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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Einflihrung in das Thema

Seit dem Ungliick in Seveso 1976 sind Dioxine auch in der Offentlichkeit
bekannt und ein Grund zur Besorgnis. Gemeint sind mit dem
umgangsprachlichen Begriff ,Dioxine™ polychlorierte Dibenzo-p-dioxine
(PCDD) und polychlorierte Dibenzofurane (PCDF), und im speziellen 2,3,7,8-
Tetrachlordibenzo-p-dioxin (TCDD), das den giftigsten Vertreter der Uber 100
verschiedenen Kongenere darstellt. So ist es nicht verwunderlich, wenn sogar
groBe Tageszeitungen wie die Suddeutsche Zeitung in ihrer Ausgabe vom
dritten August 1999 Uber Funde von Dioxinen in Nahrungsmitteln oder
Futterzusatzen berichtet. Aus vielen Untersuchungen und Messungen sind die
Hauptquellen fur Dioxinverunreinigungen bekannt. Zum einen als
Nebenprodukte industrieller Synthesen (wie in Seveso oder z.B. auch in ,Agent
Orange® zu finden, dass von den USA in Vietham eingesetzt wurde), zum
anderen bei Verbrennungsprozessen, z.B. der Mullverbrennung von

chlorhaltigen Kunststoffen wie Polyvinylchlorid (PVC).

In dem Artikel vom 3.8.99 allerdings wurde von etwas anderem berichtet.
Nach Funden in Schweinefleisch wurden die Dioxine, die sehr persistent sind,
auf tfonhaltige Futtermittelzusatze zurGckverfolgt. Diese werden in Tagebauen
auf der ganzen Welt gewonnen. Ndhere Untersuchungen einiger Lagerstatten

in Deutschland im Westerwald ergaben das Erstaunliche:

Neben hohen Werten, die bis zu 1654 Pikogramm pro Gramm Ton reichten,
was mehr als tausendmal héher wie in unbelasteten Tonproben ist, fielen vor
allem die ungewdhnlichen Verteilungsmuster der PCDD/F auf. Es dominiert
das OCDD, wdahrend die Furane ,vollig fehlen™. Dies spreche klar gegen eine

pyrogene oder technogene Entstehung oder eine Ablagerung von Giffmull,
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sondern es musse sich um naturlich entstandene Anreicherungen im

Sediment handeln.

1.2 Problemstellung der Arbeit

Diese Vermutungen, dass PCDD/F auch auf natlrichem Weg gebildet
werden, wenn auch nur in geringsten Mengen, die sich dann im Laufe der
Zeit anreichern, ist in der Fachwelt nicht neu. Hayward et al. berichteten 1999
von erhdhten TCDD-Werten in Eiern von Huhnern und Katzenfischen, die in
ihrem Fufter einen Zusaftz aus Tonerden einer Tonmine im SUden der
Vereinigten Staaten haften (Hayward, 1999). Hier wurden PCDD/Fs in den
unfersuchten Proben detfekfiert und auf die TonzusGtze im Futfter
zuruckgefuhrt. Demzufolge wurden Proben dieser Tonerden genommen und
mit PCDD/F-haltigen Proben von Flugasche aus einer Mullverbrennungs-
anlage und konservierten Huhnerfutterproben von 1950 verglichen. Bei
diesem HUhnerfutter war damals Fett zugesetzt worden, das bei der
Kuhhautverarbeitung mit PCP-haltigen Mischungen angefallen war. Auch hier
wurden signifikante Unterschiede in den Verteilungsmustern der PCDD/F

gefunden.

Wegen dieser und anderer Untersuchungen wurden bereits einige Versuche
unternommen, die Bildung von Dioxinen auf ,naturlichen™ Wegen, also nicht
in  Verbrennungsprozessen oder dhnlichem, nachzuweisen. Die meisten
beschrankten sich allerdings auf in vitro Simulationen der naturlichen
Bedingungen. Zum Beispiel gab es mehrere Untersuchungen zu Peroxidase-
katalysierten Reaktfionen (Wagner, 1990) (Wittsiepe, 2000). Klimm et al.
untersuchten die Vorgdnge in Kldranlagen und Kldrschlamm in mehreren
Versuchen (Klimm, 1996) (Klimm, 1998).

Dies ist natdrlich experimentell wesentlich einfacher durchzufdhren als in vivo
zu arbeiten. Dazu gibt es erst seit kurzem Verdffentlichungen, wie zum Beispiel
auf der DIOXIN 2000 prdasentiert (Fries, 2000) (Hoekstra, 2000).
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1.3 Ziel und Konzept

Diese Arbeit konzentriert sich auf naturnahe Bedingungen und ein in vivo
Experiment, und versucht zu beweisen, ob eine biogene Bildung staftfindet.
Als biologische Matrizes wurden Minipigs und Waldboden ausgewdhlt. Zur
besseren Detektion und Kontrolle der Versuche wurde mit radioaktivem
Tracermaterial gearbeitet. Dieses bestand aus 4C-PCP, das einen potentiellen
Precursor fur OCDD darstellt und leicht verfugbar war. AuBerdem ist PCP ein
primares Abbauprodukt von HCB im menschlichen Organismus, das zwar
nicht mehr direkt als Fungizid in die Umwelt eingebracht wird, aber immer
noch technisch verwendet wird und aufgrund seiner Persistenz eine hohe
Halbwertszeit hat (Rippen. 1994). Dies kdnnte ein mdglicher Grund fur die
gefundenen ungewoshnlichen Verteilungsmuster mit starkem Ubergewicht an
OCDD sein.

Weiterhin duBerten Prange et al. die Vermutung, dass fur die ungewdhnlich
hohen OCDD-Konzentrationen in Bodenproben PCP verantwortlich sein
kbnne. Hierbei wurde bei der Untersuchung eines Bodenprofils in Australien
Verteilungsmuster gefunden, wie sie typisch fr eine PCP-Kontamination sind.
In tieferen Schichten jedoch dominierten OCDD und HpCDD. Da PCDD/Fs
generell nicht in tfiefere Bodenschichten migrieren, wdare ein mogliche
Ursache das Wandern von PCP in die fieferen Bodenschichten und eine
Konvertierung dort Uber noch nicht idenfifizierte Vorgdnge zu den
gefundenen OCDD und HpCDDs. (Prange, 2002).

Nach Voruntersuchungen auf den naturlichen Gehalt der Proben und einer
sorgfdltigen Aufreinigung der PCP sollten sowohl die Schweine als auch die
Bodenproben mit einer entsprechenden Menge an radioaktivem Material
exponiert werden, die eine Messung auch im erwarteten geringen
Umsatzbereich ermdglicht. Gleichzeitig sollten naturlich keinerlei toxische
Effekte auftreten, die das Ergebnis verfdlschen kénnten, da PCP als Toxin nicht

unproblematisch ist.
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Zur Bewertung der Bildung an PCDD/F sollten sowohl die Radioaktivitdt
verfolgt werden, als auch Spurenanalytik auf Dioxine betrieben werden. Dazu
wurden einerseits die Minipigs seziert und Proben von allen Organen und
Gewebearten genommen, mit dem Hauptaugenmerk auf den Fettgehalt.

FUr die Bodenproben sollte eine Zeitreihe aufgenommen werden, die die

Entwicklung der Werte Uber drei Monate dokumentiert.
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2 Allgemeiner Teil

2.1 PCDD/F, PCP

2.1.1 Polychlorierte Dibenzo-p-dioxine und Dibenzofurane

Polychlorierte Dibenzo-p-dioxine und Dibenzofurane (PCDD/F) sind zwei
chemische Verbindungsklassen ftricyclischer, chlorierter, aromatischer Diether
bzw. Ether mit insgesamt 75 (PCDD) bzw. 135 (PCDF) Einzelverbindungen
(Kongenere). PCDD/F mit gleicher Anzahl von Chloratomen werden als
Homologe bezeichnet, solche mit gleicher Anzahl, aber unterschiedlicher

Stellung der Chloratome zueinander als Isomere.

X__0
. 3 7 3
O O
6 4 6 4
cl, cl, cl, cl,

PCDD PCDF

Abb. 2.1-1: Allgemeine Struktur polychlorierter Dibenzo-p-dioxine (PCDD) und
Dibenzofurane (PCDF)

2.1.1.1 Herkunft und Entstehung

AuBer zur Herstellung analytfischer Standards werden PCDD/F nicht gerzielt
synthetisiert. Sie kbnnen jedoch als Nebenprodukte bei vielen chemischen
Synthesen von chlororganischen Verbindungen, wie z.B. Pentachlorphenol,
gebildet werden. Hauptbildungswege fur PCDD/F sind thermische Prozesse in
Mull- und Sondermdullverbrennungsanlagen, Verbrennungsmotoren,
Hausfeuerungen und unkontrollierte Brande nach Unfdllen. Fir eine Ubersicht
der derzeit diskutierten Bildungsmechanismen von PCDD/F bei Verbrennungs-
prozessen siehe in der Literatur (Addink & Olie, 1995) und (Lenoir & Fiedler,
1992). Weitere Bildungswege fur PCDD/F stellen photochemische Prozesse in

Atmosphdre und Boden dar (Miller et al.,, 1989) sowie enzymatische

5
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Reaktionen in Klarschlammen und Kompost (Oberg et al., 1993). Einen
Uberblick aller bekannten PCDD/F-Quellen zeigt Tab. 2.1-1.

Neben diesen primdren Quellen spielt auch die sekunddre
Wiedereinbringung von PCDD/F aus Reservoirs und Senken in die Umwelt eine
wichtige Rolle. Dazu gehdren der Austritt von Sickerwdssern aus Mulldeponien
und kontaminierten Gebieten sowie die Ausbringung von KldrschiGmmen und

Kompost.

Tab. 2.1-1: Primdre Quellen der PCDD/F (Hutzinger & Fiedler, 1992 und Rappe,
1992)

1) |Industrielle Quellen

Prozesse und Produkte der chemischen Industrie
Zellstoff und Papierherstellung

Chemische Reinigung

Metallurgische Prozesse

2) |Verbrennungsprozesse
Stationdre Quellen
Hausmullverbrennung
Sonderabfallverbrennung
Verbrennung von Krankenhausabfdallen
Klarschlammverbrennung
Metallverhuttung und Metallrickgewinnung
Diffuse Quellen
Automobilabgase
Hausfeuerung (O, Kohle, Holz)
Waldbrénde, Zigarettenrauch, Vulkanausbriche
Unfdlle
PCB-, PVC-, Lagerhaus- und Wohnhausbrdnde

3) |[Enzymatische Prozesse (Kldrschlamm, Kompost)
4) |Photochemische Prozesse (Atmosphdre, Boden)
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2.1.1.2 Physikalische und chemische Eigenschaften

Polyhalogenierte Dibenzo-p-dioxine und Dibenzofurane besitzen hohe
chemische Resistenz gegen Sduren, Basen und Oxidatfionsmittel. Sie sind
schwerfllchtig, besitzen eine sehr geringe Wasserloslichkeit und hohe
Lipophilie. Niedrigchlorierte PCDD/F sind unter Normalbedingungen in Gas-
und Partikelphase verteilt, hbherchlorierte freten bevorzugt partikelgebunden
auf. Eine Zusammenfassung wichtiger physikalisch-chemischer Eigenschaften
von PCDD/F am Beispiel von 2,3,7,8-TCDD und OCDD zeigt Tab. 2.1-2.

Tab. 2.1-2: Physikalisch-chemische Eigenschaften von 2,3,7,8-TCDD und
OCDD (Kaune et al., 1990)

Eigenschaft 2,3,7,8-TCDD OoCDD
Wasserldslichkeit (ng/I) 8 - 200 0.074-04

log Kow 560-8,93 757 -12,72
Dampfdruck bei 25°C (Pa) 20- 107-4,5- 10° 1.,1. 1010-8,7- 107
Henry-Konstante 29103 0,683

(Pa m3/mol)

2.1.1.3 Okotoxikologische Relevanz

Umweltpersistenz, Abbaubarkeit

PCDD/F sind ubiquitdr vorkommende und sehr persistente Verbindungen. So
scheint fur 2,3,7,8-TCDD, der gut untersuchten Leitsubstanz aus der Gruppe
der PCDD/F, der Photoabbau der einzige wichtige AbbauprozeB zu sein.
Durch Bindung an Partikel wird diese Photolyse verlangsamt. Auf Sandboden
betrdgt die Halbwertszeit von 2,3,7,8-TCDD ca. 12 Jahre (Young, 1983). Ein
langsamer oxidativer Bioabbau von 2,3,7,8-TCDD erfolgt durch WeiBfaulepilze
auf geeigneten Substraten mit einer Halbwertszeit von ca. 29 Jahren (Bumpus,
et al. 1985). Unter reduktiven Bedingungen in Sedimenten konnte eine
wesentlich effizientere mikrobielle Dechlorierung von 2,3,7,.8-TCDD mit einer
Halbwertszeit von ca. 2 Jahren beobachtet werden (Barkovskii & Adriaens,
1995).
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Bioakkumulation

Aufgrund ihrer Lipophilie und Persistenz zeigen PCDD/F eine starke Tendenz zur
Bioakkumulation. Sie werden vor allem mit der Nahrung aufgenommen.
Dabei ist die orale Bioverfugbarkeit stark spezies-, dosis- und medienabhdngig
sowie kongenerenspezifisch. So nehmen Ratten aus mit 2,3,7.8-TCDD
verunreinigtem Futter ca. 50% auf. Dagegen wird von einem mdnnlichen
Erwachsenen eine Einzeldosis von 1 ng 2,3,7,8-TCDD/kg Kérpergewicht, geldst
in Maisdl, zu ca. 90% resorbiert (Sagunski & Perger, 1994). PCDD/F werden
nach Aufnahme im Blut an Lipoproteine gebunden. Vor allem die 2.3,7,8-
substituierten PCDD/F reichern sich selekfiv in Leber und Fettgewebe von
Menschen und Sdugetieren an. Nur nicht-2,3,7,8 -substituierte Kongenere
werden in groBerem Umfang metabolisiert und rasch ausgeschieden. Die
Halbwertszeit far die physiologische Elimination von 2,3,7,8-TCDD st stark
speziesabhdngig: Sie betfragt bei der Ratte ca. 25 Tage, beim Menschen ca.
10 Jahre (Schiatter & Poiger, 1989).

Toxizitat

Die meisten Kenntnisse zur Toxizitdt liegen far das 2,3,7.8-TCDD aus
fierexperimentellen Studien und Beobachtungen am Menschen vor. 2,3,7,8-
TCDD hat sich dabei als der giffigste Vertreter der polyhalogenierten

Arylkohlenwasserstoffe herausgestellt.

Der molekulare Wirkungsmechanismus von TCDD ist bisher nicht im einzelnen
aufgeklart worden (Landers & Bunce, 1991), (Cikryt, 1991). Als Hypothese dient
ein Modell, das von der Bindung von 2,3,7,8-TCDD an den cytosolischen
Ah(Arylhydrocarbon)-Rezeptor als ersten Schritt auf zellulGrer Ebene ausgeht.
Dieser Komplex bindet an die ,Dioxin Responsive Elements® der DNA und
induziert in der Folge die Expression verschiedener fremdstoffmeta-
bolisierender Enzyme, wie z.B. Cytochrom P450. Zus&tzlich kontrolliert der Ah-

Rezeptor vermutlich weitere, noch unbekannte Gene zur Regulation des
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Zellwachstums und der Zelldifferenzierung. Nicht alle Effekte lassen sich hierbei

allein mit der Bindung an den Rezeptor erkléren.

Folgende toxische Wirkungen von 2.,3,7,8-TCDD, die von der Bindung an den
Ah-Rezeptor abhdngen, sind bekannt: Hautverdnderungen (Chlorakne),
Leberschadigung, Schddigung des Immunsystems (Immunsuppression),
Stérung des Porphyrinstoffwechsels, Thymusschrumpfung (Thymusatrophie)
und Gewichtsverlust (wasting syndrome). Diese Wirkungen sind spezies-, alters-

und dosisabhdngig.

Die akute orale Toxizitat variiert stark unter den SGugetierspezies: So reicht die
LDso von 1 ug 2.3,7.8-TCDD/kg Koérpergewicht fur Meerschweinchen bis etwa
5000 pg 2.3,7.8-TCDD/kg fur Hamster (Cikryt, 1991). Nach akuter Intoxikation ist
die haufigste, jedoch nicht fur 2,3,7,8-TCDD spezifische Wirkung die Chlorakne.
Bei erwachsenen Personen konnte Chlorakne mit einer Menge von 30-200 ug
2,3,7.8-TCDD auf der Haut ausgeldst werden, wie Analysen von >1000
Vergiffungsunfdllen ergaben. Daten zur chronischen ToxizitGt der PCDD/F
liegen nur begrenzt vor. So wiesen Langzeituntersuchungen an Ratten bei
einer oralen Dosis von 10 ng/kg Koérpergewicht Stérungen des
Porphyrinstoffwechsels, sowie toxische Verdnderungen von Leberzellen nach
(Sagunski & Perger, 1994).

2,3,7.8-TCDD zeigt im Tierversuch stark kanzerogene Wirkung, wohingegen das
kanzerogene Potential beim Menschen deutlich geringer eingeschatzt wird.
TCDD wirkt nicht direkt gentoxisch. Die Einstufung als Tumorpromotor gilt
dagegen als gesichert. Eine mutagene Wirkung von TCDD fur den Menschen

wird nicht angenommen.

Klassifizierung der Toxizit&t

Von den insgesamt 210 méglichen chlorierten PCDD/F sind 17 Komponenten
mit  Chlorsubstituenten in 23,7 8-Stellung unter  toxikologischen
Gesichtspunkten besonders herausragend. lhre Gehalte werden zu einem
gewichteten Wert als toxische Aquivalente (TE) zusammengefaBt. Dabei wird

die relative Giftwirkung der einzelnen Kongenere im Verhdltnis zum giftigsten
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und gut untersuchten Kongener, dem 2,3,7,8-TCDD, ermittelt. Dieses Konzept
dient der Risikoabschdatzung far Umweltschadstoffe, die stets in Gemischen
meist in verschiedenen Zusammensetzungen vorkommen. Die Toxizitats-
Aquivalenzfaktoren (TEF) fir PCDD/F dienen dabei vor allem administrativen
und gesetzgeberischen Zwecken, da die Grundvoraussetzung, daB alle
Kongenere Uber den gleichen Rezeptor reagieren, fur PCDD/F nicht gegeben
ist (Neubert, 1994). Im infernationalem Vergleich schwanken TEF feilweise
betrdchtlich. Nationale TEF, wie zB. das BGA-Schema sind jedoch
zunehmend von den infernationalen TEF far die ToxizitGtsbewertung der
PCDD/F abgeldst (Tab. 2.1-3) worden. Der neueste internationale Ansatz
stammt von der World Health Organisafion (WHO) und wird inzwischen

weltweit anerkannt.

Tab. 2.1-3: ToxizitGtsGquivalenzfaktoren (TEF) fur PCDD/F

Kongener I-TEF @ BGA-TEF ©) WHO-TEF @
2,3,7,8-1CDD 1 1 1
1.2.3,7.8-PeCDD 0.1 0.5 1
1.2,3.4,7.8-HxCDD 0.1 0.1 0.1
1.2,3,7.8.9-HxCDD 0.1 0.1 0.1
1.2,3.6,7.8-HxCDD 0.1 0.1 0.1
1.2.3.4,6,7.8-HoCDD 0.01 0.01 0.01
OCDD 0.001 0,001 0,0001
2,3,7,8-TCDF 0.1 0.1 0.1
2,3.4,7.8-PeCDF 0.5 0.1 0.5
1.2,3,7.8-PeCDF 0.05 0.1 0.05
1.2.3.4,7 .8-HxCDF 0.1 0.1 0.1
1.2.3,7.8.9-HxCDF 0.1 0.1 0.1
1.2.3.6.7.8-HxCDF 0.1 0.1 0.1
2,3.4,6.7.8-HxCDF 0.1 0.1 0.1
1.2,.3.4,6,7.8-HoCDF 0.01 0.01 0.01
1.2,.3.4,7.8.9-HoCDF 0.01 0.01 0.01
OCDF 0.001 0,001 0,0001

a) NATO/CCMS (1988)

) UBA (1985)

10
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2.1.2 Hexachlorbenzol

Hexachlorbenzol (HCB) gehdrt zur Gruppe der chlorierten Benzole, von denen

insgesamt 12 Einzelverbindungen existieren.

Cl
Cl Cl

Cl Cl
Cl

Abb. 2.1-2: Strukturformel von Hexachlorbenzol (HCB)

2.1.2.1 Herstellung und Verwendung

HCB wird im groBen MaBstab industriell durch erschopfende Chlorierung von
Benzol mit Eisenchlorid als Katalysator erzeugt. Die jdhrliche weltweite
Produktionsmenge betrug 1978 10000t und wird heute noch auf 5000 t
geschatfzt (Rippen, 1994). HCB dient als Ausgangsstoff zur Herstellung von
Pentachlorthiophenol, dessen Zink-Salz  als  Mastiziermittel in der
Kautschukindustrie  verwendet wird  (Drotleff et al., 1992) und
Pentachlorphenol. Daneben wurde HCB in offenen Anwendungen als
Weichmacher und flammhemmender Zusatz far Kunststoffe und Schmiermittel
verwendet. Die Verwendung von HCB als fungizides Saatgutbeizmittel ist in
Deutschland seit 1977 verboten (Heinisch & Schieferdecker, 1983). Seitdem ist
ein kontinuierlicher Ruckgang der HCB-Belastung in Nahrungsmitteln

erkennbar.

Neben der gezielten Herstellung wird HCB in nicht unerheblichen Mengen als
unerwunschtes Nebenprodukt bei der Herstellung von chlorierten
Kohlenwasserstoffen wie Tetrachlorethen, Trichlorethen, Tetrachlorkohlenstoff
und Vinylchlorid gebildet (Rippen., 1994). Auch viele heute nicht mehr
verwendete chlorierfe Pestizide und Fungizide wie z.B. Lindan und
Pentachlorphenol enthielten als Verunreinigung haufig HCB (Heinisch &
Schieferdecker, 1983). DarUber hinaus wird HCB wie die PCDD/F bei

11
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thermischen Prozessen in MuUll- und Sondermullverbrennungsanlagen gebildet
(Oberg & Bergstrom, 1985).

