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1. Einleitung

Organophosphorhaltige Flammschutzmittel (OPFSM) sind Triester der Phosphorsdure. Sie
werden in grolen Mengen hergestellt und in weiten Bereichen des tidglichen Lebens einge-
setzt. Die industrielle Herstellung erfolgt durch die Umsetzung des entsprechenden Alkohols
mit Phosphoroxychlorid.

OPFSM werden Kunststoffen als Weichmacher und Flammschutzmittel additiv zugesetzt. Die
Entscheidung fiir das jeweilige Flammschutzmittel ist dabei abhéingig von den gewiinschten
Eigenschaften des Endprodukts wie Flexibilitit, Grad des Flammschutzes und Robustheit.
Seit einigen Jahren werden OPFSM verstidrkt zur Substitution bromhaltiger Flammschutz-
mittel eingesetzt. Daher stieg zwischen 2001 und 2006 der Verbrauch an OPFSM um fast
10 % an [1]. Unter anderem ist dieser Anstieg auf das Verbot der bromierten Diphenylether
(BDE) penta-BDE und octa-BDE in der EU mit dem Inkrafttreten der RoHS (Restriction of
certain Hazardous Substances) im August 2004 zuriickzufiihren [2]. Seit Juli 2008 ist der Ein-
satz von deca-BDE ebenfalls untersagt, weshalb in den kommenden Jahren mit einem zusitz-
lichen Anstieg beim Verbrauch von OPFSM zu rechnen ist. Ein weiterer Grund fiir die Her-
steller auf die Verwendung bromhaltiger Flammschutzmittel zu verzichten und Alternativen
wie beispielsweise OPFSM in ihren Produkten einzusetzen ist das Inkrafttreten der WEEE-
Richtlinie (Waste of Electrical and Electronic Equipment) [3]. Darin sind Wiederverwendung,
Recycling und Verwertung von Elektro- und Elektronikabfall geregelt. Den Herstellern ent-
stehen dabei durch die Auflage Bauteile mit bromierten Flammschutzmitteln getrennt sam-
meln zu miissen zusitzliche Kosten. Daher wird auch in diesem Bereich ein Ersatz durch
OPFSM angestrebt.

Die Substitution der bromhaltigen Flammschutzmittel durch chlorierte organophosphorhaltige
Flammschutzmittel ist jedoch bedenklich, da diese im Verdacht stehen Krebs auszulosen, was
fiir einzelne Flammschutzmittel bereits im Tierversuch belegt wurde (vgl. Kapitel 7).

In den Fokus der Offentlichkeit gelangten die organophosphorhaltigen Flammschutzmittel
unter anderem durch die Untersuchungen von Carlsson et al 1997 [4], der die Riickstidnde der
Substanzen in Innenrdumen nachwies. Die halogenierten Flammschutzmittel wurden in die 2.
und 4. Prioritéitenliste der EU aufgenommen, da die Datenlage in Bezug auf Metabolismus
und Toxikologie unzureichend war.

Die ungeniigende Kenntnis des Gefahrenpotenzials von OPFSM ist vor allem deshalb proble-
matisch, weil sie als nicht-reaktive Additive dem Polymer bei der Produktion beigemengt

werden und nicht chemisch an das Material gebunden sind. In der Folge konnen sie durch
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Diffusion kontinuierlich an die Umwelt abgegeben werden. Nach der Verteilung in Wasser,
Boden und Luft kdnnen sie so zu einer ubiquitdren Exposition fiihren.

Das Ausmal der Exposition schwankt dabei sehr stark je nach der Art der verwendeten Bau-
materialien, Mobel und Elektrogeriten. Oftmals sind die Expositionsquellen jedoch nicht
einfach auszumachen, wie beispielsweise bei der Verwendung von TKP in Plastikplanen von
Gewichshdusern aus denen sie durch Regen ausgewaschen werden konnen [5].

Der Eintrag der Flammschutzmittel konnte bereits in zahlreichen Studien in den verschie-
densten Umweltkompartimenten wie Luft, Wasser und Boden nachgewiesen werden. Der
Mensch kann daher jeden Tag in den verschiedensten Situationen mit OPFSM in Kontakt
kommen. Insbesondere der Eintrag der halogenierten Flammschutzmittel in die Umwelt stellt
ein Problem dar. So wurde in zahlreichen Untersuchungen nachgewiesen, dass die haloge-
nierten Flammschutzmittel in Kldranlagen und bei der Trinkwasseraufbereitung mit den aktu-
ell eingesetzten Methoden nicht aus dem Wasser entfernt werden konnen [6-8]. Es kann
folglich zur Anreicherung dieser karzinogenen Substanzen in der Umwelt kommen.

Intensive wissenschaftliche Untersuchungen sind daher unverzichtbar, um eine Gefihrdung

durch OPFSM friihzeitig erkennen und vermeiden zu kénnen.
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2. Physikalische und chemische Eigenschaften

Unter Flammschutzmitteln auf Organophosphat-Basis versteht man eine Gruppe von tertidren
Phosphorséureestern. Sie bestehen aus einem Phosphat-Grundkdrper, dessen Hydroxygruppen
mit Alkyl-, Chloralkyl- oder Arylgruppen verestert wurden. Abbildung 1 zeigt eine allge-

meine Strukturformel der organophosphorhaltigen Flammschutzmittel.

Abbildung 1: Allgemeine Struktur der organophosphorhaltigen Flammschutzmittel

N
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Aus dem breiten Spektrum der organophosphorhaltigen Flammschutzmittel wurden fiir diese
Arbeit sechs Vertreter ausgewihlt. Die Auswahl erfolgte gemif3 der Relevanz der Substanzen
anhand von Produktionsmengen sowie anhand von Literaturdaten zum Vorkommen in der
Umwelt. Es wurde darauf geachtet, Vertreter mit aliphatischen, chlorhaltigen aliphatischen
und aromatischen Resten auszuwdéhlen. Strukturen der Verbindungen sind in Abbildung 2
aufgefiihrt. Die strukturell variierenden Reste haben bei identischem Phosphatgrundkorper
einen starken Einfluss auf die physikalischen Eigenschaften.

Die Molmassen (M) der in dieser Arbeit behandelten Phosphorsduretriester liegen zwischen
266 und 430 g/mol. Triphosphate sind niedrig-schmelzende Feststoffe oder klare Fliissigkei-
ten. Die Schmelzpunkte (Fp) liegen zwischen -79°C und 50°C. Aufgrund des niedrigen
Dampfdrucks gelten phosphorhaltige Flammschutzmittel als mittel bis schwer fliichtig. Diese
Eigenschaft wird bei den vergleichsweise hohen Siedepunkten deutlich. Sie iiberspannen mit
200°C bis 330°C einen weiten Temperaturbereich [9-20].

Ein detaillierter Uberblick iiber die physikalischen Eigenschaften der einzelnen Flamm-
schutzmittel findet sich in Tabelle 1.

In alkalischen Losungen hydrolysieren Trialkylphosphate zu Dialkylphosphaten. Die Di-
alkylphosphate sind auch iiber ldngere Zeit in alkalischem Medium stabil. Im Sauren findet
leicht ein Abbau der Trialkylphosphate zu Phosphorsiure statt [21].



Abbildung 2: Strukturen der ausgewihlten Flammschutzmittel
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Tabelle 1: Physikalische Eigenschaften (M=Molare Masse, Fp=Schmelzpunkt, Kp=Siedepunkt)

[9-20]

M E Dichte Dampfdruck |Loslichkeit in Kp
Bezeichnung Abkirzung| Summenformel | CAS-Nummer [g/mol] [og] [g/cm?] [hPa] Wasser [°C]
mo
g bei 20°C bei 20°C [a/1] bei 5hPa
Tributylphosphat TBP C12H2704P 126-73-8 266,3 -79 0,97 8x10™* 6,00 289
Tri-(2-chloriso-
TCPP CoH;5Cl304P 13674-84-5 327,6 -42 1,29 <2,66 1,60 235-248
propyl)-phosphat
Tri-(2-chlorethyl)-
TCEP CeH12Cl1304P 115-96-8 285,5 -60 1,43 <0,10 8,00 330
phosphat
Triphenylphosphat | TPP CigH150,4P 115-86-6 326,3 48-50 1,19-1,20 <0,01 unléslich 220
_ 563-04-2 (m) .
Trikresylphosphat | TKP Co1H210O4P 368,4 -33 1,16-1,18 1,0x10° 0,36 241-255

78-32-0 (p)
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3. Verbrauch

Nach einer Studie von SRI Consulting betrugt der weltweite Verbrauch an Flammschutz-
mitteln im Jahr 2004 1,5 Mio. Tonnen in einem Gesamtwert von 2,9 Milliarden US $.

Aluminiumtrihydrat nimmt mit 43 % mengenmilig den groBten Anteil am weltweiten
Flammschutzmittelverbrauch ein. Bromierte Verbindungen werden zu 21 % eingesetzt, dicht
gefolgt von phosphorhaltigen Flammschutzmitteln mit einem Anteil von 14 % am weltweiten
Markt. Chlorierte Verbindungen, sowie Antimonoxide spielen eine eher untergeordnete Rolle

[22].

Abbildung 3: Weltweiter Verbrauch an Flammschutzmitteln (basiert auf Daten von [22] aus 2004)
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4. Verwendung

Leicht entziindliche und gut brennbare Kunststoffe kommen heutzutage in vielen Bereichen
zum Einsatz. Holz und Textilien werden Anwendungen zugefiihrt, fiir welche die unbehan-
delten Materialien nicht geeignet sind. Um die Entflammbarkeit dieser Materialien zu verrin-
gern sind Flammschutzmittel erforderlich.

Strukturelle Unterschiede der Flammschutzmittel und das Vorhandensein bzw. die Abwesen-
heit von Halogenatomen beeinflussen die physikalische und chemische Flammschutzwirkung
entscheidend. Alle in dieser Arbeit behandelten Flammschutzmittel konnen auch als Weich-
macher eingesetzt werden, wobei die Ausprigung der weichmachenden Eigenschaften unter-
schiedlich stark ist.

Der iiberwiegende Teil der Flammschutzmittel wird zum Flammschutz von Polymeren aller
Art verwendet. Die Wahl des Flammschutzmittels héngt dabei in erster Linie vom Einsatz-
gebiet, dem Ausgangsmaterial und den gewiinschten Eigenschaften ab [23]. Es gibt drei
unterschiedliche Wege Flammschutzmittel und zu schiitzendes Material zusammen zu brin-
gen. Das Flammschutzmittel wird dem Material entweder zugesetzt (additive Flammschutz-
mittel), reagiert chemisch mit dem Material (reaktive Flammschutzmittel), oder wird in einer
schiitzenden Schicht auf den Gegenstand aufgebracht. Phosphorhaltige organische
Flammschutzmittel werden den Kunststoffen additiv zugesetzt. Das Aufbringen einer Schutz-
schicht von Flammschutzmitteln auf das Material wird vor allem bei Holz und Textilien ein-
gesetzt [23].

Seit einigen Jahren spielt aufgrund der WEEE-Richtlinie (,,waste electrical and electronic
equipment”) der Recyclingaspekt eine wachsende Rolle. Unternehmen wurden darin dazu
verpflichtet, die von ihnen in den Verkehr gebrachten Elektro- und Elektronikgerite fach-
gerecht zu entsorgen und gegebenenfalls zu recyceln. Die verwendeten Flammschutzmittel
sollen daher die Recyclingfihigkeit moglichst nicht beeintridchtigen [3].

TCEP und TCPP werden fast ausschlieBlich in festen und flexiblen Polyurethan (PU)-Schéu-
men eingesetzt. Daneben kommt in diesem Material auch TBP zum Einsatz.
Weitere Anwendungsgebiete fiir TBP sind Entschiumer, feuerbestindige Hydraulikfliissig-
keiten fiir Flugzeuge und Extraktionsmittel bei der Aufarbeitung von Kernbrennstoffen. Eben-
falls in Hydraulikdlen und Kiihlschmierstoffen finden TBP, TPP und TKP Verwendung [13-
15, 24].

TKP kommt insbesondere dann zum Einsatz, wenn strenge brandtechnische Vorschriften zum

Tragen kommen, wie im Bergbau oder in der Bauindustrie. Dort ist TKP in Fordergurten und
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Arbeitsschutzbekleidung enthalten. Daneben kommt es auch in Vinylkunststoffen, Phenolhar-
zen, PVC und Leiterplatten zum Einsatz. In flexiblen Polyurethan-Schiumen kann es als ha-
logenfreier Ersatz fiir TCPP und mehrwertige bromierte Alkohole verwendet werden [13, 25].
TPP hat geringere weichmachende Eigenschaften und ist weniger fliichtig als die iibrigen
Arylphosphate. Die hauptsédchlichen Anwendungsbereiche von TPP sind elektrische Teile und
Automobilteile auf Phenol- und Phenyloxidbasis. Neben diesen wird TPP als Weichmacher in
Polstermdbeln und in Zelluloseacetat fiir fotographische Filme verwendet. In Polycarbonat
und Mischungen von Polycarbonat mit ABS (Acrylnitril-Butadien-Styrol-Terpolymer) dient
TPP als bromfreier Ersatz fiir die bromierten Flammschutzmitte] DBDE (Decabromdiphenyl-
ethan) und EBTPI (Ethylenbis(tetrabromphthalimid)) [15, 25].

Zur Ubersicht sind alle behandelten Flammschutzmittel mit den jeweiligen Anwendungen in

Tabelle 2 zusammengefasst.

Tabelle 2: Einsatzbereiche und Funktionen der Flammschutzmittel

Substanz TBP | TCPP | TCEP | TPP TKP
Flammschutzmittel + + + + +
Weichmacher + + + + +
PU-Schiume + + +

Hydraulikol, + + +
Kiihlschmiermittel

FuBbodenpolitur +

Lacke, Farben, Klebstoffe + +
Entschidumer +

Industrielle Prozesse +

Textilien, Einrichtung + + + +
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5. Wirkungsweise von Flammschutzmitteln

In allen Bereichen unseres tdglichen Lebens sind wir von brennbaren Materialien umgeben.
Elektrogerite, Sofas, Matratzen, Gardinen, all dies sind Gegenstidnde, die ohne die Bei-
mengung von Flammschutzmitteln ein unkalkulierbares Brandrisiko darstellen wiirden. Ent-
scheidend fiir den Brandverlauf sind Brennbarkeit, Entziindbarkeit, Flammausbreitung und

Wirmeabgabe eines Stoffes. Hinter diesen Begriffen verbergen sich Fragen wie:

- Kann ein Gegenstand brennen?

- Wenn er brennbar ist, wann entziindet er sich?
- Wie schnell breiten sich die Flammen aus?

- Wie schnell wird die Wéarme abgegeben?

- Wie grof} ist die insgesamt vorhandene Wirmemenge?

Um diese Fragen beantworten zu konnen muss man sich unter anderem auch mit den

verschiedenen Phasen bei der Entwicklung eines Brandes niher auseinandersetzen [26].

5.1. Entstehung eines Brandes

Setzt man natiirliche und synthetische Polymere Hitze aus, so konnen diese Feuer fangen. Als
Folge einer externen Hitzeeinwirkung kommt es zur Entziindung. Die Entstehung eines Bran-

des erfolgt in vier Phasen:

1.) Autheizen des Polymers

2.) Abbau und Zersetzung des Polymers
3.) Entziindung

4.) Brand und Ausbreitung des Brandes

Phase 1: Aufheizen des Polymers

Durch eine externe Warmequelle nimmt die Temperatur des Materials zu, der Grad der Er-
wiarmung ist dabei abhéngig von der Stirke der Wirmequelle, der spezifischen Wirme des

Materials und der thermischen Leitfihigkeit.
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Phase 2: Abbau und Zersetzung des Polymers

Mit zunehmender Erwidrmung beginnt die Zersetzung des Polymers. Bindungen brechen, das
Material verliert die urspriinglichen Eigenschaften. Gasférmige Verbrennungsprodukte wer-

den freigesetzt.

Phase 3: Entziindung

Die freiwerdenden Gase bilden ein Gasgemisch mit variabler Zusammensetzung. Die Entziin-
dung hingt von der Zusammensetzung des Gemisches und der Verfiigbarkeit von Sauerstoff

ab.

Phase 4: Brand und Ausbreitung des Brandes

Ist ausreichend Hitze vorhanden, so setzt sich der entstandene Brand auch nach Entfernung
der externen Wirmequelle selbststindig fort. Die Geschwindigkeit des Verbrennungsprozes-
ses hingt von der Stirke der erzeugten Hitze, der Weiterleitung der Hitze zum Polymer, der

Oberfldache des Polymers, sowie der Verbrennungsgeschwindigkeit ab.

Ein Flammschutz kann erreicht bzw. verbessert werden, indem jeder dieser Schritte verlang-
samt, oder falls moglich, vollstandig unterdriickt wird [27].
Dabei sind die beiden wesentlichen Ansatzpunkte die Einschrinkung des Wiarmetransfers

zum Polymer und ein Abschneiden des Nachschubs an brennbarem Material [28].

5.2. Arten der Wirkung von Flammschutzmitteln

Grundsitzlich unterscheidet man zwei Arten der Flammschutzwirkung, die chemische und die
physikalische Wirkung. Oftmals treten beide Phinomene simultan auf.

In der ersten Phase der Brandentstehung erwérmt sich das Polymer. Hier wirken Flamm-
schutzmittel, die den Wirmetransfer zum Polymer einschrianken bzw. vollstindig unterbinden
und die Freisetzung brennbarer Gase begrenzen. Erreicht wird das durch die Ausbildung einer
Schutzschicht (coating), die geringe thermische Leitfahigkeit und hohes Reflexionsvermogen
besitzt. Eine solche Schutzschicht bildet sich chemisch, indem das Flammschutzmittel durch
Hitzeeinwirkung eine schaumartige Schutzschicht freisetzt, oder physikalisch, indem der Ab-

bau des Polymers zu Kohle beschleunigt wird [28].
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Stellvertreter fiir die chemische Flammschutzwirkung in dieser Phase sind phosphororgani-
sche Flammschutzmittel, Borverbindungen und chlorierte Paraffine. Schaumbildner sind unter
anderem Ammoniumpolyphosphate und Melamin [27, 29].

In der zweiten Phase wird das Polymer in Folge von Hitzeeinwirkung abgebaut und zersetzt.
Durch die Einflussnahme auf drei Faktoren kann die Entziindung des Polymers verhindert
bzw. verzogert werden. Wirksam sind eine Reduktion der Temperatur, die VergroBBerung des
Abstands der Warmequelle zum Polymer und die Reduktion der Reaktivitit des Polymers.
Die Temperatur des Polymers kann abgesenkt werden, indem sich das Flammschutzmittel
bereits bei geringen Temperaturen endotherm zersetzt. Die Freisetzung von Kristallwasser ist
eine weitere Moglichkeit die Polymeroberfldche abzukiihlen. Fiir diese Wirkung sind Alumi-
nium- und Magnesiumhydroxide bekannt [23]. Nicht zuletzt vergroBert sich der Abstand zwi-
schen Warmequelle und Polymer auch durch thermische Veridnderungen, wie Schmelzen und
Abtropfen. Chemisch stabile Komponenten im Kunststoff fithren zu einer erhohten Wider-
standsfihigkeit des Polymers gegeniiber Hitzeeinwirkung. Dadurch verlidngert sich der Zeit-
raum zwischen dem ersten Kontakt des Polymers zu der Warmequelle und dem Ausbruch
eines Brandes [28].

Damit es in der dritten Phase der Brandentstehung nicht zur Entziindung des Polymers
kommt, muss die Bildung eines brennbaren Gasgemisches verhindert werden.

Bei der Verbrennung von Kohlenwasserstoffen bilden sich Fragmente, die mit Sauerstoff freie
Radikale bilden. Die Bildung von freien Radikalen ist ein stark exothermer Prozess. Wird die-
ser durch geeignete Radikalfidnger unterbrochen, so kiihlt das Polymer ab, es werden weniger
brennbare Gase freigesetzt und der Brand kommt zum Erliegen. Wirksame Radikalféanger sind
Halogenwasserstoffe, die aus halogenhaltigen Flammschutzmitteln freigesetzt werden kon-
nen. Haufig werden halogenhaltige Flammschutzmittel in Verbindung mit Antimonoxiden
eingesetzt, da diese deren Wirkung verstiarken. Bei der Reaktion von Antimonoxid mit freige-
setztem Halogenwasserstoff bildet sich gemidB8 Gleichung 1 Antimonhalogenid. In Form von
dichtem weiflem Rauch 16scht es die Flamme aus, indem es sie vom Sauerstoff abschlief3t. Bei
Verbrennungsprozessen wird immer auch Wasser frei. Dadurch verschiebt sich das Gleich-
gewicht zur linken Seite. Das dabei gebildete Antimonoxid ist in der Lage erneut mit freiwer-

dendem Halogenwasserstoff zu reagierten [29].

Gleichung 1: Sb,0, + 6HX 2SbX; + 3H,0 (X=Cl, Br)
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Die Freisetzung von nicht brennbaren Gasen fiihrt zur Verdiinnung des Gasgemisches und
verhindert so die Entziindung des Polymers. Flammschutzmittel, die inerte Gase freisetzen
konnen, sind anorganische Verbindungen wie Calciumcarbonat, Aluminiumoxidtrihydrat und
Magnesiumhydroxid und organische Stickstoffverbindungen wie Azoverbindungen. Die Bei-
mengung grofer Anteile an nicht brennbaren Fiillstoffen (z.B. Mineralien, wie Talkum), re-
duziert den Brennwert des Polymers erheblich [23, 29].

Alle Mechanismen, die in den ersten beiden Brandphasen wirksam sind, spielen auch in der
dritten Phase eine Rolle. Werden Radikalkettenreaktionen abgebrochen, sinkt die Ziindfdhig-
keit des Gasgemisches. Verkohlt die Oberflidche, so versiegt der Nachschub an brennbarem
Material. Kiihlt das Polymer ab, so verringert sich auch die Temperatur des Gases und es ist

schwerer zu entziinden.

5.3. Funktionsweise phosphorhaltiger Flammschutzmittel

Phosphorhaltige Flammschutzmittel wirken unabhingig von den Resten hauptsichlich in der
Festphase. Der Flammschutz erfolgt durch Verkohlen des zu schiitzenden Materials unter
Freisetzung von Phosphorsiure.

In Gegenwart von Hitze und Sauerstoff hydrolysieren Phosphorsdureester zu Phosphorsiure,

die sich zu Phosphoroxiden und Wasser abbaut (Gleichung 2).

Gleichung 2: Hydrolyse der Phosphorséureester

(0] (0]
L ||

P , Uo P A102 > PZOS + P4_On +H2O
rRo” .\OR Ho™~ .\OH f

n=6,7,8,9
OR OH

Die Phosphoroxide reagieren schrittweise mit dem vorhandenen Polymer und dehydrieren
dieses, wobei Phosphorsiure freigesetzt wird, die wiederum unter Wasserabspaltung zu Phos-
phoroxiden und Wasser reagiert (Gleichung 3). Die Reaktion wiederholt sich so lange, bis

keine Dehydrierung des Polymers mehr moglich ist.
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Gleichung 3: Dehydrierung des Polymers

Polymer-6H, O, A, O,
P,0; - 2HPO, — 2> P05 +P,0, +H0}

n=6,7,8,9

Reagieren die Phosphoroxide mit dem dehydrierten Polymer, so bildet sich phosphoroxidhal-
tige Kohle (Gleichung 4). Diese absorbiert die Hitze der Wiarmequelle und bildet so eine
inerte Schutzschicht an der Oberfliche des Polymers [29].

Gleichung 4: Verkohlung der Polymeroberflache

i A,O
PolymerxH,_  ypo, + ¢ ——2» poOs + PO, +C + HO0]

n=6,7,8,9

P,05

Die Ausbildung der Kohleschicht erfolgt bei allen phosphorhaltigen Flammschutzmitteln un-
abhédngig von den Resten die an den Phosphatgrundkorper gebunden sind. Die unterschied-
lichen Reste haben zusitzliche weichmachende und flammschiitzende Effekte.

Chlorhaltige Reste setzen bei hohen Temperaturen HCI frei, welches, wie in Kapitel 5.2 aus-
fithrlich beschrieben, in der Gasphase als Radikalfinger wirkt. Auerdem haben halogen-
haltige Flammschutzmittel einen geringeren Dampfdruck und sind schlechter in Wasser 10s-
lich, wodurch sie weniger leicht aus dem Polymer herausgelost werden konnen [28].
Organophosphate mit Alkylresten sind im Allgemeinen schlechtere Flammschutzmittel als
solche mit Arylresten, da die Alkylketten selbst hochbrennbar sind [30].

Werden phosphorhaltige Flammschutzmittel in Zellulose eingesetzt, so zersetzen sie diese bei

Bedarf unter Freisetzung von Phosphorsédure zu Kohlenstoff und Wasser [28].
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6. Metabolismus und Toxikokinetik

Phosphororganische Flammschutzmittel konnen in Blut und Urin entweder spontan oder en-
zymatisch hydrolysiert werden. Die enzymatische Hydrolyse erfolgt durch a-Esterasen oder
Phosphorylphosphatasen [31].

