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1 Einleitung

Seit dem Jahr 2013 waren grof3flachige Grundwasser- und Bodenkontaminationen mit per-
und polyfluorierten Chemikalien (PFAS') in Mittelbaden und im Raum Mannheim bekannt
geworden. Nach derzeitigem Kenntnisstand spielt die Ausbringung von mit Papierschlam-
men vermischtem Kompost eine wichtige Rolle, da aus den darin enthaltenen Papierche-

mikalien persistente und mobile PFAS entstanden sind.

NSORSR SRS Beispiel flr Fl on
FW() Vorlauferverbindung: F
. \p//" Polyfluorierter Flo©
F FE FFE FH H o Phosphatdiester (diPAP) _ .
O/ aus Papierimpragnierung n =3 PFBA, Perfluorbutansagre
F b n = 4 PFPeA, Perfluorpentansaure
¥ /’ n =5 PFHxA, Perfluorhexanséure
Ausbringung von kontaminiertem/’ *
Kompost/Papierschlamm- L, '
Gemisch < i

Bildung von PFAS-Zwischen-
und -Endprodukten

In technischen Produkten eingesetzte polyfluorierte Vorlauferverbindungen (Prakursoren;
hier am Beispiel eines polyfluorierten Phosphatdiesters (diPAP) gezeigt) kénnen zu einfa-
chen perfluorierten Verbindungen transformieren, die mit Standardverfahren der Einzelstoff-

Abbildung 1:

analytik detektiert werden kénnen.

' PFAS (von engl.: perfluoroalkyl and polyfluoroalkyl substances) ist das inzwischen international
gebrauchliche Akronym. In Deutschland wird haufig noch der veraltete Begriff PFC verwendet. In diesem
Bericht wird aus Grinden der Klarheit durchgangig der Begriff PFAS im Sinne der von Buck et al.

vorgeschlagenen Nomenklatur verwendet.
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Durch diese Kontaminationen sind Wasserversorgungsunternehmen, die das dortige
Grundwasser zur Trinkwassergewinnung nutzen, beeintrachtigt. Zudem wurden im
Zusammenhang mit den PFAS-Verunreinigungen in Mittel- und Nordbaden Spuren von
PFAS im Rahmen von Vor-Ernte-Monitorings auch in landwirtschaftlichen Produkten, die
auf den belasteten Flachen erzeugt wurden, wie z. B. Weizen, Spargel, Topinambur und
Erdbeeren, nachgewiesen, was in einzelnen Fallen zur vorsorglichen Vernichtung der
Ernte fuhrte.

Mittels Einzelstoffanalytik, z. B. gemal® den DIN-Normen DIN 38407-42:2011-03 und
DIN 38414-14:2011-08 oder gleichwertigen Analyseverfahren, sind in wassrigen Proben
und Feststoffen, z. B. in Boden- und Klarschlammproben nur eine begrenzte Auswahl per-
und polyfluorierter Verbindungen (C4—C+o-Perfluoralkancarbonsauren (PFCA), C4-, Cs- und
Cs-Perfluoralkansulfonsauren (PFSA) und ggf. einige weitere Verbindungen) erfassbar.
Bei den analysierbaren Stoffen handelt es sich im Wesentlichen um Produktver-
unreinigungen und Abbauprodukte der in technischen Produkten enthaltenen fluorierten
Wirkstoffe, wie z. B. Papierchemikalien, Fluortenside in Feuerldschschaumprodukten oder
Chemikalien zur Impragnierung von Textilien, Leder u. a. m. Die wirksamen fluorierten Be-
standteile entziehen sich aufgrund von Betriebsgeheimnissen und/oder mangels Verfug-
barkeit analytischer Standards derzeit weitestgehend der quantitativen Analyse. Die in den
Produkten enthaltenen fluorierten Wirkstoffe werden in der Umwelt haufig durch abiotische
und biotische Abbauvorgange Uber Zwischenstufen zu stabilen Transformationsprodukten
abgebaut. Sie stellen also Vorlauferverbindungen (Prakursoren) von PFCA und PFSA dar.
Aufgrund der enormen Substanzvielfalt von derzeit allein 4730 mit CAS-Nr. belegten
Substanzen (OECD, 2018) der in den letzten etwa sechs Jahrzehnten entwickelten und
angewandten PFAS, erscheint eine integrale Vorgehensweise vor dem Hintergrund einer
vorsorgeorientierten, erganzenden Betrachtung von Grenzwerten fur PFAS angebracht.

Daher wurde in einem vorangegangenen Projekt des TZW der summarische Parameter
EOF (extrahierbares organisch gebundenes Fluor) fur Bodenproben und weitere Fest-
stoffe, wie Klarschlamm und Kompost implementiert (Lange et al., 2017). Damit waren
Organofluorgehalte ab einer Bestimmungsgrenze von 50 ug/kg TS quantitativ erfassbar.
Durch einen Vergleich von als EOF gemessenem Organofluor mit dem aus der Einzel-
substanzanalytik berechneten Organofluor konnten in den untersuchten Bodenproben
unbekannte Anteile des EOF von 40 % bis 90 % ermittelt werden. Es wurde vermutet und
inzwischen durch Tiefenprofiluntersuchungen auf die Parameter EOF und einzelne PFAS
an drei Standorten im Raum Rastatt/Baden-Baden gezeigt, dass sich die Hauptmenge der
zu PFCA und PFSA abbaubaren Prakursoren im Pflughorizont auch nach bis zu zehn
Jahren nach der Ausbringung dieser Chemikalien in einer Tiefe bis etwa 40 cm Tiefe
befinden (Landkreis Rastatt, 2018).

Auf der Basis dieser Kenntnisse wurde das weiterfihrende Vorhaben EOFplus (Optimie-
rung der EOF-Analytik unter Berlcksichtigung der Beitrage verschiedener Stoffklassen
poly- und perfluorierter Verbindungen) initiiert, das die im folgenden Kapitel beschriebenen
Zielsetzungen hatte.
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2 Zielsetzung und Struktur des Forschungsprojekts

Das Vorhaben EOFplus knupfte an den in der Einleitung beschriebenen Kenntnisstand an.
Ein wesentliches Ziel war die weitere Charakterisierung und ldentifizierung bisher nicht
bekannter Fraktionen von PFAS im EOF von kontaminierten Boden und deren Potenzial
zur Bildung mobiler PFAS-Transformationsprodukte. Zur SchlieBung der Erklarungslicke,
die bisher zwischen EOF- und Einzelstoffanalytik besteht, sollten Nachweismethoden
insbesondere fur solche Stoffe entwickelt werden, die in der Vergangenheit in der
Papierindustrie eingesetzt wurden und daher vermutlich maf3geblich zur Belastungssitua-
tion der untersuchten Flachen beitragen. Da durch die bekannte Belastungssituation im
Raum Rastatt/Baden-Baden dort ansassige landwirtschaftliche Betriebe wirtschaftlich
betroffen sind, wurde auch der Transfer von ausgewahlten Stoffen vom Boden in Pflanzen
durch kontrollierte Aufwuchs- und Freilandversuche adressiert. Durch die Literaturstudien
und Experteninterviews sollten zudem Daten zur biologischen Wirkung sowie zum histori-
schen und aktuellen Einsatzspektrum von PFAS zusammengefasst werden.

Konkret hatte das Projekt zum Ziel,

+ die Empfindlichkeit der EOF-Bestimmung zu steigern, d. h. die EOF-Bestimmungs-
grenze fur Bodenproben maoglichst um den Faktor 5-10 zu erniedrigen,

+ die EOF-Bestimmung fur die Anwendung auf pflanzliche Materialien anzupassen
und zu validieren, um den Transfer von fluororganischen Verbindungen in die
Pflanze erfassen zu konnen,

+ den alternativen, perfluoralkylkettenspezifischen Parameter TOP-Assay (TOP: (total
oxidizable precursor) auf Boden und Pflanzenmatrices anzupassen, zu validieren
und auf ausgewahlte Proben anzuwenden,

+ durch elektrochemischen Abbau die Anwendbarkeit eines weiteren fluoralkylketten-
spezifischen summarischen Parameters zu prifen,

» eine Literaturrecherche zum Einsatz von PFAS als Papierchemikalien durchzufuh-
ren,

+ basierend auf den Ergebnissen der Literaturrecherche analytische Methoden fur
weitere Zielverbindungen und PFAS-Stoffklassen (polyfluorierte Alkylphosphatester,
Trifluoracetat (TFA), per- oder polyfluorierte Acrylate und Methacrylate, per- oder
polyfluorierte Polyether) in Boden- und Pflanzenmaterialien zu entwickeln und auf
eine Auswahl von Proben exemplarisch anzuwenden,

+ mittels hochauflésender Massenspektrometrie weitere PFAS und PFAS-Stoffklas-
sen in ausgewahlten, kontaminierten Boden und Pflanzen zu identifizieren

* und eine Literaturrecherche zu den toxikologischen Eigenschaften von PFAS durch-
zufuhren und daraus, sofern maoglich, toxikologisch begrindete Beurteilungswerte
abzuleiten und in den anderen Fallen den zukinftigen Forschungsbedarf aufzuzei-
gen.
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Abbildung 2: Schematische Darstellung der Arbeiten der einzelnen Projektpartner in dem Verbundprojekt

EOFplus.
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Das Projekt wurde in einem Konsortium aus sechs Partnern (s. Titelblatt) durchgefuhrt.
Die Zusammenarbeit der Partner unter der Koordination des TZW ist in Abbildung 2

schematisch dargestellt.

Die koordinierte Zusammenarbeit verschiedener wissenschaftlicher Institutionen mit aus-
gewiesenem Expertenwissen auf den unterschiedlichen Fachgebieten gewahrleistete eine
rasche und effektive Bearbeitung der Aufgabenstellung.

Vier dieser Partner, TZW, UFZ, IVV und Universitat Tubingen (Umweltanalytik), fihrten
analytische Methodenentwicklungen durch und analysierten exemplarisch belastete und
unbelastete Boden- und Pflanzenproben aus dem Raum Rastatt/Baden-Baden und aus
dem Raum Mannheim. Die von diesen Partnern zu untersuchenden Proben wurden durch
das LTZ bereitgestellt. Die von den analytisch arbeitenden Partnern durchgefiihrten
Ansatze lassen sich durch das in Abbildung 3 gezeigte Schema veranschaulichen.

+H,0=H,0" + Screening
EOF qualitative Aussagen
zu Bildungspotential und
°f~ Verbrennungsaufschluss (CIC) bisher nicht beachteten,
bei ca. 1000°C fluorierten Verbindungen

. S e e

Beispiel: Aufschluss
Tensid in Schaumléschmittel
(Teil)Aufschluss

((Elektro)chemisch)
. . gefolgt von Einzelsubstanz-
L Einzelsubstanzanalytik  anaiytik auf perfiuorierte
in der Regel wegen fehlendem Carbonséuren
analytischen Standard nicht méglich

Abbildung 3: Schematische Darstellung der Herangehensweisen der im vorgeschlagenen Projekt
angewendeten analytischen Methoden zur Bestimmung von Prakursoren und deren
Zwischenabbauprodukte.

Die praktischen Arbeiten wurden durch Literaturstudien zu biologischen Wirkungen von
PFAS sowie dem historischen Einsatz der Verbindungen in Verpackungspapieren erganzt.

In den nachfolgenden Kapiteln sind die Ergebnisse der einzelnen Untersuchungen darge-
stellt. Eine Zusammenfassung und Interpretation am Ende des Berichts entwirft ein
Gesamtbild des Kenntnisstandes nach Abschluss dieses Projekts.
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3 Bereitstellung geeigneter Untersuchungsproben,
Probennahme, Probenvorbehandlung

Um die analytische Bestimmungsgrenze fur den Parameter EOF zu verbessern und ana-
lytische Nachweismethoden fur weitere fluorhaltige (Vorlaufer-)Verbindungen (Poly-
acrylate, Polyether, Abbauprodukte von Fluortelomeralkoholen) der PFAS in Bdéden und
Pflanzen zu entwickeln, wurde in dem Verbundprojekt der Ansatz verfolgt, dass alle analy-
tisch arbeitenden Partner fur Methodenentwicklung und Methodenvalidierung gleiches,
moglichst einheitliches und homogen aufbereitetes Probenmaterial verwenden.

Es bestand daher Bedarf an relativ groRen homogenen Materialmengen bei sehr begrenz-
tem Zeitrahmen fur deren Gewinnung und Aufbereitung. Zudem fiel der Schwerpunkt der
Projektbearbeitung in den Winter und damit aul3erhalb der Vegetationszeit. Die analyti-
schen Partner im Projekt bendtigten das Probenmaterial méglichst schnell, um ausrei-
chend Zeit fur ihre Arbeiten zur Methodenentwicklung und -validierung zu haben. Die
Durchfuhrung von neu angelegten GefalRversuchen war aus diesen Griinden nicht mdg-
lich. Es konnte aber auf ausreichend vorhandenes Probenmaterial aus bereits etablierten
Gefald- und Feldversuchen zuruckgegriffen werden.

3.1 Aufwuchsversuche zum Transfer Boden-Pflanze

GefaRversuche

Die Durchfuhrung der Gefaliversuche erfolgte in der Vegetationshalle des LTZ Augusten-
berg am Standort Karlsruhe-Augustenberg (Hohenlage 150 m U. NN, Jahresdurch-
schnittstemperatur 11,2 °C, durchschnittlicher Jahresniederschlag 790 mm). Fir die Ver-
suche wurden Kick-Brauckmann-Gefalle verwendet (Abbildung 4), die mit ca. 10 kg Ver-
suchsboden befullt waren. Fur das EOFplus-Projekt wurde Aufwuchsmaterial von Deut-
schem Weidelgras (Lolium perenne) aus GefalRversuchen zur Wirkung von Biokohle-
Zusatz auf die Mobilitat von PFAS verwendet, das in einem mit PFAS belasteten Boden
(HUgelsheim) und in einem unbelasteten Boden (Rheinstetten-Forchheim, Tabelle 1 und
Tabelle 2) ausgesat worden war. Fur das EOFplus-Projekt wurde hierbei das Aufwuchs-
material von vier Aufwichsen der Kontrollvarianten (belasteter Boden ohne Biokohle-
Zusatz und unbelasteter Boden ohne Biokohle-Zusatz) gepoolt und wie weiter unten be-
schrieben aufbereitet. Als GieRwasser wurde PFAS-freies entionisiertes Wasser aus der
zentralen Umkehrosmoseanlage verwendet. Die Dungung erfolgte in praxisublicher Hohe
mit Mineraldingern (anorganische Salze in Qualitat z. A.).

Seite 18 von 144



Tabelle 1: Kenndaten der fir die GefalRversuche verwendeten Boden. Soweit zutreffend beziehen sich
die Angaben auf die Trockenmasse. n. b.: nicht bestimmbar.

Standort PFAS-Summe Bodenart pH-Wert Organischer
im Feststoff Kohlenstoff
(Corg)
[ug kg™l [-] [-] [Massen%]
Rheinstetten-Forchheim n. b. (<<5) Lehmiger Sand 54 1,4
Hugelsheim ca. 250 Lehmiger Sand 6,8 1,9
Tabelle 2: PFAS-Gehalte und deren Summe am Standort Hiigelsheim (Mittelwert aus der Analyse von

PFAS im Boden in 20 VersuchsgefalRen). Ergebnisse fir die Einzelstoffe PFBA, PFBS,
PFHxS und PFDS n. b. (< 5 pg/kg). Der Wert in Klammern fir PFPeA ergibt sich, weil dieser
Stoff in einigen Gefalken Uber der BG bestimmbar war. Alle Angaben in ug/kg in der

Trockenmasse.

s
PEAS  PFPeA PFHxA PFHpA PFOA PFNA PFDA PFUnA PFDoA PFOS

254 (1,9) 5,8 4,8 21 12 153 15 35 57

e #"‘.». It

Abbildung 4: Kick-Brauckmann-Gefalie mit Weidelgrasaufwuchs.
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Feldversuche

Im Sommer 2015 wurden an zwei Standorten im Raum Rastatt PFAS-belastete Flachen
gepachtet, um auf diesen im Freiland Exaktversuche zum PFAS-Transfer Boden-Pflanze
durchzufuhren. Ziel dieser Versuche ist es, den Verlauf der PFAS-Aufnahme unterschiedli-
cher Kulturen auf PFAS-belasteten Boden mit unterschiedlicher Bodenart unter Freiland-
bedingungen zu beobachten. In der wissenschaftlichen Literatur liegen dazu nur wenige
Informationen vor, insbesondere nicht zum Transfer kurzkettiger PFCA. Bei Untersuchun-
gen im Jahr 2014 hatte sich gezeigt, dass gerade kurzkettige PFCA bevorzugt in Pflanzen-
aufwuchsen gefunden werden, auch wenn deren Gehalt im Boden relativ gering ist. In-
zwischen hat sich hier das Bild verandert, da man aufgrund der neueren Erkenntnisse nun
vom Vorhandensein erheblicher Mengen an PFAS-Vorlaufersubstanzen in den belasteten
Bdden ausgehen muss, die bisher mit der Ublichen Standard-Analytik nicht erfasst werden.

Die Versuchsstandorte der Freilandversuche befinden sich zwischen den Gemeinden Ba-
den-Baden und Rastatt in der Oberrheinischen Tiefebene. Das Standortklima ist gemaRigt
warm mit einer durchschnittlichen Jahrestemperatur von ca. 10,5 °C und einer durch-
schnittlichen jahrlichen Niederschlagsmenge von etwa 700 mm. Wichtige Bodeneigen-
schaften sind in Tabelle 3 dargestellt.

Tabelle 3: Bodeneigenschaften (Oberboden) an den Standorten der Freilandversuche des LTZ zum
PFAS-Transfer in Ackerkulturen. Soweit zutreffend beziehen sich die Angaben auf die
Trockenmasse.

Standort Bodenart Ackerzahl pH-  Organischer
Wert Kohlenstoff
(Corg) in
Massen%
Rheinstetten-Forchheim Lehmiger Sand 31/33 6,7 1,5
Hugelsheim Schluffiger Lehm 78 6,2 2,2

Tabelle 4 gibt fir die drei Bodenschichten 0-30 cm, 30-60 cm und 60-90 cm einen Uber-
blick Uber die PFAS-Gehalte im Feststoff der jeweils 24 Parzellen des Fruchtartenver-
suchs (Versuchsbeschreibung siehe unten) an beiden Standorten. Es zeigt sich an beiden
Standorten eine sehr grof3e Heterogenitat der PFAS-Belastung, wobei eine leicht rechts-
schiefe Verteilung vorliegt. Der Median der PFAS-Summengehalte im Feststoff betragt am
Standort Hugelsheim im Oberboden 231 pg/kg, mit einer Schwankungsbreite von
132 pg/kg bis 559 pg/kg. Am Standort Steinbach ist die Variation der PFAS-Gesamtge-
halte etwas geringer mit einer Schwankungsbreite von 141 ug/kg bis 353 pg/kg bei einem
Median von 202 ug/kg. Die Tabelle zeigt auch, dass an beiden Standorten eine betrachtli-
che Verlagerung von PFAS in die Tiefe stattgefunden hat. Dies ist am Standort Hugels-
heim mit dem leichteren Boden, dem geringeren Gehalt an organischem Kohlenstoff und
etwas héheren PFAS-Gesamtgehalten im Oberboden deutlicher ausgepragt als am Stand-
ort Steinbach.

Seite 20 von 144



Tabelle 4: Variation der PFAS-Gesamigehalte (Summe Einzelstoffe) an den Versuchsstandorten
Hugelsheim und Steinbach in pg/kg. n. b.: nicht bestimmbar (< 5 pg/kg).

Standort Bodenschicht Minimum Maximum Arithmetischer Median
(Tiefe) in cm Mittelwert
Hugelsheim 0-30 132 559 264 231
Hugelsheim 30-60 n. b. 258 80 49
Hugelsheim 60-90 8 171 57 47
Steinbach 0-30 141 353 211 202
Steinbach 30-60 14 118 66 65
Steinbach 60-90 n. b. 103 37 34

An beiden Standorten werden in einem Fruchtartenversuch jedes Jahr die Kulturen Mais
(Zea mays), Sojabohne (Glycine max (L.) Merr.), Wintertriticale (xTriticosecale), Winter-
weizen (Triticum L.), Winterraps (Brassica napus) und Sommergerste (Hordeum vulgare)
in vierfacher Wiederholung angebaut. Wo von der Fruchtartenfolge her mdglich, wird als
Winterzwischenfrucht Gelbsenf (Sinapis alba) angebaut. Aus diesen Versuchen ist inzwi-
schen bekannt, dass bei allen angebauten Kulturarten eine Aufnahme von PFAS in die
vegetativen Pflanzenteile erfolgt. Dabei werden die kurzkettigen PFCA (PFBA, PFPeA,
PFHxA) gegenuber den Bodengehalten stark angereichert, wahrend andere PFAS nur
gelegentlich in niedrigen Konzentrationen in den Pflanzen detektiert werden konnen. Die
Verlagerung in generative Pflanzenorgane erfolgt bei den verschiedenen Kulturarten sehr
unterschiedlich. Bei Weizen, Triticale und vor allem Sojabohne ist ein hoher Transfer von
PFAS auch in generative Pflanzenteile (Korn) zu beobachten. Bei Raps, Kérnermais und
Gerste ist die Verlagerung von PFAS in vegetative Pflanzenteile wesentlich geringer.
Wegen der grof3en Bodenunterschiede hinsichtlich der PFAS-Belastung ist die Variation
des PFAS-Transfers (Gehalte in der Pflanze) zwischen den Wiederholungen sehr grof3.
Auch zwischen den Standorten und den Erntejahren gibt es deutliche Unterschiede. In
Tabelle 5 ist zur Orientierung der Median der PFAS-Gehalte im Erntegut der jeweils vier
Wiederholungen fur beide Standorte und die Erntejahre 2016 und 2017 dargestelit.
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Tabelle 5: Transfer von PFAS (Summe Einzelstoffe, Median in pg/kg von jeweils vier Versuchsparzel-

3.2

len) in das Erntegut verschiedener ackerbaulicher Kulturen an den Versuchsstandorten
Hugelsheim und Steinbach (Erntejahre 2016 und 2017). n. b.: nicht bestimmbar (<2 pg/kg).

Standort Hiigelsheim Steinbach
Erntejahr 2016 2017 2016 2017
Winterweizen 16 9,0 101 97
Wintertriticale 9,5 31 7,5 43
Sommergerste n. b. n. b. n. b. n. b.
Sojabohne 346 1064 279 1634
Kdrnermais n. b. n. b. n. b. n. b.
Winterraps n. b. n. b. n. b. 4

Probenmaterial

Im August 2017 wurde unter Berucksichtigung der Erfahrungen aus Versuchen des LTZ
zum Transfer von PFAS in Pflanzen und aus dem Vorernte-Monitoring mit den Projektpart-
nern festgelegt, welche Proben fur die gemeinsamen Methodenentwicklungs- und Validie-
rungsstudien verwendet werden sollen. Es sollte sich jeweils um belastete und unbelastete
Proben mit der gleichen Probenmatrix handeln.

