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1 Einleitung

1 Einleitung

Bei der ErschlieBung neuer Mérkte im Lebensmittelsektor setzt die Industrie zunehmend auf
die Bequemlichkeit der Verbraucher, die immer weniger Zeit zur Zubereitung von Lebensmit-
teln aufwenden. Hierdurch gewinnen Lebensmittelkonserven als Halbfertig- und Fertigpro-
dukte an Bedeutung.

Bei der Herstellung fiihrt die abschlieBende Konservierung des Produkts zu Konsequenzen fiir
die Verpackungstechnologie. Entscheidend ist hier die Wechselwirkung zwischen Ver-
packung und verpacktem Lebensmittel. Da es sich iiberwiegend um metallische Werkstoffe
handelt, steht der Schutz des Metalls vor korrodierenden Produkten ebenso im Mittelpunkt
wie der Schutz des Lebensmittels vor unerwiinschten Einfliissen des Metalls — wie die Aus-
bildung von Verfarbungen oder Fehlaromen. Besonders mufl jedoch auf die Verhinderung
von toxikologisch relevanten Einfliissen geachtet werden.

Um diese Wechselwirkungen zwischen Metall und Lebensmittel zu verhindern, werden die
meisten metallischen Verpackungen mit einer Polymerbeschichtung versehen. An diese Be-
schichtung werden hohe Anforderungen gestellt, da sie die Verformung des Metalls beim
Produktionsprozel3 tiberstehen und zugleich als Schmierstoff bzw. Verschlei8schutz fiir die
Werkzeuge dienen miissen. Diesen Anforderungen werden Epoxidharze und Organosole
(Polyvinylchlorid-Lacke, PVC-Lacke) in besonderem Mal3 gerecht.

Beide Lackarten werden unter Verwendung von 2,2-Bis-[4-(2,3-epoxypropoxy)-
phenyl]propan (Bisphenol A-Diglycidylether, BADGE, Abb. 1) hergestellt. BADGE dient
hierbei als Monomer im Epoxidharz und als Stabilisator im Organosol. Dariiber hinaus kon-
nen Klebermaterialien zur festen Verbindung des Polymerfilms mit der metallischen Oberfla-
che von Leichtbehéltern mit BADGE als Grundlage hergestellt werden. Im Endprodukt ver-
bleibt in allen Féllen ein Rest an monomerer Substanz, die wegen ihrer chemischen Eigen-

schaften in der Lage ist, in Lebensmittel iiberzugehen.

Abb.1  Bisphenol A-Diglycidylether (BADGE)

BADGE besitzt zwei Epoxidgruppen, die aufgrund ihrer hohen Ringspannung leicht Reaktio-
nen mit einer Vielzahl von Stoffen eingehen konnen. Die Reaktion von BADGE mit physio-
logischen Substanzen fiihrt zur Ausbildung eines allergenen Potentials (KANERVA et al.,
1991). Im Rahmen von Untersuchungen zur Bildung von DNA-Addukten wurden verschie-
dene Reaktionsprodukte von BADGE mit Nukleosiden nachgewiesen (VANHOUTTE et al.,
1995).



1 Einleitung

Dartiber hinaus entstehen bereits bei der Herstellung von PVC-Organosolen Additionsproduk-
te von BADGE mit Salzsdure, die wegen ihrer Strukturanalogie zu Chlorpropanolen ein eige-
nes toxikologisches Potential besitzen konnen (BIEDERMANN und GROB, 1997).

Das Migrationspotential des lipophilen BADGE in fetthaltige Lebensmittel sowie die unzu-
reichenden Erkenntnisse iiber die Toxikologie von BADGE veranlafiten den Wissenschaft-
lichen Lebensmittelausschull der Europdischen Kommission (Scientific Committee on Food,
SCF) 1996 zu der Empfehlung eines vorldufigen Grenzwertes fiir den Gehalt an BADGE und
seinen Hydrolyseprodukten in Lebensmitteln. Die in diesen Grenzwert einzubeziehenden
Reaktionsprodukte wurden ein Jahr spéter prazisiert (SCF, 1997).

Nachdem hohe BADGE-Gehalte in Lebensmittelkonserven ermittelt wurden (BIEDERMANN et
al., 1996), suchte die Industrie intensiv nach Alternativen. Als besonders geeignet erwiesen
sich strukturanaloge Harze auf der Basis von Bisphenol F (BRONZ et al., 1997).

Die Untersuchung von Lebensmitteln auf die Anwesenheit von BADGE, insbesondere
aber auch seiner durch den SCF (1997) benannten Reaktionsprodukte, steht noch am Anfang.
Ein Ziel dieser Arbeit war daher die Entwicklung einer routinefdhigen, validierten Methode
zur Uberwachung des SCF-Grenzwertes. Dariiber hinaus sollte die Untersuchung auf analoge
Ersatzstoffe auf der Basis von Bisphenol F ausgedehnt werden.

Die Reaktion von BADGE mit Lebensmittelinhaltsstoffen ist bislang nur wenig beachtet wor-
den. Obwohl wegen der Reaktivitdt der Oxiranringe die Bildung von Addukten zu erwarten
war, wurde lange Zeit ausschlieBlich nach BADGE-Hydrolyseprodukten gesucht. In jlingerer
Zeit berichteten RICHARD et al. (1999) iiber den Verlust von BADGE nach Dotierung zu
Lebensmitteln, ohne daBl bekannte Abbauprodukte entstanden. Eine Identifikation von Reak-
tionsprodukten gelang nicht. Es sollten daher Untersuchungen iiber BADGE-Addukte von
Lebensmitteln durchgefiihrt werden, die iiber die Erkenntnisse von RICHARD et al. (1999) hin-
aus tber die strukturelle Identitét der entstandenen Verbindungen Auskunft geben.



2 Allgemeiner Teil

2 Allgemeiner Teil

2.1  Epoxidharze

Bereits SCHLACK (1934) synthetisierte erstmals Polymere auf der Grundlage von hochmole-
kularen Epoxiden. Die kommerzielle Nutzung begann jedoch erst, nachdem CASTAN (1940)
feststellte, dal ein aus Bisphenol A (BPA) und Epichlorhydrin hergestelltes Harz (Abb. 2)
nach der Hartung mit Phthalsdureanhydrid besonders gut auf verschiedenen Materialien haf-
tet. Die Vielfalt der Anwendungsmoglichkeiten fithrte zu einem Anstieg der Produktion von
5000 t im Jahr 1954 auf etwa 150000 t Mitte der 80er Jahre (MAY, 1988). Zehn Jahre spiter
betrug die Produktion bereits 850000 t (BROCK et al., 1998).

Abb. 2  Struktur eines Epoxidharzes auf Basis von Bisphenol A und Epichlorhydrin

Mit Beginn der Nutzung von Epoxidharzen setzte auch deren kommerzielle Verwendung als
Innenbeschichtung fiir Konservendosen und Leichtbehidlter ein. Mittlerweile werden
Epoxidharze in 90 % aller Doseninnenbeschichtungssysteme verwendet (VERBAND DER
LACKINDUSTRIE e. V., 1997). Ihre Vorziige liegen in der guten Bestdndigkeit gegeniiber Siu-
ren und Laugen, ihrer Flexibilitdt bei gleichzeitig hohem Hértegrad und ihrem Adhésionsver-
mogen auf Metallen. Die zur Lackherstellung erforderliche Héartung geht entweder von den
Epoxidgruppen oder von sekundidren Hydroxygruppen aus. Diese kdnnen mit Resolen, Mel-
aminharzen, Harnstoftharzen oder Polyisocyanaten und Polyanhydriden umgesetzt werden
(BROCK et al., 1998).

Neben den technologischen Vorziigen werden Epoxidharze auch wegen ihrer geringen Toxi-
zitdt geschitzt. Der Grad der Toxizitdt hdngt vom Anteil an freien Epoxidgruppen ab. Dieser
als Epoxid-Equivalent angegebene und als die Masse Harz, welches 1 g freier Oxiranringe
enthilt, berechnete Anteil sinkt demnach mit steigendem Molekulargewicht (MAY, 1988). So
betrdgt die letale Dosis fiir Ratten bei Harzen mit einem mittleren Molekulargewicht von
380 g/mol und einem Epoxid-Equivalent von 200 bei 11,4 g/kg Korpergewicht. Bereits bei
einem mittleren Molekulargewicht von etwa 900 g/mol sowie einem Epoxid-Equivalent von
500 wird nicht mehr von der letalen Dosis im eigentlichen Sinn gesprochen. Hier liegt die
Dosis, bei der 50 % der Versuchstiere schwer erkrankten, bei 30 g/kg Korpergewicht (MAY,
1988).
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2.2 BADGE und seine Reaktionsprodukte

2.2.1 Synthese von BADGE

BADGE wird aus BPA und Epichlorhydrin als Pridpolymer fiir die Epoxidharz-Herstellung
synthetisiert (BRAUN und LEE, 1976). Die Reaktion erfolgt unter Erhitzen bei Anwesenheit
von Alkalien, wobei intermedidr die hydrochlorierten Derivate 2,2-Bis-[4-(3-chloro-2-
hydroxypropoxy)phenyl]|propan (BADGE-2HCI) und 2-[4-(2,3-Epoxypropoxy)-phenyl]-2-[4-
(3-chloro-2-hydroxypropoxy)phenyl]propan (BADGE-HCI) entstehen (Abb. 3). Die Synthese
verlduft demnach iiber eine nukleophile Ringéffnung des Epoxids und anschlieBende Elimi-

nierung von Wasser unter Rekonstitution des Oxiranrings.
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Abb.3  Mechanismus der BADGE-Synthese
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2.2.2 Physiologische Reaktionen von BADGE

Wie alle Epoxide ist BADGE hydrolyseempfindlich. Bei Kontakt mit wasserhaltigen Le-
bensmitteln oder Simulanzien entstehen die Hydrolysederivate 2-[4-(2,3-Epoxypropoxy)-
phenyl]-2-[4-(2,3-dihydroxy)phenyl]propan =~ (BADGE-H,O) und  2,2-Bis-[4-(2,3-di-
hydroxypropoxy)phenyl]propan (BADGE-2H,0). Durch Kombination von Hydrolyse und
Hydrochlorierung entsteht das Produkt 2-[4-(3-Chloro-2-hydroxypropoxy)phenyl]-2-[4-(2,3-
dihydroxy-propoxy)phenyl]propan (BADGE-HCI-H,O) (Abb. 4).

(l)>/\00/\<(l)

BADGE (1)

Ty T

OH OH

BADGE-HCI (2) BADGE-H,0 (4)
H,0 +HCI
+HCI Cl/\/\o’ ' ‘ ‘o/\/\OH

OH OH
BADGEHCI-H,0 (6)

OH OH OH OH

BADGE-2HCI (3) BADGE-2H,0 (5)

+H,0

Abb.4  BADGE und seine Hydrolyse- und Hydrochlorierungsaddukte

PASEIRO LOSADA et al. (1993) und PHILO et al. (1997) untersuchten die Kinetik der Hydrolyse
von BADGE und anderen Monomeren in wélrigen Lebensmittelsimulanzien. Hierbei wurden
gemal der Richtlinie 82/711/EWG (EUROPAISCHER RAT, 1982) Wasser, 15 %ige Ethanollo-
sung, 3 %ige Essigsdure sowie Speisedl als Simulanzien verwendet. Die Halbwertzeit von
BADGE in Wasser bei 40 °C wurde von PASEIRO LOSADA et al. (1993) mit 43 Stunden ermit-
telt. In 3 %iger Essigsdure betrug die Halbwertzeit bei 40 °C nur 8.1 Stunden. Durch Hydro-
lyse entstanden BADGE-H,0 sowie BADGE-2H,O0.

Der SCF (1999a) beschrieb in seiner Stellungnahme zu BADGE das Auftreten der bereits er-

wihnten Hydrochlorierungsderivate in Konserven, deren Verpackung mit Epoxidharzen
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beschichtet ist. Es ist daher davon auszugehen, daf3 in salzhaltigen Lebensmitteln eine Reakti-
on von BADGE mit Chlorid erfolgen kann. Diese Annahme wurde durch RICHARD et al.
(1999) bestitigt, die BADGE zu Lebensmitteln mit unterschiedlichen Salzgehalten dotierten
und anschliefend geringe Mengen an BADGE-HCI sowie BADGE-2HCI fanden.

Die Umsetzung von BADGE mit anderen Lebensmittelbestandteilen wurde ebenfalls von
RICHARD et al. (1999) beschrieben. Diese dotierten BADGE zu verschiedenen Lebensmitteln
und beobachteten die Abnahme des Gehaltes sowie die Zunahme an bereits bekannten Deri-
vaten. Die Abnahme von BADGE war jedoch nicht allein auf die Bildung von Hydrolyse-
und Hydrochlorierungsprodukten zuriickzufiihren, sondern muf3te auch durch die Bildung von
BADGE-Addukten mit anderen Bestandteilen der Lebensmittel bedingt sein, wobei diese
Adduktbildung den bevorzugten Umsetzungsweg darstellte. Es wurde postuliert, daf3 die Re-
aktion mit einer Majorkomponente von Lebensmitteln stattfindet, da die Abnahme von
BADGE unabhéngig von der dotierten Menge war. Bislang ist es jedoch nicht gelungen, diese
Majorkomponente zu identifizieren.

Die hohe Reaktivitét der Oxiranringe ermdglicht die Umsetzung von BADGE mit nukleophi-
len Partnern. VANHOUTTE et al. (1995) zeigten die Entstehung von Addukten zwischen
BADGE und Nukleobasen der DNA. Daneben wurde bereits 1991 (KANERVA et al.) von
allergischen Reaktionen bei Arbeitern, die einem Kontakt mit BADGE ausgesetzt waren, be-
richtet. Im Hinblick auf die Ergebnisse von VANHOUTTE et al. (1995) ist es moglich, da3
BADGE allergieauslosende Strukturdnderungen bei Proteinen hervorruft.

Die Toxikologie des monomeren BADGE ist nicht abschlieBend gekliart. Wie bereits be-
schrieben, besitzt er praktisch keine akute Toxizitdt. Die von VANHOUTTE et al. (1995)
identifizierten BADGE-DNA-Addukte lieBen jedoch mutagene und teratogene Eigenschaften
analog zum toxischen Wirkprinzip des Benz[a]pyren vermuten. Da die Bildung der Addukte
allerdings unter nichtphysiologischen Bedingungen erfolgte und BADGE durch Epoxidhydro-
lasen aus Mauseleber und -haut sehr schnell abgebaut wird (BENTLEY et al., 1989), wird in-
zwischen davon ausgegangen, daf3 die chronische Toxizitit von BADGE ebenfalls nur als ge-
ring einzuschédtzen ist. Bestétigt wird diese Einschdtzung durch Untersuchungen von PFEIFFER
und METZLER (1998), die an V79-Zellkulturen zeigten, dal BADGE in Abwesenheit von En-
zymsystemen mutagen und cytotoxisch wirkt, bei Anwesenheit von Cytosol oder Mikroso-
men aus Rattenleber aber in wenigen Minuten vollstindig zu BADGE-2H,0 hydrolysiert
wird.

Die neueren Entwicklungen in der toxikologischen Bewertung fiihrten zu Anderungen der

rechtlichen Einstufung.
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2.3  Rechtliche Grundlagen fiir die Verwendung von BADGE

Die Verwendung von BADGE als Ausgangssubstanz bei der Herstellung von Lebensmittel-
verpackungen aus Kunststoff ist bereits seit Langem geregelt. Die Richtlinie 90/128/EWG
(EUROPAISCHE KOMMISSION, 1990) erlaubte den Einsatz, begrenzte jedoch den Restgehalt des
Monomers im fertigen Produkt und verbot Produkte, in denen eine Migration der monomeren
Substanz in das verpackte Lebensmittel auftritt.

Die Richtlinie gilt jedoch nicht fiir Innenbeschichtungen oder Klebermaterialien von Lebens-
mittelverpackungen, die nicht vollstdndig aus Kunststoff bestehen. Dieser Umstand sowie die
ungeklérte toxikologische Relevanz veranlaten den SCF (1996) nach BADGE-Funden in
beschichteten Lebensmittelverpackungen (BIEDERMANN et al., 1996) zu einer Stellungnahme,
in der ein vorldufiger Grenzwert fiir drei Jahre von 1.0 mg/kg Lebensmittelsimulanz fiir die
Summe aus BADGE und seinen Hydrolyseprodukten empfohlen wurde. Nachdem
BIEDERMANN et al. (1997) in weiteren Untersuchungen das Auftreten von BADGE-HCI und
BADGE-2HCI in Lebensmitteln beschrieben, wurde die Empfehlung des SCF préazisiert
(1997). Der empfohlene Grenzwert umfaite nunmehr die bereits genannten Hydrolyse- und
Hydrochlorierungsprodukte mit Ausnahme des gemischten Addukts BADGE-HCI-H,O.

Die wihrend der vom SCF (1996) gesetzten Frist durchgefiihrten Untersuchungen ergaben
keinen Hinweis auf teratogene oder kanzerogene Reaktionen durch BADGE bei dermaler
Applikation auf Ratten. Es wurde aber ein Verdacht auf Leberschiddigung gedufBert. Der SCF
(1999a) empfahl deshalb die Beibehaltung des vorldufigen Grenzwerts von 1.0 mg/kg
Lebensmittel fiir alle Hydrochlorierungs- und Hydrolysederivate von BADGE, nun aber unter
Einbeziehung von BADGE-HCI-H,O. Wegen der erwiesenen geringen Toxizitit von
BADGE-2H,O wurde diese Substanz nur noch in Sonderfillen als Markersubstanz in die
rechtliche Bewertung einbezogen. Die EUROPAISCHE KOMMISSION erhob diese Empfehlung
mit der 5. Anderungsrichtlinie zur Richtlinie 90/128/EWG (1999) fiir Lebensmittelbedarfs-
gegenstdnde aus Kunststoff zur Rechtsnorm.

Wegen der erwdhnten Ungiiltigkeit der Richtlinie fiir Beschichtungen und Kleber war es er-
forderlich, eine Rechtsgrundlage zu schaffen, die die Verwendung von BADGE auch in die-
sen Materialien reguliert. Mit der Richtlinie 2001/61/EG wurde der Summengrenzwert fiir al-
le Bedarfsgegenstinde mit Lebensmittelkontakt iibernommen (EUROPAISCHE KOMMISSION,
2001) und in der aktuell giiltigen Richtlinie 2002/16/EG (EUROPAISCHE KOMMISSION, 2002)
bestitigt.

Zur Uberwachung der Einhaltung der rechtlichen Vorgaben war die Entwicklung einer vali-

den Analytik unter Einbeziehung aller geregelten Derivate erforderlich.
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2.4  Analytik von BADGE und seinen Derivaten

Fiir die Untersuchungen zur Belastung von verpackten Lebensmitteln mit Bestandteilen der
Verpackung sind grundsitzlich zwei verschiedene Wege denkbar.

Einerseits ist die Ermittlung der spezifischen Migration der bekannten Analyten in ausge-
wihlte Simulanzien moglich. Hierfiir sind Grundregeln erstellt worden (EUROPAISCHER RAT,
1982), die durch Kategorisierung von Lebensmitteln in vier Gruppen einen generellen Uber-
blick tiber die Migration ergeben sollen. Bei der nicht {iberblickbaren Vielzahl von Fertigge-
richten soll hier eine vereinfachte Analytik zu schnellen und zuverldssigen Aussagen fiihren.
Andererseits konnen die Analyten direkt aus dem vorliegenden Lebensmittel untersucht wer-
den. Dieser Ansatz erfordert eine Anpassung an die jeweilige Matrix und damit komplizierte
Reinigungsverfahren, liefert jedoch Erkenntnisse iiber die wahren Verhiltnisse im Hinblick
auf Migration und Reaktionen der Analyte im speziellen Lebensmittel.

Auch fiir die Analytik von BADGE sind beide Prinzipien moglich. Es ist jedoch zu bedenken,
daB wegen der bereits dargelegten hohen Reaktivitit und im Hinblick auf die Ergebnisse von
RICHARD et al. (1999) die Bestimmung der Migration in Lebensmittelsimulanzien nur einen
groben Anhalt fiir die tatsdchliche Situation darstellen kann. Insofern ist eine valide Analy-
senmethode zur Bestimmung der tatsdchlichen Belastung in Lebensmitteln vorzuziehen.

Mit CRATHORNE et al. (1986) begann die Entwicklung analytischer Verfahren zur Bestim-
mung der Migration von BADGE in Lebensmitteln. Wahrend zunéchst die Untersuchung des
Uberganges aus epoxidharzbeschichteten Pipelines in Wasser im Vordergrund stand,
bestimmten PASEIRO LOSADA et al. (1991) die Migration aus Verpackungen in wélrige
Lebensmittelsimulanzien. Als Konsequenz aus diesen Untersuchungen und den Erkenntnissen
iiber die Hydrolyse von BADGE (PASEIRO LOSADA et al., 1993) wurden die Untersuchungen
auf die Hydrolyseprodukte ausgedehnt (PASEIRO LOSADA et al., 1997).

Nach ersten Berichten {iber die Migration von BADGE in mikrowellen-erhitzte Lebensmittel
(BEGLEY et al., 1991) wurden die Untersuchungen zur Ermittlung des Gehalts an BADGE in
Lebensmitteln mit der Bestimmung von BADGE in Mikrowellenbesteck und mikrowellenfa-
higen Fertigpizzas von SHARMAN et al. (1995) wieder aufgenommen. Durch die Arbeiten von
BIEDERMANN et al. (1996) und die darin beschriebenen hohen Gehalte an BADGE in
Lebensmitteln erhielt die Entwicklung einer leistungsfdhigen Methodik besonderen Auftrieb.
Neben weiteren Methodenentwicklungen (ROUBTSOVA et al., 1997) wurden aus verschiede-
nen europidischen Lindern die Ergebnisse von Analysen verdffentlicht, die einen Uberblick
iber die aktuelle Belastungssituation geben sollten (NIELSEN et al., 1997, SUMMERFIELD et al.,
1998, THEOBALD et al., 1999a und 1999b).
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Daneben wurden Methoden entwickelt, durch die neben BADGE auch einige seiner Derivate
in die Bewertung der Belastung einbezogen werden konnten. BIEDERMANN et al. (1997) stell-
ten eine Methode zur simultanen Bestimmung von BADGE und seinen Hydrochlorierungs-
addukten vor und beschrieben die Ergebnisse einer Studie liber den Schweizer Lebensmittel-
markt. RAUTER et al. (1999) entwickelten ein Verfahren zur Bestimmung von BADGE und
seinen Hydrolyseprodukten in Lebensmitteln, welches in der Folge auf die durch den SCF
(1999a) in den Grenzwert einbezogenen Derivate ausgedehnt wurde (BIEDERMANN et al.,
1999a, BILES et al., 1999, LINTSCHINGER und RAUTER, 2000).

Alle genannten Verfahren wurden entwickelt, ohne daf allgemein verfligbare Standardsub-
stanzen vorlagen. Die Quantifizierung erfolgte iiber die externe Kalibrierung von BADGE un-
ter der Annahme, daB BADGE und seine relevanten Derivate identische Fluoreszenzeigen-

schaften besitzen (BIEDERMANN et al., 1997). Diese Annahme war bislang nicht {iberpriifbar.

2.5 Phenol-Formaldehyd-Harze als Lackbestandteile und Ersatzstoffe fiir BADGE
BADGE wird, wie bereits beschrieben, aus BPA und Epichlorhydrin synthetisiert. Das
Edukt BPA wird aus der Reaktion von Phenol mit Aceton gewonnen.

Neben Epoxidharzen auf der Basis von BADGE haben auch Harze aus anderen Ausgangsstof-
fen Verwendung gefunden. Besonders wichtig sind hier Epoxidharze auf der Grundlage von
Phenol und Formaldehyd. Das bei der Reaktion entstehende Bisphenol F (BPF) ist Edukt fiir
ein komplexes Gemisch hochmolekularer Kunststoffe, die als Novolake bezeichnet werden.
Im Gegensatz zu BPA ist beim BPF eine Substitution in ortho-Position mdglich, da durch die
Abwesenheit der Methylgruppen aus dem Aceton keine sterische Hinderung mehr erfolgt.

Durch mehrfache Substitution an einem Benzolring erfolgt die Entstehung hochmolekularer
Polyphenole (Abb. 5).

OH OH OH H OH
2
CH,OH C
— L = 7— —_—

OH
OH ¢ OH OH g OH
2 j 2
C C
CH,0O
—_— — Polymer +n H,0
CH,OH H2C\©\

OH

Abb.5  Schema der Entstehung eines Novolak-Polymers (Phenol-Formaldehyd-Harz)
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Durch die Moglichkeit der Substitution in ortho- und para-Stellung liegen die Reaktionspro-
dukte in Isomerengemischen vor.

Die Herstellung eines Epoxidharzes erfolgt durch die Reaktion von Novolak mit Epi-
chlorhydrin zu einem technischen Gemisch von Novolak-Glycidylether (NOGE). Die kleinste
Struktureinheit stellt Bisphenol F-Diglycidylether (BFDGE) dar.

Ebenso wie BADGE wird auch NOGE zur Herstellung von Epoxidharzen und PVC-
Organosolen eingesetzt. Dies flihrt zu einer vergleichbaren Verwendungsbreite und schlief3t
die Moglichkeit ein, NOGE als Ersatzstoff fir BADGE zu nutzen, um die rechtlichen
Bestimmungen zu umgehen. NOGE selbst wurde bis vor kurzem in keiner europidischen
Richtlinie erwdhnt, da davon ausgegangen wurde, da3 er nicht als monomerer Ausgangsstoff
zur Polymerisation genutzt wird, sondern als Zwischenprodukt aus Phenol, Formaldehyd und
Epichlorhydrin bei der Lackherstellung entsteht. Diese Uberlegungen vernachlissigten jedoch
den Einsatz von NOGE als Additiv in PVC-Organosolen (BIEDERMANN et al., 2000)

Die toxikologische Bedeutung von NOGE ist ungeklart. Es ist davon auszugehen, daf dhnli-
che Reaktionsmechanismen wie bei BADGE als Grundlage fiir die Bewertung dienen konnen.
Zu beachten ist jedoch, daBl NOGE als komplexes Gemisch vieler Einzelsubstanzen mit einer
hohen Bandbreite im Molekulargewicht eine deutlich abweichende Eliminationskinetik besit-
zen kann. Die beschriebene Entgiftung unter Einwirkung von Epoxidhydrolasen (BENTLEY et
al., 1989) kann nicht ohne weiteres auch fiir NOGE angenommen werden, da hohermolekula-
re Anteile mit hoher Wahrscheinlichkeit nicht mehr als Substrat fiir dieses Enzym in Betracht
kommen. Damit besteht ein erhohtes Risiko, intakte Epoxide aufzunehmen, so da3 das terato-
gene und mutagene Potential gegeniliber BADGE als deutlich hoher angesehen werden muf3.
Analytische Verfahren wurden parallel zu BADGE entwickelt. Bereits CRATHORNE et al.
(1986) waren in der Lage, BFDGE neben BADGE zu bestimmen. Auch PASEIRO LOSADA et
al. (1992) dehnten ihre Migrationsuntersuchungen auf BFDGE und seine Hydrolyseprodukte
aus, nachdem sie mittels gaschromatographischer Trennung und massenselektiver Detektion
(MSD) Hydrolyseprodukte von BFDGE identifizieren konnten (SIMAL GANDARA et al.,
1992).

Auch GROB und seine Mitarbeiter erkannten die Bedeutung der Phenol-Formaldehyd-Harze
im Zusammenhang mit dem Ubergang in Lebensmittel. BRONZ et al. (1997) erweiterten das
analytische Spektrum auf die BADGE-analogen Hydrolyse- und Hydrochlorierungsderivate
mit Ausnahme von 2-[4-(2,3-Dihydroxypropoxy)phenyl]-2-[4-(3-chloro-2-
hydroxypropoxy)phenylJmethan (BFGDE-HCI-H,0), schlossen dariiber hinaus aber auch
erste Versuche zum Nachweis und zur Bestimmung von NOGE ein. BIEDERMANN und GROB
(1998) beschrieben ein verbessertes Verfahren hierzu und zeigten die analytische Problem-
stellung der Quantifizierung von NOGE auf. Alle BADGE-analogen Addukte im Sinne des
SCF (1999a) wurden durch BIEDERMANN et al. (1999a) in die Untersuchungen eingeschlos-

sen.

10
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Die unklare toxikologische Bewertung und die Untersuchungen von BIEDERMANN et al.
(1999Db) fiihrten zu ersten Reaktionen im Hinblick auf die rechtliche Bewertung innerhalb der
Europdischen Union. Der SCF (1999b) stufte den Gebrauch von NOGE als nicht wiinschens-
wert ein. Im Rahmen der Richtlinie 2002/16/EG tiber die Verwendung von BADGE und
NOGE (EUROPAISCHE KOMMISSION, 2002) wurde die Verwendung von NOGE bis Mérz 2003
unter einer restriktiven Begrenzung des zulédssigen Restgehaltes im fertigen Bedarfsgegen-

stand erlaubt.

2.6  Problemstellung

Vor dem Hintergrund der rechtlichen Bestimmungen und im Hinblick auf das Fehlen geeigne-

ter Standardsubstanzen waren folgende Problemstellungen zu bearbeiten:

Synthese und Charakterisierung von Standardsubstanzen fiir die fliissigchromatographi-
sche Analyse der durch den SCF (1999a) in den Grenzwert fiir BADGE einbezogenen De-
rivate als Referenzsubstanzen

Entwicklung einer fliissigchromatographischen Trennung der synthetisierten Standardsub-
stanzen

Entwicklung eines allgemein anwendbaren Extraktionsverfahrens zur Vorbereitung von
verschiedenen Lebensmitteln fiir die fliissigchromatographische Analyse

Validierung des Verfahrens fiir den Routinebetrieb in akkreditierten Priiflaboratorien
Weitestgehende Ausdehnung der Methode auf BFDGE und seine analogen Derivate
Identifikation von NOGE in Bedarfsgegenstdnden

Dariiber hinaus sollte ein Beitrag zur Aufklarung der bislang ungekldrten Abnahme von

BADGE in Lebensmitteln nach Dotierung geleistet werden. Im Einzelnen ging es um:

Die Identifizierung der reagierenden Majorkomponente

Falls erforderlich, die Identifizierung der reagierenden Struktur der Majorkomponente
Die Untersuchung der Bildungsbedingungen von BADGE-Lebensmittel-Addukten
Die Identifikation von BADGE-Lebensmittel-Addukten in der Lebensmittelmatrix

11
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3 Synthese von BADGE-Derivaten als Referenzstandards

Zur Uberwachung des Grenzwertes fiir BADGE und seine Derivate war es zunéchst erforder-
lich, ein chromatographisches Verfahren zu entwickeln, mit dem alle BADGE-Derivate, die
der rechtlichen Regelung unterliegen, zuverlissig nachweisbar und quantifizierbar sind.

Da nicht alle rechtlich relevanten BADGE-Derivate (SCF, 1999a) als Standards fiir die Unter-
suchung kommerziell erhiltlich waren, sollten zundchst Synthesen fiir alle erforderlichen
Standards entwickelt werden, um diese Substanzen in hinreichender Reinheit und Menge zur

Verfiigung stellen.

3.1 Synthesekonzept fiir die Standardsubstanzen

Der in Abb. 3 dargestellte Reaktionsmechanismus zeigt BADGE-HCI und BADGE-2HCI als
Intermedidrprodukte der BADGE-Synthese (BRAUN und LEE, 1976, FEDTKE und TANZER,
1982). Abb. 6 stellt das Syntheseprinzip aller SCF-relevanten BADGE-Derivate dar.
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Abb. 6  Vorgehen zur Synthese der Standardsubstanzen
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Da neben BPA auch BADGE, BADGE-2HCI und BADGE-2H,0 kommerziell erhiltlich wa-
ren, beschrinkte sich die Optimierung auf die Synthesen fiir die iibrigen Substanzen. Das zu-
néichst gebildete BADGE-2HCI reagiert unter Abspaltung von Salzsdure zu BADGE-HCI und
weiter zu BADGE. Diese Eliminierung wird durch starke Basen und hohe Temperaturen be-
giinstigt. Durch gezielte Anderung der Basenstirke sowie der Temperatur ist eine EinfluB3-
nahme auf die Bildung und Isolierung der hydrochlorierten Produkte moglich.

Zur Synthese von BADGE-HCI-H,O wird die Epoxidfunktion des isolierten BADGE-HCI
hydrolysiert. BADGE-H,O kann durch saure Hydrolyse einer Epoxidfunktion aus BADGE
gebildet werden. Als Alternative bietet sich ein Ringschlufl des BADGE-HCI-H,O durch Eli-
minierung zu BADGE-H,0 an.

Durch die Optimierung der Reaktionsfiihrung sollten groBere Mengen der Produkte isoliert
werden. Dazu war es erforderlich, die Produktbildung mittels Hochleistungsfliissigchroma-
tographie an Umkehrphasen (RP-HPLC) qualitativ und quantitativ zu verfolgen.

Abb. 7 zeigt den Reaktionsverlauf der BADGE-HCI-Synthese iiber einen Zeitraum von
20 Stunden bei Raumtemperatur. Die Molverhéltnisse zwischen BPA und Epichlorhydrin so-
wie die Menge und Konzentration der Natronlauge entsprechen den Vorgaben von HUNTER
und DAVIS (1959).
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Abb.7  Reaktionsverfolgung der BADGE-Synthese bei Raumtemperatur

Unter Abnahme des zundchst entstandenen 2-[4-(3-Chloro-2-hydroxypropoxy)phenyl]-2-
phenylpropan (BAMGE-HCI) werden die Intermedidrprodukte Bisphenol A-Mono-
glycidylether (BAMGE) und BADGE-2HCI gebildet. Diese werden zugunsten von
BADGE-HCI sowie BADGE wieder abgebaut. Der in Kapitel 2.2 vorgestellte Mechanismus
wird durch diesen Versuch bestitigt. Nach acht Stunden findet nur nach erneuter Zugabe von
Natronlauge eine wesentliche Verschiebung zu BADGE als Produkt statt. Diese Verschie-

bung war jedoch unerwiinscht.
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3 Synthese von BADGE-Derivaten als Referenzstandards

3.2 Synthese der Standardsubstanzen

3.2.1 Synthese von BADGE-HCI

Aus dem vorgesehenen Synthesekonzept wird deutlich, da3 insbesondere zur Synthese von
BADGE-HCI eine schonende Reaktionsfiihrung erforderlich ist, bei der die Maximierung der
Ausbeute BADGE-HCI und gleichzeitige Minimierung des Restgehaltes an BAMGE im Vor-
dergrund steht.

Die Ermittlung der optimalen Einstellungen fiir verschiedene Einflulfaktoren erfordert eine
Versuchsplanung. Fiihrt man die Versuchsplanung auf Basis chemometrischer Prinzipien
durch, so kénnen aus den Daten einer geringen Anzahl von Experimenten wichtige Informati-
onen iiber die Zusammenhénge komplexer Reaktionen gewonnen werden.

Hierzu wurde zunéchst eine Reihe von Experimenten durchgefiihrt, die einen bestimmten ex-
perimentellen Raum abdeckten. Aus den Ergebnissen dieser Experimente wurde ein mathe-
matisches Modell errechnet, mit welchem die ZielgroBBe an allen Stellen des Raumes berech-
net und damit die optimalen Reaktionsbedingungen vorhergesagt werden konnten.

Um die Zahl der erforderlichen Versuche klein zu halten, wurden die Faktoren eliminiert, die
nach den bisherigen Untersuchungen eine geringe Auswirkung auf die Reaktion besitzen.
Dies fiihrte zur Beibehaltung der Reaktionszeit sowie der Verwendung einer konstanten Men-
ge Epichlorhydrin im Ansatz. Die zu variierenden Faktoren waren somit Temperatur sowie
die Menge an Natronlauge und BPA (s. 10.3.1 Tab. 14). Die Auswertung erfolgte mittels
HPLC und Ultraviolett-Detektion (UVD).

Fiir die Bewertung der Signifikanz der Einfliisse variabler Faktoren wurde ein Signifikanzni-
veau von 95 % (p < 0.05) festgelegt. Hierbei wurden sowohl die linearen als auch die quadra-
tischen Einfliisse sowie die Interaktionen untereinander betrachtet.

Wihrend fiir die BADGE-HCI-Ausbeute neben einem signifikant positiven Einflul der Tem-
peratur ebenfalls ein positiver — jedoch nicht signifikanter — Einflul der Menge eingesetzter
Natronlauge ermittelt wurde, war hinsichtlich der Minimierung des Restgehalts an BAMGE
ein signifikant negativer Einflufl dieser Faktoren zu beobachten. Dieser Zusammenhang zeigt
die Beschleunigung der Bildung von BADGE-HCI iiber das Intermediat BAMGE bei konstan-
ter Reaktionsdauer. Der ebenfalls erkennbare signifikant negative EinfluB der BPA-Menge
auf die Bildung von BAMGE hingegen findet keine Korrelation zur Ausbeute an BAD-
GE-HCI (s. 10.3.1 Abb. 61).

Die Abb. 8 und 9 zeigen die Flachenplots des experimentellen Raumes. Diese werden aus den
signifikanten Daten der Syntheseoptimierung modelliert und zeigen die mathematisch

berechneten wahrscheinlichen Ausbeuten im gesamten experimentellen Raum.
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Abb.9  Flichenplot des experimentellen Raumes fiir die BAMGE-Restmenge [g/100g]

Die BADGE-HCI-Synthese aus BPA und Epichlorhydrin gelang in Ausbeuten von mehr als
60 % bei 40 °C und einer Reaktionsdauer von 72 Stunden. Die Reinigung erfolgte mittels
Anionenaustauscher (s. 10.3.2) zur Entfernung des Intermediates BAMGE sowie sdulenchro-
matographisch an Kieselgel (s. 10.3.2) zur Elimination der Nebenprodukte BADGE-2HCI
sowie BADGE. Um Reinheiten von 99 % zu erreichen, waren mindestens zwei sdulenchro-

matographische Reinigungen notig.

Das Endprodukt mit einer Reinheit von 99 % ist ein leicht gelblicher Sirup (s. 10.3.3).
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3 Synthese von BADGE-Derivaten als Referenzstandards

3.2.2 Synthese von BADGE-HCI-H,O

Der einfachste Weg fiir eine Synthese von BADGE-HCI'H,O ist die Hydrolyse des Oxiran-
ringes von BADGE-HCI. Der Oxiranring ist ein cyclischer Ether. Die Hydrolysebedingungen
miissen deshalb so mild gewéhlt werden, daf3 die iibrigen Etherfunktionen im Molekiil nicht
ebenfalls gespalten werden.

Das von IRANPOOR et al. (1997) beschriebene Verfahren zur oxidativen Spaltung von Epoxid-
funktionen mit lod in wéaBrigem Medium brachte keine befriedigenden Ergebnisse. Die Hyd-
rolyse von Epoxiden mit Schwefelsdure (LONGONI et al., 1977) war fiir das gestellte Problem
besser geeignet. Da die Epoxidfunktion stabiler als erwartet war, mufite die Hydrolyse bei
Raumtemperatur mit 1M-Schwefelsdure stattfinden. Da BADGE-HCI praktisch nicht wasser-
16slich ist, wurde in einem Aceton/Wasser-Gemisch gearbeitet. Unter diesen Bedingungen lag
die Ausbeute nach 72 Stunden bei 85 %. BADGE-HCI als Edukt muf3 dabei von hoher Rein-
heit sein (groBer 98 %), da Reste von BADGE zu BADGE-H,0 und BADGE-2H,0O hydroly-
siert werden und eine Reinigung unnétig erschweren.

Das nach Reinigung an Kieselgel (s. 10.3.2) erhaltene Produkt ist anfangs sirupds, bildet aber

im Kiihlschrank nach einigen Tagen weille, wachsdhnliche Pléttchen aus (s. 10.3.4).

3.2.3 Synthese von BADGE-H,0

Fiir die Synthese von BADGE-H,0 aus BADGE konnten die Bedingungen der Synthese von
BADGE-HCI-H,0 aus BADGE-HCI iibernommen werden. Die Reaktion mulite jedoch mittels
HPLC iiberwacht werden, um die unerwiinschte Hydrolyse zu BADGE-2H,0 gering zu hal-
ten. Die maximal erreichte Konzentration an BADGE-H,O lag bei etwa 56 %. Der verwende-
te BADGE muf} dabei von hoher Reinheit sein, da BADGE-HCI als Verunreinigung zu
BADGE-HCI-H,0O hydrolysiert wird und durch die beschriebenen Verfahren (s. 10.3.2) nur
schwer abzutrennen ist. Nach mehreren sdulenchromatographischen Reinigungen wurde das
Produkt in 98 % Reinheit bei 28 % Ausbeute gewonnen. Die Kristallisationsfahigkeit dhnelt
der von BADGE-HCI-H,O. Der klare Sirup wird nach einigen Wochen im Kiihlschrank voll-

standig zu einem weillen Feststoff (s. 10.3.5).

3.3  Zusammenfassung

Mit den im Rahmen dieser Untersuchungen erarbeiteten Synthesen wurde es ermoglicht, die
Entwicklung einer validen Analysenmethode zur Uberwachung des BADGE-
Summengrenzwerts aufzunehmen. Mit den kommerziell erhéltlichen Standards BADGE so-
wie BADGE-2H,0 und BADGE-2HCI lagen neben den synthetisierten Substanzen alle in den
Summenparameter des SCF (1999a) einzubezichenden Derivate erstmals in einer Reinheit

und Menge vor, die einen Einsatz als Referenzstandard zulassen.
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4 Die analytische Erfassung von BADGE und seinen Derivaten

4.1 Ausgangssituation fiir die Untersuchungen

Nach der Verdffentlichung der Stellungnahme des SCF (1996) und der Ubernahme der Emp-
fehlung durch das Bundesinstitut fiir gesundheitlichen Verbraucherschutz und Veterindrmedi-
zin (BGVYV, 1996) riickte die analytische Uberpriifbarkeit des vorldufigen Grenzwerts in den
Vordergrund.

Hierzu lag eine als Vornorm verdffentlichte europédische Methode zur Bestimmung der spezi-
fischen Migration von BADGE in Lebensmittelsimulanzien (EUROPAISCHE KOMMISSION,
1996) vor. Nach Extraktion mit Acetonitril erfolgte eine isokratische RP-HPLC-Trennung mit
nachfolgender Fluoreszenzdetektion (FLD, s. 10.4.1 Tab. 15). Bei der Untersuchung der spe-
zifischen Migration von BADGE in Olivendl nach den Konventionen der Richtlinie 97/48/EG
(EUROPAISCHE KOMMISSION, 1997) waren keine Matrixinterferenzen im Bereich der Retenti-
onszeit des Analyten erkennbar (Abb. 10).
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Abb. 10 BADGE - Standard und Oliven6l-Blindwert
HPLC-FLD; Bedingungen s. 10.4.1 Tab. 15; 1: BADGE (hier 100 pg/L)

Die Extraktion lipophiler Analyte aus einer Lebensmittelmatrix zur Vorbereitung fiir die RP-
HPLC folgt einem generellen Schema (Abb. 11). Diesem Schema folgten ROUBTSOVA et al.
(1997) sowie SUMMERFIELD et al. (1998), wobei die Ausfithrung der einzelnen Schritte erheb-
lich voneinander abwich.