Bei der Hydrolyse der Organophosphate durch unspezifische Phosphatasen kommt es zur
Dearylierung bzw. Dealkylierung der Triphosphate [32]. Als Hauptmetabolite entstehen die
entsprechenden Dialkyl- bzw. Diarylphosphate. In einem nachfolgenden Metabolismusschritt
konnen daraus die Monoalkyl- bzw. Monoarylphosphate gebildet werden, der entsprechende
Alkohol wird freigesetzt. Ein allgemeines Metabolismusschema ist in Abbildung 4 gezeigt.
Neben der Hydrolyse spielt die Oxidation eine wichtige Rolle im Metabolismus der Orga-
nophosphate. Oxidiert werden sowohl der freiwerdende Alkohol als auch die Seitenketten des
Tri-, Di- und Monophosphats [33, 34].

Bislang liegen keine Daten zum Metabolismus von organophosphorhaltigen Flammschutz-

mitteln im Menschen vor.

Abbildung 4: Allgemeines Metabolismusschema
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6.1. Tributylphosphat (TBP)

TBP wird oral gut resorbiert. Die dermale Resorption ist stark speziesabhidngig. Zur inhalati-

ven Aufnahme lisst sich aufgrund der eingeschrinkten Datenlage keine Aussage treffen.

Ratten resorbierten TBP nach ein- und mehrmaliger oraler Applikationen von 10 bzw.
350 mg/kg Korpergewicht (KG) vollstindig, unabhingig von Hohe und Anzahl der Einzel-
dosen. Maximale Plasmaspiegel an unverindertem TBP wurden nach 90-140 min (10 mg/kg
KG) bzw. 180-400 min (350 mg/kg KQG) erreicht [35-37].

In Tierversuchen ergaben sich signifikante Speziesunterschiede hinsichtlich der dermalen
Resorption von TBP. Ratten nahmen 40 bzw. 56 % einer Gesamtdosis von 10 bzw.

350 mg/kg KG TBP innerhalb von 6 Stunden dermal auf. Im Minischwein ist die
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Resorptionsrate mit maximal 4 % wesentlich geringer [35-37]. In vivo betrdgt die Haut-
penetrationsrate bei Schweinen 21 pg/cm?/h [38]. Mit 11 pg/cm?h ist die experimentell be-
stimmte Penetrationsrate beim Menschen in vivo und in vitro nur etwa halb so hoch [39].
Berechnet wurden fiir den Menschen Penetrationsraten, die mit 195 ug/cm?h bzw.
155 pg/cm?/h um einen Faktor 10 iiber den experimentell bestimmten liegen [40, 41].

Bei Ratten fanden sich unabhingig vom Applikationsweg sieben Tage nach der Gabe von
14C-markiertem TBP die hochsten Konzentrationen in Muskel-, Haut- und Fettgewebe mit
einer Restradioaktivitit von weniger als 1 % in simtlichem Gewebe und 1,5 % im Restkorper.
Es ist daher nicht von einer relevanten Akkumulation von TBP im Korper auszugehen [42].
TBP wird zu iiber 99 % metabolisiert. Weniger als 1 % unmetabolisiertes TBP wird mit Urin
und Fezes ausgeschieden [35-37]. Nach oraler, intraperitonealer bzw. intravendser Applika-
tion von '*C-TBP wurden bei Ratten bis zu 86 % der Dosis im Urin, 19 % im Fezes und 10 %
in der ausgeatmeten Luft nachgewiesen. Die Gesamtausscheidung betrug bis zu 90 % der ap-
plizierten Dosis [35, 42].

Einen Uberblick iiber den Metabolismus von TBP im Tierversuch gibt Abbildung 5. Die grau
hinterlegten Verbindungen konnten im Tierversuch nachgewiesen werden [42].
Hauptmetaboliten sind Dibutylphosphat (18 %), Monobutylphosphat (4 %) und Butyl-bis-(3-
hydroxybutyl)-phosphat (1 %) [42]. Im Urin konnten 18 oxidierte Stoffwechselprodukte,
darunter Dibutyl-3-hydroxybutyl-phosphat, Butyl-2-hydroxybutylphosphat und Butyl-3-
carboxypropyl-phosphat, nachgewiesen werden, die einen prozentual geringen Anteil am ge-
samten Stoffwechsel ausmachen. [35, 36, 42]. Vermutet wird ein Mechanismus, bei dem die
Seitenketten des TBP unter Bildung von Hydroxy-, Keto- und Sduregruppen oxidiert werden.
Anschlielend werden die oxidierten Butylgruppen enzymatisch hydrolysiert. Es entstehen die
entsprechenden Mono- und Dibutylphosphate [42].

Merkaptursdaurederivate der Butylreste, sowie S-Butylcystein wurden im Urin von Ratten
nachgewiesen [43]. Eine Glucuronidierung der TBP-Metabolite scheint keine Rolle zu
spielen, da eine Behandlung des Urins mit B-Glucuronidase keine Verdnderung im

Metabolitenprofil ergab [35].



Abbildung 5: Metabolismus von TBP in der Ratte (nach [42]) (MBP: Monobutylphosphat, DBP: Dibutylphosphat, TBP: Tributylphosphat, (OH-Bu),P: Butyl-bis-(3-
hydroxybutyl)-phosphat)

/P\

\/\/O(I)O\/\/

TBP
i Q OoH
N gh 2 2 ~~_ O 0
N P NN
o OH ~o~O7LTo 00 OW t

i 0 (OH-Bu),P (1%) '
\ / —— E\ l j \/\/O'i\o\)oi/

O
T
\/\/O CI) O\/\/COOH \/\/O | “OH O/Z\O
HO

i DBP (18%)\ T H;:j;
N \ R

& OH ord el
9 00
_P. OH
o e} COOH Ho™ >0 >
o~ N & O~~~ COOH \/\/o . ~o \/\/o P~on Y\/O 6HO\/Y
H\ H\ KL H\ o OH HO
COOH COOH COOH \ / \ J
0 I
P PN
0”1 OH
Y\/o OHOH \/\/ OH

o MBP (4%)



Metabolismus und Toxikokinetik 27

6.2. Trichlorpropylphosphat (TCPP)

Es liegen kaum Daten zur Aufnahme, Verteilung und Exkretion von TCPP vor. Bis dato ist

die inhalative und dermale Aufnahme von TCPP nicht untersucht.

Minegishi et. al. beobachtete eine rasche orale Resorption von TCPP. Ratten erhielten eine
einmalige oraler Applikation von 16 mg/kg '*C-markiertem TCPP. Bereits nach 3 Stunden
kann TCPP im Korper nachgewiesen werden. Innerhalb der ersten 24 Stunden erfolgt eine
schnelle Ausscheidung aus allen Bereichen des Korpers. In den folgenden 6 Tagen reicht die
Halbwertszeit in den unterschiedlichen Gewebetypen von 45 Stunden in der Leber bis 103 h
im Fettgewebe. Nach 7 Tagen sind 67 % der applizierten Dosis iiber den Urin, 8 % iiber die
Ausatemluft und 22 % iiber den Féazes ausgeschieden. In der Ratte sind noch 0,7 % der appli-
zierten Dosis nachweisbar [44].

Im Urin von Ratten wurden Bis-(2-chlorisopropyl)-phosphat und 1-Carboxyethyl-bis-
(chlorpropyl)-phosphat als Metabolite des TCPP nachgewiesen (vgl. Abbildung 6) [45].

Abbildung 6: Metabolismus von TCPP in Ratten [45]
O

I
P
e
TR
cl //Lj
Cl

TCPP
(Tris-(2-chlorisopropyl)-phosphat)

I

o) o)
: !
o710 o"1>0 H
YT Y™
cl cl //l\j
C

BCPP 1-Carboxyethyl-
(Bis-(2-chlorisopropyl)-phosphat) bis-(2-chlorisopropyl)-phosphat



28 Metabolismus und Toxikokinetik

6.3. Trichlorethylphosphat (TCEP)

Im Tierversuch an Ratten und Mzusen wurde '*C-markiertes TCEP oral und inhalativ gut

resorbiert. Zur dermalen Aufnahme liegen momentan keine Studien vor.

Die Metabolismusraten verschiedener Spezies unterscheiden sich stark. Méuse eliminieren
C-markiertes TCEP innerhalb der ersten acht Stunden nach oraler Verabreichung dreimal
schneller als Ratten [46].

In Bezug auf geschlechtsspezifische Unterschiede ist die Datenlage widerspriichlich. Orale
Applikation von TCEP resultierte bei weiblichen Ratten in zweimal hoheren Plasmaleveln als
bei minnlichen Ratten. Als Ursache wurden sowohl Unterschiede in der Resorptionsge-
schwindigkeit als auch im Lebermetabolismus angegeben [47, 48]. Andere Studien konnten
keine geschlechtsspezifischen Unterschiede aufzeigen [33, 46].

Unabhédngig vom Applikationsweg verteilt sich TCEP bei Ratten rasch in alle Gewebe, vor
allem aber in Leber, Niere und Gehirn. Nach sechs Stunden erreicht die Konzentration im
Gewebe das Maximum [44, 49].

Nach inhalativer Aufnahme erfolgt bei Ratten die Eliminierung von TCEP aus Plasma in zwei
Phasen. Die erste Phase der Elimination verlduft innerhalb von 5 min bis 4 h mit einer Elimi-
nationshalbwertszeit (HWZ) von 1,6 Stunden. Die zweite Phase erfolgt innerhalb von 24
Stunden mit einer Halbwertszeit von 12,4 Stunden [49].

Die Ausscheidung von TCEP nach oraler Applikation bei Ratten erfolgt zu 93,5 % iiber den
Urin, 5,6 % mit dem Fezes und 0,8 % iiber die ausgeatmete Luft [44].

Als Hauptmetabolite von TCEP entstanden bei Ratten und Méusen in vivo und beim Men-
schen in vitro durch den Kontakt mit humanen Lebermikrosomen Bis-(2-chlorethyl)-phosphat
und Bis-(2-chlorethyl)-carboxymethyl-phosphat. Mengenmélig geringere Metabolite sind das
Glucuronid von Bis-(2-chlorethyl)-2-(hydroxyethyl)-phosphat, sowie Chlorethanol und
Thiodiessigsdure [33, 48]. Abbildung 7 zeigt das Metabolismusschema fiir TCEP. Die grau

hinterlegten Verbindungen wurden im Tierversuch bestitigt [46].
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Abbildung 7: Metabolismusschema von TCEP in Ratten und Miusen (nach [46])
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6.4. Triphenylphosphat (TPP)

TPP wird subkutan und oral schlecht resorbiert. Zur dermalen und inhalativen Aufnahme lie-

gen keine Studien vor.

Einen Monat nach subkutaner Applikation konnte bei Ratten, Miusen und Meerschweinchen
unresorbiertes TPP in der Haut nachgewiesen werden. Fiir eine schlechte Resorption nach
oraler Gabe spricht der Nachweis von unresorbiertem TPP im Magen von Meerschweinchen
[50]. Deutliche Unterschiede in der Resorptionsgeschwindigkeit waren bei Killifisch und
Goldfisch zu beobachten. Innerhalb von 72 Stunden absorbierte und metabolisierte der Killi-
fisch die gesamte iiber das Wasser verabreichte Dosis mit einer HWZ von fiinf Stunden. Der
Goldfisch nahm TPP anfangs sehr rasch, spiter deutlich langsamer auf, die HWZ lag bei 100
Stunden [51].

Der Metabolismus von TPP wurde bisher nur in einer Studie an Rattenleberhomogenat un-
tersucht. Im Gegensatz zu anderen Organophosphaten wie TBP und TCPP wurde TPP auch
ohne Zugabe von NADPH durch Lebermikrosomen metabolisiert.

Der aus TPP gebildete Hauptmetabolit ist Diphenylphosphat [52].

6.5. Trikresylphosphat (TKP)

Aufgrund seiner hohen Toxizitdt ist TOKP das am besten erforschte Isomer des TKP. Die
Datenlage fiir die beiden anderen Isomere TmKP und TpKP ist sehr begrenzt. Die inhalative
Resorption ist fiir alle drei Isomere nicht untersucht, tiber die dermale Aufnahme liegen nur
Daten von ToKP vor. Trotz der groBen strukturellen Ahnlichkeit ist ungeklirt, ob und in wie
weit sich die Ergebnisse von Metabolismusstudien an ToKP auf die beiden anderen Isomere
TmKP und TpKP iibertragen lassen. Dies kann nur mit Hilfe entsprechender Studien ab-
schlieend geklart werden [13].

Nach oraler bzw. intravendser Applikation aller "C-markierter TKP-Isomere (o, m, p) wird
bei Ratten von einer guten Absorption berichtet [53]. Nach oraler Dosis von 90 mg/kg TpKP
waren hohe Konzentrationen an TpKP im Fettgewebe, der Leber und Niere nachzuweisen
[34].

Dermale Applikation von 50 mg/kg ['*C]ToKP fiihrt bei Katzen zur raschen Aufnahme und
Verteilung im Korper. Nach 12 Stunden waren an der Applikationsstelle lediglich noch 27 %
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der Radioaktivitdt nachweisbar. Die hochsten Konzentrationen an radioaktiven Verbindungen
befanden sich in Galle, Gallenblase, Blase, Nieren und Leber [54]. Von Menschen wird ToKP
dermal rasch resorbiert. Zwei Probanden wurde auf den Handfl4chen iiber einen Zeitraum von
3,5 Stunden 0,22 bzw. 0,11 g ["*C]-ToKP appliziert. Nach 24 Stunden war im Blut keine
Radioaktivitdt mehr nachweisbar. Die Gesamtausscheidung an ToKP iiber einen Zeitraum
von 72 Stunden betrug 0,1 bzw. 0,4 % [55]. Fiir die dermale Aufnahme kann aufgrund der
dhnlichen physikalischen Eigenschaften angenommen werden, dass die anderen beiden Iso-
mere eine dhnliche Hautgidngigkeit aufweisen [53].

Hinsichtlich der Ausscheidung unterscheiden sich die drei Isomere des TKP. TmKP wird
hauptséchlich iliber den Fezes ausgeschieden [53]. Die Ausscheidung von ToKP erfolgt zu
etwa 70 % tiber den Urin [56]. Fiir TpKP liegt eine Dosisabhingigkeit der Exkretion vor.
Wird Ratten eine orale Dosis von 90 mg/kg TpKP verabreicht, so scheiden sie 77 % mit dem
Fezes, 12 % mit dem Urin und 6 % iiber die Ausatemluft aus. Bei niedrigeren Dosen von
7,8 mg/kg wurde eine Ausscheidung von 41 % iiber den Urin und 44 % iiber Fezes berichtet.
Die Ausscheidung von TpKP erfolgt iiberwiegend in unveridnderter Form [34].

Durch Dearylierung von ToKP werden o-Kresol, o-Kresylphosphat und Di-o-kresylphosphat
gebildet. Die Oxidation einer oder mehrerer Methylgruppen fiihrt zu o-Hydroxybenzaldehyd
und o-Hydroxybenzoesdure. Durch Zyklisierung von Kresyl-hydroxybenzyl-phosphat wird
das toxikologisch hochwirksame Salgenin-o-kresylphosphat gebildet [34, 54-60].

Der Metabolismus von ToKP kann auf m- und TpKP nicht uneingeschrinkt iibertragen
werden. So ist eine Zyklisierung der m- und p-Isomere des TKP aus sterischen Griinden nicht
moglich.

Als Hauptmetabolite von TpKP fanden sich im Urin von Ratten p-Hydroxybenzoesaure, Di-p-
kresylphosphat und p-Kresyl-p-carboxyphenylphosphat. Weitere oxidierte Formen von TpKP
und DpKP wie p-Carboxyphenyl-p-kresyl-phosphat, Di-p-carboxyphenyl-phosphat, Di-p-
kresyl-p-carboxyphenyl-phosphat und  Di-p-carboxyphenyl-p-kresyl-phosphat  konnten
ebenfalls nachgewiesen werden (vgl. Abbildung 8) [34].



Abbildung 8: Metabolismus von TpKP in der Ratte (nach [34]) (MpKP: Mono-p-kresylphosphat, 1-coDpKP: p-Carboxyphenyl-p-kresyl-phosphat , 2-coDpKP: Di-p-carboxy-
phenyl-phosphat, 1-coTpKP: Di-p-kresyl-p-carboxyphenyl-phosphat , 2-coTpKP: Di-p-carboxyphenyl-p-kresyl-phosphat) (nach [34])
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6.6. Zusammenfassung

Mit Ausnahme von TPP werden die im Rahmen dieser Arbeit untersuchten OPFSM oral gut
resorbiert. Die Datenlage zur dermalen und inhalativen Aufnahme ist in vielen Fillen liicken-
haft. Einen Uberblick iiber die Resorption der OPFSM in Abhingigkeit vom Aufnahmeweg
ist in Tabelle 3 gegeben.

Der primédre Ausscheidungsweg der OPFSM ist im Tierversuch iiber den Urin. Eine Aus-
nahme sind TmKP und TpKP in hohen Dosierungen, wo die Eliminierung iiber Fezes iiber-
wiegt. Mit Ausnahme von TPP wurden im Tierversuch neben den entsprechenden
Diphosphaten Metabolite mit oxidierten Seitenketten nachgewiesen. Der Anteil der einzelnen
Metabolite am gesamten Stoffwechsel ist in vielen Fillen ungeklért. Die angegebenen Daten

basieren auf Ergebnissen von Tierversuchen.

Tabelle 3: Resorption der OPFSM (ka: keine Angaben)

oral dermal inhalativ
TBP gut speziesabhingig ka
TCPP gut ka ka
TCEP gut ka gut
TPP schlecht ka ka
ToKP gut gut ka
TmKP gut ka ka
TpKP gut ka ka

Abbildung 9 gibt einen Uberblick iiber die Metaboliten der untersuchen OPFSM im Urin und
den Anteil der urinalen Ausscheidung an der Gesamtausscheidung. Die angegebenen Daten

basieren auf Ergebnissen von Tierversuchen.
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Abbildung 9: Metabolite der untersuchten Flammschutzmittel
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7. Wirkung auf Mensch und Tier

Bei den OPFSM sind an einen identischen Grundkorper strukturell sehr unterschiedliche
Reste gebunden. Aufgrund dieser Unterschiede variieren die toxikologischen Eigenschaften.
Gemeinsamkeiten zeigen sich u.a. in der akuten Toxizitét, die fiir alle sechs behandelten
Flammschutzmittel gering ist. Im Tierversuch kommt es zu keinen oder nur leichten lokalen
Reizungen der Haut, Schleimhaut und der Augen. In Tabelle 4 sind ausgewihlte toxikolo-
gisch bedeutsame Tierstudien aufgefiihrt.

Wie die strukturanalogen phosphorhaltigen Pestizide hemmen auch die OPFSM Acetylcholin-
esterase und Cholinesterase. Acetylcholin kommt im zentralen Nervensystem, speziell an
motorischen und parasympatischen Nervenzellen vor. Dort beendet es die durch Acetylcholin
tibertragenen Nervenimpulse [61]. Die irreversible Hemmung der Acetylcholinesterase erfolgt
durch Bindung des elektrophilen Phosphorrestes an Serin im aktiven Zentrum der Esterase. In
Folge dieser Bindung kommt es zur Anhdufung von Acetylcholin an den Cholinrezeptoren.
Im Verlauf der Vergiftung treten Symptomen wie Trianen- und Speichelfluf3, Koliken, Durch-
fall, Erbrechen, Sehstorungen, Muskelsteife, Tremor, Muskelzuckungen und Sprachstorungen
auf [62].

Insektizide auf der Basis von Organophosphorsiureestern sind als Verursacher von ,,Organo-
phosphat induzierter verzdgerter Neuropathie* (OPIDN) bekannt. Fiir die strukturverwandten
OPFSM wurde bisher keine OPIDN nachgewiesen.

Auf die substanzspezifischen toxikologischen Eigenschaften der unterschiedlichen OPFSM

wird im Folgenden niher eingegangen.



Tabelle 4: Ausgewihlte Tierstudien

Substanz | Spezies Dauer/Dosis Zielorgan Wirkung Lit.
Ratte 24 Monate, Futter Harnblase, E?’ﬁfZLng; gcg}/kl%l}igr[()i/si) und Papillome des Harnblasenepithels 1 [63]
0,9/12, 33/42, 143/182 (9/3) mg/kg KG Leber > 143/182 mg/kg KG: Ubergangszellkarzinome 1
TBP Ratte 2-Generationenstudie, Futter Harnblase, LOAEL: 10-20 mg/kg KG: leichte Hyperplasie des Harnblasenepithels [64]
0, 10-20, 35-70, 160-330 mg/kg KG Leber > 35-70 mg/kg KG: Hypertrophie der Leber, Hyperplasie des Harnblasenepithels
Ratte oral, 10 Tage Fotus > 188 mg/kg KG: Ossifikationsstorungen f, rudimentire Rippen am 1. Lendenwirbel (65]
0, 188, 375, 750 mg/kg KG 750 mg/kg KG: retardierte Osssifikation der Schiddelknochen
oral, 7 Tage . NOEL: 8 mg/kg KG
Ratte 0, 8, 40, 200, 1000 mg/kg KG Niere > 40 mg/kg: Nierengewicht 1 [66]
reee orl 90 Tage Lebergenieht 1 (5 Do
Ratte 0, 52/62, 160/171, 481/570, 1349/1745 Leber, Niere S gew . . [67]
(319 merke KG > 570 mg/kg KG: Lebergewicht 1 (9)
> 160 mg/kg KG: Nierengewichte 1 (3)
oral, 90 Tage LOAEL: 175 mg/kg
Ratte 22,88, 175 mg/kg KG Hoden Spermiendichte 1, Spermienmotilitit | [68]
oral 103 Wochen Niere, NOAEL: 44 mg/kg leichte Hyperplasien des Tubulusepithels der Niere 1
TCEP Ratte 0. 44. 88 ma/ke KG Nervensystem, 88 mg/kg: Nierenadenome 1, Degenerative und nekrotische Verdnderungen an Nervenzellen des [69]
T eke Schilddriise ZNS, Schilddriisentumore 1 (?)
Maus Futter, 18 Monate Niere, Leber, NOAEL: 86 mg/kg [70]
. 17,86, 430, 2143 mg/kg KG Blutzellen > 430 mg/kg Nierenzell- und Leberzelltumore (&), Leukiimie ()
oral, 35 Tage NOAEL: 754 mg/kg
PP Ratte 0, 745, 3632 mg/kg KG Leber 3632 mg/kg Lebergewicht 1 (501
Nebenniere, LOAEL: 50 mg/kg Lisionen an Eierstocken und Nebenniere (RM)
Ratte (R) Schlundsonde, 13 Wochen Eierstocke, > 100 mg/kg Degeneration des Riickenmarks und des Ischiasnervs (M) (53]
Maus (M) | 0, 50, 100, 200, 400, 800 mg/kg ZNS, Hoden, > 200 mg/kg Korpergewicht (RMd3)|, Lebergewicht (M) 1, Thymusgewicht (M) 1
Leber, Thymus | =400 mg/kg Atropie der Samenkanilchen (RM)
TKP Ratte oral, 104 Wochen Eierstocke, NOAEL: 7 mg/kg Serum-Cholinesterase | (53]
0, 3%, 6/7, 13/15 (3/ Q) mg/kg Nebenniere 15 mg/kg (9) Lésionen an Eierstocken, Nebenniere
Mas | Ol Mehrgeneraonenstudic Hoden, der Nebennicre, Konsentation und Beweglchkeit de Spermion 1. abnormale Spermien 1 | (71,72
0, 62,5, 124, 250 mg/kg KG Nebenniere y & P : P :

124 mg/kg (F1) Hoden- und Nebenhodengewicht |
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7.1. Tributylphosphat (TBP)

Im Rahmen dieser Arbeit wird nur das n-Isomer des TBP behandelt. Zielorgane der toxischen
Wirkung von TBP sind im Tierversuch Harnblase, Leber und Hoden. Fetotoxische Effekte

wurden beobachtet.

7.1.1. Akute und subchronische Toxizitit

TBP ist médBig akut toxisch. Die LDso-Werte fiir eine orale Aufnahme von TBP liegen bei
900/1240 mg/kg KG (Maus 9/3) und 1530/1390 mg/kg KG (Ratte 9/J). Schiiden an der
Speiserohre, eine Abnahme des Korper- und Uterusgewichts und Zunahme der Leber-, Nie-
ren- und Hodengewichte wurden in einer Drei-Monats-Fiitterungsstudie beobachtet. Die Au-
topsie ergab eine Schidigung der Nieren [73].

Bei Ratten lag der LDsp-Wert nach intraperitonealen Injektionen bei 215 bis >500 mg/kg KG
[74].