2.1.2.2 Physikalische und chemische Eigenschaften

HCB besitzt dhnliche physikalisch-chemische Eigenschaften wie die PCDD/F
(Tab. 2.1-4). Es ist chemisch sehr stabil, schwerfluchtig, besitzt geringe
Wasserloslichkeit und hohe Lipophilie und fritt bevorzugt partikelgebunden

auf,

Tab. 2.1-4: Physikalisch-chemische Eigenschaften von HCB (Rippen et dl.,

1994)
Eigenschaft HCB
Wasserloslichkeit bei 20°C (ng/I) 1,1-17.0
log Kow 50-6,53
Dampfdruck bei 20°C (Pa) 4,1- 104-1,7- 103
Henry-Konstante  bei  20°C  (Pa 2,8 102
m3/mol)

2.1.2.3 Okotoxikologische Relevanz

Umweltpersistenz

HCB ist eine sehr persistente und ubiquitdr vorkornmende Verbindung. Unter
aeroben Bedingungen erfolgt nur eine geringfugige mikrobielle
Transformation (Klein & Scheunert, 1985). Die Halbwertszeit von HCB in der
Umwelt wird auf mehr als 1 Jahr geschdatzt (Rippen, 1994). Nur in anaerobem
Klarschlamm wurde eine vollsténdige Dechlorierung von HCB nach 3 Wochen
beobachtet (Fathepure et al., 1988).

Bioakkumulation, Elimination

Das persistente Vorkommen von HCB fuhrt zu einer Anreicherung in der

Nahrungsnetz. Besonders betroffen sind Lebensmittel mit hohem Lipidanteil.

12
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Hauptzufuhrpfad far die Allgemeinbevdlkerung ist dementsprechend Verzehr
HCB-kontaminierter Lebensmittel. Die Resorptfionsquote lag in Studien an
Versuchstieren bei 80 %. Es wird angenommen, daB dhnliche Quoten auch fur
Menschen zutreffen. HCB reichert sich wie PCB und PCDD/F selekfiv v.a. im
Fettgewebe (90%) an. Die biologische Halbwertszeit liegt bei WarmblUtern bei
8 Tagen innerhalb der ersten 2 Wochen und bei ca. 1 Jahr nach ca. 18

Monaten (biphasische Ausscheidung) (Sagunski & Perger, 1994).

Toxizitéit

Die LDsg bei Versuchstieren nach oraler Zufuhr liegt zwischen 1 und 19 g/kg
Korpergewicht. Damit ist die akute Toxizitdt als niedrig einzustufen. Akute
Symptome bei Versuchstieren sind vor allem neurotoxische Wirkungen.
Chronische HCB-Vergiftung stellt sich klinisch unter dem Krankheitsbild einer
Porphyria cutanea tarda (hepatische Porphyrie) dar, wie die epidemische
HCB-Intoxikation im Sudosten der Turkei 1955-1957 zeigte (Sagunski & Perger,
1994).

HCB wirkt im Tierversuch teratogen und kanzerogen. Eine mutagene Wirkung

konnte tierexperimentell nicht nachgewiesen werden (Rippen, 1994).

13
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2.1.3 Pentachlorphenol PCP

Pentachlorphenol gehdrt zur Gruppe der chlorierten Phenole und stellt eines

der primdren Abbauprodukte von HCB im Organismus dar.

OH
Cl Cl

Cl Cl
Cl

Abb. 2.1-3 Strukturformel von Pentachlorphenol (PCP)

2.1.3.1 Herkunft und Entstehung

PCP wurde erstmals 1841 gleichzeitig von Erdmann (bei seinen Studien Uber
Indigo) und von Laurent synthetisiert (Ahlborg, 1980). Merz und Weith (1872)
stellten PCP zum ersten Mal mit einer dem heutigen Verfahren dhnlichen
Methode her ((WHO), 1987).

In der Bundesrepublik wurde PCP aus handelsublichem Phenol und
gereinigtem Chlor hergestellt (Abbildung 2). Bei der Darstellung von PCP
erfolgte die Chlorierung des Phenols bis zur Stufe des 2,4.,6-Trichlorphenol
kontinuierlich bei einer Temperatur von 60-70 °C. Die Weiterchlorierung fand
diskontinuierlich in einem geschlossenem Kreislauf ohne Zwischenlagerung
von 24.6-Trichlorphenol staft. Die Anlagerung des vierten und funften
Chloratoms erfolgte in Gegenwart von Aluminiumchlorid als Katalysator.
Dabei wurde die Reaktionstemperatur stets direkt Uber dem Erstarrungspunkt
gehalten, der mit steigendem Chlorgehalt bis auf einen Endpunkt von ca.
180 °C anstieg. Die Beendigung der Chlorierung wurde durch Erstarrung
angezeigt ((BUA), 1985)

14
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Cl
@’DH 5 o OH
(Kat)
Cl o]
Cl

Abb. 2.1-4: Darstellung von PCP

Zur Herstellung von PCP-Na gibt es zwei technische Verfahren. Die alkalische
Hydrolyse von Hexachlorbenzol (HCB) erfolgte meist mit konzentrierter,
wdaBriger oder alkoholischer (Methanol) NaOH-Losung in einem Autoklaven
bei 130-170 °C ((WHO), 1987). Die Verseifung verlduft mit 85%iger Ausbeute
(Gebefugi, 1978):

i

i cl
MHaOH
, PCPHNa
Cl cr Meathanol

i 135"C Oruck

Abb. 2.1-5: Darstellung von PCP-Na

Nachteile der alkalischen Hydrolyse von HCB sind der Abwasseranfall und das
Problem der Regenerierung des Losungsmittels (Gebeflgi, 1978). Bis Juli 1984
erfolgte die Herstellung von PCP-Na in der Bundesrepublik auf diesem Wege,
dann wurde auf PCP als Ausgangsprodukt umgestellt. Die PCP-Schuppen
wurden in Natronlauge aufgeldst ((BUA), 1985):

CoClsOH + NaOH --> C¢ClsONa + H20

Nach Filtration wurde die PCP-Nao-Losung aufkonzentriert und zum ferfigen
Verkaufsprodukt spruhgetrocknet ((BUA), 1985).

15
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Verwendung

PCP diente in der BRD als Ausgangsprodukt zur PCP-Na-Herstellung (ECDIN,
1989). Da PCP ein starkes Gift fur Insekten, Schwdmme, Pilze, Hefen und
Bakterien ist, fand es vielseitige Verwendung als Insektizid, Herbizid, Fungizid,
Bakterizid, Algizid und Molluskizid ((Gebefugi, 1978); (Franzle, 1982); ((BUA),
1985); ((WHO), 1987); (ECDIN, 1989)). Die Hauptvorteile von PCP und seinen
Derivaten lagen darin, daB sie wirksame Breitbandbiozide sind, gute
Laslichkeit in Ol (PCP) oder Wasser (PCP-Na) zeigen und kostenglnstig
herzustellen sind ((WHO), 1987).

Wegen der breiten Anwendbarkeit wurden PCP und seine Salze vor allem im
Holz-, Leder- und Textilschutz sowie in der Zellstoff-, Papier- und

Pappeproduktion als Konservierungsmittel verwendet.

PCP hat aber auch noch ganz andere Einsatzbereiche: In der
Baumwollgewinnung wird es ebenso verwendet wie in der Papierindustrie,
der Textil- und Lederindustrie und bei der Herstellung von Klebern und Leimen,
in Dispersions- und Olfarben. Als Zusatzstoff kann sich PCP in Kautschuk und
Kosmetika finden. Weitere Umweltgefdhrdung kann aus handelsublichen
PCP-Produkten zum einen durch moglicherweise enthaltene
Verunreinigungen wie PCDD/Fs ausgehen. Des Weiteren kbnnen bei

Verbrennung PCP-haltiger Produkte oder Lichteinwirkung Dioxine entstehen.

1991 schwankten die Angaben Uber weltweite jdhrliche Produktionssnengen
zwischen 25.000 t und 90.000 t. In Deutschland wurden 1985 noch uber 1.000 t
PCP hergestellt. Die PCP-Verbotsverordnung gilt fur die Bundesrepublik seit
1989 bzw. die Chemikalien-Verbotsverordnung seit 1993 und untersagt die
Herstellung, das Inverkehrbringen und die Verwendung von PCP und PCP-

haltigen Materialien vollstdndig.

In einigen Landern wie den USA, Frankreich, Indien, Taiwan und der VR China

wird PCP weiterhin produziert und verwendet, so dass durch den Import von
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PCP-behandelten Produkten (z.B. Leder und Textilien) noch ein Eintrag
bestehen kann (HBM, 1997).

2.1.3.2 Physikalische und chemische Eigenschaften

Die wichtigsten physikalischen und chemischen Daten von PCP und PCP-Na
sind in Tab. 2.1-5 zusammengefaBt. PCP ist eine geruchlose Verbindung, die in
farblosen Nadeln kristallisiert. Technische Produkte sind grau bis braun gefdarbt
((BUA), 1985).

Tab. 2.1-5: Physikalische und chemische Eigenschaften von PCP und PCP-Na

Eigenschaft PCP PCP-Na  |Zitat

Molekulargewicht: 266,34 288.4 a

Dampfdruckkurve A=5060

Log p =-0.9146:A (J/mol)/T (K) + B: |B=13,490

Dampfdruck (hPa) bei 25 °C 5,5, 9,310 a

Loslichkeit in Wasser (g/D:

(20 °C, pH 5) 0.014 22,4 a, d

(20°C,pH7) 2.0 a

(20 °C, pH 8) 8.0 a

(20 °C, pH 10) 15,0 >200 a, b
Quellen:

a) BUA, 1985; b) WHO, 1987; c) Rippen, 1995; d) UBA, 1976

Reines unhydratisiertes PCP schmilzt bei ca. 190 °C (das Monohydrat bei 174
°C). Beim Siedepunkt von 309°-310 °C zersetzt sich PCP teilweise unter Bildung
von Hexachlorbenzol (HCB), Octachlordibenzodioxin (OCDD)  und
Tetrachlorkohlenstoff (CCls). Schon bei Normaltemperaturen muss PCP als

relativ flichtig betrachtet werden (Crosby, 1981).
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In organischen Losungsmitteln 16st sich PCP gut, in Wasser dagegen weniger
gut. Mit einem pH-Wert von 4,7 entspricht die Sdurestdrke von PCP ungefdahr
der der Essigsdure. Die Aciditat ist weit gréBer als die des Phenols, weil das
Pentachlorphenolatanion durch die Chlorsubstituenten am aromatischen
Ring stabilisiert wird (Frénzle, 1982). Bei pH 2,7 in wdBriger Losung liegt PCP nur
zu 1% dissoziiert vor, wahrend bei pH 6,7 (dem pH vieler naturlicher Gewdasser)
die Dissoziation 99% erreicht hat (Crosby, 1981). Aufgrund des protolytischen
Gleichgewichts PCP/PCP- nimmt die Loslichkeit von PCP in Wasser also rapide
mit steigendem pH zu, der Octanol/Wasser-Verteilungskoeffizient dagegen ab
((BUA), 1985).

Wie bei allen Phenolen reagiert die Hydroxylgruppe des PCP nucleophil (d.h.
PCP bildet Ester mit organischen und anorganischen Sduren und Ether mit

Alkylierungsmitteln wie Methyljodid oder Diazomethan) (Crosby, 1981).

Obwohl der hohe Chlorierungsgrad und die damit verbundene Positivierung
des aromatischen Ringes die Bildung stabiler Charge-Transfer-Komplexe mit
Elektronendonoren begunstigt, sind die Chlorsubstituenten des PCP unter
Normalbedingungen resistent gegenuber nucleophiler Substitution wie die

chlorierter aromatischer Kohlenwasserstoffe (Crosby, 1981).

2.1.3.3 Okotoxikologische Relevanz

Umweltpersistenz, Abbaubarkeit

Der Mensch nimmt PCP durch Inhalation, durch Hautkontakt und Uber den
Magen-Darmkanal auf und PCP verteilt sich anschlieBend in den Geweben
(Gebeflgi, 1978).

Loésungen von PCP und PCP-Na werden gut Uber die Haut resorbiert. Aus den
in der Literatur vorliegenden Erkenntnissen I&sst sich zudem ableiten, daB
inhaliertes PCP mindestens zehnmal wirksamer ist, als bei Zufuhr Uber den
Magen-Darm-Trakt (Grimm, 1987).
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PCP wirkt als nicht-strukturspezifischer Inhibitor grundlegender metabolischer
Prozesse und ist somit ein starkes Zellgift. Wie alle Chlorphenole fungiert PCP
als Entkoppler der oxidativen Phosphorylierung. Dabei wirkt PCP auf die
Mitochondrien und auf mikrosomale Enzymsysteme. Die normalerweise mit
der Oxidation (z.B. von Glutamat, Pyruvat) verbundene Aufnahme von
anorganischem Phosphat wird in Gegenwart von PCP vollstdndig gehemmt.
Morphologisch ist die Entkopplung der oxidativen Phosphorylierung durch
eine reversible Schwellung der Mitochondrien gekennzeichnet. Durch die
Unterbrechung der Elektronenubertragung zwischen Flavin und Cytochrom b
wird der ElekronenfluB zum Sauerstoff unterbrochen. PCP greift also in den
ProzeB der zelluldren Energieversorgung ein und verhindert die Speicherung
der gebildeten Energie in Form von ATP. Ein rapider Anstieg der
Stoffwechselakfivitat ist die Folge. Diese Wirkungen werden vom PCP selbst
und nicht von seinen moglichen Verunreinigungen verursacht (Gebefugi,
1978); ((BUA), 1985); (Grimm, 1987); ((UBA), 1987).

Abb. 2.1-6 gibt eine Ubersicht Uber mdgliche Umwandlungsprodukte des PCP

in Pflanzen.
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Bustransformation products from PCP (1)

1A Tetrachloraphensal (2]
LiAb-Tewrschioraphenol (4)
Pentuchlorosnisals [11)

134, 5-Teirachloroanisale { 1 5)

134 6-Tearachloroanisole [18)

34, 5.6-Tetrachlorocalechol (12)

3456 Tetrachloro-2-methosypheaok {15
3456 Tetnchloro- 1 2-dimethosybentone [ 26)
1,156 Tetrachloro. 1 d-dimethos ybenzene (28]
I-#<4 Pentachiorophenyl) glucopyranotide (41)

& 1-f 4 Pentachlarophenyl]
glucopyrancsid ylmalanane §43)

Abb. 2.1-6: Umwandlung von PCP in Pflanzen: Reis-Wurzeln (A), Sojabohnen
(B), Weizen (C), Spinat (D) (Engelhardt, 1986)

Diese unter Treibhausbedingungen oder mit Zellsuspensionen gemachten
Beobachtungen zeigen, dass PCP sowohl zu niedriger chlorierten Phenolen
und Anisolen, als auch zu Oxidationsprodukten, wie 1,2- und 1/4-
Dimethoxytetrachlorbenzol sowie konjugierten Formen chlorierter Phenole,
metabolisiert wird (Engelhardt, 1986).

Der Metabolismus von PCP ist bei den verschiedenen Tierarten unterschiedlich

und abhdngig von der Verabreichungsart.

Tab. 2.1-6 stellt zusaommenfassend die in menschlichen und tierischen

Leberhomogenaten oder Mikrosomen gefundenen Metabolite dar.
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Tab. 2.1-6 Metabolite des PCP in Mensch und Tier (Renner und Miicke, 1986)

Biotransformationsprodukte von PCP

in folgender Spezie enthalten

Pentachlorphenylglucuronid

Pentachlorphenylkonjugatea

2.,3,5,6-Tetrachlor-1,4-benzochinon (Chloranil)

Tetrachlorhydrochinon

Tetrachlorhydrochinonkonjugate®
Tetrachlorhydrochinonglucuronide
2.3.4,5-Tetrachlorphenol
2.3.4,5-Tetrachlorphenylglucuronide
2,3.4,6- und/oder 2,3 .4,5-Tetrachlorphenol
2.,3.4.,6- und/oder 2,3 .4,5-Tetrachlorphenylglucuronide
2.3 4A-Trichlorphenol

2.3 A-Trichlorphenylglucuronide
2.,3,5-Trichlor-1,4-hydrochinon
Pentachlorphenylacetat
Pentachloranisol

Pentachlorphenylsulfat

Ratte, Hase, Mensch, Fisch
Maus, Ratte, Schnecke,
Wasserldufer, Fisch, Moskito
Hase, Maus

Maus, Ratte, Mensch, Raupe,
Schnecke, Fisch

Maus, Ratte

Ratte

Ratte

Ratte

Ratte

Ratte

Ratte

Ratte

Ratte

Wasserldufer

Taschenkrebs

Fisch, Venusmuschel, Hummer®,
Ratteb

a) Metabolite kbnnen nicht eindeutig dem PCP zugeordnet werden

L) Metabolite, die in den Leberhomogenaten oder beziehungsweise den Mikrosomen

gefunden wurden

Die Umwandlung von PCP in Tieren und im Menschen erfolgt Uberwiegend

auf drei Wegen (Renner, 1986):
« Konjugation
« hydrolytische Dechlorierung

+ reduktive Dechlorierung.

2]



Allgemeiner Teil

Weitere, in Tieren beobachtete Reaktfionen, die von den Spezies abhdngen,
sind (Renner und Mucke, 1986):

« Oxidation (Tetrachlorhydrochinon zu Tetrachlorbenzochinon)

«  Methylierung (PCP zu Pentachloranisol).

Der Mensch scheidet PCP Uberwiegend im Urin aus und zwar als freies PCP

oder als Glucuronid (Rosner, 1987).

Eine zusammenfassende Darstellung der Abbauprozesse des PCP in den

verschiedensten Lebewesen gibt Abb. 2.1-7.

OH OCHs
ox OCHy oy OH

LA S - g

1,2 [ I
©::| —_— — — | —';—caz.m‘
4
| i [
\ OCH, OCH, \ OCHy

Q. Q

Clg Cly ¢l

Abb. 2.1-7: Abbauwege von PCP in verschiedenen Organismen:
I = Mikroorganismen,
2 = Saugetiere,
3 = Fische und aquatische Invertebraten,
4 = grine Pflanzen (der Ubersichtlichkeit halber sind die
Chlorsubstituenten durch Linien angedeutet) (Crosby, 1981)
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Bioakkumulation

Die Wasserldslichkeit von PCP nimmt mit steigendem pH-Wert zu. Umgekehrt
verhdlt sich seine Neigung zur Anreicherung in der organischen Phase,

insbesondere im Fettgewebe (Fettlslichkeit 213 g/kg nach OECD).

Bei Fischen stellen Galle und Leber die Hauptspeicherorgane fur PCP dar. Hier
wird PCP Uberwiegend als Glucuronid nachgewiesen. Nach Ruckuberfuhrung
der belasteten Tiere in reines Wasser erfolgt meist rasche und vollstGndige
Eliminierung ((BUA), 1985).

PCP kann von Pflanzen aufgenommen werden. Baumwollpflanzen, die mit
einer PCP-Formulierung bespruht worden waren, nahmen bis ca. 2 mg
PCP/kg in die Samenkdrner und das zehn bis funfzehnfache in die
Samenkapseln auf (BUA), 1985).

Aufgrund einer Studie der Dow Chemical Company (Braun, 1979)) an vier
freiwilligen  Versuchspersonen nahm man bisher an, daB die
Ausscheidungskinetik des Menschen gut mit dem Rattenmodell
Ubereinstimmt. Aus der kurzen Plasma-Eliminationshalbwertszeit von 30
Stunden errechnete sich eine nach 84 Tagen erreichbare Plasma-
Gleichgewichtskonzentration (steady state) von 0,5 mg PCP/I bei taglicher
Aufnahme von 0,1 mg/kg Kérpergewicht. Diese Dosis entspricht in etwa der

pulmonalen Aufnahme bei einer PCP-Konzentration von 0,5 mg/m3.

Eine Studie aus der Arbeitsgruppe des Schweizer Toxikologen Schlatter (Uhl,
1986) kam zu véllig anderen Ergebnissen: Die Ausscheidungs-Halbwertszeiten
lagen um das dreizehnfache hodher als bei der Dow-Studie. Somit errechnete
sich eine entsprechend héhere PCP-Plasmakonzentration, die erst nach drei
Monaten bei taglicher Aufnahme von 0,1 mg/kg Kérpergewicht erreicht wird.
Die Autoren folgern aus ihrem Selbstversuch, daB die Belastung im steady
state ca. zehn bis zwanzigmal hoéher liegt als der Wert, den man durch
Extrapolation aus pharmakokinetischen Untersuchungen beim Tier erhdlt
(Rosner, 1987).
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Die von Lu et al. (1978) in einem aquatischen Okosystem gefundenen
Konzentrationen deuten auf eine Anreicherung in der Nahrungskette hin (Tab.
2.1-7).

Tab. 2.1-7 PCP-Konzentrationen in verschiedenen Spezies eines Modell-
Okosystems ((Lu, 1978) entnhommen aus ((BUA), 1985))

Vorkommen Konzentration

Wasser 0,0027 mg/I
Algen (Oedogonium card.) 0,0043 mg/I
Moskitolarven (Culex pipiens)  |0,0465 mg/I
Schnecken (Physa spp.) 0,329 mg/I
Daphnien (D. magna) 0.448 mg/I
Moskitofisch (Gambusia affinis) (0,804 mg/I

Toxizitét

Bei verschiedenen Vergiftungsfallen, vor allem durch berufliche Exposition mit
PCP, wurden u. a. folgende Symptome beschrieben: Hyperthermie (starkes
Schwitzen, starkes Durstgefuhl, erhdhte Korpertemperatur), Hyperventilation
(Beschleunigung von Puls und Atmung). allgemeine Mattigkeit,
Schwindelgefihl, mentale Desorientierung, Kopfschmerzen, Ubelkeit,
Erbrechen, Reizungen der Schleimhdute der Augen und Afemwege,
Hyperglyk&mie (hoher Blutzuckergehalt) und Glucosurie (Ausscheidung von
Zucker im Harn). Erste toxische Wirkungen fraten nach Beobachtungen am
Arbeitsplatz im Bereich zwischen 300 und 4.000 ug/! in Serum auf. Typisch bei
hoher Dosis ist eine rasche Verschlechterung des Zustandes bis zum Tod
infolge Herzversagens, Atemldhmung oder Lungenddem. Bei den in der
Literatur beschriebenen akuten PCP-Vergiftungen starben fast alle Patienten
innerhalb von 24 Stunden nach dem ersten Auftreten der Symptome (Rosner,
1987); ((UBA), 1987). FUr den Menschen wird eine letale Dosis von 50-500
mg/kg geschdatzt (Rippen, 1995).
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Dagegen existieren viele Untersuchungen zur toxischen Wirkung des PCP, von
Pflanzen Uber Invertebraten bis hin zu hdheren Lebensformen wie Fischen und
Sdugetieren. Tab. 2.1-8 zeigt eine Auswahl verschiedener Wirbeltiere, da in
dieser Arbeit nur mit Minipigs gearbeitet wurde. Genaue Daten fur Minipigs

konnten allerdings nicht gefunden werden.

