The MIAK-collection
for Occupational Health and Safety

® 7B MED-Publikationsportal
* ® ® @ Lebenswissenschaften

PUBLISSO®::~

GMS

Keywords

Cyanwasserstoff, Cyanide,
Thiocyanat, Plasma, Serum, Urin,
Speichel, Gaschromatographie,
Massenspektrometrie,
Biomonitoring

Citation Note:

Scherer G, Piller M, Riedel K,
Miiller M, Lange M, G6en T,
Hartwig A, MAK Commission.
Cyanwasserstoff, Cyanide und
Cyanidbildner — Bestimmung von
Thiocyanat in Plasma/Serum,
Urin und Speichel mittels
GC-MS. Biomonitoring-Methode.
MAK Collect Occup Health

Saf. 2020 Jul;5(2):Doc045.

DOI: 10.34865/bi30204d5_2or

Manuskript abgeschlossen:
14 Mai 2014

Publikationsdatum:
31 Jul 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/

Cyanwasserstoff, Cyanide und Cyanidbildner -
Bestimmung von Thiocyanat in Plasmal/Serum,
Urin und Speichel mittels GC-MS

Biomonitoring-Methode

G. Scherer? M. Lange?

M. Piller! T. Goen3”

K. Riedel! A. Hartwig*”

M. Miiller? MAK Commission®"*
1

Entwickler der Methode, ABF GmbH — Analytisch-biologisches Forschungslabor Miinchen, Semmelweisstral3e 5,
82152 Planegg, Deutschland

Priifer der Methode, Institut fiir Arbeits-, Sozial- und Umweltmedizin, Universitdtsmedizin Géttingen,

Waldweg 37 B, 37073 Géttingen, Deutschland

Leiter der Arbeitsgruppe ,Analysen in biologischem Material“, Deutsche Forschungsgemeinschaft, Institut
und Poliklinik fir Arbeits-, Sozial- und Umweltmedizin, Friedrich-Alexander-Universitét Erlangen-Nlrnberg,
Henkestral3e 9—11, 91054 Erlangen, Deutschland

Vorsitzende der Sténdigen 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

2

* 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
Commission for the Investigation of Health Hazards of Chemical Compounds in the
Work Area developed and verified the presented biomonitoring method.

Thiocyanate (SCN-) is the main metabolite of cyanide and can thus be used as
a biomarker of exposure to cyanide or cyanide-releasing compounds. Thiocyanate
in plasma/serum, urine and saliva is a suitable biomarker especially for chronic
exposure to low cyanide concentrations, such as those associated with smoking or
found at some workplaces.

In the presented procedure thiocyanate is isolated from the matrix using liquid-liquid
extraction in the presence of a phase transfer catalyst whilst it is simultaneously
derivatised in the organic phase with PFBBr (2,3,4,5,6-pentafluorobenzylbromide).
Analysis is then performed using GC-MS in NCI mode (negative chemical ionisation).
This method allows the quantification of thiocyanate in occupationally exposed and
non-exposed individuals.

Calibration standards are prepared in water and processed in the same way as the
samples to be analysed. 13C,!N-labelled potassium thiocyanate is used as internal
standard.
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1 Kenndaten der Methode

Matrix Plasma/Serum, Urin und Speichel

Analytisches Messprinzip Gaschromatographie mit Massenspektrometrie (GC-MS)

Parameter und entsprechende Arbeitsstoffe

Arbeitsstoff CAS-Nr. Parameter CAS-Nr.
Cyanwasserstoff 74-90-8
Cyanidanionen 57-12-5
Natriumcyanid 143-33-9
Kaliumcyanid 151-50-8
Thiocyanat 302-04-5
Chlorcyan 506-77-4
Oxalsauredinitril 460-19-5
Acetonitril 75-05-8
Acrylnitril 107-13-1
Zuverlassigkeitskriterien
Thiocyanat in Plasma/Serum
Prizision in der Serie: Standardabweichung (rel.) $w=4,9%,2,9%bzw. 7,2%
Streubereich u=13,6%, 8,1% bzw. 20,0 %

Prézision von Tag zu Tag:

Richtigkeit:

Nachweisgrenze:

Bestimmungsgrenze:

bei einer Konzentration von 0,75 mg, 2,78 mg bzw. 10,7 mg Thiocyanat pro
Liter Plasma/Serum und n =5 Bestimmungen

Standardabweichung (rel.) $w=3,4%, 2,6% bzw. 3,3%
Streubereich u=9,4%,7,2%bzw. 9,2 %

bei einer Konzentration von 0,73 mg, 2,93 mg bzw. 10,6 mg Thiocyanat pro
Liter Plasma/Serum und n =5 Bestimmungen

Wiederfindungsrate (rel.) r=93,5%, 92,9 % bzw. 93,6 %

bei einer Konzentration von 0,73 mg, 2,93 mg bzw. 10,6 mg Thiocyanat pro
Liter Plasma/Serum und n =5 Bestimmungen

0,0005 mg Thiocyanat pro Liter Plasma/Serum

0,0015 mg Thiocyanat pro Liter Plasma/Serum
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Thiocyanat in Urin

Prézision in der Serie:

Prazision von Tag zu Tag:

Richtigkeit:

Nachweisgrenze:

Bestimmungsgrenze:

Thiocyanat in Speichel

Prizision in der Serie:

Prézision von Tag zu Tag:

Richtigkeit:

Nachweisgrenze:

Bestimmungsgrenze:

Standardabweichung (rel.) $w=54%, 4,4% bzw. 5,3%
Streubereich u=150%, 12,2% bzw. 14,7 %

bei einer Konzentration von 0,27 mg, 5,83 mg bzw. 38,0 mg Thiocyanat pro
Liter Urin und n =5 Bestimmungen
Standardabweichung (rel.) $w=6,4%, 6,0% bzw. 3,6 %

Streubereich u=17,8%, 16,7 % bzw. 10,0 %

bei einer Konzentration von 0,26 mg, 5,81 mg bzw. 35,5 mg Thiocyanat pro

Liter Urin und n =5 Bestimmungen
Wiederfindungsrate (rel.) r=94,6%, 94,1 % bzw. 90,5 %

bei einer dotierten Konzentration von 0,56 mg, 12,2mg bzw. 38,3 mg
Thiocyanat pro Liter Urin und n=5 Bestimmungen

