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Quality is never an accident. It is always the result of intelligent effort.

(John Ruskin, 1819 — 1900)
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1 Einleitung

1.1 Packmittel - Aluminiumtube

Bei der Verpackung von Arzneimitteln ist zwischen Primar- und Sekundarverpackung zu
differenzieren. Behaltnisse oder jede andere Form der Arzneimittelverpackung zédhlen als
Primarverpackung, sofern sie unmittelbar mit dem Arzneimittel in Berlihrung kommen
[EUROPAISCHES PARLAMENT 2001]. Unter der Sekundarverpackung wird im Allgemeinen die
Umverpackung, welche unter anderem zur Aufnahme des Beipackzettels dient, verstan-
den [BLEIsScH et al. 2003]. Als Primarverpackung halbfester Darreichungsformen sind
Aluminiumtuben weit verbreitet.

Die Erfindung der Tube geht auf das Jahr 1841 zuriick, als der US-Amerikaner John
Rand einen einseitig versiegelten und am anderen Ende wiederverschlieBbaren, aufroll-
baren Bleizylinder entwickelte [RAND 1841]. Urspriinglich war dieser fir Maler gedacht,
die ihre Olfarben bis dato zum Schutz vor Austrocknung iiberwiegend in Schweinsblasen
lagerten [TUGEL 2007]. In den folgenden Jahrzehnten fanden vornehmlich Tuben aus Zinn,
aus mit Zinn beschichtetem Blei und aus Bleilegierungen Anwendung. Nach ersten
Produktionsversuchen von Aluminiumtuben im Jahr 1913 begannen diese in den 20er-
und 30er-Jahren des 20. Jahrhunderts die zinn- und bleibasierten Tuben abzulosen [ETMA
2009]. Neben der geringeren Reaktivitdat des Metalls gab vor allem die niedrige Dichte von
Aluminium den Ausschlag fiir einen Wechsel, sodass die Aluminiumtuben ihre Vorlaufer
bereits in den 1940er und 1950er Jahren nahezu vollstandig vom Markt verdrangt hatten
[JENKINS und OsBORN 1993].

Ungefahr 10,4 Milliarden Tuben wurden 2008 allein in Europa von den Mitgliedern der
European Tube Manufacturers Association (ETMA) hergestellt, wobei nur 20 % dieser
Tuben als  Primarpackmittel  von

Pharmazeutika zum Einsatz kamen Lebens-  payshalts-

mittel waren 6 %
9%

(s. Abb. 1.1). Entgegen dem allgemei-
nen Trend, Aluminiumtuben durch
Kunststoff- (PE, PP) und Verbundtuben
zu substituieren, werden fir den euro-

paischen Arzneimittelsektor auch heute Arzneimittel

noch (berwiegend Aluminiumtuben 20%
verwendet [ETMA 2009]. Dies ist vor
allem auf die guten Barriereeigen-
schaften des Aluminiums zurlickzu-

Abb. 1.1: Einsatzgebiete von Tuben europaischer
fihren. Neben der Impermeabilitat fir Produktion [nach ETMA 2009]
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Feuchtigkeit und Gase gewahrleistet die Aluminiumtube einen effizienten Schutz vor Licht
und Keimen. Des Weiteren weisen Aluminiumtuben im Gegensatz zu Kunststoff- und
Verbundtuben ein eher plastisches Verhalten auf, welches das ,Riicksaugen’ von Luft nach
der Dispensierung weitgehend unterbindet. Ergo wird das Fiillgut besser vor potentieller
Austrocknung und Oxidation geschiitzt [JENKINS und OsBORN 1993].

Die Herstellung von Aluminiumtuben erfolgt (iber mehrere Schritte, ausgehend von
mit Metallseife gefetteten Aluminiumronden. Aus diesen werden im FlieBpressverfahren
unter hohem Umformdruck Rohtuben gepresst, welche nachfolgend auf die vordefinierte
Lange geschnitten werden. In einem weiteren Arbeitsschritt erfolgt an einem Drehauto-
maten die Rollung des Gewindes, bevor die Tuben bei ca. 400 — 500 °C gegliiht werden.
Hierbei kommt es zur erneuten Erweichung des durch Umformung versprodeten Mate-
rials; Schmiermittelreste werden eliminiert. Zum Schutz des Aluminiums vor aggressiven
Fiillgiitern sowie zur Vermeidung des Ubergangs von Metallionen auf das Produkt wird
nach dem Glihprozess von einem Spritzautomaten ein auf das Flllprodukt abgestimmter
Innenschutzlack in definierter Schichtdicke aufgetragen und anschlieRend bei 260 —
320 °C eingebrannt. Haufig erfolgt die Auftragung des Lackes in mehreren Schichten
[GoLba 1984]. Nach Abschluss dieser so genannten ,Rohtubenphase’ folgt die ,Dekoration’
der Tuben mit einer dulerlich aufgetragenen Grundierung, der Vortrocknung, der Auftra-
gung des Druckbildes sowie gegebenenfalls eines Klarlacks. Zuletzt wird eine Kappe auf
die Tube aufgeschraubt und die Tube fakultativ via Schleuderdiisenautomat mit einem
lufttrocknenden Dichtring aus Latexmasse versehen. Bei Anwendung eines kontinuierlich
ablaufenden Herstellungsprozesses werden infolge der hohen Temperaturen keimarme

Aluminiumtuben erhalten [GoLbA 1985].

1.2 Epoxidharze

Fir die Innenschutzbeschichtung von Aluminiumtuben finden vorrangig Lacke auf Epoxid-
harzbasis Verwendung. Bei diesen handelt es sich um durch Kondensation von reaktiven
Epoxidverbindungen mit mehrwertigen Alkoholen oder Phenolen gewonnene Polyether,
die sich durch das Vorhandensein von mehr als einem Oxiranring auszeichnen [BEYER und
WALTER 1988].

Bereits 1934 meldete ScHLACK [1934] ein Patent fiir die Herstellung eines auf Bisphenol
A (BPA) und Epichlorhydrin basierenden Epoxidharzes an. CASTAN [1940] erkannte, dass
sich daraus durch Hartung mit Phthalsaureanhydrid ein Duromer (thermoset) mit beson-
ders guten Oberflachenhafteigenschaften erhalten lie8 [ScHwARz 1988]. Diese Entdeckung
ebnete den Weg fir den kommerziellen Durchbruch der Epoxidharze. In den folgenden
Jahrzehnten wurde Uber strukturelle Modifikationen eine uniuberschaubare Anzahl von

Spezialharzen generiert: Bisphenol F-basierte, halogenierte, cycloaliphatische Epoxid-
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harze, Epoxyvinylester, Epoxyacrylate etc. Ebenso vielfiltig wie die Zusammensetzung der
Lacke stellt sich deren Anwendungsspektrum dar: Oberflachenschutzlacke, Klebstoffe,
GieRRharze in der Elektrotechnik, Verbundstoffe in der Luft- und Raumfahrt etc.

Mit einem Mengenabsatz von 75 — 90 % dominieren Harze vom BPA-Typ heutzutage
den Markt fir Epoxidharze [PHAM und MARKs. 2005, PONTEN 2006]. Dies ist vor allem auf
die Kombination von vergleichsweise geringen Produktionskosten bei gleichzeitig hoher
Einsatzflexibilitat zurlickfihren. So lassen sich an BPA-basierten Epoxidharzen lber Bei-
mengung diverser curing agents, Fillmittel, Solvenzien, Verdiinner, Weichmacher, Pig-
mente, Katalysatoren, Reaktionsbeschleuniger und Harter gezielt Modifikationen der

Prozessierungs- und Materialeigenschaften vornehmen [SIMAL-GANDARA 1999].

NaOH

oL
NaCI+HZO‘% " O O O OH i M
HOO/\((]) oO/Y

BADGE 2 HCI

‘% NaOH

Cl/Yo NaCl + H,0
BADGE "HClI

OH NaOH
k: NaCl + H,0
é>/\ o BADGE O/\do

Abb. 1.2: Schematische Darstellung der BADGE-Synthese

Wichtigster Bestandteil der Rohlacke BPA-basierter Epoxidharze ist das Prdpolymer von
BPA mit Epichlorhydrin. Vereinfacht dargestellt erfolgt dessen Herstellung nach basen-
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katalysierter, nucleophiler Offnung des Epoxidrings des Epichlorhydrins tiber eine Kupp-
lung des primdren Kohlenstoffatoms mit der phenolischen Hydroxylgruppe des Bis-
phenols zum Chlorhydrin (s. Abb. 1.2). Die anschliefende Elimination von Wasser resul-
tiert in der Rekonstitution der Oxiranringe respektive der Bildung des Bisphenol A-
Diglycidylethers (BADGE). Intermediadr entstehen unter anderem die (partial-)hydrochlo-
rierten Derivate BADGE-HCl und BADGE-2HCI.

Durch Variation der Molmengenverhaltnisse von BPA zu Epichlorhydrin sowie der
Reaktionsbedingungen lasst sich der Polymerisationsgrad des Prapolymers gezielt beein-
flussen. Wahrend im einfachsten Fall das monomerische BADGE entsteht (s. Abb. 1.3,
n = 0), enthalten die zur Beschichtung genutzten Rohlacke Ublicherweise Prapolymere mit
einem Polymerisationsgrad von n = 9 — 11 [SIMAL-GANDARA et al. 1998]. Die Rohlacke
konnen jedoch Restmonomere aus dem Produktionsprozess (u.a. BPA, BADGE,
BADGE-HCl und BADGE-2HClI), partial-hydrolysierte Derivate (BADGE-H,0, BADGE-HCI-H,0
und BADGE-2H,0, s. Abb. 1.5) sowie Reaktionsprodukte mit Additiven aufweisen.

ol okl

Abb. 1.3: Prapolymer eines Epoxidharzes vom BPA-Typ

Zur Ausbildung einer dreidimensionalen, quervernetzen Struktur missen die Epoxidharze
mit curing agents, Hartern und Quervernetzern zur Reaktion gebracht werden. Fiir Innen-
beschichtungen werden hierflir haufig polyfunktionale Phenolharze, Anhydride von
Dicarbonsauren (z.B. Phthalsdure-, Maleinsdureanhydrid) oder aromatische Diamine (z.B.
m-Phenyldiamin, Diaminodiphenylmethan) genutzt, die zu Beschichtungen hoher chemi-
scher Stabilitat fihren (s. Abb. 1.4). Zwecks Charakterisierung des Epoxidharzes wird ubli-
cherweise das Epoxidaquivalentgewicht (EEW) angegeben, welches derjenigen Menge
Harz in Gramm entspricht, die ein Mol Epoxidgruppen enthalt. Das EEW ist unter ande-
rem fiir die Berechnung des Harz-Harter-Verhaltnisses erforderlich. Da die Harter nicht
katalytisch sondern als Reaktionspartner fungieren, ist eine exakte Einhaltung des Misch-

verhaltnisses obligat [ScCHWARz 1988].

R
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oo+ o e

Epoxidharz Diamin (Harter)

quervernetztes Epoxidharz

Abb. 1.4: Quervernetzung eines Epoxidharzes mit einem Diamin [PHAM und MARks 2008]
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Der Produktionsprozess beinhaltet prinzipiell zwei kritische Aspekte: die Reinheit der ein-
gesetzten Edukte sowie das Erfordernis der Einhaltung exakter Bedingungen (Mischungs-
verhéltnis, Einbrenndauer / -temperatur) wahrend der Hartung [SIMAL-GANDARA et al.
1998]. Infolge eines fehlerhaften Produktionsprozesses, abweichender Einbrenn-
bedingungen oder inkorrekten Quervernetzung konnen vermehrt Restmonomere /
-oligomere, Additive sowie deren Reaktionsprodukte aus der Innenbeschichtung in das
Flllgut Gbergehen. Bei BPA-basierten Epoxidharzen ist dies vor allem fir BPA, BADGE

sowie dessen (partial-)hydrolysierte und hydrochlorierte Derivate beschrieben.

1.3 Interaktionen Packmittel - Arzneimittel

Aus der groRBen Bandbreite der fiir die Herstellung pharmazeutischer Packmittel verwen-
deten Materialien ergeben sich — insbesondere fiir Kunststoffe — eine Vielzahl an Inter-
aktionsmoglichkeiten: der Transfer von Substanzen aus dem Umfeld durch das Packmittel
(Permeation), aus dem Packmittel in das Arzneimittel (Extraktion, Leaching) sowie jeweils
umgekehrt (Permeation, Sorption), wobei Folgereaktionen sowohl innerhalb des Pack-
mittels als auch innerhalb des Arzneimittels moglich sind.

Unter ,Sorption‘ wird die physikochemische Bindung eines gelosten Bestandteils des
Arzneimittels an das Primarpackmittel verstanden [EMEA 2005]. Inkompatibilitdten auf-
grund von Sorptionsprozessen sind insbesondere bei niedrig dosierten Wirkstoffen als
kritisch zu werten, da diese zu einer signifikanten Minderung der Wirksamkeit des
Arzneimittels fiihren konnen. Eine Vielzahl von Studien belegt, dass Wirkstoffe insbeson-
dere von Kunststoffmaterialien adsorbiert werden [u.a. JENKE 1993, MARTENS et al. 1990,
MOORHATCH und CHIou 1974, PALMGREN et al. 2006, SALOMIES et al. 1994].

Unter Leaching, oftmals synonym mit Migration verwendet, wird die Abgabe von Sub-
stanzen (Leachables) aus dem Kunststoffmaterial an das Fillgut verstanden. Das Leaching
unterscheidet sich von der Extraktion dadurch, dass es unter Bedingungen auftritt, die
den erwartungsgemadRen Gebrauch des Arzneimittels widerspiegeln. Bei der Extraktion
hingegen wird ein geeignetes Solvenssystem unter ,extremen’ Bedingungen verwendet,
um die Menge der aus dem Packmittel in das Fillmedium Ubergehenden Substanzen
(Extractables) zu maximieren respektive eine worst case-Abschatzung vorzunehmen
[EMEA 2005].

Sorptions- und Migrationsprozesse sind in der Lage, sowohl direkt als auch indirekt
— Uber eine Minderung der Funktionalitdt des Packmittels — die Qualitat eines Arznei-
mittels zu beeintrachtigen. Nach BANER et al. [2003] sollte die Minimierung des Inter-
aktionspotentials deshalb zumeist das Hauptkriterium eines optimalen Packmittelsystems

darstellen.
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Der Grad des Risikos einer Packmittelinteraktion wird in Abhangigkeit von der Darrei-
chungsform und dem Applikationsweg unterschiedlich bewertet. Da Diffusionsvorgange
die Grundvoraussetzung fiir Migration darstellen, werden Wechselwirkungen zwischen
Primarverpackung und festen Darreichungsformen als unwahrscheinlich angesehen;
hingegen ist die Wahrscheinlichkeit von Interaktionen bei flissigen oder halbfesten

Darreichungsformen hoch (s. Tab. 1.1).

Tab. 1.1: Einstufung von Packmittelinteraktionen verschiedener Darreichungsformklassen

Releranelin Wahrscheinlichkeit von Wechselwirkungen
Zusammenhang mit (Packmittelkomponenten — Darreichungsformen)
Applikationsweg hoch mittel niedrig

. Sterile Pulver
Parenteralia

am héchsten Pulver flr Injectabilia
Aerosol-Inhalanda
Pulver-Inhalanda

Flussige und halbfeste
Zubereitungen zur
hoch Anwendung an Auge
und Nase; Transdermale
Pflaster

Flussige und halbfeste
Zubereitungen zur Pulver zum Einnehmen
niedrig topischen Anwendung oder zur topischen
oder in der Mundhdhle Anwendung
oder zum Einnehmen

Tabletten,
Weich- und Hartkapseln

In Anlehnung an Guidance for Industry [FDA 1999]

Unter physikalischen Gesichtspunkten wird der Massentransfer in das Produkt neben der
geometrischen Dimension eines Produkt-Packmittel-Systems im Wesentlichen durch
kinetische (Diffusions-) und thermodynamische (Verteilungs-)Prozesse determiniert. Die
Grundlagen fir die ablaufenden Vorgiange kénnen liber das zweite Fick’sche Diffusions-
gesetz sowie den Verteilungskoeffizienten beschrieben werden (s. Tab. 1.2). Infolge der
Brown’schen Molekularbewegung tritt bei Diffusionsprozessen ein Massentransport in
Richtung des Konzentrationsgradienten auf. Sobald ein Molekiil die Grenzflache zwischen
Polymer und Fiillmedium erreicht, wird das AusmaR des Ubergangs zum einen von der
Viskositat des Mediums und zum anderen essentiell von der Loslichkeit des Leachables in
beiden Phasen bestimmt. Die Losungseigenschaften im Fillmedium werden hierbei mal3-
geblich durch dessen Zusammensetzung (Polaritdt, Emulgatoren etc.) determiniert. Der
Transport innerhalb der Polymermatrix hangt wiederum im Wesentlichen von der
Flichtigkeit, dem Molekulargewicht sowie dem Diffusionsvermdgen des Leachables ab. In
diesem Zusammenhang spielen die Elastizitat und die thermoplastischen Eigenschaften

des Polymers eine wichtige Rolle [LAu und WoNG 2000, PIRINGER und BANER 2008]. Diese
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sind jedoch nicht zwangsldufig konstante Parameter, sondern kdnnen sich infolge von

Sorptions- und Quellungsprozessen wahrend der Lagerung verandern.

Tab. 1.2: Grundformeln von Diffusions- und Verteilungsprozessen

Sc ) 52¢ c Konzentration
5t 5x2 t Zeit
D Diffusionskoeffizient
2. Fick’sches Diffusionsgesetz e Abstand
k-T k Boltzmann-Konstante
b= 6mnT T Temperatur (absolut)
n Viskositat der Matrix
Diffusionskoeffizient - il EE s
Koo = Cp.ooPp Kp ¢ Verteilungskoeffizient
’ CF oo PF eichgewichtskonzentration des
PE " e o/ Gleichgewichtsk ion d
P.ol"F.0 1 eqchables in der jeweiligen Phase
Verteilungskoeffizient Pp/F Dichte des Packmittels / Fiillmediums

Unter Verwendung stark vereinfachter Annahmen (u.a. unendliche Dicke des Packmittels,
homogene Verteilung des Leachables im Packmittel) konnen die aus einem Packmittel (P)
zu einem definierten Zeitpunkt in ein Fillmedium (F) migrierten Leachable-Mengen nahe-
rungsweise mit Hilfe des zweiten Fick‘schen Diffusionsgesetzes und dem Verteilungs-
koeffizienten beschrieben werden. Fir viskose Fillmedien leitet sich nach BANER et al.

[2003] die in Formel 1.1 dargestellte Gleichung ab.

mp, Menge des migrierten Leachables
A Kontaktflache

Mg, 2 B Ausgangskonzentration des Leachables im

—==—c ——/Dpt
A VT e gy PO packmittel

pp  Dichte des Packmittels

1 [p
wobei: § = — |£

Diffusionskoeffizient des Leachables im
Kpp~ Dp Dp/p

Packmittel / Fillmedium
t Kontaktzeit
Kpr  Verteilungskoeffizient (s. Tab. 1.2)

Formel 1.1: Berechnung des Leachings in viskose Fiillmedien [BANER et al. 2003]

Zu beachten gilt, dass die Gleichung lediglich flir einen Massentransfer < 60 % anwendbar
ist, da mit zunehmender Anndherung an das Verteilungsgleichgewicht die Ungenauigkeit
stark zunimmt. Dennoch kdénnen grundlegende Aussagen liber Migrationsvorgange aus

der Gleichung abgeleitet werden. So ist der Diffusionsstrom proportional der Ausgangs-
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konzentration des Leachables, der Wurzel der Zeit sowie der Wurzel des Diffusionskoeffi-
zienten im Packmittel. Vereinfacht gesagt: ist der Verteilungskoeffizient der Substanz
zwischen Packmittel und Fillmedium in Richtung des Fillmediums verschoben (Kp < 1)
respektive 16st sich das Leachable besser im Fillmedium als im Packmittel, so wird der
Diffusionsstrom (iberwiegend durch die Eigenschaften des Packmittels bestimmt. Im
Gegenzug determiniert das Fillmedium den Diffusionsstrom, wenn die Substanz eine

hohere Affinitat zum Packmittel aufweist.

1.4 Bisphenol A-Diglycidylether (BADGE)

BADGE, im medizinischen Bereich gelegentlich auch als diglycidylether of bisphenol A
(DGEBA, DGEBPA) oder Monomer 340 bezeichnet, wird tGberwiegend als Intermediat fiir
die Herstellung von Epoxidharzen, als Klebstoffbestandteil von Verbundmaterialien sowie
als stabilisierendes Additiv (,HCI-Scavenger’) in PVC-Organosolen verwendet.

Obwohl weniger als 10 % der Epoxidharzproduktion fiir die Innenbeschichtungen von
Konserven- und Getrankedosen eingesetzt werden, stellt Nahrung — abgesehen von spe-
ziellen Berufsgruppen — die Hauptexpositionsquelle fir den Menschen dar [PoOLE et al.
2004]. Expositionen mit Epoxidharzen kénnen sowohl akute als auch verzogerte aller-
gische Reaktionen hervorrufen. So stellen BPA-basierte Harze eine der haufigsten Ursa-
chen berufsbedingter Kontaktallergien dar [AMADO und TAYLOR 2008, JOLANKI et al. 2001,
TARVAINEN und KANERVA 1999, UTER et al. 2004]. Nachdem die beobachteten Reaktionen
anfanglich auf BPA und den Harzen zugesetzte Harter zurickgefiihrt wurden, identifizier-
ten erstmals FREGERT und THORGEIRSSON [1977; THORGEIRSSON und FREGERT 1977] monomeres
BADGE als Hauptallergen. 60 — 80 % der Patienten mit allergischer Kontaktdermatitis
(allergic contact dermatitis, ACD) auf Epoxidharze sind gegeniiber BADGE sensibilisiert
[PONTEN 2006]. Mit zunehmendem Polymerisationsgrad nimmt das allergene Potential
stark ab [THORGEIRSSON et al. 1978]. Neben der verzogert eintretenden ACD kénnen ver-
einzelt auch unmittelbare Reaktionen provoziert werden [KANERVA et al. 1991]. So wurden
durch Exposition mit BADGE vereinzelt Utricaria [KANERVA et al. 2002] sowie allergisches
Asthma [HANNU et al. 2009, KANERVA et al. 2000] hervorgerufen. Auch ein anaphylaktischer
Schock nach Arbeit mit einem BPA-basierten Epoxidharz ist beschrieben [STuTZ et al.
2008]. Patienten mit allergischen Reaktionen auf BADGE zeigen einen hohen Grad an
Kreuzreaktivitat mit strukturell verwandten Verbindungen wie Bisphenol F-Diglycidylether
(BFDGE) [GEIER et al. 2004, Lee et al. 2002], dem Monomer der sogenannten Novolake,
sowie Bisphenol A-glycidyldimethacrylat (bis-GMA) [GEIER et al. 2007], einem BADGE-
Derivat, welches als Bestandteil von Dentalversiegelungen Verwendung findet. Vom

Bundesinstitut fiir gesundheitlichen Verbraucherschutz und Veterindrmedizin (BgVV)
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wurde BADGE der Kategorie A (,bedeutendes Kontaktallergen) zugeordnet [KAYsErR und
ScHLEDE 2001].

Neben dieser allgemein anerkannten, allergischen Komponente befindet sich eine Viel-
zahl weiterer toxikologischer Aspekte in Diskussion. Seitdem BADGE in vitro als bifunktio-
nales, alkylierendes Agens beschrieben [u.a. ANDERSEN et al. 1978] und die Bildung von
DNA-Addukten mit Nucleosiden nachgewiesen wurde [u.a. STEINER et al. 1992, VANHOUTTE
et al. 1995], befassen sich eine Vielzahl von in vitro-Studien und Tierversuchen mit dessen
cancerogenem, mutagenem und genotoxischem Potential [u.a. HASEMAN und CLARK 1990,
NAKAZAWA et al. 2002, SUAREZ et al. 2000]. Gleichwohl kam das Wissenschaftliche Gremium
fur Lebensmittelzusatzstoffe, Aromastoffe, Verarbeitungshilfsstoffe und Materialien, die
mit Lebensmitteln in Berihrung kommen (AFC) 2004 in einem Gutachten zu dem Ergeb-
nis, dass BADGE und seine Chlorhydrine (BADGE-2HCI, BADGE-HCl und BADGE-HCI-H,0) in
vivo keinen Anlass zu Bedenken im Hinblick auf eine potentielle Cancerogenitat bzw.
Genotoxizitat geben [AFC 2004].

Ungeachtet dessen werden in zahlreichen Publikationen unter anderem die Wirkung
von BADGE am PPARy-Rezeptor [BISHOP-BAILEY et al. 2000, FEHLBERG et al. 2003, NAKAMUTA
et al. 2002, WRIGHT et al. 2000], die Induktion der Apoptose in Tumorzellen [u.a. FEHLBERG
et al. 2002], Antagonismus am Androgenrezeptor und somit endokrine Disruption
[HANAOKA et al. 2002, HYOUNG et al. 2007, TERASAKI et al. 2006] sowie auch weiterhin cyto-
toxische Effekte [RAMILO et al. 2006] diskutiert. Allgemein wird davon ausgegangen, dass
die toxikologische Wirkung im Wesentlichen auf die reaktiven Epoxidgruppen zuriickzu-
fihren ist und somit reziprok mit dem Polymerisations- und Hydrolysegrad korreliert
[Nakazawa 2002, SIMAL-GANDARA et al. 1998, SUAREZ et al. 2000, SUEIRO et al. 2001]. Somit
wurde dem toxikologischen Profil der an beiden Epoxidgruppen hydrolysierten
(BADGE:2H,0) und hydrochlorierten BADGE-Derivate (BADGE:-2HCl) im Vergleich zu
BADGE nur wenig Beachtung geschenkt. AHN et al. [2008] konnten jedoch auch fiir
BADGE-2H,0 eine endokrine Wirkung nachweisen; BADGE-2HCI zeigte wiederum eine
hohe Bindungsaffinitat zum Androgenrezeptor, ohne agonistische Aktivitat zu bewirken
[SATOH et al. 2004]. Beide Verbindungen erhdhten zudem in vitro die Proliferationsrate
von T47D-Brustkrebszellen [NAkAzZAWA et al. 2002].

Zusammengefasst muss konstatiert werden, dass die Toxikologie von BADGE und
dessen Derivaten zum jetzigen Zeitpunkt noch nicht abschlieRend geklart ist.

Da BADGE sowohl nach oraler als auch nach dermaler Applikation [BOOGARD et al.
2000] relativ rasch metabolisiert wird (Hydrolyse, Konjugation), stellt es keine signifikante
Quelle (< 1 %) von BPA dar [HuTsoN 1998]. Sterilisationsversuche mit BADGE in Simulanz-
[6semitteln gaben ebenfalls keine Anhaltspunkte fiir eine Etherspaltung respektive eine

Zersetzung von BADGE zu BPA [YONEKUBO et al. 2008].
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1.5 Bisphenol A (BPA)

BPA wird aus Aceton und Phenol synthetisiert und gehort zu den im groRten Umfang pro-
duzierten Chemikalien. Fir 2010 wird eine globale Nachfrage von fiinf Millionen Tonnen
vorhergesagt [BALLESTEROS-GOMEZ et al. 2009]. BPA findet Gberwiegend in der Herstellung
von Kunststoffen Verwendung, wobei Epoxidharze nur einen kleinen Teil des Anwen-
dungsspektrums reflektieren. So ist BPA eine der Ausgangsverbindungen der Synthese
von Polycarbonat (PC), einem widerstandsfahigen, glasklaren Kunststoff, welcher unter
anderem fir die Herstellung von CDs, Babyflaschen, Mehrwegflaschen, Wasserleitungen
und diversen Haushaltsbehaltnissen genutzt wird. Des Weiteren spielt BPA bei der Her-
stellung von Flammschutzmitteln, Polyester-, Polyacrylat-, Polysulfonharzen und Dental-
versiegelungen auf bis-GMA-Basis eine wichtige Rolle.

Aufgrund seiner breiten Anwendung kommt BPA heutzutage nahezu ubiquitar vor.
KANG et al. [2006] zeigen in einem Review eine Vielzahl an Expositionsquellen auf; so
konnte BPA unter anderem in verschiedensten Umweltproben (Wasser-, Luft- und Erd-
proben) nachgewiesen werden. VANDENBERG et al. [2007] widmen sich in einem weiteren
Review Studien zum Vorkommen von BPA in Korperflussigkeiten (Urin, Blut, Serum) und
Gewebe, wobei BPA zumeist in Gber 90 % der Proben detektiert wurde. So konnten
CALAFAT et al. in zwei Studien 2005 und 2008 BPA bzw. dessen Konjugate in 95 % (394
Probanden) bzw. 92 % (2517 Probanden) der Urinproben nachweisen. Selbst bei Friih-
geborenen wurden in drei Vierteln der Urinproben BPA-Konjugate detektiert [CALAFAT et
al. 2009]. Ungeachtet dessen wird allgemein infolge der zunehmenden Verwendung von
PC-Gefdllen und mit Epoxidharzen beschichteten Behaltnissen von einer primaren Exposi-
tion durch Lebensmittel ausgegangen [u.a. BALLESTEROS-GOMEZ et al. 2009, KANG et al.
2006, Saiki et al. 2007].

Das allergene Potential von BPA ist noch nicht hinreichend untersucht. Beim Menschen
wurden nur vereinzelt kontakt- und photoallergische Reaktionen beobachtet [AALTO-KORTE
et al. 2003, ESTLANDER et al. 1999, MAGUIRE 1988, MATTHIEU et al. 2004]. Vom BgVV wurde
BPA der Kategorie B (,begriindeter Hinweis auf kontaktallergene Wirkung‘) zugeordnet
[KAYSER und ScHLEDE 2001].

BPA gehort zur Gruppe der Xenoestrogene, genauer gesagt den estrogen-like
endocrine disrupting chemicals (EEDC). Die hormonellen Eigenschaften wurden eher
zufallig von KRISHNAN et al. [1993] entdeckt, nachdem durch Verwendung von in Poly-
carbonatflaschen autoklaviertem Wasser die Proliferationsrate von MCF-7-Brustkrebs-
zellen erhoht wurde. Seitdem konnte die estrogenartige Wirkung von BPA in einer Viel-
zahl von Rezeptorbindungs-, Genexpressions- und Zellproliferationsstudien bestatigt
werden [u.a. BERGERON et al. 1999, Hirol et al. 1999, HOWDESHELL et al. 1999, Kim et al.
2001, Li et al. 2004, MATTHEWS et al. 2001, Takao et al. 2003], wobei die Ergebnisse zur
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relativen Aktivitat tGber vier Zehnerpotenzen divergieren [THOMSON und GROUNDS 2005].
Sowohl genomische als auch nicht genomische Estrogeneffekte sind beschrieben.

Eine betrachtliche Anzahl an Publikationen beschaftigt sich mit weiteren Aspekten der
Toxizitat von BPA, einschlielRlich seines Verbleibs im Koérper. So werden vor allem
potentielle Cancerogenitdt, Reproduktionstoxizitdt, Hepatotoxizitdt, Antagonismus am
T3-Rezeptor, Blockade der Testosteronsynthese sowie diverse low dose-Effekte aus Tier-
versuchen (u.a. Anderung der Organgewichte, Rezeptorexpression, Hormonspiegel) dis-
kutiert [u.a. GoLouBkovA et al. 2000, GurTA 2000, HAUBRUGE et al. 2000, Hirol et al. 2004,
HoNMmA et al. 2002, MoRrIYAMA et al. 2002, SCHONFELDER et al. 2004, STEINMETzZ et al. 1998,
Timms et al. 2005, UPMEIER et al. 2000, ZOELLER et al. 2005]. In einem Gutachten von 2006
kommt das AFC in Anbetracht der Studienlage unter Beriicksichtigung der erndhrungs-
bedingten Exposition zu dem Ergebnis, dass die derzeitig gliltigen Grenzwerte (s. Kap.
1.6.2) als hinreichend sicher anzusehen sind [AFC 2006]. Diese Ansicht ist in der Wissen-
schaft nicht unumstritten, sodass sich nach wie vor eine Vielzahl kontroverser Publika-
tionen der Thematik widmen [u.a. HANIOKA et al. 2008, HONMA et al. 2006, KeRrlI et al. 2007,
MVYERS et al. 2009, OKADA et al. 2007, PALANZA et al. 2008, PRINS et al. 2008, RuBIN und SoTo
2009, STAHLHUT et al. 2009, VANDENBERG et al. 2009, vom SAAL et al. 2007, WELSHONS et al.
2006] und weitere toxikologische Effekte beschrieben wurden. Derzeit existieren bereits
Uber 1000 Publikationen zur BPA-Problematik, sodass das toxikologische Profil als ,noch in

Diskussion befindlich anzusehen ist.
1.6 Rechtliche Rahmenbedingungen

1.6.1 Arzneimittelrecht

An pharmazeutische Behaltnisse miissen besondere Anforderungen gestellt werden, da
sie Bestandteil des Arzneimittels sind und dessen Qualitdit maRgeblich beeinflussen
konnen [NURNBERG und LANGGUTH 2007]. So besagt das Arzneimittelgesetz (AMG) in
§55 (8): ,Arzneimittel dirfen [...] nur in den Verkehr gebracht werden, wenn ihre Behalt-
nisse und Umhillungen, soweit sie mit den Arzneimitteln in Berlhrung kommen, den
anerkannten pharmazeutischen Regeln entsprechen’. Das Europdische Arzneibuch
(Ph.Eur.) definiert die Anforderungen an die Qualitdt von pharmazeutisch einsetzbaren
Behaltnissen. Packmittel miissen demzufolge so beschaffen sein, dass der Inhalt vor
Verlust und Veranderung geschiitzt wird und in geeigneter Weise entnommen werden
kann. Dariiber hinaus ist insbesondere bei Kunststoffbehaltnissen zu beachten, dass keine
Substanzen durch das Fillgut in solcher Menge herausgeldst werden kénnen, dass der
Inhalt in seiner Wirksamkeit oder Haltbarkeit verandert wird oder ein Toxizitatsrisiko dar-
stellt. Des Weiteren werden im Arzneibuch spezifische Anforderungen an haufig verwen-
dete Materialien (Glas, PE, PP, PVC, PET, EVA) gestellt. Behéltnisse und Materialien, die
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nicht im Arzneibuch gelistet sind oder anderen als den genannten Qualitdtsstandards ent-
sprechen, kénnen ebenfalls fiir die Verpackung verwendet werden. In diesem Fall ist der
Qualitatsnachweis im Rahmen der Zulassung des Arzneimittels zu erbringen [PH.EUR.].

Bei der Zulassung eines Fertigarzneimittels wird neben dem Beleg einer entsprechen-
den Qualitat des Behaltnisses, seiner Verschliisse und der verwendeten Materialien auch
der Nachweis verlangt, dass die gewahlte Primarverpackung fiir das jeweilige Arzneimittel
geeignet ist. Es handelt sich hierbei um eine grundsatzliche Eignungsprifung, die auch
erfolgen muss, wenn die Qualitdt des Behaltnisses und seiner Materialien den Anforde-
rungen des Arzneibuches entspricht. Folgende Punkte sind u.a. im Rahmen des Zulas-
sungsdossiers zu erlautern: Wahl des Packmittelmaterials, Schutz des Arzneimittels vor
Feuchtigkeit und Licht, Kompatibilitat des Materials mit der Formulierung (inklusive Sorp-
tion und Leaching), Unbedenklichkeit und Handhabung [EUROPAISCHE KOMMISSION 2004b].

Verschiedenste Materialien kommen derzeit fiir die Verpackung von Arzneimitteln zur
Anwendung, wobei insbesondere das Spektrum der Kunststoffe aufgrund der vielfaltigen
Modifikationsmoglichkeiten kontinuierlich erweitert wird. Das Hauptproblem in diesem
Zusammenhang — sowohl aus industrieller als auch aus regulatorischer Sicht — stellen die
potentiellen Interaktionen zwischen Packmittel und Fillgut dar, welche in einer Beein-
trachtigung der Qualitat, Wirksamkeit und Unbedenklichkeit resultieren kénnen.

Fir die Prifung der Innenbeschichtungen pharmazeutisch verwendeter Aluminium-
tuben hat der Gesetzgeber bislang noch keine spezifischen Durchfiihrungsbestimmungen
etabliert. Zwecks Regelung des Umgangs mit Primarpackmitteln aus Kunststoff im
Rahmen des Zulassungsverfahrens wurde fiir Human- und Tierarzneimittel von der Joint
CHMP/CVMP Quality Working Party (QWP) die Guideline on Plastic Immediate Packaging
Materials publiziert [EMEA 2005]. Innenbeschichtungen auf Epoxidharzbasis fallen unter
die Guideline, da sie der Definition ,organische Makromolekiile, hergestellt durch Polyme-
risation [...] von Molekiilen geringeren Molekulargewichts’ entsprechen. Fiir die Ver-
packung flissiger und halbfester Darreichungsformen schreibt die Guideline Extraktions-
studien vor, sofern die Materialien weder in der Ph.Eur. noch in der Pharmakopde eines
Mitgliedsstaates spezifiziert oder als Packmittel fiir Lebensmittel zugelassen sind. Fir
Packmittel von Parenteralia, Inhalanda und Ophthalmika sind auch bei giltiger Lebens-
mittelzulassung Extraktionsergebnisse vorzulegen (s. Tab. 1.3).

Fiir halbfeste und flussige Darreichungsformen sind in jedem Fall Interaktionsstudien
durchzufiihren, welche individuell die Eignung des Packmittels fiir das jeweilige Arznei-
mittel belegen. Im Rahmen dieser Priifung ist zum einen die Funktionalitdt des Pack-
mittels zu evaluieren und zum anderen sicherzustellen, dass keine signifikanten Verande-
rungen auftreten, die zu einer Minderung der Qualitat des Wirkstoffs oder des Arznei-

mittels als Ganzem fihren.
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Tab. 1.3: Bei der Zulassung von Arzneimitteln vorzulegende Unterlagen fiir Packmittel aus Kunststoff

P lia, Inhal
Oralia, Topika arenteralia, Inhalanda,

Ophthalmika
Darreichungsform fest halbfest, fliissig fest halbfest, fliissig
Material beschrieben Ph.Eu.r., I?harmakopoe €ines Ph.Eur. oder Pharmakopde
i AT B EHESC LT eines Mitgliedsstaates?
n zugelassen fir LM? g '
ja nein ja nein
Allgemeine Information X X X X X X
Spezifikation X X X
Interaktionsstudien X X ggf. X
Extraktionsstudien X X
Toxikologische Information X X

in Anlehnung an Appendix Il der Guideline on Plastic Inmediate Packaging Materials [EMEA 2005]; LM = Lebensmittel

Neben Sorptionsstudien geben vor allem Migrationsstudien Aufschluss lber potentielle
Interaktionen. Diese sind explizit erforderlich, wenn Extraktionsstudien Anhaltspunkte fiir
potentielle Extractables geben. Im Gegensatz zum Lebensmittelbereich, in dem auf Tests
mit Simulanzlésemitteln (food simulating liquids, FSLs) zurickgegriffen werden kann
(s. Kap. 1.6.2), sind die Prifungen bei Arzneimitteln nach den gesetzlichen Vorgaben mit

der tatsachlichen Zusammensetzung und Formulierung durchzufihren.

1.6.2 Lebensmittel- und Bedarfsgegenstinderecht

Im Vordergrund der Rahmenverordnung 1935/2004 [EUROPAISCHES PARLAMENT UND RAT
2004] steht der Schutz der menschlichen Gesundheit sowie der Verbraucherinteressen.
Lebensmittelkontaktmaterialien sind demnach so herzustellen, dass unter vorherseh-
baren Verwendungsbedingungen keine Bestandteile in Mengen abgegeben werden, die
geeignet sind, die menschliche Gesundheit zu gefdhrden oder eine unvertretbare Veran-
derung der Zusammensetzung herbeizufiihren. Die Verordnung listet Materialgruppen,
fir die spezifische Einzelmallnahmen erlassen werden kdnnen. Hieraus leitet sich die
Richtlinie 2002/72/EG [EUROPAISCHE KomMmissioN 2002b] — zuletzt gedndert durch
Verordnung 975/2009 [EUrRoPAISCHE KomMmissioN 2009] — ab, welche die Vorgaben fir
Materialien und Gegenstdnde aus Kunststoff spezifiziert (,Kunststoff-Richtlinie). Im
Anhang dieser Richtlinie sind in Positivlisten zuldassige Monomere, Ausgangsstoffe und
Additive verzeichnet. Darliber hinaus werden fiir die genannten Verbindungen auf Basis
einer toxikologischen Bewertung spezifische Migrationsgrenzwerte (specific migration
limit, SML) bzw. hochszulassige Restgehalte im Kunststoff definiert.

Erstmals 1990 wurden die Verwendung der Monomere BPA und BADGE bei der Her-
stellung von Kunststoffverpackungen fiir Lebensmittel verbindlich geregelt und Grenz-
werte in die Kunststoffrichtlinie implementiert. Neuere wissenschaftliche Erkenntnisse

— unter anderem bezliglich des toxikologischen Potentials, der Bildung von BADGE-Deri-
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vaten mit Nahrungsmittelkomponenten, weiterer Expositionsquellen etc. — gaben den
Ausschlag fiir die Aufnahme der Hydrolyse- und Hydrochlorierungsprodukte von BADGE
(s. Abb. 1.5) in die Richtlinien sowie die Adaption der SMLs (s. Tab. 1.4).

SO

BADGE O

+ HClI +HN
c/\/\o ! l o/\(é >0 ‘ ‘ o/\/\OH

BADGE - HCI

OH
¥ Hzo\A /HCI
+ HCI O O +H,0
CI/\/\O o/\/\OH
OH OH

BADGE - HCI- H,0O

c/\/\o ! [ o/\/\u Ho/\/\o l [ o/\/\OH
BADGE 2 HCl BADGE 2 H,0

OH OH OH OH
Abb. 1.5: BADGE und dessen Reaktionsprodukte mit Wasser und Chlorid

Tab. 1.4: Spezifische Migrationsgrenzwerte nach Lebensmittelrecht

Mono SML
Richtlinie / Verordnun Erlauterun
-mer / & [mg/6 dm?] ° J
90/128/EWG Festsetzung 3,0
g_f. 2002/72/EG ersetzt 90/128/EWG 3,0
a2 2004/19/EG Anderungv. 2002/72/EG; 0,6

Einengung des SML

QM =1 mg/kg
90/128/EWG Festsetzung oder BADGE
SML<0,02

1999/91/EG Anderungv. 90/128/EWG;
Differenzierung des SML

2001/61/EG explizite Richtlinie Gber Ver- 1,0 Z
wendung v. Epoxyderivate

2002/16/EG ersetzt 2001/61/EG

(BADGE - 2H,0),BADGE - H,0
BADGE - HCl-H,0,BADGE
BADGE - HCl,BADGE - 2HCI

BADGE

9,0 Z [BADGE +2H,0,BADGE - HZO]

1895/2005/EG ersetzt 2002/16/EG; BADGE
Differenzierung des SML BADGE - HCl - H,0
1,0 Z [BADGE - HCI, BADGE - 2HCl

? alternativ in [mg/kg]; SML = spezifischer Migrationsgrenzwert; QM = héchstzuldssiger Restgehalt des Stoffes im
Bedarfsgegenstand
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Die Kontrolle der Anwendungsbeschrankungen respektive der SMLs ist auf europaischer
Ebene in Richtlinie 82/711/EWG [EUROPAISCHER RAT 1982], zuletzt gedndert durch Richtlinie
97/48/EG [EUROPAISCHE KommissioN 1997], festgelegt und erfolgt via Simulanzlésemitteln
(food simulating liquids, FSL). Neben den Bedingungen flr die Migrationsprifung (Prifzeit
und -temperatur) werden in dieser Richtlinie die zu verwendenden FSLs in Abhangigkeit
von dem zu erwartenden Flllgut spezifiziert (s. Tab. 1.5). Da es sich bei Aluminiumtuben
in der Regel um fiillbare Bedarfsgegenstande mit einem Fassungsvermogen < 500 mL
handelt, ist gemaR Richtlinie 2002/72/EG eine oberflichenbezogene Bewertung des

Ergebnisses der Migrationsprifung vorzunehmen [EUROPAISCHE KOMMIsSION 2002b].

Tab. 1.5: Simulanzlésemittel fiir Migrationsprifungen

Lebensmittelkategorie Simulanzlésemittel

Wassrige Lebensmittel (pH > 4,5) Destilliertes Wasser oder Wasser von gleicher Qualitat

Saure Lebensmittel (wassrige
Lebensmittel mit einem 3 %ige Essigsaure (m/V)
pH-Wert < 4,5)

10 %iges Ethanol (V/V). Diese Konzentration ist dem Alkohol-
Alkoholische Lebensmittel gehalt des jeweiligen Lebensmittels anzupassen, wenn
dieser 10 % Uberschreitet

Fetthaltige Lebensmittel Rektifiziertes Olivendl oder andere fetthaltige Losemittel

Auszug aus Richtlinie 97/48/EG, Tabelle | [EUROPAISCHE KOMMISSION 1997]

Aufgrund des erhohten Aufwandes der Probenaufarbeitung von Olivendl wurden mit
Inkrafttreten der Richtlinie fir fetthaltige Lebensmittel fakultative Ersatzprifungen, zum
Beispiel mit Isooctan und Ethanol 95%, Alternativprifungen mit fliichtigen Medien sowie
Extraktionspriifungen etabliert. Diese kdnnen genutzt werden, sofern aufgrund wissen-
schaftlicher Daten allgemein anerkannt ist, dass deren Ergebnisse denen bei Priifung mit
Olivendl entsprechen bzw. dariber liegen.

Mit Inkrafttreten der Richtlinie 2002/72/EG [EUROPAISCHE KomMmiIssION 2002b] wurde
darliber hinaus unter bestimmten Voraussetzungen die Anwendung allgemein anerkann-
ter, wissenschaftlich belegter Diffusionsmodelle legitimiert. Diverse mathematische
Modelle und stoffspezifische Kennzahlen fir ausgewdhlte Polymere wurden seitdem
publiziert. Diese ermdglichen fiir bestimmte Polymer-Fiillgut-Systeme eine naherungs-

weise Abschatzung der Leachables [u.a. BEGLEY et al. 2005, PIRINGER und BANER 2008].

1.6.3 Weitere Normen

Eine Reihe von nationalen und europédischen Normen ergénzen die Vorgaben fiir Alumi-
niumtuben (s. Tab. 1.6). Nachdem lange Zeit vor allem die Dimensionierung spezifiziert
wurde, gibt es neuerdings Bestrebungen, Aussagen Uber die Giite der Innenbeschichtung

zu treffen. Vom Normausschuss Verpackungswesen (NAVp) des Deutschen Instituts fir
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Normung (DIN) wurden deshalb zwei Normen veroffentlicht, die sich der Bestandigkeit

und dem Polymerisationsgrad der Innenbeschichtung widmen (DIN EN 15653 / 15766).

Tab. 1.6: Nationale und europaische Normen fiir Aluminiumtuben

Bezeichnung Titel Version

DIN 55436-2 Verpa.ckungsprufung; Aluminiumtuben; Bestimmung der Verform- 07/1990
barkeit des Tubenmantels

DIN EN 12374  Packmittel — Tuben — Terminologie 09/2009

DIN EN 12375 Packmittel — Aluminiumtuben — Bestimmung der Manteldicke 08/2009
Packmittel — Tuben — Priifverfahren zur Bestimmung der

2L, R r g Luftdichtheit der Verschlisse 11/1998

DIN EN 13046  Packmittel — Zylindrische Metalltuben — Mal3e und GrenzabmaRe 12/2000

DIN EN 13047  Packmittel — Konische Metalltuben — MalSe und Grenzabmale 10/2000

DIN EN 13048 chkmlttel—AIum|n|umtuben—Verfahren zur Bestimmung der 08/2009
Dicke des Innenschutzlackes

DIN EN 14391 Packmittel — Aluminiumtuben — Tastbare Gefahrenhinweise 12/2004

DIN EN 15384 Packn.ntc.tel - AIum|n|umtlj|ben — Priifverfahren zur Bestimmung der 01/2008
Porositdt der Innenbeschichtung

DIN EN 15421 Packmittel — Aluminiumtuben — Bestimmung der Haftfestigkeit des 02/2008
Innen- und AuBenschutzlackes
Packmittel — Aluminiumtuben — Prifverfahren zur Ermittlung der

DIN EN 15653 Bestdndigkeit des Innenschutzlackes gegen Ammoniak 07/2009

DIN EN 15766 Packmittel — Aluminiumtuben — Prifverfahren zur Bestimmung der 08/2009

Polymerisation der Innenbeschichtung mit Aceton

1.7 Bisherige Arbeiten

Aufgrund der zunehmenden toxikologischen und lebensmittelrechtlichen Relevanz wur-
den in den letzten 10 bis 15 Jahren diverse Studien zur Kontamination von Fillglitern und
Kontaktmedien — vorrangig Lebensmitteln — mit BPA, BADGE und dessen Derivaten sowie
deren analytischer Erfassung publiziert (s. Tab. 1.7 u. Tab. 1.8). Des Weiteren wurde in
einigen Migrationsstudien der Einfluss verschiedener Faktoren auf das Leaching unter-
sucht.

Bereits 1991 demonstrierten PASEIRO-LOSADA et al., dass BADGE aus Epoxidharzen
extrahiert werden kann und in der Lage ist, in Simulanzlésemittel Gberzugehen [1991a/b].
Wiederholt wurde auf die hydrolytische Instabilitat von BADGE in wasserhaltigen Medien
hingewiesen [u.a. COTTIER et al. 1998, PASEIRO-LOSADA et al. 1993, PHILO et al. 1997, SIMAL-
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GANDARA et al. 1992 / 1993a], sodass nachfolgende Studien zunehmend um die Bestim-
mung der Hydrolyseprodukte (BADGE-H,0, BADGE-2H,0) erweitert wurden. Sowohl in
chloridhaltigen Fillmedien [u.a. YONEKUBO et al. 2008] als auch bei Verwendung von PVC-
Organosolbeschichtungen konnten auflerdem die (partial-)hydrochlorierten Derivate
(BADGE-HCI, BADGE-2HCI, BADGE-HCI-H,0) nachgewiesen werden [u.a. BIEDERMANN et al.
1997, RICHARD et al. 1999].

Im Rahmen von Lebensmittelkontrollen wurde die Belastung diverser Nahrungsmittel
mit BADGE und zum Teil auch dessen Derivaten untersucht [u.a. BIEDERMANN et al. 1996,
HAMMARLING et al. 2000, RAUTER et al. 1999, SIMONEAU et al. 1999, SUMMERFIELD et al. 1998,
THEOBALD et al. 1999a / 1999b / 2002, YONEKUBO et al. 2008]. Hierbei wurden vor allem in
fett- und o6lreichen Matrices erhohte Mengen an BADGE festgestellt; in hydrophileren
Medien (z.B. Getranken) fielen die nachgewiesenen Leachables zumeist vergleichsweise
niedrig aus [GRoB et al. 2006]. Dies ist vor allem auf die Lipophilie des BADGE-Molekiils
sowie auf die erhdhte Extraktionseffektivitit infolge einer durch das Ol verursachten
Quellung der Innenbeschichtung [u.a. BIEDERMANN et al. 1996, BRONzZ et al. 1998] zuriick-

zufuhren.

Tab. 1.7: Untersuchungen zu BADGE im Lebensmittelbereich

Donor Akzeptor
. / p / Referenz
Packmittel Medium
Konserven- / Lebensmittel  BERGER et al. 2001, BIEDERMANN et al. 1996° / 1997° / 1999a° / 1999b° /
Getriankedosen 2000°, BIEDERMANN und GROB 1998°, BILES et al. 1999°, BREDE et al. 2002°,

BREM et al. 2000b, BRONZ et al. 1998b, CABADO et al. 2008°, CASAJUANA
und LACORTE 2004°, HAMMARLING et al. 2000b, LEEPIPATPIBOON et al. 2005b,
LINTSCHINGER und RAUTER ZOOOb, NERIN et al. 2002b, PARDO et al. 2006b,
PETERSEN 2003", PETERSEN et al. 2008b, RAUTER et al. 1999b, RICHARD et al.
1999°, ROUBTSOVA et al. 19977, SAJIKI et al. 2007°, SIMONEAU et al. 1999°,
SUMMERFIELD et al. 1998°, SUN et al. 2006°, THEOBALD et al. 1999a° /
1999b°, UEMATSU et al. 2001°, YONEKUBO et al. 2008°

FSL BERGER und OEHME 2000°, BIEDERMANN et al. 1998°, HAMMARLING et al.
2000°, MUNGUIA-LOPEZ und SOTO-VALDEZ. 2001°, PASEIRO-LOSADA et al.
1991b°, PousTKOVA et al. 2004b, SALAFRANCA et al. 1999°, SENDON-GARCIA
et al. 2003, SENDON-GARCIA und PASEIRO-LOSADA 2004b, SIMONEAU et al.
2002°, THEOBALD et al. 2002°

Diverses
- Lacke / FSL BIEDERMANN et al. 1998°, COTTIER et al. 1997° / 1998°, FUCHSLUEGER et .
Beschichtungen 1999°, HENRIKS-ECKERMAN und Laioki 1988°%, PASEIRO-LOSADA et al.
1991a° / 1993° / 1997°, ROMERO et al. 2002°, SCHAEFER et al. 2004°,
SCHAFER und SIMAT 2004°, SIMAL-GANDARA et al. 1992° / 1993a° / 1993b°
- Mikrowellen- FSL BEGLEY et al. 1991°
Geschirr Lebensmittel  SHARMAN et al. 1995°
- Leitungen Wasser CRATHORNE et al. 1986°
- Verbundfolie FSL UEMATSU et al. 2005°

- Weinbottiche Wasser & Wein LAMBERT und LARROQUE 1997°

? hur BADGE; ® BADGE und Derivate; © BADGE, Derivate und Oligomere
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Das Gesamt-Leaching von BADGE und dessen Derivaten fiel gegeniiber den Epoxidharzen

bei Organosolbeschichtungen zumeist deutlich héher aus [BIEDERMANN et al. 1996 / 1997 /
1998 / 2000, BILES et al. 1999, BRem et al. 2000, HAMMARLING et al. 2000, LINTSCHINGER und
RAUTER 2000, MUNGUIA-LOPEZ und SoTo-VALDEZ 2001, SIMONEAU et al. 1999, SUMMERFIELD et

al. 1998, THEOBALD et al. 2002], da bei letzteren gezielt monomerisches BADGE als ,HCI-

Scavenger’ zugesetzt wurde. Aus selbigem Grund wurden héhere Mengen chlorierter

BADGE-Derivate bislang fast ausschlieRlich in mit PVC-Organosolen beschichteten

Konserven nachgewiesen [u.a. BERGER et al. 2001, BIEDERMANN et al. 1997, UEMATSU et al.

2001]. Bei Epoxidharzen konnten zumeist nur Spuren der hydrochlorierten Syntheserick-

stande erfasst werden.

Tab. 1.8: Untersuchungen zu BPA im Lebensmittelbereich

Donor /
Packmittel

Konserven- /
Getriankedosen

Akzeptor
/ Medium

Lebensmittel

Referenz

BASHEER und LEE 2004, BILES et al. 1997b, BRAUNRATH et al. 2005, BRAUNRATH
und CICHNA 2005, BREDE et al. 2002, BROTONS et al. 1995, Cao et al. 2008 /
2009a / 2009b, CAsAJIUANA und LACORTE 2004, GOODSON et al. 2002 / 2004,
GRUMETTO et al. 2008, HAN et al. 2005, HIGUCHI et al. 2004, HORIE et al. 1999,
HowEe und BORODINSKY 1998, IMANAKA et al. 2001, INOUE et al. 2003, KANG
und Konpo 2002a / 2002b / 2003, KAWAMURA et al. 2001, Kuo und DING
2004, Lim und TAKEUCHI 2006, Liu et al. 2008, MARAGOU et al. 2006,
MUNGUIA-LOPEZ et al. 2002 / 2005, NERIN et al. 2002, OzAkI et al. 2002, SAJIKI
et al. 2007, SHAO et al. 2005 / 2007, SuN et al. 2006, THOMSON und GROUNDS
2005, Xia0 et al. 2007, YONEKUBO et al. 2008, YOSHIDA et al. 2001

FSL KANG et al. 2003, MUNGUIA-LOPEZ und SOTO-VALDEZ 2001, MUNGUIA-LOPEZ et
al. 2002 / 2005, OzAki et al. 2002, SALAFRANCA et al. 1999
Gefale aus PC
- Babyflaschen Wasser BREDE et al. 2003, CA0 und CORRIVEAU 2008
FSL BILES et al. 19973, D’ANTUONO et al. 2001, MARAGOU et al. 2008,
MOUNTFORD et al. 1997,
- Flaschen Wasser KRISHNAN et al. 1993, LE et al. 2008
- Mikrowellen- | FSL NERIN et al. 2003
Geschirr
- Leitungen FSL SAJIKI und YONEKUBO 2004
Diverses
- Gummi FSL OzAkI und BABA 2003
- Papier/Pappe | FSL OzAkl et al. 2006
- PET Wasser Toyo'okA und OSHIGE 2000
- PVC-Folie FSL LOPEZ-CERVANTES und PASEIRO-LOSADA 2003
- Wassertanks Wasser BAE et al. 2002, LAMBERT und LARROQUE 1997, ROMERO et al. 2002
- Weinbottiche | Wein BRENN-STRUCKHOFOVA und CICHNA-MARKL 2006, LAMBERT und LARROQUE 1997
FSL LARROQUE et al. 1988

Unbekannt

Lebensmittel

ALEXIADOU et al. 2008, DU et al. 2007, OTAKA et al. 2003, YAN et al. 2009,
ZHANG und Wu 1998



1 EINLEITUNG | 19

Wahrend Untersuchungen zu BADGE und dessen Derivaten zumeist an Konserven- und
Getrankedosen durchgefiihrt wurden, rickten bei BPA zusatzlich Gefdalle auf Poly-
carbonatbasis — vor allem Babyflaschen — und Babyschnuller in den o6ffentlichen Fokus.
Des Weiteren konnte das im Vergleich zu BADGE hydrophilere BPA im Rahmen der
Lebensmittelliberwachung wiederholt in Getranken und Konserven nachgewiesen wer-
den, wobei die gemessenen Konzentrationen zumeist relativ niedrig ausfielen. Neben den
gelisteten Studien (s. Tab. 1.8) existieren unzahlige Publikationen zu BPA-Rickstanden in
Umweltproben (Wasser, Abwasser, Klarschlamme, Boden, Luft etc.), Trinkwasser und
biologischen Proben (Korperflissigkeiten, Gewebe). Dies ist vor allem auf die im Vergleich
zu BADGE hohere Hydrolysestabilitat des BPA-Molekiils zurlickzufiihren.

