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Im Zuge dieser Arbeit wurde das Migrationsverhalten einiger organischer Substanzen,
insbesondere der Weichmacher Di(2-ethylhexyl)adipat (DEHA), Acetyltributylcitrat (ATBC)
und Di(2-ethylhexyl)phthalat (DEHP), aus Weich-PVC-Artikeln, wie zum Beispiel
Babyartikeln oder medizinischen Schlauchmaterialien, untersucht.

Die in Zusammenarbeit mit dem Verbraucherrat des Osterreichischen Normungsinstitutes
(ONORM) durchgefiihrten Untersuchungen von DEHA und ATBC brachten die Erkenntnis,
dal? sich diese beiden Substanzen hinsichtlich ihres Migrationsverhaltens nur unwesentlich
voneinander bzw. von Phthalatweichmachern unterscheiden.

Es zeigte sich, dall die Mengen der aus den diversen PVC-Materialien ausgewanderten
Weichmacher alle in der selben GréRenordnung lagen und dal3 auch die charakteristische
Veranderung der Migration bei Variation der Versuchsparameter im Bereich der Erwartungen
war.

Dank der aus in-vivo Lutsch- und Kauversuchen mit freiwilligen Testpersonen erhaltenen
Ergebnisse, die mit den aus den Simulationen erhaltenen Migrationswerten sehr gut
ubereinstimmten, war die Grundvoraussetzung fur die Realitatsndhe und die Aussagekraft der
ermittelten Daten gegeben.

Weiters wurden die Voraussetzungen fir die Entwicklung einer innerhalb der Europdischen
Normung einheitlichen, validierten Standard-Analysenmethode fur die Freisetzung von
DEHA bzw. ATBC aus Weich-PVC-Artikeln geschaffen.

Die vom Europdischen Normungsinstitut (CEN) aufgestellten Qualitatskriterien fur die
statistische Absicherung der Analytik konnten erfillt werden und damit wurde eine
Grundlage fur nachfolgende Analysen anderer Weichmachergruppen gelegt mit dem Ziel,
objektive Migrationsgrenzwerte festlegen zu kdnnen.

Ein weiterer Schwerpunkt dieser Arbeit war die in Zusammenarbeit mit dem Allgemeinen
Krankenhaus Wien durchgefiihrte Analyse von Plasmaproben von Patienten, die wahrend
einer Operation an einer Herz-Lungen-Maschine angeschlossen waren.

Das Plasma wurde auf den Gehalt von DEHP bzw. dessen enzymatischen Metaboliten MEHP
untersucht und die Werte mit gesunden Probanden und Patienten mit angeborenen
Herzfehlern verglichen.

Es konnte gezeigt werden, daR aus den verwendeten medizinischen Schlauchmaterialien
relevante Mengen von DEHP in den Kdérper der Patienten gelangten und daf sich der Plasma-
DEHP-Gehalt mit fortschreitender Dauer der Operation stetig steigerte, resultierend in einer
signifikanten Erhdhung der postoperativen DEHP-Konzentration im Vergleich zu gesunden
Probanden und Patienten kurz vor einer Operation.
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Diese Werte wurden durch eine Migrationsuntersuchung der Schlauchsysteme mit einer
isotonischen Salzlésung noch bestatigt, da auch hier ein Anstieg mit der Zeit festzustellen
war.

Weiters war zu erkennen, dal} die Absolutkonzentration von DEHP im Plasma von Patienten
vor dem Anschluf3 an eine Herz-Lungen-Maschine fast vier mal groRer als bei Patienten mit
Herzfehlern und ber vierzig mal groier als bei gesunden Probanden war.

Diese Ergebnisse sind insbesondere unter Berticksichtigung der Risikoabschatzung relevant,
die zeigt, daB auf diese Weise in relativ kurzer Zeit grole Mengen DEHP in den Kdorper
gelangen kénnen und so vor allem bei Personen mit geringem Koérpergewicht der TDI-Wert
bei weitem Uberstiegen werden kann.
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Kapitel | Einleitung

l. Einleitung

Die Migration von organischen Substanzen aus Kunststoffartikeln hat sich in den letzten 25
Jahren zu einem vieldiskutierten Thema entwickelt.

Weltweit werden Bemihungen unternommen, die grofe Anzahl der Stoffe, die aus
Kunststoffen auswandern kénnen, analytisch zu erfassen. AuRerdem gilt es festzustellen, ob
davon eine potentielle Gefahrdung der Gesundheit ausgeht und wenn ja, in welchem Ausmaf
und welcher Art diese Gefédhrdung ist. Diese Erkenntnisse mussen dann unter Einbeziehung
aller mitwirkenden Faktoren in ein ,,rechtliches Gewand* gehllt werden. Allerdings bedirfen
die bestehenden gesetzlichen Richtlinien aufgrund standig neuer Erkenntnisse einer laufenden
Aktualisierung und Anpassung.

Diese Tatsache bringt sowohl fir die Kunststoffindustrie, als auch fur die Kontrollinstanzen
und nicht zuletzt auch fur die Konsumenten Probleme mit sich.

Im Zuge dieser Arbeit wurde das Migrationsverhalten einiger organischer Substanzen aus
Weich-PVC-Artikeln untersucht (siehe auch [1,2]) und Methoden entwickelt, die eine
zuverlassige qualitative und quantitative Detektion dieser Substanzen auch im Spurenbereich
ermdoglichen sollten.

Da es innerhalb der Europdischen Union noch keine validierte Standard-Testmethode fiir die
Freisetzung von Weichmachern aus Weich-PVC-Artikeln gibt, kann gegenwartig weder ein
gleichmé&lig hohes Schutzniveau fur die Gesundheit durch Festlegung von Grenzwerten noch
eine einheitliche, nichtdiskriminierende Anwendung solcher Grenzwerte gewéhrleistet
werden.

Ein Schwerpunkt dieser Arbeit war daher die Entwicklung eines zuverlassigen und
normierten Extraktions- und Detektionsverfahrens von Weichmachern, das bestimmte vom
Européischen Komitee flir Normung (CEN) ausgegebene Qualitatskriterien erfullen muRte.
Diese Validierungsstudie sollte damit in weiterer Folge als Voraussetzung und Grundlage fur
eine europaweite Standardisierung der Analytik von Weichmachern fungieren.

Dieser Teil der Arbeit wurde in Kooperation mit dem Verbraucherrat des Osterreichischen
Normungsinstitutes (ONORM) durchgefiihrt.

Aus aktuellem AnlaR wurde im Zuge eines zweiten Projektes, das in Zusammenarbeit mit
dem Allgemeinen Krankenhaus Wien (Dr. HJ Ankersmit) durchgefiihrt wurde, die Migration
von organischen Substanzen aus medizinischen Schlauchmaterialien untersucht.

Diese Analysen sollten die Voraussetzungen fur eine mogliche Erklarung teils
schwerwiegender Komplikationen bei Patienten liefern, die im Zuge einer Operation an eine
Herz-Lungen-Maschine angeschlossen sind.

Zu Beginn dieser Arbeit wird auBerdem eine kurze Einfiihrung tGber PVC und dessen
Weichmacher gegeben. AnschlieBend wird ein Uberblick tiber die neuesten toxikologischen
Erkenntnisse auf dem Gebiet der Weichmacher gewéhrt und die rechtlichen Aspekte in
Osterreich und dem Europaischen Raum beleuchtet.

Dariiber hinaus ist ein Teilkapitel dem umstrittenen Einsatz von PVC in Krankenh&usern bei
medizinischen Gebrauchsartikeln gewidmet.
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1. PVC allgemein

Polyvinylchlorid ist einer der wichtigsten und wohl auch einer der umstrittensten Kunststoffe
der heutigen Zeit.

Bei einer weltweiten jahrlichen Gesamt-Kunststoffproduktion von tber 100 Millionen
Tonnen nimmt PVC hinter Polyethylen mit tGber 25 Millionen t den zweiten Platz ein [3,4].

Den flr viele Einsatzgebiete tberragenden physikalischen Eigenschaften stehen allerdings
auch groRere Nachteile gegentber.

So geriet PVC in den letzten Jahren auf Grund der auftretenden Umweltbelastung bei der
Entsorgung und nicht zuletzt wegen des hdufig eingesetzten toxikologisch umstrittenen
Weichmachers DEHP in Kritik.

Zur Zeit laufen vor allem in Europa heftige Diskussionen Uber eine drastische Reduzierung
der PVC-Produktion und der Verwendung von PVC-Artikeln.

2. Herstellung und Eigenschaften von PVC-

Die Rohstoffe fur die Herstellung von PVC werden zu 43% aus Erddl bzw. Steinkohle und zu
57% aus Steinsalz gewonnen [5,6].

Durch Raffination des Erddls erhalt man verschiedene Fraktionen, eine davon ist die
Naphtha-Fraktion (,,Chemie-Benzin*). Durch Cracken von Naphtha lassen sich Ethylen,
Propylen und zahlreiche andere Chemierohstoffe herstellen.

Steinsalz (NaCl) wird weltweit in groBen Mengen gewonnen, wobei die Vorrate nahezu
unerschdépflich sind.

Eine fast gesattigte wélirige Losung des Salzes (Sole) wird durch einen ElektrolyseprozeR in
Chlor, Natronlauge und Wasserstoff zerlegt. Heute wird fiir die Herstellung dieser wichtigen
Einsatzprodukte in der Grundstoffindustrie hauptséchlich das energie- und kostenglnstige
Membranverfahren genutzt.

Aus Ethylen und Chlor stellt man bei ca. 80°C mit Aluminiumverbindungen als Katalysator in
der sogenannten ,,Direktchlorierung” Dichlorethan her, das in einem weiteren Schritt unter
Abspaltung von Chlorwasserstoff zu Vinylchlorid (VC) umgesetzt wird. Den bei der
Abspaltung erhaltenen Chlorwasserstoff setzt man in einem zweiten Verfahren, der
,Oxychlorierung®, ebenfalls zur Herstellung von Dichlorethan aus Ethylen ein. Dieser
Verfahrensschritt wird bei Temperaturen von etwa 250°C mit Kupferverbindungen als
Katalysator betrieben [5,6].

Neben dem Chlorwasserstoff aus der Spaltung kann auch aus anderen Quellen stammender
Chlorwasserstoff eingesetzt werden, beispielsweise aus Abfallprodukten von bestimmten
chemischen Prozessen.

Das so entstandene Vinylchlorid wird 0ber eine Destillation von allen unerwiinschten
Bestandteilen gereinigt und kann so hochrein als Monomer zur PVC-Herstellung bei der
Polymerisation eingesetzt werden.

Seite 2
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Der eigentliche Polymerisationsschritt wird groRtechnisch nach drei Verfahren vollzogen:
Massepolymerisation (M-PVC), Emulsionspolymerisation (E-PVC) und vor allem
Suspensionpolymerisation (S-PVC). Diese verschiedenen Verfahren erlauben es, PVC-Typen
mit unterschiedlichen Eigenschaften gezielt fir bestimmte Anwendungsgebiete zu
produzieren [4,7].

Zusétze wie  Weichmacher, Stabilisatoren,  Gleitmittel,  Fullstoffe,  Pigmente,
Flammschutzmittel u.a. verleihen dem Kunststoff die gewiinschten Eigenschaften.

Grundsatzlich unterscheidet man zwischen Hart-PVC mit einem Weichmachergehalt von 0-
12% und Weich-PVC mit einem Gehalt von 20-50%.

Hart-PVC ist chemisch sehr bestandig (gegen Wasser, Sduren, Basen, Benzine), einige
organische Losungsmittel wirken jedoch quellend (u.a. Benzol). Weiters besitzt es hohe
mechanische Festigkeit, Steifheit und Harte, ist jedoch in der Kalte schlagempfindlich.

Dieser Kunststoff ist wegen seiner hohen Witterungs- und Altersbestandigkeit einer der
wichtigste Kunststoff im Baugewerbe. Er eignet sich vor allem fir sdurefeste Rohre, Behilter,
und fir Folien [4,7].

Weich-PVC erhélt man durch Additive wie Weichmacher und erreicht dadurch eine in weiten
Grenzen einstellbare Flexibilitat. Auf der anderen Seite ist es nicht so chemikalienbestandig
wie Hart-PVC und wird von vielen organischen Losungsmitteln angegriffen (u.a. THF).
Hauptanwendungsgebiete fir Weich-PVC sind vor allem Kabelummantelungen, Folien bzw.
FulRbodenbelédge [4,7].

