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1-Bromopropane and 2-bromopropane -
Determination of 1-bromopropane and
2-bromopropane in urine by dynamic
headspace GC/MS

[1- und 2-Brompropan - Bestimmung von
1- und 2-Brompropan in Urin mittels
dynamischer Headspace GC/MS]

Biomonitoring Methods in German language

B. RofSbach’, E. RifSler’, L.T. Budnik? S. Finger?, Th. Goen®*, A. Hartwig**, MAK Commission®*

DOI: 10.1002/3527600418.bi10694d0022

Abstract

The working group “Analyses in Biological Materials” of the Permanent Senate Commission for the Investiga-
tion of Health Hazards of Chemical Compounds in the Work Area verified the presented biomonitoring
method.

The analytical method described herein permits the sensitive determination of both unmetabolised 1-bromo-
propane and 2-bromopropane in urine. Prior to the determination using GC-MS in the Single-Ion-Mode
(SIM), the analytes are extracted and enriched using Headspace Solid Phase Dynamic Extraction (SPDE). To
this end, the urine samples are incubated at 50 °C and the analytes are extracted from the gas phase using
SPDE. The headspace extract is then injected into the gas chomatograph for separation and mass spectrome-
tric analysis. Calibration standards are prepared in urine and processed in the same way as the samples to be
analysed. Deuterated benzene is used as the internal standard (IS).
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1- und 2-Brompropan - Bestim-
mung von 1- und 2-Brompropan
in Urin mittels dynamischer Head-
space-GC/MS

Matrix: Urin
Arbeitsstoffe: 1-Brompropan und 2-Brompropan

Analyt. Messprinzip: Headspace-Gaschromatographie mit massenspektro-
metrischer Detektion (HS-GC/MS)

Abgeschlossenim:  Oktober 2013

Ubersicht iiber die mit dieser Methode erfassbaren Parameter und die entsprechen-
den Arbeitsstofte:

Arbeitsstoff CAS Parameter CAS
1-Brompropan 106-94-5 1-Brompropan 106-94-5
2-Brompropan 75-26-3 2-Brompropan 75-26-3
Zusammenfassung

Das beschriebene Analysenverfahren ermoglicht die sensitive Bestimmung von
nicht metabolisiertem 1- und 2-Brompropan im Urin. Die Bestimmung der Ana-
lyten erfolgt mittels GC-MS im Single-Ion-Modus (SIM) nach Extraktion und An-
reicherung der Analyten mit Headspace-Solid Phase Dynamic Extraction (SPDE).
Dazu werden die Urinproben bei 50 °C inkubiert, die Analyten aus der Gasphase
extrahiert und die angereicherten Analyten in den Gaschromatographen tiberfiithrt
und massenspektrometrisch analysiert. Die Kalibrierung erfolgt mit Vergleichsstan-
dards, die in Urin angesetzt und in der gleichen Weise behandelt werden wie die zu
analysierenden Proben. Als interner Standard (IS) wird deuteriertes Benzol ein-
gesetzt.
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Zuverlissigkeitskriterien des Verfahrens

1-Brompropan

Prazision in der Serie:

Prazision von Tag zu
Tag:

Richtigkeit:

Nachweisgrenze:
Bestimmungsgrenze:

2-Brompropan

Prizision in der Serie:

Prazision von Tag zu
Tag:

S, = 3,83 %, 2,34 % bzw.
2,41 %

u=9,37%, 5,73 % bzw.
5,90 %

bei dotierten Konzentrationen von 0,22 pg, 2,17 pg bzw.
16,3 pug 1-Brompropan pro Liter Urin und n = 7 Bestim-
mungen
Standardabweichung (rel.)

Standardabweichung (rel.)

Streubereich

s, = 6,76 %, 2,05 % bzw.
2,91 %

u =16,5%, 5,02 % bzw.
7,12 %

bei dotierten Konzentrationen von 0,22 ug, 2,17 ug bzw.
16,3 pug 1-Brompropan pro Liter Urin und n = 7 Bestim-
mungen
Wiederfindungsrate (rel.)

Streubereich

r=95,3 %, 106 % bzw.

107 %

bei dotierten Konzentrationen von 0,22 ug, 2,17 ug bzw.
16,3 pug 1-Brompropan pro Liter Urin und n = 7 Bestim-
mungen

0,01 pg 1-Brompropan pro Liter Urin

0,03 pg 1-Brompropan pro Liter Urin

s, = 6,89 %, 3,47 % bzw.
6,08 %

u =16,9 %, 8,49 % bzw.
14,9 %

bei dotierten Konzentrationen von 0,21 pg, 2,10 pg bzw.
15,7 ug 2-Brompropan pro Liter Urin und n = 7 Bestim-
mungen
Standardabweichung (rel.)

Standardabweichung (rel.)

Streubereich

s,, = 7,00 %, 5,50 %, bzw.
6,77 %

u=17,1%,13,5 % bzw.
16,6 %

bei dotierten Konzentrationen von 0,21 ug, 2,10 pg bzw.
15,7 pg 2-Brompropan pro Liter Urin und n = 7 Bestim-
mungen

Streubereich
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Richtigkeit: Wiederfindungsrate (rel.) r = 88,0 %, 92,3 % bzw.
108 %
bei dotierten Konzentrationen von 0,21 pg, 2,10 ug bzw.
15,7 pug 2-Brompropan pro Liter Urin und n = 7 Bestim-
mungen
Nachweisgrenze: 0,01 ug 2-Brompropan pro Liter Urin
Bestimmungsgrenze: 0,04 ug 2-Brompropan pro Liter Urin

