The MIAK-collection
for Occupational Health and Safety

® 7B MED-Publikationsportal
* ® ® @ Lebenswissenschaften
L)

PUBLISSO®: **

GMS

Keywords

Butylhydroxytoluol, BHT,
2,6-Di-tert-butyl-p-kresol,
3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxytoluol,
Urin, BHT-S4ure, 3,5-Di-tert-
butyl-4-hydroxybenzoesiure,
Biomonitoring, LC-MS/MS

Citation Note:

Gries W, Kupper K, Schmidtkunz
C, Leng G, Scherer G, Krnac

D, Goen T, Hartwig A, MAK
Commission. Butylhydroxytoluol
(BHT) - Bestimmung

von 3,5-Di-tert-butyl-4-
hydroxybenzoesidure (BHT-Saure)
in Urin mittels LC-MS/MS.
Biomonitoring-Methode.

MAK Collect Occup Health

Saf. 2020 Mai;5(1):Doc021.

DOI: 10.34865/bi12837d5_1

Manuskript abgeschlossen:
24 Nov 2016

Publikationsdatum:
11 Mai 2020

License: This article is distributed
under the terms of the Creative
Commons 4.0 International
License. See license information
at https://creativecommons.org/
licenses/by/4.0/

Butylhydroxytoluol (BHT) - Bestimmung
von 3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxybenzoesaure
(BHT-Saure) in Urin mittels LC-MS/MS

Biomonitoring-Methode

W. Gries! D. Krnac?

K. Kiipper? T. Goen3"

C. Schmidtkunz?! A. Hartwig*”

G. Leng! MAK Commission®"
G. Scherer?

1 Entwickler der Methode, Currenta GmbH & Co. OHG, CUR-SEL-SER-GS-BLM, Institut fir Biomonitoring,
51368 Leverkusen, Deutschland

2 Prtifer der Methode, ABF — Analytisch-biologisches Forschungslabor GmbH, Goethestral3e 20, 80336 Minchen,
Deutschland

Leiter der Arbeitsgruppe ,Analysen in biologischem Material“, Deutsche Forschungsgemeinschaft, Institut

und Poliklinik fur Arbeits-, Sozial- und Umweltmedizin, Friedrich-Alexander-Universitét Erlangen-Nirnberg,
Henkestral3e 9-11, 91054 Erlangen, Deutschland

Vorsitzende der Stéandigen Senatskommission zur Priifung gesundheitsschédlicher Arbeitsstoffe, Deutsche
Forschungsgemeinschaft, Institut fir Angewandte Biowissenschaften, Abteilung Lebensmittelchemie und
Toxikologie, Karlsruher Institut fir Technologie (KIT), Adenauerring 20a, Geb. 50.41, 76131 Karlsruhe,
Deutschland

Sténdige Senatskommission zur Priifung gesundheitsschédlicher Arbeitsstoffe, Deutsche
Forschungsgemeinschaft, Kennedyallee 40, 53175 Bonn, Deutschland

* E-Mail: T. Géen (thomas.goeen@fau.de), A. Hartwig (andrea.hartwig@kit.edu), MAK Commission
(arbeitsstoffkommission@dfg.de)

Abstract

The working group “Analyses in Biological Materials” of the Permanent Senate Com-
mission for the Investigation of Health Hazards of Chemical Compounds in the Work
Area verified the presented biomonitoring method.

The method described hereinafter permits the selective determination of 3,5-di-tert-
butyl-4-hydroxybenzoic acid (BHT acid) as a metabolite of butylated hydroxytoluene
(BHT) in urine. After adding a 13C¢-ring labelled internal standard (ISTD), the samples
are enzymatically hydrolysed to release the free BHT acid from glucuronidated com-
pounds. Using two-dimensional liquid chromatography the samples are concentrated
and separated from matrix components and analysed using tandem mass spectrome-
try. Calibration is done using calibration standards prepared in water and processed
in the same way as the samples to be analysed.
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1 Kenndaten der Methode

Matrix Urin
Analytisches Messprinzip LC-MS/MS

Parameter und entsprechender Arbeitsstoff

Arbeitsstoff CAS-Nr. Parameter CAS-Nr.

Butylhydroxytoluol (BHT) 128-37-0 3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxybenzoesdure (BHT-Saure) — 1421-49-4

Zuverlassigkeitskriterien

3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxybenzoesaure (BHT-Séaure)

Prizision in der Serie: Standardabweichung (rel.) Sw=4,0%,5,1%,4,5%bzw. 6,0 %
Streubereich u=28,9%, 11,4 %, 10,0 % bzw. 13,5 %

bei einer dotierten Konzentration von 0,1pg, 1,0pg, 10,0 pug
bzw. 100 pg BHT-S4ure pro Liter Wasser und n= 10 Bestimmungen

Prézision von Tag zu Tag: Standardabweichung (rel.) Sw=9,7 %, 8,1 %, 11,0 % bzw. 10,0 %
Streubereich u=21,8%, 18,2 %, 24,8 % bzw. 22,5 %

bei einer dotierten Konzentration von 0,1pg, 1,0pg, 10,0 pug
bzw. 100 pg BHT-Saure pro Liter Wasser und n = 10 Bestimmungen

Richtigkeit: Wiederfindungsrate (rel.) r=101 %, 103 %, 101 % bzw. 102 %

bei einer dotierten Konzentration von 0,1pg, 1,0pg, 10,0 pg
bzw. 100 pg BHT-Saure pro Liter Wasser und n = 10 Bestimmungen

Nachweisgrenze: 0,06 pg BHT-Saure pro Liter Wasser

Bestimmungsgrenze: 0,2 pg BHT-Saure pro Liter Wasser

2 Allgemeine Informationen zu BHT

Butylhydroxytoluol (BHT) (2,6-Di-tert-butyl-p-kresol, 3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxytoluol) wurde nach seiner Paten-
tierung im Jahre 1947 zunéchst als Stabilisierungsmittel in der Erd6l- und Klebstoffindustrie eingesetzt. Aufgrund
seiner antioxidativen Eigenschaften wurde der Anwendungsbereich bereits in den 1950er Jahren auf die Stabili-
sierung von Lebensmitteln und Kosmetika ausgeweitet (Witschi et al. 1989). Heute ist es eines der am héaufigsten
eingesetzten synthetischen Antioxidantien tiberhaupt (Nieva-Echevarria et al. 2015), wobei die antioxidativen Ei-
genschaften auf die sterisch gehinderte Phenolgruppe zurtickzufithren sind, die als Radikalfanger wirkt.