0,0006 mg Thiocyanat pro Liter Urin

0,0017 mg Thiocyanat pro Liter Urin

Standardabweichung (rel.) Sw=4,1%, 5,6 % bzw. 6,0 %
Streubereich u=11,4%, 15,6 % bzw. 16,7 %

bei einer Konzentration von 13,6 mg, 92,1 mg bzw. 162 mg Thiocyanat pro
Liter Speichel und n =5 Bestimmungen

Standardabweichung (rel.) $w=8,2%,1,7%bzw. 4,8%
Streubereich u=228%,4,7% bzw. 13,3 %

bei einer Konzentration von 12,9 mg, 91,6 mg bzw. 157 mg Thiocyanat pro

Liter Speichel und n =5 Bestimmungen
Wiederfindungsrate (rel.) r=97,9%, 89,9 % bzw. 88,4 %

bei einer dotierten Konzentration von 28,9mg, 113 mg bzw. 209 mg
Thiocyanat pro Liter Speichel und n =5 Bestimmungen

0,0007 mg Thiocyanat pro Liter Speichel

0,0020 mg Thiocyanat pro Liter Speichel

2 Allgemeine Informationen zu Thiocyanat

Thiocyanat (Rhodanid; SCN-) ist das Detoxifizierungsprodukt des starken Zellatmungsgiftes Cyanid und kann daher
als Biomarker fiir eine Cyanidexposition bzw. eine Exposition gegeniiber Cyanidbildnern eingesetzt werden. Vor
allem bei chronischer Exposition gegeniiber Cyanidkonzentrationen, wie sie beispielsweise beim Rauchen und an
einigen Arbeitspldtzen vorkommen, ist Thiocyanat in Plasma/Serum, Urin und Speichel ein geeigneter Biomarker.
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Durch enzymatische Ubertragung von Schwefel aus 3-Mercaptopyruvat (mittels 3-Mercaptopyruvat-Cyanid-
Sulfurtransferase) oder aus Thiosulfat (mittels Rhodanase) erfolgt die Bildung von Thiocyanat aus Cyanid. Die
Entstehung von Thiocyanat wird hauptsichlich durch die Rhodanase katalysiert (siehe Abbildung 1) (Eben und
Lewalter 1988). Diese Umsetzung durch Rhodanase wird auch zur Entgiftung im Falle einer Cyanidintoxikation
genutzt. Hierzu wird Natriumthiosulfat als Antidot injiziert bzw. infundiert (Eyer 2004).

L-Cystein
Transaminase
N~ i,
3-Mercaptopyruvat Su/f:- ngnsferase » Pyruvat + SCN
Sulfurtransferase + 3032'
Thiosulfat + Pyruvat R:odca':ase » SO03% +SCN

Abb. 1 Thiocyanatbildung aus Cyanid nach Eyer (2004)

Thiocyanat weist in Plasma/Serum, Urin und Speichel relativ lange Halbwertszeiten von 6—14 Tagen auf (Junge
1985; Pettigrew und Fell 1972), so dass es vor allem zur Erfassung einer chronischen Exposition gegeniiber Cyanid
geeignet ist. Im Falle einer akuten Cyanidexposition bietet sich auch die Bestimmung von Cyanid im Blut an (Eben
und Lewalter 1988). Im Speichel sind die Thiocyanatkonzentrationen etwa 20-fach hoher als im Plasma/Serum oder
im Urin, was wahrscheinlich durch eine aktive Sezernierung des Thiocyanations in den Speicheldriisen bewirkt
wird. Die Speichelkonzentration an Thiocyanat ist aber auch vom Speichelfluss abhédngig (Steinmaus et al. 2007)
und unterliegt somit starken intra-individuellen Schwankungen.

Einatembare Blausidure, die sich aus Cyanidsalzen schon unter kohlensauren Bedingungen bildet, entsteht tiberall
dort, wo mit Cyaniden umgegangen wird. Dies ist u.a. beim Einsatz galvanischer Bader der Fall. Sie bildet sich
auBerdem aus Nitrilen wie Acetonitril, Acrylnitril sowie aus Cyanhydrinen und kann auch bei der Verbrennung
und Pyrolyse stickstofthaltiger Kunststoffe entstehen. Des Weiteren findet Blausaure bei der Schadlingsbekampfung
auf Schiffen Verwendung (Eben und Lewalter 1988).

Der Hauptstromrauch einer Zigarette enthilt ca. 50-200 pg Blausdure (Rickert et al. 1983). Dementsprechend wei-
sen Raucher gegentiber Nichtrauchern ca. zwei- bis dreifach héhere Thiocyanatkonzentrationen in Korperflissig-
keiten auf (siehe Tabelle 1). Bis in die 80er Jahre wurde Thiocyanat haufig zur Differenzierung von Rauchern und
Nichtrauchern sowie als objektives Maf fiir die Tabakrauchexposition verwendet. Heute steht hierfiir mit Coti-
nin ein wesentlich spezifischerer Biomarker zur Verfiigung (Scherer et al. 2000). Die Spezifitidt von Thiocyanat als
Marker fiir die Exposition gegeniiber sehr geringen Cyanidmengen am Arbeitsplatz oder durch aktives Rauchen ist
dadurch eingeschrinkt, dass Cyanide oder Thiocyanat selbst in diversen Nahrungsmitteln vorkommen. So sind Cya-
nide in Form von Cyanoglycosiden Bestandteil von Mandeln, Nissen, Hillsenfriichten, Bambussprossen, Bohnen,
Leinsamen und Bier. Des Weiteren sind Cyanide in Kernen von Steinobst vorhanden und gelangen beispielsweise
in den Obstbranntwein. Vorgebildetes Thiocyanat ist ebenfalls ein Bestandteil von Kohl, Riiben, Senf und Milch
(Baumeister et al. 1975; Bliss und O’Connell 1984; Ockene et al. 1987; Steinmaus et al. 2007). Diese natiirlichen
Quellen erschweren generell die Bewertung von Thiocyanat als Expositionsbiomarker.
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Tab. 1 Thiocyanatkonzentrationen in Plasma, Urin und Speichel bei Nichtrauchern und Rauchern (Mittelwert + Standardabweichung)

