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1. Einleitung

In die Umwelt eingebrachte natlrliche und kiinstliche Substanzen vermégen das hormonelle
Gleichgewicht von Organismen empfindlich zu stéren. Dieses Umweltproblem existiert seit
geraumer Zeit, aber die Belastung der Umwelt mit hormonell-aktiven Substanzen ist erst seit
den 90er Jahren des vergangenen Jahrhunderts in den Blickpunkt von Wissenschaft und
Offentlichkeit geriickt. Dabei waren der erste Estrogentest bereits in den 20er Jahren entwi-
ckelt und erste Untersuchungen in den 50er Jahren des vergangenen Jahrhunderts durchge-
fuhrt worden. In dem viel beachteten Buch 'Unsere bedrohte Zukunft' ('Our stolen future’)
[Colborn et al., 1996] zeigt Theo Colborn mit Hilfe der zusammengetragenen Beispiele sehr
deutlich welche Folgen hormonell-aktive Substanzen in der Umwelt verursachen kénnen. Im
Vordergrund der derzeitigen Diskussion stehen korperfremde Hormone, so genannte Xeno-
hormone, mit estrogener Wirkung. Dazu gehoren unter anderem Phytoestrogene (von Pflan-
zen gebildet, wie z.B. Genistein), Mykoestrogene (von Pilzen gebildet, wie z.B. Zearalenol),
polychlorierte Biphenyle, DDT, Bisphenol A, einige Zinn-organische Verbindungen und die
Abbauprodukte der 4-Alkylphenolethoxylate (4-APEO).

Die Einfuhrung der 4-APEO begann in den 40er Jahren des vergangenen Jahrhunderts und
sie gehoren mittlerweile zu der mengenmaRig grélten Klasse nichtionischer Tenside. Nach
ihrem Einsatz in Reinigungsmitteln gelangen die biologischen Abbauprodukte gréRtenteils
Uber die Klaranlagen als Abwasser in die aquatische und als Klarschlamm in die terrestri-
sche Umwelt. Bei dem biologischen Abbau entstehen folgende Hauptabbauprodukte:
4-Nonylphenol (4-NP), 4-tertiar-Octylphenol (4-tert.-OP), 4-Nonylphenolmonoethoxylat
(4-NP1EOQO) und 4-Nonylphenoldiethoxylat (4-NP2EO).

Neben der Belastung fur die Umwelt ist vor allem die Belastung des Menschen von gro3em
Interesse. Dabei spielt insbesondere die perorale Aufnahme, also die Uber die Nahrung, eine
wesentliche Rolle. Diese Substanzen gelangen auf verschiedensten Eintragswegen in die
Lebensmittel. Sie kénnen als Hilfs- oder Wirkstoff in Pflanzenschutzmitteln direkt in pflanzli-
che oder indirekt in tierische Lebensmittel, als Kunststoffadditiv Uber Verpackungsmaterialien
fur Lebensmittel, nach ihrem Einsatz als Reinigungsmittel in der Lebensmittelindustrie
und/oder Uber das Trinkwasser beim Behandeln oder Zubereiten von Lebensmitteln in diese
gelangen. Aus toxikologischer Sicht ist es wichtig, die tagliche Aufnahmemenge Uber die
Nahrung, den so genannten ’daily-intake’, abschatzen zu kénnen. Diese Abschatzung sollte
fur Sauglinge und Kleinkinder extra durchgeflhrt werden, da sich die Erndhrung von Saug-
lingen und Kleinkindern sowohl quantitativ als auch qualitativ von der der Erwachsenen un-
terscheidet. Zusatzlich besitzen sie eine groRere Empfindlichkeit gegenlber Stérungen von
hormonell-aktiven Substanzen, da sie sich noch in der Entwicklungsphase befinden.



1.1. Eigenschaften der 4-Alkylphenole (4-AP) und der 4-Alkylphenol-
ethoxylate (4-APEO)

1.1.1. Stoffdaten, Darstellung und Verwendung

Alkylphenole sind Phenol-Derivate, die am aromatischen Ring eine oder mehrere Alkylgrup-
pen tragen. Sie umfassen eine grol’e Substanzklasse mit ca. 130 Einzelverbindungen. Im
Folgenden geht es um Alkylphenole mit einer Cg- (Nonylphenol) bzw. Cg-Alkylgruppe (Octyl-
phenol).

4-Nonylphenol (4-NP):

Bei der technischen Synthese von Nonylphenol wird Phenol in einem sdurekatalysierten
Prozess mit einer Mischung von Nonen-lsomeren zu Nonylphenol alkyliert. Dabei entsteht
das technische Nonylphenol-Gemisch (CAS-Nr.: 25154-52-3) mit einer 1-/4-Normalverteilung
von 1:9 [Leisewitz et al., 1997]. Es ist viskos, farblos bis gelb, besitzt einen phenolartigen
Geruch und ist stark wassergefahrdend (Wassergefahrdungsklasse (WGK) 3). Der
Schmelzpunkt des technischen Nonylphenol-Gemisches betragt 2 °C und der Siedepunkt
betragt 295 °C bei Atmospharendruck [bgvv, 1999].

Zusatzlich fuhrt die chemische Zusammensetzung des Nonens zu einer komplexen Mi-
schung von Nonylphenolen, die aus Isomeren mit unterschiedlich verzweigten Alkylketten
bestehen, so auch beim Hauptprodukt 4-NP [Thiele et al., 1997]. Theoretisch kbnnen dabei
insgesamt 211 verschiedene 4-NP-Konstitutionsisomere bzw. 548 verschiedene 4-NP-
Isomere entstehen, wenn man alle anderen Stereoisomere mit einbezieht [Glnther, 2003].

4-NP (s. Abbildung 1) (CAS-Nr.: 84852-15-3) wurde in die WGK 3 bzw. als stark wasserge-
fahrdend eingestuft. Die Wasserloslichkeit betragt bei 20,5 °C 5,4 mg/L, und der Verteilungs-
koeffizient log Kon liegt bei pH 7 je nach Bestimmungsverfahren zwischen 3,28 — 4,48. Die
weltweiten Produktionskapazitaten fir Nonylphenol lagen bei 450.000 t/a. [Gullden et al.,
1997; Leisewitz et al., 1997; Rippen, 2003]

In Westeuropa wurden nach Leisewitz et al.,, 1997, ca. 50 % des produzierten 4-NPs als
chemisches Zwischenprodukt fir die Kunststoffindustrie verwendet. Es wurde als Edukt flr
die Darstellung von Phenolharzen, Antioxidantien (meistens zu Tris-(nonylphenyl)-phosphit)
und Hartungsbeschleunigern verwendet. Uber 40 % setzte man zu Ethoxylaten um (s. unten)
und verwendete sie als Wasch- und Reinigungsmittel, Hilfsstoffe flir Pflanzenschutzmittel,
Hilfsmittel und als Additiv in der Textil-, Leder-, Papier- Metall- und Zement-Industrie. Des
Weiteren wurde es in anderen Bereichen, wie z.B. als Zusatz zu Kosmetika oder in Pestizid-
formulierungen, eingesetzt.

4-tertiar-Octylphenol (4-tert.-OP):

Die Synthese erfolgt Uber Trimethylpenten, das entsprechend dem Nonen, mit Phenol zu
4-tert.-OP (4-(1,1,3,3-Tetramethylbutyl)phenol) umgesetzt wird.

4-tert.-OP (s. Abbildung 1) (CAS-Nr.: 140-66-2) wurde in die WGK 2 bzw. als wassergefahr-
dend eingestuft. Die Wasserldslichkeit betragt bei 20,5 °C 12,6 mg/L, und der Verteilungsko-
effizient log Ko liegt bei 3,96.



Es dient als Zwischenprodukt zur Darstellung der 4-Octylphenolethoxylate (s. unten). Der
weltweite Verbrauch an 4-tert.-OP lag 1995 bei 450 t/a. [Giilden et al., 1997; Leisewitz et al.,
1997; Rippen, 2003]

/©/C9H19 /©/C8H17 \/ﬁ\o/©/C9H19
HO HO 11O

n

4-Nonylphenol 4-tert.-Octylphenol 4-Nonylphenolethoxylat (n=1-100)

Abbildung 1: Strukturformein der 4-AP und der 4-NPnEO

Alkylphenolethoxylate (4-APEO):

Die Darstellung der 4-APnEO (n = 1 - 100), die zur Klasse der nichtionischen Tenside geho-
ren, erfolgt durch eine Ethoxylierung der Alkylphenole mit KOH/Ethanol als Katalysator. Da-
bei wird ein bekanntes, molares Verhaltnis zwischen Ethylenoxid und Alkylphenol eingesetzt.
Die Produkte bestehen aus einer Mischung von oligomeren Homologen mit einer unter-
schiedlichen Lange der Polyethoxylatkette, die der Poisson-Verteilung entspricht [Thiele et
al., 1997]. Die Literatur besagt, dass 80 bis 90 % aller 4-APnEO die Nonylphenolethoxylate
(4-NPEQ) ausmachen [Gunther et al., 2001; Sabik et al., 2003]. Dabei werden flr technische
Produkte 4-NPnEO mit n = 100 Ethoxylateinheiten verwendet, wobei in Reinigungsmitteln 4-
NPnEO mit n = 9 — 10 Ethoxylateinheiten dominieren [Gllden et al., 1997].

Die Einfihrung der 4-APnEO begann in den 40er Jahren des vergangenen Jahrhunderts
[White et al., 1994]. Mittlerweile werden alleine von den 4-NPnEO (s. Abbildung 1) weltweit
650.000 t/a dargestellt und ein Umsatz von 600 Millionen € erzielt [GUnther et al., 2002a].
Dabei handelt es sich um die mengenmaRig grofite Klasse nichtionischer Tenside.

4-Nonylphenolmonoethoxylat (4-NP1EQ) besitzt eine Wasserldslichkeit von 3,02 mg/L bei
20,5 °C und der Verteilungskoeffizient log Kow liegt bei 4,17. 4-Nonylphenoldiethoxylat (4-
NP2EO) hat eine Wasserldslichkeit von 3,38 mg/L bei 20,5 °C und der Verteilungskoeffizient
log Ko liegt bei 4,21.

1.1.2. Eintrag in der Umwelt

Der Haupteintragsweg der 4-APnEO (n = 1 - 100) in die Umwelt verlauft Gber die geklarten
Abwasser. Nach ihrer Anwendung gelangen die 4-APnEO in die Klaranlagen, wo sie einem
biologischen Abbau unterliegen. Dabei entstehen verschiedene Abbauprodukte (s. Abbil-
dung 2).

Einerseits wird unter aeroben Bedingungen die Ethoxylatkette bis zum 4-Alkylphenol-
monoethoxylat & -diethoxylat (4-AP1EO & 4-AP2EQO) abgebaut und es kann eine Oxidation
zu der 4-Alkylphenolessigsaure & -ethoxyessigsaure (4-AP1EC & 4-AP2EC) stattfinden.
Andererseits entstehen unter anaeroben Bedingungen ebenfalls 4-AP1EO & 4-AP2EO und
dariber hinaus findet ein vollstandiger Abbau der Ethoxylatkette bis hin zum freien 4-AP statt
[Thiele et al., 1997].



aerobische anaerobische

Abwasserbehandlung

Ao Qe A O

n = 1-2 (4-AP1EO & 4-AP2EOQ) n = 1-100 (4-APnEOQ)
n =0-1 (4-AP1EC & 4-AP2EC) (4-AP)

anaerobische | Schlammbehandlung

(4-AP) R: CgH1g 0. CgH17

Abbildung 2: Biologischer Abbau der 4-APnEO (n =1 -100)

Zusatzlich zur Oxidation zu den 4-APnEC (n = 1 - 2) detektierte Ding et al., 1998 und 1999,
4-Carboxylalkylphenolethoxycarboxylate (4-CAPEC) in Flusswasser und Klaranlagenablau-
fen. Bei den 4-CAPEC ist nicht nur wie bei den 4-APnEC (s. Abbildung 2) die Ethoxylatkette
endstandig carboxyliert, sondern auch die Alkylkette R. Man konnte nachweisen, dass die
Carboxylierung uber die so genannte w-Oxidation ablauft, in der zuerst das terminale C-
Atom der Alkylkette zum Alkohol und anschlieffiend sukzessive zum Aldehyd und zur Car-
bonsaure oxidiert wird.

Uber die Vorfluter der Klaranlagen gelangen alle diese Abbauprodukte in die Fliisse und
somit in die biologischen Matrices und Sedimente der limnischen und marinen Umwelt.
Durch den schrittweisen Abbau der Ethoxylatkette werden die 4-APnEO immer lipophiler.
Ihre anaeroben Endabbauprodukte, die 4-APnEO (n = 1 — 2) und 4-AP, reichern sich deswe-
gen und aufgrund ihrer hohen Persistenz

» im Klarschlamm [Lin et al., 1999; de Voogt et al., 2000; Petrovic et al., 2000; ],

= in limnischen [de Voogt et al., 2000; UBA, Stachel et al., 2001; Khim et al., 2001;
Bester et al., 2001] und

= in marinen Sedimenten [de Voogt et al., 2000; Khim et al., 2001; Bester et al., 2001]
an.



Die Tabelle 55 'Anhang 7.1.: Ubersicht Gber die Gehalte der Abbauprodukte der 4-APnEO in
der Umwelt im Zeitraum von 1982 bis 2003’ zeigt unter anderem, dass die Gehalte in Klar-
schlamm und Sedimenten im Vergleich zu den ebenfalls aufgelisteten Gehalten in Klaranla-
gen- oder Oberflachenwasser um ein vielfaches héher sind. Des Weiteren sind aus der Ta-
belle folgende Literaturstellen hervorzuheben:
= [sobe et al., 2001, konnten Gehalte an 4-AP mit maximalen Konzentrationen in Sedi-
menten, die aus den friihen 70er Jahre stammten, nachweisen.
= Einen weiteren Beweis fir die Persistenz von 4-AP erbrachten Bagh et al., 2001. Sie
konnten in der Leber von Ld&mmern Alkylphenole nachweisen, die auf Weiden, die mit
Klarschlamm behandelt worden waren, grasten.
= Besonders hohe Gehalte an 4-NP fanden Tanghe et al., 1999, und Blackburn et al.,
1995, in Klaranlagenablaufen aus der Textilindustrie und in Flusswasser, in das ge-
klarte Abwasser aus der Textilindustrie geleitet wurden.
= 4-NP wurde sowohl in Bodenproben von einem mit Zuckerriben bestellten Feld, als
auch in Bodenproben von unbelasteten Kontrollbéden, incl. Waldboden, nachgewie-
sen [UBA, Kubiak, 2001].

Deswegen ist es nicht verwunderlich, dass die Europaische Kommission in der Empfehlung
Uber die Ergebnisse der Risikobewertung und die Risikobegrenzungsstrategien unter ande-
rem fir 4-NP [EC, 2001a] folgende Aussagen Uber den Lebensraum Wasser und Boden
gemacht hat:

Es sind weitere Informationen und/oder Prifungen notwendig, da Bedenken hinsichtlich
lokaler und regionaler Auswirkungen im Lebensraum Wasser einschlief3lich der Sedimente
und Bedenken hinsichtlich der Auswirkungen im Lebensraum Boden bestehen.

Im Gegensatz dazu zeigten verschiedene Abbaubarkeitsstudien, dass 4-NP in Béden schnell
von Mikroorganismen mineralisiert wird [Topp et al., 1999] und diese Biodegradation und
Mineralisierung temperaturabhangig ist [Manzano et al., 1999]. Zusatzlich konnten Gianotti et
al., 1998, fir 4-NP einen Fotoabbau durch sichtbares Licht belegen. Nach dem Bericht der
Risikoabschatzung [JRC, 2002] wird 4-NP in der Atmosphare wahrscheinlich durch die Re-
aktion mit Hydroxyl-Radikalen abgebaut und besitzt eine Halbwertszeit von 0,3 Tagen. Da-
gegen sprechen die in der Literatur gefundenen Gehalte, die in der Tabelle 56 'Anhang 7.2.:
Ubersicht (iber die Gehalte der Abbauprodukte der 4-APnEO in Luft- und Staubproben im
Zeitraum von 1999 bis 2002’ zusammengefasst wurden. Teilweise lagen die Konzentrationen
um den Faktor 100 héher als die der polychlorierten Biphenyle (PCB). Trotzdem kam die
Europaische Kommission in der Empfehlung Uber die Ergebnisse der Risikobewertung und
die Risikobegrenzungsstrategien unter anderem flir 4-NP [EC, 2001a] zu folgendem Ergebnis:
Fir 4-NP in der Atmosphare, werden vorlaufig keine weiteren Informationen und/oder Pri-
fungen oder andere als die bereits ergriffenen Risikobegrenzungsmafnahmen fur notwendig
erachtet.

Bereits 1986 wurde in Deutschland von betroffenen Industrieverbanden eine freiwillige Ver-
zichtserklarung uber die Verwendung von 4-APEO in Wasch- und Reinigungsmitteln unter-
zeichnet. Danach sollten ab Ende 1986 keine 4-APEO mehr in Haushaltswasch- und Reini-
gungsmitteln verarbeitet werden und innerhalb von sechs Jahren sollten auch in Textil-,
Papier- und Lederhilfsmitteln keine 4-APEO mehr Verwendung finden [BUA, 1988].



Auf européaischer Ebene wurde nach der Pariser Konvention (PARCOM) die Empfehlung
92/8 herausgegeben, die ein Verzicht der 4-APEO in Haushaltsreinigern bis 1995 und in
Industriereinigern bis 2000 zum Schutz der Meere vorsah. In der Europaischen Union gibt es
seit 1994 eine ’Liste prioritarer Stoffe im Bereich der Wasserpolitik’, deren Stoffe aufgrund
ihrer Eigenschaften besonders gefahrlich fur Mensch und Umwelt sind und deswegen gezielt
beobachtet und bewertet werden sollen. Das technische Nonylphenol-Gemisch (CAS-Nr.:
25154-52-3) wird seit 1995 in der zweiten Liste gefiihrt. Mittlerweile gibt es die vierte Liste
mit insgesamt 141 Substanzen, in der seit 2002 auch Tris-(nonylphenyl)-phosphit und 4-NP
aufgenommen wurden [ECB, 2003]. In Kanada wurde bereits 1995 vom 'Canadian Environ-
mental Protection Act’ vorgeschlagen, 4-NPEO und 4-NP in die Liste toxischer Substanzen
(Priority Substances List) aufzunehmen; anschlieRend wurden die 4-NPEO als toxische
Substanzen aufgenommen, nachdem sie in einer Risikoabschatzung als schadlich fir die
Umwelt eingestuft worden waren [Sabik et al., 2003; Servos et al., 1999].

1.1.3. Wirkungen in der Umwelt

Toxizitat:

Nach Rippen, 2003, liegt die letale Dosis, bei der die Halfte aller Versuchstiere gestorben ist
(LDsp), fur 4-NP bei Ratten nach oraler Exposition zwischen 580 — 2500 mg/kg Korperge-
wicht und fir Kaninchen bei dermaler Exposition zwischen 2000 — 3200 mg/kg Koérperge-
wicht. Dagegen liegen die letalen Konzentrationen, bei der die Halfte aller Versuchstiere
gestorben ist (LCs), flr aquatische Lebewesen wesentlich niedriger. Fiir den Flohkrebs
(Hyalella azteca) wurde z.B. fur 4-NP eine LCs,(96 h) von 0,021 mg/L und fur die Stuflwas-
ser-Muschel (Anodonta cataractae) eine LCso(144 h) von 5,0 mg/L ermittelt. Fir 4-tert.-OP
gibt Rippen, 2003, eine LC5¢(96 h) von 0,29 mg/L fur Dickkopfelritzen (Pimethales promelas)
an. Servos et al., 1999, gibt eine akute Toxizitat (LCs) flr 4-NP und 4-tert.-OP von 0,017 — 3
mg/L fur Fische, 0,02 — 3 mg/L fur wirbellose Tiere und von 0,027 — 2,5 mg/L fir Algen an.
Fir Insekten, wie z.B. die Libelle (Ophiogomphus sp.), liegen die Werte mit LC5o(96 h) = 0,6
mg/L ahnlich niedrig wie bei den aquatischen Lebewesen. Fir die 4-APEO gilt, dass mit
kirzerer Ethoxylatkette ein Anstieg der Toxizitdt nachzuweisen ist. Die Toxizitdt der 4-
Alkylphenolpolyethoxyessigsaure ist unabhangig von der Lange der Ethoxylatkette und ver-
gleichbar mit der Toxizitat von 4-APnEO mitn =6 — 9.

Estrogenitat:

Beim Ablauf von Lebensvorgangen sind einzelne Zellverbande und Organe des Organismus
in bestimmte Funktionseinheiten integriert. Eine solche Integration ist jedoch nur mdoglich,
wenn zwischen den einzelnen Organen ein “Nachrichtensystem” wirksam ist, welches ihre
Funktion rdumlich und zeitlich so aufeinander abstimmt, dass sich ein “sinnvoller” Ablauf
ergibt. Die Kommunikation zwischen den einzelnen Organen kann auf zwei Weisen erfolgen:
erstens durch das Nervensystem und zweitens durch das Hormonsystem. Hormone (Begriff
aus dem Griechischem: bedeutet soviel wie ’ich errege’) fungieren als chemische Botenstof-
fe, die in endokrinen Organen (z.B. Hoden, Ovarien, Hirnanhangdriise, Nebennieren) gebil-
det werden und Uber den Blutweg ihre Zielorgane erreichen. Dabei binden manche ganz
spezifisch und mit einer hohen Affinitdt an Serum-Proteine, wie z.B. Globuline und Albumine,
und werden dadurch inaktiviert [Milligan et al., 1998]. In den Zielorganen steuern die un-
gebundenen Hormone Lebensfunktionen wie Stoffwechsel, Reifung, Wachstum u.a. Die
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Hormonwirkung auf die Zielzelle wird durch so genannte Rezeptoren vermittelt. Hormone
und ihre Rezeptoren passen aufgrund ihrer chemischen Struktur wie “Schliissel und Schloss*
zueinander, wodurch die Spezifitat der Wirkung des Boten auf die Zielzelle gewahrleistet
wird. Es stehen viele Substanzen im Verdacht, toxische Wirkungen aufgrund einer Stérung
des Hormonhaushaltes zu besitzen. Die Stérung kann direkt durch Bindung einer Substanz
an einen Hormon-Rezeptor, wodurch die Ausschittung des natlrlichen Hormons “nachge-
ahmt* wird, ausgel6st werden. Neben dieser direkten Wirkung tber die Bindung an Hormon-
Rezeptoren kdénnen kdérperfremde Hormone (Xenohormone) im Organismus auch indirekt
wirken, z.B. durch Beeinflussung des physiologischen Metabolismus von Steroidhormonen in
der Leber und anderen Organen, Einwirkung auf das Nervensystem etc. [Karlson, 1989;
Krauss, 1997; Devlin, 1997]. Sie sind somit in der Lage eine grolte Bandbreite von Organen
und physiologischen Systemen im menschlichen Kérper zu beeinflussen. Dazu zahlen nach
Kavlock et al., 1996, das reproduktive, endokrine, neurale und metabolische System sowie
das Immunsystem, das Verhalten und das Skelett.

Im Vordergrund der derzeitigen Diskussion stehen Xenohormone mit estrogener Wirkung.
Estrogene sind kdrpereigene Geschlechtshormone, die aus Cholesterol gebildet werden und
wie fast alle Hormone endokrinen Drisen entstammen. Sie gehéren von ihrer Struktur zu
den Steroiden, wobei der Ring A aus einem Benzenring besteht. Die wichtigsten Vertreter
sind 17B-Estradiol (3,17-Dihydroxy-1,3,5"%-estradien), Estron (3-Hydroxy-17-oxo-1,3,5"-
estradien) und Estriol (3,16a,17B-Trihydroxy-1,3,5'%-estradien) (s. Abbildung 3). Sie sind am
Menstruationszyklus beteiligt und regen das Wachstum z.B. des Ovars und des Uterus an.
Dabei zeigt 17B-Estradiol auch hormonelle Aktivitdt in bestimmten Regionen des Gehirns
und es wurde mehrfach eine neuroprotektive Funktion nachgewiesen [Behl et al., 2001].
17B-Estradiol und Estron werden hauptsachlich in den Follikeln des Eierstocks gebildet und
kénnen im Organismus auf enzymatischem Wege ineinander umgewandelt werden. Bei
Frauen liegt abhangig von Zyklusschwankungen die Sekretionsrate von 17B-Estradiol zwi-
schen 0,1 und 0,5 mg/Tag und der Blutspiegel liegt zwischen 0,2 und 0,6 pg/L; bei Mannern
betragt er 0,02 mg/Tag bzw. 0,15 ug/L [Buddecke, 1989]. Wobei zu beachten ist, dass 95 %
des 17B-Estradiols an Plasma-Proteine gebunden und damit inaktiviert ist [Toppari et al.,
1996].
CH; OH CH; O CH, OH

17R-Estradiol Estron Estriol

Abbildung 3: Strukturformeln wichtiger, natiirlicher Estrogene

Kdrperfremde Estrogene (Xenoestrogene) kénnen, wie oben beschrieben, direkt oder indi-
rekt Stérungen im Hormonhaushalt bewirken. Zu den Xenoestrogenen (s. Abbildung 4) geho-
ren zum einen einige der zwolf 'Persistent Organic Pollutants’ (POP) wie PCB, Chlordan,
Dichlordiphenyltrichlorethan (DDT) und verschiedene Metabolite und zum anderen einige
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Zinn-organische Verbindungen, Bisphenol A, die kurzkettigen Abbauprodukte der 4-APEO
(s. unten) und weitere, anthropogene Substanzen (Sonnenschein et al., 1998). Des Weiteren
gibt es die so genannten Phytoestrogene, die pflanzlichen Ursprungs sind, wie z.B. einige
Isoflavone, wie das Genistein, und Flavonoide, wie das Coumestrol. Zearalenol und Zearale-
non sind ebenfalls estrogen-aktiv und zahlen zu den so genannten Mykoestrogenen, die von
Pilzen gebildet werden. Schlieldlich gibt es auch noch von Mensch und Tier ausgeschiedene
synthetische (17a-Ethinylestradiol, Mestranol) und die oben bereits erwahnten natirlichen
Estrogene. Mittlerweile sind mehrere 100 verschiedene Substanzen mit estrogener Aktivitat
bekannt [Gllden et al., 1997]. Studien wurden verdéffentlich, die die Abnahme der Spermien-
dichte und die Zunahme von Hodenkrebs und Hodenmissbildungen mit der Belastung an
Xenoestrogenen in Verbindung brachten [Toppari et al.,, 1996; WWF, 1999]. Swan et al.,
2000, hatten 47 zusatzliche Studien aus den Jahren 1934 — 1996 ausgewertet, und kamen
zu dem Ergebnis, dass die Spermiendichte in den USA um 1,5 % pro Jahr und in Europa und
Australien um 3 % pro Jahr abgenommen hatte.

ICC|3 (|3H3 HO
CH C‘)
Cl Cl HO OH
DDT Bisphenol A Genistein

Abbildung 4: Strukturformeln wichtiger, estrogen-aktiver Substanzen

Seit Beginn der 20er Jahre entwickelte sich die Umwelt-Hormon-Forschung stetig weiter.
Einige Meilesteine sind im Folgenden aufgefiihrt [CBR, 2002]:

1923:

= Erster Estrogen-Aktivitats-Test wurde entwickelt.

1950/68:

= DDT zeigte sich in Sdugetieren und Vogeln estrogen-aktiv.

1971:

= Diethylstilbestrol (DES), ein synthetisches Estrogen, wurde mit vaginalem Krebs bei
Tochtern, deren Mutter DES wahrend der ersten drei Monate der Schwangerschaft
genommen hatten, in Verbindung gebracht.

1991:

=  Workshop: Durch Chemikalien verursachte Veranderungen in der geschlechtlichen
Entwicklung: Die Verbindung zwischen Wildleben und Mensch

= |nhaltsstoffe von Kunststoffen zeigten estrogene Aktivitat im Labor

1993:

= Die Verbindung zwischen Estrogenen in der Umwelt und mannlichen Reproduktions-
problemen wurde in wissenschaftlichen Artikeln erwahnt.

1996:

= Das Buch 'Our stolen future’ (Unsere bedrohte Zukunft) wurde von Colborn, 1996,
veroffentlich und fasst die Forschung auf dem Gebiet hormonell aktiver Substanzen
bis dato zusammen.



= Die Kombination von estrogenen Substanzen zeigten synergistische Effekte in Hefe-
Estrogen-Test.

In demselben Jahr einigten sich auf dem europaischen Workshop “Impact of Endocrine Dis-
ruptors an Human Health and Wildlife“ Gber 70 Vertreter aus der Wissenschaft, von den
Behoérden der EU, USA und Japan, von den Institutionen OECD und WHO sowie den Inte-
ressenverbanden CEFIC und WWF auf folgende Definition fir Xenohormone:

»,An endocrine disruptor is a substance or mixture that alters function(s) of the endocrine
system and consequently causes adverse health effects in an intact organism, or its progeny,
or (sub)populations.®

Diese Definition setzt eine Exposition bei einer bestimmten Dosis voraus, wahrend eine
weitere Definition von Xenohormonen von den inharenten Eigenschaften einer Substanz
ausgeht:

»A potential endocrine disruptor is an exogenous substance or mixture that possesses prop-
erties that might be expected to lead to endocrine disruption in an intact organism, or its
progeny, or (sub)populations.“[Bolt et al., 2001]

Um die Wirkung von Xenoestrogenen quantitativ vergleichen zu kdnnen, gibt es verschiede-
ne ’In vivo’- und ’In vitro’-Testverfahren, die alle 173-Estradiol als Bezugsgrélie haben. Fol-
gende Ubersicht gibt Auskunft Giber die verschiedensten Testverfahren und deren Endpunkte
[Hock et al., 2000]:

’In vivo’-Testverfahren:
Tierversuche/Biomarker:
= Allen-Doisy-Test; Verhornung des Vaginalepithels bei Ratten
= Uterusgewichts-Test; Uterusgewicht bei Nagern
= Vitellogenin-Synthese in Fischen; Nachweis von Vitellogenin im Serum von mannli-
chen Fischen

’In Vitro’-Testverfahren:
Zellulare Tests:
= Vitellogenin-Synthese in Forellen-Hepatozyten; Produktion von Vitellogenin in Hepa-
tozyten
= E-Screen: Estrogen sensitive Brustkrebs-Zelllinie MCF-7; Bestimmung der Proliferati-
on von MCF-7 Brustkrebszellen nach mehrtagiger Inkubation
Subzellulare Tests:
= Enzyme-linked Rezeptor-Assays (ELRA); Affinitat zum Estrogenrezeptor (ER)
= Estrogen-Radio-Rezeptorassay; Affinitat zum ER
= Fluoreszenspolarisationsassay; Affinitdt zum ER
= Rezeptorchromatographie; Affinitdt zum ER
Reporter Gen Assays:
= YES-Assay mit rekombinannten Hefezellen; Messung der B-Galaktosidase Aktivitat
= transfizierte HeLa-Zellen; Messung der Luciferase-Aktivitat
= transfizierte MCF-7-Zellen; Messung der Luciferase-Aktivitat
= DNA-Bindungsassay; Bestimmung der DNA-Bindungseigenschaften des ERs



Sowohl die ’In vivo’- als auch die ’In vitro’-Testverfahren haben Vor- und Nachteile. Die ’In
vitro’-Testverfahren schatzen die spezifische, estrogene Aktivitat einer Substanz im Bezug
auf ihre Bindung an den ER und Aktivierung von dem ER ab. Dabei werden Faktoren, die
ihre Aktivitat in einem intakten Organismus beeinflussen, auRer Acht gelassen. Dies sind
z.B. die Fahigkeit einer estrogen-aktiven Substanz in Zellen einzudringen, ihre Metabolisie-
rungsrate, ihre Bindungsaffinitat zu geschlechtshormon-bindenden Serum-Proteinen und die
Konzentration von endogenen Estrogenen [Andersen et al., 1999]. Daflir sind sie schnell und
preiswert und sind deswegen fir Screenings geeignet. Dagegen sind die ’In vivo’-Verfahren
teuer und sehr zeitaufwendig, wobei sie andererseits sowohl die Pharmakokinetik, die Meta-
bolisierung als auch die Plasma-Protein-Bindung mitberlcksichtigen.

Ein weiteres Problem stellte Andersen et al., 1999, dar. Durch Vergleich von acht verschie-
denen ’In vitro’-Testverfahren kam man zu der Erkenntnis, dass sorgfaltige Standardisierun-
gen dringend notwendig sind, um eine ausreichende Reproduzierbarkeit zu erreichen. Des
Weiteren definierte er folgende Begriffe:

vollig estrogen-aktiv: > 75 % der Wirkung von 173-Estradiol

teilweise estrogen-aktiv: 25 — 75 % der Wirkung von 173-Estradiol

schwach estrogen-aktiv: 10 — 25 % der Wirkung von 17B-Estradiol

nicht estrogen-aktiv: <10 % der Wirkung von 173-Estradiol

Ein ahnliches Problem bei den ’In vivo’-Verfahren stellten Spearow et al., 1999, fest. Bei
Mausen flhrten genetische Variationen zu grof3en Unterschieden bei der Empfindlichkeit
(Faktor 16) im Bezug auf estrogene Stérungen. CD-1 Mause werden im Allgemeinen am
haufigsten in Tierversuchen eingesetzt, sind aber bezogen auf Effekte von estrogenen Sub-
stanzen auf die Reproduzierbarkeit ein hoch resistenter Genotyp.

Das Hauptproblem sind nichts desto trotz die Unterschiede zwischen den verschiedenen
Tier-Spezies und der Spezies Mensch. Nach NRC, 1993, erschweren unterschiedliche Mus-
ter im spezifischen Organwachstum der einzelnen Spezies vergleichende Studien zwischen
dem Mensch und typischen Versuchstieren. Ratten sind z.B. bei der Geburt weniger reif als
Menschen. Dagegen reifen sie viel schneller in der neonatalen Phase, so dass bereits einige
Tage an Alter bei Ratten zu einer geringeren Empfindlichkeit gegenlber toxischen Substan-
zen flhren koénnen. Nach Pryor et al., 2000, beginnt beim Foétus die Organogese (Entwick-
lung des Hauptgewebes und des Organsystems) bei Mausen und Ratten zwischen dem 8.
und 15. Tag und beim Menschen zwischen dem 4. und 8. Woche.

Noch komplizierter wird es, wenn man in Betracht zieht, dass es zwei verschiedene ER gibt,
den ERa und ERB. Beide ER kommen in Blutgefallen, der weiblichen Brust, im Uterus und in
den Ovarien vor. Der ERa ist vorherrschend im Hoden, Niere und der Nebenniere, wobei der
ERB hauptsachlich im menschlichen Gehirn, der Schilddrise, der Blase, der Prostata, der
Lunge und den Knochen vorkommt [Bennetau-Pelissero et al., 2000]. Dabei unterscheiden
sie sich in der C-terminalen Bindungsdomain und in der N-terminalen Transaktivierungsdo-
main. Im Gewebe von Ratten ist nicht nur die Verteilung, sondern auch der relative Expres-
sion-Level in verschiedenen Geweben je nach Substanz sehr unterschiedlich [Kuiper et al.,
1997]. Dadurch kann es zu Unterschieden in den estrogenen Aktivitdten der Substanzen
kommen. Mittels so genannter transfizierter HeLa-Zellen konnten Paris et al., 2002, nach-
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weisen, dass 4-tert.-OP eine 2,5-fach héhere Affinitdt zum ERa als zum ERf hat. Genistein
und Bisphenol A haben dagegen eine héhere Affinitat zum ERp [Kuiper et al., 1997].

Unabhangig davon konnten Madigou et al., 2001, beim ER von Regenbogenforellen-
Hepatozyten zeigen, dass der ER seine Konformation je nach Ligand anderte. So gab es
Konformationsunterschiede zwischen gebundenen 4-NP und 17(3-Estradiol.

In Abbildung 5 ist die Kristallstruktur des ERa nach Bindung von 17p-Estradiol zu sehen.
Deutlich ist die Fixierung des 17B-Estradiols in der Tasche des ERa zu sehen. Es werden
dabei Wasserstoffbriickenbindungen (gestrichelte Linien) zwischen dem Liganden und den
Aminosauren des ER gebildet. Aufgrund der unspezifischen Wasserstoffbriickenbindungen
und der groRen ER-Tasche, die fast doppelt so grol3 wie 173-Estradiol ist, kénnen auch
andere Substanzen, wie z.B. die Xenoestrogene dort binden, und eine hormonelle Wirkung
hervorrufen.

| mm |
' !'"'“f,‘)‘f

. —Glu3s3

Abbildung 5: Kristallstruktur des ERa nach Bindung von 17f-Estradiol und schematische
Darstellung der Bindung ERa mit 17B-Estradiol liber Wasserstoffbriickenbindungen
[Brzozowski et al., 1997]

Estrogenitat der Abbauprodukte der 4-APEO:
Den ersten Beweis, dass 4-AP estrogen sein kdnnen, wurde Ende der 30er Jahre publiziert.
Es waren Futterungsversuche mit 4-Propylphenol an Ratten durchgefiihrt worden [Dodds et
al., 1938], die zu estrogenen Effekten fuhrten. Miller et al., 1978, fanden 40 Jahre spater
heraus, dass 4-AP in der Lage sind, 17p-Estradiol von seinem Rezeptor zu verdrangen. Flr
die Alkylphenole stellte Gilden et al., 1997, fest, dass sie nur estrogen-aktiv sind, wenn
folgendes gegeben ist:

= Alkylgruppe in para-Stellung,

= mehr als vier C-Atome in der Alkylgruppe

= Substanz mit maximal drei Ethoxylateinheiten
Routledge et al., 1997, zeigte, dass Alkylgruppen in para-Stellung mit sechs bis acht C-
Atomen im YES-Assay mit rekombinanten Hefezellen die grofite Aktivitat hatten. Dabei be-
einflusste auch die Verzweigung der Alkylgruppe die estrogene Aktivitdt. Je nach Isomer
unterschied sich die estrogene Aktivitat im YES-Assay mit rekombinannten Hefezellen um
den Faktor 10* [Giinther, 2002b].
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Die estrogene Aktivitat von 4-NP wurde von Soto et al., 1991, mehr oder weniger zufallig in
4-NP-haltigen Zentrifugenrohrchen aus Polystyrol entdeckt und darauf mehrfach mit unter-
schiedlichen Testverfahren bestatigt. Es zeigte sich, dass je nach Testverfahren 4-NP und
4-tert.-OP um den Faktor 1.000 bis 10.000 weniger estrogen-aktiv sind als 173-Estradiol
[Moffat et al., 2001]. White et al., 1994, wiesen mit Hilfe des Vitellogenin-Synthese-Tests in
Forellen-Hepatozyten nach, dass 4-tert.-OP 10- bis 20-fach estrogen-aktiver ist als 4-NP. Sie
konnten eine Reihenfolge der estrogenen Aktivitat, die spater von Gilden et al., 1997, mit
Hilfe transfizierter MCF-7-Zellen bestatigt wurde, folgender Substanzen festlegen:

4-tert.-OP > 4-NP1EC > 4-NP = 4-NP2EO

Dagegen stellten Satoh et al., 2001, fiir 4-NP mit Hilfe eines kompetitiven ERa-Tests mit
fluoreszenz-markiertem 173-Estradiol eine héhere Affinitat zum ERa als fur 4-tert.-OP oder
andere Xenoestrogene, wie z.B. BPA, TBT, Phthalaten, fest. Fur Genistein gibt Yellayi et al.,
2002, an, dass es ebenfalls um den Faktor 1.000 bis 10.000 weniger estrogen-aktiv ist als
17B-Estradiol.

In vielen Tierversuchen wurden fir 4-AP und andere Xenoestrogene Konzentrationen
(NOEC) bzw. Dosen (NOED), bei denen ein bestimmter Endpunkt nicht mehr feststellbar
war, untersucht. Die Tabelle 57 'Anhang 7.3.: Ubersicht tiber die NOEC bzw. NOED fir 4-AP
und andere Xenoestrogene in Tierversuchen im Zeitraum von 1995 bis 2002’ zeigt, dass die
NOEC bzw. NOED sich um den Faktor 1.000 fur ein und dieselbe Substanz unterschieden
kénnen. Die niedrigsten NOED liegen sowohl fur 4-NP als auch fur 4-tert.-OP bei 0,01
mg/Tag fur verschiedene Saugetiere (Colerangle et al., 1996 bzw. Khurana et al., 2000).

Des Weiteren wurde in Tierversuchen bei der Untersuchung von Dosis-
Wirkungsbeziehungen flir Xenoestrogene folgendes festgestellt: ausgehend von einer be-
stimmten Dosis mit maximaler Wirkung konnte sowohl mit hdherer als auch mit niedrigerer
Dosis eine Abnahme der Wirkung erzielt werden. Man spricht von einer Dosis-
Wirkungsbeziehung mit einer Funktionskurve, die einem auf dem Kopf stehendem U ent-
spricht. Vom Saal et al., 1995, gab DES an schwangere Mause. Dies flihrte zu einer umge-
kehrten U-Dosis-Wirkungskurve bei mannlichen Nachkommen, wenn man das spatere terri-
toriale Verhalten in Betracht zog. Die fetale Exposition von Mausen mit 173-Estradiol und
DES ergab ebenfalls eine umgekehrte U-Dosis-Wirkungskurve, bezogen auf das Prostata-
Gewicht [Vom Saal et al., 1997]. Oehlmann et al., 2000, ermittelten fiir 4-tert.-OP eine umge-
kehrte U-Konzentrations/Dosis-Wirkungskurve, bezogen auf die Eiproduktion von Schnecken
(Mollusca: Gastropoda). Geringste Konzentrationen flhrten zu 'Super-Weibchen’ mit zusatz-
lichen, weiblichen Geschlechtsorganen. Ein Panel aus Wissenschaftlern [EPA, 2001] besta-
tigte die Wirkungen niedriger Dosen; teilweise konnte Studien mit Wirkungen bei niedrigen
Dosen von anderen Wissenschaftlern bestatigt werden, so auch die umgekehrte U-
Konzentrations/Dosis-Wirkungskurve [Kaiser, 2000]. In dem Bericht 'Endocrine Disruptors
Low-Dose Peer Review' [EPA, 2001] wird zusatzliche Forschung empfohlen, um sicherere
Erkenntnisse Uber Mechanismen und Konsequenzen von Niedrig-Dosis-Effekten zu erhalten.

Mit Hilfe von Tierversuchen und ’In-vitro’-Testverfahren konnten mehrere Forscher syner-
gistische bzw. additive Effekte von den verschiedensten Substanzen nachweisen:
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= Arnold et al.,, 1996a zeigte, dass Dieldrin mit Endosulfan oder Toxaphen als Mi-
schung um den Faktor 1.600 im YES-Assay estrogen-aktiver war, als jede Substanz
alleine.

= Payne et al., 2000, konnten die additive Wirkung von einer Mischung aus DDT, Ge-
nistein, n-OP und 4-NP im YES-Assay vorhersagen.

= Rajapakse et al., 2002, mischten elf Xenoestrogene (ohne 4-AP) mit Konzentratio-
nen, die halb so hoch waren wie der NOEC. Im YES-Assay war eine dramatische
Verstarkung der hormonellen Effekte erkennbar.

= Silva et al., 2002, mischten acht Xenoestrogene (ohne 4-AP) mit Konzentrationen un-
terhalb der NOEC. Im YES-Assay zeigten sich vorhersagbare, additive Effekte.

= Kwak et al., 2001, untersuchte den Einfluss von 4-NP, BPA und deren Mischung auf
lebend gebarende Schwerttrager-Fische (Xiphophorous helleri). Es stellte sich her-
aus, dass 4-NP und Bisphenol-A synergistisch wirkten.

= Thorpe et al.,, 2001, wiesen fir 4-NP und 4-tert.-OP jeweils in Mischung mit 17-
Estradiol (Verhaltnis 1000:1) additive Effekte mittels Vitellogenin-Synthese in Regen-
bogenforellen (Oncorhynchus mykiss) nach.

Neben den synergistischen Effekten bezogen auf die Estrogenitat untersuchte Walter et al.,
2002, die Toxizitat elf strukturell unterschiedlicher Substanzen (ohne 4-AP) mit Hilfe eines
Algen-Biotests. Es zeigte sich, dass die Toxizitat der Mischung erhéht und auRerdem noch
gut vorhersagbar war. Dabei lagen die Konzentrationen der Substanzen in der Mischung im
Bereich ihrer NOEC.

Wie bereits erwahnt binden manche Estrogene ganz spezifisch und mit einer hohen Affinitat
an Serum-Proteine, wie z.B. Globuline und Albumine, und werden dadurch inaktiviert. Dabei
kdnnen sie von Xenoestrogenen, auch wenn diese in hohen Konzentrationen vorliegen, nicht
in dieser Estrogen-Serum-Protein-Bindung ersetzt werden. Nach Arnold et al., 1996b, bindet
Albumin bzw. Globulin 17B-Estradiol um den Faktor 1,7 bzw. 4 starker als 4-tert.-OP. Des-
wegen sind Xenoestrogene nicht in der Lage, iber diesen Umweg biologische Effekte auszu-
I6sen [Milligan et al., 1998]. Andererseits erhdht diese geringere Bindungsaffinitat die Kon-
zentration an freiem und damit aktiven Xenoestrogen im Korper.

Die beiden letzten Unterkapitel 'Estrogenitat’ und 'Estrogenitat der Abbauprodukte der 4-APEO’
zeigen wie komplex das Hormonsystem ist, wie schwierig Vergleiche zwischen verschiede-
nen Spezies und Aktivitdten von Substanzen sind und warum Aussagen Uber eine Risikobe-
wertung von 4-AP und 4-APEO allgemein noch viel schwieriger sind, obwohl Umwelt-Hormon-
Forschung seit den 20er Jahren des vergangenen Jahrhunderts betrieben wurde.

Deswegen ist es nicht verwunderlich, dass laut Empfehlung der Europaischen Kommission
Uber die Ergebnisse der Risikobewertung und die Risikobegrenzungsstrategien unter ande-
rem fur 4-NP [EC, 2001a] im Bezug auf die menschliche Gesundheit weitere Informationen
und/oder Prifungen notwendig sind, die aber nicht naher beschrieben wurden. Um eine
Risikoabschatzung fir 4-AP und 4-APEO machen zu kénnen, muss die vom Kérper aufge-
nommene Menge bekannt sein. Eine Aufnahme von Substanzen ist prinzipiell Gber die Haut
(perkutan), die Atemwege (inhalativ) und Uber den Magen-Darmtrakt (peroral) mdglich.

Eine perkutane Aufnahme ist mdglich, wenn, wie in Dickey, 1997, beschrieben, kosmetische
Mittel oder Haushaltsreiniger 4-NPEO als waschaktive Substanz oder Emulgator enthalten.

13



Des Weiteren ist auch eine Aufnahme Uber die Haut bei der Verwendung von Bedarfsge-
genstanden, wie z.B. Papierkichenrollen [Vingaard et al., 2000], oder Handschuhen oder
Spielzeug aus Plastik [Kawaruma et al., 2000] denkbar. Generell ist eine Aufnahme von 4-NP
Uber die Haut Gberprift worden. Blume et al., 2000, wiesen eine schnelle Adsorption fiir eine
Modellhaut mit einem Konzentrationsfaktor von 1.500 nach, wobei Monteiro-Riviere et al.,
2000, von einer minimalen Adsorption fir menschliche und tierische Haut von weniger als 1
% der applizierten Menge berichteten. In Tabelle 58 'Anhang 7.4.: Ubersicht (iber Gehalte in
Kosmetika und Bedarfsgegenstanden und den Ubergang in Lebensmittel im Zeitraum von
1997 bis 2001’ sind die oben genannten und weitere Literaturstellen zusammengefasst.

Wenn man in Betracht zieht, dass 4-NP mehrfach sowohl in Luft- als auch Indoor-Luft-
Proben und 4-tert.-OP und 4-APEO in Indoor-Luft-Proben nachgewiesen wurden (s. Tabelle
56: Anhang 7.2.: Ubersicht (ber die Gehalte der Abbauprodukte der 4-APnEO in Luft- und
Staubproben im Zeitraum von 1999 bis 2002), liegt die Vermutung nahe, dass auch eine
inhalative Aufnahme Uber die Atemwege mdglich ist. Dabei ist bis dato vollig unbekannt, ob
Uberhaupt und in welchem Umfang 4-AP und 4-APEO vom menschlichen Koérper Gber die
Luft aufgenommen werden koénnen.

Am besten erforscht ist die Aufnahme Uber den Magen-Darm-Trakt. Dies zeigen viele Litera-
turstellen, die die Akkumulierung bzw. den Metabolismus im Menschen [Muller et al., 1998a
& b] und in verschiedenen Versuchstieren [Certa et al., 1996; Coldham et al., 1998; Lee et
al., 1998; Staples et al., 1999; Upmeier et al., 1999; Ferreira-Leach et al., 2000 & 2001; Pe-
dersen et al., 2000; Moffat et al., 2001] beschreiben.

Die hohen Gehalte von 4-NP (2.300 — 25.000 pg/kg), 4-tert.-OP (720 — 1100 ug/kg) und
NP1/2EO (820 — 14.500 ug/kg) in Hausstaub-Proben legen die Vermutung nahe, dass eine
perkutane, inhalative und/oder perorale Aufnahme Uber kontaminierten Hausstaub maglich
sein kann. Dieser Weg ist moglicherweise besonders fur Sauglinge und Kleinkinder wichtig,
da sie im Vergleich zum Erwachsenen ganz andere Verhaltensweisen zeigen. So verbringen
Sauglinge und Kleinkinder haufig mehrere Stunden am Tag auf dem Boden und nehmen
dabei vieles in den Mund.

1.2. 4-AP und 4-APEO in Lebensmitteln

Tabelle 1 gibt eine Ubersicht (iber die bisher ermittelten Gehalte an 4-AP in Lebensmitteln.
Im Folgenden soll erlautert werden, wie die 4-AP und 4-APEO in die Lebensmittel gelangen
kénnen. Aufgrund des vielseitigen Einsatzes von 4-AP bzw. 4-APEO gibt es mehrere Ein-
tragswege in die Lebensmittel.

Uber den Haupteintragsweg erreichen die 4-APnEO (n = 3 - 100) nach ihren unterschied-
lichsten Anwendungen Uber das Abwasser die Klaranlagen. Dort erfolgt, wie bereits be-
schrieben, der biologische Abbau zum 4-AP bzw. 4-APnEO (n = 1 - 2). Uber den Klaranla-
genablauf erreichen die Abbauprodukte die limnische und/oder marine Umwelt oder sie wer-
den mit dem Klarschlamm auf Felder und Wiesen ausgebracht [BUA, 1988]. Somit kann es
zur einer Bioakkumulation in den unterschiedlichsten Organismen sowohl der aquatischen
als auch der terrestrischen Umwelt kommen. Uber die aus diesen Tieren gewonnenen Le-
bensmittel gelangen die 4-AP und 4-APEOQO schlie8lich in den menschlichen Organismus.
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Tabelle 1: Ubersicht iiber die Gehalte von 4-AP in Lebensmitteln

4-NP2EOQ: 0,147

Gehalt Herkunft der \
[ug/kg bzw. pg/L] Probenart Werte Literaturstelle
4-NP1EO: 0,077 Trinkwasser USA Clark et al., 1992

4-NP: 0,001 — 0,002

Trinkwasser

Deutschland

Petrick et al., 1992

4-NP: <5-114 Beilagen Japan Sasaki et al., 1999
4-tert.-OP: 0,1 -0,8

4-NP:<5-82 Gemlse

4-tert.-OP: 0,1 -1,5

4-NP:<5-113 Frichte

4-tert.-OP: 0,3-1,3

4-NP:<5-180 Fleisch

4-tert.-OP: 0,1 - 20

4-NP:<5-723 Fisch

4-tert.-OP: < 0,5

4-NP: <5-89 Milchprodukte

4-tert.-OP: 0,2 — 4,3

4-NP: <5-123 Lebensmittel in Dosen

4-tert.-OP: 0,1 -0,6

4-NP: < 8 - 800 verpackter Fisch Japan Nemoto et al., 2000
4-NP: <NG-1,0 Beilagen Deutschland Heinke, 2000
4-NP: < NG -18,5 Gemduse

4-NP: < NG -19,4 Obst

4-NP: 3,8 — 13,0 Fleisch

4-NP: 8,0 Fisch

4-NP:1,1-7,5 Milchprodukte

4-NP: <NG-0,3 Getranke

4-NP: 10,2 -14,4 Fette

4-NP: 0 -14 1 Sonstiges

4-NP: 0,003 - 0,016 Trinkwasser Deutschland Kuch et al., 2001
4-tert.-OP:

0,0002 - 0,005

Zusatzlich konnen 4-AP ins Trinkwasser, welches aus Oberflachenwasser oder Grundwas-
ser [Latorre et al., 2003] gewonnen wurde, gelangen. Dadurch werden die 4-AP unmittelbar
Uber verzehrtes Trinkwasser oder mittelbar Gber das bei der Herstellung den Lebensmitteln
zugesetzte Trinkwasser beim Verzehr dieser in den menschlichen Kérper aufgenommen.

Ferner werden 4-NP und 4-NPEO als Wirkstoff und Hilfsstoff in Pflanzenschutzmitteln einge-
setzt [EC, 2001a, und Leisewitz et al., 1997]. Somit kénnen sie direkt Uber pflanzliche Le-
bensmittel oder indirekt Gber tierische Lebensmittel, die mit behandeltem Futtermittel ernahrt
worden sind, aufgenommen werden. Wobei dies unter normalen Umstanden nicht fir Le-
bensmittel, die speziell fur Sauglings- und Kleinkindererndhrung nach den Vorschriften flr
den kontrolliert 6kologischen Landbau erzeugt wurden, gilt. Laut der Empfehlung der Euro-
paischen Kommission Uber die Ergebnisse der Risikobewertung und die Risikobegren-
zungsstrategien unter anderem fir 4-NP [EC, 2001a], ist in der europaischen ’Richtlinie
Uber das Inverkehrbringen von Pflanzenschutzmittel’ [EWG, 1991a] seit Juli 2003 vorge-
sehen, dass 4-NP und 4-NPEO als Wirkstoffe in Pestiziden vom Markt genommen werden.
Bei Verwendung als Hilfsstoff in Pestiziden gibt es noch keine Bewertung auf EU-Ebene im
Rahmen dieser Richtlinie.
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AuRerdem kdnnen Kunststoffe, die 4-NP oder Tris-(nonylphenyl)-phosphit als Additiv enthal-
ten, 4-NP freisetzen. Nach Sun et al., 2001, enthielten Polyvinylchlorid-Kunststoffe zwischen
1.400 und 1.028.000 ug/kg 4-NP. Wenn diese Kunststoffe zu Bedarfsgegenstanden, wie z.B.
Verpackungsmaterialien, verarbeitet werden, kann 4-NP in die verpackten Lebensmittel
Ubergehen. Nach Nemoto et al., 2000, enthielt verpackter Fisch zwischen < 8 — 800 ug/kg
4-NP, wobei diese Gehalte fast ausschlielRlich auf die Verpackung aus Kunststoff (4-NP: < 0,4
— 931 ng/cmz) zurickzufihren waren. Auch Inoue et al., 2001, wiesen in Kunststoff-
Verpackungen 4-NP-Gehalte von < 500.000 bis 3.300.000 pg/kg nach. Nach 30 min Raum-
temperatur war 4-NP in verpackten Reis Ubergegangen und man konnte < 1 — 76,5 ug 4-NP
pro kg verpackten Reis nachweisen. Nach 1 minutiger Mikrowellenbehandlung waren < 1 - 410
Mg 4-NP pro kg verpackten Reis nachweisbar.

Dabei kénnen Kunststoffe nicht nur zu Verpackungsmaterialien, sondern auch zu anderen
Bedarfsgegenstanden, wie z.B. Bauteilen von Anlagen und Geratschaften, die zum Herstel-
len, Um- und Abflllen von Lebensmittel dienen, verarbeitet werden. Somit kann 4-NP auch
vor dem Verpacken in die Lebensmittel gelangen.

