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Abstract

The working group “Analyses in Biological Materials” of the Permanent Senate Com-
mission for the Investigation of Health Hazards of Chemical Compounds in the Work
Area developed and verified the presented biomonitoring method.

The analytical method described herein allows for the sensitive and specific determi-
nation of 2,6-difluorobenzoic acid (2,6-DFBA) in the urine of individuals occupationally
exposed to 2,6-difluorosubstituted benzoylurea compounds. 2,6-DFBA is determined
by gas chromatography with mass-spectrometric detection (GC-MS) after derivatisa-
tion. To this end, urine samples are mixed with an internal standard (ISTD), acidi-
fied, and purified using solid-phase extraction (SPE). The samples are derivatised with
N-methyl-N-tert-butyldimethylsilyltrifluoroacetamide (MTBSTFA), and the analyte
concentration is quantified by GC-MS. The ISTD used is 5-bromo-2-fluorobenzoic acid.
Calibration is performed using standard solutions prepared in pooled urine.
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Biomonitoring-Methoden — 2,6-Difluorbenzoesdure in Urin

1 Kenndaten der Methoden

Matrix Urin

Analytisches Messprinzip Gaschromatographie mit
massenspektrometrischer Detektion (GC-MS)

Parameter und entsprechende Arbeitsstoffe

Arbeitsstoff CAS-Nr. Parameter CAS-Nr.

Bistrifluron 201593-84-2
(N-[[2-Chlor-3,5-bis(trifluormethyl)phenyl]carbamoyl]-
2,6-difluorbenzamid)

Chlorfluazuron 71422-67-8
(N-[[3,5-Dichlor-4-[3-chlor-5-(trifluormethyl)pyridin-2-ylJoxy-
phenyl]carbamoyl]-2,6-difluorbenzamid)

Diflubenzuron 35367-38-5
(N-[(4-Chlorphenyl)carbamoyl]-2,6-difluorbenzamid)

Fluazuron 86811-58-7
(N-[[4-Chlor-3-[3-chlor-5-(trifluormethyl)pyridin-2-yl]oxy-
phenyl]carbamoyl]-2,6-difluorbenzamid)

Flucycloxuron 113036-88-7;
(N-[[4-[[(E)-[(4-Chlorphenyl)cyclopropylmethyliden]amino]- 94050-52-9
oxymethyl]phenyl]carbamoyl]-2,6-difluorbenzamid)

Flufenoxuron 101463-69-8
(N-[[4-[2-Chlor-4-(trifluormethyl)phenoxy]-2-fluorphenyl]-

carbamoyl]-2,6-difluorbenzamid) 2,6-DFBA 385-00-2
Hexaflumuron 86479-06-3

(N-[[3,5-Dichlor-4-(1,1,2,2-tetrafluorethoxy)phenyl]carbamoyl]-
2,6-difluorbenzamid)

Lufenuron 103055-07-8
(N-[[2,5-Dichlor-4-(1,1,2,3,3,3-hexafluorpropoxy)phenyl]carbamoyl]-
2,6-difluorbenzamid)

Novaluron 116714-46-6
(N-[[3-Chlor-4-[1,1,2-trifluor-2-(trifluormethoxy)ethoxy]phenyl]-
carbamoyl]-2,6-difluorbenzamid)

Noviflumuron 121451-02-3

(N-[[3,5-Dichlor-2-fluor-4-(1,1,2,3,3,3-hexafluorpropoxy)phenyl]-
carbamoyl]-2,6-difluorbenzamid)

Penfluron 35367-31-8
(2,6-Difluor-N-[[4-(trifluormethyl)phenyl]carbamoyl]benzamid)

Teflubenzuron 83121-18-0
(N-[(3,5-Dichlor-2,4-difluorphenyl)carbamoyl]-2,6-difluorbenzamid)
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Zuverlassigkeitskriterien

2,6-DFBA

Prazision in der Serie: Standardabweichung (rel.) $,=7,74%, 4,15% bzw. 2,93 %
Streubereich u=215%, 11,5% bzw. 8,13 %
bei einer dotierten Konzentration von 2,5 pg, 20 pg bzw. 100 pg 2,6-DFBA pro Liter
Urin und n =5 Bestimmungen

Prazision von Tag zu Tag: Standardabweichung (rel.) $,=8,92%, 2,06 % bzw. 3,75 %
Streubereich u=24,8%, 5,73 % bzw. 4,40 %
bei einer dotierten Konzentration von 2,5 pg, 20 pg bzw. 100 pg 2,6-DFBA pro Liter
Urin und n =5 Bestimmungen

Richtigkeit: Wiederfindungsrate (rel.) r=99,2%, 101 % bzw. 101 %
bei einer dotierten Konzentration von 2,5 pg, 20 pg bzw. 100 pg 2,6-DFBA pro Liter
Urin und n =5 Bestimmungen

