Keywords
Bisphenol A; Bisphenol F;

Bisphenol S; Biomonitoring; Urin;

UPLC-ESI-MS/MS

Citation Note:

Jéger T, Bader M, Sander K,
Blimein K, Géen T, Hartwig A,
MAK Commission. Bisphenol A,
Bisphenol F und Bisphenol S -
Bestimmung von Bisphenol A,
Bisphenol F und Bisphenol S in
Urin mittels UPLC-ESI-MS/MS.
Biomonitoring-Methode. MAK
Collect Occup Health Saf. 2023
Jun;8(2):Doc050. https:/doi.
org/10.34865/bi80057d8_2or

Manuskript abgeschlossen:
29 Okt 2020

Publikationsdatum:
30 Jun 2023

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

Bisphenol A, Bisphenol F und Bisphenol S -
Bestimmung von Bisphenol A, Bisphenol F
und Bisphenol S in Urin mittels
UPLC-ESI-MS/MS

Biomonitoring-Methode

T. Jager! T. Goend”

M. Bader? A. Hartwig*”

K. Sander? MAK Commission®”
K. Blimlein?

1 Methodenentwicklung, BASF SE, Corporate Health Management, ESG/CB — H306, Carl-Bosch-Stral3e 38,
67056 Ludwigshafen

2 Methodenpriifung, Fraunhofer Institut flir Toxikologie und Experimentelle Medizin (ITEM), Arbeitsgruppe Bio-
und Umweltanalytik, Nikolai-Fuchs-Stra3e 1, 30625 Hannover

3 Methodenentwicklung, Leitung der Arbeitsgruppe ,Analysen in biologischem Material” der Stédndigen
Senatskommission zur Priifung gesundheitsschédlicher Arbeitsstoffe, Deutsche Forschungsgemeinschaft,
Friedrich-Alexander-Universitét Erlangen-Nurnberg, Institut und Poliklinik fiir Arbeits-, Sozial- und
Umweltmedizin, HenkestraBe 9-11, 91054 Erlangen

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

5 Sténdige Senatskommission zur Priifung gesundheitsschédlicher Arbeitsstoffe, Deutsche
Forschungsgemeinschaft, Kennedyallee 40, 53175 Bonn

* E-Mail: T. Gben (thomas.goeen@fau.de), A. Hartwig (andrea.hartwig@kit.edu), MAK Commission
(arbeitsstoffkommission@dfg.de)

Abstract

The working group “Analyses in Biological Materials” of the Permanent Senate
Commission for the Investigation of Health Hazards of Chemical Compounds in the
Work Area developed and verified the presented biomonitoring method. Bisphenol A
(BPA), bisphenol F (BPF), and bisphenol S (BPS) are co-monomers for producing engin-
eering plastics used in the automotive, food, and household sectors and are also used
in paper chemicals and leather-tanning agents. Due to the wide range of applications,
exposure to these bisphenols can occur both at the workplace and via the environment.
The aim of this work was to develop a selective method for the determination of BPA,
BPF, and BPS in human urine. This method has been comprehensively verified, and the
reliability data have been confirmed by replication and validation of the procedure in a
second, independent laboratory. The internal standards are added to the buffered urine
samples, which are then subjected to enzymatic hydrolysis and processed via disper-
sive liquid-liquid microextraction (DLLME). The analytes are separated from matrix
components by liquid chromatography and detected by tandem mass spectrometry
using electrospray ionisation. Quantitative evaluation is carried out via external cali-
bration in water. The good precision and accuracy data show that the method provides
reliable and accurate measurement values. The method is selective and sensitive, and
the quantitation limits of 0.25 pg/l, 0.10 pg/1, and 0.05 pg/1 urine for BPA, BPF, and BPS,
respectively, are sufficient to determine occupational as well as background exposure.

The MAK Collection for Occupational Health and Safety 2023, Vol 8, No 2 1


https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/deed.de
https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/deed.de
https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/deed.de
https://doi.org/10.34865/bi80057d8_2or
https://doi.org/10.34865/bi80057d8_2or
mailto:thomas.goeen@fau.de
mailto:andrea.hartwig@kit.edu
mailto:arbeitsstoffkommission@dfg.de

Biomonitoring-Methoden — Bisphenol A, F und S in Urin

[GMS] PUBLISSO® "

1 Kenndaten der Methode

Matrix

Urin

Analytisches Messprinzip Ultra-Hochleistungsfliissigkeitschromatographie mit Elektrospray-lonisation und

Tandem-Massenspektrometrie (UPLC-ESI-MS/MS)

Parameter und entsprechende Arbeitsstoffe

Arbeitsstoff CAS-Nr. Parameter CAS-Nr.
Bisphenol A 80-05-7 Bisphenol A 80-05-7
Bisphenol F 620-92-8 Bisphenol F 620-92-8
Bisphenol S 80-09-1 Bisphenol S 80-09-1

Zuverlassigkeitskriterien

Bisphenol A (BPA)

Prazision in der Serie:

Préazision von Tag zu Tag:

Richtigkeit:

Nachweisgrenze:

Bestimmungsgrenze:

Bisphenol F (BPF)

Prazision in der Serie:

Prazision von Tag zu Tag:

Richtigkeit:

Nachweisgrenze:

Bestimmungsgrenze:

Standardabweichung (rel.) $,=9,8%, 4,5%, 10,8 % bzw. 79 %
Streubereich u=22,2%, 10,2 %, 24,4 % bzw. 17,9 %

bei einer dotierten Konzentration von 0,4 pg, 2,0 pg, 10,0 pg bzw. 40,0 pg BPA pro Liter
Urin und n =10 Bestimmungen

Standardabweichung (rel.) $,=15,5%, 8,4%, 9,2% bzw. 12,5%
Streubereich u=399%, 21,6 %, 23,7% bzw. 32,1 %

bei einer dotierten Konzentration von 0,4 pg, 2,0 pg, 10,0 pg bzw. 40,0 ug BPA pro Liter
Urin und n=6 Bestimmungen

Wiederfindungsrate (rel.) r=85,2%, 88,2 % bzw. 94,1 %

bei einer dotierten Konzentration von 2,0 pg, 10,0 pg bzw. 40,0 pg BPA pro Liter Urin
und n =10 Bestimmungen

0,08 pg BPA pro Liter Urin
0,25 pg BPA pro Liter Urin

$,=13,4%, 7,7 %, 5,5% bzw. 4,8 %
u=30,3%, 174 %, 12,4% bzw. 10,9 %

bei einer dotierten Konzentration von 0,4 pg, 2,0 pg, 10,0 pg bzw. 40,0 pg BPF pro Liter
Urin und n = 10 Bestimmungen

