0,1 0,1 0,075

1,2,3,6,7,8-HxCDD 0,1 0,1 0,098

1,2,3,7,8,9-HxXDD 0,1 0,1 0,061

1,2,3,4,6,7,8-HpXDD 0,01 0,01 0,031

OXDD 0,001 0,0001 0,00034

Dibenzofurane (PXDF)

2,3,7,8-TXDF 0,1 0,1 0,067 0,82
1,2,3,7,8-PeXDF 0,05 0,05 0,14

2,3,4,7,8-PeXDF 0,5 0,5 0,58 0,09
1,2,3,4,7,8-HxXDF 0,1 0,1 0,13

1,2,3,6,7,8-HxXDF 0,1 0,1 0,14

1,2,3,7,8,9-HxXDF 0,1 0,1 0,11

2,3,4,6,7,8-HxXDF 0,1 0,1 0,31

1,2,3,4,6,7,8-HpXDF 0,01 0,01 0,024

1,2,3,4,7,8,9-HpXDF 0,01 0,01 0,044

OXDF 0,001 0,0001 0,0016

1 2,3-DB-7,8-DCDD
22-B-3,7,8-TrCDD

1.4.7 Toxizitatsdquivalent-Faktoren (TEF)

Das Konzept der Toxizitatsdquivalentfaktoren digéatu, die toxikologische Gesamtaktivitat
einer komplexen Mischung ahnlicher Verbindungerbewerten (Van den Berg et al., 1998).
Dafur werden die einzelnen Konzentrationen der kKoege durch Multiplikation mit einem
Toxizitatsaquivalentfaktor (TEF) als eine toxisch@nzentration (Toxizitatsaquivalent,
TEQ), bezogen auf die Referenz 2,3,7,8-TCDD, ausgitl Dieses System basiert darauf,
daR3 dioxinahnliche Verbindungen in gleicher Weaser unterschiedlicher Starke und damit

Wirkung an den Ah-Rezeptor in der Zelle binden.
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Einsatzgebiete fir dieses System sind unter andeRisikobewertungen und die
Uberwachung von Grenzwerten. Fir PCDD/F gibt es weltweit harmonisiertes und
einheitliches Konzept zur Bewertung der einzelnemdgenere (WHO-TEF, 1997). Dieses
Konzept l6ste dabei das 1988 vom ,,Committee on IEhgés of Modern Society” (CCMS)
der NATO verdffentlichte Konzept der I-TEF (,intextonal TEF*) ab.

Fur die 2,3,7,8-substituierten bromierten und gehtiromiert-chlorierten Kongenere gibt es
derzeit keine international anerkannten TEF. Ap{®l91) hatte empfohlen, fur bromierte
Kongenere im Falle einer Risikoabschatzung dieselb@ EF wie fur ihre chlorierten

Homologe anzuwenden. Safe (1990) bezog neben demditen auch die gemischt bromiert-
chlorierten Kongenere in diese Bewertung mit eime ®&WHO schlug 1998 ebenfalls die
Ubernahme der I-TEF fir bromierte und gemischt dpafierte Dibenzo-p-dioxine und
Dibenzofurane vor, mit der Abweichung, aufgrund ikologischer Daten den TEF fur
2,3,7,8-TBDF von 0,1 auf 0,2 (Gewichtsbasis) odeB Qmolare Basis) zu erhthen
(WHO/ICPS, EHC 205, 1998).

In Tabelle 1.3 werden die Toxizitatsaquivalentfa&to (NATO/CCMS und WHO) mit

aktuellen CALUX-REP-Werten verglichen. Ergebnissegén dabei nur fur tetra- und
pentasubstituierte Kongenere vor. Diese sind zueshan gleichen Grélienordnungsbereich
wie die jeweiligen TEF. Bei der Berechnung des Zmé&tsaquivalents TEQ fur PBDD/F und
PXDD/F werden in dieser Arbeit jeweils die WHO-TH& Menschen und Saugetiere

angewendet.
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1.5 Rechtliche Beurteilung in Deutschland und der EU

In der Europaischen Union (EU) wurde eine Risikobdung der technischen PBDE-
Produkte Deca-BDE, Octa-BDE und Penta-BDE durchygefiAls Ergebnis wurde mit der
Richtlinie 2003/11/EG ab August 2004 die Verwendudleg technischen Mischungen Penta-
BDE und Octa-BDE verboten. Die Mischungen diurfenStbffe nicht verwendet werden und
in nicht mehr als 0,1 Gewichtsprozenten in Stoffen Zubereitungen vorkommen. Bereits
seit 1984 ist auch der Einsatz von polybromiertégph8nylen in Textilartikeln in der EU
verboten (Richtlinie 83/264/EWG).

Im Jahr 2006 trat zusatzlich eine Regelung zum @&m$romierter Flammschutzmittel in
elektronischen Geraten (RoHS-Richtlinie, 2002/95/EGKraft. Neu in Verkehr gebrachte
Elektro- und Elektronikgerate durfen danach keinelyliromierten Biphenyle und

polybromierten Diphenylether (Penta- und Octa-Misgfen) enthalten. Fir Deca-BDE gibt
es zur Zeit noch keine Reglementierung zum Eingatelektrischen und elektronischen

Geraten. Hier lauft noch die Risikobewertung duEhEuropéische Union.

In Deutschland wurden die Richtlinien 83/264/EWGdu003/11/EG bereits in der
Gefahrstoff-Verordnung (Verordnung zum Schutz voefdbrstoffen, 2004) umgesetzt.
Zusatzlich wurde Penta-BDE im Rahmen der Entscimgid2455/2001/EG in die Liste
prioritdrer Stoffe im Bereich der Wasserpolitik @ismar gefahrlicher Stoff aufgenommen.
Regelungen beziiglich der Gehalte an PBDE in Lebitedmoder Futtermitteln liegen zur
Zeit nicht vor.

In der Chemikalien-Verbotsverordnung (ChemVerbotU05) sind neben den chlorierten
Dibenzo-p-dioxinen und Dibenzofuranen auch Regeadanfiir die bromierten Homologen
getroffen. Danach durfen Stoffe, Zubereitungen wrdeugnisse nicht in den Verkehr
gebracht werden, wenn die Summe aus 2,3,7,8-TB0D3,¥Y,8-PeBDD, 2,3,7,8-TBDF und
2,3,4,7,8-PeBDF den Wert von 1 pug/kg und die Surao#1,2,3,4,7,8-HxBDD, 1,2,3,7,8,9-
HxBDD, 1,2,3,6,7,8-HxBDD und 1,2,3,7,8-PeBDF den riMeon 5 pg/kg Uberschreiten.
Rechtliche Bestimmungen zu gemischt bromiert-chlten Dibenzo-p-dioxinen und
Dibenzofuranen sind nicht vorhanden. Regelungen Haxabromcyclododecan liegen
ebenfalls derzeit nicht vor. Ein Verfahren zur Ridiewertung von HBCD durch die EU

[Auft.
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1.6 Stand der Technik

1.6.1 PBDE, PBDD/F und PXDD/F

1.6.1.1 Extraktion und Aufreinigung der Extrakte

Einen detaillierten Uberblick tiber die eingesetzerarbeitungs- und Messmethoden in der
PBDE-Analytik geben Covaci et al. (2003) und de Bee al (2001). Bei biologischen
fetthaltigen Proben werden im allgemeinen nach Kimang die gesuchten Verbindungen mit
organischen Losungsmitteln extrahiert (Soxhletcederated solvent extraction” (ASE) oder
.supercritical fluid extraction®* (SFE)). Das miteahierte Fett wird durch
Gelpermeationschromatographie und/oder BehandluitigSchwefelsdure abgetrennt. Als
weitere Aufreinigungsschritte werden zumeist saheomatographische an Kieselgel,
Aluminiumoxid, Florisil oder Aktivkohle eingeset4die Abtrennung der PBDE von den PCB
wird nur in wenigen Fallen beschrieben. Mit Hilfeher mehrschichtigen Kieselgelsaule
(alkalisch, sauer und mit AgNOmpragniert) konnten nach Liu et al. (2005) PCBarsten
Schritt mit 2% Dichlormethan und PBDE mit 50 % Darimethan in n-Hexan nacheinander

eluiert werden.

Fur Fettextraktion und Aufreinigung wurden fur PBIBund PXDD/F vergleichbare Schritte
wie fur die PBDE eingesetzt (Wiberg und Rappe, 1%®Roi et al., 2003b). Humanmilch
wurde dabei auch mit KOH/Ethanol verseift (Ohtalet2004b). In dieser Studie wurden sehr
hohe Konzentrationen an bromierten und gemischintend-chlorierten Dibenzo-p-dioxinen

und Dibenzofuranen festgestellt.

Aufgrund mdglicher Interferenzen bei der Messungser Substanzen ist der entscheidende
Schritt die Abtrennung der PBDD/F und PXDD/F vom d@BDE und PCB. Dazu wurden
Florisil, Aluminiumoxid und Aktivkohle (auch in Kobination) eingesetzt (Ebert et al., 1999;
Choi et al., 2003b). Bei Aktivkohle erfolgte die ubn der Dibenzo-p-dioxine und
Dibenzofurane in umgekehrter Richtung (,,back-flysimit Toluol (Wiberg und Rappe, 1992;
Choi et al., 2003b). Eine Auftrennung der PBDD/KDB®/F und PCDD/F wurde bisher nicht

beschrieben.
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1.6.1.2 Chromatographische Trennung und Messung
PBDE:

Covaci et al. (2003) und de Boer et al. (2001) gelsne Ubersicht eingesetzter
Injektionstechniken und gaschromatographischer Mggsteme fir die PBDE-Bestimmung.
Die gaschromatographische Trennung erfolgt zumeist unpolaren oder semipolaren
stationéren Phasen und Kapillarsaulen von 15 bis1@Gnge mit Innendurchmessern ven
0,25 mm und Filmdicken zwischen 0,10 und 0,32 pia.Detektoren werden hochauflésende
Massenspektrometrie (,high resolution mass spedcty) HRMS) mit Elektronenionisation
(El), niedrigauflosende Massenspektrometrie (,l@galution mass spectrometry”, LRMS)
mit El und NCI (Negativionen-chemische lonisatioedpwie Elektroneneinfangdetektor
(,electron capture detector, ECD) genannt. Fur &BIBE werden kurze Saulen zwischen 5
und 15 m zur separaten Bestimmung empfohlen. Kreaeviet al. (2004) gaben einen
Uberblick tiber die optimalen chromatographischeuliBgungen fir die Bestimmung von
DecaBDE. Korytar et al. (2005) verglichen die rnekat Retention von 126 PBDE-
Kongeneren. Dabei traten fir die wichtigsten Koregerauf einer 30-m-DB-5-Saule nur bei
BDE 28 und 49 Koelutionen mit anderen BDE auf. BIXE 154 und 183 sind zusatzlich
Koelutionen mit BB153 und MeTBBPA-A (dimethyliert& 8BPA) bzw. BB 169 mdglich.

Bei einem Vergleich von EI-HRMS und NCI-LRMS zum d¥aveis von PBDE in
biologischen Proben wurden &hnliche Ergebnisse &rudp auf Empfindlichkeit,
Wiederholbarkeit und Nachweisgrenzen im ppt-Bereidtalten. Gegentiber der robusten und
kostengunstigeren LRMS-Methode konnten PBDE-Kongemeit HRMS spezifischer und
mit hoherer Prazision aufgrund der EinsatzmoglithReC,-isotopenmarkierter interner
Standards nachgewiesen werden (Thomsen et al.).2BO2NCI-LRMS stellen mono- oder
difluorierte PBDE als interne Standards eine Alidine dar, da diese dhnliche Eigenschaften
wie die underivatvisierten Kongenere aufweiseny gilaschromatographisch getrennt werden

kdnnen.
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PBDD/F:

Nach PTV- (kontrollierte Ldsungsmittelverdampfung,programmable temperature
vaporization“) oder Splitlos-Injektion erfolgt digennung auf unpolaren Phasen (30 bis 60 m
lange Kapillarsaulen), die Detektion zumeist mittebchauflésender Massenspektrometrie im
SIM-Modus (selektive lonendetektion, ,selected ioronitoring, Cramer et al., 1990;
Wiberg und Rappe, 1992; Pirard et al., 2003). Diyret al. (1987) geben einen Uberblick
Uber Massenspektrometrie von PBDD/F. Bei der Besting von bromierten
Dibenzofuranen kdonnen auch bei EI-HRMS StérungerctdPBDE auftreten (Donnelly,
1987; Onodera et al. 2003). Diese kénnen durch eateezu vollstandige Abtrennung der
PBDE von den PBDD/F mit einer Florisil- oder Aktotdesaule vermieden werden (Ebert et
al., 1999). Bei der Verwendung von Splitlos-Injekto bei der Bestimmung kann es zum

thermischen Abbau der Kongenere durch Debromiekongmen.

PXDD/F:

Eine besondere Herausforderung an die chromatogceh Trennung stellen die gemischt
bromiert-chlorierten Dibenzo-p-dioxine und Dibenaaine dar. Von den theoretisch
maoglichen 4600 Kongeneren gibt es allein 984 283supstituierte Verbindungen. Donnelly
et al. (1991) beschrieben einen Ansatz zur Bestingmwon PXDD/F Uber die relativen
Retentionsindizes der 2,3,7,8-substituierten Koegenkombiniert mit HRMS. Far die
Bestimmung von monobromierten, polychlorierten Dibep-dioxinen und Dibenzofuranen
wurde ebenfalls ein Methode mit HRMS eingesetztmbaonnten diese Kongenere in
Flugasche von Millverbrennungsanlagen, nicht ab&ischen nachgewiesen werden (Huang
et al., 1992).

1.6.2 Hexabromcyclododecan

LC-MS/MS ist die Methode der Wahl fur die Bestimmgwon HBCD, da hier die einzelnen
Diastereomere sowie bei Verwendung einer chiraldaleéSauch die Enantiomere getrennt
werden kdnnen. Bei der Bestimmung mit GC/MS iseelmennung der drei Diastereomere
nicht moglich, da Temperaturen tber 160 °C zur ksusrerung von HBCD und damit zu
einem einzigen relativ breiten Peak fuhren. Zudémnken bei Temperaturen tber 240 °C

Zersetzungen unter Freisetzung von HBr auftreterdiini et al., 2001). Aus diesem Grund
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werden kurze Saulen mit geringen Filmdicken undoltimn-Injektion zur Verringerung der
thermischen Belastung empfohlen. Eine hohe Empéhkiit Iasst sich durch NCI-LRMS
erzielen. Allerdings ist dabei die Verwendung veantopenmarkierten Standards, sowie die
eindeutige Identifikation der Signale nicht mdglichEine sehr empfindliche
flussigchromatographische Bestimmung stellt LC-EfS/MS (Flussigchromatographie
gekoppelt mit Elektrosprayionisation und Tandem-8ésspektrometrie) dar (Covaci et al.,
2003; Becher, 2005; Law et al., 2005). Fur Ext@ktund Aufarbeitung von biologischen
Proben (fetthaltige Lebensmittel und Humanmilchydea vergleichbare Verfahren wie bei
der Bestimmung der PBDE eingesetzt (Lindberg e28D4; Tomy et al., 2004; Remberger et
al., 2004).
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2 Ziel der Arbeit

Ziel dieser Arbeit war es, die Analytik von polybm@rten Diphenylethern (PBDE),
polybromierten (PBDD/F) und gemischt bromiert-cidadien (PXDD/F) Dibenzo-p-dioxinen
und Dibenzofuranen in Lebensmitteln, Futtermittelrd Humanmilch zu entwickeln und zu
validieren. Dazu sollte die Bestimmung mit dem Mberéestehenden Verfahren zum
Nachweis von polychlorierten Dibenzo-p-dioxinen uBtbenzofuranen (PCDD/F) sowie
polychlorierten Biphenylen (PCB) zu einer Multimetle kombiniert werden. Aufgrund der
aufwendigen Probenaufarbeitung bei der Bestimmumgy RCDD/F sowie PCB stellt der
zusatzliche Nachweis von PBDE, PBDD/F und PXDD/Feimer Methode eine wesentliche
Zeitersparnis im Vergleich zur Entwicklung eineruee unabh&ngigen Methode dar.
Besondere Anforderungen an die Empfindlichkeit ddethode stellten dabei die
Bestimmungen von PBDD/F und PXDD/F, die in deutlighringeren Konzentrationen

vorliegen, dar.

Es sollten Daten zu den Gehalten von Lebensmittetid Futtermitteln aus Baden-
Wirttemberg gewonnen werden. Die Untersuchung vamahmilchproben der dritten
Runde einer weltweiten WHO-Studie sollte dann Imfationen Uber die Belastung des
Menschen mit diesen bromierten Kontaminanten geembei war vor allem der Anteil der
bromierten und gemischt bromiert-chlorierten Dikeepzdioxinen und Dibenzofuranen am
,Gesamt-Dioxin-TEQ" (Summe aus PCDD/F, PBDD/F unDB/F) von grof3em Interesse.

Ein weiteres Ziel der Arbeit war die Entwicklungner Methode zur Bestimmung von
1,2,5,6,9,10-Hexabromcyclododecan (HBCD) in biadeben Matrizes. Dabei sollten
HRGC/HRMS und LC-ESI-MS/MS verglichen werden.
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3 Experimenteller Teil

3.1 Grundzuge der bestehenden Analytik fir PCDD/F und EB

Die bereits validierte Methode zur routineméaRigesstBnmung von PCDD/F und PCB in
Lebensmitteln und Humanmilch wurde in verschiedehaorvergleichsuntersuchungen
(LVU) abgesichert (Malisch et al., 1997; Malischduman Leeuwen, 2002; Malisch et al.,
2003) und enthélt folgende Elemente:

Nach der Gefriertrocknung wird das Fett quantitaius der Probe durch Soxhlet-
beziehungsweise Twisselmann-Extraktion mit den bgswmittelgemischen extrahiert, die auf
die jeweilige Probenmatrix abgestimmt sind. In drag-ettextrakt liegen aufgrund ihres stark
lipophilen Charakters die PCDD/F, PCB und Organogdstizide quantitativ vor. Nach
Zugabe der '°C,-isotopenmarkierten internen Standards wird dast Fdtrch
Gelpermeationschromatographie abgetrennt. Danachewegeringe Spuren verbleibender
Fettbegleitstoffe oxidativ durch eine Kieselgel-®elfelsdure-Saule entfernt. Die Abtrennung
der PCDD/F von den PCB geschieht durch Adsorptiomsnatographie an einer Florisil-
Saule. Als letzter Schritt erfolgt bei den polyatdaten Biphenylen eine Auftrennung in die
nicht-, mono- und di-ortho-substituierten PCB aneei Aktivkohle-S&ule. Die PCDD/F-
Fraktion wird ebenfalls Uber eine Aktivkohle-Saalgfgereinigt. Die Quantifizierung erfolgt

durch HRGC/HRMS mittels Isotopenverdiinnungsanalyse.

3.2 Materialien

Alle verwendeten Losungsmittel wurden entweder iaust (CVUA Freiburg) rickstandsfrei
destilliert oder in entsprechender analytischernReit gekauft. Die Einsetzbarkeit der
Lésungsmittel wurde anhand von Reagenzienblindwerdeerprift. Kieselgel, Florisil,

Natriumsulfat und Celite wurden vor dem Einsatz ®@0 °C fir mindestens 10 h geglinht.
Glasfaserfilter und Glaswolle wurden mit Toluol entRuckfluss fir mindestens sechs
Stunden extrahiert. In Tabelle 1 in Anhang 1 sinefkdnft und Qualitat der verwendeten

Chemikalien zusammengefasst.



44

3.3 Glasgerate

Soweit vorhanden wurden fur alle durchgefihrten adogitungsschritte Braunglas-Gerate
eingesetzt, andernfalls wurden die Gerate zum JahartLichteinfluss mit Aluminium-Folie

abgedeckt. Die verwendete Glasware wurde maschgespilt und im Hochtemperatur-
Trockenschrank (HT 5-220, Carbolite, Ubstadt-Weih@}J bei 420 °C flr mindestens 3

Stunden ausgeheizt.

3.4 Referenzstandards

Zur Bestimmung von PBDE, PBDD/F, PXDD/F und HBCDrden unmarkierte unC,-
isotopenmarkierte Referenzstandards beschafftAMsinahme von HBCD sind nicht fur alle
untersuchten Kongenere unmarkierte urdCi-isotopenmarkierte Referenzstandards
verfluigbar. In den Tabellen 2 bis 5 in Anhang 1 siliel verwendeten PBDE-, PBDD/F-,

PXDD/F- und HBCD-Referenzstandards zusammengefasst.

3.5 Standard- und Kalibrierlosungen

Fir die Herstellung der Stamml6sung aus den Ofigsiangen wurde n-Nonan fiur PBDE
und Toluol fir PBDD/F, PXDD/F und HBCD verwendetu® diesen Stammlésungen
erfolgte anschlieRend jeweils die Mischung der uhieeten und'C,-isotopenmarkierten

Mischstandard-Stammlésungen, die dann zur HersgMon Kalibrier-, Dotier- und interner
Standardlosung dienten. Weitere Verdinnungsschviitelen bei den PBDE mit Cyclohexan,

bei allen anderen Verbindungen mit Toluol durchbeifi

Pipettierfehler bei der Herstellung der PBDE-Stamund Standardiésungen wurden durch
Wagung uberpruft. Der Gesamtfehler bei der Herstgll von Standard- und
Kalibrierlosungen lag bei maximal 2,3 % was deftlienter der im Analysenzertifikat
spezifizierten Ungenauigkeit von 10 % ist. Es wuddéer bei der Herstellung der Losungen
aufgrund der Pipettiergenauigkeit keine Korrekter &onzentrationen notwendig. Fur die
Herstellung der Loésungen fiur PBDD/F, PXDD/F und HBCwurden dieselben
Transferpettoren verwendet. Auch dort lagen dieefgrfehler deutlich unter der im
Analysenzertifikat spezifizierten Genauigkeit. Bienzentrationen der Kalibrierldsungen und

der internen Standards sind in den Tabellen 6bisnlAnhang 2 zusammengefasst.
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3.6 Herkunft der Proben

3.6.1 Lebensmittel- und Futtermittelproben

Lebensmittel tierischer Herkunft gelten neben Heugs als einer der Hauptaufnahmewege
von PBDE fur den Menschen. Diese Studie basiert Llaalfensmittelproben, die fur die
Bestimmung von PCDD/F und PCB in Baden-Wirttemlgggommen wurden. Es wurden
fetthaltige Lebensmittel tierischer Herkunft ausgeit (Fleisch, Fisch, Kuhmilch, Hiihnereier
und tierisches Fett). Zusatzlich wurden auch Graigkoben als pflanzliche Lebensmittel
sowie fetthaltige Futtermittel untersucht. Damitlitso ein erster Uberblick tber die
Hintergrundbelastung von Grundnahrungsmitteln inldaWurttemberg gewonnen werden.
In Tabelle 3.1 sind alle untersuchten Lebensmittett Futtermittelproben zusammengefasst.
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Tabelle 3.1: Ubersicht tiber die Lebensmittel- und Bttermittelproben

Probenart Proben-Nr.  Bezeichnung Probenahme
Fetthaltige Lebensmittel
Kuhmilch MI_1 Rohmilch 2005
MI_2 Rohmilck 200t
MI_3 Rohmilch 2005
Ml_4 Rohmilct 200¢
Buttel BU_1 SuRrahmbutte 200t
BU_2 gesauerte Butter 2004
BU_3 gesauerte Butter 2004
BU 4 Sauerrahmbutter 2005
Huhnereier El_1 Freilandhaltung 2005
El_2 Kafighaltung 2005
El_3 Freilandhaltung 2005
El 4 biologische Haltung 2005
Fleisch / Fleischprodukte FL_1 Lammfleisch 2005
FL_2 Bratwurst 2005
FL_3 Rindfleisch 2005
FL_4 Leberwurst 2005
FL_5 Pferdefett 2005
FL_6 Schweinefleisch 2004
Zuchtfisch ZF 1 Regenbogenforelle 2005
ZF 2 Regenbogenforelle 2005
ZF 3 Karpfen 2005
ZF 4 Karpfen 2005
Wildfisch WF_1 Guster (Neckar) 2003
WF_2 Brachse (Neckar) 2003
WF_3 Brachse (Rhein) 2003
WF_4 Hecht (Rhein) 2003
WF_5 Zander (Rhein) 2003
WF_6 Brachse (Neckar) 2003
WF 7 Brachse (Rhein) 2003
Pflanzliche Lebensmittel
Grinkohl GK_1 2005
GK_2 200t
GK_3 2005
GK_4 2005
GK_5 2005
GK_6 2005
GK_7 2005
GK_8 2005
GK_9 2005
GK_10 2005
GK_11 2005
GK_12 2005
Futtermittel
Fetthaltige Futtermittel FM_1 Fischfuttermittel 2005
FM_2 Fischfuttermittel 2005
FM_3 Milchaustausch-Futtermiti 200t

3.6.2 Humanmilchproben

Humanmilch ist eine bewahrte Probenart, die Infarom&n tGber die Belastung des Menschen
in einer bestimmten Region bzw. eines Landes géd@m. Der Mensch am Ende der
Nahrungskette zeigt damit auch die Anreicherung persistenten Kontaminanten in seiner
Umwelt auf. Daher wurden Humanmilch-Proben derntehitRunde einer weltweiten WHO-
Studie untersucht, um einen weltweiten Vergleich@ehalte an bromierten Kontaminanten
zu bekommen. Das CVUA Freiburg untersuchte in dahreh 2000 bis 2003 als
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Referenzlabor der WHO insgesamt 102 gepoolte Huriempnoben aus 26 Landern auf
PCDD/F und dioxinahnliche PCB (Malisch und van Lwen, 2002; van Leeuwen und
Malisch, 2002). Von vielen dieser Humanmilchprolstand noch ausreichend extrahiertes
Fett fur die Untersuchung auf die bromierten Kontemten zur Verfiigung. 30 Proben aus
24 verschiedenen Landern wurden ausgewahlt (siabell€ 3.2). Zusétzlich wurden PBDE,
PBDD/F und PXDD/F sowie PCDD/F und PCB in einergmfen Probe aus Haiti bestimmt.

Tabelle 3.2: Ubersicht Gber die untersuchten Humanichproben
(Probenahme: WHO-Studie 2000 - 2003, Haiti 2004)

Proben-Nr.  Land Herkunft
WHO-Studie
AUS_1 Australien Bundesstaat New South Wales
B_2 Belgier unbekanr
B_3 Belgien unbekannt
BR_4 Brasilier Bundesstaat Parai
BG_E Bulgarier Bankja (Region Grad Sofi
HR 6 Kroatien Zagreb
Cz_7 Tschechische Republik  Uherske Hradiste (Reglmsig krai)
FJI_8 Fiji Nausori (Division Central Fiji)
FIN_9 Finnland Kuopio (Region Pohjois-Savo)
D_10 Deutschland Mannheim
D_11 Deutschland Stuttgart
D 12 Deutschland Kehl
D_13 Deutschland Ravensburg
HK_14 Hong Kong unbekannt
H_15 Ungarn Szentes (Komitat Csongrad)
IRL_16 Irland Dublin (Provinz Leinster)
IRL_17 Irland Wicklow (Provinz Leinster)
1 18 Italien unbekannt
L 19 Luxemburg unbekannt
NL_20 Niederlande unbekannt
N_21 Norwegen Skien (Provinz Telemark)
RP_22 Philippinen unbekannt
RO_23 Rumanien Dobruja (Bezirk Constanta)
RUS 24 Russland Wolgograd
SK_25 Slowakei unbekannt
E_26 Spanien Region Baskenland
S 27 Schweden unbekannt
UA 28 Ukraine unbekannt
USA_29 Vereinigte Staaten Bundesstaat Kalifornien
USA 30 Vereinigte Staaten Bundesstaat North Carolina
Humanmilch
RH_31 Haiti unbekanr

3.6.3 Humanmilch- und Hihnereiproben aus Guiyu (China)

Da in den Lebensmittel- und Futtermittelproben Bastschland PBDD/F und PXDD/F nicht
nachgewiesen werden konnten und in den Humanmobeor die Gehalte der PBDD/F

deutlich unter denjenigen der PCDD/F lagen und PXDD all diesen Proben ebenfalls nicht
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nachgewiesen werden konnten, waren UntersuchungenPyoben aus einem Gebiet mit
madglicherweise hoher Belastung an PBDE, PBDD/F RR®D/F von Interesse. In Guiyu in
der chinesischen Provinz Guangdong (geographischeiteB 23° 19° 60” Nord,
geographische Lange: 116° 20 60” Ost, Abbildungl)3 werden Metalle aus
Elektronikschrott durch offenes Verbrennen der Kstadfummantelungen unter einfachsten
Bedingungen recycelt (Wang et al., 2005).