Allgemeine Informationen zu 1- und 2-Brompropan

1-Brompropan wird {iberwiegend als Losungsmittel fiir Fette, Wachse oder Harze ein-
gesetzt. Ein Anwendungsbereich ist beispielsweise die Entfettung von Metallteilen,
optischen Instrumenten oder elektronischen Bauteilen. Als weitere Einsatzbereiche
sind die Verwendung als Losungsmittel in Sprithklebern oder als Synthesebaustein
zur Herstellung von Pharmaka, Insektiziden, quartiren Ammoniumverbindungen,
Geschmacksstoffen oder Duftstoffen beschrieben. 1-Brompropan wird zudem als Er-
satzstoff fiir Substanzen eingesetzt, die die Ozonschicht schidigen. Herstellungs-
bedingt kann 1-Brompropan durch kleine Mengen an 2-Brompropan verunreinigt
sein. Durch verbesserte Herstellungsverfahren konnte der Anteil von 2-Brompropan
zwischenzeitlich von 0,1 bis 0,2 % auf 0,05 % und weniger reduziert werden [Hartwig
2011; NTP 2013; Valentine et al. 2007].

Als kritische Eigenschaften von 1-Brompropan werden dessen irritative, neuroto-
xische, fertilititsbeeintrachtigende und kanzerogene Wirkung genannt. Aufgrund
von Ergebnissen aus Langzeitstudien mit Ratten und Miusen ist die Verbindung als
krebserzeugend fiir den Menschen anzusehen und wurde von der Kommission in
die Kanzerogenitits-Kategorie 2 eingestuft. Fiir 2-Brompropan wurden ebenfalls
neurotoxische Eigenschaften nachgewiesen. Im Tierversuch konnte nach inhalativer
Exposition systemisch verfiigbares 1-Brompropan nachgewiesen werden. Zudem ist
die Verbindung in der MAK- und BAT-Werte-Liste mit ,H“ markiert, da auch bei
dermaler Exposition eine Aufnahme toxikologisch relevanter Mengen mdoglich ist
[DFG 2018; Hartwig 2011].

Die Ausscheidung von resorbiertem 1-Brompropan erfolgt bei Nagern iiberwie-
gend durch Exhalation der unverénderten Substanz bzw. durch Exhalation fliichti-
ger Stoffwechselprodukte wie z. B. Kohlenstoftdioxid. Ein weiterer wichtiger Eli-
minationsweg ist die Ausscheidung von Metaboliten mit dem Urin, wobei es
entweder zu einer direkten Konjugation mit Glutathion und anschlieflendem Abbau
zur S-n-Propylmerkaptursdure kommt oder zu einer CYP450-vermittelten oxidati-
ven Verstoffwechslung tiber 1-Brom-2-hydroxypropan, aus dem seinerseits zahlrei-
che Folgeprodukte hervorgehen konnen. Eine eingehende Darstellung des Metabo-
lismus von 1-Brompropan findet sich u. a. in der entsprechenden Begriindung der
Kommission [Hartwig 2011]. Die Konzentration der S-n-Propylmerkaptursiaure im
Urin kann zum quantitativen Nachweis der inneren Belastung mit 1-Brompropan
herangezogen werden. Der Zusammenhang zwischen der Konzentration von
1-Brompropan in der Arbeitsplatzluft und diesem Marker ist durch eine EKA-Kor-
relation beschrieben [DFG 2018; Drexler und Hartwig 2011]. Ein entsprechendes
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Analyseverfahren, das u. a. auch eine Quantifizierung der isomeren, metabolisch
aus 2-Brompropan entstehenden, S-iso-Propylmerkaptursaure erméglicht, wurde in
der Methodensammlung der Kommission bereits veroffentlicht [Eckert et al. 2016].

Neben den genannten Merkaptursauren wurden in der Vergangenheit auch Bro-
mid im Urin sowie unverdndertes Brompropan im Urin zum Nachweis einer Ex-
position gegen 1-Brompropan herangezogen. Hierbei fand sich insbesondere fiir das
nicht verstoffwechselte 1-Brompropan im Nachschichturin eine Korrelation zur
Luftkonzentration. Nach Schétzungen werden jedoch nur 0,002 % der inhalativ auf-
genommenen Menge an 1-Brompropan unverdndert im Urin ausgeschieden
[Ichihara et al. 2004; Kawai et al. 2001]. Bei Luftkonzentrationen am unteren Ende
der EKA-Korrelation (<1 ppm) sind nach Kawai et al. [2001] 1-Brompropankonzen-
trationen von 0,6 ug/L Urin und niedriger zu erwarten. Das nachfolgend beschrie-
bene Verfahren soll einen sicheren Nachweis von 1-Brompropan und 2-Brompro-
pan auch in diesem niedrigen Konzentrationsbereich ermoglichen.
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1 Grundlage des Verfahrens

Das beschriebene Analysenverfahren erméglicht die sensitive Bestimmung von nicht
metabolisiertem 1- und 2-Brompropan im Urin. Die Bestimmung der Analyten er-
folgt mittels GC-MS im Single-Ion-Modus (SIM) nach Extraktion und Anreicherung
der Analyten mit Headspace-Solid Phase Dynamic Extraction (SPDE). Dazu werden
die Urinproben bei 50 °C inkubiert, die Analyten aus der Gasphase extrahiert und die
angereicherten Analyten in den Gaschromatographen tberfithrt und massenspek-
trometrisch analysiert. Die Kalibrierung erfolgt mit Vergleichsstandards, die in Urin
angesetzt und in der gleichen Weise behandelt werden wie die zu analysierenden
Proben. Als interner Standard (IS) wird deuteriertes Benzol eingesetzt.

