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Abstract

The working group ,Analyses in Biological Materials“ of the Permanent Senate Commission for the Investi-
gation of Health Hazards of Chemical Compounds in the Work Area developed and validated the presented
biomonitoring method. The analytical method described hereinafter permits the selective detection of 4-tert-
octylphenol as well as the sum of various branched p-nonylphenol isomers in urine. After adding the labelled
internal standards (**Cs-4-tert-octylphenol and **Cs-p-nonylphenol), the samples are enzymatically hydrolysed
to release the analytes from the conjugated alkylphenols. After online SPE, the analytes are separated by liquid
chromatography and analysed using tandem mass spectrometry. A quantitation limit of 2 ug/L each is obtained
for the analytes. Calibration standards are prepared in pooled urine and processed in the same way as the
samples to be analysed.
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1767

4-tert-Octylphenol und p-Nonyl-
phenol - Bestimmung von 4-tert-
Octylphenol und p-Nonylphenol
in Urin mittels LC-MS/MS

Matrix: Urin
Arbeitsstoffe: 4-tert-Octylphenol und p-Nonylphenol (verzweigt,
technisch)

Analyt. Messprinzip: Hochleistungsfliissigchromatographie mittandemmas-
senspektrometrischer Detektion (LC-MS/MS)

Abgeschlossen im: Oktober 2015

Ubersicht {iber die mit dieser Methode erfassbaren Parameter und die entsprechen-
den Arbeitsstoffe:

Arbeitsstoff CAS Parameter CAS

4-tert-Octylphenol 140-66-9 4-tert-Octylphenol 140-66-9
(4-(1,1,3,3-Tetramethylbutyl)phenol)

p-Nonylphenol (verzweigt, technisch) 84852-15-3 p-Nonylphenol (verzweigt) 84852-15-3
25154-52-3 25154-52-3

Zusammenfassung

Das hier beschriebene Analyseverfahren ermoglicht die selektive Erfassung des
4-tert-Octylphenols sowie der Summe verschiedener p-Nonylphenolisomere (ver-
zweigt) im Urin. Nach Zugabe der markierten internen Standards (*C,-4-tert-Octyl-
phenol und *C¢-p-Nonylphenol) werden die Proben enzymatisch hydrolysiert, um
die Analyten aus den konjugierten Alkylphenolen freizusetzen. Nach Aufreinigung
durch online-SPE werden die Analyten fliissigchromatographisch aufgetrennt und
mittels nachgeschalteter Tandem-Massenspektrometrie analysiert. Fiir beide Para-
meter wird eine Bestimmungsgrenze von je 2 pug/L erreicht. Die Kalibrierung erfolgt
mit Vergleichsstandards, die in Poolurin angesetzt und in der gleichen Weise be-
handelt werden wie die zu analysierenden Proben.
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1768 Biomonitoring Methods

Zuverlassigkeitskriterien der Methode

4-tert-Octylphenol

Prazision in der Serie:

Prazision von Tag zu
Tag:

Richtigkeit:

Nachweisgrenze:

Bestimmungsgrenze:

Standardabweichung (rel.) s, = 7,0 %, 4,4 % bzw. 2,5 %
Streubereich u = 15,8 %, 10,0 % bzw. 5,6 %

bei einer dotierten Konzentration von 2 pg, 10 pg bzw.
50 pg 4-tert-Octylphenol pro Liter Urin und n = 10 Be-
stimmungen

Standardabweichung (rel.) s, =10,5%, 5,5 % bzw. 3,2 %
Streubereich u=22,5%,11,8 % bzw. 6,9 %

bei einer dotierten Konzentration von 1 pg, 5 pug bzw.
25 g 4-tert-Octylphenol pro Liter Urin und n = 15 Be-
stimmungen

Wiederfindungsrate (rel.) =104 %, 98 % bzw. 98 %

bei einer dotierten Konzentration von 2 pg, 10 pg bzw.
50 pg 4-tert-Octylphenol pro Liter Urin und n = 10 Be-
stimmungen

0,6 pg 4-tert-Octylphenol pro Liter Urin
2,0 pg 4-tert-Octylphenol pro Liter Urin

p-Nonylphenol (verzweigt)

Prizision in der Serie:

Prazision von Tag zu
Tag:

Richtigkeit:

Nachweisgrenze:

Bestimmungsgrenze:

Standardabweichung (rel.) s, = 4,4 %, 3,2 % bzw. 4,1 %
Streubereich u =10,0%, 7,2 % bzw. 9,3 %

bei einer dotierten Konzentration von 2 pg, 10 pg bzw.
50 pg p-Nonylphenol pro Liter Urin und n = 10 Bestim-
mungen

Standardabweichung (rel.) s, = 4,8 %, 5,2 % bzw. 3,8 %
Streubereich u=10,3%, 11,2 % bzw. 8,2 %

bei einer dotierten Konzentration von 1 pg, 5 pug bzw.
25 ug p-Nonylphenol pro Liter Urin und n = 15 Bestim-
mungen

Wiederfindungsrate (rel.) =106 %, 101 % bzw. 99 %

bei einer dotierten Konzentration von 2 pg, 10 pg bzw.
50 pg p-Nonylphenol pro Liter Urin und n = 10 Bestim-
mungen

1,0 pug p-Nonylphenol pro Liter Urin
2,0 pug p-Nonylphenol pro Liter Urin
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Octyl- und Nonylphenol in Urin 1769

Allgemeine Informationen zu den Arbeitsstoffen

Die mit dieser Analysenmethode erfassbaren Verbindungen 4-tert-Octylphenol und
p-Nonylphenol (verzweigt) gehoren zur Gruppe der langkettigen Alkylphenole.

Technisches 4-tert-Octylphenol ist ein C8-Alkylphenol, das zu tiber 95 % aus
4-(1,1,3,3-Tetramethylbutyl)phenol besteht (siehe Abbildung 1) und hauptsachlich
zur Herstellung von Polymeren (Octylphenolformaldehydharzen) eingesetzt wird.
Die Octylphenolformaldehydharze werden wiederum fiir das Gummimaterial in der
Reifenherstellung verwendet. Daneben wird 4-tert-Octylphenol aber auch zur Her-
stellung einer Gruppe von Tensiden, den Octylphenolethoxylaten eingesetzt. Die aus
4-tert-Octylphenol hergestellten Harze und Ethoxylate werden dann z. B. in Farben,
Klebstoffen und Reifen verwendet [OECD 1994; UBA 2018 b].

