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Einleitung

1 Einleitung

Papier und Papierverpackungen sind unverzichtbare und vielseitig angewandte Produkte des
taglichen Lebens. Da ein haufiger Kontakt mit Papier unvermeidbar ist, bestehen Bedenken
Uber im Papier vorhandene Substanzen, die einen moglichen Einfluss auf die menschliche
Gesundheit haben kénnen. Papier und Karton haben eine lange und erfolgreiche Tradition in
verschiedensten Anwendungsbereichen in der Verpackungsindustrie. Besonders
Anwendungen in der Lebensmittelindustrie, stellen dabei ein anspruchsvolles und sensibles
Anwendungsgebiet dar. Neben dem direkten Kontakt mit Lebensmitteln unterschiedlichster
Eigenschaften (trocken, feucht, fettig, tiefgefroren, ...), kommen Papier- und Karton in
diesem Bereich haufig als Transportverpackungen zum Einsatz.

Papier und Karton fur Verpackungszwecke werden dabei je nach Anwendungsgebiet bis zu
100% aus Recyclingmaterial hergestellt. Recycling tragt zur Nachhaltigkeit bei, stellt aber im
Verpackungsbereich sensibler Produkte ein Risiko dar, da es zum Ubertrag von
Rickstanden des Recyclingmaterials (Bestandteile von, Beschichtungsmaterialien, Druck-
farben, Klebstoffen ...) auf die daraus neu erzeugten Produkte kommen kann. Daruber
hinaus kann es zu Querkontaminationen durch papierfremde Materialien kommen, wodurch
eine potentielle Gesundheitsgefahrdung entstehen kann. Das Vorhandensein von
Fremdsubstanzen allein stellt dabei jedoch noch kein gesundheitliches Risiko dar. Erst die
Art, Gefahrlichkeit und Konzentration einer vorliegenden Substanz in Kombination mit dem
Ausmald der Migration und dem Umfang, mit dem der Verbraucher damit in Kontakt kommt,
sind fur ein potentielles Risiko verantwortlich. Rickstdnde aus dem Papiererzeugungs-
prozess kdnnen somit einerseits unbedenklich sein, aber auch ein ernstes gesundheitliches
Risiko darstellen.

Der Fokus dieser Arbeit liegt dabei auf zwei zur Zeit heftig zur Diskussion stehenden
Themen: der Migration von Bisphenolen und der Migration von Mineraldlbestandteilen aus
Verpackungsmaterialien aus Papier. Mangels toxikologischer Daten in Bezug auf das
Vorkommen und die Auswirkungen dieser Substanzen ist eine gesundheitliche Risiko-
bewertung allerdings haufig nicht mdglich. Dies fuhrt auch dazu, dass es keine oder nur
unzureichende gesetzliche Richtlinien in Bezug auf die Migration und die erlaubte maximale
tagliche Aufnahme dieser Substanzen gibt. Ziel dieser Arbeit war die Entwicklung schneller,
robuster und empfindlicher Analysemethoden zur Detektion migrierender Substanzen aus
Papier im Ultraspurenbereich. Um den Herausforderungen unterschiedlicher komplexer
Matrices in Anhangigkeit des Ausgangsmaterials (Papier, Karton, Frischfaser, Recycling-

material) gerecht zu werden, eigneten sich vor allem die Methoden der Flussig-
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chromatographie und Gaschromatographie in Kombination mit Massenspektrometrie (GC-
MS und LC-MS).

Bisphenole sind eine Gruppe von Verbindungen die zwei Hydroxyphenyl-Funktionalitaten,
die Uber ein Brickenatom miteinander verbunden sind, aufweisen. Von allen Bisphenolen ist
Bisphenol A das bekannteste und am besten charakterisierte Bisphenol. Bisphenol A (BPA),
eine potentiell endokrin wirksame Substanz mit schwacher Ostrogenaktivitat, kommt in einer
Vielzahl von Bedarfsgegenstanden, einschlieRlich Papierprodukten in Kontakt mit
Lebensmitteln und Hygieneartikeln vor. In Papier kommt BPA Uberwiegend als Farb-
entwickler in Thermodruckpapieren, sowie als Weichmacher in Druckfarben, Harzen und
Lacken vor. In Anbetracht der Tatsache, dass der Kontakt mit BPA mit einer Vielzahl an
negativen gesundheitlichen Effekten in Verbindung steht, wurden der Einsatz und die
Verwendung von BPA in vielen Landern limitiert. Als Konsequenz daraus kommt eine
Vielzahl an BPA strukturell ahnlichen Bisphenolen, als mogliche Alternativen zu BPA in
industriellen Anwendungen, zum Einsatz. Im Gegensatz zu BPA existiert jedoch nur ein
geringes Wissen in Bezug auf das toxikologische Potential dieser Bisphenole. Studien
zeigen allerdings, dass diese Bisphenole eine ahnliche endokrine Aktivitdt aufweisen wie
BPA. Darlber hinaus ist BPA das einzige Bisphenol flr das auf europaischer Ebene
gesetzliche Grenzwerte hinsichtlich der maximalen taglichen Aufnahme und der Migration
aus Lebensmittelkontaktmaterialien festgesetzt sind.

Die analytische Bestimmung von Bisphenolen in Papier erfolgt Uberwiegend durch eine
Kombination aus Extraktion, Konzentration und wenn noétig Derivatisierung der Analyten,
gefolgt von flissig- oder gaschromatographischer Auftrennung, gekoppelt mit
Massenspektroskopie (LC-MS, GC-MS), oder tandem MS (LC-MS/MS, GC-MS/MS), wobei
gaschromatographische Methoden eine Derivatisierung erfordern.

Die aktuelle Arbeit umfasst unterschiedliche gaschromatographische Methoden zur Analyse
von BPA im Spurenbereich in Papier- und Kartonverpackungen fir Lebensmittel, wobei die
unterschiedliche Selektivitat verschiedener Derivatisierungstechniken ausgenutzt wurde. Die
Arbeit bezieht sich dabei auf zwei Derivatisierungsreaktionen (Silylierung und Halid-
Alkylierung) und drei unterschiedlichen gaschromatographischen Trenn- und Detektions-
techniken (GC-MS mit Elektronenstofionisation (EI-GC-MS), GC-MS mit negativ chemischer
lonisation (NCI-GC-MS) und GC-MS/MS mit ElektronenstoRionisation (EI-GC-MS/MS).
Daruber hinaus erfolgte ein Vergleich der Analyse von sechs unterschiedlichen Bisphenolen
mittels GC-MS/MS und LC-MS/MS. Neben einem methodischen Vergleich wurde auch die
maximale Migration an BPA in Lebensmittel(simulanzien), unter Annahme des ,worst case”

von 100% Migration, berechnet.
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Die Analyse der Mineraldlbestandteile bezieht sich auf Mineralélkohlenwasserstoffe, die sich
in gesattigte (MOSH — Mineral Oil Saturated Hydrocarbons und aromatische Mineraldl-
kohlenwasserstoffe MOAH — Mineral Oil Aromatic Hydrocarbons) unterscheiden. Die MOSH
Fraktion besteht dabei aus linearen und verzweigten Alkanen, sowie alkylsubstituierten
Cycloalkanen, wogegen die MOAH Fraktion aus hochalkylierten polyaromatischen Kohlen-
wasserstoffen mit bis zu vier aromatischen Ringen besteht. Der Fokus der Arbeit liegt dabei
auf der aromatischen Fraktion, welche ca. 15-30 % der gesamten Mineraldlfraktion
ausmacht, da diese unter Verdacht steht potentiell krebserregend und erbgutschadigend zu
sein.

Die Hauptquelle von Mineraldlverbindungen in Papier und Karton sind Bestandteile von
Druckfarben auf Mineraldlbasis, die entweder direkt auf die Verpackung aufgebracht oder
Uber den Recyclingprozess in das Produkt eingebracht werden, da diese wahrend des
Recyclingprozesses nicht vollstandig entfernt werden. Der Transfer von Mineral6lkohlen-
wasserstoffen von der Packung in das Packgut erfolgt dabei entweder durch direkten
Kontakt oder Uuber die Gasphase, durch Verdampfung aus der Verpackung und
Rekondensation im Packgut, wobei bis zu 70 % der relevanten Bestandteile in das Packgut
migrieren konnen. Die derzeitige analytische Bestimmung von MOSH und MOAH erfolgt
Uberwiegend durch online oder offine gekoppelte Flissigchromatographie mit
Gaschromatographie-Flammenionisationsdetektion und Large Volume Injektion (HPLC-GC-
LV-FID), unter Bestimmung der Gesamtkonzentration der jeweiligen Fraktion, wodurch die
Identifikation einzelner Verbindungen nicht maoglich ist. Anhand dieses Mangels an
detaillierter Information Uber die Zusammensetzung der MOAH ist es schwer das
genotoxische Potential der MOAH zu evaluieren, weshalb derzeit auch keine anerkannte
Evaluierung vorhanden ist.

Ziel der Arbeit war, anhand mehrdimensionaler gaschromatographischer Methoden in
Kombination mit Massenspekirometrie, detailliertere Informationen Uber die Zusammen-
setzung der MOAH zu erhalten. Comprehensive GCxGC ist dabei die Technik der Wahl, um
Sensitivitat und Selektivitat zu erhdhen und um eine Identifikation einzelner Substanzen und
Substanzgruppen dieser komplexen Fraktion zu ermdglichen. Dartber hinaus erfolgte die
Analyse der MOAH mittels hochauflésender Massenspektrometrie (HR-MS), um weitere
Details zu der Zusammensetzung der MOAH zu erhalten, mit dem Ziel, dem Schritt einer

toxikologischen Risikobewertung ein Stlick ndher zu kommen.
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2 Lebensmittelkontaktmaterialien

Lebensmittelkontaktmaterialien (FCM — Food Contact Materials) sind laut der europaischen
Lebensmittelsicherheitsbehérde (EFSA — European Food Safety Authority) definiert als
Materialien und Artikel, die fir den Kontakt mit Lebensmitteln vorgesehen sind. Dazu zahlen
neben Verpackungsmaterialien auch samtliche Gebrauchsgegenstande wie Kiichen-
utensilien, Trinkflaschen, Geschirr usw., sowie Materialien die bei der Produktion und
Verarbeitung von Lebensmitteln mit diesen in Kontakt kommen. Einen grof3en Anteil der
Lebensmittelkontaktmaterialien stellen dabei Verpackungsmaterialien. Diese sind von
besonderer Bedeutung, da es in diesem Bereich Gberwiegend zu einem Langzeitkontakt der
Lebensmittel mit dem Verpackungsmaterial kommt. Die Hauptaufgabe von Lebensmittel-
verpackungen ist es, die Qualitat und Sicherheit des Packgutes zu erhalten, sowie dieses vor
Schaden und &duferen Einflissen zu schitzen. Um den Schutz des Konsumenten zu
gewahrleisten dirfen keine Substanzen in das Packgut Ubertragen werden, deren
Konzentration die menschliche Gesundheit gefahrden, die unerwiinschte Veranderungen in
der Zusammensetzung des Lebensmittels mit sich bringen, oder zu einer Verschlechterung
der sensorischen Eigenschaften des Produktes flihren. Dennoch ist es unumganglich, dass
es zu Interaktionen zwischen Verpackung und Packgut kommt. Diese konnen dabei einen
wesentlichen Einfluss auf die Sicherheit und/oder Qualitdt des Packgutes haben. Zu den
haufigsten Interaktionen zwischen Verpackung und Packgut zdhlen Migration, Permeation,
Sorption und Stoffibergang Uber die Gasphase. Zusatzlich kann es auch zu Abklatsch-
effekten (invisible off-set) kommen. Hierbei kommt es bei der Lagerung von
Verpackungsmaterialien in Stapel- oder Rollenform zu einem Ubertrag unerwiinschter
Substanzen von der Verpackungsaulenseite einer Verpackung auf die Lebensmittel-
kontaktseite der anderen Verpackung. Lebensmittelkontaktmaterialien haben demnach einen
wesentlichen Einfluss auf die umschlossenen Produkte, insbesondere in Bezug auf
Stofftransport aus der Gasphase und Migration (Strathmann et al. 2005).

Die Migration von unerwinschten Substanzen aus FCM in Lebensmittel, wird als eine der
Hauptursachen von Lebensmittelkontaminationen vermutet, 100-1000 mal hoher als
Kontaminationen von Pestizidriickstdnden und Umweltverschmutzungen (Grob et al. 2006).
Das Ausmal der Migration wird dabei von Diffussionsprozessen, die einer thermo-

dynamischen und kinetischen Kontrolle unterliegen, bestimmt (Bradley et al. 2014).

Obwohl der Uberwiegende Anteil der Lebensmittelkontaktmaterialien aus Kunststoff besteht
ist der Anteil an Lebensmittelkontaktmaterialien aus Papier dennoch nicht zu

vernachlassigen.
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3 Lebensmittelkontaktmaterialien aus Papier und
Karton

Die Anwendung von Papier und Karton im Lebensmittelkontakt ist vielfaltig und reicht von
Verpackungskarton und Verpackungspapier Uber Papiersacke hin zu Kichenrollen, Kaffee-
und Teefiltern. Die Art des Papieres, ob Frischfaser oder Recyclingware, sowie die
Verarbeitung, ob beschichtet, bedruckt und geklebt oder geleimt haben dabei einen groflien
Einfluss auf die Eignung als Lebensmittelkontaktmaterial.

In direktem Kontakt mit Lebensmittel kommen Uberwiegend Frischfaserprodukte zum
Einsatz, da diese in der Regel eine wesentlich geringere Konzentration unerwinschter,
potenziell gesundheitsgefahrdender Substanzen enthalten. Der Anteil an Recyclingpapieren
im Lebensmittelkontakt ist dennoch nicht zu unterschatzen, da Papier das am haufigsten

recycelte Verpackungsmaterial, mit einer Recyclingrate von 78% ist (Jamnicki 2015).

Recycling von Papier und Karton bietet ein Potential flir Gegensatze. Einerseits ist Recycling
im Sinne eines nachhaltigen Umganges mit natirlichen Ressourcen zu befurworten,
andererseits gelangen durch Recycling unerwinschte Substanzen, in teilweise
problematischen Konzentrationen, in Verpackungsmaterialien flr sensible Produkte wie
Lebensmittel und Hygieneartikel (Biedermann & Grob 2010; Jamnicki et al. 2015). Recycling
tragt andererseits aber auch zur Reduktion von Mull bei. Der Einsatz von Recyclingware in
der Produktion von Papier und Karton erfolgt in Abhangigkeit des herzustellenden Produktes,
wobei bei der Erzeugung von Verpackungspapieren und -karton zu Transportzwecken die
hochsten Einsatzquoten an Recyclingmaterial erreicht werden. Bei der Herstellung von
Verpackungsmaterialien fir sensible Produkte wie Lebensmittel, werden hohe
Anforderungen an das Produkt gestellt, da eine Migration von Substanzen die die
menschliche Gesundheit gefahrden zu unterbinden ist. Aus diesem Grund wird
Recyclingmaterial in Lebensmittel- und Hygienebereich meist als Sekundar- bzw.
Transportverpackung verwendet. Sekundar- und Tertiarverpackungen gelten dabei nicht als
Lebensmittelkontaktmaterialien, allerdings kann es durch Ubertrag von Substanzen auf
Primarverpackungen, und in weiterer Folge auf die Produkte, zur Migration unerwinschter
Komponenten in gesundheitsgefahrdendem Ausmald kommen. Der Transfer unerwinschter
Substanzen erfolgt dabei Uber die Gasphase durch unterschiedliche Schichten des
Verpackungsmaterials, von der Tertiar- Uber die Sekundar- und Primarverpackung in das
Produkt.
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3.1 Rechtliche Regelungen fiir Lebensmittelkontaktmaterialien

Um den Konsumenten zu schitzen wurden eine Vielzahl an Richtlinien und Verordnungen in
Bezug auf Lebensmittelkontaktmaterialien von der Europaischen Kommission fir den
europaischen Raum erlassen. Lebensmittelkontaktmaterialien und Artikel, die fir den
Kontakt mit Lebensmitteln vorgesehen sind, werden von der europaischen
Rahmenvereinbarung 1935/2004 (European Framework Regulation (EC) 1935/2004)
geregelt. Diese beinhaltet Richtlinien fir 17 unterschiedliche Gruppen an Lebensmittel-
kontaktmaterialien wie Kunststoffe, Papier und Karton, Glas, etc., aber auch Regulierungen
in Bezug auf Druckfarben, Beschichtungen und Adhasive, die bei der Produktion zum
Einsatz kommen. Neben Verpackungsmaterialien (Plastik, Papier, Metall,...) unterliegen
auch Verarbeitungsanlagen, Rohrleitungen, Foérderbander, Lagertanks, Gebrauchs-
genstdnde wie Kichenutensilien und dergleichen, speziellen Anforderungen. Die
Rahmenvereinbarung EC 1935/2004 deklariert, dass jeder Artikel, der flir den Kontakt mit
Lebensmittel vorgesehen ist, ausreichend inert sein muss, um einen Transfer von
Substanzen, in einem Ausmal welcher die menschliche Gesundheit gefahrdet und
inakzeptable Veranderungen in der Zusammensetzung und/oder den organoleptischen
Eigenschaften des Lebensmittels hervorruft, auszuschlieRen (European Commission 2004).
Allerdings enthalten Lebensmittelkontaktmaterialien dennoch viele Substanzen die in das
Packgut migrieren kénnen, wodurch einhergehend mit der Rahmenvereinbarung EC
1935/2004 spezifische MalRnahmen zur Kontrolle der gesetzlichen Vorschreibungen, in

Abhangigkeit der Art des Lebensmittelkontaktmaterials deklariert sind.

3.1.1 Richtlinien fiir Lebensmittelkontaktmaterialien aus Kunststoff

Richtlinien fir Lebensmittelkontaktmaterialien aus Kunststoff sind in der Europaischen
Vereinbarung 10/2011 (European Commission Regulation 10/2011) festgehalten (European
Commission 2011). Diese beinhaltet eine sogenannte ,Positiv-Liste®, in der alle flr den
Herstellungsprozess von Kunststoffen zugelassenen Substanzen (Monomere, Oligomere,
Additive,...) aufgelistet sind.

Ein Problem stellen jedoch nicht vorsatzlich zugegebene Substanzen, sogenannte NIAS
(non-intentionally added substances) dar, die nicht in der ,Positiv-Liste“ angefuhrt sind und
somit nicht fur die Herstellung polymerer Lebensmittelkontaktmaterialien legitimiert sind
(Bach et al. 2012). NIAS sind per Definition Verunreinigungen in den zur Herstellung
eingesetzten Materialien, Reaktionszwischenprodukte des Herstellungsprozesses oder der

Degradation, sowie Reaktionsprodukte die im fertigen Produkt auftreten (European
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Commission 2011). NIAS haben dabei keinen Einfluss auf den Herstellungsprozess und die
technische Qualitat des Produktes. Fur NIAS gelten daher, laut der Regulation 10/2011,
dieselben Regelungen wie fur Verunreinigungen und Reaktionszwischenprodukte, da die
Risikobetrachtung einer Substanz nicht nur die Substanz selbst, sondern sowohl
Verunreinigungen in der Substanz, als auch daraus entstehende Reaktions- und
Abbauprodukte miteinbezieht (Kassauf et al. 2013). NIAS haben somit Artikel 3 der
Framework Regulation 1935/2004 Folge zu leisten und unterliegen der Risikobewertung im
Rahmen der Kunststoffverordnung 10/2011. Sofern diese Substanzen hinsichtlich der
Risikobewertung von Bedeutung sind, sind sie in die Spezifikation der jeweiligen Substanz
miteinzubeziehen. Da eine Spezifikation aller NIAS hinsichtlich ihrer Zulassung in der
Produktion von Lebensmittelkontaktmaterialien undurchfihrbar ist, kdnnen Lebensmittel-

kontaktmaterialien NIAS enthalten die nicht in der ,Positiv-Liste“ angeflihrt sind.

Die Uberprifung der gesetzlichen Regelungen hinsichtlich des Stofftransportes in das
Produkt erfolgt mittels Migrationstests. Die Migration aller unerwiinschter Stoffe in das
Produkt wird anhand der europadischen Gesetzgebung durch ein Gesamtmigrationslimit
(OML - overall migration limit) geregelt. Zusatzlich gibt es flr viele Substanzen der ,Positiv-
Liste® ein spezifisches Migrationslimit (SML — specific migration limit) (Bradley et al. 2009).
Die Migration wird dabei in mg/kg Lebensmittel oder mg/dm? Verpackungsmaterial angefiihrt.
Da die Deklaration von Lebensmittelkontaktmaterialien besagt, dass ein Ubergang von
Substanzen in Konzentrationen, die das Lebensmittel verandern, nicht erlaubt sind, wurde
fur das OML ein Wert von 10 mg/dm? Verpackungsmaterial in direktem Kontakt mit dem
Produkt festgelegt. Dabei gilt die Annahme der konventionellen Regel, dass 1 Person von 60
kg Korpergewicht 1 kg eines Lebensmittels pro Tag konsumiert, welches in direktem Kontakt
mit 6 dm? Verpackungsmaterial steht (European Commission 2011). Daraus ergibt sich somit
ein maximales Gesamtmigrationslimit von 60 mg/kg Lebensmittel. Migration die diesen Wert
uberschreitet wird als inakzeptable Veranderung betrachtet. Die Bestimmung des OML und
SML erfolgt mittels Migrationstests unter der Verwendung von Lebensmittelsimulanzien unter
genau definierten Migrationsbedingungen. Je nach Art des zu testenden Lebensmittels

kommen dabei unterschiedliche Lebensmittelsimulanzien zum Einsatz. Erlaubte Simulanzien

sind: - Ethanol 10% (v/v) Simulanz A
- Essigsaure 3% (v/v) Simulanz B
- Ethanol 20% (v/v) Simulanz C
- Ethanol 50% (v/v) Simulant D1
- pflanzliche Ole Simulanz D2
- modifiziertes Polyphenylenoxide Simulanz E
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Das spezifische Migrationslimit definiert die maximale Menge einer spezifischen Substanz,
die in das Lebensmittel oder das entsprechende Lebensmittelsimulanz migrieren darf
(Bradley et al. 2009).

Die Simulanzien A-D2 sind dabei flr den Kontakt mit flissigen und fettigen Lebensmitteln
bestimmt, wogegen Simulanz E (Tenax®) fiir die Migration fliichtiger Substanzen aus
trockenen Lebensmitteln eingeflihrt wurde. Zur Durchfihrung der Migrationstests werden die
Lebensmittelsimulanzien mit den Lebensmittelkontaktmaterialien, unter genau definierten
Bedingungen (Expositionsdauer, Temperatur, Menge an Simulant,...), in Abhangigkeit des
Verwendungszweckes des FCM, in Kontakt gebracht. Die Migrationsbedingungen, die
sowohl fir OML, als auch SML gleich sind, basieren dabei auf ,worst case“ Bedingungen in

Bezug auf das jeweilige Lebensmittel (Veraart & Coulier 2007).

3.1.1.1 Gesamtmigrationslimit (Overall Migration Limit — OML)

Das Gesamtmigrationslimit ist ein Mal} fur die Inertheit eines Lebensmittelkontaktmaterials
bei direktem Kontakt mit dem Lebensmittel. Es beschreibt die gesamte Masse an
Substanzen die vom Kontaktmaterial in Lebensmittel bzw. Lebensmittelsimulanzien
Ubergehen (Touar et al. 2005). Die Uberprifung des OML erfolgt anhand von Migrations-
tests, wobei ausschlielich flissige Lebensmittelsimulanzien verwendet werden. Das OML
ist somit fUr alle nicht flichtigen Substanzen (Monomere, Oligomere, Additive,...), die vom
FCM in das Lebensmittel migrieren ausgelegt. Das Ausmal der Migration wird anschliel3end
gravimetrisch bestimmt, indem die flichtigen, flissigen Simulanzien verdampft werden und
der feste Ruckstand gravimetrisch bestimmt wird. Bei der Verwendung von flussigen, nicht
fluchtigen Lebensmittelsimulanzien wird das Lebensmittelkontaktmaterial vor und nach der
Exposition gewogen und der Masseverlust als Masse der migrierenden Substanzen
bestimmt. Da dies jedoch wesentlich ungenauer ist, als die Bestimmung der
Massenzunahme des Simulanzmaterials, kommen als Alternativen zu nicht flichtigen
Simulanzien haufig 95 %iges EtOH oder Isooctan als verdampfbare Medien zum Einsatz.
Aufgrund des Vorgehens entsprechend der Norm CEN 1999, ist eine Erfassung von
flichtigen Substanzen im OML nicht méglich, da diese wahrend des Verdampfungs- und
Trocknungsvorganges der Simulanzmaterialien verloren gehen wirden (Bradley et al. 2009).
Daruberhinaus wird die Bestimmung des OML fur flichtige Bestandteile aus
Kunststoffmaterialien anhand von Migrationstests in Simulanz E (Tenax), von der

europaischen Union fur als nicht notwendig erachtet (European Commission 2011).
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3.1.1.2 Spezifisches Migrationslimit (Specific Migration Limit — SML)

Das spezifische Migrationslimit definiert die maximal Menge einer spezifischen Substanz, in
das Lebensmittel oder das entsprechende Lebensmittelsimulanz migrieren darf (Bradley et
al. 2009). Das SML einer spezifischen Substanz beruht dabei auf einer Sicherheits-
evaluierung durch die EFSA, unter Berlcksichtigung einer Toxizitatsevaluierung und des
Migrationsverhaltens der jeweiligen Substanz (European Commission 2011). Die
Bestimmung des SML erfolgt dabei durch Migrationstests unter definierten Bedingungen in
Abhangigkeit der zu analysierenden Substanz. Fir Substanzen, die kein spezifisches
Migrationslimit aufweisen, darf die Migration 60 mg/kg Lebensmittel/Lebensmittelsimulanz
oder 10 mg/dm? Lebensmittelkontaktmaterial nicht tberschreiten. In Bezug auf das OML
wilrde dies jedoch bedeuten, dass bei Erreichen dieses Wertes einer einzigen Substanz,
auller dieser keine weiteren Substanzen aus der Verpackung in das Packgut Ubergehen
darfen.

3.1.2 Richtlinien fiir Lebensmittelkontaktmaterialien aus Papier und

Karton

Lebensmittelkontaktmaterialien aus Papier und Karton stellen aufgrund unterschiedlicher,
variierender Zusammensetzung aus naturlichem Rohmaterial ein komplexes Problem dar.
Dies zeigt sich auch in der Tatsache, dass es auf europaischer Ebene bislang keine
einheitlichen Richtlinien und Gesetze flr Papier- und Kartonartikel gibt, die flir den Kontakt
mit sensiblen Produkten wie Lebensmitteln oder Hygieneartikel gedacht sind. Wie flur alle
anderen Materialien und Artikel, die mit Lebensmittel in Kontakt stehen, gelten fir Papier und
Karton die generellen Anforderungen der europaischen Rahmenvereinbarung 1935/2004

(European Commission 2004, Bradley et al. 2010). Die zentrale Aussage daraus lautet:

,Materials and articles must be manufactured in compliance with good manufacturing
practice so that, under normal or foreseeable conditions of use, they do not transfer
constituents into foodstuffs in quantities which could endanger human health or bring about
an unacceptable change in the composition of the foodstuffs or deterioration in the

organoleptic characteristics thereof* (European Commission 2004).

2002 hat das Council of Europe eine Resolution fir Papier- und Kartonartikel in Kontakt mit
Lebensmitteln, Resolution AP 2001, verdffentlicht (Council of Europe 2002). Diese enthalt
eine Liste der bei der Papiererzeugung verwendeten Substanzen, sowie eine Liste moglicher

Kontaminanten, in Kombination mit den jeweiligen Sicherheitsanforderungen und
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Migrationslimits, soweit diese vorhanden sind. Die Migrationslimits beziehen sich dabei auf
jene Werte, die in der Kunststoffverordnung 10/2011 der europaischen Kommission
festgelegt sind. Des Weiteren wurden vom Council of Europe Richtlinien fir
Prifbedingungen und Analysemethoden, in Bezug auf Papierprodukte aus Recycling-
material, sowie ein Leitfaden fur gute Herstellerpraxis veréffentlicht. Diese Richtlinien sind
gemeinsam mit der Resolution AP 2002 in der Grundsatzerklarung betreffend Papier und
Karton, angedacht fir den Kontakt mit Lebensmitteln (Policy Statement concerning paper
and board articles intended to come into contact with foodstuffs Version 4),
zusammengefasst (Council of Europe 2009). Fir die Mehrheit der darin aufgelisteten
Substanzen existiert keine toxikologische Risikobewertung oder ist erst im Stadium der
Bearbeitung. Die Schwierigkeit der Evaluierungsprozesse liegt dabei an der Heraus-
forderung, dass Papier und Karton natirliche Produkte sind, die aus einer Vielzahl an
bekannten und unbekannten organischen Substanzen unbekannter Toxizitat bestehen. Ein
zusatzliches Problem stellt die variierende Zusammensetzung des Rohmaterials dar.
Aufgrund dieser unvollstandig definierten chemischen Matrix, kdnnen Migrationstests in der
Routineanalyse flr bekannte bedenkliche Substanzen, wie sie fir Lebensmittel-
kontaktmaterialien aus Kunststoff durchgeflhrt werden nicht global auf die Matrix Papier

ubertragen werden (Bradley et al. 2010).

3.1.2.1 Migrationstests fiir Papier- und Kartonverpackungen

Standardmigrationstests, wie sie fir Lebensmittelkontaktmaterialien aus Kunststoff
angewandt werden, lassen sich aus den bereits genannten Griinden nicht ohne Probleme
auf Lebensmittelkontaktmaterialien aus Papier Ubertragen, bzw. sind nicht fur die
Bestimmung der Migration aus diesen geeignet. Lebensmittelkontaktmaterialien aus
Kunststoff sind Gberwiegend in Kontakt mit flissigen, feuchten oder fettigen Lebensmitteln,
wodurch sich Migrationstests in fliissigen Simulanzmaterialien anbieten. Papier- und Karton
stehen hingegen Uberwiegend in Kontakt mit trockenen Lebensmitteln, wodurch sich
vollstdndig andere Testbedingungen ergeben. Die Auswahl von Simulanzmaterialien fir
Migrationstests aus Papier und Karton erfolgt dabei anhand von EU Direktive 85/572/EEC.
Als Simulanzmaterial fur trockene Lebensmittel dient modifiziertes Polyphenylenoxid (MPPO;
Tenax®), eine feinkdrnige pulverformige Substanz. Tenax® zeigt eine Tendenz zur
Uberbestimmung der Migration aus Papier und Karton (European Union 2004) und gilt daher
als sicheres Testsimulanz, da es hohere Migrationsraten gewahrleistet als das zu ersetzende
Lebensmittel (Bradley et al. 2010). Die Durchfuhrung von Migrationstests aus Papier und

Karton erfolgt dabei anhand von EU-Richtlinien die in den beiden Direktiven, EU Direktive
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85/572/EEC (European Commission 1982) und EU Direktive 82/711/EEC (European
Commission 1985), sowie deren Anhang, festgelegt sind. Migrationstests dienen dabei wie
bereits erwahnt ausschlieRlich der Bestimmung und Uberpriifung von spezifischen
Migrationslimits.
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4 Migrierende Substanzen in Papier

Unter Migration versteht man den Ubergang von Substanzen aus der Verpackung in das
Packgut und umgekehrt. Neben dieser Penetrationsmigration kann es auch zu einer
Abklatsch-Migration (,invisible® set-off) kommen, wobei es bei der Lagerung von
Verpackungen im Stapel oder auf der Rolle, zu einem Stofflibergang von der bedruckten,
chemisch bearbeiteten Oberseite zur Packgutkontaktseite kommt. Zusatzlich kann es zu
einem Stoffiibergang auf das Packgut Uber die Gasphase im geschlossenen Luftraum einer

Verpackung kommen. Dies flhrt vor allem zu Geruchs- und Geschmacksbeeintrachtigungen.

Wechselwirkungen Verpackung / Lebensmittel Abklatschen (Abklatschmigration)
Migration

(invisible set-off)

@{9’ @, @
4@@7 : @

Im Stapel In der Rolle

Druckfarbe N Bedruckstoft Filligut Anmerkung: Sichtbares Abklatschen ist Makulatur

M s i et e ik

Abbildung 1: Stoffiibergang von der Verpackung in das Packgut (Migration und Abklatsch)

Migration stand in den vergangenen Jahrzehnten Uberwiegend mit Kunststoffartikeln in
Zusammenhang, heutzutage stammt jedoch eine wachsende Anzahl von Migrationsfallen
von nicht-Kunststoffverpackungen. Papier und Karton, welche seit Anbeginn zu den
wichtigsten Verpackungsmaterialien zahlen (Leks-Stepien 2011), decken dabei einen grof3en
Anteil von nicht auf Kunststoff basierenden Lebensmittelkontaktmaterialien ab. Der
Migrationsmechanismus von Faser basierenden Materialien wie Papier unterscheidet sich
aufgrund der Heterogenitat und porésen Struktur der Zellulosefasern stark von jenen von
Kunststoffmaterialien (Pocas et al. 2011). Eine Vorhersage und Modellierung der Migration
wie dies fur Kunststoffmaterialien, bei denen eine homogene Verteilung der Migranten
vorliegt, ist flir Papier und Karton aufgrund der Inhomogenitat der Fasermaterials nicht
moglich (Lorenzini et al. 2013). Aufgrund ihres porésen Materials, sowie einem offenen
Netzwerk aus Fasern mit Lufteinschlissen bieten Papier und Karton nur wenig Wiederstand
gegen den Bewegungsmechanismus von migrierfahigen Substanzen (Bradley et al. 2014).
Daraus resultierend erfolgt ein Diffusionstransport von Substanzen an die Kontaktoberflache,
wodurch das Potential fur Migration erhéht wird. Der Transfer von Substanzen durch die
Matrix Papier beinhaltet dabei Faktoren wie Adsorption und Desorption an den

Zellulosefasern, Transfer durch die Fasern, sowie Diffusion durch die Gasphase in den
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Poren, wobei zu bertcksichtigen ist, dass die Migration durch die Gasphase wesentlich
schneller verlauft als durch Feststoffe oder Flissigkeiten (Pogas et al. 2011). Migration
beschrankt sich dabei auf Substanzen die ausreichend flichtig sind um aus dem
Verpackungsmaterial zu Verdampfen und im Packgut zu rekondensieren (Jickells at al. 2005;
Lorenzini et al. 2010). Migration in das Packgut erfolgt dabei nicht nur aus der das Packgut
direkt umschlieBRenden Verpackung (Primarverpackung), sondern auch aus Uber-
verpackungen und Transportkartons (Sekundar- und Tertidrverpackungen). Dies kann vor
allem bei Produkten wie Lebensmitteln zu Problemen fiihren, da Uber- und Transportkartons
meist aus Recyclingmaterial mit hohem Anteil migrierfahiger Substanzen bestehen. Darlber
hinaus gelten Sekundar- und Tertiarverpackungen nicht als Lebensmittelkontaktmaterialien,

wodurch flr diese Verpackungen andere Richtlinien hinsichtlich Migrationslimits gelten.

Tertiarverpackung
Sekundarverpackung

Primarverpackung

Packgut

Abbildung 2: Stofftransport von Tertidr-, Sekundar- und Priméarverpackung auf das Packgut

Das Ausmal der Migration ist dabei abhangig von den physiochemischen Eigenschaften des
Migranten, dem Verpackungsmaterial und dem Packgut (Barp et al. 2015a). Der
Migrationsprozess ist weiters vom Dampfdruck, welcher die Migrationsrate bestimmt, dem
Verteilungsgleichgewicht zwischen Verpackungsmaterial und Packgut, sowie externen
Faktoren abhangig. (Mariani et al. 1999; Castle 2004; Triantafyllou et al. 2005; Zhang et al.
2008; Lorenzini et al. 2010; Pogas et al. 2011). Zu den externen Faktoren zahlen dabei:

- Ausgangskonzentration des/der Migranten in der Verpackung
- Art des Packgutes

- Lagertemperatur/Lagerdauer

- Vorhandensein von Barrieren

- Flachengewicht Papier

Je hoher die Ausgangskonzentration der Migranten im Verpackungsmaterial ist, umso héher
ist dabei die Wahrscheinlichkeit fir eine hohe Migrationskonzentration. Fir die Art des
Packgutes gilt, dass fette oder feuchte Giter die Migration erhéhen. Das Gleiche gilt fur eine
erhdhte Lagertemperatur und lange Lagerdauer. Hinsichtlich der Barrieren gelten Glas und

Aluminium als absolute funktionelle Barrieren (Feigenbaum et al. 2005), wogegen Barrieren
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aus internen Papierverpackungen keinen Schutz bieten (Gartner et al. 2009). Die meisten
Barrieren bestehen jedoch aus Kunststoffmaterialien wie Polyethylentherephthalat (PET),
Polyamid (PA), Polyethylene (PE) und Polypropylen (PP). PET und PA wirken dabei virtuell
aufgrund ihrer niedrigen Diffusionsraten als absolute Barrieren fur die durchschnittliche
Lagerdauer vieler Produkte (Fiselier & Grob 2011). PE ist durch schlechte Barriere-
eigenschaften charakterisiert, PP hingegen zeigt effektive Barriereeigenschaften bei
Umgebungstemperatur, bei erhdohter Temperatur gehen diese jedoch rasch verloren
(Feigenbaum et al. 2005; Pastorelli et al. 2008). Darlberhinaus haben auch die chemischen
Eigenschaften des jeweiligen Migranten einen wesentlichen Einfluss auf die Migration.
Anhand von Studien der Migration unterschiedlicher Komponenten aus Papier und Karton in
Tenax® zeigte sich, dass die Migration stark von der Polaritit der migrierenden Substanz
abhangig ist (Pocas et al. 2011). Unpolare Substanzen equibrilieren bereits bei niedrigen
Konzentration im Simulanzmaterial und die Migration wird nur schwach vom Dampfdruck
beeinflusst, wogegen polare Substanzen eine wesentlich grélRere Abhangigkeit vom
Dampfdruck zeigen und das Gleichgewicht im Simulanzmaterial erst bei wesentlich héheren

Konzentrationen erreicht wird (Zurfluh et al. 2013).

4.1 Bisphenole

Bisphenole sind eine Gruppe chemischer Verbindungen die 2 Hydroxyphenyl-Gruppen
aufweisen. Die Gruppe der Bisphenole beinhaltet mehrere Analoga denen gemeinsam ist,
dass die beiden Hydroxyphenyl-Gruppen Uber ein Briickenatom miteinander verbunden sind.
Dieses ist Uberwiegend ein Kohlenstoffatom mit Ausnahme von Bisphenol M (BPM),
Bisphenol P (BPP) und Bisphenol S (BPS). Von allen Bisphenolen ist Bisphenol A, 4-[2-(4-
Hydroxyphenyl)propan-2-yllphenol (BPA), das bekannteste und am besten charakterisierte
Bisphenol.

4.1.1 Bisphenol A

Bisphenol A ist eine potentiell endokrin wirksame Substanz mit schwacher Ostrogenaktivitét,
die mit einer Vielzahl an negativen Auswirkungen auf den menschlichen Organismus in
Verbindung gebracht wird (Haighthon et al. 2002; Vdlkel et al. 2002; Dekant & Volkel et al.
2008; von Goetz et al. 2010; Liao & Kannan 2011). Die Exposition der Menschheit
gegenlber BPA ist, aufgrund des endokrinen Potentials von grofiem o&ffentlichen, als auch

wissenschaftlichen Interesse (Geens et al. 2012; Liao & Kannan 2013).
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Bisphenol A kommt dabei in einer Vielzahl an Bedarfsgegenstanden des taglichen

Gebrauchs, einschliellich Papierprodukten vor.

Abbildung 3: Struktur von Bisphenol A

Die Herstellung von Bisphenol A erfolgt durch saure-katalysierte Kondensation von Phenol

O OO

Abbildung 4: Synthese von Bisphenol A

und Aceton.

Ein Grolteil der Bisphenol A Produktion (~ 90%) wird zu Polycarbonaten und Epoxidharzen
verarbeitet, der Rest wird flr die Herstellung von Spezialchemikalien und weiteren
Polymeren wie Phenolharzen, Phenoplasten, Polyurethan oder Polysulfonen verwendet.
Bisphenol A dient dabei primar als Monomer in der Produktion von Polycarbonaten und als
Ausgangs- oder Startmaterial fir Monomere bestimmter Epoxidharze (EFSA 2006).
Polycarbonate (PC) sind Kunststoffe die entweder durch Polykondensation von Phosgen mit

Bisphenol A oder durch Umesterung von Diphenylcarbonat mit Bisphenol A entstehen.
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Abbildung 5: Synthese von Polycarbonat aus Bisphenol A und Phosgen
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Abbildung 6: Synthese von Polycarbonat aus Bisphenol A und Diphenylcarbonat

Aufgrund ihrer Festigkeit, Steifheit und Harte, sowie Bestandigkeit gegenuber wassrigen und
fettigen Substanzen kommen Polycarbonate haufig als Lebensmittelkontaktmaterialien zum

Einsatz. Die Anwendungsbereiche reichen dabei von Trinkflaschen Uber Aufbewahrungs-
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boxen bis hin zu Mikrowellengeschirr. Einen Spezialfall im Bereich der Lebensmittel-

kontaktmaterialien stellen Kunststoffwasserleitungen aus Polycarbonat dar (Bae et al. 2002).

Epoxidharze sind hartbare Kunstharze, die durch die Umsetzung von BADGE (Bisphenol A
diglycidyl ether) mit Bisphenol A entstehen. In einem ersten Schritt wird dabei BADGE als
Basisepoxidharz aus Bisphenol A und Epichlorhydrin gebildet, in einem zweiten Schritt wird
BADGE schlieRlich mit BPA zu Epoxidharzen umgesetzt (Runyon et al. 2002).

S e

,— Cl

Abbildung 7: Bildung von Epoxidharzen aus Bisphenol A und Epichlorhydrin

Epoxidharze kommen bei der Produktion von Lacken auf Epoxidbasis zum Einsatz, die als
Beschichtungsmaterial in Dosen, Schraubverschliissen und Deckel zum Einsatz kommen um
Produkte vor Verderb durch direktem Kontakt mit Metall zu schiitzen (Cesen et al. 2016).
Weitere Verwendung als Beschichtungsmaterialien finden Epoxidharze in Wassertanks fir
die ortliche Trinkwasserversorgung (Bae et al. 2002).

Weitere Anwendungsgebiete von Bisphenol A sind Antioxidans in PVC-Kunststoffen,
Oberflachenbeschichtungen, Flammschutzmitteln, Druckfarben, Klebstoffen, Epoxidharzfarb-
stoffen, auf Harz basierende Verbundstoffen, bei der Herstellung von Reifen- und
Bremsfllssigkeit, Dicht- und Flllstoffen in der Zahnmedizin, sowie Farbentwickler bei

Thermodruckpapieren.

Hauptquelle von Bisphenol A in Papier sind Thermodruckpapiere. Dies sind spezielle
Papiere flr das Thermodruckverfahren, bei dem sich der Farbstoff am Papier durch die
Einwirkung von Warme ausbildet. Thermodruckpapiere sind im taglichen Leben
allgegenwartig, zu ihnen zahlen vor allem Kassenbons, Tickets und Faxpapiere. Der
Umgang mit diesen Papieren fuhrt zu einer thermalen Aufnahme von BPA Uber Hautkontakt.
Thermodruckpapiere bestehen aus zwei Schichten, dem Basispapier und einer thermisch
sensiblen Schicht, welche einen thermochromen Farbstoff, einen Farbentwickler und ein
Losungsmittel (aliphatische Verbindungen wie Fettsduren, Amide oder Alkohole) enthalt.
BPA dient dabei als Farbentwickler in der thermosensitiven Schicht (Mendum et al. 2011).
Beim Druckprozess kommt es zu einer selektiven Aufheizung der zu bedruckenden Stellen

des Papiers, wodurch es zu einer |6sungsmittelkatalysierten Interaktion des Farbstoffes mit
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dem Farbentwickler (BPA) kommt, die zu einer Farbausbildung an den selektiv aufgeheizten
Stellen fuhrt. In diesem Zusammenhang spielen auch Recyclingpapiere eine wesentliche
Rolle, da anhand von Angaben der europaischen Kommission etwa 30% der
Thermodruckpapiere in den Recyclingprozess gelangen, wodurch BPA in den Zyklus der
Papierproduktion gelangt (Liao & Kannan 2011; Liao & Kannan 2012) und somit der BPA-
Gehalt in Recyclingprodukten um ein Vielfaches hoher ist als in Frischfaserprodukten (Ozaki
et al. 2004). Neben den Thermodruckpapieren tragen aber auch in den Recyclingprozess
eingebrachte BPA-haltige Druckfarben, Klebstoffe und Lacke zu einem erhéhten Bisphenol

Gehalt in Recyclingpapieren bei.

Die Beobachtungen Uber eine schwache Ostrogenaktivitat von Bisphenol A haben zur
Veranlassung zahlreicher toxikologischer Studien Uber das Gefahrenpotential von BPA
gefuhrt. Darlber hinaus gibt es Bedenken, dass BPA eine potentielle endokrin wirksame
Aktivitdt aufweist, welche negative Auswirkungen auf die physische, neurologische und
psychische Entwicklung von Lebewesen hat (Yi et al. 2010).

Das groflte Gefahrenpotential fir Konsumenten besteht durch Migration, welche auftritt,
wenn eine nicht vollstadndige Polymerisierung stattgefunden hat und noch Restmonomere in
der polymeren Matrix vorhanden sind. Unter gegebenen aufieren Einflissen, wie Kontakt mit
Sauren, Basen und fetthaltigen Substanzen oder erhéhter Temperatur sind Restmonomere
aulerst zuganglich fur Migration es erfolgt dabei eine Hydrolyse der, die Monomere
verbindenden Esterbindungen, wodurch es zu einer ,Auswaschung“ von Bisphenolen aus
diversen Endprodukten kommen kann (Liao & Kannan 2011; Gallart-Ayala et al. 2013).
Weiteres Potential fir monomere Migration entsteht durch Depolymerisierung der polymeren
Matrix als Folge von Alterungsprozessen, sowie durch die Verwendung von Bisphenolen als
Additive in Lebensmittelkontaktmaterialien. Konsumenten sind Bisphenol A vor allem durch
orale und dermale Aufnahme ausgesetzt, wobei die Aufnahme von BPA Uber die Nahrung
die grote Gefahrenquelle darstellt.

Um die Exposition von Konsumenten durch die Aufnahme von BPA uber die Nahrung zu
bestimmen, wurden zahlreiche Studien durchgefihrt, die die Migration von BPA in
Nahrungsmittel mit den Nahrungsaufnahmegewohnheiten der Probanden in Relation stellten
(Dekant & Vdlkel 2008; Von Goetz et al. 2010). Die toxikologischen Ergebnisse zeigen, dass
eine rasche Biotransformation und Ausscheidung von BPA erfolgt, wodurch die
Bioverfligbarkeit von BPA sehr gering ist und nur &auRerst geringe Mengen an
unmodifiziertem BPA, welches eine rezeptorbindende Aktivitat aufweist in den Stoffwechsel
gelangen. Selbst bei hohen Peak-Konzentrationen von oral aufgenommenem BPA folgt,
dass die rezeptorbindende Aktivitat und somit die endokrine Aktivitat als sehr gering

angesehen werden kann (EFSA 2006). Bezuglich der Mutagenitat und Kanzerogenitat von
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BPA konnte keine genotoxische Aktivitat, sowie erhdhte Tumorbildungsaktivitat festgestellt
werden, wodurch BPA anhand etlicher Studien als nicht genotixisch und kanzerogen

eingestuft wird (European Commission 2002, Haighton et al. 2002).

4.1.2 Bisphenol-Analoga

Aufgrund der negativen Auswirkungen von BPA auf den menschlichen Organismus geht der
Trend in Richtung der Produktion ,BPA-freier” Produkte, die Bisphenol-Analoga mit ahnlicher
Struktur und Eigenschaften wie BPA, als Alternative zu BPA, enthalten. Der Term ,BPA-frei*
ist dabei allerdings nicht genauer definiert.

Alternativen zu BPA sind dabei Bisphenol AF (BPAF), Bisphenol B (BPB), Bisphenol E (BPE)
Bisphenol F (BPF) und Bisphenol S (BPS). Problematisch ist dabei, dass es auf Grund einer
limitierten Anzahl an Studien nur wenig Information Uber das Gefahrenpotential und die
Auswirkungen von Bisphenol-Analoga gibt. Es besteht jedoch der Verdacht, dass diese

Substanzen ahnliche negative Effekte hervorrufen wie BPA (Rosenmai et al. 2014).