Im Rahmen der Teilnahme an einem Vor-Ringversuch des BgVV wurde aus drei unterschied-
lichen Verfahren zur Probenvorbereitung von Lebensmitteln eine geeignete Methode ermit-
telt.

Danach wird homogenisiertes Probenmaterial mit einer ausreichenden Menge Kieselgur ge-
trocknet und das analythaltige Fett mit Pentan / Diethylether (1/1, v/v) isoliert. Nach Entfer-
nung des Losungsmittels wird BADGE mit Acetonitril aus dem Fett extrahiert. Der Aceto-

nitril-Extrakt wird mittels Festphasenextraktion gereinigt und zur HPLC-FLD eingesetzt.

17



4 Die analytische Erfassung von BADGE und seinen Derivaten

Lebensmittel-Homogenat

Trocknung

Fettextraktion

Lipid-Lipoid-Trennung

Entfernung der Restlipide

Abb. 11 Allgemeines Aufarbeitungsschema fiir die Fliissigchromatographie an Umkehrphasen

Das in Abb. 10 dargestellte chromatographische Verfahren ist auch fiir die Untersuchung von
Lebensmittelproben auf die Anwesenheit von BADGE geeignet. Fiir die Bestimmung des
BADGE-Gehalts in Lebensmitteln lag damit eine Analysenmethode vor. Diese sollte als Basis
fiir die Entwicklung eines Verfahrens zur Bestimmung aller SCF-relevanten Derivate genutzt

werden.

4.2  Anpassung der chromatographischen Trennung

Die Anwendung der in 4.1 beschriebenen isokratischen Trennung auf ein Gemisch der Stan-
dardsubstanzen zeigte eine unzureichende Selektivitit, insbesondere bei der Substanzgruppe
BADGE-HCI-H,0 / BADGE-H,0 / BPA (Abb. 12).
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Abb. 12 Standardgemisch BADGE-assoziierte Substanzen
HPLC-FLD, chromatographische Bedingungen s. 10.4.1 Tab. 15; 1: BADGE; 2: BADGE-HCI;
3: BADGE-2HCI; 4: BADGEH,0; 5: BADGE-2H,0; 6: BADGE-HCI-H,O; 7: BPA
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4 Die analytische Erfassung von BADGE und seinen Derivaten

Im Bereich kurzer Retentionszeiten (2 — 10 Minuten) traten bei der Untersuchung von Le-

bensmitteln Interferenzen mit Matrixbestandteilen auf (Abb. 13).

S ] |
< W
N ]
S 807
2 ]
=]
E 4
=607
= ]
m 4
407]
20] U LJ BN

L L L L L L L L L B
2 4 6 8 10 12 14 16
Retentionszeit [min]

Abb. 13 Chromatogramm einer unbelasteten Matrix (Jagdwurst)
HPLC-FLD, chromatographische Bedingungen s. 10.4.1 Tab. 15

Unter den gewéhlten chromatographischen Bedingungen war es somit nicht mdglich, eine va-
lide Analysenmethode fiir alle relevanten BADGE-Derivate zu etablieren.
Daher wurden zunéchst die Einfliisse verschiedener Faktoren auf die Selektivitit der chroma-

tographischen Trennung untersucht.

4.2.1 Verianderungen ohne Einflufl auf die Trennleistung

Temperatur
Unterschiedliche Temperaturen zwischen 20 °C und 50 °C fiithren bei gleichbleibender

Eluentenzusammensetzung nur zu geringfiigigen Anderungen der Retentionszeiten. Die
Trennleistung des Systems verdnderte sich nicht. Insbesondere war kein Einfluf3 der Tempera-
tur auf die Trennung von BPA und BADGE-HCI-H,O erkennbar (s. 10.4.2 Tab. 16).

Die Saulentemperatur wurde fiir die folgenden Untersuchungen auf 30 °C festgelegt, um bei
hohen Raumtemperaturen die Analytik auch mit Séulenthermostaten ohne Kiihlfunktion zu

ermoglichen.

pH-Abhingigkeit bei gleicher lonenstarke

Zur Einstellung des pH-Wertes im isokratischen Eluenten wurde der fliichtige Puffer Ammo-
niumformiat eingesetzt, da dieser auch fiir die beabsichtigte Verwendung der massenselekti-
ven Detektion (MSD) geeignet ist.

Uber einen sehr groBen pH-Bereich (pH 2 — 8) verinderte sich das Elutionsverhalten der Sub-
stanzen nicht (s. 10.4.2 Tab. 17). Es war daher moglich, sowohl pufferfrei als auch mit gepuf-
ferten Systemen zu arbeiten. Diese sind besonders zur Steigerung der Sensitivitdt massense-

lektiver Detektoren erforderlich.
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4 Die analytische Erfassung von BADGE und seinen Derivaten

4.2.2 Veranderungen mit Einflu} auf die Trennleistung

Verdnderung der Trennung in Abhingigkeit von der stationdren Phase

Bereits geringfiigige Anderungen in der Zusammensetzung der stationiren Phase kdénnen be-
deutenden Einfluf} auf die Trennleistung des Systems haben. Die untersuchten Umkehrphasen
unterschieden sich insbesondere in Korngréf3e sowie in der Porengrofle.

Ein EinfluBl der stationdren Phase war besonders bei den weniger polaren Substanzen erkenn-
bar. Bei steigender Korngréfle (3 — 5 um) nahm die Retentionszeit deutlich zu; die Selektivitat
war jedoch nahezu unabhéngig von der Art der stationdren Phase (s. 10.4.2 Tab. 18).

Wegen der erhohten Selektivitit beziiglich des Substanzpaares BPA und BADGE-HCI-H,O
sowie der kostengiinstigen Beschaffung wurde in der Folge Multospher® 100 5C18 250x4 als

Trennphase eingesetzt.

Anteil des organischen Modifiers am isokratischen Eluenten

Die bisher durchgefiihrten Untersuchungen fiihrten nur zu geringfiigigen Anderungen der
Trennleistung. Insbesondere wurde keine entscheidende Verbesserung der Trennung von BPA
und BADGE-HCI-H,O erreicht. Um den geringen Unterschied im Retentionsverhalten dieser
beiden Substanzen zu vergroBern, wurde der Anteil des organischen Modifiers Acetonitril
verringert.

Auch hier unterlagen die weniger polaren Stoffe dem Einflul der Verdnderung deutlicher als
die polaren Derivate. Die Trennung von BPA und BADGE-HCI-H,O wurde jedoch nur ge-
ringfiigig verbessert (s. 10.4.2 Tab. 19).

Einflull von Methanol als weiterer Komponente des Eluenten

Um eine feinere Verdanderung der Polaritit des Eluenten zu ermoglichen, wurde Methanol als
dritte, miBig polare Komponente in das System eingefiihrt. Im Verlauf der Untersuchung
blieb der Wasseranteil unveréndert bei 40 %. Der Anteil an Acetonitril wurde schrittweise
durch Methanol ersetzt (Abb. 14).
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Abb. 14 Verdnderung der Retentionszeiten bei Zumischung von Methanol
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4 Die analytische Erfassung von BADGE und seinen Derivaten

Die Erh6hung des Methanol-Anteils am organischen Modifier fiihrte zu einer deutlichen Stei-
gerung der Selektivitit. Besonders auffillig ist die Verbesserung der Trennung von BPA und
BADGE-HCI'‘H,O sowie die erheblich verlingerte Retentionszeit von BADGE-2H,0
(s. 10.4.2 Tab. 20). Die Basislinientrennung aller Standardsubstanzen wurde ab einem Anteil
von 40 % Methanol (Acetonitril / Methanol / Wasser 20/40/40 (v/v)) erreicht.

Die Trennung der Standardsubstanzen ist somit sowohl untereinander als auch von Matrixbe-
standteilen moglich. Es ist jedoch zu beachten, da3 bei hohen Methanolanteilen fiir die Sub-
stanzgruppen BADGE, BADGE-HClI und BADGE-2HCI sowie BADGE-H,O und
BADGE-HCI'H,O eine Elutionsumkehr stattfand.

4.2.3 Entwicklung eines Elutionsgradienten zur Verbesserung der Trennleistung

Zur Trennung aller Substanzen mit isokratischem Eluenten war die Analysenzeit gegeniiber
der urspriinglichen Methode deutlich erhdht. Zur Verwendung in der Routineanalytik sollte
diese Analysendauer bei unverdnderter Selektivitét erheblich verkiirzt werden. Da keines der
untersuchten terndren Gemische die gewiinschten Eigenschaften besal3, war es notwendig, ei-
nen geeigneten Elutionsgradienten zu entwickeln.

Zur Ermittlung des optimalen Gradienten wurde jeweils der organische Modifier oder der
wilrige Anteil zum Teil durch Methanol ersetzt. Hierzu wurden Vormischungen (Wasser /
Methanol sowie Acetonitril / Methanol) verwendet (s. 10.4.2 Tab. 21).

Der Ersatz von Wasser durch Methanol verkiirzte die Retentionszeiten deutlich. Da jedoch die
Trennleistung abnahm, wurde hierdurch keine Verbesserung erzielt. Der Ersatz von Aceto-
nitril durch Methanol fiihrte zu besseren Resultaten. Ein hoher Methanol-Anteil im organi-
schen Modifier fiihrte zur Basislinientrennung aller Standardsubstanzen.

Da bereits bei isokratischer Trennung mit einem organischen Modifier aus Methanol / Aceto-
nitril (2/1, v/v) eine hohe Selektivitit erreichbar war, wurden unterschiedliche Gradienten mit
diesem Modifier untersucht (Abb. 15).
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Abb. 15 Trennung der Standardsubstanzen bei unterschiedlichen Gradienten
Acetonitril / Methanol / Wasser (v/v/v); 1: 22/44/34—25/50/25, 2: 20/40/40—27/54/19,
3:20/40/40—25/50/25; jeweils in 30 Minuten
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4 Die analytische Erfassung von BADGE und seinen Derivaten

Die optimale Trennung der Substanzen erfolgte durch den Gradienten 3 (Abb. 15). Auch die

Trennung der polaren Derivate von der Matrix wurde weitgehend erreicht. Abb. 16 zeigt ein

Chromatogramm der Standardsubstanzen unter optimierten Bedingungen.
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Abb. 16 Standardgemisch mit optimiertem Elutionsgradienten
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HPLC-FLD; Standardgemisch 100 pg/L; Bedingungen s. 4.5 Tab. 3; 1: BADGE; 2: BADGE-HCI;
3: BADGE-2HCI; 4: BADGE-H,0; 5: BADGE-2H,0; 6: BADGE-HCI-H,O; 7: BPA

Optimierung der Detektion

Photometrische Detektion

Hinsichtlich ihrer UV-absorbierenden Eigenschaften und ihrer Fluoreszenzaktivitdt ist fiir

BADGE und seine Derivate das BPA-Grundgeriist ma3geblich (Abb.17).

200

Abb. 17

22

230 nm

275 nm

nm
250 300 350 400

200 250 300 .
nm 280

UV- und Fluoreszenzspektren von Bisphenol A
a: UV-Spektrum, b: Anregungsspektrum bei Ag, 305 nm, c:

300 320 340

Emissionsspektrum bei Ag 275 nm



4 Die analytische Erfassung von BADGE und seinen Derivaten

Die Wellenldngen mit maximaler UV-Absorption zeigen auch im Anregungsspektrum Aktivi-
taitsmaxima. Da die Grundstruktur die Eigenschaften malgeblich bestimmt, waren in den
Spektren von BADGE und seinen Derivaten keine nennenswerten Abweichungen feststellbar.
Das Anregungsmaximum bei 230 nm (Abb. 17 b) fiihrt ebenfalls zu einer maximalen Emissi-
on bei 305 nm.

Das als Ausgangspunkt fiir die Methodenoptimierung genutzte Verfahren (s. 10.4.1 Tab. 15)
nutzt die FLD mit einer Emissionswellenlédnge (Agm) von 305 nm bei einer Anregungswellen-
lange (Agx) von 230 nm. Zur Erhohung der Spezifitit der Detektion wird jedoch Agx 275 nm
bevorzugt, da viele Matrixbestandteile bei 230/305 nm ebenfalls Fluoreszenzaktivitit besit-
zen. 275 nm als Agx wurde bereits von BEGLEY et al. (1991) verwendet, in den folgenden Ar-
beiten von GROB und Mitarbeitern jedoch durch 230 nm ersetzt.

4.3.2 Grundlagen der Massenspektrometrie

Zur sicheren Identifizierung der chromatographisch getrennten Substanzpeaks mul} eine
hochspezifische Detektion herangezogen werden. Bei fliissigchromatographischer Analytik
bietet sich hierfiir die MSD an.

Im Massenspektrum jeder Substanz treten typische Ionen in einem charakteristischen Muster
auf. Im Gegensatz zur Gaschromatographie mit MSD bezeichnet das Signal mit der héchsten
Massenzahl (Masse-Ladungs-Verhiltnis, m/z) meistens nicht die Masse des Molekiils, son-
dern stellt ein Molekiilcluster mit Bestandteilen des Eluenten dar (Abb. 18 i.V.m. Tab. 2).
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Abb. 18 Massenspektrum von BADGE
Detektionsbedingungen s. 4.5 Tab. 3

Durch Kollision mit Stickstoff zerféllt das Molekiil auf dem energetisch giinstigsten Weg in
charakteristische Fragmente. Die so entstandenen Bruchstiicke tragen zur Aufklarung der Mo-
lekiilstruktur bei.

4.3.3 Identifizierung von Substanzen der BADGE-Gruppe

Bei der Fragmentierung von BADGE und seinen Derivaten entstehen sowohl gruppen- als
auch stoffspezifische Teilchen, die zum Nachweis der Substanzen herangezogen werden kon-

nen. Tab. 1 zeigt eine Ubersicht der wichtigsten gruppenspezifischen Molekiilbruchstiicke.
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4 Die analytische Erfassung von BADGE und seinen Derivaten

Tab.1 Gruppenspezifische Molekiilfragmente

Fragment Massenzahl Auftreten bei
HO. 135 alle BADGE-Derivate
+ BPA
HsC CHs
o)
BADGE
%O
\@\A 191 BADGE-H,0
+
o Ve BADGE-HCI
o \)Oi/o BADGE'H,0
Q 209 BADGE-2H,0
N
e Yo BADGE-HCI-H,O
OH BADGE-HCI
cu\)\/ojiD\A 2277229 BADGE-2HCI
N BADGE-HCI-H,O
H;C CHs

In Verbindung mit den substanzspezifischen Molekiilclustern ergibt sich fiir jede einzelne
Substanz ein charakteristisches Muster an detektierbaren Massen, deren Auftreten und Ver-
héltnis zueinander eine sichere Identifizierung ermdglicht. Tab. 2 zeigt die fiir jede Substanz

charakteristischen Ionen.

Tab. 2 Substanzspezifische Clusterionen und Molekiilfragmente bei positiver lonisierung

Substanz Molekiilion Cluster mit Fragmentionen
(H'-Cluster) H,0 /NH, Na® K (m/z)
M+1 M+18 M+23 M+39
BPA 229 246 251 267 135
BADGE 341 358 363 379 135/ 191
BADGE-H,0 359 376 381 397 135/191/209
BADGE-2H,0 377 394 399 415 135 /209
BADGE-HCIH,0 | 395/397*  412/414%  417/419% 433 /435% 1357209
2 227 /229
BADGE-HCI 377/379%  394/396%  399/401%  415/417* 1357191
227/229
413/415%  430/432%  435/437% 451 /453%
BADGE-2HCI L7 134 130k 4550 135/227/229

* unterschiedliche Massen aufgrund der Anwesenheit von Chlorisotopen
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4 Die analytische Erfassung von BADGE und seinen Derivaten

4.3.4 Methoden der massenselektiven Detektion

Bei der Anwendung der massenselektiven Detektion sind zwei Modi moglich. Im Scan-
Modus wird ein festgelegter Massenbereich aufgezeichnet. Dieses Verfahren zeichnet sich
durch eine hohe Spezifitit aus (4.3.2), jedoch leidet die Empfindlichkeit des Verfahrens unter
der kurzen MeBzeit fiir die einzelnen Massen. Hohere Empfindlichkeit unter Verlust der Spe-
zifitit wird durch die Einzelioneniiberwachung (Single Ion Monitoring, SIM) erreicht. Hierbei
werden ausgewihlte Massen aufgezeichnet, wihrend alle nicht relevanten lonen ausgeblendet
werden (Abb. 19). Die MeBzeit fiir jede aufgezeichnete Masse ist hierbei deutlich hoher als

im Scan.

Scan-M odus

m /z 358

m /z 376

m /z 394

m /z 412 \
m /z 430 /\/\

Abb. 19 Scan und extrahierte Clusterionen (M+18) der BADGE-Gruppe
HPLC-MSD; Bedingungen s. 4.5 Tab. 3; 1: BADGE; 2: BADGE-HCI; 3: BADGE-2HCI;
4: BADGE-H,0; 5: BADGE-2H,0; 6: BADGE-HCI-H,O

Durch die SIM-Detektion ist eine Unterscheidung von BADGE und seinen Derivaten bereits
iber das Clusterion M+18 (Tab. 2) mdglich. Die Aufnahme der Masse m/z 394 indiziert die
Anwesenheit zweier Stoffe (BADGE-2H,0; BADGE-HCI). Um diese Substanzen unabhéngig
von der Retentionszeit zu differenzieren, werden weitere lonenspuren zur Identifikation he-
rangezogen. Hierzu bieten sich die Massen m/z 209 sowie m/z 227 an, da beide nur in jeweils
einem der beiden BADGE-Derivate vorliegen (Abb. 20). Aus den Chromatogrammen der
Ionenspuren m/z 209 und m/z 227 gehen ebenfalls weitere Mdglichkeiten zur Identifikation
der anderen BADGE-Derivate hervor. So liegt das Fragment m/z 209 neben BADGE-2H,0
auch in BADGE-H,0 sowie BADGE-HCI-H,O vor, das Fragment m/z 227 in BADGE-HCI,
BADGE-2HCI und BADGE-HCI-H,O (vgl. Tab. 1).
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4 Die analytische Erfassung von BADGE und seinen Derivaten

Scan-M odus 4 1

m /2394

m/z 209 ‘ N
m /z 227
AN ) U

Abb. 20 Differenzierung von BADGE-2H,0 und BADGE-HCI
HPLC-MSD; Bedingungen s. 4.5 Tab. 3; 1: BADGE; 2: BADGE-HCI; 3: BADGE-2HCI;
4: BADGE-H,0; 5: BADGE-2H,0; 6: BADGE-HCI-H,O

Aus der Summe der aufgezeichneten Ionenspuren errechnet sich ein Totalionenstrom (Total
Ion Current, TIC), aus dem fiir jeden Zeitpunkt der Messung ein Massenspektrum abgeleitet

werden kann. Fiir jede im TIC detektierte Substanz ist dieses Spektrum charakteristisch.

4.4  Optimierung der Detektionsbedingungen fiir BADGE und seine Derivate

Bei der Durchfithrung der massenselektiven Detektion sind Modifikationen einzelner Parame-
ter moglich, wodurch Verdnderungen in der Empfindlichkeit und Spezifitit auftreten. Durch
die sukzessive Uberpriifung der EinfluBgroBen sollte eine moglichst sichere qualitative Ana-
lytik etabliert werden.

4.4.1 Fragmentorspannung

Der Zerfall eines Molekiils zu spezifischen Fragmenten kann durch Anlegen unterschiedlicher
Spannungen so gesteuert werden, dal3 ein charakteristisches Massenspektrum entsteht. Zur
Ermittlung der optimalen Spannung wurde BADGE mehrfach unmittelbar nacheinander in
das Massenspektrometer injiziert (FlieBinjektionsanalyse, FIA). Bei jeder neuen Injektion

wurde die Fragmentorspannung um einen definierten Betrag erhoht (Abb. 21).
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Abb. 21 FlieBinjektionsanalyse von BADGE bei unterschiedlicher Fragmentorspannung

Die fiir BADGE charakteristischen Fragmente m/z 191 und m/z 135 treten erst oberhalb von
80 V in nennenswerten Mengen auf. Um jedoch bei hoheren Fragmentorspannungen nicht die
Information aus dem Clusterion M+18 zu verlieren, kann fiir den Nachweis von BADGE und
seinen Derivaten keine beliebig hohe Spannung gewéhlt werden.

Fiir die weiteren Untersuchungen wurde als giinstigste Fragmentorspannung 100 V festgelegt.

4.4.2 Untersuchungen zur Steigerung der Empfindlichkeit
Elementare Ziele der Untersuchungen sind eine hohe Spezifitit bei gleichzeitig hoher Sensiti-
vitdt. Nach gelungener Identifizierung riickte die Steigerung der Empfindlichkeit in den Vor-

dergrund.

Empfindlichkeit bei unterschiedlichen Puffersubstanzen

Die im wiBrigen Anteil des Eluenten eingesetzte Puffersubstanz iibt einen erheblichen
Einfluf} auf die Ionisierbarkeit der Analyten aus. Im Rahmen der Untersuchungen wurden die
Standardpuffer Ammoniumformiat (NHsform), Ammoniumacetat (NHsac) und Trifluoressig-
sdure (TFA) tiberpriift (Abb. 22).
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350 7 OBADGE
2 BADGE-H20
= 3007 M BADGE-HCI
g B BADGE-2H20
S 250 B BADGE-2HCl
S E BADGE-HCI-H20
£ 200 EBPA
&
Eﬂ 150 -
wn
100
50 4
0 -

SmM NH4form SmM NH4ac 0.1% TFA H20

Puffersubstanz

Abb. 22 Signal-Rausch-Verhéltnis in Abhéngigkeit von der Puffersubstanz
HPLC-MSD, Scan; Bedingungen s. 4.5 Tab. 3

Die lonisierbarkeit ist eine stoffspezifische Grofle. Substanzen mit intaktem Oxiranring sind
empfindlicher detektierbar als vollstindig hydrolysierte Derivate; ebenfalls besitzen
Hydrolyseprodukte ein hoheres Signal-Rausch-Verhéltnis (S/N) als chlorhaltige Derivate.

Bei der untersuchten lonisierungstechnik wurde durch den Einsatz von NHyform sowohl im
Scan als auch im SIM bei Betrachtung der intensivsten Cluster-Signale die hochste Empfind-
lichkeit erreicht (s. 10.4.3 Tab. 22 und 23).

Empfindlichkeit bei unterschiedlichen Ionenquellen

Auch die Ionenquelle selbst besitzt einen erheblichen Einflul auf die Detektierbarkeit der
Substanzen. Die massenselektive Detektion ermdglicht eine Ionisierung im elektrischen Feld
(Atmospheric Pressure Electrospray Ionisation, AP-ESI) ebenso wie durch chemische Induk-
tion (Atmospheric Pressure Chemical lonisation, APCI). Bei beiden Verfahren ist es moglich,
durch unterschiedliche Polaritit der Spannung positive oder negative lonen zu erzeugen.

Die Nutzung der APCI fiihrte zu einer erheblichen Verschlechterung des S/N. Auch die Gene-
rierung negativ ionisierter Verbindungen fiihrte nicht zu befriedigenden Resultaten (s. 10.4.3
Tab. 24). Damit stellt die AP-ESI mit Bildung positiver Ionen die optimale Technik fiir die
Untersuchung von BADGE und seinen Derivaten dar.
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4.5  Zusammenfassung der optimierten Fliissigchromatographie

Mit den beschriebenen Untersuchungen wurde eine Methode erstellt, die eine zuverldssige
Identifizierung von BADGE und seinen Derivaten auch bei geringen Substanzmengen ermdg-

licht. Tabelle 3 zeigt eine Ubersicht iiber die Parameter des optimierten Verfahrens.

Tab.3 Ubersicht iiber die Parameter

Chromatographisches Verfahren HPLC-FLD / HPLC-MSD
Stationiire Phase Multospher® 100 5C18 250x4
Mobile Phase Binédrer Gradient mit Acetonitril-Methanol-Vormischung

Eluent A: 5 mM NH,form in Wasser (pH 3)

Eluent B: Acetonitril / Methanol 1/2 (v/v)
0 min: 40 % Eluent A
30 min: 25 % Eluent A
31 min: 5 % Eluent A
40 min: 5 % Eluent A
41 min: 40 % Eluent A
50 min: 40 % Eluent A

Bei der Untersuchung von Standardls-
sungen kann der Spiilschritt entfallen

Flufirate 0.8 mL / min
Temperatur im Sidulenofen 30 °C
Fluoreszenzdetektion Anregungswellenldnge (Agc): 275 nm

Emissionswellenlidnge (Agy): 305 nm

Massenselektive Detektion Elektrospray-lonisation, positive Ionisierung
Fragmentorspannung: 100 V
Scan-Modus: m/z 100 — m/z 450
SIM-Modus: charakteristische Ionenspuren

(vgl. Tab. 1 und 2)

Trocknungsgas 10 L'min™" / 350° C
Verneblerdruck 40 psig
Kapillarspannung 4000 V

4.6  Optimierung der Aufarbeitung von Lebensmitteln

Das in Kapitel 4.1 beschriebene Verfahren zur Probenaufarbeitung stellt die fiir BADGE op-
timierte Vorgehensweise dar. Unter Beriicksichtigung der unterschiedlichen Polarititen der
einzubeziehenden BADGE-Derivate und im Hinblick auf eine mdglichst hohe und einheitli-
che Wiederfindung aller Substanzen war es erforderlich, die Methode an die neue Aufgaben-
stellung anzupassen. Das allgemeine Schema der Probenvorbereitung fiir fliissigchroma-
tographische Verfahren (Abb. 11) sollte dabei nicht verlassen werden.
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4 Die analytische Erfassung von BADGE und seinen Derivaten

Mittels Retroanalyse wurden die Entfernung der Restlipide, die Lipid-Lipoid-Trennung und
die Fettextraktion optimiert. Nach diesem Prinzip werden Wiederfindungsraten ermittelt, die
sich auf das gesamte Verfahren und nicht nur auf den einzelnen Schritt beziehen.

Die Optimierung der Lipidentfernung sowie der Lipid-Lipoid-Trennung erfolgte unter Ver-
wendung der kommerziell erhiltlichen Standardsubstanzen BPA, BADGE-2H,0, BADGE
und BADGE-2HCI, die den gesamten Polaritdtsbereich der Analyte abdecken. Fiir die Opti-
mierung der Fettextraktion aus dem Lebensmittel stand BADGE-HCI in hoher Reinheit als
Referenzsubstanz zusitzlich zur Verfligung.

4.6.1 Entfernung der Restlipide

Im Rahmen des beschriebenen Verfahrens erfolgte die Entfernung der Restlipide durch Fest-
phasenextraktion (Solid Phase Extraction, SPE) iiber nicht konditionierte SPE-Sdulen ohne
Spiilschritt. Bei einem solchen Verfahren bleiben bedingt durch den chromatographischen
Trenneffekt des Sdulenmaterials nennenswerte Mengen der Standardsubstanzen, insbesondere
derjenigen mit polarer Struktur, auf der Sdule zuriick. Abb. 23 zeigt den Effekt der Spiilung
der Saule auf die Wiederfindung eines Standardgemisches in Acetonitril.
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Abb. 23 Mittlere Wiederfindungsraten der Standards nach Filtration iiber die SPE-Séule

Wie erwartet eluierten die Standardsubstanzen ohne Spiilschritt nicht quantitativ. Besonders
auffillig war die schlechte Wiederfindung des polaren BADGE-2H,0.

Durch Spiilen der Festphase mit Acetonitril wurde die Wiederfindung aller Substanzen deut-
lich verbessert. Um auch BADGE-2H,0 vollstindig in das Eluat zu tiberfiihren, war die Bei-
mischung von Wasser zum Elutionsreagenz erforderlich (s. 10.4.4 Tab. 25).

Nach Optimierung der SPE traten keine Analytverluste mehr auf.
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4.6.2 Lipid-Lipoid-Trennung

Auch hier sollte eine Extraktion der unterschiedlich polaren BADGE-Derivate mit moglichst
gleichen Wiederfindungen erreicht werden. Hierzu wurde ein Standardgemisch in Olivenol
mit unterschiedlich polaren Extraktionsmitteln isoliert (s. 10.4.4 Tab. 26).

Der Einsatz des aus der Antioxidantien-Analytik (BGVV, 1984) bewihrten Extraktionsgemi-
sches aus Acetonitril / 2-Propanol / Ethanol (50/25/25, v/v/v) ergab gegeniiber der urspriing-
lich verwendeten Extraktion mit Acetonitril keine entscheidende Verbesserung. Die Isolie-
rung der Analyte mit Acetonitril aus in Hexan geldstem Fett hingegen fiihrte zu geringfligig
hoheren und einheitlicheren Wiederfindungen. Der hohere Zeit- und Losungsmittelaufwand
bei nur leicht verbesserten Kenndaten rechtfertigt die Anwendung dieses Verfahrensschrittes
in der Routineanalytik jedoch nicht.

Die Lipid-Lipoid-Trennung wurde demnach unverdndert aus dem urspriinglichen Verfahren
libernommen.

4.6.3 Fettextraktion

Ziel dieses Optimierungsschrittes war die Substitution des nicht redestillierbaren Losungsmit-
telgemisches aus Pentan und Diethylether (s. 4.1) durch ein redestillierbares Extraktionsmit-
tel. Fir diese Untersuchungen wurde Jagdwurst, die zuvor auf die Anwesenheit der Analyte
iiberpriift worden war, dotiert und anschlieBend mit unterschiedlichen Extraktionsmitteln
behandelt (s. 10.4.4 Tab. 27).

Bei Verwendung von Pentan / Diethylether (1/1, v/v) wurden mit Ausnahme von
BADGE-2H,0 (11.4 %) hohe und einheitliche Wiederfindungsraten ermittelt. Das Extrakti-
onsgemisch ist damit zu unpolar, um diesen Analyt quantitativ zu extrahieren. Von allen ein-
gesetzten Losungsmitteln zeigte Diethylether die optimalen Eigenschaften (Abb. 24); nur
Acetonitril stellte eine Alternative dar (s. 10.4.4 Tab. 27). Wegen der fehlenden Redestillier-
barkeit bei nur geringfiigiger Verbesserung der Extraktion wurde jedoch auf die Verwendung
von Acetonitril verzichtet.
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EIBADGE-2H20 EBPA OBADGE B BADGE-2H20 @ BPA O BADGE
mBADGE-HC! I BADGE-2HCI mBADGE-HCl 1 BADGE-2HCI

Abb. 24 Mittlere Wiederfindungsraten nach Lipidextraktion der Jagdwurst
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Die Extraktion mit Diethylether lieferte einheitlich hohe Wiederfindungsraten fiir alle Analy-
te. Daneben wurde durch die schnelle Redestillation eine erhebliche Einsparung an Lésungs-
mittel ermoglicht.

4.6.4 Wahl des internen Standards

Die Verwendung eines internen Standards (IS) ermoglicht eine Kompensation von Analytver-
lusten bei der Aufarbeitung. Die Vereinfachungen fiir die Analytik sind jedoch nur méglich,
wenn der IS den Analyten beziiglich der chemischen Struktur und des Verhaltens bei einer
Behandlung dhnlich ist. Weiterhin sollte er bei chromatographischen Trennsystemen weder
mit den Analyten noch Matrixbestandteilen koeluieren. Als optimale Losung ist ein IS anzu-
sehen, dessen Retentionszeit der mittleren Retentionszeit der Standards entspricht.

Ein IS fiir diese Anwendung sollte somit {iber eigene Synthesen leicht zuginglich sein, ein
BPA-Grundgeriist besitzen und sowohl in der FLD als auch MSD detektierbar sein. Die Re-
tentionszeit liegt im giinstigsten Fall in einem Bereich von 15-20 Minuten (vgl. Abb. 16).

Zur Verwendung als IS wurden drei Substanzen untersucht, die als Grundvoraussetzung ein
BPA-Grundgeriist besallen. Alle Substanzen wurden synthetisiert und die Anwendbarkeit in

der vorliegenden Fragestellung iiberpriift (Tab. 4).

Tab. 4 Profil der potenziellen Internen Standards

Substanz BPA- einfache Fluoreszenzak- massenselektive Retentions-
Grundgeriist Synthese tivitit Detektion zeit
Bisphenol A- . . . . .
. ja nein ja ja 16 min
Monoglycidylether
Bisphenol A- . . . . .
i ja ja ja nein 18 min
Dimethylether
Bisphenol A-di-3- . . . . .
ja ja ja ja 18 min
hydroxypropylether

Bisphenol A-di-3-hydroxypropylether (BADHPE, Abb. 25) erfiillte demnach alle genannten
Anforderungen optimal. Die Gewinnung der Substanz folgte dem Prinzip einer Williamson-
Ethersynthese aus Bisphenol A und 3-Chlorpropanol unter alkalischen Bedingungen und fiihr-

te zu einem hochreinen Produkt (s. 10.4.5).

HC_ CH,
HO (6] (6] OH

Abb. 25 Bisphenol A-di-3-hydroxypropylether
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4.7  Zusammenfassung der optimierten Probenvorbereitung

Aus den Untersuchungen zur Optimierung der Aufarbeitung von Lebensmitteln ging das in
Abb. 26 dargestellte Verfahren hervor:

10 g Olivendl dotiert mit 500 pg/kg 10 g Lebensmittel-Homogenat
IS (Lebensmittelsimulans) dotiert mit 500 pg/kg IS

Trocknung mit etwa
10 g Kieselgur

Fettextraktion mit 100 mL
Diethylether in Chromatographiesiule

Lipid-Lipoid-Trennung
Extraktion mit 5 mL Acetonitril

Filtration des Extrakts (2 mL) {iber RP-SPE
konditioniert mit 2 mL Acetonitril

Spiilen mit 2 mL
Acetonitril/Wasser (9/1, v/v)
Auffiillen mit Acetonitril auf 5 mL

Verdiinnung des Eluats 1:1 mit Wasser

Abb. 26 Aufarbeitungsschema nach der Optimierung

4.8  Validierung des Verfahrens

Erste Ansétze zur statistischen Beurteilung der BADGE-Analytik fiihrten BIEDERMANN et al.
(1999a und 1999b) durch. Sie ermittelten die Wiederfindungsrate der SCF-relevanten
BADGE-Derivate in fettreichen und walrigen Lebensmitteln unter Nutzung der externen Ka-
librierreihe fiir BADGE. Fiir die Hydrolyse- und Hydrochlorierungsaddukte nahmen sie eine
identische Fluoreszenzresponse an, die flir die kommerziell erhiltlichen Referenzsubstanzen
auch gezeigt werden konnte. Die verbleibenden SCF-relevanten Substanzen lagen nicht als
Referenzstandards vor. ROUBTSOVA et al. (1997) sowie RAUTER et al. (1999) fiihrten die Va-
lidierung ausschlieBlich fiir BADGE durch.
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In dieser Arbeit sollten erstmals sowohl eine Grundkalibrierung als auch Matrixkalibrierun-
gen aus der Aufarbeitung des Simulanzdls und aus einer Modellmatrix fiir alle grenzwertrele-
vanten Substanzen und BPA anhand der synthetisierten Referenzsubstanzen durchgefiihrt
werden. Durch die Verwendung eines IS war es zudem moglich, fehlerbehaftete Schritte bei
der Aufarbeitung zu kompensieren.

Abb. 27 zeigt das Chromatogramm der optimierten chromatographischen Trennung (vgl.
Abb. 16), jedoch bei Verwendung des IS.
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Abb. 27 Chromatogramm der optimierten Trennung
HPLC-FLD; Standardgemisch 100 pg/L; Bedingungen s. 4.5 Tab. 3; 1: BADGE; 2: BADGE-HCI;
3: BADGE-2HCI; 4: BADGE-H,0; 5: BADGE-2H,0; 6: BADGE-HCI'H,0; 7: BPA; 8: IS

4.8.1 Grundkalibrierung und molare Fluoreszenzresponse

Im ersten Schritt der Validierung wurde die Grundkalibrierung fiir alle Analyte und den IS
durchgefiihrt. Der Arbeitsbereich des Verfahrens wurde so gewihlt, daB die Uberwachung des
Summengrenzwerts gewéhrleistet ist. Das Verfahren ist {iber einen groflen Bereich linear
(Tab. 5). Die ermittelte mittlere Nachweisgrenze der Standardsubstanzen 146t eine empfindli-

che und prizise Bestimmung der relevanten BADGE-Derivate zu (s. 10.4.6 Tab. 29).

Tab. 5: Mittlere Kenndaten der Grundkalibrierung

Arbeitsbereich 10-800 pg/L
Korrelationskoeffizient r 0.9995
Reststandardabweichung s, 0.96 mV-min
Verfahrensstandardabweichung s, 9.0 pg/L
Verfahrensvariationskoeffizient CV 34%
Nachweisgrenze (DIN 32645) 20.5 pg/L

Aus den Flachen der Standardchromatogramme und der molaren Konzentration wurde fiir alle
Analyten und den IS die Fluoreszenzresponse berechnet (Abb. 28, vgl. 10.4.6 Tab. 29).
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Fluoreszenzresponse:[10e+6 mV-min/M]

EBADGE-2H20 EBPA ABADGE-H20
EIBADGE-HCI'-H20 O Interner Standard OBADGE
MBADGE-HCI EBADGE-2HCI

Abb. 28 Vergleich der molaren Fluoreszenzresponse aller Analyte (Agx 275 nm, Agy, 305 nm)

Wie bereits von BIEDERMANN et al. (1997) angenommen, ist die Fluoreszenzaktivitit der zu
untersuchenden BADGE-Derivate anndhernd gleich. Da BPA jedoch nur 50 % der Fluores-
zenzresponse der BADGE-Derivate aufweist, ist diese Substanz separat zu kalibrieren.

Der IS unterscheidet sich auch beziiglich seiner Fluoreszenzresponse nicht von den Analyten.

4.8.2 Matrixkalibrierung und Wiederfindung

Nach Abschlufl der Grundkalibrierung wurde eine Kalibrierung nach Dotierung von Olivendl
als Lebensmittelsimulans durchgefiihrt. Wie erwartet verschlechterten sich Linearitit, Varia-
tionskoeffizient und Nachweisgrenze im Vergleich zur Grundkalibrierung. Die ermittelten
Wiederfindungsraten fir BADGE-2H,0, BPA, BADGE und BADGE-2HCI vor und nach
Korrektur mittels IS konnten mit denen aus der Optimierung der Aufarbeitung verglichen
werden (Abb. 29).
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Abb. 29 Vergleich der Wiederfindungsraten fiir Olivenél als Lebensmittelsimulans
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Unter Beriicksichtigung des iiber den IS berechneten Korrekturfaktors verbesserten sich die
Validierungsdaten deutlich (s. 10.4.6 Tab. 32). Die Wiederfindungsrate des IS entspricht mit
73.8 % denjenigen der Analyte. Unter Einbeziehung des IS schwanken die Wiederfindungsra-
ten daher innerhalb der Prazision des Verfahrens um 100 %. Hierdurch wurde die Anwend-
barkeit von BADHPE als IS auch hinsichtlich des Verhaltens wéhrend der Probenaufarbei-
tung gezeigt.

AbschlieBend wurde die Aufarbeitung aus dem Lebensmittel validiert. Als Matrix diente
Schmalzfleisch, das zuvor auf die Anwesenheit der Analyte liberpriift worden war. Gegeniiber
der Matrixkalibrierung aus Olivendl verdnderten sich die analytischen Kenndaten nur unwe-
sentlich (Tab. 6, vgl. 10.4.6 Tab. 35).

Tab. 6 Mittlere Kenndaten der Matrixkalibrierung mit Schmalzfleisch

Matrix- Wiederfin- IS-
kalibrierung dungsfunktion Wiederfin-
dungsfunktion

Arbeitsbereich [ng/kg] 50-800 50-800 50-800
Korrelationskoeffizient r 0.9787 0.9787 0.9905
Geradenstandardabweichung s,, 1.7 mV-min 42.1 pg/kg 40.3 pg/kg
Verfahrensstandardabweichung s, [pg/kg] 59.1 59.1 38.9
Verfahrensvariationskoeffizient CV [%)] 16.6 16.6 10.9
Wiederfindung (ohne BADGE-2H,0) [%] 68.5 99.4
Nachweisgrenze (DIN 32645) [pg/kg] 134.7 134.7 88.6
Nachweisgrenze (S/N > 3) [ng/kg] 16.3

Die durch Koelution mit Matrixbestandteilen deutlich erhohte Wiederfindung von
BADGE-2H,0 (125.5 %) wurde in der Zusammenfassung (Tab. 6) nicht berticksichtigt.

Mit den mittleren Kenndaten erfiillt das entwickelte Verfahren die Anforderungen der Richt-
linie 93/256/EWG (EUROPAISCHE KOMMISSION, 1993), wonach spurenanalytische Verfahren
bei einem Variationskoeffizienten von etwa 20 % Wiederfindungsraten von 80 — 110 % auf-
weisen sollten. Mit Ausnahme von BADGE-2H,0 treffen diese Akzeptanzkriterien auch auf
jede individuelle Substanz zu.

Die Ergebnisse der Validierung machen deutlich, daf das entwickelte Analysenverfahren den
Anforderungen in Hinblick auf die Uberwachung des BADGE-Summengrenzwerts gerecht
wird. Vor allem die Robustheit gegeniiber Schwankungen im analytischen System, niedrige
Nachweisgrenze und Linearitét {iber einen groflen Arbeitsbereich beweisen die Validitit des
Verfahrens.

4.8.3 Verfahrensprizision und Grenzwertbetrachtung

Mit dem validierten Verfahren wurde die spezifische Migration der BADGE-Derivate in ei-
nem Lebensmittel aus dem Einsatzvorrat Verpflegung der Bundeswehr in verschiedenen Her-

stellungschargen untersucht. Dazu wurden je sechs Proben aus vier verschiedenen Chargen
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von ,,Gulasch mit Kartoffeln* untersucht (Tab. 7). Ziel war es, die Homogenitit der spezifi-
schen Migrate sowohl innerhalb einer Charge als auch Unterschiede zwischen den Chargen

herauszuarbeiten.