2  Gerate, Chemikalien und Losungen

2.1 Gerate

» Gaschromatograph mit Split/Splitless-Injektor, massenselektivem Detektor (MSD)
und Datenverarbeitungssystem
» Automatischer Probengeber mit SPDE-Option (z. B. Chromtech GmbH), im Ein-
zelnen bestehend aus:
— Combi-PAL-Probengebersystem mit Steuerungssoftware (,,Cycle Composer*)
— Gasdichte 2,5 mL-Spritze
— Extraktionskaniile 74 x 0,8 mm mit konischer Spitze und seitlicher Offnung,
Adsorbensbelegung: Polydimethylsiloxan mit 10 % Aktivkohle (50 pm Film-
dicke)
— Spritzenthermostat
— Probenthermostat (,,Single Magnet Mixer*)
— Thermostat zur Kithlung der Extraktionskaniile (,Extraction Cooler*)
— Vorrichtung zum Spiilen und Ausheizen der Extraktionskaniile (,Flush Station®)
— Vorrichtung zur Aufnahme des Desorptionsgases in die Spritze nach erfolgter
Extraktion (,Gas Station®)

» Gaschromatographische Séaule: VF-WAXms (modifiziertes Polyethylenglykol)
60 m x 0,25 mm x 0,5 um (z. B. Agilent Technologies)

« 20 mL-Headspace-Gewindeglidschen (z. B. CS-Chromatographie Service GmbH)

» Magnetische Headspace-Schraubkappen mit PTFE-kaschierten Septen (z.B.
CS-Chromatographie Service GmbH)

« 8 mL-Gewindegldschen mit Schraubkappen und PTFE-kaschierten Septen (z. B.
CS-Chromatographie Service GmbH)

« Mikroliterspritzen 1-10 pL bzw. 10-100 pL (z. B. VWR)

 Mikroliterpipetten, variabel zwischen 10 und 100 uL sowie zwischen 100 und
1000 pL mit passenden Pipettenspitzen (z. B. Eppendorf)

» Handdispenser zur Zugabe von 2 pL-Aliquoten (z. B. Eppendorf Multipette)

¢ 10 mL- und 100 mL-Messkolben (z. B. Brand)

The MAK Collection for Occupational Health and Safety 2019, Vol 4, No 1
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« Analysenwaage (z. B. Mettler-Toledo)
« Urinsammelgefafie aus Glas mit PFTE-kaschiertem Schraubverschluss (z. B.
VWR)

2.2 Chemikalien

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

« Aceton (z. B. Sigma-Aldrich Nr. 1.00012)

e Benzol-dg, 99,5 % (z. B. Dr. Ehrenstorfer Nr. C10535200)

« 1-Brompropan, 99 % (z. B. Sigma-Aldrich Nr. B78106)

« 2-Brompropan, 99 % (z. B. Sigma-Aldrich Nr. B78114)

» Methanol (z. B. Merck Nr. 1.06007)

« Tetraethylenglykoldimethylether, 99 % (z. B. Sigma-Aldrich Nr. 172405)
« Helium 5.0 (z. B. Linde)

« Stickstoff 5.0 (z. B. Linde)

« Bidest. Wasser

2.3 Interner Standard

o IS-Stamml6sung
In einem mit Stickstoff vorgespiilten 10 mL-Messkolben werden ca. 9 mL Tetra-

ethylenglykoldimethylether vorgelegt. Mit Hilfe einer Mikroliterspritze werden
3 uL Benzol-d, (Dichte 0,950 mg/uL), entsprechend einer Masse von 2,85 mg, hin-
zugegeben. Der Kolben wird mit Tetraethylenglykoldimethylether bis zur Marke
aufgefiillt. Die Konzentration der resultierenden Stammlgsung betragt 285 mg/L.

« IS-Dotierlé6sung
In einem mit Stickstoff vorgespiilten 10 mL-Messkolben werden ca. 8 mL Tetra-

ethylenglykoldimethylether vorgelegt. Mit Hilfe einer Pipette werden 400 pL der
IS-StammlésunghinzugegebenundderKolbenwird mit Tetraethylenglykoldimethyl-
ether bis zur Marke aufgefiillt. Die Konzentration der resultierenden Dotierlosung
betriagt 11,4 mg/L.

Die Losungen sind nach dem Umfiillen in 8 mL-Gewindegldschen bei +4 °C min-
destens sechs Monate haltbar.

2.4 Vergleichsstandards

« Stamml6ésung
In einem mit Stickstoff vorgespiilten 10 mL-Messkolben werden ca. 9 mL Tetra-

ethylenglykoldimethylether vorgelegt. Mit Hilfe einer Mikroliterspritze werden je
2 uL 1-Brompropan (Dichte 1,354 mg/pL) und 2-Brompropan (Dichte 1,310 mg/uL),
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entsprechend einer Masse von 2,708 mg bzw. 2,620 mg hinzugegeben und der Kol-
ben wird mit Tetraethylenglykoldimethylether bis zur Marke aufgefiillt. Fiir die
Stammlosung ergeben sich Konzentrationen von 270,8 mg 1-Brompropan/L und
262,0 mg 2-Brompropan/L.