Ahnlich verhalt es sich mit 4-APEO-haltigen Reinigungsmitteln, die in der Lebensmittelindust-
rie zum Reinigen von Anlagen und anderen Geratschaften Anwendung finden und aufgrund
ihrer Tensid-Eigenschaften nur schwer vollstandig wieder entfernt werden kénnen.

Nachdem die verschiedenen Eintragswege in die Lebensmittel aufgezeigt worden sind, stellt
sich die Frage, wie viel der Mensch Uber die Nahrung taglich zu sich nimmt. Man spricht
dabei auch vom so genannten ’daily-intake’. Fir die Bewohner der alten Bundeslander, die
alter als vier Jahre waren, wurde mit Hilfe der Daten einer Nationalen Verzehrsstudie ein
‘daily-intake’ fur 4-NP von 6,6 ug fur Manner, 6,0 ug fir Frauen und 6,9 ug fir beide Ge-
schlechter abgeschatzt [Heinke, 2000].

Zwischen Erwachsenen auf der einen und Sauglingen und Kleinkindern auf der anderen
Seite gibt es im Hinblick auf die Empfindlichkeit durch Stérungen von hormonell-aktiven
Substanzen und auf die Verzehrsgewohnheiten groRe Unterschiede (s. unten). Im Sinne der
europaischen ’Richtlinie Uber Sauglingsanfangsnahrung und Folgenahrung’ [EWG, 1991b]
sind Sauglinge, Kinder unter zwdlf Monaten, und Kleinkinder, Kinder zwischen ein und drei
Jahren. Nach Faustmann et al., 2000, ist die Empfindlichkeit von Kindern gegeniiber Um-
weltkontaminanten altersabhangig und bedarf einer eigenen Evaluierung von Aufnahme,
Verteilung, Biotransformation und Ausscheidung. Auferdem wurde in einigen Tierversuchen
bewiesen, dass es Unterschiede in der Empfindlichkeit zwischen weiblichen und mannlichen
Tieren gibt (s. unten). Deswegen bestand ein grofRes Interesse, den Gehalt an 4-NP in Saug-
lings- und Kleinkindernahrung zu quantifizieren und den ’daily-intake’ einzeln fir bestimmte
Altersstufen und getrennt nach Geschlecht abschatzen zu kénnen. Zusatzlich sollten auch
die Gehalte an 4-tert.-OP, 4-NP1EO und 4-NP2EO in Sauglings- und Kleinkindernahrung
quantifiziert und deren 'daily-intake’ ebenfalls fir bestimmte Altersstufen einzeln abgeschatzt
werden. Bis dato lagen nur sehr wenige Werte flr 4-tert.-OP aus Japan (s. Tabelle 1) und
keine Werte flir 4- NP1EO und 4-NP2EO in Lebensmitteln vor.

Hohere Empfindlichkeit von Sauglingen und Kleinkindern:
Immer wieder wird in der Literatur [Gellert et al., 1978, Cornacoff et al., 1988, Czaja et al.,
1997, EPA, 1997; Yu et al., 2003] eine gréRere Empfindlichkeit von Sauglingen und Klein-
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kindern im Bezug auf Stérungen durch hormonell-aktive Substanzen erwahnt. Meistens wird
nur davon gesprochen, dass sich Sauglinge und Kleinkinder noch in der Entwicklungsphase
befinden. Dagegen findet man in NRC, 1993, DFG, 1998, Mishra et al., 2002 und Damgaard
et al., 2002 sehr ausfuhrliche Abhandlungen dieser Frage, die erlautern, warum Sauglinge
und Kleinkinder nicht als ,kleine Erwachsene® angesehen werden dirfen.

Zum einen bestehen bereits gravierende Unterschiede zwischen einem Neugeborenen und
z.B. einem 17-jahrigen, wenn man physiologische Faktoren betrachtet. Bei einem Neugebo-
renen steigt das Kérpergewicht um das 18-fache schneller an. Die Lange bzw. Statur nimmt
um das 3-fache, die Hautoberfliche um das 8-fache, das gesamte Koérperfett bei Madchen
um das 36- und bei Jungen um das 17-fache, das Korperwasser um das 15-fache, das ext-
razellulare Wasser um das 10-fache, das gesamte Korperprotein um das 20-fache und die
Knochenmineralien um das 25-fache zu. Auch bei den Organen gibt es Unterschiede. Das
relativ gro3e Gehirn wachst bei einem Neugeborenen schnell und erreicht im Alter von sechs
Monaten 50 % des Gewichts bei einem Erwachsenen. Im Gegensatz dazu, werden 50 % des
Gewichtes der Leber, des Herzens und der Niere eines Erwachsenen erst mit neun Jahren
erreicht.

Zum anderen ist die normale mannliche Geschlechtsentwicklung von einer Reihe an Ereig-
nissen abhangig, die fetal beginnt, und neonatal bzw. postnatal sich von der Kindheit bis
zum Erwachsensein fortsetzt. Alle diese Phasen werden straff von genetischen und hormon-
abhangigen Mechanismen reguliert. Hormonelle Aktivitat ist in drei Phasen besonders hoch:
fetal, neonatal bzw. postnatal in der ersten Monaten und wahrend der Pubertat. Diese Pha-
sen sind die empfindlichsten bei der Entwicklung des Reproduktionssystems. Dabei sind die
Geschlechtshormone auch unerlasslich flr eine normale Entwicklung anderer Gewebe, wie
z.B. Knochen, Haut, Haare, Follikel, Skelett und Muskel. Somit kénnen Stérungen des Hor-
monsystems Einfluss auf die Entwicklung des gesamten Organismus haben, besonders
wenn sie in utero in den ersten Monaten der Schwangerschaft auftreten.

Eine Exposition durch toxische Substanzen kann in kritischen Stadien der Entwicklung zu
einem permanenten Schaden von Organfunktionen flihren, da auch die Organe selber noch
nicht vollkommen ausgebildet sind. Dabei ist der Grad der Exposition beim Fotus unter ande-
rem von der Schranke der Plazenta und beim Neugeborenen unter anderem von der Blut-
Hirn-Schranke abhangig. Diese ist beim Menschen bis zum ersten Lebensjahr noch nicht
vollstandig entwickelt und man weil3 nicht, wann sie voll funktionstiichtig ist. Sie begrenzt
den Eintritt von nicht-ionischen, lipophilen Substanzen in das zentrale Nervensystem. Des-
halb wird spekuliert, dass eine unreife Blut-Hirn-Schranke bei Sauglingen und Kleinkindern
zu einer groReren Empfindlichkeit gegentber einer chemisch-induzierten Neurotoxizitat flh-
ren kann. Hinzu kommt noch, dass das zentrale Nervensystem fir zellulare Differentiation,
Wachstum und funktionelle Organisation langer als die meisten anderen Organe bendtigt.

Speziell fur Sauglinge und Kleinkinder gilt, dass physiologische Barrieren wie die Haut, die
Lungen und der Gastrointestinal-Trakt weniger weit entwickelt sind als bei Erwachsenen,
so dass toxische Substanzen eher adsorbiert werden kénnen. So adsorbieren Kinder z.B.
50 — 90% des aufgenommen Bleis, wohingegen Erwachsene nur 10% aufnehmen. Auch die
Zusammensetzung der Darm-Mikroflora eines Sauglings ist ganz verschieden verglichen mit
der eines Erwachsenen, was gravierenden Einfluss auf den Metabolismus und die Biover-
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fugbarkeit von Lebensmittelinhaltsstoffen bzw. -kontaminanten haben kann. Unterschiede
gibt es ebenfalls beim pH-Wert des Magensaftes. Er fallt wahrend der ersten Stunden
nach der Geburt, wobei er fiir zehn bis 15 Tage zur Neutralitat zurickkehrt. Danach fallt er
schrittweise und erreicht erst ab dem Alter von zwei Jahren den Wert eines Erwachsenen
(pH-Wert: 1-2).

Im Allgemeinen steigt das Risiko der Exposition durch die Ernahrung, da vor allem in den
ersten Jahren die durchschnittliche Kalorien-Aufnahme pro kg Kérpergewicht sehr hoch ist.
Im Vergleich zum Erwachsenen konsumieren Sauglinge z.B. die drei- bis vierfache Menge
an Lebensmitteln, bezogen auf das Verhaltnis zum Kérpergewicht. Die Erndhrung von Saug-
lingen, Kleinkindern und Kindern unterscheidet sich nicht nur quantitativ, sondern auch quali-
tativ von denen der Erwachsenen. Dabei ist die Art der Lebensmittel weit weniger abwechs-
lungsreich.

Nur wenige Studien haben die Unterschiede in Adsorptionsraten und Metabolismen durch
die enzymatische Aktivitdt oder die Leber- und Nierenfunktion in Kindern untersucht. Auch
diese Systeme kdnnen sich von denen der Erwachsenen unterscheiden. So sind die Prozes-
se, wie Metabolismus und Ausscheidung, von Substanzen in der neonatalen Phase verrin-
gert bzw. verlangsamt. Einige metabolische Systeme, wie z.B. die P450-Aktivitat sind effi-
zienter, andere wie z.B. die Glukuronisierung sind weniger effizient, da sich in der Leber die
Kapazitat der Detoxifikation durch Konjugation von Substanzen erst langsam entwickelt.
Auch die Niere ist bei der Geburt noch nicht vollstandig ausgebildet und so kommt es zu
einer verzogerten Ausscheidung von Substanzen. Weiterhin kdnnen Unterschiede in der
Durchlassigkeit von Membranen und in der Bindung und Lagerung von Xenobiotika zu Diffe-
renzen in der Pharmakokinetik zwischen Kindern und Erwachsenen fuhren.

Zusatzlich haben Kinder ein relativ groles Oberflachen-Volumen-Verhaltnis, verglichen mit
Erwachsenen, so dass auch das Risiko der Exposition Uber die Haut ansteigt. Die Hautober-
flache von Sauglingen und Kleinkindern ist im Verhaltnis zum Korpergewicht um das 2,5-
fache grofler und bei Kindern doppelt so gro® wie bei Erwachsenen. Dabei scheint die
Durchlassigkeit der Haut &hnlich der bei Erwachsenen zu sein. Weiterhin ist zu beachten,
dass Kinder andere Verhaltensweisen zeigen als Erwachsene. Im Gegensatz zu Erwachse-
nen spielen Kinder z.B. stundenlang auf dem Boden und sind deswegen samtlichen Sub-
stanzen im Hausstaub oder im Boden ausgesetzt (s. Kapitel 1.1.).

Diese hohere Empfindlichkeit von Sauglingen und Kleinkindern im Vergleich zum Erwachse-
nen zeigte sich auch in den verschiedensten Tierversuchen. Folgende Textstellen belegen
eine hohere Empfindlichkeit von unreifen, ganz jungen Tieren im Verhaltnis zu reifen, er-
wachsenen Tieren und zum anderen gab es Unterschiede zwischen mannlichen und weibli-
chen Tieren.
= Eine groRere Empfindlichkeit von jungen Tieren stellten Mena et al., 1992, bei weibli-
chen Ratten fest. Sie wurden mit Testosteronpropionat an unterschiedlichen Tagen
postnatal androgenisiert und am 21. Tag mit 173-Estradiol stimuliert. Es zeigte sich,
dass der Zeitpunkt der Androgenisierung einen Einfluss auf die verschiedenen Wir-
kungen hatte, so dass Mena et al. die Existenz von kritischen Altersstufen annahm.
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= NRC, 1993, berichtete von einer Unterdrickung des Immunsystems nach fetaler und
neonataler Exposition mit 2,3,7,8-Tetrachlordibenzo(1,4)dioxin (2,3,7,8-TCDD), was
aber nicht bei erwachsenen Tieren zu beobachten war.

= Von Foster, 1998, wurde erklart, dass der sich entwickelnde, mannliche Reprodukti-
onstrakt gegenuber 2,3,7,8-TCDD teilweise empfindlicher ist, als der von erwachse-
nen Tieren. Daneben ist die Schilddriise empfindlich gegenliber Xenoestrogenen und
die Effekte auf die Schilddriise beeinflussen auch den Reproduktionstrakt. So ist die
Spermienproduktion von der Anzahl der Sertoli-Zellen abhangig, die sich nur wah-
rend der pranatalen und friihen postnatalen Phase teilen. Diese Teilung wird eben-
falls durch die Konzentrationen von Schilddriisen-Hormonen beeinflusst.

= Aruwke et al., 2000, zeigten, dass 4-n-NP die Blut-Hirn-Schranke von jungem atlanti-
schem Lachs (Salmo salar) Uberwand, da sie es unter anderem im Gehirn nachwei-
sen konnten. Fur unreife bzw. reife mannliche Medakas (Oryzias latipes) gaben Ta-
bata et al., 2001, 0,13 ppm bzw. 0,86 ppm 4-NP als toxisch an.

= Eine Exposition mit estrogen-aktiven Substanzen aus Klaranlagenablaufen flihrte laut
Rodgers-Gray et al., 2001, bei erst 50 Tage alten Plétzen (Rutilus rutilus) zu perma-
nenten Effekten bei der Entwicklung der Reproduktionsorgane, bei erwachsenen Tie-
ren dagegen nicht.

= Unterschiede zwischen weiblichen und mannlichen Tieren stellten Upmeier et al.,
1999, fest, da sie fur 4-tert.-OP je nach Geschlecht der Ratten unterschiedliche
Halbwertszeiten bestimmt hatten.

= Nach der Exposition von neugeborenen mannlichen und weiblichen Ratten mit 4-tert.-
OP fanden Khurana et al., 2000, je nach Geschlecht Unterschiede darin, ob von 4-tert.-
OP eine ERa-Expression bzw. ERB-Expression in der Hirnanhangdriise und/oder Hy-
pothalamus beeinflusst wurde oder nicht.

= Bei Versuchen mit Genistein fanden Nagao et al., 2001, heraus, dass die weibliche
Fruchtbarkeit bei 100 mg/kg gestért wurde, die mannliche dagegen nicht.

Wie bereits erwahnt unterscheidet sich die Ernahrung von Sauglingen und Kleinkindern nicht
nur quantitativ, sondern auch qualitativ von denen der Erwachsenen. So ist die Art der Le-
bensmittel weit weniger abwechslungsreich. Eine ganz besondere Rolle spielt in diesem Fall
die Muttermilch. Meistens stellt sie die einzige Nahrungsquelle in den ersten Monaten eines
Sauglings dar. Nach Kersting et al., 1998a, wird das Stillen immer popularer, wobei es regio-
nale Unterschiede in der Beliebtheit gibt. In Skandinavien werden z.B. 80 % aller drei Monate
alten Sauglinge und 60 % aller sechs Monate alten Sauglinge gestillt. In Deutschland werden
dagegen nur 50 % und 47 % aller Sauglinge im entsprechenden Alter gestillt [Alexy et al.,
1998]. Laut DFG, 1984, ist der Nutzen des Stillens héher einzuschatzen, als ein mdglicher-
weise vorhandenes Gesundheitsrisiko durch festgestellte Rickstdnde, vor allem der PCB
und polychlorierten Dibenzofurane (PCDF). Diese und einige andere Umweltkontaminanten
besitzen die Eigenschaft, im Kérperfett des Menschen zu akkumulieren. Wahrend und nach
der Schwangerschaft werden samtliche Reserven des Kdrpers und damit auch die akkumu-
lierten Substanzen mobilisiert. Deswegen kann Muttermilch zur Abschatzung der Expositi-
on mit solchen Substanzen nicht nur von Sauglingen und Kleinkindern, sondern auch von
Mattern selber dienen [Groer et al., 2002]. Deswegen war es aus zweierlei Hinsicht interes-
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sant, die Gehalte an 4-NP, 4-tert.-OP, 4-NP1EO und 4-NP2EO nicht nur in Sduglings- und
Kleinkindernahrung, sondern auch in Muttermilchproben zu quantifizieren.

1.3. 4-AP und 4-APEO in Biofilmen

Fast alle Mikroorganismen leben in multizellularen Aggregaten — den so genannten Biofilmen
— zusammen. In Bdden, Sedimenten und auf anderen Oberflachen aquatischer Standorte
liegen sie als Schleime, Aufwiichse, suspendiert als Flocken oder Schlamme vor. lhnen allen
ist gemeinsam, dass sie in eine Matrix aus extrazellularen, polymeren Substanzen (EPS)
eingebettet sind, die ihnen einen einzigartigen Lebensraum bieten.

Fiar die Ausbildung eines Biofilmes mussen Grenzflachen (Feststoff-Wasser, Wasser-Lulft,
Luft-Feststoff), eine ausreichende Menge Wasser, mikrobiell verwertbare Nahrstoffe und die
Mikroorganismen selber vorhanden sein. Diese Vorraussetzungen sind praktisch ubiquitar
gegeben und man findet deshalb Biofilme in der Natur weit verbreitet. So ist z.B. der glitschi-
ge Uberzug auf Flusskieseln, die beschleunigte Korrosion von Metallrohren in technischen
Systemen, die Darmflora, der Zahnbelag oder die in letzter Zeit immer wieder durch Legio-
nellen verursachte Legionella-Pneumonie (so genannte Legionarskrankheit) im medizini-
schen Bereich zu nennen. Weiterhin sind die Biofilme malgeblich an den biologischen
Selbstreinigungsprozessen in Gewassern, Sedimenten und Bdden beteiligt [Costerton et al.,
1999 und 2001].

Biofilme sind eine Lebensform, in der Mikroorganismen in synergistischen Lebensgemein-
schaften zusammenleben. Innerhalb dieser Lebensgemeinschaften sind sie in der Lage,
Nahrstoffe zu akkumulieren und wiederzuverwerten und Signale und Gene leicht auszutau-
schen. Der Biofilm bietet den Mikroorganismen zudem die Méglichkeit, auch unter ungtinsti-
gen Umweltbedingungen zu Uberleben. So bietet er Schutz vor Salzbelastungen, extremen
pH-Werten, hydraulischer Belastung, toxischen Umweltkontaminanten durch Bindung an die
EPS (s. unten), Antibiotika, Desinfektionsmitteln und der Immunabwehr des Wirtsorganis-
mus. Des Weiteren bewirkt die Wasserrlickhaltung der EPS einen gewissen Schutz vor einer
Austrocknung des Biofilms. Allen Biofilmen ist gemeinsam, dass die Mikroorganismen in eine
Matrix aus EPS eingebettet sind. Die EPS bestehen aus Polysacchariden, Proteinen, Nuk-
leinsduren, Lipiden und anderen Makromolekilen. Aufgrund von hydrophoben und elektro-
statischen Wechselwirkungen und Wasserstoffbriickenbindungen zwischen den verschiede-
nen Molekilen wird ein Biofilm zusammengehalten. Dadurch entsteht seine dreidimensionale
Struktur und gegebenenfalls binden die EPS-Molekille an Oberflachen (sessile Lebenswei-
se). Weiterhin bestehen Biofilme in der Regel aus Mischpopulationen unterschiedlicher Mik-
roorganismen. An aquatischen Standorten kdnnen sessile Biofilme bis zu 10" Zellen pro mL
Biofilmvolumen enthalten, wobei in der freien Wasserphase (planktonische Lebensweise) die
Konzentrationen um den Faktor 10° bis 10* kleiner sind. Meistens dominieren die Bakterien,
aber es konnen je nach Standort auch betrachtliche Anteile an Algen (bei Lichtzutritt), Pilzen
und Protozoen vorhanden sein. Auch mehrzellige Organismen, wie z.B. Fadenwirmer, Mil-
ben, Insektenlarven, kdnnen sich ansiedeln. Sie ernahren sich von den Mikroorganismen
und sind selber wieder Nahrung fir hdhere aquatische Lebewesen, sodass es zur Ausbil-
dung von Nahrungsketten kommen kann [Flemming et al., 2001a und 2002].
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Wie bereits erwdhnt, forderte die Europdische Kommission in der Empfehlung Uber die Er-
gebnisse der Risikobewertung und die Risikobegrenzungsstrategien unter anderem fiir 4-NP
[EC, 2001a] weitere Informationen und/oder Prifungen flir den Lebensraum Wasser, ein-
schliel3lich der Sedimente. Dabei beziehen sich die Informations- und/oder Prifanforderun-
gen auf weitere Toxizitatstests im Hinblick auf in Sedimenten lebende Organismen. Des
Weiteren bestehen auch Bedenken hinsichtlich einer Sekundarvergiftung von anderen aqua-
tischen Lebewesen, wie Fischen und Erdwurmraubern.

Laut dem Gewassergute-Bericht 2000 des Landesumweltamtes (LUA) Nordrhein-Westfalen
(NRW) sind 4-NP, 4-tert.-OP und deren Ethoxylate seit 1999 im Untersuchungsprogramm
des LUA am Rhein festgelegt. Daten aus dem Jahr 2001 belegen, dass Flusswasser in NRW
sowohl 4-NP als auch 4-tert.-OP enthalten. Die Gehalte liegen fir 4-NP zwischen 0,002 —
0,778 ug/L und fir 4-tert.-OP zwischen 0,001 — 0,035 ug/L.

Die Tabelle 2 zeigt, dass aquatische Lebewesen starker belastet sind, als z.B. die Flusswas-
serproben in NRW oder andere Wasserproben (s. Tabelle 55: Anhang 7.1.: Ubersicht (iber
die Gehalte der Abbauprodukte der 4-APnEO in der Umwelt im Zeitraum von 1982 bis 2003).

Tabelle 2: Ubersicht iiber die Gehalte der Abbauprodukte der 4-APnEO in aquatischen Lebe-

wesen im Zeitraum von 1999 bis 2003

[c::;?;g] Probenart :’-IvtzrrI::nft der Literaturstelle
4-NP: 5-180 Fisch GrofR3britannien |Lye et al., 1999
4-NP1EO: 190 - 940
4-NP: 2 -19 Schlangen Japan Tsuda et al., 2000
4-tert.-OP: < 1
4-NP1EOQO: 2 - 21
4-NP2EO: <2 -6,2
4-NP:<2-6 Fische
4-tert.-OP: < 1
4-NP1EO: <2 -4
4-NP2EO:< 2
4-NP: < 3,3-8,1 Fische aus Flissen USA Keith et al., 2001
A-NP: 11 -4 Muscheln aus der Deutschland Gunther et al., 2001

T Nordsee
4-NP: 184 Fischgewebe feucht USA Snyder et al., 2001
4-NP1EOQO: 242
4-NP2EO: < 18,2
4-NP: 1-19,3 Wasserschlangen Japan Tsuda et al., 2002
4-tert.-OP: ND - 0,6
4-NP1EO: 2,1 — 23,3
4-NP2EO: 1,1-6,4
4-NP: < 3,3 -29/1 Fisch feucht USA Kannan et al., 2003
ND: not detected

Es stellt sich die Frage, wie es zu einer Akkumulation der Abbauprodukte der 4-APEO in
aquatischen Lebewesen kommen kann. In Kapitel 1.1. wurde gezeigt, dass es eine Akkumu-
lation in Sedimente von limnischen und marinen Standorten gibt. In der Literatur wird die
oberste Schicht von Sedimenten als Biofilm angesehen, da die oberste Sedimentschicht eine
Grenzschicht zwischen Wasser und Feststoff darstellt und Biofilme nur zwischen Grenz-
schichten existieren kénnen. In dieser Grenzschicht konkurrieren zwei Vorgange: einerseits
kann es in der obersten Sedimentschicht zum Abbau durch so genannte heterotrophe Mikro-
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organismen kommen und andererseits zu einer Akkumulation der lipophilen, organischen
Abbauprodukte der 4-APEO.

Heterotrophe Mikroorganismen bevorzugen organische Kohlenstoff-Quellen zum Aufbau
ihrer Zellwande. Unter den heterotrophen Mikroorganismen, wie z.B. Acinetobacter, Bacillus,
Enterobacter, Legionella, Micrococcus, Staphylococcus u.a. [Keevil, 1999], gibt es sowohl
aerobe als auch anaerobe. Der aerobe Abbau aromatischer Kohlenwasserstoffe (s. Abbil-
dung 6) erfolgt je nach Ausgangssubstanz Uber das Brenzcatechin bzw. die Protocatechu-
saure. Die Ringspaltung erfolgt Uber die ortho- oder meta-Spaltung, wobei als Endprodukte
Succinat und Acetat oder Acetaldeyd und Pyruvat in den Intermediarstoffwechsel der Mikro-
organismen eingehen.

Succinat
+
Ortho-Spaltung Acetat
COOH COOH
Z COOoH N
O, 2H 0, — N

CHO O

[
COOH™ =~y c—C—COOH

Benzol Brenzkatechin CH;——CHO
Meta-Spaltung
Pyruvat
+
Acetaldehyd

Abbildung 6: Aerober Abbau aromatischer Kohlenwasserstoffe

Lange Zeit nahm man an, dass aromatische Verbindungen unter anoxischen oder sogar
anaeroben Bedingungen, wie sie in Sedimenten vorliegen, nicht abgebaut werden kdnnen.
Es war kein Mechanismus fur eine anaerobe Ringspaltung bekannt, der die Barriere der
hohen Aromatisierungsenergie Uberwindet. Einige Mikroorganismen haben einen Mecha-
nismus (s. Abbildung 7) entwickelt, der Uber eine Aktivierung von Benzoat mit Coenzym A zu
Benzoyl-CoA, eine schrittweise Hydrierung zu cyclischen, aliphatischen Kohlenwasserstof-
fen, eine Hydratation und Dehydrierung und schlief3lich nach einer hydrolytischen Ringoff-
nung zu drei Molekilen Essigsaure und COx fiihrt.

HOQOC CO-SCoA  CO-SCoA CO-SCoA

CO-SCoA
% CoASH
OASHL - ADP i g2[H] ;2[H] )\: (-HZO /\: OH OOOH 3 CH;—COOH
CO,

Benzoat Benzoyl-CoA Cyclohexen-  2-Hydroxy- Pimelyl-CoA
carboxy-CoA cyclohexen-
carboxy-CoA

Abbildung 7: Anaerober Abbau aromatischer Kohlenwasserstoffe

Allerdings verlauft dieser Prozess aufgrund des geringen Energiegewinns sehr langsam und
es kann somit je nach Gehalt der Substanz im Wasser zu einer Akkumulation in Sedimenten
kommen. Vorraussetzung sowohl fir den aeroben als auch den anaeroben Abbau ist immer,
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dass toxische Substanzen in Konzentrationen vorliegen, die unter dem hemmenden Schwel-
lenwert fiir die jeweiligen Mikroorganismen liegen [Fritsche, 2002].

Eine Akkumulation von organischen Substanzen ist demnach hauptsachlich abhangig von
der Konzentration bzw. der Toxizitdt der Substanz, der Sauerstoff-Konzentration und der
Anzahl der Mikroorganismen.

In der Literatur waren fir die Abbauprodukte der 4-APEO nur Gehalte in Sedimenten zu
finden, aber keine in Biofilmen. Um eine mogliche Akkumulation der Abbauprodukte der 4-
APEO in Biofilmen untersuchen zu kdnnen, war es interessant sowohl Biofilm- als auch
Flusswasserproben zu analysieren. So konnte man Informationen Uber evt. Sekundarvergif-
tungen fiir héhere aquatische Lebewesen wie z.B. Fische erlangen, die am Ende der Nah-
rungskette aquatischer Lebewesen stehen.

1.4. Zielsetzung

Lebensmittel:

Die Gehalte von vier estrogen aktiven Substanzen, dem 4-NP, 4-tert.-OP, 4-NP1EO und 4-
NP2EO, sollten in Sauglings- und Kleinkindernahrung quantifiziert werden, um anschlielend
die taglichen Aufnahmemengen uber die Nahrung, die so genannten ’daily-intakes’, abschat-
zen zu kénnen.

Es musste eine genaue und aktuelle Studie Uber die Erndhrungsgewohnheiten von Sauglin-
gen und Kleinkindern in bestimmten Altersstufen in Deutschland gefunden werden. Als Da-
tengrundlage wurde die so genannte DONALD-Studie (Dortmund Nutritional and Anthropo-
metric Longitudinally Designed-Study) verwendet, aus der die Verzehrswerte flr bestimmte
Lebensmittelgruppen der Jahre 1995 bis 2000 berticksichtigt wurden. Innerhalb dieser Grup-
pen konnten die am haufigsten verzehrten Lebensmittel genau benannt und somit ganz
gezielt im Handel eingekauft werden (s. Kapitel 3.2.3.).

Es sollte ein Verfahren fur Lebensmittel aller Art entwickelt werden, mit dem alle vier Analy-
ten zusammen quantifiziert werden konnten. Daflir war eine Ausweitung bzw. Modifizierung
des Verfahrens nach Heinke, 2000, sowohl auf die Bestimmung von 4-tert.-OP als auch auf
die isomerenspezifische Bestimmung von 4-NP1EO und 4-NP2EOQ nétig.

Nach der Bestimmung der Gehalte sollten die Werte fur jeden Analyten zusammengefasst,
diskutiert und der 'daily-intake’ fir die verschiedenen Altersstufen getrennt nach Geschlecht
berechnet werden.

Biofilme:

Neben den Lebensmitteln stand auch eine Untersuchung der Gehalte von Biofilm- und
Flusswasserproben auf 4-NP, 4-tert.-OP, 4-NP1EO und 4-NP2EO an. Daflir wurden in Zu-
sammenarbeit mit der Universitat Duisburg-Essen, Fachgebiet Aquatische Mikrobiologie,
sowohl Biofilm- als auch Flusswasserproben in Flissen aus NRW gesammelt.

Diese Proben sollten mit dem modifizierten Verfahren fir Lebensmittel auf alle vier Analyten
untersucht werden, um anschlieRend die Werte zusammenzufassen, zu diskutieren und
Akkumulationsfaktoren berechnen zu kénnen.

Eine mikrobiologische Charakterisierung der Biofilmproben fand ausschlief3lich an der Uni-
versitat Duisburg-Essen, Fachgebiet Aquatische Mikrobiologie, statt. Diese Daten mussten
ebenfalls zusammengefasst und diskutiert werden.
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2. Experimenteller Teil

Im folgenden Kapitel werden die einzelnen Analyseverfahren beschrieben. Die Aufteilung
erfolgte anhand der zu untersuchenden Analyten, sodass drei verschiedene Verfahren be-
schrieben werden:

= 2.1. Analyseverfahren flir 4-NP

= 2.2. Analyseverfahren fur 4-NP und 4-tert.-OP

= 2.3. Analyseverfahren flr 4-NP, 4-tert.-OP, 4-NP1EO und 4-NP2EO

Teilweise ahneln sich die Verfahren sehr stark, wobei dann nur auf die Unterschiede in den
einzelnen Unterkapiteln eingegangen werden wird. Fir alle gleich ist folgender Analysegang:

Probenvorbereitung und Dotierung mit dem/den internen Standard(s)

Wasserdampfdestillation mit gleichzeitiger Fliissig-Flussig-Extraktion

Phasentrennung

Einengen des Extraktes

Aufreinigung mittels HPLC und Fluoreszenzdetektion

Einengen der HPLC-Fraktion

Derivatisierung

Trennung und Quantifizierung mittels GC-MS

Lebensmittel-, Biofilm- oder Flusswasserproben wurden nach diesem Schema analysiert.
Nach der entsprechenden Probenvorbereitung und der Zugabe eines oder mehrerer interner
Standards (je nach Analyseverfahren) wurden die Analyten mit einer Wasserdampfdestillati-
on aus der Probe extrahiert. Die gleichzeitig stattfindende Flussig-Flussig-Extraktion Uber-
fuhrte die Analyten in ein Losungsmittelgemisch. Nach dem Abtrennen der wassrigen Phase
engte man den Extrakt ein und reinigte ihn mittels der Hochdruckfllissigkeitschromatographie
(HPLC) auf. Diese HPLC-Fraktion wurde eingeengt, um anschlief’end die Analyten zu deri-
vatisieren und mittels Gaschromatograph (GC) zu trennen und Massenspektrometer (MS)
quantifizieren zu kénnen. Des Weiteren wird im Kapitel 2.4. die Charakterisierung der Bio-
filmproben skizziert. Mittels eines standardisierten Spatelplattenverfahrens wurde die Kolo-
niezahl heterotropher Bakterien pro mL Probe bzw. pro g Trockenmasse Probe bestimmt,
wobei die Gesamtzellzahl mikroskopisch bestimmt werden sollte. Zusatzlich quantifizierte
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man sowohl in den Biofilmen als auch in den EPS wichtige Inhaltsstoffe wie Kohlenhydrate,
Proteine und Huminstoffe.

2.1. Analyseverfahren fur Nonylphenol (4-NP)

In dem folgenden Unterkapitel wird der allgemeine Analysegang am ausfiihrlichsten be-
schrieben. Da dieser, wie bereits erwahnt, fur alle gleich ist, wird sowohl im Kapitel '2.2.
Analyseverfahren fiir 4-NP und 4.tert.-OP’ als auch in '2.3. Analyseverfahren fir 4-NP, 4-
tert.-OP, 4-NP1EO und 4-NP2EQO’ nur auf die einzelnen Unterschiede eingegangen. Dort
wird immer wieder auf die nun folgenden Unterkapitel verwiesen, um unndtige Wiederholun-
gen zu vermeiden.

2.1.1. Verwendete Chemikalien, Losungen und Gerite

Verwendete Chemikalien:
Tabelle 3: Verwendete Chemikalien fiir das Analysenverfahren fiir 4-NP

Chemikalie Reinheit Hersteller
Aceton pro analysis Merck, Darmstadt
Acetonitril fir die Ruckstands- Merck, Darmstadt
analytik
Cyclohexan fur die Chromatographie|Merck, Darmstadt
Glaswolle, silyliert fur Liner des FIDs Macherey und Nagel, Diren
Helium 5.0und 6.0 Praxair, Oevel (Belgien)
n-Hexan fur die Spektroskopie  |Merck, Darmstadt
Isooctan flr die Spektroskopie  |Merck, Darmstadt
Methanol gradient grade Merck, Darmstadt
N-Methyl-N-tert- keine Angabe CS, Chromatoghraphie-
butyldimethylsilyltrifluoracetamid Service, Langerwehe
(MTBSTFA)
Natriumsulfat (6h bei 350°C ge- pro analysis Merck, Darmstadt
trocknet)
Natriumchlorid pro analysis Meck, Darmstadt
neodisher N maschineller Glasreini- |[neolLab, Heidelberg
ger

4-n-NP 99,5 % Dr. Ehrensdorfer, Augsburg
4-NP, technisches Gemisch 92,9 % * Fluka, Buchs (Schweiz)
4-(2’-Nonyl)phenol als GSTD verwendet Fremdlaboratorium, Uni Bonn
2-Propanol fur die Chromatographie|Merck, Darmstadt
Reinstwasser bidestilliert Forschungszentrum Jilich,

ICGV
Salpetersaure, 65 % pro analysis Merck, Darmstadt
Salzsaure, > 32 % pro analysis Riedel, Hannover
Salzséaure, 35,5 - 38 % instra analysed Baker, Deventer (Niederlande)
Stickstoff 5.0 Linde, Hollriegelskreuth
Siedesteine (Teflon) keine Angabe Norton Performance Plastics,

New Jersey (USA)
synthetische Luft keine Angabe Messer, Griesheim
Wasserstoff 5.0 Messer, Griesheim
* Heinke, 2000, bestimmt
FID: Flammenionisationsdetektor
GSTD: Geratestandard
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Verwendete Losungen:

Extraktionsldsung:

In einem Becherglas wurden 40 g Natriumchlorid auf 1 g genau eingewogen und in einen 2 L
Rundkolben tberfiihrt. Anschliefend wurden ca. 600 mL Leitungswasser hinzugegeben und
mit 2 mL Salzsadure (Baker) angesaduert. Nach Zugabe von einigen Siedesteinen wurde die
Ldsung durch Umschwenken gemischt.

Derivatisierungslésung:
Aus MTBSTFA und Acetonitril wurde eine 1 %ige (v/v) Lésung hergestellt, die mit einem
Ruttelgerat gemischt wurde.

Organische Phase:
Jeweils 500 mL Cyclohexan und Isooctan wurden im Ultraschallbad einige Minuten ge-
mischt.

Lésung interner Standard (ISTD-NP):

4-n-NP wurde auf 0,01 mg genau in einem Becherglas eingewogen und mit Hilfe von Metha-
nol quantitativ in einen Messkolben Uberfihrt. Es wurden ca. 20 mg eingewogen und durch
entsprechendes Verdinnen erhielt man die gewinschte Endkonzentration (¢ = 0,0405
mg/L).

Lésung GSTD:

4-(2’-Nonyl)phenol wurde ebenfalls auf 0,01 mg genau in einem Becherglas eingewogen und
mit Hilfe von Cyclohexan quantitativ in einen Messkolben Uberfiihrt. Es wurden ca. 20 mg
eingewogen und durch entsprechendes Verdinnen erhielt man die gewlinschte Endkonzent-
ration (¢ = 0,410 mg/L).

4-NP-Standardlésung flr die HPLC:

4-n-NP und 4-NP wurden auf 0,1 mg genau in einem Becherglas eingewogen und mittels
Cyclohexan quantitativ in einen Messkolben Uberflhrt. Durch entsprechendes Verdinnen
erhielt man die gewiinschten Endkonzentrationen von ungefahr 0,01 und 0,1 mg/L.

4-NP-Standardlésungen flir GC-MS-Kalibrierung:

Ca. 20 mg 4-n-NP und 4-NP wurden auf 0,01 mg genau in einem Becherglas eingewogen
und mittels Cyclohexan quantitativ in einen Messkolben Uberfuhrt. Durch entsprechendes
Verdiinnen dieser Stammldsungen erhielt man die Kalibrierlésungen fir die GC-Kalibrierung.
Tabelle 4: Ubersicht iiber die 4-NP-Standardlésungen fiir die GC-MS-Kalibrierung

Kalibrierlsung 4-n-NP-Konzentration 4-NP-Konzentration
[mg/L] [mg/L]
Std. 1 0,465 10,59
Std. 2 0,465 5,295
Std. 3 0,465 1,059
Std. 4 0,465 0,8472

4-tert.-OP-Standardlésungen fir GC-MS-Kalibrierung:

Ca. 20 mg 4-tert.-OP wurden auf 0,01 mg genau in einem Becherglas eingewogen und mit-
tels Cyclohexan quantitativ in einen Messkolben Uberflihrt. Durch entsprechendes Verdin-
nen dieser Stammldsungen erhielt man die Kalibrierldsungen fiir die GC-Kalibrierung.
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Tabelle 5: Ubersicht iiber die 4-tert.-OP-Standardlésungen fiir die GC-MS-Kalibrierung

Kalibrierls 4-tert.-OP-Konzentration
alibrierlésung
[mg/L]
Std. 1 1,148
Std. 2 0,574
Std. 3 0,1148
Std. 4 0,07175

Saurebad:
Salzsaure (Riedel) wurde mit Reinstwasser zu einer ungefahr 1 molaren Lésung verdunnt.

Verwendete Gerite:
Tabelle 6: Verwendete Gerate

Gerateart Geratetyp Hersteller

Analysenwaage CP 225D Sartorius, Géttingen

Heizblock aus Aluminium | Forschungszentrum Julich, mechanische Werk-
statt

Heizhaube HRT 2 Horst, Lorsch

Kuhler nach Veith Veith-Kuhler Forschungszentrum Jilich, Glasblaserei

und Kiwus

Mixer 8011 E Waring Products Division, New Hartfort (USA)

Oberschalenwaage |PL 1200 Mettler Toledo, GielRen

Ruittelgerat Vibrofix VF 1 Janke & Kunkel Ika Werk, Staufen

Ultraschallbad 2210 Branson Ultrasonics, Dansbury (USA)

Ultra-Turrax TP 18/10 Janke & Kunkel Ika Werk, Staufen

Trockenschrank VT 5050 EK Heraeus, Hanau

2.1.2. Reinheit des 4-NP-Standards
Die Reinheit des technischen 4-NP-Gemisches (Fluka) wurde nicht selber bestimmt, sondern
der Wert von 92,9 % wurde von Heinke, 2000, ibernommen.

2.1.3. Reinigung der Apparatur

Die Extraktionsapparatur bestand aus einem 2 L Rundkolben auf dem ein Veith-Kiihler
[Veith, 1977] und ein Intensivkihler mit einem U-Rohr steckte.

Eventuell anhaftende Probenreste wurden mit Leitungswasser aus dem Rundkolben entfernt.
Zur vollstandigeren Reinigung der Apparatur wurde fir alle folgenden Reinigungsvorgange
das Kihlwasser nicht durch den Veith-Kihler (s. Abbildung 8) geleitet, sodass die Saure und
die Lésungsmittel auch in den oberen Teil der Apparatur gelangten.

Man gab ca. 500 mL Salpetersaure, 65 %, und ein paar Siedesteine aus Teflon in den Rund-
kolben und erhitzte unter Riickfluss 2 h lang. Die Salpetersdure wurde maximal 5-mal wieder
verwendet. Nach dem Abkuhlen entfernte man die Saure und splilte die komplette Apparatur
mit Leitungswasser saurefrei.

Anschlielend wurden ca. 250 mL Methanol und ein paar Siedesteinen ebenfalls unter Rick-
fluss 2 h lang erhitzt.

Nach dem Entfernen des Methanols wiederholte man die gleiche Prozedur mit n-Hexan,
sodass im Anschluss die Apparatur komplett gereinigt fir die Extraktion zur Verfliigung stand.
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Abbildung 8: Veith-Kiihler

2.1.4. Blindwertextraktion

In der gereinigten Apparatur (s. Kapitel 2.1.3.) extrahierte man vor jeder Probenextraktion
einen so genannter Reagenzienblindwert (im Folgenden als Blindwert bezeichnet). Jeder
Blindwert wurde genau wie die Probe aufgearbeitet, wobei nur die jeweilige Probe fehlte.

In einen Rundkolben wurden ca. 600 mL Extraktionslésung angesetzt. Um eventuellen
Schwankungen in der Qualitat des Leitungswassers vorzubeugen, fillte man fur die Proben-
extraktion direkt im Anschluss eine 2,5 L Glasflasche mit Leitungswasser.

Auskochen der Extraktionsldsung fiir den Blindwert:

Von dieser Extraktionsldsung legte man jeweils mit einer Vollpipette ca. 25 mL in den Veith-
Kdhler vor und Uberschichtete mit 20 mL organischer Phase. Dabei achtete man darauf,
dass keine organische Phase in das Steigrohr des Veith-Kiihlers gelangte. Nun wurde 5 h
unter Ruckfluss erhitzt. Nach dem Abkuhlen lie3 man die wassrige Extraktionslésung und die
organische Phase aus dem Veith-Kihler (im weiteren Text mit ’Inhalt des Auslaufes’ be-
zeichnet) Uber den Auslauf ab und verwarf sie.
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Die Wandungen des Veith-Kuhlers reinigte man mit Hilfe einer Pasteurpipette und 3-8 mL
Methanol. Das Steigrohr, den Auslauf und den unteren Schliff des Veith-Kiihlers sowie des
Intensiv-Kuhlers spllte man mit jeweils 4 mL Methanol.

Blindwertextraktion:

Von dieser ausgekochten Extraktionslésung wurden wieder ca. 25 mL mit einer Vollpipette in
den Veith-KUhler vorgelegt und mit 20 mL organischer Phase Uberschichtet.
Als internen Standard gab man 500 yL der ISTD-NP Lésung [c(4-n-NP) = 0,0405 mg/L in
Methanol], entsprechend 20,25 ng absolut, mittels einer Mikroliter-Spritze, die vorher mit
derselben Lésung konditioniert wurde, hinzu. 5 h wurde unter Rickfluss erhitzt und nach
dem Abkuhlen wurde der Inhalt des Auslaufes, in dem sich die Analyten angereichert hatten,
in einem 100 mL Messkolben aufgefangen. AnschlieRend wurde wie in Kapitel 2.1.6. be-
schrieben der Veith-Kihler mit organischer Phase gespllt und eine Phasentrennung durch-
gefuhrt.

Auskochen der Extraktionsldsung fiir die Probe:

Vor dem Auskochen musste die Apparatur erst wieder gereinigt werden. Daflr wurde der
Inhalt des Rundkolben verworfen und dieser mit Hilfe einer Pasteurpipette und 3-8 mL Me-
thanol gespult. Die Reinigung des Veith-Kuhlers erfolgte wie oben beschrieben. Nach dem
Abdampfen des Methanols setzte man mit dem vorher abgeflillten Leitungswasser ca. 600
mL Extraktionslésung im Rundkolben an. Ca. 25 mL dieser Losung legte man wieder in den
Veith-Kihler vor und Gberschichtete sie mit 20 mL organischer Phase. 5 h wurde unter Riick-
fluss erhitzt und nach dem Abklhlen konnte der Inhalt des Auslaufes verworfen und der
Veith-Kihler wie oben beschrieben gereinigt werden.

2.1.5. Probenvorbereitung

Probennahme:
Alle Sauglings- und Kleinkindernahrungen waren handelsubliche Lebensmittel, die kommer-
ziell erhaltlich waren. Die Proben wurden so gelagert, wie sie im Einzelhandel zum Kauf
bereit standen.

Probenvorbereitung:

Meistens lagen sie als homogener Brei vor, sodass ein gutes Umrihren mit einem Glasspa-
tel ausreichend war. Ahnlich verhielt es sich mit pulverigen oder fliissigen, homogenen Pro-
ben, die kurz vor der Einwaage noch mal gut durchmengt wurden. Einige andere feste Pro-
ben mussten mittels eines Mixers oder Ultra-Turrax homogenisiert werden. Eine genaue
Ubersicht iber die einzelnen Probenvorbereitungen gibt die Tabelle 59 'Anhang 7.5.: Proben
nach dem Analyseverfahren fir 4-NP’.

Fir die Einwaage der Lebensmittelproben wurde eine entsprechende Menge (je nach Probe,
die nach dem Analyseverfahren flr 4-NP analysiert wurde: 7 - 102 g) in ein Becherglas ge-
geben. Weitere Hilfsmittel, wie ein Trichter und eventuell ein Glasspatel, wurden mitgewo-
gen. Diese bendtigt man, um die Lebensmittelprobe ohne Verluste in den Rundkolben, in
dem sich die ausgekochte Extraktionsldsung (s. Kapitel 2.1.5.) befand, zu Uberflihren. Da-
nach konnte man das Becherglas und eventuell gebrauchte Hilfsmittel zurickwiegen und aus
der Differenz die Menge an Lebensmittelprobe errechnen.
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Eine aufwendige Lagerung von Ruickstellproben wurde vermieden, da meistens der verblei-
bende Rest in den Glaschen fiir keine weitere Analyse ausreichte. Bei den anderen Proben
achtete man darauf, dass nur eine bestimmte Menge, die fiir die Analyse ausreichend war,
eingekauft wurde.

2.1.6. Probenextraktion

Zuerst mussten von der sich im Rundkolben befindenden, ausgekochten Extraktionslésung
wieder ca. 25 mL in den Veith-Kihler vorgelegt werden und mit 20 mL organischer Phase
Uberschichtet werden.

Die entsprechend nach Kapitel 2.1.5. vorbereitete Lebensmittelprobe konnte nun in den
Rundkolben gegeben werden. Als interner Standard wurden, wie bei der Blindwertextraktion,
von derselben ISTD-NP Lésung wiederum 500 uL hinzugegeben. Die verwendete Mikroliter-
Spritze war vorher mit dieser L6sung konditioniert worden.

Eigens fur die Extraktion von Huhnerei-Homogenat musste vor dem Erhitzen noch 1 mL
hochreine Salzsaure (Baker) hinzugegeben werden, um zu verhindern, dass Schaum bis in
den Veith-Kihler stieg. Da dies aus der Arbeit von Heinke bekannt war, gab man auch vor
der dazugehdrigen Blindwertextraktion 1 mL hochreine Salzsdure (Baker) zur Extraktionslo-
sung hinzu.

Dann wurde 5 h unter Ruckfluss erhitzt und nach dem Abklhlen konnte der Inhalt des Aus-
laufes, in dem sich die Analyten angereichert hatten, in einem 100 mL Messkolben aufge-
fangen werden.

Sowohl fir den Blindwert als auch flr die Probe spiilte man den Veith-Kihler mit einer Pas-
teurpipette und ca. 8 mL organischer Phase. Diese Spulldsung fing man ebenfalls in dem
100 mL Messkolben auf. Daraufthin wurde noch mit Leitungswasser solange der Veith-Kuhler
nachgespdilt, bis der 100 mL Messkolben, in den diese Spillésung auch aufgefangen wurde,
gefullt war. Zur Phasentrennung wurde eine Apparatur, wie in Abbildung 9 schematisch dar-
gestellt, verwendet.

Hierzu wurden ein Trichter und ein Trennaufsatz auf den 100 mL Messkolben gesetzt und
durch Zugabe der entsprechenden Menge an Leitungswasser wurde die organische Phase
komplett in den Trennaufsatz gedriickt. Der Hahn des Trennaufsatzes wurde nun geschlos-
sen und der Trennaufsatz konnte daraufhin vom Rest der Apparatur abgenommen werden.
Man entfernte Uberschissige, wassrige Phase aus dem Trennaufsatz durch vorsichtiges
Offnen des Hahnes. Daraufhin gab man drei Spatelspitzen Natriumsulfat zu der organischen
Phase. Nach einer Trocknungszeit von 30 min Uber Natriumsulfat Gberfihrte man mit Hilfe
einer Pasteurpipette die organische Phase mit den angereicherten Analyten (im Folgenden
mit Extrakt bezeichnet) in ein Spitzglaschen. Bei einer Temperatur von 43 °C und unter
Stickstoffstrom wurde der Extrakt fast bis zur Trockne eingeengt.

Von den Wandungen des Spitzglaschens spulte man die anhaftenden Analyten mit 1 mL und
0,5 mL Cyclohexan herunter und engte wie oben beschrieben fast bis zur Trockne ein.
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Abbildung 9: Phasentrennung

2.1.7. Aufreinigung mittels HPLC

Zur Aufreinigung der Extrakte wurde folgende HPLC-Anlage verwendet.
Tabelle 7: Beschreibung der HPLC-Anlage

Gerateart Typ Hersteller
Steuerung L-5000 LC-Controller Merck/Hitachi, Darmstadt
Injektor ng ?Jcll_ylg?oglil,chleife Merck/Hitachi, Darmstadt
Pumpe L 6200 Intelligent Pump Merck/Hitachi, Darmstadt
S5 Hypersil APS, 125 x 4 mm; sphari- CS-Chromatographie Servi-
aule )
sche 3 um Partikel ce, Langerwehe
Saulenthermostat T-6300 Merck/Hitachi, Darmstadt
F-1080 Fluoreszenzdetektor
Detektor Anregungswellenlange: 259 nm Merck/Hitachi, Darmstadt
Emissionswellenlange: 300 nm
Software HPLC Manager, Version 2, 1993 Merck/Hitachi, Darmstadt
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Um zu sehen, ob die HPLC-Anlage frei von Verunreinigungen war, startete man zu Beginn
einer Probenaufreinigung nur das Gradientenprogramm (Tabelle 8) (Leergradient), ohne
vorher injiziert zu haben. Bei einem starken Anstieg der Basislinie oder auch des Druckes
wurde die umgedrehte Saule mehrere Stunden mit 2-Propanol gespillt und anschlieRend
wieder mit dem Lésungsmittelgemisch (97% : 3%) konditioniert.

Tabelle 8: Gradientenprogramm fiir die HPLC-Anlage

Zeit Gehalt an n-Hexan Gehalt an Gemisch* Flussrate

[min] [%] [%] [mL/min]
0 97 3 1
1 97 3 1
11 75 25 1
13 50 50 1
14 50 50 2
15 50 50 2
16 97 3 2
25,9 97 3 2
26 97 3 1

* n-Hexan und 2-Propanol wurden im Verhaltnis 80:20 (v/v) gemischt.

Um die Retentionszeiten der Analyten zu bestimmen, wurden 150 L der 4-NP-
Standardldsung fur die HPLC injiziert. Mit Hilfe dieser Retentionszeit konnte das Zeitfenster
berechnet werden, in der nach erfolgter Probeninjektion die Probe in einem Spitzglaschen
aufgefangen wurde. Dieses Zeitfenster wahlte man so, dass kleinere Retentionsschwankun-
gen nicht zu einem Verlust an Analyten fuhren konnten. Meistens fand eine Koeluierung von
4-n-NP und 4-NP statt, wobei das Zeitfenster dann so gewahlt wurde, dass von der dieser
Retentionszeit 0,9 min subtrahiert und 1,1 min addiert wurden. Falls es zwei Retentionszei-
ten gab, wurde von der ersten 0,9 min subtrahiert und zu der zweiten 1,1 min addiert.
Daraufhin nahm man den eingeengten Extrakt fur die Aufreinigung in meistens 900 uL Cyc-
lohexan auf und brachte ihn mit Hilfe eines Ruttelgerates (mindestens 10 s lang) in Losung.
Von dieser Lésung injizierte man 150 yL mit einer HPLC-Mikroliter-Spritze und fing das Eluat
in dem zuvor ermittelten Zeitfenster in einem Spitzglaschen auf (Fraktion). Fur jeden Blind-
wert wurde pro Apparatur eine Fraktion und fir jede Probe wurden pro Apparatur mindestens
zwei Fraktionen (aulder bei den ersten flnf Proben — dort war es nur eine Fraktion) aufgefan-
gen, wobei der restliche Extrakt bei 4 °C im Kihlschrank aufbewahrt wurde, um bei Bedarf
darauf zuriickgreifen zu kénnen.

Jede einzelne Fraktion wurde unter Stickstoffstrom bei 43 °C fast bis zur Trockne eingeengt.
Anschlielend spulte man von den Wandungen des Spitzgldschens die anhaftenden Analy-
ten mit 1 mL und 0,25 mL Cyclohexan herunter und engte wie eben beschrieben ein.

2.1.8. Derivatisierung

Die eingeengte Fraktion in dem Spitzglaschen wurde in ca. 400 yL Derivatisierungsldosung
aufgenommen und etwa 10 s lang mittels Ruttelgerat geldst. Mit einer Mikroliter-Spritze wur-
den 5 yL der Lésung Geratestandard, mit 4-(2’-Nonyl)phenol in Cyclohexan, in ein braunes
GC-Flaschchen gegeben. Nun konnte die in der Derivatisierungslosung geltdste Fraktion mit
einer Mikroliter-Spritze in das GC-Flaschchen Uberfihrt werden, welches mit einer Bordel-
kappe vom Typ R8-1,0 (s. Tabelle 9) verschlossen wurde. Vor der Derivatisierung mussten
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die Lésungen im dem GC-Flaschchen mindestens 10 s lang aufrecht und auf dem Kopf
stehend durchmischt werden. Anschlieliend wurden sie 10 min lang bei 60 °C erwarmt. Es
handelte sich bei der Derivatisierung um eine Silylierung des 4-NPs mit MTBSTFA.

CHs CHs R R CHs
CH3—C-Si(CH3),"N-C-CFj + O » CHy /©/ + HN-C-CF,
CH3 0 HO CH3—C~Si(CH3),0 0

MTBSTFA CHs

Abbildung 10: Derivatisierung der 4-AP mit MTBSTFA

2.1.9. Bestimmung mittels GC-MS

Die derivatisierten Lésungen der 4-NP-Standards fir die GC-MS-Kalibrierung (s. Kapitel
2.1.10.), der Blindwerte und der Proben wurden mit einem GC-MS-System vermessen, das
mit einem automatischen Probengeber und einem Large-Volume-System ausgestattet war.
Von jeder Losung wurden 105 uL durch den automatischen Probengeber injiziert.

