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Summary

Analytical Procedure for the Determination of Selected PCB-
Components in Food

‘Following a procedure for the investigation of residues of

polychlorinated biphenyls (PCB) elaborated in this labora-
tory, the concentration of 6 selected PCB-components will
be determined exactly by capillary GLC and expressed as
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Zur Bestimmung dieser definierten Einzelkomponenten
wird eine ausfiihrliche Beschreibung der Analysenverfahren
gegeben, die hier tiberpriift wurden und vom Bundesgesund-
heitsamt fiir die quantitative PCB-Riickstandsanalytik von
Lebensmitteln tierischer Herkunft empfohlen werden.

Einleitung

Seit 1929 wurden polychlorierte Biphenyle in mindestens 9
verschiedenen Firmen durch Chlorierung von Biphenyl her-
gestellt. Die technischen Produkte sind Gemische aus unter-
schiedlichen Mengen von mehr als 100 Einzelkomponenten
(theoretisch wiren 209 Einzelkomponenten moglich). Selbst
bei Produkten mit gleichem Chlorgehalt zeigen die Erzeug-
nisse je nach Herstellerfirma (z.B. Clophen A 60 und
Arochlor 1260) unterschiedliche Zusammensetzungen.

Die in der Umwelt auftretenden PCB-Riickstinde resultie-
ren aus unterschiedlichen Mischungen dieser technischen
Produkte, die jedoch durch Abbau bzw. Metabolisierung
einzelner Komponenten in ihrem Verteilungsmuster verin-
dert sein konnen. In Abhingigkeit von dem jeweiligen Sub-
strat treten somit unterschiedliche Verteilungsmuster der
PCB-Einzelkomponenten in den Riickstinden auf: Bei-
spielsweise weisen PCB-Riickstinde in Fischen eine andere
Zusammensetzung auf als die in Milchfett.

In analytischer Hinsicht verhalten sich die polychlorierten
Biphenyle ebenso wie die meisten Organochlor-Pestizide.
Daher werden diese Verbindungen gewohnlich in einem
gemeinsamen Analysenverfahren extrahiert, gereinigt und
gaschromatographisch mittels ECD bestimmt. Wegen der
komplexen Zusammensetzung aus zahlreichen Einzelkom-
ponenten ist die gaschromatographische Bestimmung des
PCB-Gehalts jedoch sehr problematisch. Diese erfolgte bis-
her tiberwiegend auf gepackten Siulen mit geringer Trenn-
leistung. Dabei werden gewohnlich breite Peaks gemessen,
die aus einer Vielzahl von PCB-Einzelkomponenten oder
auch anderen interferierenden Stoffen bestehen kénnen. Da
auflerdem die Grofle des Detektorsignals (Peakfliche) fiir
die einzelnen Stoffe unterschiedlich ist, kénnen bei gleicher
Peakfliche durchaus unterschiedliche Mengen an Einzel-
komponenten vorliegen; eine qualitative Zuordnung der
Peaks zu bestimmten Verbindungen sowie deren Absiche-
rung ist dabei nicht méglich. Fiir die quantitative Auswer-
tung wurden die Flichen von einigen Peaks einer Probe mit
jeweils zeitgleichen Peaks aus einem Handelsprodukt (z. B.
Clophen A 60) verglichen und daraus auf einen »PCB-
Gehalt (berechnet als Clophen A 60)« hochgerechnet,
obwohl bekannt war, dafl dessen PCB-Verteilungsmuster
mit dem der Probe nicht iibereinstimmte.

Seit einiger Zeit erfolgt die Bestimmung bereits in vielen
Laboratorien durch Gaschromatographie mit Kapillarsdulen
hoher Trennleistung, so dafl die meisten PCB-Einzelkom-
ponenten separate Peaks ergeben. Eine quantitative Bestim-
mung aller Einzelkomponenten zur Ermittlung des »wah-
ren« Gesamtgehaltes an PCBs [10, 11] ist dabei jedoch mit

the result without any further calculation. These PCB-com-
ponents are considered as indicators for the concentration
of all the other PCBs.

A detailed description of the analytical procedures for the
determination of these defined PCB-components is given,
which were examined in this laboratory and are recom-
mended by the Federal Health Office for the quantitative
PCB residue analysis of food of animal origin.

sehr hohem Aufwand (Eichung mit etwa 100 Einzelkompo-
nenten) verbunden, der fir Routineuntersuchungen nicht
vertretbar ist. Als Notbehelf wurden daher auch bei der
Kapillar-Gaschromatographie ~ nur  einige  willkiirlich
gewihlte Peaks auf technische Handelsprodukte bezogen
und auf einen scheinbaren PCB-Gesamtgehalt hochgerech-
net. Bei derartigen Hochrechnungen kann der tatsichliche
PCB-Gehalt erheblich hsher sein, wenn z. B. in Fischen
neben den Komponenten aus dem (hochchlorierten) Clo-
phen A 60 auch niederchlorierte (etwa aus Clophen A 30)
enthalten sind. Andererseits liegt der tatsichliche Gehalt in
der Muttermilch bei nur etwa 50 % des hochgerechneten
PCB-Gehalts, weil zahlreiche Einzelkomponenten der tech-
nischen Handelsprodukte in der Muttermilch nicht mehr
enthalten sind [11].

Im Bundesgesundheitsamt wurde daher fiir die PCB-Riick-
standsanalytik in mehrjihrigen Vorarbeiten ein Konzept
entwickelt, nach dem statt der Hochrechnung auf einen fik-
tiven PCB-Gehalt nunmehr die tatsdchlich gemessenen
Gehalte an ausgewihlten PCB-Einzelkomponenten anzuge-
ben sind. Hierfiir wurden folgende 6 Einzelkomponenten
ausgewihlt (die in Klammern nachgestellten Zahlen bezie-
hen sich auf die systematische Numerierung gemifl [1]):

1) 2,4,4'-Trichlorbiphenyl (28)
2) 2,2°,5,5-Tetrachlorbiphenyl (52)
3) 2,2,4,5,5"-Pentachlorbiphenyl (101)
4) 2,2°,3,4,4",5-Hexachlorbiphenyl (138)
5) 2,2°,4,4°,5,5-Hexachlorbiphenyl (153)
6) 2,2°,3,4,4",5,5-Heptachlorbiphenyl (180).