7.1.2. Chronische Toxizitit und Kanzerogenitit

In einer 2-Jahres-Studie zur chronischen Toxizitdt und Kanzerogenitidt wurden je 50 weibli-
chen und minnlichen Ratten Dosen von 9/12, 33/42 und 143/182 mg/kg KG/Tag (9/3) ver-
abreicht. Als ,,no observable effect level (NOEL) fiir die chronische Toxizitit wurden 9/12
mg/kg/Tag (3/9) ermittelt. Ab einer Dosis von 33/42 mg/kg KG zeigte sich eine Zunahme
der Hiufigkeit und Ausprigung der Hyperplasie des Harnblasenepithels, sowie der Blasen-
papillome. Nach Dosen von 182 mg/kg KG wurde bei einigen ménnlichen Tieren eine Rot-
farbung des Urins beobachtet [63]. Die Ergebnisse weiterer Studien zeigen eine Erhohung des
Gewichts der Harnblase nach wiederholter oraler Gabe von TBP [35, 73, 75]. Der toxische
Effekt ist bei ménnlichen Tieren stirker ausgeprigt. So tritt eine Zunahme der Lebergewichte
bei minnlichen Ratten bereits bei geringeren Dosen als bei weiblichen Ratten auf [76]. Eine
mogliche Gefidhrdung des Menschen ist anhand der Ergebnisse der Tierversuche schwer vor-
herzusagen, da Ratten in Bezug auf Harnblasenverinderungen empfindlicher reagieren als der
Mensch [77].

Eine 18-Monats-Studie an Méusen, analog zur Studie an Ratten [63], ergab als NOEL fiir die
chronische Toxizitidt 29 mg/kgKG/Tag fiir weibliche und 24 mg/kg KG/Tag fiir ménnliche

Mause. Bei den beiden hochsten Dosisgruppen wurde eine Zunahme der Lebergewichte beo-
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bachtet. Tiere mit einer Dosis von 640 mg/kg KG und Tag zeigten eine Zunahme an hepato-
zelluldren Adenomen. Veridnderungen der Blase wurden nicht beobachtet [78].

Der ,,Jlowest observed adverse effect level” (LOAEL) liegt in einer 2-Generationen-Studie an
Ratten mit Dosen von 0-330 mg/kgKG/Tag bei 10-20 mg/kgKG/Tag. Es kam zu einer leich-
ten Hyperplasie des Harnblasenepithels (J:Fy, F; 9:Fp). Dosen von 35-70 mg/kgKG/Tag hat-
ten Hyperplasien der Harnblasenepithele (9/3) und eine Hypertrophie der Leber (9:Fy,F;) zu
Folge [64].

7.1.3. Neurotoxizitiit

Untersuchungen an Hennen ergaben weder Nervenschidden noch klinische Zeichen einer
OPIDN [79, 80]. Widerspriichliche Ergebnisse zu neurotoxischen Effekten liefern Studien an
Ratten [81, 82].

7.1.4. Cholinesterasehemmung

Hinsichtlich der Hemmung der Cholinesterase durch TBP wurden Speziesunterschiede beo-
bachtet [83]. Bei erwachsenen Hennen wurde nach einer Einmaldosis von 5 mg/kg in vivo
eine um zwei- bis dreifach hohere Butylcholinesterase-Aktivitit belegt [79]. In-vitro-Studien
liefern widerspriichliche Ergebnisse. Die Cholinesteraseaktivitit des Hamolysats humaner
roter Blutkorperchen und menschlichen Blutplasmas wurden in vitro von TBP gehemmt. Es
zeigte sich eine dosisabhingige Hemmung von Cholinesterase in menschlichem Serum,
jedoch nicht in Ratten- und Rinderserum [83]. Bei in vitro-Untersuchungen an menschlichem

Vollbluthdmolysat war kein hemmender Effekt von TBP nachzuweisen [84].

7.1.5. Reproduktionstoxizitit

Nach 14-tidgiger oraler Verabreichung von 400 mg/kg KG und Tag wurde bei Ratten eine
Degeneration der Samenkanéle des Hodens und Aspermatogenese festgestellt [85]. Erhohte
Hodengewichte wurden in einer 13-Wochen-Studie an Ratten und Miusen dokumentiert [73].
Eine Zweigenerationenstudie an Ratten ergab keinerlei Hinweise auf Reproduktionstoxizitit
oder pathologische Effekte auf die Fortpflanzungsorgane bei oraler Gabe von
0-330 mg/kg KG am Tag. Die Fertilitit wurde nicht beeinflusst [64]. In Studien an trichtigen
Ratten und an Hiihnereiern erwies sich TBP als nicht teratogen [86, 87]. Fetotoxizitit war bei

Ratten in Form von Ossifikationsstérungen und Bildung von rudimentidren Rippen am ersten
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Lendenwirbel nach wiederholten Dosen von 188 mg/kg KG und Tag beobachtet. Dosen von
750 mg/kg KG und Tag hatten eine retardierte Ossifikation der Schiddelknochen zur Folge
[65].

7.1.6. Mutagenit:it

Mutagenen Effekte von TBP waren in in-vitro-Studien nicht nachweisbar [88, 89]. Nach in
vivo Studien an Ratten wird ein nicht genotoxischer Mechanismus der Kanzerogenese ver-

mutet [63].

7.1.7. Toxizitiat beim Menschen

Uber Ubelkeit und Kopfschmerzen wurde von beruflich gegen 15 mg/m3 TBP exponierten
Personen berichtet [90]. Ebenso wurden starke Reizeffekte an Haut, Auge und Respirations-
trakt beobachtet [14, 91]. In anderen Studien erwies sich TBP weder als hautsensibilisierend,

noch kam es zu lokalen Reizeffekten beim Menschen [91, 92].

7.1.8. Klassifizierung

Die Senatskommission zur Priifung gesundheitsschidlicher Arbeitsstoffe der DFG hat TBP in
die Kategorie 4 eingestuft, als krebserzeugenden Arbeitsstoff, bei dem Genotoxizitit keine
oder nur eine untergeordnete Rolle spielt. Bei Einhaltung der MAK- und BAT-Werte ist kein
nennenswerter Beitrag zum Krebsrisiko fiir den Menschen zu erwarten. Der MAK-Wert
wurde zu 1 ppm bzw. 11 mg/m3 festgelegt. Wegen der nachgewiesenen Hautpenetration
wurde TBP als hautresorptiv ,,H* gekennzeichnet und da bei Einhaltung des MAK-Wertes
keine Fruchtschadigung zu erwarten ist wurde es der Schwangerschaftsgruppe C zugeordnet
[93]. Zur lokalen Reizwirkung von TBP liegen keine relevanten Daten vor, wéren jedoch
dringend erforderlich [20].

Die in den USA vom ,,National Institute for Occupational Safety and Health* (NIOSH) verof-
fentlichte maximale Arbeitsplatzkonzentration (recommended exposure limit (REL)) liegt bei
0,2 ppm bzw. 2,5 mg/m3. Der PEL-Wert (permissible exposure limit) der ,,Occupational Safe-
ty & Health Administration® (OSHA) wurde zu 5 mg/m3 festgesetzt [94]. Die ,,American
Conference of Government Industrial Hygienists* (ACGIH) setzte einen Grenzwert (Treshold

limit value (TLV)) von 2,2 mg/m3 fiir TBP fest [95].
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7.2. Trichlorpropylphosphat (TCPP)

Die Datenlage zur Toxizitdt von TCPP ist sehr begrenzt. Die chronische und testikulére
Toxizitdt sind nicht untersucht. Es liegen keine Studien zur Toxizitdt beim Menschen vor. In
Anbetracht des hohen Produktionsvolumens und der breitgeficherten Einsatzgebiete sind
weitere Studien unbedingt erforderlich. Das Zielorgan der toxischen Wirkung von TCPP ist

die Niere.

7.2.1. Akute und subchronische Toxizitiat

Weibliche Ratten erhielten an sieben Tagen eine orale Gabe von bis zu 40 mg/kgKG/Tag. Die
Nierengewichte nahmen signifikant zu, die orale LDs lag bei 1500 mg/kgKG/Tag. Klinische
Zeichen waren Tremor, Klonus, Atemgerdusche, sowie Blutungen aus Ohren und Nase. Der
NOEL wurde zu 8 mg/kg KG angegeben [66].

Nach oraler Applikation iiber einen Zeitraum von 90 Tagen waren bei minnlichen Ratten aller
Dosierungen und bei weiblichen Ratten mit Dosen von 570-1745 mg/kg KG erhohte Leber-
gewichte zu beobachten. Nierengewichte waren bei minnlichen Ratten nach Gabe von 160-
1349 mg/kg KG signifikant erhoht. Als NOEL wurde ein Level von 160 (&) bzw. 171 (9)
mg/kg KG abgeleitet und TCPP als subchronisch gering toxisch bezeichnet [67].

7.2.2. Chronische Toxizitit und Kanzerogenitit

Es liegen keine Langzeitstudien vor. Daher kann keine Aussage zur chronischen Toxizitit und

Kanzerogenitit von TCPP getroffen werden.

7.2.3. Neurotoxizitiat

Bei Hennen wurden nach einer Einmaldosis von 13 g/kg TCPP und einer zweiten Dosis nach
drei Woche keinerlei Auswirkungen auf das zentralen Nervensystems und die neurotoxischen

Esterasen beobachtet [96].

7.2.4. Cholinesterasehemmung

Weder in vivo, bei Hithnern, noch in vitro war ein Einfluf von TBP auf die Aktivitit der

Plasma-Cholinesterase, die Acetylcholinesterase und Cholinesterase zu beobachten [84, 96].
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7.2.5. Reproduktionstoxizitit

Teratogene Effekte wurden bei Ratten nach 20-tigiger oraler Gabe von 8-1000 mg/kgKG/Tag
TCPP nicht nachgewiesen [66].

7.2.6. Mutagenitiit

TCPP ist weder mutagen noch genotoxisch. Bei in vivo-Studien an Ratten und Méiusen traten
keine chromosomalen Schiaden auf [97, 98]. In-vitro-Tests zur Genotoxizitit von TCPP und

Mutagenititstests an Salmonella-Stammen lieferten negative Resultate [88, 91, 99].

7.2.7. Toxizitit beim Menschen

Zur Toxizitit beim Menschen sind keine Daten vorhanden.

7.2.8. Klassifizierung

TCPP wurde von der EU in die vierte Priorititsliste fiir Altstoffe aufgenommen [100]. Zur
Risikobewertung ist TCPP im EU-Risk Asssessment VO (EWG) 793/93/EWG aufgefiihrt
[101]. Angedacht ist eine vorldufige Einstufung als Krebskategorie 3 wegen des Verdachts
auf krebserzeugende Wirkung, der aufgrund der unzureichenden Datenlage nicht endgiiltig
beurteilt werden kann. Zur Einstufung in eine Reproduktionskategorie ist eine Reproduktions-
studie erforderlich [102]. Das Umweltbundesamt rdt zur Substitution durch weniger
problematische Flammschutzmittel und zur Reduktion der Verbrauchsmengen aufgrund um-

weltrelevanter Gesichtspunkte [103].
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7.3. Trichlorethylphosphat (TCEP)

TCEP erwies sich im Tierversuch als kanzerogen, fertilitdts- und neurotoxisch. Ein genotoxi-
scher Mechanismus wurde ausgeschlossen. Beobachtet wurden eine nephrotoxische Wirkung
und Schidigungen der Nervenzellen. TCEP wirkt im Tierversuch als Acetylcholinesterase-

hemmer.

7.3.1. Akute und subchronische Toxizitit

In einer 16-Tage-Studie an Miusen und Ratten mit Gaben von 22-350 mg/kg KG bzw. 44-
700 mg/kg KG waren keine toxischen Effekte festzustellen [104]. In einer 16-Wochen-
Langzeitstudie wurden Ratten Dosen von 22 bis 350 mg/kg verabreicht. Es kam zu Nekrosen

im Gehirn die bei weiblichen Ratten stirker ausgeprigt waren als bei ménnlichen Tieren

[105].

7.3.2. Chronische Toxizitit und Kanzerogenitiit

In einer Zwei-Jahres-Studie an Ratten wurde den Tieren 0-88 mg/kg KG TCEP verabreicht.
An den Nieren und im Gehirn waren Verdnderungen festzustellen. Adenomen der Nieren-
tubuli nahmen zu. Die kanzerogene Aktivitit von TCEP wurde durch die Ausbildung von
Schilddriisentumoren und das Auftreten von mononuklearer Zellleukdmie deutlich [69]. In
einer analog angelegten Studie an Miusen wurden Verdnderungen der Nieren dokumentiert.
Von einem Karzinom wurde bei minnlichen Miusen berichtet, die mit 700 mg/kg KG dosiert
wurden. Bei der Sektion waren Adenome der Nieren festzustellen. Als wage Hinweise auf
eine karzinogene Aktivitit von TCEP bei Médusen wurden der marginale Anstieg von Neo-
plasmen der Nierentubulizellen bei médnnlichen Mausen, sowie der geringfiigige Anstieg an
Adenomen der Harderiandriise bei weiblichen Méusen gewertet [69, 104, 105]. In Langzeit-
studien waren bei méinnlichen Miusen Leberzell- und Nierentumore bei Dosen ab 430 mg/kg
zu beobachten. Bei den weiblichen Tieren kam es zu einer erhohten Inzidenz an Leukimie

[70].

7.3.3. Neurotoxizitat

In zahlreichen Studien wurde eine neurotoxische Wirkung von TCEP belegt. So kam es bei
weiblichen Ratten 60-90 min nach Gabe von 275 mg/kg TCEP zu Kriampfen. Untersuchungen

sieben Tage nach der Applikation ergaben eine betrichtliche Abnahme der Pyramidenzellen
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des Hippokampus, worin vermutlich die Ursache der Krampfanfille lag. Weitergehende Tests
in einem Wasserlabyrinth ergaben eine Beeintrichtigung des rdumlichen Erinnerungsvermo-
gens [106]. Degenerative und nekrotische Verdnderungen an den Neuronen und Gliazellen
des Zentralnervensystems waren in einer Langzeitstudie an Ratten nach téglicher oraler Ver-

abreichung von 88 mg/kg KG TCEP zu beobachten [69].

7.3.4. Cholinesterasehemmung

Bei weiblichen Ratten, denen 175 bzw. 350 mg/kg TCEP iiber einen Zeitraum von 16 Tagen
bzw. 16 Wochen verabreicht wurden, war die Cholinesteraseaktivitit verringert. Bei ménnli-
chen Ratten und Miusen war keine Verringerung der Enzymaktivitit zu beobachten [104]. In
einer in-vitro-Studie an humanem Vollbluthimolysat bzw. Serum wirkte TCEP als Cholin-
esterase- und Acetylcholinesterasehemmer. Direkt nach Beginn der Inkubation hemmt TCEP
die Enzyme stédrker als Parathion. Die Ergebnisse weisen auf eine zentraltoxische Wirkung

dieses Organophosphats hin [84].

7.3.5. Reproduktionstoxizitit

Bei Miusen wurde eine reproduktionstoxische Wirkung von TCEP nachgewiesen. Uber eine
Schlundsonde wurde Maiusen iiber einen Zeitraum von sieben Tagen Gaben von
175-700 mg/kg KG verabreicht. Ménnliche Tiere reagierten empfindlicher auf TCEP. In der
Fo Generation kam zu es einer verminderten Anzahl Wiirfe pro Paar und zu einer geringeren
Anzahl an Jungtieren pro Wurf. Nach Applikation von 700 mg/kgKG/Tag war die
Fruchtbarkeit reduziert, es kam nur zu einem Wurf, von dem keines der Jungtiere ldnger als
vier Tage iiberlebte [107]. Erhohte Spermiendichte und verminderte Spermienmotilitit
verursachte TCEP in einer 90-tdgigen Studie mit einer Dosis von 175 mg/kg an Ratten. Bei

Maiusen war in der selben Studie ein Anstieg von anormalen Spermien zu beobachten [68].

7.3.6. Mutagenitiit

Es ist kein genotoxisches Potential fiir TCEP nachzuweisen, daher ist von einem epigeneti-
schen Wirkmechanismus bei der Tumorbildung auszugehen [19]. Bei Salmonella-Stammen
erwies sich TCEP als nicht mutagen. TCEP induzierte keine chromosomalen Aberrationen an
Eizellen des Chinesischen Hamsters [104, 108, 109]. Bei V79 Zellen stieg in einem in-vitro-
Test die Schwester-Chromatid-Austauschrate. Die Mutationsuntersuchungen an den gleichen

Zellen verliefen negativ [110].
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7.3.7. Toxizitiat beim Menschen

Zur Toxizitit beim Menschen sind kaum Daten vorhanden. Es wird von einem Einzelfall be-
richtet, in dem ein fiinf Jahre altes Mddchen neurologische Effekte zeigte, die spiter auf eine
Belastung durch TCEP in Bauholz im Wohnbereich zuriickgefiihrt wurden. Die Konzentra-
tion von TCEP im Holz betrug 600 mg/kg Holz. Als klinische Zeichen wurde Kraftlosigkeit
in den Armen und in den Muskeln des Unterleibs beobachtet. AuBBerdem waren Abnormalité-
ten im Elektromyogramm und in der Reizweiterleitung der Nerven festzustellen. Neun Mo-
nate nach der Exposition wurde das Kind ins Krankenhaus eingewiesen wo eine spinale Mus-
keldystrophie diagnostiziert wurde. Nach Beendigung der Exposition waren die neurologi-
schen Beeintrachtigungen mehrere Monate vorhanden. Zwei Jahre nach Ende der Exposition

waren keine Abnormalititen mehr vorhanden [111].

7.3.8. Klassifizierung

Die IARC sieht TCEP als nicht klassifizierbar hinsichtlich seiner Karzinogenitit beim Men-
schen (Gruppe 3) an [112, 113].

TCEP wurde von der EU in die zweite Priorititsliste fiir Altstoffe aufgenommen [100]. Zur
Risikobewertung ist TCEP im EU Risk Asssessment VO (EWG) 793/93/EWG aufgefiihrt
[101]. Angedacht ist eine Einstufung als K 3 aufgrund des Verdachts auf krebserzeugende
Wirkung. Nach dem Ausschuss fiir Gefahrstoffe stellt TCEP eine krebserzeugende, aber nicht
mutagene Substanz (K2) dar. Es wird als beeintrdachtigend fiir die Fortpflanzung des
Menschen angesehen und ist daher als reproduktiontoxisch (Kategorie Rg2) einzuordnen [102,
114, 115].

Die Senatskommission zur Priifung gesundheitsschidlicher Arbeitsstoffe der Deutschen For-
schungsgemeinschaft (DFG) diskutiert seit geraumer Zeit die Aufstellung eines MAK-Wertes
fiir TCEP und eine Uberpriifung auf dessen krebserzeugende Wirkung.

Die Innenraumluftkommission leitete aus einer Tierstudie [69] den Richtwert II, einen
Interventionswert, ab. Bei Uberschreitung des Richtwerts I von 50ug/m3 fiir TCEP besteht
wegen moglicher gesundheitlicher Beeintrichtigung sofortiger Handlungsbedarf. Aus diesem
Richtwert II wird der Richtwert I von 5 pg/m3 TCEP abgeleitet, bei dem auch bei lebens-

langer Exposition keine gesundheitliche Beeintridchtigung zu erwarten sein soll [19].
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7.4. Triphenylphosphat (TPP)

Zur chronischen Toxizitdt und Kanzerogenitidt von TPP sind keine Untersuchungen vorhan-
den. Bei in-vitro-Studien waren ein zytotoxisches Potential, sowie die Hemmung der Choli-

nesterase zu beobachten. Im Tierversuch stellte sich die Leber als Zielorgan heraus.

7.4.1. Akute und subchronische Toxizitit

TPP zeigt eine geringe akute Toxizitdt, die vermutlich in der geringen Resorptionsrate be-
griindet ist. Bei Katzen fiihrt die orale Applikation von 2 g/kg TPP zu starken gastrointesti-
nalen Reizungen, Schwiche der Hinterbeine und Storungen der Reflexe, sowie einem zuneh-
menden Krifteverfall [116]. Interperitonealer Injektion von 200 bzw. 400 mg/kg TPP resul-
tiert in Ladhmungserscheinungen [117]. Spétere Studien konnten die Ergebnisse dieser Studien
nicht untermauern [80, 118, 119].

Fiir die orale Aufnahme lag der LDso-Wert bei 11 g/kg (Ratten) und >5 g/kg (Hennen). Der
LDso-Wert fiir die dermale Aufnahme von TPP bei Hasen betrug >7,9 g/kg [80]. Bei einer
35-Tage-Fiitterungsstudie mit Dosen von 0-3632 mg/kg KG TPP wurde bei minnlichen Rat-
ten eine Abnahme des Korpergewichts beobachtet. Die Lebergewichte nahmen bei der
Hochstdosis von 3632 mg/kg KG zu. Veridnderungen am Blutbild waren nicht zu erkennen.
Der NOAEL wurde zu 754 mg/kg KG angegeben [50]. In einem Metabolic-Inhibition-Test
und in Zellkulturen von tierischen (Affe, Hund) und menschlichen Zellen konnte ein zytotoxi-

sches Potential aufgezeigt werden [120, 121].

7.4.2. Chronische Toxizitit und Kanzerogenitiit

In einem viermonatigen Fiitterungsversuch wurde ménnlichen Ratten 0-3632 mg/kg KG TPP
tiber das Futter verabreicht. Dabei kam es zu vermindertem GroBenzuwachs im ersten Monat,
neuromotorische Toxizitidt wurde nicht beobachtet [50].

Weitere Studien zur chronischen Toxizitdt und Kanzerogenitit liegen nicht vor.

7.4.3. Neurotoxizitiat

Friihere Studien [116, 117] berichten von neurotoxischen Effekten, die sich jedoch in nachfol-

genden Studien [80, 119, 122] nicht bestitigen lieBen.
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7.4.4. Cholinesterasehemmung

Bei Katzen wurde nach subkutaner Injektion von 0,4-1,0 g/kg TPP in die Riickenhaut keine
Veridnderung der Cholinesterase-Aktivitit nachgewiesen [119].

Bei in-vitro-Untersuchungen an Humanblut hemmte TPP bereits direkt nach Beginn der In-
kubation Acetylcholinesterase und Cholinesterase stirker als Parathion, welches als Referenz
zugegeben wurde. Nach 60 min wurde durch TPP eine Hemmung von 24-43 % verursacht,

womit die Hemmwirkung stédrker als die des Parathions war [84].

7.4.5. Reproduktionstoxizitit

Zur Ermittlung des teratogenen Potentials wurde 200 Ratten bis zu 690 mg/kg KG TPP ge-
fiittert. Selbst bei leichten maternaltoxischen Dosen (690 mg/kg KG) waren bei den Jungtie-

ren keine Anomalien zu beobachten [123].

7.4.6. Mutagenitiit

Eine genotoxische Wirkung von TPP konnte weder an Salmonellen-Stammen noch im

Maiuse-Lymphom-Test belegt werden [124-127].

7.4.7. Toxizitiat beim Menschen

Zur Toxizitit von TPP beim Menschen liegt eine epidemiologische Studie an 32 Personen
vor. Die Untersuchten waren zwischen zwei und zehn Jahre mit der Herstellung von TPP be-
schiftigt. Dabei kam es je nach Arbeitsplatz zu unterschiedlich starker Exposition gegen TPP-
haltigen Dampf, Nebel und Staub. Die hochsten Staubbelastungen wurden mit 14-40 mg/m3
bei der Abfiillung gemessen. Die durchschnittliche Expositionsdauer lag bei 0,5 Stunden am
Tag. In einem Vergleich von den am stdrksten exponierten Arbeitern mit einer
Kontrollgruppe nicht exponierter Arbeiter des gleichen Betriebs wurden weder verstirkte
Reizungen der Augen, der Haut oder der Atemwege, noch neurologische oder
neuropsychiatrische Symptome nachgewiesen. Vergleicht man die stindig beschiftigten mit
den nicht exponierten Arbeitern so war eine signifikante Depression der Acetylcholinesterase-
Aktivitdit in den roten Blutzellen auffillig. Die Plasma-Cholinesterase-Aktivitit war
unauffillig [50].

Der direkte Hautkontakt zu TPP-haltigen Brillengestellen fiihrte vermutlich bei zwei doku-

mentierten Einzelfdllen zu Kontaktekzemen [126].
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7.4.8. Klassifizierung

OSHA, NIOSH und ACGIH haben iibereinstimmend einen Grenzwert von 3 mg/m3 festge-
setzt [128]. Die Senatskommission zur Priifung gesundheitsschiadlicher Arbeitsstoffe der DFG
hilt weder die Beobachtungen am Menschen, noch die tierexperimentellen Untersuchungen
fiir ausreichend zur Begriindung eines MAK-Wertes [93]. Laut der Senatskommission ist die
einzige verfiigbare Studie am Menschen aufgrund der schwachen Datenlage nicht aussage-
fahig. Unter Anderem sind weitere Studien zur Neurotoxizitit in vivo fiir eine Beurteilung

notwendig [129].
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7.5. Trikresylphosphate (TKP)

Die Toxizitdt der einzelnen Isomere des TKP ist sehr unterschiedlich. Das mit Abstand
toxischste der Isomere ist ToKP. Nicht die Ausgangssubstanz selbst, sondern der zyklische
Metabolit Salgenin-o-tolylphosphat ist das eigentlich toxische Agens (vgl. Kapitel 6.5). Eine
vergleichbare Zyklisierung ist aus sterischen Griinden bei TmKP und TpKP nicht moglich.
Das heute industrielle hergestellte Trikresylphosphat ist frei von ToKP. Die beiden anderen
Isomere, TmKP und TpKP sind weit weniger toxisch. Bei technischem TKP sind die Zielor-
gane Nebenniere, Eierstocke, Hoden, Leber und Thymus. Im Tierversuch ist TKP reproduk-

tionstoxisch.