Abbildung 3.1: Probenahmeort der Hiihnerei- und Humamilchproben: Guiyu, Provinz
Guangdong, China

Provinz Jiangxi
Provinz Fujian

Provinz Guangdong

{

Guangz:ou Guiyu — )

km 0 1000 3000
L1 1 |

Shantou

= FI‘u Hong Kong
=

0

=

ey

km | 5|0 1(?0 | 20|O

In diesen Proben bestand die Mdglichkeit, dass édationen zwischen PBDE und PBDD/F
nachgewiesen werden, sowie genauere Informatiorieer idas Kongenerenmuster der
PBDD/F erhalten werden konnten. Die Humanmilchprdb®_ Guiyu) einer in Guiyu
wohnhaften Frau sowie zwei Hiuhnereiproben (EI_GulylEl _Guiyu_2) von einem lokalen
Markt wurden von Prof. Wong (Hong Kong Baptist Usrisity) zur Verfligung gestellt. Die
Probenahme erfolgte im Mai 2005.
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3.7 Probenaufarbeitung zur Bestimmung von PBDE, PBDD/F und
PXDD/F

Die Probenvorbereitung und Teile der Aufarbeitungr d’roben konnten aus bereits
validierten Verfahren ibernommen werden, die zustiBenung von PCDD/F und PCB in
Lebensmitteln, Futtermitteln und Humanmilch am CVBreiburg entwickelt wurden. Dies
war moglich, da die bromierten Vertreter sehr &di physikalische und chemische
Eigenschaften aufweisen. Die Bestimmung von HBCDwnke nicht in das bestehende
Verfahren integriert werden und wurde separat dyefifhrt. Zum Einengen von Extrakten
wurden Rotationsverdampfer oder Stickstoffabblasgermit temperiertem Heizblock
eingesetzt. Um das Risiko von Kontaminationen zunimmlisieren, wurden die
Rotationsverdampfer vor der Verwendung mit je ¢éand des verwendeten Losungsmittels
gespult. Wegen der hohen Kontaminationsgefahr wiiidedie weitere Entwicklung einer
separaten empfindlichen Bestimmung von DecaBDE eikentaminationsfreie
Konzentrierungsmethode wie z.B. ein TurboVap 508li(@r LifeSciences, Russelsheim, D)

als Alternative eingesetzt.

Die Probenaufarbeitung zur Bestimmung von PBDE, BBDund PXDD/F ist im folgenden
zusammengefasst. Einen Uberblick Uber die einzel®ewitte gibt Abbildung 3.2. Die
detaillierte Aufarbeitung ist in Anhang 2 wiedergbgn. Bei fetthaltigen Lebensmitteln wird
Fett zusammen mit den Analyten nach der Gefrigktrong der Probe mit organischen
Lésungsmitteln extrahiert. DiE’C,-isotopenmarkierten Standards wurden dem Fettextrak
zugesetzt. Fett und andere storende Begleitstoffe urdem mittels
Gelpermeationschromatographie und anschlieBend atxid mit einer Kieselgel-
Schwefelsaure-Saule entfernt. Die Abtrennung deDPBon den PBDD/F und PXDD/F
erfolgte an einer Florisil-Saule. Die PBDE-Fraktienthielt auch die PCB, die Fraktion der
PBDD/F und PXDD/F auch die PCDD/F. Zur vollstandig&btrennung der PBDD/F und
PXDD/F von PBDE und PCB wurde ein automatisiertesbBnaufreinigungssystem mit
Aktivkohle-Saule verwendet. Die Aufarbeitung pflaolzer Proben unterschied sich von
derjenigen fur fetthaltige Lebensmittel. Die intenn Standards wurden vor der
Gefriertrocknung zugesetzt. Nach der Losungsmxted&tion erfolgte eine erste Abtrennung
storender Begleitstoffe mit einer Kieselgel-Schusgfare-Saule. Die weiteren Schritte waren

mit denjenigen fur fetthaltige Lebensmittel ideakis
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Pflanzliche Proben Fetthaltige Proben
Zusatz des internen Standards Gefriertrocknung
Gefriertrocknung Fettextraktion
Extraktion ‘ ‘ Fettgehaltsbestimmung

Kieselgel-Schwefelsaure-Saule -" Zusatz des internen Standards

Gelpermeationschromatographie

‘ Kieselgel-Schwefelsaure-Saule ‘

‘ Florisil-S&ule ‘
\
n-Heptan-Fraktion Toluol-Fraktion
PCB, PBDE PCDD/F, PBDD/F, PXDD/F
\
\

PCB PBDE Aktivkohle-Saule
Aktivkohle-Saule PCDD/F
(Fraktionierung) PBDD/F

PXDD/F
\
\ \ |
di-ortho- mono-ortho-| | nicht-ortho-

subst. PCB subst. PCB subst. PCB

Abbildung 3.2: Ubersicht tber die Aufarbeitung zur Bestimmung von PBDE, PBDD/F
und PXDD/F in biologischen Matrizes



3.8 Probenaufarbeitung zur Bestimmung von HBCD

Fur die Bestimmung von HBCD wurde eine separate liclig} einfache und schnelle
Methode entwickelt, die in Abbildung 3.3 dargestelt. Die Gefriertrocknung und
Fettextraktion erfolgten in gleicher Weise wie fdie Gbrigen bromierten Verbindungen
(siehe Anschnitt 3.7). Fett und andere oxidierb8wbstanzen wurden dann Uber eine
Kieselgel-Schwefelsdure-Saule abgetrennt. Der Eixirarde mit einer Florisil-S&ule noch
weiter aufgereinigt. Fur die Quantifizierung mig#¢lRGC/HRMS und LC/MS-MS wurde der

Extrakt nach dem letzten Aufarbeitungsschritt imrh&tnis 1:1 geteilt. Die detaillierte

Aufarbeitung ist im Anhang 3 beschrieben.

Fetthaltige Proben

Gefriertrocknung

Fettextraktion

Zusatz interner Standard

Kieselgel-Schwefelsdure-Saule

Abbildung 3.3: Ubersicht ber die Aufarbeitung von fetthaltigen Proben fir die

n-Heptan-Fraktion n-Heptan/Dichlormethan-Fraktion
PBDE, PCB, PCDD/F HBCD
Florisil-Séule

n-Heptan-Fraktion

n-Heptan/Dichlormethan-Fraktion

Bestimmung von HBCD

HBCD
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3.9 Quantifizierung mit HRGC/HRMS

Alle aufgearbeiteten Extrakte wurden mittels ein€ombination aus hochauflésender
Gaschromatographie (HRGC) und hochauflésender Maps&trometrie (HRMS) mit
Elektronenionisation (ED) quantifiziert. Die gaschratographischen und
massenspektrometrischen Parameter wurden fir dsinBaung von PBDE, PBDD/F,
PXDD/F und HBCD optimiert. Im Anhang 4 (Tabelle2Zund 3) sind die experimentellen

Parameter zusammengefasst.

Fur die massenspektrometrische Messung im SIM-Mdselektive lonendetektion, ,single
ion monitoring”) wurden jeweils die intensivstemémn oder diejenigen Massen mit geringem
Grundrauschen oder Stérungen eingesetzt. Die inttas lonen wurden durch im Scan-
Modus aufgenommene Massenspektren ermittelt. Dieveredeten Isotopensignale der
Molekiilionen von DiBDE, TriBDE, PBDD/F und PXDD/Fd der [M-2Br]-Fragmente von
TetraBDE bis OctaBDE sind im Anhang 4 in den Tabelt bis 6 zusammengefasst. Fur
HBCD wurde neben dem Fragment [M-Briur Identifikation das [M-kBr3]*-lon zur
Quantifizierung verwendet (Anhang 4, Tabelle 7)e Dilesszeiten pro Massenspur lagen
abhangig von der Anzahl der Massen pro Gruppe wis& und 172 ms. Die totale Messzeit
pro Gruppe war 0,4 s. Die Kalibrierung und Kontolder Massen erfolgte Uber
Referenzionen (,lock masses” und ,calibration ma9seon Perfluorkerosen (Fluka, Buchs,
CH) mit einem Siedebereich von 210 bis 260 °C. Desszeiten lagen dafir pro Massenspur
zwischen 1 und 4 ms pro Gruppe.

3.10Quantifizierung von HBCD mittel HPLC/MS-MS

Bei der Trennung mit HPLC ist im Gegensatz zur gesoatographischen Bestimmung eine
Trennung der drei Diastereomere, - und y-HBCD mdglich. Die vergleichenden
Messungen zur HRGC-HRMS-Methode wurden vom HPLC{MS8er im CVUA Freiburg
durchgefuhrt. Dort erfolgte die Entwicklung und @perung der Messmethode. Die
Parameter und die zur Messung verwendeten Isotmeats sind in Tabelle 8 im Anhang 4

zusammengefasst.
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4 Ergebnisse und Diskussion

4.1 Qualitatssicherung
4.1.1 Identifikations- und Quantifizierungskriterien

Zur ldentifikation der unmarkierten PBDE-, PBDD/FRXDD/F- und HBCD-Kongenere in
Probenextrakten wurden die Retentionszeiten von aokierten Kongeneren der
Kalibrierldsungen und diejenigen der zugehérigéy-isotopenmarkierten Kongeneren in
den Probenextrakten verwendet. Die maximale Abweighzwischen tatséchlicher (im
Probenextrakt) und vorgegebener Retentionszeidéim Kalibrierlésungen) wurde auf 3 s
festgelegt. Die relative Retention der unmarkierkamgenere zum jeweils zugeordneten
13C,isotopenmarkierten Standard war ein zusatzlichesehum. Tolerable Abweichungen
waren< 2 s. Ein weiteres Identifikationskriterium war dastopenverhaltnis. Das Verhaltnis
der Signalflachen zweier Isotopenmassen durfte @ximal £15 % vom theoretischen Wert
abweichen (Covaci et al.,, 2003). Fur die gemisabiriert-chlorierten Dibenzo-p-dioxine
und Dibenzofurane, bei denen nur zwéCirisotopenmarkierte und sechs unmarkierte
Referenzverbindungen zur Verfigung standen, kommite das Isotopensignal-Verhéltnis
verwendet werden.

Die Quantifizierung der identifizierten Kongenererfolgte Uber die zugesetzten
isotopenmarkierten Standards mittels Isotopenverdiigsanalyse. Zur Berechnung wurde
dabei die Summe beider zu Identifikation eingesetztMassen herangezogen. Die
Wiederfindungen der *C;isotopenmarkierten Kongenere wurden beziiglich des
Wiederfindungsstandards Mirex fiir PBDE und bezigliéC,»BDE 77 fir PBDD/F,
PXDD/F und HBCD berechnet. Werte im Bereich zwisch® und 120 % gelten als
akzeptabel (Covaci et al., 2003). Nach der Riciatli2002/69/EG sollen bei der PCDD/F-
Bestimmung in Lebensmitteln die Wiederfindungen dgnzelnen internen Standards
zwischen 60 und 120 % liegen. Starker abweichenabel®findungen sind dabei akzeptabel,
wenn der Beitrag der betreffenden Kongenere zum VA@DD/F-TEQ< 10 % ist.

Fur die Berechnung der Nachweisgrenze wurde hreiSajnal-zu-Rauschen-Verhéltnis von

3:1, fur die Bestimmungsgrenze von 10:1, verwendit.Berechnung erfolgt dabei Gber den
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Mittelwert beider zur Quantifizierung eingesetzMassenspuren. Die Nachweisgrenze wurde
jeweils fur alle Massenspuren bei allen Proben dberet. Im Folgenden sind fur alle
Kongenere jeweils die Nachweisgrenzen auf der Bamises Signal-zu-Rauschen-

Verhaltnisses von 3:1 angegeben.

4.1.2 Methodenvalidierung

Die verwendeten Analysenmethoden fir PBDE, PBDDWé& BXDD/F wurden fir fetthaltige
Lebensmittel und Futtermittel sowie Humanmilch deit. Dafiir wurden Effektivitat der
Probenaufarbeitung beziglich Matrixabtrennung sowiiederfindung, Selektivitat,

Linearitatsbereich und Nachweisgrenzen bestimme Rontrolle der Blindwerte stellte
insbesondere bei der PBDE-Analytik einen zentr&enkt dar. Die Prazision und Richtigkeit
wurden im Rahmen von Laborvergleichsuntersuchurige®BDE zusatzlich Uberprift. Fur
die Kontrolle der Robustheit der Methode wurdenémzleeh der Einfluss verschiedener
Losungsmittel- und Materialienchargen und die Vereng von Braun- und Klarglas
getestet. Bei einigen Aufarbeitungsschritten konaté bereits validierte Teilschritte der
Bestimmung von PCDD/F und PCB zurlickgegriffen wardeDie Effizienz der

Extraktionsmethode wurde aus den oben genannteédiertdn Verfahren fur PCDD/F und

PCB abgeleitet und durch Laborvergleichsuntersugenriiberpruft.

4.1.2.1 PBDE
Kalibrierung und Wiederholungsinjektionen:

Sechs Kalibrierldsungen in einem Konzentrationsbberéber zwei Grélienordnungen wurden
zur Kalibrierung eingesetzt. Bezogen auf eine kettaage von 3 g bei 30 pul Endvolumen
ergab sich ein kalibrierter Bereich zwischen 1,251und 125/1250 pg/g Fett fur Di- bis
OctaBDE (400 - 4000 pg/g Fett fur DecaBDE). Die is@onskoeffizienten der relativen
Response-Faktoren (RRF) der unmarkierten Kongenamen < 7 % fur Kongenere mit
entsprechenden’Cy-isotopenmarkiertem Standard bzw. < 11 % ohne solciNach der
EPA-Methode 1613 (United States Environmental Rtaie Agency, 1994) fur die
Bestimmung von PCDD/F sollte bei einer 5-Punkt-Kiaéirung der Variationskoeffizient des
RRF fur die Einzelkongenere < 20 % sein. Da dietiBesung von PBDE, PBDD/F und
PXDD/F mit der Bestimmung von PCDD/F vergleichbat, kénnen hier diese Kriterien
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angelegt werden. Das Bestimmtheitsma® &er Kalibriergerade als Quotient aus
Konzentration und Flachenverhaltnis zwischen irgernStandard und Analyt war jeweils

grofer als 0,99.

Fur das wichtigste Kongener BDE 47 lag der kalitbeidBereich zwischen 3,1 und 312 pg/g
Fett. Die obere Konzentrationsgrenze wurde durehkiinzentration der Originalldsungen
und deren Mischung begrenzt. Die meisten niedriadbeten Lebensmittelproben liegen
innerhalb der Kalibrierung. Der Gehalt in Fisch@eioHumanmilch ist aber zum Teil um bis
zu drei GroRRenordnungen uber dem hdchsten Kalgam#dt. Eine geringere Fetteinwaage
oder groRere Extraktvolumen kdnnen nicht eingese&ztlen, da ansonsten Kongenere im
unteren Spurenbereich nicht mehr quantifizierbad.siEine Mdglichkeit ist, die Proben
zweimal mit unterschiedlichen Fetteinwaagen unddktvolumen zu messen. Mit Hilfe der
Probe ,Forelle® der Laborvergleichsuntersuchung gyins in Food 2004“ konnte aber
gezeigt werden, dass Konzentrationen, die mehrdaeds Grolienordnungen oberhalb des
kalibrierten Bereichs lagen, extrapolativ mit audrender Genauigkeit ermittelt werden
konnten. Die durchschnittliche Abweichung der Gehdler PBDE-Kongenere # 28, 47, 99,
100, 153 und 154 vom Konsenswert lagen bei deréPFalrelle bei 25 %. Bei der in der
gleichen Laborvergleichsuntersuchung untersuchtesbeP Hihnerfleisch, deren PBDE-

Gehalte innerhalb der Kalibrierung lagen, war digbareichung 20 %.

Bei Wiederholungsinjektionen von auf zwei untersdiichen Niveaus dotiertem Milchfett (n
= 5 und 6) in verschiedenen Messsequenzen lag a@eatwwnskoeffizient fur alle Kongenere
mit Ausnahme von BDE 66 (21 bzw. 26 %) unter 15D0fese Variationskoeffizienten sind
mit denjenigen vergleichbar, die fur die relativResponsefaktoren bei der Kalibrierung

ermittelt wurden.

Optimierung der Extraktionszeit:

Zur Uberprifung und Optimierung der Fettextraktivarden drei verschiedene fetthaltige
Matrizes untersucht: Huhnereier, Vollmilch und Vailichpulver. Die Optimierung erfolgte
in erster Linie in Bezug auf die Extraktionszeit.azD wurden Aliquote des
(gefriergetrockneten) homogenisierten Ausgangshaddéemit dem geeigneten Lésungsmittel
(Ethanol/Toluol und Nachreinigung mittert-Butyl-methylether fir Vollmilch und
Milchpulver bzw. Cyclohexan/Toluol fur Eier) fir 180, 45, 60, 120 und 360 min extrahiert.
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Die Probeneinwaage wurde dabei so gewahlt, dass ga-ett nach der Extraktion erhalten
wurden. Fir die Eiproben wurde zusatzlich die diippeEinwaage gewahlt. Als
Vergleichswert wurde jeweils die extrahierte Fettige nach einer Extraktionszeit von 6 h
herangezogen. Der spezifizierte Fettgehalt desmWialhpulvers lag bei 26 %, der nach einer
Extraktionszeit von 6 h ermittelte durchschnittllod 26,6 %.

Es zeigte sich, dass beim Einsatz der Twisselmagiasixtraktion in allen drei untersuchten
Probenmatrizes ca. 95 % des Fettes bereits nachirb@xtrahiert waren (siehe Abbildung
4.1). Bei vergleichbaren Probeneinwaagen (bezogédas extrahierbare Fett) war bei Eiern
und Vollmilch bereits nach 15 min das Fett naheallstandig extrahiert. Die Verdoppelung
der Einwaage bei Eiern ergab eine Erh6hung dereratigen Extraktionszeit auf 30 min. Fir
die untersuchten Probenmatrizes war damit bei eRr@ebeneinwaage, die ca. 5 g Fett
enthielt, eine Extraktionszeit von 60 min ausremzheEine Erklarung fur die abweichenden
Ergebnisse bei der Extraktion der Vollmilch konniteht gefunden werden. Hier wurden 5 %

des insgesamt extrahierten Fettes erst nach z#/eebhs Stunden extrahiert.
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Wiederfindung:

Die Wiederfindungsraten der internéfC,-isotopenmarkierten Standards wurden fiir jede
Probe kontrolliert. So konnte die Qualitat der Rmudxtraktion und Aufarbeitung Uberprift

werden. Bei fetthaltigen Proben wurden die interi@andards nach der Extraktion dem
gereinigten Fett zugesetzt. In Tabelle 4.1 sindWliederfindungen der Aufarbeitungen von

fetthaltigen Proben, die im Rahmen der Validierdagchgefiihrt wurden, zusammengefasst.
Die Berechnung der Wiederfindung erfolgte Uber &@en der Quantifizierung zugesetzten

Wiederfindungsstandard Mirex.

Tabelle 4.1: Wiederfindungen der Aufarbeitung von étthaltigen Proben fur die
Bestimmung von PBDE (n=28)

¥%C,,-markierte PBDE Wiederfindung [%] Variationskoeffizi ent [%]
BDE 15 82 9,0
BDE 28 90 8,4
BDE 47 95 9,7
BDE 77 100 10
BDE 99 98 10
BDE 100 95 9,1
BDE 126 107 13
BDE 153 100 11
BDE 183 105 12
BDE 209 42 23

Die Wiederfindungen del’C,»isotopenmarkierten Standards sollten 60 - 120 %aben.
Bei der Methodenvalidierung (n = 28) lagen die Vidithdungen zwischen 82 und 107 %
(Variationskoeffizienter 13 %). Nur bei BDE 209 lagen sie mit 42 % niedrige

Dotierung von Real-Proben mit unmarkierten Kongeneen:

Unmarkierte Kongenere wurden bei fetthaltigen Pnolzem extrahierten Fett zugesetzt.
Dadurch lieBen sich mogliche Matrixstérungen ber d@uantifizierung der einzelnen
Kongenere erkennen. Extrahiertes Milchfett als mgedbelastetes Lebensmittel wurde im
Bereich 6,7-33 (DIBDE) und 67-333 pg/g Fett (OctdBDauf vier Niveaus dotiert.

Sonnenblumenél als nahezu analytfreie Matrix wurdig niedrigeren Konzentrationen
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getestet (1,7-13,3 und 17-133 pg/g Fett auf funfedus). In Tabelle 4.2 sind die

Abweichungen vom dotierten Wert fir Milchfett undrienblumendl zusammengefasst.

Tabelle 4.2: Abweichung der gemessenen PBDE-Gehalteom Sollwert bei der
Dotierung von Milchfett und Sonnenblumendl auf 4 bw. 5 Konzentrationsniveaus

Milchfett Sonnenblumendl
unmarkierte Abweichung vom dotierten Wert [%] Abweichung vontidaen Wert [%]
Kongenere Mittelwert Maximum Mittelwert Maximum
BDE 15 3,4 8,3 16 27
BDE 17 4.4 12 6,4 12
BDE 28 5,7 9,3 8,3 22
BDE 47 17 36 13 20
BDE 66 10 32 6,8 16
BDE 71 4,0 9,9 4,8 7,9
BDE 75 6,9 15 7,2 16
BDE 77 1,7 7.4 6,5 14
BDE 85 8,3 23 21 39
BDE 99 10 38 13 22
BDE 100 59 17 3,2 7,1
BDE 119 9,1 14 6,5 13
BDE 126 5,0 21 4,1 8,8
BDE 138 11 41 21 58
BDE 153 16 37 48 127
BDE 154 14 28 20 48
BDE 183 62 100 300 890
BDE 190 13 41 28 63
BDE 203 25 47 42 67

Die Abweichungen sollten bei dotierten Proben sn25 % im gleichen Bereich liegen, wie
diejenigen fur die relevanten Kongenere bei Quakidntrollproben (Papke et al., 2004). Im
Vergleich zu diesen kdnnen aber etwas hohere Alhwagpen toleriert werden, da zuséatzliche
Ungenauigkeiten bei der Zugabe der unmarkiertengknare und der Bestimmung der
undotierten Probe auftreten kénnen. Bei der Dotigruon Milchfett lagen die mittleren
Abweichungen vom dotierten Wert zwischen 1,7 und@it Ausnahme von BDE 183 (62
%). Beim Sonnenblumendl zeigten sich groRere Ablweigen bei hoherbromierten PBDE.
Die hexa-, hepta- und octabromierten Kongenere (BBE, 154, 183, 190 und 203) zeigten
im niedrigen Konzentrationsbereich systematischhmhe Abweichungen von zum Teil

deutlich Gber 30 % durch zu hohe Blindwerte. Deur@rfir diese grof3en Abweichungen bei
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den héherbromierten Kongeneren war, das zum Zeitpder Durchfiihrung die Blindwerte
noch nicht optimiert worden waren. Bei den Abweitien vom dotierten Wert gab es keine
Unterschiede zwischen Kongeneren mit und ohne eigeh’C,-isotopenmarkierten
Standard.

Nachweisgrenzen:

Die Nachweisgrenzen (NWG) wurden fir jede Probe althel Kongenere bestimmt. Diese
hingen dabei sehr stark vom Hintergrundrauschen Restmatrixmenge und dem
Konzentrationsbereich ab. Nachweisgrenze?0 pg/g Fett wurden flr fast alle Kongenere
(auRer BDE 209: 100 - 200 pg/g Fett) und Proberiadt und waren in der Regel
ausreichend. Diese Nachweisgrenzen sind mit deggenivon Zennegg et al. (2003)
vergleichbar, die fur di- bis heptabromierte KongienNachweisgrenzen zwischen 14 und 33
pg/g Fett (bei 1 g Fetteinwaage) ermittelten.

Blindwerte:

Eine wichtige Aufgabe bei der Analytik von PBDEIlitdie Uberwachung und Minimierung
der Blindwerte dar. Da PBDE in vielen Geraten imbdma auch als Flammschutzmittel
eingesetzt werden, sind sie dort zum Teil auchHaigergrund vorhanden. Papke et al.
(2004) geben einen Uberblick uber Parameter, diddreAufarbeitung einen Einfluss auf den
Blindwert haben konnen. Wichtige  Gegenmal3nahmen d: sinVerzicht  auf
Rotationsverdampfer, Vorspiilen von GlasgeratenMaterialien, regelmaRige Uberprifung
von Chemikalien und Verzicht auf Kunststoffe ber deifarbeitung. Die dadurch erreichten
Blindwerte lagen bezogen auf eine totale Fetteig@aan 0,5 g zwischen 3 und 78 pg/g Fett.

Covaci et al. (2003) empfehlen ebenfalls einen Matauf Kunststoffe.

Parallel zu jeder Probenaufarbeitungsserie wurdesgBnzienblindwerte bestimmt, die alle
Aufarbeitungsschritte, einschlie3lich Extraktionyrchlaufen hatten. Durch kontinuierliche
Optimierung der Aufarbeitung (Ausheizen der GlagtgerVerzicht auf Kunststoffteile soweit
maoglich und Vorspulen des Rotationsverdampfers cait 50 ml des jeweils eingesetzten
Lésungsmittels) konnten die Blindwerte deutlichuzért werden. Abbildung 4.2 zeigt den
zeitlichen Verlauf der Blindwerte der anfangs seproblematischen hexa- und
heptabromierten Kongenere BDE 153, 154, 183 und 190
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Zeitliche Entwicklung (Zeitraum 01/2004 bis 09/2005)
Reagenzienblindwerte fir hexa- und heptabromierte Kngenere durch Minimalisierung

Abbildung 4.2:

des Kontaminationsrisikos bei der Aufarbeitung (Ergebnisse in pg/g Fett bezogen auf 3

g Fetteinwaage)
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Die Reagenzienblindwerte enthielten nach Optimigrdar Aufarbeitung noch BDE 47, 99,
100 und 183 in nahezu jeder Probe. BDE 28, 153,utfe¥190 wurden nur noch in einigen
Proben nahe der jeweiligen NWG nachgewiesen. Dalidvieder Blindwerte lag bei BDE 47
bei 5,9 pg/g Fett (Bereich: 1,8 - 19,6 pg/g), fIDB99 bei 4,5 pg/g Fett (Bereich: 1,5 - 18,3
pg/g), fur BDE 100 bei 1,5 pg/g Fett (Bereich: 04,5 pg/g) und fur BDE 183 bei 3,1 pg/g
Fett (Bereich: 0,8 - 12,5 pg/g). Die Gehalte derigdn Kongenere (aul3er BDE 209)
entsprachen der Nachweisgrenze (Bereich: 0,5 - 1§ pett). In Abbildung 4.3 ist der
Median von 11 Reagenzienblindwerten dargesteli. Nlachweisgrenzen wurden dabei in die
Berechnung miteinbezogen. Die hoheren Nachweisgrenon BDE 77 und 126 im
Vergleich mit ihren homologen Kongeneren kdnnercdutie deutlich niedrigere Intensitat
des gemessenen lons [M-2Bgrklart werden. Da diese beiden Kongenere keirst8ution

in ortho-Position zur Etherbriicke aufweisen, urdieesdet sich ihr Massenspektrum durch
eine wesentlich hohere relative Intensitat des Kkldlens deutlich von den ortho-

substituierten Kongeneren.

