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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 this biomonitoring
method for the simultaneous determination of the mercapturic acid of acrylo-
nitrile (S-(2-cyanoethyl)mercapturic acid, CEMA) and that of N,N-dimethylformamide
(N-acetyl-S-(N-methylcarbamoyl)cysteine, AMCC) in urine by LC-MS/MS. For determi-
nation, the urine samples are buffered to a pH value of 2.5 and online enrichment is per-
formed. Using integrated, automatic column-switching, the analytes are transferred in
back-flush mode onto the analytical column and quantified by tandem mass spectrom-
etry. Calibration is carried out using calibration standards prepared in pooled urine and
processed analogously to the samples. The isotope-labelled mercapturic acids, CEMA-D,
and AMCC-Dj, are used as internal standards. The method provides reliable and accu-
rate analytical results, as shown by the good precision data with standard deviations
no greater than 10%. Good accuracy data were obtained with mean relative recoveries
in the range of 102-105%. Limits of quantitation of 6.0 pg CEMA/I and 7.5 pg AMCC/1
were calculated. The method thus enables the biomonitoring of acrylonitrile and DMF
in occupational and environmental exposure ranges.
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Biomonitoring-Methoden — CEMA und AMCC in Urin

1 Kenndaten der Methode

Matrix und analytisches Messprinzip

Matrix Urin

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

Parameter und entsprechende Arbeitsstoffe

Arbeitsstoff CAS-Nr. Parameter CAS-Nr.
Acrylnitril 107-13-1 S-(2-Cyanoethyl)mercaptursidure (CEMA) 74514-75-3
N,N-Dimethylformamid (DMF) 68-12-2 N-Acetyl-S-(N-methylcarbamoyl)cystein (AMCC) 103974-29-4

Zuverlassigkeitskriterien

CEMA

Prazision in der Serie: Standardabweichung (rel.) s,,=4,8% bzw. 3,3%
Streubereich u=11,4%bzw. 7,8%
bei einer Konzentration von 35 pg oder 425 pg CEMA pro Liter Urin und
n =38 Bestimmungen

Priazision von Tag zu Tag: Standardabweichung (rel.) s,=6,4% bzw. 3,2%
Streubereich u=14,5%bzw. 7,2%
bei einer Konzentration von 36 pug oder 454 pg CEMA pro Liter Urin und
n =10 Bestimmungen

Richtigkeit: Wiederfindung (rel.) r=105% bzw. 103 %
bei einer dotierten Konzentration von 31 pg oder 412 pg CEMA pro Liter Urin und
n =38 Bestimmungen

Nachweisgrenze: 2,0 pg CEMA pro Liter Urin

Bestimmungsgrenze: 6,0 pg CEMA pro Liter Urin

AMCC

Prézision in der Serie: Standardabweichung (rel.) s,,=5,9% bzw. 3,4 %
Streubereich u=14,0% bzw. 8,0%
bei einer Konzentration von 46 pg oder 454 pg AMCC pro Liter Urin und
n =38 Bestimmungen

Prazision von Tag zu Tag: Standardabweichung (rel.) $,,=8,6% bzw. 9,6 %

Streubereich u=19,5% bzw. 21,7 %
bei einer Konzentration von 44 pg oder 442 pg AMCC pro Liter Urin und
n =10 Bestimmungen
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Richtigkeit: Wiederfindung (rel.) r=102% bzw. 104 %
bei einer dotierten Konzentration von 34 pg oder 428 ng AMCC pro Liter Urin und
n =38 Bestimmungen

Nachweisgrenze: 2,5 ng AMCC pro Liter Urin

Bestimmungsgrenze: 7,5 ng AMCC pro Liter Urin

2 Allgemeine Informationen zu Acrylnitril und Dimethylformamid

Acrylnitril

Acrylnitril liegt bei Raumtemperatur als eine farblose, leichtfliichtige Fliissigkeit mit stechendem Geruch vor und
neigt zur spontanen Polymerisation (IFA 2026). Es dient in groflem Umfang als Ausgangsstoff fiir die Herstellung von
Polyacrylnitril und dessen Copolymeren, wie beispielsweise Styrol-Acrylnitril, Acrylnitril-Butadien-Styrol oder Acryl-
nitril-Butadien-Kautschuk (Stayner et al. 2024). Weiterhin wird Acrylnitril fiir die industrielle Herstellung von Acryl-
sdure, Acrylestern und Acrylamid verwendet (IARC 1999, 2025) und auch als Insektizid eingesetzt (Brazdil 2026). Auf3er-
dem ist Acrylnitril Bestandteil des Tabakrauchs (IARC 1999; Kraus et al. 2010). Acrylnitril ist von der Kommission in
Kategorie 2 der krebserzeugenden Arbeitsstoffe eingestuft und mit einer H-Markierung (Gefahr durch Hautresorption)
sowie einer Sh-Markierung (Gefahr der Sensibilisierung der Haut) gekennzeichnet worden (DFG 2026). Die IARC stuft
Acrylnitril als krebserzeugend fiir den Menschen ein (Gruppe 1), da hinreichende Nachweise vorliegen, dass eine Expo-
sition gegen Acrylnitril Lungenkrebs verursacht (IARC 2025; Stayner et al. 2024). Eine Zusammenfassung der toxischen
Eigenschaften von Acrylnitril kann den entsprechenden Dokumentationen entnommen werden (Greim 1999; Henschler
1978; IARC 2025).

