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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 developed and verified the presented biomonitoring method.

The method described herein enables the selective and quantitative determination of
geraniol metabolites in human urine into the concentration range relevant for en-
vironmental exposure. The following four metabolites can be determined using this
method: 8-carboxygeraniol, Hildebrandt acid, geranic acid, and 3-hydroxycitronellic
acid. Hildebrandt acid, geranic acid, and 3-hydroxycitronellic acid can also arise from
the metabolism of citral. The buffered urine samples are enzymatically hydrolysed and,
following addition of the internal standards (8-carboxygeraniol-ds, Hildebrandt acid-ds,
and 2,4,6-octatrienoic acid), processed via liquid-liquid extraction with diethyl ether.
The analytes are separated from any matrix components by liquid chromatography,
and are then detected via tandem mass spectrometry using electrospray ionisation. The
quantitative evaluation is carried out using external calibration in water.
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1 Kenndaten der Methode

Matrix

Analytisches Messprinzip

Urin

Hochleistungsfliissigkeitschromatographie gekoppelt mit
Tandem-Massenspektrometrie (UPLC-MS/MS)

Parameter und entsprechende Arbeitsstoffe

Arbeitsstoff CAS-Nr. Parameter CAS-Nr.
8-Carboxygeraniol 26187-80-4
((2E,6E)-8-Hydroxy-2,6-dimethylocta-2,6-diensdure)

) Hildebrandtsiure 123175-88-2
Geraniol ((2E,6E)-2,6-Dimethylocta-2,6-diendisdure)
((2E)-3,7-Dimethylocta-2,6-dien-  106-24-1
1-ol) Geranséure 4698-08-2

((2E)-3,7-Dimethylocta-2,6-diensiure)

3-Hydroxycitronellsiure 87877-75-6
(3-Hydroxy-3,7-dimethyl-6-octensiure)

Hildebrandtsidure 123175-88-2
((2E,6E)-2,6-Dimethylocta-2,6-diendisdure)

Citral 5392-40-5 Geransiure 4698-08-2

((2E)-3,7-Dimethylocta-2,6-dienal) ((2E)-3,7-Dimethylocta-2,6-diensiure)
3-Hydroxycitronellsiure 87877-75-6

(3-Hydroxy-3,7-dimethyl-6-octensiure)

Zuverlassigkeitskriterien

8-Carboxygeraniol

Prazision in der Serie:

Prazision von Tag zu Tag:

Richtigkeit:

Nachweisgrenze:

Bestimmungsgrenze:

Standardabweichung (rel.) $,=2,1-11,5%

Streubereich u=4,8-26,5%

bei einer Konzentration von 50 pg oder 500 pg 8-Carboxygeraniol pro Liter Urin und
n=_8 Bestimmungen

Standardabweichung (rel.) $,=5,5-22,3%

Streubereich u=13,5-54,7%

bei einer Konzentration von 50 pg oder 500 pg 8-Carboxygeraniol pro Liter Urin und
n=6 Bestimmungen

Wiederfindungsrate (rel.) r=97%

bei einer Soll-Konzentration von 500 pg 8-Carboxygeraniol pro Liter Urin und n=10
Bestimmungen

0,41 pg 8-Carboxygeraniol pro Liter Urin
1,50 pg 8-Carboxygeraniol pro Liter Urin
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Hildebrandtsaure

Prazision in der Serie:

Prazision von Tag zu Tag:

Richtigkeit:

Nachweisgrenze:

Bestimmungsgrenze:

Geransaure

Prazision in der Serie:

Prazision von Tag zu Tag:

Richtigkeit:

Nachweisgrenze:

Bestimmungsgrenze:

3-Hydroxycitronellsdure

Prazision in der Serie:

Prézision von Tag zu Tag:

Richtigkeit:

Nachweisgrenze:

Bestimmungsgrenze:

Standardabweichung (rel.) $,=2,9-5,5%
u=6,7-12,8%
bei einer Konzentration von 500 pg oder 1500 pg Hildebrandtsiure pro Liter Urin und

n =8 Bestimmungen

Streubereich

Standardabweichung (rel.) 5,=6,7-9,8%

Streubereich u=16,4-24,0%

bei einer Konzentration von 500 pg oder 1500 pg Hildebrandtsaure pro Liter Urin und
n=6 Bestimmungen

Wiederfindungsrate (rel.) r=106 %
bei einer Soll-Konzentration von 500 pg Hildebrandtsdure pro Liter Urin und n=10
Bestimmungen

0,76 pg Hildebrandtsaure pro Liter Urin
2,65 pg Hildebrandtsédure pro Liter Urin

Standardabweichung (rel.) $,=3,3-6,2%
u=75-14,3%
bei einer Konzentration von 500 pg oder 1500 pg Geranséure pro Liter Urin und n=8

Bestimmungen

Streubereich

Standardabweichung (rel.) s, =7,2-15,7%

Streubereich u=17,8-38,4%

bei einer Konzentration von 500 pg oder 1500 pg Geransaure pro Liter Urin und n=6
Bestimmungen

Wiederfindungsrate (rel.) r=134%
bei einer Soll-Konzentration von 500 pg Geranséure pro Liter Urin und n=10
Bestimmungen

0,53 pg Geranséure pro Liter Urin

1,80 pg Geransdure pro Liter Urin

Standardabweichung (rel.) $,=2,2-5,8%
u=5,2-13,3%
bei einer Konzentration von 50 pg oder 500 pg 3-Hydroxycitronellsdure pro Liter