Tab. 7 Angaben zum Untersuchungsmaterial der Chargenanalyse

Verkehrsbezeichnung | Gulasch (aus Rind- und Schweinefleisch) mit Kartoffeln
Gewicht 300 g

Fleischeinwaage 75 g (angebraten)

Herstellungsdatum 1997

Chargen A,B,C,D

In den untersuchten Chargen waren nach Absicherung mittels massenselektiver Detektion alle
BADGE-Derivate mit Ausnahme von BADGE-H,0 nachweisbar. Abbildung 30 zeigt fiir alle
nachweisbaren BADGE-Derivate die Stichprobenmittelwerte fiir alle Chargen.
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Abb. 30 Stichprobenmittelwerte der BADGE-Derivate sowie des Summengehalts

Mit einem mittleren Variationskoeffizienten von 7 % (s. 10.4.6 Tab. 36) sind die Ergebnisse
der Stichproben innerhalb der Chargen sehr homogen. Diese Varianz entspricht der analyti-
schen MeBunsicherheit des Verfahrens (Tab. 6). Dies spricht sowohl fiir eine einheitliche
Leichtbehélterinnenbeschichtung als auch fiir eine Abfiillung, die nahezu identische Einzel-
produkte im Hinblick auf die Zusammensetzung der Inhaltsstoffe ergibt.

Mit einer Grenzwertbetrachtung iiber die mittlere Standardabweichung des Summengehalts
wurde die Validierung des Verfahrens abgeschlossen.

Fiir die untersuchten Chargen wurde die Homogenitit der Varianzen festgestellt. Es war daher
davon auszugehen, dafB3 alle Chargen einer Grundgesamtheit entstammen. Der Vertrauensbe-
reich von 133 pg/kg umfalit sowohl die MeBunsicherheit als auch die Chargeninhomogenitit.
Bei Durchfiihrung von sechs Parallelbestimmungen liegt somit ab einem mittleren Summen-
gehalt von 1130 pg/kg eine signifikante Grenzwertiiberschreitung vor. Alle Chargen geniigen

also nicht den rechtlichen Bestimmungen.
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5 Die analytische Erfassung von BFDGE und seinen Derivaten

Im Verlauf der Untersuchungen wurde deutlich, dafl die Hersteller von Lebensmittelver-
packungen intensiv nach Alternativen zur Nutzung von BADGE suchten. Wegen der @hnli-
chen technologischen Eigenschaften und der bis dahin nicht erfolgten rechtlichen Regelung
der spezifischen Migration von NOGE bot sich der Einsatz dieses Substanzgemisches als
Substitution an. Schon BIEDERMANN et al. (1997) zeigten in ersten Untersuchungen die Mig-
ration von NOGE-Komponenten in Lebensmittel. Da die toxikologische Bewertung von ho-
hermolekularen Epoxyphenolen im Vergleich zu BADGE problematisch ist (s. 2.5), wurde
der Gebrauch von NOGE durch den SCF (1999b) als nicht wiinschenswert erkldrt. Dies
machte die analytische Erfassung der NOGE-Migration erforderlich.

BFDGE fillt als Bis-Epoxyphenol im Produktionsprozefl von NOGE grundsétzlich an und ist
die kleinste strukturelle Einheit des Endprodukts, das bei der Konservenherstellung eingesetzt
wird. Der Einsatz von isoliertem BFDGE ohne hohermolekulare Anteile erfolgt nur in Son-
derféllen zur Beschichtung von Groftanks und Pipelines. Zum Nachweis des Einsatzes von
NOGE bot sich die Bestimmung von BFDGE und seinen analogen Hydrolyse- und Hydro-
chlorierungsaddukten an. Durch den Erlaf3 der Richtlinie 2001/61/EG (EUROPAISCHE KOM-
MISSION, 2001) und die hier festgelegten Grenzwerte wurde die Grenzwertiiberwachung fiir
BFDGE von der Moglichkeit zum Erfordernis.

5.1  Strukturelle Besonderheiten von BFDGE und NOGE gegeniiber BADGE

Bei der Herstellung von BFDGE wird anstelle von Aceton Formaldehyd als Edukt eingesetzt
(BIEDERMANN et al., 1997). Aufgrund sterischer Hinderungen durch die Methylgruppen des
Acetons liegt BADGE in p,p-Form und nur als 2-Ring-System vor. Fiir BFDGE und seine
Derivate sind dagegen unterschiedliche Stellungsisomere denkbar (Abb. 31). Bei NOGE er-
hoht sich die Zahl der Stellungsisomere entsprechend der Ringanzahl.

Die fiir BFDGE dargestellte Situation gilt analog auch fiir seine Hydrolyse- und Hydrochlo-
rierungsderivate. Insgesamt liegen 21 Isomere der rechtlich relevanten Derivate vor, so dal an

ein chromatographisches Trennsystem hohe Anforderungen zu stellen sind.

‘ ‘ >0 0
o p-BFD s < O ‘ O O

‘ O 0,0-BFDGE
>0
(¢}

0,p-BFDGE

Abb. 31 Isomere Formen des BFDGE
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5.2 Ausgangssituation und Vorgaben fiir die Optimierung der Trennung

Wegen der dhnlichen Struktur von BADGE und BFDGE war davon auszugehen, daf3 sich die
relevanten BFDGE-Derivate in ihrem Verhalten bei Probenvorbereitung und Analytik nicht
erheblich von den analogen BADGE-Derivaten unterscheiden. Da BADGE und BFDGE als
NOGE-Komponente auch in einem Produkt nebeneinander eingesetzt werden konnten, sollte
ein Trennverfahren entwickelt werden, das die simultane Bestimmung von BADGE und
BFDGE sowie ihren Addukten ermdglicht.

Als Grundlage fiir die Optimierung der chromatographischen Trennung der BADGE-
Derivate, eines geeigneten IS und der neu aufgenommenen kommerziell erhéltlichen BFDGE-
Derivate (BPF, BFDGE, BFDGE-2H,0, BFDGE-2HCI) wurde das beschriebene Routinever-
fahren (s. 4) verwendet (Abb. 32). Die durch das Auftreten verschiedener BFDGE-Isomere
hohe Dichte an Analyten in einem fliissigchromatographischen Verfahren fithrte zum Ver-

zicht auf die Synthese der hier fehlenden Derivate.

9¢/8

Retentionszeit [min]

Abb. 32 Chromatogramm der Standardsubstanzen
HPLC-FLD; Standardgemisch, 200 ng/L. BPA-basierte Standards, 400 pg/L BPF-basierte Standards;
Bedingungen s. 4.5 Tab 3; 1: BADGE; 2: BADGE-HCI; 3: BADGE-2HCI; 4: BADGE-H,0;
5: BADGE-2H,0; 6: BADGE-HCI-H,0; 7: BPA; 8: IS; 9: BFDGE; 10: BFDGE-2HCI,
11: BFDGE-2H,0; 12: BPF

Zur Steigerung der Selektivitdt waren Modifikationen erforderlich. Insbesondere sollten die
Trennung der friih eluierenden Standards BADGE-2H,0 und BPF sowie die Authebung der
Koelution des IS mit einem der drei Isomere von BFDGE erreicht werden. Dariiber hinaus
war eine Verlangerung der Retentionszeit der friih eluierenden Substanzen BFDGE-2H,0,
BADGE-2H,0 und BPF notwendig, um Koelutionen mit polaren Matrixbestandteilen weitge-

hend zu verhindern.
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5.3  Optimierung der chromatographischen Trennung

Fir die Bestimmung von BADGE und seinen relevanten Derivaten wurden die Chroma-
tographie und die Detektion bereits optimiert (s. 4.2 bis 4.4). Da die Eigenschaften von
BADGE und BFDGE keine gravierenden Unterschiede aufweisen, sollte eine Verbesserung
der Trennleistung ausschlieBlich iiber die Verdnderung des Elutionsgradienten moglich sein.

Hierbei sollten die jeweiligen Eluenten in ihrer Zusammensetzung unverandert bleiben.

5.3.1 Auswahl eines Internen Standards

Durch die Verdanderung des Elutionsgradienten konnte die Trennung aller Standardsubstanzen
nennenswert verbessert werden. Es war jedoch nicht moglich, die Koelution eines BFDGE-
Isomers mit dem IS zu verhindern. Daher war die Auswabhl eines alternativen IS erforderlich.
Wegen der strukturellen Verwandtschaft fiel die Wahl fiir den neuen IS auf Bisphenol F-di-3-
hydroxypropylether (BFDHPE). Diese Verbindung wurde analog zur Synthese von BADHPE
(s. 10.4.5) aus BPF und 3-Chlor-1-propanol hergestellt (s. 10.5.1).

Der Einsatz des neuen Internen Standards wurde moglich, weil BPF kommerziell als reines
p,p-Isomer erhiltlich war. Somit konnte BFDHPE in hoher Reinheit isomerenrein hergestellt
werden. Wie erwartet unterscheidet sich diese Substanz in ihren Detektionseigenschaften

nicht von den iibrigen Referenzstandards.

5.3.2 Optimierte chromatographische Trennung

Die chromatographischen Bedingungen (s. 4.5 Tab. 3) wurden der verdnderten Aufgabenstel-
lung angepalit. Alle 12 BFDGE- und BADGE-Derivate einschlieflich des IS (BFDHPE) wur-
den unter den in Tab. 8 dargestellten optimierten Bedingungen getrennt (Abb. 33).

Tab. 8 Bedingungen des neuen chromatographischen Trennsystems

Stationire Phase | Multospher” 100 5C18 250x4
Mobile Phase | bindrer Gradient mit Acetonitril / Methanol-Vormischung
Eluent A: SmM-NH,form in Wasser (pH 3)
Eluent B: Acetonitril / Methanol (1/2, v/v)
Min A [%] B [%]
0 45 55
35 25 75
40 10 90
45 10 90
50 45 55
55 45 55
Sédulentemperatur | 30 °C
Flufirate 0.8 mL/min
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Abb. 33 Chromatogramm der optimierten Trennung
HPLC-FLD; Standardgemisch, 200 pg/L. BPA-basierte Standards und IS, 400 pg/L. BPF-basierte
Standards; Bedingungen s. 4.5 Tab. 3 mit Elutionsgradient Tab. 8; 1: BADGE; 2: BADGE-HCI,
3: BADGE-2HCI; 4: BADGE-H,0; 5: BADGE-2H,0; 6: BADGE-HCI-H,O; 7: BPA; 8: IS;
9: BFDGE; 10: BFDGE-2HCI; 11: BFDGE-2H,0; 12: BPF

5.4  Validierung des Verfahrens

Auch fiir die Validierung diente das Verfahren fiir BADGE (s. 4) als Grundlage. Da die Vali-
dierung dort fiir fettreiche Lebensmittel durchgefiihrt wurde, wurden im Hinblick auf eine
moglichst breite Anwendbarkeit Mais als kohlenhydratreiches und Thunfisch als proteinrei-

ches Lebensmittel fiir die Validierung ausgewéhlt.

5.4.1 Optimierung der Probenvorbereitung

Wegen der analogen Struktur der BFDGE-Derivate gegeniiber BADGE unterscheidet sich das
Extraktionsverhalten der neu aufgenommenen Analyte kaum von den bisherigen Analyten. Im
Hinblick auf die fehlenden Methylgruppen und der daraus resultierenden erhohten Polaritét
war jedoch anzunehmen, daf3 die Wiederfindungsrate fiir BFDGE-2H,O wegen der verringer-
ten Loslichkeit im Extraktionsmittel nicht die Werte der iibrigen Analyte erreichen wiirde. Da
die Aufarbeitung bereits im Hinblick auf die groBen Unterschiede in der Polaritit der
Analyte optimiert wurde und BFDGE-2H,0 ebenso wie das analoge BADGE-Derivat nicht in
die Grenzwertbetrachtungen des SCF (1999a) sowie der EUROPAISCHEN KOMMISSION (2001)
einging, wurde auf eine Optimierung verzichtet, die gleichzeitig zu einer Verschlechterung
der Bedingungen fiir die grenzwertrelevanten hydrochlorierten Derivate gefiihrt hitte.

Lediglich der abschliefende Verdiinnungsschritt vor der chromatographischen Trennung
wurde den Anfangsbedingungen des Elutionsgradienten angepaf3t, um durch Polaritdtsunter-
schiede bedingte Probleme beziiglich der Peaksymmetrie und Peakschérfe zu vermeiden. Die
Verdiinnung erfolgte nicht mehr im Verhéltnis 1 : 1, sondern mit der 1.33 fachen Menge

Wasser.
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5.4.2 Grundkalibrierung und molare Fluoreszenzresponse

Fiir die Grundkalibrierung gelten die in 4.8.1 beschriebenen Grundlagen. Wegen der Anwe-
senheit von drei Isomeren bei den BFDGE-Derivaten wurde die doppelte Menge dieser Ana-
lyte im Vergleich zu derjenigen der BADGE-Derivaten eingewogen.

Auch fiir die BFDGE-Derivate wurde ein weiter linearer Arbeitsbereich ermittelt (s. 10.5.2

Tab. 38). Tab. 9 falt die mittleren Kenndaten der Grundkalibrierung zusammen.

Tab. 9 Mittlere Kenndaten der Grundkalibrierung

Arbeitsbereich [pg/L] BADGE-Derivate +IS 50-800
BFDGE-Derivate 100-1600
Korrelationskoeffizient r BADGE-Derivate+IS 0.9997
BFDGE-Derivate 0.9996
Geradenstandardabweichung s,, [mV-min] BADGE-Derivate +IS 0.64
BFDGE-Derivate 1.34
Verfahrensstandardabweichung s, [png/L] BADGE-Derivate +IS 6.9
BFDGE-Derivate 14.0
Verfahrensvariationskoeffizient CV [%] BADGE-Derivate +IS 1.8
BFDGE-Derivate 2.0
Nachweisgrenze (DIN 32645) [ng/L] BADGE-Derivate +IS 15.3
BFDGE-Derivate 31.4

Analog zu 4.8.1 wurde fiir alle Standards die molare Fluoreszenzresponse berechnet, wobei
fiir die BFDGE-Derivate die Peaksumme der jeweiligen Isomerenpeaks gebildet wurde. Unter
den gewdhlten Bedingungen wurde fiir alle BFDGE- und BADGE-basierten Derivate inner-
halb akzeptabler Abweichungen eine identische Fluoreszenzresponse ermittelt (s. 10.5.2
Tab. 38 1.V.m. 10.4.6 Tab. 29).

Eine Quantifizierung der BFDGE-Derivate iiber die Summe der Peakfldchen ist nur dann
moglich, wenn die molare Fluoreszenzresponse aller drei Isomere gleich ist. Diese Tatsache
hitte bei gleicher Stoffmenge der Isomere auch gleiche Peakflichen zur Folge. Ist dies nicht
der Fall, wire die Quantifizierung moglich, wenn das Isomerenverhéltnis des Restmonomers
im Kunststoff mit dem des eingesetzten Standards iibereinstimmt und die Migrationseigen-
schaften der Isomere identisch sind. Da ein solcher Zusammenhang bislang nicht beschrieben
wurde, riickte die Uberpriifung der Fluoreszenzeigenschaften der Isomere in den Vorder-

grund. Hierzu war es erforderlich, diese zu isolieren und getrennt zu untersuchen.

5.4.3 UV-Absorption und Fluoreszenzaktivitit der BFDGE-Isomere

Die Ermittlung der photometrischen Eigenschaften erforderte die priparative Isomerentren-
nung fiir BFDGE und seine Derivate. Nach der Identifizierung der Konstitution der Einzel-
substanzen war ihr Verhalten in der UVD und FLD zu ermitteln. Hierdurch sollte sowohl die
Bestimmung der Zusammensetzung des kommerziellen Standards als auch die genaue Quanti-

fizierung im Lebensmittel ermdglicht werden.
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Trennung und Charakterisierung

Die Trennung der Isomere erfolgte mittels préparativer HPLC im Recycling-Verfahren
(Abb. 34). Nach Entfernen des Eluenten wurden alle Isomere in Reinheiten iiber 90 % isoliert.
Diese Reinheit wurde zur Charakterisierung der photometrischen Eigenschaften als ausrei-
chend angesehen.
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Abb. 34 Trennung von o,p- und 0,0-BFDGE mit Hilfe des Recycling-Verfahrens
nach Abtrennung von p,p-BFDGE; HPLC-UVD 275 nm; isokratisch Wasser / Acetonitril (20/80, v/v);
Flufrate 20 mL/min

Die Ermittlung der Konstitution der isolierten Isomere erfolgte unter Verwendung der kern-
magnetischen Resonanz-Spektroskopie ('H-NMR). Hierbei wurde die Tatsache ausgenutzt,
daB die aromatischen Protonen unterschiedliche Kopplungseigenschaften aufweisen. So lie-
gen in para-substituierten Aromaten zwei equivalente Protonenpaare vor, wéihrend alle Proto-
nen ortho-substituierter Aromaten unterschiedliche Kopplungseigenschaften besitzen. Dies

fiihrt zu verdnderten Signalaufspaltungen und zu einer zuverldssigen Identifikation der Isome-
re (Abb. 35, vgl. 10.5.3 Tab. 39).

p,p-Isomer o,p-Isomer 0,0-Isomer

(ppm)

Abb. 35 Signalaufspaltung der aromatischen Protonen der BFDGE-Isomere (‘H-NMR)

Bei allen untersuchten BFDGE-Derivaten eluierte zunéchst das p,p-Isomer, gefolgt vom o,p-

Isomer. Den Abschluf} bildete das o,0-Isomer.
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Bestimmung des molaren Extinktionskoeffizienten der Isomere

Die Untersuchungen aus der Literatur sowie die eigenen Arbeiten nutzen photometrische De-
tektionsverfahren. Als Detektionswellenldnge in der UVD sowie als Agx in der FLD werden
sowohl 230 nm als auch 275 nm genutzt. Zur Uberpriifung der Detektionseigenschaften wur-
den die UV-Spektren (Abb. 36) aufgenommen und die molaren Extinktionskoeffizienten (o)

berechnet.
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Abb. 36 UV-Spektren der BFDGE-Isomere

Die UV-Spektren der Isomere von BFDGE-2H,0 sowie BFDGE-2HCI unterschieden sich
nicht von denen der BFDGE-Isomere.

Das Absorptionsmaximum bei 230 nm ist sehr unterschiedlich ausgeprégt. Dies fiihrt zu deut-
lichen Abweichungen im o, der Isomere. Dieser erreichte bei den 0,0-Isomeren der Derivate

etwa die Hélfte des Werts der p,p-Derivate. Im Gegensatz hierzu unterschied sich der o, der
Isomere bei 275 nm nicht (Tab. 10).

Tab. 10 molarer Extinktionskoeffizient o,,, der Isomere bei UVD

Oy (p,p-Isomer) Oy, (0,p-Isomer) 0y, (0,0-Isomer)
[L-mol'l-cm'l] [L-mol'l-cm'l] [L-mol'l-cm'l]
BFDGE 20280 14160 9480
BFDGE-2HCI 23200 14795 10298 230 nm
BFDGE-2H,0 19570 13548 8216
'BFDGE - 3224 330 3360
BFDGE-2HCI 3808 3727 3840 275 nm
BFDGE-2H,0 2970 2997 2994

Bestimmung der Fluoreszenzresponse

Die Ergebnisse der Bestimmung des o, bei den verschiedenen Wellenlédngen lieen vermu-
ten, daf} sich auch das Fluoreszenzverhalten der Isomere bei einer Agx von 230 nm voneinan-

der unterscheidet. Fiir 275 nm wurde eine geringere Abweichung angenommen.
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Abbildung 37 zeigt die unterschiedliche Fluoreszenzaktivitdt der Isomere bei den genannten
Aex beispielhaft fiir BFDGE. Die starken Verdnderungen der Response bei der UV-Detektion

(230 nm) spiegelten sich auch in der Fluoreszenzresponse wieder.

12 - Op,p-BFDGE Ho,p-BFDGE Ho,0-BFDGE

Aem=305nm

Rel. Fluoreszenzresponse

230 nm 275 nm

Anregungswellenliinge

Abb. 37 Fluoreszenzresponse fiir BFDGE-Isomere bei verschiedenen Anregungswellenldngen

Die Unterschiede im Fluoreszenzverhalten bei 230 nm als Apx lassen die Bestimmung der
BFDGE-Derivate iiber die Peaksumme der Isomere nicht zu. Die bereits fiir BADGE ermittel-
te optimale FLD bei 275/305 nm ermdglichte hingegen auch fiir BFDGE und seine Derivate
eine Bestimmung iiber die Peaksumme der Isomere innerhalb akzeptabler Ergebnisunsicher-
heiten.

5.4.4 Matrixkalibrierung fiir kohlenhydratreiche Lebensmittel

Die Matrixkalibrierung in Gemiisemais erfolgte analog zu 4.8.2 und fiihrte zu vergleichbaren
Ergebnissen (s. 10.5.4 Tab. 41 und 42). Wie erwartet erreichte die Wiederfindung des hoch-
polaren BFDGE-2H,0 mit 50.1 % nur einen sehr niedrigen Wert. Alle weiteren Derivate
wurden innerhalb akzeptabler Schwankungen in gleicher Menge wiedergefunden. Daher wur-
de die Wiederfindungsrate von BFDGE-2H,0 in die folgenden Berechnungen nicht einbezo-
gen.

Gegeniiber dem in 4.8.2 eingesetzten fettreichen Lebensmittel wurde fiir die BPA-basierten
Standards vor der Korrektur mittels IS eine nahezu durchgehend hohere Wiederfindungsrate
ermittelt. Nach Korrektur lag diese fiir BADGE, BFDGE und deren Derivate im Mittel bei
93.1 % (s. 10.5.4 Tab. 41 und 42).

Auffallig waren hier Unterschiede in der Wiederfindung der Derivate mit intakter Epoxid-
funktion im Vergleich mit den vollstindig umgesetzten Derivaten. Erstere besallen mit einer

mittleren Wiederfindung von 89.7 % einen niedrigeren Wert als letztere mit 95.4 %.
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5.4.5 Matrixkalibrierung fiir proteinreiche Lebensmittel

Die Matrixkalibrierung fiir Thunfisch unterschied sich nur unwesentlich von derjenigen fiir
Mais (s. 10.5.4 Tab. 44 und 45). Die Wiederfindung fiir BFDGE-2H,O wurde unerwartet
hoch mit 91.1 % bestimmt. Die mittlere Wiederfindungsrate lag nach Korrektur mit Internem
Standard im Mittel bei 94.2 %.

Von entscheidender Bedeutung war bei dieser Kalibrierung die Geschwindigkeit der Proben-
aufarbeitung. Die Vorbereitung begann unmittelbar nach der Dotierung und war innerhalb ei-
nes Tages abgeschlossen. Bei ldngerer Aufarbeitung sank die Wiederfindung — insbesondere
der epoxidhaltigen Derivate — drastisch.

Auch hier unterschieden sich die Wiederfindungen der Derivate mit intakter Epoxidfunktion

mit 92.8 % von denen der vollstdndig umgesetzten Derivate mit 95.4 %.

5.5 BFDGE und NOGE als Bestandteile von Lebensmittelverpackungen

In dem beschriebenen Verfahren wurden bislang die 2-Ring-Systeme BADGE und BFDGE
sowie ihre Derivate betrachtet. Die Empfehlungen des SCF (1999b) sowie der Erlafl der
Richtlinie 2001/61/EG (EUROPAISCHE KOMMISSION, 2001) machten jedoch die analytische
Erfassung von NOGE und seinen Derivaten erforderlich.

Bereits BIEDERMANN et al. (1997) wiesen NOGE in Lebensmitteln aus Konservendosen nach.
Da jedoch im Rahmen der Diskussionen um die zukiinftigen Grenzwerte der genannten Richt-
linie bereits frithzeitig festgelegt wurde, da3 fiir NOGE alle Derivate mit einem Molekular-
gewicht unter 1000 Dalton einbezogen werden sollten, die wenigstens eine intakte Epoxid-
funktion oder eine Chlorhydrinstruktur aufweisen, wurde deutlich, dal wegen der Vielzahl
der einzubeziehenden Analyte sowie ihrer uniiberschaubaren Anzahl an Isomeren die Erfas-
sung durch ein einfaches chromatographisches Verfahren nicht zu erreichen sein wiirde. Diese
Probleme wurden ausfiihrlich von WAGNER et al. (2000) beschrieben.

Zur Uberwachung des Einsatzes von NOGE sollte daher ein Screeningverfahren entwickelt
werden, welches den Nachweis der underivatisierten NOGE-Bestandteile bis 1000 Dalton in
Beschichtungen von Lebensmittelverpackungen ermdglicht. Da die geltenden rechtlichen Be-
stimmungen (EUROPAISCHE KOMMISSION, 2002) den NOGE-Gehalt im Bedarfsgegenstand
reglementieren, war eine Untersuchung von Lebensmitteln nicht erforderlich.

Durch die bisher eingesetzten Verfahren kénnen NOGE-Komponenten mit Ausnahme von
BFDGE nicht erfalit werden. Um die Elutionskraft zu erhdhen, wurde daher auf den Zusatz
von Methanol zum organischen Modifier verzichtet und ausschlielich Acetonitril als organi-
sche Komponente verwendet. Zur Elution der wenig polaren Mehrring-NOGE wurde der An-
teil des organischen Modifiers am Eluenten auf bis zu 100 % erhoht. (Tab. 11).
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5 Die analytische Erfassung von BFDGE und seinen Derivaten

Tab. 11 Bedingungen des chromatographischen Systems zur Trennung der NOGE-Derivate
Stationire Phase | Multospher” 100 5C18 250x4
Mobile Phase | Eluent A: ImM-NHyform in Wasser (pH 3)
Eluent B: Acetonitril

Gradientenprogramm
Min A [%] B [%]
0 50 50
50 0 100
60 0 100
70 50 50

Sédulentemperatur | 30 °C
Flufirate 1.0 mL/min

Die Anwendbarkeit des Verfahrens wurde an Konserven in Schraubgldsern mit Metalldeckeln
verwendet. Die Deckel (,, Twist-Off-Caps*) sind auf der Innenseite mit PVC-Organosolen be-
schichtet, zu deren Herstellung der Einsatz von Epoxiden erforderlich ist (s. 1).

Die Innenseiten von Twist-Off-Caps verschiedener Glaskonserven wurden iiber 24 Stunden
mit 20 mL Acetonitril extrahiert. AnschlieBend wurde die Extraktionslosung mit dem glei-
chen Volumen an Wasser verdiinnt. Auftretende Niederschldge wurden abfiltriert (0.45 pm).
Die klare Losung wurde zur Chromatographie verwendet. Alle untersuchten Deckel wiesen

eine Vielzahl an extrahierten und nachweisbaren Substanzen auf (Abb. 38).
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Abb. 38 Chromatogramm eines Deckelextraktes
HPLC-FLD; Bedingungen s. 4.5 Tab. 3 mit Elutionsgradient Tab. 11

Unter den gewéhlten chromatographischen Bedingungen besallen alle Standardsubstanzen der
BADGE- und BFDGE-Bestimmung Retentionszeiten unter 20 Minuten. Es wurden demnach
auch Substanzen mit erheblich geringerer Polaritdt aus der Beschichtung extrahiert. Es wurde
vermutet, daB3 die untersuchten Twist-Off-Caps unter Verwendung von NOGE als HCI-
Féanger bei der Hartung des PVC-Organosols hergestellt wurden. Die weitere Identifizierung

der extrahierten Stoffe erfolgte mittels massenselektiver Detektion. Hierzu wurden fiir die
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5 Die analytische Erfassung von BFDGE und seinen Derivaten

NOGE-Komponenten mit zwei bis sieben Ringen die Molmassen berechnet. Diese Kompo-
nenten wurden durch ihre Molekiilcluster mit dem Ammoniumion (M+18) im SIM-Modus
nachgewiesen (Abb. 39).

Durch die Anwendung der massenselektiven Detektion wurde es moglich, alle relevanten Be-
standteile von NOGE im Extrakt von Kunststoffbeschichtungen nachzuweisen. Alle unter-
suchten Deckel wurden unter Verwendung von NOGE hergestellt. Erkennbar ist auch die Er-
héhung der Isomerenzahl mit zunehmender Anzahl der aromatischen Ringe der NOGE-
Bestandteile.

In Lebensmitteln aus Glaskonserven waren NOGE und seine Derivate nicht nachweisbar. Da
die Migration ins Lebensmittel im Gegensatz zur Konservendose nur iiber eine relativ kleine
Kontaktfliche erfolgen kann und Lebensmittel in Glaskonserven in der Regel nicht sterilisiert

werden, liegt hier ein verringertes Migrationspotential vor.
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Abb. 39 Trennung von NOGE in Acetonitril-Extrakten von Schraubdeckeln
HPLC-MSD, Bedingungen s. 4.5 Tab. 3 mit Elutionsgradient Tab. 11
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6 Reaktionen von BADGE mit Lebensmittelbestandteilen in vitro

Im Rahmen der Matrixkalibrierung fiir BADGE und BFDGE sowie ihre Derivate fiel auf, daf3
fiir die Substanzen mit intakten Epoxidfunktionen eine niedrigere Wiederfindung erzielt wur-
de als fiir die vollstdndig derivatisierten Standards (s. 5.4.4 und 5.4.5).

Ahnliche Ergebnisse zeigten Untersuchungen von RICHARD et al. (1999). Sie dotierten ver-
schiedene kohlenhydratreiche und proteinreiche Lebensmittel mit BADGE, inkubierten diese
jeweils fiir einen Tag bei Raumtemperatur sowie fiir 30 Minuten bei 120 °C und ermittelten
die Wiederfindungsraten von BADGE und seinen Derivaten. Hierbei wurde eine geringfiigige
Umsetzung von BADGE zu seinen Hydrolyse- und Hydrochlorierungsderivaten ermittelt. Der
groflere Anteil des dotierten BADGE wurde jedoch zu Reaktionsprodukten umgesetzt, die der
Analytik nicht zugénglich waren. Insbesondere im proteinreichen Lebensmittel Thunfisch war
nach der Inkubation weniger als 10 % des eingesetzten BADGE in Form seiner bekannten
Derivate nachweisbar.

Da die Abnahme von BADGE nicht von der dotierten Menge abhing, gingen RICHARD et al.
(1999) davon aus, daB BADGE mit einer Majorkomponente der Probenmatrix reagiert. Ver-
suche zur Identifizierung des Reaktionspartners fiir BADGE schlugen jedoch fehl.

Aufbauend auf diesen Untersuchungen sowie den Ergebnissen der Matrixkalibrierungen im
Rahmen dieser Arbeiten sollte der Reaktionspartner von BADGE im Lebensmittel identifi-

ziert werden.

6.1 Umsetzung von BADGE in ausgewiihlten Lebensmitteln

Zur Bestitigung der angenommenen Reaktion von BADGE mit Majorbestandteilen wurden
vier Lebensmittel mit unterschiedlichen Hauptkomponenten ausgewihlt. Die untersuchten
Lebensmittel und ihre Zusammensetzung hinsichtlich der Majorkomponenten (UNITED
STATES DEPARTMENT OF AGRICULTURE, 2000) ergeben sich aus Tab. 12.

Tab. 12 Angaben zu den verwendeten Lebensmitteln (Gehalte in g/100g Trockenmasse)

. Thunfisch in
Sonnenblumenol Pfirsich Thunfisch in Ol
eigenem Saft
Protein 0.00 2.17 72.52 90.98
Fett 100.00 0.48 20.44 3.22
Kohlenhydrate 0.00 96.24 0.00 0.00

Im Handel waren fiir alle gewéhlten Lebensmittel Produkte erhéltlich, die frei von BADGE
und BFDGE sowie deren Derivaten waren.
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6 Reaktionen von BADGE mit Lebensmittelbestandteilen in vitro

Die Lebensmittel wurden mit BADGE sowie BADHPE als IS in mehreren Konzentrationen
dotiert und homogenisiert. Das homogenisierte Material wurde unterschiedlichen Reaktions-
bedingungen ausgesetzt (s. 10.6.2). Die Aufarbeitung erfolgte nach der Dotierung:

sofort zur Kontrolle (Ermittlung der Aufarbeitungsverluste),

nach Inkubation von einem Tag bei Raumtemperatur

nach Sterilisation bei 120 °C fiir 30 Minuten im Autoklaven
Von jeder Probe wurde ein undotierter Blindwert aufgearbeitet und chromatographiert
(s. 10.6.1 Tab. 46).
Der IS ging unter den gewihlten Bedingungen keine Reaktion mit dem Untersuchungsmateri-
al ein. Die Wiederfindung von BADGE konnte daher iiber den IS ermittelt werden.

6.1.1 Sonnenblumendl

Weder in der Kontrolle noch nach Inkubation von dotiertem Sonnenblumendl war eine nen-
nenswerte Abnahme von BADGE erkennbar (s. 10.6.2 Tab. 47). Selbst nach Sterilisation war

der Verlust von BADGE gering und kann auf Aufarbeitungsverluste zuriickgefiihrt werden.
6.1.2 Pfirsich

Die Behandlung von dotiertem Pfirsich fiihrte zu einer verringerten Wiederfindung (Abb. 40).
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Abb. 40 Wiederfindung von BADGE in Pfirsich nach Inkubation

Nach der Reaktion von BADGE f{iber einen Tag war eine Abnahme von bis zu 40 % festzu-
stellen, ohne dal3 eines der beschriebenen Hydrolyse- oder Hydrochlorierungsprodukte ent-
stand. Mit Erh6hung der dotierten BADGE-Menge fiel der Verlust geringer aus (s. 10.6.2
Tab. 48).

Die Sterilisation hatte eine fast vollstindige Umsetzung von BADGE und ein gleichzeitiges
Auftreten des Hydrolyseproduktes BADGE-2H,O zur Folge.

In jeder Dotierungsstufe lag die Summenwiederfindung aus BADGE und BADGE-2H,0 bei
etwa 70 %.
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6 Reaktionen von BADGE mit Lebensmittelbestandteilen in vitro

6.1.3 Thunfisch in Ol

In der wiBrig-6ligen Matrix Thunfisch in Ol beliefen sich die Wiederfindungen wie bei den
anderen Matrices in der Kontrollaufarbeitung auf anndhernd 100 %. Nach einem Tag Lage-
rung bei Raumtemperatur wurden dhnliche Ergebnisse wie beim Pfirsich beobachtet. Nach
der Inkubation bei 120 °C war eine erhebliche Abnahme von BADGE nachweisbar, jedoch
ohne die Entstehung von bekannten Derivaten. Die Wiederfindungen lagen hier in einem Be-
reich von 20 % bei allen Dotierkonzentrationen (s. 10.6.2 Tab. 49).

6.1.4 Thunfisch in eigenem Saft

Die hochsten Umsetzungsraten bei der Dotierung mit BADGE wurden in Thunfisch im eige-
nen Saft ermittelt (Abb. 41).
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Abb. 41 Wiederfindung von BADGE in Thunfisch in eigenem Saft nach Inkubation

Bereits in der Kontrollaufarbeitung unmittelbar nach der Dotierung waren Verluste von
BADGE feststellbar. Nach einem Tag Lagerung wurden bereits iiber 80 % BADGE umge-
setzt; nach der Sterilisation war BADGE nur noch in Spuren nachweisbar (s. 10.6.2 Tab. 50).
Es entstanden keine bekannten Derivate (Abb. 42).
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Abb. 42 Thunfisch in eigenem Saft dotiert mit BADGE und IS (B = 1 mg/kg)

HPLC-FLD; Bedingungen s. 4.5 Tab. 3; a: Kontrollaufarbeitung; b: 120 °C, 30 Minuten; 1: BADGE;
8: IS

51



6 Reaktionen von BADGE mit Lebensmittelbestandteilen in vitro

6.1.5 Zusammenfassung

Eine Reaktion von BADGE mit Lebensmittelbestandteilen, welche zu verringerter Wiederfin-
dung fiihrt, ist insbesondere in proteinreichen Lebensmitteln zu beobachten. Die Umsetzung
mit Bestandteilen von Fetten und Olen ist nicht zu erwarten.

Bei Dotierung von Pfirsich als kohlenhydratreichem Lebensmittel erfolgt bei Raumtemperatur
eine konzentrationsabhdngige Umsetzung von BADGE zu nicht nachweisbaren Derivaten. Es
ist anzunehmen, dafl der Reaktionspartner hier in einer geringen Konzentration vorliegt und
durch den Zusatz hoherer BADGE-Mengen nahezu vollstindig umgesetzt wird. Demnach er-
folgt keine Reaktion zwischen BADGE und Kohlenhydraten.

Thunfisch in eigenem Saft wurde auch von RICHARD et al. (1999) als Untersuchungsmaterial
verwendet. Beide Untersuchungen zeigten iibereinstimmende Umsetzungsraten bei allen Do-
tierkonzentrationen. Unter Sterilisationsbedingungen erfolgte eine nahezu vollstindige Um-
setzung von BADGE.

Auch die Inkubation von dotiertem Thunfisch in Ol fiithrte nach einem Tag bei Raumtempera-
tur zu erkennbaren Verlusten. Im Vergleich zum Thunfisch in eigenem Saft fand aber eine
deutlich langsamere Umsetzung statt. Die Umsetzung nach Sterilisation ist mit der des Thun-
fisches in eigenem Saft nach einem Tag bei Raumtemperatur zu vergleichen.

Thunfisch in Ol enthilt im Vergleich deutlich mehr Fett (Tab. 12). BADGE wird in der kohi-
renten Fettphase angereichert und vor Reaktionen geschiitzt. Die verminderte Umsetzungsrate
bestdtigt die Ergebnisse der Inkubation mit Sonnenblumendél. Als Reaktionspartner kommen
somit Lebensmittelproteine in Betracht, welche in Pfirsich in geringer Konzentration vorlie-

gen, in Thunfisch aber die Majorkomponente des Lebensmittels bilden.

6.2 Umsetzung von BADGE in Modellosungen

Die dargestellten Ergebnisse zeigen, da3 eine Umsetzung vermutlich mit Lebensmittelprotei-
nen erfolgt. Zur Absicherung wurden Modelldsungen mit BADGE inkubiert. Dabei wurden
anstatt des Thunfisches eine Losung von 0.1 % Rinderserumalbumin (Bovine Serum Albumi-
ne, BSA) als Modellprotein, anstatt des Pfirsichs eine 10 %ige Glucoseldosung eingesetzt (s.
10.6.3). Die Probenbehandlung und Untersuchung erfolgte analog zur Untersuchung der Le-
bensmittel (6.1). Die Wiederfindungen von BADGE unter den beschriebenen Reaktionsbe-
dingungen zeigt Abb. 43 (vgl. 10.6.3 Tab. 51).
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100 4 OBADGE HEBADGE2H20

80

60

‘Wiederfindungsrate [%]

40

20

Kontrolle 1 Tag RT 120 °C, 30 min Kontrolle 1 Tag RT 120 °C, 30 min

Glucoselosung BSA-Losung

Abb. 43 Umsetzung von BADGE mit Glucose und BSA unter verschiedenen Bedingungen

Kohlenhydrate bilden keine Addukte mit BADGE. Die Wiederfindungsrate nach der Kon-
trollaufarbeitung sowie der Inkubationszeit von einem Tag bei Raumtemperatur lag bei etwa
90 %. Die fehlenden 10 % sind auf Aufarbeitungsverluste zuriickzufiihren. Nach 30-miniitiger
Sterilisation wurde BADGE in der Zuckerlosung zu BADGE-2H,0 hydrolysiert. Unter milde-
ren Reaktionsbedingungen war keine Verdanderung im Vergleich zur Kontrollaufarbeitung zu
erkennen.

Die Inkubation von BSA mit BADGE fiihrte bereits in der Kontrollaufarbeitung zu einer er-
heblichen Umsetzung. Etwa 50 % der dotierten Menge waren nicht mehr nachweisbar. Nach
einem Tag Reaktionszeit wurde der Analyt vollstdndig umgesetzt, ohne dafl bekannte Deriva-
te entstanden. Bei Sterilisation entstanden etwa 30 % BADGE-2H,O bei entsprechender Ver-
ringerung der Wiederfindung.

Damit wurden Lebensmittelproteine als Reaktionspartner fir BADGE identifiziert. Zur Er-
mittlung der Bindungsstellen fiir BADGE im Protein wurde in der Folge zunéchst die Reakti-

vitdt verschiedener typischer Lebensmittelproteine untersucht.

6.3  Die Reaktion mit isolierten Lebensmittelproteinen

Zunichst wurden ausgewihlte Proteine aus ihren Lebensmitteln isoliert, zu den Isolaten eine
definierte Menge an BADGE-H,O, welches im Gegensatz zu BADGE nur ein reaktives Zent-
rum besitzt, dotiert und die Reaktionsanséitze in bestimmten Zeitabstdnden hinsichtlich einer
Abnahme des Analyten mittels HPLC-FLD untersucht.
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6.3.1 Untersuchungsmaterial

Als Vertreter der Serumalbumine und zum Vergleich mit den bisherigen Untersuchungen
wurde BSA eingesetzt. Diese Proteine stellen fiir den Organismus eine Aminosdurereserve
dar. Sie fungieren dariiber hinaus als Trigerproteine flir Calcium- und Magnesiumionen, Fett-
sduren oder Aminosduren. Serumproteine sind ebenfalls in der Lage, exogene Substanzen -
zum Beispiel Epoxide - zu binden (SKIPPER et al., 1994).
Auch die Reaktion von Himoglobin mit Epoxiden unter Alkylierung der nukleophilen Sei-
tenketten konnte vielfach beobachtet werden (PHILLIPS und FARMER, 1994; DAY et al., 1991).
Um verschiedene typische Lebensmittelproteine untersuchen zu koénnen, wurden diese aus
dem jeweiligen Lebensmittel extrahiert und lyophilisiert (s. 10.6.4). Untersucht wurden
Proteine des Hiihnereiklars sowie des Hiithnereidotters
Gesamt-Milchprotein sowie Casein
Proteine des Thunfischs und
wasserlosliche Proteine des Weizens.
Die Proteinisolate wurden mit BADGE-H,O und IS dotiert und bei Raumtemperatur inku-
biert. Die chromatographische Analyse wurde nach 24 Stunden sowie sieben Tagen (BSA:
fiinf Tage) durchgefiihrt (s. 10.6.4). Die prozentuale Umsetzungsrate wurde aus der Differenz
zwischen der eingesetzten Stoffmenge vor der Inkubation sowie der Summe aus BADGE-H,0
und BADGE- 2H,O nach der Inkubation berechnet.

6.3.2 Ergebnisse

Innerhalb dieser Untersuchungsreihe war nach Dotierung und Inkubation von BSA bereits
nach 24 Stunden nur noch die Hilfte des zugesetzten BADGE-H,O nachweisbar. Nach
120 Stunden wurde ein Verlust von rund 95 % verzeichnet. Der Anteil an BADGE-2H,0 be-
trug 3.5 %. Wegen der nahezu vollstandigen Umsetzung des Analyten wurde auf die Messung
nach 7 Tagen verzichtet.

Die Betrachtung der parallel vermessenen Proteinisolate zeigte einen langsameren Reaktions-
verlauf. Der Anteil an BADGE-H,O betrug nach 24 Stunden sowohl bei der Reaktion mit dem
Thunfischprotein als auch mit Himoglobin etwa 84 %, wihrend fiir die {ibrigen Proteine ein
Restgehalt iiber 92 % zu verzeichnen war. In den Reaktionslosungen des Hdmoglobins und
des Weizenalbumins betrug der Anteil an BADGE-2H,O {iber 25 % und lag somit deutlich
tiber den Werten der iibrigen Messungen (s. 10.6.4 Tab. 52).