Neben der beruflichen Exposition in der chemischen Industrie, kann die Allgemeinbevélkerung durch Tabakrauch und
in geringerem Ausmaf} auch durch den Konsum von E-Zigaretten gegen Acrylnitril exponiert sein (Chen et al. 2023;
Stayner et al. 2024). Acrylnitril wird nach oraler, dermaler oder inhalativer Aufnahme rasch resorbiert und im gesam-
ten Korper verteilt (Greim 1999). Im Tierversuch konnte gezeigt werden, dass eine oral verabreichte Acrylnitrildosis
innerhalb von 24 Stunden zu 40-100% mit dem Urin ausgeschieden wird. Von deutlich geringerer Bedeutung ist die
Ausscheidung tiber die Lunge und die Faeces (Kraus et al. 2010). Fir die Elimination tiber die Niere ist die Konjuga-
tion von Acrylnitril und dessen Metaboliten mit Glutathion und die daraus resultierende Bildung von Mercaptursauren
von grofler Bedeutung. Abbildung 1 zeigt ein vereinfachtes Metabolismusschema von Acrylnitril im Menschen (nach
Fennell et al. (1991) und Sumner et al. (1999)). Durch Konjugation mit Glutathion und weitere metabolische Umwand-
lung dieser Konjugate entsteht die S-(2-Cyanoethyl)mercaptursiure (CEMA). Weitere Mercaptursiuren, die im Tier-
versuch nach Exposition gegen Acrylnitril nachgewiesen wurden, sind N-Acetyl-S-(1-cyano-2-hydroxyethyl)cystein
und N-Acetyl-S-(2-hydroxyethyl)cystein (Kraus et al. 2010). Die Eliminationshalbwertzeit von CEMA wird mit etwa
8 Stunden angegeben (Jakubowski et al. 1987). CEMA stellt daher einen klassischen Kurzzeitbiomarker fiir Acrylnitril-
belastungen dar. Als direkt alkylierend wirkendes Agens bindet in den Kérper aufgenommenes Acrylnitril auch leicht
an Makromolekiile, wie DNA, Proteine oder Himoglobin (Greim 1999; IARC 1999; Kraus et al. 2010). Als Langzeitmarker
einer Acrylnitrilexposition kann daher auch das Hamoglobinaddukt N-(2-Cyanoethyl)valin bestimmt werden. Metho-
den zur Bestimmung von N-(2-Cyanoethyl)valin in Blut wurden von der Kommission bereits publiziert (Christ et al.
2023; Schettgen et al. 2016; van Sittert et al. 1996).
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Abb.1 Vereinfachtes Metabolismusschema des Acrylnitrils (nach Fennell et al. (1991) und Sumner et al. (1999))

Von der Kommission wurden fiir Acrylnitril zwei Biologische Arbeitsstoff-Referenzwerte (BAR) als Beurteilungswerte
im biologischen Material festgelegt: 15 pg/g Kreatinin fiir die Mercaptursdure CEMA in Urin, wobei die Probenahme

am Schichtende erfolgen sollte, sowie 12 pmol/g Globin fiir das Hdmoglobinaddukt N-(2-Cyanoethyl)valin, wobei die
Probenahme nach mindestens drei Monaten Exposition erfolgen sollte. Fir N-(2-Cyanoethyl)valin liegen auch Expositi-

onséquivalente fiir krebserzeugende Arbeitsstoffe (EKA) vor (DFG 2026). Beide BAR wurden fiir Nichtraucher abgelei-
tet, da sowohl Raucher als auch Nichtraucher in der Regel hohere Werte aufweisen (Schettgen et al. 2009). Angaben zur
CEMA-Hintergrundbelastung von Rauchern und Nichtrauchern der Allgemeinbevilkerung kénnen der Begriindung
zum BAR bzw. EKA von 2021 entnommen werden (Jager et al. 2021). Neuere Daten zu CEMA-Gehalten im Urin der
beruflich nichtexponierten Allgemeinbevélkerung sind in Tabelle 1 dargestellt. In Tabelle 2 sind CEMA-Gehalte im Urin

beruflich gegen Acrylnitril exponierter Arbeiter zusammengestellt.

The MAK Collection for Occupational Health and Safety 2026, Vol 11, No 3



Biomonitoring-Methoden — CEMA und AMCC in Urin

[GMS] PUBLISSO® "

Tab.1 CEMA im Urin der beruflich nichtexponierten Allgemeinbevdlkerung

Studienkollektiv (Land; n;  QF NWG BG Mittelwert (SD) GM Median P95 Min-Max Literatur
Probe) (%] [ng1]  [ugl]
Zlgarettenraucher (China; 12; _ B 316 (203) pg/24 h - _ B _
24 h-Sammelurin) Liet al.
E-Zigarettenraucher (China; 11; 2024
24 h-Sammelurin) N N N 306 (230) pg/24 b - N N h
Nlchtrauc}.ler (USA; 63; _ _ 0,376 g/l - _ <NWG-8,85
Spontanurin) g/l
Zigarettenraucher (USA; 22; Chen et
Spontanurin) - - 0,015 - 0,588 pg/l - - 4,11-2056 pg/l al. 2023
E-Zlgarett(.fnraucher (USA; 33; _ _ 15pgl - B <NWG-128
Spontanurin) g/l
Nlchtraucber (Spanien; 25; B “NWG B “NWG “NWG “NWG
Spontanurin)

- Gallart-
Zigarettenraucher (USA; 14; 180 (80) pg/g 169 pg/g 52 ug/g 41-370 pg/g

- 33 11,0 L - s . . Mateu et
Spontanurin) Kreatinin Kreatinin Kreatinin ~ Kreatinin al. 2023
E—Zlgarettfenraucher (USA; 63; SNWG B “NWG “NWG “NWG
Spontanurin)
Nichtraucher (Italien; 38; 63 B B B 0,9 ug/g 2,1ug/g 3
Spontanurin) Kreatinin Kreatinin
Zigarettenraucher (Italien; 22; 100 _ 0.9 _ _ 163 ug/g 358 pg/g B Freltgzlo
Spontanurin) Kreatinin Kreatinin 2020 b
E-Zigarettenraucher (Italien; 7; %6 B B B 2,7 ug/g 365ug/g
Spontanurin) Kreatinin Kreatinin
Nichtraucher (Taiwan; 381; 2,98 (6,91) pg/l;
Spontanurin) - - 2,09 (6,65) pg/g - - - -
Kreatinin
Passivraucher (Taiwan; 326; 2,98 (6,86) pg/l; Lin et
Spontanurin) - 0,077 - 1,99 (5.99) pg/g - - - - )
. al. 2018
Kreatinin

Zigarettenraucher (Taiwan; 36;
Spontanurin) - -

98,8 (2,52) pg/l;
76,8 (2,35) ug/lg -
Kreatinin

BG: Bestimmungsgrenze; GM: geometrischer Mittelwert; n: Probenanzahl; NWG: Nachweisgrenze; P95: 95.

(quantitation frequency, gemessene Werte oberhalb der BG)

Perzentil; QF: Bestimmungshaufigkeit
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Tab.2 CEMA im Urin beruflich exponierter Arbeiter

Studienkollektiv (Land; n;  QF NWG BG Mittelwert (SD) GM Median P95 Min-Max Literatur
Probe) (%] [ng1]  [ugl]

Kokereiarbeiter, Nichtraucher
(Polen; 49; Spontanurin nach 88 - 3,7 pg/l - - 9,6 pg/l Frigerio
der Schicht) 0,9 et al.

