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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. Glyphosate
(N-phosphonomethylglycine) is a synthetic phosphonic acid derivative which has been
used as a broad-spectrum herbicide since 1974. Its only known metabolite is amino-
methylphosphonic acid (AMPA). Exposure in occupational settings is predominantly
due to inhalation and dermal contact with glyphosate. The general population is ex-
posed to glyphosate and AMPA via both dietary (plant and animal products) and en-
vironmental (soils, surface water, and groundwater) exposure.

The aim of this work was to develop a selective method for the determination of
glyphosate and AMPA in urine. The method has been comprehensively validated, and
the reliability data have been confirmed by replication and verification of the procedure
in a second, independent laboratory. The analytes are directly derivatised in the dried
urine sample with trifluoroacetic anhydride and trifluoroethanol without an initial ex-
traction step. Calibration is performed using aqueous calibration standards processed
analogously to the samples. As internal standards, glyphosate-d, and 3C,>"N-AMPA
are added to the urine samples and calibration standards. The derivatives are meas-
ured after capillary gas-chromatographic separation with tandem mass-spectrometric
detection (GC-MS/MS) using negative chemical ionisation (NCI).

The good precision and accuracy data show that the method provides reliable and
accurate analytical results. The method is both selective and sensitive, and the quan-
titation limit of 0.1 pug/l urine for glyphosate and AMPA is sufficient to determine
occupational exposure as well as higher background levels in the general population.
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1 Kenndaten der Methode

Matrix

Analytisches Messprinzip

Urin

Gaschromatographie mit Tandem-Massenspektrometrie (GC-MS/MS)

Parameter und entsprechende Arbeitsstoffe

Arbeitsstoff CAS-Nr. Parameter CAS-Nr.
(CI;\IZII’)}?C?S?}tlonomethylglycin) 1071-83-6

Kaliumglyphosat 70901-12-1; 39600-42-5

Natriumglyphosat 34494-03-6

Glyphosatnatriumsalz (2:3) 70393-85-0

Ammoniumglyphosat 40465-66-5 Glyphosat 1071-83-6
Diammoniumglyphosat 69254-40-6 Aminomethylphosphonsaure 1066-51-9
Triammoniumglyphosat 114370-14-8

Dimethylammoniumglyphosat ~ 34494-04-7

Ethanolammoniumglyphosat 40465-76-7

Isopropylammoniumglyphosat ~ 38641-94-0

Trimethylsulfoniumglyphosat ~ 81591-81-3

Zuverlassigkeitskriterien

Glyphosat

Prazision in der Serie:

Prézision von Tag zu Tag:

Richtigkeit:

Nachweisgrenze:

Bestimmungsgrenze:

AMPA

Prazision in der Serie:

Standardabweichung (rel.) $,=913%, 2,68 %, 2,70 % bzw. 4,74 %
Streubereich u=20,7%, 6,06 %, 6,11 % bzw. 10,7 %
bei einer dotierten Konzentration von 0,1 pg, 0,5 pg, 1,0 pg bzw. 5,0 pg Glyphosat
pro Liter Urin und n = 10 Bestimmungen

Standardabweichung (rel.) $=5,15% bzw. 3,35 %

Streubereich u=11,1% bzw. 7,19%

bei einer dotierten Konzentration von 0,5 pg bzw. 2,5 pg Glyphosat pro Liter Urin
und n =15 Bestimmungen

Wiederfindungsrate (rel.) r=95,0%, 96,9 % bzw. 101 %

bei einer dotierten Konzentration von 0,5 pg, 2,5 pg bzw. 5,0 pg Glyphosat pro
Liter Urin und n=10 Bestimmungen