Urin und n =8 Bestimmungen

Streubereich

Standardabweichung (rel.) s,,=6,1-14,6 %

Streubereich u=14,9-35,7%

bei einer Konzentration von 50 pg oder 500 pg 3-Hydroxycitronellsdure pro Liter
Urin und n =6 Bestimmungen

Wiederfindungsrate (rel.) r=117%
bei einer Soll-Konzentration von 500 pg 3-Hydroxycitronellsdure pro Liter Urin und
n=10 Bestimmungen

0,78 pg 3-Hydroxycitronellsdaure pro Liter Urin
2,66 pg 3-Hydroxycitronellsdure pro Liter Urin
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2 Allgemeine Informationen zu Geraniol

Geraniol ((2E)-3,7-Dimethylocta-2,6-dien-1-ol) ist ein azyklischer Monoterpenallylalkohol (siehe Abbildung 1), der
haufig als Duftstoff in Kosmetikprodukten, Parfums, Hygieneartikeln sowie in Haushaltsreinigern eingesetzt wird.
Geraniol ist ein natiirlicher Bestandteil dtherischer Ole und kann aus diesen durch Destillation gewonnen werden.
Grofitechnisch lasst sich Geraniol u.a. durch Hydrierung von Citral herstellen (Lapczynski et al. 2008).

Die Toxizitit von Geraniol wurde in zahlreichen In-vivo- und In-vitro-Studien untersucht (Lapczynski et al. 2008).
Geraniol ist von geringer akuter Toxizitat. Nach langfristiger Exposition steht die Reizwirkung auf Haut und Augen
im Vordergrund. Die MAK-Kommission hat Geraniol wegen der sensibilisierenden Wirkungen am Menschen mit ,,Sh*
markiert (Greim 2004).

In einem Tierversuch an méinnlichen Ratten identifizierten Chadha und Madyastha (1984) nach Gabe von 800 mg
Geraniol pro kg Kérpergewicht und Tag (per Schlundsonde) folgende Metaboliten im Urin: 8-Hydroxygeraniol, 8-Carb-
oxygeraniol, Hildebrandtsiure, Geransdure und 3-Hydroxycitronellsdure (Abbildung 1). Allerdings eignen sich die
Metaboliten Hildebrandtsaure, Geransdure und 3-Hydroxycitronellsdure nur bedingt zur Erfassung einer Geraniol-
Exposition, da diese Metaboliten auch aus anderen Quellen, wie beispielsweise Citral, gebildet werden und somit nicht
spezifisch sind (Diliberto et al. 1990) (Abbildung 2).

8-Hydroxygeraniol 8-Carboxygeraniol Hildebrandtsaure
(0]

N

X"0H N"on OH
— —_—
| OH OH OH
Geraniol /
0] (0]
N"on
| Geransaure 3-Hydroxycitronellsdure

\ (@) (0]
OH
X OH OH
—*

Abb.1 Metabolismusschema von Geraniol nach Chadha and Madyastha (1984)
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Abb.2 Vereinfachtes Metabolismusschema von Citral nach Diliberto et al. (1990)

Zur Aufklarung des Geraniol-Metabolismus sowie der Toxikokinetik und metabolischer Konversionsfaktoren beim
Menschen wurde im Rahmen des Kooperationsprojektes zur Forderung des Human-Biomonitorings zwischen dem
Bundesministerium fiir Umwelt, Naturschutz und nukleare Sicherheit (BMU) und dem Verband der chemischen In-
dustrie (VCI) eine Metabolismusstudie durchgefithrt. Hierfiir wurde der Urin von drei ménnlichen Probanden nach
einmaliger oraler Verabreichung von 25 mg bzw. 250 mg Geraniol tiber 72 Stunden kontinuierlich und vollstindig
gesammelt und anschlieBend mit der hier beschriebenen Methode analysiert. Anhand der Metabolismusstudie konnte
gezeigt werden, dass Geraniol iiberwiegend in Form der nicht streng stoffspezifischen Metaboliten Hildebrandtsaure,
Geransaure und 3-Hydroxycitronellsdure ausgeschieden wird. Die Konzentrationen dieser Metaboliten erreichten
bereits 1,5-4 Stunden nach Exposition das jeweilige Eliminationsmaximum, anschliefend wurden die Metaboliten
mit Halbwertszeiten von 2-3 Stunden eliminiert. Der in der Ratte beschriebene Metabolit 8-Hydroxygeraniol konnte
im Urin der Probanden nach oraler Verabreichung von Geraniol nicht nachgewiesen werden (Jager et al. 2016).

In Urinproben von 41 Personen ohne bekannte berufliche Geraniol-Exposition wurden die Konzentrationen von
8-Carboxygeraniol, Hildebrandtsdure, Geransiure und 3-Hydroxycitronellsdure bestimmt. Die ermittelten Gehalte
sind in Tabelle 1 dargestellt. Obwohl 8-Carboxygeraniol im Vergleich zu den ibrigen untersuchten Metaboliten nur
einen Anteil von etwa 2 % ausmacht, ist dieser Metabolit am besten als Biomarker einer Geraniol-Exposition geeignet,
da er nach aktuellem Kenntnisstand der einzige spezifische Metabolit des Geraniols ist (Jager et al. 2020).
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Tab.1 Daten zu Geraniol-Metaboliten im Urin beruflich nicht gegen Geraniol exponierter Personen (n =41) nach Jéger et al. (2020)