2020 a

Kontrollen, Nichtraucher
(Polen; 49; Spontanurin)

98 - 1,4 pg/l - - 16,6 pg/l

Hoch exponierte Arbeiter 230 ug/g 3,43-2460

(Taiwan; 26; Spontanurin nach - - Kreatinin - /o Kreatinin
der Schicht) ne/g

Gering exponierte Arbeiter

Wu et
(Taiwan; 53, davon ca. 1/3 B 0,05 o1 143pg/g B 0,10-289 N ;10;
Raucher; Spontanurin nach der Kreatinin pg/g Kreatinin B

Schicht)

Kontrollen (Taiwan; 18, davon B 1,26 pg/g <NWG-61,3
2 Raucher; Spontanurin) Kreatinin pg/g Kreatinin

BG: Bestimmungsgrenze; GM: geometrischer Mittelwert; n: Probenanzahl; NWG: Nachweisgrenze; P95: 95. Perzentil; QF: Bestimmungshaufigkeit
(quantitation frequency, gemessene Werte oberhalb der BG)

Dimethylformamid (DMF)

DMF liegt bei Raumtemperatur als farblose, schwerfliichtige Fliissigkeit vor, die mit Wasser und vielen organischen
Loésungsmitteln mischbar ist. DMF wird vorrangig als Losungsmittel verwendet. Von grofler industrieller Bedeutung ist
der Einsatz von DMF als Losungsmittel bei der Herstellung von Polyacrylnitril (IARC 2018). An diesen Arbeitsplatzen ist
eine Mischexposition der Beschéftigten gegen DMF und Acrylnitril zu erwarten. Die IARC stuft DMF als wahrschein-
lich krebserzeugend beim Menschen ein (Gruppe 2A) (IARC 2018). DMF ist von der Kommission in Kategorie 4 der
krebserzeugenden Arbeitsstoffe eingestuft und mit einer H-Markierung (Gefahr durch Hautresorption) gekennzeichnet
worden. Der von der Kommission festgelegte MAK-Wert liegt bei 5 ml/m® (15 mg/m?) (DFG 2026). Weiterhin ist DMF
der Schwangerschaftsgruppe B zugeordnet. Der Hinweis auf Voraussetzung fiir die Schwangerschaftsgruppe C kann der
entsprechenden Begriindung der Kommission entnommen werden (Hartwig und MAK Commission 2017). Eine Zusam-
menfassung der toxischen Eigenschaften von DMF kann den entsprechenden Dokumentationen entnommen werden
(Greim 2006; Hartwig und MAK Commission 2016, 2019; Henschler 1992; IARC 2018).

DMF wird nach oraler, inhalativer oder dermaler Exposition leicht resorbiert und im Koérper verteilt (Henschler
1992). Beim Menschen wird etwa die Hilfte einer inhalativ aufgenommenen Dosis iiber den Urin wieder ausgeschie-
den (IARC 2018). Wichtige DMF-Metaboliten im Urin sind N-Methylformamid (NMF), N-Hydroxymethyl-N-methyl-
formamid (HMMF) sowie N-Acetyl-S-(N-methylcarbamoyl)cystein (AMCC). Die Halbwertszeit von NMF und HMMF
betrigt jeweils 2—7 Stunden. Die Halbwertszeit von AMCC ist mit 23-36 Stunden deutlich langer (IARC 2018; Kéfferlein
et al. 2005), wodurch bei regelmafliger beruflicher Exposition gegen DMF auch eine Akkumulation von AMCC tiber die
Arbeitswoche beobachtet wird (IARC 2018; Seitz et al. 2018). Die Halbwertszeit von DMF im Blut wird mit 1-2 Stunden
angegeben (Greim 2006). Abbildung 2 zeigt ein vereinfachtes Schema des DMF-Metabolismus im Menschen (nach IARC
(2018) und Kafferlein et al. (2005)). Studien am Menschen und tierexperimentelle Ergebnisse belegen, dass durch enzy-
matische Oxidation zuerst HMMF gebildet wird. Unter Formaldehydabspaltung entsteht NMF, das weiter zu N-Hydroxy-
methylformamid oxidiert wird, welches unter Formaldehydabspaltung zu Formamid weiterreagiert. Die Mercaptursaure
AMCC wird durch Glutathionkonjugation eines reaktiven Intermediats (Methylisocyanat) gebildet, das durch Oxida-
tion des NMF gebildet wird. Das Glutathionkonjugat S-(N-Methylcarbamoyl)glutathion durchliuft den Mercapturséure-
Stoffwechselweg und wird als AMCC mit dem Urin ausgeschieden. Methylisocyanat kann auch mit Makromolekiilen
reagieren und beispielsweise Himoglobinaddukte bilden.
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Abb.2 Vereinfachtes Metabolismusschema von DMF (nach IARC (2018) und Kéfferlein et al. (2005))

Auch die mit dem Urin ausgeschiedenen Metaboliten NMF und HMMF eignen sich als Biomarker, um eine Belastung mit
DMF zu erfassen. Fiir die Bestimmung dieser Parameter im Urin hat die Kommission bereits valide Analysemethoden
publiziert (Kafferlein et al. 2012; Scherer et al. 2018; Will et al. 2016). Bei HMMF, NMF und AMCC handelt es sich um
Kurzzeitbiomarker, die als Indikatoren fiir eine DMF-Exposition dienen, die innerhalb der letzten Stunden bis Tage vor
der Probenahme stattgefunden hat (Kafferlein et al. 2016).

Nach DMF-Exposition wird ferner die Bildung des Himoglobinaddukts N-(Methylcarbamoyl)valin (NMVal) beobachtet,
das ebenfalls ein Reaktionsprodukt des intermedidr gebildeten Methylisocyanats ist (Angerer et al. 1998; Seitz et al.
2018). NMVal wird als Biomarker fiir die kumulative DMF-Belastung in den letzten drei Monaten vor der Probenahme
eingesetzt. Eine Methode zur Bestimmung von NMVal in Blut nach Uberfithrung in das entsprechende Hydantoinderivat
3-Methyl-5-isopropylhydantoin (MIH) wurde von der Kommission bereits publiziert (Kafferlein et al. 2016).

Als Beurteilungswerte im biologischen Material wurden von der Kommission fiir DMF zwei Biologische Arbeits-
stoff-Toleranzwerte (BAT) festgelegt: fiir die Summe aus NMF und HMMF 20 mg/l Urin, sowie fiir die Mercaptur-
sdaure AMCC 25 mg/g Kreatinin. Die Probenahme sollte jeweils am Schichtende bzw. nach mehreren vorangegangenen
Schichten erfolgen (DFG 2026). Den Hinweis auf Voraussetzung fir die Schwangerschaftsgruppe C sowie Angaben
zu Hintergrundgehalten der gangigen DMF-Biomarker konnen der entsprechenden BAT-Begriindung der Kommission
entnommen werden (Goen et al. 2019).

