Bestimmung von Extraktiv- und
Migrationsstoffen aus pharmazeutischen
Kunststoffbehéaltnissen

Dissertation zur Erlangung des akademischen Grdee®oktors der

Naturwissenschaften (Dr. rer. nat.)

eingereicht im Fachbereich Biologie, Chemie, Pharena

der Freien Universitat Berlin

vorgelegt von Susann Kaiser

aus Leipzig

2010






1. Gutachter: Prof. Dr. Peter Surmann
2. Gutachter: Prof. Dr. A. Langner

Disputation am: 07.12.2010






Meinen Eltern






Danksagung

Die vorliegende Arbeit wurde unter der Leitung vlerrn Professor Dr. Johannes Peter
Surmann vom Institut fir Pharmazie der Freien Ursivé&t Berlin in der Abteilung Packaging
Development der Bayer Schering Pharma AG angefeartig vor Ort von Frau Dr. Christine

Kempter betreut.

Mein besonderer Dank gilt Herrn Professor Dr. JolearPeter Surmann fur die Annahme des
Promotionsthemas, die fachliche Betreuung der Arlosd die wertvollen wissenschaftlichen

Diskussionen und Ideen.

Herrn Professor Dr. Andreas Langner danke ich i@Bereitschaft die vorliegende Arbeit zu

begutachten.

GroRer Dank gilt Frau Dr. Christine Kempter fiir tiberlassung dieses spannenden Themas,
ihre engagierte Betreuung, sowie stete Diskussiond-Gesprachsbereitschaft. Danke fur die
mir entgegengebrachte Geduld und die kontinuiezhcHilfestellungen, die weit Uber die

Belange der Doktorarbeit hinausgingen.

Ein besonderer Dank geht an Herrn Georg Lautnesdiite grof3ziigige Unterstitzung wéah-
rend der ganzen drei Jahre meiner Arbeit und f@nibglichkeiten an internationalen Semi-

naren und Kongressen teilnehmen zu dirfen.

Mein ausdrucklicher Dank gilt allen Mitarbeiternduehemaligen Kollegen der Abteilung
Packaging Development, die mich vom ersten Tagammsatens aufgenommen haben. Vielen
Dank fur die anregenden Gesprache und das erfnideh&rbeitsumfeld. Besonders bedanken
madchte ich mich bei allen Labormitarbeitern fur Wieterstitzung im Labor und die Kreativi-
tat und Einsatzbereitschaft bei der Losung desnenuier anderen Problems. Vielen Dank an
Frau Sabrina Avenstrodt fir die tatkraftige Hilfei lnler Durchfihrung der Extraktions- und

Migrationsstudien.

Bei Herrn Martin Schmitz und Frau Marion Schelendky ehemaligen Abteilung Specialized
Analytics mochte ich mich fur die Nutzungsmoéglichkger UPLC-UV-MS und die damit

verbundene intensive Unterstiitzung bedanken.



Ein groRer Dank geht an Frau Christine Opp fur Hiksbereitschaft bei der Entwicklung

einer GC-MS Methode und das stete Bemihen neu ruflemde Probleme zu l6sen.

Bei Herrn Dr. Mayk Kresse und Frau Dr. Magdalenause mdchte ich mich fur die kritische

und gewinnbringende Durchsicht der Arbeit herzbeldanken.

Frau Dr. Christine Rick gilt mein besonderer Daiinkdie engagierte Durchsicht der Arbeit
und die anregenden Gesprache wahrend der gemeim$amkéorandenzeit, die weit Gber das

Thema der Doktorarbeit hinausgingen.

Ein ganz besonderer Dank geht an Frau Christianeké&dir das Korrekturlesen meiner Ar-
beit und vor allem dafir, dass sie es immer wiggschafft hat, meinen Blick auf das We-

sentliche im Leben zu lenken.

Vielen Dank an alle Mitdoktorandinnen der pharmaigzebhen und analytischen Entwicklung
fur die anregenden und ablenkenden Mittagsverabgatu Danke fur die Moglichkeit den
Blick zu weiten und die damit verbundene Losungalaen oder anderen Problems.

Fur die Arzneibuchrecherchen zu Beginn der Arbmiichte ich mich herzlich bei Frau Anke

Schramm bedanken.

Mein gro3ter Dank geht an meine liebe Familie, @ssimdere an meine Eltern, die nie an mir
gezweifelt haben. Danke flir das stete Interessmeainer Arbeit, aber auch das Verstandnis
fur die Tage, an denen ich nicht Uber die Arberespen wollte. Vor allem méchte ich mich
bei meinem Freund Tilo Weise fir sein Durchhaltvégen und seine stets aufmunternden
Worte wéahrend der gesamten Zeit herzlich bedankéndas entgegengebrachte Vertrauen,
den gespendeten Trost, die gemeinsam gefeiertefg&rind die liebevolle Unterstlitzung in

allen Lebenslagen gilt euch mein innigster Dank.



Eidesstattliche Erklarung

Hiermit versichere ich, die vorliegende Dissertatgelbststandig und ohne unerlaubte Hilfe

angefertigt zu haben.

Bei der Verfassung der Dissertation wurden keindesn als die im Text aufgefiuihrten

Hilfsmittel verwendet.

Ein Promotionsverfahren wurde zu keinem frihereitpdekt an einer anderen Hochschule

oder bei einem anderen Fachbereich beantragt.

Berlin, 2010

Susann Kaiser












Inhaltsverzeichnis

I ADBKUIrZUNGSVEIZEICNNIS. ...t eeee et e e e e et enanneeeannnes 1
1 EINLEITUNG UND ZIELSETZUNG......cco i 5
2 THEORETISCHER TEIL ..couii e 9
2.1 KUNSTSTORFE. ..ottt 9
P20 Rt R AN [ o = 0 0= T PP 9
2.1.2 Einteilung der Kunststoffe nach ihrer Hetat@...............cooovviiiiiiiiiii e 10
2.1.3 Thermische Einteilung von KUNStSIOfEN ceeeeee oo 11
2.1.4 ZUSALZSIOME ... e a e e e e e eeearaaeae 12
2.1.5 Untersuchte KUNSESTOME ............eit ittt e e 16
2.2 EXTRAKTIONS- UND MIGRATIONSSTOFFE ......cccccoiiit e 21
2.2.1 EXIraKUVSIOME ...ueeiiiiiiiiiiiii e 22
2.2.2 MiIgratioNSSIOME .......ccoiiiiieeeee e ——————— 22
2.3 REGULARIEN. ..ottt et e e e e e e e e e e e eeenenssaeeeneees 23
2.3.1 RIChHNIEN eI ICH ..o 24
2.3.2 FDA-Leitlinie fur die Industrie: BehaltnisB& Arzneimittel und biologische
Erzeugnisse zur menschlichen ANWeNndung ........ccoeevvveiiiiiiiiiiiiee e eeeeeieeees 28
2.3.3 EMEA- Richtlinie Gber Primarpackmittel ausnststoffen.............ccccovviiiiiiiiiiiiivn 29
2.3.4 EMEA- Richtlinie zu Grenzwerten von genotakisn Verunreinigungen .................... 30
2.3.5 Kunststoffrichtlinie 2002/72/EG ........coouiiiiiiiiiiieaee e 31
2.3.6 EUropaisches ArzneibUCK ..........coooii i 32

2.3.7 PQRI- Handlungsempfehlung tber die Durchfiigrund Beurteilung von
Extraktions- und Migrationsstudien flr OINDP’S ... 34

3 METHODENENTWICKLUNG FUR DIE BESTIMMUNG
POTENTIELLER EXTRAKTIVSTOFFE ......coovviiiiiiin s 37

3.1 ALLGEMEINES ... o 37



Inhaltsverzeichnis

3.2 ENTWICKLUNG GASCHROMATOGRAPHISCHER METHODEN FUR
DIE BESTIMMUNG LEICHT FLUCHTIGER UND FLUCHTIGER

POTENTIELLER EXTRAKTIVSTOFFE. ... ..o e 38
I Y 01 8V/=] £ U (¢ o [T 38
3.2.2 Entwicklung einer HS-GC-FID Methode flr diedBmmung leichtfllichtiger
potentieller EXtraktivStOffe...........vvvviviceeee e 40
3.2.3 Entwicklung einer GC-MS Methode zur Bestiméitichtiger potentieller
= LA YAS] (0] 1 (=TT TP 47
3.2.4 Gerate und ChemiKaliBN .......oov e 53
3.3 ENTWICKLUNG FLUSSIGCHROMATOGRAPHISCHER METHODEN
FUR DIE BESTIMMUNG NICHT FLUCHTIGER POTENTIELLER
EXTRAKTIV-STORFE ... oo e 56
3.3.1 AlIGEIMEINES.....ciiieieeeeeetee s mmmmmm e e e e e e e e e e e e et e e et e e e s e e e e e aaaaaaaaeaaaaaeaeeeeeennnssnnnnns 56
3.3.2 Entwicklung einer HPLC-UV Methode fir die Besnung nicht flichtiger
potentieller EXtraktivStoffe..........ooiiiiii e 56
3.3.3 Entwicklung einer UPLC-UV-MS Methode fur destimmung nicht flichtiger
potentieller EXtraktivStoffe..........ooiiiiiiceeee e 62
3.3.4 Gerate UNd ChemMIKalIBN .. ...veiie et r et e e 68
3.4 ZUSAMMENFASSUNG . ..ot 72
4 VALIDIERUNG DER ANALYTISCHEN METHODEN ZUR
BESTIMMUNG POTENTIELLER EXTRAKTIVSTOFFE............ .73
g R N | [0 =T 0 o= T PR 73
g I N I g 1= U] o= | AT 74
. 2 PlrAZISION e e e e e e — e 74
4.1.3 Nachweis- und BeStImMMUNQGSGIENZE .......uuuueeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeieeiinns s eeereeee e e eaeas 75
O A o oo | = | SR 75
O I Y=Y 21 1AV = | PSRRI 76
A.1.6 RODUSTNGIL. .. e e e e e e e eenaes 76
4.2 VALIDIERUNG DER GASCHROMATOGRAPHISCHEN METHODEN
FUR DIE BESTIMMUNG FLUCHTIGER POTENTIELLER
EXTRAKTIVSTOFRFE ... .o e 77
4.2.1 Validierung der HS-GC-FID Methode ... 77



Inhaltsverzeichnis

4.2.2 Validierung der GC-MS Methode ..........cooeveeiiiiiiiiiiiiiii e 83
4.3 VALIDIERUNG DER FLUSSIGCHROMATOGRAPHISCHEN
IMETHODEN ....ooiiiiiiiieiii ettt ettt e e e e e e e eeeeeeeeeanenssnneeeeeees 88

4.3.1 Validierung der HPLC-UV Methode fir die Bestnung nicht fliichtiger

EXTraktivSIOE ... e 88
4.3.2 Validierung der UPLC-UV-MS Methode......cccciiiiiiiiiiiiiiei e 93
4.4 ZUSAMMENFASSUNG......ccoiiiiiiiiiiiiiiiii et e e e e e e e e e e s et reeeeeeeeeeaaaaans 98
5 EXTRAKTIONSSTUDIE ... 99
5.1  ALLGEMEINES ... ..ottt ettt e e e e e e e e e e e e e e e s e s bbb reaaeeaaaeeaseens 99
5.2 ENTWICKLUNG DER EXTRAKTIONSMETHODEN...........ccceet i, 100
5.2.1 Auswahl der EXtraktionSMILEEL.......... oo eerrmmmiiiiiee e 101
5.2.2 Entwicklung der Extraktionsverfahren fir orgahe Extraktionsmittel....................... 102
5.2.3 Bestimmung der Extraktionsdauer fur die Hettoa mit organischen

EXraktioNSMITIEIN .....ceieee et s 105
5.2.4 Extraktionsmethode mit Wasser als EXtraktimgtium .............oouvvueiiiiiinnnneeeeeeee o 107
5.2.5 Gerate, Chemikalien und Materialien ..o 108
5.3  EXTRAKTIONSPROFILE.......cctttiiiiiiiiiiii e 108
5.3.1 Thermoplaste — Ergebnisse und DiSKUSSIOMu ...cvvvvrerririiiiiiiiiieeeeeeeeeeieeaaeeeaeen 109
5.3.2 Elastomere — Ergebnisse unNd DiSKUSSIONu . ciiieeeeeiiiiiiiieiiiiiiiieiss e e eeeeeena e 118
5.3.3 Gerate und ChemiKali@n.............oii et 125
5.4  ZUSAMMENFASSUNG........uuuiiiiiiiiiiiiiiieieee s sssssasaesasseeeeeeaaaaaaaaeaaeaessssnnnnns 125
6 MIGRATIONSSTUDIE ... 127
6.1  ALLGEMEINES ... ...ttt e e et reeeees e e e 127
6.2 BEFULLUNG, STERILISATION UND EINLAGERUNG ........... weoocveieireeieenane 128
6.3  MIGRATIONSPROFILE......cottiiiiiiieii et 130
6.3.1 Wasser als FUllgut - ErgehNISSE...... o eeeeeeeeeiieiiiiiiiiiiasieaasaeeeessssaaasasassereeennnnn 131



Inhaltsverzeichnis

6.3.2 Kontrastmittel als FUllgut - ErgebNiSSe ..o oo 143
6.3.3 Diskussion und ZusammenfasSUNQ .......ccceeeeeeeeiiiiiiiiiiiiiiiiiii e e eaeeeee e e e 154
6.3.4 Material, Gerate und ChemiKalien ... 159
7 KORRELATION ZWISCHEN EXTRAKTIONS- UND

10

11

12

MIGRATIONSPROFILEN .....ouiiiiiiiiii et 160
ZUSAMMENFASSUNG UND AUSBLICK ........coiiiiiiiiiii e 163
SUMMARY AND OQUTLOOK ..ottt 166
ANHANG .. e 168
VEROFFENTLICHUNGEN ......ccecoiitiiiiiiiecte et 179
LITERATURVERZEICHNIS ... 180



Abkurzungsverzeichnis

2-E-1-H
AET
AO
APcl
AS
ASE
ASTM
B-BHA
BHT
BPA
CBER
CDER
CHMP
CMR
COC
COP
CVMP
DAD
DBATD
DBP
DEHP
DHBP
DHDMBP
DHMBP
DMCPS
DMF
DMSO
DPP

dt

2-Ethyl-1-hexanol

Analytical Evaluation Threshold
Antioxidantien

Atomic Pressure chemical lonization
Arzneistoff

Accelerated Solvent Extraction

American Society for Testing and Materials
2,6-Di-tert-butyl-4-methoxyphenol
2,6-Di-tert-butyl-4-methylphenol

Bisphenol A

Center for Biologics Evaluation and Research
Center for Drug Evaluation and Research
Committee for Medicinal Products for Human use
Cancerogen Mutagen Reproduktionstoxisch
Cycloolefincopolymer

Cycloolefinpolymer

Comittee for Medicinal Products for Veterinarse
Diodenarray Detektor
2-Dibutylamin-4-6-dithiol-s-triazin
Dibutylphthalat

Di-(2-ethylhexyl)phthalat
2,4-Dihydroxybenzophenon

2,2 Dihydroxy 4,4 dimethoxybenzophenon
2,2 -Dihydroxy-4-methoxybenzophenon
Decamethylcyclopentasiloxane

Drug Master File

Dimethylsulfoxid

Diphenylphosphat

deutsch



DTBHB 3,5-Ditertbutyl-4-hydroxybenzoesaure

DTBHP 3,5-Ditertbutyl-4-hydroxyphenylpropionsaure
DTBP 2,4-Di-tert-butylphenol
EM Extraktionsmittel
European Medicines Evaluation Agency (seit Dezerabé®
EMEA EMA = European Medicines Agency)
EI-QMS Electron-Impact-Quadrupol-Massenspektrometer
FDA Food and Drug Administration
FID Flammenionisationsdetektor
GC Gaschromatograph(ie)
HALS Hindered Amine Light Stabilizers
HDPE High Density Polyethylene (Polyethylen hohertie)
HD-UHMW-PE Polyethylen hoher Dichte und ultrahoMalekularmasse
HD-HMW-PE Polyethylen hoher Dichte und hoher Moliekmasse
HMCTS Hexamethylcyclotrisiloxane
HPLC High Performance Liquid Chromatography
HS Headspace
IARC International Agency for Research on Cancer
ICH International Conference on Harmonisation
IT Identification Threshold
LC Liquid Chromatography
LDPE Low Density Polyethylene (Polyethylen niedddashte)
LLDPE Linear low density polyethylene (lineares y&hylen
niederer Dichte)
LOD Limit of Detection
LOQ Limit of Quantification
MS Massenspektrometer
MTBC 2,2 Methylenebis(6-t-butyl-4-methylphenol)
ODPA Octyliertes Diphenylamin
OECD Organisation for Economic Co-operation andddgyment
OINDP Orally Inhaled and Nasal Drug Products
OMCTS Octamethylcyclotetrasiloxane
PAH Polycyclic aromatic hydrocarbons

2



PDA
PDE
PE
PP
ppb
ppm
PQRI
PRCA
PTFE
PVC
QT
RP
RT
SCT
SIM
tAP
D
TDI
THF
TOF
tOP
TPP
TpTP
TTC
uv
VK
VU
Wf

Photodioden Array
Permitted Daily Exposure
Polyethylen

Polypropylen

parts per billion

parts per million

Product Quality Research Institute
Pure Red Cell Aplasia
Polytetrafluorethylen
Polyvinylchlorid
Quialification Threshold
Reverse Phase

Reporting Threshold
Safety Concern Threshold
Selected-lon-Monitoring
tertiar Amylphenol
Tagliche Dosis

Total Daily Intake
Tetrahydrofuran

Time of Flight

tertiar Octylphenol
Triphenylphosphat
Tri-p-tolyl phosphate
Threshold of Toxicological Concern
Ultraviolett
Variationskoeffizient
Verunreinigung
Wiederfindung






Einleitung und Zielsetzung

1 EINLEITUNG UND ZIELSETZUNG

Die Verwendung von Kunststoffen in den verschiedemelustriellen Bereichen gewann in
den letzten Jahrzehnten immer mehr an BedeutungJéif 1950 wachst die jahrliche
Produktion um 9 % auf ein Hoch von 245 Mio. Tonimardahr 2008 [2].

Mit der Begrindung der Polymerchemie durch STAUDB¥GIn den 1920ern begann die
rasante Entwicklung im Bereich der Kunststoffe Bgither halten Kunststoffe Einzug in na-
hezu alle Bereiche der industriellen ProduktionciNden aktuellen Zahlen der Plastic Europe
Deutschland von 2008 entfallen 38 % der Kunsts&Wertung auf die Verpackungsindustrie.
Durch die grof3e Spanne des Eigenschaftsbildesdi$seine Verpackung aus Kunststoff den
verschiedenen Anforderungen des Verpackungsgutesrmagend anpassen. Selbst hinsicht-
lich Designs sind diesem Werkstoff keine Grenzesege. Auch im Bereich der Arzneimittel-
verpackung sind Kunststoffe nicht mehr wegzudenked stellen gerade bei flissigen
Formulierungen aufgrund des leichten Gewichtes re@unzierten Zerbrechlichkeit und Viel-

seitigkeit eine gute Alternative zu Glas dar.

Neben den eben erwdhnten positiven Eigenschaftést Wanststoff jedoch einen Nachteil
auf. Um die Polymere technisch anwendbar zu maahéssen ihnen verschiedene Additive
(Antioxidantien, UV-Stabilisatoren, Antistatika, Whmacher usw.) zugesetzt werden. Nur so
wird eine ausreichende Verarbeitbarkeit und Hakibiargewahrleistet. Aul3erdem verleihen
diese Stoffe Kunststoffen die Eigenschaften, dienudersteller und Anwender gewtnscht
sind. Diese Kunststoffadditive besitzen jedochkadigkeit, aus dem Polymer in das Fillgut
zu migrieren. Dieses Problem wird im Bereich debdmsmittelindustrie schon sehr lange
diskutiert. So wurde bereits 1940 ein Patent d®iB1LEY angemeldet, in dem von einer An-
tioxidantienmischung die Rede ist, welche ein vedertes Migrationsrisiko an die Gummi-

oberflache aufweist [4].

1958 erfolgte in den USA die Regulierung der Lebattgladditive im Food Additives

Amendment. Hier wurde die Verwendung von direkteabensmittelzusatzstoffe) und indi-
rekten (Stoffe, die Uber Kontakt mit dem Lebensghiih dieses gelangen) Additiven disku-
tiert. Schon zu diesem Zeitpunkt wurden Extraktsbndien empfohlen, um die Unbedenk-

lichkeit der Verpackung zu zeigen [5]. Einer deriu@te fur die Einfuhrung dieser

5
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Reglementierung waren die Untersuchungen von LIBNK&957, die ergaben, dass sich im
Wachs, welches zur Beschichtung von Milchkartomgesetzt wurde, kanzerogene Bestand-
teile befanden [6]. KAUFMAN warnte 1959 vor eindfeitlichen Panikmache aufgrund der

Vermarktung dieser Ergebnisse und dem daraus ievemten Food Additives Amendment
[7].

Untersuchungen der Stiftung Warentest von 2005eejglass trotz aktueller rechtlicher Vor-
gaben immer noch Lebensmittel auf dem Markt sireden Verpackungen Zusatzstoffe mit
gesundheitlichem Risiko enthalten, bzw. die daernpackten Lebensmittel belastet sind [8].
So wurde in Hartkase der Weichmacher Diethylhexgktdgefunden, in Babynahrung wurde
Semicarbazid (ein Aufschaumer) detektiert, und creéeslene Pesti waren mit epoxidiertem

Sojabohnendl belastet.

Auch im Arzneimittelbereich spielt das Migrationdvalten von Kunststoffadditiven eine
grof3e Rolle, vor allem das von DEHPiéihylhexylphthalat), einem Weichmacher, dessen
toxikologisches Risiko noch heute kontrovers digktitwird. Verschiedene wissenschaftliche
Arbeiten zeigten die Migration von DEHP und desédbauprodukt 2-Ethyl-1-hexanol aus
PVC-Beuteln (Blyvinylchlorid), unter anderem gefullt mit Vollblut [9], Ckpsporin-Losung
[10] oder Placebolésungen [11], sowie aus Hamosledghlauchen [12].

JAEGER und RUBIN entdeckten 1972 die DEHP-Einlaggrim Lungengewebe verschie-
dener Patienten, nachdem sie BluttransfusionerP&@Beuteln bekamen. Zu diesem Zeit-
punkt war die toxikologische Bedeutung noch unki&j, jedoch wurde empfohlen, von der
Verwendung von PVC im Arzneimittelbereich abzuseltm wird auch heute in der Fachin-
formation von Taxolformulierungen darauf hingewigseur Herstellung der Lésung keine
PVC-Behaltnisse zu nutzen, um eine Gefahrdung @#ierfeen durch DEHP Exposition zu
verhindern [14, 15].

2005 zeigten BOVEN et al. ein erhohtes VorkommeanAd@oimmunerkrankung PRCA (iPe
Red &Il Aplasia = Aplasie der roten Blutkérperchen) bei étdgn mit chronischem Nieren-
versagen, welche mittels Epoetin aus vorgefllltprit&n behandelt worden waren. Durch
einen Vergleich zeigte sich die Ursache in der \é@mung nicht gecoateter Gummibestand-

teile, die fur ein erhdhtes Migrationsprofil song{d 6].
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Die toxikologischen Effekte von in Lebensmittel odgzneimittel migrierten Kunststoff-
additiven, fuhrten zu etlichen Verdéffentlichungeoeti Extraktionsverfahren und Analyseme-
thoden fir die Bestimmung von Extraktiv- und Migoasstoffen aus definierten Kunststoffen
[17-22]. Auch fur die FDA (bBod and _Dug Administration) [23] und EMEA
(European_Mdicines_Kaluation_Agency) [24] war dies der Anlass, gesetzliche Reggn
vorzunehmen, welche die Durchfiihrung von Extralgiamnd Migrationsstudien fir die Zu-
lassung von Arzneimitteln, und die damit verbundBni@&ung auf toxikologische Unbedenk-
lichkeit fordern. Vorschlage zur Art der Durchfihguiund zum Umgang mit den erhaltenen
Ergebnissen sind jedoch nur oberflachlich. Erscengikommt hinzu, dass die Hersteller von
Kunststoffen und Elastomeren ungern ausfuhrlicli@inationen zur Zusammensetzung ihrer
Polymere der pharmazeutischen Industrie zur Veriggiellen, da sie dies als ihr Geschafts-
geheimnis verstehen. Aufgrund der Vielzahl von Ksiwdfadditiven, die bei jeder neuen
Rezeptur in Frage kommen konnen, stellt die Idenifung von Migrationsprofilen immer
eine Herausforderung dar. 2006 verdffentlichte BiQR| (FRoduct_Quality Researchristitute)
eine Handlungsempfehlung tber den Umgang mit Ebtnag- und Migrationsstudien fir
OINDP’s (Gally Inhaled and Msal Dug Roducts), eine Anpassung fir Parenteralia ist
zurzeit in Arbeit [25].

Die bisher veroffentlichten Extraktions- und Anaygsethoden wurden entwickelt, um ein
Extraktions- oder Migrationsprofil lediglich einégstimmten Kunststoffes zu erhalten. Mit
diesen Methoden konnte demnach nur eine begrenzahh an Kunststoffadditiven extra-
hiert und anschlie3end identifiziert werden.

Ziel dieser Arbeit ist die Entwicklung von Analysethoden zur Identifizierung und Quantifi-
zierung einer grol3en Anzahl von haufig vorkommenHKenststoffadditiven, deren Abbau-
produkten und Abbauprodukten der Polymere sowietldsssnitteln aus der Kunststoff-
herstellung. Die Auswahl dieser potentiellen Extirakund Migrationsstoffe soll aus umfang-
reichen Literaturrecherchen, Herstellerinformationend Extraktionsvorversuchen resultie-
ren. Basis fur diese Informationsbeschaffung soie ezuvor festgelegte Kunststoff- und
Elastomerauswahl sein, welche haufig auf dem phegaotschen Markt zum Einsatz
kommen. Die so erhaltene Auswahl von potentiell&trdktiv- und Migrationsstoffen zeich-
net sich durch ein breites Spektrum an chemischdrptiysikalischen Eigenschaften aus, was

die Verwendung unterschiedlicher Analysetechnikewrlidsslich macht. Fur die Analyse
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leicht-flichtiger Substanzen soll die Headspacecasnatografie eingesetzt werden, flr den
Nachweis flichtiger Stoffe wird die Gaschromatogranhit Direktinjektion Verwendung fin-

den, und fur die Bestimmung nicht-flichtiger Kompaten werden zwei verschiedene
flissigchromatografische Methoden entwickelt. Didsalytik soll anschlieRend an exempla-
risch ausgewahlten Stoffen, die die breite Spamehamischen und physikalischen Eigen-

schaften abdecken, validiert werden.

Mit Hilfe dieser Screeningmethoden sollen im Ansslsl die Extrakte ausgewahlter Kunst-
stoffe und Elastomere untersucht werden. Hierfurdee Extraktionsmethoden entwickelt,

die einen breiten Polaritatsbereich abdecken. Dierbaltenen Extraktionsprofile sollen eine
Grundlage fur die sich anschlielRende Migrationgetddrstellen. Fur diesen Zweck werden
die auf Extraktionsstoffe untersuchten Kunststaffel Elastomere zu teilweise komplexen
Behéltnissen zusammengebaut und, beflllt mit Wasser einem Kontrastmittel, im Rah-

men einer umfangreich geplanten Migrationsstudigedagert und anschlie3end untersucht.
Die so erhaltenen Migrationsprofile sollen auf Gliage der aktuellen Rechtsgrundlage toxi-

kologisch bewertet werden.



Theoretischer Tell

2 THEORETISCHER TEIL
2.1 KUNSTSTOFFE

2.1.1 Allgemeines

Bei Kunststoffen (Polymeren) handelt es sich umno@iolekulare organische Verbindungen,
deren Ketten linear, verzweigt, vernetzt oder Jdesdt vorliegen kdnnen (siehe Abbildung
1). Je nach Ordnungszustand erfolgt eine Unterdahgiin kristalline (geordneter Molekdl-
aufbau) und amorphe (ungeordneter Molekulaufbawkg&itren, wobei beide auch nebenein-
ander vorkommen konnen (teilkristalline Polyme@)ym einen sind Polymere natirlichen
Ursprungs, wie beispielsweise Latex, zum anderemdevesie synthetisch durch Polyreaktio-
nen von Monomeren hergestellt. Synthetische Kuofé¢ssind vielfaltiger und aus diesem
Grund auch verbreiteter. Ursache hierflr ist dieladhl an verschiedenen Monomeren und
die unterschiedlichen Reaktionsméglichkeiten. DaRahmen dieser Arbeit nur synthetische

Kunststoffe untersucht wurden, werden die Natufstoicht ndher betrachtet.

SRRV

linear verzweigt vernetzt verschlauft

Abbildung 1 Schematische Darstellung der Strukturen von Makitekiilen [26]
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2.1.2  Einteilung der Kunststoffe nach ihrer Herstellung

Kunststoffe entstehen durch Polyreaktionen, die sic

— Polymerisation,
- Polyaddition und
- Polykondensation

einteilen lassen [27]. Im Weiteren werden nur deaRionen vorgestellt, die bei der Herstel-

lung der untersuchten Kunststoffe eine Rolle spiele

Polymerisationen werden ausgel6st durch Initiatoren (radikalisclkerotnisch), Warme,
ionisierende Strahlen oder Licht. Bei der Verwergluon Ziegler-Natta-Katalysatoren oder
Metallocenen kommt es durch Einlagerung des Monsmetischen Polymerkette und Uber-
gangsmetall des Katalysators zur Kettenverlangerdadiandelt sich um eine Koordinations-
oder Insertionspolymerisation, die bei niedrigentidken (unter 30 bar) und geringen
Temperaturen (maximal 120 °C) ablauft [28]. Beiglée-Natta-Katalysatoren handelt es sich
um metallorganische Mischkatalysatoren, bestehesdeaer metallorganischen Hauptgrup-
penverbindung, wie Triethylaluminium, und einer tBngsmetallverbindung, wie
Titantetrachlorid. Der Mechanismus dieser Reaktord in Abbildung 2 verdeutlicht. Auf
diese Weise werden unter anderBolyethylen, Polypropylen, Cycloolefincopolymer und

Cycloolefinpolymer hergestelit.

Et\gg
Et Et
cl \
\ /CI Al(EY) c L C,H, Cl\‘. CH
VAl AI(Et)3CI AN A —_cH, o]’
N - .
cl”  cl 2 crr c Cr G HzC// o /‘T.
Cl
Et_H, H,C—C—Et
C | 2
“oH o
Y < N CH,
"I'i CI\_\I_
cl i
C|\ﬁH2 c” L

Abbildung 2 Koordinationspolymerisation unter Zuhilfenahme &egler-Natta-Katalysatoren [29]
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Bei der Polykondensation handelt es sich um eine Stufenreaktion, bei derMonomere
nicht durch Initiatoren, sondern schrittweise tUGdégomere, die ihrerseits mit anderen Mo-
nomeren oder Oligomeren weiter reagieren, zu lam&olymerketten wachsen. So laufen
bei der Polykondensation mehrere Teilreaktionealfgrab, unter Abspaltung von niedermo-
lekularen Verbindungen, wie Wasser, Alkoholen oHalogenwasserstoffen. Eine spezielle
Form der Polykondensation ist die Grenzflachenkosdgon, bei der die Bildung des Poly-
mers an der Grenzflache zweier nicht mischbaresdiglceiten ablauft, wobei jede Flussigkeit
eines der beiden Ausgangsmonomere enthélt. Sekntais Phosgen und dem Natriumsalz

des Bisphenol Aolycarbonat, ein Polyester.

Um Kunststoffen gummielastische Eigenschaften zuscmaffen, werden plastische,
kautschukartige, gesattigte oder ungesattigte Pelgrmulkanisiert. Mit Hilfe von energierei-
cher Strahlung oder Peroxiden werden diese verne@&éi Elastomeren mit
C,C-Doppelbindungen erfolgt dMulkanisation zumeist mit Schwefel oder schwefelhaltigen
Verbindungen. Bei Temperaturen von 120-160 °C (iAdKanisation) bilden sich Schwefel-
briicken aus, deren Anzahl die Elastizitat des Petgrbestimmt. Fir diese Reaktion kommen
aulRerdem Aktivatoren oder Verzdogerer zum Einsag&zddn Prozess entsprechend beschleu-
nigen oder verlangsamen. Zu den Aktivatoren zahlemer anderem Xanthogenate,

Thioharnstoffderivate, Thiazole oder Dithiocarbaenat

2.1.3 Thermische Einteilung von Kunststoffen

Neben der Unterscheidung der Polymere nach ihremtéleingsprozess ist es auch ublich,
diese anhand ihrer thermischen Eigenschaften kereliizieren. Daraus erfolgt eine Untertei-
lung in [30]

— Thermoplaste,

- Elastomere und

— Duroplaste.

Bei Thermoplasten handelt es sich um nicht vernetzte Kunststoffe,laii amorpher Struktur
oberhalb ihrer Erweichungstemperatur flieRen uniddatkristalliner Struktur oberhalb ihrer
Schmelztemperatur schmelzen. In diesem Zustandekbaie verarbeitet werden. Nach dem
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Abklhlen behalten sie ihre Gestalt. Der Vorgang Aefschmelzens und Erstarrens bzw.
Kristallisierens kann beliebig oft wiederholt wend®ies trifft fir Duroplasten nicht zu. Die
chemisch engmaschigen, meist amorphen Kunstst@ffeern in vernetzten Strukturen vor,
deren Kettensegmente sich oberhalb der Erweichemgsratur begrenzt bewegen kdnnen.
Duroplasten zersetzen sich ab einer bestimmten @ty irreversibel. Auclitlastomere
sind nicht schmelzbar, lediglich erweichbar, wierdplaste. Diese weitmaschigen, chemisch
vernetzten Polymere sind bis zur Zersetzungsteriyregummielastisch, eine Verformung

nach der Vulkanisation ist nicht mehr maoglich.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden nur Elastomere umerifioplaste untersucht (siehe
Tabelle 1).

Tabelle 1Kunststoffe, die in der vorliegenden Arbeit untetsiwurden

Thermoplaste Elastomere

Polyethylen Polyisoprenkautschuk
Polycarbonat Chlorierter Butylkautschuk
Polypropylen Bromierter Butylkautschuk

Cycloolefinpolymer
Cycloolefincopolymer

2.1.4 Zusatzstoffe

Kunststoffe und Elastomere sind in der Regel ngctiort nach der Synthese verarbeitbar und
verwend- bzw. haltbar [30]. Aus diesem Grund werdesen Polymeren Stoffe zugegeben,

um

mechanische Eigenschaften zu verandern oder zesssmn,

— einen verbesserten Schutz vor Abbau wéhrend Wetiaveitung oder Anwendung zu

erzeugen,

— das Aussehen des Produktes zu verbessern,

— die Verarbeitbarkeit des Rohmaterials zu optimigren
— die Vulkanisation von Polymeren zu ermdglichen,

— oder um die Leistungsfahigkeit des Produktes ztterh.

12
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Zudem ist es oft sinnvoll, Flllstoffe zuzusetzee)ahe die Kosten erheblich reduzieren kon-
nen [31]. Fur diese Arbeit relevante Kunststoffaéigdiwerden im Folgenden naher beschrie-

ben.

2.1.4.1Antioxidantien

Antioxidantien werden dem Polymer zugesetzt, unseled ebensdauer zu verlangern, indem
sie den oxidativen Abbau, verursacht durch Warmightl. UV-Strahlung, Scherbean-
spruchung bei der plastischen Verarbeitung, metilé Verunreinigungen oder Spuren von
Hydroperoxiden aus der Synthese, verlangsamenwaateindern [30]. Die dabei entstehen-
den freien Radikale kdnnen zum Abbau des Polymédreeh. Die durch erhéhte Temperatur
verursachte Radikalbildung ist in Abbildung 3 datedt.

H—:—P%HT—*> HA-P o+ H

H+P |5+ o,— H-fpt-00"

b oo kel
H-+P--c™+ OH

H4-Pfr0" + HE-PtoH H4-P15OH + H4-P ]

Abbildung 3 Bildung freier Radikale durch den Einfluss erhéfitemperatur, P = Polymerkette [32]

H—_—P—_?]OO + H‘PP—_T]H

H—_—P—_EOO—H

Folge dieses Prozesses kann eine Kettenspaltung diei zur Abnahme der molekularen
Masse fuhrt. Alternativ kann es jedoch auch zum¥aung und daraus resultierenden Zu-
nahme des Molgewichtes kommen [32]. Fur den Anwemdel dies zusammenfassend als
Alterungserscheinung sichtbar, was sich in FormWengilbung, Glanz- und Tranzparenzver-
lust, Oberflachenrissen oder Verlust an mechanrs&igenschaften auf3ern kann [33]. Um
dies zu verhindern, werden dem Polymer Antioxidamt(= AO) zugesetzt. Zum einen
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existieren so genannte Endgruppenbildner (primdpg, Avelche durch Reaktion mit freien
Radikalen die Oxidation verhindern [34]. Hierzu g&thsubstituierte Phenole und aromatische
Amine. Zum anderen haben sich praventiv wirkendexdzersetzer (sekundéare AO) etab-
liert, welche Hydroperoxide und Peroxide in nichtlikalische, stabile Verbindungen um-
wandeln und somit die Bildung freier Radikale vadarn [32]. Phosphite, Phosphonate und
Thio-Verbindungen zahlen zu dieser Klasse. Im Rahtieser Arbeit wurden einige AO auf
ihr Migrationsverhalten untersucht, eine Sortiermagh Wirkungsweise ist in Tabelle 2 ab-
gebildet. Chemische Formeln dieser Stoffe befirglen in den Kapitel3.2 und3.3.

Tabelle 2priméare und sekundare AO, welche fir diese Arlaévant sind

Primare AO Sekundare AO
B-BHA Irgafos 168

BHT Additiv 16 Ph. Eur.
MTBC

Additiv 8 Ph. Eur.
Additiv 13 Ph. Eur.
Topanol

Irganox 1010
Irganox 1330
ODPA

Irganox 565
Irganox 1076

2.1.4.2UV-Stabilisatoren

Die Absorption von ultraviolettem Licht kann im Foler zum photochemischen Abbau flh-
ren, was durch die Bildung von Radikalen mit evehtiegleitender Oxidation bedingt wird.
Veranderungen der Farbe, Verlust an Flexibilitad @ianz, sowie Veranderungen der mola-
ren Masse kénnen die Folge sein [33]. SchutzmaReatkdnnen Uberziige, wie Metalle oder
Lacke sein. Des Weiteren ist es mdglich, UV-Absosdiazusetzen, welche in der Lage sind,
UV-Strahlung zu absorbieren und Infrarotstrahlungemittieren. Vertreter dieser Klasse sind
Hydroxybenzophenone, Hydroxyphenylbenzotriazole Ro®. Eine Ubersicht der in dieser
Arbeit verwendeten UV-Stabilisatoren befindet sichrabelle 3. Chemische Formeln dieser
Stoffe befinden sich in Kapit&.3.
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Tabelle 3UV-Absorber, die im Rahmen dieser Arbeit unterswetitden

UV-Absorber

DHBP Tinuvin 326
DHMBP Tinuvin 327
DHDMBP Tinuvin 329
Eusolex Chimasorb 81
Tinuvin P

2.1.4.3Weichmacher

Weichmacher kommen bei Polymeren zum Einsatz, urandElexibilitdt, Verarbeitbarkeit
und Dehnbarkeit zu erhéhen. Hierbei wird zwischemegrer Weichmachung” und ,aul3erer
Weichmachung” unterschieden. Bei deneren Weichmachungwerden zwei vertragliche
Monomere mit stark differierenden Glastbergangstratpren copolymerisiert, wobei es zu
einer festen chemischen Verknipfung harter undhveeiSegmente kommt, was in einer tem-
peraturabhangigen Flexibilitat resultiert. Bei d@uleren Weichmachung (Primér- und
Sekundarweichmacher) handelt es sich um den Zusatfermolekularer Stoffe, welche
durch Einlagerung in die Polymerketten und die Aldsing von Nebenvalenzkréften zur
Quellung oder Solvatation fuhren. Primarweichmactaten gut gelieren und im Polymer
nicht ausschwitzen. Zu diesen zahlen Phthalsaereste Diethylhexylphthalat (DEHP)
oder Dibutylphthalat (DBP), aber auch Adipate, Wie(2-ethylhexyl) adipate (DEA), wel-
ches oft mit Sekundarweichmachern, wie epoxidiertoyadl, kombiniert wird. Sekundar-
weichmacher sind dipolarme, mafige Gelierer undderemur in Kombination mit Primar-
weichmachern eingesetzt, um die Migrationstendanzeringern und die Kaltefestigkeit
sowie Extraktionsbestandigkeit zu erhéhen. Wegeradkaltenden Diskussion Uber ein even-
tuelles genotoxisches Potential von DEHP wird des#grwendung stark limitiert und in
pharmazeutischen Produkten bewusst darauf verrifl¢ Im Rahmen dieser Arbeit wird
neben DEHP des Weiteren DBP untersucht. Chemisoiradi dieser Stoffe befinden sich in
Kapitel 3.2.
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2.1.4.4Gleit- und Schmiermittel

Die thermoplastische Verarbeitung von Polymerenlgtrfbei amorphen Typen oberhalb der
Glasubergangstemperatur, bei kristallinen Werkstotiberhalb des Kristallitschmelzpunktes.
Die makromolekulare Struktur fihrt zu Schmelzen sebr hoher Viskositat, was zur Folge
hat, dass eine Forderung und Verformung nur untgtuss von Druck stattfinden kann. Dies
kann zu Dissipation fuhren und ein damit einhergdlee Abbau des Polymers bewirken.
Additive, die im Inneren der Polymerphase in degé.aind, deren rheologische Eigenschaf-
ten zu beeinflussen, werden aisere Gleitmittel bezeichnet. Sie kdnnen die Viskositat er-
niedrigen oder eine scherverflissigende und disemeEmindernde Wirkung haben. Als
aul3ere Gleitmittel werden Additive bezeichnet, welche das Verhalten lieiRen Kunst-
stoffmasse an Grenzflachen zu anderen Werkstoféstirbmen. Sie kdnnen trennwirksam
oder reibungsmindernd sein [33]. Tabelle 4 fuhd iih Rahmen dieser Arbeit untersuchten

Gleitmittel auf. Chemische Formeln dieser Stofférimen sich in KapiteB.3.

Tabelle 4Gleitmittel, welche in dieser Arbeit untersucht wen sind

Gleitmittel

Erucamid
Oleamid
Stearinsaure

2.1.5 Untersuchte Kunststoffe

Im Folgenden werden die Kunststoffe vorgestellt/cive im Rahmen der Extraktions- und
Migrationsstudie untersucht wurden. Dabei handekieh um Materialien, die als Bestandtei-

le von Priméarverpackungen pharmazeutischer Prochidiég zum Einsatz kommen.

2.1.5.1Polyethylen

Polyethylene bestehen aus der Grundeinheit Ethyterkonnen differenziert werden in

* PE niederer Dichte (LD-PE),
* Lineares PE niederer Dichte (LLD-PE),
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* PE mittlerer Dichte (MD-PE),

* PE hoher Dichte (HD-PE),

e PE hoher Dichte und hoher Molekularmasse (HD-HMW-&

* PE hoher Dichte und ultrahoher Molekularmasse (HEMW-PE).

Sie unterscheiden sich hinsichtlich ihres Verzwegggrades und damit verbunden in Dichte
und Kristallinitdt. Da in der vorliegenden Arbeiisschlie3lich LLD-PE untersucht worden

ist, wird im Folgenden nur auf dieses Material eigangen.

H H H
e T o s e S TR

| H, H, H, J | H, | H, H, H,

C,H, C,H, CH, )

Abbildung 4 Polyethylen, bestehend aus Ethylen und 1-Bute@atsonomer [35]

Bei linearen Polyethylenen niederer Dichte handslsich um Copolymere aus Ethylen und
5-10 % Olefinen hoherer Kettenlange. Comonomer w#srsuchten LLD-PE ist 1-Buten

(siehe Abbildung 4). Diese Copolymerisation m#Olefinen fihrt zu einem geringeren

Kristallinitdtsgrad durch statistische Kurzketteraveeigung und damit zu einer geringeren
Dichte.

Kunststoffadditive, die bei der Herstellung von LHHE zum Einsatz kommen, sind Antioxi-
dantien, UV-Stabilisatoren, Antiblock- und Antistttel, aber auch Fullstoffe (z. B. Kreide,
Talkum, Glimmer und Kaolin) und Verstarkungsmit(el B. Glasfasern) [30]. Polyethylene
fur die Verpackung von Parenteralia und Ophthalnsikal im europaischen Arzneibuch auf-
gefuhrt und durfen die Zusatzstoffe 7 — 17 lautRlr. in angegebenen Konzentrationen ent-
halten (siehe Kapitel.3.6).

Verwendung findet LLD-PE unter anderem bei der kdtsng von Ampullen und Kathetern
[30]. Im Rahmen dieser Arbeit wird anhand mehrételyethylenchargen der Einfluss ver-

schiedener Herstellungsansatze auf das Extraktiofispntersucht.
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2.1.5.2Polypropylen

Nach Polyethylen ist Polypropylen der am haufigsterwendete Kunststoff in Europa [2].
Polypropylene entstehen durch Koordinationspolysation unter Verwendung von Ziegler-
Natta-Katalysatoren, wobei heutzutage zunehmendalMeene zum Einsatz kommen. Bei
Propylen-Homopolymeren ist Propen das Monomer ¢sigbbildung 5), bei Copolymeren
konnen Ethylen, 1-Buten oder hohereOlefine als Comonomere verwendet werden. Die
Synthese des Polymers flhrt zu isotaktischen fa#éhylgruppen zeigen in eine Richtung),
syndiotaktischen (die Ausrichtung der Methylgrupdteriert) oder ataktischen (die Anord-
nung der Methylgruppen ist unsymetrisch) Polyprepgh, wobei das isotaktische Polymer
das technisch bedeutsamste ist. Mit Zunahme déskisxhen Anteils erhoht sich auch der

Kristallinitatsgrad.