HO
Abb. 1 Struktur des 4-tert-Octylphenols (4-(1,1,3,3-Tetramethylbutyl)phenol).

Das C9-Alkylphenol p-Nonylphenol (verzweigt) liegt produktionsbedingt als kom-
plexes Isomerengemisch vor. Abbildung 2 zeigt ein typisches GC-HRMS-Chromato-
gramm des in dieser Analysenmethode beschriebenen p-Nonylphenolstandards, das
wihrend der Methodenentwicklung generiert wurde.
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Abb. 2 GC-HRMS-Chromatogramm einer p-Nonylphenolstandardlésung.

Wheeler et al. [1997] konnten insgesamt 22 Isomere des p-Nonylphenols mittels
hochauflosender GC-MS identifizieren. Demnach besteht das technische Gemisch
aus zehn Isomeren des Typs a-Dimethyl (48,6 %), vier Isomeren des Typs a-Methyl,
a-Ethyl (24,7 %), drei Isomeren des Typs a-Methyl, f-Methyl (8,9 %), zwei Isomeren
des Typs a-Methyl (6,6 %) und drei Isomeren des Typs a-Methyl, a-Propyl (11,2 %).
Einige isomere Strukturen sind beispielhaft in Abbildung 3 dargestellt.
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1770 Biomonitoring Methods

HO

4-(1,1-Dimethylheptyl)phenol

HO

4-(1-Methyloctyl)phenol

HO

4-(1-Methyl-2-ethylhexyl)phenol

Abb. 3 Strukturbeispiele von p-Nonylphenolisomeren im technischen Standard.

p-Nonylphenol wird hauptsichlich als Ausgangsprodukt zur Herstellung von No-
nylphenolethoxylaten eingesetzt und als Monomer fiir die Phenolharzherstellung
[ECHA 2018 a; UBA 2018 a].

4-tert-Octylphenol und p-Nonylphenol zdhlen zu den endokrinen Disruptoren
und storen nachweislich das Hormonsystem in Fischen. Der Einsatz von p-Nonyl-
phenol in Anwendungen mit direktem Eintrag in die Umwelt ist daher seit 2003
in der europdischen Union stark eingeschrankt [Gabriel et al. 2008; UBA 2018 a].
4-tert-Octylphenol und p-Nonylphenol sind unter REACH aufgrund der beobachte-
ten endokrinen Wirkung in Fischen in die Kandidatenliste der besonders besorgnis-
erregenden Stoffe (SVHC, Substances of Very High Concern) aufgenommen worden
[ECHA 2018 b; UBA 2018 a, b]. Details zur toxikologischen Bewertung von 4-tert-
Octylphenol konnen den entsprechenden MAK-Dokumentationen der Kommission
entnommen werden [Hartwig 2016; Hartwig 2017]. p-Nonylphenol wurde bislang
nicht von der Kommission bewertet.

Die Alkylphenolethoxylate und ihre Abbauprodukte werden nach wie vor sowohl
in der Umwelt in Gewissersedimenten [UBA 2018 a] als auch im Trinkwasser nach-
gewiesen [Wang und Schnute 2010]. Ein fortdauernder Eintrag dieser Substanzen
in die Umwelt durch das Waschen importierter Textilien und indirekt iiber weitere
Anwendungen wird angenommen [OECD 1994; UBA 2018 a].
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Octyl- und Nonylphenol in Urin 1771

In der Umwelt kénnen beim Abbau der Octyl- und Nonylphenolethoxylate, ins-
besondere unter anaeroben Bedingungen, freie Alkylphenole intermediér entstehen.
Beide Alkylphenole sind jedoch inhdrent bioabbaubar [OECD 1994]. Zur oralen Bio-
verfiigbarkeit des Octyl- bzw. Nonylphenols im Tierversuch finden sich in der Li-
teratur unterschiedliche Angaben, die von 2—-40 % reichen. Im Tierversuch liegt die
Eliminations-Halbwertszeit im Blut im Bereich weniger Stunden [Hartwig 2016].
Beim Menschen konnen 4-tert-Octylphenol und p-Nonylphenol im Urin der All-
gemeinbevolkerung nachgewiesen werden [Calafat et al. 2005, 2008; Inoue et al. 2003;
Jing et al. 2011], was auf ein ubiquitdres Vorkommen beider Verbindungen in der
Umwelt schlieflen ldsst.

In-vitro-Studien und Tierversuche lassen darauf schlief3en, dass die Alkylphenole
im Korper glucuronidiert und anschlieflend tiber die Galle oder den Urin ausgeschie-
den werden [Nomura et al. 2008; Ye et al. 2007; Zalko et al. 2003]. Im Tierversuch an
Ratten konnte gezeigt werden, dass nach oraler Gabe von Nonylphenol 20-50 % der
Dosis innerhalb von sieben Tagen unveridndert oder als Glucuronid tiber den Urin
ausgeschieden wird [Miiller und Certa 2013].
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1772 Biomonitoring Methods

1 Grundlage des Verfahrens

Das hier beschriebene Analyseverfahren ermoglicht die selektive Erfassung des
4-tert-Octylphenols sowie der Summe verschiedener p-Nonylphenolisomere (ver-
zweigt) im Urin. Nach Zugabe der markierten internen Standards (**C,-4-tert-Octyl-
phenol und *C4-p-Nonylphenol) werden die Proben enzymatisch hydrolysiert, um
die Analyten aus den konjugierten Alkylphenolen freizusetzen. Nach Aufreinigung
durch online-SPE werden die Analyten fliissigchromatographisch aufgetrennt und
mittels nachgeschalteter Tandem-Massenspektrometrie analysiert. Fiir beide Para-
meter wird eine Bestimmungsgrenze von je 2 pg/L erreicht. Die Kalibrierung erfolgt
mit Vergleichsstandards, die in Poolurin angesetzt und in der gleichen Weise be-
handelt werden, wie die zu analysierenden Proben.