Die folgenden Probenmaterialien wurden ausgewabhilt:

Unbelasteter Boden (Rheinstetten-Forchheim)

Belasteter Boden (Hlugelsheim)

Winterweizen belastet und unbelastet

Maisblatter belastet und unbelastet

Maiskorner belastet und unbelastet

Topinambur (Helianthus tuberosus, Knolle) belastet und unbelastet

Die Grundlagen dieser Entscheidung waren:

mdglichst ahnliche Béden (physikalische und chemische Eigenschaften) mit / ohne
PFAS-Belastung

Korner von Kulturen mit einem hohen (Winterweizen) und einem geringen (Mais)
Transfer von PFAS in das Ernteprodukt

Bei Mais: Vergleich Korn und Blatter

Topinambur als eine Kultur, bei der das Ernteprodukt im Boden wachst und bei der
im Vorernte-Monitoring ein wesentlicher Transfer von PFAS in die Knolle beobach-
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tet wurde. Die Wahrscheinlichkeit, dass auch ein Transfer von PFAS-Vorlaufersub-
stanzen erfolgt, ist hier gegeben. Im Gegensatz dazu wird bei Kartoffeln, die eine
wesentlich hdhere Bedeutung in Anbauumfang haben, eher kein Transfer von
PFAS in die Knollen beobachtet (Ergebnisse aus dem Vorerntemonitoring und Ver-
suchen). Die Topinambur-Knollen wurden geschalt und ungeschalt aufbereitet, um
die Relevanz einer mdglichen PFAS-Kontamination durch extern anhaftende
Bodenpartikel abzuschatzen.

Im Winter 2017 wurde entschieden, zusatzlich Weidelgras aus Gefallversuchen zu
untersuchen, weil hier ein Transfer von PFAS-Vorlaufersubstanzen in das vegetative
Pflanzenmaterial als am wahrscheinlichsten eingeschatzt wurde.

Schliel3lich wurde noch auf Nachfrage einzelnen Projektpartnern Material aus den Versu-
chen fur Methodenentwicklung und methodische Studien zur Verfugung gestellt. Das TZW
erhielt im August 2017 belastetes und unbelastetes Weizenkorn aus Versuchen des LTZ.
Dem IVV wurde belastetes Bodenmaterial von den Standorten Hlgelsheim und Steinbach
in frischem Zustand (gefroren) und getrocknet (Gefriertrocknung) zur Verfligung gestellt,
um mogliche Verluste an flichtigen PFAS beim Trocknen zu untersuchen. In Tabelle 6
sind alle Proben zusammengestellit.

Die Herstellung und Aufbereitung der Proben erfolgte wie nachfolgend beschrieben:

Boden

Gleichmalliges Entnehmen des Bodens uber die gesamte Probenahmeflache mittels
Probenstecher bis 30 cm Tiefe. AnschlieBend Sieben (<2 mm) und Homogenisieren
(Mischen von Hand) der Proben. Fur den Projektpartner IVV wurden frische Proben direkt
tiefgefroren und anschlieRend tiefgeklhlt per Expressversand geliefert. Fiur alle Projekt-
partner wurde Bodenmaterial gefriergetrocknet (Verbleib mindestens 5 Tage bzw. bis zur
Gewichtskonstanz) und anschliefiend nochmals homogenisiert. AnschlieRend wurde je
Projektpartner ca. 1 kg trockener Boden abgewogen, in PE-Behalter mit Schraubver-
schluss gefullt und dem TZW zum Versand an die Projektpartner ubergeben.

Winterweizen (Korner)

Die Probe von belastetem Winterweizen wurde als Mischprobe aus Probenmaterial aus
dem Vorernte-Monitoringprogramm und den Versuchen des LTZ am Standort Hlgelsheim
(Erntejahr 2016) gebildet. Die Probe von unbelastetem Winterweizen stammt aus der
Ernte auf dem LTZ-Versuchsbetrieb Rheinstetten-Forchheim im Erntejahr 2017. Die
Proben wurden im Erntezustand in einer Zentrifugalmuhle gemahlen und durch Mischen
von Hand homogenisiert. Je Projektpartner wurde ca. 1 kg Probenmaterial abgewogen, in
PE-Behalter mit Schraubverschluss gefullt und dem TZW zum Versand an die Projekt-
partner Ubergeben.
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Tabelle 6:

Ubersicht der Proben, die fir die Projektpartner hergestellt und aufbereitet wurden.

Bezeichnung LTZ Probenart - PFAS-Belastung V[t):;l::d an Projektpartner
P017-01792-01 Winterweizen — belastet 18.08.2017 TZW
P017-01793-01 Winterweizen - unbelastet 18.08.2017 TZW
E-ST1d-B-TK Boden Steinbach - belastet 09.10.2017 (\AY
E-HU1b-B-TK Boden Hugelsheim - belastet 09.10.2017 (\AY,
E-HU1b-B-GG Boden Huiigelsheim - belastet 19.10.2017 IVV,LTZ,TU,TZW,UFZ
E-FO-U-GG Boden Forchheim - unbelastet 19.10.2017 IVV,LTZ,TU,TZW,UFZ
E-WE-B-OG Winterweizen - belastet 19.10.2017 IVV,LTZ,TU,TZW,UFZ
E-WE-U-OG Winterweizen - unbelastet 19.10.2017 IVV,LTZ,TU,TZW,UFZ
E-MB-B-OT Maisblatter — belastet 21.11.2017 IVV,LTZ,TU,TZW,UFZ
E-MB-U-OT Maisblatter - unbelastet 21.11.2017 IVV,LTZ,TU,TZW,UFZ
E-MK-B-GG Maiskorner — belastet 21.11.2017 IVV,LTZ,TO,TZW,UFZ
E-MK-U-GG Maiskorner — unbelastet 21.11.2017 IVV,LTZ,TU,TZW,UFZ
E-TO-B-WG TOPi?\a/?rE’/:;S‘uEﬁ;aStet 23.11.2017 LTZ
E-WG-B-GG Weidelgras — belastet 22.01.2017 IVV,LTZ,TU,TZW,UFZ
E-WG-U-GG Weidelgras - unbelastet 22.01.2017 IVV,LTZ,TU,TZW,UFZ
E-TO-B-GG Topinambur - belastet 22.01.2017 IVV,LTZ,TU,TZW
E-TG-B-GG Topinambur geschalt — belastet 05.02.2018 IVV,LTZ,TU,TZW,UFZ
E-TS-B-GG Topinambur Schale — belastet 05.02.2018 IVV,LTZ,TU,TZW,UFZ
E-TO-U-GG Topinambur — unbelastet 05.02.2018 IVV,LTZ,TU,TZW,UFZ

Mais (Blatter und Korner)

Die Probe von unbelastetem Mais stammt aus den Aufwlichsen auf dem LTZ-Versuchs-
betrieb Rheinstetten-Forchheim im Erntejahr 2017. Die Proben von belastetem Mais
stammen aus dem PFAS-Freilandversuch am Standort Hlgelsheim.
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Die Blatter wurden durch Abschneiden der abgetrockneten Maisblatter (ohne Stangel) vor
dem Drusch aus dem oberen Bereich der Pflanze gewonnen, um eine Kontamination mit
Bodenmaterial weitgehend zu vermeiden. Kontaminationen durch Verwehungen sind
jedoch nicht véllig auszuschlief3en. Anschlielend wurden die Maisblatter weitere sieben
Tage unter Dach an der Luft getrocknet. Danach erfolgte eine Vorzerkleinerung mit einem
Standhacksler und im Anschluss das Vermahlen in einer Kryomuhle (Retsch GM 300) mit
Trockeneis. Das Mahlgut wurde gesiebt (1,8 mm) und der Siebuberlauf nochmals ver-
mahlen. AnschlieBend wurde die gesamte Probe durch Mischen in einem ausreichend
groRen Metallbehalter homogenisiert.

Die Maiskorner wurden mit dem Mahdrescher im Feld praxisublich geerntet. Die
Trocknung erfolgte in der Gefriertrocknungsanlage Uber mindestens 5 Tage bzw. bis zur
Gewichtskonstanz. Anschlieffend wurde die Probe in einer Getreidemuhle vermahlen und
durch Mischen von Hand homogenisiert.

Je Projektpartner wurde ca. 1 kg Probenmaterial abgewogen, in PE-Behalter mit Schraub-
verschluss geflllt und dem TZW zum Versand an die Projektpartner ibergeben.

Topinambur

Die Ernte erfolgte manuell auf Praxisschlagen im Raum Rastatt, da die maschinelle Ernte
der Schlage zu spat erfolgte (Januar / Februar des Folgejahres). Die geernteten Knollen
wurden dann mit einer Burste unter flieRendem Wasser intensiv gesaubert. Nach dem
Abtrocknen erfolgte eine Vorzerkleinerung der Knollen (Moulinex) auf eine Grof3e von
maximal 10 mm. Dieses Material wurde in der Gefriertrocknungsanlage mindestens
5 Tage bzw. bis zur Gewichtskonstanz getrocknet. Im Anschluss wurde es in einer Kryo-
muhle (Retsch GM 300) mit Trockeneis vermahlen. Das Mahlgut wurde gesiebt (1,8 mm)
und der SiebUberlauf nochmals vermahlen. Anschliefiend wurde die gesamte Probe durch
Mischen in einem ausreichend grol3en Behalter homogenisiert.

Je Projektpartner wurde ca. 1 kg Probenmaterial abgewogen, in PE-Behalter mit Schraub-
verschluss geflllt und dem TZW zum Versand an die Projektpartner Ubergeben.

Topinambur geschalt und Topinamburschale

Die Ernte und Reinigung der Knollen erfolgte wie oben beschrieben. Vor der Vorzerkleine-
rung (Moulinex) wurden die Knollen jedoch von Hand mit einem Kichenmesser geschalt
und anschlieend die geschalten Knollen und die Schalen getrennt weiter verarbeitet (wie
oben beschrieben).

Weidelgras

Da das Probenmaterial von Weidelgras nicht der Methodenentwicklung und Methoden-
validierung dienen sollte, wurde festgelegt, dass hier je Projektpartner auch eine geringere
Probenmenge (deutlich weniger als 1 kg) ausreichend ist.

Seite 25 von 144



Der Aufwuchs in den Gefalden wurde mit einer Schere ca. 2 cm Uber der Bodenoberflache
abgeschnitten. AnschlieRend erfolgt die Trocknung bei 60 °C in einem Umluft-Trocken-
schrank und die Vermahlung in einer Zentrifugalmuhle (Retsch ZM200). Es wurde durch
Mischen von Hand homogenisiert. Das Material wurde dann gleichmaRig auf die Projekt-
partner aufgeteilt, in PE-Behalter geflllt und dem TZW zum Versand an die Projektpartner
ubergeben.

Analyse der PFAS-Gehalte in den Proben durch das LTZ

In allen wie oben beschrieben vorbereiteten Proben wurden die Gehalte an PFAS mit den
am LTZ aktuell etablierten und validierten Verfahren analysiert. Die Ergebnisse sind fur die
Bodenproben in und fur die Pflanzenproben in Tabelle 8 dargestellit.

Die belastete Bodenprobe aus Hugelsheim zeigt das Ubliche PFAS-Stoffmuster mit einem
hohen Gehalt an PFDA und anderen langkettigen PFCA sowie bei der vorliegenden Probe
auch Perfluoroctansulfonsaure (PFOS). Kurzkettige PFCA, wie sie Uberwiegend in den
Pflanzenproben von belasteten Bdéden gefunden werden, kdnnen mit der angewandten
Methode zur Einzelstoffanalytik im Boden-Feststoff nicht nachgewiesen werden.

Die PFAS-Gehalte in den Proben entsprechen den bisherigen Erfahrungen aus dem Vor-
ernte-Monitoringprogramm und den Versuchen das LTZ. In der Probe Weizenkorn vom
belasteten Standort Hugelsheim (E-WE-B-OG) werden wesentliche Gehalte an kurzketti-
gen PFCA nachgewiesen, wahrend bei der Weizenprobe vom nicht belasteten Standort
(E-WE-U-OG) keiner der analysierten Einzelstoffe in einer Konzentration oberhalb der
Bestimmungsgrenze detektiert werden kann. Auch in Maisblattern vom belasteten Stand-
ort (E-MB-B-OT) werden hohe Gehalte an kurzkettigen PFCA nachgewiesen und zusatz-
lich PFOS. In der den Maisblattern vom unbelasteten Standort (E-MB-U-OT) sowie in den
Maiskornern vom unbelasteten (E-MK-U-GG) und vom belasteten (E-MK-B-GG) Standort
werden keine PFAS nachgewiesen. Die ungeschalten Topinamburknollen vom belasteten
Standort (E-TO-B-GG) haben ebenfalls erhebliche Gehalte kurzkettiger PFCA. In unge-
schalten Topinamburknollen vom unbelasteten Standort (E-TO-U-GG) werden keine PFAS
nachgewiesen. Das Schalen von Topinamburknollen von einem belasteten Standort fuhrt
kaum zu einer Verringerung der PFAS-Gehalte. Die Schale (E-TS-B-GG) enthalt im
Gegensatz zum Inneren der Knolle (E-TG-B-GG) neben kurzkettigen PFCA auch geringe
Gehalte an PFDA, mdoglicherweise aufgrund einer Kontamination mit Bodenmaterial, das
meist hohe Gehalte an PFDA hat. Schlielich zeigt sich auch bei Weidelgras aus einem
Gefallversuche im Aufwuchs auf belastetem Boden (E-WG-B-GG) ein deutlicher Transfer
von PFAS inklusive PFOA, wahrend in Weidelgras von nicht PFAS-belastetem Boden (E-
WG-U-GG) keine PFAS nachgewiesen werden.
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Tabelle 7:

PFAS-Gehalte (Summe Einzelstoffe in ug/kg) in einer Bodenprobe vom Standort Hulgels-
heim, die im Rahmen des EOFplus-Projektes vorbereitet und verteilt wurde. Fir PFBA,
PFPeA, PFHxA, PFHpA, PFBS, PFHxS und PFDS alle Ergebnisse n. b. (<5 pg/kg), daher
nicht dargestellt.

PFOA PFNA PFDA PFUnA  PFDoA PFOS PFAS

Probe Summe
E-HU1b-B-GG  n.b. n. b. 305 22 64 81 472
Tabelle 8: PFAS-Gehalte (Summe Einzelstoffe in pg/kg) in Pflanzenproben, die im Rahmen des
EOFplus-Projektes vorbereitet und verteilt wurden. Fir PFNA, PFUnA, PFBS, PFHxS und
PFDS alle Ergebnisse n. b. (<2 ug/kg), daher nicht dargestellt.
Probe PFBA PFPeA PFHxA PFHpA PFOA PFDA PFOS PFAS-
Summe
E-WE-B-OG 25 22 9 n. b. n. b. n. b. n. b. 56
E-WE-U-OG n. b. n. b. n. b. n. b. n. b. n. b. n. b. n.b.
E-MB-B-OT 357 60 n. b. n. b. n. b. n. b. 20 437
E-MB-U-OT n. b n.b n. b n. b n.b n.b n. b n. b
E-MK-B-GG n. b n. b n. b n. b n. b n.b n. b n. b
E-MK-U-GG n. b n.b n. b n. b n.b n.b n. b n. b
E-TO-B-GG 74 119 17 n. b. n.b n.b n. b 210
E-TO-U-GG n.b n. b n.b n.b n. b n. b n.b n.b
E-TG-B-GG 98 172 22 n. b. n. b. n. b. n. b. 292
E-TS-B-GG 89 163 24 n. b. n. b. 8 n. b. 284
E-WG-B-GG 102 115 93 9 11 n.b. n. b. 330
E-WG-U-GG n. b n.b n. b n. b n.b n.b n. b n.b
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4 Methodenentwicklung und Ergebnisse

41 Summarische Analysemethoden

411 Extrahierbares organisch gebundenes Fluor (EOF)

Methodenentwicklung

Das Extraktionsprotokoll fur Boden, das im Vorgangerprojekt (Lange et al., 2017) erarbei-
tet wurde, erlaubt eine Quantifizierung des EOF bis zu einer analytischen Bestimmungs-
grenze von 50 pg/kg. Erklartes Ziel dieses Vorhabens war, diese um einen Faktor 5 bis 10
zu verbessern. Das aus dem Vorgangerprojekt resultierende Protokoll der EOF-Bestim-
mung ist in Abbildung 5 und Abbildung 6 als FlieRschema dargestellt.

Bodenprobe

Sieben, sortieren, homogenisieren
Teilprobe entnehmen

¥

Gefriertrocknung
(alternativ: Lufttrocknung bei 40 °C)

v

| Mahlen < 250 ym

v

Einwaage: 1 g Feststoff
in 50 mL Zentrifugenréhrchen
(PP mit Deckel aus HDPE)

v

Zugabe von 10 mL MeOH
* 15 min Ultraschallextraktion
* 45 min Vortexmischen (1500 min-1)
* 5 min Zentrifugation (3000 min-1) 1 Wdh.

v

Uberstand in Zentrifugenréhrchen
(15 mL, PP) tberfuihren

v

Extrakte vereinigen
auf 2 mL einengen im N,-Strom
Extrakt teilen

v v

1,9 mL 0,1 mL
Clean-up Auffillen auf 1 mL
zur Entfernung des mit wéssriger
anorganischen Fluorids Methansulfonséure-Lsg.
{ (Intemer Standard, 1 mg/L)
A 4

=

CIC IC-Kontrollmessung auf
zur EOF-Bestimmung anorg. Fluorid

Abbildung 5: Schema der einzelnen Arbeitsschritte zur Bestimmung des EOF entsprechend dem Stand
des Vorgangerprojekts.
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1,9 mL Extrakt
in 50 mL Reinstwasser
(125 mL PP-Gefalke ,Nalgene®)

v

pH 5 einstellen
(mit 0,5% HCOOH und 1 M NaOH)

¥

SPE-Clean-up (Strata-X-AW, 200 mg)

1) Konditionierung:

4 mL MeOH + 0,1% NH;(aq),

4 mL MeOH, 2 x 4 mL Reinstwasser (pH 3)
2) Aufgabe der Probe
3) Waschen:

2 x 10 mL Reinstwasser + 0,01% NHz(aq),

3 x 10 mL Reinstwasser
4) Trocknung im N,-Strom (30 min)
5) Elution:

2 x 2 mL MeOH, 3 x 2 mL MeOH + 0,1%NH;(aq)

v

Eindampfen zur Trockne im N2-Strom
Rekonstitution in 500 L MeOH

v

| Combustion lon Chromatography (CIC) |

Abbildung 6: Arbeitsschritte des Clean-Up-Schritts zur Entfernung anorganischen Fluorids aus dem
methanolischen Extrakt entsprechend dem Stand des Vorgangerprojekts.

Als mdgliche Strategien fur diese Umsetzung wurden die Verringerung des Methoden-
blindwerts sowie die Verwendung einer groReren Probenmenge flr die Analytik innerhalb
des Projektzeitraums verfolgt.

Um den Blindwert bei der EOF-Methode zu verringern, wurden zunachst weitere Qualita-
ten bzw. Produkte verschiedener Hersteller gepruft. Es wurde der Einfluss verschiedener
Reinstwasserqualitaten hinsichtlich ihres Einflusses auf den Methodenblindwert miteinan-
der verglichen. Diese umfassten Wasser, die mittels Laboranlagen mit lonentauscher,
Aktivkohlefiltration und UV-Bestrahlung aufbereitet wurden, sowie kommerziell erhaltli-
ches, hochreines Wasser, das in der Spurenanalytik zum Einsatz kommt. Dabei zeigten
die unterschiedlichen Qualitaten keinen Einfluss auf den Blindwert, der im Mittel bei ca.
5 ug/kg TS lag. Auch ein Spulprotokoll mit organischem Losungsmittel fir die eingesetzten
Extraktionsgefale erbrachte nicht den gewunschten Erfolg. Auflerdem wurden unter-
schiedliche Qualitaten von Methanol (MeOH, HPLC und LC-MS grade) hinsichtlich des
Einflusses auf den Blindwert genauer untersucht. Bei letztgenannter Qualitat wird bei der
Herstellung, neben einem maoglichst geringen UV-Signal, insbesondere auf die Entfernung
von Spurenelementen und organischen Stoffen geachtet. Auch hier waren jedoch keine
Unterschiede auf den EOF-Methodenblindwert festzustellen.

Im bisherigen EOF-Protokoll wird zur Entfernung von co-extrahierten, anorganischen
Fluorid-Spezies (Fluorid, Fluoroaluminat-, Fluorosilicat-Komplexe etc.) nach der Extraktion
ein Spulprotokoll bestehend aus 2 x 10 mL einer 0,01 % NH4OH-L6sung gefolgt von
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3 x 10 mL Reinstwasser eingesetzt. Aufgrund der guten Ergebnisse mit diesem Spulschritt
wurde die Etablierung eines zusatzlichen Spdulschritts mit einer konzentrierteren
Ammoniakldsung bereits bei der Konditionierung der Kartuschen als erfolgsversprechend
angesehen, zumal die Sorbensmaterialien von Festphasenkartuschen in der Vergangen-
heit bereits als potentielle Kontaminationsquellen identifiziert wurden (Stiles et al., 2007).
Es konnte jedoch durch eine sukzessive Erhéhung des NH4OH-Anteils im Wasser bis hin
zu einer konzentrierten Ammoniak-LOosung (ca. 28 %-30 % It. Hersteller) keine signifikante
Verbesserung des Blindwerts erreicht werden. Allerdings wurde im Rahmen dieser Versu-
che festgestellt, dass das bisherige Spulprotokoll des beladenen Sorbens deutlich verkurzt
werden kann. Ein zweimaliges Waschen des Sorbensmaterials mit jeweils 10 mL einer
0,01 % NH4OH-L6ésung reicht aus, um anorganisches Fluorid nach der Anreicherung
vollstandig von der Kartusche zu eluieren.

Da samtliche Versuche zur Verbesserung des Blindwerts nicht den gewinschten Erfolg
erbrachten, wurde in weiteren Versuchen versucht die Probeneinwaage zu erhohen, um
eine deutlich geringere Bestimmungsgrenze zu erreichen. Dies hatte allerdings eine
erneute Anpassung der Extraktionsbedingungen sowie weitere Validierungsmalinahmen
zur Folge.

In orientierenden Versuchen wurden verschiedene belastete Béden aus dem Raum
Rastatt/Baden-Baden bei unterschiedlichen Extraktionsmittel/Feststoff-Verhaltnissen auf-
gearbeitet und analysiert. Die Versuche dienten einerseits dazu, die Praktikabilitat dieser
Vorgehensweise flr das Arbeiten im Labor zu prifen, und anderseits dazu madgliche
negative Einflusse einer hoheren Einwaage, z. B. eine Beeinflussung der Extraktion oder
des Clean-up-Schritts besser einschatzen zu konnen. Exemplarisch sind in Abbildung 7
die Ergebnisse fur einen Boden mit einem EOF-Gehalt nahe der Bestimmungsgrenze und
fur einen mit mittlerem Belastungsniveau dargestellt. Wie zu erkennen ist, werden bei
einer Einwaage von bis zu 5 g Boden, unabhangig vom Konzentrationsniveau der Boden,
vergleichbare Ergebnisse erzielt. Ab einer Einwaage von 10 g wurden flr alle untersuch-
ten Bdden tendenziell geringere EOF-Werte erhalten. Ob dies einer geringeren Extrak-
tionseffizienz aufgrund eines ungulnstigeren Verhaltnisses von Extraktionsmittel und Bo-
den oder einer Beeinflussung des Clean-up-Schritts geschuldet ist, wurde innerhalb dieses
Projekts nicht naher beleuchtet. Die Handhabbarkeit der erhdhten Einwaage im Labor,
z. B. hinsichtlich eines ausreichenden Uberstands nach der Zentrifugation, ist gegeben
(siehe exemplarisch Abbildung A1 im Anhang), weshalb die weiteren Qualitatssicherungs-
mafRnahmen und die Validierung mit einer Einwaage von 5 g Boden durchgefuhrt wurden.