0,03 pg Glyphosat pro Liter Urin
0,1 pg Glyphosat pro Liter Urin

Standardabweichung (rel.) $,=8,91%, 4,37 %, 2,70 % bzw. 2,41 %
Streubereich u=20,2%, 9,88 %, 6,11 % bzw. 5,45 %
bei einer dotierten Konzentration von 0,1 pg, 0,5 pg, 1,0 pg bzw. 5,0 pg AMPA pro
Liter Urin und n=10 Bestimmungen
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Prizision von Tag zu Tag: Standardabweichung (rel.) Sw=4,32% bzw. 3,03 %
Streubereich u=9,27% bzw. 6,50 %
bei einer dotierten Konzentration von 0,5 pg bzw. 2,5 pg AMPA pro Liter Urin
und n =15 Bestimmungen

Richtigkeit: Wiederfindungsrate (rel.) r=95,0%, 98,3% bzw. 106 %
bei einer dotierten Konzentration von 0,5 pg, 2,5 pg bzw. 5,0 pg AMPA pro Liter
Urin und n =10 Bestimmungen

Nachweisgrenze: 0,03 pg AMPA pro Liter Urin
Bestimmungsgrenze: 0,1 pg AMPA pro Liter Urin

2 Allgemeine Informationen zu Glyphosat und AMPA

Glyphosat (Strukturformel siehe Abbildung 1) ist eine chemische Verbindung aus der Gruppe der Phosphonséurederivate
und wurde 1950 erstmalig von der Cilag AG, einem Schweizer Pharmaunternehmen, synthetisiert. Der Konzern
MONSANTO erkannte die biologische Aktivitdt der Substanz, erlangte 1974 das Patent als Breitbandherbizid und
brachte Glyphosat als Wirkstoff von Roundup® im gleichen Jahr auf den Markt (Dill et al. 2010). Glyphosat entwickelte
sich in der Folgezeit zum Wirkstoff mit dem weltweit hochsten Produktionsvolumen zur Unkrautbekdmpfung im
landwirtschaftlichen Sektor, im Gartenbau, im Weinbau und zur Sikkation (Dill et al. 2010; Duke und Powles 2008;
Jaworski 1972). Dariiber hinaus kommt es in der Forstwirtschaft, an Bahntrassen und Straflenriandern, auf 6ffentlichen
Griinflichen und in privaten Gérten zum Einsatz.

Glyphosat hemmt im Shikimatweg spezifisch das Enzym 5-Enolpyruvylshikimat-3-phosphat-Synthase (EPSPS), das
nur in Pflanzen vorkommt und fiir die Biosynthese der Aminosauren Phenylalanin, Tyrosin und Tryptophan essenziell
ist. Auf diese Weise wird die Proteinbiosynthese gehemmt und die Pflanze stirbt kurz nach der Glyphosat-Aufnahme
ab (Dill et al. 2010; Jaworski 1972).

Glyphosat wird zumeist in Form seiner Salze vermarktet. In Tabelle 1 sind die in den Herbizidprodukten am héufigsten
als aktive Substanzen verwendeten Salze zusammengestellt.

Tab.1 Glyphosatsalze, die als Wirkstoffe in Glyphosatformulierungen eingesetzt werden (nach ATSDR 2020)

Substanz CAS-Nr. Kation
Kaliumglyphosat 70901-12-1; 39600-42-5 K*
Natriumglyphosat 34494-03-6 Na*
Glyphosatnatriumsalz (2:3) 70393-85-0 Na*
Ammoniumglyphosat 40465-66-5 NH,*
Diammoniumglyphosat 69254-40-6 NH,*
Triammoniumglyphosat 114370-14-8 NH,*
Dimethylammoniumglyphosat 34494-04-7 NH,(CH,),"
Ethanolammoniumglyphosat 40465-76-7 NH;(CH,CH,0OH)*
Isopropylammoniumglyphosat 38641-94-0 NH;CH(CH,),*
Trimethylsulfoniumglyphosat 81591-81-3 S(CHs)5*