In einigen Migrationsstudien konnte gezeigt werden, dass das Leaching von BPA,
BADGE und dessen Derivaten aus Epoxidharzbeschichtungen wesentlich durch die Lager-
temperatur determiniert wird [u.a. BAE et al. 2002, KANG et al. 2003, KAWAMURA et al.
2001, MUNGUIiA-LOPEZ und SoTo-VALDEZ 2001, MUNGUIA-LOPEZ et al. 2002 / 2005, Saliki et al.
2007, SIMONEAU et al. 2002, YONEKUBO et al. 2008]. In Migrationsstudien an Konserven-
dosen zeigten GOoDSON et al. [2004] und CABADO et al. [2008], dass die Einstellung des Ver-
teilungsgleichgewichtes von BPA bzw. BADGE zwischen Lebensmittel und Innenbeschich-
tung bereits Gberwiegend (80 — 100 %) wahrend der initialen Hitzesterilisation erfolgt.
Darliber hinaus wurde die Zusammensetzung des Fillmediums (pH-Wert, Salz- und
Olgehalt) als zentraler migrationsbeeinflussender Faktor identifiziert [u.a. KANG et al.
2003, YONEKUBO et al. 2008]. RICHARD et al. [1999] und BERGER et al. [2001] berichten nach
Dotierung von Thunfischkonserven (iber eine Abnahme der BADGE-Menge, die auf eine
Reaktion mit Nahrungsmittelbestandteilen hindeutet. PETERSEN [2003] und PETERSEN et al.
[2008] untersuchten das ,Verschwinden’ und beschrieben die Reaktion mit a-Amino-
gruppen von Aminosauren und Proteinen.

Die grolRe Bandbreite an untersuchten Matrices und der zu quantifizierenden Analyten
bedingt die Verwendung verschiedenster Analysetechniken. So kommen fiir die Proben-
aufarbeitung von BPA die Methoden der |6sungsmittelbasierten Extraktion (SE, LLE, ASE,
MAE), Festphasenextraktion (SPE) sowie speziellere Techniken (SPME, SBSE, MSPD) zur
Anwendung. Fir die analytische Auftrennung und Erfassung wurden eine Vielzahl an
flissigchromatographischen (LC-DAD, LC-FLD, LC-ECD, LC-MS) und gaschromato-
graphischen (GC-MS), gleichzeitig aber auch immunochemische (ELISA) und kapillar-
elektrophoretische (CE) Methoden publiziert. BALLESTEROS-GOMEZ et al. [2009] diskutieren
in einem Ubersichtsartikel die Vor- und Nachteile der verschiedenen Techniken und
kommen zu dem Ergebnis, dass insbesondere mit den massenspektrometrischen Metho-
den valide Daten gewonnen werden kdnnen. Darliber hinaus wurden eine Vielzahl von

Sammelmethoden fiir die parallele Bestimmung von endokrinen Disruptoren — inklusive
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BPA — in Wasserproben publiziert [u.a. BoLz et al. 2001, BRAUN et al. 2003, CARABIAS-
MARTINEZ et al. 2004, DIRTU et al. 2008, HEEMKEN et al. 2001, INOUE et al. 2002, KAWAGUCHI et
al. 2004, LAGANA et al. 2004, Lee et al. 2005, Liu et al. 2004, MoL et al. 2000, PEDERSEN und
LINDHOLST 1999, SUN et al. 2001]. Die Methoden zum Nachweis von BADGE und dessen
Derivaten sind ahnlich breit gefachert, wobei zur Erfassung oligomerischer Bestandteile
zusatzlich groRenausschlusschromatographische Techniken (SEC) zur Anwendung
kommen.

In Anbetracht der gemeinsamen Hauptexpositionsquelle — den Innenbeschichtungen
von Konserven- und Getrankedosen — ist es verwunderlich, dass bislang vergleichsweise
wenige Methoden eine simultane Quantifizierung von BPA, BADGE und dessen Derivaten
vorsehen: SUN et al. (LC-FLD) [2006], Yonekuso et al. (LC-MS) [2008] und PETERSEN
(LC-FLD-MS) [2003]. Die von NERIN et al. [2002] flir Lebensmittel und INOUE et al. [2001] fir
humanes Plasma entwickelten Methoden eignen sich lediglich zur parallelen Bestimmung
von BPA, BADGE und einzelnen Derivaten.

In Relation zum Umwelt- und Lebensmittelbereich wurde auf dem pharmazeutisch-
medizinischen Sektor der BPA/BADGE-Problematik bislang vergleichsweise wenig Bedeu-
tung beigemessen. Wahrend Leaching von BPA aus PVC-Medizinprodukten — z.B. Infu-
sionsbeuteln — bereits seit langerem thematisiert wird [u.a. ARBIN et al. 1986, CALAFAT et
al. 2009], wurden in den letzten Jahren vereinzelt polycarbonat- und polysulfonhaltige
Hamodialysegerate [HAISHIMA et al. 2001, MuRAKAMI et al. 2007, YAMASAKI et al. 2001]
sowie Cardiopulmonarbypasse [SAKURAI et al. 2002] hinsichtlich des Ubergangs von BPA in
den Blutkreislauf gepriift. Die gemessenen Mengen bewegten sich jedoch in sehr
geringen Konzentrationen. Etwas intensiver wurde zeitweise die Freisetzung von BPA aus
bis-GMA-basierten Dentalversiegelungen verfolgt [u.a. ARENHOLT-BINDSLEV et al. 1999, FUNG
et al. 2000, Joskow et al. 2006, LEwis et al. 1999, MANABE et al. 2000, NATHANSON et al.
1997, NoDpA et al. 1999, OLEA et al. 1996, PULGAR et al. 2000, ScHMALz et al. 1999,
SODERHOLM und MARIOTTI 1999, WATANABE 2004].

Auf dem pharmazeutischen Sektor wurde bislang erst ein einziger Tubentyp (5 mL) hin-
sichtlich BADGE und dessen Derivaten gepriift. S@EBORG et al. [2006] befiillten zur
Bestimmung der Extractables die Tuben mit 2 mL 2-Propanol (Isopropylalkohol, IPA) und
lagerten diese fur 48 Stunden bei 70 °C. Die (partial-)hydrolysierten BADGE-Derivate
BADGE-2H,0, BADGE-H,0 und BADGE-HCI-H,0 konnten in Mengen von 500 — 1200 pg/L
IPA nachgewiesen werden, wihrend die Ubrigen Extractables deutlich unter 150 pg/L
lagen. Des Weiteren wurden in einer stark beschleunigten Migrationsstudie die in eine
Cremematrix Ubergehenden Leachable-Mengen bestimmt. Hierzu beflillten S@EBORG et al.
die Tuben mit 5 mL einer modifizierten Cremematrix der British Pharmacopoeia (BP) und
lagerten diese fiir 120 Stunden bei 70 °C ein. Neben Spuren von BADGE (ca. 5 pg/L)
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konnten ausschlieflich die (partial-)hydrolysierten BADGE-Derivate in Mengen von ca.
30 — 160 pg/L nachgewiesen werden. Die in der Cremematrix detektierten Leachables
lagen somit im Bereich von 5 — 15 % der Extractables. Flrr SPEBORG et al. erscheinen die in
der Creme gefundenen Mengen als sicher. Sie fordern jedoch weitere Untersuchungen

diesbeziglich.

1.8 Problemstellung

Die bisherigen Veroffentlichungen aus dem Lebensmittelbereich zeigen, dass bei Verwen-
dung von Epoxidharzbeschichtungen vom BPA-Typ in der (iberwiegenden Anzahl der
untersuchten Kontaktmedien BPA, BADGE und dessen Derivate als Extractables und/oder
Leachables nachgewiesen werden kénnen.

Ziel der Extraktionsstudien war es daher zu beurteilen, in welchem Ausmald die
genannten Analyten in den Innenbeschichtungen verschiedener, handelsiblicher Alumi-
niumtuben fir den pharmazeutischen Gebrauch nachweisbar sind respektive aus diesen
extrahiert werden kénnen. Zwecks Einordnung der gewonnenen Daten galt es, den Ein-
fluss der Extraktionsparameter (Solvens, Temperatur) auf Effektivitdt und Geschwindig-
keit der Extraktion zu prifen.

Des Weiteren sollten Migrationsstudien unter Lagerungsbedingungen, die den im
Zulassungsbereich ublichen Vorgaben (intermediate / accelerated conditions) entspre-
chen, durchgefiihrt werden. Aufgrund des sehr heterogenen Spektrums potentieller
pharmazeutischer Fillgliter galt es, verschiedenste Matrices in die Studie einzubeziehen,
Art und Umfang des Leachings in Abhdngigkeit von der Matrixzusammensetzung zu unter-
suchen und gegebenenfalls migrationsbeeinflussende Faktoren zu evaluieren. Da im
Gegensatz zu Lebensmitteln bei halbfesten, pharmazeutischen Darreichungsformen im
Regelfall von einer Hitzebehandlung abgesehen wird, waren Migrationsprozesse (iber
eine langere Lagerdauer zu erwarten, sodass die Migrationsprofile iber mehrere Monate
Uberwacht werden sollten.

Im Rahmen von Zulassungsverfahren halbfester Darreichungsformen werden ubli-
cherweise Analysenzertifikate (certificate of analysis, CoA) sowie Ergebnisse physikalisch-
chemischer Tests prasentiert. Anhand der Ergebnisse von Extraktions- und Migrations-
studien sollten eine Beurteilung der Eignung und Aussagekraft dieser Daten fir die quali-
tative Beurteilung des Primarpackmittels Aluminiumtube vorgenommen und gegebenen-

falls Alternativen aufgezeigt werden.
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2 Tubenakquise - Physikochemische Vorpriifungen

Tuben unterschiedlichster Dimensionierung werden fiir die Verpackung halbfester Darrei-
chungsformen angeboten. Bei der Akquise galt es zu bedenken, dass im Rahmen der
beabsichtigten Extraktions- und Migrationsstudien eine ,worst case’-Betrachtung hin-
sichtlich der Exposition der jeweiligen Fillglter respektive -medien vorgenommen wer-
den sollte. Diese war Uber den Einsatz von Tuben mit einem groRen Ober-
flachen/Volumen-Verhaltnis zu realisieren, ergo wurden Tuben mit einem kleinen Nenn-
volumen (z.B. Augensalbentuben) préaferiert. Insgesamt 17 Tubentypen wurden von
sieben Anbietern zur Verfligung gestellt oder konnten kauflich erworben werden. Eine
Ubersicht der akquirierten Tuben ist Kapitel 8.1.5 zu entnehmen.

Bereits optisch unterschieden sich die Tubentypen deutlich, insbesondere hinsichtlich
der Farbung des Innenschutzlackes sowie der Starke des verwendeten Aluminiums. Mit
Ausnahme eines einzelnen mitgelieferten CoAs des Rohlackes von Tubentyp A lagen keine
detaillierteren Informationen zu Art und Zusammensetzung der vorliegenden Tuben-
innenschutzbeschichtungen vor.

Die Untersuchungen im Rahmen dieser Arbeit sollten sich auf mit Epoxidharzen vom
BPA-Typ beschichtete Tuben beschrdanken, sodass eine vorherige Identitatspriifung der
Tubeninnenschutzlacke obligat wurde (s. Kap. 2.1). Zwecks weiterer Charakterisierung
wurden exemplarisch physikalisch-chemische Untersuchungen durch die Hydro Alumi-
nium GmbH (Bonn) an vier ausgewadhlten Tubentypen (A#1, A#2, D und K) vorgenommen
(s. Kap. 2.3 u. 2.4). Bei diesen Tubentypen waren bereits im direkten, visuellen Vergleich
der Innenseiten Unterschiede bezliglich Farbe, Rauigkeit und Homogenitat des Lackfilms

festzustellen.

2.1 Identitdtsprifung via ATR-FTIR

Die Fourier-Transform-Infrarot-Spektrometrie (FTIR) ermdglicht, anhand charakteris-
tischer Absorption von Strahlung Aussagen Uber funktionelle Gruppen eines Molekiils zu
treffen. Im direkten Vergleich des fingerprint-Bereichs mit geeigneten Referenzspektren
kann gegebenenfalls eine Identifizierung der Substanz bzw. des Substanzgemisches vor-
genommen werden [u.a. RUCKER et al. 2001]. Einen Sonderfall der IR-Spektrometrie stellt
die ATR-Technik (attenuated total reflectance) dar, die standardmaRig fur die Identitats-
bestimmung von Polymeren verwendet wird. Die Abschwéachung eines totalreflektierten
Strahls ermoglicht hierbei die Aufnahme von Oberflachenspektren unter Wegfall einer

vorherigen Probenvorbereitung [GUNzLER und GREMLICH 2003].
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Mit Ausnahme der Tubentypen C sowie N bis Q, welche in zu geringer Stickzahl zur
Verfliigung standen, wurden IR-Spektren aller Tubeninnenbeschichtungen aufgenommen
(vgl. Kap. 8.2.1).

Absorptijon

—
NS 4

4000 3000 2000 1500 1000 600
Wellenzahl (cm™)

Abb. 2.1: IR-Spektren der Tubeninnenschutzlacke (gestaffelte Darstellung)

Der Vergleich der IR-Spektren ergab nur geringfligige Differenzen zwischen den einzelnen
Tubeninnenbeschichtungen (s. Abb. 2.1). Die Absorptionsbanden konnten den fiir Epoxid-

harze vom BPA-Typ charakteristischen Strukturen zugeordnet werden (s. Tab. 2.1).

Tab. 2.1: Charakteristische IR-Absorptionsbanden eines Epoxidharzes vom BPA-Typ

v [em™] Bandenzuordnung v [em™] Bandenzuordnung
_ 55 (CH3)
825 6(@ — H) aus der Ebene 1384, 1362 geminale Dimethylgruppen
915 Oxiranring 1458 v(C=C)p+6,(CH3)
1605, 1580, _
1036 v(ip—0-20) 1509 v(C=0C)op
6(¢ — H) in Ebene 2870 vs(CHs)
1180
+v (€= C)vonC—C(=¢), 2965 Vas(CH3) + vgs(0 — CHy)
1240-1230 v(p —0) + 8(¢p — H) in Ebene 3030 v(p — H)
1295 v(C=0)+v(C—0C) ~ 3400 v (OH)

Zuordnung in Anlehnung an HumMmEL und ScHoLL [1988] / MANFREDI et al. [2005]; ¥= Wellenzahl; v = Valenzschwingung;
J = Deformationsschwingung; ¢ = Benzenring; as = asymmetrisch; s = symmetrisch
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Die Differenzierung von den strukturell eng verwandten Epoxidharzen vom Bisphenol F-
Typ (Novolak) erfolgte Uber das Vorhandensein von Methylgruppenbanden bei 1362 und
1384 cm™, welche ausschlieRlich bei Lacken vom BPA-Typ auftreten. Diese waren in allen
Spektren deutlich zu erkennen (s. Abb. 2.2). Ein Abgleich mit der Hummel-Spektrenbiblio-
thek [HuMMEL und ScHoLL 1988] sowie mit publizierten Spektren von mit BPA-basierten
Epoxidharzen beschichteten Konservendosen [BIEDERMANN et al. 2000, BILES et al. 1997b,
MUNGUIA-LOPEZ und SoTo-VALDEz 2001, SAlKI et al. 2007, SUMMERFIELD et al. 1998] ergab

ebenfalls einen hohen Homologiegrad.

Absorption

1800 1700 1600 1500 1400 1300 1200 1100 1000 900 800 700
Wellenzahl (cm™)

Abb. 2.2: Auszug aus ATR-FTIR-Spektren; Tubentyp A #1/#2, B (grau); Tubentyp D bis M (schwarz)

Eine detailliertere Betrachtung des unteren Wellenzahlbereichs der IR-Spektren er-
moglichte eine Differenzierung der untersuchten Lacke in zwei Subgruppen (s. Abb. 2.2).
Lackspektren des Anbieters | (Typ A#1/#2, B) wiesen eine ausgepragte Bande im Bereich
von 1530 bis 1570 cm™ auf, die bei allen weiteren Spektren fehlte. Ein von der Hydro
Aluminium GmbH durchgefiihrter Abgleich dieser Spektren mit einer hauseigenen Spek-
trenbibliothek deutete auf eine Beimischung von oder Grundierung mit Komponenten
vom Polyurethantyp hin [HybrO 2006]. Im Gegensatz zu Anbieter | waren in den Spektren
der (ibrigen Tuben schwache Banden im Bereich von 1650 bzw. 1675 cm™ zu erkennen,
die mutmallich auf die Verwendung von Quervernetzern vom Amin- und/oder Amidtyp
zurlickzuflihren waren (vgl. Kap. 1.2). Des Weiteren war eine leichte Erhdhung der Bande
bei 1725 cm™ festzustellen, welche auf die Verwendung eines Additivs vom Estertyp

hindeutete [MUNGUIA-LOPEZ und SoTo-VALDEZ 2001, MANFREDI et al. 2005].
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2.2 Bestimmung der Polymerisation

Im August 2009 wurde vom Normausschuss Verpackungswesen (NAVp) die DIN EN 15766
,Priifverfahren zur Bestimmung der Polymerisation der Innenbeschichtung mit Aceton’
[DIN 2009¢] publiziert. Das Verfahren soll als Indikator einer unzureichenden Hartung der
Innenbeschichtung dienen.

Mit Ausnahme der Tubentypen C sowie N bis Q wurden alle Tuben dem beschriebenen
Prifverfahren unterzogen (vgl. Kap. 8.2.2). Alle Tubeninnenbeschichtungen entsprachen
den Vorgaben und gaben somit keinen Anhaltspunkt fiir eine unzureichende Polymeri-

sation der verwendeten Innenschutzlacke.

2.3 Porosititsmessung / Lackporentest

Zur Untersuchung der Gite der Tubeninnenschutzlacke wurden exemplarisch Tuben vom
Typ A#1, A#2, D und K einer auf einem elektrolytischen Verfahren basierenden Porosi-
tatsmessung in Anlehnung an DIN EN 15384 [DIN 2008a] unterzogen (vgl. Kap. 8.2.3). Die
Norm spezifiziert fir Tuben mit einem Durchmesser < 28 mm eine maximal akzeptable
mittlere Stromstarke von 25 mA, wobei Einzelmesswerte 80 mA nicht Uberschreiten

dirfen.

Tab. 2.2: Ergebnis der Porositatsmessung [Hypro 2006]
Stromflisse [mA]

Tubentyp I I I )
A#1 10 6 6 7
A#2 10 12 13 12

D 2 2 4 3
K 8 9 11 9

Bei den getesteten Tuben lagen samtliche Einzelmessungen unter 15 mA und entspra-
chen somit deutlich den Vorgaben (s. Tab. 2.2). Darliber hinaus konnte bei einem nachfol-
genden Lackporentest visuell keine Zementation von Kupfer festgestellt werden, welche
als Indiz einer erh6hten Porigkeit der Innenbeschichtungen gegolten hatte [Hypro 2006].
Nach einem weiteren Lackporentest unter forcierten Prifbedingungen (vgl. Kap. 8.2.3)
wurden die Tuben ebenfalls visuell geprift. Bei beiden Chargen vom Tubentyp A waren
vor allem im Bereich der Tubenschulter deutliche Angriffserscheinungen zu erkennen
(s. Abb. 2.3). Bei Tuben vom Typ D und K konnten keine signifikanten Anderungen der

Oberflache beobachtet werden.



2 TUBENAKQUISE — PHYSIKOCHEMISCHE VORPRUFUNGEN | 27

Abb. 2.3: Innenbeschichtung von Tubentyp A#1 nach Lackporentest unter forcierten Priifbedingungen

2.4 Schichtdickenverteilung

Innenseiten der Tuben vom Typ A#1/#2 wiesen vereinzelt ,fleckige’ Areale auf; die
Tubeninnenschutzlacke der Tuben D und K wirkten insgesamt dunkler und homogener
verteilt. Interferometrische Messungen zur Bestimmung der Dicke der Lackschicht sowie

der Schichtdickenverteilung belegten die beobachteten Differenzen (vgl. Kap. 8.2.4).

Tab. 2.3: Lackschichtdickenverteilung [HYyDrO 2006]

Tubentyp range (?)
A#l 6,2—-12,8 (9,4)

A #2 5,4-13,4 (9,6)

D 41-99 (7,9

K 42-6,9 (5,6)

Angaben in um; Einzelmessungen vgl. Tab. 8.2

Obgleich heller, waren die Lackschichten bei Tubentyp A#1/#2 tendenziell dicker und
inhomogener verteilt als bei den Tubentypen D und K (s. Tab. 2.3). Des Weiteren konnten
bei Tuben vom Typ A#2 Giber 3D-Profile (nicht dargestellt) Bereiche mit glatter Oberflache
ebenso wie Bereiche mit umformbedingten Riefen und Aufbriichen der Metalloberflache

nachgewiesen werden [HYDRO 2006].

Insgesamt zeigten die Vorprifungen, dass sich die Innenschutzlacke der Tuben des
Herstellers | (Typ A und B) hinsichtlich ihrer ATR-Spektren respektive der Zusammen-
setzung von den Ubrigen gepriften Tuben signifikant unterschieden. Die physiko-

chemischen Vorpriifungen ergaben hingegen nur marginale Unterschiede.
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3 Die analytische Erfassung von BPA, BADGE und dessen Derivaten

3.1 Ausgangssituation

Mit der auf RP-HPLC-FLD basierenden Methode nach PETERSEN [2003] konnten simultan
BPA, BADGE sowie dessen (partial-)hydrolysierte (BADGE-H,0, BADGE-2H,0) und hydro-
chlorierte Derivate (BADGE-HCI, BADGE-2HCI, BADGE-HCI-H,0) mit hoher Spezifitdat und
Sensitivitdat unter Verwendung eines internen Standards bestimmt werden. Die Methode
basiert auf einem bindren Gradienten mit einem 5 mM Ammoniumformiatpuffer (pH 3,0)
und einer 2:1-Mischung (V/V) aus Methanol und Acetonitril (ACN) als organischem Modi-
fier (vgl. Kap. 8.1.6). Darlber hinaus lasst sich mit der Methode optional eine massen-

spektrometrische Verifizierung vornehmen.

3.2 Interner Standard (BADHPE)

Zur Kompensation variabler Analytverluste wahrend der Probenaufarbeitung ist die Ver-
wendung eines internen Standards (ISTD) obligat. Gemal PETERSEN [2003] eignet sich hier-
fir insbesondere Bisphenol A-di-3-hydroxypropylether (BADHPE, s. Abb. 3.1) aufgrund
einer Retentionszeit im ungefahren Mittel der Analytpeaks. BADHPE war als Polymerisa-

tionsgemisch kommerziell erhaltlich.

HO/\/\O l l O/\/\OH

Abb. 3.1: Bisphenol A-di-3-hydroxypropylether (BADHPE)

In einem unter Standardbedingungen (vgl. Tab. 8.1) aufgenommenen Chromatogramm
einer BADHPE-L6sung wurden im relevanten Messfenster finf Verunreinigungspeaks
detektiert, wobei zwei der Verunreinigungen (I3 / Is) Retentionszeiten im Bereich der
Referenzsubstanzen BADGE, BADGE-HCI und BADGE-2HCI aufwiesen (s. Abb. 3.2). Um
einer systematischen Verfalschung der Messergebnisse — insbesondere im unteren Mess-
bereich — vorzubeugen, wurde BADHPE initial einer semipraparativen, chromatographi-
schen Aufreinigung unterzogen (vgl. Kap. 8.3). Das Ergebnis der Aufreinigung wurde
chromatographisch verifiziert (s. Abb. 3.2).

Aufgrund der von BADHPE nur marginal abweichenden Retentionszeiten konnte die
semipraparative Methode (vgl. Tab. 8.4) nicht fur die selektive Abtrennung der Verunrei-
nigungen I, und |, genutzt werden. Von weiteren Aufreinigungsschritten konnte abge-
sehen werden, da Interferenzen mit den Peaks der Referenzsubstanzen nicht zu erwarten

waren.
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1 tmv]

L UL

5 10 15 20 tx[min] g
------ vor Aufreinigung nach Aufreinigung Referenzstandards

Abb. 3.2: Chromatogramme BADHPE vor/nach Aufreinigung (c = 500 pg/L) im Vergleich zu einer Mischung der
ibrigen Referenzstandards (c = 50 pg/L)
B = BADHPE; |, — I, = Verunreinigungspeaks von BADHPE; 1 = BADGE-2H,0; 2 = BPA; 3 = BADGE-H,0;
4 = BADGE-HCI-H,0; 5 = BADGE; 6 = BADGE-HCI; 7 = BADGE-2HCI

Der aufgereinigte interne Standard wurde dicht verschlossen bei 4 °C gelagert. Arbeits-
standardlésungen in ACN wurden bei Bedarf frisch hergestellt. Auch nach zweijahriger
Lagerung konnten keine signifikanten Anderungen der Peakflichenverhiltnisse in den
Chromatogrammen festgestellt werden, die auf einen Abbau von BADHPE hingedeutet
hatten (vgl. Kap. 8.3.3).

3.3 Methodenvalidierung

3.3.1 Parameter

Die ,Linearitat’ eines analytischen Verfahrens entspricht dessen Fahigkeit, innerhalb eines
definierten Arbeitsbereiches Messergebnisse zu erhalten, die der Analytkonzentration in
einer Probe direkt proportional sind [EMEA 1995]. Fir die Priifung auf lineare Abhangig-
keit stehen in der Literatur eine Vielzahl graphischer Verfahren und mathematischer
Parameter zur Verfligung [KROMIDAS 2000]. Wihrend das BestimmtheitsmaR R? lediglich
als MaR der Anpassung eines mathematischen Modells an die Messwerte verstanden
werden kann, liefert die Reststandardabweichung s,, zusatzlich Informationen Uber die
Prazision. Unter Einbeziehung der Kalibriergeradensteigung ldsst sich daraus die Verfah-
rensstandardabweichung s, ableiten, welche die Leistungsfahigkeit der Methode wider-
spiegelt. Nach abschlieBender Normierung auf den Schwerpunkt der Kalibriergeraden
erhdlt man den Verfahrensvariationskoeffizienten V,, liber den ein direkter Vergleich
alternativer Verfahren ermoglicht wird.

Die Bestimmung von Wiederfindungsraten eignet sich insbesondere zur Feststellung
potentieller systematischer Fehler wahrend der Probenaufarbeitung und Quantifizierung.

Wird der ,richtige’ Wert tatsachlich gefunden, kann dies — unter den gewahlten Bedin-
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gungen — als Beweis sowohl der Selektivitat als auch der Robustheit und Richtigkeit einer
Methode angesehen werden [KRomIDAS 2000].

Bei der ,Nachweisgrenze’ (limit of detection, LOD) kann ein Analyt innerhalb eines
definierten Konfidenzintervalls gerade noch zuverlassig — respektive mit akzeptabler
Ungenauigkeit — nachgewiesen werden [FUNK et al. 2007]; ergo handelt es sich um die
Entscheidungsgrenze fiir das Vorhandensein eines Analyten [DIN 1994]. Die ,Bestim-
mungsgrenze’ (limit of quantitation, LOQ) einer analytischen Methode beschreibt die
kleinste Analytmenge in der Probe, die mit vorgegebener Prazision und Richtigkeit quanti-
tativ erfasst werden kann [DIN 1994]. Fir die Ermittlung von LOD und LOQ stehen diverse
praktische und rechnerische Methoden zur Verfligung. Bei chromatographischen Mess-
verfahren wird haufig die konzentrationsabhangige Hohe des Messsignals in Relation zur
Unsicherheit eines Leerwertes (,Grundrauschen’) gesetzt und mit einem Sicherheitsfaktor
beaufschlagt. Ublicherweise findet ein Signal/Rausch-Verhiltnis (S/N) von 3:1 fiir LOD,
respektive 9:1 (nach Ph.Eur. 10:1) fir LOQ, Verwendung.

Die ,Robustheit’ einer Methode beschreibt das Ausmall der Unabhangigkeit eines
Ergebnisses von Anderungen relevanter Einflussparameter [KRomiDAs 2000]. Somit gibt sie
einen Hinweis auf die Verlasslichkeit im ,normalen’ Gebrauch. Eine weitere Differenzie-

rung in Methodenrobustheit, Verfahrensstabilitdit und Anwendbarkeit ist moglich.

3.3.2 Grundkalibrierung

Unter der ,Grundkalibrierung’ wird nachfolgend die matrixunabhangige Kalibrierung ver-
standen. Sie wurde unter Einbeziehung aller Referenzsubstanzen inklusive des internen
Standards durchgefiihrt, wobei der Arbeitsbereich an das Messfenster des Fluoreszenz-
detektors adaptiert wurde. Im Rahmen der Extraktions- und Migrationsstudien Ulberstie-
gen die Konzentrationen wiederholt den initial definierten Arbeitsbereich. Durch Ver-
wendung eines reduzierten Injektionsvolumens im Bereich von 10 — 100 plL konnte bei
den meisten Proben die Einhaltung des Arbeitsbereiches gewahrleistet werden. Aus
diesem Grund wurde die Grundkalibrierung sowohl mittels Verdiinnungsreihe als auch
mit variablem Injektionsvolumen durchgefiihrt (vgl. Kap. 8.4.1). Im Rahmen der Lineari-
tatsprifung wurden fiir beide Verfahren samtliche beschriebenen Parameter (s. Kap.
3.3.1) ermittelt. Die Residuenplots der Kalibriergeraden wurden hinsichtlich Trends unter-
sucht und die Auswirkung des Injektionsvolumens auf die Peaksymmetrie gepriift.

Ein Vergleich der beiden Verfahrensvariationskoeffizienten (s. Tab. 3.1) belegte erwar-
tungsgemil das Uberwiegen des manuellen Pipettierfehlers gegeniiber der Ungenauig-
keit des Injektors. Unterschiede in der Steigung der Kalibriergeraden (vgl. Tab. 8.6 u. Tab.
8.7) waren auf die abweichende Betriebszeit der Xenonlampe des Fluoreszenzdetektors

zum jeweiligen Messungszeitpunkt zuriickzufiihren.
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Tab. 3.1: Mittlere Kenndaten der Grundkalibrierung (exklusive ISTD)

Ermittlung mittels

Verdiinnungsreihe _Var_iation des
Injektionsvolumen

Arbeitsbereich [2 LOQ - 500 LOQ - 5000
BestimmtheitsmaR R 0,9992 0,9996
Reststandardabweichung s,, [mV - min] 1,19 0,991
Verfahrensstandardabweichung s, [%] 4,25 3,02
Verfahrensvariationskoeffizient V,, [%] 1,56 1,11
Nachweis- / Bestimmungsgrenze (S/N) [%] 0,66 /2,20

Nachweis- / Bestimmungsgrenze (DIN 32645) [%]

0,38/1,32

Einzelkenndaten vgl. Tab. 8.6 — Tab. 8.8

Die dargestellten Kenndaten (s. Tab. 3.1) belegten die Linearitdt der Verfahren innerhalb
der definierten Arbeitsbereiche. Die zugehérigen Residuenplots wiesen konzentrations-
abhéangig eine Zunahme der Streuung auf, gaben aber keinen Hinweis auf sonstige Trends
innerhalb der Messreihen (s. Abb. 3.3, vgl. Kap. 10.1). Auch die Peaksymmetrie wurde
durch die Variation des Injektionsvolumens nicht signifikant beeinflusst (s. Abb. 3.4).
Somit konnte die prinzipielle Eignung der Verwendung eines reduzierten Injektions-

volumens zur Einhaltung des Arbeitsbereiches nachgewiesen werden.
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Abb. 3.3: Exemplarische Residuenplots der Priifung auf Linearitat (librige Residuenplots vgl. Kap. 10.1)

In einem separaten Versuch wurden LOD und LOQ sowohl tber das Signal/Rausch-
Verhaltnis als auch nach DIN 32645 [DIN 1994] ermittelt (vgl. Kap. 8.4.1.2). Bei dieser indi-
rekten Methode erfolgt die Bestimmung der Unsicherheit des Leerwertes lber eine

Extrapolation der Prazision von Regressionsdaten (vgl. Kap. 8.4.3.3).
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Ttmv)

5 10 15 20 tg [min] >g

Abb. 3.4: Chromatogramme der Referenzsubstanzen (¢ = 500 pg/L, BADHPE: ¢ = 1000 pg/L) bei verschiedenen
Injektionsvolumina (10, 50, 100 pL)
1 =BADGE-2H,0; 2 = BPA; 3 = BADGE-H,0; 4 = BADGE-HCI-H,0; 5 = BADGE; 6 = BADGE-HCI; 7 = BADGE-2HCI,
8 = BADHPE

Die ermittelten Nachweisgrenzen gewadhrleisteten eine hinreichend sensitive Quantifi-
zierung aller betrachteten Analyten, wobei beide verwendeten Berechnungsmethoden
Ergebnisse vergleichbarer GroRenordnung lieferten (s. Tab. 3.1). Bei der Bestimmung aus
dem Signal/Rausch-Verhaltnis verschlechterten sich LOD und LOQ mit zunehmender
Retentionszeit aufgrund der Peakverbreiterung, respektive der resultierenden Abnahme
der Peakhohe (vgl. Tab. 8.8). Eine Ausnahme bildete BADGE-2H,0, da die Elutionskraft
des verwendeten Solvens im vorderen Chromatogrammbereich eine leichte Peakverbrei-
terung und somit Abnahme der Peakhdhe bewirkte (s. Abb. 3.4). Somit ergaben sich fir
diesen Analyten geringfligig erhdhte Grenzwerte. Bei der peakflachenbezogenen Kalkula-
tion nach DIN 32645 [DIN 1994] trat dieser Effekt erwartungsgemal nicht auf.

Anhand der dargestellten Daten konnten die genutzten Verfahren als valide angesehen

werden.

3.3.3 Robustheit
Im Rahmen der Robustheitsprifung (vgl. Kap. 8.4.2) wurde der Fokus auf Aspekte der

Verfahrensstabilitdat, insbesondere der Stabilitdit der Standard- und Probenldsungen,

gelegt.

3.3.3.1 Stabilitit der Stammlésungen
BERGER und OEHME [2000] stellten keinen signifikanten Abbau der BADGE-Derivate bei

Lagerung in gekihltem ACN fest. Zwecks Verifizierung wurden separate Stammldsungen
aller Referenzsubstanzen in ACN (¢ = 1000 mg/L) hergestellt und bei -20 °C gelagert. Die
Stabilitdt dieser Stammlésungen wurde exemplarisch Uber die relativen Peakflachen-
anteile kontrolliert (vgl. Kap. 8.4.2.1). 14 Monate nach Ansatz waren bei allen Stamm-

[6sungen ausschlielllich Abweichungen < 0,2 % festzustellen. Dies lag im Bereich des
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Messfehlers der Methode, sodass (iber die gesamte Versuchsdauer kein signifikanter

Abbau der einzelnen, in ACN geldsten Referenzsubstanzen bestand.

3.3.3.2 Stabilitdt der Arbeitsstandardlésungen

In Intervallen wurden aus den separaten Stammlésungen Mischungen der Standards
(Arbeitsstandardlosungen) in ACN hergestellt und bei -20 °C gelagert (¢ = 1000 pg/L). Die
Stabilitat dieser Mischlésungen wurde liber einen Vergleich der relativen Peakflachen der
Analyten in den mitgefiihrten Standards der Kalibrierreihen kontrolliert. Uber die Ver-
wendungsdauer der Arbeitsstandardlosungen konnte keine signifikante Veranderung der
Peakflachenverhaltnisse festgestellt werden, die auf eine Interaktion der Analyten hinge-
deutet hatte.

3.3.3.3 Stabilitdt der Analyten in ACN/H;0-Mischungen
Die Hydrolyse epoxidhaltiger BADGE-Derivate ist vielfach beschrieben (vgl. Kap. 1.7). Des-

halb wurde die Stabilitdt der Analyten in einer den aufgearbeiteten Proben entsprechen-
den ACN/H,0-Mischung bei Raumtemperatur und bei Lagerung im gekihlten Auto-
sampler (T = 4 °C) Gberprift (vgl. Kap. 8.4.2.2).

In den Chromatogrammen von BPA und BADGE-2HCI konnten auch nach siebentagiger
Lagerung bei Raumtemperatur keine weiteren Peaks detektiert werden, die auf einen
Abbau beider Substanzen hingedeutet hatten. Die Chromatogramme der Referenz-
substanzen von BADGE-2H,0 bzw. BADGE-HCI-H,0 wiesen von Beginn an einen einzelnen
respektive vier Verunreinigungspeaks auf, deren Peakflachenverhiltnis sich im Beobach-
tungszeitraum jedoch nicht signifikant anderte. Bei den Substanzen mit freien Oxiran-
ringen (BADGE, BADGE-H,0, BADGE-HCl) wurde erwartungsgemal eine temperatur- und
zeitabhangige Hydrolyse beobachtet (s. Tab. 3.2).

Tab. 3.2: Hydrolyse epoxidhaltiger BADGE-Derivate in ACN/H,0 (4,2 ad 10,0 mL)

Beginn Autosampler (4 °C) Raumtemperatur

od 3d 7d 3d 7d
BADGE-H,0 93,1 93,0 93,2 92,4 91,7
BADGE-2H,0 3,5 3,6 3,7 4,2 5,0

3 (weitere Peaks) 3,4 3,4 3,1 3,4 3,3
BADGE 97,8 97,6 97,4 95,7 94,6
BADGE-H,0 n.d. 0,2 0,5 1,5 3,0

3 (weitere Peaks) 2,2 2,2 2,1 2,8 2,4
BADGE-HCI 94,0 93,8 93,9 93,2 92,4
BADGE-HCI-H,0 n.d. n.d. 0,2 0,8 1,6

3 (weitere Peaks) 6,0 6,2 5,9 6,0 6,0

Darstellung in relativen Peakflachenanteilen [%]
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Zur Vermeidung hydrolysebedingter, systematischer Verfalschungen der Messergebnisse
waren samtliche Proben im Autosampler bei 4 °C zu lagern und binnen 48 Stunden nach
Aufarbeitung zu vermessen. Der bei diesen Bedingungen aus der Hydrolyse resultierende
Messfehler konnte mit < 0,2 % bei der Auswertung vernachldssigt werden (s. Tab. 3.2).
Einen Sonderfall stellten die aufgearbeiteten Proben einer Polysorbat 60-Matrix dar, die
aus Viskositatsgriinden bei Raumtemperatur gelagert werden mussten (vgl. Kap.
8.6.5.5.1). Der aus der Hydrolyse resultierende Fehler lag bei dieser Matrix flir alle Analy-
ten mit < 2 % nach 48 Stunden noch im akzeptablen Bereich. Darliber hinaus wurden die
Produkte der Hydrolyse ebenfalls quantifiziert und gingen in die summarische Betrach-

tung der Migration mit ein.

3.3.4 Matrixkalibrierung

Das breite Spektrum in die Untersuchung einbezogener Matrices bedingte individuelle
Aufarbeitungsschemata. Da die Wiederfindungsraten maRgeblich durch die experimen-
tellen Bedingungen determiniert werden und zudem einen Schliisselparameter im Rah-
men der Methodenvalidierung darstellen, wurden Versuche zur Wiederfindung unter
Einbeziehung samtlicher Matrices durchgefiihrt. Zur Reduktion des experimentellen Auf-
wandes wurden die Uber den internen Standard korrigierten Wiederfindungsdaten als
Basis fiir die Berechnung der Verfahrenskenndaten sowie von LOD und LOQ verwendet
(vgl. Kap. 8.4.3).

Wahrend die Ermittlung von LOD und LOQ uUber das Signal/Rausch-Verhaltnis im Rah-
men der Grundkalibrierung adaquate Grenzwerte lieferte, erwies sich die Methode fiir
die Matrixkalibrierung als ungeeignet. Zahlreiche Faktoren — wie Probenaufarbeitung,
Interferenzen in den Chromatogrammen, rechnerische Korrektur tGber den internen Stan-
dard und gegebenenfalls Hintergrundabzug (background subtraction) von separat aufge-
nommenen Matrixchromatogrammen — haben einen entscheidenden Einfluss auf Prazi-
sion und Richtigkeit der Messergebnisse, die sich nur bedingt im Signal/Rausch-Verhaltnis
widerspiegeln. Um valide Aussagen (iber die Dimension von LOD und LOQ treffen zu kén-
nen, wurde deshalb fiir die Matrixkalibrierung ausschlielRlich die Methode in Anlehnung
an die Kalibriergeradenmethode gemaR DIN 32645 [DIN 1994] gewahlt (vgl. Kap. 8.4.3.3).
Eine Voraussetzung hierfir ist Varianzenhomogenitat (Homoskedastizitat), auf die vorab
mittels Test nach Hartley geprift wurde (vgl. Kap. 8.4.3.2).

Die mittleren Verfahrenskenndaten sind im Rahmen der jeweiligen Migrationsstudien
dargestellt (vgl. Kap. 5). Die Einzeldaten der Wiederfindungsversuche sowie die vollstan-
digen Verfahrenskenndaten kdnnen dem Anhang (vgl. Kap. 10.2 u. Kap. 10.3) entnommen

werden.
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4 Extraktionsstudien

Verschiedenste Bedingungen finden in der Literatur fiir die Bestimmung der Extractables
aus Epoxidharzbeschichtungen Anwendung (s. Tab. 4.1). Um eine Evaluation von Extrak-
tionsdaten vornehmen zu kénnen, wurden an unbenutzten Leertuben Untersuchungen
hinsichtlich des Einflusses der Extraktionsdauer, -temperatur sowie des verwendeten

Fillmediums durchgefiihrt (vgl. Kap. 8.5).

Tab. 4.1: Extraktionsbedingungen fiir Epoxidharzbeschichtungen

Solvens Dauer Temperatur Referenz(en)
2-Propanol 48 h 70 °C S@EBORG et al. [2006]
Aceton 3h? RT HENRIKS-ECKERMAN und LAIJOKI [1988]
ACN 20 min ® RT THEOBALD et al. [1999b]
ACN 16 h RT THEOBALD et al. [2002]

BIEDERMANN und GRoB [1998], BERGER und OEHME
ACN 24 h RT [2000], BERGER et al. [2001], BRONz et al. [1998],
SCHAEFER et al. [2004], SCHAEFER und SIMAT [2004]

ACN 24 h 25°C BIEDERMANN et al. [1998, 2000]
ACN 4 h 40 °C SENDON-GARCIA und PASEIRO-LOSADA [2004]
I\SIZI(C))Ir-IO{;;?;F{) 10 h n.a.°‘ PASEIRO-LOSADA et al. [1991a]
MeOH 3h > 65°C* COTTIER et al. [1997, 1998]

RT = Raumtemperatur; ? davon 1 h im Ultraschallbad; P Unter Rihren; © nicht angegeben (Reflux); 9 soxhlet-Extraktion

4.1 Extraktionskinetik

Zur Untersuchung der Extraktionskinetik wahrend der Lagerung wurden mit Solvenzien
befillte Tuben differenter Typen sowohl bei Raumtemperatur als auch bei 40 °C einge-
lagert und die Konzentrationen der Extractables zu verschiedenen Zeitpunkten bestimmt
(vgl. Kap. 8.5.1).

Unter Berlicksichtigung der hohen interindividuellen Streuung der Messwerte wurden
bei den mit Acetonitril (ACN) befillten Tuben vom Typ A#2 im Beobachtungsintervall von
24 Stunden bis 14 Tagen nach Abfiillung temperaturunabhingig nur marginale Anderun-
gen der Konzentrationsverlaufe aller Extractables festgestellt (s. Abb. 4.1; vgl. Tab. 8.15 u.
Tab. 8.16). Dies belegte die sehr rasche Einstellung des Restmonomergleichgewichts zwi-
schen Innenschutzlack und Fillmedium bei diesem Tubentyp bereits vor der ersten Pro-
benahme. Darliber hinaus wurde bei der forcierten Extraktion (40 °C, 14 d) bei keinem
der Analyten eine signifikante Konzentrationsabnahme beobachtet, sodass von einem

weitgehend inerten Verhalten von BPA, BADGE und dessen Derivaten gegentiber ACN
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ausgegangen werden konnte. Reaktionen relevanter Mengen der Restmonomere unter-
einander sowie mit weiteren, nicht quantifizierten Extractables konnten somit ebenfalls

fiir den Versuchszeitraum ausgeschlossen werden.

Raumtemperatur T =40°C
o0 O BADGE-H20 ABADGE 60 O BADGE-H20 A BADGE
50 50 ' l
40 i% % T 40 T &
S0 L T S S IS E S S :
[-T) [-T)
£ 30 + £ 30
(%] (%]
20 20
10 10
(=2} e (==} (=) e o 1e0 e o e (0] (o]
0 ———r—T————T—— 0 ——————T————T——
0 2 4 6 8 10 12 14 0 2 4 6 8 10 12 14
Lagerdauer [d] Lagerdauer [d]

Abb. 4.1: Tubentyp A#2: Exemplarische Konzentrationsverlaufe der beiden héchstkonzentrierten Extractables bei
Raumtemperatur und 40 °C mit range (n = 3); Flllmedium: ACN (vgl. Tab. 8.15 u. Tab. 8.16)

Im direkten Vergleich der Einlagerung bei Raumtemperatur und 40 °C waren keine signifi-
kanten Unterschiede hinsichtlich der Konzentrationsverldufe von BADGE, BADGE-H,0 und
BADGE-2H,0 zu erkennen. Bei der forcierten Extraktion lagen die Konzentrationen von
BPA, BADGE-HCI-H,0 und BADGE-HCI geringfligig unter denen der Einlagerung bei Raum-
temperatur (vgl. Tab. 8.15 u. Tab. 8.16). Im Vergleich mit den Ergebnissen nachfolgender
Extraktionsstudien mit selbigem Tubentyp (s. Tab. 4.2 u. Tab. 4.5) unter analogen Bedin-
gungen (ACN, 40°C) egalisierten sich die Unterschiede, sodass im vorliegenden Fall von

Messungenauigkeiten auszugehen war.

Raumtemperatur T =40°C
0c X BADGE-2H20 O BPA X BADGE-2H20 O BPA
, 0,6
05 0,5 %
04 T 04 | __f -‘jf'_—%/
) T f T = é‘% i
tén 0,3 -iﬁr 4 s E" 0,3
© m
0,2 = 0,2 = X
"SR R &
01 7% % > SR x 01 1 %%
0,0 T T T T T T T T T T T T 0,0 T T T T T T T
0 2 4 6 8 10 12 0 2 4 6 8 10 12
Lagerdauer [d] Lagerdauer [d]

Abb. 4.2: Tubentyp I: Exemplarische Konzentrationsverldufe der beiden héchstkonzentrierten Extractables bei Raum-
temperatur und 40 °C mit range (n = 3); Fillmedium: ACN (vgl. Tab. 8.17 u. Tab. 8.18)



4 EXTRAKTIONSSTUDIEN | 39

Eine mit Tuben vom Typ | analog durchgefiihrte Extraktion ergab ein hinsichtlich des
Temperatureffektes differentes Verhalten. Wahrend die Konzentrationen aller Extrac-
tables nach eintagiger Lagerung bei beiden Temperaturen noch vergleichbare GréRen-
ordnungen aufwiesen und bei Raumtemperaturlagerung im Beobachtungsintervall
anndhernd konstant blieben, war bei der forcierten Extraktion tendenziell ein stetiger
Anstieg aller Analytkonzentrationen zu beobachten (s. Abb. 4.2, vgl. Tab. 8.17 u.
Tab. 8.18). Insbesondere die extrahierte Menge an BADGE-2H,0 verdoppelte sich im
Versuchszeitraum (12 d) von 100 pg/L auf 214 pg/L.

Fir den beobachteten Konzentrationsanstieg aller (partial-)hydrolysierten BADGE-
Derivate (BADGE-2H,0, BADGE-H,0, BADGE-HCI-H,0) konnte eine Hydrolyse als Ursache
ausgeschlossen werden, da flr die Extraktion nahezu wasserfreies ACN (CoA: < 0,02 %
H,0) verwendet wurde und die Tuben anhand von Differenzwagungen als dicht ange-
sehen werden konnten (vgl. Kap. 8.5). Darliber hinaus wurden die Edukte der potentiellen
Hydrolyse (BADGE, BADGE-HCI) in den Extrakten nicht nachgewiesen. AulRerdem war bei
Extraktion des Tubentyps A#2 mit ACN (s. Abb. 4.1) — ungeachtet des Vorhandenseins der
potentiellen Edukte (BADGE, BADGE-HCI) — keine Zunahme der korrespondierenden,
hydrolysierten BADGE-Derivate festzustellen.

Zwecks Verifizierung der Beobachtung

wurde ein dritter Tubentyp (Typ D) mit ACN v

extrahiert, wobei in Ermangelung einer aus- 08 e
reichenden Tubenzahl ausschlieBlich die Aus- e &,/’l'
wirkung einer forcierten Extraktion unter- ED =7

sucht werden konnte. Die nachgewiesenen © %

0,4 %

0,2

Mengen aller Extractables stiegen mit Aus-

nahme von BADGE-HCI innerhalb der ersten

Tage nach Einlagerung stetig an, bevor sie 0,0

0 2 4 6 8 10 12 14

asymptotisch einem Grenzwert entgegen- Lagerdauer [d]

zustreben schienen (s. Abb. 4.3, vgl. Tab. Abb. 4.3 : Tubentyp D: Exemplarische Konzentrations-
8.19). Analog Tubentyp | (s. Abb. 4.2) wurde Zj::::;;: bb:iidfonozﬁ:::trzr;e{:Lie;;;en
das maximale AusmaR der Extraktion mit Fillmedium: ACN (vgl. Tab. 8.19)
Versuchsende mutmaRlich nicht erreicht.

Insgesamt ergaben die vorstehenden Versuche fir die untersuchten Tubeninnen-
beschichtungen sehr unterschiedliche Extraktionskinetiken. Darliber hinaus zeigte sich
eine unterschiedlich starke Beeinflussung durch die Variation der Lagerungsbedingungen.
Fiir Tubentyp D und | war der Konzentrationsanstieg bei BADGE:2H,0 innerhalb des

Beobachtungsintervalls am starksten ausgepragt.
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In einem alternativen Versuchsansatz wurden die bereits eingangs untersuchten Tuben
vom Typ A#2 einer forcierten Extraktion (T = 40 °C) mit 2-Propanol (Isopropanol, IPA)
unterzogen. Ungefdahr zehn Tage nach Einlagerung erreichten die Konzentrationsverlaufe

der beiden quantifizierten Extractables

Mengen sichtbar unter denen von ACN. Nach

ABADGE (in IPA) A BADGE (in ACN) asymptotisch einen Grenzwert (vgl. Tab.
50 8.20). Die Extraktion verlief somit im
0 1 T i A T Vergleich zur ACN-basierten Extraktion
- *T % a ____: T signifikant langsamer (s. Abb. 4.4). Darlber
> 30 ——==T =~}
E T ’I T hinaus lagen die mit 2-Propanol extrahierten
o 20 * L’ J-

dem zwolften Tag wurde eine tendenzielle

ol
1

0 2 4

Abnahme der Analytkonzentrationen beo-

6 8 10 12 14 bachtet, welche moglicherweise auf Inter-
Lagerdauer [d]
Abb. 4.4: Tubentyp A#2: Konzentrationsverlauf von aktionen zwischen den Extractables und dem

BADGE bei Extraktion mit IPA vs. ACN

(T =40 °C, .= 3); (vgl. Tab. 8.20) alkoholischen Extraktionsmedium beruhte

(s. Kap. 4.2).

4.2 Extraktionsmedien

Der Einfluss des Flllmediums auf die qualitative und quantitative Zusammensetzung der
Extractables wurde in der Folge detaillierter betrachtet. Fiir die Untersuchung wurden
Tuben mit bekannt hoher Menge an Restmonomeren (Typ A#2) gewahlt, da diese auch
bei gegebenenfalls geringer Extraktionseffektivitdt des verwendeten Fillmediums eine
hinreichende Sensitivitat der Detektion gewahrleisteten.

Halbfeste pharmazeutische Darreichungsformen bilden ein sehr heterogenes Spek-
trum potentieller Fllgtter. Neben ,klassischen’ Hydrogelen und rein lipophilen Salben-
grundlagen finden sowohl saure (z.B. Salicylsdure-Salbe NRF) als auch alkoholhaltige
Formulierungen breite Anwendung, sodass Migrationsprifungen unter Einbeziehung
samtlicher Simulanzlésemittel nach Lebensmittelrecht durchgefiihrt wurden (vgl. Kap.
1.6.2). In der Richtlinie 97/48/EG sind die Prifbedingungen fir Materialien und Gegen-
stande aus Kunststoff, die dazu bestimmt sind, fliir einen unbestimmten Zeitraum bei
Raumtemperatur mit Lebensmitteln in Berlihrung zu kommen, mit zehn Tagen bei 40 °C
spezifiziert [EUROPAISCHE KOMMISSION 1997]. Unter den dargestellten Priifbedingungen ist
fir Olivendl eine Ersatzprifung mit Isooctan (2 d, 20 °C) sowie mit Ethanol 95 % (10 d,
40 °C) zulassig.

Die Rezepturen zahlreicher Gele (z.B. 2-Propanolhaltiges Carbomergel DAB) weisen
einen erhohten Alkoholanteil auf, sodass 25 %iges Ethanol und 25 %iges 2-Propanol in die

Studie mit einbezogen wurden. Ferner wurden Extraktionsprifungen mit organischen
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Medien (ohne Wasseranteil) durchgefihrt (vgl. Kap. 8.5.2). Die Extraktionsergebnisse mit

den verschiedenen Fillmedien sind in den Tabellen 4.2 und 4.3 dargestellt.

Tab. 4.2: Extraktion mit unterschiedlichen Extraktionsmedien (40 °C, 10 d)

Fiillmedium ‘?;‘5;5 BPA B_‘::g‘ ﬁé‘ﬁfg BADGE BAE
Wasser 16,9+ 3,0 6,4+3,5 3,8+£0,6 <LOQ <LOQ n.d.
Essigsaure3% 34,5+8,8 43+1,8 n.d. <L0Q n.d. n.d.
Olivendl n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Isooctan* n.d. <LOQ n.d. n.d. 18,1+ 16,5 n.d.
Isooctan n.d. 3,5+0,9 n.d. n.d. 25,0+7,7 n.d.
EtOH 10 % 59,0+7,0 9,1+1,4 27,4+3,2 B 7,2+0,8 n.d.
EtOH 252 + 44 725+171  4520+610 ---° 26800 + 6600 -
IPA 213 +36 740 £ 63 3750 + 480 45,3+3,5 25100 * 4400 897 £ 59
MeOH 35570 845+ 120 5110+ 670 88,4+3,4 21860 + 3500 979 + 89
Aceton 221+51 1070+180 4720+ 690 46,8 +9,1 38800 +7500 1100+170
ACN 210+ 29 986 + 76 4470 + 450 62,2+1,9 33600 *+ 5200 1230+ 80

Mittelwerte mit Standardabweichung in pg/L Fillmedium (n =5); ! (2 d, RT); ® wegen Peakiiberlagerung mit
BADGE-EtOH-H,0 / BADGE-EtOH nicht auswertbar (s. Tab. 4.4); BADGE-2HCIl nicht nachweisbar

In den FSLs Wasser und Essigsaure 3 % wurden nur wenige, Uberwiegend hydrophilere
Analyten nachgewiesen respektive knapp oberhalb der Bestimmungsgrenzen quantifiziert
(s. Tab. 4.2). Im lipophilen FSL Olivendl konnte kein einziger der betrachteten Analyten
detektiert werden. Auch die Ersatzpriifung mit Isooctan ergab lediglich geringe
extrahierbare Mengen an BADGE und BPA. Unter den in der Lebensmittelrichtlinie spezifi-
zierten FSLs (vgl. Tab. 1.5) resultierte die Extraktion mit Ethanol 10 % in den hochsten
Konzentrationen an Extractables: mit Ausnahme der lipophileren Analyten BADGE-HCI
und BADGE-2HCI, von denen letzteres in keinem der Extrakte nachgewiesen werden
konnte, wurden alle Analyten in quantifizierbaren Mengen extrahiert.

In Relation zu den in den Simulanzlésemitteln nachgewiesenen Mengen fielen die
mittels polaren organischen Solvenzien (ohne Wasseranteil) quantifizierten Mengen um
zwei bis drei Zehnerpotenzen héher aus. ACN und Aceton hatten unter den gewahlten
Bedingungen die hochste Extraktionseffektivitat.

Bei den Alkoholen wurde eine starke Abhédngigkeit des Extraktionsergebnisses vom
wassrigen Anteil festgestellt (s. Tab. 4.3). Mit Abnahme des Wasseranteils im System
EtOH/H,0 ergab sich ein exponentieller Anstieg der Extractables, wobei der Effekt mit der
Lipophilie der Extractables zunahm. Bei der Extraktion mit 2-Propanol konnten im Ver-

gleich zur ethanolischen Extraktion bereits bei 25%igem organischen Anteil deutlich
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hohere Mengen extrahiert werden. Die relativ hohen Mengen an BADGE-2H,0,
BADGE-H,0 und BADGE-HCI-H,0 waren hierbei vermutlich auf nach dem Ubergang ins
Solvens hydrolysiertes BADGE und BADGE-HCI zurtickzufiihren.

Tab. 4.3: EtOH-/IPA-Extraktion mit wéssrigem Anteil (40 °C, 10 d)

Filmedium  PACE gpn  PADGE  BADGE g BADGE
EtOH 10 % 59,0+ 7,0 9,1+1,4 27,4+3,2 .- 7,2+0,8 n.d.
EtOH 25 % 229 +£21 50,4 +3,1 287 30 —_— 117 £13 n.d.
EtOH 252 + 44 725+171  4520+610 --- 26800 + 6600 ---
IPA 25 % 1600 +260 32219 3200 £ 520 126 +9 1870 + 300 107 £ 10
IPA 213+36 740 £ 63 3750+480  45,3+3,5 25100+4400 897 +59

Mittelwerte mit Standardabweichung in pg/L Filllmedium (n = 5); ® wegen Peakiiberlagerung mit BADGE-EtOH-H,0 /
BADGE-EtOH nicht auswertbar (s. Tab. 4.4); BADGE-2HCI nicht nachweisbar

In Relation zu Aceton und ACN resultierte die Extraktion mit den niedermolekularen
Alkoholen tendenziell in geringeren Konzentrationen der Extractables (s. Tab. 4.2). In den
zugehorigen Chromatogrammen wurde im direkten Vergleich das Auftreten zusatzlicher
Peaks beobachtet (s. Abb. 4.5). Diese waren auf Reaktionen zwischen epoxidgruppen-
haltigen BADGE-Derivaten und den Alkoholen zurlickfiihren, wie sie unter anderem von
CoTTIER et al. [1997] bereits fir Methyl-, PHILO et al. [1997] flr Ethyl- sowie von SCHAFER
und SIMAT [2004] fir eine Vielzahl weiterer Ether — unter anderem mit Propanol, Butanol

und Phenolen — beschrieben wurden.