Tab. 2.1-8 Letale Dosis von PCP fiir verschiedene Wirbeltiere

Tierart LDso (mg/kg) Applikation Zitat
Maus 36-177 oral a, b
Ratte 71-210 oral a, b
Kaninchen 550 dermal C
Meerschweinchen 266 dermal b
Hamster 70-85 subkutan b
Hund 135 subkutan b
Schaof 120 oral b
Rind 140 oral b
Mensch 50-500 geschatzt oral C
a) BUA 1985 b) WHO 1987 c) Rippen 1995

Einige Langzeitversuche mit Mdusen, die zwei Jahre lang technisches PCP
erhalten haften, ergaben neben anderen Wirkungen eine eindeufige
kanzerogene Wirkung von PCP. Ein Einfluss von Verunreinigungen wie Dioxinen
oder Furanen in den verabreichten Produkten konnte ausgeschlossen
werden. Dagegen zeigte sich bei einem Langzeitversuch an Ratten mit
taglichen PCP-Dosen von bis zu 30 mg/kg Koérpergewicht kein Anzeichen
einer kanzerogenen Wirkung. Der epidemiologische Nachweis, dass PCP
auch beim Menschen bdsartige Neubildungen hervorrufen kann, konnte

bislang nicht erbracht werden (Letzel, 1996).
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2.2 Erkenntnisse zur biogenen Bildung von PCDD/F

2.2.1 Peroxidasen

Peroxidasen sind meist Fe(lll)-haltige Homoproteide, die Bisubstratreaktionen
katalysieren. In der Regel Ubertragen sie unspezifisch Elekironen von einem
Donormolekul auf Wasserstoffperoxid. Als Substrate eignen sich phenolische
Verbindungen, aromatische Amine, Hydrochinone und Benzidinderivate
(Putter & Becker 1983). Daneben katalysieren Peroxidasen auch
Halogenierungs- und Dehalogenierungsreaktionen (Libby et al. 1981).
Peroxidasen sind in biologischen Systemen weit verbreitet und obligate
enzymatische Bestandteile aller aeroben Organismen (Putter & Becker 1983).
So sind z.B. die Myeloperoxidase in den Granulocyten des Blutes und die
Lactoperoxidase in Kuhmilch zentraler Bestandteil antfimikrobieller Systeme,
und die Lignin- und Chloroperoxidase verschiedener Pilze spielen eine

entscheidende Rolle beim Ligninabbau.

Peroxidasen bilden in einem katalytischen Zyklus an zwei Stellen radikalische
Substratintermediate (Oberg et al. 1990). Native Peroxidasen besitzen als
prosthetische Gruppe einen Porphyrinringsystem mit dreiwertigem Ferri-Eisen
als Zentfralatom. In diesem Grundzustand reagieren Peroxidasen mit in
biologischen Systemen allgegenwartigem Wasserstoffperoxid als
Elektronenakzeptor zum Komplex |. Dieser reagiert in zwei diskreten 1-Elektron
Schritften Uber den Komplex Il wieder zurGck in den Grundzustand, wobei zwei
Substratmoleklle oxidiert werden (Abb. 2.2-1).
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H,0, + 2 H* [Fe(III)] AH +H*

natives Enzym

2 H,O AH,

[Fe(V)] [Fe(IV)]

aktiv. Enzym I aktiv. Enzym II

AH, AH + H"

Abb. 2.2-1: Reaktionsmechanismus von Peroxidasen (Oberg et al. 1990)

Die im katalytischen Zyklus gebildeten freien Substratradikale reagieren
sekunddr in radikalischen Kopplungsreaktionen weiter. Phenoxyradikale als
Oxidationsprodukte phenolischer Substrate dimerisieren bevorzugt dber eine
C-O-C Etherbindung zu Phenoxyphenolen und dechlorierten chinoiden
Dihydroxydiphenylether (Abb. 2.2-2: A, B) (Wagner 1990). Die Kopplung zweier
Kohlenstoffatome  fuhrt zur Bildung von Dihydroxybiphenylen und
dechlorierten chinoiden Trihydroxybiphenylen (Abb. 2.2-2 :C, D). Neben
dimeren Kopplungsprodukten entfstehen auch trimere und fetramere
Strukturen, in denen die Monomere Uber C-O-C Etherbindungen und/oder C-
C Bindungen verknUpft sind (Abb. 2.2-2: G, H) (Maloney et al. 1986). Parallel zu
diesen Kopplungsreaktionen freten Dechlorierungs- und

Umchlorierungsprozesse auf.

Die Dimerisierung zweier niederchlorierter Phenoxyradikale zu PCDD/F (Abb.
22-2. E, F) st verglichen mit der Bildung der obengenannten
Polymerisationsprodukte quantitativ. von untergeordneter Bedeutung. Mit
steigendem Chlorierungsgrad der eingesetzten Chlorphenole erhdht sich
allerdings die Ausbeute an PCDD/F bei peroxidasekatalysierten Kopplungs-
reaktionen. Dies wird mit einer verringerten Anzahl von konkurrierenden
Kopplungsmoglichkeiten der gebildeten Phenoxyradikale erklart (Wagner
1990).
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Abb. 2.2-2: Reaktionsprodukte der peroxidasekatalysierten Kopplung von
Chlorphenolen (nach (Wagner, 1990) und (Maloney et al. 1986))

Klimm et al. untersuchten 1995 nach der Feststellung von erhohten
Konzentrationen an polychlorierten Dibenzo-p-dioxinen (insbesondere von
OCDD) in Klarschidmmen die mogliche biogene Bildung in den einzelnen
ProzeBstufen, da unter Berlcksichtigung aller bekannten PCDD/F-Quellen,
Einfragswege und Anreicherungen nur ca. 60% der bestimmten Menge erklart
werden kdénnen. Auch hier kam PCP als Precursor und Tracersubstanz zum
Einsatz. Diese Untersuchungen konnten zwar eine Bildung von Dioxinen im
Klarschlamm nachweisen, aber die detektierten Mengen reichten jedoch in

keinster Weise zur ErklGrung der erndhten Werte im Klarschlamm aus.
Auch Wittsiepe et al. beschdftigten sich 2000 mit der Peroxidase-katalysierten

In-vitro-Bildung von PCDD/F aus Chlorphenolen. Unter Verwendung von

Myeloperoxidase konnten Kondensationsprodukte nachgewiesen werden.
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Die hierbei gebildeten Mengen an PCDD/F bewegten sich ebenfalls im

Bereich von umol/mol Precursor.

2.2.2 In vivo Bildung von PCDD/F

Erst in allerjungster Zeit wurden auch In-vivo-Untersuchungen zur méglichen
biogenen Bildung von Dioxinen unternommen. In Versuchen an Kuhen (Fries
et al. 2000) wurden erhbhte Mengen an HpCDD und OCDD nach der
Verfutterung von PCP-behandeltem Holz festgestellt. Der gréBte Anteil daran
wurde in den Exkrementen gefunden, und Inkubationsversuche deuteten
mehr auf eine verstdrkte Bildung nach der Ausscheidung als wahrend der
Verdauung im Darm hin.

Mehrere andere Forschungsgruppen beschdaftfigten sich dagegen mit
Vorgdngen in Sedimenten.

Hoekstra et al. 2000 versuchten die véllige Neubildung von Dioxinen, nicht nur
aus Vorstufen, sondern sozusagen die biogene Komplettsynthese zu
beweisen. Dazu wurden verschiedene Probenahmestellen in  einem
Nadelwald, an denen bereits friher eine Chloroformbildung nachgewiesen
wurde, mit Nad’Cl markiert und fur ein Jahr versiegelt. In mehreren Fdllen
konnte eine deutliche Verschiebung des naturlichen Chlor-35/37-Verhdltnisses
bestatigt werden, sowohl in verschiedenen Chlorphenolen als auch Dioxinen,
was nur durch einen Einbau des markierten Nad’Cl zu erklaren ist.

Dagegen beschdaftigten sich Gaus et al. und Green et al. mit historischen
Bodenproben, die zum einem aus (mittels Radionuklidmethode auf ca. 1900)
datierten Meeressedimenten aus North Queensland, Australien, zum anderen
aus bereits um 1870 gesammelten und versiegelt aufbewahrten Bodenproben
aus GroBbritannien und lllinois, USA bestanden. In beiden Fdllen konnten
ungewodhnliche Mengen und Verteilungsmuster an PCDD/F festgestellt
werden.

AuBerdem wurden nach Medienberichten Uber hohe Dioxinwerte in Tierfutter,
die auf die beigemengte Tonerde zuruckgefuhrt werden konnten, von Rappe
et al. verschiedene Ton- und Kaolinproben aus den USA und Deutschland auf

ihren Dioxingehalt untersucht. Hier wurde erstaunlicherweise festgestellt, daB
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alle Tonerden und die deutsche Kaolinprobe extremn hohe Dioxingehalte
aufwiesen, besonders an OCDD (bis zu 23000 pg/Q)., aber auch das stark
foxische 2,3,7,8-TCDD konnte einwandfrei nachgewiesen werden (bis
240 pg/Q). jedoch kaum Furane. Dagegen waren die Ubrigen Kaoline nur
gering belastet.

Rappe et. al. untersuchten auBerdem mehrere Bodenproben von naturlichen
und kunstlichen Seen im Mississippigebiet. Diese wurden ebenfalls mit 137Cs-
Radionuklidmethode auf einen Zeitraum von 1970 bis deutlich vor 1950
dafiert. Mit einer ,umfangreichen Methodik®™ wurden mit einem
~angemessenen Grad an wissenschaftlicher Sicherheit™ menschliche Quellen
fur die gefundenen PCDD/F-Werte ausgeschlossen und somit auf eine
naturliche Bildung zurlckgefuhrt.

In den Jahren 2002 und 2003 veroffentlichte eine Arbeitsgruppe um Gaus und
Prange mehrere Arbeiten Uber bisher ungekldrte PCDD/F-Werte in
Bodenproben aus Queensland, Australien. Diese zeigten ebenfalls
ungewohnliche Vertellungsmuster. Als mogliche Ursache dafdr wurden
Waldbrdnde vermutet, dies konnte jedoch ausgeschlossen werden. Sie
fragen aber zur Umverteilung der vorhandenen Kontaminationen bei, was
weitere Untersuchungen erschwert. Dagegen lieBen die Untersuchungen
einen weiteren moglichen Grund wahrscheinlicher erscheinen:

Wdhrend in der obersten Bodenschicht noch hohe Konzentrationen sowohl
an PCDD als auch PCDF gefunden wurden, waren in tieferen Schichten (bis
3.5 m) fast nur noch OCDD und HpCDD zu finden. Generell werden PCDD/Fs
als unbeweglich betrachtet, was vertikale Migration im Boden betrifft.
Deshalb, und weil im seltenen Fall einer Uberladung und Migration in tiefere
Schichten alle PCDD/F gleichermaBen betroffen wdren, wurde dies
ausgeschlossen. Vielmehr waren die Verteilungsmuster in der obersten Schicht
typisch fur eine Kontamination mit PCP. Dieses besitzt eine bessere Mobilitdt,
konnte in die tieferen Schichten migrieren und dort unter unbekannten
Umstanden zu OCDD und HpCDD kondensieren.
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Insbesondere diese letzten Resultate sind fur die vorliegende Arbeit von
besonderem Interesse, aufgrund der Verwendung von markiertem PCP als
Precursor. Sie legen nicht nur eine Verunreinigung des PCP und anderer
Chlorphenole mit PCDD/F bedingt durch die industrielle Synthese nahe,
sondern auch eine Aufbaureaktion nach dem Einbringen in die Umwelt.
Dieser Moglichkeit soll in  dieser Arbeit unter moglichst naturnahen

Bedingungen nachgegangen werden.
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3 Experimenteller Teil

3.1 Chemikalien und Gerate

3.1.1 Chemikalien

Alle Chemikalien, die far die Extraktionen und fur analytische Zwecke
verwendet wurden, entsprachen dem Reinheitsgrad .p.A.", auBer den
Loésungsmitteln mit Reinheitsgrad ,zur Ruckstandsanalyse™. Die eingesetzten

Chemikalien und deren Bezugsquellen sind im folgenden aufgefuhrt:

Chemikalie Firma, Firmensitz
PCP-L6sung:
o 14C-PCP Pulver kristallin GSF, Neuherberg

e Natriumhydroxid-Loésung (2 mol/I) Merck, Darmstadt

« n-Hexan Promochem, Wesel

Soxhlet-Extraktion:

e Toluol Promochem, Wesel
« Papierhulsen Schleicher & Schull, Dassel-
Relliehausen

* Natriumhydroxid-Losung (2 mol/I) Grussing, Filsum

« Aceton Promochem, Wesel
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Verbrennung:
« Ultima Gold XR Packard Chemical Operations,
Groningen, Niederlande
e Permafluor E* Packard Chemical Operations,
Groningen, Niederlande
 Carbosorb E Packard Chemical Operations,

Groningen, Niederlande

Sdulenchromatographie:

e n-Hexan Promnochem, Wesel
« Dichlormethan Promochem, Wesel
« Aceton Promnochem, Wesel
« Toluol Promochem, Wesel
« Silica Gel 60 Promnochem, Wesel
* Alumina B - Super | ICN Ecochrom, Eschwege
« Florisil RR Promnochem, Wesel
* Natriumsulfat Promochem, Wesel

e Int. Standard (100pg/ul PCDD/F) GSF, Neuherberg
* Ausb. Standard (100pg/ul PCDD/F) GSF, Neuherberg

Szintillationsz&hlung:
« Ultima Gold XR Packard Chemical Operations,
Groningen, Niederlande
« Background-Standard LL Packard Chemical Operations,
Groningen, Niederlande
o 14C-Standard 134800 dpm Packard Chemical Operations,

Groningen, Niederlande
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3.1.2 Gerdte

» PCP-Aufreinigung:

Gerat Typ Firma, Firmensitz
Ultraschallbad Sonorex Super RK 510 H Bandelin, Berlin
Fein-Waage R200D Sartorius, Gottingen
Multipipette Reference 100 Eppendorf, Hamburg

* Soxhletexiraktion:

Gerat Typ Firma, Firmensitz
Heizpilz U2 500 ml Isopad, Heidelberg
Multipipette Reference 100 Eppendorf, Hamburg

* Verbrennung:

Gerat Typ Firma, Firmensitz
Verbrennungsofen Tri-Carb Sample Oxidizer Packard Instrument
Company, Meriden, USA
Drucker LX 850 Modell P8OSA Epson, Meerbusch
Multipipette Reference 100 Eppendorf, Hamburg

» Sdulenchromatographie:

Gerdét Typ Firma, Firmensitz
Rotationsverdampfer Rotavapor EL 131 Buchi, Flawil, Schweiz
Rotationsverdampfer Rotavapor RE 121 Buchi, Flawil, Schweiz

Wasserbad Water Bath 461 Buchi, Flawil, Schweiz
Prézisionswaage LC 480 Satorius, Gottingen
Stickstoffabblas- Barkey vapotherm basis Labortechnik Barkey,

apparatur mobil | Bielefeld

Multipipette Reference 100 Eppendorf, Haomburg

Multipipette Reference 1000 Eppendorf, Haomburg
Trockenschrank WU 6100 Haereus, Hanau
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« Szintillationszéhlung:

Gerat Typ Firma, Firmensitz
Szintillationsz&hler Tri-Carb 1000 TR Packard Instrument
Company, Meriden, USA
Drucker LX 850 Modell P8OSA Epson, Meerbusch

» Gaschromatographie:

Gerat Typ Firma, Firmensitz
Gaschromatograph HP 6890 Hewlett Packard,
Bbblingen
Massenspekirometer MAT 955 Finnigan, Bremen
Autosampler Liquidsampler A 200 SE CTC Analytics, Zwingen,
Schweiz
Drucker DECLaser 3500 Digital, Palo Alto, USA
* ASE:
Gerat Typ Firma, Firmensitz
Accelerated Solvent ASE 200 Dionex, Idstein
Extraktor
Gradientenpumpe ASE 200 Dionex, Idstein

* Probenvorbereitung:

Gerdéit Typ Firma, Firmensitz
Mixer MX 327 Braun, Kronberg/Taunus
Schuttler REAX 20 Heidolf
Gefriertfruhe Oko super cc Liebherr, Bulle, Schweiz
Siebmaschine Analysette 3 Fritsch, Idar Oberstein
Multipipette Reference 100 Eppendorf, Hamburg
Multipipette Reference 1000 Eppendorf, Hamburg
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» Gefriertrocknung:

Gerat Typ Firma, Firmensitz
Gefriertrockner Beta 1-16 Christ, Osterode am Harz
Muhle /M1 Retsch, Haan
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3.2 Darstellung und Aufreinigung des PCP

Das PCP wurde hierzu als radioaktiv markierte Tracersubstanz synthetisiert. Als

Markierung dient 14C im phenylischen Ring.

Cl Cl
‘: HNO, : Cl, + CISO, Cl : cl  Cl cl
Cl Cl Cl Cl
NO, NO, Cl
NaOH
Cl
Cl : Cl
Cl Cl
OH

Abb. 3.2-1 Darstellung des 4C-markierten PCP

Die Synthese erfolgte bereits im Vorfeld dieser Arbeit durch A. Attar (Sandrock,
1978).

Ausgehend von industriell hergestelltem 14C-Benzol wird erst zu 14C-
Nitfrobenzol nitriert, um anschlieBend mit gasférmigen  Chlor  in
Chlorsulfonséure (in Gegenwart von lod) behandelt zu werden. Man erhalt
14C-Pentachlornitrobenzol (36%) und 4C-Hexachlorbenzol (45%). Aus letzterem
wird mittels alkalischer Hydrolyse mit Natronlauge in Methanol/Wasser 14C-

Pentachlorphenol.

Aufreinigung des PCP:

Das kristallin vorliegende PCP mit einer spezifischen Akfivitdt von 5 Ci/mol

wurde in 2N-NaOH-Lésung aufgenommen, bis eine Akfivitdt von ca.
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30000 Bg/ul erreicht wurde. Zur Entfernung stdérender Verunreinigungen,
insbesondere von markierten Dioxinspuren, wurde die Stammldsung in
mehreren Arbeitsschritten mit n-Hexan im Ultraschallbad ausgeschuttelt. Der
Uberstand wurde nach erfolgter Phasentrennung vorsichtig mit einer Pipette
abgenommen, um eine unndfige Kontamination zu vermeiden. Dabei war
eine vollstdndige Entnahme der Hexanphase unmaoglich, so daB immer ein
geringer Anteil Resthexan in den ndchsten Vorgang ubernommen wurde.
Dies fuhrte zu einer Herabsetzung der Trennleistung, was wiederum die hohe
Anzahl an Arbeitsschritten begrundet. Die HOhe der Restradioaktivitdt der
Hexanphase wurde alle vier Schritte mittels Szinfillationsz&hlung Gberpruft.

Abb. 3.2-2 gibt den Verlauf der Aufreinigung wieder.

PCP-Aufreinigung

1

SOOW
700+
600
500
400
300

200

Restradioaktivitat [Bq]

100

Aufreinigungsschritte 30

Abb. 3.2-2: Abnahme der Radioaktivitét der Hexanphase
AuBerdem wurden die Substanz und die jeweilige Hexanphase mittels GC-MS

vermessen, mit besonderem Augenmerk auf etwaige ein- oder zweifach

markierte Dioxine und mit der Szintillationszahlung verglichen.
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Abb. 3.2-3: Massenverteilung von 4C1-OCDD

Dabei waren far eine genaue Quantifizerung mehrere Hindernisse zu
Uberwinden, da Molekule mit unterschiedlichen Isotopen trotzdem fast vaollig
identische Retentionszeiten haben und sich Uberlagern (sieche auch 3.6.1.4).
Ferner haben ein-, zweifach oder gar nicht 4C-markierte Molekule sowie 13C-
markierte (als Standard) sehr dhnliche Isotopen- und Zerfallsmuster und
Uberlagern sich demnach auch bei den einzelnen Massenspuren im MS-
Spektrum (siehe Abb. 3.2-3: neben nativem OCDD sind auch die gesuchten
Kondensationsprodukte aus markiertem PCP, 14C;-OCDD, 14C,-OCDD,
gezeigt). Abb. 3.2-4 zeigt den entsprechenden Ausschnitt aus dem Gas-
chromatogramm mit den zugeordneten Massenzahlen, aus denen dann die
einzelnen Massenprozentanteile der verschiedenen Verbindungen ermittelt
werden mussen, um aus der Intensitdt auf die in der Probe enthaltene Menge

zu schlieBen.
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Abb. 3.2-4: Ausschnitt aus dem Chromatogramm der Hexanphase

Naturlich waren die so errechneten Werte niedriger als die Ergebnisse aus der
Szinfillationsz&hlung, da hier sdmiliche radioakfiven Zerfdlle aus allen
Molekllen gewertet werden, wdhrend mit GC-MS nur die Dioxine erfaBt

wurden.
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Tab. 3.2-1 Verunreinigung des PCP

Aufreinigungsschritte Beginn 4 8 12 20 25 Ende
Gehalt bestimmt mit:

Szintillationsz&hlung 4921 92 119 28 39 17 n.n.
GC-MS 1013 17 5

Werte in (pg/ul)

Nur beim letzten Wert dreht sich das Verhdltnis um und das Ergebnis der GC-
MS-Messung ist hdher als das der Szintillationszahlung. Dies ist aber nicht weiter
verwunderlich, weil hier die Auflésung der Szinfillationsmethode erreicht
wurde. Der eigentliche Messwert betrug 1 Bq, was bereits unter die natarliche
Hintergrundstrahlung fdllt. Aber auch der Wert miftels GC-MS bewegt sich
nahe an der Nachweisgrenze. Deshalb wurden hier fur die Bestimmung die
Molekulionen M+2 und M+4 und nicht wie sonst M+6 und M+8 herangezogen,
da diese nicht das geforderte Signal/Rauschverhdlinis von 3:1 erreichten
(siehe 3.6.1.4).
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3.3 Minipigversuch

3.3.1 Vorbereitung und Aufbau

Naheliegendste Moglichkeit eines in vivo Experiments ist ein Tierversuch. Fur
die Wahl der Versuchstieres waren folgende Faktoren ausschlaggebend:

¢ Physiologisch méglichst nah am Menschen liegend

» Nicht zu aufwendige artgerechte Haltungsbedingungen

« Kosten

» Plaftzbedarf

Physiologisch am ndchsten zum Menschen sind Affen, aber derartige Tiere
wurden allen anderen Anforderungen zuwider laufen. AuBerdem ist eine
Ahnlichkeit zum Menschen vor allem bei der Darmflora und dem Stoffwechsel
von Interesse, deshalb fiel die Wahl auf Gottingen Minipigs, da Schweine dem
Menschen in diesen Punkten sogar ahnlicher sind als Primaten. Ferner sind
Gottingen Minipigs spezielle Zuchttiere, die mikrobiologisch definiert und
konftrolliert sind. Sie stammen aus abgeschlossenen Zuchtstationen mit
Zertifikat und Gesundheitsuberwachung. Aufgrund der geringeren GréBe sind
sie auch leichter zu handhaben als gewdhnliche Hausschweine und
bendtigen weniger Platz und Nahrung. Einziger ZUchter dieser Tiere weltweit
mit Genehmigung der Universitat Goftingen stellt die Firma Ellegaard aus

Ddnemark dar, von wo die Tiere bezogen wurden.