Nachweisgrenze: 0,416 pg 2,6-DFBA pro Liter Urin

Bestimmungsgrenze: 1,32 pg 2,6-DFBA pro Liter Urin

2 Allgemeine Informationen zu den Arbeitsstoffen

Benzoylphenylharnstoffderivate sind Chitinsyntheseinhibitoren, die aufgrund ihrer geringen Sdugetiertoxizitat welt-
weit zur Schéadlingsbekdmpfung im Pflanzenbau und in der Tierhaltung sowie im Holzschutz eingesetzt werden. Die
Verbindungen hemmen den Transport von UDP-N-Acetylglucosamin durch die Biomembran der Zellen und so die
Chitinsynthese. Die auf diesem Weg verhinderte Hautung fithrt zum Absterben der Larven bzw. Puppen oder zu nicht
lebensfahigen Adulten. Die Wirkung der Benzoylphenylharnstoffderivate setzt damit nicht sofort ein, sondern immer
erst im Ubergang zum néchsten Entwicklungsstadium (Cohen 2001; Sun et al. 2015).

Als erster Vertreter dieser Wirkstoffgruppe wurde das Diflubenzuron 1975 unter dem Handelsnamen Dimilin™ auf
den Markt gebracht. Seitdem sind mehr als 10 000 Benzoylphenylharnstoffderivate synthetisiert worden, wobei nur
finfzehn Verbindungen kommerzielle Bedeutung erlangt haben. Zwolf der kommerziell vermarkteten Benzoyl-
phenylharnstoffderivate besitzen eine 2,6-Difluorsubstitution am Benzoylring, da dieses Substitutionsmuster die
héchste larvizide Wirkung aufweist (Abbildung 1) (Sun et al. 2015).

Uber den Metabolismus der 2,6-difluorsubstituierten Benzoylphenylharnstoffderivate beim Menschen ist nichts be-
kannt. Je nach Anwendungsgebiet der 2,6-difluorsubstituierten Benzoylharnstoffverbindungen wurden die Resorption,
Verstoffwechslung und Elimination der Substanzen an Versuchstieren, Nutztieren oder Haustieren untersucht. Die
dermal oder oral verabreichten Wirkstoffe wurden, abhéngig von der Substanz, der verabreichten Substanzmenge,
der Applikationsart sowie der untersuchten Spezies, in unterschiedlichem Ausmaf resorbiert, metabolisiert und aus-
geschieden. Die Elimination erfolgte dabei unverstoffwechselt mit den Faeces oder metabolisiert mit dem Urin.

2,6-DFBA im Urin wurde als Metabolit von Fluazuron in Ratten (FAO 1998; WHO 1998), von Diflubenzuron in Ratten,
Schafen, Rindern und Schweinen (FAO 2002 a, b; Willems et al. 1980), von Teflubenzuron in Ratten (Koerts et al. 1997),
von Novaluron in Ratten (FSCJ 2003), von Hexaflumuron in Ratten (EMA 2015), von Flufenoxuron in Ratten (FSCJ 2007),
sowie von Lufenuron in Ratten und Ziegen (FAO 2018) nachgewiesen. Fiir Bistrifluron, Chlorfluazuron, Flucycloxuron,
Noviflumuron sowie Penfluron liegen bislang keine Daten zum Metabolismus im Siugetier vor. Es ist aber davon aus-
zugehen, dass auch diese Substanzen teilweise zu 2,6-DFBA verstoffwechselt und mit dem Urin ausgeschieden werden.
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Abb.1 Chemische Strukturen der 2,6-difluorsubstituierten Benzoylharnstoffverbindungen, die kommerzielle Bedeutung erlangt

haben (nach Sun et al. 2015)

2,6-DFBA stellt somit einen Summenparameter fiir den Nachweis einer Exposition gegen 2,6-difluorsubstituierte
Benzoylharnstoffverbindungen dar. Sofern eine Exposition nur gegen einen der Arbeitsstoffe erfolgte, zeigt der Nach-

weis der 2,6-DFBA die spezifische Belastung an.

Die umfangreichste Datenlage liegt zum Metabolismus des Diflubenzurons vor. In Abbildung 2 ist das Metabolismus-
schema des Diflubenzurons abgebildet. Neben 2,6-DFBA sind auch weitere Stoffwechselprodukte des Diflubenzurons

dargestellt, die in verschiedenen Siugetierspezies nachgewiesen wurden (FAO 2002 a, b; Willems et al. 1980).
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Abb.2 Der Metabolismus des Diflubenzurons im Saugetier (nach FAO 2002 b)

Was die Belastung am Arbeitsplatz anbelangt, so sind in der wissenschaftlichen Literatur bislang keine Daten pu-
bliziert und auch zur Hintergrundbelastung der Allgemeinbevilkerung liegen keine Werte vor. Da 2,6-difluorsub-
stituierte Benzoylharnstoffverbindungen zur Schadlingsbekampfung im Pflanzenbau, in der Tierhaltung und im
Bautenschutz eingesetzt werden, kann eine Exposition sowohl am Arbeitsplatz als auch in privaten Lebensbereichen,
beispielsweise durch Riickstande auf Lebensmitteln, erfolgen. Bei der Anwendung von Diflubenzuron zur Bekdmpfung
des Eichenprozessionsspinners wurden sowohl inhalative als auch dermale Expositionen der Anwender festgestellt
(Roitzsch et al. 2019).