Der globale Glyphosatverbrauch betragt ca. 800000 t pro Jahr, in Europa werden 7% davon ausgebracht. 90 % des
weltweit produzierten Glyphosats werden in der Landwirtschaft eingesetzt (Antier et al. 2020), der Grof3teil davon
auflerhalb Europas beim Anbau genetisch veranderter, glyphosatresistenter Pflanzen (Transparency Market Research
2014). In Deutschland reduzierten sich die Verkaufszahlen von ca. 7600 t im Jahr 2008 auf 4400 t im Jahr 2017 (Antier
et al. 2020).
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Von Versuchstieren werden 20 % (19-34 %) einer oral verabreichten Glyphosatdosis mit dem Urin ausgeschieden
(EFSA 2015 a; IARC 2017). Neuere Probandenstudien (Zoller et al. 2020) deuten jedoch auf eine deutlich geringere
Ausscheidung von ca. 1% hin. Im Saugetierorganismus wird Glyphosat nur in sehr geringem Mafie metabolisiert.
Der einzige bekannte Metabolit, AMPA (Strukturformel siehe Abbildung 1), macht weniger als 1% der verabreichten
Glyphosatdosis aus. Resorbiertes Glyphosat wird innerhalb von sieben Tagen nahezu vollstindig (99 %) mit dem Urin
ausgeschieden und zeigt kein Potential zur Akkumulation. Die Eliminationskinetik ist biphasisch mit einer schnelle-
ren (Halbwertszeit 2,1-7,5 h) und einer langsameren Phase (Halbwertszeit 69-337 h) (EFSA 2015 a).

HO\ HO
o
Ph: /\N __P /\NH2
07 \ H 07 \
OH o OH
Glyphosat AMPA

Abb.1 Strukturformeln von Glyphosat und AMPA

Das Hauptabbauprodukt von Glyphosat in Pflanzen und in der Umwelt ist ebenfalls AMPA. Dementsprechend fin-
den sich Glyphosat und AMPA nicht nur haufig als Rickstande in Getreide, Soja und anderen Nutzpflanzen nach
Behandlung mit Roundup®, sondern werden auch in Béden, Oberflichenwasser und Grundwasser nachgewiesen
(Borggaard und Gimsing 2008). Eine Hintergrundbelastung der Allgemeinbevélkerung mit Glyphosat und AMPA
kann somit sowohl aus der Ernahrung als auch aus einer Umweltexposition resultieren. Die Korrelation der Glyphosat-
und AMPA-Konzentrationen in Humanurin ist in der Regel gering. Dies wird so interpretiert, dass AMPA im Urin
unspezifisch exponierter Personen sekundir aus Lebensmitteln stammt (EFSA 2015 a, b) und nicht aus metabolisiertem
Glyphosat. Zudem zeigen Studien, dass AMPA in der Umwelt nicht nur durch mikrobiellen Abbau von Glyphosat,
sondern auch durch mikrobiellen und photochemischen Abbau verschiedener Aminophosphonséuren (als Bestandteil
von Industriechemikalien, Flammschutzmitteln und Tensiden) entsteht (Grandcoin et al. 2017; Struger et al. 2015). Diese
Prozesse konnen in Verbindung mit dem eher langsamen Abbau von AMPA in der Umwelt zu dessen Anreicherung
in pflanzlichen und tierischen Produkten fithren (Van Bruggen et al. 2018).

Eine Reihe von Human-Biomonitoring (HBM)-Studien haben die Hintergrundbelastung mit Glyphosat und AMPA
untersucht und deuten auf eine Exposition der Allgemeinbevolkerung hin, wobei in der Mehrzahl der Proben sehr
geringe Gehalte im Bereich der Bestimmungsgrenzen gefunden wurden. Exemplarisch sind in Tabelle 2 die Ergebnisse
von drei Studien aus Deutschland dargestellt, die auf GC-MS/MS- und LC-MS/MS-Messungen beruhen und orientie-
rend die Groflenordnung aufzeigen, in der die Allgemeinbevilkerung mit Glyphosat und AMPA belastet ist.