Zusatzliche Versuche wurden auch mit Einwaagen <1 g sowie der Verwendung geringerer
Aliquote bei der weiteren Probenaufreinigung und Verbrennung durchgeflhrt. Diese
konnten ebenfalls belegen, dass bei den eingesetzten Mengen keine Beeinflussung der
Messergebnisse festzustellen ist. Damit konnte bestatigt werden, dass das hinsichtlich der
Probeneinwaage angepasste methodische Vorgehen auch auf hochbelastete Boden an-
wendbar ist.
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Abbildung 7: Ergebnisse der EOF-Analysen fur zwei belastete Bodenproben bei unterschiedlichen
Einwaagen.

Ein wichtiger Schritt zur Vermeidung falsch-positiver Ergebnisse bei der EOF-Analytik ist
die Abtrennung des co-extrahierten anorganischen Fluorids bei der anschlie®enden Fest-
phasenanreicherung (SPE). Im Vorprojekt wurde bereits festgestellt, dass bei diesem
Schritt Fluorid-Konzentrationen bis zu 1 mg/L erfolgreich abgetrennt werden konnen.
Durch die Erhéhung der Probenmenge wurde allerdings eine Uberpriifung notwendig, ob
bei dieser Einwaage anorganisches Fluorid in Mengen extrahiert wird, die Uber der maxi-
mal abtrennbaren Konzentration liegen. Hierfur wurden 5 g verschiedener Boden zunachst
mit dem EOF-Analysenprotokoll aufgearbeitet. Aus dem auf 2 mL eingeengten SPE-
Extrakt wurde ein Aliquot von 100 uL entnommen, mit Reinstwasser auf 1 mL aufgefullt
und mittels lonenchromatographie-Leitfahigkeitsdetektion (IC-LF) quantifiziert. Ein ent-
sprechendes Chromatogramm ist in Abbildung 8 dargestellt. Es ist zu erkennen, dass bei
der Retentionszeit von Fluorid bei ca. 13 min kaum Matrixkomponenten co-eluieren. Die
quantifizierte Konzentration in der Messlosung liegt bei ca. 100 ug/L und damit, unter
Berucksichtigung aller Anreicherungsschritte und Verdinnungen, um einen Faktor 25
unter der maximal abtrennbaren Menge an anorganischem Fluorid. Damit bestatigen diese
Versuche die Ergebnisse aus dem Vorprojekt, dass aus den bisher untersuchten Boden
bei den angewendeten Extraktionsbedingungen kaum anorganisches Fluorid extrahiert
wird und dieses bei der Probenvorbereitung sicher abgetrennt werden kann.

Bei der Uberpriifung der Wiederfindungen von polyfluorierten Alkylphosphatestern (PAP)
fiel nach ersten Versuchen auf, dass diese bei einigen Vertretern im Gegensatz zu Beob-
achtungen im Vorprojekt deutlich geringer waren. Bei der Ursachenanalyse wurde eine
unubliche lange Standzeit der Proben vor dem SPE-Clean-up-Schritt als moglicher Grund
identifiziert. Aufgrund eines Geratedefekts konnten die bereits fur den Clean-up-Schritt mit
Reinstwasser verdinnten Bodenextrakte (Wasseranteil >95 %) nicht sofort analysiert
werden und mussten deshalb Uber mehrere Tage zuruckgestellt werden. Aus diesem
Grund wurden nachfolgend Bodenextrakte generiert, diese mit PAP aufdotiert, analog des
Analysenprotokolls fur den Clean-up-Schritt verdiinnt und angesauert und nach unter-
schiedlichen Standzeiten mittels Combustion lon Chromatography (CIC) analysiert.
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Abbildung 8: Leitfahigkeitsmessung eines verdiinnten (1:10) Extraktes vor dem Clean-up-Schritt mittels
SPE aus einer Extraktion von 5g Boden (links) und eines Kontrollpunktes mit einer
Konzentration von 100 pg/L (rechts).

Wie in Abbildung 9 zu erkennen ist, weisen alle drei PAP spatestens nach 5 Tagen eine
deutlich reduzierte Wiederfindung im Vergleich zu einer sofortigen Probenaufarbeitung
auf. Ob die Verluste z. B. einer Anreicherung dieser oberflachenaktiven Substanzen an
der Flussigkeits/Luft-Grenzflache, einer Adsorption der Verbindungen an die Wandung der
Probengefalle oder einer Hydrolyse geschuldet sind, wurde im Projektverlauf nicht weiter
beleuchtet. Da es sich bei den PAP aber nachweislich um eine wichtige Verbindungs-
klasse in den PFAS-kontaminierten Boden der Region Rastatt/Baden-Baden handelt, stel-
len diese Ergebnisse wichtige Erkenntnisse flr das Vorgehen im Labor dar, um Minder-
befunde zu vermeiden.
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Abbildung 9: Wiederfindung von PAP nach unterschiedlichen Standzeiten in wassriger Losung (Wasser-
gehalt >95 %).
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Neben der Verbesserung der Bestimmungsgrenze fur EOF in Bodenproben war eine
Weiterentwicklung des Parameters zur Analyse von Pflanzenbestandteilen ein zentraler
Punkt des EOFplus-Vorhabens. Aufgrund des zuvor bereits erbrachten Nachweises von
PAP in ausgewahlten Bodenproben war eine Abschatzung des Transfers von fluorhaltigen
Verbindungen vom Boden in darauf angebaute Nutzpflanzen im Sinne eines vorbeugen-
den Verbraucherschutzes von groRem Interesse. Proben flr die Extraktionsversuche mit
Pflanzenbestandteilen wurden wie oben beschrieben vom LTZ Augustenberg u. a. durch
laufende Feldversuche und im Rahmen von kontrollierten Aufwuchsversuchen generiert.

Zunachst wurden in allen Matrices Wiederfindungsversuche mit dem Kontrollstandard
PFBS auf einem Konzentrationsniveau von 300 pg/kg F und mit 1 g Pflanzenmaterial
durchgefuhrt. Fir Weizen- und Maiskorn sowie fur Topinamburknolle wurden zufrieden-
stellende Wiederfindungen zwischen 70 % und 80 % erreicht. Die Wiederfindungen fur die
untersuchten blattrigen Matrices lagen lediglich bei 50 % + 10 % fur Maisblatter und
62 % + 1,6 % fir Weidelgras (Abbildung 10). Fur jede Matrix wurden jeweils Proben
belasteter und unbelasteter Standorte aufdotiert und flr die Berechnung der Wiederfin-
dungen deren Grundbelastung vom ermittelten Ergebnis subtrahiert. Uberraschend dabei
waren die deutlich unterschiedlichen Wiederfindungen in belasteten Maisblattern im Ver-
gleich zur unbelasteten Matrix. Es ist anzunehmen, dass nicht die Belastungssituation der
landwirtschaftlichen Flache mit organischen Fluorverbindungen, sondern vielmehr die
spezielle Charakteristik des jeweiligen Standortes sowie Aufwuchs- und Witterungsbedin-
gungen bzw. die Standzeit der Pflanzen Einflussfaktoren fur die Entstehung einer unter-
schiedlichen Pflanzenmatrix waren.
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Abbildung 10: Wiederfindung des Kontrollstandards PFBS lber das Gesamtverfahren in unterschiedlichen
pflanzlichen Matrices (Einwaage 1 g, n =4), die sowohl auf mit PFAS belasteten wie auf
unbelasteten Standorten angebaut wurden.
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Bereits bei den ersten Experimenten mit Pflanzenmaterial wurde deutlich, dass die
Probenvorbereitung, die fur Bodenproben angewandt wird, nicht direkt auf pflanzliche
Matrices Ubertragen werden kann. Samtliche Proben waren nach der Extraktion noch
deutlich gefarbt und wiesen trotz Zentrifugation eine sichtbare Tribung auf. Aus diesem
Grund wurde die Zentrifugation nach der Extraktion optimiert und zwei weitere Zentrifuga-
tionsschritte (nach Einengen des Extraktes und vor der CIC-Messung) implementiert, so
dass sich das finale Analysenprotokoll in dieser Hinsicht von dem fur die Anwendung auf
Bodenproben unterscheidet. Trubstoffe konnten durch diese MalRhahme vollstandig ent-
fernt werden, und es wurden klare aber immer noch gefarbte Extrakte erhalten (Abbildung
11). Weitere MalRnahmen, z. B. Versuche storende Matrixbestandteile wie Wachse/Fette
und Blattfarbstoffe wie Chlorophyll u. a. durch Ausfrieren abzutrennen, erbrachten nicht
den gewlnschten Erfolg.

Abbildung 11: Messfertige Extrakte von Maismehl (links) und Maisblattern (rechts) nach Extraktion und
Clean-up-Schritt.

Die Verwendung von Probeneinwaagen >1 g zur Verbesserung der Bestimmungsgrenze
war fur einige pflanzliche Matrices mit praktischen Limitierungen verbunden. Durch die
geringe Dichte, insbesondere der blattrigen Matrices, ist die Einwaage eines im Vergleich
zu Boden grofReren Volumens notwendig. Dies fuhrt dazu, dass die Probenmatrix durch
das Extraktionsmittel nicht in ausreichendem Male benetzt werden kann und kein aus-
reichender Uberstand nach der Zentrifugation fiir die weitere Aufarbeitung zur Verfiigung
steht. Bei Weizen- und Maiskorn fluhrten groRere Probenmengen aullerdem zum Teil zu
einer kompletten Verblockung der flr den Clean-up-Schritt eingesetzten SPE-Kartuschen
(Abbildung A2 im Anhang).

Auch bei der Analyse von Pflanzenproben musste im Rahmen der Methodenentwicklung
sichergestellt werden, dass co-extrahiertes in anorganischen Spezies vorliegendes Fluorid
erfolgreich abgetrennt werden kann. Bei diesem Vorgehen wird bei Boden ein Aliquot des
Extraktes mit Wasser verdunnt und mittels IC-LF gemessen, um eine Unterschreitung der

Seite 34 von 144



garantiert abtrennbaren Konzentration des anorganischen Fluorids im vorliegenden
Extrakt zu verifizieren. Die Matrixbelastung bei Pflanzenextrakten war allerding so grof3,
dass zur Retentionszeit von Fluorid Matrixkomponenten mit hoher Signalintensitat eluier-
ten (Abbildung 12, links). Somit war eine sichere Quantifizierung nicht mehr gegeben. Zur
Quantifizierung des maximal extrahierbaren Fluorids wurde deshalb versucht Pflanzen-
proben direkt mittels CIC zu verbrennen und zu analysieren (bei ermittelten Gehalten
<50 mg/kg TS kann die Extraktion fur den Clean-up-Schritt kritischer Gehalte an anorgani-
schem Fluorid sicher ausgeschlossen werden). Bei Verwendung der CIC traten deutlich
weniger storende Matrixkomponenten auf, was zumindest die sichere Quantifizierung des
Gesamtfluors der Probe erlaubt. Allerdings kam es bei der Direktverbrennung von Proben-
mengen >0,1 g zu deutlich sichtbaren Kontaminationen an der Gasableitung der CIC-
Einheit, die einen enormen Wartungsaufwand bedeutete (Abbildung A3). Deshalb ist
dieses Vorgehen fur den Routinebetrieb nur fur exemplarische Messungen sinnvoll, zumal
von vergleichsweise geringen Mengen an Fluorid in pflanzlichen Matrices ausgegangen
werden kann. Die Gesamtaufnahme an Fluorid aus Lebensmitteln, also auch aus
Pflanzen, betragt in Deutschland lediglich 400 — 500 yg am Tag (BGVV, 2002). Fur
unterschiedlichste Obst- und Gemusesorten werden meist Fluorid-Gehalte berichtet, die
deutlich unter der getesteten Maximalkonzentration von 50 mg/kg TS an anorganischem
Fluorid liegen (Walters et al., 1983; Gupta und Banerjee, 2011; Gautam et al., 2010), die
sicher bei der Probenvorbereitung entfernt werden kann.
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Abbildung 12: lonenchromatogramm eines verdinnten (1:10) Probenextraktes vor dem Clean-up-Schritt
mittels SPE und Verbrennung aus einer Extraktion von Maiskorn (links) und einer
Direktverbrennung der Probe mittels CIC (rechts).

Validierung

Gemeinsam mit der Projektbegleitgruppe wurde beschlossen, die Validierung fir Boden
vom unbelasteten Standort Forchheim sowie flr Maiskorn und Maisblatt als reprasentative
Matrices fir Boden, Korn und blattriges Pflanzenmaterial durchzufihren.
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Die eingesetzten Probenmengen wurden aus den oben aufgefuhrten Grunden auf 5 g fur
Boden, 1 g fur Maiskornmehl und 2 g fur Maisblatter festgelegt. Neben einer Empfindlich-
keitssteigerung wurde auch eine verbesserte Kenntnis der Uber den Summenparameter
EOF erfassbaren Verbindungen angestrebt. Hierzu wurde anhand von Referenzverbindun-
gen exemplarisch die Extraktionsausbeute fir per- und polyfluorierte Carbon- und Sulfon-
sauren gepruft, die mittels Einzelstoffanalytik quantifiziert werden kénnen. Diese Daten
sind wichtige KenngroRen zur Beurteilung der durch den EOF erfassbaren Verbindungen
im Hinblick auf Ergebnisse der Einzelstoffanalytik.

Fur diese Versuche wurden die Proben der fur die Validierung ausgewahlten Matrices und
Weizenkorn mit einer definierten PFAS-Konzentration aufdotiert (60 ng absolut) und Uber
das Gesamtverfahren aufbereitet. Interne Standards wurden nach der Elution der Analyten
beim Clean-up-Schritt zugegeben, um Matrixeffekte bei der massenspektrometrischen
Detektion rechnerisch auszugleichen und somit eine Bewertung ausschliel3lich matrixbe-
dingter Verluste wahrend Extraktion und dem Clean-up-Schritt zu erfassen. Die Wiederfin-
dung wurde anschlieffend durch die Quantifizierung Uber eine externe Kalibrierung er-
mittelt. Wie Abbildung 13 zu entnehmen ist, liegen die Wiederfindungen insbesondere fur
kurzkettige perfluorierte Carbonsauren sowie einige polyfluorierte Vertreter z. T. unter
50 %. Durch die Mitfuhrung einer Probe uUber das Gesamtverfahren, die keine Matrix
enthielt, ist zu erkennen, dass die Probenmatrix die Extraktion der Verbindungen und den
Clean-up-Schritt der Extrakte in den wenigsten Fallen signifikant beeinflusst.
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Abbildung 13: Wiederfindungen verschiedener PFAS unter Bericksichtigung von Extraktion und Clean-up-
Schritt des EOF-Analysenprotokolls. Analyse mittels LC-MS/MS in verschiedenen Matrices.
Boden =12 ug/kg, Maisblatter = 30 pg/kg, Maismehl/Weizenmehl = 60 pg/kg.
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Die im Rahmen der Vorversuche mit der Referenzverbindung PFBS erzielten Erkenntnisse
konnen auf ein breiteres Analytspektrum Ubertragen werden. Die mittlere Wiederfindung
aller hier untersuchten Verbindungen liegt fir den Referenzboden bei ca. 70 % fur Mais-
korn und fur Weizen bei ca. 80 %. Die durchschnittliche Wiederfindung in den deutlich
starker gefarbten Extrakten der Maisblatter lag dagegen nur bei ca. 45 %. Offenbar
werden hier Matrixbestandteile co-extrahiert, die die Wiederfindung der Zielverbindungen
reduzieren. Die Wiederfindungen in Mais- und Weizenkorn waren insgesamt vergleichbar
(was ebenso auch fur den Vergleich von Weidelgras mit Maisblattern fur die Wieder-
findung von PFBS gilt), dennoch sollten analoge Experimente fur noch nicht untersuchte
Matrices vor der ersten Analyse durchgefuhrt werden.
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Abbildung 14: Wiederfindung der untersuchten 22 per- und polyfluorierten Carbon- und Sulfonsauren und
FOSA in unterschiedlichen Matrices. Die jeweils obere und untere Begrenzung der Boxen
beschreibt den Bereich zwischen dem 1. Quartil und dem 3. Quartil. Die Linie in der Box gibt
den Median an, die Whisker das 5- und das 95-Perzentil, die Punkte Minimal- und
Maximalwert.

Far die drei Matrices Boden, Maismehl und Maisblatt wurde eine aquidistante Kalibrierung
mit >10 Kalibrierpunkten Uber das Gesamtverfahren durchgefuhrt. Die Berechnung der
Bestimmungsgrenzen erfolgte gemall DIN 32645. Daruber hinaus wurde gepruft, ob eine
Aufstockung der Proben in Hohe der jeweiligen Bestimmungsgrenze sich signifikant vom
Methodenblindwert unterscheidet. Falls dies nicht der Fall war, wurde die Bestimmungs-
grenze entsprechend nach oben korrigiert. Das Bestimmtheitsmal} der linearen Regres-
sion von >0,99 fur die Matrices Boden und Maiskorn zeigt die sehr geringe Schwankungs-
breite. Lediglich fur die Matrix Maisblatt ist die Streuung etwas groRRer, aber auch hier wer-
den akzeptable Werte erreicht. Gemal statistischer Auswertung wurde fur Boden eine
Bestimmungsgrenze von 5 pg/kg TS errechnet. Wie anhand der Kalibriergeraden flr
Boden zu erkennen ist, liegt die Signalflache dieses Konzentrationsniveaus aber lediglich
um den Faktor 2 Uber der des Methodenblindwerts (Abbildung 15). Um eine deutlicheren
Abstand zum Blindwert zu erreichen, wurde die Berichtsbestimmungsgrenze fir EOF aus
Boden auf 10 ug/kg festgelegt. Fur pflanzliche Matrices wird eine Bestimmungsgrenze von
25 ug/kg erreicht. Ein vereinfachter Workflow des modifizierten EOF-Analyseverfahrens ist
in Abbildung 16 dargestellt.
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Abbildung 15: Kalibriergeraden fir die Modellverbindung PFBS Uber das EOF-Gesamtverfahren und
zugehorige Validierungsparameter fir die Matrices Boden, Maismehl und Maisblatt, =
Bestimmtheitsmal}, BG = Bestimmungsgrenze.

Herstellung eines Extraktes
» Einwaage von 1 g bis 5 g Probe (TS)
* + 10 mL Methanol
2% ‘|: » Ultraschall, Vortexmischer
«  Zentrifugieren, Uberstand abnehmen
» Extrakt auf 2 mL einengen*
(davon 100 pL zur Kontrolle des
anorg. F mittel IC-LF)

v

Extraktion bzw. Aufreinigung

* Zugabe von 1,9 mL zu 50 mL Reinstwasser

 pH-WertaufpH 5 0,1 einstellen

» SPE-Clean-up

*  Waschen der Kartusche mit 2 x 10 mL
Reinstwasser + 0,01 % NH,OH

+ Trocknen des Sorbens und Elution

+ Einengen des Eluats bis zur Trockene

* Ricklésung in Methanol*

v

Instrumentelle Analytik
+  Combustion lon Chromatography (C-IC)

*zusatzlicher Zentrifugationsschritt bei pflanzlichen Matrices

Abbildung 16: Schema der einzelnen Arbeitsschritte zur Bestimmung des EOF entsprechend dem Stand
am Ende des EOFplus-Vorhabens.
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Ergebnisse der EOF-Bestimmungen an realen Proben

Die validierten Methoden wurden auf unterschiedliche Bodenproben aus Mittel- und Nord-
baden sowie auf verschiedene Pflanzenarten, die von belasteten und unbelasteten
Standorten stammten, angewendet. Die Ergebnisse sind in Abbildung 17 dargestellt.
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Abbildung 17: EOF-Gehalte in Boden- und Pflanzenproben. b = Standort mit PFAS-Belastung.

Beim bisher als unbelastet eingestuften Referenzboden aus Forchheim konnte auch mit
der verbesserten Bestimmungsgrenze weiterhin keine EOF-Belastung festgestellt werden,
wohingegen die restlichen Bodenproben EOF-Gehalte zwischen 440 yg/kg und
1300 pg/kg aufwiesen.

In samtlichen Pflanzenproben, die auf unbelasteten Standorten angebaut worden waren,
konnte kein EOF nachgewiesen werden. Dies war auch flr Mais- und Weizenkorn von den
Standorten mit einer nachweislichen EOF-Bodenbelastung der Fall. In Maisblattern von
einem belasteten Standort und in Weidelgras aus Aufwuchsversuchen mit belastetem
Bodenmaterial wurden hingegen EOF-Gehalte von 40 ug/kg TS bzw. 130 pg/kg TS be-
stimmt. Von Topinambur eines belasteten Anbaugebiets wurden die gesamte Knolle, die
geschalte Knolle sowie deren Schale untersucht. Ahnlich wie bei den blattrigen Matrices
war hier ein deutlicher Ubergang des EOF in die Knolle zu beobachten. In Gesamtknolle
und geschalter Knolle wurden 50 pg/kg TS bzw. 60 ug/kg TS EOF nachgewiesen, in der
Schale ca. 90 ug/kg TS.

Die Anreicherung in den blattrigen Matrices kdnnte der Transpiration der Pflanzen Uber die
regulierbaren Spaltéffnungen der Blatter und der damit verbundenen Anreicherung von mit
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dem Wasser transportierten fluorierten Verbindungen geschuldet sein. Mais benétigt dabei
weniger Wasser zur Ertragsbildung als Weizen. Grundsatzlich wurde bereits gezeigt, dass
der Gesamtwasserverbrauch verschiedener Kulturpflanzenbestande auch stark von der
Dauer ihrer Wachstumsperiode abhangig ist. In Feldversuchen betrug er beispielsweise
fur das fast ganzjahrig wachsende Weidelgras nahezu 700 mm (Roth et al., 2005). Auch
Winterweizen weist eine ahnlich lange Wachstumszeit auf. Feldgemuse wie Zwiebeln oder
Kohl verbrauchen aufgrund ihrer deutlich kirzeren Wachstumsperiode auch weniger Was-
ser (< 350 mm). Daruber hinaus kdnnen weitere Faktoren wie der Anbau unter Folie den
Wasserverbrauch erheblich beeinflussen. Da beim EOF als Summenparameter nicht
bekannt ist, welche fluorierten Verbindungen zum Ergebnis beitragen, wird eine Plausibili-
sierung in diesem Fall erschwert (siehe hierzu auch Diskussion in Kapitel 4.2.2).

41.2 TOP-Assay

Der total oxidizable precursor (TOP)-Assay ist ein oxidatives Aufschlussverfahren, bei dem
durch Thermolyse von Peroxodisulfat im alkalischen Milieu Hydroxylradikale erzeugt
werden. Diese konnen in Folgereaktionen schwer erfassbare und daher oftmals nicht
naher definierte PFAS-Gemische in Verbindungen transformieren,vorwiegend in PFCA,
die anschlie®end mittels Standardmethoden erfassbar sind (Houtz und Sedlak, 2012). Im
Folgenden wird die Methodenentwicklung fur eine effektive Umsetzung solcher Vorlaufer-
verbindungen (Prakursoren) aus Boden- und Pflanzenextrakten mittels TOP-Assay be-
schrieben. Des Weiteren stand eine Erweiterung des Analytenspektrums um die kurz-
kettigsten Vertreter der PFCA im Fokus der Methodenentwicklung.

