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Abstract

The working group “Analyses in Biological Materials” of the German Senate Com-
mission for the Investigation of Health Hazards of Chemical Compounds in the
Work Area (MAK Commission) developed and verified this biomonitoring meth-
od for the measurement of the most important urinary metabolites of the triazole
fungicides tebuconazole and penconazole. Specifically, this method determines
(RS)-5-(4-chlorophenyl)-2,2-dimethyl-3-(1H-1,2,4-triazol-1-ylmethyl)-1,3-pentanediol
(TEB-OH) and (RS)-5-(4-chlorophenyl)-2,2-dimethyl-3-(1H-1,2,4-triazol-1-ylmethyl)-
3-olpentanoic acid (TEB-COOH) as well as 4-(2,4-dichlorophenyl)-5-[1,2,4]-triazol-
l-ylpentanol (PEN-OH) and 4-(2,4-dichlorophenyl)-5-[1,2,4]-triazol-1-ylpentanoic acid
(PEN-COOH) in urine. After adding isotope-labelled internal standards, the samples
are enzymatically hydrolysed to release the analytes from the glucuronide and sulfate
conjugates. After online purification, the analytes are separated by liquid chroma-
tography and analysed using tandem mass spectrometry. Calibration is performed
using calibration standards prepared in pooled urine and processed analogously to
the samples to be analysed. The method provides reliable and accurate analytical
results, as shown by the good precision data with standard deviations in the range
of 0.1-10.7%. Good accuracy data were obtained with mean relative recoveries in the
range of 100-107%. The method is selective, sensitive, and provides quantitation limits
of 0.3 pg/1 for TEB-OH and TEB-COOH and of 1.0 pug/l for PEN-OH and PEN-COOH.
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1 Kenndaten der Methode

Matrix Urin

Analytisches Messprinzip Flussigkeitschromatographie mit Tandem-Massenspektrometrie (LC-MS/MS)

Parameter und entsprechende Arbeitsstoffe

Arbeitsstoff CAS-Nr. Parameter CAS-Nr.
(RS)-5-(4-Chlorphenyl)-2,2-dimethyl-

Tebuconazol 3-(1H-1,2 4-triazol-1-ylmethyl)-1,3-pentandiol 212267-64-6

(1-(4-Chlorphenyl)-4,4-dimethyl- 107534-96-3 (TEB-OH)

3-(1H-1,2,4-triazol-1-ylmethyl)- (RS)-5-(4-Chlorphenyl)-2,2-dimethyl-

pentan-3-ol) 3-(1H-1,2,4-triazol-1-ylmethyl)-3-olpentanséure 1631977-20-2
(TEB-COOH)
4-(2,4-Dichlorphenyl)-5-[1,2,4]-triazol-1-ylpentanol

Penconazol

(PEN-OH) 1945983-65-2

((RS)-1-[2-(2,4-Dichlorphenyl)-  66246-88-6

pentyl]-1H-1,2,4-triazol)

4-(2,4-Dichlorphenyl)-5-[1,2,4]-triazol-

1-ylpentansdure (PEN-COOH) 1945983-66-3

Zuverlassigkeitskriterien

TEB-OH

Prazision in der Serie:

Prézision von Tag zu Tag:

Richtigkeit:

Nachweisgrenze:

Bestimmungsgrenze:

Standardabweichung (rel.) $,=0,1-1,7% bzw. 0,1-1,4 %

Streubereich u=0,28-4,72% bzw. 0,28-3,89 %

bei einer dotierten Konzentration von 20 pg oder 150 pg TEB-OH pro Liter
Urin und n =5 Bestimmungen

Standardabweichung (rel.) $,=1,0% bzw. 0,8 %

Streubereich u=2,45% bzw. 1,96 %

bei einer dotierten Konzentration von 20 pg oder 150 pg TEB-OH pro Liter
Urin und n =7 Bestimmungen

Wiederfindung (rel.) r=100% bzw. 100 %

bei einer dotierten Konzentration von 20 pg oder 150 pg TEB-OH pro Liter
Urin und n =5 Bestimmungen

0,2 pg TEB-OH pro Liter Urin

0,3 pg TEB-OH pro Liter Urin
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TEB-COOH

Prazision in der Serie:

Prazision von Tag zu Tag:

Richtigkeit:
Nachweisgrenze:

Bestimmungsgrenze:

PEN-OH

Prazision in der Serie:

Préazision von Tag zu Tag:

Richtigkeit:
Nachweisgrenze:

Bestimmungsgrenze:

PEN-COOH

Prazision in der Serie:

Préazision von Tag zu Tag:

Richtigkeit:

Nachweisgrenze:

Bestimmungsgrenze:

Standardabweichung (rel.) $,=0,4-3,1% bzw. 0,1-0,9 %

Streubereich u=1,11-8,61 % bzw. 0,28-2,50 %

bei einer dotierten Konzentration von 8 pg oder 60 pg TEB-COOH pro Liter
Urin und n=5 Bestimmungen

Standardabweichung (rel.) $w=1,6%bzw. 1,4%

Streubereich u=3,92% bzw. 3,43%

bei einer dotierten Konzentration von 8 pg oder 60 pg TEB-COOH pro Liter
Urin und n=7 Bestimmungen

Wiederfindung (rel.) r=100% bzw. 101 %

bei einer dotierten Konzentration von 8 pg oder 60 pg TEB-COOH pro Liter
Urin und n =5 Bestimmungen

0,1 pg TEB-COOH pro Liter Urin
0,3 pg TEB-COOH pro Liter Urin

Standardabweichung (rel.) $,=3,3-4,2% bzw. 2,1-3,5%
Streubereich u=9,16-11,7% bzw. 5,83-9,72 %

bei einer dotierten Konzentration von 5 pg oder 150 pg PEN-OH pro Liter
Urin und n =5 Bestimmungen

Standardabweichung (rel.) $,=10,7% bzw. 4,1%

Streubereich u=26,2% bzw. 10,0 %

bei einer dotierten Konzentration von 5 pg oder 150 pg PEN-OH pro Liter
Urin und n=7 Bestimmungen

Wiederfindung (rel.) r=100% bzw. 105 %

bei einer dotierten Konzentration von 5 pg oder 150 pg PEN-OH pro Liter
Urin und n =5 Bestimmungen

0,5 pg PEN-OH pro Liter Urin
1,0 pg PEN-OH pro Liter Urin

Standardabweichung (rel.) $,=3,4-7,5% bzw. 2,1-3,4%

Streubereich u=944-20,8% bzw. 5,83-9,44 %

bei einer dotierten Konzentration von 5 pg oder 150 pg PEN-COOH pro Liter
Urin und n =5 Bestimmungen

Standardabweichung (rel.) $,=8,7% bzw. 7,4 %

Streubereich u=21,3% bzw. 18,1%

bei einer dotierten Konzentration von 5 pg oder 150 pg PEN-COOH pro Liter
Urin und n=7 Bestimmungen

Wiederfindung (rel.) r=106% bzw. 107 %

bei einer dotierten Konzentration von 5 pg oder 150 pg PEN-COOH pro Liter
Urin und n =5 Bestimmungen

0,5 pg PEN-COOH pro Liter Urin
1,0 pg PEN-COOH pro Liter Urin

The MAK Collection for Occupational Health and Safety 2026, Vol 11, No 1



[GMS] PUBLISSO® "

Biomonitoring-Methoden — Tebuconazol- und Penconazol-Metaboliten in Urin

2 Allgemeine Informationen zu Tebuconazol und Penconazol

Tebuconazol und Penconazol sind Triazolfungizide, die die Sterolbiosynthese in Pilzen hemmen (Demethylierungs-
hemmer). Um den echten Mehltau zu bekdmpfen, werden sie beim Anbau verschiedener Kulturpflanzen eingesetzt,
insbesondere im Gemiise- und Obstbau einschliefilich dem Weinbau. Tebuconazol und Penconazol sind in vielen auf
dem Markt erhiltlichen Fungizidprodukten als Wirkstoff enthalten, wobei Tebuconazol unter den zehn wichtigsten
Fungizidwirkstoffen im Pflanzenschutz aufgefithrt ist (Eurostat 2007).

Das Joint Meeting on Pesticide Residues (WHO/FAO) hatte 1994 Triazole als fiir den Menschen unbedenklich eingestuft
(WHO und FAO 1994). Spéter gab es jedoch Hinweise darauf, dass diese Substanzen in hohen Dosen Fehlbildungen
bei Tieren verursachen konnen (Giavini und Menegola 2010). Fir Tebuconazol schlug die Européische Behorde fiir
Lebensmittelsicherheit (European Food Safety Authority, EFSA) 2008 folgende Einstufung vor: ,Kann das Kind im
Mutterleib moglicherweise schiadigen® (EFSA 2008). Tebuconazol und Penconazol wurden von der MAK-Kommission
bisher noch nicht bewertet.

In der Landwirtschaft sind die Arbeiter wihrend der Ausbringung entsprechender Fungizidprodukte gegen
Tebuconazol und Penconazol exponiert, aber auch Anwohner in der Nihe behandelter Flichen kénnen betroffen
sein. Dariiber hinaus kann die Allgemeinbevilkerung durch den Verzehr von belasteten Lebensmitteln exponiert
sein (NCBI 2026). Die vorliegenden Daten weisen darauf hin, dass Penconazol und Tebuconazol nicht nur inhalativ
sondern auch oral und dermal gut resorbiert werden (Mercadante et al. 2019; Oerlemans et al. 2019; Sams et al. 2016).