Mit dem in Tabelle 9 beschriebenen GC-MS-System wurden meistens zwei verschiedene
Proben, von denen immer jeweils eine Doppelbestimmung in zwei unterschiedlichen Appara-
turen durchgefuhrt wurde, mit ihren Blindwerten wie folgt vermessen:

= Acetonitril (AcCN) und Derivatisierungslosung (Der.-Lsg.) jeweils einmal injiziert

» Standard-Kalibrierungslosung 4 mit der niedrigsten Analyt-Konzentration, die wie alle
Kalibrierungslésungen dreimal injiziert wurde

= acht Blindwert-Injektionen, die sich aus den vier verschiedenen Apparaturen (App. 1-4),
die jeweils zweimal injiziert wurden, zusammensetzten

» Der.-Lsg. (einmal injiziert)
» Standard-Kalibrierlésung 3 (dreimal injiziert)

= acht Injektionen von Probe |, die sich aus zwei verschiedenen Apparaturen (App. 1, 2),
von denen jeweils zwei HPLC-Fraktionen existierten und die alle zweimal injiziert
wurden, zusammensetzten

» Der.-Lsg. (einmal injiziert)
» Standard-Kalibrierlésung 2 (dreimal injiziert)

= acht Injektionen von Probe I, die sich aus zwei verschiedenen Apparaturen (App. 3, 4),
von denen jeweils zwei HPLC-Fraktionen existierten und die alle zweimal injiziert
wurden, zusammensetzten

» Der.-Lsg. (einmal injiziert)
» Standard-Kalibrierldsung 1 (dreimal injiziert)

Nachfraktionierte Blindwerte oder Proben wurden so in die Messsequenz eingebaut, dass sie
direkt nach den vorgesehenen Blindwerten bzw. Proben vermessen wurden.
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Tabelle 9: Beschreibung des GC-MS-Systems

Gerateart Geratetyp Hersteller Beschreibung
Autosampler CTC A200 SE CTC Analytics automatischer Pro-
bzw. Chromtech, |bengeber
Idstein
Autosampler-Spritze Mikroliter-Spritze SGE, Darmstadt | 250 yL; mit aus-

wechselbarer, koni-
scher Nadelspitze

Autosampler GC- R 07s, braun CSs- 600 uL Braunglas-
Fléaschchen Chromatographie | Flaschchen
Service, Langer-
wehe
Autosampler Bordel- R8-1,0 CS- Naturkautschuk
kappen fur GC- Chromatographie |plus 1 mm Teflon
Flaschchen Service, Langer-
wehe
Injektionssystem Large-Volume- ATAS, Cambridge | Optic 2
Controller (GB)
Large-Volume-Injektor |ATAS, Cambridge |Optic 2-200 PTV-
(GB) Injektor
Liner SGE, Darmstadt mit Diatomit ge-
packter Glas-Liner,
3,5mm I.D.
Gaschromatograph GCQ Finnigan MAT,
San Jose (USA)
GC-Saulen Vorsaule J&W Scientific, deactivated-fused-
Folsomc (USA) silica; 0,25 mm 1.D.
- 10 m Lange
Saulenverbinder SGE, Darmstadt Universal-Einweg-
Steckverbinder aus
Glas
Trennsaule Chrompack, WCOT Fused Silica
Frankfurt CP-Sil-8 CB; 0,25

mm [.D. - 30 m
Lange; Filmdicke:

0,25 um
Massenspektrometer GCQ Finnigan MAT, lonenfallengerat
San Jose (USA)
Computer Gateway 2000, Gateway 2000,
P5-75 Sioux City (USA)
Software fir das GCQ | Steuerungs- und Aus- |Finnigan MAT, GCQ Analysis
wertungssoftware San Jose (USA) 1997, Version 2.2
weitere Software Makro Semrau.xls, Axel Semrau, Umwandlung von
1997, Version 2.0 Sprockhovel GCQ- in Excel-
Formate
Excel Version 7 Microsoft Corpora- | Microsoft Excel, fur
tion, Redmond Windows 95
(USA)

In Tabelle 10 sind die genauen Einstellungen aufgelistet, unter denen die derivatisierten
Lésungen vermessen wurden.
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Tabelle 10: Einstellungen am GC-MS-System

Gerateteil

Parameter

Einstellung

Autosampler *

Injektionsvolumen

4,7 entspricht 105 uL bei
einer 250 uL Spritze

Volumen der mitinjizierten Luft 0 uL
Konditionierung der Spritze dreimal
Spulschritte vor der Injektion 1
Spuilschritte mit Probe 0
Spulschritte nach der Injektion 2
Aufheizzeit der Nadel im Injektor 1s
Verbleiben der Nadel im Injektor 1s
nach der Injektion
Injektionssystem Tragergas Helium 6.0
Tragergasdruck 19 psi
Tragergasgeschwindigkeit 45 cm/s (bei 70 °C)
Equilibrierungszeit 30s
Anfangstemperatur 70 °C
Vent-Time (Abblaszeit) 60 s
Aufheizrate 5°C/s
Endtemperatur 275 °C (bei AcCN & Der.-
Lsg.: 300 °C)
Dauer, fur die die erreichte End- 33 min
temperatur gehalten wird
Dauer, fir die das Split-Ventil ge- 2 min
schlossen ist
Transferdruck 25 psi
Transferdauer 0 min
Druck zu Beginn des GC-Laufes 25 psi
Druck am Ende des GC-Laufes 25 psi
Gaschromatograph Temperaturprogramm 70 °C (3 min lang)
mit 20 °C / min auf 165 °C
mit 4 °C / min auf 250 °C
mit 40 °C / min auf 280 °C
280 °C (5 min lang)
(bei AcCN & Der.-Lsg.: mit
40 °C / min auf 290 °C
290 °C (5 min lang))
Massenspektrometer Temperatur der Transferline 280 °C (bei AcCN & Der.-
Lsg.: 290 °C)
lonisierungsart ElektronenstoRionisation
lonisierungsenergie 70 eV
Polaritat positiv
gemessener Messenbereich 100 — 340 amu
Zeit fUr einen Scan 0,33 s
Massendefekt 0 mmu/amu
Temperatur der lonenquelle 180 °C
Beginn der lonisation 10 min nach GC-Start
Messart Full-Scan-Modus uber den
eingestellten Bereich
Datenauswertung Suchmethode Uber das Massenspektrum
Mindestubereinstimmung der 700 (70 %)
Spektren

Breite des Suchfensters

20 s (10 s vor und hinter
dem Maximum)
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* Weitere Einstellungen des Autosamplers sind in Tabelle 60: ’Anhang 7.6.: Weitere Einstel-
lungen des Autosamplers’ zu finden.

2.1.10. Kalibrierung und Auswertung

Ermittlung der Isomerenverteilung des technischen 4-NPs:

Genauso wie die Reinheitsuberpriafung von 4-NP konnte auch die Isomerenverteilung von
Heinke, 2000, iGbernommen werde. Denn alle Messdaten, die nach dem Analysenverfahren
fur 4-NP ermittelt wurden, waren auf einer identischen CP-Sil-8-GC-Saule unter den gleichen
GC-MS-Bedingungen gemessen worden.

Kalibrierung und Ermittlung der Responsefaktoren:
Fur die Kalibrierung des unter Kapitel 2.1.9. beschriebenen GC-MS-Systems wurden die 4-
NP-Standardlésungen (Std. 1 - 4) innerhalb jeder neuen Messsequenz mit vermessen (ge-
naue Abfolge s. Kapitel 2.1.9.). Dabei wurde das technische 4-NP in elf Isomere aufgetrennt.
Die fur die Kalibrierung verwendeten Losungen wurden wie folgt hergestellt:

= 5 L Lésung Geratestandard (4-(2’-Nonyl)phenol),

= 5 L 4-NP-Standardlésung, die jeweils immer dieselbe Menge an 4-n-NP enthielt,

= und 390 yL Derivatisierungslésung
wurden mittels verschiedener Mikroliter-Spritzen in ein braunes GC-Flaschchen gegeben,
welches mit einer Bordelkappe vom Typ R8 — 1,0 verschlossen wurde. Anschliefiend wurden
die Lésungen in dem verschlossenen GC-Flaschchen jeweils mindestens 10 s lang aufrecht
und auf dem Kopf stehend mit dem Ruttelgerat durchmischt. Fur die Derivatisierung der
Analyten wurde es daraufhin 10 min lang bei 60 °C erwarmt.

Fur die Ermittlung der Responsefaktoren der einzelnen 4-NP-lsomere wurden die Peaks der
zwoOIf Messungen der Standardlésungen mit der GCQ-Auswertesoftware integriert. Dafur
wurde eine so genannte Kalibrierdatei bendtigt, die teilweise neu erstellt werden musste, da
sich die Retentionszeiten und Spektren der einzelnen 4-NP-Isomere leicht verandert hatten.
Zur automatischen Erkennung der 4-NP-Peaks durch die Software waren des Weiteren fol-
gende Festlegungen aus der Kalibrierdatei von Heinke, 2000, tibernommen worden:
= Breite des Suchfensters, in dem nach dem entsprechenden Peak gesucht wurde
= Masse-Ladungsverhaltnis [m/z] des Fragmentiones (Im Folgenden als ’lonenspur
m/z’ bezeichnet), lUber das (auf der) quantifiziert wurde
= Zuordnung der Peaks zum internen Standard
=  Wert fiir die minimale Ubereinstimmung zwischen abgespeichertem Vergleichspekt-
rum und dem Spektrum des gesuchten Peaks

Somit ergaben sich nach Integration, die fir jeden der Peaks manuell kontrolliert wurde, 13
Flachenwerte (elf-4-NP, 4-n-NP und GSTD), die zusammen mit allen anderen Messinforma-
tionen mittels der GCQ-Auswertesoftware nach Excel exportiert werden konnten. Dort wur-
den in einer selbsterstellten Datei die relativen Responsefaktoren fir die elf 4-NP-Isomere
nach folgender Gleichung berechnet:

Fl (Isomer n)-c(ISTD )

RRF (Isomer n)=
c(lsomer n)-FI(ISTD )

Gleichung 1
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Dabei sind:

RRF(Isomer n): relativer Responsefaktor des 4-NP-Isomers n im Verhaltnis zum inter-
nen Standard 4-n-NP

Fl(lsomer n): Flache des 4-NP-Peaks n in Flacheneinheiten (FE), bestimmt auf der
jeweiligen lonenspur m/z

FI(ISTD): Flache des internen Standard-Peaks 4-n-NP in FE, bestimmt auf der
lonenspur m/z 165

c(lsomer n): Konzentration des 4-NP-Isomers n in mg/L (von Heinke, 2000)

c(ISTD): Konzentration des internen Standards 4-n-NP in mg/L

Auf diese Weise erhielt man fir jedes 4-NP-lsomer — bei vier verschiedenen 4-NP-
Standardldsungen und jeweils drei Injektionen — zwdlf relative Responsefaktoren, Gber die
zur Erlangung eines einzelnen Faktors gemittelt wurden.

Der jeweilige Responsefaktor fir den GSTD, der fir die Berechnung der Wiederfindung
bendtigt wurde (s. unten), wurde wie folgt berechnet:
c(GSTD )-Fl(4nNP )

RRF (GSTD )= Gleichung 2
FI(GSTD )-c(4nNP )

Dabei sind:

RRF(GSTD): relativer Responsefaktor von 4-n-NP bezogen auf den Geratestandard
4-(2’-Nonyl)phenol

Fl(4nNP): Flache des 4-n-NP-Peaks in FE, bestimmt auf der lonenspur m/z 165

FI(GSTD): Flache des Geratestandard-Peaks 4-(2’-Nonyl)phenol in FE, bestimmt
auf der lonenspur m/z 235

¢(GSTD): Konzentration des Geratestandards 4-(2’-Nonyl)phenol in mg/L

c(4nNP): Konzentration des 4-n-NPs in mg/L

Man erhielt wiederum zwodlf relative Responsefaktoren, tber die zur Erlangung eines einzel-
nen Faktors gemittelt wurden.

Auswertung von Probenmessdaten:

Nach der Integration der Blindwert- und Probendaten mit der GCQ-Auswertesoftware wurden
samtliche Messinformationen mit der GCQ-Software exportiert und mit dem Excel-Makro
umgewandelt. AnschlieBend konnten aus den einzelnen Flachenwerten jedes 4-NP-Peaks
die Absolutmassen sowohl der Blindwerte als auch der Probenwerte nach folgender Glei-
chung berechnet werden:

m(lsomer n,abs )= Fl(lsomer n,abs )-m(ISTD ) Gleichung 3

FI(ISTD )-RRF (lsomer n)

Dabei sind:

m(lsomer n,abs): Absolutmasse des 4-NP-lsomers n in ng

Fl(lsomer n,abs): Flache des 4-NP-Peaks n in FE, bestimmt auf der jeweiligen lonenspur
m/z

FI(ISTD): Flache des internen Standard-Peaks 4-n-NP in FE, bestimmt auf der

lonenspur m/z 165
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m(ISTD): Masse des internen Standards 4-n-NP in ng
RRF(Isomer n): relativer Responsefaktor des 4-NP-Isomers n im Verhaltnis zum inter-
nen Standard 4-n-NP

Daraufhin subtrahierte man die Absolutmassen der Blindwerte von den Absolutmassen der
Probenwerte und erhielt die korrigierten Absolutmassen jedes einzelnen 4-NP-Isomers in der
Probe. Dabei wurde jeweils von dem Probenwert der Blindwert abgezogen, der unmittelbar
zuvor in derselben Apparatur analysiert worden war.

m(lsomer n,abs,LM )= m(Isomer n,abs,Pr)—m(Ilsomer n,abs,BW ) Gleichung 4

Dabei sind:

m(lsomer n,abs,LM): Absolutmasse des 4-NP-Isomers n im Lebensmittel in ng
m(lsomer n,abs,Pr): Absolutmasse des 4-NP-Isomers n in der Probe in ng
m(lsomer n,abs,BW): Absolutmasse des 4-NP-Isomers n im Blindwert in ng

Daraus lief3 sich der Gehalt an 4-NP in der Probe berechnen, indem die Absolutmassen aller
elf 4-NP-Isomere aufsummiert und auf die Einwaage bezogen wurden.

11
2. m(lsomer n,abs ,LM ), -1000

G(LM ) = 2= - Gleichung 5
m ( Einwaage )

Dabei sind:

G(LM): Gehalt an 4-NP gesamt im Lebensmittel in ng/kg
m(lsomer n,abs,LM): Absolutmasse des 4-NP-Isomers n im Lebensmittel in ng
m(Einwaage) : Einwaage der Probe in g

Berechnung der Wiederfindung:

Die Wiederfindung des ISTD wurde mit Hilfe der Lésung GSTD bestimmt, der erst kurz vor
Ende des Analysenganges ins GC-Flaschchen hinzugegeben worden war. Die Berechnung
erfolgte mittels folgender Gleichungen:

m(Messung )-100 %

WF (ISTD ) = Gleichung 6
m (Berechnung )
Dabei sind:
WF(ISTD): Wiederfindung des internen Standards in %
m(Messung): absolute Masse des internen Standards, bezogen auf 4-(2-
Nonyl)phenol
m(Berechnung): absolute Masse des 4-n-NPs (Berechnung aus der zugegebenen Mas-

se und der Verdlinnung bei der HPLC-Aufreinigung)

m(Messung) wurde berechnet nach:

FI(4nNP )-m(GSTD )
FI(GSTD )-RRF (GSTD )

Gleichung 7

m(Messung )=
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wobei RRF(GSTD) nach Gleichung 2 (s. oben) berechnet wurde.

Dabei sind:

Fl(4nNP): Flache des 4-n-NP-Peaks in FE, bestimmt auf der lonenspur m/z 165

FI(GSTD): Flache des Geratestandard-Peaks 4-(2’-Nonyl)phenol in FE, bestimmt
auf der lonenspur m/z 235

m(GSTD): absolute Masse des Gerate-Standards 4-(2’-Nonyl)phenol

RRF(GSTD): relativer Responsefaktor von 4-n-NP bezogen auf den Geratestandard

4-(2’-Nonyl)phenol

m(Berechnung) wurde berechnet nach:

m(4nNP )-100

m (Berechnung ) = Gleichung 8
V(HPLC )

Dabei sind:

m(4nNP): absolute Masse des 4-n-NPs

100: Volumen der verwendeten HPLC-Probeschleife in pL

V(HPLC): Volumen, in dem der Extrakt vor der HPLC-Aufreinigung aufgenommen wur-

de, in L

Berechnung der Nachweis- (NG) und Bestimmungsgrenze (BG):

Die NG kann nach Funk et al., 1985, wie folgt definiert werden:

Die NG eines Analyseverfahrens ist jene kleinste Menge oder Konzentration eines Stoffes,
die mit einer geforderten statistischen Sicherheit (z.B. Wahrscheinlichkeit von 95 %) bei einer
einmaligen Analyse mit einem Fehlerrisiko von 5 % qualitativ von der Arbeitsmenge Null
unterschieden werden kann.

Die Berechnung wurde, wie folgt, durchgefihrt [EURACHEM, 1998]:

NG =M + 3-STABW Gleichung 9
Dabei sind:

NG: Nachweisgrenze in ng abs.

M: Mittelwert von zwei Blindwert-Messungen in ng abs.

STABW: Standardabweichung von zwei Blindwert-Messungen in ng abs.

Die BG ist definiert als die geringste Konzentration, die mit einer gegebenen statistischen
Sicherheit (z.B. Wahrscheinlichkeit von 95 %) quantitativ von der Arbeitsmenge Null unter-
schieden werden kann [Funk et al., 1985].

Die Berechnung ergab sich wie folgt [EURACHEM, 1998]:

BG =M +6-STABW Gleichung 10
Dabei sind:

BG: Bestimmungsgrenze in ng abs.

M: Mittelwert von zwei Blindwert-Messungen in ng abs.

STABW: Standardabweichung von zwei Blindwert-Messungen in ng abs.
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2.1.11. Reinigung von Geratschaften

Alle Glasgerate, die nicht mit Lebensmitteln in Beriihrung gekommen waren, wurden sowohl
mit Aceton und als auch mit Reinstwasser mehrmals gespult. AnschlieRend folgte eine
Trocknung im Trockenschrank bei ca. 80 °C.

Auler der Extraktionsapparatur mussten alle Glasgerate, die mit Lebensmitteln in Bertihrung
gekommen waren, zuerst von groben Proberesten befreit werden. AnschlieRend spilte man
diese mehrmals mit warmer neodisherN-Losung, mit Leitungswasser und zum Schluss mit
Aceton. Nachdem sie mindestens 12 h lang im Saurebad gelegen hatten, wurden sie jeweils
dreimal mit Leitungswasser und Reinstwasser gespult. AnschlieRend folgte eine Trocknung
im Trockenschrank bei etwa 80 °C.

Alle MaRgefale trockneten bei Raumtemperatur und nicht im Trockenschrank. Vollpipetten
konnten durch Spilen mit Methanol getrocknet werden.

Die Vollpipette zum Vorlegen der Extraktionsldsung in den Veith-Kuhler spulte man zuerst
mehrmals mit Reinstwasser und anschlieBend mit Methanol. Die Vollpipette zum Befiillen
des Veith-Kihlers mit organischer Phase wurde nicht gesplilt, sondern bei Raumtemperatur
getrocknet.

Der Mixer musste zuerst von groben Proberesten befreit werden. Danach erfolgte die Reini-
gung durch mehrmaliges Betreiben des Mixers mit warmer neodisherN-Lésung, Leitungs-
wasser und Reinstwasser. Durch mehrmaliges Aussptilen mit Methanol wurde zum Schluss
gereinigt und getrocknet.

Nach dem Entfernen grober Probenreste spulte man den Ultra-Turrax durch mehrmaliges
Betreiben mit warmer neodisherN-Losung und Leitungswasser. AnschlielRend wurde er aus-
einander gebaut und durch mehrmaliges Spulen mit Aceton und Reinstwasser gereinigt.
Zum Schluss erfolgte die Trocknung durch kurzes Spilen mit Methanol.

Hilfsmittel aus Metall, wie z.B. Messer oder Spatel, wurden mehrmals mit Aceton und
Reinstwasser gespult und bei Raumtemperatur getrocknet. Wenn sie mit Lebensmitteln in
Beriihrung gekommen waren, spilte man sie vorher mit warmer neodisherN-Lésung und
Leitungswasser.

Samtliche Mikroliter-Spritzen spilte man von auf3en mit Aceton, um sie anschlieRend dreimal
mit n-Hexan, dreimal mit Cyclohexan und zum Schluss dreimal mit dem L&sungsmittel auf-
zuziehen, welches als Lésungsmittel der entsprechenden Lésung diente, wofir die Spritze
bestimmt war.

2.2. Analyseverfahren fur 4-NP und Octylphenol (4-tert.-OP)

Mit Hilfe des Analyseverfahrens fiir 4-NP und Octylphenol (4-tert. OP) wurden nicht nur Saug-
lings- und Kleinkinderproben untersucht, sondern auch alle Biofilm- und Flusswasserproben.
Deswegen wird hier im Kapitel 2.2.5. auf die Probennahme und Probenvorbereitung der
Biofilm- und Flusswasserproben eingegangen.
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2.2.1. Verwendete Chemikalien, Losungen und Gerate

Hier sind nur weitere Chemikalien aufgefiihrt, die vorher noch nicht verwendet wurden. Es
wurden auch alle im Kapitel 2.1.1. aufgeflihrten Chemikalien verwendet.

Zusatzliche Chemikalien:
Tabelle 11: Zuséatzliche Chemikalien fiir das Analysenverfahren fiir 4-NP und 4-tert.-OP

Chemikalie Reinheit Hersteller

Formaldehyd-Lsg. 37 %, Baker analyzed Baker, Deventer (NL)
N-Methyl-N- keine Angabe CS, Chromatographie-Service,
trimethylsilyltrifluoracetamid Langerwehe

(MSTFA)

4-n-OP 99 % Aldrich, Milwaukee (USA)
4-tert.-OP 93,6 % * Merck Schuchardt, Minchen

*

selber bestimmt

Andere Losungen:

Hier sind nur weitere Losungen aufgefuhrt, die vorher noch nicht verwendet wurden. Es
wurden auch alle im Kapitel 2.1.1. aufgefuhrten Loésungen verwendet, soweit sie hier nicht
verandert aufgefihrt sind.

Lésung interner Standard (ISTD-OP):

4-n-OP wurde auf 0,01 mg genau in einem Becherglas eingewogen und mit Hilfe von Metha-
nol quantitativ in einen Messkolben Uberfihrt. Es wurden ca. 20 mg eingewogen und durch
entsprechendes Verdinnen erhielt man die gewinschte Endkonzentration (¢ = 0,04936
mg/L).

4-tert.-OP-Standardlésungen zur Bestimmung der Reinheit:

4-tert.-OP wurde auf 0,1 mg genau in einem Becherglas eingewogen und mittels Cyclohexan
quantitativ in einen Messkolben Uberfihrt. Durch entsprechendes Verdinnen erhielt man die
gewlnschten Endkonzentrationen von ungefahr 25, 50 und 150 mg/L.

4-NP-Standardlésung zur Bestimmung der Isomerenverteilung:

4-n-NP und 4-NP wurden auf 0,01 mg genau in einem Becherglas eingewogen und mittels
Cyclohexan quantitativ in einen Messkolben Uberflihrt. Durch entsprechendes Verdinnen
erhielt man die gewiinschten Endkonzentrationen von 93,0 und 787,05 mg/L.

4-NP-/4-tert.-OP-Standardlésung fur die HPLC:

4-n-NP, 4-NP, 4-n-OP und 4-tert.-OP wurden auf 0,1 mg genau in einem Becherglas einge-
wogen und mittels Cyclohexan quantitativ in einen Messkolben Uberflhrt. Durch entspre-
chendes Verdinnen erhielt man den gewlinschten Endkonzentrationen von ungefahr 0,01
und 0,1 mg/L fir 4-NP und 0,01 mg/L fir beide OP.

4-NP-/4-tert.-OP-Standardlésungen fur GC-MS-Kalibrierung:

Ca. 20 mg 4-n-NP, 4-NP, 4-n-OP und 4-tert.-OP wurden jeweils auf 0,01 mg genau in einem
Becherglas eingewogen und mittels Cyclohexan quantitativ in einen Messkolben Uberfiihrt.
Durch entsprechendes Verdinnen dieser Stammldsungen erhielt man die Kalibrierlosungen
fur die GC-MS-Kalibrierung.
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Tabelle 12: Ubersicht iiber die 4-NP-/4-tert.-OP-Standardlésungen fiir die GC-MS-Kalibrierung

4-n-NP 4-NP 4-n-OP 4-tert.-OP
Kalibrierlésung | Konzentration | Konzentration | Konzentration | Konzentration
[mg/L] [mg/L] [mg/L] [mg/L]
Std. 1 0,465 10,59 0,5394 1,148
Std. 2 0,465 5,295 0,5394 0,574
Std. 3 0,465 1,059 0,5394 0,1148
Std. 4 0,465 0,8472 0,5394 0,07175

Verwendete Gerite:

(s. Kapitel 2.1.1.)

2.2.2. Reinheit des 4-tert.-OP-Standards

Die Reinheit von 4-tert.-OP wurde mit Hilfe eines Gaschromatographen, der mit einem
Flammenionisationsdetektor (GC-FID) gekoppelt war, bestimmt. Jeweils dreimal 1 pL der
drei 4-tert.-OP-Standardlésungen wurden zur Bestimmung der Reinheit injiziert. Eine Deriva-
tisierung wurde nicht durchgefiihrt. Nahere Beschreibungen des verwendeten Systems ge-
ben Tabelle 13 und 14 wieder:

Tabelle 13: Beschreibung des GC-FID-Systems

Gerateart

Geratetyp

Hersteller

Beschreibung

Gaschromatograph mit einge- |HP 5890 A
bautem Split-/Splitless-Injektor
und Flammenionisationsdetek-

Hewlett-Packard,
Delaware (USA)

tor
GC-Saule Trennsaule CS Chroma- FS-OV-1-CB-
tographie-Service, |Saule, 0,25 mm
Langerwehe I.D. - 30 m Lange;
Filmdicke: 0,25 ym
Integrator Hewlett-Packard, HP 3396 Series |l
Delaware (USA) Integrator
Tabelle 14: Einstellungen am GC-FID-System
Gerateteil Parameter Einstellung
Injektor Betriebsart Split-/Splitless (3 min nach
Injektion 6ffnet sich Split)
Temperatur 280 °C
Tragergas Helium 5.0
Tragergasdruck 133 kPa
Tragergasgeschwindigkeit 1,6 mL / min (bei 70 °C)
Spulung des Septums 2,8 mL / min (bei 70 °C)
Split 22 mL / min (bei 70 °C)
Gaschromatograph Temperaturprogramm 70 °C (3 min lang)
mit 20 °C / min auf 165 °C
mit 4 °C / min auf 250 °C
mit 40 °C / min auf 280 °C
280 °C (5 min lang)
Detektor Brenngase Wasserstoff: 34 mL / min
synthetische Luft: 420 mL /
min (jeweils bei 70 °C)
Hilfsgas Helium 5.0: 30 mL / min
(bei 70 °C)
Temperatur 300 °C
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2.2.3. Reinigung der Apparatur
(s. Kapitel 2.1.3.)

Folgende Anderungen wurden gemacht:

Beim Erhitzen der Salpetersaure, 65%, des Methanols und von n-Hexan achtete man darauf,
dass die ersten mL Saure bzw. Lésungsmittel, die sich im Veith-Kihler gesammelt hatten,
aus diesem uber den Auslauf entfernt wurden, bevor sie wieder in den Rundkolben gelangen
konnten.

2.2.4. Blindwertextraktion

Es wurde grundsatzlich wie unter Kapitel 2.1.4. beschrieben vorgegangen, wobei sich fol-
gendes anderte:

Wie bereits beschrieben, legte man in den Veith-Kihler ausgekochte Extraktionslésung und
organische Phase vor. AnschlieRend gab man zu der ausgekochten Extraktionslésung als
internen Standard zusatzlich zu den 500 uL der ISTD-NP Lésung ebenfalls 500 yL der ISTD-
OP Losung [c(4-n-OP) = 0,04936 mg/L in Methanol], entsprechend 24,68 ng absolut, mittels
einer Mikroliter-Spritze hinzu. Die Mikroliter-Spritze war vorher mit der jeweiligen Losung
konditioniert worden.

Fiar die Analyse der Biofilm- und Flusswasserproben gab man ein bestimmtes Volumen an
Formaldehyd-Lsg. hinzu. Die Hohe des Volumens richtete sich danach, wie viel Formalde-
hyd-Lsg. zu der Biofilm- bzw. Flusswasserprobe, die nach dem Blindwert extrahiert werden
sollte, zugesetzt worden war (s. Kapitel 2.2.5.). Dabei halbierte man das zugesetzte Volu-
men, da auch die Biofilm- bzw. Flusswasserprobe auf zwei Apparaturen aufgeteilt werden
musste.

2.2.5. Probenvorbereitung
Séduglings- und Kleinkindernahrung:

Probennahme:

Bei den Sauglings- und Kleinkindernahrungen handelte es sich wie im Kapitel 2.1.5. um
handelsibliche Lebensmittel. Frischgut wurde erst am Tag zuvor gekauft und ebenso wie die
haltbaren Proben so gelagert, wie sie im Einzelhandel zum Kauf bereit standen.

Probenvorbereitung:

Zusatzlich zu den in Kapitel 2.1.5. beschriebenen Probenvorbereitungen mussten einige
Lebensmittel (Eier, Karotten, Bananen und Kartoffeln) von ihrer Schale befreit werden, um
nur den essbaren Anteil zu erhalten. Wobei die Kartoffeln zuséatzlich noch gekocht wurden.
Die Einwaagen fur die Lebensmittelproben, die nach dem Analyseverfahren fur 4-NP und 4-
tert.-OP analysiert worden waren, lagen je nach Art des Lebensmittels zwischen 11 g und
fast 1000 g.

Biofilm- und Flusswasserproben:

Die Biofilm- und Flusswasserproben hatten teilweise Mitarbeitern der Universitat Duisburg-
Essen, Fachgebiet Aquatische Mikrobiologie, an der Ruhr nahe Duisburg (Biofilm 1 - 7, Fluss-
wasserprobe 1) gesammelt. Die anderen Proben waren von mir selber an der Niers noérdlich
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von Mdnchengladbach (Biofilm 8-10, Flusswasserprobe 2 - 4) gesammelt worden (s. Anhang
7.7. 'Herkunft und Art der Biofilm- und Flusswasserproben’).

Probennahme:

Bei den Biofilmproben handelte es sich entweder um epilithische Biofilme oder um Biofilme,
die aus der obersten Sediment-Schicht des Flussbettes bestanden. Die epilithischen Biofilme
wurden mit Hilfe eines Metallspatels von im Fluss gelegenen Steinen direkt in eine 250 mL
Glasflasche gekratzt. Es wurden nur Steine verwendet, die komplett unter Wasser lagen.
AnschlielRend konservierte man die Proben durch Zugabe von Formaldehyd-Lsg. (1% For-
maldehyd in der Probe (v/v)). Die Proben wurden bis zur Analyse bei 4 °C gelagert.

Die Probenahme fiir Flusswasser erfolgte durch Eintauchen von 250 mL bzw. 1000 mL Glas-
flaschen in den Fluss. Die Konservierung und Lagerung erfolgte wie bei den Biofilmproben.
Zur Charakterisierung der Biofilm- und Flusswasserproben (s. Kapitel 2.4.) wurden die Pro-
ben wie oben beschrieben gesammelt, aber es fand keine Konservierung mit Formaldehyd-
Lsg. statt.

Bei allen Probennahmen achtete man darauf, dass sie immer stromaufwarts vom eigenen
Standpunkt stattfanden, um Kontaminationen zu vermeiden.

Der Transport der gekuhlten Proben von Duisburg nach Julich bzw. umgekehrt wurde mit
Hilfe eines Express-Dienstes durchgefiihrt.

Probenvorbereitung:

Die Homogenisierung der Biofilm- und Flusswasserproben erfolgte durch kraftiges Schitteln.
Bei der Einwaage in ein Becherglas wurde darauf geachtet, dass die Probe wenn mdglich
genau halbiert wurde (s. Kapitel 2.2.4.). Hilfsmittel wie Trichter und ein eventuell benutzter
Glasspatel wog man mit. Nach der Uberfiihrung der Probe in den Rundkolben wurde das
Becherglas mit den gebrauchten Hilfsmitteln zurickgewogen. Aus der Differenz konnte die
Menge an Probe berechnet werden. Fur die Biofilme lagen die Einwaagen zwischen 52 g
und fast 150 g und bei den Flusswasserproben zwischen 242 g und 505 g. Dabei war die
Hohe der Einwaage nur von der gesammelten Menge abhangig, da immer die gesamte Pro-
be einwogen wurde.

2.2.6. Probenextraktion
Zuerst musste der Veith-Kihler wie in Kapitel 2.1.6. beschrieben beflllt werden.

AnschlieRend konnte die vorbereitete Lebensmittel-, Biofilm- oder Flusswasserprobe (s.
Kapitel 2.2.5.) in den Rundkolben gegeben werden und es wurde nicht nur die Lésung ISTD-
NP als interner Standard hinzugegeben, sondern auch wie bei der Blindwertextraktion 500
ML der Lésung ISTD-OP als interner Standard fir 4-tert.-OP. Die verwendete Mikroliter-
Spritze war vorher jeweils mit der entsprechenden Lésung konditioniert worden. Dann wurde
wie in Kapitel 2.1.6. beschrieben weiterverfahren.

2.2.7. Aufreinigung mittels HPLC

Es wurde wie in Kapitel 2.1.7. beschrieben verfahren, auller dass zur Bestimmung der Re-
tentionszeiten nicht die 4-NP-Standardldsung fir die HPLC, sondern die 4-NP/4-tert.-OP-
Standardldsung fiir die HPLC verwendet wurde. Es fand meistens eine Koeluierung aller vier
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Analyten statt, sodass das Zeitfenster so wie in Kapitel 2.1.7. beschrieben gewahlt werden
konnte.

2.2.8. Derivatisierung

Die einzigen Unterschiede im Bezug zu Kapitel 2.1.8. bestanden in der Behandlung der GC-
Flaschchen und in Wahl der Bérdelkappen.

Die GC-Flaschchen wurden vor dem Gebrauch aufrecht stehend in einem GC-Ofen 3 h lang
bei 300 °C ausgeheizt und anschlieRend kiihlten sie im Exsikkator ab.

Nach dem Befiillen der ausgeheizten GC-Flaschchen verschloss man sie mit Hilfe von Bor-
delkappen des Typs R8 - Sil, rot/weil3.

2.2.9. Bestimmung mittels GC-MS

Die Bestimmung mittels GC-MS erfolgte wie in Kapitel 2.1.9. beschrieben, auller dass die
derivatisierten 4-NP-/4-tert.-OP-Standardlésungen fir die GC-MS-Kalibrierung anstelle der 4-
NP-Standardlésungen verwendet wurden. Die Anderungen im Bezug auf das GC-MS-
System sind in Tabelle 15 aufgelistet:

Tabelle 15: Gednderte Beschreibung des GC-MS-Systems

Langerwehe

Gerateart Geratetyp Hersteller Beschreibung
Autosampler GC- R 07s, braun CS-Chromato- 600 uL Braunglas-
Flaschchen graphie Service, Flaschchen 3 h

lang bei 300 °C
ausgeheizt

Autosampler Bordel-

R8 — Sil, rot/weild

CS-Chromato-

Silikon plus 1 mm

kappen fir GC- graphie Service, Teflon
Flaschchen Langerwehe
GC-Saulen Vorsaule CS-Chromato- Fused-Silica, FS-
graphie- Service, Phenyl-Sil; 0,25
Langerwehe mm I.D. 10 m
Lange
Trennsaule CS-Chromato- FS-OV-1-CB-
graphie- Service, Saule; 0,25 mm
Langerwehe [.D. - 30 m Lange;

Filmdicke: 0,25 ym

2.2.10. Kalibrierung und Auswertung

Ermittlung der Isomerenverteilung des technischen 4-NPs:

Alle Messdaten, die nach dem Analysenverfahren flir 4-NP und 4-tert.-OP ermittelt wurden,
waren nicht auf einer CP-Sil-8-CB-, sondern auf einer FS-OV-1-CB-GC-Saule unter leicht
veranderten GC-MS-Bedingungen (s. Kapitel 2.2.9.) gemessen worden. Deswegen musste
die 4-NP-Isomerenverteilung wie folgt neu bestimmt werden:

2,5 bzw. 5 pL der 4-NP-Standardldsung zur Bestimmung der Isomerenverteilung fullte man
auf 100 pL mit Derivatisierungsldsung auf und anschliefend wurde wie unter Kapitel 2.2.9.
beschrieben derivatisiert. Von diesen Losungen injizierte man jeweils sechsmal 1 uL in den
GC-FID, der bereits unter Kapitel 2.2.2. beschrieben wurde. Die Tabelle 62 'Anhang 7.8.:
Bestimmung der Isomerenverteilung von 4-NP’ gibt eine genaue Ubersicht iber die einzel-
nen Messungen. Die Berechnung der einzelnen Konzentrationen der 4-NP-Isomere erfolgte
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unter der Annahme, dass 4-n-NP und die einzelnen Isomere alle denselben Responsefaktor
im GC-FID-Chromatogramm besitzen bzw. die Signalstarke pro Stoffmengeneinheit gleich
ist. Zusatzlich musste noch mit Hilfe der GCQ-Auswertesoftware ein Totalionenstrom-
Chromatogramm angezeigt und mit dem GC-FID-Chromatogramm verglichen werden.

Da diese beiden Chromatogramme identisch waren, konnte die Berechnung der Konzentra-
tionen der elf 4-NP-Isomere mittels folgender Gleichung durchgefiihrt werden:

Fl(lsomer n)-c(ISTD )

c(lsomer n)= Gleichung 11
FI(ISTD )

Dabei sind:

c(lsomer n): Konzentration des 4-NP-Isomers n in mg/L

Fl(lsomer n): Flache des 4-NP-Peaks n in FE, bestimmt mittels GC-FID

c(ISTD): Konzentration des internen Standards 4-n-NP in mg/L

FI(ISTD): Flache des internen Standard-Peaks 4-n-NP in FE, bestimmt mittels
GC-FID

Somit lag eine auf der neuen Saule bestimmte Verteilung der elf 4-NP-Isomere bzw. lagen
die Einzel-Konzentrationen der elf 4-NP-Isomere im technischen Gemisch vor.

Kalibrierung und Ermittlung der Responsefaktoren:
Fir die Kalibrierung des unter Kapitel 2.2.9. beschriebenen GC-MS-Systems wurden die 4-
NP-/4-tert.-OP-Standardlésungen (Std. 1 - 4) innerhalb jeder neuen Messsequenz mit ver-
messen (genaue Abfolge s. Kapitel 2.1.9.).
Die fur die Kalibrierung verwendeten Lésungen wurden wie folgt hergestellt:

= 5L Lésung Geratestandard (4-(2’-Nonyl)phenol),

= 5 uL 4-NP-/4-tert.-OP-Standardlésung, die jeweils immer dieselbe Menge an 4-n-NP

bzw. 4-n-OP enthielten,

= und 390 pL Derivatisierungslésung
wurden mittels verschiedener Mikroliter-Spritzen in ein braunes, ausgeheiztes GC-
Flaschchen gegeben, welches mit einer Bérdelkappe vom Typ R8 — Sil, rot/weil verschlos-
sen wurde. AnschlieRend mussten die Lésungen in dem verschlossenen GC-Flaschchen
jeweils mindestens 10 s lang aufrecht und auf dem Kopf stehend mit dem Ruittelgerat
durchmischt werden. Fir die Derivatisierung der Analyten wurde es daraufhin 10 min lang
bei 60 °C erwarmt.

Fur die Ermittlung der Responsefaktoren der elf 4-NP-lsomere, des 4-tert.-OPs und des
Geratestandards integrierte man die Peaks der zwolf Messungen der Standardldsungen mit
der GCQ-Auswertesoftware. Daflr musste eine Kalibrierdatei komplett neu erstellt werden.
Zur automatischen Erkennung aller Peaks durch die Software mussten folgende Informatio-
nen in der neuen Kalibrierdatei festgelegt und gespeichert werden:

= Retentionszeit des jeweiligen Peaks

= Spektrum des jeweiligen Peaks, das der spateren Erkennung diente

= Breite des Suchfensters, in dem nach dem entsprechenden Peak gesucht wurde

= Masse-Ladungsverhaltnis [m/z] des Fragmentiones (Im Folgenden als ’lonenspur

m/z’ bezeichnet), lUber das (auf der) quantifiziert wurde
= Zuordnung der Peaks zum jeweiligen internen Standard
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=  Wert fur die minimale Ubereinstimmung zwischen abgespeichertem Vergleichspekt-
rum und dem Spektrum des gesuchten Peaks
= Konzentration bzw. absolute Menge in ng absolut aller Peaks

Somit ergaben sich nach Integration, die fir jeden der Peaks manuell kontrolliert wurde, 15
Flachenwerte (elf-4-NP und 4-n-NP, 4-tert.-OP und 4-n-OP plus GSTD), die zusammen mit
allen anderen Messinformationen mit der GCQ-Auswertesoftware nach Excel exportiert wur-
den. Dort wurden in einer selbsterstellten Datei die Responsefaktoren fiir die elf Isomere des
4-NPs und flr 4-tert.-OP (Im Folgenden als Analyten bezeichnet) nach folgender Gleichung
berechnet:

FI(Analyt )-c(ISTD ) Gleichung 12

RRF Analyt ) =
+sp (ANaYL) c(Analyt )-FI(ISTD )

Dabei sind:

RRF44p(Analyt): relativer Responsefaktor des Analyten im Verhaltnis zum jeweiligen
internen Standard 4-n-NP bzw. 4-n-OP

Fl(Analyt): Flache des Analyten-Peaks (elf - 4-NP-Isomere und 4-tert.-OP) in FE,
bestimmt auf der jeweiligen lonenspur m/z

FI(ISTD): Flache des internen Standard-Peaks 4-n-NP bzw. 4-n-OP in FE, je-
weils bestimmt auf der lonenspur m/z 165

c(Analyt): Konzentration des Analyten (elf - 4-NP-Isomere und 4-tert.-OP) in mg/L

c(ISTD): Konzentration des internen Standards 4-n-NP bzw. 4-n-OP in mg/L

Auf diese Weise erhielt man fiir jeden Analyten — bei vier verschiedenen 4-NP-/4-tert.-OP-
Standardldsungen und jeweils drei Injektionen — zwdlf relative Responsefaktoren, Gber die
zur Erlangung eines einzelnen Faktors gemittelt wurde.

Der jeweilige Responsefaktor flir den GSTD, der flir die Berechnung der Wiederfindungen
von 4-n-NP und 4-n-OP bendtigt wurde (s. unten), wurde wie folgt berechnet:

c(GSTD )-Fl(4nAP )

RRF ,,, (GSTD ) = Gleichung 13
FI(GSTD )-c(4nAP )

Dabei sind:

RRF44p(GSTD): relativer Responsefaktor von 4-n-NP bzw. 4-n-OP jeweils bezogen auf
den Geratestandard 4-(2’-Nonyl)phenol

FlI(4nAP): Flache des 4-n-NP- bzw. 4-n-OP-Peaks in FE, jeweils bestimmt auf der
lonenspur m/z 165

FI(GSTD): Flache des Geratestandard-Peaks 4-(2’-Nonyl)phenol in FE, bestimmt
auf der lonenspur m/z 235

¢(GSTD): Konzentration des Geratestandards 4-(2’-Nonyl)phenol in mg/L

c(4nAP): Konzentration des 4-n-NPs bzw. 4-n-OP in mg/L

Man erhielt wiederum zwdlf relative Responsefaktoren, tUber die zur Erlangung eines einzel-
nen Faktors gemittelt wurde.
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Auswertung von Probenmessdaten:

Nach der Integration der Blindwert- und Probendaten mit der GCQ-Auswertesoftware expor-
tierte man samtliche Messinformationen mit der GCQ-Software und wandelte sie mit dem
Excel-Makro um. Nun konnten aus den einzelnen Flachenwerten jedes Analyten die Abso-
lutmassen sowohl der Blindwerte als auch der Probenwerte nach folgender Gleichung be-
rechnet werden:

FI(Analyt ,abs )-m(ISTD )

m( Analyt ,abs ) = Gleichung 14
FI(ISTD )-RRF ,,- (Analyt )

Dabei sind:

m(Analyt,abs): Absolutmasse des Analyten (elf - 4-NP-Isomere und 4-tert.-OP) in ng

Fl(Analyt,abs): Flache des Analyten-Peaks (elf - 4-NP-Isomere und 4-tert.-OP) in FE,
bestimmt auf der jeweiligen lonenspur m/z

FI(ISTD): Flache des internen Standard-Peaks 4-n-NP bzw. 4-n-OP in FE, je-
weils bestimmt auf der lonenspur m/z 165

m(ISTD): Masse des internen Standards 4-n-NP bzw. 4-n-OP in ng

RRF44p(Analyt): relativer Responsefaktor des Analyten im Verhaltnis zum jeweiligen

internen Standard 4-n-NP bzw. 4-n-OP

Daraufhin subtrahierte man die Absolutmassen der Blindwerte von den Absolutmassen der
Probenwerte und man erhielt die korrigierten Absolutmassen jedes einzelnen Analyten in der
Probe. Dabei wurde jeweils von dem Probenwert der Blindwert abgezogen, der unmittelbar
zuvor in derselben Apparatur analysiert wurde.

m(Analyt,abs,LM ) = m( Analyt,abs,Pr) — m( Analyt,abs,BW ) Gleichung 15

Dabei sind:

m(Analyt,abs,LM):  Absolutmasse des Analyten (elf - 4-NP-Isomere und 4-tert.-OP) im
Lebensmittel in ng

m(Analyt,abs,Pr): Absolutmasse des Analyten (elf - 4-NP-Isomere und 4-tert.-OP) in der
Probe in ng

m(Analyt,abs,BW):  Absolutmasse des Analyten (elf - 4-NP-Isomere und 4-tert.-OP) im
Blindwert in ng

Daraus liefd sich nun der Gehalt an 4-NP in der Probe berechnen, indem die Absolutmas-
sen aller elf 4-NP-Isomere aufsummiert und auf die Einwaage bezogen wurden.

11
2. m(Ilsomer n,abs ,LM ), -1000

G LM ) = 2=t Gleichung 16
awe (LM) m ( Einwaage )

Dabei sind:

Gunp(LM): Gehalt an 4-NP gesamt im Lebensmittel in ng/kg
m(lsomer n,abs,LM): Absolutmasse des 4-NP-Isomers n im Lebensmittel in ng
m(Einwaage) : Einwaage der Probe in g

Der Gehalt an 4-tert.-OP in der Probe liel3 sich durch folgende Gleichung berechnen:
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m(4tert .OP ,abs ,LM )-1000
m( Einwaage )

G4tert.OP (LM ) = Gleichung 17

Dabei sind:

Gutert.op(LM): Gehalt an 4-tert.-OP im Lebensmittel in ng/kg
m(4tert. OP,abs,LM): Absolutmasse des 4-tert.-OPs im Lebensmittel in ng
m(Einwaage) : Einwaage der Probe in g

Zur Berechnung der Gehalte in den Biofilm- und Flusswasserproben musste der Zusatz
an Formaldehydlésung zur Konservierung der Biofilm- und Flusswasserproben bertcksichtigt
werden. Bei der Einwaage wurde die Menge an Formaldehydlésung mitgewogen und musste
deswegen vor der Berechung der Gehalte wieder rausgerechnet werden. Dies erfolgte mit-
tels folgender Gleichungen:

m(Pr obe ) = m(Einwaage 1)+ m(Einwaage 2) Gleichung 18
Dabei sind:
m(Probe): Masse der Biofilm- bzw. Flusswasserprobe insgesamt in g
m(Einwaage 1): Masse der ersten eingewogenen Biofilm- bzw. Flusswasser-Teilprobe
ing
m(Einwaage 2): Masse der zweiten eingewogenen Biofilm- bzw. Flusswasser-Teilprobe
ing
m(Formaldehy dlésung ) =V (Formaldehy dlésung )-1,09 Gleichung 19
Dabei sind:
m(Formaldehyd|dsung): Masse des zur Konservierung der Biofilm- bzw. Flusswasser-
probe zugegebenen Volumens an Formaldehydldésung in g
V(Formaldehydlbsung): Volumen der zur Konservierung der Biofilm- bzw. Flusswasser-
probe zugegebenen Formaldehydlésung in mL
1,09: Dichte der verwendeten Formaldehydldsung in g/mL
m(Formaldehy dlésung )
F=1- i
m(Pr obe ) Gleichung 20
Dabei sind:
F: Korrekturfaktor
m(Formaldehyd|dsung): Masse des zur Konservierung der Biofilm- bzw. Flusswasser-
probe zugegebenen Volumens an Formaldehydldésung in g
m(Probe): Masse der Biofilm- bzw. Flusswasserprobe insgesamtin g
Mionigon (Einwaage n) = F -m(Einwaage n) Gleichung 21
Dabei sind:
Miorrigiert(EiNWaage n): korrigierte Masse der Einwaage der Biofilm- bzw. Flusswasser-

Teilprobe (n=1,2)in g
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m (Einwaage n): Masse der Einwaage der Biofilm- bzw. Flusswasser-Teilprobe
(n=1,2)ing

Berechnung der Wiederfindung:

Die Wiederfindungen der internen Standards 4-n-NP und 4-n-OP wurde mit Hilfe der Lsung
Geratestandard (GSTD) bestimmt, die erst kurz vor Ende des Analysenganges ins GC-
Flaschchen hinzugegeben worden war. Die Berechnung erfolgte mittels folgender Glei-
chungen:

m , .- (Messung )-100 % Gleichung 22
m , .» (Berechnung )

WF, . (ISTD ) =

Dabei sind:
WF44p(ISTD): Wiederfindung des internen Standards 4-n-NP bzw. 4-n-OP in %
myap(Messung): absolute Masse des internen Standards 4-n-NP bzw. 4-n-OP, bezogen

auf 4-(2’-Nonyl)phenol
myuap(Berechnung):  absolute Masse des 4-n-NPs bzw. 4-n-OPs (Berechnung aus der zu-
gegebenen Masse und der Verdinnung bei der HPLC-Aufreinigung)

maap(Messung) wurde berechnet nach:

FI(4nAP )-m(GSTD ) Gleichung 23
FI(GSTD )-RRF ,,,(GSTD )

wobei RRF44p(GSTD) nach Gleichung 13 (s. oben) berechnet wurde.

m, > (Messung ) =

Dabei sind:

FlI(4nAP): Flache des 4-n-NP- bzw. 4-n-OP-Peaks in FE, jeweils bestimmt auf der
lonenspur m/z 165

FI(GSTD): Flache des Geratestandard-Peaks 4-(2’-Nonyl)phenol in FE, bestimmt
auf der lonenspur m/z 235

m(GSTD): absolute Masse des Gerate-Standards 4-(2’-Nonyl)phenol

RRF445(GSTD): relativer Responsefaktor von 4-n-NP bzw. 4-n-OP bezogen auf den

Geratestandard 4-(2’-Nonyl)phenol

map(Berechnung) wurde berechnet nach:

m(4nAP )-100

m , . (Berechnung ) = V(HPLC ) Gleichung 24

Dabei sind:

Mypp(4nAP): absolute Masse des 4-n-NPs bzw. 4-n-OPs

100: Volumen der verwendeten HPLC-Probeschleife in uL

V(HPLC): Volumen, in dem der Extrakt vor der HPLC-Aufreinigung aufgenommen
wurde, in uL

2.2.11. Reinigung von Geratschaften

(s. Kapitel 2.1.11.)
Die Trocknung samtlicher Glasgerate — aufder den Maligefalen und der Extraktionsappara-
tur — erfolgte bei ca. 130 °C im Trockenschrank.
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Des Weiteren mussten die Glasflaschen fur die Probennahmen der Biofilm- und Flusswas-
serproben gereinigt werden. Es handelte sich um neue Glasflaschen, die mehrmals mit
Reinstwasser, Methanol, Cyclohexan und n-Hexan ausgesplilt worden waren.

2.3. Analyseverfahren fiir 4-NP, 4-tert.-OP, Nonylphenolmonoethoxy-
lat (4-NP1EO) und Nonylphenoldiethoxylat (4-NP2EO)

Ziel dieses Verfahrens war es, ein Analytik zu entwickeln, die alle vier Analyten in ein und
demselben Analysegang mit ausreichender Empfindlichkeit aus der Probe extrahierte, auf-
reinigte und mit Hilfe des GC-MS-Systems isomerenspezifisch trennte und quantifizierte.

2.3.1. Verwendete Chemikalien, Losungen und Gerate

Hier sind nur weitere Chemikalien aufgefiihrt, die vorher noch nicht verwendet wurden. Es
wurden auch alle unter Kapitel 2.1.1. und 2.2.1. aufgefiihrten Chemikalien verwendet.

Zusatzliche Chemikalien:

Tabelle 16: Verwendete Chemikalien fiir das Analysenverfahren fiir 4-NP, 4-tert.-OP, 4-NP1EO
und 4-NP2EO

Chemikalie Reinheit Hersteller

4-n-NP1EO >99 % Promochem, Wesel

4-NP1EO 955 % * Radian International, Austin (USA)

4-n-NP2EO > 99 % Cambridge Isotope Laboratories, Andover
(USA)

4-NP2EO 98,2 % * Radian International, Austin (USA)

Pyridin SeccoSolv, getrocknet | Merck, Darmstadt

Chlortrimethylsilan > 99 % Aldrich, Milwaukee (USA)

(TMCS)

* selber bestimmt

Andere Losungen:

Hier sind nur weitere Losungen aufgefihrt, die vorher noch nicht verwendet wurden. Es
wurden auch alle unter Kapitel 2.1.1. und 2.2.1. aufgefiihrten Lésungen verwendet, soweit
sie hier nicht verandert aufgefuhrt sind.

Derivatisierungslosung:

Acetonitril und Pyridin wurden im Verhaltnis 80:20 (v/v) gemischt. Diese Lésung wurde mit
einer entsprechenden Menge an MTBSTFA zum Erhalt einer 15 %igen (v/v) Losung versetzt
und dann mit einem Ruttelgerat gemischt.

Lésung Interner Standard (ISTD-NP1EO):

4-n-NP1EO wurde auf 0,01 mg genau in einem Becherglas eingewogen und mit Hilfe von
Methanol quantitativ in einen Messkolben Uberfiihrt. Es wurden ca. 20 mg eingewogen und
durch entsprechendes Verdinnen erhielt man die gewlnschte Endkonzentration (c = 0,05292
mg/L).

Lésung Interner Standard (ISTD-NP2EO):

4-n-NP2EO wurde auf 0,01 mg genau in einem Becherglas eingewogen und mit Hilfe von
Methanol quantitativ in einen Messkolben Uberfihrt. Es wurden ca. 20 mg eingewogen und
durch entsprechendes Verdinnen erhielt man die gewitnschte Endkonzentration (c = 0,0541
mg/L).
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4-NP1EO- und 4-NP2EO-Standardlésungen zur Bestimmung der Reinheit:

Getrennt voneinander wurden 4-NP1EO und 4-NP2EO auf 0,01 mg genau in einem Becher-
glas eingewogen und mittels Cyclohexan quantitativ in einen Messkolben Uberfiihrt. Durch
entsprechendes Verdinnen erhielt man die gewlinschten Endkonzentrationen von 1322,3
bzw. 1191,9 mg/L.

4-NP1EO- und 4-NP2EO-Standardldsungen zur Bestimmung der Isomerenverteilung:

Es wurden jeweils getrennt voneinander 4-n-NP1EO und 4-n-NP2EO auf 0,01 mg genau in
einem Becherglas eingewogen und mittels Cyclohexan quantitativ in einen Messkolben Uber-
fuhrt. Durch entsprechendes Verdinnen dieser 4-n-NP1EO-Stammlésung und der 4-
NP1EO-Standardlosung zur Bestimmung der Reinheit mit Cyclohexan erhielt man die ge-
wlnschten Endkonzentrationen von 70,56 und 1057,84 mg/L. In einem weiteren Messkolben
wurde die 4-n-NP2EO-Stammldsung und die 4-NP2EO-Standardlésung zur Bestimmung der
Reinheit auf 86,56 und 953,52 mg/L mit Cyclohexan verdunnt.

4-NP-/4-tert.-OP-/4-NP1EO-/4-NP2EO-Standardlosung flr die HPLC:

Entsprechende Volumina von 4-n-NP-, 4-NP-, 4-n-OP-, 4-tert.-OP-, 4-n-NP1EO-, 4-NP1EO-,
4-n-NP2EO- und 4-NP1EO-Stammidsungen wurden mittels Mikroliter-Spritzen in einen
Messkolben gegeben und durch Auffullen mit Cyclohexan auf die gewlnschten Endkonzent-
rationen von ungefahr 0,01 und 0,1 mg/L verdlnnt.