Dementsprechend breit ist das Anwendungsspektrum im Lebensmittelbereich, wo die Substanz u. a. Backmischun-
gen, Niissen, Instantsuppen, Kaugummis, Fetten und Olen als Antioxidans (E 321) zugesetzt wird. In der Verordnung
(EG) Nr. 1333/2008 (EU 2008) sind die maximal zuldssigen Gehalte dieses Zusatzstoffes in verschiedenen Lebensmit-
teln festgelegt. Weitere Anwendungsgebiete sind der Zusatz zu Pharmazeutika (Salben, Gelatinekapseln), Kosmetika
(Duschgel, Seifen), Kunststoffen und Gummiprodukten sowie Farben und Lacken.
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Die industrielle Herstellung erfolgt durch Umsetzung von p-Kresol mit 2-Methylpropen unter Einsatz von Schwe-
felsaure als Katalysator. Im Jahr 2000 lag das weltweite Produktionsvolumen bei ca. 62 000 t/a (OECD 2002).

BHT ist ein weifler Feststoff, der aus farblosen Kristallen besteht und einen leicht phenolartigen Geruch besitzt. Es
hat einen Schmelzpunkt von 70 °C und ist in Wasser nahezu unléslich (0,76 mg/l). BHT wird unter verschiedenen
Handelsnamen vermarktet u. a. Vulkanox-BHT, Ionol, Paranox 441, Impruvol oder Antioxidant 4K.

Am Arbeitsplatz wird BHT hauptséchlich inhalativ aufgenommen, eine dermale Aufnahme ist aber ebenso mog-
lich, wobei nach dermaler Applikation nur 4 % der applizierten Menge die Haut penetrieren und die systemische
Bioverfiigbarkeit somit gering ist (Henschler 1986).

Es sind mehrere Stoffwechselwege und zahlreiche Metaboliten des BHT bekannt. Aus Metabolismusstudien an
Ratten, Mausen und Kaninchen ist bekannt, dass chemische Umwandlungen im Metabolismus am Ring, an der
Methylgruppe sowie an den tert-Butylgruppen stattfinden konnen. Dabei fithrt der Hauptabbauweg beim Nager und
beim Menschen durch stufenweise Oxidation der 4-Methylgruppe tiber den BHT-Alkohol und den BHT-Aldehyd
zur BHT-S4ure (siehe Abbildung 1) (Henschler 1986; Nieva-Echevarria et al. 2015). Aus den wenigen verfiigbaren
Daten zum Metabolismus des BHT beim Menschen ist bekannt, dass im Urin bis zu 5 % der aufgenommenen BHT-
Dosis als BHT-Saure ausgeschieden werden, wobei diese iberwiegend als Glucuronid gebunden vorliegt (Daniel
et al. 1968; Verhagen et al. 1989; Wiebe et al. 1978).

OH OH
OH OH
>‘\©)< —_— — —
X
OH (6] HO [¢]

BHT BHT-Alkohol BHT-Aldehyd BHT-Sé4ure

Abb. 1 Hauptabbauweg des BHT zur BHT-Saure (Henschler 1986)

Die Elimination erfolgt zweiphasig und in der a-Phase rasch und vorwiegend iiber den Urin. Die f-Phase der Elimi-
nation kann, bedingt durch einen extensiven enterohepatischen Kreislauf der Metaboliten oder deren Speicherung
im Fettgewebe, eine Halbwertszeit von ca. 10 Tagen haben. Beim Menschen erfolgt die Ausscheidung von BHT und
seinen Metaboliten primér tiber den Urin, wihrend bei der Ratte auch eine Ausscheidung tiber die Faeces stattfindet
(Greim 2004; Lanigan und Yamarik 2002).

BHT wurde von der Kommission in Kategorie 4 der krebserzeugenden Arbeitsstoffe eingestuft. Der MAK-Wert wur-
de auf 10 mg BHT/m3 E festgesetzt (DFG 2019; Hartwig 2012). Da die Resorption durch die Haut nicht wesentlich
zur inneren Belastung beitragt, wurde BHT nicht mit ,H“ markiert. Eine ,Sh® oder ,Sa“-Markierung wurde nicht
vergeben. Von der EFSA wurde ein ADI-Wert (Acceptable Daily Intake) von 0,25 mg/kg Kérpergewicht pro Tag
abgeleitet (EFSA 2012). Beurteilungswerte im biologischen Material liegen nicht vor. Weitere Details zur toxikolo-
gischen Bewertung des BHT konnen den entsprechenden Dokumentationen der Kommission entnommen werden
(Greim 2004; Hartwig 2012; Henschler 1986).