Bei niedrig belasteten Proben war aber vor allenBtiadwert der limitierende Faktor fir die
Quantifizierung. Fur die Hauptkongenere BDE 47 @8dlag der maximale Blindwert nur
noch einen Faktor 2 bis 3 unter den Probengehdhiéndie Kongenere BDE 100, 153 und
183 waren Mess- und Blindwerte vergleichbar. BeiEBDB3 lag der maximale Blindwert
sogar um den Faktor 4 Uber den Messwerten in e@inigmben. Alle Ergebnisse der
Untersuchung der Lebensmittel, Futtermittel und ldomilchproben sind nicht
blindwertkorrigiert.
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Abbildung 4.3: Median der PBDE-Reagenzienblindwertg01/2005 bis 09/2005, n=12) in
pg/g Fett (bezogen auf 3 g Fetteinwaage). Minima dn Maxima sind ebenfalls
aufgefuhrt. Die Nachweisgrenzen (NWG) sind in die &echnung mitaufgenommen.

Blindwerte von DecaBDE:

Bei DecaBDE schwankten die Blindwerte stark. Diefkmzentrierung der Ldsungen
erfolgte mittels Rotationsverdampfer, Konzentrigyszentrifuge und Stickstoffabblasgerate.
Die niedrigsten Blindwerte ergaben sich beim augs8lichen Abblasen mit Stickstoff. Die
Tests der einzelnen Aufarbeitungsschritte und desa@Gtaufarbeitung wurden mit dem
Rotationsverdampfer durchgefiihrt. Bei der Minimieguder DecaBDE-Blindwerte wurden
die gleichen Optimierungsschritte wie fir die tbngPBDE verwendet. In Tabelle 4.3 sind

Minimal- und Maximalkonzentrationen der DecaBDErBlverte dargestellt.
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Tabelle 4.3: Reagenzienblindwerte fur BDE 209 in rlg Fett (bezogen auf 1 g
Fetteinwaage)

Reagenzienblindwert DecaBDE [ng/g Fett]

Minimum Maximum
Reine Lésungsmittel <0,1 28
Extraktion <0,1 54
einzelne Aufreinigungsschritte 0,1 290
Gesamtaufarbeitung (ohne Extraktion) 1,3 7,0
Materialen (Kieselgel, Florisil, Glaswolle, 0,2 140
Glasfaserfilter)
Spillésung des Rotationsverdampfers 28

Eine sinnvolle Validierung der Methode zur Bestinmguvon DecaBDE ist erst nach
Minimierung der Blindwerte mdglich. Dazu wurde eaiternatives Aufkonzentrierungssystem
ohne Einsatz einer Vakuumpumpe (hier: Turbovap &#iper Life Sciences, Risselsheim,
D) getestet. Bei ersten Vorversuchen konnten eigeggnete Deca-BDE-freie Losungsmittel
fur die Aufarbeitung gefunden werden. Mit Hilfe ein blindwertfreien

Konzentrierungsmethode und sauberen Losungsmittédnnen dann die einzelnen

Aufarbeitungsschritte Uberprtft werden.

Lichtempfindlichkeit des Extraktes:

Ein wichtiger Aspekt hinsichtlich der Robustheitekolle der Methode war die
Untersuchung der Lichtempfindlichkeit der PBDE kogr Aufarbeitung. Dazu wurden
Quantifizierungen der PBDE-Qualitatskontrollprobatar Verwendung von Braun- und
Klarglas miteinander verglichen (n=3). Beim Vergleider Ergebnisse fur Klarglas mit den
Ergebnissen fur Aufarbeitungen in Braunglas lagenAtbweichungen vom Mittelwert fur die
untersuchten Kongenere unter 14 %. Die Wiederfigdunder'°C,-isotopenmarkierten
Standards bei funf aufgearbeiteten Realproben wigwendung von Klarglas variierten
zwischen 65 und 109 %. Bei den Abweichungen dera&ker unmarkierten Kongenere aus
der Aufarbeitung mit Klarglas vom Mittelwert der fanbeitungen mit Braunglas als auch bei
der Wiederfindung der internen Standards waren ekesignifikanten Unterschiede zu
erkennen. Somit ist bei der Aufarbeitung der d& heptabromierten PBDE die Gefahr von
Verlusten durch photolytischen Abbau als eher geemzustufen. Fir DecaBDE ist die



65

Gefahr des Abbaus durch UV-Strahlung groéf3er. Diewdadung von Braunglas und

Minimierung des Einflusses von Tageslicht kann diesr minimieren (Covaci et al., 2003).

Qualitatskontrollproben:

Zur laufenden Uberprifung der analytischen Qualitétden in Aufarbeitungsserien eigene
Kontrollproben sowie Referenzmaterialien von Laleogleichsuntersuchungen regelmafig
analysiert. Die eigenen Kontrollproben gaben eiHanweis auf den Langzeit-Trend bei der
Aufarbeitung. Eine homogenisierte Mischung ausatmérten tierischen Fetten (QK-Probe)
wurde dabei zu jeder Aufarbeitungsserie von maxiri@l Proben untersucht. Diese
Qualitatskontrollprobe wurde bereits zur Kontraker analytischen Qualitéat bei der PCDD/F-
und PCB-Analytik verwendet, so dal’ bei einer palefi Aufarbeitung der verschiedenen
Stoffklassen lediglich eine Qualitatskontrollprobefgearbeitet werden musste. Die PBDE-
Gehalte der Probe Ilagen im Konzentrationsbereichn vaebensmitteln. Das

Kongenerenmuster war ebenfalls vergleichbar. DieRp8be wurde Uber einen Zeitraum von
18 Monaten sechzehnmal untersucht. In Tabelle 4l glie Einzelergebnisse der

nachweisbaren Kongenere zusammengefasst.
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Tabelle 4.4: Median und Variationskoeffizient (VK) der PBDE-Konzentrationen einer
Qualitatskontrollprobe (n=16). Mittlere Abweichungen vom Median und mittlere
Wiederfindungen der **C,--isotopenmarkierten internen Standards und deren Beeich
sind zusétzlich angegeben.

Kongener Median VK mittlere Abweichung der mittlere Wiederfindung derC,-
[pg/g Fett] [%]  Einzelergebnisse vom Median markierten Standards und Bereich

[%6] [%6]

BDE 15 2,2 15 11 84 (47 - 122)

BDE 17 4,2 30 24 *

BDE 28 36 9 8 88 (60 - 105)

BDE 47 796 10 7 87 (34 - 113)

BDE 66 40 38 24 *

BDE 85 9,1 18 15 *

BDE 99 393 11 7 91 (66 - 113)

BDE 100 143 8 6 88 (63 - 109)

BDE 138 3,5 27 14 *

BDE 153 78 8 5 99 (69 - 125)

BDE 154 57 14 10 *

BDE 183 24 27 14 107 (64 - 146)

* kein 13C12-isotopenmarkierter Standard verfiigbar

Der Variationskoeffizient war fur die wichtigsterokgenere (BDE # 28, 47, 99, 100, 153 und
154) unter 14 %, einzig der Wert fir BDE 183 wafgaund der geringen Konzentration und
der dazu relativ hohen Blindwertbelastung mit 2déatlich hher. Der Variationskoeffizient
von 38 % fur BDE 66 war auf die Interferenzen nf@B”170 zurlckzufihren. Papke et al.
(2004) ermittelten bei einer Qualitatskontrollprobenit vergleichbaren PBDE-
Konzentrationen Variationskoeffizienten zwischen @wnd 23 %. Die ermittelten
Wiederfindungen der internen Standards lagen gniéte im akzeptablen Bereich zwischen
60 und 120 %. Der Langzeittrend der Kontrollprobeizbei den letzten Messungen grol3ere

Abweichungen, deren Ursachen aber nicht gefundedemekonnten (siehe Abbildung 4.4).
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Abbildung 4.4: Langzeittrend der Qualitatskontrollprobe (Mischfett aus tierischen
Fetten) fur PBDE fur funf wichtige Kongenere im Zetraum (01/2005 bis 09/2005 (n =
16). Alle Angaben in pg/g Fett.
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Teilnahme an den Laborvergleichsuntersuchungen ,Dixins in Food 2004 und 2005*:

Ein wichtiger Punkt bei der Methodenvalidierung watie Teilnahme an den
Laborvergleichsuntersuchungen ,Interlaboratory Cangon on Dioxins in Food*
(Norwegian Institute of Public Health; Haug und Belg 2004, 2005) in den Jahren 2004 und
2005, bei denen die BDE # 28, 47, 99, 100, 153, 183 und 209 neben PCDD/F (2004 und
2005) und PCB (nur 2005) bestimmt wurden. Dazu weumrgeweils drei verschiedene
fetthaltige biologische Proben (Palmdl, Hihnertthisind Forelle in 2004 und Lebertrandl,
Rentierfleisch und Hering in 2005) sowie jeweilaeeStandardldsung verschickt, die alle zu
untersuchenden Kongenere in bekannter Konzentranimelt. Die Ergebnisse fir PCDD/F
in 2004 sowie PCB und PCDD/F in 2005 waren jewailsreil3erfrei. In den Tabellen 4.5 bis

4.7 sind die Ergebnisse fur PBDE zusammengefasst.

Tabelle 4.5: Ergebnisse der Laborvergleichsuntersiming ,Dioxins in Food 2004“. Alle
Angaben in pg/g Fett, Ausreil3er sind mit (A) markiet.

Kongener Palmol Huhnerfleisch Forelle
[pg/g Fett] [pg/g Fett] [ng/g Fett]
eigener Wert Konsens- eigener Wert Konsens- eigener Wert Konsens-

Median Median Median
BDE 28 3,2 4,7 8,1 7.5 19 9,6
BDE 47 17 17 180 200 1800 1400
BDE 99 12 33 120 180 1400 1200
BDE 100 2,4 16 65 68 660 610
BDE 153 2,6 9,5 32 50 150 150
BDE 154 2,5 5,7 19 29 170 170
BDE 183 15 5,6 26 33 0,21 0,22

BDE 209 < 870 390 < 2500 (A) 590 24 (A) 0,79




69

Tabelle 4.6: Ergebnisse der Laborvergleichsuntersiming “Dioxins in Food 2005”. Alle
Angaben in pg/g Fett, Ausreil3er sind mit (A) markiet.

Kongener Rentierfleisch Hering Lebertranél
[pg/g Fett] [pg/g Fett] [pg/g Fett]
eigener Wert Konsens- eigener Wert Konsens-  eigener Wert  Konsens-
Median Median Median
BDE 28 3,2 6,5 270 230 760 580
BDE 47 82 99 3600 3500 12000 10400
BDE 99 80 90 1100 880 320 300
BDE 100 30 28 790 650 1800 1600
BDE 153 53 52 140 130 41 42
BDE 154 11 12 310 270 880 730
BDE 183 13 11 26 20 4.4 6,6
BDE 209 <200 480 320 170 370 (A) 76

Tabelle 4.7: Ergebnisse bei der Bestimmung von Stdardlésungen in den
Laborvergleichsuntersuchungen 2004 und 2005. Alle gaben in pg/ul, Ausreil3er sind
mit (A) markiert.

.Dioxins in Food"2004 ,Dioxins in Food" 2005
[pg/ul] [pg/ul]
eigener Konsens-Median Sollwert eigener  Konsens-Median Sollwert
Wert Wert
BDE 28 23 23 25 23 24 25
BDE 47 21 22 25 23 23 25
BDE 99 21 23 25 23 24 25
BDE 100 23 22 25 23 24 25
BDE 153 23 25 25 21 26 25
BDE 154 23 23 25 23 24 25
BDE 183 19 21 25 22 23 25
BDE 209 135 (A) 83 125 139 (A) 85 100

Speziell die Uberpriifung der Vollstandigkeit dertfaktion der PBDE, die nur durch
zertifiziertes Referenzmaterial Uberprift werdemrkawar wichtig. Der Vorteil dieser
Laborvergleichsuntersuchung war, dal3 verschiedeoledsche Probenmatrizes mit sehr
unterschiedlichen Konzentrationen sowie reine Stedidsungen bekannter Konzentration
untersucht werden mussten. Die Differenzen zum Koswert in Abhangigkeit von der
Konzentration sind zusatzlich in Abbildung 4.5 zusaengefasst.
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Abbildung 4.5: Abweichungen der eigenen Ergebnissdiir Einzelkongenere (ohne
DecaBDE) vom Konsenswert fiir die Laborvergleichsur@rsuchungen ,Dioxins in Food*
2004 und 2005 in pg/g Fett.

Die Abweichungen der eigenen Werte vom Konsens-Waren fur die meisten Kongenete
40 % unabhangig von der Konzentration. Von den estimmenden Parametern sind BDE
183 in Palmdl und BDE 28 in Forelle jeweils aus déshr 2004 Ausreil3er. Bei der Probe
Palmol war zu dieser Zeit die Blindwertproblematiéch nicht vollstandig unter Kontrolle.
Bei BDE 28 in der Forellenprobe kdnnte eine Mattixsng vorliegen. Beide Werte wurden
bei der statistischen Auswertung durch das ,Noraegnstitute of Public Health* jedoch

nicht als AusreiRer deklariert.

Die negativen Abweichungen vom Konsenswert im Kaoirzgionsbereich um 10 pg/g Fett
sind moglicherweise durch eigene niedrigere Nackgvenzen oder Blindwerte im Vergleich
zu anderen Teilnehmern zu erklaren. Die Blindweffgmatik fir DecaBDE war bei beiden

Laborvergleichsuntersuchungen noch nicht vollsiguoditer Kontrolle.

Bei der Uberprifung der eigenen Standardlosunggenlaie Werte fur alle Kongenere (aulRer
BDE 209: 50 % uber dem Konsenswert und 8 bzw. 4ib& dem Sollwert) im Durchschnitt

etwa 10 % unter den Konsenswerten. Diese Abweicturgind fur alle Kongenere aul3er
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Deca-BDE noch akzeptabel, so dal3 keine Berichtignngler Konzentrationen der

Standardlésungen vorgenommen werden mussten.

Vergleich der PBDE-Gehalte nach Bestimmung mit einezweiten Methode:

Die Konzentrationen der mengenmallig wichtigsten PBB 28, 47, 99, 100, 153, 154)
wurden in elf der untersuchten Humanmilchproben WéHO-Studie auch im Labor
.Pestizide und Kontaminanten in Lebensmitteln seer Herkunft und Humanmilch* (Fr.
Dr. Kypke, CVUA Freiburg) zum Vergleich mit einenderen Methode, der amtlichen
Methode nach § 35 LMBG Nr. L 00.00-38/1 bis 38/291), untersucht. Dazu wurde der
Rahm durch Zentrifugieren abgetrennt und das Feitldiel3end mit n-Hexan extrahiert. Das
Fett und andere Matrixkomponenten wurden mittelEl@ematographie und Kieselgel-Saule
abgetrennt. Die Quantifizierung erfolgte mit Gaschatographie gekoppelt mit
niedrigauflosender Massenspektrometrie (LRMS) begalivionen-chemischer lonisation
(NCI). In Tabelle 4.8 sind die Ergebnisse fir werschiedene Proben mit Konzentrationen
fur BDE 47 zwischen 4 und 230 ng/g Fett zusammexsgef Die Abweichungen lagen
insgesamt zwischen 0 und 105 %. FiUr das Hauptkend®@DE 47 betrugen sie 9 %. Diese
Werte sind auch mit den Ergebnissen eines Labdeiehg von Papke et al. (2004)

vergleichbar (Abweichungen zwischen 0 und 110 %).
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Tabelle 4.8: Vergleich der Konzentrationen von sechwichtigen PBDE-Kongeneren in
vier gepoolten Humanmilchproben mit zwei unterschidlichen Aufarbeitungs- und
Quantifizierungsmethoden: HRMS EI (eigene Methode) und LRMS NCI
(Vergleichsverfahren).

BDE28 BDE47 BDE99 BDE 100 BDE 153 BDE 154

USA (Kalifornien)

LRMS NCI [ng/g Fett] 18 210 66 42 28 3,9
HRMS El [ng/g Fett] 8,7 230 59 39 18 3,1
Abweichung [%]* 107 9 12 8 56 26
USA (North Carolina)
LRMS NCI [ng/g Fett] 5,4 55 20 12 13 14
HRMS El [ng/g Fett] 2,8 54 18 10 9 1,0
Abweichung [%]* 93 2 11 20 44 40
Deutschland (Ravensburg)

LRMS NCI [ng/g Fett] <0,5 11 2.4 4,0 2,8 <0,5
HRMS El [ng/g Fett] 0,5 11 1,7 2,9 1,7 0,2
Abweichung [%]* 0 41 38 65

Fiji (Nausori)
LRMS NCI [ng/g Fett] <05 3,7 0,8 1,4 <055 <05
HRMS El [ng/g Fett] 0,3 3,9 0,6 1,4 0,9 0,3
Abweichung [%]* 5 33 0

* HRMS ElI jeweils als 100 %

Abschatzung des Messfehlers:
Der Messfehler der PBDE-Bestimmung wurde Uber Fehtpflanzung abgeschatzt.

» Bei der Herstellung der internen Standardlosungalergich durch Fehler beim
Verdiinnen und Mischen (4,3 %) und Ungenauigkeit desrtifizierten

Referenzstandards (10 %) ein Fehler von 10,9 %.

» Fur Kalibrierlosungen ergab sich aufgrund der zlgdien Mischung von
unmarkierter und**Cy-isotopenmarkierter Lésung ein Fehler von 15,9 %t ie
Quantifizierungsmethode kamen Fehler bei der Basting der Signalflachen
(jeweils 2 % fir Analyten und interne Standardsy ulie Messunsicherheit bei
Wiederholungsmessunger (L5 %) dazu. Daraus ergab sich bei der Kalibrierung
insgesamt ein Fehler von 16,1 %.
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» Fur den Probenextrakt lag er aufgrund von FehleirElnwaage und Standardzusatz,
bei der Bestimmung der Signalflaichen und der Messharheit bei

Wiederholungsmessungen bei 19 %.

Der Uber Fehlerfortpflanzung abgeschatzte Gesalatfbletrug damit ca. 25 % und stimmte
ungefahr mit den Abweichungen vom Konsenswert @itert: 20 %, 75%-Perzentil: 30 %)
Uberein, die fur die eigenen Proben bei den Labigleiehsuntersuchungen ,Dioxins in
Food" 2004 und 2005 erhalten wurden.

4.1.2.2 PBDD/F und PXDD/F
Standardlésungen:

Der lineare Bereich betrug ca. eineinhalb GrélRemangsbereiche (0,15-9 pg/g Fett (2,3,7,8-
TBDD) bis 3-180 pg/g Fett (OBDD), bezogen auf 3ggtfeind 30 pl Endvolumen). Dabei lag
der Variationskoeffizient der relativen Respons&téie@n fur alle sieben Kalibrierpunkte
unter 13 %. Cramer et al. (1990) ermittelten flirate bis hexasubstituierte PBDD/F

Variationskoeffizienten der RRF (sechs Kalibrierkie) zwischen 7 und 27 %.

Drei Kalibrierlésungen wurden fir tetra- und pentastituierte PXDD/F eingesetzt. Daraus
ergab sich, bezogen auf 3 g Fett und 30 pl Endveiymin kalibrierter Bereich zwischen 0,4-
0,6 und 10-15 pg/g Fett. Der Variationskoeffizider relativen Response-Faktoren war hier
jeweils kleiner 6 %. Fur monobromierte-polychlotgeXDD/F ermittelten Huang et al.
(1992) Variationskoeffizienten der RRF zwischenrgl 2 %. Die Variationskoeffizienten
fur PBDD/F und PXDD/F liegen auch deutlich untemjg@igen von 20 %, die fur die
PCDD/F-Analytik spezifiziert wurden (United Stat&vironmental Protection Agency,
1990). Das Bestimmtheitsmaf &er Kalibriergerade war jeweils gréer 0,99.

Blindwert und Nachweisgrenze:

Aufgrund der zu erwartenden sehr geringen KonzBobt@n waren ausreichend niedrige
Nachweisgrenzen und Blindwerte sehr wichtig. Diadmzienblindwerte fur PBDD/F und
PXDD/F entsprachen mit Ausnahme von 1,2,3,4,7,§8BF (zwischen 2,3 und 6,2 pg/g
Fett) den jeweiligen Nachweisgrenzen. Diese lagerPBDD/F zwischen 0,02 pg/g Fett fur
2,3,7,8-TBDD und 26 pg/g Fett fur OBDF. Da die Bhverte fur 1,2,3,4,7,8,9-HpBDF Uber 2
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pg/g Fett lagen und eine Reduktion nicht moglichr,weurden die Ergebnisse fur dieses
Kongener nicht ausgewertet. In einigen Fallen wanech fur 1,2,3,4,7,8-HXBDF und OBDF

Blindwerte messbar.

Die Nachweisgrenzen fur die toxikologisch besonderdgeressanten tetra- und
pentasubstituierten Kongenere waren mit 0,02 bz@8 @g/g Fett etwa eine Zehnerpotenz
hoher als fur die chlorierten Homologen. Fur Korgrenohne eigenen Standard wurde die
Nachweisgrenze Uber homologe Kongenere oder, fdiks nicht mdglich war, Uber
Kongenere mit derselben Anzahl von Bromsubstitueetenittelt. Fir die Untersuchung von
relativ hochbelasteten Humanmilchproben mit ein€d®B/F-TEQ von gré3er 10 pg/g Fett
waren die Nachweisgrenzen der PBDD/F-Kongenereeailmmnd. Bei Lebensmittelproben
hingegen, die Ublicherweise eine sehr niedrige PEEHIntergrundbelastung von < 1 pg
WHO-TEQ / g Fett aufweisen, ware eine deutliche exthsing der Nachweisgrenzen
notwendig, um die WHO-TEQ fur bromierte und chlageVerbindungen vergleichen zu
konnen. Andernfalls wirde der allein aus vergleidise hoher Nachweisgrenzen
resultierende  "upper-bound-WHO-PBDD/F-TEQ" den WRODD/F-TEQ deutlich
Ubersteigen.

Wiederfindungen:

In gleicher Weise wie bei den PBDE wurden auch PBDD/F und PXDD/F in jeder
Aufarbeitung die Wiederfindungen detCiisotopenmarkierten internen Standards
bestimmt. Bei der Validierung der Methode wurden diie einzelnen Kongenere die in
Tabelle 4.9 zusammengefassten Wiederfindungen ugeéhdrigen Variationskoeffizienten

ermittelt.
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Tabelle 4.9: Wiederfindungen der **C,»isotopenmarkierten PBDD/F- und PXDD/F-
Kongenere und Variationskoeffizienten bei der Validerung (n=26 fir PBDD/F und n=8
fur PCXDD/F).

PBDD/F Wiederfindung [%] Variationskoeffizient [%0]
2,3,7,8-TBDD 97 15
1,2,3,7,8-PeBDD 103 20
1,2,3,4,7,8- + 1,2,3,6,7,8-HxBDD 84 29
1,2,3,7,8,9-HxBDD 95 24
OBDD 43 96
2,3,7,8,-TBDF 97 13
1,2,3,7,8-PeBDF 96 17
2,3,4,7,8-PeBDF 102 16
1,2,3,4,7,8-HxBDF 65 35
PXDD/F

2,3-DB-7,8-DCDD 90

1-B-2,3,7,8-TCDD 90 4

Die mittleren Wiederfindungen det’C,-isotopenmarkierten Standards waren fir die
toxikologisch relevanten tetra- und pentasubstiterePBDD/F und PXDD/F mit 90 bis 103
% sehr gut. Die deutlich niedrigeren mittleren Vidohdungen von 43 bzw. 65 % fur OBDD
und 1,2,3,4,7,8-HXBDF waren noch akzeptabel.

Dotierung von Realproben mit unmarkierten Kongenere:

Biologische Referenzmaterialien oder Qualitatskallgroben mit messbaren Gehalten an
PBDD/F oder PXDD/F waren nicht verfugbar. Ebenso nige wurden
Laborvergleichsuntersuchungen fir biologische Masi angeboten. Als Ersatz wurden
Realproben mit unmarkierten Kongeneren auf versiemen Konzentrationsstufen dotiert.
Fir PBDD/F wurde die PBDE-Qualitatskontrollprobe f adrei unterschiedlichen
Konzentrationsniveaus dotiert: 0,16-3,2 pg/g F&#;8 pg/g Fett und 1,6-32 pg/g Fett. Die

Abweichungen vom Sollwert sind in Tabelle 4.10 ros@ngefasst.
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Tabelle 4.10: Abweichung der gemessenen PBDD/F- Gadte vom Sollwert bei der
Dotierung der Qualitatskontrollprobe fiir PBDE auf 3 Konzentrationsniveaus

Abweichung vom dotierten Wert [%]

unmarkierte PBDD/F Mittelwert Minimum Maximum
2,3,7,8-TBDD 12 6,3 20
1,2,3,7,8-PeBDD 12 0 22
1,2,3,4,7,8-/1,2,3,6,7,8-HxBDD 8,8 1,3 13
1,2,3,7,8,9-HxBDD 11 6,3 18
OBDD 10 6,5 15
2,3,7,8-TBDF 9,4 5,6 13
1,2,3,7,8-PeBDF 5,6 0,8 12
2,3,4,7,8-PeBDF 3.2 0 7.9
1,2,3,4,7,8-HxBDF 120 6,2 250
1,2,3,4,6,7,8-HpBDF 4200 1400 8700
OBDF 110 6,2 200

Fur PBDD und tetra- und pentasubstituierte PBDFewalie maximalen Abweichungen vom
dotierten Wert auf allen drei Konzentrationsniveau®2 % € 12 % fur den Mittelwert). Fur
1,2,3,4,7,8-HxBDF und OBDF waren diese nur auf déichsten Konzentrationsniveau mit 6
% gut. Die hoheren Abweichungen von mehr als 108u¥den niedrigeren Niveaus sind auf
Blindwertprobleme bei diesen Kongeneren zuriickzwiih Aufgrund der sehr hohen
Blindwerte  fur  1,2,3,4,6,7,8-HpBDF lagen die Abwmiogen auf allen
Konzentrationsniveaus noch deutlich dartiber. Eian@rfir die grol3eren Abweichungen bei
den hoherbromierten Dibenzofuranen konnte der &ssfivon DecaBDE sein, das zu diesen
Verbindungen abgebaut werden kann (Watanabe unsuRawa, 1987; WHO/ICPS, EHC
205, 1998).

Extrahiertes Eifett als analytfreie Matrix wurde fauvier unterschiedlichen

Konzentrationsniveaus mit unmarkierten tetra- uedtasubstituierten PXDD/F dotiert. Die
Konzentrationsbereiche lagen zwischen 0,27 und @gl§ Fett fur monobromierte TXDD/F
und zwischen 0,40 und 3,20 pg/g Fett fur dibromi@XDD/F und monobromierte PeXDD/F
(siehe Tabelle 4.11).
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Tabelle 4.11: Abweichung der gemessenen PXDD/F-Gdtea vom Sollwert bei der
Dotierung von Eifett auf 4 Konzentrationsniveaus

Abweichung vom dotierten Wert [%]

unmarkierte Kongenere Mittelwert Minimum Maximum
2-B-3,7,8-TrCDD 60 15 120
2,3-DiB-7,8-DCDD 6,5 2,2 11
3-B-2,7,8-TrCDF 9,5 6,5 15
1-B-2,3,7,8-TCDD 16 9,4 24
2-B-1,3,7,8-TCDD 7,0 6,2 7,5
1-B-2,3,7,8-TCDF 11 7,2 22

Die mittleren Abweichungen vom dotierten Wert wafénalle Kongenere 16 % (maximal

< 24 %), mit Ausnahme von 2-B-3,7,8-TrCDD (mittleAdweichung 60 %). Die hohen
Abweichungen im niedrigeren Konzentrationsbereictl die akzeptablen Abweichungen von
15 % bei einer dotierten Menge von 2,13 pg/g Rattdieses Kongener traten aufgrund der
Koelution eines Matrixpeaks auf. Huang et al. ()92nittelten bei der Dotierung von Fisch
mit unmarkierten PXDD/F Abweichungen zwischen 11 Ud® %. Die Bestimmungen der
PBDD/F und PXDD/F wurden jeweils noch ohne dentétzAufreinigungsschritt mit der
Carbopack-B-Saule durchgefihrt.

4.1.2.3 HBCD
Herstellung der Standardlésungen:

Fur die Herstellung der Kalibrierlosungen und daternem Standard wurden die drei
Diastereomere im Verhéaltnis 1:1:1 gemischt. Fir Bléstimmung mittels GC/MS wurden
zuvor die Responsefaktoren der einzelnen Diastezemmelativ zua-HBCD bestimmt, da
diese nicht durch HRGC getrennt werden kdnnen ésigtbelle 4.12).