Diese definierten Einzelverbindungen sollen als Indikatoren
fiir das gesamte PCB-Verteilungsmuster in den Proben fun-
gieren. Sie stellen sowohl fiir die technischen PCB-Pro-
dukte, die ja die Ursache der weltweiten Umweltkontamina-
tion bilden, als auch fiir die durch Metabolisierung bzw.
Anreicherung im Verlauf der Nahrungskette auftretenden
unterschiedlichen PCB-Muster in Umweltproben limitie-
rende Groflen dar, die daher fiir die Festsetzung von Grenz-
werten geeignet sind. Die Gehalte an diesen Einzelkompo-
nenten in Umweltproben sind analytisch ohne Schwierigkei-
ten bestimmbar. Wie im ersten Ringversuch [5] gezeigt wer-
den konnte, weisen die Untersuchungsergebnisse unter-
schiedlicher Laboratorien auch eine relativ gute Vergleich-
barkeit aus.

Als Ergebnis einer gemeinsamen Beratung von Sachverstin-
digen aus den Bereichen der Lebensmitteliiberwachung, der
Wissenschaft und der beteiligten Wirtschaft am 30. 11. 1983
werden zur Uberwachung der Einhaltung der Schadstoff-
Hochstmengenverordnung (hier: PCB) die nachstehenden
Untersuchungsmethoden fiir die Bestimmung der ausge-
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wihlten PCB-Einzelkomponenten in Lebensmitteln tieri-
scher Herkunft vom Bundesgesundheitsamt vorliufig emp-

fohlen.

1. Prinzip der Untersuchungen

Die PCBs verhalten sich in analytischer Hinsicht genauso
wie die meisten Organochlor-Pestizide, wobei die grofite
Verwandtschaft zu den unpolaren Verbindungen besteht.
Daher werden beide Stoffgruppen iiblicherweise simultan in
einem Analysenverfahren bestimmt. Fiir die Untersuchung
von Lebensmitteln tierischer Herkunft kénnen dabei auch
die Analysenmethoden fiir Organochlor-Pestizide, die als
Empfehlung des Bundesgesundheitsamtes versffentlicht
wurden [2], zur PCB-Bestimmung tibernommen werden.

Zusitzlich dazu kann auch die Reinigung iiber eine Kiesel-
gelsiule nach STEINWANDTER [13] angewendet werden.

Ausfiihrlich beschrieben wird hier die Extraktreinigung mit-
tels Florisilsiule nach Stipve [14] und mittels Gelperme-
ationschromatographie nach Seecur [12]. Beide Methoden
wurden im Bundesgesundheitsamt eingehend tiberpriift und
haben sich auch in zahlreichen anderen Laboratorien gut
bewihrt. Ferner wird noch ein Reinigungsverfahren mittels
Wasserdampfdestillation beschrieben, das fiir die alleinige
Bestimmung der PCBs geeignet ist. h

Die Analysenverfahren umfassen mehrere Teilschritte:

Das Fett der Proben einschliefllich der Organochlor-
verbindungen wird extrahiert und in einem Teil des
Extraktes gravimetrisch bestimmt.

Ein anderer Teil des Extraktes wird mittels Siulen-
oder Gelpermeationschromatographie gereinigt.

Mit zusitzlichen Reinigungsmethoden werden andere
Stoffe (z.B. Pestizide, insbesondere Camphechlor)
abgetrennt, die die nachfolgende Bestimmung storen
kénnten.

Im gereinigten Extrakt werden die ausgewihlten PCB-
Einzelkomponenten mittels Kapillarsiulen-Gaschro-
matographie unter Verwendung eines Elektronenein-
fangdetektors (ECD) identifiziert und quantitativ
bestimmt.

2. Prokenvorbehandlung

Die Probeneinwaage richtet sich nach dem Fettgehalt der
Lebensmittel und der fiir die Reinigung ausgewihlten
Methode. Im allgemeinen sollte der extrahierte Fettanteil
pro Analysenprobe etwa 1-3 g betragen.

Fir die Analysenprobe wird nur der efibare Anteil des
Lebensmittels verwendet. Knochen, Griten, Schuppen,
Schalen oder dergl. werden vor der Einwaage entfernt.

Reine Fette und Ole werden direkt eingewogen und fiir die
Reinigung nach 4. gelost.

Milchpulver wird vor der Extraktion zu rekonstituierter
Milch suspendiert, indem 10 g Milchpulver mit 90 ml Was-
ser bei 40-50° C homogenisiert werden (ca. 15 Minuten).

F"cﬂls die Proben nicht sofort untersucht werden konnen,
Sind sie in verschlossenen Gefiflen bzw. entsprechender
Verpackung moglichst tiefgekiihlt (iiblicherweise bei
=20° C) zu lagern.

3. Fettbestimmung / Fettextraktion

31 Allgemeine Hinweise

Das Fett der Proben wird gemeinsam mit den Organochlor-
verbindungen mit n-Hexan im SoxHLET oder mit einer
Mischung aus n-Hexan und Aceton in einer Siule extra-
hiert. In einem aliquoten Teil dieses Extraktes wird der Fett-
gehalt nach dem Abdampfen des Losungsmittels gravime-
trisch bestimmt. Der dabei erhaltene Wert dient einerseits
der Berechnung des Fettgehaltes in der Probe, gleichzeitig
aber auch der Berechnung der Fettmenge, die im anderen
aliquoten Teil fiir die Reinigung der Probenextrakte einge-
stellt werden mufl. Daher wird eine Fettbestimmung auch
dann empfohlen, wenn der PCB-Gehalt fiir das betreffende
Lebensmittel auf das Gesamtgewicht der Probe bezogen
werden soll.