Abbildung 5 Grundeinheit von Polypropylen

Da Polypropylene noch starker licht- und oxidatemgfindlich sind als Polyethylene, ist der
Zusatz von Antioxidantien und UV-Stabilisatoren mgénglich. Um die Materialkosten zu
senken, werden haufig Fullstoffe, wie Mineraliemgide und Talkum verwendet. Auch Ver-
starkungsstoffe, wie Glasfaser, konnen addiert arer@olypropylene fir die Verpackung von
Parenteralia und Ophthalmika sind im europaischeanéibuch aufgeftihrt und durfen die

Additive 7 — 17 in vorgegebenen Konzentrationembaiten (siehe Kapitel.3.6).

Polypropylene zeichnen sich, wie alle Polyolefingath eine geringe Wasserdampfdurchlas-
sigkeit aus und werden deswegen oft zum Schutzbelrensmitteln eingesetzt. Innerhalb

dieser Arbeit ist Polypropylen in Form eines Lueldds Bestandteil der Glaskartusche.
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2.1.5.3Polycarbonat

Bei Polycarbonat handelt es sich um einen linearermoplastischen Polyester der Kohlen-
saure mit aliphatischen oder aromatischen Dihydidepindungen, der sich durch seine
hohe Transparenz, Zahigkeit und sein gutes elek&ssIsolationsvermégen auszeichnet [36].
Die Alkoholkomponente des in dieser Arbeit verwerdePolycarbonates stellt Bisphenol A
dar, welches zudem der am héaufigsten verwendeteet&r dieser Stoffklasse ist (siehe
Abbildung 6). Polycarbonat entsteht aus BisphenoluAd Diphenylcarbonat durch

Umesterung oder durch Phasengrenzflachenpolykoatiensdes Alkohols mit Phosgen in

Pyridin. Dies ist die haufigste Art der Synthese.

Der regelmafdige Molekulaufbau kdnnte eine Krigtébit des Thermoplasten vermuten las-
sen, es handelt sich jedoch um einen amorphen WérkSurch die Carbonatestergruppe ist
Polycarbonat empfanglich fur hydrolytische Spaltunaa. bei langerem Kontakt mit heiRem

Wasser.

Polycarbonat neigt zur thermooxidativen Anfalligkevas sich durch Vergilbung des Materi-
als zeigt. Aus diesem Grund werden zur Erh6hungStigilitéat wahrend des Verarbeitungs-
prozesses Phosphite und Phosphonite eingesetzjedtieh fur einen Langzeitschutz nicht
ausreichen. Hierflr eignet sich der Zusatz von ph&rh gehinderten Antioxidantien, wie
Irganox 1010 oder Irganox 1076, sowie die Verwemgduon UV-Absorbern, wie die Gruppe
der Tinuvine (Hydroxyphenylbenzotriazole). Des Whah konnen Stabilisatoren gegen den
hydrolytischen Abbau, Flammschutzmittel, optischéh®ller, Fillstoffe oder Verstarkungs-

stoffe wie Glasfaser zugesetzt werden.

Polycarbonate finden hauptsachlich im Bereich dektitechnik und Elektronik ihren Ein-
satz. Wegen der relativ hohen Sauerstoff- und Kahteiddurchlassigkeit ist die Verwend-
barkeit im Bereich der Verpackungen begrenzt. ItheFder vorliegenden Arbeit wird Poly-

carbonat als Kappe der Glaskartusche eingesetzt.

O
' OO '

n

Abbildung 6 Grundeinheit von Polycarbonat mit Bisphenol A&llsoholkomponente
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2.1.5.4Cycloolefinpolymer und Cycloolefincopolymer

Mit Hilfe der Metallocen-Katalysatoren ist es mali Polymere mit heterocyclischen Sei-
tenketten herzustellen. Cycloolefinpolymere enestedurch Polymerisation des Monomers
Norbornen. Fir die Synthese des Copolymers wirétzlish das Comonomer Ethylen ver-
wendet (siehe Abbildung 7). Haufig eingesetzte Fastaffe sind Antioxidantien oder Anti-
blockmittel. Beide Materialien sind sehr unpolaeichnen sich durch eine sehr geringe
Wasserdampfdurchlassigkeit aus und sind bestaretigrg hydrolytischen Abbau [3]. Auf-
grund der Transparenz eignen sie sich besondempfische Bauteile. Aul3erdem finden sie
Anwendung als Kivettenmaterial und im Bereich derp¥ckung (Blisterfolien, Schrumpf-
etiketten). Im Rahmen dieser Arbeit ist COP dasnd@rmaterial der Kunststoffkartuschen.
Zusatzlich werden wahrend der Extraktionsversuadrschiedene Chargen untersucht. COC

wird in Form eines Granulates wahrend der Extralstversuche bericksichtigt.

|

* c—C Cc-C *
AN
* * X y

R1 R2 | R -

A B

Abbildung 7 Grundbaustein von A Cycloolefinpolymer [37] und Bdabolefincopolymer

2.1.5.5Elastomere

In der vorliegenden Arbeit werden zum einen Forgdiraus bromiertem und chloriertem

Butylkautschuk und zum anderen aus Polyisopren&hauksuntersucht (siehe Abbildung 8).

Polyisopren kommt in einer Vielzahl von Pflanzenr vand liegt zum einen als
1,4-cis-Polyisopren (Naturkautschuk) und zum anderals 1,4-trans-Polyisopren
(Guttapercha) vor. Dieses Polymer kann jedoch aucbh Isopren-Polymerisation in Anwe-
senheit von Lithiumalkylen in Kohlenwasserstoffgmtietisiert werden. Bei der anschlie-

Renden Vulkanisation verschieben sich die viskaaerelastischen Eigenschaften. Hierbei
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kommt es zur Vernetzung der Polymerketten Uber $t#iarlicken unter Anwesenheit von
Schwefel oder schwefelhaltigen Verbindungen unteis&z von Katalysatoren und hoher
Temperatur. Fur dieses Verfahren miussen in demi&oketten Doppelbindungen vorliegen.
Ist dies nicht der Fall, so erfolgt die Vernetzumyrch energiereiche Strahlung,

Peroxide oder Metalloxide.

Butylkautschuk entsteht durch die Polymerisatiom V&opren und Isobutylen. Das so ent-
standene Polymer wird in Hexan oder Pentan gelddtmit elementarem Brom bzw. Chlor
versetzt. Die ionische Substitution an den Isoprdresten fuhrt zur Halogenierung des
Polymers. AnschlieRend wird das Material getrockB&j.

Die Vulkanisation des halogenierten Butylkautschwitsl Gblicherweise mit Schwefel, Zink-

oxid oder Peroxiden durchgefuhrt.

Gangige Zusatzstoffe in Elastomeren sind Antioxidgmnund Fllstoffe wie Rul3. Anwendung
finden sie in Dichtungs- oder Verschlusssystemanerhalb dieser Arbeit werden sie als
Stopfen, Kolbenstopfen, Dichtungsringe und Verss$itappen fur Kartuschen und Vials ein-
gesetzt.

A B

Abbildung 8 Grundbausteine von A Polyisoprenkautschuk und B/lBautschuk

2.2 EXTRAKTIONS- UND MIGRATIONSSTOFFE

Im Rahmen der gultigen Rechtsgrundlagen wird zvaackxtraktiv- und Migrationsstoffen

aus Verpackungen unterschieden. Im Folgenden sodlele Begriffe definiert werden.
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2.2.1 Extraktivstoffe

Extraktionsversuche werden durchgefuhrt, um einan@eage fir die sich anschliel3ende
Migrationsstudie zu liefern. Das zu untersuchendse¥al soll mit Extraktionsmitteln be-
handelt werden, deren Eigenschaften dem spatemre#wnittel ahnlich sind. Unter Verwen-
dung extremer Bedingungen werden Extraktionspraditgtellt, welche Aufschluss dariber
geben sollen, welche Substanzen im Arzneimitteuigdén werden kdnnten. Zudem ist es
Ublich dieses Extraktionsprofil durch den Einsatn \Extraktionsmitteln unterschiedlicher

Polaritaten zu erweitern, um den Worst Case (schéitan anzunehmenden Fall) abzubilden.

Es wird unterschieden zwischen priméaren, sekundared tertidren Extraktivstoffen
(= Extractables). Beprimaren Extraktivstoffen handelt es sich um Kunststoffadditive,
welche dem Polymer absichtlich zugesetzt werdendassen Eigenschaften zu beeinflussen
(z. B. DEHP als Weichmacher in PVC). Unsakundaren Extraktivstoffen werden Verun-
reinigungen von Zusatzstoffen verstanden, alsofé&tefelche unabsichtlich im Kunststoff
vorliegen. Zu dieser Gruppe zahlt Myristinsédurelchve eine Verunreinigung der Stearinsaure
(Gleitmittel) darstellt. Aul3erdem sind Herstellungskstande von Hilfsstoffen Teil dieser
Gruppe (z. B. Cyclohexanonjertidre Extraktivstoffe umfassen Stoffe, welche erst wah-
rend der Produktion des Kunststoffes entstehen peigpielsweise Essigsaure, welche durch
Gammastrahlung entsteht und so extrahiert werden. diese Gruppe lasst sich am schwers-
ten zuordnen, da sie sich, im Gegensatz zu primanensekundaren Extraktivstoffen, nur

schwierig durch Herstellerangaben erklaren lag88n.40]

2.2.2  Migrationsstoffe

Bei Migrationsstoffen (= Leachables) handelt e sim Substanzen, die durch Arzneimittel-
kontakt wéhrend der normalen Anwendung aus der &vienpackung ins Fullgut wandern

[1]. Es wird unterschieden in passive und reakiuligrationsstoffe.

Passive Migrationsstoffereagieren nicht mit dem Fullgut und kénnen somdhaals Extrak-
tivstoffe bezeichnet werden. Reagieren extrahigttdfe jedoch mit Bestandteilen des Fillgu-
tes, handelt es sich uraaktive Migrationsstoffe. Sie stellen keine Extraktivstoffe dar, eine

Verlinkung ist jedoch mdglich. [39, 40]. Migraticstadien sollen parallel zur Stabilitatspri-
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fung des Arzneimittels durchgefiihrt werden, weldme spatere Lagerung simulieren. Das
zuvor generierte Extraktionsprofil soll die ldemiérung gefundener Migrationsstoffe er-
leichtern. Konnten wahrend der Migrationsstudie tdipnsstoffe gefunden werden, so ist

eine toxikologische Bewertung des erhaltenen Rrofitwendig.

2.3 REGULARIEN

Da die Migration von Bestandteilen des Primarpatiatsi in das Arzneimittel ein toxikologi-
sches Risiko fur den Patienten darstellen kannj @ie Durchfiihrung von Extraktions- und
Migrationsstudien einschliel3lich der toxikologisnhBeurteilung der erhaltenen Profile be-
hordlich vorgeschrieben. Die in Tabelle 5 aufgeféihrRegularien und Empfehlungen neh-
men in unterschiedlicher Ausfuhrlichkeit und Aukticng Stellung zur Durchfihrung und
Beurteilung von Studien zum Extraktions- und Migrasverhalten von Verpackungsbestand-
teilen. Mit Ausnahme der Kunststoffrichtlinie 2002/EG stammen alle Regularien aus dem
Pharmabereich. Diese nehmen zum Teil Bezug aufFeiegungen im Lebensmittelbereich,
weshalb die Kunststoffrichtlinie 2002/72/EG nahesthrieben wird.

Da im Rahmen dieser Arbeit ausschliel3lich orgamsEltraktions- und Migrationsstoffe,
sowie Schwefel, untersucht wurden, wird bei degéaden Beschreibung relevanter Regula-
rien auf dieEMEA-Richtlinie zu Grenzwerten fur Riuckstande von Mieasdllysatoren41]

verzichtet.

Tabelle 5Richtlinien und Empfehlungen, die sich mit der Enftihrung und Beurteilung von Extraktions- und
Migrationsstudien befassen

Titel dt. Beschreibung
ICH-Guideline | Pharmaceutical development Pharmazeutische Enturigkl
Q8
ICH-Guideline | Specifications: Test procedures and Spezifikationen: Prifverfahren und Grenzwerte
Q6A acceptance criteria for new drug sub- | fir neue Arzneistoffe und Arzneimittel:
stances and new drug products: chemi¢athemische Substanzen
substances
ICH-Guideline | Impurities in new drug products Verunreinigungeméuen Arzneimitteln
Q3B
ICH-Guideline | Impurities: Guideline for residual Verunreinigungen: Richtlinie fir Restlosemittel
Q3C solvents
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Titel dt. Beschreibung

ICH-Guideline | Stability Testing of new drug substances Stabilitatsuntersuchungen fiir neue Arzneistoffe
Q1A and products und Arzneimittel

FDA-Guidance| Guidance for industry: container ctesu| Leitlinie fur die Industrie: Behaltnisse fur Arz-
systems for packaging human drugs andneimittel und biologische Erzeugnisse zur

biologics menschlichen Anwendung
EMEA- Guideline on plastic immediate Richtlinie Gber Primarpackmittel aus
Guideline packaging materials Kunststoffen
EMEA- Guideline on the limits of genotoxic Richtlinie zu Grenzwerten von genotoxischen
Guideline impurities Verunreinigungen
EMEA- Guideline on the specification limits for | Richtlinie zu Grenzwerten fir Rickstande von
Guideline the residues of metal catalysts Metallkatalysatoren

EG-Richtlinie Kunststoffrichtlinie 2002/72/EG -

Européaisches | Behaltnisse und deren Materialien -

Arzneibuch

PQRI- Safety thresholds and best practices fof Handlungsempfehlung tber die Durchfiihrung
Recommenda-| extractables and leachables an orally | und Beurteilung von Extraktions- und

tion inhaled and nasal drug products Migrationsstudien fir OINDPs

Im Rahmen der Migrationsstudie wurden fliissige Aiformen untersucht, deren Behéltnisse
eine parenterale Applikation vorsehen. Aus dieseom@ wird diese Formulierung hervorge-

hoben.

2.3.1 Richtlinien der ICH

Die ICH (International ©nference on Hrmonisation of technical requirements for registra
on of pharmaceuticals for human use) hat zum Zelriilungskriterien fur Arzneimittel als
Basis der Arzneimittelzulassung in Europa, Japash den USA zu harmonisieren. So wird

auch der Umgang mit Extraktions- und Migrationdstofinternational geregelt.

In der ICH-Richtlinie Q8 Pharmazeutische Entwicklufg] wird festgelegt, dass bei der
Wahl des Primarpackmittels fur ein Arzneimittel eiBeurteilung von moéglichen Wechsel-
wirkungen zwischen Verpackungsmaterial (inklusivekéitierung und Bedruckung) und
Fullgut stattfinden soll.

Die ICH-Richtlinie Q6A Spezifikationen: PriufverfahrenduGrenzwerte fir neue Arzneistoffe

und Arzneimittel: chemische Substani8)] schreibt die Durchfihrung von Extraktionsstu-
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dien fur flissige Arzneimittel zur oralen und paeralen Applikation einschliel3lich einer
toxikologischen Bewertung im Rahmen von Spezifixagin vor.

Fur die Beurteilung von Verunreinigungen, die Readgprodukte zwischen Primarpackmittel
und Arzneistoff bzw. Hilfsstoff darstellen, liefedte ICH-Richtlinie Q3B Verunreinigungen in
neuen Arzneimittelfd4] Informationen Uber Grenzwerte, die bei demrBichung der Zulas-

sungsunterlagen unterschiedliche Berichterstattortern. Tabelle 6 liefert einen Uberblick.

Je nach prozentualem Anteil der Verunreinigung,obgern auf die maximale tagliche Dosis
des Arzneistoffes, missen Verunreinigungen berigiiR€ = Reporting_Threshold), identifi-
ziert (IT = Identification_Threshold) bzw. toxikologisch beurteilt (QT_=u@lification Thres-

hold) werden.

Tabelle 6 Grenzwerte nach ICH-Richtlinie Q3B; TD = Taglidbesis, VU = Verunreinigung, AS = Arzneistoff,
TDI = Total Daily Intake (gesamte tagliche Einnahme

Reporting Thresholds (RT)

TD max (AS) Grenzwert VU bez. auf TR« (AS)
<1lg 0.1 %
>1g9 0.05 %

Identification Thresholds (IT)

TD max (AS) Grenzwert VU bez. auf TRy (AS)
<1lmg 1.0 % oder 5 pug Tbl

1 mg - 10 mg 0.5 % oder 20 pug FDI
>10mg-2g 0.2 % oder 2 mg TDI

>2g 0.1%

Qualification Thresholds (QT)

TD max (AS) Grenzwert VU bez. auf TRy (AS)
<10 mg 1.0 % oder 50 pg TDI

10 mg — 100 mg 0.5 % oder 200 ug DI
>100mg-2g 0.2 % oder 3 mg TDI

>2g 0.15%

! Der kleinere beider Werte gilt als Grenzwert
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Auch Restlosemittel aus der Polymerherstellung kanpotentielle Migrationsstoffe darstel-
len, weshalb di¢CH-Richtlinie Q3C Verunreinigungen: Richtlinie fRestlosemittgi5] eine
wichtige Grundlage fir die Beurteilung solcher Sabgen darstellt. Inhalt dieser ICH-
Richtlinie ist der Umgang mit Losemitteln, welché@lwend der Herstellung von Arzneistof-
fen, -zubereitungen oder Hilfsstoffen zum Einsatmknen kénnen und nicht zu 100 % ent-
fernt wurden. Hierfir werden diese Losemittel ieidrerschiedene Kategorien eingeteilt. In
Klasse einsbefinden sich solche, welche ein inakzeptableszitkagenes Risiko fur den
Patienten darstellen. Diese sollten nicht zur Amduerg kommen. Sollte ein Einsatz dieser
Lésemittel unumganglich sein, muss eine ausfuteligtzen-Risiko-Abschatzung vorliegen.
In Klasse zweiwurden Losemittel eingruppiert, fur die ein Greeriwfestgeschrieben ist,
unter dem fir den Patienten kein Risiko bezlgli@rzihogenitat oder anderer irreversibler
Toxizitat besteht. Losemittel, von denen ein numr ggeringes toxikologisches Risiko ausgeht,
sind inKlasse dreieinsortiert. Hier gilt eine Konzentration von kis 50 mg/d als unbedenk-
lich. Auch héhere Konzentrationen kdnnen akzeptagtden, wenn diese die Qualitat nicht
beeintrachtigen. Losemittel der Klasse drei solltén die Herstellung von Arzneistoffen,
-zubereitungen und Hilfsstoffen bevorzugt eingdserden. Eine Auswahl gelisteter Lose-
mittel befindet sich inTabelle 7. Dort befindentsiebenfalls die Grenzwerte fir Losemittel

der Klasse zwei (PDE =ePmitted_Caily Exposure; zulassige tagliche Aufnahme).

Tabelle 7Klassifizierung einiger Losemittel nach ICH-GuiadsiQ3C

Klasse 1 Klasse 2 / PDE [mg/d] Klasse 3
Benzen Hexan /2,9 Aceton
Tetrachlormethan Cyclohexan / 38,8 2-Butanol
1,2-Dichlorethan Methanol / 30,0 Ethanol
1,1-Dichlorethan Ethylenglycol / 6,2 1-Propanol
1,1,1-Trichlorethan Xyletv 21,7 2-Propanol

2 Ublicherweise bestehend aus 60 % m-Xylen, 14 %yfeiX 9 % o-Xylen und 17 % Ethylbenzen
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Zusatzlich werden in dieser Richtlinie Losemittefgelistet, fir die die momentane Daten-
lage eine Berechnung von Grenzwerten nicht zul&éist. muss der Hersteller selbst eine
toxikologische Beurteilung vornehmen. Hierzu zéhterB. Isooctan, Petrolether, Isopropy-

lether oder Trifluoressigsaure.

Es wird empfohlen, Migrationsstudien wéhrend debitatsiberprifungen durchzufihren.
Die Forderung nach Stabilitatstests fur die Zulagsoeuer Arzneistoffe und Arzneimittel
wird in derICH-Richtlinie Q1A Stabilitatsuntersuchungen fuueeArzneistoffe und Arznei-
mittel [46] beschrieben. Sie legt fest, welche Stabilitaten bei der Zulassung von neuen
Arzneistoffen und Arzneimitteln eingereicht werdefissen. Ziel von Stabilitatsuntersuchun-
gen soll die Beurteilung der Qualitat, Wirksamkeid Unbedenklichkeit in Abh&ngigkeit von
der Zeit unter Einfluss verschiedener auf3erer Fakiovie Temperatur, Licht und Feuchtig-

keit sein. Die zu untersuchenden Lagerungsbediregusond in Tabelle 8 aufgefihrt.

Separat erwdhnt werden Stabilitatsuntersuchungefrareimitteln in semipermeabler Ver-
packung, solchen die kihl gelagert werden missé@ 63 °C) oder eine Lagerung im Ge-
frierschrank (-20 °C £ 5 °C bzw -20 °C = 5 °C) erfordern.

Tabelle 8 Allgemeine Lagerungsbedingungen und —dauer, weldde ICH-Richtlinie Q1A entstammen;
RH = Relative_ Himidity (relative Feuchte)

min. Lagerungsdauer, ab der eine Einreichung

Studie Lagerungsbedingungen der Daten moglich ist

25°C+2°C/60% RH +5 % RH
Langzeitlageruny oder 12 Monate
30°C+2°C/65% RH+5%RH

intermediare

30°C+2°C/65% RH+5%RH 6 Monate
Lagerung

beschleunigte

40°C+2°C/75% RH£5%RH 6 Monate
Lagerung

% Der Antragsteller darf entscheiden, welche di@eingungen Verwendung finden.

* Falls diese Lagerungsbedingungen bereits im RatueerLangzeitlagerung verwendet wurden, entfakt di
intermediare Lagerung.
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2.3.2 FDA-Leitlinie fur die Industrie: Behéltnisse fur Ar zneimittel und biologische
Erzeugnisse zur menschlichen Anwendung

Die Leitlinie der US-amerikanischen FDA soll demaphazeutischen Unternehmen eine Hil-
festellung hinsichtlich der Zulassungsunterlagen die USA fur Verpackungsmaterialien
sein, ohne im Detail auf spezielle Testmethoden A#eeptanzkriterien einzugehen. Um die
Anforderungen an ein Primarpackmittel abschéatzekdrunen, wird die Korrelation zwischen
Applikationsart des Arzneimittels und der Wahrsohehkeit einer Interaktion zwischen Ver-
packung und Formulierung néher betrachtet. Ausll&aBegeht hervor, dass bei Arzneimitteln
zur parenteralen Anwendung die Gefahr einer Intemalkund die Gefahr, die mit dem Appli-
kationsweg einhergeht, besonders grol3 sind. Soerilen fir diese Formulierungen beson-

ders hohe Anforderungen an die Qualitat und Sichedes Primarpackmittels gestellt.
Fur die Gewahrleistung von Sicherheit und Vertéeit missen die Ergebnisse der Extrak-

tionsstudien und die dazugehdorige toxikologischeri&#ung eingereicht werden.

Tabelle 9Korrelation zwischen Applikationsart des Arzneimiigt und der Wahrscheinlichkeit einer Interaktion
zwischen Verpackung und Formulierung

Grad der Gefahrdung Wahrscheinlichkeit einer Interaktion zw. Verpackung und Arzneimittel
durch - :
die Applikationsart hoch mittel gering
sehr hoch Aerosole und Inhalati- | Sterile Pulver und Pulver
onslésungen, Injektions-| zur Injektion, Pulver zur
I6sungen und Inhalation

-suspensionen

hoch Ophthal. Losungen und

Suspensionen, transder-
male Salben und Pflaster,
Nasenaerosole und -

sprays
gering Lésungen und Suspensit Pulver zur topischen oder| Tabletten und Kap-
onen zur top. oder oralen oralen Anwendung seln zur oralen Ap-
Anwendung, Aerosole plikation

zur topischen und lingua
len Applikation

Die FDA bietet die Mdglichkeit, DMFs (IDg Master_Hes) einzureichen. Hierbei handelt es

sich um ein Dokument, welches es mdglich machgilliette Informationen tber zum Bei-
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spiel technische Anlagen, Herstellprozesse oddsstdffe zur Formulierung, aber auch po-
tentielle Extraktivstoffe direkt an die Behordeleiten [47].

Im Anhang dieser Richtlinie finden sich zusatzli&regaben tber die Durchfihrung von Ex-
traktionsstudien. Es wird vorgeschlagen das zursatbende Material zu zerkleinern und mit
einem geeigneten Extraktionsmittels bei erh6htenpleratur zu extrahieren. Als geeignetes
Extraktionsmittel wird ein Losungsmittel bezeichndas sich in seinen Extraktionseigen-
schaften nicht wesentlich vom Arzneimittel unteesdiet. Empfohlen wird aus diesem Grund
das Arzneimittel selbst bzw. eine Placebo-Losunyemwenden. Anschliel3end soll der Ex-
trakt mit geeigneten analytischen Methoden, wie [HBILC oder GC, untersucht werden.
Konkrete Angaben zu Grenzwerten und zur toxikoldus Bewertung der Ergebnisse wer-
den nicht aufgeftihrt [23].

2.3.3 EMEA- Richtlinie tber Priméarpackmittel aus Kunststo ffen

Diese EMEA-Richtlinie beschaftigt sich mit den Arderungen an Primarpackmittel aus
Kunststoffmaterialien. Zu Primarpackmitteln gehéreben dem Behéltnis selbst auch Ver-
schlisse, Dichtungen sowie andere Teile, die irektin Kontakt mit dem Arzneimittel ste-
hen. In dieser Richtlinie sind samtliche Elastomaaht eingeschlossen. Das Dokument lie-
fert dem pharmazeutischen Unternehmen Informatiditeer benétigte Unterlagen fir die
Zulassung von Arzneimitteln oder Wirkstoffen inehrjeweiligen Behaltnissen. Fr flissige
Arzneimittel zur Injektion mussen neben dem cheheacNamen des Behéltnismaterials, der
darin enthaltenen Monomere und dem Namen des hietlem auch Angaben zur qualitativen
Zusammensetzung inklusive aller verwendeten Adelifemacht werden, wenn das Verpa-
ckungsmaterial weder im europaischen Arzneibucthrinceinem Arzneibuch anderer Mit-
gliedsstaaten der EU aufgelistet ist. Gleichesagilth fiir alle Kunststoffmaterialien, die Ad-
ditive enthalten, welche nicht im Kapitel 3.1.13sdeuropéaischen Arzneibuches aufgefuhrt
sind (siehe Kapite?.3.6).

Handelt es sich um die Primarverpackung von Arzitgin zur parenteralen Applikation,
dann missen die Hauptadditive identifiziert undr&ionsstudien durchgefihrt werden.
Laut EMEA sollen die verwendeten Kunststoffe inesn geeigneten Extraktionsmedium

Stressbedingungen ausgesetzt und die erhalteneakixstoffe mit Identitat und Gehalt an-
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gegeben werden. Als geeignetes Extraktionsmittedl win Losungsmittel bezeichnet, das in
seinen Extraktionseigenschaften dem Arzneimittélr séhnlich ist. Es empfiehlt sich, laut
EMEA, die Verwendung dieses Arzneimittels selbstieroder entsprechenden Placebo-
Lésung. Des Weiteren fordert die EMEA Studien zuntddsuchung von Wechselwirkungen
zwischen Primarpackmittel und Arzneimittel bzw. Weétoff. Diese werden unterteilt in
Migrationsstudien, bei denen die Extraktion vonffétoaus dem Kunststoff in die Formulie-
rung bzw. Wirkstoff analysiert wird, und Sorptiongdien, um den Verlust von Wirkstoffen
oder Hilfsstoffen durch Adsorptions- oder Absorpseffekte zu beurteilen. Migrationsstu-
dien werden gefordert, wenn im Rahmen der Extraktrersuche Extraktivstoffe gefunden
wurden. Sie entfallen, wenn die errechneten Maxiragk fur die gefundenen Extraktivstoffe
toxikologisch unbedenklich sind. Migrationsstudierfolgen an mindestens einer Charge.
Sind die verwendeten analytischen Methoden nicheuropaischen Arzneibuch oder einer
anderen Pharmacopoe eines Mitgliedstaates der wlhat, dann missen sie validiert wer-
den. Alle gefundenen Extraktiv- und Migrationsstoffiissen toxikologisch bewertet werden
[24].

2.3.4 EMEA- Richtlinie zu Grenzwerten von genotoxischen ¥runreinigungen

Diese Richtlinie beschéftigt sich mit dem Umgangaexischer Verunreinigungen in neuen
Wirkstoffen und mit neuen Applikationen bekannterRatoffe, bei denen nicht sichergestellt
werden kann, dass Herstellung, Prozesskontrolle. Mamunreinigungsprofil kein hdheres
Risikopotential liefern als bei bereits zugelasseiarktprodukten mit diesem Wirkstoff.
Wahrend es flr einige Stoffe Grenzwerte gibt, udimen sie als nicht genotoxisch angese-
hen werden konnen, existieren auch viele CMR-Subksta (Gncerogen (= Kanzerogen),
Mutagen, Rproduktionstoxisch), bei denen ein entspreche@denzwert nicht festgelegt ist.
Hierfir wurde der TTC (fireshold of _Bxicological ncern = Grenzwert toxikologischer
Bedenklichkeit) formuliert. Er betragt 1,5 pg/PerS@ag und stellt einen Wert dar, unter dem
Stoffe kein signifikantes kanzerogenes Potentiéivaisen, das heil3t weniger als eine Person
von 100 000 an Krebs erkrankt. Ausgenommen voredieSrenzwert sind die hoch potenten
karzinogenen Aflatoxin-ahnlichen Stoffe, Azoxy-Stamezen und N-Nitroso-Verbindungen.
Hierfir muss eine eigene toxikologische Beurteilgtagtfinden. Der TTC kann Uberschritten
werden, wenn es sich um eine kurzfristige Expasitiandelt, lebensbedrohliche Zustande
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behandelt werden missen, die Lebenserwartung desht@a nicht mehr als funf Jahre be-
tragt, oder die Verunreinigung bekannt ist und@efahr einer Exposition durch andere Quel-

len viel groRer ist [48].

2.3.5 Kunststoffrichtlinie 2002/72/EG

Diese Richtlinie gilt im Bereich Bedarfsgegenstaads Kunststoffen, die daftir vorgesehen
sind, mit Lebensmitteln in Beriihrung zukommen. Is@eieht sich ausschlief3lich auf Kunst-
stoffe, d.h. Elastomere und Silikone, sowie mehcétige Systeme, bei denen nicht alle
Schichten aus reinem Kunststoff bestehen, liegelnt i Geltungsbereich. Wesentlicher Be-
standteil dieser Richtlinie sind Positivlisten nonomeren und Ausgangsstoffen bzw. Zu-
satzstoffen, die mit angegebenen BeschrankungeddrekKunststoffherstellung ausschliel3-
lich zum Einsatz kommen durfen. Des Weiteren befmdsich Auflistungen solcher
Zusatzstoffe im Anhang, die nach nationalen Rechmnsohriften verwendet werden dirfen,
fur die eine vollstdndige Bewertung durch die eérsghe Gemeinschaft jedoch noch aus-
steht. Diese Aufzéhlungen zu erlaubten MonomereisgaAngsstoffen und Zusatzstoffen wer-
den regelmaliig Uberarbeitet und erganzt-182]. Sind fur die einzelnen Stoffe keinerlei Be-
schrankungen aufgefiihrt, so gilt es, den Gesamatngisgrenzwert (GMGW) von maximal
10 mg/dnf Verpackung bzw. 60 mg/kg Lebensmittel fiir Versskk) wie Stopfen, Deckel und
Dichtungsringe, nicht zu Gberschreiten. Letztermeddt Anwendung, wenn die Kontaktflache
zwischen Verpackung und Lebensmittel nicht gendimieet werden kann. Der GMGW stellt
die Summe der Migrationswerte aller Migrationssafr. In Tabelle 10 befinden sich alle fur

diese Arbeit relevanten Stoffe, die nach diesehfRite einsortiert wurden.

Tabelle 10Relevante Additive und Ausgangsstoffe, sortiedmRichtlinie 2002/72/EG; Anhang Il = zugelas-
sene Monomere und Ausgangsstoffe, Anhang IllI/A getassene Zusatzstoffe, Anhang I11/B = Zusatzstfiffe
die ein Antrag auf Aufnahme vorliegt, eine Bewegedoch aussteht

Anhang Il Anhang llII/A Anhang 111/B
Schwefel Oleamid Tinuvin P 30 mgfkg
Phenol Erucamid Tinuvin 326 30 mgfkg
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Anhang Il Anhang llII/A Anhang 111/B
DHBP 6 mg/kg Stearinsaure Eusolex 6 mgikg
Bisphenol A 3 mg/kg Tinuvin 327 30 mg/kg Chimasorb 6 mg/ky
1-Nonanol Additiv 3 Ph. Eur. MTBC 1,5 mg/kg
1-Propanol Irganox 1330 Additiv 16 Ph. Eur. 5 m§/kg
2-Ethyl-1-hexanol 30 mg/kg Irganox 1010 Irganox A&/mg/kg

Irgafos 168 Irganox 565 30 mg/kg

BHT 3 mg/kg

Additiv 13 Ph. Eur. 5 mg/kg
DHMBP 6 mg/kg
Topanol 5 mg/kg

2.3.6  Européaisches Arzneibuch

Im Kapitel 3 des europaischen Arzneibuches sindAdierderungen an Behéltnisse und Ma-
terialien zu finden. Kapitel 3.1. beschatftigt sioit dem Material zur Herstellung von Behalt-
nissen fir die pharmazeutische Anwendung. In KbBite13. sind 22 verschiedene Additive
aufgelistet, die fur die Herstellung von Kunstdbetialtnissen zur pharmazeutischen Anwen-

dung zugelassen sind.

Eine komplette Auflistung dieser Zusatzstoffe bééinsich in Tabelle 11. In den Monogra-
phien der Kunststoffe (z.B. 3.1.3. Polyolefine,.B.1Polyethylen mit Additiven, 3.1.6. Po-
lypropylen) sind die zugelassenen Additive besdtieme Fir jeden Kunststoff sind Prifungen

aufgefihrt, die im Rahmen der Konformitatsprufumgothgefihrt werden missen.

® Die Summe der Migrationswerte von DHBP, EusolesBHA, 4,4 -Dihydroxybenzophenon, 2-Hydroxy-4-n-
hexyloxybenzophenon und Chimasorb darf die Besélurégnvon 6 mg/kg nicht Uberschreiten

® Die Summe der Migrationswerte von Tinuvin 327, ulim 326 und Tinuvin P darf die Beschréankung von
30 mg/kg nicht Uberschreiten

" Die Summe der Migrationswerte von MTBC und 2,2'efM/lenbis(4-ethyl-6-tert-butylphenol) darf die Be-
schrankung von 1,5 mg/kg nicht Gberschreiten

8 Die Summe der Migrationswerte von Additiv 16 Phur.Euind Dioctadecylthiodipropionat darf die Beschra
kung von 5 mg/kg nicht Uberschreiten
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Tabelle 11 Kunststoffadditive, die laut europdischem Arznelburur Herstellung von Kunststoffen und
Elastomeren zugelassen sind

Additivl | DEHP Additiv 12 | Tris (2,4-ditert-butylphenyl)phosphite
= Irgafos 168
Additiv2 | Zinkoctanoat Additiv 13 | 1,3,5-Tris[3,5-bis(1,1-dimethylethyl)-4-hydroxy-

benzyl]-1,3,5- triazine-2,4,6(1H,3H,5H)-trione

Additiv 3 | N,N-Diacylethylendiamin| Additiv 14 | 3,9-Bis(octadecyloxy)-2,4,8,10-tetraoxa-3,9-
diphosphaspiro[5.5]undecane

Additiv 4 | Epoxidiertes Sojadl Additiv 15 | 1,1 -Disulphanediyldioctadecan
Additiv5 | Epoxidiertes Leindl Additiv 16 | Didodecyl 3,3 -sulphanediyldipropanoat
Additiv 6 | Ultramarineblau Additiv 17 | Dioctadecyl 3,3 -sulphanediyldipropanoat
Additiv 7 | 2,6-Di-tert-butyl-4-methyl-| Additiv 18 | Mischung aus:
phenol « 2,4-Bis(1,1-dimethylethyl)phenyl biphenyl-4,4°-
=BHT diyldiphosphonite
« 2,4-Bis(1,1 -dimethylethyl)phenyl biphenyl-3,4-
diyldiphosphonite
« 2,4-Bis(1,1 -dimethylethyl)phenyl biphenyl-3,3"-
diyldiphosphonite
« 2,4-Bis(1,1 -dimethylethyl)phenyl biphenyl-4-yI-
phosphonite

«Irgafos 168

+ 2,4-Bis(1,1 -dimethylethyl)phenyl 4 -[bis[2,4-
bis(1,1 dimethyl-
ethyl)phenoxy]phosphanyl]biphenyl-4-
ylphosphonate

« 2,4-Bis(1,1-dimethylethyl)phenol

Additiv 8 Ethylene bis [3,3-bis(1,1- | Additiv 19 | Stearinsdure
di-methylethyl)-4-
hydroxyphenyl]-butanoat]

Additiv 9 | Pentaerythrityl tetrakis(3- | Additiv 20 | Oleamid
(3,5-di-tert-butyl-4-
hydroxyphenyl)-propionat
= Irganox 1010

Additiv 10 | 3,3°,3,5,5",5"-hexa-tert- | Additiv 21 | Erucamid
butyl-a,a’,a’-(mesitylene-
2,4,6-triyl)tri-p-cresol

= Irganox 1330

Additiv 11 | Octadecyl 3-(3,5-di-tert- | Additiv 22 | Copolymer von Dimethylbutandioat und 1-(2-
butyl-4-hydroxyphenyl)- Hydroxyethyl)-2,2,6,6-tetramethylpiperidin-4-ol
propionate

= Irganox 1076

Dem Kapitel 3.2. des europaischen Arzneibuches wmer anderem Informationen zu Glas-
behaltnissen, Kunststoffbehaltnissen, Kunststotiliaissen zur Aufnahme wassriger Infusi-

onszubereitungen, sterilen KunststoffbehaltnisserBfut und Blutprodukte, sterilen Einmal-
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spritzen aus Kunststoff und Gummistopfen fir Behéde zur Aufnahme von wassrigen Zu-
bereitungen zur parenteralen Anwendung, von Puluehvon gefriergetrockneten Pulvern
zu entnehmen. Alle Behaltnisse dirfen mit dem Inhaht physikalisch oder chemisch rea-
gieren, so dass die Qualitat des Inhaltes sowedtnekert wirde, dass durch offizielle Richtli-
nien festgesetzte Grenzwerte Uberschritten werdaesatzstoffe, die nicht im europaischen
Arzneibuch aufgefihrt sind, missen toxikologischrbeslt werden [53].

2.3.7 PQRI- Handlungsempfehlung tber die Durchfihrung undBeurteilung von Ex-
traktions- und Migrationsstudien flr OINDP’s

Schwerpunkte dieser Empfehlung sind zum einen desctilag verschiedener Grenzwerte

und zum anderen Hinweise zur Durchfihrung von Kktiwas- und Migrationsstudien.

Das PQRI legt einen SCT dfety Gncern_Threshold) fest. Dieser Grenzwert besagt, dass
Karzinogene unterhalb von 0,15 pg/d kein kanzeregétisiko darstellen. Handelt es sich um
Migrationsstoffe, bei denen eine kanzerogene Wigkausgeschlossen werden kann, so kann
bei einer Aufnahme von weniger als 5 pg/d einekimeigische Wirkung vernachlassigt wer-
den. Ab dem QT _(Qalification Threshold) von 5 pg/d mussen die entsprechendenabigr
onsstoffe qualifiziert werden. AuRerdem wird in stisn Dokument ein AEL; (estmated
Analytical Bvaluation_Threshold) diskutiert, welcher auf dem SCT basadyer keine absolute
GrolRRe darstellt. Dieser Grenzwert legt fest, alchel Konzentration Migrationsstoffe identi-
fiziert und quantifiziert werden sollen und ist @blgig von der taglich applizierten Menge
und dem Gesamtvolumen bzw. der Gesamtmenge im #ehild wird nach Gleichung 1

berechnet.

et =[S0, | @)

d

AETs; = estimated Analytical Evaluation Threshold, SC3afety Concern ThresholdyB
tagliche Dosis, Rs= gesamte im Behalter enthaltene Dosen
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Mit Hilfe dieser Gleichung wurde in der vorliegemnd&rbeit bestimmt, wie grof3 die Bestim-
mungsgrenzen fir die Entwicklung der analytischextidden sein mussen.

Im Rahmen der Migrationsstudie (siehe Kap@glurden Behaltnisse mit einem maximalen
Fullvolumen von 150 ml untersucht, was einer maj@ma&inmalgabe entspricht. Wirde es
sich bei den potentiellen Migrationsstoffen um kelohne genotoxisches Potential handeln,
dann fande der QT =5 pg/d Anwendung. Unter Beiiibkgung der maximalen taglichen
Dosis von 150 ml entspricht dies einem A F 5 pg, also einer Bestimmungsgrenze von
33,33 ugll.

Fur die Ermittlung der Bestimmungsgrenze fur gexigtthe Stoffe wird die Gleichung zur
Berechnung des AEY verwendet, nur dass der SCT durch den Grenzwegdiiotoxische
Substanzen (TTC), festgelegt durch die EMEA gemapit€l 2.3.4, von 1,5 pg/d ersetzt
wird. Grund hierfur ist, dass es sich beim TTC uneeegulatorisch festgelegte Grél3e han-
delt, die unabhéngig von der Applikationsart bestimvurde. Somit ergibt sich ein Akc
von 1,5 pg bei einer Einmalgabe von 150 ml, wasreBestimmungsgrenze von 10 ug/l ent-
spricht. Die fur diese Arbeit relevanten Grenzweitel nochmals in Tabelle 12 zusammenge-
fasst.

Tabelle 12 Grenzwerte, abgeleitet aus der PQRI EmpfehlunglT+A&= Analytical Evaluation Threshold fir
genotoxische Stoffe, AEJ = Analytical Evaluation Threshold abgeleitet voraafification Threshold, LOQ =
Limit of Quantification

Anwendungsbereich Grolie [ug/d] Resultierender LOQug/I]
AETc genotoxische Migrationsstoffe 1,5 10
AETor  Migrationsstoffe ohne genotoxisches Potential 5 33

Weiterhin relevant fur die spater durchgefihrterr&gionsstudien sind die Empfehlungen
des PQRI hinsichtlich Extraktions- bzw. Analysenoelbn. Um einen grol3en Polaritatsbe-
reich abzudecken, soll mit unterschiedlichen Losamgeln, wie Dichlomethan, Isopropanol
und Hexan extrahiert werden. Zusatzlich werden Wfasad wassrige Medien (z.B. Puffer,
Placebo-Lésungen) als Extraktionsmedien diskuti&rnt. Extraktionsmethoden schlagt das
PQRI die Anwendung von Soxhlet, Reflux und Ultradckor. Analytische Methoden, wel-

che fur die Quantifizierung und Identifizierung vamganischen Extraktiv- und Migrati-
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onsstoffen favorisiert werden, sind GC-MS, GC-HIG-MS und LC-UV (oder DAD). Nach
Durchfuhrung der Extraktions- und Migrationsstudgmil eine Korrelation zwischen beiden
Profilen vorgenommen werden [25].
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3 METHODENENTWICKLUNG FUR DIE BESTIMMUNG
POTENTIELLER EXTRAKTIVSTOFFE

3.1 ALLGEMEINES

Ziel war es, Screening-Methoden zu entwickeln, deihen es mdglich ist, eine grol3e Zahl
von in Primarpackmitteln haufig vorkommenden Extiradtoffen zu identifizieren und quan-

tifizieren. Hierfir wurde zu Beginn eine Auswahl Kaonststoffadditiven und deren Abbau-
produkten, Kunststoffmonomeren, AusgangsstoffenAdditivherstellung und Restlosemit-

teln zusammengestellt, die sich zum Teil aus Hégsitgformationen und zum grofR3en Teil aus
Literaturangaben ergab [549]. Diese konnten aufgrund ihrer chemischen Eigeaifsen

verschiedenen Analysemethoden zugeordnet werden:

— Headspace-Gaschromatographie: leichtfliichtige @unbksth
— Gaschromatographie: flichtige Substanzen
— Flussigchromatographie: nicht flichtige Substanzen

Die Auswahl der zu bestimmenden Stoffe mittels HRIod UPLC beruhte ausschlie3lich auf
Herstellerangaben und Literaturhinweisen [60, &Lt die Entwicklung der GC Methoden
wurde fur eine geschickte Analytenauswahl neberangreichen Literaturrecherchen zusatz-
lich anhand exemplarischer Materialien ein vorlges Extraktionsprofil erstellt. Mittels der

hierdurch vermuteten Extraktivstoffe wurden die Meten optimiert.

Die Herstellung der Stammlésungen der potentidieimaktivstoffe erfolgte durch 15 mindti-

ges Erwarmen auf 40 °C im Ultraschallbad. Die Eakiing der LC Methoden und der GC-
MS erfolgte mit Isopropanol als Losemittel. Zus@tzlsollten auch Hexan, Wasser und ein
Kontrastmittel als Losemittel bewertet werden, d@a is;m Rahmen der Extraktions- bzw.
Migrationsstudie zum Einsatz kamen. Bei diesem Kastimittel handelt es sich um eine
hochviskose und hochkonzentrierte Losung, die, umeneAnalyse im Ultraspurenbereich
maoglich zu machen, bei einigen Methoden eine zlishé& Probenvorbereitung notwendig
machte.
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Mittels HS-GC-FID sollten ausschlief3lich wassrigedven untersucht werden, die Metho-
denentwicklung hierfiir erfolgte somit an wassrigé@sungen. Einzelheiten zur Probenvorbe-

reitung befinden sich in den folgenden Kapiteln.