Die wahrend der hier beschriebenen Experimente erzeugten aufgeschlossenen Proben
wurden mittels Kopplung von lonenchromatographie und Tandem-Massenspektrometrie
(IC-MS/MS) sowie Umkehrphasenflissigchromatographie und Tandem-Massenspektro-
metrie (RP-LC-MS/MS) untersucht. Als Zielverbindungen des TOP-Assays wurden PFCA
mit Kettenlangen von C, (TFA) bis Cy4 (PFTeDA) sowie PFSA (PFBS, PFPeS, PFHxS,
PFHpS, PFOS, PFDS) in die Methodik integriert, dariber hinaus einige ausgewahite
Vorlaufer. Zur Qualitatssicherung wurden interne Standards (sofern kommerziell verfug-
bar) verwendet. In diesem Arbeitspaket standen maligeblich die Optimierung des TOP-
Assays an sich sowie die erweiterte Probenvorbereitung im Mittelpunkt. Da es sich bei der
anschliellenden instrumentellen Analytik weitestgehend um Standardmethoden handelt,
wird im Weiteren nicht auf die chromatographischen Nachweismethoden eingegangen.

Anpassung der Probenvorbereitung (nach erfolgtem TOP-Assay) fir die Integration
weitere Analyten

Der in der Literatur beschriebene TOP-Assay bericksichtigt nicht die potenzielle
Entstehung von PFCA mit einer Kettenlange <C,4 (Houtz et al., 2013). Da moglicherweise
nicht unerhebliche Mengen an TFA und PFPrA beim TOP-Assay entstehen, birgt deren
Nichtbertcksichtigung das potenzielle Risiko einer Unterschatzung des tatsachlichen
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Vorlauferpotenzials. Daher war die Integration dieser kurzkettigen Vertreter der PFCA in
die Methodik ein wichtiges Ziel. In fruheren Publikationen zum TOP-Assay wird die Durch-
fuhrung des Aufschlusses mit 60 mmol/L Peroxodisulfat in Gegenwart von 150 mmol/L
Natronlauge beschrieben (Houtz und Sedlak, 2012; Houtz et al., 2013). Im Verlauf der
Reaktion ist daher mit der Entstehung von Gehalten an Sulfat zu rechnen, die die Gehalte
der erwarteten Zielsubstanzen in erheblichem Malde (d. h. einige Grélkenordnungen) tber-
steigen. Fur die Anreicherung der Analyten und die Matrixabtrennung wird Ublicherweise
ein schwacher Anionenaustauscher verwendet. Janda et al. zeigten bereits, dass anorga-
nische Anionen (Chlorid, Sulfat) die Anreicherung von TFA an schwachen Anionenaus-
tauschern massiv stéren konnen (Janda et al., 2018). Vorversuche mit bereits abge-
schlossenen Aufschlusslosungen des TOP-Assays bestatigten die Annahme, dass die
Wiederfindung vor allem von kurzkettigen PFCA bei dieser Art der Probenvorbereitung
ungenugend ist. Vermutlich ist dies die Ursache dafur, dass TFA und PFPrA in der
Methodenentwicklung bisheriger Arbeiten zum Thema TOP-Assay nicht bertcksichtigt
wurden.

Ein weiterer Aspekt ist die anschlieRende Bestimmung von TFA. Bei der hier bevorzugten
IC-MS/MS-Analytik (Scheurer et al., 2017) konnen hohe Salzgehalte sowohl die ionen-
chromatographische Trennung als auch die MS-Detektion empfindlich stéren. Daher
musste zunachst eine geeignete Methode entwickelt werden, um (i) alle beabsichtigten
Analyten aus den Aufschlussldésungen zu isolieren und (ii) gleichzeitig anorganische
Anionen (v. a. Sulfat) effektiv abzutrennen. Da TFA der vermutlich kritischste Parameter
bei der weiteren Probenvorbereitung ist, wurde das Verfahren zunachst flr diese Substanz
optimiert. Als vielversprechender Ansatz wurde eine Trocknung der Aufschlussldsung
mittels Rotationsvakuumverdampfer mit anschlieBender Extraktion des TFA aus dem
Trockenruckstand mit geeigneten organischen Losungsmitteln angesehen.

Fur die Extraktionsversuche wurden Aceton und Acetonitril (ACN) herangezogen. Beide
Losungsmittel sollten das Potenzial besitzen, TFA mdoglichst vollstandig aus dem Salz-
rickstand zu extrahieren, ohne nennenswerte Mengen anorganischer Salze zu l6sen. Far
die Bewertung der Salzabtrennung wurden 10-mL-Aliquote einer abreagierten Aufschluss-
I6sung (20 h Reaktionsdauer) mittels Rotationsvakuumverdampfer zur Trockene einge-
engt. Die Ruckstande wurden jeweils zweifach mit 1 mL des jeweiligen Losungsmittels
versetzt und mdglichst fein im Lésungsmittel verteilt. Die Extrakte wurden mittels Pasteur-
pipette vom Salzrickstand abgetrennt, bis zur Trockene im N>-Strom eingeengt und in
Wasser ruckgelost. Zur Bestimmung der TFA-Wiederfindung wurde dieses Experiment mit
vordotierten (10 ng TFA) Aufschlusslosungen wiederholt. Die Messextrakte wurden auf
Sulfat (IC-LF) bzw. TFA (IC-MS/MS) analysiert und deren Wiederfindung berechnet. Alle
Versuche wurden als Triplikate durchgefuhrt. Sowohl ACN als auch Aceton erlauben bei
dieser Vorgehensweise eine praktisch vollstandige Abtrennung der Salzmatrix (> 99,99 %)
bei gleichzeitig hoher Extraktionsausbeute von TFA (86—94 %). Bei den Tests mit Aceton
fiel beim Lésungsmittelwechsel eine schwerflichtige Flussigkeit auf — vermutlich ein
Wasser-Isophoron-Gemisch (Conant und Tuttle, 1921) — was insgesamt zu einem
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groleren Zeitaufwand wahrend der Probenvorbereitung verglichen mit den ACN-Experi-
menten fihrte. Aus diesem Grund wurde die finale Methode auf Basis von ACN
weiterentwickelt.

Die im Projektverlauf optimierte Methodik der erweiterten Probenvorbereitung lautet wie
folgt: Eine Mischung aus internen Standards wird auf den Trockenrtckstand gegeben. Die
Analyten werden mit ACN in zwei Stufen aus dem Trockenruckstand extrahiert. Bei der
ersten Stufe werden nach Zugabe von 20 uL Reinstwasser (zum Anlésen der Salze)
1,4 mL ACN in das Reagenzglas mit den Trockenriickstanden gegeben und der Ruck-
stand mit Hilfe eines Spatels vollstandig von den Wanden der Reagenzglaser entfernt und
zerkleinert. Nach Zugabe von 6—7 Glaskugeln (9 3 mm) — die Glaskugeln erleichtern das
Zertrimmern grolRerer Salzkristalle bei der Extraktion — wird die Probe fur 30 min bei ca.
1900 U/min auf einem Vortex-Schittler gemischt. Der Uberstand wird in ein 2-mL-
Zentrifugengefall aus Polypropylen (PP) gegeben, dieses wird zentrifugiert (10 min bei
12.000 x g) und der Uberstand in ein 2-mL-ZentrifugengefaR uberfiihrt. Nach
Wiederholung des Extraktionsvorgangs mit 0,7 mL ACN und einer Durchmischungszeit
von ca. 10 s auf einem Vortex-Schittler werden die Uberstéande vereinigt und das
Lésungsmittelvolumen im Stickstoffstrom bei 33—-34 °C bis zur Trockene eingeengt. Durch
Zugabe von 1 mL eines Gemischs aus MeOH und Wasser (9:1, v/v) werden die Analyten
rickgeldst, homogenisiert und zur Messung in ein 1,5-mL-Vial (PP) mit Schraubdeckel
uberfuhrt. Der hohe MeOH-Anteil ist notwendig, um die langkettigen Analyten in Losung zu
bringen. Aus diesem Extrakt kdnnen prinzipiell alle integrierten Analyten bestimmt werden.
Fir die RP-LC-MS/MS-Methode wurde aufgrund des hohen MeOH-Anteils allerdings ein
spezielles Injektorprogramm entwickelt, um die Retention vor allem kurzerkettiger Analyten
(PFPrA, PFBA) auf der Trennsaule zu verbessern.

B Extraktion 1 [ Extraktion 2 [] Extraktion 3

< 120 +
> 100 '
80
60
40
20

0

Wiederfindung

Abbildung 18: Absolute Extraktionswiederfindungen nach dreistufiger Extraktion der dotierten Analyten aus
einer matrixfreien Aufschlusslésung.

Die Wiederfindungen aller Analyten sind in Abbildung 18 dargestellt. Dort abgebildet sind
die Ergebnisse einer dreistufigen Extraktion (1,4/0,7/0,7 mL). Da der dritte Extraktions-
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schritt zu keiner nennenswerten Verbesserung der Extraktionsausbeute fuhrte, wurde im
Hinblick auf eine Losungsmitteleinsparung darauf verzichtet. Mit Ausnahme von FHxSA
liegen die absoluten Wiederfindungen bereits nach zweistufiger Extraktion im sehr guten
Bereich von 80-120 %.

Extraktion der Prakursoren aus Boden und Pflanzenmaterial

Eine Anwendung des TOP-Assays auf Extrakte von Pflanzenmaterial ist in der Literatur
noch nicht beschrieben worden; eine erste Anwendung des TOP-Assays auf Boden-
extrakte ist bereits dokumentiert (fir PFCA > C4) (Houtz et al., 2013). Um einen unmittel-
baren Bezug zu den EOF-Analyseergebnissen herstellen zu kdnnen, werden die Prakur-
soren allerdings mittels reinen MeOH anstelle von basischem MeOH aus der Fest-
stoffmatrix extrahiert.

Ein Probenaliquot von 0,5 g TS wird in ein 50-mL-Zentrifugengefal® aus PP eingewogen
und mit 5 mL MeOH extrahiert. Der Extraktionsvorgang beinhaltet eine kurze Durch-
mischung (5 s) mit einem Vortex-Schuttler, 15 min Ultraschallbehandlung bei 25 °C und
weitere 30 min Durchmischung auf einem Kreisschuttler bei Raumtemperatur. Nach 5 min
Zentrifugation bei 3000 U/min (bzw. 2968 x g) wird der Uberstand in ein 15-mL-Zentrifu-
gengefald aus PP uberfuhrt. Der Extraktions- und Zentrifugationsvorgang wird mit 5 mL
frischem MeOH wiederholt und der entstandene Uberstand mit dem bereits abgetrennten
Extrakt vereint. Der erhaltene Gesamtextrakt wird im Ny-Strom bei 33-34 °C auf ein
Volumen von < 5 mL eingeengt und anschlieRend auf 5 mL aufgeflllt. Daraus resultiert ein
Extrakt mit 0,1 g Probenaliquot pro mL Extrakt, der anteilig und nach einer an die Proben-
matrix angepassten weiteren Vorbehandlung dem TOP-Assay zugefuhrt wird.

Anpassung des TOP-Assays an Extrakte aus Bodenmaterial

In der Originalpublikation zum TOP-Assay (Houtz und Sedlak, 2012) wurden Oberflachen-
abfluss-Proben mit 60 mM Kaliumperoxodisulfat (K2S20s) und 150 mM Natronlauge
(NaOH) uber einen Zeitraum von 6 h auf 85 °C erhitzt. Unter diesen Rahmenbedingungen
sollten ca. 95 % des eingesetzten Peroxodisulfats abreagiert sein. In eigenen Vorver-
suchen, die mit ausgewahlten Prakursoren (4:2 Fluortelomersulfonsaure (4:2 FTSA) und
6:2 FTSA) analog dem Originalprotokoll durchgeflhrt wurden, traten allerdings bereits
ohne Matrixbestandteile z. T. hohe Streuungen in den Produktkonzentrationen der Drei-
fachbestimmung auf (zwischen 8,5 % relative Standardabweichung (RSD) fur PFPeA und
45 % far PFHxA), die fur eine mangelnde Robustheit des angewendeten Aufschlussver-
fahrens sprechen. In Gegenwart einer komplexen Matrix, wie sie sehr wahrscheinlich bei
Extrakten aus Boden- und Pflanzenmaterial anzutreffen ist, durfte dieser Effekt vermutlich
noch deutlicher hervortreten. Es wurde daher untersucht, ob sich eine langere Reaktions-
dauer mit dem Ziel einer vollstandigen Thermolyse des eingesetzten Peroxodisulfats
positiv auf die Reproduzierbarkeit der Produktkonzentrationen und damit auf die Robust-
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heit der Aufschlussmethode auswirkt. Mit einer Reaktionszeit von 20 h wurden bei sonst
unveranderten Versuchsbedingungen Standardabweichungen zwischen 0,8 % und 6,7 %
erhalten, weshalb diese Zeitspanne bei der weiteren Methodenoptimierung und der finalen
Methode aufgewendet wurde.

Im Rohextrakt liegen neben den zu oxidierenden PFAS auch weitere co-extrahierte
Verbindungen vor, welche wahrend des Aufschlusses in Konkurrenz zu den eigentlichen
Zielsubstanzen — den Prakursoren — stehen und Uber Nebenreaktionen eine quantitative
Bildung der entsprechenden PFCA verhindern kdnnen. Ein stark matrixabhangiger Stoff-
umsatz wurde die Aussagekraft eines Ergebnisvergleichs unterschiedlicher Standorte
und/oder Matrices erheblich schwachen, weshalb auch dahingehend eine Methodenopti-
mierung notwendig wurde. Daher wurde der Einfluss der eingesetzten Probenmenge auf
die maximalen Produktkonzentrationen mittels der Verwendung unterschiedlicher Extrakt-
aliquote (diese entsprachen 0,5 g, 0,2 g und 0,1 g Boden) eines belasteten Modellbodens
Uberpruft. In den Extrakten befindliches MeOH wurde vor Zugabe der Reagenzien vor-
sichtig im Stickstoffstrom bei ca. 35 °C entfernt. Dies fand bereits in den Aufschlussge-
falen statt, in die nach diesem Arbeitsschritt die Aufschlusslosung gegeben wurde.

Die erzielten PFCA-Gehalte der Reaktionsansatze mit 0,5 g Teilprobe fielen im Mittel 16 %
niedriger als die Gehalte mit 0,2 g und sogar 21 % niedriger als die 0,1-g-Ansatze aus.
Daraus wurde abgeleitet, dass co-extrahierte Verbindungen im Fall der Teilproben mit
0,5 g und 0,2 g Bodenaquivalenten zu einer unvollstandigen Transformation vorhandener
Prakursoren fuhren. Demnach wurden Teilproben entsprechend 0,1 g TS als geeignet
befunden und fur das weitere Vorgehen festgelegt. Geringere Probenaquivalente sollten
unter Berucksichtigung des hohen Verdinnungsfaktors nur in Ausnahmen (d. h. bei Hin-
weisen auf unvollstandige Oxidation wie z. B. einer weiterbestehenden Farbung der
Losung nach dem Aufschluss) in Betracht gezogen werden.

Anpassung des TOP-Assays an Extrakte aus Pflanzenmaterial

In ersten Aufschlussexperimenten mit Weizenextrakten zeigte sich, dass eine Verwendung
des methanolischen Rohextrakts (nach Entfernung des MeOH) fur den TOP-Assay nicht
unmittelbar geeignet ist. Unbelastete Weizenproben, die mit FASA dotiert wurden, lieferten
keine reproduzierbaren PFCA-Konzentrationen. Selbst bei Verwendung einer Teilprobe
von 0,1g TS (analog der entwickelten Methodik fur die Anwendung auf Bodenextrakte)
betrug die Streuung (RSD) bei der Transformation zu beispielsweise PFHxA 60 %. Es
wurden daher ausgewahlte Methoden zur Aufreinigung des Rohextrakts untersucht.
Folgende Mdoglichkeiten wurden getestet:

1. Adsorptive Aufreinigung mit ENVICarb (graphitierter Kohlenstoff), dispersiv

2. Ausfrieren von organischen Bestandteilen bei =20 °C

3. Mechanische Reinigung durch einen zweiten Zentrifugationsschritt: Langer und mit
hdherer g-Zahl als bei Herstellung des Rohextrakts, (20 min, 16.000 x g).

Seite 44 von 144



Als pflanzliche Matrices wurden Weizenkorn (Mehl), Maiskorn (Mehl) und Maisblatter flr
diese Versuche ausgewahlt. Es konnte gezeigt werden, dass alle drei Methoden der
erweiterten Matrixabtrennung zu ahnlich zufriedenstellend bis sehr gut reproduzierbaren
Ergebnissen (2-33 % RSD) fuhren. Aufgrund der einfachen Durchfuhrung und Hand-
habung wurde im weiteren Verlauf der zusatzliche Zentrifugationsschritt favorisiert.

Workflow des TOP-Assays flir Boden- und Pflanzenmaterial

Ein vereinfachter Workflow des entwickelten Verfahrens ist in Abbildung 19 dargestellt.

Herstellung eines Extraktes
Einwaage von 0,5 g Probe (TS)
+ 5 mL Methanol
Vortex, Ultraschall, Rotationsschuttler
Zentrifugieren, Uberstand abnehmen
0,1 g Probenaliquot der vereinigten
Uberstande trocknen.

y

Durchfithrung des TOP-Assays

2x{

Zugabe von 10 mL wéssr. Aufschluss-
I6sung (60 mM K,S,0g & 150 mM NaOH)
+ Fir 20 h bei 85 °C inkubieren.

v

Extraktion bzw. Aufreinigung

Zugabe von internem Standard
Einengen der Aufschlusslésung im
Rotationsvakuumverdampfer
Zweistufige Extraktion mit Acetonitril
(1,4/0,7 mL)

Vereinigung der Extrakte und Einengen
bis zur Trockene

Rucklésung in H,O/Methanol (1/9, v/v).

y

Instrumentelle Analytik

IC-MS/MS (TFA)
RP-LC-MS/MS (alle weiteren Analyten).

Abbildung 19: Vereinfachter Workflow des entwickelten Verfahrens.
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Validierung des entwickelten Verfahrens

Je nach vorliegender Vorlauferverbindung kénnen aus ihr wahrend der Oxidations-
prozesse im TOP-Assay mehrere Reaktionsprodukte entstehen und nebeneinander im
finalen Messextrakt vorliegen. Der Wunsch nach eindeutiger Zuordnung und quantitativer
Betrachtung unbekannter Vorlaufer ist daher nicht realistisch, weshalb der Versuch einer
klassischen Ableitung von Nachweis- und Bestimmungsgrenzen (NG und BG) hinsichtlich
der Vorlaufer nicht sinnvoll bzw. moglich ist. Daher wurden zunachst die BG der PFCA im
finalen Messextrakt fur beide verwendeten Analysemethoden mittels Kalibrierung im unte-
ren Arbeitsbereich ermittelt (IC-MS/MS: 11 Konzentrationsniveaus zwischen 0,01 pg/L und
0,25 pg/L; RP-LC-MS/MS: 13 Konzentrationsniveaus zwischen 0,01 pg/L und 0,30 pg/L).
Zusatzlich wurde das Signal/Rausch (S/R)-Verhaltnis der jeweilig berechneten BG uUber-
pruft. Sollte die mittels Kalibriergeradenverfahren ermittelte BG kein S/N-Verhaltnis von
= 10 erreicht gehabt haben, wurde die BG entsprechend des S/N-Verhaltnisses angeho-
ben. Dies war fur PFPrA und PFPeA der Fall. Mit Ausnahme von PFOA (0,11 ug/L),
PFPrA (0,15 ug/L) und PFBA (0,17 ug/L) lagen die BG im Bereich < 0,1 ug/L. Die Lineari-
tat (ausgedriickt als r*) war mit Ausnahme von PFUnNDA und PFTrDA (beide 0,988) > 0,99.
Ein Messwert von 0,1 pug/L entspricht bei Verwendung eines 0,1-g-Feststoffaliquots in
einem TOP-Assay mit 10 mL Nennvolumen und anschlie3ender Aufkonzentration einem
Gehalt von 1 pug/kg TS.

Fir eine Gesamtabschatzung von Extraktions- und Oxidationseffizienz der entwickelten
TOP-Assay-Methode wurden vier exemplarische Vorlaufersubstanzen ausgewahlt (FEtSA,
FBSA, FHxSA, FOSA), die jeweils zu nur einer definierten PFCA transformiert werden.
Diese wurden in z. T. unterschiedlichen Konzentrationsniveaus der jeweiligen Matrix noch
vor der Extraktion hinzugegeben, extrahiert und dem TOP-Assay zugefuhrt (0,1 g Proben-
aliquot). Die Ergebnisse sind in Tabelle 9 dargestellt. Der starke Uberbefund des TFA in
Maiskorn ist dem hohen Hintergrundwert in der unbelasteten Probe geschuldet. Unter
Berucksichtigung der Komplexitat des Verfahrens und des hohen Gesamtaufwandes sind
die Ergebnisse insgesamt als zufriedenstellend zu bewerten.

Tabelle 9: Wiederfindung ausgewahlter Vorlauferverbindungen als PFCA (in %) in verschiedenen
Matrices; verschiedene Dotierungsniveaus der Vorlaufer.

Maiskorn

Probenmatrix Boden Maisblatt
(Mehl)

Dotierungsniveau

25 50 50 400
(Mg/kg TS)
Transformation
FEtSA — TFA 97 79 160 61
FBSA — PFBA 67 64 92 60
FHxSA — PFHxA 87 81 71 51
FOSA — PFOA 112 93 70 64
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Analyseergebnisse der Bodenproben

Die funf im Projekt ausgewahlten Bodenproben wurden dem TOP-Assay unterzogen. Die
Probe E-FO-U-GG aus Forchheim, die als unbelastet gekennzeichnet war, enthielt erwar-
tungsgemal vor TOP-Assay keine der Analyten. Im TOP-Assay wurden allerdings Spuren
(<3 ug/kg TS) von TFA, PFHpA und PFOA gebildet. Die Gehalte der als belastet gekenn-
zeichneten Bodenproben vor und nach TOP-Assay sind in Abbildung 20 bis Abbildung 23
dargestellt. Die zum Teil sehr starke PFCA-Freisetzung (F-Gehalt der Proben stieg um
Faktor 3 bis 5 durch den TOP-Assay (s. Tabelle 10)) zeigt die Anwesenheit signifikanter
Gehalte entsprechender Vorlauferverbindungen.
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Abbildung 20: Gehalte ausgewahlter PFAS vor und nach TOP-Assay in der Probe Hugelsheim, b
(E-HU1b-B-GG).
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Abbildung 21: Gehalte ausgewahlter PFAS vor und nach TOP-Assay in der Probe Wi-MP1, b.
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Abbildung 22: Gehalte ausgewahlter PFAS vor und nach TOP-Assay in der Probe E50-6, b.
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Abbildung 23: Gehalte ausgewahlter PFAS vor und nach TOP-Assay in der Probe NAW, b.
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Tabelle 10: F-Gehalte der Bodenproben, berechnet aus PFAA-Konzentrationen vor und nach TOP-

Assay
F-Gehalt in ug/kg TS*
Vor TOP-Assay Nach TOP-Assay
Forchheim (E-FO-U-GG) 1,1 4.8
Hugelsheim (E-HU1b-B-GG) 430 1200
Wi-MP1, b 93 410
E50-6, b 100 530
NAW, b 160 840

*Berechnet aus Ergebnissen der Einzelstoffanalytik wie in diesem Kapitel beschrieben.