« Dotierlésung I
In einem mit Stickstoff vorgespiilten 10 mL-Messkolben werden ca. 5 mL Tetra-

ethylenglykoldimethylether vorgelegt, anschlieflend wird der Kolben verschlossen
und gewogen. Mittels einer geeigneten Pipette werden etwa 2,0 mL der Stamm-
l6sung hinzugegeben und der Kolben wird erneut verschlossen und gewogen. An-
schlieflend wird der Kolben mit Tetraethylenglykoldimethylether bis zur Marke
aufgefiillt. Durch Differenzbildung wird die Masse der zugesetzten Stammlosung
ermittelt und diese mit Hilfe der Dichte des Losungsmittels Tetraethylenglykoldi-
methylether (1,009 g/mL) in das entsprechende Volumen umgerechnet. Bei einem
Zusatz von exakt 2,0 mL der Stammldsung ergeben sich fiir die resultierende L6-
sung Konzentrationen von 54,2 mg 1-Brompropan und 52,4 mg 2-Brompropan je
Liter.

« Dotierl6sung II
In einem mit Stickstoff vorgespiilten 10 mL-Messkolben werden ca. 9 mL Tetra-

ethylenglykoldimethylether vorgelegt. Mit Hilfe einer Mikroliterspritze werden
100 pL der Stammlésung hinzugegeben und der Kolben wird mit Tetraethylen-
glykoldimethylether bis zur Marke aufgefiillt. Fiir diese Losung ergeben sich Kon-
zentrationen von 2,71 mg 1-Brompropan und 2,62 mg 2-Brompropan je Liter.

« Dotierl6sung III
In einem mit Stickstoff vorgespiilten 10 mL-Messkolben werden ca. 9 mL Tetra-

ethylenglykoldimethylether vorgelegt. Mit Hilfe einer Mikroliterspritze werden
4 pL der Stammlésung hinzugegeben und der Kolben wird mit Tetraethylenglykol-

Tab. 1: Pipettierschema zur Herstellung der Vergleichsstandards in Poolurin.

Vergleichsstan- Dotierlosung Volumen Volumen 1-Brom- 2-Brom-
dard Poolurin Dotierlo- propankonz. propankonz.
sung
[uL] [uL] [ng/L] [pg/L]
1 - 5000 0 0 0
2 111 5000 10 0,22 0,21
3 1I 5000 2 1,08 1,05
4 1I 5000 10 5,42 5,24
5 I 5000 2 21,7 21,0
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dimethylether bis zur Marke aufgefiillt. Die Konzentrationen der resultierenden
Losung betragen 0,108 mg 1-Brompropan und 0,105 mg 2-Brompropan je Liter.

Die Stammlésung und die Dotierlésungen sind nach dem Umfiillen in 8 mL-Ge-
windegldschen bei +4 °C mindestens sechs Monate haltbar.

Mit Hilfe der Dotierlosungen kénnen durch Verdiinnung mit Poolurin Vergleichs-
standards in einem Konzentrationsbereich von ca. 0,02 bis 100 pg/L hergestellt wer-
den. Abhéngig von den zu erwartenden Analytenkonzentrationen ist eine Fiinf-
punktkalibrierung bestehend aus einer undotierten Urinprobe und vier
Vergleichsstandards im Konzentrationsbereich zwischen 0,2 und 20 pg/L in den
meisten Fillen ausreichend. Diese wurde auch zur Ermittlung der Prézisions- und
Wiederfindungsdaten verwendet (siehe Abschnitt 9).

Die Herstellung der Vergleichsstandards erfolgt direkt in den zur Analyse verwen-
deten 20 mL-Headspace-Glédschen. Hierzu werden diese zunéchst fiir ca. 15 s mit
Stickstoff vorgespiilt und lose durch Auflegen der Schraubkappen verschlossen. An-
schlieflend werden jeweils 5 mL Poolurin in die Glidschen pipettiert. Die Dotierl6-
sungen werden mit Mikroliterspritzen geméf3 dem in Tabelle 1 gezeigten Schema in
die vorbereiteten Gldschen gegeben.

Die Vergleichsstandards sollen moglichst fiir jede Analysenserie frisch angesetzt
und sofort analysiert werden. Von einer Lagerung der hergestellten Vergleichsstan-
dards ist abzuraten (siehe Abschnitt 9.5).

3 Probenahme und Probenaufbereitung

3.1 Probenahme

Die Urinproben werden in verschliefbaren Glasgefiflen mit PFTE-kaschierten
Schraubverschliissen gesammelt. Hierbei ist auf eine kontaminationsfreie Umge-
bung zu achten. Unmittelbar im Anschluss an die Urinabgabe sollte ein 5 mL-Ali-
quot der Probe in ein bereitstehendes, mit Stickstoff vorgespiiltes 20 mL-Head-
space-Gewindegldschen tiberfithrt werden.

Im Headspace-Glaschen kann die Probe nur wenige Tage im Kiithlschrank gelagert
werden. Eine ldngerfristige Lagerung von Proben (iiber eine Woche) ist auch bei
Kiihlung mit Analytverlusten verbunden.

3.2 Probenaufbereitung

5 mL der Urinprobe werden mit 2 pL der IS-Dotierlosung versetzt. Dazu wird das
Headspace-Gldschen aufgeschraubt, mittels Handdispenser werden 2 pL der IS-
Dotierlosung zugesetzt und das Gldschen wird sofort wieder verschlossen. Die Pro-
be wird durch Umschwenken gut vermischt. Die resultierende Konzentration des
internen Standards in der Probe betragt 4,56 ug/L.
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4  Instrumentelle Arbeitsbedingungen

4,1 Headspace-SPDE

Inkubation: 18 min bei 50 °C

Sorptionsmittel: Polydimethylsiloxan mit 10 % Aktivkohle
Spritzentemperatur: 60 °C

Kaniilentemperatur: -5°C

Extraktionsvolumen: 1250 pL

Hubzahl: 40

Flussrate bei Extraktion: 200 uL/s

Desorptionsgas: Stickstoft 5.0

Desorptionsvolumen: 250 pL

Desorptionstemperatur: 250 °C (GC-Injektor)
Desorptionsgeschwindigkeit: ~ 50 pL/s