Tabelle 4.12: Responsefaktoren von HBCD-Diastereomen relativ zu a-HBCD bei der
GC/MS-Quantifizierung:

HBCD-Diastereomere unmarkiert 8¢, -markiert
o-HBCD 1 1
B-HBCD 0,80 0,87

v-HBCD 0,86 0,82
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Im Vergleich zua-HBCD betrugen die relativen Responsefaktoren fronndy-HBCD 80 -
90 %. Gerecke et al. (2003) ermittelten fur GC/MBas hohere Responsefaktorenftiund
v-HBCD (96 bzw. 92 %). Dax-HBCD in biologischen Proben zumeist das wichtigste
Diastereomer ist und Resultatvergleiche mit LC-MiSBng&ichungen < 7 % ergaben, erfolgte

keine Korrektur.

Kalibrierung:

Fur die Quantifizierung mit GC/MS erfolgte die Kaierung der Summe der drei
Diastereomere zwischen 1,44 und 144 ng/g Fett ilmrauf 0,25 g Fetteinwaage, 30 pl
Endvolumen und 1:1-Teilung des Extraktes). Fur H@&MS wurde die Bestimmung
zwischen 0,24 und 48 ng/g Fett je Diastereomebkalit. Die Linearitat der HRGC- und LC-
Methode betrug 2 GrolB3enordnungen bei einem Vanskioeffizienten der relativen
Response-Faktoren von < 8 % urf>RD,99.

Wiederfindungen:

Die Wiederfindung derC;»isotopenmarkierten internen Standards als Sumree diei
Diastereomere wurde nur mit GC/MS ermittelt. Digsse mit im Mittel 80 % (zwischen 60

und 102 %) und einem Variationskoeffizienten vorfdakzeptabel.

Blindwert und Nachweisgrenze:

Blindwerte entsprachen den Nachweisgrenzen, di®hihg/g Fett fir GC/MS und 0,2 - 0,4
ng/g Fett je Kongener bei der LC-MS fir die Bestiomg in biologischen Proben, wie
Fischen oder Humanmilch ausreichend sind. Janak ¢R2005) ermittelten fir LC-MS/MS

Bestimmungsgrenzen von ca. 1 ng/g Fett in Fischen.

Dotierung von Sonnenblumenol:

Sonnenblumendl als analytfreie Matrix wurde aufffis@rschiedenen Konzentrationsniveaus
mit einer 1:1:1-Mischung aus den drei verfigbaraasi@reomeren dotiert. Die dotierten
Gehalte lagen dabei zwischen 2 und 80 pg/g FekKagegener. In Tabelle 4.13 sind die

Dotierungsversuche zusammengestellt. Dabei ware@bliveichungen vom Sollwert fir die
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Summe maximal 13 % (GC/MS) bzw. 8,5 % (LC/MS). Hig drei einzelnen Diastereomere
waren sie maximal 13 %.

Tabelle 4.13: Abweichung der gemessenen HBCD-Gehaltvom Sollwert bei der
Dotierung von analytfreiem Sonnenblumendél auf 5 Korentrationsniveaus

LCIMS GCIMS
dotierte Menge  o-HBCD B-HBCD  y-HBCD S HBCD S HBCD
[nglg Fet] Abweichung [%]
2 0 0 5,0 1,7 3,3
8 0 25 13 1,3 5,0
20 13 10 2,0 8,2 13
40 01 0,5 0,8 0,8 6,7
80 4,3 11 10 8,5 3,8

Qualitatskontrollproben:

Fur die routinemafige Qualitatskontrolle standebenelebertrandl mit einem niedrigen
Gesamt-HBCD-Gehalt von 8 bis 9 ng/g Fett auch @utleth hoher belastetes Fischdl als
Mischung extrahierter Fischole zur Verfigung. Dies@mt-HBCD-Konzentration lag bei

einer Doppelbestimmung zwischen 193 und 198 nghl. BBe Messungen der Extrakte
wurden sowohl mittels GC/MS als auch LC/MS-MS dgetihrt.
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4.2 Chromatographische Trennung und Interferenzen
4.2.1 PBDE

Alle vorhandenen PBDE-Kongenere konnten sowohldaunf30-m-Saule als auch auf der 15-
m-Saule vollstandig basisliniengetrennt werdenhgsidbbildung 4.6). Auch bei sehr grofR3en
Konzentrationsunterschieden, die z.B. zwischen BDEInd den anderen tetrasubstituierten
Homologen auftreten konnen, kam es zu keinen Upeulagen. Durch den Einsatz der 15-m-
Saule konnten ebenfalls alle vorhandenen PBDE-Koeige einschlie3lich DecaBDE
getrennt werden. Da ein ,on-column“-Injektor, déir fdie Bestimmung von DecaBDE
empfohlen wird (de Boer et al., 2001), nicht zurrfdgung stand, wurde ein splitloser
Injektor mit offenem Verdampferréhrchen fur alle[PB-Kongenere verwendet.
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Abbildung 4.6: HRGC-Trennung der verfigbaren PBDE af einer 15-m-DB-5-MS-
Saule (Lange 15 m, I.D. 0,25 mm, Filmdicke 0,25 urd&W Scientific, Folsom, USA). Die
Massenchromatogramme der einzelnen Kongenerengruppesind dargestellt.
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Stérungen durch PCB:

Werden PBDE und PCB bei der Aufarbeitung nicht woaeder getrennt, konnen bei der
Detektion Interferenzen auftreten. Von Bedeutumgl sior allem Stérungen von PCB bei der
PBDE-Analytik. Es kann hier zu chromatographischgberlagerungen von Di- und
TetraBDE mit Penta- bzw. HeptaCB kommen, da diess anittels HRMS nicht aufgel6st

werden konnen (Eljarrat et al., 2003).

HeptaCB und TetraBDE haben ebenso wie PentaCB uBBI eine vergleichbare relative
Retention. Zudem ist eine massenspektrometrisce@nting bei Auflosung 10°000 nicht
moglich. Besonders die Koelution von BDE 47 und PTE) wird als kritisch betrachtet
(Eljarrat et al., 2003). In Tabelle 4.14 sind dialden Massen fur diese PCB und PBDE
aufgelistet. Eine Unterscheidung von TetraBDE uregtdCB sowie DIBDE und PentaCB ist
massenspektrometrisch bei Auflosung 10’000 nur ddes Intensitatsverhaltnis der

Isotopensignale maglich.

Tabelle 4.14: Exakte Isotopenmassen und Intensitatsrhaltnis der Isotopensignale fur
DIBDE und PentaCB sowie TetraBDE und HeptaCB und tkoretisch bendétigte
Auflésung zur massenspektrometrischen Trennung

DIiBDE M]* [M+2]* Intensitatsverhaltnis (+ 15 %)
unmarkiert 325.8936 327.8916
13 . 0,51 (x 0,08)
Ci-markiert 337.9339 339.9319
PentaCB [M+2]" [M+4]*
unmarkiert 325.8799 327.8770
: 1,6 (£ 0,24)
3C,-markiert 337.9201 339.9172
bendtigte Auflésung: > 24 000
TetraBDE [M-2Br+2] * [M-2Br+4]*
unmarkiert 325.8760 327.8741
13 , 2,0(x0,3)
C-markiert 337.9162 339.9142
HeptaCB [M-2Cl+4]* [M-2CI+6]*
unmarkiert 325.8613 327.8584
_ 3,1(x0,47)
3C,-markiert 337.9015 339.8986
bendtigte Auflésung: > 24 000
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Zum Vergleich der Trennleistung der chromatogragtes Systeme wurde die Auflosung R
verwendet und wie folgt berechnet:

(tB _tA)
W, W,

s—

Rs: Auflésung zweier chromatographischer Signale @z®y auf die spater eluierende Verbindung
tap: Retentionszeit der Verbindung A bzw. B

W, g: Basisbreite des Signals der Verbindung A bzw. B

Eine Auflosung B von > 1,5 entspricht bei gleich groRen Signalen eindist&mdigen
Trennung. In Abbildung 4.7 sind Massenchromatogramiiir unmarkierte und“C;»
isotopenmarkierte TetraBDE im Extrakt einer Huhlegsthprobe dargestellt. Die nahezu
vollstdndige Basislinientrennung der beiden kritest Verbindungen BDE 47 (Nr. 7) und
PCB 180 (Nr. 6) ist auf der 15-m-Saule mdglich. Biglésung R lag hier bei ungefahr 1,1.
Die ubrigen PBDE- und PCB-Kongenere wurden anhasm Standardldsungen bzw. ihrer
relativen Retention identifiziert und zugeordnetelferenzen zwischen PBDE und PCB sind
insbesondere bei denjenigen PBDE mdglich, die V@B R.80 eluieren. In diesem Bereich
liegen PCB # 171, 172, 174, 177 sowie PBDE # 71 UmdDiese BDE-Kongenere wurden

bisher aber nur gelegentlich nachgewiesen.
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Abbildung 4.7: HRGC-Massenchromatogramme von TetraB®E und HeptaCB im
Extrakt einer Huhnerfleischprobe (Laborvergleichsurtersuchung ,Dioxins in Food
2004“). Die unmarkierten und **C-isotopenmarkierten Kongenere wurden auf einer
Kapillare von 15 m getrennt (DB-5-MS, 1.D. 0,25 mmFilmdicke 0,25 pm). Bezeichnung
der Signale: 1: PCB 174, 2: PCB 177, 3: PCB 171,BDE 49, 5: PCB 172, 6: PCB 180, 7:
BDE 47, 8: BDE 66, 9: PCB 170, 10: BDE 77, 11: PCEB9.

Bei der Uberprifung der Trennung von BDE 47 und PIBB wurden die Trennungen von
BDE 66 (Nr. 8) und PCB 170 (Nr. 9) sowie BDE 77 (M0) und PCB 189 (Nr. 11) als
wesentlich kritischer identifiziert. In Tabelle &.list die jeweilige Auflosung fur die
Trennung dieser Verbindungen mit einer 15- und 3D8Ba5-MS-Saule verglichen.

Tabelle 4.15: Vergleich der Auflosung der beiden Tennsysteme: 15- und 30-m-DB-5-
MS-Kapillarsaule (1.D. 0,25 mm, Filmdicke 0,25 um)

Auflésung R
Trennproblem 15-m-Saule 30-m-Saule
PCB 180/ BDE 47 1,1 2,1
BDE 66 / PCB170 0,4 0,8

BDE 77 / PCB 189 1,2 2,1
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Fur BDE 77 und PCB 189 war eine Grundlinientrennaignt immer (Auflosung B1,2),
bei BDE 66 und PCB 170 mit der 15-m-Saule nicht Ietg(Rs=0,4). Bereits bei einem
Flachenverhaltnis PCB 170 / BDE 66 > 2 (m/z 327187«ar BDE 66 nicht mehr
quantifizierbar. In Abbildung 4.8 ist ein Vergleider HRGC-Trennung mit einer 15- und 30-
m-DB-5-Saule dargestellt, wobei mit 30 m Lange ¢ keine Grundlinientrennung
maoglich war. Hier war BDE 66 ab einem FlachenvariglPCB 170 / BDE 66 > 4 nicht

mehr quantifizierbar. Die AuflésungsiRler beiden Signale lag bei 0,8.

Zur Verbesserung dieser Trennung mussten dahereastiiondre Phasen getestet werden.
Langere Kapillaren (> 50 m) kdénnen die Trennung Ketischen Verbindungen etwas
verbessern, vergréRern aber gleichzeitig durch déngRetentionszeiten die thermische
Belastung der héherbromierten Verbindungen. Saatdrerer Polaritat erzeugten wiederum
andere Trennprobleme. Beim Einsatz einer leichaneol Phase (HT8-PCB, stationare Phase:
Polycarboran-Siloxan, Lange: 15 m, I.D. 0,25 pnhmBicke: keine Angabe; SGE, Victoria,
AUS) koeluierten BDE 100 und BDE 119 sowie BDE 4i@duPCB 180. Mit einer
mittelpolaren Phase (DB-Dioxin, stationare Phasscyanopropyl-Polysiloxan, Lange: 20 m,
I.D. 0,32 mm, Filmdicke: 0,19 pm; J&W Scientific,olBom, USA) Uberlappten die
Elutionsbereiche der penta- und hexabromierten Knace.

Eine weitere Alternative stellte die Verwendung dgweiligen Molekilionen der

tetrabromierten BDE flir die Messung dar. Hier |s@€h aber der Wiederfindungsstandard
Mirex (m/z 332), der im Bereich von BDE 66 eluieatifgrund der grof3en Massendifferenz
zu den Molekllionen der TetraBDE (m/z 486) bei dessenspektrometrischen Messung

nicht mehr miteinbeziehen.
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Abbildung 4.8: Vergleich der gaschromatographische@rennung von BDE 66 und PCB
170 auf einer Kapillare von 30 m (A) und 15 m (B)B-5-MS, 1.D. 0,25 mm, Filmdicke
0,25 um) im Extrakt eines Milchfetts.

Zusatzlich kénnen auch DIBDE und PentaCB einanttges. BDE 15 und die in tierischen
Proben nachweisbaren PentaCB interferieren jedoth (siche Abbildung 4.9).
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Abbildung 4.9: HRGC-Massenchromatogramme von DiBDEund PentaCB im Extrakt
einer Huhnerfleischprobe (Laborvergleichsuntersuchag ,Dioxins in Food 2004). Die
unmarkierten und °C,-isotopenmarkierten Kongenere wurden auf einer Kaglare von
15 m getrennt (DB-5-MS, I.D. 0,25 mm, Filmdicke 02 um). Bezeichnung der Signale: 1:
BDE 15, 2: PentaCB, 3: PentaCB, 4: PentaCB, 5: PCB)1, 6: PCB 99

4.2.2 PBDD/F
Chromatographische Trennung:

Die Trennung von 1,2,3,4,7,8-HxBDD und 1,2,3,6, DD war mit der verwendeten
Trennkapillare nicht mdglich. Somit wurden alle &bgisse als Summe beider Kongenere
angegeben. Es wurde weiter angenommen, dal3 au¢h41728- und 1,2,3,6,7,8-HXxBDF
nicht separierbar waren. Die Trennung dieser bektde€dDF-Kongenere ist ebenfalls kritisch.
Die chromatographische Trennung der PBDD/F istlbillung 4.10 dargestellt. Als Injektor
wurde fiur die PBDD/F- und PXDD/F-Bestimmung ein RInyfektor (,programmable
temperature vaporizer®) verwendet. Damit konntenzui 5 pl eines Probenextraktes auf die
Saule aufgegeben werden. Keine nennenswerten Uhtede wurden zwischen

Verdampferrohrchen aus mit Silcosteel-beschichtdideistahl und Glas gefunden.
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Abbildung 4.10: Massenchromatogramme der gaschromagraphischen Trennung von
PBDD/F. Die Massen von PBDD/F gleichen Bromierungsgdes wurden
zusammengefasst (Trennkapillare: 15-m-DB-5-MS, 1.00,25 mm, Filmdicke 0,25 um).

Stérungen durch PBDE:

Stérungen durch PBDE sind bei PBDD/F aufgrund deriéhen Masse hauptséchlich bei
den PBDF zu erwarten. Einzig bei TBDF und OBDF waB®E 47 bzw. BDE 209 in einigen
Fallen als Signal bei sehr hohen KonzentrationddEHR7) oder Kontaminationen (BDE 209)
sichtbar. Deren Retentionszeiten unterschieden abdr deutlich. Zusatzlich wurden bei
Wildfischen im Elutionsbereich der tetrasubstittear Dibenzofurane Signale mit
vergleichbaren Isotopenverhéltnissen wie 2,3,7,®FHestgestellt. Hier handelte es sich
maoglicherweise um nicht-2,3,7,8-substituierte tatoanierte Kongenere. Diese Verbindungen
interferierten jedoch nicht mit 2,3,7,8-TBDF.
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423 PXDDI/F

Aufgrund der grof3en Anzahl theoretisch moglichem$@@nere und deren Isotopenmassen
sind gegenseitige Stérungen bei PXDD/F mit unteesttither Chlor- und Bromsubstitution
sehr wahrscheinlich. Zudem kann es zu Uberlageruagéschen 2,3,7,8-substituierten und
nicht-2,3,7,8-substituierten Kongeneren kommen. @& zwei “°C,-isotopenmarkierte
Standards und wenige unmarkierte Standards kometleegihaltlich waren, konnten die
meisten Kongenere nur Uber die exakte Masse undvddsiltnis zweier Isotopenmassen
identifiziert werden. Aussagen uber eine 2,3,7,BsHtution der Verbindungen konnten dabei
aber nicht gemacht werden. Die chromatographisaleenting der verfligbaren tetra- und
pentasubstituierten PXDD/F ist in Abbildung 4.1Ig#sstellt.
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Abbildung 4.11: Massenchromatogramme der gaschromagraphischen Trennung von
tetra- und pentasubstituierten PXDD/F (Trennkapillare: 15-m-DB-5-MS, I.D. 0,25 mm,
Filmdicke 0,25 pm).
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Stérungen durch PCB:

Es wurden Interferenzen von PCB bei dibromiertddicghrten und monobromiert-
tetrachlorierten Dibenzo-p-dioxinen sowie bei dibrert-dichlorierten und  dibromiert-
trichlorierten Dibenzofuranen festgestellt. In Tidel.16 sind die exakten Massen dieser
PXDD/F und der jeweils storenden PCB sowie das nBitétsverhaltnis der beiden
Isotopenmassen zusammengefasst. Bei PXDD lassknSsicungen durch HexaCB bzw.
HeptaCB relativ einfach anhand der deutlichen Wttgiede der Isotopensignalverhaltnisse
erkennen. Fur die PXDF ist dies nicht moglich. Dsstopenverhéltnis von PXDF und

storenden HeptaCB und OctaCB ist nahezu identisch.

Tabelle 4.16: Exakte Massen ausgewahlter Isotopegsiale des Molekilions von
PXDD/F und den Stérungen durch PCB-Massen.

Isotopenmassen Intensitatsverhaltnis relative Retention
(15 %) bzgl. *C,BDE 77
Br,Cl;DD [M]* [M+2]* 0,51 (+ 0,08) 0,88
363.8455 365.8430
HexaCB [M+6]": [M+8]": 4,1 (+0,62) 0,68 - 0,87
363.8351 365.8321
bendtigte MS-Auflésung: > 35 000
Br,Cl,DD [M+2]* [M+4]* 1,2 (+0,18) 1,04 1,05
399.8040 401.8013
HeptaCB [M+8]* [M+10]* 5,2 (+x0,78) 0,81 - 0,90
399.7932 401.7902
bendtigte MS-Auflésung: > 37 000
Br,Cl,DF [M+2]* [M+4]* 1,1 (x0,17) 0,98
393.7878 395.7955
HeptaCB [M+2]* [M+4]* 1,0 (+ 0,15) 0,80 - 0,96
393.8020 395.7991
bendtigte MS-Auflésung: > 110 000
Br,Cl;DF [M+2]* [M+4]* 0,93 (+ 0,14) 0,99
427.7588 429.7563
OctaCB [M+2]* [M+4]* 0,89 (£ 0,13) 0,87 - 1,09
427.7630 429.7601

bendtigte MS-Auflésung: > 113 000

12-B-3,7,8-TrCDD? 1-B-2,3,7,8-TCDD? 2-B-1,3,7,8-TCDD* 2,3-DiB-7,8-DCDD,
®1-B-2,3,7,8-TCDF
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Zudem Uberlappt zum Teil der Retentionsbereich womiologischen Proben enthaltenen
PCB und PXDF, so dal3 eine sichere chromatographiktEntifizierung nicht moglich war.
Die einzige Mdglichkeit zur Beseitigung dieser 8tigen ist eine Abtrennung der PCB bei
der Probenaufarbeitung. Eine Abtrennung ausschidteit Hilfe der Florisil-S&ule war nicht
quantitativ. Stérende Signale von HeptaCB und OBt&Gnnten identifiziert werden. Durch
einen weiteren Aufreinigungsschritt (Aktivkohle-$&ukonnten die PCB-Stérungen um den
Faktor 1000 verringert werden. Die Abbildungen 4.08d 4.13 vergleichen beide
Aufarbeitungen miteinander. Da die PCB-Konzentraio in Humanmilch oder Fischen um
mehr als den Faktor 1000 tber den zu erwartenddraltée an PXDD/F liegen, war der

zusatzliche Aufreinigungsschritt an der Aktivkol8éule unumganglich.
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Abbildung 4.12: Massenspuren von dibromiert-dichloferten Furanen ohne (A) und mit
(B) chromatographischer Aufreinigung des Extraktesan Aktivkohle. Bezeichnung der
Signale: 1: PCB 187, 2: PCB 183, 3: PCB 174, 4. PCH7, 5. PCB 171, 6: PCB 172, 7:
PCB 180, 8: PCB 170.
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Abbildung 4.13: Massenspuren von dibromiert-trichlaierten Furanen ohne (A) und mit
(B) chromatographischer Aufreinigung des Extraktesan Aktivkohle. Bezeichnung der
Signale: 1-3: OctaCB, 4: PCB 203, 5: PCB 194.
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4.3 Untersuchungen von Humanmilch
4.3.1 PBDE-Gehalte

Polybromierte Diphenylether konnten in allen 30a@@fen Proben der WHO-Studie sowie in
einer Humanmilchprobe aus Haiti nachgewiesen werdie Ergebnisse der einzelnen
Proben sowie Median, Mittelwert, Minimum und Maximuur die Proben aus Deutschland
sind in Tabelle 4.17 zusammengefasst.
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Die PBDE-Kongenere # 15, 28, 47, 99, 100, 153, ©hd 183 waren in allen Proben
vorhanden, die Kongenere # 71, 119 und 126 dagiegeziner einzigen Probe. BDE 17, 75,
77, 138 und 190 wurden nur in einigen Proben gefanBDE 77 nur in Humanmilch aus den
USA. BDE 203 und 209 wurden in beiden Proben naslegen, aber nicht quantifiziert, da
bei der Fettextraktion der Humanmilch (in den Jahr@000 bis 2003) die

Methodenentwicklung noch nicht begonnen wurde umdchd mdgliche Blindwerte das

Ergebnis verfalscht werden kénnte. Die Konzentregio der verschiedenen Kongenere
variierten Uber mehr als funf Grol3enordnungen zwdac< 1 pg/g Fett und 234 ng/g Fett
(BDE 47 in der Probe aus Kalifornien). In Tabell&8!sind die absoluten Konzentrationen
und relativen Anteile an der Summe der PBDE derhtigsten Kongenere von allen

untersuchten Proben zusammengefasst.

Tabelle 4.18: Konzentration mengenmaldig wichtiger BDE-Kongenere und relativer
Anteil an der Summe der PBDE in Humanmilchproben as verschiedenen L&ndern.
Mittelwert, Median, Minimum und Maximum sind angegeben.

Mittelwert Median Minimum Maximum
pg/g Fett Anteil pa/g Fett Anteil pg/g Fett Antell pg/g Fett Anteil

% % % %
BDE 15 100 1,2 32 11 59 0,3 1500 64
BDE 28 520 39 110 35 22 21 8700 8,2
BDE 47 12 000 47 1200 46 290 32 230000 68
BDE 85 370 1,0 23 0,9 57 06 7300 21
BDE 99 3000 13 310 14 88 8.4 59000 21
BDE 100 2000 10 270 9,7 57 7.2 39000 19
BDE 153 1500 19 670 1 110 4,0 18000 39
BDE 154 190 2,0 50 1,3 11 0,7 3100 6,4
BDE 183 40 0,7 22 05 1,6 0,03 250 1,7

Die Gesamt-PBDE-Gehalte wurden als Summe allerrsuntaten PBDE berechnet. Nicht
nachgewiesene Kongenere wurden dabei nicht mihiN&chweisgrenzen eingerechnet. Die
PBDE-Gehalte der gepoolten Proben lagen zwisch&hrly/g Fett (Bulgarien) und 374 ng/g
Fett (USA, Kalifornien).

Die mit deutlichem Abstand hochsten PBDE-Gehalterdem in den beiden US-
amerikanischen Proben mit 374 ng/g Fett (Kalifanhiand 99 ng/g Fett (North Carolina)

gefunden. Diese lagen um ein bis zwei GrolR3enordemungper denjenigen aller anderer
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Lander. Dies deckte sich auch mit den Ergebnisederar Studien von She et al. (2005) und
Schecter et al. (2003). Auch dort wurden die mist@abd hdchsten Konzentrationen in den
USA gefunden.

Die nachsthéheren Konzentrationen hatten eine depblamanmilchprobe aus Deutschland
(Ravensburg) mit 19 ng/g Fett, eine aus Austrafien12,5 ng/g Fett und eine aus Irland
(Dublin) mit 10,3 ng/g Fett. Hohe PBDE-Gehalte fiustralien wurden auch in einer

australischen Studie gefunden (Harden et al., 200%)llen Gbrigen Proben lagen die Gehalte
unter 10 ng/g Fett. Insgesamt zwei Drittel allep@@ten Proben und mehr als 70 % der
Lander (unter Beruicksichtigung der Mittelwerte) sea Werte unter 5 ng/g Fett auf.

Die niedrigsten Konzentrationen von < 1 ng/g Fetirden in Humanmilch aus Bulgarien,
Brasilien, Ungarn, Russland und der Slowakei geered3iese osteuropaischen Lander lagen
damit um mindestens den Faktor 2 unter den wegtéigchen. Eine Humanmilchprobe aus
Haiti, die nicht im Rahmen der Proben der WHO-Reid® untersucht wurde, hatte mit 24
ng/g Fett nach den beiden Proben aus den USA iasgeden dritthochsten Gehalt. Die
Ergebnisse der WHO-Proben bestéatigen meist die lRésiir diejenigen Lander, welche
bereits nationale Untersuchungen durchgefiihrt hgieeth et al., 2005; Ryan et al., 2004).
Die gepoolte Humanmilchprobe aus Kalifornien lagogh um den Faktor vier tber den
mittleren Gehalten von Humanmilchproben aus den WSéhecter et al., 2003; She et al.,
2005).

Die Konzentrationen der vier deutschen Proben adeB-Wirttemberg lagen zwischen 2,1
und 19 ng/g Fett. Diese grofRe Variabilitat von zaheiner Grol3enordnung wurde weder fir
PCDD/F und PCB noch fir andere POPs im Rahmen ddO\Studie gefunden. Dort
unterschieden sich die Proben maximal um den Fakter, meist war der Unterschied noch

deutlich geringer.

Im Labor ,Pestizide und Kontaminanten in Lebensshit tierischer Herkunft und

Humanmilch* wurden zusatzlich auch die Einzelprolaeis Deutschland untersucht. In den
gepoolten Humanmilchproben aus Ravensburg undg@tttgab es jeweils eine Probe, die
den mittleren Gehalt fir die gepoolte Probe Ubeatdschnittlich erhohte. Diese beiden
Einzelproben haben wohl einen speziellen Belastung=grund. Dadurch lassen sich die
deutlichen héheren Gehalte der Poolproben und wfighveise auch die unterschiedlichen
Kongenerenmuster erklaren. Diese beiden hochb&dasknzelproben verfalschen damit die

Gesamtstatistik fiir Deutschland.
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4.3.2 PBDE-Kongenerenmuster

Die PBDE-Kongenerenmuster unterschieden sich a@dutdivischen den einzelnen Proben
und Landern. Das vorherrschende Kongener in allebdn war BDE 47 mit Ausnahme

zweier Proben (Niederlande und Deutschland (Kem)iliesen beiden Proben war BDE 153
am intensivsten. Der BDE 47-Anteil an der PBDE-Swmmwariierte zwischen 32 %

(Niederlande) und 63 % (USA, Kalifornien). In deatdanmilch aus Haiti lag der BDE 47-
Anteil mit 68 % sogar noch hoéher. In Abbildung 4vdrden die relativen Anteile der PBDE-
Kongenere # 28, 47, 99, 100, 153 und 154 in demd?fraus den Niederlanden und USA

(Kalifornien) mit dem Mittelwert aus allen unteréien Humanmilchproben verglichen.