7.5.1. Akute und subchronische Toxizitit

In einer 16-Tage-Studie an Ratten und Méausen wurde TKP in einem Isomerengemisch (21 %
TmKP, 4 % TpKP, <1 % ToKP) in Dosen von bis zu 5800 mg/kg KG verabreicht. Eine sig-
nifikanten Abnahme der mittleren Korpergewichte, Nekrosen an den Lymphknoten des Un-
terkiefers, der Milz und des Thymus, sowie Verdnderungen bei der Spermatogenese traten bei
beiden Spezies auf [53]. Bei einer 13-Wochen-Studie an Ratten und Miusen mit dem gleichen
Isomerengemisch wurde eine Abnahme der mittleren Korpergewichte und der Serumcholin-
esterase, Zellverdnderungen in der Nebennierenrinde und in den Eierstocken, Degenerationen
am Riickenmark und am Ischiasnerv, sowie Nekrosen in verschiedenem Gewebe festgestellt.
Sterblichkeit und Lebergewichte nahmen bei Gabe von TKP zu. Bei einem LOAEL von 45/65
(Maus J/9Q) bzw. 55/65 (Ratte 3/Q) mg/kgKG/Tag traten Lisionen der Eierstdcke und der

Nebenniere, sowie eine Abnahme der Serumcholinesterase auf [53].

7.5.2. Chronische Toxizitit und Kanzerogenitit

Eine Zwei-Jahres-Studie zur toxischen Wirkung eines Isomerengemischs von TKP (21 %
TmKP, 4 % TpKP, <1 % ToKP) an Ratten und Miusen ergab bei Dosen von 15 (Ratte) bzw.
37 mg/kg KG (Miuse) keine Anzeichen fiir ein kanzerogenes Potential von TKP. Bei Ratten
kam es zur zytoplasmatischen Vakuolenbildung der Nebenniere und zu Hyperplasien der in-
terstitiellen Eierstockzellen. Lisionen der Leber waren bei Miusen ab 13 (&) bzw. 18 mg/kg
KG (9) auffillig. Bereits bei 7 mg/kg war bei der Maus eine ceroide Pigmentierung der Ne-
benniere auffillig [53].
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7.5.3. Neurotoxizitiit

Eine Exposition gegeniiber ToKP fiihrt im Tierversuch zur OPIDN [13, 130, 131]. Dieser
Effekt ist vermutlich auf die Bildung des zyklischen Salgenin-o-tolylphosphat zuriickzufiih-
ren, welches vermutlich die eigentlich toxische wirksame Substanz ist [53]. Nach einer

Exposition gegen TmKP und TpKP war keine OPIDN nachweisbar [80, 132, 133].

7.5.4. Cholinesterasehemmung

Von den drei Isomeren des TKP kommt es ausschlieBlich beim ortho-Isomer zu hemmenden
Effekten gegeniiber Cholinesterase. Diese Hemmung ist jedoch auf den in vivo gebildeten
Metaboliten Salgenin-o-tolylphosphat zuriickzufiihren. Folglich kam es bei in-vitro-Untersu-
chungen mit reinem ToKP lediglich zu vernachlidssigbarer Hemmung der Cholinesterase. Die
beiden anderen Isomere, TmKP und TpKP erwiesen sich in Untersuchungen an Hiihnern
nicht als Cholinesterasehemmer [134]. In Humanblut hemmte TKP in-vitro Acetylcholin-
esterase und Cholinesterase gleich nach Beginn des Experiments stirker als die Referenz

Parathion [84].

7.5.5. Reproduktionstoxizitit

Nach Verabreichung von TKP (25 % DKP und Di- und Trikresyl-xylyl-phosphat, 75 % TKP,
davon isomerenrein 21 % TmKP, 4 % TpKP, <0,1 % ToKP) iiber 14 Wochen kam es bei
Maiusen der Fy-Generation zur Abnahme der Fertilitit. Dosisabhingig nahm die Zahl der
Wiirfe pro Paar, das Gewicht der Jungtiere und die Anzahl der lebend geborenen Jungtiere ab.
Verkiimmerte Samenkanédle waren bei den ménnlichen Tieren der Hoch-Dosis-Gruppe er-
kennbar. Bei minnlichen Ratten der F;-Generation war die Spermienbeweglichkeit gegen-
tiber der Kontrollgruppe verringert [72]. In Tierversuchen nahm die Spermiebeweglichkeit
und -konzentration ab, die Anzahl an abnormalen Spermien stieg an, die WurfgroBen und die
Lebensfihigkeit der Jungtiere war verringert [53, 71, 135-140]. An den Eierstocken weibli-
cher Ratten kam es zu histopathologischen Verdnderungen [136, 137].

7.5.6. Mutagenit:it

TKP erwies sich im Ames-Test an Salmonella typhimurium Stimmen als nicht genotoxisch.
Bei der Untersuchung von Eizellen chinesischer Hamster kam es weder zum Schwesterchro-

matidaustausch, noch wurden chromosomale Aberrationen induziert [53, 141].
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7.5.7. Toxizitiat beim Menschen

Beim Menschen sind nur Fille von ToKP-Intoxikation bekannt [142, 143]. Bereits Ende des
19. Jahrhunderts traten nach Behandlung von Tuberkulosepatienten mit ToKP-haltigen Pro-
dukten Fiélle von OPIDN auf. Aufsehen erregten in den 1930er Jahren 20000 Personen in den
USA, die nach Konsum von ToKP verunreinigtem Alkohol Symptome von OPIDN zeigten
[144].

7.5.8. Klassifizierung

Bisher liegen nur fiir ToKP Einstufungen und Bewertungen durch nationale und internatio-
nale Gremien vor. In einer Veroffentlichung des internationalen Programms zur chemischen
Sicherheit (IPCS) wird festgestellt, dass es keinen sicheren Schwellenwert fiir TOKP gibt und
eine Aufnahme mittels Inhalation oder Hautkontakt zu minimieren sei [13]. Fiir die beiden

anderen Isomere, sowie fiir technisches TKP ist bislang keine Einstufung vorhanden.
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7.6. Zusammenfassung

Eine Ubersicht iiber die Einstufungen und Grenzwerte nationaler und internationaler Gremien
gibt Tabelle 5. In Tabelle 6 sind die Zielorgane und die wichtigsten toxikologischen Eigen-

schaften fiir alle Substanzen zusammengefasst.

Tabelle 5: Einstufungen und Grenzwerte (DFG: Deutsche Forschungsgemeinschaft; IARC: International agency

for research on cancer; NIOSH: National institute for occupational safety and health; OSHA: Occupational
safety and health administration; ACGIH: American conference of governmental industrial hygenists, REL:
recommended exposure limit, PEL: permissible exposure limit, TLV: treshold limit value, H: Gefahr der
Hautresorption, Schwanger: Schwangerschaftskategorie, Spitze: Spitzenbegrenzung, RI: Richtwert I, RII:
Richtwert II, K: Kategorie fiir krebserzeugende Arbeitsstoffe, MAK: Maximale Arbeitsplatzkonzentration)

NIOSH | OSHA | ACGIH
Substanz | DFG IARC (REL) (PEL) (TLV) weitere
[mg/m3] | [mg/m3] | [mg/m?3]
K4, H
MAK:
1 ppm
TBP bzw. - 2,5 5 2,2 -
11 mg/m3
Spitze I (4)
Schwanger C
EU:
TCPP - - - - - 4. Priorititenliste
(angedacht: K3)
Innenraumluft-
kommission (UBA)
RI: Spg/m3
RII: 50pg/m3
Ausschuss fiir
TCEP in Diskussion K3 - - - Gefahrstoffe
(TRGS 905)
K2, Rg2
EU
2. Priorititenliste
(angedacht: K3, R2)
TPP Daten . 3 3 3 .
unzureichend
TKP - - - - - -
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Tabelle 6: Ubersicht Toxikologie (ZNS: zentrales Nervensystem)

Substanz Zielorgan kanzerogen I'epI‘Odl.lktIOIlS— mutagen
toxisch

TBP Leber, Harnblase + + -

TCPP Niere ? - -
Niere, Hoden, ZNS,

TCEP Schilddriise, Blutzellen, + + -
Leber, Gehirn

TPP Leber ? ? -
Nebenniere, Eierstocke,

TKP Hoden, Leber, Thymus ) + )
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8. Strategien zum Gesundheitsschutz

Die Gesundheit vor der Wirkung chemischer Substanzen zu schiitzen ist die Aufgabe der
Arbeits- und Umweltmedizin. Die beiden Sdulen, auf deren Basis eine Expositionskontrolle
moglich ist, sind das Ambient Monitoring und das Biological Monitoring. Abbildung 10 gibt
einen Uberblick iiber die verschiedenen Moglichkeiten des Schadstoffmonitorings in der Ar-

beits- und Umweltmedizin.

Abbildung 10: Monitoring von Schadstoffen in der Arbeits- und Umweltmedizin (nach [145])
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Wasser < | Atemluft 1 Enzymaus-
- 1 | stattung

Ursache | Steigende Bedeutung fiir die Risikoabschitzung  >Wirkung

8.1. Ambient Monitoring

Ambient Monitoring, die Erfassung einer dufleren Belastung, ist hdufig der erste Schritt bei
der Entwicklung einer Strategie zur Pridvention von Gesundheitsschiden durch chemische
Substanzen. Dabei werden Schadstoffkonzentrationen in der Luft, im Staub, Boden, Wasser
und in Lebensmitteln bestimmt. Die Luftmessung kann sowohl personengebunden als auch
stationdr erfolgen. Partikelgebundene Schadstoffe werden iiber den Gehalt im Staub ermittelt.
Die Messergebnisse konnen anhand von Luftgrenzwerten der TRGS 900 der Gefahrstoffver-

ordnung vom Ausschuss fiir Gefahrstoffe (AGS) im Bundesministerium bewertet werden
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[146]. Diese gesundheitsbasierten Arbeitsplatzgrenzwerte (AGW) werden u.a. auf der Basis
der maximalen Arbeitsplatzkonzentration (MAK) abgeleitet und stellen rechtlich verbindliche
Grenzwerte dar. Die bis dato giiltige technische Richtkonzentration (TRK) wurde mit dem
Inkrafttreten der Gefahrstoffverordnung 2005 auBler Kraft gesetzt. Die Aufstellung gesund-
heits- bzw. risikobasierter Grenzwerte an Stelle der TRK wird angestrebt. Der MAK-Wert
wird von der Senatskommission zur Priifung gesundheitsschiddlicher Arbeitsstoffe der Deut-
schen Forschungsgemeinschaft (DFG) festgesetzt. Es handelt sich dabei um ,,die hochstzulis-
sige Konzentration eines Arbeitsstoffes als Gas, Dampf oder Schwebstoff in der Luft am
Arbeitsplatz, die nach dem gegenwirtigen Stand der Kenntnis auch bei wiederholter und lang-
fristiger, in der Regel achtstiindiger Exposition, jedoch bei Einhaltung einer durchschnitt-
lichen Wochenarbeitszeit von 40 Stunden im Allgemeinen die Gesundheit der Beschiftigten
nicht beeintrachtigt und diese nicht unangemessen belistigt (z.B. durch ekelerregenden Ge-
ruch)* [93]. Nur fiir Stoffe, bei denen eine eindeutige Wirkschwelle vorhanden ist, kann ein
MAK-Wert aufgestellt werden, weshalb fiir krebserzeugende und krebsverdichtige Arbeits-
stoffe kein MAK-Wert festgelegt wird.

Die im Trinkwasser und Lebensmitteln zuldssigen Hochstmengen sind im Lebensmittel- und
Futtermittelgesetzbuch festgelegt. Staubanalysen kdnnen anhand von Orientierungswerten des
Umweltbundesamt beurteilt werden, die im Umweltsurvey gesammelt wurden.

Als Mittel zur Primérpravention ist das Ambient Monitoring unverzichtbar, da damit Exposi-
tionsquellen identifiziert und Expositionen minimiert werden konnen. Eine Abschitzung der
inneren Belastung des Menschen anhand von Ergebnissen des Ambient Monitoring ist
schwierig. Zahlreiche Annahmen miissen getroffen werden und Faktoren wie beispielsweise
unterschiedliche Atemzeitvolumina und dermale bzw. orale Aufnahme konnen nicht beriick-
sichtigt werden. Da hédufig vom denkbar ungiinstigsten Fall ausgegangen wird, dem so
genannten worst-case-Szenario, wird die tatsdachliche Belastung oft iiberschitzt [147]. Um das
tatsidchliche Gesundheitsrisiko richtig abschétzen zu konnen, ist die Bestimmung der inneren

Belastung des Menschen unverzichtbar.
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8.2. Ambient Monitoring phosphororganischer Flammschutzmittel

Mit Ausnahme von TKP wurden alle in dieser Arbeit behandelten OPFSM in Oberfldachen-
wasser von Deutschland und Osterreich nachgewiesen. Die Konzentrationen von TBP, TCPP
und TCEP liegen in einem #hnlichen Bereich, wobei die Maximalwerte von TBP deutlich
tiber denen von TCPP und TCEP liegen. TPP ist nur in geringen Konzentrationen enthalten.
Die in Osterreich erhobenen Daten stimmen gut mit den Studien aus Deutschland iiberein. In
Grundwasser wurden nur Gehalte an TBP und TCEP ermittelt. Einen Uberblick iiber ver-
schiedene Untersuchungen zum OPFSM-Gehalt in Grund- und Oberflichenwasser gibt
Tabelle 7 [148-152]. Die Hydrolyseprodukte DBP und DPP der Flammschutzmittel TBP und
TPP wurden bei einer Wasserprobe am Zufluf einer Klidranlage in Konzentrationen von

1600 ng/l1 (DBP) und 180 ng/l (DPP) nachgewiesen [153].

Tabelle 7: OPFSM in Oberfldchen- und Grundwasser
(Werte angegeben als Median (Bereich), n.u.: nicht untersucht, n.n.: nicht nachgewiesen)

Wasser Jahr TBP TCPP TCEP TpPP TKP Lit.
[ng/1] [ng/1] [ng/1] [ng/1] [ng/l]

](;Esi;flczﬁzir(liwasser 2000 ( 103_1135 10) n.u. (. 52_42120) n.u. n.u. [148]
ggsiiﬁzigwasser 20021 13130y | 20200y | (13-130) | P40 | mu | [149]
gzsgﬂcﬁzir(liwasser 2003 ( 694—1% 44) n.u. ( 69? 53 6) n.u. n.u. [150]
Doerflichenwasser | 2006 | 40 | (50-150) | (10-130) | 10 | nu | [151]
Onemeich | 2005 (28fg 1’?0) (3;-6 1’30) (13??30) (2,62’-510) nn. | [152]
gﬁ?iﬁ?jﬁgr 2000 (0,52_(3)51 6) n.u. o. 55_(7) 54) n.u. n.u. [148]
gii?iﬁ?ﬁiﬁr 2003 (275_7181 o | | g 11_%81 » | nu | [150]

Alle fiir diese Arbeit relevanten OPFSM konnten im Hausstaub verschiedener Gebdude nach-
gewiesen werden. Aufgrund von unterschiedlichen baulichen Gegebenheiten und verschiede-
ner Moblierung schwanken die gemessenen Konzentrationen an OPFSM stark. In Tabelle 8

sind Studien zum OPFSM-Gehalt in Hausstaub zusammengefasst.
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Tabelle 8: OPFSM in Hausstaub

Hausstaub Median | 95.Perz Max Details zur Studie Lit.

0,4 1,5 5,7 65 Privatwohnungen (1998-2000) [154]

TBP [mg/ke] 2,5 34.4 49,3 | 28 Proben Staubniederschlag [155]
1,4 12,0 27,0 65 Privatwohnungen (1998-2000) [154]

TCPP [mg/kg] 1,7 12,4 18,3 28 Proben Staubniederschlag [155]
0,4 3,4 33,0 216 Staubproben [156]

1,6 6,2 9,5 65 Privatwohnungen (1998-2000) [154]

TCEP [mg/kg] 2.5 6,3 6,8 28 Proben Staubniederschlag [155]
0,6 7,5 121,0 | 541 Staubproben [156]

2,9 16,0 56,0 65 Privatwohnungen (1998-2000) [154]

TPP [mg/ke] 6.5 19,5 22,9 | 28 Proben Staubniederschlag [155]
TKP [mg/kg] 2,2 15,0 36,0 65 Privatwohnungen (1998-2000) [154]

In der Innenraumluft konnten lediglich TBP, TCPP und TCEP nachgewiesen werden. Die

Konzentrationen an TPP und TKP lagen unterhalb der Nachweisgrenze. Einen Uberblick iiber

Studien zur Konzentration von OPFSM in Innenraumluft gibt Tabelle 9.

Tabelle 9: OPFSM in Innenraumluft

Innenraumluft Median Bereich Details zur Studie Lit.
TBP [pug/m3] 0,018 0,010-0,064 | 5 offentliche Gebidude [157]
TCPP [ug/m3] 0,048 0,019-0,058 | 5 offentliche Gebdude [157]
0,045 0,011-0,250 | 5 offentliche Gebiaude [157]
TCEP [ug/m3] 0,020 0,020 3 unbelastete Gebiude [158]
0,380 <0,010-3,900 | 14 offentliche Gebdude (Belastung mgl.) [158]
<0,001 <0,001 5 offentliche Gebaude [157]
TPP [ug/m3] <0,010 <0,010 31 Privatwohnungen [158]
<0,010 <0,010 13 offentliche Gebidude [158]
TKP [ug/m3] <0,010 <0,010 7 offentliche Gebiude [158]
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8.3. Biological Monitoring

Mit dem Einzug moderne Analysentechniken in die Laboratorien der frithen 1960er wurde es
moglich, sehr geringe Konzentrationen chemischer Substanzen in Blut und Urin nachzuwei-
sen. Das Biological Monitoring, kurz Biomonitoring gewann an Bedeutung, da neben den
meist hoheren arbeitsmedizinisch relevanten Belastungen nun auch die deutlich geringeren
umweltmedizinisch relevanten Belastungen im menschlichen Korper gemessen werden
konnten. Die Verordnung zur Arbeitsmedizinischen Vorsorge (ArbMedVV) aus dem Jahr
2008 erkennt Biomonitoring-Untersuchungen als Bestandteil einer arbeitsmedizinischen
Untersuchung an [159]. Zur Individualprdvention ist die Bestimmung der inneren Belastung
das Mittel der Wahl. Man unterscheidet dabei zwischen dem Dosismonitoring, dem biochemi-
schen Effektmonitoring und dem biologischen Effektmonitoring.

Im Dosismonitoring werden Schadstoffe und deren Metabolite in Korperfliissigkeiten unter-
sucht. Analog dem MAK-Wert fiir die dullere Belastung stellt die DFG fiir die innere Bela-
stung einen sogenannten Biologischen Arbeitsstoff-Toleranzwert (BAT-Wert) auf. ,,Der
BAT-Wert beschreibt die arbeitsmedizinisch-toxikologisch abgeleitete Konzentration eines
Arbeitsstoffes, seiner Metaboliten oder eines Beanspruchungsindikators im entsprechenden
biologischen Material, bei dem im Allgemeinen die Gesundheit eines Beschiftigten auch bei
wiederholter und langfristiger Exposition nicht beeintrachtigt wird* [93]. Wie der MAK-Wert
kann auch der BAT-Wert nur dann abgeleitet werden, wenn ein Schwellenwert vorliegt. Fiir
kanzerogene Arbeitsstoffe werden daher keine BAT-Werte festgesetzt. Ist die Datenlage aus-
reichend, so konnen aus der Korrelation der dufleren Belastung mit der inneren Belastung
Expositionsidquivalente fiir krebserzeugende Arbeitsstoffe (EKA) abgeleitet werden. Der Bio-
logische Leitwert (BLW) wird fiir krebserzeugende Arbeitsstoffe festgelegt, bei denen eine
Ableitung eines EKA aufgrund von unzureichenden Daten nicht moglich ist, um ein individu-
elles gesundheitliches Risiko bewerten zu konnen. Die Bewertung erfolgt in diesem Fall auf
der Basis von Erfahrungen im Umgang mit diesem gefihrlichen Stoff und im Zusammenhang
mit vorliegenden toxikologischen Erfahrungen [93]. Analog dem Arbeitsplatzgrenzwert wur-
den aus den vorliegenden BAT-Werten so genannte biologische Grenzwerte (BGW) abgelei-
tet und in der TRGS 903 der Gefahrstoffverordnung niedergelegt [160].

Im Zentrum des biochemischen Effektmonitoring steht die Quantifizierung von Reaktions-
produkten mutagener Substanzen mit der DNA. Proteine gelten als Surrogate fiir die DNA,

weshalb die Bestimmung von Proteinaddukten ebenfalls von groer Bedeutung ist.
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Das biologische Effektmonitoring weist messbare Reaktionen des Korpers auf Schadstoff-
belastungen nach. Als Parameter dienen die Enzymaktivitit und genetische Parameter wie der
Schwester-Chromatid-Austausch, Aberrationen von Mikrokernen und Chromosomen. Beim
biologischen Effektmonitoring ist der nachgewiesene Effekt oftmals nicht direkt auf eine Ex-
position gegeniiber einer bestimmten Substanz zuriickzufiihren, weshalb zuverlidssige Aussa-
gen nur auf der Basis groferer Studien und in Verbindung mit einem Dosismonitoring mog-
lich sind.

Gegeniiber dem Ambient Monitoring hat das Biomonitoring einige entscheidende Vorteile.
So kann nur mit dem Biomonitoring eine konkrete Aussage dariiber getroffen werden, ob und
welche Mengen eines Schadstoffs vom Menschen aufgenommen werden. Durch die direkte
Bestimmung der inneren Belastung ist eine Expositionsabschédtzung nicht notwendig. Inter-
individuelle Unterschiede in der Resorption und im Metabolismus konnen erfasst, die

Wirksamkeit von Arbeitsschutzmaf3nahmen direkt tiberpriift werden.

8.4. Biological Monitoring phosphororganischer Flammschutzmittel

Bisher wurde nur TPP in Humanblutproben nachgewiesen. Dies erscheint jedoch nicht
zielfiihrend zur Abschidtzung der inneren Belastung, da die OPFSM schnell hydrolysiert
werden. So wurden in den Plasmaproben dreier Plasma-Spender mittels GC-NPD TPP-
Gehalte von 0,13-0,15 pg/g Plasma ermittelt [161], wobei die diagnostische Zuverladssigkeit
dieser Werte fraglich ist. Trotz niedriger Nachweisgrenzen von bis zu 1,8 ug/l (TPP), 0,2 ug/l
(TBP) und 0,8 pg/l (TCEP) konnten die iibrigen Flammschutzmittel in anderen Arbeiten nicht
in unverdnderter Form nachgewiesen werden [162, 163].

Biomonitoringdaten der unveridnderten Flammschutzmittel im Urin und ihrer Metabolite im
Blut liegen bislang nicht vor.

OPFSM werden im Tierversuch rasch hydrolysiert und zum iiberwiegenden Teil iiber den
Urin als Dialkyl- bzw. Diarylphosphate ausgeschieden. Dementsprechend ist fiir ein
Biomonitoring die Entwicklung einer Methode zur Bestimmung der Metabolite in Urin das
Mittel der Wahl. Der Nachweis von DPP im Urin war mit einer LC-ESI-MS-Methode (NWG:
25 pg/l) in nativen Proben nicht méglich [164].
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9. Zielsetzung und Parameterauswahl

In zahlreichen Studien wurde das ubiquitire Vorkommen von organophosphorhaltigen
Flammschutzmitteln in diversen Umweltmedien und Innenrdumen belegt (vgl. Kapitel 8.2).
Daher muss davon ausgegangen werden, dass es in der Allgemeinbevolkerung zu einer inne-
ren Belastung kommt. Ferner sind Expositionsszenarien im Bereich der OPFSM-erzeugenden
und -verarbeitenden Industrie vorstellbar. Vor dem Hintergrund der zunehmenden Verwen-
dung dieser Substanzen stellt sich somit sowohl aus umwelt- als auch aus arbeitsmedizini-
scher Sicht die Frage, ob es durch diese Exposition zu einer gesundheitlichen Beeintrichti-
gung kommen kann.