Nichtraucher Raucher Literatur

Thiocyanat in Plasma [mg/1]

3,47+2,39 (n=6815) 9,09+3,41 (n=10377) Bliss und O’Connell 1984
3,16+1,75 (n=1356) 10,10+ 3,22 (n=5090) Ockene et al. 1987
3,08+1,59 (n=3274) 10,04 3,03 (n=4553) Ruth et al. 1991

Thiocyanat in Urin [mg/1]
0,81+0,06 (n=260) 4,34+0,65 (n=66) Steinmaus et al. 2007
0,77 (n=1197) 4,71 (n=351) Jain 2013 a

Thiocyanat in Speichel [mg/1]

70,9 +44,2 (n=242) 158+ 64,5 (n=287) Bliss und O’Connell 1984
75,5 (n=100) 142 (n=94) Jarvis et al. 1984
97,0 (Median) (n=207) 170 (Median) (n=117) Degiampietro et al. 1987

Neben der Rolle als Biomarker einer Cyanidexposition, kommt dem Thiocyanat auch eine toxikologische Bedeutung
zu. Seit langerem ist bekannt, dass Thiocyanat die endogene Entstehung von kanzerogenen Nitrosaminen katalysie-
ren kann (Ladd et al. 1984; Prue et al. 1980; Tsuda und Kurashima 1991). In den letzten Jahren wurde zudem die Rolle
von Thiocyanat bei der Entstehung von Schilddriisenfehlfunktionen, vor allem in Kombination mit einer erhéhten
Perchlorat- und einer geringen Iodaufnahme diskutiert (Steinmaus et al. 2013). In den NHANES-Studien der USA
(National Health and Nutrition Examination Survey) wurden seit 2001 die Konzentrationen an Thiocyanat, Perchlorat
und Schildriisenhormonen gemessen, um diese Hypothese zu tiberpriifen (Bruce et al. 2013; Jain 2013 a, b; Steinmaus
et al. 2007, 2013). Generell wurde festgestellt, dass der Effekt von Thiocyanat auf die Schilddriisenfunktion zwar ge-
ring ist, in Kombination mit einer erh6hten Perchloratexposition und einer hierdurch reduzierten Iodaufnahme aber
toxikologisch relevant sein kann.

Details zur toxikologischen Bewertung von Cyanwasserstoff, Cyaniden und Cyanidbildnern kénnen den entspre-
chenden MAK-Begriindungen der Kommission entnommen werden (siehe Tabelle 2). In Tabelle 2 sind Arbeitsstoffe
aufgefiihrt, die u. a. zu einer Cyanidbelastung des Organismus und zu einer erhéhten Thiocyanatausscheidung mit
dem Urin fithren. Esist allerdings zu beachten, dass die Kommission bei keinem der aufgefithrten Arbeitsstoffe einen
biologischen Beurteilungswert auf Basis des Thiocyanats abgeleitet hat. Dies ist vor allem der Tatsache geschuldet,
dass das Thiocyanat, aufgrund erndhrungsbedingter Hintergrundgehalte, einen eher unspezifischen Parameter dar-
stellt.

Die in Tabelle 2 verwendeten Kiirzel fir die Einstufungen bzw. Markierungen sind in der von der Kommission
herausgegebenen MAK- und BAT-Werte-Liste beschrieben (DFG 2019).
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Tab. 2 Toxikologische Einstufung von Arbeitsstoffen, die zu einer Cyanidbelastung fihren und die u. a. zu Thiocyanat

verstoffwechselt werden
Arbeitsstoff MAK® SchwGr? Hautres/Sens®  KanzKat? MAK-Begriindung
[mg/m]
Cyanwasserstoff 2,1 C H - Greim 2001
Cyanide (als CN") 2E C H - Greim 2001
Natriumcyanid 38E C H - Greim 2001
Kaliumcyanid 50E C H - Greim 2001
Acetonitril 17 C H - Hartwig und MAK Commission 2018
Acrylnitril - - H/Sh 2 Greim 1999
3-Dimethylaminopropionitril - - - - Greim 2004
Oxalsauredinitril 11 D H - Greim 2003; Hartwig und MAK
Commission 2019
Cyanacrylsduremethylester 9,2 D - - Henschler 1979
Cyanacrylsaureethylester - - - - Henschler 1979
Chlorcyan - - - - Henschler 1973
Passivrauchen am Arbeitsplatz - - - 1 Greim 1998

% maximale Arbeitsplatz-Konzentration

b) Schwangerschaftsgruppe

©) Gefahr durch Hautresorption/Gefahr der Sensibilisierung
9 Kanzerogenitats-Kategorie

3 Grundlage des Verfahrens

Das Thiocyanat wird durch Flissig-Fliissig-Extraktion in Anwesenheit eines Phasentransferkatalysators aus der
Matrix isoliert und gleichzeitig in der organischen Phase mit PFBBr (2,3,4,5,6-Pentafluorbenzylbromid) derivati-
siert (siehe Abbildung 2). Die Analyse erfolgt anschliefend mittels GC-MS im NCI-Modus (negative chemische
Ionisation). Die Methode erlaubt die Quantifizierung von Thiocyanat bei beruflich belasteten und beruflich nicht
belasteten Personen.