Als »Fettgehalt« wird der Anteil des Lebensmittels definiert,
der mittels der Verfahren 3.2 oder 3.3 extrahiert wird.

Der damit bestimmte Fettgehalt bleibt auch dann Bezugsba-
sis fiir die Berechnung der PCB-Riickstinde, wenn nach
anderen herkémmlichen Methoden ein davon abweichender
Wert ermittelt wird.

32 SoxHLET-Extraktion

3.2.1 Gerite

Trockenschrank

Extraktionsapparat nach SoxHLET,

bestehend aus
Rundkolben (500 ml)
Extraktionsaufsatz (ca. 200 ml)
Riickfluf$kithler
Heizquelle (z. B. Pilz-Heizhaube)

Rotationsverdampfer mit Zubehor

Vorrichtung zum Zerkleinern der tierischen Lebens-

mittel

Uhrglas

Moérser

Faltenfilter, ca. 30 cm &
Die Verwendung von Extraktionshiilsen fiihrt
hiufig zur Verunreinigung der Proben (Interfe-
renzpeaks im Gaschromatogramm).

Weatte, chemisch rein, extrahiert

Rundkolben fiir die Fectbestimmung

3.2.2 Reagenzien

Natriumsulfat, p. a. wasserfrei
Vor Verwendung 5 Std. auf 650° C erhitzen,
danach im Exsiccator abkiihlen lassen.
Seesand, mit Siure gereinigt, p.a. (z.B. Merck
Nr.7712) 5 Std. auf 600° C erhitzt, im Exsiccator
abgekiihlt

n-Hexan, zur Riickstandsanalyse

3.2.3 Arbeitsvorschrift

Der Rundkolben fiir die Fettbestimmung wird
30 Min. im Trockenschrank auf 105° C erhitzt und
nach dem Abkiihlen gewogen. Das Ausheizen wird bis
zur Gewichtskonstanz (+ 0,01 g) wiederholt.

Fleisch, Fleischerzeugnisse, Fisch, Fischerzeugnisse,
gegebenenfalls auch Kise werden weitgehend zerklei-
nert und auf einem Uhrglas eingewogen. Tierische
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Fette, Milcherzeugnisse und Eier werden direkt einge-
wogen.

Die Probe wird in einen Morser gegeben und mit glei-
chen Mengen Seesand und Natriumsulfat intensiv zu
einem trockenen Mahlgut verrieben. Die erforderliche
Menge Natriumsulfat richtet sich nach Menge und
Wassergehalt des Lebensmittels. Beispielsweise sind
fiir 10 g Fisch 40 g Natriumsulfat erforderlich. Das
Mahlgut wird quantitativ in ein Faltenfilter tiberfiihrt.
Maorser, Pistill und Uhrglas werden mit einem Watte-
bausch, der mit n-Hexan getrinkt ist, abgewischt. Der
Wattebausch wird mit in das Faltenfilter gelegt, das
danach verschlossen in den SoxureT- Aufsatz gegeben
wird.

Nachdem der 500-ml-Rundkolben mit ca. 5 Siedeper-
len (Glas) und 250 ml n-Hexan gefiillt wurde, wird die
Probe 6 Std. lang am Riickfluf} extrahiert. Danach
wird von einem aliquoten Teil zur Fettbestimmung
das Losungsmittel in einem zweiten Rundkolben am
Rotationsverdampfer bei ca. 50° C im schwachen
Luftstrom bei geringem Unterdruck abgezogen, der
Kolben 30 Min. im Trockenschrank auf 105° C
erhitzt und nach dem Abkiihlen gewogen. Dieser Vor-
gang wird wiederholt, bis Gewichtskonstanz erreicht
ist.

33 Sdulenextraktion [6]

3.3.1

3.3.3

Geriite

Morser bzw. Morsermiihle (z. B. »Pulverisette 2« mit
Achat-Mahlgarnitur der Fa. Fritsch)

Extraktionssidule, 12 mm i.D., 300 mm lang, unten
spitz ausgezogen, oben in einer Linge von
100 mm auf 50 mm i. D. erweitert

Reagenzien

Natriumsulfat, p.a., wasserfrei, 2 Std. bei 650° C
gegliiht

Quarzsand, p. a., 2 Std. bei 650° C gegliiht

n-Hexan, zur Riickstandsanalyse

Aceton, zur Riickstandsanalyse

Quarzwatte, gewaschen mit n-Hexan / Aceton (2 : 1)

Rundkolben fiir die Fettbestimmung

Arbeitsvorschrift

Der Rundkolben fiir die Fettbestimmung wird
30 Min. im Trockenschrank auf 105° C erhitzt und
nach dem Abkiihlen gewogen. Das Ausheizen wird bis
zur Gewichtskonstanz (£ 0,01 g) wiederholt.

In einem Morser oder einer Morsermiihle wird eine
ausreichende Probemenge (s. 2) mit gleichen Teilen
einer Mischung aus Quarzsand und Natriumsulfat zu
einem trockenen Mahlgut verrieben (s. a. 3.2.3). Die-
ses wird dann als oberste Schicht in eine Extraktions-
siule gefiillt, in die zuvor eine etwa 1 cm hohe Schicht
Quarzwatte und eine etwa 2cm hohe Schicht
Natriumsulfat gegeben wurden.