Laut Datenbank der gemeldeten Biozidprodukte sind in Deutschland Diflubenzuron, Flufenoxuron und Hexaflumuron
bis Ende 2024 verkehrsfahig (BAuA 2022) und kénnen als Schadlingsbekdmpfungsmittel (Produktart 18, Diflubenzuron
und Hexaflumuron), fiir die Hygiene im Veterinirbereich (Produktart 3, Diflubenzuron) sowie als Holzschutzmittel
(Produktart 8, Flufenoxuron) eingesetzt werden. Lufenuron wird in Deutschland als Tierarzneimittel gegen Flohe und
Wiirmer bei Hunden und Katzen eingesetzt (BfArM 2022).

Dariiber hinaus werden Diflubenzuron und Teflubenzuron in Europa in der Fischzucht gegen Parasiten (NVI 2016)
sowie Bistrifluron, Chlorfluazuron, Hexaflumuron und Novaluron in Australien gegen Termiten eingesetzt (APVMA
2022).

Erste Untersuchungen unter Verwendung der hier beschriebenen Methode zeigen, dass 2,6-DFBA ein geeigneter Para-
meter ist, um eine berufliche Belastung gegen 2,6-difluorsubstituierte Benzoylphenylharnstoffderivate zu erfassen.
Die in Tabelle 1 dargestellten Ergebnisse zeigen die 2,6-DFBA-Gehalte in 34 Urinproben von drei Beschéftigten nach
Handhabung und Sprithausbringung von Diflubenzuron zur Bekampfung des Eichenprozessionsspinners.
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Tab.1 2,6-DFBA im Urin von drei Beschaftigten nach beruflicher Exposition gegen Diflubenzuron (n = 34)

Analyt Mittelwert + Standardabweichung Bereich Median
[ng/1] [ug/1] [1g/l]
2,6-DFBA 42,1+47,2 0,786-151 12,8

3 Grundlage des Verfahrens

Das nachfolgend beschriebene Analysenverfahren erlaubt die empfindliche und spezifische Bestimmung von 2,6-DFBA
in Urin von berufsbedingt gegen 2,6-difluorsubstituierte Benzoylharnstoffverbindungen exponierten Personen.
2,6-DFBA wird nach Derivatisierung mittels GC-MS bestimmt. Dazu werden die Urinproben mit ISTD versetzt, an-
gesduert und mit Festphasenextraktion (SPE) aufgereinigt. Es wird mit MTBSTFA derivatisiert und der Analytgehalt
der Proben mit GC-MS quantifiziert. Als ISTD wird 5-Brom-2-fluorbenzoeséure verwendet. Die Kalibrierung erfolgt
mit Standardlésungen, die in Poolurin angesetzt werden.

4 Gerate, Chemikalien und L6sungen

4.1 Gerate
e  Gaschromatograph Agilent 8890 GC mit Autosampler (7693A) und massenspektrometrischem Detektor (5977B
MSD); Auswertesoftware (Enhanced ChemStation) (z.B. Agilent Technologies Germany & Co. KG, Waldbronn)

e  Kapillargaschromatographische Séule: stationére Phase: 5 %-Phenylmethylpolysiloxan; Lange: 60 m; Innendurch-
messer: 0,25 mm; Filmdicke: 0,25 pm (z.B. HP-5ms, Nr. 19091S-436, Agilent Technologies Germany GmbH & Co.
KG, Waldbronn)

e  Laborzentrifuge (z.B. Heraeus Deutschland GmbH & Co. KG, Hanau)

e Trockenschrank (z.B. Heraeus Deutschland GmbH & Co. KG, Hanau)

e Analysenwaage (z.B. BP 211D, Sartorius AG, Géttingen)

e  Mikroliterpipetten, 10-100 pl sowie 100-1000 pl mit passenden Pipettenspitzen (z.B. Eppendorf AG, Hamburg)
e  Multipette® Plus (z. B. Eppendorf AG, Hamburg)

e pH-Meter (z.B. SCHOTT AG, Mainz)

e Vortex-Mischer (z. B. VWR International GmbH, Darmstadt)

e  SPE-Station (z.B. IST VacMaster, Biotage Sweden AB, Uppsala, Schweden)

e  SPE-Kartuschen (z.B. ISOLUTE ENV+, 100 mg, 3 ml, Biotage Sweden AB, Uppsala, Schweden)
e 10-ml-, 50-ml- und 100-mI-Messkolben (z.B. BRAND GMBH + CO KG, Wertheim)

e  5-ml-Probengldschen (z.B. VWR International GmbH, Darmstadt)

e 1,8-ml-GC-Glaschen mit Schraubverschliissen (z. B. Klaus Ziemer GmbH, Langerwehe)

e Verschiedene Bechergliaser und Messzylinder (z. B. BRAND GMBH + CO KG, Wertheim)

e  Urinbecher aus Polypropylen (z.B. Sarstedt AG & Co. KG, Niimbrecht)

e 10-ml-Urinréhrchen (z.B. Urin-Monovette®, Sarstedt AG & Co. KG, Niimbrecht)
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4.2 Chemikalien