[mV]

ACN MeOH

Abb. 4.5: Chromatogramme der Extraktion mit ACN, MeOH, EtOH und 2-Propanol (10 d, 40 °C)
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Nach Darstellung der korrespondierenden Alkylether durch Umsetzung der drei epoxid-
gruppenhaltigen Derivate (BADGE, BADGE-H,0 und BADGE-HCl) mit Methanol, Ethanol
und 2-Propanol (vgl. Kap. 8.5.3.1) wurden die Losungen chromatographiert und auf
potentielle Interferenzen mit den Referenzsubstanzen geprift. Die Peakzuordnung wurde

massenspektrometrisch verifiziert (vgl. Kap. 8.5.3.2).

[mV]

BADGE-H,0
A /\ bﬂ J|\
o f). \
MeOJ\ J L\

M

BADGE A
IPA Iy
MeOH Ml MZ
std_J g 2 3 4 5 6 7

L S

5 10 15 20 25

Abb. 4.6: Chromatogramme zur Umsetzung von BADGE und BADGE-H,0 mit MeOH, EtOH und IPA
M = BADGE-MeOH-H,0; E = BADGE-EtOH-H,0; | = BADGE-IPA-H,0; M, = BADGE-2MeOH; M, = BADGE-MeOH,;
E,=BADGE-EtOH; E, = BADGE-2EtOH; I, = BADGE-IPA 1 = BADGE-2H,0; 2 = BPA; 3 = BADGE-H,0;
4 = BADGE-HCI-H,0; 5 = BADGE; 6 = BADGE-HCI; 7 = BADGE-2HCI

Wahrend die Methyl- und Isopropylether aller Derivate aufgrund abweichender Reten-
tionszeiten nicht mit den Referenzsubstanzen interferierten (s. Abb. 4.6), wurden in den
Chromatogrammen der ethanolischen Lésungen potentielle Uberlagerungen festgestellt,
welche eine valide Quantifizierung der entsprechenden Peaks in den ethanolischen

Extrakten verhinderten (s. Tab. 4.4).

Tab. 4.4: Peakinterferenzen der Ethylether von BADGE

Peak Interferenz mit
BADGE-EtOH BADGE-HCI; BADGE-2HCI
BADGE:-2EtOH BADGE-2HCI

BADGE-EtOH-H,0
BADGE-EtOH-HCI

BADGE-HCI-H,0
BADGE-2HCI
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Die Referenzsubstanz von BADGE-HCI (nicht dargestellt) enthielt bereits vor der Umset-
zung mehrere bekannte (BADGE, BADGE:-2HCI) und unbekannte Verunreinigungen, die
jedoch nicht mit den Ubrigen Analyten interferierten. Die Peakilberlagerung des ethano-
lischen Derivats (BADGE-EtOH-HCI) mit BADGE-2HCI konnte nachfolgend ignoriert werden,
da BADGE-2HCI weder aus den verschiedenen Tuben extrahiert (s. Tab. 4.5) noch im
Rahmen von Migrationsstudien (vgl. Kap. 5) nachgewiesen wurde.

Um potentielle physikochemische Modifikationen der Lackstruktur durch den Extrak-
tionsprozess, zum Beispiel in Form einer vollstandigen Aufldsung, zu untersuchen, wur-
den von Tuben vom Typ A#1/#2, D und | ATR-FTIR-Spektren (32 Scans, Auflésung: 4 cm™)
vor und nach der Extraktion mit ACN aufgenommen [HYDRO 2006]. Bei keiner Tube konnte
eine signifikante Beeinflussung der Spektren durch den Extraktionsvorgang festgestellt
werden. Bei der Extraktion mit Methanol und 2-Propanol wurden ebenfalls ATR-FTIR-
Spektren extrahierter Tuben (Typ A#2) denen unbenutzter Leertuben gegeniibergestellt:
bei beiden Alkoholen konnte eine deutliche Zunahme der Banden bei 3370 cm™ (v(OH))
und 2965/2870 cm™ (v(CH3)) beobachtet werden, die auf eine alkoholische Quellung der
Lackierung respektive eine Sorption der Alkohole in das Epoxidharz hindeutete. Darliber
hinaus wurden leichte bzw. starke Zunahmen der Banden bei 1740 cm™ (v(C = 0)) und
1230 cm™ (v(C — 0)) festgestellt, die moglicherweise auf esterartige Verbindungen
zuriickzufiihren waren. Ein Vergleich der durch Subtraktion erhaltenen Differenzspektren
mit einer Spektrenbibliothek ergab groRe Homologien mit Methylacrylatpolymeren, die
unter anderem als Klebstoffe und Zusatze zu Beschichtungen verwendet werden [HYDRO
2006]. Offensichtlich wurde die Substanz durch den alkoholischen Extraktionsvorgang an
der Oberflache der Innenbeschichtung angereichert.

Insgesamt demonstrieren die Versuche eine malRgebliche Beeinflussung des Extrak-

tionsergebnisses durch die Wahl des Extraktionsmediums.

4.3 Extraktion differenter Tubentypen

Zwecks Untersuchung des Gehaltes an Restmonomeren von BPA, BADGE und dessen
Derivaten in den Innenbeschichtungen der akquirierten Tuben (vgl. Kap. 8.1.5) wurde
eine simultane Extraktion durchgefiihrt. Fir die Versuche wurde ACN verwendet, da
dieses laborintern in hoherer Reinheit als Aceton zur Verfligung stand (vgl. Kap. 8.5.4).

Die Extraktionsprofile wiesen eine hohe Variabilitdt sowohl hinsichtlich der extrahier-
baren Mengen als auch der Zusammensetzung der Extraktionsprofile auf (s. Abb. 4.7).
Neben den im Rahmen dieser Studie quantifizierten Analyten wurde eine Vielzahl unbe-
kannter Extractables detektiert, in denen sich die einzelnen Chromatogramme charakte-
ristisch unterschieden. Des Weiteren waren auch — unter anderem im Retentionsbereich

von flnf bis zehn Minuten — weitgehend homologe Bereiche zu finden.
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[mV]

5 10 15 20 t.[min] 25

Abb. 4.7: Exemplarische Chromatogramme der Extrakte differenter Tubeninnenbeschichtungen vs. Mischung der
Standards (c = 200 pg/L); Chromatogramme zwecks Ubersichtlichkeit teilweise gestaucht;
1 =BADGE-2H,0; 2 = BPA; 3 = BADGE-H,0; 4 = BADGE-HCI-H,0; 5 = BADGE; 6 = BADGE-HCI; 7 = BADGE-2HCI;
8 = BADHPE (c = 400 pg/L)

Tabelle 4.5 gibt eine Ubersicht der in den Tubeninnenschutzlacken quantifizierten
Mengen. Zahlreiche Interferenzen in Form von Peakiiberlappung, Schulterbildung etc.
erschwerten die Integration der Einzelpeaks. Ergo sind die dargestellten Konzentrationen
als Naherungswerte zu verstehen. Ausschlielich Peaks, deren Zuordnung via LC-MS
verifiziert werden konnte (s. Kap. 4.4), sind in der Tabelle gelistet.

Typenunabhangig konnte aus allen Innenbeschichtungen BADGE-2H,0 extrahiert wer-
den. BPA, BADGE-H,0 und BADGE-HCI-H,0 wurden ebenfalls in der Mehrzahl der Extrakte
gefunden. Insgesamt spielten die hydrochlorierten Derivate im Vergleich zu BADGE und
dessen Hydrolyseprodukten eine eher untergeordnete Rolle und lieBen sich lediglich in
Tuben des Anbieters | (Typ A#1/#2, B) in héheren Konzentrationen bestimmen.Wa&hrend
das partial-hydrochlorierte BADGE-HCI noch in einigen Innenbeschichtungen nachgewie-
sen werden konnte, wurde BADGE-2HCI in keinem der Extrakte detektiert.

Eine Gegenlberstellung der Extraktionsergebnisse des Anbieters | mit den Ulbrigen
Extrakten zeigte insbesondere hinsichtlich der Konzentrationen von BADGE und
BADGE-H,0 erhohte Level. So konnten aus Tuben vom Typ A#1 BADGE-H,O und BADGE
durchschnittlich in Konzentrationen von 6,26 bzw. 57,4 mg/L extrahiert werden. Dies
entsprach dem mindestens 15- respektive 50-fachen aller Gbrigen Extrakte. Eine zweite
Charge desselben Tubentyps (Typ A#2) ergab fir die meisten Extractables signifikant
niedrigere Konzentrationen. Ein Vergleich der Extractables des Tubentyps A#2 mit Typ B
resultierte unter Berlcksichtigung des differierenden Oberflachen/Volumen-Verhéltnisses

in vergleichbaren GrofRenordnungen.
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4.4 Verifizierung der Peakzuordnung

Die Peakzuordnung der Extractables wurde nach chromatographischer Trennung
massenspektrometrisch verifiziert. Den resultierenden Massenspektren konnten sowohl
gruppenspezifische Molekiilfragmente als auch substanzspezifische Clusterionen mit
Bestandteilen des Eluenten entnommen werden (vgl. Tab. 8.22 u. Tab. 8.23). Zusammen-
genommen ergaben diese fiir jede Substanz charakteristische Muster, welche im direkten
Vergleich mit Massenspektren der Referenzsubstanzen eine valide Verifizierung ermog-
lichten.

Durch Modifikation einzelner Parameter der massenspektrometrischen Detektion kann
sowohl die Sensitivitat als auch die Spezifitat einer Methode beeinflusst werden. PETERSEN
[2003] erreichte durch Verwendung eines 5 mM Ammoniumformiatpuffers eine Sensitivi-
tatssteigerung bei positiver Elektrospray-lonisierung (ESI-(+)). Da es sich bei der zur
Erzeugung spezifischer Molekilfragmente erforderlichen Fragmentorspannung um einen
geratespezifischen Parameter handelt, war eine Adaption der Methode erforderlich (vgl.
Kap. 8.5.5.2). Hierbei konnte abweichend von den Ergebnissen von PETERSEN [2003] unab-
hangig von der angelegten Fragmentorspannung im positiven lonenmodus keine flr eine
valide Verifizierung ausreichende lonisierung von BPA erreicht werden. Die Erfassung von
BPA war jedoch im negativen lonenmodus (ESI-(-)) mdglich. Aufgrund der Suppression der
Phenolgruppendeprotonierung durch das saure Milieu des Puffers erfolgte die Substitu-
tion des Eluenten durch Wasser. In einer Versuchsreihe mit sukzessiv ansteigender Frag-
mentorspannung (vgl. Kap. 8.5.5.3) konnten bei 90 V eine hohe Sensitivitat und Spezifitat
realisiert werden (s. Abb. 4.8). Der Totalionenstrom (total ion current, TIC) verteilte sich
relativ gleichmaRig auf die Fragmente m/z 205, 227 und 273.

In Relation zur Erfassung von BADGE und dessen Derivaten im ESI-(+)-Modus fielen die

gemessenen TICs deutlich niedriger aus.

> librige Fragmente
m273/274
W 227/228
W 205/206
50 70 90 110 130 150

Fragmentorspannung [V]

TIC

Abb. 4.8: BPA: TIC-Zusammensetzung (m/z) vs. Fragmentorspannung; Fragmente > 1 % TIC
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Séamtliche im Rahmen des vergleichenden Extraktionsversuches (s. Kap. 4.3) anhand der
Retentionszeiten zugeordneten und quantifizierten Peaks wurden massenspektro-
metrisch hinsichtlich ihrer Identitdt gegen Spektren der Referenzsubstanzen gepriift
(vgl. Kap. 8.5.5.4). Neben dem qualitativen Vergleich wurde zusatzlich ein semiquantitati-
ver Abgleich der GroRenordnungen der mittels FLD und MS detektierten Analytkonzentra-
tionen vorgenommen, um Uberlagerungen durch unbekannte, fluoreszenzaktive Verbin-

dungen auszuschlielRen.

4.5 Strahlensterilisation

Eine aseptische Abfiillung (z.B. Augensalbe) bedingt eine vorherige Sterilisation des
Primarpackmittels zur Gewahrleistung der mikrobiellen Reinheit. Diese kann unter ande-
rem mittels y-Strahlung unter Verwendung einer Co-60 Quelle durchgefiihrt werden
[GoLba 1984]. Fir die Gewahrleistung der Sterilitdat fordert das europaische Arzneibuch
eine absorbierte Referenzstrahlendosis von mindestens 25 kGy [PH.EuR.]. Die stoffliche
Veranderung diverser Kunststoffverpackungsmaterialien durch Bestrahlung wurde unter
anderem von FRANZ und WELLE [1998] ausfilihrlich untersucht. Diese konnten zeigen, dass
durch die Einbringung hochenergetischer Strahlung Strangbriiche in Polymeren induziert
und daraus folgend niedermolekulare Komponenten vermehrt freigesetzt werden
kénnen.

Exemplarisch wurde anhand des Tubentyps D untersucht, ob der Sterilisationsprozess
via y-Strahlung die aus den Innenbeschichtungen extrahierbaren Mengen von BPA,

BADGE und dessen Derivaten unmittelbar beeinflusst (vgl. Kap. 8.5.6).

Tab. 4.6: Extractables bestrahlter vs. unbehandelter Tuben (Tubentyp D)

BADGE BADGE BADGE BADGE
B BPA BADGE

estrahlung . o H,0 -HCI-H,0 G HCl
ohne (n=5 785136  765+21 383£39  765+121 100-150°  83£0,7
mit (n = 2) 840 + 49 86723 383£20 80,654 Lo 6,9+08

Mittelwerte mit Standardabweichung in ug/L ACN (40 °C, 10 d); BADGE-2HCI nicht nachweisbar; * Abschitzung aus
Ms-Daten; ® BADGE wegen Interferenzen mittels FLD nicht auswertbar, keine Verifizierung via MS durchgefiihrt

Obwohl die Tuben einer ungefahr vierfach erhéhten Strahlendosis (97,8 kGy) exponiert
wurden, ergaben sich kaum Anhaltspunkte fiir eine signifikante Neubildung mono-
merischer BADGE-Derivate (s. Tab. 4.6). Die extrahierbaren Mengen an BPA fielen bei den
bestrahlten Tuben marginal hoher aus. Aufgrund der geringen Probenzahl war jedoch

unklar, inwiefern es sich um eine signifikante Beobachtung handelt.
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Abb. 4.9: Chromatogramm eines Extraktes einer bestrahlten vs. unbestrahlten Tube (40 °C, 10 d, ACN, Tubentyp D)

Ein visueller Vergleich der erhaltenen Chromatogramme wies im relevanten Messfenster
(tg = 5 — 25 min) keine signifikanten Abweichungen auf (s. Abb. 4.9). Wahrend der
anschliefenden Spilphase des Gradienten (tz > 25 min) war in den Chromatogrammen
der Extrakte der bestrahlten Tuben eine gegeniiber den unbehandelten Tuben deutlich
erhohte Emission zu erkennen, die auf eine Modifikation des Polymers hindeutete. So ist

die Bildung oligomerischer Fragmente denkbar.
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5 Migrationsstudien

Die Migrationsstudien wurden vorwiegend mit etablierten, respektive monographierten
oder in anerkannten Formularien gelisteten Rezepturen durchgefiihrt (vgl. Kap. 8.6.1).
Matrices verschiedener Zusammensetzung wurden nach bestimmten Parametern (u.a.
Grundrezepturtyp, Emulgatoranteil, Polaritat) ausgewahlt. Ein weiteres wichtiges Krite-
rium der Matrixselektion war die analytische Zuganglichkeit, das heiRt die selektive
Erfassbarkeit der Analyten in den jeweiligen Matrices. Ergo wurden Formulierungen mit
wenigen Komponenten moglichst hoher Reinheit praferiert. Die Rezepturen sowie — bei
Gelen und Cremes — eine gegebenenfalls gemall Monographie vorgenommene Konservie-
rung gewahrleisteten die mikrobiologische Stabilitdt im Beobachtungsintervall, sodass
mikrobielle Untersuchungen im Verlaufe der Lagerungsversuche als nicht notwendig
erachtet wurden. Uberwiegend Tuben vom Typ A fanden Verwendung, da die hohen Kon-
zentrationen an Extractables auch bei geringem Leaching eine hinreichende Sensitivitat
der Detektion sicherstellten.

Obwohl BADGE-2HCI aus keiner Tubeninnenbeschichtung extrahiert werden konnte
(vgl. Kap. 4.3), wurde der Analyt in die Methodenentwicklung der Migrationsstudien ein-
bezogen und die Chromatogramme hinsichtlich potentiellen Leachings gepriift. Da bei
keiner der nachfolgenden Migrationsstudien BADGE-2HCl nachgewiesen werden konnte,

bleibt der Analyt im Rahmen der Ergebnisdarstellung unberiicksichtigt.

5.1 Grundrezepturen: Salbe - Gel - Creme

Um das Spektrum halbfester Fiillgliter moglichst breit abzudecken, wurden fiir eine erste
Migrationsstudie drei divergente Matrixtypen gewdhlt: eine lipophile Salbe, ein Hydrogel
sowie eine Creme. Als Matrices relativ simpler Zusammensetzung wurden die lipophile
Einfache Augensalbe DAC und das hydrophile Wasserhaltiges Carbomergel DAB selektiert.
Darlber hinaus wurde ein zweiphasiges System vom O/W-Typ, die Nichtionische Hydro-

phile Creme DAB, in die Studie einbezogen (s. Tab. 5.1).

Tab. 5.1: Matrix-Rezepturen: Salbe — Gel — Creme

Einfache Augensalbe DAC Wasserhaltiges Carbomergel Nichtionische Hydrophile
DAB Creme DAB
Dickflussiges Paraffin 40,0 | Carbomer 50.000 0,5 | Polysorbat 60 5,0
Weiles Vaselin 60,0 | NaOH 5 % (m/V) 3,0 | Cetylstearylalkohol 10,0
Gereinigtes Wasser 96,5 | Glycerol 85 % 10,0
Wasser 50,0
WeilRes Vaselin 25,0

Mengenangaben in Massenanteilen; Herstellung vgl. Kap. 8.6.1
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Nach der Abfillung (vgl. Kap. 8.6.2) wurden die Tuben (Typ A#1) zwecks Erfassung des
Temperatureinflusses auf das Migrationsverhalten in Anlehnung an die ICH-Guideline fir
Stabilitatsstudien [EMEA 2003] bei intermediate (30 °C) und accelerated conditions (40 °C)
in Klimaschranken eingelagert. Proben wurden in Intervallen entnommen (vgl. Kap. 8.6.3),
gepoolt, aufgearbeitet und quantifiziert. Als Referenz wurden die Matrices anteilig in
lichtdichte Glasbehalter verfillt, unter probenanalogen Bedingungen eingelagert und

parallel zu den Probenahmezeitpunkten aufgearbeitet.

5.1.1 Methodenentwicklung

Aufgrund des differenten Matrixcharakters der selektierten Dermatika mussten indivi-
duelle Probenaufarbeitungsschemata unter Beriicksichtigung der Rezepturspezifika ent-
wickelt werden. So erforderte das auf Umkehrphasenchromatographie basierende Quan-
tifizierungsverfahren bei den Salben und Cremes eine vorherige Abtrennung lipophiler

Matrixbestandteile.

5.1.1.1 Abtrennung lipophiler Matrixbestandteile
Ungeachtet guter Loslichkeit von BPA, BADGE sowie dessen Derivaten in ACN [u.a.

BIEDERMANN et al. 1998, BRONz et al. 1998] verhinderte die mangelnde Suspendierbarkeit
lipophiler Matrixbestandteile in ACN (auch unter Zuhilfenahme eines Ultraschallbades)
eine direkte Extraktion der Analyten. Ergo wurde zur vollstandigen Suspendierung und
anschlieBenden Abtrennung lipophiler Komponenten eine Flissig-Flissig-Extraktion
(liquid liquid extraction, LLE) erforderlich. Als mit ACN nicht mischbare Phasen wiesen
unter den laborintern verfligbaren Solvenzien ausschlieRlich n-Heptan und n-Hexan die
erforderliche Trenngiite und chromatographische Reinheit auf. Infolge der potentiellen
Cancerogenitat von n-Hexan [SIGMA-ALDRICH 2007a/b] wurde ein System aus n-Heptan und
ACN gewahlt.

Obwohl die Analyten mittels LLE weitgehend selektiv von den lipophilen Rezeptur-
bestandteilen separiert werden konnten, storten in die Analytphase verschleppte Rest-
lipide die nachfolgende analytische Erfassung und beeinflussten dariiber hinaus das
Retentionsverhalten. Deshalb wurde zur Entfernung der Restlipide zusatzlich eine Fest-
phasenextraktion (solid phase extraction, SPE) in die Probenaufarbeitung integriert. In
Vorversuchen mit phenolischen, RP18- und Polyamidphasen konnte keine selektive,
simultane Retention aller Analyten bei gleichzeitiger Elution lipophiler Matrixkompo-
nenten erzielt werden. PETERSEN [2003] beschreibt eine inverse SPE-Methode an einer
RP-18-Phase. Im Gegensatz zur ,konventionellen’ SPE fungiert hierbei die stationare Phase
als selektiver Lipidfilter; die zu verwerfenden Komponenten werden auf der Saule

reteniert, wahrend die Analyten eluiert werden. Der von PETERSEN beschriebene inverse
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Ansatz wurde adaptiert. Zwecks Verifizierung der quantitativen Elution und Optimierung
der Eluentenzusammensetzung wurden Wiederfindungsraten bei unterschiedlichen
ACN/H,0-Mischungsverhéltnissen Uber die einzelnen Elutionsschritte bestimmt (vgl.
Kap. 8.6.4.1).

BADGE-H,0 BADGE
W 1. Schritt ™ 2. Schritt 3. Schritt W 1. Schritt m 2. Schritt 3. Schritt
100 100
T 80 I T 80 g
r : |
© ©
En 60 €° 60
3 3 |-
€ 20 1 £ 40 1
2 2 g0 4
0 T T T T T o 0 T T T T T o
60:40 70:30 80:20 90:10 100:0 60:40 70:30 80:20 90:10 100:0
Eluent ACN/HZO (V/V) Eluent ACN/HZO (V/V)

Abb. 5.1: Inverse SPE: Mittlere Wiederfindungsraten von BADGE-H,0 und BADGE in % nach summarischer ISTD-
Korrektur (n = 2); Daten der Ubrigen Analyten vgl. Tab. 8.29

Insbesondere die BADGE-Derivate mit Diolstruktur (BADGE:-2H,O, BADGE-H,0,
BADGE-HCI-H,0) interagierten im wasserfreien Medium mit der stationaren Phase und
wurden demzufolge unzureichend eluiert (s. Abb. 5.1, links). Ein Vergleich der Elution mit
10 — 30 %igem wassrigen Anteil ergab fir alle Analyten Gesamtwiederfindungsraten
> 95 % (vgl. Tab. 8.29). Mit abnehmendem organischem Eluentenanteil verschob sich
hierbei die Elution der lipophileren Analyten (BADGE, BADGE-HCI, BADGE-2HCI) erwar-
tungsgemald in spatere Spulschritte. Bei einem 40 %igen Wasseranteil wurde der tber-
wiegende Anteil der lipophilen Analyten, insbesondere BADGE, erst im letzten Spilschritt
eluiert (s. Abb. 5.1, rechts).

Infolge Frontings der Peaks von BADGE-2H,0 und BPA bei Elution mit > 80 %igem ACN-
Anteil wurde fir die SPE eine ACN/H,0-Mischung im Verhaltnis 70:30 (V/V) gewahlt, bei
deren Verwendung alle Analyten eine akzeptable Peaksymmetrie aufwiesen. Die adap-
tierte SPE-Methode ist in Kapitel 8.6.5.1 beschrieben.

SUN et al. [2006] beschreiben fir die Bestimmung von BPA, BADGE und dessen Deriva-
ten in Lebensmittelproben eine ,konventionelle’ SPE-Methode an einer RP18-Phase, die
eine nachfolgende Aufkonzentrierung der Proben und somit optimierte LODs/LOQs
ermoglichen soll. Trotz Untersuchung zahlreicher methodischer Modifikationen konnte
die Durchfiihrung aufgrund mangelnder Loslichkeit der lipophileren Analyten im fir den
Transfer auf die SPE-Kartuschen angegebenen Solvens (MeOH/H,0, 5:95 V/V) nicht
reproduziert werden.
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5.1.1.2 Einfache Augensalbe DAC

Matrix
dotiert mit BADHPE

|

Suspendierung
ACN / n-Heptan

|

LLE

[
| I

n-Heptan

ACN
(verworfen)

\—\

Evaporation

|

Resolvatisierung
ACN / H,0

|

SPE

|

Quantifizierung
RP-HPLC-FLD

Abb. 5.2: Probenaufarbeitung Einfache Augensalbe
DAC; vgl. Kap. 8.6.5.2.1

Wahrend der LLE erfolgte die Phasentrennung
in allen Schritten gut differenzierbar. Ver-
schleppte Restlipide konnten vor der analy-
tischen Erfassung via SPE entfernt werden
(s. Abb. 5.2). Eine detaillierte Beschreibung
der Probenaufarbeitung von Einfache Augen-
salbe DAC findet sich in Kapitel 8.6.5.2.1.

In den resultierenden Chromatogrammen
waren geringe Matrixinterferenzen mit den
Peaks von BADGE-H,0 und BADGE sowie eine
deutliche Uberlagerung im Retentionsbereich
von BADGE:-2HCI zu erkennen (s. Abb. 5.3).
Diese waren chargeniibergreifend auf fluores-
zenzaktive Verunreinigungen des Vaselins
zurickzufiihren. Eine valide Auswertung der
Chromatogramme konnte nach software-
gestltzter Subtraktion von parallel aufgenom-
menen Matrixspektren (background subtrac-

tion) manuell vorgenommen werden.

5 10
—— Matrix

Abb. 5.3: Chromatogramme Einfache Augensalbe DAC

15 20 tr[min] 55
dotierte Matrix (c = 20 ug/kg)

1 =BADGE-2H,0; 2 = BPA; 3 = BADGE-H,0; 4 = BADGE-HCI-H,0; 5 = BADGE; 6 = BADGE-HCI; 7 = BADGE-2HCl;

8 = BADHPE (¢ = 1000 pg/kg)

Konzentrationsunabhangig streuten die Wiederfindungsraten des internen Standards mit
79,8 — 96,8 % deutlich (vgl. Tab. 10.1). Nach rechnerischer Korrektur ergaben sich fiir die

meisten Analyten akzeptable Verfahrensvariationskoeffizienten; nur BADGE:2H,0 und
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BADGE-HCI-H,0 zeigten relativ hohe Varianzen (vgl. Tab. 10.16), denen in den korrespon-
dierenden Retentionsbereichen keinerlei Interferenzen zuzuordnen waren (s. Abb. 5.3).
LOD und LOQ wurden fiir alle Analyten berechnet, obgleich ausschlieBlich fiir BADGE
und BADGE-HCl Homoskedastizitat nachgewiesen werden konnten (vgl. Kap. 8.4.3.2). Die
Wiederfindungsdaten boten keine Anhaltspunkte fir eine Reaktion der Analyten mit
Matrixbestandteilen. Auch bei flinffacher Wiederholung des Versuchs zur Bestimmung
der Wiederfindungsraten inklusive Chargenwechsel der Rezepturbestandteile konnte
keine Homoskedastizitat aller Analyten erreicht werden. Zu vermuten waren Analytein-
schliisse in den Restlipiden, die bei der Resolvatisierung (s. Abb. 5.2) nicht quantitativ

erfasst wurden.

Tab. 5.2: Einfache Augensalbe DAC: Kenndaten der Matrixkalibrierung (nach ISTD-Korrektur)

BADGE ‘ alle Analyten

| range (@)

Arbeitsbereich [% LOQ - 1000

BestimmtheitsmaR R? 0,9999 0,9948 — 0,9999 (0,9984)
Reststandardabweichung s, [mV - min] 0,202 0,157 - 1,11 (0,507)
Verfahrensstandardabweichung s, [% 0,876 0,778 — 5,46 (2,54)
Verfahrensvariationskoeffizient V,, [%] 0,824 0,784 — 5,27 (2,40)
Wiederfindung [%] 99,8 -103,6 84,8 — 107,2  (96,7)
Nachweisgrenze [ﬁ] 1,3 11 - 7,8 (3,6)
Bestimmungsgrenze [% 4,5 40 - 27,5 (12,9)

Ubersicht einzelner Verfahrenskenndaten vgl. Tab. 10.16; Wiederfindungsdaten vgl. Tab. 10.1

Da die Kenndaten von BADGE (s. Tab. 5.2) eine valide Auswertung zuliefen und im Laufe
der Migrationsstudie in den Chromatogrammen keine Anzeichen fiir Leaching der (ibrigen
Analyten festgestellt werden konnten, wurde der Beobachtung nicht weiter nachge-

gangen.

5.1.1.3 Nichtionische Hydrophile Creme DAB

Zwecks Optimierung der Phasentrennung bei einer Einfache Augensalbe DAC analogen
Suspendierung und LLE wurde das Volumen der ACN-Phasen erhdht. Bei der Einengung
am Rotationsverdampfer traten reproduzierbar Siedeverziige sowie starke Schaum-
bildung auf, denen eine Verschleppung des Emulgator- / Glycerol- / Wasseranteils zu-

grunde lag. Eine Modifikation der Probenaufarbeitung war somit obligat.
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Die Methode wurde zum einen dahingehend modifiziert, dass durch Zusatz von Ammo-
niumformiat wahrend der LLE ein dreiphasiges System generiert wurde (s. Abb. 5.5):
n-Heptan (oben), ACN (mittig), H,O (unten). Die Phasentrennung beruhte mutmalRlich auf
der homoselektiven Solvatation von Ammoniumformiat durch Wasser [EMONS et al.
1984]. Uber das Verwerfen eines GroRteils der wissrigen Phase bereits wahrend der LLE
konnten die zur Entfernung des Restwassers erforderliche Menge Natriumsulfat wasser-
frei und somit die unspezifischen Wechselwirkungen mit den Analyten deutlich reduziert

werden.

Matrix
dotiert mit BADHPE

Suspendierung
ACN / n-Heptan / NH,-form

LLE

n-Heptan
ACN H,0

(verworfen)

Ausfrierschritt

Filtration & Trocknung

Na,S0O, wasserfrei Abb. 5.5: 3-Phasen-System wiahrend LLE

Evaporation Die fur ein hinreichendes Trennergebnis

| erforderliche  Menge  Ammoniumformiat

Resolvatisierung

wurde in einer empirischen Versuchsreihe
ACN / H,0

SPE

Quantifizierung

ermittelt. Darliber hinaus konnte Cetylstearyl-
alkohol aus den vereinigten ACN-Phasen nach
der LLE ausgefroren werden. Details zur

Probenaufarbeitung von Nichtionische Hydro-

RP-HPLC-FLD

phile Creme DAB sind im Kapitel 8.6.5.3
dargestellt.

Abb. 5.4: Probenaufarbeitung Nichtionische Hydro-
phile Creme DAB; vgl. Kap. 8.6.5.3

Durch die Aufarbeitung konnte Polysorbat 60 nicht quantitativ abgetrennt werden; eine
Beeintrachtigung der Aufarbeitungsschritte wurde nicht beobachtet. Der verschleppte
Polysorbatanteil verursachte in den Chromatogrammen massive Interferenzen, insbeson-
dere im Bereich von BADGE-2H,0 und BPA. Durch Abflachung des Gradienten (vgl. Tab.
8.1) sowie durch die Implementierung einer rechnerischen background subtraction wurde

eine valide, manuelle Auswertung ermoglicht (s. Abb. 5.6).
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[mV] “

o AL AA

5 10 15 20 25 30 tg [min] 35
dotierte Matrix (c = 20 pug/kg)

......... Matrix background subtraction

Abb. 5.6: Chromatogramme Nichtionische Hydrophile Creme DAB
1 =BADGE-2H,0; 2 = BPA; 3 = BADGE-H,0; 4 = BADGE-HCI-H,0; 5 = BADGE; 6 = BADGE-HCI; 7 = BADGE-2HCI;
8 = BADHPE (c = 1000 pg/kg)

Infolge der verwendeten Ausfrier- und Filtrationsschritte wiesen die Wiederfindungsraten
des internen Standards eine erhdhte Varianz auf (80,9 — 93,7 %; vgl. Tab. 10.5). Dessen
ungeachtet belegten die rechnerisch korrigierten Daten die Eignung flr die quantitative
Erfassung samtlicher betrachteter Analyten in Nichtionische Hydrophile Creme DAB
(s. Tab. 5.3).

Tab. 5.3: Nichtionische Hydrophile Creme DAB: Kenndaten der Matrixkalibrierung (nach ISTD-Korrektur)

range ({0)]
Arbeitsbereich [%] LOQ - 1000
BestimmtheitsmaR R? 0,9996 — 0,9999 (0,9998)
Reststandardabweichung s, [mV - min] 0,0960 - 0,221  (0,155)
Verfahrensstandardabweichung s,, [%] 0,662 — 1,53 (1,08)
Verfahrensvariationskoeffizient V,, [%] 0,646 — 1,42 (1,02)
Wiederfindung [%] 91,8 - 107,3 (100,0)
Nachweisgrenze [%] 0,95 - 2,2 (1,5)
Bestimmungsgrenze [ﬂ] 34 - 79 (5,6)

kg
Ubersicht einzelner Verfahrenskenndaten vgl. Tab. 10.20; Wiederfindungsdaten vgl. Tab. 10.5
5.1.1.4 Wasserhaltiges Carbomergel DAB
Im Kommentar zur Carbomer-Monographie des europaischen Arzneibuches (Ph.Eur.) wird
auf die Inkompatibilitat von Polyacrylsaure mit Elektrolyten hingewiesen [NURNBERG und
RUCKER 2004]. Diese wurde fir die selektive Abtrennung des Gelbildners nutzbar gemacht.

Durch Zugabe von Ammoniumformiat zu einer Mischung von Wasserhaltiges Carbomer-
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gel DAB mit ACN wurde neben einer Phasentrennung eine weitgehend quantitative Prazi-

pitation von Polyacrylsdure in Form weiBer Agglomerate induziert. Nach Entfernen von

Restwasser mittels Natriumsulfat wasserfrei wurden die Proben eingeengt, der Riickstand

resolvatisiert, filtriert und quantifiziert (s. Abb. 5.7). Die Probenaufarbeitung ist in Kapitel

8.6.5.4.1 beschrieben.

Matrix
dotiert mit BADHPE

Suspendierung
ACN / n-Heptan

LLE
I
| |
H,0
ACN (verworfen)
Trocknung

Na,SO, wasserfrei

|

Evaporation

|

Resolvatisierung
ACN / H,0

|

Quantifizierung
RP-HPLC-FLD

Abb. 5.7: Probenaufarbeitung Wasserhaltiges
Carbomergel DAB; vgl. Kap. 8.6.5.4.1

[mv]

Im vorderen Chromatogrammbereich
(tg < 6 min) zeigten sich vermutlich auf ver-
schlepptes  Ammoniumformiat  zurlickzu-
flihrende Interferenzen, die eine Auswertung
jedoch nicht beeintrachtigten (s. Abb. 5.8).
Zusatzlich wiesen die Chromatogramme der
Matrix leichte Interferenzen im Bereich von
BADGE-H,0, BADGE-HCI und BADGE-2HCI auf,
die via background subtraction kompensiert
werden konnten. Auffallend war der mit BPA
coeluierende Peak, der bei verschiedenen
Matrixproben desselben Homogenats deut-
liche Schwankungen aufwies. Die resul-
tierende Verfalschung der Messwerte wurde
im Rahmen der Bewertung der BPA-Mess-

ergebnisse beriicksichtigt.

—— Matrix

15 20 ] 25
dotierte Matrix (c = 20 ug/kg)

t; [min

Abb. 5.8: Chromatogramme Wasserhaltiges Carbomergel DAB
1 =BADGE-2H,0; 2 = BPA; 3 = BADGEH,0; 4 = BADGE-HCI-H,0; 5 = BADGE; 6 = BADGE-HCI; 7 = BADGE-2HCI;

8 = BADHPE (c = 1000 pg/kg)
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Infolge der simplen Matrixzusammensetzung konnten sehr ,saubere’ Chromatogramme
generiert werden, welche in vergleichsweise niedrigen LODs und LOQs resultierten
(s. Tab. 5.4). Die Wiederfindungsrate des internen Standards lag im Bereich von 94,6 —
99,6 %. Der hydrophile Charakter von BADGE-2H,0 bedingte den Verlust eines geringen
Anteils wahrend der LLE an die wadssrige Phase, sodass die korrespondierenden

Wiederfindungsraten um 3 — 5 % zu niedrig ausfielen.

Tab. 5.4: Wasserhaltiges Carbomergel DAB: Kenndaten der Matrixkalibrierung (nach ISTD-Korrektur)

range (9)
Arbeitsbereich [%] LOoQ - 1000
BestimmtheitsmaR R? 0,9997 — 0,9999 (0,9999)
Reststandardabweichung s, [mV - min] 0,0574 - 0,185 (0,103)
Verfahrensstandardabweichung s, [%] 0,421 - 1,35 (0,718)
Verfahrensvariationskoeffizient V,, [%] 0,373 - 1,26  (0,680)
Wiederfindung [%] 95,3 - 103,9 (99,7)
Nachweisgrenze [% 0,60 — 1,9 (1,0)
Bestimmungsgrenze [%] 22 - 7,0 (3,7)

Ubersicht einzelner Verfahrenskenndaten vgl. Tab. 10.24; Wiederfindungsdaten vgl. Tab. 10.9

5.1.2 Ergebnis

Bei der Studie mit den Grundrezepturen konnte Leaching sowohl bei intermediate als

auch bei accelerated conditions in alle drei untersuchten Matrices nachgewiesen werden.

Tab. 5.5: Leachables zum Ende der Migrationsstudie (52 Wochen)

BADGE BADGE BADGE BADGE
Matri BPA BADGE
atrix 2H,0 H,0 -HCI-H,0 HCI
30 °C n.d. <LOQ n.d. n.d. 8,3%0,5 n.d.
Salbe
40 °C n.d. <LOQ n.d. n.d. 18,6 +0,9 n.d.
o 30 °C 15,0+0,2 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
e
40 °C 29,7+0,3 <LOQ n.d. n.d. n.d. n.d.
30 °C 43,8+ 1,4 <LOQ n.d. <LOQ 17,7 +1,7 n.d.
Creme
40 °C 1215 7,3+1,4 n.d. 6,4+0,6 7,3+0,6 n.d.

Mittelwerte mit Standardabweichung in pg/kg Matrix (n = 3); Gesamtdaten der Migrationsstudie vgl. Kap. 8.6.6.1

Die Zusammensetzung der Leachables zeigte hierbei eine deutliche Matrixabhangigkeit
(s. Tab. 5.5): wahrend in der lipophilen Salbenmatrix ausschlieBlich BADGE bestimmt wer-
den konnte, wurde im hydrophilen Gel einzig BADGE-2H,0 in quantifizierbaren Mengen
detektiert. Die hochste Gesamtmigration trat bei Nichtionische Hydrophile Creme DAB
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auf; unter accelerated conditions konnten in der Creme neben BADGE und BADGE-2H,0
zeitweise zusatzlich BPA, BADGE-H,0 und BADGE-HCI-H,0 quantifiziert werden.

Des Weiteren war ein Temperatureffekt auf das AusmaR der Migration deutlich zu
erkennen; zum Ende der Migrationsstudie fielen bei allen Matrices die unter accelerated
conditions gemessenen Konzentrationen um ungefdhr Faktor zwei hoher aus (s. Tab. 5.5).
Einzig BADGE in Nichtionische Hydrophile Creme DAB ergab ein reziprokes Verhaltnis,
welches sich Uber die Auswertung der Einzelmessung erklaren lieR. Wie nachfolgend dar-
gestellt, unterschieden sich die Konzentrationsverldaufe bei Nichtionische Hydrophile
Creme DAB deutlich von denen der Salbe und des Gels. Aufgrund der Methodik der
Probenahme (vgl. Kap. 8.6.3) spiegeln die in den Diagrammen (Abb. 5.9 u. Abb. 5.10) dar-
gestellten Intervalle nicht die interindividuelle Varianz der Leachables der Einzeltuben,
sondern die Methodenprazision wider. Diese lag in einer akzeptablen GréRenordnung.

Einfache Augensalbe DAC: Bereits zum Zeitpunkt der ersten Probenahme nach zwei
Wochen lagen die BADGE-Konzentrationen bei beiden Temperaturen oberhalb 50 % der
im weiteren Verlauf gemessenen Maximalkonzentrationen (s. Abb. 5.9, links). Anschlie-
Rend schienen sich die Konzentrationsverlaufe asymptotisch unterschiedlichen Grenz-
werten anzundhern. In Relation zu den intermediate conditions wurden bei accelerated
conditions zu samtlichen Messzeitpunkten ungefahr doppelt so hohe BADGE-Level in der
Matrix nachgewiesen. Neben Leaching von lipophilerem BADGE wurde ab der vierten
Woche zusatzlich BPA detektiert (vgl. Tab. 8.36).

Einfache Augensalbe DAC Wasserhaltiges Carbomergel DAB
————— A BADGE (30°C) &~ BADGE (40 °C) -3 BADGE-2H20 (30 °C) % BADGE-2H20 (40 °C)
50 50
40 40 T,
—_ =3
o4 ) W
% 30 2 30 e ae
w I :
2 A a xx— %
g 20 ‘ A .............................. K g 20
10 S — 10 i .
e A & VI
- & ]
0 ——— 0 ———
0 10 20 30 40 50 0 10 20 30 40 50
Lagerdauer [Wochen] Lagerdauer [Wochen]

Abb. 5.9: Temperaturabhingiges Leaching in Einfache Augensalbe DAC und Wasserhaltiges Carbomergel DAB
Darstellung mit range (n = 3); Verbindungslinien dienen ausschlielich der Visualisierung und stellen keine
Interpolation dar; vgl. Tab. 8.36 u. Tab. 8.37
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Wasserhaltiges Carbomergel DAB: Die Konzentrationsprofile von BADGE:-2H,0 deuten
auf eine BADGE in Einfache Augensalbe DAC dhnelnde Migrationskinetik hin (s. Abb. 5.9,
rechts). So schienen ebenfalls bereits zum ersten Messzeitpunkt iber die Halfte der
Leachables in das Gel Ubergegangen zu sein. Neben BADGE:2H,0 wurden nur sporadisch
weitere Analyten in nicht quantifizierbaren Mengen detektiert (vgl. Tab. 8.37).

Nichtionische Hydrophile Creme DAB: Unter den accelerated conditions schien nach
initial steilem Anstieg das maximale Ausmal} der Gesamtmigration bereits sechs Wochen
nach Einlagerung weitgehend erreicht (s. Abb. 5.10, rechts). Wahrend die Summe der
Kontaminanten von da an nur geringfligig variierte, konnte die stetige Hydrolyse von
BADGE zu BADGE-2H,0 verfolgt werden. Nach anfanglichem Anstieg der BADGE-Konzen-
tration wurde ab der sechsten Woche bis zum Ende der Migrationsstudie eine Abnahme
beobachtet; die Konzentration an BADGE-2H,0 stieg (iber den gesamten Beobachtungs-
zeitraum stetig an. Aufgrund des abweichenden Molekulargewichtes war die Zunahme
des hydrolysierten Derivats moglicherweise fiir den geringen Anstieg der Gesamtmigra-
tion im weiteren Verlauf verantwortlich. Das Intermediat der BADGE-Hydrolyse

(BADGE-H,0) wurde nur einmalig knapp oberhalb LOQ erfasst.

T =30 °C T =40°C
-3 B:2H20 ---%--- B-H20 #-- B-HCI-H20 - B:2H20 ---%--- B-H20 #- B-HCI-H20
ey BADGE H Summe Regression el BADGE H Summe Regression
140 140

120 120 l//
100 100 A g *

o 80 g 80 A
i /l'/_‘.—"‘_l o 60 1A P
[ | A
40 R 40

j{ """" B R x *
20 A 1 . T AA — 20 A ; ;

X & 5 -
0 T T T T T 0 L T T ha T q.! T 4
0 10 20 30 40 50 0 10 20 30 40 50
Lagerdauer [Wochen] Lagerdauer [Wochen]

Abb. 5.10: Temperaturabhangiges Leaching in Nichtionische Hydrophile Creme DAB
Darstellung mit range (n = 3); BPA nicht dargestellt; Verbindungslinien dienen ausschlieBlich der Visualisie-
rung und stellen keine Interpolation dar; vgl. Tab. 8.38

Ab dem sechsten Monat nach Einlagerung konnte neben BADGE und BADGE-2H,0 zusatz-
lich BADGE-HCI-H,0 bestimmt werden (vgl. Abb. 5.10). Vor dem Hintergrund der nur sehr
geringen, aus den Innenbeschichtungen extrahierbaren Mengen an BADGE-HCI-H,0 (vgl.
Tab. 4.5) war zu vermuten, dass es sich bei dem in der Creme nachgewiesenen Analyten

Uiberwiegend um das nach dem Leaching entstandene Hydrolyseprodukt von BADGE-HCI
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handelte. Obgleich die Daten auf das Vorhandensein von BPA in geringer Konzentration
hindeuteten, konnte aufgrund der im Kapitel 5.1.1.4 beschriebenen Interferenz mit einer
coeluierenden Verunreinigung keine eindeutige Aussage Uber das Vorliegen getroffen
werden.

Ein Vergleich mit den intermediate conditions ergab flir Nichtionische Hydrophile
Creme DAB ein den accelerated conditions weitgehend analoges Verhalten, wobei erwar-
tungsgemald das Gesamtausmal} der Migration sowie die Hydrolysegeschwindigkeit nied-
riger ausfielen (s. Abb. 5.10).

5.2 Modifikation der Cremematrix

In einer weiteren Studie wurde die Rezeptur von Nichtionische Hydrophile Creme DAB
hinsichtlich der anteiligen Zusammensetzung variiert, um migrationsbeeinflussende

Faktoren spezifisch untersuchen zu kénnen (s. Tab. 5.6).

e Variante I: Verdopplung des Emulgatoranteils

e Varianten Il & lll: Variation des Anteils hydrophiler zu lipophiler Komponenten

Zwecks Komparabilitat wurde die Originalrezeptur von Nichtionische Hydrophile Creme

DAB erneut eingelagert.

Tab. 5.6: Rezepturvarianten von Nichtionische Hydrophile Creme DAB

Rezepturvarianten
Originalrezeptur | I n
nach DAB (30 % Emulgator) (80 % hydrophiler (40 % hydrophiler
Anteil) Anteil)
Polysorbat 60 5,0 10,0 5,0 5,0
Cetylstearylalkohol 10,0 20,0 10,0 10,0
Glycerol 85 % 10,0 8,2 13,3 6,7
Wasser 50,0 41,2 66,7 33,3
Weilles Vaselin 25,0 20,6 5,0 45,0

Mengenangaben in Massenanteilen; Herstellung vgl. Kap. 8.6.1.2

Nach Abfillung (vgl. Kap. 8.6.2) in Tuben vom Typ A#2 wurden die Proben bei inter-
mediate und accelerated conditions in Klimaschranken eingelagert und Proben in Inter-
vallen entnommen. Zwecks Abbildung der interindividuellen Streuung wurde ein modifi-
ziertes Probenahmeschema verwendet (vgl. Kap. 8.6.3). Das fiir die Originalrezeptur ent-
wickelte Aufarbeitungsschema konnte unter Adaption der zugesetzen Ammonium-
formiatmenge fir alle Rezepturen Gibernommen werden (vgl. Kap. 8.6.5.3).

Variante I: Die Verdopplung des Emulgatoranteils von 15 auf 30 % (m/m) resultierte

aufgrund der Konsistenz von Cetylstearylalkohol in einer deutlichen Viskositatserhéhung
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der Creme. Versuche, den Emulgatoranteil zu reduzieren, misslangen, da bereits bei
10 %igem Emulgatoranteil keine hinreichende Stabilitdt des Systems erreicht werden
konnte.

Ungeachtet des hohen Emulgatoranteils und den daraus abgeleiteten verstarkten
Chromatogramminterferenzen konnten mit der Methode akzeptable Verfahrenskenn-

daten erzielt werden (s. Tab. 5.7).

Tab. 5.7: Nichtionische Hydrophile Creme DAB — Variante | (30 % Emulgator): Kenndaten der Matrixkalibrierung (nach
ISTD-Korrektur)

range (2)
Arbeitsbereich [%] LOoQ - 1000
BestimmtheitsmaR R? 0,9959 — 0,9998 (0,9990)
Reststandardabweichung s, [mV - min] 0,174 - 0,668 (0,289)
Verfahrensstandardabweichung s, [%] 1,14 - 5,30 (2,25)
Verfahrensvariationskoeffizient V,, [%] 1,07 - 4,70 (2,10)
Wiederfindung [%] 86,6 — 105,1 (98,1)
Nachweisgrenze [%] 1,6 - 7,6 (3,2)
Bestimmungsgrenze [%] 59 - 26,7 (11,5)

Ubersicht einzelner Verfahrenskenndaten vgl. Tab. 10.21; Wiederfindungsdaten vgl. Tab. 10.6

Tab. 5.8: Nichtionische Hydrophile Creme — Variante Il & Ill: Kenndaten der Matrixkalibrierung (nach ISTD-Korrektur)

Variante Il Variante Il
(80% hydrophiler Anteil) | (40% hydrophiler Anteil)
range (?) range (9)
Arbeitsbereich [g] LOQ - 1000 LOQ — 1000
BestimmtheitsmaR R? 0,9990 — 0,9998 (0,9995) | 0,9890 — 0,9999 (0,9979)

Reststandardabweichung s, [mV - min] 0,140 - 0,331 (0,212) K 0,108 1,06 (0,355)

8,72 (2,76)

2,45 (1,60) | 0,795

Verfahrensstandardabweichung s, [%] 1,01

Verfahrensvariationskoeffizient V,, [%] 0,944 2,16 (1,44) 0,775 - 7,73 (2,55)

Wiederfindung [%] 88,1 — 109,2 (101,1) 83,3 - 111,6 (99,0)
Nachweisgrenze [% 1,5 - 3,6 (2,3) 1,1 - 12,5 (3,9)
Bestimmungsgrenze [%] 54 - 12,8 (8,4) 4,1 - 43,2 (13,9)

Ubersicht einzelner Verfahrenskenndaten vgl. Tab. 10.22 u. Tab. 10.23; Wiederfindungsdaten vgl. Tab. 10.7 u. Tab. 10.8
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Varianten Il & lII: Simultan wurde in zwei weiteren Ansatzen das Verhaltnis von hydro-
philen (Glycerol / Wasser) zu lipophilen (Vaselin) Komponenten bei konstantem Emulga-
toranteil modifiziert. Hierzu wurde der in der Originalrezeptur vorhandene 60 %ige
hydrophile Anteil (m/m) auf 80 % erhoht bzw. auf 40 % reduziert (s. Tab. 5.6).

Mit der Aufarbeitungsmethode wurden bei beiden Matrices akzeptable Verfahrens-
kenndaten erzielt (s. Tab. 5.8). Lediglich bei Rezepturvariante |l zeigte sich fir
BADGE-2HCI eine deutlich erhohte Messwertvarianz (vgl. Tab. 10.23). Die Beobachtung
konnte vernachlassigt werden, da es keine Anhaltspunkte fiir das Vorhandensein dieses

Analyten in der Matrix gab.

5.2.1 Rezepturvarianten

Tendenziell fielen bei der Rezeptur mit 30 %igem Emulgatoranteil (Variante ) die Konzen-
trationen der Leachables im Vergleich zur Originalrezeptur ungefahr 30 % niedriger aus
(s. Abb. 5.11), weshalb einige der Analyten zwar detektiert, aber nicht quantifiziert wer-
den konnten (vgl. Tab. 8.40). Ungeachtet der deutlich hoheren Viskositat des Gesamt-
systems sowie des geringeren Wasseranteils der Matrix wurde die Hydrolysegeschwindig-
keit von BADGE zu BADGE-2H,0 kaum beeinflusst. Tendenziell war eine geringfligige Ver-
langsamung der asymptotischen Anndherung an den oberen Summengrenzwert festzu-
stellen.

Ein Vergleich der Konzentrationsverlaufe der ,Originalrezeptur’ mit den Rezepturen mit
modifiziertem hydrophilem Anteil (Varianten Il & lll) zeigte deutlich, dass das Verhaltnis
von hydrophilen zu lipophilen Matrixkomponenten weder den Gesamtumfang der Migra-
tion noch die Zeit bis zum Erreichen eines Konzentrationsplateaus maligeblich beein-
flusste (s. Abb. 5.11). Einzig die Hydrolysegeschwindigkeit korrelierte erwartungsgemaR
mit dem wassrigen Anteil der Matrix, was zum einen auf das vermehrte Vorhandensein
von freiem Wasser (Massenwirkungsgesetz) und zum anderen auf die mutmaRlich gerin-
gere Viskositat der freien Phase zurlickzufithren war.

Flr die bei intermediate conditions eingelagerten Proben (nicht abgebildet, vgl. Tab.
8.39 — Tab. 8.42) ergab sich ein weitgehend analoges Migrationsverhalten, wobei der
Gesamtumfang des Leachings niedriger ausfiel und die Hydrolyse der epoxidhaltigen
Derivate erwartungsgemal verlangsamt erfolgte.

Analog der vorherigen Migrationsstudie (s. Kap. 5.1.2) wurde die Bestimmung von BPA
in den Cremerezepturen durch einen coeluierenden Peak beeintrachtigt, sodass die
Messergebnisse hohe Varianzen aufwiesen. Da alle Proben via background subtraction
ausgewertet wurden, konnte zumindest im statistischen Mittel von dem Vorhandensein
von BPA in den Matrices ausgegangen werden. BPA war hierbei in diejenigen Matrices in
guantifizierbaren Mengen Ubergegangen, in denen Leaching von BADGE und dessen

Derivaten in hoheren Mengen festgestellt wurde.
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Abb. 5.11:  Leaching in Nichtionische Hydrophile Creme DAB & Rezepturvarianten | = Il (T = 40 °C)

Darstellung mit Standardabweichung (n = 3); Summen mit Regressionskurve dargestellt; BPA nicht
dargestellt; Verbindungslinien dienen ausschlielich der Visualisierung und stellen keine Interpolation dar;
vgl. Tab. 8.39 — Tab. 8.42

5.2.2 Auswirkungen Tubenchargenwechsel

Ein Vergleich der Ergebnisse dieser mit der vorangegangenen Migrationsstudie
(s. Kap. 5.1) ergab fiir Nichtionische Hydrophile Creme DAB weitgehend analoge ,Migra-
tionsprofile’ (s. Abb. 5.10 u. Abb. 5.11): bereits drei bis sechs Wochen nach Einlagerung
war das Leaching weitgehend abgeschlossen. In der Folge konnte liberwiegend die fort-
schreitende Hydrolyse von BADGE zu BADGE-2H,0 respektive von BADGE-HCl zu
BADGE-HCI-H,0 verfolgt werden. Unter accelerated conditions wurden zudem BADGE-H,0
und BADGE-HCl in Intervallen quantifiziert.
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Tab. 5.9: Leachables in Nichtionische Hydrophile Creme DAB nach 27 Wochen

e R O A R S
Tubentyp A#1
30°C 29,9+2,3 <LoQ n.d. <LoQ 23,2+0,0° n.d.
40 °C 100 +1 <LoQ n.d. 4,4%0,2 22,0+0,3 n.d.
Tubentyp A#2
30°C 40,9 £ 6,8 12,3%3,1 n.d. <LoQ 48,6 £9,2 <L0Q
40 °C 136+ 14 18,8+7,9 n.d. 7,7+0,9 57,3+2,2 <L0Q

Mittelwerte mit Standardabweichung angegeben in ug/kg Matrix (n = 3); ® Abweichung < 0,05; Messergebnisse der
gesamten Migrationsstudie vgl. Tab. 8.38 u. Tab. 8.39

Die Gesamtmigration hingegen fiel in Relation zur ersten Migrationsstudie, die mit
Tubencharge A#1 durchgefiihrt worden war, temperaturunabhangig um ungefahr Faktor
1,5 — 2 hoher aus (s. Tab. 5.9). Dieser Effekt ergab mit Bezug auf die quantifizierten
Extractables der beiden Tubenchargen einen gewissen Widerspruch, da diese ein rezipro-
kes Verhaltnis aufwiesen (vgl. Tab. 4.5). Obwohl augenscheinlich keine Unterschiede zwi-
schen den beiden Matrixchargen bestanden musste bericksichtigt werden, dass teilweise
abweichende Chargen an Rezepturbestandteilen fiir die Herstellung verwendet worden
waren. Auch konnten die Herstellungsparameter nur innerhalb gewisser Grenzen repro-
duziert werden, was insbesondere bei mehrphasigen Systemen die Produkteigenschaften

maRgeblich beeinflussen kann.

5.3 Einfluss der Matrixpolaritit

Zwecks spezifischer Erfassung des Einflusses der Fiillmedienpolaritat auf das Migrations-
verhalten wurde eine Migrationsstudie mit Carbomergelen durchgefiihrt, da sich deren
Rezepturen primdar im alkoholischen Anteil unterscheiden (s. Tab. 5.10). In den gangigen
Formularien und Arzneiblichern sind neben bereits untersuchtem Wasserhaltiges Carbo-
mergel DAB unter anderem Ultraschallkontaktgel NRF 13.2, 2-Propanolhaltiges Carbo-
mergel DAB und ethanolhaltiges Carbomergel monographiert, letzteres im Kommentar
zur Monographie von 2-Propanolhaltiges Carbomergel DAB.

Die vier Carbomergele wurden in Tuben des Typs A#2 abgefiillt (vgl. Kap. 8.6.2) und fir
sechs Monate parallel bei intermediate und accelerated conditions eingelagert. Proben
wurden in Intervallen gezogen, gepoolt (vgl. Kap. 8.6.3), aufgearbeitet und quantifiziert.