Br SCN
+SCN™ — > + Br

Abb. 2 Reaktion von Thiocyanat mit PFBBr zum Pentafluorbenzylthiocyanat

Die Kalibrierung erfolgt mit Kalibrierstandards, die in Wasser angesetzt und in gleicher Weise behandelt werden
wie die zu analysierenden Proben. Als interner Standard wird ein '3C,!>N-markiertes Kaliumthiocyanat verwendet.
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4 Gerate, Chemikalien und Lésungen

4.1 Gerate

GC-MS-System (z. B. Trace GC Ultra mit massenselektivem Detektor DSQ und TriPlus, Thermo Fisher Scientific
GmbH, Dreieich)

Autosampler mit gekithltem Probenteller (z. B. Thermo Fisher Scientific GmbH, Dreieich)
GC-Siaule (z.B. Rxi-5ms, 25m x 0,25 mm x 0,25 pm, Restek GmbH, Bad Homburg)
Analysenwaage (z.B. Sartorius AG, Goéttingen)

Kihlzentrifuge (z. B. Rotanta 460 R, Andreas Hettich GmbH & Co. KG, Tuttlingen)
Reagenzglasschiittler (z. B. VWR International GmbH, Darmstadt)

Vakuumzentrifuge (z.B. RC 10.22 Jouan, Thermo Fisher Scientific GmbH, Dreieich)

Kolbenhubpipetten mit variabler Volumeneinstellung 10-100 pl, 100-1000 pl und 500-5000 pl mit den passen-
den Pipettenspitzen (z.B. Eppendorf AG, Hamburg)

Verschiedene Multipetten mit den dazugehdrenden Combitips 1,25ml, 2,5ml und 5ml (z.B. Eppendorf AG,
Hamburg)

pH-Meter (z.B. SCHOTT AG, Mainz)

Rollenmischer (z.B. VWR International GmbH, Darmstadt)

Verschiedene Becherglaser (z.B. SCHOTT AG, Mainz)

Crimp-Cap GC-Vials mit teflonkaschierten Bordelkappen (z.B. Klaus Ziemer GmbH, Langerwehe)
4-ml-Schraubglaschen mit Deckel (z. B. Klaus Ziemer GmbH, Langerwehe)
20-ml-Schraubglaschen mit Deckel (z.B. Klaus Ziemer GmbH, Langerwehe)

100-ml-Laborflaschen mit Gewinde (z.B. SCHOTT AG, Mainz)

250-ml-Weithalsflaschen (z.B. SCHOTT AG, Mainz)

10-ml- und 100-ml-Messkolben (z.B. SCHOTT AG, Mainz)

Flaschenaufsatz-Dispenser (z. B. Dispensette® organic, 10 ml, BRAND GMBH + CO KG, Wertheim)
Kalium-EDTA-Monovetten® zur Blutabnahme (z.B. Sarstedt AG & Co. KG, Niimbrecht)
S-Monovetten® zur Blutabnahme (z. B. Sarstedt AG & Co. KG, Niumbrecht)

Salivetten® zur Speichelgewinnung (z.B. Sarstedt AG & Co. KG, Numbrecht)

Urinbecher (z.B. Sarstedt AG & Co. KG, Niimbrecht)
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4.2

Chemikalien

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

4.3

Dichlormethan, Picograde® (z.B. VWR International GmbH, Darmstadt, Nr. SO-1185-C011)
Eisessig = 99,0 %, purum (z.B. Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, Nr. 45740)
Hexadecyltrimethylammoniumbromid (z. B. Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, Nr. H9151)
Methanol, HPLC grade (z.B. LGC Standards GmbH, Wesel, Nr. 3041)

Natriumchlorid = 99,5 % (z. B. Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, Nr. S-9625)
Natriumhydroxid-Plitzchen > 98,0 % (z.B. Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, Nr. 71690)
2,3,4,5,6-Pentafluorbenzylbromid (PFBBr) = 99,0 % (z. B. Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, Nr. 17910)
Toluol (z.B. LGC Standards GmbH, Wesel, Nr. 1350)

Hochreines Wasser (z. B. Merck KGaA, Darmstadt, Nr. 1.16754.5000)

Helium 5.0 (z.B. Linde AG, Pullach)

Methan (z.B. Linde AG, Pullach)

Kaliumthiocyanatlésung, 0,1 M (volumetrische Standardlésung) (z. B. Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkir-
chen, Nr. 35194)

Kaliumthiocyanat (3C, 99 % 1°N, 98 %+) (z.B. Eurisotop GmbH, Saarbriicken, Nr. CNLM-3952-0.5)

Ldsungen

Derivatisierungslosung

300 mg Hexadecyltrimethylammoniumbromid werden in ein 20-ml-Schraubgldschen eingewogen. 10 ml Di-
chlormethan und 3 ml Methanol werden dazugegeben und die Losung wird schlie8lich mit 130 ul PFBBr ver-
setzt.

Die Losung ist bei einer Lagerungstemperatur zwischen 2 °C und 8 °C mindestens vier Wochen verwendbar.

Acetatpuffer (1 M)

In einem Becherglas werden 90 ml hochreines Wasser vorgelegt und genau 5,758 ml Eisessig hinzu pipettiert.
Die Losung wird mit Natriumhydroxid-Platzchen auf pH 5,5 eingestellt und in einen 100-ml-Messkolben um-
gefiillt. Nach Auffiillen auf 100 ml mit hochreinem Wasser wird der Acetatpuffer zur Aufbewahrung in eine
250-ml-Weithalsflasche umgefillt.

Der Puffer wird im Kihlschrank gelagert und ist bei einer Temperatur von 2°C bis 8 °C mindestens zwolf
Wochen verwendbar.
Natriumchloridlésung (gesattigt)

50 g Natriumchlorid werden in eine 250-ml-Weithalsflasche eingewogen und in 100 ml hochreinem Wasser
aufgenommen.

Die gesittigte Natriumchloridlésung wird bei Raumtemperatur gelagert und ist unter diesen Bedingungen
mindestens zwolf Monate verwendbar.

The MAK Collection for Occupational Health and Safety 2020, Vol 5, No 2 8
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4.4 Interner Standard (ISTD)

. ISTD-Stammlésung (1,5 mM = 149 mg SCN- (13C,1>N)/1)
Exakt 14,87 mg KSCN (13C,'5N) werden in einen 100-ml-Messkolben eingewogen und in hochreinem Wasser
gelost. Der Kolben wird mit hochreinem Wasser bis zur Marke aufgefiillt.

) ISTD-Dotierlésung (60 uM = 5,95 mg SCN- (13C,15N)/1)

4ml der ISTD-Stammlésung werden in einen 100-ml-Messkolben pipettiert. Der Messkolben wird mit hoch-
reinem Wasser bis zur Marke aufgefillt.