Aufgrund der weitverbreiteten Verwendung des BHT in vielen Lebensbereichen ist eine potentielle Belastung der
Allgemeinbevolkerung anzunehmen. Aus mehreren Studien liegen Daten zur Hintergrundbelastung der Allgemein-
bevolkerung vor, die in Tabelle 1 zusammengestellt sind. Die in Tabelle 1 fiir Deutschland dargestellten Daten
geben einen Uberblick iiber die als Hintergrundbelastung der deutschen Bevélkerung zu erwartenden Gehalte.
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Tab. 1 Daten zur Hintergrundbelastung der Allgemeinbevélkerung mit BHT unter Angabe der BHT-Saure-Ausscheidung im Urin
Land Probenanzahl (> BG) BHT-Saure [pg/l] Literatur
Mittelwert (Median) Bereich
Japan 24 (91,7 %) 5,49 (3,86) <BG-24,4
Indien 36 (94,3 %) 5,15 (2,24) <BG-24,0
China 53 (80,4 %) 0,56 (0,26) <BG-4,98 Wang und Kannan 2019
Saudi-Arabien 9 (100 %) 1,46 (0,44) 0,11-5,63
USA 23 (95,7 %) 7,44 (1,78) < BG-46,0
Deutschland 40 (82,5 %) 1,28 (0,83) <BG-7,55 Leng und Gries 2017
Deutschland 10 (100 %) 8,66 (3,75) 0,7-35,4 erhobene Daten aus Metho-
denpriifung
Deutschland 329 (98 %) 1,70 (1,06) <BG-13,1 Schmidtkunz et al. 2020
Deutschland 22 (91 %) n. a. (0,91) <BG-12,7 Goen et al. 2006

BG: Bestimmungsgrenze; n. a.: nicht angegeben

3 Grundlage des Verfahrens

Die vorliegende Methode dient der selektiven Erfassung von 3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxybenzoesiure (BHT-Saure)
als Metabolit des Butylhydroxytoluols (BHT) im Urin. Nach Zugabe eines 3Cy-ringmarkierten internen Standards
(ISTD) werden die Proben enzymatisch hydrolysiert, um die glucuronidisch gebundenen BHT-Siure-Anteile freizu-
setzen. Mittels zweidimensionaler LC-Kopplung werden die Analysenproben nach online-Aufreinigung und An-
reicherung flilssigchromatographisch von Begleitkomponenten getrennt und mittels nachgeschalteter Tandem-
Massenspektrometrie analysiert. Die Kalibrierung erfolgt mit Kalibrierstandards, die in Wasser angesetzt und in
der gleichen Weise behandelt werden wie die zu analysierenden Proben.

4 Geriate, Chemikalien und Lésungen

4.1 Gerate

UPLC-MS/MS-System: Waters Acquity UPLC mit 2D-LC-Option gekoppelt mit Waters Xevo-TQS Tandem-
Massenspektrometer (Waters GmbH, Eschborn)

LC-Séule: Zorbax RRHD Eclipse Plus C8 1,8 pm, 2,1 mm x 100 mm (Agilent Technologies Deutschland GmbH,
Waldbronn, Nr. 959758-906)

Anreicherungssiaule: XBridge BEH C8 Direct Connect HP 10 pm, 2,1 mm x 30 mm (Waters GmbH, Eschborn,
Nr. 186005233)

Trap-Séule, z. B. Oasis HLB Direct Connect HP 20 um, 2,1mm x 30 mm (Waters GmbH, Eschborn, Nr.
186005231)

Laborschiittler (z. B. IKA Werke GmbH & Co. KG, Staufen)
Analysenwaage (z. B. Sartorius AG, Goéttingen)
Wirmeschrank (z. B. Memmert GmbH & Co. KG, Schwabach)

Verschiedene Messkolben und Becherglaser (z. B. BRAND GMBH + CO KG, Wertheim)
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4.2

Mikroliterpipetten, variabel einstellbar zwischen 10 pl und 100 pl sowie zwischen 100 pl und 1000 pl (z. B.
Eppendorf AG, Hamburg)

Multipette (z. B. Eppendorf AG, Hamburg)

2ml-Gldschen und Bordelkappen (z. B. Waters GmbH, Eschborn, Nr. 186000327C)
pH-Meter (z. B. Mettler-Toledo GmbH, Gief3en)

pH-Universalpapier, pH 0-11 (z. B. MACHEREY-NAGEL GmbH & Co. KG, Diiren)

Urinbecher (z. B. Sarstedt AG & Co. KG, Niirnbrecht)

Chemikalien

Wenn nicht anders angegeben, sind alle genannten Chemikalien mindestens in p. a.-Qualitat zu verwenden.

4.3

Acetonitril, LC-MS grade (z. B. Merck KGaA, Darmstadt, Nr. 1.00029)

Hochreines Wasser, CHROMASOLV™ (z. B. Honeywell Specialty Chemicals Seelze GmbH, Seelze, Nr. 39253)
B-Glucuronidase (z. B. Roche Diagnostics Deutschland GmbH, Mannheim, Nr. 03707598001)

Eisessig, Suprapur® (z. B. Merck KGaA, Darmstadt, Nr. 1.00066)

Ameisensaure (z. B. Merck KGaA, Darmstadt, Nr. 533002)

Ammoniumacetat (z. B. Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, Nr. 73594)

3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxybenzoesaure (BHT-Sdure), 98 % (z. B. Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen,
Nr. 143472)

3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxybenzoesiure-13Cq (ringmarkiert) (**Cs-BHT-Séure), 97 % (Auftragssynthese, Insti-
tut fir Dinnschichttechnologie und Mikrosensorik e. V., Teltow)

Losungen

Ammoniumacetat-Puffer (1 mol/l)

Genau 38,5g Ammoniumacetat werden in ein 400 ml-Becherglas eingewogen und in ca. 250 ml hochreinem
Wasser gelost. Nach erfolgter pH-Einstellung mit Eisessig auf pH 6,5 (pH-Meter) wird die Lésung quantitativ
in einen 500 ml-Messkolben iiberfithrt und mit hochreinem Wasser bis zur Markierung aufgefillt.

Mobile Phase fiir die UPLC (Mobile Phase A)

1ml Ameisensaure wird in einen 1000 ml-Kolben pipettiert. Der Kolben wird mit hochreinem Wasser bis zur
Markierung aufgefiillt und die mobile Phase gut durchmischt.