Auf die trockene Siule wird dann eine Mischung aus
n-Hexan/Aceton (2:1) gegeben. Fiir 10 g Fischein-
waage sind etwa 250 ml dieser Mischung erforderlich.
Ein aliquoter Teil des langsam (z.B. iiber Nacht)
durchgesickerten Extraktionsgemisches wird fiir die

Fettbéstimmung in einem Kolben am Rotationsver-
dampfer im schwachen Luftstrom bei geringem Unter-
druck abgezogen, 30 Min. im Trockenschrank auf
105° C erhitzt und gewogen. Dieser Vorgang wird
wiederholt, bis Gewichtskonstanz erreicht ist.

4. Reinigung der Probenextrakte

Die nach 3. gewonnenen Extrakte enthalten neben den
Organochlorverbindungen noch Fette und andere fettihnli-
che Substanzen. Zu deren Abtrennung konnen insbesondere
die Reinigungsverfahren nach 4.1 und 4.2 angewendet wer-

den,

die sich bereits in zahlreichen Laboratorien gut

bewihrt haben. Ferner wird noch eine einfache Aufarbei-
tungsmethode mittels Wasserdampfdestillation beschrieben.

41 Methode nach Stiyve [14]

4.1.1

Prinzip und Bewertung der Methode

Die Losung des Probenextraktes wird auf eine Siule
mit teilweise desaktiviertem Florisil gegeben, die mit
300 ml eines Petrolither-Dichlormethan-Gemisches
eluiert wird.

Diese Methode, die eine Modifizierung des Verfah-
rens nach Lancrois [7] darstellt, zeichnet sich durch
geringen Zeitaufwand und durch eine sehr gute Wie-
derfindung fiir alle hier diskutierten Pestizide und
PCBs aus. In einigen Fillen ist die Reinheit der
Extrakte nicht ganz zufriedenstellend, so dafl eine
Nachreinigung erforderlich ist.

Geriite

Rotationsverdampfer mit Zubehér (Badtemperatur
30-40° C)
Chromatographiesiulen, 22 mm i. D. mit Teflonkii-
ken
Bewihrt haben sich Siulen von 25 cm Linge,
die am oberen Ende eine Erweiterung von etwa
250 ml Fassungsvermodgen haben.

Reagenzien

Petrolither, KP: 40-60° C oder n-Hexan, zur Riick-
standsanalyse

Dichlormethan, zur Riickstandsanalyse

Elutionsgemisch: 80 Vol.-% Petrolither (oder n-

Hexan) + 20 Vol.-% Dichlormethan

Florisil, 60—100 mesh; iiber Nacht auf etwa 550° C
erhitzt, nach dem Abkiihlen gut verschlossen
aufbewahren.
Zum Gebrauch wird das Florisil mindestens
5 Std. auf 130° C erhitzt und mit 3 Gew.-%
dest. Wasser versetzt. Diese Mischung wird
mindestens 20 Min. geschiittelt und danach
10-12 Std. verschlossen aufbewahrt, um eine
gleichmiflige Verteilung zu erreichen.

1so0-Octan, zur Riickstandsanalyse

Arbeitsvorschrift

In eine Chromatographiesiule, die mit 100 ml Petrol-
ither gefiillt ist, werden auf einen Wattestopfen lang-
sam 25 g Florisil (desaktiviert mit 3 % Wasser) einge-
schlimmt. Wenn sich die Siulenfiillung abgesetzt hat,
liflt man das Losungsmittel ablaufen, bis es etwa 1 cm
hoch iiber der Florisilschicht steht.
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0,5-1 g des extrahierten Fettes werden in 10 ml Petrol-
ither gelost und quantitativ auf die Florisilsidule
gebracht. Anschliefend wird mit 300 ml des Elutions-
gemisches eluiert. Die Tropfgeschwindigkeit sollte
5 ml/min nicht iiberschreiten. Das Eluat wird nach
Zusatz von 5 ml iso-Octan im Rotationsverdampfer
bei leichtem Unterdruck bis auf 1 ml eingeengt.

42 Gelpermeationschromatographie nach
SpecHT [12]

4:2.1

4.2.2

4.2.3

4.2.4

Prinzip der Methode

In einem Gerit zur automatischen Gelchromatogra-
phie werden die Riickstinde der zu bestimmenden
Verbindungen an dem Polystyrolgel Bio Beads S-X3
von den zumeist hohermolekularen Begleitstoffen in
den Rohextrakten abgetrennt. Zur Elution dient ein
Gemisch aus gleichen Volumenanteilen Cyclohexan
und Essigsiureithylester, das eine gute Trennung bei
einem relativ geringen Elutionsvolumen ermoglicht.
Die gesuchten Riickstinde werden dabei nach den
Begleitstoffen eluiert. Die Trennsiule ist praktisch
beliebig oft verwendbar.

Gerite

Automatisches Gerit zur Gelchromatographie, z. B.
Gelchromatograph GPC Autoprep 1001 oder
1002 (Fa. ANALyTICAL BIOCHEMISTRY LABORATO-
ries, Columbia/Mo., USA, Vertrieb Fa. N.
Foss ELectric GmbH, Hamburg)
Ausstattung:  Chromatographierohr 1. D.
25 mm, Linge 40 cm, 23 Probenaufgabeschlei-
fen von je 5 ml Inhalt
Rundkolben 100 ml, mit Schliff und 9 cm langem Hals
Mefireagenzglas: Reagenzglas mit Schliffstopfen und
Mefimarke bei 5 ml
Injektionsspritze 10 ml
Vakuum-Rotationsverdampfer, Badtemperatur
30-40° C
Papierfilter @ 6 cm, Schwarzband, mit Dichlorme-
than erschoépfend extrahiert

Reagenzien

Cyclohexan, zur Riickstandsanalyse

Essigsdureithylester, zur Riickstandsanalyse

Elutionsgemisch: Cyclohexan-Essigsiureithylester-
Gemisch 1 + 1 Volumenanteile

1so-Octan zur Riickstandsanalyse

Bio Beads S-X3,200-400 mesh (Fa. Bio-Rap LaBoraTo-
ries GmbH, Miinchen)