Analyt n>BG Mittelwert +SD [pg/1] Bereich [pg/l]
8-Carboxygeraniol 34 (83 %) 10+9 <BG-46
Hildebrandtsaure 41 (100 %) 4314385 37-1966
Geransaure 41 (100 %) 126 £118 9-477
3-Hydroxycitronellsaure 33 (81%) 21+18 <BG-70

BG: Bestimmungsgrenze

3 Grundlage des Verfahrens

Die beschriebene Methode erlaubt die Erfassung einer Hintergrundbelastung mit Geraniol durch die selektive Bestim-
mung von vier Geraniol-Metaboliten in Urin. Die folgenden Metaboliten konnen mit dieser Methode erfasst werden:
8-Carboxygeraniol, Hildebrandtsiaure, Geransiure und 3-Hydroxycitronellsdure. Hildebrandtsiure, Geransaure und
3-Hydroxycitronellsdure werden allerdings auch durch Verstoffwechslung von Citral gebildet. Die gepufferten Urinpro-
ben werden enzymatisch hydrolysiert und, nach Zugabe der internen Standards (8-Carboxygeraniol-ds, Hildebrandt-
sdure-ds und 2,4,6-Octatrienséure), mittels Fliissig-Flissig-Extraktion mit Diethylether aufgearbeitet. Die Analyten
werden flissigkeitschromatographisch getrennt und anschlieBend mittels Tandem-Massenspektrometrie unter Ver-
wendung der Elektrosprayionisierung detektiert. Die quantitative Auswertung erfolgt mittels externer Kalibrierung
in Wasser.

4 Gerate, Chemikalien und Lésungen

4.1 Gerate

e  UPLC-System (z.B. ACQUITY UPLC H-Class System PLUS, Waters GmbH, Eschborn)

e Tandem-Massenspektrometer (z.B. Xevo TQ, Waters GmbH, Eschborn)

e  UPLC-Siule: ACQUITY UPLC HSS T3, 1,8 pm, 2,1 mm x 150 mm (z. B. Waters GmbH, Eschborn)

e  Analysenwaage (z.B. Sartorius AG, Gottingen)

e Wasseraufbereitungsanlage (z.B. Milli-Q® Direct Wasseraufbereitungssystem, Merck KGaA, Darmstadt)
e  Rotationsmischer (z.B. Multi Reax, Heidolph Instruments GmbH & Co. KG, Schwabach)

e 250-ml- und 1000-ml-Becherglédser (z.B. DURAN Group GmbH, Mainz)

e Scheidetrichter (z.B. aus eigener Anfertigung)

e 1000-ml-Laborglasflasche mit Dispenser (z.B. BRAND GmbH + CO KG, Wertheim)

e  Glaszentrifugenréhrchen mit Schraubverschliissen (z.B. DURAN Group GmbH, Mainz)

e  18-ml-Probenglaschen mit Bordelkappen oder Schraubverschliissen (z.B. Agilent Technologies Germany GmbH
& Co. KG, Waldbronn)

e  Mikroeinsitze fiir die Probengléschen (z.B. Agilent Technologies Germany GmbH & Co. KG, Waldbronn)
e  100-ml-Braunglasflasche (z.B. BRAND GmbH + CO KG, Wertheim)

e  Kolbenhubpipetten mit variabler Volumeneinstellung (1-10 ul, 10-100 pl und 100-1000 pl) mit passenden Pipetten-
spitzen (z.B. Eppendorf AG, Hamburg)
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Rotationsautomat (z. B. aus eigener Anfertigung)
Rotationsverdampfer (z.B. BUCHI Labortechnik GmbH, Essen)
Heizblock (z.B. Eppendorf AG, Hamburg)

Transferpipetten (z.B. Sarstedt AG & Co. KG, Niimbrecht)
Verschiedene Messkolben (z.B. witeg Labortechnik GmbH, Wertheim)
Urinbecher (z.B. Sarstedt AG & Co. KG, Numbrecht)

4.2 Chemikalien

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

Acetonitril (z.B. Nr. 11317080, Fisher Scientific GmbH, Schwerte)

Ameisensdure 98-100 % (z.B. Nr. 05314.2010, Bernd Kraft GmbH, Duisburg)

Diethylether (z.B. Nr. 07106.3700, Bernd Kraft GmbH, Duisburg)

Essigsédure 100 % (z. B. Nr. 24101.3000, Bernd Kraft GmbH, Duisburg)
B-Glucuronidase/Arylsulfatase (z.B. Nr. 10127698001, Merck KGaA, Darmstadt)

Methanol (z.B. Nr. 900688, Merck KGaA, Darmstadt)

Natriumhydroxid (z.B. Nr. S5881, Merck KGaA, Darmstadt)

Schwefelsdure 96 % (z.B. Nr. 03062.3000, Bernd Kraft GmbH, Duisburg)

Hochreines Wasser (z.B. Milli-Q® Direct Wasseraufbereitungssystem, Merck KGaA, Darmstadt)

4.3 Referenzmaterialien

8-Carboxygeraniol ((2E,6E)-8-Hydroxy-2,6-dimethylocta-2,6-dienséure) (z. B. ChiroBlock GmbH, Wolfen)

8-Carboxygeraniol-ds ((2E,6E)-8-Hydroxy-2-methyl-6-trideuteromethyl-5,5-dideuteroocta-2,6-dienséure) (z.B.
ChiroBlock GmbH, Wolfen)

Hildebrandtséure ((2E,6E)-Dimethylocta-2,6-diendisaure) (z. B. ChiroBlock GmbH, Wolfen)

Hildebrandtsaure-ds ((2E,6E)-6-Trideuteromethyl-2-methylocta-5,5-dideutero-2,6-diendisaure) (z.B. ChiroBlock
GmbH, Wolfen)

Geransaure ((2E)-3,7-Dimethylocta-2,6-diensiure) (z. B. ChiroBlock GmbH, Wolfen)
3-Hydroxycitronellsiure (3-Hydroxy-3,7-dimethyloct-6-enséure) (z. B. ChiroBlock GmbH, Wolfen)
2,4,6-Octatriensdure (z.B. Nr. S439819, Merck KGaA, Darmstadt)

4.4 Lésungen

UPLC-FlieBmittel A (Ameisensdure, 0,033 %)

2 ml konzentrierte Ameisensiaure werden mit hochreinem Wasser auf 6 1 aufgefiillt (pH=2,9).