Urspranglich war die Anschaffung von sechs Tieren geplant, je drei
mdannlichen und drei weiblichen. Aus Personal- und Platzmnangel wurde die
Zahl aber auf zwei mdnnliche Minipigs reduziert. Das Alter betrug 6 Monate,
bei dem die Geschlechtsreife bereits erreicht ist, das Gewicht ca. 14 kg. Die
Haltung erfolgte im Gebdude 35 der GSF, Bereich Tierhaltung (Prof. Schmidt).
Ein abgetrennter Bereich wurde mit Schutzfolie ausgelegt, um eine

Kontamination der Raumes zu verhindern. Da auch Urin- und Fecesproben
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gesammelt werden sollten, wurden zwei Metabolismuskdfige verwendet, mit

einer Stangenbreite von 1 cm und einer Luckenbreite von 0,56 cm:

Abb. 3.3-1 Metabolismuskdfige der Minipigs

3.3.2 Durchfiihrung

Zweimal taglich wurden die Minipigs mit je 170 g speziellen Trockenfutter in
Pelletform gefuttert (am Wochenende nur einmal taglich mit 320 g). Wasser
stand ad libitum den ganzen Tag in einem Trog zur Verfugung, nachdem sich
eine Tranke mit Nippelventil und SchlauchzufUhrung (wie in Abb. 3.3-1 noch zu
erkennen) als unbrauchbar erwiesen hatte, da das Ventil von den Schweinen
zum Spielen verwendet wurde und sich unndtig viel Wasser mit dem Urin

vermischte.
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Nach einer Eingewbhnungsphase von zwei Wochen erfolgte die Applikation
des 1“C-PCP mit dem Futter. Dazu wurden einmal taglich (9:00h) zur ersten
Futterung mehrere Pellets mit 100 pl (= 119000 Bg oder 0,17 mg “C-PCP) der
verdunnten PCP-L6sung (ausgehend von einer Strahlendosis von 1,19 MBg/ml)
mittels einer Eppendorfpipette dotiert und vor der Mahlzeit dem Minipig mit
einer Art Schopfloffel verabreicht, um die vollstdndige Aufnahme zu
gewdhrleisten (Abb. 3.3-2 und Abb. 3.3-3). Nach zwei Wochen wurde die
Dosis auf 200 ul verdoppelt.

Abb. 3.3-2 Dotierung des Futters
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Abb. 3.3-3 Vorabfiiterung mit der Tracersubstanz

Die gewdhlte Dosierung stellte sicher, dass eine Vergiftung der Tiere
vermieden werden konnte, und ihnen unndtiges Leiden zu ersparen. Es sollte
jedoch auch eine gut detektierbare Radioaktivitdt gewdhrleistet werden.
0,177 mg pro Tag entsprechen bei einem Gewicht von 14 kg demnach
0,012 mg/kg Koérpergewicht,

Diese Dosis sollte keinerlei toxische Wirkung zeigen, da die LDsp zwischen 27

und 300 mg/kg angegeben wird (BUA-Stoffbericht von 1985, diverse Tiere).
Zur vollstndigen Bilanzierung wurde Urin Uber den ganzen Tag gesammelt,

das Volumen notiert und eine Probe von 500mI genommen und eingefroren,

der Rest als Sondermull vernichtet. Kot wurde tdglich vom Zwischenrost
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gesammelt, und maoglichst alle Reste aus dem Kdafig entfernt, um komplett

eingefroren zu werden.

Nach Ablauf der Versuchszeit von einem Monat wurden die Tiere von Dr.
Ruprecht (Tierschutzbeauftragter der GSF) eingeschldfert und anschlieBend
von Dr. Schdffer (Pathologie) seziert. Dabei wurden adlle inneren Organe
(Leber, Niere, Milz, Galle, Bauchspeicheldrlse, Herz, GroBhirn, Kleinhirn, Teile
von Lunge, Dickdarm und DUnndarm) aber auch Hoden, Muskelgewebe und
Fettgewebe ganz oder teilweise entnommen und in Gefrierbeuteln bei -40°C

eingefroren.
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3.4 Waldbodenversuch

3.4.1 Vorbereitung und Aufbau

FUr das zweite Experiment wurde Waldbodenstreuauflage als Matrix gewahlt.

Durch Kontakt mit Dr. Reischl vom Geologischen Landesamt Bayern (GLA)

wurden zwei Gebiete ausgewdhlt, die auch vom GLA beprobt und uberpruft

wurden. Es sollten zwei verschieden Bdden sein, die sich in naturlichem

Halogengehalt, AOX-Werten und Dioxinbelastung unterscheiden. Deshalb fiel

die Wahl auf die Regionen Hof/Weiden (Nr. 690) und Burghausen (Nr. 315).

Vom GLA wurden folgende physikalischen und chemischen Daten ermittelt:

Tab. 3.4-1 Bodendaten

315 690

Horizont-Symbol L, Of, Oh L, Of, Oh
Kohlenstoffgehalt (%) 429 42,8
Stickstoffgehalt (%) 1.8 1.4
PH-Wert 3.42 292
KAKett (Mea/kQ) 261 266
AOX (mg/kg TS) 266 351
BET (gm/g) 2,18 291

Da es sich um Auflagematerial handelt, wurde eine KorngroBenbestimmung

nicht durchgefuhrt

Nach ihrer Lieferung wurden die Bodenproben bis zu ihrer Verwendung bei

10°C gelagert. Dann wurden sie zuerst gesiebt (Maschenbreite 2 mm,

Siebmaschine delta), um Steine und Kiesel zu entfernen. Diese wurden zu

einer unregelmdBigen Gewichtsverteilung fuhren, und im folgenden Schritt

den Mixer beschddigen. Da die Proben auBer Erde auch Nadeln, Zweige,
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Wurzeln, Moos und einige wenige Blatter enthielten, wurden sie anschlieBend
noch mit einem handelsublichen Mixer (Marke Braun) zerkleinert, um
homogene einzelne Proben bei der Aufteilung (siehe 3.4.2) zu erzeugen. Auf
eine Trocknung wurde verzichtet, um moglichst nah an natUrlichen

Bedingungen zu bleiben.

3.4.2 Durchfiihrung

Zur vollstdndigen Durchmischung des Probenmaterials mit der markierten
PCP-L6sung wurde der fertig vorbereitete Boden komplett in eine groBe
Flasche mit Schliffkolben Uberfuhrt. Die Flasche hatte ein Volumen von 101
und war seitlich vom Glasbldser durch Eindricken der Wand modifiziert
worden, und so zu einer Art Waschtrommel umfunktioniert, um eine gute
Durchmischung zu erreichen.

Jeweils die Hdlfte der PCP-L&sung, mit einer Aktivitat von 257200 Bg/ml, was
einer absoluten Menge von 184 mg PCP entspricht, wurde der Probe
zugesetzt und 24 Stunden durch Rotation um die Ldngsachse der Flasche

gemischt,

Abb. 3.4-1 Homogenisierung der Bodenproben
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AnschlieBend wurde der fertige Ansatz auf 200ml Erlenmeyerkolben verteilt,
die mit luftdurchldssigen Kulturstopfen aus Kunststoff verschossen wurden.
Insgesamt wurden pro Bodentyp 18 Kolben mit je 20 g PCP-versetzter Probe
gefullt.

Die Inkubation der Proben erfolgte Uber einen Zeitraum von 3 Monaten, im
Abzug unter einer Schutzhaube, um kontinuierlich gleiche Temperatur,
Lufffeuchte und Luftdruck zu gewdahrleisten.

Alle zwei Wochen wurden je drei Kolben enthommen, und nach

EinschweiBen in Gefrierbeuteln bei -40°C bis zur Analyse eingefroren.
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3.5 RadioaktivitGtsanalytik

Zur Bestimmung der RadioaktivitGt einer Probe wurde ein FlUssig-
szintillationszdhler (Marke Packard Tri-Carb 1600) verwendet. Dazu muss der
Analyt allerdings in flussiger Phase vorliegen bzw. selbst flussig sein. Im Falle
von Feststoffen wie den Feces- oder Organproben der Minipigs war deshalb

vorher eine Verbrennung noftig.

3.5.1 Verbrennung

Bei dieser Methode werden alle oxidierbaren organischen
Kohlenstoffverbindungen vollstdndig zu Kohlenstoffdioxid verbrannt, und
anschlieBend in einer Gasfalle absorbiert und in den Cocktail zur
Szintillationsz&hlung Uberfuhrt. Da alles radioaktive Material als PCP vorlag,
sollfen also sadmtliche markierten PCP und eventuellen Metaboliten und
Abbauprodukte, die bei den Versuchen entstanden sein kbnnten, auf diese
Weise komplett erfasst werden.

Von den zu untersuchenden Proben wurden dazu jeweils dreimal ca. 200 mg
abgewogen und in drei Verbrennungshutchen aus Zellstoff gefullt, das mit
einem Zellstoffdeckel verschlossen wurde. Diese Dreifachbestimmung sollte
AusreiBer durch z.B. Mengenschwankungen ausgleichen.

Vor Beginn der Vermessung der Proben wurden erst eine Leerverbrennungen
durchgefuhrt, um die Apparatur von eventuellen Ruckstdnden, die Blindwerte
verursachen kénnten, zu reinigen. Dies wurde dann durch Verbrennung einer
Standardprobe mit einer Sollaktivitdt von 480 kBg/10 ul Uberpruft. Erst dann
wurde mit der eigentlichen Analyse begonnen. Die HUtchen werden dabei in
einer Heizspule miftels Induktion auf ca. 2000°C erhitzt. Die Dauer der
Heizperiode ist variabel und sollte zur vollstndigen Verbrennung der Probe
fuhren. Ein Wert von 2 min erwies sich als angemessen mit genugend
Spielraum fur leichte Schwankungen aufgrund unterschiedlicher Konsistenz

oder hoherer Einwage der Probe. Nach 30 Verbrennungsschritten wurden
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wieder drei Leerverbrennungen durchgefuhrt und erneut ein Standard
verbrannt. Diese Uberprifung auf Blindwerte war eine MaBnahme zur
Qualitatssicherung und ergab stets nur den Sollwert innerhalbb tolerierbarer

Schwankungen von 2%.

3.5.2 Szintillationszdhlung

Die Bestimmung der Radioaktivitdt erfolgte in einem Szintillationsz&hler der
Firma Hewlett-Packard (Tri-Carb 1600 TR). Das Vorgehen wund das
Messprotokoll hingen dabei vom Aggregatzustand, Akfivitdt und Menge der
Probe ab.

Feste Proben waren nach dem Verbrennungsvorgang (siche 3.5.1) bereits
automatisch in einem SzinfillationsgefdB mit 15 ml  Szintillationscocktail

(Carbosorb/Permafluor) vorgelegt.

Fur flussige Proben wurden verschiedene Methoden angewendet:

Von Urinproben wurden direkt ein Aliquot (6 ml) im Vial mit 10 ml Carbosorb
versetzt und vollstdndig durchmischt.

Den Soxhlet-Extrakten (siehe 3.6.1.2) wurden jeweils 5 ml entnommen, dreimal
mit 5 ml 2N-NaOH ausgeschuttelt, und sowohl das gereinigte Extrakt als auch
5 ml der NaOH-Phase mit je 10 ml Cocktail (Carbosorb) im GefdR vermischt,
Die Ausgangslésung des “C-PCP wurde aufgrund des geringen Volumens
und der hohen Aktivitat nur in Mengen von 100 pl mit 15 ml Szintillationslésung
versetzt.

Zur Uberprifung des Verbleibs der Radioaktivitat wéhrend der Clean-ups
wurde nach den einzelnen Schritten jeweils 1 ml der Probe entnommen und

in 15 ml Carbosorb geldst.

AnschlieBend wurden die radioaktiven Zerfdélle im Szinftillationszdhler bestimmt.
Mit jeder Messung wurde ein Blindwert, ein Standard und eine Leerprobe

vermessen. Dem Quentsch und der unterschiedlichen Zdhlausbeute durch
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die untferschiedlichen Proben- und Cocktailvolumina wurde durch

Anwendung verschiedener Zdhlprogramme Rechnung getragen.

Tab. 3.5-1 Parameter der Zahlprogramme

Programm Zyklen  Zdhlungen Zdhldauer ES Std. BG
Schnellmessung 1 1 1 min count 1
15mI UXR 1 2 10 min count 1 0
Tml Probe/15mI UXR 1 2 10 min count 1 1
5ml Probe/15ml UXR 1 3 10 min count 1
Carbosorb/Permafluor 1 2 10 min 10 sec 1

ES = Einstrahlung, Std. = Standard, BG = Background.
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3.6 Analytik der PCDD/F

Die Analytik der PCDD/F, erfolgte in einem kombinierten Clean-up. Zur
Bestimmung der chlororganischen Verbindungen wurde die
Isotopenverdunnungsmethode in Verbindung mit der GC-MS-Technik
angewandt. Die eindeutige ldentifizierung und Quantifizierung der PCDD/F
erfolgte  mit der hochauflésenden Massenspektroskopie  (HRMS) in

Kombination mit hochauflésender Gaschromatographie (HRGC).

3.6.1 Polychlorierte Dibenzo-p-dioxine und Dibenzofurane

Die Bestimmung von PCDD/F-Gehalten in einer komplexen Matrix wie
organischem Gewebe erfordert eine aufwendige Analytik. Dies gilt
insbesondere, wenn verschiedene Gewebearten auf zum Teil geringfugige
Verdnderungen der PCDD/F-Konzentrationen und PCDD/F-Pattern  zu
unfersuchen sind. Es wurden deshalb erhdhte Anforderungen an die
Probenvorbereitung, den flussigkeitschromatographischen Clean-up und die

isomerensperzifische Identifizierung und Quantifizierung der PCDD/F gestellt.

3.6.1.1 Vorbereitung der Proben

Alle Proben wurden bis zur Weiterverwendung in Gefrierbeuteln bei -40°C

gelagert. Die Lagerzeit bis zur Aufarbeitung betrug mehrere Wochen.

Alle Organproben wurden erst mechanisch vorzerkleinert. Dazu mussten sie
fur einen kurzen Zeitraum (Uber Nacht im Kuhlschrank bei +4°C) aufgetaut,
und anschlieBend wieder eingefroren werden, um spdter gefriergetrocknet zu

werden. Die Proben wurden dazu direkt gefroren in Petrischalen in den
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Eiskondensatorraum der Gefriertrocknung gebracht. Die Haupt- und Nach-
frocknung erfolgte auf beheizten Stellfldchen. Das verwendete
Trocknungsprogramm ist in Tab. 3.6-1 dargestellt.

Tab. 3.6-1: Trocknungsprogramm fiir die Gefriertrocknung

Abschnitt o1 | o2 03 | o4 | o5 | 06 07 | 08
Phase Vorbereitung Haupttrocknung Nachtrocknung
Temp. (°C) -20 -20 -20 -20 -20 20 20 30
Vakuum (mbar) - - 1.030 1.030 1.030 1.030 0.035 0.035
Dauer (h.min) - 0.15 0.01 2.00 Var. 2.00 0.01 1.30

Aufgrund des hohen Wassergehalts und der groBen Probenmengen dauerte
der Vorgang bis zu einer Woche. Wdhrenddessen wurden alle 6-8h die
Trocknung unterbrochen, und zur Bestimmung des Trocknungsgrades der
Gewichtsverlust der Probe an einer externen Waage gemessen. Schematisch
ist hier der Verlauf des Vorganges fur eine Leberprobe dargestellt, die auch

wegen ihres hohen Gewichtes am langsten zur Trocknung bendtigte:

Trocknung Leber

250
200
150

100

Gewicht [g]

50

92:28
116:28
140:52
147:47
Leber

Dauer [h]

Abb. 3.6-1: Schematische Verlauf der Trocknung von Leber

Trotz der langen Dauer konnte aber keine 100% Wasserfreiheit erreicht

werden. Dazu war die Oberfldche trotz Vorzerkleinerung zu gering und die
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Schichtdicke in der Petrischale aufgrund der Probenmenge mit bis zu 1 cm zu
hoch. Die Gewichtsreduktion bewegte sich aber im zufriedenstellenden

Bereich von ca.75-90% des zu erwartenden Wassergehalts.

Tab. 3.6-2 Trocknungsresultate

Minipig A Trocken- Reduktion | MinipigB Trocken- Reduktion
Organe (o)) Masse (Q) (%) Q) Masse (Q) (%)
GroBhimn 52,8 12,6 76,2 50,5 15,3 69,7
Kleinhirn 16,5 4,2 74,3 16,3 4.1 75,1
Leber 220 50,2 77,2 235 57,3 75,6
Niere 93.8 19,8 78,9 92,5 24.6 73,4
Galle 445 6,7 85 454 8,4 81,4
Bauchspeicheldrise 39 12,4 68,1 35,9 11,4 68,2
Herz 83,5 20,5 75,5 Q4,7 26,6 71,9
Lunge (Teil) 54,3 21,3 60,7 30,5 9,1 70,3
Dickdarm (Teil) 75 13,7 81,8 495 11,3 77,1
Milz 35,5 10,9 69,4 41,8 12,0 71,3
Hoden 411 11,8 71,2 39.3 11,1 71,8
Fettgewebe 11,7 8,7 25,5 24,7 19,9 19,5
Muskelgewebe 94,5 24,6 74 87 22,4 74,3

DUnndarm 26,2 6,6 75 32.8 9,5 71

Auffallend hierbei ist nur das Resultat des Feftgewebes, dessen niedrigeres
Ergebnis auf den von Natur aus geringeren Wassergehalt von hochstens 30%

zurlckzufuhren ist und somit auch eine Reduktion von 65-85% darstellt.

Alle im folgenden angegebenen Analysenwerte beziehen sich auf diese

durch die Gefrierfrocknung erhaltenen Trockenmassen.

Zur Homogenisierung wurden die gefriergetrockneten Organproben in einem
Dewarbehdlter mit flussigem Stickstoff tiefgefroren und anschlieBend in einer
mit  flussigem Stickstoff vorgekUhlten Schreddermuhle (Firma Retsch)

gemahlen. Die MUhle wurde dazu mit flussigem Stickstoff befullt und bis zur
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vollstdndigen Verdampfung des Stickstoffs gewartet. Sonst hatte der erhdhte
Gasdruck beim Betrieb der MUhle zu einem Verlust des im gemahlenen
Zustand staubfeinen Probenmaterials gefuhrt. Die Aufbewahrung der
getrockneten und homogenisierten Proben bis zur Extraktion erfolgte in 250 ml

Braunglasbehdltern in der Kuhltruhe bei -40°C.

3.6.1.2 Soxhlet-Extraktion

Zur Extraktion wurden je nach erwartetem Belastungsgrad ca. 5 g der
getrockneten und homogenisierten Probe in eine Filterhdlse 33 x 120 mm (Fa.
Schleicher & Schuell) eingewogen, die Hulse mit Watte (60% Baumwolle, 50 %
Zellwolle, Fa. Amicus) verschlossen und far 24 h mit 300 ml Toluol (zur
RUckstandsanalyse, Promochem) als  Losungsmittel  soxhletiert.  Zur
Verbesserung der WdarmefUhrung wurde der Soxhletextraktor — mit
Aluminiumfolie umwickelt. Um Siedeverzige zu vermeiden, wurden Teflon-
Siedesteinchen (Chemware®, Fa. Norton) zugegeben. Die Zykluszeit betrug 9
bis 10 Minuten.

Der Gehalt und die Ausbeute der Extraktion wurde nach Abkuhlen der Kolben
mittels Szintillationsz&hlung uberprdft. Dazu wurden jeweils 5ml des Extrakts
direkt und weitere 5 ml nach dreimaligen Ausschutteln mit 5ml einer 2N-
NaOH-L6sung zu 10ml des Szintillationscocktails gegeben und anschlieBend

vermessen. Zur Konftrolle wurde die NaOH-Phase ebenfalls analysiert.
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3.6.1.3 Clean-up

Der Rohextrakt enthdlt eine Vielzahl von Verunreinigungen, die eine

Probe

“C,,-markierter interner Standard

Extraktion

A 4

Sandwichsiule
4 g Si0O, + 10 g Si0./44%H.SO, +
2 g Si0, + 20 g Na,SO,

Spiilen mit 50 ml n-Hexan

Elution mit 245 ml n-Hexan
A 4

Aluminiumoxid-Siule
25 g (50g) ALL,O; + 5 g Na.SO,

Elution mit :

1) 80 ml (200 ml) Toluol Fraktion PCB
2) 200 ml (300 ml) n-Hexan/Dichlormethan 98:2 Nicht untersucht

3) 200 ml (300 ml) n-Hexan/Dichlormethan 50:50 :[] Fraktion PCDD/F

A 4

Florisil-Séule
15 g Florisil /1% H,O + 5 g Na,SO,

Spiilen mit 200 ml n-Hexan

Elution mit 1) 180 ml n-Hexan Abfall
2) 300 ml Dichlormethan

le—— Ausbeutestandard "C,.-1,2,3,4-TCDD

A 4

Aufkonzentrierung

A 4

PCDD/F Analyse :
HRGC-HRMS

Abb. 3.6-2: Schematische Darstellung der Probenaufbereitung fiir die PCDD/F-
Analytik
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Identifizierung und Quantifizierung der PCDD/F stéren. Zur Abtrennung dieser,
haufig in wesentlich hdheren Konzentrationen als die PCDD/F auftretenden
Stérkomponenten, wurden mehrere flissigkeitschromatographische
Reinigungsschritte  durchgefuhrt  (Abb.  3.6-2). Die  verwendeten
Aufarbeitungsschritte sind erprobten und anerkannten Clean-up-Verfahren
der Literatur enfnommen (Hagenmaier et al., 1987), (VDI-Richtlinie 3499, 1992),
(Munder et al., 1987) und (Thielen & Olson, 1988) sowie laborintern validiert.