Standardabweichung (rel.)
Streubereich

Standardabweichung (rel.) $,=12,9%, 7,3 %, 6,8 % bzw. 10,7 %
Streubereich u=33,2%, 18,8 %, 17,5% bzw. 27,5 %

bei einer dotierten Konzentration von 0,4 pg, 2,0 pug, 10,0 pg bzw. 40,0 pg BPF pro Liter
Urin und n = 6 Bestimmungen

Wiederfindungsrate (rel.) r=101%, 95,9 % bzw. 97,1 %

bei einer dotierten Konzentration von 2,0 pg, 10,0 pg bzw. 40,0 pg BPF pro Liter Urin
und n =10 Bestimmungen

0,03 pg BPF pro Liter Urin
0,10 pg BPF pro Liter Urin
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Bisphenol S (BPS)

Prazision in der Serie: Standardabweichung (rel.) $,=29%, 3,3%, 3,2% bzw. 6,2%
Streubereich u=6,6%, 7,5%, 7,2 % bzw. 14,0 %
bei einer dotierten Konzentration von 0,4 pg, 2,0 pg, 10,0 pg bzw. 40,0 pg BPS pro Liter
Urin und n=10 Bestimmungen

Prazision von Tag zu Tag: Standardabweichung (rel.) $,=74%, 2,8%,4,9% bzw. 8,2%
Streubereich u=190%, 7,2 %, 12,6 % bzw. 21,1 %
bei einer dotierten Konzentration von 0,4 pg, 2,0 pg, 10,0 pg bzw. 40,0 pg BPS pro Liter
Urin und n=6 Bestimmungen

Richtigkeit: Wiederfindungsrate (rel.) r=91,7%, 92,7% bzw. 97,2 %
bei einer dotierten Konzentration von 2,0 pg, 10,0 pg bzw. 40,0 pg BPS pro Liter Urin
und n =10 Bestimmungen

Nachweisgrenze: 0,02 pg BPS pro Liter Urin
Bestimmungsgrenze: 0,05 pg BPS pro Liter Urin

2 Allgemeine Informationen zu Bisphenol A, Bisphenol F und
Bisphenol S

Bisphenole sind eine Gruppe von chemischen Substanzen, die sich aus einer Grundstruktur von zwei {iber einen
Kohlenstoff, Schwefel oder Benzolring verbundenen p-Hydroxyphenylgruppen ableiten. Die in der hier be-
schriebenen Analysenmethode enthaltenen Bisphenole — BPA (4-[2-(4-Hydroxyphenyl)propan-2-yl]phenol), BPF
(4-[(4-Hydroxyphenyl)methyl]phenol) und BPS (4-(4-Hydroxyphenyl)sulfonylphenol) — werden als Co-Monomere fir
die Herstellung von technischen Kunststoffen (z. B. von Polycarbonaten, Polyethern, Polysulfonen, Polyethersulfonen
und Epoxidharzen) verwendet (Bousoumah et al. 2021). Technische Kunststoffe sind hochtemperaturbestiandig und
haben ein breites Anwendungsspektrum in der Automobilindustrie, im Lebensmittel- und im Haushaltsbereich.
Weiterhin werden BPA und BPS in Papierchemikalien, beispielsweise als Farbentwickler in Thermopapieren, ver-
wendet (Bjornsdotter et al. 2017). BPS wird zudem in Ledergerbmitteln eingesetzt (Ho et al. 2017). Eine Exposition gegen
Bisphenole kann aufgrund der vielfaltigen Anwendungsgebiete sowohl am Arbeitsplatz bei der Herstellung und der
Verarbeitung als auch umweltbedingt durch Kontakt mit Kunststoffprodukten bzw. Thermopapier stattfinden. Die
Strukturformeln von BPA, BPF und BPS sind in Abbildung 1 dargestellt.
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Abb.1 Strukturformeln von BPA, BPF und BPS

BPA Zu BPA ist eine Vielzahl von Ubersichtsarbeiten verfiigbar (EFSA 2007; Hartwig 2011). Nach oraler Aufnahme
unterliegt BPA beim Menschen dem First-Pass-Metabolismus unter Bildung von Glucuronidkonjugaten, die
schnell mit dem Urin ausgeschieden werden. Bei oraler Gabe von 5 mg (ca. 0,07 mg/kg Korpergewicht) betrug
die Eliminationshalbwertszeit weniger als sechs Stunden (V6lkel et al. 2002). Nur zu einem geringen Anteil wird
BPA sulfatiert oder nach Hydroxylierung am Phenylring ausgeschieden (Volkel et al. 2002). Ein vereinfachtes
Metabolismusschema der Bisphenole ist in Abbildung 2 dargestellt.

Fiir BPA hat die Kommission einen Biologischen Leitwert (BLW) von 80 mg/1 Urin (nach Hydrolyse) und eine maxi-
male Arbeitsplatzkonzentration (MAK-Wert) von 5 mg/m? E (einatembare Fraktion) abgeleitet (Spitzenbegrenzungs-
Kategorie I mit Uberschreitungsfaktor 1). Dabei war fiir die Festsetzung des MAK-Wertes die lokale Wirkung auf den
Respirationstrakt relevant. Wegen der (photo)kontaktsensibilisierenden Wirkung beim Menschen wurde der Stoff
zudem mit SP markiert. Eine fruchtschiadigende Wirkung ist bei Einhaltung des MAK-Wertes nicht anzunehmen
(Schwangerschaftsgruppe C). Details zur toxikologischen Bewertung kénnen den entsprechenden Dokumentationen
der Kommission entnommen werden (DFG 2022; Greim 1996, 2000; Hartwig 2011; Nasterlack und Csanady 2007).
Aufgrund der schwachen 6strogenen Wirkung von Bisphenol A ist dessen reproduktionstoxische Wirkung in
Diskussion.
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Abb.2 Vereinfachtes Metabolismusschema der Bisphenole

BPF Tierexperimentelle Untersuchungen an der Ratte haben gezeigt, dass 43-54 % einer oral verabreichten BPF-
Dosis (7 bzw. 100 mg/kg Korpergewicht) iiber den Urin und 15-20 % mit den Faeces ausgeschieden werden. Der
Hauptmetabolit ist das Sulfatkonjugat (Cabaton et al. 2006). Weiterhin wurden das Glucuronid sowie hydroxylierte
Verbindungen wie meta- und ortho-Dihydroxy-BPF nachgewiesen (Cabaton et al. 2008). Von der Kommission liegen
keine Dokumentationen zu BPF vor. Die Tatsache, dass BPF in (iberwiegend siiiem und mittelscharfem) Senf aus
Sinalbin gebildet werden kann (Reger et al. 2017; Zoller et al. 2016), muss bei der Beurteilung von BPF-Gehalten in
biologischem Material beriicksichtigt werden.