4-NP-/4-tert.-OP-/4-NP1EO-/4-NP2EO -Standardldsungen fir GC-MS-Kalibrierung:
Entsprechende Volumina von 4-n-NP-, 4-NP-, 4-n-OP-, 4-tert.-OP-, 4-n-NP1EO-, 4-NP1EO-,
4-n-NP2EO- und 4-NP1EO-Stammldsungen wurden mittels Mikroliter-Spritzen in vier ver-
schiedene Messkolben gegeben. Durch Aufflillen mit Cyclohexan erhielt man die Kalibrierlo-
sungen fiir die GC-MS-Kalibrierung.

Tabelle 17: Ubersicht iiber die 4-NP-/4-tert.-OP-/4-NP1EO-/4-NP2EO-Standardldsungen fiir die
GC-MS-Kalibrierung

Kalib- |4-n-NP | 4-NP | 4-n- 4-tert.- 4-n- 4- 4-n- 4-
rier- Konz. | Konz. | OP oP NP1EO | NP1EO | NP2EO | NP2EO
I6sung | [mg/L] |[[mg/L] | Konz. | Konz. Konz. Konz. Konz. Konz.
[mg/L]| [mg/L] | [mg/L] | [mg/L] | [mg/L] | [mg/L]
Std. 1 0,465 | 10,59 |0,5394 | 1,148 0,441 13,223 0,541 11,919
Std.2 | 0,465 | 5,295 10,5394 | 0,574 0,441 6,6115 0,541 5,9595
Std.3 | 0,465 | 1,059 10,5394 | 0,1148 0,441 1,3223 0,541 1,1919
Std.4 | 0,465 10,8472/0,5394 | 0,07175 0,441 0,79338 0,541 0,83433

Verwendete Gerite:
(s. Kapitel 2.1.1.)

2.3.2. Reinheit der 4-NP1EO- und 4-NP2EO-Standards

Die Reinheit von 4-NP1EO und 4-NP2EO wurde mit Hilfe desselben GC-FID-Systems, wie
unter Kapitel 2.2.2. beschrieben, bestimmt. Jeweils achtmal injizierte man 1 uL der 4-
NP1EO-Standardlésung und 1 uL der 4-NP2EO-Standardlésung zur Bestimmung der
Reinheit. Eine Derivatisierung wurde nicht durchgefiihrt. Geadnderte Einstellungen am ver-
wendeten System gibt Tabelle 18 wieder:

52



Tabelle 18: Gednderte Einstellungen am GC-FID-System

Gerateteil Parameter Einstellung
Injektor Temperatur 300 °C
Gaschromatograph Temperaturprogramm 70 °C (3 min lang)

mit 20 °C / min auf 165 °C
mit 4 °C / min auf 250 °C
mit 40 °C / min auf 300 °C
300 °C (5 min lang)
Detektor Temperatur 310 °C

2.3.3. Reinigung der Apparatur
(s. Kapitel 2.1.3)
2.3.4. Blindwertextraktion

Es wurde wie unter Kapitel 2.1.4. beschrieben vorgegangen, nur die Blindwertextraktion
anderte sich wie folgt:
Wie bereits beschrieben gab man in den Veith-Kihler ausgekochte Extraktionslésung und
organische Phase vor. AnschlieRend gab man zu der ausgekochten Extraktionslésung nicht
nur 500 pL der ISTD-NP Lésung, sondern ebenfalls
= 500 uL der ISTD-OP Lésung [c(4-n-OP) = 0,04936 mg/L in Methanol], entsprechend
24,68 ng absolut,
= 500 pL der ISTD-NP1EO Lo6sung [c(4-n-NP1EOQO) = 0,05292 mg/L in Methanol], ent-
sprechend 26,46 ng absolut,
= und 500 pL der ISTD-NP2EO Lésung [c(4-n-NP2EO) = 0,0541 mg/L in Methanol],
entsprechend 27,05 ng absolut,
als internen Standard fir den jeweiligen Analyten mittels einer Mikroliter-Spritze hinzu. Die
Mikroliter-Spritze war vorher mit der jeweiligen Losung konditioniert worden.

2.3.5. Probenvorbereitung

Sauglings- und Kleinkindernahrung:
(s. Kapitel 2.1.5)

Biofilm- und Flusswasserproben:
(s. Kapitel 2.2.5)

2.3.6. Probenextraktion

Zuerst musste der Veith-Kihler wie unter Kapitel 2.1.6. beschrieben beflillt werden.
AnschlieRend konnte die vorbereitete Lebensmittel-, Biofilm- oder Flusswasserprobe (s.
Kapitel 2.1.5. bzw. 2.2.5.) in den Rundkolben gegeben werden und es wurden nicht nur 500
ML der Lésung ISTD-NP als interner Standard fiir 4-NP hinzugegeben, sondern auch wie bei
der Blindwertextraktion

= 500 pL der ISTD-OP Lésung als interner Standard fiur 4-tert.-OP,

= 500 pL der ISTD-NP1EO Lésung als interner Standard flir 4-NP1EO

= und 500 pL der ISTD-NP2EO L&sung als interner Standard fur 4-NP2EO.
Die verwendete Mikroliter-Spritze war vorher jeweils mit der entsprechenden Losung konditi-
oniert worden. Dann wurde wie in Kapitel 2.1.6. beschrieben weiterverfahren.
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2.3.7. Aufreinigung mittels HPLC

Fur die Aufreinigung der Extrakte, die 4-NP, 4-tert.-OP, 4-NP1EO und 4-NP2EO enthielten,
wurde dieselbe HPLC-Anlage wie in Kapitel 2.1.7. verwendet. Um eine bestmégliche Aufrei-
nigung zu erzielen, wurde das Gradientenprogramm mit denselben Lésungsmitteln wie folgt
optimiert:

Tabelle 19: Optimiertes Gradientenprogramm fiir die HPLC-Anlage

Zeit Gehalt an Gehalt an Flussrate
[min] n-Hexan [%] Gemisch* [%] [mL/min]

0 97 3 1

3 97 3 1

12 0 100 1

16 0 100 1

18 97 3 1

35 97 3 1

* n-Hexan und 2-Propanol wurden im Verhaltnis 80:20 (v/v) gemischt.

Um die Retentionszeiten der Analyten zu bestimmen, injizierte man 150 uL der 4-NP-/4-tert.-
OP-/4-NP1EO-/4-NP2EO-Standardlésung fir die HPLC. Dabei eluierten die Analyten in
folgender Reihenfolge: 4-NP1EO, 4-NP2EO und meistens gleichzeitig 4-NP und 4-tert.-OP.
Das Zeitfenster wahlte man so, dass von der ersten Retentionszeit 0,9 min subtrahiert und
zu der letzten 1,1 min addiert wurden. Die Aufreinigung der eingeengten Extrakte wurde wie
unter Kapitel 2.1.7. beschrieben durchgeflhrt.

2.3.8. Derivatisierung

Die eingeengte HPLC-Fraktion in dem Spitzgldschen nahm man in 400 pL Derivatisierungs-
I6sung aus Acetonitril, Pyridin und MTBSTFA (s. Kapitel 2.3.1.) auf. Nachdem 5 uL der L6-
sung GSTD, 4-(2’-Nonyl)phenol in Cyclohexan, in ein ausgeheiztes GC-Flaschchen gegeben
worden waren, konnte die in der Derivatisierungslosung geldste Fraktion mit Hilfe einer Mik-
roliter-Spritze ebenfalls in das GC-Flaschchen Uberfihrt werden. Nach dem Verschliel3en
des GC-Flaschchens mit einer Boérdelkappe vom Typ R8 — Sil, rot/weil, musste es mindes-
tens 10 s lang aufrecht und auf dem Kopf stehend gerittelt und dann 180 min lang bei 75 °C
erwarmt werden.

2.3.9. Bestimmung mittels GC-MS

Die Bestimmung mittels GC-MS erfolgte wie in Kapitel 2.1.9. beschrieben, auller dass die
derivatisierten 4-NP-/4-tert.-OP-/4-NP1EO-/4-NP2EO-Standardlésungen fir die GC-MS-
Kalibrierung anstelle der 4-NP-Standardlésungen verwendet wurden.

Es wurde das geanderte GC-MS-System flur das Analysenverfahren fur 4-NP und 4-tert.-OP
(s. Kapitel 2.2.9.) verwendet.

Des Weiteren mussten fiir dieses Analyseverfahren auch Anderungen an den Einstellungen
des GC-MS-Systems, entsprechend Tabelle 20, vorgenommen werden.

2.3.10. Kalibrierung und Auswertung

Ermittlung der Isomerenverteilung der technischen Gemische von 4-NP1EO und 4-NP2EO:
Sowohl die Isomerenverteilung von 4-NP1EO als auch von 4-NP2EO war nicht bekannt und
deswegen mussten beide Verteilungen entsprechend der Bestimmung der Isomerenvertei-
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lung fur 4-NP bestimmt werden (s. Kapitel 2.2.10.). So erhielt man die Verteilungen bzw. die
Einzel-Konzentrationen der jeweils neun 4-NPnEO-Isomere in den technischen Gemischen.

Tabelle 20: Gednderte Einstellungen am GC-MS-System

Gerateteil Parameter Einstellung
Injektionssystem Endtemperatur 300 °C (bei AcCN & Der.-Lsg.:
310 °C)
Dauer, fur die die erreichte 41 min
Endtemperatur gehalten wird
Gaschromatograph Temperaturprogramm 70 °C (3 min lang)

mit 20 °C / min auf 165 °C
mit 4 °C / min auf 250 °C
mit 40 °C / min auf 300 °C
300 °C (5 min lang)

(bei AcCN & Der.-Lsg.:
mit 40 °C / min auf 310 °C
310 °C (5 min lang))
Massenspektrometer | Temperatur der Transferline 300 °C (bei AcCN & Der.-Lsg.:
310 °C)

gemessener Massenbereich 4-AP: 100 — 340 amu
4-NP1EO: 100 — 384 amu
4-NP2EO: 100 — 428 amu

Kalibrierung und Ermittlung der Responsefaktoren:

Fur die Kalibrierung des unter Kapitel 2.3.9. beschriebenen GC-MS-Systems wurde entspre-
chend Kapitel 2.2.10. vorgegangen. Man verwendete anstelle der 4-NP-/4-tert.-OP-
Standardldosungen die 4-NP-/4-tert.-OP-/4-NP1EO-/4-NP2EO-Standardlésungen entspre-
chend Kapitel 2.2.10. und erwarmte die Analyten 180 min lang bei 75 °C, um sie zu derivati-
sieren.

Far die Ermittlung der Responsefaktoren der elf 4-NP-Isomere, des 4-tert.-OPs, der jeweils
neun 4-NP1EO- und 4-NP2EO-Isomere und des Geratestandards ging man ebenfalls wie
unter Kapitel 2.2.10 vor.

Auswertung von Probenmessdaten:
Auch die Auswertung der Probenmessdaten wurde entsprechend Kapitel 2.2.10. durchge-
fuhrt.

Berechnung der Wiederfindung:
Ebenso erfolgten die Berechnungen der Wiederfindungen der internen Standards 4-n-NP, 4-
n-OP, 4-n-NP1EO und 4-n-NP2EO gemal Kapitel 2.2.10.

2.3.11. Reinigung von Geratschaften

(s. Kapitel 2.1.11. und 2.2.11.)

2.4. Charakterisierung der Biofilmproben

In den folgenden Unterkapiteln wird kurz auf die Charakterisierung der Biofilmproben einge-
gangen, die von Mitarbeitern der Universitat Duisburg-Essen, Fachgebiet Aquatische Mikro-
biologie, durchgefiihrt wurde.
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2.4.1. Koloniezahl-Bestimmung heterotropher Bakterien

Das Verfahren zur Bestimmung der Koloniezahlen heterotropher Bakterien war fir alle Bio-
filmproben gleich. Es handelte sich hierbei um ein Standardverfahren zur Quantifizierung der
Koloniezahlen heterotropher Wasserbakterien (Heterotrophic Plate Count, HPC-
Bestimmung), welches auch in den ’American Standards of the Examination of Water and
Wastewater (1998) aufgefihrt ist.

Die HPC-Bestimmung erfolgte mittels des Spatelplattenverfahrens auf so genannten R2A-
Nahrmedien nach Bebritung fir 7 Tage bei 20 °C. Auf diese Weise konnte mit einer relativ
hohen Ausbeute der Nachweis von heterotrophen Wasserbakterien in oligotropher Umge-
bung sichergestellt werden [Reasoner, 1985].

Um den Wert sowohl in der Einheit koloniebildende Einheiten (KBE) / mL als auch in KBE / g
Trockenmasse angeben zu kdnnen, wurde die Trockenmasse der Biofilmproben nach der
DIN EN 12880 bestimmt.

2.4.2. Bestimmung wichtiger Inhaltsstoffe

Zu den wichtigsten Inhaltsstoffen von Biofilmen gehdren die Kohlenhydrate, Uronsauren,
Proteine und Huminstoffe. Sie wurden auf verschiedene Art und Weise sowohl in der Bio-
filmsuspension als auch EPS photometrisch bestimmt. Bei den Biofilmsuspensionen handel-
te es sich um die nicht aufgearbeiteten Biofilmproben, aus denen zum Teil die EPS gewon-
nen wurden (s. unten). Die folgende Tabelle gibt eine Ubersicht tiber die angewandten bio-
chemischen Verfahren:

Tabelle 21: Ubersicht iiber die verwendeten Verfahren zur biochemischen Analytik der Biofilme
bzw. der EPS

Inhaltsstoff Literaturstelle verwendeter Standard Hersteller

Kohlenhydrate | Dubois et al., 1956 Glukose Sigma, G-7528

Uronsauren Fillisetti-Cozzi et al., 1991 | Glukuronsaure Sigma, G-5269

Proteine Fralund et al., 1996 Rinderserumalbumin, Sigma, A-4503
BSA

Huminstoffe Frglund et al., 1996 Humussaure Fluka, 53680

Dabei handelte es sich bei der Bestimmung der Kohlenhydrate nach Dubois et al., 1956, um
die photometrische Bestimmung eines orange-gelben Farbstoffes, der sich nach Umsatz der
einfachen Zucker, Oligo- und Polysachariden und ihren Derivaten mit Phenol und schwefliger
Saure gebildet hatte. Die Bestimmung der Uronsauren bei Anwesenheit von neutralen Zu-
ckern wurde nach der Methode von Fillisetti-Cozzi et al., 1991, durchgefuhrt. Es handelte
sich ebenfalls um eine photometrische Bestimmung, wobei die Uronsauren mit meta-
Hydroxydiphenyl in schwefliger Sdure umgesetzt wurden und der Zusatz von Sulfamat die
Braunfarbung durch Zucker verhinderte. Die Proteine und Huminstoffe wurden beide mit der
Lowry-Methode [Frglund et al., 1996] bestimmt, bei der es sich ebenfalls um ein photometri-
sches Verfahren handelte. Die Peptide reagierten mit Kupferionen in alkalischer Losung und
anschlief’end fand eine Reduktion in einem phenolischen Reagenz statt. Dabei wurde fiir die
Bestimmung der Huminstoffe das Kupfersulfat weggelassen.

Gewinnung der wasserléslichen EPS:
Zur Gewinnung der wasserloslichen EPS homogenisierte man die Biofilme durch Schiitteln
und man gab ungefahr 70 g eines Kationenaustauscher-Harzes (Dowex 50 - 8, Fluka) pro g
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Trockenmasse Biofilm hinzu. AnschlieRend konnten die gelésten EPS durch Hochgeschwin-
digkeitszentrifugation (bei 20.000-facher Erdbeschleunigung, 20 min, 10 °C) von den Bakte-
rien abgetrennt werden. Aus den so erhaltenen Uberstanden wurden durch Membranfiltration
(0,2 um) die restlichen Bakterien entfernt. Diese zellfreien Uberstéande enthielten die wasser-
I6slichen EPS, die anschlielend wie die Biofilmsuspensionen mit den oben genannten Ver-
fahren auf ihre Gehalte an Kohlenhydraten, Uronsauren, Proteinen und Huminstoffen analy-
siert wurden.
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3. Ergebnisse und Diskussion

3.1. Methodische Ergebnisse

3.1.1. Analyseverfahren fur 4-NP

Das Analyseverfahren fir 4-NP glich dem Verfahren nach Methode B [Heinke, 2000]. Des-
wegen war es nicht verwunderlich, dass weder die absoluten Blindwerte von 4-NP oder die
Uber die Standardabweichung (STABW) berechnete Nachweis- (NG) bzw. Bestimmungs-
grenze (BG), noch die Wiederfindungen des internen Standards 4-n-NP sich im Vergleich zu
Heinke, 2000, wesentlich voneinander unterschieden. In Tabelle 22 sind alle Blindwerte der
vier Apparaturen gegentlber gestellt, die nach Methode B bzw. dem Analyseverfahren flr 4-
NP bestimmt wurden.

Tabelle 22: Analyseverfahren fiir 4-NP: Vergleich der Blindwerte

Methode B (Heinke) Analyseverfahren fiir 4-NP
Blindwerte 4-NP Blindwerte 4-NP
[ng abs.] [ng abs.]
App-1|App.2 | App-3 | App. 4 App. 1| App. 2| App- 3 |App. 4
8 8 10
7 7 6 13
4 5 6 6 275 | 21,3 3,8 5
6 9 8 8,1 5,8 9,2 9
15 8 7 12 28,5 16,6 14,4 | 14,5
9 7 7 4 59 6,3 8,8 9,4
14 13 12 16 23,3 | 24,7 15,3 | 12,9
12 9 10 15 3,9 4,2 6,4 8,5
9 10 9 10 9,2 8,2 4,9 12,8
10 11 10 12 15 12,9 15,9 | 14,1
9 7 8 6 9,2 11,4 6,9 4
5 5 3,9 3,2 8,8 9,2

5 5 5 5 14 13,6
9 8 8 10 Mittelwert (M) 13,5 11,7 9,4 9,9
3 2 2 4 STABW 1,2 0,8 0,4 0,3
18 15 15 22 NG: M + 3-STABW 17,0 14,0 10,6 | 11,0
27 21 21 34 BG: M + 6-STABW 20,5 16,3 11,8 | 12,0

Bei den Wiederfindungen des internen Standards 4-n-NP schwankten die Werte nach Me-
thode B zwischen 1 und 161 % und nach dem Analyseverfahren fir 4-NP zwischen 20,7 und
117,0 % (s. Tabelle 65: Anhang 7.11.: 'Ubersicht Gber 4-NP-Mengen in S&uglings- und
Kleinkindernahrung nach dem Verfahren fur 4-NP’). Es war auffallig, dass die fettreichsten,
analysierten Lebensmittel (Sauglingsanfangs- und Folgemilchnahrung) Wiederfindungen von
20, 30 oder um die 50 % hatten, wobei die restlichen Proben mit wenigen Ausnahmen Wie-
derfindungen von Uber 70% hatten. Eine Beobachtung, die bereits Heinke gemacht hatte,
spielte auch in diesen Fallen eine Rolle. Nach dem Einengen des Extraktes blieben bei fett-
reichen Proben Riickstande im Spitzglaschen zuriick, deren Volumen beim Aufnehmen in
Cyclohexan bzw. bei der Bestimmung der Wiederfindung nicht berlicksichtigt werden konn-
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ten. Zusatzlich war aber auch ein Zurtickhalten von 4-n-NP durch die in der Probe vorhande-
nen Lipide denkbar, da 4-NP mit einem log kow-Wert zwischen 3,28 und 4,48 [Rippen, 2003]
zu den lipophilen Substanzen gehort.

3.1.2. Analyseverfahren fiir 4-NP und 4-tert.-OP

3.1.2.1. Bestimmung der Reinheit des 4-tert.-OP-Standards

Die Reinheit des 4-tert.-OP-Standards war wie unter Kapitel 2.2.2. beschrieben mit Hilfe des
GC-FID-Systems bestimmt worden. Aus den neun Messungen ergab sich eine gemittelte
Reinheit von 93,6 %, mit einer Standardabweichung von 8,8 %. Dieser Wert musste bei der
Eingabe der absoluten Menge in die GCQ-Auswertesoftware bzw. bei der Auswertung mit
Excel mitbertcksichtigt werden.

3.1.2.2. Bestimmung der Isomerenverteilung von 4-NP

Da flr das Analyseverfahren flr 4-NP und 4-tert.-OP, wie bereits erwahnt, eine andere GC-
Saule verwendet wurde, musste auch die Isomerenverteilung von 4-NP neu bestimmt wer-
den. Die beiden GC-Saulen unterschieden sich im Hinblick auf die Polaritat der beiden Bele-
gungsfilme und kamen von zwei verschiedenen Herstellern.

Man verwendete eine derivatisierte Lésung von 4-NP und den ISTD 4-n-NP, die mit einem
GC-FID-System (s. Kapitel 2.2.2.) vermessen wurde. Da sich die mit einem FID erzeugten
Signale proportional zum Kohlenstoffgehalt verhalten, konnte davon ausgegangen werden,
dass gleiche Stoffmengen aller Isomere zu gleichen Signalen fliihren missen. Bei dem ISTD
4-n-NP handelte es sich auch um ein NP-lsomer, welches nicht im technischen Gemisch
vorkam, sich chromatographisch gut davon abtrennen liel3 und als einziges als reine Einzel-
subtanz vorlag. Auf diesem Wege konnten die Flachenwerte der einzelnen Isomere nach
Gleichung 25 in Konzentrationen (s. Tabelle 62: Anhang 7.8.: '‘Bestimmung der Isomerenver-
teilung von 4-NP’) umgerechnet und diese anschliel3end untereinander ins Verhaltnis gesetzt
werden.

c(ISTD )-Fl(lsomer n)

c(lsomer n) = Gleichung 25
FI(ISTD )

Dabei sind:

c(lsomer n): Konzentration des 4-NP-Isomers in mg/L

c(ISTD): Konzentration des internen Standards 4-n-NP in mg/L

Fl(Isomer n): Flache des 4-NP-Peaks n in FE, bestimmt mittels GC-FID
FI(ISTD): Flache des internen Standard-Peaks 4-n-NP in FE, bestimmt mittels GC-FID

Dabei zeigte sich, dass beim Vergleich der beiden Saulen einige Unterschiede in der Vertei-
lung auftraten, besonders stark sichtbar bei Isomer Nr. 4 (s. Tabelle 23).

3.1.2.3. Optimierungen und Verdnderungen

Fir die Bestimmung von 4-NP und 4-tert.-OP in einem Analysegang wurde das unter Kapitel
2.1. beschriebene Verfahren optimiert und verandert. Folgende Optimierungen wurden bei
der Reinigung der Apparatur bzw. der Glasgerate durchgefuhrt:
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= bei der Reinigung der Apparatur mit Salpetersdure, 65 %, Methanol und n-Hexan
wurden jeweils die ersten mL Saure bzw. Lésungsmittel aus dem Veith-Kihler Gber
den Auslauf entfernt, bevor sie in den Rundkolben zuriicklaufen konnten.

= das Trocknen samtlicher Glasgefal’e, aulder der Extraktionsapparatur und den Mal3-
gefalen, wurde bei 130 °C im Trockenschrank durchgefuhrt.

Beim Vergleich der absoluten Blindwerte zwischen der Methode B [Heinke, 2000] und dem
Analyseverfahren fir 4-NP und 4-tert.-OP stellte sich eine deutliche Reduzierung sowohl der
absoluten Werte als auch der NG und BG, die tUiber M und STABW berechnet wurden, her-
aus (s. Tabelle 24).

Tabelle 23: Vergleich der Isomerenverteilung von 4-NP

NP-lsomer Isomerenverteilung Isomerenverteilung
bestimmt auf bestimmt auf
CP-Sil-8-CB-Saule FS-OV-1-CB-Saule
von Chrompack [Heinke, 2000] von CS (selber)

1 55 % 4,5 %
2 8,4 % 9,5 %
3 11,7 % 13,0 %
4 11,2 % 6,9 %
5 8,9 % 9,5 %
6 14,8 % 14,3 %
7 8,4 % 8,7 %
8 4,0 % 4,0 %
9 51% 53 %
10 15,3 % 18,2 %
11 6,7 % 6,1 %

Im Gegensatz zu den Blindwerten waren bei den Wiederfindungen des internen Standards 4-
n-NP keine wesentlichen Unterschiede zwischen der Methode B [Heinke, 2000] und dem
Analyseverfahren fir 4-NP und 4-tert.-OP feststellbar. Nach Methode B bestimmte Wieder-
findungen lagen zwischen 1 und 161 % und die nach dem Analyseverfahren fur 4-NP und 4-
tert.-OP bestimmten Wiederfindungen zwischen 16,4 und 178,9 % (s. Tabelle 66: Anhang
7.12.: Ubersicht tiber 4-NP-Mengen in S&uglings- und Kleinkindernahrung nach dem Verfah-
ren fur 4-NP und 4-tert.-OP). Des Weiteren wurde der gleiche Zusammenhang zwischen
Hoéhe der Wiederfindung (WF) und dem Fettgehalt der Probe, wie bereits unter Kapitel 3.1.1.
beschrieben, gefunden. Die fettreichsten Proben, die nach dem Analysenverfahren fir 4-NP
und 4-tert.-OP analysiert wurden, waren wieder die Proben Dauermilchnahrung und Folge-
milch (WF: ca. 20%) bei der Sauglingsnahrung. Bei der Kleinkindernahrung waren dies die
Proben H-Vollmilch (WF: ca. 20 %), Eier (WF: ca. 20 %) und Butter (WF: ca. 30 %). Selbst
von den GréRenordnungen stimmten diese Werte fir die WF von 4-n-NP fast mit denen fur
4-n-OP (berein. Dies zeigte, dass sich 4-n-NP und 4-n-OP im Bezug auf fettreiche Proben
sehr ahnlich verhalten. (log kow-Wert fur 4-tert.-OP: 3,96; im Vergleich dazu 4-NP: 3,28 —
4,48 [Rippen, 2003].

Die folgenden Veranderungen sind darauf zurtckzufuhren, dass bei der Ausweitung des
Analyseverfahrens fir 4-NP auf 4-tert.-OP zwei Probleme auftraten. Die beiden Probleme,
deren Auswirkungen sich Uberlagerten, bestanden zum einen aus einem Stérpeak, der mit
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4-tert.-OP koeluierte, und zum anderen aus einer nicht unerheblichen Kontamination durch
4-tert.-OP selber, das aus dem Dichtungsmaterial der Bérdelkappen des Typs R8 — 1,0 dif-
fundierte.

Tabelle 24: Analyseverfahren fiir 4-NP und 4-tert.-OP: Vergleich der Blindwerte von 4-NP

Methode B [Heinke, 2000] Analyseverfahren
Blindwerte 4-NP fiir 4-NP und 4-tert.-OP
[ng abs.] Blindwerte 4-NP
[ng abs.]

App. 1| App. 2 | App. 3 | App. 4 App. 1 | App. 2 | App. 3 | App. 4
8 8 10 7,2 6,1 3,3 2
7 7 6 13 6,4 7,4
4 5 6 6 59 3,6 53 4,4
6 9 8 3,4 3,5 13 9,9
15 8 7 12 3,4 3,3
9 7 7 4 5,8 5,1 7,6 8,7
14 13 12 16 4.9 4.6 12,7 7
12 9 10 15 10,2 9,8 2,6 24
9 10 9 10 4.4 4.7 4.5 2,5
10 11 10 12 7,4 5,6 2,7 2,6
9 7 8 6 7,3 8,5 6,7 5

5 5 8,8 8,5 5,8 6,9
5 5 5 5 4.3
9 8 8 10 Mittelwert (M) 6,5 5,8 6,4 53
3 2 2 4 STABW 0,1 0,1 0,2 0,1
18 15 15 22 NG =M + 3-STABW 6,8 6,2 71 5,7
27 21 21 34 BG =M + 6-STABW 7,2 6,5 7,8 6,1

1. Problem: Storpeak

In Abbildung 11 sind ein Ausschnitt eines GC-MS-Chromatogrammes und zwei Spektren
einer 4-tert.-OP-Standardlésung (Injektionsmenge: ca. 1 ng abs.) zu sehen. Im Totalionen-
strom-Chromatogramm (TIC: Total lon Current) sieht man flir den Stérpeak und 4-tert.-OP
nur einen Peak. Beim Vergleich der beiden lonenspuren m/z 249 und 275 erkennt man deut-
lich, dass der Storpeak ein wenig friiher eluierte. Dies alleine ware nicht problematisch ge-
wesen. Aber in den beiden Spektren ist zusatzlich noch eine Uberlagerung des oberen
Spektrums (4-tert.-OP: Hauptmassen m/z 249 und 320) mit den Massen des Stérpeaks m/z
275 und 257 erkennbar. Dadurch war weder eine Kalibrierung des GC-MS-Systems noch
eine Quantifizierung von 4-tert.-OP im entsprechenden Konzentrationsbereich méglich.

Um die Ursache flir den Stoérpeak ausfindig machen zu kénnen, wurde zuerst getestet, ob
die verwendeten Loésungsmittel verunreinigt waren. AnschlieRend wurde auch MSTFA als
neues Derivatisierungsreagenz getestet. Da aber alle Chemikalien incl. des MSTFA sauber
waren und der Stérpeak auch in Standardldsungen zu sehen war, konnte der Stérpeak nur
noch von den Bordelkappen oder den GC-Flaschchen herriihren. Weitere Tests zeigten,
dass die GC-Flaschchen verunreinigt waren und am effektivsten und einfachsten durch Aus-
heizen bei 300 °C fur 3h in einem alten GC-Ofen gereinigt werden konnten.
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Abbildung 11: GC-MS-Chromatogramm und Spektren einer 4-tert.-OP-Standardiésung

2. Problem: Kontamination durch Bordelkappen

Es stellte sich heraus, dass nach dem Entfernen des Stérpeaks immer noch keine Kalibrie-
rung des GC-MS-Systems mit 4-tert.-OP-Standardlésungen mdglich war. Die Standardab-
weichung der berechneten, relativen Responsefaktoren RRF lag teilweise Gber 50 %. Nach
vielen verschiedenen Tests, in denen unter anderem Glasliner mit anderem Packungsmate-
rial und geringere Injektionsvolumina getestet wurden, blieben als Kontaminationsquelle nur
noch die Septen der Bordelkappen vom Typ R8 - 1,0 Ubrig. Diese bestanden aus einer
Schicht Naturkautschuk und einer 1 mm dicken Schicht Teflon. In Abbildung 12 ist deutlich
zu sehen, dass die Menge an 4-tert.-OP, die aus dem Naturkautschuk in die Der.-Lsg. dif-
fundierte, anstieg, je langer die Zeit zwischen dem VerschlieRen der GC-Flaschchen mit den
Bordelkappen und dem Vermessen mittels GC-MS (im Folgenden als Standzeit bezeichnet)
wurde. Dabei ist zu beachten, dass bei diesem Test bereits nach einer Standzeit von 1 h mehr
4-tert.-OP in die Der.-Lsg. diffundiert war, als die Kalibrierldésung mit der kleinsten 4-tert.-OP-
Konzentration Uberhaupt enthielt. Des Weiteren waren aber auch Standzeiten von bis zu 24 h
bei einer kompletten Messserie normal.

Das bedeutete, dass Boérdelkappen mit anderen Septen getestet werden mussten. Dabei
stellte sich heraus, dass die Bérdelkappen vom Typ R8 - Sil rot/weil geeignet waren, da kein
4-tert.-OP aus dem Silikon-Teflon-Septen diffundierte, nach dem Durchstechen durch die
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Autosamplernadel keine Silikonpeaks im Chromatogramm zu sehen und die Septen dicht

waren.
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Abbildung 12: Gehalt an 4-tert.-OP:
GC-Flaschchen verschlossen mit Bordelkappen vom Typ R8 - 1,0

Erlauterungen:
Nachdem die oben erwahnten Veranderungen etabliert waren, wurden die ersten Proben
zusammen mit Standardiésungen in folgender Reihenfolge vermessen:

AcCN und Der.-Lsg. jeweils einmal injiziert

Standard-Kalibrierungslésung 4 mit der niedrigsten Analyt-Konzentration, die wie alle
Kalibrierungslésungen dreimal injiziert wurde

acht Blindwert-Injektionen, die sich aus den vier verschiedenen Apparaturen (App. 1 -
4), die jeweils zweimal injiziert wurden, zusammensetzten

Der.-Lsg. (einmal injiziert)

Standard-Kalibrierlésung 3 (dreimal injiziert)

acht Injektionen von Probe |, die sich aus zwei verschiedenen Apparaturen (App. 1,
2), von denen jeweils zwei HPLC-Fraktionen existierten und die alle zweimal injiziert
wurden, zusammensetzten

Der.-Lsg. (einmal injiziert)

Standard-Kalibrierlésung 2 (dreimal injiziert)

acht Injektionen von Probe I, die sich aus zwei verschiedenen Apparaturen (App. 3,
4), von denen jeweils zwei HPLC-Fraktionen existierten und die alle zweimal injiziert
wurden, zusammensetzten

Der.-Lsg. (einmal injiziert)

Standard-Kalibrierlésung 1 (dreimal injiziert)

Zu Beginn einer jeden Messserie wurde AcCN und Der.-Lsg. jeweils einmal injiziert, um das
GC-MS-System zu uberprifen. Dabei konnten Verunreinigungen und evt. Kontaminationen
des GC-MS-Systems festgestellt werden und die GC-Saule wurde gleichzeitig konditioniert.
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Des Weiteren gewahrleistete diese Messsequenz, dass unerwartete Schwankungen des
Detektors durch die immer wieder zwischendurch vermessenen Standardldsungen spates-
tens bei der Berechnung der relativen Responsefaktoren (RRF) aufgefallen waren [McDo-
wall, 1998]. Die Berechnung der RRF mit Hilfe von Excel, die nach Gleichung 12 (s. Kapitel
2.1.10.) durchgefuhrt wurde, zeigte, dass die RRF im bendtigten Konzentrationsbereich
nahezu konstant waren. Somit konnte Uber alle RRF eines Analyten gemittelt werden. Auf
diese Weise wurde unter anderem die Stabilitdt des GC-MS-Systems Uber eine komplette
Messserie Uberprift. Durch die Injektion der Standard-Kalibrierlésung mit der geringsten
Konzentration direkt am Anfang, konnte kontrolliert werden, ob das GC-MS-System empfind-
lich genug und die Chromatographie der Analyten in Ordnung war.

In Abbildung 13 ist ein Ausschnitt eines GC-MS-Chromatogrammes einer 4-NP- und 4-tert.-
OP-Standardlésung fur die GC-MS-Kalibrierung zu sehen:
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Abbildung 13: Ausschnitt eines GC-MS-Chromatogrammes einer 4-NP- und 4-tert.-OP-
Standardlésung fiir die GC-MS-Kalibrierung

Injektionsmenge flir 4-NP 10 ng abs. und fiir 4-tert.-OP 1 ng abs.;

angezeigt sind der TIC und die jeweils fir die Analyten typischen lonenspuren

Die Nummern zeigen, welches Isomer auf welcher lonenspur m/z quantifiziert wurde. Isomer Nr. 6
wurde auf der Summe beider lonenspuren vermessen, da keine Trennung im TIC vorlag.

Die einzelnen Spektren der 15 derivatisierten Analyten sind ab Abbildung 44 in Anhang 7.13.
'Spektren aller derivatisierten Analyten fir das Analyseverfahren fir 4-NP und 4-tert.-OP’
aufgelistet. Die Blindwerte wurden vor den Proben vermessen, da durch sie eine geringere
Belastung an Matrixbestandteilen vor allem flr Injektor und S&ule ausging. Die Integration
der Analyten-Peaks erfolgte mit Hilfe der GCQ-Auswertesoftware, wobei jeder Peak manuell
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kontrolliert wurde. Diese Werte wurden nach Excel exportiert und dort weiter ausgewertet.
Zur Berechnung der Probengehalte an 4-NP und 4-tert.-OP wurden jeweils die Absolutmas-
sen der Blindwerte von den Absolutmassen der Probe subtrahiert. AnschlieBend konnte aus
diesen korrigierten Absolutmassen - nach Aufsummierung der Absolutmassen aller elf 4-NP-
Isomere und unter Beriicksichtigung der Einwaage - der Gehalt der Probe berechnet werden.

3.1.3. Analyseverfahren fiir 4-NP, 4-tert.-OP, 4-NP1EO und 4-NP2EO

3.1.3.1. Reinheit des 4-NP1EO- und 4-NP2EO-Standards

Die Reinheit des 4-NP1EO- und des 4-NP2EO-Standards war wie unter Kapitel 2.2.2. be-
schrieben mit Hilfe des GC-FID-Systems bestimmt worden. Aus den acht Messungen fur 4-
NP1EO ergab sich eine gemittelte Reinheit von 95,5 %, mit einer Standardabweichung von
10,7 %. Aus den acht Messungen fur 4-NP2EO ergab sich eine gemittelte Reinheit von 98,2
%, mit einer Standardabweichung von 7,8 %. Diese Werte mussten bei der Eingabe der
absoluten Mengen in die GCQ-Auswertesoftware bzw. bei der Auswertung mit Excel fur
jedes einzelne Isomer mitbericksichtigt werden.

3.1.3.2. Optimierung der Aufreinigung mittels HPLC

Um eine bestmdgliche Aufreinigung zu erzielen, musste das HPLC-Gradientenprogramm so
geandert werden, dass das Zeitfenster, in dem die Analyten im Spitzgldschen aufgefangen
wurden, so klein wie mdglich war. Nur so war die Abtrennung eines Grofteils der tGberdestil-
lierten Matrixbestandteile am effektivsten.
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Abbildung 14: HPLC-Gradientenvergleich
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In Abbildung 14 sind die beiden Gradientenprogramme flr das Analyseverfahren fur 4-NP
bzw. flr 4-NP und 4-tert.-OP (altes Gradientenprogramm) und fiir das Analyseverfahren flr
4-NP, 4-tert.-OP, 4-NP1EO und 4-NP3EO (geandertes Gradientenprogramm) gegenuberge-
stellt. Man sieht, dass fir eine bestmdégliche Aufreinigung der Gradient wesentlich polarer
(von maximal 10 % 2-Propanol im Lésemittelgemisch auf 20 %) eingestellt worden war und
die Dauer eines HPLC-Laufes wesentlich langer war (35 statt 26 min). Die um ca. ein Drittel
verlangerte Dauer eines HPLC-Laufes war notwendig, um die Saule wieder ausreichend
konditionieren zu kénnen. Kiirzere HPLC-Laufe hatten zu Schwankungen in den Retentions-
zeiten der Analyten gefuhrt.

Auf den folgenden Abbildungen sind vier HPLC-Chromatogramme, die nach dem geanderten
Gradientenprogramm gelaufen sind, zu sehen:
A) Chromatogramm einer 4-NP-/4-tert.-OP-/4-NP1EO-/4-NP2EO-Standardlésung fur die
HPLC
B) Chromatogramm eines Blindwertes
C) Chromatogramm einer Probe (Karottenbrei flir Sduglinge nach dem 4. Monat)
D) Chromatogramm einer Biofilm-Probe

Man erkennt in Chromatogramm A) und B), dass die drei Analyten incl. ihrer internen Stan-
dards innerhalb von 1,5 min eluierten, wobei es bei dem alten Gradientenverfahren bis zu 4
min gewesen waren. Durch das geanderte Gradientenprogramm konnte das Zeitfenster von
bis zu 6 min auf 3,5 min gekurzt werden.

Dabei eluierte 4-NP1EO vor 4-NP2EO und zum Schluss 4-NP und 4-tert.-OP gleichzeitig.
Auch die Retentionszeit von 4-NP hatte sich geandert. Beim alten Gradientenprogramm
eluierte 4-NP bei ca. 12,5 min, bei dem geanderten Gradientenprogramm dagegen bereits
bei 10,5 min, wobei 4-NP1EO bei ca. 9 min und 4-NP2EQ bei ca. 9,8 min eluierten.

4-AP
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Abbildung 15: A) HPLC-Chromatogramm einer Standardiésung
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Abbildung 16: B) HPLC-Chromatogramm eines Blindwertes
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Abbildung 17: C) HPLC-Chromatogramm einer Lebensmittel-Probe
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Abbildung 18: D) HPLC-Chromatogramm einer Biofilm-Probe
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Wie wichtig die Optimierung hinsichtlich eines moglich kleinen Zeitfensters, in dem die Analy-
ten in einem Spitzglaschen aufgefangen wurden, war, zeigen die beiden Probenchroma-
togramme. Vor allen Dingen bei Chromatogramm C), welches einen Karottenbrei fir Saug-
linge zeigt, ist eine sehr starke Belastung der Probe mit ebenfalls Uberdestillierten Matrixbe-
standteilen, die fluoreszenz-aktive Substanzen enthielten, zu beobachten. So, wie man es in
Chromatogramm C) und D) erkennt, war es auch bei vielen anderen Proben nicht moglich,
die Analyten im Chromatogramm ausfindig zu machen, da sie teilweise vollkommen von
stérenden Matrixkomponenten uberlagert wurden. Dies bestatigte nur, wie wichtig fur alle
Verfahren eine bestmogliche Aufreinigung mittels HPLC gewesen war.

3.1.3.3. Optimierung der Derivatisierungsbedingungen

Mit Hilfe der 4-NP-/4-tert.-OP-/4-NP1EO-/4-NP2EO-Standardlésungen (s. Kapitel 2.3.1.)
mussten die Bedingungen bei der Derivatisierung optimiert werden, da bei 4-NP1EO und 4-
NP2EO unter den bisherigen Bedingungen kein vollstandiger Umsatz mit dem Derivatisie-
rungsreagenz stattfand. Als veranderbare Parameter konnten und wurden die Dauer (zwi-
schen 1 und 6 h), die Temperatur (50 bis 100 °C), verschiedene Derivatisierungsreagenzien,
der Anteil an Derivatisierungsreagenz im Ldsungsmittel (5 bis 20 %) und andere Chemika-
lienzusatze bei der Derivatisierung aller Analyten getestet.

Als alternative Derivatisierungsreagenzien wurde MSTFA und eine Mischung aus Acetonitril
und Pyridin (80:20; v/v) mit unterschiedlichen Konzentrationen an MSTFA/CTMS (10:1, v/v)
getestet [Spengler et al., 1999]. Dabei stellte sich heraus, dass eine Derivatisierung aller vier
Analyten am effektivsten mit einem Gemisch aus Acetonitril und Pyridin mit 15% MTBSTFA
bei 75 °C fur 3 h war (s. Tabelle 25). Dabei handelte es sich um einen Kompromiss zwischen
den leichter derivatisierbaren 4-AP und den schwieriger zu derivatisierenden 4-NPnEO. Je
nach Analyt variierten die Dauer und der Anteil an MTBSTFA fur die effektivste Derivatisie-
rung. Diese Derivatisierungsmethode (s. rechte Spalte Tabelle 25) machte die Bestimmung
aller vier Analyten in einem Analysegang maoglich.

Tabelle 25: Gegeniiberstellung der beiden Derivatisierungsmethoden

Derivatisierung nach dem
Analyseverfahren fiir 4-NP

Derivatisierung nach dem
Analyseverfahren fiir 4-NP,

Ldsungsmittel

Parameter und 4-tert.-OP 4-tert.-OP, 4-NP1EO und 4-
NP2EO
Dauer 10 min 180 min
Temperatur 60 °C 75 °C
Lésungsmittel Acetonitril Acetonitril plus
20 Vol.-% Pyridin
Anteil an MTBSTFA im 1 Vol.-% 15 Vol.-%

3.1.3.4. Bestimmung der Isomerenverteilung von 4-NP1EO und 4-NP2EO

Zur Bestimmung der Isomerenverteilung von 4-NP1EO und 4-NP2EO wurden die beiden
Analyten nach der oben beschriebenen Derivatisierungsmethode umgesetzt und anschlie-
Rend wie bei 4-NP auch mittels des GC-FID-Systems (s. Kapitel 2.3.2.) auf einer FS-OV-1-
CB-Saule von CS vermessen. Dabei lieRen sich die 4-NPnEO jeweils in neun Isomere tren-
nen. Tabelle 26 gibt eine Ubersicht (iber die ermittelten Verteilungen. Es fiel auf, dass die
beiden Verteilungen sich sehr ahnelten.
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Tabelle 26: Isomerenverteilung von 4-NP1EO und 4-NP2EO

NPnEO-Isomer Isomerenverteilung von Isomerenverteilung von
NP1EO NP2EO
1 4,9 % 55 %
2 24,8 % 25,0 %
3 16,7 % 16,6 %
4 10,0 % 10,7 %
5 4,0 % 4,2 %
6 10,4 % 10,8 %
7 52 % 4,9 %
8 18,0 % 16,2 %
9 6,0 % 6,1 %

Zur Bestimmung der einzelnen Mengen jedes Isomers in 4-NP1EO bzw. 4-NP2EO wurden
im Bezug auf ein GC-FID-System dieselben Annahmen gemacht wie bei 4-NP (s. Kapitel
3.1.2.). Da sich die ISTD 4-n-NP1EO und 4-NP2EO jeweils nicht im 4-NP1EO- bzw. 4-
NP2EO-Gemisch befanden und sich chromatographisch gut abtrennen lieRen, konnte so
jeweils auf dem gleichen Wege wie fir 4-NP die Isomerenverteilung bestimmt werden.

3.1.3.5. Bestimmung mittels GC-MS

Beim Temperaturprogramm des GC-Ofens war die Endtemperatur fir die AcCN- und Der.-
Lsg.-Injektion von 300 °C auf 310 °C erhoht worden (s. Tabelle 20). Dadurch sollten inner-
halb einer Messserie eventuell anhaftende Verunreinigungen im Injektor und/oder in der
Saule mobilisiert werden. Denn es fand vor den Injektionen von Standardlésungen zur Kalib-
rierung des GC-MS-Systems immer ein GC-Lauf nur mit Der.-Lsg. statt. Dadurch sollte er-
reicht werden, dass die Bedingungen jeweils vor den Injektionen der Standardlésungen ver-
gleichbar waren. In Abbildung 19 ist ein Ausschnitt (15 — 34 min) eines GC-MS-
Chromatogrammes einer kompletten 4-NP-, 4-tert.-OP-, 4-NP1EO- und 4-NP2EO-
Standardldsung fir die GC-MS-Kalibrierung zu sehen.

Wie in Kapitel 2.3.9. aufgefiihrt, dauerte ein GC-Lauf fir die Vermessung der vier
verschiedenen Analyten 43 min, da die Endtemperatur fir die NPnEOs auf 300 °C erhdht
werden musste. Bereits an den angegebenen Summen der lonenspuren m/z der einzelnen
Analyten erkennt man, dass der gemessene Massenbereich der einzelnen Analyten
verandert werden musste. Fur 4-NP und 4-tert.-OP lag er wie bei den beiden vorherigen
Analyseverfahren zwischen 100 und 340 amu, da die derivatisierte Molekilmasse fiur 4-NP
m/z 334 (underivatisiert: m/z 220) und fir 4-tert.-OP m/z 320 (underivatisiert: m/z 206)
betrug.

In Abbildung 20 ist ein Ausschnitt eines GC-MS-Chromatogrammes fir NP1EO mit dem TIC
und den typischen lonenspuren zu sehen. Fir 4-NP1EO lag der gemessene Massenbereich
zwischen 100 und 384 amu, da die derivatisierte Molekllmasse fir 4-NP1EO m/z 378
(underivatisiert: m/z 264) betrug.

Einen entsprechenden Ausschnitt eines GC-MS-Chromatogrammes fir 4-NP2EO zeigt die
Abbildung 21. Fur 4-NP2EOQO lag der gemessene Massenbereich zwischen 100 und 428 amu,
da die derivatisierte Molekilmasse flir 4-NP1EO m/z 422 (underivatisiert: m/z 308) betrug.
Die einzelnen Spektren der neun derivatisierten NP1EO-Isomere plus den ISTD 4-n-NP1EO
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und fur die neun derivatisierten NP2EO-Isomere plus den ISTD 4-n-NP2EO wurden ab Ab-
bildung 59 in Anhang 7.14.: 'Spektren aller derivatisierten Analyten flir das Analyseverfahren
fur 4-NP, 4-tert.-OP, 4-NP1EO und 4-NP2EO’ aufgelistet.

Man erkennt anhand der Spektren und der oben abgebildeten Chromatogramme, dass die
stabilsten Fragmente, auf denen quantifiziert wurde, beim derivatisierten 4-NP und den deri-
vatisierten 4-NPnEO im Bezug auf die Lange ihrer Kohlenstoffkette identisch waren.

Tabelle 27: Vergleich der lonenspuren m/z

Fragment 4-NP 4-NP1EO 4-NP2EO
[M—=CsHis ] m/z 277 m/z 321 m/z 365
[M—C4Hs]" m/z 263 m/z 307 m/z 351
[M=CsHs " m/z 249 m/z 293 m/z 337

Die Differenzen in den lonenspuren m/z entsprechen der Masse einer Ethoxylatgruppe [ O —
CH; — CH, ] mit einer Differenz von 44 amu. Nur beim 4-NP2EO kam noch eine lonenspur
m/z 247 hinzu. Wahrscheinlich handelte es sich dabei um ein Fragment, bei dem sowohl die
Silyl-Gruppe (m/z 115), eine Ethoxylat-Gruppe (m/z 44) als auch ein O-Atom (m/z 16) ab-
gespalten wurde. In allen 4-NP2EO-Spektren war neben der lonenspur m/z 247 auch eine
m/z 203 zu sehen, so dass davon ausgegangen werden konnte, dass die komplette Ethoxy-
lat-Seitenkette abgespalten wurde und nur noch der Benzen-Ring mit der Cg-
Kohlenstoffkette als stabilstes Fragment Uibrig geblieben ist.
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Abbildung 19: Ausschnitt eines GC-MS-Chromatogrammes einer kompletten 4-NP-,
4-tert.-OP-, 4-NP1EO- und 4-NP2EO-Standardiésung fiir die GC-MS-Kalibrierung

Injektionsmenge: jeweils ca. 10 ng abs. (fur 4-tert.-OP 1 ng abs.); angezeigt sind der TIC und die
jeweils fur die Analyten typischen lonenspuren m/z
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Abbildung 20: GC-MS-Chromatogramm von 4-NP1EO und 4-n-NP1EO
Die Nummern zeigen, welches Isomer auf welcher lonenspur m/z quantifiziert wurde.
Isomer Nr. 6 wurde auf der Summe beider lonenspuren vermessen, da keine Tren-
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Abbildung 21: GC-MS-Chromatogramm von 4-NP2EO und 4-n-NP2EO

Die Nummern zeigen, welches Isomer auf welcher lonenspur m/z quantifiziert wurde.
Isomer Nr. 6 wurde auf der Summe beider lonenspuren vermessen, da keine Tren-

nung im TIC vorlag.
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Des Weiteren war in den Spektren zu beobachten, dass bei den Analyten die Intensitat der
entsprechenden Molekllmasse mit steigender molarer Masse abnahm. Bei 4-n-OP und 4-
tert.-OP war die Molekilmasse m/z 320 immer zu sehen, bei 4-n-NP und dem GSTD war die
Molekilmasse m/z 334 auch immer und bei 4-NP war sie bei acht von elf Isomeren zu sehen
(s. ab Abbildung 44: Anhang 7.13.: Spektren aller derivatisierten Analyten fur das Analyse-
verfahren flir 4-NP und 4-tert.-OP). Dagegen war die Molekilmasse m/z 378 nur bei einem
von neun 4-NP1EO-Isomeren und 4-n-NP1EO zu sehen und die Molekllmasse m/z 422 far
4-NP2EO gar nicht mehr (s. ab Abbildung 59: Anhang 7.14.: Spektren aller derivatisierten
Analyten fur das Analyseverfahren fur 4-NP, 4-tert.-OP, 4-NP1EQO und 4-NP2EO).

3.1.3.6. Entwicklung einer MS/MS-Methode

Erste Probenmessungen lieRen vermuten, dass die Absolutmengen an 4-NPnEO noch ge-
ringer sein wirden als fir die 4-AP. Deswegen sollte eine MS/MS-Methode fir alle Analyten
mit Hilfe von 4-NP-/4-tert.-OP-/4-NP1EO-/4-NP2EO-Standardlésungen entwickelt werden.
Dadurch wollte man versuchen, die volle Leistungsfahigkeit des GC-MS-lonenfallengerates
im Hinblick auf Empfindlichkeit auszuschdpfen. Dabei kann man die erste MS-Trennstufe
(Sammlung von spezifischen Mutterionen, s. unten) als einen massenspezifischen Aufreini-
gungsschritt ansehen.

Bei dem MS/MS-Verfahren werden so genannte Mutterionen in der lonenfalle gesammelt
und durch Anlegen einer elektrischen Spannung angeregt. Sie fragmentieren durch Kollision
mit neutralen Gasmolekilen (meistens Helium) zu den so genannten Tochterionen. Dieser
Vorgang wird als 'Collision Induced Dissociation’ (CID) oder als 'Collision Activated Decom-
position’ (CAD) bezeichnet. AnschlieRend werden die Tochterionen wie sonst auch Ublich
aus der lonenfalle nacheinander ausgeschleust und detektiert. Man unterscheidet bei der
Detektion zwei verschiedene Modi:
=  Beim Full Scan MS/MS-Modus wird ein komplettes Spektrum des fragmentierten Mut-
terions detektiert, so dass bei diesem Modus alle Tochterionen detektiert werden.
= Beim Selected Reaction Monitorung (SRM) Scan MS/MS-Modus wird nur ein Tochte-
rion — meistens das stabilste Fragment — detektiert.

Beim Vergleich der beiden Modi bleibt festzuhalten, dass der Full Scan MS/MS-Modus lang-
samer und damit unempfindlicher ist, aber daflir mehr Informationen liefert als der SRM Scan
MS/MS-Modus.

Des Weiteren konnten folgende Parameter der Steuerungssoftware variiert werden:
= Startzeit, zu der die folgenden Parameter eines MS/MS-Segmentes gelten sollen
= Durch die Wahl von Dual MS/MS kann man innerhalb eines jeden MS/MS-
Segmentes zwei Mutterionen gleichzeitig sammeln, fragmentieren und detektieren
lassen und alle folgenden Parameter jeweils getrennt voneinander einstellen.

e Sammlung der Mutterionen:
lonenspur m/z des zu sammelnden Mutterions
Weite des Massenbereiches (0,5 - 10 amu) flr das Mutterion [Stan-
dardeinstellung: 1 entspricht +/- 0,5 amu;]
Sammlungszeit (S-Zeit), in der das Mutterion gesammelt wird (2 -16 ms)
[Standardeinstellung: 8 ms]
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e Anregung der Tochterionen:
Hohe der Anregungsspannung (0 - 10 V) [Standardeinstellung: 1 V]
Anregungszeit (A-Zeit), in der die Anregungsspannung eingeschaltet
ist (1 - 30 ms) [Standardeinstellung: 15 ms]
g-Wert erlaubt, mehr Energie auf die Tochterionen einwirken zu las-
sen, ohne dass sie aus der lonenfalle rausgeworfen werden (0.225,
0.300, 0.450) [Standardeinstellung: 0.225; Dieser Wert sollte erhoht
werden, wenn Mutterionen schwer fragmentierbar sind, dann wird aber
auch der Massenbereich der gesammelten Tochterionen kleiner] ]

e Detektion der Tochterionen:

'Erste Masse’ (bis zu drei Angaben mdoglich): Eingabe der kleinsten
Masse, die gesammelt werden soll (Diese ist auch abhangig vom g-
Wert und der lonenspur m/z des Mutterions, da man bei q = 0.225 ei-
nen Wert von ca. 1/4 m/z des Mutterions, bei g = 0.300 ca. 1/3 m/z
und bei g = 0.450 einen Wert von ca. 1/2 m/z des Mutterions angeben
soll.)