H

H H
BPE BPF
O O o
HO OH ||
HO OH
i:: I :::
o
BPB BPS
BPAF

Abbildung 8: Struktur der untersuchten Bisphenol-Analoga

Bisphenol-Analoga kommen in unterschiedlichen industriellen Anwendungen zum Einsatz.
BPF und BPB dienen als Alternative bei der Produktion von Epoxidharzen und

Polycarbonaten fur Lebensmittelkontaktmaterialien (Liao et al. 2012b; Liao & Kannan 2013;
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Liao & Kannan 2014; Yang et al. 2014b). Dartber hinaus kommt BPB, wie auch BPAF bei
der Produktion phenolischer Harze zum Einsatz (Cunha & Fernandes 2010; Liao & Kannan
2014; Yang et al. 2014a). Das Hauptanwendungsgebiet von BPAF ist jedoch als
Quervernetzer bei der Synthese von Fluoroelastomeren (Liao & Kannan 2014; Yang et al.
2014b), Fluoropolymeren, elektronischen Bauteilen und optischen Sensoren (Konno et al.
2004; Baradie & Shoichet 2005). BPF kommt auflerdem in der Massenproduktion von
Polycarbonat, Polyester und Polyacrylat (Pérez-Palacios et al. 2012) zum Einsatz. BPE wird
hingegen in industriellen Anwendungen als Quervernetzer bei der Produktion von
Polyacrylat-Copolymeren verwendet (Wright & Paul 1997). BPS wird, neben dem Ersatz von
BPA, bei der Erzeugung von Epoxidharzen, als Antikorrosionsmittel in Epoxidklebstoffen, als
Monomer bei der Synthese von Polyethersulfosan und zunehmend als Additiv in
Thermodruckpapieren verwendet, wo BPS BPA als Farbentwickler in der thermosensitiven
Schicht ersetzt (Beccera & Odermatt 2012; Liao & Kannan 2012; Gallart-Ayala et al. 2013).

Gesetzliche Limitierungen und Einschrankungen hinsichtlich der Verwendung von Bisphenol
fuhren zu einem schrittweisen Ersatz von BPA in industriellen Anwendungen durch
Bisphenol-Analoga, die ahnliche Strukturen und Eigenschaften aufweisen, da fur diese
Substanzen keine gesetzlichen Regelungen festgelegt sind (Gallart-Ayala et al. 2011; Liao &
Kannan 2012; Liao et al. 2012b; Yang et al. 2014a). Von signifikanter Bedeutung ist, dass
diese Bisphenole dem Anschein nach nicht sicherer sind als BPA. Bisphenol-Analoga zeigen
ein dhnliches toxikologisches Potential und eine dhnliche Ostrogenaktivitat wie BPA (Chen et
al. 2002; Kitamura et al. 2005; Audebert et al. 2011; Okude et al. 2011; Feng et al. 2012;
Grignard et al. 2012; Rosenmai et al. 2014). Zuséatzlich zeigen Bisphenol-Analoga Effekte
hinsichtlich der endokrinen und antiandrogenen Aktivitat auf, sowie eine Beeinflussung des
Steroid-Hormon Levels (Rosenmai et al. 2014). Diese agieren somit auf unterschiedliche
Arten mit dem Endokrinsystem. BPF, BPE und BPB weisen eine leicht akute Toxizitat und
Genotoxizitat (Liao et al. 2012b), bei einer dhnlichen Ostrogenaktivitat (Chen et al. 2002;
Gallart-Ayala et al. 2011; Jiao et al. 2012; Gallart-Ayala et al. 2013; Yang et al. 2014b) und
ahnlichen endokrinen Eigenschaften wie BPA auf (Kitamura et al. 2005; Grumetto et al.
2008). BPS zeigt zwar eine niedrigere endokrine und antiandrogene Aktivitat als BPA, jedoch
eine héhere Ostrogenaktivitdt und eine gesteigerte Wirkung auf den Progestagen-Level
(Rosenmai et al. 2014), vermutlich aufgrund der Polaritdt und des Vorhandenseins des
Schwefel-Atoms in der Struktur von BPS (Rivas et al. 2002). BPAF hat ein groReres
genotoxisches Potential als BPA (Lee et al. 2015) sowie einen erhdhten Einfluss auf den
Testosteron-Level (Feng et al. 2012). Daruber hinaus kénnen BPAF und BPB den Pregnan-
X-Rezeptor aktivieren (Sui et al. 2012). Hinsichtlich der Umweltrelevanz zeigen einige

Bisphenol-Analoga eine biologisch schlechtere Abbaubarkeit, wodurch diese Substanzen
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nicht nur fir den Menschen, sondern auch fiir die Umwelt, ein Gefahrenpotential darstellen
(ke et al. 2006; Danzl et al. 2009). Aufgrund dieser moglichen negativen Auswirkungen auf
den Organismus und die Umwelt stehen diese Substanzen hinsichtlich ihrer endokrinen
Aktivitat bereits unter Beobachtung (Regueiro & Wenzl 2015).

4.1.3 Bisphenole in Lebensmittelkontaktmaterialien

Das grofte Gefahrenpotential von Bisphenolen in Lebensmittelkontaktmaterialien besteht
durch Migration. Migration tritt dann auf, wenn eine nicht vollstandige Polymerisierung
stattgefunden hat und noch Bisphenol Monomere in der polymeren Matrix vorhanden sind.
Unter gegebenen aufleren Einflissen, wie Kontakt mit Sduren, Basen und fetthaltigen
Substanzen oder erhéhter Temperatur sind Restmonomere auflierst zuganglich fir Migration.
Unter sauren und basischen Bedingungen erfolgt eine Hydrolyse der Esterbindungen, die die
Bisphenol Monomere verbinden, wodurch es zu einer ,Auswaschung“ von Bisphenolen aus
diversen Endprodukten kommen kann (Liao & Kannan 2011; Gallart-Ayala et al. 2013).
Weiteres Potential fir monomere Migration entsteht durch Depolymerisierung der polymeren
Matrix als Folge von Alterungsprozessen, sowie durch die Verwendung von Bisphenolen als

Additive in Lebensmittelkontaktmaterialien.

4.1.4 Gesetzliche Richtlinien und Regulierungen von Bisphenolen

Unter allen Bisphenolen ist BPA das einzige Bisphenol fur das gesetzliche Limits hinsichtlich
einer maximalen taglichen Aufnahme (TDI — Tolerable Daily Intake) und einer maximal
erlaubten Migration festgelegt sind. Eine behdrdliche Evaluierung von Bisphenol A liegt von
Seiten der europaischen Lebensmittelsicherheitsaufsichtsbehdrde (EFSA - European Food
Safety Authority) vor. Diese hat erst kirzlich, aufgrund der vermuteten zahlreichen negativen
Auswirkungen auf den menschlichen Organismus mit denen BPA in Verbindung gebracht
wird, den TDI auf 4 pg/kg Kérpergewicht pro Tag reduziert (EFSA 2015a).

Eine erste Risikobeurteilung von BPA erfolgte 1984 vom Scientific Committe on Food (SCF),
fur die Verwendung von BPA in Plastikmaterialien und Artikeln die in Kontakt mit
Lebensmitteln stehen. Dabei wurde anhand von an Nagetieren durchgefuhrten Studien ein
Richtwert fir den TDI von 50 ug/kg Koérpergewicht/Tag festgelegt. Dieser Wert bezog sich
auf einen NOAEL-Wert (Non-observed-Adverse-Effect Level) von 25 mg/kg Kdrpergewicht,
der anhand von Studien an Ratten ermittelt wurde. Der NOAEL-Wert entspricht dabei der
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héchsten Dosis eines Stoffes bei dem keine schadigende Wirkung in Bezug auf Wachstum,
Entwicklung oder Lebensdauer eines Individuums beobachtet wird. Die Bestimmung des
NOAEL-Wertes erfolgt immer auf Grundlage der sensibelsten Studie an den sensibelsten
Probanden. Auf Grund von nicht vorhandenen vollstandigen Datenbanken wurde seinerzeit
zur Bestimmung des TDI zusatzlich ein Unsicherheitsfaktor von 500 angewandt. Im Regelfall
wird hingegen ein Sicherheitsfaktor von 100 angewandt.

2002 erfolgte schlielBlich eine Reevaluierung von BPA aufgrund der Erfahrung zahlreicher
neuer Studien. In Folge dessen wurde der TDI auf einen Wert von 10 pg/kg
Korpergewicht/Tag, bezogen auf einen neuen NOAEL-Wert von 5 mg/kg Koérpergewicht
herabgesetzt.

2006 erfolgte erneut eine Reevaluierung von BPA in dessen Folge der TDI wieder auf
50 ug/kg Korpergewicht/Tag hinaufgesetzt wurde, da der Sicherheitsfaktor von 500 als nicht
mehr notwendig erachtet wurde und durch den Regelfaktor von 100 ersetzt wurde. Auf Basis
einer neuerlichen Bewertung der Risiken wurde der TDI 2014 auf einen temporaren Wert (t-
TDI) von 5 ug/kg Koérpergewicht/Tag herabgesetzt (EFSA 2014). 2015 erfolgte schliellich
eine weitere Herabsetzung dieses Wertes auf einen t-TDI von 4 ug/kg Korpergewicht /Tag
(EFSA 2015a), der bis heute gultig ist. Dieser Wert ist jedoch weiterhin als temporarer Wert
definiert, da die Festlegung eines fixen Wertes vom Ausgang einer Langzeitstudie abhangig
ist, die verbleibende Unsicherheiten in Bezug auf die potentiell gesundheitsgefahrdenden
Eigenschafen von BPA aufklaren soll (EFSA 2015b).

Daruber hinaus wurde vom Council of Europe ein spezifisches Migrationslimit (SML) fur BPA
aus allen Lebensmittelkontaktmaterialien von 0,6 mg/kg Lebensmittel festgelegt (Council of
Europe 2009). Dies entspricht einem maximal erlaubten Ubergang (QM-Wert - maximum
permitted quantity) von 0,1 mg/dm? Papier, welches in direkitem Kontakt mit dem
Lebensmittel steht. Das spezifische Migrationslimit fur BPA beruht allerdings auf einer EU-
Richtlinie fur Plastikmaterialien die Kontakt in mit Lebensmitteln stehen, die ein ganzlich

anderes Migrationsverhalten aufweisen als Papier.

Hinsichtlich Bisphenol-Analoga sind keine gesetzlichen Richtlinien festgelegt, mit Ausnahme
von BPS, fir welches, bezogen auf die Zulassung von BPS als Monomer in
Lebensmittelkontaktmaterialien aus Kunststoff, in der Europaischen Regulation EC 10/2011
ein spezifisches Migrationslimit von 0,05 mg/kg Lebensmittel festgelegt ist (European
Commission 2011). Die Festlegung dieses SML beruht dabei jedoch auf Basis der niedrigen
Migrationsraten von BPS (Geuke 2014), da vom Scientific Committee on Food veranschlagt
wurde, dass fur BPS kein TDI festgelegt werden konnte (SCF 2000).
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4.1.5 Analytische Methoden zur Bestimmung von Bisphenolen in
Verpackungspapieren

Die Analyse von Kontaminanten in Verpackungsmaterialien flir sensible Produkte ist
aufgrund geringer Konzentrationen der Zielverbindungen in Kombination mit komplexen
Matrices meist eine grolte Herausforderung. Vor allem bei allgegenwartigen Kontaminanten
wie Bisphenolen gilt es Kreuzkontaminationen Uber alle analytischen Schritte hindurch,
angefangen bei der Probenahme bis hin zur Analyse, zu vermeiden. Aus diesem Grund
sollten ausschlieBlich inerte Materialien wie Glas oder Aluminiumfolie bei der
Probenaufarbeitung zum Einsatz kommen, da es bei Kunststoffmaterialien zu einer

modglichen Freisetzung von Bisphenolen aus den Probengefallen kommen kann.

Aufgrund der gesetzlichen und toxikologischen Anforderungen sind hoch sensitive und
selektive analytische Methoden notwendig um Bisphenole in Konzentrationsbereichen bis in
den Bereich von ng/kg Papier zu analysieren. Die analytische Bestimmung von BPA im
Spuren- und Ultraspurenbereich basiert auf unterschiedlichen gas- und flissig-
chromatographischen Methoden. Am haufigsten kommen Gaschromatographie gekoppelt
mit Massenspektrometrie (GC-MS) oder tandem-Massenspektrometrie (GC-MS/MS) und
Flissigchromatographie gekoppelt mit Massenspektrometrie (LC-MS) oder tandem-
Massenspektrometrie (LC-MS/MS) zum Einsatz (Chen et al. 2012). Im Vergleich zu single-
MS ist tandem-MS (MS/MS) empfindlicher und selektiver, da durch die Auswahl adaquater
Precurser- und Produktionen Matrixinterferenzen reduziert oder im besten Fall entfernt
werden (Sanchez-Avila et al. 2011). Besonders bei komplexen Matrices werden anhand von
MS/MS niedrigere Nachweis- und Quantifizierungslimits (Limit of Detection - LOD und Limit
of Quantification — LOQ) erzielt (Kelly 2000; Jeannot et al. 2002; Quintana et al. 2004;
Stanford & Weinberg 2007). Methoden basierend auf tandem-MS sind dabei ungefahr um
den Faktor 10 empfindlicher als eine single-MS Detektion (Jeannot et al. 2002).
Flussigchromatographie kann aulerdem in Kombination mit Fluoreszenzdetektion (FLD)
oder Diodenarraydetektion angewandt werden (Razae et al. 2009; Yi et al. 2010; Santillana
et al. 2011). Allerdings sind diese Methoden haufig durch eine schlechte Selektivitat und
Sensitivitat charakterisiert, was zu hohen Detektionslimits und fiihrt. Aus diesem Grund wird
eine Kopplung mit Massenspektrometrie bevorzugt. Flissigchromatographische Methoden
haben den Vorteil, dass die Bestimmung von BPA direkt, ohne Derivatisierung erfolgen kann.
Allerdings sind diese Methoden im Vergleich zur GC haufig durch eine schlechtere
Selektivitat, Sensitivitait und Auftrennung aufgrund von lonensuppressionsreaktionen
charakterisiert (Tsukioka et al. 2003). Vor allem Elektrosprayionisation (ESI) ist anfallig fur

eine reduzierte Empfindlichkeit aufgrund von lonensuppression (Gémez et al. 2007; Albero
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et al. 2012). Aufgrund von lonensuppression und lonenverstarkung wird auch der
Matrixeffekt verstarkt. Vor allem fir die Analyse von komplexen Proben, wie Papierextrakten
ist lonensuppression sehr wahrscheinlich (Gémez et al. 2007).

Gaschromatographische Methoden erfordern hingegen eine Derivatisierung, sind jedoch
durch eine erhdhte Selektivitdt, Sensitivitdt und Trennbarkeit charakterisiert. Eine
Derivatisierung Uberfuhrt die Zielanalyten in flichtigere, thermisch stabilere Verbindungen,
wodurch es zu einer Erh6hung der Selektivitat und Sensitivitat der Analyse kommt (Jeannot
et al. 2002; Gomez et al. 2007). Die Derivatisierung von Bisphenolen erfolgt dabei
Uberwiegend mittels Silylierung oder Halid-Alkylierung. Die am haufigsten verwendeten
Silylierungsreagenzien sind Bis(trimethylsilyl)trifluoroacetamid (BSTFA), mit oder ohne
Trimethylchlorsilan (TMCS) als Katalysator (Hernando et al. 2004; Hibberd et al. 2009;
Fenlon et al. 2010; Kosarac et al. 2012; Albero et al. 2012; Lu et al. 2012), N-Methyl-N-
(trimethylsilyltrifluoroacetamid (MSTFA) (Yu et al. 2007) und N-tert-Butyldimethylsilyl-N-
methyltrifluoroacetimid (MTBSTFA) (Kosjek et al. 2007). Eine Alternative zur Silylierung ist
eine Halid-Alkylierung mit polyhalogenierten Derivatisierungsreagenzien, wobei uberwiegend
Pentafluorobenzylbromid (Tsukioka et al. 2003; Kuklenyik et al. 2003; Mdder et al. 2007;
Zhao et al. 2009) oder Pentafluorobenzoylchlorid (Kuch & Ballschmiter 2001; Boitsov et al.
2004; Geens et al. 2009; Li et al. 2010) zur Verwendung kommen. Eine weitere Mdglichkeit
der Derivatisierung ware eine Acetylierung mit Acetanhydrid (Jiao et al. 2012). In
Abhangigkeit der Art der Derivatisierung erfolgt eine unterschiedliche Anregung der
Verbindungen in Bezug auf eine MS-Detektion, wobei eine Anregung entweder mittels
Elektronenstofionisation (El), in Kombination mit Silylierung (Hernando et al. 2004; Hibberd
et al. 2009; Fenlon et al. 2010; Kosarc et al. 2010; Albero et al. 2012; Lu et al. 2013), oder
negativ chemischer lonisation (NCI), in Kombination mit Halid-Alkylierung (Kuch &
Ballschmiter 2001; Tsukioka et al. 2003; Moder et al. 2007; Zhao et al. 2009; Geens et al.
2009; Li et al. 2010), erfolgt. Eine Anregung mittels El ist dabei die wesentlich weiter
verbreitete Technik, allerdings kdnnen Hintergrundinterferenzen, sowie eine Vielzahl an
Fragmenten, die mittels El erzeugt werden, die Sensitivitdt der Zielverbindungen herab-
setzten, was die Analyse von Bisphenolen im Spuren- und Ultraspurenbereich erschwert
(Zhao et al. 2009). Ein weiterer Nachteil der Silylierung ist ihre geringe Stabilitat auf Grund
von Hydrolyse (Mdder et al. 2007). Eine Anregung mittels NCI beruht dabei auf einer
Elektroneneinfangreaktion, wodurch diese hoch selektiv und sensitiv fur Verbindungen mit
hoher Elektronenaffinitat, wie dies z.B. bei polyhalogenierten Verbindungen der Fall ist.
Durch die Derivatisierung mit Pentafluorobenzylbromid und Pentafluorobenzoylchlorid
entstehen dabei hoch elektrophile Derivate mit hoher Empfindlichkeit fur negativ chemische

lonisation (Yoshimura et al. 2002).
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4.2 Mineralolkohlenwasserstoffe

Mineraldlkohlenwasserstoffe (mineral oil hydrocarbons — MOH’s) haben ihren Ursprung in
der Mineraldldestillerie und —raffination und gelangen meist beim Herstellungsprozess, sowie
bei der Bedruckung und Verarbeitung von Papier in das Verpackungsmaterial. MOH’s sind
eine aulerst komplexe Mischung aus Kohlenwasserstoffen unterschiedlicher Struktur und
Kohlenstoffanzahl, meist zwischen 10 und 50 Kohlenstoffatomen. MOH’s unterschieden sich
dabei in gesattigte (mineral oil saturated hydrocarbons — MOSH) und aromatische
Mineraldlkohlenwasserstoffe (mineral oil aromatic hydrocarbons — MOAH). MOSH beinhalten
aliphatische (Paraffine) und cyclische Kohlenwasserstoffe (Cycloalkane, Naphthene), die
sowohl linear als auch verzweigt vorliegen, bzw. eine Seitenkettenalkylierung aufweisen.
MOAH bestehen hingegen aus hochalkylierten aromatischen Ringen, mit bis zu 5

aromatischen Ringen.

2.5 Ring gesattigte
Paraffine Aromaten Wachsester

offenkettigvei t'R'ng
romaten

MOSH i

Abbildung 9: Ubersicht Verteilung MOSH - MOAH

Die aromatische Fraktion steht dabei unter Verdacht mutagene und karzinogene
Verbindungen zu enthalten (Vollmer et al. 2011; Moret et al. 2014). Generell erfolgt eine
Klassifizierung von Mineraldlen in mikrokristalline Wachse, niederschmelzende Wachse,
hochviskose Mineraldle und mittel- und niederviskose Mineralole, wobei man bei mittel- und
niederviskosen Mineraldlen zwischen 3 Klassen unterscheidet. Mineraldle der Klasse |
haben eine relative Masse von 480-500 Da, bei einer Kohlenstoffanzahl = n-C,5 bei einem
5% Destillationspunkt. Klasse Il und Ill Mineraléle haben eine relative Masse von 400-480
Da bzw. 300-400 Da, bei einer Kohlenstoffanzahl = n-C,,, respektive = n-C4; bei einem 5%
Destillationspunkt (JECFA 2002). Mineraldle der Klasse | gelangen dabei fast ausschlielich
Uber Kontakt durch Benetzung oder Abscheidung bestimmter Substanzen aus der Luft in
Lebensmittel (Neukom et al. 2002). Mineraldle der Klasse Il und Il gelangen hingegen tber
die Gasphase in Lebensmittel (Biedermann & Grob 2012):

Ausreichend flichtige Mineral6lbestandteile verdampfen dabei langsam aus der Verpackung

und migrieren in das Packgut. Eine der Hauptquellen fir Mineraldlverbindungen in
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Papierprodukten sind Druckfarben. Insbesondere Offset-Druckfarben auf Mineraldlbasis, wie
sie im Zeitungsdruck angewandt werden, enthalten hohe Konzentrationen von
Mineraldlkohlenwasserstoffen. Druckfarben auf Mineraldlbasis bestehen dabei aus einem
Tragersystem aus Harzen, pflanzlichen Olen und hoch siedenden Mineraldlprodukten, in
dem die farbgebenden organischen Pigmente enthalten sind, wobei der Anteil der
Mineraldlbestandteile 20-30% betragt (Droz & Grob 1997). Diese gelangen entweder durch
direkte Applikation oder durch Recycling kontaminierter Fasern in das Verpackungsmaterial.
Recyclingfasern, die fir die Produktion von Verpackungen herangezogen werden enthalten
verschiedene Arten von Mineraldlbestandteilen. Neben Losungsmitteln von Offset-
druckfarben sind dies Wachse zur Erhoéhung der Wasserresistenz von Papier, sowie

Mineraldlbestandteile aus Klebstoffen, Verdinnungs- und Bindemitteln (Vollmer et al. 2011).

Eine nennenswerte Migration bei Umgebungstemperatur findet bei Kohlenwasserstoffen bis
n-C,, statt, wovon bis zu 70% in das Packgut migrieren. Weiters findet eine merkbar erhéhte
Migration bis n-C,g satt (Biedermann & Grob 2010; Lorenzini et al. 2010). Dabei wird davon
ausgegangen, dass die Konzentration an MOH’s <n-C,4 zum Zeitpunkt des Verpackens das
Potential der Migration darstellt. Ausgehend davon, sowie der Tatsache, dass bei einer
Migration von 70-80%, das maximale ,Migrationspotential® erreicht ist, lasst sich der
Fortschritt der Migration bei Raumtemperatur bestimmen (Lorenzini et al. 2013). Eine
maximale Migration von 70-80% beschreibt den ,worst case® und wird nur unter bestimmten
Voraussetzungen, wie einer ausreichend langen Lagerdauer bei Umgebungstemperatur bzw.
erhohter Temperatur, Abwesenheit von Barrieren, sowie Lagerbedingungen die ein

Ausdampfen der Substanzen in die Umgebungsluft minimieren, erreicht (Vollmer et al. 2011).

Migrationstests in Tenax® eigenen sich dabei nicht, um die Langzeitmigration von
Mineraldlkohlenwasserstoffen in trockene Lebensmittel zu testen, da Tenax® fiir MOH’s ein
zu starkes Absorbens ist und es in Experimenten zu einer Uberbestimmung bis um den
Faktor 27 kam (Zurfluh et al. 2013). In weiterer Folge sind auch die Testbedingungen wie sie
in der EU-Regulation 10/2011 (European Commission 2011) festgelegt sind ungeeignet.

Um die Langzeitlagerung von trockenen Lebensmitteln mit einer Haltbarkeit von bis zu
mehreren Jahren zu simulieren, werden zur Durchfiihrung routinemafliger Migrationstest
erhdhte Temperaturen bei verklrzter Lagerdauer angewandt. Die Beschleunigung der
Migration durch Erhéhung der Temperatur flhrt jedoch dazu, dass es zur Migration von
Kohlenwasserstoffen kommt, die bei Raumtemperatur keine signifikante Migration aufweisen
(Zurfluh et al. 2013). Zusatzlich verlieren Barrieren wie z.B. Polypropylen (PP) bei erhdhten
Temperaturen ihre Eigenschaften als Barriere. Fir die Migration von Mineraldlverbindungen

aus Verpackungen ist es technisch somit einfacher und schneller den Gehalt an MOSH und
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MOAH im Papierprodukt zu analysieren und die zu erwartende Migration anhand der
Einschatzung, dass 70-80% an MOSH und MOAH <n-C,, in das Produkt migrieren, zu
berechnen (Zurfluh et al. 2013).

Die Toxizitat von Mineral6lverbindungen hangt dabei von der Molekulargewichtsverteilung,
sowie vom Ausmald der aromatischen Fraktion ab, da diese die vermutlich groRte Toxizitat
aufweist (Purcaro et al. 2016). Die Toxizitat der MOSH ist dabei strittig, es ist jedoch
unumestritten, dass diese im menschlichen Gewebe akkumuliert und entzindliche Prozesse
hervorruft, sowie Mikrogranulome bildet (Vollmer et al. 2011; EFSA 2012; Moret et al. 2014).
MOSH sind dabei die quantitativ dominierende Kontaminantengruppe im menschlichen
Korper, deren Gesamtkonzentration im Gewebe bis zu 1000 mg/kg uberschreiten kann
(Biedermann et al. 2015). Die Menge der Akkumulation einzelner Verbindungen der MOSH
ist dabei umgekehrt proportional zur Lange der Kohlenstoffkette der jeweiligen Verbindung
(Purcaro et al. 2016). Die aromatische Fraktion hingegen steht unter Verdacht mutagene und
karzinogene Verbindungen zu enthalten (Vollmer et al. 2011; EFSA 2012; Moret et al. 2014),
wodurch besonderes wissenschaftliches Interesse auf der Zusammensetzung dieser

Fraktion liegt.

4.2.1 Gesetzliche Richtlinien und Regulierungen von Mineral6lkohlen-
wasserstoffen

Derzeit gibt es keine gesetzlichen Limits fir den Gehalt an Mineraldlbestandteilen in
Verpackungsmaterialien und Lebensmitteln.

2002 verdffentlichte das FAO/WHO Joint Expert Committee for Food Additives (JECFA) eine
Gruppe temporarer Werte flir die akzeptierbare taglichen Aufnahme (acceptable daily intake
— ADI) fur MOSH (JECFA 2002). Diese Werte beziehen sich auf den Fluchtigkeitsbereich
von n-C4s bis n-Czs, jenen Bereich der fir die Migration von MOH's aus
Verpackungsmaterialien relevant ist. Fir hoch viskose Mineraldle (Mineraldle mit einem
Molekulargewicht > 500 Da) wurde ein ADI von 0-20 mg/kg Kérpergewicht festgelegt. Fir
mittel- und niederviskose Mineraléle (Mineraldle der Klasse [, Il und Ill) wurde ein Wert von
10 mg/kg Koérpergewicht fir Mineraldle der Klasse | und 0-0,01 mg/kg Koérpergewicht fir
Mineraldle der Klasse Il und lll festgelegt. Die weitaus hohere akzeptierbare tagliche
Aufnahme fur hoch viskose Mineral6le (0-20 mg/kg) und Mineral6le der Klasse | (10 mg/kg)
basiert auf der Tatsache, dass bei diesen Mineralélen ein Ubergang in das Produkt fast

ausschlieB8lich Uber direkten Kontakt erfolgt (Neukom et al. 2002). Zusatzlich erfolgt keine
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signifikante Aufnahme von Mineralélen mit dementsprechend hohem Molekulargewicht Gber
den menschlichen Gastrointestinaltrakt (Dima et al. 2011).

Die Evaluierung der JECFA basiert dabei allerdings auf raffiniertem Weil36l, welches frei von
MOAH ist. Mineraldle in Recyclingprodukten und Druckfarben sind hingegen von technischer
Reinheit mit einem entsprechenden aromatischen Anteil von 15-20%, der in Ausnahmefallen
bis zu 50% ausmachen kann (Biedermann & Grob 2010; Lorenzini et al. 2010).

Anhand des temporaren ADI und der konventionell giltigen Annahme, dass 1 Person mit
einem Korpergewicht von 60 kg taglich 1 kg, des mit der jeweiligen Substanz verunreinigten
Lebensmittels zu sich nimmt, wurde flr Mineral6le der Klasse Il und Il ein Migrationslimit fir
MOSH von 0,6 mg/kg Lebensmittel bestimmt (Biedermann & Grob 2012). Eine direkte
Bestimmung des Migrationslimits fir MOAH konnte aufgrund des fehlenden ADI fir diese
Substanzklasse nicht durchgefihrt werden. Obwohl fir eine Vielzahl an Analysen keine
quantitativen Daten bezlglich der MOAH verflgbar sind, lasst sich die Konzentration an
MOAH anhand der typischen Mineral6lzusammensetzung bestimmen (Purcaro et al. 2016).
Anhand dieser Abschatzung wurde auch das Migrationslimit fur MOAH ermittelt. Ausgehend
von einem geschatzten Anteil von 20% MOAH in der gesamten Mineraldlfraktion wurde in
Bezug auf das Limit fir MOSH von 0,6 mg/kg, ein Limit von 0,15 mg/kg MOAH ermittelt
(Biedermann & Grob 2010).

2010, und in weiterer Folge 2012 wurden von der European Food Safety Authority (EFSA)
Berichte zur wissenschaftlichen Meinung von Mineralélkohlenwasserstoffen in Lebensmitteln
(scientific opinion on mineral oil hydrocarbons in food) verdffentlicht. Diese basieren auf
toxikologischen Daten aus der Literatur, sowie Risikoabschatzungen anhand von
Konzentrationen analysierter Produkte vom Markt des davorliegenden letzten Jahrzehnts
(EFSA 2010; EFSA 2012). Die von der EFSA veroffentlichten Berichte hinterfragten die von
der JECFA festgelegten ADI's und es wurde eine Uberarbeitung dieser von der EFSA
angeklndigt. In Bezug auf diese Stellungnahme der EFSA widerrief auch die JECFA ihre
2002 festgelegten temporaren ADI's (JECFA 2012). Bis heute konnten jedoch aufgrund der
Tatsache, dass fur genotoxische Substanzen keine sichere Dosis angegeben werden kann,
sowie fehlender wissenschaftlicher Daten in Bezug auf die Akkumulation im menschlichen
Korper, keine neuen ADI’s festgelegt werden (Purcaro et al. 2016). Die Limits von 0,6 mg/kg
fur MOSH, respektive 0,15 mg/kg fur MOAH werden jedoch weiterhin als Bezugspunkt fur
die Festlegung des Detektionslimits bei analytischen Methoden herangezogen (Zurfluh et al.
2014). 2011 wurde diesbezuglich vom BfR (Bundesamt fur Risikobewertung) ein temporarer
Grenzwert fur MOSH von n-C4q bis n-C4¢ von 12 mg/kg festgelegt. Dieser Wert beruht auf der
Basis, dass MOSH in diesem Molekulargewichtsbereich nicht im menschlichen Kdrper

akkumulieren (BfR 2011b). 2012 wurde ein zusatzlicher temporarer Grenzwert, basierend
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auf Bioakkumulationsdaten von Tieren, von 4 mg/kg fur die darauffolgende MOSH Fraktion
von n-C47 bis n-C,y empfohlen (BfR 2012a). In einer Studie von Barp et al. 2014 wurde
allerdings gezeigt, dass Daten die aus Tierstudien gewonnen werden zu einer deutlichen
Unterbestimmung der Akkumulation an MOSH im menschlichen Koérper fihren (Barp et al.
2014). Die Tatsache, dass die Toxizitat der MOSH nicht vollstandig aufgeklart ist, sowie ein
Mangel an entsprechenden Daten, verhindert somit die Einflihrung von ADI's flr die
entsprechenden unterschiedlichen Molekulargewichtsbereiche der MOSH, die als
Lebensmittelkontaminanten auftreten (Moret et al. 2016). Es wurde allerdings erst kiirzlich
festgestellt, dass die MOSH-Fraktion, mit bis zu Gber 10 g pro Person, zu den quantitativ
groliten Gruppen an Kontaminanten im menschlichen Koérper zahlt (Barp et al. 2014;
Biedermann et al. 2015).

Hinsichtlich der MOAH gibt es keine anerkannte toxikologische Evaluierung, obwohl einige
alkylierte polyaromatische Verbindungen ein karzinogenes Potential aufweisen (Biedermann
& Grob 2012). Es gibt allerdings keine Einschatzung uber den Anteil der genotoxischen
Verbindungen in der MOAH, die das Potential haben in Lebensmittel und andere sensible
Produkte zu migrieren (BfR 2009), wodurch keine ADI's festgelegt werden koénnen.
Schlussfolgernd sollten MOAH somit Uberhaupt nicht in Lebensmitteln vorkommen (EFSA
2012).

4.2.2 Analytische Methoden zur Bestimmung von Mineralélkohlen-
wasserstoffen in Papierprodukten

Die Herausforderung bei der Analyse von MOH’s besteht einerseits in der Trennung von
MOSH und MOAH mittels Flussigchromatographie (LC) oder Festphasenextraktion (solid
phase extraction - SPE), andererseits bei der darauffolgenden gaschromatographischen
Analyse der beiden Fraktionen, da diese nicht als einzelne Separate Verbindungen sondern

als nicht aufgeldste sogenannte ,Mineraldlberge” eluieren.
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Abbildung 10: Nicht aufgeloster Mineral6lberg der MOSH und MOAH

4.2.2.1 Fliissigchromatographisch — Gaschromatographische Analyse

Da die beiden Fraktionen eine unterschiedliche toxikologische Relevanz aufweisen, ist es
von Bedeutung beide Fraktionen getrennt zu analysieren. Die am haufigsten angewandte
Methode zur Trennung und Analyse von MOSH und MOAH ist eine on-line Kopplung
Flissigchromatographie — Gaschromatographie mit Flammenionisationsdetektion (on-line
liquid chromatography-gas chromatography-flame ionisation detection (LC-GC-FID)
(Biedermann et al. 2009)

Die Separation von MOSH und MOAH kann dabei sowohl on-line, LC gekoppelt mit GC
(Biedermann et al. 2009; Tranchida et al. 2011; Biedermann & Grob 2012; Barp et al. 2013),
oder off-line mittels nicht gekoppelter LC, oder SPE, in Form einer mit adaquaten Sorbens
(meist Silbernitrat/Kieselgel) gefiiliten Glassaule erfolgen (BfR 2011a; Moret et al. 2011;
Moret et al. 2012; Fiselier et al. 2013). Die Trennung von MOSH und MOAH mittel LC erfolgt
dabei auf einer Normalphasen HPLC. On-line LC-GC hat dabei den Vorteil, einer hohen
Trenneffizienz bei gleichzeitigem hohen Probendurchsatz. Einerseits wird sowohl der
Lésungsmittelverbrauch, als auch die Probenmanipulation verringert, wodurch die
Reproduzierbarkeit erhoht wird, andererseits kommt es dabei zu einer Limitierung der
Sensitivitdt, welche durch die Kapazitat der LC S&ule bestimmt wird (Moret et al. 2011;
Purcaro et al. 2016). Ein weiterer Vorteil der on-line Kopplung ist der Transfer der gesamten
Fraktion, bei einem wesentlich hdheren Probendurchsatz, nachteilig allerdings ist, dass eine
dementsprechend komplexe Instrumentation nur in wenigen Laboren zur Verfugung steht
(Moret et al. 2012). Zusatzlich wird die gesamte Fraktion transferiert, wodurch
weiterfiihrende Analysen der einzelnen Fraktionen nicht méglich sind. Der Ubergang von
Flussig- zu Gaschromatographie erfolgt dabei meist Uber Retention-Gap-Techniken
(Biedermann & Grob 2012; Purcaro et al. 2012) oder anhand von auf injektionsbasierenden
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programmierten Temperaturverdampfern (programmed temperature vaporizer — PTV)
(Tranchida et al 2011; Mondello et al. 2012).

Off-line Methoden hingegen bendtigen zumeist eine Konzentrierung der Probe nach LC oder
SPE Elution, mit Ausnahmen fur &ulerst hoch kontaminierte Proben. Fir die
gaschromatographische Analyse ist zusatzlich eine large-volume Injektion (LVI) erforderlich,
um eine ausreichend hohe Sensitivitat zu erreichen. Gleichzeitig wird dabei der Verlust an
flichtigen Substanzen minimiert, der bei einer Konzentrierung der Proben auf kleine
Volumina auftreten kann. Die LVI wird dabei entweder iber eine on-colum Injektion (OCI) mit
Retention-Gap-Technik oder als hot-splitless Injektion mit gleichzeitiger L&sungsmittel-
rekondensation durchgefiihrt (Moret et al. 2012).

Die gaschromatographische Analyse mittels Flammenionisationsdetektor hat den Vorteil,
dass eine quantitative Bestimmung von Kohlenwasserstoffen, die nicht als Standard-
substanzen verfugbar sind, moglich ist, da der FID dieselbe Response pro Masseneinheit flir
alle gesattigten Kohlenwasserstoffe gibt und die Response flir aromatische Kohlenwasser-
stoffe nur geringfligig héher ist (Biedermann & Grob 2012). Der geringeren Selektivitat und
Sensitivitdt einer FID-Detektion ist allerdings mit entsprechender Probenvorbereitung und
exakter Separation von MOSH und MOAH entgegenzuwirken, um sicherzustellen, dass
ausschlieBlich MOSH oder MOAH den Detektor erreichen. Um eine quantitative Analyse
durchflhren zu kénnen sind 50-100 ng MOSH oder MOAH erforderlich (Biedermann & Grob
2012). Aufgrund der FID-Detektion ist aulRerdem keine Identifizierung der Verbindungen
moglich, wodurch auf diesem Weg ausschlieBlich eine Summenquantifizierung von MOSH
und MOAH erfolgen kann. Dazu werden die ,Mineraldlberge“ der jeweiligen Fraktion als
Gesamtes integriert und der jeweiligen Fraktion nicht zugehdrige Verbindungen subtrahiert.
Bezlglich der MOSH, welche eine Serie scharfer Signale Uber dem nicht aufgelosten
Mineral6lberg bildet gilt, dass samtliche Signale der MOSH zuzurechnen sind. Hinsichtlich
der MOAH hingegen wird davon ausgegangen, dass scharfe Signale nicht der MOAH
angehoren, da diese ausschlieRlich Haufen bilden (BfR 2012b). Der jeweiligen Fraktion nicht
zugehorige Verbindungen ragen dabei als sogenannte ,Aufsitzer® aus dem Mineraldlberg
heraus und werden separat integriert und subtrahiert. Zu den der MOAH nicht zugehérigen
Verbindungen zahlen neben den internen Standards, Diisopropylnaphthaline (DIPN), aus
Abietin- und Pimarsaure abgeleitete Kohlenwasserstoffe und Squalen, sowie Harze und
andere Syntheseprodukte (BfR 2012b). DIPN wird in groRen Mengen fir selbst-
durchschreibende Papiere verwendet und gelangt somit Uber den Recyclingprozess in
Papierprodukte. Obwohl es sich bei DIPN um Verbindungen handelt die auch in Mineraldlen
vorkommen konnten, werden sie nicht der MOAH angerechnet, da sie synthetisch gewonnen

werden. Bei aus Abietin- und Pimarsaure abgeleiteten Kohlenwasserstoffen (tricyclische
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Verbindungen, haufig mit einem aromatischen Ring) handelt es sich um ungeséattigte
Kohlenwasserstoffe aus Holz und bei der Holzverarbeitung gewonnenen Produkten.
Aufgrund derselben Response flur alle Kohlenwasserstoffe ist es moglich den gesamten
,Mineraldlberg“ mit einer einzigen Kohlenwasserstoffverbindung als interner Standard zu
quantifizieren, wodurch Kalibrationsprobleme, die in Zusammenhang mit Massen-
spektrometrie entstehen vermieden werden. Um eine Summenquantifizierung zu erleichtern
werden bei der gaschromatographischen Analyse sehr steile Temperaturrampen gefahren,
wodurch sich die Elutionsdauer der Mineraldlverbindungen verkirzt und steilere und
schmalere "Mineraldlberge” erhalten werden.

Durch eine eventuelle unvollstandige Trennung der beiden Fraktionen kann es zu einem
Vorliegen von den jeweiligen Fraktionen nicht zugehorigen Verbindungen (z.B.: gesattigte
Kohlenwasserstoffe in der MOAH Fraktion und aromatische Verbindungen in der MOSH
Fraktion) kommen, wodurch eine Summenquantifizierung zu falsch positiven Werten flihren
kann.

Die toxikologische relevante Fraktion der MOSH eluiert in einem Bereich von n-C;g bis n-Css,
eine wesentliche bzw. merkbare Migration bei Umgebungstemperatur Uber einen
ausreichend langen Zeitraum findet jedoch nur bis n-C,4 bzw. n-C,g statt. Daraus kann
geschlossen werden, dass MOSH grélRer n-Cys in Lebensmitteln nicht aus dem
Verpackungsmaterial, sondern aus anderen Quellen, wie einer Kontamination des Produktes
vor der Verpackung stammen und aus toxikologischer Sicht vernachlassigbar sind
(Biedermann & Grob 2010; Dima et al. 2011). Zur Bestimmung der Summe an MOSH in
Verpackungsmaterialien wird somit eine Flache von n-C¢ bis n-C,s herangezogen. Diese
Regeln werden jedoch aufgehoben, sobald ein Kontakt durch Benetzung entsteht, wie dies
bei Partytellern aus Karton zum Beispiel der Fall ist (Dima et al. 2012).

Der fur die MOAH relevante Bereich reicht hingegen bis n-C,4 bzw. n-Css, da fir die MOAH
keine toxikologisch begriindete Veranlassung besteht, nach Kohlenwasserstoffen tber und
unter n-C46 zu trennen. Dabei erfolgt eine Aufsummierung bis n-C,4 sofern der Transfer der
MOAH uber die Gasphase erfolgt, und bis n-C3s sofern der Transfer durch direkten Kontakt
erfolgt. Auch die Begrenzung bei n-Css ist toxikologisch nicht begriindet, sondern ergibt sich
aus der Notwendigkeit eines definierten Abbruchs und der Analogie zur MOSH (BfR 2012b).
Fir die Verifizierung und Anwendung dieser Methode zur Bestimmung der Summen-
konzentration an MOSH und MOAH in der Praxis werden unterschiedliche interne Standards
als Markersubstanzen fir den Beginn und das Ende der jeweiligen Fraktion, zur Verifizierung

der Performance, sowie zur Quantifizierung verwendet.
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Abbildung 11: Interne Standards MOSH und MOAH

Als interne Standards der MOSH Fraktion werden Undecan (C11), Tridecan (C13),
Bicyclohexyl (CyCy) und 5a-Cholestan verwendet. Interne Standards der MOAH Fraktion
sind Pentylbenzen (5B), 1-Methylnaphthalin (1MN), 2-Methylnaphthalin (2MN), tri-tert-
Pentylbenzen (TBB) und Perylen (Per). 5a-Cholestan markiert dabei das Ende der MOSH
Fraktion und hat vollstandig in dieser vorzuliegen, analog dazu verhalt es sich fur Perylen,
welches das Ende der MOAH Fraktion markiert. Tri-tert-Pentylbenzen markiert hingegen den
Beginn der MOAH Fraktion und hat vollstandig in dieser vorzuliegen. Undecan dient zur
Kontrolle gegeniber Abdampfverlust. Tridecan und Bicyclohexyl dienen dabei zur
Verifizierung einer sicheren Auftrennung, beide missen gut voneinander getrennt vorliegen,
wobei Bicyclohexyl eine doppelt so hohe Konzentration aufweist wie Tridecan. Bicyclohexyl
dient darUber hinaus als Quantifizierstandard der MOSH Fraktion. Die Standards der MOAH
Fraktion haben die identische Aufgabe wie jene der MOSH. Pentylbenzen dient zur Kontrolle
der Abdampfverluste, die beiden Methylnaphthaline dienen der Verifizierung einer sicheren
Auftrennung, sollten jedoch im Vergleich zu Tridecan und Bicyclohexyl in der MOSH die
gleiche Konzentration/Flache aufweisen und dienen daruber hinaus zur Quantifizierung der
MOAH-Fraktion.

Ein Problem bei der Identifizierung einzelner Verbindungen der MOSH und MOAH stellen vor
allem die komplexen, variierenden Zusammensetzungen unterschiedlicher Proben, oft sogar
unterschiedlicher Chargen oder Teile eines Produktes dar. Eine uUberwiegende Mehrheit
identifizierter Verbindungen ist dabei nicht erhaltlich, wodurch keine Kalibration und
Bestimmung der Response und somit keine Quantifizierung erfolgen kann (Biedermann &
Grob 2012)
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4.2.2.2 Mehrdimensionale gaschromatographische Analyse

Um nahere Informationen Uber die Zusammensetzung der jeweiligen Fraktionen,
insbesondere der MOAH Fraktion zu erhalten bietet sich eine mehrdimensionale Analyse an.
Vor allem multidimensionale comprehensive Gaschromatographie (GCxGC) kommt hierbei
zum Einsatz (Biedermann & Grob 2009). GCxGC ermdglicht dabei eine Auftrennung der
MOAH nach Anzahl der aromatischen Ringe, wobei mehr oder weniger horizontale Banden
erhalten werden (Biedermann & Grob 2009). Mit zunehmender Retentionszeit steigt dabei
der Grad der Alkylierung der einzelnen Verbindungen. Biedermann und Grob konnten mittels
GCxGC einzelne Gruppen der MOAH anhand ihrer Ringstruktur, sowie die Anzahl der
Kohlenstoffatome der Alkylketten durch selektive Extraktion von lonen bestimmen, allerdings
kann die Art und Position der Alkylierung nicht bestimmt werden (Biedermann & Grob 2009).
Auch mittels GCxGC erfolgt keine vollstandige Auftrennung von MOSH und MOAH ohne
vorhergehende Separation mittels LC, da gesattigte cyclische Kohlenwasserstoffe mit hoch
alkylierten aromatischen Kohlenwasserstoffen koeluieren. Insbesondere gesattigte vier- und
funf-Ring Kohlenwasserstoffe wie Sterane, Hopane und bicyclische Sesquiterpene eluieren

dabei zeitgleich mit zwei- und drei-Ring Aromaten (Purcaro et al. 2016).
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5 Theoretischer Hintergrund

In diesem Abschnitt wird naher auf die Theorie der angewandten Methoden eingegangen.
Die durchgefiihrten Analysen bezogen sich auf unterschiedliche gaschromatographische und
flissigchromatographische Auftrennungen der Proben mit massenspektrometrischer
Detektion. Chromatographie stellt die am weitesten verbreitete analytische Technik zur
Auftrennung und Quantifizierung einzelner Substanzen komplexer Substanzgemische dar.
Da die Technik der Gas- und Flissigchromatographie bereits hinreichend bekannt sein
sollte, werden in weiterer Folge ausschliellich die unterschiedlichen angewandten
Techniken der massenspektrometrischen Detektion, sowie die Technik der mehr-

dimensionalen Gaschromatographie naher vorgestellit.

5.1 Massenspektrometrie

Massenspektrometrie (MS) ist heutzutage eine unverzichtbare analytische Methodik in der
Chemie, sowie in zahlreichen verwandten Fachgebieten. Ziel der Massenspektrometrie ist
dabei die ldentifizierung von Verbindungen anhand von Molekul- bzw. Atommassen ihrer
Bestandteile (Gross 2011).

Das Grundprinzip der MS ist es, aus organischen oder anorganischen Substanzen in
geeigneter Weise lonen zu erzeugen, diese nach ihrem Masse-zu-Ladungs-Verhaltnis (m/z)
zu trennen und mit einem Registriersystem nach ihrem spezifischen m/z-Verhaltnis qualitativ
und quantitativ zu erfassen (Gross 2011), wobei ausnahmslos lonen aus Atomen oder
Molekulen einer massenspektrometrischen Analyse zuganglich sind. Dazu werden die zu
analysierenden Substanzen in ein Vakuumsystem Uberfuhrt, die Molekile und/oder Atome
ionisiert, mit Hilfe eines elektrischen Feldes in einen Massenanalysator Uberflhrt und nach
ihrem m/z-Verhaltnis getrennt.

Einer der entscheidenden Schritte ist dabei die lonisation, die anhand unterschiedlicher
lonisationstechniken erfolgen kann. Zu den am haufigsten angewandten lonisations-
techniken zahlen Elektronenstof3ionisation (El) und chemische lonisation (Cl) in Kombination
mit Gaschromatographie und Elektrosprayionisation (ESI) in Kombination mit Fllssig-

chromatographie.
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5.1.1 ElektronenstoBionisation (EI)

Die ElektronenstoRionisation ist die klassische lonisationsmethode in der organischen
Massenspektrometrie fur Verbindungen mit Molekulargewichten bis 100 Da (Gross 2011).
Dabei kommt es zum Beschuss gasformiger Neutralteilchen (ungeladene Molekule) mit
energiereichen Elektronen, wodurch es zur lonisation kommt. Die Elektronen werden dabei
mit einer Energie von 70 eV beschleunigt und bilden mit den neutralen ungeladenen

Molekulen ein weiteres Elektron unter der Bildung eines einfach positiv geladenen Radikals.
e+M—- M+ 2¢e

Die Radikalionen kénnen je nach Stabilitat und Elektronenenergie weiter zerfallen und
Fragmente bilden. Unter definierten Bedingungen (Anregungsenergie 70 eV; lonenquelle
zwischen 150°C und 250°C; Druck ~ 10™ Pa) ist das Zerfallsmuster charakteristisch fur eine
Substanz, unabhangig von der Art des Massenspektrometers, wodurch EI-Spektren durch
eine gute Reproduzierbarkeit charakterisiert sind. Digitalisierte Datenbanken von EI-Spektren

erleichtern und vereinfachen dabei die Identifikation unbekannter Verbindungen.
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Abbildung 12: Schematische Darstellung ElektronenstoBionisation (El)'

Voraussetzung fir eine ElektronenstoRionisation ist, dass der Analyt vor der lonisation
unzersetzt im gasformigen Zustand vorliegt, wodurch sich eine Einschrankung auf im
Hochvakuum flichtige Verbindungen ergibt. Die El kann zudem als ,harte“ lonisationstechnik
bezeichnet werden, da die lonisations-energie weit Uber dem lonisationspotential der Analyt-
molekule liegt, wodurch es zu intensiver Fragmentierung kommt. Dahingehend erhalt man
strukturinformationen Uber die analysierten Verbindungen, ein Molekilpeak wird hingegen

haufig nicht registriert.