2  Gerate, Chemikalien und Losungen

2.1 Gerate

« LC-MS/MS-System bestehend aus einem HPLC-System mit Gradientenpumpe,
einer Vorrichtung zum Entgasen der Eluenten, einem Saulenthermostat und einem
automatischen Probengeber (z. B. Waters Alliance LC) sowie einem tandem-mas-
senspektrometrischen Detektor (z. B. Waters Quattro Ultima Tandem MS)

» LC-Sdule und Trap-Séule: Zorbax Eclipse XDB-C8 5 um, 4,6 x 50 mm (z. B. Agilent,
Nr. 946975-906)

« Anreicherungssdule: Oasis HLB 25 pm, 2,1 x 20 mm (z. B. Waters, Nr. 186002036)

« Laborschiittler (z. B. IKA Vibrax VXR)

 Analysenwaage (z. B. Sartorius)

o Warmeschrank (z. B. Binder)

« verschiedene Messkolben und Becherglaser (z. B. Schott)

* 12 mL-Schraubgliser mit teflonkaschierten Schraubverschliissen (z. B. Schiitt)

« verschiedene Pipetten und Multipetten® (z. B. Eppendorf)

« 2 mL-Rollrandglédschen mit Bérdelkappen (z. B. Waters)

» pH-Meter (z. B. Mettler Toledo)

« Urinsammelgefifie aus Glas (z. B. Duran)

2.2 Chemikalien

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

« Acetonitril (z. B. Merck, Nr. 1.00017)

« hochreines Wasser (z. B. Milli-Q-Wasser)

« B-Glucuronidase (z. B. Roche, Nr. 03707598001)

« Essigsdure (Eisessig), 100 % (z. B. Merck, Nr. 1.00066)
« Natriumacetat, wasserfrei (z. B. Merck, Nr. 1.062464)
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Octyl- und Nonylphenol in Urin 1773

« 4-tert-Octylphenol technical grade, 98,06 % (z. B. SI-Group)

o 3C4-4-tert-Octylphenol (Ring-*Cy), 10 pg/mL in Aceton, (z.B. Sigma-Aldrich,
Nr. 33565)

« p-Nonylphenol technical grade, 90,10 % (z. B. SI-Group)

« 3C¢-p-Nonylphenol (3,6,3-Nonylphenol Ring-'*C,), 10 pg/mL in Aceton, (z.B.
Sigma-Aldrich, Nr. 33574)

2.3 Losungen

« 0,1 M Natriumacetatpuffer
Genau 4,1 g Natriumacetat werden in ein 400 mL-Becherglas eingewogen und in
etwa 250 mL hochreinem Wasser gelost. Nach erfolgter pH-Einstellung mit Eisessig
auf pH 5 (pH-Meter) wird die Lésung quantitativ in einen 500 mL-Messkolben
iiberfithrt und mit hochreinem Wasser bis zur Marke aufgefullt.

Die Losungist bei Lagerung im Kithlschrank bei +4-°C mindestens einen Monat haltbar.

2.4 Interner Standard (ISTD)

« ISTD-Dotierlosung (1 mg/L)
Je 1 mL der Standardlésungen von “C,-4-tert-Octylphenol und “C,-p-Nonyl-
phenol werden in einen 10 mL-Messkolben pipettiert. Der Messkolben wird mit
Acetonitril bis zur Marke aufgefullt.

Die ISTD-Dotierlosung ist bei Lagerung im Kithlschrank bei +4 °C mindestens sechs
Monate haltbar.

2.5 Vergleichsstandards

« Stammlosung I (1000 mg/L)
10 mg 4-tert-Octylphenol und 10 mg p-Nonylphenol (verzweigt) werden in je einen
10 mL-Messkolben genau eingewogen und in Acetonitril gelost. Die beiden Mess-
kolben werden mit Acetonitril bis zur Marke aufgefiillt.

 Stamml6sung II (10 mg/L)
Je 100 pL der Stammloésungen I werden in einen 10 mL-Messkolben pipettiert. Der
Messkolben wird mit Acetonitril bis zur Marke aufgefiillt.

« Dotierlosung I (1 mg/L)
1 mL der Stammldsung II wird in einen 10 mL-Messkolben pipettiert und dieser
mit Acetonitril bis zur Marke aufgefiillt.
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1774 Biomonitoring Methods

« Dotierlosung II (0,1 mg/L)
100 pL der Stammldsung II werden in einen 10 mL-Messkolben pipettiert. Der
Messkolben wird mit Acetonitril bis zur Marke aufgefiillt.

« Dotierl6sung III (0,01 mg/L)
100 pL der Dotierlosung I werden in einen 10 mL-Messkolben pipettiert. Der Mess-
kolben wird mit Acetonitril bis zur Marke aufgefiillt.

Die Stamm- und Dotierldsungen sind bei Lagerung im Kithlschrank bei +4 °C min-
destens sechs Monate haltbar.

Die Vergleichsstandards werden in Poolurin von beruflich nicht mit Alkylphenolen
belasteten Personen angesetzt. Zur Herstellung werden die Spontanurinproben in
einem geeigneten Gefafs gesammelt, gut durchmischt und bis zur Herstellung der
Standards und des Kontrollmaterials bei —20 °C gelagert.

Aus den Dotierlosungen werden durch Verdiinnen mit Poolurin Kalibrierstandards
in einem Konzentrationsbereich von 0,5 bis 100 pg 4-tert-Octylphenol bzw. p-Nonyl-
phenol je Liter Urin nach dem in Tabelle 1 angegebenen Pipettierschema hergestellt.
Als Leerwert wird der verwendete Poolurin mitgefiihrt.

Tab. 1 Pipettierschemazur Herstellung der Vergleichsstandards fiir die Bestimmung von 4-tert-
Octylphenol und p-Nonylphenolen (verzweigt) in Urin.