The MAK Collection for Occupational Health and Safety 2021, Vol 6, No 3 7
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e  Schwefelsdure (1 mol/l)

In einem 1000-ml-Messkolben werden 700 ml hochreines Wasser vorgelegt und 98 g Schwefelsdure dazugegeben.
Der Messkolben wird anschliefend mit hochreinem Wasser bis zur Markierung aufgefiillt. Die Losung wird in
eine 1000-ml-Laborglasflasche mit Dispenser umgefiillt.

e  Natronlauge (5 mol/l)

20 g Natriumhydroxid werden abgewogen und in einem 250-ml-Becherglas unter Eiskiithlung in 100 ml hoch-
reinem Wasser geldst. Die Natronlauge wird in eine 100-ml-Braunglasflasche tiberfiihrt.

e  Natriumacetat-Puffer (pH =5,0)

In ein 1000-ml-Becherglas werden etwa 800 ml hochreines Wasser vorgelegt, 1 ml Eisessig wird dazu pipettiert
und die Losung anschlieBend mit Natronlauge (5 mol/l) auf einen pH-Wert von 5,0 eingestellt. Die Losung wird
in eine 1000-ml-Laborglasflasche umgefiillt.

Bei Lagerung bei Raumtemperatur sind die Losungen mindestens zwo6lf Monate haltbar.

4.5 Interne Standards (ISTDs)

e ISTD-Stammlésungen (1000 mg/l)

Etwa 10 mg 8-Carboxygeraniol-ds;, Hildebrandtséure-ds bzw. 2,4,6-Octatriensidure werden jeweils in einem 10-ml-
Messkolben genau eingewogen und in 5 ml Methanol geldst. Die Messkolben werden anschlieffend bis zur Mar-
kierung mit Methanol aufgefillt.

e ISTD-Arbeitslosungen (100 mg/1)

1 ml der jeweiligen ISTD-Stammlésung wird in einen 10-ml-Messkolben pipettiert. Die Messkolben werden an-
schlieffend bis zur Markierung mit Methanol aufgefiillt.

e ISTD-Dotierlosung (1 bzw. 2 mg/l)

100 pl der 8-Carboxygeraniol-ds-Arbeitslosung, 100 pl der Hildebrandtsdure-ds-Arbeitslosung und 200 pl der
2,4,6-Octatriensaure-Arbeitslosung werden in einen 10-ml-Messkolben pipettiert. Der Messkolben wird anschlie-
Bend mit hochreinem Wasser bis zur Markierung aufgefillt.

Bei Lagerung im Kiihlschrank bei 4 °C sind die Losungen der internen Standards mindestens zwolf Monate haltbar.

4.6 Kalibrierstandards

e  Stammldsungen (1000 mg/l)

Etwa 10 mg 8-Carboxygeraniol, Hildebrandtsdure, Geransiure bzw. 3-Hydroxycitronellsdure werden jeweils in
einem 10-ml-Messkolben genau eingewogen und in 5 ml Methanol geldst. Die Messkolben werden anschlieffend
mit Methanol bis zur Markierung aufgefillt.

e  Dotierlésung I (100 mg/1)

Jeweils 1 ml der Stammlésungen werden in einen 10-ml-Messkolben pipettiert. AnschlieSend wird der Messkolben
mit hochreinem Wasser bis zur Markierung aufgefiillt.

e  Dotierldsung II (10 mg/])

1ml der Dotierlosung I wird in einen 10-ml-Messkolben pipettiert und dieser anschlieSend mit hochreinem Was-
ser bis zur Markierung aufgefillt.

The MAK Collection for Occupational Health and Safety 2021, Vol 6, No 3 8
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e Dotierlésung III (1 mg/1)

1 ml der Dotierlosung II wird in einen 10-ml-Messkolben pipettiert und dieser anschliefend mit hochreinem
Wasser bis zur Markierung aufgefillt.

e Dotierlésung IV (0,1 mg/l)
1 ml der Dotierl6sung III wird in einen 10-ml-Messkolben pipettiert und dieser anschlieend mit hochreinem

Wasser bis zur Markierung aufgefillt.

Bei Lagerung im Kithlschrank bei 4°C sind die Stammlésungen und Dotierlosungen der Analyten mindestens zwolf
Monate haltbar.

Zur Herstellung der Kalibrierstandards werden die Dotierlosungen I bis IV gemafl dem in Tabelle 2 angegebenen
Pipettierschema mit hochreinem Wasser zu einem Endvolumen von 1 ml gemischt. Die Aufarbeitung der Kalibrier-
standards erfolgt analog zur Probenaufbereitung wie unter Abschnitt 5.2 angegeben.