Analyseergebnisse der Pflanzenproben

In einigen Proben von unbelasteten Standorten (Maiskorn, Maisblatt und Weizenkorn)
konnten keine signifikanten Konzentrationszuwachse bei der Anwendung des TOP-Assays
beobachtet werden. PFCA-Gehalte von Mais- und Weizenproben eines belasteten Stand-
ortes sowie von Weidelgrasproben eines belasteten und unbelasteten Standortes vor und
nach TOP-Assay sind in Tabelle 11 dargestellt.

Tabelle 11: PFAA-Gehalte von Mais- und Weizenproben eines belasteten Standortes (b) sowie von
Weidelgrasproben eines belasteten und unbelasteten (ub) Standortes vor (nativ) und nach
TOP-Assay (TOP); Gehalte in ug/kg TS.

Maiskorn, b Maisblatt, b Weizenkorn, b Weidelgras ub Weidelgras b

E-MK-B-GG E-MB-B-OT E-WE-B-OG E-WG-U-GG E-WE-B-OG
Analyt nativ TOP nativ TOP nativ TOP nativ TOP nativ TOP
TFA 90 154 237 377 34 31 109 122 125 103
PFPrA -* - 114 65 16 5,8 10 14 12 54
PFBA - - 214 269 15 22 - 6 51 113
PFPeA - - 41 51 8,7 14 - - 115 118
PFHxA - - 3,2 1,5 3,8 6,4 - - 82 87
PFHpA - - - 24 - - - - 16 37
PFOA - - 1,1 2,8 - - - - 9,5 20
PFNA - - - - - - - - - -
PFDA - - 1,3 2,2 - - - - - -
PFUNDA - - - - - - - - - -
PFDoDA - - - - - - - - - -
PFTrDA - - - - - - - - - -
PFTeDA - - - - - - - - - -
PFOS - - 18 21 - - - - - -
*<BG
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Die PFCA-Gehalte in Topinamburproben (Knolle) konnen Tabelle 12 entnommen werden.
Die Ergebnisse lassen den Schluss zu, dass Pflanzen prinzipiell in der Lage sind, (mobile)
Vorlauferverbindungen aufzunehmen. Insgesamt sind die Konzentrationszuwachse (und
damit die Gehalte mdglicher Vorlaufer) aber auf einem vergleichsweise niedrigen Niveau.

Tabelle 12: PFCA-Gehalte von Topinamburproben (Knolle) vor (nativ) und nach TOP-Assay (TOP);
Gehalte in ug/kg TS.

Unbelastet Belastet Belastet Belastet
(gesamt) (gesamt) (geschalt) (Schale)

E-TO-U-GG E-TO-B-GG E-TG-B-GG E-TS-B-GG
Analyt nativ TOP nativ TOP nativ TOP nativ TOP
TFA 12 23 116 145 126 155 106 129
PFPrA -* - 19 23 22 23 36 30
PFBA - - 59 74 67 90 85 105
PFPeA - - 90 82 116 120 134 121
PFHxA - - 17 6,1 18 - 20 -
PFHpA - - - - - - - -
PFOA - - - - - - - -
PFNA - - - - - - - -
PFDA - - - - - - - -
PFUNDA - - - - - - - -
PFDoDA - - - - - - - -
PFTrDA - - - - - - - -
PFTeDA - - - - - - - -
PFOS - - - - - - - -
*<BG
Tabelle 13: F-Gehalte der Pflanzenproben, berechnet aus PFAA-Konzentrationen vor und nach TOP-

Assay
Kennung F-Gehalt in ug/kg TS*
Vor TOP-Assay Nach TOP-Assay

Weizenkorn, b E-WE-B-OG 43 46
Maiskorn, b E-MK-B-GG 45 77
Maisblatter, b E-MB-B-OT 360 447
Weidelgras E-WG-U-GG 60 73
Weidelgras, b E-WE-B-OG 247 326
Topinambur (gesamt) E-TO-U-GG 6 12
Topinambur, b (gesamt) E-TO-B-GG 175 189
Topinambur, b (geschalt) E-TG-B-GG 204 224
Topinambur, b (Schale) E-TS-B-GG 227 225
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4.1.3 Elektrochemische Oxidation

Mit Hilfe der elektrochemischen Oxidation sollte ein weiterer Parameter zur Ermittlung des
Freisetzungspotenzials von PFCA aus polyfluorierten Prakursoren als Erganzung zum
TOP-Assay etabliert werden. Im TOP-Assay werden durch thermische Zersetzung von
Peroxodisulfat Sulfatradikale und Hydroxylradikale gebildet, welche als Oxidationsmittel fur
die Zersetzung der Prakursoren und die Freisetzung der PFCA dienen. Nachteile des
Ansatzes wie lange Prozesszeiten, starke Matrixeinflisse sowie hohe Salzkonzentrationen
in den Proben sollten durch einen alternativen elektrochemischen Ansatz vermieden wer-
den. Dafur wurde eine elektrochemische Zelle mit einer bordotierten Diamantelektrode
(BDD) als Anode und einem Volumen von 14 mL verwendet. Die BDD-Elektrode hat eine
hohe chemische und mechanische Stabilitat, wodurch sie selbst nicht oxidiert wird, aber
eine hohe OH-Radikalbildungsrate zeigt. Als Elektrolyt wurde eine 20 mM Ammonium-
formiat-Losung verwendet, welche fur Versuche mit hoherem Radikalbildungspotenzial
durch 20 mM Natriumsulfat-Losung ausgetauscht wurde. Flr eine moglichst optimale Aus-
beute wurden die Parameter pH-Wert, Spannung, Zeit und Zugabe von Sulfatradikalen
variiert. Als Modellsubstanzen dienten FOSA und 6:2/8:2 diPAP.

Aufgrund des erwarteten hoheren OH-Radikalbildungspotenzials wurden die Versuche bei
pH7 und pH9 zunachst mit der Modellsubstanz FOSA bei 100 ug/L durchgefuhrt. Es
zeigte sich, dass bei 1,5V der FOSA-Abbau bei pH 9 nach 20 min um 5 % und nach
60 min um 15 % hoher war als bei pH 7. Auch die Transformationsprodukte PFOS, PFOA
und PFHpA zeigten eine hohere Ausbeute bei pH 9, weshalb die nachfolgenden Versuche
bei pH 9 durchgefuhrt wurden.

Beispielhaft wird an zwei elektrochemischen Abbauversuchen von 50 pg/L 6:2/8:2 diPAP
das Bildungspotenzial flir PFCA bei einer Spannung von 3 V und einem pH-Wert von 9
gezeigt. Im ersten Versuch EC 1 wurde mit elektrochemisch erzeugten Hydroxylradikalen
Uber acht Stunden in 20 mM Ammoniumformiat-Lésung gearbeitet. Im zweiten Versuch
EC 2 wurde mit elektrochemisch erzeugten Sulfat- und Hydroxylradikalen Gber einen
Zeitraum von nur einer Stunde in 20 mM Natriumsulfat-Lésung gearbeitet. Die Ergebnisse
sind jeweils in der Abbildung 24 und Abbildung 25 dargestellt.

Wahrend im Versuch EC1 nach drei Stunden mehr als 80 % des Prakursors
6:2/8:2 diPAP abgebaut wurde, zeigte sich im Versuch EC 2 durch die erhdhte Konzentra-
tion der elektrochemisch gebildeten Sulfatradikale ein beschleunigter Abbau, wobei in nur
30 Minuten mehr als 80 % des Prakursors umgesetzt wurden. Als Transformations-
produkte bildeten sich in beiden Versuchen durchweg perfluorierte Sauren, die durch Oxi-
dation der 6:2 und 8:2 Fluortelomeralkohol (FTOH)-Seitenketten des Prakursors gebildet
werden. Dementsprechend wurden in beiden Experimenten die héchsten Konzentrationen
fur PFOA, PFHpA und PFHxA bei ahnlichen Konzentrationsverhaltnissen gefunden.
Zusatzlich wurde PFPeA nachgewiesen, im Vergleich zu PFOA jedoch in Konzentrationen,
die um den Faktor 50 (EC 1) bis 100 (EC 2) kleiner waren. Der elektrochemische Abbau
des 6:2/8:2 diPAP zeigte somit die praferentielle Bildung der PFCA aus der perfluorierten
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Kette (PFOA, PFHxA) und der um eine weitere CF,-Einheit verkirzten Kette (PFHPpA,
PFPeA) der 6:2 FTOH bzw. 8:2 FTOH. In der Massenbilanz werden von den diPAP-
Prakusoren 0,006 nmol/L PFCA erwartet. In den Versuchen EC 1 und EC 2 wurden
jeweils 0,01 nmol/L und 0,003 nmol/L PFCA detektiert und damit in EC 1 eine Uber-
bestimmung und in EC 2 eine Ausbeute von etwa 50% erzielt.
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Abbildung 24: Elektrochemischer Abbau von 6:2/8:2 diPAP und Bildung von PFCA bei 3 V und pH 9 Uber
8 h (Versuch EC 1).
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Abbildung 25: Elektrochemischer Abbau von 6:2/8:2 diPAP und Bildung von PFCA unter Zugabe von
Sulfatradikalen bei 3 V und pH 9 Uber eine Stunde (Versuch EC 2).
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Vergleicht man die Ergebnisse der beiden elektrochemischen Versuche EC 1 und EC 2,
wird deutlich, dass durch die erhdhte Radikalkonzentration bei Zugabe von Sulfat sehr viel
kirzere Reaktionszeiten von etwa einer Stunde bis zur Ausbildung eines Konzentrations-
Plateaus fur die PFCA realisiert werden konnen als ohne Zugabe einer Komponente zur
Forderung der Radikalbildung. In EC 1 wurden daflr sieben bis acht Stunden als
Reaktionszeit bendtigt. Die Gesamtausbeute an PFCA ist in EC 2 aber geringer im
Vergleich zum Versuch EC 1. Dies kann mit der weiteren Transformation der gebildeten
PFCA in Anwesenheit hdherer Radikalkonzentrationen erklart werden.

Mit der elektrochemischen Methode wurden vor allem die primaren Reaktionsprodukte
gebildet, die sich zur Charakterisierung des Prakursors eignen, aber auch weitere Abbau-
produkte in Abhangigkeit der verwendeten Stromdichten und der gebildeten Radikalkon-
zentrationen (Abbildung 26, Niu et al. 2012). Das Spektrum der gebildeten PFCA deckt
sich mit dem der aeroben Bioabbauversuche von 6:2 diPAP und 8:2 diPAP (Liu und Liu,
2016). Die Autoren detektierten PFPeA und PFHxA als Hauptabbauprodukte von
6:2 diPAP sowie PFOA fur 8:2 diPAP.

Zusammenfassend verdeutlichen die Ergebnisse zunachst die prinzipielle Anwendbarkeit
der elektrochemischen Oxidation an bordotierten Diamantelektroden zur Charakterisierung
des Bildungspotenzials von PFCA. Eine Kombination mit der Sulfat-Radikalchemie er-
scheint sehr vielversprechend. Dieser Ansatz erfordert jedoch noch eine weitere Optimie-
rung der Prozessparameter, vergleichende Untersuchungen zum TOP-Assay mit ver-
schiedenen Prakursoren und die Analyse von Realproben.

C;F,CO0~ (\p‘ COO:
C,F,COO~
- {’
CsF,COO- CnF,,1COO-
anode CpiFy ), COO-
CeF3,COO~
O. CotF 10, OH
(j—l,vF] 5(‘00- “\/ :4 C /;
= 4

Abbildung 26: Schema fur den Mechanismus des elektrochemischen Abbaus von PFCA (Abb. aus Niu et
al., 2012).
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4.2 Einzelstoffanalytik
4.2.1 Polyfluorierte Alkylphosphatester (PAP und diSamPAP)

Quantifizierung von PAP aus Boden (Niirenberg et al., 2018)

PAP wurden in der Vergangenheit vor allem bei der Herstellung fettdichter Papiere
verwendet, die im Lebensmittelbereich eingesetzt werden (D’eon et al., 2009). Sie kbnnen
als mono-, di- und trisubstituierte Polyfluoralkylphosphatester mit verschiedenen Fluor-
alkylkettenlangen auftreten und zu PFCA abgebaut werden (Ding et al., 2012). Per-
fluoroctansulfonamidoethanol-basierte Phosphatester (SAMPAP) wurden seit 1974 eben-
falls fur Papiere, die fir den Kontakt mit Lebensmitteln zugelassen sind, genutzt und gal-
ten in Nordamerika bis zum Auslaufen der Produktion im Jahre 2002 als Chemikalien mit
hohem Produktionsvolumen (Benskin et al., 2013; Begley et al., 2008) Formulierungen
bestanden meist aus 10 % mono-, 85 % di- und 5 % trisubstituierten Phosphatestern von
N-Ethyl-Perfluoroctansulfonamidoethanol, die gemeinschaftlich als SAMPAP bezeichnet
werden (Lee und Mabury, 2011 und darin aufgefuhrte Referenzen). SAmMPAP sind seit
einigen Jahren auch deshalb in den Fokus wissenschaftlicher Untersuchungen geruckt, da
sie in der Umwelt Uber mehrere Zwischenstufen zu PFOS abgebaut werden kénnen. PAP
und SAmMPAP gelangten nach dem derzeitigen Kenntnisstand wahrscheinlich durch das
Aufbringen von Kompost, welcher mit Papierschlammen vermischt ist, auf die belasteten
Flachen im Raum Rastatt-Baden-Baden und im Raum Mannheim.

Ausgangspunkt der im Rahmen des hier vorgestellten Projektes durchgefuhrten Arbeiten
waren die Ergebnisse eines Auftrages der Landesanstalt fir Umwelt Baden-Wurttemberg
(LUBW), bei dem eine Methode fur die Quantifizierung von PAP sowie SAMPAP aus
Boden entwickelt wurde (Nurenberg et al., 2018). Dabei wurden insgesamt 9 Zielverbin-
dungen betrachtet — sieben PAP (6:2, 8:2 und 10:2 monoPAP; 6:2, 8:2 und 6:2/8:2 diPAP
und 6:2 triPAP) und zwei SAMPAP (monoSAmMPAP und diSAmMPAP). Die Zielverbindun-
gen wurden mittels FlUssigkeitschromatographie-Tandem-Massenspektrometrie (Triple
Quad 6500+ von Sciex) bei negativer Elektrospray-lonisierung analysiert. Die chromato-
graphische Auftrennung wird mit einer Acquity UPLC BEH C18-Saule von Waters und
einem Gradientensystem aus Reinstwasser und MeOH (beide mit 0,1 % NH4OH) erreicht.

Es wurden zwei verschiedene Extraktionsverfahren etabliert. Bei der ersten Extraktions-
methode, die sich am Protokoll zur Bestimmung des EOF orientiert, wurde eine Boden-
einwaage von 1 g eingesetzt. Der Hauptunterschied zur EOF-Methode ist, dass der
methanolische Extrakt bis zur Trockene eingeengt und anschlieRend mit 1 mL basischem
MeOH (+0,1 % NH4OH) ruckgelost wird. Die zweite Methode wurde fur die Extraktion der
monoPAP und von monoSAmMPAP angewandt, da hier bessere, wenn auch sehr geringe
Extraktionsausbeuten erzielt wurden. Dabei wurde 2,5 g Boden mit 4 mL Methyl-tert-
butylether (MTBE) und 1 mL Essigsaure (1 M) mittels Ultraschallbad und Horizontal-
schattler extrahiert.
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Die Validierung der entwickelten Methode ergab, dass fur die drei monoPAP und mono-
SAmMPAP keine quantitative Bestimmung maoglich ist. Der Grund dafur ist die sehr geringe
absolute Wiederfindung Uber das Gesamtverfahren (<5 %), welche zu sehr hohen
Bestimmungsgrenzen flhrte, da die Signalintensitaten im Bereich des ermittelten Blind-
wertes lagen.

Der Vergleich der Wiederfindungen der tbrigen PAP und von diSAMPAP zeigte, dass eine
vollstandige Extraktion aller Substanzen erreicht wird. Allerdings fuhrten Matrixeffekte zu
einer substanzabhangigen Signalerhdhung bei der massenspektrometrischen Detektion
der Analyten. Daher sollte fur eine Quantifizierung in Matrix (Boden, Pflanzen) immer ein
geeigneter interner Standard verwendet werden, der diese Effekte ausgleichen kann.
Allerdings sind isotopenmarkierte Verbindungen derzeit nur fur 6:2 diPAP und 8:2 diPAP
erhaltlich. Fur die anschlieRende orientierende Analyse von 15 Bodenproben im Rahmen
des Auftrages der LUBW wurden deshalb alle anderen Substanzen mit Ausnahme von
6:2/8:2 diPAP, diSamPAP und 6:2 triPAP (Auswertung mittels matrixangepasster Kalibrie-
rung) nur qualitativ betrachtet. In zwdlf der Proben konnten PAP und/oder diSAmPAP
detektiert werden. MonoSAmMPAP wurde nicht nachgewiesen. In der Halfte dieser Proben
wurde diSAMPAP detektiert und in funf Proben wurden Gehalte an monoPAP qualitativ
nachgewiesen. 6:2 diPAP wurde in den Bodenproben grundsatzlich mit deutlich niedrige-
ren Konzentrationen als 8:2 diPAP nachgewiesen (maximal 50 % der 8:2 diPAP-Konzen-
tration). Die Analyse von 6:2/8:2 diPAP zeigte, dass seine Konzentration im Boden ahnlich
der von 8:2 diPAP ist. Die hdchste gemessene Konzentration von 8:2 diPAP betrug
1000 pg/kg TS.

Ubertragung der PAP-Quantifizierungsmethode auf Pflanzenmaterial

Im EOFplus-Projekt wurde die Extraktion der diPAP und des diSAmMPAP aus den ver-
schiedenen Pflanzenmaterialien (Maisblatt, Maiskorn, Topinambur, Weidelgras und
Weizenkorn) der Extraktionsmethode fur Boden angeglichen. Unterschiede zum Boden
bestehen darin, dass die Zentrifugationszeit verlangert und ein zweiter Zentrifugations-
schritt nach dem Rucklésen in basischem MeOH eingeflhrt wurde. Der Grund hierfur war,
dass die Partikelabtrennung aufgrund der geringen Dichte des pflanzlichen Materials
schwieriger als bei Boden ist. Die Betrachtung der Wiederfindungen in den funf verschie-
denen pflanzlichen Matrices zeigte fur die diPAP gute Extraktionsausbeuten. In Abbildung
27 sind diese exemplarisch fur 6:2 diPAP und 8:2 diPAP dargestellt.
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Abbildung 27: Absolute Wiederfindungen und Extraktionsausbeuten von 6:2 diPAP und 8:2 diPAP in flnf
Pflanzenmaterialien (unbelastet) basierend auf einer Dreifachbestimmung dotierter Proben
(Dotierniveau: 25 ug/kg).

Die Matrixeffekte und somit die Abweichung der absoluten Wiederfindung von der Extrak-
tionsausbeute fielen dabei sehr unterschiedlich aus. Fir Topinambur und Weizenkorn
wurde wie fur Boden eine matrixbedingte Signalverstarkung beobachtet. Dagegen erfolgte
bei Maiskorn und Weidelgras, insbesondere fur 8:2 diPAP, eine Signalsuppression. Bei
der Matrix Maisblatt waren keine Matrixeffekte zu verzeichnen. Die Matrixeffekte bei der
Detektion von 6:2/8:2 diPAP und von diSAmPAP entsprachen tendenziell dem des
8:2 diPAP.

Validierung der Quantifizierungsmethode

Aufgrund von inzwischen verbesserten Blindwerten wurde die Validierung der Methode fur
den Nachweis von diPAP und diSAMPAP in Boden im Rahmen dieses Projekts erneut
durchgefuhrt, um zu prufen, ob eine angestrebte Berichtsbestimmungsgrenze von
5 ug/kg TS auch nach DIN 32645 bestatigt werden kann (siehe Tabelle 14). Als
Kalibrierproben dienten zehn Extrakte des mit PAP-Standard (1-10 pg/kg TS fur diPAP
und diSAmMPAP) dotierten Referenzbodens LUFA 2.4. Fur die Validierung der Methodik
zur Anwendung auf die Matrices Maisblatt und -korn wurde ein analoger Ansatz mit
unbelasteten Matrices verfolgt. Ein Chromatogramm mit den verschiedenen diPAP und mit
diSAmPAP ist in Abbildung 28 flr das Konzentrationsniveau 5 mg/kg nach Extraktion aus
Boden sowie aus Maisblatt dargestelit.
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Abbildung 28: Chromatogramme eines 5 pg/kg-PAP/diSAmMPAP-Multistandards nach Extraktion aus (a)
Boden und (b) Maisblatt; (1) 6:2 diPAP, (2) 6:2/8:2 diPAP, (3) 8:2 diPAP und (4) diSAMPAP.

Durch die Korrektur mit internen Standards kdonnen wie im Fall der Bodenmatrix vorhan-
dene Matrixeffekte gut kompensiert werden. In Abbildung 29 sind beispielhaft fur
6:2 diPAP die Kalibriergeraden nach I1S-Korrektur fur die verschiedenen Matrices sowie die
entsprechende Kalibriergerade aus der direkten Kalibrierung mit Bezugslésungen darge-
stellt. Uber das Gesamtverfahren wurden nach 1S-Korrektur Wiederfindungen zwischen
72 % und 133 % erhalten. Die aus den Kalibrierdaten nach DIN 32645 ermittelten
Bestimmungsgrenzen lagen zwischen 1,3 ug/kg und 4,3 ug/kg TS (Tabelle 14 und Tabelle
15).

Aufgrund der Erfahrung, dass die Blindwerte von PAP aufgrund ihrer vielfaltigen Verwen-
dung zur Impragnierung von Alltagsgegenstanden zeitlich stark schwanken kdnnen, wurde
fur die Ergebnisangaben in diesem Projekt die Berichtsbestimmungsgrenze aller diPAP
und von diSAmMPAP auf 5 pg/kg TS festgelegt.
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Abbildung 29: Kalibriergeraden fiir 6:2 diPAP nach Flachenkorrektur durch einen internen Standard fir die
drei zur Validierung verwendeten Matrices Boden, Maisblatt und Maiskorn sowie die dazu
gehdrige direkte Kalibrierung aus Bezugslésungen (MeOH + 0,1 % NH,OH).
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Tabelle 14: Verfahrenskenndaten fir 6:2 diPAP und 8:2 diPAP fiir die drei Matrices Boden, Maisblatt
und Maiskorn.
Boden Maisblatt Maiskorn
PAP 6:2 diPAP 8:2diPAP 6:2 diPAP 8:2diPAP 6:2 diPAP 8:2 diPAP
Masseniibergang (m/z) 789/443 989/543 789/443 989/543 789/443 989/543
Interner Standard (IS) 6:2 1d3|PAP 8:2 1da|PAP 6:2 93|PAP 8:2 %|PAP 6:2 1d3|PAP 8:2 93|PAP
- "Cy - "Cy - "Cy - "Cy - "Cy - "Cy

mi)se““bergang deslS 793445  903/545 7931445  993/545  793/445  993/545
Linearitat (r?) 0,9957 0,9940 0,9987 0,9892 0,9979 0,9920
Bestimmungsgrenze
nach DIN 32645 2,1 2,7 1,3 3,5 2,2 4,3
Berichtsbestimmungs-
grenze 5 5 5 5 5 5
Wiederfindungen in %
(aus Steigungen der
Kalibriergeraden)

absolut 150 % 175 % 119 % 99 % 94 % 72 %

relativ (IS-korrigiert) 117 % 113 % 89 % 89 % 97 % 93%

Tabelle 15: Verfahrenskenndaten fir 6:2/8:2 diPAP und diSAmMPAP fir die drei Matrices Boden, Mais-
blatt und Maiskorn.
Boden Maisblatt Maiskorn
6:2/8:2 . 6:2/8:2 . 6:2/8:2 .

