Keywords

3-(4-Methylbenzyliden)campher;
3-(4-Carboxybenzyliden)-
campher; 3-(4-Carboxy-
benzyliden)hydroxycampher;
Biomonitoring; Urin;
UPLC-MS/MS

Citation Note:

Gries W, Kiipper K, Leng G,
Hauke T, Gilch G, Scherer G,
Goen T, Hartwig A,

MAK Commission.
3-(4-Methylbenzyliden)campher
(4-MBC) - Bestimmung von
3-(4-Carboxybenzyliden)-
campher und
3-(4-Carboxybenzyliden)-
hydroxycampher in Urin
mittels UPLC-MS/MS.
Biomonitoring-Methode. MAK
Collect Occup Health Saf. 2024
Sep;9(3):Doc078. https://doi.
org/10.34865/bi3686147d9_30r

Manuskript abgeschlossen:
22 Jun 2021

Publikationsdatum:
30 Sep 2024

Lizenz: Dieses Werk ist
lizenziert unter einer Creative
Commons Namensnennung 4.0
International Lizenz.

3-(4'-Methylbenzyliden)campher (4-MBC) -
Bestimmung von 3-(4'-Carboxybenzyliden)-
campher und 3-(4'-Carboxybenzyliden)-
hydroxycampher in Urin mittels UPLC-MS/MS

Biomonitoring-Methode

W. Gries? G. Scherer?

K. Kiipper? T. Goen3"

G. Leng? A. Hartwig*”

T. Hauke? MAK Commission®"
G. Gilch?

1 Mmethodenentwicklung, Currenta GmbH & Co. OHG, CUR-SIT-SER-GS-BLM Institut fiir Biomonitoring,
Chempark, Geb. Q18, 51368 Leverkusen

2 Methodenpriifung, ABF — Analytisch-Biologisches Forschungslabor GmbH, Semmelweisstral3e 5,
82152 Planegg

3 Leitung der Arbeitsgruppe ,,Analysen in biologischem Material“ der Stdndigen Senatskommission zur Prifung
gesundheitsschédlicher Arbeitsstoffe, Deutsche Forschungsgemeinschaft, Friedrich-Alexander-Universitét
Erlangen-Ndrnberg, Institut und Poliklinik fir Arbeits-, Sozial- und Umweltmedizin, Henkestral3e 9-11,

91054 Erlangen

4 \Vorsitz der Standigen Senatskommission zur Priifung gesundheitsschédlicher Arbeitsstoffe, Deutsche
Forschungsgemeinschatft, Institut fiir Angewandte Biowissenschaften, Abteilung Lebensmittelchemie und
Toxikologie, Karlsruher Institut fiir Technologie (KIT), Adenauerring 20a, Geb. 50.41, 76131 Karlsruhe

5 Standige Senatskommission zur Priifung gesundheitsschéadlicher Arbeitsstoffe, Deutsche
Forschungsgemeinschaft, Kennedyallee 40, 53175 Bonn

* 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 German Senate Commission
for the Investigation of Health Hazards of Chemical Compounds in the Work Area (MAK
Commission) developed and verified the presented biomonitoring method. The aim of
this method is the selective and sensitive quantitation of the two main metabolites of
the UVB filter 3-(4-methylbenzylidene)camphor (4-MBC), 3-(4-carboxybenzylidene)-
camphor (cx-MBC) and 3-(4-carboxybenzylidene)hydroxycamphor (cx-MBC-OH), in
urine. After adding deuterated internal standards (cx-MBC-d, and cx-MBC-OH-d,), the
samples are enzymatically hydrolysed. After extraction and enrichment by online SPE,
the analytes are separated by liquid chromatography and analysed by tandem mass
spectrometry. Good precision data with standard deviations below 5.5% for cx-MBC and
below 6.5% for cx-MBC-OH, as well as good accuracy data with mean relative recoveries
in the range of 90-110% for cx-MBC and 89-106% for cx-MBC-OH, show that the method
provides reliable and accurate analytical results. The method is both selective and sen-
sitive, and the limits of quantitation of 0.15 pg/I (cx-MBC) and 0.3 pg/1 (cx-MBH-OH) are
sufficient to determine background exposure in the general population.
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Biomonitoring-Methoden — 4-MBC-Metaboliten im Urin

1 Kenndaten der Methode

Matrix Urin
Ultra-Hochleistungsfliissigkeitschromatographie mit Tandem-

Analytisches Messprinzip .
Massenspektrometrie (UPLC-MS/MS)

Parameter und entsprechender Arbeitsstoff

Arbeitsstoff CAS-Nr. Parameter CAS-Nr.

3-(4-Carboxybenzyliden)- 68801-01-4
campher

-(4-Methylbenzyli h (cx-MBC)
3-(4-Methylbenzyliden)campher 36861-47-9
(4-MBC) 3-(4-Carboxybenzyliden)- 915796-58-6
hydroxycampher

(cx-MBC-OH)

Zuverlassigkeitskriterien

3-(4’-Carboxybenzyliden)campher (cx-MBC)

Prazision in der Serie: Standardabweichung (rel.) $,=4,1%,3,3%, 2,8% bzw. 2,2%
Streubereich u=10,6%, 7,3 %, 6,3% bzw. 4,8 %
bei einer dotierten Konzentration von 0,5 pg, 1,0 pg, 10 pg oder 100 pg cx-MBC pro
Liter Urin und n=6 oder 10 Bestimmungen

Richtigkeit: Wiederfindung (rel.) r=99%, 90 %, 98 % bzw. 110 %
bei einer dotierten Konzentration von 0,5 pg, 1,0 pg, 10 pg oder 100 pg cx-MBC pro
Liter Urin und n=6 oder 10 Bestimmungen

Nachweisgrenze: 0,05 pg cx-MBC pro Liter Urin
Bestimmungsgrenze: 0,15 pg cx-MBC pro Liter Urin

3-(4’-Carboxybenzyliden)hydroxycampher (cx-MBC-OH)

Prazision in der Serie: Standardabweichung (rel.) $,=6,2%, 6,1%, 4,0% bzw. 1,4%
Streubereich u=159%, 13,7%, 89 % bzw. 3,2 %
bei einer dotierten Konzentration von 0,5 pg, 1,0 pg, 10 pg oder 100 pg cx-MBC-OH
pro Liter Urin und n=6 oder 10 Bestimmungen

