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Zusammenfassung

Der hier vorliegende Bericht gibt die Ergebnisse von Untersuchungen wieder, die im Rahmen der
Umweltprobenbank des Bundes gewonnen wurden. Es wurde eine analytische Methode zur
quantitativen Bestimmung von Triclosan (TCS), Methyl-Triclosan (MTCS) und Chlorophene (CP) in
Biota-Proben entwickelt und validiert. Die Analysen wurden als Prifauftrag unter Akkreditierungs-
bedingungen nach DIN EN ISO 17025 [1] durchgefiihrt.

Das Verfahren beruht auf einer Extraktion der Analyten mittels ,Beschleunigter Losemittelextraktion®,
einer Aufreinigung der gewonnenen Extrakte mittels Gelpermeationschromatographie und einer
anschlieBenden Fraktionierung der Analyten an Kieselgel. Die 'unpolare’ MTCS-Fraktion wird
aufkonzentriert und anschlieffend direkt per GC/MS/MS gemessen. Die 'polare' Fraktion, welche die
chlorierten Phenol-Derivate enthalt, wird eingeengt, mit PFBBr derivatisiert und anschlieRend mittels
GC/NCI-MS gemessen.

Es wurden 92 Proben der Matrix Brassenmuskulatur aus den Bestanden der UPB zum aktuellen und
retrospektiven Monitoring analysiert. Zusatzlich wurden 24 Proben gleicher Matrix zur analytischen
Qualitatssicherung in das Messprogramm aufgenommen, so dass insgesamt 116 Proben untersucht
wurden. Einen Uberblick iber die untersuchten Proben verschafft Tabelle I-1.

Tabelle I-1: Im Rahmen des Priifauftrages (aktuelles und retrospektives Monitoring) untersuchte
Proben der Matrix Brassenmuskulatur

Probenahme-Flache Probenahme-Jahre

Saar, Gldingen 1994, 1995, 1996, 1997, 1998, 1999, 2000, 2001, 2002, 2003
Saar, Rehlingen 1994, 1995, 1996, 1997, 1998, 1999, 2000, 2001, 2002, 2003
Rhein, Weil 1996, 1998, 2000, 2001, 2002, 2003

Rhein Iffezheim 1996, 1998, 2000, 2001, 2002, 2003

Rhein, Koblenz 1996, 1998, 2000, 2001, 2002, 2003

Rhein Bimmen 1996, 1998, 2000, 2001, 2002, 2003

Elbe, Prossen 1996, 1998, 2000, 2001, 2002, 2003

Elbe, Zehren 1996, 2001, 2002, 2003

Elbe, Barby 1996, 1998, 2000, 2001, 2002, 2003

Elbe, Cumlosen 1996, 2001, 2002, 2003

Elbe, Blankenese 1996, 1998, 2000, 2001, 2002, 2003

Saale, Wettin 1995, 1996, 1998, 2000, 2001, 2002, 2003

Mulde, Dessau 1995, 1998, 2000, 2001, 2002, 2003

Belauer See, Bornhéved 1997, 2001, 2003

Donau, Ulm 2002, 2003

Donau, Kelheim 2002, 2003

Donau, Jochenstein 2002, 2003

Die Untersuchungsergebnisse sind in der Tabelle I-12 auf den Seiten 30 bis 33 zusammengefasst.
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Summary

This report describes the results of investigations carried out in the context of the German
Environmental Specimen Bank (ESB). An analytical method was developed and validated for the
quantitative determination of Triclosan (TCS), Methyl Triclosan (MTCS) and Chlorophene (CP) in biota
samples. The analyses were performed in compliance with DIN EN ISO 17025 (General requirements
for the competence of testing and calibration laboratories).

The method based on a pressurized liquid extraction method, a clean up of the gained extracts with
gel permeation chromatography and a subsequent fraction of the analytes on silica gel. The 'non polar'
MTCS fraction is concentrated and analyzed directly by GC/MS/MS. The 'polar' fraction, which
contains the chlorinated phenol derivates, is derivatizated with PFBBr and measured by GC/NCI-MS.

92 samples of the matrix bream muscles derived from the stock of the German Environmental
Specimen Bank were analyzed for the retrospective monitoring. Additionally 24 samples of the same
matrix were included in the measuring program for analytical quality control. Altogether 116 samples
were analyzed, an overview is given in table [-1.

Table I-1: Within the investigations (actual and retrospective monitoring) analysed samples of
the matrix bream muscle

sampling site sampling year

Saar, Gudingen 1994, 1995, 1996, 1997, 1998, 1999, 2000, 2001, 2002, 2003
Saar, Rehlingen 1994, 1995, 1996, 1997, 1998, 1999, 2000, 2001, 2002, 2003
Rhine, Weil 1996, 1998, 2000, 2001, 2002, 2003

Rhine, Iffezheim 1996, 1998, 2000, 2001, 2002, 2003

Rhine, Koblenz 1996, 1998, 2000, 2001, 2002, 2003

Rhine Bimmen 1996, 1998, 2000, 2001, 2002, 2003

Elbe, Prossen 1996, 1998, 2000, 2001, 2002, 2003

Elbe, Zehren 1996, 2001, 2002, 2003

Elbe, Barby 1996, 1998, 2000, 2001, 2002, 2003

Elbe, Cumlosen 1996, 2001, 2002, 2003

Elbe, Blankenese 1996, 1998, 2000, 2001, 2002, 2003

Saale, Wettin 1995, 1996, 1998, 2000, 2001, 2002, 2003

Mulde, Dessau 1995, 1998, 2000, 2001, 2002, 2003

Bornhdved Lake District, Lake Belau 1997, 2001, 2003

Danube, Ulm 2002, 2003

Danube, Kelheim 2002, 2003

Danube, Jochenstein 2002, 2003

The results of the investigations are summarized in table 1-12, pages 30 to 33.
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1. Allgemeine Angaben zur Priifung

Die analytische Bestimmung von Triclosan und Methyl-Triclosan in Brassenmuskulaturproben der
Umweltprobenbank (in Teil | des Berichts) wurde als Prifauftrag unter Akkreditierungsbedingungen
durchgefiihrt.

Titel der Untersuchung: Retrospektives Monitoring von Triclosan und Methyl-Triclosan
Zielsubstanzen: TCS Triclosan
MTCS  Methyl-Triclosan
CP Chlorophene
Priifauftrag-Code: K-UBA-007/7-61
Auftraggeber: Umweltbundesamt

Fachgebiet IV 2.2
Seecktstralle 6 — 10
13581 Berlin

Priifinstitut: Fraunhofer-Institut fur
Molekularbiologie und Angewandte Oekologie (IME);
Auf dem Aberg 1
57392 Schmallenberg

Institutsleitung: Prof. Dr. Rainer Fischer

Bereichsleitung Angewandte

Oekologie: Prof. Dr. Andreas Schaffer

Priifleiter: Walter Béhmer

Durchfiuhrung: Thorsten Bernhardt

Qualitatssicherungsgruppe: Dr. Ulrich Fritsche, Dr. Gerd Wasmus

Priifungszeitraum: 14.10.2003 - 22.06.2004

Berichtsdatum: 31.07.2004

Verteiler: Auftraggeber 1 Original, 1 Kopie
Archiv Auftragnehmer 1 Original, 1 Kopie
Prifleiter Auftragnehmer 1 Kopie
Labor Auftragnehmer 1 Kopie

Dieser Abschlu3bericht darf von Auftraggeber und Auftragnehmer unter der Voraussetzung
vervielfaltigt werden, dass etwaige Erganzungen zum Bericht jeder Kopie beigefiigt werden. Die
ermittelten Prifergebnisse beziehen sich ausschlieBlich auf die untersuchten Proben.
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2, Erkldrung zur Qualitatssicherung

Hiermit bestatigen wir nach bestem Wissen, dass alle Daten korrekt wiedergegeben wurden und dass
die Prifung nach den beschriebenen Methoden durchgefiihrt wurde. Das Fraunhofer-IME ist nach
DIN EN ISO/IEC 17025 [1] akkreditiert und besitzt die Kompetenz, Prifungen im Bereich der
chemischen und chemisch-physikalischen Analytik durchzufuhren. Eine Kopie der Akkreditierungs-
urkunde ist diesem Bericht beigefligt (Anhang 1-4).

Die QAU des Fraunhofer IME Uberpruft regelmaRig die Labore, Rohdaten sowie stichprobenartig die
Abschlussberichte von Projekten, die im Rahmen der Akkreditierung durchgeflhrt werden. Dieser
Abschlussbericht wurde der QAU zur Prifung vorgelegt. Die QAU hat diesen Bericht geprift.

Schmallenberg, den 15. Oktober 2004

Prof. Dr. Andreas Schaffer Dipl.-Ing. (FH) Walter Bohmer
Bereichsleitung angewandte Oekologie Prufleitung

3. Abkiirzungen

AGC automatic gain control (in der lonTrap MS-Messtechnik)

AKK Akkreditierung

amu atom mass unit

ASE accelerated solvent extraction (beschleunigte Losungsmittel-Extraktion)
BG Bestimmungsgrenze

BP Basispeak in der Massenspektrometrie (lon mit der grofdten Intensitat [= 100 %])
CP Chlorophene

El Elektronensto3-lonisation

ESB (German) Environmental Specimen Bank

FG Frischgewicht

GC Gaschromatographie

GC/MS Massenspektrometrie, gekoppelt mit der Gaschromatographie

GPC Gelpermeationschromatographie

HFBA Heptfluorbuttersaureanhydrid (Heptafluorobutyric anhydride)

IS Interner Standard

k. A. keine Angabe
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M* Molekiil-lon, M*-lon

mmu milli mass units

MS Massenspektrum / Massenspektrometrie

MS/MS Messtechnik in der Massenspektrometrie, Tandem- Massenspektrometrie
(weiterer MS-Zyklus nach Kollisionsaktivierung selektiver Vorldufer-lonen)

MSTFA N-Methyl-N-Trimethylsilyltrifluoroacetamide

MTCS Methyl-Triclosan (Triclosan-Methyl)

MTCS-D3 Methyl-(D3)-Triclosan

NCI negative chemische lonisierung (negative ion chemical ionization)

NWG Nachweisgrenze

P Signifikanzniveau, statistische Wahrscheinlichkeit

PFBBr 2,3,4,5,6-Pentafluorbenzylbromid

PFBCI 2,3,4,5,6-Pentafluorbenzoylchlorid

PFPA Pentafluorpropionsdureanhydrid (Pentafluoropropionic anhydride)

PFV Peakflachenverhaltnis (= Peakflache Analyt / Peakflache IS)

PNF Probenahmefache

PP 2-Phenylphenol (2-Biphenylol, 2-Hydroxybiphenyl)

QAU Quality assurance unit

r Korrelationskoeffizient

RIC reconstructed ion current

SIM single ion monitoring (Mess-Modus bei Quadrupol-MS-Gerate)

SL laborinterne Wiederholstandardabweichung

S/N-Verhaltnis Signal/Rausch-Verhaltnis (signal to noise ratio)

SOP Standardarbeitsanweisung (standard operating procedure)

TCS Triclosan

TFAA Trifluoressigsaureanhydrid (Trifluoroacetic anhydride)

TFMPP 4-[4-(Trifluormethyl)-phenoxy]phenol

TIC total ion current

TMAH Tetramethylammoniumhydroxid

TMSI N-Trimethylsilylimidazole; 1-(Trimethylsilyl)imidazole

U erweiterte Ergebnisunsicherheit

UPB Umweltprobenbank des Bundes

u(Rw) laborinterne Reproduzierbarkeit (reproducibility within-laboratory)

Vi [%] relative (laborinterne) Wiederholstandardabweichung

Vo relative Verfahrensstandardabweichung oder Verfahrensvariationskoeffizient

WFF Wiederfindungsfunktion (Matrix-Kalibrierung)

WFR Wiederfindungsrate (Matrix-Kalibrierung)
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4, Einleitung und Aufgabenstellung

Die Durchfuhrung des Projektes beinhaltet im ersten Schritt die Entwicklung und Validierung der
analytischen Methode sowie die Erstellung einer Verfahrens-SOP (Standardarbeitsanweisung). Die
entwickelte SOP ,Bestimmung von Triclosan, Methyl-Triclosan und Chlorophene in biologischen
Matrices mittels gaschromatographisch/massenspektrometrischer Verfahren® ist in Anhang [-2
aufgefiihrt. Im zweiten Schritt erfolgt dann die Analyse der Biota-Proben entsprechend der
erarbeiteten Verfahrens-SOP.

5. Probenkennzeichnung und SOP-Liste

Die Umweltprobenbank-Proben wurden von der Arbeitsgruppe ,Umweltprobenbank und Element-
analytik“ des Fraunhofer-IME im tiefgefrorenem Zustand zur Analytik an das Labor Umwelt- und
Ruckstandsanalytik Ubergeben. Sie wurden dort nach der Arbeitsanweisungen SOP 0-042 mit einem
laborspezifischen Code versehen. Die UPB-Proben wurden im tiefgefrorenen Zustand in die
analytischen Teilproben aliquotiert; anschlieBend wurde sofort mit der Probenaufarbeitung
entsprechend den Fraunhofer-IME-Arbeitsanweisungen (siehe Tabelle 1-2) begonnen.

Tabelle I-2: Relevante Standard-Arbeitsanweisungen (SOPs), Kurztitel
V7 —174/01 Triclosan und Methyl-Triclosan in biologischen Matrices
V7 —208/02 Massenspektrometrie

G3 - 004/02 Waagen, Uberpriifung

G3 - 005/02 Volumen-Messgerate ohne Hubkolben, Uberprifung

G3 - 006/03 Pipetten und andere Volumen-Messgerate mit Hubkolben
G7 - 154/02 Gaschromatograph HP 5890

G7 -170/02 Reinstwasseranlage ELGASTAT UHQ-PS

G7 - 204/02 Abimed/Gilson-System Clean-Up XL

G7 - 222/02 Kaltaufgabesystem KAS 3, Gerstel

G7 - 224/02 lon Trap GC/MS/MS Magnum - Saturn 4D

G7 - 225/02 Extraktionsgerat ASE 200, DIONEX

G7 - 245/02 TurboVap Il Concentration Workstation

AuRerdem gelten die flr die Akkreditierung relevanten allgemeinen Arbeitsanweisungen der 0-Serie

des Qualitatssicherungssystems des IME.
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6. Entwicklung und Validierung der analytischen Methode

Die analytische Methode (siehe Kapitel 6.1 bis 6.2.3.3.2) wurde im Vorfeld der Untersuchungen nach
Akkreditierung (AKK) entwickelt.

Die Validierung des Verfahrens (Kapitel 6.3) und die Routine-Untersuchungen der UPB-Proben
wurden dann als Prufauftrag unter Akkreditierungsbedingungen nach DIN EN ISO 17025 [1]
durchgefiihrt

6.1. Vorbemerkungen

6.1.1. Analytische Methode

Bei den analytischen Zielsubstanzen Triclosan (TCS) und Methyl-Triclosan (MTCS) handelt es sich
zum einen um eine relativ polare Verbindung mit einer freien Hydroxy-Gruppe und zum anderen um
den nur gering polaren Methyl-Ether (vgl. Strukturen in Tabelle I-A2-1 in der SOP). Dieser Unterschied
in den physikalisch-chemischen Eigenschaften bedingt in der Regel auch unterschiedliche spuren-
analytische Probenaufarbeitungstechniken und somit einen deutlichen Mehraufwand. Es wurde aber
zunachst gepruft, ob eine gemeinsame Analysenmethode fir beide Stoffe erarbeitet werden konnte.

Hinsichtlich der TCS-Bestimmung ergeben sich folgende grundlegende Anforderungen an die
analytische Methode:

e Polare Verbindungen lassen sich erst nach Derivatisierung empfindlich auf unpolaren
Kapillarsaulen' gaschromatographisch analysieren

e Die Derivatisierung von TCS muss auch im Spurenbereich quantitativ ablaufen. Damit die
Storeinflisse minimiert werden, missen die Matrixkomponenten vor der Umsetzung durch
Aufreinigungsschritte aus den Probenextrakten entfernt werden. Dies bedingt wiederum, dass das
(unpolare) MTCS bei dieser Aufreinigung maoglicherweise vom TCS abgetrennt wird. Eine
Bestimmung in einer GC/MS-Messung ware dann nicht mehr maglich.