3.2 ENTWICKLUNG GASCHROMATOGRAPHISCHER METHODEN FUR DIE
BESTIMMUNG LEICHT FLUCHTIGER UND FLUCHTIGER
POTENTIELLER EXTRAKTIVSTOFFE

3.2.1 Vorversuche

Um die fur die gaschromatografischen Methoden eelean Stoffe zusammenzustellen, wur-
den zu Beginn je drei Thermoplaste (PolyethylenPG@d COC) und Elastomere (ein bro-
mierter und ein chlorierter Butyl-, sowie ein Pslyprenkautschuk) mittels bereits bestehen-
der Methoden untersucht. Hierflr wurden die Matemasowohl mit Hexan und Isopropanol
als auch mit Wasser extrahiert. Fur die Extraktmom den organischen Losemitteln wurde
jedes Material in einem Rundkolben entsprechenaneirDberflachen-Extraktionsmittel-
Verhaltnis von 0,5 cizu 1 ml gegeben [53, 90] und mit 100 ml Losemigieke Stunde unter
Ruckfluss gekocht. Die Extraktion mittels Wassedplgte nach dem Europaischen Arznei-
buch (Kapitel 3.2.9 des Ph. Eur.) im Autoklaven (8id, 121 °C). Hierfir wurde das gleiche
Oberflachen-Extraktionsmittel-Verhaltnis gewahltadd Abkuhlen der Extrakte erfolgte die
Analyse anhand der Methoden in Tabelle 13.

Tabelle 13Verwendete HS-GC-MS Methode nach RUCK [62] und GS-Methode unter Verwendung von
Standardparametern fur die Abschétzung des Extraggrofils der eingesetzten Kunststoffe

Headspace-GC-MS GC-MS
NaCl Zugabe 19
Probenvolumen 5 ml -
Temperatur Spritze 95 °C
Temperatur Schittler 90 °C
Geschwindigkeit Schiittler 250 r/min
Dauer des Schittelns 15 min
Flussgeschwindigkeit He 2 ml/min 1,5 ml/min
Split 2,5:1 Splitless
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Headspace-GC-MS GC-MS
Injektionsvolumen 2000 pl 1ul
Liner Agilent Agilent
Liner 4 mm ID liner 4 mm ID tap GW
Inlettemperatur 260 °C 300 °C
Saule Varian; FactorFour capillary columngiP-5MS, 30 m * 0.25 mm, 0.25 um
VF-624ms;
60m*0.25mm; 1L.um
Temperaturprogramm 60 °C (1 min) 40 °C (1 min)
6 °C/min 260 °C 5 °C/min 300 °C (7 min)
Detektion MS Scan Modus (M = 30 — 400 amu) MS Sdadus (M = 80 — 500 amu)

Die Auswertung der Chromatogramme und Spektrenbeegize Vielzahl moglicher Extrak-
tivstoffe. Diese resultierten aus dem Vergleich eldraltenen Massenfragmente mit den Lite-
raturdatenbankén Beriicksichtigt wurden nur Substanzen, die mieeWahrscheinlichkeit
von mehr als 50 % dem Spektrum der Datenbank exdispn und in mindestens zwei Materi-

alien vorzukommen schienen. Dies brachte folgenda@mmenstellung mit sich:

- OMCTS — Hexadecan — 3-Methylhexan

- HMCTS — Eicosan - 1-Propanol

- DMCPS — Docosan — 2-Butanol

- BHT — Decan - 3-Pentanol

— Tetradecan — 1-Nonanol — 2-Ethyl-1-hexanol
- Octadecan — Hexacosan — 2-Hexanon

— Dodecan - t-Butanol - m-Xylen

— Dihexylether - Methylcyclohexan

- Ethylbenzen - o0-Xylen

Die verwendeten Methoden sollten im Anschluss &ir geplanten Einsatz optimiert werden.

° wiley7n.l, wiley138.1, wiley275.|
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3.2.2 Entwicklung einer HS-GC-FID Methode fir die Bestimnmung leichtfliichtiger
potentieller Extraktivstoffe

Bei der Headspace-Analyse handelt es sich um dieekte Bestimmung verdampfbarer Stof-
fe in Flussigkeiten und Feststoffen, die den Vorat sich bringt, auf eine aufwandige Pro-
benvorbereitung verzichten zu kénnen. So wird gleen der Bestimmung von Lésemittel-
rickstanden, Aromastoffen und des Blutalkohols ameh Analyse von leicht flliichtigen

Bestandteilen in Kunststoffen verwendet [63].

Bei der Entwicklung der HS-GC-FID Methode wurder dixtraktivstoffe bertcksichtigt,
deren Siedepunkte unterhalb von 200 °C liegen. Nelemen, die sich aus den Vorversuchen
ergaben, wurde zuséatzlich p-Methylstyren analysert Monomer aus synthetischem Kau-
tschuk, welches laut Hersteller extrahiert werdénrite. Somit ergaben sich 12 verschiedene
Substanzen, die Bestandteil der Methodenentwickivuaglen sollten (siehe Tabelle 14 und
Tabelle 15).

Sowohl bei der Methodenoptimierung als auch dewafsuchen wurde eine Saule der Firma
Varian verwendet. Dabei handelt es sich um eines@laais Dimethylpolysiloxan mit sechs
prozentigem Cyanopropyl/Phenyl-Anteil, die sehr jut die Analytik von leichtfliichtigen
organischen Komponenten, Kohlenwasserstoffen, Aremaind Losemitteln geeignet ist.

(factorFour VF-624ms, Varian).

Tabelle 14Restlésemittel fir die HS-GC-FID Bestimmung

3-Methylhexan CH 3-Pentanol

H3C/Y\CH3

OH

(o]
/\)J\/CH

H3C
©/\CH3
3

CH,

i _CH,

1-Propanol H.C 3-Hexanon
NN
OH 3
2-Butanol OH Ethylbenzen
H3C\)\CH
m-Xylen CH o-Xylen
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Methylcyclohexan CH,

Tabelle 15Weitere Stoffe fur die HS-GC-FID Bestimmung

t-Butanol H,C 2-Ethyl-1-hexanol | |, . OH
H@%—OH 3 /\/\C
Abbauprodukt vor H.C Abbauprodukt vor
3

Irganox 1010 DEHP e

p-Methylstyren Xch

Monomer in syn-
thetischem Kau
tschuk

3.2.2.1Herstellung der Probenlésung

Mit Hilfe der HS-GC-FID sollten wassrige Medien argucht werden. Zunachst wurde ver-
sucht die ausgewahlten Substanzen in Wasser zn. [dsediesem Zeitpunkt war noch nicht
bekannt, dass auch Ethylbenzen und p-Xylen bedeetg@otentielle Extraktivstoffe sind.
Deshalb wurden sie bei diesen Versuchen nicht Bsiclttigt.

Da 3-Hexanon und 2-Ethyl-1-hexanol schwer I6sliod m-Xylen, Methylcyclohexan sowie
3-Methylhexan praktisch unléslich in Wasser sinalf @s, einen geeigneten Losungsvermitt-
ler zu finden, der alle Stoffe in Wasser in Lostmiggt. Untersucht wurden DMSO und Ace-
ton, da diese in der Praxis haufig zur Anwendungen [59]. Die zu untersuchenden Stoffe
wurden sowohl in DMSO als auch in Aceton gel6stO(iy/l). Aus diesen Stammldsungen
wurden wassrige Verdinnungen (5 mg/l) hergesteiet, 20, 40 beziehungsweise 50 % des
jeweiligen Losungsvermittlers enthielten. Die Austnag der Chromatogramme zeigte eine
Reduktion der Peakflachen mit zunehmender Konzeotraes Losungsvermittlers. Der Ver-
gleich beider Losungsvermittler lieferte die Erkems, dass durch Zusatz von Aceton die
Analyse sensitiver wurde als durch Zugabe von DMS@Gmit wurde Aceton als Loésungs-
vermittler gewahlt. Anschliel3end sollte die optiem&onzentration an Aceton bestimmt wer-
den, die erforderlich ist, um die potentiellen Bktivstoffe zu I6sen und die gleichzeitig die

hdochstmdgliche Sensitivitat liefert. Weitere Versecergaben, dass mindestens 5 % Aceton
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notwendig waren, um alle zu analysierenden Staff@gen. Im Anschluss wurden wassrige
Verdinnungen (5 mg/l) mit 5, 10 und 20 % Acetorglechend untersucht. Es konnte festge-
stellt werden, dass sich eine niedrige Aceton-Katration positiv auf die Sensitivitat der

Methode auswirkt. Es wurde fortan mit einem 5 %ig@eton-Zusatz gearbeitet. Dies galt
neben den Referenzlésungen auch fur wassrige Egtrald die wassrigen sowie Kontrast-

mittel-Proben der Migrationsstudie.

3.2.2.20ptimierung der Gerateparameter zur verbesserteitbaung

Wahrend die Vorversuche zur Ermittlung potentieligtraktivstoffe mit Hilfe eines HS-GC-
MS durchgefihrt worden sind, sollte die Routinedvete auf einem alternativen Gerat, ge-
koppelt mit einem FID (Rmmenonisationsdtektor), etabliert werden. Neben den unter-
schiedlichen Detektionsverfahren differieren beterate zusatzlich in der Regulierung der
Tragergasgeschwindigkeit. Wahrend bei dem HS-GCeitSkonstanter Fluss von 2 ml/min
eingestellt wurde, wurde beim HS-GC-FID mit eineomg&tanten Druck von 13 psi gearbeitet.

Unter Verwendung der gleichen Séaule erfolgte einpassung des Temperaturgradienten und
des Splitverhéltnis von 2,5:1 auf 10:1. Letzter@srte durch eine reduzierte Probenaufgabe
zur verbesserten Peaksymmetrie. Die vollstandigel@eibung der Gerateparameter befindet
sich in Tabelle 16.

3.2.2.30ptimierung der Sensitivitat und Reproduzierbarkeit

Da die Untersuchung auf Extraktiv- und Migration$& das Arbeiten im Ultraspurenbereich
erfordert, war es wichtig, die bestmdgliche Sewisiti der Methode zu erreichen. Aul3erdem
sollten die Ergebnisse eine gute Reproduzierbasgkeitveisen. Hierfur wurden NaCl-Zugabe,
Probenvolumen, Temperatur und Temperierdauer BiGdeichgewichtseinstellung zwischen
Flissigkeit und Dampfphase veréndert [64].
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Einfluss NaCl-Zugabe und Probenvolumen

Ausgehend von der ursprunglichen Methode, bei dgrNaCl und 5 ml Probe verwendet
wurden, sind die NaCl Einwaage zwischen 1 g undufhg das Probenvolumen zwischen
5 ml und 10 ml variiert worden. Zur Beurteilung desflusses dieser Parameter wurden die
Peakflachen von t-Butanol, Ethylbenzen, m-XyleiXyben und 2-Ethyl-1-hexanol ausgewer-
tet (siehe Abbildung 9). Es war zu erkennen, dass ¥erdoppelung des Probenvolumens
allein nicht ausreicht, um eindeutig erhéhte Peakitn zu erhalten. Erst durch gleichzeitige
Verdoppelung der NaCl Menge wurde eine signifikaviéegrofierung erreicht. Der Zusatz
von 4 g NaCl und ein Probenvolumen von 10 ml lieferfir alle 5 Stoffe die grofdten

Peakflachen mit einem akzeptablen Variationskoeffizn von 2,8 — 4,0 %.

180000
160000+ 1g NaCl, 5 ml
O 2g NaCl, 5 ml
140000+ B 1g NaCl, 10 ml
20000 B 2g NaCl, 10 ml
— 1 8
2 4g NaCl, 10 ml
‘2 100000+
O
iﬁ
< 80000
)
o
60000
40000+
20000
0 T
t-Butanol Ethylbenzen m-Xylen 0-Xylen 2-Ethyl-1-
hexanol

Abbildung 9 Einfluss von NaCl Zugabe und Probenvolumen aufS3Besitivitdt und Reproduzierbarkeit der
HS-GC-FID Methode, n =5
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3.2.2.4Einfluss der Temperatur und Temperierdauer auiG@chgewichtseinstellung

Beim Headspaceaufgabesystem soll durch Temperiegtenfilissigen Probe im gasdicht ver-
schlossenen Probenglaschen ein Gleichgewicht zamsEinobenlésung und dem Dampfraum
dartiber entstehen. Durch Erhéhung des Sattigungddamskes der reinen Spurenkompo-
nente kann die Nachweisgrenze gesenkt werden, wak demperaturerh6hung mdoglich ist.
Da dies jedoch auch zum Substanzverlust oder GeféRlfiihren kann, sind dem Grenzen

gesetzt, welche im Folgenden untersucht werdeteadib5].

Bei der HS-GC wird das Vial bei definierter Tempgaraind Geschwindigkeit fir eine festge-
legte Zeit geschiittelt. Nach Temperierung wirdlstimmtes Volumen aus dem Dampfraum
mittels Spritze entnommen und in den Gaschromapbgra injiziert. Um reproduzierbare
Ergebnisse zu erhalten, ist es wichtig, dass es Eustellung des Konzentrations-
gleichgewichtes kommt. Um dies zu erreichen, wurdewohl Temperatur des Schiittlers
(70, 80, 90 °C) als auch die Temperierdauer (10,205 30 min) variiert. Die Auswertung
erfolgte anhand des Vergleiches der Peakflachen tv®atanol, Ethylbenzen, m-Xylen,
o-Xylen und 2-Ethyl-1-hexanol. Die Versuche ergab&ne signifikante Erhdhung der
Peakflachen bei Zunahme der Temperatur. Aul3erdaktensich die Temperaturerhhung
gunstig auf die VKs aller 5 Stoffe aus, was eindogsserte Reproduzierbarkeit der Methode
widerspiegelte. Beim Vergleich der Temperierzeiear zu erkennen, dass nach 15 min die
Einstellung des Gleichgewichtes zwischen Flisstghad Dampfraum erreicht wurde, da
sich die Peakflachen nach 20 und 30 min nicht Bkgmt von denen nach 15 min unter-
schieden. Eine zehnminutige Temperierung fuhrtétnaur Gleichgewichtseinstellung, er-
kennbar an den Flachen der Benzolderivate, dieiftignt kleiner waren als nach 15 min

Temperierung. Abbildung 10 verdeutlicht die Ergeisei
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120, 90 °C, 15 min temp.

O 80 °C, 15 min temp.

1000 % % % 0 70 °C, 15 min temp.

7 % 7 ® 90 °C, 10 min temp.

B8 90 °C, 20 min temp.

80,0 0090 °C, 30 min temp.
< /// . /
S 60,0 %
3] H
/ n
4001 ] . n
20,0 ¢ % 7

0,0
t-Butanol  Ethylbenzen m-Xylen 0-Xylen 2-Ethyl-1-
hexanol

Abbildung 10 Einfluss der Temperatur und Temperierzeit auf dieidhgewichtseinstellung zwischen Flissig-
keit und Dampfphase bei der HS-GC-FID Methode,5;n =

Die beschriebene Optimierung fuhrte zur finalen ivdele in Tabelle 16, wodurch das Chro-

matogramm aus Abbildung 11 erhalten wurde.

Tabelle 160ptimierte HS-GC-FID Methode zur Bestimmung leiftithtiger Extraktivststoffe

NaCl Zugabe: 49

Probenvolumen: 10 mi
Temperatur Spritze: 95 °C
Temperatur Schiittler: 90 °C

Geschwindigkeit Schattler: 250 r/min

Dauer des Schittelns: 15 min

Druck Tragergas Hegnst; 13 psi (entspricht Flussgeschwindigkeit von 0]8mim
bei 60 °C)

Split: 10:1

Injektionsvolumen: 2000 pl

Liner: Agilent

Liner 4 mm ID
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Inlettemperatur:

Saule:

Temperaturprogramm:

Detektion:

260 °C

Varian; FactorFour capillary columns VF-624m
60 m*0.25 mm; 1.4 ym

50°C (10 min)
4°C/min 140 °C
5°C/min 220 °C

FID (Temp.: 260 °C)

Da mittels HS-GC-FID ausschliel3lich wéassrige Medierersucht werden sollten, war eine

Uberpriifung der Eignung fiir Isopropanol und Hexenl&semittel nicht notwendig. Wah-

rend der Migrationsstudie wurde jedoch zusatzlishNasser auch ein Kontrastmittel unter-

sucht. Wie die Validierung in Kapité.2.1 zeigt, eignete sich die entwickelte Methoute e

schlief3lich Probenvorbereitung auch fur dieses Medi

16,00+
14,00
12,00+
10,007
8,00
> 6,00
4,00
2,00
0,00
-2,00
-4,00 4

-6,00

10

11

12

—— T —— T
14,00 16,00 18,00 20,00  22,0024,00 26,00 28,00 30,0032,00 34,00 36,00 38,00 @0,042,00 44,00 46,00

Zeit [min]

Abbildung 11 HS-GC-FID Chromatogramm: 1=t-Butanol, 2=1-Propan@+2-Butanol, 4=3-Methylhexan,
5=Methylcyclohexan, 6=3-Pentanol, 7=3-Hexanon, 8ylbenzen, 9=m-Xylen,
11=p-Methylstyren, 12=2-Ethyl-1-hexanol, 1 ppm Ldgu
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3.2.3 Entwicklung einer GC-MS Methode zur Bestimmung fludtiger potentieller
Extraktivstoffe

Fur die Entwicklung einer GC-MS Methode wurden 8teffe aus den Vorversuchen beriick-
sichtigt, deren Siedepunkte oberhalb von 200 °@elre Diese Auswahl wurde erganzt durch
sieben weitere Kunststoffadditive bzw. deren Ablsadpkte, welche laut Hersteller potentiel-
le Extraktivstoffe darstellen kdnnen. Eine Auflistuder mittels GC-MS zu untersuchenden
Substanzen findet sich in den Tabellen 17, 18 ¢nd 1

Tabelle 17Silikonélderivate fir die GC-MS Bestimmung

HMCTS OMCTS HC CH,

3 \

H,C CH / CH
s _Ss—o__ ~ ¢
fe) o SI\

Hsc\l i | CH
H,C—Si_ _Si—CH, Si 0 $
| ~o” | /| No—s|
CH, CH, H,C / L
H,C CH,
DMCPS HC CH
3 \ / 3 CH,
—Si O\Si\CH
HC L \
/SI o
HC | |_-CH,
0 SI\
\ / CH
Hsc//sl\o_/sl\/o 3
H,C H,C CH,

Tabelle 18Abbauprodukte Polyolefine fir die GC-MS Bestimmung

Decan CH,(CH,),CH, Dodecan CH,(CH,), CH,
Tetradecan CH,(CH,),.CH, Hexadecan CH,(CH,), ,CH,
Octadecan CH,(CH,),.CH, Docosan CH,(CH,),,CH,
Eicosan CH,(CH,),,CH, Hexacosan CH,(CH,),,CH,
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Tabelle 19Kunststoffadditive und Abbauprodukte fur die GC-B8stimmung

Restlosemittel

o
CH,(CH,),CHy”  “CH,(CH,),CH,

DBP DEHP \)i/\/
. o] .
Weichmacher Weichmacher O °
07 "cn,
O\/\/CHa OP\/\/
(0]
o]
MTBC BHT oH
L OH HO o
Antioxidans Antioxidans
CH;
B-BHA t-Amylphenol OH
OMe
Antioxidans Abbauprodukt
Antioxidans
OH
t-Octylphenol OH 1-Nonanol
Abbauprodukt Abbauprodukt
Antioxidans Weichmacher
CH,(CH,);OH
Dihexylether

3.2.3.1Herstellung der Probenlésungen

Wahrend alle relevanten Substanzen sowohl in Ig@mal als auch in Hexan gut I6slich sind,
sind sie in Wasser sehr schlecht |6slich oder mwetktunldslich. Aus diesem Grund wurde der
Zusatz eines Losungsvermittlers notwendig. BeiRi@benvorbereitung zur HPLC Analyse
wurde fur eine verbesserte Loslichkeit in Wassédraimem 50 %igen Isopropanolzusatz gear-
beitet. Da auf gleiche Weise auch die spaterenaktdrund Migrationsproben vorbehandelt
werden mussten, sollte fiir eine vereinfachte Pratrereitung in den spateren Studien der

gleiche Losemittelzusatz fur die GC-MS Analyse detivéverden.
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Der Zusatz von Isopropanol lieferte reproduzierdangebnisse mit akzeptabler Sensitivitat.
AulRerdem bot er die Moglichkeit, geringe, fur dé&s3e Auge nicht sichtbare Niederschlage
an Extraktiv- bzw. Migrationsstoffen, welche sichrch erhéhte Temperatur noch in Losung

befinden kdnnten, jedoch nach Abkuhlung wiederallesf, wieder zu I6sen.

Reines Kontrastmittel war fur die GC-MS Analyse mitektinjektion nicht geeignet, da sie
zum Verkleben der Spritze fuhrte, weshalb eineklip@ unmdglich war. Aus diesem Grund
sollte das Kontrastmittel mit Hexan extrahiert wveerdUm das richtige Verhaltnis zwischen
Probe (10 ml) und Extraktionsmittel zu finden, weidhs Volumen an Hexan zwischen 1 und
2 ml variiert. Zudem wurde der Einfluss der Extrakszeit auf die Reproduzierbarkeit und
Menge der extrahierten Stoffe Uberprift. Fir diegersuch wurde eine Standardlésung von
OMCTS, BHT, B-BHA und DEHP in Isopropanol (je 10@ hergestellt. Diese wurde mit
Kontrastmittel auf eine Endkonzentration der Anatyt’on 100 pg/l beziehungsweise 1 mg/l
verdunnt. Beiden Lésungen wurde soviel Isopropangksetzt, dass sie je 1 % des Losungs-

vermittlers enthielten.

Diese Losungen wurden fur n = 5 unterschiedlicty land mit einem unterschiedlichen Pro-
be-Extraktionsmittel-Verhaltnis extrahiert. Hierfiturden die Proben in ein 20 ml Probengla-
schen gefillt und nach dem Zusatz von Hexan bellli#in geschittelt. Die Ergebnisse sind

in Tabelle 20 zusammengefasst.

Tabelle 20Ergebnisse der Extraktionsversuche; Wdf = Wieddtfngsrate, Wgf = mittlere Wiederfindungsra-
te = Mittelwert aus den Wiederfindungsraten der 1@d und 1 mg/l Lésung, s igl= relative Standardabwei-
chung der mittleren Wiederfindungsrate

1,5 h Extraktion 2,0 h Extraktion
Stoffe 1 ml Hexan 2 ml Hexan 1 ml Hexan 2 ml Hexan
100 | 1,0 | Wdfy | 100 1,0 | wdfy 100 1,0 | Wdfy | 100 | 1,0 | Wdfy
pa/l | mo/l uall mg/| uall mg/l pall mg/l
OMCTS Wdf [%] 73,1 78,1 75,6 70,6 71,7 71,2 84,6 95, 90,2 78,3 4,78 81,5
s rel [%] 3,5 0,8 8,0 45
BHT Wdf [%] 103,4 99,4 101,4 92,0 87,5 89,8 104, 11441 109,4 5,4 9| 98,1 96,7
s rel [%] 2,8 3,2 6,7 1,9
B-BHA Wdf [%] 102,8 102,8 102,8 93,6 93,1 93,4 1140 120,8 117,8105,5 107,0 106,3
s rel [%] 0,0 0.3 4,7 11
DEHP Wdf [%] 103,0 111,3 107,1 88,6 93,9 91,3 93,9 1261 110,0 8,9 8| 105,1 97,0
s rely [%] 5,9 3,7 22,8 11,5
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Die Versuche zeigten, dass die Verwendung von Hexlkan die schlechteste Reproduzierbar-
keit der Ergebnisse lieferte, was sich Uber retafvandardabweichungen der mittleren Wie-
derfindungsrate von 0,01 — 22,8 % widerspiegeltd#3&dem stellte 1 ml Extraktionsflissig-
keit ein zu geringes Volumen dar, um nach der Kktva sauber abpipettiert werden zu
konnen. Es konnte nicht ausgeschlossen werdenhaabgi auch Kontrastmittel ins GC-Vial
Uberfihrt und somit die Ergebnisse verféalscht wardgei der Extraktion mit 2 ml Hexan
zeigten sich sowohl nach 1,5h als auch nach 2fhinggre Wiederfindungsraten
(70,6 — 107,0 %), wobei die relativen Standardableigen der mittleren Wiederfindungsra-
ten nur zwischen 0,3 und 11,5 % variierten. Daaltm DEHP nach 90 min Extraktion eine
geringere relative Standardabweichung lieferte ralsh zweistindiger Extraktion, wurden
diese Extraktionsparameter als Mittel der Wahl aeben. Sie fihren aul3erdem zur Zeiter-

sparnis, was fur die Etablierung als Routinemethamfegrol3er Bedeutung ist.

3.2.3.20ptimierung der GC-Parameter

In der vorliegenden Arbeit kam ein EI-QMS (Electiompact-Quadrupol-
Massenspektrometer) zum Einsatz. Zur Erfassungadfgefihrten Substanzen wurde eine
unpolare Standardkapillare (HP-5MS, Agilent) mitiggem polarem Anteil verwendet. Sie
ist besonders geeignet fur die Trennung von Kohéaserstoffen, Phenolen und leicht fllich-
tigen Stoffen. Das optimierte Temperaturprogrammvies sich als guter Kompromis zur
Trennung aller 20 Komponenten innerhalb von 35 rile. Identifizierung und Quantifizie-
rung sollte im SIM Modus (SIM =&ected dbn Monitoring) sowohl Uber Retentionszeitver-
gleich als auch Uber das charakteristische Mass&trgm vollzogen werden, da hier die Sen-
sitivitat groRer war als im Scan Modus, und somiedrnigere Nachweis- und
Bestimmungsgrenzen erreicht werden konnten. Figedi&Zweck mussten zunéchst die fur
jeden Stoff typischen Fragmente bestimmt werdennaoh diesen spater gezielt zu suchen.
Eine Auflistung der gewahlten Fragmente befindeh sh Tabelle 21 Nachteil des SIM-
Modus ist das Ignorieren von Peaks anderer Fragimerdlche durch das Ausblenden von
Masse-Ladungs-Verhaltnissen nicht sichtbar wer@es kann zum Ubersehen von wichti-
gen Extraktivstoffen fihren. Aus diesem Grund wardeerhalb der Studien auch Chroma-
togramme im Scan-Modus aufgenommen und ausgewBreeGC Parameter wurden hierbei

nicht verandert.
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Tabelle 21GC Stoffe mit Retentionszeit und Fragmenten

Stoff t r [min] Fragmentionen [m/z]
HMCTS 4,74 191; 207
OMCTS 7,50 207; 281
Decan 8,01 43; 57
DMCPS 9,97 73; 267; 355
1-Nonanol 10,79 43; 56; 70
Dodecan 11,19 43;57;71
Dihexylether 12,24 43; 85
Tetradecan 14,01 43; 57
t-Amylphenol 14,08 107; 135
BHT 15,47 205; 220
Hexadecan 16,52 43;57;71
t-Octylphenol 16,73 107; 135
B-BHA 17,01 221; 236
Octadecan 18,76 43;57;71
Eicosan 20,79 43;57;71
DBP 21,01 102; 239; 256
Docosan 22,65 43;57; 71
MTBC 24,62 161; 177; 340
DEHP 25,50 149; 167
Hexacosan 25,92 43;57; 71

Mit Hilfe dieser Angaben wurde festgelegt, in waloh Retentionszeitfenster nach welchen
Fragmenten gesucht werden sollte. In Tabelle 22 di@ Methodenparameter der optimierten
Methode aufgelistet das daraus resultierende Chiograanm (SIM) ist in Abbildung 12 zu
sehen.

Tabelle 220ptimierte GC-MS Methode zur Bestimmung fliichtigedraktivststoffe

Flussgeschwindigkeit Tragergas | 1,5 ml/min
He
Split: Splitless
Injektionsvolumen: 1l
Liner: Agilent
Liner 4 mm ID Tap GW
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Inlettemperatur: 300 °C
Saule: HP-5MS, 30 m * 0.25 mm, 0.25 pm
Temperaturprogramm: 40 °C (2 min)
10 °C/min 350 °C (3 min)
Detektion: MS SIM Modus
700004 1
650004
60000:
550004
500004
N 45000 4
%’ 40000} 2
[ 8
> 350004
o]
<C  30000] 10 1 17
250001 15
20000 6 2 20
1 7 13 19
150004 3 9
10000
5000 5 L 16 18
HH\HH\HH\‘H%\H“J\L‘J‘\H\HH "H\—“Hw"H\HNH\HH\HH\H
2,00 4,00 6,00 8,00 10,00 12,00 14,00 16,00 18,00 20,00 22,00 24,00 26,00

Zeit [min]

Abbildung 12 GC-MS Chromatogramm; 1 = HMCTS, 2 = OMCTS, 3 = &®c4 = DMCPS,

5 = 1-Nonanol, 6 = Dodecan, 7 = Dihexylether, 8etrddecan, 9 = t-Amylphenol, 10 = BHT, 11 = Hexadec
12 = t-Octylphenol, 13 = B-BHA, 14 = Octadecan, 4%icosan, 16 = DBP, 17 = Docosan, 18 = MTBC,
19 = DEHP, 20 = Hexacosan, 1 ppm Ldsung
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3.2.4 Gerate und Chemikalien

3.2.4.1Gerate

HS-GC-FID

Gaschromatograph:

Auswertesoftware:

GC-MS:

Gaschromatograph:

MS:

Auswertesoftware:

weitere Gerate:

Schittler:
Ultraschallbad:

Waagen:

Millipore Anlage:

Hewlett Packard 5890 Series Il GaschromatographltiMpurpose
Sampler MPS2-Twister

ChemsStation Rev. B.02.01-SR2[260], Agilent Tecbgas 2001-
2006

Hewlett packard, HP 6890 Series GC Systems
Hewlett Packard 5973 Mass selective Detector

MSD Security ChemStation A.02.00.376, Agilent Tealogies 1989-
2005

GFL 3017
Bandelin Sonorex RK 510 Transistor
Analysenwaage BP211D Sartorius AG
Analysenwaage IsoCAL Sartorius AG

Milli-Q A10 Gradient, Pack nam@-Gard® 2

53



Methodenentwicklung

3.2.4.2Chemikalien

HS-GC-FID

t-Butanol
1-Propanol
2-Butanol

3-Methylhexan

Methylcyclohexan

3-Pentanol
3-Hexanon
m-Xylen
0-Xylen

Ethylbenzen
p-Methylstyren

2-Ethyl-1-hexanol

Natriumchlorid

Aceton, p.a.

(Hexamethylcyclotrisiloxan)

OMCTS

(Octamethylcyclotetrasiloxan)

DMCPS

(Decamethylcyclopentasiloxan)

Decan

t-Amylphenol

t-Octylphenol
Tetradecan

Merck, Darmstadt

VWR International, Darmstadt
Fisher Scientific, Schwerte
Merck, Darmstadt

Acros Organics, Geel

Dr. Ehrenstorfer, Augsburg
Alfa Aesar, Karlsruhe
Acros Organics, Geel
Sigma Aldrich, Steinheim
Acros Organics, Geel
ABCR, Karlsruhe

ABCR, Karlsruhe
Riedel-de Haen, Seelze

Acros Organics, Geel

Alfa Aesar, Karlsruhe

Alfa Aesar, Karlsruhe

Alfa Aesar, Karlsruhe
Merck, Darmstadt
Acros Organics, Geel
Sigma Aldrich, Steinheim

Merck, Darmstadt
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Hexadecan Merck, Darmstadt
Octadecan Merck, Darmstadt
Dodecan Dr. Ehrenstorfer, Augsburg
Docosan Alfa Aesar, Karlsruhe
Eicosan Alfa Aesar, Karlsruhe
Hexacosan Alfa Aesar, Karlsruhe
DBP
(Dibutylphthalate) Alfa Aesar, Karlsruhe
1-Nonanol Alfa Aesar, Karlsruhe
Dihexylether ABCR, Karlsruhe
Add. 7 Ph. Eur., BHT
(2,6-Di-tert-butyl-4-methylphenol) Alfa Aesar, Karlhe
MTBC
(2,2 methylenebis(6-t-butyl-4-methylphenol)) ABCRarlsruhe
B-BHA
(2,6-Di-tert-butyl-4-methoxyphenol) Sigma AldricBteinheim
Add. 1 Ph. Eur., DEHP
(Diethylhexylphthalat) LGC, Luckenwalde
Isopropanaglspectrophotometric grade Sigma Aldrich, Steimhei
Hexan p. a. Merck, Darmstadt

Milli-Q Al10 Gradient, Pack name: Q-
Millipore-Wasser Gard® 2; Millipore GmbH
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3.3 ENTWICKLUNG FLUSSIGCHROMATOGRAPHISCHER METHODEN FUR
DIE BESTIMMUNG NICHT FLUCHTIGER POTENTIELLER EXTRAK  TIV-
STOFFE

3.3.1 Allgemeines

Fur die Erfassung nicht fliichtiger Extraktivstoffeirde mit einer HPLC-UV gearbeitet. Die
auf diesem Gerat entwickelte Methode soll im Nagim routinemafig zum Einsatz kom-
men. Des Weiteren sollte die Eignung einer UPLCMS-fir die Uberpriifung von Extrakti-

ons- und Migrationsprofilen von Kunststoffverpacgen getestet werden.

3.3.2 Entwicklung einer HPLC-UV Methode fir die Bestimmung nicht flichtiger
potentieller Extraktivstoffe

In der Vergangenheit sind bereits zahlreiche Methotlir die Untersuchung bestimmter
Kunststoffe durch verschiedene Autoren beschriet@len [11, 61, 66]. Jedoch existiert bis
heute keine Screening-Methode, die eine gezieltenvahl haufig vorkommender material-

Ubergreifender Extraktivstoffe erfasst. Ausganggpuder Methodenentwicklung stellte die

Methode nach Cristina Nerin [60] dar. Hier wurdes d&xtraktionsprofil von Polycarbonat

durch LOsen des Materials erstellt. Da diese HPMCHWorezenz-Methode die Trennung

von 22 verschiedenen Kunststoffadditiven bzw. Kstadtmonomeren ermdoglichte, stellte sie
eine sehr gute Grundlage fur die Zwecke dieser iAdae. Erganzt wurde die Substanzaus-
wahl durch weitere Additive bzw. Abbauprodukte, ldiet Hersteller potentielle Extraktivstof-

fe darstellen. Die fur die HPLC-UV relevanten Stéagind in den Tabellen 23, 24 und 25 auf-
geflhrt.
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Tabelle 23Antioxidantien fiir die HPLC-UV Bestimmung

B-BHA o BHT OH
OH
Additiv 8 Irganox — —
Ph. Eur 1010 CHs
Ho H,C
OH
e 1.0 ;
o \L HO CH,CH;— C—0CH,—C
S, T
H.C
HO OH
B CH, a
Additiv 13 oH Irganox
Ph. Eur. 1330
HO OH
o
N)]\N CH, CH,
HO' O)\N/KO
CH,
OH
OH
MTBC ODPA
OH HO, CBHl@H@CSHI7
CHz
Topanol OH Irgafos
O 168
o
70 |
HO OH oo
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Irganox Irganox
565 S—C,H,; 1076
—~
7\ HO CH,CH,——C—o0C
HO N N radll) Hz(CHz)wCHs
_<N:<
S—CgHy,
Tabelle 24UV-Absorber fir die HPLC-UV Bestimmung
Tinuvin P HQ Tinuvin HQ
EIN\ Q b EI Q_k
N N
~ / ~ /
N N
DHBP o HQ Chima- |O|
I >: sorb CH3(CH2)6CHZOQ@
C OH
OH
DHMBP o HQ Tinuvin
I 326 HQ
C OMe C'\QN
=\
N
~ /
N
DHDMBP OH o HO Eusolex o HQ
|
Tinuvin
327
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Tabelle 25Weitere Stoffe fiir die HPLC-UV Bestimmung

Phenol oH Bisphenol A
Abbauprodukt Abbauprodukt
von Polycarbo- von Polycar- HO

O

nat bonat

DTBP oH DEHP

Abbauprodukt Weichmacher
von Irgafos 168

oA
PO

Schwefel S

Vulkanisations-
hilfsstoff

3.3.2.1Herstellung der Probenlésungen

Die Herstellung der Hexan- und Isopropanol-Stammmgen stellte sich als unproblematisch
heraus. Bei der Verwendung von Wasser als Losdmitteder Zusatz eines Losungsvermitt-
lers notwendig. Es konnte gezeigt werden, dass 38didropanol notwendig sind, um die
ausgewahlten Stoffe mit einer Konzentration vomigll in Wasser zu losen. Auf gleiche
Weise wurden die Standards, geldst in einem Kaomtigtel, fir die Migrationsstudie herge-
stellt. Gleiches betraf die Extraktions- und Migwasproben der spateren Studien. Der orga-
nische Zusatz bot den Vorteil, dass sich Extrakiivd Migrationsstoffe, welche sich bei er-
hohter Temperatur noch in Losung befinden und mash Abkthlen ausfallen, dauerhaft in
Losung gebracht werden. Hexanhaltige StandardsRroten mussten vor der HPLC-UV
Analyse weiterverarbeitet werden, da sich HexanLasungsmittel fur die HPLC Analytik
nicht eignete. Durch dessen starke Elutionskraft ka bei RP-Saulen zur Verschleppung der
Probe, was zu einem Fronting oder sogar zu Dopaképder zeitig eluierenden Stoffe flhrte.
Um dies zu vermeiden, wurden 10 ml des Hexan-Etg¢gakur Trockne eingeengt und mit
10 ml Isopropanol aufgenommen. Die Isopropanollgskonnte nun mittels HPLC-UV un-

tersucht werden.
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Im Laufe der Methodenentwicklung stellte sich heradass das Antioxidans Irgafos 168 so-
fort nach dem Ldsen in Isopropanol oxidiert wirdliso das entsprechende Phosphat entsteht
(siehe Abbildung 13). Im Chromatogramm waren beiatsten Injektion sofort nach Herstel-
lung der Losung zwei Peaks erkennbar (siehe Abbgdid). Da beide Stoffe einen unter-
schiedlichen Absorptionskoeffizienten haben, Irgat®8 oxid jedoch kauflich nicht zu er-
werben ist, wurde flr eine reproduzierbare Quarifung die erschopfende Oxidation von

Irgafos 168 erzwungen und somit die Quantifizieriibgr sein Oxid ermdglicht.

Ox.

O=P—T0O

3 3

Abbildung 13 Oxidation des Irgafos 168 zum Irgafos 168 oxid

In Anlehnung an J. A. Garde [67] wurde versuclgaflos 168 in THF zu I6sen, wobei nach
24 h eine quantitative Umsetzung zum Oxid statdimdollte. Mit Hilfe der HPLC-UV konn-
te dies bestatigt werden. Bei den spater im Ralaeeixtraktions- und Migrationsstudien zu
untersuchenden Proben wurden Isopropanol (100 %50rb) bzw. Hexan als Losemittel
eingesetzt, weshalb die Oxidation von Irgafos 1@8nadglichst einfache Weise in die bereits
angewandte Probenvorbereitung integriert werddites@as Antioxidans wurde unter Zusatz
von 10 % Wasserstoffperoxid (30 %ig) in Isopropagelost und nach 12 Stunden mittels
HPLC-UV bei 220 nm vermessen. Eine quantitative &lmsng zum Oxid wurde mittels
HPLC-UV und LC-MS bestatigt.

Im Rahmen der Extraktions- und Migrationsstudie dewr die Proben in denen Irgafos 168
enthalten ist, ein zweites Mal nach Zusatz von \&f&ssffperoxid vermessen und als Oxid
quantifiziert. Hexanextrakte wurden eingeengt und eopropanol aufgenommen. Der

Isopropanolextrakt wurde entsprechend oxidiert.
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3.3.2.20ptimierung der Methoden-Parameter

Ziel dieser Methodenoptimierung war es, fir allefostanzen eine Basislinientrennung zu
erreichen, da ein gleichzeitiges Vorkommen derf8tafoglich ist. So sollte eine reproduzier-
bare Quantifizierung benachbarter Peaks gewaleteisrden. Da diese Bedingung durch die

Nerin-Methode [60] nicht erfullt wurde, war eine passung dieser Methode notwendig.

Fur die Trennung der 26 Stoffe wurde eine PAH-S&MC PAH 150 * 4 mm; 3 um) ver-
wendet. Hierbei handelt es sich um eine C18-Sdliebesonders daflr geeignet ist, che-
misch sehr &hnliche Stoffe voneinander zu trenbDesn Saulentemperatur betrug 45 °C. Nach
der Verwendung verschiedenster FlieBmittel kameden finalen Methode Acetonitril und
Wasser zum Einsatz. Da das gewahlte Substanzspehktitieinem grof3en Polaritatsbereich
einherging, sich die Stoffe teilweise jedoch setmligh waren, war ein komplexer Stufen-
und Flussgradient notwendig, um fur alle AnalytereeBasislinientrennung zu erreichen. So
steigt der Acetonitrilanteil in der finalen Methogten 35 % auf 100 % und der Fluss von
1,0 ml/min auf 2,0 ml/min (siehe Tabelle 26). DieN&nlange wurde anlehnend an Literatur-
daten [68 ¥0] auf 220 nm festgelegt, da dies den bestmogii¢t@mpromis bezuglich Sig-
nal-Rausch-Verhéltnis fur alle Analyten darstellBas resultierende Chromatogramm zeigt
Abbildung 14.

Tabelle 26HPLC Gradient

t [min] Fluss [ml/min]  Wasser [%]  Acetonitril [%]
0,0 1,0 65 35
13,0-20,0 1,2 49 51

60,0 15 0 100

69,0 2,0 0 100
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0.018
] 17

0.016
0.014+ 19
1 23

0.012 7

0.010 26

AU
£y

1 6
0.008 3 5 14 15

22

0.006
] 18

0.004 10

1 89 25 UZ[/
0.0021

o.oooE L—[ .

I
5,00 10,00 15,00 ,020 25,01 30,00 (8B, 40,00 45,00 C&D, 55,00 60,00 65,00 70,00

Zeit [min]

Abbildung 14 HPLC-UV Chromatogramm (0,5 ppm) der 26 getrennfgotentiellen Extraktivstoffe;

1 = Phenol, 2 = BPA, 3 = DHBP, 4 = DHMBP, 5 = DHDMB6 = Eusolex, 7 = B-BHA, 8 = Tin P, 9 = DTBP,
10 =BHT, 11 =S, 12 = MTBC, 13 = Add 8 Ph. Eud4,4.Tin 329, 15 = Topanol, 16 = Chimasorb, 17 = 326,
18 = DEHP, 19 = Tin 327, 20 = Add 13 Ph. Eur., 20BPA, 22 = Irg 1010. 23 = Irg 1330, 24 = Irg 565,
25 = Irgafos 168 oxid26 = Irgafos 168, 27 = Irg 1076, 1 ppm L&sung

Bei der Analyse des Kontrastmittels zeigten sickrn2en der Methode auf. Das polare Kon-
trastmittel eluierte in Form eines sehr breitenkBeas Beginn des Chromatogramms und ver-
hinderte die Identifizierung und Quantifizierungr dsten 6 Peaks (Phenol, Bisphenol A,
DHBP, DHMBP, DHDMBP und Eusolex). Des Weiteren messine Vorsaule des gleichen
Materials verwendet werden, die durch das Zurudkhaton Verunreinigungen die Lebens-

dauer der Saule verlangerte.

3.3.3 Entwicklung einer UPLC-UV-MS Methode fir die Bestimmung nicht flichtiger
potentieller Extraktivstoffe

Bei der UPLC (Utra Pressure_lquid Chromatography) handelt es sich um eine Weiterent-
wicklung der HPLC, bei der Saulenmaterialien mittiRaln eines Durchmessers kleiner als
2,5 um entwickelt wurden. Laut van-Deemter-Gleigh(siehe Gleichung 2) verkleinert sich
die Bodenhohe durch Abnahme der Eddy-Diffusion dedh reduzierten Massenibergang

zwischen stationdrer und mobiler Phase, was sideillmaft auf die Effizienz der Saule aus-
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ubt. Diese beiden Terme werden beeinflusst durchT@dchendurchmesser der stationaren
Phase [76].

H:A+E+Cxu (2)

H = Bodenhdhe, A = Eddy-Diffusion, B = Longitudidédfusion, C = beschreibt den Massen-
Ubergang zwischen stationarer und mobiler Phase;, Flussgeschwindigkeit der mobilen

Phase

Aul3erdem konnen Partikel mit einem Durchmesseng&leals 2 um tber einen gréf3eren Be-
reich der linearen Geschwindigkeit eingesetzt werddgne an Trennleistung zu verlieren.
Dies fuhrt zur Verkirzung der Analysenzeit bei gheieitiger Zunahme der Auflésung und
Empfindlichkeit [71].

Wahrend bereits mehrere Veréffentlichungen UbeiEdstellung von Extraktionsprofilen mit-
tels HPLC oder GC zu finden sind, sind Informationiger die Nutzung von UPLC rar.
BENTAYEB et al. untersuchte rezykliertes PET m#télPLC-MS, erzeugte jedoch nur
Totalionenchromatogramme, deren ldentifizierung grafdten Teil noch aussteht [72]. Eine
Screening-Methode fiir die UPLC existiert bis hautdt. Daher sollte eine UPLC-Methode
entwickelt werden, die bei den Extraktions- und Mignsstudien vergleichend zum Einsatz

kam.

3.3.3.1Herstellung der Probenlésung

Da mit dieser Methode hauptsachlich Substanzerrsutiet werden sollten, die auch mittels
HPLC analysiert wurden, wurden die Probenlosungangieiche Weise hergestellt. Eine
Ausnahme stellte Additiv 3 Ph. Eur. dar. Wahren@ &toffe in einer Konzentration von
10 mg/l in Isopropanol gelost wurden, konnten vogsem zusatzlich untersuchten Additiv

aufgrund seiner schlechten Ldslichkeit maximal 3lnmgL6sung gebracht werden.
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3.3.3.20ptimierung der UPLC-UV-MS-Parameter

Das flussigchromatographische Verfahren wurde gedlbp mit einem MS-TOF
(= Massengektrometer-ime d Flight), das den Vorteil der méglichen Identifiziegiunbe-
kannter Peaks bietet. Als lonenquelle wurde dielARchnik (Atomic Fessure_lsemical
lonization) verwendet. Mit Hilfe dieser lonisieruagskdnnen Molekile mit einer molaren
Masse von bis zu 2000 g/mol untersucht werden.e\fodt die geringe Wahrscheinlichkeit
der Fragmentierung. Die Identifizierung unbekanmeaks erfordert jedoch einige Erfahrung,
da eine elektronische Datenbanksuche im Gegensatf&5€-MS aufgrund fehlender Ver-
gleichsspektren nicht mdglich ist. Zusatzlich zusdetektion erfolgte die Auswertung tber
einen PDA (lRoto Dode Array) Detektor im Bereich von 200 bis 500 nm.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden sowohl die bereitsete HPLC-UV bestimmten Stoffe als
auch neun weitere Substanzen fur die Methodeneklwig an der UPLC-UV-MS sowie
Irgafos 168 oxid berlicksichtigt. Hierbei handelsesech um Kunststoffadditive und Abbau-

produkte welche in Tabelle 27 aufgezahilt sind.