Wenngleich die Datenlage zu den toxischen Wirkungen der OPFSM insgesamt als unzurei-
chend zu bezeichnen ist, ergaben tierexperimentelle Untersuchungen insbesondere fertili-
titstoxische und kanzerogene Wirkungen (vgl. Kapitel 7). Auf der Basis dieser Untersuchun-
gen wurden einige der OPFSM bereits von nationalen und internationalen Gremien als krebs-
erregende und reproduktionstoxische Arbeitsstoffe eingestuft.

Die vorhandenen Untersuchungen zum Vorkommen und der Toxizitdt machen es notwendig
die Belastung der Allgemeinbevolkerung sowie ein moglicherweise resultierendes
Gesundheitsrisiko zu erfassen. Die Bestimmung der im Urin ausgeschiedenen OPFSM-
Metabolite sollte ein geeignetes Instrument dafiir sein. Dazu aber ist es notwendig eine
analytische Methode zu entwickeln, mit der es gelingt, Spuren dieser Metabolite in Urin zu
erfassen. Dabei ist besonderes Augenmerk auf die Selektivitit und Sensitivitit der zu
entwickelnden Methode zu legen. Nur so ist eine zuverldssige Bestimmung der vom
Menschen aufgenommenen und metabolisierten Dosis an OPFSM moglich. In der Folge
dienen diese Untersuchungen der Privention potentieller Gesundheitsschiden bei belasteten
Personen. Derzeit liegen weltweit noch keine Untersuchungen zum Humanbiomonitoring von
OPFSM vor.

Die im Rahmen dieser Arbeit untersuchten Flammschutzmittelmetabolite wurden anhand der
Verbrauchszahlen und Literaturdaten zum Vorkommen in der Umwelt ausgewihlt.

Im Tierversuch wurden die Dialkylphosphate als Hauptmetabolite verschiedener OPFSM
nachgewiesen (vgl. Kapitel 6). Daher erscheinen die Dialkylphosphate als geeignete Parame-
ter fiir die Bestimmung von OPFSM-Metaboliten in menschlichem Urin.

Gegenstand dieser Arbeit sind daher die Dialkyl- bzw. Diarylphosphate DBP, BCPP, BCEP,
DPP, DmKP und DpKP als Metabolite der Flammschutzmittel TBP, TCPP, TCEP, TPP,
TmKP und TpKP. Die Strukturen der Metabolite sind in Abbildung 11 gezeigt.
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Neben den Trialkyl- bzw. Triarylverbindungen mit gleichen Resten kommen auch Flamm-

schutzmittel mit gemischten Resten (z.B. Diphenylkresylphosphate) zum Einsatz. Daher sind

die untersuchten Metaboliten nicht nur die Stoffwechselprodukte der Triphosphat-Verbindun-

gen mit gleichen Resten, sondern konnen daneben auch aus OPFSM mit gemischten Resten

gebildet werden. Dies spielt vor allem fiir DPP, DmKP und DpKP eine Rolle, da entspre-

chende Muttersubstanzen industriell eingesetzt werden.

Abbildung 11: Ausgewihlte Metabolite der organophosphorhaltigen Flammschutzmittel
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10. Analytisches Verfahren zur Bestimmung von OPFSM

10.1. Grundlage des Verfahrens

Die im Folgenden n#her beschriebene Methode dient der Quantifizierung von sechs
strukturell unterschiedlichen organophosphorhaltigen Flammschutzmitteln in menschlichem
Urin.

Die Urinproben werden in einer ersten Festphasenextraktion von polareren Bestandteilen ab-
getrennt und die Analyten aus der wissrigen in die organische Phase iiberfiihrt. Durch die
Derivatisierung mit Pentafluorbenzylbromid wird die Polaritdt der Analyten gesenkt und die
Fliichtigkeit erhoht. In Abbildung 12 ist am Beispiel von DPP die Derivatisierung mit
Pentafluorbenzylbromid (PFBBr) gezeigt. An zwei kombinierten Festphasen mit
unterschiedlichem Retentionsmechanismus wird weiter aufgereinigt und {iberschiissiges

Derivatisierungsreagenz entfernt.

Abbildung 12: Derivatisierung mit Pentafluorbenzylbromid (PFBBr) am Beispiel von DPP
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Die Kalibrierung erfolgt mittels Standards auf der Basis von gepoolten Urinproben. Als

Kontrollmaterial dient Poolurin, der in zwei Konzentrationen dotiert wurde.
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10.2. Gerite, Chemikalien, Losungen

10.2.1.Gerite

GC-MS/MS-System:
Gaschromatograph CP-3800 (Varian, Darmstadt)

Triple-Quadrupol-Massenspektrometer 1200L (Varian, Darmstadt)
Autosampler CP-8400 (Varian, Darmstadt)

10 pl Spritze fiir die GC (Hamilton, Bonaduz, Schweiz)

Sédule: VE-35ms (60mx0,25mmx0,25mmlID) (Varian, Darmstadt)

Sonstige:
Analysenwaage, 1601 A MPS-1 (Satorius, Géttingen)

Bechergliser, Messkolben, Messzylinder (Schott, Mainz)

Gewindeflaschen 1,5 ml mit PTFE-Septen, Schraubdeckeln (VWR International)
Magnetriihrer mit Heizplatte IKAMAG RH (Laborcenter Niirnberg)
Mikroeinsitze 200 ul (VWR International)

Pipetten und Multipetten mit verschiedenen Volumina (Eppendorf, Hamburg)
Plastikrohrchen mit Deckel, Nutzvolumen 13 ml (Laborcenter Niirnberg)
Reacti-vap III Abblasstation (Pierce, Rockford IL)

Schraubgliaschen 10 ml (Laborcenter, Niirnberg)

Schraubdeckel mit teflonkaschierten Gummisepten (Laborcenter Niirnberg)
VacMaster (Separtis, Grenzlach-Wyhlen)

Vortex-Mixer Genie 2 (Scientific Industries, Laborcenter Niirnberg)

Zentrifuge Multifuge 3 L-R (Heraeus, Laborcenter Niirnberg)

Kartuschen zur Festphasenextraktion:

Isolute ENV" (mit OH-Gruppen funktionalisiertes Polystyrol-Divinylbenzol-Copolymer),
100 mg, 3 ml (Separtis, Uppsala, Schweden)

Bond Elut PSA (Silika, funktionalisiert mit Ethylendiamin-N-propyl-Resten), 500 mg, 3 ml
(Varian, Darmstadt)

Bond Elut FL (Florisil), 500 mg, 3 ml (Varian, Darmstadt)
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10.2.2.Chemikalien

Referenzstandards

Dibutylphosphat (DBP), Fluka, Deisenhofen, Reinheit 97%
Bis-(2-chlorisopropyl)-phosphat (BCPP), Reinheit >91 % *
Bis-(2-chlorethyl)-phosphat (BCEP), Reinheit 96% *
Diphenylphosphat (DPP), Aldrich, Steinheim, Reinheit 99%
Di-m-kresylphosphat (D,,KP), Reinheit 95 % *
Di-p-kresylphosphat (D,KP), Reinheit 98 % *

* Auftragssynthese (Institut fiir Organischen und Biomolekulare Chemie der Universitét

Gottingen, Germany)

Interne Standards

Dibutylphosphat-d18 (DBP-d18), Reinheit >96% *
Bis-(2-chlorisopropyl)-phosphat-d2 (BCPP-d2), Reinheit >98% *
Bis-(2-chlorethyl)-phosphat-d8 (BCEP-d8), Reinheit >99% *
Diphenylphosphat-d10 (DPP-d10), Reinheit >99% *
Di-m-kresylphosphat-d14 (DmKP-d14), Reinheit >95% *

* Auftragssynthese (Institut fiir Organischen und Biomolekulare Chemie der Universitét

Gottingen, Germany)

Sonstige:

Acetonitril Lichrosolv isocratic grade (Merck, Darmstadt)
Acetonitril secco solv (Merck, Darmstadt)

Aceton suprasolv (Merck, Darmstadt)

Hexan suprasolv (Merck, Darmstadt)

Kaliumcarbonat p.a. (Merck, Darmstadt)
2,3,4,5,6-Pentafluorbenzylbromid 99% (Aldrich, Steinheim)
Salzsdure rauchend 37% p.a. (Merck, Darmstadt)

Toluol suprasolv (Merck, Darmstadt)

Wasser gereinigt mit Milli Q Plus (Millipore, Eschborn)
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10.2.3.Synthese der Referenzsubstanzen

Mit Ausnahme von DPP und DBP waren sowohl die Vergleichsstandards als auch die deute-
rierten internen Standards nicht kommerziell erhiltlich. Daher wurden die Standards am In-
stitut fiir Organische und Biomolekulare Chemie der Universitit Gottingen synthetisiert. Die
Synthese erfolgte nach dem in Abbildung 13 gezeigten allgemeinen Syntheseschema. Im
ersten Schritt erfolgt eine Veresterung des Phosphorylchlorids mit dem entsprechenden
Alkohol in Gegenwart von Triethanolamin als Base. In einem zweiten Schritt erfolgt die
Hydrolyse zum Dialkyl- bzw. Diarylphosphat. Je nach Substanz wurde die Reinheit anhand
von UV-, NMR- und MS-Spektren bestimmt.

Abbildung 13: Allgemeines Syntheseschema der Referenzsubstanzen
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10.2.4.Losungen
0.1 M HCI:

1,66 ml 37%ige HCI werden in einen 200 ml MeBkolben gegeben und mit Wasser zur Marke

aufgefiillt. Die Losung ist bei Raumtemperatur %2 Jahr haltbar.

3 M HCI:
1 ml 37%ige HCI wird mit 3 ml Wasser verdiinnt. Die Losung ist bei Raumtemperatur %2 Jahr

haltbar.

Hexan/Aceton (70:30 v/v):

60 ml Aceton werden in einem 200 ml MaBkolben vorgelegt und es wird mit Hexan zur

Marke aufgefiillt. Die Losung ist fiir jede Analysenserie frisch anzusetzen.

3,2 M 2.3.4,5,6-Pentafluorbenzylbromid-Ldsung:

5 g2,3,4,5,6-Pentafluorbenzylbromid werden mit 6 ml Acetonitril (secco solv) verdiinnt.
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10.2.5.Standardlosungen

Vergleichsstandards

Ausgangslosungen:

Jeweils 10 mg der OPFSM werden in einen 10 ml Maflkolben eingewogen und mit Acetonitril

zur Marke aufgefiillt. Der Gehalt der Losung betrigt 1 g/l.

Stammlosung I (10 mg/l)

Je 1 ml der Ausgangslosungen werden in einen 100 ml MaBkolben gegeben und mit Aceto-

nitril bzw. Wasser zur Marke aufgefiillt. Der Gehalt der Losung betrdgt 10 mg/1.

Stammlosung II (100 ug/l)

100 pl der Stammlosung I werden in einen 10 ml MaBkolben gegeben und mit Wasser zur

Marke aufgefiillt.

Kalibrierlosungen:

Aus den wissrigen Stammlosungen werden gemill dem untenstehenden Pipettierschema die
Kalibrierstandards in Urin hergestellt. Enthalten sind alle sechs OPFSM in den angegebenen

Konzentrationen.

Tabelle 10: Pipettierschema fiir die Herstellung der Vergleichsstandards

Volumen det Konzentration der Endvolumen Dotierte Konzentration
Stammlésung Stammlosung

[ul] [mg/1] [ml] [ug/l]

0 100 0

50 10 100 5

150 10 100 15

125 10 50 25

175 10 50 35

250 10 50 50
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Interne Standards
Ausgangslosungen:

Fiir D,,KP-d14, DPP-d10, BCEP-d8, DBP-d18 und iso-BCPP-d2 werden Ausgangsldsungen

von je 1 g/l durch Einwaage von 10 mg des deuterierten Standards in einen 10 ml Malkolben

hergestellt. Es wird mit Acetonitril bis zur Marke aufgefiillt.

Arbeitslosung:
Aus den 1 g/l Ausgangslosungen werden je 500 pl in einen 50 ml MaBkolben gegeben. Mit

Acetonitril wird bis zur Marke aufgefiillt. In der Arbeitslosung sind alle internen Standards in

Konzentrationen von je 10 mg/l enthalten.

10.3. Haltbarkeit der Losungen und Vergleichsstandards

Die Losung von 2,3,4,5,6-Pentafluorbenzylbromid in Acetonitril sollte im Kiihlschrank bei
5°C gelagert und innerhalb von 6 Wochen aufgebraucht werden. Tritt eine Braunfiarbung der
Losung ein, so hat sich HBr gebildet, das Derivatisierungsreagenz ist dann unbrauchbar.

Die Ausgangslosungen, Kalibrierlosungen und Lésungen der internen Standards konnen min-

destens 24 Monate bei -18°C gelagert werden.

104. Probennahme und Probenaufbereitung

Der Urin wurde in Polyethylen- oder Polycarbonat-Flaschen gesammelt und bei -18°C
gelagert. Der Urin wird aufgetaut und auf Raumtemperatur gebracht. Vor der Aufarbeitung
werden die Proben griindlich geschiittelt.

5 ml des Urins werden in ein 13 ml Plastikrohrchen gegeben. Nach Zugabe von 125 ul 3 M
Salzsdure und 20 pul Losung des inneren Standards werden die Rohrchen verschlossen und ca.
15 Sekunden lang gevortext.

Die ENV*-Festphasenkartuschen werden nacheinander mit 4 ml Acetonitril und 4 ml 0,1 M
Salzsdure konditioniert. Der angesiduerte und mit internem Standard versetzte Urin wird mit
etwa 0,5 ml/min auf die Extraktionssdulen aufgegeben. Nachdem die Sdulen 1 min lang
getrocknet wurden wird mit 1 ml einer 0,1 molaren Salzsdure (0,5 ml/min) gewaschen. Die

Kartuschen werden 10 min getrocknet und danach 10 min bei 3000 U/min zentrifugiert.
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Eluiert wird mit 7 ml Acetonitril in Schraubglidschen, in denen ca. 10 mg Kaliumcarbonat
vorgelegt wurde.

Das Elutat wird im Wasserbad bei ca. 40 °C mit Stickstoff zur Trockene abgeblasen. Zur
Derivatisierung wird der Riickstand in 1 ml Acetonitril secco solv. aufgenommen, 100 ul
Pentafluorbenzylbromidlésung und nochmals ca. 10 mg Kaliumcarbonat werden zugegeben.
Im Anschluss an 15 Sekunden vortexen werden die Proben 16 h bei 60°C temperiert. Nach
der Derivatisierung wird erneut fiir 15 Sekunden gevortext. Nach dem Abkiihlen auf Raum-
temperatur wird vorsichtig zur Trockene abgeblasen. Der Riickstand wird mit 5 ml Hexan
aufgenommen und auf einer Kombination von zwei Festphasenextraktionssdulen, Bond Elut
PSA (oben) und Bond Elut FL (unten) von iiberschiissigem Derivatisierungsreagenz befreit
und zusétzlich weiter aufgereinigt. Dazu werden die Kartuschen vor der Benutzung mit 2,5 ml
Hexan konditioniert. AnschlieBend werden die derivatisierten Extrakte zusammen mit dem
K,COs-Riickstand aufgegeben. Nach dem Aufgeben wird kurz trocken gesaugt und im An-
schluss mit 5 ml Hexan gewaschen. Die Sdulen werden durch Anlegen von Vakuum erneut
kurz getrocknet und die Extrakte mit einer Mischung aus Hexan und Aceton (70:30) eluiert.
Der Extrakt wird auf 1 ml eingeengt und nach Zugabe von 200 ul Toluol als Keeper in ein
GC-Vial uberfiihrt. Das Schraubglas wird mit 100 pl Toluol nachgespiilt. Im Vial wird auf
150 pl weiter eingeengt und der eingeengte Extrakt ins Mikroinsert tiberfiihrt. Die Messung
erfolgt an der GC-MS/MS mit ElektronenstoBionisierung im multi-reaction-monitoring

(MRM) Modus.

Abbildung 14 fasst die gesamte Probenvorbereitung schematisch zusammen. In jeder
Analysenserie werden ein Reagenzienleerwert, eine vollstindige Kalibrierung, sowie zwei

Qualitdtskontrollproben mitanalysiert.
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Abbildung 14: Schematischer Ablauf der Probenvorbereitung

Vorbereitung: 5 ml Urin
+ 125 pl HCI (3 M)
+ 20 pl int. Standard

Festphasenextraktion Isolut ENV*
Konditionieren: 4 ml ACN, 4 ml 0,1 M HCI

Laden: 5 ml Urin
Waschen: 1 ml0,1 MHCI
Eluieren: 7 ml ACN

N2, 40°C zur Trockene
+ 1 ml Acetonitril
+10 mg KzCOs
+ 100 ul PFBBr
Derivatisierung 60°C, 16 h

Festphasenextraktion PSA-FL
Konditionieren: Hexan

Laden: 5 ml Analyt in Hexan
Waschen: 5 ml Hexan
Eluieren: 7 ml Hexan/Aceton 70:30

+ 200 pl Toluol, Einengen auf 150 pl
Messung GC-MS/MS
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10.5. Gaschromatographisch-massenspektrometrische

Arbeitsbedingungen

Kapillarsdule VF-35ms
60 m x 0,25 mm, 0,25 um Filmdicke
(Varian, Darmstadt)

Trigergas Helium 5.0

FluBgeschwindigkeit 1,2 ml/min

Injektion 1 ul, splitless

Geritetemperaturen

Injektor 260°C

Transferline 280°C

Sédulenofen 80°C, 0,5 min halten
25°C/min auf 110°C, 1 min halten
15°C/min auf 270°C
20°C/min auf 290°C, 2 min halten
25°C/min auf 300°C, 8 min halten

Ionisierung Elektronenstofionisierung

Ionenquellendruck 42 mtorr

Ionenquellentemperatur 200°C

Temperatur des Quadrupols  40°C
Detektion Multi-Reaction-Mode (MRM)
Messzeit pro Ion (scan time) 200 ms

Elektronenmultiplier rel. Multiplierspannung +200 (~1100V)

10.6. Analytische Bestimmung

Nach der Probenvorbereitung wird 1 upl der Probe splitless in das GC-MS/MS-System inji-
ziert. Die Identifizierung der Pentafluorbenzyl-Derivate der OPFSM erfolgt anhand der
Retentionszeit und der charakteristischen Ionenspuren.

Die Retentionszeiten und charakteristischen Ionenspuren wurden im Rahmen der MS/MS-
Methodenentwicklung ermittelt. Dazu wurden die Analyten in drei Konzentrationen (10 mg/l,
1 mg/l, 100 pg/l) in Acetonitril gelost, mit 100 ul PEBBr-Losung derivatisiert und in das GC-
MS/MS-System injiziert.
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Im Folgenden ist die Entwicklung der MeBmethode anhand von BCPP dargestellt. Fiir die
weiteren Analyten wurde analog verfahren. Die EI-Massenspektren der Analyten sind in
Anhang I bis X gezeigt.

Im ersten Schritt wurden im Q1 die Mutterionen mit einem Fullscan (c(BCPP) = 10 mg/l)
iber einen Massenbereich von m/z = 50-500 ermittelt. Abbildung 15 zeigt das zugehorige EI-
Massenspektrum. Die Zuordnung der Zerfille ist in Abbildung 18 gezeigt. Fiir die weitere
Methodenentwicklung wurden die Ionen m/z = 381 und 334 ausgewihlt. Es handelt sich
hierbei um die grofiten, intensivsten und gleichzeitig spezifischsten Zerfélle. Dariiber hinaus
ist aufgrund der vergleichsweise hohen Massen von einem geringeren Storuntergrund auf den
gewdhlten Massenspuren auszugehen. Das Molekiilion m/z = 430 war aufgrund der geringen

Intensitit fiir die weitere Methodenentwicklung nicht geeignet.

Abbildung 15: Massenspektrum des Pentafluorbenzylderivats von BCPP
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Im sogenannten SIM-Scan (¢c(BCPP) = 1 mg/l) werden die Zerfille der Mutterionen auf die
entsprechenden Tochterionen ermittelt. Dazu wurde im Q1 im SIM-Modus (single ion
monitoring) auf die Massen 381 und 334 fokusiert und nach Fragmentierung im Q2 wurden
die Fragmente im Q3 mittels eines Scans iiber einen Massenbereich von m/z = 50-390 bzw.
50-340 ermittelt. Abbildung 16 und Abbildung 17 zeigen die EI-Massenspektren fiir die
Zerfille der beiden Mutterionen 381 und 334. Als intensivste Zerfille stellten sich 381 305
und 334 259 heraus. Die anschlieBende Energieoptimierung (c(BCPP = 100 ug/l) ergab
ideale Kollisionsenergien von 9 bzw. 10 eV fiir die untersuchten Zerféille. Anhand der
Intensitidt wurde der Zerfall 381 305 als Quantifier und 334 259 als Qualifier gewdahlt
(vgl. Tabelle 11).
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Abbildung 16: Tochterionenspektrum fiir BCPP, Mutterion (Q1) m/z =381, CE=10eV
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Abbildung 17: Tochterionenspektrum fiir BCPP, Mutterion (Q1) m/z =334, CE=10eV
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Die Quantifizierung erfolgt durch die Bildung eines Quotienten der Peakfldchen der Analyten
und des entsprechenden internen Standards.

Tabelle 11 zeigt die Retentionszeiten der Analyten, sowie die charakteristischen lonenspuren
fiir die verschiedenen Analyten. Das Verhiltnis der Ionenspuren und die Retentionszeit sollen

dabei lediglich als Anhaltspunkte dienen und variieren je nach Gerit und Geriteeinstellungen.
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Tabelle 11: Retentionszeiten und charakteristische Ionenspuren der OPFSM (CE: Kollisionsenergie)

Analyt Retentionszeit | Mutterion | Quantifier | Qualifier Verhiltnis der
[min] (CE [eV]) | (CE [eV]D Ionenspuren

DBP 13,29 335 279 (6) 87,0

390 259 (13)
BCPP 14,43 381 305 (9) 76,3

334 259 (10)
BCEP 14,58 367 305 (9) 207 (9) 36,1
DPP 17,61 430 249 (9) 317 (10) 22,3
D, KP 18,77 458 331 (10) 255 (15) 96,0
D,KP 19,22 458 277 (9) 255 (15) 21,3
DBP-d18 13,18 346 181 (14) 282 (8) 10,6
BCPP-d2 14,42 383 306 (9) 16,2

432 278 (9)
BCEP-D8 | 14,51 375 310 (10) 41,8

410 375 (10)
DPP-D10 | 17,55 440 259 (11) 178 (11) 1,6
D,KP-D14 | 18,61 472 291 (10) 338 (10) 30,7

Abbildung 18 und Abbildung 19 zeigen die Fragmentierungen der mit Pentafluorbenzyl-
bromid derivatisierten OPFSM-Metabolite im Massenspektrometer. Die Fragmentierungen
der entsprechenden deuterierten Standards und die zugehorigen Massenspektren sind im

Anhang VI bis X gezeigt.
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Abbildung 18: Fragmentierungsschemata DBP, BCPP, BCEP
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Abbildung 19: Fragmentierungsschemata DPP, DmKP, DpKP
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Abbildung 20 und Abbildung 21 zeigen Chromatogramme einer mit Standards zu einer

Konzentration von 15 pg/l dotierten Urinprobe, sowie einer undotierten Probe einer beruflich

nicht exponierten Person der Allgemeinbevolkerung.

Abbildung 20: GC-MS/MS-Chromatogramm einer nativen Urinprobe, dotiert mit Standard (15 pg/l) und
internem Standard (40 pg/1)
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Abbildung 21: GC-MS/MS-Chromatogramme nativer Urinproben der Allgemeinbevolkerung. Die gezeigten
Proben enthalten 0,26 ug/l DBP, 0,85 ug/l BCPP, 1,12 ng/l BCEP, 0,99 ug/l DPP und <NWG DmKP, DpKP.
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10.7.

Kalibrierung

Die nach Kapitel 10.2.5 hergestellten Vergleichsstandardlosungen werden wie unter 10.4 und

10.5 beschrieben aufgearbeitet und analysiert. Die Kalibrierfunktion wird aus der Auftragung

des Quotienten der Fliche des Standards zur Flache des internen Standards gegen die

Konzentration bestimmt. Die Kalibrierfunktion war iiber einen Konzentrationsbereich von

1-50 pg/l linear mit Korrelationskoeffizienten von = 0,999 (s. Kapitel 10.10.5).

10.8.

Berechnung der Analysenergebnisse

Die Quantifizierung des Gehalts einer unbekannten Probe erfolgt durch den Abgleich des

Quotienten der Peakflichen aus Analyt und internem Standard mit der zugehorigen Kalibrier-

funkti

on.
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10.9. Qualititssicherung

Bei jeder Analysenserie wurde eine komplette Kalibrierung sowie Qualititskontrollproben in
zwei Konzentrationen mitgefiihrt. Da Referenzmaterial nicht kommerziell erhéltlich ist wurde
es durch Dotierung einer unbelasteten Urinprobe hergestellt. Dazu wurde ein Poolurin mehre-
rer Spender hergestellt und in zwei Konzentrationen, 10 pg/l (Qow) und 30 ug/l (Qnign) dotiert.
Dazu wird in einem 100 ml Messkolben Urin vorgelegt, 100 bzw. 300 ul der wissrigen
Stammlosung I (vgl. Kapitel 10.2.5) zugegeben und mit Urin zur Marke aufgefiillt. Die
Probenvorbereitung Analyse der Qualititskontrollproben erfolgt wie in Kapitel 10.4 und 10.5
beschrieben. Abbildung 22 und Abbildung 23 zeigen beispielhaft die Qualitdtskontrollkarten
fiir BCEP.