Oral oder dermal aufgenommenes Tebuconazol wird im menschlichen Kérper zunéchst zu (RS)-5-(4-Chlorphenyl)-
2,2-dimethyl-3-(1H-1,2,4-triazol-1-ylmethyl)-1,3-pentandiol (TEB-OH) oxidiert und dieses anschlieffend glucuroni-
diert, sulfatiert oder weiter zu (RS)-5-(4-Chlorphenyl)-2,2-dimethyl-3-(1H-1,2,4-triazol-1-ylmethyl)-3-olpentansiure
(TEB-COOH) oxidiert (WHO und FAO 1994). TEB-OH-Konjugate sowie freies TEB-OH und TEB-COOH stellen die
Hauptmetaboliten des Tebuconazols in Humanurin dar (Abbildung 1). Daten zum Metabolismus und zur Toxikokinetik
von Tebuconazol beim Menschen wurden erstmals von Oerlemans et al. (2019) publiziert. Nach kontrollierter oraler
und dermaler Verabreichung von 1,5 mg bzw. 2,5 mg Tebuconazol wurde eine maximale Ausscheidung von TEB-OH
im Urin nach 1,4 h und 20,8 h sowie eine Eliminationshalbwertszeit von 7,8 h bzw. 15,8 h gefunden. In 48 h wurden
38% bzw. 1% der applizierten Menge als TEB-OH ausgeschiedenen.

In einer Feldstudie wurden Urinproben von sieben beruflich gegen Tebuconazol exponierten Arbeitern gewonnen
und auf ihre Gehalte an TEB-OH und TEB-COOH analysiert. In fiinf Urinproben lagen die TEB-OH-Gehalte ohne
Hydrolyse oberhalb der Bestimmungsgrenze. Nach Hydrolyse waren die TEB-OH-Gehalte in vier der fiinf Proben
6- bis 77-fach hoher als in den nicht hydrolysierten Proben. In der fiinften Probe war der TEB-OH-Gehalt nach
Hydrolyse fast unverandert. Auch die Konzentration des freien TEB-COOH lag nach Hydrolyse hoher, wobei der Effekt
nicht so ausgepragt war wie beim TEB-OH. Die Ergebnisse zeigen, dass der Anteil der Konjugate interindividuell stark
variieren kann. Die TEB-OH-Konzentrationen waren in den hydrolysierten Proben mit 9,8 bis 473 pg/l etwa vierfach
so hoch wie die TEB-COOH-Konzentrationen von 2,7 bis 159 pg/l (Mercadante et al. 2014).

Penconazol wird, einmal in den menschlichen Kérper aufgenommen, ebenfalls oxidiert, wobei zunéchst 4-(2,4-Dichlor-
phenyl-5-[1,2,4]-triazol-1-ylpentanol (PEN-OH) entsteht. Dieser Metabolit wird zum entsprechenden Glucuronid
oder Sulfat konjugiert oder weiter zur Saure (4-(2,4-Dichlorphenyl)-5-[1,2,4]-triazol-1-ylpentanséure; PEN-COOH)
oxidiert (WHO und FAO 1993). PEN-OH-Konjugate, sowie freies PEN-OH und PEN-COOH stellen die wichtigsten
Penconazolmetaboliten im menschlichen Urin dar (Abbildung 1). In einer Studie von Sams et al. (2016) wurde die
Verstoffwechselung von Penconazol nach kontrollierter oraler Verabreichung von 0,03 mg Penconazol/kg Kérpergewicht
an drei Probanden untersucht. Die maximalen Ausscheidungsraten der beiden Metaboliten PEN-OH und PEN-COOH
in Urin wurden innerhalb der ersten 2 Stunden nach Applikation erreicht. Die mittleren Eliminationshalbwertszeiten
von PEN-OH und PEN-COOH betrugen dabei 3,1 h bzw. 3,7 h. In 48 h wurden im Mittel 47 % der applizierten Dosis
ausgeschieden, wobei davon 83 % auf PEN-OH und 17 % auf PEN-COOH entfielen.
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Da in einer Studie an Arbeitern, die Penconazol in Weinbaugebieten ausbrachten, die innere Belastung gut mit
der aktuellen dermalen Exposition korrelierte, kann fiir Penconazol eine zu Tebuconzol dhnliche Aufnahme und
Toxikokinetik nach dermaler Exposition angenommen werden (Mercadante et al. 2019).

Um die berufliche Exposition gegen Penconazol abzuschétzen, wurden Urinproben von 22 beruflich exponierten
Arbeitern mit der vorliegenden Methode analysiert. Die Konzentrationen der Penconazolmetaboliten in den indivi-
duellen Urinen waren sehr unterschiedlich, wobei sich diese Variabilitdt durch Hydrolyse der Proben deutlich ver-
ringerte (Mercadante et al. 2016). Die Beschéftigten wurden nach Penconazolausbringung sowie nach Wiedereintritt
in die mit Penconazol behandelten Bereiche untersucht. An bis zu vier aufeinanderfolgenden Arbeitstagen wurde
das Spritzmittel angesetzt und ausgebracht (n=42) und die behandelten Bereiche wurden zwolfmal wieder betreten.
Urinproben wurden vor der ersten Ausbringung, wahrend des Ansetzens und wihrend der Ausbringung und bis
zu 48 h nach der letzten Schicht gesammelt. Die PEN-OH-Konzentrationen lagen deutlich tiber den PEN-COOH-
Konzentrationen und umfassten 24 h nach Ausbringung einen Bereich von 15,6 bis 27,6 pg PEN-OH/1 sowie 2,5 bis
10,2 pg PEN-COOH/1 (Mercadante et al. 2019).

In Tabelle 1 sind exemplarisch Hintergrundkonzentrationen von Tebuconazol und TEB-OH im Urin der Allgemein-
bevolkerung aufgefithrt. Tabelle 2 zeigt beispielhaft Konzentrationen von Tebuconazol, TEB-OH und TEB-COOH im
Urin beruflich exponierter Personen. In Tabelle 3 sind exemplarisch Hintergrundkonzentrationen von PEN-COOH
im Urin der Allgemeinbevdlkerung und in Tabelle 4 beispielhafte Konzentrationen von PEN-OH und PEN-COOH im
Urin beruflich exponierter Personen angegeben.

Tab.1 Tebuconazol und seine Metaboliten im Urin der nicht beruflich exponierten Allgemeinbevélkerung

Studienkollektiv Analyten DF QF NWG BG GM Median P95 Bereich Analyse- Literatur

(Land; n; Probe) [ [%] [mgM] [ng/Ml [pg/Ml [wgN]  [wgM] [ng/l] methode

Schwangere Frauen Racca et al

(Argentinien; 89; TEB 124 89 03 1,0 n.a. n.a. n.a. 0,1-0,3 GC-MS/MS 9025 '

erster Morgenurin) ’

Kinder im Alter von TEB 12 n.a. 0,041 n.a. <BG <BG 0,056 <BG-0,076" Bustamante et

7-9 Jahren (Polen; UPLC-MS/MS o

399; Spontanurin) TEB-OH 96 n.a. 0064 na 030 035 1,89 <BG-19% al. 2025

Schwangere Frauen TEB 1 n.a. n.a. n.a. n.a. 0,3 n.a. n.a. Huber et al

(Deutschland; 587; HPLC-HRMS ’
TEB-(OH), 57 n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. 2024

erster Morgenurin)

Erwachsene (EU;

110; erster TEB-OH n.a. 98,2 0,02 0,05 n.a. 0,47 1,74 n.a.

Morgenurin) .
HPLC-MS/MS  Sulc et al. 2022

Schulkinder (EU;

110; erster TEB-OH n.a. 99,1 0,02 0,05 n.a. 0,44 1,77 n.a.

Morgenurin)

BG: Bestimmungsgrenze; DF: Nachweishédufigkeit (detection frequency, gemessene Werte oberhalb der NWG); GM: geometrischer Mittelwert;
n: Probenanzahl; n.a.: nicht angegeben; NWG: Nachweisgrenze; P95: 95. Perzentil; QF: Bestimmungshaufigkeit (quantitation frequency,
gemessene Werte oberhalb der BG); TEB: Tebuconazol

¥ unter Verwendung von BG/2 fiir Werte unterhalb der BG berechnet
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Tab.2 Tebuconazol und seine Metaboliten im Urin exponierter Arbeiter

Studienkollektiv Analyten DF QF NWG BG GM (GSD) Median P95  Bereich Analyse- Literatur
(Land; n; Probe) (%] [%] [eg/ll [ng/ll [ng/l] g/l [ug/l] [ug/l] methode

Landarbeiter (Mexico; o oy g6 na 010 na 036 0,34 na  <NWG-417 LC-Ms/Mms Alealdetal
105; Spontanurin) 2024
Weinbauarbeiter TEB n.a. n.a. 0,5 1,5 n.a. 4,6 n.a. 3,7-6,0

(Italien; 3; Spon- TEB-OH  n.a. na 02 03 na 2490  ma 583-3836  LC-Ms/Ms ustnoni
tanurin 24 h nach etal. 2014
2. Arbeitsschicht) TEB-COOH n.a. n.a. 0,11 0,3 n.a. 51,1 n.a. 17,3-100,4

Weinbauarbeiter TEB-OH n.a. n.a. 0,2 0,3 125,6+175,3% n.a. n.a. n.a.

