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Zusammenfassung

Im Umwelt- und Arbeitsschutz ist die Analytik von polyzyklischen aromatischen Kohlenwasserstoffen
(PAK) aufgrund ihrer kanzerogenen und mutagenen Eigenschaften bereits seit Jahrzehnten etabliert.
Dabei wird vorwiegend eine Auswahl von 16 Verbindungen untersucht, welche in den 1970er Jahren
von der US-amerikanischen Environmental Protection Agency priorisiert wurden. Bei dieser Auswabhl
handelt es sich hauptsachlich um leicht- bis mittelfliichtige PAK, wohingegen von schwerfliichtigen PAK
im Allgemeinen ein hdheres kanzerogenes Potenzial ausgeht. Aus diesem Grund werden in der
Routine- und Auftragsanalytik immer haufiger auch Verbindungen mit > 6 Benzolringen bericksichtigt.
Um eine valide quantitative Analytik solcher Substanzen umsetzen zu kénnen, ist die Durchfiihrung
von QualitatssicherungsmaBnahmen notwendig. Dazu zdhlt beispielsweise der Abgleich der
Messergebnisse mit einem Referenzmaterial oder die Teilnahme an einem Ringversuch. Aktuell gibt es

jedoch noch keine Referenzmaterialien fiir héhermolekulare PAK an Arbeitsplatzen.

In dieser Arbeit soll zunachst untersucht werden, welches der gingigen Analystensysteme fir die
Messung hohermolekularer PAK in Luftproben am besten geeignet ist. Dazu werden eine gas- und eine
flissigchromatographische Methode entwickelt. Beide Methoden werden validiert, um Parameter wie
die Sensitivitat vergleichen zu kdnnen. Dabei wird differenziert, ob die Leistung des jeweiligen
Analysensystems bei leicht- und mittelfliichtigen PAK besser ist oder bei héhermolekularen
Verbindungen. Insgesamt werden 35 Analyten betrachtet, deren Molekiilmassen eine Bandbreite von

128 bis 302 g/mol abdecken.

Im zweiten Teil der Arbeit soll ein Referenzmaterial fiir eine Auswahl von hohermolekularen PAK zur
Nutzung im Ringversuch entwickelt werden. Dazu muss ein Herstellungsprozess etabliert werden, der
eine ausreichende GleichmaRigkeit und Reproduzierbarkeit des Referenzmaterials gewahrleistet. Die
Uberpriifung des Referenzmaterials erfolgt sowohl durch interne Messungen als auch durch die
Kooperation mit externen Laboratorien. Im Rahmen der Etablierung des Herstellungsprozesses
werden zudem Untersuchungen zur Maximierung der Wiederfindungsraten der PAK durchgefihrt.
Mit der final etablierten Herstellungsmethode kann eine Streuung des Referenzmaterials von < 2 %
mit Wiederfindungsraten nahe 100 % erreicht werden. Dies wird in einem ersten Ringversuch mit
insgesamt 14 Teilnehmenden bestatigt. Die dabei ermittelten Varianzen sind vergleichbar zu
anderen, bereits etablierten Ringversuchen und bestatigen somit die Eignung des Referenzmaterials

zur Verwendung im Ringversuch.



Abstract

The analysis of polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHs) has been established in environmental
monitoring and occupational safety for decades due to their carcinogenic and mutagenic properties.
A selection of 16 compounds, prioritised by the US Environmental Protection Agency in the 1970s, is
mainly examined. This selection comprises mainly volatile and semi-volatile PAHs, whereas non-
volatile PAHs generally exhibit a higher carcinogenic potential. For this reason, compounds with > 6
benzene rings are increasingly considered in routine analysis. In order to carry out a valid quantitative
analysis of such compounds, the implementation of quality assurance measures is necessary, for
example the comparison of measurement results with a reference material or the participation in a
proficiency testing scheme. However, there are currently no reference materials for high-molecular

weight PAHs in workplaces available.

The first aim of this work is to investigate, which of the most commonly used analytical systems is
better suited for the measurement of high-molecular weight PAHSs in air samples. For this purpose, a
gas and a liquid chromatographic method are developed. Both methods are validated in order to
compare parameters like the sensitivity. It is differentiated, whether the performance of each
analytical system is better for (semi-)volatile PAHs or for non-volatile compounds. In total, 35 analytes

are examined, whose molecular masses cover a range between 128 and 302 g/mol.

In the second part of this work, a reference material for a selection of high-molecular weight PAHs
should be developed for use in a proficiency testing scheme. This requires the establishment of a
production process that ensures a sufficient uniformity and reproducibility of the reference material.
The examination of the reference material is performed via internal measurements as well as through
cooperation with external laboratories. As part of the establishment of the production process,
experiments are performed to maximise the recovery rates of the PAHs. With the final production
process, a variance of the reference material below 2 % with recovery rates close to 100 % can be
achieved. This is confirmed in a first proficiency testing scheme with 14 participants. The determined
variances are comparable to other, already established proficiency testing schemes and thus confirm

the suitability of the reference material for usage in a proficiency testing scheme.
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1 Einleitung

1 Einleitung

Die Stoffgruppe der polyzyklischen aromatischen Kohlenwasserstoffe (PAK) ist wegen ihrer
kanzerogenen und mutagenen Eigenschaften bekannt und deshalb seit Jahrzehnten im Kontext des
Umwelt- und Arbeitsschutzes relevant.!. PAK werden bei unvollstindigen Verbrennungsprozessen
gebildet und entstehen ubiquitar aus natirlichen Quellen wie beispielsweise Waldbranden. In der
Umwelt sind vor allem anthropogene Quellen wie Autoabgase oder Emissionen von Kohleheizungen
mafRgeblich. Im direkten Wohnumfeld bilden Tabakrauch, Abbrand von Kerzen oder auch gegrillte oder

geraucherte Lebensmittel mégliche Expositionsquellen.?!

Auch einige Arbeitsplatze sind bei der Frage nach der PAK-Exposition der Mitarbeitenden relevant. Die
Berufsgenossenschaften der Deutschen Gesetzlichen Unfallversicherung e.V. (DGUV) stellen
regelmaRig einen Report Uber Arbeitsplatze mit PAK-Belastung und das Auftreten von
Berufskrankheiten an ebendiesen zusammen.” Dabei wird Benzo[a]pyren (BaP) als Leitsubstanz fiir
die Stoffgruppe der PAK verwendet. Zu den betroffenen Arbeitsplatzen zdhlen beispielsweise
Kokereien, Steinkohleteer verarbeitende Betriebe oder Feuerwehrleute bei Einsitzen.®! So wurden im
Zeitraum von 2017 bis 2021 insgesamt 191 Falle von Harnblasen-, Lungen- oder Kehlkopfkrebs durch
berufliche PAK-Exposition anerkannt.!” Im gleichen Zeitraum wurden insgesamt 65 Todesfille infolge

einer PAK-bedingten Berufskrankheit ermittelt.!®

In den 1970er Jahren wurden von der US-amerikanischen Environmental Protection Agency (EPA) 16
zu priorisierende PAK ausgewahlt (die ,EPA-PAK"), die bis heute sowohl im Arbeitsschutz als auch im
Umweltmonitoring als Grundlage fiir die Beurteilung der PAK-Exposition herangezogen werden. Die
Auswahl der Verbindungen erfolgte basierend auf der Haufigkeit ihres Auftretens und ihrer
Kanzerogenitat, aber war durch die Verfiigbarkeit von Standards eingeschrankt.!”! Die EPA-Liste soll die
Vielzahl an moglichen Verbindungen aus der Gruppe der polyzyklischen aromatischen Verbindungen
reprasentieren und besteht aus PAK mit zwei bis finf Ringen; Verbindungen mit mehr Ringen,
alkylierte PAK und Heterozyklen finden jedoch keine Bericksichtigung. Insbesondere seit der
Verdffentlichung der Sonderausgabe des Polycyclic Aromatic Compounds-Journals'® zu der Frage, ob
die Liste der EPA-PAK veraltet sei, steht eine Erweiterung der Liste zu priorisierender PAK im Raum.
Andersson und Achten haben in ihrem Appell zur Erweiterung des PAK-Portfolios in Umweltanalysen
eine Liste mit 40 moglichen PAK zusammengestellt, mit deutlich starkerem Fokus auf hohermolekulare
PAK mit sechs und sieben Ringen sowie alkylierte Verbindungen.! Sowohl héhermolekulare als auch
alkylierte PAK weisen im Allgemeinen ein héheres kanzerogenes Potenzial auf als die nieder- bis
mittelmolekularen Ausgangsverbindungen und sind bei der toxikologischen Beurteilung von

beispielsweise Luftproben an Arbeitsplitzen relevant.’® In der Literatur vertreten daher viele



1 Einleitung

Forschende die These, dass eine Erweiterung der EPA-Liste erforderlich sei.l***! Die Vielzahl an
moglichen Verbindungen erschwert jedoch einen Konsens dariiber, welche PAK kiinftig standardmaRig

untersucht werden sollen.

Sollte sich eine Erweiterung der EPA-PAK durchsetzen, ist eine entsprechende Anpassung bestehender
analytischer Methoden notwendig. Vor allem fllssigchromatographische (high performance liquid
chromatography, HPLC) Methoden mit Fluoreszenzdetektion (FLD) und Methoden mittels
Gaschromatographie (GC) in Kopplung mit Massenspektrometrie (MS) finden bisher Anwendung,
wobei Letztere aufgrund der meist besseren Sensitivitat bevorzugt werden. Jedoch stellt sich die Frage,
ob GC-MS-Methoden auch bei anderen PAK als den EPA-PAK eine bessere Leistung zeigen.
Insbesondere schwerfliichtige PAK mit mindestens sechs Benzolringen, die aufgrund ihres hohen
kanzerogenen Potenzials berlicksichtigt werden sollten, kdnnen wegen ihres hohen Siedepunkts nur
schwer im GC verdampft werden. Die Frage, welches analytische System bei einer Erweiterung der
priorisierten PAK bevorzugt verwendet werden sollte, soll in dieser Arbeit beantwortet werden. Dazu
werden entsprechende analytische Methoden entwickelt und fiir eine erweiterte Palette an PAK
validiert, um sie anschliefend miteinander zu vergleichen. Dabei werden auch leichtfliichtige Analyten
wie einfach und mehrfach alkylierte Verbindungen untersucht. Der Fokus dieser Arbeit liegt aufgrund

des kanzerogenen Potenzials aber auf den schwerfliichtigen PAK.

Um auch anderen Laboren die qualitatsgesicherte Analyse schwerfliichtiger krebserzeugender PAK zu
ermoglichen, wird im zweiten Teil dieses Projekts ein Referenzmaterial zur Nutzung fiir Ringversuche
hergestellt. Die Auswahl der Analyten fokussiert sich neben BaP als Leitsubstanz und zwei weiteren
héhermolekularen EPA-PAK auf Verbindungen, die bisher nicht Teil der EPA-PAK sind. Dadurch wird
eine vollumfanglichere Beurteilung des kanzerogenen Potenzials durch die PAK-Belastung in der Luft
ermoglicht, beispielsweise bei der Messung von Gefahrstoffen an Arbeitspldtzen. Die
Qualitatssicherung der PAK-Analytik mithilfe eines solchen Referenzmaterials ist aus Sicht des
Arbeitsschutzes von besonderer Wichtigkeit, da auf Basis von Gefahrstoffmessungen Uber die

Anerkennung von Berufskrankheiten entschieden wird.

Fir PAK mit sehr niedrigen Dampfdriicken (z.B. 3,37 x 10° Pa fiir 5-Methylchrysen)® kann ein
Herstellungsprozess fir ein Referenzmaterial mit Filterbelegung erarbeitet werden. Bei
niedermolekularen PAK wie beispielsweise Acenaphthylen oder Acenaphthen (Dampfdriicke von 0,890
bzw. 0,287 Pa)l*®! wiren Verluste durch Verdampfung vom Filter nicht auszuschlieBen. Durch
verschiedene Anpassungsschritte wird der Herstellungsprozess flir das Referenzmaterial etabliert und
inkrementell verbessert. Die Reproduzierbarkeit und die Richtigkeit des PAK-Gehalts werden sowohl
durch interne als auch externe Untersuchungen in verschiedenen Testserien ermittelt. Den Abschluss
bildet ein erster Ringversuch, der analog zu den am Institut fiir Arbeitsschutz (IFA) etablierten

Ringversuchen ohne eigene Probenahme durchgefiihrt wird.
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1.1 Zielsetzung

Diese Arbeit hat zwei libergeordnete Ziele:

Zunachst sollen eine gaschromatographische sowie eine fliissigchromatographische Methode
basierend auf bereits etablierten Methoden entwickelt und validiert werden. Die beiden neuen
Methoden sollen in Bezug auf die Analyse der EPA-PAK und der erweiterten Auswahl an PAK
miteinander verglichen werden. Im Zuge dessen soll Uberprift werden, welche der beiden Techniken
bevorzugt anzuwenden ist, insbesondere im Hinblick auf die Inklusion der zusatzlichen alkylierten und

schwerfllichtigen PAK.

Hinsichtlich der eingesetzten Analysenmethoden kommt der Aufarbeitung von Filterproben eine
besondere Bedeutung zu. In dieser Arbeit soll evaluiert werden, welche Schritte der
Probenaufarbeitung einen Einfluss auf die Extraktionseffizienz haben und ob die Wiederfindungsraten
durch die Variation des Extraktionsmittels erhoht werden kénnen. Damit kdnnen unterschiedliche
Ergebnisse zwischen Messungen mittels GC bzw. HPLC erklart und eine bessere Vergleichbarkeit

zwischen den Analysensystemen erreicht werden.

Im zweiten Teil dieser Arbeit sollen Proben hergestellt und validiert werden, die insbesondere bei
Vergleichsuntersuchungen wie Ringversuchen bzw. als Referenzmaterial fiir arbeitsplatztypische
Proben eingesetzt werden kénnen. Als BezugsgroRe dient dabei die Akzeptanzkonzentration der
Leitkomponente BaP (vgl. Kapitel 2.1.4). Dazu wird das Basismaterial in Form von Filtern so
reproduzierbar wie moglich mit einer Dosierlosung belegt. Nach umfangreichen internen
Untersuchungen zur Qualitatssicherung erfolgt die weitere Validierung der belegten Filter durch eine
Kooperation mit unabhangigen internationalen und nationalen Laboratorien. Abschliefend sollen mit
der entwickelten, validierten Vorgehensweise Ringversuchsproben hergestellt und in das regulare

Ringversuchsprogramm des IFA aufgenommen werden.



1 Einleitung



2 Theoretischer Hintergrund

2 Theoretischer Hintergrund

2.1 Polyzyklische aromatische Kohlenwasserstoffe

2.1.1 Grundlagen

Zur Stoffklasse der PAK zahlen alle Molekile, die aus mindestens zwei kondensierten aromatischen
Ringen bestehen. Es sind mehrere Hundert PAK bekannt, da durch Substituierung und unterschiedliche
Orientierung der Ringe viele verschiedene Verbindungen méglich sind.!*”! PAK sind in der Regel stabil
und reaktionstrage. Im Allgemeinen gelten PAK als neutral und unpolar; die Loslichkeit in Wasser und
organischen Losemitteln nimmt mit zunehmender Anzahl an Ringen ab. Man differenziert zwischen
niedermolekularen (zwei bis vier Ringe) und héhermolekularen (ab fiinf Ringen) PAK. Als Beispiele fiir
die beiden Arten von PAK sind in Abbildung 1 Naphthalin und Benzocoronen sowie BaP als Leitsubstanz
gezeigt. Aufgrund des hoheren Dampfdrucks (vgl. Kapitel 1) treten niedermolekulare PAK bei
Raumtemperatur als Gemisch aus Dampf und Partikel auf, wahrend hohermolekulare PAK partikular
vorkommen.*® Sie binden beispielsweise an Staub- oder RuBpartikel und kénnen so, aufgrund ihrer

hohen Stabilitdt, Uber weite Strecken transportiert werden.”? Viele PAK fluoreszieren bei

Naphthalin Benzo[a]pyren Benzocoronen
p=11,3Pa p=1,03e*Pa p=3,63e19Pa

entsprechender Lichteinstrahlung und lassen sich so nachweisen.

Abbildung 1: Strukturformeln von Naphthalin, BaP und Benzocoronen als Beispiele fiir niedermolekulare bzw.
héhermolekulare PAK mit Angabe des Dampfdrucks.!*®!

PAK bilden sich bei unvollstindigen Verbrennungsprozessen von organischem Material.[*! Dabei wird
zwischen natirlichem und anthropogenem Ursprung unterschieden. Zu den natirlichen Quellen
zahlen beispielsweise Waldbrande oder Vulkane. Der GroRteil der PAK entsteht jedoch durch
anthropogene Prozesse. So sind Emissionen aus Verbrennungsmotoren im Strallen- und Schiffsverkehr
die groBte Quelle fiir PAK in stadtischen Regionen.?’” Zu weiteren Emissionsquellen fiir PAK in
AuBenluft zdhlen Industrieanlagen, Kraftwerke und Miillverbrennungsanlagen.?! Insbesondere in
Entwicklungslandern und im osteuropaischen Raum sind auch Emissionen durch Holz- und Kerosinéfen

zum Kochen und Heizen relevant.?? In Innenrdumen wird vor allem die Konzentration von PAK mit
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mindestens vier Ringen maRgeblich von der PAK-Konzentration in der AuRenluft beeinflusst.?® In
Raucherhaushalten hingegen bildet Zigarettenrauch die groRte PAK-Quelle.?*! Zu Arbeitsplatzen mit
PAK-Exposition zdhlen vor allem Kokereien, Steinkohleteer und Kreosot (Teerol) verarbeitende
Betriebe und die Metallurgie.® Als Beispiel fiir Arbeitsplitze mit Sekundirexposition sind
Sanierungsarbeiten von Bahnschienen unter Hitze zu nennen, da PAK-haltiger Teer und Kreosot zur
Impragnierung von Eisenbahnschienen und Strommasten genutzt wurden (und teilweise noch immer
genutzt wird®®). Als nicht-industrieller Arbeitsplatz mit méglicher PAK-Exposition ist vor allem die
Feuerwehr zu nennen. In diversen Studien wurde sowohl die inhalative als auch die dermale Exposition

von Feuerwehrleuten bei Loscheinsitzen untersucht.[26-2%

Einer der wichtigsten Expositionswege fiir die allgemeine Bevélkerung ist die Aufnahme von
kontaminierten Lebensmitteln wie geraucherten oder gegrillten Speisen, Fisch und Meeresfriichten
sowie Kakao und Schokolade.B® Zu méglicherweise kontaminierten Lebensmitteln zdhlen auch
Getreide, Obst und Gemiise, da diese durch Ablagerungen in der Erde und im Grundwasser in Kontakt
mit PAK treten kénnen.®Y Die orale Aufnahme iiber Lebensmittel macht im Allgemeinen einen
héheren Anteil an der PAK-Exposition aus als die Inhalation.?! Zu den untergeordneten PAK-Quellen

zihlen Gummiprodukte wie Badesandalen oder Werkzeuggriffen durch dermale Exposition.!?

Da PAK immer als Mischung auftreten, lasst sich teilweise anhand der Konzentrationsverhaltnisse
einzelner Substanzen (zum Beispiel das Verhaltnis zwischen den Konzentrationen von BaP und
BaP+Chrysen) der Ursprung der Kontamination bestimmen. Vor allem Differenzierungen zwischen
pyrogenen und petrogenen Quellen oder zwischen Abgasen eines Benzin- und eines Dieselfahrzeugs
sind so méglich.®¥ Anhand des Grades der Alkylierung kann zudem auf die Temperatur geschlossen
werden, bei der PAK entstanden sind (je hoher die Temperatur, desto weniger alkylierte PAK treten

auf).l?

Die hohermolekularen PAK weisen im Vergleich zu den niedermolekularen PAK ein hoheres
kanzerogenes Potenzial auf, welches haufig in Relation zur Karzinogenitdt von BaP als Leitsubstanz
angegeben wird (toxic equivalency factor, TEF). Der TEF von BaP betrdgtimmer 1, ein TEF von 10 wiirde
also beispielsweise einen PAK mit der zehnfachen Karzinogenitit von BaP bedeuten.?* Die
metabolischen Prozesse, auf die die kanzerogene Wirkung von PAK zurickzufihren ist, sind in Kapitel

2.1.3 genauer beschrieben.

2.1.2 Reaktionen in der Atmosphare

PAK reagieren in der Atmosphare hauptsachlich mit OH- und NOs-Radikalen. Dies betrifft vor allem die

eher leichtfliichtigen PAK, die hauptsachlich in der Gasphase vorliegen.> Bei der Reaktion mit OH-

6
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oder NOs-Radikalen bildet sich bei Gasphasenreaktionen zunachst ein Addukt aus dem PAK und dem
Radikal. OH-Radikale sind dabei vor allem tagsiiber relevant, da sie unter anderem durch die Photolyse
von Ozon entstehen.® Genau gegenteilig steigt die Konzentration von NOs-Radikalen in der Nacht, da
diese Radikale anfillig fiir Photolyse sind.*”) Das PAK-Radikal-Addukt kann entweder mit NO; zu einer
Nitro-PAK-Verbindung reagieren oder mit O, zu einem Peroxy-Radikal. Dieses Zwischenprodukt kann
dann unter Beibehalt der Ringstruktur zu Produkten wie Epoxiden oder Chinonen reagieren oder zu
einer Vielzahl an Produkten mit gedffneter Ringstruktur. Die Bildung von PAK-OH-Addukten erfolgt
deutlich schneller, aber PAK-NOs;-Addukte sind relevanter fir die Bildung von Nitro-PAK in der
Atmosphire.® Auch Reaktionen zwischen PAK und Ozon sind méglich, in der Praxis sind die
Geschwindigkeitskonstanten dieser Reaktionen jedoch so gering, dass sie keine Relevanz fiir den
Abbau von PAK haben.8 Ozon ist dennoch wichtig fiir die Bildung der reaktiven OH- und NOs-Radikale.

Die moglichen Reaktionen von PAK in der Gasphase sind zusammen mit den Reaktionswegen fir

Partikelgebunden \
NG

partikelgebundene PAK schematisch in Abbildung 2 dargestellt.

/ Gasphase

PAK

PAK-Radikal-
Addukt
o))
Peroxy-
Radikal +NO,

z. B. Epoxide, I:I Weitere
vhinone... Nitro-PAK / K Reaktionsprodukte J

Abbildung 2: Schematische Darstellung der méglichen Reaktionswege von PAK in der Gasphase und von
partikelgebundenen PAK.

Fiir den Abbau partikelgebundener PAK ist vor allem direkte Photolyse von Bedeutung. Die Abbaurate
hingt dabei von diversen Faktoren wie der Lichtintensitdt, der Temperatur und der Art der
Partikeloberfliche ab.B?%! Auch partikelgebundene PAK reagieren mit OH- und NOs-Radikalen, die
Reaktionsmechanismen sind jedoch deutlich weniger erforscht. Zu den Reaktionsprodukten zidhlen
ebenfalls Nitro-PAK; dazu sind auch Reaktionen mit NO, moglich. Die Produkte kénnen sich jedoch in
der Position der Nitro-Gruppe unterscheiden, je nach dem, ob die Reaktion in der Gasphase stattfindet
oder an der Partikeloberfliche./“y) Reaktionen mit Ozon laufen an der Partikeloberfliche deutlich

schneller ab als in der Gasphase, wobei eine Vielzahl an Produkten entstehen kann.**
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Beim Vergleich der Reaktionen von gasformigen und partikelgebunden PAK wird deutlich, dass die
partikuldare Masse einen hemmenden Effekt auf die Reaktivitdat der PAK zu haben scheint. Reaktionen
laufen dadurch langsamer und zu einem geringeren MaR ab.*? Dies liegt wahrscheinlich an einer
niedrigen Diffusionsrate der Reaktanden aus der Atmosphare in die partikuldre Masse. AuRerdem sind
PAK im Inneren der Partikel nicht fiir Reaktionen verfiigbar./** Daher sind partikelgebundene PAK

besonders persistent in der Umwelt und kénnen {ber groRe Strecken transportiert werden.%!

2.1.3 Biochemische Metabolisierungsprozesse

Die Aufnahme von PAK in den menschlichen Kérper erfolgt hauptsachlich Gber die Nahrungsaufnahme
sowie Uiber Inhalation; auch dermale Exposition ist insbesondere an Arbeitspldtzen relevant./**! Uber
die Blutbahnen und die Lymphe werden die PAK im ganzen Korper verteilt, wo sie sich aufgrund ihrer
lipophilen Eigenschaften in Fettgewebe anreichern kénnen.! Die Metabolisierung erfolgt in der Leber

und der Niere Uber verschiedene enzymatische Prozesse und ist in Abbildung 3 schematisch

dargestellt.
Hauptweg Nebenreaktionen
Bind Ah-R t .
PAK INCUNE an Ah-sezeptor =| Ah-Rezeptor-Aktivierung
kretion oty o Ehonte produktionyon €Y ——===="

Jsio_rgqijiﬁ[\f‘,g_,,_;ef/—;l Epoxid |
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N Gleichgewichts der Zelle
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Abbildung 3: Schematische Darstellung der unterschiedlichen Metabolisierungswege von PAK.

Im ersten Schritt werden die PAK durch Cytochrom P450 (CYP) aktiviert. Hauptsachlich Enzyme der
Familie CYP1A1 und CYP1B1 spielen hier eine Rolle. Durch die Aktivierung werden die PAK zu Epoxiden

umgewandelt.1*”! An dieser Stelle teilt sich der Metabolisierungsweg der PAK und fiihrt zu zwei Arten



2 Theoretischer Hintergrund

von Metaboliten: ungiftige Produkte, die liber den Urin ausgeschieden werden kdnnen, und

genotoxische Metaboliten, die fiir die kanzerogene Wirkung von PAK verantwortlich sind.

Die Entgiftung des Korpers nach PAK-Exposition erfolgt durch die Isomerisierung der Epoxide, wodurch
wasserlosliche Phenole entstehen, oder durch die Bildung eines Konjugats mit Glutathion mittels

Glutathion-S-Transferase. In beiden Fillen erfolgt anschlieRend die Exkretion tiber den Urin.[4®!

Beim anderen Metabolisierungsweg werden aus den Epoxiden mithilfe des Enzyms Epoxidhydrolase
Dihydrodiole gebildet. Diese kénnen wiederum mittels CYP1A1/CYP1B1 zu Dihydrodiolepoxiden
oxidiert werden.*”’ Diese hochreaktiven Metaboliten kénnen DNA-Addukte bilden, welche zu
Mutationen wahrend der DNA-Replikation und somit zu Tumoren fiihren kdnnen. Insbesondere
Mutationen des Tumorsuppressor-Gens p53 wurden festgestellt, was ebenfalls zur Karzinogenese
beitrdgt. Auch die Bildung von Protein-Addukten ist moglich, was mit der Funktion bzw. Aktivitat der
Proteine interferieren kann.!*¥! Damit DNA- oder Protein-Addukte gebildet werden kénnen, muss ein
PAK bzw. sein Metabolit eine Bay- oder Fjord-Region aufweisen. Diese sterisch gehinderten Bereiche
sind Elektrophile, die die Bindung an nukleophile Stellen der DNA erméglichen.*! Das benzylische
Kohlenstoffatom des Epoxid-Dreirings bindet dabei an die exozyklische Aminogruppe von
Desoxyguanosin- oder Desoxyadenosin-Resten in der DNA. Ein Beispiel firr die Bildung des finalen
Metaboliten in Form des Dihydrodiolepoxids sowie ein beispielhaftes DNA-Addukt ist in Abbildung 4
dargestellt. PAK mit Fjord-Regionen weisen das hochste kanzerogene Potenzial auf, danach kommen
PAK mit sterisch gehinderten Bay-Regionen (z. B. durch Methylgruppen) und abschlieRend PAK mit

ungehinderten Bay-Regionen.l”

T e o™ e
—— ——
hydrolase ‘O‘
HO

o OH

BaP BaP-7,8-epoxid BaP-7,8-diol

CYpP1

i x o I
/N NH ‘ C—
DNA
SO
HO
HO o

OH

BPDE-DNA-Addukt BaP-7,8-diol-9,10-epoxid

Abbildung 4: Metabolisierung von BaP zum finalen Metaboliten BaP-7,8-diol-9,10-epoxid (BPDE) und das
daraus resultierende DNA-Addukt.
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Die kanzerogene Wirkung von PAK entsteht jedoch nicht nur durch die Bildung von DNA- und Protein-
Addukten, sondern auch durch die Bindung und subsequente Aktivierung des Aryl-Hydrocarbon-
Rezeptors (AhR). Der Ah-Rezeptor ist an dem Oxidation-Reduktion-Gleichgewicht in Zellen beteiligt,
sodass durch die Bindung des Rezeptors das Gleichgewicht gestoért wird. Dies fordert die Bildung
reaktiver Sauerstoffspezies’ (Sauerstoffradikale), welche direkte Schaden an der DNA verursachen
kénnen.® Durch die Rezeptor-Bindung wird zudem die Produktion von Enzymen wie CYP1 gefordert,
was wiederum die Bildung genotoxischer PAK-Metaboliten unterstiitzt.5? So konnte festgestellt
werden, dass die Bindungsaffinitaten von PAK an den Ah-Rezeptor direkt mit ihren tumorférdernden
Eigenschaften korrelieren.'”) Beim Vergleich von gesundheitsschadlichen Wirkungen von PAK sollte
daher nicht nur der TEF berlicksichtigt werden, sondern auch andere kanzerogene Effekte wie die Ah-

Rezeptor-Bindungsaffinitaten.

Sauerstoffradikale entstehen auch als Nebenprodukt bei der Metabolisierung von PAK-Dihydrodiolen
mittels Aldo-Keto-Reduktase. Dieses Enzym katalysiert die Bildung von PAK-Chinonen (mit einer PAK-
Brenzcatechin-Verbindung als Zwischenprodukt).® Die daraus gebildeten Hydrochinone werden als
wasserloslicher Metabolit Gber den Urin ausgeschieden, wahrend die PAK-Chinone dhnlich zu den

Dihydrodiolepoxiden an die DNA binden und so zu Mutationen fiihren kénnen.

Von den bereits genannten liber den Urin ausgeschiedenen Metaboliten eignen sich vor allem die
phenolischen Produkte als Biomarker zur Nutzung im Biomonitoring. Seit mehr als 30 Jahren ist jedoch
vor allem 1-Hydroxypyren als Hauptmetabolit von Pyren fiir diesen Zweck etabliert.®® Da Pyren hiufig
in PAK-Mischungen enthalten ist, kann sein Metabolit sehr gut zur Korrelation mit der Exposition
herangezogen werden. Entsprechende Guidelines bestehen vor allem fiir die Erfassung der Exposition
an Arbeitsplatzen.® Auch Metaboliten anderer PAK kénnen fiirs Biomonitoring genutzt werden. So
wurden beispielsweise die Metaboliten von Naphthalin auf ihre Eignung untersucht.® Im Hinblick auf
die Korrelation mit der PAK-Exposition ist jedoch immer zu betrachten, ob der untersuchte Biomarker
die PAK-Mischung in der Luft angemessen reprasentiert. Insbesondere an Arbeitspldtzen, an denen
viele schwerfliichtige PAK vorkommen, ist Naphthalin als kleinster PAK eher schlecht als Biomarker
geeignet. Hinsichtlich des Biomonitorings von schwerflichtigen PAK ist zudem zu beachten, dass deren
Metaboliten eher liber den Stuhl ausgeschieden werden, was die Umsetzbarkeit eines Biomonitorings

deutlich erschwert.[*”!

2.1.4 Regularien und Grenzwerte

Aufgrund der Vielzahl an unterschiedlichen Verbindungen, die den PAK zugeordnet werden kénnen,

hat sich bereits in den 1930er bzw. 1940er Jahren die Verwendung von BaP als Leitsubstanz
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etabliert.’”) Zur weiteren Vereinheitlichung der PAK-Analytik veréffentlichte die EPA im Jahr 1976 eine
Liste mit 16 priorisierten PAK (,EPA-PAK“), die — zum Grof3teil aufgrund ihrer karzinogenen
Eigenschaften — in Umweltproben analysiert und reguliert werden sollten.””’ Im Jahr 2006 folgte dann
in Form der Verordnung (EG) Nr. 1881/2006 eine EU-weite Regelung fur PAK in Lebensmitteln, in der
Grenzwerte fir BaP festgelegt wurden.”® Bereits 2002 veréffentlichte der européische
Wissenschaftliche Lebensmittelausschuss (Scientific Committee on Food, SCF) eine Liste von 15 PAK
(spater wurde noch Benzolc]fluoren hinzugefiigt), die fir die Risikoabschatzung von Langzeiteffekten
durch PAK in Lebensmitteln von besonders hoher Relevanz sind.”® Die Liste wurde auf Basis der
Kanzerogenitat und Mutagenitat der PAK erstellt. Dabei wurde BaP besonders hervorgehoben und als
geeigneter Marker fiir die PAK-Kontamination von Lebensmitteln identifiziert, wobei der SCF dennoch
betont, dass nach Méoglichkeit das gesamte PAK-Profil erfasst werden sollte.®”) Obwohl einige
Uberschneidungen zwischen den Listen der EPA und der EU bestehen, liegt der Fokus bei den 15+1 EU-
PAK eher auf hohermolekularen PAK, wahrend in den EPA-PAK mehrere 2- und 3-Ring-Systeme
enthalten sind. Eine Ubersicht (iber die beiden PAK-Listen sowie die Einstufung der einzelnen
Substanzen gemal der International Agency for Research on Cancer (IARC) und gemaR dem Global

Harmonisierten System (GHS) sind in Tabelle 1 zusammengefasst.
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Tabelle 1: Ubersicht iiber die PAK der EPA- und EU-Listen und die Kategorisierungen nach GHS und IARC; die
hervorgehobenen PAK werden in der REACH-Verordnung reglementiert.

Substanz Molare Masse Einstufung nach Einstufung nach
[g/mol] GHs!sll IARC!62]
Naphthalin 128 2 3
° Acenaphthylen 152 - 3
g Acenaphthen 154 - -
é Fluoren 166 - 3
% Phenanthren 178 - 3
% Anthracen 178 - 3
g Fluoranthen 202 - 3
Pyren 202 - 3
Benzo[a]anthracen 228 1B 2B
Chrysen 228 1B 2B
.% Benzo[b]fluoranthen 252 1B 2B
é Benzo[k]fluoranthen 252 1B 2B
g Benzo[a]pyren 252 1B 1
< Indeno[1,2,3-c,d]pyren 276 2 2B
- Dibenz[a,h]anthracen 278 1B 2A
Benzol[g,h,i]perylen 276 - 3
Benzolc]fluoren 216 2 3
Cyclopenta[c,d]pyren 226 - 3
.% 5-Methylchrysen 242 2 2B
uDé Benzolj]lfluoranthen 252 1B 2B
é Dibenzol[a,e]pyren 302 1B 2B
% Dibenzo[a,h]pyren 302 1B 2B
= Dibenzo(a,i]pyren 302 1B 2B
Dibenzo(a,l]pyren 302 1B 2A

GHS-Kategorie 1B: wahrscheinlich krebserzeugend, Kategorie 2: kann vermutlich Krebs erzeugen; IARC-Kategorie
1: sicher krebserzeugend, Kategorie 2A: wahrscheinlich krebserzeugend, Kategorie 2B: moglicherweise
krebserzeugend, Kategorie 3: nicht klassifizierbar; -: keine Angabe zur Karzinogenitat

Die oben genannte Verordnung wurde zuletzt im April 2023 Uiberarbeitet und aktualisiert (Verordnung

(EU) 2023/915).1%% Sje legt nicht nur Grenzwerte fiir bestimmte Lebensmittelgruppen fiir BaP fest,

sondern auch fiir eine Gruppe aus vier PAK von besonders hoher Relevanz: BaP, Benzo(a)anthracen,

Benzo(b)fluoranthen und Chrysen. Diese vier PAK treten besonders haufig in Lebensmitteln auf und

sind, wie Tabelle 1 zu entnehmen, alle als Karzinogene der Kategorie 1B eingestuft. Die Grenzwerte
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liegen in einem Bereich zwischen 1 pg/kg und 10 pg/kg fiir BaP und zwischen 1 pg/kg und 50 pg/kg fir
die Summe der vier genannten PAK. Weitere EU-weite Grenzwerte sind beispielsweise in der
Verordnung (EU) 2020/2184 fiir Wasser!® und in der Verordnung (EG) Nr. 1223/2009[ fiir

Kosmetikprodukte festgelegt.

In der REACH-Verordnung (Verordnung (EG) Nr. 1907/2006)® sind diverse Grenzwerte und Verbote
fiir PAK bzw. PAK-haltige Produkte festgelegt. Diese beziehen sich jedoch nur auf eine Auswahl an PAK.
Die ausgewahlten Substanzen sind in Tabelle 1 entsprechend markiert, auRerdem ist Benzo[e]pyren
inkludiert. Die letzte Aktualisierung der REACH-Verordnung in Bezug auf PAK erfolgte im Jahr 2021 und
erganzte Richtlinien zur Nutzung von PAK-haltigen Granulaten und Mulchen auf Kunstrasen- und

Spielplatzen.®”

Im Jahr 2004 wurde in der Richtlinie 2004/107/EG ein Jahresrichtwert von 1 ng BaP/m3 in Feinstaub
mit einem aerodynamischen Partikeldurchmesser <10 pm (PMio) festgelegt.%® Flichendeckend
aufgestellte Messstationen erméglichen eine Kontrolle dieses Zielwerts; Uberschreitungen werden der
europaischen Kommission gemeldet. Zuséatzlich erscheint jahrlich der Report ,Air quality in Europe”
der Europdischen Umweltagentur, welcher unter anderem die durchschnittlich an den EU-weit

aufgestellten Messstationen gemessenen Jahreswerte fiir BaP zusammenfasst.[®”

Im Kontext des Arbeitsschutzes gibt es nur fiir zwei Einzelsubstanzen konkrete Regelungen. Dies ist
zum einen Naphthalin, welches nach der Technischen Regel flir Gefahrstoffe (TRGS) 900 einen
Arbeitsplatzgrenzwert von 2 mg/m? hat.”” Zum anderen wurden fiir BaP als krebserregende Substanz
gemaR der TRGS 910 eine Akzeptanz- und Toleranzkonzentration von 70 ng/m3 bzw. 700 ng/m3

ermittelt.’!