Die ISTD-Losungen werden bei 2 °C bis 8 °C gelagert. Die Stabilitat der ISTD-Arbeitslosung sollte zu Beginn jeder
neuen Analysenserie tiberpriift werden (siehe Abschnitt 8).

4.5 Kalibrierstandards

° Stamml6sung (0,1 M KSCN 2 5,81 g SCN7/1)
Die 0,1 M Kaliumthiocyanatlésung (5,81 g SCN7/1) wird als volumetrische Standardlésung gekauft.

Die Losung wird bei 2 °C bis 8 °C gelagert und ist laut Herstellerangaben mindestens zwei Jahre stabil.

. Dotierlésung 1 (DL 1; 750 uM KSCN 2 43,6 mg SCN/1)
75 ul der Kaliumthiocyanat-Stammlésung werden in einen 10-ml-Messkolben pipettiert. Die Losung wird mit
hochreinem Wasser aufgefillt.

° Dotierlésung 2 (DL 2; 93,8 pM KSCN £ 5,45 mg SCN/1)
1250 ul der Dotierlésung 1 werden in einen 10-ml-Messkolben pipettiert. Die Lésung wird mit hochreinem
Wasser aufgefillt.

. Dotierlésung 3 (DL 3; 5,86 pM KSCN = 0,34 mg SCN~/1)

78,1yl der Dotierlosung 1 werden in einen 10-ml-Messkolben pipettiert. Die Losung wird mit hochreinem
Wasser aufgefiillt.

Die Dotierlosungen werden bei 2 °C bis 8 °C gelagert und sind mindestens zwei Jahre stabil.

Kalibrierstandards im Konzentrationsbereich von 0,043 mg bis 43,6 mg Thiocyanat pro Liter werden in hochreinem
Wasser nach dem in Tabelle 3 angegebenen Pipettierschema angesetzt. Als Leerwert wird hochreines Wasser mit-
gefithrt. Die Kalibrierstandards werden fiir jede Analysenserie frisch hergestellt und bei 2 bis 8 °C gelagert.

Fir die Kalibrierung in Speichel werden die Konzentrationen der Kalibrierstandards umgerechnet (Multiplikation
mit Faktor 5), da das eingesetzte Probenvolumen bei Speichel nur 20 pl betrégt, aber wie bei Plasma/Serum und Urin
jeweils 100 pl der Kalibrierstandards pipettiert werden. Die Aufarbeitung der Kalibrierstandards erfolgt analog zu
den Proben (vgl. Abschnitt 5.2).
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Tab. 3 Pipettierschema zur Herstellung der Kalibrierstandards in Wasser

Kalibrierstandard DL 1 [pl] DL 2 [pl] DL 3 [pl] Wasser [pl]  Konz. Kalibrierstandard [mg SCN7/1]

Plasma/Serum, Urin Speichel

0¥ - - - 1000 0 0
1 - - - 1000 0 0
2 - - 125 875 0,043 0,213
3 - - 250 750 0,085 0,425
4 - - 1000 - 0,340 1,70
5 - 250 - 750 1,36 6,81
6 - 500 - 500 2,72 13,6
7 125 - - 875 5,45 27,2
8 250 - - 750 10,9 54,5
9 500 - - 500 21,8 109

10 1000 - - - 43,6 218

2 Aufarbeitung ohne Zusatz von ISTD

5 Probenahme und Probenaufbereitung

5.1 Probenahme

Plasma

Nach der Blutentnahme mit einer EDTA-Monovette wird die Probe fiir 20 bis 30 Minuten auf einem Rollenmischer
gut durchmischt. Die Probe kann bis zur weiteren Aufarbeitung bei 4-6 °C fiir maximal 16 Stunden gelagert werden.
Zur Plasmagewinnung wird die Blutprobe fir fiinf Minuten bei 1200 x g zentrifugiert, das Plasma abpipettiert und
bis zur Analyse bei —20 °C eingefroren. Plasmaproben kénnen bei —20 °C fiir 24 Monate ohne Analytverlust gelagert
werden.

Serum

Zur Serumgewinnung wird nach der Blutentnahme mit S-Monovetten die vollstindige Blutgerinnung abgewartet,
was etwa 20 bis 30 Minuten dauert. Die Probe wird bei Raumtemperatur fiir 10 Minuten bei 1500 x g zentrifugiert,
das Serum abpipettiert und bis zur Analyse bei -20 °C eingefroren. Die Serumproben kénnen bei —20 °C fiir 24 Mo-
nate ohne Analytverlust gelagert werden.

Urin

Die zur Urinsammlung verwendeten Polyethylenbecher werden vor der Probenahme mit einem Reinigungsmittel
gespilt, mit hochreinem Wasser nachgewaschen und trocknen gelassen. Die gewonnenen Urinproben werden in
1-ml-Aliquote aufgeteilt und bis zur Analyse bei -20°C eingefroren. Die Urinproben kénnen unter diesen Bedin-
gungen sieben Jahre ohne Analytverluste gelagert werden.

Speichel

Fir die Speichelgewinnung werden Speichelr6hrchen mit Watterolle (z. B. Salivette®, Sarstedt AG & Co. KG, Nim-
brecht) verwendet. Die Watterolle wird ein bis zwei Minuten im Mund bewegt, danach in das R6hrchen gegeben
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und fiir 10 Minuten bei 3000 x g zentrifugiert. Der so gewonnene Speichel sollte so bald wie moglich aufgearbeitet
und analysiert werden, da es bei Lagerung des Speichels zu Minderbefunden kommen kann.

5.2 Probenaufbereitung

Tiefgefrorene Proben werden bei Raumtemperatur aufgetaut und anschliefend auf dem Reagenzglasschiittler
durchmischt.