(Itahe.n; 7; Spon- LC-MS/MS Merc?dante
tanurin 24 hnach  TER-COOH n.a. na 01 03  345:5679 n.a. na na etal. 2014
Ausbringung)

Landarbeiter (Costa Rodriguez-
Rica; 299; TEB-OH 95,6-97,1 n.a. 0,05 n.a. 0,91 (3,44) 0,88 n.a. <NWG-35,54 LC-MS/MS Zamora et
Spontanurin) al. 2024

BG: Bestimmungsgrenze; DF: Nachweishaufigkeit (detection frequency, gemessene Werte oberhalb der NWG); GM: geometrischer
Mittelwert; GSD: geometrische Standardabweichung; n: Probenanzahl; n.a.: nicht angegeben; NWG: Nachweisgrenze; P95: 95. Perzentil;
QF: Bestimmungshaufigkeit (quantitation frequency, gemessene Werte oberhalb der BG); TEB: Tebuconazol

9 arithmetischer Mittelwert + Standardabweichung

Tab.3 PEN-COOH im Urin der nicht beruflich exponierten Allgemeinbevolkerung

Studienkollektiv Analyten DF QF NWG BG GM Median P95 Bereich Analyse- Literatur
(Land; n; Probe) (7 (%] e/ [wgN] [wgM [pg/]  [ugN]  [ug/] methode

Bewohner liandlicher
Gebiete (Vereinigtes Ko-

.. . PEN-COOH 12 n.a. 0,25 n.a. n.a. n.a. 0,22 <NWG-1,73
nigreich; 483; Spontanurin
auflerhalb Spriithsaison) LCMS/MS Sams et al.
Bewohner landlicher 2016
Gebiete (Vereinigtes PEN-COOH 10 n.a 025 na  na  na 020  <NWG-1,19

Konigreich; 556; Spontan-
urin in der Sprithsaison)

BG: Bestimmungsgrenze; DF: Nachweishdufigkeit (detection frequency, gemessene Werte oberhalb der NWG); GM: geometrischer Mittelwert;
n: Probenanzahl; n.a.: nicht angegeben; NWG: Nachweisgrenze; P95: 95. Perzentil; PEN: Penconazol; QF: Bestimmungshéufigkeit (quantitation
frequency, gemessene Werte oberhalb der BG)

Tab.4 Penconazol und seine Metaboliten im Urin exponierter Arbeiter

Studienkollektiv Analyten DF QF NWG BG GM (GSD) Median P95 Bereich Analyse-  Literatur
(Land; n; Probe) [%] (%] [pg/l] [png/1] [ng1] [pg1]l  [pg/1]  [pg/1] methode

. PEN n.a. n.a. n.a. 2,0 n.a. <BG n.a. <BG-3,1
Landarbeiter Mercadante
(Ttalien; 5; PEN-OH n.a. n.a. n.a. 1,0 n.a. 290,0 n.a. 230,1-464,3 LC-MS/MS et al. 2016

. O
S t i
pontanurin) PEN-COOH n.a. n.a. n.a. 1,0 n.a. 7,9 n.a. 5,2-16,7

Weinbauarbeiter PEN-OH n.a. n.a. n.a. 1,0 n.a. 9,4 n.a. 1,2-237,0
(Ttalien; 22;
24 h-Sammelurin LC-MS/MS Mercadante
25-48 h nach der PEN-COOH n.a. n.a. n.a. 1,0 n.a. 1,8 n.a. <1,0-50,9 etal. 2019
Schicht)
Landarbeiter (Costa Rodriguez-
Rica; 299; PEN-OH 38,9-44,0 n.a. 0,05 n.a. 0,06 (2,09) 0,06 n.a. <NWG-0,63 LC-MS/MS Zamora et
Spontanurin) al. 2024

BG: Bestimmungsgrenze; DF: Nachweishédufigkeit (detection frequency, gemessene Werte oberhalb der NWG); GM: geometrischer Mittelwert;
GSD: geometrische Standardabweichung; n: Probenanzahl; n.a.: nicht angegeben; NWG: Nachweisgrenze; P95: 95. Perzentil; PEN: Penconazol;
QF: Bestimmungshéufigkeit (quantitation frequency, gemessene Werte oberhalb der BG)
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Abb.1 Strukturformeln der Fungizide Tebuconazol und Penconazol sowie ihrer Hauptmetaboliten

3 Grundlagen der Methode

Die hier beschriebene analytische Methode erméglicht die selektive und sensitive Bestimmung von TEB-OH,
TEB-COOH, PEN-OH und PEN-COOH in Urin. Nach Zugabe der markierten internen Standards (Tebuconazol-Dy
und Penconazol-D;) werden die Proben enzymatisch hydrolysiert, um die Glucuronid- und Sulfatkonjugate zu spalten.
Nach Online-Aufreinigung werden die Analyten mittels Fliissigkeitschromatographie getrennt und mittels Tandem-
Massenspektrometrie quantifiziert. Die Kalibrierung erfolgt mit Kalibrierstandards, die in Poolurin angesetzt und in
der gleichen Weise aufgearbeitet werden, wie die zu analysierenden Proben.
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4 Gerate, Chemikalien und L6sungen

4.1 Gerate

o LC-Anlage bestehend aus einem TurboFlow-System mit zwei Gradientenpumpen, einem Eluenten-Entgaser und
einem Autosampler (z.B. Thermo Fisher Scientific S.p.A., Rodano, Italien)

. Tandem-Massenspektrometer (z.B. TSQ Quantum Access, Thermo Fisher Scientific S.p.A., Rodano, Italien)

«  TurboFlow™-Siule (z.B. Nr. CH-953288, TurboFlow™-Cyclone-Séule, Linge: 50 mm, Innendurchmesser: 0,5 mm,
Thermo Fisher Scientific S.p.A., Rodano, Italien)

. Analytische LC-Saule (z.B. Nr. 25403-052130, Hypersil Gold PFP, Lange: 50 mm, Innendurchmesser: 2,1 mm,
Partikelgrofle: 3 pm, Thermo Fisher Scientific S.p.A., Rodano, Italien)

. Laborschiittler (z. B. VIBROMIX, Domel Holding, d.o.o0., Zelezniki, Slowenien)

e Analysenwaage (z.B. Mettler-Toledo GmbH, Gief3en)

. Trockenschrank (z. B. Modell STZ 54, Ettore Pasquali S.r.1., Mailand, Italien)

. Verschiedene Messkolben, Becherglaser und Messzylinder (z.B. Schott AG, Mainz)

o Verschiedene Pipetten und Multipetten® mit passenden Pipettenspitzen (z. B. Gilson International BV Deutschland,
Berlin oder Eppendorf AG, Hamburg)

o 2-ml-Bordelrandgléaschen mit Bordelkappen (z.B. Agilent Technologies Germany GmbH & Co. KG, Waldbronn)
e Urinbecher (z.B. SARSTEDT AG & Co. KG, Niimbrecht)

4.2 Chemikalien

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

e Aceton, EMSURE® (z.B. Nr. 1.00014, Merck KGaA, Darmstadt)

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

o Ammoniumhydroxid-Losung, 28-30 % NHj (z.B. Nr. 221228, Merck KGaA, Darmstadt)
o  Essigsaure (100 %, Eisessig) (z.B. Nr. 1.00063, Merck KGaA, Darmstadt)

o p-Glucuronidase aus Helix pomatia, Typ H-2 (2100000 U/ml Glucuronidaseaktivitit sowie <7500 U/ml
Sulfataseaktivitit) (z.B. Nr. G7017, Merck KGaA, Darmstadt)

. Methanol, LiChrosolv® (z.B. Nr. 1.06007, Merck KGaA, Darmstadt)

o Natriumacetat-Trihydrat, EMSURE® (z.B. Nr. 1.06267, Merck KGaA, Darmstadt)

. 2-Propanol, LiChrosolv® (z.B. Nr. 1.02781, Merck KGaA, Darmstadt)

o Hochreines Wasser (z.B. Milli-Q® Reinstwassersystem, Merck KGaA, Darmstadt)

. Tebuconazol-D, 100 pg/ml in Aceton (z.B. Nr. DRE-XA17178710AC, Dr. Ehrenstorfer, LGC Standards GmbH, Wesel)

o (RS)-5-(4-Chlorphenyl)-2,2-dimethyl-3-(1H-1,2,4-triazol-1-ylmethyl)-1,3-pentandiol (TEB-OH), technische Qualitt,
97,5 % (freundlicherweise zur Verfiigung gestellt von Bayer CropScience Deutschland GmbH, Monheim)

o (RS)-5-(4-Chlorphenyl)-2,2-dimethyl-3-(1H-1,2,4-triazol-1-ylmethyl)-3-olpentansidure (TEB-COOH), technische
Qualitat, 97,5 % (freundlicherweise zur Verfiigung gestellt von Bayer CropScience Deutschland GmbH, Monheim)

e Penconazol-D; (z.B. Nr. AABH9A22149F, Merck KGaA, Darmstadt)

e 4-(24-Dichlorphenyl)-5-[1,2,4]-triazol-1-ylpentanol (PEN-OH), technische Qualitit, 98 % (freundlicherweise zur
Verfligung gestellt von Syngenta Group, Cambridge, Vereinigtes Konigreich)
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e 4-(2,4-Dichlorphenyl)-5-[1,2,4]-triazol-1-ylpentansaure (PEN-COOH), technische Qualitit, 98 % (freundlicherweise
zur Verfigung gestellt von Syngenta Group, Cambridge, Vereinigtes Konigreich)

4.3 Lésungen

o Eluent C (Acetonitril: 2-Propanol: Aceton (45 : 45 : 10; V/V/V))
In einen 500-ml-Messkolben werden 225 ml Acetonitril, 225 ml 2-Propanol sowie 50 ml Aceton gegeben und durch
Umschiitteln gemischt.

o Eluent D (Acetonitril: Ammoniumhydroxid (99,97 : 0,03; V/V))
In einen 1-1-Messkolben wird etwas Acetonitril vorgelegt und 1 ml der 30%igen Ammoniumhydroxid-Lésung
hinzugegeben. Anschlieffend wird der Messkolben bis zur Markierung mit Acetonitril aufgefillt.

Die Lésungen sind bei 25°C mindestens sechs Monate stabil.

o  Eluent F (Essigsaure (0,5 %))
In einen 1-1-Messkolben wird etwas hochreines Wasser vorgelegt und 5 ml Eisessig werden hinzugegeben.
Anschlieflend wird der Messkolben bis zur Markierung mit hochreinem Wasser aufgefiillt.

Die Losung ist bei 25°C mindestens sechs Monate stabil.

o  Essigsdure (0,5 mol/l)
In einen 50-ml-Messkolben wird hochreines Wasser vorgelegt und es werden 1,43 ml des Eisessigs hinzupipettiert.
Anschlieffend wird der Messkolben bis zur Markierung mit hochreinem Wasser aufgefiillt.