BPS Zu BPS liegen mehrere In-vitro-Studien (Gramec Skledar et al. 2015; Gramec Skledar und Peterlin Masi¢ 2016;
Grignard et al. 2012; Le Fol et al. 2015) sowie eine humane Metabolismusstudie nach oraler Gabe (Oh et al. 2018) vor. In
Analogie zum strukturverwandten BPA wird BPS rasch und nahezu vollstindig an den Hydroxylgruppen glucuroni-
diert bzw. sulfatiert (Gramec Skledar und Peterlin Masi¢ 2016). Weiterhin wurde in einer auf einem Mikrosomenassay
basierenden Arbeit eine 1,2-Diolverbindung beschrieben (Gramec Skledar et al. 2016). In der Humanstudie von Oh et al.
(2018) wurden die Serumkonzentrationen und die Exkretion von glucuronidiertem/sulfatiertem sowie unveréindertem
d,-Bisphenol S im Urin nach oraler Gabe an vier Manner und drei Frauen tiber einen Zeitraum von 48 Stunden unter-
sucht. Die Halbwertszeiten fiir das glucuronidierte/sulfatierte bzw. unveréanderte d,-BPS im Urin lagen bei 6,81 Stunden
bzw. 4,06 Stunden. Insgesamt wurden 82 % (Bereich: 59-104 %) der verabreichten Dosis innerhalb von 48 Stunden wieder
ausgeschieden, davon entfielen 2,5% (Bereich: 0,9-4,1%) auf die unveranderte Verbindung.

Von der Kommission wurde ein Biologischer Arbeitsstoff-Referenzwert (BAR) von 1 pg BPS (nach Hydrolyse)/1 Urin
abgeleitet (Bader et al. 2020).
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Die hier vorliegende Methode bestimmt die Konzentrationen von BPA, BPF und BPS in Urin zur Bewertung der
Belastung nach beruflicher und/oder umweltbedingter Exposition.

Tabelle 1 zeigt exemplarisch Gehalte an BPA, BPF und BPS im Urin der beruflich nicht belasteten Allgemeinbevol-
kerung. In Tabelle 2 sind Daten zur renalen Bisphenolausscheidung nach beruflicher Exposition zusammengefasst.

Tab.1 BPA-, BPF- und BPS-Hintergrundbelastung im Urin der Allgemeinbevélkerung
Kollektiv (Personenanzahl); Land; Studie Analyt BG Konzentration [pg/l] ([pg/g Kreatinin]) Literatur
1
[ue/] Geometrischer Bereich
Mittelwert
Erwachsene (116); China BPA 0,1 1,1 (1,03) <BG-29,4 (<BG-58,1)
Erwachsene (21); Indien BPA 0,1 1,59 (2,51) 0,25-5,60 (0,31-39,2) Zhang et al. 2011
Erwachsene (36); Japan BPA 0,1 0,84 (0,67) 0,10-23,2 (0,05-16,0)
Erwachsene (89); China BPS 0,02 0,226 (0,223) <BG-3,16 (<BG-6,64)
Erwachsene (38); Indien BPS 0,02 0,072 (0,098) <BG-0,088 (<BG-4,72)
Liao et al. 2012
Erwachsene (36); Japan BPS 0,02 1,18 (0,933) 0,147-0,57 (0,148-14,0)
Erwachsene (31); USA BPS 0,02 0,299 (0,304) <BG-21,0 (<BG-7,57)
Kinder und Jugendliche, 3-17 a (515); BPA 0,5 1,905 (1,669) - .
Deutschland: GerES V Tschersich et al. 2021
Erwachsene, weiblich (889); Italien BPA 0,523 5,79 (5,36) 3,30-10,1 (3,14-9,73)% Carli et al. 2022
Kinder, 6 a (488); Korea BPA 0,212" 1,629 0,150-153
Kinder, 6 a (115); Korea BPF 0,074 0,157 <NG-2,31 Lee et al. 2022
Kinder, 6 a (205); Korea BPS 0,020 0,075 <NG-21,5
Kinder und Jugendliche, 6-17 a (745); USA; BPA 0,2 1,239 0,63-2,36%
NHANES 2013-2014
BPF 0,2 0,309 0,14-0,93 Liu et al. 2019
BPS 0,1% 0,289 0,12-0,66%
Erwachsene (130); Saudi-Arabien BPA - 4,929 -
BPF _ 0,199 B {%51makopoulos etal.
2016
BPS - 13,39 -
Erwachsene (1690); USA; NHANES 2015-2016 BPA 0,2 1,08 - CDC 2022 a
Erwachsene (1812); USA; NHANES 2013-2014 BPF 0,2 0,541 - CDC 2022 b
Erwachsene (1690); USA; NHANES 2015-2016 BPS 0,19 0,496 - CDC 2022 ¢
BG: Bestimmungsgrenze; NG: Nachweisgrenze
%) 25.-75. Perzentil
Y NG
9 Median
Tab.2 BPA- und BPS-Konzentrationen in Urin nach beruflicher Belastung
Kollektiv (Personenanzahl); Analyt NG Geometrischer Mittelwert(Bereich) Literatur
Probenahmezeitpunkt; Land [ng/1] [ng/g Kreatinin]
Kassierer/innen (33); nach Schichtende; USA BPA 0,07-0,25 2,76 (0,44-187,96)
Thayer et al. 2016
BPS 0,01-0,02 1,35 (0,29-20,38)
Beschiftigte einer Farbenfabrik (9); nach BPA 0,12 9,2 (0,9-187)
Schichtende; Finnland
Heinil4 et al. 2017
Beschaftigte einer Thermopapierfabrik (21); BPA 0,12 35,5 (1,3-1001)

nach Schichtende; Finnland
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Tab.2 (Fortsetzung)

Kollektiv (Personenanzahl); Analyt NG Geometrischer Mittelwert(Bereich) Literatur
Probenahmezeitpunkt; Land [ng/1] [ng/g Kreatinin]

Kassierer/innen (90); Frankreich BPA - 7,10 (0,68-704) Ndaw et al. 2016
Kassiererinnen (17); USA BPA 0,4 2,8 Braun et al. 2011
Bes'chaftlgte in der Epoxidharzherstellung (28); BPA - 31,96 (4,61-1253,69) Wang et al. 2012
China

Feuerwehrleute (101); USA BPA - 1,40 (bis zu 21,1) Waldman et al. 2016

NG: Nachweisgrenze
¥ Bestimmungsgrenze

3 Grundlage des Verfahrens

Nach Zugabe der internen Standards (dg-BPA, d,,-BPF und dg-BPS) zu den Urinproben werden die Proben einer enzyma-
tischen Hydrolyse unterzogen. Die Analyten werden anschlieBend mittels dispersiver Flissig-Fliissig-Mikroextraktion
(DLLME) angereichert und gleichzeitig von Matrixkomponenten abgetrennt. Die Analyten werden fliissigkeits-
chromatographisch getrennt und mittels Tandem-Massenspektrometrie unter Verwendung der Elektrospray-lonisation
detektiert. Die quantitative Auswertung erfolgt mittels externer Kalibrierung in wissrigem Medium.