Die vor allem im Lebensmittelbereich eingesetzten Folien sind jedoch auf Grund lhres
Weichmachergehaltes insbesondere fur fetthaltige bzw. 6lige Lebensmittel ungeeignet.

3. Weichmacher

Weichmacher sind flissige oder feste organische Stoffe mit geringem Dampfdruck, die z.B.
Kunststoffen zugesetzt werden, um deren Flexibilitat, Verarbeitbarkeit und Dehnbarkeit zu
verbessern und um erhéhtes Formanderungsvermdgen, erhohte elastische Eigenschaften und
geringere Harte zu erreichen [7].

Man unterscheidet generell zwischen zwei Arten von Weichmachung, namlich zwischen
auRerer und innerer :

Bei der duReren Weichmachung werden die Weichmacher physikalisch iber Van der Waals-
Krafte an die Kunststoffmolekdle gebunden.

Dabei treten die polaren Gruppen des Weichmachers mit den polaren Gruppen des
Kunststoffes in Wechselwirkung. Die kleinen beweglichen Weichmacherdipole schieben sich
zwischen die langkettigen Kunststoffmolekile und binden sich an deren Dipole. Durch diesen
Vorgang wird die Molekilstruktur aufgelockert und beweglicher und in gleichen MaRe
nehmen Weichheit und Dehnbarkeit des Kunststoffes zu. Bereits geringe Mengen reichen hier
aus, um eine weitgefachertes Spektrum verschiedener Werkstoffeigenschaften zu erzielen [7].
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Die innere Weichmachung resultiert aus Copolymerisation der Monomeren des Kunststoffes
mit Comonomeren mit raumfullenden Seitengruppen (z.B.: Acrylsauremethylester), deren
Homopolymeren eine wesentlich niedrigere Glastemperatur besitzen.

Bei dieser Copolymerisation werden die Abstande der einzelnen Makromolekiile vergroRert,
die Zahl der Nebenvalenzbindungen sinkt und als Folge dessen wird die Kettenbeweglichkeit
erhoht [7].

Beide Arten haben je nach Anforderungsprofil Vor- und Nachteile:

So kann bei der inneren Weichmachung die feste chemische Verknlpfung mit den
Polymersegmenten durch Extraktionsmittel nicht gelost werden, wahrend bei der &uReren
Weichmachung die nicht an die Kunststoffmatrix gebundenen Molekiile unter entsprechenden
Bedingungen sehr wohl auswandern kénnen.

Nachteilig bei der innerer Weichmachung ist die auf Grund der begrenzten Flexibilitat der
Copolymerisate ausgepragte Temperaturabhéngigkeit der mechanischen Eigenschaften des
Werkstoffes.

Grundsatzlich werden drei Arten von Weichmachern unterschieden, namlich die
Primarweichmacher, die Sekundarweichmacher und die Extender [7].

e Primédrweichmacher kénnen im Unterschied zu den beiden folgenden Gruppen alleine
verwendet werden und schwitzen aus dem weichgemachten Kunststoff nicht aus.
Typische Vertreter sind Phthalate, Citrate, Trimellitate, Phosphate und Benzoate.

e Sekunddrweichmacher besitzen nur eine begrenzte Vertraglichkeit mit den Polymeren
und werden meist in Kombination mit Prim&rweichmachern eingesetzt werden. Zu
dieser Gruppe zéhlen u.a. Adipate, Sebacate, Azelate und Alkyfettséureester.

e Extender haben nur ergédnzende Funktionen. Zu ihnen zdhlen aromatische
Kohlenwasserstoffe und Chlorparaffine.

Generell sollten Weichmacher folgende Eigenschaften aufweisen [7,8]:

e gutes Weichmachungsvermdgen

e kein Ausschwitzen oder GibermaRiiges Auswandern aus dem Kunststoff
e geringe Fluchtigkeit und Viskositat

e ausreichende Stabilitat bei angewendeten Temperaturen

e Geruchs-, Geschmacks- und Farblosigkeit

e physiologische Unbedenklichkeit

e gute Warme-, Kalte- und Lichtbestandigkeit

Die Weichmachermigration ist ein diffusionsbedingter VVorgang und deren Geschwindigkeit
und Ausmald sind abhangig von der Struktur und der Menge der Weichmacher, dem K-Wert
des PVC, der Lagertemperatur, der Dicke des Materials und der Affinitdt zu den
Kontaktstoffen [9].
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Folgende Tabelle gibt Aufschluf? Gber die wichtigsten Weichmachergruppen [7].

Tab. 1 : Wichtige Weichmachergruppen und deren bekannteste Vertreter.

Weichmacher

Vertreter

Phthalsaureester

Di(2-ethylhexyl)phthalat (DEHP)
Diisononylphthalat (DINP)
Dibutylphthalat (DBP)

Adipinsaureester

Di(2-ethylhexyl)adipat (DEHA)
Dibutyladipat (DBA)
Diisodecyladipat (DIDA)

Zitronensaureester

Acetyltributylcitrat (ATBC)
Tributylcitrat (TBC)
Acetyltriethylcitrat (ATEC)

Sebacinsaureester

Di(2-ethylhexyl)sebacat (DEHS)
Dibutylsebacat (DBS)

Azelainsaureester

Di(2-ethylhexyl)azelat
Diisooctylazelat

Trimellithsdureester

Tris(2-ethylhexyl)trimellitat (TOTM)
Trialkyltrimellitate div.

Triphenylphosphat

Phosphorsaureester Diphenylkresylphosphat (DPCF)
Tris(2-ethylhexyl)phosphat (TOF)
Benzoesaureester Butylbenzoat

Diethylenglycolbenzoat

Sulfonsaureester

Alkylsulfonsdureester div.

Terephthalsdureester

Di(2-ethylhexyl)terephthalat

Fettsaureester

Butyloleat
Butylstearat

Epoxidweichmacher

Epoxystearinséure
Epoxidiertes Sojabohnendl (EPSO)

Polymerweichmacher

Polyester aus Adipin-, Sebacin-, Azelain- und
Phthalsaure mit Diolen wie z.B.:1,3-Butandiol
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In folgenden werden die drei im Zuge dieser Arbeit untersuchten Weichmacher im Detail
beschrieben:

3.1. Di(2-ethylhexyladipat (DEHA)

Tab. 2 : Physikalisches Datenblatt von DEHA [10,11]

CAS-Nummer [103-23-1]
Summenformel C22H4204
Molekulargewicht 370,58
Schmelzpunkt -76°C
Siedepunkt 417°C
Dichte 0,922
Wasserloslichkeit | <100mg/l (20°C)

Abb. 1 : Strukturformel von DEHA

DEHA ist eine leicht gelblich geféarbte, 6lige Flissigkeit mit hohem Siedepunkt. Sie ist in
Wasser nahezu unléslich, in Essigsdure, Aceton, Ethanol, Diethylether und anderen
organischen Losungsmitteln sehr gut 16slich. AulRerdem zeichnet DEHA sich durch eine hohe
Lichtstabilitat aus [10,11].

Die Herstellung erfolgt durch die durch Schwefelséure katalysierte Reaktion von Adipinsaure
mit einem Uberschuf von 2-Ethylhexanol [11].

Die Hauptanwendungsgebiete von DEHA liegen als Weichmacher fir PVC oder
Nitrocellulose vor allem im Bereich von Verpackungsmaterialien und dberall dort, wo die
kalteelastische Wirksamkeit von Phthalaten verbessert werden soll, es wird aber auch als
Losungsmittel in Kosmetika wie Badedlen oder Nagellackentfernern oder als Schmiermittel
eingesetzt [11].

DEHA kommt origindr in der Natur nicht vor, dennoch wurden in Trinkwasserproben auch
schon geringere Mengen nachgewiesen [11].
Die durchschnittliche Aufnahmemenge beim Menschen Gber Umwelt und Nahrung wurde in
den vergangenen Jahren laufend nach unten korrigiert und betragt nach neuesten Schatzungen
ungeféhr 0,8-1,0 mg DEHA/Tag [12,13,26]
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Toxikologisches Profil von DEHA

Anhand von Versuchstieren wurde festgestellt, daR DEHA sehr schnell vom Magen-Darm-
Trakt absorbiert wird, wobei es naturgemall Unterschiede zwischen dem Metabolismus von
Ratten und Primaten gibt [10].

DEHA gelangt in viele Bereiche des Korpers (Leber, Niere, Nebenniere, Fettgewebe), wobei
die maximal auftretenden Konzentrationen nach ca. 6-12 Stunden erreicht werden.
AnschlieRend wird DEHA schnell wieder tber den Harn und tber die Atmung ausgeschieden
und reichert sich nicht im Kérper an [10,14,15].

Die zahlreichen durch Hydrolyse im Magen-Darm-Trakt entstandenen Metaboliten, wie z.B.:
Mono(2-ethylhexyl)adipat, 2-Ethylhexanol, Adipinsédure und die vor allem bei Menschen
auftretende 2-Ethylhexansdure haben eine Halbwertszeit von rund eineinhalb Stunden und
sind nach 36 Stunden nicht mehr nachweisbar [10,15].

DEHA hat eine geringe akute Toxizitdt mit LDsp-Werten von ca.10mg/ml und besitzt
geringes Reizungspotential fir Augen und Haut [10].

Bei Versuchstieren, denen DEHA oral verabreicht wurde, konnten folgende physiologische
Veranderungen festgestellt werden:

Peroxisomenproliferationen in der Leber (geringer als bei DEHP) [10,16,17,18]
Zunahme des Gewichts der Leber [16,17]

Abnahme des Korpergewichts [16]

Veranderungen der Phospholipidsynthese [19,20,21]

Zunahme an Enzymen, die an der Fettsdureoxidation in der Leber beteiligt sind [16]
Leberkrebs (bei Mdusen) [10,16]

Senkung des Cholesterinspielgels im Plasma [20,21]

Reduktion des Leber-Glykogengehaltes [19]

Hemmung der Cholesterinentstehung in der Leber [20]

Leichte Embryotoxizitat [10]

DEHA besitzt nach den vorliegenden Studien kein genotoxisches Potential [22,23,24,25].
Ein leicht karzinogener Effekt wurde bei Mé&usen festgestellt, denen extrem hohe Dosen
verabreicht wurden, jedoch wird diesem Effekt auf Grund der im Vergleich zum Menschen
unterschiedlichen Stoffwechselwege und der unverhéltnismédlig hohen eingesetzten
Konzentrationen keine Bedeutung beigemessen [10].

Fur DEHA wurde 1999 vom Scientific Committee on Toxicity, Ecotoxicity and the
Environment (CSTEE) ein TDI-Wert von 300 ug/kgKG/Tag, basierend auf dem NOAEL fiir
Embryotoxizitat, festgelegt [10], der im Oktober 2000 unter Berlcksichtigung von
Populationsstudien nochmals bestatigt wurde [26].
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3.2. Acetyltributylcitrat (ATBC)

Tab. 3 : Physikalisches Datenblatt von ATBC [10,27]

CAS-Nummer [77-90-7]
Summenformel CooH3408
Molekulargewicht 402,5
Schmelzpunkt -80°C
Siedepunkt 326°C
(160mm Hg)
Dichte 1,05
Wasserloslichkeit | ~20mg/l (20°C)

Abb. 2 : Strukturformel von ATBC

ATBC ist eine klare, farb- und geruchlose Flissigkeit mit hohem Siedepunkt. In Wasser ist
sie praktisch unléslich, in organischen Lésungsmitteln sehr gut I6slich [10].

ATBC findet vor allem als Weichmacher fur Kunststoffe (PVC) Einsatz, mit den
Hauptanwendungsgebieten in der Verpackungs- und Spielzeugindustrie.

Toxikologisches Profil von ATBC

ATBC wird nach oraler Verabreichung schnell absorbiert. Die Eliminierung verlauft Gber
zwei Phasen, wobei die erste Phase eine Halbwertszeit von 3,4 Stunden und die zweite eine
viel langere Halbwertszeit von 39 Stunden besitzt, und erfolgt Gber Urin (76%), Kot (32%)
und Atmung (2%) [10].
ATBC wird sehr stark metabolisiert (mind. 9 verschiedene Metaboliten, vor allem
Monobutylcitrat) [10].