Richtigkeit: Wiederfindung (rel.) r=89%, 89 %, 92 % bzw. 106 %
bei einer dotierten Konzentration von 0,5 pg, 1,0 pg, 10 pg oder 100 pg cx-MBC-OH
pro Liter Urin und n=6 oder 10 Bestimmungen

Nachweisgrenze: 0,1 pg cx-MBC-OH pro Liter Urin
Bestimmungsgrenze: 0,3 pg cx-MBC-OH pro Liter Urin

2 Allgemeine Informationen zu 3-(4'-Methylbenzyliden)campher

3-(4-Methylbenzyliden)campher (4-MBC, 3-(4-Methylbenzyliden)bornan-2-on, Enzacamen, (+)-1,7,7-Trimethyl-
3-[(4-methylphenyl)methylen]bicyclo[2.2.1]heptan-2-on) ist ein weifles kristallines Pulver mit einem Schmelzpunkt
von 66-69°C, das einen schwachen kampferartigen Geruch aufweist. Er ist praktisch unloslich in Wasser und nur
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geringfugig 16slich in Ethanol oder Isopropanol (SCCS 2022). 4-MBC wird in Mengen von 10 bis 1000 Tonnen pro Jahr in
der EU hergestellt oder in diese importiert und gilt damit als ,,Low Production Volume Chemical“ (HBM-Kommission
2016). Die Struktur des 4-MBC ist in Abbildung 1 dargestellt.

H3C CHj

HsC
© CHs

Abb.1 Struktur von 4-MBC

4-MBC ist ein UVB-Filter in kosmetischen Produkten, vor allem in Sonnenschutzcremes. In diesen darf es mit einem
maximalen Anteil von 4 % enthalten sein (Europiisches Parlament und Européischer Rat 2009). Kosmetikprodukte,
die den Stoff enthalten, diirfen ab Mai 2026 in der EU nicht mehr angeboten werden (Europaische Kommission 2024).

Eine Exposition gegen 4-MBC ist vor allem durch die Verwendung von Kosmetikprodukten gegeben, wobei der
Marktanteil 4-MBC-haltiger Produkte riicklaufig ist (Hauri et al. 2003; Kerr 2011; Manova et al. 2013; Poiger et al.
2004). Eine Exposition der Allgemeinbevolkerung kann auch durch den Verzehr 4-MBC-belasteter Fische (Balmer et
al. 2005; Cunha et al. 2018) oder tiber belasteten Staub (Ao et al. 2018; Negreira et al. 2009) erfolgen.

Informationen zur Aufnahme und zum Metabolismus des 4-MBC liegen sowohl aus Tierversuchen als auch aus
Studien am Menschen vor. Bei Ratten wurden nach oraler Applikation 3-(4-Carboxybenzyliden)campher (cx-MBC) und
3-(4-Carboxybenzyliden)hydroxycampher (cx-MBC-OH) als Hauptmetaboliten im Urin identifiziert (Volkel et al. 2006).
Die gleichen Hauptmetaboliten wurden bei Mensch und Ratte auch nach dermaler 4-MBC-Applikation nachgewiesen
(Schauer et al. 2006). Im Rattenurin liegen beide Metaboliten glucuronidisch gebunden vor, wobei der glucuronidierte
Anteil von cx-MBC hoher ist als der von cx-MBC-OH (Vélkel et al. 2006). Das Verhéltnis cx-MBC : cx-MBC-OH liegt im
Humanurin bei etwa 1 : 4 (Schauer et al. 2006). Die in verschiedenen Studien nach dermaler Applikation von 4-MBC
ermittelte systemische Verfiigbarkeit wird mit 0,29-0,74 % (Schauer et al. 2006) sowie 1,9 % (SCCNFP 2004; SCCP 2006)
angegeben.

Das aufgenommene 4-MBC wird in einem ersten Schritt, unter Bildung des intermedidren Benzylalkohols
3-(4-Hydroxymethylbenzyliden)campher, durch Cytochrom P450 (CYP450) hydroxyliert. Dieser Metabolit wird durch
Alkoholdehydrogenase und Aldehyddehydrogenase zu cx-MBC weiteroxidiert und kann anschlieffend durch CYP450
zu cx-MBC-OH hydroxyliert werden (siehe Abbildung 2).
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Abb.2 Metabolismus von 4-MBC nach Schauer et al. (2006)

Die Europaische Chemikalienagentur (ECHA) sieht ausreichende Beweise dafiir, dass 4-MBC ein endokriner Disruptor
ist und sowohl das Schilddriisen- als auch das Ostrogensystem beeinflusst. Die Substanz wurde auf EU-Ebene als
besonders besorgniserregender Stoff (SVHC; substance of very high concern) klassifiziert (ECHA 2021; SCCS 2022).
Vom Umweltbundesamt wurde fiir die Summe von cx-MBC und cx-MBC-OH ein HBM-I-Wert von 470 pg/l Urin fiir
Erwachsene und von 310 pg/1 Urin fiir Kinder abgeleitet (HBM-Kommission 2016).

Um eine mogliche Exposition der Allgemeinbevolkerung gegen 4-MBC zu untersuchen, wurden verschiedene
Studien durchgefiithrt. In Tabelle 1 sind beispielhafte Konzentrationen von ¢x-MBC und c¢x-MBC-OH im Urin der
Allgemeinbevélkerung in Deutschland angegeben; diese lagen weitestgehend unter der jeweiligen Bestimmungsgrenze
der Methode. Lediglich bei Schmidtkunz et al. (2023) lieSen sich in den Proben junger Erwachsener aus den Jahren
1995, 2005 und 2010 leicht erhohte cx-MBC- sowie cx-MBC-OH-Konzentrationen nachweisen. Der untersuchte Zeittrend
der Belastung tiber die Jahre 1995, 2005, 2010, 2015 und 2019 zeigte aber eine deutliche Abnahme der maximalen
cx-MBC- und cx-MBC-OH-Konzentrationen im Urin, was vermutlich auf eine Substitution des UVB-Filters 4-MBC in
Kosmetikprodukten zuriickzufithren ist. Die hochste Konzentration wurde in einer Probe aus dem Jahr 2005 gemessen
und betrug 16,2 pg cx-MBC/1 (Schmidtkunz et al. 2023).
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Tab.1 cx-MBC und cx-MBC-OH-Konzentrationen im Urin der Allgemeinbevélkerung in Deutschland