PAP diPAP diSAmPAP diPAP diSAmMPAP diPAP diSAmMPAP
Masseniibergang (m/z) 889/543 650/526 889/543 650/526 889/543 650/526
Interner Standard (IS) 6:2 1d3|PAP 10:2 diPAP 6:2 1d3|PAP 10:2 diPAP 6:2 %|PAP 10:2 diPAP

- °Cy -Dy - °Cy - Dy - °Cy - Dy

:V'ma;)se““bergang deslS 793445  1103/645  703/445  1193/645  793/445  1193/645
Linearitat (r?) 0,9861 0,9781 0,9977 0,9870 0,9978 0,9984
Bestimmungsgrenze
nach DIN 32645 4,0 2,0 1,8 3,9 2,3 19
Berichtsbestimmungs- 5 5 5 5 5 5
grenze
Wiederfindungen in %
(aus Steigungen der
Kalibriergeraden)

absolut 150 % 175 % 119 % 99 % 94 % 72 %

relativ (IS-korrigiert) 133 % 72 % 80%
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PAP-Gehalte in Umweltproben

Eine Ubersicht der gefundenen PAP-Gehalte in den fuinf untersuchten Bodenproben zeigt
Tabelle 16. Die drei diPAP und das diSAMPAP konnen in den als belastet gekennzeichne-
ten Bodenproben detektiert werden. Die als unbelastet klassifizierte Probe aus Forchheim
zeigte auch hinsichtlich der hier analysierten PAP keine Belastung. Insgesamt sind die
6:2 diPAP-Gehalte geringer als die des 8:2 diPAP und bestatigten somit die Ergebnisse
bisheriger Untersuchungen in den Gebieten Rastatt/Baden-Baden und Mannheim. Die
Gehalte von 6:2/8:2 diPAP lagen in der Gro3enordnung des 8:2 diPAP-Gehaltes. Eine
Korrelation zwischen den Gehalten der diPAP und des diSAMPAP war nicht erkennbar.

In allen untersuchten Pflanzenmaterialen lagen die Gehalte der drei untersuchten diPAP
und des diSAMPAP unterhalb der Berichtsbestimmungsgrenze von 5 pg/kg TS. Die
Aufnahme von PAP und/oder diSAMPAP in Pflanzen, die auf belastetem Boden angebaut
wurden, war bisher kaum Gegenstand wissenschaftlicher Untersuchungen. In einer Studie
(Lee et al., 2014) wurde u. a. die Aufnahme von diPAP in Schneckenklee (M. truncatula)
und Kurbis (C. maxima) aus belastetem Boden betrachtet und im Gegensatz zu den im
hier vorgestellten Projekt untersuchten Pflanzenarten wurde ein Transfer beobachtet (bis
30 yg/kg FG in Schneckenklee bzw. bis 8 pg/kg FG in der Kurbiswurzel). Moglicherweise
ist der Transfer sehr artspezifisch oder die Zeit zwischen Kontamination des Bodens und
des Anbaus der Pflanzen ist relevant hinsichtlich der Pflanzenverfugbarkeit von diPAP in
Bodenmatrix (~10 Jahre im vorgestellten Projekt vs. <1 Jahr in der zitierten Studie).

Tabelle 16: Ubersicht der diPAP- und diSAmPAP-Ergebnisse fiir die fiinf Boden-Proben (ug/kg TS).

Probebezeichnung 6:2 diPAP 8:2 diPAP 6:2/8:2 diPAP diSAmPAP
Forchheim (unbelastet)

E-FO-U-GG <BG <BG <BG <BG
Hlgelsheim (belastet)

E-HU1b-B-GG 41 160 170 230
Wi-MP1 18 76 68 11
E50-6 13 100 69 <BG
NAW <BG 26 23 11
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4.2.2 Trifluoracetat (TFA)

Kenntnisstand

Verglichen mit anderen per- und polyfluorierten organischen Substanzen existieren fur
TFA, das perfluorierte Carboxylat mit der kirzest mdglichen Kettenlange, nur wenige
publizierte Extraktionsmethoden fur Boden und biologische Proben. Das Verfahren von
Cahill et al. (1999) umfasst eine TFA-Extraktion aus Boden- und Pflanzenmatrices mit
Schwefelsaure, gefolgt von einer Derivatisierung von TFA zu dessen Methylester und
anschlieRender Messung mittels Headspace-Gaschromatographie mit Massenspektro-
metrie-Kopplung (GC-MS). Im Rahmen einer Dissertation aus dem Jahr 2002 zur Analyse
verschiedener Umweltkompartimente wurden TFA und weitere Halogenacetate nach
Flissig/Flussig-Extraktion zu Pentafluorphenylethylestern derivatisiert und mit GC-MS
bestimmt. Fur Bodenmatrices wurde dabei zusatzlich nach Aufschluss und basischer
Extraktion des Bodens eine Abfolge pH-abhangiger Flussig/Flussig-Verteilungen als
Probenaufreinigungsschritte vorgeschaltet (Christoph, 2002). Die von den EU-Referenz-
laboren (EURL) fur Pestizidrickstande angewandte Methode zur Extraktion von Di- und
Trifluoracetat aus Pflanzenmatrices basiert dagegen auf einer ameisensauren wassrig-
methanolischen Extraktion, gefolgt von einem Aufreinigungsschritt mit Hilfe eines C18-
Sorbens und anschlieRender Analyse des Extrakts mittels Flissigchromatographie mit
Tandem-Massenspektrometrie-Kopplung (LC-MS/MS) (Anastassiades et al., 2017).

Aufgrund des geringen pKs-Wertes von <0,25 (Solomon et al., 2016) liegt Trifluoressig-
saure in der aquatischen Umwelt praktisch ausschliel3lich in Form des Anions Trif-
luoracetat vor und ist daher auf3erst mobil. TFA ist sowohl in Wasser als auch in vielen
polaren organischen Losungsmitteln (MeOH, ACN) gut I6slich. Aufgrund dieser Stoffei-
genschaften ist von einer effizienten TFA-Extraktion aus Bdden und Pflanzenmatrices
mittels wassriger und polarer organischer Eluenten auszugehen.

Voraussetzung fur die im Rahmen dieses Forschungsprojektes entwickelte Methode war
die Erzeugung eines Extraktes, welcher mit der am TZW bestehenden TFA-Analytik
mittels lonenaustauschchromatographie mit Tandem-Massenspektrometrie-Kopplung (IC-
MS/MS) analysierbar ist. Diese bietet die Moglichkeit, Losungsmittelextrakte ohne
EinbufRen bei der chromatographischen Trennleistung direkt zu injizieren.

Probenvorbereitung und Quantifizierung

a) Schwefelsdureaufschluss

Im Bodenwasser enthaltenes TFA kann von Pflanzen mit dem Transpirationsstrom Uber
die Wurzeln aufgenommen werden (Rollins et al., 1989; Likens et al., 1997). Die Trans-
piration kdnnte dabei zu einer Akkumulation von TFA in der Pflanze fuhren (Boutonnet et
al., 1999). Da bereits der Einbau von TFA in Biomolekule von Wasserpflanzen gezeigt
werden konnte (Standley und Bott, 1998) und zudem Hinweise auf eine Sorption von TFA
an organischer Substanz von Boden existieren (Richey et al., 1997), ist es denkbar, dass
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durch ein einfaches Ausschutteln des Bodens mit wassrigen oder organischen Eluenten
nicht samtliches in der Pflanzenmatrix vorhandenes TFA extrahiert werden kann. Aus
diesem Grund wurde ein Schwefelsdureaufschluss auf die zu untersuchenden Matrices
angewandt. Basierend auf der zuvor beschriebenen Methode von Cahill et al. (1999) wur-
den dazu 0,5g Boden bzw. 0,05 g Pflanzenmaterial in 22-mL GC-Headspace Vials
zusammen mit 0,4 g Natriumsulfat eingewogen und mit einer definierten Menge an inter-
nem Standard (IS) versetzt. Nach Zugabe von 3 mL Schwefelsaure (9 M) wurde das Vial
luftdicht verschlossen und fur 24 h auf einem Horizontalschuttler gemischt. Daraufhin
wurde der Extrakt mit 3 mL Natronlauge (18 M) neutralisiert, wobei die Zugabe durch das
Septum des Vials erfolgte, um einen Verlust an protoniertem und sich in der Gasphase
befindlichen TFA zu vermeiden. AnschlieRend wurde der Extrakt in ein 15-mL-Kunststoff-
zentrifugenroéhrchen Uberfuhrt und flr 15 min bei 4000 g zentrifugiert. Ein 1-mL-Aliquot des
Uberstandes wurde in ein 10-mL-Abdampfrohrchen gegeben, in einem Rotations-Vakuum-
Konzentrator zur Trockene eingeengt und der Rickstand schlief3lich in 1 mL ACN aufge-
nommen. Die Quantifizierung des TFA-Gehaltes des Extraktes erfolgte nach zweifacher
Verdinnung mit ACN mittels IC-MS/MS. Weiterfuhrende Informationen zu der analyti-
schen Messmethode sind in Scheurer et al. (2017) zu finden.

b) Wassrig-methanolische Extraktion

Da das von den EURL angewandte Verfahren eine ameisensaure wassrig-methanolische
Extraktion darstellt, welche bereits zur TFA-Analyse unterschiedlichster Pflanzenmatrices
erfolgreich Anwendung fand (EURL-SRM, 2017), wurde dieses als Grundlage fur die Ent-
wicklung einer Extraktionsmethode herangezogen. Dazu wurden 1 g gefriergetrockneter
Boden bzw. Pflanzenmaterial in 15-mL-Zentrifugenrohrchen aus PP eingewogen, mit einer
definierten Menge an internem Standard dotiert und mit jeweils 2 mL MeOH (+1 %
Ameisensaure) sowie Reinstwasser versetzt. Aufgrund des ausgepragten Quellverhaltens
der untersuchten Pflanzenblatter, wurde fur diese das Volumen von MeOH und
Reinstwasser auf jeweils 3 mL erhoéht. Im Anschluss wurde die Suspension fur 15 min im
Ultraschallbad behandelt und fir weitere 15 min im Horizontalschittler gemischt. Nach
Zentrifugation (15 min; 4000 g) wurde der gesamte Uberstand in ein leeres Zentrifugen-
rohrchen aus PP Uberfuhrt. Dieses Vorgehen wurde zur Optimierung der Extraktionsaus-
beute zwei Mal wiederholt. Flir Béden wurden 2 g gefriergetrocknete Probe zusammen mit
1,6 g Natriumsulfat in PP-Zentrifugenrohrchen eingewogen, mit einer definierten Menge an
IS dotiert und mit 4 mL MeOH versetzt. Analog zur Behandlung der Pflanzenproben wurde
die Suspension fur jeweils 15 min im Ultraschallbad behandelt, im Horizontalschittler ge-
mischt, zentrifugiert (4000 g) und schlieRlich der gesamte Uberstand in ein leeres 10-mL-
Abdampfréhrchen aus Glas Uberfluhrt. Dieses Vorgehen wurde zur Optimierung der
Extraktionsausbeute fur Boden einmal wiederholt. Die vereinten Extrakte wurden daraufhin
im Stickstoffstrom zur Trockene eingeengt und in 1 mL ACN aufgenommen. Leerproben
wurden analog zu den Umweltproben analysiert, um auf den TFA-Blindwert des Gesamt-
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verfahrens schlielen zu kénnen. Die Quantifizierung der TFA-Gehalte in den Eluaten
erfolgte schliellich erneut mittels IC-MS/MS.

Ergebnisse und Diskussion

a) Schwefelsaureaufschluss

Die Messung von TFA mittels IC-MS/MS erfordert eine Modifikation der von Cahill et al.
(1999) beschriebenen Methode. Da die Derivatisierung von TFA zu dessen Methylester
nicht notwendig ist, erfolgte nach dem Schwefelsaureaufschluss lediglich eine Neutralisa-
tion des Extraktes. Der Saureaufschluss fuhrt jedoch zu einem sehr komplexen und
matrixbeladenen Extrakt, welcher ohne weitere Probenaufbereitung nicht der instrumen-
tellen Analytik zugefuhrt werden kann (Abbildung A4).

Um dieser Problematik zu begegnen, wurde ein Aliquot des Extraktes mittels Rotations-
Vakuum-Konzentrator eingedampft und ein Losungsmittelwechsel von Wasser auf ACN
durchgefuhrt. Da die Loslichkeit vieler anorganischer Salze in Acetonitril deutlich geringer
ist als in Wasser, kann damit eine Aufreinigung des Extraktes erreicht werden. Trotz dieser
MalRnahme zeichneten sich in der analytischen Messung mittels IC-MS/MS noch starke
Matrixeffekte ab, welche keine quantitative Auswertung der Extrakte zulieRen. Daher
wurde von einem Saureaufschluss abgesehen und der weitere Fokus auf die Entwicklung
einer wassrig-methanolischen Extraktionsmethode gelegt.

b) Wassrig-methanolische Extraktion

Abbildung A5 zeigt beispielhaft diverse Pflanzenteile von Tobinambur nach einfacher
ameisensaurer, wassrig-methanolischer Extraktion und anschlieRender Zentrifugation. Die
Extrakte weisen eine deutliche Tribung und Farbung auf.

Die Injektion unverdunnter Eluate fuhrte fur samtliche Pflanzenmatrices zu starken Matrix-
effekten bei der Massenspektrometrie (Signalerhdhung). Um Matrixeffekten entgegenzu-
wirken und um einer Ubermalligen Verschmutzung des Messsystems vorzubeugen,
wurden die Eluate aller untersuchten Pflanzenmatrices vor der Messung funffach mit
Reinstwasser verdunnt. Die mit diesem Verfahren untersuchten Pflanzenmatrices wiesen
TFA-Konzentrationen im zwei- bis dreistelligen pg/L-Bereich auf. Fur einige Matrices ist
zudem eine deutlich verbesserte Extraktionsausbeute bei Anwendung einer dreifachen
Extraktion gegenuber einer zweifachen Extraktion zu erkennen. Die Konzentrationen der
Duplikate einer jeweiligen Matrix liegen mit Ausnahme des Maisblattes stets sehr dicht
beieinander (relative prozentuale Differenz: 0 %-24 %; Tabelle 17). Eine allgemein
schlechte Reproduzierbarkeit des Messergebnisses fur das Maisblatt bestatigte sich
jedoch in einem Folgeversuch mit mehreren Wiederholungen nicht. Hier lag der
Variationskoeffizient bei sieben Anreicherungen derselben Matrix unter 1 %.
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Die TFA-Konzentrationen der untersuchten Bodeneluate lagen dagegen im Bereich der
Nachweisgrenze von 50 ng/L. Da in diesem Bereich keine sichere Quantifizierung moglich
ist, wurde die Einwaage fur die Bodenmatrices verdoppelt (2 g). Um den Extrakt leichter
einengen zu kénnen, wurde fur Boden eine rein methanolische (+0,5 % Ameisensaure)
Extraktion durchfuhrt. Dazu wurde das bei dem ersten Extraktionsschritt anfallende Extrakt
(ca. 4 mL) in ein 10-mL Glasvial Uberfuhrt und im Stickstoffstrom auf ein Volumen von ca.
1 mL eingeengt. Nach Hinzugabe des Extraktes aus dem zweiten Extraktionsschritt wurde
das Extrakt zur Trockene eingeengt und anschlieBend in 1 mL ACN aufgenommen. Die
mit diesem Verfahren untersuchten Boden zeigten mit 3%-11 % jedoch eine sehr geringe
Wiederfindung des internen Standards, wobei die Anwendung eines dritten Extraktions-
schrittes im Falle der Boden zu keiner erhohten Extraktionsausbeute fuhrte. Auf mogliche
Ursachen der geringen Wiederfindungen des internen Standards soll im Nachfolgenden
eingegangen werden.

Tabelle 17: TFA-Gehalte (in ug/kg) in den untersuchten Pflanzenproben fiir PFAS-belastete und
-unbelastete Standorte; fir Topinambur, geschalt und Topinamburschale waren nur
belastete Proben verfligbar.

Unbelastete Proben PFAS-belastete Probe
Probenmatrix Kennun 2-fache 3-fache Kennun 2-fache 3-fache
9 Extraktion Extraktion 9 Extraktion Extraktion

Weizenkorn, 1 160 160 30 36
, E-WE-U-OG E-WE-B-0OG

Weizenkorn, 2 160 160 34 39

Maiskorn, 1 61 55 97 100
, E-MK-U-GG E-MK-B-GG

Maiskorn, 2 61 52 98 100

Maisblatt, 1 390 500 250 290
, E-MB-U-OT E-MB-B-OT

Maisblatt, 2 450 460 250 270

Topinambur, 1 26 27 190 210
) E-TO-U-GG E-TO-B-GG

Topinambur, 2 25 26 190 200

Weidelgras, 1 94 160 100 110
, E-WG-U-GG E-WG-B-GG

Weidelgras, 2 93 190 98 140

Tobinambur gesch., 1 - - 210 220
. - E-TG-B-GG

Topinambur, gesch., 2 - - 210 220

Topinamburschale, 1 - - 120 120
) - E-TS-B-GG

Topinamburschale, 2 - - 120 120

Sorption von TFA an Bodenpartikeln: Wie bereits erwahnt, gilt TFA aufgrund seiner
physikochemischen Stoffeigenschaften als sehr mobil in der terrestrischen und aquati-
schen Umwelt. Richey et al. (1997) konnten jedoch fur Boden, die einen hohen Gehalt an
organischem Kohlenstoff aufwiesen, einen verstarkten Rickhalt von TFA beobachten. Ein
abnehmender pH-Wert bedingte dabei eine erhdhte TFA-Retention, was auf die Protonie-
rung von Bodenoberflachen zurlckzufuhren ist. Gleichzeitig nahm bei zunehmenden

Seite 63 von 144



Gehalten an Fluorid, Chlorid und Sulfat die Retention ab, da diese moglicherweise mit TFA
um freie Sorptionsstellen konkurrieren. Berger und Likens (1999) konnten ebenfalls einen
temporaren Rickhalt von TFA in einem Boden eines Laubholzstandortes feststellen,
wobei Anionenaustausch als verantwortlicher Retentionsmechanismus angenommen
wurde. Basierend auf diesen Beobachtungen wurde der Effekt der Anwesenheit von
Natriumsulfat wahrend der Extraktion tGberprift. Natriumsulfat wurde bereits in der Arbeit
von Cahill et al. (1999) angewandt, um die Verdrangung von eventuell sorbiertem TFA bei
der Extraktion von Pflanzen zu unterstutzen. Zudem wurde auf die Zugabe von Ameisen-
saure verzichtet, da diese in weiteren Versuchen keinen Einfluss auf die Wiederfindung zu
haben schien. Tatsachlich zeigen die in

Tabelle 18 dargestellten Ergebnisse bei Zugabe von 1,6 g Natriumsulfat im Durchschnitt
eine Verachtfachung der Wiederfindung des zu Beginn der Extraktion hinzugegebenen
internen Standards. Analog dazu fihrte das Vorhandensein von Natriumsulfat in der Probe
auch zu einem deutlichen Anstieg des Messsignals des nativen TFA. Vergleicht man die
mittels interner Kalibrierung ermittelten TFA-Konzentrationen, so liegen diese mit Natrium-
sulfat tendenziell auf einem leicht hoheren Niveau gegenuber der Extraktion ohne
Natriumsulfat.

Tabelle 18. Einfluss von Natriumsulfat auf die Wiederfindung des internen Standards (IS) von TFA bei
der methanolischen Extraktion unterschiedlicher Bdden.

Einwaage 2g 2g

Elutionsvolumen 3x4 mL 3x4 mL

Elutionsmittel 0,5% Awrreu?ige;séure MeOH

Nast4 - 1,6 g
Konzen- IS-Wieder- Konzen- IS-Wieder-
tration findung tration findung

Hg/kg % Hg/kg %

Forchheim (E-FO-U-

GG) 1,07 7 1,12 43

Hiigelsheim (E-HU1b-B-

GG) 0,67 3 0,60 40

Wi-MP1 0,33 11 0,39 43

NAW 0,51 8 0,67 75

E50-6 0,12 7 0,28 78

In einem Folgeversuch wurde der Effekt unterschiedlicher Einwaagen von Natriumsulfat
auf die TFA-Wiedererhalte untersucht. Abbildung 30 zeigt die Peakflachen des nativen
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TFA und des internen Standards nach Extraktion desselben Bodens, jedoch mit
unterschiedlichen Einwaagen von Natriumsulfat.

Eine Einwaage von 0,8 g lieferte das grofRte Messsignal. Fur groRere Einwaagen (1,6 g
und 3,2 g) liegen die Messsignale, vermutlich aufgrund von Matrixeffekten, auf einem
etwas geringeren Niveau. Des Weiteren verdeutlicht der Versuch ein weitgehend analoges
Verhalten der Messsignale des nativen TFA und dessen internen Standards.

5E+06
mTFA mTFA-IS

4E+06

3E+06

2E+06

Messignal in counts

1E+06

OE+00

0 0,8 1,6 3,2
Natriumsulfat in g

Abbildung 30: Messsignal des nativen TFA und dessen internen Standards nach Extraktion desselben
Bodens fiir unterschiedliche Einwaagen von Natriumsulfat.

Esterbildung: Durch Umstellen der Extraktion auf reines MeOH wird ein rasches
Einengen des Eluates ermoglicht. Die damit erzielte Probenanreicherung ist aufgrund der
geringen TFA-Belastungen der untersuchten Boden fur eine Quantifizierung notwendig.
Die Anwesenheit von MeOH birgt jedoch das Risiko der Esterbildung (Reaktion von
Carbonsauren mit Alkoholen). Da der Methylester von TFA aulerst flichtig ist, kdnnte
dieser beim Einengen des Eluates verloren gehen. Um diese Annahme zu Uberprifen,
wurden mit der gleichen Konzentration an TFA und internem Standard versetzte Losungen
von MeOH und ACN im Stickstoffstrom zur Trockene eingeengt und in jeweils 1 mL ACN
aufgenommen. Da keine Esterbildung im ACN erfolgt, kann anhand des Vergleiches der
gemessenen Messsignale direkt auf den durch MeOH induzierten Verlust geschlossen
werden (Abbildung 31).