4 Gerate, Chemikalien und Lésungen

4.1 Gerate

o Hochleistungsfliissigkeitschromatographie-System (z.B. Waters UPLC I-Class bestehend aus einem biniren
Solvent Manager, einem Sample Manager und einem Saulenofen, Waters GmbH, Eschborn)

o Massenspektrometrischer Detektor (z.B. Waters Xevo-TQS, Waters GmbH, Eschborn) mit MassLynx™
Massenspektrometriesoftware

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

o  Laborschiittler (z.B. Multi Reax, Heidolph Instruments GmbH & Co. KG, Schwabach)

«  Vakuumkonzentrator mit Kithlfalle (z. B. Martin Christ Gefriertrocknungsanlagen GmbH, Osterode am Harz)
o Zentrifuge (z.B. ROTINA 380R, Andreas Hettich GmbH & Co. KG, Tuttlingen)

o Heizblock (z.B. Barkey GmbH & Co. KG, Leopoldshéhe)

o 1000-ml-Glasflaschen mit Dispenser (z.B. BRAND GMBH + CO KG, Wertheim)

o 100-ml-Kunststoffflasche (z.B. BRAND GMBH + CO KG, Wertheim)

o 100-ml-Braunglasflaschen (z.B. BRAND GMBH + CO KG, Wertheim)

o Verschiedene Messkolben (z.B. witeg Labortechnik GmbH, Wertheim)

«  Glaszentrifugenréhrchen mit Schraubverschluss (z.B. DURAN Group GmbH, Mainz)

o Verschiedene Pipetten mit passenden Pipettenspitzen (z.B. Eppendorf AG, Hamburg)

o  Transferpipetten (z.B. Sarstedt AG & Co. KG, Niumbrecht)

o 1,8-ml-Probenglaschen mit Schraubverschluss (z.B. Agilent Technologies Germany GmbH & Co. KG, Waldbronn)
o Mikroeinsitze fiir Probengléschen (z.B. Agilent Technologies Germany GmbH & Co. KG, Waldbronn)

«  Wasseraufbereitungsanlage (z. B. Milli-Q® Direct Wasseraufbereitungssystem, Merck KGaA, Darmstadt)

e Urinbecher (z.B. Sarstedt AG & Co. KG, Numbrecht)

The MAK Collection for Occupational Health and Safety 2023, Vol 8, No 2 7
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4.2 Chemikalien

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

e Aceton fiir HPLC (z.B. Nr. 10417440, Fisher Scientific GmbH, Schwerte)

o  Dichlormethan fiir die Fliissigkeitschromatographie, LiChrosolv® (z.B. Supelco®, Nr. 1.06044, Merck KGaA,
Darmstadt)

o  Essigsdure, puriss. (z.B. Nr. 33209-M, Merck KGaA, Darmstadt)

. B-Glucuronidase/Arylsulfatase, 4,5 U/ml (z.B. SKU 10127698001, Roche Diagnostics GmbH, Mannheim)
. Methanol fiir die Fliissigkeitschromatographie, LiChrosolv® (z.B. Supelco®, Nr. 1.06007, Merck KGaA, Darmstadt)
o Natriumhydroxid, Plitzchen, EMSURE® (z.B. Supelco®, Nr. 1.06469, Merck KGaA, Darmstadt)

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

o BPA, 299% (z.B. Supelco®, Nr. 239658, Merck KGaA, Darmstadt)

o dg-BPA (Ring-dy), 98 % (z.B. Nr. D75807, Medical Isotopes, Inc., Pelham NH, USA)

o BPF, 298,0% (z.B. Supelco®, Nr. 51453, Merck KGaA, Darmstadt)

e dy,-BPF, 98,0 % (z.B. Nr. B519557, Toronto Research Chemicals, Toronto, Kanada)

o BPS, 298,0% (z.B. Supelco®, Nr. 43034, Merck KGaA, Darmstadt)

o dg-BPS, 98,0 % (z.B. Nr. B447392, Toronto Research Chemicals, Toronto, Kanada)

4.3 Losungen

o Natronlauge (etwa 5 mol/l)
In einem Becherglas werden 100 ml hochreines Wasser vorgelegt und unter Eiskithlung 20 g Natriumhydroxid
darin geldst. Die Natronlauge wird in eine 100-ml-Braunglasflasche tiberfiihrt.

o Natriumacetat-Puffer (60 mmol/l, pH-Wert =5,0)
In ein 1000-ml-Becherglas werden ca. 800 ml hochreines Wasser vorgelegt und 3,42 ml Eisessig zupipettiert. Die
Losung wird anschlieBend durch Zusatz von Natronlauge auf einen pH-Wert von 5,0 eingestellt, in einen 1000-ml-
Messkolben tiberfithrt und auf einen Liter aufgefiillt.

e 15% Methanol (V:V)
In einen 10-ml-Messkolben werden 1,5 ml Methanol pipettiert. Der Messkolben wird mit hochreinem Wasser bis
zur Markierung aufgefillt.

4.4 Interne Standards (ISTDs)

o dg-BPA-Stammldsung (1000 mg/l)
In einen 10-ml-Messkolben werden 10 mg ds-BPA eingewogen und in Methanol gelost. Der Messkolben wird an-
schlieffend bis zur Markierung mit Methanol aufgefiillt.

o dy-BPF-Stammldsung (100 mg/1)
Fiir die d,y-BPF-Stammlésung wird 1 mg des Standards in Methanol gelost und in einen 10-ml-Messkolben iiber-
fuhrt. Anschliefend wird der Messkolben mit Methanol bis zur Markierung aufgefiillt.

o dg-BPS-Stammldsung (100 mg/1)
Fiir die dg-BPS-Stammlésung wird 1 mg des Standards in Methanol gelost und in einen 10-ml-Messkolben iiber-
fuhrt. Anschlieffend wird der Messkolben mit Methanol bis zur Markierung aufgefillt.
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«  ISTD-Arbeitslosung (dg-BPA: 5 mg/1, d;y-BPF: 5 mg/1, dg-BPS: 1 mg/1)
In einen 10-ml-Messkolben werden 50 pl der dg-BPA-Stammldsung, 500 pl der d;,-BPF-Stammlésung und 100 pl der
dg-BPS-Stammldsung pipettiert. Der Messkolben wird anschlieffend mit Methanol bis zur Markierung aufgefiillt.
o ISTD-Dotierlosung (dg-BPA: 0,5 mg/l, d,,-BPF: 0,5 mg/1, dg-BPS: 0,1 mg/1)
1000 pl der ISTD-Arbeitslosung werden in einen 10-ml-Messkolben pipettiert. Der Messkolben wird anschlieflend
mit hochreinem Wasser bis zur Markierung aufgefillt.