Studienkollektiv cx-MBC [pg/1] cx-MBC-OH [pg/1] Literatur

(Anzahl der Personen) Mittelwert Bereich Mittelwert Bereich

Kinder und Jugendliche (447)  <BG (0,15) <BG-12,7 <BG (0,30) alle <BG (0,30) Murawski et al. 2021
Erwachsene (40) <BG (0,15) alle<BG (0,15) <BG(0,3) alle<BG (0,3) Leng und Gries 2017
Junge Erwachsene (250) 0,155% <BG (0,15)-16,2 <BG (0,30) <BG (0,30)-2,96 Schmidtkunz et al. 2023

BG: Bestimmungsgrenze
3 Geometrischer Mittelwert

3 Grundlage des Verfahrens

Das Ziel der vorliegenden Methode ist die selektive und sensitive Erfassung der beiden Hauptmetaboliten cx-MBC
und cx-MBC-OH des UVB-Filters 4-MBC im Urin. Nach Zugabe der deuterierten internen Standards (cx-MBC-d, und
cx-MBC-OH-d,) werden die Proben einer enzymatischen Hydrolyse mit f-Glucuronidase unterworfen, um mogliche
Konjugate zu spalten. Nach Aufreinigung und Anreicherung der Proben mittels online-SPE werden die Analyten
flissigchromatographisch von Begleitkomponenten getrennt und mittels Tandem-Massenspektrometrie quantifiziert.
Es werden Bestimmungsgrenzen von 0,15 pg/l (cx-MBC) und 0,3 pg/1 (cx-MBC-OH) erreicht.

4 Gerate, Chemikalien und Lésungen

4.1 Gerate

o UPLC-MS/MS-System (z.B. Waters Acquity gekoppelt mit Waters Xevo-TQS Tandem-Massenspektrometer,
Waters GmbH, Eschborn)

o Anreicherungssiule (z.B. X Bridge C8 Direct Connect HP, 10 pm, 2,1 x 30 mm, Nr. 186005233, Waters GmbH,
Eschborn)

o Analytische Sdule (z.B. Acquity UPLC HSS C18, 1,8 pm, 2,1 x 150 mm, Nr. 186003534, Waters GmbH, Eschborn)
«  Inkubator (z.B. MMM Medcenter Einrichtungen GmbH, Planegg)

«  Laborzentrifuge (z.B. Heraeus Deutschland GmbH & Co. KG, Hanau)

«  Analysenwaage (z.B. Sartorius AG, Géttingen)

. Schiittler (z.B. Vibrax VXR, IKA-Werke GmbH & Co. KG, Staufen)

«  pH-Meter (z.B. SevenEasy™, Mettler-Toledo GmbH, Giefien)

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

. 250-ml- und 400-ml-Bechergliser (z.B. VWR International GmbH, Darmstadt)

e 10-ml-, 100-ml- und 500-ml-Messkolben (z.B. BRAND GMBH + CO KG, Wertheim)

o Multipette® mit passenden Combitips® (z.B. Eppendorf AG, Hamburg)

«  Einkanalpipetten mit einstellbarem Volumen von 1-10 pl und 10-100 pl mit passenden Pipettenspitzen (z.B.
Eppendorf Research®, Eppendorf AG, Hamburg)

o 3,5-ml-Transferpipetten (z.B. Sarstedt AG & Co. KG, Nimbrecht)

o 96-Well-Platten mit quadratischen 2-ml-Vertiefungen (z.B. Nr. 186002482, Waters GmbH, Eschborn)

o  Silikondichtungsmatten fiir 96-Well-Platten (z.B. Nr. 60180-M123, Thermo Fisher Scientific GmbH, Dreieich)
e 1,5-ml-Gewindeflaschchen mit Schraubverschluss (z.B. MACHEREY-NAGEL GmbH & Co. KG, Diiren)
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e Urinbecher mit Schraubverschluss (z.B. Sarstedt AG & Co. KG, Niumbrecht)

4.2 Chemikalien

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

o Acetonitril, SupraSolv® (z.B. Nr. 100017, Merck KGaA, Darmstadt)

o Ameisensiure (z.B. Nr. 56302, Honeywell Specialty Chemicals Seelze GmbH, Seelze)
o Ammoniumacetat (z.B. Nr. 101116, Merck KGaA, Darmstadt)

o Eisessig, SupraPur® (z.B. Nr. 100066, Merck KGaA, Darmstadt)

o p-Glucuronidase aus E. coli K12, =140 U/mg Protein (z.B. Nr. 03708446103, Roche Diagnostics Deutschland GmbH,
Mannheim)

o  Tetrahydrofuran, LiChrosolv® (z.B. Nr. 108101, Merck KGaA, Darmstadt)

«  Hochreines Wasser (z.B. Milli-Q® IQ 7000 Wasseraufbereitungssystem, Merck KGaA, Darmstadt)
o Stickstoff 5.0 (Air Liquide Deutschland GmbH, Diisseldorf)

e Argon 5.0 (Linde GmbH, Pullach)

4.3 Standards

e 3-(4-Carboxybenzyliden)campher, >95% (Auftragssynthese, Institut fiir Diinnschichttechnologie und Mikro-
sensorik e.V., Teltow)

o 3-(4-Carboxybenzyliden)campher-Ring-d,, >95% (Auftragssynthese, Institut fiir Diinnschichttechnologie und
Mikrosensorik eV., Teltow)

o 3-(4-Carboxybenzyliden)-6-hydroxycampher, > 95 % (Auftragssynthese, Institut fiir Diinnschichttechnologie und
Mikrosensorik e.V., Teltow)

e 3-(4-Carboxybenzyliden)-6-hydroxycampher-Ring-d,, >95% (Auftragssynthese, Institut fiir Diinnschicht-
technologie und Mikrosensorik eV., Teltow)

4.4 Losungen

«  Ammoniumacetatpuffer (1 mol/l; pH 6,4)
38,5 g Ammoniumacetat werden in ein 400-ml-Becherglas eingewogen und in ca. 250 ml hochreinem Wasser
angelost. Nach erfolgter pH-Wert-Einstellung mit Eisessig auf pH 6,4 (pH-Meter) wird die Losung quantitativ in
einen 500-ml-Messkolben iiberfiithrt und dieser mit hochreinem Wasser bis zur Markierung aufgefiillt.