Mobile Phase fiir die UPLC (Mobile Phase B)

1ml Ameisensdure wird in einen 1000 ml-Kolben pipettiert. Der Kolben wird mit Acetonitril bis zur Markie-
rung aufgefiillt und die mobile Phase gut durchmischt.

Die Losungen sind bei 4 °C mindestens sechs Monate haltbar.
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Interner Standard (ISTD)
ISTD-Stammlésung I (1000 mg/1)

10 mg der 3C4-BHT-Saure werden in einen 10 ml-Messkolben genau eingewogen und in Acetonitril gelost.
Anschlieflend wird der Kolben mit Acetonitril bis zur Markierung aufgefiillt.

ISTD-Stammlésung II (10 mg/1)

100 pl der ISTD-Stammlosung I werden in einen 10 ml-Messkolben pipettiert und der Kolben wird bis zur
Markierung mit Acetonitril aufgefillt.

ISTD-Dotierlésung (1 mg/1)

1ml der ISTD-Stammlésung II werden in einen 10 ml-Messkolben pipettiert und der Kolben wird bis zur Mar-
kierung mit Acetonitril aufgefillt.

Die ISTD-Lésungen sind bei Lagerung im Kiihlschrank bei 4 °C mindestens drei Monate haltbar.

4.5

Kalibrierstandards
Stamml6sung (1000 mg/1)
10 mg BHT-Saure werden in einen 10 ml-Messkolben eingewogen und in Acetonitril geldst. Der Kolben wird
mit Acetonitril bis zur Markierung aufgefullt.
Dotierlésung I (10 mg/1)
100 pl der Stammldsung werden in einen 10 ml-Messkolben pipettiert und der Kolben wird bis zur Markierung
mit Acetonitril aufgefillt.
Dotierlésung II (1 mg/l)
1ml der Dotierlésung I wird in einen 10 ml-Messkolben pipettiert und der Kolben bis zur Markierung mit
Acetonitril aufgefillt.
Dotierlésung III (100 pg/1)
100 pl der Dotierlosung I werden in einen 10 ml-Messkolben pipettiert und der Kolben wird bis zur Markierung
mit Acetonitril aufgefillt.
Dotierlosung IV (10 pg/l)
100 pl der Dotierldsung II werden in einen 10 ml-Messkolben pipettiert und der Kolben bis zur Markierung
mit Acetonitril aufgefillt.
Dotierlésung V (1 pg/l)

1 ml der Dotierlésung IV werden in einen 10 ml-Messkolben pipettiert und der Kolben wird bis zur Markierung
mit Acetonitril aufgefillt.

Die Stamm- und Dotierl6sungen kénnen bei 4 °C fiir mindestens drei Monate ohne Analytverluste gelagert werden.

Kalibrierstandards im Konzentrationsbereich von 0,01 pug/1 bis 200 ug/l werden in hochreinem Wasser nach dem in

Tabelle 2 angegebenen Pipettierschema angesetzt. Als Leerwert wird hochreines Wasser mitgefiihrt.

The MAK Collection for Occupational Health and Safety 2020, Vol 5, No 1 6
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Tab. 2 Pipettierschema zur Herstellung der Kalibrierstandards zur Bestimmung von BHT-Saure in Urin

Kalibrierstandard Dotierlosung Volumen der Dotierlosung  Volumen Wasser Konz. Kalibrierstandard
[ul] [ul] [rg/1]
1 - - 500 0
2 \Y% 5 495 0,01
3 v 10 490 0,02
4 A% 25 475 0,05
5 v 5 495 0,1
6 v 10 490 0,2
7 v 25 475 0,5
8 I 5 495 1,0
9 I 10 490 2,0
10 I 25 475 5,0
11 I 5 495 10,0
12 I 10 490 20,0
13 I 25 475 50,0
14 I 5 495 100
15 I 10 490 200

5 Probenahme und Probenaufbereitung

5.1 Probenahme

Die Urinproben werden in geeigneten Urinsammelgefédfien gesammelt und bis zur Analyse bei -20 °C gelagert.

5.2 Probenaufbereitung

Vor der Analyse werden die Proben bei Raumtemperatur aufgetaut und gut durchmischt. Es werden 0,5 ml der Urin-
probe in ein 2 ml-Rollrandglaschen iiberfithrt und 5 pl der ISTD-Dotierlésung zugegeben. Anschlieflend erfolgt die
Zugabe von 1 ml des Ammoniumacetatpuffers. Die Probe wird auf einem Schiittler gut durchmischt. Zur Hydrolyse
wird die Probe mit 5 pl der f-Glucuronidase versetzt, gut durchmischt und das verschlossene Probengefaf; fiir drei
Stunden bei 37 °C im Warmeschrank inkubiert. Nach Abkithlung der Probe auf Raumtemperatur wird diese direkt
zur Analyse in das UPLC-MS/MS-System injiziert.

The MAK Collection for Occupational Health and Safety 2020, Vol 5, No 1 7
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6 Instrumentelle Arbeitsbedingungen

Die analytischen Messungen erfolgen an einer Gerétekonfiguration bestehend aus einem UPLC-System mit zwei
Gradientenpumpen gekoppelt mit einem Tandem-Massenspektrometer.