Weiterhin sollte geprift werden, ob auch andere Biozide [2] z. B. 2-Phenylphenol (PP) oder
Chlorophene (CP) entsprechend der Methode fir TCS bestimmt werden kénnen.

6.1.2. GC/MS-Messtechniken

Der Nachweis und die Quantifizierung von organischen Verbindungen in komplexen organischen
Matrices im Spurenbereich erfordert den Einsatz empfindlicher Mess-Systeme, z.B. der GC/MS-
Kopplung. Die ,klassische” GC/MS stéf3t im Spurenbereich aber an ihre Grenzen, wenn die in der
Messlosung verbleibenden Matrixkomponenten im Vergleich zu den Analyten in deutlich héherer

! Unpolare GC-Phasen sind thermisch sehr stabil und ermoéglichen Messungen mit geringem S/N-
Verhaltnis auch bei h6heren Temperaturen, wie sie fir die Chromatographie von TCS(-Derivaten)
notwendig sind.
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Konzentration auftreten. Dies ist aber haufig auch dann noch der Fall, wenn der GC/MS-Messung
schon eine mehrstufige Probenvorbereitung vorgeschaltet wurde.

Die Uberwindung dieser Problematik gelingt durch héher spezifische MS-Techniken, z. B. der MS/MS-
Technik (MS") oder der lonisierung mittels negativer chemischer lonisierung (NCI). Wahrend die
MS/MS-Technik die gezielte weitere Fragmentierung von Vorlduferionen des ,normalen® Massen-
spektrums nutzt, gewinnt die NCI-MS ihre Spezifitdit aus den Fragmentierungsreaktionen nach
Elektroneneinfang mit einem ionisierten Moderator- oder Reaktantgas.

Fur die Erzeugung selektiver Produkt-lonen durch Kollisionsaktivierung von Vorlduferionen im MS/MS-
Prozess sind in der Regel keine Modifikationen der analytischen Zielsubstanz notwendig. Das in den
Biota-Proben schon alkyliert vorliegende Methyl-Triclosan (MTCS) muss fir eine GC-Analyse nicht
derivatisiert werden. Fir MTCS wurde daher die Mdglichkeit zur Bestimmung mittels GC/MS/MS
getestet.

Im Gegensatz hierzu missen die Analyten, welche keine elektronenaffinen Gruppen im Molekdl
enthalten fur die selektive lonisierungstechnik per NCI-MS derivatisiert werden, d.h. es muss eine
.,NCl-aktive“-Gruppe in das Molekil eingefihrt werden. TCS, CP und PP stellen polare Verbindungen
dar, die zur Optimierung der gaschromatographischen Eigenschaften an unpolaren Phasen
derivatisiert werden mussen. Ziel der Methodenentwicklung war es daher, die fur die Chromatographie
notwendige Derivatisierung mit der Einfihrung einer ,NCl-aktiven“-Gruppe zu verbinden.

6.1.3. Analytische Standards

Die zur Kalibrierung der Analysensysteme notwendigen Referenzsubstanzen waren nur teilweise als
'Analytische Standards' auf dem Chemikalienmarkt erhaltlich.

Als Interne Standards (IS) haben sich bei massenspekirometrischen Bestimmungen isotopen-
markierte Verbindungen bewahrt. Entsprechende IS waren im Fachhandel im Jahr 2003 ebenfalls
nicht verfligbar. MTCS und der IS MTCS-D; wurden daher vor Beginn der Arbeiten zur Synthese
beauftragt.

3Ce-TCS wurde dankenswerterweise von Herrn Dr. A. Hauk, CIBA Speciality Chemicals Inc. (Basel,
Schweiz) fir diese Studie zur Verfligung gestellt.

Die Aufstellung in Tabelle I-3 gibt einen Uberblick tber die eingesetzten Referenzsubstanzen, die
zugehorigen Analysenzertifikate sind im Anhang I-5 abgelegt. Da das '°Cs-TCS zu Beginn der
Arbeiten noch nicht zur Verfligung stand, wurden die Tests zur Entwicklung und Optimierung der
Probenaufarbeitung zunachst mit 4-[4-(Trifluormethyl)-phenoxy]phenol (TFMPP) als 'phenolischem’ IS
durchgefuhrt.
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Tabelle I-3: Uberblick iiber die eingesetzten Referenzsubstanzen und Internen Standards
Substanz [CAS-No.] Reinheit/Gehalt und Charge Hersteller/Bezugsquelle
TCS 99,5 %, Dr. Ehrenstorfer GmbH,
[3380-34-5] Lot.-No. 805604 Zertifikat in Abbildung I-A5.1
MTCS > 98 %, VeZerf Laborsynthesen GmbH,
[4640-01-1] reference No. WA03071501 Zertifikat in Abbildung I-A5.2
CP 98 %, ABCR, Karlsruhe,
[120-32-1] Lot.-No. F8373B-BS Nr. AV20112
PP 99+%, Aldrich, Taufkirchen,
[90-43-7] Lot-No. 06925LI1-163 Cat.-No. W39,590-0
- - o
1306[_-]TCS (lzsh;om;?‘girzgﬂgredtﬁ;s'zp‘/i, Zertifikat i%liﬁbﬁc?t;n I-A5.3
Batch-No. ILS-49.2 g Ao,
: - o
MTCS-Ds coonemische Reinneil: 295 %, | Syntheselabor Dr. A. WeiR,
[] sotopenanreicherung: > 97 atom%, Zertifikat in Abbildung I-A5.4
Auftrag-Nr. 09KO3051 ’
TFMPP 98 %, Aldrich, Taufkirchen
[39634-42-9] Charge: k. A. Cat.-No. 39,645-1
6.2. Methodenentwicklung
6.2.1. Derivatisierung und Messung der polaren Analyten

Die Derivatisierungs-Methode wurde unter den folgenden Gesichtspunkten fir den Analyten Triclosan
entwickelt:

e Optimierung der gaschromatographischen Eigenschaften

e Steigerung der Empfindlichkeit

e Steigerung der Spezifitat

e Stabilitat der Umsetzungsprodukte

Getestet wurden die Umsetzungen mit den Perfluorcarbonsaureanhydriden TFAA, PFPA und HFBA,
Trimethylsilylierungen mit MSTFA und TMSI sowie die Acylierung mit PFBCI und die Alkylierung mit

PFBBr. Die Strukturformeln und weitere Informationen zu den eingesetzten Derivatisierungsmitteln
sind in Tabelle -4 zusammengestellt.
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Tabelle I-4: Informationen zu den eingesetzten Derivatisierungsmitteln und den TCS-Derivaten
. Name und Akronym Molmasse und
defggnggiizzuzm{ttel Summenformel der CAS-No. der Summenformel
9 Derivatisierungsmittel Derivatisierungsmittel der TCS-Derivate *)
i Triluoressigsaure- TFAA 384 g/mol
F3C70707C7CF3 407-25-0 C14HGO3C|3F3
C4F603
? cH> Pentaflu:r:ﬁrcc)jp;ilgnsaure- PFPA 434 g/mol
CF,CF,—C—0—C—CF,CF, y 356-43-3 C15HsO3ClsFs
CsF 1003
cH) O Heptfl:ﬁLbL:jt:%rsaure HEBA 484 g/mol
CF;CF,CF,—~C—-0~C—CF,CF.CF; y 336-59-4 C16HsO3Cl3F7
CsF 1403
ﬁ c‘:H3 N-Methyl-N-
F,C—C—N—Si —CH, Trimethylsilyltrifluor- MSTFA 360 g/mol
("ZH C‘ZH acetamid 24589-78-4 C15H15020|3Si
3 s CsH12F3NOSI
\ /ﬁ_ﬁ N-Trimethylsilylimidazole TMSI 360 g/mol
"'“T'_N\:;N CsH12N,Si 18156-74-6 C15H1502CI3Si
9
c—cl
F F Pentafluorbenzoyl-chlorid PFBCI 482 g/mol
C/CIFs0 2251-50-5 C19HsO3Cl3F5
F F
F
CH,Br
F F Pentafluorbenzyl-bromid PFBBr 468 g/mol
F F C7HzBrF5 1765-40-8 C19H302C|3F5
F

*) Die Strukturformeln der TCS-Derivate sind in den Abbildungen der Massenspektren S1 bis S8
(siehe Anhang I-1) dargestellt. Alle TCS-Derivate liefern EI-Massenspektren mit Molekiil-lonen (M*)
entsprechend der jeweiligen Molmasse

Die verschiedenen Experimente wurden so durchgefiihrt, dass die Konzentrationen (bezogen auf
TCS) in den injektionsfertigen Lésungen jeweils ca. 1 ng/pL betrugen.

Die GC/MS-Messungen erfolgten mittels lonTrap-MS (VARIAN Saturn 2000) im EI-Modus im Massen-
bereich von m/z 100 — 650 (die UPB-Proben wurden spater mit einem lonTrap-MS-Gerat der
Fa. FINNIGANMAT gemessen).

Die gaschromatographischen Trennungen erfolgten in einer gering polaren SGE HT8 Kapillare bei
einem Helium-Volumenstrom von 1,1 mL/min, einer Injektionstemperatur von 250 °C und einem
Temperaturprogramm von 130 bis 320 °C bei einer Heizrate von 8 °C/min.
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Die fluorierten TCS-Derivate wurden zusatzlich mittels GC/NCI-MS gemessen (ndheres siehe Tabelle
I-A2-4 in der Verfahrens-SOP).

6.2.1.1. Silylierungen

Die Bildung von Trimethylsilyl-Ethern (TMS-Ethern) ist eine haufig beschriebene Derivatisierungs-
methode zur gaschromatographischen Bestimmung von polaren Analyten. Im Fraunhofer-IME wurden
u.a. Alkylphenole [3] und Steroidhormone [4] mittels GC/MS/MS nach Umsetzung mit N-Methyl-N-
Trimethylsilyltrifluoroacetamide (MSTFA) bestimmt. N-Trimethylsilylimidazole (TMSI) wurde als
weiteres Reagenz zur Trimethylsilylierung der polaren Analyten getestet.

Die Umsetzungen erfolgten mit 100 yL MSTFA jeweils bei 60 °C ber 10 min bzw. mit 100 yL TMSI
bei Raumtemperatur ber 30 min. Vor den GC/MS-Messungen wurden die Silylierungsmittel mit
800 uL Toluol verdinnt.

TCS bildete sowohl mit MSTFA als auch mit TMSI den entsprechenden, sehr gut gaschromato-
graphierbaren TMS-Ether. Die Derivate sind fir GC/MS-Bestimmungen ausreichend stabil, die
Reaktionen verlaufen vollstandig. Ein Massenspektrum ist in Abbildung I-S3 im Anhang I-1 dargestellt.
Es zeigt das M"-lon (m/z 360) mit einer geringen Intensitat von nur ca. 20 % des Basispeaks (BP), den
BP bildet mit m/z 345 das Molekiilion, von dem, typisch fir TMS-Ether, eine Methyl-Gruppe
abgespalten wurde.

6.2.1.2. Acylierungen mit Perfluorcarbonsadureanhydriden

Die Acylierung von TCS wurde mit Heptafluorbuttersdureanhydrid (HFBA), Pentafluorpropionsaure-
anhydrid (PFPA) und Trifluoressigsaureanhydrid (TFAA) durchgefihrt. Das Verfahren beruht auf einer
fur Steroidhormone, Alkylphenole und Bisphenol A beschriebenen Methode [5].

Die Umsetzungen von TCS erfolgten jeweils in Toluol (250 uL), dem 10 uL der Perfluorcarbonséaure-
anhydride und in Parallelansatzen zur Katalyse 5 pL Pyridin zugesetzt wurden. Die Reaktions-
gemische wurden fir 10 min bei 60 °C im Trockenschrank temperiert und anschliefend im
Stickstoffstrom bis zur Trockne eingeengt. Nach Losung des Riickstands in 1 mL Toluol wurde mittels
lonTrap-GC/MS gemessen.

Die Massenspektren der Perfluorcarbonsaure-Derivate sind in den Abbildung I-S4 bis I-S6 im Anhang
1 dargestellt. Alle TCS-Derivate zeigen das M*-lon mit der jeweils hochsten Intensitét; mit Intensitaten
von > 50 % tritt jeweils das ,TCS Rumpf-lon* mit m/z 252 auf (= TCS —%Cl -H, vgl. Massenspektrum
von MTCS in Abbildung I-I-S2).

Mittels MS/MS lassen sich die M*-lonen weiter zerlegen. Als Beispiel wird in Abbildung 1-S9 das
MS/MS-Spektrum des HFBA-Derivats gezeigt. Das MS/MS-Spektrum enthalt wenige, aber
charakteristische Linien, sodass eine selektive Analyse per GC/MS/MS mdglich ist.

Da bei diesen Umsetzungen keine (alkalische) Waschung der Reaktionsgemische durchgefiihrt
wurde, kann die Vollstandigkeit der Umsetzungen anhand des verbleibenden, underivatisierten TCS
verglichen werden. Bei Umsetzung mit HFBA wurden noch 2,7 %, mit PFPA noch 1,2 % und mit TFAA
noch 0,8 % verbleibendes TCS detektiert.
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Durch den Zusatz von Pyridin zum Reaktionsansatz konnte keine Steigerung der Ausbeute erzielt
werden. Weitere Versuche mit HFBA zeigten, das die Ausbeute optimiert werden kann, indem man
ein Phasengemisch temperiert, dass aus 1 mL n-Hexan und 1 mL Wasser besteht und dem dann
noch 50 pL einer 2 M Kaliumhydroxidldsung und 10 yL HFBA zugesetzt werden.

Das HFBA-Derivat ist in Lésung (Toluol, n-Hexan) mindestens 24 Stunden stabil, jedoch zersetzt sich
das Derivat wahrend eines Aufreinigungsschrittes in einer Kieselgelsaule vollstandig!

Von den Acylierungen mit Perfluorcarbonsadureanhydriden wird die Umsetzung mit HFBA als die
optimale angesehen, da hier ein M*-lon mit relativ hoher Masse entsteht, welches massenspektro-
metrisch von der niedermolekularen Matrix gut abzutrennen ist. Das Verfahren ist relativ einfach
durchzufiihren und wurde deshalb oft in der Methodenentwicklung eingesetzt.

Auch Chlorophene und Phenylphenol kdnnen mit HFBA zu den entsprechenden Derivaten umgesetzt
werden.

6.2.1.3. Acylierungen mit Pentafluorbenzoylchlorid

Die Acylierungen mit Pentafluorobenzoylchlorid (PFBCI) wurden nach der Methode
e (a) von Cajsa Wahlberg im Lésungsmittel [6] und durch
e (b) 'Extraktive Derivatisierung' nach Renberg [7] durchgefiihrt.

Die Umsetzungen von TCS nach Methode (a) erfolgten jeweils in 10 mL Reagenzgldsern mit 1 mL
Toluol, dem 10 yL PFBCI und in einem Parallelansatz zur Katalyse 5 uL Pyridin zugesetzt wurden. Die
Reaktionsgemische wurden fir 10 min bei 60 °C temperiert. Zur Entfernung des verbleibenden
Carbonsaurechlorids wurden die Gemische nach dem Abkudhlen mit 5 mL Wasser und 5 mL 2 M KOH
versetzt und fir 1 min kraftig geschuttelt. Nach der Phasentrennung wurde die Toluolphase per
GC/MS untersucht.

Zur 'Extraktiven Derivatisierung' (b) wurden zundchst TCS-Lésungen in 10 mL Reagenzglaser
Uberfuhrt und im Stickstoffstrom zur Trockne eingeengt. Das TCS wurde dann in alkalischem Wasser
(2 mL Reinstwasser versetzt mit 50 uL 2 M KOH) wieder gelost’.

Zur Derivatisierung wurde zunachst 10 yL einer 10 %igen PFBCI-Lésung in Toluol zugesetzt. Nach
Zugabe von 2 mL Toluol wurde fir 2 min kraftig geschuttelt und nach erfolgter Phasentrennung mittels
GC/MS analysiert.