ATBC ist nicht akut toxisch und reizt Augen und Haut wenig bzw. nicht. Allerdings kam es

bei Ratten, denen die Substanz oral verabreicht wurde zu einer Abnahme des Kérpergewichts,
zu einer Gewichtszunahme der Leber und zu einigen biochemischen Veranderungen [10,28].
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Untersuchungen zur Genotoxizitdt, Karzinogenitdt und reproduktiven Toxizitat sind zwar
vorhanden und deuten auf jeweils geringe bis gar keine Potentiale hin, doch wurden diese
Studien teilweise nach heute nicht mehr gultigen Kriterien durchgefuhrt und besitzen somit
nur geringe Aussagekraft. AufRerdem fehlen Untersuchungen zur Teratogenitat vollstandig
[10,29].

ATBC wurde daher vom Scientific Committee on Food auf die Liste derjenigen Substanzen

gesetzt, fir die aus Mangel an toxikologisch relevanten Daten kein TDI-Wert festgesetzt
werden konnte [10].

3.3. Di(2-ethylhexyl)phthalat (DEHP)

Tab. 4 : Physikalisches Datenblatt von DEHP

CAS-Nummer [117-81-7]
Summenformel C24H3504
Molekulargewicht 390,6
Schmelzpunkt -50°C
Siedepunkt 387°C
Dichte 0,9732
Wasserloslichkeit <1mg/l (20°C)

Abb. 3 : Strukturformel von DEHP

DEHP ist eine farblose, schwer fliichtige und fast geruchlose Flissigkeit. Sie ist in
organischen Ldsungsmitteln gut und in Wasser nahezu unléslich [34].

DEHP ist in der Natur nahezu ubiquitér vorhanden. Grunde dafir sind die hohen Produktions-
und Anwendungsmengen, die Vielzahl von Einsatzbereichen und deren Stabilitat und
Persistenz gegenuber physikalischen, chemischen und biologischen Abbaureaktionen [34].

DEHP wurde bereits um 1950 in den Bereich der medizinischen und biomedizinischen
Anwendung als Weichmacher fur PVC-Produkte eingefiihrt. Typische Fabrikate sind zum
Beispiel Blutbeutel, Infusionsbeutel und -schlduche oder Herzkatheter [30]. Insbesondere bei
der langeren Lagerung von Blut kommt der positive Effekt von DEHP auf die Lagerzeit durch
dessen EinfluBR auf die Zellwand der roten Blutkdrperchen zu tragen [31].
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Friher wurde DEHP auch als Weichmacher fur Kinderspielzeuge eingesetzt, jedoch wurde es
Mitte der 80er Jahre, als Zweifel an dessen toxikologischer Unbedenklichkeit aufkamen,
freiwillig wieder zurtickgezogen [32].

Heute herrscht ein EU-weites Verbot fur den Einsatz von DEHP in Spielzeugen fir Kinder
unter 3 Jahren. Mehr dazu findet sich im néchsten Kapitel.

Auch in Verpackungsmaterialien, die direkt mit dem Lebensmittel in Kontakt kommen, wie
z.B.: Frischhaltefolien, darf DEHP nicht mehr eingesetzt werden.

Toxikologisches Profil von DEHP:

Der Metabolismus von DEHP erfolgt durch Hydrolyse vor allem durch Pankreaslipasen und
anschlieBende Oxidation in der Leber nach folgendem Schema [33,34,35,36]:

Di(2-ethylhexyl)phthalat (DEHP)

T o
‘ s oM OH

u}
Mono(2-ethylhexyl)phthalat (MEHP) 2-Ethylhexanol (2-EXHO)

Diverse Metaboliten

OH

2-Ethylhexansdure (2-EXHA)

Abb. 4 : Metabolismus von DEHP im Menschen
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DEHP wird je nach Art der Aufnahme Uber den Verdauungstrakt, die Haut oder die Lunge
nach der Hydrolyse als MEHP bzw. 2-EXHO ins Blut absorbiert und diese Substanzen
werden vor allem in der Leber, der Niere, der Lunge und den Geschlechtsorganen gespeichert.
Nach dem Metabolismus, der sehr unterschiedlich verlaufen kann, werden die Metaboliten
nach kurzer Zeit tber Urin, F&ces und Galle ausgeschieden [33,34,35,36,37]. Damit betragt
die Halbwertszeit von DEHP und MEHP im Blut nur mehrere Stunden und es erfolgt keine
Akkumulation im Korper [34,35,38,39]. So ist die Hydrolyse von DEHP, die bekanntlich bei
oraler Aufnahme auf Grund der im Verdauungstrakt erhéhten Lipasen-Konzentration
wesentlich schneller verlauft als bei intravendser Applikation, der zeitlich relevante Prozel3
der Eliminationskinetik.

DEHP besitzt einen geringen Grad an akuter Toxizitat [34,40,41] und beim Menschen
konnten bislang noch keine eindeutigen Beweise fur schadigende Effekte gefunden werden
[34].

Allerdings 16st DEHP starke peroxisomale Proliferation in der Leber von Nagern aus (starker
als DEHA) [34,42,43,44,45]. Diese Proliferation steht neben weiteren schadigenden Effekten
auf z.B.: Membrane auch mit der Entstehung von Lebertumoren in Verbindung
[34,42,44,45,46].

Dieser Mechanismus der Krebsentstehung bei Nagern wurde fir den Menschen jedoch als
nicht relevant eingestuft [34,45,47].

Studien Uber eine direkte mutagene oder genotoxische Wirkung von DEHP waren bislang
sowohl bei in-vivo als auch bei in-vitro Ansétzen in Bakterien und S&ugetierzellen negativ
[34,45,48], eine Wirkung als Promotor bzw. Co-Karzinogen kann jedoch nicht
ausgeschlossen werden [34].

Weiters besitzt DEHP bei Ratten und Ma&usen teratogene und reproduktionstoxische
Eigenschaften, und ist fur z.B.: Atrophie der Hoden oder gestdrte Spermatogenese
verantwortlich [34,43,45,47,49,50,51,52].

Von den Metaboliten besitzt MEHP im Vergleich zu DEHP ein héhere akute Toxizitat vor
allem auf den Herzmuskel [34,39] und hat wie auch 2-EXHA teratogene und
entwicklungsschadigende Eigenschaften [45]. Ebenfalls von Bedeutung sind die toxischen
Effekte auf die Geschlechtsorgane [34,45,52].

Dall groRere Mengen DEHP, die vor allem flir Neugeborene oder bereits geschwachte
Patienten bedenklich sind, Gber medizinische Gerédte und Artikel in den Korper gelangen
kdnnen, ist bekannt [37,39,52].

Neueste, bislang jedoch noch nicht ausreichend untersuchte Vermutungen, weisen auf eine
weitere Art der potentiellen Gefahr hin:

Beim Einsatz von Herz-Lungen-Maschinen, deren PVC-Schlduche zumeist den Weichmacher
DEHP enthalten, werden hdaufig bislang unerklarliche postoperative Infekte und das
sogenannte Systemic Inflammatory Response Syndrome (SIRS) ohne erkennbare
Krankheitserreger beobachtet [53,54]. Ahnliche Kontakte zwischen Blut und Weich-PVC
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kommen auch bei Dialyse-Patienten vor und flihren zu vergleichbaren Reaktionen des
Immunsystems, die fir den Betroffenen in vielen Féllen den Tod bedeuten [55,56].

Es wird angenommen, dafl diese immunologischen Effekte durch den auswandernden
Weichmacher verursacht werden kodnnten. Um diese Hypothese zu bestétigen sind derzeit
zahlreiche Untersuchungen im Gange.

Basierend auf den aktuellsten toxikologischen Daten und der Annahme, daB testikulére
Effekte einen groRere Relevanz als peroxisomale Proliferation besitzen, wurde ein TDI-Wert
von 37 pg/kg Kg/Tag abgeleitet [47], der etwas tiefer liegt, als der von der European
Scientific Committee on Food zuvor festgesetzte Wert von 50 pg/kg KG/Tag [45].
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4. Allgemeine rechtliche Grundlagen

Da sich diese Arbeit groRtenteils mit der Untersuchung von Gebrauchsgegenstanden und
ahnlichen Materialien beschaftigt, sei hier ein kurzer Uberblick Uber die allgemeinen
rechtlichen Grundlagen in Europa und in Osterreich gegeben [57].

Gebrauchsgegensténde sind u.a. Gegenstande

die mit Lebensmitteln in Beriihrung kommen

die mit den Mundschleimhé&uten in Beriihrung kommen
zur Korperpflege

Spielwaren

Reinigungs- und Pflegemittel

Generell ist es verboten Gebrauchsgegenstande derart herzustellen oder in Verkehr zu
bringen, daf sie geeignet sind, die Gesundheit zu schadigen.

Zu beachten ist hier die Formulierung, denn es geniigt die blofRe Eignung zur Schadigung um
unter dieses Verbot zu fallen.

4.1. Europaische Union

Innerhalb der europdischen Union besteht neben Prinzipien wie dem freien Waren- und
Personenverkehr auch die Bestrebung der Angleichung und Harmonisierung der
innerstaatlichen Rechtsvorschriften.

Die Initiative fur die Durchfuhrung von MaRnahmen zur Rechtsangleichung geht von der
Kommission aus. Es werden gegebenenfalls Stellungnahmen und Vorschlage wvon
Lebensmittelausschiissen eingeholt (u.a. vom Scientific Committee on Food, SCF) und dem
Ministerrat zum BeschluR vorgelegt. Die ergangenen Richtlinien missen dann durch
Verordnungen in nationales Recht umgesetzt werden.

Die Richtlinien fir Gebrauchsgegenstande stellen grundlegende Forderungen an
Ausgangsmaterialien, Migration von Inhaltsstoffen, Kennzeichnung, Prufvorschriften, u.v.a.

In der Kunststoffrichtlinie [58], die fur Verpackungsmaterialien in direktem Kontakt mit
Lebensmitteln gilt, finden sich Positivlisten mit fur die Herstellung zugelassenen
Ausgangsstoffen, vom SCF aus toxikologischer Sicht in verschiedene Kategorien eingeteilt.

In der Spielzeugrichtlinie [59] werden umfassende Sicherheitsanforderungen fir
Spielzeugartikel geregelt.

Auch gibt es Vorschriften Uber den hochstzuldssigen Restgehalt von Substanzen im
Gebrauchsgegenstand.

Was die Migration betrifft, muR die von einem Gebrauchsgegenstand abgegebene Menge an
Inhaltsstoff so gering sein, dal’ sie die menschliche Gesundheit nicht gefahrdet bzw. weder
die sensorischen Eigenschaften noch die Zusammensetzung des Lebensmittels beeintréchtigt.

Die hochstzulédssige Globalmigration betragt 10 mg/dm? Gebrauchsgegenstand und ist als
MaR fiir die Inertheit eines Gegenstandes anzusehen.
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Werden toxikologische Uberlegungen zur maximalen Aufnahme eines Stoffes in ein
Lebensmittel zugezogen (vor allem bei Verpackungsstoffen), erhdlt man die spezifische
Migration, die eine hdchstzuléssige Grenze von 60 mg/kg Lebensmittel aufweist.

Ziel der Harmonisierung der Rechtsvorschriften ist neben einer Vereinfachung des
zwischenstaatlichen Warenverkehrs auch eine mdglichst praktische und schnelle Kontrolle
der Ware.

Daher sollte die Anzahl der zu Uberwachenden spezifischen Migrationsgrenzwerte, die
analytisch meist nur unter grolem Aufwand ermittelt werden kdnnen, so gering wie mdglich
gehalten werden und sich nur auf besonders gefahrliche Stoffe beziehen. Der Rest kdnnte
uber eine analytisch wesentlich einfachere und billigere Kontrolle der Globalmigration bzw.
des hdchstzulédssigen Restgehaltes eines Stoffes im Gebrauchsgegenstand abgedeckt werden.

Die Behandlung der Kontrolle von Gebrauchsgegenstdnden und der dafir notigen
Analysenverfahren findet vornehmlich im Europaischen Komitee fiir Normung (CEN) statt.
Hier werden in internationaler Zusammenarbeit Analysenmethoden fir Migrationstests
entwickelt und in europaweiten Ringversuchen auf ihre Tauglichkeit geprift.