Sptilvorgang: 18 min bei 250 °C (Spiilen mit Stickstoff)

4,2 Gaschromatographie

Kapillarsaule: Material: Fused Silica
Stationére Phase: VE-WAXms
Lange: 60 m
Innerer Durchmesser: 0,25 mm
Filmdicke: 0,5 pm
Detektor: MSD
Temperaturen: Saule: Ausgangstemperatur 38 °C,

2 min isotherm; Anstieg mit
5 °C/min auf 90 °C, Anstieg mit
30 °C/min auf 220 °C, 5 min

isotherm

Injektor: 250 °C

Transfer line: 280 °C
Tragergas: Helium 5.0

Fluss: 1,5 mL/min, konstant
Injektionsvolumen: 250 puL
Split: 1:10
4.3 Massenspektrometrie
Ionisationsart: Elektronenstof8ionisation (EI)

Ionisationsenergie: 70 eV
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Quellentemperatur: 230°C
Quadrupoltemperatur: 150 °C
Dwell time: 100 ms
Detektionsmodus: Single Ion Monitoring

Alle Parameter sind Richtwerte und gegebenenfalls nach Herstellerangaben zu op-
timieren.

5 Analytische Bestimmung

Die nach Abschnitt 3.2 aufbereiteten Proben werden mit Hilfe des beschriebenen
SPDE-Systems extrahiert. Zur Analyse mittels GC/MS werden die Analyten im GC-
Injektor thermisch von der Anreicherungsphase desorbiert und mit Hilfe des De-
sorptionsgases auf die Sédule des GC/MS-Systems tiberfithrt. Zur Identifizierung
und Quantifizierung der Analyten werden die zeitlichen Verldufe der in Tabelle 2
genannten Ionenspuren im SI-Modus registriert. In jeder Analysenserie werden
zwei Qualitdtskontrollproben (siehe Abschnitt 8) sowie ein Reagenzienleerwert be-
stehend aus bidestilliertem Wasser mit analysiert.

Die in Tabelle 2 angegebenen Retentionszeiten kénnen nur als Anhaltspunkt die-
nen. Der Anwender hat sich selbst von der Trennleistung der verwendeten Kapillar-
sdule und dem daraus resultierenden Retentionsverhaltens der Analyten zu tiber-
zeugen. In Abbildung 1 (im Anhang) ist beispielhaft das Chromatogramm einer
dotierten Poolurinprobe dargestellt.

Tab. 2: Retentionszeiten und detektierte lonenspuren zur Bestimmung von 1- und 2-Brompro-

pan in Urin.
Analyt Retentionszeit Ionenspur [m/z]
[min] Quantifier Qualifier
2-Brompropan 6,17 122 124
1-Brompropan 7,32 122 124
Benzol-d; (IS) 9,52 84 82

6 Kalibrierung

Die nach Abschnitt 2.4 hergestellten Vergleichsstandards werden analog zu dem
Probenmaterial gemaf} Abschnitt 3 aufgearbeitet und unter den in den Abschnit-
ten 4 und 5 beschriebenen Arbeitsbedingungen analysiert.

Die Kalibriergeraden werden erstellt, indem der Quotient aus der Peakfliche des
Analyten und der Peakfliche des IS gegen die jeweils dotierte Konzentration auf-
getragen wird. Die Kalibriergeraden verlaufen fiir beide Analyten zwischen der
Nachweisgrenze und 100 pg/L linear. Als tiblicher Arbeitsbereich hat sich eine Kali-
brierung bis 20 pug/L in den meisten Fillen als mehr als ausreichend erwiesen. In
Abbildung 2 sind beispielhaft die Kalibriergeraden beider Analyten dargestellt.
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7 Berechnung der Analysenergebnisse

Die Berechnung des Analytgehaltes in den Urinproben erfolgt mithilfe der zur Ana-
lysenserie gehorenden Kalibrierfunktion (Abschnitt 6). Zur Bestimmung des Ana-
lytgehaltes einer Urinprobe wird der Quotient aus der jeweiligen Peakfliche der
Analyten und des IS bestimmt und in die nach Abschnitt 6 erstellte Kalibrierfunk-
tion eingesetzt. Man erhilt den Analytgehalt in pg/L.

Eventuelle Reagenzienleerwerte werden durch Subtraktion berticksichtigt, wobei
bei der Methodenentwicklung keine Reagenzienleerwerte beobachtet wurden.

8 Standardisierung der Messergebnisse und
Qualitatssicherung

Zur Sicherung der Qualitit der Analysenergebnisse wird geméfd den Richtlinien der
Bundesirztekammer und den speziellen Vorbemerkungen dieses Bandes verfahren
[Bader et al. 2010; Bundesarztekammer 2014].

Zur Prézisionskontrolle werden bei jeder Analysenserie zwei Qualitétskontroll-
proben mit untersucht, die bekannte Konzentrationen an 1- und 2-Brompropan auf-
weisen (Qy,, bzw. Qug). Da kiufliches Material nicht zur Verfiigung steht, muss das
Kontrollmaterial selbst hergestellt werden. Dazu werden 5 mL-Poolurinaliquote in
stickstoffgespiilten Headspace-Glaschen jeweils mit einer Standardlésung der Ana-
lyten versetzt, so dass die Konzentration des Kontrollmaterials im entscheidungs-
relevanten Konzentrationsbereich liegt (z. B. Qy,, ¢ = 0,2 pug/L und Qg ¢ = 2,0 pg/L).
Nach ausreichender Durchmischung wird das so hergestellte Qualitatskontroll-
material im Kiithlschrank aufbewahrt. Vom Kontrollmaterial wird der Wochen-
bedarf hergestellt, da sich die Herstellung groflerer Mengen aufgrund der begrenz-
ten Haltbarkeit der Proben nicht empfiehlt.