Aufgrund der alkalischen Waschung konnte die Vollstandigkeit der Reaktion durch Analyse des
underivatisierten TCS nicht Gberprift werden. Durch die Umsetzung in Toluol (Methode (a)) wird aber
eine ca. doppelt so groRe Ausbeute erzielt als mit der 'Extraktive Derivatisierung' nach Renberg. Der
Einsatz von Pyridin bei Methode (a) erhdht die Ausbeute nicht.

Das Massenspektrum des PFBCI-Derivats in Abbildung |-S7 zeigt das M*-lon mit einer Intensitat von
< 25 %, den Basispeak mit m/z 195 bildet der unspezifische Pentafluorbenzoyl-Rest.

2TCS ist in verdinnter Natronlauge mafRig Iéslich [8]
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6.2.1.4. Alkylierung mit Pentafluorbenzylbromid

Die Alkylierung von TCS mit PFBBr wurde in Anlehnung an das fur Steroidhormone beschriebene
Verfahren in 4mL-Vials durchgeflhrt [9].

Zur Derivatisierung wurden TCS-LOsungen in Toluol zur Trockne eingeengt und in 1 mL Aceton
wieder geldst. Nach Zugabe von 100 pL 10% K,CO3-Lésung und 100 pL einer Lésung von 5 % PFBBr
in Aceton wurde fur 1 Stunde unter gelegentlichem Schdtteln bei 60 °C im Trockenschrank temperiert.
Die Mischung wurde anschlieféend mit einem feinen N,-Strom bis fast zur Trockne eingeengt und der
Ruckstand in 1 mL Toluol wieder aufgenommen. Die organische Phase wurde zur Entfernung des
verbliebenen PFBBr mit 2,5 mL Reinstwasser gewaschen und nach der Phasentrennung mittels
GC/MS gemessen.

Das optimierte Derivatisierungsverfahren ist in Abschnitt 10 der Verfahrens-SOP dokumentiert.

Das El-Massenspektrum des TCS-PFBBr-Derivats ist in den Abbildung I-S8 dargestellt. Es zeigt das
M*-lon mit m/z 468 mit einer Intensitat von ca. 40 % und das ,TCS Rumpf-lon“ mit m/z 252 als Basis-
lon.

Die Vollstandigkeit der Reaktion durch Analyse des verbleibenden TCS konnte aufgrund der
Waschung wieder nicht Uberprift werden. Die Peakhdéhe des PFBBr-Derivats entspricht jedoch den
Peakhdhen des PFBCI- und des HFBA-Derivats, sodass fur alle Falle von einer annahernd
vollstandigen Reaktion ausgegangen wird.

Auch CP und PP lassen sich mit PFBBr in gleicher Weise derivatisieren, die EI-Massenspektren sind
in Abbildung I-S10 und I-S11 im Anhang 1 dargestellt. Es entstehen in beiden Fallen charakteristische
Molekilionen mit ca. 100 % Intensitat.

Mittels MS/MS lassen sich die M*-lonen der PFBBr-Derivate weiter zerlegen. Es wird jeweils ein
Chlor-Atom durch den CID-Vorgang herausgeschlagen. Das MS/MS-Spektrum enthalt wenige, aber
charakteristische Produkt-lonen, sodass eine selektive und empfindliche Analyse per GC/MS/MS
maglich ist.

6.2.1.5. Messungen mittels NCI-GC/MS

Die Derivate der polaren Analyten sind fiir die analytische Bestimmung per GC/MS ausreichend stabil,
gut gaschromatographierbar und mittels EI-MS oder EI-MS/MS selektiv zu detektieren.

Die fluorierten Derivate von TCS, CP und PP wurden anschlielend auch mittels der sehr selektiven
GC/NCI-MS-Technik analysiert. Die mit PFBCI und PFBBr gebildeten Derivate zeigten sehr gute
Empfindlichkeiten, wahrend die mit den Perfluorcarbonsaureanhydriden hergestellten Verbindungen
nicht bzw. nur in sehr hohen Mengen zu detektieren waren.

Die NCI-Massenspektren der PFBCI- und der PFBBr-Derivate von TCS sind in den Abbildung I-S12
und |-S13 dargestellt. Das TCS-PFBBr-Derivat bildet im NCI-Modus ein linienarmes Spektrum der
lonen m/z 287, 289 und 291 (Chlor-Cluster). Die entspricht dem [M-H] -lon des underivatisierten TCS,
das M™-lon des PFBBr-Derivats entsteht nicht. Das PFBCI-Derivat bildet zwar das charakteristische
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[M]™-lon auf m/z 482 als Basispeak, das NCI-Spektrum enthalt aber deutlich mehr Linien als das
Spektrum des PFBBr-Derivats.

6.2.1.6. Fazit

Zur Entscheidung, welche Derivatisierungsmethode und welche Messtechnik zur Bestimmung von
TCS eingesetzt werden sollte, wurden TCS-Lésungen mit unterschiedlichen Gehalten mittels GC/NCI-
MS im SIM-Modus gemessen. Anschliellend wurden die S/N-Verhaltnisse ermittelt und bezogen auf
die Derivatisierungsmethode und die injizierte, absolute Menge verglichen (Tabelle I-5).

Tabelle I-5: Berechnete S/N-Verhéltnisse (RMS noise)
TCS-Gehalt [pg] PFBCI-Derivat *) PFBBr-Derivat **)
10 6000 21500
1 700 2250
0,1 70 210

*) Methode nach C. Wahlberg, SIM Massen = m/z 482 und 484
**) SIM Massen = m/z 287 und 289

Die Empfindlichkeit der TCS-Bestimmung hangt gemafl Tabelle I-5 vom Derivatisierungsverfahren
und den gemessenen SIM-Massen ab, die PFBBr-Derivate lassen sich auf den MS-Basispeaks ca. 3
mal empfindlicher nachweisen als die PFBCI-Derivate.

Des weiteren hangt die Empfindlichkeit von der gewahlten GC/MS-Technik ab. Die Nachweisgrenze
des eingesetzten lonTrap-GC/MS/MS- Systems (siehe Kapitel 11 der Verfahrens-SOP) liegt
erfahrungsgemaly im Bereich von ca. 1 pg. Mit der NCI-Messtechnik kann TCS aber sowohl als
PFBCI- als auch als PFBBr-Derivat deutlich empfindlicher detektiert werden.

Zur Bestimmung von TCS in Biota-Proben wurde also die Derivatisierung mit Pentafluorbenzylbromid
mit nachfolgender GC/NCI-MS-Messung im SIM-Modus gewahlt, das Chromatogramm einer UPB-
Probe ist in Abbildung I-C2 dargestellit.

6.2.2. GC/MS/MS-Analytik von Methyl-Triclosan

Wie im Kapitel 6.1.2 erwadhnt, muss Methyl-Triclosan fur GC-Analysen nicht derivatisiert werden; als
Messtechnik bietet sich hier die GC/MS/MS-Technik an.

MTCS und der Interne Standard MTCS-D; werden gaschromatographisch nur ,angetrennt®. Dies
bedeutet, dass eine Trennung von Analyt und IS massenspektrometrisch erfolgen muss. Bei der
Quantifizierung mit dem IS MTCS-Dj; ergibt sich hier jedoch ein Problem, da beim kollisionsinduzierten
Zerfall sowohl aus den Vorlaufer-lonen des Analyten als auch aus den Vorlaufer-lonen des IS gleiche
MS-Basispeaks mit m/z 252 resultieren®. Es wird jeweils ein Chlor-Atom und die CHs;- bzw. die

® Zum Vergleich ist neben dem Massenspektrum von MTCS in Abbildung I-S2 auch das
Massenspektrum von MTCS-D; dargestellt, siehe Abbildung I-S14.
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CD3-Gruppe aus dem Molekiil-lon eliminiert, sodass fiir beide Substanzen das , TCS Rumpf-lon“ als
Produkt-lon resultiert. Eine massenspektrometrische Trennung des GC-Peaks in Analyt und IS ist auf
m/z 252 also nicht durchfiihrbar. Dies bedeutet weiterhin, dass das intensivste Produkt-lon fur die
Quantifizierung von MTCS verloren geht.

Die Einbeziehung eines intensiven Vorlaufer-lons in die Quantifizierung ist aber fir den IS MTCS-D3
moglich, wenn als Vorlaufer-lon statt m/z 305 das lon m/z 307 eingesetzt und gleichzeitig flir den
Analyten als Vorlaufer-lon nur m/z 302 eingesetzt wird.* Aufgrund der Chlor-Isotopenverteilung kann
dann m/z 254 mit in die Integration des IS eingebunden werden. Fir die MTCS-Bestimmung wurden
die in Tabelle 1-6 fett markierten Vorlaufer-lonen und Quantifizierungs-lonen ausgewahlt. Die
Trennung von Analyt und IS ist in Abbildung I-C1 fir eine aufgearbeitete UPB-Probe dargestellt.

Die EinfGhrung weiterer lonen (m/z 267 bzw. m/z 270/272) in die Integration ergibt keine signifikante
Erh6hung des Signal/Rausch-Verhaltnisses

Tabelle I-6: Auswahl der Vorlédufer- und Quantifizierungs-lonen fiir die MTCS-Bestimmung

(Unterstreichung = intensiveres lon des Chlor-Clusters)

MTCS MTCS-D3
Vorlaufer-lon Produkt-lonen Quantifizierungs- | Vorlaufer-lon Produkt-lonen Quantifizierungs-
[m/z] [m/z] lon [m/z] [m/z] [m/z] lonen [m/z]
302 232, 252, 267 232 305 235, 252, 270 -
232/234, 235/237,
304 252/254, - 307 252/254, 235 +254
267/269 270/272
6.2.3. Extraktion und Extraktreinigung

Die UPB-Proben sollten moglichst ohne groRen Aufwand in der Probenvorbereitung (und in der
Methodenentwicklung) fir die Messungen per massenspektrometrischer Verfahren aufgearbeitet
werden. Es wurde deshalb auf bewahrte Verfahren zurlickgegriffen, die bereits erfolgreich zur
Aufarbeitung von Biota-Proben zur spurenanalytischen Bestimmung von organischen Kontaminanten
eingesetzt wurden.

* Die lonen m/z 302 (MTCS) und m/z 305 (MTCS-Dj3) enthalten nur **Cl-Isotope, die lonen m/z 304
und 307 hingegen ein Gemisch von *Clund 37CI-Isotopen. Folglich werden auch durch den
kollisionsinduzierten Zerfall wahrend des MS/MS-Prozesses im ersten Fall 'isotopenreine’ Produkt-
lonen erzeugt; im zweiten Fall entstehen Produktionen-Mischungen aus *Clund 37CI-Isotopen. Durch
das Heranziehen von m/z 302 und m/z 305 als Vorlaufer-lonen des MS/MS-Prozesses werden die
entstehenden Zerfallsprodukte also auf wenige lonen konzentriert.
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6.2.3.1. Extraktion nach Aufschluss der Matrix im alkalischen Milieu

6.2.3.1.1. Aufschluss mit Tetramethylammoniumhydroxid (TMAH)

Die Extraktions-Versuche wurden in Anlehnung an eine flr zinnorganische Verbindungen
beschriebene Bestimmungs-Methode [10] durchgefiihrt; die organische Matrix wurde zunachst mit
TMAH-L6sung (CAS No. 75-59-2) aufgeschlossen. Die Ansauerung erfolgte jedoch anstatt mit
Essigsaure mit verdiinnter Salzsaure.

Im Basistest zeigte sich, dass die Analyten TCS und MTCS die alkalische Behandlung mit TMAH-
Lésung bei 70 °C Uber 30 min ohne Abbau uberstehen. Somit wurden weitere Experimente mit
aufgestockter biologischer Matrix (Brassenmuskulatur) durchgefihrt; zunachst wurde das in der
Literatur angegebene Verfahren angepasst und nachgearbeitet:

e Aufldsen von 2 g Matrix in 5 mL 25 %iger TMAH-L&sung tber 30 min bei 70 °C

e Verdunnung mit 8 mL Reinstwasser

e Aussalzen mit 7 g Natriumchlorid

e Ansauern mit 6 mL 10 %iger Salzsaure

e Flissig/Flussig-Extraktion mit n-Hexan und Phasentrennung durch Zentrifugation
e Cleanup an Kieselgel mit n-Hexan/Aceton-Gemischen

e Derivatisierung HFBA oder PFBBr

e GC/EI-MS-Analyse der HFBA-Derivate und des MTCS

Als Variante wurde nach dem Auflésen und Aussalzen auch eine Flissig/Flissig-Extraktion der
alkalischen Phase vorgenommen, dies bedingt eine Trennung des MTCS von den polaren Analyten.
Die wassrige Phase, welche die polaren Analyten als Phenolate enthalt, wurde mit Salzsdure versetzt
und anschlieflend mit n-Hexan extrahiert. Die organische Phase (enthalt MTCS) wurde nach der
Phasentrennung mit angesauertem Reinstwasser gewaschen. Beide Hexanphasen wurden dann
eingeengt, getrennt an Kieselgel gereinigt, derivatisiert und analysiert.

Besonders die Messlosungen der polaren Kieselgel-Fraktionen waren aufgrund verbliebener Matrix
triibe und wurden daher nicht gemessen. Nur im Variantenansatz war MTCS mit guter Ausbeute (ca.
100 %) zu messen, die Wiederfindung fir aufgestocktes TCS lag bei diesem Experiment jedoch
unterhalb von 10 %.

Zur Erhéhung der Extraktionsausbeute und zur gleichzeitigen Abtrennung von Matrixkomponenten
wurden Experimente mit dem 'Extraktionshilfsmittel' Extrelut® (Kieselgur, Diatomeenerde)
durchgefiihrt. Die sdulenchromatographische Extraktion mit Extrelut® wurde von Matsushima zur TCS-
und Hexachlorophen-Bestimmung in ,medizinischen“ Abwassern eingesetzt [11].

Zunachst wurde wieder Brassenmatrix mit den Analyten aufgestockt, mit TMAH aufgel6st und
anschlieBend mit Reinstwasser verdinnt und angesauert. Diese Mischung wurde dann auf eine
Glassaule gegeben, in der 20 g Extrelut® leicht verdichtet vorgelegt waren. Nach 15 min Wartezeit
(Verteilung der aufgelosten Brassenmuskulatur auf dem Kieselgurmaterial) wurde mit 60 mL n-Hexan
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eluiert. Nach Einengung des Eluats wurde wie beschrieben aufgereinigt, mit HFBA derivatisiert und
gemessen.

Die Wiederfindung fir die phenolischen Analyten PP, CP und TCS lag bei Gber 90 %, jedoch konnte in
diesem Fall das MTCS nur mit einer Ausbeute von < 40 % gemessen werden.

6.2.3.1.2. Aufschluss mit Kaliumhydroxid-Lésung

Aufgrund von Leerwert-Problemen bei der Probenbehandlung mit TMAH, der geringen Ausbeute fir
MTCS und der verbleibenden Matrix nach dem Kieselgel-Cleanup wurde folgende Probenaufarbeitung
mit den Lésungsmitteln n-Hexan und Toluol getestet:

e Auflésen von 2 g aufgestockter Brassenmuskulatur in 5 mL 20 %iger KOH-L6sung (1 h bei 70 °C)

e Verdinnung mit 8 mL Reinstwasser

e Ansduern mit 8 mL 10 %iger Salzsaure (pH-Wert ca. 2)

e Aufziehen auf 20 g leicht verdichtetes Extrelut®

e Extraktion mit 60 mL n-Hexan bzw. Toluol

e Einengung zur Trockne und Derivatisierung mit PFBBr

e Cleanup an Kieselgel mit n-Hexan

e GC/MS-Analyse von MTCS und der PFBBr-Derivat in einem Chromatogramm

Bei der Extraktion mit Toluol werden grof3e Anteile der Matrix mit erfasst, sodass die GC/MS-Analytik
besonders im Retentionsbereich von TCS stark beeintrachtigt wurde. Die Wiederfindung bei der

Extraktion mit n-Hexan flir die phenolischen Analyten lag wiederum bei 90 % (TCS) bis 100 % (PP
und CP), die Ausbeute fir MTCS sank jedoch auf ca. 25 %.