! [Internet]. http://www.analyticjournal.de/glossar_beitraege_einzeln/massenspektrometrie.html
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5.1.2 Chemische lonisation (Cl)

Die chemische lonisation ist der Elektronenstolionisation ahnlich, wobei in die lonenquelle
zusétzlich ein lonisationsgas (Reaktandgas) im Uberschuss eingebracht wird, welches durch
Elektronenbeschuss ionisiert wird und seine Ladung durch unterschiedliche Mechanismen
auf die gasférmig vorliegenden Probenmolekile Ubertragt. Die Cl beruht dabei auf lon-
Molekul Reaktionen, bei denen Molekdle in der Gasphase mit lonen des Reaktandgases in
Wechselwirkung treten (Todd 1995). Durch den Elektronenbeschuss des Reaktandgases
kommt es dabei zur Bildung von Priméarionen, die durch eine Serie von StoRen mit weiteren
Reaktandgasmolekilen zu den eigentlich ionisierend wirkenden stabilen lonen (CI-
Plasmaionen) reagieren, welche die Analytmolekile durch Protonierung ionisieren (Gross
2011). Als Reaktandgas bei der chemischen lonisation kommen dabei Methan, Isobutan und
Ammoniak zum Einsatz. Durch Abnahme der Protonenaffinitat von Methan Uber Isobutan zu
Ammoniak, kommt es in angefiihrter Reihenfolge von [CHs]® > [C4Hg]" > [NH4]" zu einer
schonenderen lonisation, da die Exothermizitat der ProtonUbertragungsreaktion abnimmt
[Gross 2011]. Auf diese Weise lasst sich somit das Ausmall der Fragmentierung steuern,
wobei Cl aufgrund der geringeren Anregungsenergie bei der Protonenlibertragungs- und
Anlagerungsreaktion generell wesentlich fragmentarmere Spektren liefert als die Elektronen-
stoRionisation. Die chemische lonisation ist somit eine deutlich ,sanftere” lonisations-
methode, bei der Uberwiegend Quasimolekilionen erzeugt werden, wodurch die Cl vor allem

der Bestimmung des Molekullgewichtes dient, jedoch wenig Strukturinformation liefert.
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Abbildung 13: Schematische Darstellung chemische lonisation (CI)2

In jedem CI-Plasma werden lonen beider Polaritaten, positive und negative lonen (z.B.:

[M+H]" und [M+H]") gleichzeitig erzeugt. Anhand der Extraktion der austretenden lonen aus

2 [Internet]. http://www.oc.uni-koeln.de/ms-oc/ci.htm
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der lonenquelle unterscheidet man zwischen positiv chemischer lonisation (PCl) und negativ
chemischer lonisation (NCI). Die Extraktion der lonen ist dabei von der Polaritat der

Beschleunigungsspannung abhangig (Hunt et al. 1976).

5.1.2.1 Positiv Chemische lonisation (PCl)

Eine positiv chemische lonisation wird bevorzugt eingesetzt, wenn eine Elektronen-
stoBionisation nur unzureichende Information Uber die Molmasse der jeweiligen Analyten
liefert. Das Messergebnis wird dabei priméar durch die Wahl des Reaktandgases beeinflusst,
wobei die PCI generell durch eine geringere Empfindlichkeit charakterisiert ist als die El. Die

lonisationsreaktion zwischen Probe und Reaktandgasionen (Plasmaionen) kann dabei auf

folgende Weise erfolgen (Bader et al. 2006):

- Protonenubertragung

Die Protonenubertragung stellt die Hauptreaktion der PCI dar, dabei kommt es
zum Transfer eines Protons von sekunddren Reaktandgasionen RH® auf

Analytmolekile, wodurch protonierte Analytmolekiile [M+H]+ entstehen

- Kationenanlagerung

Hierbei kommt es zur Addition von Kationen an die Analytmoleklle, wodurch

Molekiladdukte entstehen

- Hydridverlust
Bei einem Hydridverlust entreilen Reaktandgasionen mit hoher Hydridaffinitat

wasserstoffreichen Analytmolekulen ein Hydridion und lassen ein entsprechendes
Kation [M-H]" zurlick. Hydridverlust und Protonenlbertragung koénnen dabei

parallel stattfinden

- Ladungsubertragung

Ein Ladungsaustausch beruht im Gegensatz zu den bisher angeflhrten
lonisationsreaktionen nicht auf dem Transfer von Protonen oder Hydridionen
sondern auf einem Elektronentransfer. Dieser erfolgt dabei vom Analytmolekul auf

ein Reaktandgasion, wodurch das Analytmolekil eine Ladung erhalt
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5.1.2.2 Negativ Chemische lonisation (NCI)

Durch Umkehrung der Spannungspolaritat in der lonenquelle und am Detektor lassen sich
negativ geladene lonen detektieren (McKeown 1980; Stafford 1980). Im Gegensatz zu einer
Molekil-lon-Reaktion kommt es bei der NCI zu einer Anlagerung energiearmer thermischer
Elektronen an elektrophile Analytmoleklle, welche die Elektronen quasi ,einfangen®. Die
Bildung der niederenergetischen lonen erfolgt dabei durch Beschuss des Reaktandgases mit
energiereichen Elektronen, die aus einem Gluhdraht emittieren und der folgenden Reaktion

des ZusammenstoRes dieser Elektronen mit dem Reaktandgas. Die lonisationsreaktion

zwischen Probe und Elektronen kann dabei auf folgende Weise erfolgen (Bader et al. 2006):

- Elektroneneinfang

Die Elektroneneinfangreaktion stellt die Hauptreaktion der NCI dar, dabei werden
thermische Elektronen in unbesetzte Molekulorbitale aufgenommen, wodurch
Radikalanionen gebildet werden (M + e — M"). Dieser Reaktionsablauf ist
reversibel, wodurch es im ungunstigsten Fall zu einer Selbstentladung des

Radikalanions kommt.

- Dissoziativer Elektroneneinfang

Beim dissoziativen Elektroneneinfang erfolgt die Stabilisierung des Radikalanions

durch eine homolytische Bindungsspaltung (MX + € (thermiscny — M* + X).

- lonenpaarbildung

Bei lonenpaarbildung erfolgt eine Stabilisierung des Radikalanions durch eine
heterogene Fragmentierung und unter Freisetzung des thermischen Elektrons

(MX + e-(thermisch) — M+ X+ e-(thermisch))-

- lon-Molekul-Reaktionen

Eine lonen-Molekul-Reaktion wird auch als lonenadduktbildung bezeichnet und
stellt eine unerwiinschte Konkurrenzreaktion zum Elektroneneinfang dar. Dabei
erfolgt zuerst die lonisation einer Stérkomponente (O,, H,O, elektronenaffine
Verbindungen), welche in weiterer Folge als (Radikal)anion mit dem

Analytmolekul reagiert

Die negativ chemische lonisation weist dabei eine hohe Selektivitat fur Verbindungen mit
hoher Elektronenaffinitdt wie z.B.: Halogenverbindungen auf. Dabei kann eine Steigerung
der Empfindlichkeit um bis zu zwei Zehnerpotenzen gegenuber El und PCI stattfinden (Bader
et al. 2006). Die NCI erfordert dabei eine Gasreinheit des Reaktandgases von 99,95 —

99,995%, da Sauerstoff und Wasserstoffverunreinigungen Storreaktionen verursachen.
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5.1.3 Elektrosprayionisation (ESI)

Die Elektrosprayionisation (ESI) ist das am haufigsten angewandte lonisationsverfahren bei
Koppelung von Massenspektrometrie mit Flissigchromatographie (Ardrey 2003). Die
Elektrosprayionisation ist eine lonisationsmethode fir Substanzen, die sich nicht unzersetzt
im Vakuum verdampfen lassen. ESI eignet sich somit auch zur Analyse von grof3en, nicht
fluchtigen, leicht ladungsannehmenden Analyten, sowie thermisch instabilen Substanzen aus
einer Losung heraus. Die lonisation der Analyten beginnt dabei bereits bei
Atmospharendruck, wobei das Hochvakuum des Massenanalysators schrittweise erreicht
wird (Dole 1997). Voraussetzung dafur ist allerdings, dass die Analyten in einem niedrig
siedenden Ldsungsmittel (Acetonitril, Methanol, Chloroform, Wasser,..), sowie bei niedrigen
Konzentrationen (10 bis 10° mol/l) stabil sind.

Bei der Elektrosprayionisation wird dabei eine Analytldsung (LC-Eluentenstrom) durch eine
unter Spannung stehende Sprihkapillare (3-4 kV) in die Sprihkammer geleitet. Die Art der
Spannung bestimmt dabei die Ladung der erzeugten lonen (positiv oder negativ). Am Ende
der Kapillare kommt es zur Bildung eines Uberschusses gleich geladener, sich gegenseitig
abstollender Teilchen, die als feines Aerosol aus der Kapillare austreten. Anschlielend
erfolgt ein Transfer der geladenen Troépfchen Uber eine beheizte Transferkapillare zur
Vorvakuumstufe. Ein entgegengerichteter heiller Tragergasstrom (N,) unterstitzt die
Vernebelung des Aerosols und fiuhrt zur Verdampfung des Ldsungsmittels Wahrend des
gesamten Vorganges kommt es zu einer Desolvatisierung der Trdpfchen, wodurch es zu
einer Konzentrierung der geladenen Teilchen an immer kleinerem Volumen kommt. Dies
fuhrt zu einer Zunahme der elektrischen Dichte an der Tropfenoberflache. Bei Erreichen
einer kritischen GrofRe fuhrt die Abstollung gleicher Ladungen schlie3lich zum Platzen der
Trépfchen (Coulomb-Explosion), wodurch unsolvatisierte Molekllionen emittiert werden. Die
durch vollstdndige Desolvatisierung gebildeten freien lonen werden schliel3lich Uber den
Skimmer (kegelférmige Elektrode) in das Hochvakuum des Massenanalysators eingebracht.
Bis zum Eintritt in den Massenanalysator haben sich durch eine vollstandige

Desolvatisierung somit freie lonen gebildet.
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Abbildung 14: Schematische Darstellung Elektrosprayionisation3

5.1.4 Quadrupol Massenanalysator

Quadrupol-Massenspektrometer sind die am haufigsten angewandten Massenspektrometer
in Kombination mit GC-MS und LC-MS, wo schnell scannende Massenfilter benotigt werden.
Quadrupol-Gerate stellen dynamische Massenfilter fur positive und negative lonen dar und
decken dabei bei gutem Auflésungsvermogen einen Massenbereich bis m/z 2000 ab (Gross
2011). Die Massentrennung erfolgt dabei in einem hochfrequenten elektrischen Feld quer zur
Flugrichtung der lonen. Ein Quadrupol besteht aus 4 sich paarweise gegenuberstehenden
zylindrisch geformten Stabelektroden. Gegeniberliegende Elekiroden weisen jeweils das
selbe Potential auf, bestehend aus einer Gleich- und einer Wechselstromkomponente.
Aufgrund der Anlegung einer sich periodisch abwechselnden Spannung entsteht ein
Wechselfeld zwischen den einzelnen Staben, wodurch nur lonen mit bestimmten m/z-
Verhaltnis den Massenanalysator passieren kdnnen. lonen unterschiedlicher Massen werden
dabei mit gleichformiger Geschwindigkeit axial durch das Quadrupolfeld geleitet. Durch das
angelegte Wechselspannungsfeld wechseln sich Anziehung und Abstof3ung in x- und y-
Richtung ab, wodurch sich die lonen anhand oszillierender Flugbahnen durch den Quadrupol
bewegen. Die Resonanz der lonen korreliert dabei mit der Amplitude der Wechselspannung,
wodurch nur lonen mit einem bestimmten m/z-Verhaltnis den Quadrupol passieren kénnen.
lonen die diesem Verhaltnis nicht entsprechen werden abgelenkt und kollidieren mit den
Stabelektroden, was zu einer Neutralisation der lonen flihrt, oder diese werden vom Vakuum

abgesaugt.

® [Internet]. http://www.oc.uni-koeln.de/ms-oc/esi.htm
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Abbildung 15: Schematische Darstellung Quadrupol Massenanalysator4

Alle lonen, die das Feld des Quadrupol durchlaufen, werden von einem, gegensatzlich zu
den jeweiligen lonen, geladenen Detektor angezogen und treffen auf diesem auf. Das
eingehende Signal wird dabei vielfach von einem Elektronenmultiplier verstarkt. Die
Verstarkung erfolgt dabei proportional zur eingehenden lonenmenge.

Bei der Datenaufzeichnung unterscheidet man zwischen Scan und SIM (Single lon
Monitoring). Im Scan-Mode werden alle lonen eines definierten Bereiches erfasst, wodurch
der Scan-Mode uberwiegend zur ldentifikation der einzelnen Verbindungen einer Probe und
somit der qualitativen Analyse dient. Im SIM-Mode hingegen werden nur, selektierte lonen

registriert, wodurch sich der SIM-Mode vor allem zur Quantifizierung eignet.

5.1.5 Tandem-Massenspektrometrie

Unter dem Begriff Tandem-Massenspektrometrie (Tandem-MS, MS/MS) versteht man
Techniken, bei denen massenselektierte lonen einer zweiten massenspektrometrischen
Analyse unterzogen werden (Mc Lafferty 1983; Busch et al. 1988). Durch die Kopplung
zweier Massenspektrometer wird die Selektivitdt und Sensitivitat von Analysen deutlich
erhoht, was vor allem bei komplexen Matrices von Vorteil ist. Ein Tandem-
Massenspektrometer enthalt zumindest zwei Stufen die eine m/z-Analyse erlauben, die
ublicherweise mit MS 1 und MS 2 bezeichnet werden (Gross 2011). Bei einer Tandem-MS
Analyse werden in Folge im ersten Quadrupol (MS 1) lonen mit spezifischer Masse
selektiert, in einer sich zwischen den beiden Quadrupolen befindlichen Kollisionszelle

(Stollkammer) zu weiteren Zerfall angeregt, und die daraus resultierenden Zerfallsprodukte

4 [Internet]. http://www.vias.org/tmanalytik_germ/hl_ms_quadrupol.html
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im zweiten Quadrupol (MS 2) selektiert und registriert. Die Anregung zu weiterem Zerfall in
der Kollisionszelle erfolgt dabei Uber stoRinduzierte Dissoziation (collision-induced-
dissociation CID). Dabei kommt es zur einer Fragmentierung stabiler lonen in der Gasphase.
Die aus MS 1 selektierten lonen werden dabei in die mit einem Inertgas (meist Argon)
gefullte Kollisionszelle, in der der Druck des Gases deutlich tber dem umgebenden Druck
des Hochvakuums liegt, eingeleitet und durch Zusammenstol3 mit dem Inertgas angeregt.
Diese Anregung fihrt zu einer Fragmentierung der selektierten lonen. Der austretende
lonenstrom wird schlieBlich in MS 2 transferiert, wo die Zerfallsprodukte aufgetrennt und

registriert werden.
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Abbildung 16: Schematische Darstellung Tandem-Massenspektrometrie5

5.1.5.1 Triple-Quadrupole-Massenspektrometer (qqq-MS)

Triple-Quadrupole-Massenspektrometer sind die am weitesten verbreiteten Massen-
spektrometer in Bereich der Tandem-Massenspektrometrie. Dabei werden 3 Quadrupole
Massenfilter (Q1, Q2, Q3) unmittelbar hintereinander geschalten, wobei der mittlere (Q2) als
Kollisionszelle dient. Anhand der Theorie werden dabei in Q1 spezifische lonen ausgewahlt,
in Q2 mit Hilfe des Kollisionsgases fragmentiert und die gebildeten Produktionen in Q3
detektiert. Das Ausmal} der Fragmentierung ist dabei von der Kollisionsenergie abhangig. Je
héher die angelegte Spannung ist, umso starker ist die Fragmentierung. Neben der
unabhangigen Verwendung von Q1 und Q3 als eindimensionales Massenspektrometer,

kénnen Q1 und Q3 zu unterschiedlichen Analysemodi gekoppelt werden, diese sind:

® [Internet]. http://www.uni-heidelberg.de/presse/ruca/ruca2_2002/hoffmann.html
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- Produktionen Scan / Daughter Scan

Beim Produktionen Scan wird in Q1 ein lon bestimmter Masse selektiert
(Precursorion), in Q2 fragmentiert und alle resultierenden Fragmente

(Produktionen) in Q3 gescannt.

- Precursorionen Scan / Parent Scan

Beim Precursorionen Scan wird Q1 im Scan-Mode betrieben, wodurch lonen aller
Massen eines definierten Massenbereiches in die Kollisionszelle gelangen und
fragmentiert werden. In Q3 erfolgt die Selektion eines bestimmten Produktions,
wodurch alle, fur ein definiertes Produktion infrage kommenden Precursorionen

bestimmt werden.

- Neutral Loss Scan

Beim Neutral Loss Scan erfolgt die Bestimmung der Massendifferenz zwischen
Q1 und Q3, die sich durch die Abspaltung eines bestimmten Neutralteilchens in
der Kollisionszelle ergibt. Dazu werden beide Massenspektrometer im Scan-Mode
betrieben und alle Produktionen die durch Abspaltung des definierten

Neutralteilchens entstehen registriert.

- Multiple Reaction Monitoring (MRM)

Beim MRM werden nur Analyten erfasst, die bestimmte Precurser- und

Produktionen bilden. Dazu werden die gewlnschten Precurserionen in Q1
selektiert, in der Kollisionszelle fragmentiert und mindestens zwei fir den
Zielanalyten charakteristische Fragmente in Q3 selektiv detektiert. Der MRM-
Mode stellt damit die selektivste und empfindlichste Arbeitsweise eines qqq-MS

dar und wird Uberwiegend zur Quantifizierung herangezogen.

5.1.6 Hochaufl6sende Massenspektrometrie (HR-MS)

Hochauflésende Massenspektrometrie (high resolution mass spectrometry (HR-MS) erlaubt
die genaue Bestimmung von Massen und somit die Ermittlung von Summenformeln von
Molekul- und Fragmentionen (Remane & Herzschuh 1977). Bis in die 1980er Jahre waren
Messungen zur Bestimmung der exakten Masse fast ausschlieBlich mittels EI-MS an
Magnetfeld-Sektorgeraten moglich (Gross 2011). Erst im Laufe der letzten zwei Jahrzehnte
gewann die Bestimmung der exakten Masse durch die EinfUhrung neuer Gerate mit
zunehmendem Massenaufldsungsvermégen wieder an Bedeutung. Eine genaue
Bestimmung der Masse beruht dabei auf der Tatsache, dass lonen gleicher Massenzahl

aufgrund unterschiedlicher Zusammensetzung Unterschiede im Millimassenbereich
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aufweisen (Remane & Herzschuh 1977). Mit hochauflésender MS ist es somit mdglich
Verbindungen mit derselben nominellen Masse aber unterschiedlicher chemischer Formel zu
unterscheiden. Unter nomineller Masse versteht man dabei die ganzzahlige Masse des am
haufigsten in der Natur vorkommenden stabilen Isotops (Gross 2011). Anhand der exakten
Masse (Isotopenmasse eines Isotops), welche die tatsachliche Masse unter
Berlcksichtigung der Nachkommastellen der Atommassen darstellt, konnen hingegen
Summenformeln abgeleitet werden (Balogh 2004; Bristow 2006; Leslie & Volmer 2007;
Gross 2011). Die exakte Masse des haufigsten Isotops eines Elements wird dabei als
monoisotopische Masse bezeichnet. Sie kommt der nominellen Masse eines Atoms sehr
nahe, ist aber mit Ausnahme des Kohlenstoff-Isotops "“C nicht mit dieser ident (Gross 2011).
Hochauflésung und Messungen zur Bestimmung der exakten Masse sind dabei gegenseitig
voneinander abhangig sind, da sich mit zunehmender Auflésung meist auch die
Massengenauigkeit verbessert, dennoch sollte man die Begriffe nicht verwechseln, da die
Durchfihrung einer Messung bei hoher Auflésung allein nicht gleichzeitig auch die
Bestimmung der exakien Masse bedeutet. Mit HR-MS wird dabei sowohl eine hohe

Massengenauigkeit, als auch eine hohe Massenauflésung erzielt (Gross 2011).

5.1.6.1 Massenauflésunqg, Massenauflésungsverméqgen, Massengenauigkeit

Unter Massenauflésung R versteht man den kleinsten Unterschied in m/z (Am/z) der bei

einem bestimmten Signal aufgetrennt werden kann (Gross 2011). Die Massenauflésung ist

m _ m/z
Am Am/z

somit definiert als: R =
Je hoher die Aufldsung ist umso besser gelingt es, benachbarte Signale voneinander zu
trennen. Das Auflésungsvermdgen steht dabei in direktem Zusammenhang mit der Masse
der jeweiligen zu trennenden Verbindungen. So kénnen bei einer Auflésung von 1000 die
Massen 50 und 50,05 sowie 100 und 100,1 bzw. 500 und 500,5 getrennt werden. Um die
Massen 100 und 100,05 bzw. 500 und 500,05 zu trennen ware jedoch eine Auflésung von
2000 bzw. 10000 nétig. Fir die Bestimmung der exakten Masse ist somit mit zunehmender

Masse der Verbindungen eine hohere Auflésung erforderlich.

Unter Massenauflésungsvermégen versteht man hingegen die Fahigkeit eines Gerats
benachbarte Peaks aufzutrennen. Das Massenaufldsungsvermdgen ergibt sich, ausgedruckt
als Funktion der Masse, aus der Peakbreite bei einem bestimmten Prozentsatz der
Peakhohe (Gross 2011). Das Massenaufldsungsvermégen ist ein Mal} fir die Prazision tber
einen groflen Massenbereich und wird Uberwiegend zur Bestimmung des Leistungs-

vermogens des Massenanalysators herangezogen.
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Bei der Massengenauigkeit unterscheidet man zwischen absoluter und relativer
Massengenauigkeit. Die absolute Massengenauigkeit ist dabei die Differenz der
gemessenen exakten Masse und der berechneten exakten Masse (Am/z = M/zeyp, — M/Zpe).
Die relative Massengenauigkeit fur eine bestimmte Masse ist hingegen der Quotient der
absoluten Massengenauigkeit und der Masse selbst.

Ausgehend von einer ,unendlichen® Massengenauigkeit sollte es maoglich sein die
Summenformel jedes beliebigen lons allein auf Grundlage der exakten Masse zu bestimmen
(Gross 2011). In der Realitat kommt es jedoch in Abhangigkeit des Geratetyps und der
Betriebsart zu Abweichungen in der GréRenordnung von einem bis mehreren ppm. Eine
eindeutige Zuordnung zu Formeln auf Grundlage der exakten Masse gelingt allerdings nur in
einem Bereich bis zu m/z 500, dartber hinaus Ubersteigt die Anzahl der Treffer bei lonen mit

grolieren m/z Werten schnell jedes verninftige Mal3 (Gross 2011).

Hochauflésende Massenspektrometrie ermdglicht dabei die Trennung von Fragmenten bis
zur 5. Nachkommastelle, wogegen es in Routinespektren meist nur zu einer Trennung
anhand der Nominalmasse bzw. maximal einer Nachkommastelle kommt. Von

Hochauflésung spricht man dabei ab einer Auflésung R>5000 (Gross 2011).

5.1.6.2 Massenanalysatoren in Kombination mit HR-MS

In Kombination mit HR-MS kommen uberwiegend Flugzeit-Massenanalysatoren (TOF — time
of flight), Fourier-Transform-lonencyclotronresonanz-Massenanalysatoren (FT-ICR) und
Orbitrap-Massenanalysatoren zum Einsatz. In Tabelle 1 sind die geratespezifischen
Eigenschaften der am haufigsten vorkommenden hochauflésenden Massenanalysatoren im

Vergleich zu einem niedrigauflosenden Quadrupol-Massenspektrometer aufgelistet.

Tabelle 1: Geratespezifische Eigenschaften ausgewahlter Massenanalysatoren

Gerat Trennprinzip Massenbereich Auflésung Datenaufnahmerate
Quadrupol Qo e AR 2000 eond)  (Routine 50 1)
TOF  Fugeimessug 0 oo teor ke
FT-ICR Cyclotronfrequenz max. 20000 ~10° <5Hz
Orbitrap Oszillatiac:(r:aslffequenz max. 6000 ~10° (Rgazﬁ.els 1|—(|)ZHZ)
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5.1.6.2.1 Time-of-Flight-Analysatoren (TOF)

Das Konzept der Time-of-Flight-Analysatoren ist relativ einfach und beruht auf der zeitlichen
Verteilung von lonen verschiedenen m/z-Verhaltnisses wahrend ihres ,Fluges* entlang einer
feldfreien Strecke, wobei leichtere lonen friiher den Detektor erreichen als schwerere lonen.
Voraussetzung dafiir ist allerdings, dass alle lonen gleichzeitig (bzw. innerhalb eines
ausreichend kurzen Zeitintervalls) anhand eines gepulsten Gleichstromfeldes (gepulste
lonisationsmethode) beschleunigt werden. In Kombination mit HR-MS werden Uberwiegend

Reflektor-TOF-Analysatoren und TOF-Analysatoren mit orthogonaler Beschleunigung

verwendet.
Proben- Laser Detektor
trager |
‘ my > my > my ‘
(_' ) O O —
.-l Ll S -
Beschleunigung Drift-Strecke

Abbildung 17: Prinzip eines linearen TOF-Analysators (Gross 2011)

Beim Reflektor-TOF-Analysator (ReTOF) dient ein Reflektor als lonenspiegel, der lonen
unterschiedlicher kinetischer Energie zeitlich fokussiert. Der Reflektor besteht dabei aus
ringférmigen Elektroden mit zunehmendem Elektrodenpotential. Diese sind hinter einer
feldfreien Strecke gegenuberliegend zur lonenquelle positioniert ist. lonen unterschiedlicher
kinetischer Energie treten dabei unterschiedlich weit in den Reflektor ein, bis sie ihre
kinetische Energie verlieren und in entgegengesetzte Richtung ausgeworfen werden (Gross
2011). Dadurch kommt es zu einer Flugzeitkorrektur, von lonen gleichem m/z-Verhaltnisses
mit unterschiedlicher kinetischer Energie, sodass diese gleichzeitig am Detektor eintreffen.
lonen mit hoher kinetischer Energie weisen dabei eine langere Flugbahn auf. Aufgrund der
Kompensation der urspringlichen Energieverteilung nimmt das Aufldsungsvermégen zu,
wobei ReTOF-Analysatoren ein Massenauflésungsvermégen >10000 bei einer Massen-

genauigkeit von 5-10 ppm erreichen kdnnen (Marshall & Hendrickson 2008).

Die Anwendung einfacher TOF-Analysatoren ist jedoch auf die Kopplung mit

Laserdesorption/lonisation (LDI) bzw. Matrix-unterstitzter Laserdesorption/lonisation
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(MALDI) beschrankt (Gross 2011). Dabei werden die, durch einen auf das Probenmaterial
gerichteten Laserstrahl, gebildeten lonen kontinuierlich extrahiert und beschleunigt. Sobald
die lonen von der Beschleunigungsstrecke in eine feldfreie Strecke Ubergehen sollten sie die
gleiche kinetische Energie aufweisen und werden in weiterer Folge anhand unterschiedlicher

Geschwindigkeit anhand ihres m/z-Verhaltnisses aufgetrennt.

Mittels TOF-Analysatoren mit orthogonaler Beschleunigung (0aTOF) gelingt es lonen aus
einem kontinuierlichen lonenstrahl heraus zu pulsen, wodurch es moglich wurde TOF-
Analysatoren mit kontinuierlichen lonenquellen zu kombinieren. Ein oaTOF-Anaylsator ist
dabei grundsatzlich fur alle lonisationsmethoden geeignet (Guilhaus et al. 2000).

Dabei werden lonen beim Verlassen der kontinuierlichen lonenquelle zu einem nahezu
parallelen lonenstrahl fokussiert, welcher anschlief3end in einen orthogonalen Beschleuniger
eintritt (Guilhaus et al. 2000). Daraus werden lonenpakete durch einen scharfen Puls
orthogonal abgelenkt und Richtung TOF-Analysator beschleunigt. Aus Sicht des TOF-
Analysators kann diese orthogonale Beschleunigungseinheit als (gepulste) lonenquelle
angesehen werden.

Hinsichtlich der Analysatoren selbst unterschiedet man zwischen linearen 0aTOF-
Analysatoren und oaTOF-Analysatoren vom ReTOF-Typ (Gross 2011).

Time-of-flight Massenanalysatoren konnen dabei Uber einen theoretisch unbegrenzten
Massenbereich betrieben werden und erreichen eine Auflésung von R~30000. Eine
theoretisch unbegrenzte Datenaufnahmerate, mit Routineanwendungen von bis zu 200 Hz
ermoglicht dabei auch die Durchfihrung schneller Scans, wodurch TOF-Analysatoren auch
haufig in Kombination mit mehrdimensionaler Chromatographie zum Einsatz kommen, da in
diesem Bereich extrem schmale Peaks hohe Scangeschwindigkeiten erfordern um eine
ausreichende Anzahl an Datenpunkten pro Peak zu erhalten. Hohe Datenaufnahmeraten
fuhren dabei allerdings zu einer Verringerung der Auflésung (Dettmer-Wilde & Engewald
2014).

5.1.6.2.2 Fourier-Transform-lonencyclotronresonanz (FT-ICR)

FT-ICR-Gerate bestehen zumeist aus seiner lonenquelle, einer lonenoptik und einer ICR-
Zelle (lonencyclotronresonanzzelle). Moderne FT-ICR-Massenspektrometer, bei welchen es
sich um lonenfallen handelt, gewahrleisten dabei ein ultrahohes Aufldsungsvermdgen
(R=10°-10°) und héchste Massengenauigkeit (Am=10"-10"% Da) (Gross 2011).

Bei FT-ICR-Massenspektrometern kommt es zur Ausnutzung der Anwendung eines

transversalen elektrischen Wechselfeldes senkrecht zu einem Magnetfeld.
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Abbildung 18: Schematische Darstellung einer ICR-Zelle

Zur Analyse werden extern erzeugte lonen in die ICR-Zelle (=Massenanalysator)
eingebracht, welche sich in einem starken homogenen Magnetfeld befindet. In der ICR-Zelle
herrscht ein homogenes Magnetfeld, welches die lonen aufgrund ihrer Lorentz-Kraft sofort
auf eine Kreisbahn zwingt. Die Cyclotronfrequenz der lonen ist dabei proportional zur
Ladung und dem Magnetfeld und umgekehrt proportional zur Masse der lonen. Durch
Anlegen eines elektrischen Wechselfeldes (RF-Puls), dessen Frequenz mit der
Cyclotronfrequenz der lonen Ubereinstimmt, kommt es zu einer massenselektiven Anregung.
Die daraus resultierende Cyclotron-Resonanz fuhrt durch Aufnahme von Energie aus dem
Wechselfeld zu einer Vergrofierung des Cycltron-Radius der betreffenden lonen, wobei eine
Spiralbewegung entsteht. Leichtere lonen erreichen den selben Radius dabei nach weniger
Zyklen als schwerere lonen, d.h. die Spirale verlauft fir leichtere lonen steiler (Gross 2011).
Die Detektion beruht in der Folge darauf, dass die gebildete lonenwolke eine
Detektionselektrode wiederholt passiert und dabei einen winzigen Bildstrom erzeugt. Dieses
transiente Signal wird erfasst, mittels Fourier-Transformation aus der Zeitdomane in eine
Frequenzdomane umgewandelt und die daraus erhaltenen Frequenzen in m/z-Werte
umgerechnet um ein Massenspektrum zu generieren. Da Frequenzen die mit der hdchsten
Genauigkeit  bestimmbaren  physikalischen  Parameter sind, liefern  FT-ICR-

Massenanalysatoren eine sehr hohe Aufldsung und Massengenauigkeit.
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FT-ICR sind ausschlieBlich mit supraleitenden Magneten mit Feldstarken zwischen 7 und 15
Tesla ausgestattet, wobei Aufldsung und Scangeschwindigkeit linear mit der magnetischen
Flussdichte zunehmen. Nichts desto trotz sind die mittels FT-ICR-Geraten erreichbaren
Datenaufnahmeraten nicht ausreichend fur die Analyse extrem schmaler Peaks, wie im

Bereich der UHPLC und mehrdimensionalen Gaschromatographie.

5.1.6.2.3 Orbitrap

Bei der Orbitrap handelt es sich um einen elektrostatischen lonenfallen-Massenanalysator,
bei dem es analog zu FT-ICR-Massenanalysatoren zu einer Bildstromdetektion periodischer
lonenbewegungen und einer Fourier-Transformation zur Umwandlung des transienten
Signals in die Frequenzdomane kommt. Im Vergleich zu FT-ICR-Geraten gibt es jedoch
weder eine Frequenzanregung noch einen Magneten um die lonen in der lonenfalle zu

halten (Gross 2011). Dies erfolgt stattdessen anhand eines elektrostatischen Feldes.

Orbitrap
analyzer

Amplifier Detected signal

Abbildung 19: Schematische Darstellung eines Orbitrap-Massenanalysators6

Die Orbitrap besteht dabei aus einer zentralen spindelférmigen Elektrode und einer speziell
geformten, fassformigen zweiteiligen dufleren Elektrodenschale, die die innere Elektrode
umschlie®t. lonenpakete werden dabei entlang eines Potentialgefalles in die Orbitrap

hineingepulst. Da die innere spindelfdrmige Elektrode einen axialen Feldgradienten erzeugt

® [Internet]. http://proteomicsnews.blogspot.co.at/2015/07/outstanding-review-on-evolution-of.htm|
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bewegen sich die lonenpakete nach Eintritt in die Orbitrap in Spiralen um, sowie oszillierend
entlang dieser. Die elektrostatische Anziehung in Richtung der zentralen Elektrode wird
dabei durch eine Zentrifugalkraft kompensiert, die von der anfanglichen Tangential-
geschwindigkeit der lonen herrthrt, ahnlich eines Satelliten in seiner Umlaufbahn (Scigelova
& Makarov 2006). Alle lonen haben dabei die selbe Amplitude, wahrend sich die Frequenz
der Axialbewegung nach ihren m/z-Werten richtet. Die axiale Bewegung um die Spindel
erzeugt dabei einen Bildstrom, der Uber die auleren Elektroden detektiert und mittels
Fourier-Transformation in ein hochaufgeléstes Massenspektrum transformiert wird.

Analog zu FT-ICR-Geréaten ist die Datenaufnahmerate von Orbitrap-Massenanalysatoren

nicht ausreichend fir die Analyse sehr schmaler Peaks, die hohe Scanraten erfordern.

5.2 Mehrdimensionale Gaschromatographie

In eindimensionalen chromatographischen Anwendungen sind sich Uberlagernde,
koeluierende Verbindungen ein haufiges, unerwlinschtes Problem. Eine der effektivsten
Madglichkeiten diese Probleme zu umgehen ist die Erweiterung des analytischen Trennraums
durch eine weitere chromatographische Auftrennung. Eine Moglichkeit die Peakkapazitat und
Selektivitdt eines chromatographischen Systems bei gleichbleibenden Detektions-
bedingungen zu verbessern, ist die Anwendung mehrdimensionaler Chromatographie (MDC)
(Mondello 2011). Ein Analyseinstrument zur mehrdimensionalen Chromatographie besteht
dabei aus zwei S&ulen unterschiedlicher Selektivitdt die Uber eine Transferleitung
miteinander verbunden sind.

Anhand mehrdimensionaler Gaschromatographie kann eine deutliche Verbesserung der
Trenneffizienz im Vergleich zu eindimensionaler Gaschromatographie erreicht werden,
indem eine in erster Dimension aufgetrennte Probe einer weiteren Auftrennung in zweiter
Dimension unterzogen wird (Cortes 1992). Um eine orthogonale Auftrennung zu erreichen ist
daflir die Anwendung unterschiedlicher Trennmechanismen in erster und zweiter Dimension
erforderlich (Mariott & Shellie 2002).

Man unterscheidet dabei 2 Arten von mehrdimensionaler GC:

- Heart-Cutting 2-dimensionale Gaschromatographie (MDGC)

- Multidimensionale comprehensive Gaschromatographie (GCxGC)

Bei der klassischen heart-cut Technik wird dabei ein spezifischer Bereich, oder auch
mehrere ausgewahlte Bereiche, nach Auftrennung in erster Dimension einer weiteren

Auftrennung in zweiter Dimension unterzogen. Die beiden Trennsaulen in erster und zweiter
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Dimension sind dabei von ahnlicher Trenneffizienz, jedoch unterschiedlicher Polaritat,
wodurch die Auftrennung der Substanzen in erster und zweiter Dimension auf
unterschiedlichen Trennmechanismen beruht. Die Saule in erster Dimension ist
Ublicherweise unpolar, wogegen die Saule in zweiter Dimension eine polarere Beschichtung
aufweist. Beide Saulen weisen dabei typischerweise Langen von 15-30 m, bei einem
Innendurchmesser von 0,25 mm und einer Schichtdicke von 0,25-1 um auf. Dies bedeutet,
dass nur ein definierter Bereich des Eluentenstroms der zweiten Dimension zugefuhrt wird.
Die Anzahl der ,heart cuts® ist dabei durch die bendétigte Trenndauer der transferierten
Fraktion in zweiter Dimension limitiert. Ein kontinuierlicher Transfer wirde zum Verlust eines
Teils der Auflésung der ersten Dimension fliihren (Mondello et al. 2002).

Von GCxGC wird hingegen gegen gesprochen, wenn die gesamte Probe von der ersten
Dimension in die zweite Dimension Uberfuhrt und weiter aufgetrennt wird (Liu & Philipps

1991).

Normale 1D Chromatographie
1 r r r (¢ & {1+ [ [ 1 [ [ [ 1 [ 1 1 [ ]

“Heart-cut” 2D Chromatographie
NN N N N O B [ T [ 1T 1 [ 1 11

LI ][]

Comprehensive 2D Chromatographie

Abbildung 20: Auftrennungsschema mehrdimensionale Chromatographie

5.2.1.1 Heart-Cutting 2-dimensionale Gaschromatographie (MDGC)

Bei der MDGC wird wie bereits angeflhrt nur ein spezifischer Bereich des Eluats der ersten
Dimension auf die zweite Dimension Uberfihrt. Der Transfer beruht dabei auf einem
sogenannten “Deans-Switch“ Aufbau, der anhand von Druckunterschieden Komponenten

entweder direkt zum Detektor oder in die zweite Saule leitet.
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Abbildung 21: Deans-Switch Aufbau’

Diese herkdmmliche Deans-Switch Technologie hat jedoch den Nachteil, dass es beim
Transfer von Analyten von der ersten auf die zweite Dimension aufgrund des
Druckunterschiedes am Ende der ersten Sdule zu einer Verschiebung der Retentionszeiten
der darauffolgenden Peaks kommt. Dadurch entsteht ein hoher Aufwand die korrekten
Transferzeiten zu ermitteln. Erst durch die Entwicklung der Multi-Deans Switch Technologie
konnte dieses Problem umgangen werden. Bei der Multi-Deans Switch Technologie halten
verschiedene Restriktoren innerhalb des Systems, sowie ein Ventil aulierhalb des
Probenstroms den Druck am Ende der ersten Saule, unabhangig eines Transfers, konstant
(Mondello et al. 2006; Lo Presti et al. 2008). Dies hat den Vorteil, dass es zu keiner
Verschiebung der Retentionszeiten bei Durchfiihrung eines ,Cuts® kommt, wodurch auch die
Durchfihrung multipler Cuts mdoglich ist, sofern die benétigte Trenndauer in zweiter

Dimension aufrechterhalten wird.

! [Internet]. http://www.shimadzu.com/an/gc/multidimgc/multidimmdgc.htmi
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Abbildung 22: Schematische Darstellung der Multi-Deans-Switch Technologie8

5.2.1.2 Multidimensionale comprehensive Gaschromatographie (GCxGC)

Im Vergleich zur MDGC, bei der mittels Heart-Cutting Technologie nur ausgewahlte Teile der
ersten Dimension auf die zweite Dimension Ubertragen werden, wird bei der GCxGC das
gesamte Eluat der ersten Saule einer weiteren Auftrennung in zweiter Dimension
unterzogen. Dabei muss sichergestellt werden, dass die gesamte Probe einem doppelten
Auftrennungsprozess unterliegt. Dies bedeutet, dass Substanzen die in erster Dimension
aufgetrennt wurden auch nach Separation in zweiter Dimension aufgetrennt bleiben missen.
Um einen vollstandigen Transfer von der ersten auf die zweite Dimension zu ermdglichen ist
es notig den Eluentenstrom aus der ersten Dimension zu sammeln und in kleinen Fraktionen
in die zweite Dimension einzubringen. Dies erfolgt Uber ein spezielles Interface, den
Modulator. Der Modulator, der zwischen dem Ausgang der ersten Dimension und dem Inlet
der zweiten Dimension platziert ist sammelt, isoliert, fokussiert und reinjiziert dabei schmale
Banden des Eluats der ersten Dimension in zweite Dimension. Die Auftrennung in zweiter
Dimension hat dabei extrem schnell zu erfolgen um sicherzustellen, dass die in erster
Dimension erreichte Auftrennung aufrechterhalten bleibt. Dazu ist eine ausreichend haufige
Modulation notwendig (Mondello 2011). Eine direkte Verbindung beider Saulen ohne
Modulation wirde zu einer eindimensionalen Auftrennung fuhren, da dadurch die Mdglichkeit
besteht, dass Substanzen die in erster Dimension aufgetrennt wurden in zweiter Dimension

koeluieren, oder sich ihre Elutionsreihenfolge andert.

Der Modulator sammelt und fokussiert kleine Fraktionen des Eluentenstroms der ersten
Dimension und injiziert diese in die zweite Dimension, wahrend bereits die nachste Fraktion

gesammelt wird. Die definierte Dauer dieses Prozesses wird als ,Modulationsperiode*

8 [Internet]. http://www.shimadzu.com/an/gc/multidimgc/multidimmdgc.htmi
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bezeichnet. Dies ist die Zeit die der Modulator fur die Fraktionierung und Freisetzung der
einzelnen Banden bendtigt. Eine Modulationsperiode ist jedoch nicht ausreichend um den
gesamten Peak zu transferieren. Dieser wird bei dem Modulationsprozess in entsprechende
Portionen (Scheiben, Banden) unterteilt, sodass eine Serie von zweidimensionalen
Retentionszeiten und somit auch eine zusatzliche visuelle Information entstehen. Durch die
Modulation wird sichergestellt, dass die in erster Dimension erreichte Auftrennung der
Komponenten aufrechterhalten bleibt und eine zusatzliche Auftrennung in zweiter Dimension
moglich ist (Mondello 2011). Voraussetzung dafir ist allerdings ist, dass jeder von der ersten
Dimension eluierende Peak zumindest dreimal gesammelt und in zweiter Dimension
aufgetrennt werden muss (Murphy et al. 1998). Die Temperaturrampe flr die Auftrennung in
zweiter Dimension liegt dabei meist im Bereich von 2°C/min - 5°C/min, wodurch die
Auftrennung in zweiter Dimension als isotherme Analyse betrachtet werden kann (Mondello
2011).

Man unterscheidet dabei zwischen thermischen Modulatoren und valve-based Modulatoren,
wobei sich thermischen Modulatoren, bei denen zusatzlich zwischen cryogenen und
heizenden Modulatoren unterschieden wird, durchgesetzt haben.

Bei cyrogenen Modulatoren erfolgt dabei eine Sammlung der Fraktionen durch Ausfrieren
des Eluats von der ersten Dimension. Die Aufgabe auf die zweite Dimension erfolgt durch
kurzes Aufheizen (wenigen Millisekunden) auf eine hohe Temperatur, welche durch einen
elektrischen Impuls erzielt wird. Die Vorteile eines cryogenen Modulators sind dabei
einerseits, dass hoch flichtige Analyten fraktioniert werden kdnnen, andererseits lasst sich
dadurch auch die Injektionszeit prazise steuern.

Ein einfacher und verlasslicher Modulator ist der sogenannte ,Loop Modulator. Dabei
handelt es sich um einen zweistufigen cryogenen Modulator mit zwei Dusen, einer flr den
HeiBluftstrom (Hot Jet) und einer flr den Kaltluftstrom (Cold Jet). Die beiden Disen sind
dabei in einem 90° Winkel zueinander positioniert, um die aufzutrennenden Komponenten zu
refokussieren und auf die zweite Saule zu transferieren. Wahrend der Cold Jet (flussiger N;)
kontinuierlich lauft, agiert der Hot Jet periodisch pulsierend. Das Aufheizen der
ausgefrorenen Banden fuhrt dabei zu einer Mobilisierung der zurtckgehaltenen Analyten.
Neben dem Festhalten und Freilassen der Analyten verhindert dieser zweistufige thermische
Modulationsprozess durch das periodische Ein- und Ausschalten des Hot Jets auch das

Einfrieren der Diise des Cold Jets.
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Abbildung 23: Funktionsprinzip des Loop-ModuIators9

Der Vorteil dieses thermischen Modulationsverfahrens gegenuber anderen Modulations-
techniken besteht dabei darin, dass anhand dieser Technik scharfe Modulationsimpulse
erzeugt werden, wodurch Auflosung und Nachweisgrenze entscheiden verbessert werden
(Shellie et al. 2002; Adahchour et al. 2005; Mondello et al. 2005).

Grundsatzlich wird in der GCxGC dasselbe Equipment wie bei eindimensionaler GC
verwendet. Die beiden Sdulen kdnnen dabei in einem oder in zwei separaten GC-Ofen
positioniert sein. Die Auftrennung der beiden Saulen auf zwei Ofen bringt dabei den Vorteil,
dass beide Auftrennungen mit, voneinander unabhangigen Temperaturprogrammen erfolgen
kénnen. Bei der Positionierung in einem Ofen kdnnen sich hingegen Limitierungen ergeben,
da durch die unterschiedlichen Eigenschaften der beiden Saulen, die Limits der
Anwendungstemperaturen oft stark voneinander abweichen (Tranchida et al. 2009). Die
primare Saule (Saule in 1. Dimension) ist Ublicherweise eine unpolare Saule mit einer Lange
von 15-30 m mit einem Innendurchmesser zwischen 0,1 und 0,25 mm und einer
Schichtdicke von 0,25-1 ym. Die sekundare Saule (Saule in 2. Dimension) ist hingegen
wesentlich kurzer und effizienter mit einer Lange von 0,5 bis 2 m und einem
Innendurchmesser zwischen 0,1 und 0,25 mm, um eine Auftrennung der aufgetragenen
Komponenten innerhalb einer Modulationsperiode zu beenden. Das Beschichtungsmaterial
soll dabei einen zur primaren Saule entgegen gerichteten Trennmechanismus aufweisen,

wodurch polarere Beschichtungen als in erster Dimension verwendet werden.

Die Anforderungen an einen Detektor in Kombination mit GCxGC sind eine hohe

Datenaufnahmerate. Die sehr schnelle (nahezu isothermale) Auftrennung der modulierten

° [Internet]. http://lipidlibrary.aocs.org/Analysis/content.cim?ltemNumber=41157
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Peaks in zweiter Dimension, die eine Peakbreite von 50-200 ms aufweisen, erfordern eine
Datenaufnahmerate von zumindest 100 Hz. Der am weitesten verbreitete Detektor in
Kombination mit GCxGC ist der Flammenionisationsdetektor (FID), der sowohl fur
quantitative, als auch qualitative Analysen zum Einsatz kommt. Neben der Anwendung von
Flammenionisationsdetektoren kommt es darlber hinaus zur Kopplung von GCxGC mit
Massenspektrometrie. Die Kombination von GCxGC mit Massenspektrometrie stellt ein
starkes analytisches Messinstrument zur Identifikation komplexer Zusammensetzungen von
flichtigen Verbindungen dar (Mondello et al. 2008), da dadurch das Potential der GCxGC

um eine zusatzliche Dimension erweitert wird.