Die Bestimmung von Phenol war mit dieser Methoadtnmaoglich. Aufgrund seiner Polaritat
eluierte Phenol bereits mit dem Ldsemittelpeak wad nicht analysierbar. Durch die entwi-
ckelte HPLC-UV Methode wurde die ggf. notwendigentifizierung jedoch sichergestellt.

Tabelle 27Zuséatzliche Stoffe fur die UPLC Bestimmung

DBATD \N/ Additiv 3
Vulkanisafi )\ Ph. Eur.
u | I-
onshilfsstoff Antiblockmittel CH,(CH,),.CH,~— C— NHCH,CH,NH — C——CH,(CH,),.CH,

N| NN
/)\
HS N SH

TPP 0 Additiv 21
I Ph. Eur.
Abbaupro- O/'T\ o 2
dukt von e} Gleitmittel J\/\/\/\/\/\/:
HN CH,(CH,),CH,

Irgafos 168 )

DTBHB Os__OH TpTP i
H364©70—P—O—©76H3
Abbauprodukt Io

Abbaupro-
dukt von von Irgafos
Irganox 1010 168

OH
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DPP DTBHP Q
Abbaupro- HO\ //O Abbauprodukt OH
dukt von O/P\O von Irganox
Irgafos 168 1010 HO
Stearin-
saure
(0]
Gleitmittel Il
CH,(CH,),.CH;—C—OH

Fur die Analyse der 35 Stoffe wurde eine C18 Séitesiner Partikelgrof3e von 1,7 um ver-
wendet (Waters Acquity BEH UPLC C18, 50 * 2,1 mni, fim). Als Eluenten wurden Ace-

tonitril und Wasser genutzt. Eine Anpassung desli@néen der HPLC Methode war unum-
ganglich, um den Vorteil der verkirzten Analysezeittzen zu kdnnen. Nicht nur die

Verwendung des Saulenmaterials mit sehr kleinetikéégroRe, sondern auch die Kopplung
an das Massenspektrometer fuhrten zur enormenrgadienis. Durch die Selektion bestimm-
ter lonen bot das MS die Moglichkeit, coeluiere@ldstanzen aufgrund ihrer charakteristi-

schen lonen zu unterscheiden und eine Basisligientmg war nicht erforderlich.

Eine Ausnahme stellte Schwefel dar. Eine lonisati@n in diesem Fall nicht méglich, wes-
halb die Identifizierung und Quantifizierung im Wffolgte. Ebenso im UV analysiert wur-
den Tinuvin P und BHT, da hier eine verbessertesBeitat erreicht wurde. Aus diesem
Grund wurde flr diese drei Stoffe eine Basisliniembung im UV angestrebt um eine repro-
duzierbare Quantifizierung bei gleichzeitiger Anesiseit benachbarter Peaks zu gewahrleis-

ten. Der daraus resultierende Gradient ist in Tat28 dargestellt.

Tabelle 28Gradient der UPLC-UV-MS Methode

t [min] Fluss [ml/min] Wasser [%] Acetonitril [%]
0,0-0,5 0.5 90 10
2,0 0.5 65 35
2,3-3,3 0.5 50 50
6,0-9,0 0.7 5 95
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Die Analyse mittels Massenspektometer erfolgte $ovium Positiv- als auch im Negativ-
Modus. Die Methodenparameter sind in Tabelle 2gefiihrt.

Tabelle 29MS-Parameter der UPLC-UV-MS Methode

Parameter Positiv-Modus Negativ-Modus
lonisierungsmodus APcl APcl
Analysenmodus W-Modus W-Modus
KapillarspannungV] 1500 1000
Konusspannung (Sample Coffi¢) 20 10

Aperture 1 Spannung [V] 10 20
Desolvatationstemperat[iC] 400 200
Quellentemperatur[°C] 100 100
Zerstaubergdsnl/min] 20 20
Desolvatationsggml/min] 200 200
Massenbereich [m/z] 100-1300 100-1300
Scandauer [s] 0,1 0,1

Tabelle 30 gibt eine Ubersicht iiber alle Substanderen Retentionszeiten und charakteristi-
sche lonen, sowie die Wellenlange, bei der einatifigerung und Quantifizierung im MS
bzw. UV (relevante Stoffe sind hervorgehoben) gjtfal

Tabelle 30Retentionszeiten und lonen fur die MS-Analyse

Nr.  Substanz [zu bestimmendes lon bzw. tg[min] m/z Positiv m/z Negativ- A [nm]
Fragment] Modus Modus
1 DPP [M-H] 0,70 249,0317
2 DBATD [M-H"] 1,83 271,1051
3 Bisphenol A [M-H] 2,61 227,1072
4 DHBP [M-H'] 2,67 213,0552
5 DHMBP [M-H'] 2,85 243,0657
6 DHDMBP [M-H'] 3,07 273,0763
7 DTBHB [M-H"] 3,11 249,1491
8 Eusolex [M-H] 3,32 227,0708
9 DTBHP [M-H] 3,47 277,1804
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Nr.  Substanz [zu bestimmendes lon bzw. tg [min] m/z Positiv m/z Negativ- A [nm]
Fragment] Modus Modus

10 TPP [M+ACN+H] 3,91 368,1052

11 Tinuvin P 4,09 212

12 DTBP [M-H] 4,39 205,1592

13 B-BHA[M-HY] 4,40 235,1698

14  TpTP [M+H] 4,66 369,1256

15 BHT 4,80 220

16  Additiv 8 Ph. Eur. [M-H] 5,10 793,468

17 MTBC [M-H'] 5,11 339,2324

18 Schwefel 5,22 222

19  Topanol [M-H] 5,34 543,3839

20 Chimasorb 81 [M-H 5,45 325,1804

21 Tinuvin 329 [M-H] 5,48 322,1919

22 Tinuvin 326 [M-H] 5,65 314,106

23 Additiv 19 Ph. Eur. [M-H 5,72 283,2637

24  DEHP [M+H] 5,78 391,2848

25  Additiv 21 Ph. Eur. [M+H] 5,88 338,3423

26 Tinuvin 327 [M-H] 5,99 356,153

27  Additiv 13 Ph. Eur. [M-219] 6,04 564,3478

28  ODPA[M+H] 6,23 394,3474

29 Irganox 1010 [M+Ng 6,58 1199,7738 1175,7762

30  Irganox 1330 [M-H] 6,72 773,5873

31 Irganox 565 [M+H] oder[M-H"] 6,86 589,3974 587,3817

32 Irgafos 168 oxid[M+H| 6,97 663,4542

33 Irganox 1076 [M-H] 7,28 529,4621

34 Irgafos 168 [M+H] 7,88 647,4593

35 Additiv 3 Ph. Eur. [M+H] 7,89 593,5985

In Abbildung 15 befindet sich das UV Chromatogramen UPLC Analyse. Die Zuordnung
der Peaks ist Tabelle 30 zu entnehmen.
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Abbildung 15 UPLC-UV Chromatogramm b&~220 nm, 0,5 ppm L&ésung

Das Kontrastmittel ist nicht geeignet fur diese Mete. Die hochkonzentrierte Losung fuhrte

trotz Verwendung einer Vorsaule zur UberladungdRt.C-Saule, was eine Analyse im Ult-

raspurenbereich kaum ermdglichte.

3.3.4 Gerate und Chemikalien

3.3.4.1Gerate

HPLC-UV:

Autosampler:

Waters™ 717 plus Autosampler

Pumpe: Waters™ 616 Pump

Controller: Waters" 600S Controller

Ofen: Column-Thermostat Jetstream 2 plus, VDS optilab
Entgaser: Degasys DG-2410, Uniflows
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Detektor: Water$M 486 Tunable Absorbance Detector

Auswertesoftware: Empower 2 Software, Waters Corporation

UPLC-UV-MS:

UPLC: Acquity™ Ultra Performance LC; Waters

MassenspektrometerL. CT Premier XE, Micromas$ MS Technologies; Waters

Sonstige Geréate:

Ultraschallbad: Bandelin Sonorex RK 510 Transistor
Waagen: Analysenwaage BP211D Sartorius AG

Analysenwaage IsoCAL Sartorius AG

Millipore Anlage: Milli-Q A10 Gradient, Pack name: Q-G&r@

3.3.4.2Chemikalien

Phenol Riedel-de Haen, Seelze
Bisphenol A Dr. Ehrenstorfer, Augsburg
DHBP

(2,4-Dihydroxybenzophenone) Sigma Aldrich, Steinhei
DHMBP

(2,2°-Dihydroxy-4-methoxybenzophenone) Sigma Alldrigteinheim
DHDMBP

(2,2 dihydroxy 4,4 dimethoxybenzophenone) Alfa Aegarlsruhe
Eusolex

(2-Hydroxy-4-methoxybenzophenone) Merck, Darmstadt
B-BHA

(2,6-Di-tert-butyl-4-methoxyphenol) Sigma AldricBteinheim
Tinuvin P

(2-(2H-benzotriazol-2-yl)-p-cresol) Ciba, Basel

DTBP

(2,4-Di-tert-butylphenol) Merck, Darmstadt
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Add. 7 Ph. Eur., BHT
(2,6-Di-tert-butyl-4-methylphenol)

Schwefel

MTBC
(2,2 methylenebis(6-t-butyl-4-methylphenol))

Add. 8 Ph. Eur.
(Ethylene bis [3,3-bis[3-(1,1-dimethylethyl)-4-
hydroxyphenyl]butanoate])

Tinuvin 329
(2-(2-Hydroxy-5-t-octylphenyl)-benzotriazole)

Topanol
(1,1,3-Tris(2-methyl-4-hydroxy-5-tert-butylphenyljtane )

Chimasorb 81
(2-Hydroxy-4-(octyloxy)-phenyl-methanone)

Tinuvin 326
(2-(5-chloro-2H-benzotriazole-2-yl)-6-(1,1-dimethbttyl)-4-
methylphenol)

Add. 1 Ph. Eur., DEHP
(Diethylhexylphthalat)

Tinuvin 327
(2,4-di-tert-butyl-6-(5-chloro-bezotriazol-2-yl)phel)

Add. 13 Pr. Eur.
(1,3,5-tris(3,5-di-tert-butyl-4-hydroxybenzyl)-gdrine-
2,4,6(1H,3H,5H)-trione)

ODPA
(Octylated Diphenylamine)

Add. 9 Ph. Eur.

(Pentaerythrityl tetrakis(3-(3,5-di-tert-butyl-4-dirpxyphenyl)-

propionate)

Add. 10 Ph. Eur.
(3,3,3,5,5",5 -hexa-tert-butyl-a,a’,a -
(mesitylene-2,4,6-triyl)tri-p-cresol)

Add. 12 Ph. Eur.
(Tris (2,4-ditert-butylphenyl)phosphite)
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Alfa Aesar, Karlhe
Sigma Aldrich, Steinheim

ABCRarlsruhe

LGC, Luckenwalde

CiBasel

Sigma Aldrich, Steinheim

Ciba, Bhs

Ciba, Basel

LGC, Luckenwalde

Ciba, Basel

LGC, Luckenwalde

C. H. Erbsloh, Krefeld

Ciba, Basel

Ciba, Basel

ABCR, Kslihe
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Irganox 565

(2,6-di-tert-butyl 4(4,6 bis(octylthio)-1,3,5-trige2-ylamino)-

phenol)
Add. 11 Ph. Eur.

(Octadecyl 3-(3,5-di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)pionate)

2-dibutylamine-4-6-dithiol-s-triazin

Diphenylphosphat

3,5-Ditertbutyl-4-hydroxybenzoeséure

3,5-Ditertbutyl-4-hydroxyphenylpropionsaure

Triphenylphosphat

Tri-p-tolyl phosphat

N,N-Ethylenbis(stearamid)

Didodecyl 3,3 -thiodipropionat

Stearinsaure
Oleamid
Erucamid

Isopropangl spectrophotometric grade
Acetonitril, gradient grade
Hexan p. a.

Millipore-Wasser
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Ciba, Basel

Ciba, Basel
TCI Europe, Zwijndrecht

Alfa Aesar, Karlsruhe
ABCR, Karlsruhe

Alfa Aesar, Karlsruhe
Alfa Aesar, Karlsruhe
Acros Organics, Geel
ABCR, Karlsruhe

LGC, Luckenwalde

Alfa Aesar, Karlsruhe
Sigma Aldrich, Steinheim
ABCR, Karlsruhe

Sigma Aldrich, Steimhei
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Milli-Q A10 Gradient,
Pack name: Q-Gard® 2;
Millipore GmbH
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3.4 ZUSAMMENFASSUNG

Mit Hilfe der entwickelten analytischen Methodennkén 64 verschiedene potentielle
Extraktiv- und Migrationsstoffe identifiziert undugntifiziert werden. Ein routinemaliger
Einsatz mittels der gangigen Analysegerate (HPLC-GE-MS, HS-GC-MS) und Chemika-
lien ist in jedem gut ausgestatteten Labor der i@@ssicherung moglich. Eine Ausnahme
stellt hier die UPLC-UV-MS dar, welche in vielendaen nicht vorhanden ist.

Neben der Analyse Ublicher Medien wie Wasser, Haxaah Isopropanol konnte auch eine
begrenzte Anwendbarkeit der Methoden auf das umtbts Kontrastmittel als Medium ge-
zeigt werden. Um eine Untersuchung dieser Losuhd/agrationsstoffe moglich zu machen,
sollte eine zusatzliche Probenvorbereitung, wiekk&aktion mit Hilfe geeigneter Losemit-
tel, durchgefiihrt werden. Dies wurde anhand derNe&ECMethode (Extraktion mit Hilfe von

Hexan) erfolgreich demonstriert.
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4 VALIDIERUNG DER ANALYTISCHEN METHODEN ZUR
BESTIMMUNG POTENTIELLER EXTRAKTIVSTOFFE

4.1  Allgemeines

Allgemein kann Validierung als Teil eines umfassam&onzeptes zur Sicherung von Quali-
tat, Wirksamkeit und Sicherheit von Arzneistoffamdumitteln betrachtet werden. Es handelt
sich um einen dokumentierten Nachweis der Eignumgeine bestimmte Aufgabenstellung
[73]. Zur Methodenvalidierung in der pharmazeutestiAnalytik existiert die ICH-Richtlinie
Q2, auf der viele qualitatssichernde BestimmungahAnforderungen der arzneimittelzulas-
senden Behérden (z.B. EMEA und FDA) beruhen. Aufjgben von Grenz- und Richtwerten
wird meist verzichtet, womit die Beurteilung dert&igines analytischen Verfahrens im Er-
messen des Analytikers liegt [74].

Gemall FDA und EMEA [23, 24] mussen analytische ded#im zur Bestimmung von Extrak-
tivstoffen nicht validiert werden. Solche zur Baestiung von Migrationsstoffen bedirfen
jedoch einer Validierung zur Uberprifung der Eiggufiir den beabsichtigten Zweck [75].
Fur diesen Prozess ist es notwendig, zuvor Spafidiken und Qualitditsmerkmale genau zu

definieren. Im Rahmen dieser Arbeit betrifft diechstehende Parameter:

Linearitat

System- und Methodenprazision
— Nachweisgrenze

- Bestimmungsgrenze

- Richtigkeit

- Selektivitat

- Robustheit

Die in Kapitel 6 beschriebene Migrationsstudie wurde fir Wasset ein Kontrastmittel
durchgefuhrt. Anhand ausgewahlter Stoffe, die ewmités Spektrum an physikalischen und
chemischen Eigenschaften bieten, sollte fur diéslgliter gezeigt werden, dass eine Validie-
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rung unter Vorgabe der entsprechenden Parametdicin@). Eine umfangreiche Darstellung
der Validierung erfolgte anhand der wéssrigen Rrobkggebnisse zur Validierung des Kon-

trastmittels befinden sich im Anhang.

Im Folgenden sollen die Kenngré3en der Validierdefiniert und die Anforderungen an die-

se beschrieben werden.

41.1 Linearitat

Bei der Linearitat eines analytischen Verfahrensde#t es sich um seine Fahigkeit innerhalb
des festgelegten Arbeitsbereiches Messergebnissezimien, die der Analytkonzentration in
der Probe direkt propotional sind [75, 76]. Der ditbereich einer analytischen Methode ist
das Intervall zwischen oberer und unterer Analydemtration innerhalb dessen ein geeigne-
tes Mal3 an Richtigkeit, Prazision und Linearitawglerleistet werden sollte.

Zur Bestimmung der Linearitdt wurden Losungen dewvalidierenden Substanzen in defi-
nierten Konzentrationen 5) hergestellt und anschliel3end mit den entspretdre Metho-

den dreifach vermessen. Die Beurteilung der Ling&aerfolgte auf Grundlage des Korrelati-
onskoeffizienten der linearen Regression, welch@der als 0,990 sein sollte [77]. Zusatzlich
wurde anhand des t-Testes nach Gleichung 3 Ubgrphigich der y-Achsenabschnitt signifi-
kant vom Erwartungswert Null unterscheidet (fur 89%6), und dadurch eine Mehrpunktka-

librierung notwendig wird.

‘o |X — Erwartungsvert e
S

3)

X = Mittelwert der Messwerte, s = Standardabweichutey Messwerte, n =Anzahl der

Messwerte

4.1.2 Prazision

Im Rahmen dieser Arbeit wurden ausschlief3lich Systend Methodenprazision untersucht.
Auf die Uberprifung der laborinternen Vergleichsgision wurde verzichtet, da die Durch-

fuhrung der Methode durch andere Mitarbeiter ogeamderen Geraten nicht erwartet wird.
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Bei derSystemprazisionhandelt es sich um ein Mal3 fur die Schwankungenddrch das
Analysengerat selbst verursacht werden konnenfiHigrurde eine Losung der zu validie-
renden Stoffe definierter Konzentration sechsfaofeinander folgend analysiert. Uber die
Flachen der erhaltenen Signale wurde der Varidkmeffizient (= VK) errechnet. Von einer
ausreichenden Prazision des Systems konnte gegspractrden, wenn der VK unterhalb von
10 % lag [77]. Zudem sollte der VK des Systems ingetiRer sein als der der Methode.

Uber die Bestimmung déviethodenprazision werden Schwankungen der Ergebnisse, verur-
sacht wahrend der gesamten Methode, erfasst. HEtalen u. a. Wiegen, Verdinnen und
Auswerten [78]. Zur Bestimmung der Methodenpraznisiweurden sechs Ldsungen durch
sechs unabhéangige Einwaagen der jeweiligen Sulestamergestellt und auf eine definierte
Konzentration verdinnt. Der aus den Peakflacherttette Variationskoeffizient sollte einen

Wert von 15 % nicht tberschreiten.

4.1.3 Nachweis- und Bestimmungsgrenze

Als Bestimmungsgrenzg(LOQ, Limit of Quantification) wird die kleinste noch quantifizier-
bare Menge an Analyt bezeichnet. Hierfir wurden aievalidierenden Stoffe soweit ver-

dunnt, bis ein Signal-Rausch-Verhéltnis von 10r&ieht war.

Die kleinste noch identifizierbare Menge an Analjtd Nachweisgrenze(LOD, Limit of

Detection) genannt und bei einem Signal/Rausch Wterk&on 2:1 erhalten. [75].
Nach ICH Richtlinie Q2 ist aul3erdem die BestimmdegLOQ und LOD uber

— visuelle Bewertung
— die Berechnung aus der Standardabweichung desviaiels

— oder die Berechnung aus der Kalibrierfunktion mdgli

4.1.4 Richtigkeit

Eine analytische Methode ist dann richtig, wenmz@sUbereinstimmung zwischen dem ge-
messenen Wert und einem als richtig angesehenetn Rtermt. Im Rahmen dieser Arbeit
wurde dies uUber die Wiederfindungsrate bestimmerfidr wurde jede zu validierende Sub-

75



Validierung der analytischen Methoden zur Bestimgpatentieller Extraktivstoffe

stanz mit einer definierten Konzentration zum eia#tain, zum anderen in Anwesenheit der
anderen Stoffe der jeweiligen Methode hergestelll dreifach vermessen. Die erhaltenen
Flachen wurden anschlieRend verglichen, wobei diehllen der Stoffe, die durch die Einzel-
injektion erhalten wurden, als Referenzwerte mieeiWiederfindungsrate von 100 % ange-
sehen wurden. Die Wiederfindungsrate der zu vakdiden Stoffe in Anwesenheit der ande-
ren sollte nicht um mehr als das Vierfache des \&K Bllethode vom theoretischen Wert
100 % abweichen [9]. Einen weiteren Richtwert kief@ennis Jenke [77], nach dem eine

Abweichung von 30 % vom theoretischen Wert 100 Zepkert werden kann.

415 Selektivitat

Unter Selektivitat wird die Moéglichkeit einer Metthe verstanden, verschiedene Verbindun-
gen, die nebeneinander vorkommen koénnten, stortgigai analysieren. Fur die Methoden
mit UV- bzw. Flammenionisations-Detektion wurde dienittels Vergleich der Chroma-
togramme einer Leerprobe und der Analysenprobet@imiDas Chromatogramm der Leer-
probe sollte keine stérenden Signale zu den Retereiten der zu untersuchenden Stoffe
zeigen. Des Weiteren wurde die Auflésung R bestinthat sich durch der Gleichung 4 nach

U. S. Pharmacopeia errechnete und den WertLlFs nicht unterschreiten sollte [90, 78].

(4)

Ri, = Auflésung der Komponenten 1 und 234 = Retentionszeiten der Komponenten

1 und 2 [min], wy,; = Peakbreite der Komponenten 1 und 2 [min]

Hierfir wurden alle zu analysierenden Stoffe bétteicunter besonderer Berlcksichtigung

der Peakpaare, deren Auflésung nach visueller Biatgang kritisch zu bewerten war.

4.1.6 Robustheit

Die Robustheit beschreibt die Fahigkeit einer Mdthaunabhéngig von kleinen Anderungen

relevanter Einflussparameter, stabile Ergebnisskefern. Fir alle Methoden wurde die Ro-

76



Validierung der analytischen Methoden zur Bestimgpotentieller Extraktivstoffe

bustheit der Probenlésung nach 24 Stunden Uberpviédthrend fur die flissigchroma-
tographischen Methoden zusatzlich die RobustheitSdeile Gberprift wurde, ist darauf bei
der Validierung der GC-Methoden verzichtet worddsm ein Wechsel der Saulen in den Anla-
gen nicht forciert wird, bevor dieser nicht aus @&fén der Uberschrittenen Lebensdauer not-
wendig wird. Als robust galt eine Methode dann, wesich die Analysenergebnisse durch
Veranderungen der entsprechenden Parameter im d-i-Tiest (siehe Gleichung 5 und 6)
nicht signifikant unterschieden haben. Die Ergetmider Robustheitsiiberprifung wurden fir

die Methoden kurz erwéhnt. Eine Auflistung der Eimzrte befindet sich im Anhang.

2
S2
t=-87% « /o % >%, (6)

/Slz + 5,2

4.2 VALIDIERUNG DER GASCHROMATOGRAPHISCHEN METHODEN FUR
DIE BESTIMMUNG FLUCHTIGER POTENTIELLER EXTRAKTIVSTO FFE

4.2.1 Validierung der HS-GC-FID Methode

4.2.1.1Allgemeines

\Von den 12 Substanzen, welche mittels der HS-GCMHbhode bestimmt werden kénnen,
wurden t-Butanol, Ethylbenzen, m-Xylen, o-Xylen uBEthyl-1-hexanol beispielhaft vali-
diert.
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4.2.1.2 inearitat

Zur Bestimmung der Linearitat des Kalibrationsbeles wurden acht verschiedene Konzent-

rationen (6 pg/l bis 1 mg/l) der zu validierendarb&anzen analysiert (n = 3) und die Kalib-

riergerade durch Regression aus den Daten errechnet
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2:Ethyl-1-hexanol o °
b +SD [AU/(mg/l)]: -440,8 £ 309,7
= 80000 m +SD [AU]: 56234,5 + 607,9
X, 60000 ; s (y) [AU]: 629,0175
g 40000 s (o) [ mg/]: 0,0112
20000 r: 0,9996
0l ‘ ‘ Xy [nof/l]: 4
0,000 0,403 gl 0,800 xg [Lg/l]: 12

Abbildung 16 Kalibriergeraden (Wasser) von t-Butanol, Ethyltemzm-Xylen, o-Xylen und 2-Ethyl-1-hexanoal;
B = Massenkonzentration, n = Anzahl Messpunkte,\bAchsenabschnitt, m = Steigung, SD = Standardabwei
chung, s(y) = Reststandardabweichung, § & Verfahrensstandardabweichung, r = Korrelatioesfzient,

Xn = Nachweisgrenze gx= Bestimmungsgrenze

Die Kenngréf3en der Linearitat, die sich aus derr&egon ergeben, sind in Abbildung 16
aufgefuhrt. Dieser Abbildung sind auch Nachweisd @estimmungsgrenzen zu entnehmen,
welche sich nach Kapitel.1.3 bestimmen lieRen. Da sich bei allen Kalilpeeaden die y-
Achsenabschitte nicht signifikant vom Erwartungsweull unterschieden, war eine Mehr-
punktkalibrierung nicht erforderlich [Tabelle A OR Die Konzentrationen der Kalibrierl6-

sung sollten aber im Bereich der zu erwartenderzKotration liegen.

4.2.1.3Prazision

Fur die Bestimmung der System- und Methodenprazisiarden, wie in Kapite#t.1.2 be-
schrieben, Losungen mit der Konzentration von 39 Ipgrgestellt und analysiert. Die Ergeb-
nisse finden sich in Tabelle 31.

Tabelle 31Prazision HS-GC-FID mit Wasser als Medium

Parameter Sollwert t-Butanol Ethylbenzen o-Xylen mXylen 2-Ethyl-1-hexanol

VK Systemprazision
[%)] Y prazisi <10 2,612 5,665 4,860 5,059 1,841

VK Methodenprazision
[%] <15 12,904 6,100 6,628 5,103 4,771

Die erhaltenen Préazisionen der einzelnen Stoffepeathen den festgelegten Spezifikationen.
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4.2.1.4Richtigkeit

Um die Richtigkeit der Methode zu uberprifen, wurékoben entsprecheddl.4 hergestellt
und analysiert. Die ermittelten Wiederfindungsratagen zwischen 90,6 % und 103,1 %.

Eine ausfihrliche Aufstellung der Werte befindehsin Tabelle 32.

Tabelle 32 Daten der Richtigkeit fir HS-GC-FID mit Wasser Medium; Wdf,oq = Wiederfindungsrate bei
200 ppb, VKy 4 = vierfacher VK der Methode

Wdf 50d %] VK ma

t-Butanol 92,1 51,6
Ethylbenzen 90,6 24,4
m-Xylen 91,5 26,5
0-Xylen 103,1 20,4
2-Ethyl-1-hexanol 107,4 19,1

Die Methode entsprach sowohl nach Kromidas, alé amach Jenke (sielRk1.4) den Anfor-

derungen an die Richtigkeit.

4.2.1.5Selektivitat

Als Mal} fur die Selektivitat wurde bei der HS-GMHAdie Bestimmung der Auflésung, wie
in Kapitel 4.1.5 beschrieben, verwendet. Bei Betrachtung Wdreater Peaks konnte festge-
stellt werden, dass die Auflésung R 1,5 ist, also den Anforderungen entspricht (siehe
Tabelle 33). Eine Ausnahme stellt das Peakpaar Wisttiohexan/3-Pentanol dar. Hier ent-
spricht die Auflosung R nicht der Spezifikation.i Béeichzeitigem Auftreten beider Stoffe in
einer Probe sollte die Methode optimiert werden, aime Basislinientrennung von Methyl-
cyclohexan und 3-Pentanol zu erreichen. Beim Variglder Chromatogramme der Leerprobe
mit denen der Analyse wurde festgestellt, dassRatentionszeit von t-Butanol in der Leer-
probe ein Systempeak auftaucht. Aus diesem Grumdemudie Flachen beider Peaks vonein-
ander abgezogen. Zusatzlich wurde die AnwesenlogittyButanol in der Analyse bei der
Extraktions- und Migrationsstudie (vor der Einlaggeg und nach sechs Monaten) mittels HS-
GC-MS uberprift. Mit Hilfe der MS-Detektion konntgezeigt werden, dass es sich beim
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Systempeak in der Leerprobe nicht um t-Butanol Binghd eine Quantifizierung tber die

far t-Butanol markanten Massenfragmente mdglich ist

Tabelle 33Auflésung R fir die HS-GC-FID Methode (Wasser);%B-Butanol, Prop = 1-Propanol, 2But = 2-
Butanol, 3MH = 3-Methylhexan, MCH = Methylcyclohaxa3Pent = 3-Pentanol. 3Hex = 3-Hexanon, EB =
Ethylbenzen, mX = m-Xylen, oX = 0-Xylen, pMS = p-Mglstyren, 2-E-1-H = 2-Ethyl-1-hexanol

Peakpaare tB/Prop Prop/2But  2But/3MH 3MH/MCH MCH/3Pent  3Pent/3Hex
Auflésung R 8,28 9,03 8,13 14,76 1,02 28,83
Peakpaare 3Hex/EB EB/mX mX/oX oX/pMS pMS/2-E-1-H

Auflésung R 14,68 1,63 5,62 19,31 1,23

4.2.1.6Robustheit

Fur die HS-GC-FID Methode wurde neben der Robustiei Losung nach 24 h auch der
Einfluss der NaCl Menge auf die Analysenergebnisssh den Vorgaben in Kapitél1.6 un-
tersucht. Eine graphische Darstellung der Ergebrissin Abbildung 17 zu sehen. Die voll-
standige Darstellung der Ergebnisse befindet sichn Tabelle A - 1, Tabelle A - 2 und
Tabelle A - 3 des Anhangs.

Robustheit der L6sung nach 24 h

Hierflr wurde die Analysenlésung mit einer Konzatitm von 200 ppb hergestellt und flnf-
fach vermessen. Dies wurde 24 h spater mit declgtei Probe, welche sich bereits in Vials
abgefullt in der Anlage befand, wiederholt. Entspend der Vorgaben gilt die Robustheit der
Losung nach 24 h als bewiesen.

Einfluss der NaCl-Zugabe auf die Analysenergebnisse

Um zu dberprifen, welchen Einfluss die Ungenautgter NaCl Einwaage auf die Messer-
gebnisse hat, wurden zum einen 4,5 g und zum amdgbeg NaCl eingewogen und mit der
Referenzprobe 4,0 g NaCl verglichen. Jede Lésungleviiinffach vermessen. Die Auswer-
tung der Ergebnisse erfolgte mittels F- und t-TEstkonnte zwischen den Proben kein signi-
fikanter Unterschied festgestellt werden, also djit Methode hinsichtlich der NaCl Einwaa-

ge im Bereich von 3,5 — 4,5 g NaCl als robust.
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140,0
120,01
100,0+ e %
7
80.0- % % Start
S B 3,59 NaCl
o 04,59 NacCl
6007 % % m24h
40,0
% %
20,0
0,0 /
t-Butanol Ethylbenzen m-Xylen 0-Xylen 2-Ethyl-1-
hexanol

Abbildung 17 Robustheit der HS-GC-FID Methode, n =5

4.2.1. Validierungsergebisse des Kontrastmittels

In einem Konzentrationsbereich von der jeweiligastBnmungsgrenze der Stoffe bis 1 ppm
bestand ein linearer Zusammenhang zwischen derdftdration der Analyten im Untersu-
chungsmedium und deren resultierenden Peakflacltekarrelationskoeffizienten zwischen
0,9961 und 0,9991. Da sich bei allen Kalibriergeradie y-Achsenabschitte nicht signifikant
vom Erwartungswert Null unterschieden, war eine Mahktkalibrierung nicht erforderlich.
Die Nachweisgrenze der Stoffe betrug 5 bis 32 pgdhrend sich die Bestimmungsgrenze
von 8 — 113 pg/l bewegte. Mit Variationskoeffizientvon 2,71 % bis 8,70 % des Systems
und 6,25 % bis 8,86 % der Methode lieferte die Asalgemald der Spezifikation prazise Er-
gebnisse. Dass die Ergebnisse der Methode alsyrivbteichnet werden kénnen, belegen die
Wiederfindungsraten, welche sich zwischen 92,8 % 101,6 % bewegten. Durch Bestim-
mung der Auflésung wurde fiir 10 Peakpaare die $iglgk der Methode bewiesen. Fir Me-

thylcyclohexan/3-Pentanol betrug die Auflésung B81und lag damit unterhalb der Spezifi-
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kation. Beim gleichzeitigen Vorkommen beider Stdfieeiner Probe muss die Methode flr
eine Basislinientrennung optimiert werden. Die Rsihait der Losung nach 24 Stunden
konnte bewiesen werden. Ebenso zeigte eine AndedendNaCl-Einwaage zwischen 3,5 g
und 4,5 g keinen Einfluss auf die Analysenergeleniine ausfuhrliche Auflistung aller Vali-
dierungsparameter befindet sich im Anhang (Tab&led bis Tabelle A - 9, Tabelle A - 24,
Abbildung A - 1).

4.2.2 Validierung der GC-MS Methode

4.2.2.1Allgemeines

Die exemplarische Validierung der Methode wurddéadgenden Substanzen durchgefihrt:

« OMCTS
« BHT

« B-BHA
« DEHP

4.2.2.2A inearitat

Zur Bestimmung der Linearitat des Kalibrationsbetes wurden acht bis elf verschiedene
Konzentrationen (1 pg/l bis 1,5 mg/l) der zu varéinden Substanzen vermessen (n = 3) und

die Kalibriergerade durch Regression aus den Dat@chnet.
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n: 8
OMCTS b +SD [AU/mg/)]: -7750,3 + 117655
5 2000000 m £ SD [AU]: 1175660,6 + 18944,5
< 1500000 s (y) [AU]: 4685,1411
g 1000000 s (%) [ma/l]: 0,0210
< 0000 r: 0,9992
o Xy [Mg/l: <10
0,000 0,400 0,800 1200 Xg [LO/1]: 10
B [mg/l]
BHT n: 11
I b +SD [AU/(mg/l)]: -7976,3 +4431,1
5 800000 m =SD [AU]: 483427,7 + 7774,5
<, 600000 s (y) [AU]: 12216,7198
§ 400000 s () [mg/l]: 0,0253
< 00000 I 0,9988
0 Xv [Ho/l]: 1
0,000 0,400 0,800 1200 xg [Lo/l]: 3
B [mg/]
B-BHA n -
- b +SD [AU/(mg/l)]: -7681,8 + 4370,1
5 500000 m £ SD [AU]: 362110,6 + 8860,2
I 10000 s (y) [AUL: 11939,6217
g so00ee s (%) [mg/l]: 0,0330
< 200000
r: 0,9973
100000
ol | | | Xn [Ho/l]: 1
0,000 0,400 0,800 1200 xg [Lo/l]: 4
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DEHP - 10
b +SD [AU/(mg/l)]: 4265,2 £1751,5
= 200000 m +SD [AU]: 111932,9 +2882,1
< 150000 s (y) [AU]: 4412,0124
8 o000 s (%) [mg/l]: 0,394
< 000 r 0,9974
N | | | X g/l 1
0,000 0,400 0,800 1200 Xg [LO/1]: 7
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Abbildung 18 Kalibriergeraden (Wasser) fir OMCTS, BHT, B-BHA ufEHP; p = Massenkonzentration
n = Anzahl Messpunkte, b = y-Achsenabschnitt, Steigung, SD = Standardabweichung, s(y) = Restatand
abweichung, s @ = Verfahrensstandardabweichung, r = Korrelatioestizient, % = Nachweisgrenze,gx=
Bestimmungsgrenze

Die sich aus der Regression ergebenen KenngroRendsr Abbildung 18 zu entnehmen.
Dort sind auch Nachweis- und Bestimmungsgrenzegediiifirt, welche sich aus der Berech-
nung des Signal-Rausch-Verhéltnisses ergaben. Dia Isei der Kalibriergeraden von

OMCTS der y-Achsenabschitt signifikant vom Erwagswert Null unterschied, war eine
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Mehrpunktkalibrierung erforderlich. Die y-Achsenebsitte von BHT, B-BHA und DEHP
waren nicht signifikant verschieden vom ErwartungsviNull, weshalb eine Mehrpunktkalib-
rierung nicht notwendig war [Tabelle A - 21]. Diekzentrationen der Kalibrierldsung sollten

aber im Bereich der zu erwartenden Konzentratiegeln.

4.2.2.3Prazision

Fur die Bestimmung der System- und Methodenprézisind Losungen auf einem Konzent-

rationsniveau von 100 pg/l nach Kapitel.2 hergestellt worden. Die Ergebnisse dieser Ver
suche sind in Tabelle 34 aufgelistet. Bezug nehnaeriddie zuvor festgelegte Spezifikation

kann die Methode hinsichtlich Methode und Systesrpadizise bezeichnet werden.

Tabelle 34Préazision der DIR-GC Methode mit Wasser als Medium

Parameter Sollwert OMCTS BHT B-BHA  DEHP
VK Systemprazision [%] <10 3,84 3,72 2,34 6,00
VK Methodenprazision [%] <15 8,52 7,94 9,44 10,15

4.2.2.4Richtigkeit

Zur Uberpriifung der Richtigkeit wurden Losungenspnéchend des Kapiteds1.4 mit einer
Konzentration von 200 pg/l hergestellt und vermesdgie Wiederfindungsraten bewegen
sich zwischen 97,6 und 110,7 % (siehe Tabelle S&mit entspricht diese Methode sowohl

nach Kromidas als auch nach Jenke den Anforderuagelie Richtigkeit.

Tabelle 35Daten der Richtigkeit fir GC-MS mit Wasser als Medj Wdf 5o, = Wiederfindungsrate bei 200
ppb, VK 4 = vierfacher VK der Methode

Wdf 20d%] VK w4 [%]

OMCTS 106,7 34,1
BHT 110,7 31,8
B-BHA 103,7 37,8
DEHP 97,6 40,6
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4.2.2.5Selektivitat

Beim Vergleich der Chromatogramme von Leerprobe lRRrabe konnte gezeigt werden, dass
die Analyse durch das verwendete Losemittel nigstd@t wird. Die Bestimmung der Auflo-
sung nach Kapitet.1.5, unter besonderer Berlcksichtigung der visuglkritisch zu beurtei-
lenden Peakpaare ergab fir jedes Peakpaar einésfinfi R> 1,5. Die Ergebnisse befinden
sich in Tabelle 36, wobei die kritischen Peakpdettegedruckt sind.

Tabelle 36Auflésung R fur die GC-MS Methode (Wasser): Dec ecBn, 1Non = 1-Nonanol, Dode = Dodecan,
Dihex = Dihexylether, Tetrad = Tetradecan, tAP Antylphenol, Hexad = Hexadecan, tOP = t-Octylphenol,
Octa = Octadecan, Eico = Eicosan, Doco = Docosawakl= Hexacosan

Peakpaare HMCTS/OMCTS OMCTS/Dec Dec/DMCPS DMCPS/INo  1Non/Dode
Auflésung R 16,12 3,78 17,45 11,47 6,00
Peakpaare Dode/Dihex Dihex/Tetrad Tetrad/tAP tAP/BH BHT/Hexad
Auflésung R 9,52 16,86 8,50 7,50 9,08
Peakpaare Hexad/tOP tOP/B-BHA B-BHA/Octa Octa/Eico Eico/DBP
Aufldsung R 2,00 2,54 15,39 16,75 1,76
Peakpaare DBP/Doco Doco/MTBC  MTBC/DEHP DEHP/Hexac

Auflésung R 12,96 16,67 10,59 4,44

4.2.2.6Robustheit

Die Robustheit der Losung nach 24 Stunden wurdepibke. Hierfir wurde eine Losung mit
einer Konzentration von 100 pg/l funffach vermesd$@ies wurde 24 Stunden spéater wieder-
holt, wobei es sich um die gleiche Losung handelie,bereits in Vials abgefillt im Auto-
sampler der Anlage stand. F- und t-Test konntegereidass zwischen beiden Injektionszeit-
punkten kein signifikanter Unterschied bestand,ldisung nach 24 Stunden somit stabil ist.
Eine umfangreiche Darstellung der Ergebnisse befiadh im Anhang (Tabelle A - 10).
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4.2.2. Validierungsergebnisse des Kontrastmittels

Da in Kapitel3.2.3.1 gezeigt werden konnte, dass das Ausschidesd Kontrastmittels mit
Hexan Wiederfindungsraten entsprechend den Vorgéibtarte, wurden die Stoffe fur die
Validierung in Hexan gelodst und analysiert. Derfliss der Matrix hinsichtlich Richtigkeit
der Ergebnisse ist somit bereits bestatigt worBem.Referenzen fur die externe Kalibrierung
wahrend der Migrationsstudie wurden in Hexan gel@sbei die bestimmte Wiederfindungs-
rate bei der Berechnung der Konzentration der mriggn Stoffe im Rahmen der Studie be-

racksichtigt wurde.

Bei der Prifung auf Linearitat wurde der Konzemragbereich von der Bestimmungsgrenze
der Stoffe bis 1 mg/l gewahlt. Innerhalb dieserr@en konnte gezeigt werden, dass sich die
Konzentrationen der Analyten proportional zu ihReakflachen verhalten. Da sich bei allen
Kalibriergeraden die y-Achsenabschitte nicht sigairfit vom Erwartungswert Null unter-
schieden, war eine Mehrpunktkalibrierung nicht etéslich. Die Bestimmungsgrenzen liegen
zwischen 1 und 7 pg/l, die Nachweisgrenzen zwisdhend 3 pg/l. Die Variationskoeffizien-
ten des Systems bewegen sich zwischen 0,69 % ud%, die der Methode zwischen
2,76 % und 8,30 %. Somit kann im Sinne von Kaplté&l2 von einer prazisen Methode ge-
sprochen werden. Die Robustheit der Loésung nacBt@dden wurde bestatigt. Bei der Be-
stimmung der Auflésung der kritischen Peakpaargteesich fiur Tetradecan/t-Amylphenol
eine Auflosung von R = 1,08. Dies entspricht nideh Anforderungen nach Kapitéll1.5.
Bei gleichzeitigem Vorkommen beider Stoffe in eiffeobe sollte die Methode fiir eine Basis-
linientrennung optimiert werden. Eine ausfuhrlicheflistung der Ergebnisse fur das Kon-
trastmittel ist im Anhang (Tabelle A - 10 bis TdbeA - 13, Tabelle A - 25, Abbildung A - 2)

zu sehen.
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4.3  VALIDIERUNG DER FLUSSIGCHROMATOGRAPHISCHEN METHODEN

4.3.1 Validierung der HPLC-UV Methode fir die Bestimmung nicht fluchtiger
Extraktivstoffe

Fur die Validierung der HPLC-UV Methode wurden feitgle Stoffe bericksichtigt:

« DHBP
« BHT

» Schwefel
« MTBC

« DEHP

* Irganox 1010

Zudem wurde Irgafos 168 Uber sein Oxidationsprodrgdfos 168 oxid validiert. Da dies
spater nur in organischen Extrakten gefunden werklamte, wurde diese Substanz in
Isopropanol geldst validiert.

4.3.1. 1L inearitat

Zur Bestimmung der Linearitdt des Kalibrationsbenes wurden sieben verschiedene Kon-
zentrationen (11 pg/l bis 1,3 mg/l) der zu validrdten Substanzen vermessen (n = 3) und die

Kalibriergerade durch Regression aus den Dateclaret.
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n: 6
Irganox 1010 b +SD [AU/(mg/l)]: -1175,0 + 816,4
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Abbildung 19 Kalibriergeraden (Wasser) fur DHBP, BHT, SchwefMTBC, DEHP, Irganox 1010 und
Irgafos 168; = Massenkonzentration, n = Anzahl Messpunkte, hy-Achsenabschnitt, m = Steigung,
SD = Standardabweichung, s(y) = Reststandardabweizhs () = Verfahrensstandardabweichung,
r = Korrelationskoeffizient, x = Nachweisgrenze gx= Bestimmungsgrenze

Die sich aus der Regression ergebenen KenngroRenvalglierung befinden sich in
Abbildung 19. Da sich bei der Kalibriergeraden Jagafos 168 oxid der y-Achsenabschitt
signifikant vom Erwartungswert Null unterschied,rveéne Mehrpunktkalibrierung erforder-
lich. Die y-Achsenabschnitte von DHBP, BHT, SchwieMTBC, DEHP und Irganox 1010
waren nicht signifikant verschieden vom ErwartungsviNull, weshalb eine Mehrpunktkalib-
rierung nicht notwendig war [Tabelle A - 22]. Diekzentrationen der Kalibrierldsung sollten

aber im Bereich der zu erwartenden Konzentratiegeln.

4.3.1.2Prazision

Fur die Uberprifung der System- und Methodenpraaisiurden Losungen mit einer Kon-
zentration von 100 pg/l entsprechend Kapitdl.2 vermessen. Die Ergebnisse sind Tabelle 37
zu entnehmen. Sie entsprechen den AnforderungedieddKs 10 % bzw. 15 % nicht Gber-

schreiten.
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Tabelle 37Prazision HPLC mit Wasser als Medium

Parameter Sollwert DHBP BHT Schwefel MTBC DEHP Irganox Irgafos 168
101( oxid

VK Systemprazision
[%] <10 3,16 3,60 6,19 3,70 2,85 3,67 3,22

VK Methodenpréazision
[%0] <15 4,99 6,99 7,00 5,58 5,82 5,69 7,42

4.3.1.3Richtigkeit

Zur Bestimmung der Richtigkeit sind Losungen nadpikel 4.1.4 mit einer Konzentration
von 500 pg/l hergestellt worden. Die Wiederfinduagsn befanden sich zwischen 97,0 und
111,2 % (siehe Tabelle 38). Demnach konnten dielkngse der Methode entsprechend der

Anforderung nach Kromidas und Jenke als richtigebmmet werden.