Die ISTD-Stammlésungen konnen bei —18°C fiir ein Jahr gelagert werden. Die ISTD-Arbeitslosung kann bei 4 °C fir
drei Monate gelagert werden. Die ISTD-Dotierlosung sollte frisch hergestellt werden.

4.5 Kalibrierstandards

o  Stamml6sungen (BPA-, BPF- und BPS-Einzelsubstanzstandards; 1000 mg/1)
Die Stammlosungen fiir BPA, BPF sowie BPS werden als Einzelsubstanzstandards angesetzt. Dazu werden jeweils
10 mg BPA, BPF und BPS in separate 10-ml-Messkolben eingewogen und in 5 ml Methanol geldst. Die Messkolben
werden anschlieBend mit Methanol bis zur Markierung aufgefillt.

o Arbeitslgsung (BPA-, BPF- und BPS-Multianalytstandard; 10 mg/1)
Von jeder Stammldsung werden 100 pl in einen 10-ml-Messkolben pipettiert. AnschlieSend wird der Messkolben
mit Methanol bis zur Markierung aufgefullt.

o Dotierlosung I (1,0 mg/l)
1ml der Arbeitslosung wird in einen 10-ml-Messkolben pipettiert und dieser anschlieSend mit hochreinem Wasser
bis zur Markierung aufgefillt.

«  Dotierlésung II (0,1 mg/l)
100 pl der Arbeitslosung werden in einen 10-ml-Messkolben pipettiert. Der Messkolben wird anschlieflend mit
hochreinem Wasser bis zur Markierung aufgefiillt.

«  Dotierlosung III (0,01 mg/1)
10 pl der Arbeitslosung werden in einen 10-ml-Messkolben pipettiert. Der Messkolben wird anschlieffend mit
hochreinem Wasser bis zur Markierung aufgefiillt.

Die Stammldsungen konnen bei -18 °C fiir ein Jahr gelagert werden. Die Arbeitslosung kann bei 4 °C fiir drei Monate
gelagert werden. Die Dotierlosungen sollten frisch hergestellt werden.

Da sich die Steigungen der Kalibriergeraden in Urin nicht von denen in Wasser unterscheiden (siche Abschnitt 8),
werden die Kalibrierstandards in hochreinem Wasser angesetzt. Die Kalibrierstandards werden durch Dotieren von
Wasser mit den Dotierldsungen gemafl dem in Tabelle 3 angegebenen Pipettierschema hergestellt. Die Aufarbeitung
der Kalibrierstandards erfolgt analog zu den Urinproben gemifl Abschnitt 5.2 Der Konzentrationsbereich der
Kalibrierstandards kann bei Bedarf fiir BPA und BPF bis 100 pg/l sowie fiir BPS bis 50 pg/l erweitert werden.

Tab.3 Pipettierschema zur Herstellung der Kalibrierstandards fir die Bestimmung von BPA, BPF und BPS in Urin

Kalibrierstandard Dotierlosung I Dotierlosung II Dotierlosung III Wasser Konzentration
[ul] [ul] [ul] [u] [ng/1]
0 - - - 500 0,0
1 - - 5 495 0,1
2 - - 10 490 0,2
3 - - 25 475 0,5
4 - - 50 450 1,0
5 - 10 - 490 2,0
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Tab.3 (Fortsetzung)
Kalibrierstandard Dotierlésung I Dotierlosung II Dotierlésung III Wasser Konzentration
[w1] [w1] [w1] [w1] [ng/1]
6 - 25 - 475 5,0
7 - 50 - 450 10,0
8 10 - - 490 20,0

5 Probenahme und Probenaufbereitung

5.1 Probenahme

Die Urinproben werden in Urinbechern gesammelt und anschlieffend bis zur Probenaufbereitung bei 4 °C gelagert. Fir
eine ldngere Lagerung (>3 Tage) sollten die Urinproben bei -18°C eingefroren werden.

5.2 Probenaufbereitung

Die Urinproben werden auf Raumtemperatur gebracht und anschlieflend gut gemischt. 500 ul der Probe werden in
ein Glaszentrifugenréhrchen pipettiert und mit 100 pl ISTD-Dotierlésung sowie 1 ml Natriumacetatpuffer versetzt.
Nach Zugabe von 10 pl Glucuronidase/Arylsulfatase wird der Ansatz bei 37 °C fiir drei Stunden im Heizblock inkubiert.
Im Anschluss daran werden die Proben mit 2,5 ml hochreinem Wasser verdiinnt. Fiir die Flussig-Fliissig-Extraktion
werden 750 pl Aceton und 750 pl Dichlormethan mit einer Spritze, oder alternativ mit einer Pipette, zugegeben.
Anschliefend wird fir 10 Sekunden kréftig geschiittelt (Emulsionsbildung). Nach 10 Minuten wird der Ansatz fiir
20 Minuten bei 4000 rpm (2600 x g) zentrifugiert. 500 ul der organischen Phase werden in ein 1,8-ml-Probengléschen
iberfithrt und im Vakuumkonzentrator (1000 rpm, 40 °C, 20 min) zur Trockene eingeengt. Der Riickstand wird in 100 pl
15%igem Methanol aufgenommen und in ein 1,8-ml-Probenglédschen mit Mikroeinsatz tiberfithrt, das anschlielend
verschlossen wird.

6 Instrumentelle Arbeitsbedingungen
Die analytische Bestimmung erfolgte an einer UPLC-Anlage mit Tandem-Massenspektrometer (UPLC-MS/MS).