Zwecks Optimierung von LOD und LOQ wurde die Probenaufarbeitung vorab modifiziert.
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Tab. 5.10: Carbomergelrezepturen

Wasserhaltiges Ultraschall- IPA-haltiges EtOH-haltiges
Carbomergel DAB LLIELA (LTi i) Carbomergel
g NRF 13.2 DAB &
Carbomer 50.000 0,5 0,5 0,5 0,5
Basisches Agens
NaOH 5 % (m/V) 3,0 --- 1,0 1,0
Trometamol --- 0,5 --- ---
Alkohol
2-Propanol --- --- 25,0 ---
Ethanol 96 % 25,0
Propylenglykol --- 20,0 --- ---
Wasser 96,5 79,0 73,5 73,5

Mengenangaben in Massenanteilen; Herstellung vgl. Kap. 8.6.1.3

5.3.1 Methodenoptimierung

Zwecks Straffung der Probenaufarbeitung wurde die LLE dahingehend modifiziert, dass
nach ammoniumformiatinduzierter Phasentrennung die ACN-Phase direkt separiert und
eingeengt wurde. Uber ein reduziertes Resolvatisierungsvolumen konnte eine Optimie-
rung von LOD und LOQ erfolgen. Die Eignung der Modifikation wurde an allen vier
Carbomergelen via Wiederfindungsversuch geprift (vgl. Kap. 8.6.4.2).

Die Wiederfindungsraten von BADGE-2H,0 lagen bei Wasserhaltiges Carbomergel DAB
und Ultraschallkontaktgel NRF 13.2 um 20 — 30 % unter denen der Ubrigen Analyten
(vgl. Tab. 8.30). Dies war Uber die Phasenverteilung des hydrophileren Analyten und die
nur einmalige Durchfiihrung des Extraktionsschrittes zu erklaren. Die ethanol- und
2-Propanol-haltigen Carbomergele konnten nicht reproduzierbar aufgearbeitet werden:
bei einzelnen Proben wiesen vor allem die lipophileren Analyten Wiederfindungsraten
< 5 % auf, respektive wurden teilweise nicht mehr detektiert. Der Effekt lieR sich liber
eine verzogerte Phasentrennung in den Vials durch verschlepptes Ammoniumformiat
erklaren. Dies flhrte zur Injektion einer nachtraglich gebildeten wassrigen Phase.
Nachfolgend wurde versucht, einerseits die Wiederfindungsraten von BADGE-2H,0 durch
Erhohung der wahrend der Suspendierung zugesetzten Ammoniumformiatmenge zu
optimieren und andererseits die unerwiinschte Phasentrennung im Vial zu unterbinden.

In einer Versuchsreihe mit ethanolhaltigem Carbomergel und 2-Propanolhaltiges Car-
bomergel DAB wurde der Einfluss der zugesetzten Menge an Ammoniumformiat auf die
Phasentrennung und die Wiederfindungsraten detaillierter betrachtet (vgl. Kap. 8.6.4.3).
Die Ammoniumformiatmenge korrelierte hierbei mit dem Volumen der wassrigen Phase
(vgl. Tab. 8.31). Ab 1,4 g Ammoniumformiat lag das Salz im Uberschuss vor; die Bildung

einer triben Mischphase war zu beobachten, welche erst nach langerer Standzeit
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(t > 30 min) eine Phasendifferenzierung ermoglichte. Bei beiden Carbomergelen resul-
tierte die Zugabe geringer Ammoniumformiatmengen in einem Verlust der lipophileren
Analyten an die hydrophile Phase, ohne dass eine Phasentrennung analog dem vorheri-
gen Versuch beobachtet werden konnte (vgl. Tab. 8.32 u. Tab. 8.33). Ab 0,8 g Ammonium-
formiat verbesserte sich die Gesamtwiederfindung deutlich. Flr Folgeversuche wurde die
zu verwendende Ammoniumformiatmenge knapp unterhalb der Sattigung zu 1,3 g
definiert.

Zur Vermeidung der Phasentrennung wahrend und nach der Resolvatisierung wurden
in Vorversuchen sowohl die Filtration Gber Natriumsulfat wasserfrei als auch der Transfer
mit wasserfreiem ACN untersucht. Nachdem beide Methoden in hohen, unspezifischen
Verlusten der Analyten resultierten, wurde zur prinzipiellen Vermeidung der Phasen-
trennung die Resolvatisierung mit alternativen organischen Medien in Betracht gezogen.
Um das chromatographische System moglichst wenig zu beeinflussen, wurden Solvenzien
mit ACN vergleichbarer Elutionsstirke (£°) hinsichtlich Eignung gepriift [MeYER 2004]:
Aceton, Methanol, tBME und 2-Butanon. Nach Mischung mit Wasser (50:50 V/V) und
Zugabe von Ammoniumformiat im Uberschuss stellte sich bei allen Solvenzien — mit Aus-
nahme von Methanol — eine ACN-analoge Phasentrennung ein, sodass nachfolgend
Methanol verwendet wurde. Zwecks Gewahrleistung eines quantitativen Probentransfers
war ein moglichst hoher Methanolanteil zu verwenden, wobei Fronting der Peaks infolge
zu hoher Elutionsstirke den limitierenden Faktor darstellte. Uber die Umkehrphasen-
polaritit P’ wurde ein der Ausgangskonzentration des Gradienten entsprechender
Methanolanteil zu 65 % berechnet (vgl. Kap. 8.6.4.4).

Obwohl RAUTER et al. [1999] feststellten, dass bei Raumtemperatur keine signifikante
Beeintrachtigung der Stabilitdat von BADGE durch Methanol zu erwarten ist, wurde
wahrend der Methodenentwicklung teilweise eine Methanolyse der oxiranringhaltigen
BADGE-Derivate in der Probeldsung beobachtet. Dies deckt sich mit den Erfahrungen von
CotTiIER et al. [1997] und RousTsovA et al. [1997]. Im Rahmen der Prifung zur
Verfahrensstabilitat wurden deshalb Untersuchungen zur Lagerung der methanolischen
Losungen im geklhlten Autosampler (T = 4 °C) durchgefiihrt (vgl. Kap. 8.4.2.3).

Bei allen Carbomergelen konnte eine stetige Abreaktion der oxiranringhaltigen BADGE-
Derivate in Losung beobachtet werden (vgl. Tab. 8.9 — Tab. 8.12), die bei BADGE selber
infolge des Vorhandenseins zweier Epoxidgruppen besonders rasch verlief (s. Abb. 5.12).
Die Wiederfindungsraten der potentiellen Hydrolyseprodukte (BADGE:-2H,0,
BADGE-HCI-H,0) stiegen simultan nur geringfligig an, sodass primar von einer Methano-

lyse auszugehen war.
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Abb. 5.12: 2-Propanolhaltiges Carbomergel DAB: Mittlere Wiederfindungsraten (n = 2) bei gekiihlter Lagerung
(T =4 °C); Verbindungslinien dienen ausschlieRlich der Visualisierung und stellen keine Interpolation dar;
vgl. Tab. 8.12

Bei Wasserhaltiges Carbomergel DAB und Ultraschalkontaktgel NRF 13.2 konnten die
Messsequenzen im Rahmen der Migrationsstudie binnen 20 Stunden nach Einstellung der
Proben in den Autosampler abgeschlossen werden. Zu diesem Zeitpunkt wurden alle oxi-
ranringhaltigen Derivate mit > 97 % wiedergefunden (vgl. Tab. 8.9 u. Tab. 8.10). Durch
zusatzliche Messungen mit reduziertem Injektionsvolumen verlangerte sich die Analysen-
dauer bei ethanolhaltigem Carbomergel auf ca. 30 Stunden respektive bei 2-Propanol-
haltiges Carbomergel DAB auf knapp 40 Stunden. Mit Abschluss der Quantifizierung wur-
den somit noch ungefahr 92 % BADGE, 96 % BADGE-H,0 und 97 % BADGE-HCI in ethanol-
haltigem Carbomergel (vgl. Tab. 8.11) respektive 92 % BADGE, 95 % BADGE-H,0 und 93 %
BADGE-HCl in 2-Propanolhaltiges Carbomergel DAB wiedergefunden (s. Abb. 5.12).

Tab. 5.11: Wasserhaltiges Carbomergel DAB und Ultraschallkontaktgel NRF 13.2: Kenndaten der Matrixkalibrierung
(nach ISTD-Korrektur)

Wasserhaltiges Ultraschallkontaktgel
Carbomergel DAB NRF 13.2
range (@) range (9)
Arbeitsbereich [ﬁ] LOQ - 200 LOQ.—-200
BestimmtheitsmaR R? 0,9998 — 0,9999 (0,9999) |0,9997 — 0,9999 (0,9998)

Reststandardabweichung s, [mV - min] 0,0602- 0,154 (0,0963) | 0,104 - 0,200 (0,144)

Verfahrensstandardabweichung s, ., [%] 0,0841- 0,209 (0,127) | 0,151 — 0,274 (0,198)

Verfahrensvariationskoeffizient V,, [%] 0,373 1,02 (0,607) | 0,667 — 1,34 (0,94)

Wiederfindung [%] 91,5

112,9 (99,2) 81,5 — 105,5 (99,0)

Nachweisgrenze [%] 0,12 0,30 (0,18) 0,22 - 0,39 (0,28)

Bestimmungsgrenze [%]

Ubersicht einzelner Verfahrenskenndaten vgl. Tab. 10.25 u. Tab. 10.26; Wiederfindungsdaten vgl. Tab. 10.10 u. Tab. 10.11

044 - 11 (0,66) 0,78 - 1,4 (1,0)
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Tab. 5.12: Ethanolhaltiges Carbomergel und 2-Propanolhaltiges Carbomergel DAB: Kenndaten der Matrixkalibrie-

rung (nach ISTD-Korrektur)

Ethanolhaltiges
Carbomergel

range (9)

2-Propanolhaltiges
Carbomergel DAB

range (D)

Arbeitsbereich [%] LOQ - 200 / 2000°

BestimmtheitsmaR R? 0,9995 - 0,9999 (0,9997)

Reststandardabweichung s, [mV - min] 0,124

0,272 (0,172)

Verfahrensstandardabweichung s, [%] 0,177 - 0,358 (0,242)

Verfahrensvariationskoeffizient V, [%] 0,826 1,68 (1,15)

LOQ - 200 / 2000°
0,9995 - 0,9999 (0,9998)
0,0967 — 0,241 (0,148)
0,138 — 0,340 (0,213)

0,667 — 1,60 (1,01)

Wiederfindung [%]

Nachweisgrenze [%]

Bestimmungsgrenze [%]

a

88,2 — 108,4 (97,4) | 81,8 — 112,4 (96,4)
025 — 051 (0,35) | 0,20 — 0,49 (0,30)
092 - 1,8 (1,3) 072 - 1,8 (1,1)

Injektionsvolumen: 100 / 10 uL; Ubersicht einzelner Verfahrenskenndaten vgl. Tab. 10.27 u. Tab. 10.28;
Wiederfindungsdaten vgl. Tab. 10.12 u. Tab. 10.13

Insgesamt belegten die Verfahrenskenndaten (s. Tab. 5.11 u. Tab. 5.12) die Eignung der

optimierten Methode fiir die Bestimmung der Analyten in den vier Carbomergelen. Durch

die Optimierung konnten deutlich niedrigere LODs / LOQs fiir samtliche Analyten reali-

siert und Arbeitszeit flr die Probenaufarbeitung reduziert werden.

Matrix
dotiert mit ISTD

Suspendierung
ACN / NH form

ACN H.0

(verworfen)

\—\

Evaporation

Resolvatisierung
MeOH / H,0

Quantifizierung
RP-HPLC-FLD

Abb. 5.13: Optimierte Probenaufarbeitung Carbo-

mergele; vgl. Kap. 8.6.5.4.2

Zu beachten galt es zum einen, dass die
Messwerte flir BPA — ungeachtet der rechneri-
schen Subtraktion der coeluierenden Verun-
reinigung — bei allen Carbomergelen systema-
tisch um 5 — 10 % zu hoch ausfielen (vgl. Tab.
10.10 — Tab. 10.13). Bei Ultraschallkontaktgel
NRF 13.2 fielen zusatzlich die Wiederfindungs-
raten von BADGE-2H,0 systematisch um
ungefahr 15 % zu niedrig aus (vgl. Tab. 10.11),
bei den Ubrigen Carbomergelen jedoch nur
um 5 %. Moglicherweise beeinflusste das in
der wassrigen Phase enthaltene Propylen-
glykol die Phasenverteilung nach der Suspen-
dierung der Matrix (s. Abb. 5.13). Bei dem
ethanolhaltigen und dem 2-Propanol-haltigen
Carbomergel DAB fielen die Wiederfindungs-
raten von BADGE um ungefdhr 10 bzw. 15 %
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zu niedrig aus (vgl. Tab. 10.12 u. Tab. 10.13). Aufgrund der oben beschriebenen Versuchs-
reihe zur Methanolyse wurde davon ausgegangen, dass der Verlust im Wesentlichen auf
den Umfang der Messsequenz respektive die Dauer der Versuchsdurchfihrung zur
Bestimmung der Verfahrenskenndaten zuriickzufiihren war.

Unter Berlicksichtigung der starken interindividuellen Schwankungen der Extractables
der Einzeltuben und den in den Matrices quantifizierten Mengen wurden die beschrie-
benen Abweichungen noch als akzeptabel angesehen. Das optimierte, fiir die nachfol-
gende Migrationsstudie verwendete Probenaufarbeitungsschema (s. Abb. 5.13) ist in
Kapitel 8.6.5.4.2 beschrieben.

5.3.2 Ergebnis

Durch die optimierten Bestimmungsgrenzen konnten in Wasserhaltiges Carbomergel DAB
BADGE-2H,0, BPA und BADGE-HCI-H,0 im gesamten Beobachtungsintervall quantifiziert
werden (s. Abb. 5.14, links). Bei Einlagerung unter intermediate conditions wurden initial
zusatzlich Spuren von BADGE und BADGE-H,0 bestimmt (nicht dargestellt, vgl. Tab. 8.43).
Dies deutetete darauf hin, dass es sich bei dem in der hydrophilen Matrix quantifizierten
BADGE-2H,0 {iberwiegend um das nach dem Ubergang von dem Polymer in das

Fillmedium entstandene Hydrolyseprodukt handelte.

Wasserhaltiges Carbomergel DAB Ultraschallkontaktgel NRF 13.2
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Abb. 5.14: Leaching in Wasserhaltiges Carbomergel DAB und Ultraschallkontaktgel NRF 13.2 unter accelerated
conditions; Darstellung mit Standardabweichung (n = 3); Verbindungslinien dienen ausschlieBlich der
Visualisierung und stellen keine Interpolation dar; vgl. Tab. 8.43 u. Tab. 8.44

Verglichen mit den Konzentrationsverlaufen von BADGE-2H,0 wahrend der ersten Migra-
tionsstudie (s. Abb. 5.9) lagen die Ergebnisse, ungeachtet abweichender Matrix- und

Tubenchargen, temperaturunabhangig in vergleichbarer GréRenordnung. Auch in der vor-
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liegenden Studie schien das Verteilungsgleichgewicht zwischen Innenbeschichtung und
Matrix nach ungefahr sechs Wochen weitgehend eingestellt.

Die Migrationsstudie mit Ultraschallkontaktgel NRF 13.2 resultierte in einem Wasser-
haltiges Carbomergel DAB dahnelndem Migrationsprofil (s. Abb. 5.14). Dieselben Analyten
konnten in Konzentrationen vergleichbarer GrofRenordnung bestimmt werden, wobei
offen blieb, ob mit Studienende das maximale AusmaR der Migration bereits erreicht
wurde. Fir die Lagerung unter intermediate conditions (nicht dargestellt, vgl. Tab. 8.43 u.
Tab. 8.44) ergab sich ein analoges Bild. Insgesamt schien der 20 %ige Propylenglykolanteil
einen untergeordneten Einfluss auf das Migrationsverhalten der Analyten auszuiiben.

Tab. 5.13: Carbomergele: Konzentrationen der beiden hochstkonzentrierten Leachables zum Ende der Migrations-
studie (27 Wochen)

BADGE-2H,0 BPA
30 °C 40 °C 30 °C 40 °C
Wasserhaltiges Carbomergel DAB 19,1+4,4 33974 72+1,6 14,4 +9,2
Ultraschallkontaktgel NRF 13.2 12,0+£0,7 34,6 +4,2 50+0,8 9,7+2,8
Ethanolhaltiges Carbomergel 114 +22 701+99 29,4+2,3 96,1+9,2
2-Propanolhaltiges Carbomergel 1260 + 220 10800 + 800 132 +£10,5 680+ 34

Mittelwerte mit Standardabweichung angegeben in pg/kg Matrix (n = 3); Messergebnisse der gesamten Migrations-
studie vgl. Tab. 8.43 —Tab. 8.46

Abweichende Ergebnisse zeigten sich bei der Lagerung der ethanol- und 2-Propanol-
basierten Carbomergelen (s. Tab. 5.13). Nahezu alle BADGE-Derivate konnten in hohen
Mengen bestimmt werden, wobei die Gesamtmigration in 2-Propanolhaltiges Carbomer-
gel DAB evident am starksten ausgepragt war. Neben den quantifizierten Analyten ent-
hielten die Chromatogramme dieser beiden Matrices eine Vielzahl unbekannter Peaks.
Bei dem ethanolhaltigen Carbomergel wurden die Peaks von BADGE-HClI und
BADGE-HCI-H,O von den im Beobachtungsintervall stetig zunehmenden Peaks von
BADGE-EtOH und BADGE-HCI-EtOH uberlagert (vgl. Kap. 4.2), sodass keine valide Auswer-
tung der beiden Analyten vorgenommen werden konnte (vgl. Tab. 8.45).

Bei der Lagerung unter intermediate conditions konnte die Hydrolyse der epoxidhalti-
gen Derivate im Anschluss an das Leaching besonders gut nachverfolgt werden (s. Abb.
5.15). Nachdem anfanglich BADGE und das partial-hydrolysierte BADGE-H,0 in relativ
hohen Konzentrationen detektiert wurden, nahmen die Konzentrationen der beiden
Analyten in der Folge stetig ab, wahrend simultan die Konzentration an BADGE-2H,0
anstieg. Die Summe von BADGE und seinen Derivaten blieb somit — unter Beriicksichti-
gung der Schwankungsbreiten — bereits ab dem ersten Probenahmezeitpunkt nach drei
Wochen weitgehend konstant. Dies belegte eine sehr rasche Einstellung des Verteilungs-
gleichgewichtes zwischen Fillmedium und Polymer, vermutlich bereits deutlich vor der

ersten Probenahme.
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Abb. 5.15: Leaching bei ethanolhaltigem Carbomergel und 2-Propanolhaltiges Carbomergel DAB unter inter-
mediate conditions; Darstellung mit Standardabweichung (n = 3); Verbindungslinien dienen ausschlieBlich
der Visualisierung und stellen keine Interpolation dar; vgl. Tab. 8.45 u. Tab. 8.46

5.4 Einfluss des Emulgators

In der nachfolgenden Studie wurden zum einen betrachtet, inwiefern ein Emulgatoranteil
Uberhaupt Einfluss auf das Migrationsverhalten hat und zum anderen die Auswirkung des
Emulgatortyps bzw. dessen Strukturelementen untersucht. Hierzu wurden zwei Modifika-
tionen von Einfache Augensalbe DAC mit 10 %igem Emulgatorzusatz angefertigt (vgl. Kap.
8.6.1.1). Mit Bezug auf Nichtionische Hydrophile Creme DAB wurde Polysorbat 60 in die
Studie einbezogen. Als Pendant zum O/W-Emulgator wurde der strukturell verwandte
W/0O-Emulgator Span 60 gewahlt (s. Abb. 5.16). Beide Formulierungen waren Modell-

matrices ohne pharmazeutische Bedeutung.

Ho\/\[\o/\/ko “_O\[\/\o,];\/OH Ho,  OH
O\[\/\O,];\/OH o Z_> OH
o \( Q

A4 0D

Abb. 5.16: Polysorbat 60 (Polyoxyethylensorbitanmonostearat) und Span 60 (Sorbitanmonostearat)

Nach der Abfillung in Tuben des Typs A#2 (vgl. Kap. 8.6.2) wurden die Matrices aus-
schlielRlich bei accelerated conditions eingelagert. Proben wurden in Intervallen gezogen,

gepoolt (vgl. Kap. 8.6.3), aufgearbeitet und quantifiziert.
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5.4.1 Methodenadaption

Der Emulgatoranteil beider Matrices machte eine individuelle Adaption der Probenauf-

arbeitung erforderlich.

5.4.1.1 Einfache Augensalbe DAC + 10 % Span 60

Matrix
dotiert mit ISTD

Suspendierung
ACN / n-Heptan

n-Heptan

ACN (verworfen)

\—\

Ausfrierschritt & Filtration

|

Evaporation

|

Resolvatisierung
ACN / H,0

|

Auch nach 30-mindtiger Standzeit war bei
einer Einfache Augensalbe DAC analogen LLE
keine Phasentrennung erkennbar. Erst nach
Erhéhung der zugesetzten ACN-Volumina
konnten die Phasen nach jeweils ungefahr
20-minUtiger Standzeit differenziert werden.
Wahrend der Einengung am Rotations-
verdampfer wurde ein starkes, emulgator-
bedingtes Aufschdumen beobachtet. Durch
Implementieren eines Ausfrier- und Filtra-
tionsschrittes konnte der Emulgator abge-
trennt werden. Restlipide wurden analog der
emulgatorfreien Matrix via SPE entfernt.

Die Filtration der tiefgekihlten Extrakte
verlief schleppend, da die Poren des Filters

unmittelbar nach Probenaufgabe verstopften.

SPE

Infolge  unspezifischer Wechselwirkungen

l ergaben sich sehr niedrige Wiederfindungs-
Quantifizierung
raten (ISTD: 25,5 — 41,3 %; vgl. Tab. 10.3).

RP-HPLC-FLD
Abb. 5.17: Probenaufarbeitung Einfache Augen- Nach rechnerischer Korrektur lagen dennoch

salbe DAC + 10 % Span 60; vgl. Kap.

. o . ] _
86522 Uber 90 % der Wiederfindungsraten im

Bereich 80 bis 120 %, wobei primar die
Wiederfindungsraten von BADGE-2HClI — dem im Rahmen der Migrationsstudie keine
Bedeutung zukam — aullerhalb dieses Bereiches lagen. Das Probenaufarbeitungsschema
fur Einfache Augensalbe DAC + 10 % Span 60 ist in Kapitel 8.6.5.2.2 detailliert beschrieben
(s. Abb. 5.17).

Aus dem hohen Korrekturfaktor resultierten relativ hohe Variationskoeffizienten sowie
Nachweis- und Bestimmungsgrenzen (s. Tab. 5.14). Darliber hinaus zeigte sich innerhalb
der Wiederfindungsraten tendenziell ein abfallender Trend von den hydrophileren zu den
lipophileren Analyten (vgl. Tab. 10.3), sodass zusatzlich von spezifischen Wechselwirkun-

gen auszugehen war.
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Tab. 5.14: Einfache Augensalbe DAC + 10 % Span 60: Kenndaten der Matrixkalibrierung (nach ISTD-Korrektur)

range (9)
Arbeitsbereich [% LOQ - 1000
BestimmtheitsmaR R? 0,9770 — 0,9987 (0,9934)
Reststandardabweichung s, [mV - min] 0,402 - 1,60 (0,763)
Verfahrensstandardabweichung s,, %] 2,82 — 12,7 (5,65)
Verfahrensvariationskoeffizient V,, [%] 2,65 — 11,2 (5,30)
Wiederfindung [%] 53,8 — 128,44 (97,2)
Nachweisgrenze [%] 40 - 18,1 (8,1)
Bestimmungsgrenze [% 14,4 - 61,7 (28,2)

Ubersicht einzelner Verfahrenskenndaten vgl. Tab. 10.18; Wiederfindungsdaten vgl. Tab. 10.3

Ungeachtet der maBigen Verfahrenskenndaten reichte die Methode aus, um grund-

legende Aussagen liber den Emulgatoreinfluss auf das Migrationsverhalten treffen zu

kénnen.

5.4.1.2 Einfache Augensalbe DAC + 10 % Polysorbat

Matrix
dotiert mit ISTD

|

Suspendierung
ACN / n-Heptan

|

LLE

n-Heptan

ACN (verworfen)

\—\

Evaporation

Resolvatisierung
ACN / H,0

|

SPE

|

Quantifizierung
RP-HPLC-FLD

Abb. 5.18: Probenaufarbeitung Einfache Augen-
salbe DAC + 10 % Polysorbat 60; vgl.
Kap. 8.6.5.2.3

Durch Erhoéhung des fiir die LLE verwendeten
ACN-Volumens konnte die Phasentrennung
beschleunigt werden. Polysorbat 60 ging
bereits im ersten Extraktionsschritt nahezu
guantitativ in die ACN-Phase (iber; eine
Beeintrachtigung der nachfolgenden Aufarbei-
tungsschritte wurde nicht beobachtet. Im
vorderen Chromatogrammbereich generierte
die Verschleppung die bereits von Nicht-
ionische Hydrophile Creme DAB bekannten
Interferenzen (s. Abb. 5.6), die eine Auswer-
tung der Peakflachen, vor allem im unteren
Konzentrationsbereich, geringfligig beein-
trachtigten.

Versuche, den Emulgatoranteil auszufrie-
ren, misslangen, da Polysorbat 60 bereits im
ersten Nachspllschritt der Filtration — unge-
achtet der Verwendung tiefgekihlten ACNs

(T = - 20 °C) — erneut nahezu quantitativ in
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Losung ging. Darliber hinaus wiesen die Chromatogramme des Filtrats auch ohne
Nachspilen die oben beschriebenen Interferenzen auf. Das Probenaufarbeitungsschema
(s. Abb. 5.18) fiur Einfache Augensalbe DAC mit 10 % Polysorbat 60 ist in Kapitel 8.6.5.2.3
beschrieben.

Tab. 5.15: Einfache Augensalbe DAC + 10 % Polysorbat 60: Kenndaten der Matrixkalibrierung (nach 1ISTD-Korrektur)

range (9)
Arbeitsbereich [% LOQ - 2000 / 20000
BestimmtheitsmaR R? 0,9986 — 0,9999 (0,9997)
Reststandardabweichung Sy [mV - min] 0,126 — 0,397 (0,175)
Verfahrensstandardabweichung s,, [%] 1,78 - 5,87 (2,56)
Verfahrensvariationskoeffizient V;, [%] 0,836 — 2,60 (1,19)
Wiederfindung [%] 91,3 - 110,6 (100,4)
Nachweisgrenze [% 2,7 — 8,6 (3,8)
Bestimmungsgrenze [%] 92 - 30,7 (13,3)

?Injektionsvolumen: 100 / 10 uL; Ubersicht einzelner Verfahrenskenndaten vgl. Tab. 10.17; Wiederfindungsdaten vgl.
Tab. 10.2

Die Probenaufarbeitung ergab sehr gute Wiederfindungsraten (ISTD: 98,7 — 102,0 %). Die
ermittelten Verfahrenskenndaten (s. Tab. 5.15) belegten die Eignung der Methode.

5.4.2 Ergebnis

Aufgrund der erhéhten Bestimmungsgrenzen bei Einfache Augensalbe DAC + 10 % Span
(s. Tab. 5.14) konnte im Beobachtungsintervall ausschlieBlich BADGE in geringen Mengen
guantifiziert werden (s. Abb. 5.19, links). Grundsatzlich lagen die gemessenen BADGE-
Konzentrationen — vorbehaltlich der abweichenden Tubencharge — in einer der emulga-
torfreien Matrix vergleichbaren GroRRenordnung (s. Kap. 5.1.2). Somit schien in der vorlie-
genden Formulierung der zugesetze Anteil an Span 60 einen vernachldssigbaren Einfluss
auf das Leaching auszuiiben.

Gravierende Unterschiede zeigten sich bei der polysorbathaltigen Matrix. Alle quanti-
fizierten Extractables (vgl. Kap. 4.3) konnten als Leachables in der Formulierung in hohen
Konzentrationen nachgewiesen werden (s. Abb. 5.19, rechts); das GesamtausmaR des
Leachings lag liber dem von 2-Propanolhaltiges Carbomergel DAB.

Uber den Beobachtungszeitraum wurde, ungeachtet der prinzipiell wasserfreien
Rezeptur, ein leichter Anstieg der Hydrolysederivate von BADGE — primar des Inter-
mediats BADGE-H,0 — beobachtet, der mutmaRlich auf eine Verunreinigung des Emulga-

tors (CoA: 2,5 % H,0) oder eine Undichtigkeit der Tuben zuriickzufiihren war.
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Einfache Augensalbe DAC Einfache Augensalbe DAC
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Abb. 5.19: Leaching in Einfache Augensalbe DAC mit 10 %igem Zusatz an Span 60 bzw. Polysorbat 60 unter
accelerated conditions; unterschiedliche Skalierung beachten; Konzentrationsangaben mit Standard-
abweichung (n = 3); BPA nicht dargestellt; vgl. Tab. 8.47 u. Tab. 8.48

5.4.3 Polysorbat 60

Nachdem bereits der 10 %ige Polysorbatanteil der Matrix in einer massiven Verstarkung
des Leachings resultierte, wurde eine zusatzliche Versuchsreihe durchgefiihrt. Die Tuben
wurden ausschlieRlich mit Polysorbat 60 befiillt und unter anlogen Bedingungen einge-
lagert.

Von einer individuellen Methodenentwicklung wurde abgesehen und unter viskosi-
tatsbedingter Reduktion der Einwaage auf das Probenaufarbeitungsschema von Einfache
Augensalbe DAC + 10 % Polysorbat 60 (s. Abb. 5.18) zurlickgegriffen. Abweichend von der
Salbe war eine Kihlung der Proben im Autosampler aufgrund der temperaturabhangigen
Zunahme der Viskositdt der Probeldsung nicht moglich. Das zugehorige Probenaufarbei-
tungsschema ist in Kapitel 8.6.5.5.1 beschrieben. Die Verfahrenskenndaten (s. Tab. 5.16)
belegten die Eignung der Methode.

Obgleich keine Anhaltspunkte in den korrespondierenden Chromatogrammen gefun-
den werden konnten, wiesen die Verfahrenskenndaten von BADGE:-2H,0 eine erhohte
Varianz auf (vgl. Tab. 10.30) und resultierten somit in hoheren Nachweis- und
Bestimmungsgrenzen. Angesichts der in den Matrices nachgewiesenen Leachable-Level

kam der Beobachtung jedoch keine Bedeutung zu.
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Tab. 5.16: Polysorbat 60: Kenndaten der Matrixkalibrierung (nach ISTD-Korrektur)

range (D)
Arbeitsbereich [% LOQ - 10000/ 100000
BestimmtheitsmaR R? 0,9971 — 0,9998 (0,9992)
Reststandardabweichung s, [mV - min] 0,0909 - 0,340 (0,151)
Verfahrensstandardabweichung s,, %] 6,12 — 22,7 (10,2)
Verfahrensvariationskoeffizient V,, [%] 1,18 - 4,18 (1,90)
Wiederfindung [%] 91,8 - 124,8 (103,6)
Nachweisgrenze [% 89 - 33,0 (14,8)
Bestimmungsgrenze [% 32,2 - 1171 (53,0)

? Injektionsvolumen: 100 / 10 pL; Ubersicht einzelner Verfahrenskenndaten vgl. Tab. 10.30; Wiederfindungsdaten vgl.
Tab. 10.15

Im Vergleich mit der Salbengrundlage mit 10 %igem Emulgatoranteil wurde bei der Mig-
rationsstudie mit reinem Polysorbat 60 eine ungefahre Verdopplung der Leachables fest-
gestellt (s. Abb. 5.21). BPA und BADGE-HCI-H,O konnten aufgrund von Peakiiberlage-
rungen in den Chromatogrammen nicht quantifiziert werden (vgl. Tab. 8.49). Da weder
vermehrt hydrolysiertes BADGE noch zusatzliche Peaks nach 6 Monaten beobachtet wur-
den, war die Abnahme von BADGE im Beobachtungsintervall mutmaRlich auf interindivi-

duelle Schwankungen zurickzufihren.
5.5 Polyethylenglykol-Partialstruktur

5.5.1 Polyethylenglykol 300

Aufgrund der massiven Verstarkung des Leachings durch Polysorbat sollte in einem weite-
ren Versuch geklart werden, ob der beobachtete Effekt der Tensidaktivitdt oder
definierten Partialstrukturen des Emulgators zuzuordnen war. Ein Vergleich der Emul-
gatorstrukturen von Span 60 und Polysorbat 60 zeigte, dass sich diese ausschlieBlich in
dem Vorhandensein von Polyoxyethylengruppen in den Seitenketten unterscheiden
(s. Abb. 5.16). Um einen kausalen Zusammenhang zwischen dem Vorhandensein dieser
Partialstruktur und der massiven Verstarkung des Leachings isoliert zu priifen, wurde als
weiteres Fillmedium Polyethylenglykol 300 (PEG 300) gewahlt. Ausgehend von einer
— zumindest theoretisch — gleichmaligen Verteilung von 20 Mol Ethylenoxid auf die vier
Seitenketten von 1 Mol Polysorbat, liegt bei Polysorbat 60 ein durchschnittlicher Poly-
merisationsgrad von n = 5 vor [AMMON 2007], der in der Migrationsstudie mit PEG 300

(n ~ 6,4) anndhernd simuliert werden konnte.
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Fiir die Migrationsstudie wurden PEG 300 in Tuben (Typ A#2) abgefiillt (vgl. Kap 8.6.2), bei
accelerated conditions im Klimaschrank eingelagert und Proben in Intervallen (vgl. Tab.
8.28) entnommen. Abweichend von der in Kapitel 8.6.3 dargestellten Probenahme

wurden Aliquote von Einzeltuben vermessen.

5.5.1.1 Methodenadaption

: Anfanglich wurde versucht — analog den
Matrix
dotiert mit ISTD Carbomergelen — Uber eine ammonium-
| fomiatvermittelte ACN-H,0-Phasentrennung
Solvatisierung PEG von den Analyten abzutrennen (vgl.
ACN / H,0

‘ Kap. 8.6.4.5). PEG 300 verteilte sich jedoch

anndhernd zu gleichen Teilen auf beide
Quantifizierung

RP-HPLC-FLD Phasen; zusatzlich ergaben sich uneinheitliche
Abb. 5.20: Probenaufarbeitung PEG 300; vgl. Kap. Wiederfindungsraten (vgl. Tab. 8.34). In der
8.6.5.5.2

Folge wurden die Probel6sungen direkt unter
viskositatsbedingter Reduktion der Einwaage aus PEG 300, Wasser und ACN hergestellt
(s. Abb. 5.20). Eine Beschreibung der Probenaufarbeitung ist Kapitel 8.6.5.5.2 zu

entnehmen.

Tab. 5.17: Polyethylenglykol 300: Kenndaten der Matrixkalibrierung (nach ISTD-Korrektur)

range ({0)]
Arbeitsbereich [g] LOQ - 2000 /20000
BestimmtheitsmaR R? 0,9995 — 0,9998 (0,9998)
Reststandardabweichung s, [mV - min] 0,185 — 0,294 (0,207)
Verfahrensstandardabweichung s,, [%] 1,99 - 3,38 (2,36)
Verfahrensvariationskoeffizient V,, [%] 0,934 - 1,56 (1,12)
Wiederfindung [%] 96,7 — 109,7 (100,5)
Nachweisgrenze [% 28 - 4,8 (3,4)
Bestimmungsgrenze [ﬂ] 103 - 17,4 (12,2)

kg

® Injektionsvolumen: 100 / 10 pL; Ubersicht einzelner Verfahrenskenndaten vgl. Tab. 10.29; Wiederfindungsdaten vgl.
Tab. 10.14

Die korrespondierenden Chromatogramme wiesen keine relevanten Interferenzen auf.
Die Wiederfindungsraten lagen vor rechnerischer Korrektur oberhalb 100 %. Dieser Effekt
war vermutlich auf einen temperaturabhangigen Dichteunterschied zwischen der reinen
ACN/H,0-Mischung der Kalibrierreihe und den matrixhaltigen Probelésungen nach Kuh-

lung im Autosampler zuriickzufiihren. Durch die Verwendung des internen Standards
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wurde die differierende Volumenkontraktion rechnerisch egalisiert. Die Verfahrenskenn-

daten (s. Tab. 5.17) belegten die Eignung der Methode.

5.5.1.2 Ergebnis

Polysorbat 60 PEG 300 Extractables
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Abb. 5.21: Leaching in Polysorbat 60 und PEG 300 unter accelerated conditions im Vergleich zu den Extractables
(10 d, 40 °C); BPA nicht dargestellt; Konzentrationsangaben mit Standardabweichung (n = 3); vgl. Tab. 8.49
u. Tab. 8.50

Die Migrationsstudie mit PEG 300 resultierte in hohen Konzentrationen aller
untersuchten Kontaminanten. Bereits bei der ersten Probenahme nach zwei Monaten
ndherte sich der Gesamtumfang der Leachables den in der Extraktionsstudie
nachgewiesenen Mengen an Extractables an (s. Abb. 5.21). Die nachgewiesenen Mengen
an BPA fielen mit durchschnittlich 485 pg/kg — entsprechend ungefidhr 50 % der
Extractables — etwas geringer aus. Wahrend die summarische Konzentration im
Beobachtungsintervall weitgehend konstant blieb, waren eine kontinuierliche,
hydrolytische Zunahme an BADGE:-2H,0, eine stetige Abnahme an BADGE und eine
ndherungsweise konstante Menge an BADGE-H,O zu beobachten. GemaR CoA enthielt
PEG 300 lediglich 0,12 % Wasser. Im Rahmen der Probenahme wurde eine leichte
Gewichtszunahme (0,1 — 0,6 %) bei allen Tuben festgestellt, die vermutlich aus der
Hygroskopizitdit von PEG niederen Polymerisationsgrades [AMMON 2007] sowie
Undichtigkeiten der Tuben hervorging. Ob und gegebenenfalls in welchem Umfang
Reaktionen der Analyten mit PEG das AusmaR der Hydrolyse beeinflussten, wurde nicht
untersucht.

Durch das Ergebnis der Migrationsstudie mit PEG 300 konnte die forcierte Migration der

Analyten in polysorbathaltige Matrices der PEG-Partialstruktur zugeordnet werden.
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5.5.2 Macrogolsalbe DAC

Zur Evaluierung des Migrationsverhaltens in pharmazeutisch relevante, PEG-haltige
Matrices wurde eine Migrationsstudie mit Macrogolsalbe DAC — einer Mischung aus PEG
300 und PEG 1500 — durchgefiihrt (vgl. Kap. 8.6.1.1). Zur Erfassung des Temperatureffek-
tes wurden die Tuben nach der Abfillung (vgl. Kap. 8.6.2) bei intermediate und
accelerated conditions eingelagert. Da in der Migrationsstudie mit PEG 300 das maximale
Ausmal der Migration zum Zeitpunkt der ersten Probenahme nach zwei Monaten bereits
erreicht worden war, wurden zur Uberwachung der Kinetik des Leachings engmaschigere
Probenahmeintervalle gewahlt (vgl. Tab. 8.28). Abweichend von der in Kapitel 8.6.3 dar-
gestellten Probenahme wurden zum jeweiligen Probenahmezeitpunkt homogenisierte

Aliquote von Einzeltuben vermessen.

5.5.2.1 Methodenadaption

Das Probenaufarbeitungsschema wurde aus dem fir PEG 300 entwickelten Schema
(s. Abb. 5.20) abgeleitet, wobei aufgrund der erhéhten Viskositat der Probel6sungen ein
hoheres Endvolumen Verwendung fand. Die Probenaufarbeitung ist in Kapitel 8.6.5.2.4
detailliert beschrieben. Die Verfahrenskenndaten belegten die Eignung der Methode fir

die Bestimmung der Analyten in Macrogolsalbe DAC (s. Tab. 5.18).

Tab. 5.18: Macrogolsalbe DAC: Kenndaten der Matrixkalibrierung (nach ISTD-Korrektur)

range ({0)]
Arbeitsbereich [g] LOQ - 4000 / 40000
BestimmtheitsmaR R? 0,9952 — 0,9995 (0,9983)
Reststandardabweichung s, [mV - min] 0,148 — 0,383  (0,218)
Verfahrensstandardabweichung s, ., [%] 3,51 — 10,4 (5,91)
Verfahrensvariationskoeffizient V,, [%] 1,65 — 5,07 (2,81)
Wiederfindung [%] 97,1 - 133,5 (103,0)
Nachweisgrenze [%] 50 - 14,9 (8,5)
Bestimmungsgrenze [%] 18,1 - 52,4 (30,1)

? Injektionsvolumen: 100 / 10 pL; Ubersicht einzelner Verfahrenskenndaten vgl. Tab. 10.19; Wiederfindungsdaten vgl.
Tab. 10.4

5.5.2.2 Ergebnis

Bereits bei der ersten Probenahme nach sieben Tagen war das maximale Ausmal} des
Leachings erreicht (s. Abb. 5.22). Nachfolgend konnte ausschlieRlich die temperatur-
abhangige Hydrolyse von BADGE und seinen Derivaten beobachtet werden. Ein Vergleich

der Einlagerung bei intermediate und accelerated conditions ergab einen relativ geringen
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Unterschied (20 — 30 %) hinsichtlich des Temperatureffektes auf das Ausmall der

Gesamtmigration. Die Gesamtmenge der Leachables bei accelerated conditions lag analog
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PEG 300 nur geringflgig unter der nachgewiesenen Menge an Extractables.
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Abb. 5.22: Leaching in Macrogolsalbe DAC; Darstellung mit Standardabweichung (n = 3); BPA nicht dargestellt;
vgl. Tab. 8.51
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Leertuben (T) und von Macrogolsalbe DAC (MG); Spektrum von Macrogolsalbe DAC gestaucht (1:2,5)
dargestellt; Hauptunterschiede mit Pfeilen indiziert
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Exemplarisch wurde eine der mit Macrogolsalbe DAC befiillten Tuben geodffnet, die
Innenbeschichtung gereinigt und mittels ATR-FTIR (32 Scans, Auflosung: 4 cm'l) gegen
Leertuben und Proben der Matrix untersucht. Die Gegenliberstellung der Spektren zeigte

deutlich eine Sorption von PEG in das Epoxidharz wahrend der Lagerung (s. Abb. 5.23).

5.6 ,In-Use‘-Bedingungen

In der 2001 in Kraft getretenen note for guidance on in-use stability testing of human
medicinal products [EMEA 2001] werden vom Committee for Proprietary Medicinal
Products (CPMP, heute CHMP) fiir Mehrdosenbehaltnisse Tests gefordert, die den alltag-
lichen Gebrauch des Produktes simulieren. Die daraus resultierenden Verdanderungen des
Produktes hinsichtlich qualitativer Parameter sind zu prifen. Bei der Dispensierung halb-
fester Darreichungsformen aus Aluminiumtuben erfahrt das Primarbehaltnis (blicher-
weise eine mechanische Beanspruchung (,Quetschen’). Parallel zu den Migrationsstudien
mit Nichtionische Hydrophile Creme DAB (s. Kap. 5.2) und Macrogolsalbe DAC (s. Kap.
5.5.2) wurde daher die Auswirkung von wiederholtem mechanischem Stress auf das
Migrationsverhalten der Restmonomere untersucht. Hierzu wurden woéchentlich anteilig
Tuben den Klimaschranken (T = 40 °C) entnommen, kurzzeitig ,durchgeknetet’ und erneut
eingelagert. Die Aufarbeitung der Proben erfolgte exemplarisch in Intervallen (vgl. Tab.

8.28) simultan den mechanisch nicht beanspruchten Proben.

5.6.1 Nichtionische Hydrophile Creme DAB
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Abb. 5.24: Nichtionische Hydrophile Creme DAB: Leaching in ungestressten Tuben vs. ,In-Use‘-Tuben unter
accelerated conditions; BPA nicht dargestellt; vgl. Tab. 8.39
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In der in den ,In-Use‘-Tuben gelagerten Nichtionische Hydrophile Creme DAB konnten
samtliche Analyten in signifikant hoheren Konzentrationen bestimmt werden. Der
Gesamtumfang des Leachings erfuhr durch die mechanische Beanspruchung eine
Verstarkung um Faktor acht bis zwolf (s. Abb. 5.24).

5.6.2 Macrogolsalbe DAC - Tubentyp A#2

Bei Beflillung der Tuben mit Macrogolsalbe DAC wies ein Vergleich der Konzentrations-
profile von ungestressten Tuben und Tuben ,/In-Use‘weder bezliglich der Gesamtmigration

noch bezlglich der Profile der Einzelanalyten signifikante Unterschiede auf (s. Abb. 5.25).
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Abb. 5.25: Macrogolsalbe DAC: Leaching in ungestressten Tuben vs. ,In-Use‘-Tuben (T = 40 °C); BPA nicht dargestellt;
vgl. Tab. 8.51

5.6.3 Macrogolsalbe DAC - Tubentyp M

In einem parallelen Versuchsansatz wurde Macrogolsalbe DAC in Tuben vom Typ M
abgefiillt und bei accelerated conditions eingelagert (vgl. Kap. 8.6.2). Aufgrund mangeln-
der Dichtheit infolge fehlender Latexgummierung musste ein Grofteil der Proben ver-
worfen werden, sodass lediglich zu zwei Messpunkten Proben aufgearbeitet werden
konnten (vgl. Tab. 8.28).

Zu beiden Probenahmezeitpunkten wurde ausschliefllich BPA in quantifizierbaren
Mengen erfasst (s. Tab. 8.52). Zusatzlich wurden zeitweise Spuren von BADGE:-2H,0,
BADGE-H,0 und BADGE nachgewiesen. Bei einem Vergleich der ungestressten Tuben mit
den Tuben ,In-Use’ fielen die Konzentrationsniveaus letzterer, sofern aus den wenigen
Daten ersichtlich, ungefahr doppelt so hoch aus (s. Tab. 5.19). Im Gegensatz zu den
vorherigen Versuchen lagen die Leachables — bezogen auf die Extractables — im Bereich
= 40 %.
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Tab. 5.19: Macrogolsalbe DAC in Tubentyp M: Ergebnis der Migrationsstudie

WE g WS B0 g o0
Leachables * (8 Wochen, 40 °C, Macrogolsalbe DAC)
Ungestresst <LOQ 54,2 +19,6 <L0Q n.d. <LoQ?® n.d.
,In-Use’ <L0Q 127 +8 <L0Q n.d. <L0Q n.d.
Extractables % (10 d, 40 °C, ACN)
50,5+8,4 307 £ 20 126 +40 n.d. 148 + 63 n.d.

! Mittelwerte mit Standardabweichung (n = 3) angegeben in ug/kg Matrix; 2 Mittelwerte mit Standardabweichung
(n = 5) angegeben in pg/L; ? AusreiBer ignoriert (n = 2); vgl. Tab. 8.52






6 DIsKUSSION | 87

6 Diskussion

6.1 Tubenakquise - Physikochemische Vorpriifungen

Die Innenbeschichtungen der akquirierten Tuben wurden mittels ATR-FTIR-Untersuchun-
gen als Epoxidharze vom BPA-Typ identifiziert. Da weiterfihrende Informationen liber die
Zusammensetzung der verwendeten Lacke nicht zur Verfliigung standen sowie in Erman-
gelung geeigneter Referenzspektren, konnten die verwendeten Additive nicht zweifelsfrei

zugeordnet werden.

Tab. 6.1: Physikochemische Vorpriifungen: Zusammenfassung

Tubentyp
Priifparameter
Att1/#2 D K

Visuelle Prifung marginale Unterschiede
Polymerisationsprifung (DIN 15766) entspricht entspricht entspricht
Porositatsmessung

- DIN 15384 entspricht entspricht entspricht

- forcierte Bedingungen Korrosion ---f ---2

. . . tendenziell
Schichtdickenverteilung . homogen homogen

inhomogen

? keine Korrosionsanzeichen

Sowohl in Anlehnung an DIN EN 15384 [DIN 2008a] durchgefiihrte Untersuchungen hin-
sichtlich der Porositat als auch die entsprechend DIN EN 15766 [DIN 2009e] durchgefiihr-
ten Bestimmungen der Polymerisation erfiillten bei allen getesteten Innenbeschichtungen
deutlich die Vorgaben der jeweiligen Norm (s. Tab. 6.1). Als einzige Indizien qualitativer
Mangel bei Tubentyp A#1/#2 sind zum einen die tendenziell inhomogenere Verteilung
der Lackschichtdicken und zum anderen das Ergebnis des forcierten Porositatstests anzu-

sehen, wobei die Durchfiihrungen letzteres nicht den DIN-Vorgaben fiir Tuben entsprach.

6.2 Die analytische Erfassung von BPA, BADGE und dessen Derivaten

Die analytische Methode nach PETERSEN [2003] ermoéglichte die simultane Quantifizierung
von BPA, BADGE sowie dessen (partial-)hydrolysierten und hydrochlorierten Derivaten.
Eine obligatorische Kompensation variabler Analytverluste im Rahmen der Probenauf-
arbeitung erfolgte via internem Standard. Ungeachtet der Vielzahl publizierter Methoden
fir Lebensmittel (vgl. Kap. 1.7) erforderte die Bandbreite untersuchter Arzneimittel-
matrices individuell entwickelte Probenaufarbeitungsschemata. Diese gewdhrleisteten

— mit wenigen Ausnahmen — gute Wiederfindungsraten, akzeptable Verfahrensvariations-
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koeffizienten sowie niedrige LODs / LOQs, sodass eine valide, hinreichend selektive und
sensitive Quantifizierung aller untersuchten Analyten in den Matrices vorgenommen
werden konnte.

Fir die Bestimmung von LOD / LOQ aus der Linearitat gemaR DIN 32645 [DIN 1994]
sollte der Kalibrierbereich — ungeachtet bestandener Prifung auf Homoskedastizitat — das
10 — 20-fache von LOD nicht Ubersteigen, da andernfalls die Wichtung der hoheren
Konzentrationen zu einer Verfdlschung, d.h. inkorrekt hohen Grenzwerten fiihren kann
[ERMER und MILLER 2005]. Der fiir die Berechnung zugrunde gelegte Konzentrationsbereich
Uberstieg den vorgegebenen Bereich im Mittel um Faktor finf, entsprechend dem unge-
fahr 100-fachen der Konzentration von LOD. Ein Vergleich mit exemplarisch lber das
Signal/Rausch-Verhiltnis berechneten Grenzwerten ergab dennoch eine weitgehende
Ubereinstimmung. Aufgrund des unverhéltnismiaRigen Aufwandes einer fiir jede Matrix
erforderlichen, separaten Bestimmung im naheren Bereich von LOD wurden die ermittel-
ten Grenzwerte als hinreichend fiir eine konservative Beurteilung der Messergebnisse
angesehen. Abweichungen zwischen den im Rahmen dieser Arbeit dargestellten und
bereits publizierten Werten [HAVERKAMP et al. 2008] ergeben sich aus der nachtraglichen
Zugrundelegung eines einseitigen t-Wertes bei der Berechnung von LOD [ERMER und
MILLER 2005]. Da die Neuberechnung in einer Verbesserung der Grenzwerte resultiert,
bleiben die in der Publikation dargestellten Extraktions- und Migrationsergebnisse
unbenommen.

Dem Auftreten zahlreicher unbekannter Extractables und Leachables konnte im
Rahmen dieser Arbeit nicht nachgegangen werden, da weder geeignete Referenzsubstan-
zen noch die apparativen Voraussetzungen fiir eine Strukturaufklarung zur Verfiigung
standen. Des Weiteren wird eine Erfassung und Charakterisierung der Gesamtheit an
Extractables angesichts des breiten Spektrums an Additiven und der daraus abgeleiteten
nahezu unbegrenzten Kombinationsmoglichkeiten als impraktikabel angesehen.

Bei der Bewertung der Ergebnisse sowohl der Extraktions- als auch der Migrations-
studien ist zu berlicksichtigen, dass die dargestellten Werte — ungeachtet der im Rahmen
der Grund- und Matrixkalibrierung ermittelten, guten Verfahrenskenndaten — eine
erhéhte Messunsicherheit aufweisen, die auf Peakinterferenzen (Uberlappungen, Schul-
terbildung etc.) mit den unbekannten Extractables | Leachables in den Realproben
zurlickzufiihren ist. Soweit nach subjektiven Kriterien eine valide, manuelle Integration
der gesuchten Analytpeaks moglich war, wurden diese Daten als Messwerte verwendet.
Der resultierende Fehler wird als fir die Beantwortung der Fragestellung akzeptabel
angesehen.

Inwiefern die entwickelten Probenaufarbeitungsschemata auf andere halbfeste Darrei-

chungsformen transferiert werden kdnnen ist ungewiss, da fir die Probenaufarbeitung
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Uberwiegend Matrixspezifika (z.B. Inkompatibilitditen) nutzbar gemacht wurden. Eine
initial geplante Marktanalyse konnte im Rahmen der Arbeit nicht realisiert werden, da das
gewdhlte Analyseverfahren eine matrixspezifische Probenaufarbeitung erfordert hatte.
Des Weiteren zeigte sich im Laufe der Arbeit insbesondere fiir komplexere Matrices die
Notwendigkeit der background subtraction Leachable-freier Referenzmatrices, welche fir

Fertigarzneimittel nicht zur Verfligung standen.

6.3 Extraktionsstudien

6.3.1 Solvenzien

Die Extraktion mit differenten Solvenzien ergab gravierende Unterschiede in der qualita-
tiven und quantitativen Zusammensetzung der Extractables. Bei Anwendung der ,Grund-
regeln fir die Ermittlung der Migration’ gemaR lebensmittelrechtlichen Vorgaben
[EurOPAISCHE KOMMISSION 1997] gingen in die konventionellen FSLs (Wasser, Essigsaure 3 %,
Ethanol 10 % und Olivendl) lediglich Spuren der Restmonomere (ber, die in Relation zu
den mittels der organischen Medien extrahierbaren Mengen um zwei bis drei Zehner-
potenzen niedriger ausfielen (s. Abb. 6.1). Die Ergebnisse decken sich weitgehend mit den
Beobachtungen von ScHAEFER et al. [2004], die mit ACN und den FSLs an beschichtetem

WeilRblech Untersuchungen zur Gesamtmigration durchfihrten.

120

100 -

80 1 T —| mB-HCI
| BADGE
1 mB-H20

| mBPA

40

20 1

FEEEEETTT I I . = 1
o‘b‘?‘ v&

Extractables bezogen auf Aceton [%]

Extraktionsmedium

Abb. 6.1: Gegeniiberstellung der Extractables (Extraktion mit Aceton = 100%)
Molmassenbereinigte Darstellung mit Standardabweichung (n = 5); BADGE-2H,0 / BADGE-HCI-H,0 nicht
dargestellt, da Anteile <0,5% /0,2 %

Bei der Extraktion mit Wasser wurden BADGE und dessen Derivate in Konzentrationen
ungefahr vier Zehnerpotenzen unterhalb der von BILES et al. [1999] flir Raumtemperatur

angegebenen Loslichkeit von BADGE nachgewiesen. Das geringe Ausmal des Leachings ist
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somit vermutlich zum einen auf ein stark in Richtung der Polymerphase verschobenes
Verteilungsgleichgewicht und zum anderen auf die gegeniiber den organischen Solven-
zien fehlende Penetration von Wasser in die Polymerstruktur zurlickzufiihren [SCHAEFER et
al. 2004]. Aufgrund der geringen Halbwertszeit von BADGE in Wasser (t;/, = 41 —43 h bei
T =40 °C) [COTTIER et al. 1998, PASEIRO-LOSADA et al. 1993] konnten fast ausschlieBlich die
hydrolysierten BADGE-Derivate nachgewiesen respektive knapp oberhalb von LOQ quan-
tifiziert werden.

Die gegenliber Wasser nur marginal héheren Extractable-Mengen in Essigsdaure 3 %
lassen auf eine hinreichende Saureresistenz der Innenbeschichtung A#2 schlieRen.
MUNGUIA-LOPEZ et al. [2002] stellten bei Extraktion von BPA aus Epoxidharzbeschichtungen
von Dosen ebenfalls keinen ,Saureeffekt’ fest. BADGE und BADGE-H,0 konnten in Essig-
saure 3 % nicht nachgewiesen werden, sodass die gegeniber Wasser leicht erhohte
Menge an BADGE-2H,0 mutmaRlich ein Produkt der beschleunigten, saurekatalysierten
Hydrolyse der beiden epoxidgruppenhaltigen Analyten im Sauren darstellt (BADGE:
t1/2 =4,2—8,5hbei T =40 °C) [COTTIER et al. 1998, PASEIRO-LOSADA et al. 1993].

Bei Extraktion mit Olivendl konnte kein einziger der betrachteten Analyten in dem
Simulanzlosemittel nachgewiesen werden, obwohl in der Vergangenheit im Rahmen der
Lebensmitteliiberwachung erhéhte BADGE-Konzentrationen vorwiegend in fett- / dlrei-
chen Lebensmitteln (z.B. Fischkonserven) aufgefallen waren. THEOBALD et al. [1999b]
wiesen bei der Untersuchung verschiedener, nicht hitzesterilisierter Pflanzendle in Dosen
trotz hoher, mit ACN aus den Innenbeschichtungen extrahierbarer Mengen ebenfalls in
keinem der Ole BADGE nach. In einer von SIMONEAU et al. [2002] bei verschiedenen Lager-
temperaturen durchgefiihrten, mehr als einjahrigen Migrationsstudie mit Sonnen-
blumendl trat signifikantes Leaching von BADGE erst oberhalb 60 °C auf. Ferner fanden
sie heraus, dass nach initialer konserveniblicher Hitzesterilisation (hier: 30 min, 115 °C)
schon mit Beginn der Studie deutlich hdhere Mengen an Extractables nachgewiesen wur-
den. Die Konzentration nahm bei nachfolgender Lagerung bei 60 °C nicht weiter zu,
sodass von einer Einstellung des Verteilungsgleichgewichts von BADGE zwischen
Epoxidharz und Ol bereits wihrend der Hitzesterilisation auszugehen war. MUNGUIA-LOPEZ
et al. [2005] wiesen fiir BPA ein analoges Verhalten nach. COTTIER et al. [1998] vermuten
eine starke Temperaturabhingigkeit der Léslichkeit von BADGE in Ol als Ursache fiir die
beschriebenen Differenzen. BRONz et al. [1998] gehen sogar von einer mit ACN vergleich-
baren Extraktionseffektivitit des Ols wihrend der Hitzesterilisation aus. Der ausbleibende
Nachweis der Restmonomere in Olivendl im Rahmen der durchgefiihrten Extraktions-
studie ist somit im Wesentlichen auf die niedrigere, flir pharmazeutische Produkte jedoch

reprasentative Priftemperatur zurlickzufiihren.
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Die Ersatzprifung mittels Isooctan resultierte in einer den wassrigen Medien ver-
gleichbaren GroRenordnung und bestatigte somit die Ergebnisse von COTTIER et al. [1998].
Auch die Durchfiihrung einer gegenlber den Vorgaben der Richtlinie 97/48/EG [EURO-
PAISCHE KOMMISSION 1997] forcierten Extraktion (40 °C, 10 d statt 20 °C, 2 d) fihrte lediglich
zu einer vernachldssigbaren Erhohung des Extraktionsergebnisses, sodass von einer
erfolgten Einstellung des Verteilungsgleichgewichts zwischen Polymer und lIsooctan
auszugehen ist. Auch hier spielt vermutlich die mangelnde Sorption des Solvens eine ent-
scheidende Rolle.