Der Ammoniumacetatpuffer wird bei Raumtemperatur gelagert und ist mindestens sieben Tage stabil.

o  Laufmittel A (0,1% Ameisensidure in Wasser)
In einem 1000-ml-Messkolben wird 1 ml Ameisensiure vorgelegt. AnschlieBend wird der Messkolben bis zur
Markierung mit hochreinem Wasser aufgefiillt.

e Laufmittel B (0,1% Ameisensiure in Acetonitril)
In einem 1000-ml-Messkolben wird 1 ml Ameisensdure vorgelegt. Anschliefend wird der Messkolben bis zur
Markierung mit Acetonitril aufgefillt.

o p-Glucuronidase (1 : 1-Verdiinnung (V/V))
Zu einem Teil f-Glucuronidase aus E. coli K12 wird ein Teil hochreines Wasser gegeben.
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4.5 Interne Standards (ISTDs)

e cx-MBC-d,-Stammldsung (1000 mg/1)
10 mg cx-MBC-d, werden in einen 10-ml-Messkolben eingewogen und in Tetrahydrofuran geldst. Der Messkolben
wird mit Tetrahydrofuran bis zur Markierung aufgefillt.

o ¢cx-MBC-OH-d,-Stammlésung (1000 mg/1)
10 mg cx-MBC-OH-d, werden in einen 10-ml-Messkolben eingewogen und in Tetrahydrofuran geldst. Der
Messkolben wird mit Tetrahydrofuran bis zur Markierung aufgefiillt.

o ISTD-Arbeitslosung (10 mg/1)
Je 100 pl der ISTD-Stammlésungen werden in einen 10-ml-Messkolben pipettiert. Der Messkolben wird mit
Acetonitril bis zur Markierung aufgefiillt.

o ISTD-Dotierlosung (0,25 mg/1)
25 pl der ISTD-Arbeitslosung werden in einem 1,5 ml-Gewindeflischchen mit Schraubverschluss zu 975 pl
Acetonitril pipettiert.

Die Stamml6sungen der ISTDs werden bei —20 °C gelagert und sind mindestens sechs Monate stabil. Die Dotierlgsung
und die Arbeitslosung konnen bei 4 °C fiir sechs Monate gelagert werden.

4.6 Kalibrierstandards

o cx-MBC-Stamml6sung (1000 mg/1)
10 mg cx-MBC werden in einen 10-ml-Messkolben eingewogen und in Tetrahydrofuran gelost. Der Messkolben
wird mit Tetrahydrofuran bis zur Markierung aufgefiillt.

e ¢cx-MBC-OH-Stammldsung (1000 mg/1)
10 mg cx-MBC-OH werden in einen 10-ml-Messkolben eingewogen und in Tetrahydrofuran gelost. Der Messkolben
wird mit Tetrahydrofuran bis zur Markierung aufgefillt.

«  Dotierlésung I (10 mg/1)
Je 100 pl der Stammldsungen werden in einen 10-ml-Messkolben pipettiert. Der Messkolben wird mit Acetonitril
bis zur Markierung aufgefillt.

«  Dotierlosung II (1 mg/1)
1 ml der Dotierlésung I wird in einen 10-ml-Messkolben pipettiert. Der Messkolben wird mit Acetonitril bis zur
Markierung aufgefillt.

o Dotierlosung III (0,1 mg/1)
100 pl der Dotierlosung I werden in einen 10-ml-Messkolben pipettiert. Der Messkolben wird mit Acetonitril bis
zur Markierung aufgefillt.

«  Dotierlosung IV (0,01 mg/1)
100 pl der Dotierlosung II werden in einen 10-ml-Messkolben pipettiert. Der Messkolben wird mit Acetonitril bis
zur Markierung aufgefillt.

o Dotierlésung V (0,001 mg/1)
100 pl der Dotierlosung III werden in einen 10-ml-Messkolben pipettiert. Der Messkolben wird mit Acetonitril bis
zur Markierung aufgefiillt.

Die Stamml6sungen werden bei —20 °C gelagert und sind mindestens sechs Monate stabil. Die Dotierl6sungen kénnen
bei 4 °C fir sechs Monate gelagert werden.

Die Kalibrierstandards werden in 1,5-ml-Gewindeflaischchen mit Schraubverschluss gemifl dem in Tabelle 2 ange-
gebenen Pipettierschema unter Verwendung von Poolurin angesetzt. Zur Herstellung des Poolurins werden Urine von

The MAK Collection for Occupational Health and Safety 2024, Vol 9, No 3 7



[GMS] PUBLISSO® "

Biomonitoring-Methoden — 4-MBC-Metaboliten im Urin

nicht gegen 4-MBC exponierten Personen gesammelt und gemischt. Der Kalibrierbereich muss gegebenenfalls an die
erwarteten Konzentrationen in den Realproben angepasst werden.

Die Kalibrierstandards werden analog zu den zu messenden Proben aufgearbeitet (siehe Abschnitt 5.2).

Tab.2 Pipettierschema zur Herstellung der Kalibrierstandards fir die Bestimmung von cx-MBC und cx-MBC-OH in Urin

Kalibrierstandard Dotierlosung Dotierlosung Poolurin Analytkonzentration
[u1] [w1] [mg/1]
00%) - - 0
0 - - 0
1 \% 25 0,05
2 v 5 0,1
3 v 10 0,2
4 v 25 0,5
5 I 5 1
ad 500
6 1II 10 2
7 1T 25 5
8 1I 5 10
9 11 10 20
10 1I 25 50
11 I 5 100
12 I 10 200

¥ Der Kalibrierstandard 00 wird ohne ISTD aufgearbeitet.

5 Probenahme und Probenaufbereitung

5.1 Probenahme

Urinproben werden in Urinbechern mit Schraubverschluss gesammelt und bis zur Aufarbeitung bei 4°C gelagert.
Sofern eine Probenaufbereitung nicht innerhalb von drei Tagen moglich ist, sollten die Urinproben bei -20°C gelagert
werden.

5.2 Probenaufbereitung

Die Proben werden auf Raumtemperatur gebracht und gut durchmischt. 0,5 ml der jeweiligen Urinprobe werden in
eine Vertiefung der 96-Well-Platte pipettiert. AnschlieBend werden 20 pl der ISTD-Dotierldsung (Konzentration in
der Probe 10 pg/l) und 1 ml des Ammoniumacetatpuffers hinzupipettiert. Nach Zugabe von 10 pl der 1: 1-verdiinnten
p-Glucuronidase werden die Proben fiir 3 h bei 37°C im Brutschrank inkubiert. Danach werden den Proben jeweils
50 pl konzentrierte Ameisensiure zugesetzt. Von den so aufgearbeiteten Proben werden 50 pl in das Messsystem
injiziert.