Natriumsulfat, p. a., mindestens 2 h auf 550° C erhitzt

Arbeitsvorschrift

Man lift die Bio Beads (etwa 50 g) iiber Nacht im
Elutionsgemisch quellen und fiillt die Suspension in
einem Gufl in die Siule (Fassungsvermogen etwa
180 ml). Wenn sich das Gel luftblasenfrei abgesetzt
hat, soll die Fiillhohe des Gelbettes etwa 32 cm betra-
gen. Anschlieflend wird der Verschlufistempel einge-
fithrt und verschraubt. Wenn sich nach lingerem
Arbeiten das Gelbett weiter verdichtet, muf der Ver-
schluf3stempel nachgeschoben werden. Im einzelnen
ist die Gebrauchsanweisung der Herstellerfirma zu
beachten.

Man lést bis zu 5,0 g des extrahierten Fettes im Elu-
tionsgemisch, fiillt damit auf 25,0 ml auf und injiziert
einen Teil dieser Losung in eine der Probenaufgabe-
schleifen, deren Volumen genau 5 ml betragen. Man
eluiert die Gelsdule mit dem Elutionsgemisch bei einer
Elutionsgeschwindigkeit von 5,0 ml/min. Dabei wer-
den fiir Multiriickstandsanalysen folgende Geritepa-
rameter eingestellt:

Verwerfen (»Dump«)
Auffangen (»Collect«)
Waschen (»Wash«)

20 min (entspr. 100 ml)
13 min (entspr. 65 ml)
2 min (entspr. 10 ml)

Das in der Phase »Collect« aufgefangene Volumen wird
nach Zusatz von 5 ml iso-Octan im Rotationsdampfer bei
langsamer Rotation und geringer Eintauchtiefe des Kolbens
auf etwa 1ml eingeengt. Wenn die Losung noch nach
Essigsduredthylester riecht, wird das Einengen nach erneu-
ter Zugabe von iso-Octan wiederholt.

4.2.5 Besondere Hinweise

Wird eine neue Siulenfiillung eingesetzt, so sind die
Elutionsbedingungen an einigen Stoffen aus dem vor-
deren und dem hinteren Elutionsbereich (vgl. Tab. 1)
und an entsprechenden Rohextrakten zu tiberpriifen.

Tabelle1: Elutionsbereiche fiir eine Anzahl von Organochlorverbin-
dungen unter den Bedingungen der Gelchromatographie nach 4.2.4

Stoff Elutionsbereich in ml
Aldrin 120-150
Camphechlor 110-150
a-Chlordan 110-140
y-Chlordan 100-130
Chlorfenson 120-150
o,p’-DDD 110-140
p,p’-DDD 100-140
o,p’-DDE 120-150
p,p’-DDE 120-150
0,p’-DDT 120-150
p,p’-DDT 110-140
Dicofol 100-150
Dieldrin 120-150
a-Endosulfan 110-150
f-Endosulfan 110-150
Endosulfansulfat 100-140
Endrin 130-160
Fenson 130-160
a-HCH 120-150
B-HCH 100-130
y-HCH (Lindan) 110-140
6-HCH 100-130
Heptachlor 110-140
Heptachlorepoxid 110-140
Hexachlorbenzol 140-165
Isodrin 120-150
Methoxychlor 125-155
Oxychlordan 100-160
Quintozen 135-165
Tecnazen 130-160
Tetradifon 120-150
Tetrasul 125-155
Polychlorierte

Biphenyle

Clophen A 30 120-165
Clophen A 60 120-160
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4.3.2

4.3.3

4.3.4

Man injiziert dazu ein Gemisch von Standardlésun-
gen bzw. rohe Extrakte in die Probenaufgabeschlei-
fen, eluiert nach 4.2.4 und stellt mit einem geeigneten
Analysenverfahren fest, ob die zugesetzten Stoffe
vollstindig wiedergefunden werden bzw. ob sich Sts-
rungen durch nicht abgetrennte Begleitstoffe ergeben.
Dasselbe gilt fiir Siulenfiillungen nach lingerem
Betrieb.

Fir die Riickstandsbestimmungen einzelner Stoffe
kann ein dem betreffenden Wirkstoff angepafites,
engeres Auffangvolumen (»Collect«) nach den Werten
der Tab. 1 eingestellt werden. Soll nur der Gehalt an
PCBs bestimmt werden, so ist der Elutionsbereich von
120-165 ml aufzufangen.

43 Aufarbeitung von fetthaltigen Lebens-

mitteln mittels Wasserdampfdestilla-

tion [8]

4.3.1 Prinzip der Methode

Die Aufarbeitungsmethode beruht auf einer Wasser-
dampfdestillation modifiziert nach CrevenGer. Fette
miissen zunichst durch Kochen mit alkoholischer
KOH verseift werden, um die Fliichtigkeit der PCBs
zu erhohen. Anderenfalls sind die Wiederfindungsra-
ten bei der Wasserdampfdestillation unbefriedigend.

Die einzelnen Arbeitsschritte sind einfach und schnell
durchzufithren und benétigen keine teuren Chemika-
lien oder Gerite. Bei der Fettverseifung werden einige
Organochlor-Pestizide (z. B. DDT, DDD, HCH-Iso-
mere, Camphechlor) dehydrochloriert, was die gleich-
zeitige Bestimmung dieser Stoffe ausschliefit, hinsicht-
lich der PCB-Bestimmung aber hiufig zu einfacheren
Chromatogrammen fiihrt.