Ein Vergleich der Extraktionsmedien Methanol, Ethanol und 2-Propanol ergab nur
geringfligige Unterschiede hinsichtlich der Gesamtmenge an Extractables (s. Abb. 6.1).
Erwartungsgemal wurden tendenziell mit abnehmender GroRe des Alkylrestes, respek-
tive der Zunahme des Dipolmoments, vermehrt hydrophilere Restmonomere extrahiert.
Im Rahmen der Synthese der BADGE-Alkylether konnte beobachtet werden, dass die
Reaktionsgeschwindigkeit mit abnehmender GroéRe des Alkylrestes zunahm, respektive
BADGE zu einem definierten Zeitpunkt zu einem grofReren Anteil umgesetzt wurde. Insge-
samt kann die Etherbildung der BADGE-Derivate als ein Erklarungsansatz fiir die im Ver-
gleich zu ACN und Aceton niedrigeren Extractable-Level angesehen werden. Dariiber hin-
aus wird eine weitere Ursache in den im Vergleich zu ACN und Aceton abweichenden
Polaritaten der Alkohole und einer damit verbundenen Verschiebung des Verteilungs-
gleichgewichtes vermutet. Die dezisive Abhangigkeit der Extraktionseffektivitat sowie des
Verteilungsgleichgewichtes von der Polaritat des Extraktionsmediums wird anhand der
Gegenuberstellung der Extraktionsergebnisse mit 10 %igem, 25 %igem und reinem Alko-
hol evident (vgl. Kap. 4.2). JENKE et al. [2006] beschreiben eine lineare Abhangigkeit des
logarithmierten Verteilungskoeffizienten der Extractables von der Flllmedienpolaritat
und machen sich diese fir die Abschatzung der Verteilungskoeffizienten bei Polymeren
zunutze.

S@EBORG et al. [2006] verwendeten fir die Quantifizierung der Extractables in Innen-
beschichtungen von Salbentuben eine 48-stiindige Extraktion mit 2-Propanol bei 70 °C.
Aufgrund der nachgewiesenen Etherbildung von BADGE mit niedermolekularen Alkoholen
ist 2-Propanol als disputabel fiir eine quantitative Erfassung der Extractables anzusehen.
So belegen die hohe Extraktionseffektivitdt und die weitgehende Inertheit von ACN und
Aceton die Eignung beider Solvenzien fir eine Abschatzung der extrahierbaren Mengen
an BPA, BADGE und dessen Derivaten aus Tubeninnenbeschichtungen. HENRIKS-ECKERMAN
und LAuokl [1988] gehen fiir Aceton von einer Extraktionseffektivitat > 90 % aus. ACN
wurde bereits in zahlreichen Publikationen als probates Extraktionsmedium fiir Epoxid-

harzbeschichtungen verwendet (vgl. Tab. 4.1).
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6.3.2 Kinetik

Die Untersuchungen zur Extraktionskinetik zeigen, dass die Verteilungsgeschwindigkeit
— respektive die Dauer bis zur Einstellung des Verteilungsgleichgewichts zwischen Epoxid-
harz und Solvens — im Wesentlichen durch drei Faktoren beeinflusst wird: Temperatur,
Beschaffenheit der Innenbeschichtung und Fillmedium.

Die Lagertemperatur geht hierbei zum einen direkt in den Diffusionskoeffizienten ein
(vgl. Kap. 1.3), zum anderen ist eine indirekte Beeinflussung liber eine temperatur-
abhangige Modifikation physikochemischer Eigenschaften sowohl des Innenschutzlackes
(z.B. Aufweitung des Polymergeriistes) als auch des Fillmediums (Viskositat, Polaritat
etc.) moglich.

Der Zusammensetzung der Innenschutzlackierung kommt eine nicht minder wichtige
Rolle zu. Bei Extraktion des Tubentyps A#2 mit ACN bei Raumtemperatur schien das Ver-
teilungsgleichgewicht bereits zum Zeitpunkt der ersten Probenahme nach 24 Stunden
eingestellt. Dies deckt sich mit den Beobachtungen von THEOBALD et al. [1999a], die fir
eine Extraktion mit ACN unter gelindem Riihren bei Raumtemperatur von einem Uber-
gang des GroRteils von BADGE binnen 20 Minuten ausgehen. Bei Tubentyp | hingegen war
selbst bei der forcierten Extraktion (40 °C) mit Versuchsende nach zwélf Tagen der Uber-
gang der Extractables mutmalilich noch nicht abgeschlossen. Eine Beeinflussung der
Extraktions- respektive Verteilungsgeschwindigkeit durch die ,Dichte’ des Polymer-
geristes sowie die spezifischen Eigenschaften verwendeter Additive wurden bereits von
LAMBERT et al. [1997 / 1998] diskutiert. Sie zeigten unter anderem, dass die spezifische
Migration von BADGE und einigen Additiven von der Wahl des Quervernetzers determi-
niert wird und mit dem Grad der Quervernetzung reziprok korreliert.

Im Vergleich der Konzentrationsprofile der verschiedenen Extractables eines Tuben-
typs fiel unter accelerated conditions auf, dass bei Tubentyp D und | die relative Zunahme
von BADGE-2H,0 und BADGE-HCI-H,0 liber den Beobachtungszeitraum am héchsten war.
Bei beiden Analyten scheint somit eine gegeniiber den Ubrigen Extractables verlangsamte
Diffusion innerhalb der Epoxidharzmatrix stattzufinden. Diese ist wahrscheinlich auf die
hohere MolekilgrolRe zurlickzufiihren, welche reziprok in den Diffusionskoeffizienten ein-
geht. Es ist somit zu berlcksichtigen, dass auch die Eigenschaften der einzelnen
Extractables deren Extraktionskinetik beeinflussen kénnen.

Des Weiteren wurde offensichtlich, dass die Wahl des Extraktionsmediums nicht nur
das Gesamtausmald der Migration, sondern auch die Verteilungsgeschwindigkeit beein-
flussen kann. Wahrend bei forcierter Extraktion des Tubentyps A#2 mit 2-Propanol erst
nach sieben bis neun Tagen die Maximalmenge an Extractables nachgewiesen wurde,
erfolgte die Einstellung des Verteilungsgleichgewichtes mit ACN bei Raumtemperatur

bereits vor der ersten Probenahme nach 24 Stunden. Ein wichtiger Aspekt ist hierbei die
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Loslichkeit des Extractables im jeweiligen Solvens respektive der Verteilungskoeffizient
zwischen Polymer und Solvens. Dariiber hinaus kann auch das Penetrationsvermdgen des
Fallmediums in das Epoxidharzgeriist zu einer beschleunigten Extraktion beitragen. Da im
Rahmen der ATR-FTIR-Untersuchungen zwar die Sorption von 2-Propanol in das Polymer
nachgewiesen wurde, dies jedoch nicht fiir ACN beobachtet werden konnte [HYDrO 2006],
scheint im vorliegenden Fall die Loslichkeit im Fillmedium gegeniiber dem Penetrations-
vermogen einen grolReren Einfluss auf die Extraktionskinetik auszuliben. Die beschleu-
nigte Einstellung des Verteilungsgleichgewichtes ist als weiteres Argument fiir die Ver-

wendung von ACN zur Bestimmung der Extractables zu sehen.

6.3.3 Extraktion differenter Tubentypen

Fir den Vergleich der Tubeninnenbeschichtungen wurde eine zehntagige Extraktion mit
ACN bei 40 °C zugrunde gelegt. Basierend auf den Untersuchungsergebnissen zur Extrak-
tionskinetik gewahrleisten die gewahlten Bedingungen nicht fir alle Tubentypen eine
quantitative, sondern lediglich eine weitgehende Einstellung des Verteilungsgleich-
gewichts.

Aus allen getesteten Innenbeschichtungen von Aluminiumtuben konnten Restmono-
mere in quantifizierbaren Mengen extrahiert werden, wobei sich eine sehr heterogene
qualitative und quantitative Zusammensetzung der einzelnen Extraktionsprofile darstellt.
Die Zuordnung der quantifizierten Extractables wurde mittels LC-MS verifiziert. Bei
BADGE-2H,0 — dem einzigen, in allen Extrakten nachweisbaren Analyten — bleibt unklar,
ob es sich um origindre Mengen oder das wahrend der Lagerung infolge Luftfeuchtigkeit
entstandene Hydrolyseprodukt handelt. Die chlorierten Derivate waren insgesamt im
Vergleich zu BADGE und dessen hydrolysierten Derivaten in deutlich geringerem AusmaR
in den Innenbeschichtungen vorhanden. Dies deckt sich mit den Erfahrungen aus dem
Lebensmittelbereich, bei dem die chlorierten Derivate iberwiegend im Zusammenhang
mit PVC-Organosolen und bei Befillung mit salz- bzw. chloridhaltigen Lebensmitteln
nachgewiesen wurden (vgl. Kap. 1.7). Da weder Organosolbeschichtungen untersucht
noch chloridhaltige Solvenzien verwendet wurden, ist zu vermuten, dass die detektierten
Mengen chlorierter BADGE-Derivate auf Rickstidnde aus der BADGE-Synthese (vgl.
Kap. 1.2) zurlickzufiihren sind.

Von insgesamt 17 untersuchten Tubentypen lag die Summe der quantifizierten Extrac-
tables bei sechs von sieben Anbietern — zumeist deutlich — unter 2 mg/L. Bei dem von
S@EBORG et al. [2006] untersuchten Tubentyp (5 mL) lagen die nachgewiesenen Extrac-
tables prinzipiell in vergleichbarer GréBenordnung. Ein direkter Vergleich der Extraktions-
ergebnisse ist jedoch nur bedingt moglich, da S@EBORG et al. zum einen abweichende
Extraktionsbedingungen (48 h, 70 °C, 2 mL 2-Propanol) verwendeten und zum anderen

die Bildung von Isopropyletherderivaten nicht ausgeschlossen werden kann.
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Demgegenliber wiesen beide Tubentypen des Anbieters | (A#1/#2, B) Extractable-Mengen
auf, welche mindestens ein bis zwei Zehnerpotenzen Uber den in den lbrigen Tubentypen
gemessenen Konzentrationen lagen. In bisherigen Untersuchungen aus dem Lebensmit-
telbereich waren hohe BADGE-Level vor allem im Zusammenhang mit Organosolen auf-
gefallen (vgl. Kap. 1.7). Bei Epoxidharzen lagen die BADGE-Level ob der Verwendung von
prapolymerisiertem BADGE im Allgemeinen deutlich niedriger. Obgleich die lebensmittel-
rechtlichen Vorgaben keine Rechtsverbindlichkeit flir Arzneimittel haben, ibersteigen die
aus Tubentyp A#1 unter alternativen Prifbedingungen extrahierten Mengen den
spezifischen Summenmigrationsgrenzwert fiir BADGE und seine hydrolysieren Derivate
(9 mg/6 dm?) mit 11,7 mg/6 dm? [EUROPAISCHE KOMMIsSION 2005]. Insgesamt wurden aus
den Tuben des Anbieters | insbesondere Monomere mit freien Epoxidgruppen (BADGE,
BADGE-H,0 und BADGE-HCI) in hohen Mengen extrahiert. Die hdchste extrahierbare
Menge an BPA konnte bei Tubentyp E mit 0,25 mg/6 dm? gegeniiber einem spezifischen
Migrationsgrenzwert von 1,0 mg/6 dm? [EUROPAISCHE KoMMmisSION 2004a] festgestellt
werden.

Fir Tuben vom Typ A#1/#2 wurde seitens des Anbieters ein CoA des korrespondieren-
den Rohlackes nach lebensmittelrechtlichen Vorgaben zur Verfligung gestellt. Die im Zer-
tifikat angegebenen Daten beziehen sich zum einen auf eine Extraktion mit Essigsaure 3 %
(2 h 70 °C + 10 d 40 °C) und zum anderen auf eine 24-stiindige Extraktion mit ACN bei
20 °C. Da im Rahmen der Untersuchung der Extraktionskinetik mit ACN fir diesen Innen-
schutzlack das Erreichen des Verteilungsgleichgewichts nach 24 Stunden bei Raum-
temperatur belegt wurde, konnte ein Vergleich der Ergebnisse vorgenommen werden
(s. Tab. 6.2).

Tab. 6.2: Extraktionsergebnis vs. CoA-Angaben

Filllmedium o BPA o e BADGE L
Essigsdure 3 %
-CoA' nd.(<6) nd.(<6) nd.(<6) nd(<6) n.d.(<6) n.d.(<6)
-Typ A#2 2 6,3 0,8 0,1 0,4 0,2 n.d.
ACN
-CoA°? . n.d. (< 12) -2 - 54 -2
- Typ A#12 63,1 136 1140 10,1 10500 287
-Typ A#2 2 30,7 174 772 10,4 5640 234

Konzentrationsangaben in pg/6 dm?; ! (2h70°C+10d40°C); 2 (10d, 40 °C); 3 (24 h, 20 °C);  keine Angabe

Der laut CoA ausbleibende Nachweis der Extractables in Essigsdure 3 % erscheint auf-

grund des stark in Richtung des Polymers verschobenen Verteilungsgleichgewichtes
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plausibel. Die Ergebnisse der Extraktion mit ACN hingegen weisen gravierende Unter-
schiede zu den im Rahmen dieser Arbeit gewonnenen Daten auf. So differieren die quan-
tifizierten Extractables um mindestens eine Zehnerpotenz fiir BPA und um mehr als zwei
Zehnerpotenzen fiir BADGE. Diese Diskrepanz deutet auf eine unvollstandige Polymeri-
sation des Innenschutzlackes wahrend der Tubenherstellung hin. Potentielle Ursachen
hierfir kdnnten in Prozessabweichungen wahrend des Einbrennens (Temperatur, Dauer)
[SIMAL-GANDARA et al. 1998] oder in einem falschen Harz/Harter-Verhaltnis zu suchen sein.
So wird unter anderem der Grad der Quervernetzung durch die genannten Faktoren
beeinflusst [LAMBERT et al. 1997 / 1998]. Fur Abweichungen im Produktionsprozess spricht
ebenfalls die Chargenvariabilitdt des Tubentyps A (s. Tab. 6.2). Trotz der Verwendung des-
selben Lacktyps (laut telefonischer Auskunft des Anbieters) unterschieden sich die Men-
gen an Extractables approximativ um Faktor zwei. Im direkten Vergleich der Chromato-
gramme beider Chargen waren keine zusatzlichen Peaks zu erkennen. Auch die Mengen-
verhéltnisse der Extractables liegen in vergleichbarer GrofRenordnung, sodass hydroly-
tische Prozesse sowie Abreaktionen der Restmonomere untereinander als Ursache weit-
gehend ausgeschlossen werden kénnen.

Anhand der Gegeniliberstellung der Daten des CoAs mit den Extraktionsergebnissen
wird — vorbehaltlich der ordnungsgemalRen Durchfiihrung der Prifung seitens des Zertifi-
katausstellers — ein grundlegendes Problem ersichtlich: die CoAs beziehen sich Ublicher-
weise, gemalk den dem BfArM vorliegenden Dokumentationen, explizit auf den Rohlack.
Fir die Erhebung der Daten werden laut Angaben des CoAs inerte Substrate (Metallplatt-
chen) verwendet, auf die der Lack abweichend von der Tubenherstellung mittels roller
coating aufgebracht wird. AnschlieRend erfolgt die Hartung des Lackes gemal der Spezifi-
kation des Lackherstellers. Die so gewonnenen Daten lassen somit keinerlei Riickschliisse
auf die Einhaltung der Spezifikation wahrend einer tatsachlichen Tubenherstellung zu.

Nicht zuletzt konnten neben den quantifizierten Restmonomeren in den Chromato-
grammen viele weitere Extractables detektiert werden. Darliber hinaus wurde zum Teil
eine erhebliche Zunahme der Emission wahrend der Spiilphase des Gradienten beobach-
tet. In zahlreichen Publikationen [u.a. BERGER und OEHME 2000, FUCHSLUEGER et al. 1999,
SCHAEFER und SIMAT 2004] konnten bis heute eine Vielzahl von BADGE-Oligomeren, deren
hydrolysierten, hydrochlorierten und cyclisierten Derivaten sowie Reaktionsprodukten
mit organischen Solvenzien, Chain-Stoppern und diversen weiteren Additiven identifiziert
werden. Somit handelt es sich bei den nicht weiter identifizierten Extractables mutmal3-
lich um Nebenreaktionsprodukte aus dem Polymerisationsprozess. Dariiber hinaus ist zu
berlicksichtigen, dass das gewdhlte Analysenverfahren ausschlielich fluoreszenzaktive
Verbindungen, und diese auch nur innerhalb des definierten Messfensters, erfasst.

Exemplarisch aufgenommene DAD-Spektren belegen, dass weitere, fluoreszenzinaktive
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Verbindungen aus den Innenbeschichtungen extrahiert werden kénnen. Dieser Beobach-

tung wurde im Rahmen der vorliegenden Arbeit nicht weiter nachgegangen.

6.4 Migrationsstudien

6.4.1 Temperatur

Erwartungsgemal ging mit steigender Lagerungstemperatur ein akzeleriertes Leaching
einher. Dieser Effekt ist im Wesentlichen auf die direkte Temperaturabhangigkeit des
Diffusionskoeffizienten sowie die matrixspezifische Abnahme der Viskositat — welche
ebenfalls in den Diffusionskoeffizienten eingeht — zurlickzufiihren. Die qualitative
Zusammensetzung der Leachable-Profile beider Einlagerungstemperaturen unterschied
sich, abgesehen von einer durch die differierende Hydrolysegeschwindigkeit bedingten
Verschiebung, nur geringfligig.

Bei Gegenuberstellung der Migrationsprofile einer bei intermediate (30 °C) und
accelerated conditions (40 °C) gelagerten Matrix schien die jeweilige Gesamtmenge der
Leachables asymptotisch differenten Grenzwerten entgegenzustreben. Somit liegt eine
temperaturabhangige Verschiebung des Verteilungsgleichgewichtes infolge einer Modifi-
kation der physikochemischen Matrix- und/oder Polymereigenschaften nahe. Bei der
Mehrzahl der Matrices lag der Temperatureffekt auf das Gesamtausmal® der Migration in
einer GroRenordnung von Faktor zwei bis drei. Abweichend hiervon unterschieden sich
die Gesamtmengen der Leachables bei ethanolhaltigem Carbomergel approximativ um
Faktor flinf, bei 2-Propanolhaltiges Carbomergel DAB um Faktor acht. Infolge des bei
Macrogolsalbe DAC in Tubentyp A#2 nahezu erschépfenden Leachings fiel der ,Tempera-

tureffekt’ bei dieser Matrix deutlich niedriger aus.

6.4.2 Matrix

Die durchgefiihrten Migrationsstudien demonstrieren den entscheidenden Einfluss der
Matrixrezeptur sowohl auf die qualitative Zusammensetzung als auch auf die Quantitat
der Leachables.

Wahrend in der lipophilen Einfachen Augensalbe DAC ausschlieBlich lipophileres
BADGE bestimmt werden konnte, wurden in den hydrophilen Matrices Wasserhaltiges
Carbomergel DAB und Ultraschallkontaktgel NRF 13.2 vor allem die hydrophileren Deri-
vate BADGE-2H,0, BADGE-H,0, BADGE-HCI-H,O sowie BPA nachgewiesen. Die Gesamt-
menge der Leachables liegt in beiden Hydrogelen um etwa drei Zehnerpotenzen unter
den Extractables (s. Abb. 6.3). Die geringe Migration bei diesen Systemen deutet auf ein
stark in Richtung des Epoxidharzes verschobenes Verteilungsgleichgewicht hin, wobei

diese Hypothese durch weitergehende Untersuchungen bestatigt werden misste.
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Dariber hinaus ist anzunehmen, dass keine oder nur eine geringe Sorption von Matrix-
komponenten in das Polymergeriist der Innenbeschichtung stattfindet. Das in Einfache
Augensalbe DAC quantifizierte BADGE bewegt sich in einer den Leachables der hydro-
philen Matrices vergleichbaren GroRenordnung.

In den Rezepturen mit Anteil an niedermolekularen Alkoholen wurde signifikant hohe-
res Leaching nachgewiesen, wobei die in ethanolhaltigem Carbomergel detektierten
Mengen in etwa 2 % und die in 2-Propanolhaltiges Carbomergel DAB nachgewiesenen
Leachables knapp einem Drittel der Extractables entsprachen (s. Abb. 6.3). Bereits bei der
ersten Probenahme nach drei Wochen schien das Verteilungsgleichgewicht bei beiden
Matrices erreicht, anschlieBend wurden {iberwiegend Hydrolyseprozesse beobachtet.
Somit missen die erheblichen Unterschiede — ungefahr Faktor 15 — im Gesamt-Leaching
beider Hydrogele (s. Abb. 6.2, links) auf differierende Verteilungskoeffizienten zuriick-
gefuhrt werden. Diese spiegeln sich auch in den im Rahmen der Extraktionsstudie via
25 %igen Alkoholen extrahierten Mengen wieder (s. Abb. 6.2, rechts), die sich um circa
Faktor 10 unterscheiden. Beide Vergleiche zeigen, dass bereits die Unterschiede zwischen
Ethanol 25 % und 2-Propanol 25 % zu deutlich abweichenden Migrationsergebnissen fih-
ren konnen und somit die Ergebnisse von Migrationsstudien nur sehr eingeschrankt auf

vermeintlich dhnliche Formulierungen tGbertragen werden kdnnen.

Leachables ! Extractables 2
(27 Wochen, 40 °C.) (10d, 40 °C, ACN)
12000
10000
8000
] W B-HCl
] f BADGE
6000
| B-HCI-H20
| HB-H20
4000
H B-2H20
2000 ]
o] e | | e
IPA-Gel EtOH-Gel IPA25% (V/V)  EtOH 25 % (V/V)

Abb. 6.2: Leachables in 2-Propanolhaltiges Carbomergel DAB und ethanolhaltigem Carbomergel vs. Extractables in
IPA 25 % / EtOH 25 %
! Mittelwerte mit Standardabweichung (n = 3) angegeben in pug/kg Matrix; 2 Mittelwerte mit Standard-
abweichung (n = 5) angegeben in ug/L; BPA nicht dargestellt; BADGE-HCI-H,0 und BADGE-HC| wegen Peak-
Uberlagerung bei ethanolhaltigem Carbomergel und EtOH 25 % nicht auswertbar

Im Vergleich der Leachables und Extractables fiel das Ergebnis der Extraktionsstudie mit

25 %igem 2-Propanol um fast 40 % niedriger aus. Dies ldsst sich nicht allein iber den
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Dichteunterschied zwischen Losung und Gel erkldren. Im Rahmen der Untersuchungen
zur Extraktionskinetik mit (nicht-wassrigem) 2-Propanol wurde das maximale Ausmal der
Extraktion erst nach ungefdahr zehn Tagen erreicht (vgl. Kap. 4.1). Somit ist die
Gesamtmengendifferenz bei dem hier vorliegenden, alkoholisch-wassrigen Medium
vermutlich auf eine nicht abgeschlossene Einstellung des Verteilungsgleichgewichtes mit
Ende der Extraktionsstudie nach zehn Tagen zuriickzufiihren.

Anders als die Polaritat der Matrixbestandteile scheinen anteilige Variationen der
Gesamtrezeptur, sofern diese keine grundlegenden Anderungen der physikalisch-chemi-
schen Eigenschaften bedingen, nur in sehr begrenztem Umfang die Kinetik und das Aus-
maR der Gesamtmigration zu beeinflussen. So wurde bei den drei Rezepturvarianten von
Nichtionische Hydrophile Creme DAB nur eine geringfiigige Modifikation des Leachings
beobachtet.

Eine massive Verstarkung des Leachings zeigte sich bei PEG-haltigen Matrices. Bei
Abflllung der Macrogolsalbe DAC in Aluminiumtuben — gemal} expliziter Empfehlung
seitens der NRF-Monographie [NRF 2007] — des Typs A#2 wurden bereits sieben Tage
nach Einlagerung 63 % (intermediate conditions) bzw. 90 % (accelerated conditions) der
Extractables in der Matrix wiedergefunden (s. Abb. 6.3). Neben einem stark in Richtung
des Fillmediums verschobenen Verteilungsgleichgewicht ist moéglicherweise auch die
mittels ATR-FTIR nachgewiesene Sorption von PEG fiir das nahezu quantitative Leaching
verantwortlich zu machen.

Auch als Partialstruktur von Rezepturbestandteilen, zum Beispiel in Polysorbat 60,
beeinflussen PEG-Gruppen das Migrationsverhalten evident. Das Ausmal scheint hierbei
stark von der freien Beweglichkeit innerhalb der Matrix abzuhdangen. Wahrend bei
Einfache Augensalbe DAC + 10 % Polysorbat 60 Leachables im Bereich bis zu 40 % der
Extractables nachgewiesen wurden (s. Abb. 6.3), bewirkte der 10 %ige Polysorbatanteil in
der modifizierten Nichtionische Hydrophile Creme DAB (Variante |, vgl. Kap. 5.2.1) ledig-
lich ein Leaching < 0,4 % der Extractables. Moglicherweise ldsst sich dieser Unterschied
auf die Ausbildung einer aus den hydratisierten Tensiden (Polysorbat und Cetylstearyl-
alkohol) aufgebauten Gelgerlststruktur in der Creme zurlickfihren [NURNBERG und
LANGGUTH 2005]. Das weitgehend immobile, dreidimensionale Mischkristallisat mit einem
Uberschuss an Cetylstearylalkohol kénnte zum einen dafiir sorgen, dass lediglich ein sehr
geringer Anteil des Polysorbats mit der Tubeninnenbeschichtung in Kontakt tritt und zum
anderen Diffusionsvorgange hemmen. Die Frage, ob grundsatzlich grenzflachenaktive
Eigenschaften von Emulgatoren eine Auswirkung auf das Ausmall der Gesamtmigration
haben, kann anhand der vorliegenden Daten nicht beantwortet werden.

Die Migration von BADGE und seinen Derivaten aus einer Tubeninnenbeschichtung in

eine Cremeformulierung wurde ebenfalls von S@EBORG et al. [2006] untersucht. Nach
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Lagerung einer modifizierten Rezeptur von Aqueous Cream BP, die ebenfalls einen Emul-
gator mit PEG-Partialstruktur enthielt, konnten bei 70 °C Leaching von BADGE-2H,0,
BADGE-H,0, BADGE-HCI-H,0 sowie Spuren von BADGE nachgewiesen werden. In der
Studie wurde nach 120 Stunden Lagerung BADGE:-2H,0 als Hauptpeak in einer Konzentra-
tion von ungefdhr 160 pg/kg identifiziert. Die Konzentration liegt somit — ungeachtet der
abweichenden Tuben und Lagerbedingungen — in einer ahnlichen GréRenordnung wie bei
Nichtionische Hydrophile Creme DAB, jedoch mehr als zwei Zehnerpotenzen unter den in
Macrogolsalbe DAC nachgewiesenen Mengen. Bezogen auf die Extractables wiesen
S@EBORG et al. Leaching von 5 — 15 % der Extractables nach. Dies Ubertrifft deutlich den im
Rahmen dieser Arbeit in Nichtionische Hydrophile Creme DAB quantifizierten Anteil
(~ 0,6 %) und ist moglicherweise auf die von S@EBORG et al. verwendte hohere
Priftemperatur und die daraus resultierende Verdanderung der Matrixeigenschaften
zuruckzufihren.

S@EBORG et al. fanden mit Ende der Migrationsstudie in ihrer Cremematrix Uber-
wiegend die ,vollstandig’ hydrolysierten Analyten (BADGE-2H,0, BADGE-HCI-H,0) wieder.
Ein weitgehend analoges Bild bot sich in der vorliegenden Arbeit in Migrationsstudien mit
Nichtionische Hydrophile Creme DAB. In den PEG-haltigen Matrices hingegen wurden
erstmals hohe Mengen oxiranringhaltiger BADGE-Derivate in halbfesten Darreichungs-
formen nachgewiesen. Dies verdeutlicht noch einmal die Matrixabhangigkeit der in der

Formulierung gefundenen Derivate von BADGE.

6.4.3 ,In-Use‘-Bedingungen

Bei Macrogolsalbe DAC in Tubentyp A#2 zeigten sich hinsichtlich des Gesamtausmales
des Leachings keine signifikanten Unterschiede zwischen der ,ungestressten’ Salbe und
der Matrix ,In-Use’. Es wird vermutet, dass infolge der hohen Extraktionseffektivitat sowie
der geringen Viskositdt das Verteilungsgleichgewicht zwischen Innenschutzlack und
Matrix bereits nach einwoéchiger Lagerung — und somit vor Beginn der ,In-Use‘-Behand-
lung — eingestellt war, wobei mutmallich auch tiefere Lackschichten in extenso extrahiert
wurden. Analog konnten GoobpsoN et al. [2004] nach vorheriger Hitzesterilisation und
damit eingestelltem Verteilungsgleichgewicht in einem Vergleich zwischen intakten und
verbeulten Konservendosen keine signifikanten Unterschiede hinsichtlich des Leachings
beobachten.

Bei Tubentyp A#2 mit Nichtionische Hydrophile Creme DAB wurde hingegen ein deut-
licher Effekt von ,In-Use‘-Bedingungen auf das Migrationsverhalten festgestellt respektive
mehr als eine Verzehnfachung der Gesamtmigration beobachtet. Die mechanische Bean-
spruchung der Tuben bewirkte zwar eine geringfligige VergroRBerung der durch die Matrix

benetzten Oberflache, diese lag jedoch in Relation zu den beobachteten Effekten in ver-
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nachlassigbarer GroRBenordnung. Ausgehend von der Hypothese, dass der Migrations-
prozess bei Nichtionische Hydrophile Creme DAB lberwiegend durch die PEG-Seiten-
ketten des 5 %igen Polysorbatanteils determiniert wird, sind die Unterschiede zwischen
ungestressten Tuben und Tuben ,/n-Use’ hinsichtlich der Gesamtmigration moglicher-
weise Uber eine gehemmte Diffusion zu erkldaren. Wahrend die geringe Matrixviskositat
bei Macrogolsalbe DAC die Ausbildung eines Konzentrationsgradienten weitgehend
unterbindet, liegt der Polysorbatanteil in Nichtionische Hydrophile Creme DAB fixiert’
innerhalb des Emulgator-Mischkristallisat-Gertistes vor, sodass sich moglicherweise wah-
rend der Lagerung eine Schicht hoher Analytkonzentration an der Grenzflache zwischen
Matrix und Innenbeschichtung (Donor) ausbildet. Der Diffusionsstrom ist gemall dem
Fick’schen Diffusionsgesetz dem Konzentrationsgradienten proportional (vgl. Kap. 1.3),
sodass mit Angleichung der Konzentrationen das Leaching an der Grenzschicht abnimmt.
Bei mechanischer Beanspruchung der Tube (‘In-Use‘) wird nun die Geriststruktur
voriibergehend ,aufgebrochen’ und eine Homogenisierung der Akzeptorphase respektive
ein Konzentrationsausgleich vorgenommen. Die Konzentration der Leachables an der
Grenzflache wiirde demzufolge abnehmen und der urspriingliche Konzentrationsgradient
wire anndhernd wieder hergestellt. Ahnliche Effekte sind in der Literatur beschrieben. So
konnten Limm und HoLLIFIELD [1995] flir bestimmte Additive von PP und HDPE unter Rih-
ren ein deutlich beschleunigtes Leaching in Wasser feststellen.

Als weitere Ursache des ,In-Use’-Effektes ist eine physikalische Beeintrachtigung der
Lackstruktur infolge der mechanischen Beanspruchung denkbar. Ausgehend von der
Hypothese, dass Matrixbestandteile von Nichtionische Hydrophile Creme DAB infolge der
Fixierung im Gerist nicht oder kaum in die Lackstruktur penetrieren und tberwiegend
Leaching innerhalb des Epoxidharzes in Richtung der Grenzflache auftritt, wirde durch
die Entstehung von Beschadigungen (Risse etc.) die Kontaktoberflache vergroRert und die
Matrix ware in der Lage, mit tieferen Lackschichten zu interagieren. Belege fiir den
beschriebenen Sachverhalt konnten nicht gefunden werden.

Sofern aus den wenigen Daten ersichtlich, ergab sich bei Tubentyp M mit Macrogol-
salbe DAC ein abweichendes Bild. Zu beiden Probenahmezeitpunkten nach vier und acht
Wochen war das Leaching vermutlich nicht abgeschlossen. Dies weist auf eine deutlich
verlangsamte Sorption von PEG hin. Durch die Anwendung von ,/n-Use‘-Bedingungen ver-
starkte sich die Migration von BPA approximativ um Faktor zwei.

Auch wenn die Ursachen fiir die beobachteten ,/In-Use’-Effekte nicht abschlieRend
geklart werden konnten belegen die Versuche, dass — sofern die Einstellung des Vertei-
lungsgleichgewichts nicht bereits erfolgt ist — durch eine mechanische Beanspruchung,

wie sie Ublicherweise im Rahmen der Dispensierung von halbfesten Darreichungsformen
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erfolgt, unter bestimmten Umstanden Leaching in das Arzneimittel beschleunigt werden

kann.

6.5 Beurteilung und Konsequenzen

Die im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Extraktionsstudien belegen, dass Alumi-
niumtuben mit stark unterschiedlichen Restgehalten an BPA, BADGE und dessen Deriva-
ten als pharmazeutische Primarpackmittel auf dem Markt sind. In Migrationsstudien mit
etablierten pharmazeutischen Matrices konnte gezeigt werden, dass unter zulassungs-
Ublichen Prifbedingungen ein nahezu vollstindiges Leaching dieser Restmonomere in die
Darreichungsformen stattfinden kann (s. Abb. 6.3). Ergo sind Aluminiumtuben minderer
Qualitat respektive mit hohem Restmonomergehalt in den Tubeninnenbeschichtungen
prinzipiell in der Lage, die Qualitat eines darin befindlichen Arzneimittels zu beein-
trachtigen. Allergische Reaktionen nach Applikation mit Restmonomeren kontaminierter

Dermatika sind prinzipiell vorstellbar; allerdings muss dies erst noch untersucht werden.

90,4 % Macrogolsalbe DAC (7 d, 40 °C) ®

82,1 % Polyethylenglykol 300

63,2% Macrogolsalbe DAC (7 d, 30 °C) °

40,5 % [Einfache

\ugensalbe DAC + 10 % Polysorbat 60
29,7 % 2-Propanolhaltiges Carbomergel DAB

7,25 % Nightionische Hydrophile Creme DAB (,/n-Use’)

2,06 % Ethanolhaltiges Carbomerge
0,57 % Nichtionische Hydrophile Creme DAB
0,14 % Wasserhaltiges Carbomergel DAB

0,13 % Ultraschallkontaktgel NRF 13.2

0,08 % Einfache Augensalbe DAC + 10 % Span 60

0,03 % Einfache Augensalbe DAC b

o~ o ey - ey - -~ -
-__/ al fz al /z al /'} al /"'

0% 10% 20% 30% 40% 50% 60% 70% 80% 90% 100%

Abb. 6.3: Anteiliges Leaching (6 Monate, 40 °C) bezogen auf Extractables (ACN, 10 d, 40 °C) mit Tubentyp A#2
Molmassenbereinigte Darstellung; > Abweichende Lagerungsbedingungen /-dauer; ® Extractables und
Leachables bei Verwendung von Tubentyp A#1

Die vorab durchgefiihrten physikochemischen Priifungen gaben kaum Anhaltspunkte fiir
die in den Extraktions- und Migrationsstudien nachgewiesenen, qualitativen Mangel. In
den Anmerkungen der DIN EN 15384 [DIN 2008a] wird darauf hingewiesen, dass die

Bestimmung der Porositdat niemals als alleiniges Kennzeichen zur Qualitdtsbestimmung
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dienen darf, sondern immer im Zusammenhang mit weiteren Kenndaten sowie Ergeb-
nissen ,erweiterter Stabilitdtsstudien’ zu evaluieren ist. Weder Schichtdickenbestimmung
noch Polymerisationsbestimmung ermoglichten eine valide Differenzierung der Tuben.
Auch sind unter ,erweiterten Stabilitatsstudien’ im Sinne der Norm eher physikalische
Parameter (Verformbarkeit, Haftfestigkeit des Lackes) zu verstehen und weniger Kompa-
tibilitatsstudien im pharmazeutischen Sinne gemaR Richtlinie 2001/83/EG [EUROPAISCHES
PARLAMENT UND RAT 2001]. Die generelle Eignung des ,Prifverfahrens zur Bestimmung der
Polymerisation der Innenbeschichtung mit Aceton’ gemaR DIN EN 15766 [DIN 2009e]
kann nicht beurteilt werden, da zur Verifizierung keine Innenbeschichtungen mit bekannt
unzureichender Polymerisation zur Verfligung standen. Es gilt jedoch zu beachten, dass
eine ausbleibende Oberflachenveranderung nicht im Umkehrschluss als Beweis einer hin-
reichenden Polymerisation interpretiert werden sollte.

Somit mussen die in der Praxis gangigen und lblicherweise in CoAs gelisteten physika-
lisch-chemischen Prifparameter als allein nicht ausreichend fir eine Qualitatsbeurteilung
von Aluminiumtuben halbfester, pharmazeutischer Darreichungsformen angesehen

werden.

Die ,Migrationsprifung’ der Tuben vom Typ A#2 mit den Standardsimulanzien nach
Lebensmittelrecht bestéatigte deren prinzipielle Eignung als Lebensmittelverpackung, da
die in den (Ublichen FSLs nachgewiesenen Restmonomermengen die spezifischen
Migrationsgrenzwerte um fast zwei Zehnerpotenzen unterschritten. Das Ergebnis kann
jedoch nur eingeschrankt auf das Leaching von BPA, BADGE und dessen Derivaten in
halbfeste Darreichungsformen tbertragen werden. Wahrend fir rein wassrige / lipophile
Matrices noch maRig realistische Vorhersagen getroffen werden konnten, wurden die
potentiellen Leachables in Bezug auf Matrices mit erhéhtem Extraktionspotential (z.B.
alkohol- oder PEG-haltige Matrices) gravierend unterschatzt. Lediglich bei Anwendung der
in Richtlinie 97/48/EG [EUROPAISCHE KommMmissioN 1997] beschriebenen, fakultativen
Ersatzprifung mit Ethanol konnte eine ndaherungsweise Bestimmung der Extractables
erzielt werden, wobei die Verwendung des Alkohols infolge der beschriebenen
Abreaktion mit den oxiranringhaltigen Analyten abzulehnen ist. Ergo sind in Bezug auf
BPA, BADGE und dessen Derivate die Migrationspriifungen mit den gangigen FSLs nach
Lebensmittelrecht fiir die Simulation halbfester Darreichungsformen nur sehr bedingt und
fur die Abschatzung der Extractables als ungeeignet anzusehen.

In den letzten Jahren wurden vermehrt mathematische Modelle zur Abschatzung des
Leachings aus Polymeren publiziert. Voraussetzung fiir deren Anwendbarkeit ist die
Kenntnis der Ausgangsmenge an Restmonomeren sowie diverser physikochemischer
Kenndaten des Donorpolymers und des Akzeptormediums. Die Komplexitdt von Epoxid-

harzrezepturen und pharmazeutischen Formulierungen sowie potentielle Veranderungen
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der Materialeigenschaften infolge Sorptionsprozessen limitieren die Anwendbarkeit und

Aussagekraft der rechnerischen Modelle.

Auch nach ausfuhrlicher Untersuchung und Beurteilung durch das AFC [2004 / 2006] wird
das toxikologische Potential von BADGE und BPA noch immer kontrovers diskutiert (vgl.
Kap. 1.4 und 1.5). Cumie et al. [1981] konnten in Tierversuchen demonstrieren, dass nach
dermaler Applikation lediglich 23 % BADGE resorbiert werden, wobei S@EBORG et al.
[2006] vorhersagen, dass BADGE mit einem log K,-Wert von -3,10 am besten von allen
Derivaten permeiert. Im Laufe des Resorptionsvorganges findet eine metabolische
Hydrolyse der Epoxidgruppen statt [BOOGARD et al. 2000]. KADDAR et al. [2008] zeigten in
vitro, dass Schweinehaut nach zehnstilindiger Exposition lediglich 11 % des applizierten
BPAs enthielt, wobei ein GroRteil an der Hautoberfliche akkumulierte. Trotz der
offenkundig guten dermalen Barrierefunktion gegeniiber BPA und BADGE gilt es zu
bedenken, dass Dermatika haufig auf pathologisch geschwachter und/oder verletzter
Haut sowie auf offenen Wunden appliziert werden (z.B. Jodsalben auf Macrogolbasis),
sodass in diesen Fallen von einer reduzierten Barrierefunktion ausgegangen wird [SBEBORG
et al. 2007]. Auch Bestandteile der Matrixrezeptur, zum Beispiel Alkohole, kbnnen die
Funktionalitat der Hautbarriere — wie haufig auch pharmazeutisch-technologisch zunutze
gemacht — herabsetzen (penetration enhancer). So beobachteten KANERVA et al. [2002]
nach BADGE-Applikation beim ,Nachwischen’ mit einer alkoholischen Losung eine

deutliche Intensivierung der Utricariasymptomatik.

Um die Qualitdt und Unbedenklichkeit von halbfesten Darreichungsformen zu gewahr-
leisten, sind Interaktionen zwischen Innenbeschichtung und Formulierung stets zu
beriicksichtigen. Unabhangig von der Aussagekraft von Tests mit Simulanzlésemitteln gilt
es zu beachten, dass die liblichen CoAs zwar die prinzipielle Eignung eines Innenschutz-
lackes bei bestimmungsgemaler Applikation belegen, Riickschliisse hinsichtlich der Quali-
tat der Innenschutzbeschichtung respektive des Restmonomergehaltes beim fertigen
Packmittel indes nicht gezogen werden kdénnen. Ebenso wenig kénnen Ergebnisse von
bestehenden Interaktionsstudien vorbehaltlos auf neue Matrices alternativer Zusammen-
setzung Ubertragen werden, da einzelne Rezepturbestandteile oder sogar deren Partial-
strukturen das Ausmalf’ des Leachings mitunter massiv beeinflussen. Als geeignetes Mittel
der Qualitatskontrolle wird ein stichprobenartiges Monitoring der Extractables aus
Innenbeschichtungen samtlicher Aluminiumtubenchargen mit geeigneten Extraktions-
medien und —bedingungen gemal Guideline on plastic immediate packaging materials
[EMEA 2005] empfohlen, zumal eine Quantifizierung der Extractables mit relativ geringem
Aufwand realisiert werden kann. Bei Nachweis relevanter Extractable-Mengen sind dari-

ber hinaus Interaktionsstudien mit dem fertigen Arzneimittel unverzichtbar. Aufgrund des
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breiten Spektrums halbfester pharmazeutischer Formulierungen erscheint in diesem
Zusammenhang die Erstellung allgemeinglltiger Methoden zur Bestimmung der

Leachables in den jeweiligen Matrices als impraktikabel.

Nach derzeitigem wissenschaftlichen Stand werden die Restmonomergehalte an BPA,
BADGE sowie dessen Derivaten als Surrogatparameter flir die qualitative Beurteilung
einer Innenbeschichtung auf BPA-Basis verwendet, da das Risikopotential von
Epoxidharzbestandteilen als reziprok proportional dem Polymerisationsgrad angesehen
wird. Es gilt jedoch zu bedenken, dass diese Restmonomere nur einen Bruchteil (3 —20 %)
der tatsachlichen Extractables / Leachables reprdsentieren [BRONz et al. 1998, BIEDERMANN
et al. 1998, BERGER und OEHME 2000, ScHAFER und SIMAT 2004, GroB et al. 2006]. Der
Uberwiegende Anteil der migrierenden Bestandteile setzt sich aus Oligomeren,
Reaktionsprodukten mit Additiven und Verunreinigungen zusammen, von denen bis
heute nur wenige identifiziert, geschweige denn toxikologisch bewertet wurden.
Aufgrund der strukturellen Ahnlichkeit mit BPA und BADGE kann eine toxikologische und
allergene Relevanz zumindest nicht ausgeschlossen werden. In diesem Zusammenhang
sind darliber hinaus potentielle Reaktionsprodukte mit Matrixbestandteilen zu

berlicksichtigen [u.a. RICHARD et al. 1999, PETERSEN et al. 2008].

Nicht zuletzt sollte es im Ansinnen der Tubenhersteller und -anbieter liegen, qualitativ
hochwertige Packmittel zu produzieren. Uber die Verwendung von priapolymerisierten
Epoxidharzen hoher Reinheit, respektive mit geringem Restmonomergehalt, ist es mog-
lich, Tuben mit sehr geringen Extractable-Mengen herzustellen [SIMAL-GANDARA et al.
1998, THEOBALD et al. 2002]. Da jedoch 95 % der Epoxidharze fir andere Anwendungen
produziert werden, scheint der Reinheit der Ausgangsmaterialien bei der Lackherstellung
zuweilen eine untergeordnete Rolle zu zukommen [ANKLAM und BATTAGLIA 1999]. Positiv zu
bewerten ist, dass lediglich zwei Tubentypen eines einzelnen von sieben getesteten
Anbietern erh6hte Konzentrationen an Extractables aufwiesen; auffallig war bei diesen
Tubentypen die mégliche Polyurethanbeimischung. In Ermangelung alternativer Tuben-
typen mit vergleichbaren Absorptionsbanden konnte indes keine Aussage (iber poten-

tielle kausale Zusammenhange getroffen werden.

Alles in allem scheint es sich angesichts der vielen Tuben mit geringen Mengen an Extrac-
tables um eine weitgehend vermeidbare Problematik zu handeln. Es ware zu begriiRRen,
wenn kinftig im Rahmen der Tubenherstellung neben den 6konomischen Aspekten auch
der Verbrauchersicherheit ein hoher Stellenwert eingeraumt und der Gehalt an Extrac-

tables routinemaRig Giberprift wiirde.
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7 Zusammenfassung

Aluminiumtuben stellen ein weit verbreitetes Primarpackmittel halbfester, pharmazeu-
tischer Darreichungsformen dar. Um einen direkten Kontakt zwischen Metall und Arznei-
mittel zu verhindern, sind die Tuben Ublicherweise mit einem polymeren Innenschutzlack
auf Basis eines Epoxidharzes vom BPA-Typ beschichtet. BPA, BADGE und dessen Derivate,
als Restmonomere aus dem Herstellungsprozess bekannt, sind in der Lage, als potentielle
Leachables aus der Beschichtung in das Fillgut Gberzugehen.

Ziel der Untersuchungen war es zu bestimmen, in welchem Ausmald die genannten
Restmonomere aus den Innenbeschichtungen handelsiblicher Aluminiumtuben fir den
pharmazeutischen Gebrauch extrahiert werden kénnen. In Migrationsstudien mit unter-
schiedlichen pharmazeutischen Formulierungen sollten Art und Umfang des Leachings in
Abhangigkeit von der Matrixzusammensetzung geprift und gegebenenfalls migrations-
beeinflussende Faktoren evaluiert werden. Anhand der gewonnenen Daten sollte die Eig-
nung und Aussagekraft von gangigen Analysezertifikaten fir die qualitative Beurteilung
von Aluminiumtuben hinsichtlich Extractables und Leachables untersucht werden.

In einer vergleichenden Extraktionsstudie mit Acetonitril an 17 Tubentypen sieben ver-
schiedener Anbieter konnten aus allen Innenbeschichtungen Restmonomere extrahiert
werden, wobei sich deutliche Unterschiede hinsichtlich der qualitativen und quantitativen
Zusammensetzung der Extractables ergaben. Insbesondere bei Tuben eines Anbieters
Uberstiegen die Extractables die Restmonomergehalte der Ubrigen Anbieter um mindes-
tens ein bis zwei Zehnerpotenzen, wobei Uberwiegend reaktivere Derivate mit freien
Epoxidgruppen nachgewiesen wurden. Bei der Durchfiihrung von Migrationsprifungen
mit Standardsimulanzlésemitteln gemald lebensmittelrechtlichen Vorgaben wurde bei
selbigen Tuben lediglich ein Bruchteil der in der Innenbeschichtung enthaltenen Rest-
monomere erfasst.

In Migrationsstudien mit etablierten pharmazeutischen Matrices konnte unter
zulassungsiiblichen Prifbedingungen bei allen Formulierungen Leaching nachgewiesen
werden, wobei Art und Umfang — neben der Lagerdauer und -temperatur — entscheidend
durch die Matrixzusammensetzung beeinflusst wurden. Der Polaritat der Matrix sowie
insbesondere dem Vorhandensein von PEG-Partialstrukturen kam eine groRe Bedeutung
zu. Es konnte fiur PEG-haltige Matrices gezeigt werden, dass bei zulassungsiiblichen
Lagerungsbedingungen ein weitgehend quantitatives Leaching von BPA, BADGE und
dessen Derivaten stattfinden kann. Migrationsstudien mit Standardsimulanzlésemittel
gemalR Lebensmittelrecht sind daher fiir die Abschatzung des Migrationsausmales in

halbfeste, pharmazeutische Formulierungen ungeeignet. Als weiterer, das Leaching
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fordernder Faktor wurden dariiber hinaus ,/In-Use‘-Bedingungen in Form einer mechani-
schen Beanspruchung des Packmittels identifiziert.

Des Weiteren musste festgestellt werden, dass hinsichtlich Extractables und
Leachables fur Aluminiumtuben nur selten aussagekraftige Unterlagen zur Verfligung
stehen. Es konnte gezeigt werden, dass physikochemische Tests nur bedingt Riickschlisse
auf die Qualitat von Epoxidharzbeschichtungen zulassen. Analysenzertifikate, die zum
Nachweis der Qualitat der Innenbeschichtung nach lebensmittelrechtlichen Vorgaben
erstellt worden waren und sich zum Teil auf Rohlacke bezogen, erwiesen sich als unge-
eignet flr eine Qualitatsbeurteilung der Salbentubeninnenbeschichtung hinsichtlich
Restmonomergehalt.

Zur Gewahrleistung von Qualitat und Unbedenklichkeit halbfester Formulierungen sind
Interaktionen zwischen den Beschichtungen und den Arzneiformen stets zu berlicksichti-
gen. Fur die Beurteilung der Qualitdt des Primarpackmittels wird eine Extraktion der
beschichteten Aluminiumtuben unter Verwendung geeigneter Prifmedien und -bedin-
gungen als notwendig angesehen. Bei Nachweis relevanter Restmonomergehalte sind

individuelle Migrationsuntersuchungen mit der tatsachlichen Formulierung erforderlich.
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8 Experimenteller Teil

8.1 Materialien, Gerite und Methoden

8.1.1 Gerite

8.1.1.1 HPLC-FLD

Sofern nicht anders angegeben, Komponenten von Dionex (Germering, Deutschland).

Quaterndre Pumpe P 680A LPG-4

Autosampler ASI-100 T, 250 pl Injektionsschleife, Kihlung (4 °C / RT)
Sdulenofen STH 585 (Gynkotek, Germering, Deutschland)

Vorsaule Multospher 100 RP18 - 5, 10 x 4 mm (CS-Chromatographie,

Langerwehe, Deutschland)

Saule Multospher 100 RP18 - 5, 250 x 4 mm (CS-Chromatographie,
Langerwehe, Deutschland)

oder

Jupiter 5. C18 300 A 150 x 4,60 mm (Phenomenex, Aschaffen-
burg, Deutschland)

Fluoreszenzdetektor RF2000
Auswertesystem Chromeleon 6.40 SP8 Build 800

8.1.1.2 Semi-prdparative HPLC-DAD

Sofern nicht anders angegeben, Komponenten von Gynkotek (Germering, Deutschland).

Bindre Pumpenkombination M 480, M 300 CS

Autosampler Gina 50, 1000 pL Injektionsschleife

Saulenofen STH 585

Saule Jupiter 5 C18 300 A 250 x 10,00 mm (Phenomenex, Aschaffen-
burg, Deutschland)

Diodenarraydetektor UVD 340S (Dionex, Germering, Deutschland)

Auswertesystem Chromeleon 4.32 Build 392 (Dionex, Germering, Deutschland)

8.1.1.3 ATR-FTIR
Komponenten von PerkinElmer Instruments (Waltham, MA, USA).
FTIR-Spektrometer Spectrum One

ATR-Einheit Universal ATR Sampling Acessory

Auswertesystem Spectrum (Version 3.02.01)
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8.1.1.4 HPLC-DAD-MSD

Sofern nicht anders angegeben, Komponenten von Agilent Technologies (Boblingen,

Deutschland).

Quaterndre Pumpe
Degasser

Autosampler + Thermostat
Saulenofen

Vorsaule

Saule

Diodenarraydetektor
Massenspektrometer

Auswertesystem

8.1.1.5 Weitere Geriite

Klimaschranke

Kihl-Gefrierkombination

Magnetriihrer

Messschieber

pH-Messgerat
Rotationsverdampfer

Salbenbad

Salben-Mischmaschine
SPE-Vakuumeinheit
Trockenschrank

Tubenabfiillanlagen

Tubenausquetscher

TubenschlieBzange

G1311A
G1322A
G1329A und G1313A
G1316A

Multospher 100 RP18 - 5, 10 x 4 mm (CS-Chromatographie,
Langerwehe, Deutschland)

Multospher 100 RP18 - 5, 250 x 4 mm (CS-Chromatographie,
Langerwehe, Deutschland)

G1315A
G1946D
Chemstation B.03.01 SR1

Konstant-Klimaprifschrank VC 0033 (Vétsch Industrietechnik,
Balingen-Frommern, Deutschland)

KSV 3321/05 (Robert Bosch Haustechnik, Gerlingen-Schillerhdhe,
Deutschland)

MR 3001K / MR 3002 S + Temperaturregler EKT3001 (Heidolph
instruments, Schwabach, Deutschland)

DIGI-MET 1/100 150x40 mm (Preisser Messtechnik, Gammer-
tingen, Deutschland)

pH-Meter 780 (Metrohm, Herisau, Schweiz)
Blchi 471 (Biichi Labortechnik, Flawil, Schweiz)

Serien-Mehrzweckheizbad Typ SMR 2 (Harry Gestigkeit, Diissel-
dorf, Deutschland)

Unimix (Haagen & Rinau Mischtechnik, Bremen, Deutschland)
Baker spe-12G (Mallinckrodt Baker, Deventer, Niederlande)
Heraeus kelvitron t (Heraeus instruments, Hanau, Deutschland)

KDP 115 Kolbendosiermaschine, pneumatisch (Hundt Spezial-
maschinen, Pfinztal, Deutschland)

Tubenfillmaschine Hammonia (Wepa Apothekenbedarf,
Hillscheid, Deutschland)

aponorm-Tubenfiller (Wepa Apothekenbedarf, Hillscheid,
Deutschland)

Tube-Wringer (Gill Mechanical Company, Eugene, OR, USA)
aponorm (Wepa Apothekenbedarf, Hillscheid, Deutschland)



Ultraschallbdder

Vakuumtrockenschrank

Waagen

Wasserbad, temperierbar

8.1.2 Chemikalien
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Sonorex RK 100 H, Sonorex Super (Bandelin electronic, Berlin,
Deutschland)

vacutherm VT 6060 M (Heraeus instruments, Hanau, Deutsch-
land)

PG603-S DeltaRange (Mettler Toledo, GielRen, Deutschland)

AX205 DeltaRange (Mettler Toledo, GieBen, Deutschland)

LA34000P (Sartorius, Gottingen, Deutschland)

Haake Typ 111 + Haake E3 Heizgerdt mit Pumpe (Thermo
Electron, Karlsruhe, Deutschland)

8.1.2.1 Referenzsubstanzen

Mit Ausnahme von BPA (Sigma-Aldrich, Gillingham, UK) und BADHPE (Sigma-Aldrich,

St.Louis, MO, USA) wurden alle Referenzsubstanzen von Fluka (Buchs, Schweiz) bezogen.

Die Gehaltsangaben der Analysenzertifikate wurden als Ist-Werte (bernommen. Gegen-

seitige Verunreinigungen der Referenzsubstanzen (u.a. BADGE:-2H,0 in BADGE-H,0)

fanden bei der Herstellung der Mischstandards rechnerisch Berlicksichtigung.

8.1.2.2 Solvenzien

Aceton

Acetonitril

2-Butanon
tert-Butylmethylether
Ethanol

n-Heptan

n-Hexan

Isooctan

Methanol

Olivendl

2-Propanol

p.a. (Merck, Darmstadt, Deutschland)

gradient grade (Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland)
p.a. (Merck, Darmstadt, Deutschland)

p.a. (Merck, Darmstadt, Deutschland)

puriss. (Merck, Darmstadt, Deutschland)

fir HPLC (Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland)
fir HPLC (Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland)
> 99 % (Fluka, Buchs, Schweiz)

fir HPLC (Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland)
raffiniert (Arcos Organics, NJ, USA)

gradient grade (Merck, Darmstadt, Deutschland)

Gereinigtes Wasser wurde bedarfsabhdngig tiber eine Milli-Q gradient-Anlage (Millipore,

Molsheim, Frankreich) hergestellt.
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8.1.2.3 Sonstige Chemikalien

Ameisensaure puriss. p.a. (Fluka, Buchs, Schweiz)
Ammoniumformiat 99,995+ % (Sigma-Aldrich, St.Louis, MO, USA)
puriss. p.a., flir MS (Fluka, Buchs, Schweiz)
Essigsaure p.a. (Merck, Darmstadt, Deutschland)
Natriumsulfat, wasserfrei p.a. (Merck, Darmstadt, Deutschland)

8.1.2.4 Rezepturbestandteile

Cetylstearylalkohol (Lanette O) Ph.Eur. (Caesar & Loretz, Hilden, Deutschland)
Fettsduresorbitanester 60 (Span 60) Sigma-Aldrich (St.Louis, MO, USA)

Glycerin 85 % Ph.Eur. (Caesar & Loretz, Hilden, Deutschland)
Natriumhydroxid p.a. (Merck, Darmstadt, Deutschland)
Paraffin, dickfliissig Ph.Eur. (Caesar & Loretz, Hilden, Deutschland)
Polyacrylsdure (Carbomer 50.000) Ph.Eur. (Caesar & Loretz, Hilden, Deutschland)
Polyethylenglykol 300 Ph.Eur. (Caesar & Loretz, Hilden, Deutschland)
Polyethylenglykol 1500 Ph.Eur. (Caesar & Loretz, Hilden, Deutschland)
Polysorbat 60 (Tween 60) Ph.Eur. (Caesar & Loretz, Hilden, Deutschland)
Propylenglykol Ph.Eur. (Fluka, Buchs, Schweiz)

Trometamol Ph.Eur. (Caesar & Loretz, Hilden, Deutschland)
Vaselin, weilles Ph.Eur. (Caesar & Loretz, Hilden, Deutschland)

8.1.3 Verbrauchsmaterial
Filter Chromafil PET-45/15 MS (Macherey-Nagel, Diren, Deutschland)
Durapore membrane filters 0,45um HV (Millipore, Irland)

SPE-Kartuschen Bakerbond SPE C18, 500 mg/3 mL (Mallinckrodt Baker,
Deventer, Niederlande)

Spritzen Injekt 2 mL, Einmalspritzen 2-teilig (B.Braun Melsungen,
Melsungen, Deutschland)

8.1.4 Eluenten

8.1.4.1 Ammoniumformiat-Puffer 5 mM, pH 3 (Eluent A)
315 + 3 mg Ammoniumformiat wurden in 1000,0 mL H,0 geldst und mit konzentrierter
Ameisensaure auf pH 3,0 eingestellt. Nach Vakuumfiltration Gber einen Membranfilter

wurde der Puffer vor Verwendung im Ultraschallbad entgast (t ~ 5 min).
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8.1.4.2 MeOH/ACN-Mischung (Eluent B)
Methanol und ACN wurden im Verhaltnis 2:1 (V/V) gemischt, im Ultraschallbad entgast

(t ~ 5 min) und auf Raumtemperatur temperiert.