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

2,6-Difluorbenzoesiure (2,6-DFBA) 98 % (z.B. Nr. D57450, Merck KGaA, Darmstadt)
5-Brom-2-fluorbenzoesiaure 97 % (z.B. Nr. 636452, Merck KGaA, Darmstadt)

N-tert-Butyldimethylsilyl-N-methyltrifluoracetamid mit 1% tert-Butyldimethylsilylchlorid (MTBSTFA mit
1% TBDMSCI) =95 % (z.B. Nr. 375934, Merck KGaA, Darmstadt)

Salzsdure 25 % (z.B. Nr. 100316, Merck KGaA, Darmstadt)

Methanol MS SupraSolv® (z.B. Nr. 100837, Merck KGaA, Darmstadt)

Acetonitril, wasserfrei (z.B. Nr. 83676.269, VWR International GmbH, Darmstadt)
Toluol MS SupraSolv® (z.B. Nr. 100849, Merck KGaA, Darmstadt)

Hochreines Wasser (z.B. Milli-Q plus VE System (> 18 MQ), Merck KGaA, Darmstadt)

Poolurin von Personen ohne bekannte Exposition gegen 2,6-difluorsubstituierte Benzoylharnstoffverbindungen,
Proteine ausgefroren und abfiltriert

Helium 5.0 (z.B. Linde GmbH, Pullach)

4.3 Lésungen

4.4

Verdiinnte Salzsaure (1:20 (V/V), 0,4 mol/])
In einen 100-ml-Messkolben werden 80 ml hochreines Wasser vorgelegt und 5 ml einer 25%igen Salzsaure hinzu-
pipettiert. Der Messkolben wird bis zur Markierung mit hochreinem Wasser aufgefiillt.

Verdiinnte Salzsaure (pH 1,5)
200 ml hochreines Wasser werden in einem Becherglas vorgelegt. Durch Zugabe von 25%iger Salzsdure wird ein
pH-Wert von 1,5 eingestellt.

Verdiinnte Salzsaure (pH 1,5) mit 5 % (V/V) Methanol
In einen 100-ml-Messkolben werden 5 ml Methanol vorgelegt. Der Messkolben wird anschlieflend bis zur Mar-
kierung mit verdinnter Salzsaure (pH 1,5) aufgefillt.

Interner Standard (ISTD)

ISTD-Stammlésung (500 mg/1)
25 mg der 5-Brom-2-fluorbenzoeséure werden in einen 50-ml-Messkolben genau eingewogen. Der Kolben wird bis
zur Markierung mit Acetonitril aufgefiillt und die Losung gut durchmischt.

ISTD-Dotierlésung (10 mg/1)
200 pl der ISTD-Stammldsung werden in einen 10-ml-Messkolben pipettiert. Der Messkolben wird mit Acetonitril
bis zur Markierung aufgefillt.

Die Stamm- und die Dotierlésung des internen Standards kénnen bei -20 °C mindestens sechs Monate ohne Substanz-
verlust gelagert werden.

The MAK Collection for Occupational Health and Safety 2022, Vol 7, No 1 7
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4.5 Kalibrierstandards

e  Stamml6sung (500 mg/1)
25 mg 2,6-DFBA werden in einen 50-ml-Messkolben genau eingewogen. Der Messkolben wird bis zur Markierung
mit Acetonitril aufgefiillt und die Losung gut durchmischt.

e Dotierlésung I (1000 pg/1)
20 pl der Stammldsung werden in einen 10-ml-Messkolben pipettiert. Der Messkolben wird mit Acetonitril bis zur
Markierung aufgefiillt und die Lésung gut durchmischt.

e  Dotierlosung II (100 pg/l)
1000 pl der Dotierlosung I werden in einen 10-ml-Messkolben pipettiert. Der Messkolben wird mit Acetonitril bis
zur Markierung aufgefiillt und die Lésung gut durchmischt.

Die Stammlésung und die Dotierlésungen der 2,6-DFBA konnen bei -20 °C mindestens sechs Monate ohne Analyt-
verlust gelagert werden.

Die Kalibrierstandards werden in Poolurin von Personen ohne bekannte Exposition gegen 2,6-difluorsubstituierte
Benzoylharnstoffverbindungen angesetzt, nachdem die Proteine ausgefroren und abfiltriert wurden. Dazu werden
die Dotierlésungen gemifl dem in Tabelle 2 angegebenen Pipettierschema in 5-ml-Schraubglaschen pipettiert und
mit Poolurin versetzt. Die Aufarbeitung der Kalibrierlosungen erfolgt analog zu den Urinproben gemafl Abschnitt 5.