Gerite

Modifizierte CLEVENGER-Apparatur gemifl [8]

Rundkolben, 100 und 250 ml

Scheidetrichter, 250 ml

Riickfluflkiihler

Siedeperlen

Wasserbad

elektrische Heizquelle

Rotationsverdampfer mit Zubehor (Badtemperatur
30-40° C)

Reagenzien

Alkoholische KOH: 7 g KOH in 100 ml Ethanol, stets
frisch ansetzen

Petrolither, KP: 40-60° C, p. a.

iso-Octan, zur Riickstandsanalyse

Arbeitsvorschrift

Aus den Lebensmittelproben wird das Fett nach den
0.a. Methoden extrahiert. 2 g des auf diese Weise
erhaltenen Fettes werden mit 20 ml alkoholischer
KOH 1 Stunde am Riickflufl (Wasserbad: 90° C) in
einem 100-ml-Rundkolben verseift. Anschlieflend
iiberfithrt man die Reaktionslésung in einen Scheide-
trichter, der 20 ml Wasser enthilt und spiilt mit 30 ml
Petrolither nach. Die Petrolitherphase wird abge-
trennt und die wifirige Phase noch zweimal mit je
30 ml Petrolither extrahiert. Die vereinigten Petrol-

4.3.5

5.
5l

5.2

itherphasen werden in einem 250-ml-Rundkolben
vorsichtig zur Trockene eingeengt, danach mit 5 m]
1s0-Octan, 130'ml Wasser und Siedeperlen versetzr,
Auf den Kolben wird die modifizierte CLEVENGER-
Apparatur aufgesetzt und mit einem Kiihler versehen.
Der Kolbeninhalt wird 2 Stunden lang intensiv am
Riickflufl gekocht. Ein aliquoter Teil der iso-Octan-
Phase wird gemif} 5 nachgereinigt.

Besondere Hinweise

Zusatzversuche mit Clophen A 60 ergaben Wiederfin-
dungsraten zwischen 80 und 105 % fiir die einzelnen
PCB-Komponenten bis zur Verbindung
2,2',3,4,4',5,5'-Heptachlorbiphenyl (PCB Nr. 180),
wobei die niedrig chlorierten Biphenyle hohere Wie-
derfindungsraten als die hoher chlorierten Biphenyle
haben. Das 2,2',3,3',4,4',5-Heptachlorbiphenyl (PCB
Nr. 170) findet man zu 75 % wieder. Eine Verlinge-
rung der Riickflufdauer ergibt keine wesentliche Stei-
gerung der Ausbeute.

Zusitzliche Reinigungsmethoden

Allgemeine Hinweise

Wegen der hohen Empfindlichkeit und der geringen
Spezifitit der gaschromatographischen Untersuchungen
mit dem Elektroneneinfangdetektor miissen sidmtliche
verwendeten Chemikalien, Losungsmittel und Laborge-
rite speziell fiir die Riickstandsanalytik vorgereinigt
werden. Durch hiufig wiederholte Kontrollproben
(Konzentrieren der Losungsmittel, Leerwertuntersu-
chungen) mufl nachgepriift werden, ob der Untersu-
chungsgang nicht durch stérende Verunreinigungen
beintrichtigt wird.

In einigen Fillen sind die nach den Methoden 4.1 und
4.2 erhaltenen Extrakte ausreichend sauber fiir die
Bestimmung  mittels ~ Gaschromatographie = nach
Abschnitt 6. Hierzu miissen die eingeengten Endeluate
mit wenig iso-Octan in einen Meflkolben tiberfithrt und
auf ein definiertes Volumen aufgefiillt werden. In vielen
Fillen ist jedoch eine zusitzliche Nachreinigung erfor-
derlich. Diese kann im einfachsten Fall aus einem Aus-
schiitteln mit konz. Schwefelsiure nach 5.2 bestehen,
wobei allerdings einige Organochlor-Pestizide zerstort
werden. Fiir die gleichzeitige Bestimmung der Orga-
nochlor-Pestizide und der PCBs hat sich als Nachreini-
gung die Chromatographie iiber eine Mini-Kieselgel-
siule nach 5.3 besonders bewihrt, zumal dadurch eine
teilweise Abtrennung der PCBs von einigen Pestiziden
moglich ist. Eine weitergehende Abtrennung von Orga-
nochlor-Pestiziden, die bei Anwesenheit von Cam-
phechlor-Riickstinden obligatorisch ist, wird durch eine
groflere Kieselgelsidule nach 5.4 erreicht. In beiden Fil-
len ist durch Kontrolluntersuchungen sicherzustellen,
dafl die PCBs vollstindig in den angegebenen Eluaten
enthalten sind, und dafl das Endeluat keine anderen
interferierenden Peaks enthilt.

Nachreinigung mit konz. Schwefel-

sdure

5.2.1 Gerite

Standzylinder mit Glasstopfen, 5 bzw. 10 ml
Pipette, 2 ml




Bundesgesundhb]. 28 Nr. 1 Januar 1985

5.2.2

5.2.3

53 Nachreinigung durch

Reagenzien

Schwefelsdure, konzentriert, p. a.

Arbeitsvorschrift

Ein aliquoter Teil der nach 4.1 bis 4.3 erhaltenen ge-
reinigten Probenextrakte in iso-Octan (iiblicherweise
2 ml) wird mit der Pipette in den Standzylinder iiber-
fithrt. Nach Zugabe des gleichen Volumens konz.
Schwefelsiure wird intensiv geschiittelt. Danach lifit
man die Mischung bis zur vollstindigen Trennung der
Phasen stehen. Die iso-Octanlésung kann unmittelbar
in den Gaschromatographen injiziert werden.

Bei stirkerer Verschmutzung der Extrakte kann das
Ausschiitteln wiederholt werden, indem man die iso-
Octanlésung vorsichtig abpipettiert und mit frischer
Schwefelsiure schiittelt.