Tab.2 Pipettierschema zur Herstellung der Kalibrierstandards fur die Bestimmung der Geraniol-Metaboliten in Urin

Kalibrierstandard Dotierlosung Volumen Dotierlésung Volumen hochreines Wasser Analytkonzentration
[pl] [pl] [ng/1]

0 - 0 1000 0

1 v 10 990 1

2 v 20 980 2

3 v 50 950 5

4 I 10 990 10

5 I 20 980 20

6 it 50 950 50

7 I 10 990 100

8 I 20 980 200

9 I 50 950 500
10 I 10 990 1000
11 I 20 980 2000

5 Probenahme und Probenaufbereitung

5.1 Probenahme

Die Urinproben werden in verschlieSbaren Polypropylengefdf3en gesammelt und bis zur Probenaufbereitung bei 4 °C
gelagert. Fir eine ldngere Lagerung (> drei Tage) sollten die Urinproben bei 20 °C eingefroren werden.

5.2 Probenaufbereitung

Die Urinprobe wird auf Raumtemperatur gebracht und gut durchmischt. 1 ml der Probe wird in ein Schraubgldschen
pipettiert und mit 1 ml Natriumacetatpuffer (pH =5,0) versetzt. Nach Zugabe von 10 pl f-Glucuronidase/Arylsulfa-
tase wird der Ansatz fiir drei Stunden bei 40 °C im Heizblock inkubiert. Anschlieflend wird die Probe mit 100 pl der
ISTD-Dotierlosung versetzt und nach Zugabe von 8 ml hochreinem Wasser in einen Scheidetrichter pipettiert. Nach
Zugabe von 1 ml Schwefelsaure (1 mol/l) und 25 ml Diethylether wird die Probe fiir zehn Minuten mit einem Rotations-
mischer extrahiert. Die untere wissrige Phase wird abgetrennt und verworfen. Die organische Phase wird in einen
100-ml-Rundkolben tiberfithrt und mit 200 ul der 0,033%igen Ameisenséure (FlieBmittel A) versetzt. Der Diethylether
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wird bei etwa 50 °C am Rotationsverdampfer abrotiert. Die Probe wird anschlieffend in ein 1,8-ml-Probenglédschen mit
Mikroeinsatz uiberfithrt und das Glaschen verschlossen.

6 Instrumentelle Arbeitsbedingungen

Die analytische Bestimmung erfolgte an einer UPLC-Anlage gekoppelt mit einem Tandem-Massenspektrometer
(UPLC-MS/MS).

6.1 Hochleistungsfliissigkeitschromatographie

Trennsiule: ACQUITY UPLC HSS T3, 1,8 pm, 2,1 x 150 mm
Trennprinzip: Reversed Phase

Injektionsvolumen: 20 pl

Saulentemperatur: 40°C

Flussrate: 0,3 ml/min

Flief3mittel: A: 0,033%ige Ameisensaure

B: Acetonitril

Laufzeit: 50 min

Das Gradientenprogramm ist in Tabelle 3 angegeben. Alle anderen Parameter sind nach Herstellerangaben zu opti-
mieren.

Tab.3 Gradientenprogramm fir die Bestimmung der Geraniol-Metaboliten in Urin

Zeit Flieimittel A Flieimittel B
[min] [%] [%]
0,0 85 15
25,0 82 18
38,0 25 75
38,1 10 90
45,0 10 90
45,1 85 15
50,0 85 15

6.2 Tandem-Massenspektrometrie

Ionisationsmodus: Positive Elektrospray-lonisierung (ESI)
Detektionsmodus: Multiple Reaction Monitoring (MRM)
Capillary: 3,5kV

Cone: 30V

Temperatur der Ionenquelle: 150°C

Desolvationstemperatur: 500°C

Cone-Gasfluss: 50 1/h

Desolvationsgasfluss: 1000 I/h
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Kollisionsgas: Argon

Kollisionsgasfluss: 0,15 ml/h

Parameterspezifische Einstellungen: siehe Tabelle 4

Die geratespezifischen Parameter miissen vom Anwender individuell fiir das von ihm eingesetzte MS/MS-System er-

mittelt und eingestellt werden. Die in diesem Abschnitt genannten Parameter sind fiir die im Rahmen der Methoden-
entwicklung verwendete Geritekonfiguration bestimmt und optimiert worden.

Fiir jeden Analyten wurden zwei Masseniibergénge ausgewahlt. Ein Ubergang dient zur Quantifizierung (Quantifier)
und der andere zur Bestitigung (Qualifier). Die ausgewihlten Uberginge sind zusammen mit den Retentionszeiten
in Tabelle 4 zusammengefasst.

Tab.4 Retentionszeiten und parameterspezifische Einstellungen fiir die Bestimmung der Geraniol-Metaboliten in Urin

Analyt /ISTD Retentionszeit Masseniibergang Cone Collision energy Dwell time
[min] [m/z] V] [Vl [s]
8-Carboxygeraniol 18,98 167,0 — 93,09 16 14 0,028
18,98 167,0 — 121,1% 16 12 0,028
8-Carboxygeraniol-d; 18,59 172,1 — 97,39 16 14 0,028
Hildebrandtsiaure 17,92 181,1 — 107,09 16 14 0,028
17,92 181,1 — 163,1) 16 6 0,028
Hildebrandtsiure-ds 17,22 186,1 — 167,89 22 10 0,028
Geransaure 35,71 122,9 — 66,99 22 14 0,050
35,71 122,9 — 80,9 22 12 0,050
3-Hydroxycitronellsiure 30,92 169,0 — 69,0 20 10 0,050
30,92 169,0 — 109,19 20 10 0,050
2,4,6-Octatriensdure 31,64 139,0 — 93,09 12 18 0,050
4 Qualifier
Y Quantifier
9 ISTD