Tab.2 Pipettierschema zur Herstellung der Kalibrierstandards fir die Bestimmung von 2,6-DFBA in Urin

Kalibrierstandard Dotierlosung Volumen Dotierlésung  Volumen Poolurin Analytkonzentration
[p1] [p1] [ng/1]

0 - - 2000 0

1 I 50 1950 2,5

2 I 100 1900 5

3 I 40 1960 20

4 I 120 1880 60

5 I 200 1800 100

5 Probenahme und Probenaufbereitung

5.1 Probenahme

Die Urinproben werden in verschlieBbaren Urinbechern gesammelt und gegebenenfalls auf Urin-Monovetten® ge-
zogen. Urinproben beruflich exponierter Arbeiter werden am Ende des Arbeitstages oder bei langer andauernder
Exposition am Ende der Arbeitswoche genommen.

Die Urinproben koénnen bis zu drei Tagen im Kithlschrank bei 4 °C gelagert werden. Fir eine langfristige Aufbewah-
rung empfiehlt sich eine Lagerung der Urinproben bei -20 °C.

5.2 Probenaufbereitung

Die Urinproben werden auf Raumtemperatur gebracht und gut durchmischt. In 5-ml-Schraubglaschen werden jeweils
2 ml Urin mit 10 pl der ISTD-Dotierlésung und 1 ml verdiinnter Salzsiure (0,4 mol/l) versetzt. Die Glaschen werden
verschlossen und die Proben auf einem Vortex-Mischer durchmischt.

Die SPE-Kartuschen werden mit 1,3 ml Acetonitril und 3 ml verdiinnter Salzsaure (pH 1,5) konditioniert. AnschlieSend
werden die mit ISTD versetzten, angesauerten Urinproben auf die SPE-Kartuschen aufgegeben. Es wird mit 1 ml der
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verdiinnten Salzsdure mit 5 % Methanol und anschliefend mit 1 ml der verdiinnten Salzsaure (pH 1,5) gewaschen.
Nach Anlegen eines leichten Vakuums werden die Kartuschen fiir zehn Minuten bei 2500 x g zentrifugiert und eine
Stunde unter Vakuum getrocknet. AnschlieSend wird mit zweimal 900 pl Acetonitril in 1,8-ml-Probengléschen eluiert
und die Eluate werden unter einem Stickstoffstrom zur Trockne abgeblasen. Die Riickstdnde werden jeweils mit 10 pl
MTBSTFA versetzt und die Proben fiir eine Stunde bei 80°C derivatisiert. Nach Zugabe von 1 ml Toluol werden die
Proben auf dem Vortex-Mischer durchmischt und der Analytgehalt in den Proben mittels GC-MS bestimmt.

In den messfertigen Proben kann ein Bodensatz zuriickbleiben, der sich im Toluol nicht 16st. Dieser wird bei 3000 x g
abzentrifugiert und der klare Uberstand fiir die Messung mittels GC-MS verwendet.

6 Instrumentelle Arbeitsbedingungen

6.1 Gaschromatographie

Kapillarséule: Material: Fused Silica
Stationére Phase: 5 %-Phenylmethylpolysiloxan
Lange: 60 m
Innendurchmesser: 0,25 mm
Filmdicke: 0,25 pm
Detektor: Massenselektiver Detektor (MSD)
Temperaturen: Saule: Ausgangstemperatur 90°C, 1 min isotherm;

Anstieg mit 25°C/min auf 110°C, 5 min isotherm;

Anstieg mit 5°C/min auf 150°C, 10 min isotherm;

Anstieg mit 10 °C/min auf 250 °C, 0,1 min isotherm;
Anstieg mit 30 °C/min auf 315°C, 7 min bei Endtemperatur

GC-Transferline: 280°C
Injektor: 280°C
Interface: 280°C

Tragergas: Helium 5.0

Flussrate: 1,4 ml/min

Injektion: 1,5 pul splitlos, Split gedffnet nach 1 min

6.2 Massenspektrometrie

Ionisierung: Elektronenstoflionisierung
Ionisierungsenergie: 70 eV
Quellentemperatur: 230°C

Quadrupoltemperatur: 150°C
Dwelltime: 100 ms
Detektionsmodus: Selected Ion Monitoring (SIM)

Samtliche Einstellungen sind gerétespezifisch und miissen vom Anwender individuell angepasst werden. Die angege-
benen Parameter konnen daher lediglich als Orientierungshilfe herangezogen werden.
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7 Analytische Bestimmung

Zur analytischen Bestimmung der nach Abschnitt 5 aufbereiteten Urinproben werden jeweils 1,5 pl der aufgearbeiteten
Probe in das GC-MS-System injiziert. Es werden die zeitlichen Verldufe der in Tabelle 3 aufgefithrten Ionenspuren im
SIM-Modus registriert.