6.2.3.1.3. Anmerkungen und Fazit

Auch durch weitere Tests und Varianten konnte keine gemeinsame Extraktionsmethode fiir alle
Analyten erarbeitet werden, die als Basisschritt einen Aufschluss der Matrix im alkalischen Milieu
beinhaltet. Besonders nachteilig fur dieses Verfahren war es, dass auch vergleichbare Extraktions-
schritte nur mit sehr ungenugender Reproduzierbarkeit wiederholt werden konnten. Die Mess-
Lésungen enthielten oft noch groRere Mengen an Matrix; fiir einen Routineeinsatz der Methode ware
somit eine weitere Aufreinigung erforderlich gewesen. Die Effektivitdt der Aufreinigung an Kieselgel
konnte gesteigert werden, indem zuerst die Derivatisierung mit PFBBr und erst dann der Cleanup-
Schritt durchgefiihrt wurde (siehe Absatz 6.2.3.3.2).

6.2.3.2. Extraktion mittels ASE

Aufgrund der ungenigenden Extraktionsausbeuten und Reproduzierbarkeiten der TCS/MTCS-
Bestimmung nach Aufschluss der Matrix im alkalischen Milieu, wurde auf eine andere Methode zur
spurenanalytischen  Bestimmung von organischen Spurenstoffen in  Brassenmuskulatur
zuruckgegriffen.
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Dieses Verfahren wurde im IME zur quantitativen Bestimmung von Alkylphenolen und Alkylphenol-
monoethoxylaten eingesetzt [3] und beruht auf einer Extraktion der Analyten mittels ASE, einer
zweistufigen Aufreinigung der gewonnenen Extrakte sowie Derivatisierung und Messung mittels
GC/MS/MS.

Dieses Verfahren wurde spater nach geringfligigen Anpassungen und Optimierungen auch zur
Bestimmung von Polycyclischen und Nitro-Moschusverbindungen in biologischen Umweltproben
eingesetzt [12].

Die folgenden 'Parameter' des ASE-Verfahrens wurden getestet bzw. optimiert®:

e LOsungsmittelzusammensetzung
e Saurezusatz

o Extraktions-Temperatur

6.2.3.2.1. Losungsmittelzusammensetzung

Die Auswahl der Lésungsmittel erfolgte auf Basis der Loslichkeiten der Analyten im Losungsmittel und
der Verwendung der Lésungsmittel wahrend der weiteren Probenaufarbeitung, z.B. als Laufmittel in
der GPC. Getestet wurden:

¢ Cyclohexan

e Dichlormethan

e Cyclohexan/Dichlormethan-Gemisch (1/1, v/v)
e Cyclohexan/Aceton-Gemisch (1/1, v/v)

Die Extraktionsausbeuten zeigten fir aufgestockte Marix-Proben (je 2 g Brassenmuskulatur) keine
Abhangigkeit vom eingesetzten Lésungsmittel (Extraktionstemperatur = 80 °C). Das Cyclohexan/
Aceton-Gemisch erwies sich aufgrund von mitextrahierten Wasserresten als ungunstig. Aufgrund
dieser Ergebnisse und toxikologischer Abwagungen wurde Cyclohexan als Lésungsmittel fur die ASE
ausgewahilt.

6.2.3.2.2. Saurezusatz

Da die phenolischen Analyten (leicht) acide Verbindungen darstellen (pKa von TCS = 7,9) wurde die
Verwendung von ,Saure“ wahrend der ASE getestet. Zum einen wurde dem Natriumsulfat, mit dem
die Biota-Proben homogenisiert wurden, ca. 4 % KHSO, zugesetzt und zum anderen wurde ein
Lésungsmittelgemisch aus Cyclohexan und 1 Vol.-% Essigsaure eingesetzt.

Der S&urezusatz fuhrte in beiden Fallen fur aufgestockte Marix-Proben nicht zu einer Erhdhung der
Extraktionsausbeuten; auch hier erwies sich ,reines“ Cyclohexan als ASE-Ldsungsmittel optimal fir
die Extraktion sowohl der phenolischen Analyten als auch fiir das unpolare MTCS.

® Der Druck wahrend der ASE-Extraktion spielt fiir die Ausbeute erfahrungsgeman nur eine
untergeordnete Rolle, alle Experimente wurden deshalb bei einem ,Standard“-Druck von 14 MPa
durchgefiihrt.
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6.2.3.2.3. Temperaturoptimierung

Die Temperaturoptimierung wurde mit jeweils 2 g Brassenmuskulatur dem Ldsungsmittel Cyclohexan
bei den Temperaturen 60, 80, 100 und 120 °C durchgefiihrt. Die Proben wurden hierzu mit
Natriumsulfat verrieben in ASE-Zellen eingeflllt und entsprechend der spateren Verfahrens-SOP
extrahiert und aufgearbeitet. Die Messungen der PFBBr-Derivate wurden allerdings mittels GC/EI-MS
durchgefiihrt.

Es zeigte sich fir die polaren Analyten keine Abhangigkeit der Extraktions-Ausbeute von der
Temperatur. Fir MTCS ergab sich ein Optimum bei 100 °C, dieser Wert wurde somit in die
Verfahrens-SOP ibernommen.

6.2.3.3. Aufreinigung der ASE-Extrakte (Cleanup)

Zur Aufreinigung der ASE-Extrakte wurden die Verfahren angepasst, die bereits zur Bestimmung von
Moschusduftstoffen und Alkylphenolen in Proben der UPB eingesetzt wurden.

6.2.3.3.1. Gelpermeationschromatographie (GPC)

Zur Fettentfernung wurden die ASE-Extrakte zundchst mittels GPC an Bio-Beads S-X3 aufgereinigt.
Das fiir die Moschusverbindungen eingesetzte Verfahren wurde ohne Anderungen bernommen, die
Elutionszeit der Analyt-Fraktion wurde neu ermittelt, sie lag zwischen 14 und 21 Minuten.

6.2.3.3.2. Adsorptionschromatographie an Kieselgel

Der GPC-Cleanup-Schritt erwies sich fiir die Matrix Brassenmuskulatur als nicht ausreichend, im GC-
Retentionsbereich fir MTCS traten Stérungen durch Matrix-Peaks auf, die auch durch die Detektion
per MS/MS nicht behoben werden konnten.

Deshalb wurde die weitere Reinigung durch Adsorptionschromatographie an aktiviertem Kieselgel fir
die Analyten PP, CP, TCS und MTCS und die Lésungsmittelgemische Cyclohexan/Aceton und n-
Hexan/ Aceton getestet und optimiert.®

Es zeigte sich, dass mit n-Hexan/Aceton-Gemischen an Kieselgel weitere Matrixbestandteile
abgetrennt werden konnten und das eine Abtrennung des MTCS von den Phenolen mdglich ist.

Somit war es jetzt auch méglich, das MTCS direkt, d.h. ohne den Derivatisierungs-Schritt mittels
GC/MS/MS zu messen. Nur die phenolischen Analyten wurden der Derivatisierungsprozedur
unterworfen und per GC/NCI-MS gemessen.

® Auch hier wurde das Verfahren basierend auf der fiir die Moschusverbindungen beschriebenen
Methode entwickelt.
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6.3. Validierung der analytischen Methode

6.3.1. Grund-Kalibrierung und Verfahrenskenngréfen

Zur Bezug-Kalibrierung (Grund-Kalibrierung) der Messsysteme wurden Bezugslésungen fiur MTCS
und TCS/CP hergestellt. Diese enthielten die Analyten in variablen und die Internen Standards (IS) in
konstanten Konzentrationen (vgl. Kap. 12.1 der SOP im Anhang I-2).

Die MTCS-Bezugslosungen wurden in n-Hexan angesetzt und direkt per GC/MS/MS gemessen. Zur
Bezugs-Kalibrierung des GC/NCI-MS-Systems fur TCS und CP wurden die Bezugsldsungen in Aceton
hergestellt und vor der Messung mit PFBBr derivatisiert.

Die Grund-Kalibrierungen der GC/MS-Mess-Systeme wurden in jeweils zwei Konzentrationsbereichen
durchgefiihrt. Zum einen in einem Bereich mit dem die aufgearbeiteten Biota-Proben quantifiziert
wurden (Arbeitsbereich) und zum anderen in einem reduzierten Bereich, der zur Ermittlung der
Bestimmungsgrenze (BG) nach DIN 32 645 [13] genutzt wurde’. Die Grund-Kalibrierung fiir Methyl-
Triclosan im Bereich von 0,2 bis 2,0 ng/0,1 mL zur Ermittlung der BG ist in Abbildung I-1 dargestellt,
Abbildung -2 zeigt die Kalibration fur Triclosan im Arbeitsbereich von 0,1 bis 10 ng/0,1 mL; die
weiteren Kalibrierfunktionen sind im Anhang I-3 dargestellit.

Mit dem EDV-Programm SQS 2000 [14] wurden die VerfahrenskenngroRen Linearitat, der
Korrelationskoeffizient r, die relative Verfahrensstandardabweichung V,q und die Bestimmungsgrenze
nach DIN 32 645 berechnet. Die Verfahrenskenndaten inklusive der Wiederfindungsrate (WFR) fiir die
Matrix Brassenmuskulatur und der Leerwertgehalte sind in Tabelle I-7 fur die Analyten MTCS, TCS,
CP und PP zusammengestellit.

Tabelle I-7: VerfahrenskenngréBBen, berechnet aus Grund- und Matrix-Kalibrierung
KenngroRe MTCS TCS CP PP
Linearitat ? F-Test linear linear linear linear
R 0,9990 1,0000 0,9998 0,9931 (gg)

Vig Arbeitsbereich 3,16 — 3,52 % 0,51-1,06 % 1,26 — 2,83 % -

BG 41 % 1.4 % 3,9 % 7.4 %

BG nach DIN Bezugs-Losung | 0,50 ng/0,1 mL 0,18 ng/0,1 mL 0,48 ng/0,1 mL 0,90 ng/0,1 mL
Verfahren 0,25 ng/g FG 0,09 ng/g FG 0,25 ng/g FG 0,45 ng/g FG

WFR ™ 1,006 1,010 1,066 1,143

Verfahrensleerwerte [ng/g] 0,03+0,02 | 0,01+0,005 | 0,12+0,07 -

*) F-Test auf Linearitat (Mandel-Anpassungstest) durchgefihrt mit SQS 2000
**) Ergebnis der Bezugs-Ldsungen auf eine Einwaage von 2 Probe umgerechnet
***)  Fur die Matrix-Brassenmuskulatur

***)  vergl. Kapitel 6.3.3

" Die nur sehr gering belasteten Biota-Proben der PNF 'Belauer See, Bornhéved' wurden ebenso (iber
diese Kalibrierung ausgewertet.
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Grund-Kalibrierung MTCS
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Abbildung I-1:

Grund-Kalibrierung fiir Methyl-Triclosan im Bereich von 0,2 bis 2,0 ng/0,1 mL
zur Ermittlung der BG
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Abbildung I-2:

Grund-Kalibrierung fiir Triclosan im Arbeitsbereich von 0,1 bis 10 ng/0,1 mL
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6.3.2. Matrix-Kalibrierung

Als grundlegendes Experiment zur Validierung des analytischen Verfahrens (die Prifung auf
systematische Fehler) wurden flir die Matrix Brassenmuskulatur die Wiederfindungsfunktionen (WFF)
der Analyten TCS, CP, PP und MTCS aufgestellt.

Hierzu wurden 15 g des Rheinreferenzmaterials mit ca. 140 g Natriumsulfat homogenisiert, in sechs
gleiche Teilproben geteilt und in ASE-Zellen eingefiillt. FUnf dieser Teilproben wurden dann mit jeweils
ca. 6, 17, 28, 39 und 50 ng der Analyten TCS, CP, PP und MTCS versetzt (dies entspricht Gehalten in
den Biota-Proben von ca. 2,4 bis 20 ng/g FG). Alle Proben wurden dann mit der I1S-Lésung versetzt
und die ASE-Zellen mit Natriumsulfat volumenfrei aufgefullt.

Anschliefend wurden die Matrix-Proben entsprechend der Verfahrens-SOP aufgearbeitet und
gemessen. Die gemessenen Peakflachenverhéltnisse (PFV) wurden gegen die aufgestockten Analyt-
Mengen aufgetragen und so die Matrix-Kalibrierungen erstellt. In Abbildung I-3 sind Grund- und
Matrix-Kalibrierung fir MTCS vergleichend dargestellt.

Basierend auf den Grund-Kalibrierungen wurden dann zunéachst die Analyt-Gehalte der Matrix-Proben
ermittelt. Zur Berechnung der Wiederfindungsfunktionen (WFF) wurden die gefundenen
Analytmengen der aufgestockten Proben um die Analytmenge der einen nicht aufgestockten Probe
korrigiert. Diese korrigierten Werte ergeben, aufgetragen gegen die eingesetzten Mengen der
Analyten, die WFF. In Abbildung I-4 ist die Wiederfindungsfunktion fir MTCS und die Matrix Brassen-
muskulatur dargestellt.

Die Grund- und Matrix-Kalibrierungen sowie die WFF der weiteren Analyten sind im Anhang -3
dargestellt.

Die Prufung des Verfahrens auf systematische Fehler wird anhand statistischer Daten der WFF
vorgenommen:

o Enthalt der Vertrauensbereich der Steigung den Wert 1, so liegt kein proportional systematischer
Fehler vor,

e Enthalt der Vertrauensbereich des Achsenabschnittes den Wert 0, so liegt kein konstant
systematischer Fehler vor.

Die Steigung der Wiederfindungsfunktion ergibt die Wiederfindungsrate (WFR). Sie betragt bei
vollstandiger Wiederfindung der Analyten also idealerweise 1 oder 100 % (siehe Tabelle I-7).

Das analytische Verfahren weist fir keinen Analyten systematische Fehler auf, die WFR fir MTCS
und TCS liegen bei idealen 100,6 bzw. 101,0 %. Die WFR fur CP liegt mit 106,6 % noch im
akzeptablen Bereich fir spurenanalytische Verfahren. Chlorophene wird daher mit in das
Untersuchungsprogramm aufgenommen, die WFR wird mit in die Ergebnisberechnung einbezogen.

Die WFR fir PP liegt mit 114 % schon deutlich oberhalb der Werte, die fur die anderen Analyten
gefunden wurden. Weiterhin deutet auch der relativ hohe Verfahrensvariationskoeffizient von 7,4 %
auf eine Schwachstelle in der Probenaufarbeitung oder Messung hin; es wird deshalb im Rahmen
dieser Studie auf die Bestimmung von PP verzichtet.
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Grund- und Matrixkalibrierung MTCS
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Abbildung I-3: Vergleich von Grund- und Matrix-Kalibrierung fiir Methyl-Triclosan
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Abbildung I-4: WFF fiir Methyl-Triclosan und die Matrix Brassenmuskulatur
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6.3.3. Leerwerte

In jeder Analysenserie wurde ein Methoden-Leerwert aufgearbeitet und gemessen; hierzu wurde das
gesamte Verfahren ohne Matrix durchgefiihrt.

Die Leerwerte lagen fir MTCS und CP unterhalb der Bestimmungsgrenzen nach DIN 32 645 von
jeweils 0,25 ng/g FG.

Im Untersuchungszeitraum von November 2003 bis Januar 2004 wurden auch fir TCS Leerwerte
bestimmt, die geringfligig unter der BG von 0,1 ng/g FG lagen. Ab Februar 2004 stiegen die Leerwerte
um ca. den Faktor 2 an, gleichzeitig nahm die Reproduzierbarkeit ab. Aufgrund dieser unginstigen
Veranderungen, fir die keine abschlieRende Erklarung gefunden werden konnte, musste die
Bestimmungsgrenze fiir TCS auf 0,2 ng/g FG angehoben werden.

6.3.4. Qualitatssicherung und Methoden-Prazision

6.3.4.1. Wiederholbarkeit und Vergleichbarkeit an UPB-Proben

Die Wiederholbarkeit der analytischen Methode - eingeschlossen die Inhomogenitaten der
untersuchten Proben - wurde anhand von zwei Vierfachmessungen aus einem UPB-Gefal} bestimmt;
die Probenaufarbeitungen bzw. Messungen erfolgten in einer Serie.

Zur Abschétzung der Vergleichbarkeit der UPB-Teilproben untereinander wurde zusatzlich von zwei
Proben der gleichen PNF und des gleichen Jahrgangs jeweils Material aus drei bzw. vier GefaRen (mit
unterschiedlichen UPB-Codes) untersucht. Aufgrund von Aufarbeitungen mit unterschiedlicher
Probeneinwaage wurden die Bestimmungen nicht in einer Serie vorgenommen.