Tabelle 38Daten der Richtigkeit fir HPLC-UV mit Wasser aletum; Wdfso = Wiederfindungsrate bei 500
ppb, VK 4 = vierfacher VK der Methode

Wdf sod%] VK w4 [%]

DHBP 100,3 21,3
BHT 101,3 18,8
Schwefel 104,6 12,6
MTBC 101,3 19,4
DEHP 97,0 13,9
Irganox 1010 111,2 16,1
Irgafos 168 oxid 99,4 29,7

4.3.1.4Selektivitat

Beim Vergleich der Chromatogramme der LeerprobedardAnalytlosung konnte sowohl fur
die sechs Stoffe, gel6st in Wasser/Isopropanolaath fir Irgafos 168 oxid, geldst in Isopro-
panol, gezeigt werden, dass es nicht zur Stérun@idmale in der Probe durch Systempeaks
kommt. Die Auflosung R  der  kritischen  Peakpaare spBenol/DHBP,
Tinuvin P/DTBP, Schwefel/MTBC, Topanol/Chimasoriganox 1010/Irganox 1330, Irganox
1330/Irganox 565 und Irganox 565/Irgafos 168 oxstl)n Tabelle 39 aufgefuhrt. In allen Fal-

91



Validierung der analytischen Methoden zur Bestimgpatentieller Extraktivstoffe

len ist R> 1,5, was den Anforderungen entspricht. Eine \éridige Auflistung der Ergebnis-
se befindet sich im Anhang (Tabelle A - 14).

Tabelle 39Auflésung R fir die HPLC-UV Methode (Wasser); TirrH inuvin P, S = Schwefel, Top = Topanol,
Chim = Chimasorb, Irg 1010 = Irganox 1010, Irg 1330 Irganox 1330, Irg 565 = Irganox 565,
Irg168ox = Irgafos 168 oxid

Peakpaare BPA/DHBP TinP/DTBP S/MTBC Top/Chim

Auflosung R 1,82 1,68 1,64 1,71

Peakpaare Irg1010/Irg 1330 Irg 1330/Irg 565  Irg 568rg1680x

Auflosung R 2,47 2,08 2,94

4.3.1.5Robustheit

Die Analysenlésung kann nach 24 Stunden als robemtichnet werden, da sich Startwerte
(n =5) und Messwerte nach 24 Stunden (n = 5)Fauind t-Test nicht signifikant voneinan-
der unterscheiden. Die vollstandigen Ergebnissd dem Anhang (Tabelle A - 15) zu ent-

nehmen.

Zusatzlich wurde anhand zweier verschiedener Sélgegen Uberprift, ob eine Trennung
aller 26 Substanzen unabhangig vom Herstellungsardes Saulenmaterials gegeben ist.
Dies konnte durch den visuellen Vergleich beideroGratogramme bestatigt werden.

4.3.1.6Validierungsergebnisse des Kontrastmittels

Aufgrund der Tatsache, dass eine Analyse der ersgéehs eluierenden Stoffe (Phenol,
Bisphenol A, DHBP, DHMBP, DHDMBP und Eusolex) mieger HPLC-UV Methode nicht
maoglich ist, konnte DHBP nicht validiert werden. warden somit BHT, Schwefel, MTBC,
DEHP und Irganox 1010 Uberprdift.

Die Untersuchung der Linearitat im Bereich von Bestimmungsgrenze der Stoffe bis 1 mg/I
ergab einen linearen Zusammenhang zwischen Kormemrund Peakflachen. Da sich bei
den Kalibriergeraden von BHT, Schwefel und DEHP yigchsenabschitte signifikant vom
Erwartungswert Null unterschieden, war eine Mehkpkadibrierung erforderlich.
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Die y-Achsenabschitte der Kalibriergeraden von MT&l Irganox 1010 waren nicht signi-
fikant vom Erwartungswert Null verschieden, waseelvbiehrpunktkalibrierung nicht notwen-
dig machte. Die Bestimmungsgrenze variiert zwischémug/l und 186 pg/l, die Nachweis-
grenzen zwischen 28 pg/l und 54 pg/l. Fur die Syptézision konnten VKs zwischen 2,35
und 5,03 % bestimmt werden, fur die Methodenpréni&i, 77 % bis 8,38 %. Diese Ergebnis-
se entsprechen den Forderungen nach KapiteR. 16 der 20 Peakpaare hatten eine Auflo-
sung von R>1,5. Beim gleichzeitigen Vorkommen von Tinuvin RAUDTBP, Schwefel und
MTBC, Topanol und Chimasorb sowie Irganox 565 uigafios 168 ist eine Optimierung der
Auflosung notwendig, da fir diese Nachbarpeaks IF5<ist. Die Richtigkeit wurde durch
Wiederfindungsraten zwischen 97,7 % und 111,3 %ligs Die verwendete L6sung ist auch
nach 24 Stunden robust. Ausfihrliche Daten befinsieh im Anhang (Tabelle A - 16 bis
Tabelle A - 19, Tabelle A - 26, Abbildung A - 3).

4.3.2 Validierung der UPLC-UV-MS Methode

4.3.2.1Allgemeines

Die Validierung der UPLC-UV-Methode erfolgte im Raén der Methodenentwicklung mit
Isopropanol als Losemittel. Tabelle 40 ist zu ehtnen, welche Stoffe tber welches Detekti-
onsverfahren validiert worden sind. Im Rahmen detrdktions- und Migrationsstudie ist
stichprobenartig die Linearitat des Kalibrationgbenes flr das Losemittel Was-

ser:lsopropanol /1:1) Uberprift worden.

Tabelle 40Substanzen, fir die eine Validierung der UPLC-U\&-Mlethode erfolgte, sortiert nach Detektions-
verfahren

UV-Detektion APcl-MS Positiv Modus  APcl-MS NegativModus

Tinuvin P ¢ =212 nm)  Irganox 1010 DHBP

Schwefel £ = 222 nm) Additiv 8 Ph. Eur.
MTBC
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4.3.2. 2 inearitat

Zur Bestimmung der Linearitat des Kalibrationsbehes wurden sieben bis zehn (3 pg/l bis
660 pg/l) verschiedene Konzentrationen der zu iaktiden Substanzen vermessen (n = 3)

und die Kalibriergerade durch Regression aus dearDerrechnet.

DHBP - 9
o b +SD [AU/(mg/l)]: 9,7 +4,2
_ m +SD [AU]: 237,6 +15,5
2 s (y) [AU]: 8,3588
g s (%) [mg/l]: 0,0352
< 40 r: 0,9855
° 0 100 200 300 400 500 500 *n [ng/ll: 5
8 [ug/l Xg [LO/1]: 10
MTBC - 8
" b +SD [AU/(mg/l)]:  -9,1 + 10,0
360 m +SD [AU]: 616,2 + 35,0
I o s (y) [AU]: 17,8972
g wmo s (%) [ma/l]: 0,0290
< = r 0,9905
° 0 100 200 300 400 500 600 700 *n [ug/ll: 9
8 [ug/l Xg [LO/1]: 31
Additiv 8 Ph. Eur. n- 10
o b +SD [AU/(mg/l)]: 2,9 +2,4
_ m +SD [AU]: 189,0 + 9,4
z s (y) [AU]: 5,4612
8 . s (%) [mg/l]: 0,0289
< r: 0,9902
06 100 200 300 200 500 600 X [1g/l]: 3
B o] Xg [H/]: 9
n: 9
Irganox 1010 b+SD [AU/(mg/]: -3,9 6,5
o m +SD [AU]: 351,1+237
i s (y) [AU]: 14,9544
© s () [mg/l]: 0,0426
< r: 0,9821
0 160 2‘00 ?;00 ALOO ‘500 ‘700 iN [[:J‘.lgg//&] ;]:1
B [/l P
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. . n: 8
Tinuvin P b +SD [AU(mg/)]: -0,1+7,0
360
200 m +SD [AU]: 572,0 + 25,8

.?_':. 240 s (y) [AU]: 14,0727
© 180 s (%) [ma/l]: 0,0246
= 120
<, r: 0,9919
ol : : : : ‘ Xn [po/l]: 8
0 100 200 300 400 500 600
Xg [LO/1]: 36
B g/
n: 7
Schwefel
chwete b+SD [AU/mg/)]: 1,5+2,1
° . m +SD [AU]: 155,9 7,5
2 60 s (y) [AU]: 3,6990
F) s (%) [mg/l]: 0,0237
< I 0,9919
o4 ; ; ; ; ; ‘ Xy [pall]: 32
0 100 200 300 400 500 600
Xg [LO/1]: 54
B [noll

Abbildung 20 Kalibriergeraden (Isopropanol) fur DHBP, MTBC, Atdi8 Ph. Eur., Irganox 1010, Tinuvin P
und Schwefel;p = Massenkonzentration, n = Anzahl Messpunkte, ly-Achsenabschnitt, m = Steigung,
SD = Standardabweichung, s(y) = Reststandardabweizhs () = Verfahrensstandardabweichung,
r = Korrelationskoeffizient, x = Nachweisgrenze gx= Bestimmungsgrenze

Die Kenngro63en, die sich aus der Regression ergéleéinden sich in Abbildung 20. Aul3er-
dem sind dieser Bestimmungs- und Nachweisgrenzerideelnen Stoffe zu entnehmen. Da
sich bei der Kalibriergeraden von DHBP der y-Acladmschitt signifikant vom Erwartungs-
wert Null unterschied, war eine Mehrpunktkalibrieguerforderlich. Die y-Achsenabschnitte
von MTBC, Additiv 8 Ph. Eur., Irganox 1010, TinuMihund Schwefel waren nicht signifikant
verschieden vom Erwartungswert Null, weshalb eirehiunktkalibrierung nicht notwendig
war [Tabelle A - 23]. Die Konzentrationen der Kaidslosung sollten aber im Bereich der zu

erwartenden Konzentration liegen.

4.3.2.3Prazision

Fur die Uberprifung der System- und Methodenpraaisiurden Losungen mit einer Kon-
zentration von 100 pg/l entsprechend Kapitdl.2 vermessen. Die Ergebnisse sind Tabelle 41
zu entnehmen. Sie entsprechen den AnforderungedieddKs kleiner als 10 % bzw. 15 %
sind.
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Tabelle 41Pr&zision UPLC Methode mit Isopropanol als Medium

Parameter Sollwert  Schwefel DHBP Add. 8 Ph. Eur.
VK Systemprazision [%] <10 2,62 1,36 2,68

VK Methodenprazision [%] <15 4,56 4,38 5,77
Parameter Sollwert Tinuvin P MTBC Irganox 1010
VK Systemprazision [%] <10 0,85 2,21 4,34

VK Methodenprazision [%] <15 2,02 12,68 7,76

4.3.2.4Richtigkeit und Selektivitat

Im Rahmen der Uberpriifung der Richtigkeit der Methavurden Proben in einer Konzentra-

tion von 500 pg/l gemal Kapitéll.4 hergestellt. Beriicksichtigt wurden coeluideetoffe,

um zu Uberprufen, ob deren gleichzeitige lonisatiom Richtigkeit der Ergebnisse beein-

flusst. Dabei handelt es sich um folgende Peakpaare

MTBC und Additiv 8 Ph. Eur.
Additiv 3 Ph. Eur. und Irgafos 168
B-BHA und DTBP

Chimasorb 81 und Tinuvin 329

DEHP, Additiv 19 Ph. Eur. und Additiv 21 Ph. Eur.

Additiv 13 Ph. Eur. und Tinuvin 327

DHDMBP und DTBHB

Tabelle 42 Daten der Richtigkeit fur UPLC-UV-MS mit Isoproparals Medium; Wdfsqo = Wiederfindungs-
rate bei 500 pg/l

Wdf 50 %]
MTBC 97,8
Additiv 8 Ph. Eur. 99,8
Additiv 3 Ph. Eur. 99,9
Irgafos 168 97,0
B-BHA 101,4
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Wdf 50d %]
DTBP 100,6
Chimasorb 81 98,5
Tinuvin 329 96,6
DEHP 101,0
Additiv 19 Ph. Eur 102,2
Additiv 21 Ph. Eur 92,5
Additiv 13 Ph. Eur 85,0
Tinuvin 327 98,8
DHDMBP 101,0
DTBHB 112,7

Da nicht jeder der aufgeflihrten Stoffe vollstandadjdiert worden ist, existiert nicht in jedem
Fall der vierfache VK der Methode. Aus diesem Grundgde die Richtigkeit ausschlie3lich
nach Jenke bestimmt. Da sich die Wiederfindungsritet Tabelle 42 zwischen 85,0 % und
112,7 % bewegen, entsprechen die Ergebnisse demdenfingen nach Kapitdl1.4.

Durch diese Uberprifung wurde zusatzlich gezeiggsdlie Methode fir die gewahlten Stoffe
selektiv ist. Trotz Coelution kénnen die Analyteufgaund ihres charakteristischen Massen-

spektrums storungsfrei bestimmt werden.

4.3.2.5Robustheit

Die Analysenlésung kann auch nach 24 Stunden algstdoezeichnet werden, da sich Start-
werte (n =5) und Messwerte nach 24 Stunden (nmash F- und t-Test nicht signifikant

voneinander unterscheiden.

Zusatzlich wurde anhand zweier verschiedener Sééegen Uberprift, ob die Analyse der
35 Substanzen unabhéngig vom HerstellungsansatSdeaienmaterials moglich ist. Dies
konnte anhand eines visuellen Vergleichs der Chrognamme zweier unterschiedlicher Sau-

lenchargen belegt werden.
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44 ZUSAMMENFASSUNG

Die Validierung der analytischen Methoden erfolgtdhand ausgewahlter Stoffe, die ein brei-
tes Spektrum an chemischen und physikalischen Eofpaften besitzen. Dabei wurden die
Kriterien der Spezifikation fur alle Methoden effiimit Ausnahme der Selektivitatstberpri-
fung. FurMethylcyclohexan/3-Pentanahd das Peakpadetradecan/t-Amylphenadel6st in
Hexan ist die Auflosung R 1,5. Bei gleichzeitigem Vorkommen dieser Stoffesiner Probe

sollte die Methode bezuglich der Basislinientrerqnaptimiert werden.

Es ist moglich, alle nicht genotoxischen Substar@sizu einer Konzentration von 33 pg/l zu
identifizieren. Eine Quantifizierung in diesem Kentrationsbereich ist allerdings nicht far
jede Substanz moglich. F8chwefeund Tinuvin Pwurden Bestimmungsgrenzen von 36 und
54 g/l erreicht. Ergibt sich im Rahmen der Exti@kdstudien der Verdacht, dass die Stoffe
spater als Migrationsstoffe auch im Arzneimittel fmden sein kdnnten, sollte die Methode
entsprechend angepasst werden um die erfordeies@mmungsgrenze von 33 ug/l zu er-
halten. Fir die Substanzen, bei denen ein genatoegsPotential nicht ausgeschlossen wer-
den kann, wurde eine Bestimmungsgrenze von 10gmgkstrebt. Diese wurde fethylben-
zen, o-Xylen, m-Xyleand DEHP mittels gaschromatographischer Analyse erre2tthyl-
1-hexanolkann nur bis zu einer Konzentration von 12 pgArgifiziert werden, wobei eine
Identifizierung bis 4 pug/l moglich ist. Bei Verddadhuf 2-Ethyl-1-hexanol als Migrationsstoff

muss die Methode entsprechend angepasst werden.
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5 EXTRAKTIONSSTUDIE

5.1 ALLGEMEINES

Im Rahmen der Extraktions- und Migrationsstudierrden unterschiedliche Kunststoffe un-
tersucht (siehe Tabelle 43).

Tabelle 43Untersuchte Kunststoffe und ihre relevanten DaSns massenspezifische Oberflache, AOber-
flache

Thermoplaste Form S.[m%g] Ao [cm?

Polyethylen; 3 Chargen (PE)

PE1 Granulat 0,19

PE 2 Granulat 0,22

PE 3 Granulat 0,66

Polycarbonat (PC) Granulat 0,45

Polypropylen (PP) Luerdeckel 35,76
Cycloolefinpolymer; 2 Chargen (COP)

COP A Granulat 0,38

COPB Granulat 0,25
Cycloolefincopolymer (COC) Granulat 0,37

Elastomere Form S [m%g] Ao lem?
Chlorierter Butylkautschuk A, silikonisiert Dichtgaring 21,71
Chlorierter Butylkautschuk B, silikonisiert Versaolsskappe 4,90
Chlorierter Butylkautschuk C Kolbenstopfen 37,10
Chlorierter Butylkautschuk D Stopfen 10,21
Bromierter Butylkautschuk E Kolbenstopfen 28,38
Bromierter Butylkautschuk F Stopfen 10,21
Bromierter Butylkautschuk gecoatet F Stopfen 3,98
Polyisoprenkautschuk G Verschlusskappe 15,74
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Wahrend Polypropylen nur in Form eines Luerdeckeldeziehen war, wurden die tbrigen
Thermoplaste als Granulate geliefert und analysBet Polyethylen kamen drei, bei Cycloo-

lefinpolymer zwei verschiedene Chargen zum Eindagzsollte untersucht werden, ob es zwi-
schen einzelnen Herstellungsansatzen eines Matddiaierschiede hinsichtlich des Extrak-
tionsprofils gibt. Alle Elastomere wurden in derrfoextrahiert, in der sie spater im Rahmen
der Migrationsstudie eingesetzt wurden. Der chiteidButylkautschuk B und der Poly-

isoprenkautschuk G finden sowohl als Verschluss&agdp auch als Kolbenstopfen Verwen-
dung, wahrend der Extraktionsstudie wurden jedaghdie Verschlusskappen extrahiert. Sie
sind kleiner und missen nicht zerschnitten werdeas undefinierte Schnittkanten aus-
schlief3t. In Abbildung 21 sind exemplarische Sprenghnungen der Glaskartusche und der

Kunststoffkartusche A aufgefthrt.

Glaskartusche Kunststoffkartusche A

Abbildung 21 Sprengzeichnungen der Glas- und Kunststoffkareigehl = Schraubkappe, 2 = Verschlusskap-
pe, 3 = PC-Kappe, 4 = Luerdeckel, 5 = Dichtungsrég Zylinder, 7 = Kolbenstopfen, 8 = Flansch, Balben

5.2 ENTWICKLUNG DER EXTRAKTIONSMETHODEN

Wie in Kapitel 2.3 bereits dargelegt wurde, ist sowohl entsprethdsr EMEA- als auch
FDA-Richtlinie die Durchfihrung von Extraktionssted vorgeschrieben und essentiell fur
die Zulassung neuer Arzneimittel in Europa und J8&A. Hinweise Uber die Art der Durch-
fuhrung sind jedoch unzureichend. Zuséatzliche Annggn Uber Extraktionsverfahren sind
dem européaischen Arzneibuch, der PQRI Empfehlubg ¢2ler dem ASTM (#erican_$-

100



Extraktionsstudie

ciety for Testing and Mterials) Standard D 7210-06 [89] zu entnehmerhésieapitel2.3).
Mit diesen Informationen sollte eine Extraktionshoate unter Verwendung verschiedener

Extraktionsmedien entwickelt werden.

Das Verhéltnis von zu extrahierendem Material ztraktionsmittel wurde fur alle Formlinge
auf 0,5 cr/ml, nach USP <381Elastomeric closures for injectioj80] und Ph. Eur. 3.2.9
Rubber closurefestgelegt. Dies entspricht einer Oberflache VO bei Verwendung von
100 ml Extraktionsmedium. Von allen Kunststoffgrien wurden jeweils 2,0 g mit 100 ml
extrahiert. Auf Basis der USP <381> wirden Einwaageischen 7 — 100 mg resultieren.
Mit Hilfe von Herstellerangaben wurde errechnessdselbst bei vollstandiger Extraktion der
Kunststoffadditive aus dem Granulat die extrahi®tenge unter der erzielten Nachweisgren-
ze der analytischen Methoden liegen wirde. Ausedie§&rund wurde bei den Granulaten
nach dem europaischen Arzneibuch (Kapitel 3.1.3RlesEur.) verfahren und damit 2,0 g
extrahiert. Auf ein Zermahlen des Extraktionsguteg, es in der Vergangenheit oft durchge-
fuhrt wurde [79, 89], ist verzichtet worden. Die gergroRerte Oberflache wirde zu einer
erhdhten Extraktionsausbeute fihren. Ziel der Anvar es jedoch, Bedingungen zu schaffen,

die als realitdtsnah bezeichnet werden kénnen.

5.2.1 Auswahl der Extraktionsmittel

In den existierenden Rechtsvorschriften wird emjgiotein Extraktionsmittel zu verwenden,

das dem Arzneimittel ahnliche Extraktionseigensemafiufweist. Hierbei konnte das Arz-
neimittel selbst oder ein Placebo zum Einsatz komrba es ublich ist, etablierte Kunststoffe
fur verschiedene Verpackungssysteme zu verwendenyrderschiedliche Arzneimittel ent-

halten kénnten, scheint es sinnvoller Extraktiono8ja durch die Nutzung vom Fullgut unab-

hangiger Extraktionsmittel zu erstellen. Zuséatzlabhd die Extraktion mit starkeren Extrakti-

onsmitteln empfohlen, um so ein moéglichst vollsiged Profil zu erhalten, welches als Worst
Case (= ungunstigster Fall) diskutiert werden k&3).

In der PQRI Empfehlung wird die Verwendung von Dachethan, Isopropanol und Hexan
angeraten. Handelt es sich beim Arzneimittel unw&issriges Produkt, so soll die Extraktion
zusatzlich mit Wasser, wasserbasierenden Medien wéssrigen Pufferldosungen durchge-

fuhrt werden.
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Im Rahmen dieser Arbeit wurden die ExtraktionsmedMasser, Isopropanol und Hexan ver-
wendet, um einen moglichst grof3en Polaritatsberagiidudecken. Das so erhaltene, umfang-
reiche Extraktionsprofil stellt den Worst Case dlle untersuchten Materialien dar und kann

spater Grundlage fur verschiedenste Migrationsstugein.

Da in dieser Arbeit Migrationsstudien mit wassrigdiedien durchgefihrt wurden, wurde

dem wassrigen Extraktionsprofil aller Kunststoffe grof3te Bedeutung beigemessen.

5.2.2 Entwicklung der Extraktionsverfahren fur organische Extraktionsmittel

In der Literatur wurden bereits verschiedene Exioaemethoden beschrieben und kamen bei
der Erstellung von Extraktionsprofilen zum Einsatierzu zahlen die Soxhlet-Extraktion
[25, 80 -82], die Verwendung von Ultraschall [25, 824] oder Mikrowellen [85 87] sowie

die Extraktion unter Rickfluss [25, 68]. In der ¥@ngenheit wurden die Materialien fur die
Erstellung von Extraktionsprofilen sogar aufgel{83]. Diese Art der Probenvorbereitung
scheint realitatsfremd. Sie liefert mit Sicherrsgtr umfangreiche Angaben zur Zusammen-
setzung des Kunststoffes. Dieses Verfahren stelocfe nicht im Zusammenhang mit zu er-
wartenden Migrationsprofilen und Ubersteigt dengxnsh an Extraktionsprofile. Des Weite-
ren existiert ein ASTM Standard D 7210 — 06, defiorinationen Uber die Extraktion von
Additiven aus Polyolefinen zu entnehmen sind [8Ri. die Erstellung eines Extraktionsprofi-
les soll das zu extrahierende Material gemahlerdererAnschlieRend erfolgt die Extraktion
durch Kochen unter Ruckfluss, Soxhletextraktiortragichall, Mikrowellen oder ASE (@&e-
lerated _®Blvent Extraction) fir 60 bzw. 90 min, je nach Methode Whaterial.

Seitens des PQRI werden die Soxhlet-Extraktion,H€acunter Rickfluss und die Extraktion
unter Verwendung von Ultraschall empfohlen, da eliéschniken in der Industrie sehr ver-
breitet und in der Literatur bereits haufig besebein wurden. Beim Vergleich dieser drei Ex-
traktionsverfahren zeigte sich, dass die Ultradek@bktion ein weniger umfangreiches Ex-
traktionsprofil ergab, weshalb das PQRI die SoxBbdraktion und das Kochen unter
Ruckfluss favorisiert. Aufgrund des vorhandenen igiopents, der einfachen Durchfuhrbar-
keit, des geringen Zeitaufwands und der daraudtimsinden guten Routinetauglichkeit wur-
den die Extraktionsversuche durch Kochen unter Rigk durchgefiihrt. Diese Methode
wird auch von der USP und dem Europdaischen Arzréilempfohlen [53,90].
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Die Entwicklung des Extraktionsverfahrens wurdeaarthvier exemplarischer Kunststoffad-
ditive (Irganox 1010, Tinuvin 327, Schwefel, DHB#)rchgefihrt, welche in einer Konzent-
ration von 1 mg/l in Isopropanol gel6st vorlageir R = 5 wurden je 100 ml dieser Standard-
l6sung in einem 250 ml Rundkolben unter AnschluasesDimrothkihlers im Heizpilz auf

drei verschiedene Arten gekocht:
Versuch 1: 60 min Kochen unter Ruckfluss

Abkuhlen auf Raumtemperatur

Umfillen in einen 100 ml Maf3kolben und Auffullenfd00 ml mit Isopropanol
Versuch 2: 60 min Kochen unter Ruckfluss

Abklhlen auf Raumtemperatur

Spulen des Riuckflusskihlers mit 30 ml Isopropanol

Einrotieren des Extraktes auf circa 90 ml

Umfillen in einen 100 ml Maf3kolben und Auffulleafd00 ml mit Isopropanol
Versuch 3: 60 min Kochen unter Riickfluss

Abklhlen auf Raumtemperatur

Spulen des Ruckflusskihlers mit 30 ml Isopropanol

Umfillen in einen 200 ml Maf3kolben und Auffulleaf 00 ml mit Isopropanol

Die so erhaltenen Lésungen wurden mittels HPLC-UWiMrdifiziert und mit einer nicht ge-
kochten Loésung gleicher Konzentration verglicheiir Bie graphische Darstellung (siehe
Abbildung 22) wurden die Wiederfindungsraten bensthwobei die nicht gekochte Losung
den Referenzwert mit 100 % darstellt. Die Auswegtder Ergebnisse erfolgte tber F- und t-
Test.
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Abbildung 22 Vergleich der unterschiedlichen Extraktionsverfahngt einer unbehandelten Probe, n =5

Beim Vergleich der Proben zeigte sich kein sigmifiter Unterschied zwischen den Extrakten
der Versuche eins bis drei und dem Referenzwertr@@nox 1010, Tinuvin 327 und DHBP.
Das Kochen von Schwefel lieferte in allen drei Bktronsversuchen eine signifikant schlech-
tere Wiederfindungsrate, wobei sich die Versuches dis drei fir dieses Kunststoffadditiv
untereinander nicht signifikant unterschieden. Hurklarung fur die geringere Wiederfin-

dungsrate nach 60 minttigem Kochen konnte eine dtism des Schwefels an die Gefal3-
wand sein.

Das Extraktionsverfahren der Wahl stellte Versuoi dar. Vorteil dieses Verfahrens ist das
Vorhandensein von gentigend Extraktionsmittel, unhreéd der Extraktionsstudie das Ex-
traktionsgut ausreichend spulen zu kdénnen. Desevégitkann so der eventuelle Verlust an
flichtigen Extraktivstoffen im Vergleich zu Versuetvei minimiert werden, da das Einrotie-
ren des Extraktes entfallt. AuRerdem betragt diedafifindung fir Schwefel nach dieser Art
der Extraktion 93,3 %, was den Anspruchen an dahtiRjkeit einer Methode Uber die Be-
stimmung der Wiederfindungsrate entspricht (sielapitel 4.1.4). Schliel3lich ist der Zeit-

aufwand geringer verglichen mit Versuch zwei, was den routinemai3igen Einsatz in der

Industrie von grof3er Bedeutung ist.

Die durch dieses Verfahren gewonnenen Isopropariwhige konnen direkt mittels GC-MS,
HPLC-UV und UPLC-UV-MS untersucht werden. Nur diexXdn-Extrakte fur die fllissigch-
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romatographischen Methoden missen weiterverarbgéeden, da sich Hexan als Losungs-
mittel nicht eignet. Aus diesem Grund wurden 10ded Hexan-Extraktes zur Trockne einge-
engt und mit 10 ml Isopropanol aufgenommen. Digigpanollésung konnte nun mittels
HPLC-UV und UPLC-UV-MS untersucht werden.

5.2.3 Bestimmung der Extraktionsdauer fir die Extraktion mit organischen Extrak-
tionsmitteln

Im Folgenden soll die Ermittlung der optimalen EBktitonsdauer ndher beschrieben werden.

Zur Bestimmung des Gehalts an phenolischen und-pleénolischen Antioxidantien sowie
Amiden und Stearaten in Polyolefinen laut eurogist Arzneibuch wird das Material fur
90 min mit Toluol unter Ruckfluss gekocht. Des Wreh gibt der ASTM Standard D 7210-06
[89] Hinweise zur Extraktion von Antioxidantien uieitmitteln aus Polyolefinen. Handelt
es sich beim zu extrahierenden Material um PP @d®PE, dann wird fur die Extraktion
durch Kochen unter Ruckfluss eine Extraktionszei ¥0 min empfohlen. Soll LDPE oder
HDPE auf Extraktivstoffe untersucht werden, wirdesExtraktionszeit von 60 min angege-
ben. Diese beiden vorgeschlagenen Extraktionszewewalen unter Verwendung des zuvor
festgelegten Extraktionsverfahrens (siehe Kadt@l2) miteinander verglichen. Zusatzlich
wurde Uberprft, ob eine Extraktionsdauer von 30 enisreicht, um ein reprasentatives Ex-

traktionsprofil zu erhalten.

Fur diese Versuche wurde exemplarisch der bromiartglkautschuk F (n = 5) extrahiert, bei
dem bekannt ist, dass BHT und Schwefel potentietigaktivstoffe darstellen. Diese Stopfen
wurden mit einem Oberflachen/Volumenverhaltnis ¢t cnf/ml in 100 ml Hexan extrahiert
und anschlie3end durch die HPLC-UV analysiert. Hexarde als Extraktionsmittel gewahlt,
da es eine hohe Extraktionskraft besitzt und soudafangreichste Extraktionsprofil liefert.

Die drei erhaltenen Chromatogramme sind in AbbitdB8 zu sehen.
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Abbildung 23 Vergleich der HPLC-UV Chromatogramme nach 30, 6@ @0 minltiger Extraktion des
bromierten Butylkautschuks F

Aus Abbildung 23 geht hervor, dass die Extrakti@ust keinen Einfluss auf die qualitative
Zusammensetzung des Extraktionsprofils hat, welohiesler HPLC-UV bei 220 nm aufge-
nommen wurde. Filr eine quantitative Einschatzung die Flachen fir BHT und Schwefel,
welche Uber externe Standards identifiziert werktamten, nach 30, 60 und 90 min Extrakiti-
on miteinander verglichen worden. Wie zu erwartem, \@rhéhen sich mit zunehmender Ex-
traktionszeit die Peakflachen der extrahierten kstoffadditive. FUr eine bessere Beurteilung
der Eignung der Extraktionsdauer wurden die Varregkoeffizienten fir BHT und Schwefel
fur die unterschiedlichen Zeiten miteinander vetgdin. Durch Verlangerung der Extraktion
verringern sich sowohl fur BHT als auch fur Schwefee VKs von VKgyr = 2,9 % und
VK schwetel = 4,5 % fir 30 min Gber Vigr = 2,1 % und VKchwetel = 2,0 % nach 60 min auf
VKpgur = 0,5 % und VKchweter= 0,5 % nach 90 mindtiger Extraktion.

Um fur die Routineanwendung einen guten Kompromgschen Préazision der Methode und
Zeitaufwand zu wahlen, soll die 60 minttige Extraktetabliert werden.
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5.2.4 Extraktionsmethode mit Wasser als Extraktionsmedium

Wahrend die Entwicklung der Extraktionsmethode diiganische Extraktionsmedien auf
Empfehlungen des PQRI und Hinweisen aus unterdathister Literatur basiert, wurde fir
die Extraktion mittels Wasser ein gangiges Verfahder Arzneibticher [53] fiir die Uberpri-
fung des Aussehens der Ldsung, der Aziditdt odéreduzierende Substanzen verwendet.
Hierfur wird das zu untersuchende Kunststoffmatdrea 121 °C autoklaviert und der Extrakt
anschlieBend analysiert. Diese Methode wurde férvdissrige Extraktion in dieser Arbeit

Ubernommen.

Um eine gute Vergleichbarkeit mit den organischetrdkten zu gewéahrleisten, wurde nach
einer 40 minutigen Aufheizphase 60 min bei 121 t€ilssiert. Je nach Analyseverfahren
wurden die Extrakte unterschiedlich weiter beadieiElr die Analyse mittels HPLC-UV,

UPLC-UV-MS und GC-MS wurde jeder Extrakt nach defvkdhlen dekantiert und der Ex-

traktionsrickstand zweimal mit je 30 ml Isopropages$pult. Die Spullésung wurde mit dem
wassrigen Extrakt in einem 200 ml Maf3kolben vegginind mit Isopropanol aufgeftllt. So-

mit enthielt der Extrakt das gleiche Verhaltnis\aasser zu Isopropanol wie die Kalibrierl6-
sungen fiur die externe Kalibrierung zur Untersuchder wassrigen Extrakte. Dies bot zu-
satzlich den Vorteil, dass Extraktivstoffe, diehsim hei3en Extrakt noch in Losung befanden,
jedoch durch den Abklhlprozess wieder ausfielemchdwlen Zusatz des organischen LO6-

sungsmittels wieder in Loésung gebracht werden kamnt

Fur die Analyse der wassrigen Extrakte mittels HSHGD wurde der Extrakt nach dem Ab-
kihlen dekantiert und mit Wasser auf 100 ml aufifefifor jeder Analyse wurden 9,5 ml

Extrakt in ein mit 4 g Natriumchlorid gefllltes Penglaschen pipettiert und es wurden
0,5 ml Aceton addiert. Somit enthielt der Extrald dleiche Menge an Aceton wie die Kalib-

rierldsungen.
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5.2.5 Gerate, Chemikalien und Materialien

Ruckflussapparatur Dimrothkthler mit Wasserkiihlung, 250 ml Runkolbend Heizpilz

(Isopad, Tyco Thermal controls)

Autoklav: HST 5 - 5 - 5 SL, Zirbus technology (Softwarebis Visualisierung
HST 5x5x5)

Rotationsverdampfer:Bichi Vacuum Controller V-850, Bichi Rotavapor R52 Bichi
Heating Bath B-491

Extrahiertes Material:Bromobutylkautschuk Formling F, amerikanischer Guhersteller

Des Weiteren kamen die im Kapiteél2.4 beschriebenen Chemikalien und Gerate zum Ein-

satz.

5.3 EXTRAKTIONSPROFILE

Im Rahmen der Extraktionsstudie wurden fiur jededeki@ je zwei Proben mit Wasser,
Isopropanol und Hexan extrahiert und mit Hilfe a@stwickelten Methoden zweifach be-
stimmt. AnschlieBend wurden fir jedes Extraktioritghidie Profile beider Proben vergli-
chen. Nach einem quantitativen Vergleich der betemikxtraktivstoffe wurde das Extrakti-
onsprofii mit den hoheren Konzentrationen disktitieBei der Auswertung der
Extraktionsprofile wurde auf die Identifizierung diQuantifizierung der Extraktivstoffe fo-
kussiert, die Bestandteil der Methodenentwicklungrem. Da eine Quantifizierung von t-
Butanol mittels HS-GC-FID aus den in KapiteP.1 beschriebenen Grinden schwierig war,
erfolgte die Analyse dieses potentiellen Extraktffes im wassrigen Extrakt anhand der HS-
GC-MS. Zusatzlich gefundene Extraktivstoffe wurdda Unbekannte aufgefihrt. Wenn es
maoglich war, wurden Strukturvorschlage angestBlabei wurden nur Peaks berlcksichtigt,
die sich von denen der Leerprobe unterschiedennh&lese wurde fur jede Extraktionsme-

thode auf gleiche Weise bearbeitet wie die Proben.
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5.3.1 Thermoplaste — Ergebnisse und Diskussion

5.3.1.1Cycloolefincopolymer (COC)

Im wassrigen Extraktdes COC Granulates konnten mittels keiner derytisahen Methoden
Peaks in den Chromatogrammen detektiert werdenit&anmn geschlussfolgert werden, dass
keine leicht flichtigen und fliichtigen Substanzewigs nicht fliichtigen Stoffe, die mittels
der entwickelten Methoden erfasst werden konntenHitie von Wasser extrahiert wurden.

Im Isopropanol-Extrakidieses Materials wurden mittels der analytischesthidden mehrere

Unbekannte gefunden, wobei eine Identifizierunghhimoglich war. Eine Ausnahme stellt
der Scan Modus der GC-MS Methode dar. Dort wurdeak® detektiert, welche nach Ab-
gleich der Chromatogramme mit der LiteraturdateRbauf die in Tabelle 44 vorgeschlage-

nen Stoffe deuten. Hierbei kbnnte es sich um Resthittel der Polymerherstellung handeln.

Wahrend die GC-MS Methode im SIM-Modus keine Extiradtoffe im Hexan-Extrakizeigte,
wurden mittels Scan Modus zwei Stoffe detektiergbei eines der Signale Decahydro-
naphthalin, ein potentielles Restlosemittel delyP@rherstellung, vermuten lie3. Im HPLC-
UV-Chromatogramm wurde Irganox 1010 identifizieriduquantifiziert. Durch die UPLC-
UV-MS Methode wurde dieses Antioxidans als Extrakoff bestéatigt. Zusatzlich wurde bei
einer Retentionszeit von 6,27 min ein Peak im UVeabiatogramm detektiert, dessen Mas-
senspektrum im Negativ-Modus ein Abbauprodukt vagiariox 1010 vermuten lief3. Durch
die Hexanextraktion kénnte es zur Abspaltung eirButyl-Gruppe gekommen sein. Die
Summenformel wurde unter Verwendung von Folsaureliig Bestimmung der exakten Mas-
se mit Hilfe des Programmes ,Elemental Compositioet Software Masslynx bestatigt.
Durch beide flissigchromatographischen MethoderdemrauRerdem Signale detektiert, de-

ren Identitat ungeklart blieb.
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Tabelle 44 Extraktionsprofil des COC-Granulates; EM = Extiaksmittel, P = Wahrscheinlichkeit, 1-5 = An-
zahl der unbekannten Peaks, + = Extraktivstoféighalten

EM Methode Extraktivstoffe cocC
HS-GC-MS -
5 HS-GC-FID -
(]
@ GC-MS -
= HPLC-UV -
UPLC-UV-MS }
GC-MS (SIM) Unbekannte 5
GC-MS (Scan) 2-Methyl-2-butanol P=72% +
(_% 2-Methyl-2-pentanol P=83% +
§' 4-Methyl-2-pentanol P=83% +
§ 2-Methyl-3-pentanol P=72% +
HPLC-UV -
UPLC-UV-MS Unbekannte (UVX = 357 nm) 1
GC-MS (SIM) -
GC-MS (Scan) Decahydronaphthalin P=98% +
Unbekannte 1
= HPLC-UV Irganox 1010 3,299 + 0,023 mg/
§ Unbekannte 3
UPLC-UV-MS Irganox 1010 +
Abbauprodukt Irganox 1010 +
(UV: A =220 nm; MS: 1119,6587 m/z)
Unbekannte (MS) 4

5.3.1.2Cycloolefinpolymer (COP)

Mit Hilfe zweier verschiedener COP-Chargen solltéessucht werden, welchen Einfluss die
Konzentration an Kunststoffadditiven im Polymer alals Extraktionsprofil hat. Laut Anga-
ben des Herstellers wurde als Antioxidans Irgan@kOlverwendet, wobei die Konzentration

dieses Additivs in der Charge B 2 % hoher warm@Gharge A.

Ein qualitativer Unterschied zwischen beiden Chargennte mittels der eingesetzten analy-
tischen Methoden nicht festgestellt werden. Einesn@hme stellten nur zwei zusétzliche
Peaks im HPLC-UV-Chromatogramm des Hexan-Extrakte€harge B dar, die jedoch nicht
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identifiziert werden konnten. Eine Ubersicht dettrBktionsprofile ist der Tabelle 45 zu ent-

nehmen.

Im wassrigen Extrakivurde in den Extrakten beider Herstellungsans&&etanol identifi-
ziert und quantifiziert. Dieser tertiare Alkohol rehizur Synthese von t-Butylphenolen, wie
BHT eingesetzt, kann jedoch auch Abbauprodukt vganox 1010 oder des Radikalstarters
Di-tert-Butylperoxid sein. Zusatzliche Unbekanme HS-GC-FID Chromatogramm wurden

nicht identifiziert.

Das mitlsopropanolerhaltene Extraktionsprofil ist qualitativ iderts mit dem des COC-

Granulates.

Durch Hexanwurde aus beiden Chargen Irganox 1010 extrahaeyhei die Konzentration
dieses Extraktivstoffes in Charge A hoher ist alCharge B, obwohl die eingesetzte Kon-
zentration im Polymer laut Hersteller in ChargeBl3er sein sollte. Unter Beriicksichtigung
der spezifischen Oberflachen{Sop A > Sn cor B liel3 sich schlussfolgern, dass die Aus-
gangskonzentration im Kunststoff bei dem vorhandddeterschied von 2 % keinen Einfluss
auf das Extraktionsprofil hat, sondern die speatfes Oberflache eine bedeutendere Rolle
spielt. Eine weitere Begrindung fir dieses Ergekiirmnte eine inhomogene Verteilung des
Zusatzstoffes im Polymer sein. Irganox 1010 komittels UPLC-UV-MS als Extraktivstoff
bestatigt werden. Des Weiteren lasst, wie beim @@&nulat, das Massenspektrum mit ei-
nem Molpeak von 1119,6587 m/z ein Abbauproduktefie&ntioxidans vermuten. Weitere

Signale, detektiert mittels der entwickleten Methodvurden nicht identifiziert.
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Tabelle 45Extraktionsprofil der Chargen A und B des COP-Gtatas; EM = Extraktionsmittel, P = Wahr-
scheinlichkeit, 1-6 = Anzahl der unbekannten Peaks,Extraktivstoff ist enthalten, - = es wurde it detek-

tiert

EM Methode Extraktivstoffe COP Charge A COP Charge B
HS-GC-MS t-Butanol 0,011 + 0,000 mg/ 0,010 + 0,006/
2 HS-GC-FID Unbekannte 1 1
£ | HPLC-UV - -
UPLC-UV-MS - -
GC-MS (SIM) Unbekannte 5 5
GC-MS (Scan) 2-Methyl-2-butanol P =72 %+ +
% 2-Methyl-2-pentanol P=83%+ +
S‘ 4-Methyl-2-pentanol P=83%+ +
§ 2-Methyl-3-pentanol P=72% + +
B HPLC-UV - -
UPLC-UV-MS Unbekannte 1 1
GC-MS (SIM) - -
GC-MS (Scan) Unbekannte 2 2
- HPLC-UV Irganox 1010 4,834 + 0,004 mg/| 3,794 +10ng/l
% Unbekannte 4 6
T | UPLC-UV-MS | Irganox 1010 + +
Abbauprodukt Irganox 1010 + +
(1119,6587 m/z)
Unbekannte 4 4

5.3.1.3Polyethylen (PE)

FUr die Extraktionsstudie standen drei verschiedéhargen Polyethylen des gleichen Her-
stellers zur Verfugung (siehe Tabelle 46). Das &kttonsprofil, welches durch Extraktion
mittels Wasser, Isopropanol und Hexan erhalten gjurdterscheidet sich fur die drei Herstel-

lungsanséatze qualitativ kaum.

Durch die Analyse desassrigen Extraktemit der HS-GC-FID Methode wurde t-Butanol als
Extraktivstoff detektiert (Quanitifizierung tber HSC-MS). Des Weiteren wurde 2-Ethyl-1-
hexanol bestimmt. Diese Substanz ist ein Abbaugtodon DEHP. Im Extrakt der Charge C
wurde dieser Weichmacher im HPLC-UV-Chromatogrametektiert. Die Quelle war mit
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groBer Wahrscheinlichkeit jedoch die HPLC-Anlagéhste da DEHP ein weit verbreiteter
Weichmacher in Kunststoffen ist, also auch aus kakapillaren oder -schlauchen der
Anlage migriert sein konnte. Wirde es sich tatgéohum einen Extraktivstoff des PE-
Granulates handeln, so hatte zum einen DEHP im &leargen gefunden werden und zum
anderen ein DEHP-Peak im GC-MS-Chromatogramm detékiverden muissen, da die
Nachweisgrenze fir diesen Stoff und diese Methogienger ist als die der HPLC-UV-
Methode. Zusatzlich konnten im HPLC-UV-Chromatognarm den Chargen B und C die
gleiche Unbekannte bek & 6,85 min und in Charge C eine weitere Unbekagetienden
werden. 2-Ethyl-1-hexanol wurde als Extraktivsiofiallen Chargen mittels HS-GC-MS bes-
tatigt. Die Grinde fur das Vorkommen dieses Alkshioh Polyethylenextrakt sind jedoch
unklar, da der Einsatz von Weichmachern in dieselynferen unublich ist (siehe Kapitel
2.1.5).

Im Isopropanol-Extraktaller PE-Chargen konnten mittels GC-MS verschiedéahlenwas-
serstoffe identifiziert und quantifiziert werdene Stellen Abbauprodukte des Polymers dar.
Die Konzentrationen dieser Extraktivstoffe unteesdien sich fur die verschiedenen Herstel-
lungsansatze kaum. Des Weiteren konnte im HPLC-UWx6@atogramm Irgafos 168 oxid
identifiziert und quantifiziert werden und als E&tivstoff auch mittels UPLC-UV-MS besta-
tigt werden konnte. Die Konzentrationen dieses dktivstoffes waren in allen drei Herstel-
lungsanséatzen vergleichbar. AuRerdem konnte im altei PE-Chargen das Gleitmittel Stea-
rinsaure vermutet werden. Eine quantitative Auswegtist jedoch nicht mdglich, da dieser
Stoff auch in jeder Leerprobe und immer in unteiesdiichen Konzentrationen vorhanden
war. Grund hierfir kénnte eine Verschleppung aufengen Proben sein. Um diesen Extrak-
tivstoff zu quantifizieren, konnte eine Derivatisiag mit sich anschlieRender Analyse per
GC-MS durchgefiihrt werden. Zusétzliche Signale wardhit allen analytischen Methoden
detektiert, eine ldentifizierung konnte nicht dtatten. Im Scan Modus der GC-MS Methode
wurden fur vier Signale nach Abgleich mit der Latrdatenbank Strukturvorschlage ge-

macht, die der Tabelle 46 zu entnehmen sind.