‘Letzte Masse’ (bis zu drei Angaben mdglich): Eingabe der gréfiten
Masse, die gesammelt werden sollte. Fir die Full Scan MS/MS-
Detektion sollte man hier einen Wert eingeben, der ein wenig héher
als die lonenspur m/z des Mutterions liegt. Fir die SRM Scan MS/MS-
Detektion muss man stattdessen an dieser Stelle genau den gleichen
Wert wie bei ‘Erste Masse’ eingeben, wobei dies jeweils das stabilste
Fragment des Tochterions sein sollte.

Um eine MS/MS-Methode flr alle 35 Analyten (4-n-OP, 4-tert.-OP, 4-n-NP, 11-4-NP, 4-n-
NP1EO, 9-4-NP1EO, 4-n-NP2EO, 9-4-NP2EO und GSTD) entwickeln zu kénnen, mussten
alle Retentionszeiten genau feststehen, um der Steuerungssoftware den Anfangs- und End-
punkt eines einzelnen MS/MS-Segmentes mitteilen zu kénnen. Ebenso mussten die typi-
schen bzw. stabilsten lonenspuren m/z der einzelnen Analyten als zu sammelnde Mutterio-
nen in die Software eingegeben werden. Dafur wurden 4-NP-/4-tert.-OP-/4-NP1EO-/4-
NP2EO-Standardldsungen injiziert. In den folgenden drei Abbildungen sind Ausschnitte ei-
nes GC-MS-Chromatogramms einer dieser Standardldsungen zu sehen, in dem die einzel-
nen MS/MS-Segmente eintragen wurden. Abbildung 22 zeigt die acht verschiedenen
MS/MS-Segmente S 1 bis S 8, fur die 4-AP, Abbildung 23 zeigt die Segmente S 9 bis S 12
fur 4-NP1EO und Abbildung 24 zeigt die Segmente S 13 bis S 17 flir 4-NP2EO, wobei FS
Full Scan bedeutet.

Aufgrund der teilweise nicht Basislinien getrennten Peaks mussten in mehreren Segmenten
zwei verschiedene Mutterionen gleichzeitig gesammelt werden. Zusatzlich fragmentierten die
Mutterionen so unterschiedlich, dass die Tochterionen auf verschiedenen lonenspuren m/z
detektiert werden mussten. Aus diesen beiden Grinden war die Option Dual MS/MS fir die
MS/MS-Detektion mancher Isomere unumganglich, fihrte aber gleichzeitig zu einem Emp-
findlichkeitsverlust, da die Detektion in solch einem Segment langer dauerte.
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Nachdem fur die einzelnen MS/MS-Segmente die Anfangs- und Endzeiten und die lonenspu-
ren m/z der entsprechenden Mutterionen ermittelt worden waren, konnte nun die Optimie-
rung der anderen Parameter fir den Full Scan MS/MS-Modus stattfinden. Dabei wurden
ausschliel3lich die S-Zeit, die Héhe der Anregungsspannung und der Q-Wert variiert. Zu
diesem Zeitpunkt war der Full Scan MS/MS-Modus unbedingt dem SRM Scan MS/MS-
Modus vorzuziehen, da nur auf diese Art und Weise ein komplettes Spektrum des fragmen-
tierten Mutterions zu erhalten war und somit das stabilste Tochterion gefunden werden konn-
te. Das bedeutete, dass der Wert fUr die ‘Erste Masse’ je nach g-Wert ca. 1/4, 1/3 bzw. 1/2
der lonenspur m/z des Mutterions betragen musste und der flr die ‘Letzte Masse’ ein wenig
groler als die lonenspur m/z des Mutterions sein musste.

AnschlielRend musste in dieser optimierten MS/MS-Methode noch der Full Scan MS/MS-
Modus durch den SRM Scan MS/MS-Modus ersetzt werden, in dem sowohl fiir die ‘Erste
Masse’ als auch fur die ‘Letzte Masse’ jeweils die lonenspur m/z des stabilsten Tochterions
eingegeben wurde. Die Tabelle 134 in Anhang 7.25. 'Ubersicht iber die MS/MS-Methode im
SRM Scan MS/MS-Modus fiir alle Analyten’ gibt einen Uberblick (iber die optimierte MS/MS-
Methode mit den entsprechenden Segmenten fur alle Analyten.
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Abbildung 22: Ausschnitt eines GC-MS-Chromatogrammes, das die MS/MS-Segmente (S 1 bis
S 8) fur die 4-AP zeigt
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Abbildung 24: Ausschnitt eines GC-MS-Chromatogrammes, das die MS/MS-Segmente (S 13

bis S 17) fiir 4-NP2EO zeigt



Folgende Abbildung zeigt einen Ausschnitt eines GC-MS/MS-Chromatogramms, das nach
der entwickelten MS/MS-Methode gemessen wurde. Deutlich sichtbar sind tiefer liegenden
MS/MS-Segmente, in denen so gut wie kein Untergrund vorhanden und deswegen das Sig-
nal/Rausch-Verhaltnis wesentlich verbessert worden war.
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Abbildung 25: Ausschnitt eines GC-MS/MS-Chromatogramms einer Standardlésung mit
allen Analyten; aufgenommen im SRM Scan MS/MS-Modus

Bei der Optimierung gab es zwei Probleme:

= Zum einen musste ein Kompromiss gefunden werden zwischen einer verbes-
serten Empfindlichkeit, Gberprift durch ein héheres Signal/Rausch-Verhaltnis,
und einer ausreichend hohen Signalstarke, tGberprift durch die Flachenwerte
der einzelnen Peaks.

= Zum anderen waren wegen der selten Basislinien-getrennten Peaks und der
unterschiedlich fragmentierenden Mutterionen haufig sekundengenaue Wech-
sel der MS/MS-Segmente erforderlich.

Es stellte sich heraus, dass meistens ein guter Kompromiss zwischen Empfindlichkeit und
Signalstarke gefunden werden konnte. Auch die sekundengenauen Wechsel der MS/MS-
Segmente stellten an sich fir die Option Dual MS/MS kein Problem dar. Aber es zeigte sich,
dass es innerhalb einer Messserie mit Injektionen von matrixbelasteten, realen Proben, im-
mer wieder zu geringen Retentionszeitschwankungen fur die einzelnen Analyten kam. Diese
Schwankungen waren grofRer als bei den 4-NP-/4-tert.-OP-/4-NP1EO-/4-NP2EO-
Standardlosungen. Innerhalb einer Messserie hatte es somit bei der entwickelten MS/MS-
Methode zu einem kompletten Verlust von Messdaten kommen kénnen, da zur falschen Zeit
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die falschen Mutterionen gesammelt und die falschen Tochterionen detektiert worden waren.
Die MS/MS-Methode konnte auch nicht wesentlich vereinfacht werden, da ansonsten nicht
alle Isomere eines Analyten hatten detektiert werden kénnen. Deswegen war der MS/MS-
Modus fir die Analytik aller Isomere in realen Proben nicht geeignet und wurde nicht weiter
verfolgt.

3.1.3.7. Probleme bei dem Analyseverfahren fiir 4-NP, 4-tert.-OP, 4-NP1EO und 4-
NP2EO und weitere Tests zur Optimierung

Probleme:

Da eine MS/MS-Methode fir die Analytik der verschiedenen Isomere nicht geeignet war,
wurde nach dem in Kapitel 2.3. beschriebenen Verfahren weiter analysiert. Dabei traten
immer haufiger Probleme bei dem kompletten GC-MS-System auf. So verringerte sich sie
Empfindlichkeit innerhalb einer Messserie erheblich oder die Chromatographie der einzelnen
Isomere verschlechterte sich und Filamente hatten eine wesentlich kirzere Lebensdauer als
beim Analyseverfahren nach Kapitel 2.1. Es erhartete sich der Verdacht, dass die Erhéhung
des MTBSTFA-Anteils in der Derivatisierungsldsung von 1 auf 15 % (v/v) der Ausléser flr
diese Probleme war. Um dies zu erlautern, wird im Folgenden der Aufbau des Injektor- und
Detektor-Bereiches naher beschrieben:

Septum Spulung ‘

‘ Split bzw. Vent ‘

2V
Spannung

o
e

‘ Pressluft zur Kithlung ‘

Ofen Wand

Thermofihler

Kapillarsaule

Abbildung 26: LV-Injektor im Querschnitt

Bei dem verwendeten Injektor handelte es um einen Temperatur programmierbaren Split-
/Splittless-Injektor (Programmed Temperature Vaporisation PTV-Injektor), der schnell aufge-
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heizt und mittels Pressluft rasch abgekuhlt werden konnte. Er war mit einem gepackten Glas-
liner (Diatomit als Adsorbens) bestlickt, der bis zu 150 pL Flissigkeit aufnehmen konnte.
Deswegen wird er auch als Large-Volume-Injektor (LV-Injektor) bezeichnet. Abbildung 26
zeigt einen Querschnitt durch einen solchen PTV- bzw. LV-Injektor.

In diesem Fall wurden 105 pL kalt injiziert (70 °C). Mit Hilfe eines erhohten Gasstromes (ca.
200 mL/min) wurde das Lésungsmittel fast vollstandig entfernt, in dem es Uber das Vent-
Ventil abgeblasen wurde. Die dafiir bendtigte Zeit (Vent-Zeit) war optimiert worden, so dass
die Analyten ohne gréRRere Verluste und diskriminierungsfrei auf die Kapillarsaule Ubertragen
werden konnten. Daflr wurde nach dem Entfernen des Ldsungsmittels das Vent-Ventil ge-
schlossen und der Injektor mit 5 °C/s schnell aufgeheizt. Nach 2 min wurde das Split-Ventil
geodffnet (Fluss von 29 mL/min).

Da MTBSTFA erst bei 168 — 170 °C siedet, konnten von den Uber 15 yL MTBSTFA, die
injiziert wurden, nur sehr wenig Uber das Vent-Ventil bei 70 °C abgeblasen werden. Somit
gelangte fast die gesamte Menge an injiziertem MTBSTFA vom Injektor Giber die Saule bis
hin zum Detektor und verursachte verschiedene Probleme.

Es war z.B. ein Rickschlag in die Zuleitungen des Injektors aufgrund des schnellen Aufhei-
zens bei geschlossenen Ventilen und der damit verbundenen, enormen Volumenvergrofe-
rung des fliissigen zum gasférmigen MTBSTFA festgestellt worden. Aufwendige Reinigun-
gen aller Zu- und Ableitungen des Injektors waren immer wieder erforderlich, damit wahrend
der Testphase uUberhaupt Standardmessungen unter analytischen Bedingungen maoglich
waren. Diese um den Faktor 15 vergroRerte Menge MTBSTFA hatte auch Einfluss auf die
Haufigkeit von Reinigungsintervallen fiir einige Bauteile im MS-Detektor und auf die Lebens-
dauer von Filamenten.

Ein weiteres Problem war die geringere Empfindlichkeit, die auf ein erhdhtes Grundrauschen
durch MTBSTFA zurtckzufihren war. In Tabelle 28 sind TIC-Werte von Derivatisierungslo-
sungen mit verschiedenen MTBSTFA-Anteilen in den jeweiligen Zeitfenstern der Analyten
aufgefiihrt. Es ist deutlich zu erkennen, dass sich der TIC-Wert proportional zum Anteil des
MTBSTFA verhielt.

Tabelle 28: Vergleich des Grundrauschens (TIC-Wert) bei verschiedenen Derivatisierungslo-
sungen

100 % Wert (Hohe) des TIC im
gesamten Bereich, Bereich, Bereich,
Chromato- in dem in dem in dem
gramm 4-NP 4-NP1EO 4-NP2EO
eluiert eluiert eluiert
Acetonitril 1.937 152 121 148
1 % MTBSTFA (v/v) 45.642 2.172 1.383 1.474
Derivatisierungslésung
15 % MTBSTFA (v/v) 6,42 Mio. 83.483 160.545 34.035
Derivatisierungslésung
30 % MTBSTFA (v/v) 21,79 Mio. 200.464 335.560 106.768
Derivatisierungslésung
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Warum dieses erhdhte Grundrauschen einen so groflen Einfluss auf die Empfindlichkeit
hatte, wird erst deutlich, wenn man das Messprinzip eines lonenfallen-MS-Detektors genauer
betrachtet (s. Abbildung 27).

‘ Polkappe oben

Ringelektrode

v Polkappe unten

Abbildung 27: Aufbau eines lonenfallen-Massenspektrometers

Im Gegensatz zum Quadrupol-Massenspektrometer handelt es sich beim lonenfallen-
Massenspektrometer nicht um einen Massenfilter, sondern um einen Massenspeicher. Die
Flugbahnen von lonen werden durch verschiedene Spannungen an Ringelektrode und Pol-
kappen in allen drei Raumrichtungen kontrolliert und somit kénnen die lonen in der lonenfalle
gespeichert werden. Dabei ist die Speicherkapazitat bzw. die Anzahl der lonen, mit der die
lonenfalle beladen werden kann, begrenzt (bei dem verwendeten Gerat ca. 102 lonen). Ex-
treme Beladungssituationen fuhren zu einer AbstoRung der gleichgeladenen lonen unterein-
ander und damit zu einer Einschrankung der Qualitat bei der Detektion.

Deswegen wird vor jedem analytischen Scan, der sich aus dem Speicher- und Scanzyklus
zusammensetzt, ein so genannter Pre-Scan durchgefuhrt. Durch den Pre-Scan wird die
Offnungszeit der Gate-Linse ermittelt, durch die die Anzahl der lonen, die in der lonenfalle
gespeichert werden, geregelt wird. Andererseits bleibt diese Gate-Linse maximal 25 ms
geodffnet, wenn z.B. kaum Substanzen eluieren, also die Grundlinie detektiert wird. Das be-
deutet, dass die Beladung der lonenfalle entweder bei maximaler Befullung oder mit Ablauf
der maximalen Zeit von 25 ms durch Schlief3en der Gate-Linse beendet wird.

Wenn nun das Grundrauschen, wie oben erlautert und aufgefiihrt, angestiegen war, hief das
fur die Beladung der lonenfalle, dass aufgrund des erhéhten lonenstromes die Gate-Linse
nur sehr kurze Zeit geéffnet sein konnte, damit nicht mehr als ca. 108 lonen in der lonenfalle
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gespeichert wurden. Damit gelangten aber zwangsweise auch viel weniger Analyten in die
lonenfalle und somit sank die Empfindlichkeit insgesamt.

Zusammenfassend konnte festgehalten werden, dass alle Probleme, die durch das Analyse-
verfahren fir 4-NP, 4-tert.-OP, 4-NP1EO und 4-NP2EOQO auftraten, ein Vermessen von Stan-
dardlésungen und realen Proben unter diesen Bedingungen nicht zulielRen. Deswegen wur-
den weitere Tests zur Optimierung dieses Analyseverfahrens durchgefiihrt, um die Belastun-
gen fir das komplette System (Injektor — Saule — Detektor) zu reduzieren.

Weitere Tests zur Optimierung:

Zuerst wurde versucht, durch Variation von Vent-Zeit und/oder Anfangstemperatur, bei der
abgeblasen wurde (im Folgenden als Vent-Temperatur bezeichnet) mehr MTBSTFA mittels
des erhohten Gasstromes Uber das Vent-Ventil zu entfernen. Dies scheiterte daran, dass
sowohl bei einer Verlangerung der Vent-Zeit um 30 s als auch bei einer Erhéhung der Vent-
Temperatur um 30 °C bereits die derivatisierten Analyten, vor allem die niedriger siedenden
4-AP, zum groBten Teil mitentfernt wurden.

Darauthin wurde das Injektionsvolumen reduziert, um somit die Menge an injiziertem
MTBSTFA zu verringern. Eine Reduktion des Injektionsvolumen um ein 1/5 auf 20 pL brach-
te auch noch keine wesentlichen Verbesserungen im Bezug auf die oben genannten Prob-
leme. Weiter konnte das Injektionsvolumen nicht reduziert werden, da mehrere praktische,
analytische Grinde dagegen sprachen, wie z.B. die begrenzte Ldslichkeit der StandardIo-
sungen zur GC-MS-Kalibrierung in der Derivatisierungslésung oder eine ausreichend groRRe
Menge an Derivatisierungslosung zur Aufnahme der HPLC-Fraktion vor der Derivatisierung
usw.

Als Letztes wurden zwei weitere Tests durchgefiihrt, um die silylierten Analyten vom
MTBSTFA abzutrennen. Durch Ausschitteln mit verschiedenen Ldsungsmitteln (Methanol,
Acetonitril, n-Hexan, Cyclohexan oder Isooctan) oder der organischen Phase (Cyclohexan
und Isoctan, 1:1, v/v) konnte nur bei der Standardlésung fiir die GC-MS-Kalibrierung mit der
héchsten Konzentration qualitativ ein Ubergang der derivatisierten Analyten festgestellt wer-
den. Deswegen wurde nach Mol et al., 2000, versucht, Gberschiissiges MTBSTFA durch den
Zusatz von Wasser zu neutralisieren. Durch Ausschitteln mit der organischen Phase sollten
die derivatisierten Analyten aus der wassrigen Phase extrahiert und anschlieRend durch
Natriumsulfat getrocknet werden. Es stellte sich heraus, dass die derivatisierten Analyten
nicht stabil genug waren und durch den Zusatz von Wasser zum grofdten Teil wieder in die
underivatisierten Phenole bzw. Ethoxylate zerfielen.

Damit stand fest, dass dieses GC-MS-System in Kombination mit der in Kapitel 2.3. be-
schriebenen Analytik nicht fir die Bestimmung der Gehalte von 4-NP1EO und 4-NP2EO
geeignet war.
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3.2. Sauglings- und Kileinkindernahrung: 4-NP- und 4-tert.-OP-
Ergebnisse

3.2.1. 4-AP-Werte nach dem Analyseverfahren fiir 4-NP

Nach dem Analyseverfahren flr 4-NP wurden insgesamt 21 Proben untersucht (s. Tabelle
59: Anhang 7.5.: Proben nach dem Analysenverfahren fur 4-NP). Dabei handelte es sich um
20 Lebensmittel fir die Ernahrung von Sauglingen und um eines fir die Erndhrung von
Kleinkindern (Raffinade-Zucker). Erst nachdem die unter Kapitel 3.1.2. beschriebenen Prob-
leme fUr die Quantifizierung von 4-tert.-OP gelést worden waren, konnten von diesen 21
Proben noch zwei Proben nach dem Analyseverfahren fur 4-NP auf 4-tert.-OP untersucht
werden. Die Quantifizierung der 4-tert.-OP-Gehalte erfolgte hierfir Uber den ISTD 4-n-NP, da
4-n-OP noch nicht vorlag. Es wurde jeweils eine Doppelbestimmung (Einwaage 1 und 2), die
in zwei verschiedenen Veith-Apparaturen extrahiert wurden, durchgefihrt. Fast alle Proben
waren jeweils zweimal per HPLC fraktioniert worden, nur die Proben 'Tomatengemise,
Spaghetti und Schweinefleisch’, 'Reis mit Apfel’, 'Mehrkornbrei’, 'GrielRbrei mit Vanille’ und
'Milchbrei Banane’ waren einmal mit der HPLC fraktioniert worden. Erst nach diesen aller
ersten funf Proben war die Analytik auf zwei HPLC-Fraktionen umgestellt worden, um die
analytische Sicherheit bei der Aufreinigung zur erhéhen.

Die Berechnungen der einzelnen Gehalte erfolgten nach den unter Kapitel 2.1.10. (Auswer-
tung von Probenmessdaten) aufgefiihrten Formeln. Hierfir wurden aus den Flachenwerten
die Absolutmassen sowohl der Blindwerte als auch der Proben berechnet. Da vor jeder Pro-
benextraktion auch eine Blindwertextraktion durchgeflhrt wurde, konnten anschlieRend die
Absolutmassen der Blindwerte von denen der Probe subtrahiert werden. Diese Berechnun-
gen wurden flr jedes 4-NP-Isomer einzeln durchgefiihrt und deswegen mussten zum
Schluss die Absolutmassen der 4-NP-Isomere aufsummiert werden, um dann bezogen auf
die Einwaage in Gehalte pro kg Lebensmittel umgerechnet werden zu kénnen. Uber die so
erhaltenen 4-tert.-OP-Gehalte bzw. 4-NP-Gehalte der analysierten Proben gibt Abbildung 28
bzw. Abbildung 29 eine Ubersicht (s. auch Tabelle 65 Anhang 7.11.: Ubersicht (iber 4-NP-
Mengen in Sduglings- und Kleinkindernahrung nach dem Verfahren fur 4-NP bzw. Tabelle 67
Anhang 7.15.: Ubersicht iber 4-tert.-OP-Mengen in Sauglings- und Kleinkindernahrung nach
dem Verfahren fir 4-NP). Dabei handelt es sich um den Mittelwert einer Doppelbestimmung,
dessen Standardabweichung als Absolutwert in ng/kg bzw. pg/kg mittels Fehlerbalken dar-
gestellt wurde.
Gehalt an 4-tert.-OP bestimmt iber 4-n-NP in ng/kg

0 100 200 300 400 500 600 700

| ‘ ‘
Hypoallergene
Sauglingsanfangsnahrung 2 I—|—|625,6

Broccoli, Kartoffeln und
Putenfleisch j_' 110,5

Abbildung 28: Ubersicht iiber 4-tert.-OP-Gehalte [ng/kg] in Lebensmitteln nach dem Ver-
fahren fiir 4-NP (Fehlerbalken zeigen die Standardabweichung als Absolutwert in ng/kg.)
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Gehalt an 4-NP in pg/kg

0 2 4 6 8 10 12 14 16

Hypoallergene
Sauglingsanfangsnahrung 1 ' 15,22

Hypoallergene
Séuglingsanfangsnahrung 2 |—|—| 12,51

Hypoallergene Folgemilchnahrung
] Hi 521

Folgemilchnahrung 2 |
(Einzelbestimmung)

Schinkennudeln mit Gemiise H—| 3,98
Rindfleischzubereitung mit Reis : 314
und Kartoffeln ’
Reis-Gemusecreme mit Huhn i 1,44
Broccoli, Kartoffeln und
Putenfleisch j 1 ’42
Tomatengemise, Spaghetti und j" 311
Schweinefleisch ’

Frilhkarotte Ui 0,79

10,28

Reis mitApfel | 1 0,98
Mehrkornbrei H—I 1,16

GrielRbrei mit Vanille !l! 1,78
GrieRbrei Schoko El-l 1,61

Butterkeks-Michbrei | # 0,97

Milchbrei mit Banane u 0,21
Pfirsich-Maracuja mit Joghurt 7@1 0,62
Pfirsich mit Honig 7@ 0,37
Siidfriichte in Apfelsaft D 0,68

Melissentee mit Traubensaft D 0,15

Raffinade-Zucker D 0,64

Abbildung 29: Ubersicht iiber 4-NP-Gehalte [ug/kg] in Lebensmitteln nach dem
Verfahren fiir 4-NP (Fehlerbalken zeigen die Standardabweichung als Absolutwert

in ug/kg.)
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Gehalt an 4-NP in ug/kg (breite, helle Balken)

0 2 4 6 8 10 12 14 16

Hypoallergene
Sauglingsanfangsnahrung 1

Hypoallergene
Sauglingsanfangsnahrung 2

Hypoallergene
Folgemilchnahrung 1

.
iy
(Einzelbestimmung)

]

Schinkennudeln mit Gemiise

Rindfleischzubereitung mit Reis
und Kartoffeln

Reis-Gemisecreme mit
Hihnchen

Broccoli, Kartoffeln und
Putenfleisch

Tomatengemiise, Spaghetti und
Schweinefleisch

Frihkarotte

Reis mit Apfel

Mehrkornbrei

GrielRbrei mit Vanille

Griel3brei Schoko

Butterkeks-Milchbrei

Milchbrei mit Banane

Pfirsich-Maracuja mit Joghurt

Pfirsich mit Honig

Sudfriichte in Apfelsaft

Melissentee mit Traubensaft

Raffinade-Zucker

0 5 10 15 20 25 30

Fettgehalt in Gewichts-% (schmale, dunkle Balken)

Abbildung 30: Ubersicht iiber 4-NP-Gehalte (breite, helle Balken [ug/kg]) und die jeweili-
gen Fettgehalte (schmale, dunkle Balken [Gewichts-%]) in Lebensmitteln nach dem Ver-
fahren fur 4-NP. Der Fettgehalt war vom Hersteller angegeben oder wurde Souci et al.,
1994, enthommen.
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In Abbildung 30 ist deutlich zu erkennen, dass fettreiche Proben wie die Sauglingsanfangs-
nahrung oder die Folgemilchnahrung (Fettanteil von bis zu 30%) mit Abstand am starksten
mit 4-NP belastet sind. Des Weiteren sind Proben mit Fleisch-, Milch- oder Zerealien-Zusatz
(Fettanteil ca. 3 %) ebenfalls starker belastet als andere vegetarische oder wassrige Proben
(Fettanteil < 1 %). Diese Tendenz — je hdher der Fettanteil im Lebensmittel, desto gréfier der
4-AP-Gehalt — lasst sich mit dem lipophilen Charakter der 4-AP erklaren. Der lipophile Cha-
rakter zeigt sich in den log Pow-Werten der 4-AP, der fir 4-NP zwischen 3,28 und 4,48 und
fur 4-tert.-OP bei 3,96 liegt [Rippen, 2003]. Durch diese Ergebnisse wird auch die Vermutung
von Heinke, 2000, bestarkt, dass die von ihm ermittelten hohen Gehalte fiir Apfel und Toma-
ten auf die Verwendung von 4-NP- bzw. 4-NPEO-haltigen Pestizidformulierungen zurtickzu-
fuhren sein kdénnen. Im Gegensatz zu den Proben von Heinke, 2000, handelte es sich bei
den Proben fir die Erndhrung von Sauglingen um Lebensmittel, die ausschlieBlich aus Bio-
Zutaten aus dem organisch-biologischen Landbau hergestellt worden waren. Da keine der
Proben, die Obst oder Gemiise enthielt, besonders stark belastet war, und der Einsatz von
Pestiziden im organisch-biologischen Landbau generell nicht erlaubt ist, kam dieser Ein-
tragsweg fur Sauglingsnahrung nicht in Frage und bestarkt so die Vermutung von Heinke,
2000.

Verhiltnisse der 4-AP:
Tabelle 29: Verhiltnis der 4-AP nach dem Analyseverfahren fiir 4-NP

Gehalt an Gehalt an Verhaltnis
Probe 4-NP 4-tert.-OP * 4-tert.-OP / 4-NP
[bg/kg] [ng/kg] [%]
Hypoallergene 12,51 625,6 50
Sauglingsanfangsnahrung 2
Broccoh,. Kartoffeln und 1,42 110,5 78
Putenfleisch

* bestimmt Uber den ISTD 4-n-NP

Beim Vergleich der 4-NP- und 4-tert.-OP-Gehalte in ein und derselben Probe sind die beiden
Verhaltnisse ziemlich gleich. Aber bei nur zwei vorliegenden Werten kann man an dieser
Stelle noch keine Schliisse ziehen bzw. Trends ableiten (s. Kapitel 3.2.2.).

Isomerenspezifische Auswertung:

Wie beschrieben wurde das 4-NP isomerenspezifisch quantifiziert. Dadurch lie} sich das
Isomerenmuster ('fingerprint’) von 4-NP in den einzelnen Proben mit dem der 4-NP-
Standardlosung des technischen Gemisches von Fluka vergleichen. Es sollte untersucht
werden, ob durch die verschiedensten Prozesse beim Abbau der 4-NPEO in der Umwelt und
bei ihrem Weg in die Lebensmittel sich das Isomerenmuster des 4-NP verandern konnte.
Deswegen Uberprifte man, ob sich einzelne Isomere im Vergleich zum technischen 4-NP in
den Lebensmittelproben an- oder abgereichert hatten. Dafiir wurden die Absolutmassen der
blindwertkorrigierten 4-NP-Gehalte der Proben in prozentuale Anteile umgerechnet und an-
schliellend mit der Verteilung der 4-NP-Standardlésung verglichen.

Abbildung 31 zeigt beispielhaft die Isomerenverteilung fur die Sduglingsnahrung 'Mehrkorn-
brei’. Als Fehlerbalken wurde einmal die Standardabweichung jedes einzelnen Isomers einer
Doppelbestimmung dargestellt (dicke Fehlerbalken) und zum anderen wurde flir technisches
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4-NP die Standardabweichung jedes einzelnen Isomers von zwoIf Messungen (s. Kapitel
3.1.2. und Tabelle 62: Anhang 7.8.: Bestimmung der Isomerenverteilung von 4-NP) darge-
stellt. Die anderen Diagramme der restlichen Proben und alle dazugehdérigen Tabellen finden
sich ab Tabelle 68 in ’Anhang 7.16.: Isomerenverteilung von 4-NP fur die Proben nach dem
Analyseverfahren fur 4-NP im Vergleich zum technischen 4-NP’.

250 - B Mehrkornbrei 4-NP (technisches Gemisch)

20,0 +

15,0

- I
| =
10,0 -
I L :
[ :
II
0,0 - I
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1

Nummer des 4-NP-lsomers

Anteil des Isomers in %

o
o
|

Abbildung 31: Isomerenverteilung fiir Mehrkornbrei im Vergleich zum technischen 4-NP

Eine komplette Ubersicht tiber alle Proben, die nach dem Analyseverfahren fiir 4-NP analy-
siert wurden, gibt Tabelle 30. Dort wurden die Differenzen der prozentualen Verteilungen
aller elf Isomere in den Proben (Blindwert korrigiert) minus die in der 4-NP-Standardlésung
zusammengefasst. Dabei bedeutete ein negativer Wert, dass der Anteil des entsprechenden
Isomers in der Probe kleiner als in der 4-NP-Standardlésung gewesen ist. Umgekehrt bedeu-
tete ein positiver Wert, dass der Anteil des entsprechenden Isomers in der Probe héher als in
der 4-NP-Standardlésung gewesen ist. Im Bezug auf die Abbildung 31 kann man anschauli-
cher folgendes formulieren:
» ein positiver Wert bedeutet, dass die linke, dunkle Saule der Probe hdher als die
rechte, helle Sdule des technischen 4-NP war (z.B.: Isomer Nr. 5)
» ein negativer Wert bedeutet, dass die linke, dunkle Saule der Probe kleiner als die
rechte, helle Saule des technischen 4-NP war (z.B.: Isomer Nr. 8)

Des Weiteren wurden in der Tabelle 30 zwei Summen gebildet. Zum einen summierte man
die Betrage der oben genannten Differenzen jeder einzelnen Probe uUber alle Isomere
('Summe uber alle Isomere’) auf. Durch die Aufsummierung der Betrage konnten Informatio-
nen dartber gewonnen werden, ob und wenn ja, welche Lebensmittelprobe/n im Bezug auf
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die Verteilung der Isomere besonders von dem technischen 4-NP abwich. Dies lies Rick-
schllisse zu, inwieweit sich die Zusammensetzung der Lebensmittel auf Veranderungen im
Isomerenmuster auswirkte. Zum anderen bildete man die Summen aller Differenzen eines
jeden Isomers Uber alle Proben ('Summe Uber alle Proben’). Dadurch sollte Uberprift wer-
den, welches Isomer sich im Vergleich zum technischen 4-NP Uber alle Lebensmittelproben
an- oder abgereichert hatte. In der Tabelle wurden die Proben einfach der Reihe nach
durchnummeriert, wie sie in Abbildung 30 aufgefihrt sind. Somit entspricht z.B. Pr. 12 der
Probe 'Mehrkornbrei’.

Tabelle 30: Ubersicht iiber die Differenzen der Verteilungen der einzelnen Isomere zwischen
der jeweiligen Probe (Blindwert korrigiert) und dem technischen 4-NP bestimmt nach dem
Analysenverfahren fiir 4-NP. Ein negativer Wert bedeutet, dass der Anteil des Isomers in der

Probe kleiner, ein positiver, dass der Anteil in der Probe groBer als in dem technischen 4-NP
war.

:'e':i Pr.1|Pr.2|Pr.3| Pr.4 | Pr.5 |Pr.6|Pr.7|Pr.8|Pr.9|Pr.10/Pr. 11
1 0000|0010 00 ]02]-04[-03]00]-07]-09
2 05|00 |-06| 07| -03|-07|-14|-09]|01]-08]-13
3 35|24 | 28| 05| 14 | 03|08 10| 05|01 |17
4 06 | 10 | 08| -06 | 03 | 02|03 [-05] 01 |-05]-04
5 080203 -06|05]|08)|04]-10]/08]05]08
6 08 00|04 03| -01]08|17]08]|01]|23] 01
7 04 |-06|-07| 04 | 03]-04]|01]02]-01]00]-02
8 08|-10|-06| 07| -04|-03]-05]|-09]-06]-03]-09
9 15| 13|-11] 04 | 04 |-05]-07]-06]-05]|-05]-06
10 18|06 |-04| 29 | 0310|0426 05]09] 52
11 15| 13[-09] 00 | -04]-05[-07]-03]|-08]-09]-0,1
i’lfemlg‘oem“ebrz 12286 | 86| 80 | 45 | 57 | 74 | 89 | 39 | 7.4 | 121
4-NP Summe
Peak Pr. 12|Pr. 13|Pr. 14/ Pr. 15| Pr. 16 |Pr. 17|Pr. 18|Pr. 19|Pr. 20|Pr. 21| liber alle
Proben
1 02|03/02]07]|37]-05]05]|11]-07]07] -88
2 08|-05|-05] 01| 21|-13]-09]|01]|-17]-06| -153
3 06 | 15| 23| 12 | 29 [ 16 15|12 ] 09 | 40| 286
4 08|-05|-10] 09 | 44| 211111 10]-02] -88
5 14 | 06 |06 | 14| 28 |-08]-05[30] 16|05 102
6 17 11112103 | 21 |15 021032 16| 206
7 02|09/09] 01|06 1106210213 -38
8 05|09|-10] 11| 10]-08]-10]-13|-07]-09]| -165
9 06|07-09]11]13]-09]-10]-19]|-09]-10] -183
10 01 |10 |12 24 | 36 | 24 | 40| 1700 ]-03]| 258
11 06|03|-07] 04|06 |-02]-07]-16|-11]-14] -136
i’lfeml?oem”ebrz 75 | 84 |104| 98 | 250 | 132119162 | 11,9 | 12,5 ;

Der Tabelle ist zu entnehmen, dass es in der Zeile 'Summe Uber alle Isomere’ Unterschiede
in den Abweichungen der Proben untereinander gab. Die Werte lagen zwischen 3,9 (Pr. 9:
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Tomatengemuse, Spaghetti und Schweinefleisch) und 25 (Pr. 16: Milchbrei Banane). Es
stellte sich die Frage, ob in diesen Abweichungen Tendenzen im Bezug auf die Zusammen-
setzung der Lebensmittel festzustellen waren. Fir fetthaltige Lebensmittel konnten keine
Tendenzen abgeleitet werden. So hatten die fettreichen Proben (Pr. 1 — 4) und die fettarmen
Proben (Pr. 10, 11, 18 - 21) sowohl hohe Abweichungen von tber 10, als auch kleine Abwei-
chungen unter 10. Dagegen lagen die Werte fir fleischhaltige Proben (Pr. 5 — 9) bei der
'Summe Uber alle Isomere’ alle unter 10. Bei den vegetarischen Proben waren die Verhalt-
nisse mit einer Ausnahme (Pr. 10; Frihkarotte) genau umgekehrt. Hier lagen die Abwei-
chungen alle Gber 10. Dies kann darauf zurtickgefuhrt werden, dass durch den Metabolismus
im tierischen Korper die Isomerenverteilung starker angeglichen wird, wobei das 4-NP in
vegetarischen Proben diesem offensichtlich angleichenden Prozess nicht unterzogen wird.
Tendenziell trifft dies auch fir milchhaltige Lebensmittel (Pr. 1 — 4, 12 - 13) zu, deren Werte
im Durchschnitt unter 10 liegen.

Anhand der Werte fir 'Summe Uber alle Proben’ war zu erkennen, dass das Isomer 3 die
grofiten Unterschiede zwischen Probe und 4-NP-Standardldsung aufwies. Es war in jeder
Probe (auer in Pr. 6, 11) durchschnittlich ca. 1,5 % mehr vorhanden, als in der 4-NP-
Standardlésung (Wert: 28,6). Ahnliches galt fir Isomer 10, dessen prozentualer Anteil in den
Proben um durchschnittlich 1,2 % gréRer war als in der 4-NP-Standardlésung (Wert: 25,8).
Dagegen war vor allem bei den Isomeren 2, 8 und 9 der prozentuale Anteil in der Probe um
ca. 0,8 % kleiner als in der 4-NP-Standardldsung (Werte: -15,3, -16,5 und —18,3). Am aus-
geglichensten war die Isomerenverteilung fur das Isomer 7. Es zeigte sich kaum ein Unter-
schied zwischen der Verteilung in der Probe verglichen mit der in der 4-NP-Standardlésung
(Wert: -3,8).

3.2.2. 4-NP- und 4-tert.-OP-Werte nach dem Analyseverfahren fir 4-NP und 4-
tert.-OP

Nach dem Analyseverfahren fir 4-NP und 4-tert.-OP wurden nicht nur Lebensmittel-, son-
dern auch Biofilm- und Flusswasserproben analysiert. Die Biofilm- und Flusswasserproben
werden in Kapitel 3.3. abgehandelt, sodass an dieser Stelle zuerst die Auswertung der ver-
schiedenen Lebensmittelproben dargestellt wird. Dabei handelte es sich um zwei Mutter-
milchproben, dreizehn Proben aus verschiedenen Lebensmittelgruppen flir kommerziell-
erhaltliche Sauglingsnahrungen und elf Proben aus verschiedenen Gruppen fir kommerziell-
erhaltliche Lebensmittel flr Kleinkinder, die jeweils auf 4-NP und 4-tert.-OP analysiert wur-
den (s. Tabelle 89: Anhang 7.17.: Proben nach dem Analysenverfahren fir 4-NP und 4-tert.-
OP).

Es wurde jeweils eine Doppelbestimmung (Einwaage 1 und 2) durchgefihrt, die jeweils
zweimal per HPLC fraktioniert worden waren. Die Berechnungen der einzelnen Gehalte
erfolgten nach den unter Kapitel 2.2.10. (Auswertung von Probenmessdaten) aufgeflhrten
Formeln. Hierfir wurden aus den Flachenwerten die Absolutmassen sowohl der Blindwerte
als auch der Proben berechnet. Da vor jeder Probenextraktion auch eine Blindwertextraktion
durchgeflihrt wurde, konnten anschlielend die Absolutmassen der Blindwerte von denen der
Probe subtrahiert werden. Diese Berechnungen wurden flir jedes 4-NP-lsomer einzeln
durchgefiihrt und deswegen mussten zum Schluss die Absolutmassen der 4-NP-Isomere
aufsummiert werden, um dann bezogen auf die Einwaage in Gehalte pro kg Lebensmittel
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umgerechnet werden zu kénnen. Da es sich beim 4-tert.-OP nur um eine Substanz handelte,
konnte hierfir direkt Gber die Einwaage der Gehalt berechnet werden.

Gehalt an 4-NP in pg/kg

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18

SAUGLINGSNAHRUNG

Muttermilch 1 (3./4. Stillwoche) E|< 0,37

Muttermilch 2 (19./20. Stillwoche) H 0,20

Dauermilchnahrung D—|——| 9,83 17.07

Folgemilch D—|—|

Reis-Gemiisecreme mit Huhn U 0,23

Friihkarotte * 0,02

Schmelzflocken D—|——| 11,27

Milchfertigbrei mit Grie »—|—| 4,57

Baby-Apfel “ 0,11
Apfel-Banane mit Quark B{ 0,56
Apfel-Getreide Brei H 0,20

Zwieback »—|——| 13,00

milder Apfelsaft “ 0,09

Baby Tee D—|—| 6,68

KLEINKINDERNAHRUNG

Cornflakes H—( 3,69

gekochte Kartoffeln 0,02

Karotte ﬂ 0,05

Banane H 0,21

H-Vollmilch B-I 0,81
Eier D’{ 0’75

Gefligel-Mortadella BI 0,58

Seelachs * ﬂ 0,08

Butter, mild gesauert D—|—| 4,2

Leitungswasser 0,01

F Y

Abbildung 32: Ubersicht iiber 4-NP-Gehalte [ug/kg] in Lebensmitteln nach dem Verfahren
fir 4-NP und 4-tert.OP (Fehlerbalken zeigen die Standardabweichung als Absolutwert in

ng/kg)
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Gehalt an 4-tert.-OP in ng/kg

SAUGLINGSNAHRUNG

Muttermilch 1 (3./4. Stillwoche)

Muttermilch 2 (19./20. Stillwoche) *
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63
| 424 616,4

Dauermilchnahrung

Folgemilch

Reis-Gemiisecreme mit Huhn

Schinkennudeln mit Gemuse
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Baby-Apfel

Apfel-Banane mit Quark

Apfel-Getreide Brei

Zwieback
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Baby Tee

KLEINKINDERNAHRUNG

Cornflakes

gekochte Kartoffeln

Karotte *

Banane

H-Vollmilch

Eier

Geflligel-Mortadella

Seelachs *

Butter, mild gesauert

Raffinade-Zucker

Leitungswasser

<NG/BG

Y
) 274

<NG/BG

I
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Mo 1615

b 10,7
| 96
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Abbildung 33: Ubersicht iiber 4-tert.-OP-Gehalte [ng/kg] in Lebensmitteln nach dem Verfahren
fir 4-NP und 4-tert.OP (Fehlerbalken zeigen die Standardabweichung als Absolutwert in ng/kg)
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Gehalt an 4-NP in pg/kg (breite, helle Balken)

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18

SAUGLINGSNAHRUNG

Muttermilch 1 (3./4. Stillwoche)

Muttermilch 2 (19./20. Stillwoche)

Dauermmilchnahrung —
Folgemilch _

Reis-Gemiisecreme mit Huhn

Friihkarotte *

Schmelzflocken _
%
Milchfertigbrei mit Griefd _

Baby-Apfel

Apfel-Banane mit Quark

Apfel-Getreide Brei

Zwieback

milder Apfelsaft

I I
—

Baby Tee

KLEINKINDERNAHRUNG |
T T—

gekochte Kartoffeln |
Karotte |

Banane 7[|
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Eier
Gefliigel-Mortadella

Seelachs *
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Abbildung 34: Ubersicht iiber 4-NP-Gehalte (breite, helle Balken [ug/kg]) und die jeweiligen
Fettgehalte (schmale, dunkle Balken [Gewichts-%]) in Lebensmitteln nach dem Verfahren fiir 4-
NP und 4-tert.-OP. Der Fettgehalt war vom Hersteller angegeben oder wurde Souci et al., 1994,
entnommen.

Uber die so erhaltenen 4-NP-Gehalte bzw. 4-tert.-OP-Gehalte der analysierten Proben gibt
Abbildung 32 bzw. Abbildung 33 eine Ubersicht (s. auch Tabelle 66: Anhang 7.12.: Ubersicht
Uber 4-NP-Mengen in Sauglings- und Kleinkindernahrung nach dem Verfahren fur 4-NP und
4-tert.-OP’ bzw. Tabelle 90: Anhang 7.18.: Ubersicht (iber 4-tert.-OP-Mengen in Sauglings-
und Kleinkinderahrung nach dem Verfahren flr 4-NP und 4-tert.-OP). Dabei handelt es sich
um den Mittelwert einer Doppelbestimmung, dessen Standardabweichung als Absolutwert in
pa/kg bzw. ng/kg mittels Fehlerbalken dargestellt wurde. Bei Proben, die mit einem Stern ™
gekennzeichnet sind, lag ein Wert der Doppelbestimmung unterhalb der Bestimmungs- (BG)
bzw. Nachweisgrenze (NG).
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Ein Vergleich der Gehalte an 4-NP und 4-tert.-OP, die nach dem Analyseverfahren fir 4-NP
ermittelt wurden (s. Kapitel 3.2.1.), mit denen, die nach dem Analyseverfahren fiir 4-NP und
4-tert.-OP bestimmt wurden, zeigte folgendes:

Es stimmten im Bezug auf alle Lebensmittel nicht nur die Grélenordnungen im unteren ppb-
Bereich fiir 4-NP und im hohen ppt-Bereich fiir 4-tert.-OP Uberein, sondern meistens waren
sich auch die Werte flir ein vergleichbares Lebensmittel sehr dhnlich. Die proportionale Kor-
relation zwischen dem 4-NP- bzw. 4-tert.-OP- und dem Fett-Gehalt, die sich in Kapitel 3.2.1.
zeigte, war auch bei den Proben der 'SAUGLINGSNAHRUNG' ganz deutlich zu erkennen. Bei
den Proben der 'KLEINKINDERNAHRUNG' ist die Proportionalitat zwischen dem 4-AP- und dem
Fett-Gehalt nicht so stark gegeben, wie bei der 'SAUGLINGSNAHRUNG' (s. Abbildung 34 fiir 4-
NP und fiir 4-tert.-OP Abbildung 139: Anhang 7.28.: Ubersicht iber 4-tert.-OP-Gehalte (brei-
te, helle Balken [ng/kg]) und die jeweiligen Fettgehalte (schmale, dunkle Balken [Gewichts-
%]) in Lebensmitteln nach dem Verfahren fur 4-NP und 4-tert.-OP).

Tabelle 31: Verhiltnisse der 4-AP nach dem Analyseverfahren fiir 4-NP und 4-tert.-OP

Gehalt an Gehalt an Verhiltnis
Nr. | Probe 4-NP 4-tert.-OP | 4-tert.-OP / 4-NP
] [ug/kg] [ng/kg] [%]
SAUGLINGSNAHRUNG:
1a | Muttermilch 1 0,37 6,3 1,7
1b | Muttermilch 2 0,20 424* 21,2
2 | Dauermilchnahrung 9,83 616,4 6,3
3 | Folgemilch 17,07 <NG/BG -
4a | Reis-Gemuisecreme mit Huhn 0,23 53,9 23,4
4b | Schinkennudeln mit Gemuse 3,98 27,4 (0,7)
5 | Frihkarotte 0,02 * <NG/BG -
6 | Schmelzflocken 11,27 128,6 1,1
7 | Milchfertigbrei mit Grief3 4 57 161,5 3,5
8 |Baby-Apfel 0,11 10,7 9,7
9 | Apfel-Banane mit Quark 0,56 9,6 1,7
10 | Apfel-Getreide Brei 0,20 20,8 10,4
11 | Zwieback 13,00 206,8 1,6
12 | Milder Apfelsaft 0,09 0,5 0,6
13 |Baby Tee 6,68 22,4 0,3
KLEINKINDERNAHRUNG:
14 | Cornflakes 3,69 <NG/BG -
15 | gekochte Kartoffeln 0,02 3,4 17,0
16 | Karotte 0,05 2,3* 4.6
17 |Banane 0,21 9,4 4,5
18 | H-Vollmilch 0,81 121,6 15,0
19 |Eier 0,75 34,8 4,6
20 | Gefligel-Mortadella 0,58 <NG/BG -
21 | Seelachs 0,08~ 83" 10,4
22 | Butter, mild gesauert 4,24 <NG/BG -
23 | Raffinade-Zucker 0,64 16,8 (2,6)
24 | Leitungswasser 0,01 0,5 5,0
Mittelwert (3,3) (80,6) 7,0
Farbig hinterlegte Werte der Tabelle 31 wurden nach dem Analyseverfahren fir 4-NP
analysiert. Deswegen stammen diese 4-NP- und 4-tert.-OP-Werte von zwei verschiedenen
Proben. Somit kann auch das berechnete Verhaltnis der beiden Analyten nur in Klammern
gesetzt werden.
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Dies kann, wie bereits in Kapitel 3.2.1. erlautert, mit der Verwendung von 4-NP- bzw. 4-NPEO-
haltigen Pestizidformulieren zusammenhangen, die im Bereich der Sauglingsnahrung nicht
verwendet werden durfen.

Verhaltnisse der 4-AP:

Bei Proben, die mit einem Stern ™ gekennzeichnet sind, lag ein Wert der Doppelbestimmung
unterhalb der NG bzw. BG. Zur Berechnung der prozentualen Verhaltnisse zwischen 4-tert.-
OP und 4-NP verwendete man in diesem Fall den anderen Wert zur Berechnung des Ver-
haltnisses.

Wie bereits in Kapitel 1.1.1. erwadhnt wurde, werden 4-APEOQO technisch in einem bestimmten
Verhaltnis dargestellt. Aufgrund der Literaturangaben war zu vermuten, dass 4-tert.-OP ca.
10 - 20% des 4-NP-Gehaltes in den Lebensmitteln ausmachen wirde. Wie der Tabelle 31 zu
entnehmen ist, schwankten die Verhaltnisse relativ stark. Die Prozentwerte lagen zwischen
fast 0 % (allerhdchster Gehalt fir 4-NP / <NG/BG fiir 4-tert.OP) und 23,4 %. Somit liegen die
berechneten Verhaltnisse im Bereich der in der Literatur angegebenen Verhaltnisse fur die
Darstellung der 4-APEO. Auch der Mittelwert von 7 % lag in der Nahe des vermuteten Wer-
tes fur das Verhaltnis von 4-tert.-OP zu 4-NP. Trotzdem sind Rickschlisse vom 4-NP-Gehalt
auf den Gehalt an 4-tert.-OP in ein und demselben Lebensmittel aufgrund der relativ grof3en
Schwankungsbreite von 0 - > 20 % sehr gewagt.

Isomerenspezifische Auswertung:
Wie im Analyseverfahren fiir 4-NP (s. Kapitel 3.2.1.) so wurde auch fiir das Analyseverfahren
fur 4-NP und 4-tert.-OP eine isomerenspezifische Auswertung vorgenommen.

25,0 - B zZwieback 4-NP (technisches Gemisch)
20,0 ~

15,0

I I
10,0
I T I
I
) I= I II I
0,0 - l
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

Nummer des 4-NP-lsomers

Anteils des Isomers in %

Abbildung 35: Isomerenverteilung fiir Zwieback im Vergleich zum technischen 4-NP
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Abbildung 35 zeigt beispielhaft die Isomerenverteilung fir die Sduglingsnahrung ’Zwieback’.
Die Berechnung und Darstellung entspricht der in Kapitel 3.2.1. bereits beschriebenen und
gezeigten Art und Weise. Weitere Diagramme der restlichen Proben und alle dazugehérigen
Tabellen finden sich ab Tabelle 91 in '’Anhang 7.19.: Isomerenverteilung von 4-NP fir die
Proben nach dem Analyseverfahren fir 4-NP und 4-tert.-OP im Vergleich zum technischen
4-NP’.

Eine komplette Ubersicht tber die 4-NP-Isomerenverteilungen aller Lebensmittelproben, die
nach dem Analyseverfahren fur 4-NP und 4-tert.-OP analysiert wurden, gibt Tabelle 32. Die
Berechnung und Darstellung erfolgte analog zu Kapitel 3.2.1. Fur die folgende Tabelle wur-
den die Proben einfach der Reihe nach durchnummeriert, wie dies bereits in Tabelle 31
geschehen war. Pr. 11 entspricht z.B. der Probe 'Zwieback'’.

Tabelle 32: Ubersicht iiber die Differenzen der Verteilungen der einzelnen Isomere zwischen
der jeweiligen Probe (Blindwert korrigiert) und dem technischen 4-NP bestimmt nach dem
Analysenverfahren fiir 4-NP und 4-tert.-OP. Ein negativer Wert bedeutet, dass der Anteil des

Isomers in der Probe kleiner, ein positiver, dass der Anteil in der Probe groRer als in dem tech-
nischen 4-NP war.

o |Pr.1a|Pr.ib| Pr.2 | Pr.3 |Pr.4a|Pr.5|Pr.6| Pr.7 | Pr.8 | Pr.9 |Pr. 10

1 41 | 44 | 38 | 15 [ 10] 79 10| 02| 09 | 02 | 20
2 05| 23| 16| -05 |-20|-163]-14| 03 | -33 | -05 | 89
3 36| 11 | 61 | 05 |-29|-81]01| 11 | 68 | 1,8 | -1,3
4 83 | 23 | 78 | 45 | 64 (39340 34 | 34 | 29 |-04
5 21 | 37 | 1216 |02 ]21 |01l 03| 19 | 19 [-09
6 37| 18| 29| 19 |-15|104| 04| 16 | 15 | <15 | -1,0
7 26 | 21| 30| 1,8 |-31|112]-06] 16 | 15 | 2,0 |12
8 15| -06 | 16 | 1,3 | 1,5 [231]-04| 1,3 | 05 | 1,0 | 1,2
9 02 | 15|19 -10]06|-03|06|-05| 06 | -04]-15
10 17| 18| 42| 03 |37 |244|-26] 05 | 1,0 | 23 | -20
11 A1 |16 ] 15| 10 -09|-17]02]-05] 09 | 03 |-14
asllf(g;”oem“ebreef 204 | 232 | 355 | 16,0 | 23,9 |144,8{115| 114 | 22,2 | 148 | 21,8
4-NP
Peak Pr.11|Pr.12|Pr. 13| Pr. 14 |Pr. 15|Pr. 16|Pr. 17| Pr. 18 |Pr. 19| Pr. 20 |Pr. 21
1 24 | 01| 1918|127 02 26| 15 | 70 | 14 | 7.8
2 01 | 50 | -06 | 07 |-69]-01|08]-12] 141 00 | 27
3 14 | 30| 46 | 16 |-86|-08] 15| -08 | 21| 40 | -80
4 00 | -02 | 28| 17 [392]29-09]| 38 | 10,7 | 14,0 | 35,2
5 12 1 03 | 21 ] -05]05|25]11]02]| 17 | -11]5,0
6 06 | 40| 21| 07 |-41|-40] 07| 23| 20| 25]|-58
7 06| 08| 25| 14 |-70|-06]-01|-25]|-221| -49|-34
8 01 | 07| 10]-07 2711041419 20 ]-32
9 03 | 01|01 ] 11411807 ]-13]-18]-071]-42
10 37| 24 | 113 64 |-151] 6,0 | 57| 44 | 55 | 1,0 [-12,1
11 06|09 | 20| 16 |-40|05]|-02|-05]|-261|-1,11|-40
Summe Uber

1,2 | 176 | 30,9 | 18,1 |105,0/ 20,6 | 14,8 [ 19,9 | 38,9 | 32,8 | 91,4

alle Isomere:
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Fortsetzung Tabelle 32:

Ea Jprz|pras| Symme foe

1 -1,3 1,7 43,4

2 29 | 1,7 -12,2

3 8,9 2,7 -5,7

4 5,6 4,1 104,8

5 21| -1,1 14,3

6 46 | 2,1 -411

7 -49 | -1,6 -48,6

8 -0,7 | -0,9 -22,1

9 -0,8 | -1,2 -15,4

10 40 | -3,2 -4,2

11 -1,2 | -0,8 -13,2
Sllljen}rsnoemuebrz 37,0 1 21,0 )
Proben die kleiner als NG/BG waren, sind
farbig hinterlegt und wurden nicht in der
Summenberechnung beriicksichtigt.

Wenn man die Isomerenverteilungen des 4-NP in den Proben - bestimmt nach dem Analy-
severfahren fir 4-NP (s. Kapitel 3.2.1.) und dem Analyseverfahren flir 4-NP und 4-tet.-OP —
miteinander verglich, dann konnte man feststellen, dass sie recht unterschiedlich waren.
Zum einen waren die Abweichungen der Proben bestimmt nach dem Analyseverfahren fir 4-
NP wesentlich geringer (Mittelwert 10,2 zu 26,2) und zum anderen gab es flnf Isomere bei
denen nicht einmal das Vorzeichen in der Spalte 'Summe Uber alle Proben’ Ubereinstimmte.
Das bedeutete, dass z.B. das Isomer 6 in den Proben bestimmt nach dem Analyseverfahren
fir 4-NP um durchschnittlich 1 % mehr und in den Proben bestimmt nach dem Analysever-
fahren fur 4-NP und 4-tert.-OP um durchschnittlich 2 % weniger in den Proben als in der 4-
NP-Standardlésung vorhanden war.