Fir Innenraumluft hat der Ausschuss fiir Innenraumrichtwerte des Umweltbundesamtes einen
vorldufigen Leitwert fir BaP von 0,8 ng/m?® festgelegt. Der Ausschuss basiert diesen Wert auf
Ergebnissen der Deutschen Umweltstudie zur Gesundheit, die im Zeitraum von 2014 bis 2017
durchgefiihrt wurde. In der Studie wurde fiir das 95. Perzentil der BaP-Belastung in Wohninnenrdaumen

eine Konzentration von 0,79 ng/m? bestimmt.l’?

2.2 Probenahme und -aufarbeitung

2.2.1 Luftprobenahme von polyzyklischen aromatischen Kohlenwasserstoffen

Bei einer quantitativen Erfassung von PAK in Luftproben ist zu beachten, dass vor allem 2- bis 4-Ring-
PAK sowohl partikuldr als auch gasformig vorliegen kdénnen, wahrend PAK mit mehr als finf

Benzolringen schwerfllichtig sind und fast ausschlieBlich partikular vorkommen. PAK treten bei
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Verbrennungsprozessen in Rauchen auf, bei denen es sich iberwiegend um feinste Partikel handelt.
Sie lagern sich aber auch leicht an Partikel der einatembaren Fraktion an.’® Soll das gesamte PAK-
Profil einer Probe erstellt werden, missen also Probenahmetechniken fiir gasférmige und fir

partikelgebundene PAK kombiniert werden.

Am einfachsten ist dies in Form eines aktiven Luftsammlers mit integriertem Sorbens fiir gasférmige

PAK und einem Sammelmedium fir partikelgebundene PAK realisierbar.

Bei aktiven Luftsammlern unterscheidet man hinsichtlich des Volumenstroms, der mit dem Gerat
maoglich ist, zwischen Sammlern fir niedrige, mittlere oder hohe Volumina (low/medium/high volume
sampler). Der mégliche Volumenstrom liegt dabei zwischen 0,0008 m3/min und 1,2 m3/min." Low
volume sampler ermoglichen durch den niedrigen Volumenstrom eine Messung Uber einen langen
Zeitraum, z. B. Gber mehrere Tage bis hin zu zwei Wochen wie beispielsweise bei Probenahmen fir
Innenluftmessungen.’>7% Auf der anderen Seite sind high volume sampler sehr gut geeignet, um auch
bei kurzen Probenahmedauern, z. B. fir Arbeitsplatzmessungen, eine ausreichend hohe Menge der
Analyten in der Probe zu erreichen. High volume sampler kbnnen nach entsprechender Modifikation

auch fiir Langzeitmessungen im Umweltmonitoring genutzt werden.!”?! Die PAK-Probenahme in

Innenraumen sowie in Aullenbereichen ist in Abbildung 5 beispielhaft gezeigt.

Abbildung 5: Beispielhafte PAK-Probenahme mit SG-10-Pumpen und GSP10-Probenahmeképfen. © Daniel
Koster (IFA) und GSA Messgerdtebau GmbH
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Jede Pumpe ist mit einem Probenahmekopf ausgestattet, welche entweder die GrofRe der
gesammelten Partikel limitiert (z. B. auf PM1o) oder die Partikel der GroRe nach fraktioniert. Diese
Fraktionierung erfolgt beispielsweise mithilfe eines Kaskadenimpaktors, welcher die unterschiedlichen
Tragheiten der Partikel nutzt, um sie kaskadenartig der GréRe nach zu trennen.’”! Fiir die meisten

Anwendungen ist jedoch ein Partikelsammler mit einem limitierenden Probenahmekopf ausreichend.

Fiir die eigentliche Probenahme sind in den Probenahmekopf eingesetzte Sammelmedien notwendig.
Fiir gasformige PAK werden Adsorptionsrohrchen mit Sorbentien wie Polyurethan-Schaum
(polyurethane foam, PUF) und/oder XAD verwendet.™™ Fiir die Sammlung der partikuldren Masse, an
die PAK binden, werden Filter aus Glas- oder Quarzfaser oder aus organischen Materialien wie
Polytetrafluorethylen (PTFE) genutzt. Quarzfaserfilter bieten den Vorteil, dass sie eine hohe Reinheit
mit geringen Hintergrundkonzentrationen und eine sehr hohe thermische Stabilitat aufweisen. Sie sind
jedoch fragiler als PTFE-Filter, da sich bei zu hoher mechanischer Beanspruchung feine Quarzfasern
vom Filter I6sen kénnen.’# PTFE-Filter kénnen mit organischen Substanzen kontaminiert sein, zeigen
jedoch fiir die PAK-Analytik geringe Hintergrundkonzentrationen.[’”® Abbildung 6 zeigt ein XAD-2-
Réhrchen mit vorgeschaltetem PTFE-Filter zur Probenahme leichtfliichtiger PAK (A) sowie einen PTFE-

Filter fur partikelgebundene PAK (B).

A

>

7

"
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Abbildung 6: Sammelmedien fiir die Probenahme von PAK: ein XAD-2-Réhrchen fiir leichtfliichtige PAK (A) und
ein PTFE-Filter fiir schwerfliichtige PAK (B). © Kristina Witzler (IFA)

Bei der Probenahme von PAK ist zu beachten, dass diese stark von Umgebungsbedingungen wahrend
des Samplings beeinflusst werden kann. Die Temperatur beeinflusst sowohl die Verteilung der PAK
zwischen der Gasphase und Partikeln als auch die GréRe von Partikeln.”®7°! So muss beriicksichtigt
werden, dass durch Temperaturschwankungen wahrend der Probenahme Artefakte wie Filter-Blow-
off oder -Blow-on auftreten kénnen. Diese Artefakte entstehen dadurch, dass semi-volatile PAK auf
bereits gesammelten Partikeln durch steigende Temperaturen (aullerhalb oder auch innerhalb der
Pumpe) in die Gasphase libergehen und dann statt auf dem Filter auf dem Sorbens gemessen

werden.’® Wenn kein Sorbens nachgeschaltet ist, sondern nur die partikelgebundenen PAK analysiert
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werden, kommt es dadurch zu Minderbefunden. Dies betrifft sowohl Umweltmessungen als auch
Messungen an Arbeitspldtzen, an denen auBergewohnlich hohe (oder niedrige) Temperaturen
herrschen, beispielsweise in Kokereien. Bei AuRenluftmessungen muss im Sommer beachtet werden,
dass photochemische Degradation durch Reaktionen mit Ozon, Stickoxiden und Sauerstoffradikalen

ebenfalls zu Verlusten auf dem Sammelmedium fiihren kann.33 8182

An Arbeitsplatzen finden fir die Bewertung der Gefahrstoffexposition haufig personengetragene
Probenahmesysteme Anwendung. Diese haben den Vorteil, dass eine individuelle Betrachtung
einzelner Arbeitsplatze und Tatigkeitsprofile moglich ist. Die Kombination von personengetragenen
Probenahmesystemen mit Methoden zum Biomonitoring haben gezeigt, dass eine sehr gute
Korrelation zwischen der Luftkonzentration von PAK und der Konzentration Uber den Urin
ausgeschiedener Metaboliten besteht.®3%4 Eine weitere Méglichkeit zur Beurteilung der Exposition ist
die Nutzung von Wischproben von der Haut der Arbeitenden, von Arbeitsequipment wie persoénlicher
Schutzausristung oder von Arbeitsflaichen. Diese Probenahmetechnik ist vor allem fiir partikulare
Gefahrstoffe anwendbar, worunter auch die meisten hoéhermolekularen PAK fallen. Auch
Materialproben aus der Arbeitskleidung kdénnen auf Gefahrstoffe untersucht werden. Dies wurde
beispielsweise genutzt, um die Exposition von Feuerwehrleuten zu untersuchen und die

Reinigungseffizienz der Arbeitskleidung zu beurteilen.!?’- 8!

2.2.2  Extraktion und Probenaufbereitung

Insbesondere bei der Analytik von Realproben mit vielen Matrixbestandteilen ist die
Probenaufarbeitung ein essenzieller Methodenschritt. Durch die Aufreinigung der Probe wird das
Signal/Rausch-Verhaltnis verbessert und das Auftreten von zusatzlichen Peaks bei der anschlieRenden
chromatographischen Analyse wird vermieden. Fiir die Probenvorbereitung von PAK auf Filtern, in

Lebensmitteln oder in Materialproben bieten sich verschiedene Methoden an.

Eine dieser Methoden stellt die Ultraschallextraktion dar. Die Ultraschallwellen beschleunigen den
Ubergang der Analyten von der Matrix in die Extraktionslésung. Diese sollte eine dhnliche Polaritit wie
die Analyten haben, um die Wiederfindungsrate zu steigern und Riickstande in der Probe zu
minimieren. Die Aufarbeitung mittels Ultraschall ist die bevorzugte Methode zur Extraktion von

Probenahmefiltern und -réhrchen. !

Bei sehr ,dreckigen” Proben ist die Ultraschallextraktion allein nicht ausreichend, da storende
Matrixbestandteile ebenso extrahiert werden wie die Analyten und keine Abtrennung von der Matrix
erfolgt. Zur weiteren Aufreinigung solcher Proben empfiehlt sich die Festphasenextraktion (solid phase

extraction, SPE), da hierbei die Analyten von der Matrix gelost werden. Verwendet wird ein Sorbens,
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an dem der im Losemittel geloste Analyt angereichert wird, wahrend das Losemittel das Sorbens ohne
Wechselwirkungen passiert. Durch die anschlieBende Elution mit einer geringen Menge Losemittel
erfolgt die Konzentration der urspriinglichen Probe. Sowohl die Wahl des Sorbens als auch des
Elutionsmittels sind entscheidend fir den Erfolg der Methode und sind an den Analyten bzw. die

Fragestellung anzupassen.®”!

Eine relativ neue Methode zur Probenaufarbeitung ist die QUEChERS-Methode (quick, easy, cheap,
effective, rugged, safe). Die Aufreinigung basiert dabei auf Aussalzen polarer Komponenten und
(dispersiver) SPE zur Abtrennung weiterer stérender Matrixbestandteile. Die Methode ist vor allem in

der Riickstandsanalytik von Lebensmitteln und in der Pestizidanalytik etabliert.!-%!

Zur Anreicherung oder zum Clean-up kann auch die Methode der Flissig-Fliissig-Extraktion (liquid-
liquid extraction, LLE) verwendet werden. Bei dieser Art der Probenvorbereitung soll der Analyt —
moglichst ohne etwaige Matrixkomponenten — von einem LOsemittel in ein anderes (ibertragen
werden. Dies geschieht durch Vermischen der Analytldsung mit dem neuen Lésemittel und intensives
Schitteln. Lasst man das Gemisch eine Zeit lang ruhen, bilden sich aufgrund der unterschiedlichen
Dichten zwei Phasen aus, sodass das angereicherte Loésemittel von der urspriinglichen Probenlésung
abgeschieden werden kann. Die Methode eignet sich auch dafir, die relevanten Probenbestandteile
fiir die anschlieRende Analytik in ein anderes Losemittel zu Uberfihren. Einen der Nachteile stellt der
vergleichsweise hohe Verbrauch an Losemitteln dar; eine Alternative bildet die Flissigphasen-

Mikroextraktion, bei der nur geringe Losemittelmengen benétigt werden. "

Teilweise lassen sich die verschiedenen Aufarbeitungsmethoden miteinander kombinieren, um eine
héhere Reinheit zu erzielen. Dabei ist jedoch mit einer Reduzierung der Wiederfindung und einer
erhohten Wahrscheinlichkeit fur Fehlerquellen zu rechnen, weswegen in der Regel nur eine
Probenvorbereitungstechnik verwendet wird und dafiir die Empfindlichkeit der Methode an einer

anderen Stelle, zum Beispiel bei der Analytik, optimiert wird.
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2.3 Analytik

2.3.1 Hochleistungsfllssigchromatographie

Laufmittel A Laufmittel B @

p . . L
.umpe und Injektor o Sdule “ Detektor Abfall
Mischkammer . K
Computer

Abbildung 7: Ublicher Aufbau einer HPLC-Anlage.

Bei der HPLC handelt es sich um eine chromatographische Methode, die eine fliissige mobile Phase
und eine feste stationare Phase (haufig auf Basis von Kieselgel) verwendet. Der Ubliche Aufbau einer
HPLC-Anlage ist in Abbildung 7 schematisch dargestellt. Man unterscheidet hinsichtlich der
Zusammensetzung der stationdren Phase zwischen der polaren Normalphase und der Umkehrphase,
deren Hydrophobizitdt durch die Modifizierung des Kieselgels mit Cis-Ketten erreicht wird. Die
Elutionskraft der mobilen Phase variiert je nach Polaritat der Sdule; so kann bei einer unpolaren Saule
mit einem unpolaren Eluenten eine kiirzere Retentionszeit erreicht werden als mit einem polaren
Eluenten und umgekehrt.®® Durch die Kombination verschiedener Lésemittel und/oder Anwendung
eines Gradienten kann die Methode fiir die jeweilige Fragestellung optimiert werden. Die HPLC kann

auch praparativ verwendet werden.

Hinsichtlich des Detektors wird haufig ein Diodenarray-Detektor (DAD) verwendet. Dieser detektiert
das UV- bzw. Lichtspektrum des durchflieenden Eluenten. Bei Auftreten eines Analyten verandert
sich das Spektrum und der Analyt wird in Form eines Peaks (bei Aufnahme einer einzelnen
Wellenldnge) sichtbar.® Auf einem ahnlichen Prinzip basiert der FLD, jedoch wird hier eine spezifische
Anregungswellenldnge vorausgesetzt. Insbesondere aromatische Verbindungen lassen sich mit dem
FLD detektieren. Als Detektor kann auch ein MS verwendet werden; dies ermoéglicht die

Strukturaufklarung unbekannter Substanzen oder eine eindeutigere Identifizierung der Analyten.
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2.3.2 Gaschromatographie

Injektor
Detektor
Druckregelung
Computer
Séule
Tragergas Saulenofen

Abbildung 8: Aufbau eines GC-Systems.

Die GC ist eine weitere Methode zur chromatographischen Auftrennung der Komponenten einer
Probe. Anhand der ausgegebenen Chromatogramme als Ergebnis des Detektorsignals kdnnen sowohl
Informationen beziiglich der Identitdt als auch der Menge der Substanzen gewonnen werden. Die

typischen gaschromatographischen Komponenten sind in Abbildung 8 gezeigt.

Namensgebend fiir diese Technik, wird die mobile Phase von einem Gas gebildet, welches im Idealfall
weder mit den Analyten oder der stationdren Phase reagiert noch vom Detektor am Ende der
Trennsaule erfasst wird. Als stationdre Phase wird eine hochviskose Flissigkeit oder ein Feststoff
verwendet; sie befindet sich als diinner Film oder Schicht an der Innenwand von Kapillarsaulen oder

dient als feinkdrniges Fiillmaterial fir gepackte Saulen.

Die Aufgabe der Probe erfolgt mithilfe verschiedener Verfahren, abhdngig vom Aggregatzustand sowie
vom Siedeverhalten. Sollte die Probe bereits als Gas vorliegen, kann sie direkt Gber eine Gasschleife in
die Saule gespiilt werden. Die Injektion kann entweder vollstandig (splitlose Injektion) oder mit einem
vorher definierten Anteil des Probengases (Split-Injektion, verhindert Uberlastung von Kapillarsdulen)
erfolgen. Bei fliissigen Proben wird in der Regel zunachst ein Verdampfungsprozess durchgefiihrt; dies
geschieht beispielsweise mithilfe eines temperierten Einspritzblocks (programmable temperature
vaporizer, PTV), der die Probenlosung verdampft und mit dem Tragergas vermischt. Auch die

Applikation direkt auf die Sdule (On-Column-Injektion) ist moglich.

Substanzen kdnnen nur dann voneinander getrennt werden, wenn sie unterschiedliche Dampfdriicke
(bei gegebener Siulentemperatur) und/oder Adsorptionskoeffizienten an der stationdren Phase

aufweisen.®? Haben sie identische Dampfdriicke, wird die Trennung nur noch von den
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Wechselwirkungen mit der stationidren Phase beeinflusst. Durch die Anderung der Polaritat der
Trennsaule kann nicht nur die Trennung verbessert, sondern auch die Reihenfolge der Elution

verandert werden.®3!

Auch bei der Wahl des Detektors bietet die GC verschiedene Optionen. Einer der am weitesten
verbreiteten Detektoren ist der Flammenionisationsdetektor (FID), welcher auf der thermischen
lonisation des Analyten in einer Wasserstoffflamme basiert.®* Als prominentes Beispiel fiir einen
selektiven Detektor dient der thermoionische Detektor, welcher selektiv stickstoff- und
phosphorhaltige Substanzen detektiert. Ein weiterer haufig verwendeter Detektor ist der
Warmeleitfahigkeitsdetektor, welcher nicht massen-, sondern konzentrationsabhangig arbeitet und

den Analyten nicht chemisch verandert. Auch bei der GC ist eine Kopplung mit einem MS moglich.

2.3.3 Massenspektrometrie

Die Massenspektrometrie kann als eigenstdandige Analysenmethode oder auch in Kopplung mit einer
chromatographischen Technik angewandt werden. MS werden hauptsachlich hinsichtlich der
lonenquelle und der Art des Analysators unterschieden; Letztere entscheidet zudem uber das
Auflésungsvermogen des Gerats als MaR fir die Leistungsfahigkeit. Durch die lonisierung und etwaige
Fragmentierung des Analyten kdnnen Informationen hinsichtlich der molaren Masse und Struktur
gewonnen werden; bei unbekannten Substanzen kann die Massenspektrometrie daher auch zur

Strukturaufkldrung genutzt werden.

Die ElektronenstofRionisation (El) als ,klassische” harte lonisationsmethode basiert auf dem Beschuss
der Probenmolekile mit Elektronen. Wird dabei eine ausreichend groRBe Energiemenge auf das
Molekiil Gibertragen, findet die lonisation statt.l®® Das AusmalR der dabei auftretenden Fragmentierung
ist von der Menge an (ibertragener Energie und von der Fahigkeit des lons zur inneren Stabilisierung
abhangig. In der Regel entstehen bei dieser Reaktion einfach geladene lonen, es kann jedoch auch zur

Bildung mehrfach geladener lonen kommen. Dies ist meist nur bei PAK der Fall."7-%8!

Einige kommerziell erhaltliche lonenquellen kénnen sowohl mit der El als lonisationsmethode als auch
mit der Chemischen lonisation (Cl) betrieben werden. Die Cl als ,weiche” lonisationsmethode kann
dabei als komplementar zur , harten” El gesehen werden. Durch die lon-Molekiil-Reaktionen mit einem

ionisierten Reaktantgas werden Fragmentierungsreaktionen weitestgehend unterdriickt.®®

Wahrend EI/CI-Quellen Gberwiegend in Verbindung mit gaschromatographischen Geraten verwendet
werden, werden bei Kopplung mit einem Flussigchromatographen eher Elektrosprayionisation (ESI)

und/oder chemische lonisation unter Atmospharendruck (atmospheric pressure chemical ionisation,
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APClI) als lonisationsmethoden genutzt. Beide Methoden basieren auf der Zerstdubung der flissigen
Probe unter Atmospharendruck. Bei der ESI bilden sich dabei auch mehrfach geladene lonen und es
tritt kaum Fragmentierung auf, weswegen diese Methode besonders zur Detektion grofler
Biomolekiile geeignet ist.®®! Die APCI hingegen kann als etwas hirtere lonisationsmethode als die ESI
eingeordnet werden. Hier werden keine mehrfach geladenen lonen gebildet, die Methode ist fir

Analyten mit wenigen funktionellen Gruppen gut geeignet.*%%

Insbesondere fir aromatische, unpolare Substanzen wie PAK werden haufig auch die Methoden der
Atmospharendruck-Laser- und Photoionisation (APLI bzw. APPI) genutzt. Bei beiden Techniken erfolgt
die lonisation des Analyten durch Beschuss mit Photonen, wodurch das Radikalkation M** entsteht.
Matrixeffekte oder Storpeaks durch unerwiinschte Substanzen werden minimiert, da insbesondere die
APLI sehr selektiv fir Aromaten ist. Beide lonisationsmethoden sind eher sanft, sodass wenig

Fragmentierung auftritt.[102-102

Als Massenanalysator werden unter anderem Sektorfeld-, Flugzeit- und lon Trap-Analysatoren
verwendet. Der meistverwendete Analysator ist der Quadrupol, welcher zur besseren
Strukturaufklarung auch als Triple-Quadrupol (QQQ) genutzt werden kann. Durch die Kontrolle der
passierenden Masse-zu-Ladungs-Verhaltnisse (m/z) ist eine genauere Beobachtung der auftretenden

Fragmentierungsreaktionen moglich.

2.4 Stand der Technik

2.4.1 Stand der Chromatographie

Urspriinglich wurde fir die Analytik von PAK vor allem HPLC verwendet, da damit eine gute Trennung
von PAK-Isomeren erreicht wurde und die Moglichkeit der Fluoreszenzdetektion fiir eine grofie
Auswahl an PAK gegeben war. Im Allgemeinen werden dabei vor allem polymerische Cis-Sdulen
verwendet, wobei Unterschiede hinsichtlich der Trennung zwischen verschiedenen Herstellern
feststellbar sind.[*%* Bei der Entwicklung neuer HPLC-Saulen speziell fiir die PAK-Analytik gab es in den
letzten 30 Jahren nur wenige Innovationen. Da die damals entwickelten Saulen fiir die Trennung der
16 EPA-PAK bereits optimiert waren und sich diese Liste von priorisierten PAK nicht verandert hat,
werden diese bzw. dhnliche Saulen weiterhin genutzt. Lediglich zur Erhéhung der Effizienz wurden
neue Saulen mit geringerem Partikeldurchmesser entwickelt. Ein aktueller Trend ist die Entwicklung
sogenannter Core-Shell-Saulen, die aus einem festen Kern bestehen, welcher mit pordsen Silica-
Partikeln beschichtet ist. Durch den festen Kern in der Mitte der Saule werden die Trennwege verkiirzt
und Diffusionseffekte reduziert, wodurch ebenfalls eine Steigerung der Effizienz moglich ist (vgl.

Abbildung 9)."% Zudem kdénnen die Siulen bei einer héheren Flussrate betrieben werden, ohne dass
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der Riickdruck problematisch wird.[*%! Fiir Core-Shell-Saulen mit Partikeldurchmessern < 2 pm werden
Ultra-HPLC-Systeme (UPLC) bendtigt; Core-Shell-Saulen mit konventionelleren PartikelgroRen wie z. B.
5 um sind erst in den letzten Jahren kommerziell erhaltlich geworden und sind demnach fir die PAK-

Analytik erst wenig erforscht.[°¢]

Oberflachlich porose Partikel

Fester Kern \/

| L 0§
A

Vollstéandig pordse Partikel

Abbildung 9: Unterschied zwischen Core-Shell-Séulen (oben) und konventionellen Kieselgelséulen (unten);
adaptiert aus %7,

Mit der Entwicklung von Kapillarsadulen riickte jedoch mehr und mehr die GC als Analysensystem der
Wahl in den Vordergrund.'®! Vor allem die verbesserte Selektivitit, Auflésung und Sensitivitat der GC
fihrten dazu, dass diese Technik der LC vorgezogen wurde bzw. wird.™t! Bei der Wahl des Materials fiir
die stationare Phase, des Innendurchmessers und der Saulenldnge gibt es bei der GC mehr
Moglichkeiten als bei der HPLC. Am haufigsten werden Sdulen mit einer stationdren Phase aus methyl-
und phenyl-substituierten Polysiloxanen verwendet.[!! Diese bieten den Vorteil, dass sie auch bei
hohen Temperaturen nur geringes Saulenbluten aufweisen. Fir die Trennung bestimmter kritischer
Paare (z. B. Benzo[b]- und Benzo[jlfluoranthen), welche auf Phenyl-Methylpolysiloxan-Saulen haufig
co-eluieren, kénnen auch Saulen auf Basis von fliissigkristallinem Polysiloxan genutzt werden. Diese
sind aufgrund ihrer shape selectivity gut fir die Trennung von PAK-Isomeren geeignet.!1%®]
Ublicherweise werden Siulen mit einer Lange zwischen 12 und 60 m und Filmdicken von 0,1 bis 0,5 pm
verwendet. Die Linge der Siule beeinflusst dabei vor allem die Trenneffizienz sowie die
Analysenzeit. Dabei gilt es, einen Kompromiss aus guter Trennung und moglichst kurzer Analysenzeit
zu erzielen. Der Sdulendurchmesser und die Filmdicke der stationdren Phase sind entscheidend fiir die
Probenkapazitdt und die Retention der Analyten. Je groRer der Sdulendurchmesser und die Filmdicke
sind, desto hoher ist die Probenkapazitdt. Dabei sinkt jedoch die Trenneffizienz. Die Filmdicke hdngt

dabei auch von der Auswahl der Analyten ab: Bei leichtfliichtigen Substanzen werden eher Sdulen mit
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groRen Filmdicken gewahlt, wahrend geringe Filmdicken vor allem fir schwerfliichtige Komponenten

gut geeignet sind.*%!

Als Detektoren werden in der PAK-Analytik vor allem MS oder FLD genutzt. Die tiblichen Kopplungen
sind GC-MS und HPLC-FLD. Zwar sind auch HPLC-MS-Kopplungen moglich, dann kann aber nicht die El
als lonisationsquelle genutzt werden. Die El ist fiir PAK jedoch die Methode der Wahl, da die
reproduzierbaren, individuellen Massenspektren eine verlassliche Analyse gewéhrleisten.*3! In den
letzten Jahren wurden vermehrt MS-Systeme mit lonisation unter Atmospharendruck untersucht, also
mit ESI-, APCI-, APLI- oder APPI-Quellen. ESI und APCl sind jedoch eher fiir polare Substanzen geeignet
und werden fiir die PAK-Analytik wenig genutzt.*'% APPI und insbesondere APLI sind hingegen sehr
sensitiv und selektiv fir unpolare Aromaten wie PAK. So ist die Empfindlichkeit, die mittels GC-APLI-
MS erreicht werden kann, um den Faktor 10 hoher als bei GC-EI-MS.[""™ Auch LC-APPI-MS- bzw. LC-
APLI-MS-Kopplungen sind méglich und wurden bereits untersucht.'0% 1121131 App|- ynd APLI-Quellen
werden allerdings nur fir sehr spezielle Anwendungen genutzt und sind daher kaum kommerziell

erhaltlich.

2.4.2 Aktuelle Methode im MGU

Im Messsystem Gefdhrdungsermittlung der Unfallversicherungstrager (MGU) beschreibt eine 2003
veroffentlichte Methode die Probenahme, -aufarbeitung und Analytik mittels HPLC-DAD/FLD fur die
16 EPA-PAK plus Benzo[e]pyren.[***! Diese Methode wird bei Messungen an Arbeitsplatzen durch die

messtechnischen Dienste der Berufsgenossenschaften angewendet.

Fiir die Probenahme wird ein Kombinationsprobentrager aus einem XAD-2-R6hrchen und einem PTFE-
Filter mit einem Durchmesser von 37 mm und einer PorengrofRe von 3 um verwendet. Dadurch werden
sowohl die PAK in der Gasphase als auch die partikelgebundenen PAK erfasst. Die Probe wird mit einem
Luftvolumenstrom von 2 L/min Uber eine Dauer von 0,25-4 h gesammelt. Die Aufarbeitung der
Probentrager erfolgt innerhalb von 14 Tagen nach der Probenahme. Entsprechend der TRGS 402 wird
fiir die Beurteilung der inhalativen Exposition nach Mdoglichkeit eine personengetragene Probenahme
durchgefiihrt. Die ortsfeste Probenahme wird vor allem zur Ermittlung der Hintergrundkonzentration

genutzt. [

Die Extraktion der beiden Sammelmedien wird mithilfe einer Extraktionslosung aus Acetonitril und
Methanol im Verhiltnis 60:40 (v/v) durchgefiihrt. Die Aufarbeitung der Filter erfolgt mittels
Uberschichtung mit der Extraktionsldsung, Ultraschallbad und Schiitteln. Die PAK vom XAD-2-
Roéhrchen werden mit Dichlormethan extrahiert, welches anschlieBend im Rotationsverdampfer

eingeengt und mit der Extraktionslosung wieder aufgefillt wird.
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Die Analyse der Proben erfolgt mithilfe einer HPLC mit einem DAD und einem nachgeschalteten FLD.
Die Parameter der HPLC-Methode sind Tabelle 2 zu entnehmen. Mithilfe einer externen Kalibration
wird der PAK-Gehalt der Probe quantitativ bestimmt. Die Kalibration umfasst dabei einen Bereich von

10-100 ng/mL Uber zehn Kalibrationspunkte.

Tabelle 2: Parameter der HPLC-Methode, die im MGU fiir die Analyse der 16 EPA-PAK plus Benzo[e]pyren
genutzt wird.

Sdule MZ-PAH C18, 5 um, 250 x 2,1 mm
Saulentemperatur 25°C
Eluent Acetonitril/Wasser 65/35 (v/v) (A) und

Acetonitril (B)

Gradient Start: 100 % A, Fluss 0,3 mL/min
7-17 min: 2 100 % B
Ab 32 min: 2 100 % A

Laufzeit 32 min + 7 min post-run
Injektionsvolumen 12 uL
DAD-Einstellungen Signal A: 252 nm, Referenz 550 nm

Signal B: 268 nm, Referenz 550 nm

Signal C: 296 nm, Referenz 550 nm

Signal D: 240 nm, Referenz 550 nm

Signal E: 225 nm, Referenz 550 nm
FLD-Einstellungen Anregungswellenldange: 260 nm

Emissionswellenldangen:

Signal A: 320 nm (ab 16 min: 502 nm)

Signal B: 400 nm

Signal C: 430 nm

Signal D: 452 nm

PMT-Gain 11 (ab 28,5 min: 13)

2.4.3 Problematiken bei der Analytik

Die Analytik der 16 EPA-PAK ist zwar etabliert, doch bei der Messung anderer PAK ergeben sich
Schwierigkeiten. Zu den groRten Problemen zdhlt die groBe Menge an Isomeren. Je mehr
Ringstrukturen enthalten sind, desto mehr Isomere sind auch mdoglich. Beispielsweise sind fiir PAK mit

sechs Ringen mit der Summenformel C;sH16 und demnach einer molaren Masse von 328 g/mol bereits
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37 Isomere moglich.*®! Im Vergleich zu den EPA-PAK kommen sie zu einem geringeren Anteil in der
Umwelt vor, was den Nachweis dieser Analyten ebenfalls erschwert.['®® Da das mutagene und
karzinogene Potential von PAK mit steigender molarer Masse tendenziell zunimmt, sind diese
hochmolekularen Substanzen fiir die Abschatzung des Krebsrisikos jedoch auch bei geringen

Konzentrationen sehr relevant.

Die Liste der von der EPA priorisierten PAK wurde unter anderem auf Basis der kommerziellen
Verfiigbarkeit von analytischen Standards zusammengestellt.!”! Dies stellt ein weiteres Problem dar,
da es fur Hersteller von Standards nicht umsetzbar ist, eine so groRe Anzahl an Standards anzubieten,
wie es mogliche PAK-Verbindungen gibt. Es gibt zwar eine Vielzahl von Mischstandards fir
verschiedene Fragestellungen (z. B. fur die in der EU priorisierten PAK, vgl. Tabelle 1), doch auch diese
beschrianken sich meist auf eher niedrigmolekulare Substanzen. Kundenspezifische Standards fir
hohermolekulare PAK sind teuer oder nicht synthetisierbar. Dies erschwert es interessierten Laboren,

ihre Methoden an die Analytik von ,,neuen” PAK anzupassen und zu validieren.

Ein weiterer Punkt, der bei der Analytik bzw. schon bei der Probenahme beachtet werden sollte, ist
die Moglichkeit der Degradation von Verbindungen. Wie bereits in Kapitel 2.2.1 erldutert, kann es
durch Photo- und Biodegradation zum (partiellen) Abbau von PAK kommen. Dadurch kann das PAK-
Profil einer Probe verzerrt werden, was beispielsweise die Quellenzuordnung (ber
Konzentrationsverhiltnisse erschwert.””’ Der Abbau durch Mikroorganismen zielt vor allem auf
Stammverbindungen und gering alkylierte PAK ab.[**”) Die photochemische Degradation hingegen baut
Verbindungen mit héheren Alkylketten schneller ab als solche mit niedrigen Alkylketten.**® Durch die
unterschiedlichen Abbauprozesse und ihre individuelle Kinetik kénnen Minderbefunde entstehen, was
wiederum die Einschatzung der Toxizitat einer Probe behindert. Insbesondere bei Umweltproben ist
daher darauf zu achten, ob Mikroorganismen wie Bakterien, Pilze oder Algen einen biologischen Abbau
verursacht haben kénnten oder ob Umgebungsbedingungen wie starke Sonneneinstrahlung und hohe
Temperaturen anderweitige Abbauprozesse férdern kénnten.®" Bei Probenahmen an Arbeitsplatzen

spielen diese Einfllisse eine eher untergeordnete Rolle.

2.5 Referenzmaterialien und Ringversuche

2.5.1 Allgemeines zu Referenzmaterialien

Die hochste Qualitatsstufe eines Referenzmaterials sind sogenannte zertifizierte Referenzmaterialien
(certified reference material, CRM). Um CRM herstellen zu diirfen, muss ein Labor nach DIN EN ISO
170341 gkkreditiert sein. Damit ist nachgewiesen, dass das Labor die Anforderungen zur Herstellung

eines CRM erfiillt, z. B. hinsichtlich der technischen Kompetenz des Labors oder der Riickverfolgbarkeit
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des Referenzmaterials. Die Nutzung von CRM als Mittel zur Qualitatssicherung ist seit mehr als 50

Jahren etabliert.[*?"!

CRM sind fiir eine Vielzahl an Analyten und Matrizes erhiltlich, die Auswahl wachst durch die
fortwahrende Entwicklung neuer CRM stetig. Zu den wichtigsten Eigenschaften von CRM zdhlen
Homogenitat, Stabilitdt und eine verldssliche Charakterisierung.!*®! Erst durch diese Eigenschaften
ermoglichen CRM die Vergleichbarkeit von Ergebnissen unterschiedlicher Labore. Auch wenn der
Gehalt eines bestimmten Analyten fiir ein CRM noch nicht offiziell bestatigt wurde, ist durch die
Veroffentlichung von ,off-label” Analysenergebnisse in Journalbeitragen ein Vergleich zu anderen
Laboren méglich.™?® Fiir PAK ist eine Vielzahl an CRM mit unterschiedlichen Matrices erhiltlich,
beispielsweise Lehmboden, Sediment, Feinstaub, Gummispielzeug oder verschiedene Lebensmittel

wie Fisch und Muscheln.

Auch bei fehlender Akkreditierung ist es einem Labor moglich, Referenzmaterialien herzustellen —
diese sind dann jedoch nicht zertifiziert bzw. dirfen nicht als CRM verkauft werden. In solchen Fallen

sollten die Anforderungen der DIN EN ISO 17034 so weit wie moglich erfillt werden.