Daten zum AMCC-Gehalt im Urin der beruflich nichtexponierten Allgemeinbevilkerung sind in Tabelle 3 dargestellt.
In Tabelle 4 sind AMCC-Gehalte im Urin beruflich gegen DMF exponierter Arbeiter gegeben.
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Tab.3 AMCC im Urin der beruflich nichtexponierten Allgemeinbevélkerung

Raucherstatus (Land; n; QF NWG BG Mittelwert (SD) GM Median P95 Min-Max Literatur
Probe) (%] [ng1]  [ugl]
Nlchtrauc}?er (USA; 1377, B _ _ 011 mg/l - 047 mgl -
Spontanurin) NCEH
6,26
Raucher (USA; 779; 2021
Spontanurin) - - - 0,39 mg/l - 1,58 mg/1 -
Nichtraucher (Italien; 38; 100 _ _ _ 0,142 mg/g 0434 mg/g
Spontanurin) Kreatinin Kreatinin
Zigarettenraucher (Italien; 22; 100 _ s - _ 0,405 mg/g 0,844 mg/g Freltgzlo
Spontanurin) Kreatinin Kreatinin 2020 b
E-Zigarettenraucher (Italien; 7; 100 _ _ B 0,243 mg/g  0519mg/g
Spontanurin) Kreatinin Kreatinin
Nichtraucher (Deutschland; 14; <BG-0,50 mg/1
. 0,11 mg/1
Spontanurin) (0,047-0,45
- - - - (0,10 mg/g -
Kreatinin) me/g
50 Kreatinin) Schettgen
, et al. 2008
Raucher (Deutschland; 14; 0,82 mg/1 0,12-1,45 mg/1
Spontanurin) - - - - (0,59 mg/g - (0,20-1,15 mg/g
Kreatinin) Kreatinin)
Nichtraucher (ltalien; 21; - - 5(2,5) mg/l 45mgl  38mgl - 1,9-10,5 mg/l
Spontanurin) Perbellini
; 1800 et al. 2001
Raucher (talien; 19; - - 4,5 (1,6) mg/l 42mgl  44mgl - 1,8-7,3 mg/l '

Spontanurin)

BG: Bestimmungsgrenze; GM: geometrischer Mittelwert; n: Probenanzahl; NWG: Nachweisgrenze; P95: 95. Perzentil; QF: Bestimmungshaufigkeit
(quantitation frequency, gemessene Werte oberhalb der BG)

Tab.4 AMCC im Urin beruflich exponierter Arbeiter

Studienkollektiv (Land; n;  QF NWG BG Mittelwert (SD) GM Median P95 Min-Max Literatur
Probe) [#]  [ngll  [ngll
Arbeiter in einer Wu et
Kunstlederfabrik (China; 263; - - 200 - - 84,8 mg/1 278 mg/1 - al ;&7
Spontanurin) ’
Arbeiter in der Herstellung von 9,42 (10,4) mg/ 484 mg/ <BG-49.6
Kunstfasern (Deutschland; 208; — AEl L mEe SLMEE o
. Kreatinin Kreatinin mg/g Kreatinin
Spontanurin) Kilo et
50 15

. > al. 2016
Kontrollen in der Herstellung 0,28 (0,21) mg/g 021 mg/g <BG-1.16
von Kunstfasern (Deutschland; - Kreatinin - Kreatinin - ma/e Kreatinin
174; Spontanurin) ca e &/g frea
Hoch exponierte Arbeiter in 45,5 mg/1 He et
einer organisch-chemischen - - 400 - (19,6 mg/g — - 7.4-145.7 mg/1 12010
Fabrik (China; 22; Spontanurin) Kreatinin) a
Arbeiterinder - - 1000  22,5mg/l - 124mgl  739mg/l 1L0-134mgl o tein
Polyacrylfaserindustrie t al. 2004
(Deutschland; 34; Spontanurin) ~ - 30 20,2 mg/l - 11,4 mg/l 644mg/l  06-117mg/l €2
Arbeiter in einer Perbellini
Kunstlederfabrik, (Italien; 20; - - 1,8mg/l 63,5mg/l 552mg/l 591mgl - 16-170 mg/l ete:ﬂ 62001

Spontanurin)
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Tab.4 (Fortsetzung)

Studienkollektiv (Land; n;  QF NWG BG Mittelwert (SD) GM Median P95 Min-Max Literatur
Probe) (%] [ngl]  [ug/l]
Arbeiter in der

. . B B 14,2 (156) mg/g 8,78 mg/g 46,8 mg/g <BG-82,1 Kafferlein
Polyacrylfaserindustrie 0.5 mg/l Kreatinin Kreatinin Kreatinin ~ mg/g Kreatinin et al. 2000

(Deutschland; 92; Spontanurin)

Arbeiter in der .
Polyurethanproduktion (Japan; - - - 220 (10)mglg  _ - - - Sakai et

Kreatini 1. 1995
10; Spontanurin) reatinin )

BG: Bestimmungsgrenze; GM: geometrischer Mittelwert; n: Probenanzahl; NWG: Nachweisgrenze; P95: 95. Perzentil; QF: Bestimmungshaufigkeit
(quantitation frequency, gemessene Werte oberhalb der BG)

3 Grundlage des Verfahrens

Das hier beschriebene Verfahren dient der simultanen Erfassung der Mercaptursduren von Acrylnitril (S-2-Cyano-
ethyl)mercaptursdure, CEMA) und Dimethylformamid (N-Acetyl-S-(N-methylcarbamoyl)cystein, AMCC) in Urin. Zur
Bestimmung werden die auf pH 2,5 gepufferten Urinproben einer Online-Anreicherung unterzogen. Durch integrierte
automatische Saulenschaltung werden die Analyten im Backflush-Modus auf die analytische Saule tiberfithrt, wo sie
chromatographisch aufgetrennt werden. Die Quantifizierung erfolgt mit Tandem-Massenspektrometrie. Die Kalibrie-
rung erfolgt mit Kalibrierstandards, die in Poolurin angesetzt und in der gleichen Weise aufgearbeitet werden, wie
die zu analysierenden Proben. Als interne Standards werden den Urinproben die isotopenmarkierten Mercaptursiauren
CEMA-D, und AMCC-D, zugesetzt.