Die Proben der Matrix Brassenmuskulatur wurden jeweils wie in der Verfahrens-SOP beschrieben
aufgearbeitet und die Analyt-Gehalte bestimmt. Die Ergebnisse sind in den Tabellen 1-8 und [-9
zusammen mit den berechneten statistischen Daten aufgelistet.

Zur Abschatzung der laborinternen Prazision wurde die Wiederholstandardabweichung s, bzw. die
relative laborinterne Wiederholstandardabweichung V| [%] berechnet.

6.3.4.2, Routine-Qualitatssicherung

Die Uberpriifung der Zuverlassigkeit des analytischen Verfahrens in der Routine-Phase des Projektes
erfolgte durch die Aufarbeitung und Messung der sogenannten Rhein-Referenzprobes. Die
Referenzprobe wurde in jeder Messserie, insgesamt 12 mal aus drei unterschiedlichen UPB-Gefalien
aufgearbeitet und die Gehalte an MTCS, TCS und CP bestimmt; die erhaltenen Ergebnisse sind in
Tabelle I-10 angegeben.

® Das Rhein-Referenzmaterial wurde aus linker Brassenmuskulatur der PN-Flache Weil am Rhein und
den PN-Jahrgangen 2000 bis 2002 hergestellt.
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Tabelle I-8: Messergebnisse zur Abschétzung der Wiederholbarkeit der analytischen Methode
. Ergebnisse in ng/g FG
PN-Flache PN-Jahr
CP MTCS TCS
2,81 9,85 0,68
Saar, Gidingen 1994 2,79 10.0 0,69
2,82 10,9 0,76
3,13 12,0 0,71
Mittelwert, m: 2,89 10,7 0,71
laborinternen Wiederholstandardabweichung, s.: 0,16 0,97 0,033
relative Wiederholstandardabweichung Vi, [%]: 5,6 9,1 4,7
Bestimmungsgrenze, vgl. 6.3.1 0,25 0,20 0,25
0,52 27,1 0,74
Saar, Gldingen 2002 0,52 25,8 0,69
0,50 26,3 0,65
0,53 25,8 0,72
Mittelwert, m: 0,52 26,1 0,70
laborinternen Wiederholstandardabweichung, s;: 0,013 0,77 0,04
relative Wiederholstandardabweichung Vi, [%]: 2,5 2,9 5,6
Bestimmungsgrenze: 0,25 0,20 0,25
Tabelle I-9: Messergebnisse zur Abschétzung der Vergleichbarkeit der UPB-Teilproben
. Ergebnisse in ng/g FG
PN-Flache PN-Jahr
CP MTCS TCS
0,93 - ) 0,50
Saale, Wettin 2002 0.90 29.2 048
0,97 35,7 0,75
0,95 32,9 1,77 %)
Mittelwert, m: 0,94 32,6 0,58
laborinternen Wiederholstandardabweichung, si: 0,029 3,3 0,15
relative Wiederholstandardabweichung Vi, [%]: 3,0 10,1 25,6
Bestimmungsgrenze: 0,25 0,20 0,25
1,47 14,3 0,71
Saar, Gudingen 1998 1,32 15,4 0,94
1,32 16,5 0,86
Mittelwert, m: 1,37 15,4 0,83
laborinternen Wiederholstandardabweichung, si.: 0,088 1.1 0,12
relative Wiederholstandardabweichung Vi, [%]: 6,4 7,0 14,0
Bestimmungsgrenze: 0,25 0,20 0,25
*) Ausreiller nach Grubbs mit P = 95 %, die Berechnung der statistischen Daten wurde ohne diesen Wert
vorgenommen

**) Der Messwert lag aulRerhalb des Arbeitsbereichs der Kalibrierfunktion
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Die Ergebnisse wurden wieder zur Berechnung der Prazision herangezogen, ausgedrickt in der
Wiederholstandardabweichung s bzw. der relativen Wiederholstandardabweichung V_ [%].

Tabelle I-10: Messergebnisse zur Uberpriifung der Zuverlissigkeit des analytischen Verfahrens

bzw. der laborinternen Préazisionsmessungen an der Rhein-Referenzprobe

Ergebnisse in ng/g FG
UBA-Code Analyse-Datum
MTCS TCS CP

311100000042019699 20. Nov. 03 6,59 0,38 (0,11)

311100000042019004 25. Nov. 03 7,01 0,38 (0,11)

311100000042019004 2. Dez. 03 6,48 0,40 (0,17)

311100000042019004 4. Dez. 03 8,30 0,37 (0,17)

311100000042019004 8. Dez. 03 6,96 0,39 (0,19)

311100000042019699 10. Dez. 03 7,35 0,35 (0,15)

311100000042019004 7. Jan. 04 7,12 0,40 (0,08)

311100000042019699 14. Jan. 04 6,37 0,38 (0,08)

311100000042019699 2.Feb. 04 6,32 0,41 (0,07)

311100000042019698 16. Feb. 04 7,06 0,58 " (0,08)
311100000042019698 19. Feb. 04 7,48 0,47 <NWG
311100000042019698 17. Mrz. 04 6,59 0,54 <NWG
Mittelwert, m: 6,85 0,41 (0,12) **)

laborinternen Wiederholstandardabweichung, s;: 0,40 0,05 0,04
relative Wiederholstandardabweichung Vi, [%]: 5,8 12,8 35,9 **)

Bestimmungsgrenze, vgl. 6.3.1: 0,25 0,20 0,25

")

Ausreiller nach Grubbs mit P = 95 %, die Berechnung der statistischen Daten wurde ohne diesen Wert

vorgenommen

**) Die Werte in Klammern liegen zwischen der BG und der NWG

Zur Beurteilung der Methoden-Prazision wurden die relativen laborinternen Wiederholstandard-
abweichungen V| [%] in der Tabelle I-11 zusammengestellt.

Tabelle I-11: Zusammenstellung der relativen laborinternen Wiederholstandardabweichung V. in %

Experiment MTCS TCS CP
Wiederholbarkeit an UPB-Proben 9,1/2,9 47156 561/25
Vergleichbarkeit an UPB-Proben 10,1/7,0 25,6/14,0 3,0/6,4

Routine-Qualitatssicherung 5,8 12,8 36

Die V_—Werte schwanken in einem Bereich, wie er flir spurenanalytische Verfahren mit umfangreicher
Probenaufarbeitung und Messung mittels gaschromatographisch-massenspektrometrischer Methoden
zu erwarten ist.




Fraunhofer Institut

Molekularbiologie und
Angewandte Oekologie

Teil I: Analytik Retrospektives Monitoring in Umweltproben Seite 29 /74
AKK-Code: K-UBA-007/7-61 Triclosan und Methyl-Triclosan

Die Vergleichbarkeit und die Wiederholbarkeit sind fir MTCS und CP nicht signifikant unterschiedlich.
Auffallig ist im Vergleich hierzu der hohe Unterschied zwischen diesen beiden Experimenten fur TCS.

Die V —Werte, die in der Routine-Phase des Projektes gewonnen wurden, belegen die Zuverlassigkeit
der analytischen Methode. Die Wiederholstandardabweichungen steigen erwartungsgemafl® mit
Annaherung der Konzentrationen an die jeweilige Bestimmungsgrenze, der Gehalt fir MTCS liegt
deutlich oberhalb der BG, der TCS-Gehalt an der BG und der Gehalt von CP unterhalb der BG des
Verfahrens.

7. Abschitzung der Mess- und Ergebnisunsicherheit

Die Ergebnisunsicherheit wird Uber die laborinterne Reproduzierbarkeit (reproducibility within-
laboratory) u(R,) abgeschatzt. Die Methode ist in einem Nordtest Report [15] beschrieben und beruht
auf der wiederholten Messung (> 50 Einzelmessungen) einer stabilen Kontroll-Probe gleicher Matrix.
Dabei ist es auferst wichtig, dass alle Schritte der Probenaufarbeitung und Messung in die
Abschatzung einflieRen. Weiterhin wird als wichtig beschrieben, dass Langzeitveranderungen (z.B.
unterschiedliche Kalibrierfunktionen oder neue Chargen verwendeter Ldsungsmittel, Adsorbentien
oder Derivatisierungsreagenzien) mit eingeschlossen werden.

Zur Ermittlung der Mess- und Ergebnisunsicherheit wird in dieser Studie auf die Prazisions-Daten der
Rhein-Referenzprobe aus Tabelle |-10 zuriickgegriffen. Der geforderte Datenumfang wird zwar nicht
erreicht, jedoch werden die weiteren Bedingungen dieser Abschatzungsmethode erfiillt, sodass diese
Vorgehensweise genigend begrindet erscheint.

Als u(Ry)-Werte werden die relativen laborinternen Wiederholstandardabweichungen V. von 5,8 % fur
MTCS und 12,8 % fur TCS zu Grunde gelegt. Unter Einbeziehung des Erweiterungsfaktors von k=2
ergeben sich dann die erweiterten Ergebnisunsicherheiten U von 11,6 % fur MTCS und 25,6 % fir
TCS.

Der deutliche Unterschied flir MTCS und TCS ist auf die Gehalte in der Rhein-Referenzprobe zurlick-
zuftihren; der Gehalt von 6,85 ng/g FG fur MTCS liegt deutlich oberhalb der BG des Verfahrens
wahrend der Gehalt von 0,41 ng/g FG fir TCS jedoch nur geringflgig oberhalb der BG von
0,20 ng/g FG liegt. Bei hoheren Gehalten dirfte die erweiterte Ergebnisunsicherheit auch fir TCS in
einen Bereich von 10 % fallen.

Die Ergebnisunsicherheit kann fir CP mit dem hier beschriebenen Verfahren nicht ermittelt werden,
da der CP-Gehalt im Referenzmaterial unterhalb der BG lag. Die Prazisionsdaten aus der Tabellen
Tabelle 1-8 und Tabelle I-9 deuten aber darauf, dass eine Ergebnisunsicherheit im Bereich von MTCS
zu erwarten ist.

Fur die Moschusduftstoffe Galaxolide und Moschus-Keton sowie die Matrix Brassenmuskulatur wurde
im Fraunhofer IME nach dem EURACHEM-Konzept (Eurochem/Citac Guide, 2000) die Mess- und
Ergebnisunsicherheit unter Berticksichtigung der einzelnen Unsicherheitsquellen berechnet [12]. Das
Verfahren beruht ebenso wie das in diesem Projekt eingesetzte aus einer ASE-Extraktion, einem
zweistufigen Cleanup und einer GC/MS/MS-Messung. Die ermittelten erweiterten Ergebnis-
unsicherheiten U betrugen fir Galaxolide 10,2 % und fir Moschus-Keton 10,7 %. Die gute
Ubereinstimmung dieser Werte mit der erweiterte Unsicherheit flir MTCS belegt das in diesem Projekt
angewandte Verfahren.
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8. Ergebnisse

Die Ergebnisse wurden aus den Quantifizierungsdaten der GC/MS-Messungen (= Analyt-
Konzentration in den Messlosungen) nach Formel (1) berechnet, eine Umrechnung auf den Fettgehalt
erfolgte nicht.

G- Cr—Ciw
WFR-m

G= Analyt-Gehalt [ng/g FG]

Cp=  Analyt-Konzentration in der Messlésung der Probe [ng/0,1 mL]
C.w= Analyt-Konzentration in der Messlésung des Leerwertes [ng/0,1 mL]
WFR = Wiederfindungsrate [-]

m= Einwaage [g]

Die berechneten Analyt-Gehalte sind in der Tabelle 1-12 aufgelistet, Werte unterhalb der jeweiligen
Bestimmungsgrenze sind mit < 'Zahlenwert der BG' angegeben.

Eine Umrechnung der auf Frischgewicht bezogenen Analyt-Gehalte in Fettgehaltbezogene
Konzentrationen (als ng/g Lipid) erfolgt im Anhang des Teils Il dieses Berichts.

Tabelle I-12: Analyt-Gehalte von Methyl-Triclosan, Triclosan und Chlorophene in ng/g
Frischgewicht
Probenahme-Flache Probenahme-Jahr Methyl-Triclosan Triclosan Chlorophene
Saar, 1994 10,7 0,71 29
Gudingen 1995 8,0 0,44 0,80
1996 11,4 0,69 3,3
1997 12,5 0,56 20
1998 15,4 0,83 1,4
1999 14,4 0,87 0,61
2000 18,2 0,89 0,67
2001 14,0 0,58 0,31
2002 26,1 0,70 0,52
2003 16,6 0,36 <0,25




Fraunhofer

Institut

Molekularbiologie und

Angewandte Oekologie

Teil I: Analytik
AKK-Code: K-UBA-007/7-61

Retrospektives Monitoring in Umweltproben

Triclosan und Methyl-Triclosan

Seite 31 /74

Tabelle I-12: Analyt-Gehalte von Methyl-Triclosan, Triclosan und Chlorophene in ng/g
Frischgewicht
Probenahme-Flache Probenahme-Jahr Methyl-Triclosan Triclosan Chlorophene

Saar, 1994 4,0 <0,2 1,3

Rehlingen 1995 3,8 0,42 2,0

1996 6,8 0,32 0,82

1997 59 <0,2 1,1

1998 14,6 34 2,1

1999 12,6 1,1 1,8

2000 16,0 0,62 0,85

2001 19,5 1,7 1,8

2002 15,9 0,29 0,80

2003 22,7 <0,2 0,41

Rhein, 1996 43 0,37 0,84

Weil 1998 14,9 0,66 0,43
2000 6,0 0,24 <0,25
2001 6,3 0,29 <0,25
2002 7.1 0,39 <0,25
2003 7.5 0,49 <0,25

Rhein, 1996 3,6 0,21 0,35
Iffezheim 1998 11,2 0,34 <0,25
2000 7,0 <0,2 <0,25
2001 7,6 <0,2 <0,25
2002 10,6 0,27 <0,25
2003 12,2 0,42 <0,25
Rhein, 1996 3,6 <0,2 <0,25
Koblenz 1998 3,1 <0,2 <0,25
2000 4,1 <0,2 <0,25
2001 7.4 <0,2 <0,25
2002 8,5 <0,2 <0,25

2003 8,0 <0,2 0,26
Rhein, 1996 1,0 <0,2 <0,25
Bimmen 1998 3,4 <0,2 <0,25
2000 54 <0,2 <0,25
2001 4,5 <0,2 <0,25
2002 7,6 <0,2 <0,25
2003 21,1 <0,2 <0,25




Fraunhofer Institut

Molekularbiologie und
Angewandte Oekologie

Teil I: Analytik Retrospektives Monitoring in Umweltproben Seite 32/ 74
AKK-Code: K-UBA-007/7-61 Triclosan und Methyl-Triclosan
Tabelle I-12: Analyt-Gehalte von Methyl-Triclosan, Triclosan und Chlorophene in ng/g
Frischgewicht
Probenahme-Flache Probenahme-Jahr Methyl-Triclosan Triclosan Chlorophene
Elbe, 1996 1,1 <0,2 0,38
Prossen 1998 2,3 <0,2 0,89
2000 2,2 <0,2 0,25
2001 3,5 <0,2 <0,25
2002 4,2 <0,2 <0,25
2003 29 <0,2 <0,25
Elbe, 1996 1,1 <0,2 0,33
Zehren 2001 3,8 <02 <0,25
2002 3,4 <0,2 <0,25
2003 4,0 <0,2 <0,25
Elbe, 1996 3,4 <0,2 0,93
Barby 1998 3,4 <0,2 <0,25
2000 29 <0,2 <0,25
2001 4.8 <0,2 <0,25
2002 25 <0,2 0,26
2003 57 <0,2 <0,25
Elbe, 1996 2,7 <0,2 <0,25
Cumlosen 2001 47 <0,2 <0,25
2002 3,6 <0,2 <0,25
2003 23 <0,2 <0,25
Elbe, 1996 1,8 <0,2 <0,25
Blankenese 1998 3,3 <0,2 <0,25
2000 21 <0,2 <0,25
2001 3,8 <0,2 <0,25
2002 3,9 <0,2 <0,25
2003 4,8 <0,2 <0,25
Saale, 1995 1,9 0,67 2,6
Wettin 1996 17 <0,2 1,2
1998 171 0,20 1,1
2000 13,6 0,22 0,4
2001 25,8 0,62 0,80
2002 32,6 0,58 0,94
2003 16,8 0,21 <0,25
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Tabelle I-12:

Analyt-Gehalte von Methyl-Triclosan, Triclosan und Chlorophene in ng/g

Frischgewicht
Probenahme-Flache Probenahme-Jahr Methyl-Triclosan Triclosan Chlorophene
Mulde, 1995 2,2 0,38 1,0
Dessau 1998 16 <0,2 0,3
2000 1,9 <0,2 <0,25
2001 3,3 <0,2 <0,25
2002 29 <0,2 <0,25
2003 4,5 <0,2 <0,25
Belauer See, 1997 <0,25 <0,2 <0,25
Bornhoved 2001 <0,25 <0,2 <0,25
2003 <0,25 <0,2 <0,25
Donau, 2002 2,5 <0,2 <0,25
Ulm 2003 45 <0,2 <0,25
Donau, 2002 2,5 <0,2 <0,25
Kelheim 2003 45 <02 <0,25
Donau, 2002 51 <0,2 <0,25
Jochenstein 2003 3.4 <02 <025
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Anhang I-1 Massenspektren und Chromatogramme

Spectrum 1A Triclosan
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Abbildung I-S1:

El-Massenspektrum von Triclosan (TCS)

Anhang I-1: Massenspektren und Chromatogramme
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Spectrum 1A MTCS
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Abbildung I-S2: El-Massenspektrum des TCS-Methylethers (MTCS)

Anhang I-1: Massenspektren und Chromatogramme



Fraunhofer Institut

Molekularbiologie und
Angewandte Oekologie

Teil I: Analytik Retrospektives Monitoring in Umweltproben Seite 38 /74
AKK-Code: K-UBA-007/7-61 Triclosan und Methyl-Triclosan
Spectrum 1A TCS, TMSE
BP 345 (2381=100%) 14.246 min. Scan: 1504 Channel: Merged lon: 22305 us RIC: 18955 (BC)
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Abbildung I-S3: El-Massenspektrum des TCS-Trimethylsilyl-Ethers

Anhang I-1: Massenspektren und Chromatogramme
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Spectrum 1A TCS, TFAA deriv.
BP 384 (13763=100%) 11.943 min. Scan: 1235 Channel: 1 lon: 9455 us RIC: 87095 (BC)
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Abbildung I-S4: El-Massenspektrum des TCS-TFAA-Derivats

Anhang I-1: Massenspektren und Chromatogramme
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Spectrum 1A TCS, PFPA deriv.
BP 434 (2834=100%) 11.676 min. Scan: 1205 Channel: Merged lon: 19581 us RIC: 19775 (BC)
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Abbildung I-S5: El-Massenspektrum des TCS-PFPA-Derivats

Anhang I-1: Massenspektren und Chromatogramme
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Spectrum 1A TCS, HFBA deriv.
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Abbildung I-S6: El-Massenspektrum des TCS-HFBA-Derivats

Anhang I-1: Massenspektren und Chromatogramme
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Spectrum 1A TCS, PFBCI deriv.
BP 195 (19580=100%) 19.360 min. Scans: 2122-2124 Channel: Merged lon: 9367 us RIC: 60895 (BC)
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Abbildung I-S7: El-Massenspektrum des TCS-PFBCI-Derivats

Anhang I-1: Massenspektren und Chromatogramme
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Spec m 1A TCS,PFBBrderiv.
BP 2 (450808=100%) 15.526 min. Scan: 1472 Channel: Merged lon: 219 us RIC:2,884e+6 (BC)
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Abbildung I-S8: El-Massenspektrum des TCS-PFBBr-Derivats

Anhang I-1: Massenspektren und Chromatogramme
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Triclosan und Methyl-Triclosan

Spectrum 1A MS/MS TCS HFBA deriv.
BP 252 (1434=100%) 11.830 min. Scan: 813 Channel: Merged lon: 24931 us RIC: 3669 (BC)
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Abbildung I-S9: EI-MS/MS-Spektrum des TCS-HFBA-Derivats, Vorldufer-lon: m/z 484 (enthélt nur 35CI)

Anhang I-1: Massenspektren und Chromatogramme
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Triclosan und Methyl-Triclosan

Spectrum 1A CP, PFBBr deriv.

BP 181 (165950=100%) 12.669 min. Scan: 1153 Channel: Merged lon: 322 us RIC: 1,591e+6 (BC)
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Abbildung I-S10:  ElI-Massenspektrum des Chlorophene-PFBBr-Derivats

Anhang I-1: Massenspektren und Chromatogramme
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Spectrum 1A PP, PFBBrderiv.
BP 350 (715195=100%) 8.616 min. Scan: 708 Channel: Merged lon: 100 us RIC: 3,586e+6 (BC)
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Abbildung I-S11:  EI-Massenspektrum des Phenylphenol-PFBBr-Derivats

Anhang I-1: Massenspektren und Chromatogramme
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Abbildung I-S12:  NCI-Massenspektrum des TCS-PFBCI-Derivats
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Abbildung I-S13:  NCI-Massenspektrum des TCS-PFBBr-Derivats
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Abbildung I-S14:  EI-Massenspektrum des Internen Standards Methyl-(D3)-Triclosan (MTCS-Ds)
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Overlay Plots
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Comment: Saar Rehlingen; 2001; 2,03g; PAB v. 17.11.03;
Operator: 100 KPa, 1 SL Scan Range: 1 - 1408 Time Range: 0.01 - 12.98 min.
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Abbildung I-C1: GC/MS/MS-Chromatogramm der MTCS-Fraktion; Probe Saar, Rehlingen, 2001:

obere lonenspur:
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RIC,
m/z 232 (MTCS),
m/z 235 + 254 (MTCS-Ds).
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Abbildung I-C2: GC/NCI-MS-Chromatogramm der TCS/CP-Fraktion; Probe Saar, Giidingen, 1994;
Retentionszeit CP = 17,02 min, Retentionszeit TCS = 19,22 min 9

® Der Basislinienversatz bei 18 min ist auf die Umschaltung der SIM-Massen von CP auf TCS
zurtckzuflhren. Das GC-Temperaturprogramm wurde im Lauf der Untersuchungen gekurzt,
vgl. Datenaufnahmezeiten in Tabelle I-A2-4.
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Anhang I-2 Beschreibung des analytischen Verfahrens

Auf den Seiten 53 bis 65 ist die erarbeitete Verfahrens-SOP V7-174 ,Bestimmung von Triclosan,
Methyl-Triclosan und Chlorophene in biologischen Matrices mittels gaschromatographisch/massen-
spektrometrischer Verfahren® des IME in Schmallenberg aufgefuhrt.

Auf die Einbeziehung der Unterschriftenseite in diesem Bericht wurde hier verzichtet. Weiterhin
wurden die Kopfzeile und die Seitennummerierung dem vorliegenden Bericht angepasst. Die SOP
wurde ab 02. Februar 2004 von QAU des IME glltig gestellt.

Inhaltsverzeichnis zur SOP V7-174 Seite
1 Anwendungsbereich 52
2 Abkurzungen 52
3 Zusammenfassung 54
4 Gerate 54
5 Lésungsmittel und Reagenzien 55
6 Vorbemerkungen zur Spurenanalytik 55
7 Extraktion der Analyten aus dem organischen Probenmaterial 56
8 Aufreinigung der ASE-Extrakte mittels GPC an Bio-Beads S-X3 57
9 Aufreinigung und Fraktionierung der GPC-Eluate 58
10 Alkylierung von Triclosan und Chlorophene mit PFBBr 59
11 Gaschromatographisch-massenspektrometrische Messungen 59
12 Qualitatssicherungsmaflnahmen 61
13 Literatur 63
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1 Anwendungsbereich

Das beschriebene Verfahren dient zur quantitativen Bestimmung von Triclosan, Methyl-Triclosan und
Chlorophene in organischen Matrices mittels gaschromatographisch/ massenspektrometrischer
Verfahren. Die chlorierten Diphenyl(ether)-Derivate Triclosan und Chlorophene werden nach
Alkylierung mit Pentafluorbenzylbromid (PFBBr) gaschromatographisch getrennt und dann im
'negative (ion) chemical ionization mode (NCI)'-SIM-Modus gemessen. Die Detektion von Methyl-
Triclosan wird mittels lonTrap-GC/MS im MS/MS-Modus vorgenommen.

Der Gehalt der Einzelkomponenten (siehe Tabelle I-A2-1) wird in ng/g Frischgewicht (FG) ermittelt'®.
Die Bestimmungsgrenzen (BG) der Verfahren liegen je nach Zielsubstanz und Leerwert unterhalb von
0,25 ng/g FG.

Die Methode ist anwendbar fir die folgenden organischen Matrices:""

Miesmuscheln Dreikantmuscheln Brassenmuskulatur
Blasentang Silbermowenei Aalmuttermuskulatur

Ausgangsmaterialien sind in der Regel gemahlene, tiefgefrorene und homogenisierte Proben der
Umweltprobenbank des Bundes (UPB).

2 Abkiirzungen

AGC Automatic gain control

amu Atom mass unit

ASE Accelerated solvent extraction (beschleunigte Losungsmittel-Extraktion)
BG Bestimmungsgrenze

CP Chlorophene

FG Frischgewicht

GPC Gelpermeationschromatographie

mmu milli mass units

MS/MS Weiterer MS-Zyklus nach Kollisionsaktivierung selektiver Vorlaufer-lonen
MTCS Methyl-Triclosan

NCI negative (ion) chemical ionization

PFBBr Pentafluorbenzylbromid

PFV Peakflachenverhaltnis

SIM Single ion monitoring

TCS Triclosan

TIC Total ion current

UPB Umweltprobenbank des Bundes

% Eine Fettbestimmung und die Umrechnung auf den Fettanteil der Proben wird nicht vorgenommen.
" Die matrixspezifische Validierung wurde bis zum Giiltigstellungstermin dieser SOP nur fir
Brassenmuskulatur durchgefiihrt. Erfahrungsgemass ist das Verfahren auch fir die weiteren Matrices
anwendbar, eine matrixspezifische Validierung sollte zu Beginn entsprechender Untersuchungen aber
durchgefiihrt werden.
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WFF Wiederfindungsfunktionen
WFR Wiederfindungsrate
Tabelle I-A2-1: Formeln, Namen, Akronyme und CAS-No. sowie Handelsnamen der Analyten
und der IS
Summen- Akronym
Chemische Struktur formel, Name (n) Y Handelsnamen
CAS-No.
Molmasse

2,4,4-Trichlor-2'- Triclosan (INN)?2,

oH ¢ hydroxydiphenylether; Iraasan
o C12H7Cl30; 2-Hydroxy-4,2',4"- TCS Ir asgn DP300
289,5 g/mol trichlordiphenylether; 3380-34-5 9 ’
Lexol 300,
5-Chlor-2-(2,4- ®
Cl Cl Irgacare

dichlorphenoxy)-phenol;

H3C\o Cl 4-Chlor-1-(2,4-
0 C13HoCl302 dichlorphenoxy)-2- MTCS Methyl-Triclosan:
303,6 g/mol methoxybenzol; 4640-01-1 | Triclosan-methyl
’ 5-Chlor-2-(2,4-
cl cl dichlorphenoxy)-anisol
OH
. Chlorophene,
C13H11CIO féBhTQ;y_I;'(' c:(lac?]rolpr)]:zzoll,)_ CP Clorofene,
218,7 g/mol phenyimethy 120-32-1 Preventol,
phenol
Santophen
|
OH Cl
© "3Ce'*CeH7Cl302 | 13 , . 3Ce-TCS (wird als IS
295.4 g/mol Ce-markiertes Triclosan ) eingesetzt)
Cl Cl

13C,

D

K

D ¢ C13H6Cl302D3 Ds-markiertes MTCS; MTCS-D3 (wird als IS
/@/O\©\ 306,6 g/mol Methyl-(D3)-triclosan - eingesetzt)
Cl Cl

'2 International Nonproprietary Names (INN) for pharmaceutical substances (World Health
Organization)
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3 Zusammenfassung

Die organischen Proben werden mit Natriumsulfat (Na,SO,) verrieben und nach dem Einfillen in ASE-
Zellen mit den Internen Standards (IS, Tabelle 1-A2-1) versetzt. Anschlieffend wird mittels 'accelerated
solvent extraction (ASE)' extrahiert. Der organische Extrakt wird durch Abblasen mit Stickstoff
eingeengt und anschlieRend einer zweistufigen Reinigung unterworfen:

e Gelpermeationschromatographie (GPC) an Bio-Beads S-X3 mit dem Elutionsgemisch
Dichlormethan/Cyclohexan

¢ Adsorptionschromatographie / Fraktionierung an aktiviertem Kieselgel.
Die Analyten werden durch die Adsorptionschromatographie in eine 'unpolare' und eine 'polare’
Fraktion aufgetrennt. Die 'unpolare’ MTCS-Fraktion wird aufkonzentriert und anschlieRend direkt per

GC/MS/MS gemessen. Die 'polare’ Fraktion, die die chlorierten Phenol-Derivate enthalt, wird
eingeengt, mit PFBBr derivatisiert und anschlieRend mittels GC/NCI-MS gemessen.

4 Gerate

e Anlage zum Abblasen von Lésungsmitteln mit Stickstoff (N2), z.B. ZYMARK TurboVap®II
e ZYMARK-Einengungsgefale (50 mL Volumen, ausgezogener Spitze)

e Muffelofen (Temperaturbereich bis 600 °C)

e Trockenschrank (Temperaturbereich bis 250 °C)

e Trockenschrank zur Derivatisierung, Temperatur ca. 60 °C

e Minifuge GL (KENDRO)

e ASE-Probenflaschchen (Volumen 40 oder 60 mL)

e ASE-Extraktionszellen (33, 22 oder 11 mL Inhalt)

e Vials flr die Chromatographie (2 mL, 11 mm J)

e Microvials fir die Chromatographie (300 pL, 11 mm J)

e Aluminiumbdrdelkappen (mit teflonkaschierter Butylgummieinlage, 11 mm @)

e Schraubkappenvials (4 mL) mit zugehdérigen Kappen (mit teflonkaschierter Butylgummischeibe)
e Achat- oder Porzellan-Mdrser

e Ubliche Glasgerate wie Messkolben, Mess-, Voll- und Microman-Pipetten, Pasteurpipetten,
Schraubdeckelglaser, Einengungskolben etc.

e 10 mL Reagenzglas mit Normschliff NS 14,5
e 5 mL GPC-Reagenzglas, ohne Normschliff

¢ Mini-Chromatographiesaule mit Fritte, ausgezogener Spitze und Vorratsreservoir fiir das
Elutionsmittel, 5 mm &;, Ldnge = 30 cm

o ASE-Extraktionssystem ASE 200 der Firma DIONEX, (SOP: Extraktionsgerat ASE 200, DIONEX)

¢ Gelpermeationschromatographie-Anlage, z.B. CleanUp XL der Firma ABIMED
(SOP: Abimed/ Gilson-System CleanUp XL, Bedienung)
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e GC/MS/MS-System, siehe Tabelle I-A2-3 (SOP: lon Trap GC/MS Magnum — Saturn 4D)
GC/NCI-MS-System, siehe Tabelle I1-A2-4.

5 Lésungsmittel und Reagenzien

e n-Hexan zur Rickstandsanalyse / fir die organische Spurenanalytik

e Dichlormethan zur Rickstandsanalyse / fur die organische Spurenanalytik
¢ Cyclohexan zur Ruckstandsanalyse / fir die organische Spurenanalytik

e Aceton zur Ruckstandsanalyse / fir die organische Spurenanalytik

e Natriumsulfat, zur Analyse (2 h bei 500 °C gegliiht)

e MTCS-Standardlésungen in n-Hexan

e Standardlésungen der Analyten TCS und CP in n-Hexan

e Standardldsung des IS *Cg-TCS in n-Hexan

e Standardlésung des IS MTCS-Dj; in n-Hexan

¢ Kieselgel, Fa. ICN: Kieselgel 60a, 100-200 mesh (2 h bei 500 °C gegliiht)
e Bio-Beads® S-X3, 200-400 mesh, Bio-RAD Nr. 152-2750

o Reinstwasser, hergestellt mit einer Reinstwasseranlage, z.B. ELGASTAT UHQ-PS
e Kaliumcarbonat, K,COjs, pro analysi, z.B. MERCK Nr. 4928

e K;COs-LOsung, 10 %ig in Reinstwasser

. Pentafluorbenzylbromid, PFBBr, CAS-No. 1765-40-8, z.B. PIERCE No. 58220, 98 %
Sicherheitshinweis: Atzender Stoff! PFBBr kann Veratzungen der Atemwege,
der Augen und der Haut verursachen! Weitere Hinweise iber mogliche Gefahren
und MaRBnahmen: siehe Sicherheitsdatenblatt der Fa. PIERCE.