Die Sollwerte und Toleranzbereiche des Qualititskontrollmaterials werden im
Rahmen einer Vorperiode ermittelt [Bader et al. 2010]. Die Messwerte der mit jeder
Analysenserie untersuchten Kontrollproben sollten jeweils innerhalb der ermittel-
ten Toleranzbereiche liegen.

9 Beurteilung des Verfahrens

Die Zuverlissigkeit des Verfahrens wurde durch eine umfassende Validierung sowie
durch Nachstellung und Validierung der Methode in einem unabhingigen Labor
bestatigt.

9.1 Prazision

Zur Ermittlung der Prizision in der Serie wurde Poolurin von beruflich nicht gegen-
iiber Brompropan exponierten Personen mit drei verschiedenen Konzentrationen
dotiert und je siebenfach parallel aufgearbeitet und analysiert. Die Dotierung der
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Proben erfolgte dabei wie unter Abschnitt 2.4 beschrieben. Die Ergebnisse dieser
Untersuchung sind in Tabelle 3 zusammengestellt.

Die Bestimmung der Prézision von Tag zu Tag erfolgte, indem die dotierten Pool-
urinproben an sieben aufeinanderfolgenden Tagen aufgearbeitet und analysiert
wurden. Die in Headspace-Glaschen hergestellten Proben wurden bis zur Analyse
auf dem Kopf stehend bei +4 °C im Kiihlschrank aufbewahrt. Dadurch wurden Ana-
lytverluste durch Kontakt der Gasphase mit dem Septum des Headspace-Glédschens
vermieden. Die ermittelten Prdzisionsdaten sind in Tabelle 4 dargestellt.

Tab. 3: Prazisionen in Serie fiir die Bestimmung von 1- und 2-Brompropan in Urin (n = 7).

Analyt Dotierte Konzentration Standardabweichung (rel.)s, Streubereich u
[ug/L] [%] [%]
1-Brompropan 0,22 3,83 9,37
2,17 2,34 5,73
16,3 2,41 5,90
2-Brompropan 0,21 6,89 16,9
2,10 3,47 8,49
15,7 6,08 14,9

9.2 Richtigkeit

Zur Bestimmung der Richtigkeit der Methode wurden Wiederfindungsversuche
durchgefiihrt. Dazu wurde Poolurin von beruflich nicht gegeniiber Brompropan ex-
ponierten Personen mit drei unterschiedlichen Konzentrationen an 1- und 2-Brom-
propan dotiert und analysiert. Bei siebenfacher Bestimmung dieser Proben ergaben
sich die in Tabelle 5 dargestellten relativen Wiederfindungsraten.

9.3 Matrixeffekte

Zusitzlich wurden die Prizision und Richtigkeit der Methode in unterschiedlichen
Urinproben untersucht. Dazu wurden sechs Individualurine (Kreatiningehalt von
0,29 bis 2,91 g/L) undotiert sowie mit den Analyten dotiert, aufgearbeitet und ana-
lysiert. Die Ergebnisse dieser Untersuchungen sind in den Tabellen 6 und 7 dar-
gestellt.

Zur weiteren Uberpriifung des Verfahrens auf Matrixeffekte wurden Vergleichs-
standards sowohl in Wasser als auch in Poolurin hergestellt, aufbereitet und ana-
lysiert.
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Tab. 4: Prazisionen von Tag zu Tag fiir die Bestimmung von 1- und 2-Brompropan in Urin (n = 7).

Analyt Dotierte Konzentra- Standardabweichung Streubereich u
tion (rel.) s,
[ug/L] [%] [%]
1-Brompropan 0,22 6,76 16,5
2,17 2,05 5,02
16,3 2,91 7,12
2-Brompropan 0,21 7,00 17,1
2,10 5,50 13,5
15,7 6,77 16,6

Tab. 5: Relative Wiederfindung fiir die Bestimmung von 1- und 2-Brompropan in Urin (n = 7).

Analyt Dotierte Konzentration Mittlere rel. Wiederfindung r Bereich
[pg/L] [%] [%]
1-Brompropan 0,22 95,3 90-101
2,17 106 102-110
16,3 107 104-112
2-Brompropan 0,21 88,0 81-97
2,10 92,3 88-97
15,7 108 92-113

Der Anstieg der Kalibriergeraden in Wasser bzw. Urin fiir die jeweiligen Analyten
ist Tabelle 8 zu entnehmen (R? > 0,999). Ein Vergleich der Steigung der Kalibrier-
geraden deutet auf einen vernachléssigbaren Einfluss der Probenmatrix auf die Un-
tersuchungsergebnisse hin.

9.4 Nachweis- und Bestimmungsgrenzen

Die Ermittlung der Nachweis- und Bestimmungsgrenzen erfolgte in Anlehnung an
die Kalibriergeradenmethode nach DIN 32645 [DIN 2008], unter Verwendung von
zehn Kalibrierstandards in Urin im Konzentrationsbereich zwischen 0,02 und
0,20 pg/L sowie einer undotierten Urinprobe. Die so ermittelten Nachweis- und Be-
stimmungsgrenzen sind Tabelle 9 zu entnehmen.
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Tab. 6: Prazisionen in Serie fiir die Bestimmung von 1- und 2-Brompropan in Individualurin-

proben (n =6).
Analvt Dotierte Konzentration Standardabweichung (rel.)s, Streubereich u
na
Y [ng/L] [%] (%]
1-Brompropan 1,08 6,30 16,2
2-Brompropan 1,05 6,50 16,7

Tab. 7: Relative Wiederfindung fiir die Bestimmung von 1- und 2-Brompropan in Individualurin-
proben (n =6).