100 pl Plasma/Serum oder Urin bzw. 20 pl Speichel werden in ein 4-ml-Schraubglaschen pipettiert. Es werden 300 pl
hochreines Wasser, 25 pl Acetatpuffer, 50 pl der ISTD-Dotierlésung, 50 pl der geséttigten Natriumchloridlésung, 25 pl
Toluol und 75 pl der Derivatisierungslésung hinzu pipettiert. Bei Speichelproben werden 400 pl anstelle von 300 pl
hochreinem Wasser verwendet. Das 4-ml-Glaschen wird verschlossen und 30 Minuten auf dem Reagenzglasschiitt-
ler gut durchmischt. Danach werden zum Reaktionsgemisch 2 ml Toluol gegeben und es wird nochmals auf dem
Reagenzglasschiittler fiir 5 Minuten geschittelt. AnschlieBend wird die Probe bei Raumtemperatur 10 Minuten bei
2250 x g zentrifugiert. 300 pl der Toluolphase werden in ein Mikrovial tiberfiihrt.

Die Probe wird in einer Vakuumzentrifuge bei Raumtemperatur auf 150-200 pl eingeengt (ca. 5 Minuten), um Reste
des Dichlormethans aus der Derivatisierungslosung zu entfernen, die die Messung storen wiirden. Die Analyse
erfolgt anschlieBend mittels GC-MS (NCI).

6 Instrumentelle Arbeitsbedingungen

Die analytischen Messungen erfolgen an einer Geratekonfiguration bestehend aus einem Gaschromatographen
gekoppelt mit einem Massenspektrometer, wobei die Messungen im NCI-Modus erfolgen.

6.1 Gaschromatographie

Kapillarsaule: Stationére Phase: Rxi-5ms
Lange: 25m
Durchmesser: 0,25 mm
Filmdicke: 0,25 pm
Detektor: Massenselektiver Detektor
Temperaturen: Saule: Ausgangstemperatur 50 °C, Anstieg
mit 70 °C/min auf 270°C, 3min bei
Endtemperatur
Injektor: 220°C
Probenteller: 15°C
Tragergas: Helium 5.0
Fluss: 1 ml/min, konstant
Injektionsvolumen: 1pl, Split 1: 20
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6.2 Massenspektrometrie

Ionisationsart: NCI mit Methan (2 ml/min)
Quellentemperatur: 150°C

Interface-Temperatur: 270°C

Detector gain: 300000

Dwell time: 20ms

Solvent Delay: 2,5min

Detektionsmodus: Selected Ion Monitoring (SIM) Modus

Die angegebenen Arbeitsbedingungen sollen lediglich als Orientierungshilfe dienen. Da die angefithrten Parameter
geratespezifisch sind, miissen sie vom Anwender individuell eingestellt werden. Alle anderen Parameter sind nach
Herstellerangaben zu optimieren.

7 Analytische Bestimmung

Die Identifizierung der gemessenen Substanzen erfolgt anhand ihrer Retentionszeiten und ihrer Ionenspuren
(Tabelle 4). Pentafluorbenzylthiocyanat (PFBSCN) und der ISTD zeigen jeweils ein Massenfragment bei dem
die markierten Atome im ISTD (N- und C-Atom beim Analyten sowie ®N- und '¥*C-Atom beim ISTD) noch
vorhanden sind und das sowohl mit leichtem als auch mit schwerem Schwefelisotop vorkommt. Beim PFBSCN
sind es die Fragmente mit einem Masse-zu-Ladungs-Verhaltnis von m/z =58 und 60 und beim ISTD die Fragmente
mit einem Masse-zu-Ladungs-Verhéltnis von m/z=60 und 62. Die Intensitdt des Fragments mit dem schwereren
Schwefelisotop betragt ungefiahr 5,5 % der Intensitat des Fragments mit dem leichteren Schwefelisotop und ist bei
hohen Thiocyanatkonzentrationen nicht mehr zu vernachléssigen. Es hat sich aber gezeigt, dass es moglich ist,
fur das unmarkierte Thiocyanat das Fragment mit dem leichteren Schwefelisotop (m/z=58) und fiir den internen
Standard das Fragment mit dem schwereren Schwefelisotop (m/z = 62) auszuwerten. Das mitgemessene Fragment
mit einem Masse-zu-Ladungs-Verhéltnis von m/z = 60 wird nur im Rahmen der Validierung benétigt.

Tab. 4 Retentionszeiten und lonenspuren fiir die Bestimmung von Thiocyanat in Plasma/Serum, Urin oder Speichel

Analyt Retentionszeit [min] Ionenspur [m/z]
Thiocyanat 2,95 58, 60%
Thiocyanat (3C,'N) 2,95 60%, 62

2 wird nur fiir die Validierung benétigt

Die in Tabelle 4 angegebenen Retentionszeiten kénnen nur als Anhaltspunkt dienen. Der Anwender hat sich
selbst von der Trennleistung der verwendeten analytischen Sdule und dem daraus resultierenden Retentions-
verhalten der Substanzen zu iiberzeugen. Abbildungen 3 bis 5 zeigen exemplarisch Chromatogramme eines
Raucherplasmas, eines Nichtraucherurins und eines Nichtraucherspeichels. Die Ionenspur m/z =60 wird nur fir
die Validierung benétigt.
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Abb. 3 Chromatogramm eines Raucherplasmas mit einer Thiocyanat-Konzentration von 205 pmol/l 2 120 mg/l (SCN™: m/z =58, 60;
ScN™ (13¢, 15N): m/z =60, 62)
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Abb. 4 Chromatogramm eines Nichtraucherurins mit einer Thiocyanat-Konzentration von 9,5 ymol/l = 0,552 mg/l (SCN™: m/z =58,
60; SCN™ (13C,15N): m/z =60, 62)
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Abb. 5 Chromatogramm eines Nichtraucherspeichels mit einer Thiocyanat-Konzentration von 1962 pmol/l = 114 mg/l (SCN™:
m/z =58, 60; SCN™ (13C,15N): m/z =60, 62)

8 Kalibrierung

Fiir die Erstellung der Kalibriergeraden werden die unter Abschnitt 4.5 beschriebenen Kalibrierstandards analog
zu den Proben aufgearbeitet (vgl. Abschnitt 5.2) und mittels GC-MS (vgl. Abschnitt 6) analysiert. In der Regel wird
fur jede Konzentrationsstufe eine Doppelbestimmung durchgefiihrt. Der Kalibrierstandard 0, der ohne Zusatz von
ISTD aufgearbeitet wird, dient dazu, die Ionenspur des internen Standards auf Storpeaks zu iiberpriiffen. Auflerdem
kann im Vergleich zu Kalibrierstandard 1 festgestellt werden, ob eine Kontamination mit unmarkiertem Analyten
vorliegt.