2.5.2 Ringversuche am Institut fir Arbeitsschutz

Am IFA werden bereits seit 1989 Ringversuche fiir Labore und Messstellen fiir Gefahrstoffe
durchgefiihrt.*?!! Dabei wird eine Vielzahl an Analyten abgedeckt, z. B. organische Lésemittel, Metalle
oder Aldehyde. Eine Besonderheit stellen dabei Ringversuche mit eigener Probenahme dar. Damit ist
nicht nur die Qualitdtskontrolle der Analytik von Probentrdgern moglich, sondern des gesamten
Probenahmeverfahrens. Die Ringversuche mit eigener Probenahme werden durch die hauseigene
Prifgasstrecke ermdglicht, die zur Herstellung dynamischer Priifgase dient (s. Abbildung 10). Mithilfe
einer konstanten Online-Kontrolle kénnen stabile Priifgase mit einer definierten Konzentration,
Temperatur und Luftfeuchte erzeugt werden. Dadurch werden Probenahmen unter prazisen
Bedingungen ermoglicht, um beispielsweise die Probenahme an bestimmten Arbeitspldatzen zu

simulieren.
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Abbildung 10: Die Priifgasstrecke am IFA.[2?%

Bei vielen Ringversuchen werden jedoch die bereits belegten Probentrdgern an die Teilnehmenden
geschickt, welche die Messergebnisse anschliefend digital Gbermitteln. Zur Auswertung der
zugesandten Ergebnisse wird die Software ,,Prolab Plus” genutzt, welche speziell fir die Auswertung
von Ringversuchen entwickelt wurde und beispielsweise auch von der US-Behérde fir Lebens- und
Arzneimittel genutzt wird. Die Durchfiihrung der Ringversuche erfolgt in Anlehnung an die Normen

DIN EN ISO/IEC 17043 und DIN ISO 13528119 1231

Die angebotenen Ringversuche werden stetig erweitert, um der Nachfrage von Laboren und
Messstellen entgegenzukommen. Im Bereich der Luftmessungen von Gefahrstoffen an Arbeitsplatzen
gibt es in Deutschland keinen Anbieter von Ringversuchen oder Referenzmaterialien abseits des IFA.
Daher ist es von hoher Wichtigkeit, dass das IFA die Analytik solcher Substanzen vorantreibt, die
besonders relevant im Bereich des Arbeitsschutzes sind. Dazu zdhlen beispielsweise
(héhermolekulare) PAK, da diese Stoffgruppe aufgrund des hohen kanzerogenen Potenzials zu

diversen Berufskrankheiten fiihren kann, z. B. Lungen-, Kehlkopf- und Blasenkrebs. 124125

2.5.3 Konzeptionierung eines neuen Ringversuchs

In den mehr als 30 Jahren seit dem ersten Ringversuch wurden am IFA viele Ringversuchsprogramme
konzipiert und etabliert. Initiiert wird die Entwicklung eines neuen Ringversuchs beispielsweise durch
neu anerkannte Berufskrankheiten, durch die Absenkung von Grenzwerten, durch die Neueinstufung

von Chemikalien als gesundheitsgefdhrdende Stoffe oder durch das Interesse von messtechnischen
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Stellen oder Laboren. Anschlieend missen die Durchfiihrung des Ringversuchs naher definiert und

wichtige Aspekte geklart werden:

e Kann der Ringversuch mit oder ohne eigene Probenahme durchgefiihrt werden?

e Bei einer Stoffgruppe: Welche Vertreter dieser Stoffgruppe sind reprasentativ und/oder
relevant?

e Welcher Konzentrationsbereich soll abgedeckt werden? Was macht im Hinblick auf etwaige
Grenzwerte Sinn?

e In welcher Matrix soll der Analyt vorliegen?

e Welches Equipment und Know-How wird bendtigt?

e Wer sind mogliche Interessenten? Sind diese in ausreichender Zahl vorhanden, dass sich die
Entwicklung eines Ringversuchs lohnt?

e Welcher zeitliche und finanzielle Rahmen ist realistisch und machbar?
Sind diese Punkte geklart, kann der weitere Prozess zur Etablierung eines Ringversuchs entsprechend

dem Schema in Abbildung 11 erfolgen.

Kanzeption und

Design Externe Tests

Auswahl/Entwicklung Anpassung des

analytischer Methoden Produktionsprozesses

Etablierung des

Produktionsprozesses Interne Tests

Abbildung 11: Schematischer Ablauf zur Entwicklung eines neuen Ringversuchs.

Die beiden Schritte der Methodenauswahl bzw. -entwicklung und der Etablierung des
Produktionsprozesses gehen Hand in Hand. Denn um den Erfolg bzw. die Gite des
Produktionsprozesses zu beurteilen, ist es zwingend notwendig, eine geeignete analytische Methode
zur Verfligung zu haben. Dazu zahlt auch ein moglicher Aufarbeitungs- oder Extraktionsschritt. Daher
ist es wichtig, dass an diesem Punkt bereits feststeht, mit welcher Matrix der Ringversuch durchgefiihrt
werden soll und wie der Ringversuch an sich gestaltet werden soll. Beispielsweise kann eine Matrix mit
dem Analyten gespiked oder ein Priifgas hergestellt werden. Im Idealfall liegt fiir den Analyten, fir den
der Ringversuch entwickelt wird, eine vollstandig validierte Methode vor. So lassen sich interne Tests
durchfiihren, die Auskunft dariiber geben, ob Anderungen am Produktionsprozess nétig sind. Dies
bezieht sich zunachst vor allem auf die Reproduzierbarkeit und die Richtigkeit des Analytgehalts.

Aufgrund dessen muss auch die Wiederfindungsrate der analytischen Methode bestimmt werden. Im
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weiteren Verlauf miissen auch die Robustheit des Produktionsprozesses und die Stabilitat des Analyten

in Verbindung mit der Matrix getestet werden, inklusive der Haltbarkeit der Proben.

Sind die internen Tests zufriedenstellend und der Produktionsprozess weitestgehend optimiert,
kénnen externe Tests durchgefiihrt werden. Fir die externen Tests werden geeignete, unabhangige
Labore ausgewahlt, die die hergestellten Proben mit ihren hauseigenen Methoden untersuchen. Diese
Methoden sollten mit den fiir die internen Tests genutzten Methoden vergleichbar sein, um eine

Aussage Uber die Eignung der Proben treffen zu kénnen.

2.5.4 Erfahrungen aus friiheren Ringversuchen

Im Arbeitsschutz gibt es keine verbindlich vorgeschriebenen Messmethoden; die Teilnehmer kénnen
bei der Analyse der Ringversuchsproben ihre hauseigenen Methoden einsetzen. Bei Ringversuchen mit
eigener Probenahme wird ein homogenes Priifgas zur Verfliigung gestellt, bei Ringversuchen ohne
eigene Probenahme wird den Teilnehmenden der Analyt auf einer geeigneten Probenmatrix
zugeschickt. Letzterer Weg wird beispielsweise beim Ringversuch Metalle gewéahlt, in dem ein

metallhaltiger Staub auf einen Cellulose-Nitrat-Filter aufgebracht wird.

Aus der Erfahrung des IFA ist bekannt, dass es bei der ersten Durchfiihrung eines neuen Ringversuchs
trotz intensiver interner und externer Tests durchaus zu gréBeren Schwankungen bei den Ergebnissen
der Teilnehmenden kommen kann.['?6127) Dies ist nicht zuletzt darauf zuriickzufihren, dass den
teilnehmenden Laboren die Art der Bearbeitung der Proben freigestellt ist. Beispielsweise haben sich
die Resultate bei den Ringversuchen zu Metallen deutlich verbessert, nachdem die Aufschlussmethode
harmonisiert wurde. Diese Methode wurde in die Sammlung der von der Deutschen
Forschungsgemeinschaft (DFG) empfohlenen Messverfahren fiir gesundheitsschadliche Arbeitsstoffe

aufgenommen.!*28!

Selbst wenn ein Ringversuch mehrmals im Jahr angeboten wird, konnen zwischen den Ergebnissen der
einzelnen Durchldufe Unterschiede liegen. Beispielsweise wurde der Ringversuch Lésungsmittel im
Jahr 2010 an zwei Terminen mit 12 bzw. 11 teilnehmenden Laboren durchgefiihrt. Beim ersten Termin
lagen die relativen Standardabweichungen (RSD) zwischen 7,26 und 12,35 %, beim zweiten Termin nur
noch bei 4,38-7,51% fiir die identische Probenzusammensetzung und -konzentration.['?? Beij
empfindlichen Analyten kénnen die Ergebnisse auch bei etablierten Ringversuchen stark streuen. Als
Beispiel fir solche Analyten dienen leichtfliichtige organische Substanzen (volatile organic compounds,
VOC), die bereits seit 2007 als Ringversuch mit eigener Probenahme am IFA angeboten werden. Die
Werte fiir die RSD fiir den Ringversuch VOC im Jahr 2020 lagen beispielsweise zwischen 11,64 und

24,09 %.1*22 Fiir gewdhnlich liegen die Standardabweichungen bei den meisten Ringversuchen bei 5-
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15 %. Bei besonders auffilligen Ergebnissen ist jedoch zu hinterfragen, ob dies auf Schwankungen

wahrend des Ringversuchs zurlickzufiihren ist.

2.5.5 Vorgehen beim neuen Ringversuch

2.5.5.1 Auswahl der Analyten

Um auf eine mogliche Erweiterung der EPA-PAK-Liste vorbereitet zu sein, hatte dieses Projekt die
Entwicklung eines Referenzmaterials zur Nutzung in einem Ringversuch fir hdhermolekulare PAK zum
Ziel. Fir die Etablierung des Ringversuchs diente das Flielschema in Abbildung 11 als Orientierung. So
wurden zunachst zwei analytische Methoden etabliert, eine gaschromatographische und eine
flissigchromatographische Methode. AnschlieRend wurden die beiden Methoden miteinander
verglichen, um zu beurteilen, welches chromatographische System fiir welche Art von PAK besser
geeignet ist. Dazu wurde eine erweiterte PAK-Auswahl getroffen, welche sowohl einige EPA- und EU-
PAK als auch weitere als wahrscheinlich krebserzeugend eingestufte PAK enthédlt. Die beim
Methodenvergleich untersuchten PAK sind in Tabelle 3 zusammengefasst. Darin ist auch markiert,

welche PAK in den EPA- und EU-Listen enthalten sind (vgl. Tabelle 1).

Tabelle 3: Liste der fiir den Methodenvergleich ausgewdhlten PAK; fett markierte Substanzen sind in der EPA-
Liste enthalten, unterstrichene in der EU-Liste.

1-Methylpyren Benzo[jlfluoranthen Dibenzo[a,ilpyren
1-Methylnaphthalin Benzo[k]fluoranthen Dibenzo(a,l]pyren
2-Methylnaphthalin Benzo[g,h,ilperylen Dibenzole,l]pyren
1,6-Dimethylnaphthalin Benzo[a]pyren Fluoranthen
2,3-Dimethylnaphthalin Benzo[e]pyren Fluoren
5-Methylchrysen Chrysen Indeno[1,2,3-cd]fluoranthen
Acenaphthen Coronen Indeno[1,2,3-cd]pyren
Acenaphthylen Cyclopenta[c,d]pyren Naphthalin
Anthanthren Dibenzo[a,h]anthracen Perylen

Anthracen Dibenzo[a,e]fluoranthen Phenanthren
Benzo[alanthracen Dibenzo[a,e]pyren Pyren
Benzo[b]fluoranthen Dibenzo[a,h]pyren

Die Ergebnisse des Methodenvergleichs sind in Kapitel 4.1 dargestellt.

Als Matrix flir das Referenzmaterial sollen Filter genutzt werden, die auch fiir die Probenahme von
héhermolekularen PAK — die ausschlieRRlich partikuldr auftreten — verwendet werden. PAK, die als
Partikel/Dampf-Gemisch vorliegen kénnen, werden bei einer Luftprobenahme nicht (vollstéandig) von

einem Filter zurlickgehalten und kommen fiir die Entwicklung des Referenzmaterials nicht in Frage.
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Dazu zdhlen beispielsweise die alkylierten Naphthaline. Der Fokus liegt auf PAK, die als moglicherweise
oder gesichert krebserregend eingestuft sind und die bisher noch nicht in der EPA-Liste enthalten sind.
Zur besseren Vergleichbarkeit wurden auch drei schwerfliichtige Verbindungen von der EPA-Liste
inkludiert: Indeno[1,2,3-cd]pyren, Dibenz[a,h]anthracen sowie BaP als Leitsubstanz. Aus der EU-Liste
wurden vier der Dibenzopyren-lsomere, Cyclopenta[c,d]pyren sowie 5-Methylchrysen als Vertreter
der alkylierten PAK Gbernommen. Aus den oben genannten PAK wurden so insgesamt elf Substanzen
ausgewahlt, die als Analyten auf dem Referenzmaterial die Gruppe der hoéhermolekularen PAK
reprasentieren sollen und fiir die analytische Standards erhaltlich waren. Eine Auflistung dieser

Auswahl —im Folgenden RM-PAK genannt — mit ihren Strukturformeln ist in Abbildung 12 gezeigt.

Anthanthren Dibenz[a,h]anthracen Dibenzo[a,l]pyren

Benzo[a]pyren Dibenzola,e]pyren Dibenzo[a,i]pyren

Coronen Dibenzol[a,h]pyren 5-Methylchrysen

Cyclopenta]c,d]pyren Indeno[1,2,3-cd]pyren

Abbildung 12: Strukturformeln der fiir das Referenzmaterial ausgewdhlten PAK (RM-PAK).
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2.5.5.2 Etablierung und Qualitétssicherung des Herstellungsprozesses

Nach Auswahl der RM-PAK wurde der Herstellungsprozess fir das Referenzmaterial entwickelt. Als
Matrix wurden Quarzfaser- und PTFE-Filter sowie drei verschiedene Dosiersysteme getestet. Die
Ergebnisse dieser Vortests sind in Kapitel 4.2.1 dargestellt. Parameter wie das Dosiervolumen und die
Aufzieh- und Dosiergeschwindigkeiten wurden fir die Belegung mit analytischen Standards in
Acetonitril optimiert. Die Entwicklung des Belegungsprozesses wurde kontinuierlich durch interne
Tests mittels HPLC iberwacht. Auf Basis der internen Tests wurde ein optimiertes Belegungsverfahren

festgelegt.

Nach den internen Tests folgte die Einbindung von geeigneten externen Laboren, die sich als
Kooperationspartner fir dieses Projekt zur Verfligung gestellt haben. Eine Liste der teilnehmenden

Labore ist in Tabelle 4 zu finden.

Tabelle 4: Ubersicht iiber die an den Testreihen teilnehmenden Labore.

Schweizerische
Unfallversicherungsanstalt, CH

Bundesanstalt fir Istituto nazionale per

Arbeitsschutz und I"assicurazione contro gli

Arbeitsmedizin, DE
Belgian Center for
Occupational Hygiene, BE

infortuni sul lavoro, IT
Institut national de recherche
et de sécurité, FR

UEG GmbH, DE

Berufsgenossenschaft Institut de recherche Robert- University of Pretoria, ZA
Sauvé en santé et en sécurité
du travail, CA

Muller-BBM GmbH, DE

Nahrungsmittel und
Gastgewerbe Mannheim, DE
Berufsgenossenschaft
Nahrungsmittel und
Gastgewerbe Potsdam, DE
m{iinster analytical solutions
GmbH, DE

Health and Safety Executive
Science and Research Centre,
GB

Vor den eigentlichen externen Tests wurden an alle Labore analytische Standards verschickt, um den
Teilnehmenden die Entwicklung bzw. Anpassung analytischer Methoden ohne zusatzliche Kosten zu
ermoglichen. Labore mit bereits etablierten Methoden sollten den Gehalt der Standards bestatigen.
Die Messung der Standards diente somit dem Abgleich der analytischen Methoden aller Labore.
AnschlieBend wurden in mehreren Testserien belegte Filter an die Labore verschickt. Zwischen den
Testserien wurden auf Basis der Ergebnisse der Teilnehmenden immer wieder Anpassungen am
Produktionsprozess vorgenommen, um die Qualitdt des Referenzmaterials weiter zu verbessern. Den
Abschluss bildete ein erster Ringversuch im Januar/Februar 2024. Die Ergebnisse dieses Ringversuchs

sind in Kapitel 4.2.7 ausfihrlich dargestellt.
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3 Material und Methoden

3.1 Chemikalien und Materialien

Die Chemikalien, Standards und Verbrauchsmaterial, das in dieser Arbeit genutzt wurden, sind in

Tabelle 31, Tabelle 32, Tabelle 33 und Tabelle 34 in Anhang 1 aufgelistet.

Die fiir die Belegung der Filter verwendeten Dosierlésungen werden als Mischung aus den jeweiligen
Einzelstandards angesetzt. Die Verdiinnung wird so gewahlt, dass eine Konzentration von 1 ng/mL pro
PAK erreicht wird. Das Volumen richtet sich nach der Anzahl der zu belegenden Filter. Die Dosierlésung

wird arbeitstaglich frisch angesetzt.

3.2 Analysegerate

Fir die Analytik mittels HPLC wird ein Gerat des Herstellers Agilent genutzt. Die Spezifikationen des

Gerats sind in Tabelle 5 zusammengefasst.

Tabelle 5: Spezifikationen des HPLC-Ger:dits.

Modell Agilent 1260 Infinity Il
Saulenofen Agilent G7130A
Pumpe Agilent G7112B
Autosampler Agilent G7129A
DAD Agilent G7117C
FLD Agilent G7121B

Die Spezifikation des fiir die GC-MS-Analytik genutzten Geréts sind in folgender Tabelle zu finden.

33
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3 Material und Methoden

Modell GC

Autosampler

Einlasssystem

Tragergas

Modell MS

lonisierungsart

Temperatur der lonenquelle
Analysator

Messmodus

Temperatur des Quadrupols

Temperatur der MS-Transferleitung

Agilent 8890

Agilent 7650A

Agilent Multimode Inlet
Helium

Agilent 5977B

El mit 70 eV

325°C

Single Quadrupol
Selected ion monitoring (SIM)
200 °C

320°C

Genauere Angaben zu den Analysemethoden sind im nachfolgenden Kapitel zu finden.

3.3 Methoden

3.3.1 Analysemethoden

Die im Rahmen dieser Arbeit genutzten Methoden fiir HPLC und GC werden in den folgenden Tabellen

zusammengefasst. Es handelt sich dabei um die am Ende der Methodenoptimierung etablierten

Parameter. Dabei wird jeweils zwischen zwei Methoden differenziert: eine Methode zur Analyse aller

ausgewahlten PAK sowie eine Methode zur Analyse der RM-PAK. Die Methode zur Analyse aller PAK

mittels HPLC ist in Tabelle 7 zusammengefasst. In Tabelle 36 ist dargestellt, welche Wellenlangen fir

die einzelnen Analyten herangezogen werden (s. Anhang 2).
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Tabelle 7: Parameter der HPLC-Methode zur Analyse aller ausgewdihlten PAK.

Saule
Saulentemperatur
Eluent

Gradient

Laufzeit
Injektionsvolumen
Autosampler-Temperatur

DAD-Einstellungen

FLD-Einstellungen

MZ-PAH C18, 5 um, 250 x 2,1 mm
35°C

Wasser (A) und Acetonitril (B)
Start: 50 % B, Fluss 0,3 mL/min
7-23 min: 2 100 % B

32-33 min: 2 1 mL/min

42 min + 7 min post-run

10 plL

15°C

Signal A: 225 nm, Referenz 480 nm
Signal B: 296 nm, Referenz 480 nm
Anregungswellenldange: 260 nm
Emissionswellenldangen:

Signal A: 320 nm (ab 10 min: 502 nm)
Signal B: 405 nm

Signal C: 430 nm

Signal D: 452 nm

PMT-Gain 11

Tabelle 8 fasst die Parameter der angepassten Methode zusammen, welche sich auf die Analyse der

PAK fur das Referenzmaterial beschrankt.
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Tabelle 8: Parameter der HPLC-Methode zur Analyse der PAK fiir das Referenzmaterial.

Saule
Sdulentemperatur
Eluent

Gradient

Laufzeit
Injektionsvolumen
Autosampler-Temperatur

DAD-Einstellungen

FLD-Einstellungen

MZ-PAH C18, 5 um, 250 x 2,1 mm
35°C

Acetonitril/Wasser (60/40 v/v) (A) und Acetonitril (B)
Start: 60 % B, Fluss 0,3 mL/min

0-8 min: > 100 % B

45-46 min: > 60 % B

46 min + 10 min post-run

12 L

20°C

Signal A: 225 nm, Referenz 480 nm
Signal B: 296 nm, Referenz 480 nm
Anregungswellenldange: 260 nm
Emissionswellenldangen:

Signal A: 502 nm

Signal B: 405 nm

Signal C: 430 nm

Signal D: 452 nm

PMT-Gain: 11

In folgender Tabelle sind die Parameter der GC-MS-Methode fiir die Analyse aller PAK aufgelistet.

Tabelle 9: Parameter der GC-MS-Methode zur Analyse aller PAK.

Saule

Liner
Injektionsvolumen
Einlassmodus

Injektionsparameter

Septumspiilung

Temperaturprogramm Ofen

Fluss

Laufzeit

Agilent DB-EUPAH, 60 m x 0,25 mm x 0,25 pm

Agilent Ultra Inert Liner fir splitlose Injektion mit Glaswolle
5 uL

solvent vent-Injektion

60 °C fiir 0,03 min halten, dann mit 300 °C/min auf 320 °C,
fir 5 min halten

Spilen mit 60 mL/min bei 2,53 min, Entliftung mit
100 mL/min bei 5 psi

3 mL/min

60 °C fiir 1 min halten

20 °C/min bis 320 °C, fir 70 min halten

1,5 mL/min

84 min
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Die Parameter fir die angepasste Methode, welche zur Analyse der RM-PAK dient, sind in Tabelle 10
beschrieben. Die Starttemperaturen des Ofenprogramms ist fiir Proben in Toluol angegeben. Bei der

Nutzung anderer Losungsmittel muss die Temperatur an den Siedepunkt angepasst werden.

Tabelle 10: Parameter der GC-MS-Methode zur Analyse der PAK fiir das Referenzmaterial.

Sdule Restek Rxi-5Sil MS, 30 m x 0,25 mm x 0,5 um

Liner Agilent Ultra Inert Liner fir splitlose Injektion ohne
Glaswolle

Injektionsvolumen 1pL

Einlassmodus pulsed splitless-Injektion

Injektionsparameter 330 °C, 40 psi fuir 0,5 min

Spulen mit 50 mL/min ab 0,9 min
Septumspiilung 3 mL/min
Temperaturprogramm Ofen 90 °C fur 2 min

40 °C/min bis 330 °C, fiir 12 min halten
Fluss 1,4 mL/min

Laufzeit 20 min + 12 min post-run

Tabelle 11 zeigt, welche Quantifier- und Qualifier-lonen pro PAK erfasst werden und welcher interne

Standard zur Quantifizierung herangezogen wird.
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Tabelle 11: Ubersicht (iber die verwendeten Quantifier- und Qualifier-lonen sowie die internen Standards.

Substanz Quantifier-lon Qualifier-lonen Interner Standard

IS Naphthalin-D8 136,1 108,1 & 137,1 -

Naphthalin 128,1 129,1 & 127,1 Naphthalin-D8
1-Methylnaphthalin 142,1 141,1 & 115,1 Naphthalin-D8
2-Methylnaphthalin 142,1 141,1 & 115,1 Naphthalin-D8
1,6-Dimethylnaphthalin 156,1 141,1 & 155,1 Naphthalin-D8
2,3-Dimethylnaphthalin 156,1 141,1 & 155,1 Naphthalin-D8
Acenaphthylen 152,1 153,1& 76,1 Chrysen-D12
Acenaphthen 153,1 154,1 & 152,1 Chrysen-D12

Fluoren 166,1 165,1 & 82,2 Chrysen-D12
Phenanthren 178,1 179,1& 176,1 Chrysen-D12
Anthracen 178,1 179,1 & 176,1 Chrysen-D12
Fluoranthen 202,1 203,1 & 200,1 Chrysen-D12

Pyren 202,1 203,1 & 200,1 Chrysen-D12
1-Methylpyren 216,1 215,1 & 94,9 Chrysen-D12
Benzo[a]anthracen 228,1 226,1 & 114,21 Chrysen-D12

IS Chrysen-D12 240,2 236,2 & 241,2 -

Chrysen 228,1 226,1 & 113,1 Chrysen-D12
Cyclopenta[c,d]pyren 226,1 227,1&224,1 Benzo[a]pyren-D12
5-Methylchrysen 242,2 241,1 & 119,9 Chrysen-D12
Benzo[b]fluoranthen 252,1 253,1&126,1 Benzo[a]pyren-D12
Benzo[k]fluoranthen 252,1 253,1 & 126,1 Benzo[a]pyren-D12
Benzo[e]pyren 252,1 253,1&126,1 Benzo[a]pyren-D12

IS Benzo[a]pyren-D12 264,2 265,2 & 132,1 -

Benzo[a]pyren 252,1 253,1&126,1 Benzo[a]pyren-D12
Perylen 252,1 253,1 & 126,1 Benzo[a]pyren-D12
Indeno[1,2,3-cd]fluoranthen 276,1 277,1 & 138,1 Benzo[g,h,i]perylen-D12
Dibenzo[a,h]anthracen 278,1 279,1 & 139,1 Benzo[g,h,i]perylen-D12
Indeno[1,2,3-cd]pyren 276,1 277,1&138,1 Benzo[g,h,i]perylen-D12
IS Benzo[g,h,i]perylen-D12 288,2 289,2 & 144,1 -

Benzo[g,h,i]perylen 276,1 277,1 & 138,1 Benzo[g,h,i]perylen-D12
Anthanthren 276,1 277,1 & 138,1 Benzo[g,h,i]lperylen-D12
Dibenzo[a,e]fluoranthen 302,2 303,2 & 151,1 Benzo[g,h,i]perylen-D12
Dibenzo[a,l]pyren 302,2 303,2 & 151,1 Benzo[g,h,i]perylen-D12
Dibenzo[a,e]pyren 302,2 303,2 & 151,1 Benzo[g,h,i]perylen-D12
Coronen 300,1 301,1 & 149,9 Benzo[g,h,i]perylen-D12
Dibenzo[a,i]pyren 302,2 303,2 & 151,1 Benzo[g,h,i]perylen-D12
Dibenzo[a,h]pyren 302,2 303,2 & 151,1 Benzolg,h,ilperylen-D12
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3.3.2 Kalibration und Validierung

Fiir den ersten Teil dieser Arbeit, den Methodenvergleich zwischen HPLC und GC, wurden zunéachst die
Nachweis- und Bestimmungsgrenzen anhand des Signal/Rausch-Verhéltnisses bestimmt. Die
Nachweisgrenze liegt dabei bei einem Signal/Rausch-Verhaltnis von 3, die Bestimmungsgrenze bei
einem Verhiltnis von 10.0*?°! Zur Bestimmung der Nachweis- und Bestimmungsgrenzen werden Proben
in einem Konzentrationsbereich zwischen 0,1 und 100 ng/mL gemessen. Die Abstufung erfolgt dabei
bis 1 ng/mL in Schritten von 0,1 ng/mL, bis 10 ng/mL in Schritten von 1 ng/mL und darlber in Schritten

von 10 ng/mL.

Als Teil der Methodenvalidierung wird auch die Linearitat Gber den gesamten Messbereich getestet.
Dazu werden mehrere 10-Punkt-Kalibrationen, jeweils liber eine Zehnerpotenz, vermessen, um aus
diesen das BestimmtheitsmaR R? zu berechnen.!?”! Die 10-Punkt-Kalibrationen decken dabei einen
Bereich von 0,1 bis 900 ng/mL ab. Der Konzentrationsbereich, fiir den das BestimmtheitsmaR
berechnet wird, wird fiir jeden PAK an die zuvor bestimmten Bestimmungsgrenzen angepasst, sodass

nur BestimmtheitsmalRe oberhalb der Bestimmungsgrenzen berechnet werden.

Fiir arbeitstagliche Messungen wird sowohl fiir die HPLC als auch fiir die GC eine Messkalibration tiber
acht Punkte in Dreifachbestimmung erstellt. Idealerweise erstreckt sich diese Messkalibration tber
den gesamten relevanten Messbereich,! wobei die untersten Kalibrationspunkte knapp oberhalb der
Bestimmungsgrenze liegen sollten. Die Glite der Kalibrierung wird anhand des BestimmtheitsmaRes R?
bewertet. Zudem wird mithilfe des Mandel-Tests beurteilt, ob eine quadratische Regression zu

besseren Ergebnissen fiihren wiirde als die iiblicherweise genutzte lineare Regression.[*3"

Nach der Anpassung der Methoden an die RM-PAK werden erneute Messkalibrationen durchgefiihrt.
Diese beschranken sich jedoch auf 10-Punkt-Kalibrationen in Doppelbestimmungen im Messbereich

von 1 bis 100 ng/mL.

3.3.3 Belegung der Filter

Im Rahmen der Etablierung des Produktionsprozesses des Referenzmaterials werden verschiedene
Belegungsmethoden mit unterschiedlichen Hilfsmitteln getestet (vgl. Kapitel 4.2.2). Zunachst wird die

Belegung mithilfe von zwei verschiedenen piezoelektrischen Dosiergeraten durchgefiihrt. Bei beiden

! Der relevante Messbereich ist definiert als 1/5 der Akzeptanzkonzentration von BaP bis zum Zweifachen der
Toleranzkonzentration. Diese liegen bei 70 bzw. 700 ng/m3. Geht man von einem Probenahmevolumen von
1,2 m® und einer Extraktion mit 2 mL Lésemittel aus, ergibt sich ein Mindestmessbereich von 8,4 bis 840 ng/mL.
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Geraten werden vor der eigentlichen Belegung die Dosierparameter mithilfe der integrierten
Kalibrierfunktion fiir das Tropfenvolumen angepasst, um die gewiinschte Tropfenanzahl und -gréRe zu
erreichen. AnschlieRend werden die Filter in eine Filterhalterung (s. Abbildung 13) gelegt und im
Dosiergerat positioniert. Die Dosierlésung wird wie in Kapitel 3.1 beschrieben hergestellt. Nach der
Dosierung der Tropfen werden die Filter noch in der Filterhalterung im Abzug gelagert, bis sie
vollstandig getrocknet sind (ca. 5-20 min). Danach werden die Filter aus der Filterhalterung gel6st und
in 8-mL-Glasvials Gberfiihrt. AbschlieBend erfolgt entweder direkt die Aufarbeitung entsprechend der

in Kapitel 3.3.4 beschriebenen Methode oder die Lagerung bei ca. 5 °C.

Abbildung 13: Filterhalterungen fiir den Nanoliter-Dispenser (oben, gefrdstes Aluminium) und fiir den
Mikrodosierer (unten, beschichteter Edelstahl).

Eine andere Methode zur Belegung der Filter ist die Verwendung einer Mehrfachdispenser-Pipette.
Dazu werden die Filter auf ein beschichtetes Gitter gelegt. AnschlieBRend wird die Dosierlésung (vgl.
Kapitel 3.1) mithilfe der Mehrfachdispenser-Pipette bei Geschwindigkeitsstufe 4 auf die einzelnen
Filter getropft (s. Abbildung 14). Der optimierte Herstellungsprozess sieht eine separate Dosierung des
Mischstandards und des Dibenzo[a,l]pyren-Einzelstandards vor (vgl. Kapitel 4.2.5.1). Die Filter
verbleiben im Abzug, bis samtliches Losemittel verdampft ist (ca. 1-2 h). Danach werden die Filter in 8-
mL-Glasvials Gberfiihrt und entweder wie in Kapitel 3.3.4 beschrieben aufgearbeitet oder im

Kihlschrank bei ca. 5 °C gelagert.
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Abbildung 14: Belegung mittels Mehrfachdispenser-Pipette und Nahaufnahme der belegten Filter.

3.3.4 Probenaufarbeitung

Die in diesem Projekt genutzte Methode zur Aufarbeitung von dotierten Filtern orientiert sich an der
am IFA verwendeten Routinemethodel*** und besteht aus folgenden Schritten: Zunichst wird der
Filter zweimal mittig gefaltet und in ein 8-mL-Glasvial tiberfiihrt. AnschlieRend wird der Filter mithilfe
einer Kolbenhubpipette mit 2 mL einer Extraktionslosung lGberschichtet. Fir die Analyse mittels HPLC
wird eine Losung aus Acetonitril und Methanol im Verhiltnis 60:40 (v/v) verwendet, fiir GC-Analysen
Toluol mit internem Standard. Das Volumen des internen Standards und der Extraktionslésung wird
dabei angepasst, sodass die Konzentration des internen Standards ca. 100 ng/mL betragt. Daraufhin
wird die Probe fiir eine Stunde ins Ultraschallbad gestellt sowie eine Stunde bei 1000 rpm geschiittelt.
Ca. 1 mL des Uberstands wird mithilfe eines Spritzenvorsatzfilters aus PTFE mit einer PorengréRe von

0,45 um in ein 1,5-mL-Autosampler-Vial Gberfihrt.
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4 Ergebnisse & Diskussion

4.1 Teil 1: Methodenvergleich

Fir die begleitende Qualitatssicherung des Referenzmaterials wurden zwei analytische Methoden
basierend auf GC-MS und HPLC-FLD fiir die Messung von héhermolekularen PAK aus Luftproben
ausgearbeitet. Beide Methoden wurden validiert und die Parameter wie Sensitivitdt und Linearitat
miteinander vergleichen. Fir die ausgewahlten PAK wurde bisher kein Vergleich von GC-/HPLC-
Methoden durchgefiihrt. Ein Methodenvergleich wurde fiir eine Auswahl der EPA-PAK mit drei bis
sechs Benzolringen bereits von Wise et al. im Jahr 1990 durchgefiihrt.'** Die Gruppe kam zu dem
Ergebnis, dass die Messungen der HPLC und der GC fir die meisten PAK gut vergleichbar sind. Bei
Substanzen mit geringer Fluoreszenz (beispielsweise Benzo[ghilperylen und Indeno[1,2,3-cd]pyren)

erwies sich die GC als geeigneteres Verfahren.

Fiir den Methodenvergleich im Rahmen dieser Arbeit wurde eine gréRere Auswahl an PAK und
insbesondere an héhermolekularen PAK (vgl. Kapitel 2.5.5.1, Tabelle 3) getroffen. Dabei wurden die
EPA-PAK, die von der EU priorisierten PAK (s. Kapitel 2.1.4, Tabelle 1) sowie einige methylierte
Verbindungen beriicksichtigt. Anthanthren und Coronen sind neben den Dibenzopyren-lsomeren als

Beispiele fur Verbindungen mit sechs und sieben Benzolringen inkludiert.

4.1.1 Methodenentwicklung — HPLC

Als Basis fur die Entwicklung einer HPLC-Methode fiir die erweiterte Auswahl an PAK wurde die im IFA
etablierte Methode genutzt (s. Kapitel 2.4.2, Tabelle 2). Diese wurde zunachst so angepasst, dass eine
bestmogliche Trennung aller Analyten erreicht wird. Problematisch waren die (Di-)Methylnaphthaline,
die zu den am frihesten eluierenden Substanzen gehoren. Daher konnte hier vor allem durch eine
Anpassung der anfanglichen Zusammensetzung des Laufmittels eine Verbesserung der Trennung
erzielt werden. Weitere kritische Paare waren Benzo[b]fluoranthen und Perylen sowie
Dibenzola,elfluoranthen und Indeno[1,2,3-cd]pyren. Beide Paare konnten durch die Anpassung des
Laufmittelgradienten getrennt werden. Die Verkiirzung der Retentionszeit und Verbesserung der
Peakform der spét eluierenden héhermolekularen PAK wurde mithilfe eines Flussgradienten (von 0,3
auf 1 mL/min) und einer Erhdhung der Sdulentemperatur (von 25 auf 35 °C) erreicht. Der Autosampler
wurde auf 15 °C temperiert, um konstante Retentionszeiten zu erhalten. Das Injektionsvolumen

musste wegen der Beschrankung durch die Injektionsspritze auf 10 plL reduziert werden.

43



4 Ergebnisse & Diskussion
Zur Steigerung der Sensitivitat wurde fir jeden Analyt entschieden, welcher Detektor und welches
Signal fir die Quantifizierung herangezogen wird. Von den urspriinglich verwendeten Wellenlangen
im FLD (320/502 nm, 400 nm, 430 nm,452 nm) wurde zur Optimierung lediglich die Wellenlange von
400 nm auf 405 nm verandert, da sie bei den mit dieser Wellenldange gemessenen PAK naher am
Absorptionsmaximum liegt (vgl. Tabelle 36 in Anhang 2). Die im DAD eingestellten Wellenlangen
wurden unverdndert Gbernommen, allerdings wird fiir die Quantifizierung der ausgewahlten PAK nur
die Wellenlange 225 nm herangezogen. Das Signal mit der Wellenlange 296 nm wird zur Kontrolle
beibehalten. Ein beispielhaftes Chromatogramm mit den wichtigsten FLD-Signalen (320, 405 und
430 nm) ist flr eine Probe mit 80 ng/mL in Abbildung 15 dargestellt. Einige PAK sind namentlich

hervorgehoben.
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Abbildung 15: Beispielchromatogramm einer HPLC-Messung mit dem Gesamtchromatogramm (oben) und den
wichtigsten FLD-Signalen (320, 405 und 430 nm) mit einigen markierten PAK.
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Da das verwendete HPLC-System auch mit einem MS ausgestattet ist und dies in vielen Fallen zu einer
Steigerung der Sensitivitat fiihrt,*3? wurde auch eine HPLC-MS Kopplung mit einem Triple-Quadrupol
als Detektor getestet. Als lonisationsquellen standen eine ESI- sowie eine APCI-Quelle zur Verfligung.
Die Nutzung der ESI-Quelle wurde aufgrund der geringen lonisierung von unpolaren Substanzen nicht
eingesetzt. Fur die Entwicklung einer APCI-Methode dienten Angaben aus der Literatur zur
Orientierung,'* 112 133! dje lonenausbeute war unter diesen Bedingungen fiir die Detektion im MS
jedoch nicht ausreichend. Diverse Parameter wie die Spannung der Corona-Nadel, die Flussrate des
Stickstoffs zur Vernebelung der Analyten oder der Fluss und die Temperatur des Trocknungsgases
wurden variiert, um die lonenausbeute zu verbessern. Es konnte jedoch keine zufriedenstellende
Methode entwickelt werden. Dies ist unter anderem auf den Einfluss des Losungsmittels
zurlickzufihren. Bei der zuvor entwickelten HPLC-Methode zur optimalen Trennung der Analyten
besteht das Laufmittel anfangs aus einer Mischung aus Acetonitril und Wasser. Diese Mischung
reduziert die lonenausbeute.*3 Auch zum Ende der Messung hin, wenn das Laufmittel aus reinem
Acetonitril besteht, kann keine nennenswerte Verbesserung der lonenausbeute erzielt werden. In der
Literatur wurde die geringe Signalintensitat bei der Verwendung von Acetonitril als Losungsmittel in

Kombination mit Stickstoff als MS-Gas ebenfalls bereits beobachtet.!3!