Des Weiteren zeigten die Werte 'Summe Uber alle Isomere’ bei den Proben untereinander
grolRe Unterschiede. Die aufsummierten Betrage der Differenzen jeder einzelnen Probe Uber
alle Isomere lagen zwischen 11,2 (Pr. 11: Zwieback) und 105,0 (Pr. 15: gekochte Kartoffeln).
Wie in Kapitel 3.2.1. stellte sich die Frage, ob es Tendenzen im Vergleich dieser Abweichun-
gen mit der Zusammensetzung der Lebensmittel gab. Im Gegensatz zu Kapitel 3.2.1. konn-
ten fir die Proben, die nach dem Analyseverfahren fir 4-NP und 4-tet.-OP analysiert worden
waren, keine Tendenzen im Bezug auf den Fettgehalt festgestellt werden. Entsprechend
hatten Proben mit einem hohen Fettgehalt, wie z.B. Pr. 3 (Folgemilch) bzw. Pr. 19 (Eier),
einen geringe bzw. hohe Abweichung. Fir Proben mit einem geringen Fettgehalt gab es
ebenfalls Beispiele mit einem kleinen bzw. groRen Wert fir 'Summe Uber alle Isomere’, wie
z.B. Pr. 12 (Milder Apfelsaft) bzw. Pr. 13 (Babytee). Das gleiche galt flir Proben unabhangig
davon, ob sie mit oder ohne Fleisch (Pr. 4a bzw. Pr. 20) bzw. Milch (Pr. 9 bzw. Pr. 2) herge-
stellt worden waren.

Anhand der Werte unter 'Summe Uber alle Proben’ war zu erkennen, dass das Isomer 4 die
grofiten Unterschiede zwischen Probe und 4-NP-Standardlésung aufwies. Es war durch-
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schnittlich 5 % mehr in den Proben vorhanden als in der 4-NP-Standardlésung (Wert: 104,8),
wobei es auch in einigen Proben umgekehrt war. Ahnliches galt fir Isomer 1, dessen prozen-
tualer Anteil in allen 21 Proben um durchschnittlich 2% groRer war als in der 4-NP-
Standardlésung (Wert: 43,4). Dagegen war der prozentuale Anteil der Isomere 6 und 7 in der
Probe um ca. 2 % kleiner als in der 4-NP-Standardlésung (Werte: -41,1 und -48,6). Fur die
Isomere 3 und 10 zeigte sich kaum ein Unterschied zwischen der Verteilung in der Probe
verglichen mit der in der 4-NP-Standardlésung (Werte: -5,7 und 4,2).

Obwohl mit beiden Analyseverfahren ahnliche Lebensmittel analysiert worden waren, lieRen
sich die Tabellen 30 und 32 schwer miteinander vergleichen. Als Begrindung kann angeflihrt
werden, dass in den beiden Analyseverfahren zwei unterschiedliche GC-Trennsaulen be-
nutzt worden waren. Die FS-OV-1-CB GC-Trennsaule, die im Analyseverfahren fur 4-NP
und 4-tert.-OP zum Einsatz gekommen war (helle Linie), hatte die Isomere anders aufge-
trennt (s. Abbildung 36). Somit war es sowohl bei der Anzahl als auch bei den Verhaltnissen
der Peaks zueinander zu Unterschieden gekommen.
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Abbildung 36: Vergleich der Auftrennung der zwei verschiedenen GC-Trennsdulen (dunkle
Linie: CP-Sil-8 CB; helle Linie: FS-OV-1-CB) im Totalionenstromchromatogramm

Auch eine Zuordnung von Strukturen zu den einzelnen Isomeren (elf 4-NP-Peaks), die
chromatographiert worden waren und deren Tendenzen hier diskutiert wurden, war aufgrund
der Auflésung der verwendeten GC-Saulen nicht mdglich. Bei den verwendeten Saulen mit
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einer Lange von 30 m konnten nur elf Isomere aufgetrennt werden, wobei teilweise erst auf
den verschiedenen lonenspuren (Abbildung 13) eine Quantifizierung, der koeluierenden
Isomere mdglich war. Thiele et al., im Druck, zeigten, dass auf einer 100m-Saule bei ver-
schiedenen Temperaturen 4-NP in 21 Isomere isokratisch aufgetrennt werden konnten. Da-
bei wurde die Struktur von zehn 4-NP-Isomeren eindeutig identifiziert.

3.2.3. Abschitzung der taglichen Aufnahmemenge (daily-intake) fiir 4-NP und 4-
tert.-OP

Allgemeines:

Bei der taglichen Aufnahmemenge bzw. dem ’daily-intake’ einer Substanz handelt es sich
um die Menge, die ein Mensch wahrend eines Tages Uber die Nahrung im Durchschnitt zu
sich nimmt. Dabei werden andere Aufnahmewege (s. Kapitel 1.1.) meistens vernachlassigt.
Deswegen waren zur Abschatzung des ’daily-intakes’ ausschlief3lich Lebensmittel fur die
Sauglings- und Kleinkindererndhrung auf 4-NP und 4-tert.OP untersucht worden. Um mit den
ermittelten Gehalten den ’daily-intake’ abschatzen zu kénnen, musste eine aussagekraftige
Studie Uber die Ernahrungs- bzw. Verzehrsgewohnheiten von Sauglingen und Kleinkindern
gefunden werden. Eine vergleichbare Studie, wie Heinke, 2000, sie ausgewahlt hatte, kam
nicht in Frage, da diese Studie Kinder unter vier Jahren nicht bertcksichtigt hatte. Des Wei-
teren ist die Art der Ernahrung vor allem von Sauglingen, aber auch von Kleinkindern nicht
mit der eines Erwachsenen vergleichbar (s. Kapitel 1.2.). All diese Kriterien werden von der
so genannten DONALD-Studie (s. unten) erfillt, da sie ausschlie3lich die Erndhrungsge-
wohnheiten von Sauglingen und Kleinkindern in Deutschland berticksichtigt. Durch den Zu-
satz ’...in Deutschland...’ lassen sich die Ergebnisse nicht ohne weiteres auf andere Lander
Ubertragen. Stattdessen konnte aber ein genaueres Bild flr die Situation in Deutschland
gewonnen werden, da nur Lebensmittelproben aus dem deutschen Einzelhandel gekauft und
analysiert worden waren.

DONALD-Studie:

Als Datengrundlage diente die so genannte DONALD-Studie des Forschungsinstitutes fir
Kinderernahrung in Dortmund [Kersting et al., 1998 a und b]. Fir die Auswertung bericksich-
tigte man die Verzehrswerte von insgesamt 294 Probanden (141 Jungen und 153 Madchen)
im Alter zwischen drei und 36 Monaten der DONALD-Studie. Dabei schwankte das Alter bei
den drei, sechs und neun Monate alten Sauglinge um + 15 Tage und bei den zwdlf, 18, 24
und 36 Monate alten Kleinkindern um + einen Monat [Alexy et al., 1998]. Im beriucksichtigten
Untersuchungszeitraum von 1995 bis 2000 waren uber drei Tage lang die Lebensmittel, die
der Proband verzehrte, gewogen und protokolliert worden. So entstanden 1159 Drei-Tage-
Wiege-Ernahrungsprotokolle, deren Verzehrswerte fir die 24 verschiedenen Lebensmittel-
Kategorien getrennt nach Sauglings- und Kleinkindernahrung zusammengefasst wurden.
Dabei handelte es sich bei der Kleinkindernahrung um herkdmmliche Lebensmittel, die nach
den Lebensmittel-Kategorien der optimierten Mischkost gruppiert worden waren [Alexy et al.,
1999].

Die Angabe der Verzehrswerte erfolgte in g/Tag, getrennt nach der Gruppe 'Gesamtkollektiv’
und der Gruppe 'Konsumenten’. Dabei wurden fir die Gruppe 'Gesamtkollektiv’ die individu-
ellen Mittelwerte der Drei-Tage-Wiege-Ernahrungsprotokolle genutzt. Fir die Gruppe 'Kon-
sumenten’ bezog man nur die Tage in die Auswertung mit ein, in denen der Proband das
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entsprechende Lebensmittel auch verzehrt hatte. Des Weiteren konnten die Verzehrswerte
nach der statistischen Auswertung als Mittelwert £ die Standardabweichung, als 50. (Medi-
an), 90., 95. und 100. (Maximum) Perzentil angegeben werden. Dabei bedeutete der Medi-
an, dass 50 % der Probanden weniger und 50 % mehr gegessen hatten. Beim 90. Perzentil
(P90) hatten 90% der Probanden weniger und 10 % mehr gegessen. Entsprechendes galt
fir das 95. Perzentil (P95) und 100. Perzentil (s. ab Tabelle 135: Anhang 7.26.: 'Ubersicht
Uber die Verzehrswerte in g/Tag aus der DONALD-Studie nach den Angaben des For-
schungsinstitutes fur Kinderernahrung in Dortmund’).

Alle oben genannten Verzehrswerte wurden fir Jungen und Madchen getrennt berechnet
und lagen somit flir eine geschlechtsspezifische Abschatzung des ’'daily-intakes’ vor. Dies
war gerade im Hinblick auf die estrogene Aktivitat der Analyten sinnvoll. Auch das Gewicht
der Jungen und Madchen wurde in der Probandenzeit protokolliert und somit war die Angabe
des ’daily-intakes’ fur die 4-AP nicht nur in g/Tag, sondern auch ganz exakt in g/Tag und kg
Kdrpergewicht méglich (s. Tabelle 159: Anhang 7.27.: Ubersicht Gber die Gewichte der Pro-
banden in kg aus der DONALD-Studie nach den Angaben des Forschungsinstitutes flir Kin-
dererndhrung in Dortmund’].

Um die Aussagekraft der abgeschatzten ’daily-intakes’, berechnet nach den Verzehrswerten
der Donald-Studie, zu erhéhen, wurden zusatzlich noch die drei am haufigsten verzehrten
Lebensmittel angegeben. Diese Angabe erfolgte fir die Sauglingsnahrung mit genauem
Produkt- und Firmennamen, sodass es moglich war, genau die Sduglingsnahrung zu kaufen,
die in dem oben genannten Zeitraum am haufigsten verzehrt worden war. Auch flr die Klein-
kindernahrung wurden fir jede Lebensmittel-Kategorie die drei am haufigsten verzehrten
Lebensmittel angegeben, hier jedoch ohne Angabe des Firmennamens. Auf diese Weise
konnten die bei Heinke, 2000, noch vorhandenen Unsicherheiten bei der Auswahl eines
entsprechenden Lebensmittels flr eine bestimmte Lebensmittel-Kategorie vermieden wer-
den. FUr jede der 24 Lebensmittel-Kategorien wurde jeweils nur eine Probe analysiert, da
das sehr zeitintensive Analyseverfahren keine allzu grol3e Probenzahl zulie3. Dabei handelte
es sich immer um das am haufigsten verzehrte Lebensmittel bzw. Produkt.

Berechnung der ’daily-intakes’:

In Tabelle 33 sind alle 4-NP- und 4-tert.-OP-Gehalte aufgefiihrt, die zur Berechnung der
jeweiligen ’daily-intakes’ verwendet wurden. Dabei wurde der Gehalt von Proben, bei denen
beide Werte der Doppelbestimmung unterhalb der BG und/oder NG lagen, gleich 0 pg/kg
bzw. ng/kg gesetzt. Gehalte, bei denen nur ein Wert unterhalb der BG und/oder NG lag,
wurden gekennzeichnet und der andere Wert ging mit in die Berechnung ein.

Zur Lebensmittel-Kategorie Tee (Nr.13) ist anzumerken, dass das reine Teepulver (Trocken-
pulver) analysiert worden war, um mogliche Kontaminationen beim Zubereiten des Tees zu
verhindern. Dagegen konnte die Angabe der Verzehrswerte fur Tee nur als verzehrsfertiger
Tee angegeben werden. Deswegen wurde laut Herstellerangaben (2,5 g Trockenpulver in
100 mL Wasser), der Gehalt von pg/kg bzw. ng/kg Trockenpulver auf pg/kg bzw. ng/kg ver-
zehrsfertiger Tee umgerechnet.

Am Beispiel der Schmelzflocken, deren Verzehrswerte in Tabelle 34 aufgefihrt sind, soll die
Berechnung der 'daily-intakes’ verdeutlicht werden.
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Tabelle 33: Ubersicht iiber die bestimmten Gehalte, die zur Berechnung der ’daily-intakes’

verwendet wurden

Lebensmittel- Gehalt an Gehalt an
Nr. Kategorie Probe 4-NP 4-tert.-OP
[ug/kg] [ng/kg]
SAUGLINGSNAHRUNG:
1a | Muttermilch 1 (3./4. Stillwoche) 0,37 6,3
1b | Muttermilch 2 (19./20. Stillwoche) | YVert von Probe 1a 42,4 *
verwendet
2 Sauglingsanfangs- Dauermilchnahrung 9,83 616,4
nahrung
Folgenahrung Folgemilch 17,07 0
42 Komplettmeni 1 Reis-Gemulsecreme 144 539
(ab dem 6. Monat) | mit Huhn ’ ’
4b Komplettmenl 2 Schinkennudeln mit 398 Wert von Probe
(ab dem 8. Monat) Gemdse ’ 4a verwendet
5 |vegetarisches Menu | Frihkarotte 0,02 ** 0
6 | Getreide (milchfrei) | Schmelzflocken 11,27 128.,6
Milchbrei Milchfertigbrei mit
’ (verzehrsfertig) Griel3 4.57 1615
8 | Obstpiree Baby-Apfel 0,11 10,7
Obstplree und Apfel-Banane mit
9 Milcherzeugnis Quark 0,56 9.6
10 | Getreide-Obst-Brei | Apfel-Getreide Brei 0,20 20,8
11 | Geback Zwieback 13,00 206,8
12 | Saft Milder Apfelsaft 0,09 0,5
13 | Tee Baby Tee 6,68 bzw. 0,16 22,4 bzw. 0,6
KLEINKINDERNAHRUNG:
Brot und
14 Getreideflocken Cornflakes 3,69 0
15 | Beilagen Kartoffeln, gekocht 0,02 3,4
Gemuse, *
16 einschlielich Saft Karotte 0,05 2,3
Obst,
17 einschlielich Saft Banane 0,21 9.4
Milch und :
18 Milchprodukte H-Vollmilch 0,81 121,6
19 | Ei und Eiprodukte Eier 0,75 34,8
o |Fleisch und Gefliigel-Mortadella 0,58 0
Wurstwaren
Fisch und * .
21 Fischprodukte Seelachs 0,08 8,3
22 |Fette und Ole Butter, mild geséuert 4,24 0
03 | StBigkeiten Raffinade-Zucker 0,64 16,8
und Geback
24 | Getranke Leitungswasser 0,01 0,5

*: Der andere Wert der Doppelbestimmung lag unterhalb der NG und BG.
**: Der andere Wert der Doppelbestimmung lag unterhalb der BG.
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Tabelle 34: Verzehrswerte von Schmelzflocken in g/Tag aus der DONALD-Studie nach den
Angaben des Forschungsinstitutes fiir Kindererndhrung in Dortmund

Gesamtkollektiv

Anzahl Jungen Madchen
Alter 3 0 M3 s P50 | P90 | P95 |P 100 M+ s P50 | P90 | P95 |P 100
3 Mon. | 50 | 64 0 0

6Mon.[81[94| 9444 0 (294|37,2|76,0( 4,9+83 0 [18,2|24,7|32,7
9Mon.| 93|90 | 19,3+16,5 |19,8/40,3/50,8|73,2| 17,5+14,8 |15,8|39,2(41,7| 56,7
12 Mon.[ 88 |94 | 13,4+14,9 (10,6|31,7|47,4/61,0| 10,2+19 | 7,0 |28,3|33,3|51,7
18 Mon.| 87 |98 | 3,2+7,8 0 |10,9/27,8/346( 3477 0 |12,8(21,0|42,7
24 Mon.[76 |90 | 09%4)5 0 0 59341 1,1+41 0 |0,7|10,0|25,7
36 Mon.[75 |79 05+44 0 0 0 |383]| 16+56 0 | 6,0(13,8|36,7

Konsumenten
Anzahl Jungen Méadchen
Alter 3 9 M+ s P50 | P90 | P95 |P 100 M+ s P50 | P90 | P95 [P 100
3Mon.[ O | O 0 0

6 Mon. | 33 | 30 | 23,0 + 14,0 |20,6|37,7|43,6(76,0( 153+7,6 |15,0(25,8|28,8|32,7
9Mon.| 71|69 | 252+4,3 |23,3|42,8/51,5|/73,2| 229+12,8 |20,6|40,0(43,9| 56,7
12 Mon.[ 57 | 56 | 20,6 + 13,9 (17,7|41,6|55,1/60,8| 17,2+10,9 |15,8|29,5|42,1| 51,7
18 Mon.[ 20 | 24 | 13,8 +10,9 | 9,3 |29,9(32,8/34,6| 13,9+99 |11,8/26,2|30,7|42,7
24Mon.| 4 | 9 | 16,6+2,2 [13,1|34,1|34,1/341| 11,1+7,8 |10,0(25,7|25,7|25,7
36 Mon.| 1 | 8 38,3+0 15,5+9,9 |13,136,7|36,7| 36,7

Diese Verzehrswerte der Schmelzflocken wurden zum einen mit dem entsprechenden 4-NP-
Gehalt von 11,27 pg/kg und zum anderen mit dem entsprechenden 4-tert.-OP-Gehalt von
128,6 ng/kg multipliziert. Auf diese Weise erhielt man flir 4-NP bzw. 4-tert.-OP ’daily-intakes’
in yg/Tag bzw. ng/Tag. Diese waren jeweils aufgeteilt nach Gesamtkollektiv und Konsumen-
ten, nach Jungen und Madchen, nach Alter des Probanden (drei, sechs, neun, zwdlf, 18, 24
und 36 Monate) und nach Mittelwert bzw. Perzentil (P50, P90, P95 und P100). Dies zeigt die
Tabelle 35 exemplarisch flir 4-NP.

Analog wurde mit jedem analysierten Lebensmittel der 24 Lebensmittel-Kategorien verfah-
ren. Die entsprechenden Verzehrswerte fiir die anderen Lebensmittel sind ab Tabelle 135 in
’Anhang 7.26.: Ubersicht Uber die Verzehrswerte in g/Tag aus der DONALD-Studie nach den
Angaben des Forschungsinstitutes fur Kindererndhrung in Dortmund’ aufgelistet. So erhielt
man analog zu Tabelle 35 fir jede Lebensmittel-Kategorie 'daily-intakes’ fir 4-NP und 4-tert.-
OP. Dabei achtete man darauf, dass Gehalte von Proben, die laut Herstellerangaben nur ab
einem bestimmten Alter verzehrt werden sollten (z.B. Komplettmeni), den nur entsprechen-
den Verzehrswerten zugeordnet wurden. Diese Einzelwerte fasste man zusammen, um
daraus jeweils die Summe Uber alle Lebensmittel-Kategorien ebenfalls wieder aufgeteilt nach
Gesamtkollektiv und Konsumenten, nach Jungen und Madchen, nach Alter des Probanden
(drei, sechs, neun, zwdlf, 18, 24 und 36 Monate) und nach Mittelwert bzw. Perzentil (P50,
P90, P95 und P100) bilden zu kénnen. Einen Uberblick tiber die so erhaltenen ’daily-intakes’
geben die Tabelle 36 (4-NP) und 37 (4-tert.-OP).
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Tabelle 35: ’Daily-intakes’ fiir 4-NP von Schmelzflocken in pg/Tag

Gesamtkollektiv

Alter é"”zah'g J,‘\JA”E‘Z” P50 | P90 | P95 |P 100 Mﬁﬂdihse” P50 | P90 | P95 | P 100
3 Mon. 50 64 0 0

6Mon. | 81 | 94 | 011 |0,00/0,33/042] 0,86 | 0,06 |0,00]0.21|0,.28] 0,37
9Mon. | 93 | 90 | 022 |0,22/045/0,57] 0,82 | 020 |0,18|0,44|0,47] 0,64
12Mon. | 88 | 94 | 015 |012|0,36]0,53| 069 | 0,11 |008|0,32]0,38] 0,58
18Mon. | 87 | 98 | 004 |0,00/0,12]0,31] 0,39 | 0,04 |0,00[0,14]0,24] 0,48
24Mon. | 76 | 90 | 0,01 |0,00/0,00/0,07] 0,38 | 0,01 |0,00]0,01]0,11] 0,29
36Mon. | 75 | 79 | 0,01 |0,00/000|0,00] 043 | 002 |0,00/0,07]0,16] 0,41
Konsumenten

Alter gAnzahg'E J,‘\JA”E‘Z” P50 | P90 | P95 |P 100 Mﬁ‘ﬂdihse” P50 | P90 | P95 | P 100
3Mon. | 0 | O 0 0

6Mon. | 33 | 30 | 026 |0.23/042/049] 0,86 017 |0.17]0,29]0,32] 0,37
9Mon. | 71 | 69 | 028 |026]048]058] 0.82| 026 |0.23]0,45049] 0,64
12Mon. | 57 | 56 | 023 |0,20/0,47]0.62] 069 | 0,19 |0.18]0,33]047] 0,58
18Mon. | 20 | 24 | 016 |010]0,34]0,37| 0,39 | 016 |013]0,30(0.35] 048
24Mon. | 4 | 9 | 019 |0,15/0,38/0,38] 0,38 | 0,13 |0,11]0,29]0,29] 0,29
36Mon. | 1 | 8 | 043 017 |015]041]041| 0,41

Die Werte der Tabelle 36 zbd 37 zeigen, dass in den allermeisten Fallen die Jungen mehr 4-AP
Uber die Nahrung aufnahmen, da die Verzehrsmengen auch dementsprechend grofier wa-
ren. Aus toxikologischer Sicht ist dies nicht unerheblich, da aufgrund der niedrigeren 1703-
Estradiol-Konzentration im Blut von Jungen [Cutler et al., 1997; Andersson, 1999] estrogen-
aktive Substanzen einen hdheren Einfluss auf das Hormonsystem haben kdnnen. An den
hervorgehobenen Werten (fett und kursive Schreibweise) erkennt man, dass die maximalen
‘daily-intakes’ flir 4-NP bei den Altersstufen sechs bis zwolf Monate und fir 4-tert.-OP bei
den Altersstufen sechs bis 18 Monate zu finden waren.

Tabelle 36: Ubersicht iiber die berechneten 'daily-intakes' fiir 4-NP in pg/Tag

Mittelwert x Median (P50) 90. Perzentil (P90)
Alter Gesamtkollektiv Konsumenten Gesamtkollektiv Konsumenten Gesamtkollektiv Konsumenten
Junge [Méadchen] Junge [Méadchen]| Junge |Madchen| Junge |Madchen| Junge |Madchen| Junge |Madchen
3 Monate 0,67 0,43 1,61 1,10 0,25 0,25 1,47 1,21 1,68 1,36 1,77 1,55
6 Monate 0,96 0,67 3,31 2,92 0,08 0,17 3,41 2,79 3,39 2,37 5,43 5,36
9 Monate 1,47 1,37 3,27 3,36 0,77 0,57 2,92 3,10 4,05 3,94 5,72 5,40
12 Monate 1,36 1,19 3,48 3,26 0,65 0,51 3,08 3,00 3,89 3,36 6,14 5,42
18 Monate 0,88 0,80 2,87 2,49 0,55 0,52 2,43 2,22 2,19 1,57 4,57 3,92
24 Monate 0,70 0,66 1,47 2,61 0,57 0,53 1,50 1,51 1,41 1,49 2,52 2,86
36 Monate 0,74 0,66 1,92 1,67 0,66 0,53 1,35 1,44 1,22 1,12 2,19 3,03
95. Perzentil (P95) 100. Perzentil (P100)
Alter Gesamtkollektiv Konsumenten Gesamtkollektiv Konsumenten
Junge [Mé&dchen] Junge [Mé&dchen] Junge |Madchen] Junge |Madchen
3 Monate 1,80 1,44 1,86 1,63 2,27 1,72 1,93 1,71
6 Monate 4,41 3,84 5,84 5,70 7,48 6,04 7,41 6,00
9 Monate 5,14 4,97 6,77 5,79 8,12 6,80 8,12 6,80
12 Monate 5,05 4,86 7,54 5,92 8,51 6,68 8,51 6,61
18 Monate 3,02 2,12 5,05 4,01 5,66 4,79 5,56 4,74
24 Monate 1,97 1,90 3,90 3,09 4,39 4,66 4,10 3,62
36 Monate 1,49 1,59 3,08 2,65 3,17 4,26 2,61 4,21
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Tabelle 37: Ubersicht iiber die berechneten ’daily-intakes’ fiir 4-tert.-OP in ng/Tag

Mittelwert x Median (P50) 90. Perzentil (P90)
Alter Gesamtkollektiv | Konsumenten | Gesamtkollektiv| Konsumenten | Gesamtkollektiv | Konsumenten

Junge |M&dchen| Junge [Madchen| Junge |Madchen| Junge [Madchen| Junge |M&adchen| Junge [Madchen
3 Monate 32,0 17,3 67,0 56,1 4,2 4,2 78,5 63,7 88,4 70,4 93,4 82,7
6 Monate 42,0 32,0 124,3 97,2 7,2 19,0 1254 96,3 141,8 96,9 197,0 173,3
9 Monate 37,1 34,3 90,5 95,4 16,0 9,7 81,3 91,7 111,8 107,8 170,7 167,1
12 Monate 41,6 38,3 103,8 99,6 26,9 23,9 91,3 90,3 107,6 98,6 192,4 176,3
18 Monate | 45,8 45,7 103,0 82,9 39,6 42,1 85,7 79,9 82,8 77,3 153,8 122,5
24 Monate 39,7 39,8 63,5 66,1 38,3 35,5 46,4 59,0 72,8 70,9 81,5 114,6
36 Monate 42,7 40,6 66,5 53,1 38,5 33,1 56,2 39,3 79,4 72,8 101,0 91,6

95. Perzentil (P95) 100. Perzentil (P100)

Alter Gesamtkollektiv | Konsumenten | Gesamtkollektiv | Konsumenten
Junge |Madchen| Junge [Madchen| Junge |Madchen| Junge |Madchen
3 Monate | 93,8 75,3 97,5 87,1 101,3 88,5 101,3 88,5
6 Monate | 169,3 143,2 | 208,7 | 1957 | 257,1 209,6 | 257,1 207,8
9 Monate | 1455 | 150,5 | 1949 181,5 | 2341 210,7 | 2340 | 210,7
12 Monate | 147,2 | 150,6 | 226,4 191,8 | 2514 | 2155 | 2514 | 2152
18 Monate | 100,0 96,5 163,7 1356 | 2064 163,2 198,8 162,4
24 Monate | 823 98,3 96,9 134,9 1294 176,1 1134 174,3
36 Monate | 98,2 89,5 120,0 105,1 1355 | 203,3 1356 | 203,3

Aus dieser Vielzahl an ’daily-intakes’ wurden entsprechend EC, 2001b, zwei Werte, ein Mi-
nimalwert fur einen Durchschnittsverzehrer und ein Maximalwert flr einen Hochverzehrer
ausgewahlt. Als Minimalwert wurde der Median (P50) der Gruppe 'Gesamtkollektiv’ und als
Maximalwert das 95. Perzentil (P95) der Gruppe 'Konsumenten’ herausgenommen. Somit
ergaben sich folgende ‘daily-intakes’ fuir die einzelnen Altersstufen, getrennt nach Analyt und
Geschlecht (Tabelle 38 und 39).

Die ausgewahlten Minimal- und Maximalwerte unterschieden sich gewaltig. Bei 4-NP lag der
Faktor 10 dazwischen, bei 4-tert.-OP der Faktor 5. In den Tabellen 38 und 39 erkennt man,
dass fiir 4-NP die maximalen Werte bei den Alterstufen neun und zwdlf Monate und fir 4-
tert.-OP wiederum bei sechs bis 18 Monate zu finden waren. Dies machte einmal mehr deut-
lich, wie wichtig zum einen die gleichzeitige Bestimmung von 4-NP und 4-tert.-OP und zum
anderen eine flr Sauglinge und Kleinkinder spezifische Erndhrungsstudie war.

Wenn man fiir die 'daily-intakes’, ahnlich wie bei den 4-AP-Gehalten (s. Kapitel 3.2.2.), die
prozentualen Verhaltnisse von 4-tert.-OP zu 4-NP bildete, erhielt man Tabelle 40.

Tabelle 38: Ubersicht iiber die ausgewéhlten 'daily-intakes’ fiir 4-NP in pg/Tag [in Fett- und
Kursiv-Schrift die maximalen Werte]

Minimalwert Maximalwert
Median (P50) Gesamtkollektiv |95. Perzentil (P95) Konsumenten
Alter [ug 4-NP/Tag] [ug 4-NP/Tag]
Junge Madchen Junge Madchen

3 Monate 0,25 0,25 1,86 1,63
6 Monate 0,08 0,17 5,84 5,70
9 Monate 0,77 0,57 6,77 5,79
12 Monate 0,65 0,51 7,54 5,92
18 Monate 0,55 0,52 5,05 4,01
24 Monate 0,57 0,53 3,90 3,09
36 Monate 0,66 0,53 3,08 2,65
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Tabelle 39 Ubersicht iiber die ausgewéhlten 'daily-intakes' fiir 4-tert.-OP in ng/Tag [in Fett- und
Kursiv-Schrift die maximalen Werte]

Minimalwert Maximalwert
Median (P50) Gesamtkollektiv |95. Perzentil (P95) Konsumenten
Alter [ng 4-tert.-OP/Tag] [ng 4-tert.-OP/Tag]
Junge Madchen Junge Méadchen

3 Monate 4,2 4,2 97,5 87,1

6 Monate 7,2 19,0 208,7 195,7
9 Monate 16,0 9,7 194,9 181,5
12 Monate 26,9 23,9 226,4 191,8
18 Monate 39,6 42,1 163,7 135,6
24 Monate 38,3 35,5 96,9 134,9
36 Monate 38,5 33,1 120,0 1051

Tabelle 40 Ubersicht iiber die prozentualen Verhiltnisse von 4-tert.-OP zu 4-NP fiir die ausge-

wahlten 'daily-intakes' [in Fett- und Kursiv-Schrift die maximalen Werte]

Minimalwert Maximalwert
Verhiltnis Verhaltnis
Alter 4-tert.-OP | 4-NP [%] 4-tert.-OP | 4-NP [%]
Junge Madchen Junge Madchen
3 Monate 1,7 1,7 5,2 53
6 Monate 9,0 11,2 3,6 3,4
9 Monate 2,1 1,7 2,9 3.1
12 Monate 41 47 3,0 3,2
18 Monate 7,2 8,1 3,2 3,4
24 Monate 6,7 6,7 2,5 4.4
36 Monate 5,8 6,2 3,9 4,0
Mittelwert 5,2 5,8 3,5 3,8

Es war zu erkennen, dass die 4-tert.-OP-Werte beim Minimalwert im Durchschnitt ca. 5,5 %
und beim Maximalwert im Durchschnitt ca. 4 % vom 4-NP-Wert betrugen. Damit lagen sie
noch niedriger als das durchschnittliche Verhaltnis fir alle untersuchten 4-AP-Gehalte (7 %).
Dies deutete darauf hin, dass die analysierten Lebensmittel im Verhaltnis starker mit 4-NP
belastet waren.

Wie bereits erwahnt, wurde auch das Gewicht aufgeteilt nach Jungen und Madchen, nach
Alter des Probanden (drei, sechs, neun, zwolf, 18, 24 und 36 Monate) und nach Mittelwert
bzw. Perzentil (P50, P90, P95 und P100) innerhalb der DONALD-Studie festgehalten (s. Tabel-
le 159: Anhang 7.27.: Ubersicht Uber die Gewichte der Probanden in kg aus der DONALD-
Studie nach den Angaben des Forschungsinstitutes fur Kindererndhrung in Dortmund). Dar-
aus lield sich exakt der ’'daily-intake’ bezogen auf das Korpergewicht in ug bzw. ng/Tag-kg
Kdrpergewicht berechnen. Somit ergaben sich fir die einzelnen Altersstufen, getrennt nach
Analyt und Geschlecht, folgende ’daily-intakes’ flr 4-NP (Tabelle 41) und fir 4-tert.-OP (Ta-
belle 42) bezogen auf das Kérpergewicht.

Im Vergleich zu Tabelle 38 und 39 hatten sich zwei der acht maximalen Werte geandert.
Sowohl der Maximalwert flr 4-NP bei den Madchen, als auch der Maximalwert fur 4-tert.-OP
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bei den Jungen hatte sich von der Alterstufe zwolf Monate zur Alterstufe sechs Monate ver-
schoben. Daraus lie® sich schliel3en, dass vor allem bei Sauglingen und Kleinkindern das
durchschnittliche Gewicht einer Alterstufe eine entscheidende Rolle fir die maximalen Werte
bei den 'daily-intakes’ haben kann.

Tabelle 41: Ubersicht iiber die ausgewihliten 'daily-intakes' bezogen auf das Kérpergewicht fiir
4-NP in ug/Tag-kg Korpergewicht [in Fett- und Kursiv-Schrift die maximalen Werte]

Minimalwert Maximalwert
Median (P50) Gesamtkollektiv |95. Perzentil (P95) Konsumenten
Alter | [ug 4-NP/Tag-kg Kérpergewicht] | [ug 4-NP/Tag-kg Kérpergewicht]
Junge Madchen Junge Madchen

3 Monate 0,04 0,04 0,23 0,23
6 Monate 0,01 0,02 0,60 0,66
9 Monate 0,08 0,07 0,62 0,59
12 Monate 0,07 0,05 0,63 0,54
18 Monate 0,05 0,05 0,37 0,31
24 Monate 0,04 0,04 0,26 0,22
36 Monate 0,04 0,04 0,16 0,15

Tabelle 42: Ubersicht iiber die ausgewihlten 'daily-intakes' bezogen auf das Kérpergewicht fiir
4-tert.-OP in ng/Tag-kg Kérpergewicht [in Fett- und Kursiv-Schrift die maximalen Werte]

Minimalwert I\I!aximalwert
Alfer Median (P50) Gesamtkollektiv g[i'g Pﬂi‘:t“tgl(,??:;';;“:::;:p;:"
[ng 4-tert.-OP/Tag-kg Korpergewicht] wicht]
Junge Madchen Junge Madchen
3 Monate 0,6 0,7 11,9 12,4
6 Monate 0,9 2,6 21,3 22,5
9 Monate 1,8 1,2 17,7 18,5
12 Monate 2,7 2,6 19,0 17,4
18 Monate 3,4 3,9 11,9 10,4
24 Monate 3,0 3,0 6,4 9,4
36 Monate 2,5 2,3 6,1 6,1

Es bleibt festzuhalten, dass diese berechneten und nach EC, 2001b, ausgewahlten Minimal-
und Maximalwerte nur eine Abschatzung des tatsachlichen 'daily-intakes’ fiir 4-NP und 4-
tert.-OP Uber die Nahrung darstellen. Es konnte aufgrund der zeitintensiven Analytik immer
nur eine Probe aus jeder Lebensmittel-Kategorie untersucht werden, so dass Uber eine
durchschnittliche Belastung eines Lebensmittels bzw. einer Lebensmittel-Kategorie keine
Aussage getroffen werden konnte.

3.2.4. Interpretation der 4-NP- und 4-tert.-OP-Ergebnisse fiir Sauglings- und
Kleinkindernahrung

Aus Tabelle 31 ist ersichtlich, dass 4-NP in allen Sauglings- und Kleinkindernahrungen
nachgewiesen wurde. Dagegen konnte 4-tert.-OP in flinf Lebensmittel-Kategorien (Nr. 3, 5,
14, 20 und 22) nicht nachgewiesen werden. Durch die héheren Gehalte und die groliere
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Haufigkeit wird bestatigt, dass 4-NP als der wichtigere Lebensmittelkontaminant im Vergleich
zu 4-tert.-OP anzusehen ist.

Sauglings- und Kleinkindernahrung wird nach den Vorschriften fir den kontrolliert ékologi-
schen Landbau erzeugt. Dadurch ist der Einsatz von Pflanzenschutzmitteln fiir Rohstoffe, die
fir Sauglings- und Kleinkindernahrung verwendet werden, verboten. Des Weiteren ist der
Tabelle 31 ist zu entnehmen, dass Sauglings- und Kleinkindernahrung (Nr. 1 - 13) haufiger
und ein wenig starker mit 4-AP belastet sind als die Kleinkindernahrung (Nr. 14 - 24). Es
muss demnach auch andere, nicht unbedeutende Kontaminationswege geben, Uber die die
4-AP in die Lebensmittel gelangen.

Um die in Kapitel 3.2.2., Tabelle 31, aufgefihrten 4-NP-Werte mit dem von Heinke, 2000,
ermittelten ’daily-intake’ fur einen Erwachsenen vergleichen zu kénnen, wurde entsprechend
EC, 2001b, fur einen Erwachsenen ein Gewicht von 60 kg angenommen. Bei einem von
Heinke, 2000, abgeschatzten ’daily-intake’ von 6,9 ug 4-NP/Tag ergibt dies einen ’daily-
intake’ bezogen auf das Korpergewicht von 0,10 (Madchen) bzw. 0,11 (Junge) ug 4-
NP/Tag-kg Korpergewicht. Damit liegen diese Werte nur geringfligig Uber den Minimalwerten
(Median, P50) fur neun und zwoIf Monate alte Sauglinge (0,07 (Madchen) bzw. 0,08 (Junge)
ug 4-NP/Tag-kg Korpergewicht). Wenn man anstelle des Medians (P50) den Mittelwert x mit
dem von Heinke, 2000, abgeschatzten Wert vergleicht, so liegen in diesem Fall die Werte flr
neun und zwdlf Monate alte Sauglinge (0,13 (Madchen) bzw. 0,16 (Junge) ug 4-NP/Tag-kg
Korpergewicht) darliber (s. Tabelle 115 und 116 in Anhang 7.20.: Ubersicht tber die daily-
intakes von 4-NP bzw. 4-tert.-OP flir Sauglinge und Kleinkinder bezogen auf das Kérperge-
wicht). Ein Vergleich mit den Maximalwerten fiir Hochverzehrer (95.Perzentil, P95 - liegen
ca. um den Faktor sechs hdher) ist nicht sinnvoll. Heinke, 2000, hatte namlich zur Berech-
nung des ’daily-intakes’ die Verbundstudie ,Erndhrungserhebung und Risikofaktoren Analy-
tik“ [KUbler et al., 1995] herangezogen, in der die durchschnittliche Zusammensetzung der
taglichen Nahrung aufgefiihrt worden war.

Unter Kapitel 1.2. wurde erlautert, dass Sauglinge und Kleinkinder empfindlicher auf hormo-
nelle Wirkungen von Umweltchemikalien reagieren konnen, als Erwachsene. Wenn man in
Betracht zieht, dass die abgeschatzten ’daily-intakes’ bezogen auf kg Koérpergewicht ahnlich
hohe Werte liefern, wie flr einen Erwachsenen, dann muss fir Sauglinge ein wesentlich
héheres Gefahrdungspotential angenommen werden. Weiterhin wurde im Kapitel 1.2. aufge-
zeigt, dass Sauglinge und Kleinkinder auch aufgrund anderer Verhaltensweisen nicht als
.kleine Erwachsene“ angesehen werden kénnen. Deshalb ist eine Aufnahme von Abbaupro-
dukten der 4-APEOQO uber den perkutanen und inhalativen Weg fir Sauglinge und Kleinkinder
wahrscheinlicher und vergréRert das Gefahrdungspotential zusatzlich.

Ein Vergleich des ’'daily-intakes’ fur 4-tert.-OP zwischen Erwachsenen und Sduglingen bzw.
Kleinkindern ist nicht méglich, da Heinke, 2000, kein 4-tert.-OP untersucht hatte.

Die Konzentrationen von Phytoestrogenen liegen in einigen Lebensmitteln, wie z.B. Sojaer-
zeugnissen, Getreide oder Leinsamen, hdher als die von Xenoestrogenen. Fir Genistein,
Daidzein und andere Isoflavone wurde insgesamt ein ’daily-intake’ von 4,5 — 8 mg/Tag-kg
Korpergewicht fur Sauglinge errechnet, die sich ausschlieBlich mit auf Soja basierender
Sauglingsnahrung ernahren [Bolt et al., 2001]. Aufgrund der ahnlich hohen, estrogenen Akti-
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vitat von 4-NP und Genistein [Payne et al., 2000 & Routledge et al., 1996] wird Genistein in
Zusammenhang mit den unterschiedlich hohen ’daily-intakes’ (Faktor > 1.000) als wesentlich
risikoreicher angesehen. Dabei beschranken sich die Gehalte an Phytoestrogenen auf einige
wenige Pflanzen, wovon die meisten, aul3er Getreide und Bier, als Nahrungsmittel in Europa
kaum eine Rolle spielen. Dahingegen gibt es groRe Unterschiede in der estrogenen Aktivitat
der 4-NP-Isomere, die von der Struktur der Alkylkette abhangig ist [Glnther, 2002b]. Somit
kann es abhangig vom Gehalt zu einer hdheren Aktivitat von 4-NP im Vergleich zu Genistein
kommen. In der Alkylkette sind theoretisch bis zu drei chirale C-Atome mdglich, so dass
auch Stereoisomere ein Rolle spielen konnten. Dementsprechend fanden Karlsson et al.,
2000, heraus, dass das Enantiomeren-Verhaltnis von Chlordan-Kongoneren geschlechts-
spezifisch in Kabeljau (Gadus morhua) akkumuliert wird. Wong et al., 2002, stellten eine
Anderung des Racemates fiir Chlorbiphenyl 136 und trans-Chlordan CB 136 nach Abbau
durch Regenbogenforellen (Oncorhynchus mykiss) fest.

Andererseits nimmt man auch naturliche Estrogene sowohl Uber die tierische als auch die
pflanzliche Nahrung auf. Nach Fritsche et al., 1999, nimmt ein Erwachsener etwa 0,17 ug
Progesteron/Tag-kg Koérpergewicht und etwa 0,002 ug 17B-Estradiol/Tag-kg Kérpergewicht
zu sich. Dabei liegt die estrogene Aktivitat dieser natlrlichen Estrogene um einige Zehnerpo-
tenzen hoher als fiur alle Phyto-, Myko- oder Xenoestrogene.

Tabelle 43: Gehalte von anderen, teilweise estrogenen Substanzen in Human-Proben

Gehalt Probenart Herkunft der |Literaturstelle

[na/kg bzw. ug/L] Werte

4-NP: < NG (7-13) Gebarmutterschleimhaut | Deutschland | Schéafer et al., 1997

4-tert.-OP: 9,1 — 474 (Endometrium)

Gesamt-DDT: 0,3 — 14,6

PCB:0-4,7

4-NP: < NG (7-13) Bauchfett von Frauen

4-tert.-OP: 4,2 — 133

Gesamt-DDT:

109 - 3233

PCB: 0,1 - 492

2-PCB: 1,22 Nabelschnurproben Deutschland | Lackmann et al.,

HCB: 0,53 2001
Blutplasma von Deutschland Heudorf, 2001

>-PCB: 1,01 Kindern < 6 Jahre

2-PCB: 0,92 zZw. 6 —12 Jahre

2-PCB: 0,66 zw. 12 — 18 Jahre

PCB: polychlorierte Biphenyle

2-PCB: Summe der PCB

HCB: Hexachlorbenzol

DDT: Dichlordiphenyltrichlorethan

Zusatzlich gibt es weitere Abbauprodukte der 4-APEO, wie z.B. 4-AP1EQO, 4-AP2EO und 4-
APEC, die alle weniger estrogen-aktiv sind als 4-NP. Deren Gehalte sind wie die von 4-tert.-
OP nicht vorhersagbar und deswegen ist eine Abschatzung der ’daily-intakes’ und damit eine
Risikoabschatzung nicht moglich. Es ist aber wahrscheinlich, dass sich die estrogenen Effek-
te der Hauptabbauprodukte, 4-NP und 4-tert.-OP, mit denen der restlichen Abbauprodukte
addieren bzw. sich synergistische, estrogene Effekte ergeben (s. Kapitel 1.1.). Solche additi-
ven bzw. synergistischen Effekte sind auch flir andere Xenoestrogene moglich, deren Kon-
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zentrationen in Human-Proben sowohl kleiner als auch gréRer sein kdbnnen, wenn man sie
mit denen von 4-NP vergleicht (s. Tabelle 43). AuRerdem geht aus Tabelle 43 hervor, dass
4-tert.-OP in zwei verschiedenen Arten von Human-Proben in relativ hohen Konzentrationen
gefunden wurde, wobei 4-NP in allen Proben unterhalb der NG von 7 — 13 pg/kg lag. Eine
vollstandige Eliminierung von 4-tert.-OP und evt. auch 4-NP im menschlichen Kdérper kann
demnach nicht stattfinden.

Tabelle 44: Gehalt von anderen, teilweise estrogenen Substanzen in Muttermilch-Proben

Gehalt Probenart Herkunft der Literaturstelle

[ng/kg bzw. ug/L] Werte

>-PCB: 1-320 Muttermilch Polen Czajaetal., 1997

p,p’-DDT: 0,8 — 135,5 industrialisierte

p,p’-DDE: 0,9 — 185 Gegend

B-HCH: 0,4 — 83,5

HCB: 0,2 - 15,2

2-PCB:1-74,1 Muttermilch

p,p’-DDT: 0,8 — 135,5 landliche Gegend

p,p’-DDE: 0,9 — 111,7

B-HCH: 0,4 — 83,5

HCB: 0,2 — 15,2

2-PCB: Cok et al., 2003

330,2 Muttermilch GrolRbritannien | Werte von 1991
(im Fettanteil)

448 “ Frankreich Werte von 1993

286,9 “ Norwegen Werte von 1994

625 “ Deutschland Werte von 1995

109,5 “ Kanada Werte von 1995

936,7 “ Tschechische Werte von 1996

Republik

486 “ Ukraine Werte von 1999

265,6 “ Turkei Werte von 2001

p,p’-DDT: 240 Muttermilch Beijing, China |Yuetal., 2003

p,p’-DDE: 1720 (im Fettanteil)

B-HCH: 1180

HCB: 39

PCB: polychlorierte Biphenyle
2-PCB: Summe der PCB

DDT: Dichlordiphenyltrichlorethan
DDE: Dichlordiphenyldichlorethan
HCH: Hexachlorcyclohexan

HCB: Hexachlorbenzol

Wie bereits in Kapitel 1.2. erwahnt, kann Muttermilch nicht nur zur Abschatzung der Exposi-
tion von Sauglingen und Kleinkindern, sondern auch der von Miittern selber dienen. Deswe-
gen ist es in doppelter Hinsicht interessant, die ermittelten Gehalte von 4-NP und 4-tert.-OP
mit denen anderer, teilweise estrogener Substanzen zu vergleichen. Die 4-NP-Gehalte lagen
bei 0,2 und 0,37 ug/kg und fir 4-tert.-OP bei 6,3 und 42,4 ng/kg. Man erkennt, dass die Ge-
halte an PCB oder DDT teilweise um den Faktor 100 bis 10.000 Uber denen fur die 4-AP
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liegen. Dies zeigt einerseits, dass die 4-NP-Belastung von Miittern und Sauglingen geringer
ist, aber andererseits beweist es wiederum, dass eine vollstandige Eliminierung im menschli-
chen Korper nicht stattfinden kann und es eine gewisse Grundbelastung des Menschen zu
geben scheint.

Tabelle 45: Gehalte von anderen, teilweise estrogenen Substanzen in Sauglings- und Kleinkin-

dernahrung

Gehalt Probenart Herkunft der |Literaturstelle
[Hg/kg bzw. pg/L] Werte

B-HCH: < NG -335,9 Kommerzielle Indien Mishra et al., 2002
p,p’-DDT: < NG -1,3 Sauglingsnahrung

p,p’-DDE: < NG - 3,0
Malathion: < NG — 26,8

PCDD: Kommerzielle USA Schecter et al.,
0,215-10°-1,701 - 103 Séauglingshahrung 2002

PCDF:

0,121-10°-0,317 - 10°

>-PCB:

0,579-10°-2,28-10°

p,p’-DDT: < NG - 0,7 Sauglingsanfangs- & | Neuseeland Cressey et al.,
p,p’-DDE: 0,03 - 0,5 Folgemilchnahrung 2003

andere Pestizide: 5 - 22
DDT: Dichlordiphenyltrichlorethan
DDE: Dichlordiphenyldichlorethan
HCH: Hexachlorcyclohexan

PCDD: polychlorierte Dibenzodioxine
PCDF: polychlorierte Dibenzofurane
PCB: polychlorierte Biphenyle
2-PCB: Summe der PCB

3.3. Biofilm- und Flusswasserproben: 4-NP und 4-tert.-OP-
Ergebnisse

3.3.1. Methodische Unterschiede

Wie in Kapitel 2.2.5. bereits erwdhnt, mussten die Biofilm- und Flusswasserproben direkt
nach der Probennahme konserviert werden. Durch die Zugabe einer entsprechenden Menge
an wassriger Formaldehyd-Lo6sung (Baker, 1L Glasflasche) wurden die Proben mit 1 % For-
maldehyd (v/v) konserviert. Diese je nach Probenvolumen unterschiedlichen Mengen an
Formaldehydldsung mussten sowohl bei der Blindwertextraktion als auch bei der Probenein-
waage berucksichtigt werden.

Da es sich bei dem Blindwert um einen reinen Chemikalien-Blindwert handelte, wurde vor
der Blindwertextraktion jeweils die Halfte der zur Probe zugesetzten Formaldehydlésung in
die zur Doppelbestimmung vorgesehenen Kolben gegeben. Somit war sicher gestellt, dass
eine eventuelle Kontamination an 4-NP und/oder 4-tert.-OP durch die Formaldehydlésung,
mitbertcksichtigt werden konnte, da der Blindwert immer vom Probenwert abgezogen wor-
den war.

Der Zusatz an Formaldehydlésung musste anschlieRend bei der Probeneinwaage auch
berlcksichtigt werden. Es wurde versucht, die Probenvolumina genau fiir die beiden Dop-
pelbestimmungen aufzuteilen. Dies klappte nicht immer, wie den Tabellen 117 bzw. 118 in
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Anhang 7.21. 'Ubersicht Giber 4-NP-Mengen in Biofilm- und Flusswasserproben nach dem
Verfahren fiir 4-NP und 4-tert.-OP’ bzw. 7.22. 'Ubersicht iber 4-tert.-OP-Mengen in Biofilm-
und Flusswasserproben nach dem Verfahren fiir 4-NP und 4-tert.-OP’ zu entnehmen ist. Bei
der Probe Biofilm 5 war es z.B. sehr schwierig durch einfaches Schitteln eine Homogenisie-
rung zu erreichen. Es standen aber fir solche Proben keine geeigneten Geratschaften zum
Homogenisieren zur Verfliigung. Es hatte sich aber bei den vorherigen Proben gezeigt, dass
die Absolutmassen der Blindwerte flr 4-NP und 4-tert.-OP durch den Zusatz der Formalde-
hydlésung nicht angestiegen waren. Deswegen konnte davon ausgegangen werden, dass
die Formaldehydlésung in Glasflaschen unbelastet war.

3.3.2. 4-NP- und 4-tert.-OP-Gehalte

Nach dem Analyseverfahren fir 4-NP und 4-tert.-OP wurden wie bereits erwahnt auch die
Biofilm- und Flusswasserproben analysiert. Dabei handelte es sich um insgesamt zehn Bio-
film- und vier Flusswasserproben. Die Biofilmproben waren an der Ruhr (sechs Proben), am
Rhein (eine Probe) und an der Niers (drei Proben) und die Flusswasserproben an der Ruhr
(eine Probe) und an der Niers (drei Proben) gesammelt worden (s. Tabelle 61: Anhang 7.7.:
Herkunft und Art der Biofilm- und Flusswasserproben). Dabei wurde die Flusswasserprobe 1
an derselben Stelle und zum selben Zeitpunkt wie Biofilm 2 gesammelt, die Flusswasserpro-
ben 2, 3 und 4 wie Biofilm 8, 9 und 10.

Die Bestimmung und Berechnung der Gehalte in den Biofilm- und Flusswasserproben erfolg-
te wie fur die Lebensmittel unter Kapitel 3.2.2. kurz beschrieben. In Abbildung 37 bzw. 38
sind die 4-NP- bzw. 4-tert.-OP-Gehalte in den Biofilm- und Flusswasserproben dargestellt
(s. Tabelle 117 bzw. 118 in Anhang 7.21. 'Ubersicht tiber 4-NP-Mengen in Biofilm- und
Flusswasserproben nach dem Verfahren fiir 4-NP und 4-tert.-OP’ bzw. 7.22. 'Ubersicht tber
4-tert.-OP-Mengen in Biofilm- und Flusswasserproben nach dem Verfahren fir 4-NP und 4-
tert.-OP’). Der Gehalt setzt sich aus dem Mittelwert einer Doppelbestimmung zusammen,
dessen Standardabweichung als Absolutwert in ug/kg bzw. ng/kg mittels Fehlerbalken dar-
gestellt wurde. Dabei bedeuten die Sterne hinter den Probenamen der Probe:

= 4-NP-Gehalt lag Uber 40 ug/kg, da die maximale Detektorleistung tberschrit-

ten war (halbquantitativer Wert).
. Ein Wert der Doppelbestimmung lag unterhalb der BG.

Wie bereits erwahnt, war die Probe 'Biofilm 9’ so stark belastet, dass die maximale Detektor-
leistung fur 4-NP Uberschritten worden war. In der Abbildung 39 erkennt man dies an den
Sternchen, die einen solchen, Ubersattigten Bereich kennzeichnen. Es war nicht mdglich, die
Probe noch mal aufzuarbeiten, da bei den Biofilm- und Flusswasserproben jeweils die kom-
plette Probe zur Analyse verwendet worden war. Deswegen wurde ein Teil des restlichen
Extraktes 1:10 verdiinnt und anschliel’end per HPLC-Fraktionierung aufgereinigt. Nach den
GC-Messungen stellte sich heraus, dass durch die Verdinnung des Extraktes die Konzentra-
tion des ISTD 4-n-NP so gering geworden war, dass eine Quantifizierung nicht mehr maéglich
war. Deswegen konnte der Gehalt an 4-NP nur als halbquantitativer Wert angegeben wer-
den.

108



Gehalt an 4-NP in pg/kg

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45

Biofilm 1 ] 0,25

Biofilm 2 3,90

Flusswasser 1 <NG/BG

Biofilm 3 :I 1,12

Biofilm 4 } 0,42

Biofilm 5 2,77

Biofilm 6 H 9,39
Biofim 7 ] 173

Biofilm 8 H 5,69

Flusswasser2 | 0,05

Biofilm 9 * >>40

Flusswasser 3 ] 0,25

Biofilm 10 —— 13,88

Flusswasser 4™ | 0,01

Abbildung 37: Ubersicht iiber 4-NP-Gehalte [ug/kg] in Biofilm- und Flusswasserproben nach
dem Verfahren fiir 4-NP und 4-tert.-OP (Fehlerbalken zeigen die Standardabweichung als
Absolutwert in pg/kg)

109



Biofilm 1

Biofilm 2

Flusswasser 1

Biofilm 3

Biofilm 4

Biofilm 5

Biofilm 6

Biofilm 7

Biofilm 8

Flusswasser 2

Biofilm 9

Flusswasser 3

Biofilm 10

Flusswasser 4

0

Gehalt an 4-tert.-OP in ng/kg

200

400 600 800 1000

1200

1400

1600

1800

2000

nicht

BG

bestimmt

156,8

11,7
85,5

+| 192,9

55,4

} 13,4

< NG/

BG

4 2814

3,8

855,4

1779,6

Abbildung 38: Ubersicht iiber 4-tert.-OP-Gehalte [ng/kg] in Biofilm- und Flusswasserproben
nach dem Verfahren fiir 4-NP und 4-tert.-OP (Fehlerbalken zeigen die Standardabweichung als
Absolutwert in ng/kg)
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Abbildung 39: GC-Chromatogramm der Probe 'Biofilm 9'

Des Weiteren lieRen sich mit Hilfe der in Kapitel 3.4.1. 'Koloniezahl-Bestimmung hete-
rotropher Bakterien’, Tabelle 51, angegebenen Werte die 4-AP-Gehalte der Biofilmproben
von pro kg Nassgewicht auf uyg/g Trockenmasse (TM) bzw. ng/g TM umrechnen. Tabelle 46
zeigt die entsprechend umgerechneten Werte.

