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Priifauftrag: Bestimmung von HCH Isomeren in einem Fisch c
Prifobjekte: 1 Fisch (Karpfen) 3
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Kundenreferenz: Dr. Martin Forter <
Ihr Auftrag vom: 12. August 2011 2
Eingang der Prifobjekte: 15. August 2011 s
Ausfuhrung der Prifung: 15. August bis 16. September 2011 -
Anzahl Seiten: -3- N
Beilagen: Die Resultate wurden vorab per e-mail in Form eines Excel-Files N
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Anmerkung: Die Untersuchungsergebnisse haben nur Gultigkeit fir das geprifte Objekt. Das Verwenden des Berichtes zu Werbezwecken,
der blosse Hinweis darauf sowie auszugsweises Verdffentlichen bedirfen der Genehmigung der EMPA (vgl. Merkblatt). Bericht
und Unterlagen werden 10 Jahre archiviert.
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1 Priifobjekte

Die Halfte eines grosseren Karpfen wurde der Empa am 15. August, in tiefgefrorenem Zustand, per Post
zugestellt.

2 Prifung

2.1 Priifverfahren fiir HCH in Fisch

Der Fisch wurde aufgetaut und die Innereien entfernt. Der essbrae Anteil wurde von den Graten befreit
und mit einem Stabmixer zu einem Mousse homogenisiert. Ca. 100 g des Homogenates wurden mit 300
mL ultra reinem Wasser versetzt und mit dem Stabmixer gut durchmischt. Nach quantitativem Transfer in
einen 2 L-Scheidetrichter wurde nacheinander mit 6 mL di-Kaliumoxalatiosung (ca. 35 % w/v), 300 mL
Ethanol, 150 mL Diethylether und 210 mL n-Pentan versetzt, wéhrend jeweils 1 min kraftig geschittelt und
die wassrige Phase in einen 2 L-Scheidetrichter abgelassen. Nach der Phasentrennung wurde die wassri-
ge Phase nochmals mit 150 mL n-Pentan ausgeschuttelt. Die vereinigten organischen Phasen wurden
zweimal mit je 300 mL wassriger Natriumsulfatiosung (2 % w/v) ausgeschittelt und anschliessend Uber
wasserfreiem Natriumsulfat getrocknet. Die Hauptmenge des Losemittels wurde am Rotationsverdampfer
abdestilliert (50 °C, Normaldruck) und das verbliebene Lésemittel bei Raumtemperatur unter Vakuum bis
zur Gewichtskonstanz verdampft. Die Lipidausbeute wurde gravimetrisch bestimmt.

Ca. 1 g Fett wurde mit dem internen Standard 3Cs-gamma-HCH versetzt und mit n-Hexan auf ca. 2 mL
verdiinnt. Anschliessend wurden die Fette durch Zugabe von konzentrierter Schwefelsaure hydrolisiert und
die Analyten durch dreimaliges extrahieren mit 2 mL n-Hexan aus der Suspension extrahiert. Zur besseren
Phasentrennung wurde die Suspension bei 5000 rpm fir einige Minuten zentrifugiert. Die vereinigten n-
Hexanphasen wurden am Rotationsverdampfer bei 50°C und 300 mbar bis auf ca. 0.5 mL eingeengt. Der
vorgereinigte n-Hexanextrakt wurde chromatographisch an einer gemischten Kieselgelsaule gereinigt (0.5
g Kieselgel sauer 44% H,S0O, und 0.5 g Kieselgel aktiviert 130°C). Die Elution erfolgte mit 20 mL n-Hexan.

Das Losemittel wurde am Rotationsverdampfer bei 50°C und 300 mbar bis auf ca. 0.5 mL eingeengt. Nach
quantitativem Transfer in 0.5 mL Mini-Vials wurde unter Stickstoffbegasung bei Raumtemperatur das Vo-
lumen bis auf ca. 30 ul reduziert.

Die quantitative Analyse der HCH-Isomere wurde mittels Gaschromatographie/Massenspektrometrie
durchgefiihrt (HRGC/HRMS). Die Quantifizierung erfoigte durch Vergleich mit dem isotopenmarkierten
Standard (Isotopenverdiinnungsanalyse).

2.3 Referenzmaterialien

Kalibrationsstandard: Native alpha-, beta-, gamma-, delta- und epsilon-HCH von Dr.
Ehrenstorfer und Celamerk
Interner Standard: 13C s-isotopenmarkiertes gamma-HCH (CLM 1282-S, Cambridge Iso-

tope Laboratories)

2.4 Prufmittel

Gaschromatograph: Varian 3400 mit Autosampler CTC A200S
Kapillarsaule: 60m x 0.25 mm, J&W DB-Dioxin, Filmdicke 0.15 pm
Massenspekirometer: doppelfokussierendes Massenspektrometer Finnigan MAT 95, ausgeristet

mit Systemsteuerungs- und Applikationssoftware Xcalibur 1.4.
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é.s Prufbedingungen

Tragergas: Helium, 200 kPa

Injektion: 3 pL splitlos

Temperaturprogramm: 100 °C (1 min), 10 °C min™" bis 260 °C (10 min isotherm)

Quellentemperatur: 220 °C

lonisierung: Elektronenstoss (El), Detektion der positiven lonen

Elektronenenergie: 70 eV

Massenauflésung: m/Am = 7'500 (10 % Tal)

Einzelionendetektion: Es wurden jeweils die m/z-Werte der beiden haufigsten Isotopenkombinatio-
nen des Fragmentions [M-HCI,]" der nativen und des '*C,,-markierten HCH
registriert.

3 Resultate

Die Resultate wurden auf zwei signifikante Stellen gerundet. Die Summenwerte wurden mit ungerundeten
Werten berechnet und danach auf zwei signifikante Stellen gerundet. Die Resultate sind auf Frischgewicht
(FG) und Fett (Lipid) bezogen aufgelistet.

Tabelle 1: Resultate zu den HCH-Gehalten in Filet (Fettgehalt 2.8%) und Bauchfett (Fettgehlt 6.6%)

Fitet Bauchfett Filet Bauchfett
ng/g FG ng/g FG ng/g Lipid ng/g Lipid
pa/kg FG Hg/kg FG  ug/kg Lipid  pg/kg Lipid

alpha-HCH 0.89 19 32 29

beta-HCH 8.0 7.2 290 110

gamma-HCH 0.13 0.32 4.5 4.9

2 delta- und epsilon-HCH 0.71 0.46 25 6.9
Summenwert HCH: 9.8 9.9 350 150

4 Qualitidtssicherung und Messunsicherheit

Alle Untersuchungen wurden nach den Grundsétzen der Qualitatssicherung (ISO/IEC 17025 ) durchge-
fuhrt. Nach unseren Erfahrungen betragt die Messunsicherheit fir die Bestimmung der HCH-Isomere ca.
20 % (Probenahme nicht einbezogen).