Nach sieben Tagen waren durch die Umsetzung mit Thunfischprotein rund 65 % des dotierten
BADGE-H;0 verschwunden - bei Himoglobin, Eigelbprotein, Casein und Milchprotein rund
30 %. Der Verlust an BADGE-H,O in der Reaktionslosung des Eiklarproteins betrug knapp
16 %, in der des Weizenalbumins hingegen weniger als 4 % (Abb. 44, vgl. 10.6.4 Tab. 53).
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Abb. 44 Umsetzungsraten fiir BADGE-H,0 mit Lebensmittelproteinen
nach 24 Stunden sowie sieben Tagen bei Raumtemperatur; Angaben in %

BSA fungiert im Organismus als Tragerprotein und bindet endogene Liganden, um diese zu
den jeweiligen Zellen zu transportieren. Elektrophile Substanzen werden iiber die nukleophi-
len Seitenketten der Aminosduren gebunden. BADGE-H,0 vermag als elektrophile Substanz
ebenfalls diese Reaktion einzugehen.

Neben dem BSA zeigt Thunfischprotein ebenfalls eine schnelle Umsetzung des Epoxids. Die-
ses Proteingemisch besteht neben kontraktilen Proteinen und Bindegewebsproteinen zu 16 bis
22 % aus Sarkoplasmaproteinen, welche den Serumproteinen zuzuordnen sind. Diese Proteine
entsprechen in ihrer korpereigenen Funktion somit dem BSA.

Das in den roten Blutkorperchen lokalisierte Himoglobin bindet iiber seine Him-Gruppe mo-
lekularen Sauerstoff, um diesen zu transportieren. Es ist moglich, daB3 diese Funktion die Hyd-
rolyse des BADGE-H,O zu BADGE-2H,0 gegeniiber der Alkylierung der nukleophilen Sei-
tenketten begiinstigt und somit ein geringerer Verlust an Epoxid gegeniiber dem BSA-Ansatz
zu beobachten ist.

Sowohl die Proteine des Magermilchpulvers als auch Casein weisen eine dhnliche Umset-
zungsrate auf. Casein besitzt aufgrund seines hohen Anteils an Prolin (Pro) eine offene raum-
liche Struktur, in der die reaktiven Seitengruppen der Aminosduren zum Teil frei vorliegen
und der Reaktion mit BADGE-H,0 zugénglich sind. Dies driickt sich in einem verhiltnisméa-
Big schnellen Reaktionsverlauf aus. Auch die Reaktion mit den Molkenproteinen scheint
durch die nach auflen liegenden hydrophilen Seitengruppen begiinstigt zu werden.

Die Proteine des Eigelbs besitzen gegeniiber denen des Eiklars eine grofere Tendenz, mit
BADGE-H,0 zu reagieren. Die Serumproteine des Eis sind in der Eigelbfraktion lokalisiert.
Wie bereits am Beispiel BSA diskutiert wurde, scheint diese Proteinklasse sehr gut mit
BADGE-H;0 zu reagieren.
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In der Reaktionslosung des Weizenalbumins wurde BADGE-H,0 nahezu quantitativ wieder-
gefunden. Die geringen Verluste werden auf MeBungenauigkeiten und Aufarbeitungsverluste
zurlickgefiihrt. Der grofite Teil des BADGE-H,0 wurde zu BADGE-2H,0 hydrolysiert.

Nach den hier dargelegten Ergebnissen scheint der Oxiranring des BADGE-H,O bevorzugt
mit Proteinen bestimmter Funktion (Serumproteine) zu reagieren. Mit reinem Serumprotein
(BSA) erfolgte dabei die schnellste Umsetzung, gefolgt von der mit dem Thunfischprotein.
Das Proteinisolat des Eigelbs, dessen Anteil an Serumproteinen lediglich 5.5 % betrégt, zeigte
wiederum eine langsamere Reaktion mit dem Epoxid als das Thunfischprotein; mit Weizen-
protein, welches keine Serumproteine aufweist, war keine Umsetzung nachweisbar.

Damit konnte dokumentiert werden, dal BADGE-H,O in der Lage ist, in vitro mit Proteinen
unterschiedlicher Lebensmittel zu reagieren. Zur Aufklérung der Bindungsstellen fiir BADGE
im Protein sollten BADGE-Aminosdure-Addukte im Hydrolysat von BADGE-Protein-

Addukten nachgewiesen werden.

6.4 Nachweis von BADGE-Protein-Addukten

Die bisher durchgefiihrten Untersuchungen zeigten eine vollstindige Umsetzung mit BSA.
Demnach wurden die weiteren Untersuchungen mit BSA als Modellprotein durchgefiihrt.

Viele Aminosduren tragen neben der reaktiven Amino- und Carboxyl-Funktion eine weitere
funktionelle Gruppe. Abb. 45 zeigt den allgemeinen Mechanismus der nukleophilen Ringoft-

nung, wie sie bei der Bildung von BADGE-Protein-Addukten zu erwarten ist.
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Abb. 45 Nukleophile Ringdffnung eines Oxirans

Um diese Addukte mittels RP-HPLC zu identifizieren und die Bindungsart aufzukléren, muf}
das Protein hydrolysiert werden, da die Strukturunterschiede des derivatisierten Proteins nicht
zu verdnderten chromatographischen Eigenschaften fithren. Dariiber hinaus blieben die Bin-
dungsstellen im Protein unbekannt.

Die inkubierten BSA-Losungen wurden nach verschiedenen Verfahren hydrolysiert.
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6 Reaktionen von BADGE mit Lebensmittelbestandteilen in vitro

6.4.1 Esterspaltung durch alkalische Hydrolyse

Uber einen basenkatalysierten Mechanismus werden Ester aus BADGE und Aminoséuren mit
freier Carboxyl-Funktion (C-terminale sowie saure Aminosduren) hydrolysiert. Diese Reakti-
on fiihrt zu einer Freisetzung von BADGE als BADGE-H,0 oder BADGE-2H,O0.

Die wiBrige Losung von BSA wurde mit BADGE sowie IS in unterschiedlichen Konzentrati-
onen dotiert und iiber einen Tag bei Raumtemperatur inkubiert. Die Hydrolyse wurde in An-
lehnung an die Methode nach BANDURSKI et al. (1977) ausgefiihrt (s. 10.6.5). Als Blindwert
wurden inkubierte Losungen ohne Hydrolyse untersucht.

In den Blindwerten war nach der Inkubation neben Resten an BADGE eine kleine Menge
BADGE-H,0 nachweisbar. Nach der Hydrolyse war eine geringe, aber signifikante Erh6hung
der Wiederfindungsrate durch freigesetztes BADGE-2H,0 zu beobachten (s. 10.6.5 Tab. 54).
Die Neigung zur Bildung von Estern aus BADGE und freien Carboxylgruppen von Amino-

sduren ist demnach nur gering ausgepragt.

6.4.2 Totalhydrolyse durch Siurezusatz

Mittels saurer Hydrolyse konnen Proteine vollstindig hydrolysiert werden. Bei der Hydrolyse
durch Zugabe von Salzsdure (LUCAS und SOTELO, 1982) werden allerdings einige Aminoséu-
ren wie Tryptophan (Trp) durch Oxidation schnell zerstort.

Das Verfahren (s. 10.6.5) fithrte zu keiner erkennbaren Freisetzung von BADGE-Protein-
Addukten. Dariiber hinaus war nach Inkubation auch der IS nicht mehr nachweisbar.

Die Inkubation von Standardlosungen mit Salzsdure fiihrte schnell zur Umsetzung von
BADGE zu nicht identifizierten Addukten neben geringen Mengen an hydrochlorierten und
hydrolysierten Derivaten (s. 10.6.5 Tab. 55). Auch der IS reagierte unter diesen Bedingungen
zu unbekannten Verbindungen (Abb. 46).
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Abb. 46 Wiederfindung von BADGE und IS nach Inkubation mit Salzsdure bei Raumtemperatur
fiir BADGE ist die Summe seiner bekannten Derivate angegeben, vgl. 10.6.5 Tab. 55
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6 Reaktionen von BADGE mit Lebensmittelbestandteilen in vitro

Mittels HPLC-MSD waren fiir beide Substanzen Derivate mit Chlorsubstitution am aromati-
schen Ringsystem nachweisbar (s. 10.6.5 Tab. 56 und Abb. 67).

Da die saure Hydrolyse somit fiir BADGE sowie fiir den IS nicht geeignet ist, wurde auf wei-
tere Untersuchungen beziiglich der Identifikation von Reaktionsprodukten sowie eine Verfah-

rensoptimierung verzichtet.

6.4.3 Enzymatische Hydrolyse mit Pronase E

Die enzymatische Hydrolyse wurde in Anlehnung an GARCIA und BAXTER (1992) mit Prona-
se E durchgefiihrt, welche Peptidbindungen unspezifisch spaltet. Ziel war die Freisetzung von
BADGE-Aminosédure-Addukten aus dem Proteinverbund.

Wegen der moglichen Crosslink-Bildung der beiden Epoxidgruppen des BADGE mit ver-
schiedenen Reaktionspartnern wurden in der Folge alle Untersuchungen mit BADGE-H;O0,
welches nur ein reaktives Zentrum besitzt, anstelle von BADGE durchgefiihrt (vgl. 6.3,
s. 10.6.5). Daneben sollten die chromatographischen Bedingungen wegen der zu erwartenden
hohen Polaritdt der Addukte an die Aufgabenstellung angepalit werden. Hierzu wurde die Po-
laritdt der Ausgangszusammensetzung des Eluenten deutlich erhoht (s. 10.6.5 Tab. 57).

Durch die Hydrolyse von BSA wurden die fluoreszierenden Aminosduren Trp und Tyrosin
(Tyr) freigesetzt. Daneben waren im Hydrolysat des dotierten Proteins Peaks nachweisbar, die
bei der Hydrolyse des undotierten Proteins nicht entstanden (Abb. 47). Die enzymatische
Hydrolyse von BSA zeigte durch das Auftreten dieser Peaks, dal BADGE-H,O in der Lage

ist, Reaktionen mit Proteinen einzugehen.
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Abb. 47 Chromatogramme der Proteinhydrolysate
HPLC-FLD; Bedingungen s. 4.5 Tab. 3 mit Elutionsgradient s. 10.6.5 Tab. 57; a: undotiertes Protein;
b: dotiertes Protein; 5: BADGE-2H,0; 8: IS
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6 Reaktionen von BADGE mit Lebensmittelbestandteilen in vitro

6.4.4 Identifizierung von BADGE-Aminosdure-Addukten im Hydrolysat
Zur Strukturaufklirung der durch die Hydrolyse entstandenen Peaks wurden die Hydrolysate

der dotierten und undotierten Proteine mittels HPLC-MSD im Scan-Modus vermessen
(s. 10.6.5). Es wurden iiberwiegend hoher molekulare Massen aufgezeichnet, die aber keinen
Hinweis auf vermutete Addukte von Aminosiduren mit BADGE-H,0O gaben.

Zur Erhohung der Empfindlichkeit sowie der Spezifitdt wurden die charakteristischen Massen
fir Addukte von BADGE-H,O mit Aminosduren berechnet und die Anwesenheit im SIM-
Modus iiberpriift. Im Hydrolysat wurden zwei Peaks identifiziert, deren charakteristische
Massen denen eines BADGE-H,0O-Histidin-Adduktes entsprachen. Um die Entstehung sol-
cher Addukte zu zeigen, war die Entwicklung einer Synthese erforderlich (s. 10.6.6).

Histidin (His) bildet mit BADGE-H,0O drei Addukte (Abb. 48). Der als Molekiilion identifi-
zierte Basispeak m/z 514 bezeichnet im ESI-Massenspektrum das protonierte Additionspro-
dukt (M+1) aus His und BADGE-H,O. Dariiber hinaus war mit m/z 468 das decarboxylierte

Molekiilfragment nachweisbar.
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Abb. 48 Chromatogramm der BADGE-H,0-His-Synthese und Massenspektrum des Addukts
HPLC-MSD; Scan m/z 100-600, Bedingungen s. 4.5 Tab. 3 mit Elutionsgradient s. 10.6.5 Tab. 57;
Fragmentorspannung 180 V; 4: BADGEH,0, 5: BADGE-2H,0, 8: IS, 13: BADGE-H,0-His

Die Retentionszeiten der synthetisierten Addukte stimmten mit denen der im Hydrolysat
identifizierten potentiellen Addukte iiberein (Abb. 49). Auch die im SIM-Modus aufgenom-
menen Massenspektren waren identisch (s. 10.6.5 Abb. 70). Damit gelang der Nachweis der
Entstehung eines Addukts aus BADGE-H,0 und proteingebundenem His.
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Abb. 49 Chromatogramm-Overlay von BADGE-H,0-His und BADGE-H,0-inkubiertem BSA-Hydrolysat
HPLC-MSD; Bedingungen s. 4.5 Tab. 3 mit Elutionsgradient s. 10.6.5 Tab. 57, SIM (m/z 209, 468,
470, 514, 536), Fragmentorspannung 180 V; 13a-c: BADGE-H,0-His

Den wihrend der Inkubation von BADGE-H,O mit His entstandenen drei Addukten stehen
zwei Addukte mit proteingebundenem His gegeniiber. Die Aufkldrung dieser Diskrepanz
erfolgte durch theoretische Uberlegungen zur Struktur der Addukte.

His stellt drei Stickstoffatome als potentielle Reaktionspartner zur Verfligung, von denen
eines durch die Peptidbindung blockiert vorliegt, wenn His sich im Proteinverbund befindet
(Abb. 50). Es ist daher davon auszugehen, daB3 die im Hydrolysat nachweisbaren Addukte
durch Reaktion mit den verfiigbaren heterocyclischen Stickstoffatomen entstanden sind. Da
im Massenspektrum von Peak 13b (Abb. 49) mit m/z 468 das decarboxylierte
Molekiilfragment nachweisbar war, muf} das entsprechende Addukt durch die Reaktion von

BADGE-H;0 mit der a-Aminogruppe entstanden sein.
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Py , ;N——CH—C——OH
. N |
< CH
N \\\\\\\\
\\\ §§§§§§ N \

Abb. 50 Reaktionsmdglichkeiten des BADGE-H,0 mit His
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6 Reaktionen von BADGE mit Lebensmittelbestandteilen in vitro

Weitere Addukte von BADGE-H,O mit Aminosduren waren im Hydrolysat auch nach dem
fiir His beschriebenen Verfahren nicht zweifelsfrei nachweisbar. Da Pronase E nicht in der
Lage ist, jede Peptidbindung unspezifisch zu spalten, ist anzunehmen, dal3 die Proteine zum
tiberwiegenden Teil nur zu Oligopeptiden aufgespalten wurde und diese als Addukte mit
BADGE-'H,0 detektiert wurden.

6.5 Die Reaktion von BADGE mit proteinogenen Aminosiuren

Proteinogene Aminoséuren weisen neben der Carboxyl- und der a-Aminogruppe funktionelle
Seitengruppen auf, die polare, unpolare, elektrophile oder nukleophile Eigenschaften besitzen.
Der Oxiranring des BADGE vermag aufgrund seiner ausgepriagten Elektrophilie mit nukle-
ophilen Spezies zu reagieren. Eine generelle Reaktion mit nukleophilen Zentren der Seiten-
ketten von Aminosduren sowie der o.-Aminogruppe ist demnach zu erwarten.

Auch hier wurde aus bereits dargelegten Griinden BADGE-H,0 an Stelle von BADGE einge-
setzt. Ferner wurde ein weiter pH-Bereich zur Simulation saurer wie auch alkalischer Le-

bensmittel betrachtet.

6.5.1 Die Reaktion mit der a-Aminogruppe von Aminosiuren

Zu den Aminosduren, die neben der a-Amino- und der Carboxylgruppe iiber keine weiteren
nukleophilen Zentren verfiigen, gehoren Glycin, Alanin, Valin (Val), Leucin und Isoleucin als
Aminosduren mit aliphatischen Seitenketten sowie Phenylalanin (Phe) mit aromatischer Sei-
tenkette.

Zur Adduktbildung mit freien a-Aminogruppen N-terminaler Aminosduren wurden Lésungen
von Val sowie Phe mit einem Gemisch aus BADGE-H,;0 und IS dotiert (s. 10.6.7). Analog zu
diesen Ansidtzen wurden Messungen mit N-Acetyl-Val und tert.-Butoxycarbonyl (Boc)-Phe
durchgefiihrt. Bei diesen Aminosdurederivaten liegt die nukleophile o-Aminogruppe blockiert
vor. Hier sollte keine Adduktbildung erfolgen.

Bereits zwei Stunden nach Dotierung der Aminosdureldsungen war bei alkalischen Bedin-
gungen sowohl fiir Val als auch fiir Phe neben der Hydrolysereaktion eine Adduktbildung
nachweisbar, in den Ansédtzen mit geschiitzter a-Aminogruppe nicht (Abb. 51).

Der Anteil an Valin- und Phenylalaninaddukt nahm im alkalischen Milieu im Verlauf der
Messung kontinuierlich zu; in den neutralen und sauren Ansétzen erfolgte ausschlieBlich die
Hydrolyse des BADGE-H,0O zu BADGE-2H,O (s. 10.6.7 Tab. 59 und 60).
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Abb. 51 Chromatogramm der Reaktion von BADGE-H,0 mit Valin
HPLC-FLD; Bedingungen s. 4.5 Tab. 3 mit Elutionsgradient s. 10.6.7 Tab. 58; 4: BADGE-H,O0;
5: BADGE-2H,0; 8: IS; 13: Val-Addukt; pH 11; 4 Tage; a: Val; b: N-Acetyl-Val

Die Identifizierung der Addukte erfolgte mittels HPLC-MSD im Scan-Modus. Die Massen-
spektren der Val- und Phe-Addukte zeigten als Basispeak die Masse des decarboxylierten
Adduktes (M-45). Das Auftreten dieses Fragments zeigt, dall die Carboxylgruppe frei vorliegt
und die Reaktion somit an der Aminogruppe erfolgt sein muf3 (s. 10.6.7 Abb. 71 und 72).

Im Protein liegt diese Gruppe in Form der Peptidbindung mit Ausnahme der N-terminalen
Aminoséure blockiert vor; eine Reaktion mit der Aminogruppe wird verhindert. Es war daher
unter Verwendung a-amino-geschiitzer Aminosiuren zu priifen, ob eine Reaktion mit nukle-

ophilen Zentren der Seitenketten moglich ist.

6.5.2 Die Reaktion mit ai-amino-geschiitzen sauren oder basischen Aminosaduren
Asparaginsdure (Asp), Glutaminséure (Glu), Histidin (His), Arginin (Arg) und Lysin (Lys)
sind Aminosduren mit geladener Seitenkette. Sie wurden in Form ihrer geschiitzten Derivate
N-Acetyl-Asp, Boc-His, Boc-Arg und N-Acetyl-Lys untersucht (s. 10.6.7 Tab. 61 und 62).
Aufgrund der Analogie zwischen Glu und Asp wurde auf die Untersuchung von Glu verzich-
tet.

Fiir N-Acetyl-Asp war keine Adduktbildung nachweisbar. Auch Boc-Arg zeigte keine Reak-
tionsneigung. Es ist zu vermuten, dal die Guanidino-Gruppe des Arg als schwache Sdure
nicht liber eine ausreichende Nukleophilie verfiigt, um mit dem elektrophilen Kohlenstoft-
Atom des Oxiranringes zu reagieren.

Demgegeniiber konnte mit N-Acetyl-Lys eine Adduktbildung bei alkalischen pH-Werten be-
obachtet werden. Das Addukt wurde anhand seines Molekiilions (M+1; m/z 547) und des
Fragments der Masse m/z 209 identifiziert (s. 10.6.7 Abb. 73).
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Die Reaktion von Boc-His mit BADGE-H,O fiihrte zu der Bildung zweier Addukte in basi-
schem und neutralem Milieu (vgl. 6.4.4). Der Imidazolring des His verfiigt mit seinen Stick-
stoff-Atomen iiber zwei Reaktionspartner, die mit BADGE-H,O reagieren konnen.

Die Identifizierung der Addukte erfolgte {iber die Masse des Molekiilions (m/z 614) sowie
iiber die Masse des Fragmentes nach Abspaltung des tert-Butyl-Restes der Schutzgruppe
(M-55). Daneben war ebenfalls das Fragment nach Abspaltung der Schutzgruppe (M-100)
sowie das BADGE-H,0-Fragment m/z 209 zu verzeichnen (s. 10.6.7 Abb. 74).

6.5.3 Die Reaktion mit polaren ungeladenen Seitenketten a-amino-geschiitzer Aminosduren

Die Aminosduren Serin (Ser), Cystein (Cys), Tyr und Asparagin (Asn) werden aufgrund der
funktionellen Gruppen ihrer Seitenketten zu den polaren ungeladenen Aminosduren gezéhlt.
Fiir den Versuch wurden die geschiitzten Formen eingesetzt.

Bei der Reaktion von BADGE mit N-Acetyl-Tyr konnte eine Adduktbildung iiber die Hydro-
xylgruppe beobachtet werden (s. 10.6.7 Tab. 63 und Abb. 75) — jedoch nicht bei der des Boc-
Ser. Dies ist auf die hohere Nukleophilie des Phenolringes zuriickzufiihren. Im Alkalischen
liegt ein Phenolat-Anion vor, das in der Lage ist, mit Elektrophilen zu reagieren. In neutralen
und sauren Losungen erfolgt diese Aktivierung nicht.

Boc-Asn als Sdureamid bildete keine nachweisbaren Addukte mit BADGE-H,0. Die elektro-
nenziehenden Eigenschaften des Amid-Sauerstoffs fiihren zu einer verringerten Nukleophilie
der Aminogruppe das Amids und verhindern damit eine Addition.

N-Acetyl-Cys zeigte von allen geschiitzten Aminoséuren die grofite Reaktionsbereitschaft.
Unter optimalen Bedingungen bei pH 11 war BADGE-H,O bereits nach wenigen Stunden
vollstindig zum Aminosdure-Addukt umgesetzt. Diese Umsetzung war auch bei neutralem
pH-Wert innerhalb einer Woche quantitativ (s. 10.6.7 Tab. 64 und Abb. 76). Damit stand Cys
im Gegensatz zu allen iibrigen untersuchten Aminosiuren, von denen nur His und Methionin

(Met) eine nennenswerte Reaktion bei neutralem pH-Wert zeigten.

6.5.4 Die Reaktion mit unpolaren Seitenketten ai-amino-geschiitzer Aminosduren

Zu den Aminosduren mit unpolarer Seitenkette zdhlen Pro, Trp und Met, die als Boc-Pro, N-
Acetyl-Trp sowie N-Acetyl-Met eingesetzt wurden. Pro nimmt unter den Aminoséuren mit
unpolarer Seitenkette eine Sonderstellung ein, da es im Gegensatz zu den {librigen Aminosiu-
ren als o-Iminosdure in Ringform vorliegt. Adduktbildung mit Boc-Pro ist nicht zu erwarten,
da diese Aminoséure iiber kein weiteres nukleophiles Zentrum verfiigt.

Die Ansitze des Boc-Prolin und N-Acetyl-Trp zeigten keine Reaktion mit BADGE-H,0. Da-
gegen war bei Einsatz von N-Acetyl-Met eine Umsetzung zu verzeichnen, die sich von allen
bisher dargestellten Reaktionen unterschied (s. 10.6.7 Tab. 65).

Die Adduktbildung mit BADGE-H,O erfolgte unabhidngig vom pH-Wert. Bereits am ersten
Tag war neben BADGE-H,0 und seinem Hydrolyseprodukt eine zusétzliche Substanz zu er-
kennen, deren Anteil im Verlauf der Reaktion zunéchst anstieg und nach Durchschreiten eines

Konzentrationsmaximums langsam abnahm. Dieser Abbau erfolgte zugunsten einer weiteren
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Substanz, die nach etwa flinf Tagen erstmals nachweisbar war und im weiteren Verlauf konti-
nuierlich zunahm.

Mittels HPLC-MSD wurden die Strukturen des Intermediats und des Endprodukts aufgeklart
(s. 10.6.7 Abb. 77 und 78). Es entstand zunichst ein zwitterionisches Additionsprodukt, wel-
ches unter Eliminierung einer Aminosdure zu Methylthio-BADGE-H,0O (BADGE-H,0-SCH3)
zerfiel. Der zeitliche Verlauf der Reaktion zeigte keine nennenswerten Unterschiede bei sau-
rem, neutralem oder basischem pH-Wert (Abb. 52).
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Abb. 52 Verlauf der Umsetzung von BADGE-H,0 zu BADGE-H,0-SCH;
beispielhafte Darstellung der Reaktion bei pH 11

6.5.5 Zusammenfassung

Neben der a-Aminogruppe proteinogener Aminosduren vermag der freie Oxiranring von
BADGE-H;0 die nukleophilen Seitengruppen von Cys, Lys, Tyr und His unter Adduktbil-
dung zu alkylieren. Die Thiolgruppe des Cys erwies sich dabei mit Abstand als reaktivste Sei-
tengruppe (Abb. 53).
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Abb. 53 Reaktionskinetik der Adduktbildung zwischen BADGE-H,0 und proteinogenen Aminoséuren
bei Raumtemperatur
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Da die Reaktionskinetik der Adduktbildung mit Phe derjenigen von Val entsprach, ist anzu-
nehmen, dafl die a-Aminogruppen proteinogener Aminoséuren dhnliche Reaktivititen auf-
weisen. Addukte mit den Seitengruppen der iibrigen untersuchten Aminosiuren sowie Adduk-
te, die aus der Reaktion mit der Carboxylgruppe resultieren, waren nicht nachweisbar. Als
Nebenreaktion zeigte sich in fast allen Ansédtzen die Hydrolyse des BADGE-H,O zu
BADGE-2H,0, die mit sinkendem pH-Wert zunahm.

Die Reaktion des BADGE-H,0O mit N-Acetyl-Met erfolgte pH-unabhéngig und verlief iiber
die Bildung eines metastabilen Intermediates, aus dessen Spaltung BADGE-H,0-SCHj resul-
tierte.

Diese Reaktion kann demnach auch in Lebensmittelproteinen stattfinden und sollte im Fol-
genden am Beispiel ausgewdhlter Lebensmittel gezeigt werden, um die Verwendbarkeit von
BADGE-H,0-SCHj; als Marker fiir die Reaktion von BADGE-H,O mit Lebensmitteln zu

iberpriifen.
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7 Die Entstehung von Methylthioderivaten von BADGE in Lebensmitteln

7.1  Entstehung in dotierten Lebensmitteln

Zum Nachweis der Entstehung von BADGE-H,0-SCH3 wurden verschiedene Lebensmittel
mit BADGE-H,O dotiert und sterilisiert. Hierzu wurde erneut Thunfisch in eigenem Saft we-
gen seiner bekannt hohen Reaktivitit gegeniiber BADGE ausgewihlt. Daneben wurde Griel3-
speise aus dem Einsatzvorrat Verpflegung der Bundeswehr in die Untersuchungen einbezogen
(s. 10.7.1). Dieses Produkt besteht neben Wasser, Friichten, Zucker und Pflanzendl aus Sahne
und Weizengrief3. Nach den bisherigen Ergebnissen ist davon auszugehen, da3 in diesem Le-
bensmittel ausschlieBlich die Milchproteine fiir eine Reaktion mit dem Oxiranring zur Verfii-

gung stehen.

In beiden Probenblindwerten waren weder BADGE noch seine Derivate nachweisbar; es zeig-
ten sich weiterhin keine Stérungen durch Matrixeinfliisse.

Die Sterilisation von dotiertem Thunfisch fiihrte zu einer vollstdndigen Umsetzung des dotier-
ten BADGE-H,0. Neben BADGE-2H,O war auch BADGE-H,O-SCH; in nennenswerten
Konzentrationen nachweisbar. Rund 65 % des BADGE-H,O wurden zu unbekannten Produk-
ten umgesetzt (Abb. 54, vgl. 10.7.1 Tab. 66).
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Abb. 54 Chromatogramm des dotierten Thunfisches nach Sterilisation
HPLC-FLD, Bedingungen s. 4.5 Tab. 3 mit Elutionsgradient s. 10.6.5 Tab. 57; 5: BADGE-2H,0;
8: IS; 14: BADGE-H,0-SCHs; a: undotiert, b: dotiert

Die Identifizierung des BADGE-H,O-SCH3 erfolgte mittels massenselektiver Detektion an-
hand der charakteristischen Molekiil-Cluster mit Kalium (m/z 445), Natrium (m/z 429) und
Ammonium (m/z 424) sowie der BADGE-H,0-Fragmente m/z 209 und m/z 135.
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7 Die Entstehung von Methylthioderivaten von BADGE in Lebensmitteln

In dem dotierten Homogenat der GrieBspeise war BADGE-H,0-SCHj; ebenfalls nachweisbar,
welches jedoch eine Koelution mit dem in einer Konkurrenzreaktion mit Kochsalz entstande-
nen BADGE-HCI-H,O aufwies. Der Prozentsatz beider Analyte zusammen betrug ungeféhr
27 %, wiahrend 52 % zu BADGE-2H,0 hydrolysiert worden waren (s. 10.7.1 Tab. 67).

Bereits RICHARD et al. (1999) wiesen BADGE-H,0O-SCH3 sowie Bis-Methylthio-BADGE
(BADGE-2SCH3) und Methylthio-BADGE-HCI (BADGE-HCI-SCH3) in dotierten Thunfisch-
Proben nach. Wahrend sie die Herkunft dieser Derivate noch nicht zu erkldren vermochten,
kann ihre Entstehung nunmehr auf eine Reaktion zwischen BADGE-H,0 und proteingebun-
denem Met zuriickgefiihrt werden.

In beiden Reaktionsansidtzen war neben der Bildung von BADGE-2H,O sowie
BADGE-'H;0-SCH3 die Umsetzung von BADGE-H,0 mit Lebensmittelproteinen zu nicht de-
tektierbaren Addukten zu verzeichnen (s. 10.7.1 Tab. 66 und 67). Da in den in Kap. 6.5 be-
schriebenen Versuchen mit o-geschiitzten Aminosiuren neben Met ebenfalls eine Adduktbil-
dung von BADGE-H,O mit den nukleophilen Seitenketten des Cys, His, Tyr und Lys zu
beobachten war, wird die Menge an proteingebundenem BADGE-H,0 mit dem in Form die-

ser Addukte gebunden vorliegenden Anteil gleichgesetzt.

In dieser Versuchsreihe gelang die Identifizierung des BADGE-H,O-SCH3; im Homogenat
sowohl der sterilisierten Thunfischprobe als auch in demjenigen der sterilisierten GrieBspeise.
Nach der Addition des BADGE-H,O an das proteingebundene Met erfolgt die Freisetzung des
Addukts spontan ohne eine von auf3en initiierte Spaltreaktion, so da3 BADGE-H,O-SCH3 als
solches frei im Lebensmittel vorliegt (Abb. 52).

Mit BADGE-H,O-SCH; wurde somit eine Substanz ermittelt, die als Marker den Nachweis
der Reaktion der Epoxidgruppe des BADGE mit Lebensmittelproteinen ermdglichen konnte.
Es ist jedoch zu beachten, daB3 fiir den Nachweis der Reaktion im Lebensmittel eine hohe
Stoffmenge an BADGE-H,O dotiert wurde. Die daraus resultierende Konzentration im Le-
bensmittel (10 mg/kg) lag deutlich iiber den in tatséchlich belasteten Lebensmitteln bestimm-
ten Werten.

Es war daher erforderlich, den Nachweis der Methylthioderivate in diversen mit BADGE be-
lasteten Produkten zu fiihren. Sowohl die Identifizierung dieser Derivate im Lebensmittel als
auch die Optimierung der chromatographischen Bedingungen verlangte, vorab eine Synthese

aller moglichen Methylthioderivate mit anschlieBender Charakterisierung vorzunehmen.
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7 Die Entstehung von Methylthioderivaten von BADGE in Lebensmitteln

7.2 Synthese der Methylthioderivate

Die Produkte Methylthio-BADGE (BADGE-SCH3;), BADGE-2SCH;, BADGE-H,0-SCHj3
sowie BADGE-HCI-SCHj sollten zur Bestimmung der jeweiligen relativen Retentionen ge-
geniiber dem IS sowie zur Ermittlung der charakteristischen Fragmentmuster bei MSD
synthetisiert werden. Dazu wurden Losungen von N-Acetyl-Met mit BADGE beziehungswei-
se BADGE-HCI inkubiert und bei Raumtemperatur gelagert (s. 10.7.2).

Die Reaktion von BADGE mit N-Acetyl-Met zeigte neben BADGE-H,0-SCHj3 auch die Ent-
stehung von BADGE-SCH3; und BADGE-2SCH3. Parallel dazu erfolgte die Bildung von
BADGE-H,0 und BADGE-2H,0 (Abb. 55). 25 % des eingesetzten BADGE lagen zum Zeit-
punkt der Analyse als zwitterionische Additionsprodukte vor (s. 10.7.2 Tab. 69).
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Abb. 55 Chromatogramm des Reaktionsansatzes von BADGE mit N-Acetyl-Met

HPLC-MSD; SIM (s. 10.7.2 Tab. 68); Elutionsgradient s. 10.6.1 Tab. 40; 1: BADGE;

4: BADGE-H,0; 5: BADGE-2H,0; 8: IS; 14: BADGE-H,0-SCH3;; 15: BADGE-SCH3;

16: BADGE-2SCHs; 17: Intermediate; Koelution von 5 mit Intermediat
Die Reaktion mit BADGE-HCI fiihrte zur Bildung von BADGE-HCI-SCH3 tiber das entspre-
chende Intermediat. Als Konkurrenzreaktion erfolgte die Bildung des Hydrolyseprodukts
BADGE-HCI-H;O (s. 10.7.2 Tab. 69).
Die Identifizierung der Methylthioderivate gelang durch die Nutzung der massenselektiven
Detektion. Alle erwarteten Produkte wurden durch ihre stoffspezifischen Molekiilionen und
Fragmente charakterisiert. Dariiber hinaus gelang es, ein gruppenspezifisches Fragment zu

ermitteln (Abb. 56). Es entspricht dem dehydratisierten Fragment der Seitenkette, an deren
Ende der Thioether gebunden vorliegt.
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Abb. 56 Massenspektrum von BADGE-SCHj; und Struktur des gruppenspezifischen Fragments
Fragmentorspannung 140 V

Damit konnten die Derivate BADGE-SCH;, BADGE-2SCH;, BADGE-H,O-SCH; sowie
BADGE-HCI-SCHj3 synthetisiert und mittels HPLC-MSD die Fragmentmuster ermittelt wer-
den. Der Nachweis des Fragmentes der Masse m/z 221 in den Spektren aller Methylthioderi-

vate erlaubt, dies als allgemeines Charakteristikum zur Identifizierung heranzuziehen.

7.3  Nachweis der Methylthioderivate in Lebensmitteln

Nach der Synthese und der Ermittlung der chromatographischen Eigenschaften der Me-
thylthioderivate waren die Voraussetzungen zur Untersuchung von Lebensmitteln, die ur-
spriinglich in BADGE-haltigem Verpackungsmaterial abgefiillt und hitzebehandelt wurden,
geschaffen (s. 10.7.3 Tab. 70).

Die Identifizierung der Methylthioderivate wurde mittels HPLC-FLD {iber die auf den IS be-
zogenen relativen Retentionen sowie zusitzlich mittels HPLC-MSD-SIM vorgenommen. Fiir
die Bestimmung der jeweiligen Derivate wurden externe Kalibrierreihen verwendet. Da die zu
bestimmenden Substanzen nicht in ausreichender Menge und Reinheit zur Verfiigung stan-
den, um als Referenzstandard zu dienen, erfolgte deren quantitative Bestimmung unter der
Annahme der identischen Fluoreszenz-Response iiber die Geradengleichung des IS.

Als Untersuchungsmaterial standen Lebensmittel aus dem Einsatzvorrat Verpflegung der
Bundeswehr zur Verfiigung. Die in Frage kommenden Produkte wurden 1997 unter Verwen-
dung von Aluminium-Leichtbehiltern hergestellt, deren Polymerbeschichtung mit Hilfe eines

BADGE-haltigen Kaschierklebers auf die Metallfolie aufgebracht wurde.
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7 Die Entstehung von Methylthioderivaten von BADGE in Lebensmitteln

Im tiberwiegenden Teil der untersuchten Lebensmittel waren Methylthioderivate nachweisbar

(Abb. 57).
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Abb. 57 Chromatogramm des aufgearbeiteten Lebensmittels ,,Schmelzkdsezubereitung®
HPLC-FLD; Bedingungen s. 4.5 Tab. 3 mit Elutionsgradient s. 10.6.1 Tab. 46; 1: BADGE;
3: BADGE-2HCI; 6: BADGE-HCI-H,0; 8: IS; 14: BADGE-H,0-SCH3; 15: BADGE-HCI-SCH3;
16: BADGE-2SCH;

Neben den Methylthioderivaten konnten in den untersuchten Lebensmitteln BADGE,
BADGE-2H,0, BADGE-2HCI und BADGE-H,0-HCI identifiziert werden (s. 10.7.3). Der

Gehalt dieser Derivate iiberstieg den Grenzwert von 1 mg/kg Lebensmittel (EUROPAISCHE
KOMMISSION, 2002) teilweise bei Weitem (Abb. 58, vgl. 10.7.3 Tab. 65).
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Abb. 58 Belastung des Einsatzvorrats Verpflegung mit BADGE und seinen Derivaten
Herstellungsjahr 1997; Aluminium-Leichtbehilter; grau: SCF-Derivate; diagonal: Methylthio-
derivate

Erkennbar sind hier die hohe Gesamtbelastung der Gruppe der Fertiggerichte sowie der hohe
relative Anteil an Methylthioderivaten in Erzeugnissen, deren Protein-Anteil {iberwiegend

durch Milchprotein charakterisiert ist.
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7 Die Entstehung von Methylthioderivaten von BADGE in Lebensmitteln

Damit war die Reaktion zwischen Lebensmittelproteinen und migriertem BADGE erstmals
unter realen Bedingungen nachweisbar. BADGE-HCI-SCH3 sowie BADGE-H,0-SCH; waren
in allen positiv getesteten Proben enthalten. Lediglich in Schmalzfleisch, Grieflspeise und
Schmelzkise konnte BADGE-2SCHj identifiziert werden. BADGE-SCH; war in keinem Le-
bensmittel nachweisbar. Der nicht an der Alkylierung des Met beteiligte Oxiranring des
BADGE wurde durch die Reaktion mit Wasser oder Kochsalz umgesetzt oder ging unter Bil-
dung von BADGE-2SCH3 eine weitere Reaktion mit Met ein.

Im Rahmen der Methodenentwicklung (s. 4) wurden unterschiedliche Lebensmittel aus
BADGE-haltigen Verpackungen auf ihren Gehalt an grenzwertrelevanten Derivaten iiber-
prift. Durch den Vergleich von Messungen in Griellspeise aus einem identischen Herstel-
lungslos in einem Abstand von zwei Jahren (PETERSEN et al., 2001) war es moglich, liber die
relativen Retentionen auch hier die Methylthioderivate zu identifizieren und eine quantitative
Schitzung vorzunehmen (s. 10.7.4). Dies ermdglichte die Bewertung der Weiterreaktion

epoxidhaltiger BADGE-Derivate zu Methylthioderivaten im Verlauf der Lagerung (Abb. 59).
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Abb. 59 BADGE-Derivate in Griespeise aus BADGE-haltigen Verpackungen
HPLC-FLD; Bedingungen s. 4.5 Tab. 3; 1: BADGE; 2: BADGE-HCI; 3: BADGE-2HCl;
4: BADGE-H,0; 5: BADGE-2H,0; 6: BADGE-HCI'-H,O; 8: IS; 14: BADGE-H,0-SCHj;
15: BADGE-HCI-SCHj3; 16: BADGE-2SCHj; a: Analyse 1999, b: Analyse 2001

Im Verlauf der Lagerung (1999 - 2001) von Konserven erfolgte die Reaktion epoxidhaltiger
BADGE-Derivate mit Lebensmittelproteinen. Etwa 18% der abgebauten Substanzen traten als
Methylthioderivate wieder auf. Die Gehalte an BADGE-2H,0 sowie hydrochlorierten Deriva-

ten ohne Oxiranring blieben nahezu konstant.
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7 Die Entstehung von Methylthioderivaten von BADGE in Lebensmitteln

Unter der Annahme einer linearen Reaktionskinetik wurde eine Extrapolation zur Abschét-
zung des BADGE-Gehalts unmittelbar nach der Herstellung durchgefiihrt (Abb. 60, vgl.
10.7.4).
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Abb. 60 Umsetzung von BADGE in gelagerter GrieB3speise
grau: epoxidhaltige Derivate; waagerecht: Methylthio-Derivate; diagonal: BADGE-HCI-H,0 +
BADGE-2HCI; senkrecht: BADGE-2H,0; weil3: unbekannte Addukte

Bereits im Rahmen der Produktion des Lebensmittels entstehen BADGE-Derivate aus der
migrierten Substanz. In nebeneinander ablaufenden Reaktionen werden hierbei hydrolysierte
und hydrochlorierte Addukte, aber auch Methylthioderivate gebildet. Das Entstehungsmuster
ist dabei abhéngig von der Grundzusammensetzung des Lebensmittels.

Uber die Identifizierung der Methylthioderivate gelang der Nachweis der Reaktion von
BADGE mit Lebensmittelproteinen erstmals unter realen Bedingungen. Von besonderer Be-
deutung ist hierbei, dal bei der Reaktion mit Met eine spontane Freisetzung des Endproduktes
aus dem Proteinverband erfolgt. Es konnte damit eine Substanz ermittelt werden, die ohne zu-
sdtzlichen préparativen und analytischen Aufwand als Markersubstanz fiir die Reaktion von

BADGE mit Lebensmitteln dienen kann.
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8 Diskussion

8.1  Synthese von BADGE-Derivaten als Referenzstandards

Der eingeschlagene Weg zur Synthese der nicht kommerziell erhéltlichen BADGE-Derivate
folgt dem von BRAUN und LEE (1976) sowie FEDTKE und TANZER (1982) beschriebenen Syn-
theseweg fiir BADGE. Da die beschriebenen BADGE-Synthesen fiir die Herstellung von
Kunststoffen entwickelt wurden (SCHLACK, 1934; CASTAN, 1940; BRAUN und LEE, 1976),
wurde das Produkt nicht isoliert und gereinigt. Fiir die Synthese von Standards, welche fiir die
Spurenanalytik eingesetzt werden sollen, sind jedoch zusdtzliche Reinigungsschritte notwen-
dig.