Analyt Dotierte Konzentration Mittlere rel. Wiederfindung r Bereich
[ng/L] [%] [%]

1-Brompropan 1,08 101 88-108

2-Brompropan 1,05 96,6 86-105

Tab. 8: Vergleich der Kalibriergeraden in Wasser bzw. Poolurin.

Diff d
Geradengleichung in  Geradengleichung in 1erenz der

1,3 Kalibri den-
Wasser Poolurin a,l riergeraden
steigung [%]
1-Brompropan y =0,01741*x y =0,01729"x -0,7
2-Brompropan y = 0,00780%x y = 0,00758*x -2,8

Tab. 9: Nachweis- und Bestimmungsgrenzen fiir die Bestimmung von 1- und 2-Brompropan in

Urin.
Nachweisgrenze Bestimmungsgrenze
Analyt
[pg/L] [pg/L]
1-Brompropan 0,01 0,03
2-Brompropan 0,01 0,04

9.5 Storeinfliisse

Bei der Bestimmung von 1- und 2-Brompropan in Urin kénnen Probenkontamina-
tion und Analytverluste die Analyse storen. Daher sollten die Urinproben in kon-
taminationsfreier Umgebung gewonnen werden, wobei Glasbehélter mit PTFE-ka-
schierten Schraubverschliissen als Urinsammelbehélter zu empfehlen sind. Ein
Aliquot der gewonnenen Urinproben sollte, wie fiir Headspace-Analysen iiblich,
unmittelbar nach der Probenahme in ein mit Stickstoff gespiiltes Headspace-Glis-
chen tiberfiithrt werden.
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Neben der vergleichsweise hohen Fliichtigkeit der Analyten ist deren zum Teil be-
grenzte Stabilitdt in wéssrigen Losungen zu beachten. Insbesondere fiir 2-Brom-
propan wurden bei lingerer Lagerung der in Wasser bzw. Urin angesetzten Stan-
dards erhebliche Analytverluste beobachtet. Zu diesen Verlusten kommt es durch
eine Hydrolyse des 2-Brompropans zum Isopropanol. Die entsprechende Zerset-
zung des 1-Brompropans zu 1-Propanol verlduft dagegen sehr viel langsamer
[Vollhardt und Schore 2011], so dass hier kaum Verluste auftreten. Aufgrund der
begrenzten Stabilitit des 2-Brompropans in wissrigem Medium sollten die bei +4 °C
im Kiihlschrank gelagerten Proben auch innerhalb einer Woche analysiert werden.
Ein Einfrieren der Proben bei —20 °C bringt in Bezug auf die Analytverluste keine
Vorteile und auch bei einer Aufbewahrung der Urinproben in Kunststoffgefifien bei
-80 °C sind erhebliche Verluste zu erwarten [B’Hymer und Cheever 2005].

Die in Wasser bzw. Urin angesetzten Vergleichsstandards und Qualitdtskontroll-
proben sollten wegen der begrenzten Stabilitit der Analyten ebenfalls frisch her-
gestellt werden. Hingegen sind die zur Herstellung von Vergleichsstandards und
Qualitdtskontrollmaterialien verwendeten, in Tetraethylenglykoldimethylether an-
gesetzten Losungen auch bei einer Lagerung bei +4 °C tiber sechs Monate stabil.

Um Verschleppungen der Analyte zu vermeiden, muss die Konditionierungsphase
des SPDE-Systems ausreichend bemessen sein. In der Praxis hat sich eine Konditio-
nierung des Systems iiber die gesamte Dauer der Probeninkubation bewihrt.

10 Diskussion des Verfahrens

Das hier beschriebene Verfahren ermdéglicht den sensitiven Nachweis von 1- und
2-Brompropan im Urin nach Anreicherung mit Headspace-Solid Phase Dynamic
Extraction. Gegentiber den bisher in der Literatur beschriebenen Verfahren, fiir die
Nachweisgrenzen bis 0,5 ug/L angegeben werden [B’'Hymer und Cheever 2005;
Ichihara et al. 2004; Kawai et al. 2001], konnte durch den Einsatz der SPDE-Technik
eine erhebliche Steigerung der Detektionsempfindlichkeit bis in den Bereich von
10 ng/L erreicht werden. Die Sensitivitdt der Methode sollte damit generell eine si-
chere Erfassung von Expositionen auch im unteren Bereich der fiir 1-Brompropan
in der Luft und S-n-Propylmerkaptursaure im Urin aufgestellten EKA-Korrelation
(Luftkonzentrationen < 1 mL/m?®) [DFG 2018] erméglichen.

Durch Nutzung der Headspace-Technik werden weitestgehend matrixfreie Chro-
matogramme erhalten. Die Analyten werden gut von moglichen weiteren Proben-
bestandteilen, wie z. B. Aceton abgetrennt, so dass storungsfreie Ionenchromato-
gramme erhalten werden.