4 Geriate, Chemikalien und L6sungen

4.1 Gerate

o  HPLC-Anlage mit einer biniren und einer quaterniren Pumpe, Vakuumentgaser und Autosampler (z.B. Series 1100
mit G 1311 A, G 1322 A und G 1313 A, Agilent Technologies Deutschland GmbH, Waldbronn)

o Triple-Quadrupol-Massenspektrometer (z.B. API 2000, AB SCIEX Germany GmbH, Darmstadt)

«  Analytische HPLC-Saule (z.B. Nr. 00F-4337-Y0, Synergi™ MaxRP C12 (3,0 mm x 150 mm, 4 pm) mit C12-Vorséule,
Phenomenex Ltd. Deutschland, Aschaffenburg)

o Vorsidulenfilter (4,6 mm x3 mm, Porengréfie: 0,5 pm) mit Kartusche (z.B. Nr. 57677 und Nr. 57675U, Restek
Corporation, Bellefonte, USA)

. Kartuschenhalter (z.B. Nr. 150017, manu-CART® fiir LiChroCart® 25-4 HPLC, Merck KGaA, Darmstadt)

. Nicht mehr erhaltliche Anreicherungsséiule, die bei der Methodenentwicklung verwendet wurde (Nr. 150947,

restricted access material (RAM)-Phase, LiChrospher RP-18 ADS LiChroCart® 25-4 (25 mmx4 mm, 25 pm),
Merck KGaA, Darmstadt)

«  Anreicherungssiule, die bei der Methodenpriifung verwendet wurde (Nr. 00M-S036-B0-CB, Strata™-X 25 pm
On-Line Extraction (20x2,0 mm), restricted access material (RAM)-Phase, Phenomenex Ltd. Deutschland,
Aschaffenburg)

o Laborzentrifuge (z.B. Megafuge™, Heraeus Holding GmbH, Hanau)
o Vortex-Schiittler (z.B. Vortex 2, IKA-Werke GmbH & Co. KG, Staufen)

. 1,8-ml-Gewindeflaschchen, klar, mit 8-mm-Schraubdeckeln mit PTFE-kaschierten Septen (z.B. Nr. 548-0018 und
Nr. 548-0024, VWR International GmbH, Darmstadt)
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13-ml-Kunststoffrohrchen mit Deckel (z.B. Nr. HERE1130708, VWR International GmbH, Darmstadt)
Mikroliterpipetten, variabel einstellbar (z.B. Eppendorf AG, Hamburg)

Multipetten® (z.B. M4, Eppendorf AG, Hamburg)

Verschiedene Messkolben und Bechergléser (z.B. DURAN®, Schott AG, Mainz)
1000-ml-HPLC-Fliefmittelflaschen (z.B. DURAN®, Schott AG, Mainz)

Magnetriihrer (z. B. RSM-10HS, Phoenix Instrument GmbH, Garbsen)

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

Urinsammelbecher (z.B. aus Polypropylen) (z.B. Sarstedt AG & Co. KG, Nimbrecht)

4.2 Chemikalien

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

AMCC (N-Acetyl-S-(N-methylcarbamoyl)cystein) (z.B. Nr. 90914, Merck KGaA, Darmstadt)

CEMA (N-Acetyl-S-(cyanoethyl)cystein) (z. B. Auftragssynthese, Max-Planck-Institut fiir Multidisziplindre Natur-
wissenschaften, Abteilung fiir Synthesechemie, Gottingen)

AMCC-D, (z.B. Nr. A186 627, Toronto Research Chemicals Inc., Toronto, Kanada)

CEMA-D, (z.B. Nr. A172087, Toronto Research Chemicals Inc., Toronto, Kanada)

Ameisensdure 98-100 %, firr die Analyse, EMSURE® ACS (z.B. Nr. 1.00264, Merck KGaA, Darmstadt)
Ammoniumformiat >=99,0 %, LiChropur™ (z.B. Nr. 70221, Merck KGaA, Darmstadt)

Essigsdure (Eisessig) 100 %, wasserfrei fir die Analyse, EMSURE® ACS (z.B. Nr. 1.00063, Merck KGaA, Darmstadt)
Hochreines Wasser (z.B. Nr. 83645-320, VWR International GmbH, Darmstadt)

Methanol =99,9 %, LiChrosolv™ (z.B. Nr. 1.06035, Merck KGaA, Darmstadt)

4.3 Losungen

Ammoniumformiatpuffer (50 mmol/l, pH 2,5)

In einem Becherglas werden genau 1,58 g Ammoniumformiat eingewogen und in etwa 400 ml hochreinem Was-
ser gelost. Mittels pH-Meter erfolgt im Anschluss die Einstellung auf pH 2,5 mit Ameisensaure. Die Losung wird
quantitativ in einen 500-ml-Messkolben iiberfithrt und der Messkolben bis zur Markierung mit hochreinem Wasser
aufgefiillt.

Wiissrige Essigsdure (1 %)

In einem 1000-ml-Messkolben werden etwa 800 ml hochreines Wasser vorgelegt und 10 ml Eisessig zugegeben.
Anschlieflend wird der Messkolben bis zur Markierung mit hochreinem Wasser aufgefiillt.

Die Losungen sind bei Raumtemperatur mindestens drei Monate stabil.

4.4

Interne Standards (ISTDs)

ISTD-Stammlésungen (1000 mg/1)
In je einem 10-ml-Messkolben werden je 10 mg AMCC-D, bzw. CEMA-D, genau eingewogen und in Methanol
gelost. Die Kolben werden anschlieBend mit Methanol bis zur Markierung aufgefiillt.
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«  ISTD-Dotierlésung (30 mg/l AMCC-D, und 10 mg/l CEMA-D,)
In einen 10-ml-Messkolben werden 300 pl der AMCC-D,-Stamml6sung sowie 100 pl der CEMA-D,-Stammlésung
pipettiert. Der Kolben wird anschlieBend mit Methanol bis zur Markierung aufgefiillt.

Die ISTD-Stammlésungen und die ISTD-Dotierlosung werden bei —20°C gelagert und sind unter diesen Bedingungen
mindestens sechs Monate stabil.

4.5 Kalibrierstandards

o Stamml6sungen (1000 mg/1)
In jeweils einem 10-ml-Messkolben werden 10 mg CEMA bzw. AMCC genau eingewogen und in Methanol gelst.
Die Kolben werden anschlieend mit Methanol bis zur Markierung aufgefullt.

«  Dotierlosung I (10 mg/l)
In einen 10-ml-Messkolben werden jeweils 100 pl der Stammlésungen pipettiert. Der Kolben wird anschlielend
mit Methanol bis zur Markierung aufgefiillt.

o Dotierlosung II (1 mg/1)
In einen 10-ml-Messkolben wird 1 ml der Dotierlosung I pipettiert. Der Kolben wird anschlieend mit Methanol
bis zur Markierung aufgefiillt.