Eine klassische de-novo-Synthese wire gegeniiber dem beschriebenen Vorgehen zeit- und ar-
beitsaufwendiger. Die Synthese von BADGE-HCI-H,O gelang in einer zweistufigen anstelle
einer sechsstufigen Synthese.

Durch die Faktorenanalyse zur statistischen Modellierung eines experimentellen Raumes war
es moglich, die Ausbeuten fiir BADGE-HCI sowohl als Endprodukt wie auch als Zwischen-
produkt der Synthese von BADGE-HCI-H,0 mit geringem Aufwand zu optimieren.

Aufgrund der geringen Anzahl an Nebenprodukten und der hohen Umsetzungsrate reichten
einfache sdulenchromatographische Verfahren im allgemeinen zur Reinigung aus. Die Aufar-
beitung des BADGE-H,O-Rohproduktes wire durch eine praparative fliissigchromatographi-
sche Isolierung noch zu verbessern. Da BADGE-H,O aus dem preisgiinstigen und einfach

herzustellenden BADGE synthetisiert wurde, war eine Ausbeute von 28 % akzeptabel.

Die Synthesen gelangen in sehr guten Reinheiten iiber 98 % mit ausreichend guten Ausbeu-
ten. Die angegeben Reinheiten wurden mittels HPLC ermittelt und durch Elementaranalysen
bestitigt. Durch die Optimierung der Synthese und Aufarbeitung war es moglich, alle fiir die
Entwicklung und Validierung eines analytischen Verfahrens zur Uberwachung des BADGE-

Summengrenzwerts notwendigen Substanzen als Referenzstandards zur Verfiigung zu stellen.

8.2  Die analytische Erfassung von BADGE und seinen Derivaten

Mit Hilfe der synthetisierten Referenzstandards wurde ein Trennsystem fiir die in den Sum-
mengrenzwert (EUROPAISCHE KOMMISSION, 2001) eingehenden BADGE-Derivate, das Edukt
BPA und BADHPE als IS entwickelt. Fiir alle Substanzen wurde eine Basislinientrennung in-
nerhalb kurzer Analysenzeiten erreicht.

Altere Methoden behandelten entweder BADGE (BIEDERMANN et al., 1996, ROUBTSOVA et
al., 1997, THEOBALD et al., 1999b), BADGE und seine Hydrolyseprodukte (PASEIRO LOSADA
et al., 1993, RAUTER et al., 1999) oder BADGE und seine hydrochlorierten Derivate (BIE-
DERMANN et al., 1997). Erst neuere Verfahren schlieen alle relevanten BADGE-Derivate ein,
jedoch ohne das Edukt BPA oder die Verwendung eines IS (BIEDERMANN et al., 1999a, BILES
et al., 1999, LINTSCHINGER und RAUTER, 2000).
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Obwohl die Ubereinstimmung der Fluoreszenzaktivititen aller Referenzsubstanzen gezeigt
wurde und damit frithere Vermutungen bestdtigt wurden, stellt die Bestimmung {iber indivi-
duelle Referenzstandards eine bedeutende Verbesserung der Validitit des Verfahrens dar. Der
Wechsel der Apx auf 275 nm fiihrt durch die Unterdriickung der Detektion nicht fluoreszieren-
der Matrixbestandteile zur Erhohung der Sensitivitit und Spezifitét.

Obwohl die Verwendung von Normalphasensystemen (BIEDERMANN et al., 1999a) eine
schnelle und einfache Probenvorbereitung fetthaltiger Lebensmittel und fettiger Simulanzien
erlaubt, wurde sie nicht in Erwigung gezogen. Fiir die beabsichtigte Absicherung der
Identifizierung mittels MSD weisen sie erhebliche Nachteile auf, weil zur lonisierung proti-
sche Losungsmittel erforderlich sind. Weiterhin sind die polaren Derivate nicht in Heptan
oder Pentan 16slich, wie es fiir diese Technik erforderlich wére, sondern miissen vorher acety-
liert werden. Weitere Schritte zur Probenvorbereitung erschweren jedoch den Einsatz des
Verfahrens als schnelle, routinefdhige Analysenmethode.

Eine Verwendung des MSD fiir eine Quantifizierung und Validierung kam nicht in Betracht,
da die wihrend der Detektionsoptimierung beobachteten Schwankungen im Signal-Rausch-
Verhiltnis im Vergleich zur FLD zu schlechteren Verfahrenskenndaten fiihrten. Eine Nach-
weisgrenze von 50 pug/kg Lebensmittel kann im SIM-Modus jedoch ohne Probleme erreicht
werden. Da die HPLC-MSD bisher nur in wenigen Routinelaboratorien zur Verfiigung steht,
war die Validierung mittels FLD im Hinblick auf die Ubernahme des Verfahrens in die Rou-
tineanalytik sinnvoller.

Die erarbeiteten chromatographischen Bedingungen erlauben eine selektive Trennung von
siecben BADGE-assoziierten Analyten. Dariiber hinaus fiihrt die optimierte Probenvorberei-
tung zu hohen und gleichméBigen Wiederfindungsraten iiber einen groflen Polarititsbereich.
Nur BIEDERMANN et al. (1999a) und BILES et al. (1999) erreichten eine vergleichbare Selekti-
vitdt auf RP-Phasen mit Ethanol als organischem Modifier. Die von BIEDERMANN et al.
(1999a) verwendete vereinfachte Probenvorbereitung durch direkte Extraktion mit einem
Ethanol / Wasser-Gemisch fiihrte jedoch zu inakzeptablen Verlusten an epoxidhaltigen Deri-
vaten, die vermutlich durch Hydrolyse oder andere Abbaureaktionen wéhrend der Phase zwi-
schen Probenaufarbeitung und Analyse bedingt waren. Es ist anzunehmen, daf3 auch die Bil-
dung von Ethylethern durch Ethanolyse erfolgen kann.

BILES et al. (1999) extrahierten die Derivate mit Acetonitril aus der in Hexan geldsten Auf-
gulfliissigkeit von Fisch in Dosen. Matrixbezogene Wiederfindungsdaten wurden jedoch
nicht angegeben. Die im Rahmen der Methodenoptimierung erzielten Ergebnisse lassen fiir
dieses Verfahren ein akzeptable Wiederfindung erwarten; es ist jedoch davon auszugehen,
daB durch die Untersuchung der AufguBfliissigkeit allein der wahre Gehalt im Lebensmittel
nur verzerrt dargestellt wird. Ein Verfahren zur Extraktion aus fetthaltigen festen Lebensmit-
teln stellten BILES et al. (1999) nicht vor.

Beide Verfahren sind somit nicht fiir die Untersuchung fester Lebensmittel geeignet.
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LINTSCHINGER und RAUTER (2000) erreichten keine Trennung aller Derivate. Die Auflosung
zwischen BADGE-H,0 und BADGE-HCI-H,O war nur durch die Nutzung eines zusétzlichen
isokratischen Eluenten mdglich. Fiir die iibrigen Analyte wurden keine Retentionszeiten an-
gegeben. Die Ergebnisse fiir BADGE-H,O und BADGE-HCI-H,O lassen jedoch den Schluf3
zu, dal} die Retentionszeiten insbesondere der hydrochlorierten Analyte unverhdltnisméaBig
lang werden und dieses Verfahren somit nicht zur Bestimmung aller BADGE-Derivate geeig-
net ist. Damit ist es erforderlich, zwei unterschiedliche chromatographische Verfahren anzu-
wenden, um valide Ergebnisse zu erhalten. Dariiber hinaus fiihrt die Probenvorbereitung
durch Fettextraktion mit Methyl-tert.-Butylether und die anschlieBende Isolierung der Analyte
mit Methanol zu verminderten Wiederfindungen fiir die polaren Analyte.

Der entwickelte Interne Standard BADHPE ermoglichte neben der besseren Zuordnung der
Substanzen durch relative Retentionen die Unabhingigkeit von definierten Volumina und
vollsténdigen Extraktionen. BADHPE ist nicht als spezifisches Migrat in Lebensmitteln zu
erwarten und sowohl mit FLD als auch mit MSD detektierbar. Die Fluoreszenzresponse und
die Wiederfindungsrate aus Simulanzien und Lebensmitteln unterschieden sich nicht signifi-
kant von denen der Analyte. Der von SUMMERFIELD et al. (1998) gewéhlte Interne Standard
BFDGE stellt keine Alternative dar, da er als Bestandteil von NOGE in BADGE-
Ersatzstoffen vorkommt und dementsprechend ebenfalls als Migrat in Lebensmitteln oder Si-
mulanzien auftreten kann. Daneben fiihrt das Vorliegen dreier Isomere unter den beschriebe-
nen chromatographischen Bedingungen zu drei getrennten Peaks.

Die beispielhafte Untersuchung verschiedener fett-, protein- oder kohlenhydratreicher Pro-
dukte flihrte zur Validierung des Verfahrens filir sehr unterschiedliche Lebensmittel. Die
Analyse von 24 Proben ,,Gulasch mit Kartoffeln* aus vier Herstellungslosen in Leichtbehil-
tern zeigte die Gleichformigkeit der Migration aus standardisierten Lebensmitteln in identi-
sches Verpackungsmaterial.

Die umfangreichen Arbeiten zur Anpassung der Trennung an die analytische Fragestellung
sowie die Optimierung der Detektionsbedingungen fiihrten zu der Etablierung eines validen
Verfahrens, das zur Uberwachung des BADGE-Summengrenzwerts als Routinemethode ein-
setzbar ist. Die Einfiihrung der MSD zur zusitzlichen Absicherung sowie des IS zur Kompen-
sation von Analytverlusten wéihrend der Aufarbeitung und Ungenauigkeiten der Messung stel-

len hierbei eine entscheidende Verbesserung gegeniiber anderen Methoden dar.
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8.3  Die analytische Erfassung von BFDGE und seinen Derivaten

8.3.1 BFDGE und seine Derivate in Lebensmitteln

Das fiir BADGE und seine Derivate optimierte Analysenverfahren wurde nur geringfligig
modifiziert, um eine simultane Bestimmung des strukturanalogen BFDGE und seiner kdufli-
chen Derivate zu ermdglichen. Der wegen einer nicht zu eliminierenden Koelution notwendi-
ge Austausch des IS wurde durch die Einfiihrung von BFDHPE, welcher isomerenrein aus
BPF synthetisiert werden konnte, vollzogen. Wie bereits zuvor BADHPE, erfiillte der neue IS
die Anforderungen an den Einsatz optimal. Da die hohe Analytenzahl unter Einbeziehung al-
ler relevanten Derivate zu erheblichen Koelutionen gefiihrt hitte, wurde auf die Synthese der
fehlenden Standards analog zu BADGE verzichtet.

Die bereits in 8.2 diskutierten Verfahren von BIEDERMANN et al. (1999a) und LINTSCHINGER
und RAUTER (2000) umfafBten ebenfalls BFDGE und seine kommerziell erhiltlichen Derivate.
Beide erreichten jedoch mit den eingefiihrten chromatographischen Systemen keine selektive
Trennung aller Analyte. Auch aus diesem Grund stellen sie keine Alternative zu dem ent-
wickelten Verfahren dar, zumal die in 8.2 beschriebenen Probleme auch fiir BFDGE und sei-
ne Derivate in vollem Umfang gelten.

Wegen der strukturellen Besonderheiten von BFDGE, welches als Isomerengemisch vorliegt,
waren an die Validierung des Verfahrens besondere Anspriiche zu stellen. Zur Quantifizie-
rung iiber die Peaksumme der Isomere war die Uberpriifung der jeweiligen Fluoreszenzeigen-
schaften erforderlich, da nur bei identischen Eigenschaften Unterschiede in der Isomerenzu-
sammensetzung nicht ins Gewicht fallen. Nach der préaparativen Isolierung der Isomere zeigte
sich die bei GROB und seinen Mitarbeitern (BRONZ et al., 1997; BIEDERMANN et al., 1999a)
verwendete Wellenldngenkombination von 230/305 nm ungeeignet, da erhebliche Unter-
schiede in der Signalintensitét feststellbar waren. Bei diesen Bedingungen wurde ein schein-
bares Massenverhiltnis von 3:3:1 ermittelt, wogegen mit 275 nm als Agx ein Isomerenverhalt-
nis von 1:2:1 in der Elutionsreihenfolge auftrat. Bei dieser Apx besitzen alle Isomere anné-
hernd gleiche Fluoreszenzeigenschaften. Neben der bereits in 8.2 beschriebenen Matrixunter-
driickung ist diese Wellenldnge besonders wegen der von 230 nm abweichenden Fluoreszenz-
eigenschaften zur Bestimmung von BFDGE und seinen Derivaten vorzuziehen.

Die ermittelte Elutionsreihenfolge der Isomere bestétigte die Vermutungen von BRONZ et al.
(1997), die die Isomere gaschromatographisch trennten und die mittels MSD erhaltenen
Spektren mit Datenbankeintridgen verglichen.

Die fiir BADGE und seine Derivate optimierte Aufarbeitung wurde nahezu unverdndert auf
das erweiterte System iibertragen, obwohl die Wiederfindung von BFDGE-2H,0 erheblich
von derjenigen der iibrigen Analyte abweicht. Diese Vorgehensweise ist wegen der fehlenden

toxikologischen und rechtlichen Relevanz akzeptabel.
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Der Arbeitsbereich des Verfahrens ist {iber einen groflen Bereich linear und zur Ermittlung
der Migration von BADGE und BFDGE hinreichend prézise. Wegen der geringeren Empfind-
lichkeit der BFDGE-Derivate durch das Vorliegen dreier Isomere wurde der Arbeitsbereich
hoher gewdhlt als fiir BADGE und seine Derivate; die Nachweisgrenze erreichte aber auch

hier Konzentrationen, die zur Grenzwertbetrachtung ohne Weiteres ausreichen.

8.3.2 BFDGE und NOGE als Bestandteile von Lebensmittelverpackungen

Durch die Mengenbeschrinkung fiir NOGE in Beschichtungsmaterialien (EUROPAISCHE
KoMMISSION, 2001) wurde ein Verfahren zur Bestimmung dieser Substanzklasse in Bedarfs-
gegenstidnden erforderlich. Nachdem zundchst BFDGE in Acetonitril-Extrakten von Twist-
Off-Caps nachweisbar war, wurden die Untersuchungen auf Mehrring-NOGE ausgeweitet.
Wegen der Komplexitdt der NOGE-Komponenten beschrinkte sich das Verfahren auf den
Nachweis von underivatisiertem NOGE mit bis zu sieben Benzolringen, womit alle NOGE
mit einem Molekulargewicht unter 1000 Da erfasst wurden.

Die Extraktion mit Acetonitril erfolgte unter der Annahme einer quantitative Erfassung der
BPA- sowie BPF-basierten Additive. Neuere Untersuchungen fiir BPA-basierte Additive
zeigten jedoch deutliche hohere Konzentrationen im ethanolischen Extrakt aus Epoxidharz-
beschichteten Konservendosen (RYBAK, 2002). Problematisch hierbei ist jedoch die Umset-
zung zu Ethylethern durch Ethanolyse wihrend der Extraktion, die etwa 15 % der Gesamt-
menge an BADGE erfalit (RYBAK, 2002, RuK, 2002a). Acetonitril bleibt damit weiterhin das
bevorzugte Extraktionsmittel fiir NOGE.

BFDGE selbst stellte in Twist-Off-Caps nur einen geringen Teil der nachweisbaren
NOGE-Verbindungen dar. Dies ist besonders im Hinblick auf die Betrachtung der toxikologi-
schen Eigenschaften bedeutend, da davon ausgegangen werden muf3, da3 die hohermolekula-
ren Komponenten nicht mehr als Substrate fiir diejenigen Epoxidhydrolasen zur Verfiigung
stehen, welche die intakten Oxiranringe von BADGE sowie BFDGE spalten und damit ent-
scheidend zur Entgiftung dieser Substanzen beitragen.

Die zum Nachweis von NOGE in Beschichtungsmaterialien verwendete Methode ist zur
Uberwachung des zukiinftigen Verwendungsverbots (EUROPAISCHE KOMMISSION, 2002) ge-
eignet. Das vorgestellte Verfahren muf3 aber auf den Nachweis von underivatisiertem NOGE
beschriankt bleiben, da die Selektivitdt bereits bei der Betrachtung dieser Substanzen nicht
ausreicht, um eine Basislinientrennung der 5-, 6- und 7-Ring-NOGE-Komponenten vonein-
ander zu gewihrleisten. Der gleichzeitige Nachweis von hydrolysierten oder hydrochlorierten
NOGE-Derivaten ist mit diesem Verfahren nicht denkbar. Die Anwendbarkeit neuerer Ver-
fahren, die vollstindig hydrolysierten NOGE als Summenparameter fiir die rechtlich relevan-
ten NOGE-Derivate erfassen (RUK, 2002b), bleibt zu iiberpriifen. Validierungsdaten hierzu

liegen bislang nicht vor.
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8.4 Reaktionen von BADGE mit Lebensmittelbestandteilen in vitro

Die im Rahmen der Verfahrensvalidierung in proteinreichen Lebensmitteln beobachtete er-
niedrigte Wiederfindungsrate fiir Derivate mit intakter Epoxidfunktion bestétigte die Ergeb-
nisse von RICHARD et al. (1999). Deren Vermutung einer Reaktion mit Majorkomponenten
von Lebensmitteln konnte durch die Untersuchung dotierter Lebensmittel mit unterschiedli-
cher Hauptkomponente bestitigt werden. Die bei RICHARD et al. (1999) fehlende Identifizie-
rung der reagierenden Majorkomponente gelang durch die Beobachtung einer nahezu quanti-
tativen Reaktion in proteinreichen Lebensmitteln sowie einer erschopfenden Reaktion in koh-
lenhydratreichen Produkten mit geringem Proteinanteil. Die fehlende Reaktionsbereitschaft
von Triglyceriden nach Inkubation mit BADGE bedingte auch die beobachteten Unterschiede
in der Reaktion zwischen Thunfisch in eigenem Saft und Thunfisch in Ol. Der hohe Fettgehalt
sowie die kohirente Fettphase von Thunfisch in Ol ziehen den Schutz von BADGE vor der
Adduktbildung mit Proteinen nach sich.

Die Untersuchung von Modell6sungen von Kohlenhydraten und Proteinen bestdtigte diese
Ergebnisse. Adduktbildung erfolgt demnach ausschlieBlich mit Proteinen, wobei wéhrend der
Sterilisation von Lebensmitteln die Hydrolyse zu BADGE-2H,0 als nennenswerte Konkur-
renzreaktion zu beobachten war.

Entsprechende Adduktbildungen waren auch bei der Dotierung und Inkubation verschiedener
isolierter Lebensmittelproteine feststellbar. Fiir die untersuchten Proteine wurden stark variie-
rende Umsetzungsraten beobachtet, wobei sich das Thunfischprotein erneut als besonders re-
aktiv darstellte.

Die Bereitschaft der Proteine, mit BADGE zu reagieren, scheint von ihrer Funktion im Orga-
nismus abzuhdngen. Besonders hohe Reaktivitit zeigten Serumproteine wie BSA. Der relative
Anteil dieser Proteine im Proteingemisch der Lebensmittel bestimmt die Umsetzungsrate mit
BADGE. Diese Korrelation ist aus den Ergebnissen der Modellreaktionen abzuleiten und
fiihrt bei Fehlen von Serumproteinen zur quantitativen Wiederfindung von BADGE wie bei
Weizenprotein. Eine Sonderstellung scheinen hier die Milchproteine einzunehmen, da sie be-
dingt durch ihre besondere raumliche Struktur eine hohe Anzahl an Bindungsstellen fiir
Epoxide bereitstellen.

Zur Identifizierung von BADGE-Protein-Addukten wurde BSA in wiBriger Losung mit
BADGE'H,O dotiert und inkubiert. Der Nachweis von BADGE-Protein-Addukten nach
hydrolytischer Spaltung der umgesetzten Proteine fiihrte nicht zu den gewtiinschten Ergebnis-
sen. Wihrend die alkalische Hydrolyse nur eine geringe Neigung zur Reaktion von BADGE
gegeniiber freien Carboxylgruppen zeigte, war die saure Hydrolyse wegen der Bildung von
chloraromatischen Derivaten fiir diese Untersuchungen nicht geeignet. Diese Beobachtungen
erkldren auch den fehlenden Erfolg von RICHARD et al. (1999). Diese suchten nach BADGE-
Addukten und moglichen weiteren Reaktionsprodukten, nachdem sie Thunfisch in eigenem
Saft mit einer groBen Menge BADGE dotierten und anschlie8end einer salzsauren Hydrolyse

unterzogen. Aufler einem Rest von 1 % BADGE fanden sie jedoch keine weiteren Produkte.
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Die enzymatische Hydrolyse durch Pronase E stellt eine schonendere Methode zur Protein-
spaltung dar. Da jedoch keine Totalhydrolyse erfolgt, liegen im Hydrolysat noch intakte Oli-
gopeptide vor. Es war davon auszugehen, dal BADGE-H,0 nach dieser Hydrolyse an einzel-
ne Aminosduren und Peptide gebunden sein und in seiner Struktur stabil bleiben wiirde. Da-
her waren nach der Hydrolyse Addukte von BADGE-H,O mit Aminoséduren oder Peptiden in
der Losung zu erwarten. Die enzymatische Hydrolyse von BSA bestitigte die Reaktion zwi-
schen BADGE und Proteinen durch das Auftreten zusitzlicher fluoreszenzaktiver Verbindun-
gen. Da jedoch mittels HPLC-MSD aufler geringen Mengen an BADGE-H,O-His keine
BADGE-Addukte identifiziert werden konnten, war anzunehmen, dafl die Proteine iiberwie-
gend bis zur PeptidgroBBe aufgespalten und diese als Addukte mit BADGE-H,O detektiert
wurden.

Durch den Nachweis der Entstehung von Addukten mit Lebensmittelproteinen riickte die
Identifizierung der Bindungsstellen in den Vordergrund. Die Synthese von Aminosdure-
BADGE-'H;0-Addukten sollte hieriiber Auskunft geben.

Die Inkubation mit freien Aminosduren fiihrte erwartungsgemél zur Bildung von o-Amino-
Addukten. Mit a-amino-geschiitzten Aminosduren konnen Addukte nur gebildet werden,
wenn diese funktionelle Gruppen mit ausreichender Nukleophilie besitzen.

Fiir Cys, Tyr, Lys und His waren Addukte nachweisbar, die mittels MSD charakterisiert wer-
den konnten. Die Nukleophilie der funktionellen Gruppen der iibrigen proteinogenen Amino-
sduren reichte zur Reaktion nicht aus. Die erhohte Nukleophilie von Thiolen und aromati-
schen Hydroxylgruppen bei hohen pH-Werten erklirt die erhdhte Reaktionsbereitschaft im
alkalischen Milieu. Unter physiologischen Bedingungen fiihrte nur die Umsetzung mit Cys zu
nennenswerter Adduktbildung. Dies bestitigt die Untersuchungen von HEMMINKI (1986), der
die besondere Reaktivitidt von Cys gegeniiber Styrenoxid beschrieb.

Die Sonderstellung von Met wegen der Bildung von Methylthioderivaten von BADGE wurde
bereits von RICHARD et al. (1999) beobachtet. Sie wiesen diese Substanzen in dotiertem und
inkubiertem Thunfisch nach, vermochten die Herkunft jedoch nicht eindeutig zu klaren. Der
Versuch, aus Met und BADGE ein entsprechendes Addukt zu synthetisieren, fiihrte nicht zum
Erfolg. Der Ursprung der Methylthioderivate wurde durch diese Untersuchungen erstmals
aufgeklart.

In Verbindung der Beobachtungen von RICHARD et al. (1999) mit den hier erzielten Ergebnis-
sen ist abzuleiten, da3 die Umsetzung des BADGE-H,0 zu BADGE-H,0-SCH; auch im Le-
bensmittel stattfinden kann. BADGE wird demnach iiber Methionin im Thunfischprotein un-
ter Bildung der oben beschriebenen Intermediate gebunden; nach deren Spaltung erfolgt die
Freisetzung der Methylthioderivate.

An ausgewdhlten Lebensmitteln wurde daher die Eignung der Methylthioderivate als Marker

fiir die Proteinreaktion iiberpriift.
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8.5  Die Entstehung von Methylthioderivaten von BADGE in Lebensmitteln
Nachdem die Entstehung von BADGE-H,O-SCHj3; auch in dotierten Lebensmitteln nachweis-

bar war, war es zur Nutzung der Methylthioderivate als Marker erforderlich, alle denkbaren
Substanzen dieser Gruppe zu synthetisieren und ihre Eigenschaften hinsichtlich der Nach-
weisbarkeit in den entwickelten analytischen Verfahren zu ermitteln. Nach der Synthese wur-
den die relativen Retentionen sowie die spezifischen Fragmentmuster mittels HPLC-MSD
ermittelt. Der Nachweis des Fragmentions m/z 221 in den Spektren aller Methylthioderivate
erlaubte, dies als Charakteristikum zur Identifizierung der Substanzgruppe heranzuziehen.
Abschliefend wurden Lebensmittel untersucht, die 1997 unter Verwendung von BADGE-
haltigen Aluminium-Leichtbehéltern hergestellt wurden. Methylthioderivate wurden im
iiberwiegenden Anteil der Lebensmittel gebildet, wobei Lebensmittel, die einen hohen Anteil
an Milchproteinen enthalten, besondere Bereitschaft zur Reaktion zeigten. Bereits die isolier-
ten Milchproteine zeigten eine erhdhte Neigung zur Adduktbildung (8.4).

Der Vergleich der Untersuchungsergebnisse fiir Griespeise im Rahmen der Methodenent-
wicklung mit denen aus der Identifizierung der Methylthioderivate zeigte im Verlauf einer
zweijdhrigen Lagerung eine deutliche Verdnderung im Kontaminationsmuster. Wahrend die
grenzwertrelevanten Derivate ohne Oxiranring in ihrer Konzentration konstant blieben, nahm
der Gehalt an epoxidhaltigen Derivaten sowie die Gesamtmenge der nachweisbaren BADGE-
Derivate ab. Gleichzeitig erfolgte eine nennenswerte Zunahme der Methylthioderivate.

Durch die Abschitzung des BADGE-Gehalts unmittelbar nach der Herstellung wurde festge-
stellt, dal bei Vorliegen reaktiver Lebensmittelproteine im Laufe einer mehrjéhrigen Lage-
rung der tatsdchlich migrierende BADGE aus Konzentrationen, die weit iiber dem Summen-
grenzwert liegen, zu rechtskonformen Gehalten umgesetzt werden kann, wenn nicht bereits
anfangs in Konkurrenzreaktionen die grenzwertrelevanten BADGE-Derivate gebildet werden.
Hierbei ist aber zu beachten, dall die Annahme einer linearen Reaktionskinetik zu einer sehr
konservativen Schitzung fiihrt. Der tatsdchlich migrierte Anteil diirfte den berechneten noch
iibersteigen.

Neben dem Met ist der Oxiranring des BADGE ebenfalls in der Lage, Addukte mit den
nukleophilen Seitengruppen des Cys, His, Lys und Tyr zu bilden. Der in dieser Form gebun-
den vorliegende BADGE wird nicht wie im Fall des Met in einer spontanen Reaktion ab-
gespalten und konnte bei diesen Messungen somit nicht erfalit werden. Es ist anzunehmen,
daBl die Abnahme der Gesamtmenge der nachweisbaren BADGE-Derivate im Verlauf der La-

gerung durch Adduktbildung mit diesen Aminosiuren bedingt ist.
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8.6  Konsequenzen fiir die Uberwachung

Die validierten Analysenverfahren sind bedeutende Weiterentwicklungen fiir die Grenzwert-
tiberwachung der Migration von BADGE und BFDGE in Lebensmittel. Sie sind fiir die Rou-
tineanwendung in akkreditierten Laboratorien validiert und fiir alle Lebensmittelgruppen ein-
setzbar, wenn die Vorgaben insbesondere fiir proteinreiche Lebensmittel beachtet werden.
Der Nachweis der Reaktion von BADGE mit Lebensmittelproteinen wirft jedoch weitere Fra-
gen auf. Der in der Richtlinie 2002/16/EG (EUROPAISCHE KOMMISSION, 2002) fiir beschichte-
te Dosen und kaschierte Leichtbehélter festgesetzte Grenzwert bezieht sich ausschlieBlich auf
BADGE sowie seine Hydrolyse- und Hydrochlorierungs-Derivate — die Menge an proteinge-
bundenem Epoxid wird nicht beriicksichtigt.

Die untersuchte Schmelzkdsezubereitung aus dem Einsatzvorrat Verpflegung wies einen An-
teil von 0.45 mg/kg Lebensmittel an grenzwertrelevanten Derivaten sowie 0.68 mg/kg Le-
bensmittel an Methylthioderivaten auf. Gerade am Beispiel dieser Probe - die als richtlinien-
konform einzustufen ist — kann veranschaulicht werden, dall der Grenzwert unter bestimmten
Umstidnden nicht anndhernd die tatsdchliche Belastung einbezieht. Bei Einbeziehung der
Methylthioderivate wére der Grenzwert liberschritten.

Dariiber hinaus stellen die Methylthioderivate nur Marker der Reaktion dar. Die durch Ad-
duktbildung dauerhaft verdnderten Proteine sind jedoch hinsichtlich ihrer toxikologischen Re-
levanz und ihres allergenen Potenzials nicht untersucht. Die von KANERVA et al. (1991) be-
schriebenen allergenen Wirkungen von BADGE konnen durchaus auf die Adduktbildung mit
Proteinen der Haut zuriickzufiihren sein. Es bleibt daher zu kldren, inwieweit die Bewertung
der toxikologischen Eigenschaften von BADGE allein durch die Betrachtung seiner Hydroly-
se- und Hydrochlorierungsderivate zu einem sachgerechten Ergebnis flihrt. Sollte dies nicht

der Fall sein, ist der Grenzwert im Grundsatz neu zu iiberdenken.
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Bei der Herstellung von Lebensmittelkonserven werden mit Kunststoff beschichtete Metall-
verpackungen eingesetzt. Im Rahmen der Herstellung und Lagerung kénnen Bestandteile des
Kunststoffes in das verpackte Lebensmittel iibergehen. Bisphenol A-Diglycidylether
(BADGE) ist ein solcher Bestandteil.

Im Fiillgut kann BADGE mit Komponenten des Lebensmittels reagieren. BADGE selbst so-
wie seine Reaktionsprodukte mit Kochsalz und Wasser unterliegen einem Grenzwert fiir die
hochste zuldssige Summenkonzentration im Lebensmittel. Zu dessen Uberwachung wurde ein
Verfahren entwickelt, mit dem erstmals alle BADGE-Derivate unter Verwendung selbst syn-
thetisierter Standardsubstanzen bestimmt wurden. Durch den Einsatz eines Internen Standards
konnten durch die Probenvorbereitung bedingte Analytverluste kompensiert und MefBunge-
nauigkeiten eliminiert werden. Das Verfahren wurde fiir fettreiche Lebensmittel validiert und
ist fiir akkreditierte Laboratorien geeignet.

Im weiteren Verlauf wurde die bestehende Methode erweitert, um strukturanaloge Ersatzstof-
fe fiir BADGE simultan zu erfassen. Dies gelang fiir Bisphenol F-Diglycidylether (BFDGE)
und seine wichtigsten Derivate.

Anhand der isolierten BFDGE-Isomere wurden umfangreiche Untersuchungen zu ihren De-
tektionseigenschaften durchgefiihrt, welche die Notwendigkeit zeigten, die Bedingungen fiir
die Fluoreszenzdetektion strikt einzuhalten, um eine valide Bestimmung von BFDGE und
seinen Derivaten zu erreichen. Die Validierung fiir das kombinierte Verfahren wurde auf koh-
lenhydratreiche sowie proteinreiche Lebensmittel ausgedehnt und ist damit fiir alle Arten von
Lebensmitteln gleichermallen geeignet.

Wegen der Komplexitidt des Stoffgemisches von Novolak-Glycidylether (NOGE) war die
Einbeziehung dieser Substanzklasse in die Analytik nicht moglich. Es wurde aber ein Verfah-
ren entwickelt, welches die Identifizierung von NOGE in Extrakten aus Lebensmittelver-
packungen erlaubt. Das Verfahren ist fiir die Uberwachung des zukiinftigen Einsatzverbots
fiir NOGE geeignet.

Bei der Validierung der Methode fiir BADGE und BFDGE in kohlenhydratreichen und prote-
inreichen Lebensmitteln fiel fiir die epoxidhaltigen Standards eine vergleichsweise niedrige
Wiederfindungsrate auf, die auf eine bislang unbekannte Reaktion in diesen Lebensmittel-
gruppen deutete. Dieses Phdnomen wurde zeitgleich von RICHARD et al. (1999) beobachtet
und als Reaktion mit einer bislang nicht identifizierten Majorkomponente von Lebensmitteln
beschrieben.

In umfangreichen Untersuchungen an Modellebensmitteln und Modellosungen von Major-
komponenten konnten die Lebensmittelproteine als Reaktionspartner ermittelt werden. Die
hochste Neigung, BADGE zu binden, zeigten hierbei die Serumproteine, deren physiologi-
sche Aufgabe der korpereigene Stofftransport ist. Hier scheinen die reaktionsfdahigen nukle-

ophilen funktionellen Gruppen besonders gut zugédnglich zu sein.
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In vitro zeigte Cystein eine iiberragende Reaktionsbereitschaft zur Bildung eines Thioether-
Addukts mit BADGE. Die Adduktbildung mit proteinogenen Aminosduren erfolgte jedoch
bevorzugt unter alkalischen Bedingungen; bei physiologischen Bedingungen war eine Reakti-
on nur mit Cystein, Histidin und Methionin nachweisbar.

Die Reaktion mit Methionin fiel aus dem Muster der {ibrigen Aminosduren heraus. Hier wur-
de in einer pH-unabhingigen Reaktion zunichst ein zwitterionisches Additionsprodukt gebil-
det, das unter Abspaltung eines BADGE-Methylthioethers zerfiel. Die Reaktion zu Me-
thylthioderivaten erfolgt mit allen BADGE-Derivaten, welche noch einen intakten Oxiranring
besitzen.

Die Entstehung von Methylthioderivaten wurde zunéchst in Lebensmitteln beobachtet, die mit
hohen Mengen an BADGE-H,O dotiert wurden. Im weiteren Verlauf der Untersuchungen er-
folgte der Nachweis auch in Lebensmitteln des Einsatzvorrats Verpflegung, die unter Ver-
wendung BADGE-haltiger Verpackungen produziert worden waren. Damit konnte die Bil-
dung dieser Substanzen auch unter realistischen Bedingungen bewiesen werden.

Wegen ihrer spontanen Freisetzung aus dem Proteinverband ohne aufwendige Probenaufar-
beitungsverfahren sind die Methylthioderivate geeignet, als Markersubstanzen fiir den Nach-
weis der Reaktion von BADGE mit Lebensmittelproteinen zu fungieren. Dariiber hinaus ist es
moglich, durch die Dotierung von Lebensmitteln die Bildungskinetik der Methylthioderivate
zu ermitteln und hieraus Riickschliisse auf die urspriinglich migrierte BADGE-Menge zu zie-
hen.

Ein GroBteil des migrierten BADGE entzieht sich auch nach Abschluf3 der Arbeiten der Be-
stimmung durch die entwickelten Verfahren. Obwohl Cystein der bevorzugte Reaktionspart-
ner zu sein scheint, steht eine Bestitigung und die vollstindige Bilanzierung der BADGE-

Migration noch aus.
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10.1 Geriite und allgemeine Methoden

10.1.1 Gerite
HPLC

Fiir die massenselektive Detektion stand ein Komplettsystem der Serie HP-1100 (Hewlett-

Packard), bestehend aus Degasser, bindrer Pumpe, Autosampler, Sdulenofen, UV-Detektor

sowie massenselektivem Detektor, zur Verfiigung.

Die Chromatographie mit Fluoreszenzdetektion wurde auf verschiedenen Gerdten durchge-

fiihrt. Neben einem Komplettsystem der Serie Agilent-1100 (Agilent), Degasser, bindrer

Pumpe, Autosampler, Sédulenofen, Photodiodenarray-Detektor sowie Fluoreszenzdetektor

wurde folgendes System eingesetzt:

Degasser:

Pumpe:
Autosampler:
Saulenofen:
Fluoreszenzdetektor:

Auswertesystem:

Uniflows Degasys DG-1310

Merck-Hitachi, L 6200 A Intelligent Pump
Merck-Hitachi, L 655 A

LKB Bromma 2155,

Merck-Hitachi, F-1080

Bio-Tek Kontron Instruments, KromaSystem 2000

Fiir die Reaktionsverfolgung der Synthesen stand ein heterogenes System zur Verfligung:

Pumpe:
Aufgabesystem:
Detektor:

Auswertung:

Merck L-5000 Controller,
Rheodyne-Ventil mit 20 pl Probenschleife
LDC, Milton Roy, Spectro Monitor™ D
655A Variable Wavelength UV Monitor
Merck Hitachi D-2000 Cromato-Integrator

Die préparative HPLC zur Reinigung synthetisierter Standards und Addukte erfolgte an

Aufgabesystem:
Pumpe:
Detektor:

Auswertung:
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Rheodyne-Ventil mit 10 mL Probenschleife

Merck, Nova Prep® 200

Merck-Hitachi, UV-Detektor L-7400

LcReSponder™ Applications Software for preparative Liquid Chro-

matographs
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Fluorimetrie
Fluorimeter SFM 25, Bio-Tek Kontron Instruments

Kontron Instruments WIN 25 Software

NMR-Spektroskopie:

Bruker-Spektrometer AMX 400

Bruker-Franzen 2D Win-NMR 6.0

Die Zuordnung der Signale erfolgte durch "H'H- bzw. 'H">C-COSY Experimente. Bei der
Zuordnung der Methylenprotonen wurden jeweils die Protonen mit hoherer chemischer Ver-

schiebung mit einem ,,' “ gekennzeichnet.

IR-Spektroskopie:
Perkin Elmer FT-IR Spectrometer 1720X

Perkin Elmer Spectrum for Windows

UV-Spektroskopie:
Perkin-Elmer Lambda 7 UV/VIS Spectrophotometer

Elementaranalysen:

Die Elementaranalysen wurden im Institut fiir Organische Chemie der Universitit Hamburg,

Zentrale Elementanalytik, durchgefiihrt.

Weitere Gerite

Laborschiittler: Edmund Biihler, Swip KL-2
Ultraschallbad: Bandelin Sonoplex, RK 510 S
Vakuumrotationsverdampfer: Heidolph VV 2000
SPE-Vakuum-Extraktionseinheit: ~ Supelco, Visiprep DL
Homogenisator: IKA-Labortechnik, Ultra-Turrax T25
pH-Meter: WTW, pH DIGI 520
Gefriertrocknungsanlage: Christ LOC-2, Beta 0-16
Ethanol-Kiltebad: Christ FOC-1 K40

Autoklav: SANOclav TKL-MCS-123
Ultrazentrifuge: Sigma, 3 K 12
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10.2 Chemikalien

10.2.1 Substanzen

Sédmtliche Chemikalien wurden von den Firmen Merck, Fluka, Aldrich und Sigma in Analy-

se- bzw. Synthesequalitdt erworben.

Tab. 13 Liste der verwendeten Gefahrstoffe

Substanz Gefahrensymbol R-Siitze S-Siitze
Aceton (&) 1 9-16-23.2-33
Aceton-dg EXS 11 9-16-23.2-33
Acetonitril [&2] &) 11-23/24/25 16-27-45
Ameisensiure, 98 % i 35 23.2-26-45
Ammoniak, 25 % 53 34-37 7-26-36/37/39-45
BADGE 36/38-43 28.1-37/39
BADGE-HCI ! ! !
BADGE-2HCI 36/37/38 26-36
BADGE-H,0-HCI : : :
BADGE2H,0 e : :

BADHPE e : :

BFDGE 36/38-43 28.1-37/39
BFDGE-2HCI 36/37/38 26-36
Bisphenol A 36/37/38-41 26-36
Bisphenol F 36/37/38-41 28.1-37/39
BFDHPE e : :
tert.-Butylmethylether (&) 11 9-16-29-43.3
3-Chlor-1-propanol ><~ 22-36 26
Chloroform X 22-38-40-48/20/22 36/37
Chloroform-d; (CDCI;) - 22-38-40-48/20/22 36/37
Citronensiure 36 24/25
Dichlormethan ><~ 40 23.2-24/25-36/37
Diethylether (&) 12-19 9-16-29-33
Dioxan * ><~ - -
Epichlorhydrin [52] 45.3-10-23/24/25-34-43  53-9-44
Eisessig i 10-35 23.2-26-45
Ethanol EX; 1 7-16
Ethylacetat (&) 11 16-23.2-29-33
Hexan (8] - 11-48/20 9-16-24/25-29-51
L-Arginin-Base ><i 36 26

Methanol (& &) 11-23/25 7-16-24-45
Methanol-d, (&) [82] 11-23/25 7-16-24-45
Natriumcarbonat ><i 36 22-26
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Substanz Gefahrensymbol R-Sitze S-Sitze
Natriumhydroxid i 35 22-26
1-Octanol 36/38 232

Pentan EX; 1 9-16-29-33
Phosphorsiure, 85 % il 34 26-36/37/39-45
Pronase E X 36/37/38-42/43 22-24-37
1-Propanol (8] 11 7-16
2-Propanol (8] 11 7-16

Salzsiure 37 % I 34-37 26-36/37/39-45
Schwefelsiure 96 % Sl 35 26-30-45
Tetrahydrofuran (&) X 11-19-36/37 16-29-33
Toluol (&) X 11-20-47 16-25-29-33-53
Trifluoressigsiure Sal 20-35 9-26-27-28.1-45
Tris(hydroxymethyl)aminomethan ><i 36/38 -

* Vorsicht, noch nicht vollstédndig gepriifter Stoff

Die sdulenchromatographischen Trennungen erfolgten an Kieselgel 60 (230-400 mesh, Korn-
grofle 0.040-0.063 nm Merck), oder an Aluminiumoxid 90 aktiv, neutral (Aktivitdtsstufe I,
Woelm Pharma).

Die Reinigung am Anionentauscher wurde mit Diaion SA21A Gel (16-50 mesh, CI,
0.8 meg/mL = 3.1 meq/g, pH 0-14) durchgefiihrt (Supelco).

Diinnschichtchromatographische Trennungen erfolgten auf DC Alufolien Kieselgel 60 F254,
Merck und DC Plastikfolien Aluminiumoxid 60 F254 neutral (Typ E, Merck). Die Detektion
erfolgte visuell mittels UV-Licht.

10.2.2 Losungen

Ammoniumformiat-Puffer SmM (ImM),; pH 3

500 mL (100 mL) einer mit Ameisensdure auf pH 3 eingestellten 10mM-Ammoniaklosung
(0.75 mL konz. Ammoniak ad 1 L) wurden mit Wasser auf 1L aufgefiillt.