6 Vorbemerkungen zur Spurenanalytik

TCS und CP sind haufige, antibakteriell wirkende Bestandteile (Konservierungsmittel) in Kérperpflege-
mitteln wie Badezusatzen, Seifen und Haut- oder Zahnpflegemitteln. Eine Kontamination der zur
Probenaufarbeitung und Messung bendtigten Gerate ist deshalb nicht auszuschlieRen bzw. nicht zu
vermeiden.

Zur Minimierung der Kontaminationen wahrend der Probenaufarbeitung und Messung sind deshalb
die folgenden Schritte durchzufihren:

e Alle Glasgerate sind sorgfaltig zu reinigen und mindestens 24 Stunden bei 250 °C auszuheizen,
ggf. werden sie vor dem Gebrauch noch mit dem verwendeten Losungsmittel ausgespult

e Die ASE-Zellen sind mindestens fiir 24 Stunden bei 150 °C auszuheizen

¢ Alle Einengungsschritte werden durch Abblasen mit N, durchgefiihrt
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e Zur Uberprifung und zur Quantifizierung der Leerwerte (Reinheit von L&sungsmitteln und
Geraten) werden Analysengange nur mit Natriumsulfat durchgefiihrt (siehe Methoden-Leerwerte).

7 Extraktion der Analyten aus dem organischen Probenmaterial

Je nach Art der Probe werden ca. 1 bis 2,5 g der gemahlenen, tiefgefrorenen Probe im Verhaltnis von
ca. 1:6 mit Natriumsulfat im Morser verrieben und homogenisiert. Die ,rieselfahige“ Mischung wird
dann in der folgenden Weise in eine 33mL-ASE-Zelle eingeflllt:

e Zusammenbau der ausgeheizten ASE-Zelle

e Einlegen des unteren Cellulose-Filters

e Einfiillen des Probengemisches

e Aufgabe der IS-Lésungen

o Auffullen der Zelle mit Na,SO,

e VerschlieRen der ASE-Zelle.

Die ASE-Zelle wird dann in den Extraktor ASE 200 der Firma DIONEX eingesetzt und unter den in

Tabelle 1-A2-2 angegebenen Bedingungen extrahiert. Das Eluat wird in gereinigten und septum-
verschlossenen ASE-Flaschchen aufgefangen.

Tabelle I-A2-2: Bedingungen zur Extraktion der PNMF aus organischer Matrix mittels ASE
Gerat ASE 200 der Fa. DIONEX
Extraktions- / Losungsmittel Cyclohexan
Temperatur 100 °C
Druck 14 MPa
Flush (mit Extraktionsmittel) 60 % des Zellvolumens
Purge (mit N2) 1 MPa fiir 99 s
Statische Extraktion 10 min
Aufheizphase (bis 100 °C) 5 min
Zahl der Extraktionszyklen 2
Eluatmenge ca. 40 mL bei einer 33mL-Zelle
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Das ASE-Eluat wird in ein 50mL Zymark-Einengungsgefa® tberfihrt und mit einem No—Strom bis auf
ca. 1,0 mL eingeengt. Hierbei bildet sich eine wassrige Phase von ca. 0,1 mL aus (unten).

Anmerkung 1: Sollen nur geringe Probenmengen untersucht werden, so kénnen auch ASE-Zellen
von 22 oder 11 mL Inhalt verwendet werden.

8 Aufreinigung der ASE-Extrakte mittels GPC an Bio-Beads S-X3

Zur Entfernung der extrahierten Probenmatrix wird der ASE-Extrakt zunachst durch Gelpermeations-
chromatographie (GPC) an Bio-Beads S-X3 aufgereinigt. Hierzu wird eine automatische GPC-Anlage,
z.B. das System CleanUp XL der Firma ABIMED eingesetzt.

8.1 Vorbereitungen

Das Bettmaterial Bio-Beads S-X3 (12 bis 15 g) wird tber Nacht im Elutionsgemisch Dichlormethan/
Cyclohexan im Volumenverhaltnis (1+1, v/v) vorgequollen und mit dem FlielBmittel in eine GPC-Saule
mit 10 mm Innendurchmesser eingespllt (Flllhéhe ca. 40 cm). Die Konditionierung wird in der GPC-
Anlage zuerst mit einem erhéhten Fluss von 2,5 mL/min und dann mit dem Trennfluf® von 1,5 mL/min
durchgefiihrt. Entstehende Totvolumina werden durch Nachfiihren des Kolbens entfernt.

Anmerkung 2: Die GPC-Saule muss standig mit dem entsprechenden Elutionsgemisch gefiillt sein.

Anmerkung 3: Nach jeder Neubefiillung wird zunachst eine MTCS (TCS)-Standardldsung mit
bekannten Konzentrationen chromatographiert und in mehreren Fraktionen
aufgefangen. Diese werden anschliel3end mit N, bis zur Trockne eingeengt, in
n-Hexan wieder aufgenommen und mittels GC/MS/MS analysiert.

(Wird die Chromatographie auch mit TCS getestet, so sind die Fraktionen aufzuteilen
und fiir die TCS-Messung zu derivatisieren, siehe: Punkt 10).

8.2 Durchfiihrung

Der organische ASE-Extrakt (ca. 1 mL Cyclohexan, obere Phase aus Punkt 7) wird in ein GPC-
Reagenzglas uberfihrt, mit 1 mL Dichlormethan versetzt und gut durchmischt. Die Aufreinigungs-
prozedur wird sequentiell mit einer automatischen GPC-Anlage CleanUp XL und dem Ldsungsmittel-
gemisch Dichlormethan/Cyclohexan (1+1, v/v) bei einem konstanten Fluss von 1,5 mL/min
durchgefiihrt. Die Verfahrensschritte sind:
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¢ Konditionieren der GPC-Saule

e Aufgabe der ASE-L6sung auf die GPC-Trennsaule, Injektionsvolumen: 2 mL

e Abtrennung der Matrix: 0-14 min

e Sammlung der Analyt-Fraktion: 14 - 21 min

e Abtrennung weiterer Matrix: 21 - 30 min und erneutes Konditionieren des Gelbettes.

Das GPC-Eluat wird zur Entfernung des Dichlormethans mit N, bis auf ca. 0,2 mL abgeblasen und
anschlieRend mit 0,8 mL n-Hexan wieder auf ca. 1 mL aufgefilllt.

9 Aufreinigung und Fraktionierung der GPC-Eluate

Zur Eliminierung polarer Probenmatrix und zur Trennung der polaren und unpolaren Analyten wird das
GPC-Eluat durch Adsorptionschromatographie an aktiviertem Kieselgel fraktioniert und aufgereinigt.
Die Prozedur wird manuell in Mini-Chromatographiesaulen durchgefuhrt.

9.1 Vorbereitungen

Das Kieselgel wird zur Aktivierung (Aktivitatsstufe 0) 2 Stunden im Muffelofen bei 500°C gegliht und
nach dem Abkuhlen (im Exsikkator) in einer Schraubdeckelflasche zum Ausschluss der
Luftfeuchtigkeit gasdicht gelagert.

9.2 Durchfiihrung

Eine Mini-Chromatographiesaule wird mit 0,8 g aktiviertem Kieselgel gefiillt. Die Reinigung der
Extrakte bzw. Fraktionierung erfolgt dann entsprechend dem nachfolgend beschriebenen Schema
(die Saule darf nicht mehr trocken laufen):

e Spiulen: 10 mL n-Hexan/Aceton (90/10, v/v)
e Konditionieren: 10 mL n-Hexan

e Probenaufgabe: 1 mL n-Hexan (aus 8.2)

e Eluieren der Fraktion 1: 16 mL n-Hexan

e Eluieren der Fraktion 2: 13 mL n-Hexan/Aceton (90/10, v/v).

Anmerkung 4: siehe Anmerkung 3 (sie gilt analog bei Anderungen der Kieselgel-Charge, hier
mussen die polaren und die unpolaren Analyten getestet werden).
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Die Eluate werden in Zymark-Einengungsgefalen aufgefangen und mit N2 auf ca. 0,3 mL eingeengt.

Anschlieftend wird das Eluat der Fraktion 1 mit einer Pasteurpipette in ein 300 uL-Microvial tberfiihrt,
weiter auf 100 pL eingeblasen und mit einer Aluminiumbdrdelkappe verschlossen. Der Gehalt an
MTCS wird dann direkt mittels GC/MS/MS bestimmt.

Die Fraktion 2, welche die chlorierten Phenol-Derivate TCS und CP enthalt, wird in ein 4 mL Schraub-
kappenvial Uberfuhrt und zur Vorbereitung auf die Derivatisierung mit N2 bis zur Trockne eingeengt.

10 Alkylierung von Triclosan und Chlorophene mit PFBBr

Die chlorierten Diphenyl(ether)-Derivate TCS und CP werden mittels PFBBr in ihre Pentafluorobenzyl-
Derivate Uberfiihrt. Sowohl TCS-PFB als auch CP-PFB liefern bei der Detektion im NCI-Modus
ionenarme Massenspektren, die sehr empfindliche und selektive Bestimmungen ermoglichen.

Der Rickstand der Kieselgel-Fraktionierung wird in 2 mL Aceton aufgenommen und mit 250 uL
10 %iger K,COs;-Losung versetzt. Nach der Zugabe von 10 L des Derivatisierungsmittels PFBBr wird
die Mischung Uber 1 Stunde unter gelegentlichem Schitteln bei 60 °C im Trockenschrank derivatisiert.
Nach dem Abkihlen wird die Mischung in ein Reagenzglas Gberflhrt in dem 5 mL Reinstwasser und 1
mL Cyclohexan vorgelegt sind. Die Mischung wird fiir 1 min kraftig mit der Hand geschittelt. Nach der
Phasentrennung, zu der kurz zentrifugiert wird, wird die Cyclohexan-Phase in ein 2 mL Vial tUberfihrt.
Nach dem Verschliefsen mit einer Bordelkappe werden die Gehalte an TCS-PFB und CP-PFB mittels
GC/NCI-MS gemessen.

1 Gaschromatographisch-massenspektrometrische Messungen

Die Analyten werden in unpolaren oder leicht polaren GC-Kapillarsaulen chromatographiert.

Die Identifizierung und Quantifizierung der Analyten erfolgt dann substanzabhangig mittels lonTrap-
GC/MS/MS (MTCS) oder GC/NCI-MS im SIM-Modus (TCS-PFB, CP-PFB).

Die GC/MS Betriebsparameter sind in den folgenden Tabellen 1-A2-3 und I-A2-4 beispielhaft fir ein
GC/MS/MS-lonTrapSystem der Fa. FinniganMAT und ein Agilent Quadrupol GC/NCI-MS System
aufgelistet.
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Tabelle I-A2-3: Betriebsparameter des lonTrap GC/MS/MS-Systems FINNIGANMAT Magnum

Gaschromatograph VARIAN 3400

Trennkapillare SGE HT8; 25 m L x 0,22 mm ID; 0,25 ym Filmdicke

Ofentemperatur 1,0 min 100 °C isotherm;  Rate 1: 20 °C/min auf 230 °C;
Rate 2: 5 °C/min auf 250 °C;Rate 3: 15 °C/min auf 300 °C;
5,0 min 300 °C isotherm GC-Laufzeit: 19,83 min

Injektor GERSTEL KAS 3

Temperaturprogramm 0,05 min 60 °C isotherm; Rate 1: 12 °C/sec auf 280 °C;
5,0 min 300 °C isotherm

Tragergasart nachgereinigtes Helium

Tragergasvordruck 110 kPa

Probengeber GERSTEL MPS2

Probenaufgabe 1 uL n-Hexan (1,0 min splitlos)

Spillmedien A: Aceton; B: n-Hexan.

Massenspektrometer FINNIGANMAT Magnum

lonisierung Electron impact (El) with 70 eV

Manifold-Temperatur 220 °C

Transferline-Temperatur 290 °C

Massenbereich 230 -310 m/z

Massendefekt 0 mmu/100 amu

Hintergrundmasse 229 m/z

Scan time 0,49 sec (= 3 yScans)

Multiplier offset 200V

Filament emission current 50 pA

Prescan ionization time 1500 usec

Max. lonization time 25.000 psec

AGC Target TIC 10.000

Substanzabh. Einstellungen

Substanz MTCS MTCS-D; (IS)

Excitation storage level 120 120 m/z

Excitation amplitude 0,37 0,47 \

Isolation window 1 1 m/z

Vorlaufer-lonen 302 307 m/z

Produkt-lonen 232, 252, 267 235/237, 252/254, 270/272 m/z

Quantifizierungs-lonen 232 235+254 m/z

Retentionszeit 11,36 11,39 min

Anhang I-2: Verfahrens-SOP V7-174
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Bemerkungen zur Auswahl der Quantifizierungs-lonen zur MTCS-Bestimmung:

e MTCS und MTCS-D; werden chromatographisch nur ,angetrennt®. Dies bedeutet, dass eine
Trennung in Analyt und IS nur massenspektrometrisch erfolgen kann.

¢ Die intensivsten lonen im MS/MS-Massenspektrum von MTCS und MTCS-D3 sind m/z 252 bzw.
m/z 252+254. Dies entspricht dem Molekular-lon (M+) reduziert um die CH3z- bzw. CD;-Gruppe
und jeweils ein Cl-Atom (vgl. Tabelle I-A2-1). Eine massenspektrometrische Trennung des GC-
Peaks in Analyt und IS ist auf m/z 252 also nicht durchfiihrbar. Dies bedeutet weiterhin, dass das
intensivste lon fir die Quantifizierung von MTCS verloren geht.

e Die Einbeziehung des intensivsten lons in die Quantifizierung gelingt aber fur den IS MTCS-Ds,
wenn als Vorlaufer-lon des MS/MS-Prozesses statt m/z 305 m/z 307 eingesetzt und gleichzeitig
fur den Analyten als Vorldufer-lon nur m/z 302" eingesetzt wird. Aufgrund der CI-
Isotopenverteilung kann dann m/z 254 mit in die Integration des IS eingebunden werden.

12 QualitdtssicherungsmafRnahmen

12.1  Kalibrierung und Identifizierung

Zur Bezugskalibrierung (Grundkalibrierung) der Messsysteme werden Bezugslésungen fir MTCS und
TCS/CP hergestellt, welche die Analyten in variablen und die Internen Standard (IS) in konstanten
Konzentrationen enthalten.

Die MTCS-Bezugsldsungen werden in n-Hexan angesetzt und direkt per GC/MS/MS gemessen.

Zur Bezugs-Kalibrierung des GC/NCI-MS-Systems fiir TCS und CP werden die Bezugslésungen in
Aceton hergestellt. AnschlieRend wird die Derivatisierung sowie die weitere Probenaufarbeitung und
Messung wie unter 'Alkylierung von Triclosan und Chlorophene mit PFBBr' beschrieben durchgefiihrt.

MTCS wird anhand der Retentionszeit und der enthaltenen MS/MS-Spektren (Ubereinstimmung der
gemessenen Spektren mit den Bibliotheksspektren der Kalibrierung) identifiziert.

TCS und CP werden, wie beschrieben, im SIM-Modus gemessen. Hier dient neben der Retentionszeit
das Cl-Isotopnenverhaltnis zur qualitativen Identifizierung.

Die Bezugsfunktionen der Analyten werden durch mehrere (min. acht, mdglichst &quidistant Uber den
Arbeitsbereich verteilte) Kalibrierkonzentrationen ermittelt. Die integrierten Peakflachen der Analyten
werden ins Verhaltnis zu den Peakflachen des IS gesetzt (Peakflachenverhaltnis, PFV) und ergeben
mit den zugrundeliegenden Massengehalten der Bezugslosungen die Kalibrierfunktionen.