Die geringe lonenausbeute ist auch auf die Protonenaffinititen/lonisierungsenergien von PAK
zuriickzufihren. Fir die lonisierung mittels Protonentransfer muss die Protonenaffinitat des Analyten
hoher sein als die konkurrierender Molekdile. Es ist beschrieben, dass Acetonitril ein stabiles Trimer
mit der Summenformel (CHsCN); bildet, welches eine Protonenaffinitat von 918,2 kJ/mol aufweist.*3¢!
Die Protonenaffinitaten von PAK liegen in einem vergleichbaren Bereich, fiir BaP beispielsweise bei
923,8 kl/mol. Die lonisierung der PAK durch Protonentransfer wird also dadurch verhindert bzw.
reduziert, dass das Acetonitril-Trimer bereits den GroRteil der Reaktant-lonen aufgebraucht hat.3”!
Somit bleibt als lonisierungsreaktion fir die PAK nur noch der Ladungstransfer, z. B. mittels NO*. Hier
ist die lonisierungsenergie bzw. die Elektronenaffinitdt (im positiven bzw. negativen Modus)
maRgeblich. BaP weist eine lonisierungsenergie von 7,12 eV auf,'3¥ was ein vergleichsweise niedriger
Wert ist. Jedoch kann die lonisierung trotz thermodynamisch giinstigen Bedingungen durch andere
Faktoren gehemmt werden. Bei der Nutzung von Acetonitril als Laufmittel besteht beispielsweise die
Moglichkeit, dass sich durch die Aggregation des Analyten und des Losemittels neutrale Cluster bilden,
die die lonisierung behindern.** Auch die Geometrie der lonenquelle scheint die lonenausbeute zu

beeinflussen.*37

Die beschriebenen Einflisse erklaren, warum die Messung von PAK mittels APCI-MS erschwert ist und
keine ausreichend hohe Sensitivitat erzielt. Beim direkten Vergleich zwischen HPLC-FLD und HPLC-
APCI-MS wird deutlich, dass die Sensitivitat des FLD bei der Messung von PAK {iber der mittels APCI-

MS erreichten Sensitivitat liegt; dies wird auch in der Literatur bestatigt.™33!
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4.1.2 Methodenvalidierung — HPLC

Fiir die Validierung der HPLC-FLD-Methode wurden entsprechend Kapitel 3.3.2 zunachst die Nachweis-
und Bestimmungsgrenzen flr jeden PAK ermittelt. Die Nachweisgrenzen liegen zwischen < 0,1 ng/mL
und 10 ng/mL, die Bestimmungsgrenzen zwischen 0,1 ng/mL und 20 ng/mL. Die Einzelwerte sind in
Tabelle 37 in Anhang 2 zu finden. Insgesamt ist kein Trend erkennbar, dass die Sensitivitdt mit der
Hohe der molaren Masse der Analyten korreliert. Die groRe Spanne bei den Nachweis- und
Bestimmungsgrenzen ist darauf zurlckzufihren, dass einige PAK aufgrund ihrer starken Fluoreszenz
und der guten Auflosung sehr gut zu quantifizieren sind (z. B. Chrysen), wahrend andere PAK kaum

voneinander getrennt werden kénnen und/oder eine niedrige Fluoreszenz aufweisen.

Der Bereich, tiber den die Linearitdt der Methode untersucht wurde, erstreckte sich jeweils von der
Bestimmungsgrenze eines PAK bis 900 ng/mL. Fiir die einzelnen Kalibrationsbereiche Gber jeweils eine
Zehnerpotenz wurden fiir das BestimmtheitsmaR R? Werte zwischen 0,71227 und 0,99691 erzielt. Die
beste Linearitdt wurde in den Konzentrationsbereichen bis 100 ng/mL ermittelt; dariber nahm die
Linearitat fir alle PAK ab. Aufgrund dessen wurde die Messkalibration fiir die HPLC-Methode nur bis
200 ng/mL angesetzt. Eine Ubersicht iber die Einzelwerte fiir die Linearitit ist in Tabelle 39 in
Anhang 2 zu finden. Drei PAK wurden fir die weitere Betrachtung ausgeschlossen: Fir Phenanthren
war oberhalb einer Konzentration von 10 ng/mL keine ausreichende Linearitat feststellbar; ebenso
wurden Cyclopenta[c,d]pyren und Indeno[1,2,3-cd]fluoranthen nicht bericksichtigt, da die

Quantifizierung aufgrund der Peakform unzuverlassig war.

Fir die Messkalibration wurde eine 8-Punkt-Kalibration von 1-200 ng/mL angestrebt. Fiir PAK mit einer
Bestimmungsgrenze > 1 ng/mL wurden die Messpunkte so gewdhlt, dass fir diese Analyten
mindestens sechs Kalibrierpunkte vorliegen. Anhand der Ergebnisse des Mandel-Tests wurde beurteilt,
ob eine lineare oder eine quadratische Regression die Verteilung der Messergebnisse besser
beschreibt. Das BestimmtheitsmaR R? der entsprechenden Regressionsgeraden wurde als MaR fiir die
Gute der Korrelation und der Kalibrierung herangezogen. Fiir sieben der 31 untersuchten PAK erzielte
die quadratische Regression bessere Ergebnisse, bei allen anderen PAK die lineare Regression. Dies
wurde mithilfe einer Residualanalyse weitestgehend bestatigt. Dabei wurden R*Werte zwischen
0,94195 und 0,99979 bestimmt. Auch wenn die quadratische Regressionsfunktion in einigen Fallen
besser zu den Messwerten passt, kann bei allen Analyten eine gute Linearitdt beobachtet werden. Die

Einzelwerte jedes einzelnen PAK sind in Tabelle 13 in Kapitel 4.1.5 zu finden.
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4.1.3 Methodenentwicklung — GC-MS

Als Grundlage fiur die Entwicklung der GC-MS-Methode diente eine vom Hersteller des Geriéts, Fa.
Agilent, entwickelte und veréffentlichte Methode.[**”! Diese verwendet nicht nur das gleiche GC-MS-
System, sondern auch die zunachst in diesem Projekt genutzte Sdule (DB-EUPAH, allerdings mit einer
Lange von 30 m statt 60 m). Die Herstellermethode ist vor allem fiir die Analytik der EU-PAK (s. Kapitel
2.1.4, Tabelle 1) geeignet und optimiert, sodass bei der Erweiterung um zusatzliche Analyten diverse
Anpassungen notwendig sind. Die in der Methode genannten Parameter wurden hinsichtlich der
Injektions- und Ofenvariablen zundchst vollstandig Ubernommen und sind in Tabelle 12

zusammengefasst.

Tabelle 12: Parameter der Ausgangsmethode fiir die GC-MS-Methodenentwicklung, libernommen von der Fa.
Agilent.

Sdule Agilent DB-EUPAH, 30 m x 0,25 mm x 0,25 pum
Liner Agilent Ultra Inert Liner fir splitlose Injektion mit
Glaswolle

Injektionsvolumen
Einlassmodus
Einlasstemperatur

Injektionsparameter

Septumspiilung

Temperaturprogramm Ofen

Fluss

Laufzeit
MS-Transferleitung
Temperatur lonenquelle

Temperatur Quadrupol

1pul

Pulsed splitless-Injektion

330 °C

Puls: 40 psi bis 0,5 min

Spilen: 50 mL/min bei 0,9 min

3 mL/min

80 °C fur 2 min halten

40 °C/min bis 225 °C, fiir 6 min halten
2,5 °C/min bis 330 °C, fur 4,5 min halten
1 mL/min

58,25 min

320°C

325°C

200 °C

Zunachst wurde festgestellt, dass die eingebaute Sdule durch die Maximaltemperatur von 330 °C im
Injektor sowie im Ofen degradiert, sodass die Einlass- und die Endtemperatur des Ofenprogramms auf
320 °Creduziert wurden. Mit dem oben genannten Ofenprogramm lassen sich alle 34 PAK voneinander
trennen, jedoch muss aufgrund der unterschiedlichen Lange der Saule die Laufzeit auf 110 min erhdht

werden, um auch die spat eluierenden Substanzen zu erfassen.
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Um die Laufzeit pro Messung zu reduzieren, wird die FlieBgeschwindigkeit erhoht. Bei einem Fluss von
1,7 mL/min kann die Analysendauer auf ca. 75 min reduziert werden, allerdings kommt es bei einigen
Peaks zu einer leichten Co-Elution. Als Kompromiss aus verkiirzter Laufzeit und guter Trennung wird

ein Fluss von 1,5 mL/min gewahlt.

Auch durch eine Anpassung des Ofenprogramms kann die Messdauer reduziert werden. So wird die
Starttemperatur auf 60 °C herabgesetzt, um die Peakform der friih eluierenden Substanzen zu
verbessern. AnschlieRend wird die Ofentemperatur mit 20 °C/min auf die Endtemperatur von 320 °C

erhoht und fir 70 min gehalten. So ergibt sich eine Analysendauer von 84 min pro Messung.

Als nichstes soll durch die Anderung des Injektionsmodus’ und der -parameter die Sensitivitit der
Methode verbessert. Am einfachsten ist dies durch eine Erhéhung des Injektionsvolumens moglich.
Dies beeinflusst jedoch die Peakform und fiihrt beispielsweise zu Fronting, wie in Abbildung 16 (pulsed

splitless-Modus) am Beispiel von 5-Methylchrysen zu sehen ist.

Um solche Peakdeformationen zu vermeiden, wird die solvent vent-Injektion genutzt, bei der der
GroRteil des Losemittels verdampft und lber ein Ventil entsorgt wird. Da die Siedepunkte aller PAK
deutlich Gber den Siedepunkten der genutzten Losemittel liegen, kdnnen die Analyten unzersetzt auf
die Trennsaule tiberfiihrt werden. Dazu wird fiir das Inlet ein Temperaturprogramm erstellt, welches
knapp unterhalb der Siedetemperatur des Lésemittels beginnt und bei einer dhnlichen Temperatur
wie das Ofenprogramm endet. Fiir n-Hexan (Siedepunkt 69 °C) wird daher 60 °C als Starttemperatur
ausgewahlt. Als weitere Ausgangsparameter werden ein Entliftungsdruck von 5 psi und eine
Entluftungsgeschwindigkeit von 100 mL/min ausgewahlt. Durch die so ermittelte Injektionsmethode
kann die Peakform deutlich verbessert werden (s. Abbildung 16). Jedoch ist zu beachten, dass sich
durch die Differenz zwischen Start- und Endtemperatur des Injektors die Gesamtzeit pro Messung
erhoht, da der Injektor zunachst wieder auf 60 °C abkiihlen muss. So dauert eine Messung insgesamt

etwa zwei Stunden.
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Abbildung 16: Vergleich der Injektion von 5-Methylchrysen im pulsed splitless-Modus (tiirkis) bzw. im solvent
vent-Modus (lila).

Die finalen Parameter der GC-MS-Methode fir die erweiterte Auswahl an PAK sind Tabelle 9 in Kapitel

3.3.1 zu entnehmen.

AbschlieBend wurde fiir jeden Analyt das optimale m/z-Verhiltnis fur die Quantifizierung im SIM-
Modus ermittelt, indem ein vollstandiges Massenspektrum jeder Einzelsubstanz aufgenommen wurde.
Bei den meisten PAK dominiert der Ladungstransfer als lonisierungsreaktion,!**) daher wird zumeist
das Molekiilion M* als Quantifier-lon genutzt. Zusatzlich werden zwei Qualifier-lonen je Analyt
bestimmt und die ausgewahlten m/z-Verhaltnisse auf mehrere Zeitfenster aufgeteilt. Dadurch kénnen
mehr Datenpunkte pro m/z-Verhaltnis gemessen werden. Die fiir jeden PAK verwendeten Quantifier-
und Qualifier-lonen sind in Tabelle 11 in Kapitel 3.3.1 zusammengefasst. Abbildung 17 zeigt

beispielhaft ein Chromatogramm einer Messung bei 360 ng/mL mit der finalen Methode.
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Abbildung 17: Beispielchromatogramm einer GC-MS-Messung aller ausgewdhlten PAK bei einer Konzentration
von 360 ng/mL; die Skalierung zwischen den beiden Ausschnitten ist an den jeweils hGchsten Peak angepasst.

4.1.4 Methodenvalidierung — GC-MS

Bei der Validierung der GC-MS-Methode wurde analog zur HPLC-Methode verfahren. So wurden
zundchst die Nachweis- und Bestimmungsgrenzen bestimmt. Dabei wurden Nachweisgrenzen
zwischen £ 0,1 und 5 ng/mL sowie Bestimmungsgrenzen zwischen < 0,1 und 30 ng/mL ermittelt. Der
GroRteil der nieder- bis mittelmolekularen PAK (< 5 Ringe) weist Bestimmungsgrenzen von < 0,3 ng/mL

auf. Bei hohermolekularen PAK (6- und 7-Ring-Systeme), z. B. den Dibenzopyren-lsomeren und
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Coronen, wurden jedoch héhere Nachweis- und Bestimmungsgrenzen ermittelt. Die Einzelwerte fir

die Nachweis- und Bestimmungsgrenzen sind in Tabelle 37 in Anhang 2 zu finden.

AnschlieBend wurde die Linearitdt entsprechend Kapitel 3.3.2 Uber den gesamten Messbereich
bestimmt. Der Bereich, Gber den die Linearitat der Methode untersucht wurde, erstreckte sich jeweils
von der Bestimmungsgrenze eines PAK bis 900 ng/mL. Fur die einzelnen Kalibrationsbereiche wurden
BestimmtheitsmaRe zwischen 0,92089 und 0,99563 berechnet. Die Einzelwerte der

Bestimmtheitsmalie sind in Tabelle 38 in Anhang 2 zu finden.

Fir die Messkalibration wurde eine 8-Punkt-Kalibration von 1-850 ng/mL angestrebt. Fiir PAK mit einer
Bestimmungsgrenze > 1 ng/mL wurden die Messpunkte so gewdhlt, dass fir diese Analyten
mindestens sechs Kalibrierpunkte vorliegen (mit Ausnahme von Dibenzo[e,l]pyren, da hier nur fanf
Punkte moglich waren). Analog zur Validierung der HPLC-Methode wurde mithilfe des Mandel-Tests
Uberprift, ob eine lineare oder eine quadratische Regression besser zur Verteilung der Messpunkte
passt. Die Ergebnisse des Mandel-Tests wurden mittels Residualanalyse bestatigt. Fir alle PAK bis BaP
kann die Verteilung der Messwerte besser mit einer quadratischen Regressionsfunktion beschrieben
werden. Bei allen PAK mit mindestens sechs Ringen sowie Perylen und Dibenz[a,h]anthracen hingegen
passt eine lineare Regression besser. Die BestimmtheitsmalRe der jeweils am besten passenden
Regressionsfunktion liegen zwischen 0,98302 und 0,99999. Auch die Bestimmtheitsmalie der linearen
Regressionsfunktionen erreichen einen Wert von mindestens 0,97455, was auf eine gute Linearitat der

Methode hindeutet.

4.1.5 Vergleich der beiden Methoden

Sensitivitat:

Zum Vergleich der Sensitivitdt der beiden Methoden werden die Nachweis- und Bestimmungsgrenzen
entsprechend Tabelle 37 in Anhang 2 herangezogen. In der folgenden Abbildung sind beide Kennwerte
jeweils fur beide Methoden als Mittelwerte Gber alle Analyten mit der gleichen Anzahl an Benzolringen

dargestellt.
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Abbildung 18: Vergleich der Nachweis- und Bestimmungsgrenzen fiir die HPLC- und die GC-MS-Methode,
zusammengefasst als Mittelwert iiber alle Analyten jeweils mit der gleichen Anzahl an Benzolringen.

Beim Vergleich der Nachweis- und Bestimmungsgrenzen wird deutlich, dass die mit der GC-MS-
Methode ermittelten Werte bei den meisten Analyten niedriger sind. Bei ca. zwei Drittel der Analyten
liegen die beiden Methoden jedoch in der gleichen GroBenordnung. Zudem liegt das Optimum bei
beiden Methoden im Bereich der 3- und 4-Ring-Systeme. Flr nieder- bis mittelmolekulare PAK (<5
Ringe) liefert die GC-MS-Methode durchgéngig niedrigere Werte. Fir einige der hohermolekularen
PAK dndert sich dieser Trend, z. B. bei den meisten Dibenzopyren-lsomeren oder Anthanthren; dort

weist die HPLC-Methode eine héhere Sensitivitat auf.

Diese Ergebnisse decken sich weitestgehend mit den Erwartungen. So eignet sich die GC fiir
schwerfllichtige Substanzen wie hohermolekulare PAK eher weniger, da diese aufgrund des hohen
Siedepunkts schwieriger zu verdampfen sind. So kann es zu Riickstéanden im Injektor und verbreiterten
Peakformen kommen, was die Sensitivitdt der Methode verringert. Dies wird dadurch deutlich, dass
die Nachweis- und Bestimmungsgrenzen mit steigender Molekiilmasse der Analyten tendenziell
zunehmen. Die starke Fluoreszenz der meisten PAK ermoglicht hingegen eine gute Detektion mittels
HPLC-FLD. Die teils sehr hohen Nachweis- und Bestimmungsgrenzen der HPLC-Methode sind auf die
schwierige Integration nah beieinander liegender Peaks zurlickzufiihren. Durch eine bessere Trennung

konnte die Sensitivitat flr einige der Analyten moglicherweise erhoht werden.

In den hier durchgefiihrten Versuchen ist die GC-MS-Methode beim direkten Vergleich mit der HPLC-
Methode bei den meisten Analyten empfindlicher. Jedoch konnte gezeigt werden, dass sich dieser
Trend bei den schwerfliichtigen PAK dndert. In der Literatur finden sich widersprichliche Angaben,
welches der beiden Analysensysteme die bessere Sensitivitat bei PAK aufweist. Einige Studien
berichten von einer héheren Empfindlichkeit der GC-MSY 1421431 gndere stellen bei HPLC-Methoden

niedrigere Detektionslimits fest.[441%°! Dje Studien beziehen sich in den meisten Fillen auf die 16 EPA-
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PAK, aber auch hier ist der Trend erkennbar, dass die Sensitivitdt der GC-MS-Methode mit steigender

molekularer Masse der Analyten tendenziell abnimmt.
Linearitat:

In Abbildung 19 sind die BestimmtheitsmaRRe der beiden mittleren Bereiche (1-10 ng/mL und 10-
100 ng/mL) fur die HPLC- und die GC-MS-Methode dargestellt, zusammengefasst fur alle Analyten mit
jeweils derselben Ringanzahl. Fiir einige Analyten bzw. Messbereiche liegen keine Daten zur Linearitat
vor; dies ist auf die hohe Bestimmungsgrenze zurickzufilhren (z.B. bei den beiden

Dimethylnaphthalinen bei der Messung mittels HPLC).

b bk

2-Ring-Systeme 3-Ring-Systeme 4-Ring-Systeme 5-Ring-Systeme 6- und 7-Ring-Systeme

0,99

0,98

0,9

BestimmtheitsmaR R?
~

0,9

[=)]

0,95

W GC-MS 1-10 ng/mL ™ GC-MS 10-100 ng/mL  m HPLC 1-10 ng/mL HPLC 10-100 ng/mL

Abbildung 19: Vergleich der Linearitdt der beiden Methoden fiir die Messbereiche 1-10 ng/mL und 10-
100 ng/mL.

Allgemein lasst sich feststellen, dass die HPLC-Methode im Bereich 10-100 ng/mL die besten Werte fur
das Bestimmtheitsmal® aufweist. Die Werte der HPLC-Methode fiir den niedrigeren Bereich von 1-
10 ng/mL liegen in fast allen Fallen darunter. Dies bestatigt die Schlussfolgerungen vom Vergleich der
Sensitivitat, da das Signal/Rausch-Verhiltnis der Messung im niedrigen Konzentrationsbereich bei der

HPLC zunimmt, was die Integration bzw. Auswertung des Chromatogramms erschwert.

Die Linearitat verhalt sich bei den meisten Analyten dhnlich, unabhangig von der Ringanzahl: Die Werte
fir die Messung mittels GC-MS im Bereich 1-10 ng/mL liegen dhnlich hoch wie die Werte fiir die HPLC-
Methode im Bereich 10-100 ng/mL. Ebenso liegen die BestimmtheitsmaRe der jeweils anderen
Bereiche nah beieinander. Dies bestatigt, dass die GC-MS-Methode auch bei niedrigen
Konzentrationen eine gute Linearitat aufweist, wahrend fiir die HPLC-Methode ein kleinerer linearer

Bereich ermittelt werden konnte.

Beim Vergleich der Bestimmtheitsmalle aller Bereiche liegen fir die GC-MS-Methode drei Einzelwerte

unterhalb von 0,95, was eine maRige Korrelation kennzeichnet. Fir die HPLC-Methode liegt in den
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unteren drei Bereichen kein Wert unter 0,95, jedoch fast alle Werte aus dem obersten Bereich (90-
900 ng/mL). So lasst sich schlussfolgern, dass die HPLC-Methode zwar eine bessere Linearitat bei
Konzentrationen zwischen 10-100 ng/mL aufweist, allerdings der eingeschriankte Messbereich
berlicksichtigt werden muss. Im Bereich 1-10 ng/mL liegen beide Methoden weitestgehend gleichauf,
jedoch koénnen die alkylierten Naphthaline sowie Naphthalin selbst im niedrigen
Konzentrationsbereich nur mittels GC-MS quantifiziert werden, da die Bestimmungsgrenze der HPLC-

Methode nicht ausreichend niedrig ist.
Messkalibration:

Vergleicht man die jeweils besten Regressionsfunktionen der beiden Methoden, ist auffallig, dass fast
zwei Drittel der Analyten im GC-MS besser durch eine quadratische Funktion beschrieben werden. (s.
Tabelle 13) Hingegen trifft dies in der HPLC nur auf wenige PAK zu. Bei beiden Methoden wiirde jedoch
auch eine lineare Regression bei allen Analyten zu guten Ergebnissen fiihren. Stellt man die
Bestimmtheitsmalie der jeweils besten Funktion gegeniber, wird deutlich, welches Analysensysteme
bei welchen PAK die besseren Ergebnisse erzielt. Betrachtet man die niedermolekularen PAK mit bis
zu vier Ringen, liegen die BestimmtheitsmalRe der GC-MS-Methode hdher. Gleiches trifft auf die
meisten PAK mit flinf Ringen zu. Bei den spat eluierenden hohermolekularen PAK (mit sechs und sieben
Ringen) liegt das BestimmtheitsmaR der HPLC-Methode hoéher. Tabelle 13 fasst zusammen, welche
Regressionsfunktion die Messwerte laut Mandel-Test besser abbildet und wie hoch das entsprechende
Bestimmtheitsmal ist. Anhand der Werte in der Tabelle wird deutlich, dass die Unterschiede zwischen
der GC-MS- und der HPLC-Methode bei den meisten Analyten nur sehr gering sind. Die Abweichung
zwischen den Bestimmtheitsmalien liegt in den meisten Fallen unter 1 %. Die grofSte Differenz liegt bei
1,6-Dimethylnaphthalin vor (ca. 6 % Abweichung), gefolgt von den beiden zuletzt eluierenden Analyten
Dibenzola,i]pyren und Dibenzo[a,h]pyren (jeweils ca. 1,5 % Abweichung). Somit wird erneut bestatigt,
dass die beiden Systeme vor allem bei besonders leicht- und besonders schwerflliichtigen Analyten

unterschiedlich gut abschneiden.
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Tabelle 13: Ubersicht iiber die am besten passende Regression und das entsprechende Bestimmtheitsmays,

jeweils fiir GC-MS und HPLC.

GC-MS HPLC

Analyt Regression R? Regression R?
Naphthalin Quadratisch 0,99983 Linear 0,99234
2-Methylnaphthalin Quadratisch 0,99977 Linear 0,99783
1-Methylnaphthalin Quadratisch 0,99982 Linear 0,99632
1,6-Dimethylnaphthalin Quadratisch 0,99989 Linear 0,94195
2,3-Dimethylnaphthalin Quadratisch 0,99985 Linear 0,98662
Acenaphthylen Quadratisch 0,99937 Linear 0,99549
Acenaphthen Quadratisch 0,99943 Linear 0,99755
Fluoren Quadratisch 0,99912 Quadratisch 0,99832
Phenanthren Quadratisch 0,99922 -

Anthracen Quadratisch 0,99995 Quadratisch 0,99799
Fluoranthen Quadratisch 0,99958 Linear 0,99828
Pyren Quadratisch 0,99999 Linear 0,99678
1-Methylpyren Quadratisch 0,99996 Linear 0,99880
Benzo[a]anthracen Quadratisch 0,99965 Linear 0,99674
Chrysen Quadratisch 0,99997 Quadratisch 0,99898
Cyclopenta[c,d]pyren Quadratisch 0,99994 -
5-Methyichrysen Quadratisch 0,99972 Quadratisch 0,99166
Benzo[b]fluoranthen Quadratisch 0,99987 Linear 0,99867
Benzo[k]fluoranthen Quadratisch 0,99876 Quadratisch 0,99150
Benzo[e]pyren Quadratisch 0,9999 Linear 0,99829
Benzo[a]pyren Quadratisch 0,99983 Quadratisch 0,98881
Benzo[j]fluoranthen - Linear 0,99884
Perylen Linear 0,99919 Quadratisch 0,99800
Indeno[1,2,3-cd]fluoranthen Linear 0,99789 -
Dibenzo[a,h]anthracen Linear 0,99729 Linear 0,99978
Indeno[1,2,3-cd]pyren Linear 0,9973 Linear 0,99838
Benzo[g,h,i]perylen Linear 0,99213 Linear 0,99824
Anthanthren Linear 0,99809 Linear 0,99930
Dibenzo[a,e]fluoranthen Linear 0,9976 Linear 0,99937
Dibenzol[a,l]pyren Linear 0,9944 Linear 0,99782
Dibenzo[a,e]pyren Linear 0,98749 Linear 0,99802
Coronen Linear 0,99447 Linear 0,99267
Dibenzo[e,l]pyren Linear 0,98302 -
Dibenzo[a,i]pyren Linear 0,98331 Linear 0,99894
Dibenzo[a,h]pyren Linear 0,98369 Linear 0,99904

Fazit:

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die groRten Unterschiede zwischen den beiden Methoden in

der Sensitivitdat und der Linearitat liegen. Beide Methoden sind gut fir die Analyse von PAK geeignet.

Allerdings weist die GC-MS-Methode Vorteile bei der Analyse von PAK mit < 5 Ringen in Bezug auf die

Sensitivitdt und Linearitdt auf, wahrend die HPLC-Methode einen Vorteil bei schwerfliichtigen

Analyten (6- und 7-Ring-Systeme) aufweist. Die HPLC-Methode hat einen kleineren linearen Bereich,
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was bei Proben mit einem Analytgehalt > 200 ng/mL einen Verdinnungsschritt notwendig macht. Ein
Vorteil der HPLC-Methode liegt in der kiirzeren Analysendauer von ca. 50 min, die einer Dauer von ca.

zwei Stunden mittels GC-MS gegenibersteht.

Im Allgemeinen fiihrt die Nutzung des FLD bei der HPLC-Methode bei einigen Analyten zu Problemen
durch unzureichende Auflosung der Peaks oder schlechte Peakformen, was die Quantifizierung
erschwert. Auch ist der FLD als Detektor weniger spezifisch als das MS; durch die Nutzung der exakten
m/z-Verhéltnisse der Analyten bzw. ihrer Qualifier-lonen haben Storsubstanzen und

Matrixbestandteile weniger Einfluss.

Im MGU wird fiir die Analytik von PAK-Proben an Arbeitspldatzen eine HPLC-Methode genutzt. Aus
diesem Grund sind vor einem potenziellen Wechsel der Auftrags- und Routineanalytik zu einer GC-
(MS-)Methode entsprechende Validierungen und Messunsicherheitsbestimmungen notwendig. Auch
misste berprift werden, ob die in diesem Projekt entwickelte GC-MS-Methode verandert werden
kann, um die Analysenzeit zu reduzieren. Dies ware beispielsweise durch die Nutzung einer kiirzeren

Saule moglich, unter Umstanden jedoch mit EinbuBen bei der Peakauflosung.

Zudem steht die Erweiterung der standardmaRig an Arbeitspldtzen analysierten PAK im Raum. Sollten
6- und 7-Ring-Systeme kiinftig mehr Beachtung finden, ist dies bei der Wahl des Analysensystems
ebenfalls zu bericksichtigen. In diesem Fall bietet die HPLC die groReren Vorteile, da sie sich bei der
Analyse schwerfllichtiger PAK als besser geeignet erwiesen hat als die GC-MS. Die im MGU etablierte
HPLC-Methode fiir PAK-haltige Proben misste entsprechend angepasst und die
Validierungsparameter und Messunsicherheiten neu bestimmt werden. Der damit verbundene
Aufwand ware jedoch geringer als die Entwicklung einer fiir die Routineanalytik geeigneten GC-

Methode.
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4.2 Teil 2: Entwicklung des Ringversuchs

Im zweiten, zentralen Teil dieser Arbeit soll der Herstellungsprozess fiir ein Referenzmaterial fir eine
Auswahl an héhermolekularen PAK etabliert werden, um dieses Referenzmaterial in zukiinftigen
Ringversuchen nutzen zu kénnen. Das Vorgehen ist in Kapitel 2.5.5 beschrieben. Im Folgenden werden

die Ergebnisse der einzelnen Schritte auf dem Weg zum ersten Ringversuch beschrieben.

4.2.1 Anpassung der analytischen Methoden

Zunachst wurden die beiden zuvor entwickelten analytischen Methoden an die verkleinerte Auswahl

der flr das Referenzmaterial ausgewahlten PAK angepasst und optimiert.

Aufgrund technischer Probleme der HPLC-Anlage musste auf ein baugleiches Gerat ausgewichen
werden. Die entwickelte Methode wurde weitestgehend (ibernommen, allerdings wurde der Gradient
des Laufmittels verdndert und es wurde kein Flussgradient verwendet. Abbildung 20 zeigt ein

Beispielchromatogramm mit einem PAK-Gehalt von jeweils ca. 50 ng/mL.
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Abbildung 20: Chromatogramm einer Messung der RM-PAK mittels HPLC.

Fiir die GC-MS-Methode war ein Wechsel der Trennsdule maRgeblich. Die neue Saule ist von einem
anderen Hersteller und hat daher eine andere Zusammensetzung der stationaren Phase. Zudem ist sie
kiirzer (30 statt 60 m) und hat eine hohere Filmdicke (0,5 statt 0,25 um). Damit ist eine sehr gute
Trennung der zehn RM-PAK sowie der drei internen Standards méglich. Auch die Injektionsparameter
und das Temperaturprogramm des Ofens wurden entsprechend angepasst. Zudem wurde auf einen
Injektionsliner ohne Glaswolle gewechselt, um Verschleppungen zu vermeiden. Ein
Beispielchromatogramm ist in Abbildung 21 gezeigt. Hinsichtlich der MS-Parameter wurden lediglich

die Zeitfenster des SIM angepasst.
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Abbildung 21: Chromatogramm einer GC-MS-Messung der RM-PAK mit 100 ng/mL.

Die Analyse mittels GC-MS war wegen technischer Probleme am Massenspektrometer nur fir einige
Experimente bzw. Vorversuche moglich. Falls nicht anders angegeben, wurden daher alle Ergebnisse

mittels HPLC ermittelt.

4.2.2 Optimierung des Belegungsprozesses

Ziel der Optimierung des Belegungsprozesses ist es, eine groRe Anzahl an Filtern mit einer moglichst
geringen Variabilitdt des PAK-Gehalts herstellen zu kénnen. Das Ziel fiir die Variabilitdt der Belegung
ist eine RSD von < 1 %. Fiir die Eignung als (zertifiziertes) Referenzmaterial sind die Anforderungen an
die GleichmaRigkeit der Belegung einschlielich der Validierung der Proben mit externen
Referenzlaboratorien sehr hoch: Hier sollte eine Variabilitat von maximal 2 % gewahrleistet sein. Fiir
ein Referenzmaterial fiir Ringversuche liegt der Zielwert an die GleichmaRigkeit bei 3 %; bei

schwierigen Analyten und/oder bei niedrigen Konzentrationen sind Werte von bis zu 5 % akzeptabel.

4.2.2.1 Piezoelektrischer Mikrodosierer

Fiir die Durchfiihrung von Ringversuchen stand bereits zu Beginn des Projekts ein piezoelektrisches
Mikrodosiergerat der Fa. microdrop zu Verfligung. Dieses wurde im Rahmen von vorangegangenen

Vorversuchen und Abschlussarbeiten fiir wéssrige Systeme getestet und validiert.'*® Das Dosiergerét
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wird im Rahmen von Ringversuchen fiir die Belegung von Filtern mit schwerfllchtigen Sauren
genutzt® und ein Referenzmaterial fiir diese Sduren wurde erfolgreich hergestellt.™*® Die
Funktionsweise des Dosiergerats basiert auf einem Piezoaktor, der eine Glaskapillare umschlief3t.
Diese beiden Komponenten bilden den Dosierkopf. Durch einen Spannungsimpuls wird der Piezoaktor
kontrahiert, was eine Druckwelle in der mit Flissigkeit gefiillten Glaskapillare auslost. Die FlUssigkeit
wird dabei beschleunigt und wird durch eine Diise am unteren Ende der Glaskapillare in Form eines
Tropfens ausgestofRen. Sowohl das Volumen und die Anzahl der Tropfen als auch die Frequenz der
Dosierung konnen mithilfe der Ansteuerelektronik eingestellt werden. Dabei sind Volumina zwischen
20 und 380 pL moglich. Die Tropfenbildung kann tiber eine Stroboskopdiode und eine Kamera
kontinuierlich Gberwacht werden und ist essenziell fir eine akkurate Dosierung bzw. fir die

Berechnung des dosierten Volumens. Der Mikrodosierer ist in Abbildung 22 dargestellt.

Abbildung 22: Mikrodosierer in einer Einhausung; 1: Filterhalterung mit zwei Motoren fiir die Steuerung; 2:
Dosierkopf, verbunden mit einem Vorratsgefdfs; 3: Stroboskopdiode und Kamera. Bild aus 47,

In den Vorversuchen sowie im Ringversuch wurden im Mikrodosierer nur wassrige Losungen
verwendet, die haufig mit Glycerin zur Erhéhung der Viskositat versetzt waren. Kommerziell erhaltliche
PAK-Standards liegen jedoch stets in organischen Ldsemitteln wie Acetonitril, Cyclohexan oder
Dichlormethan vor. Diese weisen eine teils deutlich geringere Viskositdt und Oberflachenspannung als
Wasser auf. Beide Parameter beeinflussen die Tropfenbildung und -stabilitat maRgeblich. Im Rahmen
einer Masterarbeit wurden umfangreiche Versuche durchgefiihrt, um zu untersuchen, in welchem
Viskositatsbereich mit dem Mikrodosiersystem stabile Tropfen hergestellt werden kénnen. Diese
ergaben, dass nur Losemittel mit Viskositdten oberhalb von ca. 1,5 mPa*s reproduzierbar (RSD des

Tropfenvolumens unterhalb von 2 %) dosiert werden kénnen. Die Viskositaten der oben genannten
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Losemittel liegen bei Raumtemperatur bei 0,334, 0,94 und 0,43 mPa*s (Acetonitril, Cyclohexan und

Dichlormethan)®*! und liegen somit unterhalb der reproduzierbar dosierbaren Viskositat.

Eine Erh6hung der Viskositat durch Zugabe von Glycerin ist aufgrund der schlechten Loslichkeit nicht
moglich. Durch die Zugabe von Polyethylenglycol (PEG) als viskositatserhohendes Mittel war es
zunachst moglich, einen scheinbar stabilen Tropfen der Dosierldsung zu erzeugen (s. Abbildung 23).
Das mithilfe der Dosiersoftware berechneten Tropfenvolumens war (iber die Dauer einer Dosierung

gleichmaRig (RSD < 1 %).

Abbildung 23: Dosierung bei Zugabe von ca. 0,5 % (w/w) PEG zur Dosierlésung, Tropfenvolumen von 128 pL
durch die Dosiersoftware ermittelt.

Die Dosierung war jedoch weder innerhalb eines Tages noch Giber mehrere Tage reproduzierbar. Mit
den Einstellungen, die zunachst zu einer stabilen Tropfenbildung fihrten, wurden zehn Filter belegt
und sofort flr die anschlieRende Analyse mittels GC-MS aufgearbeitet und gemessen. An den zwei
darauffolgenden Tagen wurden mit den identischen Einstellungen erneut jeweils fiinf Filter belegt und
aufgearbeitet. Die Werte fiir die RSD innerhalb der an einem Tag belegten Filter lagen durchschnittlich
bei 21 % mit einem Maximum von 58 %. Zudem beliefen sich die Schwankungen des PAK-Gehalts
zwischen den drei Tagen auf durchschnittlich 62 %. Bei liber Nacht gelagerten Filtern waren Verluste

an PAK von bis zu 45 % messbar. Die gemessene PAK-Gehalt auf den Filtern war also nicht stabil.