Vergleichs- Dotierlosung Volumen der Volumen Pool- Konzentration

standard Dotierlosung urin der Analyten
[pL] [pL] [pg/L]

Leerwert - - 500 -

1 11T 25 475 0,5

2 II 5 495 1,0

3 I 10 490 2,0

4 II 25 475 5,0

5 I 5 495 10

6 I 10 490 20

7 I 25 475 50

8 1 50 450 100
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Octyl- und Nonylphenol in Urin 1775

3  Probenahme und Probenaufbereitung

3.1 Probenahme

Die Urinproben werden in einem geeigneten Urinsammelgefaf; aus Glas gesammelt
(siehe auch Abschnitt 9.4), aliquotiert und bis zur Analyse bei —20 °C gelagert.

3.2 Probenaufbereitung

Vor der Analyse werden die Proben bei Raumtemperatur aufgetaut und gut durch-
mischt. Es werden 0,5 mL der Urinprobe in ein 2 mL-Rollrandgldschen iiberfiithrt
und 10 pL der ISTD-Dotierlosung zugegeben. AnschliefSend erfolgt die Zugabe von
1 mL des Natriumacetatpuffers. Die Probe wird auf einem Schiittler gut durchmischt.
Zur Hydrolyse wird die Probe mit 10 pL der S-Glucuronidase versetzt, gut durch-
mischt und das verschlossene Probengefif iiber Nacht (16 h) bei 37 °C im Wiarme-
schrank inkubiert. Nach Abkithlung der Probe auf Raumtemperatur wird diese direkt
zur Analyse in das LC-MS/MS-System injiziert.

4  Instrumentelle Arbeitsbedingungen

Die analytischen Messungen erfolgten an einer Gerdtekonfiguration bestehend aus
einem HPLC-System gekoppelt mit einem Tandem-Massenspektrometer.

4.1 Hochleistungsfliissigchromatographie

Dasfiir diese Methode eingesetzte HPLC-System besteht aus nur einer HPLC-Pumpe.
Die online-Saulenschaltung wurde durch Kombination von zwei Sechs-Gange-Ven-
tilen und zwei T-Verbindungen realisiert (siehe Flussschema in den Abbildungen 4a
und 4b). Es ist natiirlich genauso moglich die online-SPE durch andere HPLC-Kon-
figurationen nachzustellen, z. B. durch die Verwendung von zwei HPLC-Pumpen.
Die entsprechenden Parameter, wie Gradientensystem und Schaltzeiten miissen
dann je nach dem verwendetem online-SPE-System angepasst und optimiert werden.

Trap-Saule: Zorbax Eclipse XDB-C8 5 pum, 4,6 x 50 mm (vor
dem Injektionssystem installiert)
Anreicherungsséule: Oasis HLB 25 pm, 2,1 x 20 mm
Analytische Saule: Zorbax Eclipse XDB-C8 5 pum, 4,6 x 50 mm
Mobile Phase: Mobile Phase A: hochreines Wasser
Mobile Phase B: Acetonitril
Flussrate: 0,3 mL/min
Séulentemperatur: 30°C
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Injektionsvolumen: 100 pL

Schaltprogramm: 0-3,5 min: Fluss tiber Anreicherungssaule
3,5—18 min: Fluss tiber Anreicherungssdule und ana-
lytische Séule
18-20 min: Fluss tiber Anreicherungsséule

Gradientenprogramm: siehe Tabelle 2

Tab.2  Gradientenprogramm zur Bestimmung von 4-tert-Octylphenol und p-Nonylphenolen
(verzweigt) in Urin.

Zeit Mobile Phase A Mobile Phase B Flussrate
[min] [%] [%] [mL/min]
0 80 20 0,3
4,0 80 20 0,3
5,0 5 95 0,3
10,0 5 95 0,3
10,5 80 20 0,3
20,0 80 20 0,3

4,2 Tandem-Massenspektrometrie

Ionisationsmodus: negative Elektrospray-lonisation (ESI-)
Quellentemperatur: 150 °C

Desolvationstemperatur: 500 °C

Detektionsmodus: Multi Reaction Monitoring (MRM)
Cone Gasfluss: 100 L/h

Desolvation Gasfluss: 650 L/h

Eingangspotential: -2V

Kollisionsenergie: 22V

Ausgangspotential: 2V

Multiplier: 650V

Samtliche Einstellungen der Ionenquelle sowie die MRM-Parameter sind gerdtespe-
zifisch und miissen vom Anwender individuell eingestellt werden. Die angegebenen
Parameter konnen daher lediglich als Orientierungshilfe herangezogen werden. Alle
anderen Parameter sind nach Herstellerangaben zu optimieren.
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Octyl- und Nonylphenol in Urin 1777

5 Analytische Bestimmung

Von den nach Abschnitt 3 aufgearbeiteten Proben werden jeweils 100 uL in das LC-
MS/MS-Gerit injiziert. Die Identifizierung der Analyten erfolgt anhand der Reten-
tionszeit und der spezifischen Ionenspuren. Die Retentionszeiten der Analyten und
internen Standards sowie die registrierten Ionenspuren sind in Tabelle 3 zusammen-
gestellt. Bei jeder Analysenserie werden mehrere Reagenzienleerwerte (hochreines
Wasser anstelle der Urinprobe) und mindestens zwei Qualitatskontrollproben (siehe
Abschnitt 8) mitgefiihrt.

Die in Tabelle 3 angegebenen Retentionszeiten konnen nur als Anhaltspunkt dienen
und kénnen sich je nach verwendetem online-SPE-System unterscheiden. Der An-
wender hat sich selbst von der Trennleistung der verwendeten HPLC-Saule und dem
daraus resultierenden Retentionsverhalten der Analyten zu {iberzeugen. In den Ab-
bildungen 5 und 6 (im Anhang) sind beispielhaft Chromatogramme von zwei mit
unterschiedlichen Analytkonzentrationen dotierten Poolurinproben gezeigt.

Tab.3  Retentionszeiten und detektierte lonenspuren zur Bestimmung von 4-tert-Octylphenol
und p-Nonylphenolen (verzweigt) in Urin.