Die Priifer der Methode, die die Probenaufarbeitung in 1,5-ml-Gewindefldschchen mit Schraubverschluss durch-
fuhrten, beobachteten, dass nach Zugabe der Ameisensédure in einigen Proben eine Tritbung auftrat. Diese Proben
wurden bei 3000 rpm fiir 10 min zentrifugiert und die Uberstinde fiir die Analyse verwendet.

The MAK Collection for Occupational Health and Safety 2024, Vol 9, No 3 8



[GMS] PUBLISSO® "

Biomonitoring-Methoden — 4-MBC-Metaboliten im Urin

6 Instrumentelle Arbeitsbedingungen

Die Messungen erfolgten an einer Geritekonfiguration bestehend aus einer UPLC-Anlage gekoppelt mit einem
Tandem-Massenspektrometer (UPLC-MS/MS).

6.1 Ultrahochleistungsfliissigkeitschromatographie

Anreicherungssiule: X Bridge C8 Direct Connect HP, 10 pum, 2,1 x 30 mm
Analytische Saule: Acquity UPLC HSS C18, 1,8 pm, 2,1 x 150 mm
Laufmittel: A: hochreines Wasser + 0,1 % Ameisensaure

B: Acetonitril + 0,1 % Ameisensiaure

Stoppzeit: 10 min

Temperatur Siulenofen: 40°C
Injektionsvolumen: 50 pl
Gradientenprogramm: siehe Tabellen 3 und 4
Saulenschaltung: siehe Tabelle 5

Tab.3 Gradientenprogramm der Anreicherungssaule fur die Bestimmung von cx-MBC und cx-MBC-OH in Urin

Zeit [min] Laufmittel A [%] Laufmittel B [%] Flussrate [m1l/min]
0,0 75 25 1,0
1,0 75 25 1,0
1,5 0 100 1,0
5,0 0 100 1,0
5,5 75 25 1,0
10,0 75 25 1,0

Tab.4 Gradientenprogramm der analytischen Saule fur die Bestimmung von cx-MBC und cx-MBC-OH in Urin

Zeit [min] Laufmittel A [%] Laufmittel B [%] Flussrate [m1/min]
0,0 50 50 0,35
1,0 50 50 0,35
5,0 5 95 0,35
7,0 5 95 0,35
7.5 50 50 0,35
10,0 50 50 0,35

Tab.5 Ventilschaltzeiten fir die online-SPE-UPLC-MS/MS

Zeit [min] Ventilposition Beschreibung

0,0-0,5 1 Beladen der SPE-Sdule, Aquilibrierung der UPLC-Séule

0.5-55 9 Elution der Analyten von der SPE-Saule im Riickspiilmodus (backflush mode), Trennung der
o Analyten auf der UPLC-Saule

5.5-10,0 1 Aquilibrierung der SPE-Séule, Aquilibrierung der UPLC-S4ule im Anschluss an die

Trennung
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Bei dem im Priiflabor verwendeten System wurde zur Beladung und zum Spiilen der Anreicherungsséule eine iso-
kratische Pumpe (Shimadzu LC-20AD) eingesetzt. Um dennoch zwischen zwei mobilen Phasen wechseln zu kén-
nen, wurde ein vorgeschaltetes Solenoid-Ventil verwendet. Damit konnte allerdings keine entsprechende Mischung
der mobilen Phasen A und B ermdglicht werden, so dass eine mobile Phase Al entsprechend vorgemischt wurde
(25% Acetonitril in Wasser mit 0,1% Ameisensdure). Tabelle 6 liefert einen entsprechenden Uberblick tiber die im
Priiflabor fiir die Anreicherungssiule eingesetzten Bedingungen.

Tab.6 Bedingungen der Anreicherungssaule fur die Bestimmung von cx-MBC und cx-MBC-OH in Urin (Methodenpriifung)

Zeit [min] Laufmittel A1 [%] Laufmittel B [%] Flussrate [ml/min]
0 100 0 1,0
1,25 0 100 1,0
5,25 100 0 1,0

6.2 Tandem-Massenspektrometrie

Ionisierung: Elektrospray negativ (ESI-)
Capillary Voltage: 1,3kV

Source Offset: 10V

Quellentemperatur: 150°C
Desolvationstemperatur: 550°C

Cone-Gasfluss: 150 I/h
Desolvationsgasfluss: 800 I/h

Kollisionsgasfluss: 0,15 ml/h
Zerstauber-Gasfluss: 6,0 bar

Desolvations-, Cone- und Zerstidubergas: Stickstoff
Kollisionsgas: Argon

Parameterspezifische Einstellungen: siehe Tabellen 7 und 8

Die geratespezifischen Parameter miissen vom Anwender individuell fiir das eingesetzte MS/MS-System ermittelt
und eingestellt werden. Die in diesem Abschnitt genannten geratespezifischen Parameter sind fiir das fur die
Methodenentwicklung verwendete System (Waters Xevo-TQS Tandem-Massenspektrometer, Waters GmbH, Eschborn)
bestimmt und optimiert worden.

Fiir cx-MBC wurden zwei, fiir cx-MBC-OH drei Masseniibergéinge ausgewihlt. Von diesen diente jeweils ein Ubergang
der Quantifizierung (Quantifier) und der andere bzw. die anderen der Bestatigung (Qualifier). Fiir die ISTDs wurden die
entsprechenden Masseniiberginge verwendet. Die ausgewihlten Uberginge sind zusammen mit den Retentionszeiten
und weiteren MRM-Parametern in Tabelle 7 zusammengefasst.