Durch dieHexan-Extraktionwurden zahlreiche Kohlenwasserstoffe als aucHdsga68 oxid
identifiziert und quantifiziert. Wahrend sich di@kzentrationen an Irgafos 168 oxid der Her-
stellungsansatze nach Isopropanol-Extraktion kawmewmander unterschieden, war nach

Behandlung mit Hexan ein deutlicher Unterschiedsetiven A, B und C zuerkennen. Eine
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Erklarung kénnte sein, dass Hexan zur QuellungGtesulates fuhrte, was optisch erkennbar
war. Durch die Lockerung der Polymerstruktur wugilee erhOhte Extraktionsausbeute er-
reicht. Somit hatte die eingesetzte Additivkonzatiwn bei der Herstellung des Granulates
einen grof3en Einfluss auf das Extraktionsprofilhl8ssfolgerung ist, dass in Charge C die
hochste Konzentration an Irgafos 168 eingesetztigvuind somit durch die Probenvorberei-
tung mehr Irgafos 168 oxid entstehen konnte. Deoigefist die Konzentration dieses Antio-
xidans in Charge A am geringsten. Irgafos 168 ewidde auch mittels UPLC-UV-MS detek-
tiert. Zusatzlich wurden in allen Chromatogrammegn8&le detektiert, deren Identifizierung
ausblieb. Einige dieser Peaks im GC-MS Chromatogratauten aufgrund charakteristischer

Massenfragmente (m/z = 43, 57, 71, 82, 99, ...) aifere Kohlenwasserstoffe hin.

Tabelle 46 Extraktionsprofile der Polyethylenchargen A, B UBdEM = Extraktionsmittel, 1-20 = Anzahl der

unbekannten Peaks, + = Extraktivstoff ist enthaltenes wurde nichts detektiert

EM Methode Extraktivstoffe PE Charge A PE Charge B PECharge C
HS-GC-MS t-Butanol 0,012 + 0,000 mg/l 0,010 + 0,006/ 0,014 + 0,000 mg/l
2-Ethyl-1-hexanol + + +
5 HS-GC-FID 2-Ethyl-1-hexanol 0,040 + 0,002 mg/I (B100,000 mg/l 0,080 + 0,000 mg/I
2 |eCMs - - -
= HPLC-UV DEHP - - 0,106 + 0,002 mg/l
Unbekannte - 1 2
UPLC-UV-MS - - -
GC-MS (SIM) | Dodecan 3,339 £ 0,042 mg/l 3,659 + @,02y/I 3,524 + 0,034 mg/I
Tetradecan 8,902 + 0,094 mg/I 9,081 + 0,005 mg/ll 9,061 + 0,130 mg/l
Hexadecan 6,463 + 0,041 mg/l 6,378 + 0,034 mg/l| ,378+ 0,094 mg/l
Octadecan 4,106 + 0,012 mg/l 4,019 + 0,015 mg/l ,008 + 0,048 mg/l
Eicosan 3,840 + 0,148 mg/I 3,783 £ 0,135 mg/l 79,% 0,148 mgl/l
é Docosan 6,674 + 0,049 mg/l 4,747 £ 0,019 mg/l 88,% 0,009 mgl/l
§ Tetracosane 3,106 + 0,019 mg/I 2,673 £ 0,012 mg/| 2,609 + 0,041 mg/l
S Unbekannte 20 20 20
(%]
= 2-Methyl-2-butanol
GC-MS (Scan) P =720 + + +
2-Methyl-2-pentanol
P=83% * * *
4-Methyl-2-pentanol
P=83% * * *
2-Methyl-3-pentanol
P=72% * * *
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EM Methode Extraktivstoffe PE Charge A PE Charge B PE Chrge C
_ HPLC-UV Irgafos 168 oxid 0,657 £ 0,006 mg/l 0,658,604 mg/l 0,649 + 0,002 mg/l
% Unbekannte 1 - -
S | UPLC-UV-MS | Irgafos 168 oxid + + +
§ Stearinséaure + + +
Unbekannte 1 1 1
GC-MS (SIM) | Decan 1,807 + 0,007 mg/l 2,608 + 0,064 1,865 + 0,035 mg/l
Dodecan 7,127 £ 0,013 mg/I 8,056 + 0,118 mg/I 89,6 0,078 mgl/l
Tetradecan 16,555 + 0,036 mg/l 17,286 £ 0,274 mg/17,153 + 0,088 mg/l
Hexadecan 24,943+ 0,010 mg/l 25,239 + 0,455 mg/R5,233 + 0,029 mg/|
Octadecan 8,146 + 0,019 mg/I 8,208 + 0,189 mg/l ,188 + 0,088 mg/I
Eicosan 11,633 £ 0,015 mg/l 11,655 + 0,280 mg(l 1,680 + 0,183 mg/I|
§ Docosan 10,454 + 0,003 mg/l 10,579 £ 0,235 mgfl 0,534 + 0,232 mgl/l
% Tetracosane 5,488 + 0,029 mg/I| 5,708 + 0,003 mg/| 6,038 + 0,074 mg/I
Hexacosane 19,408 £ 0,251 mg/l 18,137 + 0,613 mg/17,262 + 0,602 mg/l
Unbekannte 10 10 10
GC-MS (Scan)| Unbekannte 10 10 10
HPLC-UV Irgafos 168 oxid 7,159 + 0,116 mg/l 6,139,606 mg/l 4,558 + 0,004 mgl/l
UPLC-UV-MS | Irgafos 168 oxid + + +
Unbekannte 1 1

5.3.1.4Polycarbonat (PC)

Das Extraktionsprofil von Polycarbonat befindetsic Tabelle 47.

Neben einer Unbekannten wurde t-Butanolvii@issrigen Extraktles PC-Granulates detek-

tiert.

Die Extraktion mitteldsopropanollieferte zahlreiche Signale in allen Chromatogranndie

jedoch nicht identifiziert werden konnten.

Da es sich bei Polycarbonat durch die Carbonatgsigoen um ein polareres Polymer han-
delt, wurden durcldexannur wenige Stoffe extrahiert. Beide Signale im @PUV Chroma-

togramm wurden nicht identifiziert.
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Tabelle 47 Extraktionsprofil PC; EM = Extraktionsmittel, 1-55 Anzahl der unbekannten Peaks, + = Extrak-

tivstoff ist enthalten, - = es wurde nichts detekti

EM Methode Extraktivstoffe PC

HS-GC-MS t-Butanol 0,009 + 0,000 mg

5 | HS-GC-FID

2 |cc-Ms

= HPLC-UV Unbekannte 1
UPLC-UV-MS

% GC-MS Unbekannte 1

S |HPLC-UV Unbekannte 15

S |UPLC-UV-MS | Unbekannte 4

< GC-MS

% |HPLC-UV

T |UPLC-UV-MS | Unbekannte 2

5.3.1.5Polypropylen (PP)

Da fur die Extraktionsversuche kein PP-Granulat\&rfigung stand, musste der Luerdeckel
der Glaskartusche extrahiert werden. Hierfur wuddeFormling halbiert. Da es sich hierbei
um ein eher sprédes Material handelt, konnte dlenfBi&ante nicht genau definiert werden,
weshalb die so entstandene neue Oberflache niphbdezierbar war. Diese Schnittkante
wurde bei der Berechnung der Oberflache fur digdktion nicht berticksichtigt, da sie die
erforderlichen Worst Case Bedingungen nur ford®as erhaltene Extraktionsprofil ist der

Tabelle 48 zu enthnehmen.

Die Extraktion mitWasserzeigte t-Butanol als Extraktivstoff. Zusatzlichrikde eine unbe-
kannte Substanz mittels HS-GC-FID detektiert werdenHPLC-UV-Chromatogramm war
neben einer Unbekannten ein Peak zu finden, dd®semtionszeit auf DEHP hindeutet. Da
DEHP jedoch nicht in der GC-MS Methode detektieurde und sein Abbauprodukt 2-Ethyl-
1-hexanol nicht in der HS-GC-FID Methode sichtbaarwschien die Quelle fur diesen
Weichmacher die HPLC-Anlage selbst zu sein.
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Im SIM- und Scan-Modus der GC-MS Methode wurdercdugxtraktion des Materials mit
IsopropanolSignale detektiert, deren Massenfragmente (m/3,54, 71, 82, 99, .).auf ge-
sattigte Kohlenwasserstoffe hindeuteten. Sie lie8eimauprodukte des Polymers vermuten.
AulRerdem wurde Irganox 1010 extrahiert und mitkdd C-UV quantifiziert. Die Anwesen-
heit dieses Additivs wurde durch die UPLV-UV-MS Ayse bestétigt. Zusatzlich wurde das
Gleitmittel Stearinsdure und dessen Abbauprodukhi®asaure identifiziert. Eine Quantifi-

zierung wurde aus den in KapiteB.1.3 beschriebenen Grinden nicht durchgefuhrt.

Auch im Hexan-Extraktwurde Irganox 1010 detektiert. AuRerdem wurde enetinem unbe-
kannten Signal, das Abbauprodukt dieses Zusatestofiittels UPLC-UV-MS (Irganox 1010
— t-Butyl-Rest) bestimmt.

Tabelle 48Extraktionsprofil von PP; EM = Extraktionsmittds8 = Anzahl der unbekannten Peaks, + = Extrak-
tivstoff ist enthalten, - = es wurde nichts deteiti

EM Methode Extraktivstoffe PP
HS-GC-MS t-Butanol 0,017 + 0,0006g/
_ HS-GC-FID Unbekannte 1
g GC-MS -
g HPLC-UV Unbekannte 1
DEHP 0,301 + 0,023ng/
UPLC-UV-MS | -
GC-MS (SIM) | Unbekannte 30
_ HPLC-UV Irganox 1010 0,712 + 0,00dg/
% Unbekannte 1
&  |UPLC-UV-MS | Irganox 1010 +
& |UPLC-UV-MS | Unbekannte 1
Palmitinsaure +
Stearinsaure +
GC-MS -
- HPLC-UV Irganox 1010 9,016 + 0,070gy/
% Unbekannte 8
I UPLC-UV-MS | Abbauprodukt Irganox 1010 (1119,6587 mjz
Unbekannte 7
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5.3.2 Elastomere — Ergebnisse und Diskussion

5.3.2.1Chlorierte Butylkautschuke

Im Rahmen der Extraktionsstudie wurden vier veesiémne chlorierte Butylkautschuke unter-
sucht. Drei Materialien (chlorierter ButylkautschddkB und D) sind vom gleichen Hersteller.

Eine Ubersicht der Extraktionsprofile befindet siciTabelle 49 und Tabelle 50.

Im wassrigen Extraktder Formlinge B, C und D wurde mittels HS-GC-M8utanol als
Extraktivstoff detektiert. Weitere Restlésemittelinden aus den Gummimaterialien A und B
extrahiert. Hierbei handelt es sich um die Benanldée Ethylbenzen, o-Xylen und m-Xylen.
Zusatzlich wurde aus allen vier Materialien BHTrakiert, wobei die aus Formling C extra-
hierte Menge mehr als zehnmal so grol3 ist, wiedgeden anderen Elastomeren. Grund hier-
fur konnte die vergré3erte Oberflache sein, diedainh Extraktionsmittel in Berihrung kam,
da Material C aufgrund seiner GrofRe halbiert werdersste. Dadurch entstand eine nicht
definierte Schnittkante, die in der Berechnung @égrflachen-Volumen-Verhaltnisses nicht
bertcksichtigt wurde. Gleiches gilt fir die Extriakt mit Isopropanol und Hexan. Ein weite-
rer Grund kdnnte auch eine durch den zweiten Hegstiestgelegte héhere Ausgangskon-
zentration an BHT im Polymer sein. In den Gummisrl B wurde mittels der UPLC-UV-
MS Methode Palmitinsaure detektiert. Eine Quanéfizng wurde aus den in Kapitgl3.1.3

beschriebenen Griunden nicht durchgefiuhrt.

Da es sich bei A und B um silikonisierte Formlinggndelt, wurden intsopropanol-Extrakt

bei der GC-MS Analyse die Silikonélderivate OMCT8duDMCPS gefunden. Zusatzlich
wurde in allen vier Materialien BHT extrahiert. Bes Antioxidans wurde fur alle vier Form-
linge mittels HPLC-UV und UPLC-UV-MS bestatigt. Audbei Isopropanol als Extraktions-

mittel war die extrahierte Menge aus Formling Gleintig hoher als die der anderen.

Mit Hilfe des SIM- und Scan-Modus der GC-MS Methadarden in allen Formlingen zahl-
reiche Unbekannte gefunden, deren Massenfragmeht&bdauprodukte des Polymers hin-
deuten. Bei den untersuchten Polymeren handelse&cksum Butylkautschuke, deren Haupt-

monomer Isobutylen darstellt.
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Abbildung 24 Abbau des Butylkautschuk nach Sawaguchi [91]

SAWAGUCHI [91] konnte Uber zwei verschiedene Abib@ghanismen dieses Polymers vier
verschiedene Oligomertypen feststellen, die alsafipbodukte in Frage kommen. Dabei han-
delt es sich zum einen um Oligomere mit einer tyBENhdgruppe, und zum anderen um sol-
che mit einer Isopropyl-Endgruppe (siehe Abbild@4y. Charakteristische Massenfragmente
dieser Oligomere sind 55, 57, 97 und 99. Mitteld ORJV-MS wurden Palmitinsdure und
Stearinsaure extrahiert. Im UPLC-MS-Chromatogramuorde fir Formling C DBATD als
Extraktivstoff bestimmt. Hierbei handelt es sich em Vernetzungsmittel fur die Vulkanisa-
tion von Elastomeren. Die Quantifizierung erfoldiber die externe Kalibriergerade des
Nachbarpeaks DHBP.

Durch dieHexanextraktiorwurden fur die Materialien A und B Silikonélderteaals Extrak-
tivstoffe gefunden. Auch hier wurde mittels GC-M3$PLC-UV und UPLC-UV-MS BHT
detektiert, wobei die Quantifizierung im GC-MS Chratogramm erfolgte. Die Konzentrati-
on des Antioxidans im Extrakt des Formlings C ig¢der eindeutig am hochsten. Die durch
SAWAGUCHI diskutierten Abbauprodukte des Butylkanisks wurden auch im Hexanex-
trakt sowohl im SIM, als auch im Scan Modus, file alier Elastomere bestatigt. Zusatzlich
wurden fir die Formlinge A und B die Restlosemitithylbenzen, m-Xylen und o-Xylen
identifiziert. In allen vier Formlingen konnten diettsduren Palmitin- und Stearinsdure de-
tektiert werden, in Formling C zusétzlich Myristinse. Eine Quantifizierung blieb aus den in
Kapitel 5.3.1.3 aufgefihrten Grinden aus.

119



Extraktionsstudie

In allen Extrakten wurden des Weiteren zhalreichbakannte detektiert.

Tabelle 49Extraktionsprofile der chlorierten Butylkautschukeind B; EM = Extraktionsmittel, 1-45 = Anzahl
der unbekannten Peaks, + = Extraktivstoff ist elteha- = es wurde nichts detektiert

EM |Methode Extraktivstoffe Formling A Formling B
HS-GC-MS t-Butanol - 0,027 + 0,000
HS-GC-FID Unbekannte 5 2

Ethylbenzen 0,070 + 0,000 mg/l 0,006 + 0,000 mg/I
é m-Xylen 0,248 + 0,003 mg/I 0,031 + 0,001 mg/l
@ o-Xylen 0,108 + 0,001 mg/I 0,011 + 0,001 mg/l
= GC-MS BHT 0,006 + 0,000 mg/l 0,002 + 0,000 mg/l
Unbekannte 1 1
HPLC-UV Unbekannte 7 7
UPLC-UV-MS | Palmitinsaure + +
GC-MS (SIM) | BHT 2,451 + 0,018 mg/l 1,267 + 0,008 mg/I
OMCTS 0,481 + 0,004 mg/l 0,331 + 0,000 mg/l
DMCPS 0,211 + 0,001 mg/I 0,174 + 0,000 mg/l
Unbekannte 14 12
S de_lvon Abbauprodukte des Elastomers 10 11
5 mit den Massenfragmenten 55, 57, 97, 99
8 GC-MS (Scan) | Unbekannte 6 4
E- da}von Abbauprodukte des Elastomers 6 5
mit den Massenfragmenten 55, 57, 97, 99
HPLC-UV Unbekannte 45 25
UPLC-UV-MS | Unbekannte 10
Palmitinséure + +
Stearinsaure + +
GC-MS (SIM) | HMCTS 1,238 + 0,033 mg/I 0,739 + 0,098/
OMCTS 2,538 + 0,099 mg/l 2,804 + 0,048 mg/I
DMCPS 0,640 + 0,019 mg/| 0,568 + 0,007 mg/l
BHT 16,836 + 0,546 mg/l 7,954 + 0,155 mg/l
Unbekannte 18 16
§ da_lvon Abbauprodukte des Elastomers 11 13
) mit den Massenfragmenten 55, 57, 97, 99
- GC-MS (Scan) | Ethylbenzen + +
m-Xylen + +
o-Xylen + +
Unbekannte 11 15
da}von Abbauprodukte des Elastomers 4 10
mit den Massenfragmenten 55, 57, 97, 99
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EM |Methode Extraktivstoffe Formling A Formling B
HPLC-UV Unbekannte 28 39
- | UPLC-UV-MS | Palmitinséaure + +
% Stearinsaure + +
t Myristinsaure - +
Unbekannte 19 22

Tabelle 50Extraktionsprofile der chlorierten ButylkautschukReund D; EM = Extraktionsmittel, 1-29 = Anzahl
der unbekannten Peaks, + = Extraktivstoff ist elteéha- = es wurde nichts detektiert

EM | Methode Extraktivstoffe Formling C Formling D
HS-GC-MS t-Butanol 0,017 £ 0,000 mg/l 0,010 + 0,006/
HS-GC-FID Unbekannte 1 1

g GC-MS BHT 0,081 + 0,001 mg/l 0,004 + 0,000 mg/l

S |HPLC-UV Unbekannte 4 2
UPLC-UV-MS | Myristinsaure + -

Unbekannte - 2
GC-MS (SIM) | Unbekannte 14 20
da_lvon Abbauprodukte des Elastomers 11 16
mit den Massenfragmenten 55, 57, 97, 99
BHT 20,678 + 0,261 mg/l 2,232 + 0,060 mg/l

5 | GC-MS (Scan) | Unbekannte 2 7

g de_lvon Abbauprodukte des Elastomers > 6

= mit den Massenfragmenten 55, 57, 97, 99

& |HPLC-UV Unbekannte 5
UPLC-UV-MS | Unbekannte 5 4

DBATD 3,474 + 1,064 mg/| -
Palmitinséure + +
Stearinsaure + +
GC-MS (SIM) | BHT 269,696 + 12,163 mg/| 29,789 + 0,074 mg/l
Unbekannte 10 29
da_lvon Abbauprodukte des Elastomers 7 20
mit den Massenfragmenten 55, 57, 97, 99

- | GC-MS (Scan)| Unbekannte 10 12

% davon Abbauprodukte des Elastomers 6 11

T mit den Massenfragmenten 55, 57, 97, 99
HPLC-UV Unbekannte 1 5
UPLC-UV-MS | Palmitinsaure + -

Stearinsaure + +
Unbekannte 6 6
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5.3.2.2Bromierte Butylkautschuke

Bei den untersuchten bromierten Butylkautschuk-Malien handelt es sich um Formlinge
zweier Hersteller. Der Einfluss des PTFE-Coatirgsifling ) wurde erst im Rahmen der

Migrationsstudie betrachtet.

Die Extraktionsprofile sind Tabelle 51 zu entnehm#ihrend imwassrigen Extrakdes
Elastomeren F ausschlie3lich t-Butanol identifizieurde, wurde im Elastomer E BHT be-
stimmt. AuRerdem fanden sich fir Material E im UPMS Chromatogramm Signale, die auf

Palmitin- und Stearinsaure hindeuteten.

Im Isopropanol-Extrakibeider Materialien wurde BHT im GC-MS Chromatognandentifi-
ziert und quantifiziert. Dieses Antioxidans wurdé htilfe der HPLC-UV und UPLC-UV-MS
als Extraktivstoff bestatigt. Zusatzlich wurdendan GC-MS Chromatogrammen zahlreiche
Signale detektiert, von denen einige als Abbauptteddes Polymers nach SAWAGUCHI
[91] vermutet werden konnten. AuRerdem wurde Scélnaais beiden Materialien extrahiert.
Im Isopropanol-Extrakt des Formling E wurde alstesss Antioxidans Irganox 1076 gefun-
den. In Material E schienen Fettsauren als Gleigh#zum Einsatz zu kommen und fanden

sich im Isopropanol-Extrakt wieder.
Durch Extraktion mittelsHexan wurden die gleichen Kunststoffadditive gefundere wn

Isopropanol-Extrakt, wobei die Konzentrationen iergfeich sichtbar erhéht sind.

Tabelle 51 Extraktionsprofile der bromierten Butylkautschukeind F; EM = Extraktionsmittel, 1-35 = Anzahl
der unbekannten Peaks, + = Extraktivstoff ist elteéha- = es wurde nichts detektiert

EM Methode Extraktivstoffe Formling E Formling F
HS-GC-MS t-Butanol - 0,012 + 0,000 mg/l
HS-GC-FID Unbekannte - 10
GC-MS BHT 0,002 + 0,000 mg/l

% Unbekannte 4
S |HPLC-UV Unbekannte 5 3
UPLC-UV-MS | Palmitinsaure + -
Stearinsaure +
Unbekannte - 1
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EM Methode Extraktivstoffe Formling E Formling F
GC-MS (SIM) BHT 0,341 + 0,001 mg/l 0,278 + 0,001 mg/l
Unbekannte 8 11
da}von Abbauprodukte des Elastomers 2 8
mit den Massenfragmenten 55, 57, 97, 94
GC-MS (Scan) Unbekannte 8 9
é davon Abbauprodukte des Elastomers
§ mit den Massenfragmenten 55, 57, 97, 94 4 9
g HPLC-UV Schwefel 0,149 + 0,003 mg/l 0,345 + 0,008/Im
2 Irganox 1076 0,741 + 0,006 mg/l -
Unbekannte 8 4
UPLC-UV-MS | Unbekannte 7
Palmitinséure + -
Stearinsaure + -
GC-MS (SIM) BHT 1,117 + 0,008 mg/l 4,06 + 0,048 mg/I
Unbekannte 10 35
da_lvon Abbauprodukte des Elastomers 4 o4
mit den Massenfragmenten 55, 57, 97, 94
GC-MS (Scan) Unbekannte 10 9
- da}von Abbauprodukte des Elastomers 6 9
g mit den Massenfragmenten 55, 57, 97, 94
T HPLC-UV Schwefel 6,595 + 0,250 mg/I 2,130 + 0,048/m
Irganox 1076 9,599 + 0,622 mg/I -
Unbekannte 25 11
UPLC-UV-MS | Palmitinsaure + -
Stearinsaure + +
Unbekannte 21 14

5.3.2.3Polyisoprenkautschuk

Durchwassrige Extraktiordes Polyisoprens wurde mittels HS-GC-MS t-ButaislExtrak-
tivstoff detektiert. AuRerdem wurde BHT bestimmef® Tabelle 52).

Im Isopropanol-Extraktvurden hohe Mengen an BHT im GC-MS Chromatograhemtifi-

ziert und quantifiziert. Dessen Anwesenheit im Bktrkonnte durch beide fliissigchroma-
tographische Methoden bestatigt werden. Im Scantdader GC-MS wurden zusatzliche
unbekannte Peaks detektiert, wobei die Massenfratgmmeeist auf Abbauprodukte des Polyi-

soprenkautschuks hinweisen [92, 93]. Hierbei haeded sich um typische Massenfragmente
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von Sesquiterpenen und Monoterpenen wie Dipentdrisopren. Zuséatzlich konnte im Scan-
Modus Diphenylether mit einer 87 %igen Wahrschehkeit strukturell beschrieben werden.
Durch die HPLC-UV Analyse wurden MTBC und IrgandX76 als Extraktivstoff identifiziert
und quantifiziert. Das Vorkommen dieser Kunststdfitive konnte durch die UPLC-UV-MS
und fir MTBC zusétzlich durch die GC-MS bestéatigirden.

Durch die Hexan-Extraktionkonnten die gleichen Kunststoffadditive wie im gsmpanol-
Extrakt identifiziert werden, die extrahierten Mengwaren jedoch sichtbar gré3er. Im Scan-
Modus der GC-MS wurden zuséatzlich unbekannte Pgaksnden, deren Massenfragmente
hauptsachlich Abbauprodukten des Polyisoprens zdgebwerden kénnen. Auch Diphenyl-
ether konnte mit einer Wahrscheinlichkeit von 9@ Extraktivstoff im Hexan strukturell
beschrieben werden. In allen Chromatogrammen wufignale detektiert, die mit der zur

Verfligung stehenden Technik nicht identifiziert dem konnten.

Tabelle 52 Extraktionsprofil des Polyisoprenkautschuks (FonglG); EM = Extraktionsmittel, 1-53 = Anzahl
der unbekannten Peaks, + = Extraktivstoff ist elteéha- = es wurde nichts detektiert

EM Methode Extraktivstoffe Formling G
HS-GC-MS t-Butanol 0,100 + 0,016 mg/l
HS-GC-FID Unbekannte 3

2 GC-MS BHT 0,006 + 0,000 mg/l
g Unbekannte 2
HPLC-UV Unbekannte 8
UPLC-UV-MS | Unbekannte 1
GC-MS (SIM) BHT 64,237 + 1,560 mg/l
MTBC +
Unbekannte 31
GC-MS (Scan) Unbekannte 14
_ de_lvon Abbauprodukte des Elastomers 11
S mit den Massenfragmenten 69, 107, 119, 159
g Diphenylether P = 87 % +
2 HPLC-UV BHT +
2 MTBC 73,796 + 0,053 mg/|
Irganox 1076 39,053 £ 0,018 mgl/l
Unbekannte 27
UPLC-UV-MS | BHT +
MTBC +
Irganox 1076 +
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EM Methode Extraktivstoffe Formling G
8 UPLC-UV-MS Unbekannte 12
GC-MS (SIM) BHT 117,254 + 5,387 mg/l
MTBC +
Unbekannte 8
GC-MS (Scan) Unbekannte 14
de_lvon Abbauprodukte des Elastomers 11
mit den Massenfragmenten 69, 107, 119, 159
c Diphenylether P = 90 % +
g HPLC-UV BHT +
T MTBC 165,937 + 1,869 mg/|
Irganox 1076 169,641 + 0,551 mgll
Unbekannte 53
UPLC-UV-MS | BHT
MTBC
Irganox 1076
Unbekannte 7

5.3.3 Geréate und Chemikalien

Es kamen fur die Gerate und Chemikalien aus dentéda3.2.43.3.4 unds.2.5 zum Einsatz.

5.4 ZUSAMMENFASSUNG

Es wurden fur die Extraktionsmittel Wasser, Isopimog und Hexan Extraktionsmethoden
entwickelt, mit denen es moglich war, umfangreiéhdraktionsprofile der verschiedenen
Materialien zu erzeugen. Diese Extrakte wurdendait in Kapitel3 beschriebenen chroma-

tographischen Methoden analysiert.

Es zeigte sich, dasgganox 1010ein haufig verwendetes AntioxidansThermoplastenist.

In Polyethylenen wurdérgafos 168verwendet. Beim Vergleich unterschiedlicher Hd+ste
lungsansatze wurde festgestellt, dass die eingesktmnzentration an Kunststoffadditiven
scheinbar keinen Einfluss auf die extrahierten Menigh wassrigen- und Isopropanol-Extrakt
hat. Lediglich die extrahierten Mengen in Hexarnegpin die Ausgangskonzentrationen im
Polymer wider. Hexan fihrte zur Quellung der apstaPolymere, was die Extraktionsaus-
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beute erhdhte. Diese Theorie basierte auf den Exrsergebnissen der COP Chargen und
wurde auf die Extraktionsprofile der Polyethylengjem Ubertragen. Polare Polymere (z.B.
Polycarbonat) sind hingegen bestandig gegeniibearHard liefern ein weniger umfangrei-

ches Extraktionsprofil fir das apolare Extraktiorssh

In den Extrakten defElastomerekonnte fir jedes Materi@HT als verwendetes Antioxidans
festgestellt werden. Zudem wurden viele der unbetanSignale in den Chromatogrammen
der GC-MS als Abbauprodukte der Polymere vermites Weiteren konnten mittels der ana-
lytischen Methoden materialabhangigutanol, Ethylbenzen, m-Xylen, o-Xylen, Silikdeél
rivate, zahlreichegesattigte Kohlenwasserstoffe, Schwefel, DBAiganox 1010und MTBC
identifiziert und quantifiziert werden. Zusatzlislurden Stearin-, Palmitin- und Myristinsau-
re identifiziert. Eine Quantifizierung wurde jedositht durchgefuhrt, weil bei der Fettsaure-
analytik auch ubiquitdre Mengen erfasst werden.dBgen Vorkommen in den Leerproben

nicht reproduzierbar ist, war eine Peakflachensdityn unmaoglich.

Mit Hilfe der entwickelten Screening- und Extraktsmethoden konnten umfangreiche Ex-
traktionsprofile fur alle Materialien erstellt wena, die fir die Materialauswahl fir Primar-

packmittel und Migrationsstudien eine sehr guter@lage darstellen.
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6 MIGRATIONSSTUDIE

6.1 ALLGEMEINES

Wahrend der Migrationsstudie sind acht Behaltnigsersucht worden. In Tabelle 53 befin-
det sich eine Auflistung dieser und deren produkitmenden Bestandteile. Die Bezeichnung
der Kunststoffe und Elastomere entspricht der aunsatraktionsstudie. Wahrend der Migra-
tionsstudie sollte gezeigt werden, dass sich imngirnittel keine Stoffe befinden, die aus den
Kunststoffen stammen und toxikologisch bedenkliem «onnten. Die Analyse erfolgte mit-

tels der zuvor entwickelten Methoden aus Kajitel

Tabelle 53Auflistung der wahrend der Migrationsstudie untetsten Behaltnisse mit ihren produktbertihrenden
Bestandteilen

Kunststoffkartusche A Kunststoffkartusche B Kunstsboffkartusche C
COP (zylinder) COP (zylinder) COP(zylinder)
Polyisoprenkautschuk G chlorierter Butylkautschuk B chlorierter Butylkautschuk C
(Verschlusskappe, Kolbenstopfen)  (Verschlusskappe, Kolbenstopfen) (Kolbenstopfen)
Kunststoffkartusche D Glaskartusche Vial A
COP (2ylinder) Glasart I(Zylinder) Glasart 1(10 ml Vial)
bromierter Butylkautschuk E chlorierter Butylkautschuk B chlorierter Butylkautschuk C
(Kolbenstopfen) (Verschlusskappe, Kolbenstopfen) (Stopfen)

chlorierter Butylkautschuk A

(Dichtungsring)

PC (PC-Kappe)

PP (Luerdeckel)
Vial B Vial C
Glasart 1(10 ml Vial) Glasart I(3 ml Vial)
bromierte Butylkautschuk (Stopfen) bromierter Butylkautschuk F

gecoate{Stopfen)

Fur die Auswertung der erhaltenen Migrationsprofilerden die in Kapiteb.3 vorgestellten
Extraktionsprofile zu Hilfe genommen. Da es sicimbantersuchten Fillgut der Behéltnisse
um Wasser bzw. um ein wasserbasiertes Kontrastrhétedelte, spielte hier das Extraktions-

profil, erhalten durch wassrige Extraktion, einesdreders grol3e Rolle. Die gefundenen
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Migrationsstoffe wurden anschlielRend anhand voeraturhinweisen und den in Kapi@&B
diskutierten Grenzwerte toxikologisch eingeschatzt.

6.2 BEFULLUNG, STERILISATION UND EINLAGERUNG

Bei den eingesetzten Materialien handelte es swlsaiche, die bereits auf dem Markt etab-
liert sind. Alle Behéaltnisse wurden von Hand zusangebaut und beflllt. Die Befillung
erfolgte mit Wasser und einem Kontrastmittel. Walralie Vials mit einer Eppendorff-
Pipette beflllt wurden, wurden die Kartuschen iherKartuschenspitze mittels Dispensette
befillt. Die Fillvolumina orientierten sich an denger Marktprodukte bzw. am maximalen
Fullvolumen. Sie sind der Tabelle 54 zu entnehmen.

Tabelle 54Fillvolumina der untersuchten Behaltnisse

Kunststoffkartusche A Kunststoffkartusche B Kunstsbffkartusche C Kunststoffkartusche D

150 ml 40 ml 100 ml 40 ml
Glaskartusche Vial A Vial B Vial C
100 ml 10 ml 10 ml 3ml

Pro Analysezeitpunkt wurden fur jede Kartusche fatifck befullt, fir jedes 10 ml Vial zehn
Stlck und fur das 3 ml Vial 20 Stuck. Somit wareeaiusreichende Probenanzahl fir die Ana-

lysen vorhanden.

Nach der Befullung wurden die Behaltnisse 20 miteuieiRwasserberieselung sterilisiert.
Die Aufheizzeit betrug fur die mit Wasser befullBehaltnisse 30 min, fir die mit Kontrast-
mittel beflllten 52 min. Nach der Autoklavierundgadgte die Startuntersuchung der Proben
mittels entwickelter Methoden. Die restlichen Baéhigse wurden nach der Sterilisation unter
ACC-Bedingungen_(AC€lerated condition = 40 °C, 75 % RH) eingelageciN drei und

sechs Monaten wurden die jeweiligen Proben ausgelamd zeitnah untersucht. Vor der
Analyse wurden die Behéltnisse flr eine gleichmélRigrchmischung und das Ablésen even-
tuell migierter Stoffe von der Gefallwand fur 15 roei 700 U/min auf einen Schuttler ge-

stellt.
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Aus Kapazitatsgrinden erfolgte die Analyse mittéf.C-UV-MS nur nach der Sterilisation
und achtmonatiger Lagerung. Gleiches galt fur digar@ifizierung von t-Butanol mittels
HS-GC-MS. Konnte in den Proben nach drei Monatettelsi HS-GC-FID ein Signal t-
Butanol zugeordnet werden, welches gro3er ist @lsSystempeak im Blank, so wurde von
einer Migration dieses Alkohols ausgegangen. In fdégenden Tabellen ist dies durch ein

.+ symbolisiert.

Alle Behaltnisse wurden vor dem Befillen, nach d@efillen, nach Sterilisation und nach
Auslagerung gewogen. So sollte Uberpriuft werdendiebmanuell zusammengebauten Be-
haltnisse eine ausreichende Dichtigkeit aufwei@me eventuelle Gewichtsabnahme sollte in

die Berechnung der Migrationsprofile einbezogendsar

Zu jedem Analysezeitpunkt sind pro Behaltnistyp zRm@ben zweifach bestimmt worden. Da
sich die Migrationsprofile zweier Proben fiir einigekannte und unbekannte Stoffe quantita-
tiv signifikant voneinander unterschieden habemd $ih den Tabellen dieses Kapitels jeweils
die Behaltnisse mit den héheren Migrationswertsni/érst Case aufgefuhrt. Eine Ausnahme
stellt die HS-GC-FID Analyse der Glasvials dar. \Wgitd die 10 ml Vials aufgrund des gerin-
gen Volumens nur einfach bestimmt worden sind, wnrfilir die Analyse der 3 ml Vials der
Inhalt von jeweils sieben Vials vereinigt und dojpgeestimmt. Durch das Umgehen eines
zusatzlichen Verdinnungsschrittes sollte so die n@fiderung vereinfacht werden. Eine
Ubersicht tiber Anzahl der zu analysierenden PrgbbemMethode gibt Tabelle 55.

Tabelle 55 Uberblick iiber die Probenanzahl, welche analysientde; K = Kartusche, GV = Glasvial,
DB = Doppelbestimmung, EB = Einzelbestimmung

Behaltnisse HS-GC-FID GC-MS HPLC-UV HS-GC-MS UPLC-UV-MS
(Start/3M/6M) (Start/3M/6M) (Start/3M/6M) (Start/6M) (Start/8M)

K Je 2 K per DB Je 2 K per DB Je 2 K per DB Je 2 Kpe Je 2 K per DB

GV 10 ml Je 2 G\Wer EB Je 2 GV per DB Je 2 GV per DB Je 2 GV per EB Je 2 GV per DB

Gv3ml DB aus 7 GV Je 2 GV per DB Je 2 GV per DB DB a@Vv/ Je 2 GV per DB
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6.3 MIGRATIONSPROFILE

In den Tabellen dieses Kapitels befinden sich digrionsprofile aller Behéltnisse, befullt
mit Wasser bzw. Kontrastmittel. Die gefundenen Migmsstoffe sind sortiert nach Analyse-
verfahren. Fur bekannte Migrationsstoffe sind dre@éhneten Konzentrationen nach Sterilisa-
tion sowie nach drei und sechs bzw. acht Monategetuangen ebenfalls den Tabellen zu ent-
nehmen. Fur unbekannte Signale wurde ein Konzémtsdiereich angegeben, der sich unter
Zuhilfenahme externer Standards aus der Validierenggb, die den kleinsten bzw. gré3ten
Response der jeweiligen Methode reprasentierere @urantifizierung erfolgte nur, wenn die
Flachen der zu betrachtenden Signale oberhalbeslesligen LOQ lagen. Die externen Stan-
dards, Uber deren externe Kalibrierung eine Quargifing erfolgte, befinden sich in Tabelle
56. Eine Quantifizierung unbekannter Signale nsttéPLC-UV-MS im Kontrastmittel konn-
te anhand der verwendeten Standards nicht durdhngeférden, da diese Matrix eine quanti-

tative Analyse im Spurenbereich nicht méglich macht

Es werden nur die Konzentrationen aufgefuihrt, weloberhalb des zuldssigen Wertes fir
genotoxische Stoffe von 1,5 ug/d liegen, bezogdrdemuAnnahme, dass das jeweilige Full-
volumen der Behaltnisse der maximalen Einmalgalispenht. Alle Konzentrationen und

Konzentrationsbereiche beziehen auf das entsprdeHeiilvolumen der Behéltnisse.

Zusatzlich wird in jeder Tabelle der Gesamtmignaggrenzwert, berechnet nach der Kunst-
stoffrichtlinie 2002/72/EG, und die Gesamtmigratioerte zu jedem Analysezeitpunkt aufge-
fuhrt. Eine Auswertung dieser Zahlen, sowie eingchlel3ende toxikologische Betrachtung

der Migrationsprofile erfolgt am Ende dieses Kapite
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Tabelle 56 Ubersicht (iber die externen Standards zur Bereahml@s Konzentrationsbereiches unbekannter
Signale

Methode HS-GC-FID GC-MS HPLC-UV
Fullgut Wasser & UV 300  Wasser & UV 300 Wasser oV 3
Kleiner Response 2-Ethyl-1-hexanol DEHP Irganox@0lrganox 1010
Grol3er Response Ethylbenzen OMCTS MTBC Schwefel
Methode UPLC-UV-MS
Fullgut Wasser
Detektion MS pos MS neg uv
Kleiner Response TpTP Tinuvin 326 BHT
GroRRer Response ODPA DHBP Tinuvin P

6.3.1 Wasser als Fillgut - Ergebnisse

6.3.1.1Kunststoffkartuschen

Es wurden vier verschiedene Kunststoffkartuschefijllg mit Wasser, wahrend der Migrati-
onsstudie untersucht. Die Zylinder aller Kartuschmstanden aus COP, die eingesetzten

Elastomere unterschieden sich jedoch (siehe Kapitgl

Bei der Auswertung des Migrationsprofiles #amststoffkartusche A (Fullvolumen 150 ml)

konnten t-Butanol und BHT als migrierte Substantemtgestellt werden. Wahrend die Kon-
zentration an t-Butanol nach sechsmonatiger Lageganinger war als nach der Sterilisation,
was durch Adsorption an die Behaltniswand erkldetden kdonnte, unterschieden sich die
Konzentrationen an migriertem BHT nach Sterilisatimd nach drei Monaten nicht und lie-
gen zudem unterhalb des TTC (c < 1,5 pg). Auch rs&gins Monaten ist keine signifikante

Konzentrationszunahme zu verzeichnen.

AulRerdem wurden zu jedem Analysezeitpunkt Signalekdiert, welche nicht identifiziert
werden konnten. Die Konzentrationsbereiche befingleh in Tabelle 57 und bewegen sich
fur leicht flichtige und flichtige Stoffe fast aakBeRlich unterhalb des TTC (c = 1,5 ug).
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Die Konzentrationsbereiche der Unbekannten in dero@atogrammen der flissigchroma-
tographischen Methoden liegen, bis auf eine Ausmaloherhalb des durch die PQRI emp-

fohlenen QT (c =5ug). Der GMGW der Kunststoffrichie 2002/72/EG betragt fur die

Kunststoffkartusche A mit einem Fillvolumen von 1BD9 mg. Die Summe der Konzentra-

tionen der migrierten Stoffe liegt zu jedem Zeitpuweit unterhalb dieses Grenzwertes.

Eine vollstandige Ubersicht des Migrationsprofites Kunststoffkartusche A befindet sich in

Tabelle 57.

Tabelle 57Migrationsprofil der Kunststoffkartusche A, befuiitit Wasser; + = identifiziert, aber nicht quantifi
ziert, < LOQ = identifiziert, aber unterhalb derdBenmungsgrenze, K = Kartusche, UB = Unbekanntdy. =
nicht bestimmt, GMGW = Gesamtmigrationsgrenzwe]\ = Gesamtmigrationswert

(GMGW =9 mg)

Methode Migrationsstoffe Nach Sterilisation | Nach 3vlonaten | Nach 6 bzw. 8 Monaten
HS-GC-MS t-Butanol [ug/K] 38,55+ 1,49 n.b. 19,0364
HS-GC-FID t-Butanol + +
UB c < LOQ [Anzahl] | 7 3 3
UB 35,48 min [pg/K] | <LOQ (< LOQ) - 3,75 0,0%15,25
UB 39,97 min [ug/K] | <LOQ (<LOQ) -2,40 <LOQ
UB 40,27 min [pg/K] | <LOQ (< LOQ) - 2,25 <LOQ
UB 43,66 min [ug/K] | <LOQ (< LOQ) - 3,90 1,855
UB 44,88 min [ug/K] | 2,25-4,80 14,85 -29,40 | 21,45 - 36,75
GC-MS (SIM) | BHT [pg/K] <15 <15 1,80+ 0,15
UB c <LOQ [Anzahl] | - - 4
GC-MS (Scan)| - - - -
HPLC-UV UB 2,42 min [ug/K] - 30,45 - 81,00 37,993,15
UB 3,41 min [pg/K] - 18,75 — 48,60 -
UB 4,48 min (UV)
UPLC-UV-MS |[ug/K] <LOQ n.b. <LOQ
UB 0,42 min - n.b. 195,60 — 1201,65
(pos. 813,851) [ug/K]
GMW oy, [mg/Kartusche] 0,041 0,172 1.363

Die Untersuchung defunststoffkartusche B (Fullvolumen 40 ml) lieferten t-Butanol und

BHT als Migrationsstoffe. Wie bei KunststoffkarthecA war eine Abnahme der Konzentrati-
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on an t-Butanol nach sechs Monaten zu erkennenréidlsich die Ergebnisse fir BHT zwi-
schen den ersten beiden Messpunkten nicht wedenthierschieden, war nach sechsmonati-

ger Lagerung eine erhéhte Menge zu verzeichnen.

Die Analyse mittels der entwickelten Methoden litda zu jedem Zeitpunkt Signale, deren
Identitat nicht geklart wurde. Mit Ausnahme von rvinbekannten (tR = 18,58 min und
19.14 min) lagen die Konzentrationsbereiche flicheiflichtige und flichtige Substanzen
unterhalb des QTDieser wurde jedoch von drei Unbekannten in dero@atogrammen der
flussigchromatographischen Methoden Uberschriber. GMGW von 2,4 mg wurde zu kei-
nem Zeitpunkt Gberschritten. Eine ausfihrliche Bditeng des Migrationsprofiles der Kunst-

stoffkartusche B befindet sich in Tabelle 58.

Tabelle 58Migrationsprofil der Kunststoffkartusche B, befiifiit Wasser; + = identifiziert, aber nicht quantifi
ziert, < LOQ = identifiziert, aber unterhalb derdBenmungsgrenze, K = Kartusche, UB = Unbekanntdy. =
nicht bestimmt, GMGW = GesamtmigrationsgrenzweN|\\& = Gesamtmigrationswert

Methode Migrationsstoffe Nach Sterilisation | Nach 3Vionaten | Nach 6 bzw. 8 Monaten
HS-GC-MS t-Butanol [ug/K] 5,64 £ 0,52 n.b. 3,3246
HS-GC-FID t-Butanol + + +
UB c < LOQ [Anzahl] | - 5
UB 18,58 min [ug/K] | - 1,72 -38,8 -
UB 19,14 min [pg/K] | - - 3,32 -6,00
UB 43,85 min [ug/K] | - <15 -
UB 44,88 min [ug/K] | <LOQ 0,92-2,52 0,4-1,36
UB 45,89 min [pg/K] | <LOQ <LOQ 1,52 -3,12
GC-MS (SIM) | BHT [ug/K] <15 <15 6,12 + 0,96

GC-MS (Scan) | - - - -

HPLC-UV BHT - + +
UB ¢ < LOQ [Anzahl] | - 3 2
UB 2,42 min [pug/K] - 7,28 — 19,32 10,16 — 25,00
UB 3,23 min [pug/K] - 10,88 — 29,32 12,56 — 30,96
UPLC-UV-MS | UB 4,48 min (UV) <LOQ n.b. <LOQ
[Mg/K]
UB 0,42 min 9,36 — 52,00 n.b. 38,72 — 236,16

(pos. 813,851) [ug/K]

GMW ¢ [Mg/Kartusche]
(GMGW = 2,4 mg) 0,069 0,091 0,312
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In Tabelle 59 sind die Ergebnisse d€unststoffkartusche C (Fillvolumen 100 ml) der
Migrationsstudie abgebildet. Wahrend nach der I&ation t-Butanol quantifiziert wurde
(c <1,5ugQ), die Migration auch nach drei Monakgnlagerung festgestellt wurde, konnte
dieser Alkohol nach sechs Monaten weder mittels 9daspektrum noch Flammenionisati-
onsdetektor detektiert werden. Uber die gesamteiizai war eine Zunahme der Migration

von BHT zu erkennen.