Mini-Kie-

eine

selgelsidule [12]

5.9.1

913.2

9.3.3

Geriite

Chromatographierohr, 7 mm i. D., Linge 23 cm mit
ausgezogenem Auslauf
Rundkolben, 50 ml

Rotationsverdampfer mit Zubehér (Badtemperatur
30-40° C)

Reagenzien

n-Hexan, zur Riickstandsanalyse

iso-Octan, zur Riickstandsanalyse

Toluol, zur Riickstandsanalyse

Wasser, destilliert in Glasapparatur

Elutionsmittel 1: Hexan-Toluol-Gemisch 65
+ 35 Volumenanteile

Elutionsmittel 2: Toluol

Kieselgel, desaktiviert mit 1,5 % Wasser: Kieselgel 60,
70-230 mesh (Merck Nr. 7734) erhitzt man min-
destens 5h auf 130° C, liflt im Exsikkator
abkiihlen und bewahrt es in einem dicht schlie-
Benden Gefifl im Exsikkator auf. 98,5 g davon
versetzt man in einem 300-ml-Erlenmeyerkolben
mit Schliff tropfenweise mit 1,5 ml Wasser aus
einer Biirette unter laufendem Umschwenken.
Der Kolben wird sofort mit einem Schliffstopfen
verschlossen, 5 min lang intensiv geschiittelt, so
daf} keine Klumpen mehr sichtbar sind, 2 h lang
auf einer Schiittelmaschine geschiittelt und
danach dicht verschlossen aufbewahrt.

Glaswolle, mit Dichlormethan erschépfend extrahiert

Natriumsulfat, p.a., wasserfrei, mind. 2 Std. auf
550° C erhitzt

Arbeitsvorschrift

Das Chromatographierohr wird iiber dem Auslauf mit
einem Glaswollepfropfen verschlossen. Darauf schich-
tet man 1,0 g desaktiviertes Kieselgel und dariiber
5-10 mm hoch Natriumsulfat. Die Fillung wird
schliefflich mit Glaswolle abgedeckt.

Vor dem Gebrauch wischt man die Siule mit 5 ml
Hexan und verwirft das Eluat. Sobald das Hexan zur
Oberfliche der Siulenfiillung abgelaufen ist, wird der
nach 4. erhaltene Probenextrakt in iso-Octan mit
einer Pipette auf die Kieselgelsiule iiberfithrt und mit
etwa 1 ml Hexan nachgespiilt. Anschliefend spiilt man
den Kolben mit 2 ml Elutionsmittel 1, die man auf die
Séule gibt, sobald das Hexan die Oberfliche der Siu-
lenfiillung erreicht hat. Von diesem Zeitpunkt an wird
das Eluat in einer Vorlage aufgefangen. Man eluiert
mit weiteren 6 ml Elutionsmittel 1. Diese Losung bil-
det das Eluat 1.

Der zum Einengen verwendete Kolben wird weiterhin
mit 2 ml Toluol (Elutionsmittel 2) ausgespiilt, die als
nichstes auf die Sdule gegeben werden. Man fingt die
Losung in einer zweiten Vorlage auf und eluiert mit
6 ml Toluol. Diese Losung bildet das Eluat 2.

Die Verteilung der Organochlorverbindungen auf die
beiden Eluate ist in Tab. 2 wiedergegeben.

Tabelle 2: Verteilung der Organochlorverbindungen bei der Kiesel-
gel-Siulenchromatographie nach 5.3.3
Stoff Eluat Eluat

1 2
Polychlorierte Biphenyle ++++ —
Aldrin o+ _
Camphechlor ++++ —
a-Chlordan ++++ —
y-Chlordan ++++ —
Chlorfenson (+) Jeof
0,p’-DDD s =
p,p’-DDD & et s i —
o,p’-DDE ++++ —
p,p’-DDE ++++ —
o,p’-DDT ++ 4+ + —
p,p’-DDT ++++ —
Dicofol - ++ +
Dieldrin — ++++
a-Endosulfan + +++
p-Endosulfan - ++++
Endosulfansulfat — ++++
Endrin = Fs e
Fenson = TR TR T
Heptachlor ++++ —
Heptachlorepoxid +++ ++
Hexachlorbenzol ++++ —
a-Hexachlorcyclohexan ++++ —
p-Hexachlorcyclohexan ++++ —
y-Hexachlorcyclohexan e e o —
6-Hexachlorcyclohexan +4+++ —
Isodrin ++++ —
Methoxychlor — ++++
Oxychlordan ++++ (+)
Quintozen ++++ —
Tecnazen + 4+ 4+ + e
Tedradifon — ++++
Tetrasul S o gl o —
(+) unter 10 %
+ etwa 10-30 %

+ + etwa 30-60 %
+++ etwa 60-90%
+ + + + iiber 90 %
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Soll nur der Gehalt an polychlorierten Biphenylen bestimmt
werden, so wird die Mini-Kieselgelsiule nach dem Auftra-
gen des Probenextraktes nur mit 12 ml n-Hexan eluiert. In
dem so erhaltenen Eluat sind die PCBs vollstindig enthal-
ten, dariiber hinaus auch ein Teil der Organochlor-Pestizide
aus Eluat 1 gemif} Tab. 2.

Fiir die gaschromatographische Untersuchung nach 6. wer-
den die erhaltenen Eluate mit 5 ml iso-Octan versetzt und
bis zur Entfernung des n-Hexans bzw. Toluols eingeengt.
Der Riickstand (etwa 1 ml) wird mit wenig iso-Octan in
einen Meflkolben tiberfithrt und auf ein definiertes Volu-
men aufgefiillt.