Die Kombination von GCxGC mit Quadrupol-Massenspektrometern (g-MS), wie sie
heutzutage haufig zum Einsatz kommt, war zu Beginn aufgrund der zu geringen
Datenaufnahmeraten der g-MS jedoch nicht von Erfolg gekrént. Erst die Entwicklung neuer
leistungsfahigerer Quadrupol-Massenspektrometer, mit Scangeschwindigkeiten von bis zu
20 000 amu/s ermoglichte den Erfolg dieser Kombination. Die Datenaufnahmerate der q-MS
ist dabei abhangig von der Scangeschwindigkeit (amu/s), der Interscan Verzégerung (Zeit
zwischen Ende und Beginn eines Scans — ms) und dem Massenbereich. Die Genauigkeit der
qualitativen und quantitativen Daten eines Massenspektrums ist dabei Abhangig von der
Anzahl der Datenpunkte pro Peak, sowie vom Massenbereich des Scans. Umso hdher die
Datenaufnahmerate ist, umso mehr Punkte pro Peak sind somit erforderlich. Um diesen
Anforderungen gerecht zu werden ist jedoch haufig eine Einschrankung des Massenbereichs

erforderlich, was zu einer Limitierung fahrt.

Ein GCxGC Chromatogramm wird als dreidimensionaler Plot mit zwei Retentionszeiten und
den Signalintensitaten als Achsen dargestellt (Mondello 2011). Der Detektor registriert dabei
ein kontinuierliches lineares Signal, dass eine Serie von Chromatogrammen der einzelnen
Modulationsperioden darstellt. Die Interpretation solcher Chromatogramme ist komplex, da
durch Modulation jede aus der ersten Dimension eluierende Verbindung in mehreren
sekundaren Chromatogrammen vorkommt. Um die Auswertung zu erleichtern werden die
Daten Uber eine entsprechende Software in dreidimensionale Plots konvertiert (siehe
Abbildung 24). Auf der x-Achse wird dabei die primare Retentionszeit (Retentionszeit der
Injektion in die 2. Dimension), auf der y-Achse die sekundare Retentionszeit (absolute
Retentionszeit abzlglich der Injektionszeit der Modulationsperiode) und auf der z-Achse die

Signalintensitat aufgetragen (Mondello 2011).
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Abbildung 24: Graphische Darstellung einer GCxGC Analyse'®

Vergleicht man nun MDGC mit GCxGC, so lasst sich sagen, dass MDGC gut geeignet fir die
Untersuchung einzelner Substanzen in komplexen Matrices ist, flir die die Trennleistung in
eindimensionaler GC nicht ausreicht. Fir hoch komplexe Gemische aus denen mehrere
Verbindungen untersucht werden sollen ergeben sich flr die MDGC Limitierungen, da nur
spezifische Teile des Eluats der ersten Dimension auf die zweite Dimension Ubertragen
werden konnen. Fur Anwendungen in diesem Bereich ist somit GCxGC die Methode der
Wahl. Darliber hinaus ist GCxGC durch eine erhéhte Peakkapazitat, eine verbesserte
Sensitivitdt und Selektivitdt und damit verbunden einem besseren Signal-zu-Rausch
Verhaltnis (signal-to-noise ratio; S/N) charakterisiert. Das S/N-Verhaltnis ist dabei Abhangig
von der Signalintensitdt, sowie dem Hintergrundrauschen, welches sich aus dem
chemischen Hintergrund der Matrix und dem elektrischen Rauschen zusammensetzt. Eine
deutliche Steigerung der Peakkapazitdt der GCxGC im Vergleich zur MDGC ergibt sich
dadurch, dass es durch den Transfer der gesamten Probe auf die zweite Dimension zu einer
Multiplikation der Peakkapazitaten der beiden Saulen kommt, wogegen es bei der MDGC nur
zu einer Steigerung der Peakkapazitdt durch Addition der Peakkapazitaten der beiden
Saulen kommt. Das um ungefahr eine GréRenordnung gesteigerte S/N-Verhaltnis und die
damit verbundene Steigerung der Empfindlichkeit der GCxGC gegeniber der MDGC ergibt
sich aus dem Modulationsprozess bei der GCxGC. Durch den Fokussierungsprozess und die

Injektion kurzer, scharfer Impulse in Form von schmalen diskreten Banden werden scharfe,

10 [Internet]. http://lipidlibrary.aocs.org/Analysis/content.cfm?ltemNumber=41157
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schmale Peaks von 50-200 ms erzeugt, wogegen bei der MDGC Peakbreiten von 5-30 s
analog zur eindimensionalen GC erhalten werden. Dies fihrt somit zu einer deutlichen

Sensitivitatssteigerung der GCxGC gegenuber der MDGC.
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6 Material und Methoden

Ziel aller analytischen Bestimmungen war es, Schadstoffe und migrierende Substanzen in
Papier-, Karton- und Pappverpackungen fir Lebensmittel- und Hygieneartikel, sowie in
Hygieneartikeln aus Papier sowohl qualitativ als auch quantitativ zu erfassen und zu
bestimmen. Die durchgefiihrten Arbeiten lassen sich in zwei groRe Themengebiete
unterteilen: die Analyse von Bisphenolen (1) und die Analyse der Mineraldlfraktion ().
Hinsichtlich der Analyse von Bisphenolen erfolgte einerseits die Entwicklung und Validierung
unterschiedlicher gaschromatographischer Methoden fiir die qualitative und quantitative
Bestimmung von Bisphenol A in Papier, sowie die Entwicklung und Validierung einer GC-
MS/MS und LC-MS/MS Methode zur qualitativen und quantitativen Analyse unterschiedlicher
Bisphenole (BPA, BPAF, BPB, BPE, BPF, BPS). Bei der Analyse der Mineraldlfraktion lag
der Fokus auf der Identifizierung einzelner Verbindungen und Verbindungsklassen der

aromatischen Fraktion.

6.1 Bestimmung von Bisphenol A mit unterschiedlichen
gaschromatographischen Methoden

Um Bisphenol A gaschromatographisch erfassen zu koénnen ist auf Grund der
Schwerfluchtigkeit von BPA eine Derivatisierung noétig. Ziel war die Entwicklung und
Validierung unterschiedlicher Methoden zur Bestimmung von Bisphenol A in
Verpackungspapieren, sowie die Uberpriifung der Anwendbarkeit der Methoden anhand von
Realproben. Dazu wurden unterschiedliche Derivatisierungstechniken, unterschiedliche
gaschromatographische Analysetechniken und unterschiedliche lonsisationstechniken der
Massenspektrometrie angewandt. Die Derivatisierung von Bisphenol A erfolgte nach
Extraktion der Papierproben mit MeOH einerseits mit Pentafluorobenzoylchlorid (PFBOCI),
andererseits mit N,O-bis(trimethylsilyl)trifluoroacetamide(99%)-trimethylchlorsilan(1%)
(BSTFA-TMCS). Die gaschromatographische Analyse der Pentafluorobenzoyl-Derivate
erfolgte mittels GC-MS im SIM-Mode nach ElektronenstoRionisation (EI-GC-MS) oder
negativ chemischer lonisation (NCI-GC-MS). Die Analyse der BSTFA Derivate erfolgte
mittels GC-MS im SIM-Mode nach Elektronenstofionisation (EI-GC-MS) und GC-MS/MS im
MRM-Mode nach ElektronenstofRionisation (EI-GC-MS/MS).

66



Material und Methoden

EXTRAKTION DER PROBEN

/\

Derivatisierung mit PFBOCI Derivatisierung mit BSTFA
EI-GC-MS NCI-GC-MS EI-GC-MS EI-GC-MS/MS

Validierung und Vergleich der Methoden + Analyse und Vergleich von Realproben

Abbildung 25: Darstellung der unterschiedlichen Derivatisierungs- und Analysetechniken der

Bestimmung von BPA in Papier

Neben der Analyse von BPA in Verpackungspapieren fir Lebensmittel, welche den
Hauptbestandteil der Bestimmung von Bisphenol A ausmachte, wurde Bisphenol A auch in
Hygienepapieren nachgewiesen. Die Extraktion der Hygienepapiere erfolgte dabei anhand
einer Kaltwasserextraktion nach DIN EN 645. Anschlieend erfolgte eine Derivatisierung mit

Pentafluorobenzoylchlorid.

6.1.1 Proben

Als Ausgangsmaterial der einzelnen Experimente dienten Lebensmittelkontaktpapiere
(Karton, Pappe) und Hygienepapiere (Papierhandticher, Kichenrolle) mit unterschiedlichem
Recyclinganteil. Es wurden 18 unterschiedliche Primar-, Sekundar- und Tertiar-
verpackungen, sowie 7 Hygienepapiere analysiert. Primar- und Sekundarproben stammten
aus verschiedenen Osterreichischen Supermarkten, sowie Eigenproben aus dem
Haushaltsbedarf. Tertiarproben und Hygienepapiere wurden von internationalen Papier- und
Kartonerzeugern zur Verfligung gestellt. Alle Proben wurden sofort nach Erhalt in Alufolie
eingewickelt und bei Raumtemperatur gelagert. Die Aufarbeitung der Proben erfolgte
ausschliellich mit Gummihandschuhen und Bisphenol A-freiem Laborgeschirr. Art und
Eigenschaften der Proben sind in Tabelle 2 aufgelistet. Zur Methodenvalidierung mittels
Standardaddition wurde eine ungebleichte Zelluloseprobe eines 6sterreichischen Papier- und

Kartonerzeugers mit einem Flachengewicht von 80g/m? verwendet.
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Tabelle 2: Untersuchte Proben

Probe Produkt Art der Probe Flachengewicht g/m?
1 Nudelverpackung 1 Primar - Frischfaser 235
2 Nudelverpackung 2 Priméar - Recycelt 300
3 Couscousverpackung Primar - Frischfaser 275
4 Schokoladeverpackung Primar - Frischfaser 490
5 Reisverpackung Sekundar — Recycelt 450
6 Zuckerverpackung Sekundar — Recycelt 380
7 Cerealienverpackung Sekundar — Recycelt 410
8 Transportbox Hygieneartikel Tertiar — Recycelt 500
9 Transportbox SuRigkeiten 1 Tertiar — Recycelt 510
10 Transportbox Milch 1 Tertiar — Recycelt 370
11 Transportbox Geback Tertiar — Recycelt 525
12 Transportbox Cerealien Tertiar — Recycelt 490
13 Transportbox SiRigkeiten 2 Tertiar — Recycelt 400
14 Transportbox Kekse Tertiar — Recycelt 340
15 Transportbox Sekt Tertiar — Recycelt 410
16 Transportbox Milch 2 Tertiar — Recycelt 415
17 Transportbox Schokolade Tertiar — Recycelt 430
18 Transportbox SuRigkeiten 3 Tertiar - Recycelt 400
H1 Papierhandtlicher einzeln Hygienepapier 30
H2 Papierhandtlicher einzeln Hygienepapier 40
H3 Papierhandtlicher einzeln Hygienepapier 40
H4 Papierhandtlicher Rolle Hygienepapier 40
H5 Kichenrolle Hygienepapier 50
H6 Papierhandticher Rolle Hygienepapier 40
H7 Papierhandtiicher einzeln Hygienepapier 35

6.1.2 Herstellung der Kalibrationsstandards

Alle Standardlésungen, (BPA und BPA-dis) wurden in einer Konzentration von 1 g/l in
Methanol hergestellt. Die Arbeitsldsungen der Kalibrationsstandards wurden dabei durch
Verdinnung der jeweiligen Stammldésung in MeOH hergestellt und bei -18°C fir maximal 3
Wochen aufbewahrt. Die Konzentration des internen Standards betrug 50 pg/kg Papier.

Es wurden 4-Punkt Kalibrationsgeraden in unterschiedlichen Konzentrationsstufen fir
unterschiedliche Kalibrationsbereiche hergestellt und jeweils eine Dreifachbestimmung
durchgefuhrt. Die Kalibrationspunkte fur die EI-GC-MS Messung der Pentafluorobenzoyl-
Derivate waren 25, 50, 250, 500 und 2500 pg/kg Papier. Die Kalibration der
Pentafluorobenzoyl-Derivate mittels NCI-GC-MS und der BSTFA Derivate mittels EI-GC-MS
erfolgte fur jeweils 2 Kalibrationsbereiche. Der untere Bereich der NCI-GC-MS Messung
Pentafluorobenzoyl-Derivate umfasste 0,05 bis 1 pg/kg Papier (0,05; 0,1; 0,5 und 1 pg/kg),
der obere Bereich 0,5 bis 50 ug/kg Papier (0,5; 5; 25 und 50 pg/kg).
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Der Konzentrationspunkte fir den unteren Konzentrationsbereich der EI-GC-MS Messung
der BSTFA Derivate waren 5, 20, 35 und 50 ug/kg Papier, jene des oberen 50, 200, 350 und
500 pg/kg Papier. Die Kalibrationspunkte fur die GC-MS/MS Analyse der BSTFA-Derivate
waren analog zu jenen der EI-GC-MS Messung, aufgrund der hoheren Sensitivitat und
Selektivitdt von GC-MS/MS gegeniber GC-MS wurde jedoch ein zusatzlicher
Kalibrationsbereich von 0,5 bis 5 pg/kg Papier (0,5; 2; 3,5 und 5 pg/kg) hinzugefigt.

6.1.3 Extraktion der Papierproben mit MeOH

Fur die Methodenvalidierung wurden 2 g kleingeschnittene Zellulose (ca. 0,5 x 0,5 cm) in ein
40 ml Glasvial mit Schraubdeckel mit Teflonseptum eingewogen. Fur die
Methodenvalidierung mittels Standardaddition erfolgte die Zugabe von 10 ul der jeweiligen
Additionslésung flir die entsprechenden Kalibrationspunkte, sowie die Zugabe von 10 ul des
internen Standards BPA-d+s. Bei den Proben, wurde zu 2 g kleingeschnittener Probe je 10 pl
der internen Standardlosung zugegeben. Nach der Zugabe von 20 ml MeOH wurden die
Proben fir 30 min im Ultraschallbad extrahiert, das Losungsmittel dekantiert und mit Hilfe
eines TurboVap Verdampfers (Biotage TurboVap® Il Concentration Evaporator Workstation)
unter N,, bei einer Wasserbadtemperatur von 40°C auf ein Volumen von 0,5 ml eingeengt.
Die konzentrierten Extrakte wurden anschlielend zur Entfernung etwaiger Feststoffpartikel
durch einen 0,45 um PTFE Spritzenfilter filtriert. Alle Extrakte wurden in 2 ml Schraubvials
uberfuhrt und bis zur Derivatisierung bei -18°C tiefgekuhlt. Aufgrund von zum Teil hohen
BPA-Konzentrationen in Proben aus Recyclingmaterial war in gegebenen Fallen eine
Verdinnung noétig, um den Kalibrationsbereich der jeweiligen Methode nicht zu
uberschreiten. In solchen Fallen wurde der Verdunnungsfaktor in Vorversuchen ermittelt und
die Konzentration der internen Standardlésung vor der Extraktion an den Verdinnungsfaktor
angepasst. Um eine maximale Extraktionsausbeute zu erzielen wurden in Vorversuchen das
optimale L&sungsmittel, Extraktionsvolumina und Papiereinwaage ermittelt. Die
unterschiedlichen getesteten Lésungsmittel waren, Aceton, Aceton/EtOH 1:1, MeOH und
MeOH/H,0 1:1.

69



Material und Methoden

Abbildung 26: Papierproben vor der Extraktion (li.) und filtrierte Extrakte (re.)

6.1.4 Kaltwasserextraktion nach DIN EN 645

Fur alle Hygienepapiere wurde eine Kaltwasserextraktion nach DIN EN 645 durchgefihrt
(DIN 1994). Dazu wurden 10 g kleingeschnittene Probe (ca. 1 x 1 cm) in einen 500 ml
Erlenmeyerkolben eingewogen mit 200 ml H,O4es. aufgefillt und 24 h bei Raumtemperatur
extrahiert. Anschlielend wurden die Extrakte filtriert und mittels eines Rotavapors auf ein
definiertes Endvolumen von 250 ml gebracht. Die Konzentration des internen Standards
(BPA-d¢) betrug 0,25 mg/kg Papier, wobei die interne Standardiésung in MeOH vorlag. Die
mit internem Standard versehenen Kaltwasserextrakte wurden anschlieBend mit
Pentafluorobenzoylchlorid derivatisiert und der Gehalt an Bisphenol A ermittelt. Die
Derivatisierung mit PFBOCI und die anschlielende gaschromatographische Analyse ersetzte
dabei die Bestimmung von Bisphenol A mittels HPLC nach ONORM CEN/TS 13130-13
(ONORM 2005).

6.1.5 Derivatisierung von BPA mittels Pentafluorobenzoyichlorid
(PFBOCI)

Die Derivatisierung von BPA mittels PFBOCI basiert auf bereits in der Literatur
beschriebenen Methoden, die fur die Derivatisierung von Papierextrakten optimiert wurden
(Kuch & Ballschmiter 2001; Boitsov et al. 2004; Geens et al. 2009; Zhao et al. 2009; Li et al.
2010). Die Derivatisierung erfolgt dabei in Form einer extraktiven Derivatisierung aus
wassrig-basischem Milieu bei gleichzeitiger Extraktion der gebildeten Derivate in n-Hexan.
Durch die Einbringung von 10 Fluoratomen entstehen hoch elektrophile Derivate wodurch
eine hohe Sensitivitdt flr negativ chemische lonisation entsteht. Die Analyse erfolgte
anschliel’end zu Vergleichszwecken anhand von EI-GC-MS und NCI-GC-MS.
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Abbildung 27: Derivatisierung von BPA mit Pentafluorobenzoyichlorid

6.1.5.1 Methodenentwicklung

Zur Derivatisierung wurden die organischen Extrakte mittels N, zur Trockene eingeengt, in
H,Ouicest. aufgenommen, Base und Derivatisierungsreagenz zugegeben und in organisches
Milieu extrahiert. In diversen Vorversuchen zeigten sich die besten Resultate bei Aufnahme
der zur Trockene eingeengten Extrakte in 1 ml HyOpigest, Zugabe von 2 M Kaliumhydroxid
(KOH) als Base und anschlie®ender Extraktion mit 2x2 ml Hexan. Die vereinten organischen
Phasen wurden anschlielend auf ein Volumen von 0,5 ml eingeengt (Biotage TurboVap® I
Concentration Evaporator Workstation) und mit Hexan auf ein Endvolumen von 1 ml
aufgeflllt. Die schrittweise Optimierung der einzelnen Parameter erfolgte dabei anhand von
Standardlésungen (BPA und BPA-d;s in MeOH) mit einer Konzentration von 100 pg/kg

Papier. Die Optimierung der einzelnen Parameter bezog sich dabei auf:

- Volumen an zugegebener KOH
- Volumen bzw. Konzentration an zugegebenem Derivatisierungsreagenz
- Derivatisierungsdauer

- Derivatisierungstemperatur

In Tabelle 3 sind die einzelnen Parameter zur Methodenoptimierung aufgelistet, wobei die

farbig gedruckten Ausflihrungen den optimalen Parametern entsprechen.
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Tabelle 3: Parameter der Methodenoptimierung der Derivatisierung mit PFBOCI

Optimierung der Zugabe KOH

- 25uKOH2 M
- 50 ylKOH2 M
- 100 uyl KOH 2 M
- 150 pl KOH 2M

Optimierung der Zugabe PFBOCI

- PFBOCI 5 % in Toluol (jeweils 10 pl, 20 pl und 50 pl)
- PFBOCI 5 % in Hexan (jeweils 10 pl, 20 pl und 50 pl)
- PFBOCI 10 % in Toluol (jeweils 10 ul, 20 u/ und 50 pl)
- PFBOCI 10 % in Hexan (jeweils 10 pl, 20 pl und 50 pl)

Optimierung der Derivatisierungstemperatur

- 5 min bei Raumtemperatur
- 5 min bei 40°C
- 5 min bei 60°C
- 5 min bei 80°C

Optimierung der Derivatisierungsdauer

- 2 min schuitteln
-5 min schitteln
- 10 min schiitteln
- 20 min schiitteln

Alle Messungen zur Methodenoptimierung erfolgten mittels EI-GC-MS. Anhand der
Methodenoptimierung wurde die in Abb. 22 angeflihnrte Methode flir die Derivatisierung

methanolischer Papierextrakte entwickelt:
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Extrakt (in MeOH) zur Trockene einengen

in 2 ml Hexan aufnehmen

100 pl KOH (2M) zugeben

1mlH.O,, . zugeben

2~ bide

20 pl PFBOCI (10 % in Toluol) zugeben

organische Phase in ein neues Vial
Uberfuhren

wassrige Phase erneut mit 2 ml Hexan
extrahieren

organische Phasen vereinen

Organische Phase auf definiertes
Endvolumen von 1 ml einengen

Abbildung 28: Optimierte Methode zur Derivatisierung von Papierextrakten mit PFBOCI

6.1.5.2 Derivatisierung der methanolischen Papierextrakte

Alle Extrakte wurden mit der unter 6.1.5.1 entwickelten Methode derivatisiert. Alle Derivate

wurden bis zur Analyse bei -18°C tiefgefroren und waren 8 Wochen stabil.

6.1.5.3 Derivatisierunqg der Kaltwasserextrakte

Zur Derivatisierung der Kaltwasserextrakte wurde 1 ml wassriger Extrakt mit 100 ul KOH
(2 M), und 20 pl PFBOCI (10 % in Toluol) versehen und mit 2x2 ml Hexan extrahiert. Alle
weiteren Schritte erfolgten analog zur Derivatisierung der methanolischen Extrakte der
Verpackungspapiere (siehe 6.1.5.1).
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6.1.6 Derivatisierung von BPA mittels N,O-Bis(trimethyisilyl)-
trifluoroacetamide (99 %) — Trimethylchlorsilan (1 %) (BSTFA-
TMCS)

Die Derivatisierung von BPA mittels BSTFA basiert auf einer bewahrten und optimierten In-
House Methode, sowie in der Literatur beschriebenen Methoden, die fur die Derivatisierung
von Papierextrakten optimiert wurden (Hibberd et al. 2009; Fenlon et al. 2010; Lu et al.
2013). Die Derivatisierung erfolgt dabei pyridinkatalysiert in wasserfreiem Milieu, wodurch
eine Derivatisierung der Kaltwasserextrakte ohne zu grof3en Analytverlust nicht moglich ist.
Die derivatisierten Extrakte wurden anschlieBend mittels EI-GC-MS und EI-GC-MS/MS
analysiert. Die BSTFA Derivate sind aufgrund unzureichender Elektrophilitat ausschlieflich

einer Messung mittels Anregung durch Elektronenstofionisation zuganglich.

CHy CHs
CHg = Si = 0 ——=N— \li —CH;,
H o oH == (|3H3 CHy (|:H3 —>
CHy— li —CHs
L,
BPA m/z 228 BSTFA m/z 188; TMCS m/z 88

| I
CHy— Si— O O— Si—CH;,
| |

CHs CHj3
BPA-BSTFA Derivat m/z 372

Abbildung 29: Derivatisierung von BPA mit BSTFA

6.1.6.1 Derivatisierung der Papierextrakte

Zur Derivatisierung wurden die Extrakte und Standards mittels N, zur Trockene eingeengt,
50 I BSTFA-TMCS und 50 pl Pyridin zugegeben. Dieser Ansatz wurde vorsichtig
durchmischt und fir 15 min bei Raumtemperatur zur Reaktion gebracht. Anschlief3end
wurden die Derivate mit 400 ul Ethylacetat auf ein Endvolumen von 500 pl aufgefillt. Alle
Derivate wurden bis zur Messung bei -18°C tiefgekuhlt und waren 3 Wochen stabil.

Zusatzlich wurde auch eine Derivatisierung ohne Pyridin durchgefihrt, um den Einfluss von

Pyridin auf die Derivatisierung festzustellen.
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6.1.7 Gaschromatographische Analyse

Die Analyse der Pentafluorobenzoyl-Derivate erfolgte mittels GC-MS im SIM-Mode (Single
lon Monitoring), sowohl nach lonisation mittels ElektronenstoRionisation (El), als auch
negativ chemischer lonisation (NCI). Die Analyse der BSTFA Derivate erfolgte hingegen
ausschlieBlich nach lonisation mittels ElektronenstofRionisation durch GC-MS im SIM-Mode
und GC-MS/MS im MRM-Mode (Multiple Reaction Monitoring).

6.1.7.1 Analyse der Pentafluorobenzoyl-Derivate

Die GC-MS Analyse der Pentafluorobenzoyl-Derivate wurden auf einem Shimadzu GC-MS
2010 Plus massenspektrometrischen System, ausgestattet mit einem Shimadzu AOC 5000-
Plus Autosampler durchgefuhrt. Alle quantitativen Messungen erfolgten im Single lon
Monitoring (SIM-Mode). Die Massen fur die Quantifizier- und Qualifizierionen von BPA und
BPA-d;s wurden anhand der Messungen eines Scan-Spektrums (TIC — Total lon
Chromatogramm) im Massenbereich von 50-700 amu ermittelt und sind Tabelle 4 zu

entnehmen, die Messparameter sind in Tabelle 4 zusammengefasst.

Tabelle 4: MS Parameter der GC-MS Messung der Pentafluorobenzoyl Derivate

GC-MS Parameter

Séulenparameter
Saule Phenomenex ZB5-MS
Lange 30m
Durchmesser (ID) 0,25 mm
Schichtdicke 0,25 ym
GC-Parameter
Injektortemperatur 240°C
Injektionsvolumen 1 ul splittless
Flussrate 40 cm/sec Linear Velocity
Tragergas Helium
Temperaturprogramm 90°C(1min) — 10°C/min — 320°C(5min)
MS Parameter
MS-Parameter (El) MS-Parameter (NCI)
lonenquelle 200°C lonenquelle 200°C
Interface 300°C Interface 300°C
Solvent Cut 19 min Solvent Cut 19 min
Energie El 70 eV lonisationsgas Isobutan 3.6
Druck Isobutan 0,3 bar
Event Time 0,30 sec Event Time 0,30sec
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Tabelle 5: Analyseparameter der GC-MS Messungen der Pentafluorobenzoyl Derivate

GC-MS Analyse Verbindung  Molekular-  Quantifizierion Qualifizierion
masse (m/z) (m/z)
BPA 601 601 195
EI-GC-MS (PFBOCI) BPA-dyg 612 612 195
BPA 616 616 617
NCI-GC-MS (PFBOCI) BPA-dyc 630 630 631

6.1.7.2 Analyse der BSTFA-TMCS Derivate
Die GC-MS Analysen der BSTFA-Derivate wurden auf einem Shimadzu GC-MS 2010 Plus

massenspektrometrischen System, ausgestattet mit einem Shimadzu AOC 5000-Plus

Autosampler, durchgefuhrt. Alle quantitativen Messungen erfolgten im Single lon Monitoring
(SIM-Mode). Die Massen fur die Quantifizier- und Qualifizierionen wurden anhand der
Messungen eines Scan-Spektrums im Massenbereich von m/z 50 - 700 ermittelt und sind

Tabelle 6 zu enthehmen.

Tabelle 6: MS Parameter der GC-MS Messung der BSTFA-TMCS Derivate

GC-MS Analyse Verbindung Molekular- Quantifizierion Qualifizierion
masse (m/z) (m/z)
BPA 372 357 358, 372
EI-GC-MS (BSTFA) BPA-d1 386 368 386

Die GC-MS/MS Analysen der BSTFA Derivate wurden auf einem Shimadzu GC-MS TQ
8040 massenspektrometrischen System, ausgestattet mit einer El-lonenquelle und einem
Shimadzu AOC 5000-Plus Autosampler durchgefihrt. Alle quantitativen Messungen
erfolgten mittels Multiple Reaction Monitoring (MRM-Mode), als Kollisionsgas diente Argon.
Die Massentbergange und die entsprechenden Kollisionsenergien (CID — Collision Induced

Dissociation Energy) sind in Tabelle 7 zusammengefasst.

Tabelle 7: MS Parameter der GC-MS/MS Messung der BSTFA-TMCS Derivate

Verbindung Molekular- Precursorion Produktion Kollisionsenergie
masse (m/z) (m/z) (V)
357,2 191,2 20
BPA 372 358,2 192,2 20
372,2 357,2 10
368,3 197,3 20
BPA-ds 386 369,3 198,3 20
386,3 368,3 10
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Alle geratetechnischen Messparameter sind in Tabelle 8 zusammengefasst.

Tabelle 8: Analyseparameter der GC-MS und GC-MS/MS Messung der BSTFA Derivate

GC-MS/MS Parameter

Séulenparameter
Saule Phenomenex ZB5-MS
Lange 30m
Durchmesser (ID) 0,25 mm
Schichtdicke 0,25 uym
GC-Parameter
Injektortemperatur 240°C
Injektionsvolumen 1 ul splitless
Flussrate 40 cm/sec Linear Velocity
Tragergas Helium
Temperaturprogramm 90°C(1min) — 10°C/min — 260°C — 20°C/min —
310°C(3min)
MS-Parameter
MS-Parameter (GC-MS) MS-Parameter (GC-MS/MS)

lonenquelle 200°C lonenquelle 200°C

Interface 280°C Interface 280°C

Solvent Cut 14 min Solvent Cut 16 min

Energie El 70 eV Energie El 70 cV

Event Time 0,20 sec Event Time 0,20 sec

Kollisionsgas Argon, 200 kPa

6.1.8 Methodenvalidierung

Eine Methodenevaluierung erfolgte hinsichtlich Linearitdt, Prazision, Sensitivitdt und
Wiederfindungsrate. Alle statistischen Analysen wurden dafir mittels der Statistiksoftware
ValiData Version 3.02.48 durchgeftihrt.

6.1.9 Berechnung der potenziellen Migration in das Packgut

Um eine Einhaltung der gesetzlichen Regelungen hinsichtlich der Migration von Bisphenolen
zu uberprufen, wurde die maximale Migration unter Annahme von 100% Migration in
trockene Lebensmittel bzw. Lebensmittelsimulanz berechnet. Die Berechnungen bezogen
sich dabei auf die von der EFSA festgelegte Definition, dass 1 kg trockene Lebensmittel in
direktem Kontakt mit 6 dm? Verpackung stehen, sowie dem tatsachlichen Flachengewicht
der jeweiligen Proben. Die Annahme von 100% Migration ist dabei als ,worst case“ Szenario

zu betrachten.
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Zusatzlich erfolgte die Berechnung des methodischen LOD und LOQ per kg Packgut fur ein
Verpackungsmaterial mit einem fiktiven Flachengewicht von 400 g/m?, unter den angefuhrten
Bedingungen. Ein Flachengewicht von 400 g/m? soll dem durchschnittlichen Wert eines
Verpackungskartons zwischen 200 und 600 g/m? entsprechen. Es ist hierbei zu
berlcksichtigen, dass diese Werte bei zunehmendem bzw. abnehmendem Flachengewicht

groRer bzw. kleiner sind, da die Migration vom tatsachlichen Flachengewicht abhangig ist.

6.2 Bestimmung von Bisphenolen (BPA, BPAF, BPB, BPE,
BPF, BPS) mittels GC-MS/MS und LC-MS/MS

Ziel war die Entwicklung und Validierung unterschiedlicher Methoden zur Bestimmung von
Bisphenolen in Verpackungspapieren, sowie die Uberpriifung der Anwendbarkeit der
Methoden anhand von Realproben. Dazu wurden unterschiedliche Analysetechniken (GC-
MS/MS und LC-MS/MS angewandt. Um eine fur die GC-MS/MS ausreichende Flichtigkeit
zu erreichen, erfolgte eine Derivatisierung mit N,O-bis(trimethylsilyl)trifluoroacetamide(99%)-
trimethylchlorsilan(1%) (BSTFA-TMCS). Die gaschromatographische Analyse der BSTFA-
Derivate erfolgte anschlieBend mittels GC-MS/MS im MRM-Mode nach Elektronen-
stoRionisation (EI-GC-MS/MS). LC-MS/MS erfordert keine Derivatisierung und ermdglicht
eine direkte Analyse der Extrakte mittels LC-MS/MS im MRM-Mode nach Elektronen-
sprayionisation (ESI-LC-MS/MS)

6.2.1 Proben

Es wurden 6 unterschiedliche Zellulose-, Papier- und Kartonproben, die als
Ausgangsmaterial flr Lebensmittelkontaktpapiere und Transportverpackungen dienen,
untersucht. Die Proben bestanden aus 3 Frischfaser- und 3 Recyclingproben mit unter-
schiedlichem Recyclinganteil. Alle Proben wurden von unterschiedlichen europaischen
Papier- und Kartonerzeugern zur Verfigung gestellt und stammen aus dem Jahr 2015. Far
die Methodenvalidierung wurde eine ungebleichte Frischfaser-Zelluloseprobe mit einem
Flachengewicht von 80 g/m? verwendet. Alle Proben wurden sofort nach Erhalt in Alufolie
eingewickelt und bei Raumtemperatur gelagert. Die Aufarbeitung der Proben erfolgte
ausschlieBlich mit Gummihandschuhen und als Bisphenol A-frei deklariertem Laborgeschirr.

Art und Eigenschaften der Proben sind in  Tabelle 9 aufgelistet.
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Tabelle 9: Untersuchte Proben

Probe Produkt Art der Probe  Flachengewicht g/m?
1 Karton beschichtet Frischfaser 240
2 Zellulose gerollt Frischfaser 300
3 Karton gebleicht Frischfaser 230
4 Testliner weil’ Recycelt 135
5 Karton beschichtet Recycelt 180
6 Karton gebleicht Recycelt 100

6.2.2 Herstellung der Kalibrationsstandards

Die Standardldésungen aller Verbindungen als auch der internen Standards (BPA-dis und
3C12-BPA wurden in einer Konzentration von 1 g/l in Methanol hergestellt. Fiir die
gaschromatographische Analyse wurde BPA-di als interner Standard verwendet, fur die
flissigchromatographische Analyse in Abhangigkeit der Probenmatrix BPA-d;s oder *C12-
BPA. Die Arbeitslésungen der Kalibrationsstandards wurden als Mix durch Verdinnung der
jeweiligen Stammlésungen in MeOH hergestellt und bei -18°C fur maximal 3 Wochen
aufbewahrt. Der interne Standard wurde auf eine Konzentration von 50 pg/kg Papier
verdinnt.

Es wurden 4-Punkt Kalibrationsgeraden in unterschiedlichen Konzentrationsstufen fir
unterschiedliche Kalibrationsbereiche hergestellt und jeweils eine Dreifachbestimmung
durchgeflhrt. Der untere Kalibrationsbereich umfasste 0,05 bis 5 ug/kg Papier (0,05; 2; 3,5
und 5 pg/kg), der mittlere Bereich umfasste 5 bis 50 ug/kg Papier (5; 20; 35 und 50 ug/kg),
der obere Bereich umfasste 50 bis 500 ug/kg Papier (50; 200; 350 und 500 pg/kg).

6.2.3 Extraktion der Papierproben fiir die gaschromatographische
Analyse

Die Extraktion der Proben erfolgte sowohl als Losungsmittelextraktion in MeOH, als auch als
Folchextraktion (Folch et al. 1957).

6.2.3.1 Lésungsmittelextraktion

Die Ldsungsmittelextraktion erfolgte analog zur Extraktion der Proben mit MeOH fir die
Analyse von Bisphenol A mit unterschiedlichen gaschromatographischen Methoden (siehe

6.1.3), mit Ausnahme einer Papiereinwaage von 1 g statt 2 g.
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6.2.3.2 Folch Extraktion

Fur die Methodenvalidierung wurden 1 g kleingeschnittene Zellulose (ca. 0,5 x 0,5 cm) in ein
40 ml Glasvial mit Schraubdeckel mit Teflonseptum eingewogen und 10 pl der jeweiligen
Additionslésung, die den internen Standard enthielt, zugegeben. Bei den Proben wurde zu 2
g kleingeschnittener Probe je 10 pl interne Standardldsung zugegeben. Die Proben wurden
in 10 ml mit Phosphorsdure angesduertem H,O (pH 1-2) aufgeschldmmt und in einem
Disperser (Ultra-Turrax®) homogenisiert. Nach der Zugabe von 20 ml Folch Ldsung
(DCM+MeOH 2+1) wurden die Proben erneut fur 1 min homogenisiert, 10 ml DCM
zugegeben und fir 10 min bei 3500 rpm zentrifugiert. Die organische Phase wurde
anschliefend unter N, in einem TurboVap Verdampfer (Biotage TurboVap® Il Concentration
Evaporator Workstation) bei einer Wasserbadtemperatur von 40°C auf ein Volumen von
0,5 ml eingeengt. Die konzentrierten Extrakte wurden anschlielRend zur Entfernung etwaiger
Feststoffpartikel durch einen 0,45 uym PTFE Spritzenfilter filtriert. Alle Extrakte wurden in 2 ml

Schraubvials Uberflhrt und bis zur Derivatisierung bei -18°C tiefgekihlt.

6.2.4 Extraktion der Papierproben fiir die fliissigchromatographische
Analyse

Die Extraktion der Proben fir die flissigchromatographische Analyse erfolgte ausschlieflich
mit MeOH. Wider Erwarten wurden fir die Lésungsmittelextrakte gute Wiederfindungsraten
erzielt, wodurch eine Extraktion in saurem Medium nicht nétig war. Eine Verdlinnung der
Proben vor der Analyse mit HoOpigest. (Anpassung der Lésungsmittelzusammensetzung der
Probe an das Laufmittel dient zur Verbesserung der Peakform), sowie ein Ansauern der
Laufmittel sind ausreichend damit die Analyten in nicht protonierter Form vorliegen.

Die Extraktion der Proben erfolgte analog zur Ld&sungsmittelextraktion fur die
gaschromatographische Analyse (siehe 6.2.3.1). Vor der Analyse wurden die Proben mit
HoObpigest. 1:1 verdinnt um die Ldésungsmittelzusammensetzung der Proben an die

Laufmittelzusammensetzung anzupassen.

6.2.5 Derivatisierung mittels BSTFA (GC-MS/MS)

Die Derivatisierung erfolgte analog zur Derivatisierung von BPA mittels BSTFA (siehe
6.1.6.1).
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6.2.6 Chromatographische Analyse mittels GC-MS/MS
Die GC-MS/MS Analyse wurde auf einem Shimadzu GC-MS TQ 8040

massenspektrometrischen System, ausgestattet mit einer El-lonenquelle und einem
Shimadzu AOC 5000-Plus Autosampler durchgefihrt. Alle quantitativen Messungen
erfolgten mittels Multiple Reaction Monitoring (MRM-Mode), als Kollisionsgas diente Argon.
Die Massenubergange und die entsprechenden Kollisionsenergien (CID — Collision Induced
Dissociation Energy) sind in Tabelle 10 zusammengefasst, alle Messparameter in Tabelle
11.

Tabelle 10: MS Parameter der GC-MS/MS Messung der Derivate

Verbindung MW Quantifizieriibergang Qualifizieribergang 1 Qualifizieribergang 2
(g/mol) m/z (V) m/z (V) m/z (V)
BPA 372 357,2>191,2 (CE 20) 358,2>192,2 (CE20) 372,2>357,2 (CE10)
BPA-d16 386 386,3>368,3 (CE10) 368,3>197,3 (CE 20) 369,3>198,3 (CE20)
BPAF 480 411,0>73,0 (CE 15) 480,0>411,0 (CE15) 480,0>73,0 (CE27)
BPB 386 357,3>73,1 (CE 27) 358,3>73,1 (CE27) 358,3>191,2 (CE18)
BPE 358 343,2>73,0 (CE 27) 344,2>73,0 (CE27) 344,2>191,2 (CE18)
BPF 344 179,0>73,0 (CE 15) 344,0>73,0 (CE 25) 344,0>179,0 (CE21)
BPS 394 394,0>379,0 (CE12) 379,0>73,0 (CE 27) 394,0>73,0 (CE27)

Tabelle 11: Analyseparameter der GC-MS/MS Messung

GC-MS/MS Parameter

Séulenparameter
Saule Phenomenex ZB5-MS
Lange 30m
Durchmesser (ID) 0,25 mm
Schichtdicke 0,25 ym
GC-Parameter
Injektortemperatur 250°C
Injektionsvolumen 1 ul splitless
Flussrate 40 cm/sec Linear Velocity
Tragergas Helium
Temperaturprogramm 90°C(1min) — 10°C/min — 310°C(1min)
MS-Parameter
lonenquelle 200°C Energie El 70 eV
Interface 280°C Event Time 0,20 sec
Solvent Cut 16 min Kollisionsgas Argon, 200 kPa

6.2.7 Chromatographische Analyse mittels LC-MS/MS
Die LC-MS/MS Analyse erfolgte auf einem Shimadzu Nexera LCMS-8050 (MS/MS). Alle

quantitativen Messungen erfolgten mittels Multiple Reaction Monitoring (MRM-Mode), als
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Kollisionsgas diente Argon. Die Massenubergange und die entsprechenden Kollisions-

energien (CID — Collision Induced Dissociation Energy) sind in Tabelle 12 zusammengefasst.

Tabelle 12: MS Parameter der LC-MS/MS Messung der Extrakte

Quantifizieriibergang
m/z (V)

Qualifizieriibergang
m/z (V)

Verbindung MW
(g/mol)
BPA 228
BPA-d16 244
°C,,-BPA 240
BPAF 336
BPB 242
BPE 214
BPF 200
BPS 250

227,0>212,0 (CE 17)
240,7>223,3 (CE21)
239,0>224,0 (CE20)
335,0>265,0 (CE 22)
241,1>212,1 (CE 20)
213,0>198,0 (CE 20)
199,1>93,0 (CE 23)
249,0>107,9 (CE27)

227,0>133,0 (CE 23)
240,7>142,3 (CE24)
239,0>139,0 (CE26)
335,0>197,0 (CE 28)
241,1>226,1 (CE 28)
213,0>197,0 (CE 29)
199,1>105,0 (CE 21)
249,0>225,9 (CE28)

Alle geratetechnischen Messparameter sind in Tabelle 13 zusammengefasst.

Tabelle 13: Analyseparameter der LC-MS/MS Messung

LC-MS/MS Parameter

Séulenparameter

Saule

Lange
Durchmesser (ID)
PartikelgroRe

Kinetex C18
100 mm
2,1 mm

1,7 um (100 A)

LC-Parameter

Injektionsvolumen
Flussrate

Mobile Phase
Temperatur Saulenofen
Gradienten Programm

5 ul splitless
0,4 ml/min
A: H,O; B: MeOH
40°C
35 %B — 10min — 100 %B(1min) — 0,1min —=35 % B (3min)

MS-Parameter

Interface 400°C
DL 250°C
Heating Block 400°C

Nebulizer gas 2 1/min
Heating gas 10 I/min
Drying gas 10 I/min

6.2.8 Methodenvalidierung

Die Methodenvalidierung erfolgte analog zur Methodenvalidierung der Bestimmung von BPA

mit unterschiedlichen gaschromatographischen Methoden (siehe 6.1.8)
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6.2.9 Berechnung der potenziellen Migration in das Packgut

Die Berechnung der potentiellen Migration in das Packgut erfolgte analog zur Berechnung
der potentiellen Migration in das Packgut der Bestimmung von BPA mit unterschiedlichen

gaschromatographischen Methoden (siehe 6.1.9)
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6.3 Analyse von Mineralblverbindungen

Der Fokus der Analyse von Mineralblverbindungen in Papier und Karton lag auf der Analyse
der aromatischen Fraktion. Ziel war dabei die ldentifikation einzelner Verbindungen und
Verbindungsklassen der MOAH, um ein Wissen fir die Zusammensetzung der MOAH zu
erhalten und somit eine Risikobeurteilung dieser Fraktion zu ermdéglichen. Die ldentifikation
der MOAH Fraktion erfolgte dabei mittels mehrdimensionaler comprehensiver Gas-
chromatographie (GCxGC-MS). Zusatzlich wurde eine gaschromatographische Analyse mit
hochauflésender  Massenspektrometrie  (HR-GC-MS/MS)  durchgefihrt. Um  eine
Einschatzung der verhaltnismaRigen Zusammensetzung der MOAH erzielen zu koénnen,

erfolgte ein quantitativer Ansatz mittels eindimensionaler Gaschromatographie (GC-MS).

6.3.1 Proben

Als Ausgangsmaterial dienten unterschiedliche Kartonagen zur Herstellung von
Verpackungskarton sowie Zeitungspapiere (Tageszeitung, Hochglanzmagazin). Kartonagen
bestanden aus je 3 Frischfaser- und 3 Recyclingproben aus dem Jahr 2015 mit
unterschiedlichem Recyclinganteil und wurden von internationalen Papier- und
Kartonerzeugern zur Verflgung gestellt. Zeitungspapiere dienten zur Simulation des
Ausgangsmaterials von Recyclingprodukten und wurden im Jahr 2015 in Deutschland
gekauft.

Alle Proben wurden sofort nach Erhalt in Alufolie eingewickelt und bei Raumtemperatur

gelagert. Die Aufarbeitung der Proben erfolgte ausschliel3lich mit Gummihandschuhen.

Tabelle 14: Untersuchte Proben

Probe Produkt Art der Probe  Flachengewicht g/m?
1 Karton beschichtet Frischfaser 240
2 Zellulose gerollt Frischfaser 300
3 Karton gebleicht Frischfaser 230
4 Testliner weil® Recycelt 135
5 Karton beschichtet Recycelt 180
6 Karton beschichtet Recycelt 100
7 Tageszeitung Recycelt 50
8 Hochglanzmagazin Recycelt 70
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6.3.2 Herstellung der Standardlé6sungen

Bei der Herstellung der Standardlésungen gilt es zwischen dem internen Standardmix zur
Fraktionierung von MOSH und MOAH, sowie Standardlésungen zur lIdentifikation von
Verbindungen der MOAH zu unterscheiden, wobei Standardldsungen zur Identifikation auch
die Verbindungen des internen Standardmixes enthalten. Die zur Identifikation
herangezogenen Standardverbindungen beziehen sich auf ein grofles Datenset
unterschiedlicher Substanzen, deren Vorkommen in der MOAH wahrscheinlich ist (alkylierte
Aromaten, PAH'’s, ...). Diese dienen ausschlielllich zur ldentifikation von in der MOAH
vorliegenden Substanzen. Zur DurchflUhrung der quantitativen Analyse wurden ein

Phenylalkanstandard und ein Alkanstandard hergestellt.

6.3.2.1 Interner Standardmix

Der interne Standardmix dient zur korrekten Fraktionierung von MOSH und MOAH mittels
Flissigchromatographie, sowie zur Kontrolle dieser. Die im Mix vorliegenden Verbindungen
sind entweder MOSH oder der MOAH zugehorig.

Tabelle 15: Verbindungen des internen Standardmixes

Verbindungen MOSH Verbindungen MOAH
Undecan (C11) 1-Phenylpentan (5B)
Tridecan (C13) 1-Methylnaphthalin (1MN)

Bicyclohexyl (CyCy) 2-Methylnaphthalin (2MN)
5a-Cholestan (Cho) tri.-tert.-Butylbenzen (TBB)

Perylen (Per)

Die einzelnen Verbindungen des Standardmixes haben dabei unterschiedliche Funktionen.
Undecan und 1-Phenylpentan dienen zur Kontrolle von Abdampfverlusten bei der
Probenvorbereitung, 5a-Cholestan markiert das Ende der MOSH, tri.-tert.-Butylbenzen den
Beginn der MOAH und Perylen das Ende der MOAH Fraktion. Bicyclohexyl und die beiden
Methylnaphthaline dienen hingegen als Quantifizierstandards der jeweiligen Fraktion, bei der
Summenquantifizierung von MOSH und MOAH. Tridecan hingegen dient gemeinsam mit
Bicyclohexyl zur Absicherung einer sicheren Auftrennung bei eindimensionaler
gaschromatographischer Analyse (Biedermann & Grob 2012). Zur Herstellung des internen
Standardmixes wurden zuerst Stammldsungen der einzelnen Verbindungen mit Ausnahme
von 5a-Cholestan und Perylen, in einer Konzentration von je 10 g/l in Toluol hergestellt.
AnschlieBend wurden je 12 mg 5a-Cholestan und Perylen in einen 20 ml MafRkolben

eingewogen, 300 pl der Stammldsung von Tridecan und 600 pl der Stammlésungen der
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anderen Standards zugegeben und mit Toluol auf 20 ml aufgefillt. Die Konzentrationen der

Verbindungen im Mix betragen somit in Abhangigkeit der Verbindung 0,6; 0,3 und 0,15 g/l.

6.3.2.2 Standardlb6sungen zur ldentifikation

Samtliche Standardlésungen zur ldentifikation wurden in einer Konzentration von 1 g/l in
Hexan hergestellt und bei -18°C gelagert. Samtliche Standardlésungen enthalten dabei auch
die Verbindungen des internen Standardmixes in einer Konzentration von 1 g/l. Die
Herstellung der Arbeitsldsungen erfolgte durch Verdinnung der jeweiligen Standardlosung in
Hexan auf eine Konzentration von 5 mg/l und 1 mg/l. Die Analyse erfolgte anschlieRend
mittels Flussiginjektion. Fur Messungen mittels Festphasenmikroextraktion (SPME) wurden
10 pl der 1 mg/l Verdiinnung in ein 20 ml Headspacevial mit Glasmagnetrthrer tGberfihrt und
vermessen. In Abhangigkeit des Fortschrittes der Arbeit, kommt es zu einer
unterschiedlichen Zusammensetzung der Identifikationslésungen, wobei die Anfangs-
substanzen in den Standards erhalten bleiben und es zu einer Addition an Verbindungen in
den Lésungen kommt. In Summe wurde mit 3 verschiedenen Standardlésungen gearbeitet,

deren Zusammensetzung Tabelle 16 zu entnehmen ist.