Weitere Signale wurden per gas- und flissigchrogragghischer Methoden detektiert, jedoch
nicht identifiziert. Die Summe der Konzentrationam migrierten Substanzen ist zu jedem

Zeitpunkt kleiner als der GMGW von 6 mg.

Tabelle 59Migrationsprofil der Kunststoffkartusche C, befiithit Wasser; + = identifiziert, aber nicht quantif
ziert, < LOQ = identifiziert, aber unterhalb derdienmungsgrenze, K = Kartusche, UB = Unbekanntdy. r=
nicht bestimmt, GMGW = GesamtmigrationsgrenzweN|\\& = Gesamtmigrationswert

Methode Migrationsstoffe Nach Sterilisation | Nach 3Vionaten | Nach 6 bzw. 8 Monaten
HS-GC-MS t-Butanol [pg/K] <15 n.b. -
HS-GC-FID t-Butanol + + -
UB c < LOQ [Anzahl] | - - 4
GC-MS (SIM) | BHT [ug/K] <15 2,00£0,10 5,30 £ 0,0

GC-MS (Scan) | - - - -

HPLC-UV UB ¢ < LOQ [Anzahl] 1
UB 3,18 min [ug/K] | (<LOQ) -10,7 8,30 — 20,50 -
UPLC-UV-MS | UB 4,48 min (UV) <LOQ n.b. <LOQ
[Hg/K]
GMW o« [mg/Kartusche] 0,012 0,023 0,005

(GMGW = 6 mg)

Bei Betrachtung des Migrationsprofils d&unststoffkartusche D (Fullvolumen 40 ml,
Tabelle 60) ist zu erkennen, dass die migrierte déeam t-Butanol nach sechs Monaten leicht
zugenahm. Zusatzlich konnte nach Sterilisationdned Monaten Lagerung BHT identifiziert,
jedoch nicht quantifiziert werden, da die migrieiienge unterhalb des LOQ lag. Nach sechs

Monaten wurde kein BHT detektiert.
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Mithilfe der analytischen Methoden wurden Signadtedttiert, die nicht identifiziert werden
konnten. Drei dieser Stoffe hatten Konzentrationsiche oberhlab des empfohlenen QT. Der

GMW lag zu jedem Zeitpunkt unterhalb des GMGW veghrag.

Tabelle 60Migrationsprofil der Kunststoffkartusche D, befiilit Wasser; + = identifiziert, aber nicht quantifi
ziert, < LOQ = identifiziert, aber unterhalb derdBenmungsgrenze, K = Kartusche, UB = Unbekanntdy. =
nicht bestimmt, GMGW = GesamtmigrationsgrenzweN|\& = Gesamtmigrationswert

Methode Migrationsstoffe Nach Sterilisation | Nach 3Vionaten | Nach 6 bzw. 8 Monaten
HS-GC-MS t-Butanol [Lg/K] <15 n.b. <15
HS-GC-FID t-Butanol + +
UB c < LOQ [Anzahl] 2 6 2
UB 29,66 min [pug/K] - <15 -
UB 37,87 min [pug/K] - <15 -
GC-MS (SIM) | BHT [pg/K] <LOQ <LOQ -

GC-MS (Scan)| - - - -

HPLC-UV UB c < LOQ [Anzahl] | - 2 2
UB 3,22 min [pug/K] - 3,92 - 9,96 6,48 — 15,80
UB 10,69 min [pg/K] - <LOQ 1,56 — 3,60
UPLC-UV-MS | UB 4,48 min (UV) 2,80 - 37,56 n.b. 09,56 — 125,80
[g/K]
UB 0,42 min - n.b. 28,96 - 294,96

(pos. 813,851) [ug/K]

GMW . [mg/Kartusche]
(GMGW = 2,4 mg) 0,038 0,011 0,441

6.3.1.2Glaskartusche

Bei derGlaskartusche (Fullvolumen 100 ml) handelt es sich um das Belsiltbei dem die
meisten unterschiedlichen Kunststoffe eingesetztisre Neben Glas, als Zylindermaterial,

werden Polypropylen, Polycarbonat und zwei verstdne Gummimaterialien als Primér-

packmittel verwendet.

Auch bei dieser Kartusche konnte die Migration w@utanol festgestellt werden. Die Kon-
zentration nahm in Abhéangigkeit von der Lagerungde&ht zu. Zusatzlich wurde, wie zu-

vor bei allen Kunststoffkartuschen, BHT identifizjedie migrierte Menge ist jedoch fir eine
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Quantifizierung zu gering. Mittels HS-GC-FID konnteudem drei Benzol-Derivate identifi-
ziert werden, deren Konzentrationen wahrend deetiagy abnahmen. Bei diesen Derivaten

handelte es sich um die Restlésemittel EthylbenzeRylen und o-Xylen.

Zusatzlich migrierte Unbekannte wurden mit alleralgiischen Methoden detektiert. Die
Konzentrationsbereiche der leicht flichtigen unithitigen Stoffe lagen, bis auf zwei Aus-
nahmen (HS-GC-FID,gt= 19,39 min und 19,57 min), unterhalb des QT. B&MGW von

6 mg wurde zu keinem Zeitpunkt der Migrationssttidherschritten.

Eine ausfuhrliche Darstellung des Migrationsprafilder Glaskartusche befindet sich in
Tabelle 61.
Tabelle 61 Migrationsprofil der Glaskartusche, befillt mit ¥é&r; + = identifiziert, aber nicht quantifiziert,

< LOQ = identifiziert, aber unterhalb der Bestimrgagrenze, K = Kartusche, UB = Unbekannte, n. bichtn
bestimmt, GMGW = Gesamtmigrationsgrenzwert, GMW es@mntmigrationswert

Methode Migrationsstoffe Nach Sterilisation | Nach 3Vionaten | Nach 6 bzw. 8 Monaten
HS-GC-MS t-Butanol [pg/K] 3,10+0, 40 n.b. 4,00:+20
HS-GC-FID t-Butanol + + +
UB c <LOQ [Anzahl]| 1 5 -
UB 16,91 min [ug/K] | 2,20 -4,70 - 0,90 - 3,30
UB 19,14 min [pg/K] | - - (<LOQ)-2,40
UB 19,39 min [ug/K] | 5,90 -12,40 2,80-7,20 108,40
UB 19,57 min [pg/K] | - - 2,10-5,20
UB 22,03 min [pg/K] | 1,60 - 3,40 - <LOQ
Ethylbenzen [ug/K] 27,30+ 0,20 17,90+ 1,40 D150, 20
m-Xylen [ug/K] 62,70+ 0, 60 61,20 £ 4,50 46,0030
o-Xylen [ug/K] 23,300, 30 21,90+ 1,60 19,8000
UB 42,54 min [pg/K] | - (< LOQ) - 2,00 (< LOQ) ®
GC-MS BHT [ng/K] <LOQ <LOQ <LOQ
GC-MS (Scan) | - - - -
HPLC-UV UB c < LOQ [Anzahl] | 1 2 -
UB 11,63 min [ug/K] | (<LOQ)-12,60 6,40 — 15,30 10,00 - 24,20
UB 12,29 min [ug/K] |23,10 - 74,50 22,40 - 59,90 34,80 - 85,10
(Doppelpeak)
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Methode Migrationsstoffe Nach Sterilisation | Nach 3Vionaten | Nach 6 bzw. 8 Monater

UPLC-UV-MS | UB 4,46 min (UV)

[Mg/K] <LOQ n.b. 66,70 — 220,20
UB 3,44 min (UV) 26,10 — 94,80 n.b. 24,10 — 87,90
[Mg/K]

UB 0,42 min - n.b. 603,60 — 929,80

(pos. 813,851) [ug/K]

GMW o« [Mmg/Kartusche]

(GMGW = 6 mg) 0,319 0,185 1,443

6.3.1.3Glasvials

Es wurden drei Glasvials untersucht, die sich iopf&inmaterial unterscheiden, wobei Vial B
und C aus dem gleichen Elastomer bestehen, defeBtades Vials C jedoch zusatzlich mit
einer PTFE-Schicht (RyTetraRuorEthylen) Gberzogen ist.

Auch aus dem Stopfenmaterial defasvials A(Fullvolumen 10 ml) migrierte t-Butanol, wo-
bei die Konzentrationen nach Sterilisation und sewmatiger Lagerung unterhalb des TTC
(c <1,5mg) lagen. Auch BHT konnte nach der Sgation als Migrationsstoff identifiziert
werden, die Konzentration lag jedoch unterhalb lde®. Nach drei und sechs Monaten war

BHT nicht mehr detektierbar.

Zusétzliche Signale wurden detektiert, jedoch nidkntifiziert. Die Konzentrationsbereiche
lagen unterhalb des TTC, bis auf eine Ausnahme.nbitels UPLC-UV-MS detektierte Un-
bekannte beigt= 0,41 min wies einen Konzentrationsbereich olbrldes QT auf. Der

GMGW von 0,6 mg wurde zu keinem Zeitpunkt der Migmasstudie Gberschritten.

Das vollstandige Migrationsprofil des Glasvials éibdet sich in Tabelle 62.
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Tabelle 62 Migrationsprofil Glasvial A, beflllt mit Wasser; + identifiziert, aber nicht quantifiziert,
< LOQ = identifiziert, aber unterhalb der Bestimrgagrenze, V = Vial UB = Unbekannte, n. b. = nickbt b

stimmt, GMGW = Gesamtmigrationsgrenzwert, GMW = @asnigrationswert

Methode Migrationsstoffe Nach Sterilisation | Nach 3vVionaten | Nach 6 bzw. 8 Monater
HS-GC-MS t-Butanol [pug/V] <15 n.b. <15
HS-GC-FID t-Butanol + + +
UB c < LOQ [Anzahl]| - 5 2
UB 20,00 min [ug/V] | - - <15
GC-MS BHT [pa/V] <LOQ - -
GC-MS (Scan) | - - - -
HPLC-UV UB ¢ < LOQ [Anzahl]| - 2 -
UPLC-UV-MS | UB 0,42 min - n.b. 20,17 — 124,88
(pos. 813,851) [ug/V
GMW s« [Mmg/Glasvial]
(GMGW = 0.6 mg) 0,000 0,000 0,125

Auch in Glasvial B (Fullvolumen 10 ml) wurde t-Butanol sowohl nachr &erilisation, als
auch nach drei und sechs Monaten mit einer Konagoitr von ¢ < 1,5 pug detektiert. Zusatz-
lich wurden zu jedem Analysezeitpunkt unbekanngn&e gefunden, deren Konzentrations-
bereiche jedoch unter dem TTC von ¢ = 1,5 pg/dragew. eine Quantifizierung aufgrund
eines Signal-Rausch-Verhéltnisses S/R < 10 auslitieie Ausnahme dtellte die Unbekannte
bei tR = 0,42 min im UPLC-UV-MS dar, der GMGW vore0ng wird jedoch zu keinem
Zeitpunkt Uberschritten. Eine Ubersicht Giber dakistandige Migrationsprofil gibt Tabelle

63.
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Tabelle 63 Migrationsprofil Glasvial B, beflllt mit Wasser; « identifiziert, aber nicht quantifiziert,
< LOQ = identifiziert, aber unterhalb der Bestimrgagrenze, V = Vial, UB = Unbekannte, n. b. = niblet
stimmt, GMGW = Gesamtmigrationsgrenzwert, GMW = @asnigrationswert

Methode Migrationsstoffe Nach Sterilisation| Nach 3 Monaten| Nach 6 bzw. 8 Monaten
HS-GC-MS t-Butanol [pg/V] <15 n.b. <15
HS-GC-FID t-Butanol + +

UB c <LOQ [Anzahl] | - - 3

UB 20,00 min [pg/V] - - <15

UB 25,96 min [ug/V] - <15 <LOQ

UB 33,39 min [pg/V] <LOQ <15 <LOQ

UB 37,29 min [ug/V] - <LOQ <15

UB 39,08 min [pg/V] - <15 <LOQ

UB 39,64 min [ug/V] - <LOQ <15

UB 42,53 min [pg/V] - <LOQ <15

UB 44,14 min [ug/V] <15 <15 <15

UB 46,09 min [ug/V] - <LOQ <15
GC-MS - - - -
GC-MS (Scan) | - - - -
HPLC-UV - - - -
UPLC-UV-MS | UB 0,42 min - - 4,44 — 26,16

(pos. 813,851) [ug/V]
?G'\l"vlvé\”;\j*: [rg%/ﬂg)sv'a'] 0,000 0,000 0,030

Das Migrationsprofil deslasvials C (Fullvolumen 3 ml) wies vor allem unbekannte Signa
auf, deren Konzentrationsbereiche den Grenzwertfividd < 1,5 pg nicht tberschritten bzw.
unterhalb des LOQ lagen. Mittels UPLC-MS wurde enbekannter Migrationsstoff mit ei-
nem Konzentrationsbereich gro3er als der empfohEhguantifiziert. Zu keinem Zeitpunkt
der Migrationsstudie ist der GMGW von 0,6 mg etéiwvorden. In Tabelle 64 befindet sich
ein Uberblick Uiber das erhaltene Migrationsprofis dlasvials C.
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Tabelle 64 Migrationsprofil Glasvial C, beflllt mit Wasser; = identifiziert, aber nicht quantifiziert,
< LOQ = identifiziert, aber unterhalb der Bestimrmgagrenze, V = Vial, UB = Unbekannte, n. b. = niblet
stimmt, GMGW = Gesamtmigrationsgrenzwert, GMW = @asnigrationswert

Methode Migrationsstoffe Nach Sterilisation | Nach 3vVionaten | Nach 6 bzw. 8 Monater
HS-GC-MS t-Butanol [pug/V] - n.b. <15
HS-GC-FID t-Butanol - - +
UB c < LOQ [Anzahl] | 1 6 4
UB 20,28 min [pg/V] | - <15 <15
UB 39,10 min [ug/V] | <LOQ <15 <15
UB 44,35 min [ug/V] | <1,5 <15 <15
GC-MS BHT [pna/V] <LOQ - -
GC-MS (Scan) | - - - -
HPLC-UV - - - -
UPLC-UV-MS | UB 0,42 min 6,81 — 42,22 n.b. 5,98 — 37,04
(pos. 813,851) [ug/V]
GMW nax. [mg/Glasvial] 0,080 0,000 0,050

(GMGW = 0,18 mg)

6.3.1.4Toxikologische Beurteilung der mit Wasser befulBeiale

Fur eine toxikologische Beurteilung der Migratiorsfle der Behéltnisse wurde fir jeden

Migrationsstoff ausschliel3lich die maximale migieeiKonzentration bewertet. Fur Stoffe, bei
denen die Konzentration in Abhangigkeit von der draggszeit zunahm, war dies der Wert
nach sechs bzw. acht Monaten, fiir Stoffe, derereKmation zeitabhangig abnahm, war dies
der Wert nach Sterilisation. Fur einen Vergleich @&ienzwerten aus der Literatur wurde vor-
ausgesetzt, dass es sich bei dem eingesetztemlbiaten um die maximale Einmalgabe han-

delt. Eine ausfiuhrliche Darstellung der zu beusteden Konzentrationen befindet sich in

Tabelle 65.
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Tabelle 65Zusammenfassung der Migrationsprofile aller Beligdm (Beh.) befullt mit Wasser; t-But = tert-
Butanol, EB = Ethylbenzen, m-Xyl = m-Xylen, o-Xyleg=Xylen, UB = Unbekannte, KK = Kunststoffkartusche
GK = Glaskartusche, GV = Glasvial, GMGW = Gesamuaiignsgrenzwert, GMW = Gesamtmigrationswert

KK A KK B KK C KKD K GV A 5V B 5V C
t-But 3855+1,49| 564+057 <15 <15 4,00+0,20 1,5 <15 <15
[ug/Beh.]

BHT 1,80+0,15 | 6,12+0,96| 53+000 <LOQ | <LOQ <toQ | - <LOQ
[ug/ Beh.] EES e = o =Y

EB

[wg/Beh] |~ - - - 27,30 + 0,20

m-Xyl

[ug/ Beh] |~ - - - 62,70 0, 60| -

o-Xyl

[wg/ Beh] |~ - - - 23.30+0, 30| -

Anzahl =, 18 7 17 18 11 13 12

UB

GMGW

[mg/ Beh]| ° 24 6 2,4 6 06 06 0,18
GMW 1,531 0,386 0,088 0,453 1,521 0,129 0,040 0,047
[mg/ Beh.]

Wie dieser Tabelle zu entnehmen, war in allen Bals#en t-Butanol als Migrationsstoff ge-
funden worden. In finf von acht Behaltnissen lag Konzentration unterhalb des TTC, also
c < 1,5 ug. Die LIy (mittlere Letale_Dpsis = Dosis, bei der 50 % der beobachteten Papulat
on sterben) fir die orale Aufnahme in Ratten beétsdg g/kg, bei einer kontinuierlichen Auf-
nahme Uber das Trinkwasser tUber 90 Tage [94]. Dig fiir Mause bei intraperitonealer In-
jektion betragt 0,441 g/kg. Bei Betrachtung der Kemtrationen, die pro Patient bei
einmaliger Applikation aufgenommen werden, ist zi4emnen, dass selbst im Falle der
Kunststoffkartusche A mit einergano = 38,55 £ 1,49 g die Exposition viel geringer &t

die LDso dieser Substanz. Aus diesem Grund wurde t-Butandieser Konzentration als to-

xikologisch unbedenklich eingeschétzt.

Des Weiteren konnte in allen Behaltnissen, aul3er Géasvial B, BHT als Migrationsstoff
detektiert werden, wobei eine Quantifizierung ner den Kunststoffkartuschen A-C maoglich
war. In allen anderen Féllen lag die Konzentratiaterhalb der Bestimmungsgrenze, ist also
kleiner als 3 pg. Die LB fur die orale Aufnahme in Ratten liegt fur BHT 9890 g/kg [95].
Zusatzlich befindet sich dieses Antioxidans miteeimaximalen Konzentration von 3 mg/kg
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im Anhang IlI/B der Kunststoffrichtlinie. Dies beaket, dass BHT in diese Richtlinie aufge-
nommen werden soll, eine abschlieRende Beurtejleohgch noch aussteht. Laut OECDr{O
ganisation for_Eonomic_®-operation and Bvelopment) wird BHT nicht als genotoxisch
eingestuft, eine Genotoxizitat kann jedoch nichsgmschlossen werden [96]. Aus diesem
Grund empfiehlt die OECD einen Grenzwert von 100kgg Die Konzentrationen an
migriertem BHT lag fur alle untersuchten Behéltaiga jedem Analysezeitpunkt unterhalb

dieses Wertes, weshalb nach OECD kein toxikologiséRisiko vorliegt.

In der Glaskartusche wurden zusatzlich drei Bemivate gefunden. Bei diesen Derivaten
handelt es sich um Ethylbenzen, m-Xylen und o-Xylaobei Ethylbenzen nach IARC als
2b-Stoff gruppiert wird, eine Kanzerogenitat somibglich sein kann. Beide Xylene werden
in Gruppe 3 eingestuft, wonach eine kanzerogen&Wg nach momentaner Datenlage nicht
ausgeschlossen werden kann. Bei diesen Benzoltariveandelt es sich um Restldsemittel,
welche auch in der entsprechend€H-Richtlinie Q3C Verunreinigungen: Richtlinie fir
Restlosemitte[45] aufgefuihrt werden. Sie werden der Klasse zaugjeordnet, in der sich
Restlésemittel befinden, fur die, aufgrund ihrexizaat, ein Grenzwert errechnet wurde.
Demnach darf der PDE ¢Rmitted_Caily Exposure) an Xylen nicht héher als 21,7 mg/d sein.
Unter dem Begriff Xylen wird in diesem Fall die Soma aus 60 % m-Xylen
(PDE = 13,02 mg/d), 14 % p-Xylen (PDE = 3,04 mg@i¥ o-Xylen (PDE = 1,95 mg/d) und
17 % Ethylbenzen (PDE = 3,69 mg/d) zusammengefésat.Tabelle 61 ist zu entnehmen,
dass zu jedem Analysezeitpunkt die KonzentratiorBé&mzolderivate unter dem vorgeschrie-
benen Grenzwert lag. Da fur diese Substanzen,iélieid genotoxisches Potential nicht aus-
geschlossen werden kann, offizielle Grenzwertetiexen, findet diecEMEA-Richtlinie zu

Grenzwerten von genotoxischen Verunreinigur[g&hkeine Anwendung.

Neben den bekannten Migrationsstoffen wurden irnedehaltnis zusatzliche Unbekannte
gefunden, deren Konzentrationsbereiche den durstP@R| empfohlenen QT =5 ug/d Gber-
stiegen. wonach diese Handlungsempfehlung eindifderung der Unbekannten vorsieht.
In den momentan geltenden pharmazeutischen Riehtlinird jedoch keine Losung Gber den
Umgang mit solchen Unbekannten vorgeschlagen.ufgirand fehlender technischer M6g-
lichkeiten eine Identifizierung nicht moglich, kagemaf der FDA auf geltende Vorschriften

im Lebensmittelbereich zurlickgegriffen werden [23].
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Um die Konzentrationsbereiche dieser Stoffe toxagach einschatzen zu kdénnen, wurde
Bezug auf die Kunststoffrichtlinie 2002/72/EG gemoen. Dort wurde ein Gesamtmigrati-
onsgrenzwert (GMGW) von 60 mg/kg Lebensmittel fektgt, der nicht Gberschritten werden
darf. Alle GMGW der jeweiligen Behéltnisse sind efadls in Tabelle 65 aufgefuhrt. Zusatz-
lich kann der Gesamtmigrationswert (GMW) fir jedge=haltnis dieser Tabelle enthommen
werden. Dieser fasst die Konzentrationen aller iaiggn Stoffe zusammen. Konnten Migra-
tionsstoffe wegen ihrer geringen Peakflache niangfiziert werden, so wurde mit dem
LOQ des Standards gerechnet, welcher den kleiriResponse fur die entsprechende Metho-
de hatte. Beim Vergleich dieser Grenzwerte mit @esamtmigrationswerten ergab sich kein

toxikologisches Risiko bei oraler Anwendung.

Da es fur die parenterale Applikation bis heuten&dReferenzwerte gibt, kann sich nur auf

diesen Grenzwert bezogen werden.

6.3.2 Kontrastmittel als Fillgut - Ergebnisse

6.3.2.1Kunststoffkartuschen

In Tabelle 66 ist das Migrationsprofil d&unststoffkartusche A, beflllt mit Kontrastmittel,
abgebildet. Bereits nach der Sterilisation wurd@itanol detektiert, die Konzentration lag im
mittleren ppb-Bereich und sank nach achtmonatigegyekung auf fast 50 % des Wertes nach
Sterilisation. Auch BHT wurde bereits nach der iisation identifiziert. Die Konzentration
nach dreimonatiger Lagerung veranderte sich kauachNsechs Monaten sank diese auf ca.

50 % des Startwertes nach Sterilisation.

Die mithilfe der entwickelten Methoden quantifizem unbekannten Signale wiesen Konzent-
rationsbereiche oberhalb des TTC (c = 1,5 pg) &¥iv(c = 5ug) auf.

Eine Unbekannte bek t 5,70 min wurde inPLC-UV-Chromatogramm(= 220 nm) sicht-
bar, eine Quantifizierung konnte jedoch nicht vomamen werden, da aufgrund von Matrix-
effekten eine Aufnahme von externen KalibiergeramerkKonzentrationsbereich von 10 bis
1000 pg/l nicht moglich war. Der GMW war zu kein&eitpunkt der Migrationsstudie grofRer
als der GMGW von 9 mg.
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Tabelle 66 Migrationsprofil der Kunststoffkartusche A befiitit Kontrastmittel; + = identifiziert, aber nicht
quantifiziert, < LOQ = identifiziert, aber unterbatler Bestimmungsgrenze, K = Kartusche, UB = Unhetgg

n. g. = nicht quantifizierbar, n. b. = nicht begtitn GMGW = Gesamtmigrationsgrenzwert, GMW = Gesamt-

migrationswert

Methode Migrationsstoffe Nach Sterilisation | Nach 3vVionaten | Nach 6 bzw. 8 Monater
HS-GC-MS t-Butanol [ug/K] 41,85+ 2,40 n.b. 22,20%5
HS-GC-FID t-Butanol + +
UB c < LOQ [Anzahl] | 1 1
UB 19,41 min [pg/K] | - 1,50 - 16,80 <LOQ
UB 46,12 min [pg/K] | - 5,10 - 60,75 0,60 — 32,70
GC-MS (SIM) | BHT [ug/K] 11,25 £ 0,00 10,20 £ 0,15 18,+ 0,15
UB c < LOQ [Anzahl] | 7 7 5
UB 6,90 min [pug/K] 11,55 - 50,55 9,30 — 40,65 (07+834,20
UB 8,20 min [pg/K] <15 <LOQ <LOQ
UB 9,80 min [pg/K] 14,25 - 61,80 12,00 - 52,20 ,680- 46,35
UB 17,80 min [ug/K] | <LOQ - <15
GC-MS (Scan) | - - - -
HPLC-UV - - - -
UPLC-UV-MS | UB 5,70 min (UV) n.q. n.b. -
[g/K]
GMW o« [mg/Kartusche]
(GMGW = 9 mg) 0,188 0,202 0,200

Das Migrationsprofil deKunststoffkartusche B ist in Tabelle 67 abgebildet. Nach Sterilisa-
tion der Kartuschen konnten t-Butanol, EthylbenzenXylen, o-Xylen und BHT identifiziert
werden. Die Konzentrationen dieser Migrationsstofddénmen in Abhangigkeit von der Zeit
ab. Fur Ethylbenzen und o-Xylen waren die Konzéiatinen nach sechs Monaten Lagerung

nicht mehr quantifizierbar.

Die Unbekannten, welche durch die gaschromatogsapbin Methoden quantifiziert wurden,
weisen, bis auf eine Ausnahme (HS-GC-FID, tR =3%in), Konzentrationsbereiche unter-
halb des TTC bzw. des QT auf. Mittels fllissigchroygeaphischer Methoden wurden keine
Migrationsstoffe detektiert. Der GMGW von 2,4 mgrdee zu keinem Analysezeitpunkt Uber-

schritten.
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Tabelle 67 Migrationsprofil der Kunststoffkartusche B befitiit Kontrastmittel; + = identifiziert, aber nicht
quantifiziert, < LOQ = identifiziert, aber unterbader Bestimmungsgrenze,K = Kartusche, UB = Unbetegm.
b. = nicht bestimmt, GMGW = Gesamtmigrationsgremw@MW = Gesamtmigrationswert

Methode Migrationsstoffe Nach Sterilisation| Nach 3 Monaten | Nach 6 bzw. 8 Monaten
HS-GC-MS t-Butanol [ug/K] 5,16 + 0,96 n.b. 3,88 68
HS-GC-FID t-Butanol + +
UB ¢ < LOQ [Anzahl] | - 1 2
UB 19,13 min [pg/K] - - <LOQ -8,32
Ethylbenzen [ug/K] <15 <15 <LOQ
m-Xylen [ug/K] <15 <15 <15
o-Xylen [ug/K] <15 <15 <LOQ
UB 46,12 min [ug/K] - 0,36 — 4,16 <LOQ
GC-MS (SIM) | BHT [ug/K] 14,44 + 0,24 12,24 + 0,36 53,+ 0,04
UB c < LOQ [Anzahl] | 4 3 4
53567’929”‘2‘9[“899”% 4308 - 4,92 0,52 - 2,52 0,48 — 2,32
UB 9,50 min [pg/K] <15 <15 <15
VB 80 min I 10,76 - 356 0,72 -3,32 0,56 — 2,68
UB 13,17 min [ug/K]
M: 165, 57, 180, 43, 137~ 1™ <15 <15
UB 16,80 min [png/K]
M: 219, 41, 101, 234 |~ -O0 <15 <LoQ
UB 17,80 min [pg/K] <15 - <LOQ
UB 22,67 min [ug/K] <15 <15
i UB 11,90 min [ng/K] i i
GC-MS (Scan) | . 149, 121, 164 *
UB 14,37 min [ug/K] |+ + +
M: 153, 196, 57, 43, 1111
HPLC-UV - - - -
UPLC-UV-MS | - - - -
GMW o« [mg/Kartusche]
(GMGW = 2.4 mg) 0,032 0,029 0,035

Das Migrationsprofil deKunststoffkartusche C befindet sich in Tabelle 68. Ausschlief3lich
BHT konnte als bekannter Migrationsstoff identéi werden. Die hochste Konzentration
wurde nach dreimonatiger Lagerung festgestellt.nIN&eiteren drei Monaten Lagerung lag

die Konzentration unterhalb des LOQ.
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Die mittels analytischer Methoden detektierten Wkammten wiesen Konzentrationsbereiche
unterhalb des LOQ auf. Nur fur ein Signal (GC-MS5114,80 min) wurde der QT tberschrit-
ten. Mittels flissigchromatographischer Analyseraddn konnten keine Migrationsstoffe
festgestellt werden. Der GMGW von 6 mg wurde zwin&m Zeitpunkt der Migrationsstudie

Uberschritten.

Tabelle 68 Migrationsprofil der Kunststoffkartusche C befiiitit Kontrastmittel; + = identifiziert, aber nicht
quantifiziert, < LOQ = identifiziert, aber unterbatler Bestimmungsgrenze, K = Kartusche, UB = Unhete
n. b. = nicht bestimmt, GMGW = Gesamtmigrationsgreert, GMW = Gesamtmigrationswert

Methode Migrationsstoffe Nach Sterilisation | Nach 3vionaten | Nach 6 bzw. 8 Monater
HS-GC-MS - - n.b. -
HS-GC-FID - - - -
GC-MS BHT [ug/K] <15 1,800, 10 <LOQ
UB c < LOQ [Anzahl] | 2 2 2
UB 14,80 min [ug/K]
M: 71, 43, 56, 111 3,60 — 16,20 0,4-2,20 2,10-9,70
UB 17,80 min [ug/K] | <1,5 - -
GC-MS (Scan) | - - - -
HPLC-UV - - - -
UPLC-UV-MS | - - - -
GMW 1y [mg/Kartusche]
(GMGW = 6 mg) 0,019 0,005 0,011

Tabelle 69 bildet das Migrationsprofil déunststoffkartusche D ab. Nach Sterilisation
konnten geringe Konzentrationen an BHT in der Kaotie gefunden werden. nach drei- und

sechsmonatiger Lagerung lagen die Konzentrationgrhalb des LOQ.

Die Konzentrationsbereiche der Signale mit ungédtddentitat Gberschritten den QT nicht.
Mittels flissigchromatographischer Methoden wurdteine Migrationsstoffe detektiert. Zu

keinem Zeitpunkt der Studie wurde der GMGW vonrgtuberschritten.
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Tabelle 69 Migrationsprofil der Kunststoffkartusche D befiitit Kontrastmittel; + = identifiziert, aber nicht
quantifiziert, < LOQ = identifiziert, aber unterbatler Bestimmungsgrenze, K = Kartusche, UB = Unheigg
n. b. = nicht bestimmt, GMGW = Gesamtmigrationsgreert, GMW = Gesamtmigrationswert

Methode Migrationsstoffe Nach Sterilisation| Nach 3 Monaten | Nach 6 bzw. 8 Monaten
HS-GC-MS - - n.b. -
HS-GC-FID - - - -
GC-MS (SIM) | BHT [pag/K] <15 <LOQ <LOQ
UB 13,20 min [pug/K] <LOQ <LOQ <LOQ

UB 13,30 min [ug/K]

M: 68. 111 41 95. 149|<1.5 0,40 -1,92 0,44 - 2,08
UB 13,50 min [pg/K]
M: 68, 111, 41, 95, 149, 0,32-1,60 0,44 - 2,20 0,48 — 2,36
UB 17,80 min [pug/K] <15 - <LOQ
GC-MS (Scan)| - - - -
HPLC-UV - - - -
UPLC-UV-MS | - - - -
GMW .y [mg/Kartusche] 0,004 0,005 0,005

(GMGW = 2,4 mg)

6.3.2.2Glaskartusche

Das Migrationsprofil deGlaskartuschebefindet sich in Tabelle 70. Wahrend die Konzentra
tion an t-Butanol nach der Sterilisation in der tkiache 2,20 = 0,20 ug betragt, wurde dieser
Migrationsstoff nach sechsmonatiger Lagerung nigtektiert. Die Analyse mittels HS-GC-
FID lie3 t-Butanol nach sechs Monaten zwar vermudien Verdacht wurde jedoch durch die
Massenspektrometrie nicht bestatigt. Des Weitereurden die Benzolderivate
Ethylbenzen, m-Xylen und o-Xylen nach der Sterimadetektiert. W&hrend nach dreimona-
tiger Lagerung der Kartuschen die Konzentrationen Benzolderivate zunahmen, kam es
nach weiteren drei Monaten wieder zur Konzentratdmmahme, wobei die Konzentration
signifikant hoher war als nach der Sterilisatione Migration der Benzolderivate wurde
durch den Scan-Modus der GC-MS bestatigt. AuRerdenmten zu diesem Zeitpunkt die
Silikondlderivate HMCTS und OMCTS identifiziert velan. Die Quantifizierung erfolgte fir
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HMCTS. Die Konzentration fur OMCTS wurde durch Verndung einer alten Kalibriergera-

den abgeschatzt.

Die Konzentrationsbereiche der quantifizerten uabeken Signale Uberschritten den QT

zum Teil erheblich, der GMGW von 6 mg wurde jed@ishjeden Zeitpunkt eingehalten.

Tabelle 70Migrationsprofil der Glaskartusche befullt mit Koastmittel, + = identifiziert, aber nicht quantifi-
ziert, < LOQ = identifiziert, aber unterhalb derdBenmungsgrenze, K = Kartusche, UB = Unbekanntdy. r=
nicht bestimmt, GMGW = GesamtmigrationsgrenzweN|\& = Gesamtmigrationswert

Methode Migrationsstoffe Nach Sterilisation| Nach 3 Monaten| Nach 6 bzw. 8 Monaten
HS-GC-MS t-Butanol [pg/K] 2,20+ 0,20 n.b. -
HS-GC-FID t-Butanol + + +
UB ¢ < LOQ [Anzahl] 1 2
UB 15,70 min [pug/K] - 1,20 - 13,50 -
UB 16,74 min [ug/K] - 1,80 - 20,90 <LOQ - 27,00
UB 19,84 min [pug/K] - <LOQ - 8,20 <LOQ - 9,20
UB 22,96 min [ug/K] - 1,10 - 13,50 <LOQ - 15,50
Ethylbenzen [ug/K] 6,50 + 0,30 36,80+ 1,30 2045070
m-Xylen [pg/K] 21,40 +1,50 129,20 £ 5,30 112,780
o-Xylen [ug/K] 8,20 + 0,60 50,80 + 2,30 43,00 50
UB 43,56 min [ug/K] - 1,40 — 16,20 1,40 — 16,20
GC-MS (SIM) | HMCTS [ug/K] 4,50 £ 2,40 - -
OMCTS [pg/K] 3,00 + 1,60 - -
BHT [ug/K] 1,80+0,2 1,84+0,5 <15
UB c < LOQ [Anzahl] 3 4 7
UB 15,10 min [ug/K] <LOQ-1,9 <LOQ -
UB 17,80 min [pug/K] <15 - <LOQ
GC-MS (Scan) | EB, mX, oX + + +
UB 14,37 min + + +
M: 153, 196, 57, 43, 111
HPLC-UV UB 10,95 min [ug/K] 2,40 - 19,00 5,10 — 48, 9,40 - 76,10
UB 11,65 min [pg/K] 6,40 — 53,60 18,80 — 163,80  4P9- 238,70
UPLC-UV-MS | - - - -
e [rg%g‘;“””“he] 0,126 0,513 0,582
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6.3.2.3Glasvials

In Tabelle 71 ist das Migrationsprofil des Glassial abgebildet. Nach der Sterilisation des
Vials konnte ausschlief3lich BHT identifiziert undamtifiziert werden. Die Maximalkonzent-
ration dieses Migrationsstoffes war nach drei Mendtagerung erreicht. Nach weiteren drei
Monaten war eine Abnahme der Konzentration zu venpen. Alle weiteren migrierten Stof-
fe konnten nicht identifiziert werden. Mittels fRigchromatographischer Methoden wurden
keine Migrationsstoffe detektiert. Der GMGW von @§ wurde fir jeden Zeitpunkt der Stu-

die eingehalten.
Tabelle 71Migrationsprofil des Glasvials A befillt mit Konsamittel; + = identifiziert, aber nicht quantifizte

< LOQ = identifiziert, aber unterhalb der Bestimmsgrenze,V = Vial, UB = Unbekannte, n. b. = nickt b
stimmt, GMGW = Gesamtmigrationsgrenzwert, GMW = @asnigrationswert

Methode Migrationsstoffe Nach Sterilisation| Nach 3 Monaten | Nach 6 bzw. 8 Monaten
HS-GC-MS t-Butanol [pug/V] - n.b. <15
HS-GC-FID t-Butanol - - -

UB c < LOQ [Anzahl] | 1 1 1

UB 22,97 min [pg/V] - <15 <LOQ

UB 46,78 min [ng/V] - - 0,15 -3,92
GC-MS BHT [ug/V] <15 <15 <15

UB c < LOQ [Anzahl] | 3 4 6

UB 13,20 min [ug/V]

M: 165, 57, 180, 43, 137~ 1*° <LoQ <15
GC-MS (Scan) | UB 14,37 min [ug/V] |+ + +

M: 153, 196, 57, 43, 111
HPLC-UV - - - -
UPLC-UV-MS | - - - -
GMW s« [Mmg/Glasvial]
(GMGW = 0.6 mg) 0,002 0,003 0,006

Tabelle 72 gibt einen Uberblick tiber das Migratjmadil des Glasvials B Mittels GC-MS
konnte BHT als Migrationsstoff identifiziert werdelDie Konzentration ist zu allen Analyse-

zeitpunkten kleiner als der TTC. Weitere Signale,rdittels gaschromatographischer Metho-
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den detektiert wurden, konnten nicht identifiziestrden. Die Konzentrationsbereiche tber-
schritten den TTC bzw. QT nicht. Mittels flissigehratographischer Methoden wurden kei-
ne Migrationsstoffe detektiert. Zu keinem Analysgaenkt wurde der GMGW von 0,6 mg

Uberschritten.

Tabelle 72 Migrationsprofil des Vials B befiillt mit Kontrastttel; + = identifiziert, aber nicht quantifiziert,
< LOQ = identifiziert, aber unterhalb der Bestimrgagrenze, V = Vial, UB = Unbekannte, n. b. = niblet
stimmt, GMGW = Gesamtmigrationsgrenzwert, GMW = @asnigrationswert

Methode Migrationsstoffe Nach Sterilisation| Nach 3 Monaten | Nach 6 bzw. 8 Monaten
HS-GC-MS t-Butanol - n.b. -
HS-GC-FID t-Butanol - - -

UB ¢ < LOQ [Anzahl] | 4 10 9

UB 33,84 min [ug/V] | <1,5 0,14 - 1,59 <15

UB 44,62 min [ug/V] | <1,5 0,22 - 2,57 0,03 -1,96
GC-MS (SIM) | BHT [ug/V] <15 <15 <15

UB ¢ < LOQ [Anzahl] | 4 6 5

UB 9,80 min [ug/V] <LOQ <15 <15

UB 13,00 min [pg/V] |<1,5 <15 <15

M =97, 57, 43, 69, 79,

107
HPLC-UV - - - -
UPLC-UV-MS | - - - -
GMW o« [Mmg/Glasvial]
(GMGW = 0.6 mg) 0,005 0,013 0,012

Tabelle 73 zeigt das Migrationsprofil désasvials C Durch dieGC-MSAnalyse wurde nach
drei- und sechsmonatiger Lagerung BHT identifizigtihrend die Konzentration nach drei
Monaten unterhalb des LOQ lag, konnte BHT nach sé&ébnaten quantifiziert werden. Die
Konzentration lag unterhalb des TTC. Alle unbekanrignale der gaschromatographischen
Methoden zeigten Konzentrationsbereiche unterhadbTd C bzw. konnten nicht quantifiziert
werden. Mittels HPLC und UPLC wurden keine Migrasstoffe detektiert. Auch fur Glasvi-
al C wurde der GMGW von 0,18 mg nicht erreicht.
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Tabelle 73 Migrationsprofil des Vials C beflllt mit Kontrastttel; + = identifiziert, aber nicht quantifiziert,
< LOQ = identifiziert, aber unterhalb der Bestimrgagrenze, V = Vial, UB = Unbekannte, n. b. = niblet
stimmt, GMGW = Gesamtmigrationsgrenzwert, GMW = @asnigrationswert

Methode Migrationsstoffe Nach Sterilisation | Nach 3Vionaten | Nach 6 bzw. 8 Monaten

HS-GC-MS t-Butanol - n.b. -

HS-GC-FID t-Butanol - - -
UB c < LOQ [Anzahl] | 1 2 4
UB 16,12 min [pg/V] <15 <LOQ <LOQ
UB 22,97 min [ug/V] - <15 <LOQ
UB 34,54 min [pg/V] - <15 <LOQ
UB 44,63 min [ug/V] <LOQ <15 <15
UB 45,72 min [ug/V] <15 - -

GC-MS BHT [pa/V] - <LOQ <15
UB c < LOQ [Anzahl] | 2 6 5
UB 14,80 min [pg/V] |0,897 — 3,855 <15 <15
M =71, 43, 111, 159,
173, 24:

HPLC-UV - - - -

UPLC-UV-MS | - - - -

GMW s« [Mmg/Glasvial]

(GMGW = 0,18 mg) 0,005 0,002 0,003

6.3.2.4Toxikologische Beurteilung der mit Kontrastmittefldliten Gefalie

Fur eine toxikologische Beurteilung der Migratiorsfle der Behéltnisse wurde fir jeden

Migrationsstoff ausschlie3lich die maximale migigeKonzentration bewertet. Fir einen Ver-

gleich mit Grenzwerten aus der Literatur wurde usgesetzt, dass es sich bei dem eingesetz-

ten Fallvolumen um die maximale Einmalgabe handgtie ausfihrliche Darstellung der zu

beurteilenden Konzentrationen befindet sich in Tab&tl.
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Tabelle 74Zusammenfassung der Migrationsprofile aller Beligdm (Beh.) beflllt mit Kontrastmittel; t-But =
tert-Butanol, EB = Ethylbenzen, m-Xyl = m-Xylen, X4 = o0-Xylen, UB = Unbekannte,

KK = Kunststoffkartusche, GK = Glaskartusche, GV &asvial, GMGW = Gesamtmigrationsgrenzwert,
GMW = Gesamtmigrationswert

KK A KK B KK C KKD__| GK GVA __|GVB_|GvVC
Eg‘jéeh_] 41.85+2.40| 5,16+0,96 | - ; 2204020 | <15 - -
BHT
DlyBen] | 1L25£000| 1444024 180%0,10 <15| 1@ | <15 <15 | <1s
FpBg/Beh.] ) <15 - - 36,80 +1,30 | - - -
o ben] | - <15 - - 129,20 45,30 | - - -
o en] | - <15 - - 50,80 £2,30 | - - -
HMCTS
gizen] | - . . . 300£160 | - - .
OMCTS
aimen] | - . . . 450+240 | - - .
Grl‘gzah' 18 19 4 4 18 11 22 16
ffn'\g%ve"h] 9 2,4 6 2,4 6 0,6 0,6 0,18

: 035 01 01 5 , 003 ,

%“g)’geh || 0.202 0,03 0,019 0012 | 0,582 0,006 0,007 0,00

Wie dieser Tabelle zu entnehmen, ist in allen Beisden BHT als Migrationsstoff gefunden
worden. Die Maximalkonzentrationen sind gefal3ablgisghr unterschiedlich. So liegt die
Konzentration bei vier von acht Behéltnissen urdhrides TTC, also ¢ < 1,5 pug/d. Wie be-
reits in Kapitel6.3.1.4 beschrieben, kann ein genotoxisches Paldiiti BHT nicht ausge-

schlossen werden, weshalb die OECD einen Grenzwartl00 mg/kg fur als maximale tag-
liche Aufnahme festlegt [96]. Dieser Wert wurde fikein Behaltnis zu keinem

Analysezeitpunkt erreicht, ein toxikologisches Risi ausgehend von BHT als Migrati-

onsstoff, lag somit nicht vor.

Zusatzlich wurden in den Kunststoffkartuschen A uBd der Glaskartusche und dem
Glasvial A t-Butanol detektiert. Gemaf den Ausfiigen in Kapitel6.3.1.4 kann die Kon-
zentration an t-Butanol in allen Behaltnissen ndeim Vergleich mit der LE) bei oraler
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Aufnahme bzw. intraperitonealer Injektion als taldgisch unbedenklich eingeschatzt wer-
den.

Auch in das Kontrastmittel migrierten die drei Behberivate Ethylbenzen (IARC Gruppe
2b), m-Xylen und o-Xylen (IARC Gruppe 3) aus deasKartusche. Ein Vergleich der maxi-
malen Konzentrationen in der Glaskartusche (sigtelle 74) mit den Grenzwerten (PDE-
Werte) derlCH-Richtlinie Q3C Verunreinigungen: Richtlinie fiRestlosemitte[45] zeigte
kein toxikologisches Risiko fum-Xylen (PDE = 13,02 mg/d), o-Xylen (PDE = 1,95 g/
und Ethylbenzen (PDE = 3,69 mg/d). Fur jedes di&samnzol-Derivate wurde der vorge-
schriebene PDE nicht Uberschritten.