Ammoniumacetat-Puffer SmM; pH 3
385 mg Ammoniumacetat wurden in 500 mL Wasser gelost. Nach Einstellung des pH-Wertes

mit Ameisensdure wurde auf 1 L mit Wasser aufgefiillt.

Tris-HCI-Puffer 0.1M; pH 8.5 fiir die enzymatische Hydrolyse von BADGE-Protein-Addukten
1.2 g Tris-(hydroxymethyl)aminomethan wurden in 80 mL Wasser gelost, mit 6M-HCI auf
pH 8.5 eingestellt und auf 100 mL aufgefiillt.
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10.3 Synthese von BADGE-Derivaten als Referenzstandards

10.3.1 Synthese von BADGE-HCI - Syntheseoptimierung

Tab. 14 zeigt die Ergebnisse der Versuche bei konstanter Reaktionsdauer (12 Stunden) und
konstantem Volumen Epichlorhydrin (12 mL).

Tab. 14 Versuchsplan und Ausbeuten im Rahmen der Optimierung der BADGE-HCI-Synthese

Versuch Nr.| BPA[g] NaOH[g] T[°C] BADGE-HCI [g/100g] BAMGE [g/100g]
1 0.5 0.15 20 46.9 24.4
2 1.0 0.15 20 46.5 23.3
3 0.5 0.45 20 43.7 13.0
4 1.0 0.45 20 50.9 12.8
5 0.5 0.3 0 46.0 24.0
6 1.0 0.3 0 48.2 21.2
7 0.5 0.3 40 45.8 27.8
8 1.0 0.3 40 34.1 324
9 0.75 0.15 0 35.2 28.5
10 0.75 0.45 0 20.5 13.0
11 0.75 0.15 40 433 22.3
12 0.75 0.45 40 50.5 5.1
13,14,15 0.75 0.3 20 60.1 11.1

pP=.05

T
NAOH(C)

2, 8958746

2. 103798

ZL*3L
(3YT(LD
1L*~3L

e
)

- . 786205

1,238839

19519909

BPA(C) TEE2TT

1L~

] azeeics

- 251995 a
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o
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Abb. 61 Ermittlung signifikanter EinfluBgroBien; a: BADGE-HCI, b: BAMGE
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10.3.2 Allgemeine Methoden (AM)

Aufarbeitung mittels Anionenaustauscher (AM 1)

Pro 1 mmol abzutrennende Verbindung werden 2.3 mL ungequollenes lonentauscherharz ein-
gesetzt. Zur Konditionierung wird das Harz in wenig Wasser zunédchst zwei Stunden gequol-
len. Um Verunreinigungen zu entfernen, wird mit Wasser mehrfach gewaschen. Der Ionen-
tauscher wird in die Sédule gefiillt und dort zur Beladung mit Hydroxidionen mit 15 mL
IM-NaOH langsam gespiilt. Uberschiissige Lauge wird durch mehrmaliges Spiilen mit je
30 mL Wasser entfernt (mit pH-Papier priifen). AnschlieBend wird mit Methanol / Wasser
(10/1, v/v) konditioniert. Die zu reinigende Substanz wird in wenig Methanol / Wasser (10/1,
v/v) gelost und auf die Sdule gegeben. Mit dem gleichen Losungsmittelgemisch wird aufge-
fiillt und eine Laufgeschwindigkeit von ca. 2 cm Sdulenhdhe pro Minute eingestellt. Die Frak-
tionen werden in Reagenzglasern aufgenommen und mittels HPLC untersucht. Die Fraktions-
grofBe betrigt bis 300 mg Rohprodukt 10 mL, bei weniger Rohprodukt 5 mL. Es wird solange
mit Methanol / Wasser (10/1, v/v) gespiilt, bis das Produkt restlos von der Sdule gespiilt ist.
Eine Regeneration des lonentauschers ist nicht moglich.

Siulenchromatographische Trennungen (AM 2)

Die sdulenchromatographischen Trennungen bzw. Reinigungen erfolgen mit den jeweils an-
gegebenen Laufmitteln. Die Saulengrofle wird dabei der aufzuarbeitenden Menge angepalt,
so dall pro 1 g Substanz etwa 40 g Kieselgel die Siule halb fiillen. Die FluBirate wird auf etwa
4 cm Sdulenhohe pro Minute eingestellt. GroBlere Sdulen funktionieren als Schwerkraftsdulen,
bei kleineren Sdulen (<15 mm Innendurchmesser) wird mit Druckluft gearbeitet. Die Fraktio-
nen werden in Reagenzgldsern aufgenommen und mittels Diinnschichtchromatographie und
HPLC untersucht. Die Fraktionsgrofle betrigt bis etwa 300 mg Rohprodukt 10 mL, bei weni-
ger Rohprodukt 5 mL. Das DC-Laufmittel ist, sofern nicht anders angegeben, mit dem Séu-

lenlaufmittel identisch. Die Entfernung des Losungsmittels erfolgt am Rotationsverdampfer.

HPLC-Reaktionsverfolgung (AM3)
Die Reaktionslosung wird mit Acetonitril / Wasser (1/1, v/v) verdiinnt (1:1000) und durch-

mischt. Nach der Trennung an RP18-Sdulen mit 125 mm Lénge bei FluBraten von 0.8 bis
I mL/min und einer Sdulentemperatur von 20 °C erfolgt die Bestimmung mittels UVD
(280 nm) und externer Kalibrierung fiir BADGE unter Annahme identischer Fluoreszenz-

eigenschaften fiir die Reaktionsprodukte.
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10.3.3 Synthese von BADGE-HCI - optimiertes Verfahren
5 g (22 mmol) Bisphenol A werden in 48 mL (440 mmol) Epichlorhydrin gelost. Dem Reak-

tionsgemisch werden 15 mL 2.9M-NaOH (44 mmol) innerhalb einer Stunde unter intensivem
Riihren zugetropft. Es wird 72 Stunden bei 40 °C geriihrt. Der anfianglich entstandene weil3e
Niederschlag verschwindet im Laufe der Reaktion unter Bildung einer milchig triiben Losung.
Die Reaktion wird mittels HPLC iiberwacht.

Das iiberschiissige Epichlorhydrin wird im Wasserstrahlvakuum (Olbad ca. 60 °C) abdestil-
liert und das Reaktionsgemisch zweimal mit je 15 mL Toluol extrahiert. Die vereinigten or-
ganischen Phasen werden dreimal mit je 20 mL Wasser gewaschen. Das Rohprodukt wird in
15 mL Methanol / Wasser (10/1, v/v) geldst und auf einem Anionenaustauscher vorgereinigt
(AM1). Die Endreinigung erfolgt durch zweimalige Sdulenchromatographie (AM2) auf Kie-
selgel mit Dichlormethan / Aceton (60/1, v/v) als FlieBmittel. AnschlieBend wird tiber Na,SO4
getrocknet und das Losungsmittel verdampft. Das Produkt wird 24 Stunden im Feinvakuum

getrocknet.

Ausbeute 4.2 g =51 % (bezogen auf BPA), leicht gelblicher Sirup

Elementaranalyse Element | ¢ H

C11Hys04Cl (376.88 g/mol) Soll berechnet [%] 66.93 6.69

Ist [%] 6722  6.64

BC-NMR (400 MHz, CDCl;): & = 156.4

(C-4), 156.0 (C-13), 144.0 (C-10), 143.6 .
(C-7), 127.9 (C-11), 127.8 (C-6), 114.0 12 20X s
(C-5), 113.9 (C-12), 69.9 (C-15), 68.8 o 11
(C-3), 68.4 (C-14), 50.2 (C-2), 46.0 (C- OH 1
16), 44.8 (C-1), 41.8 (C-8), 31.0 (C-9)

ppm.

"H-NMR (400 MHz, CDClL): & = 7.15
(H-e, m, 4H), 6.83 (H-d, m, 4H), 4.22 _HC_Che,

(H-b, m, 1H), 4.19 (H-¢', m, 1H), 4.07 ., d d .
(H-i, m, 2H), 3.96 (H-c, m, 1H), 3.76 (H-a, YOI Yo,
m, H), 3.35 (H-j, m, 1H), 2.91 (H-k', dd=t,
1H), 2.76 (H-k, dd, 1H), 1.64 (CHs, s, 6H)
ppm.

Kopplungskonstanten Ja 5.6Jpsc 5.6, Jij 2.54, Jk/kI 5.09, Jij; 3.56, Jy. 3.05 Hz.
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ESI-MS (100 V, positiv) 417 (4, M+K"), 415 (11, M+K"), 414 (6), 420 (7), 401 (36,
M+Na"), 399 (100, M+Na"), 396 (28, NH,"), 395 (12), 394 (54, M+NH,"), 229 (9), 227 (32),
191 (16), 135 (1).

IR (KBr) 575 (m), 773 (w), 831 (s), 917 (w), 1040 (s), 1120 (w), 1185 (s), 1250 (s),

1298 (m), 1363 (w), 1385 (w), 1459 (w), 1510 (), 1582 (w), 1608 (m), 2966 (m), 3436 (5)

1
cm .

UV (Acetonitril/Wasser) 227.8 nm, 276.0 nm (max)
Reinheit (HPLC) 99 %

Reaktionsverfolgung HPLC:

3 Ilo Mobile Phase Wasser/Acetonitril (50/50, v/v)
- A FluBrate 1.0 mL/min
§ R BAMGE 6.1 min
R{ BADGE-2HCI 10.9 min
R{ BADGE-HCI 12.5 min
L J b R; BADGE 14.6 min

Abb. 62 Synthesemonitoring BADGE-HCI

10.3.4 Synthese von BADGE-HCI-H,O
1.6 g (4.2 mmol) BADGE-HCI, gelost in 14 mL Aceton / Wasser (4/1, v/v) werden mit

0.5 mL 1M-Schwefelsdure versetzt. Das Reaktionsgemisch wird 72 Stunden bei Raumtempe-
ratur geriihrt. Die Reaktion wird mittels HPLC verfolgt. Bei einer Ausbeute tiber 85 % wird
die Reaktion gestoppt.

Das Reaktionsgemisch wird mit einer 10 %igen Natriumhydrogencarbonat-Ldsung neutrali-
siert und das Reaktionsgemisch dreimal mit je 10 mL Diethylether extrahiert. Die vereinigten
organischen Phasen werden zweimal mit je 20 mL Wasser gewaschen. AnschlieBend wird ii-
ber Na,SO,4 getrocknet und das Losungsmittel verdampft. Die Reinigung des Produktes er-
folgt sdulenchromatographisch (AM2) auf Kieselgel mit Ethylacetat / Toluol (3/1, v/v) als
FlieBmittel. Nach dem Verdampfen des Losungsmittels wird das Produkt 24 Stunden im

Feinvakuum getrocknet.
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Ausbeute 800 mg =47 % (bezogen auf BADGE-HCI) weiller, wachsdhnlicher Feststoff
Smp. 54 °C

Elementaranalyse Element e H
Soll berechnet [%] 63.87  6.89
C21H27C105 (39489 g/mol)
Tst [%] 63.12 668

BC-NMR (400 MHz, CDCl;): & = 156.2

(C-4), 156.1 (C-13), 143.9 (C-10), 143.7 ] 6”37022?11 .

(C-7), 127.9 (C-11), 127.8 (C-6), 114.0 . /\/3\ WOH
(C-5), 113.9 (C-12), 70.4 (C-14), 69.9 OH OH
(C-15), 69.2 (C-2), 68.4 (C-3), 63.7 (C-
16), 46.0 (C-1), 41.8 (C-8), 31.0 (C-9)
ppm.

'"H-NMR (400 MHz, CDCl;): & = 7.13

eH3C Cl—t;e
(H-e, m, 4H), 6.81 (H-d, m, 4H), 4.19 o -
(H-b, m 1H), 4.09 (H-j, m, 1H), 4.05 NN SN o N o
(H-c, m, 2H), 4.01 (H-i, m, 2H), 3.78 (H-k, or on
m, 2H), 3.73 (H-a, m, 2H), 1.63 (CHs, s,
6H) ppm.
Kopplungskonstanten Jan 5.08, Juie 5.09, Ji; 3.56, Jij; 2.54 Jq. 3.06 Hz.

ESI-MS (100 V, positiv) 435 (2, M+K"), 433 (7, M+K"), 419 (36, M+Na"), 417 (100,
M+Na"), 414 (13, M+NHy"), 412 (26, M+NHy"), 397 (7, M+1)", 395 (6, M+1)", 386 (22), 229
(8), 228 (20), 227 (36), 209 (15), 149 (17), 135 (2).

IR (KBr) 554 (m), 738 (w), 827 (s), 926 (w), 1041 (s), 1089 (w), 1119 (m), 1148 (w),
1180 (s), 1254 (s), 1292 (m), 1363 (w), 1384 (w), 1414 (w), 1467 (m), 1511 (s), 1582 (w),
1609 (m), 2872 (m), 2930 (m), 2964 (m), 3038 (W), 3401 (s) cm .

UV (Acetonitril/Wasser) 226.8 nm, 277.9 nm (max)

Reinheit (HPLC) 98.4 %
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Reaktionsverfolgung HPLC:

Mobile Phase Wasser / Acetonitril (50/50, v/v)
FluBrate 1.0 mL/min

BADGE HCIH O
BADGE HCI

R BADGE-HCI'‘H,O 3.3 min
R{ BADGE-HCI 12.5 min

o

Abb. 63 Synthesemonitoring BADGE-HCI-H,0O

10.3.5 Synthese von BADGE-H,0

700 mg (2 mmol) BADGE, gelost in 18 mL Aceton / Wasser (5/1, v/v), werden mit 1 mL
2M-H,S04 versetzt. Das Reaktionsgemisch wird 24 Stunden bei Raumtemperatur geriihrt. Die
Reaktion wird mittels HPLC verfolgt. Bei einer Ausbeute tiber 55 % BADGE-H,0O wird die
Reaktion gestoppt.

Das Reaktionsgemisch wird mit einer 10 %igen Natriumhydrogencarbonat-Losung neutrali-
siert und das Reaktionsgemisch dreimal mit je 15 mL Diethylether extrahiert. Die vereinigten
organischen Phasen werden zweimal mit je 20 mL Wasser gewaschen. Anschliefend wird ii-
ber Na,SO,4 getrocknet und das Losungsmittel verdampft. Die Reinigung des Produktes er-
folgt mehrfach sdulenchromatographisch (AM2) auf Kieselgel mit Ethylacetat / Methanol
(60/1, v/v) als FlieBmittel. Nach dem Verdampfen des Losungsmittels wird das Produkt

24 Stunden im Feinvakuum getrocknet.

Ausbeute 196 mg = 28 % (bezogen auf BADGE), weil3er Feststoff
Smp. 40 °C

Elementaranalyse Element e H
Cs1Ha05 (358.34 g/mol) Soll berechnet [%] 7037 731

Ist [%] 69.62 7.8
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BC-NMR (400 MHz, CDCl;): & = 156.4

(C-4), 156.2 (C-13), 143.8 (C-10), 143.6 HGCH
(C-7), 127.8 (C-11), 127.8 (C-6), 114.0 AN NN 12

o 3 4 ] 13 1418
(C-5), 113.9 (C-12), 70.4 (C-15, m, 1H), [>7 07N N 0T o

OH
69.2 (C-14), 68.8 (C-3), 50.2 (C-2), 44.8
(C-1), 41.8 (C-8), 31.0 (C-9) ppm.
"H-NMR (400 MHz, CDCl;): & = 7.13
(H-e, m, 4H), 6.81 (H-d, m, 4H), 4.18
(H-¢', dd, 1H), 4.09 (H-j, m, 1H), 4.02 JHG Che
(H-i, m, 2H), 3.94 (H-c, dd, 1H), 3.83 o0 ¢ ‘ ‘ X
9 e d

(H-K', m, 1H), 3.74 (H-k, m, 1H), 3.34 AT O : O/\OfOH
(H-b, m, 1H), 2.89 (H-a', dd =t, 1H), 2.74

(H-a, dd, 1H), 1.63 (CHs3, s, 6H) ppm.
Kopplungskonstanten Joe 3.05, Jpa 4.07, Jua 2.03, Jge 3.05 Hz.

ESI-MS (100 V, positiv) 397 (7, M+K"), 381 (100, M+Na'), 377 (11), 376 (46,
M-+NH,"), 209 (45), 210 (6), 135 (3).

IR (KBr) 546 (w), 575 (m), 738 (w), 772 (w), 832 (s), 862 (W), 912 (w), 1038 (s), 1109
(m), 1152 (w), 1120 (w), 1183 (s), 1250 (s), 1289 (m), 1365 (w), 1386 (w), 1456 (w), 1510
(s), 1582 (w), 1608 (m), 2872 (m), 2927 (m), 2967 (m), 3399 (s) cm™".

UV (Acetonitril/Wasser) 226.5 nm, 277.1 nm (max)

Reinheit (HPLC) 98.4 %

Reaktionsverfolgung HPLC:

Mobile Phase Wasser / Acetonitril (40/60, v/v)
FlufBrate 0.8 mL/min

BADGE 2H,0
BADGE HC

BADGE

R BADGE-2H,O 1.5 min
R; BADGE-H,0 2.8 min
_L R BADGE 7.2 min

Abb. 64 Synthesemonitoring BADGE-H,0
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10.4 Die analytische Erfassung von BADGE und seinen Derivaten

10.4.1 Ausgangssituation fiir die Untersuchungen

Tab. 15 Chromatographiebedingungen - Ausgangssituation

Stationiire Phase Multospher® 100 5C18 250x4 oder vergleichbar
Mobile Phase Acetonitril / Wasser (60/40, v/v)
Sédulentemperatur 20 °C

FluBirate 0.8 mL/min

Detektion FLD Ag,: 228 nm, Agy,: 305 nm

10.4.2 Anpassung der chromatographischen Trennung

Die Optimierung erfolgte anhand eines Gemisches der verfiigbaren Standardsubstanzen
(B =200 pg/L in Acetonitril / Wasser (50/50, v/v)). Die Retentionszeiten wurden unter Varia-

tion einzelner Parameter ermittelt. Die Einzelergebnisse sind in Tab. 16 bis 21 dargestellt.

Tab. 16 Retentionszeiten in Abhéngigkeit von der Temperatur

20 °C 30 °C 40 °C 50 °C

Retentionszeiten [min]
BADGE-2H,0 2.88 2.67 2.68 2.70
BADGE-HCI-H,0 4.95 4.78 4.67 4.50
BPA 5.22 4.87 4.67 4.50
BADGE-2HCI 12.21 11.60 11.00 10.34
BADGE-HCI 14.10 13.35 12.56 11.69
BADGE 16.34 15.44 14.43 13.30

Tab. 17 Retentionszeiten in Abhéngigkeit vom pH-Wert bei 30 °C

pH3 pH 4.5 pH8

Retentionszeiten [min]
BADGE-2H,0 2.79 2.82 2.74
BADGE-HCI-H,O/BPA 4.79 5.15 4.99
BADGE-2HCI 11.18 11.88 11.69
BADGE-HCI 12.71 13.51 13.26
BADGE 14.49 15.46 15.19

Tab. 18 Retentionszeiten bei verschiedenen stationdren Phasen bei 30 °C

Nucleosil® Superspher® Multospher® Multospher® Multospher® LiChrospher®
1203C18 100 4C18 100 5C18 AQ FBS 100 5C18
250x4 250x4.6 250x4 120 5C18 100 5C18 125x4
250x4 250x4
Retentionszeiten [min]

BADGE-2H,0 2.65 2.96 2.82 2.71 2.09 1.65
BADGE-HCI‘-H,0 4.08 4.68 4.92 5.15 3.94 2.62
BPA 4.08 4.88 5.22 5.15 3.94 2.62
BADGE-2HCI 8.70 10.67 12.23 13.80 9.30 5.63
BADGE-HCI 9.94 12.20 14.26 15.70 11.05 6.42
BADGE 11.41 13.97 16.58 18.05 12.90 7.32
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Tab. 19 Anderung der Retentionszeiten unter EinfluB des Anteils des organischen Modifiers Acetonitril bei

30°C
Acetonitril / Wasser (v/v) 60/40 55/45 50/50
Retentionszeiten [min]

BADGE-2H,0 2.70 2.99 3.25
BPA 4.50 5.51 6.57
BADGE-HCI-H,0 4.50 5.81 7.23
BADGE-2HCI 10.34 15.51 22.80
BADGE-HCI 11.69 17.48 25.57
BADGE 13.30 19.76 28.80

Tab. 20 Anderung der Retentionszeiten unter EinfluB von Methanol in der mobilen Phase bei 30 °C

Acetonitril /
60/0/40 55/5/40 50/10/40  40/20/40  30/30/40  20/40/40  10/50/40
Methanol / Wasser
(v/viv) Retentionszeiten [min]

BADGE-2H,0 2.98 3.27 3.58 431 5.49 6.74 9.63
BPA 5.15 5.57 6.02 6.93 8.33 9.38 12.06
BADGE-HCI‘H,O 5.15 5.89 6.82 9.04 12.79 16.61 23.38
BADGE-H,0 5.54 6.36 7.25 9.20 12.29 14.90 19.61
BADGE-2HCI 12.00 14.49 17.35 24.00 35.76 47.33 64.80
BADGE-HCI 13.72 16.24 19.01 24.84 34.42 42.17 55.60
BADGE 15.78 18.30 20.92 25.68 33.14 37.65 46.16

Tab. 21 Entwicklung eines geeigneten Gradienten bei 30 °C; optimale Gradienten der jeweiligen Vormischung

Acetonitril / Methanol (v/v) Methanol / Wasser (v/v)
9/1 4/1 1/2 1/9 1/6 1/4 1/1
Acetonitril / Methanol | 36/4/60— 40/10/50— 20/40/40— | 40/6/54— 51/7/42— 50/10/40— 40/30/30
/ Wasser (v/v/v) 63/7/30  56/14/30  25/50/25 27/3/70 72/4/24 50/6/24 -
30 Minuten 70/15/15
Retentionszeiten [min]
BADGE-2H,0 6.91 6.33 7.22 5.20 3.54 3.58 3.66
BPA 14.63 12.61 9.73 11.07 6.29 6.00 4.80
BADGE-H,0 17.60 15.94 14.21 13.53 7.45 7.22 5.88
BADGE-H,0-HCI 17.15 15.68 15.39 13.05 6.95 6.79 6.02
BADGE 32.49 29.38 25.39 27.58 18.27 16.87 10.86
BADGE-HCI1 31.30 28.47 26.48 26.28 16.92 15.73 11.23
BADGE-2HCI 30.15 27.64 27.52 25.10 15.72 14.70 11.61
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10.4.3 Optimierung der Detektion

Die S/N-Verhiéltnisse der unter optimierten Chromatographiebedingungen getrennten Refe-
renzsubstanzen (3 = 100 mg/L in Acetonitril / Wasser (50/50, v/v)) bei verschiedenen Puffern
im Scan- sowie SIM-Modus (Ionenspur des jeweils stirksten Moleciilclusters) und unter Nut-
zung verschiedener Ionenquellen im positiven und negativen Modus sind in Tab. 22 bis Tab.
24 dargestellt.

Tab. 22 Abhédngigkeit von der Puffersubstanz (AP-ESI positiv, Scan, 100 V Fragmentorspannung)

SmM-NH,form pH3 S5mM-NH,ac pH 3 0.1% TFA pH 2 Wasser
S/N-Verhiltnis

BADGE 301.52 138.05 130.90 85.83
BADGE-H,0 276.11 124.98 148.07 87.71
BADGE-HC1 221.11 66.43 90.44 19.95
BADGE-2H,0 197.88 85.47 127.30 61.83
BADGE-2HCI1 97.96 35.83 53.46 25.21
BADGE-HCI-H,0 52.14 29.08 33.74 19.95
BPA 0.00 0.00 13.48 4.77

Tab. 23 Abhingigkeit von der Puffersubstanz (AP-ESI positiv, SIM, 100 V Fragmentorspannung)

SmM-NH,form pH3 5mM-NHac pH 3 0.1% TFA pH 2 Wasser
S/N-Verhiltnis

BADGE 2155.8 1364.6 644.0 597.6
BADGE-H,0 2544.6 383.0 959.2 915.9
BADGE-HCI 1972.0 315.9 342.5 317.5
BADGE-2H,0 1787.2 666.8 782.0 903.4
BADGE-2HCI 290.2 142.4 338.0 113.5
BADGE-HCI'H,O 575.0 152.5 157.7 117.1
BPA 0.0 0.0 0.0 0.0

Tab. 24 Abhéngigkeit von der Ionenquelle und deren Polaritit (5 mM-NH,form pH 3, Scan, 100 V Fragmentor-

spannung)
APCI positiv APCI negativ AP-ESI positiv AP-ESI negativ
S/N-Verhiltnis

BADGE 56.96 0.00 301.52 0.00
BADGE-H,0 64.41 1.96 276.11 3.47
BADGE-HCI 25.52 0.00 221.11 0.00
BADGE-2H20 25.55 18.47 197.88 28.76
BADGE-2HCI 5.20 6.32 97.96 13.80
BADGE-HCI'‘H,0 0.53 1.99 52.14 6.57
BPA 0.00 0.00 0.00 522

Die optimierten massenselektiven Detektionsbedingungen werden in Tab. 3 (s. 4.5) wiederge-
geben.
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10.4.4 Optimierung der Aufarbeitung

SPE-Filtration

2 mL eines Standardgemisches (B = 2 mg/L in Acetonitril / Wasser (50/50, v/v)) wurden iiber
eine mit 2 mL Acetonitril konditionierte C18ec-SPE in einen 5 mL-MeBkolben filtriert. An-

schlieBend wurde

a. mit Acetonitril aufgefiillt

b. die Festphase mit 2 mL Acetonitril gespiilt und mit Acetonitril aufgefiillt

c. die Festphase mit 2 mL Acetonitril / Wasser (90/10 v/v) gespiilt und mit Acetonitril
aufgefiillt.

Das jeweilige Eluat wurde 1/1 mit Wasser verdiinnt. Die Ermittlung der Wiederfindungsraten
erfolgte unter den optimierten Bedingungen (s. 4.5 Tab. 3) mittels HPLC-FLD.

Tab. 25 Mittlere Wiederfindungsraten nach SPE-Filtration

Ohne Spiilen Spiilen mit Acetonitril Spiilen mit Aceto-

nitril/Wasser 90/10
n=4 n=4 n=3

Wiederfindungsraten [%]

BADGE-2H,0 17.6 67.5 101.7
BPA 69.0 98.4 100.1
BADGE 63.7 95.8 95.2
BADGE-2HCI 60.7 102.0 97.9

Lipid-Lipoid-Trennung

100 uL eines Standardgemisches ( = 100 mg/L in Acetonitril / Wasser (50/50, v/v)) wurden

unter kurzem und heftigen Schiitteln in 10 g Ol geldst. Dies entspricht einer Konzentration

von 1 mg/kg Ol fiir jede verfiigbare Standardsubstanz. Die Extraktion erfolgte mit drei Me-

thoden:
a. Direkte Extraktion mit 5 mL Acetonitril
b. Losen des Ols in 30 mL Hexan und anschlieBende Fliissig-Fliissig-Extraktion im

Schiitteltrichter mit 30 mL Acetonitril; Einengen des Extraktes am Rotationsverdamp-

fer und Aufnehmen des Rickstandes in 5 mL Acetonitril

c. Extraktion des Ols in 25 mL des Ldsungsmittelgemisches Acetonitril / 2-Propanol /
Ethanol (50/25/25, v/v/v) und anschlieBendem Ausfrieren des Fettes bei —18 °C iiber

2 Stunden; nach Filtration Einengen des Extrakts am Rotationsverdampfer Aufnehmen

des Rickstands in 5 mL Acetonitril

Die erhaltenen Acetonitril-Extrakte wurden der optimierten SPE-Filtration unterworfen. Die
Ermittlung der Wiederfindungsraten erfolgte mittels HPLC-FLD (s. 4.5 Tab. 3). Die Korrek-

tur von Koelutionen erfolgte iiber den Abzug des Blindwertes aus nicht-dotiertem Ol.
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Tab. 26 Mittlere Wiederfindungsraten nach Lipid-Lipoid-Trennung und anschlieBender SPE (jeweils n = 6)
Direkte Extraktion mit  Fliissig-fliissig-Extraktion Extraktion mit Aceto-
Acetonitril mit Hexan/Acetonitril  nitril/Propanol/ Ethanol
Wiederfindungsraten [%]

BADGE-2H,0 98.6 98.0 108.3

BPA 82.5 90.1 87.7

BADGE 79.8 86.7 83.6

BADGE-2HCI 83.2 87.7 90.3
Lipidextraktion

Als Matrix wurde Jagdwurst aus dem Einsatzvorrat Verpflegung der Bundeswehr verwendet.
Die Abwesenheit der Analyte in der Matrix wurde. Jeweils 9.5 g Jagdwurst wurden mit 0.5 g
eines Standardgemisches (3 =20 mg/L) dotiert und homogenisiert. Dies entspricht einer Kon-
zentration von 1 mg/kg Homogenat fiir jede Substanz. Jeweils 10.0 g Homogenat wurden mit
Kieselgur verrieben und mit je 100 mL acht verschiedener Losungsmittel oder Losungsmittel-
gemische in einer Saule mit Fritte (300 x 30 mm) extrahiert:

Diethylether / Pentan (50/50 v/v)

Pentan

Diethylether

Dichlormethan

Aceton

Tetrahydrofuran

Ethylacetat
- Acetonitril
Die erhaltenen Extrakte wurden am Rotationsverdampfer bis zur Trockne eingeengt und der
Riickstand mit 5 mL Acetonitril extrahiert. Die erhaltenen Lésungen wurden nach der opti-
mierten SPE-Filtration weiterbehandelt. Die Ermittlung der Wiederfindungsraten erfolgte un-
ter den optimierten Bedingungen (s. 4.5 Tab. 3) mittels HPLC-FLD. Die Korrektur von

Koelutionen erfolgte iiber den Abzug des Blindwertes aus der undotierten Jagdwurst.

Tab. 27 Mittlere Wiederfindungsraten nach Lipidextraktion und anschlieBender Lipid-Lipoid-Trennung sowie
SPE (jeweils n = 3)
Diethyl- Pentan Diethyl- Dichlor- Aceton Tetrahydro- Ethyl- Acetonitril
ether/Pentan ether methan furan acetat

Wiederfindungsraten [%o]

BADGE-2H,0 11.4 1.1 73.2 103.2 67.8 37.9 594 69.8
BPA 76.4 40.8 83.9 0.8 64.2 25.7 23.1 89.7
BADGE 82.7 63.6 74.8 35.0 45.0 28.5 72.7 84.9
BADGE-HCI 81.5 70.8 66.1 39.6 50.3 24.1 76.6 76.5
BADGE-2HCI 70.8 27.9 65.2 40.1 459 28.5 75.8 78.6
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10.4.5 Synthese von BADHPE

1.14 g (5 mmol) Bisphenol A, gelost in 20 mL 1-Propanol, werden mit 0.92 mL (11 mmol)
3-Chlor-1-propanol versetzt. 440 mg NaOH (11 mmol), gelost in 5 mL Wasser, werden iiber
30 Minuten langsam unter Riithren zugetropft. Das Reaktionsgemisch wird drei Tage bei
60 °C am RiickfluBkiihler geriihrt. Die Reaktion wird mittels HPLC verfolgt. Bei einer Aus-
beute tiber 70 % Produkt wird die Reaktion gestoppt.

Nach dem Abkiihlen wird das Reaktionsgemisch dreimal mit 10 mL Toluol extrahiert. Die
vereinigten organischen Phasen werden dreimal mit je 15 mL Wasser gewaschen. Anschlie-
Bend wird iiber Na,SO4 getrocknet und das Losungsmittel verdampft. Die Reinigung des Pro-
duktes erfolgt sdulenchromatographisch (AM2) auf Kieselgel mit Ethylacetat / Toluol (3/1,
v/v) als FlieBmittel. Nach dem Verdampfen des Losungsmittels wird das Produkt 24 Stunden

im Feinvakuum getrocknet.

Ausbeute 810 mg =47 % (bezogen auf BPA), weiller Feststoff

Smp. 40 °C
Elementaranalyse Element | cC H
C,1Hy304 (344.45 g/mol) Soll berechnet [%] 7323  8.19
Ist [%] 7338 8.26
BC-NMR (400 MHz, CDCl;): & = 156.6 ;
JHeC_ CHe

(C-4), 1434 (C-7), 127.8 (C-6), 113.8 L AN
3

(C-5), 65.8 (C-3), 60.7 (C-1), 41.7 (C-8), HO)\Z/\O‘*G O o

32.0 (C-2), 31.1 (C-9) ppm.

'"H-NMR (400 MHz, CDCly): & = 7.13
(H-e, m, 4H), 6.80 (H-d, m, 4H), 4.10 4
(H-c, t, 4H), 3.85 (H-a, t, 4H), 2.03 (H-b, Ho ~E~g e ‘ N
m, 4H), 1.63 (CH3, s, 6H) ppm.

o HsC CHs

Kopplungskonstanten Joie 6.11, Jpa 5.59, Jge 3.56 Hz.
ESI-MS (100 V, positiv) 367 (7, M+Na"), 345 (8, M+1), 194 (17), 193 (100), 135 (14).
IR (KBr) 554 (w), 574 (w), 728 (w), 828 (s), 957 (W), 996 (m), 1066 (s), 1182 (s), 1253

(s), 1293 (m), 1360 (w), 1396 (w), 1422 (w), 1471 (m), 1513 (s), 1579 (w), 1610 (m), 2363
(w), 2873 (m), 2961 (m), 3270 (s) cm’.
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UV (Acetonitril/Wasser) 227.4 nm, 276.0 nm (max)
Reinheit (HPLC) 99.2 %

Reaktionsverfolgung HPLC:

® Mobile Phase Wasser / Acetonitril 40/60 (v/v)
z % FluBrate 0.8 mL/min
R; BPA 2.8 min
R; Monoether 3.1 min
g R Interner Standard 3.6 min

Abb. 65 Synthesemonitoring BADHPE

10.4.6 Validierung des Verfahrens

Grundkalibrierung

Die Validierung erfolgte unter Verwendung einer Stammldsung mit allen Referenzsubstanzen
sowie dem internen Standard (§ = 1g/L) in Acetonitril.

Die Stammldsung wurde zundchst mit Acetonitril auf 1 mg/L verdiinnt. Die Herstellung der
Kalibrierstandards erfolgte durch weitere Verdiinnung auf 10, 20, 40, 100, 200, 400, 600 und
800 pg/L mit Acetonitril / Wasser (50/50, v/v).

Die Grundkalibrierung erfolgte in einer Dreifachbestimmung. Beispielhaft ist die vollstédndige

Auswertung fiir BADGE dargestellt (Tab. 28 und Tab. 29); fiir die restlichen Substanzen sind
die Verfahrenskenndaten in Tab. 29 zusammengefal3t.
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Tab. 28 Ergebnisse der Grundkalibrierung BADGE

BADGE MelBwert Mittelwert Regressionsgerade Residuen
[ng/L] [mV-min] [mV-min] y=bx+a yi - y(xi)

10.3 1.2718 -0.387

10.3 1.5131 1.40 1.659 -0.146

10.3 1.4016 -0.258
""""" 206 | 22170 o og16

20.6 2.4865 245 2.933 -0.447

20.6 2.6545 -0.279
""""" 4110 | ed2el 0645

41.1 5.1117 5.50 5.481 -0.370

41.1 5.2678 -0.213
""""" 1028 | 15730 2605

102.8 12.364 13.55 13.125 -0.761

102.8 12.566 -0.559
""""" 2056 | 26490 0624

205.6 24.757 25.44 25.866 -1.109

205.6 25.080 -0.786
""""" an2 | 52297 09500

411.2 52.455 52.14 51.347 1.108

411.2 51.657 0.310
""""" 6168 | 79637 o100

616.8 77.653 77.86 76.827 0.826

616.8 76.285 -0.542
""""" 8224 | 10087 a8

8224 101.47 101.21 102.308 -0.838

8224 101.28 -1.028

Tab. 29 Verfahrenskenndaten der Grundkalibrierung
BADGE- BPA BADGE:- BADGE- IS BADGE BADGE- BADGE-

2H,0 H,0 HCI-H,O HCI 2HCI
Achsenabschnitt
. 0.6158 0.5142 0.5356 0.4943  0.2699 0.385 0.5123 0.3288
[mV-min]
Steigung
0.1063 0.0981 0.1015 0.1086 0.1215 0.1239 0.1014 0.0935
[(mV-min)/(ug/L)]

Korrelationskoeffizient| 0.9993  0.9997 0.9996 0.9990 0.9996 0.9996 0.9995 0.9995
Reststandard-
abweichung [mV-min]

1.148 0.780 0.888 1.113 0.814 1.097 1.146 0.710

Verfahrensstandard-
. 10.80 7.95 8.75 10.25 6.70 8.85 11.01 7.59
abweichung [ng/L]
Verfahrensvariations-
koeffizient [%o]

NG (DIN 32645) [pg/L] | 24.62 18.13 19.95 23.37 15.28 20.18 25.10 17.31

Fluoreszenzresponse
[10° mV-min/M]

3.89 2.81 3.19 4.84 2.94 3.17 3.27 3.35

42.0 223 36.3 42.8 41.8 42.1 41.1 38.5
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Die Fluoreszenzresponse berechnet sich aus der Peakfliche im Verhéltnis zur Molaritét der
vermessenen Standardlosung und wird als Mittelwert der Grundkalibrierung (Tab. 28) ange-

geben.

Matrixkalibrierung Olivendl

Die Stammlosung (f = 1 g/L) wurde zundchst auf sechs Zwischenstammldsungen der Kon-
zentration 5, 10, 20, 40, 60 und 80 mg/L Acetonitril verdiinnt. Jeweils 100 uL dieser Losun-
gen wurden in 10 g Olivendl gelost. Dies entspricht den Konzentrationsstufen 50, 100, 200,
400, 600, 800 pg/kg Ol. Die Aufarbeitung folgte dem Schema der optimierten Probenvorbe-
reitung (s. 4.7) in einer Dreifachbestimmung. Die Auswertung erfolgte sowohl anhand der li-
nearen Regression und Residuenplot der Matrixkalibrierung als auch anhand der Wiederfin-
dungsfunktion mit und ohne internen Standard. Beispielhaft ist die vollstaindige Auswertung
fir BADGE dargestellt (Tab. 30 bis 32); fiir die anderen Substanzen sind die Verfahrens-

kenndaten in Tab. 32 zusammengefaft.

Tab. 30 Ergebnisse der Matrixkalibrierung BADGE in Olivendl

BADGE MefBwert Mittelwert Regressionsgerade Residuen
[ng/L] [mV-min] [mV-min] y=bx+a yi - y(xi)
51.4 2.2572 0.665
51.4 2.2249 2.30 1.592 0.633
51.4 2.4063 0.814
""""" 1028 | 32281 0216
102.8 3.3973 3.36 3.444 -0.047
102.8 3.4495 0.005
""""" 2056 | 58157 sz
205.6 6.9506 6.47 7.148 -0.197
205.6 6.6365 -0.511
""""" a2 | 12791 e
411.2 14.341 12.73 14.556 -0.215
411.2 11.043 -3.513
""""" 6168 | 24965 3002
616.8 24.941 25.33 21.963 2.978
616.8 26.071 4.108
""""" 8224 | 24867 T as04
8224 30.919 27.90 29.371 1.548
8224 27917 -1.454
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Tab. 31 Wiederfindung von BADGE in Olivendl ohne und mit Beriicksichtigung des IS

BADGE dotiert MeBiwert BADGE berechnet Korrekturfaktor fiir BADGE berechnet
[ng/kgl [mV-min] (Grundkalibrierung) IS (IS-korrigierte
[ng/kg] Grundkalibrie-
rung) [pg/kg]

51.4 2.2572 37.78 1.497 56.557

51.4 2.2249 37.12 1.541 57.209

51.4 2.4063 40.78 1.227 50.037
128 | 32281 5737 1930 110724

102.8 3.3973 60.78 1.837 111.653

102.8 3.4495 61.83 1.619 100.103
2056 | 58157 109.58 1900 208202

205.6 6.9506 132.48 1.593 211.041

205.6 6.6365 126.14 1.577 198.923
a2 | 1279125032 1523 381237

411.2 14.341 281.60 1.413 397.901

411.2 11.043 215.05 1.900 408.595
6168 | 24965 49596 1188 589200

616.8 24.941 495.48 1.223 605.972

616.8 26.071 518.28 1.164 603.278
824 | 24867 49400 1685 832390

822.4 30.919 616.10 1.362 839.128

822.4 27917 555.53 1.436 797.741

Tab. 32 Verfahrenskenndaten der Matrixkalibrierung vor und nach Korrektur mittels internem Standard

BADGE: BPA BADGE:- BADGE- IS BADGE BADGE:- BADGE:
2H,0 H,0O HCI'H,0 HCl 2HCI

L SCL 0.6808 0.8867 0.0816 -0.1021 -02789 -02597 -0.3551  -0.1302
[mV-min]
Steigung
s ) (/)] 0.0294 0.0281 0.0327  0.0321 0.0359 00360 00305  0.0269

Korrelationskoeffizient 09742 09727 0.9664 09685 0.9767 0.9791 0.9828 0.9845
Reststandard-

abweichung [mV-min] 2007 2011 2537 1852 1909 2217 2042 1230

Verfahrensstandard-

abweichung [ng/L] 6833 7164 7752 5776  53.10 6155  67.05  42.87

Verfahrensvariations-
koeffizient [%o] 18.6 19.7 21.4 20.7 17.7 16.7 15.1 14.3

NG (DIN 32645) [pg/kg] 155.8 163.3 176.7 131.7 121.1 140.3 152.9 97.8
mittlere Wiederfindung

%] 69.1 72.2 80.7 73.8 73.8 72.7 73.1 76.7
korrigierter Verfahrens- | o .
variationskoeffizient [%] 90 7.0 6.0 4.5 - 3.7 4.9 14.2
korrigierte NG (DIN

32645) [ug/kg] 75.6 59.8 49.8 28.7 -— 30.8 49.5 96.7
mittlere Korrigierte Wie- 935 97 6 108.5 99.9 L 08.5 994 105.4

derfindung [%]
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Matrixkalibrierung aus dem Lebensmittel

Als Matrix wurde Schmalzfleisch aus dem Einsatzvorrat Verpflegung der Bundeswehr ver-
wendet. Das Material stand in ausreichender Menge aus einem einheitlichen Herstellungslos
zur Verfligung. Die Abwesenheit der Analyte in der Matrix wurde unter Anwendung der op-
timierten Chromatographie bestitigt. Fiir die Matrixkalibrierung aus der sechs Olstandards
aus der Stammlosung (f = 1 g/L) hergestellt. Hierfiir wurden 0.02, 0.04, 0.08, 0.16, 0.24 und
0.32 mL der Stammlosung in 20 g Olivendl geldst. Jeweils 66.5 g Schmalzfleisch-Homogenat
wurden mit 3.5 g Ol versetzt und erneut homogenisiert. Hieraus resultieren die Konzentratio-
nen 50, 100, 200, 400, 600 und 800 pg/kg Homogenat. Die Aufarbeitung folgte dem Schema
der optimierten Probenvorbereitung (s. 4.7) in einer Dreifachbestimmung. Die Auswertung er-
folgte sowohl anhand der linearen Regression und Residuenplot der Matrixkalibrierung als
auch anhand der Wiederfindungsfunktion mit und ohne internen Standard. Beispielhaft ist die
vollstindige Auswertung fiir BADGE dargestellt (Tab. 33 bis 35); fiir die anderen Substanzen

sind die Verfahrenskenndaten in Tab. 35 zusammengefal3t.