Dabei konnen die angegebenen Retentionszeiten nur als Anhaltspunkt dienen. Der Anwender der Methode muss sich
von der Trennleistung der von ihm verwendeten LC-Saule und dem daraus resultierenden Retentionsverhalten der
Substanzen iiberzeugen.
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Tab.7 Retentionszeiten, MRM-Ubergénge und MS/MS-Parameter

Substanz Retentionszeit Vorliaufer-ITon Produkt-Jon Dwelltime Cone-Spannung Kollisionsenergie Delay
[min] (m/z) (m/z) [s] [v] [eV] [s]
299,10 240,10 0,030 61,0 22,0 Auto
cx-MBC-OH 2,98 299,10 255,05 0,030 61,0 18,0 Auto
299,10 199,15 0,030 61,0 20,0 Auto
303,15 244,10 0,030 51,0 22,0 Auto
cx-MBC-OH-d, 2,97 303,15 259,109 0,030 51,0 18,0 Auto
303,15 203,159 0,030 51,0 22,0 Auto
283,15 239,05 0,055 63,0 18,0 Auto
cx-MBC 4,17
283,15 130,15 0,055 63,0 20,0 Auto
287,15 243,10 0,055 63,0 18,0 Auto
cx-MBC-d, 4,15
287,15 134,20 0,055 63,0 18,0 Auto
) Qualifier

Im Priiflabor konnten, unter Verwendung eines SCIEX QTRAP 6500+ MS/MS-Systems, die Qualifier-Ubergénge fiir
cx-MBC und dessen ISTD, cx-MBC-d,, nicht bestétigt werden, da die von den Entwicklern der Methode genannten
Masseniibergénge (m/z 283 — 130 und m/z 287 — 134) nicht detektiert werden konnten.

7 Analytische Bestimmung

Die unter Abschnitt 6 angegebenen Geréteparameter werden eingestellt und 50 pl der nach Abschnitt 5.2 aufgearbeiteten
Analysenprobe in das LC-MS/MS-System injiziert. Dabei wird die injizierte Probe auf der Vorséule (X Bridge C8 Direct
Connect HP; Anreicherungssaule) angereichert und gereinigt. Nach 0,5 Minuten erfolgt die Elution durch Rickspiilung
auf die analytische Sdule. Danach erfolgt die eigentliche analytische Trennung auf der Acquity UPLC-HSS C18. Zur
Identifizierung der Analyten werden die Retentionszeiten und die Uberginge der jeweiligen Substanzen verwendet
und die Qualifier-Masseniibergidnge als optionaler Identifikationsparameter eingesetzt. Abbildung 3 zeigt beispiel-
haft Chromatogramme a) eines Reagenzienleerwerts, b) einer nativen Urinprobe und c) einer mit 1,0 pg cx-MBC bzw.

cx-MBC-OH/I dotierten Urinprobe.
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Abb.3 Chromatogramme a) eines Reagenzienleerwerts, b) einer nativen Urinprobe und c) einer mit 1,0 yg cx-MBC bzw.
cx-MBC-OHY/I dotierten Urinprobe

8 Kalibrierung

Die Kalibrierlosungen werden wie in Abschnitt 4.6 beschrieben hergestellt, analog zu den Urinproben aufgearbeitet
(siehe Abschnitt 5.2) und analysiert. Die Kalibriergeraden werden erstellt, indem die Quotienten aus den Peakflichen
der Analyten und der zugehorigen ISTDs gegen die jeweils dotierten Analytkonzentrationen aufgetragen werden.
Beim Auftreten von Leerwerten miissen diese durch Subtraktion von allen Messpunkten berticksichtigt werden.
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Am eingesetzten Analysengerdt wurde fiir beide Analyten ein linearer Messbereich von der Nachweisgrenze bis
200 pg/1 ermittelt. Abbildung 4 zeigt exemplarische Kalibriergeraden fiir die Bestimmung von cx-MBC und cx-MBC-OH
in Urin in einem Konzentrationsbereich bis 20 pg/1.

2
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Abb.4 Kalibriergeraden fur die Bestimmung von cx-MBC bzw. cx-MBC-OH in Urin

9 Berechnung der Analysenergebnisse

Die ermittelten Peakflichen der 4-MBC-Metaboliten werden durch die Peakflichen des zugehorigen deuterierten
ISTD dividiert. Mit den so erhaltenen Quotienten berechnet man die Analytkonzentration in pg/l unter Anwendung
der ermittelten Kalibrierfunktion. Eventuelle Reagenzienleerwerte miissen durch Subtraktion beriicksichtigt werden.

Im Rahmen der Methodenentwicklung erfolgte die Berechnung der Analytkonzentrationen mit der Geratesoftware
MassLynx 4.1 von Waters GmbH, Eschborn.

10 Standardisierung der Messergebnisse und Qualitatssicherung

Zur Sicherung der Qualitdt der Analysenergebnisse wird geméfy den Richtlinien der Bundesarztekammer und
den Angaben in dem von der Kommission verdffentlichten allgemeinen Kapitel verfahren (Bader et al. 2010;
Bundesirztekammer 2014).

Zur Qualitétssicherung der einzelnen Analysenserien werden mindestens drei Urine mit bekannten Analyt-
konzentrationen parallel zu den Proben aufgearbeitet und analysiert. Da fir die 4-MBC-Metaboliten keine kauflichen
Kontrollmaterialien zur Verfiigung stehen, miissen diese selbst hergestellt werden. Hierzu wird Poolurin von nicht
beruflich gegen 4-MBC exponierten Personen eingesetzt und beispielsweise mit 1,0 pg, 10 pg oder 100 pg cx-MBC und
cx-MBC-OH pro Liter dotiert.

Gleichzeitig werden mit jeder Analysenserie mindestens drei Leerwerte analysiert, um eventuell vorliegende Stérungen
aus den Reagenzien, der Matrix oder den ISTDs zu erkennen.
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11 Beurteilung des Verfahrens

Die Zuverlassigkeit des Verfahrens wurde durch eine umfassende Validierung sowie durch Nachstellung und Priifung
der Methode in einem zweiten, unabhéngigen Labor bestétigt.

11.1 Prazision in der Serie

Die Bestimmung der Prizision in der Serie erfolgte in Poolurin. Jeweils zehn Proben zu je 0,5 ml Urin wurden dabei mit
0,5 pg, 1,0 pg, 10 pg oder 100 pg cx-MBC und cx-MBC-OH pro Liter Urin dotiert. Diese Proben wurden wie beschrieben
aufgearbeitet (Abschnitt 5.2) und analysiert (Abschnitt 7). Die ermittelten Prézisionsdaten sind in Tabelle 8 aufgefiihrt.