Analyt Retentionszeit Ionenspur [m/z]
[min] Q1 Q3
4-tert-Octylphenol 11,66 205,22 133,04
13Cg-4-tert-Octylphenol 11,66 211,14 138,89
p-Nonylphenol 12,12 219,22 133,10
13C4-p-Nonylphenol 12,12 225,08 138,95

6 Kalibrierung

Zur Kalibrierung werden die unter Abschnitt 2.5 beschriebenen Vergleichsstandards
analog zu den Proben aufgearbeitet (vgl. Abschnitt 3) und mittels LC-MS/MS (vgl.
Abschnitt 4) analysiert. Die Erstellung der Kalibriergeraden erfolgt durch Auftragen
der Quotienten aus der Peakfliche der Analyten und des jeweiligen internen Stan-
dards gegen die Konzentration der Kalibrierstandards. Die Kalibriergeraden sind
unter den beschriebenen Analysebedingungen im Konzentrationsbereich von 0,5
bis 1000 pg/L linear. Als iiblicher Arbeitsbereich hat sich sowohl fiir 4-tert-Octyl-
phenol als auch fiir p-Nonylphenol eine Kalibrierung bis 50 pg/L als ausreichend
erwiesen. Grund dafiir ist, dass hohere Werte in den untersuchten Urinproben nicht
zu erwarten sind und eine Quantifizierung im Bereich der Bestimmungsgrenze nur
durch exakte Kalibrierkurvenfithrung im unteren Bereich méglich ist. In den Ab-
bildungen 7 und 8 (im Anhang) sind beispielhaft die Kalibriergeraden der Analyten
dargestellt.
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7 Berechnung der Analysenergebnisse

Die Berechnung der Analytgehalte in den Urinproben erfolgt mithilfe der zur Ana-
lysenserie gehorenden Kalibrierfunktionen (Abschnitt 6). Zur Bestimmung der Ana-
lytgehalte einer Urinprobe werden die Quotienten aus der Peakflache des jeweiligen
Analyten und des dazugehorigen ISTD bestimmt und in die nach Abschnitt 6 be-
rechneten Kalibrierfunktionen eingesetzt. Man erhilt den jeweiligen Analytgehalt
in pg/L. Eventuelle Reagenzienleerwerte werden durch Subtraktion beriicksichtigt.

8 Standardisierung der Messergebnisse und
Qualitatssicherung

Zur Sicherung der Qualitit der Analysenergebnisse wird geméaf3 den Richtlinien der
Bundesarztekammer und den speziellen Vorbemerkungen dieser Publikationsreihe
verfahren [Bader et al. 2010; Bundesiarztekammer 2014]. Zur Prizisionskontrolle
werden in jeder Analysenserie mindestens zwei Qualitatskontrollproben mit unter-
sucht, die bekannte Konzentrationen der Analyten aufweisen. Da kaufliches Material
nicht zur Verfligung steht, muss das Kontrollmaterial selbst hergestellt werden. Dazu
wird Poolurin von beruflich nicht mit Alkylphenolen belasteten Personen verwendet,
der mit den Standardlésungen der Analyten versetzt wird, so dass die Konzentration
des Kontrollmaterials im entscheidungsrelevanten Konzentrationsbereich liegt (z. B.
10 pg/L und 50 pg/L). Aliquote dieser Proben werden bei —20 °C gelagert und bei
jeder Analysenserie als Qualitdtskontrollproben mitgefithrt. Der Sollwert und die
Toleranzbereiche des Qualitidtskontrollmaterials werden im Rahmen einer Vorperio-
de (an 10 Tagen je eine Analyse des Kontrollmaterials) ermittelt [Bader et al. 2010].

Gleichzeitig werden in jeder Analysenserie mindestens drei Reagenzienleerwerte
analysiert, damit eventuelle Storungen aus den Chemikalien erkannt werden konnen
(vgl. Abschnitt 9.4). Statt Urin wird hier hochreines Wasser eingesetzt.

9 Beurteilung des Verfahrens

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

9.1 Prazision

Zur Bestimmung der Prézision in der Serie wurde Poolurin von beruflich nicht mit
Alkylphenolen belasteten Personen eingesetzt. Der Poolurin wurde mit je 2 pg, 10 pug
oder 50 pg 4-tert-Octylphenol und p-Nonylphenol pro Liter dotiert. Diese Proben
wurden zehnfach parallel aufgearbeitet und analysiert. Die hieraus ermittelten rela-
tiven Prizisionsdaten sind in Tabelle 4 aufgefiihrt.
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Zur Bestimmung der Préizision von Tag zu Tag wurden Poolurinproben mit dotierten
Analytkonzentrationen von je 1 pg, 5 pg und 25 pg/L an 15 verschiedenen Tagen
aufgearbeitet und analysiert. Die ermittelten Prizisionsdaten sind in Tabelle 5 auf-
gefiihrt.

Tab.4  Prazision in der Serie fiir die Bestimmung von 4-tert-Octylphenol und verzweigtem
p-Nonylphenol in Urin (n = 10).

Analyt Dotierte Konzentration Standardabweichung Streubereich u
(rel) s,

[ug/L] [%] [%]
4-tert-Octylphenol 2 7,0 15,8

10 4,4 10,0

50 2,5 5,6
p-Nonylp-}-\-e-I;-o-l 2 4,4 ------- 10,0
(verzweigt) 10 32 72

50 4,1 9,3

Tab.5  Prazisionen von Tag zu Tag fur die Bestimmung von 4-tert-Octylphenol und verzweig-
tem p-Nonylphenol in Urin (n = 15).

Analyt Mittlere Standardabweichung Streubereich «

Konzentration (rel.) s,

[mg/L] [%] [%]
4-tert-Octylphenol 1,2 10,5 22,5

5,0 5,5 11,8

24,7 3,2 6,9
p—Nonylp-I;-e-r-l-(;I T a8 03
(verzweigt) 46 52 11,2

24,2 3,8 8,2

9.2 Richtigkeit

Zur Bestimmung der Richtigkeit wurde die Wiederfindung ausgehend von den Ver-
suchen zur Bestimmung der Prizision in Serie ermittelt. Die erhaltenen relativen
Wiederfindungsraten sind in Tabelle 6 aufgefiihrt.