Tabelle 46: Ubersicht iiber die umgerechneten 4-AP-Gehalte pro g Trockenmasse

Gehalt an Gehalt an Gehalt an Gehalt an
Probe 4-NP 4-NP 4-tert.-OP 4-tert.-OP
[ngl/kg] [ng/g TM] [ng/kg] [ng/g TM]
Biofilm 1 0,25 n.z.b. n. b. n.z.b.
Biofilm 2 3,90 n.z.b. 156,8 n.z.b.
Biofilm 3 1,12 2,26 28,1 56,8
Biofilm 4 0,42 0,60 111,7 158,9
Biofilm 5 2,77 3,90 85,5 120,4
Biofilm 6 9,39 191,57 192,9 3935,6
Biofilm 7 1,73 3,12 55,4 99,9
Biofilm 8 5,69 30,11 1779,6 9416,6
Biofilm 9 >> 40 n.z.b. 855,4 1916,7
Biofilm 10 13,88 60,42 2814 1224,9

TM: Trockenmasse
n. b.: nicht bestimmt
n.z.b.: nicht zu berechnen
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Es zeigte sich, dass die 4-AP-Gehalte pro g TM maximal um Faktor 20 anstiegen, abhangig
vom jeweiligen Wassergehalt der Biofilmprobe. Fir 4-NP ergaben sich Werte von 0,60 —
191,57 ug/g TM und fir 4-tert.-OP von 56,8 — 9416,6 ng/g TM.

Verhiltnisse der 4-AP:
Zur Berechnung der prozentualen Verhaltnisse zwischen 4-tert.-OP und 4-NP bei Proben,
die mit einem Stern gekennzeichnet waren, ging man wie folgt vor:
= Die Berechnung erfolgte mit Hilfe des Mittelwertes der Doppelbestimmung, aber
der 4-NP-Gehalt lag Uber 40 pg/kg, da die maximale Detektorleistung tber-
schritten war (halbquantitativer Wert).
= **  Da ein Wert der Doppelbestimmung unterhalb der BG lag, verwendete man den
anderen Wert zur Berechnung des Verhaltnisses.

Tabelle 47: Gehalte der 4-AP in Biofilm- und Flusswasser-Proben und die berechneten Verhalt-

nisse von 4-tert.-OP / 4-NP

Gehalt an Gehalt an Verhiltnis

Probe Datum 4-NP 4-tert.-OP 4-tert.-OP / 4-NP

[ng/kg] [ng/kd] [%]
Biofilm 1 29.10.01 0,25 n. b. -
Biofilm 2 14.03.02 3,90 156,8 4,0
Flusswasser 1 14.03.02 <NG/BG <NG/BG -
Biofilm 3 12.06.02 1,12 28,1 2,5
Biofilm 4 12.06.02 0,42 111,7 26,6
Biofilm 5 01.08.02 2,77 85,5 3,1
Biofilm 6 01.08.02 9,39 192,9 21
Biofilm 7 01.08.02 1,73 55,4 3,2
Biofilm 8 03.12.02 5,69 1779,6 31,3
Flusswasser 2 03.12.02 0,05 13,4 26,8
Biofilm 9 03.12.02 >>40* 855,4 <<2,0
Flusswasser 3 03.12.02 0,25 <NG/BG -
Biofilm 10 03.12.02 13,88 281,4 2,0
Flusswasser 4 03.12.02 0,01 ** 3,8 38,0
Mittelwert (>6,1) (324,0) 12,4

n. b.: nicht bestimmt

Wie der Tabelle 47 zu entnehmen ist, schwankten die Verhaltnisse relativ stark. Die Pro-
zentwerte lagen zwischen weniger als 2 % und 38 %. Deswegen war es unmdglich, vom 4-
NP-Gehalt Ruckschlisse auf den Gehalt an 4-tert.-OP in ein und derselben Biofilm- bzw.
Flusswasserprobe zu ziehen. Dies konnte mit Einleitungen von unterschiedlich stark belaste-
ten Abwassern an verschiedenen Stellen des jeweiligen Flusses zusammenhangen. Auffallig
sind die hohen Gehalte sowohl flir 4-NP als auch flr 4-tert.-OP in den Biofilmproben 8, 9 und
10, die alle an der Niers gesammelt worden waren. Diese hohen Gehalte konnten wie folgt
erklart werden: bis zu 30 % der geklarten Abwasser, die in die Niers geleitet werden, stam-
men aus der Textilindustrie [Reichert, 2002], wo 4-APEO immer noch Verwendung finden.
Blackburn et al., 1995, und Tanghe et al., 1999, berichteten von einer noch hoheren Belas-
tung von englischen bzw. belgischen Gewassern. Durch Abwasser aus der Textilindustrie
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wiesen sie Gehalte an 4-NP von 180 pg/L in Flusswasser bzw. von 122 und 330 pg/L in
einem Klaranlagenablauf nach.

Wenn man die gemessenen Gehalte in den Flusswasserproben der Ruhr und der Niers mit
den LC50-Werten nach 96 h Exposition mit 4-NP vergleicht, besteht keine Gefahr fur eine
akute Vergiftung aquatischer Lebewesen. Nach Servos, 1999, lagen die LC50-Werte (96 h)
fur 22 verschiedene Fisch-Spezies zwischen 17 und 3000 pg/L, wobei die meisten zwischen
100 und 300 pg/L lagen. Fur wirbellose Tiere schwankten die Werte zwischen 20 und 3000
Mg/l und far Algen zwischen 27 und 2500 ug/L. Am empfindlichsten waren Regenbogenfo-
rellen im frGhen Stadium; sie wiesen nach einer 90 Tage Exposition mit 4-NP einen LOEC-
Wert von 10,3 pg/l und mit 4-tert.-OP von 11 ug/L auf.

Der Mittelwert von 12,4 % der prozentualen Verhaltnisse von 4-tert.-OP zu 4-NP lag schon
wesentlich ndher am theoretischen Wert, der aus den dargestellten Mengen fir die 4-APEO
abgeleitet wurde (s. Kapitel 1.1.1.). Trotzdem wird es in Zukunft wichtig sein, sowohl den
Gehalt an 4-NP, als auch den Gehalt an 4-tert.-OP bestimmen zu konnen. Zum einen mus-
sen diese stichprobenartigen Ergebnisse abgesichert und die verschiedenen Eintragswege
der 4-AP aufgezeigt werden kdnnen. Zum anderen muss aufgrund der Unterschiede in der
estrogenen Aktivitat und der letalen Konzentration fiir die verschiedensten Wasserlebewesen
der genaue Gehalt der 4-AP in Biofilmen und Gewassern bekannt sein, um Aussagen Uber
toxikologische Risiken treffen zu kénnen. Da die Gehalte in den Biofilmen wesentlich héher
lagen als in den Flusswasserproben, ist auch eine getrennte Quantifizierung von 4-NP und 4-
tert.-OP zur Berechnung der jeweiligen Akkumulationsfaktoren (s. Kapitel 3.3.3.) nétig.

20.0 - M Bioflim 2 4-NP (technisches Gemisch)

18,0 - I
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I I
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Abbildung 40: Isomerenverteilung fiir Biofilm 2 im Vergleich zum technischen 4-NP
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Isomerenspezifische Auswertung:

Wie auch fir die Lebensmittel (s. Kapitel 3.2.2.) so wurde auch fiir die Biofilm- und Fluss-
wasserproben eine isomerenspezifische Auswertung vorgenommen. Abbildung 40 zeigt
beispielhaft die Isomerenverteilung fur den Biofilm 2. Die Berechnung und Darstellung
entspricht der in Kapitel 3.2.1. bereits beschriebenen und gezeigten Art und Weise.
Weitere Diagramme der restlichen Proben und alle dazugehérigen Tabellen finden sich ab
Tabelle 119 in ’Anhang 7.23.: Isomerenverteilung von 4-NP fir die Biofilm- und Flusswas-
serproben im Vergleich zum technischen 4-NP”’.

Eine komplette Ubersicht tiber die 4-NP-Isomerenverteilungen aller Biofilm- und Flusswas-
serproben, die nach dem Analyseverfahren fir 4-NP und 4-tert.-OP analysiert wurden, gibt
Tabelle 48. Die Berechnung und Darstellung erfolgte analog zu Kapitel 3.2.1.

Wenn man die Werte in der Spalte 'Summe Uber die Proben ..." der drei Biofilm- (BF 2, 8
und 9) mit denen der drei Flusswasserproben (FW 1, 2 und 3) verglich, fiel auf, dass die
Werte bei den Flusswasserproben ein wenig groRer waren. Dies bedeutet, dass die Unter-
schiede in der Isomerenverteilung zwischen der Probe und dem technischen 4-NP in den
Flusswasserproben groRer waren. Dies kdnnte damit zusammenhangen, dass durch die
biologischen Abbauprozesse eine Angleichung der Isomerenverteilungen in den Biofilmen
effektiver vollzogen wurde, als im Flusswasser, in das 4-NPEO-haltige Abwasser unter-
schiedlichster Herkunft mit wahrscheinlich verschiedenen 4-NP-lsomerenmuster eingelei-
tet worden waren.

Tabelle 48: Ubersicht liber die Differenzen der Verteilungen der einzelnen Isomere zwischen
der jeweiligen Biofilm- bzw. Flusswasserprobe (Blindwert korrigiert) und dem technischen 4-
NP bestimmt nach dem Analysenverfahren fiir 4-NP und 4-tert.-OP. Ein negativer Wert bedeu-
tet, dass der Anteil des Isomers in der Probe kleiner, ein positiver, dass der Anteil in der Probe
groRer als in dem technischen 4-NP war.

4-NP Summe
Peak BF1 | BF2 | BF3 | BF4 | BF5 | BF6 | BF7 | BF8 | BF9 [BF 10|lber alle
Proben
1 0,2 1,2 | -1,8 1,1 2,0 06 | -1,3 | -0,2 1,5 0,7 4,0
2 356|101 -411]-38|-22]|-12]|-29)| 03| -08]-20]| -134
3 46 | 12 | -74 | 63| -18|-49 | 89 | -21 | -3,8 | -6,0 | -19,9
4 68 | 05 | -27 | 2,3 2,2 0,7 5,6 0,1 -0,7 | -2,0 -0,9
5 29| 13| -31|-35|-17]|-34)|-21)|-03]|-18]-16 | -21,6
6 4.4 2,9 2,3 4,9 7,7 53 | 46 | 2,0 3,3 2,1 30,3
7 15| -08 ] -08 1| -04 ] 09 3,1 49 | 0,8 1,3 0,5 -1,8
8 171 -07]-09]|-05]-03]|-05]-0,7] -01 0,6 1,0 -3,9
9 2,1 1,8 6,6 6,2 3,2 39 | -0,8 1,4 4,0 6,8 35,2
10 29| 28| 70 | 25| 95| -49 | 40 | 1,8 | 46 | -3,5 | -21,6
11 1,0 0,5 4,9 25 | -04 1,2 | -1,2 | -0,1 1,0 4,0 13,5
Summe
uber alle| 31,4 | 13,7 | 415 | 339 | 31,8 | 29,7 | 370 | 9,1 | 23,5 | 30,1 -
Isomere:
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Fortsetzung Tabelle 48:

4-NP Summe Uber Summe Uber
Peak FW1 | FW2 | FW3|FW4 | die Proben | die Proben
FW 1,2 und 3|BF 2,8 und 9
1 8,1 1,6 0,9 1,1 10,5 2,5
2 -04 | 0,2 | -0,2 | 0,1 -0,4 -0,7
3 20 | 21 | -3,0 | -9,5 -3,1 -7,0
4 31 73 | 01| 125 4.1 -0,1
5 1,7 26 | -0,8 | -44 3,5 -3,3
6 09 | -0,3 | 41 6,9 4,7 8,2
7 41 | -24 | 1,7 | -0,3 -4,9 1,3
8 -06 | 1,2 | 08 | -0,5 -1,0 -0,2
9 -0,8 | -0,5 | 3,6 6,5 2,3 7,2
10 2,7 | -3,7 | -6,4 |-12,5 -12,7 -9,3
11 -1,0| 1,5 | -0,6 | -0,1 -3,1 1,4
Summe
Uberalle| 25,3 | 23,5 | 22,2 | 54,5 - -
Isomere:
Proben die kleiner als NG/BG waren, sind farbig hinterlegt und
wurden nicht mit in der Summenberechnung berticksichtigt.
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Nr. des 4-NP-lsomers

Abbildung 41: Vergleich der Differenzen in den Isomerenverteilungen zwischen Biofilm- (BF)
und der entsprechenden Flusswasserprobe (FW)
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Die Differenz der prozentualen Verteilungen eines jeden Isomers (s. ab Tabelle 119: Anhang
7.23.: Isomerenverteilung von 4-NP flr die Biofilm- und Flusswasserproben im Vergleich
zum technischen 4-NP) zwischen der Biofilm- und der entsprechenden Flusswasserprobe
wurde gebildet und, wie in Abbildung 41 abgebildet, in einem Diagramm auftragen (s. Tabel-
le 133: Anhang 7.24.: Differenzen prozentualer 4-NP-Verteilungen zwischen der Biofilm- und
der entsprechenden Flusswasserprobe). Dabei bedeutete ein negativer Wert, dass dieses
Isomer im Verhaltnis einen kleineren Anteil in der Biofilm- als in der Flusswasserprobe hatte.
Im Gegensatz dazu, bedeutete ein positiver Wert, dass der Anteil des Isomers in der Biofilm-
groéRer als in der Flusswasserprobe war.

Fur Isomer 1, 3 und 5 war ein negativer Trend feststellbar, was vermuten liel3, dass bei die-
sen Isomeren entweder ein verstarkter, biologischer Abbau im Biofilm und/oder eine Diskri-
minierung bei der Akkumulation dieser Isomere stattgefunden haben musste. Im Gegensatz
dazu zeigten die Isomere 6, 7, 9, 10 und 11 einen positiven Trend. Analog konnte man ver-
muten, dass diese Isomere entweder im Biofilm schwerer biologisch abbaubar sind und/oder
bei der Akkumulation bevorzugt wurden. Bei den restlichen Isomeren war kein Trend fest-
stellbar, da sowohl negative als auch positive vorlagen.

3.3.3. Akkumulation in Biofilmen

In der Literatur waren immer wieder Artikel zu finden, die sich mit der Bioakkumulation, der
Biokonzentration, dem Sorptionsverhalten von Biofilmen oder der Verteilung zwischen wass-
riger Phase und Biofilm im Bezug auf Umweltkontaminanten befassten. Zum einen wurde die
Sorption von verschiedenen Schwermetallen, wie z.B. Kupfer und Cadmium, die an den
Carboxylgruppen der Polysacharide adsorbieren oder auch von Zink und Nickel, die an den
Oberflachen der Zellen adsorbieren, vor allem in Klarschlamm erwahnt [Flemming et al.,
2001b und 2002]. Zum anderen fuhrten Artikel auch immer wieder die Sorption von organi-
schen Kontaminanten an. So beschrieben Wolfaardt et al., 1995, die Akkumulation des Her-
bizides Diclofop-methyl in der Biofilmmatrix, wobei es als einzige Kohlenstoffquelle vorlie-
gend auch abgebaut wurde. Nach Brunk et al., 1997, war die Sorption von Phenanthren
anhangig vom Salzgehalt des Wassers. Mit steigendem Salzgehalt stieg der Sorptionskoeffi-
zient an, womit nach Brunk et al., 1997, zumindest teilweise eine verstarkte Akkumulation
von organischen Umweltkontaminanten im Bereich von Flussmindungen erklart werden
konnte. Nach Wang et al., 2002, war die Adsorption von 4-Chlorphenol abhangig vom pH-
Wert. Headley et al., 1998, wiesen flr verschiedene organische Kontaminanten, wie z.B.
DDT und Atrazin, Sorptionsraten von 8 bis 370 nach. Dabei stellten sie fest, dass die Sorpti-
onsraten und die Verteilung in Biofilmen linear mit dem log Kow-Wert (Spanne fir die unter-
suchten Substanzen: 0,1 bis 1.000.000) anstiegen und linear mit der Wasserl6slichkeit
(Spanne fur die untersuchten Substanzen: 0,001 bis 50.000 mg/L) abnahmen.

Deswegen wurden, wie bereits erwahnt, an denselben Stellen, wo die Biofilme 2, 8, 9 und 10
gesammelt worden waren, zur selben Zeit auch Flusswasserproben entnommen (Flusswas-
ser 1, 2, 3 und 4). Dadurch war die Berechnung eines Akkumulationsfaktors vom Flusswas-
ser in den Biofilm fir 4-NP und 4-tert.-OP moglich. Dies erfolgte mittels folgender Gleichung:
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Akkumulationsfakor (4 —AP) =

Gehalt (4- AP) im Biofilm n

Gehalt (4-AP) im Flusswasser n

Gleichung 26

Daraus ergaben sich entsprechende Akkumulationsfaktoren unter Berucksichtigung folgen-
der Vorgehensweisen:

™ *

Die Berechnung erfolgte mit Hilfe des Mittelwertes der Doppelbestimmung,

aber der 4-NP-Gehalt lag Uber 40 ug/kg, da die maximale Detektorleistung Uber-
schritten war (halbquantitativer Wert).
= ** Ein Wert der Doppelbestimmung lag unterhalb der BG. Man verwendete den
anderen Wert zur Berechnung des Akkumulationsfaktors.

Tabelle 49: Akkumulationsfaktoren fiir 4-NP und 4-tert.-OP

Probe Datum Gehalt an | Akkumulations- | Gehalt an | Akkumulations-
4-NP faktor fiir 4-tert.-OP faktor fiir
[na/kg] 4-NP [ng/kd] 4-tert.-OP
Biofilm 2 14.03.02 3,90 156,8
n.z.b. n.z.b.
Flusswasser 1 14.03.02 <NG/BG <NG/BG
Biofilm 8 03.12.02 5,69 114 1779,6 133
Flusswasser 2 03.12.02 0,05 13,4
Biofilm 9 03.12.02 >>40* 855.,4
>> 172 n.z.b.
Flusswasser 3 03.12.02 0,25 <NG/BG
Biofilm 10 03.12.02 13,88 1388 281,4 74
Flusswasser 4 03.12.02 0,01 ** 3,8

n.z.b.: nicht zu berechnen

3.3.4. Interpretation der 4-NP- und 4-tert.-OP-Ergebnisse fiir die Biofilm- und
Flusswasserproben

Der Tabelle 47 ist zu entnehmen, dass 4-NP in allen Biofilm- und Flussproben bestimmt
werden konnte, wobei in einer Flusswasserprobe der Wert unter NG/BG lag. 4-tert.-OP wur-
de ebenfalls in allen Biofilmproben nachgewiesen. In den Flusswasserproben waren dagegen
zwei Werte kleiner NG/BG. Die hdheren Gehalte belegen, dass 4-NP (< NG - >> 40 ug/kg) als
der wichtigere Kontaminant in der limnischen Umwelt im Vergleich zu 4-tert.-OP (< NG -
1779,6 ng/kg) anzusehen ist.

Im Vergleich zu anderen organischen Umweltkontaminanten (Pharmazeutika, Hormone,
Phthalate u.a.) lag 4-NP an der 7. Stelle was die Haufigkeit bei Flusswasser-Untersuchungen
in den USA zwischen 1999 und 2000 betraf [Kolpin et al., 2002]. 4-NP wurde in 50,6 % der
Proben mit Gehalten zwischen 0,5 und 40 pg/L wieder gefunden. 4-NP1EO und 4-NP2EO
wurden in 45,9 bzw. 36,5 % der Proben wieder gefunden. Derbalah et al., 2003, wies 4-NP
mit einer Haufigkeit von 91,3 % in japanischen Flissen nach. Dabei waren die 4-NP-Gehalte
immer hdher als die untersuchten Pestizide. Die schlechte Korrelation zwischen Pestizid-
und 4-NP-Gehalten deutete nach Derbalah et al., 2003, auf unterschiedliche Kontaminati-
onsquellen hin.

Fur die Akkumulationsfaktoren wurden nach Tabelle 49 folgende Werte berechnet: fir 4-NP
von 114 bis 1388 und flr 4-tert.-OP bei 74 und 133. Nach Servos, 1999, lagen die Biokon-
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zentrationsfaktoren (Bio Concentration Factors, BCF) von 4-NP fiir mehrere Fisch-Spezies
zwischen 0,9 und 741. Ferreira-Leach et al., 2000 und 2001, kamen fir 4-tert.-OP auf BCF-
Werte von 346 bis 1134 in Fischbrut von Plétzen (Rutilus rutilus) und flir Regenbogenforellen
(Oncorhynchus mykiss) auf 471 im ganzen Fisch, 1190 im Fett und 101 im Muskelgewebe.
Fir andere aquatische Lebewesen, wie z.B. Algen und wirbellose Tiere, lagen nach Servos,
1999, die Werte zwischen 1,4 und 3400. Damit zeigte sich, dass die berechneten Akkumula-
tionsfaktoren gut mit den Biokonzentrationsfaktoren aus der Literatur Ubereinstimmten. Ge-
nerell ist die Biokonzentration von 4-NP unter Laborbedingungen gering bis mafig und der
Abbau sehr schnell. Im Gegensatz dazu scheint es in der Dynamik zwischen Abbau und
Akkumulation, zwischen Flusswasser und Biofilmen, keinen kompletten Abbau in der aquati-
schen Umwelt zu geben. Die Gehalte der Biofilmproben belegen dies.

Labare et al, 1997, kamen flir ein anderes Xenoestrogen, Tributyl-Zinn (TBT), auf Biokon-
zentrationsfaktoren in Biofilme des Mikroorganismus Shewanella colwelliana von 380 bzw.
95,6, je nach TBT-Gehalt im Wasser. Auf die Austern-Larven hatten diese TBT-Gehalte im
Wasser keine Effekte, aber durch die Biokonzentration dhnlich hoher Gehalte im Wasser war
unter anderem eine Hemmung der Metamorphose der Versuchstiere beobachtbar. Dies
zeigte, wie wichtig es sein kann, nicht nur die Konzentrationen von bestimmten Umweltkon-
taminanten im Wasser, sondern auch deren Gehalte in Biofiimen bzw. Akkumulationsfakto-
ren zu kennen. Dies ist vor allem flir aquatische Kleinstlebewesen wichtig, da Biofilme nicht
nur aus Bakterien und ihren EPS bestehen, sondern in der Regel aus Mischpopulationen
unterschiedlichster Mikroorganismen-Arten. Meist dominieren die Bakterien, aber es kdnnen
auch betrachtliche Anteile an Algen, Pilzen und Protozoen vorhanden sein. Aber auch mehr-
zellige Organismen, die am Beginn der Nahrungskette stehen, wie z.B. Fadenwirmer, Mil-
ben und Insektenlarven kénnen vorkommen [Flemming et al., 2001a].

Tabelle 50 gibt einen Uberblick lber die niedrigsten Konzentrationen, die bei den angegebe-
nen aquatischen Lebewesen noch eine estrogene Wirkung erzielten (LOEC = Low Obser-
vable Effect Concentration). Wenn man die Konzentrationen mit den ermittelten Gehalten in
Flusswasser- und Biofilmproben (s. Tabelle 47) vergleicht, erkennt man, dass die Gehalte in
den Flusswasserproben keinen estrogenen Effekt ausiben kénnen. Durch die Bioakkumula-
tion in Biofilmen, die als Lebensraum fir einige der aufgeflihrten Lebewesen angesehen
werden konnen, werden teilweise Konzentrationen erreicht, die fir alle Lebewesen den
LOEC-Wert Uberschreiten.

Neben der Bestimmung der Gehalte und der Ermittlung von LOEC-Werten ist aber auch eine
Charakterisierung bzw. Untersuchung der Biofilme im Hinblick auf ihr Sorptionsverhalten
wichtig. Die folgenden Literaturstellen belegen dies auf unterschiedlichste Art und Weise:
= Schmitt et al., 1995, fand heraus, dass Biofilme auf adsorbierte Stoffe physiologisch
reagieren. Die Sorption von Toluol an einen Biofilm von Pseudomonas putida flihrte
zu einer Zunahme der EPS-Produktion und anschlielend zur Zunahme der sauren
Gruppen.
= Spath et al., 1998 stellten fest, dass nach Zugabe zu einem Biofilm tber 60 % einer
Mischung von hydrophoben Substanzen (Benzen, Toulen und m-Xylen) in den hoch
hydratisierten EPS akkumulieren kénnen.
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= Abadi et al., 2000 fanden heraus, dass es bei dem Ausmal} der Sorption und der Ab-
baubarkeit von Kohlenwasserstoffen (Ol) Unterschiede zwischen sesshafter und ge-
l6ster Biomasse gab. So adsorbierte sesshafte Biomassse mehr Ol als geldste Bio-

masse.

= Lawrence et al., 2001 untersuchten die Sorption und den Abbau von zwei Herbiziden,
Atrazin und Diclofop-methyl, in einem Fluss-Biofilm. Beide Herbizide wurden adsor-
biert und metabolisiert. Dabei war die Mineralisierung beider Herbizide zu CO, kleiner
als 1 %. Des Weiteren wurde Atrazin nur von einem einzigen Mikrokolonie-Typ ad-
sorbiert, der 3,8 % des Biofilm-Volumens ausmachte.

Tabelle 50: Uberblick iiber die LOEC-Werte von 4-AP im Bezug auf estrogene Wirkungen fiir
aquatische Lebewesen

Niedrigste Kon-

zentration mit Lebewesen Endpunkt Literatur
Effekt
4-NP: 10 pg/L Regenbogenforelle Vittelogenin(VTG)-mRNA- Lech et al.,
(Oncorhynchus mykiss) | Expression 1996
4-NP: 27,1 ug/L japanischer Reisfisch Verschobenes Verhaltnis von | Gray et al.,
(Oryzias latipes) Mannchen zu Weibchen und | 1997
Intersex-Ausbildung bei
Mannchen
4-NP: 10 pg/L Amphipode verzdgertes Wachstum Brown et al.,
(Corophium volutator) 1999
4-NP: 0,5 pg/L Mosquito-Fisch nicht komplette Ausbildung Dreze et al.,
(Gambusia holbrooki) einer Anal-Flosse (fur Mann- | 2000
chen charakteristisches
Merkmal)
4-NP: 44 pg/L Schalentier Abnormalitaten bei der Ent- | LeBlanc et
(Daphnia magna) wicklung al., 2000
4-tert.-OP: 1 pg/L | SGRwasserschnecke Super-Weibchen mit zusatzli- | Oehlmann et
(Marisa cornuarietis) chen weiblichen Sexualorga- |al., 2000
nen
Salzwasserschnecke Verkleinerung des Penis und
(Nucella lapillus) der Prostata-Drise
4-NP: 0,7 pg/L Regenbogenforelle Reduktion des Follikel stimu- | Harris et al.,
(Oncorhynchus mykiss) |lierenden Hormons (FSH) 2001
und die FSH-Gen-Expression
4-NP: 8,3 pg/L wahrend friher Ovarian-
Entwicklung 16st VTG-
Synthese aus
4-NP: 0,1 pg/L japanischer Reisfisch Bildung von fir Weibchen Tabata et al.,
(Oryzias latipes) spezifische Proteine 2001
4-NP: 0,64 pg/L Edelsteinkarpfling Vittelogenin(VTG)-mRNA- Hemmer et
(Cyprinodon variegatus) | Expression auf niedrigem al., 2001
Level
4-NP: 5,4 pg/L starke Vittelogenin(VTG)-
MRNA-Expression
4-NP: 0,2 pg/L Schwertisch Wachstum gestort Kwak et al.,
4-NP. 4 pg/L (Xiphophorus helleri) Vittelogenin(VTG)-mRNA- 2001
Expression
4-NP: 3,4 ug/kg Dickkopfelritze stark gestorte Eiproduktion Giesy et al.,
(Pimethales promelas) 2001
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Fortsetzung Tabelle 50:

4-tert.-OP: Zebrafisch Reduktion der Eierstdcke bei |Van den Belt
25 ug/L (Danio rerio) nicht laichenden Weibchen et al., 2001
4-NP: Regenbogenforelle Vittelogenin(VTG)-mRNA- Thorpe et
6,1-6,4 ug/L (Oncorhynchus mykiss) Expression al., 2001
17B-Estradiol:

4,7-7,9ng/L

Es bleibt festzuhalten, dass allgemeingliltige Aussagen im Bezug auf das Sorptionsverhalten
von Biofilmen sehr problematisch sind. Entweder untersucht man Mischbiofilme, die in der
Natur vorkommen und eine extremen Vielfalt an EPS-Molekilen besitzen, oder man fihrt
Sorptionsstudien an definierten Reinkulturen durch, die jedoch recht artifizielle Systeme
darstellen.

3.4. Biofilm- und Flusswasserproben: Ergebnisse der Charakterisie-
rung

3.4.1. Koloniezahl-Bestimmung heterotropher Bakterien

Wie in Kapitel 2.4.1. beschrieben, erfolgte die Bestimmung der Koloniezahl heterotropher
Bakterien nach dem Standardverfahren zur Quantifizierung der Koloniezahlen heterotropher
Wasserbakterien (HPC-Bestimmung). In Tabelle 51 sind die Ergebnisse der HPC-
Bestimmung fiir die einzelnen Biofilme aufgefihrt.

Tabelle 51: Ubersicht iiber die Koloniezahlen der Biofilmproben

Probe HPC-Bestimmung HPC-Bestimmung
[KbE / mL] [KbE / g TM]

Biofilm 1 n.b. n.b.
Biofilm 2 2,12 - 107 n.b.
Biofilm 3 9,80 - 107 1,98 - 108
Biofilm 4 7,03 - 107 1,00 - 108
Biofilm 5 1,79 - 107 2,52 - 10’
Biofilm 6 9,95 - 10° 2,03 - 108
Biofilm 7 2,28 - 107 4,11 -10"
Biofilm 8 1,75 - 108 9,26 - 108
Biofilm 9 7,23 - 107 1,62 - 108
Biofilm 10 5,33 - 107 2,32 - 108

KbE: Kolonie bildende Einheiten

TM: Trockenmasse

n.b.: nicht bestimmt

In der Regel ist es so, dass man in Proben von oligotrophen, aquatischen Standorten mit
mikrobiologischen Kultivierungsverfahren maximal 0,1 % bis 1 % der insgesamt vorhandenen
Mikroorganismen nachweisen kann. Deshalb war davon auszugehen, dass in den untersuch-
ten Proben die Gesamtzellzahlen entsprechend zwei bis drei Zehnerpotenzen Uber den
Koloniezahlwerten lagen. Wenn man die Werte der auf die Trockenmasse bezogenen Kolo-
niezahlen verglich, so war festzuhalten, dass die Koloniezahlen etwa in der GréRenordnung
von 107 bis 10® KbE pro g TM schwankten; die Gesamtzellzahlen wéren entsprechend héher
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gewesen (s. Kapitel 3.2.4.). Es handelte sich hierbei um GréRenordnungen, die flr Schlam-
me und Gewassersedimente - soweit angegeben - auch in der Literatur zu finden waren
[Wuertz et al., 2003].

3.4.2. Bestimmung wichtiger Inhaltsstoffe

Wie bereits erwahnt, gehdéren zu den wichtigsten Inhaltsstoffen von Biofilmen und den EPS
die Kohlenhydrate, Uronsauren, Proteine und Huminstoffe. Tabelle 52 gibt eine Ubersicht
Uber die Ergebnisse der biochemischen Verfahren.

Tabelle 52: Ubersicht iiber die Ergebnisse der Bestimmung wichtiger Inhaltsstoffe in den
Biofilmproben

Probe Fraktion Kohlenhydrate Proteine Huminstoffe | Uronsauren
[mg/g TM] [mg/gTM] | [mg/gTM] | [mg/g TM]

Biofilm 1 |—Biofilm n.b. n.b. n. b, n. b.
EPS n. b. n. b. n. b. n. b.

e Biofilm n. b. n. b. n. b. n.b.
Biofilm 2 EPS ) o . -0
Biofilm 3 |—Biofilm 6.4 16,9 112,8 n.n.
EPS 0,005 n. n. 0,13 n.n.

Biofilm 4 |—biofilm 6.2 5,6 114,2 non.
EPS 0,01 0,01 0,17 n. n.

Biofilm 5 |—Biofilm 4,08 n.a. n.a. n.n.
EPS 0,01 n. a. n. a. n. n.

Biofim6 | —Biofilm 4,83 58,7 9,76 n.n.
EPS 0,62 1,94 2,05 n. n.

Biofilm 7 Biofilm 1,30 6,75 12,64 n.n.
EPS 0,02 0,01 0,17 n. n.

Biofilm 8 |—Biofilm 38,6 23,7 1515 n. n.
EPS 0,08 0,06 0,26 n. n.

Biofimg | Biofilm 16,7 3,0 544 n.n.
EPS 0,05 0,02 0,1 n. n.

Biofilm 10 |—Biofilm 10,6 2,6 20,9 n.n.
EPS 0,06 0,05 0,09 n. n.

TM: Trockenmasse

n. b.: nicht bestimmt

n. n.: nicht nachgewiesen

n. a.: nicht auswertbar; aus unbekannten Grinden erfolgte eine Trlibung der
Ansatze wahrend der Bestimmung der Inhaltsstoffe.

Bei den Ergebnissen fiel als erstes auf, dass die Uronsauren weder in den Biofilm- noch in
den EPS-Proben nachweisbar waren. Dabei handelte es sich bei der von Filisetti-Cozzi et
al., 1991, beschriebenen Methode flr den Nachweis von Uronsauren um eine relativ emp-
findliche, die auch bei Anwesenheit von neutralen Zuckern funktioniert hatte. Des Weiteren
zeigte sich, dass die Konzentrationen der Huminstoffe fast immer am gré3ten waren. Wenn
man bedenkt, dass Huminstoffe ubiquitéar in Oberflachengewassern vorkommen, so kann
vermutet werden, dass sie zu einem grof3en Teil an Biofilmen adsorbiert werden.

Bei der hier angewandten Methode zur Extraktion der EPS nach Frglund et al., 1996, wurden
mit Hilfe eines Kationenaustauscher-Harzes die wasserldslichen EPS aus den Biofilmen
extrahiert. Dabei handelte es sich teilweise um eine chemische — Entfernung von divalenten
Kationen (z.B. Ca?*), als auch um eine mechanische Extraktion, da im Anschluss eine Hoch-
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geschwindigkeitszentrifugation (Scherkrafte) zur Abtrennung der EPS durchgeflihrt wurde.
Nach der Abtrennung erfolgte die Bestimmung der wichtigsten Inhaltsstoffe der EPS, um sich
einen Uberblick tUber die mengenmaBige Zusammensetzung bzw. Verteilung machen zu
koénnen (s. Tabelle 52). Diese Verteilung kann von verschiedenen Faktoren abhangig sein:
= Art und Herkunft des Biofilms
= verwendete Extraktionsmethode fiir die EPS (mechanisch und/oder chemisch) mit va-
riablen Parametern
= verwendete Analysenverfahren zur Bestimmung der biochemischen Zusammenset-
zung

In unserem Fall waren sowohl die Analysenverfahren zur Bestimmung der biochemischen
Zusammensetzung und die Extraktionsmethode mit den variablen Parametern bei allen Bio-
filmen identisch. Zusatzlich war die Art der Biofime 1, 2, 6 und 10 (oberste Sediment-
Schicht) und die der Biofilme 3 — 5 und 7 — 9 (epilithische Biofilme) gleich. Des Weiteren
handelte es sich bei allen Biofilmproben um Flusswasser-Biofilme — teilweise aus denselben
Flissen, aber die einzelnen Probenahmestellen unterschieden sich (s. Anhang 7.7. 'Herkunft
und Art der Biofilm- und Flusswasserproben’). Tabelle 53 zeigt in den ersten drei Spalten
eine Ubersicht tber die gebildeten Verhaltnisse der Konzentrationen der drei nachgewiese-
nen Inhaltsstoffe zueinander in den EPS. Zusatzlich sind in den letzten drei Spalten die Ver-
haltnisse der Biofilm- zu den EPS-Konzentrationen des jeweiligen Inhaltsstoffes ausgerech-
net worden.

Tabelle 53: Ubersicht liber die Verhiltnisse der Konzentrationen der Inhaltsstoffe zueinander in

den EPS und uber die Verhidltnisse der Biofilm- zu den EPS-Konzentrationen des jeweiligen
Inhaltsstoffes

Probe HS-: Pr- HS- : KH- Pr-: KH- | BF-: EPS- | BF-: EPS- | BF-: EPS-
Wert Wert Wert KH-Wert Pr.-Wert HS-Wert
Biofilm 1 - - - - - -
Biofilm 2 - - - - - -
Biofilm 6 1,1 3,3 3,1 8 30 5
Biofilm 10 1,8 1,5 0,8 177 52 232
Biofilm 3 - 26,0 - 1280 868
Biofilm 4 17,0 17,0 1,0 620 560 672
Biofilm 5 - - - 408 - -
Biofilm 7 17,0 8,5 0,5 65 675 74
Biofilm 8 4,3 3,3 0,8 483 395 583
Biofilm 9 5,0 2,0 0,4 334 150 544

HS-Wert: Konzentration der Huminstoffe
KH-Wert: Konzentration der Kohlenhydrate
Pr-Wert: Konzentration der Proteine

BF: Biofilm

Trotz der identischen Extraktions- und Analysenbedingungen sind sowohl bei den epilithi-
schen als auch bei den Biofilmen, die aus der obersten Sediment-Schicht bestanden, keiner-
lei Ahnlichkeiten oder Trends feststellbar gewesen. Dies galt sowohl fiir die Verhéltnisse der
Konzentrationen der drei nachgewiesenen Inhaltsstoffe in den EPS zueinander, als auch fiir
die Verhaltnisse der Biofilm- zu den EPS-Konzentrationen des jeweiligen Inhaltsstoffes.

Ein Vergleich der in Tabelle 53 aufgefiuhrten Konzentrationen [mg/g Trockenmasse] mit Lite-
raturwerten war relativ schwierig. Bisher sind nur wenige Untersuchungen zur biochemi-
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schen Zusammensetzung der EPS, so wie sie hier durchgefiihrt worden waren, gemacht
worden. Entsprechende Untersuchungen, bei denen die EPS ebenfalls mit einem Kationen-
austauscher extrahiert worden waren, gab es bisher ausschlief3lich an Biofilmen und Be-
lebtschlamm im Abwasserbereich. Tabelle 54 aus Wuertz et al., 2003, stellt die bisherigen
Literaturdaten zusammen.

Tabelle 54: Uberblick iiber die biochemische Zusammensetzung in den EPS verschiedener
Biofilmproben, mit einem lonenaustauscher extrahiert [Wuertz et al., 2003]

. HS-: Pr-:

Probe Konz. | Koz, | Konz, | USKonz. [pius | KH- | K-

) ) ) Wert | Wert
Klaranlagen-BF 14 12 154 293 6 1,9 24,4 12,8
Klaranlagen-BF 24 46 351 221 11 0,6 4,8 7,6
Belebtschlamm-BF 18| 40+3 [212+1|101+2| 121+ 18 0,5 2,5 53
Belebtschlamm-BF 2° 48 243 126 6,1 0,5 2,6 5,1
Belebtschlamm-BF 3¢ | 12,7 162 | n.b. 4,5 - - 12,8
Belebtschlamm-BF 4 21 51+1 18 3,8+0,1 0,4 0,9 24
BF aus Rotations- | 4541 |200+2| 24+1 | 254001 | 0.1 0,6 5
tauchkorper 1
BF aus Rotations- 38+1 |161+1| 453 | 18202 | 03 12 | 42
tauchkorper 2
BF aus Rotations- 53+1 |159+5| 504 | 38+002| 03 | 09 3
tauchkorper 3
HS-Wert: Konzentration der Huminstoffe
KH-Wert: Konzentration der Kohlenhydrate
Pr-Wert: Konzentration der Proteine
US-Wert: Konzentration der Uronsauren
BF: Biofilm
A Konzentration in mg / g TOC, total organic carbon (gesamter organischer Kohlenstoff)
B: Konzentration in mg / g VS, volatile solids (Gliihverlust der Trockenmasse)
C: Konzentration in mg / g VSS, volatile suspended solids (Gliihverlust des Riickstands

nach Filtration)

Die Konzentrationen der EPS-Inhaltsstoffe der von uns gesammelten Flusswasser-Biofilme
(s. Tabelle 52) waren nicht direkt mit den Konzentrationen aus der Literatur fir Biofilme und
Belebtschlamm im Abwasserbereich (Tabelle 54) vergleichbar, da sich die Einheiten unter-
schieden. Deswegen wurden die Verhaltnisse der Konzentrationen der drei nachgewiesenen
Inhaltsstoffe zueinander in den EPS ausgerechnet und verglichen. Es zeigte sich, dass auch
hier keine Trends feststellbar waren. Nur die GréRenordnungen der Verhaltnisse der von uns
untersuchten Biofilme und denen aus der Literatur waren identisch.

Die in Tabelle 54 aufgefihrten Konzentrationen fiir die Uronsauren zeigen, dass die Uron-
sauren auch bei Biofilmen aus dem Abwasserbereich mengenmalig nur eine geringe Rolle
spielten, wobei sie in den EPS von Flusswasser-Biofilmen tberhaupt nicht nachgewiesen
werden konnten.

3.4.3. Mikroskopische Bestimmung der Gesamtzellzahl

Die Anzahl der insgesamt vorhandenen Bakterien — kultivierbare und nicht-kultivierbare —
sollte mittels eines mikroskopischen Verfahrens zur Bestimmung der Gesamtzellzahl ermit-
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telt werden. Es stellte sich aber heraus, dass in den Biofilmproben offensichtlich nicht nur
Bakterien, sondern auch andere Partikel, wie z.B. Fragmente von anderen Lebewesen und
vor allem abiotische Partikel wie Sandkdrner vorhanden waren. Diese Wechsel wirkten mit
dem Fluoreszenzfarbstoff (4’,6-Diamidino-2-phenylindol; DAPI), der fir die Markierung der
Bakterien und der anschlieRender Zahlung im Mikroskop verwendet worden war. Somit war
keine deutliche Unterscheidung zwischen Bakterien und anderen fluoreszierenden Partikeln
im Mikroskop mdglich.

Eine Klassifizierung der Bakterien war im Gegensatz zur Bestimmung der Gesamtkeimzahl
nicht vorgesehen.
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4. Ausblick

Lebensmittel:

Wie in Kapitel 3.1.3. dargestellt war die Untersuchung der 4-NP1EO- und 4-NP2EO-Gehalte
mit Hilfe des modifizierten Analyseverfahrens nicht méglich. Diese Ethoxylate und die entspre-
chenden Carboxylate (4-NP1EC, 4-NP2EC) wurden wie die vergleichbaren Abbauprodukte der
4-OPEOQO ebenfalls in vielen Umweltproben nachgewiesen. Diese Tatsache lasst vermuten,
dass auch Lebensmittel mit diesen Abbauprodukten der 4-APEO kontaminiert sind. Die Ent-
wicklung eines Analyseverfahrens und die Bestimmung der Gehalte in Lebensmitteln wirde
eine Abschatzung des ’'daily-intakes’ dieser Stoffe mit Hilfe der Verzehrsstudien fur Erwachse-
ne bzw. Sauglinge und Kleinkinder méglich machen.

Im Sinne des Verbraucherschutzes stellt sich die Frage, auf welchem Wege und zu welchem
Zeitpunkt die Abbauprodukte der 4-APEO in die unterschiedlichen Lebensmittel gelangen.
Durch die Untersuchung von Proben aus der landwirtschaftlichen Erzeugung, den einzelnen
Gewinnungs-, Verarbeitungs- und Verpackungsstufen, einzelnen Lagerungsversuchen bis hin
zur Untersuchung von verzehrsfertigen Lebensmittel kdnnte man Informationen gewinnen, um
evt. die Belastung von Lebensmitteln mit den Abbauprodukten der 4-APEO zu reduzieren.

Um eine gréRere Anzahl an Proben analysieren zu kénnen, ware ein schnelleres, automati-
sierbares und empfindliches Analyseverfahren wiinschenswert. Rolfes et al., 2001, berichten
von solch einem Verfahren fur Phenol und C;-Alkylphenole mit guten Wiederfindungen von >
79 % in unpolaren Matrices, wie Rohdl. Es ist zu untersuchen, ob die Veresterung mit Ferro-
cencarboxylsaurechlorid mit anschlieBender GC-Atom-Emissions-Detektion fir die Abbaupro-
dukte der 4-APEO in der Routineanalytik geeignet ware.

Biofilme:

Um Erkenntnisse zu erhalten, wie es in der Umwelt zur Akkumulation von 4-AP in Biofilme von
limnischen und wahrscheinlich auch marinen Sedimenten kommen kann, sind Sorptionsstudien
an definierten Reinkulturen unerlasslich. Obwohl es sich dabei um recht artifizielle Systeme
handelt, lassen sich nur auf diese Weise Informationen Gber Akkumulationswege und -faktoren
auf der einen Seite und Abbauwege und -raten auf der anderen Seite gewinnen. Mit Hilfe die-
ser Daten bestande die Moglichkeit, solche Prozesse in der Umwelt nachzuvollziehen, zu er-
klaren und zu modellieren. Des Weiteren lieen sich mit Hilfe solcher definierter Reinkulturen
evt. Veranderungen in der Zusammensetzung der EPS bei 4-NP als Nahrungsquelle untersu-
chen. Dagegen lieRen sich in Mischbiofilmen, die in der Natur vorkommen, evt. Veranderungen
in der mikrobiellen Zusammensetzung der Biofilme untersuchen.

Fir die Untersuchung von Wasserproben aller Art auf 4-AP ist die von Kuch et al., 2001, be-
schriebene Methode mit hochauflésender GC mit anschlieRender negativer, chemischer lonisa-
tion und MS-Detektion besser geeignet. NG von 50 pg/L in Trinkwasser bzw. 200 pg/L im Klar-
anlagenablauf fur 4-NP und fir 4-tert.-OP von 20 pg/L bzw. 50 pg/L wurden erreicht.

Allgemein:

Um genauere Aussagen Uber die Toxizitat von 4-NP machen zu kénnen, miussen die Struktu-
ren aller in Lebensmitteln und in der Umwelt gefundenen 4-NP-Isomere bekannt sein und iso-
meren- und enantiomeren-spezifisch quantifiziert werden. Daraufhin kdnnen exakte toxikologi-
sche ’In vivo’- und ’In vitro’-Studien mit relevanten 4-NP-Isomeren bzw. —Enantiomeren durch-
gefuhrt werden.
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5. Zusammenfassung

Nonylphenole, Octylphenol, Nonylphenolmonoethoxylate und die Nonylphenoldiethoxylate
sind die Hauptabbauprodukte der Alkylphenolpolyethoxylate. Diese gehdren zu der Gruppe
der nichtionischen Tenside und werden vor allem als Wasch- und Reinigungsmittel, als E-
mulgatoren und in Pestizidformulierungen eingesetzt. Dabei machen die Nonylphenolethoxy-
late ca. 80 — 90 % aller Alkylphenolethoxylate aus. Aufgrund des Darstellungsprozesses sind
die Nonylphenole bzw. deren Ethoxylate komplexe Isomerengemische. Nach ihrem
Gebrauch werden die Ethoxylate in den Klaranlagen biologisch abgebaut und es gelangen
hauptsachlich die oben genannten Abbauprodukte Uber die Klaranlagenablaufe in die Um-
welt. Die Hauptabbauprodukte gehéren zu den mengenmafig bedeutsamen Xenoestroge-
nen. lhre Toxizitat, vor allem flir aquatische Lebewesen, und die estrogene Aktivitat wurden
in den letzten 20 Jahren mehrfach nachgewiesen. Seit 1986 wurden unter anderem deswe-
gen nationale und internationale Anstrengungen unternommen, um den Einsatz der per-
sistenten Abbauprodukte zu reglementieren.

Es sollte ein Analyseverfahren entwickelt werden, indem die Bestimmung der vier Hauptab-
bauprodukte in Lebensmittel-, Biofilm- und Flusswasserproben unter gleichen Bedingungen
moglich war. Nach der entsprechenden Probenvorbereitung und der Zugabe der entspre-
chenden internen Standards wurden die Analyten mit einer Wasserdampfdestillation mit
gleichzeitiger Flussig-Flussig-Extraktion aus der Probe extrahiert. Dieser Extrakt wurde mit-
tels Normalphasen-HPLC mit Fluoreszenz-Detektion aufgereinigt und anschlieRend mit
MTBSTFA derivatisiert. Die Quantifizierung erfolgte mittels GC-MS unter Verwendung eines
LV-Injektors. Die 4-NP-Isomere konnten in elf Peaks, die 4-NP1EO-Isomere und die 4-
NP2EO-Isomere jeweils in neun Peaks aufgetrennt werden. 4-tert.-OP besteht dagegen nur
aus einer einzigen Molekilart. Nach diesem Verfahren sollten die Verteilungsmuster der 4-
NP-, 4-NP1EO- und 4-NP2EO-Isomere in den Proben untersucht werden, um evt. Unter-
schiede in den Isomerenverteilungen feststellen zu kénnen. Dies war wichtig, da es Unter-
schiede in der estrogenen Aktivitat verschiedener Isomere gibt.

Bei der Entwicklung des modifizierten Analyseverfahrens mussten vor allem die Derivatisie-
rungsbedingungen und die Einstellungen des LV-Injektors im Vergleich zu dem von Heinke,
2000, verwendeten Verfahren verandert werden. Dadurch entstanden Probleme, die schlief3-
lich dazu flhrten, dass dieses modifizierte Analyseverfahren in Kombination mit dem vor-
handenen GC-MS-System nicht flr die isomerenspezifische Untersuchung von 4-NP1EO
und 4-NP2EO in den verschiedenen Proben verwendet werden konnte. Demzufolge konnten
nur noch 4-NP und 4-tert.-OP in den Lebensmittel-, Biofilm- und Flusswasserproben unter-
sucht werden.

Lebensmittel:

Es wurden die Gehalte an 4-NP und 4-tert.-OP in Sauglings- und Kleinkinderernahrung,
inklusive Muttermilch, bestimmt, um daraus die jeweiligen ’daily-intakes’ fir Sauglinge und
Kleinkinder abschatzen zu kdnnen. Sauglinge und Kleinkinder haben eine gréRere Empfind-
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lichkeit im Bezug auf Stérungen durch hormonell-aktive Substanzen. Sie befinden sich noch
in der Entwicklungsphase und kénnen unter anderem deswegen und aufgrund qualitativer
und quantitativer Unterschiede in ihrem Erndhrungsverhalten nicht als ,kleine Erwachsene*
angesehen werden. Deswegen wurde die so genannte DONALD-Studie, eine spezielle Er-
nahrungsstudie, in der ausschlieBlich die Ernahrungsgewohnheiten von Sauglingen und
Kleinkindern in Deutschland untersucht werden, herangezogen. Die Verzehrswerte aus dem
bertcksichtigten Untersuchungszeitraum von 1995 bis 2000 wurden in 24 verschiedenen
Lebensmittel-Kategorien getrennt nach Sauglings- und Kleinkindernahrung unterteilt. Anhand
dieser Werte konnte flr jede der 24 Lebensmittel-Kategorien genau die Probe untersucht
werden, die am haufigsten verzehrt worden war. Die Angabe der Verzehrswerte erfolgte
exakt in g/Tag - kg Koérpergewicht unterteilt nach Altersstufen, nach Geschlecht und jeweils
nach Minimal- (Median) und Maximalverzehrer (95. Perzentil).

Die Lebensmittelproben wiesen 4-NP-Gehalte von bis zu 13,0 pg/kg und von bis zu 616,4
ng/kg fur 4-tert.-OP auf. Dabei schwankte das Verhaltnis von 4-tert.-OP zu 4-NP so stark,
dass aus dem Gehalt des einen 4-AP nicht auf den Gehalt des anderen geschlossen werden
konnte.

Fir 4-NP lagen die daraus berechneten ’daily-intakes’ fur Maximalverzehrer bei Sauglingen
(bis zwolf Monate) je nach Alter und Geschlecht zwischen 0,23 und 0,66 ug/Tag - kg Kérper-
gewicht und entsprechend bei Kleinkindern (ein bis drei Jahre) zwischen 0,15 und 0,37
pg/Tag - kg Korpergewicht. Wenn man in Betracht zieht, dass Sauglinge und Kleinkinder
empfindlicher als Erwachsene auf hormonelle Wirkungen von Umweltchemikalien reagieren
konnen und die abgeschatzten ’daily-intakes’ bezogen auf kg Korpergewicht ahnlich hohe
Werte wie fir einen Erwachsenen liefern, dann muss fiir Sduglinge ein wesentlich hdheres
Gefahrdungspotential angenommen werden. Des Weiteren ist eine Aufnahme von Abbau-
produkten der 4-APEO Uber den perkutanen und inhalativen Weg fur Sauglinge und Klein-
kinder aufgrund anderer Verhaltensweisen wahrscheinlicher und vergroRert das Gefahr-
dungspotential zusatzlich.

Fur 4-tert.-OP ergaben die entsprechenden Berechnungen der 'daily-intakes’ Werte zwi-
schen 11,9 und 22,5 ng/Tag - kg Kdrpergewicht bei Sauglingen und bei Kleinkindern Werte
zwischen 6,1 und 11,9 ng/Tag - kg Kérpergewicht. Ein Vergleich des ’daily-intakes’ fur 4-tert.-
OP zwischen Erwachsenen und Sauglingen bzw. Kleinkindern war nicht méglich, da fur
Erwachsene bisher kein Wert fir den ’daily-intake’ von 4-tert.-OP existiert.

Ebenso differierten die Isomerenverteilungen je nach Probe unterschiedlich stark von der 4-
NP-Standardlésung. Ein Zusammenhang zwischen diesen Unterschieden und der Art bzw.
der Zusammensetzung der Lebensmittelproben war nur bei den Proben, die nach dem Ana-
lyseverfahren fir 4-NP untersucht worden waren, festzustellen. So waren z.B. die Differen-
zen zwischen vegetarischen Proben und der 4-NP-Standardlésung besonders hoch.

Biofilme:
Erstmalig sollten die Gehalte in Biofilmen bestimmt werden. Sie werden nicht nur als Lebens-
raum far Bakterien, Algen, Pilze, und Protozoen angesehen, sondern auch flir mehrzellige
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Organismen wie z.B. Fadenwurmer, Milben und Insektenlarven, die am Beginn der Nah-
rungskette stehen. Daflr wurden zehn Biofilmproben aus Flissen in NRW gesammelt. Zu-
satzlich wurden vier Flusswasserproben an derselben Stelle und zur selben Zeit enthommen,
um Akkumulationsfaktoren berechnen zu kénnen. Bisher gab es nur Werte fir limnische und
marine Sedimente im Allgemeinen, aber nicht fur Biofilme im speziellen.

In den Biofilmproben lagen die 4-NP-Gehalte zwischen 0,25 und >> 40 ug/kg und fir 4-tert.-
OP zwischen 28,1 und 1779,6 ng/kg bezogen auf das Feuchtgewicht. Bezogen auf die Tro-
ckenmasse ergaben sich 4-NP-Gehalte von 0,6 bis 191,57 ug/kg TM und von 56,8 bis
9416,6 ng/kg TM flr 4-tert.-OP. Die Flusswasserproben wiesen 4-NP-Gehalte von bis zu
0,25 pg/kg und von bis zu 13,4 ng/kg fur 4-tert.-OP auf. Dabei schwankte das Verhaltnis von
4-tert.-OP zu 4-NP so stark, dass wie bei den Lebensmittelproben aus dem Gehalt des einen
4-AP nicht auf den Gehalt des anderen geschlossen werden konnte.

Wenn man die ermittelten Gehalte in Flusswasser- und Biofilmproben mit den LOEC-Werten
fur die verschiedensten aquatischen Lebewesen verglich, stellte sich heraus, dass die Ge-
halte in den Flusswasserproben keinen estrogenen Effekt ausiiben kénnen. Durch die Bio-
akkumulation in Biofilme, die als Lebensraum flir die verschiedensten aquatischen Lebewe-
sen angesehen werden kdénnen, werden teilweise Konzentrationen erreicht, die fir viele den
LOEC-Wert Uberschreiten.

Fur vier Probenpaare wurden Akkumulationsfaktoren zwischen 114 und 1388 fiir 4-NP und
74 und 133 flr 4-tert.-OP berechnet. Damit lagen sie im Bereich der Ublicherweise in der
Literatur zitierten Werte fur aquatische Lebewesen.