Tab.3 Retentionszeiten und detektierte lonenspuren fiir die Bestimmung von 2,6-DFBA in Urin

Analyt/ISTD Retentionszeit Ionenspur [m/z]
[min] Quantifier Qualifier

2,6-DFBA 22,29 215 113; 141

5-Brom-2-fluorbenzoesiaure 31,81 277 175; 196

Die in Tabelle 3 angegebenen Retentionszeiten kénnen nur als Anhaltspunkt dienen. Der Anwender hat sich selbst von
der Trennleistung der verwendeten Kapillarsaule und dem daraus resultierenden Retentionsverhalten des Analyten
zu uiberzeugen. In den Abbildungen 3 und 4 sind beispielhaft GC-MS-Chromatogramme einer mit 20 pg/l dotierten
Wasser- bzw. Poolurinprobe abgebildet, wobei in dem Chromatogramm auch die sichere Abtrennung der 2,6-DFBA
von den isomeren DFBA (2,3-DFBA; 2,4-DFBA; 2,5-DFBA; 3,4-DFBA; 3,5-DFBA) erkennbar ist. Abbildung 5 zeigt das
Chromatogramm einer nativen Urinprobe eines beruflich mit Diflubenzuron belasteten Beschiftigten (gemessene
2,6-DFBA-Konzentration: 27,6 ug/l Urin). Fir die Vermessung der nativen Urinprobe wurde ein anderes Temperatur-
programm verwendet, das zu kiirzeren Retentionszeiten fiir Analyt und ISTD fiihrte.
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Abb.3 GC-MS-Chromatogramm von hochreinem Wasser, das mit 20 ug DFBA/I dotiert wurde
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Abb.4 GC-MS-Chromatogramm von Poolurin, der mit 20 ug DFBA/I dotiert wurde
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Abb.5 GC-MS-Chromatogramm einer nativen Urinprobe nach beruflicher Exposition gegen Diflubenzuron (gemessene 2,6-DFBA-
Konzentration: 27,6 pg/l Urin)
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8 Kalibrierung

Zur Kalibrierung der Methode werden die nach Abschnitt 4.5 in Poolurin angesetzten Kalibrierstandards geméafl Ab-
schnitt 5.2 aufgearbeitet und mittels GC-MS analysiert. Die Kalibriergerade wird erstellt, indem das Peakflachenver-
hiltnis des Analyten und des ISTDs gegen die jeweilige Analytkonzentration aufgetragen wird. Die Kalibriergerade
ist unter den beschriebenen Analysebedingungen im betrachteten Konzentrationsbereich linear. Abbildung 6 zeigt
exemplarisch eine Kalibriergerade fiir die Bestimmung von 2,6-DFBA in Urin.

5,0
4,0 B 4
Jo)
£ -
P
% b 30
g < y=0,041x + 0,053
om
2 2= 1,000
o 20
= ©
fo
(0]
o 1,0
0,0 : : : : .
0 20 40 60 80 100

2,6-DFBA [ug/l]
Abb.6 Kalibriergerade fiir die Bestimmung von 2,6-DFBA im Konzentrationsbereich von 2,5 pg/l bis 100 pg/l

9 Berechnung der Analysenergebnisse

Die Berechnung des Analytgehaltes in den Urinproben erfolgt mithilfe der zur Analysenserie gehérenden Kalibrier-
funktion (Abschnitt 8). Das Peakflachenverhaltnis von 2,6-DFBA und ISTD wird in die Kalibrierfunktion eingesetzt
und der Analytgehalt in pg/l errechnet. Eventuell ermittelte Reagenzienleerwerte werden von den Analyseergebnissen
der Realproben abgezogen.

Wenn der Messwert einer Probe oberhalb des Kalibrierbereiches liegt, wird die entsprechende Probe mit hochreinem
Wasser verdiinnt, erneut aufgearbeitet und vermessen.

10 Standardisierung der Messergebnisse und Qualitiatssicherung

Zur Sicherung der Qualitit der Analysenergebnisse wird gemafl den Richtlinien der Bundeséirztekammer und den
Angaben in dem von der Kommission veréffentlichten allgemeinen Kapitel verfahren (Bader et al. 2010; Bundesérzte-
kammer 2014).

Zur Prézisionskontrolle werden bei jeder Analysenserie zwei Qualititskontrollproben mit niedriger bzw. hoher
Analytkonzentration mitgefithrt. Ein solches Referenzmaterial ist kommerziell nicht erhéaltlich und muss selbst her-
gestellt werden, indem gepoolter Urin von Personen ohne bekannte Belastung gegen 2,6-difluorsubstituierte Benzoyl-
harnstoffverbindungen mit 2,6-DFBA dotiert wird. Dabei muss die Dotierung im erwarteten Konzentrationsbereich
liegen. Die hergestellten Qualitdtskontrollmaterialien werden zu je 2 ml in 5-ml-Schraubgléschen aliquotiert und bis
zur Analyse bei -20°C gelagert. Der Sollwert und der Toleranzbereich (Mittelwert + zwei Standardabweichungen) des
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jeweiligen Qualitatskontrollmaterials werden im Rahmen einer Vorperiode ermittelt (Bader et al. 2010). Die Qualitats-
kontrollmaterialien kénnen bei -20 °C mindestens sechs Monate ohne Analytverlust gelagert werden.