Die Losung ist bei 4 °C mindestens drei Monate stabil.

o Natriumacetat-Losung (0,5 mol/l)
3,4 g Natriumacetat-Trihydrat werden exakt abgewogen und in einen 50-ml-Messkolben gegeben. Der Messkolben
wird anschliefend mit hochreinem Wasser bis zur Markierung aufgefillt.

Die Losung ist bei 4 °C mindestens drei Monate stabil.

o Natriumacetatpuffer (pH 5,5)
25 ml der Natriumacetat-Losung (0,5 mol/l) sowie 13,75 ml der Essigsdure (0,5 mol/l) werden in einem Messkolben
miteinander gemischt.

Die Natriumacetatpufferlgsung ist bei 4 °C mindestens drei Monate stabil.

o p-Glucuronidase-Losung
1 ml der B-Glucuronidase und 27 ml Natriumacetatpuffer werden in einem Messkolben miteinander gemischt.

Die p-Glucuronidase-Losung ist bei 4 °C mindestens sechs Monate stabil.

4.4 Interne Standards (ISTDs)

o Penconazol-D,-Stammlésung (100 mg/1)
Etwa 1 mg Penconazol-D, wird exakt in einen 10 ml-Messkolben eingewogen und in Methanol geldst. Anschlielend
wird der Messkolben mit Methanol bis zur Markierung aufgefillt.
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o ISTD-Dotierlosung (10 mg/1)
1ml des Tebuconazol-D-Standards und 1 ml der Penconazol-D;-Stammlésung werden in einen 10-ml-Messkolben
pipettiert. Der Kolben wird anschlieffend bis zur Markierung mit Methanol aufgefiillt.

Die Penconazol-D,-Stammldsung und die ISTD-Dotierlédsung werden bei —20°C im Dunkeln gelagert. Unter diesen
Bedingungen sind die Losungen mindestens sechs Monate stabil.

4.5 Kalibrierstandards

o Stamml6sungen I (1000 mg/1)
Jeweils 10 mg TEB-OH, TEB-COOH, PEN-OH sowie PEN-COOH werden in jeweils einen 10-ml-Messkolben einge-
wogen und in ein wenig Methanol gel6st. Die Messkolben werden anschlieend mit Methanol bis zur Markierung
aufgefillt.

o Stamml6sungen II (100 mg/1)
Jede Stammldsung I wird einzeln verdiinnt, indem 1 ml der jeweiligen Lésung in einen 10-ml-Messkolben pipet-
tiert wird. Die Messkolben werden anschlieffend mit Methanol bis zur Markierung aufgefiillt.

«  Dotierlosung I (10 mg/l TEB-OH; 4 mg/l TEB-COOH; 10 mg/I PEN-OH; 10 mg/l PEN-COOH)
1000 pl der TEB-OH-Stammlésung II, 400 pl der TEB-COOH-Stammldsung I1, 1000 pl der PEN-OH-Stammldsung 11
und 1000 pl der PEN-COOH-Stammldsung II werden in einen 10-ml-Messkolben pipettiert. Der Messkolben wird
anschlieffend bis zur Markierung mit Methanol aufgefillt.

«  Dotierlosung II (1 mg/l TEB-OH; 0,4 mg/l TEB-COOH; 1 mg/l PEN-OH; 1 mg/l PEN-COOH)
1 ml der Dotierldsung I wird in einen 10-ml-Messkolben pipettiert. Der Messkolben wird anschlieflend bis zur
Markierung mit Methanol aufgefiillt.

«  Dotierlosung III (1 mg/l TEB-OH; 0,4 mg/l TEB-COOH; 0,1 mg/1 PEN-OH; 0,1 mg/l PEN-COOH)
100 pl der TEB-OH-Stammldsung II, 40 pl der TEB-COOH-Stammlésung 11, 10 pl der PEN-OH-Stammlésung 11
und 10 pl der PEN-COOH-Stammlésung II werden in einen 10-ml-Messkolben pipettiert. Der Messkolben wird
anschlieffend bis zur Markierung mit Methanol aufgefillt.

Die Stamm- und Dotierlosungen werden bei 20 °C im Dunkeln gelagert und sind unter diesen Bedingungen mindes-
tens sechs Monate stabil.

Die Kalibrierstandards werden in gepooltem Urin angesetzt. Fiir den Poolurin werden Spoturinproben von Personen
ohne berufliche Exposition gegen Tebuconazol und Penconazol in geeigneten Behiltern gesammelt, gemischt und bei
-20°C bis zum Ansetzen der Kalibrierstandards und Kontrollmaterialien gelagert.

Entsprechend dem in Tabelle 5 gegebenen Pipettierschema werden Kalibrierstandards in Konzentrationsbereichen
von 10-500 pg TEB-OH pro Liter Urin, 4-200 pg TEB-COOH pro Liter Urin, 1-500 pg PEN-OH pro Liter Urin sowie
1-500 pg PEN-COOH pro Liter Urin durch Dotierung des Poolurins angesetzt. Dariiber hinaus wird der undotierte
Poolurin als Leerwert mitgefiihrt.

Tab.5 Pipettierschema fir die Herstellung der Kalibrierstandards fur die Bestimmung von TEB-OH, TEB-COOH, PEN-OH und
PEN-COOH in Urin

Kalibrierstandard Dotierlosung Dotierlosung Poolurin Analytkonzentration [pg/1]
(] L] TEB-OH TEB-COOH  PEN-OH PEN-COOH
0 - - 1000 - - - -
1 III 10 990 10 4 1 1
2 11 25 975 25 10 25 25
3 11 50 950 50 20 50 50
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Tab.5 (Fortsetzung)

Kalibrierstandard Dotierlosung Dotierlésung Poolurin Analytkonzentration [pg/1]
(] [ul] TEB-OH TEB-COOH  PEN-OH PEN-COOH
4 I 10 990 100 40 100 100
5 I 20 980 200 80 200 200
6 I 50 950 500 200 500 500

5 Probenahme und Probenaufbereitung

5.1 Probenahme

Die Urinproben werden in Urinbechern gesammelt und bis zur Analyse bei -20°C im Dunkeln gelagert.

5.2 Probenaufbereitung

Vor der Analyse werden die Urinproben bei Raumtemperatur aufgetaut und griindlich gemischt. Fiir die Proben-
aufarbeitung wird 1 ml der Urinprobe in ein 2-ml-Bérdelrandglaschen pipettiert und mit 5 pl der ISTD-Dotierlésung
sowie 100 pl der f-Glucuronidase-Losung versetzt. Das Gldschen wird verschlossen und die Probe auf einem
Vortexmischer griindlich gemischt. AnschlieBend wird die Probe bei 37°C iiber Nacht inkubiert (16 h) und nach
Abkiithlen auf Raumtemperatur direkt in das LC-MS/MS-System injiziert.

6 Instrumentelle Arbeitsbedingungen

Die analytische Bestimmung erfolgt an einer Geratekonfiguration bestehend aus einer TurboFlow-LC-Anlage und
einem Tandem-Massenspektrometer (TurboFlow-LC-MS/MS). Die Turbulent-Flow-Chromatographie ist eine relativ
neue Technik, mit der biologisches Probenmaterial online extrahiert und aufgereinigt wird. Dadurch wird die
Probenaufbereitung — dhnlich wie bei einer Online-SPE - deutlich vereinfacht und verkiirzt. Die entsprechenden
TurboFlow™-Siulen kénnen in LC-Geriten aller Hersteller verwendet werden. Es muss jedoch darauf hingewiesen
werden, dass die einzigen auf dem Markt erhaltlichen Gerite, die die Vorteile der TurboFlow™-Ssulen voll ausschopfen
konnen, die von Thermo Fisher Scientific vertriebenen Transcend TLX-Systeme sind.

Die hier beschriebene TurboFlow-Methode verwendet eine TurboFlow™-Cyclone-Siule auf Styrol/Divinylbenzol-
Copolymer-Basis, die fiir unpolare Analyten in komplexen Matrizes geeignet ist (pH-Bereich von 1 bis 13).

6.1 Fliissigkeitschromatographie

Das TurboFlow-System verwendet eine quaternire Pumpe (Beladungspumpe), um die Probe auf die TurboFlow™-S4ule
aufzugeben und auch zur Extraktion/Reinigung der Probe. Eine zweite, bindre Pumpe (Elutionspumpe) dient dazu,
den Probenextrakt auf einer herkommlichen analytischen Saule aufzutrennen.