4.2. Osterreich

Ostqreich ist seit 1995 vollwertiges Mitglied der Européischen Union, das heif3t es hat sich
zur Ubernahme des EG-Rechtsbestandes verpflichtet.

Da Einfuhrbeschrankungen zwischen den Mitgliedsstaaten untersagt sind (auf3er zum Schutz
der Gesundheit, der 6ffentlichen Sicherheit bzw. aus Verbraucherschutzgriinden), dirfen
Waren, die in einem Mitgliedsland zugelassen und verkehrsfédhig sind, in alle anderen
Mitgliedsléander exportiert werden.

Das hat zu Folge, daB Lander wie z.B.: Osterreich, die heimischen Produzenten zum Teil
strengere Regelungen auferlegen, trotzdem den Import von Waren, die diesen strengeren
Kriterien eigentlich nicht entsprechen wirden, zulassen missen.

Wie bereits erwihnt, muB Osterreich alle vom Ministerrat der EU erlassenen Richtlinien
innerhalb einer gewissen Zeit per Verordnung in heimisches Recht umsetzen.

Jeder Hersteller ist dazu verpflichtet, nur sichere Produkte auf den Markt zu bringen, um vor
allem die Sicherheit und Gesundheit von Kindern zu gewahrleisten. Wenn nach
Informationen eines Mitgliedstaates ein Produkt jedoch eine ernste und unmittelbare Gefahr
darstellt, kann die Kommission ein Inverkehrbringen dieses Produktes verhindern.

So wurde in Osterreich bereits im August 1998 eine Verordnung erlassen, die phthalathaltiges
Spielzeug fir Kinder unter 3 Jahren ab 1.1.1999 verbietet [60]. Osterreich war somit der erste
Staat, das diesen Schritt setzte. Es folgten weitere europdische L&nder bis auch vom
Wissenschaftlichen AusschuR der Kommission (CSTEE) die gesundheitsschadigende
Wirkung von Phthalatweichmachern als erwiesen angesehen wurde.
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So wurde im Dezember 1999 ein Verbot der Verwendung von bestimmten
Phthalatweichmachern in Babyartikeln und Spielzeugartikeln aus Weich-PVC fiir Kinder
unter 36 Monaten erlassen. Anzuwenden ist diese Regelung auf alle Artikel, die ganz oder
auch nur teilweise aus PVC hergestellt werden und die die Weichmacher DEHP, DINP,
DNOP, DIDP, BBP bzw. DBP mit einem Gewichtsanteil von tber 0,1 % enthalten und die
dazu bestimmt sind, von Kindern unter 3 Jahren in den Mund genommen zu werden [61].
Dieses zeitlich beschrédnkte EU-weite Verbot wurde bis dato bereits sieben mal verlangert
(zuletzt im August 2001 [62]) und ist seit Ende Dezember 1999 ins Osterreichische Recht
eingegliedert [63].
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5. Einsatzgebiete von PVC in der Medizin

Waéhrend Hart-PVC, wie bereits erwahnt, vor allem im Baugewerbe und Weich-PVC fir
Folien bzw. Kabelummantelungen eingesetzt wird, soll hier auf die Verwendung von PVC in
Krankenh&usern néher eingegangen werden [30,64].

Unter dem Begriff Medizinartikel sind medizinische Gebrauchsartikel, die weder Arzneimittel
noch Apparate sind, zusammengefal3t. Dazu z&hlen unter anderem Untersuchungshandschuhe,
Katheter, Infusionssysteme und Blutbeutel. Allesamt missen sie gewisse Kriterien und
Vorschriften beziiglich Sterilitat, Toxizitat und anderer Parameter erflllen.

Das ,Europdische Arzneibuch® (Pharmacopoea Europaea) legt Anforderungen an
Arzneimittel und medizinische Bedarfsmittel fest, wobei diese Bestimmungen in Osterreich
im Rahmen der Arzneibuchverordnung bereits in innerstaatliches Recht aufgenommen
wurden. Trotzdem fehlt noch eine klare gesetzliche Regelung fiir den Produktionsprozel3, der
zur Zeit nur freiwillig nach den Richtlinien des ,,Good Manufacturing Practice* (GMP), in
Anlehnung an den Grundsatzen der Weltgesundheitsorganisation WHO, kontrolliert werden
kann.

Grundsétzlich legt die EU-Richtlinie 98/79/EWG fest, daR Medizinprodukte derart beschaffen
sein mussen, dal das Risiko durch Produktmigration, Verunreinigungen und Rickstédnde flr
die beim Transport, Lagerung und Verwendung involvierten Personen so gering wie mdglich
gehalten wird [65].

Folgende Anforderungen werden vom medizinische Standpunkt aus an Medizinprodukte
gestellt:

e Medizinprodukte sollen chemisch mdglichst inert sein, das heif3t nach Moglichkeit
keine Monomere enthalten bzw. mit Medikamenten oder Kérperflissigkeiten nicht
wechselwirken.

e Mehrwegprodukte missen sterilisierbar sein, ohne dadurch ihre spezifische
Eigenschaften zu verlieren.
Sterilisationsmethoden sind unter anderem Bestrahlung mit y-Strahlung,
Autoklavieren oder Bedampfen mit Ethylenoxid, das sich jedoch an Kunststoff
anlagert und erst wieder desorbiert werden muf3. Auch bei anderen Methoden ist
eine eventuelle Beeintrachtigung der mechanischen bzw. physiologischen
Eigenschaften zu berticksichtigen.

e Je nach Art des zu lagernden bzw. transportierenden Stoffes sind unterschiedliche
Anforderungen an die Permeabilitdt des Kunststoffes zu stellen. So missen
manche Substanzen (Infusionslosungen) zum Beispiel vor Sauerstoff geschiitzt
werden, um eine Oxidation der Inhaltsstoffe zu verhindern.

e Im medizinischen Bereich eingesetzte Produkte missen biokompatibel sein, das
heift, sie dirfen das Gewebe in keiner Weise reizen, missen aus antiallergischen
Materialien erzeugt werden, dirfen keine Partikel in den Kreislauf abgeben und
dirfen keine entziindlichen Reaktionen ausldsen.
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e Die physikalischen Eigenschaften sollten ebenfalls ein sehr weites Spektrum
abdecken:
Flexibilitat
Bruch-, Knick- und Splittersicherheit
Transparenz

Der Markt von medizinischen Produkten in Europa wird durch vier Hersteller dominiert:
Fresenius, B.Braun, Baxter/Clintec und Pharmacia. Alle vier Hersteller haben auch PVC-freie
Produkte im Sortiment [66].

Die am haufigsten bei Medizinartikeln eingesetzten Kunststoffe zeigt folgende Ubersicht (hier
nur ein Uberblick tber die bekanntesten Materialien):

Polyvinylchlorid (PVC)

Polyurethan (PUR)

Silikon

Naturkautschuk

Polycarbonat (PC)

Polyethylen (HDPE, LDPE)
Polypropylen (PP)

Polystyrol (PS)

Polyethylenterephthalat (PET)

Polyamid (PA)
Acrylnitril-Butadien-Styrol-Copolymere (ABS)
Ethylen-Vinylacetat-Copolymere (EVA)

VVYVVVVVVVVVVY

Von allen oben genannten Materialien ist PVC das wohl umstrittenste und am heftigsten
diskutierte.

Auf der einen Seite stehen dessen Uberragende physikalische Eigenschaften und der im
Vergleich zu Alternativ-Kunststoffen um ca. 20-30% geringere Preis. Vor allem bei
Blutbeuteln fuhrt zur Zeit kein Weg an PVC vorbei. Grund dafur ist der durch den
Weichmacher DEHP ausgeloste stabilisierende Effekt auf die roten Blutkdrperchen und eine
daraus folgende langere Haltbarkeit der Blutkonserven [31].

Ein weiteres Argument fur den Einsatz von PVC ist der Mangel an abgesicherten
Untersuchungsergebnissen bei Alternativmaterialien. Bei PVC sind durch langjahrige
Erfahrung und Forschung erwiinschte und unerwiinschte Auswirkungen genau bekannt, bei
neuen Kunststoffen hingegen sind diese Risiken weniger kalkulierbar, da entsprechende
Studien noch gar nicht durchgefthrt wurden.

Gegen einen massiven Einsatz von PVC-Medizinartikeln sprechen andererseits sowohl
medizinische als auch logistische und wirtschaftliche Argumente.

Am héufigsten wird hier wohl die Migration des fur PVC gebrauchlichsten Weichmachers
DEHP angesprochen. Dieser Stoff kann auf Grund seiner Ubiquitdt in der Umwelt auf
verschiedenstem Wege in den menschlichen Koérper gelangen. Auf Grund seiner lipophilen
Eigenschaften konnen sich jedoch im Zuge von Infusionen und Operationen gréRere Mengen
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aus der Kunststoffmatrix 16sen, ins Blut Gbergehen und auf diese Weise inkorporiert werden.
Das Spektrum der mdglichen physiologischen Effekte und Beeintrachtigungen ist breit
gefachert und wurde im Kapitel 1.3.3. beschrieben.

Auch fuhrt die stdndige Migration von Weichmacher zur Versprodung des Materials und
somit zu Oberflachenveranderungen. Extreme Rauhheiten an der Oberflache koénnen die
Ursache von Thrombenbildung sein, was vor allem bei GefaRkathetern und anderen innerhalb
des Korpers eingesetzten Medizinartikeln zu beriicksichtigen ist.

Ein weiteres Problem ist die Adsorption bzw. Absorption therapeutischer Substanzen an die
PVC-Matrix. Betroffen davon sind zum Beispiel Insulin oder Heparin. Auf diesen Effekt muf}
vor allem bei der Dosierung von Wirkstoffen groRes Augenmerk gelegt werden.

Zu den erwéhnten logistischen Problemen z&hlt vor allem die Millbeseitigung. Da PVC-
Artikel zumeist fur den einmaligen Gebrauch bestimmt sind, kdnnen sich in einem
Krankenhaus rapide groRe Mengen an PVC-Abfall anhdufen. Das stellt viele Krankenh&duser
vor ein Problem bei der Milltrennung und der Entsorgung.

Fur nicht getrennt gesammelten, meist kontaminierten Spitalsabfall ist die Verbrennung die
haufigste Entsorgungsart. Das dadurch entstehende Chlorgas bzw. hochgiftige Substanzen
wie Dioxin, machen diese Methode sehr kostenintensiv und aufwendig.
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1. Aufgabenstellung

Im Zuge dieser Arbeit sollte das Migrationsverhalten von organischen Substanzen aus Weich-
PVC-Artikeln untersucht werden.

Zu analysieren waren verschiedene im Handel erworbene oder von Firmen zur Verfligung
gestellte PVC-Artikel bzw. medizinische Schlauchmaterialien. Bei den zu untersuchenden
Weichmachern handelte es sich vornehmlich um Di(2-ethylhexyl)phthalat (DEHP),
Di(2-ethylhexyladipat) (DEHA) und Acetyltributylcitrat (ATBC).

Das Analysenverfahren bestand grundsatzlich darin, einen kleinen PVC-Gegenstand, der sich
zusammen mit einem dem Speichel dhnlichen Extraktionsmittel in einem Kolben befand, auf
verschiedenen Geréten (Ultraschallbad, diverse Schiittelapparaturen) bei unterschiedlichen
Betriebsbedingungen zu bearbeiten.

Bei diesen Studien zum Migrationsverhalten war es das Ziel, das reale Lutsch- und
Kauverhalten von Kleinkindern mdglichst gut zu simulieren. Um einen moéglichst praxisnahen
Vergleich mit dem realen Verhalten zu ermdglichen, wurden teilweise auch in-vivo-Lutsch-
und Kauversuche durchgefuhrt um sie den Ergebnissen der Simulationen gegenuberzustellen.

Anschliefend sollte die Menge des ausgewanderten Weichmachers mittels eines
Gaschromatographen gekoppelt mit einem Massendetektor bestimmt werden.

Weiters sollte eine Validierung der Analysenmethode fir Migrationsuntersuchungen fir die
beiden Weichmacher Di(2-ethylhexyl)adipat (DEHA) und Acetyltributylcitrat (ATBC)
erstellt werden, mit dem Ziel einer europaweiten Normierung dieser Methodik.

Diese Validierung sollte sowohl mit als auch ohne dynamischer Extraktion mit einem
Referenz-PVC-Stuck durchgefiihrt werden.