Der Versuch zeigt, dass ca. ein Viertel der dotierten Menge an TFA wahrend des
Abdampfens verloren geht, wenn dieses in MeOH anstatt in ACN vorliegt. Dieses Ergebnis
deutet tatsachlich auf eine Esterbildung und damit einen Verlust von TFA wahrend des
Abdampfens hin.
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Acetonitril in Acetonitril Acetonitril

Abbildung 31: Messsignale von TFA und internem Standard nach Abdampfen von identisch dotierten TFA-
Lésungen (10 ng absolut) in MeOH und ACN und Wiederaufnahme des Trockenruckstandes
in ACN.

SchlieBlich wurde gepruft, ob ACN anstelle von MeOH zur Extraktion von Bdden
eingesetzt werden kann, da dabei von keinem Verlust an TFA wahrend des Abdampfens
auszugehen ist. Im direkten Vergleich mit MeOH lieferte jedoch die Extraktion mit ACN
(unter Anwesenheit von jeweils 1,6 g Natriumsulfat) insgesamt deutlich schlechtere
Wiederfindungen (ca. 5% der dotierten Menge an internem Standard). ACN ist damit
vermutlich gegenuber MeOH weniger effizient bei der TFA-Extraktion aus Boden. Eine
weitere Option, die Esterbildung zu unterbinden, stellt die methanolisch-wassrige Extrak-
tion dar, wobei das Eluat mit Hilfe eines Rotations-Vakuum-Konzentrators zur Trockene
eingeengt wird. Dieser erlaubt es auch wassrige Eluate in vergleichsweiser kurzer Zeit
einzuengen. Der damit angereicherte Extrakt zeigte jedoch massive Matrixeffekte im
Massenspektrometer, moglicherweise infolge einer verstarkten Extraktion und Anreiche-
rung storender Probenbestandteile, und konnte nicht zur Quantifizierung herangezogen
werden. Aufgrund dieser Erkenntnisse wurden Boden ausschlieRlich mit MeOH und unter
Anwesenheit von 1,6 g Natriumsulfat extrahiert, da damit zufriedenstellende Wieder-
findungen erreicht werden konnten. In allen Versuchen zeigten der interne Standard und
das native TFA ein sehr ahnliches Verhalten. Der interne Standard ist demnach in der
Lage, das Verhalten des nativen TFA wahrend der Extraktion ausreichend abzubilden und
erlaubt damit eine sichere Quantifizierung von TFA, selbst bei Verlusten wahrend der
Probenvorbereitung.

Zur Validierung der Extraktionsmethoden fur Pflanzen und Boden wurden gering TFA-
belastete Matrices (Maiskorn, Weidelgras, Boden ,,E50-6“) ausgewahlt. Die Ableitung der
Bestimmungsgrenze erfolgte anhand der in der DIN 32645 beschriebenen Kalibriergera-
denmethode, indem jede der drei Matrices in 7-facher Ausfuhrung mit der jeweiligen
Methode analysiert wurde. Die Richtigkeit der Methode wurde durch Analyse einer mit
einer bekannten Menge an TFA versetzten Probe ermittelt (prozentuale Wiederfindung).
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Fur Maiskorn liegt der Variationskoeffizient der ermittelten TFA-Konzentrationen mit 1 % in
einem sehr guten Bereich. Die abgeleitete Bestimmungsgrenze von TFA fur nicht-blattrige
Matrices betragt 4 ug/kg, bei einer Wiederfindung von 99 %. Fur das Weidelgras wird ein
Variationskoeffizient von 4 % erreicht. Die Bestimmungsgrenze von TFA fir blattrige
Matrices betragt 32 pg/kg, bei einer Wiederfindung von 95 %. Mit 6 % ist der Variations-
koeffizient fur Boden ebenfalls niedrig. Die abgeleitete Bestimmungsgrenze von TFA fur
Boden betragt 0,2 pg/kg, bei einer Wiederfindung von 95 %.

TFA-Konzentrationen ausgewéahlter Umweltproben

In Tabelle 19 sind die TFA-Konzentrationen der mit den finalen Methoden untersuchten
Pflanzen- und Bodenproben aufgefuhrt.

Tabelle 19: TFA-Konzentrationen in pg/kg untersuchter Pflanzen- und Bodenproben; b = PFAS-
belasteter Standort.

Pflanzenproben Kennung Konzen- | Bodenproben Kennung Konzen-
tration tration

Weizenkorn E-WE-U-OG 160 Forchheim E-FO-U-GG 1,1
Weizenkorn, b E-WE-B-0OG 38 Hugelsheim, b E-HU1b-B-GG 0,6
Maiskorn E-MK-U-GG 54 Wi-MP1, b 0,4
Maiskorn, b E-MK-B-GG 100 E50-6, b 0,3
Maisblatter E-MB-U-OT 480 NAW, b 0,7
Maisblatter, b E-MB-B-OT 280

Weidelgras E-WG-U-GG 180

Weidelgras, b E-WG-B-GG 130

Topinambur E-TO-U-GG 27

Topinambur, b E-TO-B-GG 210

Topinamburschale, b E-TS-B-GG 120

Topinambur, geschalt, b E-TG-B-GG 220

Zur Plausibilisierung der TFA-Gehalte in pflanzlichen Matrices wurden in der Fachliteratur
genannte Transpirationskoeffizienten (TK) herangezogen. Der TK stellt in der Pflanzen-
produktion eine wichtige Beurteilungsgrundlage fir die Wasserausnutzung dar und be-
schreibt das Verhaltnis zwischen dem Wasserverbrauch wahrend der Wachstumsperiode
und der erzielten Menge an erntbarer Biomasse. Publizierte TK unterscheiden sich zum
Teil deutlich und mussen immer in Zusammenhang mit den jeweiligen Versuchs-
bedingungen betrachtet werden (Mueller et al., 2005). So weisen Experimente, die unter
Nahrstoffmangel oder mit Sorten mit geringerem Ertragspotential durchgefuhrt wurden,
eine ungunstige Wasserausnutzung also einen vergleichsweise hohen TK auf.
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In einem Bericht der Thuringer Landesanstalt fir Landwirtschaft werden flr Winterweizen
TK zwischen 330 und 373 kg H,O/kg TS, flir Welsches Weidelgras 360 kg H,O/kg TS und
fur Silomais 191 kg H,O/kg TS genannt (Roth et al., 2005). Legt man eine Grundbelastung
von 0,5 pg/L TFA im Niederschlag bzw. im Bewasserungswasser zugrunde, ergeben sich
bei vollstandiger TFA-Aufnahme und Verbleib in der Pflanze TFA-Gehalte zw. 100 pg/kg
und 190 pg/kg. Vor dem Hintergrund der oben erwahnten Unsicherheiten und der Tat-
sache, dass auch die TFA-Grundbelastung im Wasser regional unterschiedlich sein kann,
liegen die tatsachlich nachgewiesenen TFA-Konzentrationen in den untersuchten Pflan-
zenmatrices in einem erwarteten Bereich. Ferner bewegen sich die Messergebnisse in
derselben GroRRenordnung wie die von Cahill et al. (1999) ermittelten TFA-Konzentrationen
diverser Pflanzenmatrices (Gelbe Gauklerblume: 252 ug/kg; Reis: 126 pg/kg; Gemeines
Burstengras: 105 pg/kg) sowie wie die in EURL-SRM (2017) publizierten Werte. Insgesamt
sind die ermittelten TFA-Gehalte plausibel. Die TFA-Gehalte stehen offensichtlich in
keinem Zusammenhang mit der Einstufung der Standorte hinsichtlich einer PFAS-Bela-
stung. Dies ist ein starker Hinweis darauf, dass das nachgewiesene TFA offensichtlich
groBtenteils aus anderen Quellen wie beispielsweise dem (lokalen) Abbau von Pflanzen-
schutzmitteln oder dem atmospharischen Eintrag stammt.

4.2.3 Abbauprodukte von FTOH- und FOSE-basierten Produkten

Von den 25 vorgeschlagenen Zielanalyten (Tabelle A1), die potentielle Transformations-
produkte von FTOH- und FOSE-basierten Substanzen darstellen, waren zu Beginn des
Vorhabens 16 Substanzen kauflich erhaltlich. Diese 16 reprasentativen Vertreter
(Tabelle A1) wurden fur die Entwicklung eines analytischen Verfahrens zur Extraktion und
quantitativen Bestimmung in Boden- und Pflanzenproben verwendet. Zunachst wurde die
instrumentelle Analytik unter Verwendung der Ultra-Hochleistungs-Flissigchromato-
graphie gekoppelt mit der Tandem-Massenspektrometrie (UHPLC-MS/MS) unter Ver-
wendung von ,multiple reaction monitoring“ (MRM) im negativen lonenmodus entwickelt.
Die chromatographische Trennung erfolgte auf Grundlage der optimierten mobilen Phase
und des Gradientenelutionsprogramms, das innerhalb Dr. Bergers Arbeitsgruppe fur per-
fluorierte Alkansulfonsduren und ihre Sulfonamid-basierten Vorlauferverbindungen entwi-
ckelt wurde (Ullah et al., 2014). Die MRM-Ubergénge der Analyten mit vorhandenen
authentischen Referenzstandards wurden durch Direktinfusion bestimmt, wahrend die
mutmaRlichen Ubergadnge von Analyten ohne Standards von den MRM-Ubergéngen
strukturell ahnlicher Derivate abgeleitet wurden. Eine in-source Fragmentierung der n:2
FTCA zu ihren ungesattigten n:2 FTUCA Analoga in der Elektrosprayionisierungsquelle
konnte ausgeschlossen und somit die eindeutige Identifizierbarkeit beider Stoffgruppen
sichergestellt werden. Eine Ubersicht tiber die massenspektrometrischen Parameter der
Analyten (Tabelle A2) und Uber das Gradientenelutionsprogramm (Tabelle A3) ist im An-
hang gegeben.
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Im Rahmen der Entwicklung einer Extraktionsmethode wurde die Stabilitat aller Analyten
bei Raumtemperatur Gber einen Zeitraum von drei Wochen nachgewiesen, um eine mdgli-
che Verzerrung der Ergebnisse durch Transformationsprozesse wahrend der Aufarbeitung
auszuschlief3en. Fur die Extraktionsversuche wurden vom Verbundpartner zur Verfugung
gestellte unbelastete Boden- und Pflanzenproben mit MeOH (Boden) bzw. ACN (Pflanzen)
unter Verwendung eines Ultraschallbads in drei Zyklen extrahiert und die Extrakte
aufkonzentriert (

Abbildung 32a). AnschlieRend wurde ENVI-Carb (unporéses Graphitmaterial fir die dis-
persive Festphasenaufreinigung) (Berger et al., 2009) zugegeben, um die im Rohextrakt
enthaltene Probenmatrix durch Sorption an ENVI-Carb zu binden und nach Zentrifu-
gierung und Abnahme des Uberstands abzutrennen (Abbildung 32b). Der Uberstand
wurde uber einen Spritzenaufsatzfilter aus regenerierter Cellulose (0,2 um) filtriert. Da sich
die FOSA- und FOSE-Substanzen als fluchtig erwiesen, wurde auf ein vollstandiges Ein-
dampfen der Extrakte bis zur Trockene per Stickstoff verzichtet, was zu einer wesentlichen
Verbesserung der Wiederfindung fuhrte. Die Volumenbestimmung, als Grundlage fur eine
Berechnung der Konzentrationen und somit der Wiederfindungen, wurde gravimetrisch
durchgefuhrt.

(a) Extraktion (b) Aufreinigung
Dotierung Probenmatrix ENVI-Carb
mit 10ng je Analyt (72h) ‘
‘ ™ T Vortex (30 sec)
Zugabe MeOH /ACN Ja—y 60 BOdER I
ACN: Pflanzen
‘ Zentrifugieren
Ultraschallbad (15min) (14000 g, 2.5 min)
- l 2X
Schutteln (15min) | Filtration Uberstand (0,2 um) |
Zentrifugieren Uberstand einengen auf ca.
(5000 U/min, 5 min) 500 pL per N,
Uberstande einengen Einwaage |
auf 1mL per N, ‘

Kuhlung (8°C),
Zentrifugieren

'

LC-MS/MS vom
Uberstand

Abbildung 32: Schemata (a) der Extraktion aus Probenmatrix und (b) der Verwendung von ENVI-Carb zur
Sorption von geldster Probenmatrix mit dem Ziel der Minimierung des Matrixeffekts.
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Das Extraktionsverfahren wurde hinsichtlich der zu extrahierenden Probenmenge und der
einzusetzenden Menge von ENVI-Carb optimiert. Besonderes Augenmerk galt hierbei den
Matrixeffekten wahrend der quantitativen Analytik. Hierfir wurden die per UHPLC-MS/MS
erhaltenen Peakflachen der Analyten nach Injektion von dotiertem, hochreinem MeOH und
von dotierten Extrakten von unbelasteten Probenmatrices verglichen. Die Menge an
einzusetzendem ENVI-Carb und die Probenmenge fur die Extraktion wurden hinsichtlich
eines Kompromisses zwischen Minimierung des Matrixeffekts, bestmdglicher Wieder-
findung und niedrigen Detektionsgrenzen matrixspezifisch optimiert (Tabelle 20 und
Tabelle A4).

Tabelle 20: Eingesetzte Mengen von Probenmatrix und ENVI-Carb in der optimierten Extraktions-
methode und resultierende Wiederfindungen mit Standardabweichungen der untersuchten
Analyten nach der Extraktion von unbelasteten dotierten Boden- und Pflanzenproben.

Matrix Menge Menge _ Mittl_ere
Matrix ENVI-Carb Wiederfindung
Boden 1-5g* 20 mg 52 + 15%
Maiskorner 59 10 mg 61+ 15%
Maisblatter 19 10 mg 56 £ 9%
Weizenkdrner 5¢ 5 mg 68 £ 5%
Topinambur 29 10 mg 75+ 9%
Weidelgras 19 10 mg 51+ 8%

* Da die Bodenproben je nach Herkunft unterschiedlich zusammengesetzt sind, kann die optimale Menge
an zu extrahierendem Material entsprechend variieren.

Methodenvalidierung:

Die Wiederfindungen und die Matrixeffekte wurden wie oben beschrieben bereits wahrend
der Entwicklung und Optimierung der matrixspezifischen Methoden bestimmt (Tabelle 20
und Tabelle A5). Beispielhaft sind die Wiederfindungen aller Analyten mit Referenzstan-
dards und die beobachteten Matrixeffekte nach der Extraktion aus Boden und Maisblattern
in Abbildung 33a bzw. Abbildung 33b graphisch dargestellt. Im Anhang (Abbildung A6)
sind die Ergebnisse der Extraktion aus allen dbrigen Matrices unter Verwendung von
unterschiedlichen Extraktionsparametern gezeigt. Insbesondere vor dem Hintergrund,
dass eine geeignete Extraktionsmethode fur samtliche Analyten (mit sehr unterschied-
lichen physikalisch-chemischen Eigenschaften) aus allen, im Hinblick auf die Zusammen-
setzung sehr inhomogenen Probenmatrices von Boden und Pflanzen gefunden werden
sollte (Multimethode), sind die Wiederfindungen der optimierten Methoden zufrieden-
stellend (Tabelle 20). Die Matrixeffekte (Tabelle A5) konnten jedoch je nach Probenart
erheblich sein, und lagen im Bereich zwischen einer 14-fachen Verminderung (EtFOSE im
Extrakt von Weidelgras) bis 2,1-fachen Verstarkung des Signals (EtFOSAA im Extrakt von
Topinambur).
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(a) Boden (E-FO-U-GG) (b) Maisblatter (E-MB-U-OT)
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Abbildung 33: Wiederfindungen und Matrixeffekte der Analyten nach Extraktion von dotierten (a)
Bodenproben (dotiert mit 2 pg/kg; n = 3) und (b) Maisblattern (dotiert mit 10 pg/kg;
n=2).

Weiter wurden die NG und BG der Analyten fur die gesamte Methode bestimmt. Dies
erfolgte exemplarisch fur Maiskorner und Maisblatter nach der Kalibriergeradenmethode
entsprechend DIN 32645. Hierbei wurde in beiden Matrices eine ,matrix matched and
extracted“ (MME)-Kalibrierung mit zehn aquidistanten Punkten angefertigt. Da die hochste
Verdinnung maoglichst nahe, aber unter der Nachweisgrenze liegen sollte, wahrend das
Verhaltnis der NG und dem hochsten Kalibrierwert den Faktor 10 nicht Uberschreiten darf,
wurden zunachst die Instrumentendetektionsgrenzen bestimmt. AnschlieRend wurden die
Matrixeffekte und Wiederfindungen bertcksichtigt, um die theoretischen Nachweisgrenzen
in den Extrakten flr die Anfertigung der zu extrahierenden Verdlinnungsreihen zu
berechnen. Aufgrund stark variierender Werte wurden die 16 Analyten in bis zu 7 Gruppen
mit verschiedenen Konzentrationen eingeteilt (Tabelle A6 und Tabelle A7). Eine ,rationale”
Beurteilung der NG und BG wurde durchgefuhrt, um die nach DIN 32645 ermittelten Werte
hinsichtlich ihrer Plausibilitat zu Uberpriufen, und um NG und BG auch fur alle anderen
untersuchten Matrices zu bestimmen. Die rationale NG wurde der Konzentration des am
starksten verdinnten Extrakts gleichgesetzt, in dem der jeweilige Analyt gerade noch
detektiert werden konnte (Signal-zu-Rauschen-Verhaltnis (S/N) von 3). Die rationale BG
wurde der niedrigsten Konzentration gleichgesetzt, bei der die Konzentrations-Flachen-
Wertepaare der Regressionsgerade fur die Kalibrierung eine maximale Abweichung von
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20 % aufwiesen. Fur Boden, Weizenkorn, Weidelgras und Topinambur wurden aus-
schliel3lich rationale NG und BG durch die Extraktion von bis zu acht Konzentrationen im
Duplikat (Tabelle A8) ermittelt. Hierbei wurde auf Aquidistanz verzichtet, um einen
breiteren Konzentrationsbereich abzudecken und die gleichzeitige Verwendung der
Extrakte fur die MME-Kalibrierung zu ermdglichen. Wenn die NG/BG ober- oder unterhalb
der Verdunnungsserie lag, wurde der ermittelte Wert entsprechend durch ein ,> bzw. ,<*
gekennzeichnet.

Die rational und die nach DIN 32645 erhaltenen NG und BG sind in Maiskornmatrix ver-
gleichbar und weichen in der Regel weniger als Faktor 3 voneinander ab (Tabelle 21). In
Maisblattmatrix sind die rational und die nach DIN 32645 erhaltenen NG und BG ebenfalls
vergleichbar (Tabelle 22). Die rational ermittelten NG und BG von MeFOSE und allen
Carbonsauren mit Ausnahme von 8:2 und 10:2 FTUCA weisen aufgrund der Art der
Bestimmung jeweils die gleichen Werte auf. Die rational bestimmten NG und BG fir
Boden, Topinambur, Weizenkorn und Weidelgras sind in Tabelle 23 bis Tabelle 26
aufgelistet. Die allermeisten der bestimmten NG und BG liegen im ein- bis zweistelligen
ng/kg-Konzentrationsbereich.

Tabelle 21: Ubersicht Gber Nachweis- und Bestimmungsgrenzen (rational und nach DIN 32645 ermittelt)
in Maiskornmatrix. Fir 5:3 Acid konnten keine NG und BG bestimmt werden, da diese
aulerhalb des verwendeten Kalibrierbereichs lagen.

Nachweisgrenze rationale Bestimmungs- rationale

Maiskorn nach DIN 32645 Nachweisgrenze grenze nach DIN Bestimmungs-
(ug’kg) (uglkg) 32645 (pg/kg)  grenze (ug/kg)

FOSA 0,001 <0,001 0,002 0,002
MeFOSA 0,001 0,002 0,003 0,004
EtFOSA 0,029 <0,046 0,106 0,046
MeFOSE 0,007 0,012 0,026 0,012
EtFOSE 0,032 <0,046 0,115 0,184
FOSAA 0,001 <0,001 0,003 0,009
MeFOSAA 0,0004 0,002 0,002 0,007
EtFOSAA 0,0001 <0,001 0,0003 0,006
6:2 FTCA 0,298 0,392 1,08 2,61
8:2 FTCA 0,036 0,046 0,130 0,046
10:2 FTCA 0,010 0,012 0,035 0,080
6:2 FTUCA 0,004 0,005 0,015 0,016
8:2 FTUCA 0,001 0,001 0,002 0,002
10:2 FTUCA 0,001 0,001 0,002 0,001
5:3 Acid >0,091 >0,091
7:3 Acid 0,002 0,001 0,008 0,009
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Tabelle 22: Ubersicht Gber Nachweis- und Bestimmungsgrenzen (rational und nach DIN 32645 ermittelt)
in Maisblattmatrix. Fehlende NG und BG nach DIN 32645 bedeuten, dass die Kalibrier-
gerade weniger als acht aquidistante Wertepaare enthielt und damit keine NG und BG
berechnet werden konnten.

Nachweisgrenze rationale Bestimmungs- rationale
Maisblatt nach DIN 32645 Nachweisgrenze grenze nach DIN  Bestimmungs -
(pg/kg) (pg/kg) 32645 (pg/kg) grenze (pg/kg)
FOSA 0,002 <0,004 0,008 0,016
MeFOSA - >0,101 - >0,101
EtFOSA 0,007 0,088 0,026 0,088
MeFOSE 0,058 0,432 0,211 0,432
EtFOSE 1,169 3,08 4,25 5,13
FOSAA 0,004 0,009 0,014 0,034
MeFOSAA 0,005 <0,004 0,017 0,037
EtFOSAA 0,005 <0,009 0,019 0,079
6:2 FTCA 25,20 25,20
8:2 FTCA 0,831 3,08 3,02 3,08
10:2 FTCA 0,100 1,12 0,363 1,12
6:2 FTUCA 0,008 0,079 0,027 0,079
8:2 FTUCA 0,004 <0,004 0,013 0,004
10:2 FTUCA 0,002 <0,004 0,009 0,004
5:3 Acid 0,264 0,323
7:3 Acid 0,102 0,125
Tabelle 23: Ubersicht (iber rationale Nachweis- und Bestimmungsgrenzen in Boden.
rationale rationale
Boden Nachweisgrenze  Bestimmungs-
(Hg/kg) grenze (ug/kg)
FOSA 0,05 0,16
MeFOSA 0,1 4,0
EtFOSA 0,15 4,0
MeFOSE 0,05 0,8
EtFOSE 0,2 0,8
FOSAA 0,02 0,032
MeFOSAA 0,002 0,032
EtFOSAA 0,01 0,16
6:2 FTCA 0,5 0,8
8:2 FTCA 0,05 0,16
10:2 FTCA 0,1 0,8
6:2 FTUCA 0,01 0,032
8:2 FTUCA 0,01 0,032
10:2 FTUCA 0,02 0,16
5:3 Acid 0,05 0,16
7:3 Acid 0,05 0,16
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Tabelle 24:

Ubersicht tiber rationale Nachweis- und Bestimmungsgrenzen in Topinambur.