Chromatographie an sauerem Kieselgel (Sandwich-S¢ule)

Der ndachste chromatographische Reinigungsschritt erfolgte Uber eine
Sandwichsdule (20 x 250 mm). Sie wurde in n-Hexan von unten nach oben mit
4 g aktivem Kieselgel, 10 g Kieselgel mit 44% Schwefelsdure (95-97%. z.A., Fa.
Merck) impragniert, 2 g aktivem Kieselgel und 5 g Natriumsulfat gefullt und mit
50 ml n-Hexan gespult. Der eingeengte Rohextrakt wurde aufgetragen und
mit 250 ml n-Hexan eluiert. Das Eluat wurde bei einer Badtemperatur von 60°C
und einem Druck von 550 mbar auf 3 ml eingeengt. In der Sandwichsdule
werden organische Verbindungen wie z.B. PAK durch die Reaktion mit der

Schwefelsdure oxidiert bzw. sulfoniert und am Kieselgel adsorbiert.

Chromatographie an Aluminiumoxid (Alox-S&ule)

Zur Herstellung der Aluminiumoxid-Saule wurden 25 g Aluminiumoxid (basisch,
Super 1, far die Dioxin-Analyse, Fa. ICN Biomedicals) mit Hexan in eine Sdule
(20 x 250 mm) eingeschldmmt und mit 10 g Natriumsulfat Uberschichtet. Die
Sdule wurde mit 100 mlI n-Hexan gespult. Nach dem Aufbringen des
vorgereinigten Extrakts wurde mit A) 80 ml Toluol und B) 200 ml n-
Hexan/Dichlormethan (98/2 v/v) eluiert. Diese Eluate wurden gemeinsam
aufgefangen und fur eine eventuelle PCB-Analytik aufoewahrt. Sie enthalten
u.a. chlorierte monocyclische Aromaten und die PCB. SchlieBlich wurde mit
C) 200 ml n-Hexan/Dichlormethan (60/50 v/v) eluiert. Die lefzte Fraktfion
enthdlt die PCDD/F und wird bei einer Badtemperatur von 60°C und einem

Druck von 1000 - 5850 mbar auf 3 ml eingeengt. Alle verwendeten
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Losungsmittel der Qualitdt ,zur Ruckstandsanalyse™ wurden von der Fa.

Promochem bezogen.

Chromatographie an Florisil® (Florisil-S&ule)

Zur abschlieBenden Reinigung wurden 15 g Florisil® (PR, 60-100 mesh, Fa.
Promochem), desakfiviert mit 1% H20, mit n-Hexan in eine SaAule (20 x 250 mm)
eingeschldmmt und mit 5 g Natriumsulfat tberschichtet. Die FlorisilsGule wurde
zunachst mit 200 ml n-Hexan vorgereinigt. Nach dem Auftragen des
eingeengten Eluats der Aloxséule wurde nacheinander mit A) 180 ml n-Hexan
und B) 300 ml Dichlormethan eluiert. Die erste Fraktion wurde verworfen. Die
zweite Fraktion, die die PCDD/F enthdlt, wurde bei einer Badtemperatur von

60°C und einem Druck von 980 mbar auf ca. 2 ml abrotiert.

UberfUihren der Probe in MeBvial

Die eingeengte Dichlormethan-Fraktion der Florisil-SGule wurde schlieBlich in
ein  Braunglasprobenfldschchen mit  Mikro-Insert, in dem 10 ul
Ausbeutestandard vorgelegt waren, uberfuhrt. An einer
Stickstoffabblasapparatur  (Fa. Labortechnik Barkey) wurde bei einer
Temperatur von 45°C auf ca. 10 yl Endvolumen eingeengt und das Proben-

fldschchen mit einer Septumkappe verschlossen.

3.6.1.4 Nachweis und Quantifizierung der PCDD/F mit GC/MS
Die Identifizierung und Quantifizierung der PCDD/F erfolgte durch

hochauflésende Gaschromatographie und hochauflésende
Massenspekirometrie (HRGC-HRMS). Zur Empfindlichkeitssteigerung wurden
nur einzelne Massenspuren detektfiert (MID-Modus), d.h. far jede
Isomerengruppe der nativen und der markierten PCDD/F wurden jeweils die
einzelnen Massen des Molekulion-Isotopenclusters vermessen (Abb. 3.6-3 und
Abb. 3.6-4).

60



Experimenteller Teil

100 -

wn
(=)
I

rel. Intensitit (%)

M+2 TCDF

M+4

M+6
| I M+8

0 .

—— At

302 304 306 308 310 312 314

m'z

100 T
| M+2 "C1,-TCDF
M
S
g M4
5 +
550*
RS
E
M+6
M+8
0 ; . T T
314 316 318 320 322 324 326

m'z

Abb. 3.6-3: Isotopencluster der Molekiilionen M** von TCDF und '3Ci2-TCDF.
Bei TCDF sind neben den Chlor-Isotopenpeaks zusdtzlich 13C-
Isotopenpeaks zu erkennen.

m/z: 303.9016 :
ol M native TCDF 403
6.592
" }\J\/U\_MM\/M
m/z: 305.8987
501 M2 ~E+03
8.700
" MMMUJ\
m/z: 315.9419
“ Internstandard: E105
50 M 13 —
C2-2,3,7,8-TCDF 007
100-
m/z: 317.9389
501 M2 E+05
1.257
100+
UL L L U L P A
22:00 24:00 26:00 28:00 30:00 32:00 34:00
Retentionszeit
Abb. 3.6-4: Identifizierung und Quantifizierung nach der

Isotopenverdiinnungsmethode am Beispiel der TCDF. M- und
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Zur Quantifizierung wurden jedoch nur die beiden Massenspuren mit der
schwdchsten Intensitdt herangezogen. Der Grund dafur ist in Abb. 3.6-5 zu
erkennen., Dort sind die Isotopenmuster einiger unter den

Versuchsbedingungen mdglichen Verbindungen dargestellt.

Anteile versch. Isomere an den Massenspuren
120
100 1 © OCDD
@ OCDD-14C2

& 807 0 OCDD-37CL3
S © OCDD-14C1
@ 60 \\
2
£
o

. @

\‘/
O T T T T T q? T (> T ﬂ
455 457 459 461 463 465 467 469
Molekiilmasse [amu]

Abb. 3.6-5 Uberlagerung der verschiedenen Isotopenmuster

Weil der Massenunterschieds zwischen 12C und 4C und zwischen 3°C| und 37Cl
jeweils zwei betragt, also identisch ist, Uberlagern sich die Isotopencluster der
verschiedenen Isomere und erschweren die Quantifizierung. Zwar ist das
Signal bei M+2 und M+4 am starksten und damit am besten zu detektieren,
aber andererseits sind die Uberlagerungen dort auch am gréBten. Darum
wurden die MolekUlionen M+6 und M+8 gewdhlt, deren Intensitat nur 64 und
26 Prozent betrdgt. Dafur ist der Anteil z.B. an nativen OCDD mit 7% noch
geringer. (Siehe auch 3.2)
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Gerdteparameter

Zur isomerenspezifischen Detektion der PCDD/F wurde eine polare
Kapillarsdule RTx-2330 verwendet (Tab. 3.6-3). Die Eigenschaften dieser SGule,
deren stationdre Phase aus Nitril-Gruppen besteht, verdndern sich

erfahrungsgemdB mit der Zeit. So werden bei einer neuen KapillarsGule
HpCDF, weniger die Ubrigen HpCDF und OCDD betroffen sind. Mit

zunehmendem Alter der SAule verschwindet dieser Effekt. Da in dieser Arbeit

der Hauptaugenmerk auf OCDD liegt, kann dieser Effekt toleriert werden.

Tab. 3.6-3 Gerdateparameter

PCDD/F-Analytik
Gerdte HRGC HRMS
Hewlett Packard 6890 (jetzt: Finnigan MAT 955
Agilent)
KapillarsGule Restek Rtx-2330
L&dnge: 60 m lonisationsmode El
Innendurchmesser: 0,25 mm lonisationsenergie 70 eV
Filmmdicke: 0,1 um Quellentemperatur 260 °C
Trégergas Helium, 1.2ml/min constant flow| Interfacetemperatur 260 °C
Injektion Gerstel KAS 4 Aufldésung 10000
splitlos
120°C, 12°C/sec 280 °C
Temperaturprogramm| 90 °C; 1,5 min, 30 °C/min 200
°C.2°C/min 248 °C; 20 °C/min
260 °C, 25 min

Die polare Saule RT«-2330 reagiert auBerdem empfindlich auf Uberladen. Bei
Proben mit hoher OCDD-Belastung muss deshalb achtgegeben und die

Probe gegebenenfalls verdunnt werden.
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Auswertung
Ein PCDD/F-Kongener galt als nachgewiesen und bestimmbar, wenn

1. das Signal/Rauschverhdltnis der intensivsten Massenspur mindestens 3
betrug.

2. das Intensitatsverndltnis der beiden detekfierten Molekulionenmassen
weniger als £ 10% vom theoretischen Isotopenverhdltnis abwich, und

3. die Retentionszeit mit der des intfernen Standards Ubereinstimmte.

Zur Quantifizierung wurde fur jede Isomerengruppe die jeweils am wenigsten
Uberlagerte Masse des Molekulion-Isotopenclusters verwendet ( Abb. 3.6-5).
Die Bestimmung der einzelnen PCDD/F-Gehalte c¢i erfolgte mit den
korrespondierenden Massenspuren von nativen und 13C-markierten PCDD/F
(Abb. 3.6-4) Uber folgende Gleichung:

(Ff _Fk)m?js A

¢ = - Gleichung 1
F; LEW

wobei  Fi  Peakhbhe oder Peakfldche des iten PCDD/F

F. Peakhdhe oder Peakflche des kten Uberlagernden PCDD/F

Cis.  Konzentration des jten, vor der Analyse zugegebenen, PCDD/F-
Standards

Vis. Menge des jten, vor der Analyse zugegebenen, PCDD/F-
Standards

Fis. Peakhdhe oder Peakflache des jfen vor der Analyse
zugegebenen PCDD/F-Standards

EW. Einwaage der Probe

Far PCDD/F-Kongenere ohne Internstandard wird ein  13C-markiertes
Homologes zur Quantifizierung verwendet, wobei vereinfacht ein identischer

Response angenommen wird.
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3.7 Qualitatssicherung bei der GC-MS-Analyse

Um die Zuverlassigkeit der entwickelten analytischen Methoden zu
Uberprufen, wurden detaillierfe Untersuchungen zur Qualitdtssicherung
durchgefuhrt. Neben der konftinuierlichen Bestimmung von
Wiederfindungsraten und Nachweisgrenzen wurden die Blindwerte
regelmdaBig kontrolliert. Aussagen Uber die Reproduzierbarkeit der Ergebnisse
wurden durch Mehrfachbestimmung in gleichen Probenserien erhalten.
Durch wiederholte Extraktion einer Probe wurde zusatzlich die Effektivitdt der

Extraktionsmethode bestimmt.

3.7.1 Wiederfindung

Unter der Wiederfindungsrate wird der prozentuale Anteil der zu einer Probe
dotierten  Substanzmenge verstanden, der nach  Extraktion und
Probenaufarbeitung gefunden wird. Sie gibt Auskunft Uber Verluste bei der
Probenaufarbeitung und die Effekfivitdt der Probenextrakfion (siehe auch
3.4.5).

Tab. 3.7-1: Wiederfindungsraten der internen Standards bei der PCDD/F-

Analyse
Probe Wiederfindung Stdabw:.
(%) (%)
315-0703 92 8
315-1804 83 13
315-0106 83 13
690-0703 89 13
690-1804 2 Q
690-0106 89 11
Leber A 88 11
Lunge A 84 15
Bauchspeicheldrlise A 86 14
Milz B 84 13
Leber B 83 16
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In Tab. 3.7-1 sind beispielhaft die Wiederfindungsraten der eingesetzten
infernen 13C-markierten PCDD/F-Standards im Vergleich zum
Ausbeutestandard bei 11 Proben dargestellt. Insgesamt lagen alle

Wiederfindungsraten Uber 80%.

3.7.2 Nachweisgrenzen

Far die Bestimmung der GC/MS-Nachweisgrenzen wurde  ein
Signal/Rauschverhdltnis von mindestens 3/1 zugrundegelegt (3.6.1.4). Die
absoluten Nachweisgrenzen far PCDD/F lagen beim verwendeten GC/MS-
System zwischen 30 fg fur 1,2,3,4-TCDD und 1,8 pg fur OCDF. Tab. 3.7-2 zeigt
die mittleren Nachweisgrenzen bei einer Probeneinwaage von ca. 5 g. Die
Nachweisgrenzen variierten zwischen 30 und 650 pg/kg TM. Ausnahmen
stellten OCDD und OCDF mit 1,3 bzw. 3,42 ng/kg TM dar. Bezogen auf die
ToxizitGtsGquivalente ergibt sich somit eine mittlere Nachweisgrenze von 0,36
ng I-TEQ/kg TM.

Tab. 3.7-2: Nachweisgrenzen bei der PCDD/F-Analyse (Mittelwerte,
Standardabweichungen, Minimal- und Maximalwerte aus 10
Bestimmungen). Probeneinwaage ca. 5 g.

PCDD/F-Kongener Mittelwert Stdabw. Min. Max.
(ng/kg ™)  (ng/kgT™)  (hg/kg TM)  (ng/kg TM)
2,3,7,8-TCDD 0,03 0,01 0,01 0,05
1,2.3,7,.8-PCDD 0,12 0,03 0.06 0,15
1.2,3.4,7.8-HxCDD 0,35 0,18 0,17 0,73
1,2,3,6,7.8-HxCDD 0,32 0,16 0,17 0.66
1.2,3.4,6,7,8-HoCDD 0,32 0,22 0,14 0,86
OCDD 1.31 1,76 0.59 5,30
2,3,7,8-TCDF 0,08 0,04 0,02 0,15
1,2.3,7,8-PCDF 0,10 0,04 0,03 0,16
1.2,3.4,7 .8-HxCDF 024 0,09 0,11 0,37
1,2.3,6,7.8-HxCDF 0,23 0,08 0,11 0,34
1.2,3.7,8,9-HxCDF 0,27 0,08 0,14 0,40
2,3.4,6,7,8-HxCDF 0,19 0.06 0,10 0.27
1.2,3.4,6,7 8-HoCDF 0,25 0,08 0,13 0,39
1,2.3.4,7.8.9-HpCDF 0,65 0,28 0,25 1,24
OCDF 3,42 4,78 0,37 9,65
I-TEQ 0,36 0,14 0,17 0,62
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3.7.3 Blindwerte

Unter einem Blindwert versteht man diejenige Menge eines zu bestimmenden
Stoffes, die im Laufe des gesamten Aufarbeitungsganges in die Probe
eingeschleppt wird. Um solche Kontaminationen zu vermeiden, wurden fur
die Extraktion und den Clean-up nur Lbsungsmittel der Qualitat ,zur
RUckstandsanalyse™ verwendet. Alle Glasgerdte, die mit der Probe in
BerUhrung kamen, wurden mit 1) Hexan (techn.), 2) Lésungsmittelgemisch aus
Toluol, Aceton, Hexan (fechn.) und 3) Aceton (p.A.) gespult. AnschlieBend
wurden die Glasgerdte in einer Laborspulmaschine gereinigt und fur 5
Stunden in einem Trockenschrank (Baureihe 6100, Heraeus) bei 400°C
ausgeheizt. Die Extrakfionshulsen, Watte, Teflon-Siedesteinchen und alle
Adsorbentien wurden ohne Vorbehandlung verwendet. Zur quantitativen
Erfassung der frotz  aller  VorsichtsmaBnahmen  eingeschleppten
Kontaminationen wurde bei jeder Probenserie eine Blindprobe aus 300ml

Toluol analysiert.

Die Analyse einer PCDD/F-Blindwertbestimmung in einer Probenserie lieferte
jedoch keine verwertbaren Ergebnisse, da nie das geforderte
Signal/Rauschverhdltnis von 3:1 erreicht wurde. Insgesamt lagen somit alle
Blindwerte unterhalb der Nachweisgrenzen und wurden deshalb bei der
Berechnung der PCDD/F-Gehalte nicht berldcksichtigt.

3.7.4 Mehrfachbestimmung

Zur Uberprifung der Reproduzierbarkeit der Bestimmungsmethode wurden
Mehrfachbestimmungen durchgefuhrt. Dazu wurden die Bodenproben
homogenisiert, in drei Aliquote geteilt und unabhdngig voneinander innerhalb
einer Probenserie extrahiert. Die Untersuchung ergab eine mdaBige
Ubereinstimmung der Aktivitéts-Gehalte bis auf eine Ausnahme (Probe
315-0106, siehe Tab. 3.7-3), die stark herausfiel. Die mittlere relative
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Standardabweichung lag bei 13,6%. Ein Grund daoflr ist durch den
Versuchsaufoau bestimmt (sieche 3.4.2), der keine vollstdndig identischen
Aktivitdtsgehalte pro Ansatz garantiert. Demnach kdnnte es bei Probe 315-
0106 zu einer unbemerkten Klumpenbildung durch zu hohe Feuchftigkeit
gekommen sein, wodurch eine unverhdltnismaBig hohe Menge an

markiertem PCP in einer der drei Proben angereichert worden wdre.

Tab. 3.7-3: Streuung der Radioaktivitétsgehalte bei Dreifachbestimmung

Probe Durchschnittliche Rel. Abweichung
Aktivitat (%)
(Ba/g TM)
315-0703 31517 10,6
315-2103 30843 8.7
315-1804 32965 16,4
315-0205 28363 15,8
315-0106 30459 27.3
690-0703 44157 55
690-2103 50273 9.1
690-1804 45381 12,5
690-0205 43222 14,5
690-0106 40420 15,7

3.7.5 Volisténdigkeit der Extraktion

Um die Vollstdndigkeit der Extraktion der PCDD/F zu Uberprufen, wurde eine
Probe far 24h mit Toluol soxhletiert und nach Entnahme der Probe erneut 24 h
mit Toluol nachextrahiert. Die beiden Extrakte wurden zur Konfrolle im
Szintillationszahler vermessen. Dabei konnte eine anndhernd vollstdndige
Extraktion der Radioakfivitdt bereits nach 24 h beobachtet werden (Tab.
3.7-4). Damit konnte ausgeschlossen werden, dass Unterschiede im PCDD/F-
Gehalt auf eine unvollstindige Extraktion von nativen oder markierten

PCDD/F zurtckzufUhren waren.
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Tab. 3.7-4: Verbliebene Radioaktivitét nach Soxhletexiraktion

Probe Erste Extraktion (%) Zweite Extraktion (%)
315-0703 99,0 1,0
315-2103 1000 0.0
315-1804 95,7 4,3
315-0205 99,9 0.1
315-0106 974 2,6
690-0703 98.5 1,5
690-2103 98.4 1,6
690-1804 94,9 5,1
690-0205 96,9 3.1
690-0106 99,2 0.8

Leber A 98.8 1,2

Lunge A 100,0 0.0
Bauchspeicheldrise A 1000 0.0
Herz A 94,5 55

Milz A 99.8 02

Niere A 1000 0.0

Leber B 99,9 0.1
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4 Ergebnisse

4.1 Minipigversuch

4.1.1 Radioaktivitéit

Zur Untersuchung der Radioaktivitat wurden alle Ausscheidungen der Minipigs
gesammelt, um einen Uberblick Uber den Verbleib der markierten Substanz zu
erhalten. AuBerdem zeigt die Menge an Aktivitat im Kot und Urin an, wie viel

von der Substanz resorbiert oder wieder ausgeschieden wurde.

4.1.1.1 Urin

Von den gesammelten Urinproben wurden je 5ml im Szintillationsz&hler

vermessen. Dabei ergaben sich folgende Werte:

Radioaktivitat im Urin von Minipig A

30,0

25,0

20,0 = - =

15,01 1|

[Bg/ml]

10,0

5,01

0,0+
11.05.01 18.05.01 25.05.01 01.06.01

Abb. 4.1-1 Aktivitat im Urin von Minipig A pro Milliliter Urin
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Radioaktivitat im Urin von Minipig B
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Abb. 4.1-2 Aktivitét im Urin von Minipig B pro Milliliter Urin

Die Werte fur den 12.05. fehlen, da an diesem Tag durch das Spielen der Tiere
mit dem Wasserspender die Urinmenge das Fassungsvermdgen des
Auffangbehdlters (10 [) Uberschritt. Weil sowohl ein Teil der Probe unbrauchbar
war und der Urin UbermdBig verdunnt war, wurde der Messwert als
unbrauchbar eingestuft. Danach wurde wieder auf die Wasserversorgung mit
Trobgen umgestellt. Ferner fehlt der Wert fur Minipig B am 04.06., an dem der
Urin durch Teile des Kots kontaminiert und der Messwert dadurch mit einem
unbekannten Fehler verfalscht wurde.

Man erkennt auBerdem, dass der Bezug auf Akfivitat pro Milliliter mit groBen
Schwankungen verbunden ist, da die Menge an Urin naturgemdB gréBeren
Schwankungen unterlag. So lasst sich auch der erstaunlich niedrige Messwert
am 30.05. bei Minipig A erkldren, da hier mit 4,2 | das gréBte Volumen an Urin
gesammelt wurde und demzufolge die Probe am meisten ,verdunnt® war.
Auch hier ist sicher eine nicht unerhebliche Menge an Trinkwasser durch
Herumpldatschern im Trog direkt in den Auffangbehdlter gelangt, wodurch sich

die erstaunliche Menge an Urin erkldren I&sst.
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Mehr Aussagekraft besitzt deshallbb der Bezug auf die Uber einen ganzen Tag
gesammelte Menge, da hier die Schwankungen besser ausgeglichen
werden. Hier ist deutlich der Anstieg der aufgenommenen Menge an Aktivitat
und ihre Akkumulation zu erkennen. Durch die Verdopplung der Dosis nach

zwei Wochen kommt es zu einem weiteren Anstieg albb dem 25.05.