Qualitdtskontrollkarten fiir die librigen Analyten befinden sich im Anhang der Arbeit.

Abbildung 22: Qualititskontrollkarte fiir den Analyten BCEP in der niedrigen Dotierung (Qlow)
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Abbildung 23: Qualititskontrollkarte fiir den Analyten BCEP in der hohen Dotierung (Qhigh)
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10.10. Beurteilung des Verfahrens

10.10.1. Prazision

Poolurin mit einem Kreatiningehalt von 0,92 g/l wurde in zwei Konzentrationen, 10 pg/l und
30 ug/l dotiert und analog den Proben wie unter 10.4 beschrieben aufgearbeitet. Pridzision in
Serie und Prizision von Tag zu Tag wurden auf der Basis von jeweils acht Messungen anhand
der relativen Standardabweichung ermittelt. Die Ergebnisse sind in Tabelle 12 zusammen-

gefasst.

Tabelle 12: Prizision von Tag zu Tag und Prézision in Serie

Prézision in Serie Prézision von Tag zu Tag
Analyt N [%] [%]
10 pg/l 30 pg/l 10 pg/l 30 pg/l

DBP 8 3,5 2.9 5,2 3,7
BCPP 8 5,0 3,5 5.5 1,8
BCEP 8 7,1 24 6,1 3,7
DPP 8 5,1 2,1 7,1 4,2
DmKP 8 3,2 2,7 6,0 1,1
DpKP 8 5.5 2,5 5,6 3.4
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10.10.2. Richtigkeit der Methode bei variierender Matrix

Acht unterschiedliche Urinproben mit Kreatiningehalten von 0,23 bis 3,27 g/l wurden mit
Standardlosung zu zwei unterschiedlichen Konzentrationen, 20 und 40 pg/l, dotiert. Jede der
acht untersuchten Urinproben wurde einmal nativ und je einmal in den beiden Dotierungen
(Kapitel 10.4) extrahiert und wie unter Kapitel 10.5 beschrieben analysiert. Die relativen
Wiederfindungen wurden anhand der Verhiltnisse der Peakflichen von Analyt und internem
Standard in Bezug auf die Kalibriergerade ermittelt. Eine zum Teil vorhandene Hinter-
grundbelastung an OPFSM-Metaboliten in den ausgewihlten Urinen wurde bei der
Berechnung der Ergebnisse beriicksichtigt. In den undotierten Urinproben lagen die Gehalte
an DBP, DmKP und DpKP unterhalb der Nachweisgrenze der Methode. Die Konzentrationen
der iibrigen Metabolite lagen bei <NWG bis 2,5 g/l fiir BCPP, <NWG bis 1,5 pg/l fir BCEP
und <NWG bis 2,3 ug/l fiir DPP.

Die Ergebnisse der Wiederfindungsversuche sind in Tabelle 13 dargestellt. Eine Tabelle mit

den Einzeldaten zu den acht Individualurinen befindet sich im Anhang XII.

Tabelle 13: Relative Wiederfindungsraten bei acht unterschiedlichen Urinen

mittlere relative Bereich der relativen

Analyt Wiederfindung Wiederfindung

[%] [%]

20 pg/l 40 pg/l 20 pg/l 40 pg/l
DBP 97,2 97.5 94-101 95-102
BCPP 100,6 100,8 91-111 94-108
BCEP 101,8 102,5 97-110 96-109
DPP 100,7 98,8 98-112 94-103
DmKP 103,8 101,0 100-108 96-105

DpKP 100,0 101,0 92-105 97-104
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10.10.3. Aufarbeitungsbedingte Verluste

Die Bestimmung der aufarbeitungsbedingten Verluste erfolgte jeweils einzeln fiir die beiden
Festphasenextraktionen.

Zur Bestimmung der aufarbeitungsbedingten Verluste der Festphasenextraktion an ENV*
wurde Poolurin mit 25 pl der Stammlosung 1 (vgl. Kapitel 10.2.5) in Wasser zu einer
Konzentration von 50 g/l fiir jeden Analyten dotiert. Die Aufarbeitung erfolgte wie in
Kapitel 10.4 beschrieben bis zum Ende der Derivatisierung. Analog wird ein Poolurin
undotiert aufgearbeitet und direkt vor der Derivatisierung mit 25 pl der Stammloésung I in
Acetonitril dotiert. Nach der Derivatisierung werden die Proben zur Trockene abgeblasen und
in 150 ul Toluol aufgenommen. Es wird jeweils eine Doppelbestimmung durchgefiihrt. Die
Aufarbeitungsbedingten Verluste ergeben sich durch den Vergleich Peakflichen ohne

Beriicksichtigung des internen Standards vor und nach der Festphasenextraktion.

Tabelle 14: Aufarbeitungsbedingt Verluste bei der ersten Festphasenextraktion

Analyt Aufarbeitungsbedinge Verluste [%)]

DBP 62,4
BCPP 70,0
BCEP 68,0
DPP 35,8
DmKP 31,5
DpKP 40,7

Da die direkte Injektion der Proben nach der Derivatisierung zu Empfindlichkeitsverlusten am
GC-MS/MS-System fithrt wurde eine speziell vorbehandelte Dotierlosung hergestellt. Die
derivatisierten Analyten wurden auf der zweiten Festphase vor der Dotierung der Urinproben
aufgereinigt. Dazu wurde die Stammlosung I mit Acetonitril zu 100 pg/l verdiinnt. 1 ml der
verdiinnten Stammlésung wird mit 100 ul PFBBr und ca. 25 mg K,COs; derivatisiert. Analog
der iiblichen Probenvorbereitung wurde die Losung zur Trockene abgeblasen und mit 5 ml
Hexan aufgenommen. Die zweite Festphasenextraktion wurde wie in Kapitel 10.2.5
beschrieben durchgefiihrt. AnschlieBend wurde der Extrakt auf 1 ml eingeengt um die
Ausgangskonzentration von 100 pg/l vorliegen zu haben.

Mit der beschriebenen Festphasenextraktion wurde iiberschiissiges Derivatisierungsmittel aus
der Dotierlosung entfernt. Die Losung kann somit direkt in das GC-MS/MS-System injiziert

werden.
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Eine Probe Poolurin wird wie in Kapitel 10.2.5 beschrieben mit Hilfe der ersten
Festphasenextraktion aufgearbeitet und anschlieBend derivatisiert. Nach der Derivatisierung
wird zur Trockene abgeblasen und mit 5 ml Hexan aufgenommen. Es werden 150 ul der oben
beschriebenen Dotierlosung zugegeben und wie iiblich weiter aufgearbeitet. Der erhaltene
Extrakt wird auf 150 ul eingeengt und wie in Kapitel 10.5 und 10.6 beschrieben analysiert.
Der Vergleich der Peakflichen der Losungen mit und ohne zweite Festphasenextraktion ohne
Beriicksichtigung des internen Standards ergibt aufarbeitungsbedingte Verluste von 1-2 % fiir

alle Analyten. Diese sind verglichen mit der ersten Festphasenextraktion zu vernachlissigen.

10.10.4. Nachweis- und Bestimmungsgrenze

Die Nachweisgrenze (NWG) wurde definiert als ein Signal-Rausch-Verhiltnis von 3:1. Die
Bestimmungsgrenze (BSG) ist als dreifache Nachweisgrenze und damit ein Signal-Rausch-

Verhiltnis von 9:1 angegeben.

Tabelle 15: Nachweis- und Bestimmungsgrenzen

Analyt NWG BSG
[ng/l] (ng/ll
DBP 0,25 0,75
BCPP 0,25 0,75
BCEP 0,10 0,30
DPP 0,25 0,75
DmKP 1,0 3,0
DpKP 1,0 3,0

10.10.5. Matrixeffekte

Um den Einfluss der Matrix auf die Kalibrierung beurteilen zu konnen, wurde die
Kalibrierung in Wasser und Poolurin aufgearbeitet und analysiert. Der Vergleich der

resultierenden Kalibriergeraden zeigt, dass nahezu keine Matrixeffekte auftreten.
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Abbildung 24: Vergleich der Kalibrierfunktionen von DBP in Wasser und Urin
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Abbildung 25: Vergleich der Kalibrierfunktionen von BCPP in Wasser und Urin
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Abbildung 26: Vergleich der Kalibrierfunktionen von BCEP in Wasser und Urin
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Abbildung 27: Vergleich der Kalibrierfunktionen von DPP in Wasser und Urin
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Abbildung 28: Vergleich der Kalibriergeraden von DmKP in Wasser und Urin
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Abbildung 29: Vergleich der Kalibrierfunktionen von DpKP in Wasser und Urin
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10.10.6. Storeinfliisse

Obwohl keine Kontamination der verwendeten Chemikalien und Gefédle festzustellen war,
empfiehlt es sich dennoch Wasser als Reagenzienleerwert bei jeder Messung mitzufiihren.
Leerwerte wie bei den unveridnderten Flammschutzmitteln wurden nicht beobachtet. Durch
entsprechende Untersuchungen (vgl. Anhang XIV.I) konnte ausgeschlossen werden, dass
moglicherweise vorhandene, unmetabolisierte Flammschutzmittel hydrolysiert werden und so
unter den Extraktionsbedingungen der bei der Probenvorbereitung die entsprechenden
Dialkyl- bzw. Diarylverbindungen gebildet werden.

Die Derivatisierung mit Pentafluorbenzylbromid ist empfindlich gegeniiber Spuren von Was-
ser. Es ist daher darauf zu achten, dass das Eluat nach der ersten Festphasenextraktion voll-
standig zur Trockene abgeblasen wird, bevor mit Acetonitril secc. solv. aufgenommen wird.
Entsprechend ist beim Verdiinnen des Derivatisierungsreagenzes darauf zu achten, dass fri-
sches, trockenes Acetonitril verwendet wird. Spuren von Wasser im Derivatisierungsreagenz
verringern die Haltbarkeit der Losung und fithren ggf. zu geringeren Derivati-
sierungsausbeuten. Tritt eine Braunfirbung der Losung auf, so ist diese zu verwerfen.

Die Retention der Analyten bei der zweiten Festphasenextraktion ist stark abhiingig von der
Polaritdt des verwendeten Losungsmittels. Daher ist auch an dieser Stelle darauf zu achten,
dass die Extrakte nach der Derivatisierung vollstindig zur Trockene abgeblasen werden, um
Spuren von Acetonitril im anschlieend zugegebenen Hexan zu vermeiden.

Tritt beim Einengen der Losungen im letzten Schritt der Probenvorbereitung ein Niederschlag

auf, so 10st sich dieser nach Zugabe des Keepers.
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10.11. Diskussion der Methode

Die vorliegende Methode zur simultanen Bestimmung von sechs OPFSM-Metaboliten wurde
basierend auf einer Methode zur Bestimmung von Metaboliten organophosphorhaltiger (OP)
Pestizide von De Alwis et. al. entwickelt [165]. Die Anlehnung an die genannte Methode war
moglich, da die Metabolite von OPFSM strukturell denen der OP-Pestizide dhneln.

Der erste Schritt bei der Analyse von OPFSM-Metaboliten in Urin ist die Separation der Ana-
lyten von der stark polaren Matrix. Die beste Matrixabtrennung und die niedrigsten Nach-
weisgrenzen wurden nach Festphasenextraktion erreicht. Alternative Extraktionsmethoden
wie Lyophilisierung [166] (s. Anhang XIV.]) und fliissig-fliissig-Extraktion [167] (s. Anhang
XIV.III), die zur Extraktion von OP-Pestizid-Metaboliten zum Einsatz kommen, fiihrten zu
hoheren Verlusten bei der Extraktion oder schlechterer Abtrennung der Urinmatrix. Die
Extraktion von OPFSM-Metaboliten mittels Anionenaustauscher-Phasen (Oasis MAX) erwies
sich ebenfalls als ungeeignet [168].

Isolute ENV™ Festphasenkartuschen waren am besten sowohl fiir die Extraktion der wenig
polaren Diarylphosphate als auch fiir die polareren chlorierten Alkylphosphate geeignet. Al-
ternative Festphasen wie beispielsweise Bond Elut PPL, Oasis HLB und Isolute 101 konnten
die Analyten schlechter abtrennen und ergaben zum Teil stark schwankende
Wiederfindungen. Besonders bei den polaren Verbindungen BCEP und BCPP kam es zu
signifikant hoheren Verlusten (vgl. Anhang XIV.IV).

Das gewihlte ENV*-Material ist ein quervernetztes Styrol-Divinylbenzol Copolymer, welches
durch Hydroxygruppen an den aromatischen Ringen zusitzlich funktionalisiert ist. Daher
konnen Analyten sowohl polare als auch unpolare Wechselwirkungen mit der Festphase
ausbilden. Die polaren Hydroxygruppen des Materials fithren zu Wasserstoff-
Briickenbindungen mit den Hydroxygruppen am Phosphat-Grundkorper, die unpolaren aro-
matischen Ringe bilden Wechselwirkungen mit den aromatischen Resten der OPFSM-
Metabolite aus.

Die Retention der Analyten ist stark pH-Wert abhingig. Aufgrund der hoheren Polaritit
zeigten deprotonierte OPFSM-Metaboliten keine Retention auf der Festphase. Daher ist es
notwendig, die Urine vor der Extraktion anzusduern um reproduzierbare Ergebnisse zu erhal-
ten. Dariiber hinaus sind niedrige Flussraten beim Laden der Kartuschen unverzichtbar, um
eine ausreichende Wechselwirkung der Analyten mit der Festphase zu ermdoglichen. Nur so
sind die angegebenen Wiederfindungen und die Reproduzierbarkeit zu gewihrleisten. Bei

dem verwendeten SPE-Material kommt fiir die polareren Verbindungen (DBP, BCPP, BCEP)
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verglichen mit den unpolareren Verbindungen (DPP, DmKP, DpKP) zu héheren Verlusten.
Dies zeigt sich bei der Bestimmung der aufarbeitungsbedingen Verluste. Wie die Experimente
zum Einfluss der Matrix auf die Wiederfindungen zeigen, werden diese jedoch durch den
Einsatz Deuterium markierter interner Standards gut ausgeglichen.

Um die Verluste zu reduzieren und so niedrigere Nachweisgrenzen zu erreichen wire es
denkbar auf die Vorteile einer Multimethode zu verzichten und die polareren OPFSM-
Metabolite in einer getrennten Methode mit einem auf diese Analyten zugeschnittenen
Festphasenmaterial zu analysieren.

Die Aufreinigung mittels Festphase ist aulerdem auch ein Aufkonzentrierungsschritt. Zu-
sammen mit dem groen Volumen an eingesetztem Urin (5 ml) war dieser notwendig, um die
benotigten Nachweisgrenzen zu erreichen.

Die Derivatisierung erfolgte mit Pentafluorbenzylbromid, welches iiblicherweise zur Deriva-
tisierung von Phenolen, Thiolen und Carbonsiduren verwendet wird. Im direkten Vergleich
mit anderen Derivatisierungsmitteln, wie Silylierungsmitteln, Diazomethan, Diazotoluol und
Chloriodpropan zeigten die Pentafluorbenzylderivate die besten Ergebnisse in Bezug auf die
Peakfliche, den Response und die Fragmentierungen bei der massenspektrometrischen De-
tektion (vgl. Anhang XIV.1I).

Im Anschluss an die Derivatisierung ist ein zusétzlicher Extraktionsschritt unverzichtbar, um
iberschiissiges PFBBr zu entfernen und die Proben weiter aufzureinigen. Ohne diesen Auf-
reinigungsschritt nahm die Empfindlichkeit des verwendeten Messgerits innerhalb eines ein-
zigen Laufs stark ab und es kam zu Schiden am Sédulenmaterial.

Durch die Kombination von Bond Elut PSA und Bond Elut FL. wurde sowohl eine exzellente
Matrixabtrennung erreicht als auch iiberschiissiges PFBBr entfernt.

Die durchgefiihrte Validierung der Methode ist in Kapitel 10.10 ausfiihrlich erldutert.
Korrelationskoeffizienten von >0,999 fiir alle untersuchten Analyten sprechen fiir eine gute
Linearitit iiber den gesamten Konzentrationsbereich. Aufgrund der niedrigen Nachweisgren-
zen von 0,1 bis 1,0 pg/l ist die Methode sehr empfindlich und fiir die Bestimmung von
OPFSM-Metaboliten in nativen Urinproben gut geeignet.

Wihrend der Methodenvalidierung wurde bei jeder Analysenserie ein Reagenzienleerwert
mitgefiihrt. Es wurden keine Leerwerte beobachtet. Fiir kiinftige Anwendungen ist daher das
Mitfiihren von Leerwerten verzichtbar.

Der Vergleich der Kalibriergeraden in Wasser und Urin ergab sehr gute Ubereinstimmungen
(vgl. Abschnitt 10.10.5). Diese Angaben basieren auf einer Messreihe, die aufgrund der

geringen zur Verfiigung stehenden Messzeit nicht reproduzieren werden konnte. Daher wurde
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in Urin kalibriert. Fiir kiinftige Untersuchungen sind Kalibriergeraden in Wasser denkbar. Bei
jeder Analysenserie wurde eine vollstindige Kalibrierung analysiert um geritebedingte
Empfindlichkeitsschwankungen auszugleichen.

Anhand zehn unterschiedlicher Urine wurde gezeigt, dass sie Ergebnisse unabhédngig von der
Matrix sind. Es ergaben sich mittlere relative Wiederfindungen von 97 bis 104 % bzw. 98 bis
103 % fiir die dotierten Konzentrationen von 20 bzw. 40 ug/l, abhéngig vom jeweiligen
Analyten. Die relativen Wiederfindungen schwankten iiber einen Bereich von 91 bis 112 %
bzw. 94-109 % fiir die beiden Konzentrationen. Damit stellt die Methode ein hohes Maf} an
Robustheit und Genauigkeit selbst bei stark schwankenden Zusammensetzungen der Urine
sicher.

Die Reproduzierbarkeit der Ergebnisse wurde mittels der Pridzision von Tag zu Tag und Pri-
zision in Serie iiberpriift. Je nach Analyt liegt die Prizision von Tag zu Tag fiir acht Mes-
sungen bei 5 bis 7 % fiir eine Konzentration von 10 pg/l und bei 1 bis 4 % fiir eine Konzentra-
tion von 30 ug/l. Die Prézision in Serie ergab sich als 3 bis 7 % fiir eine Konzentration von
10 pg/l und 2 bis 4 % fiir eine Konzentration von 30 pg/l. Diese Resultate sprechen fiir eine
hohe Reproduzierbarkeit der mittels dieser Methode erhaltenen Werte.

Dies ist die erste Methode, mit der sechs OPFSM-Metabolite simultan in menschlichen
Urinproben erfasst werden konnen. Bisher ist lediglich eine weitere Methode zur Bestimmung
von DPP in menschlichem Urin mittels LC-ESI-MS veroffentlicht [164]. Aufgrund einer
hohen Nachweisgrenze von 25 pg/l konnte DPP dabei nur in dotierten Urinen, nicht aber in
nativen Urinproben nachgewiesen werden.

Erstmals ist der Nachweis von OPFSM-Metaboliten in menschliche Urinproben moglich.
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11. Biologisches Monitoring

11.1.  Kollektivbeschreibung

Die umweltbedingte Hintergrundbelastung in der Allgemeinbevolkerung soll anhand eines
ausgewihlten Kollektivs der Allgemeinbevolkerung abgeschitzt werden. Dazu wurden 25 in
Stiddeutschland lebende Personen zufillig ausgewdhlt und auf die Ausscheidung von
OPFSM-Metaboliten hin untersucht. Bei den untersuchten Urinproben handelt es sich um
Spontanurinproben. Eine berufliche Belastung der untersuchten Personen durch OPFSM ist
nicht bekannt.

Im Median lag das Alter der Probanden bei 41 Jahren und erstreckte sich iiber einen Bereich
von 11-68 Jahren. 12 Probanden und somit 48 % des Kollektivs waren weiblich mit einem
Altersmedian von 44 Jahren (Bereich: 24-57 Jahre). 13 Probanden, 52 % des Kollektivs,
waren minnlich mit einem Altersmedian von 38 Jahren (Bereich: 11-68 Jahre). Mit

Ausnahme von einem Probanden handelt es sich bei dem Kollektiv um Nichtraucher.

11.2. Probennahme und Probenlagerung

Die Spontanurinproben der 25 Probanden wurden in 250 ml Kunststoff-Flaschen gesammelt

und bis zur Analyse bei -18°C gelagert.

11.3. Methoden

Die OPFSM-Metabolite wurden mittels der in Kapitel 10 beschriebenen Methode in den
Urinproben quanitifiziert.
Der Kreatiningehalt der Urinproben wurde nach der Jaffé-Methode photometrisch bestimmt

[169].
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114. Ergebnisse

Anhand der untersuchten OPFSM-Metabolite DBP, BCPP, BCEP, DPP, DmKP und DpKP
konnte die innere Belastung durch TnBP, TCPP, TCEP, TPP, TmKP und TpKP bestimmt
werden. Die Messergebnisse sind in Tabelle 16 in Mikrogramm pro Liter und in Tabelle 17 in
Mikrogramm pro Gramm Kreatinin zusammengefasst.

Mit 68 bzw. 44 % konnten die Metaboliten DPP und BCEP am héufigsten in den Allgemein-
bevolkerungsproben nachgewiesen werden. BCPP fand sich in 12 % der untersuchten Proben
und DBP konnte lediglich in einer Probe nachgewiesen werden. In keiner der untersuchten

Allgemeinbevolkerungsproben wurden DmKP und DpKP nachgewiesen.

Tabelle 16: Deskriptive Statistik der untersuchten Biomonitoringparameter (N=25)
(NWG = Nachweisgrenze, MW = Mittelwert, P95 = 95.Perzentil, Min = Minimum, Max = Maximum)

SNWG Median MW P95 Min Max
[%] [wgl]  [pgl]  [ugl]l  [pgl] [ug/]

Dibutylphosphat (DBP) 4 <NWG <NWG <NWG <NWG 0,26

Analyt

Bis-(2-chlorpropy)-phosphat 12 <NWG <NWG 0,36 <NWG 0,85

(BCPP)

Bis-(2-chlorethyl)-phosphat

(BCEP) 44 <NWG 1,34 1,12  <NWG 26,45
Diphenylphosphat (DPP) 68 0,52 0,78 1,71 <NWG 547
Di-m-kresylphosphat (DmKP) 0 <NWG <NWG <NWG <NWG <NWG

Di-p-kresylphosphat (DpKP) 0 <NWG <NWG <NWG <NWG <NWG
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Tabelle 17: Deskriptive Statistik der untersuchten Biomonitoringparameter (N=25)
(NWG = Nachweisgrenze, P95 = 95.Perzentil, Min = Minimum, Max = Maximum, Kr = Kreatinin)

Analvt SNWG Median P95 Min Max
y [%] [ug/g Krl [ug/g Kr] [ug/g Kr] [ug/g Kr]
Dibutylphosphat (DBP) 4 <NWG <NWG <NWG 0,99

Bis-(2-chlorpropyl)-phosphat 12 <NWG 0,79 <NWG 3,28

(BCPP)

?ézgl;;:hlorethyl)'phOSphat 4 <NWG 176  <NWG 7148
Diphenylphosphat (DPP) 68 0,73 3,10 <NWG 4,11
Di-m-kresylphosphat (DmKP) 0 <NWG <NWG <NWG <NWG
Di-p-kresylphosphat (DpKP) 0 <NWG <NWG <NWG <NWG

Die relative Summenhéufigkeit fiir DPP ist in Abbildung 30 gezeigt. Der Median fiir DPP in
dem untersuchten Kollektiv liegt bei 0,52 ug/l bzw. 0,73 pg/g Krea, der Mittelwert bei
0,78 ug/l. Als Maximalwert wurden 5,47 pg/l bzw. 4,11 pg/g Krea nachgewiesen, was
deutlich iiber dem 95. Perzentil von 1,71 pg/l bzw. 3,10 ug/g Krea liegt.

Abbildung 30: relative Summenhaufigkeit fiir den Parameter DPP
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Abbildung 31 zeigt die relative Summenhéufigkeit fiir BCEP. Der Median fiir den Parameter
BCEP liegt unterhalb der Nachweisgrenze, als Mittelwert wurden 1,34 ug/l ermittelt. Mit
26,45 ug/l bzw. 71,48 ug/g Krea liegt der Maximalwert deutlich iiber dem 95. Perzentil des
Kollektivs von 1,12 pg/l bzw. 1,76 ng/g Krea.