6.1 Hochleistungsfliissigkeitschromatographie (UPLC)

Analytische Saule: Zorbax RRHD Eclipse Plus C8 1,8 pm, 2,1 mm x 100 mm
Anreicherungssiule: XBridge BEH C8 Direct Connect HP 10 pm, 2,1 mm x 30 mm
Mobile Phase: Mobile Phase A: hochreines Wasser mit 0,1 % Ameisensaure

Mobile Phase B: Acetonitril mit 0,1 % Ameisensiure

Saulentemperatur: 40 °C
Injektionsvolumen: 25 pul
Schaltprogramm: 0-0,5min: Ventil 1 — Position 1; Ventil 2 — Position 1

0,5-3,5 min: Ventil 1 — Position 2; Ventil 2 — Position 1
3,5-10 min: Ventil 1 — Position 1; Ventil 2 — Position 1
(vgl. Abbildung 2 im Anhang)

Gradientenprogramm: siehe Tabellen 3 und 4

Tab. 3 Programm der Gradientenpumpe 1

Zeit Mobile Phase A Mobile Phase B Flussrate
[min] [Vol.-%] [Vol.-%] [ml/min]
0,0 90 10 0,8
1,0 90 10 0,8
1,5 0 100 0,8
3,0 0 100 0,8
3,5 90 10 0,8
10 90 10 0,8

Tab. 4 Programm der Gradientenpumpe 2

Zeit Mobile Phase A Mobile Phase B Flussrate
[min] [Vol.-%] [Vol.-%] [ml/min]
0,0 90 10 0,3
1,0 90 10 0,3
7,0 5 95 0,3
9,0 5 95 0,3
9,5 90 10 0,3
10,0 90 10 0,3

The MAK Collection for Occupational Health and Safety 2020, Vol 5, No 1 8
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6.2 Tandem-Massenspektrometrie

Ionisationsart: positive Elektrospray-lonisation (ESI+)
Quellentemperatur: 150 °C

Desolvationstemperatur: 400 °C

Cone-Gasfluss: 1501/h

Desolvationsgasfluss: 7001/h

Kollisionsgasfluss: 0,15ml/h

Zerstauber-Gasfluss: 6,0 bar

Parameterspezifische Einstellungen: siehe Tabelle 5

Tab. 5 Parameterspezifische Einstellungen fur den Analyten und den internen Standard

Analyt Retentionszeit Ionenspur [m/z] Cone-Spannung Kollisionsenergie
[min] Precursor-Ion Tochter-Ion (vl (vl
BHT-Saure 6,11 251,3 195,1 33,0 20,0
139,09 33,0 20,0
57,1 33,0 16,0
13Cs-BHT-Sdure 6,11 2573 201,19 47,0 22,0
145,09 47,0 20,0
57,1 47,0 16,0
3 Qualifier

Samtliche Einstellungen sind geritespezifisch und missen vom Anwender individuell eingestellt werden. Die an-
gegebenen Parameter konnen daher lediglich als Orientierungshilfe herangezogen werden. Alle anderen Parameter
sind nach Herstellerangaben zu optimieren.

7 Analytische Bestimmung

Von den nach Abschnitt 5 aufgearbeiteten Proben werden jeweils 25 pl in das UPLC-MS/MS-Gerit injiziert. Die in-
jizierte Probe wird auf der Vorséule angereichert und gereinigt. Durch Riickspiilung (back flush) der Probe wird der
Analyt von der Vorséule auf die Trennsédule aufgebracht. Danach erfolgt die eigentliche analytische Trennung. Die
Identifizierung des Analyten erfolgt anhand der Retentionszeit und der spezifischen Ionenspuren. Die Retentions-
zeiten des Analyten und des internen Standards sowie die registrierten Ionenspuren sind in Tabelle 5 zusammen-
gestellt. Die Qualifier-Uberginge dienen lediglich der Absicherung der Identitit des Analyten. Je nach Matrixin-
terferenzen kann es bei einzelnen Proben sinnvoll sein, iber einen der Qualifier zu quantifizieren statt iiber den
eigentlichen Quantifier. In diesen Fillen muss die Kalibrierkurve entsprechend erstellt werden.

Die in Tabelle 5 angegebenen Retentionszeiten kénnen nur als Anhaltspunkt dienen. Der Anwender hat sich
selbst von der Trennleistung der verwendeten UPLC-Sdule und dem daraus resultierenden Retentionsverhalten
des Analyten zu Uberzeugen. In den Abbildungen 3 und 4 (im Anhang) sind beispielhaft Chromatogramme einer
nativen Urinprobe sowie einer dotierten Wasserprobe (Kalibrierstandard) gezeigt.

The MAK Collection for Occupational Health and Safety 2020, Vol 5, No 1 9
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8 Kalibrierung

Zur Kalibrierung werden die unter Abschnitt 4.5 beschriebenen Kalibrierstandards analog zu den Proben aufgear-
beitet (vgl. Abschnitt 5.2) und mittels LC-MS/MS (vgl. Abschnitt 6) analysiert. Die Erstellung der Kalibrierkurven
erfolgt durch Auftragen der Quotienten aus der Peakfliche des Analyten und des 3C4-markierten internen Stan-
dards gegen die dotierte Konzentration der jeweiligen Kalibrierstandards. Im Messbereich von der Nachweisgrenze
bis 200 pg/l ergibt sich eine quadratische Kalibrierfunktion. Bei jeder Analysenserie werden drei Reagenzienleer-
werte (hochreines Wasser anstelle der Urinprobe) und drei Qualitdtskontrollproben (siehe Abschnitt 10) mitgefiihrt.

In Abbildung 5 (im Anhang) ist beispielhaft eine in Wasser angesetzte Kalibrierkurve des Analyten dargestellt. Die
Kalibrierung erfolgt wegen der ubiquitidren Hintergrundbelastung mit BHT-Séure in Wasser statt in Urin.

9 Berechnung der Analysenergebnisse

Die ermittelten Peakflichen der BHT-Saure werden durch die jeweilige Peakflache des '*C¢-markierten internen
Standards dividiert. Durch Einsetzen der erhaltenen Quotienten in die entsprechende Kalibrierfunktion (vgl. Ab-
schnitt 8) wird die Analytkonzentration in pg/l berechnet. Eventuelle Reagenzienleerwerte werden durch Subtrak-
tion berticksichtigt. Die Berechnung der Analytkonzentration erfolgte mit der Geratesoftware MassLynx 4.1 von
Waters.