Zusatzlich wird bei jeder Analysenserie ein Reagenzienleerwert, bestehend aus 2 ml hochreinem Wasser, mitanalysiert.

11 Beurteilung des Verfahrens

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

11.1 Prazision

Prazision in der Serie

Zur Ermittlung der Prizision in der Serie wurde Poolurin mit einer niedrigen, einer mittleren und einer hohen Ana-
lytkonzentration dotiert. Die Proben wurden jeweils fiinfmal an einem Tag aufgearbeitet. Die Ergebnisse sind in
Tabelle 4 zusammengefasst.

Tab.4 Prazision in der Serie fur die Bestimmung von 2,6-DFBA in Urin (n=5)

Analyt Dotierte Konzentration Standardabweichung (rel)) s,  Streubereich u
[mg/1] [%] [%]
2,5 7,74 21,5
2,6-DFBA 20 4,15 11,5
100 2,93 8,13

Prazision von Tag zu Tag

Die Bestimmung der Prézision von Tag zu Tag erfolgte ebenfalls bei einer niedrigen, einer mittleren und einer hohen
Analytkonzentration. Fiir die Ermittlung der Préazision von Tag zu Tag wurden die dotierten Urinproben an fiinf ver-
schiedenen Tagen aufgearbeitet und analysiert. Die errechneten Prézisionsdaten sind in Tabelle 5 dargestellt.

Tab.5 Préazision von Tag zu Tag fir die Bestimmung von 2,6-DFBA in Urin (n=5)

Analyt Dotierte Konzentration Standardabweichung (rel) s,, Streubereich u
[ng/1] [%] [%]
2,5 8,92 24,8
2,6-DFBA 20 2,06 5,73
100 1,58 4,40

11.2 Richtigkeit

Die Richtigkeit des Verfahrens wurde anhand der Daten, die auch zur Berechnung der Prizision von Tag zu Tag
verwendet wurden, errechnet. Der fiir die Methodenvalidierung verwendete Urin wies einen 2,6-DFBA-Hintergrund-
gehalt von 1,5 pug/l auf. Unter Beriicksichtigung dieses Hintergrundgehaltes ergaben sich die in Tabelle 6 zusammen-
gestellten relativen Wiederfindungsraten.
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Tah.6 Relative Wiederfindungsraten fir die Bestimmung von 2,6-DFBA in Urin (n=5)

Analyt Dotierte Konzentration Gemessene Konzentration Relative Wiederfindungsrate r [%]
(ng/1] (ng/1] Mittelwert Bereich
2,5 3,97 99,2 92,7-106
2,6-DFBA 20 22,4 101 99,5-104
100 104 101 99,6-103

Zur Prifung der Richtigkeit des Verfahrens wurde auch die Wiederfindung in Individualurinen untersucht. Dazu
wurden sechs Urinproben mit dem Analyten in einer Konzentration von 2,5 pg/l, 20 pg/l und 100 pg/l dotiert und
analysiert. Die Ergebnisse zur relativen Wiederfindung in den Individualurinen sind in Tabelle 7 zusammengestellt.

Tab.7 Relative Wiederfindungsraten fur die Bestimmung von 2,6-DFBA in Individualurinen

Urin Kreatiningehalt Relative Wiederfindungsrate r [%]
&/1] 2,5 pg/l 20 pg/l 100 pg/l

1 0,51 101 89,8 92,3

2 0,93 101 92,5 92,2

3 1,40 87,5 110 101

4 1,57 84,5 94,7 87,0

5 1,95 115 111 93,2

6 2,20 118 88,6 85,5

Zur Uberpriifung des Verfahrens auf Matrixeffekte wurden Kalibrierstandards in hochreinem Wasser und in Poolurin
hergestellt, aufgearbeitet und analysiert. Die Steigung der jeweiligen Kalibriergeraden ist Tabelle 8 zu entnehmen
(R?>0,996). Ein Vergleich der Kalibriergeradensteigungen deutet auf einen vernachlissigbaren Einfluss der Matrix
auf die Messergebnisse hin.