Tab. 33 Ergebnisse der Matrixkalibrierung BADGE in Schmalzfleisch

BADGE MefBwert Mittelwert Regressionsgerade Residuen
[ng/L] [mV-min] [mV-min] y=bx+a yi - y(xi)
51.4 1.0454 -0.160
51.4 1.3060 1.58 1.205 0.101
51.4 2.3840 1.179
""""" 1028 | 2970 0267
102.8 3.5058 3.26 3.194 0.311
102.8 3.3498 0.155
""""" 2056 | 64883 0684
205.6 6.5572 6.42 7.172 -0.615
205.6 6.2149 -0.958
""""" 4112 | 1386 o
411.2 17.048 15.44 15.128 1.920
411.2 15.420 0.292
""""" 6168 | 22082 002
616.8 21.474 22.83 23.084 -1.610
616.8 24.935 1.851
""""" 8224 | 30802 0238
8224 26.058 27.52 31.040 -4.982
8224 25.698 -5.342
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Tab. 34 Wiederfindung von BADGE in Schmalzfleisch ohne und mit Beriicksichtigung des IS

BADGE dotiert Mefwert BADGE berechnet Korrekturfaktor fiir BADGE berechnet
[ng/kg] [mV-min] (Grundkalibrierung) IS (IS-korrigierte
[ng/kg] Grundkalibrierung)
[ng/kg]
51.4 1.0454 13.325 1.234 16.443
51.4 1.3060 18.584 0.865 16.075
51.4 2.3840 40.335 1.102 44.449
"""""" 1028 | 29270 51291 1849 04837
102.8 3.5053 62.960 1.667 104.954
102.8 3.3498 59.822 1.299 77.709
"""""" 2056 | 64883 123150 1552 191129
205.6 6.5572 124.540 1.994 248.333
205.6 6.2149 117.633 1.921 225.973
"""""" 412 | 13856 271812 1368 371839
411.2 17.048 336.219 1.269 426.662
411.2 15.420 303.370 1.487 451.111
"""""" 6168 | 22082 437793 1417 620353
616.8 21.474 425.525 1.495 636.160
616.8 24.935 495.359 1.265 626.629
"""""" 8224 | 30802 613741 1376 844508
8224 26.058 518.019 1.620 839.191
8224 25.698 510.755 1.576 804.950

Tab. 35 Verfahrenskenndaten der Matrixkalibrierung vor und nach Korrektur mittels internem Standard

BADGE: BPA BADGE: BADGE- IS BADGE BADGE: BADGE:
2H,0 H,O HCI'H,0 HCl 2HCI

Achsenabschnitt -1.1549 05738 -0.1788  0.8705 03466 -0.1025 03045  0.0422
[mV-min]
Steigung
i S 0.0370 0.0252 00240  0.0324 0.0331 0.03514 0.0302  0.0265

Korrelationskoeffizient 09770 09812 0.9799 09822 0.9876 0.9874 0.9779 0.9651
Reststandard-

abweichung [mV-min] | 2381 1487 1421 1393 1273 093 2302 1729

Verfahrensstandard-

abweichung [ng/L] 6435 5901 5934 4297 3846 4738 7631  65.34

Verfahrensvariations-
Koeffizient [%] 17.35 15.79 16.36 15.38 12.78 12.86 17.17 21.81

NG (DIN 32645) [ng/kg] 146.7 134.5 1353 98.0 87.7 108.0 172.0 149.0

mittlere Wiederfindung

o 865 643 587 746 681 709 72.4 70.5
korrigierter Verfahrens- | ., ... oo ac .
variationskoeffizient [%] 12.6 12.3 98 -3 T 6.3 1.6 14.3
korrigierte NG (DIN

32645 ua/kel 105.8 1048 808 607  —— 532 1171 979
NG (SN > 3) [ng/kg] 78 216 110 17.6 19.8 12.9 23.7
MG | et 1255 935 848 1084  —— 1031 1050 1018

Wiederfindung [%]
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Verfahrensprizision und Grenzwertbetrachtung

Tab. 36 Summe der SCF-relevanten BADGE-Derivate in ,,Gulasch mit Kartoffeln

Charge A Charge B Charge C Charge D
Dose 1 22549 2183.6 2264.8 1888.2
Dose 2 2122.0 21224 2236.1 1595.5
Dose 3 2448.4 2189.7 2680.6 1439.8
Dose 4 2349.9 2314.0 2212.8 1643.8
Dose 5 2399.3 2060.8 2182.3 1666.0
Dose 6 2436.1 2463.0 2271.6 1845.1
Mittelwert [pg/kg] 2335.1 2222.2 2308.0 1679.7
Standardabweichung [ng/kg] 125.9 144.9 185.5 165.5
Variationskoeffizient [ %] 54 5.8 8.0 9.9

Zur Uberpriifung der Homogenitit der Varianzen wurde der Bartlett-Test durchgefiihrt:

PriifgroBe y 2 = % : {(N ~—m)-In(s”) - if(i) -In(s? )}

m 1 1 i | 2
C:(;f(i)]_N—m %:f(l

mit +1  sowie s’ =-
3- (m - 1) N-m
wobei N: Anzahl aller Untersuchungen  (24)
m: Anzahl der Chargen (4)
f(i):  Freiheitsgrade pro Charge (5)

Mit den in Tab. 36 angegebenen Werten betrigt die PriifgroBe x* = 0.762. Fiir m-1 Freiheits-
grade und p = 0.05 liegt die Schranke der y*-Verteilung bei 7.81.

Die Varianzen sind homogen. Alle untersuchten Chargen entstammen einer Grundgesamtheit.
Fiir N-m Freiheitsgrade betrigt die Gesamt-Standardabweichung 157 pg/kg. Bei Durchfiih-
rung einer Sechsfachbestimmung und p = 0.05 betrigt der Vertrauensbereich des Mittelwertes
+133 pg/kg. Damit ist ab einem ermittelten Summengehalt von 1133 ug/kg der Grenzwert
signifikant tiberschritten.
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10.5 Die analytische Erfassung von BFDGE und seinen Derivaten

10.5.1 Synthese von BFDHPE

2.0 g (10 mmol) Bisphenol F, geldst in 50 mL 1-Propanol, werden mit 1.85 mL (22 mmol)
3-Chlor-1-propanol versetzt. 900 mg NaOH (22.5 mmol), gelost in 5 mL Wasser, werden tliber
30 Minuten langsam unter Riithren zugetropft. Das Reaktionsgemisch wird 4 Tage bei 80 °C
am RiickfluBkiihler geriihrt. Die Reaktion wird mittels HPLC verfolgt. Bei einer Ausbeute
tiber 95 % Produkt wird die Reaktion gestoppt.

Nach dem Abkiihlen wird das Reaktionsgemisch dreimal mit 25 mL Toluol extrahiert. Die
vereinigten organischen Phasen werden dreimal mit je 25 mL Wasser gewaschen. Anschlies-
send wird liber Na,SO4 getrocknet und das Losungsmittel verdampft.

Die Reinigung des Produktes erfolgt mittels priaparativer HPLC. Hierzu wird der Riickstand
Rohproduktes in 80 mL der mobilen Phase (Acetonitril / Methanol / Wasser (25/25/50, v/v/v))
gelost. Aus jeweils 10 mL Losung wird die Produktfraktion nach isokratischer Elution bei
Raumtemperatur und einer FluBirate von 39 mL/min in einem 250 mL-Rundkolben aufge-
nommen. Der organische Anteil des Eluenten wird am Rotationsverdampfer abdestilliert. Die

Isolierung des Produkts erfolgt mittels Gefriertrocknung iiber Nacht.

Ausbeute 2.00 g =63.3 % (bezogen auf BPA), weilles Pulver

Smp. 92 °C

Elementaranalyse Element | C H

C1oH2404 (M=316.39 g/mol) Soll berechnet [%0] 72.13  7.65
Ist [%] 7151 7.60

BC-NMR (400 MHz, CDCl;): & = 157.1 .
(C-4), 134.0 (C-7), 129.8 (C-6), 114.5 s

(C-5), 65.9 (C-3), 60.7 (C-1), 40.1 (C-8), HO ™o 07" 0H
32.0 (C-2) ppm.

"H-NMR (400 MHz, CDCL): & = 7.07 f

(H-d, d, 4H), 6.82 (H-e, d, 4H), 4.09 (H-c,

t, 4H), 3.85 (H-a, H-f, m, 6H), 2.03 (H-b, HO < R 0" 0K
m, 4H) ppm.

Kopplungskonstanten Joa=35.1,Jp= 6.0, Jg.= 8.4 Hz.

ESI-MS (100 V, positiv) 339 (20, M+Na"), 317 (7, M+1), 165 (100), 107 (22).

108



10 Experimenteller Teil

IR (KBr) 510 (w), 604 (w), 785 (w), 810 (m), 946 (m), 990 (m), 1060 (s), 1108 (w),
1176 (w), 1252 (s), 1392 (w), 1474 (m), 1513 (s), 1613 (m), 2292 (W), 2934 (s), 3311(s) cm™".

UV (Acetonitril/Wasser) 230.0 nm, 275.0 nm (max)
Reinheit (HPLC) >99%

Reaktionsverfolgung HPLC:

Mobile Phase Acetonitril / Methanol / Wasser
~ (25/25/50, v/v/v)
g FluBrate 0.8 mL/min
g . R, BPF 7.1 min
R Monoether 11.1 min

R; Interner Standard 16.1 min

Abb. 66 Synthesemonitoring BFDHPE

10.5.2 Validierung des Verfahrens

Grundkalibrierung

Die Validierung des Verfahrens erfolgte unter Verwendung einer Stammldsung mit allen
BPA-basierten Referenzsubstanzen sowie dem IS BFDHPE (B = 0.5 g/L) und allen BPF-
basierten Referenzsubstanzen (3 = 1 g/L) in Acetonitril.

Die Stammlosung wurde zunichst mit Acetonitril 1:500 verdiinnt. Dies entspricht einer Mas-
senkonzentration von = 1 mg/L an allen BADGE-Derivaten einschlieBlich des IS. Fiir die
BFDGE-Derivate ergibt sich eine Massenkonzentration von 3 = 2 mg/L. Die Herstellung der
Kalibrierstandards erfolgte durch weitere Verdiinnung auf 50 (100), 100 (200), 200 (400), 400
(800), 600 (1200) und 800 (1600) ng/L. BADGE-Derivate und interner Standard (BFDGE-
Derivate) mit Acetonitril / Wasser (50/50, v/v).

Die Grundkalibrierung erfolgte in einer Dreifachbestimmung. Beispielhaft ist die vollstindige
Auswertung fiir BFDGE dargestellt (Tab. 37 und 38); fiir die restlichen BFDGE-Derivate sind
die Verfahrenskenndaten in Tab. 38 zusammengefafit. Die BADGE-Derivate werden nicht er-
neut aufgefiihrt; ihre Kenndaten unterscheiden sich nicht von den in 10.4.6 (Tab. 29) angege-
benen Werten.
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Tab. 37 Ergebnisse der Grundkalibrierung BFDGE

BFDGE MebBwert Mittelwert Regressionsgerade Residuen
[ng/L] [mV-min] [mV-min] y=bx+a yi - y(xi)
110.3 / /
110.3 14.37 14.5 15.89 -1.52
110.3 14.53 -1.36
""""" 2205 | 3264 o2
220.5 31.87 32.2 32.12 -0.25
220.5 32.07 -0.05
""""" 4410 | 6456 o0
441.0 64.70 64.4 64.58 0.12
441.0 63.90 -0.63
""""" 882.0 | 13239 290
882.0 130.27 131.0 129.49 0.78
882.0 130.45 0.96
13230 | 19439 0.02
1323.0 194.63 195.2 194.41 0.22
1323.0 196.68 2.27
17640 | 26125 .93
1764.0 255.69 258.1 259.32 -3.63
1764.0 257.23 -2.09

Tab. 38 Verfahrenskenndaten der Grundkalibrierung

BFDGE-2H,0 BPF IS BFDGE BFDGE-2HCI1
Achsenabschnitt 2.047 1320 0.243 -0.340 3.256
[mV-min]
Steigung
[(mV-min)/(ug/L)] 0.076 0.067 0.110 0.147 0.105
Korrelationskoeffizient 0.9996 0.9996 0.9998 0.9998 0.9995
Reststandard-
abweichung [mV-min] 1.157 0.960 0.592 1.658 1.570
Verfahrensstandard-
abweichung [ug/L] 15.33 14.29 5.37 11.26 14.97
Verfahrensvariations-
Koeffizient [%] 1.97 2.15 1.41 1.40 2.34
NG (DIN 32645) [ng/L] 40.46 37.71 14.17 29.70 17.61
Fluoreszenzresponse
[106 mV-min/M] 28.5 14.8 34.8 455 43.6

10.5.3 Photometrische Eigenschaften der BFDGE-Isomere

Charakterisierung nach priparativer Trennung

Nach der préparativen Trennung wurde die Elutionsreihenfolge der Isomere der BFDGE-
Derivate iiber die 'H-NMR-Spektren der isolierten Reinsubstanzen ermittelt. Hierbei wurde
neben der Betrachtung der aromatischen Protonen (s. 5.4.3) auch die Tatsache genutzt, dass
bei symmetrischen Molekiilen (hier: 0,0- und p,p-Isomere) auch die aliphatischen Protonen
equivalent sind, bei unsymmetrischen Molekiilen (o,p-Isomere) hingegen nicht. Tab. 39 gibt

die chemische Verschiebung der Protonen fiir alle Derivate und Isomere wieder.
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Tab. 39 Chemische Verschiebung der Protonen der isomerenreinen BFDGE-Derivate

Bezeichnung Strukturformel "H-NMR (400 MHz)
) (CDCly) & = 7.08 (H-d, d, 4H), 6.84 (H-e, d,
s 4H), 4.18 (H-¢’, dd, 2H), 3.98 (H-c, dd, 2H),
p.p-BFDGE ay e O O 3.34 (H-b, m, 2H), 2.89 (H-a’, dd, 2H), 2.74
>y o> (H-a,dd, 2H) 3.86 (H-f, s, 2H) ppm.
I
£ (CDCly) & = 7.17 (H-i, t, 1H), 7.14 (H-d, d,
p,0-BFDGE . ’A‘k 2H), 7.08 (H-k, d, 1H), 6.90 (H-h, t, 1H), 6.83
a

O’>bﬂo e o ; (H-e/H-g, d, 3H), 3.93 (H-f, s, 2H) ppm.*
a e (CDCly) & = 7.16 (H-e, t, 2H), 7.10 (H-d, d,
>0 0T 2H), 6.88 (H-f, t, 2H), 6.84 (H-g, d, 2H) 4.19
0,0-BFDGE (H-c’, dd, 2H), 3.99 (H-c, m, 2H), 3.32 (H-b,

p,p-BFDGE-2HCI

p,0-BFDGE-2HCI

0,0-BFDGE-2HCI

p,p-BFDGE-2H,0

o,p-BFDGE-2H,0

0,0-BFDGE-2H,0

Q
o o
-
=]
—

a C
c1/\b%0 e O O/\ﬁa
OH OH
1 n
m
OMCI
f Lon
WWene
CIMO e g 1
OH d h
a bC
CIMO h OMCI

e ST, T
HO/\MO e o/\ﬁOH
oH d OH

l pn
; O/YOH

jus}
Q
=
o
o
=
Oi
Qo
T

@]

o afF

WO
aQ

@]

=)

m, 2H), 2.85 (H-a’, dd, 2H), 2.70 (H-a, dd,
2H), 4.02 (H-h, s, 2H)

(CDCly) 8 = 7.08 (H-d, d, 4H), 6.83 (H-e, d,
4H), 4.19 (H-b, t, 2H), 4.05 (H-a, dd, 4H), 3.77
(H-c, dd, 2H), 3.70 (H-c’, dd, 2H), 3.86 (H-f, s,
2H) ppm.

(CDCl3) ¢ = 7.22 (H-i, m, 1H), 7.15 (H-k, d,
1H), 7.07 (H-d, d, 2H), 6.94 (H-h, t, 1H), 6.83
(H-g/H-c, m, 3H), 4.18 (H-b, t, 1H), 4.04 (H-
m/H-n/H-a, m, 5H), 3.91 (H-f, s, 2H) ppm.*

(CDCly) & = 7.21 (H-e, t, 2H), 7.09 (H-d, d,
2H), 6.93 (H-f, t, 2H), 6.86 (H-g, d, 2H), 4.11
(H-b, t, 2H), 4.06 (H-a, m, 4H), 3.97 (H-h, s,
2H), 3.56 (H-c, d, 4H) ppm.

(Aceton-dg) 6 =7.11 (H-d, d, 4H), 6.85 (H-e, d,
4H), 3.86 (H-f, s, 2H), ppm.*

(Aceton-dg) 6 = 7.16 (H-d/H-c, m 3H), 7.10 (H-
k, d, 1H), 6.95 (H-g, d, 1H), 6.84 (H-¢/H-h, m,
3H) 3.90 (H-f, s, 2H) ppm.*

(Aceton-dg) 6 = 7.15 (H-e, t, 2H), 7.09 (H-d, d,
2H), 6.95 (H-g, d, 2H), 6.83 (H-f, t, 2H) 4.06
(H-c’, t, 2H), 4.00 (H-h, s, 2H) 3.99, (H-c, m,
2H), 3.63 (H-a, m, 4H), 2.85 (H-b, m, 2H)
ppm.

* Eine Zuordnung der aliphatischen Protonen der Seitenkette erfolgte nicht.
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10.5.4 Matrixkalibrierung

Die Matrixkalibrierungen erfolgten an dotierten Lebensmittelproben, die urspriinglich keine
Derivate von BADGE oder BFDGE enthielten.

Mais als kohlenhydratreiches Lebensmittel

Aus der Stammlosung (B = 0.5 g/L fiir BPF-basierte Standards, B = 1 g/L fiir BPA-basierte
Standards und den IS) wurden fiinf Olstandards hergestellt. Hierfiir wurden 0.08, 0.12, 0.16,
0.20 und 0.24 mL der Stammldsung in 10 g Olivendl iiber Nacht geldst. Jeweils 47.5 g Mais-
Homogenat wurden mit 2.5 g Ol versetzt und erneut homogenisiert. Hieraus resultieren die
Konzentrationen 200, 300, 400, 500 und 600 pg/kg Homogenat fiir die BADGE-Derivate ein-
schlieBlich des IS und 400, 600, 800, und 1200 pg/kg Homogenat fiir die BFDGE-Derivate.

Fiir jeden Kalibrierlevel wurde eine Dreifachbestimmung durchgefiihrt. Die Aufarbeitung

folgte dem Schema der optimierten Probenvorbereitung (s. 4.7) in einer Dreifachbestimmung.
Die Auswertung erfolgte anhand der linearen Regression und dem Residuenplot der Matrixka-
librierung. Beispielhaft ist die vollstindige Auswertung fiir BFDGE dargestellt (Tab. 40 und
41); fiir die anderen Substanzen sind die Verfahrenskenndaten in Tab. 41 und 42 zusammen-
gefalit.

Tab. 40 Ergebnisse der Matrixkalibrierung BFDGE in Mais

BFDGE MeBwert Mittelwert Regressionsgerade Residuen
[ng/kgl [mV-min] [mV-min] y=bx+a yi - y(xi)
441.0 20.369 -2.279
441.0 19.447 20.71 22.648 -3.201
441.0 22.321 -0.327
""""" 6615 | 30235 0004
661.5 30.125 31.33 30.939 -0.814
661.5 33.620 2.681
""""" 8820 | 43768 4538
882.0 43.956 42.78 39.230 4.726
882.0 40.602 1.372
o125 | 47569 0048
1102.5 45.992 47.15 47.521 -1.529
1102.5 47.896 0.375
1330 | 55434 0377
1323.0 55.301 54.28 55.811 -0.510
1323.0 52.097 -3.714
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Tab. 41 Verfahrenskenndaten der Matrixkalibrierung BPF-basierte Analyte in Mais

BFDGE-2H,0 BPF IS BFDGE BFDGE-2HCI1
Achsenabschnitt 5.664 3.764 2.569 6.067 4454
[mV-min]
Steigung
5 0.011 0.019 0.033 0.037 0.030
[(mV-min)/(ng/kg)]
Korrelationskoeffizient 0.9861 0.9915 0.9914 0.9800 0.9888
Reststandard-
abweichung [mV-min] 0.595 0.660 0.665 2.563 1.157
Verfahrensstandard-
abweichung [ug/kg] 52.68 35.28 20.26 68.16 38.83
Verfahrensvariations-
Koeffizient [%] 6.37 4.99 5.02 7.70 5.72
NG (N S5 139.1 93.2 535 180.0 102.5
[ng/kg]
mittlere Wiederfindung 436 314 870 746 828
(%] . . . . .
mittlere Korrigierte
Wiederfindung [%] 50.1 93.6 ——- 85.7 95.2
NG (S/N>3) [ng/kg] p,p/o,p 105.0 29.2 43.2 p.p 30.9 p.p 42.6
0,0 54.3 o,p 32.5 o,p 53.4
0,0 32.8 0,0 71.6

Tab. 42 Verfahrenskenndaten der Matrixkalibrierung BPA-basierte Analyte in Mais

BADGE:- BPA IS BADGE- BADGE:- BADGE BADGE- BADGE-
2H,0 H,0 HCI-H,0 HCl 2HCI
it 1506 2.074 2569  1.654  2.831 1757 0731 0522
[mV-min]
Steigung
: 0.025  0.023  0.033 0.027 0.024 0.030 0.025 0.024
[(mV-min)/(ng/kg)]
Korrelationskoeffizient | 0.9681 0.9857 0.9914 09928  0.9796  0.9701  0.9751  0.9723
Reststandard-
i @i 1.108  0.530  0.665 0.474 0.746 1.063 0.942 0918
Verfahrensstandard-
Sl [l 4380 23.58 20.26 17.47 30.70 35.08 38.47 38.58
Verfahrensvariations-
Koeffizient [%] 9.80 6.49 5.02 4.57 7.78 9.51 8.64 9.10
I (DL S22 ) 1156 6226 535 46.13 81.05 92.60 101.55  101.86
[u_g/kgl _
;‘f,‘/‘t]“erew‘ederﬁ“d““g 845 822 870 849 81.5 78.9 73.8 85.3
0
mittlere korrigierte
Wiederfindung [%] 97.1 94.5 97.6 93.7 90.7 84.8 98.0
NG (S/N > 3) [pg/kg] 32.1 64.3 432 57.3 492 54.3 51.6 59.4

Thunfisch als proteinreiches Lebensmittel

Aus der Stammlosung (f =1 g/L fiir BPF-basierte Standards, f = 2 g/L fiir BPA-basierte
Standards und den IS) wurden vier Olstandards hergestellt. Hierfiir wurden 0.04, 0.2, 0.4 und
0.8 mL der Stammlosung in 10 g Olivendl iiber Nacht gelost. Jeweils 47.5 g Thunfisch-

Homogenat wurden mit 2.5 g Ol versetzt und erneut homogenisiert. Hieraus resultieren die
Konzentrationen 200, 1000, 2000 und 4000 ng/kg Homogenat fiir die BADGE-Derivate ein-
schlieBlich des IS und 400, 2000, 4000, und 8000 pg/kg Homogenat fiir die BFDGE-Derivate.
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Die Aufarbeitung folgte dem Schema der optimierten Probenvorbereitung (s. 4.7). Die Aus-
wertung erfolgte anhand der linearen Regression und dem Residuenplot der Matrixkalibrie-
rung. Beispielhaft ist die vollstindige Auswertung fiir BEDGE dargestellt (Tab. 43 und 44);
fiir die anderen Substanzen sind die Verfahrenskenndaten in Tab. 44 und 45 zusammengefaft.
Es ist zu beachten, daB fiir die Matrixkalibrierung im Gegensatz zu allen iibrigen Kalibrierun-
gen das HPLC-System der Fa. Agilent (10.1.1) eingesetzt wurde und daraus abweichende

Kenndaten fir die Kalibrierfunktion resultieren.

Tab. 43 Ergebnisse der Matrixkalibrierung BFDGE in Thunfisch

BFDGE MeBwert Regressionsgerade Residuen
[ng/kg] [mV-min] y=bx+a yi - y(xi)
400.0 48.82 42.58 5.84
2000.0 255.26 254.42 0.83
4000.0 506.13 519.22 -13.09
8000.0 1054.88 1048.82 6.06

Tab. 44 Verfahrenskenndaten der Matrixkalibrierung BPF-basierte Analyte in Thunfisch

BFDGE-2H,0 IS BFDGE BFDGE-2HCI
Achsenabschnitt [mV-min] -3.03 2.89 -10.38 -4.16
Steigung [(mV-min)/(ng/kg)] 0.1288 0.1398 0.1324 0.1264
Korrelationskoeffizient 0.9997 0.9999 0.9998 0.9999
Reststandardabweichung
11.75 3.18 11.13 8.36
[mV-min]
Verfahrensstandardabweichung
91.19 22.77 84.05 66.16
[ng/kg]
Verfahrensvariations-
2.53 1.27 2.33 1.84
koeffizient [%]
mittlere Wiederfindung [%o] 75.6 82.9 75.1 72.8
mittlere korrigierte Wiederfin-
91.1 - 90.6 87.8
dung [%]
NG (S/N>3) [pg/kg] p,p/o,p 22.5 36.0 p.p 32.1 p.p 409
0,0 429 o,p 36.0 o,p 48.6
0,0 39.1 0,0 69.2
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Tab. 45 Verfahrenskenndaten der Matrixkalibrierung BPA-basierte Analyte in Thunfisch

BADGE: IS BADGE: BADGE: BADGE BADGE: BADGE:
2H,0 H,0 HCI'H,0 HC1 2HCI
Achsenabschnitt [mV-min] 16.22 2.89 3.65 1.73 -2.20 -2.91 -4.46
Steigung
5 0.1440 0.1398  0.1353 0.1377 0.1314 0.1328 0.1338
[(mV-min)/(ng/kg)]
Korrelationskoeffizient 0.9999  0.9999 0.9999 >0.9999 >0.9999 >0.9999 >0.9999
Reststandardabweichung
[mV-min] 3.94 3.18 2.90 1.63 0.28 1.59 2.38
Verfahrensstandardabwei-
chung [ng/kg] 27.40 22.77 21.44 11.80 2.13 11.95 17.75
Verfahrensvariations-
Koeffizient [%] 1.17 1.27 1.19 0.66 0.12 0.66 0.99
mittlere Wiederfindung [%] 89.7 82.9 80.5 80.9 75.9 76.4 76.5
mittlere korrigierte Wiederfin- 108.1 L 97.1 975 91.6 9.1 922
dung [%]
NG (S/N > 3) [ng/kg] 20.0 36.0 46.2 514 514 60.0 60.0

10.6 Reaktionen von BADGE mit Lebensmittelbestandteilen in vitro

10.6.1 Aufarbeitung und Chromatographie

Fiir die Dotierungen der Lebensmittel zur Untersuchung der Reaktionen von BADGE wurden
Losungen von BADGE und BADHPE in Dioxan verwendet. Zur Abdeckung eines hohen
Konzentrationsbereiches wurden Massenkonzentrationen von B = 40 pg/mL, 400 pg/mL,
4 mg/mL sowie 20 mg/mL eingesetzt.

Die wegen ihrer unterschiedlichen Majorkomponenten ausgewdhlten Lebensmittel wurden
homogenisiert und mit unterschiedlichen Konzentrationen an BADGE und internem Standard
dotiert. Hierzu wurden 10 g Lebensmittel mit 250 pL der Dotierstandards versetzt und erneut
homogenisiert. Es ergaben sich die Konzentrationsstufen = 1, 10, 100 und 500 mg/kg.

Zur Erfassung einer grolen Bandbreite der Polaritit entstehender Reaktionsprodukte wurde
der fiir die BFDGE-Analytik im polaren Bereich optimierte Gradient (s. 5.3.2 Tab. 8) auch fiir

unpolare Produkte erweitert:

Tab. 46 Modifizierter Elutionsgradient zum Nachweis von BADGE-Lebensmittel-Addukten

Zeit [min] SmM NH,form, pH 3 [%] Acetonitril / Methanol (1/2, v/v) [%]
0 45 55
50 16 84
51 10 90
60 10 90
65 45 55
70 45 55

Die zur Quantifizierung von BADGE und seinen Hydrolyse- und Hydrochlorierungsproduk-
ten erstellte Grundkalibrierung entsprach der in 10.4.6 (Tab. 29) beschriebenen.
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10.6.2 Reaktionen in ausgewidhlten Lebensmitteln

Die Wiederfindung von BADGE und seinen identifizierbaren Derivaten wurde nach drei un-

terschiedlichen Behandlungen ermittelt:

sofort nach Dotierung (Kontrollwert zur Ermittlung der Aufarbeitungsverluste)

nach Inkubation von einem Tag bei Raumtemperatur

nach Sterilisation bei 120 °C fiir 30 Minuten
Der interne Standard zeigte keine Reaktion mit Lebensmittelbestandteilen.

Tab. 47 Daten der Aufarbeitung von Sonnenblumendl nach jeweiliger Einzelbestimmung

Dotier- Wiederfindung bezogen auf die Korrigierte
konzentration Behandlung Temperatur dotierte Menge [%] Wiederfindung [%]
BADGE IS BADGE
1 mg/kg Kontrolle, sofort 25°C 75 77 98
10 mg/kg Kontrolle, sofort 25°C 77 79 97
100 mg/kg Kontrolle, sofort 25°C 73 76 96
500 mg/kg Kontrolle, sofort 25°C 81 85 95
""" Imghkg |  1Tag ~ 25°C 74 7191
10 mg/kg 1 Tag 25°C 63 67 93
100 mg/kg 1 Tag 25°C 67 69 97
500 mg/kg 1 Tag 25°C 61 64 96
""" Imgkg |  30Minuten  120°C 74 8 8
10 mg/kg 30 Minuten 120 °C 75 81 93
100 mg/kg 30 Minuten 120 °C 92 101 90
500 mg/kg 30 Minuten 120 °C 86 93 92
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Tab. 48 Daten der Aufarbeitung von Pfirsich nach jeweiliger Einzelbestimmung

Wiederfindung bezogen auf die Korrigierte
Dotier- dotierte Menge [%o] Wiederfindung [%]
Konzentration Behandlung Temperatur BADGE- BADGE-
BADGE 2H,0 IS BADGE 2H,0
1 mg/kg | Kontrolle, sofort 25°C 95 97 99
10 mg/kg | Kontrolle, sofort 25°C 90 91 99
100 mg/kg | Kontrolle, sofort 25°C 89 93 95
500 mg/kg | Kontrolle, sofort 25°C 92 94 98
""" Imgkg | 1Tag  25°C 58 88 65
10 mg/kg 1 Tag 25°C 59 88 67
100 mg/kg 1 Tag 25°C 65 79 82
500 mg/kg 1 Tag 25°C 93 96 97
""" Img/kg | 30Minuten  120°C 2 70 104 2 67
10 mg/kg 30 Minuten 120 °C 1 72 100 1 72
100 mg/kg 30 Minuten 120 °C 1 50 73 1 69
500 mg/kg 30 Minuten 120 °C 2 53 74 3 72

Tab. 49 Daten der Aufarbeitung von Thunfisch in Ol nach jeweiliger Einzelbestimmung

Dotier- Wiederfindung bezogen auf die Korrigierte
konzentration Behandlung Temperatur dotierte Menge [%] Wied(;ro/ﬁ]ndung
(]
BADGE IS BADGE
1 mg/kg Kontrolle, sofort 25°C 87 96 91
10 mg/kg Kontrolle, sofort 25°C 85 83 103
100 mg/kg Kontrolle, sofort 25°C 87 85 102
500 mg/kg Kontrolle, sofort 25°C 86 82 104
""" Imghkg |  1Tag  25°C 68 98 70
10 mg/kg 1 Tag 25°C 66 78 84
100 mg/kg 1 Tag 25°C 71 79 90
500 mg/kg 1 Tag 25°C 70 74 93
""" Img/kg |  30Minuten  120°C 13 8 16
10 mg/kg 30 Minuten 120 °C 9 58 15
100 mg/kg 30 Minuten 120 °C 20 81 25
500 mg/kg 30 Minuten 120 °C 20 81 25
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Tab. 50 Daten der Aufarbeitung von Thunfisch in eigenem Saft nach jeweiliger Einzelbestimmung

Dotier- Wiederfindung bezogen auf die I.(orrigierte
konzentration Behandlung Temperatur dotierte Menge [%] Wled(;:;/ﬁ]ndung
()
BADGE IS BADGE

1 mg/kg Kontrolle, sofort 25°C 76 87 88

10 mg/kg Kontrolle, sofort 25°C 77 86 90

100 mg/kg Kontrolle, sofort 25°C 83 89 93

500 mg/kg Kontrolle, sofort 25°C 88 90 98
""" Imghkg |  1Tag  25°C 14 92 16

10 mg/kg 1 Tag 25°C 13 92 15

100 mg/kg 1 Tag 25°C 15 90 17

500 mg/kg 1 Tag 25°C 20 95 21
""" Imgkg |  30Minuten  120°C 3 1213

10 mg/kg 30 Minuten 120 °C 1 100 1

100 mg/kg 30 Minuten 120 °C 1 98 1

500 mg/kg 30 Minuten 120 °C 1 77 1

10.6.3 Reaktionen in Modelldsungen von Proteinen und Kohlenhydraten

Fiir die Ermittlung der reagierenden Majorkomponente wurden BSA (B = 1 g/L in Wasser)

sowie Glucose (B = 100 g/L in Wasser, gepuffert mit 1 g/L Citronensédure) verwendet. 90 mL
der Losungen wurden mit 10 mL Standardldsung ( = 10 mg/L BADGE und IS) versetzt.

Die Wiederfindung von BADGE und seinen identifizierbaren Derivaten wurde nach drei un-

terschiedlichen Behandlungen ermittelt:

sofort nach Dotierung (Kontrollwert zur Ermittlung der Aufarbeitungsverluste)

nach Inkubation von einem Tag bei Raumtemperatur
nach Sterilisation bei 120 °C fiir 30 Minuten

Tab. 51 Daten der Wiederfindung von BADGE und dem IS in den Modellanséitzen

BADGE BADGE-2‘-H,O0 IS umgesetzter BADGE

[%o] [%o] [%o] [%o]
Glucoselosung| Kontrolle 89 102
1 Tag Raumtemperatur 83 104
30 min, 120 °C 1 102 99

BSA-Losung | Kontrolle 54 96 56

1 Tag Raumtemperatur 98 100

30 min, 120 °C 31 104 69
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10.6.4 Die Reaktion von BADGE-H,0 mit Lebensmittelproteinen

Isolierung der Proteine

Eiklarprotein

Es wurden aus dem Handel bezogene Hiihnereier verwendet.

100 g abgetrenntes Eiklar wurden in einen 250 mL-Rundkolben iiberfiihrt. Nach Lagerung bei
—80 °C iiber Nacht wurde der Inhalt lyophilisiert und bei —20 °C gelagert.

Ausbeute: 77.8 % der erwarteten Proteinmenge

Eigelbprotein (modifiziert nach BERNHISEL-BROADBENT, 1989)

Das zuriickbleibende Eigelb (60 g) wurde in einem 250 mL-lodzahlkolben mit 100 mL Ace-
ton versetzt und 15 Minuten intensiv geriihrt. Nach 30 Minuten Sedimentation wurde die
iberstehende Losung abdekantiert und der Riickstand mit 100 mL Diethylether versetzt. Nach
erneutem Riihren und Sedimentation wurde der Diethylether abdekantiert und verworfen.
Dieser Vorgang wurde 4 mal mit je 50 mL Aceton und Diethylether wiederholt.

Der entfettete Riickstand wurde iiber einen Biichnertrichter filtriert. Der Filterkuchen wurde
mit 100 mL Wasser auf einem Magnetrithrer durchmischt. Nach 30 Minuten wurde erneut
iiber einen Biichnertrichter filtriert, der Riickstand mit 50 mL Wasser gewaschen und in einen
250 mL-Rundkolben {iberfiihrt. Nach Lagerung bei —80 °C iiber Nacht wurde der Inhalt
lyophilisiert. Das Lyophilisat wurde bei —20 °C gelagert.

Ausbeute: 25.8 % der erwarteten Proteinmenge.

Milchprotein
100 g Magermilchpulver wurden in einen 250 mL-Iodzahlkolben eingewogen und mit
100 mL Aceton / Wasser (50/50, v/v) versetzt. Nach 30 Minuten Riihren wurde abdekantiert,
der Riickstand mit 50 mL Aceton / Wasser versetzt, durchmischt und abdekantiert. Dieser
Vorgang wurde 6 mal wiederholt. Die Trocknung sowie Lagerung des Riickstandes erfolgte
wie bei den Eiproteinen beschrieben.
Ausbeute: 100 %

In 10 g Lyophilisat war keine Lactose nachweisbar.

Thunfischprotein (modifiziert nach BERNHISEL-BROADBENT, 1989)

Der Inhalt einer aus dem Handel bezogenen Konserve (Thunfisch in eigenem Saft), in der
kein BADGE nachweisbar war, wurde homogenisiert. 100 g Homogenat wurden analog zum
Eigelbprotein aufgearbeitet und gelagert.

Ausbeute: 121 % des mittleren Proteingehaltes in Thunfisch. Dieser Wert wird auf die na-

tiirliche Schwankungsbreite des Proteins im Thunfisch zurtickgefiihrt.
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Weizenalbumin

100 g aus dem Handel bezogenes Weizenmehl (Typ 405) wurden analog zu Eigelbprotein ent-
fettet und zum Abtrennen der wasserloslichen Albuminfraktion 3 mal in 100 mL Wasser sus-
pendiert, je 30 Minuten zentrifugiert und der Uberstand iiber einen Biichnerfilter filtriert. Das
Filtrat wurde in einen 250 mL-Rundkolben iiberfiihrt, iiber Nacht bei —80 °C eingefroren und
lyophilisiert. Die Lagerung des Weizenalbumins erfolgte bei —20 °C.

Herstellung der Proteinlosungen

BSA, Hdamoglobin, Eiklarprotein, Weizenalbumin
Je 250 mg der Proteinisolate wurden in einen 50 mL-MeBkolben eingewogen und mit Wasser
aufgefiillt.

Eigelbprotein, Casein, Milchprotein, Thunfischprotein

Je 250 mg der Proteinisolate wurden in ein 100 mL-Becherglas eingewogen und in 25 mL
Wasser suspendiert. Nach der Zugabe von 8 mL Natronlauge (0.1 mol/L) wurde die Suspen-
sion 10 Minuten geriihrt und mit 20 %iger Phosphorsiure tropfenweise auf pH 7.4 eingestellt.
Beim Einstellen des pH-Wertes fiel ein Teil des zuvor in Lésung gegangenen Proteins wieder
aus (Thunfischprotein, Eigelbprotein). Die Suspensionen wurden unfiltriert fiir die Untersu-

chungen eingesetzt.

Herstellung und Aufarbeitung der Reaktionsansitze

Je 45 mL der Proteinlosungen und —suspensionen wurden in einer 100 mL-Braunglasflasche
mit 5 mL Dotierlosung (f = 100 mg/L BADGE-H,O und IS in Dioxan) versetzt, fest ver-
schlossen und bei Raumtemperatur leicht geschiittelt. Die Reaktionslosungen enthielten
225 mg Protein sowie je 0.5 mg BADGE-H,0 und IS (450facher UberschuB an Protein). Alle
Versuche wurden als Doppelbestimmung durchgefiihrt.

Nach 24 Stunden sowie 7 Tagen (BSA: 24 Stunden, 5 Tage) wurden je 5 mL der Reaktions-
ansédtze mit 15 g Kieselgur in einem Morser verrieben, in eine Chromatographiesdule iiber-
fithrt und mit 150 mL Diethylether eluiert. Das Eluat wurde am Rotationsverdampfer (40 °C /
700 mbar) zur Trockne eingeengt und der Riickstand mit 0.5 mL Acetonitril und 4.5 mL
Wasser aufgenommen. Die erhaltenen Losungen wurden 1:10 mit Wasser verdiinnt und mit-
tels HPLC-FLD (s. 4.5 Tab. 3, chromatographische Bedingungen Tab. 46) vermessen. Als ex-

terne Standardlosung wurde die Dotierlosung (s.o0.) mit Wasser 1:100 verdiinnt.
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Tab. 52 Ergebnisse der Messung nach 24 Stunden Reaktionszeit [%]

BSA BADGE-H,0 BADGE-2H,0 > A %)

Ansatz | 41.06 2.69 43.75 56.25 5874
Ansatz II 35.92 2.86 38.78 61.22

Himoglobin |
Ansatz | 48.81 37.08 85.89 14.11 15.96
Ansatz 11 46.32 35.88 82.20 17.80

Thunfisch |
Ansatz [ 79.81 4.7 84.51 15.49 16.59
Ansatz 11 78.26 4.06 82.32 17.68

‘Weizen |
Ansatz | 70.80 27.76 98.56 1.44 191

Ansatz 11 71.38 27.88 99.26 0.74

Eiklar |
Ansatz | 88.55 7.03 95.58 4.42 574
Ansatz 11 84.46 6.48 92.94 7.06

Eigelb |
Ansatz | 88.19 4.97 93.16 6.84 566
Ansatz II 88.65 6.88 95.53 4.47

Casein |
Ansatz | 89.97 6.19 96.16 3.84 4.00
Ansatz 11 89.54 6.31 95.85 4.15

Magermilch |
Ansatz | 86.45 6.55 93.00 7.00 6.89
Ansatz 11 86.83 6.39 93.22 6.78

2. [%]: Summe des Anteils an BADGE-H,0 und BADGE-2H,0
A [%]: 100 % - 2. [%] = Anteil des verschwundenen BADGE-H,O
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Tab. 53 Ergebnisse der Messung nach 7 Tagen Reaktionszeit [%]

BSA 5 Tage BADGE-H,0  BADGE-2H,0 ) A %)

Ansatz [ 2.33 3.54 5.87 94.13

Ansatz I 233 3.45 5.78 94.22 18
Hamoglobin |
Ansatz | 5.19 68.17 73.90 26.10 271
Ansatz 11 4.47 67.38 71.85 28.15

Thunfisch |
Ansatz | 22.85 12.18 35.05 64.97 6484
Ansatz 11 23.84 11.44 35.28 64.72

‘Weizen |
Ansatz | 29.64 66.97 96.61 3.39 37
Ansatz 11 28.91 67.02 95.93 4.07

Eiklar |
Ansatz | 61.11 22.07 83.18 16.82 1631
Ansatz 11 62.50 21.71 84.21 15.79

Eigeb |
Ansatz | 55.35 13.40 68.75 31.25 308
Ansatz 11 56.57 14.12 70.69 29.31

Casein |
Ansatz | 5430 17.76 72.06 27.94 2779
Ansatz 11 52.99 19.37 72.36 27.64

Magermilch |
Ansatz | 50.70 19.04 69.74 30.26 30.60
Ansatz 11 49.90 19.17 69.07 30.93

2. [%]: Summe des Anteils an BADGE-H,O und BADGE-2H,0
A [%]: 100 % - 2. [%] = Anteil des verschwundenen BADGE-H,0

10.6.5 Nachweis von BADGE-Protein-Addukten

Esterhydrolyse nach BANDURSKI et al. (1977)

Zum Nachweis von BADGE-Protein-Addukten wurden 9 mL einer walirigen BSA-LOsung
(B=1 g/L) mit 1 mL Standardlosung (f = 10 mg/L bzw. 50 mg/L BADGE sowie IS in Dio-
xan) dotiert und einen Tag bei Raumtemperatur inkubiert. Die Ansédtze wurden nach der In-
kubation, aber vor der Hydrolyse mittels HPLC-FLD vermessen, um die Vollstdndigkeit der
Umsetzung von BADGE sowie die Entstehung bereits bekannter Derivate zu iiberpriifen. Die
Untersuchungen erfolgten in Dreifachbestimmung.