Ebenfalls differierten wie bei den Lebensmitteln die Isomerenverteilungen je nach Probe
unterschiedlich stark von der 4-NP-Standardldsung. Fir einige Isomere wurde festgestellt,
dass sie im Verhaltnis mehr in den Biofilmproben vorkamen und andere Isomere dagegen
héhere Werte in den Flusswasserproben aufwiesen. Dies zeigt, dass eine isomerenspezifi-
sche Analytik der 4-AP sehr wichtig fiir eine toxikologische Bewertung der Gehalte ist, da
sich die estrogene Aktivitat der einzelnen Isomere stark unterscheidet.
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7. Anhang

7.1. Ubersicht iiber die Gehalte der Abbauprodukte der 4-APnEO in
der Umwelt im Zeitraum von 1982 bis 2003

Tabelle 55: Anhang 7.1.: Ubersicht iiber die Gehalte der Abbauprodukte der 4-APnEO in der
Umwelt im Zeitraum von 1982 bis 2003

Gehalt Probenart Herkunft der Literaturstelle
[Mg/kg bzw. pg/L] Werte
4-NP: <10-35 Klaranlagenablauf (KAA) | Schweiz Stephanou et al.,
4-NP1EO: <10 -133 1982
4-NP2EO: <10-70
4-NP: 3,9 Flusswasser Schweiz Ahel et al., 1985
4-NP1EOQO: 23,4
4-NP2EO: 9,4
4-NP: 1.600 Klaranlagenschlamm
(KAS), trocken (tr.)
4-NP1EOQO: 0,077 Trinkwasser USA Clark et al., 1992
4-NP2EOQO: 0,147
4-NP: 0,001 — 0,002 Trinkwasser Deutschland Petrick et al., 1992
4-NP: 1 -30 KAA Kanada Lee et al., 1995
4-tert.-OP: 0,12 -2,5
4-NP: 137 - 470 KAS
4-tert.-OP:
<0,005-0,4
4-NP: 0,41 -6,73 Sedimente
4-tert.-OP: 9,2 12,1
4-NP: < 0,2 - 330 KAA (teilweise GrofRbritannien | Blackburn et al., 1995

aus der Textilindustrie)

4-NP: 0,2-180

Flusswasser
(teilweise eingeleitete
Abwassern aus der
Textilindustrie)

4-NP:<0,08 - 5,2
4-tert.-OP:<0,1-13

Wasser von Flussmun-
dungen

4-NP: < 0,08 — 0,923
4-tert.-OP:
<0,03-0,11
4-NP1EO:
<0,05-0,138
4-NP2EO:
<0,11-0,213
17B-Estradiol:
<0,05-1,5
Ethinylestradiol:
<0,2-3

Phthalate: 0,028 - 40

Flusswasser

Berlin, Deutsch-
land

Hansen et al., 1998

4-NP: 3,2-19,8
4-tert.-OP:
<NG-0,17

Klaranlagenzulauf (KAZ)

4-NP:0,9-4,7
4-tert.-OP: 0,06 — 0,31

KAA

Osterreich

Scharf et al., 1998
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Fortsetzung Tabelle 55:

4-NP: 1,8 - 10
4-NPnEO: 2,8 — 25,7 4-
NP1EC: 22,8 — 292

Flusswasser

Taiwan

Ding et al., 1998

4-NP: 1.000 - 1.500
4-tert.-OP: 35 - 42
4-OP1EO: 8 -9,8
4-NP1EO: 440 - 580
4-NP2EO: 79 — 100
4-NP1EC: 37 - 57

Unbehandeltes Klar-
tankwasser

4-NP: 25 - 33
4-tert.-OP: 0,2 - 0,74
4-OP1EO: 0,21
4-OP2EOQO: 0,067
4-NP1EO: 15 - 21
4-NP2EO: 6,4 - 8
4-NP1EC:1,3-1,7

Unbehandeltes Abwas-
ser

4-NP: 16
4-tert.-OP: 0,15
4-NP1EO: 5,5
4-NP2EO: 0,8
4-NP1EC: 42

Behandeltes Klartank-
wasser und Abwasser

USA

Rudel et al., 1998

4-NP:
2-10%-150-10°

Meerwasser

Pazifischer O-
zean

Kannan et al., 1998

4-NP: 3
4-NP1EQ: 45

KAA

4-NP: 30 — 9.050
4-tert.-OP: 2 - 340
4-NP1EO:
125-3.970

Sedimente

GrofRbritannien

Lye et al., 1999

4-NP: 243.900

KAS

Taiwan

Lin et al., 1999

4-NP: 0,0116 — 0,0945
4-NP: 0,0026 — 0,0216

Wasser (in der geldsten
Phase)
Wasser (an Partikel

USA,
Hudson-Fluss

Dachs et al., 1999

gebunden)
4-NP:1-42 Oberflachenwasser Belgien Tanghe et al., 1999
4-NP: 122 KAA aus der Textilin-

dustrie
4-NP: 0,757 KAA Deutschland Spengler et al., 1999
4-NP1EC: 2,248
4-NP2EO: 1,116
Genistein: 0,0121
17R-Estradiol: 0,0042
4-NP: 0,201 Wasser USA Ferguson et al., 2000
4-tert.-OP: 0,00327
4-NP: 846 Sedimente
4-tert.-OP: 8,11
4-NP: <NG-0,14 Oberflachenwasser Niederlande de Voogt et al., 2000
4-NP: limnische Sedimente (tr.)

630.000 — 1.700.000

4-NP: 100 — 17.000

marine Sedimente (ir.)

4-NP: < NG - 400
4-tert.-OP: < NG - 100

KAZ

4-NP: <NG-1,2
4-tert.-OP: <NG - 0,2

KAA
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Fortsetzung Tabelle 55:

4-NP: KAS (tr.)

< NG -2.500 - 10°

4-tert.-OP:

<NG-0,2-10°

4-NP: KAS (tr.) Spanien Petrovic et al., 2000

25.500 —601.000

4-tert.-OP: < 140

4-NP: < NG -12.870 KAZ Spanien Solé et al., 2000

4-NP: 18 — 644 Flusswasser Danemark Solé et al., 2000

4-NP: 40 — 343 KAZ

4-NP: 6 - 289 KAA

4-NP: <1-1040 Sedimente (tr.) Korea Lee et al., 2000

4-tert.-OP: <1-120

4-NP:0,4-2,4 Flusswasser Korea Ding et al., 2000

4-NP:1,2-2,7 KAA GroRbritannien | Rodgers-Gray et al.,

4-NP1/2EO: 2001

<0,2-8,9

4-NP: 0,1 -3 Flusswasser Japan Tabata et al., 2001

4-NP:0,1-0,9 KAA

4-AP: 0,01 - 0,221 Flusswasser Deutschland, UBA, 2001

4-APNnEO: Elbe Stachel et al.

0,018 — 0,302

NP1EC:

0,002 — 0,944

4-AP: 17 - 1378 limnische Sedimente (tr.)

4-APnEO: 3 - 1797

OP1EC: 8 -50

4-NP: 10,2 -83,4 Bodenproben von Zu- Deutschland UBA, 2001
ckerriibenfeld Kubiak

4-NP: ahnliche Gehalte

Kontrollbéden (incl.
Wald)

4-NP: 0,05 -1,08

4-tert.-OP: 0,01 - 0,18
4-NP1EO: 0,04 — 0,81

Flusswasser

4-NP: 0,08 — 21,2

4-tert.-OP: 0,02 — 1,82
4-NP1EO: 0,14 — 0,81

KAA

4-NP: 30 — 13000
4-tert.-OP: 3 - 670

4-NP1EO: 10 — 3470

Sedimente (tr.)

Japan

Isobe et al., 2001

4-NP: 0,077 — 0,416
4-tert.-OP:
0,002 — 0,008

Wasser

4-NP: 6,99 — 13.700
4-tert.-OP: 2,4 - 45

marine Sedimente

USA

Lee Furguson et al.,
2001

4-NP:
1.000 — 1,04 - 10°
4-tert.-OP:

1.000 - 0,12 - 10°

limnische und marine
Sedimente (tr.)

Korea

Khim et al., 2001

4-NP: 0,003 - 0,016
4-tert.-OP:
0,0002 - 0,005

Trinkwasser

4-NP: 0,007 — 0,134
4-tert.-OP:
0,001 — 0,054

Flusswasser

Deutschland

Kuch et al., 2001
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Fortsetzung Tabelle 55:

4-NP: 0,025 - 0,77 KAA
4-tert.-OP:
0,002 - 0,073
Wasser: Deutschland Bester et al., 2001
4-NP: 3.300 Nordsee-Flussmindung
4-NP: < 1.000 zentrale Nordsee
4-NP: <10 - 153 Sedimente (tr.) Watten-
meer und Flussmindung
4-NP: < 0,01 -30 Oberflachenwasser Portugal Azevedo et al., 2001
4-NP: 0,5-15 marines Wasser Spanien Petrovic et al., 2001
4-tert.-OP: < 0,1
4-NP: 22 - 355 marine Sedimente

4-tert.-OP: <10 - 204

4-NP: 0,002 - 0,778
4-tert.-OP:

Flusswasser in NRW

Deutschland

LUA NRW, 2001

0,001 - 0,035

4-NP: ND -0,3 Flusswasser Japan Tsuda et al., 2002
4-tert.-OP: ND — 0,09

4-NP1EO: 0,04 — 0,42

4-NP2EO: ND - 0,52

4-NP: 0,5-40 Flusswasser USA Kolpin et al., 2002
4-NP: 0,472 — 2,82 Flusswasser Japan Kojima et al., 2003
4-tert.-OP:

0,048 — 0,313

4-NP:0,3-1,3 Flusswasser Spanien Latorre et al., 2003
4-NP: 0,2 Grundwasser

4-tert.-OP: 1,5

4-NP:<2,6 Wasser USA Kannan et al., 2003
4-NP:<55-15,3 Sedimente

4-NP:<0,014 - 2,17 Flusswasser Japan Derbalah et al., 2003

NG: Nachweisgrenze
ND: not detected
UBA: Umweltbundesamt

NRW: Nordrhein-Westfalen

LUA: Landesumweltamt
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7.2. Ubersicht iiber die Gehalte der Abbauprodukte der 4-APnEO in
Luft- und Staubproben im Zeitraum von 1999 bis 2002

Tabelle 56: Anhang 7.2.: Ubersicht iiber die Gehalte der Abbauprodukte der 4-APnEO in Luft-

und Staubproben im Zeitraum von 1999 bis 2002

Gehalt Probenart Herkunft der Literaturstelle
| [ug/m® bzw. ug/kg] Werte

4-NP: Luft Gasphase USA Dachs et al., 1999
0,0002 — 0,0686

4-NP: Luft Aerosolphase

0,0001 —0,0514

4-NP: in 186 von 187 Pro- Luft USA Van Ry et al., 2000
ben

4-tert.-OP:in 110 von 115

Proben

4-NP: c(PCB) - 100

4-NP: Hausstaub Deutschland Butte et al., 2001
14.000 — 25.000

4-tert.-OP:

720 -1.100

4-NP: 2.300 — 7.820 Staubproben USA Rudel et al., 2001
4-NP1EO: 2.500 — 14.500 aus offentlichen und

4-NP2EO: 820 — 1.450 privaten Gebauden

4-NP1EC: 1.340 — 2.020

4-OP1EO: < NG - 3.640

4-OP2EOQ: 420 - 840

4-NP: <NG -0,118 Luftproben

4-tert.-OP: 0,007 aus offentlichen und

4-NP1EOQO: 0,021 — 0,022 privaten Gebauden

4-NP1EC: < NG -10,014

4-NP: 0,048 — 0,416 Indoor-Luftproben USA Rudel et al., 2002

4-AP1/2EQO: haufig

4-AP und APnEO allgemein
detektierbar

Hausstaubproben

NG: Nachweisgrenze
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7.3. Ubersicht iiber die NOEC bzw. NOED fiir 4-AP und andere Xe-
noestrogene in Tierversuchen im Zeitraum von 1995 bis 2002

Tabelle 57: Anhang 7.3.: Ubersicht iiber die NOEC bzw.

gene in Tierversuchen im Zeitraum von 1995 bis 2002

NOED fiir 4-AP und andere Xenoestro-

Niedrigste Kon- Lebewesen Endpunkt Literatur
zentration bzw.
Dosis mit Effekt
4-tert.-OP: mannliche Ratten Reduktion der Hoden- Sharpe et
1 mg/L gréflie und der taglichen |al., 1995
Spermienproduktion
4-tert.-OPnEO (n = Reduktion der Hoden-
5 im Durchschnitt): grofle
1 mg/L
4-NP: weibliche Noble-Ratten (vier bis | Veranderung der Kinetik | Colerangle
0,01 mg/Tag funf Wochen alt) des Zellzyklusses und et al., 1996
der Zellvermehrung in
der Brustdruse
4-NP um Faktor weibliche, unreife Ratten Zunahme des Uterus- Lee et al.,
1.000 bis 2.000 Gewichtes 1996
weniger estrogen
als 17B3-Estradiol
4-tert.-OP: trachtige Mause bzw. deren Ruckgang der Sper- Vom Saal
0,02 mg/kg Kor- mannliche Nachkommen mienproduktion und et al., 1998
pergewicht-Tag deren Leistungsfahigkeit
um 20 %
4-NP: Ratten Reduktion der Kérper- Chapin et
30-100 gewichtszunahme und al., 1999
mg/kg-Tag zur Erhéhung des Ute-
rusgewichtes
4-tert.-OP: geringe | neonatale Ratten Anstieg des Testoste- Murono et
Konzentration ronspiegels in den Ley- |al., 1999
dig’schen Zellen
4-tert.-OP: geringe Abnahme des Testoste-
Konzentration ronspiegels in den Ley-
dig’'schen Zellen
Bisphenol A: trachtige Mause (11. — 17. Tag) | Veranderung des Howdeshell
0,0024 mg/kg bzw. deren Nachkommen postnatalen Wachstums | et al., 1999
und frihere Pubertat
4-tert.-OP: neugeborene Ratten Expression des Estro- Khurana et
0,1 mg/Tag gen-Rezeptors al., 2000
4-NP: SD-Ratten No Effekt Dosis Level fur | Nagao et
10 mg/kg zwei Generationen- al., 2000
Versuch
4-NP: Ratten Modulierung der Neben- |Lee et al.,
6 mg/kg Korperge- hoden- Transpeptiase 2000
wicht-Tag (Marker fir Wachstum
und Entwicklung des
Hodens)
Genistein: Nagao et
12,5 mg/kg-Tag mannliche und weibliche Ratten | Reduktion des Korper- | al., 2001

100 mg/kg-Tag

(1.-5. Tag)
weibliche Ratten (1.-5. Tag)

gewichts
gestoérte Fruchtbarkeit

148




Fortsetzung Tabelle 57:

4-tert.-OP: Schweine Verlangerung der Bagh et al.,

0,01 mg/kg Kor- Schwangerschaft 2001

pergewicht-Tag

Genistein: Mausen negative Effekte auf Yellayi et

8 mg/kg-Tag Schilddrisen- und Im- al., 2002
munsystem

4-tert.-OP: trachtige Schafe bzw. deren friherer Beginn der Wright et

1 mg/kg-Tag Lammer Pubertat und des ersten | al., 2002

Anstieges von Progeste-
ron
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7.4. Uber§icht uber Gehalte in Kosmetika und Bedarfsgegenstanden
und den Ubergang in Lebensmittel im Zeitraum 1997 bis 2001

Tabelle 58: Anhang 7.4.: Ubersicht iiber Gehalte in Kosmetika und Bedarfsgegenstinden und
den Ubergang in Lebensmittel im Zeitraum 1997 bis 2001

Gehalt Probenart Herkunft der Literaturstelle
Werte
Kosmetika:
4-NPnEO: bis zu 21 % | Haushaltsreinigern [ USA | Dickey et al., 1997
Bedarfsgegenstinde:
4-NP: 80 — 1.480 Papier-Kichenrollen | Danemark Vinggaard et al., 2000
4-tert.-OP: 40 - 666
Ubergang ins Lebensmittel:
4-NP: < 0,4 - 931 ng/lcm® | Verpackung Japan Nemoto et al., 2000
4-NP: < 8 — 800 ug/kg verpackter Fisch
4-NP: < 500 — 3300 mg/kg | kommerzielle und Japan Inoue et al., 2001
Haushalts-
Verpackungen
Reis:

4-NP: < 1-410 ug/kg

4-NP: < 1 -76,5 pglkg

eine Minute Mikro-
wellenbehandung

30 min Raum-
temperatur

Adsorption iiber die Haut:

4-NP: schnelle Adsorption
mit Maximum nach 2 - 3 h;
Konzentrationsfaktor: 1500

Modellhaut: kiinst-
lich durchblutetes
Euter

Deutschland

Blume et al., 2000

4-NP: minimale Adsorpti- | menschliche Haut, USA Monteiro-Riviere et al.,
on; < 1% der applizierten | Haut von Ratten und 2000
Menge Schweinen
Plastik: Gehalte und Ubergan
4-NP: < 0,01 - 10° — Plastik-Handschuhe, | Japan Kawaruma et al., 2000a
2,6 - 10° ug/kg Folien, Spielzeug
und Babyflasche
4-NP: Ubergang in dest. aus Handschuhen |Japan Kawaruma et al., 2000b
Wasser, 4%-ige Essig-
saure, 20 %-iges Ethanol
und in n-Heptan
4-NP: < 0,0014 - 10° — Kunststoffe haupt- Japan Sun et al., 2001

1,028 - 10° ug/kg

sachlich PVC
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7.5. Proben nach dem Analyseverfahren fiir 4-NP

Tabelle 59: Anhang 7.5.: Proben nach dem Analyseverfahren fiir 4-NP

Nr.|[Probe | Herkunft |Verpackung Probenvorbereitung
Séduglingsnahrung
1 |Hypoallergene 650 g Packung mit ;
Sauglingsanfangsnahrung 1 Deutschland 2 Folienbeuteln keine
2 |Hypoallergene 600 g Packung mit ;
Sauglingsanfangsnahrung 2 Deutschland 2 Folienbeuteln keine
3 |Hypoallergene 650 g Packung mit .
Folgemilchnahrung 1 Deutschland 2 Folieneuteln keine
4 |Folgemilchnahrung 2 900 g Packung mit :
(Einzelbest.) Deutschland 2 Folienbeuteln keine
S _Srchmkennudeln n Deutschland |250 g Glas mit VSV Homogenisierung mittels Ultra-Turrax
omatensauce
6 |Rindfleischzubereitung mit . . N
Reis und Kartoffeln Deutschland |125 g Glas mit VSV gut mit Glasspatel umgeruhrt
! R?|s-Gemusecreme mit Deutschland |190 g Glas mit VSV Homogenisierung mittels Ultra-Turrax
Hihnchen
8 |Broccoli, Kartoffeln und 220 g Glas mit Vakuum- . ;
Putenfleisch Deutschland Sicherheitsverschluss (VSV) Homogenisierung mittels Ultra-Turrax
9 |Tomatengemise, Spaghetti . . .
und Schweinefleisch Deutschland [250 g Glas mit VSV Homogenisierung mittels Ultra-Turrax
10 |Fruhkarotte Deutschland |190 g Glas mit VSV gut mit Glasspatel umgerahrt
11 |Reis mit Apfel Deutschland |190 g Glas mit VSV gut mit Glasspatel umgerahrt
12 |[Mehrkornbrei Deutschland |190 g Glas mit VSV gut mit Glasspatel umgerahrt
13 |GrieRbrei mit Vanille Deutschland |190 g Glas mit VSV gut mit Glasspatel umgerahrt
14 |GrieRbrei Schoko Deutschland |190 g Glas mit VSV gut mit Glasspatel umgerahrt
15 |Butterkeks-Milchbrei Deutschland |190 g Glas mit VSV gut mit Glasspatel umgerihrt
16 |Milchbrei mit Banane Deutschland |190 g Glas mit VSV gut mit Glasspatel umgerihrt
17 |Pfirsich-Maracuja mit Joghurt | Deutschland |190 g Glas mit VSV Homogenisierung mittels Ultra-Turrax
18 |Pfirsich mit Honig Deutschland |190 g Glas mit VSV gut mit Glasspatel umgerihrt
19 |Sdadfrichte in Apfelsaft Deutschland |500 mL Einwegflasche mit VSV |gut geschiittelt
20 |Melissentee mit Traubensaft Deutschland |[500 mL Flasche mit VSV gut geschuttelt
Kleinkindernahrung
21 |Raffinade-Zucker | Deutschland [1000 g Packung (Papier) [keine




7.6. Weitere Einstellungen des Autosamplers

Tabelle 60: Anhang 7.6.: Weitere Einstellungen des Autosamplers

SYSTEM - PARAMETER:

INJECTION SIDE

right

CLEAN POSITION

home pos side

NOOFINJPOINTS

2

INJ POINT X-DIFF 645
START SIG SOURCE Remote
GCSTARTDELAY -

GC READY BLOCKING -

TRAY SELECT MODE Disabled
TRAYSELECT 10 - 20
VIAL DETECTION Off
SPLITR ACT STATE High

RDY ACTIVE STATE Closed

INJ ACTIVE STATE Closed
BCD ACTIVE STATE High

BCD ACTIVATED AT Injection
BUZZER STRT CYCL On
BUZZER MAN INJCT On
PLUNG STROKE CNT Enabled
PLGSPEEDFACTOR 01

VIAL PRE PRESSURE Disabled
MOTOR - GESCHWINDIGKEIT:

SYRINGEUP 1.200
SYRINGE WASH DOWN 1.200
SYRG SAMPLE DOWN 1.200
SYRGINJECTDOWN 1.200
SYRING INJECT UP 1.200
PLUNG PULLSOLVT 1

PLUNG EJCT SOLVT 3

PLUNG EJCT SAMPL 3

CROSS FAST 1.000
CROSS SLOW 1.150
SAMPLETRAY 1.000
METHODEN - PARAMETER:

VOLUME SAMPLE AIR 47 0
PREINJ CLEAN SLVI SLV2 1

PREINJ CLEAN SAMPLE 0 0
FILLING VOL CNT 50 3
SYRPULLUPDELAY 25

PLSPD FILL INJ 1 5
INJ POINT OUTER Inner
SPLITTER PRE PST 0 0
INJDELAYPREPST 10 10
PSTINJ CLEAN SLVI SLV2 2
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7.7. Herkunft und Art der Biofilm- und Flusswasserproben

Tabelle 61: Anhang 7.7.: Herkunft und Art der Biofilm- und Flusswasserproben

Nr. |Probe Datum Herkunft Menge |Aussehen

1 |Biofilm 1 29.10.01, 16:00 [Ruhr, Mulheim-Styrum 130 mL |epilithischer, braun-gruner Biofilm

2 |Biofilm 2 14.03.02, 12:00 |Ruhr, MUlheim-Styrum 105 mL |epilithischer, braun-griner Biofilm

3 [Flusswasser 1 ]14.03.02, 11:45 |Ruhr, Mulheim-Styrum 250 mL |klar, leicht gelb, mit Schwebstoffen

4 |Biofilm 3 12.06.02, 11:00 Rhein, dlrek:t oberhalb 285 mL oberste S.edlmen.t-Schlcht, dunkel,
der Ruhr-Mindung schlammig, sandig

5 |Biofilm 4 12.06.02, 11:15 Rl{hr, nach Ablauf einer 275 mL oberste S.aedlmenjc-Schlcht, dunkel,
Klaranlage schlammig, sandig

6 |Biofim 5 01.08.02, 11:00 Ruhr, Mulhelrp, 125 L ob"erst_e Sediment-Schicht, feinsandig,
Mendener Brucke braunlich

7 |Biofim6 01.08.02, 11:00 |Runr, Mulheim, 80 mL |epilithischer Biofilm, griin
Mendener Brucke

8 |Biofilm 7 01.08.02, 12:00 Ruhr, Altarm," 125 mL oberste Sediment-Schicht, schlammig,
Mendener Brucke schwarz
Niers, hinter Klaranlagen- , :

9 |Biofim8 03.12.02, 11:15 |auslauf Ménchengladbach- | 225 mL |0PerSte Sediment-Schicht, schwarz,

sandig

Neuwerk

10 |Flusswasser 2 103.12.02, 11:15 |Niers, wie Biofilm 8 1000 mL [klar, leicht gelb, mit Schwebstoffen

- _ Niers, Betriebsstelle oberste Sediment-Schicht,

11 |Biofim 9 03.12.02,12:45 Langendonk bei Grefrath 175 mlL dunkelbraun, sandig

12 |Flusswasser 3 [03.12.02, 12:45 |Niers, wie Biofim 9 1000 mL |Klar, leicht gelb, mit Schwebstoffen

13 |Biofilm 10 03.12.02, 15:00 | ers, vor der Kiar- 140 mL |epilithischer Biofilm, braun
anlagen Wetten (Geldern)

14 |Flusswasser 4 103.12.02, 15:00 |Niers, wie Biofilm 10 1000 mL [klar, leicht gelb, mit Schwebstoffen
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7.8. Bestimmung der Isomerenverteilung von 4-NP

Tabelle 62: Anhang 7.8.: Bestimmung der Isomerenverteilung von 4-NP

Mittels GC-FID wurden folgende Peakflachen in counts (1 count = 0,125 pV - s) bestimmt.
Es wurde jeweils 1 pL der derivatisierten 4-NP-Standardldsung zur Bestimmung der Isomerenverteilung injiziert.

Messung 1 - 6: c¢(4-n-NP) = 2,325 mg/L und c(4-NP) = 19,68 mg/L
Messung 7 - 10: c¢(4-n-NP) = 4,65 mg/L und c(4-NP) = 39,36 mg/L
Messung 1 Messung 2 Messung 3 Messung 4 Messung 5 Messung 6 Messung 7
Gehalt Gehalt Gehalt Gehalt Gehalt Gehalt
4'N P Fldche mal 2 Flache mal 2 Flache mal 2 Fldche mal 2 Flache mal 2 Fléche mal 2 Flache Gehalt
Isomer-Nr. | [counts] | [mg/L] |[counts]| [mg/L] |[counts]| [mg/L] }[counts]| [mg/L] |[counts]| [mg/L] [counts] [mg/L] [counts] [mg/L]
1 3415 1,66 2192 1,56 2143 1,60 2464 1,69 2242 1,64 2146 1,60 5731 1,63
2 7213 3,51 5098 3,63 4728 3,63 5391 3,69 4864 3,57 4674 3,49 11681 3,33
3 9009 4,39 6191 4,41 6016 4,50 6369 4,36 5962 4,37 6048 4,51 17902 5,11
4 5075 2,47 3765 2,68 3476 2,60 3795 2,60 3514 2,58 3316 2,47 8567 2,44
5 6946 3,38 4812 3,42 4666 3,49 5091 3,48 4665 3,42 4634 3,46 11782 3,36
6 10474 5,10 7458 5,31 7088 5,30 7499 5,13 7152 5,25 6917 5,16 17781 5,07
7 6415 3,12 4560 3,24 4341 3,25 4994 3,42 4412 3,24 4103 3,06 10628 3,03
8 2909 1,42 2016 1,43 1952 1,46 2220 1,562 2023 1,48 1798 1,34 4921 1,40
9 3863 1,88 2865 2,04 2685 2,01 2882 1,97 2876 2,11 2298 1,71 6680 1,91
10 13592 6,62 9406 6,69 8955 6,69 9786 6,70 9045 6,64 8388 6,26 22968 6,55
11 4513 2,20 3092 2,20 2931 2,19 3182 2,18 2970 2,18 2916 2,18 7593 2,17
Summe: - 35,74 - 36,61 - 36,62 - 36,74 - 36,48 - 35,24 - 36,00
4-n-NP 9552 6535 6220 6793 6338 6233 16303
Messung 8 Messung 9 Messung 10 Messung 11 Messung 12 Mittel- Anteil d. Isomeren-
wert des Std.-Ab- | Isomers an verteilung Std.-Ab-
4'NP Flache | Gehalt | Flache | Gehalt | Flache | Gehalt | Flache | Gehalt | Flache | Gehalt Gehalts weichung | 4-NP-Ein- J4-NP-Einwaage] weichung
Isomer-Nr. | [counts]| [mg/L] | [counts]| [mg/L] ] [counts]| [mg/L] | [counts]| [mg/L] |[counts]| [mg/L] [mg/L] [mg/L] waage [%] | gleich 100% [%]
1 4982 1,62 5639 1,60 5242 1,59 6001 1,70 5825 1,64 1,63 0,04 4,1 4,5 2,5
2 10209 3,33 11643 3,30 10661 3,23 11738 3,33 11773 3,32 3,44 0,14 8,7 9,5 4,2
3 16184 5,28 17738 5,02 17004 5,16 16007 4,54 15794 4,45 4,67 0,34 11,9 13,0 7,2
4 7382 2,41 8307 2,35 7967 2,42 8688 2,46 8619 2,43 2,49 0,09 6,3 6,9 3,8
5 10206 3,33 11805 3,34 10922 3,31 12234 3,47 12062 3,40 3,41 0,06 8,7 9,5 1,7
6 15401 5,02 17660 5,00 16605 5,04 18401 5,22 18087 5,09 5,14 0,10 13,1 14,3 2,0
7 9175 2,99 10569 2,99 9924 3,01 10995 3,12 10763 3,03 3,13 0,13 7,9 8,7 4,1
8 4270 1,39 5006 1,42 4804 1,46 5261 1,49 5142 1,45 1,44 0,05 3,7 4,0 3,2
9 5661 1,85 6516 1,84 6050 1,83 6731 1,91 6530 1,84 1,91 0,10 4,8 5,3 5,4
10 19871 6,48 22889 6,48 21428 6,50 23737 6,73 23231 6,54 6,57 0,13 16,7 18,2 2,0
11 6626 2,16 7594 2,15 7098 2,15 7924 2,25 7728 2,18 2,18 0,03 5,5 6,1 1,2
Summe: - 35,86 - 35,49 - 35,69 - 36,22 - 35,36 36,01 0,50 91,5 100 1,4
4-n-NP 14261 16425 15334 16396 16510
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7.9. Bestimmung der Isomerenverteilung von 4-NP1EO

Tabelle 63: Anhang 7.9.: Bestimmung der Isomerenverteilung von 4-NP1EO

Mittels GC-FID wurden folgende Peakflachen in counts (1 count = 0,125 pV - s) bestimmt.

Es wurde jeweils 1 uL der derivatisierten 4-NP1EO-Standardlésung zur Bestimmung der Isomerenverteilung injiziert.
Messung 1-6: c¢(4-n-NP1EQ) = 1,764 mg/L und c¢(4-NP1EQ) = 26,446 mg/L
Messung 7 - 10: c¢(4-n-NP1EQO) = 3,528 mg/L und c(4-NP1EOQO) = 52,892 mg/L

4-N P Messung 1 Messung 2 Messung 3 Messung 4 Messung 5 Messung 6 Messung 7
Gehalt Gehalt Gehalt Gehalt Gehalt Gehalt
1 EO Fldche | mal 2 | Fldche | mal 2 | Fldche | mal 2 | Fldche | mal 2 | Fldche | mal 2 Flédche mal 2 Flache Gehalt
Isomer-Nr. | [counts] | [mg/L] |[counts]| [mg/L] |[counts]| [mg/L] |[counts]| [mg/L] |[counts]| [mg/L] | [counts] [mg/L] [counts] [mg/L]
1 4104 2,35 2916 2,39 2696 2,27 3141 2,39 2759 2,27 2770 2,39 7394 2,40
2 21551 | 12,35 | 14741 | 12,07 | 14251 | 12,00 | 15849 | 12,07 | 14509 | 11,94 13993 12,10 37212 12,09
3 14404 8,25 9872 8,08 9556 8,05 10571 8,05 9714 7,99 9389 8,12 24983 8,12
4 8692 4,98 5914 4,84 5725 4,82 6338 4,83 5825 4,79 5618 4,86 14975 4,87
5 3454 1,98 2368 1,94 2294 1,93 2485 1,89 2328 1,92 2240 1,94 6044 1,96
6 9018 5,17 6172 5,05 5980 5,04 6613 5,04 6085 5,01 5874 5,08 15656 5,09
7 4526 2,59 3094 2,53 2987 2,52 3229 2,46 3031 2,49 2955 2,55 7870 2,56
8 15211 8,72 10352 8,47 10031 8,45 11005 8,38 10199 8,39 10613 9,17 27183 8,83
9 5265 3,02 3593 2,94 3492 2,94 3756 2,86 3533 2,91 3395 2,93 9071 2,95
Summe: - 49,42 - 48,31 - 48,02 - 47,98 - 47,71 - 49,14 - 48,87
4-n-NP1EO| 6756 4310 4189 4631 4288 4081 10856
Isomeren-
4-NP Messung 8 Messung 9 Messung 10 Messung 11 Messung 12 Mittel- Isomers an 4] Vverteilung
wertdes | Std.-Ab- | NP1EO- 4-NP1EO- | std.-Ab-
1EO Flache | Gehalt | Flache | Gehalt | Flache | Gehalt | Flache | Gehalt | Flache | Gehalt | Gehalts | weichung | Einwaage Einwaage weichung
Isomer-Nr. | [counts]| [mg/L] | [counts]| [mg/L] | [counts]| [mg/L] | [counts]| [mg/L] | [counts]| [mg/L] [mg/L] [mg/L] [%] gleich 100% [mg/L]
1 6454 2,38 7455 2,44 6829 2,37 7161 2,62 7363 2,45 2,39 0,09 4,5 4,9 3,6
2 32617 | 12,03 | 37514 | 12,26 | 35338 | 12,28 | 35997 | 13,19 | 37154 | 12,37 12,23 0,32 23,1 24,8 2,6
3 21887 8,07 25187 8,23 23669 8,22 24125 8,84 24914 8,29 8,19 0,21 15,5 16,7 2,6
4 13130 4,84 15076 4,93 14144 4,91 14420 5,28 14909 4,96 4,91 0,13 9,3 10,0 2,6
5 5274 1,95 6048 1,98 5674 1,97 5767 2,11 5988 1,99 1,96 0,05 3,7 4,0 2,7
6 13722 5,06 15759 5,15 14735 5,12 15025 5,50 15564 5,18 5,12 0,13 9,7 10,4 2,5
7 6877 2,54 7901 2,58 7509 2,61 7508 2,75 7808 2,60 2,57 0,07 4,9 5,2 2,7
8 23833 8,79 27394 8,95 28439 9,88 25990 9,52 27030 9,00 8,88 0,45 16,8 18,0 5,0
9 7911 2,92 9132 2,99 8406 2,92 8671 3,18 8972 2,99 2,96 0,08 5,6 6,0 2,6
Summe: - 48,57 - 49,51 - 50,28 - 52,99 - 49,83 49,22 1,37 93,1 100 2,8
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7.10. Bestimmung der Isomerenverteilung von 4-NP2EO
Tabelle 64: Anhang 7.10.: Bestimmung der Isomerenverteilung von 4-NP2EO

Mittels GC-FID wurden folgende Peakflachen in counts (1 count = 0,125 pV - s) bestimmt.
Es wurde jeweils 1 pL der derivatisierten 4-NP2EO-Standardlésung zur Bestimmung der Isomerenverteilung injiziert.
Messung 1 - 6: ¢(4-n-NP2EO) = 2,164 mg/L und c(4-NP2EO) = 23,838 mg/L

Messung 7 - 10: ¢(4-n-NP2EO) = 4,328 mg/L und c(4-NP2EO) = 47,676 mg/L

4_N P Messung 1 Messung 2 Messung 3 Messung 4 Messung 5 Messung 6 Messung 7
Gehalt Gehalt Gehalt Gehalt Gehalt Gehalt
2 EO Fldche | mal 2 | Flache | mal 2 | Fldche | mal 2 | Fldche | mal 2 | Fldche | mal 2 Fléache mal 2 Flache Gehalt
Isomer-Nr. | [counts] | [mg/L] |[counts]| [mg/L] |[counts]| [mg/L] |[counts]| [mg/L] |[counts]| [mg/L] | [counts] [mg/L] [counts] [mg/L]

1 3595 3,03 2516 3,40 2490 3,30 2441 3,38 2701 3,19 2503 3,33 6339 2,92
2 16429 | 13,85 | 11479 | 1553 | 11273 | 14,93 | 11131 | 15,40 | 12354 | 14,57 11356 15,12 28944 13,35
3 10947 9,23 7667 10,37 7530 9,97 7435 10,29 8273 9,76 7565 10,07 19306 8,90
4 7039 5,93 4946 6,69 4856 6,43 4769 6,60 5326 6,28 4867 6,48 12424 573
5 2735 2,31 1943 2,63 1889 2,50 1834 2,54 2080 2,45 1881 2,50 4897 2,26
6 7017 5,91 4954 6,70 4828 6,39 4789 6,63 5394 6,36 4880 6,50 12493 5,76
7 3224 2,72 2276 3,08 2268 3,00 2108 2,92 2393 2,82 2161 2,88 5730 2,64
8 10286 8,67 7229 9,78 7100 9,40 6924 9,58 7806 9,21 7047 9,38 19693 9,08
9 3965 3,34 2833 3,83 2769 3,67 2600 3,60 3065 3,61 2669 3,65 7187 3,31

Summe: - 54,98 - 62,02 - 59,60 - 60,92 - 58,25 - 59,83 - 53,97

4-n-NP2EO] 57135 3199 3268 3128 3670 3250 9384
Anteil des | Isomeren-
4-NP Messung 8 Messung 9 Messung 10 Messung 11 Messung 12 Mittel- Isomers an] verteilung
wertdes | Std.-Ab- | 4-NP2EO-| 4-NP2EO- Std.-Ab-
2EO Flache | Gehalt | Flache | Gehalt | Flache | Gehalt | Flache | Gehalt | Flache | Gehalt | Gehalts | weichung | Einwaage Einwaage weichung
Isomer-Nr. | [counts]| [mg/L] | [counts]| [mg/L] | [counts]| [mg/L] | [counts]| [mg/L] | [counts]| [mg/L] [mg/L] [mg/L] [%] gleich 100% [mg/L]

1 5555 3,05 6280 2,86 6135 2,86 5756 2,92 6008 3,06 3,11 0,20 6,5 5,5 6,3
2 25213 | 13,86 | 28487 | 12,96 | 27933 | 13,00 | 26301 13,34 | 27519 | 14,02 14,16 0,89 29,7 25,0 6,3
3 16848 9,26 18992 8,64 18662 8,69 17571 8,92 18347 9,34 9,45 0,59 19,8 16,6 6,3
4 10846 5,96 12224 5,56 12025 5,60 11264 5,72 11814 6,02 6,08 0,38 12,8 10,7 6,3
5 4251 2,34 4794 2,18 4724 2,20 4403 2,23 4607 2,35 2,37 0,14 5,0 4,2 5,9
6 10938 6,01 12367 5,63 12070 5,62 11365 5,77 11824 6,02 6,11 0,37 12,8 10,8 6,1
7 4942 2,72 5517 2,51 5583 2,60 5128 2,60 5416 2,76 2,77 0,17 5,8 4,9 6,0
8 17162 9,43 19302 8,78 19067 8,88 17795 9,03 18530 9,44 9,22 0,32 19,3 16,2 3,5
9 6239 3,43 7035 3,20 7002 3,26 6473 3,28 6754 3,44 3,46 0,18 7,3 6,1 53

Summe: - 56,05 - 52,31 - 52,70 - 53,81 - 56,44 56,74 3,18 119,0 100 5,6

4-n-NP2EO| 7875 9515 9296 8530 8498
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7.11. Ubersicht liber 4-NP-Mengen in Siuglings- und Kleinkindernahrung nach dem Verfahren fiir 4-NP

Tabelle 65: Anhang 7.11.: Ubersicht iiber 4-NP-Mengen in Siuglings- und Kleinkindernahrung nach dem Verfahren fiir 4-NP

_ Blindwert Nachweis- Bestimmungs- 4-NP Geha}It an Wiederfin-
Ein- grenze der ent- | grenze der ent- . 4-NP in der
(BW) in der dung von
Probe waage sprechenden sprechenden Probe (BW
4-NP Probe . 4-n-NP
[a] [ng abs.] Apparatur Apparatur [ng abs.] subtrahiert) [%]
. . o
[ng abs.] [ng abs.] [Hg/kg]

Hypoallergene 16,17 275 28,5 29,6 273,5 15,21 28,2
Sauglingsanfangsnahrung 1
Hypoallergene 12,01 21,2 22,0 227 204,1 15,23 31,9
Sauglingsanfangsnahrung 1
Hypoallergene 23,27 3,8 4,2 4,6 310,3 13,17 22,1
Sauglingsanfangsnahrung 2
Hypoallergene 24,59 5,0 5,0 5,1 296,5 11,86 20,7
Sauglingsanfangsnahrung 2
Hypoallergene 11,87 9,2 9,4 9,6 73,7 5,43 56,4
Folgemilchnahrung 1
Hypoallergene 13,44 9,0 9,1 9,1 76,0 4,98 48,2
Folgemilchnahrung 1
Hypoallergene 9,78 5,8 5,9 6,0 106,3 10,27 46,2
Folgemilchnahrung 2
Schinkennudeln mit Gemiuse 42,50 28,5 29,2 30,0 186,7 3,72 78,3
Schinkennudeln mit Gemise 55,05 16,6 16,9 17,3 2495 4,23 74,7
Rindfleischzubereitung mit
Reis und Kartoffeln 25,52 14,4 16,7 19,1 95,4 3,18 85,2
Rindfleischzubereitung mit
Reis und Kartoffeln 23,60 14,5 14,9 15,3 87,7 3,10 85,1
Reis-Gemusecreme mit Huhn 33,68 15,3 16,4 17,5 65,1 1,48 84,9
Reis-Gemusecreme mit Huhn| 43,60 12,9 13,4 13,8 74,3 1,41 94,6
Broccoli, Kartoffeln und Pu- 42,65 3.9 43 48 68.8 1,52 92,3

tenfleisch
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Fortsetzung Tabelle 65:

Broccoli, Kartoffeln und Pu-

: 45,50 4,2 4,5 4.8 63,9 1,31 78,8
tenfleisch
Tomatengemuse, Spaghetti | 4, 5, 5.9 6.5 7.1 148,4 3,35 60,9
und Schweinefleisch
Tomatengemuse, Spaghetti | 45 44 6.3 7.3 8.4 135,8 2,87 61,2
und Schweinefleisch
Frihkarotte 60,87 15,0 15,1 15,1 67,6 0,86 64,3
Frihkarotte 61,89 12,9 13,4 14,0 57,1 0,72 96,2
Reis mit Apfel 50,36 9,2 9,5 9,8 59,8 1,01 70,9
Reis mit Apfel 51,67 8,2 9,3 10,4 57,0 0,94 70,7
Mehrkornbrei 45,61 6,4 6,6 6,7 51,8 1,00 77,1
Mehrkornbrei 54,62 8,5 9,3 10,0 81,2 1,33 64,8
GrieRbrei mit Vanille 65,18 8,8 9,1 9.4 129,5 18,5 92,6
GrieRbrei mit Vanille 63,83 9.4 11,3 13,2 119,0 1,72 77,6
Grie3brei Schoko 34,15 23,3 23,7 14,0 82,4 1,73 78,9
Griel3brei Schoko 38,52 24,7 27,8 30,9 82,0 1,49 79,4
Butterkeks-Milchbrei 29,63 4,9 4.9 4.9 31,4 0,90 68,4
Butterkeks-Milchbrei 41,60 12,8 13,7 14,6 56,1 1,04 67,0
Milchbrei Banane 59,76 8,8 8,8 8,8 21,9 0,18 117,0
Milchbrei Banane 63,65 9,2 9,5 9,9 21,3 0,19 103,5
Pfirsich-Maracuja mit Joghurt 53,95 6,9 7.4 7,9 34,5 0,51 87,2
Pfirsich-Maracuja mit Joghurt 50,06 4,0 4.6 5,2 40,0 0,72 85,8
Pfirsich mit Honig 61,90 3,9 3,9 4,0 31,5 0,45 115,7
Pfirsich mit Honig 65,86 3,2 3,3 3,5 23,1 0,30 103,3
Sudfriichte in Apfelsaft 81,97 15,9 16,2 16,5 69,0 0,65 104,4
Sudfrichte in Apfelsaft 86,26 14,1 15,8 17,5 76,2 0,72 106,4
Melissentee mit Traubensaft 86,56 14,0 15,3 16,5 24,5 0,12 109.,8
Melissentee mit Traubensaft 87,03 13,6 14,9 16,3 29,4 0,18 113,8
Raffinade-Zucker 92,65 9,2 10,1 11,0 65,1 0,60 114,2
Raffinade-Zucker 101,58 11,4 11,5 11,7 79,6 0,67 109,5
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7.12. Ubersicht liber 4-NP-Mengen in Sauglings- und Kleinkindernahrung nach dem Verfahren fiir 4-NP

und 4-tert.-OP
Tabelle 66: Anahng 7.12.: Ubersicht iiber 4-NP-Mengen in Sduglings- und Kleinkindernahrung nach dem Verfahren fiir 4-NP und 4-tert.-OP
. Blindwert Nachweis- Bestimmungs- 4-NP Geha}It an Wiederfin-

Ein- grenze der ent- . 4-NP in der

Probe waage S;Bm:) sprechenden grenze der entspre- | in der Probe (BW dung von
- chenden Apparatur | Probe . 4-n-NP
[g] [ng abs.] Apparatur [ng abs.] [ng abs.] subtrahiert) [%]
] : [ng abs.] ) ' [ng/kg]

SAUGLINGSNAHRUNG:
Muttermilch 1 46,01 7,2 9,2 11,3 26,8 0,43 72,1
Muttermilch 1 61,00 6,1 7,8 9,6 24,6 0,30 99,4
Muttermilch 2 22,53 3,3 4.6 6,0 6,8 0,16 96,2
Muttermilch 2 28,33 2,0 2,5 2,9 8,8 0,24 1221
Dauermilchnahrung 15,51 6,4 7,6 8,9 146,6 9,04 16,9
Dauermilchnahrung 19,46 7.4 8,5 9,6 2142 10,63 16,4
Folgemilch 13,95 8,1 9,5 10,9 254,5 17,66 21,3
Folgemilch 11,73 8,6 9,1 9,7 201,8 16,47 18,1
Reis-Gemiusecreme mit Huhn | 48,28 5,9 6,8 7,7 16,1 0,21 103,7
Reis-Gemiusecreme mit Huhn | 46,35 3,6 3,8 4.0 14,8 0,24 98,1
Schinkennudeln mit Gemise 42,50 28,5 29,2 30,0 186,7 3,72 78,3
Schinkennudeln mit Gemlse 55,05 16,6 16,9 17,3 2495 4,23 74,7
Frihkarotte 147,76 5,3 5,6 5,9 7,7 0,02 171,3
Frihkarotte 139,91 4.4 5,9 7,4 7.1 <BG 126,7
Schmelzflocken 41,56 3,4 4,0 4.6 520,9 12,45 99,6
Schmelzflocken 47,61 3,5 3,8 4.1 483,4 10,08 81,3
Milchfertigbrei mit Griel® 22,70 13,0 18,0 22,9 122,7 4,83 61,9
Milchfertigbrei mit Griel® 23,13 9,9 10,7 11,5 109,5 4,31 76,9
Baby-Apfel 98,60 0,8 0,8 0,8 11,0 0,10 178,9
Baby-Apfel 111,92 4,3 4.7 5,2 17,0 0,11 107,9
Apfel-Banane mit Quark 77,27 3,4 3,8 4,2 51,7 0,63 110,9
Apfel-Banane mit Quark 69,68 3,3 3,6 4,0 37,9 0,50 122,9




Fortsetzung Tabelle 66:
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Apfel-Getreide Brei 57,00 5,8 7.4 9,0 16,4 0,19 86,7
Apfel-Getreide Brei 58,16 5,1 5,9 6,6 17,4 0,21 80,2
Zwieback 30,01 7,6 10,9 14,3 4349 14,24 48,7
Zwieback 39,21 8,7 8,8 8,9 469,7 11,76 67,0
Milder Apfelsaft 525,37 49 6,0 7.1 50,0 0,09 121,5
Milder Apfelsaft 527,02 4,6 1,9 5,2 55,9 0,10 114,5
Baby Tee 50,38 12,7 19,8 26,9 390,6 7,50 76,9
Baby Tee 52,24 7,0 9,7 12,4 312,7 5,85 92,4
KLEINKINDERNAHRUNG:

Cornflakes 30,45 10,2 11,3 12,4 113,0 3,38 107,3
Cornflakes 29,84 9,8 10,3 10,7 129,2 4,00 113,1
gekochte Kartoffeln 232,51 2,6 3,7 47 7.5 0,02 1447
gekochte Kartoffeln 247,41 2,4 2,9 3,3 7,6 0,02 142.,4
Karotte 174,43 4.4 4.6 47 14,4 0,06 148,0
Karottte 175,41 4,7 5,1 5,5 12,5 0,04 131,7
Banane 108,23 4.5 5,0 5,5 25,9 0,20 114,9
Banane 115,65 2,5 2,5 2,5 27,0 0,21 114,3
H-Vollmilch 56,60 7.4 8,6 9,9 48,2 0,72 23,4
H-Vollmilch 49,23 5,6 8,6 11,6 49,6 0,89 28,2
Eier 67,56 2,7 4.2 5,7 57,6 0,81 18,1

Eier 69,37 2,6 3,9 5,2 50,4 0,69 18,7

Geflugel-Mortadella 16,79 7,3 7,8 8,3 18,7 0,68 90,5

Geflugel-Mortadella 21,21 8,5 8,7 8,9 18,8 0,49 103,0
Seelachs 24,74 6,7 7,3 8,0 4.0 <NG/BG 143,4
Seelachs 24,05 5,0 5,8 6,6 7,0 0,08 119,9
Butter, mild gesauert 9,70 8,8 9,8 10,9 55,5 4,81 28,6

Butter, mild gesauert 13,08 8,5 9,7 10,9 56,4 3,66 28,7

Leitungswasser 988,79 5,8 5,9 6,0 14,0 0,01 96,9

Leitungswasser 999,83 6,9 7,3 7,7 12,4 0,01 92,3

Leitungswasser 919,84 4,3 4,3 4.4 13,9 0,01 100,3




7.13. Spektren aller derivatisierten Analyten fur das Analyseverfah-
ren fiir 4-NP und 4-tert.-OP
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Abbildung 44: Anhang 7.13.: Spektrum des derivatisierten 4-tert.-OP fiir das Analyseverfah-
ren fiir 4-NP und 4-tert.-OP
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Abbildung 45: Anhang 7.13.: Spektrum des derivatisierten 4-NP, Peak 1, fiir das Analysever-

fahren fiir 4-NP und 4-tert.-OP
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Abbildung 46: Anhang 7.13.: Spektrum des derivatisierten 4-NP, Peak 2, fiir das Analysever-

fahren fiir 4-NP und 4-tert.-OP
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Abbildung 47: Anhang 7.13.: Spektrum des derivatisierten 4-NP, Peak 3, fiir das Analysever-
fahren fiir 4-NP und 4-tert.-OP
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Abbildung 48: Anhang 7.13.: Spektrum des derivatisierten 4-NP, Peak 4, fiir das Analysever-
fahren fiir 4-NP und 4-tert.-OP
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Abbildung 49: Anhang 7.13.: Spektrum des derivatisierten 4-NP, Peak 5, fiir das Analysever-

fahren fiir 4-NP und 4-tert.-OP
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Abbildung 50: Anhang 7.13.: Spektrum des derivatisierten 4-NP, Peak 6, fiir das Analysever-

fahren fiir 4-NP und 4-tert.-OP
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Abbildung 51: Anhang 7.13.: Spektrum des derivatisierten 4-NP, Peak 7, fiir das Analysever-
fahren fiir 4-NP und 4-tert.-OP
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Abbildung 52: Anhang 7.13.: Spektrum des derivatisierten 4-NP, Peak 8, fiir das Analysever-
fahren fiir 4-NP und 4-tert.-OP
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Abbildung 53: Anhang 7.13.: Spektrum des derivatisierten 4-NP, Peak 9, fiir das Analysever-
fahren fiir 4-NP und 4-tert.-OP
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Abbildung 54: Anhang 7.13.: Spektrum des derivatisierten 4-NP, Peak 10, fiir das Analyse-
verfahren fiir 4-NP und 4-tert.-OP

168



100

90

80

-1
(=]

[a2]
(=]

B
o

Relative Abundance
o
o

(2]
(=]

5
o

10

263,0

221.0
266,0
107.0 151-0| 163“0 | 191|-° 205,0 2220 5470 | 3030 3130 334.0
[ N N PPRrIrTeRpeeys vy prqpapuenony 1 1 Py i 1 SR [T PrOpIrpewpar [rapupape | | FRSSprTY | | Frysepesapes FRPRpery Ay R ) ||| e g S R SRR A SR P
100 150 200 250 300 350
mfz

Abbildung 55: Anhang 7.13.: Spektrum des derivatisierten 4-NP, Peak 11, fiir das Analyse-
verfahren fiir 4-NP und 4-tert.-OP
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Abbildung 56: Anhang 7.13.: Spektrum des derivatisierten ISTD 4-n-OP fiir das
Analyseverfahren fiir 4-NP und 4-tert.-OP
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Abbildung 57: Anhang 7.13.: Spektrum des derivatisierten GSTD 4-(2'-Nonyl)phenol fiir das
Analyseverfahren fiir 4-NP und 4-tert.-OP
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Abbildung 58: Anhang 7.13.: Spektrum des derivatisierten ISTD 4-n-NP fiir das Analysever-
fahren fiir 4-NP und 4-tert.-OP
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7.14. Spektren aller derivatisierten Analyten fur das Analyseverfah-
ren fur 4-NP, 4-tert.-OP, 4-NP1EO und 4-NP2EO
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Abbildung 59: Anhang 7.14.: Spektrum des derivatisierten GSTD 4-(2'-Nonyl)phenol fiir das
Analyseverfahren fiir fiir 4-NP, 4-tert.-OP, 4-NP1EO und 4-NP2EO
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Abbildung 60: Anhang 7.14.: Spektrum des derivatisierten 4-NP1EO, Peak 1, fiur das Analy-
severfahren fiir 4-NP, 4-tert.-OP, 4-NP1EO und 4-NP2EO
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Abbildung 61: Anhang 7.14.: Spektrum des derivatisierten 4-NP1EO, Peak 2, fiir das Analy-
severfahren fiir 4-NP, 4-tert.-OP, 4-NP1EO und 4-NP2EO
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Abbildung 62: Anhang 7.14.: Spektrum des derivatisierten 4-NP1EO, Peak 3, fiir das Analy-
severfahren fiir 4-NP, 4-tert.-OP, 4-NP1EO und 4-NP2EO
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Abbildung 63: Anhang 7.14.: Spektrum des derivatisierten 4-NP1EO, Peak 4, fiir das Analy-
severfahren fiir 4-NP, 4-tert.-OP, 4-NP1EO und 4-NP2EO
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Abbildung 64: Anhang 7.14.: Spektrum des derivatisierten 4-NP1EO, Peak 5, fiir das Analy-
severfahren fiir 4-NP, 4-tert.-OP, 4-NP1EO und 4-NP2EO
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Abbildung 65: Anhang 7.14.: Spektrum des derivatisierten 4-NP1EO, Peak 6, fiir das Analy-
severfahren fiir 4-NP, 4-tert.-OP, 4-NP1EO und 4-NP2EO
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Abbildung 66: Anhang 7.14.: Spektrum des derivatisierten 4-NP1EO, Peak 7, fir das Analy-
severfahren fiir 4-NP, 4-tert.-OP, 4-NP1EO und 4-NP2EO
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Abbildung 67: Anhang 7.14.: Spektrum des derivatisierten 4-NP1EO, Peak 8, fiir das Analy-
severfahren fiir 4-NP, 4-tert.-OP, 4-NP1EO und 4-NP2EO
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Abbildung 68: Anhang 7.14.: Spektrum des derivatisierten 4-NP1EO, Peak 9, fiir das Analy-
severfahren fiir 4-NP, 4-tert.-OP, 4-NP1EO und 4-NP2EO
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