Anreicherungssiule (TurboFlow™-S&ule):  TFLC Cyclone Column, 50 x 0,5 mm (auf Styrol/
Divinylbenzol-Copolymer-Basis)
Analytische Saule: Hypersil Gold PFP, 3 pm, 50 x 2,1 mm

Mobile Phasen der quaternidren Pumpe P1:  Eluent A: Hochreines Wasser
Eluent B: Acetonitril
Eluent C: Acetonitril: 2-Propanol: Aceton (45 : 45 : 10; V/V/V)
Eluent D: Acetonitril: Ammoniumhydroxid (99,97 :0,03; V/V)
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Mobile Phasen der bindren Pumpe P2: Eluent E: Methanol

Eluent F: 0,5 %ige Essigsdure
Flussrate der quaternaren Pumpe P1: siehe Tabelle 6
Flussrate der bindren Pumpe P2: 0,7 ml/min
Sdulentemperatur: Raumtemperatur
Injektionsvolumen: 50 pl
Gradientenprogramm: siehe Tabelle 6
Schaltprogramm der Ventile: siehe Tabelle 7

Tab.6 Gradientenprogramm fir die Bestimmung von TEB-OH, TEB-COOH, PEN-OH und PEN-COOH in Urin

Zeit Probenaufreinigung mittels TurboFlow™-Siule- Chromatographische Trennung -
[min] quaternire Pumpe P1 binire Pumpe P2
Flussrate Eluent A EluentB EluentC EluentD T-Stiick Schleife |Gradient EluentE Eluent F
[ml/min]  [%] [%] [%] [%] [%] (%]
0,0 1,0 100 0 0 0 - out Stufe 0 100
1,0 0,15 100 0 0 0 - out Stufe 0 100
1,08 0,15 100 0 0 0 T in Stufe 0 100
3,75 1,0 0 0 100 0 - in linear 70 30
4,92 1,0 0 0 100 0 - in Stufe 70 30
12,0 1,0 0 0 0 100 - in Stufe 100 0
13,0 1,0 30 70 0 0 - in linear 0 100
14,0 1,0 100 0 0 0 - out Stufe 0 100
16,0 1,0 100 0 0 0 - out Stufe 0 100

Der fiir dieses Verfahren verwendete TurboFlow-Chromatographiemodus wird als ,Fokusmodus® bezeichnet, da die
Analyten vor der chromatographischen Trennung im Kopf der analytischen Saule fokussiert werden. Der Fokusmodus
besteht aus sechs Schritten: Probenaufgabe, Waschschritt (Probe), Uberfithren der Probe, Waschschritt (System),
Befiillen der Elutionsschleife und Rekonditionierung.

Bei der Probenaufgabe werden die Proben mit hoher Flussrate in die TurboFlow™-S4ule injiziert, so dass Makromolekiile
der Matrix, Salze und ionische Verbindungen, die nicht auf der Sdule zuriickgehalten werden, in den Abfall flieen.
Nach dem Aufgeben wird die Probe durch die mobile Phase von eventuellen Verunreinigungen befreit. Wahrend dieser
beiden Schritte wird die mit dem Detektor verbundene analytische Sdule mit dem Eluenten F tiber die bindre Pumpe

gespilt (Abbildung 2, a).

Fir den nachfolgenden Transferschritt werden die Ventile A und B umgeschaltet. Das Losungsmittelgemisch aus
der Schleife wird durch die mobile Phase der quaterniren Pumpe im Backflush-Modus in die TurboFlow™-Siule ge-
driickt. Die Analyten werden eluiert und auf die analytische Saule tibertragen (Abbildung 2, b). Bei diesem Schritt
wird das Losungsmittelgemisch der Schleife vor dem Erreichen der analytischen Séiule durch die mobile Phase der
bindren Pumpe (iiber ein T-Stiick im B-Ventil) verdiinnt, um die Losemittelstarke zu verringern und die Zielanalyten
im Saulenkopf der analytischen Siule zu fokussieren.

Nach Abschluss des Probentransfers wird das B-Ventil umgeschaltet und der Aufgabe- und der Elutionsfluss werden
wieder getrennt. Wihrend die Analyten auf der analytischen Sdule aufgetrennt und zum Detektor eluiert werden,
werden Schleife und TurboFlow™-Siule gespiilt, um Verschleppungen zu vermeiden (Abbildung 2, ¢). Anschlieflend
wird die Schleife erneut mit dem Eluenten fiir den Transferschritt gefiillt, der fiir die folgende Probe verwendet werden
soll (Abbildung 2, c). Im letzten Schritt wird die Schleife isoliert und die Sdulen werden wieder auf die Bedingungen
des Probenaufgabeschritts dquilibriert (Abbildung 2, a).

The MAK Collection for Occupational Health and Safety 2026, Vol 11, No 1 12



[GMS] PUBLISSO® "

Biomonitoring-Methoden — Tebuconazol- und Penconazol-Metaboliten in Urin

Tab.7 Schaltprogramm der Ventile

Zeit [min] Ventilschaltung Beschreibung

0,00-1,08 A Anreicherung und Aufreinigung der Analyten auf der TurboFlow™-Saule

1,08-3,75 AB Uberfithrung der Analyten auf die analytische Saule im Backflush-Modus

3,75-16,0 B Chromatographische Trennung der Analyten, Spiilen und Aquilibrieren der Anreicherungssiule

2 [ |

Quaternire Pumpe

TurboFlow™-S#ule

Analytische Séaule

[

TurboFlow™-Siule

D ——

Abb.2 Flussdiagramm der LC-TurboFlow-Anlage: a) Probenaufgabe und Aufreinigung, b) Ubertragung auf die analytische Séule
im Backflush-Modus, ¢) chromatographische Trennung gefolgt von Aquilibrierung

6.2 Tandem-Massenspektrometrie

Ionisierungsmodus: Positive Elektrospray-Wérmeionisierung (heated electrospray ionisation, HESI+)
Quellentemperatur: 199°C
Desolvatisierungstemperatur: 211°C
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Detektionsmodus: Multiple Reaction Monitoring (MRM)
Hiullgasdruck: 25 (willkiirliche Skala)
Hilfsgasdruck: 15 (willkiirliche Skala)
Sprith-Spannung: 4500 V

Tube-Lens-Offset: 104V

Samtliche Ionenquelleneinstellungen und MRM-Parameter sind gerétespezifisch und miissen vom Anwender
der Methode individuell eingestellt werden. Die in diesem Abschnitt genannten Parameter dienen daher nur als
Anhaltspunkt. Gegebenenfalls miissen weitere Parameter entsprechend der Geratespezifikationen des Herstellers
optimiert werden.

7 Analytische Bestimmung

50 pl der nach Abschnitt 5 aufgearbeiteten Probe werden in das LC-MS/MS-System injiziert. Die Identifizierung
der Analyten erfolgt anhand ihrer Retentionszeiten und spezifischen Masseniibergénge. Die Retentionszeiten der
Analyten und ISTDs sowie die verwendeten Ionenspuren sind in Tabelle 8 gezeigt. Neben den Kalibrierstandards
werden mehrere Leerwertproben (hochreines Wasser anstelle einer Urinprobe) und zwei Qualitatskontrollproben in
jeder Analysenserie mitgefiithrt (siehe Abschnitt 10).

Tab.8 Retentionszeiten, loneniibergédnge und Kollisionsenergie fir die Bestimmung von TEB-OH, TEB-COOH, PEN-OH und
PEN-COOH in Urin

Analyt bzw. ISTD Retentionszeit Ionenspur (m/z) Kollisionsenergie
[min] o1 03 [eV]

324 709 21
TEB-OH 5,25

324 151 30

338 709 27
TEB-COOH 5,20

338 163 28

314 722 22
Tebuconazol-Dy 5,38 314 125 25

314 154 30

300 709 15
PEN-OH 5,07

300 159 27

314 709 13
PEN-COOH 5,01

314 159 29

291 70 15
Penconazol-D; 5,50

291 159 33

4 Quantifier

Die in Tabelle 8 angegebenen Retentionszeiten dienen nur als Anhaltspunkt und kénnen je nach verwendeter
LC-Gerétekonfiguration variieren. Der Anwender hat sich selbst von der Trennleistung der verwendeten analytischen
Saule und dem daraus resultierenden Retentionsverhalten der Analyten zu iiberzeugen. Abbildungen 3 und 4 zeigen
exemplarisch Chromatogramme von einer mit den Analyten in Hohe der Bestimmungsgrenze dotierten Urinprobe.
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Abb.3 Chromatogramme einer mit TEB-OH und TEB-COOH in Héhe der Bestimmungsgrenze dotierten Urinprobe unter Angabe
von Retentionszeit (RT) und Normalisierungslevel (NL)
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Abb.4 Chromatogramme einer mit PEN-OH und PEN-COOH in Héhe der Bestimmungsgrenze dotierten Urinprobe unter Angabe
von Retentionszeit (RT) und Normalisierungslevel (NL)

8 Kalibrierung

Die nach Abschnitt 4.5 hergestellten Kalibrierstandards werden analog zu den Proben aufgearbeitet (siehe Abschnitt 5)
und mittels LC-MS/MS analysiert (siehe Abschnitt 6). Kalibriergeraden werden erstellt, indem die Peakflachenverhéltnisse
von Analyten und zugehorigen ISTDs gegen die jeweilige Konzentration des Kalibrierstandards aufgetragen werden.
Unter den beschriebenen analytischen Bedingungen verlaufen die Kalibriergeraden im Konzentrationsbereich von
10 bis 500 pg/1 fiir TEB-OH, von 4 bis 200 pg/1 fiir TEB-COOH, von 1 bis 500 pg/1 fiir PEN-OH sowie von 1 bis 500 pg/1
fur PEN-COOH linear. In Abbildung 5 sind exemplarische Kalibriergeraden fiir die Bestimmung der Tebuconazol- und
Penconazolmetaboliten in Urin dargestellt.

Im Anschluss an die Kalibrierstandards wird bei jeder Analysenserie ein Reagenzienleerwert gemessen, um eine
mogliche Verschleppung der Analyten zu iiberwachen (siehe auch Abschnitt 11.4).
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Abb.5 Kalibriergeraden fiur die Bestimmung von TEB-OH und TEB-COOH (a) sowie von PEN-OH und PEN-COOH (b) in Urin

9 Berechnung der Analysenergebnisse

Die Berechnung der Analytkonzentrationen in den jeweiligen Urinproben erfolgt mithilfe der zur Analysenserie
gehorenden Kalibrierfunktionen (Abschnitt 8). Die Peakfliche des Analyten wird durch die Peakfliche des zu-
gehorigen ISTDs geteilt und das so erhaltene Verhéltnis in die Kalibrierfunktion eingesetzt. Man erhalt die jeweilige
Analytkonzentration in pg/l.

10 Standardisierung der Messergebnisse und Qualitatssicherung

Die Qualitatssicherung der Analysenergebnisse erfolgte gemifl den Richtlinien der US-amerikanische Behorde fur
Lebensmittel- und Arzneimittelsicherheit (U.S. Food and Drug Administration, FDA) (FDA 2018).