Um den Einfluss unterschiedlicher Urinmatrizes zu ermitteln, wurden zehn Indivi-
dualurine mitje 10 ug/Lbzw. 100 pg/L der beiden Alkylphenole dotiert, aufgearbeitet
und analysiert. Die Ergebnisse dieser Untersuchung sind in Tabelle 7 dargestellt.
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Tab.6  Relative Wiederfindung fiir die Bestimmung von 4-tert-Octylphenol und verzweigtem
p-Nonylphenol in Urin, ermittelt aus den Daten zur Prazision in Serie (n = 10).

Analyt Dotierte Mittlere rel. Bereich

Konzentration Wiederfindung r

[ng/L] [%] %]
4-tert-Octylphenol 2 104 94-116

10 98 92-106

50 98 94-102
p-Nonylphenol 2 w06 o3
(verzweigt) 10 101 96-107

50 99 92-104

Tab.7  Relative Wiederfindung fiir die Bestimmung von 4-tert-Octylphenol und verzweigtem
p-Nonylphenol in Individualurinen (n = 10).

Analyt Dotierte Standard- Streu- Mittlere Bereich

Konzentration abweichung bereich u rel. Wieder-

(rel.) s, findung r

[ng/L] [%] [%] [%] [%]
4-tert-Oc- 10 5,3 11,8 103 92-111
tylphenol 4, 9,4 21,0 97 83-108
p-Nonyl- 10 2,7 6,1 102 96-106
phenol )4 2,9 6,7 102 98-102
(verzweigt)

9.3 Nachweis- und Bestimmungsgrenzen

Die Ermittlung der Nachweis- und Bestimmungsgrenzen erfolgte in Anlehnung an
die Kalibriergeradenmethode auf Grundlage der sechs untersten Kalibriermesspunk-
te. Die ermittelten Werte fiir beide Analyten sind in Tabelle 8 aufgefiihrt.

Tab.8  Ermittelte Nachweis- und Bestimmungsgrenzen fiir die Bestimmung von 4-tert-Octyl-
phenol und verzweigtem p-Nonylphenol in Urin.

Analyt Nachweisgrenze Bestimmungsgrenze
[ng/L] [pg/L]

4-tert-Octylphenol 0,6 2,0*

p-Nonylphenol (verzweigt) 1,0 2,0*

* in Abhingigkeit vom Reagenzienleerwert (vgl. Abschnitte 9.4 und 10)
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9.4 Storeinfliisse

In der Anfangsphase der Methodenentwicklung wurde versucht, beide Alkylphenole
mithilfe der Fliissig-Fliissig-Extraktion aus der Urinprobe zu isolieren. Wegen den
dabei erzielten niedrigen Wiederfindungsraten von nur ca. 20 % fiir 4-tert-Octylphe-
nol und 35 % fiir p-Nonylphenol und einem hohen Reagenzienleerwert um 10 pg/L
wurde diese Aufarbeitungsvariante nicht weiterverfolgt. Auch der Einsatz der off-
line-Festphasenextraktion wurde gepriift, fithrte aber wegen des nicht signifikant zu
reduzierenden Reagenzienleerwertes ebenfalls nicht zum Erfolg.

Dies fithrte zur Etablierung der Sdulenschalttechnik mit online-Anreicherung
und Probenaufreinigung auf einer Anreicherungssiule. Nachdem die Analyten im
Gegenstrom auf die Trennsiule eluiert wurden, erfolgt nach chromatographischer
Trennung die massenspektrometrische Detektion im MRM-Modus. Diese Technik
ermoglicht eine signifikante Reduktion der Reagenzienleerwerte auf bis zu 2 pug/L
fiir 4-tert-Octylphenol und 3 pg/L fiir p-Nonylphenol. Ziel der Analysemethode war
jedoch das Erreichen einer Bestimmungsgrenze von etwa 1 pg/L. In zahlreichen Ver-
suchen wurden daher verschiedene Leerwertquellen identifiziert und entsprechende
Mafinahmen zur Reduktion erarbeitet.

Als eine mogliche Leerwertquelle wurde das LC-Kapillarsystem des Analysengeré-
tes lokalisiert. Da die Analyten aufgrund ihrer lipophilen und aciden Struktur leicht
adsorbiert werden, besteht die Gefahr einer Anreicherung in den Kapillaren und
Schaltventilen, insbesondere nach der Injektion groferer Analytmengen (z. B. nach
Injektion der hohen Kalibrierstandards). Das Problem konnte durch anschlieffende
Injektion einer oder mehrerer wissriger Proben zur Spiillung des Systems eliminiert
werden. Da ein geritetechnischer Zusammenhang hierbei nicht auszuschliefen ist,
muss dieses Problem nicht zwingend auf andere Gerétetypen iibertragbar sein.

Eine weitere Kontaminationsquelle stellten die eingesetzten Autosampler-Rollrand-
glaschen und Verschlusskappen dar. Durch vergleichende Untersuchungen wurden
die in Abschnitt 2.1 beschriebenen Gefifie und Kappen als optimal fiir die Analytik
der hier untersuchten Alkylphenole ermittelt, da sie die geringsten Reagenzienleer-
werte aufwiesen. Alternativ besteht auch die Moglichkeit die eingesetzten Gefifie vor
der Verwendung mit Methanol zu spiilen und Verschlusskappen mit Teflonsepten
zu verwenden. Diese Mafinahme hilft auch bei méglichen chargenbedingten Ver-
unreinigungen und wurde fiir spitere Versuche konsequent angewendet.