Tabelle 16: Untersuchte Proben

Standardmix 1 Standardmix 2 Standardmix 3
Verbindungen des IS Verbindungen Mix1 Verbindungen Mix 2
1-Phenylhexan 1-Phenylheptan 2,7-Dimethylnaphthalin
1-Phenylnonan 1-Phenyloctan 1,6-Dimethylnaphthalin
1-Phenyloctadecan 1-Phenyldecan 2-Methyl-1-indanon
Naphthalin 1-Phenylundecan 3-Methyl-1-indanon
Benzothiophen 1-Phenyldodecan 5-Methyl-1-indanon
Dibenzothiophen 1-Phenyltridecan 2-Methoxynaphthalin
2,6-Dimethylnaphthalen 1-Phenyltetradecan 1-Methoxynaphthalin
Phenanthren 1-Phenylhexadecan 3,3-Dimethylbiphenyl
9-Ethylphenanthren 1-Phenylheptadecan 4,4‘-Dimethylbiphenyl
1,4,5,8-Tetramethylphenanthren 1-Phenylpentyn 3-Propylbiphenyl
Fluoren 1-Phenylhexyn 3-Ethylbiphenyl
Fluoranthen 1-Phenylcyclohexan 3,3',5,5-Tetramethylbiphenyl
Chrysen 1-Phenylcyclohexen Diphenylmethan
Pyren Isobutylbenzen 9-Ethyl-10-methylphenanthren
Benzo[a]pyren Isopentylbenzen

Tert-Pentylbenzen
1,4-Diethylbenzen
1,3,5-tri-tert-Butylbenzen
1,4-Dioctylbenzen
1-(Methylbutyl)benzen
1,4-Diisopropylbenzen
4-Phenylcyclohexan
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6.3.2.3 Phenylalkanstandard und n-Alkanstandard

Fir eine quantitative Abschatzung des Anteiles an Phenylalkanen und gesattigten
Kohlenwasserstoffen in der MOAH wurden ein Phenylalkanstandard und ein n-
Alkanstandard in einer Konzentration von 1g/l in Hexan hergestellt. Die Arbeitslosungen
wurden durch Verdinnung der jeweiligen Stammldésung in Hexan auf eine Konzentration von
1 mg/l hergestellt und mittels Flussiginjektion vermessen. Der Phenylalkanmix besteht aus
linearen Phenylalkanen von Cs bis Cg (1-Phenylpentan — 1-Phenyloctadecan) mit Ausnahme
von Phenylpentadecan. Der n-Alkanmix besteht aus linearen n-Alkanen von Cg bis C,5 sowie
Cosund Cay.

6.3.3 Extraktion der Papierproben

Die Extraktion der Proben erfolgte in Anlehnung des Protokolls des BfR in Kombination mit
dem Kantonalen Labor Zirich (BfR 2012b), wobei die Papiereinwaage und das

Losungsmittelvolumen an die angewandte Analysetechnik angepasst wurden.

6.3.3.1 Extraktion der Papierproben fiir die Analyse mittels GCxGC-MS

Fur die Extraktion der Proben fir die Analyse mittels GCxGC-MS wurden 1 g
kleingeschnittene Recyclingprobe und Zeitungsprobe (Probe 4-8) bzw. 2 g kleingeschnittene
Frischfaserprobe (Probe 1-3) in ein 40 ml Glasvial mit Schraubdeckel mit Teflonseptum
eingewogen. Nach der Zugabe von 10 pl der internen Standardlésung wurden die Proben mit
2x15 ml EtOH/Hexan 1:1 extrahiert, das Losungsmittel dekantiert und die beiden Extrakte
vereint. Die Extraktion erfolgte fur jeweils 1 Stunde im Ultraschallbad. Zu den vereinten
Extrakten wurde 20 ml H,O zugegeben und fir 5 min bei 300 rpm zur Phasentrennung
zentrifugiert. Die Hexanphase wurde abgezogen, ein weiteres Mal mit 10 ml H,O
ausgeschlittelt, Gber Na,SO, getrocknet und mit Hilfe eines TurboVap Verdampfers (Biotage
TurboVap® Il Concentration Evaporator Workstation) unter N,, bei einer Wasserbad-
temperatur von 40°C auf ein Volumen von 1 ml eingeengt. Die Extrakte wurden
anschlieflend zur Auftrennung von MOSH uns MOAH mittels Flussigchromatographie an ein

externes Labor abgegeben.
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6.3.3.2 Extraktion der Papierproben fiir die Analyse mittels GC-MS

Fir die Analyse mittels GC-MS war eine Erhéhung der Papiereinwaage notwendig, um
ausreichend konzentrierte Extrakte zu erhalten. Die Berechnung der bendétigten
Papiereinwaage erfolgte anhand der Gesamtkonzentration an MOAH, die extern bestimmt,
und deren Daten Ubermittelt wurden. Fir Frischfaserproben (Probe 1-3) erfolgte eine
Einwaage von 20 g Papier. FUr Probe 4 und 6 wurden jeweils 8 g, fir Probe 5 6 g und fur die
Tageszeitung (Probe 7) 100 mg eingewogen. Um eine vollstdndige Bedeckung der Proben
mit Losungsmittel wahrend der Extraktion zu gewahrleisten, erfolgte aufgrund der héheren
Einwaage eine Anpassung des Extraktionsvolumens fur Proben mit 20 g Einwaage auf ein
Volumen von 100 ml, fir Proben mit 8 g Einwaage auf ein Volumen von 45 ml und fir
Proben mit 4 g Einwaage auf 20 ml. Fir Einwaagen kleiner 4 g wurde ein
Extraktionsvolumen von 15 ml beibehalten. Die Durchfiihrung der Extraktion erfolgte analog

zur Extraktion der Papierproben fir die Analyse mittels GCxGC-MS (siehe 6.3.3.1).

6.3.4 Fraktionierung der Extrakte und Bestimmung der Gesamt-

konzentration an MOAH

Die Fraktionierung der Extrakte in MOSH und MOAH sowie die Bestimmung der
Konzentration an MOAH erfolgte durch eine externe Institution nach dem Protokoll des BfR
in Kombination mit dem Kantonalen Labor Zirich (BfR 2012b). Die Bestimmung der
Gesamtkonzentration an MOAH erfolgte dabei bis n-Cs;, da flir die MOAH keine
toxikologisch begriundete Veranlassung besteht, nach Kohlenwasserstoffen Gber und unter
n-C4¢ zu trennen, wobei auch die Begrenzung bei n-Cj;5 nicht toxikologisch begriindet ist, sich
jedoch aus der Notwendigkeit eines definierten Abbruchs und der Analogie zur MOSH ergibt
(BfR 2012b). In weiterer Folge wurden uns die MOAH-Fraktionen zur Durchflihrung
nachfolgend aufgelisteter Messungen ebenso Ubermittelt wie die Ergebnisse der

Bestimmung der Summenkonzentration.
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6.3.5 Chromatographische Analyse mittels GCxGC-MS

Die GCxGC-MS Analyse erfolgte auf einem Shimadzu GC-MS QP 2010, ausgestattet mit
einer El-lonenquelle, einem Shimadzu AOC 5000-Plus Autosampler und einem Zoex
Cryogenic Modulator. Alle Messungen erfolgten im Scan-Mode. Um eine bestmdgliche
zweidimensionale Auftrennung zu erzielen, wurden unterschiedliche Saulenkombinationen
getestet und in weiterer Folge anhand der ausgewahlten Saulenkombination die
Modulationsfrequenz optimiert. Die Messungen erfolgten sowohl mittels Flussiginjektion, als
auch Uber Dampfraumanalyse mittels Festphasenmikroextraktion (SPME). Fur Analysen
mittels FlUssiginjektion wurden die MOAH Fraktionen in 2 ml Crimpvials mit Mikroeinsatz
Uberflhrt und analysiert. Fir Analysen mittels SPME wurden je 10 pl der MOAH Fraktionen
in ein 20 ml Headspacevial Uberfiihrt und analysiert. Die Anreicherung erfolgte dabei fir 30
min bei 150°C an einer 2 cm Stable Flex Faser mit einer 50/30 ym DVB/Carboxen/PDMS
Beschichtung. Die Desorption erfolgte anschlieend fir 10 min bei 270°C im Injektor des

GC. Die Messparameter der unterschiedlichen Set-Ups sind in Tabelle 17 angefiihrt.

Tabelle 17: Analyseparameter der GCxGC-MS

GCxGC-MS Parameter

Séulenparameter

Séulenkombination 1 Séulenkombination 2 Séaulenkombination 3

Saule 1. Dim. Zebron ZB5 Zebron ZB5 Zebron ZB-1HT
30m x 0,25mm x 0,25um 30m x 0,25mm x 0,25um 30m x 0,25mm x 0,25um
Saule 2.Dim. SGE BPX 50 Supleco SLB-IL60 SGE BPX 50
2,5m x 0,15mm x 0,15um 2,5m x 0,17mm x 0,1um 2,5m x 0,15mm x 0,15um
Injektortemp. 270°C 270°C 270°C
N He 155 kPA He 120 kPA He 155 kPA
Tragergas

Temp. Programm

Temp. Modulator

Modulationsfrequ.

Konstanter Fluss

50°C(1min)-10°C/min-
120°C-2°C/min-
280°C(5min)

280°C
8 s, Hot Jet 350 ms

Konstanter Fluss

50°C(1min)-10°C/min-
120°C-2°C/min-245°C-
10°C/min- 270°C(4min)

280°C
8 s, Hot Jet 350 ms

Konstanter Fluss
T1: 50°C(1min)-10°C/min-
120°C-2°C/min-80°C(5min)
T2: 50°C(1min)-10°C/min-
80°C-3°C/min-280°C(5min)
280°C
M1: 8 s, Hot Jet 350 ms

M2: 5 s, Hot Jet 350 ms

MS-Parameter

lonenquelle 200°C 200°C 200°C
Interface 270°C 270°C 270°C
Solvent Cut 7 min 7 min 7 min
Energie El 70 eV 70 eV 70 eV
Event Time 0,02 sec 0,02 sec 0,02 sec
Datenaufnahme 50 - 340 amu 50 - 340 amu 50 - 340 amu
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6.3.6 Chromatographische Analyse mittels GC-MS
Die GC-MS Analyse erfolgte auf einem Shimadzu GC-MS TQ 8040

massenspektrometrischen System, ausgestattet mit einer El-lonenquelle und einem
Shimadzu AOC 5000-Plus Autosampler. Alle Messungen wurden im Scan-Mode
durchgefuhrt. Die Messungen erfolgten mittels Flussiginjektion (siehe 0). Die Messparameter

sind in Tabelle 18 angefuhrt.

Tabelle 18: Analyseparameter der GC-MS

GC-MS Parameter

Séulenparameter
Saule Phenomenex ZB5-MSi
Lange 30m
Durchmesser (ID) 0,25 mm
Schichtdicke 0,25 ym
GC-Parameter
Injektortemperatur 240°C
Injektionsvolumen 1 ul splittless
Flussrate 40 cm/sec Linear Velocity
Tragergas Helium
Temperaturprogramm 50°C(1min) — 8°C/min — 320°C(6min)
MS Parameter
lonenquelle 200°C Energie El 70 eV
Interface 300°C Massenbereich 50-400 amu
Solvent Cut 5 min Event Time 0,30 sec

6.3.7 Chromatographische Analyse mittels HR-GC-MS/MS

Die HR-GC-MS/MS Analyse erfolgte am Thermo Firmenstandort in Runcorn, UK, auf einem
Thermo QExactive™ GC Orbitrap™ GC-MS/MS. Die Messungen erfolgten mittels Fliissig-

injektion. Die Messparameter sind in Tabelle 19 angeflhrt.
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Tabelle 19: Messparameter GC-HR-MS Messung

GC-MS Parameter

Séulenparameter
Saule Phenomenex ZB5-MSi
Lange 30m
Durchmesser (ID) 0,25 mm
Schichtdicke 0,25 um
GC-Parameter
Injektortemperatur 240°C
Injektionsvolumen 1 ul splittless
Flussrate Konstanter Fluss, 1,2 ml/min
Tragergas Helium
Temperaturprogramm 40°C(1min) — 10°C/min — 80°C — 5°C/min - 320°C(8min)
MSParameter
lonenquelle 250°C Energie El 70 eV
Interface 250°C Massenbereich 50-400 amu
Solvent Cut 8 min FT Resolution 60000
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7 Ergebnisse und Diskussion

7.1 Bestimmung von Bisphenol A mit unterschiedlichen
gaschromatographischen Methoden

Die Bestimmung von Bisphenol A in unterschiedlichen Papierproben erfolgte nach
Derivatisierung der Proben mit Pentafluorobenzoylchlorid bzw. BSTFA. Die
unterschiedlichen Derivate wurden anschlieRend mit den entsprechenden gaschromato-
graphischen Methoden analysiert. Die Pentafluorobenzoyl-Derivate wurden mittels GC-MS
im SIM Mode sowohl nach ElektronenstoRionisation, als auch negativ chemischer lonisation
analysiert. Die BSTFA-Derivate wurden ausschlieBlich nach Elektronenstofionisation mittels
GC-MS im SIM Mode und GC-MS/MS im MRM Mode analysiert. Die unterschiedlichen
Analysemethoden wurden anschliefend validiert und einem Vergleich unterzogen. Es konnte
gezeigt werden, dass anhand der unterschiedlichen Methoden Ubereinstimmende
Ergebnisse erzielt wurden. Die einzelnen Methoden unterscheiden sich jedoch hinsichtlich
Selektivitdt und Sensitivitat.

Bezuglich der unterschiedlichen untersuchten Proben zeigten sich deutliche Unterschiede
bezlglich der Art der Probe (Hygienepapier oder Verpackung, sowie Primar-, Sekundar-,
oder Tertiarprobe).

Die Berechnung der maximalen Migration zeigte, dass keine der Proben, unter der Annahme
des ,worst case® von 100% Migration, das gesetzlich festgelegte spezifische Migrationslimit
von 0,6 mg/kg Lebensmittel Uberschritt.

Hinsichtlich der Methodenvalidierung konnte gezeigt werden, dass alle Methoden selektiv
und sensitiv genug zur Uberpriifung der Einhaltung des SML sind, allerdings sind nicht alle
Methoden ausreichend sensitiv. um BPA in Primarproben aus Frischfasermaterial

nachzuweisen.

7.1.1 Derivatisierung von Bisphenol A

Da die gaschromatographische Analyse von Bisphenol A aufgrund der Polaritat der
Hydroxylgruppen durch eine schlechte Sensitivitdt und Peakform charakterisiert ist, ist eine
Derivatisierung notwendig um eine ausreichende Fluchtigkeit des Analyten zu erreichen.
Dabei kommt es zu einer Uberflihrung von BPA in eine weniger polare, fliichtigere

Verbindung, wodurch die Selektivitdt und Empfindlichkeit der chromatographischen Analyse
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deutlich gesteigert wird. Die Entwicklung von Analysemethoden zur Bestimmung von BPA in
Verpackungspapieren basiert auf 2 unterschiedlichen Derivatisierungsreaktionen — einer
Derivatisierung mit Pentafluorobenzoylchlorid (Halid-Alkylierung) und einer Derivatisierung
mit BSTFA (Trimethylsilylierung).

7.1.1.1 Derivatisierung mit Pentafluorobenzoylchlorid

Eine Derivatisierung von Bisphenol A mit Pentafluorobenzoylchlorid erméglicht eine GC-MS
Analyse sowohl mittels ElektronenstoRionisation als auch negativ chemischer lonisation.
Durch die Einbringung von 10 Fluoratomen anhand der Pentafluorogruppe bei der
Derivatisierung entsteht eine hoch elektrophile Verbindung mit hoher Elektronenaffinitat.
Negativ chemische lonisation ist dabei eine hoch selektive und sensitive Methode fir die
Detektion elektrophiler polyhalogenierter Verbindungen, da ausschlieldlich elektrophile
Verbindungen negative lonen bilden kdnnen. Dadurch erweist sich die negativ chemische
lonisation, welche sich einer Elektroneneinfangreaktion bedient, als auflierst empfindliche
Methode fiir die lonisation der Pentafluorobenzoyl-Derivate (Tsukioka et al. 2003). Die
dominierenden lonisationsprozesse bei der negativ chemischen lonisation sind Elektronen-
einfang und dissoziativer Elektroneneinfang (Kuch & Ballschmiter 2001), wodurch die hohe
Elektrophilitat der Pentafluorobenzoyl-Derivate fiir eine hoch sensitive Detektion ausgenutzt
werden kann. Die negativ chemische Ilonisation bietet gegenuber der Elektronen-
stoRRionisation zusatzlich den Vorteil einer ,weichen® lonisation, was sich dadurch zeigt, dass
Quantifizier- und Qualifizierion durch das Molekularion [M]" und dessen "*C-lsotop [M+1]
charakterisiert sind. Zu beachten ist allerdings, dass sich in Abhangigkeit des
lonisationsgases die Molekularmasse [M] des lonisationsgases an [M]" der detektierten
Verbindung addiert. Die Analyse der Pentafluorobenzoyl-Derivate mittels Elektronen-
stoRionisation, ist hingegen durch eine wesentlich starkere Fragmentierung charakterisiert.
Dabei ergibt sich ein homogenes Fragmentierungsmuster, mit dem Basision m/z 195 der
Pentafluorobenzoylgruppe. Da es sich bei der Derivatisierung mit PFBOCI um eine extraktive
Derivatisierung handelt, verbleiben polare Substanzen in der wassrigen Phase, wodurch die
Derivatisierung einen zusatzlichen Reinigungsschritt darstellt (Geens et al. 2009).

Die Derivatisierung von BPA mittels PFBOCI erfolgte bisher ausschlieRlich fir biologische
Proben (Yoshimura et al. 2002; Tsukioka et al. 2003; Dirtu et al. 2008; Geens et al. 2009)
und Wasserproben (Nakamura et al. 2001; Boitsov et al. 2004; Méder et al. 2007; Zhao et al.
2009; Li et al. 2010). Diese Proben erfordern hoch sensitive Analysen, da oft nur geringe

Probemengen zur Verfligung stehen, sowie hochkomplexe Matrices mit einer Vielzahl an
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koexistenten Substanzen vorliegen. Die negativ chemische lonisation bringt dabei aufgrund
ihrer hohen Selektivitat und Empfindlichkeit einen groRen Vorteil mit sich.

Die Derivatisierung von Bisphenol A in Papierextrakten basiert auf einer in der Literatur
beschriebenen Methode von Kuch und Ballschmiter (Kuch & Ballschmiter 2001). Die
Methodenoptimierung erfolgte Schritt flir Schritt in Bezug auf das Volumen der zugegebenen
Base (KOH 2 M), dem Volumen und der Konzentration von PFBOCI, sowie der

Extraktionstemperatur und -dauer.

Ziel war es, eine robuste, selektive und sensitive Methode flir die Derivatisierung von BPA in
methanolischen und wassrigen Papierextrakten zu entwickeln. Die Methodenentwicklung
erfolgte wie unter 6.1.5.1 angefuhrt anhand von Standards (BPA in MeOH) mit einer
Konzentration von 50 ug/kg Papier.

Bei der Methodenentwicklung wurde so vorgegangen, dass der Reihe nach die einzelnen
Parameter der Derivatisierung optimiert wurden. In einem ersten Schritt wurde das Volumen
der zugegebenen Base (KOH 2 M) variiert. Wie in Abbildung 30 zu erkennen ist, konnte
durch die Erhéhung des Volumens an KOH von 25 auf 100 ul ein deutlicher Anstieg der
Empfindlichkeit erzielt werden. Das Signal-Rauschverhaltnis (Signal to Nois Ratio; S/N Ratio)
zeigt einen Anstieg von 1518 auf 12624. Das S/N Verhaltnis wird dabei auf Basis der
Signalintensitat im Verhaltnis zum Mittelwert (RMS — Root mean Square) des Rauschens der
Basislinie, bezogen auf das Basision, von der Software berechnet. Wie daraus hervorgeht,
ist der Empfindlichkeitsanstieg von 25 pul auf 50 ul deutlich héher als jener von 50 ul auf 100
pl. Das S/N bei 50 yl KOH betragt 9509, jenes bei 100 ul KOH 12624. Dies zeigt eine
geringe Steigerung der Empfindlichkeit um den Faktor 1,3. Aus diesem Grund wurde das
optimale Volumen an zugegebener Base auf 100 ul festgesetzt. Fir alle weiteren Schritte der
Methodenentwicklung wurde daher ein Volumen von 100 pyl KOH 2 M zum

Derivatisierungsansatz zugegeben.

‘ / 100 ul KOH

50 ul KOH

25 ul KOH

2355 2360 2365 2370 2375 2380 23.85 2390 23.95 2400 24.05 2410 2415 2420 2425 2430 2435 24.40

Abbildung 30: Optimierung der Zugabe an KOH (2 M)
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Im nachsten Schritt wurde das Ldésungsmittel, die Konzentration und das Volumen an
PFBOCI optimiert. Dazu wurde PFBOCI in unterschiedlichen Konzentrationen in Hexan und

Toluol geldst. Die unterschiedlichen Losungsmittel- und Konzentrationsansatze waren:

- PFBOCI 5 % in Hexan und PFBOCI 10 % in Hexan
- PFBOCI 5 % in Toluol und 10 % PFBOCI in Toluol

Zur Optimierung des Volumens erfolgte eine Derivatisierung mit 10, 20 und 50 pl der
jeweiligen PFBOCI-Lésung. Tabelle 20 enthalt die S/N Verhaltnisse der unterschiedlichen
Ansatze anhand deren die optimale Zusammensetzung des Derivatisierungsreagenz

bestimmt wurde.

Tabelle 20: S/N Verhaltnisse Optimierung Zugabe PFBOCI

PFBOCI Volumen [ul] S/N Ratio
50 5266
5 % in Hexan 20 5719
10 4466
50 7274
5 % in Toluol 20 8261
10 7197
50 12649
10 % in Hexan 20 14261
10 10457
50 15184
10% in Toluol 20 16007
10 14203

Wie zu sehen ist, tritt bei allen 4 Ansatzen ein maximales S/N Verhaltnis bei einem Volumen
von 20 ul Derivatisierungsreagenz auf. Im Falle von 50 pl ist eine Sattigung des Ansatzes zu
erkennen, was wiederum zu einer Verschlechterung des Derivatisierungsumsatzes fuhrt. Es
ist auch eindeutig ersichtlich, dass eine Erh6hung des PFBOCI-Anteils im Losungsmittel von
5% auf 10% zu einer Verdoppelung der Derivatisierungsausbeute fuhrt, wobei eine
Verdinnung von PFBOCI in Toluol eine gesteigerten Umsatz im Vergleich zu einer
Verdinnung in Hexan ergibt. Der grofdte Umsatz wird bei einer Verdinnung von 10 %
PFBOCI in Toluol und Zugabe von 20 pl dieser Verdinnung zum Derivatisierungsansatz
erzielt. Auf eine Erhdhung des prozentuellen Anteils an PFBOCI im Ldsungsmittel wurde
aufgrund einer ausreichend hohen Singnalintensitat zugunsten von Umweltaspekten
bezlglich PFBOCI, dessen Uberschuss mit der wassrigen Matrix nach erfolgter

Derivatisierung entsorgt wird, verzichtet. In Abbildung 31 sind einige ausgewahite
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Optimierungsparameter der Optimierung von PFBOCI graphisch dargestellt, welche das

Ergebnis, das aus der Berechnung der S/N Verhaltnisse hervorgeht veranschaulicht.

7.0
<—— 2041 (10% Toluol)

6.0 B

I 10ul (10% Toluol)
5.0 “\ ““
*9 \

10ul (10% Hexan)
N N 20ul (5% Toluol)
9 101 (5% Toluol)

Abbildung 31: Optimierung der Zugabe an PFBOCI

Zur Bestimmung der optimalen Extraktionstemperatur wurde der Derivatisierungsansatz
jeweils 5 min bei Raumtemperatur, 40°C, 60°C und 80°C extrahiert. Die Extraktionen bei
erhohter Temperatur wurden dabei in einem temperierten Heizblock, unter Rihren mit einem
Glasmagnetrihrer durchgefiihrt. Durch das Ruhren konnte derselbe Effekt wie durch
Schiutteln erzielt werden. Wie in Abbildung 32 deutlich ersichtlich, konnte das beste Ergebnis
bei Raumtemperatur erzielt werden. Auf Basis des S/N-Verhaltnisses ergab sich bei RT eine
um den Faktor 50 bessere Empfindlichkeit als bei Erhdhung der Temperatur auf 80°C.
Bereits durch eine Erhéhung der Reaktionstemperatur auf 40°C verringert sich die
Empfindlichkeit um den Faktor 1,4. Eine Erhdhung der Temperatur ist somit nicht
zielfihrend, da es bei erhéhter Temperatur anscheinend zu einer Zersetzung des
Pentafluorobenzoylchlorids kommt, bevor dieses mit den OH-Gruppen des Bisphenols

reagiert, wodurch es zu einer deutlich schlechteren Derivatisierungsausbeute kommt.

7 [
6.0 | RT
5.4

<«<— a0°C
44 g
3.

60°C

2.4
1.0 80°C

2355 2360 2365 2370 2375 2380 23.85 2390 2395 2400 2405 2410 2415 2420 2425 2430 2435 24.40

Abbildung 32: Optimierung der Extraktionstemperatur
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In einem letzten Schritt wurde die optimale Extraktionsdauer ermittelt. Dazu wurde der
Derivatisierungsansatz bei Raumtemperatur 2 min, 5 min, 10 min und 20 min unter schutteln
auf einer Rdittelplatte extrahiert und anhand des S/N-Verhaltnisses die optimale
Reaktionsdauer ermittelt (siehe Tabelle 21). Die Ausbeute der Derivatisierung ist dabei umso

besser, je kirzer die Reaktionsdauer ist.

Tabelle 21: S/N Ratio der Optimierung der Reaktionszeit

Reaktionszeit S/N Ratio
2 min 97470
5 min 95037
10 min 56020
20 min 22696

Eine Reaktionsdauer von 20 min fihrt zu einer Verringerung der Empfindlichkeit um den
Faktor 4,3. Dieses Ergebnis ist zur graphischen Veranschaulichung in Abbildung 33
dargestellt.

8.0

7.0

% 2 min

6.0
5 min
5.0

4.0
10 min
3.0

2.0
20 min
1.0

2355 2360 2365 2370 2375 23.80 23.85 23.90 23.95 2400 24.05 2410 2415 2420 2425 2430 2435 24.40
Abbildung 33: Optimierung der Extraktionsdauer

Alle quantitativen Messungen der Pentafluorobenzoyl-Derivate erfolgten im SIM-Mode,
sowohl fur die ElektronenstoRionisation als auch die negativ chemische lonisation. Die
Analyse im SIM-Mode fuhrt dabei zu einer deutlichen Steigerung der Selektivitdt und
Sensitivitat im Vergleich zum Scan-Mode. Ein EI-GC-MS Chromatogramm und ein NCI-GC-
MS Chromatogramm eines Standardmixes (BPA und interner Standard BPA-d:) der
Konzentration 50 pg/kg, sowie die entsprechenden Spektren sind in Abbildung 34 bis
Abbildung 39 dargestellt. Aufgrund der hohen Anzahl von 16 deuterierten
Wasserstoffatomen des internen Standards eluieren die beiden Verbindungen des

Standardmixes getrennt, wodurch auch die Auswertung vereinfacht wird.
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Abbildung 34: EI-GC-MS Chromatogramm von BPA- und BPA-d+s (50 ug/kg)
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Abbildung 35: EI-Spektrum BPA (m/z 50-650)
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Abbildung 36: EI-Spektrum BPA-d+s (m/z 50-650)
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Abbildung 37: NCI-GC-MS Chromatogramm von BPA- und BPA-d+s (50 pg/kg)
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Abbildung 38: NCI-Spektrum BPA (m/z 400-700)
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Abbildung 39: NCI-Spektrum BPA-d+s (m/z 400-700)

7.1.1.2 Derivatisierung mit BSTFA

Die Derivatisierung von Bisphenol A mit N, O-bis(trimethylsilyl)-Trifluoroacetamide(99%)-
Trimethylchlorsilan(1%) (BSTFA) gehort zu den Silylierungsreaktionen. Die Silylierung zahlt

dabei zu den am haufigsten angewandten Derivatisierungsreaktionen, deren Zweck eine
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Erhdhung des gaschromatographischen Ansprechverhaltens polarer Verbindungen ist.
Insbesondere bei polaren Verbindungen mit Phenylgruppen, wie Bisphenolen zahlt die
Silylierung zu den dominierenden Derivatisierungsmethoden (Albero et al. 2012). Dabei
werden die Hydroxylgruppen durch Silylgruppen ersetzt, wodurch fliichtigere und stabilere
Verbindungen gebildet werden. Die Silylierung ist charakterisiert durch Einfachheit und
schnelle Reaktionszeiten, insbesondere bei Derivatisierung von Hydroxylgruppen, was vor
allem fir die Anwendung in der Routineanalytik wichtige Vorteile mit sich bringt. Zusatzlich
ist die Silylierung im Vergleich zu extraktiven Derivatisierungen (z.B.: Derivatisiserung mit
PFBOCI) durch einen geringeren Losungsmittelverbrauch charakterisiert, was in Zeiten von
steigender Umweltrelevanz ebenfalls von Bedeutung ist. Durch die Bildung eines
Trimethylsilylderivats ist allerdings ausschliel3lich eine massenspektrometrische Analyse
mittels Anregung durch ElektronenstolBionisation maoglich, da silylierte Derivate flr eine

Anregung mittels negativ chemischer lonisation eine zu geringe Elektrophilitdt aufweisen.

Die Derivatisierung von BPA mittels BSTFA basiert auf einer bewahrten und optimierten In-
House Methode, sowie in der Literatur beschriebener Methoden, die fir die Derivatisierung
von Papierextrakten optimiert wurden (Hibberd et al. 2009; Fenlon et al. 2010; Lu et al.
2013). Die Derivatisierung erfolgte dabei pyridinkatalysiert in wasserfreiem Milieu. Die
Derivatisierung mittels BSTFA erfolgte ausschlie3lich fir methanolische Extrakte von Papier-
und Kartonproben. Aufgrund der Tatsache, dass die Derivatisierungsreaktion mit BSTFA nur
in wasserfreien Milieu quantitativ stattfindet, konnten die Kaltwasserextrakte nach DIN EN
645 nicht anhand dieser Methode derivatisiert werden. Ein Einengen der Kaltwasserextrakte
zur Trockene wurde zu einem zu hohen Analytverlust fuhren.

Die Methodenentwicklung erfolgte wie bei den Pentafluorobenzoyl-Derivaten anhand eines
Standardmixes (BPA und BPA-d;¢ in MeOH) mit einer Konzentration von 50 ug/kg Papier.
Aufgrund der Tatsache, dass die Derivatisierung von BPA mit BSTFA auf einer etablierten
und in Bezug auf die einzelnen Parameter bereits optimierten ,In-House“-Methode basiert,
war eine schrittweise Methodenoptimierung wie im Falle der Pentafluorobenzoyl-Derivate
nicht mehr nétig. Es wurde jedoch der Einfluss von Pyridin auf die Derivatisierungsreaktion
ermittelt. Hierbei zeigte sich, dass die Zugabe von Pyridin zum Derivatisierungsansatz einen
positiven Einfluss auf die Derivatisierungsausbeute hat. Dies wurde anhand des S/N-
Verhaltnis darstellt, welches durch die Zugabe von Pyridin (S/N 127201) um den Faktor 1,85
hoher ist als ohne die Zugabe von Pyridin (S/N 68758). Zusatzlich erhdhte die Zugabe von
Pyridin die Reproduzierbarkeit. In Abbildung 40 ist der Einfluss von Pyridin auf die
Derivatisierung graphisch dargestellt.
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Abbildung 40: Einfluss von Pyridin auf die Derivatisierung mit BSTFA

Alle quantitativen Messungen der BSTFA-Derivate erfolgten mittels GC-MS im SIM-Mode
und GC-MS/MS im MRM-Mode, wobei mittels GC-MS/MS eine deutlich gesteigerte
Sensitivitdt und Selektivitat erzielt wird. Diese Technik eignet sich vor allem fur die
Quantifizierung von Substanzen in der Spuren- und Ultraspurenanalyse, da aufgrund der
lonenselektion des Precurser- und Produktions es im MRM-Mode zu einer Reduktion der
spektralen Interferenzen kommt, wodurch Matrixeffekte deutlich reduziert werden. Ein GC-
MS und ein GC-MS/MS Chromatogramm eines Standardmixes (BPA und BPA-ds. 50 pg/kg),
sowie die entsprechenden Massenspektren sind in Abbildung 41 bis Abbildung 44
dargestellt.
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Abbildung 41: EI-GC-MS Chromatogramm von BPA- und BPA-d¢
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Abbildung 42: EI-GC-MS/MS Chromatogramm von BPA- und BPA-ds
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Abbildung 43: El-Spektrum BPA (m/z 50-450)
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Abbildung 44: El-Spektrum BPA-d¢ (m/z 50-450)
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Vergleicht man die Chromatogramme eines BSTFA-Derivats und eines PFBOCI-Derivats, so
ist zu erkennen, dass die BSTFA-Derivate deutlich friiher eluieren, als die PFBOCI-Derivate.
Die Elution der BSTFA-Derivate erfolgt in Abhangigkeit der Methode zwischen 16 und
17 min, wogegen die PFBOCI Derivate erst bei 24 min eluieren. Dies liegt am geringeren
Molekulargewicht und der damit verbundenen hdheren Flichtigkeit und dem geringeren
Siedepunkt der BSTFA-Derivate. Dieser Unterschied stammt vom wesentlich geringeren
Molekulargewicht und der héheren Flichtigkeit der Trimethylsilylgruppe im Vergleich zur
Pentafluorobenzoylgruppe, da bei beiden Derivatisierungstechniken beide endstandigen OH-

Gruppen von BPA selektiv derivatisiert werden.

7.1.2 Methodenvalidierung

Die analytischen Methoden wurden in Bezug auf ihre Anwendbarkeit fur die Analyse von
BPA in Verpackungspapieren evaluiert. Wiederfindung, Linearitat, Prazision und Sensitivitat
wurden aus den ermittelten Daten berechnet und miteinander verglichen. Alle statistischen
Analysen wurden mittels der Statistiksoftware ValiData Version 3.02.48 durchgeflihrt. Die
Methodenevaluierung wurde fir alle Methoden in Bezug auf den untersten Kalibrations-
bereich durchgefiihrt. Die Validierungsergebnisse sind in Tabelle 22 und Tabelle 23
dargestellt.

Tabelle 22: Validierungsparameter der unterschiedlichen Methoden

Methode Wiederfindung Linearitat Wiederholbarkeit Reproduzierbarkeit
(RSD %) (RSD %)
Konzentration Rz
(ug’kg)

EI-GC-MS 74 25-2500 1,000 0,20 0,78
(PFBOCI deriv,)

NCI-GC-MS 78 0,05-1 0,9982 0,27 2,15
(PFBOCI deriv,)

GC-Ms 96 5-50 0,9938 1,45 4,84
(BSTFA deriv,)

GC-MS/MS 93 0,5-5 0,9988 2,18 2,49

(BSTFA deriv,)
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7.1.2.1 Wiederfindung

Alle Wiederfindungsexperimente wurden anhand von gespikten Proben bei einer
Konzentration von 50 pg/kg, in Form einer 3-fach Bestimmung durchgefuhrt. Die
Wiederfindungsraten bei einer Konzentration von 50 ug/kg betrugen 74 % fur die EI-GC-MS
Messung der Pentafluorobenzoyl-Derivate, 88 % fur die NCI-GC-MS Messung der
Pentafluorobenzoyl-Derivate, 96 % fur die GC-MS Messung der BSTFA-Derivate und 93%
fur die GC-MS/MS Messung der BSTFA-Derivate. Die Standardabweichung lag fur alle
Methoden unter 4 %. Die Wiederfindungsraten sind somit fir alle Proben zufriedenstellend.

Bei genauer Betrachtung der Ergebnisse zeigt sich, dass anhand einer Silylierung eine
bessere Wiederfindung erzielt wird als bei Derivatisierung mit Pentafluorobenzoylchlorid.
Dies liegt daran, dass die Derivatisierung mit Pentafluorobenzoylchlorid aufgrund der
extraktiven Derivatisierung und eines dadurch zusatzlich nétigen Konzentrierungsschrittes
wesentlich komplexer und aufwendiger ist als die Derivatisierung mit BSTFA, wodurch die

Analytverluste erklart werden kdnnen.

7.1.2.2 Linearitat

Die Linearitat wurde anhand einer Dreifachbestimmung aller Kalibrationsbereiche
durchgeflihrt. Alle Kalibrationslésungen enthielten den internen Standard BPA-dss in einer
Konzentration von 50 ug/kg Papier. Eine Methode wurde als linear angesehen, sofern der
Regressionskoeffizient groRer 0,99 war und die Standardabweichungen der einzelnen
Kalibrationspunkte unter 15 % lagen. Die einzelnen Kalibrationsbereiche, sowie die
Linearitatskoeffizienten der einzelnen Kalibrationen sind in Tabelle 22 angefiihrt. Fir alle
Methoden konnte eine gute Linearitdt mit Korrelationskoeffizienten von 0,9938 bis 1,000
erzielt werden, wobei die GC-MS Messung der BSTFA-Derivate den niedrigsten
Linearitatskoeffizienten von 0,9938 und die EI-GC-MS Messung der Pentaflourobenzoyl-

Derivate den hochsten von 1,000 aufwiesen.

7.1.2.3 Prézision

Fir die Evaluierung der Prazision wurden die Wiederholbarkeit und die Reproduzierbarkeit
anhand von inter- und intra-Tages Experimenten durchgefihrt. Die Prazision wurde daflr in
Form der relativen Standardabweichung in Prozent dargestellt (RSD %). Fir die
Wiederholbarkeit wurde eine gespikte Probe mit einer Konzentration von 50 pg/kg Papier

einer Dreifachbestimmung unterzogen. Fir die Reproduzierbarkeit wurde eine Probe an drei
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unterschiedlichen Tagen einer Dreifachbestimmung unterzogen. Sowohl Wiederholbarkeit,
als auch Reproduzierbarkeit zeigten fur alle Methoden zufriedenstellende Ergebnisse. Die
relative Standardabweichung der Wiederholbarkeit lag dabei unter 2,18 %, jene der
Reproduzierbarkeit unter 4,84 % (siehe Tabelle 22). Die Wiederholbarkeit der
Pentafluorobenzoyl-Derivate lag dabei mit relativen Standardabweichungen <0,3 % um eine
GrolRenordnung unter jener der BSTFA-Derivate. Dasselbe Bild bot sich bei der
Reproduzierbarkeit der Pentafluorobenzoyl-Derivate analysiert mit EI-GC-MS. Die
Reproduzierbarkeit der mit NCI-GC-MS analysierten Pentafluorobenzoyl-Derivate lag

hingegen im Bereich der Reproduzierbarkeit der BSTFA-Derivate.

7.1.2.4 Sensitivitat

Das Detektions- und Quantifizierungslimit (Limit of Detection — LOD und Limit of
Quantification — LOQ) wurden anhand der Analyse von gespikten Proben im untersten
Kalibrationsbereich der einzelnen Methoden ermittelt. Die Berechnung des LOD und LOQ
erfolgte dabei mittels ValiData anhand der Kalibriermethode.

Die ermittelten Werte reichen dabei von 0,02 — 6 pg/kg Papier flr das Detektionslimit und
0,08 — 22 ug/kg Papier fur das Quantifizierungslimit (siehe Tabelle 23).

Tabelle 23: LOD und LOQ der unterschiedlichen Methoden in Papier und Lebensmittel

Method LOD Papier LOQ Papier LOD Lebensmittel LOQ Lebensmittel
(L9/kg) (L9/kg) (Lg/kg) (Lg/kg)

EI-GC-MS 6 22 0.2 06

(PFBOCI deriv,)

NCI-GC-MS 0,02 0,08 0,0006 0,002

(PFBOCI deriv,)

GC-Ms 2 8 0,05 0,2

(BSTFA deriv,)

GC-MS/MS 0.2 0,7 0,005 0,02

(BSTFA deriv,)

Die niedrigsten Werte fur LOD und LOQ mit 0,02 pg/kg und 0,08 pg/kg wurde fur die
Pentafluorobenzoyl-Derivate bei Analyse mittels NCI-GC-MS erzielt. Die Analyse mittels El-
GC-MS hingegen war mit Konzentrationen von 6 pg/kg und 22 pg/kg fur LOD und LOQ um
den Faktor 300 unempfindlicher. Dies zeigt die hohe Sensitivitdt und Selektivitat der negativ
chemischen lonisation gegenuber Verbindungen mit hoher Elektronenaffinitat. Hinsichtlich
der BSTFA-Derivate zeigte sich die Selektivitdt und Sensitivitdt der GC-MS/MS Analyse
gegenlber der GC-MS Analyse anhand einer um den Faktor 10 héheren Empfindlichkeit.
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LOD und LOQ der BSTFA-Derivate liegen mit 2 ug/kg und 8 pg/kg (GC-MS) und 0,2 pg/kg
und 0,7 pg/kg (GC-MS/MS) somit zwischen den Werten der Pentafluorobenzoyl-Derivate.

Vergleicht man den LOD und LOQ von BPA, die mit den unterschiedlichen Methoden
ermittelt wurden, mit Werten aus der Literatur, so konnte nur ein Vergleich der GC-MS
Messung der silylierten Derivate angestellt werden, da fur alle anderen Methoden keine
entsprechenden Daten bezlglich der Analyse von BPA in Papier gefunden wurden. Die in
dieser Arbeit bestimmten Werte fir LOD und LOQ sind dabei niedriger als, die in der
Literatur angefihrten. In der Studie von Suciu et al. wurde ein LOD von 0,015 mg/l und LOQ
von 0,064 mg/l ermittelt (Suciu et al. 2013). Da die in der Literatur berichteten Werte allesamt
in mg/l angegeben wurden, wurden die hier ermittelten Werte zu Vergleichszwecken in mg/I
umgerechnet. Der LOD von 2 pg/kg und LOQ von 8 pg/kg, entspricht umgerechnet in mg/l
0,008 mg/l bzw. 0,032 mg/l. Dies entspricht im Vergleich zu den Literaturwerten einer um
den Faktor 8 bzw. um den Faktor 2 gesteigerten Sensitivitdt. Allerdings ist darauf
hinzuweisen, dass die in der Literatur angefihrten Werte ohne Derivatisierung von BPA
ermittelt wurden, wodurch diese Werte zu hinterfragen sind, da das gaschromatographische
Ansprechverhalten von BPA ohne Derivatisierung in der Regel dulerst schlecht ist. Durch
Derivatisierung wird ein deutlicher Anstieg der Sensitivitat erzielt, indem man BPA in eine

leichter flichtige Verbindung verwandelt.

Anhand der ermittelten Werte fur LOD und LOQ pro kg Papier, wurden in weiterer Folge
LOD und LOQ pro kg Lebensmittel berechnet. Diese Berechnung basiert auf der Annahme
des ,worst case” von 100% Migration fir ein Papier mit einem fiktiven Flachengewicht von
400 g/m? Da mit zunehmendem Flachengewicht die Migration zunimmt, wurde ein
Flachengewicht von 400 g/m?* gewahlt, um die Migration aus einem schweren
Verpackungskarton bzw. Transportkarton zu simulieren. Die so berechneten Werte sollen
und kénnen Migrationsexperimente jedoch nicht ersetzen und geben keine aussagekraftige
Auskunft Uber die tatsachlichen Detektions- und Quantifizierungslimits von BPA in
Lebensmitteln und Lebensmittelsimulanzien, da diese stark von der Matrix des jeweiligen
Lebensmittels abhangig sind. Die so berechneten Werte sollen lediglich zur Veran-
schaulichung dienen, um zu demonstrieren, dass die evaluierten Methoden sensitiv genug
zur Uberprifung des spezifischen Migrationslimits von BPA sind, sofern die Migration
rechnerisch ausgehend von der analysierten Konzentration pro kg Papier ermittelt wird.

Die so berechneten Werte fir LOD und LOQ pro kg Lebensmittel(simulanz) umfassen einen
Bereich von 0,0006 — 0,2 pg/kg (LOD) und 0,002 — 0,6 pg/kg (LOQ) (siehe Tabelle 23), mit
einem Ansprechverhalten analog zu den in Papier analysierten Werten. Somit konnte gezeigt

werden, dass alle Methoden fir die Uberprifung des spezifischen Migrationslimits von
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0,6 mg/kg Lebensmittel geeignet sind, da das Quantifizierungslimit selbst bei 100% Migration

fur alle Methoden mindestens um den Faktor 1000 unter diesem Wert liegt.

Vergleicht man die einzelnen Methoden miteinander, so ist eine Empfindlichkeitssteigerung
jeweils um den Faktor 10 in folgender Reihenfolge zu erkennen: GC-MS der BSTFA-Derivate
> GC-MS/MS der BSTFA-Derivate > NCI-GC-MS der Pentafluorobenzoyl-Derivate. Die
Empfindlichkeit bei EI-GC-MS der Pentafluorobenzoyl-Derivate ist hingegen nochmal um den
Faktor 3 schlechter als jene bei GC-MS der BSTFA-Derivate und somit die Methode mit der
geringsten Empfindlichkeit.

7.1.3 Konzentration von Bisphenol A in Verpackungspapieren

Auf Basis der entwickelten und validierten Methoden wurden die unterschiedlichen Papier
und Kartonproben, 4 Primar-, 3 Sekundar-, 11 Tertidrverpackungen analysiert. Alle
Primarverpackungen waren Lebensmittelverpackungen fir trockene Lebensmittel, wovon 3
aus Frischfaserkarton und 1 aus Recyclingmaterial waren. Alle Sekundar- und Tertiar-
verpackungen bestanden hingegen aus Recyclingkarton, wobei keine Information beziglich
des Recyclinggehaltes bekannt war.

Alle analysierten Proben waren mit BPA kontaminiert, jedoch waren nicht alle Methoden
sensitiv genug um BPA in allen Proben nachzuweisen. So konnte mittels EI-GC-MS nach
Derivatisierung mit Pentafluorobenzoylchlorid BPA in Primarverpackungen nicht nach-
gewiesen werden.

Anhand der internen Standardisierung mit BPA-ds erfolgte eine inharente Korrektur von
Matrixeffekten und Analytverlusten von der Probenvorbereitung bis zur Messung. Dadurch
wurden Extraktions-, Derivatisierungs- und Anreicherungsverluste kompensiert. Die
Verwendung eines deuterierten internen Standards bietet dabei zusatzlich die Vorteile der
Standardisotopenverdinnungsanalyse (SIDA), indem Analyt und interner Standard die
gleichen chemischen Eigenschaften aufweisen, wodurch die selben Signalverhaltnisse fur
beide Verbindungen erhalten werden. Durch die Deuterierung von 16 Wasserstoffatomen
eluieren die beiden Verbindungen auflerdem getrennt voneinander, was zusatzlich zu einer

Vereinfachung der Auswertung fuhrt.

Die Konzentrationen von BPA bei Analyse mit den unterschiedlichen Methoden sind in
Tabelle 24 dargestellt. Die Konzentrationen der Primarproben liegen in einem Bereich von 11
bis 422 ug/kg Papier, wobei die héchste Konzentration mit 422 ug/kg in der Primarprobe aus

Recyclingkarton gefunden wurde. Die BPA Konzentrationen in den Primarproben aus
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Frischfasermaterial sind hingegen um eine 10er Potenz niedriger. Die Konzentrationen in
den Frischfaserproben lagen mit Werten zwischen 11 und 21 ug/kg Papier auch unter dem
LOQ von 22 ug/kg der EI-GC-MS Methode fur die Analyse von Pentafluorobenzoyl-
Derivaten, wodurch die BPA Konzentration in diesen Proben mit EI-GC-MS nicht bestimmt
werden konnte. Alle anderen Methoden waren ausreichend empfindlich um BPA auch in den
Primarproben aus Frischfasermaterial nachzuweisen. Die Tatsache, dass in Verpackungen
aus Recyclingkarton héhere Konzentrationen an BPA nachgewiesen wurden als in
Verpackungen aus Frischfasermaterial, bestatigt auch die Tatsache, dass Recyclingproben
starker mit BPA belastet sind (Ozaki et al. 2004; Suciu et al. 2013).