Tab.8 Prazision in der Serie fir die Bestimmung von cx-MBC und cx-MBC-OH in Urin (n =6 oder 10)

Analyt Dotierte Konzentration Anzahl der Standardabweichung (rel.) s,, Streubereich u
[ng/1] Wiederholungsmessungen n [%] [%]
0,59 6 4,1 10,6
1,0 10 33 7.3
cx-MBC
10 10 2,8 6,3
100 10 2,2 4,8
0,5 6 6,2 15,9
1,0 10 6,1 13,7
cx-MBC-OH
10 10 4,0 8,9
100 10 1.4 3,2

3) Diese Daten stammen von den Priifern der Methode.

11.2 Richtigkeit

Relative Wiederfindung

Die mittlere relative Wiederfindung wurde aus den Daten der Prazision in der Serie berechnet. Die so ermittelten
Wiederfindungen sind in Tabelle 9 zusammengefasst.

Tab.9 Relative Wiederfindungen fir die Bestimmung von cx-MBC und cx-MBC-OH in Urin (n =6 oder 10)

Analyt Dotierte Konzentration Anzahl der Wiederfindung (rel.) r Bereich
[ng/1] Wiederholungsmessungen n [%] [%]
0,5 6 99 -
1,0 10 90 85-93
cx-MBC
10 10 98 95-105
100 10 110 105-113
0,5 6 89 -
1,0 10 89 84-100
cx-MBC-OH
10 10 92 87-99
100 10 106 104-108

3 Dijese Daten stammen von den Priifern der Methode.
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11.3 Matrixeffekte

Vergleich der absoluten Peakflachen

Von den Priifern der Methode wurde der Einfluss der Urinmatrix auf die Signalintensititen abgeschatzt. Dazu wurden
sowohl Urin als auch hochreines Wasser mit den beiden Analyten in zwei Konzentrationen (0,5 pg/1 und 100 pg/l)
dotiert. Diese Proben wurden sechsfach (Urin) oder dreifach (Wasser) aufgearbeitet und gemessen und die Peakflachen
der Analyten und der dazugehoérigen ISTDs verglichen. Die Ergebnisse dieser Messungen sind in Tabelle 10 dargestellt.

Tab.10 Einfluss der Urinmatrix auf die Peakflachen der Analyten und ISTD (n = 6); die Peakflachen der in hochreinem Wasser ange-
setzten Proben (n = 3) wurden auf 100 % gesetzt

Substanz Dotierte Konzentration Verhiltnis Peakfliche in Urin/Peakfliche in Wasser
[1g/1] [%]
0,5 77,4
cx-MBC
100 79,5
0,5 89,4
cx-MBC-d,
100 84,6
0,5 59,0
cx-MBC-OH
100 41,0
0,5 58,5
cx-MBC-OH-d,
100 48,9

Einfluss verschiedener Urinmatrices

Von den Entwicklern der Methode wurde der Einfluss verschiedener Urinmatrices auf Préazision und Wiederfindung
untersucht. Dazu wurden zehn native Urinproben (Kreatiningehalte von 0,40-3,17 g/l) jeweils mit 1,0 pg, 10 pg oder
100 pg cx-MBC und cx-MBC-OH pro Liter Urin dotiert. Anschliefend wurden die Urinproben aufgearbeitet und
analysiert.

Die gemessenen Konzentrationen sind unter Angabe der jeweiligen Standardabweichung in Tabelle 11 zusammen-
gefasst. Aus Tabelle 11 ist ersichtlich, dass die individuelle Urinmatrix keinen Einfluss auf die Prézision und die
Richtigkeit der Messergebnisse hat.

Tab.11 Einfluss verschiedener Urinmatrices auf die Bestimmung von cx-MBC und cx-MBC-OH in Urin (n =10)

Analyt Dotierte Konzentration Gemessene Konzentration Standardabweichung (rel)s, Wiederfindung r(Bereich)
[ng/1] [ng/1] [%] [%]
1,0 0,91 53 91 (84,7-99,8)
cx-MBC 10 9,61 4,0 96,1 (90,3-105)
100 108 3,6 108 (99,5-112)
1,0 0,97 10,6 97 (84,5-109)
cx-MBC-OH 10 9,11 7.8 91,1 (82,8-105)
100 105 4,8 105 (98,7-117)

11.4 Absolute Wiederfindung

Da bei der hier beschriebenen Methode die Probenanreicherung und -aufreinigung im Wesentlichen mittels online-
SPE automatisiert stattfand, erschien die Bestimmung der absoluten Wiederfindung durch Probendotierung vor und
nach der Probenvorbereitung nicht sinnvoll.
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11.5 Nachweis- und Bestimmungsgrenzen

Bei einer Analytkonzentration von 0,1 pg pro Liter Urin liegt das Signal/Rausch-Verhaltnis bei 1: 25 fiir cx-MBC
und bei 1: 10 fiir cx-MBC-OH. Die Ermittlung von robusten, routinetauglichen Nachweis- und Bestimmungsgrenzen
erfolgte unter Verwendung der sechs untersten Kalibriermesspunkte der Kalibriergeraden in Anlehnung an
die Kalibriergeradenmethode nach DIN 32645 (DIN 2008). Die aus der Verfahrensstandardabweichung s,,
(Nachweisgrenze =4 x s,) berechneten Werte sind in Tabelle 12 aufgefiithrt und reprasentieren die Nachweis- und
Bestimmungsgrenzen fiir die Routineanalytik.

Tab.12 Nachweis- und Bestimmungsgrenzen fiir die Bestimmung von cx-MBC und cx-MBC-OH in Urin

Analyt aus Verfahrensstandardabweichung s,,
Nachweisgrenze [pg/l1] Bestimmungsgrenze [pg/1]

cx-MBC 0,05 0,15

cx-MBC-OH 0,1 0,3

11.6 Storeinflisse

Die Priifer der Methode haben zunéchst zwei im Priiflabor zur Verfiigung stehende Sédulen getestet. Als
Anreicherungssidule wurde eine Strata C8 On-Line Extraction Column (2,1 x 20 mm, Phenomenex Ltd. Deutschland,
Aschaffenburg) und als Trennsiule eine Acquity UPLC HSS C18 (1,8 pm, 2,1x 100 mm, Waters GmbH, Eschborn)
verwendet. Beide Sdulen entsprachen in ihren Spezifikationen im Wesentlichen den in der Originalvorschrift ver-
wendeten Saulen, waren allerdings kiirzer (20 mm statt 30 mm bei der Anreicherungssédule und 100 mm statt 150 mm
bei der Trennséule). Die mit dieser Sdulenkombination erhaltenen Retentionszeiten waren fiir beide Metaboliten um
etwa 0,5 min kiirzer als die mit den Originalsdulen erhaltenen Retentionszeiten. Weiterhin konnten storende Einfliisse
aus der Matrix nicht ausreichend abgetrennt werden, so dass auf den MRM-Spuren beider Metaboliten aus dem Urin
stammende Interferenzen auftraten, welche sich negativ auf die Leistungsfahigkeit der Methode auswirkten. So lagen
die Nachweis- und Bestimmungsgrenzen etwa um Faktor 4 hoher als spéter mit den Originalsdulen ermittelt.