Tab.2 Glyphosat- und AMPA-Konzentrationen in Urinproben der deutschen Allgemeinbevélkerung

Kollektiv Analytische Analyt BG Konzentration [pg/1] Nachweishiufigkeit Literatur
(Personenanzahl) Methode [ng/1] Median Maximum [%]

KarMeN-Studie, LC-MS/MS Glyphosat 0,2 <BG 1,36 8,3 Soukup et al.
Erwachsene (301), 24-h-Urin AMPA 0.2 “BG 153 83 2020

Proben der Umweltprobenbank, GC-MS/MS Glyphosat 0,1 <BG-0,18% 0,11-2,80% 10-57,5 Conrad et al.
20-29 a (399 Proben), 24-h-Urin AMPA 0.1 -BG-0,18" 0,181,889 15-60 2017

Kinder, 2-6 a (250 Proben), GC-MS/MS Glyphosat 0,1 0,14 37 63 LANUV 2016

Spontanurin
P AMPA 01 0,13) 2,2 58

BG: Bestimmungsgrenze
3 Werte der Jahre 2001-2015
b Werte < BG flossen mit halbem Wert der BG in die Berechnung ein
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In aktuellen Reviews werden umfangreiche Biomonitoringdaten fiir Glyphosat und zum Teil auch fiir AMPA in
européischen und auflereuropiischen Landern zusammengefasst und diskutiert. Nach Gillezeau et al. (2019) liegt
die mittlere Glyphosatkonzentration im Urin der Allgemeinbevélkerung zwischen 0,16 und 4 pg Glyphosat/l, wobei
die Unterschiede zwischen den einzelnen Regionen grof} sind. Insbesondere in Regionen, in denen glyphosathaltige
Herbizide mit dem Flugzeug verspritht werden, steigt die Glyphosatkonzentration im Mittel auf 7,6 pg/1 an (Gillezeau
et al. 2019; Varona et al. 2009). Niemann et al. (2015) verglichen Glyphosat-Uringehalte aus sieben Studien in Europa
und den USA. Die Maximalwerte der Landwirte und ihrer Familien lagen bei 9,5 bis 233 pg/1, die der Stadtbewohner bei
0,65 bis 18,8 pg/l. Zur Vergleichbarkeit muss einschrankend angemerkt werden, dass diesen Daten Analysenmethoden
unterschiedlicher Sensitivitdt zugrunde lagen.

Die Exposition im beruflichen Umfeld beruht iberwiegend auf inhalativem und dermalem Kontakt mit Glyphosat.
Tabelle 3 zeigt beispielhaft die Daten von finf Arbeitsplatzstudien (Waldarbeiter, Landwirte, Landschaftsgértner),
die im Review von Gillezeau et al. (2019) ausgewertet wurden. Die mittleren Glyphosatgehalte (oberhalb der
Nachweisgrenze) variierten von 0,26 bis 73,5 pg/l Urin. Der Maximalwert betrug 233 pg/l bei einem Landwirt und
seiner Familie (Acquavella et al. 2004). Zhang et al. (2020) berichteten iiber eine Biomonitoringstudie in einer Fabrik
in Ost-China, die Glyphosat produziert. Von Beschéftigten aus verschiedenen Produktionsbereichen (Kristallisation,
Zentrifugation, Trocknung und Verpackung) wurden 134 Urinproben untersucht. Die Glyphosat- und AMPA-Gehalte
betrugen <20-17200 pg/l bzw. <10-2730 pg/l. Die Luftkonzentrationen am Arbeitsplatz korrelierten gut mit den
Gehalten in den Urinproben.