Tab.8 Vergleich der Steigungen der in Wasser bzw. Poolurin angesetzten Kalibriergeraden fur die Bestimmung von 2,6-DFBA in Urin

Analyt Geradengleichung (Wasser) Geradengleichung (Poolurin)  Differenz [%]

2,6-DFBA y=0,0445x y=0,0438x 1,6

11.3 Nachweis- und Bestimmungsgrenze

Die Nachweis- und Bestimmungsgrenze fiir die Bestimmung von 2,6-DFBA in Urin wurden nach DIN 32645 bestimmt
(DIN 2008). Dazu wurde eine 11-Punktkalibrierung im Konzentrationsbereich von 0 bis 10 pg/l in gepooltem Urin er-
stellt und analysiert. Die errechnete Nachweis- und Bestimmungsgrenze des Analyten sind in Tabelle 9 aufgefiihrt.

Tab.9 Nachweis- und Bestimmungsgrenze fir die Bestimmung von 2,6-DFBA in Urin (n = 3)

Analyt Nachweisgrenze [pg/1] Bestimmungsgrenze [pg/1]

2,6-DFBA 0,416 1,32

11.4 Storeinfliisse

Bei Verwendung von Losungsmitteln und Reagenzien des angegebenen Reinheitsgrades treten keine Stérungen des
2,6-DFBA-Nachweises auf. Die Abtrennung der 2,6-DFBA von den stellungsisomeren DFBA (2,3-DFBA; 2,4-DFBA;
2,5-DFBA; 3,4-DFBA; 3,5-DFBA) wurde von den Entwicklern der Methode untersucht und ist bei der beschriebenen
Methode sichergestellt (siehe Abbildungen 3 und 4).
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In einem Ringversuch wurden sechs Urinproben von beruflich gegen Diflubenzuron exponierten Beschéftigten von
den Entwicklern der Methode, den Priifern der Methode sowie von einem dritten Labor untersucht. Dabei verwen-
dete das dritte Labor eine andere, unabhiangige Methode auf Basis der GC-MS/MS-Technik. Der Ergebnisvergleich
zwischen den Laboratorien ergab eine gute Ubereinstimmung der bestimmten 2,6-DFBA-Gehalte, die zwischen 5 pg/1
und 150 pg/l lagen.

Der Priifer der Methode hat die sechs Urinproben der exponierten Beschéftigten vor der Festphasenextraktion auch
einer Sdurehydrolyse unterzogen (Zugabe von 200 pl 37%iger Salzsédure, 1 h bei 75 °C). Dabei ergab sich kein Hinweis
auf hohere 2,6-DFBA-Konzentrationen nach Hydrolyse.

12 Diskussion

Die hier beschriebene Methode erlaubt die selektive und sensitive Quantifizierung von 2,6-DFBA in Urin. Das Ver-
fahren ist arbeitsmedizinisch ausgerichtet und fiir die zuverldssige Quantifizierung von Hintergrundgehalten bis
2 pg/l nur bedingt geeignet. Dies liegt darin begriindet, dass bis zu Konzentrationen von etwa 2 pg 2,6-DFBA pro
Liter Urin die Verifizierung des Analyten tiber die zweite Ionenspur (Qualifier, m/z=141) nicht méglich ist. Die Priifer
der Methode fanden im undotierten, fiir die Kalibrierstandards verwendeten Urin und in zwei der fiir Validierungs-
zwecke vermessenen (undotierten) Individualurine geringe 2,6-DFBA-Gehalte. Diese lagen zwischen der vom Priifer
der Methode errechneten Bestimmungsgrenze von 0,6 pg/l und ca. 2 pg/l und stiitzten sich nur auf eine Ionenspur.
Allerdings kann bei diesen niedrigen Gehalten, fiir die eine Verifikation durch den Qualifier nicht méglich war, nicht
zweifelsfrei die Identitat der Verbindung bestétigt werden, so dass auch eine unspezifische Uberlagerung fiir die Er-
gebnisse verantwortlich sein kann.

Die Nachweisempfindlichkeit der Methode kann gegebenenfalls durch den Einsatz modernster Analysetechnik weiter
gesteigert werden. Der lineare Arbeitsbereich erstreckt sich bis 100 pg/l und muss gegebenenfalls, je nach Belastungs-
situation, erweitert werden. So wurden in einem gegen Diflubenzuron exponierten Kollektiv 2,6-DFBA-Gehalte von
bis zu 150 pg pro Liter Urin quantifiziert (sieche Tabelle 1).

5-Brom-2-fluorbenzoesiure hat sich als ISTD bewahrt, wobei vom Priifer der Methode neben 5-Brom-2-fluorbenzoe-
sdure auch 2,5-DFBA als ISTD getestet wurde. Die Verwendung von 2,5-DFBA erlaubt ebenfalls eine sensitive und
prazise Quantifizierung des Analyten. Gegebenenfalls liele sich die Prézision des Verfahrens durch die Verwendung
der deuterierten 2,6-DFBA als ISTD weiter verbessern.

Verwendete Messgerite Gaschromatograph Agilent 8890 GC mit Autosampler (7693A) und massenspektrometrischem
Detektor (5977B MSD); Auswertesoftware (Enhanced ChemStation) (z.B. Agilent Technologies Germany & Co. KG,
Waldbronn)

Anmerkungen

Interessenkonflikte

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