Tabelle 24: Konzentrationen an BPA in Papier- und Kartonproben

Probe Konzentration
(mg/kg)
EI-GC-MS NCI-GC-MS GC-MS GC-MS/MS MW aller Methoden
(PFBOCI deriv,)  (PFBOCI deriv,) (BSTFA deriv,) (BSTFA deriv,) + (RSD%)

1 <LOQ 9604 11+0,8 12+ 9 11+1,2(11,09)
2 425+ 15 418 £ 11 n,a, n,a, 422 +5 (1,17)
3 <LOQ 14+ 0,1 1004 12+0,9 12 +2(16,67)
4 <LOQ 21+0,7 19+26 23+1,1 21+2(9,52)
5 665 * 41 691+ 14 664 + 23 722 + 39 686 * 29 (4,30)
6 6693 + 83 6262 + 357 n,a 6086 + 113 6347 £ 312 (4,92)
7 116 + 1 1137 n,a, 103+9 111+ 7 (6,35)
8 9646 + 142 12498 + 199 n,a n,a 11072 £ 2017 (18,2)
9 10033 + 203 11870 + 403 10125 + 111 10575 + 204 10651 + 847 (7,95)
10 9968 + 194 11079 + 99 10287 + 100 10831 + 103 10541 + 506 (4,80)
11 4745 + 179 5020+ 153 n,a, n,a 4883 + 194 (3,97)
12 4339 + 218 4443+ 407 4321 + 22 4617 £ 71 4430 + 136 (3,07)
13 9890 + 34 10524 + 297 8815 + 161 9132 + 230 9590 + 769 (8,02)
14 11796 + 404 13667+ 402 13087 + 99 13291 + 301 12961 + 813 (6,27)
15 7707+ 396 7922 + 82 8204 + 131 8384 + 98 8054 £ 300 (3,72)
16 4701+ 12 5368 + 330 n,a, n,a 5034 + 472 (9,38)
17 10213 + 199 10754 + 201 n,a, n,a 10484 + 383 (3,65)
18 5589 + 122 6078 + 197 n,a, n,a 5833 £ 346 (5,93)

Die nachgewiesenen Konzentrationen in den Sekundarproben liegen in einem Bereich
zwischen 12 und 6347 pg/kg Papier. Die niedrigsten Konzentrationen von 12 pug/kg
entsprechen dabei den Werten, die in Primarproben aus Recyclingkarton nachgewiesen
wurden, wogegen die héchste Konzentration von 6347 ug/kg den BPA Konzentrationen der
Tertidrproben entspricht. Die hdchsten Konzentrationen an BPA (4430-12961 pg/kg) wurden
in Tertiarproben nachgewiesen. Dies koénnte ein Anzeichen fur einen héheren Recycling-
gehalt dieser Proben sein, was auch mit der Theorie einhergeht, dass der Recyclinganteil

umso hoéher ist, je weiter die Verpackung vom Packgut entfernt ist.
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Bezuglich der Art der Bedruckung konnten keine Unterschiede zwischen Flexo und Offset
bedruckten Proben festgestellt werden. Diesbezlglich konnten jedoch nur die Tertiar-
verpackungen verglichen werden, da fur Primar- und Sekundarverpackungen Kkeine
Information Uber die Art der Bedruckung verfligbar war. Betrachtet man die Proben 9, 15, 16
und 18, welche mittels Offsetdruckverfahren bedruckt wurden, im Vergleich zu den Proben 8,
10, 11, 12, 13 und 17, welche mittels Flexodruckverfahren bedruckt wurden, konnten keine
signifikanten Unterschiede festgestellt werden. Eine héhere Konzentration an BPA in Offset
bedruckten Proben, (auf Epoxybasis basierende Druckfarben enthalten haufig BPA als
Weichmacher) konnte nicht bestatigt werden. Dies zeigt, dass die Art der Verpackung, ob
Recycling oder Frischfaser, bzw. der Recyclinganteil einen deutlich héheren Einfluss auf den
BPA-Gehalt haben, als die Art der Bedruckung. Da die untersuchten Proben relativ hohe
Konzentrationen an BPA enthalten, die vermutlich durch einen relativ hohen Recyclinggehalt
verursacht sind, ist der Anteil der Druckfarbe an der Gesamtkonzentration an BPA zu gering
um einen Einfluss feststellen zu koénnen. Um den Einfluss der unterschiedlichen
Druckverfahren und Druckfarben eindeutig feststellen zu kénnen, misste man die selbe
Probe (am besten Frischfaser) mit den unterschiedlichen Farben und Druckverfahren
bedrucken und anschlieBend die Konzentration an BPA bestimmen.

Im Allgemeinen stimmen die analysierten Konzentrationen an BPA in den untersuchten
Proben mit Konzentrationen aus der Literatur, welche Konzentrationen von bis zu
10 000 mg/kg BPA berichten, Uberein (Vinggard et al. 2000; Gehring et al. 2004; Ozaki et al.
2004; Mendum et al. 2011; Liao & Kannan et al. 2012; Pérez-Palacios et al. 2012; Suciu et
al. 2013). Die héchsten Konzentrationen an BPA beziglich der Werte aus der Literatur liegen
dabei in Thermodruckpapieren vor, die BPA als Farbentwickler in der thermosensitiven
Schicht enthalten. Die Werte fur Tertidrproben (4430-13 000 ug/kg) liegen im selben Bereich
wie die Konzentrationen die von Vinggard et al. in Recyclingkarton und Wellpappe (3900-
10 000 pg/kg) detektiert wurden (Vinggard et al. 2000).

Ein Vergleich der Ergebnisse der einzelnen Methoden zeigt, dass mit allen Methoden
ubereinstimmende Werte erzielt wurden, mit relativen Standardabweichungen < 12 %. Einzig
bei Probe 3 und 8 liegt die Standardabweichung der unterschiedlichen Methoden bei 16 %
bzw. 18 %. Eine Standardabweichung von 16 % bei Probe 3 kann durch den niedrigen
Gehalt an BPA in dieser Probe begriindet werden, deren Konzentration an BPA fir die
Pentafluorobenzoyl-Derivate bei Analyse mittels EI-GC-MS unter dem LOQ dieser Methode
lag. Von Probe 8 wurden hingegen nur Pentafluorobenzoyl-Derivate analysiert, wodurch dies
kein aussagekraftiges Ergebnis ist. Da jedoch die Ergebnisse der Proben die mit allen
Methoden analysiert wurden Ubereinstimmen, ist davon auszugehen, dass dies auch fir

Proben gilt, die nicht mit allen Methoden analysiert wurden.
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Es zeigte sich auch, dass fur die Pentafluorobenzoyl-Derivate bei Analyse mittels EI-GC-MS
generell die niedrigsten Konzentrationen der einzelnen Proben ermittelt wurden. Der Grund
dafur durfte einerseits darin liegen, dass diese Methode die geringste Empfindlichkeit fur
BPA aufweist, andererseits, dass eine Derivatisierung mit Pentafluorobenzoylchlorid

spezifisch auf negativ chemische lonisation ausgerichtet ist.

Wie sich zeigte sind alle Methoden fiur die Analyse von BPA in Papierproben geeignet,
wenngleich sich bei der EI-GC-MS Analyse von Pentafluorobenzoyl-Derivaten
Einschrankungen ergeben. Die Konzentration an BPA in Primarprobenaus aus Frisch-
fasermaterial liegt dabei unter dem LOQ dieser Methode. Fur gaschromatographische
Analysen bei Anregung mittels ElektronenstoRionisation ist, aufgrund des geringeren
Aufwandes und der damit verbundenen geringeren Fehleranfalligkeit eine Derivatisierung mit
BSTFA zu bevorzugen. Eine Derivatisierung mit Pentafluorobenzoylchlorid und Analyse
mittels NCI-GC-MS eignet sich hingegen aufgrund der extrem hohen Empfindlichkeit
gegenuber den hoch elektrophilen Derivaten vor allem fir Proben mit sehr niedrigem BPA

Gehalt, sowie fir die Derivatisierung von BPA aus wassrigen Extrakten.
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Abbildung 45: GC-MS Chromatogramm Tertidrprobe
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Abbildung 46: GC-MS/MS Chromatogramm Tertidrprobe

7.1.4 Konzentration von Bisphenol A in Hygienepapieren

Die Bestimmung der Konzentration an BPA in Hygienepapieren bezog sich auf 6
unterschiedliche Papierhandtliicher und eine Kichenrolle. Es handelt sich somit um
Hygienepapiere flr den Kurzzeithautkontakt, welche durch ein geringes Flachengewicht von
25 bis 50 g/m? charakterisiert sind. Die Analyse von BPA in Hygienepapieren bezog sich
dabei ausschliel3lich auf eine Analyse mittels NCI-GC-MS nach Derivatisierung der
Kaltwasserextrakte mit Pentafluorobenzoylchlorid (siehe 6.1.4 und 6.1.5). Der Vorteil der
Derivatisierung mit PFBOCI bestand einerseits in der direkten Derivatisierung der
Kaltwasserextrakte, andererseits in der selektiven und sensitiven Analyse mittels NCI-GC-
MS. Zudem wurden geringe Konzentrationen an BPA in den Hygienepapieren erwartet,
wodurch man sich durch eine Analyse mittels NCI-GC-MS, aufgrund ihrer Empfindlichkeit,
weitere Vorteile erwartete. Die ermittelten Konzentrationen an BPA sind in Tabelle 25

dargestellt.

Tabelle 25: Konzentrationen an BPA in Hygienepapieren

Probe Konzentration (mg/kg) +(RSD%)
H1 1,36 + 0,06 (4,75)
H2 5,05 + 0,23 (4,51)
H3 4,98 + 0,13 (2,61)
H4 0,37 + 0,03 (8,10)
H5 7,76 + 0,005 (0,06)
H6 0,46 + 0,002 (3,61)
H7 2,06 + 0,06 (2,73)
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Die Analyse der Hygienepapiere ergab entgegen den Erwartungen relativ hohe
Konzentrationen an BPA pro kg Papier, vergleichbar mit den BPA Gehalten in Tertidrproben.
Aufgrund des geringen Flachengewichtes der Hygienepapiere im Vergleich zu Ver-
packungspapieren und Karton, ist der Gehalt an BPA in den Proben jedoch auf eine
wesentlich grofRere Papierflache verteilt, wodurch der Konsument diesbezlglich dennoch
geringeren Konzentrationen an BPA ausgesetzt ist als bei Verpackungspapieren. Bei
Hygienepapieren wie Papierhandtiichern und Kichenrollen erfolgt auf3erdem keine Migration
im klassischen Sinne, sondern eine Ubertragung von BPA (iber dermalen Kontakt. Vor allem
bei einem Kurzzeitkontakt, wie es das Abtrocknen der Hande darstellt, ist eine geringe
Ubertragung von BPA zu erwarten, auch wenn der Kontakt mit Wasser und Seife ein
wassrig-basisches Milieu darstellt, welches die Migration und Auswaschung von BPA aus
dem Papier begunstigt.

Die Konzentrationen an BPA in den analysierten Hygienepapieren liegen dabei zwischen
0,37 und 7,76 mg/kg Papier. Rollenpapiere, wie Papierhandtlicher zum Abreillen weisen
dabei wesentlich geringere Konzentrationen auf als einzeln zu entnehmende
Papierhandtucher, wie anhand von Probe H4 und H6 im Vergleich zu den restlichen Proben
ersichtlich ist. Dies lasst auch die Vermutung zu, dass der Recyclinganteil in den
analysierten Rollenpapieren wesentlich geringer ist als in den Einzelpapieren, auch wenn
eine Bestatigung dessen aufgrund des nicht bekannten Recyclinganteils der Proben nicht

moglich ist.

7.1.5 Berechnung der Migration in Lebensmittel(simulanzien)

Ausgehend von den ermittelten Konzentrationen an BPA in den Proben erfolgte eine
Berechnung der maximalen Migration in Lebensmittel bzw. Lebensmittelsimulanzien. Die
Berechnung der Migration bezog sich dabei auf die Annahme von 100% Migration, was das
.worst case“ Szenario darstellen soll. In Abhangigkeit der Konzentration an BPA und des
jeweiligen Flachengewichtes der Proben, sowie unter der gesetzlichen Regelung, dass 1 kg
Lebensmittel in direktem Kontakt mit 6 dm? Verpackung steht, wurde die maximal mdgliche
Migration berechnet. Es ist jedoch zu berlcksichtigen, dass es sich hierbei um eine
uberbestimmende Abschatzung der Migration handelt, da die tatsachlich auftretende
Migration weit unter 100% liegt (Aurela et al. 1999; Summerfield & Cooper 2001; Aurela et al.
2001; Vasileios et al. 2002; Anderson & Castle 2003; Jickells et al. 2005; Jung et al. 2010;
Fiselier et al. 2010; Suciu et al. 2013): Die Konzentration pro kg Packgut ist dabei vom
jeweiligen Flachengewicht der Verpackung abhangig ist. Es ist somit nicht zwingend, dass

die héchste Konzentration an BPA pro kg Papier die hochste Konzentration an BPA pro kg
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Packgut ergibt. Eine Angabe der Konzentration an BPA pro kg Papier hat somit keine direkte
Aussagekraft Uber die Migrationskonzentration an BPA im Packgut. Zur Bestimmung der
effektiv auftretenden Migration ist somit die Durchfihrung von Migrationstests unter genau
definierten Testbedingungen unerlasslich, da die tatsachlich auftretende Migration stark von
der Art des Lebensmittels, der Lagerdauer und -temperatur und der Struktur des Papiers
abhangt (Triantafyllou et al. 2007; Zilch & Piringer 2010). Die Durchfihrung von
Migrationstests erfolgt dabei anhand von Lebensmittelsimulanzien. Wie Studien zeigen hat
sich fur die Migration unterschiedlicher, flichtiger Substanzen aus Papier und Karton in
trockene Lebensmittel Tenax® als das am besten geeignetste Lebensmittelsimulanz
erwiesen (Aurela et al. 2001; Summerfield & Cooper 2001; Triantafyllou et al. 2002; Zilch &
Piringer 2010).

Die berechneten Konzentrationen pro kg Lebensmittel(simulanz) bei 100% Migration sind in
Tabelle 26 dargestellt. Die so ermittelten Konzentrationen bei 100% Migration liegen dabei
zwischen 0,15 und 333 ug/kg Lebensmittel(simulanz). In Ubereinstimmung mit den
Ergebnissen der Analyse der Papierproben weisen die Primarproben aus Frischfasermaterial
die niedrigsten, und Tertiarproben aus Recyclingmaterial die hochsten Migrations-

konzentrationen auf.

Tabelle 26: Konzentration an BPA pro kg Lebensmittel bei 100% Migration

Probe Konzentration (ug kg")

EI-GC-MS NCI-GC-MS GC-MS GC-MS/MS MW aller Methoden

(PFBOCI) (PFBOCI) (BSTFA) (BSTFA) + (RSD%)
1 <LOQ 0,13 £ 0,01 0,16 £ 0,01 0,17 £ 0,01 0,15+ 0,02 (11,09)
2 7,7+0,3 75%0,1 n,a, n,a, 76+0,1(1,17)
3 <LOQ 0,23 + 0,01 0,17 £ 0,01 0,20 + 0,01 0,20 + 0,03 (16,67)
4 <LOQ 0,62 + 0,02 0,55 + 0,05 0,68 + 0,04 0,62 + 0,07 (9,52)
5 18+3 19+3 18+0,4 20+ 1 19+1(4,30)
6 153+ 2 143+ 8 n,a 1392 145+ 7 (4,92)
7 29+0,3 2,8+0,1 n,a, 25+0,2 2,7+0,2(6,35)
8 290+ 4 3757 n,a n,a 333 £ 61 (18,21)
9 3087 364 +12 3114 3257 327 + 26 (7,95)
10 223+ 4 248 + 2 2302 243+ 3 236 + 11 (4,80)
11 150 £ 6 158+ 5 n,a, n,a 154 £ 6 (3,97)
12 12817 131112 127 £ 0,6 136 + 2 131+ 4 (3,07)
13 240 £ 1 255+6 214 £ 4 2215 232 + 19 (8,02)
14 242 + 8 281+8 269 £ 2 273+6 266 + 17 (6,27)
15 185+ 1 1912 197 £ 2 202 +2 194 +7 (3,72)
16 117 £ 0,2 134+ 8 n,a, n,a 126 + 12 (9,38)
17 2615 2755 n,a, n,a 268 £ 10 (3,65)
18 135£3 147 £5 n,a, n,a 141 £ 8 (5,93)
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Die berechneten Konzentrationen fiir die maximal moégliche Migration liegen dabei das 2-
fache bis 4000-fache unter dem Wert des spezifischen Migrationslimit (SML) von 600 ug/kg
Lebensmittel. Basierend auf dem SML und den ermittelten Daten, die sich auf eine Migration
von 100% beziehen, kdnnen die untersuchten Verpackungsproben als sicher fur den
Gebrauch als Lebensmittelverpackungen eingestuft werden. Hinzu kommt, dass eine
Migration von 100% &ulerst unwahrscheinlich ist. Aus der Studie von Suciu et al. geht
hervor, dass die tatsachliche Migration von BPA in Salz, Zucker und Tenax® unter den
gegebenen Bedingungen jeweils unter einem Prozent lag (Suciu et al. 2013). Allerdings ist
zu berlcksichtigen, dass die auftretende Migration von aufieren Einflissen wie der Struktur
und Art des Verpackungsmaterials, der Lagertemperatur und der Lagerdauer abhangig ist
(Triantafyllou et al. 2007; Zilch & Piringer 2010). Zusatzlich ist zu beachten, dass Sekundar-
und Tertiarverpackungen nicht in direktem Kontakt mit dem Packgut stehen, wodurch hdhere
Konzentrationen an BPA in Sekundar- und Tertidrverpackungen kein Risiko in Bezug auf
direkte Migration darstellen. Ein Ubertrag von BPA aus diesen Verpackungen auf
Primarverpackungen und in weiterer Folge auf das Packgut sollte fir die Dauer einer
durchschnittlichen Lagerung nicht ausreichend sein um ein potentielles Risiko darzustellen.
Vor allem bei Tertidrverpackungen, die Uberwiegend fir Transportzwecke zum Einsatz
kommen, kommt es dariberhinaus meist zu einer reduzierten Kontaktzeit mit der
Sekundarverpackung wodurch das Migrationsrisiko weiter reduziert wird.

Zusatzlich zur Berechnung der Migration fir die Primar-, Sekundar- und Tertidrproben
erfolgte auch eine Berechnung der Migration fir Hygienepapiere. Obwohl bei
Hygienepapieren kein direkter Bezug zu Lebensmitteln gegeben ist, wurde auch flr
Hygienepapiere die maximale Migration pro kg Lebensmittel berechnet. Aufgrund einer
fehlenden gesetzlichen Berechnung fiir die Ubertragung von BPA durch dermalen Kontakt,
wird die Berechnung der Migration durch Hautkontakt Gber die Berechnung der spezifischen
Migration in Lebensmitteln durchgefihrt. Es wurde somit auch fiur Hygienepapiere das
spezifische Migrationslimit von 0,6 mg/kg Lebensmittel herangezogen. Die Werte der

maximalen Migration der Hygienepapiere sind dabei Tabelle 27 zu entnehmen.

Tabelle 27: Migrationskonzentration der Hygienepapiere bei 100% Migration

Probe Konzentration (ug/kg) +(RSD%)
H1 2,32+ 0,11 (4,75)
H2 12,7+ 0,6 (4,51)
H3 11,7 £ 0,3 (2,61)
H4 0,85 + 0,068 (8,10)
H5 23+ 0,01 (0,06)
H6 1,18 £ 0,04 (3,61)
H7 4,50 + 0,12 (2,73)
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Anhand der Ergebnisse verdeutlicht sich der Einfluss des Flachengewichtes auf die
Migrationskonzentration. Aufgrund des geringen Flachengewichtes, weisen Hygienepapiere
bei annadhernd gleicher Konzentration an BPA pro kg Papier wie Tertidrproben eine
wesentlich geringere Migrationskonzentration auf. Die berechneten Konzentrationen liegen
dabei in einem Bereich von 0,85 bis 23 ug/kg Lebensmittel. So ergibt sich fir Probe H5 mit
einem Flachengewicht von 50 g/m? bei einer Konzentration von 7,76 mg/kg Papier eine
maximal mogliche Migration von 23 ug/kg Lebensmittel(simulanz). Vergleicht man dies mit
Probe 15, einer Tertiarprobe mit einem Flachengewicht von 410 g/m?, so zeigt sich, dass
diese bei einer vergleichbaren Konzentration in Papier von 8,05 mg/kg eine deutlich héhere

Migrationskonzentration von 194 ug/kg Lebensmittel aufweist.

7.1.6 Zusammenfassung

Die Ergebnisse zeigen die Anwendbarkeit aller Methoden in Bezug auf die unterschiedlichen
Derivatisierungstechniken zum Nachweis von BPA in Papier und Karton. Eine
Methodenevaluierung zeigte eine gute Linearitdt und Prazision aller Methoden. LOD und
LOQ der einzelnen Methoden unterschieden sich hingegen jeweils um eine Grofienordnung.
Am empfindlichsten ist die Analyse von Pentafluorobenzoyl-Derivaten mit NCI-GC-MS, bei
der die hohe Selektivitat und Sensitivitat der negativ chemischen lonisation gegeniber den
hoch elektrophilen polyhalogenierten Derivaten ausgenutzt wird, gefolgt von der Analyse von
BSTFA-Derivaten mit EI-GC-MS/MS und EI-GC-MS. Die geringste Empfindlichkeit wurde fir
die Analyse von Pentafluorobenzoyl-Derivaten mit EI-GC-MS erzielt. Dies ist auch die
einzige Methode mit der die Konzentration an BPA in Primarverpackungen aus Frischfaser
nicht nachgewiesen werden konnte, da die Konzentration an BPA in den Proben unter dem
LOQ dieser Methode lag. Diese Methode ist nur bedingt fur die Quantifizierung von BPA in
Papierprodukten geeignet, da die Konzentrationen an BPA in Frischfaserverpackungen
tendenziell niedriger ist. Vergleicht man die Methoden hinsichtlich des Arbeitsaufwandes
miteinander, so ist die Derivatisierung mit Pentafluorobenzoylchlorid durch einen wesentlich
grolReren Arbeits- und Zeitaufwand charakterisiert. Aufgrund des Extraktionsschrittes und der
damit verbundenen Konzentrierung der Extrakte, ergibt sich auch eine gréRere
Fehleranfalligkeit in Bezug auf Analytverluste.  Eine  Derivatisierung  mit
Pentafluorobenzoylchlorid bietet dartiber hinaus aber auch den Vorteil der Derivatisierung
wassriger Extrakte und stellt in Kombination mit NCI-GC-MS eine extrem selektive und
sensitive Analysenmethode dar.

Die Ergebnisse zeigen, dass Bisphenol A ein allgegenwartiger Kontaminant ist, der in allen

analysierten Proben nachzuweisen ist. Es konnte auch gezeigt werden, dass das
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verwendetet Ausgangsmaterial zur Papiererzeugung, ob Frischfaser oder Recyclingware,
einen grofden Einfluss auf die BPA Konzentration im Endprodukt hat. So wurden die
héchsten Konzentrationen an BPA in Tertidrverpackungen aus recycelter Wellpappe
nachgewiesen, die geringsten Konzentrationen hingegen in Primarproben aus Frischfaser.
Dies zeigt auch, dass je naher die Verpackung am Endprodukt ist, die Konzentration an BPA
abnimmt. So werden Primarverpackungen, die in direktem Kontakt mit dem Packgut stehen,
Uberwiegend aus Frischfaserkarton hergestellt. Generell gilt dabei, je hdher der Grad der
Verpackung ist (sekundar, tertiar,...) desto hoher ist der Recyclinganteil.

In Bezug auf die Berechnung der maximalen Migration an BPA zeigte sich, dass keine der
analysierten Proben das maximale Migrationslimit von 0,6 mg/kg Lebensmittel(simulanz)
Uberschritt. Davon ausgehend, sowie davon, dass die tatsachlich auftretende Migration weit
unter 100% liegt und Sekundar- und Tertidrproben nicht in direktem Kontakt mit
Lebensmitteln stehen, kdénnen die analysierten Proben als sicher flir den Kontakt mit

Lebensmitteln eingestuft werden.
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7.2 Bestimmung von Bisphenolen (BPA, BPAF, BPB, BPE,
BPF, BPA) mittels GC-MS/MS und LC-MS/MS

Nach erfolgter Bestimmung von Bisphenol A mit unterschiedlichen gaschromatographischen
Methoden, wurde der Fokus auf weitere Bisphenole gelegt, da es aufgrund gesetzlicher
Limitierungen von BPA in industriellen Anwendungen zunehmend zu einem Ersatz von BPA
durch andere Bisphenole kommt (Gallart-Ayala et al. 2011; Liao & Kannan 2012; Liao et al
2012b; Yang et al. 2014a). Die Analysen bezogen sich dabei neben BPA auf BPAF, BPB,
BPE, BPF und BPS. Die unterschiedlichen Bisphenole wurden nach erfolgter Extraktion aus
unterschiedlichen Papierproben mittels GC-MS/MS und LC-MS/MS im MRM-Mode
analysiert. Flr die Analyse mittels GC-MS/MS wurden die Extrakte mit BSFTA derivatisiert.
Die beiden Analysemethoden wurden anschlielend validiert und einem Vergleich
unterzogen, sowie, analog zur Analyse der Bisphenole, die maximale Migration in das
Packgut berechnet. Es konnte gezeigt werden, dass anhand beider Methoden
Ubereinstimmende Ergebnisse erzielt wurden. Die beiden Methoden unterscheiden sich
jedoch hinsichtlich der Herstellung der Extrakte.

Die untersuchten Proben zeigten deutliche Unterschiede bezuglich Vorkommen und
Konzentration der analysierten Bisphenole, in Abhangigkeit der Art der Probe (Frischfaser-

oder Recyclingprobe).

7.2.1 Methodenentwicklung

Die Methodenentwicklung bezog sich auf die Extraktion der Proben, da eine reine
Lésungsmittelextraktion wie sie flr die Analyse von BPA angewandt wurde, fir die
Bisphenol-Analoga in Bezug auf die gaschromatographische Analyse nicht die gewlinschten
Ergebnisse lieferte. So war neben einer Lésungsmittelextraktion die Durchfihrung einer
Folch-Extraktion erforderlich, um eine quantitative Derivatisierung der Extrakte zu gewahr-
leisten. Fur die flissigchromatographische Analyse war hingegen eine klassische

Ldsungsmittelextraktion ausreichend.

7.2.1.1 Derivatisierung mit BSTFA

Fur die Analyse mittels GC-MS/MS erfolgte eine Derivatisierung der Extrakte mit BSTFA um
ausreichend flichtige und stabile Extrakte fur eine gaschromatographische Analyse zu

erhalten. Die Derivatisierung erfolgte dabei analog zur Derivatisierung von BPA mit BSTFA
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zur Analyse von BPA mit unterschiedlichen gaschromatographischen Methoden (siehe
7.1.1.2), wobei sowohl eine Derivatisierung der Losungsmittelextrakte als auch der Folch-

Extrakte erfolgte.

7.2.1.2 Loésungsmittelextraktion vs. Folch-Extraktion

Fur die GC-MS/MS Analyse war wie bereits erwahnt eine Losungsmittelextraktion nicht
ausreichend, da anhand dieser nur nicht zufrieden stellende Wiederfindungsraten der
Bisphenol-Analoga von unter 40 % erzielt wurden. Bei Durchfihrung einer Folch-Extraktion
konnten diese hingegen deutlich gesteigert werden. So lagen die Wiederfindungsraten bei
Durchfuhrung einer Folch-Extraktion in Abhangigkeit der Konzentration zwischen 70 und
117%. Die Wiederfindungsraten der einzelnen Kalibrationspunkte liegen dabei in einem
Bereich von 70-116 % fur BPA, 72-116 % fur BPB, 70-115 % fur BPE, 80-117 % fur BPF, 70-
115 % fur BPAF und 78-107 % fur BPS. Im Gegenzug dazu waren die bei der Losungsmittel-
extraktion erzielten Wiederfindungsraten deutlich geringer. Die héchste Wiederfindung
konnte fur BPA mit 34-60 % erzielt werden, wogegen die Wiederfindung der anderen
Bisphenole deutlich unter 40 % lag. Dies deutet auf eine starke Matrixabhangigkeit der
Wiederfindung hin, da in der vorhergehenden Arbeit zur Analyse von BPA mit
unterschiedlichen gaschromatographischen Methoden Wiederfindungsraten fir BPA von 74-
93 % erzielt wurden (siehe 7.1.2.1). Allerdings erfolgte hierbei eine methanolische Extraktion
aus Kopierpapier anstelle von Zellulosepapier (Jurek & Leitner 2015).

Fur die niedrigen Wiederfindungen, welche bei der Lésungsmittelextraktion erreicht wurden
gibt es mehrere Mdglichkeiten. (1) Bei der Lésungsmittelextraktion liegen die Analyten in
alkalischem Medium vor, wodurch diese zu Phenolaten deprotonieren und es zu einer
Hinderung der Derivatisierung, aufgrund des Vorliegens der Analyten als Phenolate kommt.
Die alkalische Starke des Losungsmittelmediums scheint dabei stark matrixabhangig zu sein,
da die Derivatisierung in Kopierpapierextrakten wesentlich quantitativer verlief. (lI) Die
Lésungsmittelstarke von MeOH reicht in Abhangigkeit der Matrix (Kopierpapier vs.
Zellulosepapier) nicht aus, um die Bisphenole quantitativ aus dem Papier zu extrahieren. (llI)
In Abhangigkeit der Matrix werden Substanzen aus dem Papier extrahiert, die eine
quantitative Derivatisierung verhindern.

Da bei Analyse mittels LC-MS/MS eine Losungsmittelextraktion mit MeOH aus
Zellulosepapier jedoch eine zufriedenstellende Wiederfindung von 71-115% erzielt wurde,
lasst sich eine nicht ausreichende lonenstarke zur quantitativen Extraktion ausschlieen. Der
Grund durfte somit entweder das Vorhandensein von Substanzen die eine quantitative

Derivatisierung verhindern, oder das Vorliegen der Bisphenole als Phenolate sein. Wirden
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die Bisphenole als Phenolate vorliegen, musste dies jedoch auch einen Einfluss auf die
Wiederfindung bei der LC-MS/MS Analyse haben. Durch die Verdinnung der Extrakte vor
der Analyse (1:1 mit H,O), um die Extrakte an die Laufmittelkonzentration anzupassen,
konnte dieser Verdunnungsschritt ausreichend sein, um das Phenolat-Phenol Gleichgewicht
in Richtung Phenole zu verschieben. Fir die GC-MS/MS Analyse ist dieser Schritt jedoch
nicht moglich, da eine Derivatisierung mit BSTFA in wasserfreiem Medium zu erfolgen hat.

Bei der Folch-Extraktion wird die Protonierung durch ein Aufschlammen der Papierproben in
saurem Medium verhindert. Durch den darauffolgenden Extraktionsschritt der Analyten in
Dichlormethan erfolgt eine zusatzliche Aufreinigung der Extrakte. Dadurch kommt es zu
einer Abtrennung der Analyten in der Dichlormethanphase von Matrixsubstanzen, die die
Derivatisierung hindern, indem diese in der wassrig-methanolischen Phase zurlickbleiben.
Eine Matrixabhangigkeit der quantitativen Ausbeute bestatigte sich auch bei der Analyse der
Papierproben, da flr Proben mit komplexer Matrix bei Lésungsmittelextraktion niedrigere
Wiederfindungen des internen Standards erhalten wurden. Wobei die geringsten
Wiederfindungsraten bei Proben mit dem hdchsten Recyclinggehalt festgestellt wurden. Bei
Durchfuhrung einer Folch-Extraktion wurde hingegen keine Matrixabhangigkeit festgestellt.
Aufgrund der wesentlich komplexeren und aufwandigeren Durchfihrung der Folch-Extraktion
ist diese jedoch auch wesentlich fehleranfalliger fir arbeitsbedingte Analytverluste wahrend
des Extraktionsprozesses. Dennoch ist eine Folch-Extraktion in Bezug auf eine Analyse
mittels GC-MS/MS unerlasslich, um eine ausreichende Wiederfindung der Analyten zu

erzielen.

7.2.1.3 Matrixeffekte bei Analyse mittels LC-MS/MS

Die Analyse mittels LC-MS/MS war in Abhangigkeit der Probe durch starke Matrixeffekte bei
der Verwendung von BPA-dss als interner Standard charakterisiert. Dies zeigte sich durch
eine Erhdhung der Signalintensitat von BPA-ds¢ in den Proben im Vergleich zum Standard
(siehe Abbildung 47).

7 BPA-ds °  13c,,-BPA

4

"l - Standard
3 3
Probe ~

—  Probe

Standard

3.45 3.50 3.55 3.60 3.65 3.70 3.75 3.80 3.85 3.90 3.95 4.00 4.05 3.45 3.50 3.55 3.60 3.65 3.70 3.75 3.80 3.85 3.90 3.95 4.00 4.05 4.10

Abbildung 47: Matrixbezogene Signalerh6hung des IS (LC-MS/MS)
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Vor allem in Recyclingproben mit hohem Recyclinggehalt und in beschichteten/laminierten
Proben wies der interne Standard BPA-ds in den Proben eine nahezu doppelt so hohe
Signalintensitat auf als im Standard. Der Grund dafir liegt im Vorhandensein von
Verbindungen in der Probe, die, dieselben lonenlbergange aufweisen wie BPA-d4, wodurch
es bei der MS/MS Detektion zu einer Signalverstarkung kommt. Um dieses Problem zu
umgehen war ein Austausch von BPA-d;s durch 'C;,-BPA erforderlich, dessen
lonenubergange nicht von matrixbezogenen Substanzen beeinflusst wurden. Aufgrund der
hohen Kosten fiir "*C,,-BPA erfolgte eine individuelle Anwendung von BPA-d;s und C;,-
BPA in Abhangigkeit der Probenmatrix. Die Anwendung des jeweiligen nétigen internen
Standards wurde dabei in Vorversuchen durch Analyse der Proben ohne internen Standard

ermittelt.

7.2.2 Methodenvalidierung

Die Methodenevaluierung erfolgte fir die GC-MS/MS und LC-MS/MS Methode, wobei beide
Methoden auf ihre Anwendbarkeit fir die Analyse von Bisphenolen in Papier und
Papierprodukten Uberprift wurden. Bei der Analyse mittels GC-MS/MS erfolgte eine
Validierung fir beide Extraktionstechniken, Loésungsmittelextraktion, als auch Folch-
Extraktion. Aufgrund der schlechten Wiederfindungsraten der Bisphenol-Analoga bei
Losungsmittelextraktion fir die Analyse mittels GC-MS/MS (siehe 7.2.1.2), wurden Linearitat,
Prazision uns Sensitivitdt nur flr die mittels Folch-Extraktion extrahierten Proben
durchgeftihrt. Alle statistischen Analysen wurden mittels der Statistiksoftware ValiData
Version 3.02.48 durchgefihrt. Die Methodenevaluierung erfolgte fir alle Validierungs-
parameter im untersten Kalibrationsbereich von 0,5 bis 5 ug/kg Papier, mit Ausnahme von
BPS bei Analyse mittels GC-MS/MS, wofir eine Validierung des mittleren
Kalibrationsbereiches von 5 bis 50 ug/kg Papier erfolgte, da die Kalibrationspunkte des
unteren Kalibrationsbereiches unter dem Detektionslimit fir BPS lagen. Zusatzlich wurde die
Linearitat der Methode Uber alle 3 Kalibrationsbereiche von 0,5-500 ug/kg Papier, respektive
von 5 bis 500 ug/kg Papier ermittelt.

7.2.2.1 Wiederfindung

Alle Wiederfindungsexperimente fur beide Extraktionstechniken wurden durch Spiken der
Proben vor der Extraktion durchgefiihrt. Eine zufriedenstellende Wiederfindung fur alle

Bisphenole wurde dabei mit beiden Methoden erzielt, wobei die hier angefuhrten, sowie in
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weiterer Folge diskutierten Werte fur die GC-MS/MS Analyse aus bereits angefiihrten
Grunden sich auf mittels Folch-Extraktion extrahierte Proben beziehen.

Die Wiederfindungsraten der Bisphenole fur die einzelnen Kalibrationspunkte liegen dabei in
einem Bereich von 70-117 %, wobei kein Trend hinsichtlich einzelner Bisphenole festgestellt
werden konnte. Auch in Bezug auf die beiden Methoden und die damit verbundene
unterschiedliche Probenvorbereitung konnten keine Unterschiede festgestellt werden. So
lagen die Wiederfindungen fur BPA zwischen 70-116 % (GC) und 82-113 % (LC), fur BPB
zwischen 72-116 % (GC) und 71-109 % (LC), fur BPE zwischen 70-115 % (GC) und 76-
112 % (LC), fur BPF zwischen 80-117 % (GC) und 74-115 % (LC), fur BPAF zwischen 70-
115 % (GC) und 79-106 % (LC) und fur BPS zwischen 78-107 % (GC) und 80-111 % (LC).
Die geringste Wiederfindung bezieht sich dabei jeweils auf den untersten Kalibrationspunkt,

fur alle anderen Kalibrationspunkte lie3en sich keine Tendenzen ableiten.

7.2.2.2 Linearitat

Die Evaluierung der Linearitdt erfolgte anhand von Aufstockungsexperimenten bei allen
Konzentrationsstufen. Die Verifizierung der Linearitdt erfolgte flir den jeweils untersten
Kalibrationsbereich von 0,5-5 ug/kg Papier, mit Ausnahme von BPS bei Analyse mittels GC-
MS/MS (5-50 ug/kg Papier), sowie fur den gesamten Kalibrationsbereich (0,5-500 ug/kg bzw.
5-500 pg/kg Papier). Die Bestimmung Linearitdt wurde anhand einer Dreifachbestimmung
jedes Konzentrationslevels durchgeflihrt, wobei alle Standards den internen Standard BPA-
dse in einer Konzentration von 50 ug/kg Papier enthielten. Eine Methode wurde als linear
angesehen, sofern der Regressionskoeffizient gréfier 0,99 war und die Standardabweichung
der einzelnen Kalibrationspunkte unter 15% lag. Die einzelnen Kalibrationsbereiche, sowie
die Linearitatskoeffizienten der einzelnen Kalibrationen sind in Tabelle 28 und Tabelle 29
angefuhrt. Flr alle Bisphenole konnte fir die Analyse beider Methoden eine ausreichende
Linearitdt > 0,9921 Uber den gesamten Kalibrationsbereich erzielt werden, wobei die
Linearitdt Uber den unteren  Kalbrationsbereich  aufgrund der  geringeren
Konzentrationsspange erwartungs-gemal etwas besser ist. So liegen die Linearitaten fir
den unteren Kalibrationsbereich zwischen 0,9965 — 1,00 (GC-MS/MS) und 0,9977 — 0,9994
(LC-MS/MS) im Vergleich zum gesamten Bereich von 0,9974 — 0,9996 (GC-MS/MS) und
0,9921 — 0,9991 (LC-MS/MS). Die geringste Linearitat im untersten Kalibrationsbereich
zeigte bei beiden Methoden BPB, die héchste BPAF. Uber den gesamten Bereich war die
Linearitdt von BPF (GC-MS/MS) und BPB (LC-MS/MS) am Geringsten und fir BPS bei

beiden Methoden am Besten.
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Tabelle 28: Linearitét der einzelnen Bisphenole (LC-MS/MS)

Analyt Linearitat unterer Bereich Linearitat gesamter Bereich
Konzentration (ug kg™') R2 Konzentration (ug kg™') R2
BPA 05-5 0,9992 0,5-500 0,9971
BPAF 0,5-5 0,9994 0,5-500 0,9923
BPB 0,5-5 0,9977 0,5-500 0,9921
BPE 0,5-5 0,9986 0,5-500 0,9977
BPF 0,5-5 0,9989 0,5-500 0,9965
BPS 0,5-5 0,9993 0,5-500 0,9991

Tabelle 29: Linearitit der einzelnen Bisphenole (GC-MS/MS)

Analyt Linearitat unterer Bereich Linearitat gesamter Bereich
Konzentration (ug kg™') R2 Konzentration (ug kg™') R2

BPA 0,5-5 0,9991 0,5-500 0,9992
BPAF 0,5-5 1,0000 0,5-500 0,9992
BPB 0,5-5 0,9965 0,5-500 0,9980
BPE 0,5-5 0,9991 0,5-500 0,9995
BPF 0,5-5 0,9992 0,5-500 0,9974
BPS 5-50 0,9999 5-500 0,9996

Hinsichtlich eines Vergleiches beider Methoden zeigt sich eine geringfligig gréliere Linearitat
fur die Analyse mittels GC-MS/MS, jedoch lasst sich aufgrund des geringen Linearitats-
unterschiedes keine eindeutige Tendenz hinsichtlich einer lineareren Methode ableiten, da
Abweichungen in solch geringen Bereichen auch auf das Handling wahrend der

Probenvorbereitung und -aufarbeitung zuriickgefihrt werden kénnen.

7.2.2.3 Prézision

Fur die Evaluierung der Prazision wurden die Wiederholbarkeit und die Reproduzierbarkeit
anhand von inter- und intra-Tages Experimenten durchgefuhrt. Die Prazision wurde dafir in
Form der relativen Standardabweichung in Prozent dargestellt (RSD %). Fur die
Wiederholbarkeit wurde eine gespikte Probe im jeweiligen unteren Kalibrationsbereich einer
Dreifachbestimmung unterzogen. Fur die Reproduzierbarkeit wurde eine Probe an drei
unterschiedlichen Tagen einer Dreifachbestimmung unterzogen. Sowohl Wiederholbarkeit,
als auch Reproduzierbarkeit zeigten fir beide Methoden und fir alle Bisphenole
zufriedenstellende Ergebnisse. Die Wiederholbarkeit lag dabei kleiner 19,83 %, die
Reproduzierbarkeit unter 19,54 % (siehe  Tabelle 30 und Tabelle 31). Die groften
Mess-unsicherheiten wurden dabei jeweils flr die niedrigsten Konzentrationspunkte der
Kalibration erhalten, wobei BPA sowohl bei Wiederholbarkeit, als auch Reproduzierbarkeit
bei Analyse mittels GC-MS/MS und LC-MS/MS am untersten Kalibrationsniveau die grofte
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Messunsicherheit aufweist. BPAF hingegen lieferte fir beide Parameter die prazisesten
Werte. Die Werte bei allen anderer Kalibrationspunkten aller Bisphenole waren sowohl
bezuglich Wiederholbarkeit als auch Reproduzierbarkeit < 15 %. Die groRere
Messunsicherheit bei den niedrigsten Konzentrationen ist darauf zurickzufuhren, dass die
Messpunkte in diesem Bereich nahe dem Detektionslimit und unter dem Quantifizierungslimit
liegen (siehe Tabelle 32). Hinsichtlich eines Methodenvergleiches wurden mit beiden
Methoden Ubereinstimmende Ergebnisse erzielt und es konnte kein Trend hinsichtlich einer

praziseren Methode festgestellt werden.

Tabelle 30: Prazision der LC-MS/MS Messung

Analyt Wiederholbarkeit Reproduzierbarkeit
Konzentration (ug kg") % RSD Konzentration (ug kg") % RSD

BPA 0,5-5 1,22-18,77 0,5-500 1,86-17,43
BPAF 0,5-5 1,98-9,12 0,5-500 3,01-10,03
BPB 0,5-5 2,25-15,03 0,5-500 2,54-14,44
BPE 0,5-5 2,87-11,89 0,5-500 2,98-13,32
BPF 0,5-5 1,46-10,01 0,5-500 1,67-12,36
BPS 0,5-5 1,9-12,44 0,5-500 2,03-10,54

Tabelle 31: Prazision der GC-MS/MS Messung

Analyt Wiederholbarkeit Reproduzierbarkeit
Konzentration (ug kg") % RSD Konzentration (ug kg") % RSD
BPA 0,5-5 0,39-19,83 0,5-500 1,73-16,58
BPAF 0,5-5 2,33-7,19 0,5-500 2,41-9,88
BPB 0,5-5 2,54-10,62 0,5-500 3,06-11,53
BPE 0,5-5 0,26-14,31 0,5-500 2,85-14,68
BPF 0,5-5 1,58-8,91 0,5-500 1,22-12,04
BPS 5-50 3,07-10,15 5-500 2,98-9,76

7.2.2.4 Sensitivitat

Die Sensitivitdt wurde durch die Bestimmung des Detektionslimits (LOD) und des
Quantifizierungslimits (LOQ) durch die Analyse gespikter Proben im untersten Kalibrations-
bereich ermittelt. Die Berechnung des LOD und LOQ erfolgte dabei mittels ValiData anhand
der Kalibriermethode. Die ermittelten Werte der LOD’s fur die GC-MS/MS Methode liegen
zwischen 0,23 — 2,7 ug/kg, jene der LOQ’s zwischen 0,78 — 9,1 ug/kg Papier (siehe Tabelle
32).
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Tabelle 32: LOD und LOQ der Bisphenole bei Analyse mittels GC-MS/MS und LC-MS/MS

BPA BPAF BPB BPE BPF BPS

LOD Paple_r1 (GC) 0.32 0,23 0,35 0,35 0,33 2,70
(Mg kg™)

LOD Pap|e_5 (LC) 0,38 0,29 0,36 0,40 0,35 0,31
(L9 kg™)

LOQ Paple_r1 (GC) 1,06 0,78 1,16 1,14 1,08 9,10
(g kg™')

LOQ Papier (LC) 1,21 1,09 1,32 1,28 1,24 1,15
(Mg k9™)

LOD’s, als auch LOQ’s aller Bisphenole, mit Ausnahme von BPS liegen jeweils im selben
Konzentrationsbereich, mit den niedrigsten Werten von 0,23 ug/kg (LOD) und 0,78 pg/kg
(LOQ) fur BPAF. Die Werte fur BPS sind hingegen, bedingt durch das hdhere
Konzentrationsniveau des untersten Kalibrationspunktes, eine Zehnerpotenz hoher als jene
der anderen Bisphenole.

Die ermittelten Werte der LOD’s fir die LC-MS/MS Methode liegen zwischen 0,29 — 0,40
Mg/kg, jene der LOQ’s zwischen 1,09 — 1,32 ug/kg Papier. Da die LC-MS/MS ausreichend
empfindlich ist, um auch BPS im untersten Kalibrationsbereich zu detektieren, liegen die
LOD’s und LOQ’s im selben Konzentrationsbereich, mit den niedrigsten Werten von 0,29
Mg/kg (LOD) und 1,09 pg/kg (LOQ), analog zur GC-MS/MS ebenfalls fur BPAF.

Der Grund fur die um eine GroRenordnung héher liegenden Werte fur BPS bei Analyse
mittels GC-MS/MS durfte dabei in der allgemeinen Schwierigkeit gaschromatographischer
Analysen von Schwefelverbindungen liegen. So haben Schwefelverbindungen hohe
absorptive, adsorptive, photooxidative und metallkatalysatorische Eigenschaften, die zu
irreversibler Adsorption, Reaktionen untereinander, katalytischen Reaktionen, Umlagerungs-
reaktionen ausgeldst durch unterschiedliche Materialien und Reaktionen mit Substanzen die
in Kontakt mit Schwefelverbindungen sind, flhren kénnen (Wardenicki 1998). Da keine
anderen Daten bezlglich einer gaschromatographische Analyse von BPS nach
Derivatisierung mittels BSTFA in der Literatur gefunden wurden, liegen allerdings keine
Vergleichsdaten vor. Einzig anhand einer Pyrolyse-GC-MS Methode konnten LOD’S fur BPS
von 0,41 mg/kg bis 0,97 mg/kg fur unterschiedliche Papierproben ermittelt werden (Beccera
& Odermatt 2012). Um die Selektivitat und Sensitivitat der gaschromatographischen Analyse
von BPS zu verbessern konnte die Anwendung spezifischer schwefelselektiver Detektoren
(z.B.: Flammenphotometrischer Detektor — FPD) ein lohnenswerter Versuch sein.

Hinsichtlich der anderen Bisphenole konnten in der Literatur keine Vergleichswerte zur
gaschromatographischen Analyse gefunden werden.

In Bezug auf die mittels LC-MS/MS ermittelten Daten sind die, fir BPA und BPF erzielten

Detektionslimits weitaus niedriger als Vergleichswerte aus der Literatur. So wurden in einer
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kirzlich publizierten Studie Uber unterschiedliche Bisphenol-Analoga aus sortiertem Papier in
Haushaltsmull, um 2 Zehnerpotenzen hohere Werte ermittelt (Pivnenko et al. 2015). Pérez-
Palacios ermittelte fur BPA und BPF LOD’s von 0,33 mg/kg bzw. 0,16 mg/kg Papier,
allerdings mit einer LC-MS Methode (Pérez-Palacios et al. 2012). Wenn man berlcksichtigt,
dass MS/MS Methoden um den Faktor 10 empfindlicher sind, so liegen diese Werte
ebenfalls 2 Zehnerpotenzen Uber den in dieser Arbeit ermittelten Werten.