Die Kalibrierfunktionen gelten nur fir den Uber den Massengehalt abgedeckten Konzentrationsbereich
(Arbeitsbereich). Sie sind vom Betriebszustand des jeweiligen GC/MS-Systems abhangig und missen
regelmafig Uberprift werden. Die Standardldsungen der Analyten sind dunkel und kihl zu lagern.

* Das lon m/z 302 (MTCS) enthalt nur 35CI—Isotope; das lon m/z 307 (MTCS-D3) besteht hingegen aus
einem Gemisch von *°Cl und ¥ Cl-Isotopen.
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Triclosan und Methyl-Triclosan

Reaktant-Gas

MS source temperature
MS quad temperature
Multiplier offset

Filament emission current
Auflésung

Tabelle I-A2-4: Betriebsparameter des AGILENT TECHNOLOGIES Quadrupol GC/NCI-MS System

Gaschromatograph AGILENT TECHNOLOGIES 6890N

Trennkapillare Agilent HP-5MS; 30 m L x 0,25 mm ID; 0,25 ym Filmdicke;

Ofentemperatur 1,0 min 120 °C isotherm;  Rate 1: 20 °C/min auf 240 °C;
Rate 2: 8 °C/min auf 280 °C; 5,0 min 280 °C isotherm
GC-Laufzeit: 17,0 min.

Injektor AGILENT TECHNOLOGIES Split/Splittless

Temperatur 250 °C isotherm

Splitsteuerung 1,0 min splitlos

Tragergasart nachgereinigtes Helium

Tragergasvordruck 53 bis 141 kPa im 'constant flow mode' bei 1,0 mL/min

Probengeber GERSTEL MPS2

Probenaufgabe 1 uL n-Hexan (1,0 min splitlos)

Spilmedien A: Aceton; B: Cyclohexan.

Massenspektrometer AGILENT TECHNOLOGIES 5973 MNetwork Mass Selective Detector

lonisierung Negative (ion) chemical ionization Modus bei 230 eV

Methan 5.5, Volumenstrom: 40 Einheiten'*
150 °C

150 °C

0V

49 yA

low (0,7 — 0,9 amu)

Substanzabh. Einstellungen
Substanz

Gruppe / Anzahl der lonen
SIM-lonen

Dwell time

Scan rate

Datenaufnahme
Retentionszeit
Quantifizierungs-lonen

cP | TCS B¥Ce-TCS
1/2 | 2/4 2/4
217,0+219,0 | 287,0+289,0 295,0+297,0 m/z
200 | 100 100 msec
2,3 | 2,15 2,15 cycles/sec
9,0-10,5 | 10,5-12,2 10,5-12,2 min
9,7 | 11,4 11,4 min
217 | 287 295 m/z

12.2 Methoden-Leerwerte

Zur Kontrolle des Untersuchungsverfahrens ist pro Analysenserie ein Methoden-Leerwert aufzu-
arbeiten und zu messen. Dazu wird das gesamte Verfahren ohne Matrix (nur Na,SQO, in der ASE-
Zelle) durchgefiihrt.

Bei einem signifikanten Leerwert werden die Informationswerte der Proben um den gemessenen
Leerwert korrigiert und dann die weitere Umrechnung auf ng/g Frischgewicht vorgenommen.

*in % des maximalen Volumenstroms von 5 mL/min
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12.3  Uberpriifung des Verfahrens auf systematische Fehler

Das Messsystem wird wie beschrieben mit Bezugslosungen Kkalibriert. Die erhaltenen Grund-
kalibrierungen werden durch Aufstellung von Wiederfindungsfunktionen (WFF) auf konstante oder
proportional systematische Fehler tUberprift.

Die Aufstellung der Wiederfindungsfunktionen des Verfahrens wird durch Aufstockung von Matrix-
proben mit Standardlésungen vorgenommen. Das Verfahren beruht auf dem von Funk, Damman und
Donnevert beschriebenen Verfahren der "Standard-Addition" [1]. Hierzu werden mindestens vier
gleiche Teilproben mit unterschiedlichen Standardmengen aufgestockt, wahrend eine weitere
Teilprobe ohne Addition der Analyt-Standard verbleibt. Diese Aufstockungen der Proben werden direkt
in den ASE-Zellen vorgenommen, anschliefend werden alle Aufarbeitungs-, Derivatisierungs- und
Messschritte wie beschrieben durchgefiihrt.

Die Analyt-Gehalte der Matrix-Proben werden Uber die jeweilige Grundkalibrierung ermittelt. Diese
berechneten Gehalte werden dann um die Menge der nicht aufgestockten Teilprobe reduziert. Die
grafische Auftragung dieser korrigierten Analyt-Gehalte gegen die addierten Mengen ergeben dann
die WFF.

Die aufgestellten WFF sollte augenscheinlich linear verlaufen. Es liegen keine konstanten oder pro-
portional systematischen Fehler vor, wenn mit einer Wahrscheinlichkeit von P=99% der Vertrauens-
bereich (VB) des Ordinatendurchganges die ,0“ und der VB der Steigung die ,,1“ enthalt.

Die Wiederfindungsraten (WFR) der analytischen Verfahren wird durch Multiplikation der Steigung der
WFF mit 100 % errechnet.

Der Analytgehalte der Proben kdnnen bei vorliegen von proportional systematischen Fehlern mit der
errechneten WFR korrigiert werden.

13 Literatur

[1] Funk, W., Dammann, C., Donnevert, G.: Qualitdtssicherung in der analytischen Chemie.
VCH Verlagsgesellschaft, Weinheim (1992) 27-36.
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Anhang I-3 Kalibrierfunktionen

Grund-Kalibrierung MTCS
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Abbildung I-5: Grund-Kalibrierung fiir Methyl-Triclosan im Arbeitsbereich von 0,5 bis 50 ng/0,1 mL
Grund-Kalibrierung CP
>
o
o
0,0 2,0 4,0 6,0 8,0 10,0
CP-Konz. [ng/0,1 mL]
m Messwerte —— lineare Regression
Abbildung I-6: Grund-Kalibrierung fiir Chlorophene im Arbeitsbereich von 0,1 bis 10 ng/0,1 mL
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Grund-Kalibrierung TCS
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Abbildung I-7: Grund-Kalibrierung fiir Triclosan im Bereich von 0,2 bis 2,0 ng/0,1 mL
zur Ermittlung der BG
Grund-Kalibrierung CP
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Abbildung I-8: Grund-Kalibrierung fiir Chlorophene im Bereich von 0,2 bis 2,0 ng/0,1 mL

zur Ermittlung der BG
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PFV

Grund- und Matrixkalibrierung TCS

0,0 10,0 20,0 30,0 40,0 50,0
TCS-Konz. [ng/100 uL ]
¢ Grund-Kal. m Matrix-Kal. — lin. Reg. —— lin. Reg.

Abbildung I-9:

Vergleich von Grund- und Matrix-Kalibrierung fiir Triclosan

TCS-Menge gefunden [ng]

Wiederfindungsfunktion Triclosan

¢ Messwerte
—lineare Regression

0 10 20 30 40 50 60
TCS-Menge zugesetzt [ng]

Abbildung I-10:

WFF fiir Triclosan und die Matrix Brassenmuskulatur
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Grund- und Matrixkalibrierung CP

PFV

CP-Konz. [ng/100 pL]

¢ Grund-Kal. m Matrix-Kal. ——Ilin. Reg. ——1lin. Reg.

Abbildung I-11: Vergleich von Grund- und Matrix-Kalibrierung fiir Chlorophene

Wiederfindungsfunktion Chlorophen

¢ Messwerte
—lineare Regression

CP-Menge gefunden [ng]

0 10 20 30 40 50 60
CP-Menge zugesetzt [ng]

Abbildung I-12: WFF fiir Chlorophene und die Matrix Brassenmuskulatur
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Grund- und Matrixkalibrierung PP

PFV

0 10 20 30 40 50
PP-Konz. [ng/100 L]

¢ Grund-Kal. m Matrix-Kal. ——lin. Reg. ——lin. Reg.

Abbildung I-13: Vergleich von Grund- und Matrix-Kalibrierung fiir 2-Phenylphenol

Wiederfindungsfunktion Phenylphenol

¢ Messwerte
—lineare Regression

PP-Menge gefunden [ng]

0 10 20 30 40 50 60
PP-Menge zugesetzt [ng]

Abbildung 1-14: WFF fiir 2-Phenyiphenol und die Matrix Brassenmuskulatur
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Anhang I-4 Kopie der Akkreditierungsurkunde, Seite 1

DACH Deutsche Akkreditierungsstelle Chemie GmbH

vertreten im

Deutschen AkkreditierungsRat

Akkreditierung

Die DACH Deutsche Akkreditisrungsstelle Chemie GmbH bestatigt hiermit, dal das
Priiflaboratorium

Fraunhofer-Institut fiir
Molekularbiologie und Angewandte Oekologie
Auf dem Aberg 1
57392 Schmallenberg

die Kompetaenz nach DIN EN ISO / |[EC 17025 besitzt, Prifungen

im Bereich Chemische und chemisch-physikalische Analytik

zu den Prufarten Gaschromatographie, Hochleistungsflissigkeitschromatographie
Atomnspektromedtrie, Probenvorbareitung

zu den einzelinen Prilfverfahren der Prifarten
Photometrie

zur Untersuchung von Wasser, Boden, Kldrschlamm, Luft, Bedarfsgegenstéinden,
Reizstoffgersiten, Umwaltproben {z.B. Blasentang, Miesmuscheln,
Creikantmuscheln, Brassenleber, Brassenmuskulatur, Aalmutter,
Silbermdwensi), biologischen Materialien (z.B. Voilblut, Serum,
Urin)

auszufishren.

Mit der Erflllung der Anforderungen der DIN EN ISO/NEC 17025 erflllt das
Qualitatsmanagementsystem des Priflaboratoriums fur seine Priftatigkeiten auch die
Anfordeningen von DIN EN 1SO 9001:1994.

Die Akkreditierung ist gliltig bis: 28.01.2007
Die Anlage ist Bestandteil der Urkunde und besteht aus 4 Seiten.
DACH-Registriesrnummer: DAC-P-0029-97-10

L[
Frankfurt, den 27.05.2002 Dr, A. Steinhorst
Gaschéftsfihrer

*Bishe Minwelss auf dor Rickselts
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Kopie der Akkreditierungsurkunde, Seite 2

Die Akkreditierung erfoigt aufgrund einer Begutachtung und des mit der Akkreditierungs-
Stelle abgeschlossenen Vertrages uiber die Akkreditierung eines Priiflaboratoriums nach
den Regeln und Verfahren des Deutschen Akkreditierungssystems, gemafl den Normen
DIN EN ISO/IEC 17025 und DIN EN 45003.

‘Die materiellen und personellen Voraussetzungen nach DIN EN ISO/IEC 17025 fur die in
der Akkreditierungsurkunde angegebenen Prifgebiete sowie fur die in der Anlage zur
Akkreditierungsurkunde beschriebenen Verfahren sind erfiilit.

‘Angaben (ber den Umfang der Akkreditierung (Prufgebiete, Verfahren und
Spezifikationen) sind in der Anlage zu dieser Akkreditierungsurkunde aufgefiihrt.

'I.Z.)ie Anlage sowie die eingereichten Unterlagen sind Bestandteil der Akkreditierung
Anderungen bediirfen der Schriftform.

Die Akkreditierung wird unter dem Vorbehalt des jederzeitigen Widerrufs bei Wegfall der
im Vertrag sowie in der Anlage zu dieser Akkreditierungsurkunde festgelegten
Voraussetzungen erteilt.

Akkreditierungsurkunden und Anlagen dtirfen nur unversndert weiterverbreitet werden. Die auszugsweise Verdffentlichung bedarf der
Genehmigung der Akkreditierungsstelle.

Es darf nicht der Anschein erweckt werden, dass der Kontrolle des Priflaboratoriums auch solche Produkte und Leistungen des
Tragers unterliegen, die von dieser Akkreditierung nicht erfasst werden. Sollte der Anschein dennoch erweckt werden, so ist die
Akkreditierungsstelle berechtigt, Anderungen zu verlangen.
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Anhang I-5 Analysenzertifikate der Referenzsubstanzen

o

Certificate of Analysis
Dr. Ehrenstorfer

Refersnce Materlals for
Residue Analysis

Product ldentification

17803000 Triclosan
CA 5-chloro-2-(2,4-dichlorophenoxy) phenol
IUPAC
Formula CH,Cl,0, Expiry Date 01.03.2005
Mol.Weight 289.53 Lot Number 805604
CAS No. 3380-34-5 Store at 20°C
Please Note: The expiry date is valid under recommended storage conditions only
Physical Data
Phase crystalline solid Vapour pressure at °C
Colour colourtess Solubility in Water g/llat °C
‘Melting Point 57.0 °C Solubility in g/lat °C
Toxicological Data
Symbol
R-Code
S-Code
LD50 (Rats female/male in mg/kg) N/A
Analytical Data
Metod 1 GCMSD Coimra DB 7 1IN 229 mm
Inj. Volume () 1 Temperature (°C)  60-280/ 280
Method 2 HPLC/DAD Column  Nucleosil 5 C18
Inj. Volume (ul) 10 Flow (mi/min.} -0.5
Eluent A Acetonitrile .
EluentB  H20 + 0.5% H3PO4
Gradient  4:1
Comment Lot 805604 D9. Identity was confirmed by MS- and IR-Spectroskopy.
Water Content 0.1 % Determined by Karl-Fischer Titration
Det. Purity 995 % Tolerance +/- 0.5 %
Please Note:  Results are based on a minimum of three determinations
Vanadv prassure and soluhility informat == 2~ ardiag to fiterature.

Abbildung I-A5.1:

/
(gh)

Phone +49 821 906080 - Fax +49 821 9060888 - info@analytical-standards.com

abor Dr. Ehrenstorfer-Schfers - Bgm.-Schiosser-Str. 6 A - 0-86199 Augsburg - Germany

The information herin is befieved to be correct, but is provided without warranty of any kind.

Analysenzertifikat/Spezifikationen von Triclosan
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VeZerf Laborsynthesen GmbH
Langenfelderstr. 12
D-55743 Idar-Oberstein

Tel. +49 (0)6784 903 764
Fax +49 (0)6784 903 765

E-Mail mail@vezerf.de
Internet http://www.vezerf.de
VeZerf Laborsynthesen GmbH
Langenfelderstr. 12, 85743 Idar-Oberstein.

Fraunhofer-Institut fiir Molekularbiologie und
Angewandte Okologie

z. Hdn, Herm Dipl.-Ing. Walter Boehmer
Auf dem Aberg 1

D-57392 Schmallenberg
Idar-Oberstein, 11.07.03
CHARGE ANALYSIS
4-Chlor-1-(2,4-dichlorphenoxy)-2-methoxybenzol, 1 g

our reference: WA03071501

Methods: HPLC/UV, GC/FID, GC/MS, tH-NMR

Results: HPLC-purity: ca. 98 %
gaschromatographic purity: >98 %
MS corresponds
TH-NMR (CD,Cl,) corresponds

cf. attn. fpectra / chromatogramms

Geschiftsfithrende Gesellschafter: Wissenschaftliche Begleitung:

Dr. rer. nat. Walter-Georg Veeck, Prof. Dr. R. Mtlhaupt

Dr. rer. nat. Torsten ZerfaB Prof. Dr. M. Regitz

Deutsche Bank [dar-Oberstein (BLZ 562 700 44), Kto.-Nr. 110 5303 Registergericht: Amtsgericht Idar-Oberstein HRB 912
Kreissparkasse Birkenfeld (BLZ 562 500 30), Kto.-Nr. 614 831 USt.-1dNr.: DE 180 168 483

Abbildung I-A5.2: Analysenzertifikat/Spezifikationen von Methyl-Triclosan

Anhang I-5: Analysenzertifikate
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Abbildung I-A5.3: Analysenzertifikat/Spezifikationen von 3Cs-Triclosan
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Lieferschein
gemiB Aufirag von Phychem Aufirag- Nr.: 09K03051
Methyl-(D3)-Triclosan 05g Arnreicherung: > 97 atom%

Chem. Reinheit: >95%
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Abbildung I-A5.4: Lieferschein/Spezifikationen von Methyl-Triclosan-D3;
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