8.1.5 Aluminiumtuben

Nennfiillgewicht /

Bezeichnung  Anbieter ! Besonderheiten

-volumen

A#1 [ A#2 I 5mL Augensalbentube, Dichtungsgummierung
B I 35mL Durchstechdorn
C Il 4 mL Augensalbentube, Dichtungsgummierung
D Il 7 mL Durchstechdorn, Dichtungsgummierung
E Il 15 mL Durchstechdorn
F i 7 mL
G \Y) 8 mL
H vV 15mL Durchstechdorn
I \ 7 mL Augensalbentube, Dichtungsgummierung
J \ 15mL
K VI 7g
L \ 20¢g
M VI 10g
N2 11 35¢g Augensalbentube
0? 11 30g Durchstechdorn, Dichtungsgummierung
p? 11 50g Durchstechdorn, Dichtungsgummierung
Q? [ 758 Dichtungsgummierung

"Hersteller / Zwischenhandler sind dem Autor bekannt; > Einzelexemplare (n =1)

Aufgrund von Lieferschwierigkeiten seitens Anbieter | wurde ein Chargenwechsel bei

Tubentyp A erforderlich.

8.1.6 HPLC-Methode

Die analytische Methode wurde von PETERSEN [2003] Gbernommen und adaptiert. BPA,
BADGE und die betrachteten Derivate eluierten vor der 25. Minute, sodass der
urspriingliche Gradient (0 min: 40 % Eluent A = 30 min: 25 % Eluent A) um finf Minuten
verkirzt werden konnte (s. Tab. 8.1). Fir die Analytik polysorbathaltiger Matrices wurde

ein marginal abgeflachter Gradient genutzt.
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Tab. 8.1: Analytische Gradientenmethode (in Anlehnung an PETERSEN [2003])
Chromatographisches Verfahren RP-HPLC-FLD (s. Kap. 8.1.1.1)

Mobile Phase Bindrer Gradient
Eluent A: 0,5 mM NH,form, pH 3,0
Eluent B: MeOH /ACN (2:1 V/V)
_konventionell 0 min 60 % Eluent B
25min 72,5 % Eluent B
26 min 95 % Eluent B
35 min 95 % Eluent B
36 min 60 % Eluent B
45 min 60 % Eluent B

i’

0 min 55 % Eluent B
30 min 70 % Eluent B
31 min 95 % Eluent B
40 min 95 % Eluent B
41 min 55 % Eluent B
50 min 55 % Eluent B

,polysorbathaltige Matrices

Flussrate 0,8 mL/min
Temperatur Saulenofen 30°C
FLD-Parameter Aex = 275 nm; Agm = 305 nm

8.2 Physikochemische Vorpriifungen

8.2.1 ATR-FTIR

Die Zylindermantel aller Tubentypen (ausgenommen Typ C, N — Q) wurden abgetrennt
und behutsam geglattet. Nach Fixierung der Substrate auf der ATR-Einheit mit einem
Anpressdruck von 145 + 5 N wurden an jeweils drei Punkten Spektren im Wellenzahl-
bereich von 650 cm™ bis 4000 cm™ aufgenommen (32 Scans, Auflésung: 4 cm™).

Bei allen getesteten Tubentypen variierten die Spektren unterschiedlicher Messpunkte
derselben Tube ausschlieflich hinsichtlich der Gesamtsignalintensitat, nicht jedoch hin-

sichtlich der Auspragung spezifischer Absorptionsbanden.

8.2.2 Bestimmung der Polymerisation

Gemal dem Prifverfahren der DIN EN 15766 [DIN 2009e] wurden bei allen Tubentypen
(ausgenommen Typ C, N — Q) die abgetrennten und geglatteten Tubenmantel mit in
Aceton getrankter Watte mit einem manuellen Anpressdruck von > 10 N/cm? zehnmal
auf- und abgerieben. Zwecks Gewahrleistung der Vergleichbarkeit im Rahmen der nach-
folgenden visuellen Evaluation wurde in Aceton getrankte Watte unter analogen Bedin-

gungen auf einer Glasflache gerieben. AnschlieBend wurden die behandelten Substrate
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mit unbehandelten Innenbeschichtungen selbigen Tubentyps verglichen und hinsichtlich
jedweder Veranderung des Erscheinungsbildes geprift. Parallel dazu wurden die korres-
pondierenden Wattebadusche auf Verfarbungen untersucht.

Bei allen getesteten Tubeninnenbeschichtungen konnten weder Verfarbungen der

Watte noch Modifikation der beschichteten Oberflachen festgestellt werden.

8.2.3 Porosititsmessung / Lackporentest

In Anlehnung an DIN EN 15384 [DIN 2008a] wurden nach dem Befillen der Tuben vom
Typ A#1, A#2, D und K (n = 3) mit einer Elektrolytlosung aus 10 g Kupfersulfat-Penta-
hydrat, 5 mL Eisessig, 0,5 g Netzmittel (Norm: 0,05 g) und 985 mL Wasser eine Spannung
von 4,5 V angelegt und die nach 2 Sekunden flieBenden Strome amperometrisch erfasst.

Flr den anschliefenden visuellen Lackporentest wurde der Elektrolyt fiir 45 Minuten in
den Tuben belassen. Nach mehrmaligem Aussplilen mit Wasser wurden die Tuben auf-
geschnitten und hinsichtlich punktueller Zementation von Kupfer geprift. Zusatzlich wur-
den weitere Tuben derselben Typen einem forcierten Test unterzogen. Zu diesem Zweck
wurde ein Standardelektrolyt fir visuelle Porenpriifungen an lackierten Aluminiumfolien,
bestehend aus 500 mL Wasser, 100 mL Salzsdure 37 %, 25 g Citronensaure und 50 g
Kupfersulfat-Pentahydrat fir 30 Minuten in den Tuben belassen. Die Tuben wurden nach
mehrmaligem Ausspiilen aufgeschnitten und visuell inspiziert.

Sowohl Porositatsmessung als auch Lackporentest wurden extern seitens der Hydro

Aluminium GmbH (Bonn) durchgefiihrt.

8.2.4 Schichtdickenbestimmung

Die Lackschichtdicken respektive die Schichtdickenverteilung wurden interferometrisch
an abgetrennten, geglatteten Tubenmaénteln vom Typ A#1, A#2, D und K bestimmt (n = 3).
Die Schichtdicken wurden aus der ,Durchdringung’ unter Annahme eines fiir Epoxidharze
vom BPA-Typ reprasentativen Brechungsindex von np = 1,5 (Erfahrungswert Hydro Alumi-
nium GmbH) berechnet. Aufgrund der bereits visuell konstatierten Heterogenitat der
Schichtdicken erfolgten Messungen an jeweils vier ,Extrempunkten’: an einer dunkleren,
mittleren und helleren Lackstelle ohne sowie an einer mittleren Lackstelle mit Kratzern.
Diese Untersuchungen erfolgten ebenfalls extern seitens der Hydro Aluminium GmbH

(Bonn).
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Tab. 8.2: Lackschichtdickenverteilung [um] bei Tuben vom Typ A#1, A#2, D und K [Hypro 2006]

Tube untersuchte Stelle I ! ] 0]
dunkel 10,8 12,2 12,8 11,9

% hell 7,4 8,3 6,2 7,3
= mittel 9,5 9,8 10,5 9,9
mittel mit Kratzern 9,8 7,8 7,7 8,4
dunkel 12,3 13,4 12,9 12,9

S hell 5,4 6,9 6,0 6,1
= mittel 9,9 11,0 7,2 9,4
mittel mit Kratzern 10,7 8,6 10,4 9,9

dunkel 9,2 9,6 8,9 9,2

(o) hell 4,1 6,6 6,3 5,7
I% mittel 6,9 9,9 7,8 8,2
mittel mit Kratzern 6,6 8,4 9,9 8,3

dunkel 6,9 5,3 6,0 6,1

i hell 53 5,6 5,4 5,4
= mittel 5,6 5,7 4,2 5,2
mittel mit Kratzern 5,1 5,7 5,9 5,6

8.3 Aufreinigung des internen Standards

Fiir die semipraparative Aufreinigung stand laborintern eine RP-Sdule vom Typ Jupiter 5u
C18 300A 250 x 10.00 mm zur Verfiigung. Die Methodenentwicklung erfolgte auf der kor-
respondierenden analytischen Saule (s. Kap. 8.1.1.1). Zwecks Vereinfachung der Produkt-

isolierung wurde ein pufferfreies, isokratisches MeOH/H,0-System gewahlt.

8.3.1 Methodenentwicklung im analytischen Maf3stab

Die Optimierung der mobilen Phase erfolgte empirisch. Jeweils 100 pL einer methano-
lisch-wassrigen BADHPE-LOsung (50:50 V/V, ¢ = 2 mg/mL) wurden isokratisch bei sukzes-
siv steigendem Methanolanteil des Eluenten chromatographiert (Flussrate: 0,8 mL/min;
T = 30 °C). Die ,Retentionsfenster’ von BADHPE und den abzutrennenden Verunreinigun-
gen Iz — Is sind in Tabelle 8.3 dargestellt. Bereits marginale Veranderungen des
Eluentenverhiltnisses resultierten in einer signifikanten Anderung der Auflésung
zwischen BADHPE und den Verunreinigungen. Mit einem MeOH/H,0-System im Verhalt-
nis 60:40 (V/V) konnte ein Kompromiss zwischen hinreichender Auflosung und akzep-

tabler Analysendauer erzielt werden.



8 EXPERIMENTELLER TEIL | 115

Tab. 8.3: Retentionsbereiche von BADHPE und dessen Verunreinigungen I3 —I5

MeOH/H,0 tr (BADHPE) tr (I3—1s)
(V/V) [min] [min]
56:44 19,6 — 26,5 34,7-47,1
57:43 17,7-23,8 30,7-41,0
58:42 15,7-21,6 26,9-36,3
59:41 13,9-19,8 23,6 -32,0
60:40 12,5-18,2 20,9 -28,6
61:39 11,2-17,1 18,2 - 26,2

8.3.2 Methodentransfer in semipriparativen Mafdstab

Zwecks Reduktion der Anzahl erforderlicher Injektionen sollten fiir die Aufreinigung

hohere Ausgangskonzentrationen verwendet werden. Ein Schnellversuch ergab fir das

BADHPE-Polymerisationsgemisch eine Loslichkeit von ~ 60 mg/mL in MeOH/H,0

(50:50 V/V). Um einer Prazipitation vor oder wahrend der Injektion vorzubeugen, wurde
fur die Aufreinigung eine Losung zu 50 mg/mL in MeOH/H,0 (50:50 V/V) verwendet. Der

Methodentransfer in den semiprdparativen Mal3stab erfolgte unter sdulenquerschnitts-

bezogener Adaption der Flussrate (s. Tab. 8.4). Durch Erh6hung des Injektionsvolumens

auf 1000 pL sowie die hohere Ausgangskonzentration verbreiterte sich der Elutions-

bereich des BADHPE-Hauptpeaks auf 16,5 bis 31,0 Minuten. Die Verunreinigungen I3 — Is

wurden ab der 36. Minute eluiert. Durch Implementierung eines Spulgradienten konnte

die Elution der Verunreinigungen beschleunigt werden.

Tab. 8.4: Parameter der semipraparativen BADHPE-Aufreinigung

RP-HPLC-UVD (s. Kap. 8.1.1.2)

Chromatographisches Verfahren

Mobile Phase

Flussrate

Temperatur Saulenofen

UV-Detektion

Eluent A:
Eluent B:
0 min:
30 min:
40 min:
45 min:
46 min:

55 min:

3,8 mL/min
30°C
A=275nm

H,0

MeOH

60 % Eluent B
60 % Eluent B
95 % Eluent B
95 % Eluent B
60 % Eluent B
60 % Eluent B

Der BADHPE-haltige Eluent wurde im Messfenster manuell aufgefangen, die vereinten

Fraktionen am Rotationsverdampfer zur Trockne eingeengt (T = 50 °C) und der Riickstand
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Uber Nacht im Vakuumtrockenschrank nachgetrocknet (T = 30 °C). Insgesamt 25 Aliquote
a 1000 pL wurden aufgereinigt. Nach abschlielender Trocknung konnten 1158 mg

gereinigtes BADHPE — entsprechend einer Ausbeute von 93 % — isoliert werden.

8.3.3 Stabilitit von BADHPE

In Intervallen wurden Losungen des aufgereinigten internen Standards in ACN/H,0O
(4,2 mL ad 10,0 mL, ¢ = 500 pg/L) chromatographiert (n = 2) und hinsichtlich der relativen
Peakflachenanteile geprift (s. Tab. 8.5).

Tab. 8.5: Relativer Peakfliachenanteil (%) von BADHPE und dessen Verunreinigungen (I — I5)

BADHPE ‘ I, I, Iy I, I
t=0 80,2 ‘ 1,1 18,7 n.d. n.d. n.d.
t=2a 80,1 \ 12 18,7 n.d. n.d. n.d.

(t = 0): unmittelbar nach Aufreinigung; (t = 2 a): nach 2 Jahren Lagerung bei 4 °C

Die Abweichungen liegen im Bereich der Ungenauigkeit der Messmethode.

8.4 Methodenvalidierung

Im Rahmen der Methodenvalidierung wurden samtliche Berechnungen mit Microsoft
Excel 2007 (Redmond, WA, USA) durchgefiihrt.

8.4.1 Grundkalibrierung

8.4.1.1 Linearitdt

Fiir die Grundkalibrierung wurden Kalibrierstandards aller Referenzsubstanzen inklusive
BADHPE (Mischstandards) in zehn dquidistanten Konzentrationen zu 50 bis 500 pg/L in
ACN/H,0 (4,2 ad 10,0 mL) verwendet (n = 3).

Tab. 8.6: Verfahrenskenndaten der Grundkalibrierung: Verdiinnungsreihe 50 — 500 pg/L

BADGE BADGE BADGE BADGE BADGE
-2H,0 BPA ‘H,0 ‘HCI-H,0 BADHPE  BADGE ‘HCI +2HCI

mV-min-L
m —
]
b [mV - min] -0,589 -0,458 -0,476 -0,497 0,243 -0,323 -0,286 -0,412

0,279 0,259 0,284 0,271 0,245 0,326 0,282 0,258

R? 0,9994 0,9990 0,9993 0,9993 0,9992 0,9990 0,9990 0,9991
sy [mV - min] 1,06 1,22 1,06 1,04 0,998 1,55 1,21 1,19
Sxo0 [% 3,79 4,72 3,72 3,85 4,07 4,77 4,30 4,60
Vo [%] 1,36 1,72 1,41 1,44 1,48 1,74 1,68 1,58

m = Steigung, b = Achsenabschnitt, R? = BestimmtheitsmafR, Sy = Reststandardabweichung, s,o= Verfahrensstandard-
abweichung, Vo = Verfahrensvariationskoeffizient
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Fiir die Verifizierung der Linearitdt des Injektionsvolumens wurden 3 Kalibierstandards
(c = 500 pg/L) in ACN/H,O (4,2 ad 10,0 mL) genutzt. Die Proben wurden mit zehn

dquidistanten Injektionsvolumina im Bereich von 10 bis 100 pL vermessen (n = 3).

Tab. 8.7: Verfahrenskenndaten der Grundkalibrierung: Injektionsvolumina 10 — 100 pL

o PR Tho mdwmo P g gua
m [%] 0,331 0,295 0,335 0,320 0,380 0,324 0,305
b [mV - min] -0,784 -1,062 -1,112 -1,013 -1,642 -1,286 -1,464
R? 0,9998 09995 09997  0,9997  0,9993  0,9995  0,9996
s, [mV - min] 0,755 0,981 0,831 0,821 1,52 1,02 1,01
sxo [ 2,28 3,33 2,48 2,57 4,00 3,15 3,30
Vo [%] 0,81 1,21 0,94 0,96 1,46 1,23 1,14

m = Steigung, b = Achsenabschnitt, R? = BestimmtheitsmaR, sy = Reststandardabweichung, syo= Verfahrensstandard-
abweichung, Vo = Verfahrensvariationskoeffizient

8.4.1.2 Nachweis- und Bestimmungsgrenze

Fir die Bestimmung von LOD und LOQ im Rahmen der Grundkalibrierung wurden Verdin-
nungen des Mischstandards zu 2, 4, 6 und 8 pg/L (n = 3) in ACN/H,0 (4,2 ad 10,0 mL)
erstellt. LOD und LOQ wurden sowohl lber das Signal/Rausch-Verhéltnis nach PH.EUR.
[2008] bestimmt als auch gemall DIN 32645 [DIN 1994] berechnet (s. Kap. 8.4.3.3). Die

Einzelergebnisse beider Verfahren sind nachfolgend gegenibergestellt (s. Tab. 8.8).

Tab. 8.8: Nachweis- und Bestimmungsgrenzen der Grundkalibrierung [ug/L]

WE g WS IS e O
LOD (S/N 3:1) 0,67 0,56 0,59 0,65 0,63 0,73 0,78
LOQ (S/N 10:1) 2,24 1,85 1,97 2,18 2,09 2,45 2,61
LOD (DIN 32645) 0,44 0,38 0,31 0,37 0,42 0,41 0,35
LOQ (DIN 32645) 1,51 1,32 1,08 1,28 1,46 1,40 1,23

8.4.2 Robustheit

8.4.2.1 Stabilitit der Stammlésungen

Die Stabilitat der Stammlosungen wurde parallel zur Herstellung der Arbeitsstandard-
I6sungen geprift. Hierzu wurden verdiinnte Losungen der Einzelstandards in ACN/H,0
(c = 500 pg/L, 4,2 ad 10,0 mL) hergestellt, chromatographiert und hinsichtlich der

relativen Peakflachenverhaltnisse geprift.
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8.4.2.2 Stabilitdt der Standards in wdssriger Losung

Verdiinnte Losungen der Einzelstandards wurden in ACN/H,O (c = 500 pg/L, 4,2 ad
10,0 mL) angesetzt und parallel bei Raumtemperatur und im gekihlten Autosampler
(T = 4 °C) eingelagert. Unmittelbar nach Herstellung, nach drei und sieben Tagen wurden
die Proben chromatographiert und hinsichtlich der relativen Peakflachenverhaltnisse aus-

gewertet.

8.4.2.3 Stabilitdit der Carbomergelproben

Je 5 g Wasserhaltiges Carbomergel DAB, Ultraschallkontaktgel NRF 13.2, ethanolhaltiges
Carbomergel und 2-Propanolhaltiges Carbomergel DAB wurden in Jodzahlkolben (50 mL)
eingewogen und mit einer Mischung der Standards (¢ = 40 pg/kg) sowie dem internen
Standard (c = 200 pg/kg) dotiert (n = 2). Die Proben wurden entsprechend dem optimier-
ten Schema (s. Kap. 8.6.5.4.2) aufgearbeitet, im Autosampler (T = 4 °C) gelagert und in

Intervallen gegen externe Kalibrierproben quantifiziert.

Tab. 8.9: Wasserhaltiges Carbomergel DAB: Mittlere Wiederfindungsraten [%] vs. Lagerdauer (n = 2)

T S ST S g o o
2,0 97,8 102,8 98,7 101,1 98,0 98,3 100,9
8,0 97,6 102,7 98,5 100,3 97,2 98,7 102,7
21,0 98,6 103,6 97,8 100,2 96,8 98,5 102,4
29,0 97,9 104,2 97,1 99,3 95,1 98,0 102,3
41,0 98,1 105,2 96,3 99,8 94,1 97,1 102,4
50,5 98,8 103,8 97,1 100,7 92,1 95,2 101,1
65,0 98,9 104,9 97,3 101,0 90,7 95,0 101,1

Tab. 8.10: Ultraschallkontaktgel NRF 13.2: Mittlere Wiederfindungsraten [%] vs. Lagerdauer (n = 2)

e A e
3,5 87,9 101,0 100,2 99,6 98,9 99,7 100,9
9,5 87,8 99,9 99,8 98,5 98,4 99,0 101,8
22,5 88,2 101,5 99,9 98,9 98,4 99,5 101,5
30,5 87,8 101,6 99,6 98,6 97,1 99,1 101,8
42,5 87,8 102,3 99,0 98,5 97,0 98,8 102,1
52,0 88,5 100,3 99,7 99,7 95,6 97,7 101,1

66,5 88,7 101,5 99,6 99,7 95,4 98,0 101,0
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Tab. 8.11: Ethanolhaltiges Carbomergel: Mittlere Wiederfindungsraten [%] vs. Lagerdauer (n = 2)

e e e i e
1,0 102,4 107,2 97,5 102,5 95,7 98,7 104,2
20,5° 102,3 108,4 97,7 101,8 93,6 97,2 103,4
27,5 102,3 108,0 97,2 103,3 92,6 96,5 103,5
32,5 101,5 108,7 95,6 102,7 91,8 96,9 104,3
42,0 101,9 108,8 96,4 102,8 91,1 95,9 104,1
49,5 101,4 108,4 95,8 102,2 90,1 95,6 103,4
57,0 102,9 109,0 96,3 103,4 89,8 95,4 103,9
64,5 102,6 108,1 95,2 102,8 88,3 94,0 103,0

® Messfehler: keine Daten fiir ca. 10 h nach Einlagerung

Tab. 8.12: 2-Propanolhaltiges Carbomergel DAB: Mittlere Wiederfindungsraten [%] vs. Lagerdauer (n = 2)

i e g M MO% e oMer oA
0,5 99,3 103,8 96,2 99,6 96,0 96,2 98,6
6,5 99,7 102,7 96,2 98,9 94,8 95,9 99,5
19,5 99,7 104,8 96,4 98,9 93,8 95,6 99,5
27,5 100,2 105,0 95,9 99,2 92,9 95,7 99,2
39,0 99,9 105,3 95,3 99,4 92,1 94,5 99,5
49,0 101,1 104,4 95,3 99,8 90,7 93,3 98,6
63,0 100,8 105,4 95,3 100,4 89,0 93,6 98,7

8.4.3 Matrixkalibrierung

8.4.3.1 Wiederfindung
GemaR den Mindestanforderungen der ICH-Guideline Q2 (R1) [EMEA 1995] wurden bei

allen Matrices neun Bestimmungen verteilt auf drei unterschiedliche Konzentrationen
vorgenommen. Hierbei wurden die Dotierungslevel der Referenzsubstanzen sowie des
internen Standards an die matrixspezifische Probenaufarbeitung adaptiert (s. Tab. 8.13).
In Vorversuchen konnte keine homogene Direktdotierung der Matrices erreicht wer-
den, sodass die Dotierung alternativ unmittelbar nach Matrixeinwaage via in ACN
geldsten Standards erfolgte. Zusatzlich zu den neun dotierten Proben wurden analog den
Migrationsstudien drei undotierte Matrixproben zur rechnerischen Kompensation gege-
benenfalls auftretender Interferenzen in den Chromatogrammen (background subtrac-
tion) mitgefihrt. Alle Proben wurden gemaR den individuell entwickelten Schemata
(s. Kap. 8.6.5) aufgearbeitet und in Doppelbestimmung gegen direktpipettierte Standards

vermessen.
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Tab. 8.13: Dotierungslevel fiir die Bestimmung der Wiederfindungsraten

Dotierung [ug/kg]

Matrices
Referenzsubstanzen ISTD
Einfache Augensalbe DAC
Einfache Augensalbe DAC + 10 % Span 60
. i . 20/100 /200 1000
Nichtionische Hydrophile Creme DAB + Varianten
Wasserhaltiges Carbomergel DAB *
Wasserhaltiges Carbomergel DAB >
Ultraschallkontaktgel NRF 13.2
. 4/20/40 200
Ethanolhaltiges Carbomergel
2-Propanolhaltiges Carbomergel DAB
PEG 300
. 40/ 200/ 400 2000
Einfache Augensalbe DAC + 10 % Polysorbat
Macrogolsalbe DAC 40 /200 / 400 4000
Polysorbat 60 100 / 500/ 1000 10000

! konventionelle Methode (s. Kap. 8.6.5.4.1); 2optimierte Methode (s. Kap. 8.6.5.4.2)

8.4.3.2 Priifung auf Varianzenhomogenitdit
Auf Varianzenhomogenitat (Homoskedastizitdt) wurde mittels Test nach Hartley gepriift.
Hierbei wurde, ausgehend von der Nullhypothese der Homoskedastizitat, der Quotient
aus groRter und kleinster Stichprobenvarianz (E,,4,) mit der tabellierten PriifgroRe F,, gy
verglichen [SACHS und HEDDERICH 2006].

~  _ Shax

max — 2
Smin

Formel 8.1: Priifung der Gleichheit mehrerer Varianzen nach Hartley

Unter der Annahme, dass die Unsicherheit des Leerwertes Giberwiegend durch den Mess-
vorgang inklusive der manuellen Peakintegration determiniert wurde und weniger auf die
vorherige Probenaufarbeitung zuriickzufiihren war, wurden bei der Berechnung von E,,
sowie bei der Festlegung der PriifgroRe die Einzelmessungen (v = ny — 1 = 5) der jewei-
ligen Kalibrierlevel (k = 3) einbezogen. Die Streuung aus der rechnerischen Korrektur
Uber den internen Standard ging in die Messwerte direkt ein, sodass diese bei der Fest-
legung der Freiheitsgrade unberiicksichtigt blieb.

Die Uber den internen Standard korrigierten Messwerte aus der Bestimmung der
Wiederfindungsraten wurden bei samtlichen Matrices hinsichtlich Homoskedastizitat
gepriift. Uberschritt F"max bei vorgegebener Irrtumswahrscheinlichkeit (@« = 0,05) den

tabellierten Wert (E,,4 = 10,8), wurde die Homogenitatshypothese abgelehnt.
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Tab. 8.14: Priifgr6Ben des Tests auf Homoskedastizitat nach Hartley

e on e ai st U e
Einfache Augensalbe DAC  56,8° 31,5 31,4° 86,1° 5,4 1,1 14,4°
T10%poleorbate0 | 30 56 34 83 14 a0 72
firlr{)a;hsep;:zg:élsalbe DAC 5.2 75 49 0.5 6.4 " s g
:’::;:,rgg‘{es Carbo- 55 98 69 2,9 104 96 58
memelpaEE o 1599 77 S5 51 43 14
Zﬁ;a;;l;allkontaktgel 46 21 21 5.9 106 4 23
Corbarmengei DAR. 2 88 78 68 100 95 48
E:I:;gz:l;::;lges 98 101 26 6,4 73 713 63
Iélri;:iogﬁ;he Hydrophile 4,2 38 16 6.4 - 6.0 63
Crome DA Variantet | 61 S0 48 51 28 73 83
Crome DAB - variantenl | 75 33 207427 94 17
Crome DAB _Variantem | 105 L1 34 48 20 69 1
Polysorbat 60 8,9 4,4 6,5 7,0 10,0 4,3 3,6
PEG 300 9,4 6,1 8,5 4,0 5,3 7,1 5,7
Macrogolsalbe DAC 10,5 7,0 4,7 4,1 9,1 7,0 4,3

! konventionelle Methode (s. Kap. 8.6.5.4.1); 2 optimierte Methode (s. Kap. 8.6.5.4.2); ? Uberschreitung der tabellierten
PrifgroRe Foax

Anhand der vorliegenden Stichproben lieB sich auf dem 5 %-Niveau die Nullhypothese auf
Homoskedastizitdt mit Ausnahme einzelner Analyten bei Einfache Augensalbe DAC und
Einfache Augensalbe DAC + 10 % Span 60 nicht ablehnen (s. Tab. 8.14).
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8.4.3.3 Berechnung von Nachweis und Bestimmungsgrenze

Die Berechnung der Nachweisgrenze (x;,p) wurde mittels der in DIN 32645 [DIN 1994]
angegeben Formel 8.2 aus den Daten der Grundkalibrierung (s. Kap. 8.4.1), respektive fur
die Matrixkalibrierung aus den Daten der Wiederfindungsversuche (s. Kap. 8.4.3.1)
durchgefiihrt. Fir die Kalkulation der Bestimmungsgrenze (x,oo) war eine Iterations-
vorschrift angegeben. Durch Substitution von x4, im Wurzelausdruck durch k = x;4p
konnte eine hinreichende Naherung der Bestimmungsgrenzen erzielt werden. Die relative
Ergebnisunsicherheit wurde zu 33,3 % (k = 3) definiert [ERMER und MILLER 2005].

1 (xp09 —%)°
X100 = k20" b |+~ + e ——

n Qx

f =n— 2 Freiheitsgrade f =n— 2 Freiheitsgrade

XLop = Sx0 " tf;a

Formel 8.2: Berechnung der Nachweis- und Bestimmungsgrenze gemaf DIN 32645 [DIN 1994]
Sxo= Verfahrensstandardabweichung; tf.,= Quantil der t-Verteilung (& = 0,05); m = Anzahl der
Messungen je Probe; n = Gesamtanzahl der Kalibriermessungen; X = Arithmetisches Mittel der Gehalte
aller Kalibrierproben; Q,= Summe der Abweichungsquadrate von X bei der Kalibrierung; k = Kehrwert der
relativen Ergebnisunsicherheit zur Charakterisierung der Bestimmungsgrenze

8.5 Extraktionsstudien

Im Rahmen der Extraktionsstudien wurden samtliche Leertuben ausgewogen, mit den
Nennvolumina der jeweiligen Solvenzien beflllt, manuell via Tubenzange verschlossen
(3-fach Falz) und mit den Verschliissen nach unten in Reagenzglasstandern — bei groRk-
volumigeren Tuben in Bechergldsern — fixiert. Mittels Differenzwagung der beflllten
Tuben zum Zeitpunkt der Einlagerung und der Probenahme wurde die Dichtheit Gber den
Lagerungszeitraum kontrolliert. Tuben mit inhaltsbezogener Abweichung < 0,3 % wurden
als dicht angesehen. Bei Abweichungen im Bereich von 0,3 bis 2,0 % wurde nach erfolgter
Quantifizierung und einem Vergleich der Messergebnisse mit den Parallelmessungen
individuell Gber die Einbeziehung in die Auswertung entschieden. Tuben mit Solvensver-
lust > 2,0 % wurden verworfen. Nach flillmedienspezifischer Aufarbeitung erfolgte die
Abflllung in Vials zur Entfernung potentieller partikularer Bestandteile via Einmalspritzen
Uber 0,45 um-Filter. Die Quantifizierung wurde unter Standardbedingungen (s. Tab. 8.1)

gegen externe Kalibrierproben in Doppelbestimmung vorgenommen.

8.5.1 Extraktionskinetik

Tuben vom Typ A#2, D und | wurden mit ACN befiillt und simultan bei Raumtemperatur
(Typ A#2 und 1) und im Klimaschrank bei 40 °C (Typ A#2, D und 1) eingelagert (s. Kap. 8.5).
In Intervallen wurden jeweils drei Tuben randomisiert entnommen und wie folgt aufge-
arbeitet: Aliquote zu 1 mL (Typ A#2) bzw. 4 mL (Typ D und 1) wurden mit ACN auf 4,2 mL

erganzt und anschliefend mit Wasser auf 10 mL aufgefillt. Aufgrund der hohen Konzen-
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trationen an Extractables bei Tubentyp A#2 wurden diese zusatzlich zur 100 pL-Injektion
mit einem adaptierten Injektionsvolumen — ebenfalls in Doppelbestimmung — vermessen
(s. Tab. 8.15 bis Tab. 8.19).

Tab. 8.15: Tubentyp A#2: Extraktionskinetik mit ACN bei Raumtemperatur
Zeit

[d] BADGE:2H,0 BPA BADGE-H,0  BADGE-HCI-H,0 BADGE BADGE-HCI
1 253+6 956 + 25 5370 + 210 59,1+4,3 43800 £ 3200 1490 + 60
2 243 +19 967 +70 5120 +430 58,5+4,1 40600 + 3000 1450+ 110
5 222+6 971+97 4690 + 140 55,6 +3,3 36100 + 1000 1330+ 40
7 240+ 18 978 +6 5010 + 400 60,5+ 2,5 39300 + 3800 1420+ 60
9 215+3 991 + 27 4490 + 50 56,0+1,0 33800 + 1000 1310+ 20
12 228+4 950 + 265 4530 £ 150 58,1+12,6 37300 + 5700 1450+ 120
14 229+ 26 1100 £ 90 4570 £ 650 67,9+3,5 34500 + 7300 1540 £ 130

Mittlere Konzentrationen mit Standardabweichung in pug/L (n = 3); BADGE-2HCI nicht nachweisbar

Tab. 8.16: Tubentyp A#2: Extraktionskinetik mit ACN bei 40 °C

Zeit

[d] BADGE-2H,0 BPA BADGE-H,0  BADGE-HCI-H,0 BADGE BADGE-HCI
1 212 +10 814 +163 4220 + 230 47,7+9,9 34900 + 4500 1120+ 60
2 219+52 675 + 235 4450 £ 1060 42,1+11,5 37800 + 8500 1150+ 310
5 194 +13 565 +17 3980 + 230 38,2+1,7 34600 = 3500 986 + 28
7 245+ 38 797 £ 206 4790 + 700 48,2 +10,7 40100 + 8600 1220 +£ 150
9 235+10 623 + 27 4620 + 150 39,4+1,8 40700 + 1500 1080 £+ 20
12 249+ 46 677 £132 4890 + 920 39,8+6,7 41900 + 8000 1140 £ 180
14 233+37 677 + 109 4620 +£ 710 39,4+3,3 39400 + 6900 1120+ 150

Mittlere Konzentrationen mit Standardabweichung in pg/L (n = 3); BADGE-2HCI nicht nachweisbar

Tab. 8.17: Tubentyp I: Extraktionskinetik mit ACN bei Raumtemperatur

Zeit [d] BADGE-2H,0 BPA BADGE-H,0 BADGE-HCI-H,0
1 89,8+7,0 314+21 17,6 £2,2 11,3+0,8
2 89,5+2,3 298+ 6 18,6 £3,5 11,2+0,4
5 117 + 26 297 £ 83 31,6 +12,2 13,5+1,7
7 92,2+9,1 352 +38 18,5+ 2,2 11,4+1,3
9 89,9+3,5 371+46 17,0+1,5 11,2+0,3
12 92,7+6,5 330+18 19,7+1,2 11,1+0,8

Mittlere Konzentrationen mit Standardabweichung in pg/L (n = 3); BADGE, BADGE-HC| und BADGE-2HCI nicht
nachweisbar
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Tab. 8.18: Tubentyp I: Extraktionskinetik mit ACN bei 40 °C

Zeit [d] BADGE:2H,0 BPA BADGE-H,0 BADGE-HCI-H,0
1 100+5 364 + 36 18,7+4,3 11,9+0,8
2 104 +9 378 £54 17,4+1,2 12,0+£0,9
5 134 +11 392 +45 19,5+1,2 146+1,1
7 149+ 16 380+33 20,4+2,8 15,6 +1,6
9 165+ 10 419 + 36 22,2+1,1 16,3+1,1
12 214 +7 484 +33 239+1,3 19,5+0,8

Mittlere Konzentrationen mit Standardabweichung in pg/L (n = 3); BADGE, BADGE-HC| und BADGE-2HCI nicht
nachweisbar

Tab. 8.19: Tubentyp D: Extraktionskinetik mit ACN bei 40 °C

Zei
[ZI]t BADGE-2H,0 BPA BADGE-H,0 BADGE-HCI-H,0 BADGE BADGE-HCI
1 361+53 714+ 40 279+ 20 44,8 £ 2,2 --f 11,7+1,3
2 437 £ 49 772+ 34 314+ 26 57,4+6,3 .- 12,2+0,9
5 604 + 34 823 +17 357+19 72,3+7,4 .- 12,1+1,3
7 659 + 99 842 +57 362 +27 73,6 +11,0 .- 11,3+1,2
8 714+ 40 872 +37 371+31 80,3+5,0 --f 11,3+1,5
9 732+25 865+ 15 376 +21 83,1+2,3 --f 11,3+1,6
12 807 £ 59 906 + 46 3721 90,2+7,1 --f 10,1+1,0
14 860+ 52 896 + 20 397+13 94,1+5,7 --f 10,4+1,7

Mittlere Konzentrationen mit Standardabweichung in pg/L (n = 3); * wegen Peakiiberlagerung nicht auswertbar;
BADGE-2HCI nicht nachweisbar

In einem weiteren Ansatz wurden Tuben vom Typ A#2 mit 2-Propanol befiillt und bei
40 °C eingelagert. In Intervallen wurden jeweils drei Tuben entnommen und wie folgt auf-
gearbeitet: Aliquote zu 1 mL wurden am Rotationsverdampfer zur Trockne eingeengt
(T =40 °C, t =3 min), in 3 x 2 mL ACN/H,0 (70:30 V/V) resolvatisiert und mit Wasser zu
10 mL ergdnzt. Die Proben wurden mit einem Injektionsvolumen von 10 pL in Doppel-
bestimmung vermessen; ausschlieBlich die Konzentrationsverlaufe von BADGE und
BADGE-2H,0 wurden ausgewertet (s. Tab. 8.20).
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Tab. 8.20: Tubentyp A #2: Extraktionskinetik mit IPA bei 40 °C

Zeit [d] BADGE-H,0 BADGE
1 1670+ 780 14000 + 7500
2 2060 + 1230 15600 + 10700
5 2940+ 610 20900 * 5400
7 4680 + 240 35200 + 1400
9 4320 + 680 30000 + 6700
12 4670 + 640 31500 + 6700
14 4480 + 710 28900 * 6600

Mittlere Konzentrationen mit Standardabweichung (n = 3) in pg/L

8.5.2 Extraktionsmedien

Tuben vom Typ A#2 wurden mit H,0, Essigsaure 3 % (m/V), Olivendl, EtOH 10 % (m/m),
EtOH 25 % (m/m), IPA 25 % (m/m), Isooctan, MeOH, EtOH, IPA, Aceton und ACN befillt
und im Klimaschrank flir zehn Tage bei 40 °C eingelagert (n = 5). Zusatzlich wurden mit
Isooctan befiillte Tuben fir 48 Stunden bei Raumtemperatur gelagert (n = 5). Nach der
Probenahme wurden Aliquote der Solvenzien in Abhangigkeit vom verwendeten Fill-
medium gemaR dem nachfolgenden Schema (s. Tab. 8.21) aufgearbeitet. Sofern erforder-
lich, wurden zur Einhaltung des Arbeitsbereichs die Injektions- und/oder Aliquotvolumina

adaptiert.

Tab. 8.21: Filimedienspezifische Probenvorbereitung

Extraktionsmedium Probenvorbereitung
6 Aliquot (4 mL) mit 4,2 mL ACN versetzen, mit H,0 auf 10 mL
2 auffallen
ACN Aliquot (1 mL) mit 3,2 mL ACN ergédnzen, mit H,0 auf 10 mL auffillen

Aceton, EtOH, IPA, Aliquot (1 mL) zur Trockne einengen (T = 40 °C), Resolvatisierung in
Isooctan, MeOH 3 x 2 mL ACN/H,0 (70:30 V/V), mit H,0 auf 10 mL auffillen

EtOH 10/25 %, IPA 25%, Aliquot (1 —4 mL) einengen (T = 40 °C) bis Alkohol / Sdure olfak-
Essigsaure 3 % torisch nicht mehr nachweisbar, dann Vorgehen analog H,0 (s.0.)

Aliquot (4 mL) analog Schema fiir Einfache Augensalbe DAC

Olivenol )
aufarbeiten (s. Kap. 8.6.5.2.1)
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8.5.3 Alkylether von BADGE und dessen Derivaten

8.5.3.1 Darstellung
Separate Losungen von BADGE, BADGE-H,O und BADGE-HCl in MeOH, EtOH und

2-Propanol (¢ = 50 mg/L) wurden fir 10 Stunden unter Rickfluss zum Sieden erhitzt
(T = 110 °C).

8.5.3.2 Verifizierung der Peakzuordnung

Die Losungen der Alkylether von BADGE, BADGE-H,0 und BADGE-HCI (s. Kap. 8.5.3.1) wur-
den mit ACN zu 5 mg/L verdinnt und analog den Bedingungen fiir BADGE und dessen
Derivaten (s. Tab. 8.24) massenspektrometrisch gegen eine Mischung der Referenz-

substanzen (c = 10 mg/L) vermessen.

8.5.4 Extraktion differenter Tubentypen

Tuben vom Typ A bis Q (s. Kap. 8.1.5) wurden mit den jeweiligen Nennvolumina — respek-
tive bei alleiniger Angabe von Fiillgewichten den korrespondieren Volumina — an ACN
befillt (n = 5). Aufgrund zu geringer Stiickzahlen wurden von Tubentyp C und E vier bzw.
zwei Tuben untersucht, bei Tuben vom Typ N bis Q handelte es sich um Einzelexemplare.
Nach zehn Tagen Lagerung bei 40 °C wurden Aliquote zu 1 (Typ A#1/#2, B) bzw. 4 mL
(Gbrige Tuben) entnommen, mit ACN auf 4,2 mL erganzt und mit H,O auf 10 mL auf-
gefillt. Die Quantifizierung erfolgte — sofern erforderlich unter Adaption der Injektions-

volumina — in Doppelbestimmung.
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8.5.5 Massenspektrometrische Untersuchungen

8.5.5.1 Molekiilfragmente und Clusterionen

Tab. 8.22: Gruppenspezifische Molekiilfragmente von BADGE und dessen Derivaten (nach PETerseN [2003]) sowie der
Produkte von BADGE, BADGE-H,0 und BADGE-HCI mit niedermolekularen Alkoholen (s. Kap. 8.5.3)

Massenzahl Herkunft
135 BADGE + Derivate
BADGE
BADGE-H,0
191
BADGE-HCI
BADGE-R-OH
BADGE-H,0
BADGE-2H,0
209

BADGE-HCI-H,0
BADGE-R-OH-H,0

BADGE-HCI
BADGE-2HCI
BADGE-HCI-H,0
BADGE-HCI-R-OH

227 /229

BADGE-MeOH
BADGE-2MeOH
BADGE-MeOH-H,0
BADGE-HCI-MeOH

223

BADGE-EtOH
BADGE-2EtOH
BADGE-EtOH-H,0
BADGE-HCI-EtOH

237

BADGE-IPA
251 BADGE-IPA-H,0
BADGE-HCI-IPA

R-OH = niedermolekulare Alkohole (MeOH, EtOH, IPA)
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Tab. 8.23: Substanzspezifische Clusterionen und Molekiilfragmente im positiven lonenmodus

Molekiilion Clusterbildung mit )
Analyt (H*-Cluster) H,O/NH,* Na* K Fragmentionen
M+1 M+18 M+23 M+39 (m/2)

BADGE * 341 358 363 379 135/191
BADGE-H,0 ! 359 376 381 397 135/191 /209
BADGE-HCI * 377 /379° 394 /396° 399/401* 415/417° 135 /21299131/ 227

BADGE:-2H,0 ! 377 394 399 415 135 /209
BADGE-HCI-H,0 ! 395/397° 412 /4143 417 /419® 433 /435° 135 /2220993/ 227

BADGE-2HCI * 41?;{74;15 @ 433é:§2 @ 4351294;37 @ 45];12;1;53 @ 1322/92827
BADGE-MeOH 373 390 395 411 135/191/223
BADGE-EtOH 387 404 409 425 135 /191 /237
BADGE:-IPA 401 418 423 439 135/191 /251

BADGE-2MeOH 405 422 427 443 135/ 223

BADGE-2EtOH 433 450 455 471 135/237
BADGE-MeOH-H,0O 391 408 413 429 135/209 /223
BADGE-EtOH-H,0 405 422 427 443 135 /209 /237
BADGE:-IPA-H,0 419 436 441 457 135/209 /251
BADGE-HCI-MeOH 409 /411° 426 /428° 431/433°% 447/ 449° 135 /2222933/ 227
BADGE-HCI-EtOH 423 /425° 440/ 442° 445 [/ 447 461/ 463° 135/ 222377/ 229°
BADGE-HCI-IPA 437 /439° 454 / 456° 459 /461° 475 /477° 135/ 222571/ 229°

! hach PeTersen [2003]; 2 Chlorisotope
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8.5.5.2 BADGE + Derivate: Optimierung der Fragmentorspannung

Die Abhangigkeit des TICs sowie des Fragmentierungsmusters von der angelegten Frag-
mentorspannung wurde an einer Mischung der Standards in ACN (¢ = 40 mg/L) im
positiven lonenmodus im Bereich von 50 — 200 V untersucht. Die Vermessung erfolgte

mittels Einzelinjektion unter sukzessiver Erhhung der Fragmentorspannung.

—©— BADGE-2H20 &+~ BADGE-H20 --%-- BADGE-HCI-H20
O~ BADGE --#-- BADGE-HCI —— BADGE-2HCl
i o LN
. . ".0 .......
o R (0]

o8 S
(S S "o
= Q

50 70 90 110 130 150 170 190
Fragmentorspannung [V]

Abb. 8.1: BADGE + Derivate: Fragmentorspannung vs.TIC

Wahrend bei einer Fragmentorspannung von 170 V die Molekiile besonders charakte-
ristisch fragmentierten, konnte im Bereich von 90 bis 130 V ein Maximum des TICs und

daraus resultierend eine hohe Sensitivitat erzielt werden (vgl. Abb. 8.1).

8.5.5.3 BPA: Optimierung der Fragmentorspannung

Die Abhangigkeit des TICs sowie des Fragmentierungsmusters von der angelegten Frag-
mentorspannung (50 — 150 V) wurde an einer BPA-L6sung in ACN (c = 40 mg/L) im negati-
ven lonenmodus untersucht. Die Vermessung erfolgte in Einzelinjektion unter sukzessiver
Erhohung der Fragmentorspannung. AusschlieBlich Fragmente mit relativem TIC-Anteil

> 1 % wurden beriicksichtigt.

8.5.5.4 Tubenvergleich: Verifizierung der Peakzuordnung

Bei Vorhandensein hinreichender Restvolumina aus dem vergleichenden Extraktions-
versuch (s. Kap. 8.5.4) wurden die ACN-Extrakte der Tubeninnenbeschichtungen zwecks
Sensitivitdtserhohung aufkonzentriert. Hierzu wurden bis zu 10 mL einer Mischung der
Extraktreste am Rotationsverdampfer zur Trockne eingeengt (T = 40 °C) und in 1 mL ACN

resolvatisiert. Fiir die Erfassung von BADGE und dessen Derivaten wurde der adaptierte
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Gradient nach PETERSEN [2003] (ibernommen (s. Tab. 8.1). Die massenspektrometrischen

Parameter konnen wie folgt zusammengefasst werden.

Tab. 8.24: Parameter der massenspektrometrischen Detektion von BADGE und dessen Derivaten

MSD-Parameter

RP-HPLC-DAD-MSD (s. Kap. 8.1.1.4)

ESI-(+)

Fragmentorspannung: 120/170V

Scan-Modus (25 %): m/z 100 — m/z 500

SIM-Modus (75 %): charakteristische Fragmente (vgl. Tab. 8.23)

Trocknungsgas: 12 L/min; 350 °C
Verneblerdruck: 60 psig
Kapillarspannung: 4000V

Fir die Verifizierung der Peakzuordnung von BPA ermoglichten die geringen Retentions-

zeiten die Verwendung eines verkirzten Gradienten (s. Tab. 8.25).

Tab. 8.25: Parameter der massenspektrometrischen Detektion von BPA

Chromatographisches Verfahren RP-HPLC-DAD-MSD (s. Kap. 8.1.1.4)

Mobile Phase

Flussrate

Temperatur Saulenofen
DAD-Parameter
MSD-Parameter

8.5.6 Bestrahlung

Bindrer Gradient
Eluent A: H,O
Eluent B: MeOH/ACN (2:1, V/V)
Omin 60 % Eluent B
10 min 65 % Eluent B
11 min 95 % Eluent B
20min 95 % Eluent B
21 min 60 % Eluent B
25min 60 % Eluent B

0,8 mL/min

30°C

A=275nm

ESI-(-)

Fragmentorspannung: 90V

Scan-Modus (25 %): m/z 100 — m/z 300

SIM-Modus (75 %): m/z: 205/206; 227/228; 273/274

Trocknungsgas: 12 L/min; 325 °C
Verneblerdruck: 60 psig
Kapillarspannung: 3500V

Zwei Tuben vom Typ D wurden im Institut fir Physikalische Chemie der Universitat zu

Koéln (AK Prof. Tieke) mittels einer Cobalt-60-Quelle bestrahlt. Die Tuben wurden einer

Strahlendosis von ungefahr 97,8 kGy exponiert, anschlieRend analog den unbestrahlten
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Tuben einer Extraktion mit ACN unterzogen (s. Kap. 8.5.4), die Restmonomere quantifi-

ziert und die Chromatogramme denen unbestrahlter Muster gegeniibergestellt.

8.6 Migrationsstudien

8.6.1 Herstellung der Matrices

Zwecks Minimierung des Kontaminationsrisikos wurde von der Verwendung kommerziell
verfligbarer Matrices abgesehen. Sofern nicht anders angegeben, erfolgte die Herstellung
entsprechend den Vorgaben der jeweiligen Monographien.

Fiir Vorversuche wurden die Rezepturen lGberwiegend manuell mittels Fantaschale und
Pistill dargestellt. Nachdem zu Beginn der Arbeiten Analytsorption in das Melaminharz
der Fantaschalen beobachtet wurde, fanden in der Folge ausschlielRlich Fantaschalen aus
Chromnickelstahl (Wepa Apothekenbedarf, Hillscheid, Deutschland) Verwendung. Fir die
meisten Migrationsstudien wurden die Formulierungen zwecks Homogenitat im 1,5 kg-
Malstab via Salbenmischmaschine hergestellt. Die Gerdteparameter sind den nach-

folgenden Rezepturbeschreibungen zu entnehmen.

8.6.1.1 Salben
Die Rezepturen aller Salben gewahrleisteten eine hinreichende mikrobielle Stabilitat im

Beobachtungsintervall.

Gerateparameter:
e FEinfache Augensalbe DAC + Varianten: 20 rpm, T = 70 °C (Produkttemperatur)
e Macrogolsalbe DAC: 20 rpm, T =40 °C (Produkttemperatur)

Mit Erreichen der homogenen Schmelze wurden die Mantelheizung der Salben-Misch-

maschine deaktiviert und die Rezepturen jeweils liber Nacht kaltgeriihrt.

Tab. 8.26: Salbenrezepturen

Einfache Augensalbe DAC [2007]
+10% O/W- +10% W/0O- | Macrogolsalbe DAC
Original
Emulgator Emulgator
Dickfliissiges Paraffin 40,0 36,4 36,4 Macrogol 300 50,0
Weilles Vaselin 60,0 54,5 54,5 Macrogol 1500 50,0
Polysorbat 60 --- 9,1 ---
Span 60 9,1

Mengenangaben in Massenanteilen
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Einfache Augensalbe DAC:

GemalB Monographie [DAC 2007] war die Rezeptur nach Herstellung via trockener Hitze
(T =160 °C, t = 2 h) zu sterilisieren. Aufgrund temperaturinduzierter Bildung fluoreszenz-
aktiver Verbindungen, welche mit den Analyten in den Chromatogrammen interferierten,
wurde von der Hitzesterilisation abgesehen. Ein maRgeblicher Einfluss des — vor Abfillung
durchzufiihrenden — Sterilisationsprozesses auf das Migrationsverhalten wahrend der

Lagerung war nicht zu erwarten.

Einfache Augensalbe DAC + 10 % Polysorbat 60:

Auch nach langerem Erwarmen unter intensivem Riihren konnte kein einphasiges System
dargestellt werden. Der Emulgator lag nach dem Erkalten feinverteilt in der lipophilen
Phase vor. Dieser Zustand war augenscheinlich stabil. Nach 6-monatiger Lagerung bei

40 °C war keine diskrete Phasentrennung zu erkennen.

Einfache Augensalbe DAC + 10 % Polysorbat 60:
Im Gegensatz zur Rezeptur mit Polysorbatanteil ergab sich nach dem Erkalten ein augen-

scheinlich einphasiges System.

8.6.1.2 Nichtionische Hydrophile Creme DAB [2007] und Rezepturvariationen

Zwecks Vermeidung einer mikrobiellen Kontamination war die Konservierung der
Cremematrices obligat. GemaR DAB-Monographie eignen sich Sorbinsdure und Methyl-
paraben. Angesichts des phenolischen Grundgeriists waren bei Verwendung von Methyl-
paraben analytische Interferenzen eher zu erwarten als bei Sorbinsaure, sodass fiir die

Konservierung samtlicher Cremerezepturen 0,1 % Sorbinsaure zugesetzt wurde.
Gerateparameter: 20 rpm; T =70 °C (Produkttemperatur)

Mit Erreichen der Produkttemperatur von 70 °C und nach Zugabe der zuvor temperierten,
hydrophilen Bestandteile wurden die Mantelheizung der Salben-Mischmaschine deakti-
viert und die Rezepturen tber Nacht kaltgerihrt.

Nach sechs Monaten Lagerung im Klimaschrank bei 40 °C wurde bei keiner der

Cremerezepturen ein Hinweis auf eine potentielle Instabilitdt des Systems festgestellt.

8.6.1.3 Carbomergele

AusschlieBllich Wasserhaltiges Carbomergel DAB erforderte eine Konservierung, da der
Alkohol- bzw. Polyolanteil die Ubrigen Carbomergelrezepturen hinreichend vor mikro-
biellem Wachstum schiitzte [NURNBERG et al. 1986]. Wasserhaltiges Carbomergel DAB

wurde gemafll Monographie mit 0,1 % Sorbinsdure und 0,1 % Kaliumsorbat konserviert.

Gerateparameter: 20 rpm; Raumtemperatur
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8.6.2 Matrixabfillung

Samtliche Matrices wurden zeitnah zur Abflllung hergestellt und manuell verfillt. Im
Rahmen der ersten Migrationsstudie (vgl. Kap. 5.1) konnte ausschlieRlich Nichtionische
Hydrophile Creme DAB mittels pneumatischer Kolbendosiermaschine in die Tuben verfiillt
werden. Bei nachfolgenden Abfillversuchen von Wasserhaltiges Carbomergel DAB und
Einfache Augensalbe DAC streute die Fullmenge aufgrund zu geringer bzw. zu hoher
Matrixviskositdat unverhaltnismaRig stark, sodass alternativ ein aponorm-Tubenfiller
Verwendung fand. Die Varianz der Flllmengen gab den Impuls flr die Beschaffung eines
100 mL-Kolbenprobers aus Glas (fir niederviskose Matrices) sowie einer weiteren Abfill-
einrichtung (Tubenfillmaschine Hammonia). Durch den Equipmentwechsel konnte die
Fallmengenstreuung signifikant reduziert werden (s. Tab. 8.27).

Nach der Abfillung wurden alle Tuben manuell via TubenschlieBzange verschlossen
(3-fach Falz) und mit dem Verschluss nach unten in Reagenzglasstiandern fixiert. Anteilig
wurden die Matrices in Glasbehalter verfillt, lichtdicht verschlossen und zeitgleich mit

den Tuben unter analogen Bedingungen eingelagert.

Tab. 8.27: Ubersicht Matrixabfiillung

Tuben-

é‘ Matrix Fillmenge * [g] Typ Verf. 2
Nichtionische Hydrophile Creme DAB 4,047 £0,324 Afl A
g Einfache Augensalbe DAC 5,242 +0,214 Al B
Wasserhaltiges Carbomergel DAB 5,524 + 0,609 Al B
Nichtionische Hydrophile Creme DAB 4,616 + 0,081 A2 D
~ Nichtionische Hydrophile Creme DAB — Variante | 5,668 + 0,077 A2 D
o Nichtionische Hydrophile Creme DAB — Variante Il 5,611 +0,130 A2 D
Nichtionische Hydrophile Creme DAB — Variante Ill 5,329+ 0,105 A#2 D
Wasserhaltiges Carbomergel DAB 5,088 + 0,088 A2 C
o Ultraschallkontaktgel NRF 13.2 5,097 £ 0,081 A#2 C
A Ethanolhaltiges Carbomergel 5,092 + 0,058 A#2 C
2-Propanolhaltiges Carbomergel DAB 5,092 + 0,085 AH2 C
Einfache Augensalbe DAC + 10 % Polysorbat 60 5,675 + 0,057 AH2 D
§ Einfache Augensalbe DAC + 10 % Span 60 5,593 + 0,074 AH2 D
Polysorbat 60 5,695 + 0,187 A#2 C
»n PEG300 5,438 £ 0,028 A#2 C
o Macrogolsalbe DAC 5,902 £ 0,105 A#2 D
3 Macrogolsalbe DAC 10,776 £ 0,328 M D

! mit Standardabweichung; 2 Abfiillverfahren: A = Kolbendosiermaschine; B = aponorm-Tubenfiiller; C = Kolbenprober;
D = Tubenfillmaschine
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8.6.3 Probenahme

Die Probenahme aus den Klimaschranken erfolgte randomisiert in definierten Intervallen
(s. Tab. 8.28). Via Differenzwagung wurden die Tuben auf Dichtheit iber die Lagerdauer
geprift. Bei Feststellung signifikanter Abweichungen wurden die entsprechenden Tuben
verworfen und Proben nachgezogen. Um intraindividuellen Schwankungen vorzubeugen,
wurde der Gesamtinhalt der Tuben mittels Tubenausquetscher enthommen. Abweichun-
gen der Probeneinwaage vom Sollwert fanden rechnerisch als Korrekturfaktor

Berlcksichtigung.