Zusatzlich zur Ermittlung des LOD und LOQ pro kg Papier, wurde anhand der ermittelten
Werte flir LOD und LOQ pro kg Papier wieder LOD und LOQ pro kg Lebensmittel errechnet.
Diese Berechnung erfolgte wieder unter der Annahme von 100 % Migration fir ein
Verpackungspapier mit einem fiktiven Flachengewicht von 400 g/m? unter den unter 7.1.2.4
definierten Voraussetzungen.

Die so ermittelten Werte fir die LOD's umfassen einen Bereich von 0,008 — 0,06 ug/kg
Lebensmittel(simulanz) fir die GC-MS/MS Methode und 0,007 — 0,01 pg/kg fir die LC-
MS/MS Methode. Die Werte fur die LOQ's liegen zwischen 0,02 — 0,2 pg/kg (GC-MS/MS)
und einheitlich bei 0,03 ug/kg fiir alle Bisphenole bei LC-MS/MS (siehe Tabelle 33)

Tabelle 33: LOD und LOQ im Lebensmittel bei Analyse mittels GC-MS/MS und LC-MS/MS

BPA BPAF BPB BPE BPF BPS
LOD Paple_r1 (GC) 0,008 0,006 0,008 0,008 0,008 0,06
(Mg kg")
LOD Papier (LC) 0,009 0,007 0,009 0,01 0,008 0,007
(Mg kg”)
LOQ Papier (GC) 0,03 0,02 0,03 0,03 0,03 0,2
(kg kg ')
LOQ Paple_: (LC) 0.03 0,03 0,03 0,03 0,03 0,03
(g kg')

Die Detektions- und Quantifizierlimits der entwickelten Methoden liegen bei Berechnung der
maximalen Migration fur BPA weit unter dem Migrationslimit von 0,6 mg/kg. Hinsichtlich aller
anderer Bisphenole gibt es keine gesetzlichen Migrationslimits. Geht man jedoch von einer
ahnlichen Toxizitat der Verbindungen und damit einhergehenden Migrationslimits aus, so
wirden diese ebenfalls deutlich unterschritten werden.

Vergleicht man die beiden Methoden miteinander, so zeigt sich eine Ubereinstimmende
Sensitivitat beider Methoden mit Ausnahme von BPS, welches bei Analyse mittels GC-
MS/MS um den Faktor 10 unempfindlicher ist als bei Analyse mittels LC-MS/MS.
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7.2.3 Konzentration von Bisphenolen in Papier und Kartonproben

Die validierten Methoden wurden anschlieend herangezogen um die Konzentration der
unterschiedlichen Bisphenol-Analoga in 6 unterschiedlichen Papier- und Kartonprodukten,
einschliellich 3 Frischfaser- und 3 Recyclingprodukten, zu analysieren. Hinsichtlich der GC-
MS/MS Analyse erfolgte eine Quantifizierung sowohl der Folch-Extrakte, als auch der
Losungsmittelextrakte. Durch die Zugabe des internen Standards (BPA-ds) erfolgte eine
Kompensation der Matrixeffekte und Analytverluste wahrend der Probenaufarbeitung. Die
inharente Korrektur niedriger Wiederfindungsraten bei der Losungsmittelextraktion anhand
des internen Standards ermdglichte somit einen Vergleich zu den mittels Folch-Extraktion
extrahierten Proben. Da flr eine aussagekraftige analytische Methode, jedoch eine
Wiederfindung zwischen 80-120 % erforderlich ist, was fir die Losungsmittelextrakte nicht
bei allen Proben gegeben war, erfolgte hinsichtlich des Vergleiches mit der LC-MS/MS
Methode ausschlieldlich ein Vergleich der Folch-Extrakte der GC-MS/MS Messung mit den
Ergebnissen der LC-MS/MS Messung. Mit beiden Methoden (GC-MS/MS und LC-MS/MS)
konnten Ubereinstimmende Ergebnisse erzielt werden, wie es anhand der vergleichbaren
Ergebnisse der Methodenevaluierung zu erwarten war.

Die Konzentrationen der Bisphenole in den analysierten Proben, mittels GC-MS/MS und LC-

MS/MS ermittelt, sind in Tabelle 34 und Tabelle 35 zusammengefasst.

Tabelle 34: Konzentration der Bisphenole in den Papier- und Kartonproben (LC-MS/MS)

Probe Konzentration
pg kg (RSD%)
BPA BPAF BPB BPE BPF BPS
1 38+0,2 <LOQ <LOQ <LOQ 76+6,9 0,19+0,02
2 31651101 <LOQ <LOQ 5,7+0,3 61154 13+0,9
3 11816 <LOQ <LOQ <LOQ 27+2 1 0,11+0,01
4 60561227 <LOQ <LOQ 6,31£0,5 80+7,4 65+3,7
5 9599+361 <LOQ <LOQ <LOQ 45149 99+6,8
6 745+15 <LOQ <LOQ 7,4+0,6 87+8,1 51+4,2

Tabelle 35: Konzentration der Bisphenole in den Papier- und Kartonproben (GC-MS/MS)

Probe Konzentration
ug kg (RSD%)
BPA BPAF BPB BPE BPF BPS
1 4012 <LOQ <LOQ <LOQ 83+8,4 <LOQ
2 3179180 <LOQ <LOQ 6,0£0,9 56+£7,1 11+£0,9
3 11214 <LOQ <LOQ <LOQ 21+3,0 <LOQ
4 6021+£194 <LOQ <LOQ 6,1+0,6 83+5,2 59+1,2
5 96411296 <LOQ <LOQ <LOQ 50+5,5 106+5,1
6 733+21 <LOQ <LOQ 6,8+0,3 8310 49+3,0
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Tabelle 36: Konzentration der Bisphenole (Mittelwert beider Analysen)

Probe Konzentration
ug kg (RSD%)
BPA BPAF BPB BPE BPF BPS
1 39+2 <LOQ <LOQ <LOQ 80+9,3 0,19+0,02
2 3172+94 <LOQ <LOQ 5,9+0,9 59+6,9 12+0,9
3 11545 <LOQ <LOQ <LOQ 24+2.6 0,11+0,01
4 6039+213 <LOQ <LOQ 6,2+0,7 82+6,8 62+2,3
5 9620+334 <LOQ <LOQ <LOQ 48+3,6 103£10
6 739+17 <LOQ <LOQ 7,1£0,5 85+8,4 50+4,8

Alle Proben enthielten einen quantifizierbaren Gehalt an BPA und BPF, wogegen BPAF und
BPB in keiner der analysierten Proben nachgewiesen werden konnte. BPS wurde in allen
Proben detektiert, wobei bei der GC-MS/MS Methode die Konzentration an BPS in 2
Frischfaserproben unter dem Quantifizierungslimit (Probe 1 und 3) lag. Bei der Analyse
mittels LC-MS/MS konnte BPS aufgrund der niedrigeren Nachweis- und Bestimmungsgrenze
in allen Proben quantifiziert werden. Bezlglich BPE, enthielten eine Frischfaser- und 2
Recyclingproben BPE (Probe 2, 4 und 6), wobei jedoch bezliglich der Konzentration keine
Unterschiede zwischen Frischfaser- und Recyclingprobe festgestellt wurde. Generell wurden
in Bezug auf BPA und BPS in Recyclingproben im Vergleich zu Frischfaserproben héhere
Konzentrationen der beiden Analyten detektiert. Die Konzentration an BPA war in
Recyclingproben um den Faktor 3 bis 250 hoher als in Frischfaserproben. Die Konzentration
an BPS um den Faktor 7,5 bis 900. Fir BPE und BPF konnte diesbezlglich kein Trend
festgestellt werden, so lagen die Konzentrationen dieser Analyten in Frischfaser- und
Recyclingproben im selben Konzentrationsbereich vor.

Betrachtet man die Ergebnisse flir BPA genauer, so fallt auf, dass die Konzentration von
Probe 2, einer ungebleichten Zellstoffprobe, den Konzentrationsbereichen der Recycling-
proben entspricht. Probe 2 ist im Vergleich zu den anderen Frischfaserproben auch durch
einen deutlich héheren Gehalt an BPS charakterisiert, was sich auch darin zeigt, dass dies
die einzige Frischfaserprobe ist, bei der BPS mittels GC-MS/MS nachgewiesen werden
konnte. Mdglicher Grund dafir kénnte sein, dass diese Probe auf einer Seite mit einer
Glanzbeschichtung laminiert ist und die hdéheren Konzentrationen dieser beiden Analyten
aus dieser Laminierung stammen. Da die Konzentrationen an BPA in Recyclingproben und
Probe 2 (Frischfaser) den validierten Konzentrationsbereich der analytischen Methoden
Uberschritten, wurden die Proben um den Faktor 100 verdinnt, um eine adaquate Analyse
von BPA zu ermdglichen. Die Konzentrationen an BPA in allen Proben reichte von 39 bis
9620 pg/kg Papier, mit der hochsten Konzentration fur eine beschichtete Recyclingprobe
(Probe 5). Dariber hinaus wurden generell hdéhere Konzentrationen an BPA in

Recyclingproben detektiert (Probe 4-6) als in Frischfaserproben (Probe1-3). Diese Werte
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sind dabei in Ubereinstimmung mit den von Liao und Kannan ermittelten Werten, die
ebenfalls erhdhte Konzentrationen an BPA in Recyclingproben im Vergleich zu
Frischfaserproben detektierten (Liao & Kannan 2012). Die unerwartet hohe Konzentration an
BPA in Frischfaserprobe 2 von 3172 ug/kg stammt wie bereits erwahnt vermutlich von einem
dinnen Laminatfilm, der auf einer Seite des Produktes aufgebracht ist. Im Allgemeinen
stimmen die Konzentrationen an BPA in den Proben mit Werten aus der Literatur, welche
von 10 ug/kg bis 30 000 ug/kg Papier reichen, tberein (Vinggard et al. 2000; Gehring et al.
2004; Ozaki et al. 2004; Mendum et al. 2011; Liao & Kannan 2012; Pérez-Palacios et al.
2012; Suciu et al. 2013; Goldinger et al. 2015; Pivnenko et al. 2015; Pivnenko et al. 2016).
Werte Uber 1000 pg/kg wurden dabei flir Thermodruckpapiere berichtet, die BPA als
Farbentwickler enthalten. Die Konzentrationen an BPA in Thermodruckpapieren liegen dabei
in der Regel um eine GroéRenordnung Uber den Konzentrationen anderer Papierprodukte
(Mendum et al. 2011; Liao et al. 2012a; Goldinger et al. 2015). Im Vergleich zu den Werten
aus der Literatur liegen die ermittelten Konzentrationen an BPA in den analysierten Proben
somit im unteren Bereich. Die eher geringen Konzentrationen an BPA in den Proben im
Vergleich zu den Literaturwerten ist dabei ein Anzeichen fur die Bestimmung dieser Proben
als Endprodukte fur sensible Produkte wie Lebensmittel- und Hygieneverpackungen.

Neben BPA, war BPF der einzige Analyt, der mit beiden Methoden in allen Proben
quantifiziert werden konnte. Im Vergleich zu den Konzentrationen an BPF die in
Abfallprodukten aus Papier detektiert wurden (Pivnenko et al. 2015), sind die
Konzentrationen der hier analysierten Proben geringfugig niedriger mit Werten zwischen 24
und 85 ug/kg Papier.

BPS war in allen Proben, mit Konzentrationen von 0,11 bis 103 pg/kg, vorhanden, konnte
jedoch in zwei Proben (Probe 1 und Probe 3) nur mittels LC-MS/MS quantifiziert werden, da
die Konzentrationen unter dem LOQ der GC-MS/MS Methode lagen. Die Konzentrationen in
Frischfaserproben waren dabei um den Faktor 7,5 bis 900 niedriger als die Konzentrationen
in Recyclingproben. Da die Konzentration an BPS in Probe 2 um den Faktor 100 hdher ist
als in den beiden anderen Frischfaserproben wird vermutet, dass die héhere Konzentration
an BPS analog zu BPA von der Beschichtung dieser Probe stammt, die auch als Grund far
die héhere BPA Konzentration dieser Probe im Vergleich zu andern Frischfaserproben
vermutet wird. Um diese Vermutung zu bestatigen, ware jedoch eine getrennte Analyse von
Papier und Beschichtungsmaterial notig.

In der Literatur berichtete Konzentrationen von BPS sind im Durchschnitt héher als die
Konzentrationen der analysierten Proben (Liao et al. 2012a; Goldinger et al. 2015; Pivnenko
et al. 2015). Allerdings ist zu berticksichtigen, dass die meisten Daten in der Literatur zu BPS

aus der Analyse von Thermodruckpapieren stammen, in denen BPS zunehmend als Ersatz
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fur BPA als Farbentwickler zum Einsatz kommt. Konzentrationen an BPS die sich auf Nicht-
Thermodruckpapiere beziehen, liegen hingegen im selben Konzentrationsbereich wie in den
vorliegenden Proben (Liao et al. 2012; Goldinger et al. 2015).

BPE wurde in den hier analysierten Proben in einer Frischfaser und zwei Recyclingproben
quantifiziert, wobei die Konzentrationen unter 7,1 pg/kg liegen. Literaturwerte Uber die
Konzentration an BPE wurden nur in einer Arbeit entdeckt und liegen im Bereich von <LOD
bis 600 ug/kg (Pivnenko et al. 2015). Aufgrund der gro3en Konzentrationsspanne und der
geringen Anzahl an analysierten Proben in denen BPE nachgewiesen werden konnte, lasst
sich jedoch kein aussagekraftiger Vergleich durchfiihren.

Alle anderen analysierten Bisphenol-Analoga (BPAF und BPB) lagen in Ubereinstimmung
mit der Arbeit von Pivnenko (Pivnenko et al. 2015) unter dem Detektionslimit beider
Methoden. Daraus lasst sich schlieBen, dass BPAF und BPB zur Zeit noch keinen

beziehungsweise wenn nur einen aul3erst geringen Ersatz flir BPA darstellen.

Studien bestéatigen einen zunehmenden Ersatz von BPA durch Bisphenol-Analog, indem
Proben die durch eine eher geringe Konzentration an BPA charakterisiert sind, durch
vergleichsweise hohe Konzentrationen an Bisphenol-Analoga charakterisiert sind (Pivnenko
et al. 2015; Pivnenko et al. 2016). Vor allem die Verwendung von BPS als Farbentwickler in
Thermodruckpapieren ist im Zunehmen (Liao et al. 2012a). Daraus lasst sich schlieRen, dass
ein zunehmender Gehalt an BPS in Recyclingprodukten Uber den Recyclingprozess von
Thermodruckpapieren, mit hohen Konzentrationen an BPS, eingebracht wird und in Zukunft

wohl noch steigen wird.

Wie bereits erwahnt erfolgte die Quantifizierung der Bisphenole mittels GC-MS/MS sowohl
fur die Folch-Extrakte, als auch fur die Lésungsmittelextrakte. Mit beiden Methoden konnten
Ubereinstimmende Ergebnisse erzielt werden, da eine inharente Korrektur der
Wiederfindungsverluste Uber den internen Standard erfolgte. Die Wiederfindungsraten der
Lésungsmittelextrakte waren dabei, in Abhangigkeit von der Probe, jedoch um das 4-fache
geringer als jene der Folch-Extrakte. Die Wiederfindungsraten der Folch-Extrakte lagen
zwischen 76% und 92%, mit einem Durchschnitt von 86%, wogegen die
Wiederfindungsraten der Ldsungsmittelextrakte zwischen 21% und 81%, mit einem
Durchschnitt von 47%, schwankten. Die niedrigste Wiederfindung wurde dabei flir Probe 2
(Frischfaser) aus Zellulosepapier, gefolgt von den Recyclingpapieren erhalten. Dies
korrespondiert auch mit den schlechten Wiederfindungsraten der Aufstockungsexperimente
in Zellulosepapier. Aus diesen Ergebnissen lasst sich schliefen, dass aus der Matrix
Zellulose bei Extraktion mit Methanol Substanzen gelést werden, die eine quantitative

Derivatisierung von Bisphenolen verhindern. Basierend auf diesen Ergebnissen ist fur eine
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quantitative Analyse von Bisphenolen mittels GC-MS/MS eine Folch-Extraktion trotz eines
fehleranfalligeren Mehraufwandes zu empfehlen. Die Ldsungsmittelextraktion mit MeOH
eignet sich in diesem Zusammenhang nur bedingt als Moglichkeit fur die Abschatzung der zu
erwartenden Konzentrationen anhand eines vor der Extraktion zugesetzten internen
Standards, um davon ausgehend den Kalibrationsbereich fir die quantitative Analyse zu
bestimmen. Dies kann von Vorteil sein, da man bei der Analyse von Bisphenolen haufig mit
stark variierenden Kalibrationsbereichen (ng/kg bid mg/kg), in Abhangigkeit der Proben und
Analyten konfrontiert ist, wodurch eventuell Verdinnungen, und damit einhergehend die

Anpassung der Konzentration des internen Standards, notwendig sind.

7.2.4 Berechnung der Migration in Lebensmittel(simulanzien)

Ausgehend von der ermittelten Konzentration der Bisphenole in den Papierproben erfolgte
die Berechnung der Konzentration in Lebensmittel und Lebensmittelsimulanzien unter der
Annahme von 100% Migration. Die Annahme von 100% Migration soll dabei wieder das
,worst case“ Szenario simulieren. Ausgehend vom Flachengewicht der einzelnen Proben
und der allgemein glltigen Definition, die besagt dass 1 kg Lebensmittel in direktem Kontakt
mit 6 dm? Verpackungsmaterial steht, wurde die maximale Migration aller quantitativ
bestimmten Bisphenole berechnet. Es ist jedoch zu berlcksichtigen, dass dies eine
vereinfachte Abschatzung ist, da die tatsachliche Migration von Kontaminanten aus Papier
weit unter 100% liegt (Aurela et al. 1999; Summerfield & Cooper 2001; Aurela et al. 2001;
Vasileios et al. 2002; Anderson & Castle 2003; Jickells et al. 2005; Jung et al. 2010; Fiselier
et al. 2010; Suciu et al. 2013).
Die berechneten Konzentrationen der maximalen Migration beider Methoden sind in
Tabelle 37 und Tabelle 38 zusammengefasst. Die Werte der Berechnung des

~worst case“ Szenarios liegen dabei zwischen 0,002 und 104 ug/kg Lebensmittel.

Tabelle 37: Berechnung der maximalen Migration (LC-MS/MS)

Probe Konzentration
pg kg (RSD%)
BPA BPAF BPB BPE BPF BPS
1 0,55£0,003 <LOQ <LOQ <LOQ 1,1£0,1 0,003+0,0003
2 57+1,8 <LOQ <LOQ 0,10+0,01 1,1£0,1 0,23+0,02
3 1,6+£0,08 <LOQ <LOQ <LOQ 0,37+0,03 0,002+0,0002
4 49+1,8 <LOQ <LOQ 0,05+0,004 0,65+0,06 0,53+0,03
5 10414 <LOQ <LOQ <LOQ 0,49+0,05 1,1£0,07
6 4,5+0,09 <LOQ <LOQ 0,04+0,004 0,52+0,05 0,31 £0,03
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Tabelle 38: Berechnung der maximalen Migration (LC-MS/MS)

Probe Konzentration
ug kg (RSD%)
BPA BPAF BPB BPE BPF BPS
1 0,58+0,03 <LOQ <LOQ <LOQ 1,2+0,1 <LOQ
2 57+1,5 <LOQ <LOQ 0,11+0,02 1,0£0,1 0,20+0,02
3 1,6+0,06 <LOQ <LOQ <LOQ 0,29+0,08 <LOQ
4 49+1,6 <LOQ <LOQ 0,05+0,005 0,67+0,04 0,48%0,01
5 1043 <LOQ <LOQ <LOQ 0,54+0,07 1,1£0,06
6 4,4£0,1 <LOQ <LOQ 0,04+0,002  0,50+0,1 0,29+0,02

Tabelle 39: Berechnung der maximalen Migration (Mittelwert beider Analysen)

Probe Konzentration
K9 kg (RSD%)
BPA BPAF BPB BPE BPF BPS
1 0,57+0,04 <LOQ <LOQ <LOQ 1,240,2 0,003+0,0003
2 57+1,8 <LOQ <LOQ 0,11£0,01 1,11£0,2 0,22+0,03
3 1,61£0,08 <LOQ <LOQ <LOQ 0,33+0,05 0,002+0,0002
4 49+1,8 <LOQ <LOQ 0,050,005 0,66+0,06 0,51+0,02
5 10414 <LOQ <LOQ <LOQ 0,52+0,05 1,1£0,07
6 4,540,2 <LOQ <LOQ 0,04+0,004 0,51+0,08 0,30+0,02

Die berechneten Konzentrationen fir die maximale Migration zeigen dabei wieder deutlich
den Einfluss des Flachengewichtes auf die Migration. Je schwerer das Papier ist, desto
héher ist die Konzentration der Bisphenole in einem kg Lebensmittel oder
Lebensmittelsimulanz auf Basis der gleichen Ausgangskonzentration pro kg Papier.
Aufgrund dieses Zusammenhangs zwischen Flachengewicht und Analytkonzentration
weisen Proben mit der hochsten Konzentration des jeweiligen Analyten pro kg Papier nicht
zwingend die hochste Konzentration bei 100% Migration auf. Dieses Phanomen lasst sich
anhand eines Vergleiches von Probe 2 und Probe 4 anhand von BPA veranschaulichen. Fur
den Vergleich wurden dazu die Mittelwerte beider Analysen herangezogen. Die beiden
Proben weisen ein Flachengewicht von 300 g/m? (Probe 2) und 135 g/m? (Probe 4) auf. Die
Konzentration von BPA in Probe 4 ist dabei nahezu doppelt so hoch wie jene in Probe 2,
6039 pg/kg im Vergleich zu 3172 pg/kg. Die berechnete Konzentration bei 100% Migration
ist hingegen in Probe 2 mit 57 ug/kg Lebensmittel(simulanz) im Vergleich zu 49 ug/kg (Probe
4) hoéher. Dies trifft auch auf den Vergleich von Probe 3 zu Probe 6 zu, wobei die
Konzentration an BPA in Papierprobe 6 sogar um den Faktor 6,5 hoher ist als jene von
Probe 3.

Die berechneten Migrationskonzentrationen von BPA lagen das 1000-fache bis 6-fache unter
dem SML von BPA von 0,6 mg/kg. Neben BPA ist BPS dabei das einzige Bisphenol flr das

Richtlinien bezlglich der spezifischen Migration festgelegt sind. Bezieht man die berechnete

131



Ergebnisse und Diskussion

Migration von BPS in den Proben auf das SML von BPS von 0,05 mg/kg, welches per
Definition jedoch ausschliellich fur Lebensmittelkontaktmaterialien aus Kunststoff
anzuwenden ist (European Commission 2011), so unterschreiten Recyclingproben dieses
Limit um das 45 bis 170-fache. Frischfaserproben liegen sogar bis um den Faktor 25 000
unter diesem Limit. Auf Basis dieser Berechnungen konnen die analysierten Proben in
Bezug auf die Migration von BPA und BPS als sicher erachtet werden. Fir alle anderen
Bisphenole existieren keine spezifischen Migrationslimits, weshalb diesbeziglich keine
Aussage getroffen werden kann. Bezieht man die Migrationskonzentrationen der anderen
Bisphenole jedoch auf das SML von BPA, so wird dieser Wert fur alle anderen Bisphenole
um den Faktor 40 bis 1250 unterschritten. Auch das deutlich niedrigere SML von BPS wird

von allen andern Bisphenolen unterschritten.

Um die effektiv auftretende Migration zu bestimmen, ist die Durchfihrung von
Migrationstests unter Verwendung von geeigneten Lebensmittelsimulanzien unter genau
definierten Bedingungen jedoch unerlasslich. Die Migration von Substanzen aus Papier in
trockene Lebensmittel wird dabei anhand von der Migration in Tenax® getestet, da sich
Tenax® als das am besten geeignetste Simulanz fiir trockene Lebensmittel herausgestellt hat
(Aurela et al. 2001; Summerfield & Cooper 2001; Triantafyllou et al. 2007; Zilch & Piringer
2010). Die tatsachliche Migration hangt dabei neben dem Flachengewicht stark von der
Struktur des Papiers, sowie der Lagerdauer und der Lagertemperatur ab (Triantafyllou et al.
2007; Zilch & Piringer 2010). Bei Migration in Lebensmittel haben dariberhinaus die

Eigenschaften des Lebensmittels einen Einfluss auf die Migration.

WeiterfUhrend wurde auf Basis der berechneten maximalen Migration der Einfluss auf die
Aufnahme von BPA uber die Nahrungskette berechnet. Dies erfolgte ausschliellich fur BPA,
da BPA das einzige Bisphenol ist, fir das eine maximale tagliche Aufnahme festgelegt
wurde. Auf Basis der von der Europaischen Kommission festgelegten Annahme, dass eine
Person mit einem Korpergewicht von 60 kg durchschnittlich 1 kg Lebensmittel pro Tag zu
sich nimmt, wurde die maximale Aufnahmemenge an BPA berechnet und in Verhaltnis zum
t-TDI von 4 ug/kg/Koérpergewicht gestellt. Diesbezlglich wird von der Konsumation von 1 kg
des selben Lebensmittels, verpackt in der jeweiligen relevanten Verpackung ausgegangen.
Bezogen auf den t-TDI von pg/kg Koérpergewicht ergibt sich somit eine maximal erlaubte
Aufnahme von 240 ug/kg BPA.

Die berechneten Werte zeigten somit, dass bei Verzehr von 1 kg Lebensmittel, verpackt in
den analysierten Proben, es bei keiner der Proben zu einer Uberschreitung des t-TDI

kommen wirde (siehe Tab. Tabelle 39). Selbst Probe 5, die bei einer Migrations-
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konzentration von 104 ug/kg unterschreitet die berechnete maximale Aufnahme mit 1,7
pa/kg/Kérpergewicht das erlaubte Limit um das 2,3-fache. Dartberhinaus sind diese Werte
zusatzlich zu relativieren, da eine 100%ige Migration ein aulerst unwahrscheinliches
Szenario ist. So haben Studien gezeigt, dass die tatsachliche Migration von BPA in Salz,
Zucker, und das fiir trockene Lebensmittel relevante Lebensmittelsimulanz Tenax® unter 1 %
liegt (Suciu et al. 2013). Auch ist die tagliche Nahrungsmittelaufnahme weitaus diverser, als
1 kg ein und desselben Nahrungsmittels, wobei ein Gutteil der aufgenommenen
Nahrungsmittel nicht in Verpackungsmaterialien aus Papier verpackt ist. Zusatzlich handelt
es sich bei jenen Proben mit den hdchsten Konzentrationen um Recyclingproben, von denen

auszugehen ist, dass sie nicht fir den direkten Kontakt mit Nahrungsmitteln angedacht sind.

7.2.5 Zusammenfassung

Die Ergebnisse zeigen die Anwendbarkeit beider Methoden, in Bezug auf die Analyse von
unterschiedlichen Bisphenolen in Papier- und Kartonprodukten aus Recycling- und
Frischfasermaterial. Die Methodenvalidierung zeigte eine gut Linearitat und Prazision, sowie
korrespondierende LOD’s und LOQ’s aller Bisphenole mit Ausnahme von BPS, welches eine
um eine GroRenordnung schlechtere Empfindlichkeit bei Analyse mittels GC-MS/MS zeigt.
Der Grund dafir liegt in der chemischen Struktur von BPS, welches durch Schwefel als
Brickenatom gaschromatographisch schlechter zuganglich ist. Da, wie die Analysen gezeigt
haben, die Konzentrationen an BPS in Frischfaserproben, zum Teil unter dem LOQ der GC-
MS/MS Messung liegen, ist GC-MS/MS nur bedingt zur Analyse von BPS geeignet. Sowohl
fur die LC-MS/MS Analyse, als auch die GC-MS/MS Analyse bei vorangestellter Folch-
Extraktion wurden zufriedenstellende Wiederfindungsraten aller Bisphenole > 70 % erzielt.
Eine Losungsmittelextraktion der Proben mit MeOH und anschlieRende GC-MS/MS Analyse
erwies sich hingegen aufgrund niedriger Wiederfindungen durch Matrixeffekte als nicht
geeignet fur eine quantitative Bestimmung der Bisphenole. Die LC-MS/MS Analyse war
hingegen in Abhangigkeit der Probe von starken Matrixeffekten charakterisiert, was eine
probenabhangige Verwendung von BPA-ds und 3C,,-BPA als internen Standard erforderte.
Vergleicht man die beiden Analysemethoden miteinander, so ist GC-MS/MS aufgrund der
notwendigen Folch-Extraktion und Derivatisierung durch einen wesentlich hoheren Zeit- und
Arbeitsaufwand charakterisiert als LC-MS/MS. Aufgrund des héheren Aufwandes und der
damit verbunden hdheren Anzahl an Probenvorbereitungsschritten ist GC-MS/MS auch
fehleranfalliger als LC-MS/MS. Da anhand beider Methoden, sowohl hinsichtlich

Methodenevaluierung als auch Quantifizierung der einzelnen Bisphenole in Realproben
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ubereinstimmende Ergebnisse erzielt wurden, liegt die Wahl der jeweiligen Analysemethode
somit am Anwender und der vorhandenen Gerateverfligbarkeit.

In Bezug auf das Vorkommen der Bisphenole in den Proben zeigten die Analysen, dass BPA
das dominierende Bisphenol ist, was die Eigenschaft von BPA als allgegenwartiger
Kontaminant unterstreicht. Neben BPA wurden, in deutlich geringeren Konzentrationen noch
BPE, BPF und BPS in den Proben detektiert, was auf eine beginnende Substitution von BPA
durch Bisphenol-Analoga in industriellen Prozessen hindeutet.

Die Berechnung der maximalen Migration der Bisphenole zeigte, dass die Konzentrationen
von BPA und BPS unter den spezifischen Migrationslimits der jeweiligen Substanz liegen. In
Bezug auf die anderen analysierten Bisphenole kann diesbezliglich keine Aussage getroffen
werden, da keine Migrationslimits flr diese Substanzen existieren. Bezieht man die
berechnete Maximalkonzentration auf sie Grenzwerte von BPA und BPS, so liegen auch die
Migrationskonzentrationen der anderen Bisphenole deutlich unter diesen Werten. In
Anbetracht der Tatsache, dass die tatsachliche Migration weit unter 100% liegt, lasst sich
vermuten, dass die analysierten Proben bezogen auf die Konzentration aller Bisphenole

hinsichtlich Migration als sicher erachtet werden konnen.
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7.3 Analyse von aromatischen Mineral6lkohlenwasserstoffen

Um nahere Informationen Uber die Zusammensetzung der aromatischen MineralGlfraktion zu
erhalten erwiesen sich mehrdimensionale gaschromatographische Methoden mit
massenselektiver Detektion als die Technik der Wahl, um ausreichend selektive und
sensitive Analysen durchfiihren zu kénnen. Mit Hilfe von comprehensive GCxGC-MS, sowie
zusatzlich eindimensionaler GC-MS gelang es einzelne Verbindungen und Substanzklassen
der aromatischen Fraktion zu identifizieren.

Als Ausgangsmaterial fir die Analysen dienten unterschiedliche Papier- und Kartonproben,
die zur Herstellung von Verpackungskarton dienen sollten, sowie Zeitungspapiere
(Tageszeitung, Hochglanzmagazin), die als Ausgangsmaterial fir Recyclingware angedacht
waren. Nach erfolgter Auftrennung der beiden Mineraldlfraktionen (MOSH und MOAH) wurde
in weiterer Folge ausschlieRlich die MOAH-Fraktion analysiert. Um ein Wissen Uber die
Zusammensetzung der aromatischen Fraktion zu erlangen und in Zukunft eine
toxikologische Risikobewertung zu ermoglichen, lag das Hauptaugenmerk demnach auf der

Identifikation aromatischer Verbindungen.

7.3.1 Gaschromatographische Analyse mittels GCxGC-MS

Die routinemafige Analyse von Mineraldlverbindungen in Verpackungsmaterialien erfolgt
anhand der Bestimmung der Summenkonzentration an MOSH und MOAH. Fir eine
toxikologische Risikobewertung ist die Bestimmung der Summenkonzentration aufgrund
fehlenden Wissens Uber die Zusammensetzung der Fraktionen jedoch nicht
zufriedenstellend.

Fir die ldentifikation einzelner Substanzen in MOSH und MOAH ist die mehrdimensionale
gaschromatographische Analyse ein starkes Tool. Auf GCxGC basierende Methoden haben
den Vorteil, die chromatographische Auflésung und Empfindlichkeit deutlich zu verbessern.
Die zweidimensionale Auftrennung der Verbindungen auf Saulen unterschiedlicher Polaritat
zeigt dabei die volle Komplexitat der aromatischen Fraktion, da sogar bei der GCxGC
Technik chromatographisch nicht aufgeloste Bereiche auftreten. Das trifft vor allem bei
Proben mit hohen Mineraldlkonzentrationen wie Recycling- und Zeitungspapierproben zu.
Nicht aufgeldste Bereiche zeigen sich durch verschwommene, durchgangig dunkler gefarbte
Bereiche im graphischen Plot des Chromatogramms, wogegen einzelne Peaks als helle
Spots hervortreten. So Uberlagern sich bei eindimensionaler Analyse alle Verbindungen die
in Abbildung 48 (2D-Plot eines GCxGC-Chromatogramms) in vertikaler Ebene hintereinander

liegen. Diese Uberlagerungen filhren bei eindimensionaler Analyse zur Bildung der
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sogenannten Mineraldlberge. Dies lasst sich noch deutlicher in Form eines 3D-Plots
darstellen (siehe Abbildung 49)
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Abbildung 48: 2D-Darstellung eines Chromatogramm einer GCxGC-Analyse

Abbildung 49: 3D-Plot eines GCxGC-Chromatogramms

7.3.1.1 Optimierung der Sdulenkombination

Um eine optimale Auftrennung der Analyten zu erzielen, wurden 3 unterschiedliche
Saulenkombinationen getestet. Dazu wurde jeweils ein Standardmix sowie die Proben mit
den jeweiligen Saulenkombinationen vermessen. Saulenkombination 1 bestand aus einer
unpolaren ZB-5 Saule (5 %Phenyl-methylpolysiloxan) in erster Dimension und einer
mittelpolaren BPX 50 Saule (50 % Diphenyl-methylpolysiloxan) in 2. Dimension. Diese
Kombination war jedoch durch eine bedingt optimale Auftrennung charakterisiert. Um den
Polaritatsunterschied zwischen den beiden Dimensionen zu erhdhen, wurde in 2. Dimension
die BPX 50 Saule durch eine SLB-IL60 (ionic liquid) Saule ersetzt. Diese ist durch die selben
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Analyt-Phaseninteraktionen charakterisiert wie eine polare Polyethylenglykol Saule, weist
jedoch eine wesentlich héhere Temperaturstabilitat auf, wodurch sich diese Saule auch fir
den Einsatz in GCxGC Systemen, in denen sich beide Saulen in einem GC-Ofen befinden,
eignet. Diese Kombination zeigte hinsichtlich einer orthogonalen Auftrennung aufgrund des
Polaritatsunterschieds ein sehr gutes Auftrennungsvermdégen der einzelnen Verbindungen.
Allerdings weist die SLB-IL60 Saule eine wesentlich geringere Temperaturstabilitat auf als
deklariert, was die durchschnittlichen Lebensdauer der Saule auf einige wenige Messungen
beschrankte, wodurch diese Kombination aus technischen Griinden nicht anwendbar war. In
weiterer Folge wurde die Saule in 2. Dimension auf eine BPX50 Saule rickgebaut, die Saule
in und erster Dimension jedoch gegen eine ZB-HT1 Saule (100% Dimethylpolysiloxan,
hochtemperaturstabil) getauscht. Aufgrund des unpolareren Charakters der ZB-HT1
gegenuber der ZB-5 wurde die orthogonale Auftrennung im Vergleich zur Sdulenkombination
1 erweitert. Diese Saulenkombination erwies sich hinsichtlich Stabilitat und Auftrennungs-
vermogen als die beste Kombination und wurde fur alle weiterfUhrenden Messungen der
Proben verwendet. Nachfolgende Grafiken derselben Probe, die die Verbindungen des
internen Standardmix der MOAH Fraktion enthalt, veranschaulichen das unterschiedliche

Auftrennungsvermdgen der einzelnen Saulenkombinationen.

Abbildung 50: Sdaulenkombination 1 (ZB5 + BPX50)
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Abbildung 51: Sdulenkombination 2 (ZB5 + SLB-IL60)

Abbildung 52: Saulenkombination 3 (ZB-HT1 + BPX50)

7.3.1.2 Optimierung der Modulationsfrequenz und Temperaturrampe

Nachfolgend wurde die Modulationsfrequenz, sowie die Temperaturrampe der Messung fir
die ausgewahlte Saulenkombination optimiert. Abbildung 53 bis Abbildung 55 zeigen die
Auftrennung bei einer Modulationsfrequenz von 8 Sekunden und einer Temperaturrampe
von 2°/min (8 sec_2°/min), sowie bei 8 sec_3°/min und 5 sec_3°/min. Die beste Auftrennung
konnte dabei bei einer Modulationsfrequenz von 5 Sekunden und einer Temperaturrampe
von 3°/min erreicht werden. Alle weiterfihrenden Messungen wurden mit dieser Kombination
durchgeflhrt.
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Abbildung 53: Sdulenkombination 3, Modulation 8 sec_2°/min

Abbildung 54: Sdulenkombination 3, Modulation 8 sec_3°/min
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Abbildung 55: Saulenkombination 3, Modulation 5 sec_3°/min
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7.3.1.3 Analyse der Proben

Die Analyse der Proben bezog sich auf 6 unterschiedliche Papier- und Kartonproben (3
Frischfaserproben, 3 Recyclingproben), die als Ausgangsmaterial zur Herstellung von
Verpackungskarton dienen sollten, sowie einem Hochglanzmagazin und einer Tageszeitung.
Zur Analyse wurden die Proben extrahiert und anhand des Protokolls des Kantonalen Labors
Zurich in Kombination mit dem BfR (BfR 2012b) MOSH und MOAH getrennt. Die Extrakte
der MOAH-Fraktion wurden entsprechend konzentriert und mittels GCxGC-MS analysiert.
Um zu garantieren, dass ausschlief3lich der MOAH zugehdrige Substanzen in der Fraktion
vorliegen ist eine exakte Fraktionierung von MOSH und MOAH von groRer Bedeutung. Die
flissigchromatographische Trennung bei der Off-line Methode zur Trennung von MOSH und
MOAH erfolgt dabei in der Regel durch die Sammlung einer Zwischenfraktion, zwischen der
Elution von MOSH und MOAH. Erfolgt hingegen eine Trennung der beiden Fraktionen ohne
die Sammlung einer Zwischenfraktion, ist die MOAH-Fraktion durch einen wesentlich
héheren Anteil nicht aromatischer Substanzen charakterisiert (siehe Abbildung 56 und
Abbildung 57).

cht arom. Kohlenwasserstoffe

+ linear hydrocarbons

+l=rpenes

Abbildung 56: MOAH-Fraktion ohne Zwischenfraktion

Erfolgt hingegen eine Trennung mit Zwischenfraktion, so ist der Anteil an nicht aromatischen
Verbindungen (gesattigte lineare und zyklische Kohlenwasserstoffe, Terpene) wesentlich
geringer. Da die Probenvorbereitung fir beide Proben identisch war, zeigen sich deutlich der
Einfluss und die Importanz der Trennung von MOSH und MOAH deutlich. Diese stellt dabei
einen der wichtigsten Schritte bei der Analyse von Mineralélkohlenwasserstoffen dar. Vor
allem gesattigte Kohlenwasserstoffe, die Bestandteil der MOSH sein sollten, kdnnen bei
Bestimmung der Gesamtsumme an MOSH und MOAH durch inkorrekte Fraktionierung zu

falsch positiven Werten flihren.
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heare nicht arom. Kohlenwasserstoffe

~Hnear hydrocarbon

Abbildung 57: MOAH-Fraktion mit Zwischenfraktion

Anhand der mehrdimensionalen GCxGC-MS Analyse konnte gezeigt werden, dass alle
Proben eine Verunreinigung mit nicht der MOAH zugehérigen Verbindungen aufwiesen.

Ein Vergleich der analysierten Proben zeigt, dass in allen Proben aromatische
Mineraldlverbindungen nachgewiesen wurden, wobei Recyclingproben einen wesentlich
hoheren Anteil an Mineralblverbindungen aufweisen. In Frischfaserproben ist der Anteil der
Mineraldlverbindungen geringer, jedoch noch deutlich nachweisbar, was die Frage nach der
Quelle der Mineraldlverbindungen bei Frischfaserprodukten aufwirft. Diese sollten sofern sie
nicht bedruckt und/oder verarbeitet sind (geklebt, geleimt, laminiert,...) frei von
MineralGlverbindungen sein. Modgliche Kontaminationsquellen kénnten Schmiermittel von
Produktionsmaschinen sowie bei der Papiererzeugung eingesetzte Verarbeitungshilfsmittel
sein (EFSA 2012). Weitere mogliche Kontaminationsquellen kdnnten bei der Lagerung,
sowie durch Migration aus der Umgebung entstehen (Biedermann et al. 2011; Barp et al.
2015a).

Ein erster Vergleich der Proben zeigt dabei, dass wie bereits erwahnt, Recyclingproben,
sowie Tageszeitungen durch einen wesentlich héheren Anteil an Mineraldlverbindungen
charakterisiert sind als in Frischfaserproben. Zur Identifikation einzelner Verbindungen diente
dabei ein Standardmix bestehend aus den internen Standards der MOSH/MOAH Trennung
(Biedermann&Grob 2012; Lorenzini et al. 2013), alkylierten Aromaten und polyaromatischen
Kohlenwasserstoffen (PAH's) als nicht alkylierte Markersubstanzen. Die vorliegenden
alkylierten Aromaten waren dabei in Anhangigkeit des verwendeten Standardmix
(Standardmix 1-3) vom Fortschritt der Arbeit abhangig (siehe 6.3.2.2).

Dieser Vergleich zeigt, dass in Recyclingproben und Tageszeitungsproben generell eine
wesentlich hdhere Anzahl an Verbindungen vorliegt als in Frischfaserproben und
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Hochglanzmagazinproben, erkennbar an der erhéhten Farbintensitat, sowie einem deutlich
erkennbaren Anteil nicht aufgeloster Verbindungen. Dies verdeutlicht die Komplexitat der

MOAH-Fraktion, vor allem bei Recyclingproben.

9: eglei v

Abbildung

ngiénrﬁgaiﬁ u fgészéiiug .
Die hohe Anzahl an (nicht aufgeldsten) Verbindungen in der Tageszeitungsprobe
unterstreicht dabei deutlich den Ursprung der Mineralélkohlenwasserstoffe aus den
mineraldlhaltigen Off-set Druckfarben aus dem Tagesprintbereich. Auf den ersten Blick
Uberraschend erscheint hingegen, die im Vergleich zur Tageszeitung, geringe Anzahl an
Verbindungen im Hochglanzmagazin. Bei genauerer Betrachtung der Herstellungs- bzw.
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Druckverfahren ist dieser Unterschied jedoch wenig Uberraschend, da Hochglanzmagazine
im Gegensatz zu Tageszeitungen Uberwiegend mittels Digitaldruck unter Verwendung UV-
hartenden Farben erzeugt werden. Diese sind durch einen wesentlich geringeren
Mineralblgehalt charakterisiert bzw. haufig auch auf mineraldlfreier Basis. Daraus lasst sich
ableiten, dass ein Grofdteil der Mineraldlver-bindungen in Recyclingprodukten aus der
Aufbereitung von Tageszeitungen und anderen Papierprodukten aus dem Off-set Druck
stammen. Somit koénnen Tageszeitungen als Quelle fur die Mineral6lkontamination

herangezogen werden.

7.3.2 Ildentifikation von Phenylalkanen

Hinsichtlich der Analyse von Phenylalkanen erfolgte eine Identifizierung dieser Substanz-
gruppe mittels GCxGC-MS. Anschlielend wurde eine quantitative Bestimmung der
Phenylalkane mittels GC-MS durchgeflhrt.

7.3.2.1 Identifikation von Phenylalkanen mittels GCxGC-MS

Lineare und verzweigte Phenylalkane konnten als die dominierende, in allen Proben
vorkommende, aromatische Substanzgruppe identifiziert werden. Eine eindeutige
Identifizierung der Phenylalkane erfolgte dabei Gber den Phenylalkanstandard, der lineare 1-

Phenylalkane mit einer Kohlenstoffkettenlange von Cs bis C4g enthielt (Abbildung 60).

Abbildung 60: Phenylalkane (scan und m/z 92) in Standard und Probe (Tageszeitung)
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Durch Extraktion des fur die Phenylalkane charakteristischen Massenfragments m/z 92,
zeigten sich ausgehend von den linearen Phenylalkanen, diagonale Geraden unbekannter
Verbindungen, welche durch das selbe molekulare Massenfragment charakterisiert sind wie
die korrespondierenden 1-Phenylalkane. Dies deutet auf unterschiedlich substituierte und
verzweigte Analoga hin, wie am Beispiel von Phenylundecan dargestellt (Abbildung 61).

Abbildung 61: Phenylalkane und unterschiedlich substituierte/verzweigte Analoga

Durch Extraktion des jeweiligen charakteristischen Massenfragments (m/z 232 fir
Phenylundecan) zeigt sich die Charakterisierung dieser Verbindungen durch dasselbe
molekulare Massenfragment, welches auf unterschiedlich substituierte und verzweigte
Analoga hindeutet. Dies konnte anhand der im Standardmix enthaltenen Verbindungen 1-

Phenylpentan, Isopentylbenzen und (1Methylbutyl)benzen verifiziert werden (Abbildung 62).

fzs " hsa hsshap' has | hsa' hsa hea' hes he hra ' hee ' Hsa hea ' hes kve s kig kis ' lzm ks Bae B3

Abbildung 62: Nachweis von unterschiedlichen Verzweigungen und Substitutionen am

Beispiel 1-Phenylpentan
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Durch die Extraktion des fir Phenylpentan charakteristischen molekularen Massenfragments

m/z 148 konnte gezeigt werden, dass diese 3 Verbindungen auf einer Geraden liegen.

Um nahere Informationen Uber die unterschiedlichen Analoga zu erhalten erfolgte eine
Zuordnung dieser anhand ihres Fragmentierungsmusters. Phenylalkane fragmentieren zu
einem molekularen Massenfragment, sowie Fragmenten, die durch die Spaltung der
Alkylgruppe entstehen. Phenylalkane konnen in Bezug auf das a-Kohlenstoffatom der
Alkylkette in 3 Gruppen unterteilt werden:

- primare Phenylalkane —CH,-

- sekundare Phenylalkane —CHR;-

- tertidare Phenylalkane —C R{R»-

9
1004

1-Phenylpropan

O 4—\:) m/z 91 o @

65 78
- 33 ! )

R A 20 Al me P

10 i) 30 40 50 60 70 80 30 100 10 15[) 130

120

1004
Isopropylbenzene

;;"r ‘r’,m»\\\ ::r’{:. 7 ‘
£ Yo ey mfz 105 ]
N/ N\

h
10 20 30 40 50 60 70 80 50 100 110 20 130

1004
tert-Butylbenzene

m/z 119

504 81

O

134
41

7
51
. 5 8. - o]
15 i I IO ’4‘I| 83 il L Ll 2
W 2 30 41 s & 7/ s 8 00 M@ 120 130 140 180

39
37|

Abbildung 63: Fragmentierung von primaren, sekundéren und tertiaren Phenylalkanen

Primare Phenylalkane bilden ein Basisfragmention bei m/z 91 (benzylische Spaltung) und
nahezu keine weiteren Fragmente. Es ist jedoch zu bericksichtigen, dass das Fragmention
m/z 91 allen Phenylalkanen gemein ist, wenn auch in Abhangigkeit des Substitutionsmusters

in geringerer Intensitat. Sekundare Phenylalkane fragmentieren zu einem a-Methyl-
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Carbokation (m/z 105). Die Spaltung der Methylgruppe ist dabei aufgrund der damit
einhergehenden Bildung des instabileren RCH," lons unwahrscheinlich. Tertidre
Phenylalkane zeigen ein Basisfragmention bei m/z 119, da hierbei die Bildung des Dimethyl-

Carbokations energetisch bevorzugt wird.

Die Fragmentierung der Phenylalkane erfolgt dabei definierter Fragmentierungsregeln. Diese
besagen, dass die grofite Alkylgruppe an der Stelle der hdchsten Alkylsubstitution bevorzugt
als neutrales Fragment verloren geht. Die am haufigsten vorkommenden Fragmente sind
demnach m/z 91 (und 92), m/z 105, m/z 119 (und 120), m/z 133 und m/z 147. Dazugehdrige

Fragmentierungsmuster sind in Abbildung 64 dargestellt.

‘e

| : RS : m/z 105 : ‘ m/z 119

Wm

m/z 147

Abbildung 64: Fragmentierungsmuster von Phenylalkanen

Da die Fragmentierungsmuster der einzelnen Isomere der homologen Reihen fir alle
Phenylalkane ident sind, erfolgte eine Darstellung am Beispiel von Phenyldodecan. Anhand
dessen konnten Analoga mit a-methyl, a-dimethyl, a-ethyl, a-propyl, a-butyl, a-pentyl und a-

methyl-B-methyl Struktur, sowie Trimethylbenzene identifiziert werden (siehe Abbildung 65).