Es ist nicht auszuschlieBen, dass es zu Interaktionen zwischen den PAK in der Dosierlésung und dem
Material des Schlauchs zwischen Vorratsgefall und Dosierkopf kommt. Anlagerungseffekte von PAK an
Polymere wurden in der Literatur bereits beschrieben;*>***! sollten solche Effekte auch hier auftreten,
konnte dies die Schwankungen des PAK-Gehalts auf den Filtern erkldren. Insgesamt lasst sich
schlussfolgern, dass der piezoelektrische Mikrodosierer nicht fiir die Dosierung von PAK-Standards

geeignet ist.
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4.2.2.2 Nanoliter-Dispenser

Im Rahmen der Dosierversuche wurde ein weiteres Gerat zur exakten FlUssigkeitsdosierung getestet.
Hierbei handelte es sich um einen BIOSPOT Arc Nanoliter-Dispenser der Fa. BioFluidix (s. Abbildung
24), welcher—&hnlich wie das zuvor getestete Gerat — auf einer piezoelektrisch initiierten Verdrangung
der Flissigkeit basiert. Allerdings verwendet das Gerat statt einer Glaskapillare Einweg-
Plastikkapillaren, welche bei unterschiedlichen Anwendungen ausgetauscht werden konnen und so
Kontaminationen vermeiden. Die Kapillare ist Gber einen Tygon®- oder PTFE-Schlauch mit dem
FlUssigkeitsreservoir verbunden. Der Durchmesser der Kapillare bestimmt das mogliche
Dosiervolumen, welches bei Verwendung der Pipelet-Dosiereinheit zwischen zwei und 70 nL liegt. Das
Dosiersystem beinhaltet eine Kamera fiir eine automatische Kalibration der Dosierparameter fiir ein
bestimmtes Tropfenvolumen. Das Gerat ist vor allem auf wéssrige Lésungen in molekularbiologischen
Anwendungen ausgelegt, soll aber laut Herstellerangaben auch fir viskosere oder weniger viskose
Flissigkeiten als Wasser geeignet sein. Insbesondere die Volumenkalibration ist jedoch bei anderen

Flissigkeiten als Wasser kritisch zu Giberprifen.

C BioFIuidiX]

Abbildung 24: Semi-automatisiertes Dosiersystem der Fa. BioFluidix; Bild aus [>7.

Fiir die Dosierung wurde zunéachst eine Kapillare mit einem Innendurchmesser von 500 um verwendet
(s. Tabelle 34, Anhang 1). Das Dosiergerat wurde anfangs mit reinem Acetonitril getestet. Dabei zeigte
sich bei gravimetrischen Kontrollen der Dosierung eine RSD von <1 %. Danach wurde die Dosierung
einer Losung mit einer Konzentration von 1 pug/mL pro PAK in Acetonitril getestet. Zunichst wurden
17 Filter mit einem Zielgehalt von 100 ng pro PAK pro Filter belegt. Davon wurden acht Filter sofort
aufgearbeitet, wahrend die restlichen bei 5 °C gelagert und an den beiden darauffolgenden Tagen
aufgearbeitet wurden. Der PAK-Gehalt auf den Filtern schien trotz des kurzen Beobachtungszeitraums

nicht stabil zu sein, da die Filter von Tag zu Tag um bis zu 40 % voneinander abwichen. Zudem konnte
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an keinem der Tage eine RSD unter 10 % zwischen den Filtern erreicht werden. Die Reproduzierbarkeit
musste also deutlich verbessert werden, um die oben genannten Zielwerte fir die Streuung (s. Kapitel

4.2.2) zu erreichen.

Weitere Probleme bei der Dosierung mit diesem Dosiergerat waren die Bildung von Luftblasen in der
Dosierkapillare und die Dauer der Belegung eines Filters. So war pro Tag nur eine begrenzte Anzahl an
Filtern herstellbar. Die Herstellung einer gesamten Serie wie flir einen Ringversuch miisste daher tGber
mehrere Tage ausgedehnt werden, was voraussetzt, dass die an unterschiedlichen Tagen belegten
Filter vergleichbar sind. Eine Beschleunigung des Dosierprozesses durch die Erhohung der

Dosierfrequenz war nicht moglich, da dadurch keine stabile Tropfenbildung mehr gewahrleistet war.

Auch fir dieses Dosiergerdat wurden Substanzen zur Erhohung der Viskositat zur Dosierléosung
hinzugefiigt, um die Tropfenbildung zu stabilisieren. Dabei wurden verschiedene mittlere

Molekiilmassen und Gewichtsanteile in der Dosierl6sung untersucht.

Zunichst wurde PEG mit einer mittleren Molekilmasse von 6000 g/mol (PEG-6) getestet. Damit
konnten zwar eine Verbesserung der Reproduzierbarkeit erzielt werden (RSD 2-8 %), jedoch bildete
sich nach ca. 20 Minuten kontinuierlicher Dosierung ein Pfropfen aus polymerisiertem PEG an der

Spitze der Dosierkapillare, was diese verstopfte und eine weitere Dosierung verhinderte.

Als nachstes wurde Polyvinylpyrrolidon mit mittleren Molekiilmassen von 3500 und 58000 g/mol
getestet. Bei den so belegten Filtern war die GleichmaRigkeit der Dosierung nicht ausreichend (RSD
bei 5-15 %). Zwar liel’ sich durch die Nutzung des Polyvinylpyrrolidon die Problematik der verstopften
Kapillare umgehen, aber die Reproduzierbarkeit der PAK sowie die Einstellung einer stabilen

Tropfenbildung waren nicht zufriedenstellend.

Da die Zugabe viskositdatserhohender Substanzen die Reproduzierbarkeit der Dosierung nicht
verbessern konnten, wurden zwei Dosierkapillaren mit kleinerem Innendurchmesser (125 und
200 um) getestet. Keine der beiden Kapillaren brachte eine Verbesserung. Eine Verbesserung konnte
hingegen mit einer 200-um-Kapillare mit hydrophober Innenbeschichtung erzielt werden. Fiir einige
der Analyten bei den internen Kontrollanalysen wurde so eine ausreichende GleichmaRigkeit (RSD 2-
3 %) erreicht, fir die Mehrzahl der PAK war die GleichmaRigkeit der Belegung hingegen nicht
zufriedenstellend (RSD 9-20 %). Um zu Uberprifen, ob die hier festgestellten Ergebnisse von den
externen Kooperationspartnern bestatigt werden konnen, wurde die erste Testserie mit dem
Dosiergerat mit der beschichteten Kapillare hergestellt. Die Ergebnisse dieser ersten Serie sind in

Kapitel 4.2.6.1 zusammengefasst.
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4.2.2.3 Vorversuche mit dem elektronischen Mehrfachdispenser

Da keines der piezoelektrischen Dosiersysteme die flir Ringversuche und Referenzmaterialien
gestellten Anforderungen erflllen konnte, wurde eine Belegung der Filter mittels elektronischem
Mehrfachdispenser getestet. Dazu wird ein einzelner Tropfen auf den Filter gegeben, dessen Volumen
an die Konzentration der Dosierldsung und den gewilinschten PAK-Gehalt angepasst wird. Die
verwendeten Pipettenspitzen haben ein Gesamtvolumen von 1000 oder 2500 uL; bei einer Dosierung
pro Filter von maximal 100 pL kénnen so 10-20 Filter am Stiick belegt werden, bevor die Pipette neu
befiillt werden muss. Die erste und die letzte Dosierung wurden jeweils verworfen. Mit dem hier
beschriebenen Verfahren kénnen gleichmallige Dosierungen erreicht werden, wie in Abbildung 25

anhand der erzielten Konzentrationen bei 12 Filtern grafisch dargestellt ist.

60

)
5 s o § o o o . 3 o 2
z 50 ° ® ® 8 P4 pe ° ®
o
™ 8
g $ ] 4 ° L] ] s s o
S 40 " ®
2
o
£
C 30 o
= ° ® ® ® ® ® ® o e ® P
@
T 20
5 ° Ps ° 8 ° ° ] ° ° [ ] H 0
[
t
g 10
5
4
0
0 2 4 6 8 10 12
Filter-Nr.

®5MC BaP DBalP DBahA @IndP ®DBaeP @®Anth ®Cor @®DBaiP @DBahP

Abbildung 25: Belegung von 12 Filtern mit 100 ng pro PAK pro Filter (Sollwert) mittels Mehrfachdispenser-
Pipette.

Fiir das in der Abbildung gezeigte Experiment liegen bei Verwendung der Mehrfachdispenser-Pipette

die Standardabweichungen fir alle PAK mit 1-4 % innerhalb des Anforderungsbereichs.

Ein wesentlicher Vorversuch fiir die Etablierung eines Ringversuchs ist die Herstellung einer
ausreichend groRen Serie an Filtern, die neben den Filtern fiir die Teilnehmer auch fiir samtliche
begleitenden Analysen (Stabilitatstests, Gleichformigkeit der Belegung, Rickhalteproben zur
Kontrolle) ausreichen. Aus diesem Grund wurde eine Probenserie lber 96 Filter hergestellt. Aus
Griinden der Ubersichtlichkeit sind in Abbildung 26 nur die Ergebnisse fiir 5-Methylchrysen,
Indeno[1,2,3-cd]pyren, Dibenzo[a,e]pyren und Dibenzola,ilpyren dargestellt.
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Abbildung 26: Belegung von 96 Filtern mittels Mehrfachdispenser-Pipette auf Quarzfaserfiltern.

Bei der Belegung konnten teils niedrige Streuungen von 3% erreicht werden, womit die
Anforderungen erfiillt waren. Auf dieser Basis wurde die zweite Testserie fiir die externen Labore
mithilfe der Mehrfachdispenser-Pipette hergestellt. Diese Testserie bestand aus zwei verschiedenen
Konzentrationsniveaus (50 und 100 ng pro PAK pro Filter) mit jeweils 75 belegten Quarzfaserfiltern.
Bei der internen Kontrolle der Testserie wurden Standardabweichungen von durchschnittlich 4 bzw.
5 % fir die beiden Konzentrationsniveaus ermittelt; die weiteren Ergebnisse sind in Kapitel 4.2.6.2 zu

finden.

4.2.3 Auswahl des Filtermaterials

Alle bisher erlauterten Vorversuche wurden mit Quarzfaserfiltern durchgefiihrt. Dies hangt vor allem
damit zusammen, dass fiir die anfanglich getestete Belegung mit den halbautomatischen
piezoelektrischen Dosiersystemen Quarzfaserfilter zu bevorzugen waren. Die Handhabung von
Quarzfaserfiltern ist wesentlich einfacher als der Umgang mit PTFE-Filtern, insbesondere da PTFE-Filter
von praktisch allen Losemitteln nicht benetzt werden und dosierte Tropfen auf der Oberflache
abperlen. Fir die Dosiergerdte bedeutet dies, dass beim Herausnehmen der Filter aus dem Gerét die

Gefahr besteht, dass die Tropfen nicht stabil auf der Filteroberflache verbleiben.

Bei den Vorversuchen zeigten sich jedoch Instabilitdten des PAK-Gehalts auf den Quarzfaserfiltern und
Unstimmigkeiten in den Messergebnissen (s. Kapitel 4.2.2.1 und 4.2.2.2). Auch die Ergebnisse der
zweiten extern gemessenen Testserie waren nicht zufriedenstellend (s. Kapitel 4.2.6.2), was
moglicherweise auf eine Instabilitat der Filter zuriickzuflihren ist. In einer Kurzzeitstabilitdtsstudie Gber

eine Woche wurde festgestellt, dass die Filter bei der Lagerung bei 5°C Verluste an PAK von
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durchschnittlich 22% im Vergleich zum Tag der Belegung aufweisen. Eine langerfristige
Stabilitatsstudie lber vier Monate bestatigte diese Ergebnisse (s. Tabelle 40 und Tabelle 41, Anhang
3).

Die wenig zufriedenstellenden Ergebnisse der Vorversuche und der Stabilitatsstudien mit
Quarzfaserfiltern flihrten zu der Entscheidung, fir alle weiteren Versuche PTFE-Filter zu verwenden,
zumal dieses Filtermaterial auch von zahlreichen Laboratorien fir die Probenahme von PAK an

Arbeitsplatzen genutzt wird.

Zunachst wurden Versuche mit dem PTFE-Filter durchgefiihrt, der standardmaRig im IFA bei der
Probenahme partikuldrer PAK verwendet wird (vgl. Tabelle 15, Filter Nr. 1). Das Abperlen des Tropfens
vom Filter kann vermieden werden, indem der Filter zweimal mittig gefaltet wird, sodass eine
Vertiefung entsteht. Die Dosierlésung wird dann direkt in die Mitte der Vertiefung getropft. So lieRen
sich bereits in ersten Versuchen sehr gute Werte fir die RSD von 0,4-3,4 % fiir eine Serie von sechs
Filtern erreichen. Fir die Belegung einer Stabilitatsstudie Gber vier Monate wurden die gefalteten
Filter in die Offnung eines 8-mL-Glasvials gesteckt, um sie so zu fixieren. In der Stabilitdtsstudie war
nach sechs Wochen Lagerung bei 5 °C noch mindestens 90 % des Anfangsgehalts an PAK zu finden (vgl.
Tabelle 42, Anhang 3).

Zu Beginn der Stabilitatsmessungen fiel auf, dass die Wiederfindungsraten nicht fir alle Analyten liber
dem Zielwert von mindestens 90 %, idealerweise Uiber 95 % liegen. Fir finf der zehn Analyten konnte

eine gute oder akzeptable Wiederfindungsrate erreicht werden, wie Tabelle 14 zu entnehmen ist.

Tabelle 14: Ergebnisse der Stabilitétsstudie und Wiederfindungsraten der PTFE-Filter.

Analyt Wiederfindungsrate | Analyt Wiederfindungsrate
5-Methylchrysen 92,8 % Dibenzo[a,e]pyren 92,2 %
Benzo[a]pyren 92,7 % Anthanthren 80,1%
Dibenzo[a,l]pyren 65,5 % Coronen 89,7 %
Dibenz[a,h]anthracen 94,1 % Dibenzo[a,i]pyren 81,4 %
Indeno[1,2,3-cd]pyren 91,1 % Dibenzol[a,h]pyren 75,5 %

Um zu testen, ob die geringen Wiederfindungsraten durch unzureichende Extraktion vom Filter
entstehen, wurden in einer Experimentreihe zur Maximierung der Wiederfindung sowohl die
Merkmale der Filter variiert als auch die Extraktionsparameter (s. Kapitel 4.2.5). Diese Versuche
dienten aullerdem dazu, mogliche Quellen fir die Unterschiede zwischen den Ergebnissen der
externen Labore aus den Testserien zu identifizieren. Bei den ersten Experimenten zur Maximierung

der Wiederfindungsrate wurde der bisher verwendete Quarzfaserfilter ebenfalls untersucht, um
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vergleichen zu koénnen, ob durch die Nutzung des PTFE-Filters eine Verbesserung der

Extraktionseffizienz moglich ist.

Zunachst wurden die Wiederfindungsraten zweier verschiedener PTFE-Filter mit denen der

Quarzfaserfilter verglichen (Filter 1 und 2, vgl. Tabelle 15). Die Ergebnisse sind in Abbildung 27

dargestellt.
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Abbildung 27: Vergleich der Wiederfindungsraten der Quarzfaserfilter und zwei verschiedener PTFE-Filter.

Wie in der Abbildung zu sehen ist, kénnen mithilfe der PTFE-Filter insbesondere fiir BaP, Anthanthren
und die beiden zuletzt eluierenden PAK (Dibenzo[a,ilpyren und Dibenzo[a,h]pyren) die

Wiederfindungsraten gesteigert werden.

Es bestand der Verdacht, dass es zu Verlusten an PAK durch Anlagerungseffekte am Filtermaterial und
an Glasoberflaichen kommen kann. Um die Belegung als Fehlerquelle zu eliminieren, wurden zu
Glasvials mit PAK-Losung unbehandelte Filter gegeben. AnschlieRend erfolgte die (bliche
Probenvorbereitung mit Ultraschallbad und Schiitteln. Zusatzlich wurden bei diesem Versuch weitere
PTFE-Filter untersucht (s. Tabelle 15). Der Vollstandigkeit halber sind auch die Ergebnisse der

Quarzfaserfilter aufgefuhrt.
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Tabelle 15: Ubersicht iiber die unterschiedlichen PTFE-Filter, die auf ihre Eignung als Basis fiir das
Referenzmaterial untersucht wurden.

Filter-Nr. Material Stiitzschicht PorengroRe
1 PTFE Polyethylen (PE) 3 um
2 PTFE Keine (unlaminiert) 2 um
3 PTFE Polypropylen 1um

Bei diesem Versuch wurden die in Abbildung 28 dargestellten Wiederfindungsraten erzielt.
Wiederfindungsraten unterhalb von 100 % (bzw. unterhalb der Wiederfindungsrate der puren Losung
ohne Filter) deuten auf eine mogliche Anhaftung hin, wahrend Wiederfindungen oberhalb von 100 %
auf Verdunstungseffekte der Extraktionslosung zurlickzufiihren sind. Degradation der PAK durch
Photolyse oder die Bildung von Reaktionsprodukten wie Nitro-PAK sind aufgrund der kontrollierten

Laboratmosphdre auszuschliel3en.
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Abbildung 28: Vergleich der Wiederfindungsraten bei Zugabe der Filter zu einer PAK-Lésung ohne Belegung.

Das Diagramm zeigt, dass der Effekt der reduzierten Wiederfindungsraten bei allen Filtern zu
beobachten ist. Die besten Ergebnisse werden mit dem 1-pum- und dem 2-um-Filter erzielt, wahrend
bei dem 3-um-Filter mit PE-Stitzschicht vor allem bei den spat eluierenden Analyten eine Reduktion
der Wiederfindung auftritt. Die Anhaftung der PAK am Filtermaterial bzw. an der Polymer-Stitzschicht
ist demnach ein nicht zu vernachldssigender Effekt, der sich negativ auf die Extraktionseffizienz
auswirkt. Um diesen Effekt zu umgehen, sollten PTFE-Filter ohne Stiitzschicht verwendet werden. Bei

den Filtern Nr. 2 und 3 handelte es sich um Restbestinde, die (zunachst) nicht mehr kommerziell
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erhaltlich waren. Die weiteren Versuche zur Maximierung der Wiederfindungsrate konnten allerdings

nur mit Filter Nr. 1 (PTFE mit PE-Stlitzschicht, PorengrofRe 3 um) fortgesetzt werden.

Zu einem spateren Zeitpunkt war die Beschaffung von unlaminierten PTFE-Filtern mit einer
PorengrofRe von 1 pm moglich. Diese wurden dann fiir die dritte Testserie (s. Kapitel 4.2.6.3) und den

ersten Ringversuch (s. Kapitel 4.2.7) verwendet.

4.2.4 Untersuchung der Anlagerungseffekte

Der Effekt der Anlagerung wurde in einem weiteren Versuch untersucht. In diesem wurde der Tropfen
der Dosierlosung nicht auf einen Filter dosiert, sondern direkt in ein Vial. Nach Verdunstung des
Losemittels wurden die PAK wie Ublich in Acetonitril/Methanol extrahiert. Auch hier ist eine
Wiederfindungsrate von 100 % zu erwarten, wenn keine Adsorptionseffekte auftreten. Die Dosierung
in ein Glasvial sowie in ein Plastikvial aus PE wird mit der bisherigen Durchfihrung der Dosierung auf

den PTFE-Filter mit 3 um PorengroéRe verglichen. Die Ergebnisse sind in Abbildung 29 zu sehen.
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Abbildung 29: Vergleich der Wiederfindungsraten bei Dosierung auf einen PTFE-Filter, in ein Glasvial und in ein
Plastikvial.

Auch hier zeigt sich, dass insbesondere bei den sehr unpolaren PAK (Dibenzo[a,i]pyren und
Dibenzo[a,h]pyren) eine Wiederfindung von < 100 % erreicht wird. Die Verluste sind im Plastikvial
besonders ausgepragt. Anlagerungsprozesse von Umweltschadstoffen wie PAK an Kunststoffen
wurden am Beispiel von Mikroplastik im Meer bereits belegt.>3*>* Auch die Adsorption von PAK an
Glasoberflichen ist ein bekannter Effekt, der vor allem bei stark hydrophoben PAK auftritt.!*>> In einer

Studie wurde die Anlagerung von sieben PAK (3-5 Ringe) an Glas sowie an PTFE-beschichtete Riihrstidbe

69



4 Ergebnisse & Diskussion

untersucht.*® Der direkte Vergleich zeigt, dass bei den meisten Analyten der Adsorptionseffekt an
PTFE starker ausgepragt ist als an Glas. Der grof3te relative Verlust durch Anlagerung an den Riihrstab
wurde bei BaP und bei Benzo[e]pyren beobachtet (27 bzw. 20 %), die Verluste der untersuchten 3- und
4-Ring-Systeme lagen bei < 10 %. Eine andere Studie fand eine Korrelation zwischen der Adsorption an
PTFE und dem Octanol-Wasser-Verteilungskoeffizienten, welcher als MaR fiir die Hydrophilie einer
Substanz herangezogen werden kann.[**”! Zudem beschreiben die Autoren, dass die Adsorption von
der Beschaffenheit der PTFE-Oberflache abhangt. Dies erklart, warum bei verschiedenen PTFE-Filtern
unterschiedliche Wiederfindungsraten ermittelt werden. Beide Studien bestdtigen die bisherigen
Ergebnisse und zeigen, dass die verringerten Wiederfindungsraten insbesondere bei den stark

hydrophoben PAK auf Anlagerungseffekte zuriickzufiihren sind.

4.2.5 Versuche zur Maximierung der Wiederfindungsrate

Auf Basis der am IFA verwendeten Aufarbeitungsmethode (vgl. Kapitel 3.3.4) wurden hinsichtlich der
Filterbelegung und -aufarbeitung folgende Parameter auf ihren Einfluss auf die Wiederfindungsrate

untersucht:

e Bedingungen wahrend der Filterbelegung:
o Belegung mit und ohne Durchsaugen von Luft
o Belegung aller PAK als Mischstandard oder Belegung als Mischstandard und
Einzelstandard separat
e Extraktionsmittel:
o Acetonitril/Methanol, Variation des Mischungsverhaltnisses (50/50, 60/40, 70/30 und
80/20 (v/v))
o Verschiedene Lésemittel (Methanol, Aceton, Cyclohexan, Dichlormethan, Toluol)
e Bedingungen wahrend der Extraktion:
o Temperatur des Ultraschallbads (20, 30, 40 und 50 °C)
o Dauer des Schiittelns (ohne Schitteln, 1, 2 und 3 h)
e Verwendeter Spritzenvorsatzfilter (Unterschiedliche Hersteller, Material (PTFE, Cellulose),

Durchmesser (13, 15 und 25 mm) und PorengréRe (0,2 und 0,45 pm)

Falls nicht anders angegeben, wurden alle Versuche mit den PTFE-Filtern mit PE-Stlitzschicht mit einer
PorengroRe von 3 um durchgefiihrt. Die Ausgangsmethode (Acetonitril/Methanol im Verhaltnis 60/40
(v/v), eine Stunde Ultraschallbad bei Raumtemperatur, eine Stunde Schitteln, PTFE-

Spritzenvorsatzfilter mit 0,45 um PorengréRe) wird stets als Referenzmethode herangezogen. In
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einigen Experimenten wurde 5-Methylchrysen als Analyt nicht beriicksichtigt, da der Standard nicht

verfligbar war.

4.2.5.1 Einfluss der Belegungsbedingungen und des Trocknungsprozesses

Neben der Aufarbeitung der Filter muss auch deren Belegung betrachtet und auf ihren Einfluss auf die

Extraktionseffizienz untersucht werden. Zu beriicksichtigende Aspekte sind:

e Ist wahrend der Belegung Luft durch den Filter zu saugen?
e Hat das Losemittel der Dosierlésung und somit die Trocknung der Filter einen Einfluss?
e Konnen alle PAK als Mischstandard dosiert werden oder miissen einzelne Analyten separat

dosiert werden?

Besonderer Fokus liegt dabei auf Dibenzo[a,l]pyren, da fir diesen Analyten bisher eine maximale
Wiederfindungsrate von ca. 70% (in Belegungsversuchen) erreicht werden konnte. In den
Vorversuchen wurde deutlich, dass der Trocknungsprozess einen groRen Einfluss auf die
Wiederfindung von Dibenzola,l]pyren haben kann (z. B. beim Verdampfen im Vial, s. Kapitel 4.2.4,

Abbildung 29).

Zunachst wurde untersucht, ob sich durch das Durchsaugen von Luft durch den Filter die
Extraktionseffizienz erhdhen lasst. Dazu wurden die zu belegenden Filter in eine Filterkapsel eines GSP-
Systems eingespannt und Luft mit einem Volumenstrom von 2 L/min fur 40, 60 und 120 min

durchgesaugt. Die so erzielten Wiederfindungsraten sind in Abbildung 30 dargestellt.
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Abbildung 30: Vergleich der Wiederfindungsrate beim Durchziehen von Luft durch den Filter fiir 40, 60 und
120 min im Vergleich zur Belegung mit statischer Lufttrocknung.

Die Grafik zeigt, dass durch das Durchsaugen der Luft die Wiederfindungsrate von Dibenzo[a,l]pyren
signifikant gesteigert werden kann (von 56,0 auf bis zu 92,2 %). Bei den anderen PAK kann kein

nennenswerter Einfluss beobachtet werden.

Um die Trocknung von Dibenzo[a,l]pyren gesondert zu betrachten, wird der Einzelstandard
(Dibenzola,l]pyren 10 pug/mL in Acetonitril oder in Cyclohexan) in unterschiedlichen Lésemitteln auf
eine Konzentration von 1 pug/mL verdinnt und anschlieBend 50 uL auf Filter dosiert. Die Losemittel
werden dabei so ausgewahlt, dass sie aufgrund ihrer geringen Polaritdt und Oberflachenspannung
innerhalb weniger Minuten komplett verdampfen. Die so erzielten Wiederfindungsraten sind in
Tabelle 16 zusammengefasst und werden mit der Belegung mit dem Mischstandard mit allen PAK
verglichen. Die Tabelle gibt auRerdem an, fiir welche Belegung welcher Einzelstandard (in Acetonitril
oder in Cyclohexan) verwendet wurde.

Tabelle 16: Vergleich der Wiederfindungsraten bei der Belegung mit Dibenzo[a,l]pyren als Einzelstandard in
verschiedenen Lésemitteln mit Angabe der RSD.

Losemittel Einzelstandard WFR RSD
Routinemethode (Mischstandard) 10 ng/mL in Acetonitril 56,2 % 0,3%
Acetonitril 10 ng/mL in Acetonitril 93,6 % 0,7%
Dichlormethan 10 ng/mL in Acetonitril 89,5 % 1,6 %
n-Hexan 10 ng/mL in Cyclohexan 81,0% 8,0%
Cyclohexan 10 ng/mL in Cyclohexan 83,9 % 0,4%
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Bei Betrachtung der Werte wird deutlich, dass bei Verwendung eines Einzelstandards, unabhangig vom
Losemittel, die Wiederfindungsrate im Vergleich zur Belegung mit dem Mischstandard erhoht ist. Die
Nutzung schnell verdampfender Losemittel bringt keine Verbesserung der Wiederfindung im Vergleich
zum bisher genutzten Acetonitril als Verdlinnungsmittel. Dies deutet darauf hin, dass die Anwesenheit
der anderen PAK in diesem Versuch einen Einfluss auf die Extraktionseffizienz von Dibenzo[a,l]pyren

hat.

Fiir die Belegung der Filter bedeutet dies, dass entweder die Filter in eine Filterkapsel unter Luftstrom
eingespannt werden missen oder dass der Einzelstandard von Dibenzo[a,l]lpyren und der
Mischstandard mit den restlichen PAK nebeneinander auf den Filter dosiert werden missen. Letzteres
ist fur die Belegung von groRen Serien praktikabler. Zur Absicherung wurde diese Vorgehensweise
geprift: Die Dosierung eines Mischstandards (ohne Dibenzo[a,l]pyren) und von Dibenzo[a,l]pyren als
Einzelstandard nebeneinander fiihrt fiir alle Analyten zu zufriedenstellenden Ergebnissen, wie
Abbildung 31 zu entnehmen ist. Die Belegung mit den beiden Standards nebeneinander wird daher

fir die dritte Testserie und den Testringversuch ibernommen.
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Abbildung 31: Vergleich der Wiederfindungen bei der Belegung mit dem Mischstandard und dem
Einzelstandard von Dibenzo[a,l]pyren separat.

Fiir die geringe Wiederfindungsrate von Dibenzol[a,l]pyren bei der Dosierung im Mischstandard findet
sich keine plausible Erklarung. Das Phdanomen ist in der Literatur nicht beschrieben; die meisten
Studien analysieren Luft- oder Materialproben, simulierte Referenzmaterialien wie die hier belegten
Filter wurden noch nicht untersucht. Was Dibenzo[a,l]pyren von den anderen Dibenzopyren-lsomeren
unterscheidet, ist seine Struktur. Die meisten PAK sind durch die anellierten Benzolringe
weitestgehend planar. Dibenzo[a,l]pyren hingegen weist aufgrund der Atomdichte in der Fjord-Region
eine leicht verdrehte Molekdilstruktur auf, die dazu fiihrt, dass das Molekiil nicht mehr planar ist (s.

Abbildung 32).°® Fiir Realproben hat dies keine Relevanz, da die Wiederfindungsrate von
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Dibenzola,llpyren beim Durchziehen von Luft durch den Filter — wie es auch bei der Probenahme an

Arbeitsplatzen der Fall ist — bei ca. 90 % liegt.

Abbildung 32: Struktur des Dibenzo[a,l]pyren-Molekiils;, oben: Strukturformel mit Hervorhebung der Fjord- und
Bay-Regionen und der Distanz zwischen den dufSersten H-Atomen in nm; unten: seitliche Ansicht, Winkel
zwischen dem A-Ring (ausgefiillte Linien) und dem F-Ring. Bilder modifiziert aus %%,

4.2.5.2 Einfluss der Extraktionslésung

Als néachstes soll beurteilt werden, inwiefern die einzelnen Aufarbeitungsschritte die
Extraktionseffizienz der PAK von den Filtern beeinflussen. Zunachst wird untersucht, ob durch eine
Erhohung des Acetonitril-Anteils eine Verbesserung der Wiederfindung erzielt werden kann.
Acetonitril ist weniger polar als Methanol (Polaritat relativ zu Wasser: E%V =0,460 bzw. 0,762)19,

sodass es besser in der Lage sein sollte, die unpolaren PAK zu extrahieren. Es zeigte sich jedoch, dass
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die Veranderung des Losemittelverhadltnisses keinen erkennbaren Einfluss auf die
Wiederfindungsraten hat. Die Loslichkeit der PAK in polaren Losemitteln wie Acetonitril wird durch die
Zugabe eines Co-Losemittels (beispielsweise Methanol) erhoéht, was die Extraktionseffizienz
verbessert. Dieser Effekt tritt bereits bei geringen Volumenanteilen von <1 % auf, bei den hier

verwendeten Volumenanteilen (20-50 %) ist der Effekt jedoch bereits maximal ausgeschépft.[16%

Bei der Veranderung der Extraktionslosung zu anderen, polaren und unpolaren Losemitteln wurden
die in Abbildung 33 gezeigten Wiederfindungsraten erzielt. Bei HPLC-inkompatiblen L&semitteln
(Aceton, Toluol, Dichlormethan, Cyclohexan) wurden die Extrakte im Rotationsverdampfer eingeengt

und in Acetonitril/Methanol resuspendiert.
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Abbildung 33: Wiederfindungsraten (WFR) der RM-PAK bei Nutzung unterschiedlicher Extraktionsmittel;
Routinemethode entspricht der Extraktion mit Acetonitril/Methanol im Verhdltnis 60/40 (v/v).

Fiir BaP, Dibenz[a,hlanthracen, Indeno[1,2,3-cd]pyren und Dibenzo[a,e]pyren waren die
Wiederfindungen bei allen Losemitteln vergleichbar. Bei den anderen Dibenzopyren-lsomeren und
Anthanthren kénnen durch die Extraktion mit unpolaren Losemitteln (Dichlormethan (E¥ =0,309),
Toluol ( EN =0,099))" teils bessere Wiederfindungsraten erzielt werden. Dies entspricht
weitestgehend den Erwartungen; Toluol wird haufig bei gaschromatographischen Verfahren als
Extraktionsmittel verwendet.!**1%2 Bej der Probenvorbereitung durch Einengen des Extrakts im
Rotationsverdampfer entstehen zwar keine messbaren Verluste an Analyten, der zusatzliche
Arbeitsschritt stellt jedoch eine Fehlerquelle und insbesondere bei Routineproben einen nicht

unerheblichen Zeitaufwand dar.

75



4 Ergebnisse & Diskussion

4.2.5.3 Einfluss der Extraktionsbedingungen

Zur Variation der Extraktionsbedingungen wurde zunachst die Temperatur des Ultraschallbads erhoht.
In der Referenzmethode wird das Ultraschallbad konstant auf ca. 20 °C temperiert. Haufig kénnen
durch eine Temperaturerhohung bessere Extraktionsausbeuten erzielt werden. Da es sich bei den RM-
PAK um thermisch stabile Substanzen mit sehr hohen Siedepunkten handelt, kann davon ausgegangen
werden, dass eine Erhéhung der Temperatur wahrend der Extraktion weder zu einem thermischen
Zerfall noch zu Verlusten durch Verdampfung fihrt. Durch die erhohte Ultraschallbadtemperatur

konnte jedoch keine signifikante Verbesserung der Wiederfindungsraten erreicht werden.

Nach der Extraktion im Ultraschallbad werden die Proben gemaR der Ausgangsmethode fiir eine
Stunde geschittelt. Hier konnte festgestellt werden, dass das Schiitteln fir die Erhéhung der
Extraktionseffizienz nicht notwendig ist. Durch das Auslassen des Schiittelns konnte eine leichte
Verbesserung der Wiederfindungsraten von Dibenzo[a,i]pyren und Dibenzo[a,h]pyren erreicht
werden. So war eine Erhéhung der Wiederfindungsrate von 82,5 auf 86,1 % bzw. von 78,0 auf 82,5 %
feststellbar. Eine mogliche Erklarung fir dieses Ergebnis sind die bereits zuvor beschriebenen
Adsorptionseffekte der Analyten an der PE-Stiitzschicht des Filters und an der Innenwand des Glasvials:
Durch die verkirzte Extraktionszeit wird die Kontaktzeit der Analyten mit der Polymer-Stiitzschicht

verringert.

4.2.5.4 Einfluss des Spritzenvorsatzfilters

Da bei einem Ringversuch die Teilnehmer fiir die Filtrierung des Extrakts Spritzenvorsatzfilter
unterschiedlicher Hersteller und PorengréoRe nutzen, wurde untersucht, ob der Spritzenvorsatzfilter
einen signifikanten Einfluss auf die Extraktionseffizienz hat. Im Vorfeld der Testserien wurden die
Teilnehmenden gefragt, welchen Typ Spritzenvorsatzfilter sie verwenden. Basierend auf den
Rickmeldungen wurden insgesamt neun verschiedene Spritzenvorsatzfilter getestet, die sich im
Hersteller, im Filtermaterial, in der PorengréBe und im Durchmesser der Filtermembran
unterscheiden. Alle untersuchten Spritzenvorsatzfilter und ihre Eigenschaften sind in Tabelle 17
zusammengefasst. Neben PTFE-Spritzenvorsatzfiltern wurde auch Cellulose als Filtermaterial
untersucht, da es eine hohe Bestdndigkeit gegen Losemittel aufweist. Zudem ist es hydrophil, was
mogliche Bindungseffekte mit den unpolaren PAK reduziert. Um den Einfluss des Spritzenvorsatzfilters
isoliert betrachten zu kénnen, wurde die Dosierlosung direkt durch den Spritzenvorsatzfilter in ein

Autosampler-Vial iberfiihrt, ohne Belegung von Filtern oder Aufarbeitung.
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Tabelle 17: Ubersicht iiber die untersuchten Spritzenvorsatzfilter und ihre Merkmale.

Hersteller Material Porengrofle Durchmesser
Hersteller 1 PTFE (hydrophil) 0,45 um 13 mm
Hersteller 1 PTFE (hydrophob) 0,45 um 13 mm
Hersteller 1 PTFE 0,45 pm 25 mm
Hersteller 2 PTFE 0,45 pm 13 mm
Hersteller 2 PTFE 0,2 um 13 mm
Hersteller 3 PTFE 0,2 um 13 mm
Hersteller 4 PTFE 0,45 pm 13 mm
Hersteller 4 PTFE 0,2 um 13 mm
Hersteller 4 Cellulose 0,45 um 15 mm

Die Versuche ergaben, dass der Spritzenvorsatzfilter keinen Einfluss auf die Dosierlésung hat; die
durchschnittliche Wiederfindungsrate (iber alle Filter und alle Analyten lag bei 99,9 %. Somit kdnnen
die unterschiedlichen Spritzenvorsatzfilter der Teilnehmer der Testserien als Ursache fiir Differenzen
zwischen den Messergebnissen ausgeschlossen werden. Ein Einfluss des Spritzenvorsatzfilters auf die
Extraktion war nicht zu erwarten, da es sich bei PTFE um ein inertes Material handelt und die Poren
lediglich zum Zurickhalten von groben Partikeln dienen, die sonst die HPLC-S&ule verstopfen wirden.
Auch bei der Verwendung von Cellulose als Filtermaterial kann keine Veranderung der
Wiederfindungsraten festgestellt werden. Die zuvor beschriebenen Anlagerungseffekte der PAK an
Kunststoff, aus dem auch die fiir das Uberfiihren verwendete Einwegspritze gefertigt ist, traten hier
nicht auf, da die Kontaktzeit zwischen der Extraktionslésung mit den PAK und dem Kunststoff der

Spritze zu kurz ist.