Alternde Vor- oder Trennsdulen wurden ebenfalls als mégliche Kontaminations-
quellen identifiziert. Auch hier konnen adsorbierende Stellen zu einer allméhlichen
Anreicherung der Analyten fithren, die dann durch das FliefSmittel gelost und nach-
folgend als ,.hot spots“ detektiert werden. Weiterhin wurden auch in verschiedenen
Acetonitrilchargen Spuren an p-Nonylphenol gefunden. Auch diese p-Nonylphenol-
Spuren reicherten sich im nachgeschalteten System an und wurden sporadisch frei-
gesetzt, was zu falsch positiven Werten fiihrte. Erst durch intensive Blindwertstudien
konnte dieses Problem erkannt werden. Um zeitintensive Chargentests zu umgehen,
wurde eine Trap-Sdule vor das Injektionssystem geschaltet, wodurch mogliche Spu-
ren von p-Nonylphenol aus den Laufmitteln abgetrennt werden konnten. Die Summe
aller geschilderten Mafinahmen fiihrte zu einer reproduzierbaren Reduktion der
Blindwerte auf etwa 0,3 pg/L fiir 4-tert-Octylphenol und 0,5 pg/L fiir p-Nonylphenol.
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Es wurden zwei verschiedene LC-Methoden getestet. Eine Methode (im Hauptteil
beschrieben) dient dem hohen Probendurchsatz und ist fiir die Routine gut geeignet.
Die zweite LC-Variante fithrt zu einer besseren Matrixabtrennung, jedoch eluieren
die Substanzen im Vergleich zur ersten Variante erst nach der doppelten Retentions-
zeit. Beide LC-Varianten zeigten vergleichbare Prazisionsdaten und konnen stan-
dardmiflig angewendet werden. Fiir das alternative Verfahren wurde eine andere,
langere Analysenséule eingesetzt und ein abgewandeltes Gradientenprogramm ver-
wendet. Details zur alternativen Methode kénnen im Anhang (Abschnitt 12.1) ein-
gesehen werden.

Mogliche Kontaminationspfade sind auch bei der Probenahme zu beriicksichtigen.
Da die beiden Analyten auch aus Verpackungsmaterial diffundieren konnen, ist bei
den Gefiflen fiir die Urinsammlung auf Art und Herkunft der Gefifle zu achten.
Es wurde der Einsatz von Glasgefafien mit teflonkaschierten Deckeln oder Glas-
stopfen sowie von Polypropylengefifien erfolgreich getestet, wenn diese vor Einsatz
mit Methanol gespiilt wurden. Ein Spiilschritt mit Methanol fiir alle eingesetzten
Glasgerite, hierzu zéhlen auch die fiir die Lagerung und Aufarbeitung verwendeten
Schraubgliser, ist vor Beginn der Analytik sehr zu empfehlen. Das gilt auch fiir frisch
in einer Laborsptilmaschine gereinigte Gefifle sowie fiir gereinigte und danach ge-
lagerte Gefifle.

Bei der Methodenpriifung, die mit einer Gerétekonfiguration bestehend aus ei-
nem HPLC-System Agilent 1100 und einem Tandem-Massenspektrometer AB Sciex
QTrap 5500 ausgefiithrt wurde, konnte die Blindwertproblematik bestétigt werden.
Hier wurden als weitere Kontaminationsquellen auch der verwendete Puffer und
die eingesetzte S-Glucuronidase identifiziert, die die Quantifizierung im Bereich
der Bestimmungsgrenze erschwerten. Auch hier wurde der carry over-Effekt nach
Injektion hoher Analytkonzentrationen beobachtet, der erst durch nachfolgende In-
jektion mehrerer Leerproben beseitigt werden konnte.

Im Rahmen der Methodenentwicklung wurden verschiedene interne Standard-
substanzen getestet. Dabei erwiesen sich 4-n-Nonylphenol-d, oder auch 4-n-Nonyl-
phenol-*C, als interner Standard fiir p-Nonylphenol (verzweigt) als ungeeignet, da
diese aufgrund der abweichenden physikalischen Eigenschaften (Retentionszeit,
Fragmentierung) die analytischen Schwankungen (Matrix und Quenching) nicht
vollstdndig kompensieren konnten. Auch der fiir 4-tert-Octylphenol eingesetzte in-
terne Standard 4-tert-Octylphenol-*C, erwies sich als ISTD fiir p-Nonylphenol als
nicht optimal. Erst durch den Einsatz von p-Nonylphenol-C als ISTD war eine
reproduzierbare Analytik auch fiir das verzweigte p-Nonylphenol méglich.

10 Diskussion der Methode

Ziel der Methodenentwicklung war eine schnelle, selektive, sensitive und robuste
Analysemethode, die die Bestimmung beider Alkylphenole in einem Analysengang
erlaubt. Durch Einsatz der LC-MS/MS-Technik war es moglich, die Trennleistung
soweit zu reduzieren, dass das komplexe p-Nonylphenol-Isomerengemisch in einem
Peak eluiert. Der dabei zur Analyse verwendete Masseniibergang von m/z 219 nach
m/z 133 ermoglicht die Erfassung von ca. 75 % aller p-Nonylphenol-Isomere. In Vor-
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versuchen konnte gezeigt werden, dass das oft in der Literatur beschriebene 4-n-No-
nylphenol (unverzweigt) in dem vorliegenden technischen p-Nonylphenolstandard
(verzweigt) nicht vorkommt. Somit kann eine Analytik auf diese Substanz als Marker
fiir eine allgemeine Nonylphenolexposition nicht als zielfithrend angesehen werden.

Bedingt durch die ubiquitdre Verbreitung und die physikalisch-chemischen Eigen-
schaften von 4-tert-Octylphenol und p-Nonylphenol ist die Analytik in allen Phasen
von einer signifikanten Blindwertproblematik begleitet. Dies gilt insbesondere fiir
p-Nonylphenol. Dementsprechend sollte die Analysemethode moglichst wenige
Analyseschritte beinhalten, da jeder zusitzliche Analyseschritt auch eine zusétz-
liche potentielle Kontaminationsquelle bedeutet. Nur durch die Anwendung der
LC-MS/MS-Kopplung sowie durch die Probenaufarbeitung in nur einem Analyse-
gefdfs pro Probe, war eine Reduzierung der Blindwerte unter 1 ug/L moglich.

Wegen der Leerwertproblematik ist es notwendig, die Eignung der Chemikalien
und des Messsystems vor Beginn der Alkylphenolanalytik mithilfe von Blindwert-
tests zu priifen und bei jeder Analysenserie mindestens drei Reagenzienleerwerte
parallel zu den Analyseproben und den Qualitdtskontrollproben zu analysieren und
zu dokumentieren. Nur wenn die bestimmten Leerwerte gleichméflig sind und unter-
halbvon 1 pg/Lliegen, kann eine Analysenserie fiir die Bestimmung der Hintergrund-
belastung im Urin der Allgemeinbevélkerung als valide gewertet werden, natiirlich
auch unter Einhaltung der Qualitdtsvorgaben mittels der Qualitdtskontrollproben.