Die Stamm- und Dotierl6sungen werden bei —20 °C gelagert und sind unter diesen Bedingungen mindestens sechs Mona-
te stabil.

Fiir die Kalibrierung wird Poolurin von beruflich nicht gegen die Arbeitsstoffe belasteten Personen verwendet. Fiir die
Herstellung der Kalibrierstandards wird der Urin nach dem in Tabelle 5 dargestellten Pipettierschema mit den Dotierl6-
sungen der Analyten versetzt. Zur Ermittlung des Leerwerts wird undotierter Poolurin mitgefiihrt. Hintergrundgehalte
der jeweiligen Analyten in diesem Urin werden durch Subtraktion beriicksichtigt.

Tab.5 Pipettierschema zur Herstellung der Kalibrierstandards fur die Bestimmung von CEMA und AMCC in Urin

Kalibrierstandard Dotierlosung II Dotierl6sung I Poolurin Analytkonzentration
[u] [ul] [nl] (mg/]
0 0 - 1000 0
1 10 - 990 10
2 50 - 950 50
3 - 10 990 100
4 - 25 975 250
5 - 50 950 500
6 - 100 900 1000

Die Kalibrierstandards konnen auch in einem grofieren Ansatz hergestellt werden. In diesem Fall werden die Kalibrier-
standards nach der Herstellung zu 1 ml in 13-ml-Kunststoffréhrchen aliquotiert und bei -20°C gelagert. Unter diesen
Bedingungen sind die Kalibrierstandards mindestens sechs Monate stabil.
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5 Probenahme und Probenaufbereitung

5.1 Probenahme

Die Urinproben werden in verschlieSbaren Urinsammelbechern gesammelt und bis zur Probenaufbereitung bei -20°C
gelagert. So gelagert sind die Analyten im Urin mindestens ein halbes Jahr stabil.

5.2 Probenaufbereitung

Vor der Analyse werden die Urinproben bei Raumtemperatur aufgetaut und gut durchmischt. Ein Aliquot von 1 ml Urin
wird in ein 13-ml-Kunststoffréhrchen tiberfithrt und mit 1 ml des Ammoniumformiatpuffers, 20 pl Ameisensiure sowie
20 pl der ISTD-Dotierlosung versetzt. Die Probe wird auf einem Vortex-Schiittler gut durchmischt und bei 1500 x g fiir
10 min zentrifugiert. AnschlieBend wird 1 ml des Uberstandes in ein 1,8-ml-Vial iiberfiihrt. Zur Analyse werden jeweils
100 pl der Probe in das LC-MS/MS-Gerit injiziert.

6 Instrumentelle Arbeitsbedingungen

Die analytischen Messungen erfolgten an einer Geratekombination bestehend aus einer HPLC-Anlage und einem Tan-
demmassenspektrometer. Fiir die Online-Probenaufarbeitung und Trennung mittels HPLC werden zwei HPLC-Pumpen
benotigt (hier: isokratische Pumpe P1 und quaterndre Pumpe P2). Die Anreicherungssédule und die analytische Saule
werden iiber ein Sechs-Wege-Ventil miteinander gekoppelt (Abbildung 3).

6.1 Flissigkeitschromatographie

Anreicherungssiule: LiChrospher RP-18 ADS (25 mm x 4 mm, 25 pm)
Analytische Saule: Synergi™ MaxRP C12 (3,0 x 150 mm, 4 pm)
Trennprinzip: Umbkehrphase (reversed phase)

Mobile Phase der Pumpe P1: Eluent A: wissrige Essigsdure (1 %)

Mobile Phasen der Pumpe P2: Eluent B: hochreines Wasser

Eluent C: Methanol
Eluent D: wassrige Essigsaure (1 %)

Flussrate der Pumpe P1: 0,5 ml/min
Flussrate der Pumpe P2: 0,4 ml/min
Injektionsvolumen: 100 pl

Gradientenprogramm fiir Pumpe P2: siehe Tabelle 6
Schaltprogramm des Ventils: siehe Tabelle 7
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Tab.6 Gradientenprogramm der quaternéaren Pumpe P2 zur chromatographischen Trennung der Analyten

Zeit Eluent B Eluent C Eluent D
[min] [%] [%] [%]
0 75 5 20
1,5 75 5 20
6,5 30 50 20
9,0 30 50 20
11,0 10 70 20
13,0 10 70 20
16,0 75 5 20
23,0 75 5 20

Tab.7  Schaltprogramm des Sechs-Wege-Ventils (siehe auch Abbildung 3)

Zeit Schaltposition Beschreibung
[min]
0,0-1,5 A Anreicherung der Analyten auf der RAM-Phase iiber Pumpe P1, Equilibrierung der analytischen Saule
iiber Pumpe P2
1,5-13,0 B Uberfithrung der Analyten von der RAM-Phase auf analytische Séule iiber Pumpe P2,

chromatographische Trennung der Analyten

13,0-23,0 A Rekonditionierung der RAM-Phase iiber Pumpe P1, Equilibrierung beider Saulen

Es empfiehlt sich, vor die RAM-Phase einen Partikelfilter einzufiigen, um Verstopfungen der RAM-Phase zu vermeiden.
Alle anderen Parameter sind nach Herstellerangaben zu optimieren. In Abbildung 3 ist eine schematische Skizze der
Schaltpositionen dargestellt.
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Abb.3 Skizze der LC-MS/MS-Apparatur mit lllustration der Schaltoptionen A (griin) und B (blau) des Sechs-Wege-Ventils

6.2 Tandem-Massenspektrometrie

Ionisierung: Elektrospray, negativ (ESI-)
Ionenspray-Spannung: -4500 V

Quellentemperatur: 475°C

Dwelltime: 100 ms

Curtain-Gas: Stickstoff, 241 kPa

Nebuliser-Gas: Stickstoff, 241 kPa
Turbo-Heater-Gas: Stickstoff, 483 kPa

Kollisionsgas: Stickstoff, 3 Instrumenteneinheiten
Detektionsmodus: Multiple Reaction Monitoring (MRM)
Parameterspezifische Einstellungen: siehe Tabelle 8

Die geritespezifischen 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 wahrend der Metho-
denentwicklung verwendete System bestimmt und optimiert worden.