Zur Prézisionskontrolle werden in jeder Analysenserie mindestens zwei Qualitatskontrollproben mit bekannten
Analytkonzentrationen mitgefithrt. Da kiufliches Material nicht zur Verfiigung steht, muss das Qualitatskontroll-
material selbst hergestellt werden. Dazu wird Urin von Personen ohne berufliche Exposition gegen Tebuconazol oder
Penconazol verwendet und mit Standardlésungen der Analyten dotiert, sodass die Analytgehalte im bewertungs-
relevanten Konzentrationsbereich liegen.

Von den Entwicklern der Methode wurden folgende Analytkonzentrationen fiir die Qualitatskontrollmaterialien ver-
wendet: 20 pg TEB-OH/1, 8 pg TEB-COOH/1, 5 pg PEN-OH/I sowie 5 pg PEN-COOH/I fiir Qy,y; 150 pg TEB-OH/L, 60 pg
TEB-COOH/I, 150 pg PEN-OH/1 sowie 150 ug PEN-COOH/I fiir Qg

Nach dem Qy,;,1, sollte ein Reagenzienleerwert analysiert werden, um mogliche Verschleppungseffekte zu erkennen
(siehe auch Abschnitt 11.4).

11 Beurteilung des Verfahrens

Die Zuverlissigkeit des Verfahrens wurde durch eine umfassende Validierung sowie durch Nachstellung und Priifung
der Methode in einem zweiten, unabhangigen Labor bestatigt. In dem Priiflabor wurde ein UPLC-System von Waters
GmbH (Eschborn) in Kombination mit einer TurboFlowTM-Siule von Thermo Fisher Scientific GmbH (Dreieich) ver-
wendet. Die instrumentellen Arbeitsbedingungen bei der Priifung der Methode sind im Anhang dargestellt.
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11.1 Prazision

Die Prazisionsdaten wurden unter Verwendung der Qualitdtskontrollmaterialien ermittelt, indem diese an sieben
Tagen fiunffach parallel aufgearbeitet und analysiert wurden. In Tabelle 9 ist der fiir jeden Analyten iiber die sieben
Messtage bestimmte Bereich der Prézision in der Serie angegeben.

Tab.9 Prazision in der Serie fir die Bestimmung von TEB-OH, TEB-COOH, PEN-OH und PEN-COOH in Urin (n=5)

Analyt Dotierte Konzentration Standardabweichung (rel) s,, Streubereich u
[ng/1] [%] [%]
20 0,1-1,7 0,28-4,72
TEB-OH
150 0,1-1,4 0,28-3,89
8 0,4-3,1 1,11-8,61
TEB-COOH
60 0,1-0,9 0,28-2,50
5 3,3-4,2 9,16-11,7
PEN-OH
150 2,1-3,5 5,83-9,72
5 3,4-7,5 9,44-20,8
PEN-COOH
150 2,1-34 5,83-9,44

Zur Ermittlung der Prézision von Tag zu Tag wurde die relative Standardabweichung iiber sieben Messtage aus den
jeweiligen Mittelwerten berechnet. Die so erhaltenen Prazisionsdaten sind in Tabelle 10 angegeben.

Tab.10 Prazision von Tag zu Tag fur die Bestimmung von TEB-OH, TEB-COOH, PEN-OH und PEN-COOH in Urin (n=7)

Analyt Dotierte Konzentration Standardabweichung (rel.) s,, Streubereich u
[ng/1] [%] [%]
20 1,0 2,45
TEB-OH
150 0,8 1,96
8 1,6 3,92
TEB-COOH
60 1,4 3,43
5 10,7 26,2
PEN-OH
150 4,1 10,0
5 8,7 21,3
PEN-COOH
150 7.4 18,1

11.2 Richtigkeit

Basierend auf den Daten zur Prazision in der Serie wurden die relativen Wiederfindungen der einzelnen Analyten
bestimmt. Die errechneten Daten sind in Tabelle 11 dargestellt.

Tab.11 Mittlere relative Wiederfindungen fir die Bestimmung von TEB-OH, TEB-COOH, PEN-OH und PEN-COOH in Urin (n=5)

Analyt Dotierte Konzentration Mittlere Wiederfindung (rel.) r Bereich
[ng/1] [%] [%]
20 100 99-101
TEB-OH
150 100 99-100
8 100 98-102
TEB-COOH
60 101 99-103
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Tab.11 (Fortsetzung)

Analyt Dotierte Konzentration Mittlere Wiederfindung (rel.) r Bereich
[ng/1] [%] [%]
5 100 91-107
PEN-OH
150 105 103-106
5 106 100-106
PEN-COOH
150 107 102-107

11.3 Matrixeffekt

Um den Effekt verschiedener Urinmatrices auf die Analysenergebnisse zu ermitteln, wurden sechs Individualurine mit
jeweils 20 pg bzw. 150 pg TEB-OH/I, 8 pg bzw. 60 ng TEB-COOH/L, 5 pg bzw. 150 ug PEN-OH/1 sowie 5 pg bzw. 150 pg
PEN-COOHY/I dotiert, aufgearbeitet und analysiert. Die Ergebnisse sind in Tabelle 12 dargestellt.

Tab.12 Prézision in der Serie und relative Wiederfindung fur die Bestimmung von TEB-OH, TEB-COOH, PEN-OH und PEN-COOH
in Individualurinproben (n=6)

Analyt Dotierte Konzentration Standardabweichung (rel.) s,, Mittlere Wiederfindung (rel.) r Bereich
[mg/1] [%] [%] [%]
20 1,9 101 98-104
TEB-OH
150 1,1 99 97-101
8 1,6 100 97-102
TEB-COOH
60 1,2 100 98-101
5 1,3 101 99-103
PEN-OH
150 1,2 100 98-102
5 1,4 100 97-102
PEN-COOH
150 0,9 99 98-100

11.4 Nachweis- und Bestimmungsgrenze

Die Nachweisgrenzen fir die Bestimmung der Tebuconazol- und Penconazolmetaboliten wurden aus dem dreifachen
Signal/Rausch-Verhéltnis ermittelt. Die Bestimmungsgrenzen (BG) der Analyten wurden tiber die folgende Gleichung
bestimmt:

BG=(5xSE,+q)+m

wobei SE, der Standardfehler des Achsenabschnittes g ist und m die Steigung der Regressionsgeraden (nach Miller
und Miller 2005).

Die fiir die Analyten berechneten Nachweis- und Bestimmungsgrenzen sind in Tabelle 13 aufgefiihrt.

Tab.13 Nachweis- und Bestimmungsgrenzen fiir die Bestimmung von TEB-OH, TEB-COOH, PEN-OH und PEN-COOH in Urin

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

TEB-OH 0,2 0,3

TEB-COOH 0,1 0,3

PEN-OH 0,5 1,0

PEN-COOH 0,5 1,0
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11.5 Storeinfliisse

Zur Extraktion der Analyten aus der Matrix wird in dieser Methode eine Online-Probenextraktion mit TurboFlow™-
Siule verwendet. Obwohl eine TurboFlow™-S4ule in LC-Geriten aller Hersteller verwendet werden kann, wird ihr
volles Potential nur mit Transcend TLX-Systemen von Thermo Fisher Scientific ausgeschopft. Ein solches System kam
bei der Methodenentwicklung zum Einsatz.

Die Verwendung des TurboFlow-Systems fithrte im Vergleich zu der ebenfalls getesteten Offline-Aufarbeitung zu
deutlich reduzierten Leerwerten und damit zu niedrigeren Nachweisgrenzen.

Nach Injektion von Proben mit hohen Analytkonzentrationen wurde bei der Entwicklung der Methode eine
Verschleppung der Analyten beobachtet. Durch Injektion von hochreinem Wasser — z.B. nach den héchsten
Kalibrierstandards — konnte diesem Verschleppungseffekt entgegengewirkt werden. Die Methodenpriifer 16sten das
Verschleppungsproblem, indem sie deutlich geringere Probenvolumina in das von ihnen verwendete UPLC-System
einspritzten. So wurden bei der Methodenpriifung nur 5 pl anstelle von 50 pl aufgegeben, ohne dass die Methoden-
sensitivitdt verringert wurde (siehe Anhang).

Fir TEB-OH, TEB-COOH, PEN-OH und PEN-COOH waren zur Zeit der Methodenentwicklung keine Isotopen-
markierten strukturidentischen Verbindungen als ISTDs kommerziell verfiigbar. Daher wurde Tebuconazol-D als
ISTD fur TEB-OH und TEB-COOH und Penconazol-D, fiir PEN-OH und PEN-COOH verwendet. Diese Standards
ahnelten den Analyten hinsichtlich ihrer chemischen Struktur nur bedingt (sieche Abbildung 1), wiesen aber auf der
verwendeten analytischen Saule dhnliche Retentionszeiten wie die Analyten auf (siche Tabelle 8 sowie Abbildungen 3
und 4).

Die Priifung der Methode erfolgte an einem UPLC-System von Waters GmbH (Eschborn) in Kombination mit einer
TurboFlowT™-S4ule von Thermo Fisher Scientific GmbH (Dreieich). Hierbei wurde, vor allem bei der Quantifizierung
der Penconazol-Metaboliten, ein Matrixeffekt festgestellt, der durch den verwendeten ISTD Penconazol-D; nur un-
zureichend kompensiert wurde und die Leistungsfahigkeit der Methode negativ beeinflusste. Aus diesem Grunde
wurde fiir PEN-OH und PEN-COOH die Synthese von strukturidentischen deuterierten ISTDs beauftragt (Details siehe
Anhang), die zur Standardisierung der Signale fiir PEN-OH und PEN-COOH verwendet wurden. Die Verwendung
von PEN-OH-D4 und PEN-COOH-D, als ISTDs und eine Anpassung der Chromatographie (siehe Anhang) fithrte zu
einer deutlich besseren Wiederfindung der Penconazolmetaboliten. Allerdings war die Quantifizierung von PEN-OH
in einigen Proben durch schlecht abgetrennte Matrixkomponenten nach wie vor gestort. In diesen Fallen erméoglichte
die Verwendung der Qualifierspur die korrekte Quantifizierung des Analyten.