4.2.5.5 Ableitung der optimierten Methode

Folgende Tabelle fasst zusammen, welche der untersuchten Parameter einen Einfluss auf die

Extraktionseffizienz haben und dementsprechend verandert wurden.
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Tabelle 18: Vergleich der Parameter der Ausgangsmethode mit denen der optimierten Methode.

Parameter Ausgangsmethode Optimierte Methode

Filtermaterial Quarzfaserfilter PTFE-Filter (unlaminiert)

Belegung Mischstandard mit allen PAK Mischstandard und
Dibenzol[a,l]pyren separat

Extraktionslosung Acetonitril/Methanol (60/40 v/v)

Ultraschallbad 1 h bei Raumtemperatur

Schiitteln 1h Ohne Schiitteln

Spritzenvorsatzfilter PTFE, 13 mm Durchmesser, 0,45 um PorengroRe

In Abbildung 34 sind die Wiederfindungsmethoden der Ausgangsmethode und der optimierten
Methode gegenibergestellt. Dabei wird deutlich, dass die optimierte Methode bei allen PAK eine
hohere Wiederfindungsrate erzielt. Der niedrigste Wert wird mit 93,2 % fiir Dibenzo[a,h]pyren erzielt,

im Schnitt liegen die Wiederfindungsraten bei 96,7 %.
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Abbildung 34: Vergleich der Wiederfindungsraten der Ausgangsmethode und der optimierten Methode.

4.2.6 Testserien und Auswertung

An den Testserien nahmen insgesamt acht verschiedene Labore teil, wobei nicht jedes Labor an jeder
Testserie beteiligt war. Zudem konnten einige Labore nur eine eingeschrdankte Auswahl an PAK
analysieren (meist nur die EPA-PAK). Den Teilnehmenden war die Auswahl der Analysenmethode

freigestellt, was auch die Aufarbeitung der zugesendeten Filter umfasst. Tabelle 19 fasst die
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Aufarbeitungs- und  Analysenmethoden der teilnehmenden Labore zusammen. Ein
Kooperationspartner nahm mit zwei verschiedenen Abteilungen (HPLC-FLD und GC-MS, Labor 4 bzw.
5) an den Testserien teil; da es sich um voneinander unabhingige Labore handelt, werden die
Datensatze individuell betrachtet. Bei den meisten Laboren blieb die Aufarbeitungsmethode Uber die
Testserien unverdndert; lediglich Labor 1 hat in Serie 2 und Serie 3 unterschiedliche Methoden

verwendet.

Tabelle 19: Ubersicht iiber die Teilnehmer der Testserien und ihre verwendeten Extraktions- und
Analysenmethoden.

Labor Extraktionsmethode Analysenmethode
Labor 1 Dichlormethan, 15 min Ultraschallbad, UPLC-FLD
Wiederholung mit frischem Dichlormethan,
Kombination der beiden Extrakte und
Aufkonzentration im Rotationsverdampfer,

Resuspension in Acetonitril (Serie 2)
Acetonitril/Methanol (60/40), 1 h Ultraschallbad, UPLC-FLD
1 h Schitteln (Serie 3)

Labor 2 Toluol, 1 h Ultraschallbad bei 60 °C, 1 h Schitteln, GC-MS, PTV-Injektion
Aufkonzentration im Rotationsverdampfer

Labor 3 Acetonitril/Methanol (60/40), 1 h Ultraschallbad, HPLC-DAD/FLD
3 h Schiitteln bei 350 rpm, Filtrierung

Labor 4 Acetonitril/Methanol (60/40), 1 h Ultraschallbad, HPLC-FLD

1 h Schitteln, Zentrifugieren ohne Filter fiir 30 min
bei 6000 rpm, Filtrierung

Labor 5 Toluol, 1 h Ultraschallbad bei 60 °C, 1 h Schitteln, GC-MS, split/splitless-
Filtrierung Injektion

Labor 6 Toluol, 1 h Ultraschallbad, 2 h Schitteln, GC-MS, split/splitless-
Aufkonzentration im Rotationsverdampfer Injektion

Labor 7 Acetonitril/Methanol (60/40), 1 h Ultraschallbad, HPLC-FLD
1 h Schiitteln, Filtrierung

Labor 8 Benzol, 30 min Ultraschallbad, Filtrierung iber GC-MS, split/splitless-
PTFE-Filter Injektion

Labor 9 Toluol, 1 h Ultraschallbad, Filtrierung und HPLC-FLD

Resuspension in Acetonitril, Aufkonzentration im
Rotationsverdampfer

4.2.6.1 Testserie 1

Die Filter fur die erste Testserie wurden mithilfe des in Kapitel 4.2.2.2 beschriebenen Nanoliter-
Dispensers hergestellt. Die Belegung der Filter wurde wie in Kapitel 3.3.3 beschrieben durchgefihrt.
Die Dosierparameter wurden so eingestellt, dass eine Masse von 70 ng pro PAK pro Filter erreicht

werden sollte. Aufgrund einer unzureichenden Menge des Standards lag der Gehalt an
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Dibenzo[a,h]pyren bei 20 ng pro Filter. Der Standard fiir Dibenzo[a,e]pyren war zum Zeitpunkt der
Herstellung der Filter nicht verfiigbar. Der Analyt Cyclopenta[c,d]pyren war in dieser Serie noch
inkludiert, wurde wegen eines fehlerhaften DAD in der internen Qualitdtskontrolle jedoch nicht
gemessen. Fur die Serie wurden Quarzfaserfilter verwendet. Die Filter wurden in Plastikkapseln
verpackt und bis zum Versand bei 5 °C gelagert. Jedes Labor erhielt drei belegte Filter sowie einen
unbelegten Filter zur Bestimmung von Hintergrundkonzentrationen. Nach Mdéglichkeit sollten die Filter
in Doppelbestimmung gemessen werden. Die intern durchgefiihrte Qualitatskontrolle von 21 Filtern
ergab die in Tabelle 20 zusammengefassten Ergebnisse. Die inkonsistente Belegung zeigt sich in den
hohen Werten fir die RSD; die geringen Wiederfindungsraten zeigen, dass die Einstellung des

Tropfenvolumens (iber die im Dosiergerat verbaute Kalibrationsfunktion nicht verlasslich ist.

Tabelle 20: Ergebnisse der internen Qualitétskontrolle der in Testserie 1 hergestellten Filter.

Analyt Sollwert pro Filter Durchschnitt pro RSD
Filter

5-Methylchrysen 70 ng 48,12 ng 9,69 %
BaP 70 ng 79,85 ng 29,76 %
Dibenzo[a,l]pyren 70 ng 31,90 ng 11,79 %
Dibenz[a,h]anthracen 70 ng 34,60 ng 7,14 %
Indeno[1,2,3-cd]pyren 70 ng 43,16 ng 10,61 %
Anthanthren 70 ng 32,67 ng 40,24 %
Coronen 70 ng 14,98 ng 13,54 %
Dibenzo(a,i]pyren 70 ng 18,83 ng 20,00 %
Dibenzol[a,h]pyren 20 ng 6,30 ng 32,39%

Als Grund fiir die Schwankungen innerhalb der Serie sind vor allem Luftbldschen im Dosierschlauch zu
nennen. Die Filter wurden trotz der nicht zufriedenstellenden Qualitdtskontrolle an die Teilnehmenden

verschickt, um das Vorgehen beim Ringversuch grundsatzlich zu untersuchen und zu optimieren.

Fiir die erste Testserie sind insgesamt sechs Datensdtze der externen Kooperationspartner
eingegangen. Eine Halfte der Labore verwendete eine HPLC-Methode, die andere eine GC-MS-

Methode. Die Einzelwerte der jeweiligen Labore sind in Tabelle 45 in Anhang 4 zusammengefasst.

Die Ergebnisse der Teilnehmenden sind in Abbildung 35 grafisch dargestellt. Die schwarzen Linien
stellen den Sollwert von 70 bzw. 20 ng dar, die schwarzen Punkte die Ergebnisse der internen
Qualitatskontrolle. Anhand der Grafik wird deutlich, dass die Werte fir viele PAK stark streuen.
Aufgrund der hohen Varianz wird nach dem Grubbs-Test (a = 0,05) keiner der Messwerte als AusreilRer

identifiziert.
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Abbildung 35: Darstellung der Messergebnisse der externen Labore fiir Serie 1 und des Soll-Werts von 70 bzw.
20 ng; die schwarzen Punkte stellen die Ergebnisse der internen Qualitétskontrolle dar.

Anhand der Mittelwerte (iber alle Labore (gestrichelte Linien innerhalb der Kastchen) ist zu erkennen,
dass auch die Teilnehmenden bei den meisten Analyten nicht den Zielwert von 70 ng pro PAK (bzw.
20 ng fur Dibenzo[a,h]pyren) pro Filter erreichen. Auch in Relation zu den Ergebnissen der

Qualitatskontrollproben (schwarze Punkte) sind Unterschiede erkennbar.

Sortiert man die Messergebnisse der Teilnehmer nach aufsteigender Filternummer (also in der
Reihenfolge der Belegung), sind keine Trends wie beispielsweise eine kontinuierliche Zu- oder
Abnahme der Masse erkennbar. Es handelt sich also wahrscheinlich um zuféllige Effekte, die die
Dosierung beeinflussen. Aus diesem Grund wurde das Dosiergerat in den weiteren Versuchen und

Testserien nicht mehr verwendet.

4.2.6.2 Testserie 2

Die Filter fiir die zweite Testserie wurden auf zwei Konzentrationsniveaus mithilfe einer elektronischen
Mehrfachdispenser-Pipette wie in Kapitel 3.3.3 beschrieben hergestellt. Die Dosierparameter wurden
so eingestellt, dass eine Masse von 100 ng pro PAK pro Filter fiir Level 1 und 50 ng pro PAK pro Filter
fiir Level 2 erreicht werden soll. Pro Konzentrationsniveau wurden insgesamt 75 Filter hergestellt. Der
Analyt Cyclopentalc,d]pyren war auch in dieser Serie noch inkludiert, ebenso wie alle anderen zehn
RM-PAK. Fiir die Serie wurden Quarzfaserfilter verwendet. Die Filter wurden in Plastikkapseln verpackt
und bis zum Versand bei 5 °C gelagert. Jedes Labor erhielt drei belegte Filter pro Level sowie einen
unbelegten Filter zur Bestimmung von Hintergrundkonzentrationen. Nach Mdglichkeit sollten die Filter
in Doppelbestimmung gemessen werden. Die Ergebnisse der internen Qualitatskontrolle der Filter sind
in Abbildung 36 und Abbildung 37 dargestellt. Es wurden 30 zuféllig ausgewahlte Filter pro Level

untersucht.
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Abbildung 36: Interne Qualitétskontrolle von Level 1 der zweiten Testserie.
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Abbildung 37: Interne Qualitétskontrolle von Level 2 der zweiten Testserie.

Anhand der Grafiken wird deutlich, dass die GleichmaRigkeit der Belegung im Vergleich zur ersten
Testserie erheblich verbessert wurde. Die Filter wurden zufallig ausgewahlt und in der Reihenfolge der
Darstellung in den obenstehenden Diagrammen analysiert. Der leichte Abwartstrend der Ergebnisse
wird auf eine nachlassende Empfindlichkeit des Analysengeréts zurlickgefiihrt. Die gréSten Streuungen
treten bei BaP und Coronen auf. Beide Stoffe weisen eine ungiinstige Peakform im HPLC-

Chromatogramm auf und sind in niedrigen Konzentrationsbereichen daher schwierig auszuwerten.

Tabelle 21 fasst die Ergebnisse der Qualitatskontrolle fir beide Level zusammen. Bei Level 2 wurde fir

5-Methylchrysen und fiir Dibenz[a,h]anthracen jeweils ein AusreiBer eliminiert.
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Tabelle 21: Ergebnisse der internen Qualitdtskontrolle der Filter fiir Serie 2.

Level 1 Level 2
Durchschnitt RSD Durchschnitt RSD
pro Filter pro Filter
5-Methylchrysen 65,98 ng 3,48 % 30,79 ng 3,99 %
BaP 44,27 ng 10,29 % 9,10 ng 27,20 %
Dibenzo[a,l]pyren 53,83 ng 4,94 % 22,62 ng 4,99 %
Dibenz[a,h]anthracen 75,30 ng 2,37 % 30,64 ng 2,22 %
Indeno[1,2,3-cd]pyren 74,48 ng 2,97 % 35,37 ng 2,89 %
Dibenzol[a,e]pyren 56,76 ng 3,61 % 25,48 ng 4,12 %
Anthanthren 51,68 ng 4,84 % 21,85 ng 4,98 %
Coronen 25,56 ng 4,90 % 11,68 ng 9,86 %
Dibenzo[a,i]pyren 23,07 ng 4,51 % 10,54 ng 4,74 %
Dibenzo[a,h]pyren 47,85 ng 4,95 % 21,15 ng 4,79 %

Ergebnisse der Teilnehmenden:

An Serie 2 haben insgesamt acht Labore teilgenommen, von denen finf Labore bereits an Serie 1
teilgenommen haben, sodass die Ergebnisse der beiden Testserien miteinander vergleichbar sind. Die
Messwerte von Labor 7 lagen bei fast allen Analyten extrem niedrig. Da die Verlasslichkeit der
Messwerte dadurch unsicher ist, wurden die Daten dieses Labors komplett von der Auswertung

exkludiert. Somit wurden insgesamt sieben Datensatze in der statistischen Auswertung bericksichtigt.

Die Ergebnisse der Teilnehmer fir die beiden Level und der internen Qualitdtskontrolle (schwarze
Punkte) sowie die Sollwerte (schwarze Linien) sind in Abbildung 38 dargestellt. Darin wird deutlich,
dass die Varianz zwischen den verschiedenen Laboren deutlich geringer ist als in Serie 1, was die
bessere GleichmaRigkeit der Filterbelegung bestatigt. Auch die Streuung innerhalb der Labore iber die
drei analysierten Filter pro Level lag niedriger als in der ersten Testserie. Die ausreilerbereinigten
Standardabweichungen liegen bei vielen Analyten in Bereichen, die bei der Etablierung eines neuen

Ringversuchs zu erwarten sind (vgl. Kapitel 2.5.4), z. B. bei 18,13 % fiir Anthanthren (Level 2).
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Abbildung 38: Darstellung der Ergebnisse der externen Labore fiir Testserie 2 fiir Level 1 (oben) und Level 2
(unten); die schwarzen Linien stellen den Sollwert dar, die schwarzen Punkte die Ergebnisse der internen
Qualitétskontrolle.

Problematisch sind jedoch die noch immer unbefriedigenden Wiederfindungsraten. Verwendet man
die bereinigten Mittelwerte Gber alle Labore, liegt der prozentuale Anteil am Sollwert (100 bzw. 50 ng)
bei durchschnittlich 63,9 % fiir Level 1 und ca. 58,3 % fiir Level 2. Cyclopenta[c,d]pyren liegt bei beiden
Konzentrationsniveaus am weitesten entfernt vom Zielwert und wies die hochsten
Standardabweichungen auf. Aus diesem Grund wurde Cyclopenta[c,d]pyren in der dritten Testserie

sowie im Testringversuch nicht mehr inkludiert.

Die Daten der externen Teilnehmer wurden auf zusatzliche Einfliisse untersucht. Dabei wurde der
Zeitpunkt der Aufarbeitung, das Extraktionsmittel sowie das verwendete Analysensystem
beriicksichtigt. Flr keinen dieser Parameter war ein Einfluss auf die Messergebnisse erkennbar.
Allerdings war erkennbar, dass bei allen Laboren die EPA-PAK die geringste Streuung aufwiesen. Bei
den Laboren, die eine HPLC-Methode zur Analyse verwenden, war auBerdem erkennbar, dass die
Streuung bei den spat eluierenden Substanzen am hdchsten ist, was mit internen Beobachtungen in

Bezug auf die Peakform dieser Analyten Gbereinstimmt.
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Bei den internen Versuchen zu den Wiederfindungsraten wurde festgestellt, dass die
Extraktionseffizienz von den Quarzfaserfiltern von Tag zu Tag schwankt, ohne dass eindeutige
Einflussfaktoren identifiziert werden konnten. Durch einen Wechsel des Filtermaterials zu PTFE sollte
demnach nicht nur die Wiederfindung, sondern auch die Reproduzierbarkeit verbessert werden. Die
Labore, deren Datensatze (teilweise) exkludiert wurden, haben nach Bekanntgabe der Ergebnisse der
zweiten Testserie ihre Kalibrierungen und Analysengerate tGberprift, um bei darauffolgenden Analysen

genauere Ergebnisse zu erzielen.

4.2.6.3 Testserie 3

Die Filter fiir die dritte Testserie wurden mithilfe einer Mehrfachdispenser-Pipette wie in Kapitel 3.3.3
beschrieben hergestellt. Die Dosierparameter wurden so eingestellt, dass eine Masse von ca. 50 ng pro
PAK pro Filter erreicht werden sollte. Dibenzo[a,l]pyren wurde als Einzelstandard neben den
Mischstandard mit allen anderen RM-PAK (auBer Cyclopenta[c,d]pyren) dosiert, wie in Kapitel 4.2.5.1
beschrieben. Auf Basis der Wiederfindungsversuche und der Ergebnisse aus der zweiten Testserie
wurden nun PTFE-Filter fir die Herstellung des Referenzmaterials verwendet. Dabei wurden zwei
unterschiedliche Filter genutzt: der PTFE-Filter mit einer Porengréfe von 3 um und einer PE-
Stitzschicht sowie der unlaminierte PTFE-Filter mit einer PorengréRe von 1 um (Filter Nr. 1 und 2, s.
Kapitel 4.2.3, Tabelle 15). Die Filter wurden leicht eingerollt (mit der belegten Seite nach innen) in
Glasvials verpackt und bis zum Versand bei 5 °C gelagert. Jedes Labor erhielt drei belegte Filter pro
Filtertyp sowie jeweils einen unbelegten Filter zur Bestimmung von Hintergrundkonzentrationen. Nach
Moglichkeit sollten die Filter in Doppelbestimmung gemessen werden. Pro Filtertyp wurden 40 Filter
hergestellt, wovon jeweils 15 zufallig ausgewadhlte Filter fiir die interne Qualitdtskontrolle verwendet
wurden, deren Ergebnisse in Abbildung 39 und Abbildung 40 dargestellt sind. Bei beiden Filtertypen
wurde ein Filter als AusreiBer identifiziert (a = 0,05). Diese sind auf die Bildung von Satellitentropfen
wdhrend des Belegungsprozesses zuriickzufihren. Fir den Ringversuch wird die

Dosiergeschwindigkeit der Pipette auf 4 herabgesetzt, um solche Satellitentropfen zu verhindern.
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Abbildung 39: Interne Qualitétskontrolle der Filter mit PE-Stiitzschicht der dritten Testserie.
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Abbildung 40: Interne Qualitéitskontrolle der unlaminierten Filter der dritten Testserie.

In der Abbildung sind die AusreiRer klar erkennbar: Filter 12 beim Filter mit Stiitzschicht sowie Filter 1

(far den Mischstandard) und Filter 14 (nur Dibenzo[a,l]pyren) beim unlaminierten Filter. Ansonsten

weist die Dosierung bei beiden Filtertypen eine sehr gute Reproduzierbarkeit von durchschnittlich

4,23 % fur bzw. 2,12 % auf. Die statistischen Ergebnisse der Qualitatskontrolle sind in Tabelle 22

zusammengefasst.
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Tabelle 22: Ergebnisse der internen Qualitdtskontrolle der dritten Testserie.

Dosierlosung Filter mit Stiitzschicht Unlaminierte Filter
[ng/mL]
Mittelwert RSD Mittelwert RSD
[ng/mL] [ng/mL]

5-Methylchrysen 25,08 23,01 2,52 % 22,82 3,05%
BaP 27,67 24,40 3,52 % 25,41 1,53 %
Dibenzo[a,l]pyren 23,62 21,01 3,63 % 27,71 2,84 %
Dibenz[a,h]anthracen 25,53 23,33 3,92 % 24,59 1,39 %
Indeno[1,2,3-cd]pyren 26,05 22,97 4,60 % 25,19 1,90 %
Dibenzol[a,e]pyren 24,99 22,17 4,03 % 23,85 1,14 %
Anthanthren 27,06 21,02 4,68 % 24,18 1,45 %
Coronen 23,03 20,55 5,35 % 22,86 3,08 %
Dibenzo[a,i]pyren 24,98 19,13 4,64 % 23,42 1,94 %
Dibenzol[a,h]pyren 25,37 17,59 5,41 % 21,93 2,92 %

In der Tabelle sind jeweils die Konzentrationen in der Extraktionslésung (mit entsprechender RSD)
sowie in der Dosierlosung (als Kontrollmessung) angegeben. Durch die Aufarbeitung mit 2 mL der
Extraktionslosung liegt die Konzentration um den Faktor 2 unter dem PAK-Gehalt pro Filter. Fiir die
Kontrollmessung der Dosierlosung wurde eine identische Verdiinnung gewahlt. Hier wird deutlich,
dass die Ergebnisse der unlaminierten Filter bei allen Analyten nadher an der Konzentration der
Dosierlésung liegen, was die hohere Extraktionseffizienz aus den Vorversuchen zur Maximierung der
Wiederfindungsraten bestétigt (vgl. Kapitel 4.2.3). Ebenso wird anhand der RSD deutlich, dass die
unlaminierten Filter eine geringere Streuung des PAK-Gehalts aufweisen als die Filter mit Stutzschicht.
Mit der dritten Testserie sollte nun untersucht werden, welcher Filtertyp bei externen Laboren die

besseren Ergebnisse erzielt.
Ergebnisse der Teilnehmer:

An der dritten Testserie haben insgesamt sechs Labore teilgenommen. Insgesamt vier Datensatze
wurden mittels HPLC bzw. UPLC bestimmt, drei Datensatze mittels GC-MS. Auch in dieser Serie
bestehen die groRten Unterschiede bezogen auf die Aufarbeitung der Filter im Extraktionsmittel
(Acetonitril/Methanol oder Toluol). Ansonsten erfolgt auch diesmal die Extraktion hauptsachlich

mittels Ultraschallbad und Schiittler.

In Abbildung 41 und Abbildung 42 sind die Ergebnisse der teilnehmenden Labore fir die jeweiligen

Filtertypen dargestellt. Die schwarze Linie zeigt den Soll-Wert von 50 ng an.
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Abbildung 41: Darstellung der Ergebnisse der Teilnehmer der dritten Testserie flir die Filter mit Stiitzschicht;
schwarze Linie beim Soll-Wert von 50 ng, schwarze Punkte bei der internen Qualitétskontrolle.
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Abbildung 42: Darstellung der Ergebnisse der Teilnehmer der dritten Testserie fiir die unlaminierten Filter;
schwarze Linie beim Soll-Wert von 50 ng, schwarze Punkte bei der internen Qualitétskontrolle.

Bei Betrachtung der Diagramme fallen einige Werte oberhalb des Durchschnitts als potenzielle
Ausreiller auf. Nach dem Grubbs-Test (a = 0,05) sind diese jedoch keine statistischen AusreiRer. Die
auffalligen Werte fur BaP und Dibenz[a,h]anthracen wurden bei beiden Filtertypen von demselben
Labor ermittelt. Somit kann von einer fehlerhaften Kalibration dieser beiden Analyten ausgegangen
werden. Ebenso liegen die Werte von Labor 3 fiir Anthanthren und Dibenzo[a,h]pyren bei beiden
Filtertypen auffallig niedrig. Die Ergebnisse beider Labore fiir die genannten Analyten werden wegen

einer fehlerhaften Kalibration vom Gesamtdatensatz ausgeschlossen.

Die statistischen Parameter wie Streuung und Wiederfindungsrate wurden unter Berlicksichtigung
aller eingegangenen Messwerte und fiir den ,ausreiBerbereinigten” Gesamtdatensatz berechnet (s.

Tabelle 23).
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Tabelle 23: Zusammenfassung der Ergebnisse der externen Labore fiir Serie 3; bereinigte RSD bezieht sich auf
AusreifSer.

Filter mit Stiitzschicht Unlaminierte Filter
RSD Bereinigte Soll RSD Bereinigte Soll
RSD RSD
5-Methylchrysen 27,45%  27,45%  930% | 1649%  1649%  97,1%
Bak 2630%  1272%  961% | 3521% 957%  955%
Dibenzo[a,l]pyren 19,89 % 19,89 % 773% | 15,10% 15,10 % 79,7 %
Dibenz[a,hlanthracen 58699,  1158%  845% | 2811%  864%  84,7%
Indeno(1,2,3-cdlpyren 15379 1531%  89,1% | 8,66% 8,66%  94,5%
Dibenzola,e]pyren 1550%  1550%  885% | 1587%  1587%  90,4%
Anthanthren 1571%  622%  77,9% | 1624%  1624%  78,5%
Coronen 12,41 % 12,41 % 882% | 925% 9,25 % 93,2 %
Dibenzola,i]pyren 16,00 % 16,00 % 770% | 11,70% 11,70 % 86,9 %
Dibenzo[a,h]pyren 26,88%  16,46%  783% | 20,14%  20,14% 783 %

In der Tabelle ist hervorgehoben, welcher der beiden Filter im direkten Vergleich das bessere Ergebnis
erzielt. Bei der RSD ist somit der jeweils niedrigere Wert markiert, bei Soll der hdhere Wert. Dabei wird
deutlich, dass die unlaminierten Filter besser abschneiden, wenn der unbereinigte Datensatz
betrachtet wird. Insgesamt wurden fir den Filter mit Stitzschicht 12 Datenpunkte von zwei
verschiedenen Laboren als Ausreiller identifiziert und eliminiert, fir die unlaminierten Filter nur sechs
Datenpunkte aus einem Labor. Letztere werden also weniger von Ausreiflern betroffen. In Bezug auf
die bereinigten Standardabweichungen ist kein Filtertyp Gberlegen. Allerdings zeigt der Vergleich der
prozentualen Anteile am Sollwert, dass mit dem unlaminierten Filter teils deutlich hohere
Wiederfindungsraten erzielt werden. Dies bestatigt die Ergebnisse der internen Vorversuche und der
Qualitatskontrollmessung der dritten Testserie. In Anbetracht der geringeren Wahrscheinlichkeit fur
Ausreifler und der besseren Extraktionseffizienz wird der unlaminierte Filter als Basis fiir das

Referenzmaterial fiir den Ringversuch ausgewahlt.

Anhand der Ergebnisse der internen Qualitatskontrolle und der geringen Streuung der externen Labore
wird deutlich, dass die Belegung der Filter mit der hier etablierten Methode ausreichend gleichmaRig
ist. Nun kann also Uberpriift werden, ob Extremwerte im Datensatz der Teilnehmenden auf Fehler der

Labore zurtickzufihren sind.

Bei der Einzelbetrachtung der Ergebnisse der Labore sind keine systematischen AusreiRer erkennbar,
wie es beispielsweise fiir Labor 7 in Testserie 2 der Fall war. Vergleicht man die Ergebnisse von Labor

7 aus den Testserien 2 und 3, wird deutlich, dass die Uberpriifung der Kalibrierung zu einer deutlichen
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Verbesserung der Ergebnisse gefiihrt hat (bezogen auf den Abstand der Einzelergebnisse zum

Gesamtmittelwert).

Zu den auffalligsten Werten der dritten Testserie zahlen vor allem die Datenpunkte von Labor 1 fir
BaP und Dibenz[a,h]anthracen. Da die Werte auf beiden Filtertypen tberdurchschnittlich hoch liegen,
sind diese Ausreiller wahrscheinlich auf eine fehlerhafte Kalibration zuriickzufliihren. Nach Rickfrage
wurden von diesem Labor Probleme mit der Trennsdule angegeben, sodass diese als mogliche

Fehlerquelle fiir die AusreilRer zu nennen ist.

Ein dahnliches Phanomen ist bei den Daten von Labor 3 zu erkennen. Bei beiden Filtertypen liegen die
Ergebnisse flr Anthanthren und Dibenzo[a,h]pyren deutlich unterhalb des Durchschnitts. Da beide

Filtertypen betroffen sind, ist dies wahrscheinlich auf eine unzureichende Kalibration zuriickzufihren.

Auch die Werte, die von Labor 6 ermittelt wurden, liegen tendenziell bei allen Analyten im unteren
Bereich. Es handelt sich zwar um keine statistischen AusreifSer, allerdings sollte das Labor dennoch die

Geratekalibrierung Uberpriifen.

Auffallig sind auch die Ergebnisse von Labor 5 fiir den Filter mit Stitzschicht. Hier liegen die Messwerte
von 5-Methylchrysen und Indeno[1,2,3-cd]pyren lberdurchschnittlich hoch, namlich etwa 79 bzw.
42 % Uiber dem Durchschnitt. Fiir 5-Methylchrysen hatte dieses Labor bereits in der zweiten Testserie
einen auffallig hohen Wert ermittelt. Beim unlaminierten Filter liegt das Ergebnis fir 5-Methylchrysen
jedoch nur durchschnittlich 28 % oberhalb des Durchschnitts. Hier sind also weitere Untersuchungen
notig, ob die hohen Messergebnisse auf den Filtertyp oder auf eine fehlerhafte Kalibration oder

Auswertung zurickzufihren sind.

Beim Vergleich der Datensatze fiir das Labor, das sowohl HPLC- als auch GC-MS-Analysen durchgefiihrt
hat, fallt auf, dass die Unterschiede zwischen den beiden Abteilungen (Labore 4 und 5) deutlich
geringer sind als bei der zweiten Testserie. Flir den unlaminierten Filter liegen die Ergebnisse zwischen
HPLC und GC-MS maximal 13 % auseinander, was in etwa der durchschnittlichen RSD Uber alle
Teilnehmer entspricht. Zudem wurden die Filter mit einem Abstand von fast drei Wochen

aufgearbeitet, was ebenfalls geringe Schwankungen verursachen kann.

4.2.6.4 Zusammenfassung der Testserien

Insgesamt kann geschlussfolgert werden, dass die Reproduzierbarkeit durch die Anpassungen des
Produktionsprozesses der Filter von Serie zu Serie verbessert werden konnte. Dies konnte sowohl
durch die interne Qualitatskontrolle der Filter als auch durch die Ergebnisse der Teilnehmer bestatigt

werden. Tabelle 24 fasst die Verbesserungen in Bezug auf die Streuung der internen Qualitatskontrolle
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und auf die Extraktionseffizienz zusammen. Dabei werden jeweils die ausreilerbereinigten Werte
betrachtet. Fiir die zweite Testserie werden die Werte fir Level 1 verwendet, fiir die dritte Testserie
die Ergebnisse fiir die unlaminierten Filter. Anhand der Daten wird deutlich, dass insbesondere die
Varianz der Filter stetig und fir alle Analyten verbessert werden konnte. Auch die Extraktionseffizienz

erreicht in der dritten Testserie bei allen Analyten ihr Maximum.

Tabelle 24: Entwicklung des Produktionsprozesses liber die drei Testserien anhand der Streuung und den
Wiederfindungsraten, die bei der internen Qualitédtskontrolle ermittelt wurden.

Streuung Wiederfindung
S1 S2 S3 S1 S2 S3
5-Methylchrysen 9,69 % 3,48 % 3,05 % 68,75 % 65,98 % 91,3 %
BaP 29,76 % 10,29 % 1,53 % 114,07% 44,27 % 101,6 %
Dibenzo(a,l]pyren 11,79 % 4,94 % 2,84 % 45,47 % 53,83 % 86,8 %
Dibenz[a,h]anthracen 7,14 % 2,37 % 1,39 % 49,42 % 75,73 % 98,4 %
Indeno[1,2,3-cd]pyren 10,61 % 2,97 % 1,90 % 61,66 % 74,48 % 100,7 %
Dibenzol[a,e]pyren - 3,61 % 1,14 % - 56,76 % 95,4 %
Anthanthren 40,24 % 4,84 % 1,45 % 46,67 % 51,68 % 96,7 %
Coronen 13,54 % 4,90 % 3,08 % 21,41 % 25,56 % 91,4 %
Dibenzo[a,i]pyren 20,00 % 4,51 % 1,94 % 26,89 % 23,07 % 93,7 %
Dibenzo[a,h]pyren 32,39 % 4,95 % 2,92 % 9,00 % 47,85 % 87,7 %

Insbesondere die dritte Testserie konnte zeigen, dass der an diesem Punkt etablierte
Herstellungsprozess der Filter geeignet ist fiir die Nutzung im Ringversuch. Die einzige Anderung von
Testserie 3 zum Testringversuch ist die Dosiergeschwindigkeit der Mehrfachdispenser-Pipette, die von
5 auf 4 reduziert wurde. Zudem wurde sich final fur die Nutzung der unlaminierten Filter als

Filtermaterial entschieden.

4.2.7 Ringversuch

4.2.7.1 Qualitdtskontrolle der Filter

Die Filter fur den ersten Ringversuch wurden auf zwei Konzentrationsniveaus wie in Kapitel 3.3.3
beschrieben mithilfe einer Mehrfachdispenser-Pipette hergestellt. Als Zielwerte wurden Massen von
40 ng fur Level 1 und 80 ng fiir Level 2 pro PAK pro Filter angestrebt. Dazu wurden pro Filter 40 bzw.

80 pL der Dosierlésung (cson = 1 pg/mL pro PAK, vgl. Kapitel 3.1) dosiert. Tabelle 25 gibt die gemessene
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Konzentration der Dosierlésung und die daraus resultierenden Sollwerte fiir den Gehalt pro PAK pro

Filter an.

Tabelle 25: Konzentration der fiir den Ringversuch hergestellten Dosierlésung und den daraus resultierenden
Sollwerten fiir die Filter der Levels 1 und 2.

Dosierlésung Soll Level 1 Soll Level 2
5-Methylchrysen 0,981 ug/mL 39,25 ng 78,51 ng
BaP 1,081 pg/mL 43,26 ng 86,52 ng
Dibenzola,|]pyren 0,892 pg/mL 35,68 ng 71,35ng
Dibenz[a,h]anthracen 0,998 pg/mL 39,92 ng 79,85 ng
Indeno[1,2,3-cd]pyren 0,943 ug/mL 37,72 ng 75,44 ng
Dibenzo[a,e]pyren 0,957 pg/mL 38,29 ng 76,57 ng
Anthanthren 0,960 pg/mL 38,42 ng 76,84 ng
Coronen 0,937 pg/mL 37,47 ng 74,94 ng
Dibenzola,i]pyren 0,922 ug/mL 36,86 ng 73,72 ng
Dibenzo[a,h]pyren 0,891 pg/mL 35,64 ng 71,28 ng

Dibenzola,llpyren wurde als Einzelstandard neben den Mischstandard mit allen anderen RM-PAK
(auBer Cyclopentalc,d]pyren) dosiert, wie in Kapitel 4.2.5.1 beschrieben. Um die Bildung von
Satellitentropfen zu verhindern, wurde die Dosiergeschwindigkeit der Pipette auf 4 reduziert und die
Pipette wurde beim Dosieren so nah wie moglich an den Filter gehalten, ohne die Filteroberflache zu
berihren. Es wurden unlaminierte PTFE-Filter mit einer PorengréfRe von 1 um verwendet (s. Tabelle
34 in Anhang 1). Alle Filter wurden zuvor auf Hintergrundkonzentrationen getestet und stammen aus
einer Herstellungscharge. Die Filter wurden leicht eingerollt (mit der belegten Seite nach innen) in
Glasvials verpackt und bis zum Versand bei 5 °C gelagert. Jedes Labor erhielt drei belegte Filter pro
Level sowie zwei unbelegte Filter zur Bestimmung von Hintergrundkonzentrationen. Alle Filter sollten
in Doppelbestimmung gemessen werden. Von den 70 Filtern, die pro Level belegt wurden, wurden
jeweils zehn zufallig ausgewabhlte Filter fur die interne Qualitatskontrolle mittels HPLC zurlickgehalten
und ebenfalls in Doppelbestimmung analysiert. Aus der Doppelbestimmung wurde jeweils der
Mittelwert gebildet. Keiner der Einzel- oder Mittelwerte wurde als Ausreiller identifiziert (a = 0,05).

Die Ergebnisse der internen Qualitatskontrolle sind in Abbildung 43 dargestellt.
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Abbildung 43: Interne Qualitéitskontrolle der Filter des Testringversuchs mittels HPLC, Level 1 (unten) und Level
2 (oben).

Die statistischen Parameter der Mittelwerte sind in Tabelle 26 zusammengefasst. Die Spalte ,, WFR”

gibt an, wie nah die Messergebnisse an den Sollwerten liegen. Da diese Werte alle bei ca. 100 % liegen,

wird deutlich, dass die PAK vollstdandig von den Filtern extrahiert werden.

Tabelle 26: Ergebnisse der internen Qualitétskontrolle der Filter des Testringversuchs mittels HPLC.