The MAK Collection for Occupational Health and Safety 2026, Vol 11, No 3 14



Biomonitoring-Methoden — CEMA und AMCC in Urin

[GMS] PUBLISSOS:

Tab.8 Parameterspezifische Einstellungen und Retentionszeiten der Analyten

Analyt oder ISTD Vorliaufer-Ion Produkt-Ion Kollisionsenergie Retentionszeit
(m/2) (m/z) [V] [min]
84,0 -24
AMCC 219,0 10,03
161,9 -12
85,9 -18
CEMA 215,0 10,48
162,0 -13
AMCC-Dq 222,0 165,2 -10 10,01
CEMA-D, 218,0 85,9 -20 10,43

Die in Tabelle 8 angegebenen Retentionszeiten kénnen nur als Anhaltspunkt dienen. Der Anwender der Methode hat
sich selbst von der Trennleistung der von ihm verwendeten analytischen Sdule und dem daraus resultierenden Reten-

tionsverhalten der Substanzen zu tiberzeugen.

In den Abbildungen 4 und 5 sind beispielhaft Chromatogramme aufgearbeiteter nativer Urinproben dargestellt.
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Abb.4 Chromatogramm einer aufgearbeiteten nativen Urinprobe (ermittelte Gehalte: CEMA 4,2 pg/l; AMCC < NWG)
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Abb. 5

Chromatogramm einer aufgearbeiteten nativen Urinprobe (ermittelte Gehalte: CEMA 74,4 pg/l; AMCC 249,1 ug/l)
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7 Analytische Bestimmung

Zur analytischen Bestimmung der nach Abschnitt 5.2 aufgearbeiteten Urinproben wird ein Aliquot von 100 pl mittels
Autosampler in das LC-MS/MS-System injiziert. Nach Online-Anreicherung und chromatographischer Trennung der
Analyten werden diese anhand der Retentionszeiten sowie der charakteristischen Ionenspuren identifiziert (siehe
Tabelle 8). Bei jeder Analysenserie wird Poolurin als Leerwert sowie mindestens eine Qualitdtskontrollprobe mitana-

lysiert.

8 Kalibrierung

Die Kalibrierstandards (siehe Abschnitt 4.5) werden analog zu den Urinproben gemafl Abschnitt 5 aufgearbeitet und
entsprechend den Abschnitten 6 und 7 analysiert. Die Kalibriergeraden werden erstellt, indem die Quotienten aus den
Peakflachen des Analyten und des jeweiligen ISTDs gegen die dotierten Konzentrationen der Kalibrierstandards aufge-
tragen werden. Die Kalibriergeraden sind im Bereich von der Nachweisgrenze bis 1000 pg/1 linear. Beispielhafte Kali-
briergeraden sind in Abbildung 6 gegeben.

6 5 -
y=0,0042x +0,1194 y=0,0044x +0,0251 |
5 R=09999 .l R =09998 .-

4

Peakfldchenverhaltnis
(AMCC/AMCC-D;)
w
Peakflachenverhiltnis
(CEMA/CEMA-D;)

0 200 400 600 800 1000 1200 0 200 400 600 800 1000 1200
AMCC [pg/l] CEMA [pg/l]

Abb.6 Bespielhafte Kalibriergeraden zur Bestimmung von CEMA und AMCC in Urin

9 Berechnung der Analysenergebnisse

Der Analytgehalt einer Probe wird bestimmt, indem der Quotient aus der Peakflache des Analyten und der Peakflache
des dazugehorigen ISTDs gebildet und in die Kalibrierfunktion des zugehérigen Analysenlaufs eingesetzt wird, wobei
die Analytkonzentration in pg/l erhalten wird. Eventuell auftretende Reagenzienleerwerte werden durch Subtraktion

beriicksichtigt.

10 Standardisierung der Messergebnisse und Qualitdtssicherung

Zur Sicherung der Qualitat der Analysenergebnisse wird gemaf; den Richtlinien der Bundesarztekammer und den Anga-
ben in dem von der Kommission veréffentlichten allgemeinen Kapitel verfahren (Bader et al. 2010; Bundeséarztekammer
2023).

Zur Prazisionskontrolle werden mit jeder Analysenserie mindestens zwei Urinproben, die bekannte und konstante Ana-
lytkonzentrationen aufweisen, als Qualitatskontrolle untersucht. Da ein derartiges Qualitdtskontrollmaterial kommer-
ziell nicht erhéltlich ist, muss es selbst im Labor hergestellt werden. Dazu wird Poolurin mit einer definierten Menge der
Analyten dotiert, aliquotiert und bei —20°C gelagert. Von diesem Kontrollmaterial werden je Analyt zwei Konzentrati-
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onsstufen hergestellt, so dass die Konzentration des Kontrollmaterials im entscheidungsrelevanten Konzentrationsbe-
reich liegt (z.B. 40 pg/l und 400 pg/l). Die Sollwerte und die Toleranzbereiche der Qualitdtskontrollmaterialien werden
im Rahmen einer Vorperiode (an zehn Tagen je eine Analyse der Kontrollmaterialien) ermittelt (Bader et al. 2010).

Zusétzlich wird bei jeder Analysenserie ein Reagenzienleerwert, bestehend aus 1000 pl hochreinem Wasser, mitgefiihrt.
Der Reagenzienleerwert wird analog zu den Urinproben aufgearbeitet und analysiert.

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

Zur Bestimmung der Prézision in der Serie wurde das nach Abschnitt 10 hergestellte Qualitatskontrollmaterial parallel
aufgearbeitet und vermessen. Bei der achtfachen Bestimmung dieser Urinproben ergaben sich die in Tabelle 9 doku-
mentierten Prazisionsdaten.

Tab.9 Prazision in der Serie fur die Bestimmung von CEMA und AMCC in Urin (n=8)

Analyt Gemessene Konzentration Standardabweichung (rel.) s, Streubereich u
[ng/1] [#] [%]
35,4 4,8 114
CEMA
425 33 7,8
45,9 59 14,0
AMCC
454 3,4 8,0

Zur Ermittlung der Prézision von Tag zu Tag wurden die Qualitdtskontrollproben an zehn unterschiedlichen Tagen
aufgearbeitet und analysiert. Daraus ergaben sich die in Tabelle 10 dokumentierten Prazisionsdaten.