100 - _
m Niederlande
O USA (Kalifornien)
80 1 O Mittelwert aus allen Proben
60 -
S
40
20 -
O _

BDE28 BDE47 BDE99 BDE100 BDE 153 BDE 154

Abbildung 4.14: Vergleich der relativen Anteile derPBDE-Kongenere # 28, 47, 99, 100,
153 und 154 an der Summe der PBDE in Proben aus déhederlanden und Kalifornien
mit dem Mittelwert aus allen Humanmilchproben

Das mengenmalig zweitintensivste Kongener war imndeisten Proben BDE 153 mit einem
relativen Anteil zwischen 4,7 % (USA) und 39 % (Bsmhland, Kehl). In finf Proben war

BDE 99 das zweitdominanteste Kongener (8,4 - 184 Ywnabhangig vom gesamten

Kongenerenmuster lag die Summe dieser drei mitgeganAusnahmen zwischen 75 und 85
%. In Abbildung 4.15 sind die relativen Anteile deiden Kongenere BDE 47 und 153 an
der PBDE-Summe zusammengefasst.
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Abbildung 4.15: Relative Anteile der PBDE-Kongenere # 47 und 153 in 31
Humanmilchproben aus 25 verschiedenen Landern

Der Unterschied zwischen den Proben aus Kalifortiei Haiti) und allen anderen Landern
zeigte sich besonders deutlich beim Verhaltnis awésa BDE 47 und 153. Dieses betrug in
der Probe aus Kalifornien etwa 13 (Haiti 17). Flle anderen Proben lag der Quotient
zwischen 0,9 und 6,6. Dies ist mit der Studie vehester et al. (2003) vergleichbar. She et
al. (2004) berichteten jedoch Uber US-amerikanidetaen mit BDE 153 als intensivstem

Kongener.

Die vier Proben aus Baden-Wiurttemberg zeigten aimander erhebliche Unterschiede. Der
relative Anteil von BDE 47 schwankte zwischen 321K und 60 % (Ravensburg), der von
BDE 153 zwischen 9 (Ravensburg) und 39 % (Kehlg Rongenerenmuster der Poolproben
mit den hoheren PBDE-Belastungen (Ravensburg,dattiftunterschieden sich deutlich von
denjenigen der Proben aus Kehl und Mannheim. Siewaher mit den Proben aus den USA
vergleichbar (siehe Abbildung 4.16).
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Abbildung 4.16: Vergleich der relativen Anteile derPBDE-Kongenere # 47, 99 und 153
an der Summe der PBDE in vier Proben aus Deutschlanund einer Probe aus den USA

(Kalifornien)

4.3.3 PBDD/F

Die Ergebnisse der Untersuchung von Humanmilchprales verschiedenen Landern auf

PBDD/F sind in Tabelle 4.19 zusammengefasst.
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PBDD-Kongenere konnten nur in wenigen Proben nagiegen werden. 2,3,7,8-TBDD
wurde in vier Proben gefunden, 1,2,3,7,8-PeBDDimereeinzigen. Die Gehalte lagen dabei
zwischen 0,05 und 0,29 pg/g Fett.

Im Gegensatz dazu waren insbesondere tetra- unthgudastituierte PBDF-Kongenere in
zahlreichen Proben in deutlich hoheren Konzentnationachweisbar. Das vorherrschende
Kongener war 2,3,7,8-TBDF, das mit Konzentratiozenschen 0,16 und 2,7 pg/g Fett in
mehr als 75 % aller Proben vorhanden war. Danelz@amauch 1,2,3,7,8-PeBDF (0,1 bis 1,2
pg/g Fett) und 2,3,4,7,8-PeBDF (0,2 bis 1,1 pg/tf)Ha 32 % bzw. 48 % aller Proben
nachweisbar. Weitere 2,3,7,8-substituierte PBDFdémere mit Ausnahme von 1,2,3,4,7,8-
/1,2,3,6,7,8-HXBDF waren nicht nachweisbar. 1,268748-HpBDF konnte aufgrund hoher
Blindwerte nicht quantifiziert werden. Auch in anele Publikationen von Choi et al. (2003a)
und Ohta et al. (2004b) wurden hauptséachlich B3[BDF, 2,3,4,7,8-PeBDF und 2,3,7,8-
TBDD mit Konzentrationen bis 4 pg/g Fett gefunden.

Die Berechnung der ,WHO-PBDD/F-TEQ" erfolgte mitrd@VHO-TEF fur PCDD/F (siehe

Tabelle 4.20). Diese Werte lagen unter EinbezugNdehweisgrenze (,upper-bound“-TEQ)
zwischen 0,56 und 1,7 pg/g Fett, mit halber Nachgreinze (,middle-bound“-TEQ) bei 0,28
bis 1,1 pg/g Fett und ohne Berlicksichtigung der hMaisgrenze (,lower-bound“-TEQ)

zwischen 0 und 0,95 pg/g Fett. Der Beitrag deratdtich nachgewiesenen PBDD/F-
Kongenere betrug im Mittel 25 % (,upper-bound“-TEBereich 0 - 66 %) bzw. 36 %
(,lower-bound“-TEQ, Bereich 0 - 80 %). Der mit Absd gréf3te Beitrag zum PBDD/F-TEQ
kam dabei vom 2,3,4,7,8-PeBDF, das mit einem TER O¢ einen Anteil am ,upper-

bound“-TEQ von bis zu 42 % hatte.

Es gab keine Korrelationen zwischen den PBDE- uBDPYF-Gehalten. Auch die PBDD/F-

Konzentrationen der beiden Humanmilchproben aus U8A waren trotz ihrer deutlich

hoheren PBDE-Gehalte mit denjenigen aller tGbrigesbén vergleichbar und lagen in der
gleichen GroRRenordnung. Dies kénnte darauf hindeudal3 der Abbau von PBDE keine
Quelle fur PBDD/F-Belastung des Menschen darstellt.
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Tabelle 4.20: PBDD/F-Konzentrationen in Humanmilchpoben aus verschiedenen in
Landern, ausgedruckt als ,WHO-PBDD/F-TEQ*. Die Nachweisgrenzen (NWG) wurden
jeweils nicht (,lower-bound“-TEQ), zur Halfte (,mid dle-bound“-TEQ) oder vollstandig
(-upper-bound“-TEQ) miteingerechnet. In Klammern ist jeweils der relative Anstieg (in
%) bei Einberechnung der halben oder vollen Nachwsgrenzen angegeben

Land Proben-Nr.

NWG nicht eingerechnet  halbe NWG eingerechnet volle NWG eingerechnet
("lower-bound"-TEQ) ("middle-bound"-TEQ) ("upper-bound"-TEQ)

pg/g Fet pa/g Fet (%) pa/g Fet (%)
Australien AUS 1 0,07 0,36 (81) 0,66 (89)
Belgien B 2 0,60 0,80 (25) 1,01 (41)
B 3 0,47 0,77 (39) 1,07 (56)
Mittelwert 0,54 0,79 (32) 1,04 (49
Brasilien BR 4 0,05 0,51 (90) 0,98 (95)
Bulgarien BUL 5 0 0,36 (-) 0,71 (9
Kroatien HR 6 0,34 0,84 (60) 1,35 (75)
Tschech.Rep. CZ 7 0 0,41 (-) 0,82 (1)
Fiji FJI_8 0 0,24 (-) 0,47 ()
Finnland Fin 9 0,49 0,94 (48) 1,39 (65)
Deutschland D 10 0,47 1,09 (57) 1,72 (73)
D 11 0,30 0,60 (50) 0,90 (67)
D 12 0,08 0,36 (78) 0,64 (88)
D 13 0,05 0,33 (85) 0,58 (91)
Mittelwert 0,23 0,60 (62) 0,96 (77)
Median 0,19 0,48 (60) 0,77  (75)
Minimum 0,05 0,33 (85) 058 (91)
Maximum 0,47 1,09 (57) 1,72 (73
Hong Kong HK 14 0,11 0,34 (68) 0,58 (81)
Ungarn H-15 0,05 0,43 (88) 0,80 (94)
Irland IRL_16 0,51 0,81 37) 1,10 (54)
IRL_17 0,43 0,63 (32) 0,84 (49)
Mittelwert 0,47 0,72 (35) 0,97 (52
Italien | 18 0,56 0,81 (31) 1,05 (47)
Luxemburg L 19 0,34 0,80 (58) 1,26 (73)
Niederlande NL_20 0,73 1,01 (28) 1,28 (43)
Norwegen N 21 0,11 0,48 (77) 0,85 (87)
Philippinen RP 22 0,03 0,39 (92) 0,74 (96)
Rumanien RO 23 0,02 0,79 (97) 1,56 (99)
Russland RUS 24 0,07 0,28 (75) 0,50 (86)
Slowakei SK 25 0,38 0,83 (54) 1,28 (70)
Spanien E 26 0,33 0,58 (43) 0,83 (60)
Schweden S 27 0,60 0,75 (20) 0,91 (34)
Ukraine UA 28 0,06 0,39 (85) 0,72 (92)
USA USA 29 0,27 0,48 (44) 0,68 (60)
USA 30 0,09 0,30 (70) 0,52 (83)
Mittelwert 0,18 0,39 (54) 0,60 (70)
Haiti RH 31 0,20 0,52 (62) 0,83 (76)
4.3.4 PXDD/F

Erste Prioritat hatte die Bestimmung der toxikosofji besonders relevanten tetra- und penta-
substituierten PXDD/F. Vier 2,3,7,8-substituierté0D (insgesamt 254 Kongenere) und acht
TXDF (insgesamt 496 Kongener) kdnnen theoretischkoramen. Bei den pentasubstituierten
gibt es bereits zwanzig 2,3,7,8-PeXDD (insgesanfl) 4ihd vierzig PeXDF (480). Eine
Untersuchung auf hexa-, hepta- und octasubstieuiédbngenere war erst nach dem

tatsachlichen Nachweis von tetra- und pentasulestiéon Kongeneren geplant. Die
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Berechnung des ,WHO-PXDD/F-TEQ" ist nicht sinnvallenn zu viele Kongenere gar nicht

nachweisbar sind.

In den am Ende der Nahrungskette stehenden Mensekeden nur 2,3,7,8-substituierte
PCDD/F gefunden (Oehme, 1998). Unter dieser Vostmeag wurde angenommen, dal3,
falls PXDD/F in den Humanmilchproben nachgewiesesrden, es sich nur um 2,3,7,8-

substituierte Kongenere handelt.

In allen untersuchten Humanmilchproben wurden &fegéme tetra- und pentasubstituierten
PXDD/F nachgewiesen. Es wurden auch keine Signastgéstellt, die auf PXDD/F
hinweisen kdnnten. Dies steht im Gegensatz zu Bmtdiungen von Humanmilch in Japan.
Ohta et al. (2004b) konnten dort 2,3,7,8-substiteiePXDD/F, wie 2,3,7,8-substituierte
mono- und dibromierte Dibenzo-p-dioxine nachweiseie PXDD/F-TEQ-Werte betrugen
bis zu 4,4 pg TEQ/g Fett. Die verwendete Probembafang unterschied sich von den
Standard-Aufarbeitungsmethoden durch Verseifung Eeges mit KOH/Ethanol vor der
Extraktion. Bei zu hohen Temperaturen oder zu laMggseifung kann es dabei zum Abbau

von hochbromierten PBDE kommen (Covaci et al., 2003

Die Nachweisgrenzen lagen mit 0,03 pg/g Fett imeiddr der TBDD/F und um den Faktor 5
bis 10 Uber denjenigen der chlorierten Homologed dennoch fur die Bestimmung dieser

gemischt-halogenierten Kongenere in Humanmilcheacisend.

4.3.5 Vergleich von PBDD/F mit PCDD/F

Im Gegensatz zu den PCDD/F, wo nahezu alle 2,3m8tituierten Kongenere in den

Humanmilchproben nachgewiesen werden konnten, wanernwenige PBDD/F-Kongenere

nachweisbar. Die wichtigsten waren dabei 2,3,7, ®FEnachweisbar in 80 % aller Proben)
und 2,3,4,7,8-PeBDF (in 50 %). In Tabelle 4.21 werdie Gehalte dieser beiden bromierten
Kongenere mit denjenigen der chlorierten Homologeghchen (mit Berticksichtigung der

Nachweisgrenze) sowie deren Verhéltnis zusammessfefRie Gehalte von 2,3,7,8-TBDF

und 2,3,7,8-TCDF waren zumeist vergleichbar, wogegg,4,7,8-PeCDF durchschnittlich

um eine GrélRenordnung hoher konzentriert war abdamierte Homolog.
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Tabelle 4.21: Vergleich der Gehalte von 2,3,7,8-TD und -TBDF sowie 2,3,4,7,8-
PeCDF und -PeBDF in Humanmilchproben. Mittelwert, Minima und Maxima sowie das
Verhaltnis der Homologen sind angegeben.

Kongener Konzentration in pg/g Fett
Mittelwert Minimum Maximum
2,3,7,8-TBDF 0,68 <0,05 2,7
2,3,7,8-TCDF 0,67 0,21 15
Verhdltnis 2,3,7,8-TBDF / 2,3,7,8-TCDF 1,2 0,05 3,6
2,3,4,7,8-PeBDF 0,29 <0,04 1,1
2,3,4,7,8-PeCDF 6,7 1,2 14
Verhaltnis 2,3,4,7,8-PeBDF / 2,3,4,7,8-PeCDF 0,05 ,010 0,22

4.4 Untersuchung von Lebensmitteln und Futtermitteln

4.4.1 PBDE

Gehalte:

Es wurden hauptsachlich fetthaltige Lebensmitte flieisch und Fisch untersucht, da diese
grofdtenteils zur PBDE-Belastung des Menschen lgeitraZum Vergleich wurden auch

pflanzliche Lebensmittel (Grunkohl) untersucht. Diggebnisse der Untersuchung von
tierischen und pflanzlichen Lebensmitteln sowie témitteln sind in Tabelle 4.22

zusammengefasst.
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Die niedrigsten Gesamt-PBDE-Gehalte hatten KuhmilBhtter-, Hihnereier- sowie Fleisch-
bzw. Fettproben von Rind, Schwein, Pferd und S¢ba0 - 1400 pg/g Fett). Mit Ausnahme
jeweils einer hochbelasteten Pferdefett- und Higipesbe aus Freilandhaltung (jeweils
22000 pg/g Fett) lagen alle Werte innerhalb eingifnordnung. Um den Faktor 5 bis 10
hohere Konzentrationen zwischen 1100 und 29000 pgfty konnten in Zuchtfischen

nachgewiesen werden. Die mit deutlichem Abstandh$igén Gehalte in fetthaltigen

Lebensmitteln wurden in Wildfischen aus Neckar &intin gefunden. Die Gehalte lagen mit
170 bis 630 ng/g Fett nochmals um 1 bis 2 GrolR3enorgen Uber denjenigen von
Zuchtfischen.

Der Fettgehalt dieser Lebensmittel tierischer Hefkwariierte zwischen < 0,1 % (Hecht,

Zander) und > 80 % (Butter). Die ermittelten Ges®BDE-Gehalte lagen damit zwischen 4
(Kuhmilch) und 56000 pg/g (Wildfisch) bezogen aatd-rischgewicht (FG). Die Gehalte in

Butter, Fleisch und Zuchtfisch waren tGberwiegenterhalb einer Grol3enordnung. Die mit
Abstand hdchsten Gehalte hatten wiederum die VEidtig, mit Ausnahme der sehr fettarmen
Hecht- und Zanderproben. Die Grinkohlproben haieogen auf das Frischgewicht zumeist
vergleichbare PBDE-Gehalte wie die untersuchtemsélig@roben. Eine Grunkohlprobe hatte
eine um nahezu zwei Grolenordnungen hohere PBDEédfration. Diese Probe war auch
hinsichtlich deutlich h6herer PCDD/F- und PCB-Géhalufgefallen.

Insgesamt lagen die Durchschnittskonzentrationenudeersuchten Lebensmittelproben aus

Baden-Wirttemberg im gleichen Bereich wie in andezeropaischen Landern. Die Gehalte

an Gesamt-PBDE fur die fetthaltigen tierischen Insipeittel auRer Fisch waren0,25 ng/g

FG und damit vergleichbar mit Werten verD,17 ng/g FG in anderen europdischen Studien
(Domingo, 2004).

Aufgrund der wenigen Resultate lasst sich nochedurchschnittliche Belastung abschéatzen,
da zum Beispiel bei den Huhnereiern eine von vigensuchten Proben bedeutend hdher
belastet war. Die ermittelten Konzentrationen fuckt- und Wildfische waren mit bis zu 60

ng/g FG ebenfalls in der gleichen GrolRenordnung avee anderer europaischer Lander.
Mogliche Trends lassen sich daraus fur die untétsmcLebensmittelgruppen aber noch nicht

ableiten.
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Kongenerenmuster:

Das Kongenerenmuster war in Lebensmitteln von wamumd Kkaltblitigen Tieren
unterschiedlich. BDE 47 war mit Abstand das hawéidgéongener bei Zucht- und Wildfischen
mit relativen Anteilen Uber 57 %. Von den Ubrigenngeneren trugen nur BDE 100 und
BDE 99 in einigen Proben wesentlich zur Gesamthatgsmit 10 bis 20 % bei. Dies deckt
sich mit Fisch-Studien in Deutschland und der SchWleepom et al., 2002; Zennegg et al.,
2003). Der relative Anteil von BDE 99 war in andergerischen Lebensmitteln deutlich
hoher als bei Fischen. Bei allen Hihnereiern Ulsgyster mittlere relative BDE 99-Anteil (42
%) denjenigen von BDE 47 (29 %). Bei Butter undigde lagen beide Kongenere im
Durchschnitt im gleichen Bereich. Von allen Lebeitwtgruppen variierten die relativen
Anteile der Haupt-Kongenere BDE 47, 99, 100 und t&3den Fleischproben am starksten.
In Abbildung 4.17 sind die relativen Anteile derchviigsten Kongenere in den verschiedenen

Lebensmitteln dargestellt.

100 -
n=4 n=6 n=4 n=4 n=4 n=7
80
o
w7 %
60 - g/ .
.
S g//
40 I g//
i
7 v / _
20 - % %/% % %
ol Ll 7 M8 7 F1 7 T o T+ =
Hihnerei Fleisch Butter Milch Zuchftfisch Wildfisch
w BDE 47 @ BDE 99 0 BDE 100 N BDE 153

Abbildung 4.17: Mittlerer relativer Anteil der wich tigsten PBDE-Kongenere in den
untersuchten Lebensmittelproben. Minima und Maximasind angegeben.

Bei den Grunkohl-Proben dominierten die beiden Kaomge BDE 47 und 99 mit einem

mittleren relativen Anteil von 51 und 26 %. Allerigen Kongenere lagen unter 5 %. Eine
Ausnahme stellte dabei die um mehr als den Falidrdher belastete Probe GK_4 dar. Hier
war das Verhaltnis von BDE 47 und 99 mit 29 und®2imgekehrt. Das Kongenerenmuster
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der Futtermittel lag zwischen demjenigen von Fischend den anderen tierischen
Lebensmitteln. Milchaustauscher als Futtermittel r waom Muster her mit den

Kuhmilchproben vergleichbar.

4.4.2 Vergleich der PBDE-Gehalte mit denen von IndikatorPCB

PCB werden wie PBDE grof3tenteils Uber fetthaltigeigche Lebensmittel vom Menschen
aufgenommen und haben ein sehr hohes Bioakkumuoégotential. Deshalb wurde die
Summe der sechs Indikator-PCB (PCB # 28, 52, 168, 153 und 180) mit dem PBDE-
Totalgehalt verglichen. Die Indikator-PCB trageni keerischen Lebensmitteln etwa
Zweidrittel zur PCB-Gesamtsumme bei. Der PBDE-Gekarelierte mit der PCB-Belastung
im hohen Konzentrationsbereich bis ca. 100 ng/gftfG?BDE (siehe Abbildung 4.18). Es
waren aber auch grof3ere Variationen zu beobachten.

1.000.000 &
100.000 +

10.000 +

1.000 -

Summe Indikator-PCB
(pg/g Frischgewicht)

100 +

10 =

1 10 100 1.000 10.000 100.000
Summe PBDE
(pg/g Frischgewicht)

Abbildung 4.18: Vergleich der PBDE-Summenkonzentrabn mit der Summenbelastung
von sechs Indikator-PCB (# 28, 52, 101, 138, 158Q) in Lebensmitteln

Im Konzentrationsbereich < 300 pg/g FG der PBDE €000 pg/g FG der Indikator-PCB
lie@ sich ein Zusammenhang nicht mehr erkennen i(dngy 4.19). In diesem

Konzentrationsbereich lagen mit Ausnahme der Witdfe die meisten der untersuchten

Lebensmittelproben.
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Abbildung 4.19: Vergleich der PBDE-Summenkonzentrabn mit der Summenbelastung
von 6 Indikator-PCB (# 28, 52, 101, 138, 153, 180)n Lebensmitteln im
Konzentrationsbereich < 300 pg/g Fett fur die PBDESummenkonzentration

Wie Tabelle 4.23 zeigt, waren die Gehalte der latiikPCB in allen untersuchten Proben
mindestens viermal und im Mittel etwa 10 - 25mahdadals die PBDE-Konzentrationen mit

Ausnahme der Huhnereiprobe El_1. Hier lag der GetmraPBDE knapp Uber demjenigen der
Indikator-PCB.
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Tabelle 4.23: Vergleich der Konzentrationen und de¥onzentrationsverhéltnisses der
Summe der PBDE und sechs Indikator-PCB (# 28, 52,01, 138, 153, 180) in
Lebensmitteln (pg/g Frischgewicht (FG)). Das Verhdhis aus PCB und PBDE errechnet
sich jeweils aus den Einzelergebnissen.

Lebensmittel Y PBDE Indikator-PCB Verhaltnis
pa/g FG pa/g FG PCB / PBDE
Kuhmilch Mittelwert 5,0 110 23
Minimum 4,0 91 15
Maximum 6,4 150 36
Butter Mittelwert 200 2800 15
Minimum 120 2 500 11
Maximum 250 3000 25
Hahnerei Mittelwert 470 580 9
Minimum 13 190 0,9
Maximum 1800 1700 15
Fleisch Mittelwert 65 690 24
Minimum 11 240 4
Maximum 130 1600 65
Zuchtfisch Mittelwert 410 3100 10
Minimum 120 1400 6
Maximum 1100 6 200 12
Wildfisch Mittelwert 27 000 280 000 14
Minimum 85 2500 9
Maximum 56 000 520 000 30
Grunkohl Mittelwert 600 4900 18
Minimum 51 870 7
Maximum 6 200 41 000 41

4.4.3 Abschéatzung der taglichen PBDE-Aufnahme aus Lebensiteln

Den Hauptbeitrag zur taglichen Aufnahme von PBDEnbenschen liefern neben Fleisch-
und Milchprodukten insbesondere Fische aufgrund higmen PBDE-Gehalte. Aus den
ermittelten Daten fur verschiedene Lebensmittel wat Warenkorbzusammensetzung
(Deutsche Gesellschaft fur Ernahrung, 2004) lass$t die Aufnahme abschéatzen. Bei der
Umrechnung der mittleren Gehalte der Lebensmittehné Bertcksichtigung der
Maximalwerte) ergab sich eine Aufnahme von 39 ngddd-PBDE / Tag. Den grofdten
Anteil tragen Fleisch/Fleischprodukte mit 48 % ufidch (hier wurden nur die Zuchtfische
berticksichtigt) mit 39 % dazu bei. Die abgeschatzielastungen lagen in einem
vergleichbaren Bereich wie diejenigen anderer &u@Domingo, 2004). Berlcksichtigt man
auch Wildfische bei der Berechnung, lag die Gesaméome an PBDE um bis zu einer
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GroRRenordnung hoher. Die hier ermittelten Werteetagmmer noch etwa vier bis funf
GroRRenordnungen unter dem von Darnerud et al. j208rjeschlagenen LOAEL-Wert von 1
mg/kg/Tag. Aufgrund der geringen Datenbasis komnig den berechneten Daten aber kein

Ruckschluss auf die Gesamtbelastung Uber Leberesiggzogen werden.

4.4.4 PBDD/F und PXDD/F

2,3,7,8-substituierte  PBDD/F, TeXDD/F (tetrasulostitte PXDD/F) und PeXDD/F
(pentasubstituierte  PXDD/F) waren in keiner der ewuchten Lebensmittel- und
Futtermittelproben nachweisbar. Die NachweisgrerideBDD/F lagen zwischen 0,01 pg/g
Fett fur tetrasubstituierte und maximal 100 pg/gt Hér octasubstituierte Kongenere.
PXDD/F waren mit einer Nachweisgrenze von 0,03 dggtt ebenfalls nicht detektierbar.
Selbst in den mit PBDE sehr hoch belasteten Witiés aus Neckar und Rhein (170 - 460
ng/g Fett) waren PBDD/F nicht nachweisbar. Da 283sunbstituierte Kongenere nicht
vorhanden waren, war die Berechnung des ,WHO-PBBIER" bzw. des ,WHO-PXDD/F-
TEQ" sowie der Vergleich mit dem WHO-PCDD/F-TEQ fliebensmittelproben nicht
sinnvoll. In vielen Fallen hatte der ,upper-bourBEFD/F-TEQ“ als Summe der
Nachweisgrenzen uUber dem PCDD/F-TEQ gelegen. Deasndsrhierfir ist, dal3 die
Nachweisgrenzen der chlorierten Kongenere um dailera Faktor 10 unter denjenigen der

bromierten Homologen liegen.

4.5 Proben aus Guiyu (China)

45.1 PBDE
Humanmilch:

Die PBDE-Konzentration der Humanmilchprobe aus Guiyetrug 51 ng/g Fett. Die

Ergebnisse fir die Einzelkongenere sowie derentivefa Anteil sind in Tabelle 4.24

zusammengefasst. Im Vergleich dazu war der PBDEafBedter Humanmilch aus dem
benachbarten Hong Kong mit 4 ng/g Fett deutlicldingger belastet. Auch im Vergleich mit
weiteren Proben der WHO-Studie war die Humanmilehtiich hoher belastet, betrug aber
nur ungefahr die Halfte des Durchschnitts der USA.
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Tabelle 4.24: Konzentrationen und relative Anteilevon PBDE-Kongeneren sowie deren
Summe in Humanmilch- und Huhnereiproben aus Guiyu

Humanmilch Hihnerei
HM_Guiyu El_Guiyu_1 El_Guiyu_2

pg/g Fet (%) pg/g Fet (%) pg/g Fet (%)
BDE 15 2 300 4,5 28 3,9 20 1,7
BDE 17 160 0,3 <1 1,3 0,1
BDE 28 9 500 19 14 2,0 8,2 0,7
BDE 47 28 000 55 140 20 47 3,9
BDE 66 1100 2,2 55 0,8 2 0,2
BDE 71 <3 <1 <0,5
BDE 75 440 0,9 <1 <0,5
BDE 77 260 0,5 <5 <3
BDE 85 69 0,1 3,9 0,5 2,2 0,2
BDE 99 880 1,7 130 18 60 5,0
BDE 100 2100 4,1 39 5,5 27 2,3
BDE 119 <3 <1 <0,5
BDE 138 43 0,1 16 2,3 29 2,4
BDE 153 3500 6,9 120 17 270 23
BDE 154 1000 2,0 38 5,4 67 5,6
BDE 18: 110C 2,2 15C 21 62C 52
BDE 190 180 0,4 24 3,4 42 3,5
> PBDE 51 00( 71C 1 20C

Die Hauptkongenere in der Humanmilch waren BDE 47emmem Anteil von 55 %, gefolgt
von BDE 28 mit 18 %. BDE 15, mit einem Anteil vor54%0, war nach BDE 153 (7 %) das
vierthaufigste Kongener. Die drei di-, tri- undréddromierten Kongenere machten einen
Anteil von mehr als 78 % am Gesamt-PBDE-Gehalt &gobe aus. Die in den
Humanmilchproben der WHO-Feldstudie als Hauptkoergerauftretenden BDE # 99, 100
und 153 trugen lediglich ca. 13 % bei.