54 Nachreinigung und Auftrennung der
Organochlorverbindungen durch eine
Kieselgelsiule, insbesondere 7 Wf
Abtrennung der PCBs von Camphe-
chlor [9]

5.4.1 Gerite
Chromatographiesiule, 1. D. 1 cm, ca. 30 cm lang, mit

Teflonkiiken

Rotationsverdampfer mit Zubehor (Badtemperatur
30-40° C)

Rundkolben

5.4.2 Reagenzien

Kiegelgel 60, 70-230 mesh (Merck Nr.7734), durch
mind. 5stiindiges Erhitzen auf 130° C aktiviert

Natriumsulfat, p.a., wasserfrei, 2 Std. bei 650° C
gegliiht

Dichlormethan, zur Riickstandsanalyse

n-Hexan, zur Riickstandsanalyse

iso-Octan, zur Riickstandsanalyse

Elutionsmittel 1 : n-Hexan

Elutionsmittel 2 : 60 Vol.-% Dichlormethan +
40 Vol.-% n-Hexan

5.4.3 Arbeitsvorschrift

In die Chromatographiesiule werden nacheinander
Glaswolle (Stopfen), eine 1 cm hohe Schicht Natrium-
sulfat, 5g Kieselgel und nochmals eine 1 cm hohe
Schicht Natriumsulfat gegeben. Die Siule wird
zunzchst mit 60 ml n-Hexan vorgewaschen. Wenn das
n-Hexan fast in die Siulenfiillung eingedrungen ist,
wird der nach 4. erhaltene Extrakt in iso-Octan quan-
titativ auf die Siule gebracht. Danach wird mit 60 ml
des Elutionsmittels 1 eluiert. Nach dem Wechseln der
Vorlage wird anschlieffend mit 60 ml des Elutionsmit-
tels 2 eluiert. Die Eluate werden jeweils mit 5 ml iso-
Octan versetzt und am Rotationsverdampfer vorsich-
tig auf etwa 1 ml eingeengt. Der Riickstand wird mit
wenig iso-Octan in einen Meflkolben tiberfithrt und
auf ein definiertes Volumen aufgefiillt.

Das Eluat 1 enthilt alle PCBs, einige Organochlor-
Pestizide (Hexachlorbenzol, Pentachlornitrobenzol,
Heptachlor, Aldrin, p,p’-DDE, Mirex, zu einem Teil
Tetrachlornitrobenzol, o,p’-DDE und o,p’-DDT)
sowie unbedeutende Anteile an Camphechlor, die
jedoch die Bestimmung der PCB-Einzelkomponenten
nicht stéren. Im Eluat 2 sind Camphechlor und die
restlichen Organochlor-Pestizide enthalten.

5.4.4 Besondere Hinweise

Das Elutionsverhalten der einzelnen Stoffe ist in star-
kem Mafle von der Aktivitit des Kieselgels abhingig
und muf} daher regelmiflig tiberpriift werden. Gege-
benenfalls sind die Mengen der Elutionsmittel den
Bedingungen anzupassen, so dafl eine optimale Tren-
nung zwischen PCBs und Camphechlor erreicht wird.

6. Gaschromatographische Bestimmung

6.1

6.2

Allgemeine Hinweise
Die qualitative und quantitative Bestimmung der PCBs

in den gereinigten Extrakten erfolgt mittels Kapillar- |

Gaschromatographie unter Verwendung eines Elektro-
neneinfang-Detektors. Diese Aufgabe setzt voraus, dafl

dafiir erfahrene Krifte eingesetzt werden konnen, die |
mit der Technik der Kapillar-Gaschromatographie gut |

vertraut sind. Weiterhin wird vorausgesetzt, dafl dafiir
leistungsfihige Gerite zur Verfiigung stehen.

Die Praxis hat gezeigt, dafl trotz Anwendung unter-
schiedlicher gaschromatographischer Bedingungen, die
teilweise auch durch die unterschiedliche apparative
Ausriistung bedingt sind, gleichwertige Ergebnisse
erzielt werden konnen. Andererseits garantiert die Fest-
legung einheitlicher Parameter fiir die Gaschromatogra-
phie keineswegs die gleiche Qualitit der Ergebnisse.

Daher wird davon abgesehen, Einzelheiten der gaschro-
matographischen Bedingungen im Rahmen dieser Emp-
fehlung festzulegen. Es wird erwartet, dafl der Riick-
standsanalytiker selbst in der Lage ist, die einwandfreie
Qualitit der Kapillar-Gaschromatogramme zu garantie-
ren. Er mufl insbesondere darauf achten, daf} die ausrei-
chende Trennleistung der GC-Siulen durch wiederholte
Einspritzung von Testgemischen sowie durch Berech-
nung der theoretischen Boden kontrolliert wird und daft
die Empfindlichkeit des Detektors konstant bleibt.

Anforderungen an die Kapillar-Gas-
chromatographie

Das hier verwendete gaschromatographische System
mufl die einwandfreie qualitative und quantitative
Bestimmung der ausgewihlten PCB-Einzelkomponen-
ten gewihrleisten. Hierzu sind die GC-Bedingungen,
insbesondere Siulenlinge und Temperaturprogramme,
soweit zu optimieren, daf} diese Bedingung erfiillt wird.
Vor allem miissen Interferenzen mit anderen Organo-
chlorverbindungen ausgeschaltet sein. Als Kriterium fiir
die Trennleistung des GC-Systems ist die ausreichende
Abtrennung des 2,4,4'-Trichlorbiphenyls (Nr. 28) vom
2,4',5-Trichlorbiphenyl (Nr.31) zu betrachten, die mit
zunehmender Polaritit der stationidren Phase verbessert
wird.

Weiterhin muf§ sichergestellt werden, dafl keine Interfe-
renz zwischen dem 2,2',4,5,5'-Pentachlorbipheny!
(Nr. 101) und dem o,p’-DDE bzw. a-Thiodan, zwi-
schen dem 2,2,4,4',5,5'-Hexachlorbiphenyl (Nr. 153)
und Thiodansulfat sowie zwischen dem
2,2',3,4,4' 5'-Hexachlorbiphenyl (Nr.138) u