6.1 Hochleistungsfliissigkeitschromatographie

Trennsiule: Agilent Zorbax SB-C8 RRHD (1,8 pm; 2,1 x 150 mm)
Trennprinzip: Reversed Phase
Injektionsvolumen: 10 pl
Sdulentemperatur: 40°C
Flussrate: 0,2 ml/min
Laufmittel: A: Wasser
B: Methanol
Laufzeit: 20 min
Gradientenprogramm: siehe Tabelle 4
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Tab.4 Gradientenprogramm fir die Bestimmung von BPA, BPF und BPS in Urin
Zeit Laufmittel A Laufmittel B
[min] [%] [#]
0,0 85 15
15,0 10 90
18,0 10 90
18,1 85 15
20,0 85 15

6.2 Tandem-Massenspektrometrie

Ionisierung:
Detektionsmodus:
Capillary:

Cone:
Quellentemperatur:
Desolvationstemperatur:
Cone-Gasfluss:
Desolvations-Gasfluss:
Kollisionsgas:
Kollisionsgasfluss:

Parameterspezifische Einstellungen:

Elektrospray, negativ (ESI-)
Multiple Reaction Monitoring (MRM)
2,90 kv

-76 'V

150°C

500°C

150 1/h

1000 I/h

Argon

0,15 ml/h

siehe Tabelle 5

Die geratespezifischen Parameter miissen vom Anwender individuell fiir das eingesetzte UPLC-MS/MS-System er-

mittelt und eingestellt werden. Die in diesem Abschnitt genannten geratespezifischen Parameter sind fiir das hier ver-
wendete System (Waters Acquity UPLC, Waters Xevo-TQS Tandem-Massenspektrometer, jeweils von Waters GmbH,
Eschborn) bestimmt und optimiert worden.

Fiir die Analyten wurden jeweils zwei Fragment-Ionen-Uberginge ausgewihlt, wobei ein Ubergang zur Quanti-
fizierung (Quantifier) und der andere zur Bestiatigung (Qualifier) herangezogen wurde. Fiir die ISTDs wurde jeweils
nur ein Masseniibergang verwendet. Die ausgewihlten Fragment-Ionen-Uberginge sind mit den Retentionszeiten in

Tabelle 5 dargestellt.

Tab.5 Retentionszeiten, Massenibergange und MRM-Parameter fiir die Bestimmung von BPA, BPF und BPS in Urin
Analyt/ISTD Retentionszeit Masseniibergang  Status Cone Kollisionsenergie Dwell time
[min] [m/z] vl vl [s]
BPA 12,25 226,92 — 133,03 Quantifier 2 26 0,025
12,25 226,92 — 211,99 Qualifier 2 18 0,025
BPA-d, 12,19 234,99 — 220,05 ISTD 50 22 0,025
BPF 10,73 198,89 — 104,97 Quantifier 62 22 0,025
10,73 198,89 — 76,95 Qualifier 62 20 0,025
BPF-d,, 10,62 208,83 — 110,03 ISTD 28 20 0,025
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Tab.5 (Fortsetzung)

Analyt/ISTD Retentionszeit Masseniitbergang  Status Cone Kollisionsenergie = Dwell time
[min] [m/z] [v] [Vl [s]
BPS 8,67 248,92 — 91,96 Quantifier 50 34 0,025
8,67 248,92 — 107,95 Qualifier 50 26 0,025
BPS-d, 8,61 256,86 — 111,98 ISTD 2 28 0,025

7 Analytische Bestimmung

Es werden 10 pl der aufgearbeiteten Urinprobe (sieche Abschnitt 5.2) in das UPLC-MS/MS-System injiziert. Die ana-
lytische Trennung erfolgt mittels Reversed-Phase-Chromatographie. Die Identifizierung der Analyten erfolgt anhand
der Retentionszeiten und der spezifischen Masseniibergange. Die in Tabelle 5 fiir die Analyten und ISTDs angegebenen
Retentionszeiten konnen nur als Anhaltspunkt dienen. Der Anwender hat sich selbst von der Trennleistung der von
ihm verwendeten Sdule und dem daraus resultierenden Retentionsverhalten der Analyten zu iiberzeugen.

Exemplarische Chromatogramme fiir die einzelnen Analyten sind in Abbildung 3 dargestellt.

8 Kalibrierung

Die Kalibrierlosungen werden wie in Abschnitt 4.5 beschrieben hergestellt, analog zu den Urinproben aufgearbeitet
und analysiert. Die Kalibriergerade wird erstellt, indem die Quotienten aus der Peakfliche des Analyten und des
entsprechenden ISTD gegen die jeweils dotierten Analytkonzentrationen aufgetragen werden. Am verwendeten
Analysengerat wurde ein linearer Messbereich von der Bestimmungsgrenze bis 50 pg/l (BPS) bzw. 100 pg/1 (BPA und
BPF) erreicht.

Im Rahmen der Methodenentwicklung hat sich gezeigt, dass sich die Steigungen der Kalibriergeraden in Urin nicht
von denen in Wasser unterscheiden (Abbildung 4). Daher konnen die Kalibrierstandards in Wasser angesetzt werden,
was auch den Vorteil hat, dass die in Urin vorliegenden Hintergrundgehalte nicht beriicksichtigt werden miissen.
Sollten Reagenzienleerwerte auftreten, so miissen diese durch Subtraktion beriicksichtigt werden.
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Abb.3 Chromatogramme einer undotierten humanen Urinprobe (rote Linie; BPA: 0,87 ug/l, BPF: 0,31 pg/l, BPS: 0,07 ug/l) sowie

einer dotierten humanen Urinprobe (blaue Linie; BPA: 2 ug/l, BPF: 2 ug/l, BPS: 2 ug/l)
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Abb.4 Kalibriergeraden in Wasser und in Urin fiir die Bestimmung von a) BPA, b) BPF und c¢) BPS
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9 Berechnung der Analysenergebnisse

Der Analytgehalt einer Probe in pg/l wird durch Einsetzen des Peakflachenverhiltnisses des Analyten und seines
jeweiligen ISTDs in die zur Analysenserie gehorende Kalibrierfunktion berechnet. Liegt das Messergebnis oberhalb
des Kalibrierbereiches, wird die entsprechende Probe mit hochreinem Wasser verdiinnt, erneut aufgearbeitet und
analysiert.

10 Standardisierung der Messergebnisse und Qualitatssicherung

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

Zur Qualitatssicherung der Analysenergebnisse werden pro Analysenserie mindestens drei Qualitatskontrollproben
mit unterschiedlichen Analytkonzentrationen aufgearbeitet und analysiert.

Fiir BPF und BPS stehen derzeit keine kauflichen Referenzmaterialien zur Verfiigung, daher muss das Kontrollmaterial
selbst hergestellt werden. Hierzu werden Poolurinproben mit drei unterschiedlichen Analytkonzentrationen dotiert
und das dotierte Material anschlieffend aliquotiert und bis zur Verwendung bei -18 °C tiefgefroren. Gleichzeitig wird
mit jeder Analysenserie mindestens ein Reagenzienleerwert analysiert (Aufarbeitung von hochreinem Wasser anstelle
von Urin), damit eventuelle Storungen aus den Reagenzien erkannt werden konnen.