Radioaktivitat im Urin

90
80
70
60
50 |
40 |
30 i
20 i
10+ i

0,. Ll
11.05.01 18.05.01 25.05.01 01.06.01

O Minipig A

[kBg/Tag]

@ Minipig B

Abb. 4.1-3 Gesamtaktivitét im Urin beider Schweine pro Probenahmetag

4.1.1.2 Feces

Bei der Vermessung des Kots wurde eine deutlichere Ausbildung zweier
Plateaus durch die Verdopplung der Konzentration erwartet (Abb. 4.1-4), da
hier der Eintrag direkt proportional der verfutterten Menge an '4C-PCP ist.
Deshalb sollte sich nach einigen Tagen ein ,steady state™ einstellen, mit

gleicher Aufnahme und gleicher Ausscheidung und/oder Resorption.
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Erwarteter Aktivitatverlauf

Aktivitat [Bq]
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Abb. 4.1-4 Simulation der Aktivitat im Kot eines Minipigs

Dies l&sst sich auch beobachten, auch wenn es hier natlrlich durch

unterschiedliche Kotmengen zu Schwankungen kommt,

Radioaktivitat Feces A

250+
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[Ba/g]
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I
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Probenahmeatum
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Abb. 4.1-5 Gemessene Aktivitat im Kot von Minipig A
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Radioaktivitat Feces B
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Abb. 4.1-6 Gemessene Aktivitat im Kot von Minipig B

4.1.1.3 Organe

Wesentlich gréBere Bedeutung kommt aufgrund der Zielsetzung der Arbeit der
Aufnahme und Verteilung des PCP und etwaiger Metaboliten auf die
einzelnen Organe zu. Wegen der aufwendigen Aufreinigungsschritte vor der
eigentlichen PCDD/F-Analytik wurden zuerst die interessanteren Organproben
herausgesucht. Diese sollten eine hohe, deutlich messbare Aktivitat besitzen,
und zudem noch einen hohen Anteil an Radioaktivitadt in der lipophilen
Fraktfion. Dies wurde eine Metabolisierung der PCP bedeuten, welches besser
in der basischen NaOH-L&sung 16slich ist. Dadurch wdre eine Kondensation zu

OCDD/F, das auch lipophil ist, wahrscheinlicher.

Dies traf vor allem auf Leber und Niere zu, die als Stoffwechselorgane dafar
pradestiniert sind, erstaunlicherweise aber an dritter Stelle auch fur das

Lungengewebe (siehe Abb. 4.1-7).

74



Ergebnisse

Organproben Minipig A
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Abb. 4.1-7 Vergleich der AktivitGt vor und nach Entfernung hydrophiler
Komponenten

Auch nach der Umrechnung der Messwerte bezogen auf die Trockenmasse
der Organe blieb es bei dieser Reihenfolge (Abb. 4.1-8). Am stdrksten
kontaminiert sind Leber und Niere, gefolgt von der Lunge. Allerdings ist
anzumerken, dass von Lunge und Darm nur ein Teil des Gewebes untersucht
wurde. AuBerdem war der Dunn- und Dickdarm noch mit Futterresten/Kot
gefullt, die auch nicht entfernt werden konnten. Demzufolge liegt die Akfivitat
mit 250 — 400 Bg/g auch in dem Bereich, der fUr den ausgeschiedenen Kot
kurz vor Ende der Versuchsreihe gemessen wurde. Mit einem gréBeren Fehler
ist der Wert fur das Fettgewebe behaftet, da hier die Menge nicht far die
normale Einwaage von 5 g im Soxhlet ausreichte. Es wurde bei der Sezierung
nur wenig reines Fettfgewebe wie das sogenannte Netz gefunden, so dass nur

ca. 1 g Probe zur VerflGgung stand.
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Organproben Minipig A
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Abb. 4.1-8 Aktivitat der einzelnen Organe von Minipig A

ErwartungsgemdB waren die Werte fUr die beiden Hirnproben sehr niedrig.
Der Wert fur die Gallenblase erscheint dagegen verhdlinismdaBig niedrig, da
dieses Organ einen besonders hohen Flussigkeitsanteil besitzt, der nach der
Trocknung zu einer entsprechend Aufkonzentrierung der Aktivitdt, die ja auf

die Trockenmasse bezogen ist, flhren sollte.

Ansonsten sfimmen die Werte weitgehend mit den unmodifizierten

Ergebnissen aus Abb. 4.1-7 Uberein.

Interessant ist auBerdem ein Vergleich der Ausbeute an Radioaktivitdt nach
Soxhletierung oder direkter Verbrennung der Probe (siche Abb. 4.1-9). Da mit
dem Soxhletverfahren nur mit Toluol extrahierbare Substanzen erfasst werden
konnen, wahrend mit der Verbrennung samfliche oxidierbaren Verbindungen
ermittelt werden, sollten die Werte fur die Verbrennung immer Uber denen

des Soxhletverfahrens liegen.
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Organproben Minipig A
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Abb. 4.1-9 Vergleich der AktivitGt nach Soxhletierung oder Verbrennung der
Probe

Dies trifft hier auch uneingeschrdnkt zu. Allerdings ist die Schwankungsbreite
extrem hoch. So wurden fUr Klein- und GroBhirn, aber erstaunlicherweise auch
fur Niere und Bauchspeicheldrise sehr dhnliche Werte gefunden, wdhrend
die Werte fur Leber, Galle, Fettgewebe und besonders Lunge sehr weit
auseinander liegen. Das deutet auf einen deutlich gréBeren hydrophilen
Anteil an markiertem PCP und mdglichen Metaboliten hin. Bei einer Matrix wie
Fettgewebe erscheint das widersprachlich, aber kann durch die kleine
Probenmenge und den daraus resulfierenden groBen Fehler begriundet

werden.

4.1.1.4 Bilanz der Radioaktivitat
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Zieht man die Bilanz Uber den Verbleib der verabreichten

Radioaktivitdtsmenge, so kommt man zu folgendem Ergebnis:

Eingesetzt wurden pro Schwein 14*100 pl + 14*200 pl, bei einer Akfivitat von
119 Bg/ul entspricht das einer Menge von insgesamt 5 MBQ.

Wiedergefunden wurden insgesamt 4,414 MBqg. Davon fielen auf den Urin von
Minipig A 880804 Bg und von Minipig B 986221 Bqg, zusammen 1,867 MBq. In
den Feces von Minipig A fanden sich 699800 Bg und von Minipig B 835202 Bq,
in der Summe 1,535 MBQ.

Sdmtliche Organproben von Minipig A zusammen ergaben 524734 Bg, von
Minipig B 487145 Bq. Dies stellt allerdings keinen allumfassenden Wert dar, well
erstens vom Muskelgewebe nur eine Probe entnommen wurde und die
genaue Gesamtmuskelmasse nicht bekannt ist. Zweitens fehlen Daten fur

Knochen, Haut und Blut.

In diesen Geweben ist sicher ein Teil des Fehlbetrages enthalten. Es bestehen
aber noch andere Moglichkeiten, z.B. die Veratmung eines Teils des
markierfen Kohlenstoffs, Restkontaminationen an den Metabolismuskafigen

oder Fehler wie die unvollstndige Erfassung der exakten Kot- und Urinmenge.

4.1.2 Verbleib der Aktivitét wahrend des Clean-Up

Wdhrend der Aufreinigung der Proben wurden vom gesammelten Eluat
jeweils 1 ml Probe genommen und im Szintillator vermessen. Dies diente zum
einen dozu zu vermeiden, unndtig viel Ldsungsmittel als radioaktiv
kontaminiert entsorgen zu mussen. AuBerdem gibt es Aussage darUber,
welche Sdule am meisten der Aktivitdt absorbiert, falls genaueres Interesse
besteht und dadurch bessere Erkenntnisse zu den prim&ren Metaboliten des

PCP erzielt werden kdnnen.
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Tab. 4.1-1 Aktivitét (in Bg/ml) der Fraktionen nach den versch. Sdulen

Probe Sandwichsdule Aloxsdule FlorisilsGule
Leber A 169 17 3
Niere A 124 12 4
Lunge A 208 8 4

Herz B 155 4 2

Milz B 149 11 3
Leber B 182 9 5

Tab. 4.1-1 zeigt, dass bei allen Organproben bereits der groBte Anteil an
Radioaktivitdt auf der Sandwichsdule verbleibt. Nach der Aluminiumoxidsaule
bewegen sich die Messwerte bereits nahe der Nachweisgrenze und

verdndern sich nach der Florisils&ule nicht mehr nennenswert.

4.1.3 PCDD/F-Belastung

Die fertig aufgereinigten und eingeengten Proben wurden schlieBlich mittels
GC-MS analysiert, um den PCDD/F-Gehalt, insbesondere an OCDD zu
bestimmen, da dies das wahrscheinlichste Dioxin-Kondensationsprodukt aus
zwei markierten PCP-MolekUlen darstellt. Genauso moglich ist naturlich eine
Kondensation aus markiertem und unmarkierten PCP, das ebenso in der
Stammlbsung enthalten ist. Deshalb werden einfach-markierte OCDD-
Molekule auch erfasst. Genauso treten aber auch native oder etwaige aus
unmarkiertem Material neugebildete DioxinmolekUle auf, deren Anwesenheit
leider stbrend ist (sieche auch 3.5.1.4), da diese mitextrahiert wurden und sich

Nnur um eine oder zwei Massenzahlen unterscheiden.
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In Abb. 4.1-10 bis Abb. 4.1-14 sind die Ergebnisse einiger Organproben
dargestellt. In allen Analysen waren die detektieren Werte an OCDD deutlich
niedriger als die dotierte Menge an 13C-Standard.

Waldboden 690 vom 07.03.

400000
3500001
300000
250000
200000+
150000
100000+
50000
0-

014C-OCDD
l 13C-Standard

Intensitat

3 ~
< T < -
< o
™~ ™~ ~ NS %) 3 © 0
5 g < ~OR N s N @
< © © 3 o) ~ - ~ Ny ©
< < © © o — > ™~
< < e ~ Q ITe}
< S ~
<
m/z

Abb. 4.1-10 Analyse der Leber von Minipig A
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Abb. 4.1-11 Analyse der Bauchspeicheldriise von Minipig A
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Abb. 4.1-12 Analyse der Lunge von Minipig A
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Abb. 4.1-13 Analyse der Leber von Minipig B
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Abb. 4.1-14 Analyse der Milz von Minipig B
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Diese Analysen wurden nun mittels der unter 3.5.1.4 festgelegten Parameter

ausgewertet, um den Gehalt an “C-OCDD (sowohl einfach als auch

zweifach markiert) zu bestimmen.

Dabei ergaben sich folgende Werte:

Dioxingehalt [pg/g TM]

OCDD-Gehalt Organproben

mLunge A
W Leber A

70

O Bauschspeicheldriise A

60+

OLeber B
@ Miz B

50+

40
301
20
10

M+6 M+8

Mittelwert

Abb. 4.1-15 Auswertung des Gehalts an markiertemn OCDD
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4.2 Waldbodenversuch

Die Ergebnisse der Voruntersuchung der beiden Bodenproben auf chlorierte

Phenole und Methylphenole zeigt Tab. 4.2-1:

Tab. 4.2-1 Gehalt der Bodenproben an Chlorphenolen

Probe 315a (ng/g) Probe 690a (ng/g)
2-Chlorphenol X X
3-Chlorphenol X X
4-Chlorphenol X 32y
4-Chlor-2-methylphenol 0,98 1,47
4-Chlor-3-methylphenol <0.2 0.36
2.3 + 2,4-Dichlorphenol 33,30 641
2.,5-Dichlorphenol 0.84 0.89
2.,6-Dichlorphenol 23,73 10.23
3.4-Dichlorphenol X X
3.5-Dichlorphenol X X
2,3 4-Trichlorphenol 0.27 0.15
2.,3,5-Trichlorphenol 0.26 0.36
2.,3.,6-Trichlorphenol 0.11 0.13
2.,4,5-Trichlorphenol 1,26 0.29
2.4.,6-Trichlorphenol 14,45 17.52
3.4.5-Trichlorphenol X X
2.3.4.,5-Tetrachlorphenol 1.43 0.31
2.3.4.,6-Tetrachlorphenol 0.56 040
2.3.5,6-Tetrachlorphenol 041 0.74
Tetrachloro-2-methoxyphenol 117.69 1,65
Pentachlorphenol 3.87 X

Die Messungen ergaben keine Monochlorphenole und auch nur Spuren an
Pentachlorphenol in Boden 315, was fur die geplanten Versuche vorteilhaft
war. Dagegen zeigte sich ein breites Spektrum an Di-, Tri- und

Tetrasubstituierten Phenolen. Alle Werte bewegen sich aber nur im
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Nanogrammbereich pro Gramm. In den meisten Fdllen waren die Ergebnisse
beider Bodenproben sehr dhnlich. Nur 2,3-, 24-, und 2.,6-Dichlorphenole
wurden in Boden 315 in zwei- bis dreifachen Mengen wie in Boden 690
nachgewiesen, und Tetrachloro-2-methoxyphenol erreichte bei Boden 315 mit

118 ng/g einen 70fach héheren Messwert.

4.2.1 Radioaktivitcit

Da fur den Bodenversuch genug Probenmaterial zur Verfugung stand, wurde
nicht nur mit Soxhlet extrahiert, sondern anschlieBend auch mit Accelerated
Solvent Extraction (ASE). Der Vergleich der erreichten AktivitGt im
unaufgereinigten Extrakt zeigte eine deutlich hdhere Effizienz von ca. 80% bei
Boden 315 und ca. 30% bei Boden 690, wie in Abb. 4.2-1 und Abb. 4.2-2 zu
erkennen. Deshalb wurden fuar die anschlieBende Dioxinanalytik die ASE-

Extrakte eingesetzt.

Vergleich der Extraktionsverfahren fur Boden 315

Aktivitat [Bg/g]

ASE

21.03.02
04.04.02 Soxhlet

07.03.02

18.04.02

Probenahmedatum 02.05.02

Abb. 4.2-1 Vergleich der Effizienz der Extraktionsmethoden fiir Boden 315
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Vergleich der Extraktionsverfahren fir Boden 690

Aktivitat [Bq/g]
w
o
o
o
o

10000

07.0802 oo ASE
- 04.04.02 Soxhlet

18.04.02

Probenahmedatum 02.05.02

Abb. 4.2-2 Vergleich der Effizienz der Extraktionsmethoden fiir Boden 690

Bereits vorher wurden die Soxhletextrakte zur Uberprifung der lipophilen
Anteils wie bei den Organproben mit 2N-NaOH ausgeschuttelt, und die
verschiedenen Fraktionen am Szintillationszdhler vermessen. Dabei ergab sich

ein erstaunliches Ergebnis, wie in Abb. 4.2-3 und Abb. 4.2-4 zu sehen:
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Soxhlet von Boden 315

~ Gesamtaktivitat
Wasser-Phase
Toluol-Phase

07.03.02 07.04.02 07.05.02

Probenahmedatum

Abb. 4.2-3 Bodenextrakte von 315 vor und nach Behandlung mit 2N-NaOH

Soxhlet von Boden 690

35000

30000

a

o

o

o
]

’\[)Bq/g

0000

ivitat

15000

Akt

10000
~ Gesamtaktivitat
5000 Wasser-Phase
Toluol-Phase

0-
07.03.02 21.03.02 04.04.02 18.04.02 02.05.02 16.05.02 30.05.02
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Abb. 4.2-4 Bodenexirakte von 690 vor und nach Behandlung mit 2N-NaOH

Von Boden 315 gingen nur 16-24% der extrahierten Aktivitat in die Toluolphase

Uber, wdhrend von Boden 690 zwischen 42% und 50% der Radioaktivitdt in der
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Toluolphase zu finden waren. Dies war aufgrund der Bodenprofile nicht
unbedingt zu erwarten. AuBerdem wurden beide Bdden mit der gleichen
PCP-L&sung versetzt und unter gleichen Bedingungen inkubiert. Da auch mit
dem gleichen Verfahren extrahiert wurde, kann der Grund fur diesen
Unterschied nur in einer verschiedenen Metabolisierung und einer

verschieden festen Bindung der markierten Substanz an die Matrix liegen.

Denn ebenfalls auffdllig ist der unterschiedlich hohe Wert der Gesamtakfivitat,
der extrahiert wurde. Eingesetzt wurde eine Gesamtaktivitdt von 70045 Bq pro
Gramm Trockenmasse (das stellt allerdings nur einen statistischen
Durchschnittswert da, weil nicht einzeln pro Erlenmeyerkolben-Ansatz dosiert
wurde, sondern der gesamte Ansatz mit dem 4C-PCP versetfzt und 24 Stunden
durchmischt wurde. Daraus resultierten sicher leichte Schwankungen in der
RadioaktivitGtsmenge pro Erlenmeyerkoliben). Extrahiert wurden davon bei
Boden 315 nur zwischen 16303 Bg und 19004 Bg mittels Soxhlet und 28363 Bqg
bis 32965 Bg mittels ASE. Bei Boden 690 waren es zwischen 27603 Bg und
33899 Bqg beim Soxhletverfahren und 40420 Bq bis 50273 Bq im Fall von ASE.

4.2.2 Verbleib der Aktivitat wahrend des Clean-Up

Auch hier wurden wdhrend der Aufreinigung der Proben vom gesammelten

Eluat jeweils T ml Probe genommen und die Akfivitat bestimmt.

Tab. 4.2-2 Aktivitét (in Bg/ml) der Fraktionen nach den versch. Sdulen

Probe Sandwichsdule Aloxsdule Florisilscule
315-0703 163 2 3
315-1804 49 2 1
3150106 343 33 7
690-0703 140 4 2
690-1804 147 0 0
690-0106 75 4 2
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In Tab. 4.2-2 wird ebenfalls deutlich, dass bei allen Proben bereits der grbBte
Anteil an Radioaktivitdt auf der Sandwichsdule verbleibt, wie bei den
Organproben auch. Nach der Aluminiumoxidsdule bewegen sich die
Messwerte bereits nahe der Nachweisgrenze und verdndern sich nach der
FlorisilsGule nicht mehr nennenswert. Nur der Boden 315 vom 1.6. zeigt erhdhte
Werte, wie sie auch bei der PCDD/F-Analytik auftraten (siehe 4.2.3).

4.2.3 PCDD/F-Belastung

Nach der selben Methode wie bei den Organproben wurden die
Waldbodenproben mittels GC-MS analysiert, um den PCDD/F-Gehalt,

insbesondere an OCDD zu bestimmen.

Abb. 4.2-5 bis Abb. 4.2-12 zeigen die Ergebnisse der beiden Bodenproben im
Verlauf der Zeit. Auch hier waren in allen Analysen die gemessenen Werte an
OCDD deutlich niedriger als die dotiete Menge an 1BC-Standard, mit
Ausnahme der ersten Probe, die fur Boden 315 am 01.06. genommen wurde
(Abb. 4.2-13). Deren Wert ist hier getrennt dargestellt, da er deutlich von den
ubrigen Werten abweicht und auch durch die beiden parallelen Proben des
gleichen Tages nicht bestdtigt wurde. Da hier auch bereits eine erhohte
Radioaktivitdt festgestellt wurde, kann eine mogliche Ursache in einer

Klumpenbildung liegen.
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Waldboden 690 vom 07.03.
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Abb. 4.2-5 Analyse der Bodenprobe 690 vom 07.03.
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Abb. 4.2-6 Analyse der Bodenprobe 315 vom 07.03.
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Waldboden 690 vom 18.04.
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Abb. 4.2-7 Analyse der Bodenprobe 690 vom 18.04.
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7oooooW
6000001
500000
=~
= 400000 @ 14C-OCDD
2 B13C-Standard
2 300000
£
200000
100000
O,
<
; E E o 4 To) ©
N~ S - N~ (2] [To]
2 8 3 g s &~ R K N 3
< < £ Q b ~ :5 ™~
< S 5 E
m/z

Abb. 4.2-8 Analyse der Bodenprobe 315 vom 18.04.
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Waldboden 690 vom 02.05.
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Abb. 4.2-9 Analyse der Bodenprobe 690 vom 02.05.
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Abb. 4.2-10 Analyse der Bodenprobe 315 vom 02.05.
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Waldboden 690 vom 01.06.
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Abb. 4.2-11 Analyse der Bodenprobe 690 vom 01.06.
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Abb. 4.2-12 Analyse der Bodenprobe 315 vom 01.06.
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Abb. 4.2-13 Auffdlliges Ergebnis der ersten Analyse fiir Boden 315 vom 01.06.

Da aber auch ein messtechnischer AusreiBer nicht ausgeschlossen werden

kann, wurde

berlcksichtigt:

dieser Wert bei der Auswertung der
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Dioxingehalt [pg/g TM]
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Abb. 4.2-14 Auswertung des Gehalts an markiertem OCDD bei Boden 690
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Abb. 4.2-15 Auswertung des Gehalts an markiertem OCDD bei Boden 315
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PCP zu OCDD

W 315-0106 Kolben 1
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Abb. 4.2-16 Bildung von OCDD aus PCP (pg/ug)

Hierbei ist zu beachten, dass die Werteachse bei 2 ppm abgeschnitten
wurde, der Wert fur Boden 315-0106 in Kolben 1 jedoch 30.2 ppm betrdgt,

somit die anderen Werte um das mindestens 30-fache ubersteigt.
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5 Diskussion

PCDD/Fs sind wegen ihrer hohen Toxizitdt fr Mensch, Tier und Umwelt und der
Persistenz  von hoher &kotoxikologische Bedeutung. Aufgrund ihrer
physikalisch-chemischen Eigenschaffen reichern sich diese organischen
Verbindungen in  Organismen an. AuBerdem ist ihre Bildung in
Verbrennungsprozessen organischer Materialen in Anwesenheit von Chlor ein
vieldiskutiertes Problem. In einigen Fallen scheinen jedoch
Anreicherungseffekte fUr die gefundenen hohen PCDD/F-Belastungen nicht
die alleinige Ursache zu sein, und die gefundenen Isomerenmuster mit einer
hohen Dominanz an OCDD sprechen gegen eine technogene Entstehung.
Als  ErklGdrungsansatz  werden Bildungsmechanissmmen von PCDD/F in
biologischen Systemen diskutiert. Neben einer biogenen Bildung aus
geeigneten Vorldufersubstanzen unter aeroben Bedingungen werden in
neueren Publikationen auch Umhalogenierungsreaktionen unter anaeroben

Verhdltnissen genannt.

Im Mittelpunkt der vorliegenden Arbeit stand die Untersuchung der biogenen
Bildung aus der radioaktiv markierten Vorldufersubstenz Pentachlorphenol.
Der radioaktive Zerfall des 4C sollte die Wiederfindung, ldentifizierung und
Quantifizierung erleichtern und andere Quellen der detektierten Dioxine
ausschlieBen. Zur genauen Quantifizierung der gebildeten PCDD/F fand ein
BC-markierter  Internstandard  Verwendung. Durch  das  natarliche
Chlorisotopengemisch 35/37 waren aber Uberlagerungen unvermeidlich, da
dies sehr dhnliche Massendifferenzen ergibt wie zwischen den
Kohlenstoffisotopen 12C, 13C, und 14C.