Phenylalkane mit einer a-methyl Struktur sind durch eine Methylgruppe am a-
Kohlenstoffatom der Alkylgruppe charakterisiert und zeigen ein Basisfragment bei m/z 105.

Die Alkylgruppe selbst kann sowohl linear als auch verzweigt vorliegen, wobei
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Verzweigungen uUberwiegend bei héher nummerierten Kohlenstoffatomen vorliegen. Dies gilt

auch fur alle weiteren identifizierten Strukturen.

Abbildung 65: Identifizierte Strukturen von Phenylalkanen am Beispiel Phenyldodecan

Phenylalkane mit einer a-ethyl Struktur sind durch eine Ethylgruppe am a-Kohlenstoffatom
der Alkylgruppe charakterisiert und zeigen ein Basisfragment bei m/z 91, infolge der
benzylischen Spaltung, sowie ein Fragment bei m/z 119. Dieses entsteht durch die
Abspaltung der Alkylkette. Die gilt auch flir Phenylalkane mit a-propyl, a-butyl und a-pentyl
Struktur, die jeweils 2 Basisfragmente bei m/z 91 und 133, m/z 91 und 147, sowie m/z 91
und 161 aufweisen (siehe Abbildung 66)

Betrachtet man nun die einzelnen Spektren, so zeigt sich, dass mit zunehmender
Kettenlange, der sich am a-Kohlenstoffatom abspaltenden Alkylkette, die Intensitat des
Fragments m/z 91 zunimmt, wogegen die Intensitdten anderer Fragmente abnehmen.
Daraus lasst sich schlieBen, dass mit zunehmendem Verzweigungsgrad am o-

Kohlenstoffatom eine benzylische Spaltung energetisch bevorzugt wird.

Neben Analoga mit a-methyl, a-dimethyl, a-ethyl, a-propyl, a-butyl, a-pentyl und a-methyl-3-
methyl Struktur konnten auch Trimethylbenzene identifiziert werden Trimethylbenzene sind
durch charakteristische Massenfragmente bei m/z 133, m/z 134, m/z 119, m/z 105 und
m/z 91 charakterisiert, wobei die Fragmente m/z 133 und m/z 134 dominieren. Ob entweder
m/z 133 oder m/z 134 in hoherer Intensitat vorliegt ist dabei von der Position der
Methylsubstituierung am Benzenring abhangig (siehe Abbildung 67). Hinsichtlich der in den
Proben vorliegenden Trimethylbenzene war die Bestimmung der Position der
Methylsubstituierung, sowie die Bestimmung der Zusammensetzung der Alkylkette (linear

oder verzweigt) nicht mdglich.
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Abbildung 66: Spektren der identifizierten Strukturen von Phenylalkanen
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Abbildung 67: Spektren der unterschiedlichen Trimethylbenzene

Mit dem derzeitigen Stand der Analysen ist ausschlieRlich eine strukturelle Zuordnung eines

Groldteils der

unbekannten Analoga moglich. Eine eindeutige

Identifizierung aller
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Phenylalkane, vor allem jener mit langen, komplex verzweigten Kohlenstoffketten ist
aufgrund eines Mangels an verfligbaren Standardsubstanzen nicht méglich.

Generell konnten Phenylalkane in allen analysierten Proben nachgewiesen werden und
stellen somit einen substantiellen Anteil der MOAH Fraktion dar. Die hdchsten
Konzentrationen fir diese Verbindungsgruppe wurden dabei in Tageszeitungen, gefolgt von
Recyclingpapieren  nachgewiesen. In  Frischfaserproben war die Konzentration

erwartungsgemal geringer, jedoch noch deutlich nachweisbar.

7.3.2.2 Quantitative Bestimmung der Phenylalkane mittels GC-MS

Die Analyse mittels GC-MS diente dazu, den Anteil der Phenylalkane, sowie den Anteil der
gesattigten Mineraldlbestandteile (MOSH) in der MOAH-Fraktion zu bestimmen. Um bei
eindimensionaler Analyse eine ausreichend intensive Response fur die Quantifizierung
einzelner Verbindungen bzw. der Substanzgruppe der Phenylalkane zu erhalten, war die
Herstellung wesentlich konzentrierterer Extrakte notwendig (siehe 6.3.3). Um den Anteil und
die Konzentration an Phenylalkanen und nicht aromatischen Kohlenwasserstoffen
festzustellen, mussten die Analysenergebnisse der GC-MS Messung in Bezug zur
Bestimmung der Summenkonzentration der MOAH mittel GC-FID gesetzt werden. Dies war
notig, da bei massenspektrometrischer Detektion eine direkte Quantifizierung Uber die
internen Standards aufgrund einer unterschiedlichen Response von internen Standards und
Zielanalyten nicht moglich ist. Als erster Schritt erfolgte somit die Bestimmung der
Gesamtkonzentration an MOAH in den einzelnen Extrakten mittels off-line HPLC-GC-FID
Messung, durchgefiihrt durch eine externe Institution. Die uns Ubermittelten Konzentrationen
beziehen sich auf die Konzentration an MOAH bis n-Css, abziglich der internen Standards
und DIPN (siehe Tabelle 40).

Tabelle 40: Konzentration 3 MOAH - n-C3s

Probe Konzentration —C35 [mg/kg]
1 (Frischfaser) 2
2 (Recycling) 44
3 (Recycling) 237
4 (Frischfaser) 19
5 (Frischfaser) 13
6 (Recycling) 38
7 (Tageszeitung) 1109

Frischfaserproben weisen dabei wie zu erwarten einen geringeren Anteil an aromatischen

Mineraldlkohlenwasserstoffen auf als Recyclingproben, wenngleich die Konzentration an

149



Ergebnisse und Diskussion

MOAH in Frischfaserprobe 1 und 4 in einem ahnlichen Bereich liegt wie die Konzentration in
Recyclingprobe 2 und 6. Die relativ hohe Konzentration dieser Proben im Vergleich zu den
Recyclingproben ist Uberraschend, da Frischfaserproben in der Regel keine
Mineraldlkohlenwasserstoffe aufweisen sollten. Auch eine Verunreinigung bei der Produktion
in solch einem Ausmal ist eher unwahrscheinlich. Da es sich um nicht bedruckte Papiere
handelt kann auch der Einfluss von Druckfarben vernachlassigt werden. Am
wahrscheinlichsten ist eine Verunreinigung durch die Umgebung oder unsachgemafe
Lagerung. Recyclingprobe 2 sticht dabei mit einer deutlich hdheren MOAH Konzentration
von 237 mg/kg Papier hervor. Dies deutet auf einen héheren Recyclinggehalt dieser Probe
im Vergleich zu den anderen beiden Recyclingproben hin. Am héchsten ist die Konzentration
an MOAH in der Zeitungsprobe. Mit 1109 mg/kg liegt die Konzentration dieser Probe um den
Faktor 5 bis 500 Uber den Konzentrationen der Papierproben. Dies verdeutlicht die Tatsache,
dass Zeitungspapiere einen wesentlichen Anteil an der Verunreinigung von Recyclingproben

durch Mineralolkohlenwasserstoffe haben.

In Bezug auf die GC-MS Messung wurde als Erstes anhand der Analyse des Phenylalkan-
und n-Alkanstandards das Verhaltnis der Intensitat der molekularen Massenfragmente der
Phenylalkane, sowie des Fragmentes m/z 57 zur Bestimmung der gesattigten
Kohlenwasserstoffe, im Verhaltnis zum TIC der jeweiligen Verbindungen berechnet.
AnschlieRend erfolgte die Analyse der Extrakte. Durch Extraktion der molekularen
Massenfragmente der linearen Phenylalkane und ihrer durch dasselbe molekulare
Massenfragment charakterisierten Analoga wurden die Retentionsbereiche der Phenylalkane
bestimmt und in Relation zu den Retentionsbereichen der n-Alkane gestellt. Die Extraktion
der molekularen Massenfragmente der Phenylalkane veranschaulicht dabei gut die
Verschiebung der Elution hin zu hdéheren Retentionszeiten mit zunehmender Kettenlange
bzw. zunehmendem Verzweigungsgrad der Alkylketten. Die in den Proben vorliegenden
Phenylalkane weisen dabei eine Alkylkettenlange von 8 bis 23 Kohlenstoffatomen auf. Die
Phenylalkan-Analoga mit derselben molekularen Masse eluieren dabei als nicht aufgeldste
.Phenylalkanberge®, analog zum ,Mineraldlberg“ der gesamten MOAH-Fraktion, wobei sich
der Elutionsbereich tber einen Bereich von 6 bis 7 n-Alkanen erstreckt (sieche Abbildung 68).
Anhand einer Uberlagerung der Extrakte mit dem n-Alkanstandard konnte der
Elutionsbereich der Phenylalkane in Bezug auf die n-Alkane ermittelt werden. Dies zeigte,
dass die in den Proben detektierten Phenylalkane mit einer Alkylkettenlange von Cg bis C,;
in einem Bereich der n-Alkane von n-C,; bis n-Cj, eluieren (siehe Abbildung 69). Der
relevante Bereich umfasst dabei den Bereich des nicht aufgel6sten Mineraldlberges, sowie in

Abhangigkeit der Probe einen Bereich vor und nach dem Mineraldlberg.
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Abbildung 68: Extraktion der molekularen Massenfragmente der Phenylalkane
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Abbildung 69: Relevanter Migrationsbereich der aromatischen Fraktion

Der Grofteil des Elutionsbereichs der Phenylalkane fallt dabei in den Bereich des nicht

aufgeldsten Mineralélberges, welcher zwischen n-C4s und n-Cyg eluiert. Dies verdeutlicht,

dass bei Analyse der MOAH der ganze Bereich der n-Alkane zu bertcksichtigen ist, da bei

einer Bestimmung der Konzentration erst ab n-Ci, analog zur MOSH, ein Teil der

Phenylalkane nicht erfasst werden wirde. Ausgehend davon ist zu vermuten, dass dies auch

auf andere in der MOAH vorliegende aromatische Substanzen zutrifft. In Tabelle 41 sind die

Retentionsbereiche der Phenylalkane in Bezug auf die Retention der n-Alkane dargestellt.
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Tabelle 41: Elutionsbereich der Phenylalkane

Verbindung m/z RT [min] Bereich n-Alkane
Phenyloctan (C,) 190 14,67-16,95 C13-Cie
Phenylnonan (Cg) 204 15,70-18,54 C14-Cy7
Phenyldecan (Cm) 218 16,43-20,11 C14-Cys
Phenylundecan (C, ) 232 17,24-21,52 C15-Cqo
Phenyldodecan (C,,) 246 18,49-22,87 C16-C20
Phenyltridecan (C,,) 260 19,68-24,28 C16-C21
Phenyltetradecan (C,,) 274 20,27-25,41 C17-Cx2
Phenylpentadecan (C,) 288 21,33-26,90 C18-Cas
Phenylhexadecan (C16) 302 22 57-28,44 C19-Cos
Phenylheptadecan (C, ) 316 24,04-29,88 C20-Cas
Phenyloctadecan (C18) 330 25,06-31,91 C21-Cy
Phenylnonadecan (C.) 344 25,93-32,61 C21-Cas
Phenyleicosan (C,) 358 26,60-33,91 C22-Cog
Phenylheneicosan (C21) 372 28,01-34,61 C23-Cao
Phenyltricosan (C,,) 386 28,82-35,67 C24-Cs2

Zur quantitativen Bestimmung des Anteils der Phenylalkane an der MOAH wurden die
Gesamtflache MOAH bis n-C3s, abzliglich DIPN und interner Standards integriert. In weiterer
Folge wurden die Molekularion-Fragmente der einzelnen Phenylalkane sowie m/z 57 fir
nicht aromatische Kohlenwasserstoffe extrahiert, integriert und deren Flache anhand der
Uber den Phenylalkan- und n-Alkanstandard bestimmten Faktoren auf die gesamte MOAH-
Fraktion hochgerechnet. Um die unterschiedliche Response des MS-Detektors pro
Masseneinheit an gesattigten Kohlenwasserstoffen flr die einzelnen n-Alkane zu
berlcksichtigen, wurden die fur die jeweiligen n-Alkane bestimmten Faktoren gemittelt.
Anhand dessen konnten einerseits der prozentuelle Anteil der Phenylalkane und nicht
aromatischen Kohlenwasserstoffe an der MOAH, sowie die prozentuelle Verteilung der
einzelnen Phenylalkane in den unterschiedlichen Proben ermittelt werden. In weiterer Folge
wurde die Konzentration der Phenylalkane bestimmt, indem der ermittelte prozentuelle Anteil
der jeweiligen Substanzen an der MOAH zu der mittels GC-FID bestimmten
Gesamtkonzentration an MOAH in Bezug gesetzt wurde. Eine direkte Bestimmung der
Konzentration Uber die internen Standards bei massenspektrometrischer Detektion ist wie
bereits erwahnt, aufgrund der unterschiedlichen Response der massenspektrometrischen
Detektion pro Masseneinheit der Kohlenwasserstoffe nicht moglich. Die quantitative
Bestimmung der Phenylalkane stellt deshalb nur eine grobe Abschatzung und keinesfalls
eine exakte quantitative Analyse dar und dient in erster Linie dazu einen Uberblick Uber die

Zusammensetzung der MOAH, bzw. den Einfluss der Phenylalkane, sowie Uber den
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Ubertrag an MOSH zu erhalten. Der prozentuelle Anteil der Phenylalkane und der nicht
aromatischen Kohlenwasserstoffe, sowie deren ermittelte Konzentrationen sind in Tabelle 42

zusammengefasst.

Tabelle 42: Konzentration und prozentueller Anteil Phenylalkane und ges. Kohlenwasserstoffe

MOAH — C3s Phenylalkane gesattigte KW  Phenylalkane  gesattigte KW

Probe [mg/kg] [mg/kg] [mg/kg] [%] [%]
1 (Frischfaser) 2 0,07 0,03 2,34 0,89
2 (Recycling) 44 2,8 0,06 6,53 0,31
3 (Recycling) 237 16 0,03 6,60 0,20
4 (Frischfaser) 19 0,85 0,16 4,39 0,37
5 (Frischfaser) 13 0,39 0,46 3,06 0,19
6 (Recycling) 38 1,1 0,06 3,02 0,16
7 (Tageszeitung) 1109 64 3,6 5,75 0,32

Der prozentuelle Anteil der Phenylalkane liegt in allen Proben zwischen 2,34 % und 6,60 %,
mit einem Anteil von 5,75 % im Zeitungspapier, welches als Referenzmaterial fir die Quelle
von Mineraldlkomponenten in Recyclingmaterial dient. In Frischfaserproben ist der
prozentuelle Anteil mit 2,34 % bis 4,39 % etwas geringer als in Recyclingproben mit einem
Anteil zwischen 3,02 % und 6,60 %, wobei der Anteil in Probe 6 mit 3,02 % dabei den
Anteilen in den Frischfaserproben entspricht. Geht man davon aus, dass Zeitungspapiere zu
den Hauptkontaminationsquellen von Mineraldlverbindungen zahlen, so scheint es
verwunderlich, dass der prozentuelle Anteil der Phenylalkane in der Zeitungsprobe geringer
ist als in Recyclingproben. Es ist jedoch zu berlcksichtigen, dass sich der prozentuelle Anteil
auf die jeweilige Gesamtkonzentration an MOAH in den Proben bezieht. Zusatzlich ist zu
beachten, dass die Phenylalkane nur einen geringen Anteil an der gesamten aromatischen
Fraktion ausmachen und ein niedriger Anteil an Phenylalkanen nicht zwingend mit einer
niedrigen Gesamtkonzentration aromatischer Verbindungen in den Proben gleichzusetzen
ist. Vergleicht man die Konzentrationen der Phenylalkane der Proben, so zeigt sich, dass die
Konzentrationen in den Frischfaserproben mit 0,07-0,85 mg/kg alle unter den
Konzentrationen der Recyclingproben mit 1,1-16 mg/kg Papier liegen. Bei den
Recyclingproben sticht wiederum Probe 3 mit einer Konzentration von 16 mg/kg, im
Vergleich zu 1,1 mg/kg und 2,8 mg/kg der anderen beiden Proben (P2 und P6) hervor. In
Bezug auf die Konzentration der Phenylalkane weist die Zeitungsprobe, mit einer
Konzentration von 64 mg/kg, wie erwartet den héchsten Wert auf. Abbildung 70 zeigt dabei
die grafische Verteilung des Anteils der Phenylalkane und gesattigten Kohlenwasserstoffe an
der MOAH.
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Frischfaser (P 1) Recycling (P2)
PA ges. KW ges. KW
2,34% 0,89% PA
o o 6.53% 0,37%

Frischfaser (P4) Recycling (P3)

PA
PA ges. KW 6,60%
4,39% 0,31%

ges. KW
0,19%

Frischfaser (P5) Recycling (P6)
jia PAo es. KW
3,06% ges. KW 3,02% 90,1-6%

0,20%

Tageszeitung (P7)

PA
5,75%

ges. KW
0,32%

Abbildung 70: prozentueller Anteil Phenylalkane und ges. Kohlenwasserstoffe der MOAH
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Die Analysen haben gezeigt, dass der prozentuelle Anteil der Phenylalkane, in Abhangigkeit
der Probe (Frischfaser, Recycling, Zeitung) in einem Bereich von 5% schwankt und die
Konzentration der Phenylalkane in Zusammenhang mit der Gesamtkonzentration der
aromatischen Fraktion steht, wobei gilt, je hdher die Konzentration der MOAH, desto héher
die Konzentration der Phenylalkane. In diesem Zusammenhang zeigt sich dann deutlich,
dass Tageszeitungen, deren Konzentration an MOAH am hoéchsten ist, die hochste
Konzentration an Phenylalkanen aufweisen.

Der Anteil an gesattigten Kohlenwasserstoffen liegt unabhangig von der Art der Probe unter
einem Prozent, wodurch auch die Konzentration der gesattigten Kohlenwasserstoffe mit der
Konzentration der gesamten MOAH steigt. Dies lasst sich dadurch erklaren, dass Proben mit
hoher Konzentration an MOAH generell auch durch eine hohe Konzentration an MOSH
charakterisiert sind. Der Ubertrag der geséattigten Kohlenwasserstoffe ist somit auf eine
unsaubere Fraktionierung von MOSH und MOAH zurlickzuflihren, sollte im Idealfall jedoch
0% betragen. Da MOSH und MOAH koeluieren und eine hohe Konzentration an MOAH
somit mit einer hohen Konzentration an MOSH einhergeht, nimmt die Konzentration des

Ubertrags gesattigter Kohlenwasserstoffe mit steigender Konzentration der MOAH zu.

Bei Betrachtung der Gesamtverteilung zeigt sich, dass Phenylalkane und gesattigte
Kohlenwasserstoffe nur einen geringen Anteil der gesamten aromatischen Fraktion
ausmachen. Es stellt sich somit die Frage, welche Verbindungen den Rest der MOAH
ausmachen. Dies verdeutlicht dabei die Komplexitat dieser Fraktion und die Schwierigkeit
einzelne Verbindungen zu identifizieren.

Die in den Proben nachgewiesenen Phenylalkane weisen dabei eine Alkylkettenlange von 8
bis 22 Kohlenstoffatomen auf. Es wurden somit Phenylalkane zwischen Phenyloctan und
Phenyldodecan detektiert, wobei die in den Frischfaserproben nachgewiesenen Phenyl-
alkane eine maximale Alkylkettenlange von 16 Kohlenstoffatomen aufwiesen. Eine
Ausnahme stellte hierbei Probe 4 dar, die analog zu den Recyclingproben Phenylalkane von
Cs bis Co, enthalt (siehe Tabelle 43)

Tabelle 43: Vorkommende Phenylalkane

Kettenlange der nachgewiesenen

Probe Phenylalkane
1 (Frischfaser) Cs—Cre
2 (Recycling) Cg—C22
3 (Recycling) Cs—Cyx
4 (Frischfaser) Cs—Cyx
5 (Frischfaser) Cs—Ci1s
6 (Recycling) Cs—Cx
7 (Tageszeitung) Cs—Cy
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Auffallig ist, dass in der Zeitungsprobe nur Phenylalkane mit einer Kettenlange von bis zu 20
Kohlenstoffatomen nachgewiesen wurden. Dies, sowie die Tatsache, dass in
Frischfaserproben mit Ausnahme von Probe 4, Phenylalkane mit einer maximalen
Kohlenstoffkettenlange von 16 C-Atomen nachgewiesen wurden, deutet auf einen Eintrag
von Phenylalkanen langerer Alkylketten Uber den Recyclingprozess hin. Mogliche Quellen fur
Phenylalkane mit langen Alkylketten konnten dabei Beschichtungen und Klebstoffe sein, da
Probe 4, bei der es sich um eine beschichtete Frischfaserprobe handelt, eine ahnliche
Verteilung der Phenylalkane aufweist wie Recyclingproben. Die Quellen kénnen dabei
einerseits die Beschichtung selbst, andererseits der Klebstoff zur Aufbringung der
Beschichtung sein. Da Zeitungen weder Beschichtungen noch Klebstoffe enthalten, lasst
sich somit auch erklaren warum in der Zeitungsprobe, Phenylalkane mit einer maximalen

Kettelange von 20 Kohlenstoffatomen nachgewiesen wurden.

Die Verteilung der unterschiedlichen Phenylalkane innerhalb der Proben (siehe Abbildung
71) zeigt dabei grolte Unterschiede. So zeigen Recyclingproben und die Zeitungsprobe eine
relativ. homogene Verteilung mit den geringsten Anteilen von Phenylalkanen mit
Alkylkettenlangen kleiner Ci9 und gréRRer C,. Die beiden Frischfaserproben (P1 und P3),
sind hingegen durch eine inhomogene Verteilung der Phenylalkane charakterisiert. Probe 1
weist eine Zentrierung von Phenylalkanen mit einer Kettenlange von C4, bis C43 auf, welche
im Vergleich zu relativ geringen Anteilen der andern Phenylalkane dominieren. Probe 3
hingegen weist einen Anteil von nahezu 70 % an Phenylnonan (68,39 %) auf. Eine
Ausnahme stellt wiederum Probe 4 dar, deren Verteilung der Phenylalkane jener von
Recyclingproben ahnlich ist. Grund dafur dirfte wie bereits erwahnt die Beschichtung dieser
Probe sein. Um eine Bestatigung dieser Vermutung zu erhalten bedarf es allerdings einer
getrennten Analyse von Papier, Beschichtung und Klebstoff, was im Rahmen dieses

Projektes nicht mdglich war.
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Abbildung 71: Prozentuelle Verteilung der Phenylalkane der einzelnen Proben
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7.3.3 Identifikation einzelner Substanzen und Substanzklassen

Neben der Identifikation der Phenylalkane gelang die Identifikation weniger aromatischer
Einzelsubstanzen, sowie zweier grélRerer Substanzklassen, alkylierter Biphenyle und
alkylierter Naphthaline. Hinsichtlich beider Substanzklassen konnte jedoch, mangels
erwerblicher Standardsubstanzen keine eindeutige Zuordnung aller identifizierten
Verbindungen durchgefuhrt werden. Darlber hinaus konnten einzelne Gruppen an
Verbindungen, die durch dieselben spezifischen Massenfragmente charakterisierte sind,
detektiert, jedoch nicht identifiziert werden. Da eine eindeutige Identifizierung Uber Standards
und eine Zuordnung dieser Verbindungen anhand ihrer charakteristischen Massenfragmente
nicht méglich war, erfolgte anhand von hochauflosender Massenspektrometrie zumindest die

Bestimmung der Zusammensetzung dieser Fragmente.

7.3.3.1 Identifizierung von Einzelsubstanzen

Die Identifizierung von Einzelsubstanzen erfolgte anhand von Standardmix 3, wodurch die
Identifikation auf die darin enthaltenen Substanzen limitiert war. Die Zusammensetzung des
Standardmixes bezog sich dabei auf anhand von in Vorversuchen durch Abgleich
massenspektrometrischer Datenbanken identifizierte Verbindungen, sowie in der MOAH
vermutete Substanzen, und sollte zur deren Verifizierung dienen. Zu den identifizierten
Verbindungen zahlen alkylierte Benzene, alkylierte Naphthaline, alkylierte Biphenyle,
Methoxynaphthaline und Diphenylmethane. Zusatzlich wurden einige polycyclische

aromatische Kohlenwasserstoffe (PAH'’s — polycyclic aromatic hydrocarbons) identifiziert.

Der Grolteil der identifizierten aromatischen Verbindungen eluiert dabei vor Beginn des nicht
aufgelosten Bereiches. Dies zeigt, dass dieser Bereich selbst bei Analyse mittels GCxGC-
MS, vor allem bei Recyclingproben und Proben mit einer hohen Konzentration an
Mineralolbestandteilen, zu komplex ist um einzelne Verbindungen zu identifizieren.
Abbildung 72 zeigt den Standardmix 3 mit Markierung der in den Proben identifizierten
Substanzen. Die schwarze Linie stellt dabei den Beginn des nicht aufgel6sten Bereiches in
den Proben dar. Die in den Proben nachgewiesenen Verbindungen sind rot markiert, die
Ubrigen im Mix enthaltenen Verbindungen einschliel3lich der Phenylalkane und der internen
Standards zur Trennung und Quantifizierung von MOSH und MOAH schwarz. Durch
Abgleich des Standardmixes wurden anschlieRend die jeweiligen Verbindungen in den

Proben identifiziert.
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Abbildung 72: Standardmix mit Markierung der nachgewiesenen Substanzen

Die in den Proben identifizierten Verbindungen, sowie ihr Vorkommen in den jeweiligen
Proben sind in Tabelle 44 angefuhrt.

Tabelle 44: Identifizierte Einzelsubstanzen der MOAH

Verbindung P1 P2 P3 P4 P5 P6 P7
t-Pentylbenzen + + + + + + +
4-Phenylcylohexen + + + +
1,6-Dimethylnaphthalin + + + + +
2,6-Dimethylnaphthalin + + +

2,7-Dimethylnaphthalin + + + + +
9-Etyhlphenanthren +

3,3‘-Dimethylbiphenyl + + + + +
4.,4'-Dimethylbiphenyl + + +
3-Ethylbiphenyl + + + + +
3-Propylbiphenyl + + + +
3,3',5,5-Tetramethylbiphenyl + + + +
1-Methoxynaphthalin + + + + + +
2-Methoxynaphthalin + + + + + +
Diphenylmethan + + + + +
Naphthalin + + + + +
Fluoren + + +
Fluoranthen + + + + +
Pyren + +
Dibenzothiophen + + +

Die einzige, in allen Proben identifizierte, Verbindung war t-Pentylbenzen, wogegen 9-

Ethylphenanthren ausschliellich in Probe 2, einer Recyclingprobe nachgewiesen wurde.

In den beiden Frischfaserproben P1 und P5, sowie in der Tageszeitung, wurden deutlich

weniger aromatische Einzelsubstanzen identifiziert, als in den Ubrigen Proben. In diesen
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beiden Frischfaserproben konnte die Substanzklasse der Biphenyle nicht nachgewiesen
werden, in der Zeitungsprobe nur 3-Ethylbiphenyl und 3,3'-Dimethylbiphenyl. In allen
anderen Proben konnten hingegen alle im Standardmix enthaltenen Biphenyle nach-
gewiesen werden. Auffallig ist, dass Probe 4, eine Frischfaserprobe, zu den Proben mit den
meisten identifizierten Verbindungen zahlt. Da es sich hierbei um die beschichtete Probe
handelt, die auch bei der Verteilung der Phenylalkane eine Verteilung analog zu den
Recyclingprodukten aufweist, lasst sich schlieRen, dass auch hierbei die Beschichtung fir
das Vorhandensein von Verbindungen, die in anderen Frischfaserproben nicht vorkommen,

verantwortlich ist.

Da der GroRteil der identifizierten Verbindungen, wie bereits erwahnt, vor dem Mineraldlberg
eluiert, zeigt sich, dass Beschichtungsmaterialien und Klebstoffe vermutlich vor allem in
diesem Elutionsbereich einen gro3en Einfluss haben. Dies verdeutlicht auch den Einfluss
dieser Bestandteile auf das Recycling, da die in der beschichteten Frischfaserprobe
identifizierten Verbindungen auch in Recyclingprodukten wiederzufinden sind, jedoch in der
Zeitungsprobe nicht vorkommen. Dennoch gelten Zeitungspapiere als Hautquelle fur die
Verunreinigung von Recyclingproben mit Mineraldlbestandteilen, da diese so wie es scheint
Uberwiegend die nicht identifizierbaren Verbindungen des Mineraldlberges enthalten.

Neben den angefiuhrten identifizierten Verbindungen die der MOAH zuzurechnen sind,
wurden auch einige PAH'’s detektiert. Es ist dabei bekannt, dass die MOAH-Fraktion geringe
Anteile an PAH’s enthalten kann (BfR 2012b). Diese kénnen somit auch als nicht alkylierte
Markersubstanzen der MOAH betrachtet werden. Die in den Proben nachgewiesenen PAH’s
waren Naphthalin, Fluoranthen, Fluoren, Pyren und Dibenzothiophen, wobei keine
eindeutige Tendenz bezuglich deren Vorkommens in der unterschiedlichen Art der Proben
festgestellt werden konnte. Abbildung 73 zeigt den Nachweis der identifizierten

Verbindungen bei Extraktion der jeweiligen selektiven lonen einer Recyclingprobe
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Abbildung 73: Identifizierte Substanzgruppen in Bezug auf eine Recyclingprobe

Neben den identifizierten Biphenylen und Naphthalinen wurden in den Proben weitere
unterschiedlich substituierte Verbindungen dieser Substanzgruppen nachgewiesen. Diese
konnten jedoch aufgrund eines Mangels an verfigbaren Standards nicht eindeutig
identifiziert werden. Anhand ihrer spezifischen Massenfragmente konnte jedoch anhand
eines Abgleichs der Spektren mit massenspektrometrischen Datenbanken eine Zuordnung
der Substitution, hinsichtlich der Alkylierung durchgefihrt werden. In Abbildung 74 sind dabei
die Retentionsbereiche dieser beiden Substanzgruppen in Bezug auf das gesamte

Chromatogramm dargestellt.

FE U R

Abbildung 74: Identifizierte Substanzgruppen in Bezug auf eine Recyclingprobe
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7.3.3.2 Biphenyle
Die Gruppe der Biphenyle eluiert gleichzeitig mit den Diisopropylnaphthalinen (DIPN). Bei

eindimensionaler Analyse kommt es somit zu einer Uberlagerung der Biphenyle mit DIPN.
Durch die Subtraktion von DIPN, welche bei der Bestimmung der Gesamtkonzentration an
MOAH durchgefuhrt wird, kann es dadurch auch zu einer unerwiinschten Subtraktion der
Biphenyle kommen, die jedoch Bestandteii der MOAH sind. Generell wird davon
ausgegangen, dass Diisopropylnaphthaline als Aufsitzer aus dem Mineral6lberg herausragen
und Biphenyle sich im Mineraldlberg befinden. Bei Subtraktion von DIPN in Form der
Aufsitzer wird also davon ausgegangen, dass die Biphenyl-Fraktion erhalten bleibt und somit
in die Bestimmung der Gesamtkonzentration an MOAH miteinbezogen wird. Da bei Analyse
mittels GC-FID jedoch keine Eindeutige Zuordnung koeluierender Verbindungen maoglich ist,
wie dies bei Analyse mittels GC-MS anhand der Massenspektren der Fall ist, kann eine mit
der Subtraktion von DIPN einhergehende Subtraktion zumindest eines Teiles der Biphenyl-
Fraktion nicht ausgeschlossen werden. Dies kann im gegebenen Fall zu einer falsch-
positiven Bestimmung der Gesamtkonzentration an MOAH flhren.

Neben den udber den Standardmix identifizierten Biphenylen 3-Ethylbiphenyl, 3-
Propylbiphenyl, 3,3‘-Dmethylbiphenyl, 4,4'-Dimethylbiphenyl und 3,3°5,5-Tetramethyl-
biphenyl konnten durch Abgleich der Spektren mit der NIST-Spektrendatenbank drei
unterschiedliche Gruppen von Biphenylen identifiziert werden, die jeweils durch die selben
Massenfragmente charakterisiert sind. Bei Gruppe 1 handelt es sich dabei um Tetramethyl-
und/oder Diethylbiphenyle, bei Gruppe 2 um Trimethylbiphenyle und bei Gruppe 3 um
Dimethylbiphenyle. Die jeweiligen Gruppen, sowie die Uber den Standard eindeutig

identifizierten Biphenyle sind in Abbildung 75 dargestellt.

Tetramethyl-/
Diethylmethylbiphenyle

" Nz a0195 !

Abbildung 75: Identifizierte Biphenyle
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Gruppe 1 der Tetramethyl- oder Diethylbiphenyle, ist durch die Massenfragmente 195, 210
und 165 charakterisiert und stellt die grote Gruppe der unterschiedlich substituierten
Biphenyle. Gleichzeitig ist dies auch die Gruppe mit den intensivsten Peaks der Biphenyle,
was bedeutet, dass die Biphenyle mit den hoéchsten in den Proben vorliegenden
Konzentrationen dieser Gruppe zuzuordnen sind. Eine eindeutige Zuordnung hinsichtlich
Tetramethyl- oder Diethylbiphenyl ohne spezifische Standardverbindungen ist ausschlief3lich
anhand der Massenspektiren nicht moglich, da sich die Spektren nur geringfiigig im
Verhaltnis der Massenfragmente unterscheiden (siehe Abbildung 76). Eine geringe
Abweichung des Massenverhaltnisses kann aber auch matrixbedingt sein, wodurch eine

eindeutige Zuordnung nicht mdglich ist.
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Abbildung 76: Spektrenabgleich Tetramethyl-/Diethylbiphenyle
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Bei den Verbindungen der Gruppe 2, die durch die Massenfragmente 196, 181 und 165
charakterisiert sind, lasst ein Spektrenabgleich das Vorliegen von Trimethylbiphenylen
vermuten, allerdings kdnnte es sich auch um Methyl substituierte Diphenylmethane handeln
wie Abbildung 77 zeigt. Eine eindeutige Zuordnung ist analog zu Gruppe 1 ebenfalls nicht
moglich. Dartberhinaus war dies die Gruppe die mit 3 Verbindungen die geringste Anzahl an
Verbindungen die durch dieselben Fragmente charakterisiert sind aufwies. Dies erschwert
zusatzlich die Zuordnung, aufgrund fehlender Vergleichsmdglichkeiten. Da die einzelnen
Verbindungen jedoch relativ weit auseinander liegen, lasst das auf unterschiedliche
Substanzgruppen schlielen. Die Tatsache, dass zumindest 2 der Verbindungen auf einer

Diagonalen liegen, lasst vermuten, dass es sich hierbei um 2 Verbindungen einer
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Substanzklasse handelt, die analog zu den Phenylalkanen auf einer homologen Geraden

liegen, wie dies typisch fir GCxGC-Analysen ist (siehe Abbildung 75).

Bei den Verbindungen von Gruppe 3, charakterisiert durch die Massenfragmente 182/167,
lasst sich aufgrund des Spektrenvergleichs auf Dimethylbiphenyle schlieRen. Mit 3,3‘-und
4,4-Dimethylbiphenyl konnten anhand des Standardmix 2 Substanzen dieser Gruppe
eindeutig identifiziert werden, die andern Verbindungen dieser Gruppe weisen eine
identische Fragmentierung auf, kdnnen aber aufgrund nicht vorhandener Standards nicht

identifiziert werden.

100] ® nicht identifizierte Verbindung
m/z 196/181/165 (Probe 4)
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Abbildung 77: Spektrenabgleich Trimethylbiphenyle/ Methyl substituierte Diphenylmethane
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Abbildung 78: Spektrenabgleich Biphenyle Tetramethyl-/Diethylbiphenyle

7.3.3.3 Naphthaline

Neben den Uber den Standardmix identifizierten Dimethylnaphthalinen (1,6-
Dimethylnaphthalin, 2,6-Dimethylnaphthalin, 2,7-Dimethylnaphthalin) konnten anhand des
Fragmentierungsmusters noch weitere Dimethylnaphthaline identifiziert werden, deren
Position der Methylgruppen ohne Verifizierung durch die jeweilige Standardsubstanz nicht
bestimmbar ist. Neben den Dimethylnaphthalinen wurden durch Spektrenabgleich mit der
NIST-Datenbank noch zwei weitere Gruppen von Naphthalinen identifiziert, welche durch die
Fragmente 170 und 155 bzw. 184 und 169 charakterisiert sind. Bei Gruppe 1, charakterisiert
durch die Fragmente 170 und 155, handelt es sich um Trimethyl- und/oder
Isopropylnaphthaline. Bei Gruppe 2, charakterisiert durch die Fragmente 184 und 169,
handelt es sich mit grofler Wahrscheinlichkeit um Tetramethylnaphthaline. Wobei auch die
Moglichkeit besteht, dass es sich um Naphthaline mit einer Methyl- und einer
Isopropylgruppe handelt. Die unterschiedlich substituierten Verbindungen der jeweiligen
Gruppen bilden dabei, analog zu den Phenylalkanen, homologe Diagonalen (siehe
Abbildung 79). Dimethylnaphthaline und die Gruppe der Trimethyl-/Isopropylnaphthaline
eluiert dabei zum groften Teil vor Beginn des nicht aufgel6sten Bereiches der
Mineraldlfraktion, wobei sich die am spatesten eluierenden Verbindungen der Trimethyl-
/Isopropylnaphthaline bereits mit diesem Bereich Uberschneiden. Durch Extraktion der
charakteristischen lonen sind diese jedoch gut vom Mineraldlberg abtrennbar. Problematisch

ist allerdings, dass diese Verbindungen bereits in den Elutionsbereich der
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Diisopropylnaphthaline fallen, wodurch es bei eindimensionaler Analyse zu den in 7.3.3.2
dargelegten Problemen kommen kann. Dies trifft auch auf die Gruppe 2 (Tetramethyl-
/Methyl-Isopropylnaphthaline) zu, deren Elutionsbereich sich mit DIPN und den Biphenylen
Uberschneidet (Abbildung 79).

Tetramethyl-/

Methyl-Isopropylnaphthaline

Abbildung 79: Identifizierte Naphthaline

Eine eindeutige Zuordnung hinsichtlich Trimethyl- und/oder Isopropylnaphthalinen bzw.
Tetramethyl- und/oder Methyl und Isopropyl substituierten Naphthalinen ist rein anhand
eines Spektrenvergleichs, analog zu den Biphenylen, nicht moglich, da sich die Spektren
wiederum nur geringfigig im Verhaltnis der Massenfragmente unterscheiden und eine
eindeutige Identifikation das Vorhandensein von Standardverbindungen erfordert.
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Abbildung 80: Spektrenabgleich Trimethyl-/Isopropylnaphthaline
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Abbildung 81: Spektrenabgleich Tetramethylnaphthaline/Methyl-lsopropyl substituierte Naphthaline

7.3.3.4 Nicht identifizierbare Substanzqruppen

Neben den identifizierten Verbindungen und Substanzklassen konnten einige Verbindungen
nachgewiesen werden die durch dieselben Massenfragmente charakterisiert sind und
teilweise auf homologen Geraden liegen. Die Verbindungen bilden spezifische Gruppen von
Substanzen, die jedoch anhand eines Spektrenabgleichs mit der NIST-Datenbank nicht zu
identifizieren waren. Diese Verbindungen eluierten dabei Uberwiegend im nicht vollstandig

aufgeldsten Bereich des Chromatogramms (siehe Abbildung 82).

§ miz 159,241

Abbildung 82: Charakteristische Massenfragmente nicht identifizierter Substanzgruppen
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Um zumindest die Zusammensetzung dieser charakteristischen Fragmente zu bestimmen,
wurde eine Analyse mittels hochauflosender Massenspektrometrie (GC-HR-MS)
durchgefuhrt. Um neben der Bestimmung der Retentionszeiten einen Bezug zum
Retentionsbereich der jeweiligen n-Alkane herzustellen erfolgte zuerst Lokalisierung der
jeweiligen Verbindungen im eindimensionalen Chromatogramm durch Extraktion der
charakteristischen lonen. Abbildung 83 zeigt dabei ein Beispiel der Lokalisierung der
jeweiligen Verbindungen im eindimensionalen Chromatogramm. Dazu erfolgte eine
Uberlagerung des TIC mit den spezifischen lonen der héchsten Intensitat, welche fir eine

verbesserte Darstellung mit dem Faktor 100 multipliziert wurden.

TiC
23.00 (100.00)
38.00 (100.00)

IS
-

m/z 223/238
39

39 J/
25

]

5 SSRGS R I U Yo 0
75 10.0 125 15.0 175 200 225 250 275 30.0 325 35.0 375

Abbildung 83: Lokalisierung charakteristischer Fragmente anhand von GC-MS

7.3.3.4.1 Hochauflésende Massenspektrometrie

Die hochauflésende Massenspektrometrie diente dem Ziel der zusatzlichen ldentifikation
einzelner Verbindungen, sowie der Bestimmung der Fragmentzusammensetzung
charakteristischer Fragmente einzelner unbekannter Substanzgruppen. Dazu wurden einige
ausgewahlte Proben mittels eines Thermo Q Exactive™ GC Orbitrap™ GC-MS/MS Systems
am Firmensitz von Thermo in Runcorn vermessen.

Um eine mdglichst exakte Massenbestimmung zu ermdglichen wurden die Daten dabei mit
einer minimalen Massenaufldsung aufgezeichnet. Dies diente vor allem zur Eliminierung
falsch-positiver Ergebnisse der Datenbanksuche, wie nachfolgendes Beispiel von 1,5-

Diisopropylnaphthalen und Dibenzothiophen verdeutlicht.
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Abbildung 84: Massenbestimmung anhand von HR-GC-MS

Die beiden Verbindungen trennt dabei nur eine Massendifferenz von 0,0899 amu. Bei
Lhormaler* GC-MS Analyse kann dies zu falsch-positiven Ergebnissen flihren, da beide
Verbindungen eine nominale Masse von m/z 212 aufweisen, welche nicht unterschieden
werden kann. Allerdings ergeben sich auch bei hochauflosender Massenspektrometrie
Limitierungen, vor allem bei der Analyse von Kohlenwasserstoffen mit derselben
molekularen Masse. Weisen Kohlenwasserstoffe keine Heteroatome auf und sind durch die
selbe Summenformel charakterisiert, so kann keine eindeutige ldentifizierung der jeweiligen
vorliegenden Verbindungen erfolgen. In diesem Fall, wie dies auch bei den Proben auftritt,
kann mittels GC-HR-MS ausschlielllich die Zusammensetzung der Fragmente bestimmt
werden.

Das Vorhandensein von Heteroatomen erleichtert die Identifizierung einzelner Substanzen
deutlich. So konnten anhand hochauflésender Massenspektrometrie Dimethyldiphenylether,
Dimethylindanone und Methoxynaphthaline eindeutig nachgewiesen werden. 1-
Methoxynaphthalin und 2-Methoxynaphthalin konnten dabei bereits anhand des
Standardmixes mittels GCxGC-MS nachgewiesen werden. Jedoch ergeben sich auch bei
Vorhandensein von Heteroatomen Limitierungen bei Analyse mit hochaufldsender
Massenspektrometrie, da auch in diesem Fall zwischen an unterschiedlichen Positionen
substituierten Isomeren nicht unterschieden werden kann, wie dies die genannten Beispiele

zeigen.
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Abbildung 86: Identifikation von Dimethyldiphenylether mittels GC-HR-MS
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Far mittels GCxGC-MS nicht identifizierbare Substanzgruppen erfolgte weiterfiihrend eine
Bestimmung der charakterisitischen Fragmentzusammensetzung, mittels GC-HR-MS.
Anhand eines Abgleiches mit den eindimensionalen GC-MS Messungen wurde darlber
hinaus der Retentionsbereich der unbekannten Verbindungen in Bezug auf die n-Alkane
bestimmt. Die so bestimmte Zusammensetzung der jeweiligen Fragmente ist in Tabelle 45

zusammengefasst.

Tabelle 45: Bestimmung der Fragmentzusammensetzung mittels GC-HR-MS

Fragmente exakte Masse Fragmentzusammensetzung RT n-Alkane
104 104,06207 CeHs
117 117,06988 CyHy C21-Ca2
162 262,17160 CaoHzo
256 256,24005 C16H3,0 ConCs
257 257 24783 CieH330 2
237 237,16385 CigHa Cyr-C
252 252,18736 CioHas 222
241 241,19507 C1gHas Coi-C
157 157.10124 CioHis 2
199 119,14185 CisH49 C1o-C
214 21417169 CieHz e
223 223,14185 Ci7Hio .~ e
238 238.17163 CigHaz CioCroi CarCaz
255 255.21097 CigHar P
270 270,23462 CaoHso Cao-Cars CavCas
241 241,19507 CigHas C.-C
159 159,11681 CizHis 2
243 24321073 CisHzr C19-Cao
249 249,16370 CioH2 Cio-C
264 264.17934 CaoHas e
239 239,17934 CisHzs C18-Cao
265 265,19525 CaoH2s Coo-C
280 280.21866 CaiHas 2o
263 263,17960 CaoHa23 C16-Cao
278 278,20290 Cp1Hzs

7.3.4 Zusammenfassung

Die Analysen zeigten, dass GCxGC-MS eine kraftvolle und aussagekraftige Methode bei der
Analyse von Mineraldlbestandteilen darstellt. GCxGC-MS erfordert jedoch eine
vorangestellte Trennung von MOSH und MOAH, da durch die zeitgleiche Elution gesattigter
Mineraldlkohlenwasserstoffe und hoch alkylierter Aromaten eine Trennung der beiden

Fraktionen mit ausschlieBlicher Anwendung von GCxGC-MS nicht zu erreichen ist. Die
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Analysen zeigten dabei die Wichtigkeit einer exakten Trennung, da es durch eine unsaubere
Trennung der beiden Fraktionen zu einem unerwiinschten Ubertrag von Substanzen der
gesattigten Fraktion in die aromatische Fraktion kommen kann.

Aufgrund der Komplexitat der MOAH ist es nicht moglich alle vorliegenden Einzelsubstanzen
zu identifizieren. Das Problem besteht einerseits darin, dass die MOAH aus zu vielen
unterschiedlichen Verbindungen, in Abhangigkeit der Ausgangsmatrix, besteht, andererseits
darin, dass viele dieser Verbindungen als Reinsubstanzen nicht verfligbar sind. Neben der
Identifikation von Phenylalkanen als die dominierende Substanzklasse in der aromatischen
Fraktion konnten noch weitere Substanzklassen unterschiedlich substituierter Biphenyle und
Naphthaline identifiziert werden, wobei eine eindeutige Zuordnung aller Analoga aufgrund
nicht verfugbarer Standardsubstanzen nicht mdglich war. Darlber hinaus konnte anhand von
verfugbaren Standardsubstanzen eine geringe Anzahl an einzelnen aromatischen
Verbindungen der MOAH identifiziert werden. Hochauflosende Massenspektrometrie
ermoglichte zusatzlich die Bestimmung der Fragmentzusammensetzung charakteristischer

Fragmente unbekannter Substanzgruppen.

Eine Charakterisierung der MOAH kann daher zum derzeitigen Stand ausschlieBlich nach
allgemeinen Eigenschaften, wie der der Zugehorigkeit zu spezifischen Substanzklassen,
Anzahl der aromatischen Ringe und der molekularen Masse einzelner Verbindungen bzw.
charakteristischer Fragmente dieser, erfolgen. Die analysierten Fraktionen zeigen zwar
einzelne identifizierbar Peaks, ein Grofiteil der Fraktionen der Proben ist jedoch durch hoch
komplexe, verschwommene Bereiche nicht aufgeldster Verbindungen charakterisiert, welche
mit zunehmender Retentionszeit und zunehmendem Molekulargewicht der Verbindungen
ausgepragter werden. Zunehmendes Molekulargewicht bedeutet dabei primar eine hdhere
Alkylierung im Gegensatz zu einer gro3eren Anzahl aromatischer Ringe. Dies bedeutet somit

eine hohere Anzahl an Isomeren.

Fir eine toxikologische Risikoevaluierung, welche der nachste Schritt bei der Bestimmung
der Relevanz von Mineraldlverbindungen als Lebensmittelkontaminanten ist, ist eine
Identifizierung aller einzelnen in der MOAH vorliegenden Substanzen jedoch unerlasslich.
Dahingehend ist eine toxikologische Evaluierung der MOAH in naher Zukunft nicht sehr

vielversprechend.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass die mehrdimensionale GCxGC Technik in
Kombination mit hochauflésender Massenspektrometrie durchaus in der Lage ist wertvolle
Informationen Uber die chemische und strukturelle Zusammensetzung von Mineraldl-

verunreinigungen in Papier- und Kartonproben zu liefern. Dennoch besteht weiterer
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Handlungsbedarf in der Aufklarung der Zusammensetzung, die letztendlich eine korrekte

Risikoabschatzung ermoglicht.
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