Die Kriterien zur statistischen Auswertung der Ergebnisse waren vom Européischen Komitee
fir Normung (CEN) vorgegeben und umfaliten neben weiteren Parametern vor allem die
Wiederfindung, die Prazision, ausgedrickt durch die relative Standardabweichung, und die
Linearitat des Detektors.

Fur die Detektion war auch hier eine gaschromatographisch-massenspektrometrische Analyse
vorgesehen.

SchlielRlich sollte sich die Arbeit der Migration eines der bekanntesten Vertreter der
Phthalatweichmacher, nd&mlich DEHP, aus medizinischen Bedarfsartikeln widmen. In diesem
Zusammenhang wurden auch diverse Schlauchmaterialien auf deren Migrationsverhalten und
Zusammensetzung gepruft.
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Angesichts neuester toxikologischer Bedenken sollten die Gehalte von DEHP bzw. dessen
enzymatischen Umsetzungsproduktes MEHP in Blutproben von Patienten, die wéhrend einer
Operation an einer Herz-Lungen-Maschine angeschlossen waren, analysiert werden.

Aulerdem war eine analytische Evaluierung des Migrationsverhaltens von DEHP aus
besagten Herz-Lungen-Maschinen-Schlduchen bei Zirkulation einer isotonischen Salzldsung
vorgesehen.

AbschlieBend sollte eine Risikoabschdatzung Aufschlisse (lber eine potentielle
Gesundheitsgefahrdung durch die auswandernden Mengen an Weichmachern geben.
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B. Analyse von DEHP und MEHP in Blut

B-111. Versuchsmaterialien und Geréate

Folgende Materialien, Chemikalien und Geréte wurden bei den Versuchen eingesetzt:

1. Analysenmaterialien

Folgende Matrizes wurden auf einen eventuellen DEHP bzw. MEHP-Gehalt untersucht:

1.1. Blutplasma

Im Zuge dieser Studie wurde verschiedenen Personengruppen Blut abgenommen:

e Gesunden Probanden

e Patienten, die wahrend einer Operation an einer Herz-Lungen-Maschine
angeschlossen waren

e Probanden mit angeborenen Herzerkrankungen bzw. Herzfehlern (Vitien)

Das Blut wurde in Greiner-R6hrchen gesammelt und sofort nach Abnahme durch
Zentrifugation Plasma daraus gewonnen. Anschlieend wurden die Proben umgehend bei
—20°C tiefgefroren, um die enzymatische Metabolisierung von DEHP zu MEHP zu
unterbinden. Auf eine Proteinfallung wurde in diesem Stadium noch verzichtet, um zu
verhindern, dalR durch eventuelle Adsorption an Proteinmolekiile Verluste der zu
messenden Substanzen auftraten.

Um oben genannte Metabolisierung durch mehrmaliges Auftauen auszuschlie3en, wurden
die Blutproben bereits vor Ort in jeweils zwei parallele Rohrchen abgefillt. Eine Charge
wurde fiir die DEHP-Analytik verwendet, die andere fir die MEHP-Analytik.

Bei den Herz-Lungen-Maschine-Patienten wurde Blut sowohl vor der Operation
abgenommen (praoperativer Wert, im Folgenden als Wert bei 0 Minuten bezeichnet), als
auch in zeitlichen Abstanden von 30 Minuten wahrend des Eingriffs. Daraus sollte eine
eventuelle Veranderung der Analyt-Gehalte in Abhangigkeit zur Dauer der Operation und
somit zur Dauer der Exposition des Patienten nachgewiesen werden.

Bei den meisten Patienten konnte mehrmals Blut abgenommen werden (bis zu 5 mal,
zuletzt nach 120 Minuten), bei manchen jedoch nur einmal (nur 0-Wert).

1.2. Salzlésungen

Hierbei wurde eine bestimmte Menge (2 1) einer isotonischen Salzlésung (HBSS) in einer
Herz-Lungen-Maschine fir mehrere Stunden (bis 220 Minuten) zirkulieren gelassen und
nach einem Zeitschema mehrmals eine kleine Menge LoOsung abgelassen und einer
Analyse zugefiihrt.
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2. Glasgerate

Zentrifugenrohrchen (15 x 1,2cm), mit PE-Kappen verschlie3bar
Autosamplervials

3. Losungsmittel bzw. Laufmittel

Acetonitril HPLC-Grade (Fa. Promochem)

Wasser HPLC-Grade (Fa. Promochem)

NaH,PO,-Puffer: wélrige Losung von NaH,PO, (5mmol/l), mit Phosphorsaure auf pH=2,8
eingestellt

4. Standards bzw. Standardldsungen

Di(2-ethylhexyl)phthalat (DEHP) [117-81-7], Fluka purum >98%

Di-n-heptylphthalat (DnHP) [3648-21-3], Fluka purum 98%

Diethylphthalat (DEP) [84-66-2], Fluka purum 98%

Dibutylphthalat (DBP), Merck zur Synthese ~99%

Mono(2-ethylhexyl)phthalat (MEHP) [4376-20-9], TCI America (USA) via ChemACX.com

5. Salzlésung

HBSS (Hanks‘ Balanced Salt Solution) H 9269, Sigma Aldrich

Zusammensetzung: anorganische Salze (u.a. NaCl (8 g/L), KCI, KH,PO,4, Na;HPO,)
D-Glucose (1 g/L)

6. Zentrifuge

Labofuge 20000 Heraeus

7. Analysengeréate

HPLC: Perkin-Elmer Series 200
UV-Detektor
Autosampler
Pumpe, Interface

Séule: Waters, Supelco

Tréagermaterial: Spherisorb ODS-2 5um
Abmessungen: 150 x 4,6 mm
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B-1V. Arbeitsmethodik

1. Allgemein

In diesem Teilkapitel werden die verwendeten Methoden zur Vorbereitung, Aufarbeitung und
Validierung der durchgefuhrten Untersuchungen beschrieben.

Aus diversen Griinden, auf die in der abschlieBenden Diskussion n&her eingegangen wird,
wurde fir die Bestimmung von DEHP dieselbe Extraktionsmethode, jedoch mit einem
anderen internen Standard, wie flr die Bestimmung von MEHP herangezogen. Aufgrund
unterschiedlicher  Laufmittelgemische und daraus resultierender unterschiedlicher
Elutionszeiten, war jedoch eine parallele Messung der beiden Substanzen mittels HPLC nicht
durchfthrbar.

Deshalb wurde fir jede der beiden Substanzen eine eigene HPLC-Methode entwickelt und die
beiden Substanzen getrennt gemessen.

2. Quantitative Bestimmung von DEHP

2.1. DEHP-Gehalt in Plasmaproben

e Plasma wurde im Wasserbad rasch aufgetaut.

e 1ml Plasma wurde dann in einem Zentrifugenrfhrchen aus Glas vorgelegt (mit
geeichter Finnpipette).

e 100ul interner Standard (DnHP) wurden zugesetzt (mit geeichter Finnpipette) und
kurz geschuttelt.

e 2ml Acetonitril wurden zugegeben.

e 1Iml NaOH (2 mol/l) wurde zur Proteinfallung zugesetzt und das ROhrchen
verschlossen.

e AnschlieBend wurde die Probe 2 Minuten am Vortex kréftig durchgemischt, dann
wurde das Rohrchen im Edmund-Bihler-Schiittler 10 Minuten lang bei maximaler
Frequenz geschdttelt und abschlieBend wiederum am Vortex durchmischt.

e Zur Separation des gefallten Proteins wurde ca.10 Minuten lang bei ca.3000g
zentrifugiert.

e Die leichtere Acetonitrilphase wurde mit einer Glaspipette in ein Autosamplervial
ubergefiihrt.

e Die Messung erfolgte im HPLC.

2.2. DEHP-Gehalt in Salzl6sungen

Hierzu wurde die gleiche Methode wie fir die Bestimmung von DEHP in Plasmaproben
verwendet siehe 2.1.
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3. Quantitative Bestimmung von MEHP

3.1. MEHP-Gehalt in Plasmaproben

Hierzu wurde die gleiche Aufarbeitungsmethode wie fiir die Bestimmung von DEHP in
Plasmaproben verwendet (siehe 2.1).

Zum Unterschied zur DEHP-Analytik wurde hier als interner Standard Diethylphthalat
(DEP) eingesetzt.

3.2. MEHP-Gehalt in Salzlésungen

Da in den Salzlosungen die fir eine Metabolisierung von DEHP zu MEHP
verantwortlichen Enzyme fehlen, wurde auf eine Analyse verzichtet.

4. Eichkurven und Validierung

Als Basis fir die Erstellung der Eichgeraden diente das gepoolte Plasma mehrerer gesunder
Probanden.

Die Verwendung von gepooltem Plasma hatte folgenden Hintergrund:

Bei Blut handelt es sich um eine von Person zu Person unterschiedliche Matrix. Diese
individuellen Unterschiede kénnen EinfluR auf das Extraktionsvermdgen von DEHP bzw. die
Affinitat von DEHP zu im Plasma enthaltenen Proteinen haben.

Auch ist DEHP, wie in der Einleitung erwéhnt, fast tberall zu finden, sogar im Blut gesunder
Probanden.

Da nicht von jeder Plasmaprobe eine eigene Eichgerade erstellt werden konnte, wurde, um die
genannten Ungenauigkeiten moglichst gering zu halten und um einen realistischen Blindwert
zu finden, auf die Verwendung von gepooltem Plasma zuriickgegriffen.

Zu diesem Zweck wurden definierte Mengen der Analyten dem gepooltem Plasma in
verschiedenen Konzentrationen zugesetzt.

Die Aufarbeitung erfolgte geméal folgender Methode:

4.1. Eichgerade DEHP

e Plasma wurde im Wasserbad rasch aufgetaut.

e 1ml Plasma wurde dann in einem Zentrifugenrfhrchen aus Glas vorgelegt (mit
geeichter Finnpipette).

e 100ul interner Standard (DnHP) wurden zugesetzt (mit geeichter Finnpipette).

e 100ul DEHP-LOsung wurden zugesetzt (mit geeichter Finnpipette) und Kkurz
geschdittelt.

e 1,9 ml Acetonitril wurden zugegeben.

e weitere VVorgehensweise siehe 2.1.

Bei der Erstellung der Eichgeraden fur die Salzlésungen wurde dasselbe Schema
verwendet (statt Plasma wurde HBSS vorgelegt).
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4.2. Eichgerade MEHP

Hierzu wurde die gleiche Methode wie fiir die Bestimmung der DEHP-Eichgeraden
verwendet (siehe 4.1.)
Zum Unterschied wurde hier als interner Standard Diethylphthalat (DEP) eingesetzt.

5. Wiederfindungsversuche

Die durchgefiihrten Wiederfindungsversuche dienten dazu, die Qualitdt der eingesetzten
Methode Uberprifen zu kénnen.

Auch hier wurde aus oben genannten Grunden auf die Verwendung von gepooltem Plasma
zurlickgegriffen.

Um eine eventuelle Adsorption des Analyten an die Blutmatrix quantifizieren zu konnen,
wurden definierte  Mengen von Ldsungen verschiedener Konzentrationen erst nach
abgeschlossener Extraktion in die Acetonitril-Phase eingebracht und daraus in weiterer Folge
die absoluten Wiederfindungswerte berechnet.

5.1. Wiederfindung DEHP

e Plasma wurde im Wasserbad rasch aufgetaut.

e 1ml Plasma wurde dann in einem Zentrifugenrohrchen aus Glas vorgelegt (mit
geeichter Finnpipette).

e 100ul interner Standard (DnHP) wurden zugesetzt (mit geeichter Finnpipette) und
kurz geschuttelt.

e 1,9 ml Acetonitril wurden zugegeben.

e 1ml NaOH (2 mol/l) wurde zugesetzt und das R6hrchen verschlossen.

e AnschlieBend wurde die Probe 2 Minuten am Vortex kréftig durchgemischt, dann
wurde das Rohrchen im Edmund-Bihler-Schiittler 10 Minuten lang bei maximaler
Frequenz geschittelt und abschlieRend wiederum am Vortex durchmischt.

e Zur Separation des gefallten Proteins wurde ca.10 Minuten lang bei ca.3000g
zentrifugiert.

e 100ul DEHP-L6sung wurden vorsichtig in die leichtere Acetonitril-Phase eingebracht
und leicht durchmischt.

e Die Acetonitrilphase wurde mit einer Glaspipette in ein Autosamplervial Gbergefthrt.

e Die Messung erfolgte im HPLC.