10 Standardisierung der Messergebnisse und Qualitatssicherung

Zur Sicherung der Qualitat der Analysenergebnisse wird geméafy den Richtlinien der Bundesérztekammer und den
Angaben in dem von der Kommission verdffentlichten allgemeinen Kapitel verfahren (Bader et al. 2010; Bundesérz-
tekammer 2014). Zur Prézisionskontrolle werden in jeder Analysenserie mindestens drei Qualitatskontrollproben
mit untersucht, die bekannte Konzentrationen des Analyten aufweisen. Da kein kéuflich zu erwerbendes Quali-
tatskontrollmaterial zur Verfiigung steht, muss dieses selbst hergestellt werden. Dazu wird hochreines Wasser mit
Dotierldsungen des Analyten versetzt, sodass die Konzentrationen der Kontrollmaterialien im entscheidungsrele-
vanten Konzentrationsbereich liegen (z. B. 1pg/l, 10 pg/l und 100 pg/l). Die Dotierlosungen werden hierfiir unab-
hangig von jenen, die fiir die Kalibrierung genutzt werden, hergestellt (separate Einwaage). Aliquote dieser Proben
werden bei -20 °C gelagert und bei jeder Analysenserie als Qualitdtskontrollproben mitgefiihrt. Die Sollwerte und
die Toleranzbereiche der Qualitdtskontrollmaterialien werden im Rahmen einer Vorperiode (an 10 Tagen je eine
Analyse der Kontrollmaterialien) ermittelt (Bader et al. 2010).

Gleichzeitig werden in jeder Analysenserie mindestens drei Reagenzienleerwerte analysiert, damit eventuelle Sto-
rungen aus den Chemikalien erkannt werden kénnen (vgl. Abschnitt 11.5).

11 Beurteilung des Verfahrens

Die Zuverléssigkeit des Verfahrens wurde durch eine umfassende Validierung sowie durch Nachstellung und Vali-
dierung der Methode in einem zweiten, unabhéngigen Labor bestatigt.

11.1 Prazision

Die Bestimmung der Prazision in der Serie erfolgte sowohl in Wasser als auch in Urin. Hierfiir wurde zunéchst
hochreines Wasser mit BHT-Saure in Konzentrationen von 0,1 pg/l, 1,0 ug/1, 10 ug/l und 100 pg/1 dotiert und zehn-
fach analysiert. Zusatzlich wurde ein Poolurin mit BHT-S4ure in Konzentrationen von 1,0 pg/l und 10 pg/1 dotiert
und zehnfach analysiert. Die dotierten Proben wurden wie beschrieben aufgearbeitet (Abschnitt 5.2) und analysiert
(Abschnitt 6). Dartiber hinaus wurde eine undotierte native Urinprobe neunfach aufgearbeitet und analysiert.

Die hieraus ermittelten Prazisionen in der Serie sind in Tabelle 6 aufgefiihrt.
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Tab. 6 Prazision in der Serie fir die Bestimmung von BHT-Saure (n= 9 bzw. n=10)

Matrix Dotierte Konzentration Standardabweichung (rel.) Streubereich
[ng/1] sw [%] u [%]
Wasser 0,1 4,0 8,9
1,0 5,1 11,4
10,0 4,5 10,0
100 6,0 13,5
Poolurin 1,0 11,4 25,8
10,0 11,0 24,9
undotierte Urinprobe -a) 6,6 15,2

% gemessene mittlere native Konzentration: 26,8 g/l

Zur Bestimmung der Prazision von Tag zu Tag wurde ebenfalls Wasser dotiert und iiber einen Zeitraum von 2,5 Ta-
gen zehnfach analysiert. Die hieraus ermittelten Prézisionsdaten sind in Tabelle 7 aufgefiihrt.

Tab. 7 Prazision von Tag zu Tag fiir die Bestimmung von BHT-Saure (n = 10)

Matrix Dotierte Konzentration Standardabweichung (rel.) Streubereich
[ng/1] sw [%] u [%]
Wasser 0,1 9,7 21,8
1,0 8,1 18,2
10,0 11,0 248
100 10,0 22,5

11.2 Richtigkeit

Die Richtigkeit des Verfahrens wurde aus den Daten zur Bestimmung der Prazision in Serie und der Prazision von
Tag zu Tag ermittelt. Zusatzlich wurden zehn Individualurine mit je 1,0 und 10 pg/l BHT-S4ure dotiert, um den
Einfluss unterschiedlicher Urinmatrizes zu ermitteln. Die so erhaltenen relativen Wiederfindungsraten sind in den
Tabellen 8 und 9 aufgefiihrt.

Tab. 8 Relative Wiederfindung fir die Bestimmung von BHT-S&ure, ermittelt aus den Daten zur Prazision in der Serie (n = 10) bzw.
aus der Analyse dotierter Individualurinproben (n = 10)

Matrix Dotierte Konzentration Wiederfindung (rel.) Bereich
[ng/1] r[%] [%]
Wasser 0,1 101 95-108
1,0 103 95-109
10,0 101 93-105
100 102 93-109
Poolurin 1,0 95 80-111
10,0 87 73-99
Individualurinproben 1,0 97 78-119
10,0 95 85-105
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Tab. 9 Relative Wiederfindung fiir die Bestimmung von BHT-S&ure, ermittelt aus den Daten zur Prazision von Tag zu Tag (n = 10)

Matrix Dotierte Konzentration Wiederfindung (rel.) Bereich
[ng/1] r[%] [%]
Wasser 0,1 97 85-115
1,0 101 88-112
10,0 96 82-117
100 98 88-113

11.3 Hydrolyse

Um die Notwendigkeit der Hydrolyse zu beurteilen, wurden 17 native Urinproben von Personen, die an ihrem
Arbeitsplatz mit BHT in Berithrung kommen konnten, mit und ohne Hydrolyse aufgearbeitet und analysiert. So
wurde der Gehalt der freien BHT-Sédure (ohne Hydrolyse) sowie der gesamten BHT-S4ure (freie plus konjugierte
BHT-S4ure, mit Hydrolyse) bestimmt. Die erhaltenen Ergebnisse sind in Tabelle 10 aufgefiihrt.