In Feldstudien wurde sowohl fiir die Penconazol- als auch fiir die Tebuconazolmetaboliten eine zum Teil extrem hohe
interindividuelle Variabilitiat der Konjugatanteile festgestellt (Mercadante et al. 2014, 2016). Demzufolge ist bei der
Methode auf eine moglichst vollstandige Hydrolyse der Konjugate zu achten.

12 Diskussion der Methode

Ziel der Methodenentwicklung war die Erarbeitung einer schnellen und robusten Analysenmethode, um die wich-
tigsten Tebuconazol- und Penconazolmetaboliten in einem Analysenlauf simultan zu bestimmen (Mercadante et al.
2014). Dabei reduzierte die zur Probenaufreinigung eingesetzte TurboFlow-Technik sowohl den Arbeitsaufwand als
auch den Losungsmittelverbrauch.

Durch die Verwendung von Tebuconazol-Dg und Penconazol-D; als ISTDs wurden analytische Schwankungen in
der Regel gut ausgeglichen. Die Robustheit der entwickelten Analysenmethode wurde durch die Analyse dotierter
Individualurinproben bestatigt: bei der Quantifizierung der Analyten in verschiedenen Urinmatrices zeigte sich kein
Matrixeffekt.

Die bei der Methodenpriifung eingesetzte Bestimmung der Tebuconazol- und Penconazolmetaboliten ohne TurboFlow-
Technik erwies sich unter Einsatz strukturidentischer deuterierter ISTDs als gute Alternative fiir Labore ohne
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TurboFlow-Gerit. In der Literatur finden sich weitere Beispiele fiir die Bestimmung ohne TurboFlow-Technik. Bei
der von Sams et al. (2016) entwickelten Analysemethode zur Bestimmung von Penconazol und dessen Metaboliten er-
folgte ebenfalls nach enzymatischer Hydrolyse mit f-Glucuronidase (Helix pomatia) eine Messung mittels LC-MS/MS.
Dabei wurde fiir PEN-COOH eine Nachweisgrenze von 0,25 pg/l berichtet. Im Allgemeinen wurden mit den in der
Literatur beschriebenen Methoden entweder nur Tebuconazol- oder Penconazolmetaboliten bestimmt, wobei tiber-
wiegend LC-MS/MS zum Einsatz kam. Diese Methoden erreichen meist vergleichbare oder geringfiigig niedrigere
Nachweis- und Bestimmungsgrenzen (Alcala et al. 2024; Bustamante et al. 2025; Rodriguez-Zamora et al. 2024; Sams
et al. 2016). Sulc et al. (2022) haben eine um Faktor sechs niedrigere Nachweisgrenze fiir TEB-OH publiziert. Mit der
hier beschriebenen Methode konnen jedoch erstmals die beiden Hauptmetaboliten sowohl von Tebuconazol als auch
von Penconazol simultan erfasst werden.

Verwendete Messgerite

Methodenentwicklung: LC-MS/MS-Anlage bestehend aus einem TurboFlow-System mit zwei Gradientpumpen, einem
Eluenten-Entgaser und einem Autosampler (Thermo Fisher Scientific S.p.A., Rodano, Italien) sowie einem Tandem-
Massenspektrometer (TSQ Quantum Access, Thermo Fisher Scientific S.p.A., Rodano, Italien)

Methodenpriifung: ACQUITY UPLC H-Class System (Waters GmbH, Eschborn) bestehend aus einer quaterniren
Pumpe (ACQ H-Class QSM Plus), einer bindren Pumpe (UPLC Binary SOL MGR), einem Autosampler (ACQ H-Class
FTN H-Plus) sowie einem Sdulenmanager (ACQUITY UPLC CM A) mit Triple-Quadrupol-Massenspektrometer
(Xevo TQ XS, Waters GmbH, Eschborn)

Anmerkungen

Interessenkonflikte

Die in der Kommission etablierten Regelungen und Mafinahmen zur Vermeidung von Interessenkonflikten (www.dfg.
de/mak/interessenkonflikte) stellen sicher, dass die Inhalte und Schlussfolgerungen der Publikation ausschlie8lich
wissenschaftliche Aspekte berticksichtigen.
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Anhang

Bei der Methodenpriifung wurde eine UPLC-Anlage von Waters GmbH (Eschborn) in Kombination mit einer
TurboFlowT™-S4ule von Thermo Fisher Scientific GmbH (Dreieich) eingesetzt. Infolge dessen mussten chromato-
graphische Parameter fiir die Anreicherung, den Analyttransfer und die Analytentrennung angepasst werden. Die
zugehorigen instrumentellen Arbeitsbedingungen sind im Folgenden detailliert aufgefithrt, um Methodennutzern
ohne Transcend TLX-System die Anwendung der Methode zu erleichtern.

Gerate, Chemikalien und Lésungen

Gerite

o LC-Anlage (ACQUITY UPLC H-Class System) bestehend aus einer quaterndren Pumpe (ACQ H-Class QSM Plus),
einer bindren Pumpe (UPLC Binary SOL MGR), einem Autosampler (ACQ H-Class FIN H-Plus) sowie einem
Saulenmanager (ACQUITY UPLC CM A) (z.B. Waters GmbH, Eschborn)

o Triple-Quadrupol-Massenspektrometer (z.B. Xevo TQ XS, Waters GmbH, Eschborn)

« In-Line-Filter (z. B. Nr. 205000343, ACQUITY Column In-Line-Filter Waters Critical Clean™, Waters GmbH,
Eschborn)

«  Anreicherungssiule (z.B. Nr. CH-953288, TurboFlow™-Cyclone-Séule, Linge: 50 mm, Innendurchmesser: 0,5 mm,
Thermo Fisher Scientific GmbH, Dreieich)

o Vorsiule (z.B. Nr. 25403-012101, Hypersil Vorsaule, 3 pm, 10 mm x 2,1 mm, Thermo Fisher Scientific GmbH, Dreieich)

o Analytische Sdule (z.B. Nr. 25403-052130, Hypersil Gold PFP, 3 pm, 50 x 2,1 mm, Thermo Fisher Scientific GmbH,
Dreieich)

Chemikalien

o p-Glucuronidase/Arylsulfatase aus Helix pomatia (=100 000 U/ml Glucuronidaseaktivitat) (z. B. Nr. BGALA-RO,
Roche Diagnostics Deutschland GmbH, Mannheim)

. 4-(24-Dichlorphenyl)-5-(1H-1,2 4-triazol-1-yl)pentan-1,1,2,2,3,3-D,-1-0l (PEN-OH-Dy) (z.B. Auftragssynthese, Max-
Planck-Institut fiir Multidisziplindre Naturwissenschaften, Abteilung fiir Synthesechemie, Géttingen)

. 4-(2,4-Dichlorphenyl)-5-(1H-1,2,4-triazol-1-yl)pentansaure-2,2,3,3-D, (PEN-COOH-D,) (z. B. Auftragssynthese, Max-
Planck-Institut fiir Multidisziplindre Naturwissenschaften, Abteilung fiir Synthesechemie, Géttingen)

Losungen

o Eluent A (Wasser: Methanol:Essigsaure (94,5 : 5 : 0,5; V/V/V))
In einen 500-ml-Messkolben werden 250 ml hochreines Wasser vorgelegt. Anschlieffend werden 25 ml Methanol
und 2,5 ml Eisessig zugegeben und der Kolben wird anschlieffend bis zur Markierung mit hochreinem Wasser
aufgefillt.

Die Losung ist bei Raumtemperatur mindestens drei Monate stabil.

o Eluent C (Acetonitril : Isopropanol (60:40; V/V))
In einen 500-ml-Messkolben werden 300 ml Acetonitril vorgelegt. Der Kolben wird anschlieSend bis zur
Markierung mit Isopropanol aufgefillt.
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o Eluent D (0,03 % Ammoniumhydroxid in Acetonitril)
In einen 1-1-Messkolben werden 500 ml Acetonitril vorgelegt und 1 ml der 30%igen Ammoniumhydroxid-Lésung
wird hinzugegeben. Anschliefend wird der Messkolben bis zur Markierung mit Acetonitril aufgefillt.

o Eluent E (0,5% Essigsdure in Wasser)
In einen 500-ml-Messkolben werden 250 ml hochreines Wasser vorgelegt und 2,5 ml Eisessig hinzugegeben.
Anschlieffend wird der Messkolben bis zur Markierung mit hochreinem Wasser aufgefiillt.

Die Losung ist bei Raumtemperatur mindestens drei Monate stabil.

Interne Standards (ISTDs)

o PEN-OH-D,-Stamml6sung (1000 mg/1)
Etwa 5 mg PEN-OH-D¢ werden in einen 5-ml-Messkolben exakt eingewogen und in Acetonitril gelost. AnschlieBend
wird der Messkolben bis zur Markierung mit Acetonitril aufgefillt.

o PEN-COOH-D,-Stammlésung (1000 mg/1)
Etwa 5 mg PEN-COOH-D, werden in einen 5-ml-Messkolben exakt eingewogen und in Acetonitril geldst.
Anschlieffend wird der Messkolben bis zur Markierung mit Acetonitril aufgefiillt.

o ISTD-Dotierlosung (5 mg/1)
Zu einem Milliliter der Tebuconazol-Dy/Penconazol-D,-Dotierlosung (10 mg/1, siehe Abschnitt 4.4) werden 10 pl
der PEN-OH-D;-Stammldsung, 10 pl der PEN-COOH-D,-Stammlésung und 980 pl Methanol pipettiert.