7 Analytische Bestimmung

20 pl der aufgearbeiteten Urinprobe (siehe Abschnitt 5.2) werden in das UPLC-MS/MS-System injiziert. Die analyti-
sche Trennung erfolgt mittels Reversed-Phase-Chromatographie. Die Identifizierung der Analyten erfolgt anhand der
spezifischen Ioneniibergénge und der Retentionszeiten. Die in Tabelle 4 angegebenen Retentionszeiten konnen dabei
nur als Anhaltspunkt dienen. Der Anwender hat sich selbst von der Trennleistung der verwendeten Saule und dem
daraus resultierenden Retentionsverhalten der Analyten zu iiberzeugen.

Abbildungen 3 und 4 zeigen beispielhaft Chromatogramme eines mit den Geraniol-Metaboliten dotierten Urins. Die
dotierte Konzentration des 8-Carboxygeraniol und der 3-Hydroxycitronellsdaure betragt 50 pg/l, die der Hildebrandt-
saure und der Geransaure 500 pg/1.
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Abb.3 Chromatogramme eines mit den Geraniol-Metaboliten dotierten Urins, Hildebrandtsaure: 500 pg/l, 8-Carboxygeraniol:

50 pg/l)
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3-Hydroxycitronellsaure 169,0 — 69,0
100 30,22 5,392e+005
%
0
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0
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%
0
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Abb.4 Chromatogramme eines mit den Geraniol-Metaboliten dotierten Urins (3-Hydroxycitronellsdure: 50 ug/l, Geransaure:
500 pg/l)
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8 Kalibrierung

Die Kalibrierstandards (siehe Abschnitt 4.6) werden analog zu den Urinproben aufgearbeitet (siehe Abschnitt 5.2) und
analysiert. Die Kalibriergeraden werden erstellt, indem die Quotienten aus der Peakflache des jeweiligen Analyten
und der Peakfliche des entsprechenden ISTD gegen die dotierten Analytkonzentrationen aufgetragen werden. Am
eingesetzten Analysengerét ergab sich im Konzentrationsbereich von der Bestimmungsgrenze bis 2000 pg/1 ein quad-
ratischer Zusammenhang. Abbildungen 5 und 6 zeigen beispielhaft Kalibriergeraden der einzelnen Analyten.

120
y = -2,09804e-005 x? + 0,103699 x + 0,0320042

R?=0,999237
100

80
60

40

Peakflachenverhaltnis
Analyt/ ISTD
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0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000
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50 y = -4,06275e-006 x? + 0,0359501 x + 0,00507336
R?=0,999743

40
30

20
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10
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Abb.5 Kalibriergeraden fur die Bestimmung von Hildebrandtsaure und 8-Carboxygeraniol in Urin
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Abb.6 Kalibriergeraden fir die Bestimmung von 3-Hydroxycitronellsédure und Geransaure in Urin

9 Berechnung der Analysenergebnisse

Zur Berechnung des Analytgehaltes einer Urinprobe wird der Quotient aus der Peakflache des Analyten und der
Peakflache des dazugehorigen ISTDs gebildet. Mithilfe der zur Analysenserie gehérenden Kalibrierfunktion des je-
weiligen Analyten (vgl. Abschnitt 8) kann aus dem ermittelten Quotienten der Analytgehalt in pg/l Urin berechnet
werden. Liegt das Messergebnis oberhalb des Kalibrierbereiches, so wird die entsprechende Probe mit hochreinem
Wasser verdiinnt, erneut aufgearbeitet und analysiert.

10 Standardisierung der Messergebnisse und Qualitiatssicherung

Zur Sicherung der Qualitdt der Analysenergebnisse wird gemafl den Richtlinien der Bundesirztekammer und den
Angaben in dem von der Kommission veréffentlichten allgemeinen Kapitel verfahren (Bader et al. 2010; Bundesérzte-
kammer 2014).
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Zur Qualitatssicherung der Analysenergebnisse werden in jeder Analysenserie mindestens drei Qualitatskontroll-
proben mit unterschiedlicher Analytkonzentration parallel zu den Proben aufgearbeitet und analysiert. Da Kontroll-
materialien derzeit kommerziell nicht erhaltlich sind, miissen die Qualitatskontrollproben selbst hergestellt werden.
Hierzu wird Poolurin verwendet, der mit Standardlésungen der Analyten dotiert wird. Aufgrund der in den Urin-
proben der Allgemeinbevolkerung detektierten sehr unterschiedlichen Analytkonzentrationen, sollte der Poolurin
nicht bzw. mit mittleren und hohen Analytkonzentrationen dotiert werden (siehe Tabelle 5). Die hergestellten Quali-
tatskontrollmaterialien werden aliquotiert und bis zur Verwendung bei -20 °C tiefgefroren.

Die Sollwerte und die Toleranzbereiche der Qualititskontrollmaterialien werden im Rahmen einer Vorperiode (an
zehn Tagen je eine Analyse des Kontrollmaterials) ermittelt (Bader et al. 2010).

Gleichzeitig wird zu jeder Analysenserie hochreines Wasser als Reagenzienleerwert mitgefiithrt, um eventuelle Stérun-
gen aus den Reagenzien zu erkennen. Beim Auftreten von Reagenzienleerwerten miissen diese gegebenenfalls durch
Subtraktion beriicksichtigt werden. Im Rahmen der Methodenentwicklung sind keine relevanten Reagenzienleerwerte
aufgetreten.