Bei der Verwendung unterschiedlicher Tandem-Massenspektrometer konnen die Masseniiberginge unterschied-
lich stark ausgeprégt sein, was eine Anpassung der Methode erforderlich machen kann. Bei der Methodenpriifung
konnten die Qualifier-Uberginge fiir cx-MBC und dessen internen Standard, cx-MBC-d,, beim Einsatz eines ande-
ren Massenspektrometers nicht bestétigt werden, wobei diese Qualifieriibergéange bereits bei der Entwicklung der
Methode relativ geringe Intensititen aufwiesen.

Fir beide Analyten wurden im Reagenzienleerwert keine relevanten Stérungen identifiziert. Die Prifer der
Methode beobachteten allerdings in den Urinleerwerten (Kalibrierstandard 00 (ohne Analyt- und ISTD-Zusatz) und
Kalibrierstandard 0 (ohne Analyt-, aber mit ISTD-Zusatz)) matrixbedingte Interferenzen. So fanden sich in gepooltem
Urin in unmittelbarer Nahe zu den Retentionszeiten der eigentlichen Analytpeaks sowohl auf der MRM-Spur von
cx-MBC als auch auf der von cx-MBC-OH aus dem Urin stammende Stérpeaks, die chromatographisch nur teilweise
abgetrennt werden konnten. Werden diese Storsignale nicht zuverléssig chromatographisch abgetrennt, kénnen dar-
aus deutlich hohere Bestimmungsgrenzen resultieren.

Durch einen Vergleich dotierter Urine mit dotiertem hochreinem Wasser wurde vor allem fiir den Metaboliten
cx-MBC-OH ein Matrixeffekt festgestellt, der zu einer verminderten Signalintensitit fithrte. Da dieser Matrixeffekt
aber in allen Einzelurinen besténdig auftrat und sowohl das Signal des Analyten als auch des zugehoérigen deuterierten
ISTD betraf, beeinflusst der Effekt nicht die Richtigkeit und Prazision der Ergebnisse.

Es sei noch angemerkt, dass die Effizienz der enzymatischen Spaltung nicht gepriift werden konnte, da keine konju-
gierten Referenzsubstanzen verfiigbar waren.
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12 Diskussion der Methode

Die vorliegende Analysenmethode wurde entwickelt, um die beiden Hauptmetaboliten von 4-MBC, cx-MBC und
cx-MBC-OH, im Urin zu quantifizieren und somit die Exposition der Allgemeinbevolkerung gegen 4-MBC, einen
UVB-Filter in Sonnencremes und weiteren kosmetischen Produkten, abschitzen zu konnen. Die Methode erlaubt eine
schnelle, selektive und sensitive Bestimmung von cx-MBC und cx-MBC-OH im Urin. Unter Beriicksichtigung neuester
Gerateentwicklungen wurde eine robuste UPLC-MS/MS-Methode unter Anwendungen der Saulenschalttechnik, die
die Aufreinigung und chromatographische Trennung der Analyten in einem Messzyklus erméglicht, entwickelt.

Tests unter Verwendung einer HPLC-MS/MS-Anlage waren aufgrund der ungeniigenden Trennleistung der zur
Verfiugung stehenden Chromatographie-Saulen nicht erfolgreich. Die Verwendung eines UPLC-Gerétes ermoglichte
durch den hohen Druck und die neuen kompakteren Trennmaterialien eine wesentlich bessere chromatographische
Auflésung.

Der Einsatz strukturidentischer, deuterierter interner Standards in Kombination mit der geschilderten hohen
chromatographischen Auflésung erméglichte die Kompensation der bis dahin immer wieder beobachteten ana-
lytischen Schwankungen, was durch die sehr guten Prézisionsdaten bestatigt wird. Bei Analytkonzentrationen
von 0,5 pg/l, 1,0 pg/l, 10 pg/l und 100 pg/l wurden relative Standardabweichungen von 2,2-4,1% fiir cx-MBC und
1,4-6,2 % fur cx-MBC-OH als Prizision in der Serie ermittelt. Auf die Bestimmung der Prazision von Tag zu Tag
wurde zugunsten von Aufstockversuchen verzichtet. Die Ergebnisse nach Dotierung von zehn individuellen Urinen
verdeutlichen die Robustheit der Analysenmethode, da auch bei der Dotierung von 0,5 pg/l die ermittelten relativen
Standardabweichungen deutlich unter 20 % liegen. Insofern bestétigen die Aufstockversuche auch die kalkulierten
Bestimmungsgrenzen von 0,15 pg/1 fiir cx-MBC und 0,3 pg/1 fiir cx-MBC-OH.

Bei der Anwendung der Methode auf Urinproben aus der Umweltprobenbank konnte der Parameter cx-MBC in 30 %
der Proben und der Parameter cx-MBC-OH in 6.4 % der Proben quantifiziert werden (Schmidtkunz et al. 2023), so dass
die Methode geeignet zu sein scheint, entsprechend exponierte Personen der Allgemeinbevolkerung zu identifizieren
und deren Exposition mit 4-MBC zu quantifizieren.

Der fiir die Summe beider Metaboliten im Urin vorgeschlagene HBM-I-Wert von 470 pg/1 fiir Erwachsene und 310 pg/1
fur Kinder verdeutlicht, dass die Nachweisempfindlichkeit der vorliegenden Analysenmethode sehr gut geeignet ist,
um bedenklich hohe Belastungen zuverlassig erfassen zu konnen.

Verwendete Messgerite: UPLC-MS/MS-System (Waters Acquity gekoppelt mit Waters Xevo-TQS Tandem-
Massenspektrometer, Waters GmbH, Eschborn) (Methodenentwickler); Shimadzu LC-System gekoppelt an ein SCIEX
QTRAP 6500+ MS/MS (AB Sciex Germany GmbH, Darmstadt) (Methodenpriifer)

Anmerkungen
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