Bei den W.iederfindungsversuchen fiir die Salzlésungen wurde dasselbe Schema
verwendet (statt Plasma wurde HBSS vorgelegt).

5.2. Wiederfindung MEHP

Hierzu wurde die gleiche Methode wie fur die Bestimmung der DEHP-Wiederfindung
verwendet (siehe 5.1.).
Zum Unterschied wurde hier als interner Standard Diethylphthalat (DEP) eingesetzt.
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6. Blindwerte

Um allféllige Verunreinigungen der Glasgerate bzw. der eingesetzten Chemikalien und damit
einhergehende Verschleppungen von Analyten berticksichtigen zu kénnen, wurden fiir jede
Versuchsreihe nach Maglichkeit Blindversuche durchgefunhrt.

Vor allem DEHP ist in der Umwelt nahezu ubiquitar vorhanden und wird auch besonders gut
an Oberflachen z.B.: von Glas adsorbiert.

Um Verunreinigungen und Verschleppungen zu vermeiden, wurden die verwendeten
Glasréhrchen auch vor jeder Mel3serie sorgfaltig mit Aceton und einer Mischung aus THF
und Methanol gespuilt.

7. Analyse und Auswertung

Die Messung erfolgte mit einem HPLC-Gerét von Perkin-Elmer.

Wie bereits erwdhnt, muften fur die beiden zu detektierenden Substanzen zwei
unterschiedliche MeRverfahren eingesetzt werden.

Hauptaugenmerk lag auf einer sauberen Trennung der Substanzen von der stérenden
unspezifischen Blutmatrix.

7.1. HPL C-Methodik DEHP

Laufmittel: Acetonitril:\Wasser = 9:1
Einspritzmenge: 60ul

Flowrate: 2,3ml/min

Detektor: A=225nm
Gerateeinstellungen: Range: 0,0080

Response: 0,05

YV VVYV

Die Retentionszeiten betrugen fir DnHP ca.5 Minuten
und fur DEHP ca.7 Minuten.

7.2. HPL C-Methodik MEHP

Laufmittel: Acetonitril: NaH,PO4-Puffer = 1:1, pH=2,8
Einspritzmenge: 90ul

Flowrate: 2,3ml/min

Detektor: A=225nm

Gerateeinstellungen: Range: 0,0080

Response: 0,05

YV V VY

Die Retentionszeiten betrugen fir DEP ca.4 Minuten
und fur MEHP ca.9 Minuten.
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B-V. MelRwerte und Ergebnisse

Die Ergebnisse sind in den nachfolgenden Tabellen zusammengestellt.

Aus diesen sind die fir die jeweiligen Versuche entscheidenden Parameter sowie die
Ergebnisse der Einzelmessungen, die statistisch relevanten Daten und die Menge des
enthaltenen Weichmachers in pg/ml Plasma bzw. Salzldsung zu entnehmen.

Eine detaillierte Betrachtung der Ergebnisse mit zusammenfassenden Darstellungen und
Diagrammen ist im Diskussionsteil zu finden.
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Analytik

Eichgeraden

DEHP in Plasmaproben
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Abb. 26 : Eichgerade von DEHP in Plasma (lineare Regression)

DEHP in Salzl6sung
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Abb. 27 : Eichgerade von DEHP in Salzldsung (lineare Regression)
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Analytik

Eichgeraden

MEHP in Plasmaproben
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Abb. 28 : Eichgerade von MEHP in Plasma (lineare Regression)

Tab. 44 : Charakteristische Daten der DEHP- bzw. MEHP-Analytik

Parameter DEHP DEHP MEHP
in Plasma in Salzl6sung in Plasma
R2 (lineare Reg.) 0,999 0,9997 0,995
Wiederfindung 90 % 92 % 78 %
Nachweisgrenze ~ 10 ng/ml ~ 10 ng/ml ~ 150 ng/ml
Prézision 5% 20 % 12 %
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DEHP und MEHP in Plasma

Patienten an der Herz-Lungen-Maschine

Tab. 45 : DEHP- bzw. MEHP-Gehalte in Plasma von Patienten, die an eine

Herz-Lungen-Maschine angeschlossen waren.

Patient 1:
Zeit [min] | DEHP [ug/ml] | MEHP [ug/ml]
0 0,390 nd
30 0,399 nd
60 0,471 nd
90 0,546 nd
120 0,600 nd
Patient 2:
Zeit [min] | DEHP [ug/ml] | MEHP [ug/ml]
0 0,110 nd
30 0,201 nd
60 0,412 nd
90 0,633 nd
Patient 3:
Zeit [min] | DEHP [ug/ml] | MEHP [ug/ml]
0 0,109 nd
30 0,246 nd
60 0,444 nd
90 0,804 nd
Patient 4:
Zeit[min] | DEHP [ug/ml] | MEHP [ug/mi]
0 0,447 0,333
30 0,495 0,366
60 0,589 0,340
90 0,759 0,378
Patient 5:
Zeit[min] | DEHP [pg/ml] | MEHP [pg/ml]
0 0,078 0,855
30 0,239 0,481
60 0,404 0,697
90 0,416 0,653
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MeRwerte und Ergebnisse

DEHP und MEHP in Plasma

Fortsetzung von Tab. 45 :
DEHP- bzw. MEHP-Gehalte in Plasma von Patienten, die an eine Herz-Lungen-

Maschine angeschlossen waren.

Patient 6:
Zeit[min] | DEHP [pg/ml] | MEHP [pg/ml]
0 0,314 0,901
30 0,379 1,506
60 0,562 0,998
90 0,608 1,074
Patient 7:
Zeit [min] | DEHP [ug/ml] | MEHP [ug/ml]
0 0,074 0,530
30 0,317 0,562
60 0,937 1,047
90 1,438 0,799
Patient 8:
Zeit [min] | DEHP [ug/ml] | MEHP [ug/ml]
0 0,083 0,575
30 0,207 0,707
60 0,422 1,982
90 2,061 0,376
Patient 9:
Zeit [min] | DEHP [ug/ml] | MEHP [ug/ml]
0 0,370 nd
30 0,434 nd
60 0,440 nd
90 0,478 nd
Patient 10:
Zeit[min] | DEHP [ug/ml] | MEHP [ug/mi]
0 0,267 4,606
30 0,574 1,241
60 0,654 1,546
90 0,886 1,158
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MeRwerte und Ergebnisse

DEHP und MEHP in Plasma

Fortsetzung von Tab. 45 :
DEHP- bzw. MEHP-Gehalte in Plasma von Patienten, die an eine Herz-Lungen-
Maschine angeschlossen waren.

Patient 11:
Zeit[min] | DEHP [pg/ml] | MEHP [pg/ml]
0 0,382 3,382
30 0,971 1,329
60 1,031 1,704
90 1,307 2,041
Patient 12:
Zeit [min] | DEHP [ug/ml] | MEHP [ug/ml]
0 0,269 nd
30 0,385 nd
60 0,576 nd
90 0,523 nd
Patient 13:
Zeit [min] | DEHP [ug/ml] | MEHP [ug/ml]
0 0,183 nd
30 0,421 0,281
60 0,539 0,287
90 0,627 0,334
Patient 14:
Zeit [min] | DEHP [ug/ml] | MEHP [ug/ml]
0 0,180 1,670
30 0,205 0,292
60 0,354 0,194
Patient 15:
Zeit[min] | DEHP [ug/ml] | MEHP [ug/ml]
0 0,221 0,542
30 0,287 1,552
60 0,440 0,646
Patient 16:
Zeit[min] | DEHP [ug/ml] | MEHP [ug/ml]
0 0,224 0,634
30 1,110 0,823
60 0,848 0,797
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MeRwerte und Ergebnisse

DEHP und MEHP in Plasma

Fortsetzung von Tab. 45 :
DEHP- bzw. MEHP-Gehalte in Plasma von Patienten, die an eine Herz-Lungen-

Maschine angeschlossen waren.

Patient 17:
Zeit[min] | DEHP [pg/ml] | MEHP [pg/ml]
0 0,346 0,259
30 0,380 0,249
60 0,438 0,312
Patient 18:
Zeit[min] | DEHP [pg/ml] | MEHP [pg/ml]
0 0,170 0,166
30 0,370 nd
60 0,627 nd
Patient 19:
Zeit[min] | DEHP [pg/ml] | MEHP [pg/ml]
0 0,253 1,033
30 0,514 0,607
Patient 20:
Zeit [min] | DEHP [ug/ml] | MEHP [ug/ml]
0 0,301 nd
30 0,561 nd
Patient 21:
Zeit [min] | DEHP [ug/ml] | MEHP [ug/ml]
0 0,290 0,295
30 0,610 0,308

Tab. 46 : Patienten, denen nur praoperativ Plasma abgenommen wurde

Patient 22-27:

Patient Zeit[min] | DEHP [pg/ml] | MEHP [pg/ml]
22 0 0,139 0,252
23 0 0,134 nd
24 0 0,272 nd
25 0 0,169 0,242
26 0 0,163 0,341
27 0 0,193 nd
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DEHP und MEHP in Plasma

Patienten an der Herz-Lungen-Maschine

x-Achse: Zeit [Minuten]
y-Achse: pg DEHP/mI Plasma (blau) bzw. pg MEHP/mI Plasma (rosa)
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Abb. 29 : Patient 1 Abb. 30 : Patient 2 Abb. 31 : Patient 3
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Abb. 32 : Patient 4 Abb. 33 : Patient 5 Abb. 34 : Patient 6
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Abb. 35 : Patient 7 Abb. 36 : Patient 8 Abb. 37 : Patient 9
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DEHP und MEHP in Plasma (Fortsetzunq)
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Abb. 46 : Patient 18
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DEHP und MEHP in Plasma

Tab.47 :DEHP-Gehalt in Plasma gesunder Probanden und Probanden mit Vitien

Gesunde Probanden

Probanden mit Vitien

Probanden |DEHP [ug/ml]| Probanden |DEHP [ug/ml]
1 0,053 1 nd
2 nd 2 0,021
3 0,01 3 nd
4 nd 4 0,108
5 0,016 5 nd
6 nd 6 0,040
7 nd 7 0,087
8 0,078 8 nd
9 0,005 9 0,033
10 0,043 10 nd
11 0,033 11 0,093
12 nd 12 0,182
13 nd 13 0,206
14 nd 14 0,067
15 0,014 15 0,191
16 nd 16 0,060
17 0,07 17 0,090
18 0,054
19 0,092
20 0,071
21 0,008
22 0,094
23 0,004
24 0,003
Mittelwert | 0,019 pg/ml Mittelwert 0,063 pg/mi
Median 0,005 pg/mi Median 0,057 pg/mi

MEHP konnte bei keinem der Probanden detektiert werden.
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DEHP und MEHP in Salzlésungen

Herz-Lungen-Maschinen-Schlauche

Tab. 48 : DEHP-Migration aus Herz-Lungen-Maschinen-Schldauchen

Schlauch A
Zeit [min] | DEHP [uag/ml]
0 0,001
5 0,004
30 0,055
60 0,094
90 0,121
120 0,130
180 0,112
Schlauch B
Zeit [min] | DEHP [ug/ml]
0 0,003
5 0,012
30 0,035
60 0,031
90 0,079
120 0,119
180 0,120
Schlauch C
Zeit [min] | DEHP [ug/ml]
0 0
10 0,006
30 0,013
60 0,030
90 0,061
120 0,131
220 0,170
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B-VI. Diskussion

1. Allgemein

Bei den Untersuchungen von Plasmaproben auf den Weichmacher DEHP bzw. dessen
Metabolisierungsprodukt MEHP, das durch enzymatische Umsetzung entsteht, stand zuerst
die Entwicklung einer geeigneten Analysenmethode im Vordergrund. Da Blut eine relativ
unspezifische, individuell unterschiedliche und eher stoérende Matrix darstellt, mulite eine
Analysenmethode gefunden werden, die neben den vorausgesetzten Eigenschaften, wie guter
Wiederfindung, Reproduzierbarkeit usw. vor allem folgenden Anforderungen entsprechen
sollte:

Aufarbeitung:
e Die Aufarbeitung sollte relativ einfach sein und nicht allzu viel Zeit in Anspruch nehmen,

da eine groRRe Anzahl von Proben in relativ kurzer Zeit gemessen werden sollte.