Huhnereier:

Die PBDE-Gehalte der beiden Huhnereiproben aus Glagen bei 0,71 und 1,2 ng/g Fett
(siehe Tabelle 4.24). Diese waren in der gleichedl3&nordnung wie die niedrig belasteten
Huhnereiproben aus Baden-Wirttemberg (0,17 - 04 pett) und eine GrélRenordnung
niedriger als eine hoher belastete Probe (22 ngt). Das Kongenerenmuster der beiden
Proben variierte stark. Hexa- und heptabromiertagémere machten einen Anteil zwischen
49 % (El_Guiyu_2) und 87 % (EI_Guiyu_2) aus. In dgproben aus Baden-Wirttemberg
lag der Anteil dieser Kongenere deutlich niedrige - 26 %).
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4.5.2 PBDD/F und PXDD/F
Humanmilch:

In der Humanmilchprobe konnten hauptsachlich tetwmd pentasubstituierte PBDF
nachgewiesen werden (siehe Tabelle 4.25). 2,3,B[BFTund 2,3,4,7,8-PeBDF-Kongenere
kamen in &hnlichen Konzentrationen vor (3 und 4gégpFett). Derart hohe Gehalte an
2,3,7,8-TBDF und 2,3,4,7,8-PeBDF konnten in keinder bislang untersuchten
Humanmilchproben der WHO-Studie nachgewiesen werBen grofdten Anteil am ,WHO-

PBDD/F-TEQ*" hatte aufgrund des deutlich gréRered T&1 fur 2,3,7,8-TBDF und 0,5 fur
2,3,4,7,8-PeBDF) 2,3,4,7,8-PeBDF. Der Anteil didseageners lag zwischen 60 % (,lower-
bound“-TEQ) und 70 % (,upper-bound“-TEQ). Tetra-duymentasubstituierte PXDD/F waren
nicht nachweisbar.

Tabelle 4.25: Konzentrationen der PBDD/F-Kongenere in  Huhnerei- und
Humanmilchproben aus Guiyu

Humanmilch Hiuhnerei
HM_Guiyu HM_Guiyu 1 HM_Guiyu 2
pg/g Fett pa/g Fett pa/g Fett

2,3,7,8-TBDD 0,29 <0,01 <0,01
1,2,3,7,8-PeBDD <01 <01 < 0,05
1,2,3,4,7,8-/1,2,3,6,7,8-HxBL <0,5 <0,2 <0,2
1,2,3,7,8,9-HxBDD <0,3 <01 <0,1
1,2,3,4,6,7,8-HpBDD <0,7 <0,3 <01
OBDD <13 <0,7 <04
2,3,7,8-TBDF 3,6 1,0 1,7
1,2,3,7,8-PeBDF 2,0 <0,1 0,11
2,3,4,7,8-PeBDF 4,5 0,88 1,3
1,2,3,4,7,8/1,2,3,6,7,8-HxBDF 3,0 <09 <0,3
1,2,3,7,8,9-HxBDF <11 <0,5 <0,2
2,3,4,6,7,8-HxBDF <11 <0,5 <0,2
1,2,3,4,6,7,8-HpBDF* n.a. n.a. n.a.
1,2,3,4,7,8,9-HpBDF <0,7 <0,3 <0,1
OBDF <3C <8 <3

* aufgrund zu hoher Blindwerte nicht auswertbaa(n.

Huhnereier:

In beiden Huhnereiproben konnten ausschliellicta-tatnd pentabromierte Dibenzofurane
nachgewiesen werden (siehe Tabelle 4.25). Die Karaionen der beiden Hauptkongenere
2,3,7,8-TBDF und 2,3,4,7,8-PeBDF lagen zwische® @8d 1,7 pg/g Fett. Der Anteil von
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2,3,4,7,8-PeBDF am ,WHO-PBDD/F-TEQ" lag bei 49 w6®#1% (,upper-bound-TEQ") bzw.
82 und 79 % (,lower-bound-TEQ"). Tetra- und pentasiiuierte PXDD/F konnten in den

beiden Huhnereiproben aus Guiyu ebenfalls nichbgexiesen werden.

4.5.3 Gesamt-Dioxin-TEQ und Vergleich mit PBDE

Der Anteil des ,WHO-PBDD/F-TEQ" am ,Gesamt-DioxirEQ“ (Summe aus WHO-

PCDD/F-TEQ und ,WHO-PBDD/F-TEQ") lag in den beiddiihnereiproben und der
Humanmilch zwischen 21 und 69 % (,upper-bound”-TH§@riehungsweise 19 und 67 %
(Llower-bound“-TEQ). In Tabelle 4.26 sind die Ergedse zusammengefasst. Bei
Huhnereiprobe HM_Guiyu_2 lag der ,PBDD/F-TEQ“ mindi ohne Einbeziehung der
Nachweisgrenze um mehr als den Faktor zwei Uber\§gi®-PCDD/F-TEQ. Im Gegensatz
zu den PCDD/F, wo nahezu alle siebzehn 2,3,7,8Hsuibsten Kongenere nachgewiesen
werden konnten, waren groéf3tenteils nur 2,3,7,8-TBDé# 2,3,4,7,8-PeBDF detektierbar.

Tabelle 4.26: Vergleich von WHO-PCDD/F-TEQ und ,WHO-PBDD/F-TEQ"“ jeweils
auf upper-bound- (mit voller Nachweisgrenze) und laer-bound-Niveau (ohne
Nachweisgrenze) in pg/g Fett und Anteil am ,Gesambioxin-TEQ" (Summe aus WHO-
PCDD/F-TEQ und ,WHO-PBDD/F-TEQ*) in Klammern (%)

Humanmilch Huhnerei

HM_Guiyu El_Guiyu_1 El_Guiyu_2

pa/g Fett (%) pa/g Fett (%) pa/g Fett (%)
WHO-PCDD/F-TEQ
upper-bound 14,1 (79) 0,86 (49) 0,43 (31)
lower-bound 14,1 (81) 0,85 (61) 0,40 (33)
"WHO-PBDD/F-TEQ"
upper-bound 3,8 (21) 0,89 (51) 0,96 (69)
lower-bound 3,3 (19) 0,54 (39) 0,82 (67)
"Gesamt-Dioxin-TEQ"
upper-bound 17,9 1,8 1.4
lower-boun 17,2 1.4 1,2

Das im Vergleich zu den untersuchten HumanmilchH@Studie) und Hihnereiproben
(Baden-Wirttemberg) deutlich unterschiedliche PBRifngenerenmuster lasst auf eine
spezielle PBDE-Quelle schlielen. Aufgrund der gggim Datenbasis konnte keine Aussage
Uber eine mdgliche Korrelation zwischen PBDE undP#&- gemacht werden. Die beiden
Huhnereiproben aus Guiyu waren die einzigen untbisa Lebensmittelproben, in denen

2,3,7,8-substituierte  PBDD/F nachgewiesen werdemntam. Aufgrund der geringen
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Probenzahl ist eine abschlieBende Bewertung mdaglicBusammenhénge nur nach

Untersuchung von zuséatzlichem Probenmaterial midglic
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5 Ausblick

Die Blindwerte fir DecaBDE waren fir die Bestimmudgr mit DecaBDE sehr niedrig
belasteten Lebensmittel- oder Humanmilchproben Zeihdeutlich zu hoch und schwankten
sehr stark. Ein Ansatz zur Verbesserung der Blimtwleegt hier, wie von Papke et al. (2004)
vorgeschlagen, im vollstandigen Verzicht von Rotagverdampfern und Kunststoffteilen bei
der Aufarbeitung. Dazu wurde bereits ein TurboVgpt&m zur kontaminationsfreien

Konzentrierung von Losungen beschafft.

Die weitere Absenkung der Nachweisgrenzen unter [#§§ Fett fir DecaBDE ist durch
Verédnderung der Injektions- und Trennbedingungeindee Gaschromatographie moglich.
Zersetzungen im Injektor kénnen mit Hilfe eines -@plumn®-Injektors anstatt des
verwendeten Splitlos-Injektors reduziert werdens&alich kann auch die Verwendung sehr
kurzer Trennsaulen fur DecaBDE die thermische Betasauf der Kapillarsaule verringern.
Die eingesetzte 15-m-Saule fur die Trennung allerfiigbaren PBDE stellte einen
Kompromiss zwischen langeren S&ulen fur die Tregnder niedriger bromierter BDE und
sehr kurzen (5 m) fur die Bestimmung von DecaBDE dm alle Kongenere in einem Lauf

bestimmen zu konnen.

PBDE konnten von den PCB in der Probenaufarbeitunbt abgetrennt werden. Dadurch
kam es zwischen TetraBDE und HeptaCB zu chromapbigehen Uberlagerungen.
Insbesondere bei deutlich héheren Konzentratiorenkdtischen PCB-Kongenere war die
Quantifizierung der jeweiligen PBDE-Kongenere nichéhr moglich. Diese Interferenzen
konnen neben der Verwendung von Kapillarsdulenstationdren Phasen anderer Polaritat
vor allem durch die Abtrennung der PCB von den PBIeEder Probenaufarbeitung, wie von

Liu et al. (2005) beschrieben, vermieden werden.

Weitere Untersuchungen zur Ermittlung der durchdétivhen PBDE-Belastung
verschiedener Lebensmittel in Baden-Wurttemberg ded zeitlichen Entwicklung der
Gehalte in Abhangigkeit vom Einsatz der techniscR&ammschutzmittel sind notwendig.
Bei den Huhnerei-, Fleisch- und Grinkohlproben uard sehr unterschiedliche
Konzentrationen festgestellt. Hier waren weitergeDatuber Quellen und Aufnahmewege

interessant.
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Aufgrund der hohen Blindwerte konnten noch keineteDaiber die Belastung von
Lebensmittel oder Humanmilch mit DecaBDE ermitigtirden. Fir dieses Kongener wird
derzeit noch aufgrund des hohen Molekulargewichés gtundsatzliche Méglichkeit der
Aufnahme und Bioakkumulation in der Nahrungsketskutiert. Bislang wurde DecaBDE in
einigen Lebensmittelproben als mengenmalig widetsgkongener gefunden (Schecter et al,
2004).

Um die toxikologische Relevanz der PBDD/F im Veigtemit den PCDD/F besser bewerten
zu kénnen, sind Daten zur relativen Toxizitat dengenere bzgl. 2,3,7,8-TCDD notwendig.
Bei PBDD/F kénnen auch nicht-2,3,7,8-substituiddtsngenere wie 2,3,7-TrBDD aufgrund

der deutlich gré3eren Bromsubstituenten ein gr@3enakologisches Potential aufweisen als

ihre chlorierten Homologen (Birnbaum et al., 2003).

Die Nachweisgrenzen fir die bromierten und gemibelhvgenierten Dibenzo-p-dioxine und
Dibenzofurane waren bei der Untersuchung von Hunilahmzumeist ausreichend. Fir die
zum Teil deutlich niedriger belasteten Lebensnptiben ware aber eine deutliche
Absenkung der Nachweisgrenzen um mindestens deorFEK notwenig gewesen, um einen
Vergleich mit den rein chlorierten Dibenzo-p-diosim und Dibenzofuranen anstellen zu
konnen. Deutliche héher Probeneinwaagen sind hierm@gliche Option. Eine weitere
Untersuchung von biologischen Proben auf PBDD/F &XDD/F erscheint anhand der
vorgestellten Daten nur fur hoher belastete Humbtmoder Lebensmittelproben sinnvoll.



122




123

6 Literatur

Ahrens, A., Weil3, M., 2003. Leitfaden zur Anwendunmgweltvertraglicher Stoffe, Teil 5.2
Flammschutzmittel, Férderkennzeichen 201 28 213weEtbundesamt, Berlin

Akutsu, K., Kitagawa, M., Nakazawa, H., Makino, Twazaki, K., Oda, H., Hori, S., 2003.
Time-trend (1973-2000) of polybrominated diphenyhegs in Japanese mother's milk.
Chemosphere 53, 645-654

Alaee, M., Arias, P., Sjodin, A., Bergman, A., 200%h overview of commercially used
brominated flame retardants, their applicationseirthuse patterns in different
countries/regions and possible modes of releasgrdenint 29, 683-689

Amtliche Sammlung von Untersuchungsverfahren na8d EMBG, 1997. Nr. L 00.00 - 38/1
bis 38/4. Berlin, Wien, Zurich: Beuth Verlag. ISEN410-11220-0

Appel, K., 1991. Polybromierte Dibenzodioxine undb&nhzofurane - Toxikologische
Beurteilung. In: Bundesgesundheitsblatt 34. Jalgg#&idin, Berlin: Carl Heymanns Verlag.
ISBN 3-452-21971-2

Alaee, M., Wenning R., 2002. The significance obrbmated flame retardants in the

environment: current understanding, issues andastgds. Chemosphere 46, 579-582

Ashizuka, Y., Nakagawa, R., Tobiishi, K., Hori, Tida, T., 2005. Determination of
polybrominated diphenyl ethers and polybrominatedemizo-p-dioxins/dibenzofurans in
marine products. J Agric Food Chem 53, 3807-3813

Ballschmiter, K., Bacher, R., 1996. Dioxine: Chemiénalytik, Vorkommen,
Umweltverhalten und Toxikologie der halogenierteibdzo-p-dioxine und Dibenzofurane.
Weinheim, New York: VCH Verlagsgesellschaft. ISBN37-28768-X



124

Ballschmiter, K., Zell, M., 1980. Analysis of polylorinated biphenyls (PCB) by glass
capillary gas chromatography. Fresenius Z Anal CBég) 20-31

Barontini, F., Cozzani, V., Cuzzola, A., Petarca,, L2001. Investigation of
hexabromocyclododecane thermal degradation pathwaysgas chromatography/mass

spectrometry. Rapi Commun Mass Sp 15, 690-698

Becher, G., 2005. The stereochemistry of 1,2,5.6;8exabromocyclododecane and its
graphic representation. Chemosphere 58, 989-991

Behnisch, P., Hosoe, K., Sakai, S., 2001. Bioartllyiscreening methods for dioxins and
dioxin-like compounds - a review of bioassay/biokeartechnology. Environ Int 27, 413-439

Betts, K., 2003. Why do PBDE levels vary so widdir®/iron Sci Technol 37, 164-165

Birnbaum, L., Staskal, D., 2004. Brominated flare¢ardants: Cause for concern? Environ
Health Persp 112, 9-17

Birnbaum. L., Staskal, D., Diliberto, J., 2003. Heeffects of polybrominated dibenzo-p-
dioxins (PBDDs) and dibenzofurans (PBDFs). Envimar29, 855-860

Bocio, A., Llobet, J., Domingo, J., Corbella, Jeixido, A., Casas, A., 2003. Polybrominated
diphenyl ethers (PBDES) in foodstuff: human expediirough the diet. J Agric Food Chem
51, 3191-3195

Braekevelt, E., Tittlemier, S., Tomy, G., 2003. &ir measurement of octanol-water partition
coefficients of some environmentally relevant bnoateéd diphenyl ether congeners.
Chemosphere 51, 563-567

Brown, D., Chu, M., van Overmeire, |., Chu, A., &laG., 2001. Determination of REP
values for the CALUX bioassay and comparison to\WidO TEF values. Organohalogen
Compd 53, 211-214



125

Brown, D., van Overmeire, I., Goeyens, L., Denisbh, de Vito, M., Clark, G., 2004.
Analysis of Ah receptor pathway activation by broated flame retardants. Chemosphere 55,
1509-1518

Chatkittikunwong, W., Creaser, C., 1994. Bromo-prhochloro- and chloro-dibenzo-p-

dioxins and dibenzofurans in incinerator flyashe@osphere 1994, 559-566

Choi, J.-W., Fujimaki, S., Kitamura, K., Hashimot,, Ito, H., Suzuki, H., Noriyuki, S.,
Sakai, S., Morita, M., 2003a. Polybrominated dilmepzdioxins, dibenzofurans and diphenyl

ethers in Japanese human adipose tissue. Envirdre&tnol 37, 817-821

Choi, J.-W., Onodera, J., Kitamura, K., Hashimdso, Ito, H., Suzuki, N., Sakai, S.-S.,
Morita, M., 2003b. Modified clean-up for PBDD, PBC#hd PBDE with an active carbon

column - ist application to sediments. Chemospb8e637-643

Covaci, A., Voorspoels, S., de Boer, J., 2003. Deitgation of brominated flame retardants,
with emphasis on polybrominated diphenyl ethersQE8) in environmental samples - a
review. Environ Int 29, 735-756

Cramer, P., Ayling, R., Thornburg, K., Stanley,Remmers, J., Breen, J., Schwemberger, J.,
1990. Evaluation of an analytical method for theedmination of polybrominated dibenzo-p-
dioxins/dibenzofurans (PBDD/PBDF) in human adiptisgue. Chemosphere 20, 821-827

Darnerud, P., Eriksen, G., Johannesson, T., LaPseWiluksela M., 2001. Polybrominated
diphenyl ethers: occurrence, dietary exposure axiddlogy. Environ Health Persp 109, 49-
68

De Boer, J., Allchin, C., Law, R., Zegers, B., Bodn, 2001. Method for the analysis of
polybrominated diphenylethers in sediments andabibtends Anal Chem 20, 591-599

De Boer, J., de Boer, K., Boon, J., 2000. Polybrated biphenyls and diphenylethers. In:
The Handbook of Environmental Chemistry. Berlin,idédberg: Springer-Verlag. ISBN 3-
540-65338-6



126

De Jong, A., van der Heeft, E., Marsman, J., Li&m,1992. Investigation on occurence of
polyhalogenated (Br/Cl) dibenzodioxins and dibenrafis in cow’s milk an fish tissue.
Chemosphere 25, 1551-1557

De Wit, C., 2002. An overview of brominated flametardants in the environment.
Chemosphere 46, 583-624

Deutsche Gesellschaft fur Ernahrung e.V., 2004 akmmgsbericht 2004. Bonn. ISBN 3-
88749-183-1

Domingo, J., 2004. Human exposure to polybrominaligtienyl ethers through the diet. J
Chromatogr A 1054, 321-326

Donnelly, J., Munslow, W., Grange, A., Pettit, Bimmons, R., Kumar, K., 1991. A gas
chromatographic/mass spectrometric approach fonesespectific environmental monitoring
of the 1700 bromo-, chloro-, and bromochloro-dilepzdioxins. Biol Mass Spectrom 20,
329-337

Donnelly, J., Munslow, W., Vonnahme, T., Nunn, Nedin, C., Sovocool, G., Mitchum, R.,
1987. The chemistry and mass spectrometry of brat@th dibenzo-p-dioxins and
dibenzofurans. Biomed Environ Mass 14, 465-472

Ebert, J., Bahadir, M., 2003. Formation of PBDDrBnii flame retarded plastic materials
under thermal stress. Environ Int 29, 711-716

Ebert, J., Lorenz, W., Bahadir, M., 1999. Optimizatof the analytical performance of
polybrominated dibenzo-p-dioxins and dibenzofurd®BDD/F). Chemosphere 39, 977-986

Eljarrat, E., de la Cal, A., Barcelo, D., 2003. étgial chlorinated and brominated
interferences on the polybrominated diphenyl etheterminations by gas chromatography-

mass spectrometry. J Chromatogr A 1008, 169-181



127

Entscheidung 2455/2001/EG des europaischen Partaraed des Rates vom 20. November
2001 zur Festlegung der Liste prioritarer Stoffe Bareich der Wasserpolitik und zur
Anderung der Richtlinie 2000/60/EG, Amtsblatt Nr381 vom 15/12/2001 S. 1-5

Eriksson, J., Jakobsson, E., Marsh, G., Bermar2@Q1. Photo decomposition of bromianted
diphenylethers in methanol/water, Proceedings dR BB01, Stockholm, Sweden, 2001, 77-
80

Gerecke, A., Kohler, M., Zennegg, M., Schmid, Peeb, N., 2003. Detection ofisomer
dominated HBCD (hexabromocyclodecane) in Swiss &isHevels comparable to PBDEs
(polybrominated diphenyl ethers). Organohalogen 61, 155-158

Gerecke, A., Schmid, P., Heeb, N., Zennegg, M.{rHann, P., Kohler, P., Kohler. M., 2004.
Formation of lower brominated congneres by anaerdegardation of decbromodiphenyl
ether in sewage sludge. Proceedings of BFR 200é4ni@, Canada, 2004, 235-238

Hagberg, J., van Bavel, B., Lothgren, C.-J., Lindlst G., 2005b. Occurrence and levels of
PCDD/Fs and PBDD/Fs in fly ash from two differencinerators at a hazardous waste

treatment plant. Organohalogen Compd 67, 2200-2203

Haglund, P., Lindkvist, K., Malmvarn, A., Wiberg, KBignert, A., Nakano, T., Asplund, L.,
2005. High levels of biogenic dibromo and tribrordibenzo-p-dioxins in Swedish fish.
Organohalogen Compd 67, 1267-1270

Harden, F., Toms, L.-M., Moore, M., Symons, R., k&g, J., Burniston, D., Furst, P., Miller,
J., 2005. Polybrominated diphenyl ethers in humalk fnom Australia. Organohalogen
Compd, 662-666

Hardy, M., 2002. A comparison of the propertiestiod major commercial PBDPO/PBDE
product to those of major PBB and PCB products.n@sphere 46, 717-728

Harrad, S., Wijesekera, R., Hunter, S., Halliw€ll, Baker, R., 2004. Preliminary assessment
of U.K. human dietary and inhalation exposure ttylp@minated diphenyl ethers. Environ
Sci Technol 38, 2345-2350



128

Haug, L.S., Becher, G., 2004. Interlaboratory comngpa on dioxins in food 2004: Fifth
round of an international study. Norwegian insétof public health, P.O. Box 4404 Nydalen,
NO-0403 Oslo, Norway. ISBN 82-8082-100-7

Haug, L.S., Becher, G., 2005. Interlaboratory comspa on dioxins in food 2005: Sixth
round of an international study. Norwegian insétof public health, P.O. Box 4404 Nydalen,
NO-0403 Oslo, Norway. ISBN 82-8082-145-7

Hindersinn, R., 1990. Historical aspects of polyrfiez retardance. In Fire and Polymers,
Hazard Identification and Prevention, edited byLGNelson. New York: American Chemical
Society Symposium Series No. 425, Washington DSBN13: 978-0-8412-1779-9

Huang, L., Paiva, A., Tong, H., Monson, S., Gros4, 1992. Application of gas

chromatography high-resolution mass spectrometry tih@ determination of trace

monobromopolychlorodibenzo-p-dioxins in environnasiamples. J Am Soc Mass Spectr 3,
248-259

Huwe, J., Larsen, G., 2005. Polychlorinated dioxirfarans, and biphenyls, and
polybrominated diphenyl ethers in a U.S. meat nablsket and estimates of dietary intake.
Environ Sci Technol 39, 5606-5611

Janak, K., Covaci, A., Voorspoels, S., Becher,2805. Hexabromocyclododecane in marine
species from the western scheldt estuary: diassen@er- and enantiomer-specific
accumulation. Environ Sci Technol 39, 1987-1994

Kiviranta, H., Ovaskainen, M.-L., Vertiainen, TQ®. Market basket study on dietary intake
of PCDD/Fs, PCBs, and PBDEs in Finland. Environ3it 923-932

Korytar, P., Covaci, A., de Boer, J., Gelbin, A.fifkmann, U., 2005. Retention-time
database of 126 polybrominated diphenyl ether comgeand two bromkal technical mixtures
on seven capillary gas chromatographic columnsiwréi@atogr A 1065, 239-249



129

Krumwiede, D., Munster, D., Griep-Raming, J., 20@ptimization of parameters for the
analysis of the decabrominated diphenylether uBiy and split/splitless injectors and the

consecutive setup of a dual column anaylsis metBoglanohalogen Compd 2004, 189-192

Law, J., Kohler, M., Heeb, N., Gerecke, A., Schnfitd, Voorspoels, S., Covaci, A., Becher,
G., Janak, K., Thomsen, C., 2005. Hexabromocycledade challenges scientists and
regulators. Environ Sci Technol 38, 281A-287A

Lenoir, D., Schramm, K.-W., Hutzinger, O., Schedl, 1991. Photochemical degradation of

brominated dibenzo-p-dioxins and -furans in orgaoiwvents. Chemosphere 22, 821-834

Lepom, P., Karasyova, T., Sawal, G., 2002. Occueeaf polybrominated diphenyl ethers in
freshwater fish from Germany. Organohalogen Corbgd209-212

Lind, Y., Darnerud, P., Atuma, S., Aune, M., Becgké'., Bjerselius R., Cnattinigius, S.,
Glynn, A., 2003. Polybrominated diphenyl ethershireast milk from Uppsala county,
Sweden. Environ Res 93, 186-194

Lindberg, P., Sellstrom, U., Haggberg, L., de WGt, 2004. Higher brominated diphenyl
ethers and hexabromocyclododecane found in eggeemgrine falcons (falco peregrinus)
breeding in Sweden. Environ Sci Technol 38, 93-96

Liu, H., Zhang, Q., Cai, Z., Jiang, G., 2005. Satian of PBDEs, PCBs and dioxins in
process of cleanup. Organohalogen Compd 67, 254-257

Lopez, D., Athanasadou, M., Athanassiadis, |., d&&tr L., Diaz-Barriga, F., Bergman, A.,
2005. A preliminary study on PBDEs and HBCDD inddoand milk from Mexican women.
Organohalogen Compd 67, 483-487

Malisch, R., Bruns-Weller, E., Knoll, A., Thoma,,Heichl, L., 1997. Results of a quality
control study of different analytical methods foetekrmination of PCDD/PCDF in kale
samples. Organohalogen Compd 31, 83-88



130

Malisch, R., Fraisse, D., Abad, E., Rivera, J.,20Results of a quality control study for
determination of PCDD/F and dioxin-like PCBs in doand feed samples. Organohalogen
Compd. 60, 114-117

Malisch, R., van Leeuwen, FXR., 2002. Third rourfddHO-coordinated exposure study:
Analysis of PCDDs, PCDFs and PCBs in human millgabohalogen Compd. 56, 317-320.