BCPP wurde in 12 % der Proben nachgewiesen. Der Median liegt fir BCPP unterhalb der
Nachweisgrenze und das 95. Perzentil liegt bei 0,36 ug/l bzw. 0,79 ug/g Krea. Die
Maximalkonzentration von BCPP in den untersuchten Proben lag bei 0,85 ug/l bzw.
3,28 ug/g Krea.

In einer Probe und damit 4 % des untersuchten Allgemeinbevolkerungskollektivs konnte DBP
mit einem Gehalt von 0,26 ug/l bzw. 0,99 ug/g Krea nachgewiesen werden. Entsprechend
liegen sowohl der Median als auch das 95. Perzentil fiir DBP unterhalb der Nachweisgrenze.
Fiir die Parameter DmKP und DpKP lagen alle Allgemeinbevilkerungsproben unterhalb der

Nachweisgrenze.

Abbildung 31: relative Summenhéufigkeit fiir den Parameter BCEP
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Die Kreatiningehalte der Proben lagen zwischen 0,26 g/l und 1,45 g/l mit einem Median von
0,72 g/l.

Auf eine Darstellung der Ergebnisse aufgeschliisselt nach méinnlichen und weiblichen
Personen wurde aufgrund der geringen KollektivgroBe verzichtet. Eine Tabelle mit den
Einzelergebnissen der untersuchten Allgemeinbevolkerungsproben befindet sich im Anhang

XI1II.
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11.5. Diskussion

OPFSM sind ubiquitér in der Umwelt vorhanden. In zahlreichen Studien wurden OPFSM in
diversen Umweltmatrizes wie Luft, Wasser, Hausstaub und vielen mehr nachgewiesen (vgl.
Kapitel 8.2). Aufgrund dieser Daten muss man davon ausgehen, dass die Allgemein-
bevolkerung gegen OPFSM exponiert ist. Um die Auspridgung der inneren Belastung quanti-
fizieren zu konnen und somit ein mogliches Gesundheitsrisiko aufdecken zu konnen war es
notwenig eine Methode zum Humanbiomonitoring zu entwickeln. Bislang liegen kaum Daten
zu Aufnahmewegen und Einflussfaktoren fiir eine innere Belastung nach OPFSM-Exposition
beim Menschen vor. Entsprechend konnte lediglich eine duflerst grobe Abschitzung der
inneren Belastung anhand der Daten zum Ambient Monitoring von OPFSM erfolgen.

Die Konzentrationen an OPFSM in der Innenraumluft schwanken stark und sind von vielerlei
Einflussfaktoren wie beispielsweise dem Baumaterial, dem Einsatz von Elektrogeriten und
Mobeln usw. abhéngig [103]. Allgemein ldsst sich sagen, dass die leichter fliichtigen OPFSM
TBP, TCEP, TCPP in hoheren Konzentrationen vorhanden als die schwerer fliichtigen wie
beispielsweise TPP und TKP [103]. Reemtsma et al. [170] berechneten fiir halogenierte
OPFSM bei einer mittleren Raumluftkonzentration von 150 ng/m3 und einem téglichen
Atemvolumen von 20 m3 eine tdgliche inhalative Aufnahme von 3 pg.

Eine orale Aufnahme ist beispielsweise durch die Aufnahme von Hausstaub bei Kleinkindern
im Krabbelalter denkbar, aber auch bei der Allgemeinbevolkerung iiber Trinkwasser. So
wurde bei einer Studie in den USA im Jahr 2001 TBP, TCEP und TPP in fertig aufbereitetem
Trinkwasser in Konzentrationen von bis zu 1 ug/l nachgewiesen [8]. Folglich sind Metabolis-
musstudien notwenig um einen Zusammenhang zwischen der aufgenommenen Dosis und den
ausgeschiedenen Metaboliten herstellen zu kénnen.

Humanbiomonitoring organophosphorhaltiger Flammschutzmittel wurde erst durch die Ent-
wicklung der vorliegenden Analysenmethode moglich. Erstmals konnte damit die innere
Belastung in beruflich nicht gegen OPFSM exponierten Personen quantitativ erfasst werden.
Durch den Nachweis der OPFSM-Metabolite im Urin wurde ein wichtiger Beitrag zur Auf-
klarung des Metabolismus der Flammschutzmittel im Menschen geleistet. Es konnte der
Beweis erbracht werden, dass im Menschen die Trialkyl- bzw. Triarylphosphat-Flamm-
schutzmittel zu den entsprechenden Dialkyl- und Diarylphosphaten verstoffwechselt werden.
In den Urinproben der beruflich nicht belasteten Personen konnten DBP, BCPP, BCEP und
DPP nachgewiesen werden. Dies sollte, aufgrund der grofitenteils schwachen Datenlage zur

Toxizitdt der Flammschutzmittel, Anlass fiir kiinftige Untersuchungen sein.
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Dass iiber zwei Drittel der Allgemeinbevolkerungsproben positiv auf DPP getestet wurden ist
besonders im Hinblick auf die unzureichende Datenlage zur Neurotoxizitiat von TPP bedenk-
lich.

Die vorliegenden Untersuchungen zeigen, dass BCEP in 44 % der Urinproben gefunden
wird. Dies gibt Anlass zur Besorgnis, weil TCEP kanzerogene und reproduktionstoxische
Wirkung aufweist (vgl. Kapitel 7.3). Deshalb wurde TCEP in die 4. Priorititenliste der EU
aufgenommen und es wird eine Einstufung als K3-Stoff wegen moglicher krebserregender
Wirkung diskutiert [100].

Gleiches gilt fiir BCPP, welches im Rahmen dieser Studie in 12 % der Proben nachgewiesen
wurde. TCPP wurde aufgrund der unzureichenden Datenlage in die 4. Prioritdtenliste der EU
aufgenommen, diskutiert ist eine Einstufung als K3-Stoff wegen moglicher krebserregender
Wirkung [100].

Nicht zuletzt ist der Nachweis von DBP in 4 % der Proben nicht unbedenklich, da sowohl das
unmetabolisierte Flammschutzmittel Tri-n-butylphosphat als auch der Metabolit DBP von der
DFG als krebserregende Arbeitsstoffe in Kategorie 4 bzw. 3 eingestuft sind [93].

In Hausstaubproben privater Haushalte in Deutschland wurde TKP in Konzentrationen von
2,2 mg/kg bestimmt und damit in Mengen die mit denen von TPP und TCEP vergleichbar
sind [154]. Im Rahmen der vorliegenden Biomonitoring-Untersuchung konnten die beiden
Metabolite des TKP, DmKP und DpKP, nicht nachgewiesen werden. Ein Grund dafiir, dass
die Metaboliten von TKP nicht detektierbar waren, konnte in den geringeren Ausscheidungs-
raten iiber den Urin liegen, verglichen mit beispielsweise TCEP [34, 44, 53]. Im Tierversuch
wurde fiir TpKP eine urindre Ausscheidung von 12-41 % bestimmt wogegen TCEP zu 94%
iiber den Urin ausgeschieden wird [34, 44, 53]. Das bedeutet, dass entsprechend etwa 60 %
geringere Mengen TpKP iiber den Urin als DpKP ausgeschieden wiirden. Hinzu kommen
geringfiigig schlechtere Nachweisgrenzen fiir DmKP und DpKP. Die Konzentrationen an
DmKP und DpKP im Urin ldgen dementsprechend unter den analytisch zu erfassenden Kon-
zentrationen. Bislang ist jedoch noch nicht geklédrt ob TKP iiberhaupt im Menschen zu DmKP
und DpKP metabolisiert wird.

Auf Basis der erhobenen inneren OP-Belastung ist dennoch zu vermuten, dass aufgrund der
geringen inneren Belastung der Allgemeinbevolkerung kein akuter Handlungsbedarf besteht
um die Belastung der Allgemeinbevdlkerung zu minimieren.

Bei dem untersuchten Kollektiv handelt es sich um eine Pilotstudie, die nicht als repriasentativ
fir die Allgemeinbevolkerung Deutschlands angesehen werden kann. Um Grenz- und

Referenzwerte abschlieend festlegen zu konnen ist die Untersuchung eines repridsentativen
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Allgemeinbevolkerungskollektivs unverzichtbar. Die innere Belastung bei Kindern ist anhand
eines repriasentativen Kollektivs zu quantifizieren, da es sich hierbei um eine Risikogruppe
handelt und ggf. die orale Aufnahme von OPFSM eine groere Rolle spielen konnte.

Bislang liegen keine Daten zur beruflichen Belastung durch OPFSM vor. Denkbar wire
beispielsweise die Untersuchung von Beschiftigten an Arbeitspldtzen in der Kunststoff-
industrie, da in diesen Industriezweigen vermutlich deutlich hohere Konzentrationen an
OPFSM als in der Umwelt vorliegen. Dementsprechend ist mit einer hoheren inneren Belas-
tung zu rechnen. Mit Hilfe eines solchen Kollektivs wire ggf. weitere Aussagen zum Meta-
bolismus von TmKP und TpKP und der Bildung von DmKP und DpKP im menschlichen
Korper moglich.

Die Ergebnisse dieser weiterfithrenden Untersuchungen konnen entscheidend zur Festlegung
von Grenzwerten beitragen. Die Kommission Humanbiomonitoring des Umweltbundesamtes
definiert einen Referenzwerte als das 95. Perzentil eines reprisentativen Kollektivs [171]. Das
im Rahmen dieser Arbeit untersuchte Allgemeinbevolkerungskollektiv ist nicht reprisentativ
fiir die deutsche Bevolkerung. Dennoch spiegeln die ermittelten Daten in erster Naherung die
Hintergrundbelastung der Bevolkerung wieder. Auf der Basis dieser Daten konnen die fol-
genden vorlidufige Referenzwerte von <0,25 ug/l (DBP), 0,36 ug/l (BCPP), 1,12 ug/l (BCEP),
1,71 pg/1 (DPP) und < 1,00 pg/l (DmKP, DpKP) abgeleitet werden.
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12. Zusammenfassung

Als Organophosphorhaltige Flammschutzmittel (OPFSM) bezeichnet man die Trialkyl- bzw.
Triarylester der Phosphorsédure. Sie werden in allen Bereichen des tiglichen Lebens einge-
setzt. Eine Exposition der Allgemeinbevolkerung aufgrund des ubiquitdren Vorkommens wird
als unvermeidlich angesehen.

Beruflich kénnen Personen mit OPFSM bei der Herstellung der Flammschutzmittel und deren
Zugabe zu Kunststoffen und der Weiterverarbeitung der Kunststoffe in Kontakt kommen.
Metabolismusstudien am Tier zeigen, dass OPFSM aufgenommen, metabolisiert und zum
iiberwiegenden Teil mit dem Urin ausgeschieden werden. Als Hauptmetabolite wurden im
Tierversuch die entsprechenden Dialkyl- bzw. Diarylphosphorsiureester identifiziert.

Zwar liegen bisher keine umfassenden toxikologischen Daten vor. Jedoch haben sich im
Tierversuch reproduktionstoxische und kanzerogene Wirkungen gezeigt. Auch {iber
Wirkungen auf ZNS, Leber, etc. wurde berichtet.

OPFSM sind daher sowohl arbeitsmedizinisch als auch umweltmedizinisch von grofer Be-
deutung. Um das von OPFSM ausgehende Gesundheitsrisiko abschidtzen zu konnen ist die
Bestimmung der sog. inneren Belastung unerlisslich, d.h. der Mengen an OPFSM, die der
Mensch tatsdchlich aufnimmt.

Bislang war ein Humanbiomonitoring von OPFSM nicht moglich, da keine geeignete analyti-
sche Methode zur Bestimmung von OPFSM-Metaboliten in Urin zur Verfligung stand. Das
Ziel dieser Arbeit war deshalb die Entwicklung und Anwendung einer Methode, um die Me-
tabolite der OPFSM im menschlichen Urin zu bestimmen. Damit sollte zunédchst die Hinter-
grundbelastung der Allgemeinbevolkerung durch OPFSM abgeschitzt werden. Dariiber hin-
aus sollten erste Einblicke in den menschlichen OPFSM-Metabolismus gewonnen werden.
Aus dem gesamten Spektrum der OPFSM wurden aufgrund ihrer toxikologischen Relevanz
und hoher Verbrauchzahlen zu diesem Zweck die Metabolite der Flammschutzmittel TBP,
TCPP, TCEP, TPP, TmKP und TpKP als Analyten fiir die Methodenentwicklung ausgewihlt.
Es wurde eine GC-MS/MS Methode zur simultanen Bestimmung von sechs OPFSM-Metabo-
liten (DBP, BCPP, BCEP, DPP, DmKP, DpKP) entwickelt. Die Probenvorbereitung umfasst
eine erste Festphasenextraktion zur Abtrennung von Matrix und zur Uberfithrung der Analy-
ten aus der wissrigen in die organische Phase. Nach der Derivatisierung mit Pentafluorben-
zylbromid erfolgt eine weitere Aufreinigung an einer Kombination aus zweil Festphasen.
Daneben wird in diesem Schritt iiberschiissiges Derivatisierungsmittel aus dem Extrakt ent-

fernt. Die Quantifizierung erfolgt an einem GC-MS/MS-System nach Elektronenstof3ioni-
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sierung durch multiple reaction monitoring (MRM). Durch die Abtrennung von
tiberschiissigem Derivatisierungsmittel wurden Schidden am Analysesystem und der
Trennsdule vermieden. Aufgrund der guten Aufreinigung erwies sich die Analysenmethode
als fiir einen routineméfigen Einatz gut geeignet und erforderte lediglich ein geringes Mal} an
Wartung.

Bei der Methodenvalidierung zeichnete sich die Methode durch ein hohes Mal3 an Robustheit,
Reproduzierbarkeit, Sensitivitidt und Selektivitdt aus. Die Nachweisgrenzen der Methode lie-
gen bei 0,10 pg/l fiir BCEP, bei 0,25 pg/l fiir DBP, BCPP und DPP und bei 1,00 pg/l fiir
DmKP und DpKP.

Im Anschluss an die Methodenentwicklung wurde die Methode zur Untersuchung eines
Kollektivs der Allgemeinbevolkerung herangezogen. In 68 % der untersuchten Proben konnte
DPP mit Gehalten bis zu 5,47 ug/l nachgewiesen. Am zweithdufigsten wurde BCEP in 44 %
der Proben mit bis zu 26,45 ug/l nachgewiesen. 12 % der Proben wurden positiv auf BCPP
mit Gehalten bis zu 0,85 pg/l analysiert. In nur einer Probe wurden 0,26 ug/l DBP nach-
gewiesen. In keiner der untersuchten Proben konnten die beiden Isomere DmKP und DpKP
nachgewiesen werden.

Erstmals war es somit moglich, Metabolite organophosphorhaltiger Flammschutzmittel in
menschlichem Urin nachzuweisen. Es konnte erstmals gezeigt werden dass die
Allgemeinbevolkerung verschiedene OPFSM aufnimmt. Erste Einblicke in den Metabolismus
der organophosphorhaltigen Flammschutzmittel im menschlichen Korper wurden erméglicht.
Es konnte gezeigt werden, dass OPFSM zu den entsprechenden Dialkyl- bzw. Diarylestern
der Phosphorséure verstoffwechselt werden.

Weitere Studien sind notwendig, um einen Zusammenhang zwischen der aufgenommenen
Dosis an OPFSM und den ausgeschiedenen OPFSM-Metaboliten herstellen zu konnen.
Anhand derer wire es moglich anhand der Metabolitenkonzentrationen Riickschliisse auf die
aufgenommene Dosis an OPFSM ziehen zu konnen. Ein Vergleich mit toxikologischen
Studien am Tier wire somit moglich.

Die Biomarker BCPP, BCEP und DPP sind diagnostisch ausreichend empfindlich, um eine
Hintergrundbelastung in der Allgemeinbevolkerung zu erfassen. DBP entzog sich dem
analytischen Nachweis. Ob die beiden Isomere des Kresylphosphats aufgenommen,
metabolisiert und mit dem Urin ausgeschieden werden konnte nicht gekldrt werden.
Moglicherweise vorhandene Konzentrationen liegen unterhalb der Nachweisgrenze von

1,0 pg/l und sind deshalb mit der vorliegenden Methode nicht zu erfassen.
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Als vorlédufige Referenzwerte wurden <0,25 pg/l (DBP), 0,36 ug/l (BCPP), 1,12 ng/l (BCEP),
1,71 pg/l (DPP) und < 1,0 pg/l (DmKP, DpKP) anhand des 95. Perzentils des Allgemeinbe-
volkerungskollektivs vorgeschlagen. Dabei ist zu beachten, dass dieses Kollektiv nicht als
reprasentativ fiir die deutsche Allgemeinbevolkerung angesehen werden kann. Es kann jedoch
als erster Anhaltspunkt fiir die Hintergrundbelastung beruflich nicht belasteter Arbeiter

dienen.
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13. Summary

Organophosphorus flame retardans (OPFSM) are the triaryl- and trialkylesters of phosphoric
acid. They are used as flame retardants and plasticizer in all areas of everyday life.

Due to the ubiquitary presence of OPFSM a burden of the general population may be ex-
pected. People can occupationally be exposed to OPFSM at the production sites of the flame
retardants, when the flame retardants are added to the polymer and at the subsequent
treatment of the flame-retardant containing polymer.

Animal studies on metabolism of OPFSM show that they are taken up, metabolised and pre-
dominantly excreted via urine. The main metabolites are dialkyl- and diarylesters of phospho-
ric acid esters in animals.

There is an broad lack of toxicological data of OPFSM. This is a matter of concern due to the
proven negative effects on reproduction and the carcinogenic effects of some of the flame
retardants in animal experiments.

Therefore OPFSM are a subject of huge concern in occupational as well as environmental
medicine. To estimate the health risk originated by OPFSM, it is indispensable to determine
the internal exposure in humans.

Up to now human biomonitoring of OPFSM has not been possible, due to the lack of an ap-
propriate analytical method for the determination of OPFSM-metabolites in human urine
samples.

The aim of this study was to develop and apply a method for the determination of metabolites
of organophosphorus flame retardants. The method ought to be applied to determine the
background exposure in the general population and to throw a first glance on the metabolism
of OPFSM in humans.

Due to the toxicological relevance and high production volumes of TBP, TCPP, TCEP, TPP,
TmKP and TpKP, their metabolites were selected for this work.

A GC-MS/MS method was developed for the simultaneous determination of DBP, BCPP,
BCEP, DPP, DmKP and DpKP. For sample preparation a solid phase extraction step is used
to separate the analytes from the urine matrix and to transfer them to the organic phase. Deri-
vatization is performed by pentafluorobenzylbromide followed by a second solid phase clean
up. Thus excessive derivatization reagent is extracted from the sample to prevent damage of
the analytical system and the analytical column. Quantification is performed by GC-MS/MS

with electron impact ionisation (EI) and multi reaction monitoring (MRM). Due to a proper
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sample cleanup the method can be routinely applied and damages on the analytical system can
be prevented.

The method is characterized by excellent robustness, reproducibility, sensitivity and selectivi-
ty. Limits of determination are 0.10 ug/l (BCEP), 0.25 ug/l (DBP, BCPP, BCEP) and
1.00 pg/l (DmKP, DpKP).

The biomonitoring method was applied to determine the internal burden in a collective, se-
lected from the general population of Germany. 68 % of the examined samples were tested
positive for DPP, containing up to 5.47 pug/l. BCEP was determined in 44 % of the samples
with levels up to 26.45 pg/l. 12 % of the samples contained up to 0.85 ug/l BCPP. 0.26 pg/l
DBP was analysed in one single urine sample. DmKP and DpKP were below the limit of de-
tection for all examined samples. Median levels were below the limit of detection for all ana-
lytes except DPP with a median level of 0.52 ug/l.

For the first time it was possible to determine the metabolites of organophosphorus flame re-
tardants in human urine. A glance on the metabolism of OPFSM in humans was possible, but
further studies are necessary to determine the ratio between OPFSM taken up and the excreted
metabolites. Based on that ratio it will be possible to draw conclusions on the concentrations
of OPFSM taken up by measuring the levels of OPFSM-metabolites. Those results can than
be compared to toxicological animal studies.

It was evidenced that occupational non-exposed persons of the general population show
background levels of OPFSM-metabolites.

BCPP, BCEP and DPP are biomarkers, which are diagnostically sensitive enough to deter-
mine a background exposure in the general population. It can be assumed, that DBP can be
used as a biomarker to determine increased levels of OPFSM-metabolites in occupationally
exposed workers. Whether DmKP and DpKP are formed and exceted via urin in humans
could not be proven. The concentrations of probably existing metabolites were below the limit
of detection of this method. To solve that issue further studies on higher burdened samples of
exposed workers are necessary.

Temporary reference values were proposed, based on the 95.percentil of the examined
collective. The reference values are <0.25 pg/l (DBP), 0.36 ug/l (BCPP), 1.12 ug/l (BCEP),
1.71 pg/l (DPP) and <1.00 pg/l (DmKP, DpKP). It has to be considered that the analysed
collective is not representative. Nevertheless it can be used as an indicator for the internal

burden in the general population of Germany.
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L. Massenspektrum Dibutylphosphat

Abbildung 32: Massenspektrum des Pentafluorbenzylderivats von DBP

Spectrum 14
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Abbildung 33: Tochterionenspektrum fiir DBP, Mutterion (Q1) m/z = 335, CE = 5eV
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Abbildung 34: Tochterionenspektrum fiir DBP, Mutterion (Q1) m/z = 390, CE = 10 eV

Spectrurmn 1A
EP 1505 (3.064e+5=100%) std 1mg konz_17.07.2007 _10-86-35. xms 12,630 min. Scan: 78 Channel 5 lon: MA RIC: 1 201e+7
00%3 18p.8 3
E 3,068e+6
E 278.6
o Ei
£ /U_g 2579 1991e+5
3 1652e+5
50% E
E 2003 728
o E
25 /r BE 614200 536500 3349
] 132800 | T 163475
0% I n )
' 175 200 25 20 275 300 ‘

5i 350
Acquired Range m/z




118

Anhang

II.

Massenspektrum Bis-(2-chlorethyl)-phosphat

Abbildung 35: Massenspektrum des Pentafluorbenzylderivats von BCEP
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Abbildung 36: Tochterionenspektrum fiir BCEP, Mutterion (Q1) m/z = 367, CE = 10 eV
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Abbildung 37: Massenspektrum des Pentafluorbenzylderivats von DPP

Massenspektrum Diphenylphosphat
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Abbildung 38: Tochterionenspektrum fiir DPP, Mutterion (Q1) m/z = 430, CE = 10 eV

Spectrum 1A 18.415 min. Scan: 1038 Channel: Merged lon: NA RIC: 7,225e+7
100%- 2490 -
1 2,666e+7
75% E
50%] -
E 429.7
] 8169 = 3320 8,531e+6
] 6,403e+6 4,751e+6
250/02 256.0 i
] 3,845e+6 311.
] pai 35606+6 330.1
] 2%‘97'e+6 1,876e+6
Oc/o f | \‘ ‘ 1
250 275 300 325 350 375 400 425 m/z




120

Anhang

IV.

Massenspektrum Di-m-kresylphosphat

Abbildung 39: Massenspektrum des Pentafluorbenzylderivats von D, ,KP
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Abbildung 40: Tochterionenspektrum fiir DmKP, Mutterion (Q1) m/z = 458, CE = 10 eV
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V.  Massenspektrum Di-p-kresylphosphat

Abbildung 41: Massenspektrum des Pentafluorbenzylderivats von D,KP

Spectrum 1A 20.390 min. Scan: 1135 Channel: Merged lon: NA RIC: 1,055e+8
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Abbildung 42: Tochterionenspektrum fiir DpKP, Mutterion (Q1) m/z = 458, CE = 10 eV

Spectrum 1A 20.478 min. Scan: 1365 Channel: Merged lon: NA RIC: 9,299¢+6
100% 377 1 =
1,661e+6
75% ]
o 254.5
50% 678100 380.4
330.8 582160
o 2191 414580
25% 315000 .
OO/o L1 L T L T Ll L L1

205 250 275 300 305 350 375 miz




122 Anhang

VI. Massenspektrum Dibutylphosphat-d18

Abbildung 43: Massenspektrum des Pentafluorbenzylderivats von DBP-d18
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Abbildung 44: Fragmentierungsschema fiir DBP-d18
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Abbildung 45: Tochterionenspektrum fiir DBP-d18, Mutterion (Q1) m/z = 346, CE = 10 eV
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VII. Massenspektrum Bis-(2-chlorpropyl)-phosphat-d2

Abbildung 46: Massenspektrum des Pentafluorbenzylderivats von BCPP-d2
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Abbildung 47: Fragmentierungsschema fiir BCPP-d2
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Abbildung 48: Tochterionenspektrum fiir BCPP-d2, Mutterionen (Q1) m/z = 432, 383, CE = 10 eV
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VIII.