Tab. 10 Prazision von Tag zu Tag firr die Bestimmung von CEMA und AMCC in Urin (n =10)

Analyt Gemessene Konzentration Standardabweichung (rel.) s, Streubereich u
[mg/1] [#] [#]
35,9 6,4 14,5
CEMA
454 3,2 7,2
43,8 8,6 19,5
AMCC
442 9,6 21,7

11.2 Richtigkeit

Die Bestimmung der Richtigkeit erfolgte anhand der Daten zur Prézision in der Serie unter Beriicksichtigung der
im Poolurin enthaltenen Hintergrundgehalte der Analyten. Die so berechneten relativen Wiederfindungen sind in
Tabelle 11 dargestellt.
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Tab.11 Mittlere relative Wiederfindungen bei der Bestimmung von CEMA und AMCC in Urin (n =8)

Analyt Dotierte Konzentration Mittlere Wiederfindung (rel.) r Bereich
[ng/1] [#] [%]
30,9 105 98,7-114
CEMA
412 103 99,0-110
34,2 102 91,6-112
AMCC
428 104 98,2-110

11.3 Nachweis- und Bestimmungsgrenzen

Die Nachweisgrenze wurde aus dem dreifachen Signal/Rausch-Verhiltnis abgeschatzt. Die Bestimmungsgrenze wurde
analog berechnet aus dem neunfachen Signal/Rausch-Verhéltnis. Tabelle 12 zeigt die so ermittelten Nachweis- und
Bestimmungsgrenzen der einzelnen Analyten.

Tab.12 Nachweis- und Bestimmungsgrenzen fiir die Bestimmung von CEMA und AMCC in Urin

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

CEMA 2,0 6,0

AMCC 2,5 7,5

11.4 Storeinfliisse

Bei stark matrixbelasteten Urinproben kann ein Quenching-Effekt auftreten, der die Ionisierung der Analyten suppri-
miert und so in manchen Fallen zu héheren Nachweisgrenzen als angegeben fiithrt. Durch den Einsatz der isotopenmar-
kierten internen Standards konnen die gegebenenfalls auftretenden Matrixeffekte jedoch effizient kompensiert werden.

Um die gute chromatographische Auflosung aufrechtzuerhalten, sollten nach ca. 100 Injektionen sowohl die Vorsaule
als auch der Partikelfilter erneuert werden. Bei der Priiffung der Methode wurde auf den Einsatz eines Vorsaulenfilters
ganz verzichtet.

Da die bei der Methodenentwicklung eingesetzte Anreicherungssiule (LiChrospher RP-18 ADS LiChroCart® 25-4
(25 mm x4 mm, 25 pm), Merck KGaA, Darmstadt) zum Zeitpunkt der Priifung nicht mehr kommerziell erhaltlich
war, wurde eine andere Siule (Strata™-X 25 pm On-Line Extraction (20 x 2,0 mm), Phenomenex Ltd. Deutschland,
Aschaffenburg) verwendet. Dariiber hinaus wurden bei der Priifung statt 100 pl nur 20 pl der Probe injiziert, da sich
dadurch eine bessere Peakform ergab. Auch mit diesen Anderungen lief sich die Methode gut nachstellen. Zur Bestim-
mung sehr geringer Analytgehalte sollte allerdings ein Injektionsvolumen von 100 pl eingesetzt werden.

12 Diskussion der Methode

Das vorgestellte analytische Verfahren erméglicht die simultane Bestimmung der Mercaptursduren CEMA und AMCC
als spezifische Biomarker der Arbeitsstoffe Acrylnitril und DMF in humanen Urinproben. Dies ist insbesondere fiir das
Biomonitoring von Beschéftigten in der Polyacrylnitrilfaserproduktion von Bedeutung, in der eine simultane Exposition
gegen beide Stoffe zu erwarten ist (IARC 2018).

Generell zeichnet sich das Verfahren durch eine einfache Probenvorbereitung aus, da die Proben nach Verdiinnung
mit Puffer mittels Online-SPE mit automatischer Saulenschaltung angereichert und aufgereinigt werden; hierdurch
wird ein hoher Probendurchsatz méglich. Die erhobenen Validierungsdaten belegen eine gute Reproduzierbarkeit und
Richtigkeit der Methode, mit relativen Standardabweichungen unter 6 % bei Messung in der Serie und unter 10 % bei
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Messung von Tag zu Tag. Auch die Richtigkeit mit mittleren relativen Wiederfindungen zwischen 102 % und 105 % ist
als sehr gut zu bezeichnen.

Mit einer Bestimmungsgrenze von 7,5 pg AMCC und 6,0 pg CEMA pro Liter Urin lasst sich die AMCC-Hintergrund-
belastung und zum Teil auch die CEMA-Hintergrundbelastung der nichtrauchenden, beruflich nicht belasteten Allge-
meinbevolkerung sensitiv erfassen. Die durchweg sehr guten Validierungsdaten wurden bei der externen Priifung der
Methode in einem zweiten, unabhéngigen Labor bestatigt.

Bei alteren Methoden zur Bestimmung von AMCC in Urin ist die erreichte Sensitivitat deutlich geringer als die der
hier beschriebenen Methode. So ermittelten Perbellini et al. (2001) fiir ihre HPLC-UV-Methode eine Bestimmungsgrenze
fiir AMCC von 1800 pg/l. He et al. (2010) gaben fiir AMCC eine Bestimmungsgrenze in einem dhnlichen Bereich an,
wobei dort die Urinprobe nach SPE mit HPLC und Photodioden-Array-Detektor analysiert wurde. Die Bestimmung von
AMCC mittels UPLC-MS/MS fiihrte zu einer Nachweisgrenze von 200 pg/l (Sohn et al. 2005; Wu et al. 2017). Mittels
HPLC-MS/MS konnten Schettgen et al. (2012) AMCC in Urin mit einer Bestimmungsgrenze von 15 pg/l nachweisen.
Eine noch hohere Sensitivitat wurde hingegen von Frigerio et al. (2019) beschrieben, die neben AMCC und CEMA auch
noch weitere Mercaptursiuren simultan im Urin bestimmt haben. Mittels LC-MS/MS wurden hier Bestimmungsgrenzen
von 2 pg/l (AMCC) sowie 0,9 pg/l (CEMA) erreicht.

Insgesamt eignet sich das hier beschriebene Verfahren sehr gut, um eine simultane Exposition gegen Acrylnitril und
DMF am Arbeitsplatz tiber eine Bestimmung spezifischer Metaboliten im Urin zu erfassen und die Einhaltung der aktu-
ellen biologischen Beurteilungswerte fiir beide Arbeitsstoffe zu iiberpriifen. Auch zur Differenzierung zwischen Rau-
chern und Nichtrauchern anhand der CEMA-Konzentration im Urin ist das Verfahren gut geeignet.

Verwendete Messgeriate HPLC-Anlage (Series 1100) mit einer bindren und einer quaterniren Pumpe (G 1311 A),
Vakuum-Entgaser (G 1322 A) und Autosampler (G 1313 A) (Agilent Technologies Deutschland GmbH, Waldbronn);
Triple-Quadrupol-Massenspektrometer (API 2000, AB SCIEX Germany GmbH, Darmstadt)
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