Malmvarn, A., Zebihr, Y., Jensen, S., Kautsky, Greyerz, E., Nakano, T., Asplund, L.,
2005. Identification of polybrominated dibenzo-mxins in blue mussels (mytilus edulis)

from the baltic sea. Environ Sci Technol 39, 2005

Marsh, G., Hu, J., Jakobsson, E., Rahm, S., Bergmfan 1999. Synthesis and
charactericzation of 32 polybrominated diphenykeshEnviron Sci Technol 33, 3033-3037

Meironyte, D., Noren, K., Bergman, A., 1999. Anadysf polybrominated diphenyl ethers in
swedish human milk. A time related study, 1972-190Toxicol Env Heal A 58, 329-341

NATO/CCMS, 1988. International toxicity equivalendgctor (I-TEF). Method of risk
assessment for complex mixtures of dioxins andtedlacompounds. Pilot study on
international information exchange on dioxins aathted compounds, Report Number 176,
August 1988, North Atlantic Treaty Organization, iduittee on Challenges of Modern
Society

Ohta, S., Okumura, T., Nishimura, H., Nakao, T.,a@au, A., Miyata, H., 2004a.
Characterization of Japanese pollution by PBDEsBHR, PCDD/DFs, PBDD/DFs and
PXDD/DFs observed in the long-term stock-fishes s@diments. Proceedings of BFR 2004,
Toronto, Canada, 2004, 175-178

Ohta, S., Okumura, T., Nishimura, H., Nakao, T.jn&tu, Y., Ochiai, F., Aozasa, O.,
Miyata, H., 2004b. Levels of PBDEs, TBBPA, TBPs, M1/DFs, PXDD/DFs and
PBDDs/DFs in human milk of nursing women and damjlk products in Japan.
Organohalogen Compd 66, 2857-2862



131

Onodera, J., Ueda, Y., Choi, J.-W., Hashimoto,SBizuki, N., Morita, M., Sato, H., 2003.
Influence of PBDESs in an analytical method for PBIIEBDFs by high-resolution GC/MS.
Bunseki Kagaku 52, 205-213

Palm, A., Cousins, I.T., Mackay, D., Tysklind, N¥letcalfe, C., Alaee, M., 2002. Assessing
the environmental fate of chemicals of emergingceon: a case study of the polybrominated
diphenyl ethers. Environ Pollut 117,195-213

Oehme, M., 1998. Handbuch Dioxine: Quellen, VorkenmAnalytik. Heidelberg, Berlin:
Spektrum Akademischer Verlag. ISBN 3-8274-0126-7

Papke, O., Furst, P., Herrman, T., 2004. Deternunatdf polybrominated diphenylethers
(PBDESs) in biological tissues with special emphagisQC/QA measures. Talanta 63,1203
1211

Papke, O., Herrman, T., 2004. Polybrominated dipletiners (PBDES) in fish samples of
various origins. Organohalogen Compd 66, 3971-3976

Pirard, C., De Pauw, E., Focant, J.-P., 2003. N#ateg)y for comprehensive analysis of
polybrominated diphenyl ethers, polychlorinated edibo-p-dioxins, polycglorinated
dibenzofurans and polychlorinated biphenyls by gheomatography coupled with mass
spectrometry. J Chromatogr A 998, 169-181

Rahman, F., Langford, K. H., Scrimshaw M., D., leest. N., 2001. Polybrominated diphenyl
ether (PBDE) flame retardants. Sci Total Enviros,2I~17

Rayn, J., Patry, B., 2005. Body burdens and exjgosam food for polybrominated diphenyl
ethers (BDESs) in Canada. Organohalogen Compd ®¢220

Remberger, M., Sternbeck, J., Palm, A., Kaj, Ltp@berg, K., Brorstrom-Lunden, E., 2004.
The environmental occurrence of hexabromocyclodadedn Sweden. Chemosphere 54, 9-
21



132

Richtlinie 2002/69/EG der Kommission vom 26. JWi02 zur Festlegung der Probenahme-
und Untersuchungsverfahren fur die amtliche Kotgrebn Dioxinen sowie zur Bestimmung
von dioxindhnlichen PCB in Lebensmitteln, Amtsbidit L 209 vom 06/08/2002, 5-14

Richtlinie 2002/95/EG des europaischen Parlamentdsdes Rates vom 27. Januar 2003 zur
Beschrankung der Verwendung bestimmter gefahrlicigtoffe in Elektro- und
Elektronikgeraten, Amtsblatt Nr. L 037 vom 13/0232019-23

Richtlinie 2003/11/EG des europaischen Parlamentésdes Rates vom 6. Februar 2003 zur
24. Anderung der Richtlinie 76/769/EWG des RateseritBeschrankungen des
Inverkehrbringens und der Verwendung gewisser gkfalkr Stoffe und Zubereitungen
(Pentabromdiphenylether, Octabromdiphenylether)isbiatt Nr. L 042 vom 15/02/2003, 45-
46

Richtlinie 2004/44/EG der Kommission vom 13. Ap2i004 zur Anderung der Richtlinie
2002/69/EG zur Festlegung der Probenahme- und sirdeungsverfahren fur die amtliche
Kontrolle von Dioxinen sowie zur Bestimmung vonxi@hnlichen PCB in Lebensmitteln,
Amtsblatt Nr. L 113 vom 20/04/2004, 17-18

Richtlinie 83/264/EWG des Rates vom 16. Mai 1988 wverten Anderung der Richtlinie
76/769/EWG zur Angleichung der Rechts- und Verwaggyorschriften der Mitgliedsstaaten
fur Beschrankung des Inverkehrbringens und der ¥edung gewisser gefahrlicher Stoffe
und Zubereitungen, Amtsblatt Nr. L 147 vom 06/0@&3,99-10

Ryan, J., 2004. Polybrominated diphenyl ethers (B8Din human milk; occurence
worldwide. Proceedings of BFR 2001, Stockholm, Sswe@001, 17-21

Safe, S., 1990. Polychlorinated biphenyls (PCB&gmkzo-p-dioxins (PCDDs), dibenzofurans
(PCDFs), and related compounds: environmental amedhenistic considerations which

support the development of toxic equivalency faxt@rit Rev Toxicol 21, 51-88

Schecter, A., Papke, O., Tung, K.-C., Staskal, Birtnbaum, L., 2004. Polybrominated
diphenyl ethers contamination of United States fd&a/iron Sci Technol 38, 5306-5311



133

Schecter, A., Pavuk, M., Péapke, O., Ryan, J.J.nBwm, L., Rosen, R., 2003.
Polybrominated diphenyl ethers (PBDES) in U.S. ragimilk. Environ Health Perspect 111,
1723-1729.

Schlummer, M., Brandl, F., Maurer, A., Gruber, Wolz, G., 2004. Polymers in waste
electric and elcetronic equipment (WEEE) contaiDP#- in the ppb-range. Organohalogen
Compd 66, 859-863

Sellstrom, U., Soderstrom, G., de Wit, C., Tysklihl, 1998. Photolytic debromination of
decabromodiphenyl ether (DeBDE). Organohalogen @od%p 447-450

She, J., Holden, A., Dharp, M., Derry, C., Hoop€r,2005. PBDEs are higher than PCBs in
thirty percent breast milk samples from the pacifarthwest. Organohalogen Compd 67,
647-650

She, J., Holden, A., Sharp, M., Tanner, M., WillaDerry, C., Hooper, K., 2004. Unusual
pattern of polybrominated diphenyl ethers (PBDEs)US breast milk. Organohalogen
Compd 66, 3895-3900

Sjodin, A., Patterson, D., Bergman, A., 2003. Aieavon human exposure to brominated
flame retardants - particularly polybrominated dipyl ethers. Environ Int 29, 829-839

Thomsen, C., Haug, L., Leknes, H., Lundanes, Ec¢hBe G., Lindstrém, G., 2002.
Comparing electron ionization high-resolution andcwon capture low-resolution mass
spectrometric determination of polybrominated dipheethers in plasma, serum and milk.
Chemosphere 46, 641-648

Thomsen, C., Liane, V., Froshaug, M., Becher, @052 Levels of brominated flame
retardants in human samples form Norway througéetliecades. Organohalogen Compd 67,
658-661



134

Tomy, G., Budakowski, W., Halldorson, T., Whitte, M., Keir, M., Marvin, C., Maclnnis,
G., Alaee, M., 2004. Biomagnification of andy-Hexabromocyclododecane Isomers in a
Lake Ontario food web. Environ Sci Technol 38, 22383

United States Environmental Protection Agency (ER2fjice of water, 1994. Method 1613:
Tetra- through octa-chlorinated dioxins and furbgssotope dilution HRGC/HRMS. EPA-
821-F-97-008, Washington D.C.

Van den Berg, M., Birnbaum, L., Bosveld, A., Bruost, B., Cook, P., Feeley, M., Giesy, J.,
Hanberg, A., Hasegawa, R., Kennedy, S., KubiakL&rsen, J., van Leeuwen, F.X., Liem,
A., Nolt, C., Peterson, R., Poellinger, L., Safe, Schrenk, D., Tillitt, D., Tysklind, M.,
Younes, M., Waern, F., Zacharewski, T., 1998. Teedqeivalency factors (TEFs) for PCBs,
PCDDs, PCDFs for humans and wildlife. Environ He&lersp 106, 775-792

Van Leeuwen, FXR., Malisch, R., 2002. Results @f tthird round of the WHO-coordinated
exposure study on the levels of PCBS, PCDD and RCDFhuman milk. Organohalogen
Compd 56, 311-316

Verordnung Uber Verbote und Beschrankungen desrkaliebringens gefahrlicher Stoffe,
Zubereitungen und Erzeugnisse nach dem Chemikaigestg (Chemikalien-
Verbotsverordnung- ChemVerbots V) vom 13. Juni 2(GBI. I. S. 867) zuletzt geandert
am 21. Juni 2005 (BGBI. I, Nr. 35, S. 1666)

Verordnung zum Schutz vor Gefahrstoffen (Gefahfggwbrdnung - GefStoffV) vom 23.
Dezember 2004 (BGBI. | S. 3758), geandert durchikért2 der Verordnung vom 23.
Dezember 2004 (BGBI. | S. 3855)

Vieth, B., Rudiger, T., Ostermann, B., Milke, HQ@. Ruckstdnde von Flammschutzmitteln
aus Deutschland unter besonderer Bericksichtigumy polybromierten Diphenylethern
(PBDE), Forderkennzeichen 202 61 218/03. Umweltlesamt, Berlin



135

Wang, D., Cai, Z., Jiang, G., Leung, A., Wong, M/png, W., 2005. Determination of
polybrominated diphenyl ethers in soil and sedimiamn an electronic waste recycling
facility. Chemosphere 60, 810-816

Watanabe, |., Tatsukawa, R., 1987. Formation ofmimated dibenzofurans form the
photolysis of flame retardant decabromobiphenyéeth hexane solution and sun light. Bull
Environ Contam Toxicol 39, 953-959

Watanabe, K., Sentihilkkumar, K., Masunaga, Takasuga Iseki, N., Morita, M., 2004.
Brominated organic contaminants in the liver ang ejcommon cormorants (phalacrocorax
carbo) from Japan. Environ Sci Technol 38, 40717407

Weber, R., Kuch, B., 2003. Relevance of BFRs amntlal conditions on the formation
pathways of brominated and brominated-chlorinatéokerdzodioxins and dibenzofurans.
Environ Int 29, 699-710

WHO/ICPS, Environmental Health Criteria 205, 199Bolybrominated dibenzo-p-dioxins
and dibenzofurans, International program on chensafety. World Health Organization,
Geneva, ISBN 92-4-157205-1

WHO Technical Report Series, No. 930, 2005. Evanabf certain food contaminants.
Sixty-fourth meeting of the Joint FAO/WHO Expert iGmittee on Food Additives. World

Health Organization, Geneva, [in press]

Wiberg, K., Rappe, C., 1992. Analysis of bromo1pobo- and mixed bromo/chloro-dibenzo-
p-dioxins and dibenzofurans in salmon, osprey amddn milk. Chemosphere 24, 1431-1439

Wong, A., Lei, Y., Alaece, M., Wania, F., 2001, Vappressures of the polybrominated
diphenyl ethers. J Chem Eng Data 46, 239-242

Wu, N., Webster, T., Herrman, T., Papke, O., Tickde Hale, R., Harvey, E., La Guardia,
M., Jacobs, E., 2005. Associations of PBDE levelsbreast milk with diet and dust
concentrations. Organohalogen Compd 67, 654-657



136

Zennegg, M., Kohler, M., Gerecke, A., Schmid, PQ2 Polybrominated diphenyl ethers in

whitefish from Swiss lakes and farmed rainbow tr@hemosphere 51, 545-553



Anhang 1: Chemikalien und Referenzstandards

Tabelle 1: Herkunft und Qualitat der verwendeten Cremikalien und Materialien

Chemikalien / Materialien

Herkunft

Qualitat

Bio-Beads S-X3

Kieselgel 60
Schwefelsaure 98 %
Natriumhydroxid

Florisil

Natriumsulfat wasserfrei

L(+)-Ascorbinsdure

Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA,

USA
Merck, Darmstadt, D
Merck, Darmstadt, D
Roth, Karlsruhe, D
LGC Promochem, Wesel, D
Merck, Darmstadt, D
Roth, Karlsruhe, D

Supelclean ENVI-Carb 120/400 SUPELCO, Bellefonte, PA, USA

(Carbopack B)
Celite 545

silanisierte Glaswolle

Merck, Darmstadt, D
Alltech, Miinchen, D

Glasfaserfilter, ohne BindemittelMacherey-Nagel, Diren, D

(MN 85/90 BF)

200 — 400 mesh
0,062 — 0,2 mm
suprapur
>99 %, p.a.
100 — 200 mesh

p.a.
>99,5 %, p.a.

KorngréRe 0,02 —rArt

Dicke 0,40 mm,
Ruckhaltevermdgen 0,5 pm

Losungsmittel
n-Nonan Promochem, Wesel, D 99,99 %
n-Dodecan Sigma Aldrich, Steinheim, D 99 %
Toluol Malinckrodt Baker, Deventer, NL 99 %

CVUA Freiburg riickstandsfrei destilliert
n-Heptan Malinckrodt Baker, Deventer, NL 99,0 %

Essigséureethylester
Cyclohexan
n-Hexan

Ethanol

tert- Butylmethylether

Dichlormethan

CVUA Freiburg
CVUA Freiburg
CVUA Freiburg
CVUA Freiburg
Merck, Darmstadt, D
CVUA Freiburg
Fluka, Buchs, CH
CVUA Freiburg
Roth, Karlsruhe, D

rickstandsfrei destilliert
rickstandsfrsiiltiert
rickstandsfrei destilliert
rickstandsfrei destilliert
99,8 %
rickstandsfrei destilliert
99,8 %
ruckstandsfrei destilliert

Rotisolv, HPLC
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Tabelle 2: Verwendete unmarkierte und '°Cirisotopenmarkierte PBDE-
Referenzstandards

Kongener IUPAC-Nomenklatur unmarkiert *3C,,markiert
4,4’-Dibromdiphenylether BDE 15 X X
2,2',4-Tribromdiphenylether BDE 17 X
2,2,4’-Tribromdiphenylether BDE 28 X X
2,2',4,4’-Tetrabromdiphenylether BDE 47 X X
2,3',4,4’-Tetrabromdiphenylether BDE 66 X
2,3',4',6-Tetrabromidphenylether BDE 71 X

2,4,4" 6-Tetrabromdiphenylether BDE 75 X
3,3,4,4'-Tetrabromdiphenylether BDE 77 X X
2,2',3,4,4'-Pentabromdiphenylether BDE 85 X

2,2',4,4' 5-Pentabromdiphenylether BDE 99 X X
2,2',4,4’ 6-Pentabromdiphenylether BDE 100 X X
2,3',4,4’,6-Pentabromdiphenylether BDE 119 X
3,3,4,4'\5-Pentabromdiphenylether BDE 126 X X
2,2',3,4,4' 5-Hexabromdiphenylether BDE 138 X

2,2',4,4' 5,5-Hexabromdiphenylether BDE 153 X X
2,2',4,4' 5,6'-Hexabromdiphenylether BDE 154 X
2,2',3,3,4',5',6-Heptabromdiphenylether BDE 183 X X
2,3,3',4,4',5,6-Heptabromdiphenylether BDE 190 X
2,2',3,4,4',5,5',6-Octabromdiphenylether BDE 203 X
2,2',3,3',4,4',5,5',6,6'-Decabromdiphenylether BDE 209 X X

Alle Originallésungen wurden von Cambridge Isotdgboratories (CIL, Andover, USA)
bezogen. Die Originallosungen hatten eine Konzéatravon 50 +/- 5 pg/ml in n-Nonan
(auBRer BDE 138: 75 +/- 5 pg/ml) und eine chemis@®winheit von > 95 %. Die
Isotopenreinheit lag bei dérfC,isotopenmarkierten Kongeneren bei > 99 %.
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Tabelle 3: Unmarkierte und **C,»-isotopenmarkierte PBDD/F-Referenzstandards

Kongener Abkiirzung unmarkiert BC,-
markiert
2,3,7,8-Tetrabromdibenzo-p-dioxin 2,3,7,8-TBDD b x x
1,2,3,7,8-Pentabromdibenzo-p-dioxin 1,2,3,7,8-PeBDD x x
1,2,3,4,7,8-Hexabromdibenzo-p-dioxin 1,2,3,4,7,8BD x x*
1,2,3,6,7,8-Hexabromdibenzo-p-dioxin 1,2,3,6,7,8BBD x x
1,2,3,7,8,9-Hexabromdibenzo-p-dioxin 1,2,3,7,8,8BBD x*
1,2,3,6,7,8—Hexabromd!benzo—p—diox?n / 1,2,3,6,7,8-HxBDD / !
1,2,3,7,8,9-Hexabromdibenzo-p-dioxin 1,2,3,7,8,9-HxBDD
1,2,3,4,6,7,8,9-Octabromdibenzo-p-dioxin OBDD ox x*
2,3,7,8-Tetrabromdibenzofuran 2,3,7,8-TBDF tox x*
1,2,3,7,8-Pentabromdibenzofuran 1,2,3,7,8-PeBDF box x*
2,3,4,7,8-Pentabromdibenzofuran 2,3,4,7,8-PeBDF box x*
1,2,3,4,7,8-Hexabromdibenzofuran 1,2,3,4,7,8-HxBDF xt x*
1,2,3,4,6,7,8-Heptabromdibenzofuran 1,2,3,4,6, 8BF X
1,2,3,4,6,7,8,9-Octabromdibenzofuran OBDF 2 x

! Bezogen von Cambridge Isotope Laboratories (Clinda@ver, USA

2 Bezogen von Wellington Laboratories, Ontario, Kanad

Die Standardldésungen fur bromierte Dibenzo-p-dieximd Dibenzofurane wurden von CIL

und Wellington Laboratories (Ontario, Kanada) bezog Die Konzentration der

Stammldsung betrug jeweils 5 +/- 0,5 pg/ml (aufier ®BDF: 25 +/- 1,2 pg/ml), die
chemische Reinheit war mit > 95 % (Ausnahii€;»-1,2,3,6,7,8-/1,2,3,7,8,9-HxBDD 88%)

und die Isotopenreinheit der isotopenmarkiertenbWelungen mit > 99 % angegeben.

Losungsmittel waren n-Nonan bzw. ein n-Nonan/Tol@emisch.
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Tabelle 4: Verwendete unmarkierte und'*C,-isotopenmarkierte PXDD/F-
Referenzstandards

Kongener Abkiirzung unmarkiert  ¥C;r
markiert
2-Brom-3,7,8-trichlordibenzo-p-dioxin 2-B-3,7,8-TrCD x
1-Brom-2,3,7,8-tetrachlordibenzo-p-dioxin 1-B-2,8;:7CDD X x*
2-Brom-1,3,7,8-tetrachlordibenzo-p-dioxin 2-B-1,8;7CDD X
2,3,-Dibrom-7,8-dichlordibenzo-p-dioxin 2,3-DB-7[8=DD xt x?
2-Brom-3,6,7,8,9-pentachlordibenzo-p-dioxin 2-B;3,8,9-PeCDD b
1-Brom-2,3,6,7,8,9-hexachlordibenzo-p-dioxin 1-B58,7,8,9-HxCDD X
1-Brom-2,3,4,6,7,8,9-heptachlordibenzo-p-dioxin -2B,4,6,7,8,9-HpCDD X
3-Brom-2,7,8-trichlordibenzofuran 3-B-2,7,8-TrCDF tx
1-Brom-2,3,7,8-tetrachlordibenzofuran 1-B-2,3,7@BF X

! Bezogen von CIL

2 Bezogen von Wellington

Die Standardlésungen fur gemischt bromiert-chltei&ibenzo-p-dioxine und Dibenzofurane
wurden ebenfalls bei CIL und Wellington bezogene Bionzentration der Stammlésung
betrug jeweils 50 +/- 5 pug/ml, die chemische Reintvar mit > 98 %, die Isotopenreinheit
der isotopenmarkierten Verbindungen mit > 99 % gefen. Losungsmittel waren n-Nonan

bzw. ein n-Nonan/Toluol-Gemisch.
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Tabelle 5: Verwendete unmarkierte und“*C,-isotopenmarkierte HBCD-
Referenzstandards

Kongener Abkiirzung unmarkiert 3C,,markiert
a-1,2,5,6,9,10-Hexabromcyclododecan a-HBCD X X
B-1,2,5,6,9,10-Hexabromcyclododecan B-HBCD X X
v-1,2,5,6,9,10-Hexabromcyclododecan vy-HBCD X X

Unmarkierte HBCD-Standardlésungen wurden bei CHRCiisotopenmarkierte bei
Wellington bezogen. Die Konzentration der Stammhggin betrugen jeweils 50 +/- 2,5
png/ml in Toluol. Die chemische Reinheit war nit 98 %, die Isotopenreinheit der
isotopenmarkierten Verbindungen mif9 % angegeben.
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Tabelle 6: Zur Quantifizierung von PBDE verwendeteinterne Standardlosung. Das
Losungsmittel ist ein Gemisch aus Cyclohexan und Ronan.

3%C,,-markierte Kongenere Konzentration [pg/ul]
BDE 15 5
BDE 28 10
BDE 47 12,5
BDE 77 12,5
BDE 99 15
BDE 100 15
BDE 126 15
BDE 153 25
BDE 183 25
BDE 209 160

Tabelle 7: Zur Quantifizierung von PBDD/F verwendet interne Standardlésung. Das
Losungsmittel ist ein Gemisch aus Toluol und n-Noma

3C,-markierte Kongenere Konzentration [pg/ul]
2,3,7,8-TBDD 2
1,2,3,7,8-PeBDD 3
1,2,3,4,7,8-HxBDD 4
1,2,3,6,7,8-/1,2,3,7,8,9-HXBDD 4
OBDD 40
2,3,7,8-TBDF 2
1,2,3,7,8-PeBDF 3
2,3,4,7,8-PeBDF 3
1,2,3,4,7,8-HxBDF 4
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Tabelle 8: Zur Quantifizierung von PXDD/F verwendet interne Standardiésung. Das
Losungsmittel ist ein Gemisch aus Toluol und n-Norma

3%C,,-markierte Kongenere Konzentration [pg/ul]
2,3,-DB-7,8-DCDD 2
1-B-2,3,7,8-TCDD 2

Tabelle 9: Zur Quantifizierung von HBCD verwendeteinterne Standardiésung. Das
Losungsmittel ist Toluol.

¥%C,,-markierte Diastereomere Konzentration [pg/ul]
a-HBCD 100
B-HBCD 100

y-HBCD 100
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Tabelle 10: Zur Quantifizierung von PBDE verwendeteKalibrierlosung. Das

Lésungsmittel ist ein Gemisch aus Cyclohexan und Ronan.

Unmarkierte Kongenere

Konzentration der Kalibrierlé sungen in pg/ul

BDE 15 0,125 0,25 0,5 2,5 5 12,5
BDE 17 0,25 0,5 1 5 10 25
BDE 28 0,25 0,5 1 5 10 25
BDE 47 0,313 0,625 1,25 6,25 12,5 31,3
BDE 66 0,313 0,625 1,25 6,25 12,5 31,3
BDE 71 0,313 0,625 1,25 6,25 12,5 31,3
BDE 75 0,313 0,625 1,25 6,25 12,5 31,3
BDE 77 0,313 0,625 1,25 6,25 12,5 31,3
BDE 85 0,375 0,75 1,5 7,5 15 37,5
BDE 99 0,375 0,75 1,5 7,5 15 37,5
BDE 100 0,375 0,75 15 7,5 15 37,5
BDE 119 0,375 0,75 15 7,5 15 37,5
BDE 126 0,375 0,75 15 7,5 15 37,5
BDE 138 0,625 1,25 2,5 12,5 25 62,5
BDE 153 0,625 1,25 2,5 12,5 25 62,5
BDE 154 0,625 1,25 2,5 12,5 25 62,5
BDE 183 0,625 1,25 2,5 12,5 25 62,5
BDE 190 0,625 1,25 2,5 12,5 25 62,5
BDE 203 1,25 2,5 5 25 50 125
3C,-markierte Kongenere

BDE 15 2,5

BDE 28 5

BDE 47 6,25

BDE 77 6,25

BDE 99 7,5

BDE 100 7,5

BDE 126 7,5

BDE 153 7,5

BDE 183 12,5

Wiederfindungsstandard

Mirex 20
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Tabelle 11: Zur Quantifizierung von BDE 209 verweneéte Kalibrierlésungen. Das
Losungsmittel ist ein Gemisch aus Cyclohexan und Ronan.

Konzentrationen der Kalibrierldsungen in pg/pul

12c,-BDE 209 40 200 400
13¢c,,-BDE 209 160

Wiederfindungsstandard
Mirex 20

Tabelle 12: Zur Quantifizierung von PBDD/F verwendée Kalibrierlosungen. Das
Lésungsmittel ist ein Gemisch aus Toluol und n-Nora

unmarkierte Kongenere Konzentrationen der Kalibrierlésungen in pg/ul
2,3,7,8-TBDD 0,015 0,03 0,06 0,12 0,18 0,36 0,9
1,2,3,7,8-PeBDD 0,023 0,045 0,09 0,18 0,27 054 513
1,2,3,4,7,8-HxBDD 0,03 0,06 0,12 0,24 0,36 0,72 1,8
1,2,3,6,7,8-HxBDD 0,03 0,06 0,12 0,24 0,36 0,72 1,8
1,2,3,7,8,9-HxBDD 0,03 0,06 0,12 0,24 0,36 0,72 1,8
OBDD 0,3 0,6 1,2 2,4 3,6 7,2 18
2,3,7,8-TBDF 0,015 0,03 0,06 0,12 0,18 0,36 0,9
1,2,3,7,8-PeBDF 0,023 0,045 0,09 0,18 0,27 054 51,3
2,3,4,7,8-PeBDF 0,023 0,045 0,09 0,18 0,27 054 51,3
1,2,3,4,7,8-HxBDF 0,03 0,06 0,12 0,24 0,36 0,72 1,8
1,2,3,4,6,7,8-HpBDF 0,045 0,09 0,18 0,36 0,54 1,08 2,7
OBDF 0,3 0,6 1,2 2,4 3,6 7.2 18
3¢, ,-markiert

2,3,7,8-TBDD 1

1,2,3,7,8-PeBDD 15

1,2,3,4,7,8-HxBDD 2

1,2,3,6,7,8-/ 2

1,2,3,7,8,9-HxBDD

OBDD 20

2,3,7,8-TBDF 1

1,2,3,7,8-PeBDF 15

2,3,4,7,8-PeBDF 15

1,2,3,4,7,8-HxBDF 2

Wiederfindungsstandard
3C,»BDE 77 5
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Tabelle 13: Zur Quantifizierung von tetra- und pentasubstituierten PXDD/F verwendete
Kalibrierlosungen. Das Lésungsmittel ist ein Gemidt aus Toluol und n-Nonan.

unmarkierte Kongenere Konzentrationen der Kalibrierlosungen in pg/ul
2-B-3,7,8-TriCDD 0,04 0,1 1
3-B-2,7,8-TriCDF 0,04 0,1 1
2,3-DiB-7,8-DiCDD 0,06 0,15 15
1-B-2,3,7,8-TCDD 0,06 0,15 15
2-B-1,3,7,8-TCDD 0,06 0,15 15
1-B-2,3,7,8-TCDF 0,06 0,15 1,5
3%C,,-markierte Kongenere

2,3-DiB-7,8-DiCDD 1

1-B-2,3,7,8-TCDD 1

Wiederfindungsstandard
*C,BDE 77 2

Tabelle 14: Zur Quantifizierung von HBCD verwendeteKalibrierlésungen. Das
Lésungsmittel ist Toluol.

unmarkierte Diastereomere Konzentrationen der Kalitrierlésungen in pg/ul
a-HBCD 2 10 25 100 200
B-HBCD 2 10 25 100 200
y-HBCD 2 10 25 100 200
3C,-markierte Kongenere

a-HBCD 100

B-HBCD 100

y-HBCD 100

Wiederfindungsstandard
*c,-BDE 77 25
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Anhang 2: Probenaufarbeitung zur Bestimmung von PBEE, PBDD/F und PXDD/F

Homogenisierung der Probe

Bei fetthaltigen Lebensmittelproben wurden nur desbaren Anteile verwendet und mit
Mixern (Thermomix, Vorwerk, Wuppertal, D) ca. 10800 g zerkleinert und gleichzeitig
homogenisiert. Die homogenisierte Probe wurde dieftdnd zur Gefriertrocknung
eingesetzt. Homogenisierte Milchproben wurden diradefriergetrocknet, bei nicht
homogenisierter Milch (z.B. Rohmilch) erfolgte zsterdie Rahmabtrennung mittels
Kuhlzentrifuge (Sigma 6K10, Osterode, D) bei 4 2@l wanschliel3end die Gefriertrocknung
des Rahms. Fir diese Proben war eine Bestimmungretégehaltes nicht moéglich. Frische
pflanzliche Lebensmittel wurden mit Mixern zerkleibhund homogenisiert und anschlieRend
gefriergetrocknet. Die Zugabe der internen Starglartblgte hier direkt auf die Probe vor der
Gefriertrocknung. Humanmilchproben wurden vor dezfriértrocknung durch intensives
Schitteln bzw. Rihren bei gleichzeitigem Erwarmewwest wie moglich homogenisiert und
anschlieBend vollstandig oder in Teilmengen geajaaocknet. Trockene Futtermittelproben,
wie Pellets oder trockene Einzelkomponenten mitimgem Wassergehalt < 15 %, wurden
mit einem Mixer zerkleinert und homogenisiert urghd direkt zur Extraktion eingesetzt.