Tab. 8.28: Migrationsstudien — Probenahmeintervalle

Migrationsstudie Intervalle
Grundrezepturen: Salbe — Gel — Creme (Kap. 5.1) 2/4/6/12/28/40/52 Wochen
Modifikation der Cremematrix (Kap. 5.2) 3/6%°/9/12%/27* Wochen
Einfluss der Matrixpolaritat (Kap. 5.3) 3/6/9/12/27 Wochen
Einfluss des Emulgators (Kap. 5.4) 2 /4 /6 Monate
PEG-Partialstruktur (Kap. 5.5) 2 /4 /6 Monate
Macrogolsalbe DAC (Kap. 5.5.2) 1*/2*/3%/ 4% / 8 Wochen
Macrogolsalbe DAC — Tubentyp M (Kap. 5.6.3) 47 / 8° Wochen

® zusatzliche Probenahme fiir ,In-Use‘-Studie (Kap. 5.6)

Im Rahmen der ersten Migrationsstudie (vgl. Kap. 5.1) erfolgte — zur Kompensation der
interindividuellen Streuung der Restmonomergehalte in den Tubeninnenbeschichtungen
— die Aufarbeitung aus einem Probenpool. Hierzu wurde der Inhalt von fiinf Tuben in eine
Fantaschale ausgewogen und homogenisiert. Proben des Homogenats zu 5,0 g
(n = 3) sowie Mischproben aus der in Glasbehéltern eingelagerten Matrix (n = 3) wurden
in Jodzahlkolben eingewogen und entsprechend den individuellen Schemata aufge-
arbeitet (s. Kap. 8.6.5).

Bei den Ubrigen Migrationsstudien wurden — sofern nicht anders angegeben — abwei-
chend von der oben dargestellten Vorgehensweise drei separate Homogenate aus jeweils
zwei Tuben erstellt. Aus jedem Homogenat wurde eine Mischprobe aufgearbeitet.
Zusatzlich erfolgte die Aufarbeitung von drei Mischproben aus der in Glasbehaltern ein-

gelagerten Matrix.
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8.6.4 Methodenentwicklung

8.6.4.1 Inverse SPE: Wiederfindungsraten vs. Eluentenzusammensetzung
Im Rahmen der Probenaufarbeitung sollte der Probentransfer auf die SPE-Kartuschen mit
3 x 2 mL Solvens erfolgen. Mischlosungen aller Standards inklusive BADHPE
(c = 2500 pg/L) wurden in ACN/H,0-Mischungen unterschiedlichen Volumenverhéltnisses
hergestellt: 60:40, 70:30, 80:20, 90:10 und 100:0 (V/V). Fir alle Ansatze wurden sukzes-
sive die nachfolgenden Schritte durchlaufen (n = 2):

e Aktivierung der SPE-Kartusche: 2 mL ACN

e Konditionierung: 2 mL der jeweiligen ACN/H,0-Mischungen (ohne Standard)

e Probenaufgabe: 2 mL der Standardlosung (,,1. Spilschritt”)

e 2.und 3. Spulschritt mit der jeweiligen ACN/H,0 Mischung (ohne Standard)
Alle Fraktionen wurden separat aufgefangen und nach Verdiinnen mit ACN und H,0 zu
4,2 mL ad 10,0 mL quantifiziert. Die Wiederfindungsraten wurden gegen direktpipettierte

Standards bestimmt.

Tab. 8.29: Wiederfindungsraten vs. Eluentenzusammensetzung

S P o S S e s 0 0
60:40 | 42,7 31,7 1,4 7,9 7,0 n.d. n.d. 0,2
60:40 1 55,1 65,7 69,6 80,2 84,2 7,7 30,3 55,1
60:40 Il 0,7 0,8 25,2 10,2 6,8 86,1 66,6 42,0

2 98,5 98,2 96,2 98,3 98,0 93,8 96,9 97,3
70:301 46,7 45,8 11,2 23,2 27,7 1,5 6,7 15,0
70:30 11 53,1 54,4 74,9 72,3 71,3 78,9 85,2 80,7
70:30 1l 0,9 0,3 13,5 4,8 1,3 19,3 7,9 4,1

2 100,7 100,5 99,6 100,3 100,3 99,7 99,8 99,8
80:20 1 41,3 48,1 18,7 29,1 36,5 20,8 28,3 33,8
80:20 11 53,0 46,9 68,8 63,9 58,3 73,2 66,2 60,8
80:20 1l 1,3 0,2 8,1 3,0 0,5 1,5 0,8 0,7

2 95,6 95,2 95,6 96,0 95,3 95,5 95,3 95,3
90:10 | 35,2 52,6 23,1 31,9 43,3 38,9 42,7 45,1
90:10 1l 59,5 45,9 68,4 63,6 55,3 59,4 55,7 52,7
90:10 Il 4,3 0,3 7,6 3,7 0,5 0,5 0,4 0,6

2 99,0 98,8 99,1 99,2 99,1 98,8 98,8 98,4
100:01 n.d. 46,9 0,4 0,6 33,2 47,9 47,8 47,1
100:0 11 51 51,7 28,0 34,6 64,5 52,3 51,8 50,8
100:0 11l 2,5 0,8 11,0 12,0 1,3 0,2 0,2 0,3

2 7,6 99,4 39,4 47,2 99,0 100,4 99,8 98,2

Mittlere Wiederfindungsraten in % (n = 2)
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8.6.4.2 Uberpriifung der modifizierten Carbomergelmethode

Je 5 g Wasserhaltiges Carbomergel DAB, Ultraschallkontaktgel NRF 13.2, ethanolhaltiges
Carbomergel und 2-Propanolhaltiges Carbomergel DAB (n = 3) wurden in Jodzahlkolben
(50 mL) eingewogen und mit einer Mischung der Standards (¢ = 50 pg/kg) sowie BADHPE
(c = 200 pg/kg) dotiert. Unter Zugabe von 10 mL ACN und 0,7 g Ammoniumformiat wur-
den die Gele gelost und anschlieBend in Nesslerzylinder (20 mL) transferiert. Nach voll-
standiger Phasentrennung (t = 5 min) wurde die ACN-Phase abpipettiert, am Rotations-
verdampfer zur Trockne eingeengt (T = 40 °C, t = 5 min) und in 2 x 0,9 mL ACN/H,0
(42:58 V/V) resolvatisiert. Nach dem Auffillen auf 2 mL mit selbiger Mischung und Filtra-

tion wurden die Wiederfindungsraten gegen direktpipettierte Standards bestimmt.

Tab. 8.30: Wiederfindungsraten [%] der modifizierten Carbomergelmethode

Matrix A0S gpy  BADSE  BADGE o gunge  BADSE  BADGE
62,4 84,4 77,4 79,9 86,5 82,9 83,1 84,2
Fggl- 67,8 89,5 81,7 84,8 88,1 84,4 85,9 86,9
64,9 87,1 78,2 81,3 87,2 82,3 84,0 85,2
43,0 72,7 70,9 70,4 77,6 82,9 81,7 81,7
NGI:- 54,0 80,8 78,6 78,7 86,0 85,1 86,8 86,0
44,6 72,1 71,1 69,7 77,9 79,5 80,6 80,5
40,1 3,2 3,6 4,3 2,3 n.d. n.d. n.d.
Eg:';" 40,9 4,7 5,6 6,5 3,9 n.d. n.d. n.d.
Phasentrennung wahrend Probentransfer
62,3 22,2 25,2 28,5 21,5 2,4 2,1 3,3
I::I- 76,5 95,2 74,6 84,5 88,2 83,3 84,9 87,3

Phasentrennung wahrend Probentransfer

H,0O-Gel = Wasserhaltiges Carbomergel DAB; NRF-Gel = Ultraschallkontaktgel NRF 13.2; EtOH-Gel = ethanolhaltiges
Carbomergel; IPA-Gel = 2-Propanolhaltiges Carbomergel DAB; vgl. Tab. 5.10

8.6.4.3 Carbomergele: Einfluss der Ammoniumformiatzugabe

Je 5 g ethanolhaltiges Carbomergel und 2-Propanolhaltiges Carbomergel DAB wurden in
Jodzahlkolben (50 mL) eingewogen und mit einer Mischung der Standards (¢ = 200 pg/kg)
sowie BADHPE (¢ = 500 pg/kg) dotiert. Unter Zugabe von 10 mL ACN sowie variabler
Mengen Ammoniumformiat (0,4 — 1,4 g) wurden die Gele geldst und in Nesslerzylinder
(20 mL) transferiert. Nach erfolgter Phasentrennung wurde die wassrige Phase volu-
metrisch erfasst (s. Tab. 8.31).
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Tab. 8.31: Volumen [mL] der wassrigen Phase vs. Ammoniumformiatmenge

Zugabe Ammoniumformiat [g]

Matrix 04 06 08 10 12 1,4
Ethanolhaltiges Carbomergel 1,9 3,4 3,6 3,9 4,2 4,6
2-Propanolhaltiges Carbomergel DAB 2,2 3,2 3,6 3,8 4,2 4,8

AnschlieBRend wurde die ACN-Phase abpipettiert, am Rotationsverdampfer eingeengt

(T = 40 °C) und zur Vermeidung einer erneuten Phasentrennung in 3 x 2 mL ACN/H,0
(70:30 V/V) resolvatisiert. Nach dem Auffillen mit H,O auf 10 mL und anschlieRender
Filtration konnten die Wiederfindungsraten gegen direktpipettierte Standards bestimmt
werden (s. Tab. 8.32 u. Tab. 8.33).

Tab. 8.32: Ethanolhaltiges Carbomergel: Wiederfindungsraten vs. Ammoniumformiatzugabe

ME T o PR “ho  cmo DADWeE sacce PLEE PO
0,4 75,0 34,1 40,5 42,3 35,9 10,8 11,7 12,8
0,6 89,9 88,1 85,2 87,6 86,8 78,4 78,2 79,0
0,8 92,2 95,9 93,9 95,6 95,2 94,9 94,9 95,1
1,0 91,0 96,8 90,8 93,7 94,3 93,0 93,5 94,0
1,2 91,1 97,6 91,2 94,5 94,9 94,0 94,4 94,7
1,4 90,4 96,0 90,3 93,7 94,0 92,8 92,9 93,3

Mittlere Wiederfindungsraten in % (n = 2)

Tab. 8.33: 2-Propanolhaltiges Carbomergel DAB: Wiederfindungsraten vs. Ammoniumformiatzugabe

T OSSR DA o s RS OCS
0,4 74,4 57,1 59,4 61,3 58,3 42,8 433 44,5
0,6 91,6 96,4 93,2 94,6 95,7 95,0 95,0 95,8
0,8 93,1 98,8 91,5 95,0 95,8 94,5 94,8 95,1
1,0 93,3 97,7 93,3 95,6 96,0 94,7 94,8 95,3
1,2 92,2 96,6 92,1 94,1 94,7 94,5 94,3 94,9
1,4 92,5 96,0 93,1 95,1 95,2 94,9 94,7 95,5

Mittlere Wiederfindungsraten in % (n = 2)
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8.6.4.4 Carbomergele: Berechnung des Methanolanteils fiir Probentransfer

li li —_ li ! !
P'u,0 * Pr,0 + P meon * Pmeorx) = P 1,0 * Pry,0 T P meon * Pmeon + P acn * Pacn

P’ = 3,2

o | (2,6 % 0,40 + 3,2 % 0,20)
P'yeon = 2,6 PMeoH(x) = 26 = 0,65
P,HZO =0 I

Formel 8.3: Berechnung des Methanolanteils aus der Umkehrphasenpolaritdt (nach Mever [2004])
P’ = Umkehrphasenpolaritit; ¢ = Volumenanteil

8.6.4.5 PEG 300

5,0 g PEG 300 wurde mit einer Mischung der Standards dotiert (¢ = 200 ug/kg) und mit
5,0 mL H,0, 10,0 mL ACN und 1,3 g Ammoniumformiat versetzt (n = 2). Nach dem
Transfer in Nesslerzylinder und erfolgter Phasentrennung wurde die obere Phase am
Rotationsverdampfer eingeengt (T = 40 °C), wobei circa 2,5 g PEG 300 im Spitzkolben
zurtickblieben. Der Rickstand wurde in 3 x 2 mL ACN/H,0 (70:30 V/V) aufgenommen, mit
H,O auf 10 mlL ergéanzt, filtriert und gegen externe Kalibrierproben via background

subtraction von Matrixproben quantifiziert.

Tab. 8.34: PEG 300: Wiederfindungsraten nach Phasentrennung mit Wasser

BADGE BADGE BADGE BADGE BADGE
B BADHPE BADGE
-2H,0 PA ‘H,0 ‘HCI-H,0 ADHP ADG -HCI -2HCI
| 43,0 60,7 65,7 62,1 71,4 79,3 78,3 76,9
I 41,2 59,0 63,9 60,4 69,3 77,8 76,8 74,7

Mittlere Wiederfindungsraten in % (n = 2)

8.6.5 Probenaufarbeitung / Quantifizierung

Nachfolgend sind die Methoden zur selektiven Abtrennung der Analyten von den jeweili-
gen Matrices dargestellt. Sofern nicht anders angegeben, erfolgte die anschlieRende
Quantifizierung via RP-HPLC-FLD (s. Tab. 8.1) mit einem Injektionsvolumen von 100 pL in
Doppelbestimmung gegen externe Kalibrierproben. Samtliche Chromatogramme wurden
— sofern erforderlich nach vorheriger background subtraction von Matrixproben —

manuell integriert.

8.6.5.1 SPE

Die SPE-Kartuschen wurden mit 2 mL ACN aktiviert und mit 2 mL ACN/H,0 (70:30 V/V)
konditioniert. Der Transfer der zur Trockene eingeengten Proben erfolgte mit 3 x 2 mL
selbiger ACN/H,0-Mischung. AbschlieBend wurden die Proben unter Temperierung mit
H,0 auf 10 mL erganzt.
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8.6.5.2 Salben

8.6.5.2.1 Einfache Augensalbe DAC

Proben-/Matrix-Aliquote zu 5,0 g wurden in Jodzahlkolben (100 mL) eingewogen und die
Proben mit 1 mL internem Standard (c = 5 mg/L ACN) dotiert. Nach Zugabe von 20 mL
n-Heptan und weiteren 9 mL (Probe) bzw. 10 mL (Matrix) ACN wurden die Salben durch
intensives, manuelles Schitteln und gegebenenfalls unter Zuhilfenahme eines Ultra-
schallbades (t < 5 min) suspendiert. Anschliefend wurden die Suspensionen einer LLE mit
zusatzlichen 2 x 5 mL ACN unterzogen. Die vereinigten ACN-Phasen wurden am Rota-
tionsverdampfer zur Trockne eingeengt (T = 40 °C, t = 5 min) und Restlipide via SPE
(s. Kap. 8.6.5.1) entfernt.

8.6.5.2.2 Einfache Augensalbe DAC + 10 % Span 60

Proben-/Matrix-Aliquote zu 5,0 g wurden in Jodzahlkolben (100 mL) eingewogen und die
Proben mit 1 mL internem Standard (c = 5 mg/L ACN) dotiert. Nach Zugabe von 20 mL
n-Heptan und weiteren 19 mL (Probe) bzw. 20 mL (Matrix) ACN wurden die Salben durch
intensives, manuelles Schitteln und gegebenenfalls unter Zuhilfenahme eines Ultra-
schallbades (t < 5 min) suspendiert. Anschlieend wurden die Suspensionen einer LLE mit
zusatzlichen 2 x 20 mL ACN unterzogen und nachfolgend tiefgekihlt (T = - 20 °C, t 2 2 h).
Nach Filtration unter Nachsplilen mit 2 x 5 mL gekihltem ACN (T = - 20 °C) wurden die
Filtrate am Rotationsverdampfer zur Trockne eingeengt (T = 40 °C, t = 10 min) und Rest-
lipide via SPE (s. Kap. 8.6.5.1) entfernt.

8.6.5.2.3 Einfache Augensalbe DAC + 10 % Polysorbat 60

Proben-/Matrix-Aliquote zu 5,0 g wurden in Jodzahlkolben (100 mL) eingewogen und die
Proben mit 2 mL internem Standard (¢ = 50 mg/L ACN) dotiert. Nach Zugabe von 20 mL
n-Heptan und weiteren 18 mL (Probe) bzw. 20 mL (Matrix) ACN wurden die Proben ana-
log der im Kapitel 8.6.5.2.1 beschriebenen Vorgehensweise suspendiert, der LLE und der
SPE unterzogen. Abweichend wurde den Eluaten nach Abschluss der SPE 4,2 mL ACN hin-
zugefiligt und die Proben mit H,0 zu 20 mL erganzt. Die Quantifizierung wurde mit Injek-
tionsvolumina zu 10 und 100 pL jeweils in Doppelbestimmung gegen externe Kalibrier-

proben vorgenommen.

8.6.5.2.4 Macrogolsalbe DAC
Proben-/Matrix-Aliquote zu 2,5 g wurden in Jodzahlkolben (50 mL) eingewogen und die
Proben mit 2 mL internem Standard (¢ = 50 mg/L ACN) dotiert. Nach Zugabe von weiteren

6,4 mL (Probe) bzw. 8,4 mL (Matrix) ACN wurden die Salben durch manuelles Schitteln
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gelost. Anschliefend wurden die Losungen in Messkolben transferiert, mit H,O auf 20 mL
erganzt und Uber 0,45 um-Filter in Vials abgefillt. Die Quantifizierung erfolgte mit Injek-
tionsvolumina von 10 und 100 pL jeweils in Doppelbestimmung.

Die in Tubentyp M gelagerten Proben (vgl. Kap. 5.6.2) wurden abweichend mit 2 mL
internem Standard (¢ = 5 mg/L ACN) dotiert und ausschlieRlich mit einem Injektions-

volumen von 100 pL vermessen.

8.6.5.3 Nichtionische Hydrophile Creme DAB + Variationen

Proben-/Matrix-Aliquote zu 5,0 g wurden in Jodzahlkolben (100 mL) eingewogen und die
Proben mit 1 mL internem Standard (¢ = 5 mg/L ACN) dotiert. Nach Zugabe von 20 mL
n-Heptan, weiteren 9 mL (Probe) bzw. 10 mL (Matrix) ACN und einer dem Wassergehalt
angepassten Menge Ammoniumformiat (s. Tab. 8.35) wurden die Cremes durch inten-
sives, manuelles Schitteln und gegebenenfalls unter Zuhilfenahme eines Ultraschallbades

(t < 5 min) suspendiert.

Tab. 8.35: Ammoniumformiatzugabe wahrend Probenaufarbeitung

Matrix Ammoniumformiat [g]
Nichtionische Hydrophile Creme DAB 0,70
Rezepturvariation | & llI 0,45
Rezepturvariation Il 1,10

AnschlieBend wurden die Suspensionen einer LLE mit zusatzlichen 2 x 10 mL ACN unter-
zogen, wahrend der sowohl n-Heptan als auch die wassrige Phase verworfen wurden.
Danach wurden die vereinigten ACN-Phasen tiefgekiihlt (T = - 20 °C, t 2 2 h). Nach Filtra-
tion Uber wenig Natriumsulfat wasserfrei unter Nachspilen mit 2 x 10 mL gekiihltem ACN
(T = - 20 °C) wurden die Filtrate am Rotationsverdampfer zur Trockne eingeengt
(T =40°C, t =7 min) und die Restlipide via SPE (Kap. 8.6.5.1) entfernt.

8.6.5.4 Gele

8.6.5.4.1 Wasserhaltiges Carbomergel DAB - konventionelle Methode

Proben-/Matrix-Aliquote zu 5,0 g wurden in Jodzahlkolben (50 mL) eingewogen und die
Proben mit 1 mL internem Standard (c = 5 mg/L ACN) dotiert. Nach Zugabe von weiteren
9 mL (Probe) bzw. 10 mL (Matrix) ACN sowie 0,7 g Ammoniumformiat wurde das Gel
unter kurzem, manuellem Schitteln geldst. AnschlieRend wurde die Losung einer LLE mit
zusatzlichen 2 x 5 mL ACN unterzogen, wobei die wassrige Phase verworfen wurde. Nach
Filtration der vereinigten ACN-Phasen (iber wenig Natriumsulfat wasserfrei unter Nach-
spllen mit 2 x 5 mL ACN wurden die Filtrate am Rotationsverdampfer zur Trockne einge-
engt (T = 40 °C, t = 5 min). AbschlieBend wurden die Proben mit 3 x 2 mL ACN/H,0
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(70:30 V/V) in Messkolben transferiert, mit H,O auf 10 mL erganzt und Gber 0,45 um-
Filter in Vials abgefullt.

8.6.5.4.2 Carbomergele - optimierte Methode

Proben-/Matrix-Aliquote zu 5,0 g wurden in Jodzahlkolben (50 mL) eingewogen. Wasser-
haltiges Carbomergel DAB, Ultraschallkontaktgel NRF 13.2 und ethanolhaltiges Carbo-
mergel wurden mit 200 pL internem Standard (¢ = 5 mg/L ACN) dotiert. Zur Kompen-
sation leichter Matrixinterferenzen wurde 2-Propanolhaltiges Carbomergel DAB mit 1 mL
internem Standard (¢ = 50 mg/L ACN) versetzt. Nach Ergdnzung auf 10 mL ACN und
Zugabe von 1,3 g Ammoniumformiat wurden die Gele unter kurzem, manuellem
Schitteln gel6st, in Nesslerzylinder transferiert und bis zur vollstandigen Phasentrennung
(t = 5 min) ruhen gelassen. Anschliefend wurde die obere ACN-Phase abpipettiert und am
Rotationsverdampfer zur Trockne eingeengt (T = 40 °C; t = 5 min). Die Riickstande wur-
den mit 2 x 0,9 mL MeOH/H,0 (65:35 V/V) in Messkolben transferiert und mit selbigem
Solvens auf 2 mL aufgefiillt. Von 2-Propanolhaltiges Carbomergel DAB wurden zusatzlich
Verdiinnungen im Verhaltnis 1:20 in MeOH/H,0 (65:35 V/V) erstellt. Nach abschlieBender
Filtration (0,45 um) erfolgte die Quantifizierung mit einem Injektionsvolumen von 100 pL.
Proben von ethanolhaltigem Carbomergel und die verdinnten Proben von
2-Propanolhaltiges Carbomergel DAB wurden zusatzlich mit einem adaptierten Injektions-

volumen vermessen.

8.6.5.5 Sonstige Matrices

8.6.5.5.1 Polysorbat 60

Proben-/Matrix-Aliquote zu 1,0 g wurden in Jodzahlkolben (100 mL) eingewogen und die
Proben mit 2 mL internem Standard (c = 50 mg/L ACN) dotiert. Die weitere Aufarbeitung
und Quantifizierung erfolgte analog der im Kapitel 8.6.5.2.3 beschriebenen Vorgehens-
weise flr Einfache Augensalbe DAC + 10 % Polysorbat 60. Wahrend der Lagerung im

Autosampler wurden die Proben auf 20 °C temperiert.

8.6.5.5.2 Polyethylenglykol 300

Proben-/Matrix-Aliquote zu 2,5 g wurden direkt in Messkolben (10 mL) eingewogen und
die Proben mit 1 mL internem Standard (c = 50 mg/L ACN) dotiert. Nach Zugabe von
weiteren 3,2 mL (Probe) bzw. 4,2 mL (Matrix) ACN wurden die Matrices unter manuellem
Schwenken geldst, mit H,O auf 10 mL aufgefillt und filtriert. AnschlieBend erfolgte die

Quantifizierung mit Injektionsvolumina zu 10 und 100 pL.
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8.6.6 Ergebnis

Wahrend samtlichen Migrationsstudien konnten keine Anzeichen fiir das Vorhandensein

von BADGE-2HCI in den Matrices gefunden werden, sodass von einer Auflistung des

Analyten in den nachfolgenden Ubersichtstabellen abgesehen wurde.

8.6.6.1 Grundrezepturen: Salbe - Creme - Hydrogel

Tab. 8.36: Einfache Augensalbe DAC: Ergebnis der Migrationsstudie

Lagerung unter intermediate conditions (T = 30 °C)
n.d. n.d. n.d. n.d. <L0Q n.d.
4 n.d. <LOQ n.d. n.d. 53+0,1 n.d.
n.d. <LoQ n.d. n.d. 6,0+0,0° n.d.
12 n.d. <LOQ n.d. n.d. 6,6+0,1 n.d.
28 n.d. n.d. n.d. n.d. 7,6+0,2 n.d.
40 n.d. <LOQ n.d. n.d. 9,6+0,2 n.d.
52 n.d. <LOQ n.d. n.d. 8,3+0,5 n.d.
Lagerung unter accelerated conditions (T = 40 °C)
n.d. n.d. n.d. n.d. 12,0+1,7 n.d.
n.d. <LOQ n.d. n.d. 13,9+0,3 n.d.
n.d. <LOQ n.d. n.d. 16,2+0,3 n.d.
12 n.d. <LOQ n.d. n.d. 18,6 £ 0,3 n.d.
28° n.d. <LoQ n.d. n.d. 21,3+1,1 <LoQ
40 n.d. <LOQ n.d. n.d. 19,1+0,3 n.d.
52 n.d. <LOQ n.d. n.d. 18,6 +0,9 n.d.

Ausbeute Matrixentnahme

94,0+ 1,4 % (n=70)

Wiederfindung (ISTD)

85,7 + 8,6 % (n = 41)

Mittelwerte mit Standardabweichung (n = 3) in pg/kg Matrix; ° 1 AusreiRer (n = 2); b Standardabweichung < 0,05

Aufgrund einer Kontamination sowohl der bei intermediate als auch der bei accelerated

conditions gelagerten Referenzmatrices konnten ab der 28. Woche keine Matrixspektren

generiert werden. Da bis einschlielllich der zwdlften Woche nach Einlagerung keine

Anhaltspunkte flir das Auftreten temperaturinduzierter Interferenzen in den Chromato-

grammen der Matrixproben vorlagen, wurde die Auswertung zu den verbleibenden

Probenahmezeitpunkten gegen Matrixspektren der zwdlften Woche vorgenommen.
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Tab. 8.37: Wasserhaltiges Carbomergel DAB: Ergebnis der Migrationsstudie

Lagerung unter intermediate conditions (T = 30 °C)
<LoQ n.d. <LOQ n.d. n.d. n.d.
4 7,0+£0,3 n.d. <LOQ n.d. n.d. n.d.
7,0%+0,2 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
12 7,0+0,5 n.d. n.d. <LOoQ n.d. n.d.
28 13,2+1,2 n.d. <LOQ <LOoQ n.d. n.d.
40 10,6 +0,3 n.d. n.d. <LOQ n.d. n.d.
52 15,0+£0,2 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.

Lagerung unter accelerated conditions (T = 40 °C)

2 16,9+0,4 n.d. n.d. <LOQ n.d. n.d.
4 21,5+0,7 n.d. <LOQ <LOQ n.d. n.d.

21,4+0,6 n.d. n.d. <L0Q n.d. n.d.
12 23,1+0,6 n.d. n.d. <LOQ n.d. n.d.
28 38,9+3,8 n.d. n.d. <LOQ n.d. n.d.
40 31,9+0,2 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
52 29,7+0,3 <LOQ n.d. n.d. n.d. n.d.

Ausbeute Matrixentnahme 94,5+ 1,3 % (n=70) Wiederfindung (ISTD) 87,1+6,8% (n=42)

Mittelwerte mit Standardabweichung (n = 3) in ug/kg Matrix
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Nichtionische Hydrophile Creme DAB

Tab. 8.38: Nichtionische Hydrophile Creme DAB: Ergebnis der Migrationsstudie

Lagerung unter intermediate conditions (T = 30 °C)
2 n.d. n.d. n.d. n.d. 23,0+£1,3 n.d.
4 <LoQ n.d. n.d. n.d. 27,6104 n.d.
6 <LOQ n.d. <LOQ n.d. 36,7+1,9 n.d.
12 16,6 £ 1,1 n.d. n.d. n.d. 32,7+0,8 n.d.
28 29,9+23 <LoQ n.d. <Lo0Q 23,2+0,0° n.d.
40 34,5+0,8 n.d. n.d. <LOQ 21,1+0,9 n.d.
52 43,8+ 1,4 <LOQ n.d. <LOQ 17,7+1,7 n.d.
Lagerung unter accelerated conditions (T = 40 °C)
9,6+1,0 <LOQ <LOQ n.d. 59,3+0,8 n.d.
4 19,3+0,5 <LOQ 4,3+0,7 n.d. 75,9+0,7 n.d.
6 36,2+4,6 n.d. n.d. n.d. 85,1+2,9 n.d.
12 60,7 £5,7 n.d. n.d. <LOQ 48,3+0,9 n.d.
28 100+1 <LOQ n.d. 4,4+0,2 22,0+0,3 n.d.
40 106 +7 9,8+2,0 n.d. 54+1,0 12,9+0,4 n.d.
52 121 %5 7,3+1,4 n.d. 6,4+0,6 7,3+0,6 n.d.

Ausbeute Matrixentnahme

95,0 £+ 0,8 % (n = 70)

Wiederfindung (ISTD)

Mittelwerte mit Standardabweichung (n = 3) in pg/kg Matrix; * Abweichung < 0,05

Obwohl alle Proben eines Probenahmezeitpunktes aus einem einzigen Homogenat aufge-
arbeitet wurden (s. Kap. 8.6.3), wiesen die quantifizierten Mengen an BPA teilweise
starke Schwankungen auf. Ergo sind die dargestellten Konzentrationen als vorbehaltlich

zu verstehen.

8.6.6.2 Variationen der Cremematrix

Bei allen Cremematrices wurde in den parallel aufgearbeiteten Matrixproben Coelution
mit den BPA-Peaks beobachtet. Infolge der hohen Streuung der Einzelwerte sind die

nachfolgend dargestellten Konzentrationsangaben als nur bedingt aussagekraftig anzu-

sehen.

87,2+7,1% (n =42)
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Tab. 8.39: Nichtionische Hydrophile Creme DAB: Ergebnis der Migrationsstudie

Lagerung unter intermediate conditions (T = 30 °C)
3 <L0Q <LOQ <LOQ n.d. 45,0+6,1 <LOQ
6 17,3+3,9 9,4+5,6 <LOQ <LOQ 65,0 + 16,2 4,1+1,4
9 20,0+5,2 11,3+7,9 <LOQ <LOQ 63,5+19,9 <L0Q
12 21,7+1,4 9,6+2,5 n.d. <LoQ 53,2+5,0 <LoQ
27 40,9+6,8 12,3+3,1 n.d. <LOQ 48,6 +9,2 <LOQ
Lagerung unter accelerated conditions (T = 40 °C)
3 22,4+75 11,3+9,3 56+1,1 <LOQ 119+23 82+1,2
6 54,1+7,4 12,9+3,4 3,9+0,4° <LOQ 120+ 14 9,1+2,0
9 62,6 £10,8 14,0t6,1 3,9+0,5 45+0,3 98,6 £ 21,6 7,2+1,2
12 69,4+8,8 12,9+8,0 <LOQ 43+0,8 91,5+9,3 51+15
27 136+ 14 18,8+7,9 n.d. 7,7+0,9 57,3+£2,2 <L0Q
Lagerung ,In-Use‘ unter accelerated conditions (T = 40 °C)
6 392 +52 47,9+3,0 110+ 15 19,3+2,2 956 + 51 62,1+3,9
12 1010 + 280 117 +13 93,6 £ 28,0 55,2 +6,7 1100 + 310 85,2 +10,8
27 1790 = 360 142 +15 43,7 £ 8,8 92,1+7,8 725+ 137 63,8+5,1

Ausbeute Matrixentnahme 94,0+ 1,9 % (n =78) Wiederfindung (ISTD)

Mittelwerte mit Standardabweichung (n = 3) in pg/kg Matrix; ® 1 AusreiRer (n = 2)

Tab. 8.40: Nichtionische Hydrophile Creme DAB — Variante I: Ergebnis der Migrationsstudie

87,8+5,0% (n=39)

Lagerung unter intermediate conditions (T = 30 °C)
3 n.d. <L0Q <LOQ n.d. 37,2+3,9 <LOoQ
6 13,0+0,7 <LO0Q <LOQ n.d. 54,1+8,2 <LOQ
9 18,2+2,2 <LOoQ n.d. <LOQ 47,4 3,2 <LOQ
12 22,2+1,9 <LOoQ n.d. n.d. 54,8+4,2 n.d.
27 249+11,0 <LO0Q n.d. n.d. 28,3+8,2 n.d.
Lagerung unter accelerated conditions (T = 40 °C)
3 <L0Q <LOQ <LOQ n.d. 86,6 +3,7 <LOQ
6 36,629 <LO0Q <LOQ n.d. 89,1+1,1 <LOQ
9 54,2+9,3 <LoQ’ <LoQ <LoQ 82,7+22,9 <LoQ
12 61,8+16,0 <L0Q <LOQ <LOQ 62,2 + 16,7 <LOQ
27 110+4 <LOQ n.d. <LOQ 35,7+3,1 n.d.

Ausbeute Matrixentnahme 94,7 £+ 0,8 % (n = 60) Wiederfindung (ISTD)

Mittelwerte mit Standardabweichung (n = 3) in ug/kg Matrix; * 1 AusreiRer (n = 2)

86,4 £6,3% (n=30)
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Tab. 8.41: Nichtionische Hydrophile Creme DAB — Variante Il: Ergebnis der Migrationsstudie

Lagerung unter intermediate conditions (T = 30 °C)
<LOQ <LOQ <LOQ n.d. 33,2+5,0 n.d.
6 31,8+3,3 <LOQ <LOQ n.d. 42,8 +3,8 n.d.
38,8+5,4 8,7%+4,3 <LOQ <LOQ 30,8+3,1 n.d.
12 38,7+4,4 <LOQ <LOQ <LOQ 23,7+4,0 n.d.
27 79,516,2 <LOQ n.d. <LOQ 11,6+0,3 n.d.
Lagerung unter accelerated conditions (T = 40 °C)
52,7+0,4 <LOQ 8,9+0,9 <LOQ 75,5+1,7 <LO0Q
6 105+ 10 16,1+0,8 55+0,7 <LOQ 575+7,8 <L0Q
1155 9,6+5,2 <LOQ <LOQ 32,0+0,3 n.d.
12 131 +17 12,5+3,1 <LOQ <LOQ 19,7+2,3 n.d.
27° 145+ 21 193+7,4 n.d. 9,1+1,0 <L0Q n.d.

Ausbeute Matrixentnahme

94,7 +1,1% (n = 60)

Wiederfindung (ISTD)

Mittelwerte mit Standardabweichung (n = 3) in pg/kg Matrix; ® Probe verschittet (n = 2)

87,1+4,1% (n=29)

Tab. 8.42: Nichtionische Hydrophile Creme DAB — Variante lll: Ergebnis der Migrationsstudie

Lagerung unter intermediate conditions (T = 30 °C)
3 <LO0Q <LOQ <LOQ n.d. 50,9+6,0 <L0Q
6 <LO0Q <LOQ n.d. n.d. 45,7 £ 21,8 <L0Q
9 <LO0Q 83t3,4 n.d. n.d. 47,0+ 15,4 n.d.
12 19,5+2,2 10,9+5,9 <LOQ <LOQ 65,8 £10,8 <LOQ
27 30,9+2,3 <LOQ n.d. <LOQ 59,3+4,9 <LOQ
Lagerung unter accelerated conditions (T = 40 °C)
26,9+4,6 n.d. 6,0+2,5 n.d. 161 +45 <LOQ
6 294+1,5 10,3 4,2 <LOQ <LOQ 1057 <LOQ
9 46,6 £4,1 <LOQ <LOQ <L0Q 118+ 11 <L0Q
12 63,4+7,4 92+3,1 <LOQ <L0Q 118+6 <L0Q
27 99,8 +3,2 14,0+1,3 <LOQ 6,604 82,4+t4,5 <L0Q

Ausbeute Matrixentnahme

95,0 £ 0,6 % (n = 60)

Mittelwerte mit Standardabweichung (n = 3) in ug/kg Matrix

Wiederfindung (ISTD)

89,5 + 5,3 % (n = 30)
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8.6.6.3 Polaritdt

Tab. 8.43: Wasserhaltiges Carbomergel DAB: Ergebnis der Migrationsstudie

Worhenl | 20 P mo  mamo  BA0SE  Lg’
Lagerung unter intermediate conditions (T = 30 °C)
3 9,6+2,3 7,2%5,0 2,6+0,8 0,9+0,2 1,4+1,3 n.d.
15,0+5,4 9,3+3,6 <LOQ 1,3+0,3 <LOQ n.d.
9 16,2 + 3,8 8,2+3,1 n.d. 1,2+0,1 n.d. n.d.
12 149+1,9 10,0+3,3 n.d. 1,0+£0,2 n.d. n.d.
27 19,1+4,4 7,2+1,6 n.d. 1,3+0,3 n.d. n.d.

Lagerung unter accelerated conditions (T = 40 °C)

20,9+5,9 7,1+3,1 <L0Q 1,8+0,4 <LoQ n.d.
6 36,8+4,6 16,2+2,8 <LoQ 2,5+0,8 <LOQ n.d.
9 29,1+6,6 9,7+2,0 n.d. 1,6+0,2 n.d. n.d.
12 27,4+1,7 9,5+2,2 n.d. 1,6+0,2 n.d. n.d.
27 339+7,4 14,4+9,2 n.d. 0,8+0,6 n.d. n.d.

Ausbeute Matrixentnahme 94,5+ 1,2 % (n = 60) Wiederfindung (ISTD) 95,3+1,8% (n=30)
Mittelwerte mit Standardabweichung (n = 3) in ug/kg Matrix

Tab. 8.44: Ultraschallkontaktgel NRF 13.2: Ergebnis der Migrationsstudie

Worhen] | 20 P ho  mamo  BAoSE L’
Lagerung unter intermediate conditions (T = 30 °C)
3 6,7+2,5 6,3+2,0 2,1+0,4 1,4+0,8 1,9+0,8 n.d.
6 7,2+0,7 55+1,0 <LOQ 1,3+0,1 <L0Q n.d.
9 9,2+1,0 7,3%0,5 n.d. 1,7+0,2 n.d. n.d.
12 8,5+3,1 59+0,9 n.d. 1,6+0,2 n.d. n.d.
27 12,0+0,7 50+0,8 n.d. 1,9+0,1 n.d. n.d.

Lagerung unter accelerated conditions (T = 40 °C)

3 19,2+2,3 7,0+£1,2 1,5+0,2 2,2+0,2 <L0oQ n.d.
6 19,8+1,6 9,2+4,2 <LOQ 2,7+0,9 <LOQ n.d.
9 25,4+3,5 9,1+3,6 n.d. 39+1,3 n.d. n.d.
12 23,9%6,2 8,5+3,6 n.d. 2,904 n.d. n.d.
27 34,6+4,2 9,7+2,8 n.d. 39+04 n.d. n.d.

Ausbeute Matrixentnahme 94,5+ 0,7 % (n = 60) Wiederfindung (ISTD) 92,3+4,5% (n=30)

Mittelwerte mit Standardabweichung (n = 3) in ug/kg Matrix
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Tab. 8.45: Ethanolhaltiges Carbomergel: Ergebnis der Migrationsstudie

Lagerung unter intermediate conditions (T = 30 °C)
3 56,4+7,4 189+1,6 52,6 +8,6 —_— 22,9+4,6 n.d.
6 85,4+2,4 21,3+7,8 21,3+2,0 —_— 10,4+1,3 n.d.
9 91,2+ 14,9 17,5+29 11,0+1,3 —_— 3,9+0,5 n.d.
12 100+ 10 216+0,6 5,7+0,5 - 2,4%0,3 n.d.
27 114+ 22 29,4%2,3 3,405 - <Lo0Q n.d.

Lagerung unter accelerated conditions (T = 40 °C)

3 543 £ 76 86,5+9,8 86,2 + 10,6 -2 17,9+ 2,5 n.d.
6 595 + 24 86,5+1,1 22,5+0,3 -2 3,7+0,1 n.d.
9 634 + 63 83,0+4,8 12,0£1,5 -2 <L0Q -
12 678 + 174 85,9+ 8,3 n.d. -2 <L0Q -
27 701 + 99 96,1+9,2 n.d. -2 <L0Q -

Ausbeute Matrixentnahme 94,7 + 0,8 % (n = 60) Wiederfindung (ISTD) 93,6 +2,0% (n=30)

Mittelwerte mit Standardabweichung (n = 3) in pg/kg Matrix; ® keine Auswertung wegen Peakiberlagerung

Tab. 8.46: 2-Propanolhaltiges Carbomergel DAB: Ergebnis der Migrationsstudie

Lagerung unter intermediate conditions (T = 30 °C)
3 332+112 73,2+£9,7 752 + 238 24,8 +4,3 541 +163 42,7+9,0
6 686 + 77 114 +3,7 424 + 30 49,6 £3,0 147 7 16,6 1,0
9 816+ 70 114+2,4 253+11 56,1+3,3 67,7+2,3 13,3+0,5
12 754 £ 177 107 £23,4 105t 16 54,4+9,9 27,3128 7,8+1,2
27 1260 + 220 132 +10,5 30,0+£3,3 78,5%8,9 29+04 n.d.

Lagerung unter accelerated conditions (T = 40 °C)

6710+ 1390 383+13 3140+930 350+48 513 +145 102 + 22
6 8630+ 450 619 + 57 444 + 37 483 £12 59,5+4,1 72,5+2,9
9 9060 + 2300 507 +£18 n.d. 452 +76 11,7+3,5 n.d.
12 8160 + 2130 611+19 n.d. 449 + 56 7,6%2,3 n.d.
27 10800 * 800 680 + 34 n.d. 504 £ 52 10,4+0,8 n.d.

Ausbeute Matrixentnahme 94,5 + 0,9 % (n = 60) Wiederfindung (ISTD) 92,5+2,7% (n =30)
Mittelwerte mit Standardabweichung (n = 3) in ug/kg Matrix



8.6.6.4 Einfluss des Emulgators

Tab. 8.47: Einfache Augensalbe DAC + 10 % Span 60: Ergebnis der Migrationsstudie (T = 40 °C)

Lagerdauer
[Monate]

2
4
6

ADGE g
n.d. n.d.
n.d. <LoQ
n.d. <LOQ

BADGE
'Hzo
n.d.

n.d.
n.d.
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BADGE
‘HCI-H,0
n.d.

n.d.
n.d.

BADGE
24,8+5,6
39,2+6,3
23,7+8,6

BADGE
-HCI

n.d.
n.d.
n.d.

Ausbeute Matrixentnahme

95,9+0,5% (n =18)

Mittelwerte mit Standardabweichung (n = 3) in ug/kg Matrix

Wiederfindung (ISTD)

49,2+10,1% (n=9)

Tab. 8.48: Einfache Augensalbe DAC + 10 % Polysorbat 60: Ergebnis der Migrationsstudie (T = 40 °C)

Lagerdauer
[Monate]

2
4
6

BADGE

2H,0 BPA
69,9+17,6 225+7
200 £ 55 348 +5
505+ 77 374 +17

BADGE
'Hzo
1640 + 240

2290 + 620
3390 £ 570

BADGE

*HCI-H,0

150 + 20
247 £ 68
445 £ 59

BADGE

9680 + 1570
10200 + 2900
9730+ 1750

BADGE
‘HCI

745 + 98
880 +178
1020 +£120

Ausbeute Matrixentnahme

95,4+0,5% (n=12)°

Wiederfindung (ISTD)

96,1£3,2% (n=9)

Mittelwerte mit Standardabweichung (n = 3) in pg/kg Matrix; * aufgrund von erhdhtem Ausschuss bei der Probenahme
(Undichtigkeiten) wurden nach vier und sechs Monaten die Inhalte von Einzeltuben aufgearbeitet

Tab. 8.49: Polysorbat 60: Ergebnis der Migrationsstudie (T = 40 °C)

Lagerdauer
[Monate]

2
4
6

BADGE
-2H,0
192 +£102 ---

BPA

543 + 34
852+ 120

BADGE
'Hzo
3300 + 870

5220+ 230
5390 + 570

BADGE
*HCI-H,0

a

a

a

BADGE

16000 + 4300
19100 + 700
12500 + 1000

BADGE
-HCl

1140 + 270
1570 £ 50
1270 £ 90

Ausbeute Matrixentnahme

94,3+3,0% (n=9)

Wiederfindung (ISTD)

96,0+1,8% (n=9)

Mittelwerte mit Standardabweichung (n = 3) in pg/kg Matrix; ® keine Auswertung wegen Peakiiberlagerung

8.6.6.5 PEG-Partialstruktur

Tab. 8.50: PEG 300: Ergebnis der Migrationsstudie (T = 40 °C)

Lagerdauer
[Monate]

23
4
6

BADGE
2H,0 BPA
4090 + 260 534 +40
8180+ 420 466 + 97
12700 £ 1900 456 £ 251

BADGE
'Hzo
14800 + 900

15500 + 700
13600 + 2000

BADGE
‘HCI-H,0
534 +36
684 + 29

880+ 97

BADGE

13000 + 800
11100 £ 300
3170 +530

BADGE
-HCI

738 £ 38
518+ 20
261+44

Ausbeute Matrixentnahme

96,1+0,6% (n=9)

Wiederfindung (ISTD)

106,8 +2,4 % (n = 6)°

Mittelwerte mit Standardabweichung (n = 3) in pg/kg Matrix; ° fehlerhafte ISTD-Zugabe: Werte unkorrigiert
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Tab. 8.51: Macrogolsalbe DAC: Ergebnis der Migrationsstudie

Lagerung unter intermediate conditions (T = 30 °C)
1 138+9 377 +£15 2640 + 260 n.d. 20300 £ 2600 356+ 29
2 189 £ 57 487 £ 45 2130+ 790 n.d. 21400 £ 6200 444 + 87
3 218+ 12 529+ 74 3710+ 100 <LOQ 23000 + 1200 532+30
a° 230+ 68 579 £ 89 3680 + 1000 <LOQ 17900 + 4700 640 £ 101
8 63560 467 £ 42 5630 1+ 480 202+11 14900 + 1100 999 +51
Lagerung unter accelerated conditions (T = 40 °C)
1 244 + 24 653149 4230+ 320 <LOQ 28300 £ 2300 620+ 36
2 299 £ 86 696 + 126 4870 £ 1070 <LOQ 25700 + 4400 638 £ 87
3 354 £ 22 566 + 23 5190 + 250 <LOQ 19800 + 600 614 +11
a° 620 £ 58 630+ 18 7470 £ 630 85,5+7,5 21300 £ 1200 827 +17
8 3050 + 650 480 £ 62 14600 + 2600 516 £50 16600 + 2300 964 + 30
Lagerung ,In-Use‘ unter accelerated conditions (T = 40 °C)
1 225+ 69 586+ 114 3840+ 830 <LOQ 25300 £ 7100 566 + 80
2 257 £ 80 663 + 155 4100 £ 940 <LOQ 20800 £ 4900 586 + 106
3 424 +77 747 £ 119 5959 + 990 38,5+3,8 21800 £ 3800 699 + 31
a° 792 +117 638 +48 8700 £ 1170 114+ 11 23000 £ 2600 952 + 96
8 3180+ 170 396 + 28 15400 + 700 550+21 17800 + 700 1040 £ 50

Ausbeute Matrixentnahme 94,6 £+ 0,7 % (n = 45) Wiederfindung (ISTD)

98,8+ 1,6 % (n =36)°

Mittelwerte mit Standardabweichung (n = 3) in pg/kg Matrix; ° BPA wegen partieller Peakiiberlappung nur grob

abgeschatzt; ® fehlerhafte ISTD-Zugabe: Werte unkorrigiert

8.6.6.6 In-Use-Bedingungen

Tab. 8.52: Macrogolsalbe DAC in Tubentyp M: Ergebnis der Migrationsstudie

st | BOCE gy OGS g oA
Lagerung unter accelerated conditions (T = 40 °C)
4 n.d. <LOQ n.d. n.d. n.d. n.d.
8 <LoQ 54,2 + 19,6 <LoQ n.d. <LoQ’ n.d.
Lagerung ,In-Use’ unter accelerated conditions (T = 40 °C)
4 n.d. 49,6 £ 10,9 n.d. n.d. <LOQ n.d.
8 <L0Q 127 +8 <LOoQ n.d. <LOoQ n.d.

Ausbeute Matrixentnahme 94,8 +0,6 % (n=12) Wiederfindung (ISTD)

Mittelwerte mit Standardabweichung (n = 3) in ug/kg Matrix; * 1 AusreiRer (n = 2)

98,4 +1,4% (n =12)
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10 Anhang
10.1 Residuenplots
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Abb. 10.1: Residuenplots der Priifung auf Linearitdt
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10.2 Daten zur Wiederfindung

10.2.1 Salben

Tab. 10.1: Einfache Augensalbe DAC: Wiederfindungsraten [%]

(o
Ll R
78,6 82,4 82,0 75,9 88,7 91,9 89,0 76,5
8 83,5 89,5 90,3 86,5 91,9 93,0 94,4 82,3
80,8 78,1 77,9 74,5 83,2 85,8 83,7 70,6
[0} 81,0 83,4 83,4 79,0 88,0 90,3 89,0 76,4
RSD 3,1 6,9 7,6 8,3 5,0 4,3 6,0 7,6
90,3 91,5 90,0 91,5 94,4 94,2 94,1 91,7
§ 86,6 87,1 80,6 80,9 91,1 93,0 91,8 87,6
89,7 94,8 90,8 87,5 96,8 97,1 97,2 96,1
(1) 88,9 91,1 87,1 86,7 94,1 94,8 94,4 91,8
RSD 2,2 4,2 6,5 6,2 3,1 2,2 2,9 4,7
87,0 81,8 79,0 81,3 84,8 85,6 85,4 82,6
§ 85,6 77,1 74,8 82,9 79,8 81,2 80,4 77,9
92,6 90,9 87,6 90,1 92,0 93,1 93,3 91,1
[0} 88,4 83,3 80,5 84,8 85,5 86,7 86,3 83,9
RSD 4,2 8,4 8,1 5,6 7,2 6,9 7,5 8,0

ISTD-korrigierte Werte

88,6 92,9 92,4 85,6 100,0 103,6 100,4 86,2

8 90,9 97,4 98,3 94,1 100,0 101,2 102,7 89,5
97,1 93,9 93,5 89,5 100,0 103,1 100,5 84,8

(] 92,2 94,7 94,7 89,7 --- 102,6 101,2 86,8
RSD 4,8 2,5 3,3 4,7 --- 1,3 1,3 2,8
95,6 96,9 95,3 96,9 100,0 99,8 99,7 97,2

§ 95,1 95,7 88,6 88,9 100,0 102,1 100,8 96,2
92,6 97,9 93,8 90,4 100,0 100,3 100,4 99,3

[ 94,4 96,8 92,5 92,1 --- 100,7 100,3 97,5
RSD 1,7 1,1 3,8 4,6 --- 1,2 0,5 1,6
102,5 96,5 93,2 95,9 100,0 101,0 100,7 97,4

§ 107,2 96,7 93,7 103,9 100,0 101,8 100,7 97,7
100,7 98,9 95,3 98,0 100,0 101,2 101,4 99,1

@ 103,5 97,3 94,1 99,3 --- 101,3 100,9 98,1
RSD 3,3 1,4 1,2 4,2 --- 0,4 0,4 0,9
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Tab. 10.2: Einfache Augensalbe DAC + 10 % Polysorbat 60: Wiederfindungsraten [%]

¢ | BADGE BADGE  BADGE BADGE  BADGE
lug/kgl | -2H,0  BPA H,0 -HCl-H,0 BAPHPE BADGE  ,.n -2HCl
90,7* 99,7 97,1 96,4 99,3 93,9 92,3 97,7
g 105,9 99,7 95,8 94,2 99,3 94,4 94,4 98,6
110,6 99,3 96,2 94,9 100,0 95,0 92,9 9,8
o 102,4 99,5 96,4 95,2 99,5 94,4 93,2 97,7
RSD 10,2 0,2 0,7 1,1 0,4 0,6 1,2 0,9
101,0 102,1 100,4 100,6 99,9 101,2 102,2 101,7
§ 107,2 103,5 102,4 102,6 101,9 103,5 105,0 103,6
108,6 104,6 101,4 102,6 102,0 103,3 105,0 102,9
0] 105,6 103,4 101,4 101,9 101,3 102,7 104,1 102,8
RSD 3,8 1,2 0,9 1,1 1,1 1,3 1,5 0,9
99,6 103,0 100,6 100,5 100,3 103,4 103,3 102,2
§ 101,7 104,0 101,2 101,6 101,0 104,3 103,7 103,4
101,5 102,0 99,5 99,4 98,7 101,4 101,6 100,3
(1)} 100,9 103,0 100,4 100,5 100,0 103,0 102,9 102,0
RSD 1,2 0,9 0,9 1,1 1,2 1,4 1,1 1,5
ISTD-korrigierte Werte
91,3a 100,3 97,7 97,0 100,0 94,5 93,0 98,4
8 106,6 100,4 96,5 94,9 100,0 95,1 95,1 99,3
110,6 99,3 96,2 94,9 100,0 95,0 92,9 96,8
(1)} 102,8 100,0 96,8 95,6 --- 94,9 93,7 98,2
RSD 9,9 0,6 0,9 1,3 --- 0,3 1,3 1,3
101,1 102,2 100,5 100,6 100,0 101,2 102,3 101,8
§ 105,2 101,6 100,5 100,7 100,0 101,6 103,0 101,7
106,5 102,6 99,4 100,6 100,0 101,3 103,0 100,9
@ 104,3 102,1 100,1 100,7 --- 101,4 102,8 101,5
RSD 2,7 0,5 0,6 <0,1 --- 0,2 0,4 0,5
99,3 102,7 100,3 100,2 100,0 103,1 103,1 102,0
§ 100,7 102,9 100,2 100,6 100,0 103,2 102,7 102,4
102,8 103,4 100,8 100,6 100,0 102,7 102,9 101,6
) 100,9 103,0 100,4 100,5 - 103,0 102,9 102,0
RSD 1,8 0,3 0,3 0,2 - 0,3 0,2 0,4

®Einfachbestimmung wg. Ausreiler
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Tab. 10.3: Einfache Augensalbe DAC + 10 % Span 60: Wiederfindungsraten [%]

¢ | BADGE BADGE  BADGE BADGE  BADGE

[mg/kg] | -2H,0  BPA H,0 -HCl-H,0 BAPHPE BADGE -2HCl
31,0 32,8 25,5 28,7 25,5 24,2 20,6 14,4

8 29,2 27,9 23,0 26,2 26,4 23,7 21,2 18,6
34,5 33,6 30,1 32,3 28,9 28,9 27,7 15,6

()] 31,6 31,4 26,2 29,1 27,0 25,6 23,2 16,2
RSD 8,5 9,7 13,6 10,6 6,6 11,0 17,1 13,5
41,9 42,1 39,0 38,8 40,0 36,0 34,5 30,3

§ 42,7 45,9 41,3 41,1 41,3 38,7 37,3 34,9
37,8 41,4 37,6 34,9 35,1 31,5 28,8 31,8

(1] 40,8 43,1 39,3 38,3 38,8 35,4 33,6 32,4

RSD 6,4 5,6 4,7 8,1 8,5 10,3 12,9 7,2
30,1 33,9 28,6 27,4 28,8 24,9 23,7 25,8

§ 34,3 37,0 33,3 32,5 32,5 28,9 27,6 29,8
28,2 30,0 26,6 25,8 26,1 23,6 22,6 22,7

[0} 30,9 33,6 29,5 28,6 29,1 25,8 24,6 26,1
RSD 10,0 10,4 11,5 12,4 11,2 10,8 10,8 13,6

ISTD-korrigierte Werte

121,7 128,4 99,9 112,6 100,0 95,1 80,7 56,5

8 110,7 105,7 87,2 99,1 100,0 89,9 80,2 70,5
119,3 116,0 103,9 111,7 100,0 99,7 95,8 53,8

()] 117,2 116,7 97,0 107,8 --- 94,9 85,5 60,2
RSD 4,9 9,8 9,0 7,0 --- 5,2 10,4 14,9
104,8 105,2 97,4 96,9 100,0 90,1 86,4 75,8

§ 103,3 111,0 99,8 99,4 100,0 93,7 90,3 84,5
107,8 118,1 107,3 99,6 100,0 89,8 82,2 90,8

(1] 105,3 111,4 101,5 98,6 --- 91,2 86,3 83,7

RSD 2,2 5,8 5,1 1,5 --- 2,4 4,7 9,0
104,8 117,9 99,6 95,2 100,0 86,7 82,5 89,8

§ 105,3 113,6 102,2 100,0 100,0 88,9 85,0 91,6
108,4 115,2 102,2 98,8 100,0 90,6 86,7 87,3

¢ 106,2 115,6 101,3 98,0 .- 88,7 84,7 89,6

RSD 1,9 1,9 15 2,5 - 2,2 2,5 2,5
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Tab. 10.4: Macrogolsalbe DAC: Wiederfindungsraten [%]

¢ | BADGE BADGE  BADGE BADGE  BADGE
lug/kgl | -2H,0  BPA H,0 -HCl-H,0 BAPHPE BADGE  ,.n -2HCl
97,6 105,4 111,2 104,0 95,4 92,6 94,6 107,7
g 100,7 101,7 104,3 105,0 95,3 98,3 99,9 96,3
106,3 102,8 127,2 114,5 95,3 94,6 97,8 95,0
(1)} 101,5 103,3 114,2 107,8 95,3 95,2 97,4 99,7
RSD 4,4 1,8 10,3 5,4 0,1 3,0 2,7 7,0
95,1 97,7 96,2 96,7 97,3 96,1 96,6 97,0
S 97,2 96,9 104,1 97,9 97,2 95,7 95,3 94,9
97,9 98,8 96,0 97,5 97,6 95,7 95,3 95,4
0] 96,7 97,8 98,8 97,4 97,4 95,9 95,7 95,8
RSD 1,5 1,0 4,7 0,6 0,2 0,3 0,8 1,1
95,4 99,0 100,5 98,4 97,4 97,1 98,1 97,9
§ 98,7 99,0 99,2 98,7 96,2 97,6 98,6 97,5
99,3 99,2 96,6 96,9 96,3 97,8 98,4 97,3
(1)} 97,8 99,0 98,8 98,0 96,6 97,5 98,3 97,6
RSD 2,1 0,1 2,0 1,0 0,7 0,4 0,3 0,3
ISTD-korrigierte Werte
102,4 110,5 116,6 109,1 100,0 97,1 99,2 113,0
8 105,7 106,7 109,4 110,2 100,0 103,2 104,8 101,1
111,6 108,0 133,5 120,2 100,0 99,3 102,6 99,7
[1)] 106,6 108,4 119,9 113,2 --- 99,9 102,2 104,6
RSD 4,4 1,8 10,3 5,4 --- 3,1 2,8 7,0
97,8 100,4 98,9 99,4 100,0 98,8 99,2 99,7
§ 100,0 99,7 107,1 100,7 100,0 98,5 98,1 97,6
100,3 101,2 98,4 99,9 100,0 98,0 97,6 97,8
@ 99,3 100,4 101,4 100,0 --- 98,4 98,3 98,3
RSD 1,4 0,8 4,8 0,7 --- 0,4 0,8 1,2
98,0 101,7 103,2 101,1 100,0 99,7 100,7 100,6
§ 102,6 102,9 103,1 102,6 100,0 101,5 102,5 101,4
103,2 103,1 100,4 100,7 100,0 101,6 102,2 101,1
@ 101,3 102,5 102,3 101,5 - 100,9 101,8 101,0
RSD 2,8 0,7 1,6 1,0 - 1,0 0,9 0,4