Tab.5 Madgliche Analytkonzentrationen im Qualitatskontrollmaterial fiir die Bestimmung der Geraniol-Metaboliten in Urin

Qualititskontroll- 8-Carboxygeraniol Hildebrandtsiure Geransiure 3-Hydroxycitronellsiure
material [1g/1] [1g/1] [ug/1] [ug/1]

Qlow Urinleerwert Urinleerwert Urinleerwert Urinleerwert

Oumid 50 500 500 50

Qhigh 500 1500 1500 500

11 Beurteilung des Verfahrens

Die Zuverlassigkeit des Verfahrens wurde durch eine umfassende Validierung sowie durch Nachstellung und Validie-
rung der Methode in einem zweiten, unabhéingigen Labor bestitigt.

11.1 Prazision

Prazision in der Serie

Zur Bestimmung der Prizision in der Serie wurden die Qualititskontrollmaterialien (Qiow, Qumias Qhign) an einem Tag
achtfach parallel aufgearbeitet und analysiert. Die erhaltenen Daten zur Prazision in der Serie sind in Tabelle 6 zu-
sammengefasst.

Tab.6 Prazision in der Serie fir die Bestimmung der Geraniol-Metaboliten in Urin (n = 8)

Analyt Dotierte Konzentration Standardabweichung (rel)) s,  Streubereich u
[ng/1] [%] [%]
0 (Urinleerwert) 11,5 26,5
8-Carboxygeraniol 50 7.8 18,0
500 2,1 4,8
0 (Urinleerwert) 49 114
Hildebrandtsiure 500 2,9 6,7
1500 5,5 12,8
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Analyt Dotierte Konzentration Standardabweichung (rel.) s,, Streubereich u
[pg/1] [%] [%]
0 (Urinleerwert) 6,2 14,3
Geransaure 500 4,3 10,0
1500 3,3 7.5
0 (Urinleerwert) 58 13,3
3-Hydroxycitronellsaure 50 4,7 10,9
500 2,2 5,2

Préazision von Tag zu Tag

Die Prazision von Tag zu Tag wurde ermittelt, indem das Qualitatskontrollmaterial an sechs verschiedenen Tagen
aufgearbeitet und analysiert wurde. Die ermittelten Daten sind in Tabelle 7 dargestellt.

Tab.7 Prazision von Tag zu Tag fur die Bestimmung der Geraniol-Metaboliten in Urin (n = 6)

Analyt Dotierte Konzentration Standardabweichung (rel)) s,  Streubereich u
[ng/1] (%] [%]
0 (Urinleerwert) 22,3 54,7
8-Carboxygeraniol 50 10,9 26,8
500 5,5 13,5
0 (Urinleerwert) 9,4 23,1
Hildebrandtsdure 500 9,8 24,0
1500 6,7 16,4
0 (Urinleerwert) 15,7 38,4
Geransaure 500 12,9 31,5
1500 7,2 17,8
0 (Urinleerwert) 14,6 35,7
3-Hydroxycitronellsaure 50 9,0 22,1
500 6,1 14,9

11.2 Richtigkeit

Zur Uberpriifung von Matrixeffekten der Methode wurden Urinproben von zehn unterschiedlichen Personen (Krea-
tiningehalte im Bereich von 0,3-3,1 g/l) jeweils mit 500 pg eines jeden Analyten pro Liter dotiert, aufgearbeitet und
vermessen. Zusétzlich wurden die Urine ohne Dotierung aufgearbeitet und analysiert. Die so erhaltenen relativen
Wiederfindungsraten sind in Tabelle 8 aufgefiihrt.

Tab.8 Mittlere relative Wiederfindung fur die Bestimmung der Geraniol-Metaboliten in Urin (n = 10)

Analyt Dotierte Konzentration Mittlere rel. Wiederfindung r  Bereich
[ng/] [%] [%]
8-Carboxygeraniol 500 97 79-111
Hildebrandtsaure 500 106 77-124
Geransaure 500 134 126-162
3-Hydroxycitronellsaure 500 117 99-137
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11.3 Nachweis- und Bestimmungsgrenzen

Die Ermittlung der Nachweis- und Bestimmungsgrenzen erfolgte nach dem DIN-Verfahren 32645 (DIN 2008). Hierzu
wurde eine dquidistante 10-Punkt-Kalibrierung (Konzentrationsbereich von 1-10 pg/1 in Wasser) erstellt und zusam-
men mit einem Leerwert aufgearbeitet und analysiert (n=3). Die Nachweis- und Bestimmungsgrenzen errechneten
sich aus der Standardabweichung der erhaltenen Kalibrierfunktionen. Tabelle 9 zeigt die ermittelten Nachweis- und
Bestimmungsgrenzen fiir alle Analyten.