Gefriertrocknung

Ein Aliquot der homogenisierten Probe wurde zurckrmng eingesetzt. Die Einwaage (bis
ca. 300 g) richtete sich dabei nach dem Fettgethatt Proben. Nach Trocknung und
Extraktion sollte mdglichst 5-10 g Fett zur Verfingustehen. Vor der Gefriertrocknung
wurden die Proben auf ungefahr -40° C tiefgefronamd anschlieend mittels einer
Gefriertrocknungsanlage (Martin Christ Gefriertroakgsanlagen, Osterode, D) getrocknet.
Die Trocknungszeiten richteten sich dabei nach fgehalt und Probeneinwaage. Als
Beispiel werden in Tabelle 1 die Parameter der i&#focknung von Humanmilch

zusammengefasst:
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Tabelle 1: Parameter fur die Gefriertrocknung von Humanmilch

Trocknungsabschnitt Sollwert Temperatur Sollwert Vakuum Zeit
[°C] [mbar] [h:min]

1 -30 0,370 0:01
2 -20 0,370 0:30
3 -20 0,370 0:30
4 20 0,370 1:30
5 20 0,370 15:00
6 25 0,070 3:00

Extraktion

Fettextraktion:

Die gefriergetrocknete Probe wurde direkt in einéas@xtraktionshilse mit Glasfritte

(Innendurchmesser: 4 cm, Lange: 10 cm, mit Glasiiése) fur die Twisselmann-Extraktion

eingefullt und mit Glaswolle abgedeckt.

Diese Biimnsmethode wurde bereits

routinemaRig fir die Extraktion von PCDD/F und P®BLebensmitteln und Futtermitteln

sowie Humanmilch im CVUA Freiburg eingesetzt (Matisund van Leeuwen, 2002). Dabei

hat die Probe im Gegensatz zur Soxhlet-Extrakti@rmanent Kontakt mit heil3em

Losungsmittel (siehe Abbildung 1).
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Probe
in Glashiilse mit Fritte

Extraktionslésungsmittel

Abbildung 1: Aufbau einer Extraktionsapparatur zur heiRen Extraktion von
biologischen Proben mit Twisselmann-Extraktor und Dmrothkthler. Die Probe wird in
einer Glashilse mit Fritte vorgelegt und das Extrakionslosungsmittel erhitzt.

Als Loésungsmittel wurde fur fetthaltige Lebensniiti@uf3er Rohmilch) und fetthaltige
Futtermittel ein Gemisch aus Cyclohexan und Toldell) eingesetzt. Der abgetrennte und
getrocknete Rahm der Rohmilch wurde nach Soxhlet mHexan extrahiert. Fur
homogenisierte Kuhmilch und Humanmilch sowie Milalyer wurde die Twisselmann-
Extraktion mit einem Gemisch aus Ethanol und Tolg@+30) durchgefihrt. Dabei werden
auch die polareren Fettanteile mitextrahiert. Dieseettrohextrakt wurde mittert-
Butylmethylether zur Abtrennung mitextrahierter grer Fettbegleitstoffe aufgereinigt. Dazu
wurde der getrocknete Fettrohextrakt fur ca. 12bmsin unter Ultraschallbehandlung in 80 ml
tert-Butylmethylether suspendiert. Zur Abtrennung untbsr Stoffe wurde die Losung
anschlieBend zentrifugiert. Die Uberstehende Loswmgle abdekantiert und das Zentrifugat
erneut in gleicher Weise mit 30 miert-Butylmethylether behandelt. Dietert-
Butylmethylether-Extrakte wurden anschlie3end vegei Der getrocknete Fettextrakt wurde

zur gravimetrischen Bestimmung des Fettgehaltszundaveiteren Aufarbeitung eingesetzt.
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Extraktion bei pflanzlichen Proben:

Die Aufarbeitung von pflanzlichen Proben ist bis @elpermeationschromatographie (GPC)
mit denjenigen der PCDD/F- und PCB-Bestimmung ideht (Malisch et al., 1997). Eine
spezielle Validierung dieser Schritte fur die PBOEBDD/F und PXDD/F wurde nicht
durchgefuhrt. Die weiteren Aufreinigungsschrittecimader GPC entsprachen dann wieder

denjenigen fur fetthaltige Proben.

Fetteinwaage und Zugabe des internen Standards

Ein Aliquot des extrahierten Fettes, das alle ztensnchenden Analyten enthalt, wurde mit
den*3C,-isotopenmarkierten Standards fiir PBDE (30 pl), BBD(10 pl) und PXDD/F (25
pul) dotiert. Dafr wurden, wenn moglich, maximal 78, g Fett in 25 ml
Essigsaureethylester/Cyclohexan-Gemisch (1+1) geldsdd nach Zusatz der internen
Standards gemischt. Zur Abtrennung von Partikekh Tribungen wurde die Losung in 25-
ml-Braunglas-Zentrifugenglaser utberfuhrt und in eeinKihlzentrifuge (Sigma 6K10,
Osterode, D) 5 min bei 20 °C und 4000 U/min zeuogidrt.

Automatisierte Gelpermeationschromatographie

Pro Injektion wurden 5 ml des Probenextraktes ayggen. Der Fluss der mobilen Phase
betrug 5 ml/min. Elutionslésungsmittel war ein Geohi aus Essigsaureethylester/Cyclohexan
1+1 (v/v). Die Elutionsbereiche der Analyten wurdemttels reiner Standardlésungen
ermittelt. Als Anhaltspunkte dienten die Fraktianiegsvolumen fur PCDD/F sowie PCB.
Aufgrund geratespezifischer Besonderheiten konniesgesamt nur 20 ml Probe (4
Injektionen & 5 ml) auf die Saule aufgegeben wer@amit konnten insgesamt maximal 3,0
g Fett bei 3,75 g Fetteinwaage in 25 ml aufgeagb&ierden. Die Fraktion bis 19 min wurde
verworfen und die Fraktion 19 bis 35 min in eined®5nl-Rundkolben gesammelt.

Herstellung der Gelsaule:

50 g Bio-Beads S-X3 (Bio-Rad Laboratories, HerculdSA) wurden in einem 600-ml-
Becherglas mit 200 ml Essigsaureethylester/Cyclahek+1 (v/v) aufgeschlammt und far
mindestens 3 — 4 h quellen gelassen. Die Chromgtbgrsaule (Latek Labortechnik,

Eppelheim, D) hatte eine Lange von 58 cm und eineendurchmesser von 25,4 mm und
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das Volumen wurde mittels zweier Verteilerstempebestellt. Das gequollene Gelmaterial

wurde in die Saule eingeschlammit.

Aufkonzentrierung der Extrakte und Zusatz des ,Keepers"

Die vereinigten gelchromatographischen Eluate wura® Rotationsverdampfer bis auf ein
Restvolumen von einigen Millilitern eingeengt. Dééngeengten Extrakte wurden mittels
Essigsaureethylester/Cyclohexan 1+1 (v/v) in eigBmml-Braunglas-Spitzkolben mit 3-ml-
Spitzansatz tberfuhrt und bei gleichzeitiger Bestung von PCB mit 50 pl n-Dodecan als
.Keeper* versetzt. Diese LOsung wurde am Rotatiendampfer bis auf circa 0,5 ml
eingeengt. Losungsmittelreste wurden dann im Stifissrom bei 50 °C abgeblasen. Der

eingeengte Rickstand der Gelchromatographie warda.i2 ml n-Heptan gelost.

Kieselgel/Schwefelsaure-Saule

Der Extrakt wurde unter mehrmaligem NachspilenKigbens mit n-Heptan auf die Saule
aufgegeben. Die Elution erfolgte mit insgesamt Atnrileptan. Das Eluat wurde in einem

25-ml-Braunglas-Spitzkolben mit 3-ml-Spitzansatigatangen.

Herstellung der Kieselgel-Schwefelsaure-Saule:

300 g Kieselgel wurden bei 600 °C mindestens 1 Muffelofen gegliht, dort auf circa 100
°C abgekuhlt und bis zur Abkihlung auf Zimmertenaper im Exsikkator aufoewahrt.

Zur Herstellung der Kieselgel-Schwefelsdure-Misahwurden 100 g gegluhtes Kieselgel in
eine 500-ml-Schraubverschlussflasche eingewogeming5 ml (46 g) Schwefelsdure 96 %
versetzt. Die verschlossene Flasche wurde fur @réabis zur Homogenitat der Mischung
geschuttelt und mindestens 12 h stehen gelassendetstellung der Kieselgel-Natronlauge-
Mischung wurden 100 g gegluhtes Kieselgel in es@8-ml-Schraubverschlussflasche mit 30
ml 1 molarer Natronlauge versetzt. Die verschlosdeasche wurde bis zur Homogenitat der
Mischung geschittelt und mindestens 12 h stehesgeh. Zur Herstellung von Kieselgel mit
5 % Wasser wurden 95 g gegluhtes Kieselgel in é068rml-Schraubverschlussflasche mit 5
g Wasser versetzt. Die verschlossene Flasche woidleur Homogenitat der Mischung

geschiuttelt und mindestens 12 h stehen gelassen.
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Eine 10 cm lange Braunglas-Chromatographie-Sauleemém Innendurchmesser von 1 cm
und aufgesetztem Trichter wurde mit einem mit Tblegtrahierten Glaswolle-Pfropfen

beschickt und anschlie3end in folgender Reihenfbé&jallt:

- 0,3 g Kieselgel mit 5 % Wasser

- 1,0 g Kieselgel/Natronlauge-Mischung

- 0,3 g Kieselgel mit 5 % Wasser

- 1,0 g Kieselgel/Schwefelsaure-Mischung
- 0,3 g Kieselgel mit 5 % Wasser

Die gepackte Saule wurde anschlielend mit 40 mept&h konditioniert. Die Kieselgel-

Schwefelsaure-Saule wurde fir jede Probe neu hetljes

Florisil-Saule

Hier erfolgte die Abtrennung der PBDE und PCB ven @ XDD/F. Das auf 1 ml eingeengte
Eluat der Kieselgel-Schwefelsdure-Saule wurde diteker zweimaligem Nachspilen des

Kolbens (insgesamt ca. 5 ml) auf die Saule gegeben.

Herstellung der Florisil-Saule:

100 g Florisil wurden bei 600 °C mindestens 10 8&amim Muffelofen gegliiht, dort auf
circa 100 °C abgekihlt und bis zur Abkihlung aufmiiertemperatur im Exsikkator

aufbewabhrt.

Zur Herstellung des mit 3 % Wasser desaktiviertéorisils wurden 97 g des geglihten
Florisils in einer 500-ml-Schraubverschlussflaschié 3 g Wasser versetzt. Die Mischung
wurde circa 5 min von Hand bis zur Homogenitat iéschung leicht geschiittelt und dann
mindestens 24 h im verschlossenen Gefal3 bei Rawpetamr stehen gelassen. Nach einem
Tag wurde die Mischung erneut geschittelt und abksrrfiir 24 h stehengelassen. Um
Veréanderungen der Aktivitdt durch Aufnahme von faifthtigkeit zu vermeiden, wurde die
Mischung mindestens monatlich frisch angesetzt. Séféieies Natriumsulfat wurde fur
mindestens 12 h im Muffelofen bei 650 °C geglulatcauf circa 100 °C abgekuhlt und bis
zur Abkuhlung auf Zimmertemperatur im Exsikkatoftewahrt.
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Eine 30 cm lange Braunglas-Chromatographie-Sauleemém Innendurchmesser von 1 cm
und einem 50-ml-Vorratsgefald wurde mit einem miludbextrahierten Glaswolle-Pfropfen
beschickt und mit n-Heptan bis zum Vorratsgefalilje g desaktiviertes Florisil wurden
langsam eingerieselt und durch vorsichtiges Kreiseftblasenfrei eingeschichtet.
Anschliel3end wurde das Florisil mit einer diinnehi&a geglihtem Natriumsulfat (circa 0,3
g) Uberschichtet und das Uberstehende n-Heptanaaisga. Die Florisil-Saule wurde fiir jede

Probe neu hergestellt.

PBDE- und PCB-Aufarbeitung
n-Heptan-Fraktion der Florisil-Saule:

Die Elution der polybromierten Diphenylether erteignit 50 ml n-Heptan (abziglich der
zum Nachspiilen verbrauchten Menge). Das Eluat wdadié in einem 100-ml-Spitzkolben

mit 1-ml-Spitzansatz aufgefangen. Eine saulenchtognaphische Abtrennung der PBDE
von den PCB fand nicht statt. Sollen neben PBDEh&€B bestimmt werden, wird das n-
Heptan-Eluat der Florisil-Saule im Verhaltnis 1:&tejlt. Die PBDE-Fraktion wurde am

Rotationsverdampfer bis auf circa 5 ml eingeengtumter Nachspilen mit n-Heptan in einen
25-ml-Spitzkolben mit spitzzulaufendem 1-ml-Spitzaiz Gberfuhrt.

Analysenextrakt PBDE:

Zur Bestimmung der Wiederfindung wurde der aufkonderten Losung 50 pl (entspricht 2
ng) des Wiederfindungsstandard Mirex zugesetzt.hNdem Einengen der Ldsung am
Rotationsverdampfer auf circa 1 ml wurden die L@smittelreste im Stickstoffstrom

entfernt. Der Rickstand wurde unter Abspulen des®and in 30 pl Cyclohexan (50 ul bei
gleichzeitiger PCB-Bestimmung) aufgenommen, im agithallbad gelost und auf dem
Reagenzglasschuttler vorsichtig geschiittelt. Diediédt GC/MS-Analytik messfertige Lésung

wurde in ein 0,7-ml-Probeglaschen aus Braunglasfiiitoe.
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Analysenextrakt PCB:

Sollen zusatzlich auch di-, mono- und nicht-ortobstituierten PCB untersucht werden, wie
z.B. bei den Proben aus Haiti und Guiyu, wird dadtere Aufarbeitung geman der etablierten
Methode des CVUA Freiburg durchgefuhrt (Malisclalet 2003).

PBDD/F- und PXDD/F-Aufarbeitung
Toluol-Fraktion der Florisil-Saule:

Nach der Elution der PBDE und PCB mit n-Heptan wuardie PBDD/F, PXDD/F zusammen
mit den PCDD/F mit 60 ml Toluol von der Florisil48é eluiert. Nach Einengen der Fraktion
und Abblasen mit Stickstoff bis zur Trockne wurder dRickstand in 1 ml n-Hexan
aufgenommen und unter zweimaligem Nachspulen ritrd,n-Hexan in ein Probeglaschen

fur das Aktivkohle-Aufreinigungssystem utberfuhrt.
Aktivkohle-Aufreinigung:

Mittels des automatisierten Aktivkohle-Aufreinigussystems erfolgte eine weitere
Nachreinigung des Extraktes und speziell die Altuexyy noch vorhandener PCB- und
PBDE-Spuren. Das System (Gilson, Middleton, USA3taed aus zwei HPLC-Pumpen (fur
n-Hexan und Toluol), Injektor, Fraktionssammler, sthkammer sowie der jeweils

verwendeten Aktivkohle-Saule.

Nach der Aufgabe des Extraktes (Aufgabevolumenl)2vuarde die Saule mit 30 ml n-Hexan
(Fluss: 1,5 ml/min) gespult und die Verbindungercitiel3end in umgekehrter Richtung mit
37,5 ml Toluol bei einem Fluss von 1,5 ml/min in0i@I-Spitzkolben mit 1-ml-Spitzansatz
eluiert. Eine Auftrennung in PCDD/F, PBDD/F und PB{B wurde nicht durchgefihrt.

Herstellung der Aktivkohle-Saulen:

10 g Carbopack B (SUPELCO, Bellefonte, USA) wur@dnStunden mit Toluol extrahiert.
Celite 545 (Merck, Darmstadt, D) wurde im Muffelofbei 600 °C gegliiht. 0,2 g gereinigtes
Carbopack B und 2 g geglihtes Celite 545 wurden di&@ PBDD/F- und PXDD/F-
Aufreinigung in einem Schraubdeckelglas 5 min duthitteln gemischt. 0,5 g der
Mischung wurden in eine Glassaule (Innendurchmedsem, Lange: 10 cm, Chem Valve

Omnifit, Cambridge, GB) eingefillt, auf ca. 12 mnusammengepresst und in das
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Probenaufarbeitungssystem eingebaut. Die PCB-Auftreg wurde entsprechend mit 2 g
Carbopack B und 2 g Celite 545 durchgefuhrt. Eieeignete Glasséaule (Innendurchmesser:
1lcm, Lange: 25 cm, Chem Valve Omnifit, Cambridg®) ®urde beflllt, auf ca. 14,5 cm
zusammengepresst und in das Probenaufarbeitungssgstgebaut.

Analysenextrakt PBDD/F und PXDD/F:

Die Toluolfraktion wurde auf 1 ml aufkonzentriert20 pl (100 pg) des
Wiederfindungsstandards BDE 77°Q.-isotopenmarkiert) zugegeben und anschlieRend
nahezu zur Trockne eingeengt und je nach benotigiadvolumen (Quantifizierung von
PBDD/F, PXDD/F und/oder PCDD/F) in 20 bis 50 pldalaufgenommen.
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Anhang 3: Probenaufarbeitung zur Bestimmung von HBO

Die Bestimmung von HBCD liel3 sich nicht in die beydestehende Methode zum Nachweis
von PBDE, PBDD/F und PXDD/F einbauen. Deshalb wuide separate moglichst einfache

und schnelle Methode entwickelt.

Die Gefriertrocknung und Fettextraktion erfolgtem gleicher Weise wie fir die Ubrigen
bromierten Verbindungen. Einem Aliquot von 0,25e3 @xtrahierten Fetts wurden dann nach
Lésen in 2 ml n-Heptan 50 pl de€SC,-isotopenmarkierten Mischstandards (5 ng je

Diastereomer) zugesetzt.

Die Abtrennung von Fett und anderen oxidierbarergl@estoffen erfolgte Uber eine
Kieselgel-Schwefelsdure-Saule (Lange 10 cm, Innexmuhoesser: 1 cm) bestehend aus

folgenden Schichten (von oben nach unten):
- 0,5 g Kieselgel, desaktiviert mit 5 % Wasser (Hehghg siehe Anhang 2)
- 4 g Kieselgel-Schwefelsdure-Gemisch (HerstelluegesiAnhang 2)

- 0,5 g Kieselgel, desaktiviert mit 5 % Wasser (Hehghg siehe Anhang 2)

Nach der Probenaufgabe wurde die Saule mit 20 Heptan gespult, um alle PCDD/F,
PBDE und PCB zu eluieren. Die Elution der HBCD-Deasomere erfolgte im Anschluss mit
20 ml eines Gemisches aus n-Heptan und Dichlormethal) in einen 25 ml Spitzkolben
mit 3-ml-Spitzansatz. Das Eluat wurde danach auf Zaml aufkonzentriert, so daf3
Dichlormethan nahezu vollstandig entfernt war. B&trakt wurde auf eine mit 3 g Florisil
(desaktiviert mit 3 % Wasser) und ca. 0,25 g gdglilhNatriumsulfat gefillte Saule (Lange
30 cm, Innendurchmesser: 1 cm) gegeben. Nach adeRaufgabe erfolgte das Vorspulen
der Saule mit 20 ml n-Heptan, die Elution von HB@D Anschluss erneut mit 20 ml n-

Heptan/Dichlormethan (1+1) in einen 25 ml Spitzleribmit Spitzansatz.

Dieses Eluat wurde dann fur eine Quantifizierunggets HRGC/HRMS und LC/MS-MS im
Verhaltnis 1:1 geteilt. Fur die GC/MS-Messung agfelnach weiterem Aufkonzentrieren die
Zugabe des Wiederfindungsstandards BDE 77C.4isotopenmarkiert, 500 pg).
Anschlie3end wurde der Extrakt mit is fast zur Trockne eingeengt und in 30 ul Toluol
aufgenommen. Fur die LC/MS-Messung erfolgte nacftk@azentrieren bis fast zur Trockne
der Zusatz von 100 pl Methanol.
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Anhang 4: Quantifizierung mit HRGC/HRMS und LC/MS-M S

Tabelle 1: HRGC-Parameter fir die Quantifizierung von PBDE und HBCD

Trace GC (Thermo, Bremen, D)

Saule

Tragergas

Injektion

Injektionsvolumen

Injektortemperatur

Temperaturprogramm

Transferkapillare

DB-5-MS (J&W Scientific, Folsom, USA), Land&, 30 m,
ID: 0,25 mm, Filmdicke: 0,25 um

Helium 5.0
Fluss: 1,0 ml/min (30-m-Saule), 1,5 ml/min (15-mi&&
splitlos (splitlose Zeit: 1,5 bis 2 min)
PTV (splitlose Zeit: 2 min)
1l
300 °C
30-m-Séaule:

120 °C, 2min isotherm, 30 °C/min auf 210 °C, 3 °®@/iauf
255 °C, 20 °C/min auf 300 °C, 4min isotherm

15-m-Saule:

100 °C, isotherm 2min, 8 °C/min auf 220 °C, 5 °Gfrauf
320 °C, 4 min isotherm

280 °C

Tabelle 2 : HRGC-Parameter fiir PBDD/F und PXDD/F

Trace GC (Thermo, Bremen, D)

Saule

Tragergas

Injektion
Injektionsvolumen

Injektorprogramm

Temperaturprogramm

Transferkapillare

DB-5-MS (J&W Scientific, Folsom, USA), Lang& m, ID: 0,25
mm, Filmdicke: 0,25 um

Helium 5.0
Fluss: 1,5 ml/min (PBDD/F), 1,0 ml/min (PXDD/F)
PTV (Losungsmittel gesplitet)

5ul

100 °C, 0,2 min isotherm, Splig§ 70 ml/min, 700 °C/min auf
320 °C, 10 min isotherm, splitlose Zeit 2 min

PBDD/F:

100 °C, 2min isotherm, 8 °C/min auf 220 °C, 5 °Girauf 320 °C,
4 min isotherm

PXDD/F:
100 °C, 2min isotherm, 5 °C/min auf 320 °C
280 °C
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Tabelle 3: HRMS-Parameter zur Bestimmung von PBDEPBDD/F, PXDD/F und HBCD

MAT 95 XP (Thermo, Bremen, D)

lonisation Elektronenionisation
Elektronenenergie 45 eV
Filamentstrom 0,7 mA
Quellentemperatur 280 °C

Aufldsung (10 % Tal) 10’000 (8'000 - 14°000)




159

Tabelle 4. Isotopenmassen fir die Quantifizierung @n PBDE mittels SIM

PBDE lon Masse Masse Isotopen- SIM-Gruppe
unmarkiert [u]  **Cirmarkiert [u]  Verhaltnis
Di-BDE M* 325.8936 337.9339 051 1
[M+2]" 327.8916 339.9319
Tri-BDE [M+2]" 405.8021 417.8424
[M+4]* 407.8001 419.8403 1.02 2
Tetra-BDE  [M-2Br+2]" 325.8760 337.9162 203 3
[M-2Br+4]* 327.8741 339.9142
Penta-BDE [M-2Br+2]* 403.7865 415.8267 102 4
[M-2Br+4]" 405.7845 417.8247
Hexa-BDE  [M-2Br+4]* 483.6950 495.7352 153 c
[M-2Br+6]" 485.6930 497.7332
Hepta-BDE  [M-2Br+4]" 561.6055 573.6457 Lo 3
[M-2Br+6]"* 563.6035 575.6437
Octa-BDE [M-2Br+4]* 639.5156 077 ;
[M-2Br+6]* 641.5140
Deca.BDE [M-2Br+6]" 797.3350 809.3752 0.82 8
[M-2Br+8]* 799.3330 811.3732
Mirex 331.8096 079 5

333.8067
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Tabelle 5: Isotopenmassen fiir die Quantifizierung @n PBDD/F mittels SIM

PBDD/F lon Masse Masse Isotopen- SIM-Gruppe
unmarkiert [u] ~ **C,rmarkiert [u]  Verhaltnis
TBDD [M+4]* 499.6898 511.7301 154 .
[M+6]* 501.6878 513.7280
PeBDD  [M+4]" 577.6004 589.6406 103 X
[M+6]" 579.5983 591.6386
HxBDD [M+6]™ 657.5088 669.5491 137 3
[M+8]™ 659.5068 671.5470
HpBDD [M+6]™ 735.4193 747.4596 103 4
[M+8]" 737.4173 749.4575
OBDD [M+6]" 813.3298 825.3701 0.82 c
[M+8]" 815.3278 827.3681
TBDF [M+4]* 483.6949 495.7352 154 )
[M+6]* 485.6929 497.7331
PeBDF [M+4]" 561.6054 573.6457 103 )
[M+6]" 563.6034 575.6436
HxBDF [M+4]" 639.5159 651.5562 0.77 3
[M+6]" 641.5139 653.5542
HpBDF [M+6]™ 719.4244 731.4647 103 4
[M+8]™ 721.4224 733.4626
OBDF [M+6]" 797.3349 809.3752 0.82 c
[M+8]" 799.3329 811.3731
¥c,-BDE 77 [M+2]* 495.7529
0,69 1

[M+4]* 497.7508
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Tabelle 6: Isotopenmassen fur die Quantifizierung @n TXDD/F und PeXDD/F mittels
SIM

TXDD/F lon Masse Masse Isotopen-
unmarkiert [u] 3¢, -markiert [u] Verhéltnis
Br,ClDD M+2]* 363.8455 0.52
M+4]* 365.8434
Br,Cl,DD M+2]* 409.7929 421.8332 L1
[M+4]* 411.7900 423.8302
Br,Cl;DD M+2]* 453.7424
M+4]* 455.7404 085
Br,ClsDF M]* 347.8506
M+2]* 349.8485 052
Br,Cl,DF M+2]* 393.7980 ™
M+4]* 395.7960
Br,Cl;DF M+2]* 437.7475
[M+4]* 439.7454 085
Br,CI,DD M+2]* 399.8040 411.8442 120
M+4]* 401.8013 413.8415
Br,ClDD M+2]* 443.7537
M+4]* 445.7513 093
BrsCl,DD M+2]* 487.7033
M+4]* 489.7011 074
Br,Cl;DD [M+4]* 533.6508 L5
M+6]* 535.6486
Br,ClDF M+2]* 383.8091 120
M+4]* 385.8064
Br,Cl,DF M+2]* 427.7588 0.93
M+4]* 429.7563
Br,Cl,.DF M+2]* 471.7084 074
M+4]* 473.7061
Br,Cl;.DF [M+4]* 517.6558
[M+6]™ 519.6537 125
BCBDE 77  [M+2]* 495.7529
0,69

[M+4]* 497.7508
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Tabelle 7: Isotopenmassen fiir die Quantifizierung @n HBCD mittels SIM

1,2,5,6,9,10-HBCD lon Masse Masse Isotopen-
unmarkiert [u]  **C,-markiert [u] Verhaltnis
[M-3Br-2H+2J" 398.8776 410.9179
% a,B,y-HBCD . 1,02
[M-3Br-2H+4] 400.8756 412.9158
[M-Br+4]* 560.7289 572.7687 102
[M-Br+6]* 562.7269 574.7667 ’
¥c,-BDE 77  [M+2]* 495.7529
0,69

[M+4]* 497.7508
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Tabelle 8: HPLC-MS-Parameter fir die Quantifizierung von HBCD

Agilent 1100(Agilent Technologies, Palo Alto, USA)

Saule

mobile Phase

Injektionsvolumen:

Gradient
[min]

0

7,5

10,5
10,51
11,50
11,51
14,75
14,76

Druck

Luna C18(2) (Phenomenex, Aschaffenburg, D)
Phase: g, “endcapped”
Dimension: LaAnge 50 mm, I.D. 2 mm
Partikelgrof3e: 5 um
PorengréRe: 100 A

A: fD/Methanol/Acetonitril
B: Methanol/Acetonitril

10 pl
A [%] B [%0] Fluss [ml/min]
50 50 0,25
0 100 0,25
0 100 0,25
0 100 1,5
0 100 1,5
50 50 0,8
50 50 0,8
50 50 0,25
400 bar

Micromass Quattro LC (Waters, Milford, USA)

MS
lonisation
Modus

Massen

Konusspannung

Kollektorspannung

Tandem-Massenspektrometer
ESI (-)

Selektion eines Vorlauferions im 1. Quadrupehgmentierung im
2. Quadrupol und Selektion eines Produktions iQ@@adrupol
(,multiple reaction monitoring“, MRM)

Vorlauferion Produktion
638,5 78,8
640,5 78,8
640,5 80,8
652,5 78,8

15V

15eV
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