AulRerdem migrierten Silikondlderivate (OMCTS, HMQT das Kontrastmittel aus der
Glaskartusche. OMCTS wird nicht als genotoxisclyestuft, Tests zur Kanzerogenitét liegen
nicht vor. In Konzentrationen 2100 mg/l wurde im Tierversuch eine fertilitatsmanadde

Wirkung festgestellt [97]. Mit 4,50 £ 2,40 ug/100 mird dieser Wert jedoch nicht erreicht.
Fur HMCTS liegen keine Angaben zur toxikologisch&nschatzung vor [98]. Eine Einstu-
fung als genotoxische Substanz ist bis heute rectaigt, weshalb eine Orientierung der
migrierten Konzentration am QT erfolgte. Dieser euwahrend der Studie nicht erreicht,

weshalb nach heutigem Wissensstand kein toxikatbgis Risiko besteht.

Bei Betrachtung der unterschiedlichen Migrationffgowvar festzustellen, dass zahlreiche
unbekannte Migrationsstoffe detektiert wurden. Breechneten Konzentrationsbereiche fur
diese Stoffe lagen meist unterhalb des LOQ odeemvéteiner als der TTC oder der durch
das PQRI empfohlene QT. In einigen Fallen wurdetéeer jedoch Uberschritten, weshalb
eine ldentifizierung notwendig wird, was jedoch adudie zur Verfiigung stehenden techni-
schen Voraussetzungen nicht méglich war. Wie berrikapitel6.3.1.4 diskutiert, kann fr

eine toxikologische Beurteilung unbekannter Migrasistoffe auf geltende Vorschriften im
Lebensmittelbereich zurtickgegriffen werden. In Ti@b@4 sind fir jedes Behaltnis die Ge-
samtmigrationsgrenzwerte (60 mg/kg Lebensmittelyefiihrt. Zusatzlich kann der Gesamt-
migrationswert fur jedes Behaltnis dieser Tabetitthemmen werden. Dieser fasst die Kon-
zentrationen aller migrierten Stoffe zusammen. KennMigrationsstoffe wegen ihrer

geringen Peakflachen nicht quantifiziert werdenwamde mit dem LOQ des Standards ge-

rechnet, welcher den kleineren Response fur depesthende Methode hat.
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Beim Vergleich dieser Grenzwerte mit den Gesamtatignswerten ergibt sich kein toxiko-
logisches Risiko bei oraler Anwendung.

Da es fir die parenterale Applikation zum momentadieitpunkt keine Referenzwerte gibt,

kann sich nur auf diesen Grenzwert bezogen werden.

6.3.3 Diskussion und Zusammenfassung

Es erfolgt eine unterteilende Betrachtung in bekaumd unbekannte Migrationsstoffe sowie

den Einfluss des PTFE-Coatings.

6.3.3.1Betrachtung der bekannten Migrationsstoffe

t-Butanol

Aus allen in dieser Arbeit untersuchten Behaltmssegrierte t-Butanol wahrend der Sterili-
sation. Dieser tertidre Alkohol wird zur Synthesmn -Butylphenolen, wie BHT eingesetzt,
kann jedoch auch Abbauprodukt von Irganox 1010 odes Radikalstarters Di-tert-
butylperoxid sein. Wéahrend die Konzentration arutaé®iol in den Kunststoffkartuschen A, B
und C, sowie im Glasvial B zeitabhangig abnahm, fiardie Kunststoffkartusche D, die
Glaskartusche und die Glasvials A und C eine zk#éabige Zunahme der t-Butanol-
Konzentration zu verzeichnen. Diese Konzentratindeséungen standen weder im Zusam-
menhang mit Fullvolumina oder Materialeinsatz nechien die Hohe der Ausgangskonzent-
ration (nach Sterilisation) Einfluss auf die Konzationsanderungen zu haben. Eine Abnah-
me der Konzentration kann durch Adsorption an defaGwand oder Abbau des Alkohols
erklart werden. Eine Konzentrationszunahme kanrchdzeitabhdngige Migration aus den
Kunststoffteilen begriindet werden. Eine einheidid&fussage zum Migrationsverhalten von t-
Butanol liel3 sich auf Grundlage dieser Daten ntobffen. Gleiches galt fur die mit Kon-
trastmittel gefullten Behaltnisse. Wahrend die Kamtzationen an t-Butanol in den Kunst-
stoffkartuschen A und B, sowie der Glaskartusch&lzkangig abnahmen, konnte in Glasvial
A erst nach sechs Monaten Lagerung ein Signal tleteiverden. In allen anderen Behaltnis-
sen wurde der tertiare Alkohol nicht gefunden. B&kengleich der mit Wasser gefillten Be-

haltnisse mit denen, welche mit Kontrastmittel ¢jefivaren, war festzustellen, dass beide
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Flassigkeiten ein &hnliches ExtraktionsverhaltentfButanol wahrend der Sterilisation auf-
weisen. Dies wurde besonders deutlich bei den Istoffitartuschen A und B sowie bei der
Glaskartusche. Die migrierten Konzentrationen beeregich in gleichen Grélienordnungen.
In den Kunststoffkartuschen C und D, sowie in déas@als B und C konnte, im Gegensatz
zu den mit Wasser beflllten Behéltnissen, kein taBal gefunden werden. Die in Wasser
gefundenen Konzentrationen waren jedoch sehr gesmglass eine mdgliche Erklarung fir
das Fehlen im Kontrastmittel eine zu hohe Nachweiszg von t-Butanol im Kontrastmittel

ist. Es ware also moéglich, dass auch in diese Bak&é t-Butanol migrierte, jedoch nicht
detektiert werden konnte. Da die HS-GC-MS Methode Bestimmung von t-Butanol nicht

validiert wurde, kann diese Aussage nur vermutetiem®

BHT

BHT, ein weit verbreitetes Antioxidans in Elastoemgrwurde in allen Behéaltnissen, aul3er im
Glasvial B, detektiert. In den Kunststoffkartusch®nB und C konnte eine zeitabhangige
Konzentrationszunahme beobachtet werden. Eine @asrtung des Migrationsstoffes in
Kunststoffkartusche D, Glaskartusche und Glasvialmd C wurde aufgrund des geringen
Signal-Rausch-Verhéltnisses nicht durchgefuhrt. iigrierten BHT-Konzentrationen in den
mit Kontrastmittel geflillten Behéaltnissen warenngiggant hoher. Fir alle Kartuschen konnte
eine zeitabhangige Konzentrationsabnahme beobaekteen. Als Grund hierfir wurde die
Adsorption an die GefalRwand bzw. der Abbau desoXitans angenommen. Bei hohen Aus-
gangskonzentrationen (nach Sterilisation) schiehiese Faktoren die zeitabhangige Migrati-
on zu uberwiegen. Nur bei Glasvial B und C wurded{onzentrationszunahme nach sechs-
monatiger Lagerung beobachtet, wobei die Ausgamgskuration (nach Sterilisation) sehr

gering war bzw. BHT nach Sterilisation nicht deiektworden ist.

Benzolderivate

In der Glaskartusche konnten nach Sterilisation uagerung die Benzolderivate Ethylben-
zen, m-Xylen und o-Xylen gemessen werden, dererz&anationen wahrend der Lagerung
abnahmen. Als Grund kdnnen Adsorption an die Gedé@dwoder der Abbau dieser Benzole
diskutiert werden. Diese Restlésemittel aus der @imarstellung wurden auch in der mit
Kontrastmittel gefullten Kunststoffkartusche B uddr Glaskartusche gefunden. Die Aus-

gangskonzentrationen (nach Sterilisation) warermoghdsignifikant kleiner und erreichten
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nach dreimonatiger Lagerung ihr Maximum, welches Maximum der mit Wasser gefillten
Glaskartuschen nach Sterilisation signifikant Utegs Das Kontrastmittel wies fur diese
Benzolderivate ein grél3eres zeitabhangiges Extrnagpiotential auf. Erst nach weiteren drei

Monaten Uberwiegte Adsorption und Abbau die Mignataus dem Behaltnis.

Silikondlderivate

Wahrend in den mit Wasser gefiillten Glaskartusdtene Silikonélderivate gefunden wer-
den konnten, wurden in den mit Kontrastmittel gédial Glaskartuschen HMCTS und
OMCTS detektiert. Diese Stoffe wurden jedoch auss8hch nach der Sterilisation gefun-
den, nach drei- und sechsmonatiger Lagerung eefalgt grol3er Wahrscheinlichkeit eine

Adsorption an die GefalRwand.

Toxikologische Bewertung

Nach Einschatzung von Toxikologen kdnnen die mitgie Konzentrationen von t-Butanol,
BHT, Ethylbenzen, m-Xylen und o-Xylen sowie deik&iholderivate als toxikologisch unbe-

denklich eingestuft werden.

6.3.3.2Betrachtung der unbekannten Migrationsstoffe

Die Migrationsprofile der einzelnen Behéltnissegren neben bekannten Migrationsstoffen
eine Vielzahl von Unbekannten. Vor allem unter Zehiahme der HS-GC-FID wurden so-
wohl in Wasser als auch im Kontrastmittel zahlreicinbekannte Stoffe detektiert. Mit die-
sem Analyseverfahren werden leicht flichtige Suix#a bestimmt. Bei den in dieser Arbeit
detektierten Signalen kdnnte es sich also um Reestidtel [99] der Polymerherstellung han-
deln, oder um Restmonomere [100] und Abbauprodoiteniedrigem Siedepunkt des Poly-

mermaterials oder der eingesetzten Kunststoffaaditi

Bei den mittels LC-UV detektierten Migrationsstoffaandelte es sich solche, die durch ihre
chromophore Struktur UV-aktiv sind. Dies kdnntenbAbprodukte phenolischer Kunststoff-
additive, aber auch langkettige Kohlenwasserstdéie Polymere mit konjugierten Doppel-
bindungen sein. Im Kontrastmittel wurden mittels-U¥ keine unbekannten Migrationsstof-
fe detektiert, was ursachlich an der Matrix lagjoe zur Uberladung der Saule fiihrte und

aus diesem Grund Migrationsstoffe im Spuren- unttaspurenbereich Uberlagert wurden.
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Dies spiegelte sich auch in den hohen Nachweisgreder validierten Beispielsubstanzen

wider.

Die entwickelte UPLC-UV-MS Methode stellte sich mials gewinnbringendes Tool flr die

Erstellung der Migrationsprofile dar.

Da fur parenterale Administration derzeit keine i@sgerte zur Verfigung stehen, kénnen die
Gesamtmigrationsgrenzwerte aus dem Lebensmittéthelaut FDA [23] zu Rate gezogen
werden. Unter Berlcksichtigung des Gesamtmigragiamzwertes der Kunststoffrichtlinie
2002/72/EG konnte die Gesamtkonzentration an umbg&a Migrationsstoffen bei oraler
Applikation fur jedes Behaltnis als toxikologischhedenklich eingestuft werden. Es kann
jedoch nicht ausgeschlossen werden, dass es sideré&nbekannten um Stoffe mit genoto-
xischem oder kanzerogenem Potential handelt. Aesedn Grund wéare bei Anstrebung einer
Zulassung als Primarpackmittel eine Identifizieraingser Signale notwendig.

6.3.3.3Betrachtung des Einflusses des PTFE-Coatings

Bei PTFE handelt es sich um ein nahezu unverzwsiditeear aufgebautes, teilkristallines
Polymer aus Fluor und Kohlenstoff. Durch die setarke Fluor-Kohlenstoffbindung von
504 kJ/mol weist es eine sehr hohe chemische Biigkait auf. Ziel eines solchen Uberzu-
ges soll eine Verringerung der Migration von Kutwdftbestandteilen in das Arzneimittel sein
[30]. In der vorliegenden Arbeit wurde dieser Bius# anhand eines Kolbenstopfens (Kunst-
stoffkartusche C) und eines Vialstopfens (Glas@aluntersucht. Da es nicht moglich war
identische Materialien in identischer Grof3e gedoanel nicht gecoatet zu beziehen, mussten
Migrationsprofile unterschiedlicher Elastomere wehisdener GrofRen, die unterschiedliche
Fullvolumina mit sich zogen, verglichen werden. Ddergleich sollte lediglich Tendenzen
aufzeigen und sich ausschlie3lich auf die hierrgotEhten Materialien beziehen.

Wahrend die Kunststoffteile der KunststoffkartugtiigK) A, B und D nicht Gberzogen wa-
ren, war der Kolbenstopfen der Kunststoffkartus€hmit einem PTFE-Coating an der pro-
duktberihrenden Flache versehen. Beim Vergleichviigrationsprofile war sowohl ein qua-
litativer als auch quantitativer Unterschied zwistlden Kartuschen ohne PTFE-Coating und
der mit PTFE-Coating zu verzeichnen. Wahrend au& RE, aus KKB 20 und aus KKD 19
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Stoffe migrierten, konnten in KKC nur 9 Migratiotse gefunden werden. Zuséatzlich war
der Gesamtmigrationswert der KKC viel geringer @gds der anderen Kunststoffkartuschen.
Dies spricht fur eine besondere Eignung des Stopdéerials C (chlorierter Butylkautschuk
C) als Primarpackmittel hinsichtlich des Migratipnsfils und der damit verbundenen toxiko-
logischen Unbedenklichkeit. Diese Aussage wurdelddre mit Kontrastmittel befillten Be-

haltnisse bekraftigt. Eine Ausnahme stellte KKD. dawle Migrationsprofile der KKC und

KKD (COP Zylinder, bromierter Butylkautschuk-Stopjeunterschieden sich hinsichtlich
Anzahl an unbekannten Substanzen nicht, die migri€¢onzentration an BHT als auch der

GMW der KKD waren sogar geringer.

Neben Stopfenmaterial C wurde ein weiterer chltereButylkautschuk untersucht (Stopfen
B). Beide Materialien unterschieden sich laut ,ptigler Extraktivstoffliste® der Hersteller

im Wesentlichen durch den Zusatz unterschiedlidugkanisationshilfsstoffe. Wahrend Stop-
fenmaterial C DBATD zugesetzt wurde, kam bei MateB Schwefel zum Einsatz. Sowohl
die Anzahl der Migrationsstoffe als auch die Holes dsesamtmigrationswertes waren fir
Stopfen B eindeutig hoher als fur Stopfen C (in $easund Kontrastmittel). Da sich beide
Materialien sehr ahneln, konnte geschlussfolgertiemr, dass das PTFE-Coating die Migrati-

on von Kunststoffbestandteilen mindert.

Des Weiteren wurden die gecoatete (Glasvial C)nickit gecoatete Variante (Glasvial B) des

bromierten Butylkautschuks F (gecoateter Stopf@wvé&rgleichend untersucht.

Die Migrationsprofile von Vial B und C unterschiedsich hinsichtlich der migrierten Unbe-

kannten qualitativ und quantitativ, wobei sich inaMC mit gecoatetem Stopfen weniger Un-
bekannte wieder fanden. Auch die Konzentrationemggmiertem t-Butanol war hier geringer

als in Vial B. Jedoch war es schwierig eine Aussisiger den Einfluss des PTFE-Uberzuges
zu machen, da sich auch Fullvolumina und produkitrende Oberflache des Stopfenmateri-
als wesentlich unterschieden. Dessen ungeachtetédestgestellt werden, dass bei Fillvo-
lumina von Kleiner gleich 10 ml die Konzentratioream Migrationsstoffen sehr gering waren
und in den meisten Fallen unterhalb des TTC lageshalb ein toxikologisches Risiko aus-
geschlossen werden konnte. Somit stellt ein PTHB-Bei kleinen Fillvolumina keinen rele-

vanten Zusatznutzen dar. Diese Aussage wurde dliecbintersuchungen der mit Kontrast-

mittel beflllten Vials unterstrichen.

158



Migrationsstudie

6.3.4 Material, Gerate und Chemikalien

Die verwendeten Behaltnisse und deren Zusammemggiawsind Tabelle 53 zu entnehmen.

Fur die Erstellung der Migrationsprofile kamen filie in den Kapitelr3.2.4 und3.3.4 be-
schriebenen Gerate und Chemikalien zum Einsatz.
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7 KORRELATION ZWISCHEN EXTRAKTIONS- UND
MIGRATIONSPROFILEN

Es ist unverzichtbar, die Verbindung zwischen Bttvatoffen und Migrationsstoffen zu er-
mitteln, um die Wechselwirkungen zwischen Verpagamaterial und Fullgut verstehen,
interpretieren, beurteilen, quantifizieren und kolieren zu kénnen [39]. JENKE erarbeitete
eine Klassifizierung der Verlinkung von Extraktivad Migrationsstoff (siehe Tabelle 75). Als
Level 1bezeichnet er eine bestehende Ahnlichkeit zwisdbeiden Stoffen, die fur den
Fachmann auf den ersten Blick erkenntlich ist. SS@wischen dem Extraktivstoff DEHP und
dem Migrationsstoff MEHP Mono-2EthylHexylPhthalat) eine strukturelle Verwandtschaft
erkennbar. Bei genauerer Betrachtung kann diesée®&zg durch eine Hydrolysereaktion
praktikabel beschrieben werdebeyel 3. Ist es mdglich, den chemischen Zusammenhang
von Extraktiv- und Migrationsstoff vollstédndig dastellen, dann entspricht die Verlinkung
Level 3 Im erwdhnten Beispiel ist dies durch die Kenntibger die hydrolytische Abspaltung
von 2-Ethyl-1-hexanol und dem dadurch entsteheMdERP moglich. Kann dieser Zusam-

menhang auch mathematisch quantifiziert werderstss eine Verlinkung desvels 4

Tabelle 75Verlinkung von Extraktivstoffen € und Migrationsffen (M) nach Jenke [39]

Level der Verlinkung  Beschreibung

1 Strukturelle Ahnlichkeit zwischen E und M

2 Zusammenhang zwischen E und M kann durch einexktR@svorschlag beschrie-
ben werden

3 Vollstandige Beschreibung des chemischen Zusarhamys ist moglich

4 Mathematischer Quantifizierung zwischen E undsivmoglich

Beim Migrationsstofft-Butanol handelt es sich um eine mégliche Verlinkung Le¥etum
Extraktivstoff BHT oder Irganox 1010. Es handetthshierbei um ein mdgliches Abbaupro-
dukt, verursacht durch HydrolysBHT, m-Xylen, o-Xylen, Ethylbenzend dieSilikondlderi-
vate migrierten aus dem Behaltnis und wurden zuvorhtilfe verschiedener Extraktionsme-
dien extrahiert. Es handelt sich also um passivgraionsstoffe (siehe Kapité.2.2) mit

einer Verlinkung des Levels 4. Demnach sollte aiargitativer Zusammenhang zwischen
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Extraktivstoff und Migrationsstoff laut JENKE zunfien sein. Da jedoch im Rahmen der
Migrationsstudie andere Formlinge zum Einsatz kaadsrbei der Extraktionsstudie ist eine
quantitative Verlinkung schwierig aufzuzeigen. Dether Formungsprozess der Rohmasse
spielt eine entscheidende Rolle. Wahrend die Véusskappen mittels Spritzgiel3en herge-
stellt wurden, wurden die Kolbenstopfen durch dess&verfahren geformt. Beim Spritzguss
wird die Rohmasse, meist in Form eines Granulaiessh den Extruder geleitet und dort un-
ter Temperatureinwirkung verfliissigt und gut durguoht. AnschlieBend wird die Masse in
die entsprechende Form geleitet in der bei sulsgeatfischen Temperaturen die Vulkanisati-
on und Formung erfolgt. Vorteil dieser Methodeaste gleichmaliige Temperaturverteilung
in der Rohmasse und eine sehr gute Durchmischuaigladurch gleichmafige Verteilung der

Kunststoffadditive. Au3erdem ist dieser Prozess zeitsparend.

Beim Pressen wird ein Elastomer-Rohling unter Eikwing hoher Temperaturen und Druck
(< 50 bar) in eine vorgefertigte Form gepressilen die Vulkanisation erfolgt. Nachteil die-

ses Herstellungsverfahrens ist eine schlechtereliuischung und ungleichméRige Tempera-
turverteilung beim Formen. Dies férdert eine ungienéafiige Verteilung der Kunststoffadditi-

ve und Anreicherung an der Gummioberflache. Umreigeantitativen Vergleich zwischen

Extraktions- und Migrationsprofil vornehmen zu kénnmissen die gleichen Formlinge ext-
rahiert werden, die spater auch Bestandteil derafiignsstudie sind. Die Verwendung des
gleichen Materials allein lasst dies jedoch nialt Rie Auswirkungen des Formungsprozes-
ses auf das Extraktionsprofil veranschaulicht Tiab&b. Trotz der gréRReren extrahierten
Oberflache der Verschlusskappen sind die extrameltonzentrationen der Benzolderivate

erheblich kleiner.

Tabelle 76 Vergleich der extrahierten und migrierten Konzetirzen in Wasser des chlorierten Butylkau-
tschuks B; A = Oberflache, A= produktberiihrende Oberflache

C Extraktivstoff H20 C Extraktivstoff H20
Stoff Verschlusskappe Kolbenstopfen

Ao= 49,0 cM Ao= 36,1 ¢
m-Xylen 0,031 + 0,001 mg/l 0,215 + 0,001 mg/l
o-Xylen 0,011 + 0,001 mg/l 0,096 + 0,000 mg/l
Ethylbenzen 0,006 + 0,000 mg/l 0,082 + 0,001 mg/l
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Ein Vergleich unbekannter Extraktivstoffe mit unaakten Migrationsstoffen war nicht mog-
lich, da anhand der erhaltenen Profile nicht sigbstellt werden konnte, dass es sich um

gleiche Substanzen handelt.
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8 ZUSAMMENFASSUNG UND AUSBLICK

Ziel dieser Arbeit war es Screeningmethoden zu iekedn, mit denen es mdglich ist, haufig
vorkommende Kunststoffadditive, deren Abbauprodukestlosemittel und Polymerabbau-
produkte zu identifizieren und zu quantifiziereradd einer umfangreichen Literaturrecher-
che und Kommunikation mit verschiedenen Kunststoffd Elastomerherstellern wurde eine
Ubersicht von haufig verwendeten Kunststoffadditiegstellt, erganzt durch oft migrierende
Abbauprodukte und Restlosemittel. Fir leicht fligétExtraktiv- und Migrationsstoffe wur-
de eine HS-GC-FID Methode entwickelt, fur flichti§eoffe eine GC-MS Methode mit Di-
rektinjektion. Fir die Bestimmung nicht flichtiggubstanzen kamen HPLC-UV und UPLC-
UV-MS zum Einsatz. Durch diese Screeningmethodemtem 64 verschiedene potentielle
Extraktivstoffe, wie Antioxidantien, UV-Stabilisatn, Weichmacher, Gleitmittel, Silikondl-
derivate oder Restlosemittel identifiziert werd@&nmhand ausgewahlter Stoffe, welche einen
grof3en Bereich an physikalischen und chemischeanSghaften abbildeten, wurde gezeigt,
dass diese Methoden im Ultraspurenbereich validresind. Lediglich das hochkonzentrierte
Kontrastmittel als Medium fiihrte durch Uberladurgy Gaule zu Schwierigkeiten bei der
Validierung der HPLC Methode. Dies kann durch €dm@imierung der Probenvorbereitung
umgangen werden. Die Extraktion der Probe mit apald.6sungsmitteln wéare eine Mog-
lichkeit.

Weiterhin wurden Extraktionsmethoden entwickelt denen verschiedene Kunststoffe und
Elastomere hinsichtlich ihrer Extraktionsprofilerdu wassrige Extraktion und Extraktion mit
Isopropanol und Hexan untersucht wurden. Haufigagxérte Substanzen waren die Kunst-
stoffadditive Irganox 1010, BHT, Irganox 1076, MTBRQEHP, Stearinsaure, Schwefel, sowie
Restlésemittel und Abbauprodukte, wie verschiedemgéare Alkohole (z.B. t-Butanol), 2-

Ethyl-1-hexanol, verschiedene KohlenwasserstoffdB.(ZDodecan, Tetradecan, Eicosan,

Tetracosan), Irgafos 168 oxid, Palmitin-, Myristinse, Benzolderivate und Silikondlderivate.

Diese Extraktionsprofile bilden eine wesentlichai@tage fur die Beurteilung der Eignung
eines Materials als Primarpackmittel bei der Enltiiing neuer Verpackungskonzepte. Dem-
nach wurden sich vor allem die Thermoplasten CAGRCCPC und PP, sowie die chlorierten

Butylkautschuke C und D eignen. Hier sind die Baiomsprofile am wenigsten umfang-
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reich. Neben diesen Eigenschaften spielen bei éegpa¢kungsentwicklung jedoch weitere
Faktoren, wie Verarbeitbarkeit des Polymers undiBageigenschaften eine grol3e Rolle, so

dass zwischen alle Faktoren immer ein Kompromifsngken werden muss.

Anschlie3end wurden eigenhandig montierte Beh&knféir den Einsatz im Pharmabereich,
befillt mit Wasser bzw. Kontrastmittel, hinsichtlichres Migrationsprofiles untersucht. Die
Behalter (Kartuschen und Vials unterschiedlichgigammensetzung) wurden bei 40 °C und
75 % relativer Feuchte fur sechs Monate eingelageitnach Sterilisation, dreimonatiger und
sechsmonatiger Lagerung mittels der entwickelterthbtden untersucht. Migrierte Stoffe
waren t-Butanol, BHT, m-Xylen, o-Xylen, Ethylbenzand Silikondlderivate. Die toxikolo-
gische Beurteilung dieser, unter Beriicksichtigueg geltenden Rechtsvorschriften, ergab
weder fir Wasser noch fur das Kontrastmittel algkti ein gesundheitliches Risiko. Zur
Beurteilung migrierter unbekannter Stoffe wurde Kisststoffrichtlinie 2002/72/EG genutzt,
da laut FDA die Nutzung von Regelungen im Lebensth¢reich moéglich ist. Da sowohl die
Einzelkonzentrationen der bekannten Migrationsstadils auch die Gesamtmigrationswerte
aller migrierter Stoffe, einschlie3lich unbekann&gnale, den Gesamtmigrationsgrenzwert
nicht Uberschritten, wurde das toxikologische Ris#ts unbedenklich eingeschatzt. Fir un-
bekannte Stoffe sollte bei beabsichtigter ZulassiegyPrimarpackmittels eine Identifizierung

durchgefuhrt werden, um eine toxikologische Bediehkkit ganzlich auszuschliel3en.

Beim Vergleich der Extraktionsprofile mit den Migansprofilen zeigte sich in vielen Fallen
ein dhnliches Bild hinsichtlich bekannter Stoffan Ejuantitativer Zusammenhang wurde
nicht angestellt. Grund hierfir war die Verwendumgerschiedlicher Formlinge, die, verur-
sacht durch ihren Formungsprozess, nicht verglaieh\dditivverteilungen im Kunststoff

selbst aufwiesen.

Im Rahmen dieser Arbeit ist es gelungen Screenitigmden zu entwickeln, mit denen es
maoglich ist Kunststoffe und Elastomere hinsichtliches Extraktions- und Migrationsprofiles
zu untersuchen. Diese kdnnen bereits im RahmeNeatpackungsentwicklung bei der Mate-
rialauswahl bertcksichtigt werden. Eine sich ane@ande toxikologische Einschéatzung er-
maoglicht die friihzeitige Entscheidung Uber die Eigg als Primarpackmittel. Aufgrund der

Vielzahl an Kunststoffadditiven, welche auf dem ktasind und der Mdglichkeit zur Bildung
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von Reaktionsprodukten mit dem Fullgut ist es noivg die entwickelten Methoden den
Bedurfnissen der zu untersuchenden Behaltnissgpasgan und gegebenenfalls zu erganzen.
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9 SUMMARY AND OUTLOOK

The aim of this work was the development of scregnnethods for the identification and
quantification of plastic additives, their degradatproducts, residual solvents and degrada-
tion products of the polymer materials. After hayidione comprehensive researches on the
subject in literature and communication with diffiet manufacturers of plastics and elastom-
ers an overview was compiled about commonly usastigl additives and additionally degra-
dation products and residual solvents which oftégrae. For volatile extractables and leach-
ables a HS-GC-FID was developed and for semi elabmponents the GC-MS with direct
injection was used. The HPLC-UV and the UPLC-UV-M&re applied for the determination
of non volatile compounds. With these screeninghos 64 potential extractables like anti-
oxidants, UV stabilizers, plasticizers, lubricardg#icone derivates or residual solvents could
be identified. By means of selected substanceshmigpresented a broad range of chemical
and physical properties it could be shown that éheethods are amenable to validation.
Solely the contrast medium led to difficulties chgyivalidation of the HPLC-UV method
caused by the highly concentrated radio-opaquetanadxs which results in overloading of the
column. An optimized sample preparation shall atb&se effects. Extraction with non polar

solvents could be an opportunity.

Additionally extraction methods for the investigetiof different plastic and elastomers con-
cerning their extractable profiles after extractwith water, isopropanol and hexane were
developed. The plastic additives Irganox 1010, BHdanox 1076, MTBC, DEHP, stearic
acid, sulphur, as well as residual solvents andatkzgion products like different tertiary alco-
hols (p.a. t-butanole), 2-ethyl-1-hexanole, varibydrocarbons (p.a. dodecane, tetradecane,
eicosane, tetracosane), Irgafos 168 oxide, paknitigristic acid, benzyls and silicone deri-

vates were the commonly extracted substances.

These extractable profiles serve as an essent#éd b assessing the suitability of materials
as primary packaging materials during the developgnoé new container closure systems.
Thus COP, COC, PC and PP as plastics and the rhied butyl rubbers C and D would be
appropriated. The extractable profiles of theseenws are least comprehensive. Among
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these properties additional factors are importaming the development of packaging, p. a.
process ability and barrier properties. A compranfistween these claims shall be identified.

Afterwards one’s own hand assembled devices, filgth water or rather contrast medium,
was investigated concerning their migration prafil€hese devices (cartridges and vials with
different composition) were being stored at 40 9@ &5 % relatively humidity for six
months. After sterilization, tri- and the storage $ix month the devices were investigated
with the developed analytical methods. T-butanBlT, m-Xylene, 0-Xylene, Ethylbenzene

and silicone derivates were migrated compounds.

With the help of statutory provisions the toxicat®j assessment didn't show any health haz-
ard neither for water nor for contrast medium #sg. For the assessment of migrated un-
known substances the Kunststoffrichtlinie 2002/T2/#%as used. According to FDA using

regulations from the food sector is possible. Catre¢ions of known leachables as well as
the global migration limits, summarizing concentras of known and unknown substances
were not exceeded. The toxicological risk was estidth being harmless. For unknown sub-
stances identification should be conducted to eehny toxicological risk if a registration as

primary packaging material is targeted.

When comparing extractable and leachable profiiesany cases a similar screen was shown
concerning known compounds. However a quantitatoreelation couldn’t be demonstrated.
The reason was the use of different moulded astidlbe different moulding processes caused

an allocation of plastic additives in plastics atastomers which wasn’t comparable.

Within the scope of this work screening methodst@stigate plastics and elastomers con-
cerning their extractable and leachable profiles Itegen developed successfully. It is possible
to select materials already during the developrpemtess considering the potential of migra-
tion of the used plastic additives. The followimxitological assessment allows an early de-
cision about the suitability as primary packagingtenial. Caused by the multiplicity of plas-

tic additives which are currently on the market &m&lr possibility to create reaction products

with the filling it is necessary to adapt or améinel developed methods.
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10 ANHANG

Tabelle A - 1Robustheitspriifung HS-GC-FID Wasser: Einflussa€l-Zugabe (4 g und 3,5 g)

t-B | EB lmx | ox | 2E1H
Anzahl der Werte n 2x5
Varianzenhomogenitat nach F-Test 5,44 | 4,88 | 5,50 | 4,70 | 5,78
Tabellenwert F-Test 6,39
Wert fir t-Test 066 |18+ | 18 | 18 | o092
Tabellenwert t-Test (P = 99 %) 3,36

Tabelle A - 2Robustheitspriifung HS-GC-FID Wasser: Einflussa€l-Zugabe (4 g und 4,5 g)

t-B | EB lmx | ox | 2E1H
Anzahl der Werte n 2x5
Varianzenhomogenitat nach F-Test 2,97 | 1,79 | 1,52 | 1,05 | 2,73
Tabellenwert F-Test 6,39
Wert fir t-Test 071|160 | 176 | 210 | o480
Tabellenwert t-Test (P = 99 %) 3,36

Tabelle A - 3Robustheitsprifung HS-GC-FID Wasser: Stabilititldissung nach 24 h

t-B | EB lmx | ox | 2E1H
Anzahl der Werte n 2x5
Varianzenhomogenitat nach F-Test 5,65 | 3,29 | 3,01 | 2,38 | 1,53
Tabellenwert F-Test 6,39
Wert fir t-Test 057 |o094 | o092 [ os0 | 132
Tabellenwert t-Test (P = 99 %) 3,36
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Abbildung A - 1 Kalibriergeraden HS-GC-FID (Kontrastmittel) vomttanol, Ethylbenzen, m-Xylen, o-Xylen
und 2-Ethyl-1-hexanol} = Massenkonzentration, n = Anzahl Messpunkte yBAchsenabschnitt, m = Steigung,
SD = Standardabweichung, s(y) = Reststandardabuweiss (%) = Verfahrensstandardabweichung, r = Korrela-
tionskoeffizient, x = Nachweisgrenze gx= Bestimmungsgrenze

Tabelle A - 4Prazision HS-GC-FID Methode Kontrastmittel

Parameter Sollwert t-Butanol Ethylbenzen o-Xylen mXylen 2-Ethyl-1-hexanol
VK Systemprézision

[%] y P <10 2,71 8,70 6,82 7,87 4,88

VK Methodenprézision

[%] <15 6,25 8,86 7,80 8,06 6,66

Tabelle A - 5Richtigkeit fir HS-GC-FID Methode KontrastmittéNdf ,o0 = Wiederfindungsrate bei 200 ppb,
VK w4 = vierfacher VK der Methode

Wdf 50d %] VK ma

t-Butanol 92,8 25,0
Ethylbenzen 101,6 17,6
m-Xylen 100,4 13,9
0-Xylen 101,1 13,6
2-Ethyl-1-hexanol 100,5 24,7

Tabelle A - 6 Auflésung R fur die HS-GC-FID Methode; tB = t-ButdnProp = 1-Propanol, 2But = 2-Butanol,
3MH = 3-Methylhexan, MCH = Methylcyclohexan, 3Pen8-Pentanol. 3Hex = 3-Hexanon, EB = Ethylbenzen,
mX = m-Xylen, oX = o-Xylen, pMS = p-Methylstyren;2-1-H = 2-Ethyl-1-hexanol

Peakpaare tB/Prop Prop/2But  2But/3MH 3MH/MCH MCH/3Pent  3Pent/3Hex
Auflésung R 8,73 9,89 9,96 16,63 1,18 20,4
Peakpaare 3Hex/EB EB/mX mX/oX oX/pMS pMS/2-E-1-H

Auflésung R 12,85 3,21 3,26 17,72 3,97

Tabelle A - 7Robustheitspriifung HS-GC-FID Kontrastmittel: Eirsduder NaCl-Zugabe (4 g und 3,5 g)

t-B | EB lmx | ox | 2E1H
Anzahl der Werte n 2x5
Varianzenhomogenitat nach F-Test 1,66 | 1,38 | 1,17 | 1,18 | 1,43
Tabellenwert F-Test 6,39
Wert fir t-Test 083 Jo71t | o018 | o051 | os82
Tabellenwert t-Test (P = 99 %) 3,36
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Tabelle A - 8Robustheitspriifung HS-GC-FID Kontrastmittel: Eirsfuder NaCl-Zugabe (4 g und 4,5 g)

t-B | EB lmx | ox | 2E1H
Anzahl der Werte n 2x5
Varianzenhomogenitat nach F-Test 1,22 | 1,84 | 1,36 | 1,32 | 1,10
Tabellenwert F-Test 6,39
Wert fir t-Test 022 |18 | 137 | 163 | o015
Tabellenwert t-Test (P = 99 %) 3,36
Tabelle A - 9Robustheitsprifung HS-GC-FID Kontrastmittel: Shigdii der Lésung nach 24 h

t-B | EB lmx | ox | 2E1H
Anzahl der Werte n 2x5
Varianzenhomogenitat nach F-Test 1,80 | 4,27 | 1,37 | 5,81 | 1,96
Tabellenwert F-Test 6,39
Wert fir t-Test 216 | 194 | 219 | 207 | 206
Tabellenwert t-Test (P = 99 %) 3,36

Tabelle A - 10Robustheitspriifung GC-MS Wasser: Stabilitdt desuriy nach 24 h

OMCTS | BHT  |B-BHA |DEHP
Anzahl der Werte n 2x5
Varianzenhomogenitat nach F-Test 2,01 | 2,26 | 1,33 | 3,63
Tabellenwert F-Test 6,39
Wert fir t-Test 027 |o63 | 215 | o008
Tabellenwert t-Test (P = 99 %) 3,36
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Abbildung A - 2 Kalibriergeraden GC-MS (Kontrastmittel) fir OMCT®HT, B-BHA und DEHP;

B = Massenkonzentration, n = Anzahl Messpunkte, ¥-Achsenabschnitt, m = Steigung, SD = Standardab-
weichung, s(y) = Reststandardabweichung,¢y £XVerfahrensstandardabweichung, r = Korrelatioeshzient,

Xn = Nachweisgrenze gx= Bestimmungsgrenze
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Tabelle A - 11Prazision der DIR-GC Methode Kontrastmittel

Parameter Sollwert OMCTS BHT B-BHA  DEHP
VK Systemprazision [%] <10 0,96 3,11 1,09 6,41
VK Methodenprazision [%] <15 2,76 6,47 3,80 8,30

Tabelle A - 12Auflésung R fiir die GC-MS Methode Kontrastmittele®= Decan, 1Non = 1-Nonanol, Dode =
Dodecan, Dihex = Dihexylether, Tetrad = Tetraded&® = t-Amylphenol, Hexad = Hexadecan, tOP = t-
Octylphenol, Octa = Octadecan, Eico = Eicosan, Do@mcosan, Hexac = Hexacosan

Peakpaare HMCTS/OMCTS OMCTS/Dec Dec/DMCPS DMCPS/INo  1Non/Dode
Auflésung R 18,3 5,6 21,7 9,4 50
Peakpaare Dode/Dihex Dihex/Tetrad Tetrad/tAP tAP/BH BHT/Hexad
Auflésung R 13,1 27,1 1,08 171 134
Peakpaare Hexad/tOP tOP/B-BHA B-BHA/Octa Octa/Eico Eico/DBP
Auflésung R 2,48 3,30 19,3 21,6 2,34
Peakpaare DBP/Doco Doco/MTBC  MTBC/DEHP DEHP/Hexac

Auflésung R 17,3 244 11,3 4,4

Tabelle A - 13Robustheitsprifung GC-MS Kontrastmittel: Stabild&r Losung nach 24 h

OMCTS | BHT  |B-BHA |DEHP
Anzahl der Werte n 2x5
Varianzenhomogenitat nach F-Test 4,08 | 4,45 | 1,29 | 4,66
Tabellenwert F-Test 6,39
Wert fur t-Test 106 | 224 | 105 | 065
Tabellenwert t-Test (P = 99 %) 3,36
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Tabelle A - 14Auflésung R fur die HPLC-UV Methode Wasser: EuEusolex, Tin = Tinuvin, Add = Additiv,
Top = Topanol, Chim = Chimasorb, Irg = Irganoxdfg Irgafos, ox = oxid

Peakpaare Phenol/BPA DHBP/DHMBP  DHMBP/DHDMBP DHDMBP/Euso Euso/BBHA
Aufiosung 5,39 4,11 5,01 3,08 10,17
Peakpaare BBHA/TinP DTBP/BHT BHT/S MTBC/Add 8 Add 8/Tin 329
Auflosung 3,78 13,44 9,62 6.17 4,00

R
Peakpaare Tin329/Top Chim/Tin326 Tin326/DEHP DEHP/Tii827 Tin327/Add 13
Auflésung 2,37 3,90 2,82 4,28 5,58

R
Peakpaare Add 13/ODPA  ODPA/Irg1010 Irgaf ox/Irgaf 58 Irgafo 168/Irg 1076
Auflosung 2,54 15,56 17,38 2,22

R

Tabelle A - 15Robustheitsprifung HPLC-UV Wasser: Stabilitdt désling nach 24 h

DHBP | BHT | Schwefel | MTBC | DEHP| Irg 1010 | Irgaf 168 oxid
Anzahl der Werte n 2x5
Varianzenhomogenitit nach F-Test | 312 | 387 | 126 | 1.8 | 533| 303 | 19
Tabellenwert F-Test 6,39
Wert fiir t-Test 095 [139] 067 | 060 | 174] o075 | o8
Tabellenwert t-Test (P = 99 %) 3,36
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BHT - !
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Abbildung A - 3 Kalibriergeraden HPLC-UV (Kontrastmittel) fir BHBchwefel, MTBC, DEHP und Irganox
1010, = Massenkonzentration, n = Anzahl Messpunkte,yoAchsenabschnitt, m = Steigung, SD = Standard-
abweichung, s(y) = Reststandardabweichung, ¢§ £xVerfahrensstandardabweichung, r = Korrelatioe$k
fizient, xy = Nachweisgrenze gx= Bestimmungsgrenze
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Tabelle A - 16 Prazision HPLC-UV Methode Kontragtedi

Parameter Sollwert BHT Schwefel MTBC DEHP Irganox
101(¢

VK Systemprazision
[%] <10 2,35 5,03 4,00 2,84 4,98

VK Methodenpréazision
[%0] <15 6,26 7,62 7,28 5,77 8,38

Tabelle A - 17 Richtigkeit fur HPLC-UV Methode Kontrastmittel; WW/gy, = Wiederfindungsrate bei 500 ppb,
VK w4 = vierfacher VK der Methode

Wdf sod%] VK w4 [%]

BHT 101,8 25,0
Schwefel 101,4 30,5
MTBC 99,3 29,1
DEHP 88,2 23,1
Irganox 1010 119,5 33,5

Tabelle A - 18 Auflosung R fir die HPLC-UV Methode Kontrastmittelin = Tinuvin, Add = Additiv,
Top = Topanol, Chim = Chimasorb, Irg = Irganoxafg Irgafos, ox = oxid

Peakpaare BBHA/TinP TinP/DTBP DTBP/BHT BHT/S S/IMTBC
Auliosung 2,73 1,30 9,23 7,02 1,43
Peakpaare MTBC/Add 8 Add 8/Tin 329 Tin329/Top Top/@im Chim/Tin326
Auflésung 6,32 3,05 2,12 1,16 3,13

R
Peakpaare Tin326/DEHP DEHP/Tin327 Tin327/Add 13 Add 3/ODPA ODPA/Irg1010
Auflésung 2,50 6,93 2,98 2,17 13,02

R
Peakpaare  Irg1010/Irg133 Irg1330/Irg565 Irg565/Irgafox Irgafo ox/Irgaf 168 Irgaf 168/Irg1076
Auflosung 1,98 2,32 1,24 7,97 2,35

R

Tabelle A - 19Robustheitsprifung HPLC-UV Kontrastmittel: Staéilider Losung nach 24 h

BHT | Schwefel | MTBC | DEHP | Irg 1010
Anzahl der Werte n 2x5
Varianzenhomogenitat nach F-Test | 1,71 | 1,20 | 1,83 | 2,34 | 1,02
Tabellenwert F-Test 6,39
Wert fiir t-Test 040 | 0,49 | 089 | 166 | o007
Tabellenwert t-Test (P = 99 %) 3,36
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Tabelle A - 20Sollwert t-Test fir y-Achsenabschnitt HC-GC-FID ¥gar

Tabelle A - 23Sollwert t-Test fiir y-AchsenabschnittUPLC-UV-MS ¥éer

t-Butanol | Ethylbenzen | o-Xylen | m-Xylen| 2-Ethyl-1-hexanol
Anzahl der Werte n 8 8 8 8 8
Wert fir t-Test 1,67 1,82 0,94 0,07 1,98
Tabellenwert t-Test (P = 99 %) 3,50 3,50 3,50 3,50 3,50
Tabelle A - 21Sollwert t-Test fuir y-Achsenabschnitt GC-MS Wasser
OMCTS BHT B-BHA DEHP
Anzahl der Werte n 8 11 11 10
Wert fir t-Test 4,68 2,17 2,13 3,06
Tabellenwert t-Test (P = 99 %) 3,50 3,17 3,17 3,25
Tabelle A - 22Sollwert t-Test fiir y-Achsenabschnitt HPLC-UV Waiss
DHBP BHT Schwefel MTBC
Anzahl der Werte n 6 6 6 7
Wert fir t-Test 0,19 0,19 0,72 2,23
Tabellenwert t-Test (P = 99 %) 4,03 4,03 4,03 3,71
DEHP Irganox 1010 | Irgafos 168 oxid
Anzahl der Werte n 7 6 8
Wert fir t-Test 2,24 2,19 6,75
Tabellenwert t-Test (P = 99 %) 3,71 4,03 3,50

DHBP MTBC Add. 8 Ph. Eur. | Irganox 1010
Anzahl der Werte n 9 8 10 9
Wert fir t-Test 3,48 1,44 1,68 0,78
Tabellenwert t-Test (P = 99 %) 3,36 3,50 3,25 3,36
Tinuvin P Schwefel
Anzahl der Werte n 8 7
Wert fir t-Test 0,02 1,07
Tabellenwert t-Test (P = 99 %) 3,50 3,71

Tabelle A - 24Sollwert t-Test fuir y-Achsenabschnitt HC-GC-FID ikmastmittel

t-Butanol | Ethylbenzen | m-Xylen | o-Xylen | 2-Ethyl-1-hexanol
Anzahl der Werte n 8 10 10 10 7
Wert fir t-Test 1,52 1,51 1,27 2,22 1,85
Tabellenwert t-Test (P = 99 %) 3,50 3,25 3,25 3,25 3,71
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Tabelle A - 25Sollwert t-Test fuir y-Achsenabschnitt GC-MS Kostraittel

OMCTS BHT B-BHA DEHP
Anzahl der Werte n 13 13 12 11
Wert fir t-Test 0,16 2,32 2,16 2,67
Tabellenwert t-Test (P = 99 %) 3,06 3,06 3,11 3,17

Tabelle A - 26Sollwert t-Test fiir y-Achsenabschnitt HPLC-UV Koadtmittel

BHT Schwefel MTBC DEHP Irganox 1010
Anzahl der Werte n 7 8 7 8 7
Wert fir t-Test 4,26 4,97 3,67 7,27 2,78
Tabellenwert t-Test (P = 99 %) 3,71 3,50 3,71 3,50 3,71
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