Die PEN-OH-D;- und die PEN-COOH-D,-Stammldsungen sowie die ISTD-Dotierlosung werden bei 20 °C im Dunkeln
gelagert. Unter diesen Bedingungen sind die Losungen mindestens sechs Monate stabil.

Probenahme und Probenaufbereitung

Probenaufbereitung

Die Probenaufbereitung entspricht dem in Abschnitt 5.2 beschriebenen Vorgehen. Um eine prizisere Pipettierbarkeit
zu gewéhrleisten, wurden den Proben 10 pl der geringer konzentrierten ISTD-Dotierldsung (5 mg/l) zugesetzt.

Instrumentelle Arbeitsbedingungen

Die Methode wurde an einer ACQUITY UPLC H-Class Anlage (Waters GmbH, Eschborn) gepriift, bestehend aus einer
quaterniren Pumpe (ACQ H-Class QSM Plus), einer bindren Pumpe (UPLC Binary SOL MGR), einem Autosampler (ACQ
H-Class FTN H-Plus) sowie einem Sdulenmanager (ACQUITY UPLC CM A) mit Triple-Quadrupol-Massenspektrometer
(Xevo TQ XS, Waters GmbH, Eschborn).

Die quaternire Pumpe (Beladungspumpe) wurde verwendet, um die Probe auf die TurboFlowT™-Siule aufzugeben
und anzureichern. Die bindre Pumpe (Elutionspumpe) diente dazu, die Probenextrakte auf einer herkémmlichen ana-
lytischen Sdule aufzutrennen (Abbildung 6).
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Abb.6 Skizze der LC-MS/MS-Anlage und lllustration der Schaltpositionen A (griin) und B (blau) des 6-Wege-Ventils (Kuhlmann

et al. 2025)

Flissigkeitschromatographie

Anreicherungssiule:
Vorsiule:

Analytische Saule:

Mobile Phasen der quaternaren Pumpe P1:

TFLC Cyclone, 50 x 0,5 mm

Hypersil Vorséule, 3 pm, 10 mm x 2,1 mm
Hypersil Gold PFP, 3 pm, 50 x 2,1 mm
Eluent A: 0,5% Essigsaure in Wasser
Eluent B: Methanol

Eluent C: Acetonitril:Isopropanol (60:40; V/V)
Eluent D: 0,03 % Ammoniumhydroxid in Acetonitril
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Mobile Phasen der bindren Pumpe P2: Eluent E: 0,5% Essigsdure in Wasser
Eluent F: Methanol

Flussrate der quaternaren Pumpe P1: siehe Tabelle 14

Flussrate der bindren Pumpe P2: siehe Tabelle 15

Sdulentemperatur: Raumtemperatur

Injektionsvolumen: 5pl

Gradientenprogramm: siehe Tabelle 14 und 15

Schaltprogramm der Ventile: siehe Tabelle 16

Tab.14 Gradientenprogramm der quaterndren Pumpe P1 (Methodenprifung)

Zeit Flussrate Eluent A Eluent B Eluent C Eluent D
[min] [ml/min] [%] [%] [%] [%]
Beginn 1,00 95 5 - -
1,50 1,00 95 5 - -
1,58 0,15 95 5 - -
3,30 0,15 - - 100 -
3,75 1,00 - - 100 -
4,92 1,00 - - 100 -
5,00 1,00 - - - 100
6,00 1,00 - - - 100
6,10 1,00 30 70 - -
7,00 1,00 30 70 - -
7,50 1,00 95 5 - -
10,0 1,00 95 5 - -

Tab.15 Gradientenprogramm der bindren Pumpe P2 (Methodenpriifung)

Zeit Flussrate Eluent E Eluent F
[min] [ml/min] [%] [%]
Beginn 0,50 40 60

1,00 0,50 40 60

4,00 0,50 40 60

4,10 0,50 20 80

5,00 0,50 0 100

8,00 0,50 0 100

8,50 0,50 40 60
10,0 0,50 40 60

Tab.16 Schaltprogramm der Ventile (Methodenpriifung)

Zeit [min] Ventilposition Beschreibung

Initial A Anreicherung und Reinigung der Analyten auf der Anreicherungssaule

1,50-3,75 B Uberfithrung der Analyten von der Anreicherungsséule auf die analytische Sdule im Backflush-Modus
3,75-10,0 A Chromatographische Trennung der Analyten, Spiilen und Aquilibrieren der Anreicherungssiule
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Es empfiehlt sich, vor der Anreicherungsséaule einen Partikelfilter einzufiigen, um Sdulen und Anlagenteile zu
schiitzen. Alle anderen Parameter sind nach Herstellerangaben zu optimieren.

Tandem-Massenspektrometrie

Ionisierungsmodus: Positive Elektrosprayionisierung (ESI+)
Kapillarspannung: 3,5kV

Quellentemperatur: 150°C

Desolvatisierungstemperatur: 600°C

Cone-Gas-Fluss: 150 1I/h

Desolvatisierungsgas-Fluss: 1000 1/h

Zerstdaubergas: Stickstoff, 7,00 bar

Kollisionsgas: Argon, 0,15 ml/min

Analytische Bestimmung

5 pl der aufgearbeiteten Probe werden in das LC-MS/MS-System injiziert. Die Identifizierung der Analyten erfolgt an-
hand ihrer Retentionszeiten und spezifischen Masseniibergiange. Die Retentionszeiten der Analyten und ISTDs sowie
die verwendeten Ionenspuren sind in Tabelle 17 aufgefiihrt.

Tab.17 Retentionszeiten, loneniibergange und Kollisionsenergie fiir die Bestimmung von TEB-OH, TEB-COOH, PEN-OH und
PEN-COOH in Urin

Analyt bzw. ISTD Retentionszeit Ionenspur (m/z) Cone-Spannung Kollisionsenergie
[min] o1 03 [v] [eV]
324 70%) 20 18
TEB-OH 2,74 324 179 20 22
324 125 20 40
338 125% 20 42
TEB-COOH 2,68 338 70 20 18
338 163 20 22
314 729 20 20
Tebuconazol-Dy 3,42 314 125 20 36
314 154 20 26
300 70%) 20 14
PEN-OH 2,25 300 143 20 32
300 159 20 28
314 1599 18 36
PEN-COOH 2,24 314 185 18 24
314 70 18 16
306 70%) 38 14
PEN-OH-D¢ 2,25 306 148 38 36
306 160 38 34
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Tab.17 (Fortsetzung)

Analyt bzw. ISTD Retentionszeit Ionenspur (m/z) Cone-Spannung Kollisionsenergie
[min] o1 03 [v] [eV]
320 70%) 18 20
PEN-COOH-D, 2,24 320 151 18 36
320 159 18 38
4 Quantifier

Kalibrierung und Berechnung der Analysenergebnisse

Fir die Tebuconazolmetaboliten erfolgt die Kalibrierung und Berechnung der Analysenergebnisse wie unter
Abschnitt 8 und 9 beschrieben. Fir die Penconazolmetaboliten werden die Kalibriergeraden erstellt, in-
dem die Peakflachenverhiltnisse von PEN-OH bzw. PEN-COOH und den dazugehérenden ISTDs (PEN-OH-Dy
bzw. PEN-COOH-D,) gegen die jeweilige Konzentration des Kalibrierstandards aufgetragen werden. Die linea-
ren Arbeitsbereiche fir die Bestimmung der Tebuconazol- und Penconazolmetaboliten entsprachen den von den
Methodenentwicklern angegebenen Konzentrationsbereichen. Beispielhafte Kalibriergeraden fiir die Bestimmung
von PEN-OH und PEN-COOH unter Verwendung strukturidentischer deuterierter ISTDs sind in Abbildung 7 gezeigt.

25 ~
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Abb.7 Kalibriergeraden fir die Bestimmung von PEN-OH und PEN-COOH in Urin unter Verwendung strukturidentischer deuterier-
ter ISTDs

Qualitatssicherung

Zur Sicherung der Qualitdt der Analysenergebnisse wurde gemiafl den Richtlinien der Bundesidrztekammer
und den Angaben in dem vor der Kommission veroffentlichten allgemeinen Kapitel verfahren (Bader et al. 2010;
Bundesirztekammer 2023).
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Beurteilung des Verfahrens

Die Methodenpriifer haben mit dem von ihnen verwendeten UPLC-MS/MS-System die gesamte Methode um-
fassend validiert. Dabei entsprachen sowohl die Prazisionsdaten als auch die Analytwiederfindungen den von den
Methodenentwicklern gefundenen guten Zuverlassigkeitskriterien. Die Untersuchung von dotierten Individualurinen
durch die Methodenpriifer ergab ebenfalls préazise und richtige Ergebnisse ohne Hinweis auf einen Matrixeffekt.

Bei der Methodenpriifung wurden die Nachweis- und Bestimmungsgrenzen mit der Kalibriergeradenmethode be-
stimmt. Die dquidistanten zehn-Punkt-Kalibriergeraden iiberspannten einen Konzentrationsbereich von 0,1-1,0 pg/L
Die in Tabelle 18 aufgefiihrten Nachweis- und Bestimmungsgrenzen fiir die Tebuconazolmetaboliten waren mit den
von den Methodenentwicklern angegebenen Werten vergleichbar, wahrend sich fiir die Penconazolmetaboliten bes-
sere Nachweis- und Bestimmungsgrenzen ergaben.

Tab.18 Nachweis- und Bestimmungsgrenzen fir die Bestimmung von TEB-OH, TEB-COOH, PEN-OH und PEN-COOH in Urin

Analyt Nachweisgrenze Bestimmungsgrenze
[mg/1] (g1

TEB-OH 0,07 0,21

TEB-COOH 0,08 0,26

PEN-OH 0,05 0,16

PEN-COOH 0,09 0,27

Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass die angepasste UPLC-Methode ebenfalls die prazise und richtige
Quantifizierung der wichtigsten Tebuconazol- und Penconazol-Metaboliten erméglicht.
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