Zur alkalischen Hydrolyse wurden die inkubierten Ansdtze mit 1 mL 11M-Natronlauge ver-
setzt. Nach zwei Stunden bei Raumtemperatur unter Lichtausschlu3 wurden die Lésungen in
einen 20 mL-MeBkolben iiberfiihrt, mit etwa 10 Tropfen 85 %iger Phosphorsidure auf pH 7
gebracht und mit Wasser aufgefiillt. Diese Losung wurde unmittelbar anschliefend zur
HPLC-FLD eingesetzt.
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Tab. 54 gibt die Wiederfindungsraten von BADGE und seinen Hydrolysederivaten vor und

nach der Esterhydrolyse wieder.

Tab. 54 Wiederfindung von BADGE und Hydrolysederivaten vor und nach Esterhydrolyse

Dotierte Ansitze Konzentration BADGE [%] BADGE-H,0 [%] BADGE-2H,0 [%]
0.9 0.9 0.0
1 mg/L 0.8 0.6 0.0
0.8 0.7 0.0
ohne Hydrolyse 08 07 00
5 mg/L 0.8 0.8 0.0
0.8 0.7 0.0

""""""""""""""""""""""""""""""""""" 04 08 35

1 mg/L 0.6 0.9 35
0.4 0.6 3.1
mit Hydrolyse 06 07 30
5 mg/L 0.4 0.7 34
0.6 0.8 3.1

Zum Vergleich der Mittelwerte (Summe aus BADGE, BADGE-H,O und BADGE-2H,0)
wurde der #-Test durchgefiihrt:

1. Zweiseitiger F-Test zur Homogenitdt der Varianzen
vor Hydrolyse x=1.55 ¢/100g mit s* = 0.02
nach Hydrolyse x=4.52 g/100g mit s> = 1.00
2
PriifgroBe F = 5—12 wobei s;:  groBere Varianz
S,

Die PriifgroBBe betragt F= 5.14. Fiir n-1 Freiheitsgrade und p = 0.025 liegt die Schranke der
F-Verteilung bei 7.15. Die Varianzen sind homogen.

2. t-Test zum Vergleich zweier Mittelwerte mit homogenen Varianzen
. . ~ ;1 _;2 [ . .
Priifgrofie t = —— wobei xi1:  grofBerer Mittelwert
s; +53
n,

Die PriifgroBe betrigt t= 21.267. Fiir 2n-2 Freiheitsgrade und p = 0.00! liegt die Schranke
der t-Verteilung bei 4.587. Die Mittelwerte der BADGE-Summenwiederfindung vor und nach
der Hydrolyse sind hochsignifikant unterschiedlich.
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Saure-Hydrolyse in Anlehnung an LUCAS und SOTELO (1982)
9 mL BSA-Losung (B = 1 g/L) wurden mit 1 mL Standardlosung (f = 50 mg/L BADGE so-

wie IS in Dioxan) versetzt und fiir einen Tag bei Raumtemperatur inkubiert. Je 1 mL dieser

Losung wurde mittels Vakuumzentrifuge zur Trockne gebracht, mit 1 mL 6M-HCI versetzt
und in einem Hydrolysetopf evakuiert. Die Hydrolyse erfolgte iiber 20 Stunden bei 110 °C.
Die Hydrolysate wurden mit wenigen Tropfen 11M-Natronlauge neutralisiert, in einen 5 mL-
MeBkolben iiberfiihrt und mit Wasser aufgefiillt. Zur Ermittlung von Aufarbeitungsverlusten
wurden sdurefreie Ansétze ebenfalls iiber 20 Stunden bei 110 °C inkubiert. Die Vermessung
erfolgte mittels HPLC-FLD nach den Bedingungen in 10.6.1 Tab. 46.

Einer nahezu quantitativen Wiederfindung in den Blindwerten stand der vollstindige Abbau

von BADGE sowie dem internen Standard gegeniiber.

Zur Untersuchung des Abbaus wurde 1 mL Standardlésung (B = 100 mg/L in Dioxan) mit
9 mL 6M-HCI versetzt, wobei BADGE und IS getrennt analysiert wurden. Die Inkubation er-
folgte bei Raumtemperatur sowie bei 110 °C fiir unterschiedliche Zeiten. Nach der jeweiligen
Inkubationszeit wurde jeweils 1 mL der Hydrolysate mit einigen Tropfen 11M-NaOH neutra-
lisiert, in einen 5 mL-MeBkolben iiberfithrt und mit Wasser aufgefiillt. Die Vermessung er-
folgte mittels HPLC-FLD nach den Bedingungen in 10.6.1 Tab. 46 gegen Einzelstandards der
Analyte (f = 10 mg/L in Dioxan).

Tab. 55 zeigt die Wiederfindungen nach Inkubation bei Raumtemperatur.

Tab. 55 Wiederfindung von BADGE und seinen Derivaten sowie des internen Standards [%]

Zeit | BADGE BADGE: BADGE: BADGE: BADGE- BADGE:  Summeder | IS
[min] 2H,0 H,0 HCIH,0  HC 2HCI  BADGE-Derivate |

1 75 0 8.4 0 10 42 98 D
5 78 0 6.5 0 9 2.9 98 99
10 77 0 8.3 1.1 10 24 99 99
30 63 0 73 1.6 18 2.9 94 98
60 63 0 6.9 1.3 22 3.1 97 L85
120 46 0 5.2 11 19 3.8 75 43
180 29 0 32 11 13 2.9 50 L7

Die Inkubation bei 110 °C fiihrte bereits nach 5 Minuten zu einer deutlichen Abnahme der
Analyte (68 % Summenwiederfindung fiir BADGE sowie 78 % IS). Nach 20 Minuten waren
weder bekannte BADGE-Derivate noch Reste des IS nachweisbar.
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Identifizierung von Zersetzungsprodukten des Internen Standards aus der Siure-Hydrolyse
Die Untersuchungen zum Abbau des internen Standards wurden mit einer hoher konzentrier-
ten Standardlésung (f = 1 g/L in Dioxan) und einer lingeren Inkubationszeit unter den zuvor
genannten Bedingungen wiederholt und die Hydrolysate mittels HPLC-MSD analysiert.

Die Vermessung erfolgte unter den in Tabelle 3 (s. 4.5) angegebenen Bedingungen. Umset-
zungsprodukte des internen Standards waren erst nach Modifikation des Elutionsgradienten
(Tab. 56) nachweisbar (Abb. 67).

Tab. 56 Modifizierter Elutionsgradient zum Nachweis von Zersetzungsprodukten des internen Standards

Zeit [min] SmM NH,-formiat, pH 3 [%] Acetonitril [%]
0 90 10
30 30 70
31 0 100
35 0 100
36 90 10
45 90 10
a b
I cl
100 Ho™ 0 @y
80 Cl
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Abb. 67 HPLC-MSD/UVD der Umsetzung von BADHPE mit Salzsdure
a: Chromatogramme, Bedingungen s. Tab. 3 und 51; b: Massenspektrum und Fragmente
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Enzymatische Hydrolyse nach GARCIA und BAXTER (1992)

90 mL einer wissrigen BSA-Losung (B = 5 g/L) wurden mit 10 mL Standardlésung
(B =100 mg/L BADGE-H,0 sowie IS in Dioxan) versetzt und fiir einen Tag bei Raumtempe-
ratur inkubiert. Die Losungen wurden im Kaéltebad eingefroren und iiber Nacht lyophilisiert.
5 mg des Lyophilisats wurden in ein 1.5mL-Eppendorfgefd3 eingewogen und 5 mg Pronase E
zugesetzt. Die Ansdtze wurden in ImL Tris-HCIl-Pufter (10.2.2) geldst. Die Inkubation erfolg-
te bei 37 °C tiber 60 Minuten.

Nach Abschluf3 der Hydrolyse wurde zur Abtrennung des nicht hydrolysierten Proteins sowie
des Rests der Pronase E mit 50 pL Perchlorsédure (60 %ig) versetzt, zentrifugiert (4 °C,
10000 G, 15 Minuten) und durch einen Membranfilter (0.2 pm) filtriert.

Die Untersuchungen erfolgten in Dreifachbestimmung. Analog wurde ein Blindwert mit 5 mg
BSA und Pronase E mit Tris-HCI-Puffer versetzt und hydrolysiert.

Nach Anpassung des Elutionsgradienten (Tab. 57) wurden die Hydrolysate mittels HPLC-
FLD analysiert.

Tab. 57 Modifizierter Elutionsgradient zum Nachweis von BADGE-H,0-Protein-Addukten nach enzymatischer

Hydrolyse
Zeit [min] SmM NH,-formiat, pH 3 [%] Acetonitril [%]

0 95 5
5 95 5
50 20 80
51 0 100
55 0 100
56 95 5
70 95 5

Nach Hydrolyse waren mittels HPLC-FLD zusitzliche Peaks nachweisbar (s. 6.4.3, Abb. 47).
Zur Identifizierung moglicher BADGE-Aminosdure-Addukte wurde die massenselektive De-
tektion eingesetzt. Die grundsitzlichen Bedingungen werden in Tab. 3 (s. 4.5) angegeben; die
Untersuchung erfolgte im Scan-Modus. Hierbei wurden je drei Chromatogramme aufgezeich-
net, um liber einen groflen Massenbereich moglichst empfindlich zu detektieren. Die jeweils
aufgezeichneten Massen umfafiten den Bereich von m/z 200 — 400, m/z 400 — 600 (Abb. 68)
sowie m/z 600 — 800.
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Abb. 68 Enzymatische Hydrolyse von BADGE-H,0O-dotiertem BSA-Hydrolysat
HPLC-MSD; Bedingungen s. 4.5 Tab. 3 mit Elutionsgradient Tab. 57; Scan-Modus, m/z: 400 — 600

10.6.6 Nachweis von His-BADGE-H,0O im Hydrolysat des dotierten BSA

Das BSA-Hydrolysat wurde mittels massenselektiver Detektion im SIM-Modus systematisch
nach Aminosiure-Adukten von BADGE-H,0 durchmustert.

Im Rahmen dieser Untersuchungen waren zwei Peaks erkennbar, deren Massenspektren die
charakteristischen Massen eines BADGE-H,0-His-Adduktes besallen (Abb. 69).

200000

175000 4

Abundance

150000 . .
potentielle His-Addukte
125000
100000

75000 4

50000 -

o -»WMJ\“N\WMJ

04

5 10 15 20 25

Retentionszeit [min]

Abb. 69 Enzymatische Hydrolyse von BADGE-H,0-dotiertem BSA-Hydrolysat
HPLC-MSD; Bedingungen s. 4.5 Tab. 3 mit Elutionsgradient Tab. 57; SIM-Modus, m/z: 209, 468,
470 (Fragmentionen), 514 (M+1), 536 (M+23), Fragmentorspannung 180 V

Zur Schnellsynthese eines BADGE-H,0-His-Adduktes wurden 9 mL einer wéBrigen His-
Losung (B =1 g/L, pH 6.5) mit 1 mL BADGE-H,0 und internem Standard (§ = 1 g/L in Dio-

xan) versetzt und fiir einen Tag bei Raumtemperatur sowie eine Stunde bei 100 °C inkubiert.
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Die Schnellsynthese fiihrte zur Entstehung dreier Addukte, deren Retentionszeiten mit denen
der potentiellen Adduktpeaks aus dem Hydrolysat iibereinstimmten (s. 6.4.4, Abb. 48 und 49).
Auch die im SIM-Modus aufgezeichneten Massenspektren waren identisch (Abb. 70).
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Abb. 70 Massenspektren von BADGE-H,0-His
Bedingungen s. Abb. 67; a —b: Peaks 13a und c aus Synthese (vgl. Abb. 47), ¢ — d: analoge Peaks aus
BSA-Hydrolysat

10.6.7 Die Reaktion von BADGE mit proteinogenen Aminosiuren

Herstellung der Aminosaureldsungen

Von jeder zu untersuchenden Aminosdure wurden fiinf Losungen angesetzt.

Je 10 mg Aminosdure wurde in einem 10 mL-MeBkolben mit 9 mL Wasser geldst. Die Lo-
sungen wurden mit 1 %iger Phosphorsiure beziechungsweise 1M-NaOH unter Verwendung
einer pH-Elektrode genau auf die pH-Werte 3, 5, 7, 9 und 11 eingestellt und mit Wasser zur

Marke aufgefiillt (B =1 g/L).

Herstellung der Reaktionsansitze

Je 10 mL der wiBrigen Aminosdurelosungen wurden in einer 100 mL-Braunglasflasche mit
1 mL der Dotierlosung ( = 100 mg/L BADGE-H,O und IS in Dioxan) versetzt, kurz geschiit-
telt und bei Raumtemperatur unter Lichtausschlufl gelagert. Die Reaktionslosungen enthielten
10 mg Aminosiure sowie je 0.1 mg BADGE-H,O und IS (100facher Uberschufl an Amino-

sdure).

Inkubationszeiten und Probenaufarbeitung

Zur Ermittlung des Reaktionsverlaufs wurden nach definierten Inkubationszeiten (2 Stunden
sowie 1,2, 3,4 und 11 Tage) jeweils 200 pL. Reaktionsansatz entnommen und mit 800 pL
Wasser verdiinnt. Nach kurzem Schiitteln wurden die Losungen zur HPLC-FLD eingesetzt
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und gegen eine frisch angesetzte Standardlosung aus BADGE-2H,0, BADGE-H,0 und IS
(B =1 mg/L in Dioxan / Wasser (1/9, v/v)) vermessen.

Zur Identifizierung von Reaktionsprodukten mittels HPLC-MSD im Scan-Modus wurden
1000 pL Reaktionsansatz unverdiinnt eingesetzt. Ansédtze mit pH-Werten {iber 7 wurden zu-

vor mit einem Tropfen konzentrierter Ameisensdure angeséuert.

HPLC-Bedingungen
Die Untersuchungen nach Inkubationszeiten bis zu vier Tagen wurden unter Verwendung ei-
nes verkiirzten Gradienten (Tab. 58) durchgefiihrt. Nach 11 Tagen wurde der in Tab. 57 be-

schriebene Gradient verwendet. Die ilibrigen analytischen Bedingungen gehen aus Tab. 3
(s. 4.5) hervor.

Tab. 58 Modifizierter Elutionsgradient zur Wiederfindung von BADGE-H,0 nach Adduktbildung

Zeit [min] SmM NH,form, pH 3 [%] Acetonitril [%]
0 70 30
30 35 65
31 10 90
35 10 90
36 70 30
50 70 30

Berechnung der Wiederfindung
Die Berechnung der Anteile an BADGE-H,O, BADGE-2H,0 und Addukt erfolgt iiber die
Peakflachen der jeweiligen Substanz im FLD-Chromatogramm.

Grundlage dieser Berechnung ist die Verwendung von BADHPE als interner sowie externer
Standard. Der fiir BADGE-H,O erwartete Flichenwert (Wiederfindung von 100 %) in der

Probeldsung berechnet sich tiber:

BADGEH:0y,,, - BADHPE,, .
BADHPE

BADGEH:0,,,, =

Standard

Der Anteil der Analyte BADGE-H,0 (a), BADGE-2H,0 (b) und Addukt (c) am erwarteten
Flachenwert fiir BADGE-H,O ergibt sich als:

Flache,, .
Z,.= — <100 [%]
" BADGE-H0

Probe
Durch Addition von Z,, . wird die Gesamtwiederfindung von BADGE-H,0 ausgedriickt:

WF=>7. .
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Ergebnisse
Reaktion mit der a-Aminogruppe von Aminosduren

Tab. 59 Wiederfindung nach Reaktion mit Valin

2 Stunden | BADGE-H,0 BADGE-2H,0 Addukt Unbekannt 3 Wiederfindung
pH3-7 Keine Adduktbildung nachweisbar 101.6 — 102.2
pHY 99.3 1.3 0.8 0.1 101.5
pH 11 95.2 1.2 4.1 - 100.5
C1Tag |
pH3-7 Keine Adduktbildung nachweisbar 100.6 - 101.3
pHY 89.6 3.9 6.4 - 99.9
pH 11 63.1 4.3 29.7 - 97.1
C2Tage |
pH3-7 Keine Adduktbildung nachweisbar 100.4 - 100.6
pHY 83.0 7.2 9.6 - 99.8
pH 11 43.0 6.4 44.7 - 94.1
C3Tage |
pH3-7 Keine Adduktbildung nachweisbar 101.2-102.4
pHY 76.9 9.4 14.3 - 100.6
pH 11 30.9 7.7 55.8 - 94.4
C4Tage |
pH3-7 Keine Adduktbildung nachweisbar 99.3-102.4
pHY 71.8 114 15.1 - 98.3
pH 11 21.7 8.9 59.3 - 89.9
M Tage |
pH3-7 Keine Adduktbildung nachweisbar 101.1-102.6
pHY 44.4 25.6 26.0 1.8 97.8
pH 11 2.8 14.3 70.2 5.2 92.5
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Abb. 71 Spektrum und Struktur von BADGE-H,0-Val (m/z 100 — 650; Fragmentorspannung 180 V)
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Tab. 60 Wiederfindung nach Reaktion mit Phenylalanin

2 Stunden | BADGE-H,0 BADGE-2H,0 / Addukt Unbekannt 2. Wiederfindung
pH3-7 Keine Adduktbildung nachweisbar 101.2-105.3
pHY 99.2 1.3 - 100.5
pH 11 94.1 53 - 99.4
C1Tag |
pH3-7 Keine Adduktbildung nachweisbar 100.8 — 101.6
pHY 87.1 12.5 - 99.6
pH 11 55.8 383 - 94.1
C2Tage |
pH3-7 Keine Adduktbildung nachweisbar 100.1 - 100.6
pHY 77.6 19.5 - 97.1
pH 11 34.7 56.6 - 91.3
C3Tage |
pH3-7 Keine Adduktbildung nachweisbar 98.7-101.7
pHY 72.3 25.8 - 98.1
pH 11 22.1 70.7 - 92.8
S 4Tage |
pH3-7 Keine Adduktbildung nachweisbar 100.1 -101.3
pHY 65.0 28.4 - 93.4
pH 11 14.1 72.1 - 86.2
M Tage |
pH3-7 Keine Adduktbildung nachweisbar 99.0-101.2
pHY 31.9 38.7 7.1 87.2
pH 11 0.7 72.7 13.2 86.6

getrennte Auswertung von BADGE-2H,0 und Addukt nicht méglich, da unvollstindige Peaktrennung

: o .
100 5 5
uwr
O O COOH
Ho/\/\o O/\/\N
20 — H
&0 |
4 L o
— [=1] ] -
] 8 G I
S
20 | T
— B = oy L j
® l % : E | 2
wr
Y DN S | 5 R R N O T R TS
100 Z00 =00 a0n s00 s00
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Abb. 72 Spektrum und Struktur von BADGE-H,0-Phe (m/z 100 — 650; Fragmentorspannung 180 V)

Mit N-Acetyl-Val sowie Boc-Phe erfolgte keine Adduktbildung. Die Gesamtwiederfindung
aller Untersuchungslosungen umfafBite 94.8 — 106.5 % (N-Acetyl-Val) sowie 98.2 — 106.2 %
(Boc-Phe).
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Reaktion mit geladenen Seitenketten a-amino-geschiitzter Aminosduren

Tab. 61 Wiederfindung nach Reaktion mit N-Acetyl-Lysin

2 Stunden | BADGE-H,0 BADGE-2H,0 Addukt Unbekannt 3 Wiederfindung
pH3-7 Keine Adduktbildung nachweisbar 101.1-103.3
pHY 101.5 1.4 - - 102.9
pH 11 96.4 1.5 2.6 - 100.5
C1Tag |
pH3-7 Keine Adduktbildung nachweisbar 101.0-102.6
pHY 96.4 4.8 0.3 - 101.5
pH 11 71.2 4.5 222 0.4 98.3
C2Tage |
pH3-7 Keine Adduktbildung nachweisbar 101.1-102.0
pHY 93.0 8.0 0.5 0.1 101.6
pH 11 53.9 7.9 34.1 1.8 97.7
C3Tage |
Anlagen-Defekt; keine Messung moglich
C4Tage |
pH3-7 Keine Adduktbildung nachweisbar 98.8-101.9
pHY 85.3 133 0.9 0.2 99.7
pH 11 31.2 114 44.5 32 90.3
MM Tage |
pH3 52.3 50.3 0.3 0.5 103.4
pHS 70.3 30.3 0.5 0.1 101.2
pH7 70.9 29.4 0.4 0.1 100.8
pHY 68.9 29.5 14 0.2 100.0
pH 11 7.4 17.2 58.3 10.9 93.8
100 - 0 E-
@
OH
— HO/\/\O O/\/\H/\/\)ﬁ(
OH OH o]
G0
40 &
3
20
85 i
04 el L L Ll |.|. . S . L T TR O R
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Abb. 73 Spektrum und Struktur von BADGE-H,0-N-Acetyl-Lys (m/z 100 — 650; Fragmentorspannung 180 V)
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Tab. 62 Wiederfindung nach Reaktion mit Boc-Histidin

2 Stunden BADGE-H,0 BADGE-2H,0 Addukt Unbekannt 2. Wiederfindung
pH3-11 Keine Adduktbildung nachweisbar 100.3 -101.6
C1Tag |
pH3-5 Keine Adduktbildung nachweisbar 100.9-101.6
pH7 89.2 10.3 0.5 - 100.0
pHY 94.0 4.8 1.3 - 100.1
pH 11 90.1 5.8 1.7 - 97.6
C2Tage |
pH3-5 Keine Adduktbildung nachweisbar 100.3-101.2
pH7 83.7 15.1 1.2 - 100.0
pHY 86.2 8.3 2.8 - 97.3
pH 11 83.5 9.9 3.1 - 96.5
S 3Tage |
pH3-5 Keine Adduktbildung nachweisbar 99.8-102.2
pH7 77.5 20.6 1.7 - 99.8
pHY 83.5 11.7 4.1 0.3 99.6
pH 11 78.4 13.1 4.7 0.1 96.3
C4Tage |
pH3-5 Keine Adduktbildung nachweisbar 99.0-103.4
pH 7 74.4 22.3 2.3 - 99.0
pHY 79.4 14.5 52 0.3 99.4
pH 11 73.8 16.2 6.3 - 96.3
M Tage |
pH3-5 Keine Adduktbildung nachweisbar 102.0 - 106.1
pH7 43.7 529 44 2.0 102.0
pHY 51.4 24.1 19.4 - 94.9
pH 11 443 25.7 19.8 0.9 90.7
Wiederfindung des Addukts als Summe der Einzelwiederfindungen
100 — %
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Abb. 74 Spektrum und Strukturen von BADGE-H,0-Boc-His (m/z 100 — 650; Fragmentorspannung 180 V)
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Mit N-Acetyl-Asp sowie Boc-Arg erfolgte keine Adduktbildung. Die Gesamtwiederfindung
aller Untersuchungslosungen umfafite 93.1 — 104.9 % (N-Acetyl-Asp) sowie 91.8 — 102.1 %
(Boc-Arg).

Reaktion mit polaren ungeladenen Seitenketten a-amino-geschiitzter Aminosduren

Tab. 63 Wiederfindung nach Reaktion mit N-Acetyl-Tyrosin

2 Stunden | BADGE-H,0 BADGE-2H,0 Addukt Unbekannt 3 Wiederfindung
pH3-11 Keine Adduktbildung nachweisbar 101.2-103.1
CiTag |
pH3-9 Keine Adduktbildung nachweisbar 100.8 — 101.8
pH 11 92.8 4.5 3.5 - 100.8
C2Tage |
pH3-9 Keine Adduktbildung nachweisbar 100.2 - 102.0
pH 11 86.9 6.9 6.4 - 100.2
C3Tage |
pH3-9 Keine Adduktbildung nachweisbar 101.0-102.2
pH 11 79.9 10.2 10.2 0.5 100.8
C4Tage |
pH3-9 Keine Adduktbildung nachweisbar 101.1-102.9
pH 11 74.3 12.7 12.8 0.9 100.7
MM Tage |
pH3 45.9 60.3 0.2 0.3 106.7
pH5 69.1 26.2 0.7 - 96.0
pH 7 74.5 26.8 0.8 - 102.1
pH9 74.4 27.8 1.0 - 103.2
pH 11 49.9 27.1 22.8 - 99.8
s .
1 - & OH OH 0
20 1. ¥ N g e
G I I VI | T 3 i
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Abb. 75 Spektrum und Struktur von BADGE-H,0-N-Acetyl-Tyr (m/z 100 — 650; Fragmentorspannung 180 V)
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Tab. 64 Wiederfindung nach Reaktion mit N-Acetyl-Cystein

2 Stunden | BADGE-H,0 BADGE-2H,0 Addukt 2. Wiederfindung
pH3-11 Keine Adduktbildung nachweisbar 101.9-102.4
pH7 1.1 12.8 101.9
pH9 0.9 47.8 98.9
pH 11 0.6 98.2 98.8
C1Tag |
pH3-5 Keine Adduktbildung nachweisbar 99.7 -102.6
pH 7 24 51.4 96.3
pHY 1.0 93.3 95.4
pH 11 0.7 96.8 98.8
C2Tage |
pH3-5 Keine Adduktbildung nachweisbar 99.1-100.3
pH 7 0.7 91.4 93.3
pH9 0.7 91.4 93.3
pH 11 1.0 95.9 98.0
C3Tage |
pH3-5 Keine Adduktbildung nachweisbar 102.1 - 104.6
pH7 33 87.6 97.4
pHY 1.3 95.9 98.3
pH 11 1.1 96.1 98.3
C4Tage |
pH3-5 Keine Adduktbildung nachweisbar 101.0-101.2
pH 7 3.1 89.2 94.1
pHY 1.0 93.6 95.5
pH 11 0.8 96.0 97.7
M Tage |
pH3-5 Keine Adduktbildung nachweisbar 102.6 - 103.2
pH7 3.8 95.5 99.5
pH9 1.5 100.5 102.0
pH 11 0.5 99.3 99.8
= i |
] - OH OH o
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Abb. 76 Spektrum und Struktur von BADGE-H,O-N-Acetyl-Cys (m/z 100 — 650; Fragmentorspannung 180 V)

Mit Boc-Asn sowie Boc-Ser erfolgte keine Adduktbildung. Die Gesamtwiederfindung aller
Untersuchungslosungen umfafite 99.0 — 107.0 % (Boc-Asn) sowie 93.5 — 107.7 % (Boc-Ser).
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Reaktion mit unpolaren Seitenketten a-amino-geschiitzter Aminosduren

Tab. 65 Wiederfindung nach Reaktion mit N-Acetyl-Methionin

2 Stunden BADGE-H,0 BADGE-2H,0 Intermediat/MT-Addukt Unbekannt >
pH3-11 Keine Adduktbildung nachweisbar 98.8-99.9
S 1Tag |
pH 3 84.8 10.7 IM: 2.8 1.0 99.3
pH 5 89.3 3.6 IM: 3.5 1.1 97.5
pH 7 87.7 3.5 IM: 4.3 1.6 97.1
pH 9 88.9 3.6 IM: 3.2 1.3 97.0
pH 11 88.3 4.1 IM: 3.4 1.3 97.1
C2Tage |
pH3 72.6 17.3 IM: 4.6 2.5 97.0
pHS 81.0 59 IM: 5.8 3.5 96.2
pH7 78.7 6.0 IM: 7.3 3.9 95.9
pH9 81.6 5.6 IM: 5.9 5.6 98.7
pH 11 80.9 6.8 IM: 5.6 3.7 97.0
C3Tage |
pH3 63.9 24.6 IM: 6.6 0.9 96.0
pH 5 74.3 8.0 IM: 8.9 0.9 92.1
pH 7 71.3 7.9 IM: 11.0 1.1 91.3
pH 9 73.7 7.8 IM: 8.5 1.5 91.5
pH 11 73.7 9.0 IM:8.8 1.3 92.8
C4Tage |
pH3 54.9 29.6 IM: 8.1 1.0 93.6
pHS 68.5 9.7 IM: 10.7 1.2 90.1
pH7 64.8 9.5 IM: 14.2 1.2 89.7
pH9 68.3 10.1 IM: 11.1 1.5 91.0
pH 11 67.3 11.5 IM: 10.8 1.4 91.0
M1 Tage |
pH3 17.4 51.8 IM: 20.1 / MT: 3.8 0.8 93.9
pHS 31.2 19.7 IM: 26.6 / MT: 9.1 0.7 87.3
pH 7 27.5 18.2 IM: 29.5/MT: 10.9 0.9 87.0
pH 9 30.3 19.9 IM: 26.7 / MT: 9.3 0.5 86.7
pH 11 32.7 22.9 IM: 26.6 / MT: 9.2 0.1 91.5
C18Tage |
pH3 4.4 59.7 IM: 20.2 / MT: 10.4 - 94.7
pHS 12.0 253 IM: 26.6 / MT: 22.4 - 86.3
pH7 9.3 22.1 IM: 28.9 / MT: 28.0 - 88.3
pH9 11.9 25.4 IM: 27.3 / MT: 22.8 - 87.4
pH 11 12.6 28.4 IM: 26.0 / MT: 21.6 - 88.6
C50Tage |
pH3 - 50.0 IM: 3.1/ MT: 19.8 - 72.9
pHS5 - 28.0 IM: 3.8/ MT: 55.3 - 87.1
pH 7 - 24.5 IM: 3.8/ MT: 58.3 - 86.6
pH 9 - 28.8 IM: 3.2/ MT: 56.8 - 88.8
pH 11 - 32.0 IM: 3.5/ MT: 53.5 - 89.0

IM: Intermediédrprodukt, MT: BADGE-H,0-SCH;
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Abb. 77 Massenspektrum und Struktur von BADGE-H,0-N-Acetyl-Met (Intermediat) (m/z 100 — 650; Frag-
mentorspannung 180 V)
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Abb. 78 Massenspektrum und Struktur von BADGE-H,0-SCHj; (Scan m/z 100 — 650; Fragmentorspannung
180 V)

Mit Boc-Pro sowie N-Acetyl-Trp erfolgte keine Adduktbildung. Die Gesamtwiederfindung
aller Untersuchungslosungen umfafite 96.4 — 105.8 % (Boc-Pro) sowie 98.1 — 106.5 %
(N-Acetyl-Trp).

137



10 Experimenteller Teil

10.7 Die Entstehung von Methylthioderivaten von BADGE in Lebensmitteln

10.7.1 Entstehung in dotierten Lebensmitteln

Je 10 g homogenisiertes Lebensmittel wurden in ein Sterilisationsgefdfl eingewogen. 0.2 mL
einer Losung von BADGE-H,O und IS (B = 500mg/L in Dioxan) wurden zupipettiert
(B =10 mg/kg Lebensmittel) und mit einem Glasstab im Homogenat verteilt. Die Gefdlle

wurden verschlossen und 30 Minuten bei 121 °C autoklaviert.

Die abgekiihlten Homogenate wurden nach dem validierten Verfahren (s. 4.7) aufgearbeitet.

Fiir jedes Lebensmittel wurde eine Dreifach-Bestimmung durchgefiihrt, die Berechnung der

Wiederfindung erfolgte gemal 10.6.7.

Die chromatographische Analyse erfolgte mittels HPLC-FLD sowie HPLC-MSD (s. 4.5 Tab.
3). Der Elutionsgradient entsprach denjenigen zum Nachweis von BADGE-Protein-Addukten

nach enzymatischer Hydrolyse (s. 10.6.5 Tab. 57).

Tab. 66 Ergebnisse der Reaktion von BADGE-H,O mit ,,Thunfisch in eigenem Saft*

BADGE-MT-H,0 [%] BADGE-2H,0 [%] 2 [%] A [%]
Ansatz 1 16.4 18.2 34.6 65.4
Ansatz IT 17.9 18.1 35.0 64.0
Ansatz 111 16.7 17.3 34.0 66.0
Mittelwert 65.1
Standardabweichung 1.0
Variationskoeffizient 1.6
Tab. 67 Ergebnisse der Reaktion von BADGE-H,0 mit ,,Grie3speise*
BADGE-MT-H,0 / BADGE-2H,0 [%)] Y [%] A [%]
BADGE-HCI-H,0 [%]
Ansatz 1 26.3 53.7 80.0 20.0
Ansatz I1 26.8 51.7 78.5 21.5
Ansatz I11 27.3 514 78.7 21.3
Mittelwert 20.9
Standardabweichung 0.8
Variationskoeffizient 3.8

In keinem der Reaktionsansitze war das Edukt BADGE-H,O nachweisbar.

10.7.2 Synthese der Methylthioderivate

Zu Losungen von 20 mg N-Acetyl-Met in 10 mL Wasser wurde 1 mL der jeweiligen Dotier-
16sung (BADGE und IS sowie BADGE-HCI und IS in Dioxan ( = 100 mg/L)) gegeben. Die
Syntheseansitze wurden nach 6 Tagen bei Raumtemperatur mittels HPLC-FLD und -MSD

nach Verdiinnung (1/1) vermessen.
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Die Bedingungen der HPLC-FLD entsprachen den in Tab. 3 (s. 4.5) angegebenen. Die HPLC-

MSD erfolgte im SIM-Modus unter Verwendung einer , Fragmentor-Ramp*. Jedem zu be-

stimmenden Fragment / Cluster wurde eine spezifische Fragmentorspannung zugeordnet und

damit die individuelle Empfindlichkeit erhéht. Zu diesem Zweck wurden folgende Bedingun-

gen gewahlt:

Tab. 68 Aufgezeichnete Massenzahlen und zugeordnete Fragmentorspannungen fiir Methylthioderivate

Masse (m/z) Fragmentorspannung [V]
BADGE-H,0-SCH; 135 170
209, 221 140
424, 429, 425 70
BADGE-SCH; 135 170
221 140
411, 427 70
BADGE-2SCH; 135 170
221 140
459, 475 70
BADGE-HCI-SCH; 135 170
221,227,229 140
447, 449, 463, 465 70

Tab. 69 zeigt die Zusammensetzung der Syntheseansdtze nach 6 Tagen.

Tab. 69 Ergebnisse der Synthese der Methylthioderivate
Edukte / Produkte im Syntheseansatz des N-Acetyl-Methionins mit

BADGE [%] BADGE-HCI [%]

BADGE 6.8 BADGE-HCI 13.9

BADGE-H,0 10.3 BADGE-H,0 1.3

BADGE-2H,0 16.0 BADGE-H,0-HCI 66.2

BADGE-H,0-SCH; 32 BADGE-HCI-SCH; 53

BADGE- SCH; 43 Intermediat 27.5
BADGE-2SCH; 0.7
Intermediate 25.3
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10.7.3 Nachweis der Methylthioderivate in Lebensmitteln

Dotierl6sung des internen Standards

20 g Ol wurden mit 160 pL einer Losung des IS in Acetonitril (B = 2 g/L) versetzt. Das Ge-
misch wurde 2 Stunden im Ultraschallbad homogenisiert (B = 16 mg/kg Ol).

Standardlsungen

Aus der Stammlosung (= 1 g/L in Acetonitril) wurden Kalibrierstandards hergestellt. Diese
besaBen eine jeweilige Massenkonzentration von 3 = 25, 50, 100, 200 und 400 ug/L — ent-
sprechend 0.06, 0.13, 0.25, 0.50 und 1.0 mg/kg Lebensmittel.

Aufarbeitung der Lebensmittel

Nach Zugabe von 0.5 g der Dotierlosung zu 10.0 g Lebensmittel-Homogenat ( = 0.8 mg/kg)
wurde erneut homogenisiert. Die Aufarbeitung erfolgte in einer Doppelbestimmung.

Die chromatographischen Bedingungen entsprachen denjenigen zur Bestimmung von
BADGE in Lebensmitteln (s. 4.5 Tab. 3), fiir die massenselektive Detektion wurde analog zu
10.7.2 (Tab. 68) eine variable Fragmentorspannung gewéhlt.

Tab. 70 SCF-Derivate und Methylthioderivate in Lebensmitteln [mg/kg]

Analyt Lebensmittel

relative Retention Leberwurst Schinken- Lyoner Schmelz- Schmelz- Schmalz-

wurst kise kise m. fleisch
Pfeffer

BADGE-2H,0

0.359-0.379 n.n. 0.16 0.09 n.n. 0.07 0.12

iy n.n n.n n.n n.n n.n n.n

0.737-0.747 . . . n. .n, .n.

BADGE-H,0-HC1

0.737-0.739 0.36 0.47 0.26 0.18 0.10 0.46

BADGE-H,0-SCH;

0.878-0.884 n.n. 0.10 n.n. 0.20 0.16 0.08

BADGE

1.236-1.244 n.n. 0.06 n.n. 0.06 0.04 0.34

BADGE-HCI on on 0.09 i . .

1.331-1.343 o - : . .n. .n.

BADGE-2HCI1

1.417-1.429 0.79 0.68 0.17 0.21 0.10 0.46

BADGE-HCI-'SCH;

1.472-1 482 n.n. 0.05 n.n. 0.21 0.28 0.09

BADGE-SCH; n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n.

BADGE-2SCH;

1.525-1.536 n.n. n.n. n.n. 0.27 n.n. 0.02

Summe SCF-Derivate 1.15 1.37 0.61 0.45 0.31 1.38

\S/;[r:me Methylthioderi- n.n. 0.15 n.n. 0.68 0.44 0.19
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Analyt Lebensmittel
relative Retention Grieflspeise Obstsalat  Fruchtreis Hamburger Linsen- Gemiise-
m. Tomate eintopf pfanne
BADGE-2H,0
0.359-0.379 0.47 1.52 0.38 0.77 0.60 0.47
2L DIUIERRO n.n n.n n.n n.n n.n n.n
0.737-0.747 . . . n. .n. n.
BADGE'H,0-HCl
0.737-0.739 0.61 0.26 0.11 2.68 1.59 1.71
0.878-0.884 0.26 n.n. n.n. 0.04 0.07 0.10
BADGE
1.236-1.244 0.03 n.n. n.n. n.n. n.n. 0.20
BADGE-HCI on on - i . .
1.331-1.343 - - A 1. . n.
BADGE-2HCI
1.417-1.429 0.27 0.05 0.10 1.91 1.23 1.31
BADGE'HCI'SCH;
1.472-1.482 0.13 n.n. n.n. 0.10 0.07 0.08
BADGE-SCH; n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n.
BADGE-2SCH; o o . . . .
1.525-1.536
Summe SCF-Derivate 1.38 1.83 0.59 5.36 342 3.72
Summe Methylthioderi- 039 o . 014 014 08
vate
Analyt Lebensmittel
relative Retention Nudel- Cevapcici  Gulasch m.
gericht Kartoffeln
BADGE-2H,0
0.359-0.379 0.50 0.31 0.65
BADGEH,0 . o .
0.737-0.747 - A A
BADGE-H,0-HCl
0.737-0.739 4.53 1.12 1.15
BADGE-H,0-SCH;
0.878-0.884 0.62 n.n. n.n.
BADGE on o i
1.236-1.244 A . .
BADGE-HCI on o 013
1.331-1.343 o -t .
BADGE-2HCI
1.417-1.429 0.94 0.98 0.73
BADGE'HCI'SCH;
1.472-1.482 0.28 n.n. n.n.
BADGE-SCH; n.n. n.n. n.n.
BADGE-2SCH; on o -
1.525-1.536 :
Summe SCF-Derivate 5.97 241 2.66
Summe Methylthioderi- 0.90 . .

vate
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10.7.4 Abschitzung des urspriinglich migrierten BADGE

Nach der Ermittlung des Gehalts an Methylthioderivaten 2001 wurde anhand der im Jahre
1999 durchgefiihrten Untersuchungen der Gehalt abgeschitzt. Dies erfolgte unter Annahme
gleicher Fluoreszenzresponse iiber den Vergleich der Peakflichen mit dem ermittelten
BADGE-Gehalt 1999 (vgl. 7.3 Abb. 59 a).

Die Schétzung fiir 1997 erfolgte unter der Annahme einer linearen Bildung von Methylthiode-
rivaten sowie konstanter Gehalte der epoxidfreien BADGE-Derivate im Verlauf der Lage-

rung. Die berechnete Umsetzungsrate wurde auf das Herstellungsjahr extrapoliert:

O \ethylthio 1999

O Epoxide 1997 =
O Methylthio 2001 ~ O Methylthio 1999

O Epoxide 1999

mit  OMethylthio 2001 = 0.46 mg/kg

OMethylthio 1999 = 0.34 mg/kg

OFpoxide 1999 = 0.68 mg/kg

Hiernach ergibt sich ein geschitzter Gehalt an reaktionsfahigen Epoxiden von 1.93 mg/kg im
Jahr 1997.

Im Lagerzeitraum von 1999 bis 2001 wurde eine Zunahme von 0.12 mg/kg Methylthioderiva-
ten (Omethylthio2001-OMethylthio1999) Verzeichnet. Bei Annahme einer linearen Reaktion im Rahmen
der Lagerung ergibt sich die Entstehung von 0.12 mg/kg Methylthioderivaten auch zwischen
1997 und 1999. Damit liegt die geschitzte Bildung von Methylthioderivaten unmittelbar wih-
rend der Herstellung des Lebensmittels bei 0.22 mg/kg. Diese wurden bei der Schitzung des

Gesamtmigrates von dem Gehalt an reaktionsfdhigen Epoxiden abgezogen.
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