Analytik:
e Sie sollte spezifisch genug sein, um die Peaks der Analyten von den Storpeaks der

Plasmamatrix zu trennen.

e Die Empfindlichkeit sollte groR genug sein, um die recht geringen
Konzentrationsanderungen zwischen den verschiedenen Zeitpunkten der Blutabnahme
nachweisen zu kdnnen.

e Sie sollte eine geringe Nachweisgrenze besitzen, da nicht genau bekannt war, in welchen
Konzentrationen die Analyten im Blut zu finden sein wiirden, aber davon ausgegangen
werden konnte, dafl die GréRenordnungen sich im einstelligen ppm-Bereich (ug/g)
befinden wirden.

e Sie sollte ebenfalls relativ rasch sein (geringe Retentionszeiten), zum einen aus oben
genannten zeitlichen Grinden, zum anderen, da vor allem MEHP unter Lichteinwirkung
nicht unbeschrénkt stabil ist.

Nach Vergleich zahlreicher Mdoglichkeiten fiel die Entscheidung in der Frage nach der
Analytik auf High-Performance-Liquid-Chromatography (HPLC).

Fur die Aufarbeitung von Blut- und Plasmaproben und die Extraktion von DEHP bzw. MEHP
sind in der Literatur ebenfalls etliche Méglichkeiten bekannt [67,68,69,70,71,72,73,74,75].

Aus 6konomischen und logistischen Griinden wurde schluRendlich sowohl fiir DEHP als auch
fir MEHP dieselbe Methode gewahlt und zwar die Extraktion mit einer Mischung aus
Acetonitril und NaOH, wobei letzteres der vollstdndigen Proteinfallung dienen sollte. Eine
andere Methode mit einer Diethyl-Methanol-Mischung und Phosphorsdure als
Extraktionsmittel hatte zwar etwas bessere Wiederfindungswerte geliefert, wurde aber aus
besagten Griinden verworfen [67].

Fur die Aufarbeitung und die Analysen der Salzldsungen wurde ebenfalls dieselbe Methode
verwendet.
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Die Wahl der internen Standards fiel wie beschrieben auf DnHP bei der Untersuchung von
DEHP und auf DEP bei der Messung der MEHP-Konzentration. Diese im zweiten Fall nicht
ideale Losung, konnte nicht vermieden werden, da kein Monoester der Phthalsdure mit einer
brauchbaren Retentionszeit im Handel erhéltlich war oder synthetisiert werden konnte.

Beide Analyten, DEHP und MEHP gemeinsam, konnten nicht parallel in ein und demselben
Ansatz untersucht werden, da deren saubere chromatographische Trennung von den
Matrixpeaks unterschiedliche Laufmittel erforderlich machte.

Um die Methode auf ihre Qualitdt zu Uberprifen, wurden vorab einige grundlegende

Analysen durchgefiihrt. Fir diese Untersuchungen wurde mit gepooltes Blut gesunder
Probanden verwendet (Der Grund daftir wurde bereits eingehend in Kap B-V1.4. erortert).

2. Analytik

Die Peaks von DEHP und des internen Standards DnHP waren sauber sowohl voneinander,
als auch von den stérenden Peaks der Blutmatrix, die zu Beginn eluiert wurden, getrennt und
konnten problemlos integriert werden.

Folgendes Bild zeigt ein typisches Beispiel einer Messung von DEHP in Plasma:

53000

DnHP
51000 - '

49000 H
47000 +

45000 +

43000 +

41000 H

- L x

37000 T T T T T T T T
0,0 1,0 2,0 3,0 4,0 50 6,0 7,0 8,0

Rt-Zeit [min]

Abb. 50 : HPLC-Chromatogramm: DEHP in Plasma
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Bei der Messung der Eichgeraden fiir MEHP stellte sich die Situation ein wenig anders dar:
Zwar waren die Peaks von MEHP und dem internen Standard DEP meist gut untereinander
getrennt, doch traten immer wieder teils Uberlagernde Storpeaks auf, die eine exakte
Flachenbestimmung der Substanzpeaks erschwerte. Auch war der Peak von MEHP etwas
breiter als der von DEHP und hatte eine leichte Tendenz zum Leading, was vor allem bei
geringen Konzentrationen bei deren Auswertung erschwerend hinzukam.

44000

DEP
43000 +

42000 +

41000 -

40000 +
MEHP

39000 -

38000 -

37000 T T T T T T T T T T T
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Rt-Zeit [min]

Abb. 51 : HPLC-Chromatogramm: MEHP in Plasma

2.1. Eichgeraden

Die Eichgeraden fur DEHP, die durch Spiken mit entsprechenden Mengen an Analyten
bzw. internem Standard hergestellt wurden, lieferten bei linearer Regression die besten
Ergebnisse. Der Korrelationskoeffizient lag bei R? = 0,999. Es wurden zwei parallele
Messungen durchgefuhrt.

Die Eichgeraden von MEHP waren auf Grund oben erwahnter Schwierigkeiten qualitativ
nicht gleichwertig. Daher lag der Korrelationskoeffizient fur die lineare Ausgleichsgerade
nur bei R =0,995.

Diagramme zu den Eichgeraden finden sich bei den Ergebnissen [Tab. 44, Abb. 26,27,28].
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2.2. Prazision

Die Prazision der jeweiligen Messungen wurde durch aufeinanderfolgende Messungen ein
und derselben Probe erhalten. Auch dieser Wert ist aus oben genannten Griinden bei der
MEHP-Analytik deutlich geringer als bei den DEHP-Untersuchungen.

Der Grund der schlechteren Prazision bei den Messungen in Salzlésung ist der, dal3 hier
nur sehr geringe Mengen zu detektieren waren und ein dementsprechend groRerer Fehler
bei der Integration der Peaks einkalkuliert werden mufte [Tab.44].

2.3. Wiederfindung

Obwohl nicht unbedingt erforderlich, da durch die Verwendung von gepooltem Blut fiir
die Eichgeraden ohnehin schon die moglichen Verluste eingerechnet waren, wurden zur
qualitativen Uberpriifung der Methode trotzdem Versuche zur absoluten Wiederfindung
gemacht.

Es wurde nach beschriebenem Schema vorgegangen und die Resultate waren mit 90% fur
DEHP bzw. 78% fir MEHP den Erwartungen entsprechend akzeptabel [Tab. 44].

2.4. Nachweisqgrenze

Die Nachweisgrenze war relativ gering und lag bei etwa 10ng/ml Plasma (absolut:~0,6ng)
bei der Detektion von DEHP. Dieser Wert ist bei der Analyse von Blutproben wegen der
Ubiquitat von DEHP jedoch nicht besonders aussagekraftig und ist natlrlich auch von
Matrixeffekten abhéngig. Trotzdem konnten Werte in diesen Grélienordnungen bei guten
Voraussetzungen und wenig Interferenzen problemlos gemessen und quantifiziert werden.

Bei MEHP lag die Nachweisgrenze durch die breiteren Peaks erwartungsgemél héher und

es konnten nur mehr Konzentrationen von ca. 150 ng/ml Plasma (absolut: ~13ng)
detektiert werden [Tab. 44].

3. DEHP bzw. MEHP-Gehalte im Plasma

3.1. Patienten an der Herz-Lungen-Maschine

Alle 30 Minuten wurde Patienten, die im Zuge einer Operation an eine Herz-Lungen-
Maschine angeschlossen waren, Blut abgenommen und untersucht.

Die Resultate sind anschaulich aus den Tabellen 45 und 46 und den zugehorigen
Diagrammen [Abb. 29-49] im Ergebnisteil zu ersehen.

Bei der Plasma-DEHP-Konzentration lieR sich ein eindeutiger Anstieg mit
fortschreitender Zeit der Operation feststellen. Die Werte lagen in der Mehrheit der Félle
zwischen 0,1 und 1 pg/ml, was den Erwartungen entsprach und durch vergleichbare
Untersuchungen mit Dialyse-Apparaten bestatigt wird.

Zwei Beispiele sollen nun den Anstieg von DEHP mit der Zeit illustrieren [Abb.52-55]:
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Dieses Bild zeigt das gesamte Chromatogramm. Wéhrend der ersten Minuten wurden die
Storpeaks der Blutmatrix eluiert, dann folgten der interne Standard DnHP und
schluBendlich die Analytsubstanz DEHP. Die Abnahmezeiten sind in verschiedenen
Farben dargestellt.

49000 - DnHP ->
|
47000 -
I
45000 A | 90 min
| 60 min
43000 - — 30min
——O0min
41000
39000 -
37000 !==J ‘ ; ‘ ‘ ; ; ‘
0 1 2 3 4 5 6 7
Rt-Zeit [min]
Abb. 52 : DEHP in Plasma von HLM-Patient
Dieses Bild zeigt eine Ausschnittsvergrofierung der Substanzpeaks.
40000
DEHP
39500 -
39000
—— 90 min
60 min
38500
—— 30 min
38000 0 mn
37500 -
ety
37000 T T T T T T T
0 1 2 3 4 5 6 7

Rt-Zeit [min]

Abb. 53 : AusschnittsvergrofRerung von Abb.52
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Auch in diesem Beispiel ist der Anstieg Kklar ersichtlich. Die im Vergleich zu den
vorhergehenden Chromatogrammen unterschiedlichen Retentionszeiten, sind auf leicht
veranderte FluBraten zurtckzufiihren. Auch sind hier deutlich die Unterschiede in der
Blutmatrix zu erkennen (weit weniger stérende Peaks vor dem internen Standard).
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45000 - 30 min
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Abb. 54 : DEHP in Plasma von HLM-Patient

Hier wieder die zugehdrige AusschnittsvergroRerung im Bereich der Substanzpeaks.
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Abb. 55 : AusschnittsvergrofRerung von Abb. 54
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Bei den Plasma-MEHP-Konzentrationen konnte bei keinem der Patienten ein
aussagekréaftiger Gang festgestellt werden. Die Werte variierten stark (zwischen nicht
detektierbar und ~2 pg/ml Plasma) und lieRen keinerlei RegelmaRigkeiten erkennen [Tab.
45,46 bzw. Abb. 29-49].

Da die Analytik fir MEHP nicht fur derart grole Schwankungen verantwortlich ist und
auch bei der Probenvorbereitung alle Proben auf gleiche Weise behandelt wurden, sind
die sich hier ergebenden Variationen aller Wahrscheinlichkeit nach in der individuellen
Distribution und dem Metabolismus im Kdrper der Patienten zu suchen.

3.2. Gesunde Probanden

Im Blut gesunder freiwilliger Spender konnte in ca. 50 % der Falle kein DEHP
nachgewiesen werden und die Mengen bei den positiven Proben bewegten sich im
Bereich von unter 0,1 pg/ml Plasma [Tab. 47].

MEHP konnte in keiner Probe detektiert werden.

3.3. Probanden mit Vitien

Hier konnte zwar auch in ca. 20% der Falle kein DEHP gefunden werden, doch in den
ubrigen wurden Mengen bis zu 0,2 pg/ml Plasma nachgewiesen [Tab. 47].

Auch hier wurde in keiner Probe MEHP gemessen.
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3.4. Vergleich der Personengruppen

Ein zusammenfassender Vergleich zwischen den mittleren DEHP-Gehalten im Blut gesunder
Probanden, Probanden mit Vitien und den mittleren DEHP-Konzentrationen, die bei den
Herz-Lungen-Maschine(HLM)-Patienten bei 0 Minuten (préoperativ) bzw. nach Abschlul? der
Operation (postoperativ), unabhangig davon, wie lange sie an der Herz-Lungen-Maschine
angeschlossen waren, gemessen wurden, lie3 groe Unterschiede zwischen den vier Gruppen
erkennen.

Tab. 49 : Verqgleich der DEHP-Gehalte in Plasmaproben

[ng/ml] Gesunde Probanden mit | HLM-Patienten | HLM-Patienten
Probanden Vitien (praoperativ) (postoperativ)
Mittelwerte 0,019 0,063 0,227 0,740
Mediane 0,005 0,057 0,221 0,610

Um ein ,robusteres* Mal fir die mittleren Werte zu erhalten, wurden die Mediane zur
Auswertung verwendet und im nachfolgenden Diagramm auch die daraus berechneten oberen
und unteren Quartile dargestellt.