Level 1 Level 2
Analyt @ pro RSD WEFR @ pro RSD WFR
Filter Filter

5-Methylchrysen 39,17 ng 0,58 % 99,8 % 78,53 ng 0,63 % 100,0 %
BaP 44,05 ng 0,57 % 101,8 % 88,02 ng 0,66 % 101,7 %
Dibenzo(a,l]pyren 37,06 ng 1,08 % 103,9 % 75,42 ng 0,93 % 105,7 %
Dibenz[a,h]anthracen 40,64 ng 0,74 % 101,8 % 81,37 ng 0,71 % 101,9 %
Indeno[1,2,3-cd]pyren 39,36 ng 0,88 % 104,3 % 79,50 ng 0,81 % 105,4 %
Dibenzol[a,e]pyren 38,97 ng 0,58 % 101,8 % 78,53 ng 0,70 % 102,6 %
Anthanthren 39,41 ng 1,05 % 102,6 % 78,43 ng 0,80 % 102,1%
Coronen 39,33 ng 1,41 % 105,0 % 79,28 ng 1,40 % 105,8 %
Dibenzola,ilpyren 38,15 ng 0,72 % 103,5 % 78,04 ng 0,72 % 105,9 %
Dibenzo([a,h]pyren 36,36 ng 1,74 % 102,0 % 71,84 ng 1,16 % 100,8 %

Durch die Bildung des Mittelwerts aus den Doppelbestimmungen der Filter wird die Varianz des

Analysengerats teilweise eliminiert. Dadurch sind noch geringere Standardabweichungen maglich als

in der dritten Testserie. Auch bei Betrachtung aller Einzelwerte liegen alle Standardabweichungen (mit
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einer Ausnahme) unterhalb von 3 % und erfiillen somit die gestellten Anforderungen an ein Probenset

fiir Ringversuche.

Da mebhr Filter produziert wurden, als fiir die Teilnehmer des Ringversuchs notig waren, konnte auch
eine Qualitatskontrolle mittels GC-MS durchgefiihrt werden. Diese beschrankte sich jedoch auf fliinf
Filter pro Level und wurde ca. vier Wochen nach der Belegung durchgefiihrt. Die zuvor durchgefiihrte
Stabilitatsstudie ergab, dass bei einer gekiihlten Lagerung nach vier Wochen mit Verlusten von
durchschnittlich 3,62 % gerechnet werden muss (vgl. Kapitel 4.2.7.2). Die Filter weisen bei der Messung
mittels GC-MS eine teils etwas héhere Streuung auf im Vergleich zur Messung mittels HPLC, was auf
Verschleppungen im Injektor zuriickzufihren ist, welche die Prazision der Messungen negativ
beeinflussen. Die Ergebnisse der GC-MS-Messungen sind in Abbildung 44 dargestellt sowie in Tabelle

27 zusammengefasst.
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Abbildung 44: Interne Qualitétskontrolle der Filter des Testringversuchs mittels GC-MS, Level 1 (unten) und
Level 2 (oben).
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Tabelle 27: Ergebnisse der internen Qualitétskontrolle der Filter des Testringversuchs mittels GC-MS ca. vier
Wochen nach der Belegung.

Level 1 Level 2

Analyt @ pro RSD Differenz @ pro RSD Differenz

Filter zur HPLC Filter zur HPLC
5-Methylchrysen 36,51 ng 5,22 % -6,78 % 73,80 ng 2,35% -6,02 %
BaP 41,33 ng 4,04 % -6,18 % 82,19 ng 3,58 % -6,62 %
Dibenzo[a,l]pyren 35,44 ng 5,45 % -4,38 % 70,43 ng 3,61 % -6,61 %
Dibenz[a,h]anthracen 37,96 ng 2,54 % -6,61 % 77,84 ng 4,64 % -4,33 %
Indeno[1,2,3-cd]pyren 37,98 ng 3,70 % -3,50 % 78,00 ng 3,82 % -1,89%
Dibenzol[a,e]pyren 37,62 ng 3,76 % -3,47 % 76,00 ng 4,43 % -3,21%
Anthanthren 37,00 ng 2,16 % -6,12 % 76,16 ng 4,89 % -2,90 %
Coronen 38,59 ng 5,18 % -1,88 % 77,17 ng 5,60 % -2,66 %
Dibenzo[a,i]pyren 37,35 ng 4,70 % 2,11 % 75,95 ng 2,78 % -2,67 %
Dibenzol[a,h]pyren 35,18 ng 4,69 % -3,26 % 71,45 ng 1,91 % -0,54 %

Der Vergleich der Messwerte mit den Ergebnissen der HPLC legt nahe, dass PAK mit im Vergleich relativ
niedrigen Siedepunkten (vor allem 5-Methylchrysen (Ts = 411 °C) und BaP (Ts = 496 °C), vgl. Tabelle 35
in Anhang 1) moglicherweise von Lagerverlusten betroffen sein konnten. Dennoch kann mithilfe der
GC-MS-Messungen bestatigt werden, dass der PAK-Gehalt pro Filter im gewiinschten Bereich liegt und
dass die Relation zwischen Level 1 und 2 — also dass der Gehalt der Filter von Level 2 doppelt so hoch

ist wie von Level 1 — korrekt ist.

4.2.7.2 Stabilitdt der Filter

Um die Stabilitat der fir den Ringversuch verwendeten Filter zu Uberpriifen, wurde eine Serie von 90
Filtern analog zur Belegung der Filter fiir den Ringversuch hergestellt. Dabei wurde ein PAK-Gehalt von
50 ng pro Filter angestrebt. Als Referenzpunkt fiir die Bestimmung der Lagerverluste wird der Gehalt
von 10 Filtern am Tag der Belegung (= Tag 0) gemessen. Die restlichen Filter werden leicht eingerollt
in Glasvials (mit der belegten Seite nach innen) gelagert: die eine Halfte bei 5 °C, die andere bei
Raumtemperatur. So soll verglichen werden, ob die Lagerbedingungen einen Einfluss auf potenzielle
Verluste des PAK-Gehalts haben. Die Filter wurden zunachst nach drei und sieben Tagen, dann nach
zwei, drei, vier, sechs, acht und 12 Wochen (jeweils berechnet am Zeitpunkt der Belegung)

aufgearbeitet und analysiert. Pro Messzeitpunkt wurde der Gehalt von fiinf Filtern pro Lagerungsart
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gemessen. Die exakten Einzelwerte aller Messzeitpunkte sind in Tabelle 43 und Tabelle 44 in Anhang

3 zu finden.

Die nachfolgende Tabelle fasst die Konzentration der Extraktionsldsung der Filter von Tag 0 sowie die
Verluste nach einigen ausgewahlten Lagerzeitpunkten zusammen. Fir den Ringversuch war
urspriinglich ein Zeitrahmen von vier Wochen fiir die Analyse der zugesandten Filter vorgesehen.
Dieser Zeitrahmen wurde aufgrund von Verzégerungen bei der Zusendung der Ergebnisse um zwei
Wochen verldangert, daher sind in Tabelle 28 die Verluste nach bis zu sechs Wochen dargestellt. Die
Streuung der Anfangskonzentrationen liegt zwischen 0,8 und 3,5% und bestdtigt somit die

gleichmalige Belegung der Filter.

Tabelle 28: Ausgewdhlte Messzeitpunkte der Stabilitétsstudie der unlaminierten Filter, Verluste in Relation zur
Konzentration der Extraktionslésung am Tag der Belegung (Tag 0).

Lagerung bei
Lagerung bei 5 °C
Tag0 Raumtemperatur

[ng/mL] | Woche Woche Woche | Woche Woche Woche

1 4 6 1 4 6
5-Methylchrysen 28,372 | -120% -154% -165% | -216% -315% -348%
BaP 32,005 -3,8% -8,5% -89% | -112% -16,7% -182%
Dibenzo[a,l]pyren 27,061 -1,0 % -6,5% -3,1% -9,6 % -12,6% -10,4%

Dibenz[a,h]anthracen 28,822 -2,1% -4,5 % -4,6 % 0,1% -2,3% -2,1%
Indeno[1,2,3-cd]pyren | 27,746 -0,3% -2,3% -2,3% -39% -97% -10,3%

Dibenzol[a,e]pyren 27,038 1,3% -0,7 % -0,9% 1,5% 2,5% 2,5%
Anthanthren 25,062 1,7 % 2,4% 2,2% -2,0% 0,0 % -1,0%
Coronen 27,952 1,4% 0,5 % 0,1% 4,2 % -1,9 % -0,4 %
Dibenzo(a,i]pyren 26,678 0,6 % -0,2% 0,3% 0,6 % -0,4 % -0,3%
Dibenzol[a,h]pyren 22,999 -0,7 % -1,0% -2,7% -4,2 % -1,0% -0,5%

Anhand der Tabelle wird deutlich, dass die Verluste bei den PAK mit der geringsten Molekiilmasse
(bzw. mit relativ niedrigen Siedepunkten, vgl. Tabelle 35 in Anhang 1) am hochsten sind. Zudem fiihrt
die Lagerung bei Raumtemperatur zu héheren Verlusten als die gekiihlte Lagerung. Die Streuung der
Messwerte je Analysentag nimmt im Laufe der Studie zu; dennoch kann aufgrund des weitestgehend
konsistenten Konzentrationsverlaufs davon ausgegangen werden, dass die Verluste auf allen Filtern
gleichmaRig entstehen und nicht auf zufillige Effekte zurtickzufiihren sind. Vielmehr ist davon
auszugehen, dass die Verluste durch Verdampfung der Analyten von den Filtern entstehen. Bei einigen
Analyten steigt der gemessene Gehalt auf den Filtern Giber zwei Messzeitpunkte an (z. B. bei Coronen).

Dies ist auf die Schwankung des Analysengerats zurtickzufihren.
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Der Gehalt der Filter betragt nach sechs Wochen gekiihlter Lagerung durchschnittlich noch 96,4 % des
Anfangsgehalts, was eine sehr gute Stabilitat der Filter belegt. Wie den Gesamtdaten im Anhang zu
entnehmen ist (vgl. Tabelle 43 und Tabelle 44, Anhang 3), kann bei Lagerung bei ca. 5 °C auch nach
zwolf Wochen noch ein Gehalt von durchschnittlich 95,4 % des Anfangsgehalts erwartet werden;
lediglich bei 5-Methylchrysen und BaP muss mit Verlusten von >10% gerechnet werden. Bei
ungekiihlter Lagerung hingegen betragen die Verluste bis zu 40 %, was die Wichtigkeit der gekiihlten
Lagerung nach der Probenahme — insbesondere fiir die eher leichtfliichtigen Analyten — betont. In
Abbildung 45 ist beispielhaft der prozentuale Konzentrationsverlauf fir einen leicht- und einen
schwerflichtigen PAK (5-Methylchrysen bzw. Coronen) jeweils bei ungekihlter und gekihlter
Lagerung dargestellt. Anhand der Darstellung wird der Einfluss der Lagerungsbedingungen im Hinblick

auf die Fliichtigkeit der Analyten deutlich.
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Abbildung 45: Vergleich des Konzentrationsverlaufs wéhrend der Stabilitdtsstudie fiir 5-Methylchrysen und
Coronen, jeweils bei unterschiedlichen Lagerbedingungen.

4.2.7.3 Ergebnisse der Teilnehmenden

An dem Testringversuch haben 13 Labore teilgenommen, wobei ein Labor zwei Probensets zugeschickt
bekommen hat, um sowohl seine HPLC- als auch seine GC-MS-Methode zu verwenden. Die Ergebnisse
der beiden Probensets werden unabhdngig voneinander betrachtet. Insgesamt sind demnach 14
Datensitze eingegangen, wobei nicht jedes Labor alle zehn Analyten untersucht hat. Eine Ubersicht
Uber die von den teilnehmenden Laboren verwendeten Aufarbeitungs- und Analysenmethoden ist in

Tabelle 29 zu finden.
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Tabelle 29: Ubersicht (iber die von den Teilnehmenden des Ringversuchs verwendeten Aufarbeitungs- und

Analysenmethoden.

Labornr.  Aufarbeitungsmethode Analysenmethode

1 Soxhlett-Extraktion mit Ethylacetat + Aufkonzentrieren GC-MS

13 2 mL Acetonitril/Methanol (60/40), 1 h Ultraschallbad HPLC-FLD

33 3 mL Toluol, 30 min Ultraschallbad, 2 h Schiitteln GC-MS

52 0,5 mL Aceton, 1 h Ultraschallbad, Einengen auf 1 mL GC-MS

130 Toluol/Cyclohexan, 15 min unter erhohtem Druck GC-MS

150 5 mL Acetonitril/Methanol (60/40), 1 h Ultraschallbad, 1 h HPLC-FLD
Schiitteln

200 5,5 mL Toluol, 1 h Ultraschallbad (60 °C), 1 h Schitteln (RT) GC-MS

203 2 mL Acetonitril/Methanol (60/40), 1 h Ultraschallbad, 1,5 h HPLC-FLD
Schiitteln bei 420 rpm

231 2 mL Cyclohexan, 1 h Ultraschallbad, 1 h Schiitteln GC-MS

238 4 mL Dichlormethan, Ultraschallbad GC-MS

248 4 mL Toluol, Ultraschallbad HPLC/ GC-MS

266 5 mL Benzol, 30 min Ultraschallbad GC-MS

267 8 mL Hexan/Aceton (90/10 v/v), 1 h Ultraschallbad, Einengen GC-MS
auf 1 mL

519 2 mL Toluol, 1 h Ultraschallbad, 1 h Schiitteln GC-MS

Fir die Auswertung der Ergebnisse der externen Labore werden die in der internen Qualitatskontrolle

ermittelten Gehalte als Referenzwerte verwendet. Fir die Beurteilung der Messwerte wird neben der

Laborstandardabweichung (liber die drei Filter pro Level) und der RSD (ber alle Labore (pro Analyt)

auch der Z-Score fiir die einzelnen Labore und Analyten herangezogen. Der Z-Score ergibt sich aus dem

Abstand des Messwerts vom Referenzwert dividiert durch die maximal zuldssige Standardabweichung.

Letztere wird bei Ringversuchen des IFA in der Regel auf 10 % festgelegt. Ein Z-Score <1 kennzeichnet

ein gutes Ergebnis, ein Z-Score <2 ein zufriedenstellendes Ergebnis. Ergebnisse mit Z-Scores >2 werden

als fragwirdig gekennzeichnet, >3 als duferst fragwiirdig. Der Toleranzbereich ist definiert durch die

untersten und obersten Messwerte, flr die der Z-Score bei einem Wert von 2 liegt.

Bei der Untersuchung der Daten auf AusreiBer wird zwischen verschiedenen Typen unterschieden:

Typ A: EinzelausreiRer (nach Grubbs)

Typ B: abweichender Labormittelwert (nach Grubbs)

Typ C: Uberhohte Laborstandardabweichung (nach Cochran)
Typ D: manuell entfernter Wert

Typ E: Mittelwert auBerhalb des Toleranzbereichs

Typ F: Betrag des Z-Scores >3,50

Ergebnisse kbnnen auch als mehrere Typen klassifiziert werden, beispielsweise als Typ E und Typ F.

Aus dem Datensatz fir Level 1 wurden elf Ausreiller des Typs C, drei AusreiRer des Typs E und drei
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Ausreiller des Typs F identifiziert. Insgesamt wurden 14 Werte als Ausreiller vom Gesamtdatensatz
eliminiert. Bei Level 2 wurden sechs Typ-C-Ausreiler und drei Typ-F-AusreiBer eliminiert. In den
Rohdaten in Tabelle 50 und Tabelle 51 in Anhang 4 ist erkennbar, welche Einzelwerte als AusreiRer

identifiziert wurden.

Abbildung 46 zeigt eine grafische Zusammenfassung der ausreillerbereinigten Ergebnisse der
Teilnehmenden. Die schwarzen Linien geben den Referenzwert aus der internen Qualitatskontrolle an.
Bei Betrachtung der Grafiken — insbesondere im Vergleich zur Darstellung der Testserien — ist zu
beachten, dass die y-Achse eine kleinere Spannbreite hat (von 0,035 bis 0,045 pug bzw. 0,065 bis

0,090 ug). So ist eine detaillierte Darstellung der Ergebnisse moglich.

-1 2

Masse pro Filter in pg
o
2
L

0,035 l

3. 8, 14} / 4, G Jo) O,
44‘98‘ . o, ) N, /66,7 0‘3’9,70 e N e, 30 0/-0,;‘Ea (5 - ’6@/;\)
Yiey, By, loy oy s 25 REW o “re, ” % s %, Y
3 o
e Vra ’?fbre qu/py J’r@f) Vra 7 o)
G/; Q,

0,09 <
L s :
=1
£ 0,085 L .
g -
= 008 I L . I
a —
& 0.075 )
8 1
z ——

007 l

0,065 i

3 8 oY ; / oy 4 G 05, O
Ve e, e, D, ey, T e, O, b, "be,
Wer, oy, Oy gy, Wy, Oy O,
% "s, o 3, A b Yo e
Sa N I ‘W@/? ’)(6/.6 Cd/O o J/r@o Vra » yf@’?
)

Abbildung 46: Darstellung der Ergebnisse der Teilnehmenden des ersten Ringversuchs fiir Level 1 (oben) und
Level 2 (unten).

Anhand der Abbildungen wird deutlich, dass die Mittelwerte der Teilnehmenden (gestrichelte Linien)
bei vielen Analyten nahe am Referenzwert liegen. Bei keinem Analyt weicht der Mittelwert (iber alle
Teilnehmenden mehr als 10 % vom Referenzwert ab. Die genauen relativen Abweichungen sowie die
Mittelwerte Uber alle Labore und die entsprechende RSD sind in Tabelle 30 zusammengefasst. Zudem

ist angegeben, wie viele Datensatze fiir die statistische Auswertung herangezogen werden konnten.
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4 Ergebnisse & Diskussion

Tabelle 30: Statistische Auswertung der ausreifserbereinigten Ergebnisse des ersten Ringversuchs.

Level 1 Mittelwert RSD Abweichung Anzahl
[ng/Filter] Referenzwert Datensitze
5-Methylchrysen 0,0396 13,54 % 1,21 % 7
BaP 0,0408 7,70 % -7,48 % 12
Dibenzo[a,l]pyren 0,0359 9,65 % -3,02 % 7
Dibenz[a,h]anthracen 0,0377 8,67 % -7,17 % 11
Indeno[1,2,3-cd]pyren 0,0393 5,09 % -0,12 % 12
Dibenzo[a,e]pyren 0,0397 5,48 % 1,78 % 6
Anthanthren 0,0360 10,31 % -8,60 % 5
Coronen 0,0371 8,29 % -5,59 % 6
Dibenzo[a,ilpyren 0,0364 8,03 % -4,59 % 7
Dibenzo[a,h]pyren 0,0374 13,39 % 2,74 % 5
] 5 Mittelwert RSD Abweichung Anzahl
[ug/Filter] Referenzwert Datensdtze
5-Methylchrysen 0,0798 11,27 % 1,57 % 8
BaP 0,0818 7,94 % -7,04 % 12
Dibenzo[a,l]pyren 0,0732 6,45 % -2,95 % 6
Dibenz[a,h]anthracen 0,0768 9,53 % -5,67 % 11
Indeno[1,2,3-cd]pyren 0,0784 6,50 % -1,40 % 12
Dibenzola,e]pyren 0,0791 8,94 % 0,74 % 8
Anthanthren 0,0718 11,44 % -8,48 % 5
Coronen 0,0778 9,82 % -1,90 % 8
Dibenzo[a,i]pyren 0,0742 8,34 % -4,87 % 7
Dibenzol[a,h]pyren 0,0788 7,92 % 9,74 % 6

Wie in der Tabelle dargestellt, liegt die RSD bei 5-13 % fiir Level 1 und bei 6-11 % fiir Level 2. Im Schnitt

kann fir Level 1 und 2 eine RSD von 9,02 bzw. 8,82 % ermittelt werden. Dies entspricht in etwa der

durchschnittlichen Varianz in etablierten Ringversuchen ohne eigene Probenahme*?? und impliziert

eine sehr gute GleichmaRigkeit der Filterbelegung bzw. eine sehr gute Leistungsfahigkeit der

teilnehmenden Laboratorien.

Vergleicht man die Streuung der Teilnehmerdaten fir die EPA-PAK und alle nicht-EPA-PAK, wird

deutlich, dass die Varianz bei den EPA-PAK etwas niedriger ist: 7,15 gegen 9,81 % fiir Level 1 und 7,99

gegen 9,17 % fir Level 2. Dies spiegelt wider, dass die Analyse der EPA-PAK bereits etabliert ist. Zudem

lagen fur die EPA-PAK die meisten auswertbaren Datenséatze vor. Fir eine bessere Vergleichbarkeit der

beiden Analytgruppen waren gleich groRe Datensatze erforderlich.
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4.2.7.4 Detaillierte Betrachtung der Labore

Im Folgenden sollen die Z-Scores der Labore naher betrachtet werden. Die grafische Darstellung der Z-

Scores fir die beiden Konzentrationsniveaus ist in Abbildung 47 gezeigt.
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Abbildung 47: Grafische Darstellung der Z-Scores der Teilnehmenden des Ringversuchs fiir Level 1 (oben) und
Level 2 (unten); Z-Scores <3 sind gelb dargestellt, >3 rot.

Die Z-Scores zeigen, wie nah die Messergebnisse der einzelnen Labore am Referenzwert liegen. Zudem
wird durch diese Darstellung erneut bestatigt, bei welchen Analyten die geringste Streuung auftritt,
beispielsweise bei Indeno[1,2,3-cd]pyren. Die farblich hervorgehobenen Z-Scores korrelieren mit den

AusreiRern des Typs E (Mittelwert auerhalb des Toleranzbereichs) und F (| Z-Score | 23,5).

Betrachtet man die Z-Scores der einzelnen Labore, stechen einige Auffilligkeiten ins Auge.
Beispielsweise liegen die Z-Scores von Labor 203 fir Anthanthren und Dibenzo[a,h]pyren bei beiden

Konzentrationsniveaus extrem hoch (-4,54 und -6,06 bzw. -5,08 und -6,70). Die Betrachtung der
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Einzelwerte zeigt, dass die von diesem Labor ermittelten Gehalte auf den Filtern etwa um den Faktor
2 vom Referenzwert abweichen. Das Labor hat bereits als Kooperationspartner an den Testserien
teilgenommen (Labor 3); in der dritten Testserie lagen die Ergebnisse dieses Labors fiir die beiden
genannten Analyten ebenfalls deutlich unterhalb des Durchschnitts (vgl. Kapitel 4.2.6.3). Auf
Nachfrage wurde bestatigt, dass es sich um ein Problem mit der Kalibration, also um einen

systematischen Fehler handelt.

Ebenfalls auffallig sind die Messwerte von Labor 130. Dieser Teilnehmer hat nur die drei EPA-PAK
analysiert, allerdings wurden alle Messwerte auf beiden Konzentrationsniveaus als AusreiRer
identifiziert: Zwei Messwerte auf Level 1 lagen auRerhalb des Toleranzbereichs und wurden so als Typ-
E-Ausreifer klassifiziert, bei den anderen Messwerten handelt es sich aufgrund der hohen
Laborstandardabweichung um Ausreiller des Typs C. Die hohe Laborstandardabweichung wird bei
Betrachtung einzelner Analyten im Vergleich zu den anderen Teilnehmenden deutlich, wie in

Abbildung 48 am Beispiel von BaP (Level 1) dargestellt ist.
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Abbildung 48: Einzeldarstellung der Ergebnisse des Ringversuchs fiir BaP auf Level 1.

In der Grafik sind die fiir BaP ermittelten Ergebnisse fiir die drei Filter pro Labor zusammengefasst. Die
Messwerte sind nach aufsteigender Konzentration des Labormittelwerts sortiert. Bei allen Laboren
auBer Labor 130 liegen die Messwerte flir die drei Filter nah beieinander, sodass die
Varianzhomogenitdt nach Cochran gegeben ist. Bei Labor 130 hingegen weichen die Ergebnisse der
Filter voneinander ab; der dritte Messwert liegt so niedrig, dass er in der Grafik nicht mehr dargestellt
wird. Der Mittelwert liegt auBerhalb des Toleranzbereichs, somit handelt es sich um einen AusreiRer

der Typen Cund E.

Auch fiir Dibenz[a,h]anthracen und Indeno[1,2,3-cd]pyren wurden die Messwerte des Labors 130
aufgrund der hohen Laborstandardabweichung als Ausreifer identifiziert, die Ergebnisse zeigen eine
dhnliche Verteilung wie bei BaP. So kdnnte die hohe Differenz zwischen den ermittelten Werten fir

den PAK-Gehalt auf die zugesandten Filter zuriickzufiihren sein. Das Labor féllt jedoch auch bei den
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Filtern auf Level 2 wegen seiner hohen Laborstandardabweichung auf. Hier liegen die Messwerte eher

im Uberdurchschnittlich hohen Bereich, wie in Abbildung 49 zu sehen ist.
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Abbildung 49: Einzeldarstellung der Ergebnisse des Ringversuchs fiir Indeno[1,2,3-cd]pyren auf Level 2.

Da der Mittelwert bei allen drei EPA-PAK innerhalb des Toleranzbereichs liegt, handelt es sich hierbei
um Typ-C-Ausreiller. Die Wahrscheinlichkeit, dass dem Labor auf beiden Konzentrationsniveaus
»Schlechte” Filter zugeschickt wurden, ist sehr gering, zumal die Filter flr jedes Labor zufallig aus der
Gesamtheit der 70 belegten Filter ausgewahlt wurden. Labor 130 verwendet als einziger Teilnehmer
im Rahmen der Probenaufarbeitung ein Gerat fir die Losemittelextraktion unter erhéhtem Druck.
Dieses Gerat stellt eine potenzielle Fehlerquelle dar, sodass evaluiert werden muss, ob die
Laborstandardabweichung durch eine Re-Kalibrierung des Extraktionsgerats oder ggf. durch eine

Anderung der Aufarbeitungsmethode reduziert werden kann.

Vergleicht man die Ergebnisse der HPLC-Labore mit denen der GC-MS-Labore, ist kein Trend
erkennbar. Auf Level 1 weist die Gruppe der HPLC-Labore bei vier Analyten die geringere Varianz auf,
hinsichtlich der Abweichung vom Referenzwert zeigt sie bei drei PAK die besseren Werte. Hingegen ist
die RSD der HPLC-Labore auf Level 2 bei sechs Analyten geringer, die Abweichung vom Referenzwert
bei zwei Analyten. Somit kdnnen keine allgemeingiiltigen Aussagen dariber getroffen werden, ob
eines der beiden Analysensysteme fiir die Messung des PAK-Gehalts auf den Filtern besser geeignet
ist. Die GC-MS-Labore verwenden zumeist einen internen Standard zur Beriicksichtigung von Verlusten
wahrend der Probenaufarbeitung, wahrend sich die HPLC-Labore auf eine externe Kalibration
beziehen. Jedoch ist zu beachten, dass von den 14 Datenséatzen nur vier mithilfe einer HPLC-Methode

ermittelt wurden.

Zum Schluss soll verglichen werden, ob die Kooperationspartner aus den Testserien bessere Ergebnisse
erzielt haben als die anderen Teilnehmenden. Die Halfte der 14 Datensdtze stammt von den
Kooperationspartnern, welche zumeist alle zehn Analyten untersucht haben. Hingegen beschranken
sich die Ergebnisse der anderen Labor zum GroRteil auf die drei EPA-PAK. Daher ist ein Vergleich nur

bei den drei EPA-PAK sinnvoll. Dabei wird deutlich, dass die Kooperationspartner sowohl in Bezug auf

103



4 Ergebnisse & Diskussion

die Streuung als auch auf die Abweichung vom Referenzwert die besseren Ergebnisse erzielen. Dies
wird auch anhand der durchschnittlichen Z-Scores deutlich; beispielsweise liegt der Z-Score lber alle
Kooperationspartner fir BaP auf dem unteren Konzentrationsniveau bei 0,539, wahrend der
Durchschnitt fur alle anderen Teilnehmenden mit 1,165 mehr als doppelt so hoch ist. Diese
Beobachtung wiederholt sich auch bei den anderen beiden EPA-PAK auf beiden
Konzentrationsniveaus. Ahnlich verhilt es sich mit der Streuung in Form der RSD, welche bei den
Kooperationspartnern zumeist geringer ist (z. B. 6,42 gegen 10,01 % bei BaP, Level 1). Dies zeigt, dass
diese Labore bereits durch die Teilnahme an den Testserien ihre Methoden Uberprifen und ggf.
verbessern oder anpassen konnten. Somit ist zu erwarten, dass sich die Ergebnisse der Labore, die zum

ersten Mal am Ringversuch teilgenommen haben, im Laufe weiterer Ringversuche verbessern werden.
Fazit:

Als Schlussfolgerung aus den Ergebnissen des Ringversuchs lasst sich festhalten, dass die in dieser
Arbeit etablierte Methode zur Belegung der Filter auch bei den Teilnehmenden zu zufriedenstellenden
Ergebnissen fiihrt. Durch die Vergleichbarkeit der Streuung der Daten mit anderen Ringversuchen des
IFA wird die GleichmaRigkeit der Filterbelegung bestatigt. Die Z-Scores zeigen zudem, dass die meisten
Teilnehmenden Messwerte nah am Referenzwert ermittelt haben. Dies bestdtigt die gute
Extraktionseffizienz von den PTFE-Filtern und die Eignung des Referenzmaterials zur Nutzung im

Ringversuch.
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Das erste Ziel dieser Arbeit war die Entwicklung zweier analytischer Methoden fiir die Messung
héhermolekularer PAK an Arbeitsplatzen. Dazu wurden eine HPLC-FLD-Methode sowie eine GC-MS-
Methode entwickelt, optimiert und validiert. Die statistischen Parameter der beiden Methoden wie
die Sensitivitat und die Linearitat wurden miteinander verglichen. Dieser Vergleich ergab, dass die GC-
MS-Methode insgesamt eine hohere Sensitivitdt und einen gréBeren linearen Messbereich aufweist.
Die GC-MS-Methode ist mit einer Analysenzeit von ca. zwei Stunden pro Messung jedoch nur schwierig
umsetzbar in die Routine- und Auftragsanalytik. Die HPLC-Methode hingegen erlaubt eine kiirzere
Analysenzeit und weist insbesondere fir die schwerfliichtigen PAK ebenfalls eine gute Sensitivitat auf.
Allgemein ist die GC-MS-Methode vor allem fir leichter flichtige PAK besser geeignet, die HPLC-
Methode eher fiir schwerfliichtige Analyten. Dies entspricht den Erwartungen, da die schwerfllichtigen
PAK hohe Siedepunkte (=400 °C) aufweisen, die die Verdampfung im GC-MS erschweren. Durch die
Verwendung eines FLD ist die HPLC-Methode fiir alle PAK ausreichend empfindlich und erreicht bei
den meisten Analyten die Anforderungen des Mindestmessbereichs, der sich an der

Akzeptanzkonzentration von BaP als Leitsubstanz orientiert.

Der zweite Teil der Arbeit behandelte die Entwicklung eines Referenzmaterials fiir hdhermolekulare
PAK, welches in Ringversuchen verwendet werden soll. Zundchst wurde eine Auswahl an PAK fiir das
Referenzmaterial getroffen. Dabei lag der Fokus auf Analyten, die ein kanzerogenes Potenzial
aufweisen. Weitere Kriterien waren die Verfligbarkeit geeigneter Analysenstandards sowie die
Relevanz fiir Arbeitsplatze mit PAK-Belastung. Auf dieser Basis wurden elf PAK ausgewahlt, von denen
drei zu den EPA-PAK gehoren. Die zuvor etablierten analytischen Methoden wurden an diese elf
Analyten angepasst, um eine optimale Trennung bei moglichst kurzer Analysenzeit und maoglichst

hoher Sensitivitat zu erreichen.

AnschlieBend wurde der Produktionsprozess fiir das Referenzmaterial entwickelt. Dazu wurden
verschiedene Gerdte und Methoden getestet. Zundchst wurden zwei Gerate verwendet, die auf einer
piezoelektrischen Dosierung beruhen und bei wassrigen Losungen Tropfen im pL- bzw. nL-Bereich
herstellen konnen. Jedoch konnte bei beiden Gerdate keine stabile und reproduzierbare
Tropfenherstellung erreicht werden, da die PAK-Standards in Acetonitril vorliegen und somit eine zu
geringe Viskositat und Oberflachenspannung aufweisen. Auch eine Anreicherung der Dosierldsung mit
viskositatssteigernden Substanzen brachte keinen Erfolg. Final wurde sich flr die Dosierung der PAK-
Losung mittels Mehrfachdispenser-Pipette entschieden, da so reproduzierbare Tropfen mit <1%

Streuung dosiert werden konnten.
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Der nachste Schritt umfasste die Bestimmung des optimalen Basismaterials fiir das Referenzmaterial.
Zunachst wurden ausschlieRlich Quarzfaserfilter verwendet, da sich diese bei der Dosierung von
Tropfen im nL- und pL-Bereich als besser erwiesen haben gegeniiber wasserabweisenden Materialien.
Da durch die Dosierung mittels Mehrfachdispenser-Pipette aber das Problem abperlender Tropfen zu
beherrschen war, wurden auch PTFE-Filter in Erwdagung gezogen und auf ihre Eignung untersucht.
Parallel dazu wurden Versuche zur Maximierung der Wiederfindungsraten der PAK von den Filtern
durchgefihrt. Durch diese Versuche sollte auch untersucht werden, ob bzw. welche Schritte der
Probenaufarbeitung einen Einfluss auf die Extraktionseffizienz der Filter haben. In diesem
Zusammenhang wurde festgestellt, dass Adsorptionseffekte von PAK an Kunststoff — und zu geringen

Anteilen auch an Glasoberflachen — eine Minderung der Extraktionseffizienz verursachen kénnen

Weiterhin konnte festgestellt werden, dass die PTFE-Filter eine geringere Streuung der
Messergebnisse aufweisen und die Extraktionseffizienz von Tag zu Tag konsistenter ist als bei den
Quarzfaserfiltern. Aufgrund dessen wurden als Basis fiir das Referenzmaterial unlaminierte PTFE-Filter
ohne Polymer-Stiitzschicht ausgewahlt. Zudem wurde Toluol als Losemittel mit der besten
Extraktionseffizienz fir PAK identifiziert, wobei die Unterschiede zur Extraktion mit anderen
Losemitteln wie Acetonitril/Methanol gering sind. Durch die Variation der Extraktionsbedingungen
konnte die Wiederfindungsrate von Dibenzo[a,l]lpyren bei Dosierung im Mischstandard nicht
gesteigert werden. Hingegen wurde festgestellt, dass dieses Problem durch die separate Dosierung auf

dem Filter als Einzelstandard umgangen werden kann.

Die einzelnen Anpassungsschritte des Produktionsprozesses wurden sowohl durch interne Messungen
als auch durch externe Kontrollen evaluiert. In drei Testserien wurden Filter produziert, im Rahmen
der Qualitatskontrolle intern analysiert und zur Validierung der GleichmaRigkeit des PAK-Gehalts an
externe Labore verschickt. Diese haben ihre eigenen Aufarbeitungs- und Analysenmethoden
verwendet, um den PAK-Gehalt auf den Filtern zu messen, analog zum Vorgehen bei Ringversuchen.
Die Ergebnisse der externen Labore spiegelten dabei in den meisten Fallen die Schlussfolgerungen aus
der internen Qualitdtskontrolle der Testserien wider, beispielsweise dass der unlaminierte Filter eine
geringere Streuung der Ergebnisse aufweist als der Filter mit Stitzschicht (s. Kapitel 4.2.6.3). Die
sukzessive Verbesserung des Produktionsprozesses flihrte schlieRlich zu einer RSD der intern

gemessenen Filter von < 2 %.

Diese hohe Reproduzierbarkeit konnte in einem ersten Ringversuch bestatigt werden. Die Streuung
der Analyten lag zwischen 5,09 und 13,54 %, die durchschnittliche RSD von 8,92 % entspricht in etwa
dem Durchschnitt der Streuung anderer Ringversuche am IFA ohne eigene Probenahme. Dabei wichen
die Mittelwerte lber alle teilnehmenden Labore maximal 9,74 % vom Referenzwert (der internen
Qualitatskontrolle) ab, was die Richtigkeit des PAK-Gehalts bzw. der internen Qualitdtskontrolle sowie

die Leistungsfahigkeit der teilnehmenden Labore belegt. Aus den Gesamtdatensatzen fir die beiden
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Konzentrationsniveaus wurden einige Labormittelwerte aufgrund einer hohen
Laborstandardabweichung lber die drei zugeschickten Filter eliminiert. Bei zwei Teilnehmern ist eine
Systematik der AusreiRer erkennbar, welche auf eine fehlerhafte Kalibration hindeutet. Bei den
anderen Ausreiflern handelt es sich jedoch um Einzelfélle, sodass hier zufallige Fehler wahrend der

Probenaufarbeitung als Griinde fir die hohe Varianz heranzuziehen sind.

Durch die guten Ergebnisse des Ringversuchs konnte nachgewiesen werden, dass der in dieser Arbeit
etablierte Herstellungsprozess zur Belegung der Filter zu einer hohen GleichmaRigkeit und
Reproduzierbarkeit des PAK-Gehalts auf den Filtern flihrt. Die so hergestellten Filter sind fir die

Nutzung im Ringversuch geeignet und erfiillen das zuvor genannte Kriterium von Streuungen < 3 %.
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Bei ausreichend vielen Teilnehmern wird der Ringversuch fiir h6hermolekulare PAK in Zukunft jahrlich
angeboten, ggf. sogar halbjahrlich. Dabei kann die Konzentration jedes einzelnen PAK durch die
Anpassung der Dosierldsung bzw. des dosierten Volumens variiert werden. Auch eine Anderung der
Zusammensetzung der Dosierlésung ist moglich, sodass einzelne Analyten ausgetauscht werden
kénnen. Da der Produktionsprozess bereits etabliert ist, muss bei solchen Anderungen nur noch
Uberprift werden, wie hoch die Wiederfindungsraten liegen und ob die Analyten auf den Filtern stabil
sind. Zudem kann der Produktionsprozess auf andere partikulare Schadstoffe angewendet werden, die

an Arbeitsplatzen relevant sind und fiir die ein Ringversuch etabliert werden soll.