Die Auswahl von PCP als Ausgangsmaterial war durch folgende Faktoren
bedingt: Es stellt einen potentiellen Precursor fur OCDD dar und war leicht
verfugbar, da die Substanz bereits radioaktiv markiert im Institut vorhanden

war. AuBerdem ist PCP ein primdares Abbauprodukt von HCB im menschlichen
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Organismus. HCB wird zwar als Fungizid nicht mehr direkt appliziert, aber
immer noch technisch verwendet. Aufgrund seiner Persistenz hat es eine hohe
Halbwertszeit in der Umwelt (Rippen, 1994). Durch die vollstdndige Chlorierung
stellen OCDD und OCDF die am direktesten zu erwartenden Produkte einer
Aufbaureaktion zu PCDD/Fs dar. FUr alle anderen Kongenere musste zuerst
eine weitere Dechlorierung stattfinden. Dies kdnnte ein mdglicher Grund fur
die gefundenen ungewohnlichen Verteilungsmuster mit starkem Ubergewicht
an OCDD sein. Die photochemische oder biochemische Transformation von
PCP zu OCDD wurde bereits in verschiedenen Studien berichtet (Oberg,
1992), (Wittsiepe, 1998).

Weiterhin duBerten Prange et al. die Vermutung, dass fur die ungewohnlich
hohen OCDD-Konzentrationen in Bodenproben PCP verantwortlich sein
kobnne. Hierbei wurde bei der Untersuchung eines Bodenprofils in Australien
Verteilungsmuster gefunden, wie sie typisch fur eine PCP-Kontamination sind.
In tieferen Schichten jedoch dominierten OCDD und HpCDD. Da PCDD/Fs
generell nicht in tiefere Bodenschichten migrieren, wdre ein mogliche
Ursache das Wandern von PCP in die fieferen Bodenschichten und eine
Konvertierung dort Uber noch nicht identifizierte Vorgdnge zu den
gefundenen OCDD und HpCDDs. (Prange, 2002).

Far die Prufung der Hypothese, dass sich in biologischen Systemen Dioxine
bilden kdnnen, fanden Minipigs und Waldbodenstreuauflagen als Matrix
Verwendung. Ausschlaggebend fur diese Auswahl der Matrices war unter
anderem die menschendhnliche Darmflora der Schweine und die
Anwendung von PCP als Holzschutzmittel. Ferner boten Minipigs im Vergleich
zu anderen Tieren wie Affen den Vorteil, dass lhre artgerechte Haltung
wesentlich unkomplizierter ist, und das entsprechende Tierpflege-Know-How
sowie Metabolismuskdafige bereits vorhanden waren.

AuBerdem bestehen ausgedehnte Voruntersuchungen des Geologischen
Landesamtes Bayern zu verschiedenen Bodenparametern, insbesondere zum
Chlor- und Dioxingehalt, aufgrund derer die Orte fur die Bodenproben

ausgewdahlt wurden.
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5.1 Minipigversuch

Die fur diesen Versuch verwendeten Tiere stammen aus einer kontrollierten
Aufzucht in Ddnemark mit einer sogenannten Schutzbarriere. Dadurch wird
sichergestellt, dass die Tiere unter moglichst dhnlichen Bedingungen
aufwachsen, und frei von Krankheiten und unerwlnschten Keimen sind.
Ferner wurden geschlechtsspezifische oder altersbedingte Unterschiede
ausgeschlossen, indem zwei gleichaltrige Mdannchen gewdhlt wurden. Somit

besteht die bestmdgliche Vergleichbarkeit.

Eine gréBere Anzahl an Versuchtieren zur besseren Konfrolle war aus
verschiedenen Grunden nicht méglich: Aufgrund von Mangel an erfahrenen
Tierpflegern wdare die Einhaltung der Tierschutzauflagen bei einer hdheren
Zahl  nicht gewdhrleistet.  AuBerdem hdatte der Platzbedarf  der
Metabolismuskdfige den vorhandenen Raum Uberstiegen. Deshallb wurde der
Versuch auf zwei Tiere beschrdnkt. Beide Tiere wurden im Futterungs-
experiment eingesetzt. Es gab kein Kontrolltier, das parallel zum Versuch unter
gleichen Bedingungen gehalten worden wdre, aber nur unmarkiertes Futter
zum Fressen bekommen hdatte. Dies wdre in diesem Fall auch nicht sinnvoll
gewesen, da ja nicht der Effekt auf das Tier im Vordergrund stand, sondern
der Weg, Verbleib, Verdnderungen und potentielle Dioxinbildung aus der

Tracersubstanz.

Die Applikation des PCP erfolgte oral mit dem Futter. Durch die Dotierung auf
einen kleinen Teil der Fuftermenge und Vorab-Futterung wurde eine
vollstdndige Aufnahme sichergestellt. Dies erfolgte Uber einen Zeitraum von
einem Monat, wdhrend dem die Ausscheidungen der Tiere gesammelt
wurden. Die Dosis wurde zwei Wochen konstant gehalten, danach fur den
Rest des Versuchs verdoppelt. Nach Ablauf der Zeit wurden die Tiere getbtet

und Proben der verschiedenen Organe und Gewebe genommen.
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Die Analyse der Exkremente und des Urins auf ihren RadioaktivitGtsgehalt
ergab einen Uberblick Uber den Verbleib des markierten Materials. Dabei
wurden 30,7 % der Akfivitat nicht aufgenommen, sondern Uber den Darm mit
den Feces wieder ausgeschieden. Somit wurden 69,3 % resorbiert. Davon

wurden 37,3 % im Urin gemessen.

Radioaktivitatsbilanz

120 6
100 + —1 Prozentual — = T 5
Absolut [MBq] —

80 + +4

60 + +3

40 | o 12

20 + N 14

0 : : : I— —I : : 0

Feces Urin Organe Rest Ensatz ~ Fundmenge

Abb. 5.1-1 Verteilung der Radioaktivitét in den verschiedenen Matrices

Die verschiedenen Gewebeproben der Minipigs wurden gefriergetrocknet,
homogenisiert und auf ihren Aktivitdtsgehalt untersucht. Hier fanden sich

20,2 % der gesamten Radioaktivitatsdosis.

Insgesamt (nach Addition des Gehalts der Organe) wurden 88,3 % der
eingesetzten Menge wiedergefunden. Damit betrdgt die fehlende Differenz
11.7 %. Grunde daflr sind die Schwankungen in der Ausscheidungsmenge,
Verbleib von Restmengen Kot in den Kdfigen, usw. AuBerdem wurde vom
Muskelgewebe nur eine Probe entnommen und die genaue
Gesamtmuskelmasse ist nicht bekannt. Der Wert fur das Muskelgewebe, der
zum Gesamtergebnis addiert wurde, ist nur der Gehalt in der gesamten

genommenen Probe, nicht der der gesamten Muskelmasse des Tieres.
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Selbiges trifft auch auf das Lungengewebe zu. Hier ist der Fehlbetrag aber
wesentlich geringer. Und es fehlen ferner Daten fur Knochen, Haut, Blut und

sonstiges Gewebe.

In diesen Geweben ist sicher ein Teil des Fehlbetrages enthalten. Es bestehen
aber noch andere Moglichkeiten, z.B. die Veratmung eines Teils des
markierten Kohlenstoffs, Restkontaminationen an den Metabolissmusk&figen

oder Fehler wie die unvollstndige Erfassung der exakten Kot- und Urinmenge.

(siehe auch 3.3.2 und 4.1.1.4).

FUr das weitere Vorgehen wurden diejenigen Organe zuerst ausgewdahlt und
untersucht, die den gréBten Gehalt an Radioakfivitdt und somit an
markiertem PCP und etwaigen Metaboliten enthielten. Dies waren an erster

Stelle Leber und Lunge. Die Werte sind in Tab. 5.1-1 aufgefdhrt:
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Tab. 5.1-1 Ergebnisse der Organuntersuchungen auf Radioaktivitat

Bezeichnung Details Gewicht Aktivitét Soxhlett  Aktivitdt Soxhlett nach NaOH
[s] [Ba/g TM] 300ml Toluol [Ba/g TM] [Ba/g TM]
A1 GroBhirn 52,8 578,3 59 492 186
A2 Kleinhirn 16,5 411,3 59 391 161
A3 Leber 220 45552 59 2369 1915
A4 Niere 93,8 24539 39 2336 1688
A5 Galle 44,5 1588,7 59 501 175
A6 BSD 39 1661,6 59 1534 529
A7 Herz 83,5 823,6 59 804 444
A8 Lunge (Teil) 54,3 3923,1 59 1343 837
A9 Dickdarm (Teil) 75 1482,3 59 917 287
A10 Milz 35,5 1412,8 59 1175 403
Al Hoden 41,1 1121,6 59 513 220
Al12 Fettgewebe 10,7 1509,5 1g 434 127
A13 Muskelgewebe 94,5 865,5 59 783 546
Al4 Diinndarm 26,2 1570,9 59 968 363
B1 GroBhirn 50,5 594.,4
B2 Kleinhirn 16,3 389,5
B3 Leber 235 4794,3 59 2694 2095
B4 Niere 92,5 2610,8
B5 Galle 45,4 1883,8
B6 BSD 35,9 1481,0
B7 Herz 94,7 1659,9 59 1415 672
B8 Lunge (Teil) 30,5 2783,9
B9 Dickdarm (Teil) 49,5 1680,0
B10 Milz 41,8 1835,0 59 1353 993
B11 Hoden 39,3 1330,3
B12 Fettgewebe 24,7 616,8
B13 Muskelgewebe 87 725,9
B14 Dinndarm 32,8 1285,9

Dabei stellt der Wert unter ,Aktivitat® in Spalte 4 den Messwert nach
Verbrennung der Organprobe dar, wdhrend der Wert unter ,Akfivitat
Soxhlett™ in Spalte 6 das Ergebnis nach der Extraktion mit Toluol ist (siehe auch

4.1.1.3). Die fehlenden Werte konnten innerhalb des Zeitrahmens dieser Arbeit
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nicht mehr ermifttelt werden, das Probenmaterial wurde zur weiteren

Untersuchung bei -40°C gelagert.

Besonders hohe Konzentrationen an Radioaktivitdt fanden sich in Leber und
Niere, die als Stoffwechselorgane daflr prddestiniert sind, erstaunlicherweise
aber auch fur das Lungengewebe. Selbiges wies vor allemm nach der
Verbrennung einen sehr hohen Wert auf, wdhrend der Gehalt an
extrahierbaren radioaktiven Substanzen geringer war.  Allerdings st
anzumerken, dass von der Lunge nur ein Teil des Gewebes untersucht wurde.
Ferner sei der Wert fur das Fettgewebe hervorgehoben, da hier die Menge
nicht fur die normale Einwaage von 5 g im Soxhlet ausreichte. Es wurde bei
der Sezierung nur wenig reines Fettgewebe wie das sogenannte Netz
gefunden, so dass nur ca. 1 g getrocknete Probe zur VerfUgung stand. Am

niedrigsten waren erwartungsgemaB die Werte fUr die Hirnproben.

Insgesamt liegen die Werte fur die Verbrennung immer Uber denen des
Soxhletverfahrens. Da mit dem Soxhletverfahren nur mit Toluol extrahierbare
Substanzen erfasst werden kbnnen, wdhrend mit der Verbrennung sdmtliche
oxidierbaren Verbindungen ermittelt werden, wdare ein umgekehrtes Ergebnis
auch zwingend fehlerhaft. Allerdings sind die Schwankungen sehr hoch. So
wurden fur Klein- und GroBhirn, aber auch fur Niere und Bauchspeicheldruse
(BSD) sehr dhnliche Werte gefunden, wdahrend die Werte fur Leber, Galle,
Fettgewebe und besonders Lunge sehr weit auseinander liegen. Das deutet
auf einen deutlich gréBeren hydrophilen Anteil an markiertemm PCP und
moglichen Metaboliten hin. Bei einer Matrix wie Fettgewebe erscheint das
widersprachlich, aber kann durch die kleine Probenmenge und den daraus

resultierenden groBen Fehler begrundet werden.

Wegen der aufwendigen Aufreinigung vor der eigentlichen PCDD/F-Analytik
wurden zuerst einige verschiedene Organproben ausgewdhlt. Diese sollten

eine hohe, deutlich messbare Akfivitdt besitzen, und zudem noch einen
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hohen Anteil an Radioaktivitat in der lipophilen Fraktion. Dies wlrde auf eine
Metabolisierung der PCP hindeuten, welches besser in der basischen NaOH-
Loésung 16slich ist. Ein weiteres Kriterium war die Konsistenz der Probe, die

Einfluss auf die Trocknungsresultate und die Homogenisierung hatte.

Die untersuchten Organproben stammten von Leber A & B, Lunge A,
Bauchspeicheldrise A und Milz B. W&hrend des Clean-Up wurden von jeder
Frakfion Proben genommen, um den Verbleib der Radioakfivitat zu
kontrollieren (sieche 4.1.2). Der groBte Teil der Aktivitdt lag demnach in
oxidierbaren Verbindungen vor, da nach der Sandwichsdule der Messwert
bereits drastisch reduziert war. Nach den verbleibenden zwei SGulen wurden
Werte von 2 bis 5 Bg/ml gemessen, entsprechend einem Gesamtgehalt in
den 300ml Eluat von 086 ug bis 2,16 ug, wurde es sich dabei um
unverdndertes YC-PCP handeln. Diese Akfivitdt im Eluat war nahe an der
Nachweisgrenze des Szinfillationszahlers, so dass der Umsatz zu OCDD und
ahnlichen Verbindungen nur sehr gering sein konnte. Allerdings wurde die
Probe vor der Aufkonzentration des Eluats genommen, und die
Empfindlichkeit des GC-MS ist wesentlich hdher. Auf jeden Fall darf das
Ergebnis der GC-MS-Messung keinesfalls den Wert des Szinfillationsz&hlers
Ubertreffen. In diesem Fall hdtte man unmarkiertes OCDD in den Messwert

miteinberechnet.

Die Auswertung der aufgereinigten Extrakte zeigten Werte zwischen 22 und 50
pg/g TM Gehalt an OCDD. Die Schwankungsbreite der Messwerte betrug
zwischen 19 und 60 pg/g TM absolut, bzw. zwischen £3 pg/g TM und £11 pg/g
TM relativ. Der hdchste Wert von 850 pg/g TM wurde in der Leber von Minipig B

gefunden.
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Tab. 5.1-2 Markiertes OCDD in den Organproben in (pg/g TM)

Probe M+6 M+8 Mittelwert ~ Abweichung Prozentual
Lunge A 39 32 35 +3 8.5
Leber A 33 24 28 +5 17.9
Bauchspeicheldrlse A 40 27 33 +7/ 21,2
Leber B 60 39 50 11 22
Milz B 25 19 22 +3 13.6

Allerdings Iasst sich aufgrund der Tatsache, dass nur die insgesamt eingesetzte
Menge und die tagliche Dosis an 14C-PCP bekannt ist, keine genaue Aussage
Uber den Umsatz treffen. Bezogen auf die gesamte verfutterte Menge an PCP
ergdben sich Werte im ppb-Bereich, aber diese besdBen nur geringe

Aussagekraft.

Far eine Abschdtzung des biogenen Bildungspotentials von PCDD/F,
insbesondere von OCDD, in lebenden Organismen muss auBerdem
berdcksichtigt werden, dass in den durchgefuhrten Versuchen untypisch hohe
Precursorkonzentrationen verwendet wurden. So wurden in den Versuchen
PCP-Konzentrationen von ca. 12 ug/kg Kérpergewicht eingesetzt bzw. taglich
0,17 - 034 mg PCP verfuttert. Diese Mengen sollten im normalen

Schweinefutter nicht vorkommen.

Den groBten Unsicherheitsfaktor bisheriger Untersuchungen, ndmlich die
Bildung und/oder Konkurrenzreaktion durch andere unbekannte,
moglicherweise effektivere Vorldufersubstanzen als Chlorphenole, ist in dieser
Arbeit jedoch nicht gegeben, da eine eindeutige ldentifizierung Uber die
radioaktive Markierung moglich ist. Weitere Versuche zur biogenen Bildung
von PCDD/F mit anderen ausgewdhlten Vorldufersubstanzen wdaren sinnvoll,
um den maximal moglichen PCDD/F-Bildungsumfang abschatzen zu kdnnen.

Hier konnte bisher nur der Beweis erbracht werden, dass eine Bildung aus der
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Vorlaufersubstanz PCP im lebenden Organismus, wenn auch nur im

Pikogrammbereich, moglich ist.

Die Problematik der ungewohnlichen Verteilungsmuster ist damit ebenfalls
noch nicht schlUssig beantwortet. Derartige Bildungsreaktionen kénnen
demnach in der Natur auffreten, wenn geeignete hochchlorierte
Verbindungen vorliegen, und kdnnten zu einer Verschiebung im Kongeneren-
muster beitragen. Ob die Menge wie sie im Minipigexperiment nachgewiesen

wurde allerdings ausreicht, ist jedoch fraglich.
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5.2 Waldbodenversuch

Die Bodenproben fur diesen Versuch wurden vom Geologischen Landesamt
Bayern gesammelt und zur VerfUgung gestellt. Die Auswahl der
Beprobungsstandorte erfolgte nach vom GLA ermittelten Daten zur

Bodenbeschaffenheit (siehe 3.4) und zum Gehalt an HCB und OCDD.
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Im Vorfeld wurden die Bodenproben auf lhren Gehalt an chlorierten
Phenolen untersucht (siehe 4.2). Die ermittelten Werte zeigten nur einen sehr
geringen (Boden 315) bzw. einen nicht nachweisbaren (Boden 690) Gehalt an
nativem PCP an. Dies war eine positive Vorbedingung flr die geplanten
Versuche, da dadurch nur sehr geringe Konkurrenz durch unmarkiertes PCP

gegenUber den applizierten markierten PCP-Molekudlen bestand. Allerdings
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wurden auch diverse Di- und Triphenole detektiert. Diese kdnnten sehr wohl
als alternativer Partner bei Aufbaureaktionen agieren. Aber die Mengen
bewegten sich alle im ng/g-Bereich, und daraus konnte ferner kein OCDD
resultieren, auf dem das Hauptaugenmerk lag, sondern nur niedriger
chlorierte PCDD/Fs.

Fur die DurchfUhrung des Versuchs wurden die Bdbden ,entsteint™ und
homogenisiert, als komplette Charge mit der 14C-PCP-Losung versetzt, 24
Stunden durchgemischt und auf einzelne Erlenmeyerkolben eingewogen. Zu
festgesetzten Zeitpunkten wurden jeweils drei Kolben entnommen und die
Proben zur Abstoppung aller Umsdtze eingefroren. Dabei fiel bei einigen
Proben auf, das es trotz grundlicher Durchmischung zu einer Bildung von
kleinen Klumpchen gekommen war. Insbesondere Boden 315-0106 I war
davon betroffen. Ob dies vorher oder erst wdhrend der Versuchsdauer
geschehen war, war nicht zu erkennen. Bei der Extraktion zeigten sich aber

keine AbnormalitGten im Gesamtgehalt an Radioaktivitdt.

Aufgrund der groBen zur Verfugung stehenden Menge an Probematerial
wurde neben der Soxhletextraktion auch ein Accelerated Solvent Extractor
benutzt. Der Vergleich der Ergebnisse zeigte eine bessere Extraktion durch
ASE, darum wurden fur die weitere Aufbereitung die ASE-Extrakte benutzt
(siehe 4.2.1).

Die ermiftelten Daten zum Gehalt an extrahierbaren radioaktiven Substanzen
lieBen keinen klaren Trend Uber den Zeitraum erkennen. Weder eine Zunahme
noch eine Abnahme Ia&sst sich daraus begrindet ableiten. Vielmehr
schwanken die Werte um Mittelwerte von 30829 Bg/g (ASE Boden 315),
17314 Bg/g (Soxhlet Boden 315), 30879 Bg/g (Soxhlet Boden 690) und
44691 Bg/g (ASE Boden 690). Diese ergeben sich aus den Werten der
einzelnen Probenahmetage. Die Werte der Probenahmetage wurden aus
den drei Kolben pro Boden und pro Datum gemittelt. Die Abweichungen
betrugen dabei zwischen 5 und 16%. Nur bei Probe 316-0106 war eine grbBere

Schwankungsbreite von 27% beobachtet worden. Dies belegt eine etwas
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groBere Ansammlung der markierten Substanz in Kolben 1, der dabei den

oréBten Wert erzielte.

Auch hier wurde wdhrend des auf die Extraktion folgenden Clean-Ups Proben
der verschiedenen Fraktionen genommen und vermessen. Die Werte zeigten
ein dhnliches Verhalten wie bei den Organproben. Der GroBanteil der
Aktivitdt wurde bereits auf der Sandwichsdule zurlckbehalten. Im weiteren
Verlauf der Aufreinigung war die Akfivitdt nach der Aloxsdule sogar noch
geringer als im Vergleich dazu bei den Organen. Einzig bei Boden 315 vom
1.6. war ein erhdhter Wert festzustellen. Dieser ist mit 33 Bg/ml zwar um das fast
Zehnfache hoher als die anderen Werte, ist aber absolut gesehen ebenfalls
sehr niedrig. Multipliziert mit dem Gesamtvolumen von 200 ml ergibt sich ein
Gesamtgehalt von 6600 Bg, was umgerechnet dber die Ursprungsaktivitat des

PCP von 185 MBg/mmol einem Gehalt von 9,5 ug PCP entsprdche.

Nach dem letzten Schritt, der FlorisilsGule, wurde als hdchster Wert nur noch
ein Gehalt an 7 Bg/ml gemessen. Dies wurde noch einen Gehalt an 3,02 ug
PCP bedeuten.

Die aufgereinigten und auf wenige Mikroliter eingeengten Proben wurden
anschlieBend am GC-MS analysiert. Dabei fiel eine der Proben, der erste
Kolben von 315-0106, deutlich aus dem bis dahin festgestellten Rahmen. Die
weiteren zwei Referenzwerte vom gleichen Boden und Datum bestdtigten
diesen ,AusreiBer”™ nicht. Darauf wird im Anschluss eingegangen. Die

Ergebnisse in folgender Tabelle berucksichtigen diesen Messwert nicht:
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Tab. 5.2-1 Markiertes OCDD in den Bodenproben in (pg/g TM)

Probe M+6 M+8 Mittelwert Abweichung Prozentual
3156-0703 37 23 30 +7 233
315-1804 19 17 18 +] 55
3156-0205 42 46 44 +2 45
3156-0106 30 21 25 +4 16
690-0703 73 48 60 +12 20
690-1804 50 32 41 +9 219
690-0205 77 54 65 +11 16,9
690-0106 124 83 103 +20 194

In Bezug auf die vorgegebene Einsatzmmenge an 4C-PCP und die statistische
Verteilung auf die einzelnen Kolben von 100,8 pg/g TM kann man
RUckschlUsse auf den Umsatz ziehen. Es ergeben sich Werte zwischen 0,18 und

1,03 ppm.