Die Erstellung der Kalibriergeraden erfolgt durch Auftragen der Quotienten aus der Peakfliche des Analyten und
des internen Standards gegen die dotierte Konzentration der jeweiligen Kalibrierstandards. Das Flachenverhéltnis
von Kalibrierstandard 1 wird nicht von den Flachenverhiltnissen der iibrigen Standards abgezogen, weil das Thio-
cyanat in Kalibrierstandard 1 aus dem internen Standard stammt und somit auch in jeder Probe enthalten ist. Bei
gewichteter Regression ergibt sich im Bereich von der Nachweisgrenze bis 43,6 mg SCN~/1 (Plasma/Serum und Urin)
bzw. 218 mg SCN~/1 (Speichel) eine lineare Kalibriergerade, die nicht durch den Ursprung des Koordinatensystems
verlauft. In Abbildung 6 und 7 sind beispielhaft Kalibriergeraden in Plasma sowie in Speichel dargestellt.
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Abb. 6 Kalibriergerade fur die Bestimmung des Thiocyanats in Plasma/Serum (BG-750 pmol/l = BG—-43,6 mg/l)
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Abb. 7 Kalibriergerade fiir die Bestimmung des Thiocyanats in Speichel (BG-3750 umol/l = BG-218 mg/l)
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9 Berechnung der Analysenergebnisse

Zur Bestimmung des Analytgehaltes einer unbekannten Probe wird der Quotient aus der Peakfliche des Analyten
und des internen Standards berechnet und in die nach Abschnitt 8 erstellte Kalibriergeradengleichung eingesetzt.
Man erhilt die Analytkonzentration in mg SCN7/1.

10 Standardisierung der Messergebnisse und Qualitatssicherung

Zur Sicherung der Qualitdt der Analysenergebnisse wird gemafl den Richtlinien der Bundesarztekammer und den
Vorgaben in dem von der Kommission publizierten allgemeinen Kapitel verfahren (Bader et al. 2010; Bundesérzte-
kammer 2014).

Zur Prazisionskontrolle werden in jeder Analysenserie Qualitatskontrollproben mit untersucht, die bekannte Kon-
zentrationen des Analyten aufweisen. Als Kontrollproben werden Plasma/Serum-, Urin- bzw. Speichelproben mit
niedrigen, mittleren und hohen Konzentrationen (Qiow, Qmedium Und Qnieh) eingesetzt.

Aliquote dieser Proben werden bei —20 °C gelagert und bei jeder Analysenserie als Qualitatskontrollproben mitge-
fithrt. Die Sollwerte und die Toleranzbereiche der Qualitdtskontrollmaterialien werden im Rahmen einer Vorstudie
ermittelt (Bader et al. 2010).

11 Beurteilung des Verfahrens

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

11.1 Prazision

Die Bestimmung der Prézision in der Serie erfolgte bei drei Konzentrationen je Matrix. Als Probenmaterial dienten
Individualproben und gepoolte Proben, die nativ oder dotiert verwendet wurden. Die Daten zur Prézision in der
Serie sind in Tabelle 5 zusammengestellt.

Tab. 5 Prézision in der Serie fur die Bestimmung von Thiocyanat in Plasma/Serum, Urin und Speichel (n =5)

Analytkonzentration [mg/1] Standardabweichung (rel.) s,, [%] Streubereich u [%]
Plasma/Serum
0,75 4,9 13,6
2,78 2,9 8,1
10,7 7,2 20,0
Urin
0,27 5,4 15,0
5,83 4,4 12,2
38,0 53 14,7
Speichel

13,6 4,1 114
92,1 5,6 15,6
162 6,0 16,7

The MAK Collection for Occupational Health and Safety 2020, Vol 5, No 2 16



Biomonitoring-Methoden — Thiocyanat in Plasma/Serum, Urin und Speichel

[GMS]| puBLISSG?:

Zur Bestimmung der Prazision von Tag zu Tag wurde Probenmaterial mit niedriger, mittlerer und hoher Analyt-

konzentration an finf verschiedenen Tagen aufgearbeitet und untersucht. Die Daten zur Prazision von Tag zu Tag

in den drei Matrizes sind in Tabelle 6 zusammengestellt.

Tab. 6 Prazision von Tag zu Tag fiir die Bestimmung von Thiocyanat in Plasma/Serum, Urin und Speichel (n =5)

Analytkonzentration [mg/1]

Standardabweichung (rel.) s,, [%]

Streubereich u [%]

Plasma/Serum
0,73 3,4 9,4
2,93 2,6 7,2
10,6 3,3 9,2
Urin
0,26 6,4 17,8
5,81 6,0 16,7
35,5 3,6 10,0
Speichel

12,9 8,2 22,8
91,6 1,7 4,7
157 4,8 13,3

11.2 Richtigkeit

Die Richtigkeit der Methode wurde durch Dotierung der entsprechenden Matrizes mit definierten Mengen an
Thiocyanat bestimmt. Es wurden jeweils drei verschiedene Konzentrationen gemessen. Je Konzentration wurden
funf Bestimmungen durchgefithrt. Die Ergebnisse sind in Tabelle 7 zusammengestellt.

Tab. 7 Relative Wiederfindungsraten fur Thiocyanat in Plasma/Serum, Urin und Speichel (n=5)

Analytkonzentration [mg/1]

Wiederfindungsrate r [%]

Plasma/Serum
0,73 93,5
2,93 92,9
10,6 93,6
Urin
0,56 94,6
12,2 94,1
38,3 90,5
Speichel

28,9 97,9
113 89,9
209 88,4
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11.3 Matrixeffekte

Der Priifer der Methode hat neben der Kalibrierung in Wasser auch Kalibrierungen in Plasma/Serum, Urin und
Speichel durchgefiihrt. In den unterschiedlichen Matrizes ergaben sich achsenverschobene Kalibriergeraden mit
gut ibereinstimmenden Steigungen.