Zur externen Qualitatssicherung besteht die Moglichkeit, am Ringversuchsprogramm fiir arbeits- und umwelt-
medizinisch-toxikologische Analysen G-EQUAS (German External Quality Assessment Scheme, https:/app.g-
equas.de/web/) der Deutschen Gesellschaft fiir Arbeitsmedizin und Umweltmedizin (DGAUM) teilzunehmen (siehe
Abschnitt 11.2).

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

Prazision in der Serie

Zur Bestimmung der Prazision in der Serie wurden Kontrollurine herangezogen, die mit den Analyten in vier unter-
schiedlichen Konzentrationen dotiert waren. Jeweils zehn Aliquote dieser Urine wurden an einem Tag parallel auf-
gearbeitet und analysiert. Die Ergebnisse zur Prazision in der Serie sind in Tabelle 6 zusammengefasst.

Tab.6 Préazision in der Serie fur die Bestimmung von BPA, BPF und BPS in Urin (n = 10)

Analyt Dotierte Konzentration Gemessene Konzentration Standardabweichung (rel.) s,, Streubereich u
[pg/1] [ng/1] [%] [%]
BPA 0,4 0,78 9,8 22,2
2,0 2,22 4,5 10,2
10,0 9,34 10,8 244
40,0 38,2 7,9 17,9

The MAK Collection for Occupational Health and Safety 2023, Vol 8, No 2 15


https://app.g-equas.de/web/
https://app.g-equas.de/web/

Biomonitoring-Methoden — Bisphenol A, F und S in Urin

[GMS] PUBLISSO® "

Tab.6 (Fortsetzung)

Analyt Dotierte Konzentration Gemessene Konzentration Standardabweichung (rel) s,, Streubereich u
[pg] [ng/1] [%] [%]
BPF 0,4 0,29 13,4 30,3
2,0 2,01 7,7 17,4
10,0 9,59 5,5 12,4
40,0 38,8 4,8 10,9
BPS 0,4 0,40 2,9 6,6
2,0 1,90 3,3 7.5
10,0 9,35 3,2 7,2
40,0 39,0 6,2 14,0

Préazision von Tag zu Tag

Fiir die Ermittlung der Préazision von Tag zu Tag wurden dieselben Kontrollurine wie fiir die Bestimmung der Prazision
in der Serie verwendet. Aliquote dieser Urine wurden an sechs verschiedenen Tagen aufgearbeitet und analysiert. Die
bestimmten Prézisionsdaten finden sich in Tabelle 7.

Tab.7 Prazision von Tag zu Tag fiir die Bestimmung von BPA, BPF und BPS in Urin (n=6)

Analyt Dotierte Konzentration Gemessene Konzentration Standardabweichung (rel.) s,, Streubereich u
/1] [ng/1] [] [%]
BPA 0,4 0,70 15,5 39,9
2,0 2,04 8,4 21,6
10,0 8,29 9,2 23,7
40,0 36,8 12,5 32,1
BPF 0,4 0,31 12,9 33,2
2,0 1,97 7.3 18,8
10,0 9,15 6,8 17,5
40,0 40,4 10,7 27,5
BPS 0,4 0,40 7.4 19,0
2,0 1,93 2,8 7,2
10,0 8,74 49 12,6
40,0 36,8 8,2 21,1

11.2 Richtigkeit

Die Richtigkeit des Messverfahrens wurde durch Analyse von dotiertem Poolurin (2,0 pg/1, 10,0 pg/l und 40,0 pg/1) unter
Beriicksichtigung der Hintergrundgehalte ermittelt. Die so erhaltenen relativen Wiederfindungen sind in Tabelle 8

aufgefiihrt.
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Tab.8 Richtigkeit fur die Bestimmung von BPA, BPF und BPS in Urin (n=10)

Analyt Dotierte Konzentration Rel. Wiederfindung r
[ng/1] [%]
BPA 2,0 85,2
10,0 88,2
40,0 94,1
BPF 2,0 101
10,0 95,9
40,0 97,1
BPS 2,0 91,7
10,0 92,7
40,0 97,2

Die Richtigkeit der Methode konnte vom Entwickler der Methode zusétzlich durch die erfolgreiche Teilnahme an ex-
ternen Qualitatssicherungsprogrammen (Ringversuche im Rahmen des europaischen Humanbiomonitoring-Projektes
~HBM4EU“ und des German External Quality Assessment Scheme der Deutschen Gesellschalft fiir Arbeitsmedizin und
Umweltmedizin (G-EQUAS)) belegt werden (Jager 2020). In Tabelle 9 sind beispielhaft die Ringversuchsergebnisse aus
dem Jahr 2019 aufgefiihrt, die mit dem hier dargestellten Verfahren erzielt wurden.

Tab.9 Ringversuchsergebnisse fur die Bestimmung von BPA, BPF und BPS in Urin

Ringversuch Parameter Ergebnis Sollwert Abweichung vom Sollwert
[ng/1] [ng/1] [%]
HBMA4EU - Runde 2 BPA 1,93 1,89 2
6,85 7,0 _2
BPF 0,46 0,38 21
3,66 3,40 8
BPS 1,13 0,95 12
6,07 5,47 11
HBMA4EU - Runde 3 BPA 0,94 1,10 -15
6,98 8,40 -17
BPF 0,18 0,23 -22
3,76 3,35 12
BPS 3,12 3,56 -13
8,51 9,00 -5
63. G-EQUAS BPA 2,79 3,44 -19
12,9 14,1 -8
64. G-EQUAS BPA 1,18 0,89 32
22,2 22,3 -1

Zur Uberpriifung der Richtigkeit in Individualurinen wurden Urinproben von zehn Personen (Kreatiningehalte im
Bereich von 0,4-2,1 g/l) jeweils in einer Konzentration von 2,0 pg/l bzw. 20 pg/l mit BPA, BPF und BPS dotiert und
anschlieffend wie oben beschrieben aufgearbeitet und analysiert. Die berechnete mittlere relative Wiederfindung fiir
die Analyten ist in Tabelle 10 dargestellt.
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Tab.10 Relative Wiederfindungsraten fir die Bestimmung von BPA, BPF und BPS in Individualurinen (n =10)

Analyt Konzentration Rel. Wiederfindung r [%]
(eg/1] MW +SD Bereich
BPA 2,0 1017 87-115
20,0 98+5 91-104
BPF 2,0 102+15 79-126
20,0 10412 82-118
BPS 2,0 98+5 91-110
20,0 102+5 97-115

11.3 Matrixeffekte

Die bei der Messung auftretenden Matrixeffekte wurden unter Verwendung von sechs Individualurinen unter-
sucht. Die Urinproben wurden aufgearbeitet und erst vor der eigentlichen LC-MS/MS-Analyse mit den ISTDs und
mit den Analyten in einer niedrigen sowie einer hohen Konzentration (2 pg/l bzw. 10 pg/l) dotiert. Die Beurteilung
der Matrixeffekte erfolgte durch Vergleich der jeweiligen Peakflichen mit den Signalen der gleichen Analytmengen
in reinem Losungsmittel. Aus den Ergebnissen wurde mit Hilfe der Formeln 1 und 2 der Matrixfaktor (MF) und der
ISTD-korrigierte Matrixfaktor (MF,,,,) berechnet. Der Variationskoeffizient fiir den ISTD-korrigierten Matrixfaktor
liegt fiir die drei Analyten bei beiden Konzentrationen unterhalb von 15 % (siehe Tabelle 11).