Tab.9 Nachweis- und Bestimmungsgrenzen fiir die Bestimmung der Geraniol-Metaboliten in Urin (n =3)

Analyt Nachweisgrenze Bestimmungsgrenze
[ng/1] [mg/1]

8-Carboxygeraniol 0,41 1,50

Hildebrandtsiaure 0,76 2,65

Geransaure 0,53 1,80

3-Hydroxycitronellsaure 0,78 2,66

11.4 Storeinfliisse

Bei einigen der als Quantifier und Qualifier genutzten Masseniibergange traten mitunter Stérpeaks in den Chromato-
grammen auf. Deshalb ist im Rahmen der Methodenetablierung auf eine gute Trennung der Analyten von vorhan-
denen Matrixpeaks zu achten. Weiterhin fand sich bei der Untersuchung von Matrixeffekten, insbesondere bei der
Geransaure und in geringerem Ausmaf bei der 3-Hydroxycitronellsiaure, eine erhéhte relative Wiederfindungsrate
(>100 %), die vermutlich auf das Fehlen strukturidentischer deuterierter ISTDs zuriickzufithren ist. Der Einsatz von
2,4,6-Octatriensaure als strukturdhnlicher ISTD kann die auftretenden Matrixeffekte nur teilweise kompensieren.
Kommerziell stehen deuterierte ISTDs fiir Geransdure und 3-Hydroxycitronellsaure derzeit nicht zur Verfigung.

Die quantitative Bestimmung der Geraniol-Metaboliten ist nicht kontaminationsanfillig. Es ist allerdings sinnvoll,
in jeder Analysenserie Reagenzienleerwerte mitzufithren, um eventuell auftretende Kontaminationen erkennen zu
konnen.

Im Rahmen der Methodenpriifung wurde als UPLC-Saule eine C18-Phase mit gleichen Sdulendimension verwendet
(Acquity UPLC BEH C18 1,7 um; 2,1 x 150 mm (Waters GmbH, Eschborn)). Mit der in der Priifung verwendeten Saule
traten bei einigen MRM-Ubergéngen, insbesondere beim MRM-Ubergang der 2,4,6-Octatrienséiure, Stérpeaks auf.
Daher wurde die Konzentration der ISTDs im Vergleich zur Originalmethode verdoppelt, um die ISTD-Peaks sicher
und reproduzierbar von Storpeaks abtrennen zu kénnen.

Vor allem bei den beiden spéter eluierenden Analyten Geransiure und 3-Hydroxycitronellsdure wirkten sich die
Storpeaks negativ auf die Methodenperformance aus und erschwerten vor allem bei niedrigeren Konzentrationen
eine konsistente Integration der Analytenpeaks. Daher wird empfohlen die Methode ausschlief8lich mit der in der
Originalmethode genannten stationiaren Phase durchzufiithren.

12 Diskussion der Methode

Das dargestellte Biomonitoringverfahren erlaubt die Erfassung einer Geraniol-Exposition beruflich belasteter Perso-
nen sowie der Allgemeinbevélkerung. Das Verfahren wurde im Rahmen des BMU/VCI-Kooperationsprojektes ent-
wickelt und ist bereits international publiziert (Jager et al. 2020).

Die umfassend validierte UPLC-MS/MS Methode erlaubt die sensitive Bestimmung der vier Hauptmetaboliten von Ge-
raniol, 8-Carboxygeraniol, Hildebrandtsdure, Geransdure sowie 3-Hydroxycitronellsaure, in Urin. Hildebrandtsaure,
Geransaure und 3-Hydroxycitronellsdure werden allerdings auch durch die Verstoffwechslung von Citral gebildet.
Die Methode ist selektiv und weist eine gute Prézision auf. Die im Rahmen der Methodenentwicklung bestimmten
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relativen und absoluten Wiederfindungsraten sind sehr gut. Die Bestimmungsgrenzen von 1,50 bis 2,66 pg/l reichen
aus, um die Hintergrundbelastung der Allgemeinbevolkerung zu quantifizieren.

Die vom Priifer der Methode erhobenen Nachweis- und Bestimmungsgrenzen lagen um Faktor 2-3 tiber den Werten,
die in der Originalmethode beschrieben wurden. Hierfiir war vermutlich verantwortlich, dass fiir die Bestimmung der
Nachweis- und Bestimmungsgrenzen sowohl ein anderes Verfahren als auch eine andere Matrix verwendet wurden
(Methodenpriifung: Poolurin, Methodenentwicklung: Wasser).

Die Probenaufarbeitung kann auch an kleinere Probenvolumina angepasst werden (downscaling). Dazu wird 1 ml
Urin in ein 4-ml-Glaschen pipettiert und mit 0,5 ml Natriumacetatpuffer (pH =5,0) verdiinnt. Nach Zugabe von 10 pl
p-Glucuronidase/Arylsulfatase wird der Ansatz drei Stunden bei 37 °C inkubiert. Die Probe wird mit 20 ul ISTD-L6sung
versetzt. Nach Zugabe von 50 pl Phosphorséiure (4 mol/l) wird die Probe mit 2 ml Diethylether versetzt, kurz geschiittelt
und fiir zehn Minuten bei 3500 rpm zentrifugiert. Die obere organische Phase wird in ein 4-ml-Glaschen tiberfithrt und
das Losungsmittel abgeblasen. Der Rickstand wird in 100 pl 0,033%iger Ameisensaure (FlieBmittel A) aufgenommen,
in ein Probenglaschen mit Mikroeinsatz tiberfithrt und das Glaschen verschlossen.

Verwendete Messgerite ACQUITY UPLC H-Class System PLUS und Tandem-Massenspektrometer Xevo TQ (jeweils
von Waters GmbH, Eschborn)

Anmerkungen

Interessenkonflikte

Die in der Kommission etablierten Regelungen und Mafinahmen zur Vermeidung von Interessenkonflikten (https://
www.dfg.de/dfg_profil/gremien/senat/arbeitsstoffe/interessenkonflikte/index.html) stellen sicher, dass die Inhalte und
Schlussfolgerungen der Publikation ausschliellich wissenschaftliche Aspekte beriicksichtigen.
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