11.4 Nachweis- und Bestimmungsgrenzen

Die Nachweisgrenze wurde aus dem dreifachen und die Bestimmungsgrenze aus dem neunfachen Signal/Rausch-
Verhaltnis berechnet, wobei fiir jede Matrix drei verschiedene Proben gemessen wurden. Die Nachweis- und Be-
stimmungsgrenzen fiir die Bestimmung von Thiocyanat in Plasma/Serum, Urin und Speichel sind in Tabelle 8 zu-
sammengestellt.

Tab. 8 Nachweis- und Bestimmungsgrenzen fiir die Bestimmung von Thiocyanat in Plasma/Serum, Urin und Speichel (n=3)

Matrix Nachweisgrenze [mg/1] Bestimmungsgrenze [mg/1]
Plasma/Serum 0,0005 0,0015
Urin 0,0006 0,0017
Speichel 0,0007 0,0020

Im Konzentrationsbereich des niedrigsten Kalibrierstandards liegt die Abweichung der berechneten Konzentration
von der dotierten Konzentration unter 5 %.

11.5 Storeinfliisse

Die Extraktionsausbeute von Thiocyanat in Anwesenheit eines Phasentransferkatalysators bei gleichzeitiger Deri-
vatisierung mit PFBBr ist stark von der Dauer der einzelnen Arbeitsschritte und von weiteren Parametern, wie der
Temperatur und der Intensitat des Schiittelvorgangs, abhiangig. Daher ist die Verwendung eines geeigneten internen
Standards (KSCN (*3C,'>N)) unabdingbar.

Die Selektivitit der Methode wurde im Rahmen der Methodenentwicklung tiberpriift, indem je Matrix sechs ge-
ring belastete Individualproben analysiert wurden. In keiner der Proben wurden interferierende Signale mit der
Retentionszeit des internen Standards detektiert, die mehr als 5% der ISTD-Menge ausmachten. Zudem wurde die
Identitat des Analytpeaks anhand des Quantifier/Qualifier-Verhéltnisses unter Verwendung von sechs Proben je
Matrix bestatigt.

Vom Entwickler der Methode wurden auch Untersuchungen zur Stabilitit des Analyten in den unterschiedlichen
Matrizes durchgefiihrt. Die Stabilitdtsuntersuchungen in Urin und Speichel wurden mit frischen Matrixproben
durchgefiihrt, die Thiocyanat in einer niedrigen (ohne Dotierung) und einer hohen Konzentration (dotierter Urin
bzw. Speichel) enthielten. Die Untersuchungen im Plasma/Serum erfolgten an etwa 12 Monate alten Serumproben.
Sowohl die Kurzzeitstabilitat (20 Stunden bzw. 24 Stunden bei Raumtemperatur), als auch die Frier-Taustabilitat
(drei und sechs Frier-Tau-Zyklen) sowie die Langzeitstabilitit (verschiedene Zeitraume bei -20°C) ist fur beide
Konzentrationsniveaus in den drei Matrizes gegeben. Die Richtigkeit lag bei diesen Messungen fiir Plasma/Serum
zwischen 93,5 und 112 %, fiir Urin zwischen 89,6 und 111 % sowie fiir Speichel zwischen 80,3 und 115 %. Die Daten
der Speichelproben zeigen, dass fiir diese Matrix die Frage der Analytstabilitat nicht abschlieflend geklart ist (siehe
Abschnitt 5.1). Speichelproben sollten daher nach der Gewinnung so bald wie méglich analysiert werden.

Verschleppungseffekte im chromatographischen System wurden durch mehrfache Injektion von aufgearbeiteten
Proben mit hohen Thiocyanatkonzentrationen im Wechsel mit Lésungsmittelinjektionen untersucht. Nach jeweils
funf Injektionen einer Probe mit hoher Analytkonzentration wurde Losungsmittel injiziert und analysiert. Dies
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erfolgte dreimal je Matrix. Es wurde bei allen drei Matrizes ein minimaler Verschleppungseffekt beobachtet, der
maximal bei 3 pg/l lag.

12 Diskussion der Methode

Die vorliegende Analysenmethode ist zur Bestimmung von Thiocyanat (SCN-) im arbeits- und umweltmedizini-
schen Bereich geeignet. Vor allem fiir chronische Expositionen mit Cyanidkonzentrationen, wie sie beispielsweise
beim Rauchen und an einigen Arbeitspliatzen vorkommen, ist Thiocyanat im Plasma/Serum, Urin und Speichel ein
geeigneter Biomarker. Im Unterschied zu den bereits von der Kommission publizierten Methoden (Riedel et al. 2012;
Scherer et al. 2000) kann mit dem vorliegenden Verfahren Thiocyanat auch im Urin bestimmt werden.

Es handelt sich um eine gaschromatographische Analysenmethode mit massenselektiver Detektion unter Einsatz
eines stabil isotopenmarkierten internen Standards. Grundlage ist die von Torafio und van Kan (2003) publizierte
Methode, die allerdings erheblich modifiziert wurde.

Die Verwendung eines stabil isotopenmarkierten internen Standards ist unabdingbar, um mogliche Schwankun-
gen wihrend der Probenaufbereitung (Extraktion, Phasentransfer, Derivatisierung) auszugleichen. Das beschrie-
bene Verfahren erlaubt die schnelle, sensitive, spezifische und zuverldssige Bestimmung von Thiocyanat in allen
genannten Matrizes. Die Methodenkenndaten entsprechen allen Anforderungen, die an eine Analysenmethode im
Humanbiomonitoring gestellt werden.

Verwendete Messgerite GC-MS-System (z.B. Trace GC Ultra mit massenselektivem Detektor DSQ und TriPlus,
Thermo Fisher Scientific GmbH, Dreieich), Autosampler mit gekithltem Probenteller (z. B. Thermo Fisher Scientific
GmbH, Dreieich) sowie Xcalibur 2.1 (Software)
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