Tab. 10  Bestimmung von BHT-S&ure in Urin mit bzw. ohne enzymatischer Hydrolyse (n=17)

Hydrolyse BHT-Saure [pg/1] >BG [%]
Median (Mittelwert) Bereich

ohne Hydrolyse 0,52 (2,07) <0,2-12,1 82,4

enzymatische Hydrolyse (8-Glucuronidase) 4,11 (8,44) 0,9-32,5 100

Um die enzymatische Hydrolyse mit der sauren Hydrolyse zu vergleichen, wurden Urinproben von 22 Personen,
die im Rahmen ihrer Tétigkeit Umgang mit BHT hatten, untersucht. Die Ergebnisse sind in Tabelle 11 zusammen-
gestellt.

Tab. 11  Bestimmung von BHT-Sé&ure in Urin unter Verwendung der enzymatischen bzw. sauren Hydrolyse (n = 22)

Hydrolyse BHT-Saure [pg/1] >BG [%]
Median (Mittelwert) Bereich

enzymatische Hydrolyse (8-Glucuronidase) 4,55 (6,47) 0,7-26,6 100

saure Hydrolyse (Salzsdure) 3,84 (6,05) 0,5-26,7 100

Weiterhin wurden fiinf der hoher belasteten Proben aus diesem Kollektiv ausgewihlt und nach Hydrolyse mit Sdure
und mit zwei verschiedenen Enzymen (Glucuronidase bzw. Glucuronidase/Arylsulfatase) miteinander verglichen.
Die Ergebnisse sind in Tabelle 12 dargestellt.
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Tab.12 Bestimmung von BHT-Saure in Urin unter Verwendung zweier verschiedener Enzyme bzw. der sauren Hydrolyse (n = 5)

Hydrolyse BHT-Saure [pg/1]
Probe 1 Probe 2 Probe 3 Probe 4 Probe 5
enzymatische Hydrolyse 26,6 n. a. 10,5 24,3 11,4

(f-Glucuronidase/Arylsulfatase H. pomatia)

enzymatische Hydrolyse 24,4 5,03 10,7 20,3 13,1
(B-Glucuronidase E. coli)

saure Hydrolyse (Salzsdure) 19,6 4,48 9,06 26,7 14,4

n. a.: nicht auswertbar (aufgrund von Matrixinterferenzen beim internen Standard)

Um die Reproduzierbarkeit der enzymatischen Hydrolyse zu ermitteln, wurde eine native Urinprobe zehnfach
aufgearbeitet und analysiert. Die erhaltenen Daten aus neun Messungen sind Tabelle 13 zu entnehmen.

Tab. 13  Reproduzierbarkeit der enzymatischen Hydrolyse bei der Bestimmung von BHT-S&ure in Urin (n = 9)

Hydrolyse Mittelwert Bereich Standardabweichung (rel.)
[ng/1] [ng/1] sw [%]
enzymatische Hydrolyse 26,8 23,9-29.6 6,6

(B-Glucuronidase)

11.4 Nachweis- und Bestimmungsgrenze

Die Nachweis- und Bestimmungsgrenze wurden in Anlehnung an das DIN-Verfahren 32645 (DIN 2008) unter Ver-
wendung der untersten sechs Punkte einer in Wasser angesetzten Kalibrierkurve bestimmt. Die aus der Verfahrens-
standardabweichung sy, berechnete Nachweis- und Bestimmungsgrenze (NWG = 4 x s,) ist in Tabelle 14 aufge-
fuhrt.

Tab. 14  Ermittelte Nachweis- und Bestimmungsgrenze fur die Bestimmung der BHT-S&ure

Analyt Matrix Nachweisgrenze Bestimmungsgrenze
[ng/1] [ng/1]
BHT-Saure Wasser 0,06 0,2

11.5 Storeinfliisse

Ziel der Methodenentwicklung war es, eine Nachweisgrenze von 0,1 pg/l zu erreichen. Dies erwies sich als sehr
ambitioniert, da die BHT-S4ure in allen eingesetzten Urinen mit einem deutlichen Hintergrundgehalt zu detektieren
war. Aufgrund dieser Hintergrundbelastung war eine Kalibrierung in Urin nicht praktikabel. Daher wurden die
Kalibrierstandards in Wasser angesetzt, wodurch das Problem der Hintergrundbelastung gelost wurde. Trotz der
Kalibrierung in Wasser wurde immer noch ein konstanter Leerwert von ca. 0,3 pg/l detektiert. Das verwendete
Ammoniumacetat, das trotz der Spezifikation ,p. a.“ Spuren von BHT-Siure enthielt, wurde als Hauptquelle fiir
diesen Leerwert identifiziert. Durch Verwendung von hochreinem Ammoniumacetat fiir die Massenspektrometrie
konnte der Leerwert auf ca. 0,12 pg/l reduziert werden. Auch das zunachst verwendete deionisierte Wasser (Milli-
Q-Wasser) wurde als mogliche Quelle fiir BHT-S4ure ins Auge gefasst, da ein mikrobakterieller Abbau von BHT aus
dem Filtermaterial nicht ausgeschlossen werden konnte. Dieses Wasser wurde daher durch spezielles, hochreines
LC-MS-Wasser ersetzt und zugleich wurde fir jede LC-Pumpe eine Trap-Saule vor die Trennsaule geschaltet. Durch
diese Mafinahmen konnte der Leerwert auf ca. 0,05 pg/l gesenkt werden.
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Im Rahmen der Methodenentwicklung wurde die Notwendigkeit einer Hydrolyse zur Freisetzung der BHT-Saure
bestatigt (vgl. Abschnitt 11.3). Im Anschluss wurden verschiedene Moglichkeiten der Hydrolyse getestet. Es stellte
sich heraus, dass es sowohl bei Anwendung von Glucuronidase als auch von Glucuronidase/Arylsulfatase, im Ver-
gleich zur sauren Hydrolyse, keine signifikanten Unterschiede in der Freisetzung der BHT-Saure gab. Allerdings
waren in dotierten Urinproben nach saurer Hydrolyse immer wieder Ausreifier (vermutlich durch Quenching) zu
beobachten und nach enzymatischer Hydrolyse mit Glucuronidase/Arylsulfatase eine erhohte Hintergrundbelas-
tung mit BHT-S4ure, die mit Glucuronidase allein nicht zu beobachten war. Daher wurde fiir die Hydrolyse eine
enzymatische Hydrolyse mit Glucuronidase ausgewahlt. Damit konnte der leerwertbedingte Hintergrund weiter
auf ca. 0,02 pg/l abgesenkt werden, so dass die Summe aller beschriebenen Maf3inahmen eine Nachweisgrenze von
0,06 pg/l und eine Bestimmungsgrenze von 0,2 ug/l ermoglichte.