Bis-(2-chlorethyl)-phosphat-d8

Abbildung 49: Massenspektrum des Pentafluorbenzylderivats von BCEP-d8

Spectrum 1A 13.624 min. Scan: 495 Channel: Merged lon: NA RIC: 3, 268e+10
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Abbildung 50: Fragmentierungsschema fir BCEP-d8
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Abbildung 51: Tochterionenspektrum fiir BCEP-d8, Mutterion (Q1) m/z = 375, 410; CE=10eV
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IX. Massenspektrum Diphenylphosphat-d10
Abbildung 52: Mutterionenspektrum fiir DPP-d10
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Abbildung 53: Fragmentierungsschema fiir DPP-d10
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Abbildung 54: Tochterionenspektrum fiir DPP-D10, Mutterion (Q1): m/z 440, CE=11 eV
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X. Massenspektrum Di-m-kresylphosphat-d14

Abbildung 55: Mutterionenspektrum fiir DmKP-d14
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Abbildung 56: Fragmentierungsschema fiir DmKP-d14
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Abbildung 57: Tochterionenspektrum fiir DmKP-d14, Mutterion (Q1): m/z 472, CE = 10 eV

Spectrum 1A 17.289 min. Scan: 18068 Channel: 5§ laon: MNA RIC: 8 027e+9
100%] 472:0 &
291 .1 1,598+9 ]
1.45Ze+9 1
T5% -
509%% .
25% - 338.0 =
{ 3“’42Se+8

0% ||I ‘II Ll | L |L 1 ]‘ | Tl 1 1 |I| T ‘". =

300 350 400 450 I




Anhang 127

XI. Qualitatskontrollkarten

Abbildung 58: Qualititskontrollkarte Dibutylphosphat, Q.
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Abbildung 59: Qualititskontrollkarte Dibutylphosphat, Qhigh
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Abbildung 60: Qualititskontrollkarte Bis-(2-chlorpropyl)-phosphat, Qo
Q0w BCPP [VK=5,5%)]
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Abbildung 61: Qualititskontrollkarte Bis-(2-chlorpropyl)-phosphat, Qpign
Qhigh BCPP [VK=1,8%]
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Abbildung 62: Qualititskontrollkarte Diphenylphosphat, Qo
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Abbildung 63: Qualititskontrollkarte Diphenylphosphat, Qy;gn
Qhigh DPP [VK=4,1%)]
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Abbildung 64: Qualititskontrollkarte Di-m-kresylphosphat, Q.
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Abbildung 65: Qualititskontrollkarte Di-m-kresylphosphat, Qy;en
Qhigh DMKP [VK=1,1%]
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Abbildung 66: Qualititskontrollkarte Di-p-kresylphosphat, Q.
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Abbildung 67: Qualititskontrollkarte Di-p-kresylphosphat, Qygn
thgh DpKP [VK=3,4°/o]
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XII. Einzelwerte der Individualurine zur Bestimmung der Wiederfindung

in variierender Urinmatrix

Tabelle 18: Einzelwerte fiir die Bestimmung der der Wiederfindung in variierender Urinmatrix

Individualurin Kreatinin DBP BCPP BCEP DPP DmKP DpKP
[9/1] [no/l] [no/l] [uo/l] [uo/l] [no/l] [no/l]
nativ <NWG  <NWG 0,64 0,60 <NWG  <NWG
M1 dotiert 20 pg/l 0,25 20,25 20,64 19,79 19,63 20,59 19,99
dotiert 40 pg/l 40,61 40,29 39,07 39,30 39,46 40,00
nativ <NWG 0,48 <NWG  <NWG <NWG  <NWG
M2 dotiert 20 pg/l 0,37 19,96 18,38 18,72 22,46 21,10 20,61
dotiert 40 pg/l 38,61 37,21 39,13 40,48 41,40 41,05
nativ <NWG <NWG <NWG <NWG <NWG <NWG
M3 dotiert 20 pg/l 0,62 19,37 18,48 21,30 20,49 21,00 18,92
dotiert 40 pg/l 37,99 36,57 42,13 38,42 41,50 41,26
nativ <NWG <NWG 0,62 0,55 <NWG <NWG
M4 dotiert 20 pg/l 0,92 19,22 17,76 20,10 20,51 20,10 19,49
dotiert 40 pg/l 39,60 36,66 40,86 40,92 39,40 38,50
nativ <NWG 2,49 0,25 <NWG  <NWG  <NWG
M5 dotiert 20 pg/l 1,27 18,83 17,10 20,37 19,74 20,70 20,73
dotiert 40 pg/l 38,45 35,16 37,13 40,13 40,80 39,31
nativ <NWG  <NWG 0,75 0,77 <NWG  <NWG
M6 dotiert 20 pg/l 2,46 19,12 18,99 19,35 19,89 19,78 18,31
dotiert 40 pg/l 38,68 37,02 39,07 40,93 39,91 40,81
nativ <NWG 1,58 <NWG <NWG <NWG <NWG
M7 dotiert 20 pg/l 2,62 19,16 19,29 19,03 20,03 21,43 20,40
dotiert 40 pg/l 38,35 38,11 40,96 37,33 38,05 38,86
nativ <NWG 0,60 1,49 2,26 <NWG  <NWG
M8 dotiert 20 pg/l 3,27 19,63 19,23 18,66 17,81 19,98 20,03
dotiert 40 pg/l 39,73 39,16 38,48 37,72 39,99 40,44
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XIII. Biomonitoring der Allgemeinbevolkerung — Einzelergebnisse

Tabelle 19: Einzelergebnisse Biomonitoring der Allgemeinbevolkerung (Volumenbezug)

Probe Nr. Kreatinin DBP BCPP BCEP DPP DmKP DpKP

/] [/ [/ [/ [/ [/ [/

NWG NWG NWG NWG NWG NWG

0,25 g/l 0,25 ug/l 0,1 ug/l 0,25 ug/l 1 ug/l 1 ug/l
154 0,39 <NWG <NWG 0,207 0,583 <NWG <NWG
406 0,67 <NWG <NWG 0,897 1,846 <NWG <NWG
467 0,26 0,257 0,854 <NWG 0,828 <NWG <NWG
514 0,41 <NWG <NWG <NWG 0,524 <NWG <NWG
603 0,73 <NWG <NWG <NWG 0,405 <NWG <NWG
854 0,60 <NWG <NWG 1,122 0,995 <NWG <NWG
1127 0,45 <NWG 0,376 0,456 <NWG <NWG <NWG
1704 0,49 <NWG 0,277 <NWG <NWG <NWG <NWG
1712 0,98 <NWG <NWG <NWG <NWG <NWG <NWG
1911 1,33 <NWG <NWG 0,516 5,471 <NWG <NWG
2308 1,09 <NWG <NWG 0,894 0,361 <NWG <NWG
2355 0,87 <NWG <NWG 0,192 0,336 <NWG <NWG
2402 0,68 <NWG <NWG <NWG 1,185 <NWG <NWG
2551 0,45 <NWG <NWG 0,265 <NWG <NWG <NWG
3006 1,06 <NWG <NWG 0,686 <NWG <NWG <NWG
3008 0,77 <NWG <NWG <NWG <NWG <NWG <NWG
3164 0,37 <NWG <NWG 26,446 0,611 <NWG <NWG
3455 1,32 <NWG <NWG 1,093 <NWG <NWG <NWG
3496 0,74 <NWG <NWG <NWG 1,176 <NWG <NWG
3766 0,89 <NWG <NWG <NWG 1,095 <NWG <NWG
3906 0,26 <NWG <NWG <NWG <NWG <NWG <NWG
4531 0,52 <NWG <NWG <NWG 0,572 <NWG <NWG
4666 0,72 <NWG <NWG <NWG 0,278 <NWG <NWG
4675 1,30 <NWG <NWG <NWG 1,083 <NWG <NWG
675PH 1,45 <NWG <NWG <NWG 1,063 <NWG <NWG
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Tabelle 20: Einzelergebnisse Biomonitoring der Allgemeinbevolkerung (Kreatininbezug)

Probe Nr. Kreatinin DBP BCPP BCEP DPP DmKP DpKP
[9/] [ug/g Krea] [ug/g Krea] [ug/g Krea] [ug/g Krea] [ug/g Krea] [ug/g Krea]

154 0,39 <NWG <NWG 0,53 1,49 <NWG <NWG
406 0,67 <NWG <NWG 1,34 2,76 <NWG <NWG
467 0,26 0,99 3,28 <NWG 3,18 <NWG <NWG
514 0,41 <NWG <NWG <NWG 1,28 <NWG <NWG
603 0,73 <NWG <NWG <NWG 0,55 <NWG <NWG
854 0,60 <NWG <NWG 1,87 1,66 <NWG <NWG
1127 0,45 <NWG 0,84 1,01 <NWG <NWG <NWG
1704 0,49 <NWG 0,57 <NWG <NWG <NWG <NWG
1712 0,98 <NWG <NWG <NWG <NWG <NWG <NWG
1911 1,33 <NWG <NWG 0,39 411 <NWG <NWG
2308 1,09 <NWG <NWG 0,82 0,33 <NWG <NWG
2355 0,87 <NWG <NWG 0,22 0,39 <NWG <NWG
2402 0,68 <NWG <NWG <NWG 1,74 <NWG <NWG
2551 0,45 <NWG <NWG 0,59 <NWG <NWG <NWG
3006 1,06 <NWG <NWG 0,65 <NWG <NWG <NWG
3008 0,77 <NWG <NWG <NWG <NWG <NWG <NWG
3164 0,37 <NWG <NWG 71,48 1,65 <NWG <NWG
3455 1,32 <NWG <NWG 0,83 <NWG <NWG <NWG
3496 0,74 <NWG <NWG <NWG 1,59 <NWG <NWG
3766 0,89 <NWG <NWG <NWG 1,23 <NWG <NWG
3906 0,26 <NWG <NWG <NWG <NWG <NWG <NWG
4531 0,52 <NWG <NWG <NWG 1,10 <NWG <NWG
4666 0,72 <NWG <NWG <NWG 0,39 <NWG <NWG
4675 1,3 <NWG <NWG <NWG 0,83 <NWG <NWG
675PH 1,45 <NWG <NWG <NWG 0,73 <NWG <NWG
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XIV. Methodenentwicklung

XIV.I. Lyophilisierung

Problemstellung:

Bei der beschriebenen Methode handelt es sich um ein Verfahren, das am Institut fiir Arbeits-,
Sozial- und Umweltmedizin zum Humanbiomonitoring von Organophosphat-Pestizid-
Metaboliten eingesetzt wird. Aufgrund der groBen strukturellen Ahnlichkeit dieser
Verbindungen mit den OPFSM-Metaboliten sollte iiberpriift werden, in wie weit sich diese

Methode iibertragen lisst.

Geriite:
20 ml Schraubglidser mit Schraubdeckeln und Septen
Bechergliser

Lyophilisator

Chemikalien:

Acetonitril secco solv

Diethylether p.a.

2,3,4,5,6-Pentafluorbenzylbromid 5 g gelost in 6 ml Acetonitril
n-Hexan supra solv

Toluol supra solv

Kaliumcarbonat p.a.

Probenaufbereitung:

Je 2 ml der Urinproben werden in 20 ml Schraubglaser gegeben. Die Proben werden mit 50 pl
interner Standardlosung versetzt, kurz gevortext und innerhalb von zwei Stunden im Tief-
kiihlschrank eingefroren. Anschliefend werden die Proben iiber Nacht zum gefriertrocknen in
den Lyophilisator gestellt.

Zu den gefriergetrockneten Proben werden 2 ml Acetonitril und 2 ml Diethylether gegeben.
Es wird 10 min im Horizontalschiittler geschiittelt. Die organische Phase wird vom festen
Riickstand abgehoben und in 20 ml Schraubgliser iiberfiihrt. Der Riickstand wird erneut mit
1 ml Acetonitril versetzt und 10 min im Horizontalschiittler geschiittelt. Die Acetonitrilphase

wird vom Riickstand abgehoben und mit der Acetonitril-Etherphase vereinigt.
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Die Extrakte werden mit Stickstoff auf 1,5 ml eingeengt. 25 mg Kaliumcarbonat und 100 pl
Pentafluorbenzylbromid-Losung werden zugegeben, kurz gevortext und iiber Nacht bei 40°C
inkubiert.

Nach dem Abkiihlen werden die Extrakte mit 5 ml Wasser und 5 ml Hexan versetzt und
10 min auf dem Horizontalschiittler geschiittelt.

Die Hexanphase wird abgehoben und in ein 20 ml Schraubglas tiberfiihrt. Die wissrige Phase
wird erneut mit 5 ml Hexan ausgeschiittelt, die Hexanphase abgehoben und mit der Hexan-
phase der ersten Extraktion vereinigt.

Die Hexanextrakte werden auf 1 ml eingeengt, mit 200 ul Toluol versetzt, und in ein GC-Vial
tiberfiihrt. Nach weiterem Einengen werden die Extrakte in Mikrovials iiberfiihrt. Die Analyse

erfolgt wie in Kapitel 10.5 und 10.6 beschrieben.

Ergebnisse:

Die Extrakte enthalten noch Riickstinde des Derivatisierungsmittels. Somit kann es bei
groferen Analysenserien zu Schidden an der Trennsdule und am analytischen System

kommen.

XIV.IIL. Vergleich verschiedener Derivatisierungsreagenzien

Problem:

Mit PFBBr derivatisierte Proben konnen nicht direkt in das GC-MS/MS-System injiziert wer-
den, da es dabei zu Schédden an der Trennsidule kommt und die Performance des Systems stark
zuriickgeht. Daher wurden alternative  Derivatisierungsmittel — getestet um  die

Probenaufbereitung zu verkiirzen.

Diazomethan:

Abbildung 68: Derivatisierung der Dialkyl- bzw. Diarylphosphate mit Diazomethan
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Herstellung der Diazomethan-Losung:

In einem 250 ml Rundkolben werden 10 ml einer 4 M KOH-L&sung und 60 ml Toluol vorge-
legt. Die Vorlage wird mit Eis gekiihlt. Unter Riihren werden portionsweise 3,0 g N-Methyl-
N-Nitrosoharnstoff zugegeben, wobei die Temperatur im Inneren des Kolbens nicht hoher als
10°C ansteigen darf.

30 min nach der letzten Zugabe von Nitrosomethylharnstoff ist die Reaktion abgeschlossen.
Nach Zugabe von 150 ml Wasser wird die Toluolphase in ein Schraubglas iiberfiihrt. Die
hergestellte Losung wird auf einem Bodensatz Natriumsulfat im Gefrierschrank bei -18°C

aufbewabhrt.

Abbildung 69: Darstellung von Diazomethan

O
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CH3

N*=N + NH; + K,CO5 + H,0O

Probenaufbereitung:

Die Probenaufarbeitung erfolgt wie im Kapitel 10.4 beschrieben bis zur Derivatisierung. Nach
dem Abblasen zur Trockene werden 200 pl Diazomethan in Toluol zugegeben und die
Losung zwei Stunden bei Raumtemperatur inkubiert. Nach dem Uberfiihren in Mikroinserts

werden die Proben mit GC-MS/MS analysiert.

Ergebnis:

Die Derivatisierung mit Diazomethan ist erfolgreich. Die Derivate lassen sich unter den
angegebenen Bedingungen gut trennen und eluieren innerhalb eines Zeitfensters von
9-17 min. Bei dieser Probenvorbereitung wurde auf den zweiten Aufreinigungsschritt
verzichten. Die verglichen mit den Pentafluorbenzylbromid-Derivaten geringeren m/z fithren
zu weniger selektiven lonenspuren bei der Quantifizierung. In Realproben wurde die

Nachweisgrenze zu 10-100 pg/l abgeschitzt.
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Diazotoluol
Verglichen mit Diazomethan ist Diazotoluol geringer toxisch. Durch die Derivatisierung mit
Diazotoluol werden gro3ere Molekiilmassen erreicht, welche, entsprechende Zerfille im Mas-

senspektrometer vorausgesetzt, zu selektiveren lonenspuren fiihren sollen.
Die Darstellung von Diazotoluol erfolgt nach der Vorschrift von Kupfermann [172]. Dabei
handelt es sich um eine zweistufige Synthese. Ausgehend von p-Toluolsulfonsdurehydrazid

und Benzaldehyd wird das Hydrazon hergestellt, welches im zweiten Schritt der Synthese

analog dem Diazomethan zum Diazotoluol umgesetzt wird.

Abbildung 70: Darstellung von Diazotoluol
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Eine Umsetzung der OPFSM-Metabolite mit Diazotoluol findet nicht statt. Denkbar ist eine

Benzaldehydhydrazon

sterische Hinderung, die den Angriff an der Hydroxygruppe verhindert.
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Chloriodpropan

1-Chlor-3-iodpropan (CIP) wird zur Derivatisierung von Organophosphat-Pestizid-
Metaboliten eingesetzt [165]. Da die Analyten strukturell sehr #dhnlich sind war davon
auszugehen, dass diese Derivatisierung auch fiir OPFSM-Metabolite anwendbar ist.

Fiir die Entwicklung der MeBmethode werden je 1 ml der Stammldsung I und II (vgl. Kapitel
10.2.5) mit 30 ul CIP bei 60°C innerhalb von zwei Stunden umgesetzt. Durch die Analytik
mittels EI-GC-MS/MS waren NWG von 1 mg/l zu erzielen. Eine Messung nach positiver
chemischer Ionisierung (PCI) durch single ion monitoring (SIM) fiihrte zu niedrigeren
Nachweisgrenzen. Die Spezifitit der Ionenspuren ist im SIM-Modus jedoch geringer.

Es wurden dotierte Urinproben wie in Abschnitt 10.4 beschreiben mit Hilfe von
Festphasenextraktion aufgearbeitet und wie oben beschreiben mit CIP derivatisiert. Dabei
wurden Storungen durch Matrix fiir die Analyten DPP, DmKP und DpKP beobachtet. Ein
mulit-reaction-monitoring (MRM) war nicht méglich, da die Ausbeute an Tochterionen zu

gering und damit die Empfindlichkeit sehr schlechter war.

Silylierungsmittel

Verwendet wurden die Silylierungsreagenzen N-Methyl-N-(tert-butyldimethylsilyl)-trifluor-
acetamid (MTBSTFA), N,O-Bis(trimethylsilyl)trifluoracetamid (BSTFA)

und N,O-bis(Trimethylsilyl)acetamid (BSA).

100 pl der Stammlosung I (10 mg/l) (vgl. Kapitel 10.2.5) werden in je ein GC-Vial mit
Mikroinsert vorgegeben. Je 10 ul des Silylierungsmittels (MTBSTFA, BSA, BSTFA) werden
zugegeben und die Losung gut durchmischt. Die Derivatisierung erfolgt bei 60°C innerhalb
von einer Stunde. Variationen der Derivatisierungstemperatur und -zeit ergaben keine
Verbesserungen. MTBSTFA und BSTFA reagierten mit den Metaboliten der OPFSM.
Verglichen mit den Pentafluorbenzylbromid-Derivaten waren die Empfindlichkeit und die

Selektivitdt der resultierenden Ionenspuren deutlich geringer.
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XIV.III. Vergleich verschiedener Fliissig-fliissig-Extraktionen

Bei der Methodenentwicklung wurde die in Kapitel XIV.I beschriebene Methode zugrunde
gelegt. Bei der Fliissig-fliissig-Extraktion im Anschluss an die Derivatisierung wurden Ver-
luste beobachtet. Untersucht wurden alternative Fliissig-fliissig-Extraktionen mit verschie-
densten organischen Losungsmitteln. Angewendet wurden Diethylether, Dichlormethan,
Chloroform, Acetonitril, Toluol, Cyclohexan und Isooktan. Die Wiederfindungen wurden in
Bezug auf die Extraktion mit Hexan bestimmt. Die Bestimmung erfolgt jeweils in Doppel-
bestimmung.

1 ml der Stammlosung II wurde mit 100 pl Pentafluorbenzylbromid-Losung und ca. 25 mg
Kaliumcarbonat versetzt und wie in Kapitel 10.4 beschrieben derivatisiert. Nach der
Derivatisierung wurden 2 ml Wasser und 2 ml des entsprechenden Losungsmittels zugegeben.
Zur besseren Phasentrennung wurden bei der Extraktion mit Diethylether, Chloroform und
Dichlormethan 2 g NaCl zugegeben. Zur Extraktion werden die Losungen fiir 10 min in
einem Horizontalschiittler geschiittelt. Die organische Phase wird abgehoben und der Extrakt
zur Trockene abgeblasen.

Die Extrakte von Diethylether, Chloroform und Dichlormethan werden nach der Extraktion
zum Trocknen mit Natriumsulfat versetzt. Der Riickstand wird nach Abblasen mit Stickstoff
in 150 pl Toluol aufgenommen und wie in Kapitel 10.5 und 10.6 beschrieben analysiert.

Die Untersuchungen ergaben, dass Hexan fiir die Extraktion der Pentafluorbenzylderivate der

OPFSM am besten geeignet ist.

XIV.IV. Vergleich verschiedener Festphasenkartuschen

Problemstellung:

Im Rahmen der Methodenentwicklung galt es aus vier dhnlichen Festphasenkartuschen
diejenige auszuwihlen, die fiir die erste Festphasenextraktion der OPFSM-Metabolite am

besten geeignet ist.

Verwendete Festphasenkartuschen:

Isolute ENV™, 100 mg, 3 ml (Separtis, Grenzach-Wyhlen)
Bond Elut PPL: 500 mg, 3 ml (Varian, Darmstadt)

Oasis HLB: 60 mg, 3 ml (Waters, Eschborn)

Isolute 101: 100 mg, 3 ml (Separtis, Uppsala, Schweden)



Anhang 141

Probenaufbereitung:

Je 5 ml Urinprobe werden mit 25 pl der Stammlosung I (10 mg/l) (vgl. Kapitel 10.2.5) in
Wasser dotiert. Die Probenaufbereitung und -analyse erfolgt wie in Kapitel 10.4-10.6
beschrieben. Die Analyse erfolgt in Doppelbestimmung. Der Vergleich der Peakflichen und
der Chromatogramme zeigt, dass die Festphase Isolut ENV™' am besten fiir die Extraktion von
OPFSM-Metaboliten aus Urin geeignet ist. Die Festphase Oasis HLB war ebenfalls gut fiir
die Extraktion geeignet, im Hinblick auf die Reproduzierbarkeit bei den polareren Analyten

zeigte Isolut ENV* jedoch Uberlegenheit.

XIV.V. Hydrolysebestindigkeit

Problemstellung:

Fir die Analytik von organophosphorhaltigen Flammschutzmitteln ist das Auftreten von
Leerwerten bekannt [173]. Daher war abzukldren, ob gegebenenfalls vorhandene
unverdnderte OPFSM durch Hydrolyse wihrend der Probenaufbereitung zu Mehrbefunden an
OPFSM-Metaboliten fithren kénnen.

Chemikalien:

Tributylphosphat, Sigma-Aldrich, Steinheim, Reinheit 99 %

Tris-(2-chlorpropylphosphat), Institut fiir Anorganischen Chemie, Friedrich-Alexander-
Universitit Erlangen-Niirnberg, Isomerengemisch

Tris-(2-chlorethylphosphat), Sigma-Aldrich, Steinheim, Reinheit 97 %

Triphenylphosphat, Sigma-Aldrich, Steinheim, Reinheit >99%

Trikresylphosphat, Sigma-Aldrich, Steinheim, Isomerengemisch, Reinheit 90 %

Losungen:

Stammldsungen:
Jeweils ca. 10 mg der Flammschutzmittelstandards werden in einen 10 ml Messkolben genau

eingewogen und mit Acetonitril zur Marke aufgefiillt. (1 g/1)
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Arbeitslosung:
Aus den Stammlosungen der Einzelstandards wird eine Arbeitslosung aller Flammschutzmit-
tel hergestellt. Dazu werden je 100 ul der Stammlosungen in einen 10 ml Messkolben gege-

ben und mit Acetonitril zur Marke aufgefiillt. (10 mg/1)
Die Flammschutzmittelstandards wurden vor der Verwendung auf Verunreinigungen mit Di-
alkyl- bzw. Diarylphosphaten untersucht. Keines der Flammschutzmittel wies derartige Ver-

unreinigungen auf.

Probenaufbereitung:

5 ml Urin bzw. Wasser werden mit 100 ul der Arbeitslosung zu einer Konzentration von
200 pg/l dotiert. Die weitere Probenaufbereitung und Analyse erfolgt wie in Kapitel 10.4 und

10.6 beschreiben. Der Nachweis erfolgt in Doppelbestimmung jeweils in Urin und Wasser.

Ergebnis:

Mit Ausnahme von DPP war bei der Analyse keiner der iibrigen Metaboliten nachweisbar.
Aus 200 pg/l TPP entstand bei der Probenaufarbeitung 4 pug/l DPP. Dies entspricht einem
Prozentsatz von 0,2 % Metabolit, der bei der Probenaufbereitung aus dem unverénderten
Flammschutzmittel gebildet werden kann. Unter realistischen Bedingungen stellt die
Hydrolyse daher keine Fehlerquelle bei der Bestimmung der OPFSM-Metabolite in

menschlichem Urin dar.