Mit Prézisionsdaten <7 % zeichnet sich das Verfahren durch eine sehr gute Re-
produzierbarkeit aus und auch in Bezug auf die Richtigkeit bestétigen mittlere rela-
tive Wiederfindungsraten zwischen 88 und 108 % die Zuverldssigkeit des Verfah-
rens. Im Rahmen der Validierung konnte zudem gezeigt werden, dass die
Analysenergebnisse durch Matrixeffekte kaum beeinflusst werden. Dies erméglicht
grundsitzlich die Verwendung von Kalibrierstandards, die in Wasser statt in Pool-
urin angesetzt werden. Der lineare Bereich der Kalibrierung reicht dabei bis mindes-
tens 100 pg/L.
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Ein kritischer Aspekt des Verfahrens diirfte die begrenzte Stabilitat der wissrigen
Analytlosungen sein. Diese verhindert u. a. eine langfristige Lagerung angesetzter
Vergleichsstandards und Qualititskontrollmaterialien. Da Vergleichsstandards und
Kontrollmaterialien jeweils frisch aus denselben Dotierlésungen angesetzt werden,
treten bei der Auswertung die Konzentrationsverdnderungen der Dotierlésungen
nicht direkt zu Tage. Diese duflern sich jedoch in einer Verédnderung der Kalibrier-
geradensteigungen. Im Sinne der Qualitdtssicherung erscheint es daher geboten,
neben dem Verlauf der Analytenkonzentrationen in den eingesetzten Kontrollmate-
rialien auch die Entwicklung der Steigungen der Kalibriergeraden zu beobachten.

Bei der SPDE wird die Gasphase der Probe in Kontakt mit einem Sorptionsmittel
gebracht. Das Sorptionsmittel (z. B. Polydimethylsiloxan mit 10 % aktiviertem Koh-
lenstoff) ist als Beschichtung auf die Innenwand einer Edelstahlkaniile an einer tem-
perierbaren Spritze angebracht. Die Anreicherung der Analyten erfolgt durch wie-
derholtes Aufziehen und Reinjizieren von Aliquoten der Probengasphase mit Hilfe
der Spritze. Optional kann die Spritzennadel gekiihlt werden, um die Anreicherung
fliichtiger Substanzen weiter zu erhéhen. Die thermische Desorption der Analyten
erfolgt nach Einbringen der Spritzenkaniile in den heiflen GC-Injektor durch In-
jektion von Stickstoft als Desorptionsgas.

Die Entwicklung eines solchen SPDE-Verfahrens erfordert die Optimierung zahl-
reicher Parameter, die die Anreicherung und Desorption der Analyten betreffen. Die
Wahl der Anreicherungsbedingungen orientierte sich dabei an Literaturangaben
[Sieg et al. 2008], wobei eine weitere Steigerung der Extraktionsausbeute durch den
Einsatz eines ,Extraction Coolers” zur Thermostatisierung der Anreicherungsphase
auf -5 °C erreicht werden konnte.

Die Wahl der Desorptionsbedingungen (Desorptionsgeschwindigkeit, Desorp-
tionsgasvolumen) beeinflusst die Grofle und Form der Analytensignale. Die be-
schriebenen Bedingungen wurden dahingehend optimiert, bei gegebener Starttem-
peratur des Ofenprogramms (38 °C), moglichst hohe Signalintensititen bei
gleichzeitig symmetrischer Peakform zu erhalten. Die chromatographischen Ergeb-
nisse lassen sich ggf. mit einer aktiven Ofenkiihlung oder einer Kiihlfalle am Beginn
der Séule, die eine bessere Fokussierung der Analyten vor Beginn der chromatogra-
phischen Trennung ermdglicht, weiter verbessern.

Zur massenspektrometrischen Detektion der Analyten werden die Molekiilionen
m/z 122 und 124 herangezogen. Die Chromatogramme dieser Ionen weisen gegen-
iber den Chromatogrammen des mit hoheren Intensititen auftretenden Fragments
m/z 43 deutlich weniger Storungen auf (siehe hierzu auch exemplarisch das Massen-
spektrum des 1-Brompropans in Abbildung 3). Das Fragmention m/z 43 konnte je-
doch als zusitzlicher Qualifier herangezogen werden.

Im Verlauf der Methodenentwicklung und Validierung erwies sich die Langzeit-
stabilitdt des genutzten Analysesystems als sehr gut. Auch nach mehreren hundert
Messungen wurden weder im Bereich des SPDE-Systems noch in Bezug auf das GC/
MS-System Leistungseinbuflen beobachtet.

Obwohl das Verfahren eine SPDE-Anreicherung vorsieht, ist es auch moglich mit
einem anderen Anreicherungssystem, wie beispielsweise ITEX (In Tube Extraction),
zu arbeiten. So wurde die Methodenpriifung unter Verwendung eines ITEX-Sys-
tems durchgefiihrt und fithrte zu vergleichbar guten Ergebnissen bei der Methoden-
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validierung. Grundsitzlich kénnen 1- und 2-Brompropan im Urin auch mit stati-
scher Headspace-GC/MS ohne vorhergehende Analytanreicherung bestimmt
werden. Im Zusammenhang mit der Methodenpriifung wurde auch dieser Ansatz
getestet, wobei bei guter Préizision (s, < 8 %) und Richtigkeit (mittlere rel. Wieder-
findung 87,6—105 %) die Nachweisgrenze fiir 1-Brompropan bei 0,33 pg/L Urin und
die fiir 2-Brompropan bei 0,44 pg/L lag.

Verwendete Messgerite: Gaschromatograph 6890 A mit Split/Splitless-Injektor,
massenspektrometrischem Detektor MSD 5973N (Agilent Technologies) und auto-
matischem Autosampler CombiPal mit Option zur dynamischen Headspace-An-
reicherung mittels Solid-Phase-Dynamic-Extraction (SPDE) (CTC Analytics AG,
Chromtech GmbH).
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Abb. 1: SIM-Chromatogramme eines mit 0,22 pg 1-Brompropan/L sowie 0,21 pg 2-Brompro-
pan/L dotierten Poolurins (Benzol-d; (IS): 4,56 ug/L).
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