12 Diskussion der Methode

Die vorliegende Analysemethode ermoglicht die selektive und sensitive Bestimmung von BHT-Séure in Urin, wobei
die schnelle und robuste Analytik Screening-Untersuchungen einer groflen Anzahl an Proben erlaubt.

Durch Anwendung der LC-MS/MS-Technik mit Sdulenschaltung wird die gesamte Analytik und Probenvorberei-
tung (Hydrolyse, Aufreinigung und Quantifizierung) unter Verwendung nur eines Probengefafles durchgefiihrt,
wodurch aufarbeitungsbedingte Verluste minimiert werden. Die Anreicherung des Analyten und die Aufreinigung
der hydrolysierten Proben erfolgt auf einer Waters XBridge C8-Saule, die analytische Trennung auf der nachge-
schalteten Zorbax RRHD Eclipse Plus C8-Saule.

Im Vergleich zu der in der Literatur beschriebenen sauren Hydrolyse fithrt die hier verwendete enzymatische
Hydrolyse zu wesentlich untergrundarmeren Chromatogrammen. Dass die enzymatische Hydrolyse als Ersatz fiir
die saure Hydrolyse eingesetzt werden kann, konnte durch die vergleichende Analytik von 22 Urinproben potentiell
exponierter Personen eindeutig bestatigt werden.

Der Einsatz des strukturidentischen 13C¢-markierten internen Standards erméglicht eine weitestgehende Kompen-
sation aller analytischen Schwankungen, was durch die guten Prézisionsdaten bestatigt wird.

Im Rahmen der Priiffung der Methode erfolgte die Kalibrierung mittels linearer Regression, wobei die Kalibrierge-
rade durch den Nullpunkt gelegt wurden. Der Arbeitsbereich reichte dabei ebenfalls bis 200 ug/1 und es wurden
vergleichbare Validierungsdaten erreicht.

Verwendete Messgerite Waters Acquity UPLC gekoppelt mit Waters Xevo-TQS Tandem-Massenspektrometer
(Waters GmbH, Eschborn).
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Abb. 3 Chromatogramm einer nativen Urinprobe mit einem ermittelten Gehalt an BHT-S&ure von etwa 10 pg/l

The MAK Collection for Occupational Health and Safety 2020, Vol 5, No 1 17



[GMS]| puBLISSG?:

Biomonitoring-Methoden — BHT-Séure in Urin

% 6.11
m/z 257,3=> 201,1
BQ'
1 LBELD A FLEUE L] T LT | ER 0 PO | B ] B e | Lo P | BRI LTI B FL T | L g s L | B FLo s | FoTLr7 o L ELEL TLLLA LAELE R
5.20 5.40 560 5.80 6.00 6.20 6.40 6.60 6.80 7.00
) 6.11
I1STD
m/z 257,3 = 145,0
=]
3"'""'?'7'4""1—:""__: """" | P27 B | PR R R 2. [ A P i | Pl 3. [ | Gl .5 R Taf=b:id Aatal=r=t | Epl 0 BB AR T
5.20 5.40 5.60 5.80 6.00 6.20 6.40 6.60 6.80 7.00
ISTD 6.1
m/z 251,3 = 57,1

520 540 560 = 580 600 620 640 660 680  7.00

BHT-Saure 6.1
m/z 251,3 = 195,1
=]
2 T T T T W’Tﬂﬂwm
BHT-Saure 6.1
m/z 251,3 = 139,0
2

18 b
520  5.40 560 580 600 620 640 @ 660 = 680 7.00

BHT-Saure 6.11
m/z 251,3 = 57,1
1 1 1 I

Abb. 4 Chromatogramm eines Kalibrierstandards in Wasser mit einem dotierten Gehalt an BHT-S&aure von 10 ug/|

The MAK Collection for Occupational Health and Safety 2020, Vol 5, No 1

18



PUBLISSG?
Biomonitoring-Methoden — BHT-Sdure in Urin ’

9 =
+
o
S
> 8 1
Hyj
?
=
m 7]
©
3]
)
= 6
(4
-
Hy']
® 5
=
T
i)
9 4
f=
=
Hy
>
c
2
3] 2 1
E
A
R4
o 11
o
0 . ' . r ; : ' ; : .
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200

Konzentration BHT-S&aure / ug L™

Abb. 5 Kalibrierkurve von BHT-Saure in Wasser
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