Formel 1:

B Peakflachey,in
PeakfléCheLﬁsungsmittel

MF

Formel 2:

Tab.11 ISTD-korrigierte Matrixfaktoren fur die Bestimmung von BPA, BPF und BPS in Urin (n = 6)

Analyt Dotierte Konzentration ISTD-korrigierte Matrixfaktoren
[ng/M MW +SD Bereich Variationskoeflizient [%]
BPA 2,0 1,12+0,08 0,99-1,22 6,9
10,0 0,98+0,05 0,91-1,04 5,2
BPF 2,0 0,92+0,12 0,80-1,10 12,6
10,0 0,93+0,07 0,80-0,98 7.8
BPS 2,0 1,01+£0,09 0,97-1,19 8,5
10,0 1,05+0,07 0,96-1,18 7,0
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11.4 Nachweis- und Bestimmungsgrenzen

Die Ermittlung der Nachweis- und Bestimmungsgrenzen erfolgte nach dem DIN-Verfahren 32645 (DIN 2008). Hierzu
wurden jeweils Aquidistante 10-Punkt-Kalibrierungen (Konzentrationsbereich von 0,05-0,5 pg/1 in wissriger Losung)
erstellt und zusammen mit einem Leerwert aufgearbeitet und analysiert (siehe Abbildung 5).
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Abb.5 10-Punkt-Kalibrierungen im Konzentrationsbereich von 0,05 ug/l bis 0,5 pg/l zur Berechnung der Nachweis- und
Bestimmungsgrenzen von a) BPA, b) BPF und c) BPS
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Die Nachweis- und Bestimmungsgrenzen wurden nach DIN 32645 aus der Standardabweichung der erhaltenen
Kalibrierfunktion am Leerwert errechnet. Tabelle 12 zeigt die ermittelten Nachweis- und Bestimmungsgrenzen fiir
die Bestimmung von BPA, BPF und BPS in Urin.

Tab.12 Nachweis- und Bestimmungsgrenzen fir die Bestimmung von BPA, BPF und BPS in Urin (n=3)

Analyt Nachweisgrenze Bestimmungsgrenze
[ng/1] [ng/1]

BPA 0,08 0,25

BPF 0,03 0,10

BPS 0,02 0,05

11.5 Verschleppungseffekte

Verschleppungseffekte im chromatographischen System wurden durch Mehrfachinjektion hochkonzentrierter
Probenextrakte (mit 100 pg Analyt/] dotierte Urinprobe) und anschlieBende Injektion von Leerwertproben untersucht.
Der Reagenzienleerwert wurde, nach jeweils fiinf Injektionen der hochkonzentrierten Probe, zweimal eingespritzt und
analysiert. Es wurden keine Storpeaks zur Retentionszeit der Analyten und auch keine Analytpeaks bzw. grofleren
ISTD-Peaks im Chromatogramm des Reagenzienleerwerts beobachtet.

11.6 Storeinfliisse

Die Erfahrungen der Methodenentwickler mit dem hier beschriebenen Verfahren zur Bestimmung von BPA, BPF
und BPS in Urin zeigen bislang kein ausgeprigtes Kontaminationsrisiko. Zwar kann auch in undotierten wéss-
rigen Proben ein Leerwert nachgewiesen werden, die Konzentrationen sind jedoch gering und liegen im Bereich der
Nachweisgrenze. Um Kontaminationen durch Verunreinigungen von Chemikalien und Geriten zu erkennen, sollte
mit jeder Analysenserie ein Reagenzienleerwert mitgefithrt werden.

Generell kommt der Vermeidung bzw. Minimierung von Leerwerten eine grofie Bedeutung zu. Das zeigt sich daran,
dass die Priifer der Methode die fiir BPA angegebene Bestimmungsgrenze nicht erreichen konnten. Zudem traten
bei den Messreihen zur Erhebung der Prazisionsdaten sporadisch deutlich zu hohe Werte auf, die als Ausreifler ge-
wertet wurden. Diese bei der Methodenpriifung aufgetretenen Probleme machen deutlich, dass vor allem die sen-
sitive und prazise Bestimmung von niedrigen Bisphenolgehalten im Urin, wie sie in der beruflich nicht belasteten
Allgemeinbevolkerung vorkommen, analytisch herausfordernd ist.

Im Rahmen der Methodenentwicklung und -validierung sind zum Teil gravierende Matrixeffekte insbesondere
fir den Parameter BPF beobachtet worden. Dabei handelte es sich sowohl um Ionensuppressionen als auch um
Enhancementeffekte. Der Einsatz eines deuterierten internen Standards (d,-BPF) sowie die Optimierung der
Elutionsbedingungen (Senkung des Anteils an organischem Losemittel bei der Injektion sowie Verlingerung
der Chromatographielaufzeit) haben zu zufriedenstellenden Ergebnissen gefithrt. Trotzdem haben sich star-
ke Enhancementeffekte in einzelnen Urinproben gezeigt. Deshalb ist bei unplausibel hohen BPF-Gehalten eine
Wiederholung der Analyse zu empfehlen und die Quantifizierung mittels Standardaddition durchzufithren.

12 Diskussion der Methode

Die vorliegende Methode erlaubt die sensitive und spezifische Quantifizierung von BPA, BPF und BPS in humanem
Urin. Die Verwendung isotopenmarkierter ISTDs erhoht die Prazision, indem sie aufarbeitungsbedingte Unterschiede
zwischen einzelnen Proben kompensiert. Aufgrund der niedrigen Bestimmungsgrenzen von 0,25 pg/l (BPA), 0,10 pg/1
(BPF) und 0,05 pg/1 (BPS) ist das analytische Verfahren auch geeignet, die Hintergrundbelastung der beruflich nicht
exponierten Allgemeinbevolkerung zu erfassen.
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Verwendete Messgerite Hochleistungsfliissigkeitschromatographie-System (Waters UPLC I-Class, Waters GmbH,
Eschborn); Massenspektrometrischer Detektor (Waters Xevo-TQS, Waters GmbH, Eschborn)
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