180 | 10.2 DATEN zZUR WIEDERFINDUNG

10.2.2 Cremes

Tab. 10.5: Nichtionische Hydrophile Creme DAB: Wiederfindungsraten [%]

¢ | BADGE BADGE  BADGE BADGE  BADGE
[ug/kgl | -2H,0 H,0  -HCl-H,0 BADHPE BADGE .- -2HCl
90,8 91,1 90,7 92,8 93,2 97,6 95,3 85,5
2 94,9 100,6 96,5 95,7 93,7 96,4 94,6 94,6
92,1 92,5 91,7 90,5 92,5 9,2 94,8 94,5
o 92,6 94,7 93,0 93,0 03,1 96,7 94,9 91,5
RSD 2,2 5,4 3,4 2,8 0,7 0,7 0,4 5,7
90,5 91,5 90,5 90,8 91,1 90,2 91,9 91,3
S 88,9 91,9 90,0 90,7 90,1 89,1 90,1 89,7
89,6 91,6 90,7 91,7 90,8 89,8 90,4 90,7
0] 89,7 91,7 90,4 91,1 90,7 89,7 90,8 90,6
RSD 0,9 0,2 0,4 0,6 0,6 0,6 1,0 0,9
93,3 93,0 92,8 93,2 93,1 92,1 92,7 92,7
§ 87,5 87,0 87,4 87,2 87,5 86,5 87,2 86,6
80,7 81,9 80,4 80,7 80,9 79,5 80,3 79,3
1)) 87,2 87,3 86,8 87,0 87,2 86,0 86,7 86,2
RSD 7,2 6,4 7,2 7,2 7,0 7,3 7,2 7,8
ISTD-korrigierte Werte
97,5 97,8 97,4 99,7 100,0 104,7 102,3 91,8
2 101,3 107,3 103,0 102,1 100,0 102,9 101,0 101,0
99,6 100,0 99,2 97,9 100,0 104,1 102,5 102,2
1) 99,5 101,7 99,9 99,9 --- 103,9 101,9 98,3
RSD 1,9 4,9 2,9 2,1 --- 0,9 0,8 5,8
99,4 100,4 99,3 99,7 100,0 99,1 100,8 100,2
§ 98,7 102,0 99,9 100,7 100,0 98,9 100,0 99,6
98,7 100,9 100,0 101,0 100,0 98,9 99,6 99,9
? 98,9 101,1 99,7 100,5 - 99,0 100,2 99,9
RSD 0,4 0,8 0,4 0,7 - 0,1 06 03
100,2 99,9 99,7 100,1 100,0 98,9 99,5 99,6
§ 100,0 99,5 99,9 99,7 100,0 98,9 99,7 99,0
99,7 101,2 99,3 99,7 100,0 98,3 99,2 98,0
(1)} 100,0 100,2 99,6 99,8 --- 98,7 99,5 98,8
RSD 0,2 0,9 0,3 0,2 --- 0,3 0,3 0,8
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¢ | BADGE BADGE  BADGE BADGE  BADGE
[ug/kgl | -2H,0 H,0  -HCl-H,0 BAPHPE BADGE 2HCI
91,7 83,1 84,3 88,5 90,6 89,0 87,9 90,3
8 90,6 85,3 80,1 88,0 92,5 88,0 87,3 84,0
90,9 92,0 81,9 88,8 92,6 87,6 85,9 86,1
(1)} 91,1 86,8 82,1 88,4 91,9 88,2 87,1 86,8
RSD 0,6 5,3 2,5 0,5 1,2 0,8 1,2 3,7
96,3 96,4 96,0 96,7 98,2 99,6 97,4 103,2
S 93,3 93,3 91,4 93,2 94,3 94,5 96,3 99,0
95,0 97,5 96,2 98,4 99,3 100,0 102,6 101,1
0] 94,9 95,7 94,5 96,1 97,3 98,0 98,8 101,1
RSD 1,6 2,3 2,9 2,8 2,7 3,1 3,4 2,1
93,3 95,2 94,2 95,9 96,2 96,2 97,5 98,0
§ 95,1 97,9 96,1 97,4 98,1 97,9 99,3 98,4
96,5 98,2 96,5 98,1 98,8 99,1 100,5 100,2
(1)} 95,0 97,1 95,6 97,1 97,7 97,7 99,1 98,9
RSD 1,7 1,7 1,2 1,1 1,4 1,5 1,5 1,2
ISTD-korrigierte Werte
101,2 91,7 93,0 97,7 100,0 98,2 97,0 99,7
8 97,9 92,2 86,6 95,1 100,0 95,1 94,4 90,8
98,2 99,4 88,4 96,0 100,0 94,6 92,8 93,0
(1)} 99,1 94,4 89,3 96,2 --- 96,0 94,7 94,5
RSD 1,8 4,6 3,7 1,3 --- 2,0 2,2 4,9
98,1 98,2 97,8 98,5 100,0 101,4 99,3 105,1
§ 98,9 98,9 96,9 98,8 100,0 100,1 102,1 104,9
95,7 98,2 96,9 99,2 100,0 100,7 103,4 101,8
@ 97,6 98,4 97,2 98,8 --- 100,8 101,6 104,0
RSD 1,7 0,4 0,5 0,3 --- 0,6 2,1 1,8
97,0 98,9 98,0 99,7 100,0 100,0 101,4 101,9
§ 97,0 99,8 97,9 99,3 100,0 99,8 101,2 100,3
97,7 99,4 97,7 99,3 100,0 100,3 101,7 101,5
? 97,2 99,4 97,9 99,4 .- 100,0 101,4 101,2
RSD 0,4 0,4 0,2 0,3 .- 03 0,2 0,8
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Tab. 10.7: Nichtionische Hydrophile Creme DAB - Variation Il: Wiederfindungsraten [%]

c BADGE BADGE BADGE BADGE BADGE
[ug/kgl | -2H,0 H,0  -HCl-H,0 BADPHPE BADGE ¢ 2HCI
78,6 83,9 89,7 88,7 89,2 84,3 83,5 92,2
Q 90,3 91,0 94,0 92,1 88,4 89,8 92,4 93,7
91,5° 92,5° 100,2° 97,1° 91,8° 85,5° 95,6° 89,7°
] 86,8 89,1 94,6 92,6 89,8 86,5 90,5 91,8
RSD 8,2 5,2 5,6 4,5 2,0 3,3 6,9 2,2
85,9 89,6 90,8 91,1 87,9 88,1 88,3 90,9
§ 92,7 91,5 94,6 94,5 90,5 89,2 90,5 91,3
93,4 92,0 93,1 93,6 89,0 89,4 89,9 91,0
] 90,7 91,0 92,8 93,1 89,1 88,9 89,6 91,1
RSD 4,6 1,4 2,1 1,9 1,5 0,8 1,3 0,2
94,6 93,4 96,7 97,0 94,0 93,3 93,7 93,7
§ 93,6 93,5 96,3 96,3 93,7 93,4 93,7 94,0
92,3 91,4 94,3 93,2 91,4 91,1 91,5 91,1
] 93,5 92,8 95,8 95,5 93,0 92,6 93,0 93,0
RSD 1,2 1,3 1,3 2,1 1,6 1,4 1,4 1,7
ISTD-korrigierte Werte
88,1 94,0 100,5 99,4 100,0 94,5 93,6 103,3
Q 102,2 102,9 106,4 104,2 100,0 101,6 104,6 106,0
99,8° 100,8° 109,2° 105,8° 100,0° 93,2° 104,2° 97,8°
] 96,7 99,2 105,4 103,1 --- 96,4 100,8 102,4
RSD 7,8 4,7 4,2 3,2 --- 4,7 6,2 4,1
97,7 101,9 103,3 103,7 100,0 100,3 100,5 103,5
§ 102,5 101,1 104,6 104,4 100,0 98,5 100,1 100,9
105,0 103,4 104,6 105,1 100,0 100,4 101,0 102,2
] 101,7 102,1 104,2 104,4 --- 99,7 100,5 102,2
RSD 3,6 1,2 0,7 0,7 --- 1,0 0,4 1,3
100,6 99,4 102,8 103,2 100,0 99,3 99,6 99,7
§ 99,9 99,7 102,8 102,8 100,0 99,6 100,0 100,3
101,0 100,1 103,2 102,0 100,0 99,7 100,2 99,7
] 100,5 99,7 102,9 102,7 --- 99,5 99,9 99,9
RSD 0,6 0,3 0,2 0,6 --- 0,2 0,3 0,3

® Einfachbestimmung wg. elektronischem Stérsignal
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Tab. 10.8: Nichtionische Hydrophile Creme DAB - Variation lll: Wiederfindungsraten [%]

¢ | BADGE BADGE  BADGE BADGE  BADGE
lug/kgl | -2H,0  BPA H,0 -HCl-H,0 BAPHPE BADGE  ,.n -2HCl
91,9 96,0 91,3 95,4 92,7 95,7 87,4 98,3
8 85,6 88,1 90,1 91,5 90,2 86,9 86,2 75,2
96,2 101,3 89,5 94,6 91,4 85,4 85,3 102,0
o 01,3 95,1 90,3 03,8 91,4 89,3 86,3 91,8
RSD 5,8 7,0 1,0 2,2 1,4 6,2 1,2 15,8
81,7 80,1 80,8 80,5 81,3 77,7 80,5 72,8
S 92,5 88,9 89,1 89,0 89,1 87,1 89,0 81,5
87,9 89,8 88,4 88,6 89,0 85,9 90,0 81,3
0] 87,3 86,3 86,1 86,0 86,5 83,6 86,5 78,5
RSD 6,2 6,2 5,3 5,6 5,2 6,2 6,0 6,4
92,1 93,0 93,4 93,5 93,7 92,8 93,9 91,0
§ 92,4 94,1 94,1 94,9 94,8 93,6 96,9 93,1
94,2 92,8 93,8 93,7 93,8 92,4 96,7 88,5
(1)} 92,9 93,3 93,8 94,1 94,1 92,9 95,8 90,9
RSD 1,2 0,8 0,4 0,8 0,6 0,7 1,8 2,5
ISTD-korrigierte Werte
99,1 103,5 98,4 102,8 100,0 103,2 94,3 106,0
8 94,9 97,7 99,8 101,4 100,0 96,3 95,5 83,3
105,3 110,9 98,0 103,6 100,0 93,4 93,4 111,6
(1)} 99,8 104,0 98,8 102,6 --- 97,6 94,4 100,3
RSD 5,2 6,4 1,0 1,1 --- 51 1,2 14,9
100,5 98,6 99,4 99,0 100,0 95,5 99,0 89,5
§ 103,8 99,7 99,9 99,9 100,0 97,7 99,8 91,4
98,7 100,9 99,3 99,5 100,0 96,5 101,1 91,3
@ 101,0 99,8 99,5 99,5 --- 96,6 100,0 90,8
RSD 2,5 1,2 0,4 0,4 --- 1,1 1,1 1,2
98,3 99,2 99,7 99,8 100,0 99,0 100,2 97,1
§ 97,5 99,4 99,3 100,1 100,0 98,8 102,3 98,2
100,4 98,9 100,0 99,9 100,0 98,5 103,1 94,3
) 98,7 99,2 99,7 100,0 .- 98,7 101,8 96,6
RSD 1,5 0,2 0,3 0,2 - 0,3 15 2,1
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10.2.3 Carbomergele

Tab. 10.9: Wasserhaltiges Carbomergel DAB — ,konventionelle’ Methode: Wiederfindungsraten [%]

¢ | BADGE BADGE  BADGE BADGE  BADGE
lug/kgl | -2H,0  BPA H,0  -HCl-H,0 BADHPE BADGE .- -2HCl
94,2 97,7 95,6 97,2 95,0 96,5 96,1 98,0
2 90,8 97,0 92,1 93,7 94,6 94,8 95,3 95,9
94,5 99,6 97,2 99,1 96,1 96,1 96,4 97,6
o 93,2 08,1 95,0 96,7 95,2 95,8 95,9 97,2
RSD 2,2 1,4 2,7 2,8 0,8 0,9 0,6 1,1
93,5 98,9 95,0 96,8 97,1 96,7 96,5 98,0
S 91,4 98,9 91,4 95,7 95,2 93,4 93,8 95,7
93,1 101,1 93,5 97,2 97,5 97,0 97,0 97,9
0] 92,7 99,6 93,3 96,6 96,6 95,7 95,8 97,2
RSD 1,2 1,3 2,0 0,8 1,3 2,1 1,8 1,3
95,6 101,6 96,9 99,4 99,6 99,2 99,0 99,9
§ 94,7 101,1 97,0 98,7 99,2 98,9 99,0 99,5
93,7 100,6 96,3 98,3 98,4 98,1 98,1 98,8
1)) 94,7 101,1 96,7 98,8 99,1 98,7 98,7 99,4
RSD 1,0 0,5 0,4 0,6 0,6 0,5 0,5 0,6
ISTD-korrigierte Werte
99,2 102,8 100,6 102,3 100,0 101,6 101,1 103,2
2 96,0 102,5 97,3 99,0 100,0 100,2 100,7 101,4
98,4 103,7 101,2 103,1 100,0 100,0 100,4 101,6
(1)} 97,8 103,0 99,7 101,5 --- 100,6 100,7 102,0
RSD 1,7 0,6 2,1 2,1 --- 0,9 0,4 1,0
96,3 101,8 97,8 99,7 100,0 99,6 99,3 100,8
§ 96,0 103,9 96,0 100,5 100,0 98,1 98,5 100,5
95,5 103,7 95,9 99,7 100,0 99,5 99,5 100,4
? 95,9 103,1 96,6 100,0 - 99,1 99,1 100,6
RSD 0,4 1,1 1,1 0,5 - 0,8 0,5 0,2
96,0 101,9 97,2 99,8 100,0 99,6 99,4 100,3
§ 95,4 102,0 97,8 99,5 100,0 99,7 99,8 100,4
95,3 102,3 97,8 99,9 100,0 99,7 99,7 100,4
(1) 95,6 102,1 97,6 99,7 --- 99,7 99,7 100,4
RSD 0,4 0,2 0,3 0,2 --- 0,1 0,2 <0,1
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Tab. 10.10: Wasserhaltiges Carbomergel DAB - optimierte Methode: Wiederfindungsraten [%]

¢ | BADGE BADGE  BADGE BADGE  BADGE
lug/kgl | -2H,0  BPA H,0 -HCl-H,0 BAPHPE BADGE  ,.n -2HCl
87,0 107,4 88,6 89,6 95,1 96,4 93,2 93,5
< 91,6 101,5 88,3 88,0 95,6 99,7 95,8 92,7
90,3 102,0 89,2 90,5 93,9 97,4 92,0 93,4
¢ 89,6 103,6 88,7 89,4 94,9 97,8 93,6 93,2
RSD 2,6 3,2 0,5 1,4 0,9 1,7 2,1 0,4
89,8 102,1 90,5 94,9 94,0 91,0 92,6 96,4
S 88,5 100,0 88,0 93,0 91,9 89,1 91,0 94,2
89,2 101,0 89,2 94,0 92,7 89,4 91,4 94,8
0] 89,2 101,1 89,3 94,0 92,9 89,9 91,7 95,2
RSD 0,7 1,0 1,4 1,1 1,1 1,1 0,9 1,2
88,2 96,7 88,8 91,7 92,4 89,9 91,0 93,1
g 85,6 95,1 85,9 89,7 90,0 87,5 89,0 91,1
88,0 96,9 88,9 91,8 92,4 90,2 91,4 93,1
1)) 87,2 96,3 87,9 91,1 91,6 89,2 90,5 92,5
RSD 1,7 1,0 1,9 1,3 1,5 1,6 1,4 1,2
ISTD-korrigierte Werte
91,5 112,9 93,2 94,2 100,0 101,3 98,0 98,3
< 95,8 106,1 92,3 92,0 100,0 104,3 100,2 97,0
96,1 108,5 94,9 96,3 100,0 103,7 97,9 99,4
[1)] 94,5 109,2 93,5 94,2 --- 103,1 98,7 98,2
RSD 2,7 3,1 1,4 2,3 --- 1,5 1,3 1,2
95,5 108,6 96,3 101,0 100,0 96,8 98,5 102,6
8 96,3 108,8 95,8 101,2 100,0 97,0 99,0 102,5
96,2 108,9 96,2 101,4 100,0 96,4 98,5 102,2
@ 96,0 108,8 96,1 101,2 --- 96,8 98,7 102,5
RSD 0,4 0,1 0,3 0,2 --- 0,3 0,3 0,2
95,5 104,7 96,1 99,3 100,0 97,3 98,6 100,8
8 95,1 105,7 95,4 99,6 100,0 97,2 98,9 101,2
95,2 104,9 96,3 99,3 100,0 97,7 98,9 100,8
@ 95,2 105,1 95,9 99,4 .- 97,4 98,8 100,9
RSD 0,2 0,5 0,5 0,2 - 0,2 0,2 0,2
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Tab. 10.11: Ultraschallkontaktgel NRF 13.2: Wiederfindungsraten [%]

¢ BADGE BADGE  BADGE BADGE  BADGE
[ug/kg] | -2H,0  BPA H,0 -HCl-H,0 BAPHPE BADGE ., .2HCI
77,9 100,7 93,3 93,6 95,5 93,7 96,6 99,8
< 73,6 93,0 91,7 89,7 89,8 91,0 93,4 91,9
80,1 99,3 90,0 94,6 95,0 94,6 95,3 98,2
(1)} 77,2 97,7 91,7 92,6 93,4 93,1 95,1 96,6
RSD 4,3 4,2 1,8 2,8 3,4 2,0 1,7 4,3
78,0 96,4 93,0 93,0 92,3 93,1 94,7 93,0
S 79,7 9,5 93,0 94,1 92,5 93,9 94,8 94,3
79,8 97,4 95,0 95,3 94,1 95,3 95,5 95,4
()] 79,2 96,8 93,7 94,1 93,0 94,1 95,0 94,2
RSD 1,3 0,6 1,2 1,2 1,1 1,2 0,5 1,3
83,8 99,6 96,5 97,3 96,7 97,9 98,5 99,3
g 83,1 98,5 95,1 95,9 95,5 96,0 97,3 97,7
81,2 96,3 92,7 93,4 93,6 93,6 94,9 95,6
[1)] 82,7 98,1 94,8 95,5 95,3 95,8 96,9 97,5
RSD 1,6 1,7 2,0 2,1 1,6 2,2 1,9 1,9
ISTD-korrigierte Werte
81,5 105,5 97,7 98,0 100,0 98,1 101,2 104,5
< 81,9 103,6 102,1 99,9 100,0 101,3 104,0 102,3
84,3 104,5 94,7 99,6 100,0 99,6 100,3 103,4
1)) 82,6 104,5 98,2 99,2 --- 99,7 101,8 103,4
RSD 1,8 0,9 3,8 1,0 --- 1,6 1,9 1,0
84,5 104,4 100,7 100,7 100,0 100,8 102,5 100,8
3 86,2 104,3 100,5 101,7 100,0 101,5 102,5 101,9
84,7 103,5 100,9 101,2 100,0 101,2 101,5 101,3
@ 85,1 104,1 100,7 101,2 --- 101,2 102,2 101,3
RSD 1,1 0,5 0,2 0,5 --- 0,3 0,6 0,6
86,7 103,0 99,8 100,6 100,0 101,2 101,9 102,7
g 87,0 103,1 99,5 100,4 100,0 100,5 101,8 102,3
86,7 102,9 99,0 99,8 100,0 99,9 101,4 102,0
) 86,8 103,0 99,4 100,2 - 100,6 101,7 102,3
RSD 0,2 0,1 0,4 0,4 - 0,6 0,3 0,3




10 ANHANG | 187

Tab. 10.12: Ethanolhaltiges Carbomergel: Wiederfindungsraten [%]

c BADGE BADGE BADGE BADGE BADGE

lug/kgl | -2H,0  BPA H,0  -HCl-H,0 BADHPE BADGE -2HCI
96,2 103,0 89,5 91,8 96,1 86,6 89,8 95,9

< 98,3 104,7 92,1 93,8 97,0 85,6 90,1 94,9
95,0 103,8 96,6 95,7 99,2 92,2 95,5 99,8

@ 96,5 103,8 92,8 93,8 97,5 88,1 91,8 96,9
RSD 1,8 0,8 3,9 2,1 1,6 4,0 3,5 2,7
90,5 101,0 90,9 94,4 95,8 88,3 92,3 97,5

I 91,1 104,5 92,4 95,9 97,0 88,6 93,4 97,5
91,0 104,4 91,4 95,7 96,2 85,4 90,4 95,5

@ 90,9 103,3 91,5 95,3 96,4 87,4 92,1 96,8
RSD 0,4 1,9 0,8 0,9 0,7 2,0 1,6 1,2
92,3 104,6 93,4 97,4 98,5 90,0 94,6 98,4

S 91,6 104,7 94,0 97,7 98,8 90,4 95,1 99,6
90,9 102,7 92,2 95,8 96,6 88,3 93,0 96,8

@ 91,6 104,0 93,2 97,0 98,0 89,6 94,2 98,3
RSD 0,8 1,1 1,0 1,1 1,2 1,3 1,2 1,4

ISTD-korrigierte Werte

100,0 107,2 93,1 95,5 100,0 90,1 93,4 99,8

< 101,3 107,8 94,9 96,6 100,0 88,2 92,9 97,8

95,8 104,6 97,5 96,5 100,0 92,9 96,3 100,7

@ 99,0 106,6 95,2 96,2 - 90,4 94,2 99,4
RSD 2,9 1,6 2,3 0,6 - 2,6 2,0 1,5

94,5 105,4 94,9 98,6 100,0 92,2 96,4 101,8

< 93,8 107,7 95,2 98,8 100,0 91,3 96,3 100,5
94,6 108,4 95,0 99,5 100,0 88,8 93,9 99,2

@ 94,3 107,2 95,0 98,9 - 90,7 95,5 100,5
RSD 0,4 1,5 0,2 0,5 --- 2,0 1,4 1,3
93,7 106,2 94,8 98,9 100,0 91,4 96,0 99,8

S 92,7 106,0 95,2 98,9 100,0 91,5 96,3 100,9

94,1 106,4 95,5 99,2 100,0 91,5 96,3 100,3

@ 93,5 106,2 95,1 99,0 - 91,5 96,2 100,3
RSD 0,8 0,2 0,4 0,2 - 0,1 0,2 0,5
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Tab. 10.13: 2-Propanolhaltiges Carbomergel DAB: Wiederfindungsraten [%]

¢ | BADGE BADGE  BADGE BADGE  BADGE

lug/kgl | -2H,0  BPA H,0 -HCl-H,0 BAPHPE BADGE .. -2HCl
90,6 105,8 87,6 94,7 95,7 83,2 90,1 94,3

< 92,1 106,4 84,3 92,5 94,7 77,5 86,2 96,4
91,5 105,7 90,1 96,2 96,5 83,8 92,0 98,6

@ 91,4 105,9 87,3 94,4 95,6 81,5 89,5 96,5
RSD 0,8 0,4 3,3 1,9 0,9 4,3 3,3 2,3
90,2 104,0 87,3 94,3 95,0 81,7 88,1 94,5

S 91,0 105,4 88,2 95,8 96,7 83,0 89,6 9,8
92,9 107,9 89,7 97,9 97,9 83,5 90,9 99,1

0] 91,4 105,7 88,4 96,0 96,6 82,7 89,5 96,8
RSD 1,6 1,9 1,4 1,9 1,5 1,1 1,6 2,4
94,5 109,1 90,1 98,2 99,2 85,0 92,6 98,7

g 93,6 108,5 89,1 97,7 98,5 83,8 91,4 98,4
91,3 106,0 88,6 96,0 96,8 83,8 90,6 96,7

(1)} 93,2 107,9 89,3 97,3 98,2 84,2 91,5 97,9
RSD 1,8 1,5 0,9 1,2 1,3 0,8 1,1 1,1

ISTD-korrigierte Werte

94,7 110,5 91,6 98,9 100,0 86,9 94,2 98,6

< 97,2 112,4 89,0 97,7 100,0 81,8 91,0 101,8

94,8 109,5 93,4 99,6 100,0 86,8 95,4 102,2

1) 95,6 110,8 91,3 98,7 --- 85,2 93,5 100,9
RSD 1,5 1,3 2,4 1,0 --- 3,4 2,4 2,0
94,9 109,5 91,9 99,3 100,0 86,0 92,8 99,5

8 94,1 108,9 91,2 99,0 100,0 85,8 92,6 100,1

94,9 110,2 91,6 100,0 100,0 85,3 92,8 101,2

@ 94,6 109,5 91,6 99,4 --- 85,7 92,7 100,3
RSD 0,5 0,6 0,4 0,5 --- 0,4 0,1 0,9
95,3 110,0 90,9 99,0 100,0 85,7 93,3 99,5

8 95,0 110,1 90,4 99,1 100,0 85,0 92,7 99,9

94,4 109,5 91,5 99,2 100,0 86,6 93,6 100,0

@ 94,9 109,9 90,9 99,1 .- 85,8 93,2 99,8
RSD 0,5 0,3 0,6 0,1 - 0,9 0,5 0,3
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10.2.4 Weitere Matrices

Tab. 10.14: Polyethylenglykol 300: Wiederfindungsraten [%]

c BADGE BADGE  BADGE BADGE  BADGE

mg/kg] | 2H,0 BPA 40 .HaH,0 BAPHPE BADGE Lo oua

102,4 102,3 103,4 104,1 102,3 103,2 101,7 104,0

= 112,6 102,4 103,6 105,2 102,7 102,6 99,4 104,9

108,9 99,7 101,0 101,7 100,7 98,0 97,9 101,3

) 108,0 101,5 102,7 103,7 101,9 101,3 99,7 103,4
RSD 4,8 1,5 1,4 1,7 1,0 2,8 1,9 1,8
100,1 99,8 99,3 99,6 99,2 98,9 98,6 98,9

§ 103,1 102,9 101,9 102,7 102,3 102,1 101,8 104,1

105,0 105,2 104,2 104,6 104,4 104,6 103,5 105,2

@ 102,8 102,6 101,8 102,3 102,0 101,9 101,3 102,7
RSD 2,4 2,7 2,4 2,5 2,6 2,8 2,4 3,3

105,3 106,6 105,6 105,9 105,8 106,3 106,0 106,9

§ 106,3 106,4 105,4 106,0 105,7 106,2 106,7 107,1

105,7 106,4 105,4 105,8 105,6 105,9 105,9 106,5

@ 105,7 106,5 105,5 105,9 105,7 106,1 106,2 106,8
RSD 0,5 0,1 0,1 0,1 0,1 0,2 0,4 0,3

ISTD-korrigierte Werte

100,1 100,0 101,1 101,8 100,0 100,9 99,4 101,7

= 109,7 99,7 100,9 102,4 100,0 99,9 96,7 102,2

108,1 99,0 100,3 101,0 100,0 97,3 97,2 100,5

@ 105,9 99,5 100,8 101,7 .- 99,4 97,8 101,5
RSD 4,8 0,5 0,4 0,7 --- 1,9 1,4 0,8
101,0 100,7 100,2 100,5 100,0 99,8 99,5 99,8

§ 100,8 100,5 99,6 100,4 100,0 99,8 99,5 101,7

100,6 100,8 99,8 100,2 100,0 100,1 99,1 100,8

@ 100,8 100,7 99,9 100,4 --- 99,9 99,4 100,8
RSD 0,2 0,1 0,3 0,1 .- 0,2 0,2 1,0

99,5 100,8 99,9 100,2 100,0 100,5 100,2 101,1

§ 100,6 100,7 99,7 100,3 100,0 100,5 101,0 101,4

100,1 100,8 99,9 100,3 100,0 100,3 100,3 100,9

@ 100,1 100,8 99,8 100,2 .- 100,4 100,5 101,1
RSD 0,5 0,1 0,1 0,1 --- 0,1 0,4 0,3
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Tab. 10.15: Polysorbat 60: Wiederfindungsraten [%]

c BADGE BADGE BADGE BADGE BADGE
[ug/kgl | -2H,0 H,0  -HCl-H,0 BAPHPE BADGE o onq
111,2 89,1 97,7 100,3 97,0 106,9 100,5 99,7
§ 102,4 92,0 100,5 109,1 96,9 120,9 99,5 98,4
96,2 100,0 100,8 106,6 95,6 110,6 94,4 98,1
[0} 103,2 93,7 99,7 105,3 96,5 112,8 98,1 98,8
RSD 7,3 6,0 1,7 4,3 0,8 6,5 3,3 0,9
92,7 100,0 100,5 101,9 97,3 103,3 100,1 98,8
§ 95,5 97,4 101,3 104,2 97,5 103,2 101,7 99,8
Probe verschiittet
] 94,1 98,7 100,9 103,0 97,4 103,2 100,9 99,3
RSD 2,1 1,8 0,6 1,6 0,2 0,1 11 0,8
o 97,9 98,3 99,1 99,7 97,1 101,8 99,6 99,4
8 97,2 98,4 98,2 98,3 96,7 103,4 99,0 98,5
i 96,6 96,7 97,0 97,6 94,9 100,1 98,8 97,8
@ 97,2 97,8 98,1 98,5 96,2 101,7 99,2 98,6
RSD 0,6 1,0 1,1 1,1 1,2 1,6 0,4 0,9
ISTD-korrigierte Werte
114,6 91,8 100,7 103,3 100,0 110,1 103,5 102,8
§ 105,7 95,0 103,8 112,6 100,0 124,8 102,7 101,6
100,6 104,6 105,4 111,5 100,0 115,6 98,8 102,6
@ 106,9 97,1 103,3 109,1 --- 116,9 101,7 102,3
RSD 6,6 6,9 2,3 4,6 --- 6,4 2,5 0,6
95,3 102,7 103,2 104,7 100,0 106,1 102,9 101,5
§ 97,9 99,8 103,9 106,8 100,0 105,8 104,3 102,4
Probe verschiittet
] 96,6 101,3 103,6 105,7 --- 105,9 103,6 101,9
RSD 1,9 2,0 0,4 1,4 --- 0,2 1,0 0,6
o 100,8 101,2 102,1 102,6 100,0 104,8 102,6 102,4
8 100,6 101,8 101,6 101,7 100,0 106,9 102,5 101,9
i 101,8 101,8 102,1 102,8 100,0 105,4 104,1 103,0
@ 101,0 101,6 102,0 102,4 - 105,7 103,1 102,4
RSD 0,6 0,4 0,3 0,6 - 1,0 0,9 0,5




10.3 Verfahrenskenndaten

10.3.1 Salben

Einfache Augensalbe DAC

Tab. 10.16: Einfache Augensalbe DAC: Verfahrenskenndaten Matrixkalibrierung
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MO gy AOSE SO g OCE SAOCE
Vor ISTD-Korrektur
["“’+;"'k*"] 0,181 0,150 0,161 0,166 0,196 0,171 0,160
b [mV -min] -0,208 0,506 0,551 0,032 0,782 0,603 0,348
R? 0,9963  0,9833  0,9830 0,9922 09879  0,9863  0,9833
sy [mV-min] 0,875 1,53 1,59 1,11 1,69 1,47 1,72
Sxo [% 4,82 10,2 9,88 6,72 8,62 8,56 10,8
Vio [%] 4,47 9,53 9,63 6,48 8,10 8,63 9,54
Nach ISTD-Korrektur
["‘V+;""‘*"] 0214 0177 0189 0,195 0231 0202 0,188
b [mV -min] -1,088  -0,156  -0,131  -0,729  -0,065  -0,092  -0,424
R? 0,9957  0,9996  0,9992  0,9948 09999  0,9999  0,9996
sy [mV-min] 1,11 0,282 0,410 1,07 0,202 0,157 0,318
Sxo [%] 5,19 1,59 2,17 5,46 0,876 0,778 1,69
Vio [%] 4,81 1,49 2,11 5,27 0,82 0,78 1,50
LOD [%] 7,4 2,3 3,1 7,8 1,3 1,1 2,4
LOQ [%] 26,2 8,2 11,1 27,5 4,5 4,0 8,7

m = Steigung, b = Achsenabschnitt, R? = BestimmtheitsmaR, Sy= Reststandardabweichung, s, = Verfahrensstandard-

abweichung, Vo= Verfahrensvariationskoeffizient
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Einfache Augensalbe DAC + 10 % Polysorbat 60
Tab. 10.17: Einfache Augensalbe DAC + 10 % Polysorbat 60: Verfahrenskenndaten Matrixkalibrierung

BADGE BADGE BADGE BADGE BADGE
:2H,0 BPA ‘H,0 ‘HCI-H,0 BADGE -HCl -2HCI

Vor ISTD-Korrektur

mV-min-kg
[

b [mV -min] 0,0817 -0,0870  -0,0685 -0,103 -0,112 -0,0618 0,0480

0,0675 0,0639 0,0691 0,0670 0,0791 0,0709 0,0645

R? 0,9984 0,9996 0,9997 0,9996 0,9994 0,9993 0,9994

sy [mV - min] 0,419 0,190 0,188 0,200 0,299 0,264 0,265

Sxo [%] 6,21 2,97 2,73 2,99 3,77 3,72 4,11
Vio [%0] 2,75 1,39 1,33 1,44 1,78 1,87 1,82
Nach ISTD-Korrektur
[m] 0,0676 0,0639 0,0691 0,0670 0,0791 0,0709 0,0645

g

b [mV -min] 0,0135 -0,1355 -0,1189 -0,1516 -0,1705 -0,1113  -0,0028
R? 0,9986 0,9998 0,9999 0,9998 0,9999 0,9998 0,9998

Sy [mV - min] 0,397 0,132 0,126 0,128 0,141 0,133 0,166

Sxo [ﬁ] 5,87 2,06 1,83 1,91 1,78 1,88 2,58
Vio (%] 2,60 0,97 0,89 0,92 0,84 0,95 1,14
LOD [i]] 8,6 3,1 2,8 2,8 2,7 2,8 3,8
LOQ [%] 30,7 10,7 9,5 9,9 9,2 9,7 13,3

m = Steigung, b = Achsenabschnitt, R? = BestimmtheitsmaR, Sy= Reststandardabweichung, s,o = Verfahrensstandard-
abweichung, Vo= Verfahrensvariationskoeffizient
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Einfache Augensalbe DAC + 10 % Span 60
Tab. 10.18: Einfache Augensalbe DAC + 10 % Span 60: Verfahrenskenndaten Matrixkalibrierung

BADGE BADGE BADGE BADGE BADGE
:2H,0 BPA ‘H,0 ‘HCI-H,0 BADGE -HCl -2HCI

Vor ISTD-Korrektur

mV-min-kg
[

b [mV - min] 0,429 0,335 0,413 0,480 0,544 0,374 0,0343

0,0425 0,0448 0,0426 0,0393 0,0413 0,0346 0,0366

R? 0,9552 0,9578 0,9384 0,9333 0,9268 0,9196 0,9300

sy [mV - min] 0,727 0,735 0,820 0,798 0,904 0,743 0,829

Sxo [%] 17,1 16,4 19,2 20,3 21,9 21,5 22,6
Vio [%] 15,9 15,4 18,8 19,6 20,6 21,7 20,1
Nach ISTD-Korrektur

["W+;""‘g] 0,147 0155 0,147 0136 0,143 07120 0,126
b [mV -min] -0,068  -0,419  -0,122 0,204 0,246 0,016 -1,196
R? 0,9958  0,9956  0,9980  0,9982  0,9987  0,9903  0,9770
sy [mV-min] 0,755 0,799 0,495 0,434 0,402 0,858 1,60
Sxo [ﬁ] 5,15 5,17 3,36 3,20 2,82 7,18 12,7
Vio [%] 4,78 4,84 3,28 3,09 2,65 7,23 11,2
LoD [%] 7,4 7,4 4,8 4,6 4,0 10,3 18,1
Loq [%] 26,0 26,1 17,1 16,3 14,4 35,7 61,7

m = Steigung, b = Achsenabschnitt, R? = BestimmtheitsmaR, Sy= Reststandardabweichung, s,o = Verfahrensstandard-
abweichung, Vo= Verfahrensvariationskoeffizient
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Macrogolsalbe DAC
Tab. 10.19: Macrogolsalbe DAC: Verfahrenskenndaten Matrixkalibrierung
BADGE BADGE BADGE BADGE BADGE
-2H,0 BPA ‘H,0 ‘HCI-H,0 BADGE ‘HCI -2HCI
Vor ISTD-Korrektur
[REminkg - 50358 0,0333 00356 0,0350  0,0419  0,0367  0,0337

ng
b [mV - min] 0,0285 0,0205 0,2090 0,1798 0,0577 0,0050 0,0152

R? 0,9987 0,9993 0,9951 0,9982 0,9997 0,9996 0,9993

sy [mV - min] 0,207 0,139 0,375 0,225 0,111 0,111 0,150

Sxo [igg] 5,79 4,18 10,5 6,45 2,65 3,02 4,47
Vio [%] 2,68 1,96 5,14 3,11 1,25 1,52 1,98
Nach ISTD-Korrektur
[ZLmnKg) - 00370 0,0345  0,0368  0,0361  0,0433 0,379  0,0348

g

b [mV -min] 0,0262 0,0180 0,2147 0,1838 0,0555 0,0018 0,0130
R? 0,9979 0,9991 0,9952 0,9982 0,9995 0,9993 0,9990

Sy [mV - min] 0,267 0,162 0,383 0,235 0,152 0,148 0,180

Sxo [ﬁ] 7,20 4,71 10,4 6,50 3,51 3,90 5,18
Vio [%] 3,33 2,21 5,07 3,14 1,65 1,96 2,30
LOD [i]] 10,3 6,7 14,9 9,3 5,0 5,6 7,4
LOQ [i]] 36,6 24,2 52,4 33,1 18,1 20,0 26,6

m = Steigung, b = Achsenabschnitt, R? = BestimmtheitsmaR, Sy= Reststandardabweichung, s,o = Verfahrensstandard-
abweichung, Vo= Verfahrensvariationskoeffizient
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10.3.2 Cremes

Nichtionische Hydrophile Creme DAB
Tab. 10.20: Nichtionische Hydrophile Creme DAB: Verfahrenskenndaten Matrixkalibrierung

BADGE BADGE BADGE BADGE BADGE
:2H,0 BPA ‘H,0 ‘HCI-H,0 BADGE -HCl -2HCI

Vor ISTD-Korrektur

mV-min-kg
1

g 0,125 0,114 0,125 0,120 0,143 0,125 0,116

b [mV - min] 0,191 0,341 0,334 0,306 0,468 0,339 0,310

R? 0,9909 0,9925 0,9910 0,9909 0,9907 0,9910 0,9892
Sy [mV - min] 0,944 0,774 0,898 0,871 1,08 0,866 1,00
Sxo [% 7,56 6,80 7,17 7,28 7,54 6,91 8,62
Vio [%] 7,01 6,37 6,99 7,02 7,09 6,97 7,65

Nach ISTD-Korrektur

["W+;""‘g] 0144 0,32 0145 0139 0,166 0145 0,134
b [mV -min] -0,171 0026 0002  -0016 0077 0017  -0,028
R2 0,9996  0,9997 09999 09999 09998  0,9999  0,9997

Sy [mV - min] 0,221 0,174 0,096 0,107 0,192 0,108 0,186

Sxo [%] 1,53 1,32 0,662 0,770 1,16 0,746 1,38
Vio [%] 1,42 1,24 0,65 0,74 1,09 0,75 1,23
LOD [%] 2,2 1,9 0,9 1,1 1,7 1,1 2,0
LOQ [ ] 7,9 6,8 3,4 4,0 6,0 3,9 7,2

m = Steigung, b = Achsenabschnitt, R? = BestimmtheitsmaR, Sy= Reststandardabweichung, s,o = Verfahrensstandard-
abweichung, Vo= Verfahrensvariationskoeffizient
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Nichtionische Hydrophile Creme DAB - Variation |
Tab. 10.21: Nichtionische Hydrophile Creme DAB — Variation I: Verfahrenskenndaten Matrixkalibrierung

BADGE BADGE BADGE BADGE BADGE
:2H,0 BPA ‘H,0 ‘HCI-H,0 BADGE -HCl -2HCI

Vor ISTD-Korrektur

mV-min-kg
[

b [mV -min] -0,288 -0,347 -0,377 -0,299 -0,305 -0,284 -0,284

0,123 0,109 0,130 0,127 0,150 0,135 0,124

R? 0,9985 0,9982 0,9983 0,9981 0,9979 0,9976 0,9933

sy [mV - min] 0,376 0,362 0,398 0,424 0,534 0,483 0,844

Sxo [igg] 3,04 3,31 3,05 3,33 3,56 3,57 6,30

Vo [%] 2,82 3,10 2,98 3,21 3,35 3,59 6,03
Nach ISTD-Korrektur

[mnkg) - 5126 0111 0,133 0130 0,152 0138 0,126

g

b [mV -min] -0,139 -0,223 -0,235 -0,151 -0,127 -0,135 -0,132
R? 0,9994 0,9993 0,9994 0,9994 0,9998 0,9994 0,9959

Sy [mV - min] 0,234 0,227 0,243 0,233 0,174 0,243 0,668

Sxo [ﬁ] 1,86 2,04 1,83 1,80 1,14 1,77 5,30
Vio [%] 1,73 1,91 1,79 1,73 1,07 1,78 4,70
LOD [i]] 2,7 2,9 2,6 2,6 1,6 2,5 7,6
LOQ [i]] 9,6 10,5 9,4 9,2 5,9 9,1 26,7

m = Steigung, b = Achsenabschnitt, R? = BestimmtheitsmaR, Sy= Reststandardabweichung, s,o = Verfahrensstandard-
abweichung, Vo= Verfahrensvariationskoeffizient
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Nichtionische Hydrophile Creme DAB — Variation Il
Tab. 10.22: Nichtionische Hydrophile Creme DAB — Variation Il: Verfahrenskenndaten Matrixkalibrierung

BADGE BADGE BADGE BADGE BADGE
:2H,0 BPA ‘H,0 ‘HCI-H,0 BADGE -HCl -2HCI

Vor ISTD-Korrektur

mV-min-kg
[

b [mV -min] -0,413 -0,153 -0,115 -0,137 -0,245 -0,131 -0,120

0,127 0,107 0,129 0,125 0,144 0,128 0,118

R? 0,9983 0,9992 0,9990 0,9982 0,9992 0,9992 0,9989

sy [mV - min] 0,413 0,239 0,303 0,403 0,314 0,265 0,314

Sxo [gg] 3,26 2,24 2,34 3,23 2,19 2,07 2,66

Vio [%] 2,38 2,00 2,18 2,98 1,96 1,99 2,25
Nach ISTD-Korrektur

[Rimivkg) 5435 0,114 0138 0,133 0153 0,137 0,126

g

b [mV -min] -0,106 0,130 0,222 0,189 0,131 0,189 0,221
R? 0,9990 0,9996 0,9998 0,9996 0,9997 0,9996 0,9994

Sy [mV - min] 0,331 0,182 0,140 0,201 0,194 0,185 0,255

Sxo [ﬁ] 2,45 1,59 1,01 1,51 1,26 1,35 2,03
Vio [%] 2,16 1,42 0,04 1,39 1,13 1,30 1,71
LOD [i]] 3,6 2,3 1,5 2,2 1,9 2,0 3,0
LOQ [i]] 12,8 8,4 5,4 8,0 6,7 7,1 10,7

m = Steigung, b = Achsenabschnitt, R? = BestimmtheitsmaR, Sy= Reststandardabweichung, s,o = Verfahrensstandard-
abweichung, Vo= Verfahrensvariationskoeffizient
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Nichtionische Hydrophile Creme DAB — Variation 1l
Tab. 10.23: Nichtionische Hydrophile Creme DAB - Variation lll: Verfahrenskenndaten Matrixkalibrierung

BADGE BADGE BADGE BADGE BADGE
:2H,0 BPA ‘H,0 ‘HCI-H,0 BADGE -HCl -2HCI

Vor ISTD-Korrektur

mV-min-kg
[

b [mV -min] -0,346 -0,167 -0,445 -0,447 -0,529 -0,535 -0,564

0,123 0,105 0,128 0,124 0,144 0,133 0,115

R? 0,9969 0,9962 0,9967 0,9956 0,9947 0,9953 0,9818

sy [mV - min] 0,541 0,510 0,554 0,625 0,822 0,662 1,30
ng

Se [E] 4,40 4,84 4,31 5,05 5,69 4,98 11,2

Vio [%] 4,08 4,53 4,21 4,87 5,35 5,02 9,96

Nach ISTD-Korrektur

["”’+;""‘g] 0,130 0,111 0,136 0,131 0,152 0,140 0,122
b [mV -min] 0,108 0,232 0,007  -0,024  -0,030  -0,109  -0,169
R? 0,9986  0,9997 0,9999  0,9997  0,9995  0,9989  0,9890
sy [mV-min] 0,383 0,156 0,108 0,161 0,273 0,339 1,06
Sxo [ﬁ] 2,95 1,40 0,795 1,23 1,79 2,41 8,72
Vio [%] 2,73 1,31 0,78 1,19 1,68 2,43 7,73
LOD [i]] 4,2 2,0 1,1 1,8 2,6 3,4 12,5
LOQ [%] 15,1 7,2 41 6,4 9,2 12,3 43,2

m = Steigung, b = Achsenabschnitt, R? = BestimmtheitsmaR, Sy= Reststandardabweichung, s,o = Verfahrensstandard-
abweichung, Vo= Verfahrensvariationskoeffizient
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10.3.3 Carbomergele

Wasserhaltiges Carbomergel DAB - ,konventionelle’ Methode
Tab. 10.24: Wasserhaltiges Carbomergel DAB — ,konventionelle’ Methode: Verfahrenskenndaten Matrixkalibrierung

BADGE BADGE BADGE BADGE BADGE
:2H,0 BPA ‘H,0 ‘HCI-H,0 BADGE -HCl -2HCI

Vor ISTD-Korrektur

mV-min-kg
1

g 0,138 0,136 0,142 0,138 0,168 0,146 0,136

b [mV -min] -0,120 -0,004 -0,144 -0,103 -0,152 -0,124 -0,094
R? 0,9994 0,9994 0,9994 0,9997 0,9993 0,9993 0,9994

Sy [mV - min] 0,260 0,263 0,270 0,196 0,349 0,282 0,264

Sxo [% 1,88 1,93 1,90 1,42 2,08 1,94 1,94
Vio [%] 1,75 1,81 1,85 1,37 1,95 1,95 1,72

Nach ISTD-Korrektur

mV-min-kg
|

g 0,139 0,137 0,143 0,139 0,169 0,146 0,136

b [(mV - min] 0,112 0,227 0,082 0,120 0,125 0,101 0,145
R? 0,9999 0,9997 0,9999 0,9999 0,9999 0,9999  >0,9999

Sy [mV - min] 0,111 0,185 0,109 0,081 0,097 0,076 0,057

Sxo [%] 0,803 1,35 0,767 0,585 0,578 0,521 0,421
Vio [%] 0,74 1,26 0,75 0,56 0,54 0,53 0,37
LOD [ ] 1,1 1,9 1,1 0,8 0,8 0,7 0,6
LOQ [ ] 4,2 7,0 4,0 3,0 3,0 2,7 2,2

m = Steigung, b = Achsenabschnitt, R? = BestimmtheitsmaR, Sy= Reststandardabweichung, s,o = Verfahrensstandard-
abweichung, Vo= Verfahrensvariationskoeffizient



200 | 10.3 VERFAHRENSKENNDATEN

Wasserhaltiges Carbomergel DAB — optimierte Methode

Tab. 10.25: Wasserhaltiges Carbomergel DAB — optimierte Methode: Verfahrenskenndaten Matrixkalibrierung

BADGE BADGE BADGE BADGE BADGE
:2H,0 BPA ‘H,0 ‘HCI-H,0 BADGE -HCl -2HCI

Vor ISTD-Korrektur

mV-min-kg
[

b [mV - min] 0,097 0,124 0,089 0,080 0,193 0,121 0,147

0,654 0,667 0,670 0,667 0,791 0,694 0,653

R? 0,9993 0,9994 0,9990 0,9995 0,9991 0,9993 0,9994

sy [mV - min] 0,268 0,252 0,324 0,235 0,376 0,265 0,263

Sxo [igg] 0,409 0379 0,48 0353 0476 0382 0,403
Vio [%] 1,90 1,77 2,35 1,70 2,24 1,93 1,79
Nach ISTD-Korrektur
["”'+;""‘g] 0718 0731 0735 0732 0867 0761 0,716
b [mV -min] -0,063 -0,035  -0,067 -0,077 0006  -0,034  -0,017
R? >0,9999 0,9999  0,9998  0,9999  0,9999 >0,9999 > 0,9999

Sy [mV - min] 0,065 0,099 0,154 0,088 0,132 0,076 0,060

Sxo [ﬁ] 0,091 0,135 0,209 0,121 0,152 0,101 0,084
Vio [%] 0,42 0,63 1,02 0,58 0,71 0,51 0,37
LoD [%] 0,13 0,19 0,30 0,17 0,22 0,14 0,12
LOQ [%] 0,47 0,70 1,08 0,63 0,79 0,52 0,44

m = Steigung, b = Achsenabschnitt, R? = BestimmtheitsmaR, Sy= Reststandardabweichung, s,o = Verfahrensstandard-
abweichung, Vo= Verfahrensvariationskoeffizient



Ultraschallkontaktgel NRF 13.2

Tab. 10.26: Ultraschallkontaktgel NRF 13.2: Verfahrenskenndaten Matrixkalibrierung
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WG g AT MG qr SN0 sab
Vor ISTD-Korrektur

[""’+;""‘g] 0,618 0,652 0,698 0,672 0,802 0,703 0,660

b [mV -min] -0,279  -0,009 -0,037 -0063 -0,083  -0,029  -0,129

R? 09990 0,9992 09991  0,9991  0,9989  0,9993  0,9988

sy [mV-min] 0,313 0,287 0,310 0,307 0,423 0,278 0,375

Sxo [%] 0,507 0,439 0,444 0,456 0,527 0,395 0,568

Vio [%] 2,35 2,06 2,16 2,20 2,48 1,99 2,52
Nach ISTD-Korrektur

["W+;""‘g] 0647 068 0730 0703 0839 0,736 0,691

b [mV -min] -0,131 0,168 0,145 0,110 0,131 0,149 0,051

R? 0,9999  0,9998  0,9997  0,9998  0,9998  0,9999  0,9999

sy [mV-min] 0,106 0,131 0,200 0,143 0,198 0,122 0,104

Sxo [ﬁ] 0,164 0,192 0,274 0,204 0,236 0,166 0,151

Vio (%] 0,76 0,90 1,34 0,98 1,11 0,84 0,67

LoD [%] 0,24 0,28 0,39 0,29 0,34 0,24 0,22

LOQ [%] 0,85 1,00 1,42 1,05 1,22 0,86 0,78

m = Steigung, b = Achsenabschnitt, R? = BestimmtheitsmaR, Sy= Reststandardabweichung, s,o = Verfahrensstandard-

abweichung, Vo= Verfahrensvariationskoeffizient



202 | 10.3 VERFAHRENSKENNDATEN

Ethanolhaltiges Carbomergel

Tab. 10.27: Ethanolhaltiges Carbomergel: Verfahrenskenndaten Matrixkalibrierung

BADGE BADGE BADGE BADGE BADGE
:2H,0 BPA ‘H,0 ‘HCI-H,0 BADGE -HCl -2HCI

Vor ISTD-Korrektur

o i k
[""“L'—;"*"] 0,685 0,692 0,685 0,685 0,745 0,683 0,663
b [mV -min] 0,015 0,082 0,034  -0051  -0,023  -0,016  -0,031
R? 0,9998  0,9996  0,9997  0,9998  0,9992  0,9995  0,9996

sy [mV - min] 0,153 0,210 0,168 0,159 0,323 0,223 0,226

Sxo [igg] 0224 0303 0245 0233 0433 0326 0,341

Vio [%] 1,04 1,42 1,19 1,12 2,04 1,64 1,51
Nach ISTD-Korrektur

[RLmnkg) - 5647 0682 0,730 0,703 0839 0,736 0,691

g

b [mV -min] -0,131 0,168 0,145 0,110 0,131 0,149 0,051
R? 0,9999 0,9997 0,9999 0,9998 0,9995 0,9997 0,9998

Sy [mV - min] 0,106 0,131 0,200 0,143 0,198 0,122 0,104

Sxo [ﬁ] 0,164 0,192 0,274 0,204 0,236 0,166 0,151
Vio (%] 0,83 1,31 0,86 0,94 1,68 1,31 1,08
LoD [%] 0,26 0,40 0,25 0,28 0,51 0,37 0,35
LoQ [%] 0,92 1,45 0,92 1,01 1,84 1,35 1,26

m = Steigung, b = Achsenabschnitt, R? = BestimmtheitsmaR, Sy= Reststandardabweichung, s,o = Verfahrensstandard-
abweichung, Vo= Verfahrensvariationskoeffizient
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2-Propanolhaltiges Carbomergel

Tab. 10.28: 2-Propanolhaltiges Carbomergel DAB: Verfahrenskenndaten Matrixkalibrierung

BADGE BADGE BADGE BADGE BADGE
:2H,0 BPA ‘H,0 ‘HCI-H,0 BADGE -HCl -2HCI

Vor ISTD-Korrektur

o i k
[""“L'—;"*"] 0,706 0,719 0,660 0,689 0,698 0,661 0,661
b [mV -min] -0208 -0,007 0,008  -0,050 0,015 0,012 0,019
R? 0,9991  0,9993  0,9996  0,9995  0,9993  0,9994  0,9995

sy [mV - min] 0,336 0,301 0,197 0,224 0,278 0,241 0,242

Sxo [gg] 0,476 0419 0298 0325 0398 0365 0,367

Vio [%] 2,20 1,96 1,45 1,57 1,87 1,84 1,63
Nach ISTD-Korrektur

[Rminkg) - 9717 0,730 0,670 0699 0,708 0671 0,671

g

b [mV -min] -0,054 0,156 0,152 0,099 0,173 0,152 0,178
R? 0,9999 0,9999 0,9998 0,9999 0,9995 0,9997 0,9998

Sy [mV - min] 0,125 0,129 0,141 0,097 0,241 0,157 0,143

Sxo [ﬁ] 0,174 0,177 0,211 0,138 0,340 0,234 0,213
Vio [%] 0,81 0,83 1,03 0,67 1,60 1,18 0,95
LoD [%] 0,25 0,25 0,30 0,20 0,49 0,34 0,31
LOQ [i]] 0,90 0,92 1,09 0,72 1,75 1,21 1,11

m = Steigung, b = Achsenabschnitt, R? = BestimmtheitsmaR, Sy= Reststandardabweichung, s,o = Verfahrensstandard-
abweichung, Vo= Verfahrensvariationskoeffizient
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10.3.4 Weitere Matrices

Polyethylenglykol 300

Tab. 10.29: Polyethylenglykol 300: Verfahrenskenndaten Matrixkalibrierung

S UGt M e st S0
Vor ISTD-Korrektur
[""’+;""‘*"] 0,0925 0,0880  0,0938 0,0912 0,1064  0,0943  0,0886
b [mV -min] -0,1926 -0,0545 -0,0388 -0,0833 -0,1316 -0,1287  -0,2205
R? 0,9996  0,9996  0,9996  0,9996  0,9996  0,9996  0,9995
sy [mV-min] 0,286 0,284 0,265 0,263 0,346 0,282 0,339
Sxo [% 3,09 3,22 2,82 2,89 3,26 2,99 3,83
Vio [%] 1,43 1,51 1,37 1,39 1,53 1,51 1,70
Nach ISTD-Korrektur
["”’+;""‘g] 0,0871  0,0828  0,0883  0,0858  0,1001  0,0888  0,0834
b [mV -min] 0,1692 0,2845 0,3091 0,2583  0,2769  0,2100  0,1410
R? 0,9995  0,9998 0,9998 0,9998  0,9998  0,9998  0,9998
sy [mV -min] 0,294 0,189 0,188 0,187 0,199 0,185 0,208
Sxo [ig] 3,38 2,28 2,13 2,18 1,99 2,09 2,49
Vio [%] 1,56 1,07 1,04 1,05 0,93 1,05 1,10
LOD [%] 4,8 3,3 3,0 3,1 2,8 3,0 3,6
LOoQ [%] 17,4 11,8 11,0 11,3 10,3 10,8 12,9

m = Steigung, b = Achsenabschnitt, R? = BestimmtheitsmaR, Sy= Reststandardabweichung, s,o = Verfahrensstandard-

abweichung, Vo= Verfahrensvariationskoeffizient
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Polysorbat 60
Tab. 10.30: Polysorbat 60: Verfahrenskenndaten Matrixkalibrierung
WG g MOSE CE g, Mot o
Vor ISTD-Korrektur
[""’+;""‘*"] 0,0144  0,0122 00143  0,0140 00170 0,051  0,0134
b [mV -min] -0,2460 -0,0553  0,0494 -0,0054 0,1075 -0,0324  -0,1035
R? 09971  0,9992 09995  0,9991  0,9993  0,9996  0,9997
sy [mV-min] 0,330 0,145 0,130 0,168 0,183 0,115 0,106
Sxo [%] 22,9 11,9 9,12 12,0 10,8 7,63 7,94
Vio [%] 4,21 2,21 1,76 2,29 2,01 1,53 1,40
Nach ISTD-Korrektur
["”'+;""‘g] 0,0150  0,0127 0,0149  0,0146 00176  0,0157  0,0139
b [mV -min] -0,2846 -0,0828 0,0215 -0,0348  0,0751  -0,0639  -0,1368
R? 0,9971  0,9994  0,9998  0,9995 0,9996  0,9997  0,9998
sy [mV-min] 0,340 0,130 0,091 0,138 0,154 0,108 0,097
Sxo [ﬁ] 22,7 10,3 6,12 9,44 8,74 6,88 6,94
Vio [%] 4,18 1,91 1,18 1,81 1,63 1,38 1,22
LoD [%] 33,0 14,9 8,9 13,7 12,7 10,0 10,1
LOQ [%] 117 53,7 32,2 49,5 45,8 36,2 36,5

m = Steigung, b = Achsenabschnitt, R? = BestimmtheitsmaR, Sy= Reststandardabweichung, s,o = Verfahrensstandard-

abweichung, Vo= Verfahrensvariationskoeffizient
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