Wie verhdlt es sich aber bei dem erhdhten Wert von 315-01067

Rechnet man das Ergebnis um, kommt man auf 3,04 ng/g T™M und
entsprechend dazu zu einem Umsafz von 30,2 ppm. Hier wurde also ein
mindestens dreiBigfach hdherer Wert gemessen als bei allen anderen Proben.
Zum einen ist festzustellen, dass es sich um einen einzelnen Wert handelt, die
parallel dazu eingefrorenen Proben vom 01.06. zeigen ein anderes Ergebnis.
Andererseits spricht die Dokumentation der Aufarbeitung, die parallele
Radioaktivitdtsanalytik und die GC-MS-Messung gegen einen Fehler in der
Durchfuhrung oder der Messung. Im Gaschromatogramm war der 13C-
Standard mit der zu erwartenden Signalstirke detektiert worden, auch das

Signal-Rauschverhdltnis spielt hier keine Rolle.
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AuBerdem war in diesem Fall eine stdrker ausgeprdagte Klumpchenbildung als
bei den Parallelproben beobachtet worden. Dies konnte ein moglicher
ErklGrungsgrund sein. Im Inneren dieser Kugelchen kann es durch den
erschwerten  Zutritt  von Sauerstoff zu speziellen aeroben/anaeroben
Bedingungen gekommen sein, die eine Bildung an OCDD begunstigt haben.
Ahnliche Ergebnisse wurden schon von (Klimm, 1996) berichtet. Dort lieferte
ein Versuch mit Kldrschlamm unter gemischt anaerob/aeroben Bedingungen
ein von den Experimenten unter anaeroben oder aeroben Verhdltnissen stark
abweichende Ergebnisse. So konnte Uber einen Zeitraum von 192 Tagen eine

deutliche Zunahme der OCDD-Gehalte von 72% beobachtet werden

Allerdings besteht auch die Moglichkeit einer ungleichen Verteilung auf die
einzelnen Kolbenansatze. Dies kann trofz einer Durchmischungszeit von 24
Stunden nicht gdnzlich ausgeschlossen werden. Dies kdnnte wegen der
groBeren Feuchtigkeit ein Grund fur die Klumpchenbildung sein. Dagegen
sprechen aber zum einen die relativ ausgewogenen Ergebnisse der
RadioaktivitGtsanalytik nach den Extraktionsverfahren. Hier wdrde man ein
deutliches Ungleichgewicht im Verhdltnis von 30:1 normalerweise
beobachten koénnen. Es wurde zwar bei Probe 315-0106 die gréBte
Abweichung untereinander festgestellt, aber die Schwankungsbreite von 27%
reicht nicht aus, einen um den Faktor 30 gréBeren OCDD-Gehalt zu erklaren.
Zum anderen liegt die Wahrscheinlichkeit far einen derartigen AusreiBer, legt
man eine Normalverteilung der Aktivitat auf die Kolben zugrunde, unter 1
Prozent. In diesem Fall wurden sich dann auch die Ubrigen errechneten
Umsatzraten verschieben und somit in Kolben 1 erniedrigen und in allen
anderen Proben erhdhen, da sich in Kolben 1 ein gréBerer Anteil der

Tracersubstanz befunden hdftte.

Dieses Ergebnis spricht dafdr, dass unter nicht strikt anaeroben bzw. aeroben
Verhdltnissen OCDD vermehrt gebildet werden kann. Moglicherweise existiert

eine kritische Konzentfration von  Luftsauerstoff, Uber die hinaus
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Bildungsreaktionen gehemmt werden, wdhrend eine hdhere Konzentration
z.B. eine Peroxidasetdtigkeit ermdglicht, die den Bildungsmechanismen
entgegen |auft. Bei einem Umsatz von 30 ppm kénnte dies durchaus mit ein
Grund far die gefundenen ungewohnlichen Verteilungsmuster mit Dominanz
an OCDD sein.

5.3 Biogene Bildung von PCDD/F - Ausblick

Aus den Untersuchungen dieser Arbeit an zwei unterschiedlichen
biologischen Matrices geht hervor, daB die de novo Bildung von PCDD/F in
biologischen Systemen moglich ist. Das AusmaB der Bildung ist jedoch im
Allgemeinen als gering zu betrachten, und bewegte sich in den Versuchen
dieser Arbeit bis auf eine Ausnahme unter 1 ppm. AuBerdem war dazu eine
unnatdrlich hohe Menge an der Vorldufersubstanz nétig, die zwar noch als
untoxisch einzuschdtzen ist, allerdings ohne besondere Einwirkung von auBen

so in der Natur nicht vorkommt.

Weiterhin kristallisierten sich zum Phdnomen der Bildung von PCDD/F folgende
Erkenntnisse heraus: Unter aeroben Verhdltnissen wurde im Laborversuch die
biogene Bildung aus der Vorldufersubstanz PCP in der Matrix Waldboden
nachgewiesen. Die Ausbeuten erreichten im Laborversuch jedoch nur
maximal 1 ppm, mit Ausnahme einer Probe mit 30 ppm, die als echtes
Bildungsphdnomen interpretiert werden kdnnte. Nicht vollstndig aerobe
Verhdltnisse in den Bodenproben kébnnen eine entscheidende Voraussetzung
fur diese Bildung darstellen. Welche Bildungsreaktionen dabei von Bedeutung

sind, bleibt zu kidren.

Unter den Verhdltnissen des Minipigversuchs konnte ebenfalls eine Bildung in
kleinsten Spuren nachgewiesen werden. Allerdings war ein Ruckbezug zur

Bestimmung eines Umsatfzes nicht moglich. Eine Gefdhrdung fur den
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Menschen |asst sich daraus nicht ableiten. Weitere Untersuchungen in Hinsicht
auf das human-biologische System und mogliche Bildungsreaktionen im
menschlichen Organismus wdren zwar wunschenswert, jedoch nach den
Ergebnissen dieser Arbeit nicht besonders dringlich. Da aber das
Verdauungssystem der Minipigs nur eine Anndherung an die menschliche
Verdauung darstellt, wdre ein eindeutiger Beweis nur im Humanversuch

moglich.

Hieraus ergeben sich weitere Fragestellungen fur zukunftige Forschungen. Zur
biogenen  Bildung erscheinen zundchst Versuche mit anderen
Vorlaufersubstanzen und weiteren Matrices sinnvoll, um diejenigen mit hohem
PCDD/F-Bildungspotential zu selektieren und maximale Bildungsausmale
quantifizieren zu kdnnen. Erst danach sollten detaillierte Untersuchungen zu

Bildungsmechanismen im LabormaBstab folgen.

Entscheidend fur die PCDD/F-Bildung ké&nnten Milieutbergdnge von aerob zu
anaerob sein. Denn wie die abweichenden Ergebnisse im speziellen Fall von
315-0106 vermuten lassen, kdnnte ein spezifischer Sauerstoffanteil forderlich fur
die Bildung von PCDD/F sein.

Milieudbergdnge von aqerob zu anaerob kommen unter naturlichen
Bedingungen in Sedimenten vor und bilden dort ideale Voraussetzungen far
komplexe, metabolisch voneinander abhdngige mikrobielle Mikro-
organismengemeinschaften (synthrophe Kooperationen, (Schink, 1992)). Im
Bereich der Abwassertechnik spielen derartige Grenzfldchensysteme in

Kanalisationssystemen und unkontrollierten Kldarprozessen eine wichtige Rolle.

Aerob/anaerobe Bedingungen in Grenzfldchen sind auch unter dem Aspekt
der Dominanz der hoherchlorierten PCDD in Homologenmustern von
Klarschidmmen (Klimm, 1996) und Sedimenten (Gofz, 1989) von besonderem
Interesse. Weitere Untersuchungen kdnnten den AufklGrungsbedarf hierzu

decken und das Verstndnis der noch unbekannten Vorgdnge férdern.
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6 Zusammenfassung

Das Hauptaugenmerk der vorliegenden Arbeit war die Untersuchung von
potentieller PCDD/F-Neubildung in biologischen Systemen. Vermehrt wurde in
verschiedenen Studien bei Untersuchungen Uber PCDD/F auf ungekldrte
PCDD/F-Verteilungsmuster mit erndhten Anteilen an OCDD hingewiesen.
Aufgrund dieser Tatsache und der nahen chemischen Verwandtheit zu HCB

wurde PCP als potentielle Vorldufersubstanz ausgewdnhlt.

Zur besseren Verfolgbarkeit, Quantifizierung und Unterscheidung von nativem,
bereits vorhandenem OCDD wurde die Tracermethode verwendet. Dazu
wurde im Vorfeld das PCP, einfach mit dem Betastrahler Kohlenstoff 14
substituiert, synthetisiert. Im weiteren Verlauf wurden die verschiedenen

Proben mit Szinfillationsz&dhlung und GC-MS-Technik bestimmf.

Als biologische Matrices kamen Gottingen Minipigs und Waldbodenstreu-
auflagen aus Bayern zum Einsatz. Diese wurden aufgrund der eingangs
erwdhnten Grinde ausgewdhlt und Uber einen Zeitraum von 1 bzw. 3

Monaten der Einwirkung des markierten PCP ausgesetzt.

Die Radioaktivitdt konnte in den verschiedenen Phasen des Versuch verfolgt
werden und lieferte eine Bilanz Uber den Verbleib der Tracersubstanz. Die

genaue Auswertung auf den Gehalt an OCDD erfolgte mit GC-MS.

In den Minipigversuchen wurde die biogene Bildung von OCDD aus der
Vorlaufersubstanz PCP bestatigt und der Bildungsumfang quantifiziert. Dieser
bewegt sich im ppb-Bereich und kann als far den Menschen und als
mogliche Ursache fur die Dominanz von OCDD in Verteilungsmustern anderer

Studien nur von geringfugiger Bedeutung eingestuft werden.

Bei der Behandlung von Waldbodenstreuauflagen mit PCP nahm die
Konzentration der extrahierbaren lipophilen chlororganischen Verbindungen
in allen Fdllen Uber den Zeitraum von drei Monaten einen gleichbleibenden

Verlauf. Eine Zunahme oder Abnahme konnte nicht beobachtet werden.
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Zusammenfassung

Auch hier konnte eine Bildung von OCDD beobachtet werden. Die
Umsatzmenge erreichte im Maximum einen Wert von 1,03 ppm, bezogen auf

die eingesetzte Menge an PCP pro Gramm Bodenprobe.

Einer der Messwerte zeigte eine starke Zunahme an OCDD gegenuber den
anderen Proben. Diese Zunahme [dsst auf echte Bildungsprozesse schlieBen.
Als mogliche Ursache wurden durch Klimpchenbildung hervorgerufene
aerobe/anaerobe Bedingungen, wie sie in den anderen Proben nicht
vorkamen, genannt. Die Aussagekraft einen einzelnen Wertes ist allerdings zu

diskutieren.

Die vorliegende Arbeit demonstriert in ihren Untersuchungen die Moglichkeit
fur die biogene PCDD/F-Bildung. Weitere (bio)chemische Untersuchungen
sollten in diesem Zusammenhang insbesondere im Hinblick auf die Vorgdnge
in Waldboden und Sedimenten folgen. Ein eindeutiger Beweis fur die Ursache
der mehrfach erwdhnten ungewohnlichen Dominanz von OCDD in

verschiedenen Proben konnte allerdings nicht erbracht werden.
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7 Summary

Main objective of this study was the examination of the potential formation of
PCDD/F in biological systems. There has been an increasing number of studies
about dioxins which reported anomalous distribution patterns of PCDD/Fs with
increased portions of OCDD. Because of these facts and the close chemical
relationship to HCB the choice for the potential precursor substance fell on
PCP.

The tracer method was used to increase traceability and for better
quantification and differentiation from native OCDD. The PCP was synthesized
with the beta radiator Carbon 14 as a single substitutor in advance. The

different samples were analysized using szintillation and GC-MS method.

The biological matrices were Gottingen Minipigs and forest soil and litter
samples from Bavaria. These samples were chosen for different reasons,
mentioned before, and incubated with the fracer substance PCP for a period

of one and three months.

The radioactivity could be monitored in the different phases of the experiment
and delivered data about the whereabouts of the tfracer substance. The

exact OCDD contents were determined with GC-MS.

The biogene formation of OCDD from the precursor PCP could be confirmed
in the minipig experiments and the amount was quantified. The results yielded
fransformation rates in the lower part per billion ranges. This is of next to no
impact on humans and can only be a minor reason for the distribution

patterns with domination of OCDD reported in other studies.

The concentration of the extractable lipophile chloroorganic substances took

a stable course during the treatment of the soil samples with PCP in all cases
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over a period of three months. Neither an increase nor a decrease could be

observed.

Likewise to the minipig experiment a formation of OCDD could be proven.
The tfransformation rate reached a maximum of 1,03 parts per million, in

relation to the applied amount of PCP per gram soil sample.

One of the measurement values showed a strong increase in OCDD
compared to the other samples. This could point to a real formation process.
Possible reasons could be special aerobic/anaerobic conditions through
agglutination, which did not appear in other samples. The validity of a single

measure is o be discussed at any rate.

This study demonstrates in ifs experiments the possibility for the biogene
formation of PCDD/Fs. Further (bio)chemical examinations should be done in

this connection with special emphasis on the processes in soil and sediments.

A definite and clear evidence for the reason behind the unusual dominance
of OCDD in different PCDD/F-distribution samples mentioned in several places

could not be proven in this work.
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9 Anhang

Verlauf der PCP-Aufreinigung gemessen anhand der Radioaktivitat der

Wasserphase:

PCP-Aufreinigung
Schritte (dpm) (Ba) (og/ul)
0 205154 3419 4920,8
4 3836 64 92
8 4984 83 119.5
12 1158 19 278
20 1631 27 39.1
25 710 12 17
30 68 1 1.6
GC-MS-Werte der Dioxinanalysen:
690-0106 690-0703
M/z 14C 13C M/z 14C 13C
457,744 | 193874 457,744 113006
459,747 | 225917 459,747 130896
461,744 | 142783 461,744 82528
463,741 54200 463,741 32675
465,738 14411 465,738 8623
467,735 3698 467,735 2145
469,778 327392 469,778 329889
471,775 361947 471,775 367001
473,772 227947 473,772 230271
475,769 86845 475,769 88172
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315-0106 | 315-0703

M/z 14C 13C M/z 14C 13C
457,744 4247343 457,744 61120
459,747 4813901 459,747 67297
461,744 3134960 461,744 42193
463,741 1341219 463,741 16741
465,738| 380904 465,738 4613
467,735 92104 467,735 1080
469,778 281225 469,778 344755
471,775 316513 471,775 384353
473,772 199533 473,772 242703
475,769 76610 475,769 91511

315-1804 690-1804

M/z 14C 13C M/z 14C 13C
457,744 62409 457,744 178694
459,747 69439 459,747 201767
461,744 42938 461,744 127252
463,741 17240 463,741 49168
465,738| 4050 465,738 11895
467,735 1410 467,735 2941
469,778 597135 469,778 664479
471,775 671709 471,775 751782
473,772 416726 473,772 466067
475,769 158704 475,769 178906
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315-0205 690-0205
M/z 1“C 13C M/z 14C 13C
457,744| 43953 457,744 51368
459,747\ 47143 459,747 58297
461,744 30156 461,744 36191
463,741 11684 463,741 13913
465,738 3113 465,738 3926
467,735 623 467,735 496
469,778 421328 469,778 289663
471,775 467046 471,775 321094
473,772 200821 473,772 199939
475,769 105451 475,769 72498
315-0106 Il 315-0106 Iil
M/z 14C 13C M/z 1UC 13C
457,744 98350 457,744 65768
459,747| 115508 459,747 75817
461,744| 72895 461,744 46489
463,741 27711 463,741 19133
465,738 7040 465,738 5120
467,735 1898 467,735 1560
469,778 642403 469,778 563771
471,775 724978 471,775 638205
473,772 462025 473,772 396734
475,769 178217 475,769 155112
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Anhang

Leber A BSP A
M/z 14C 13C M/z  14C 13C
457,744 23462 457,744 32465
459,747 26002 459,747 36267
461,744 16608 461,744 23418
463,741 6677 463,741 9456
465,738| 1896 465,738 2832
467,735 490 467,735 694
469,778 165320 469,778 198434
471,775 180877 471,775 223580
473,772 1114710 473,772 136968
475,769 40521 475,769 51129
Lunge A Milz B
M/z 14C 13C M/z  14C 13C
457,744 42981 457,744 23617
459,747 48142 459,747 27968
461,744 30330 461,744 18092
463,741 12615 463,741 6671
465,738 3639 465,738 2057
467,735 1066 467,735 563
469,778 263330 469,778 228975
471,775 291904 471,775 256074
473,772 181763 473,772 158087
475,769 65907 475,769 56920
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Anhang

Leber B

M/z 14C 15C
457,744 | 44928
459,747 51171
461,744 32043
463,741 12667
465,738| 3843
467,735 939
469,778 180725
471,775 205713
473,772 124267
475,769 47453
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Anhang

AktivitGtsgehalt der Urinproben:

Minipig A
(dom/5ml)  Urin ()  Bg-gesamt (Bg/ml)
11.05.01 2438 2 1625.3 0.8
12.05.01 fehlt >10 fenlt Fenlt
13.05.01 3069.9 1.1 11256,3 10.2
14.05.01 1987 1.7 112597 6.6
15.05.01 2398.3 2,6 207853 8.0
16.05.01 3105,1 1.9 19665,6 104
17.05.01 15581 3.1 161004 52
18.05.01 1801.7 25 15014,2 6.0
19.05.01 28375 28 26483.3 9.5
20.05.01 2765 1.9 17511.7 9.2
21.05.01 3267.8 22 23963.9 10.9
22.05.01 2008.2 22 21326.8 9.7
23.05.01 22202 3.9 28862,6 74
24.05.01 3703.1 2,6 320935 12,3
25.05.01 4586,5 22 33634.3 15,3
26.05.01 59171 2,1 41419,7 19.7
27.05.01 4901.8 3 49018,0 16.3
28.05.01 7546,1 2 50307.3 252
29.05.01 3807 4 3.3 418814 12,7
30.05.01 26024 42 36433.6 8,7
31.05.01 30826 39 40073.8 10.3
01.06.01 37468 35 43712,7 125
02.06.01 5805.3 32 619232 194
03.06.01 63604 27 57243 .6 212
04.06.01 7866.8 22 576899 26,2
05.06.01 57872 32 61730.1 19.3
06.06.01 4847,7 3.7 59788.3 16,2
Summe:  880804.5
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Anhang

Minipig B
(dpm/5ml) Urin (1) Bg-gesamt (Bg/ml}
11.05.01 293.3 2 1955.3 1.0
12.05.01 fehlt >10 fehlt fehlt
13.05.01 1286 34 14574.,7 4.3
14.05.01 758 3.3 83380 25
15.05.01 12717 42 17803.8 42
16.05.01 1625 29 14741,7 5.1
17.05.01 11842 4,1 16184,1 3.9
18.05.01 1266,7 4 16889.3 42
19.05.01 2524 3.9 32812,0 8.4
20.05.01 20249 5 33748.3 6.7
21.05.01 16479 4.6 252678 55
22.05.01 1618.9 4,5 24283.5 54
23.05.01 1345.5 4,5 20182.,5 4.5
24.05.01 2176.1 54 39169.8 7.3
25.05.01 3536.,5 43 50689.8 11.8
26.05.01 3448.8 4,5 517320 115
27.05.01 3817.8 49 62357 4 12,7
28.05.01 24052 45 36078.0 8.0
29.05.01 30272 52 524715 10,1
30.05.01 3139.2 45 470880 105
31.05.01 30703 53 542420 10.2
01.06.01 43644 43 62556 .4 14,5
02.06.01 5113.7 4,7 80114.,6 17.0
03.06.01 4674 3.6 56088.,0 15.6
04.06.01 fehlt unbekannt fehlt fehlt
05.06.01 5214 5,1 88638.,0 174
06.06.01 4345,3 54 782154 14,5
Summe: 9862219
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Anhang

Aktivitdtsgehalt der Fecesproben:

Minipig A Minipig B

(dpm/mg) (Ba/Q) (dpm/mg) (Ba/g)
11.05.01 0,76 13 11.05.01 0,18 3
12.05.01 3,17 83 12.05.01 1.71 29
13.05.01 2,88 48 13.05.01 1,80 30
14.05.01 3.40 57 14.05.01 1.93 32
15.05.01 2,36 39 15.05.01 2,36 39
16.05.01 253 42 16.05.01 2,81 47
17.05.01 4,15 69 17.05.01 4,99 83
18.05.01 3,31 55 18.05.01 4,09 68
19.05.01 6,49 108 19.05.01 547 91
20.05.01 5,75 96 20.05.01 5,12 85
21.05.01 6.35 106 21.05.01 4,98 83
22.05.01 5,48 91 22.05.01 6,95 116
23.05.01 7.51 125 23.05.01 6,83 114
24.05.01 6,04 101 24.05.01 7.48 125
25.05.01 7.67 128 25.05.01 6,98 116
26.05.01 6,80 113 26.05.01 957 159
27.05.01 12,82 214 27.05.01 11.56 193
28.05.01 10,81 180 28.05.01 16,25 271
29.05.01 7,51 125 29.05.01 12,98 216
30.05.01 12,35 206 30.05.01 15,43 257
31.05.01 12,99 216 31.05.01 15,21 254
01.06.01 13,25 221 01.06.01 20,03 334
02.06.01 13,58 226 02.06.01 16,18 270
03.06.01 11,84 197 03.06.01 12,75 213
04.06.01 12,22 204 04.06.01 22,49 375
05.06.01 14,16 236 05.06.01 19.15 319
06.06.01 13,74 229 06.06.01 15,27 254
Summe: 3499 4176
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Anhang

Bereingte Ergebnisse der Extraktionen der Bodenproben in (Bg/g) und bezogen

auf Trockenmasse:
315
Datum [Soxhlett Sox + NoOH Wasserphase ASE Toluol
01.06.02| 18282 2952 14121 34279
16.05.02| 19004 3078 15360 -
02.05.02| 16303 2690 13892 30459
18.04.02| 17257 3250 13572 28363
04.04.02| 18568 3238 15387 32965
21.03.02| 16869 2610 13961 30843
07.03.02| 17572 4222 12644 31517
690
Datum [Soxhlett Sox + NOOH Wasserphase ASE Toluol
01.06.02| 33546 16686 16411 43804
16.05.02| 33899 16985 16352 -
02.05.02| 32033 14201 16078 40420
18.04.02| 32245 16598 15280 43222
04.04.02| 32521 16057 16442 45381
21.03.02| 27603 11776 15502 50273
07.03.02| 29991 15210 15773 44157
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