0,9
0,610

0,8 -
g 0,7 “' B Gesunde Probanden
@ 0,6 - o
a J_ O Probanden mit Vitien
E 0,5 +
o EHLM-Patienten

0,4 .. .
E 0291 (praoperativ)
o 0,3 3 OHLM-Patienten
=) ostoperativ
2 o0 (p P )

0,1 — 0,057 -

0 T 1]

Abb. 56 : Vergleich der mittleren DEHP-Gehalte im Plasma verschiedener Personengruppen

Deutlich zu erkennen war der signifikante Unterschied der Plasma-DEHP-Konzentrationen
zwischen préoperativen und postoperativen Herz-Lungen-Maschine-Patienten.

So waren die DEHP-Konzentrationen, die bei den Patienten nach der Operation gemessen
wurden durchschnittlich um das 3-fache gegeniiber den praoperativen Vergleichen erhéht.
Eine noch dramatischere Steigerung um mehr als das 100-fache war im Vergleich zu vollig
gesunden Probanden zu erkennen.
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Weiters war auch festzustellen, da3 bereits die Werte von Patienten kurz vor einer Operation
stark erhdht gegeniiber den Werten von gesunden Personen waren.

Das heil3t, dal® die meisten Patienten schon im Vorfeld eines Eingriffs mit DEHP in Kontakt
kommen, etwa Uber die Nahrung oder via Infusionen.

Betrachtet man die Plasma-DEHP-Konzentrationen von Patienten mit Herzfehlern (Vitien) so
nahmen diese eine Mittelstellung zwischen gesunden Personen und préoperativen Patienten
ein, mit einer 10-fachen Steigerung gegeniber den gesunden Personen.

Einen moglichen Zusammenhang hierbei zu erforschen sollte die Aufgabe von weiteren
Untersuchungen sein .

4. Untersuchung der Salzlésungen

Von 4 Herz-Lungen-Maschinen-Schlauchsystemen war der DEHP-Gehalt, nach teilweise fast
vierstundiger Zirkulation einer isotonischen Salzlésung, gemessen worden. Auch hier war in
bestimmten Zeitabstdnden L6sung abgenommen und analysiert worden.

Die Ergebnisse zeigten auch hier, wie zu erwarten war, eine zeitliche Steigerung der DEHP-
Konzentration [Tab. 48].

Die MelRwerte bewegten sich in diesen Fall nahe der Bestimmungsgrenze. Daher sind vor
allem im niedrigen Konzentrationsbereich die Ungenauigkeiten zu erklaren.

Bei der Analyse des 4. Schlauches konnte in keiner Probe DEHP nachgewiesen werden. Ein
maoglicher Grund dafir kénnte ein anderes Schlauchmaterial sein.

Das folgende Diagramm illustriert die Zusammenhéange:
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Abb. 57 : Abhanqgigkeit des DEHP-Gehaltes von der Zeit bei Salzlsungen
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5. Risikoabschatzung

Auch hier soll wiederum eine Risikoabschatzung Richtwerte tber die in den menschlichen
Korper wahrend einer Operation abgegebene Menge an DEHP liefern und somit Aufschluf3
uber damit verbundene potentielle Gefahren geben.

Der TDI-Werte des besagten Weichmachers liegt bei:
TDI-Wert pegp = 37 pg/kg KG/Tag
In diesem Fall wird folgendes Szenario vorgeschlagen:
Ein Erwachsener (60kg Korpergewicht, 5 L Blut (50% Plasma) und ein Kind (8kg

Korpergewicht, 0,7 L Blut) werden im Zuge einer Operation fir 1 Stunde an eine Herz-
Lungen-Maschine, deren blutfiihrende Schlduche aus Weich-PVC bestehen, angeschlossen.

Fur diese Uberlegung wurden die durch die Analysen der Plasmaproben erhaltenen
Migrationswerte herangezogen und zwar wurde die durchschnittliche bzw. maximale
Erhohung der DEHP-Konzentration in Plasma pro Stunde aus den Differenzen zum
praoperativen Wert errechnet. Diese Mengen werden abschlieBend mit dem TDI-Wert
verglichen.

Da nur Plasmaproben von erwachsenen Versuchspersonen untersucht wurden, kann eine
genaue Konzentrationsangabe fur ein Kind nicht angegeben werden. Es wird jedoch davon
ausgegangen, dafl} die Gesamtmenge des in den Kdrper aufgenommenen Weichmachers gleich
gro3 wie beim Erwachsenen ist, da eine Sattigung bei diesen Konzentrationen noch nicht
eintritt.

Folgende Tabelle stellt die Situation fur die Exposition von DEHP fir diesen Fall dar:

Tab. 50 : Risikoabschatzung fiir die Herz-Lungen-Maschine (DEHP)

Erhéhung pro Stunde | Aufnahmemenge nach
Patient [ug DEHP/mI einstindiger Operation % des TDI-Wertes
Plasma/Stunde] [ug DEHP/kg KG/Tag]
%) Extrem (%) Extrem %) Extrem
Erwachsener| 0,290 0,990 12 41 32 % 111 %
Kind X X 91 309 246 % 835 %

Diese Zahlen machen deutlich, dal im Zuge einer Operation, bei der der Patient an eine Herz-
Lungen-Maschine angeschlossen werden muf3, innerhalb von einer Stunde DEHP in Mengen,
die im Bereich des TDI-Wertes beziehungsweise weit daruber liegen, in den Korper gelangen
konnen.

Das Problem wird hier im Gegensatz zu den Lutsch- und Kauversuchen noch dadurch

verscharft, dal es in diesem Fall einen ohnehin bereits schon geschwéchten Patienten betrifft,
der sich dartber hinaus noch in der Situation einer Operation am offenen Herzen befindet.
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Weiters ist gerade bei solchen Patienten die Aufnahme von DEHP aus anderen Quellen, wie
Infusionen u.4., im Vorfeld des Eingriffs zu berlcksichtigen. So betragt die durchschnittliche
Aufnahme von DEHP aus der Umwelt ca. 0,27 mg/Tag und kann bei Aufnahme von
kontaminierter Nahrung bis auf 0,5-2 mg/Tag steigen [34,76].

Daraus 1aRt sich schlieRen, dal derart hohe Werte den Betroffenen teilweise Uber Tage oder
Wochen belasten konnen und diese Situation stellt sich gerade bei Kindern oder
geschwachten Personen als sehr bedenklich dar [52].

In Anbetracht dieser Ergebnisse sollte eventuell in verstarktem MaRe Uber mdgliche

Alternativen bei der Wahl der Kunststoffe fir Medizinartikel bzw. der eingesetzten
Weichmacher nachgedacht werden. N&heres dazu findet sich im Kapitel 1.5.
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VI1I. Zusammenfassung

Die in Zusammenarbeit mit dem Verbraucherrat des Osterreichischen Normungsinstitutes
(ONORM) durchgefiihrten Untersuchungen der beiden Weichmacher Di(2-ethylhexyl)adipat
(DEHA) und Acetyltributylcitrat (ATBC) brachten die Erkenntnis, dal} sich diese hinsichtlich
ihres Migrationsverhaltens nur unwesentlich voneinander bzw. wvon anderen in
vorangegangenen Studien untersuchten Weichmachern wie zum Beispiel Di(2-
ethylhexyl)phthalat (DEHP) oder Diisononylphthalat (DINP) unterscheiden.

Es zeigte sich beispielsweise, dalR die Mengen der aus den diversen analysierten PVC-
Materialien ausgewanderten Weichmacher alle in der selben GréRenordnung lagen und auch
die charakteristische Verédnderung der Migration bei Variation der Versuchsparameter war im
Bereich der Erwartungen.

Dank der Ergebnisse der in-vivo Lutsch- und Kauversuche, die mit den aus den Simulationen
erhaltenen Migrationswerten hervorragend korrelierten, war eine Grundvoraussetzung fur die
Realitatsnédhe und die Aussagekraft der ermittelten Daten gegeben.

Beim Versuch eine validierte Standard-Analysenmethode fur die Freisetzung von DEHA
bzw. ATBC aus Weich-PVC-Artikeln zu entwickeln, konnten bei den Versuchen, die direkt
im Scheidetrichter ohne vorangehenden Extraktionsvorgang durchgefiihrt wurden, die vom
Européischen Normungsinstitut (CEN) aufgestellten Kriterien fur die statistische Absicherung
der Daten durchwegs erfullt werden.

Bei den zusétzlich durchgefiihrten Validierungen im Schiittelwasserbad gemeinsam mit einem
den gegenlaufigen Standard enthaltenden PVC-Stiick, konnten die Anforderungen vor allem
in puncto Genauigkeit und bei ATBC auch in Hinblick auf die Wiederfindung teilweise nicht
eingehalten werden.

Diese Ergebnisse dienten als Grundlage fir einen derzeit laufenden europaweiten
Ringversuch mit dem Ziel eine validierte Methode zur Analyse der Migration flr alle
wichtigen Weichmachergruppen zu erstellen.

Ein weiterer Schwerpunkt dieser Arbeit waren die in Zusammenarbeit mit dem Allgemeinen
Krankenhaus Wien durchgefiihrte Analyse von Plasmaproben von Patienten, die wahrend
einer Operation an einer Herz-Lungen-Maschine angeschlossen waren. Das Plasma wurde auf
den Gehalt von DEHP bzw. dessen enzymatischen Metaboliten MEHP untersucht und die
Werte mit gesunden Probanden und Patienten mit angeborenen Herzfehlern verglichen.

Bei den Messungen zeigte sich ein eindeutiger Anstieg des Plasma-DEHP-Gehaltes mit
fortschreitender Dauer der Operation, resultierend in einer signifikanten Erhohung der
postoperativen DEHP-Konzentration im Vergleich zu gesunden Probanden und Patienten
kurz vor einer Operation.

Diese Werte wurden durch eine Migrationsuntersuchung der Schlauchsysteme mit
isotonischer Salzlésung noch bestétigt, da auch hier ein Anstieg mit der Zeit festzustellen war.
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Kapitel VII Zusammenfassung

Weiters war zu erkennen, dal3 die Absolutkonzentration von DEHP im Plasma von Patienten
vor dem Anschluf an eine Herz-Lungen-Maschine (praoperativer Wert) fast vier mal groRer
als bei Patienten mit Herzfehlern und Uber vierzig mal grofer als bei gesunden Probanden
war.

Diese Ergebnisse sind insbesondere unter Beruicksichtigung der Risikoabschatzung relevant,
die zeigt, dal} auf diese Weise in kurzer Zeit grof’e Mengen DEHP in den Korper gelangen
kénnen und so vor allem bei Kleinkindern der TDI-Wert bei weitem Uberstiegen werden
kann.

Die Analysen des enzymatischen Metaboliten MEHP brachten weniger aufschlu3reiche
Ergebnisse. Zwar konnte MEHP in den meisten Plasmaproben nachgewiesen werden, doch
lieRen sich hier keinerlei systematische Zusammenhange erkennen.

In Hinblick auf die Wichtigkeit dieser Untersuchungen wird an dieser Thematik in Zukunft
sicher noch weiter geforscht werden missen.

Die zukunftige Entwicklung auf dem Gebiet der Weichmacher wird stark von den
6kologischen und toxikologischen Anforderungen an die Kunststoffe beeinfluBt werden.
Schwerfliichtige und wenig migrierende Substanzen werden voraussichtlich in den
Vordergrund ricken. Auch Polyesterweichmacher werden sowohl im
Lebensmittelverpackungs- als auch im medizinischen Bereich und im Bereich der
Gebrauchsgegenstéande an Bedeutung gewinnen.

Neben der Suche nach Alternativen im Weichmachersektor (vor allem auf Kosten der
Phthalate) wird auch die Suche nach Alternativen auf dem Kunststoffmarkt fortschreiten und
insbesondere PVVC wird seine bisherige Position wahrscheinlich nicht behaupten kénnen.

Allerdings darf beim Streben nach Innovationen nicht vergessen werden, daf8 neue Produkte
auch neue Gefahren in sich bergen und teilweise noch véllig unzulénglich untersucht sind.
Demzufolge sollte nicht vorschnell und unbegrindet auf Substanzen zugegriffen werden, die
zwar neu sind, von denen jedoch noch keine fir eine umfassende toxikologische Beurteilung
ausreichenden Gutachten erstellt worden sind, die einen unbedenklichen Einsatz rechtfertigen
wiirden.
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