Der Einsatz der *C¢-markierten internen Standards, mit zu den Analyten analoger
Fragmentierung, ermoglicht die Kompensation aller analytischen Schwankungen,
was durch die sehr guten Prazisionsdaten bestatigt wird. Lediglich bei der niedrigsten
dotierten Konzentration treten etwas hohere Streubreiten auf, was sicherlich auf die
bereits diskutierte Leerwertproblematik im unteren Konzentrationsbereich zuriick-
zufithren ist. Versuche mit aufgestockten Individualurinen zeigen zudem die Robust-
heit der Analysenmethode auch bei Verwendung unterschiedlicher Urinmatrizes.

Um eine Ubersicht {iber mogliche Hintergrundbelastungen zu erhalten, wurden
Urinproben von 40 beruflich nicht gegeniiber Alkylphenolen exponierten Personen
analysiert. In zwei Proben wurde dabei p-Nonylphenol in einer Konzentration von
1,6 und 1,8 pg/L detektiert, wihrend 4-tert-Octylphenol in keiner Probe gefunden
werden konnte. Diese Ergebnisse verdeutlichen, dass eine Belastung der Bevolkerung
tiberwiegend im Bereich der Bestimmungsgrenze zu erwarten ist.

Die in Abschnitt 9.4 beschriebenen Hinweise zeigen die erhchten Anforderungen
auf, die an eine valide Methodenanwendung fiir die Bestimmung der Alkylphenole
gestellt werden. Diese Problematik wurde auch von den Priifern der Methode be-
statigt und ist damit als essentielle Herausforderung fiir Messungen im Bereich der
Hintergrundbelastung zu sehen. Bei konsequenter Beachtung der in Abschnitt 9.4
beschriebenen Mafinahmen zur Reduzierung der Blindwerte kann die Empfindlich-
keit der Methode noch gesteigert werden (Bestimmungsgrenze von etwa 1 pg/L).

Verwendete Messgerdte: LC-MS/MS-System bestehend aus Woaters Alliance
HPLC-System gekoppelt mit Tandemmassenspektrometer Waters Quattro Ultima
MS.
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12 Anhang

12.1  Alternative Analysenmethode

Trap-Séule:

Anreicherungsséule:

Analytische Saule:

Mobile Phase:

Flussrate:

Sdulentemperatur:

Injektionsvolumen:

Schaltprogramm:

Gradientenprogramm:

Zorbax Eclipse XDB-C8 5 pum, 4,6 x 50 mm
Oasis HLB 25 pum, 2,1 x 20 mm
Symmetry C8 3,5 pm, 2,1 x 150 mm

Mobile Phase A: hochreines Wasser
Mobile Phase B: 1 mM Ammoniumacetat
Mobile Phase C: Acetonitril

0,3 mL/min
30°C
100 pL

0-5 min: Fluss tiber Anreicherungsséule

5-35 min: Fluss iiber Anreicherungssiule und ana-
lytische Séule

35—-40 min: Fluss tiber Anreicherungssaule

siehe Tabelle 9

Tab.9  Alternatives Gradientenprogramm fiir die Bestimmung von 4-tert-Octylphenol und ver-
zweigtem p-Nonylphenol in Urin.

Zeit Mobile Mobile Mobile Flussrate
[min] Phase A Phase B Phase C [mL/min]
[%] [%] [%]
0 60 5 35 0,3
10,0 60 5 35 0,3
20,0 15 5 80 0,3
30,0 15 5 80 0,3
31,0 60 5 35 0,3
40,0 60 5 35 0,3

Bedingt durch die lingere Analysensidule eluieren die Analyten deutlich spater, was
gleichzeitig zu einer besseren Matrixabtrennung fithrt (Retentionszeiten 4-tert-Oc-
tylphenol und ISTD: t; = 26,3 min; p-Nonylphenol und ISTD: t; = 25,0 min). Alle
anderen Angaben entsprechen der im Hauptteil beschriebenen Analysenmethode.
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12.2 Abbildungen

—[ Trap-S4ule SPE Analytanreicherung

Auto-
sampler

SPE Equilibrierung

—[ Analytische Saule ]

Valve 1 Valve2

SPE-Séule

Abb. 4a Flussdiagramm des online-SPE-HPLC-Systems: SPE-Analytanreicherung und Equilibrie-
rung des Systems.
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—{  Trep-Saue SPE backflush

Uberfilhrung SPE auf HPLC
| Auto-

—’[ Analytische Séule }

Tee Tee

Valve 1&—0 Valve 2

] s

Abb. 4b Flussdiagramm des online-SPE-HPLC-Systems: SPE-Backflush, Analyttransfer und

-trennung auf der analytischen S&ule.
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100 ISTD p-Nonyliphenal
| MRM 225 —> 138

100 sNonyiphenol
[ MRM 219133

e e
11.00 11.50 12.00 12.50 13.00
100 ISTD 4-tert-Octylphanol
: MRM 211 > 139
A
0 1

11.00 11.50 12.00 12.50 13.00

100 4-ten-Cctyiphenct
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o' Time
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Abb.5 LC-MS/MS-Chromatogramm einer mit je 1 pg/L der Analyten gespikten Urinprobe.
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100 ISTD p-Nonylphenal
| MRM 225 > 138

10.50 11.00 11.50 12.00 12.50 13.00

100 p-Nonylphenaol
| MRM 219 —> 133

10.50 11.00 11.50 12.00 12.50 13.00

100 ISTD 4-tert-Octylphenal
| MRM 211 -> 139

0! :
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100 4-tert-Octyiphenal
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0! Time
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Abb. 6 LC-MS/MS Chromatogramm einer mit je 10 pg/L der Analyten gespikten Urinprobe.
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30.0
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0 100 = 200 300 400 500 60O 70D 800 900 1000

Abb. 7 Kalibriergerade von 4-tert-Octylphenol in Urin (Messbereich 0-1000 pg/L).

Response

0 00 200 300 400 500 600 700 800 @00 400D

Abb. 8 Kalibriergerade von p-Nonylphenol (verzweigt) in Urin (Messbereich 0-1000 pg/L).
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