Die im Ringversuch verwendeten Filter konnten bisher bei der Probenahme an Arbeitspldtzen nicht
verwendet werden, da die geringe PorengrofRe den Luftfluss der Probenahmepumpe behindert.
Jedoch wiére ein direkter Vergleich in der Praxis mit Filtern mit Polymer-Stitzschicht, wie sie
Ublicherweise im MGU verwendet werden, interessant, um zu untersuchen, ob die im Labor
beobachteten Unterschiede hinsichtlich der Extraktionseffizienz auch in der Praxis auftreten. Dazu
misste also zunachst eine Pumpe entwickelt werden, die trotz des hohen Widerstands des Filters
einen stabilen Luftstrom erzeugt. AnschlieRend kann der Filter in Realprobenahmen getestet und mit

dem Ublicherweise verwendeten Filter verglichen werden.

Sollte die Herstellung eines Referenzmaterials in Serien mit > 500 Filtern in Erwdgung gezogen werden,
ware die Entwicklung eines Gerats zur (semi-)automatisierten Belegung erforderlich. Dazu konnte die
Dosierung mittels Pipette oder Spritze dhnlich zu einem Autosampler genutzt werden. Die Entwicklung
eines solchen Gerats konnte aus Zeitgriinden jedoch nicht mehr im Rahmen dieser Arbeit umgesetzt
werden. Ebenso waren weitere Lagerstudien notwendig, da die hier durchgefiihrte Stabilitatsstudie
andeutet, dass bei einzelnen PAK (5-Methylchrysen, BaP und Indeno[1,2,3-cd]pyren) bei Lagerzeiten

von mehr als drei Monaten Verluste auftreten kdnnen.
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Anhang 1: Ubersicht Gber die verwendeten Chemikalien und Verbrauchsmaterial

Tabelle 31: Hersteller, Konzentration und Reinheit der GC-MS-Standards.

Substanz Hersteller Konzentration Losemittel Reinheit
[ng/mL] [%]

1-Methylpyren Sigma-Aldrich Feststoff - 98,9
1-Methylnaphthalin Acros Organics Feststoff - 98,2
2-Methylnaphthalin Alfa Aesar Feststoff - 99,1
1,6-Dimethylnaphthalin Dr. Ehrenstorfer Feststoff - 99,9
2,3-Dimethylnaphthalin Acros Organics Feststoff - 99,0
5-Methyichrysen Dr. Ehrenstorfer 10,00 Cyclohexan 99,7
Acenaphthen Dr. Ehrenstorfer 200,0 Dichlormethan 99
Acenaphthylen Dr. Ehrenstorfer 199,9 Dichlormethan 97,6
Anthanthren Dr. Ehrenstorfer 10,00 Cyclohexan 99,0
Anthracen Dr. Ehrenstorfer 199,9 Dichlormethan 99,2
Benzo[a]anthracen Dr. Ehrenstorfer 199,9 Dichlormethan 98,7
Benzo[b]fluoranthen Dr. Ehrenstorfer 200,0 Dichlormethan 99,9
Benzo[k]fluoranthen Dr. Ehrenstorfer 199,9 Dichlormethan 98,9
Benzo[g,h,i]perylen Dr. Ehrenstorfer 199,9 Dichlormethan 97,3
Benzo[a]pyren Dr. Ehrenstorfer 200,0 Dichlormethan 98,3
Benzo[e]pyren Dr. Ehrenstorfer 201,8 Dichlormethan 98,4
Chrysen Dr. Ehrenstorfer 200,2 Dichlormethan 96
Coronen Dr. Ehrenstorfer 10,0 Cyclohexan 96,0
Cyclopenta[c,d]pyren Dr. Ehrenstorfer 10,01 Cyclohexan 99,7
Dibenz[a,h]anthracen Dr. Ehrenstorfer 200,2 Dichlormethan 98
Dibenzo[a,e]fluoranthen Community Feststoff - 99,0

Bureau of

Reference
Dibenzo[a,e]pyren Dr. Ehrenstorfer 200,4 Dichlormethan 98,6
Dibenzo[a,h]pyren Dr. Ehrenstorfer 200,2 Dichlormethan 97,8
Dibenzo[a,i]pyren Dr. Ehrenstorfer 199,8 Dichlormethan 98,7
Dibenzo[a,l]pyren Dr. Ehrenstorfer 199,6 Dichlormethan 99,3
Dibenzo[e,l]pyren Toronto Research  Feststoff - -

Chemicals
Fluoranthen Dr. Ehrenstorfer 200,0 Dichlormethan 98,6
Fluoren Dr. Ehrenstorfer 199,9 Dichlormethan 99,8
Indeno[1,2,3-cd]fluoranthen Dr. Ehrenstorfer 10,0 Cyclohexan 99,5
Indeno[1,2,3-cd]pyren Dr. Ehrenstorfer 200,0 Dichlormethan 98
Naphthalin Dr. Ehrenstorfer 200,0 Dichlormethan 99,8
Perylen Dr. Ehrenstorfer 200,9 Dichlormethan 99,0
Phenanthren Dr. Ehrenstorfer 200,1 Dichlormethan 98,9
Pyren Dr. Ehrenstorfer 200,0 Dichlormethan 98,5
Naphthalin D8 Dr. Ehrenstorfer Feststoff - 98,27
Chrysen D12 Dr. Ehrenstorfer Feststoff - 99,27
Benzo[a]pyren D12 Dr. Ehrenstorfer Feststoff - 98,08
Benzo[g,h,i]perylen D12 Dr. Ehrenstorfer Feststoff - 96,83

119



8 Anhang

Tabelle 32: Hersteller, Konzentration und Reinheit der HPLC-Standards. Alle Standards liegen in Acetonitril vor.

Substanz Hersteller Konzentration Reinheit [%]
[ng/mL]
1-Methylpyren Dr. Ehrenstorfer 10,0 98,9
1-Methylnaphthalin Dr. Ehrenstorfer 10,0 98,2
2-Methylnaphthalin Dr. Ehrenstorfer 10,0 99,1
1,6-Dimethylnaphthalin Dr. Ehrenstorfer 10,0 99,9
2,3-Dimethylnaphthalin Dr. Ehrenstorfer 10,0 99,0
5-Methylchrysen Dr. Ehrenstorfer 10,0 99,7
Acenaphthen Dr. Ehrenstorfer 10,00 99,6
Acenaphthylen Dr. Ehrenstorfer 9,99 99,2
Anthanthren Dr. Ehrenstorfer 10,0 99,0
Anthracen Dr. Ehrenstorfer 9,98 99,5
Benzo[a]anthracen Dr. Ehrenstorfer 9,99 98,7
Benzo[b]fluoranthen Dr. Ehrenstorfer 10,01 99,7
Benzolj]lfluoranthen Dr. Ehrenstorfer 10,0 96,0
Benzo[k]fluoranthen Dr. Ehrenstorfer 10,02 98,5
Benzo[g,h,i]perylen Dr. Ehrenstorfer 10,00 94,2
Benzo[a]pyren LGC Standards 100,00 99,9
Benzo[e]pyren Dr. Ehrenstorfer 10,02 98,4
Chrysen Dr. Ehrenstorfer 10,06 99,9
Coronen Dr. Ehrenstorfer 10,0 96,0
Cyclopenta[c,d]pyren Dr. Ehrenstorfer 10,1 99,7
Dibenz[a,h]anthracen Dr. Ehrenstorfer 10,00 98,5
Dibenzo[a,e]fluoranthen Dr. Ehrenstorfer 10,0 99,0
Dibenzo[a,e]pyren Dr. Ehrenstorfer 10,0 98,6
Dibenzo[a,h]pyren Dr. Ehrenstorfer 10,0 97,8
Dibenzo[a,i]pyren Dr. Ehrenstorfer 10,0 98,7
Dibenzo[a,l]pyren Dr. Ehrenstorfer 10,0 99,3
Fluoranthen Dr. Ehrenstorfer 10,01 98,5
Fluoren Dr. Ehrenstorfer 10,01 99,0
Indeno[1,2,3-cd]fluoranthen Dr. Ehrenstorfer 10,0 99,5
Indeno[1,2,3-cd]pyren Dr. Ehrenstorfer 100,02 99,6
Naphthalin Dr. Ehrenstorfer 10,00 99,4
Perylen Dr. Ehrenstorfer 9,98 99,0
Phenanthren Dr. Ehrenstorfer 9,98 99,0
Pyren Dr. Ehrenstorfer 9,99 98,7
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Tabelle 33: Hersteller und Reinheit der verwendeten Lésungsmittel.

Substanz Hersteller Reinheit

Aceton Merck 299,8 %

Acetonitril J.T. Baker 299,95 %

Cyclohexan Merck 299,8 %

Dichlormethan Merck >299,8%

Methanol J.T. Baker 299,8 %

n-Hexan Merck >299,9%

Toluol Merck >999%

Wasser Milli-Q® Aufbereitungsanlage

Tabelle 34: Ubersicht iiber das verwendete Laborverbrauchsmaterial.
Artikel Spezifikation Hersteller Artikelnummer
Kleingerate

Kreisschittler VXR basic Vibrax®, 32 Platze, bis IKA 0002819000
2200 rpm

Ultraschallbad Sonorex Super RK 103 H Bandelin 326

Analysenwaage Typ FA-210-4i, 0,0001 bis 210 g Faust 51011985

Spritzenvorsatzfilter

Spritzenvorsatzfilter PTFE (hydrophil), 0,45 um VWR 514-1276
PorengréRe, 13 mm Durchmesser

Spritzenvorsatzfilter PTFE (hydrophob), 0,45 pum VWR 514-1255
PorengréRe, 13 mm Durchmesser

Spritzenvorsatzfilter PTFE, 0,45 um PorengrofRe, VWR 514-1253
25 mm Durchmesser

Spritzenvorsatzfilter PTFE, 0,45 um PorengrolRe, J.T.Baker Giber SF01-20P
13 mm Durchmesser VWR

Spritzenvorsatzfilter PTFE, 0,22 um PorengrofRe, J.T.Baker Giber SFO1-16P
13 mm Durchmesser VWR

Spritzenvorsatzfilter PTFE, 0,2 um PorengroRe, 13 mm  Pall 4422
Durchmesser

Spritzenvorsatzfilter CHROMAFIL, PTFE, 0,45 pm Macherey-Nagel 729209
PorengréRe, 13 mm Durchmesser

Spritzenvorsatzfilter CHROMAFIL, PTFE, 0,2 um Macherey-Nagel 729208
PorengréRe, 13 mm Durchmesser

Spritzenvorsatzfilter CHROMAFIL, Cellulose, 0,45 um Macherey-Nagel = 729255
PorengréRe, 15 mm Durchmesser

Pipetten und -spitzen

Mehrfachdispenser- Multipette® E3, 1-Kanal, 1 pL- eppendorf 4987000371

Pipette 50 mL

Pipettenspitzen fir Combitips® advanced 10 mL eppendorf 0030089464

Mehrfachdispenser Maximalvolumen

Pipettenspitzen fir Combitips® advanced 5 mL eppendorf 0030089456

Mehrfachdispenser Maximalvolumen

Pipettenspitzen fir Combitips® advanced 2,5 mL eppendorf 0030089448

Mehrfachdispenser Maximalvolumen

Pipettenspitzen fur Combitips® advanced 1 mL eppendorf 0030089430

Mehrfachdispenser

Maximalvolumen
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Pipettenspitzen fur
Mehrfachdispenser
Pipettenspitzen flr
Mehrfachdispenser
Pipettenspitzen fir
Mehrfachdispenser
Kolbenhubpipette

Kolbenhubpipette
Pipettenspitzen
Pipettenspitzen

Einwegpipetten

Pipelet Pipes
Pipelet Pipes
Pipelet Pipes
Pipelet Pipes
Pipelet Pipes
Einweg-Reservoir
Laborschlauch
Laborschlauch

PTFE-Filter
PTFE-Filter
PTFE-Filter

PTFE-Filter
PTFE-Filter

Quarzfaserfilter

Sterican®-Kanilen
Injekt® Einmalspritze
Schraubkappen

Kurzgewindeflaschchen

Bordelkappen

Flaschchen mit
Bordelhals
Mikroeinsatz

Schraubkappen
Gewindeflaschen

Combitips® advanced 0,5 mL
Maximalvolumen

Combitips® advanced 0,2 mL
Maximalvolumen

Combitips® advanced 0,1 mL
Maximalvolumen

Research® plus, 1-Kanal, 100-
1000 pl variables Volumen

Research® plus, 1-Kanal, 0,5-5 mL

variables Volumen

epT.l.P.S.® Standard, 50-1000 uL,
blau

epT.l.P.S.® Standard, 0,1-5 mL,
farblos

2,0 mL, unsteril

eppendorf
eppendorf
eppendorf
eppendorf
eppendorf
eppendorf
eppendorf

ratiolab

Zubehor zum Nanoliter-Dispenser

125-S, coated
200-S, coated
200-S, uncoated
500-S, coated
500-S, uncoated
1000 pL
TYGON®, 1 m
PTFE, 1 m
Filter

1 um PorengrofRe, 37 mm
2 um Porengrofle, 37 mm
Fluoropore™, 3 um PorengroRe,
37 mm
Fluropore™, 1 um PorengroRe,
37 mm
Zefluor™, 1 um PorengroRe,
37 mm, mit Support-Pad
QMA-Grade, 37 mm

Sonstiges
Gr.1
2 ml, Luer-Ansatz
Polypropylen, Silikon-Septum,
1 mm Starke, ND9-Gewinde
Braunglas, flacher Boden, 1,5 mL
Volumen, ND9-Gewinde
N11, Dichtung Naturkautschuk
N11, flach, Rollrand, 1,5 mL
Volumen
Flr Kurzgewindeflaschchen ND9,
0,1 mL Volumen
Polypropylen, ND15 ohne Loch
8 mL Volumen, Gewinde 15-425

BioFluidix
BioFluidix
BioFluidix
BioFluidix
BioFluidix
BioFluidix
BioFluidix
BioFluidix

SKC
SKC
Merck

Merck
Pall

Whatman

B. Braun
B. Braun
VWR

VWR

Macherey-Nagel
Macherey-Nagel

VWR

VWR
VWR

0030089421

0030089413

0030089405

3123000063

3123000071

0030000919

0030000978

2600135

PJ-12511
PJ-20011
PJ-20010
PJ-50071
PJ-50070
VM-20101
VM-20053-1m
VM-20065-1m

225-3705
225-3748
FSLW03700

FALP03700

P5PLO37

1851-037

4657519
4606027V
548-0085

548-0030A

702001
702892

548-0310A

548-0861A
548-0821
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Tabelle 35: Siedepunkte der PAK, die im Ringversuch verwendet werden.¢!

Substanz Siedepunkt Substanz Siedepunkt
5-Methyichrysen 411 °C Dibenzol[a,e]pyren 514 °C
Anthanthren 405 °C Dibenzo[a,h]pyren 514 °C
Benzo[a]pyren 496 °C Dibenzo[a,i]pyren 514 °C
Coronen 525 °C Dibenzo[a,l]pyren 514 °C
Dibenz[a,h]anthracen 524 °C Indeno[1,2,3-cd]pyren 536 °C
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Anhang 2: Rohdaten der Validierung

Tabelle 36: Ubersicht iiber die fiir die Analyse verwendeten Wellenldngen der einzelnen PAK und ihre
Retentionszeiten.

Analyt Detektor Wellenlange Retentionszeit
Naphthalin FLD 320 nm 9,10 min
Acenaphthylen DAD 225 nm 9,46 min
1-Methylnaphthalin FLD 320 nm 13,36 min
2-Methylnaphthalin FLD 320 nm 14,20 min
Acenaphthen FLD 320 nm 14,81 min
Fluoren FLD 320 nm 15,30 min
Phenanthren FLD 320 nm 15,65 min
2,3-Dimethylnaphthalin FLD 320 nm 16,93 min
1,6-Dimethylnaphthalin FLD 320 nm 17,13 min
Anthracen FLD 405 nm 18,50 min
Fluoranthen FLD 452 nm 19,75 min
Pyren FLD 405 nm 20,64 min
Cyclopenta[c,d]pyren DAD 225 nm 23,03 min
1-Methylpyren FLD 405 nm 23,33 min
Benzo[a]anthracen FLD 405 nm 23,62 min
Chrysen FLD 405 nm 24,33 min
5-Methyichrysen FLD 405 nm 24,85 min
Benzoljlfluoranthen DAD 225 nm 25,78 min
Benzo[e]pyren FLD 405 nm 25,96 min
Benzo[b]fluoranthen FLD 430 nm 26,36 min
Perylen FLD 430 nm 26,46 min
Benzo[k]fluoranthen FLD 430 nm 27,35 min
Benzo[a]pyren FLD 405 nm 28,30 min
Dibenzo[a,l]pyren FLD 430 nm 29,10 min
Dibenz[a,h]anthracen FLD 405 nm 29,81 min
Benzo[ghi]perylen FLD 430 nm 30,83 min
Dibenzo[a,e]fluoranthen FLD 320 nm 31,58 min
Indeno[1,2,3-cd]pyren FLD 320 nm 31,76 min
Indeno[1,2,3-cd]fluoranthen FLD 405 nm 32,74 min
Dibenzo[a,e]pyren DAD 225 nm 32,89 min
Anthanthren FLD 430 nm 33,84 min
Coronen FLD 452 nm 35,20 min
Dibenzol[a,i]pyren FLD 452 nm 38,07 min
Dibenzo[a,h]pyren FLD 452 nm 40,85 min
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Tabelle 37: Nachweis- und Bestimmungsgrenzen (NWG und BG) der GC-MS- und HPLC-Methoden in ng/mL.

GC-MS HPLC

NWG BG NWG BG
Naphthalin <0,1 0,1 6 8
2-Methylnaphthalin 0,1 0,2 1 2
1-Methylnaphthalin 0,1 0,2 8 10
1,6-Dimethylnaphthalin 0,2 2 10 20
2,3-Dimethylnaphthalin 0,3 2 10 20
Acenaphthylen 0,1 0,2 8 10
Acenaphthen 0,1 0,3 2 3
Fluoren 0,1 0,3 0,1 0,2
Phenanthren 0,1 0,3 -
Anthracen 0,1 0,3 0,1 0,2
Fluoranthen <0,1 0,1 1 2
Pyren <0,1 0,1 0,2 0,3
1-Methylpyren 0,1 0,4 1 2
Benzo[a]anthracen 0,2 0,6 0,9 1
Chrysen 0,2 0,4 <0,1 0,1
Cyclopenta[c,d]pyren 10 20 10 20
5-Methyichrysen 0,3 0,9 0,1 0,2
Benzo[b]fluoranthen 0,1 0,3 0,3 0,4
Benzo[k]fluoranthen 0,1 0,3 <0,1 0,1
Benzo[e]pyren 0,1 0,3 <0,1 0,1
Benzo[a]pyren 0,2 0,4 0,1 0,2
Benzo[j]fluoranthen - 9 10
Perylen 0,1 0,4 0,3 0,4
Indeno[1,2,3-cd]fluoranthen 0,2 0,5 -
Dibenz[a,h]anthracen 0,3 0,9 0,9 1
Indeno[1,2,3-cd]pyren 1 2 0,9
Benzo[g,h,i]perylen 0,1 0,4 0,3 0,4
Anthanthren 0,3 0,8 0,3 0,5
Dibenzo[a,e]fluoranthen 0,4 2 10 20
Dibenzol[a,l]pyren 0,6 2 0,2 0,3
Dibenzo[a,e]pyren 0,7 4 10 20
Coronen 0,5 3 3 8
Dibenzo[e,l]pyren 5 30 -
Dibenzo[a,i]pyren 2 9 1 2
Dibenzo[a,h]pyren 2 9 0,6 0,9
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Tabelle 38: Linearitdt der GC-MS-Methode fiir die einzelnen untersuchten Messbereiche anhand des
Bestimmtheitsmafes R

0,1-1 ng/mL 1-10 ng/mL 10-100 ng/mL  90-900 ng/mL

Naphthalin 0,97276 0,9887 0,97123 0,99146
2-Methylnaphthalin 0,97262 0,98827 0,97432 0,99144
1-Methylnaphthalin 0,98927 0,98779 0,97396 0,9914
1,6-Dimethylnaphthalin - 0,98534 0,97521 0,99123
2,3-Dimethylnaphthalin - 0,98437 0,976 0,99088
Acenaphthylen 0,98841 0,9555 0,98003 0,99479
Acenaphthen 0,98698 0,95166 0,98192 0,99479
Fluoren 0,98272 0,95162 0,9823 0,99434
Phenanthren 0,98881 0,95732 0,9714 0,99414
Anthracen 0,99291 0,96442 0,98351 0,99357
Fluoranthen 0,99187 0,97595 0,97879 0,99392
Pyren 0,99226 0,97454 0,97836 0,9937
1-Methylpyren 0,98411 0,98918 0,97753 0,99434
Benzo[a]anthracen - 0,99118 0,97442 0,99482
Chrysen 0,9775 0,991 0,97564 0,99447
Cyclopenta[c,d]pyren - 0,92089 0,97193 0,99455
5-Methylchrysen - 0,99189 0,9758 0,99449
Benzo[b]fluoranthen 0,9894 0,98711 0,97489 0,99495
Benzo[k]fluoranthen 0,97225 0,98708 0,97518 0,99516
Benzo[e]pyren 0,98612 0,97917 0,97617 0,9945
Benzo[a]pyren 0,97898 0,98538 0,97481 0,99538
Perylen 0,99249 0,99017 0,97421 0,99499
Indeno[1,2,3-cd]fluoranthen 0,99261 0,99083 0,97119 0,99563
Dibenz[a,h]anthracen - 0,98404 0,97003 0,9954
Indeno[1,2,3-cd]pyren 0,93614 0,98689 0,96938 0,99547
Benzo[g,h,i]perylen 0,96001 0,98985 0,974 0,99525
Anthanthren - 0,98432 0,96964 0,99485
Dibenzo[a,e]fluoranthen - 0,97628 0,97034 0,99509
Dibenzol[a,l]pyren - 0,99297 0,97243 0,99492
Dibenzo[a,e]pyren - 0,98129 0,96629 0,99439
Coronen - 0,98807 0,97048 0,99507
Dibenzo[e,l]pyren - - 0,9463 0,98531
Dibenzo[a,i]pyren - - 0,96459 0,99433
Dibenzo[a,h]pyren - - 0,95292 0,99461
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Tabelle 39: Linearitét der HPLC-Methode fiir die einzelnen untersuchten Messbereiche.

0,1-1 ng/mL 1-10 ng/mL 10-100 ng/mL  90-900 ng/mL

Naphthalin - - 0,99003 0,91613
2-Methylnaphthalin - 0,96632 0,99468 0,93412
1-Methylnaphthalin - - 0,99052 0,91925
1,6-Dimethylnaphthalin - - - 0,90658
2,3-Dimethylnaphthalin - - - 0,98127
Acenaphthylen - - 0,98600 0,91846
Acenaphthen - 0,99209 0,98481 0,92995
Fluoren 0,98971 0,97004 0,99034 0,83690
Phenanthren - 0,96136 - -

Anthracen 0,98967 0,97210 0,99347 0,89140
Fluoranthen - 0,97043 0,99132 0,84635
Pyren 0,98948 0,97006 0,99195 0,85124
1-Methylpyren - 0,95925 0,99119 0,94535
Benzo[a]anthracen - 0,98066 0,99044 0,96859
Chrysen 0,98246 0,97339 0,99209 0,87677
Cyclopenta[c,d]pyren - - 0,98476 0,90074
5-Methylchrysen 0,96264 0,97006 0,99160 0,88662
Benzo[b]fluoranthen 0,98422 0,97260 0,98534 0,77494
Benzo[k]fluoranthen 0,99691 0,97023 0,96807 0,77258
Benzo[e]pyren 0,96756 0,97252 0,99505 0,89167
Benzo[a]pyren 0,98609 0,96736 0,96498 0,90982
Benzolj]lfluoranthen - - 0,99191 0,99113
Perylen 0,97101 0,97348 0,98909 0,77494
Dibenz[a,h]anthracen - 0,97169 0,99368 0,96059
Indeno[1,2,3-cd]pyren - 0,96161 0,99576 0,95305
Benzo[g,h,i]perylen 0,98994 0,97102 0,99421 0,87713
Anthanthren 0,95596 0,96656 0,99385 0,87938
Dibenzo[a,e]fluoranthen - - 0,99153 0,94809
Dibenzol[a,l]pyren 0,96336 0,96298 0,99405 0,78538
Dibenzo[a,e]pyren - - 0,98161 0,94773
Coronen - - 0,99078 0,93890
Dibenzo[a,i]pyren - 0,98620 0,99471 0,95052
Dibenzo[a,h]pyren - 0,96132 0,99534 0,94656
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8 Anhang

Anhang 3: Stabilitatsstudien der Filter
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8 Anhang

Anhang 4: Ergebnisse der externen Labore in den Testserien

Tabelle 45: Ergebnisse der ersten Testserie in ug pro Filter, Mittelwert aus der Doppelbestimmung der drei Filter

pro Labor; CcdP: Cyclopentalc,d]pyren.

CcdP 5MC BaP DBalP DBahA IndP Anth Cor DBaiP DBahP
10,0089 0,0393 0,0843 0,0371 0,0530 0,0508 0,0289 0,0640 0,0688 0,0080
g 20,0050 0,0421 0,0610 0,0181 0,0523 0,0548 0,0162 0,0685 0,0595 0,0050
f‘. 3 0,0076 0,0448 0,0938 0,0405 0,0568 0,0583 0,0288 0,0723 0,0740 0,0079
1 0,011 0,049 0,062 0,045 0,051 0,059 0,020 0,090 0,068 0,008
% 2 0,010 0,053 0,081 0,056 0,056 0,063 0,035 0,097 0,090 0,010
E 3 0,022 0,060 0,120 0,074 0,063 0,071 0,047 0,110 0,110 0,012
10,0022 0,0451 0,0656 0,0305 0,0553 0,0579 0,0177 0,0806 0,0563 0,0040
g 20,0025 0,0416 0,0619 0,0213 0,0547 0,0556 0,0237 0,0747 0,0582 0,0040
f‘. 3 0,0086 0,0497 0,0891 0,0353 0,0615 0,0638 0,0310 0,0863 0,0728 0,0057
1 0,0582 0,0307 0,0554 0,0413 0,0431 0,0401 0,0163 0,0351
E 2 0,0814 0,0366 0,0922 0,0616 0,0504 0,0474 0,0195 0,0363
f‘i 3 00731 0,0352 0,0863 0,0580 0,0493 0,0463 0,0181 0,0406
1 0,0966 0,0542 0,0888
030 2 0,1213 0,0665 0,0972
f‘. 3 0,1246 0,0658 0,0964
1 0,0831 0,0567 0,0608
°§ 2 0,0957 0,0526 0,0557
f‘i 3 0,0757 0,0442 0,0463

5MC: 5-Methylchrysen; DBalP: Dibenzol[a,l]pyren; DBahA: Dibenz[a,hlanthracen; IndP: Indeno[1,2,3-cd]pyren;
Anth: Anthanthren; Cor: Coronen; DBaiP: Dibenzo[a,i]lpyren; DBahP: Dibenzo[a,h]pyren
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8 Anhang

Tabelle 48: Ergebnisse fiir den Filter mit Stiitzschicht der dritten Testserie in ug pro Filter, Mittelwert aus der
Doppelbestimmung der drei Filter pro Labor.

5MC BaP DBalP DBahA IndP DBaeP Anth Cor DBaiP DBahP
1 0,042 0,083 0,048 0,078 0,047 0,053 0,040 0,049 0,036 0,040
‘g 2 0,051 0,083 0,049 0,078 0,046 0,052 0,040 0,048 0,036 0,038
f‘. 3 0,042 0,085 0,048 0,077 0,047 0,052 0,039 0,048 0,036 0,038
1 0,0468 0,0453 0,0317 0,0445 0,0488 0,0406 0,0404 0,0510 0,0447 0,0512
; 20,0458 0,0453 0,0297 0,0425 0,0438 0,0405 0,0395 0,0489 0,0442 0,0499
E 3 0,0458 0,0487 0,0269 0,0449 0,0459 0,0418 0,0411 0,0499 0,0452 0,0508
1 0,047 0,045 0,043 0,039 0,046 0,046 0,022 0,044 0,037 0,018
‘g 2 0,048 0,045 0,043 0,040 0,047 0,046 0,025 0,045 0,038 0,017
f‘. 3 0,048 0,045 0,043 0,040 0,048 0,047 0,025 0,045 0,039 0,019
1 0,0563 0,0506 0,0438 0,0388 0,0452 0,0488 0,0396 0,0480 0,0411 0,0389
g 2 0,0563 0,0506 0,0435 0,0392 0,0458 0,0486 0,0387 0,0484 0,0402 0,0379
E 3 0,0561 0,0502 0,0433 0,0388 0,0450 0,0480 0,0382 0,0485 0,0398 0,0382
1 0,0830 0,0578 0,0408 0,0500 0,0639 0,0502 0,0410 0,0434 0,0462 0,0426
Ig 2 0,0834 0,0578 0,0390 0,0499 0,0640 0,0506 0,0420 0,0437 0,0479 0,0426
f‘i 3 0,0840 0,0592 0,0398 0,0489 0,0622 0,0495 0,0431 0,0418 0,0485 0,0409
1 10,0387 0,0391 0,0252 0,0358 0,0400 0,0307 0,0338 0,0343 0,0289 0,0310
g 2 0,0392 0,0378 0,0280 0,0340 0,0392 0,0303 0,0352 0,0323 0,0277 0,0306
E 3 0,0395 0,0398 0,0248 0,0368 0,0410 0,0323 0,0353 0,0330 0,0277 0,0314
1 0,0452 0,0497 0,0410 0,0454 0,0426 0,0404 0,0379 0,0411 0,0346 0,0344
% 2 10,0448 0,0492 0,0399 0,0460 0,0421 0,0408 0,0379 0,0416 0,0352 0,0340
f‘i 3 0,0446 0,0490 0,0398 0,0462 0,0421 0,0414 0,0375 0,0410 0,0352 0,0336

5MC: 5-Methylchrysen; DBalP: Dibenzol[a,l]pyren; DBahA: Dibenz[a,hlanthracen; IndP: Indeno[1,2,3-cd]pyren;

DBaeP:
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Dibenzo[a,e]pyren;
Dibenzo[a,h]pyren

Anth:

Anthanthren; Cor:

Coronen;

DBaiP:

Dibenzo[a,i]pyren;

DBahP:



8 Anhang

Tabelle 49: Ergebnisse fiir den unlaminierten Filter der dritten Testserie in ug pro Filter, Mittelwert aus der
Doppelbestimmung der drei Filter pro Labor.

5MC BaP DBalP DBahA IndP DBaeP Anth Cor DBaiP DBahP
1 0,047 0,098 0,045 0,075 0,048 0,053 0,045 0,050 0,049 0,046
‘g 2 0,048 0,099 0,047 0,078 0,049 0,052 0,047 0,051 0,050 0,046
f‘. 3 0,050 0,105 0,049 0,082 0,051 0,056 0,052 0,053 0,053 0,049
1 0,0466 0,0457 0,0376 0,0422 0,0485 0,0442 0,0380 0,0474 0,0416 0,0490
; 2 0,0467 0,0477 0,0340 0,0431 0,0488 0,0431 0,0390 0,0459 0,0414 0,0468
E 3 0,0460 0,0477 0,0294 0,0431 0,0478 0,0435 0,0396 0,0466 0,0404 0,0469
1 0,048 0,047 0,043 0,041 0,053 0,051 0,030 0,051 0,049 0,024
‘g 2 0,048 0,047 0,045 0,042 0,054 0,051 0,031 0,051 0,050 0,025
f‘. 3 0,047 0,046 0,043 0,041 0,054 0,051 0,028 0,050 0,049 0,024
1 0,0545 0,0500 0,0438 0,0423 0,0463 0,0492 0,0408 0,0488 0,0428 0,0423
g 2 0,0561 0,0509 0,0438 0,0404 0,0463 0,0488 0,0406 0,0512 0,0436 0,0420
E 3 0,0537 0,0491 0,0437 0,0401 0,0457 0,0485 0,0405 0,0488 0,0420 0,0419
1 0,0642 0,0526 0,0389 0,0458 0,0480 0,0455 0,0404 0,0434 0,0405 0,0371
Ig 20,0597 0,0532 0,0401 0,0453 0,0503 0,0485 0,0441 0,0458 0,0435 0,0399
f‘i 3 0,0629 0,0521 0,0398 0,0443 0,0491 0,0466 0,0420 0,0452 0,0434 0,0392
1 10,0365 0,0393 0,0279 0,0361 0,0406 0,0306 0,0323 0,0351 0,0325 0,0326
g 2 0,0357 0,0395 0,0315 0,0368 0,0414 0,0312 0,0323 0,0418 0,0369 0,0331
E 3 0,0336 0,0383 0,0299 0,0360 0,0403 0,0310 0,0314 0,0407 0,0367 0,0335
1 0,0444 0,0501 0,0430 0,0465 0,0427 0,0406 0,0427 0,0437 0,0414 0,0410
% 2 0,0453 0,0514 0,0411 0,0478 0,0439 0,0420 0,0445 0,0441 0,0427 0,0420
f‘i 30,0458 0,0513 0,0405 0,0481 0,0436 0,0424 0,0443 0,0444 0,0424 0,0411

5MC: 5-Methylchrysen; DBalP: Dibenzol[a,l]pyren; DBahA: Dibenz[a,hlanthracen; IndP: Indeno[1,2,3-cd]pyren;

DBaeP: Dibenzo[a,e]pyren;

Dibenzo[a,h]pyren

Anth:

Anthanthren; Cor:

Coronen;

DBaiP:

Dibenzo[a,i]pyren;

DBahP:
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8 Anhang

Tabelle 50: Ergebnisse der Teilnehmenden des Ringversuchs fiir Level 1 in ug pro Filter, Mittelwert liber alle drei
Filter, AusreifSer sind farblich hervorgehoben.

Labor- 5MC BaP DBalP DBahA IndP DBaeP Anth Cor DBaiP DBahP
Nr.

1 0,0457 0,0327 0,0473

13 0,0327 0,0400 0,0337 0,0367 0,0363 0,0367 0,0327 0,0350 0,0320 0,0327
33 0,0365 0,0423 0,0317 0,0381 0,0408 0,0409 0,0346 0,0374 0,0363 0,0322
52 0,0452 0,0409 0,0417

130 0,0288 0,0301 0,0324

150 0,0471 0,0446 0,0340 0,0365 0,0383 0,0390 0,0398 0,0324 0,0385 0,0441
200 0,0370 0,0399 0,0378 0,0380 0,0386 0,0385 0,0328 0,0374 0,0336 0,0398
203 0,0360 0,0380 0,0377 0,0330 0,0393 0,0400 0,0197 0,0400 0,0357 0,0147
231 0,0376 0,0436 0,0349 0,0412 0,0403 0,0384 0,0560 0,0406 0,0403 0,0372
238 0,0380 0,0386 0,0393

248 0,0353 0,0347 0,0373

266 0,0384 0,0422 0,0437 0,0431

267 0,0398 0,0339 0,0369

519 0,0419 0,0440 0,0374 0,0383 0,0398 0,0430 0,0402 0,0415 0,0384 0,0380

5MC: 5-Methylchrysen; DBalP: Dibenzol[a,l]pyren; DBahA: Dibenz[a,h]anthracen; IndP: Indeno[1,2,3-cd]pyren;
DBaeP: Dibenzo[a,e]pyren; Anth: Anthanthren; Cor: Coronen; DBaiP: Dibenzol[a,ilpyren; DBahP:

Dibenzo[a,h]pyren

Tabelle 51: Ergebnisse der Teilnehmenden des Ringversuchs fiir Level 2 in ug pro Filter, Mittelwert liber alle drei
Filter, AusreifSer sind farblich hervorgehoben.

Labor- 5MC BaP DBalP DBahA IndP DBaeP Anth Cor DBaiP DBahP
Nr.

1 0,0900 0,0653 0,0863

13 0,0677 0,0827 0,0677 0,0750 0,0757 0,0757 0,0647 0,0703 0,0677 0,0750
33 0,0731 0,0851 0,0749 0,0771 0,0811 0,0848 0,0695 0,0828 0,0765 0,0695
52 0,0876 0,0744 0,0747

130 0,0919 0,0864 0,0885

150 0,0917 0,0872 0,0686 0,0772 0,0740 0,0749 0,0731 0,0639 0,0739 0,0863
200 0,0778 0,0813 0,0805 0,0770 0,0793 0,0815 0,0663 0,0755 0,0681 0,0849
203 0,0727 0,0747 0,0733 0,0657 0,0787 0,0790 0,0353 0,0783 0,0697 0,0260
231 0,0771 0,0910 0,0733 0,0894 0,0872 0,0851 0,1093 0,0849 0,0837 0,0792
238 0,0742 0,0724 0,0698

248 0,0720 0,0697 0,0790

266 0,0746 0,0737 0,0886 0,0862

267 0,0828 0,0702 0,0741

519 0,0880 0,0887 0,0758 0,0800 0,0809 0,0866 0,0853 0,0802 0,0801 0,0781

5MC: 5-Methylchrysen; DBalP: Dibenzol[a,l]pyren; DBahA: Dibenz[a,h]anthracen; IndP: Indeno[1,2,3-cd]pyren;
DBaeP: Dibenzol[a,e]pyren; Anth: Anthanthren; Cor: Coronen; DBaiP: Dibenzo[a,i]pyren; DBahP:

Dibenzo[a,h]pyren
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