Topinambur

rationale

rationale

Nachweisgrenze Bestimmungsgre

(Hg/kg) nze (Ug/kg)
FOSA <0,005 <0,005
MeFOSA 0,01 0,01
EtFOSA 0,01 0,02
MeFOSE 0,02 0,50
EtFOSE 0,08 1,25-4
FOSAA 0,01 0,01
MeFOSAA 0,01 0,04
EtFOSAA 0,01 0,02
6:2 FTCA >4 -
8:2 FTCA 0,08 1,25
10:2 FTCA 0,08 0,50
6:2 FTUCA 0,08 0,50
8:2 FTUCA 0,50 0,50
10:2 FTUCA <0,005 0,01
5:3 Acid 0,50 0,50
7:3 Acid 0,02 0,04
Tabelle 25: Ubersicht tiber rationale Nachweis- und Bestimmungsgrenzen in Weizenkorn.

rationale rationale
Weizenkorn Nachweisgrenze Bestimmungsgre

(Hg/kg) nze (ug/kg)
FOSA <0,002 0,002
MeFOSA 0,002 0,008
EtFOSA >0,03 >0,03
MeFOSE 0,03 >0,03
EtFOSE >>0,03 >>(0,03
FOSAA 0,002 0,016
MeFOSAA >0,002 0,004
EtFOSAA >0,002 0,008
6:2 FTCA >>0,03 >>(0,03
8:2 FTCA 0,03 >0,03
10:2 FTCA 0,03 >0,03
6:2 FTUCA >0,03 >0,03
8:2 FTUCA 0,002 0,016
10:2 FTUCA <0,002 0,016
5:3 Acid >0,03 >0,03
7:3 Acid 0,008 0,008
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Tabelle 26: Ubersicht tiber rationale Nachweis- und Bestimmungsgrenzen in Weidelgras.

rationale rationale

Weidelgras Nachweis- Bestimmungs-

grenze (ug/kg)  grenze (ug/kg)
FOSA <0,01 0,02
MeFOSA >0,15 >0,15
EtFOSA 0,02 0,08
MeFOSE 0,15 >0,15
EtFOSE 0,15 >0,15
FOSAA 0,02 0,04
MeFOSAA 0,01 0,15
EtFOSAA 0,01 0,08
6:2 FTCA >0,15 >0,15
8:2 FTCA >0,15 >0,15
10:2 FTCA >0,15 >0,15
6:2 FTUCA <0,01 >0,15
8:2 FTUCA 0,01 0,08
10:2 FTUCA 0,01 0,04
5:3 Acid >0,15 >0,15
7:3 Acid >0,15 >0,15

Aufgrund der betrachtlichen Matrixeffekte, die fur gewisse Analyt-Matrix-Kombinationen
auftraten (Abbildung 33, Abbildung A6, Tabelle A5), war es notwendig, eine Quantifizie-
rungsmethode zu wahlen, die den Matrixeffekten (und den Wiederfindungsverlusten)
Rechnung trug. Da nicht fur alle Analyten analoge isotopenmarkierte Standards zur Verfu-
gung standen, die eine Quantifizierung nach der Internstandardmethode erlauben wirden,
wurde auf die MME-Kalibrierung (wie oben beschrieben) zurlckgegriffen. Zur Abschat-
zung des Konzentrationsbereichs, in dem quantifiziert werden sollte, wurde im Vorfeld
jeweils eine kontaminierte Probe je Matrix extrahiert und einem chemisch-analytischen
Screening unterzogen. Zur Qualitatssicherung der Quantifizierung basierend auf der MME-
Kalibrierung wurden alle Proben 72 h vor der Extraktion mit sechs internen Standards (IS)
(Tabelle A1) dotiert.

Die MME-Kalibrierung als Quantifizierungsmethode setzt eine gute Wiederholbarkeit der
gesamten analytischen Methode voraus. Die Wiederholbarkeit wurde mithilfe der dotierten
internen Standards (Konzentration 2-10 pg/kg; n = 3 fur kontaminierte und n = 10 far un-
kontaminierte Proben) bestimmt. Es zeigte sich, dass fur einige Analyten die Wiederhol-
barkeit der Quantifizierung aus dem dotierten, unkontaminierten Boden (E-FO-U-GG) nicht
zufriedenstellend war, und damit auch keine gute Kalibrierung erreicht werden konnte (r
der MME-Kalibrierung z. T. <0,98). Die Wiederholbarkeit der quantitativen Analytik der
meisten Zielverbindungen aus den kontaminierten Boden (E-Hu1b-B-GG, Wi-MP1, E50-6,
NAW) war dagegen zufriedenstellend.
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Im Gegensatz zu der Extraktion aus Boden verlief die Extraktion aus allen Pflanzenproben
robust und wiederholbar. Beispielhaft ist dies anhand der Abweichung der Signalflachen
der sechs IS vom Mittelwert der Signalflachen in den Extrakten von Maiskornproben dar-
gestellt (Abbildung 34). Die mittlere Abweichung betrug lediglich 4,2 %. Eine analoge
Ubersicht fir alle anderen Pflanzenproben kann Abbildung A7 entnommen werden. Eine
etwas hohere, aber akzeptable mittlere Abweichung von 10 % war lediglich in den Extrak-
ten von dotiertem, unbelastetem Topinambur zu beobachten (Abbildung A7). Dies ist ver-
mutlich darauf zurtckzufuhren, dass sich diese Matrix nach Zugabe von ACN zu einer
harten Masse verklumpte, die mechanisch zerkleinert werden musste, um die Effizienz der
Extraktion sicherzustellen.

(a) Extraktion kontaminiertes MK (b) Extraktion dotiertes, unbelastetes MK
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Abbildung 34: Ubersicht der Variation der Signalflachen von sechs internen Standards (dotiert mit 2 pg/kg)
zur Kontrolle der Wiederholbarkeit der Quantifizierung von (a) kontaminierten Maiskorn(MK)-
Proben (Triplikat) und von (b) einer Verdiinnungsreihe aus zehn Einzelproben von dotierter,
unkontaminierter Maiskornmatrix (zur Erstellung der MME-Kalibrierung und zur Bestimmung
der NG und BG nach DIN 32645).

Transformationsprodukte von Vorlauferverbindungen in Bodenproben

Aufgrund der oben beschriebenen, fur gewisse Analyten auftretenden Probleme beim
Erstellen der MME-Kalibrierkurve mithilfe des unkontaminierten Bodens (E-FO-U-GG)
wurde bei der Quantifizierung der Bodenproben fir FOSA, MeFOSA, EtFOSA, MeFOSE,
MeFOSAA, 8:2 FTCA und 6:2 FTUCA auf die Internstandardmethode zurlckgegriffen,
wahrend fur alle anderen Analyten (aufRer 5:3 und 7:3 Acid) die MME-Kalibrierung (mit
r2 >0,99) angewendet wurde. Fur 5:3 und 7:3 Acid war weder ein analoger interner Stan-
dard erhaltlich, noch konnte eine zufriedenstellende MME-Kalibrierung erzielt werden.
Diese beiden Analyten wurden daher in Boden mit externer, 16sungsmittelbasierter Kalib-
rierung quantifiziert, d. h. Wiederfindungsverluste und Matrixeffekte wurden nicht bertck-
sichtigt, und die entsprechenden Resultate mussen als semi-quantitativ angesehen wer-
den. In Tabelle 27 sind die Resultate der Quantifizierung der Zielverbindungen in den
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kontaminierten Bodenproben als Mittelwerte von Dreifachbestimmungen zusammen-
gefasst. In der unbelasteten Bodenprobe (E-FO-U-GG) waren die Konzentrationen samtli-
cher Analyten unterhalb ihrer Nachweisgrenzen (s. Tabelle 23 fur die NG) mit Ausnahme
von EtFOSAA, das in einer Konzentration zwischen der NG und der BG detektiert wurde.

Tabelle 27: Resultate (Mittelwerte von Dreifachbestimmungen) der Quantifizierung der Analyten in den
vier kontaminierten Bodenproben. Kursiv gedruckte Werte sind detektierte Analyten unter-
halb der BG. Diese Werte sind nur semi-quantitativ zu verstehen, wie auch alle Werte fur 5:3
und 7:3 Acid (ebenfalls kursiv). Leere Zellen sind Konzentrationen <NG (s. Tabelle 23 fir

NG und BG).
Bezeichnung Hu1b Wi-MP1 NAW E50-6
Kennung E-HU1b-B-GG

(Hg/kg) (ng/kg) (ng/kg) (ng/kg)
FOSA 9,90 1,14 0,57 0,55
MeFOSA 0,18 0,12
EtFOSA 0,56 1,09 0,20
MeFOSE 0,12 0,12 0,18
EtFOSE 11,9 0,81 0,24 0,69
FOSAA 5,81 0,13 0,13 0,025
MeFOSAA 0,21 0,01 0,029 0,005
EtFOSAA 215 4,16 3,10 1,33
6:2 FTCA 0,54
8:2 FTCA 0,10 0,12 0,30 0,23
10:2 FTCA 0,75 1,03 0,60 1,02
6:2 FTUCA 0,07 0,07 0,08 0,12
8:2 FTUCA 0,26 0,21 0,43 0,34
10:2 FTUCA 0,94 0,64 0,90 0,72
5:3 Acid 8,57 4,47 2,26 6,81
7:3 Acid 29,6 8,19 5,88 7,52

Transformationsprodukte von Vorlduferverbindungen in Pflanzenproben

Die Quantifizierung aller Zielanalyten in allen belasteten Pflanzenproben erfolgte mittels
der MME-Kalibrierungen, die bereits fur die Bestimmung der NG und BG genutzt wurden
und eine Korrektur der Quantifizierung in Hinsicht auf Matrixeffekte und Wiederfindungs-
raten sicherstellten. Zusatzlich wurden die Analyten FOSA, EtFOSA, MeFOSE,
MeFOSAA, 8:2 FTCA und 6:2 FTUCA unter Verwendung von isotopenmarkierten, internen
Standards, mit denen die Probenmatrix 72 h vor der Extraktion dotiert wurde, quantifiziert
und damit die Quantifizierung mittels MME-Kalibrierung qualitatsgesichert. Hierbei wurde
in allen Fallen eine gute Ubereinstimmung der beiden Quantifizierungsmethoden gefun-
den. In Tabelle 28 sind die Resultate fur die quantifizierten Analyten in allen Pflanzenpro-
ben als Mittelwerte von Dreifachbestimmungen aufgelistet. Die Konzentrationen samtlicher
Analyten lagen in allen unbelasteten Pflanzenproben unterhalb der Nachweisgrenzen (s.
Tabelle 21, Tabelle 22 und Tabelle 24 bis Tabelle 26 fir die NG).
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Tabelle 28: Resultate (Mittelwerte von Dreifachbestimmungen) der Quantifizierung der Analyten in den
belasteten Pflanzenproben (MB: Maisblatt, MK: Maiskorn, TG: Topinambur geschalt, TS:
Topinamburschale, WE: Weizenkorn, WG: Weidelgras). Kursiv gedruckte Werte sind detek-
tierte Analyten unterhalb der BG. Diese Werte sind nur semi-quantitativ zu verstehen. Leere
Zellen sind <NG (s. Tabelle 21, Tabelle 22 und Tabelle 24 bis Tabelle 26 fir NG und BG).
Konzentrationen in Klammern wurden durch IS-Quantifizierung bestimmt.

MB MK TG TS WE WG
Kennung E-MB-B-OT E-MK-B-GG E-TG-B-GG E-TS-B-GG E-WE-B-OG E-WG-B-GG
(ng/kg) (Hg/kg) (Hg/kg) (ng/kg) (Mg/kg) (ng/kg)
FOSA 0,213 0,002 0,002 0,002 0,002 0,009
(0,223) (0,002) (0,002) (0,002) (0,003) (0,007)
MeFOSA
EtFOSA 0,049
(0,067)
MeFOSE
EtFOSE
FOSAA 0,152 0,027
MeFOSAA 0,002
(0,002)
EtFOSAA 0,405 0,006 0,011 0,125 0,006 0,016
6:2 FTCA
8:2 FTCA
10:2 FTCA
6:2 FTUCA 0,225 0,205
(0,203)
8:2 FTUCA
10:2 FTUCA
5:3 Acid
7:3 Acid 0,150 0,037

Weitere PFAS-Transformationsprodukte in Boden- und Pflanzenproben

Zuletzt wurde mit allen kontaminierten Proben ein qualitatives Screening nach potentiellen
Transformationsprodukten von FTOH- und FOSE-basierten Substanzen, fur die keine
authentischen Referenzstandards erhaltlich waren, durchgefuhrt. Hierfur wurden sowohl
die mutmaRlichen MRM-Ubergénge fiir die massenspektroskopische Detektion, als auch
die chromatographischen Retentionszeiten von strukturell ahnlichen Derivaten mit anderen
Kettenlangen abgeleitet. Eine Aussage Uber die Konzentration ist mit massenspektromet-
rischer Detektion ohne Referenzstandard nicht mdglich.

Da die zweifelsfreie ldentifizierung von Analyten ohne vorhandene Referenzstandards
weder durch Tandem-Massenspektrometrie, noch mit Hilfe hochaufldsender Techniken
moglich ist (Schymanski et al., 2014) wurden flnf Konfidenzstufen fur die detektierten Sig-
nale eingefuhrt (Tabelle A9). Hierbei sind diejenigen Analyten, deren ldentitat hochstwahr-
scheinlich richtig zugeordnet ist der Stufe ,a“ zugeordnet. Analyten, deren ldentitat eher
fraglich ist, sind in die Konfidenzstufe ,e" gruppiert. Die Ergebnisse sind in Tabelle 29 wie-
dergegeben.
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Tabelle 29: Qualitative Analyse von extrahierten belasteten Béden (Hi1b, Wi-MP1, NAW, E50-6) und
Maisblattern (MB), Maiskdrnern (MK), Topinamburschale (TS), Topinambur geschalt (TG),
Weidelgras (WG) und Weizenkorn (WE).

Hu1lb Wi-MP1 NAW E50-6 MB MK TG TS WE WG
E-HU1b- E-MB-B- E-MK-B- E-TG-B- E-TS-B- E-WE-B- E-WG-
B-GG oT GG GG GG oG B-GG

4:2 FTCA

12:2 FTCA

14:2 FTCA a

16:2 FTCA

4:2 FTUCA

12:2 FTUCA a b b
3:3 Acid
9:3 Acid
11:3 Acid a a

13:3 Acid a

3:3 UAcid

5:3 UAcid C c
7:3 UAcid b

9:3 UAcid b

11:3 UAcid b

13:3 UAcid

15:3 UAcid

FBSA e e e e b

MeFBSA e e a

EtFBSA

FHxSA b b b b

MeFHXxSA b b

EtFHxSA

FBSAA

MeFBSAA e e e
EtFBSAA a e

FHxSAA
MeFHXxSAA
EtFHXSAA
FBSE
MeFBSE
EtFBSE b b b a
FHXxSE

MeFHXSE

EtFHXSE b

FOSE

)
W]
)
V]
)
)
)

(o
(o

o
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4.2.4 Fluortelomeracrylate

Die vom Fraunhofer IVV durchgefuhrte Literatur- und Patentrecherche zum historischen
und aktuellen Einsatz fluorierter Papierbeschichtungen hat gezeigt, dass Perfluorverbin-
dungen in fettdichten Papieren bereits seit den fruihen 1960er Jahren eingesetzt wurden.
Nach Auskunft des Verbandes Deutscher Papierfabriken (VDP) werden und wurden PFAS
nur in Lebensmittelkontaktpapieren eingesetzt. Somit kommen in der Regel nur Stoffe zur
Anwendung, die in der Empfehlung des Bundesinstitutes flr Risikobewertung (BfR)
aufgeflhrt sind. Substanzen werden dabei auf Antrag der Hersteller und nach Priufung des
BfR in die Empfehlungen aufgenommen. Auf Basis der Eintragungen in die Empfehlungen
kann ein ungefahres Bild des Einsatzes gezeichnet werden. Bis zur Jahrtausendwende
waren haufig Verbindungen der Sulfonylchemie im Einsatz, die dann z. B. durch Perfluor-
alkylphosphate (di- und triPAP mit FTOH-Seitenketten) oder auch SAmPAP ersetzt
wurden.

Eine Tendenz zum Einsatz kurzerer Seitenketten ist dabei Uber die Jahre zu beobachten.
Perfluoralkylphosphate werden ab ca. 2010 nicht mehr so haufig eingesetzt, da Uber
verschiedene Zwischenschritte u. a. die Bildung von PFOA aus diesen Verbindungen
(Prakursoren-Problematik) beobachtet wurde. Fluoracrylate (oder auch Mischpolymerisate
derselben) wurden ebenfalls bereits seit den 1960er Jahren eingesetzt und stellen heute
die Mehrheit der verwendeten Produkte. Die Molmassenverteilung einzelner eingesetzter
fluorierter Papierhilfsmittel unterscheidet sich dabei betrachtlich. Dadurch ist auch die
Einsatzmoglichkeit verschiedener Analysenverfahren beschrankt. Neben Lebensmittel-
kontaktpapieren werden im kleineren Umfang auch Fotopapiere mit PFAS hergestellt. Der
Einsatz von PFAS in Verbindung mit polymeren Faserstoffen (Tapeten, Geotextilien,
sonstige Vliese) ist Gegenstand aktueller Recherchen, da es auch hier nachweislich zur
Freisetzung von Perfluorverbindungen kommen kann. (Gruber et al, 2014). Aktuelle
Arbeiten zeigen auch den Abbau von polymeren Acrylaten mit Fluortelomer-Seitenketten.
(Washington et al.,, 2015). Untersuchungen von Hexafluorisopropanol(HFIP)-Extrakten
einzelner eingesetzter fluorierter Papierhilfsmittel mit Gelpermeationschromatographie
(GPC) zeigen, dass insbesondere die Papierhilfsmittel auf Basis von Fluoracrylaten teil-
weise recht hohe mittlere Molgewichte haben, was den analytischen Nachweis erschwert.

Seite 80 von 144



Molmassenverteilung

1.24
%, 0.9
o
S
=
o
0.6
0.3
0.0 T T \ T 1
2 3 4 5 6 7
logM
/ Impress FP / UNIDYNE TG-8151 ~ AG-Paper P3010
(MW=6211) (MW=311272) (MW=85546)

Abbildung 35: Beispiel fur die Molmassenverteilung einzelner eingesetzter fluorierter Papierhilfsmittel.

Eine direkte Messung dieser fluorierten Verbindungen ist bei Molekllgewichten zwischen
10° und 10%° g/mol nicht méglich.

Die Extraktion der Produkt- und auch Bodenproben mit dem starken Losemittel HFIP
ermdglicht die Extraktion der vorhandenen fluorierten Papierhilfsmittel und deren Fraktio-
nierung an der GPC. Die Detektionsmadglichkeiten sind dabei abhangig von der Molmas-
senverteilung der Produkte. Der Nachweis polymerer Vorlaufersubstanzen sollte Uber
Thermo-/Hydrolyse zu Fluoracrylaten bzw. durch oxidative Konversion zu niedermolekula-
ren PFAS erfolgen.

Der Nachweis von Fluoracrylaten in Boden- und Pflanzenproben erfolgte nach Extraktion
durch Kopplung von Gaschromatographie mit einem Massenspektrometer mit positiver
chemischer lonisation (GC-PCI-MS).

In ein PP-Zentrifugenréhrchen wurde 1 g Probe eingewogen und 10 mL MeOH zuge-
geben. Die Extraktion erfolgte Uber Nacht auf einem Schuttler. Nach Zentrifugation (5 min
bei 11627 x g) wurden 5 mL des Uberstandes abgenommen und mit 10 uL des internen
Standards versetzt. Anschlieend wurden 7 mL Wasser und 1 mL n-Hexan zugegeben.
Nach Vortex-Mischen wurde ein Aliquot der n-Hexan-Phase abgenommen und in ein
1 mL-GC-Vial Uberfuhrt.
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Abbildung 36: Prinzip der Abtrennung niedermolekularer PFAS und der oxidativen Konversion hochpoly-
merer Fluoracrylate zu niedermolekularen PFAS sowie der alternativen Thermo-/ Hydrolyse
zu monomeren Fluoracrylaten (grauer Pfad).

Die chromatographische Trennung wurde an einem Trace GC Ultra (Thermo Fisher
Scientific) auf einer ZB-50-Saule bei einem Temperaturgradienten von 40 °C (Haltezeit
4 min) auf 300 °C mit 10 °C/min durchgefuhrt. Die Detektion erfolgte an einem Massen-
spektrometer des Typs TSQ Quantum GCMS unter PCI-Bedingungen.
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Tabelle 30: Verfligbare Standards von Fluoracrylaten.

Kiirzel Bezeichnung
2:1 FTAC 2,2,3,3,3-Pentafluorpropylacrylat
3:1 FTAC 2,2,3,3,4,4,4-Heptafluorbutylacrylat
3:1 FTMAC 2,2,3,3,4,4,4-Heptafluorbutylmethacrylat
7H-6:1 FTAC 2,2,3,3,4,4,5,5,6,6,7,7-Dodecafluorheptylacrylat
6:2 FTMAC 3,3,4,4,5,5,6,6,7,7,8,8,8-Tridecafluoroctylmethacrylat
6:2 FTAC 3,3,4,4,5,5,6,6,7,7,8,8,8-Tridecafluoroctylacrylat
8:2 FTMAC 3,3,4,4,5,5,6,6,7,7,8,8,9,9,10,10,10-Heptadecafluordecylmethacrylat
8:2 FTOAc 1H,1H,2H,2H-Perfluorodecylacetat, LOT:82FTOAc0412b
10:2 FTOAc 1H,1H,2H,2H-Perfluordodecylacetat, LOT:102FTOAc0412
8:2 FTAC 1H,1H,2H,2H-Perfluordecylacrylat, LOT:82FTAcr0412
10:2 FTAC 1H,1H,2H,2H-Perfluordodecylacrylat, LOT:102FTAcr0412
Cartafluor C8 for Paper (Cartafluor CFI)
Tabelle 31: Retentionszeiten und Massen der Acrylate, Telomeralkohole und Sulfonamide zur

Auftrennung auf einer ZB50-Saule.

Analyt m/z Tl m/z Q Retentionszeit in Minuten
4:2 FTOH 265,0 227,0 2,31-3,76
6:2 FTOH 365,0 327,0 3,40-4,54
8:2 FTOH 465,0 427,0 5,16-5,73
10:2 FTOH 565,0 527,0 6,85-7,15
6:2 FTAC 419,0 447 A1 5,20
8:2 FTAC 519,1 5471 6,00
10:2 FTAC 619,1 647,1 6,80
EtFOSA 528,0 508,0 11,14
EtFOSE 554,0 5721 14,46
MeFOSA 514,0 494,0 10,95
MeFOSE 540,0 558,0 13,95
Me2FOSA 528,2 9,36
8:2 FTMAC 533,1 561,1 9,33
6:2 FTMAC 433,1 461,1 8,13
7H-6:1 FTAC 387,1 415 7,80
6:2 FTAC 419 447 6,94
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Die leichter flichtigen Penta-, Hexa- und Heptafluor-(meth-)acrylate lassen sich aufgrund
der Verschleppung des Losemittels nur semiquantitativ erfassen. Eine Entfernung des
Ldsemittels ist aufgrund der Flichtigkeit der Zielanalyten prinzipiell nicht moglich.

Beispielhaft sind in Abbildung 37 und Abbildung 38 Kalibrierkurven fur 7H-6:1 FTAC,
6:2 FTAC, 6:2 FTMAC und 8:2 FTMAC aufgefihrt.
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Abbildung 37: C