Tab.3 Glyphosat- und AMPA-Konzentrationen in Urinproben von Beschéftigten

Kollektiv Analytische Methode Analyt NWG Konzentration [pg/1] Nachweis- Literatur
P hl 1 hiufigkeit
(Personenanzahl) (ug/1] Geometrischer GSD [;]u gleel
Mittelwert (Bereich) °
Landwirte, Probenahme = HPLC mit Nachsdulen- Glyphosat 1 3,2 (1-233) 64 60 Acquavella et al. 2004
am Anwendungstag (48)  reaktion und
Fluoreszenzdetektion
Landwirte (76) ELISA Glyphosat 0,05 0,334 (0,064-0,875) - 68,4 Rendon-von Osten
und Dzul-Caamal 2017
Landschaftsgartner, nach LC-MS/MS Glyphosat 0,5 0,66 1,11 - Connolly et al. 2017
Anwendung (17)
Landschaftsgartner, nach LC-MS/MS Glyphosat 0,52 1,17 - - Connolly et al. 2018
Anwendung (20)
Beschaftigte einer GC-MS Glyphosat 20 262 (20-17202) - 86,6 Zhang et al. 2020
Glyphosat-produzierenden
Firma (134) AMPA 10 72 (10-2730) - 81,3

GSD: geometrische Standardabweichung; NWG: Nachweisgrenze
4 Bestimmungsgrenze

Die akute Toxizitat von Glyphosat ist gering. Von der Europaischen Behorde fiir Lebensmittelsicherheit (European Food
Safety Authority, EFSA) wurde auf Basis der Entwicklungstoxizitat ein ADI-Wert (Acceptable Daily Intake, zuléssige tag-
liche Aufnahmemenge) von 0,5 mg Glyphosat/kg Korpergewicht und Tag abgeleitet. Da AMPA und Glyphosat dhnliche
toxikologische Profile aufweisen, werden fiir AMPA die Glyphosat-Beurteilungswerte zugrunde gelegt (EFSA 2015 a).
Glyphosat wurde durch die Internationale Agentur fiir Krebsforschung (International Agency for Research on Cancer,
IARC) als wahrscheinlich kanzerogen fiir den Menschen (Gruppe 2A) eingestuft (IARC 2017). Andere Expertengremien
kommen dagegen zu dem Schluss, dass bei bestimmungsgeméafier Anwendung kein kanzerogenes Risiko fiir den
Menschen zu erwarten ist (ECHA 2017, 2022; EFSA 2015 b). Die Diskussion iiber eine mégliche Kanzerogenitat und
iiber andere gesundheitliche Risiken (Teratogenitit und hormonelle Storungen) ist noch nicht abgeschlossen (US EPA
2017; Van Bruggen et al. 2018). Von der Kommission wurde Glyphosat noch nicht bewertet.
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3 Grundlage des Verfahrens

Glyphosat und sein Metabolit AMPA werden in der eingeengten Urinprobe ohne Extraktionsschritt direkt mit
Trifluoressigsdureanhydrid (TFAA) und Trifluorethanol (TFE) derivatisiert. Die Kalibrierung erfolgt mit wiss-
rigen Standards, die in der gleichen Weise behandelt werden wie die zu analysierenden Proben. Glyphosat-d, und
BC,5N-AMPA werden als interne Standards (ISTDs) den Urinproben und den Kalibrierstandards zugesetzt. Die
Messung der Derivate erfolgt mit GC-NCI-MS/MS.

4 Gerate, Chemikalien und Lésungen

4.1 Gerate

«  Gaschromatograph mit Autosampler, Split/Splitlos-Aufgabesystem und tandem-massenspektrometrischem
Detektor sowie mit Datensystem zur Auswertung (z.B. Agilent Technologies Germany GmbH & Co. KG,
Waldbronn)

o  Kapillargaschromatographische Saule (Lange: 30 m; Innendurchmesser: 0,25 mm; Filmdicke: 0,25 pm; stationére
Phase: Polyethylenglykol) (z.B. HP INNOWazx, Nr. 19091N-133, Agilent Technologies Germany GmbH & Co. KG,
Waldbronn)

o Liner (z.B. Topaz 4-mm Single Taper Liner mit Wolle, Nr. 23303.5, Restek GmbH, Bad Homburg vor der Héhe)
o Analysenwaage (z.B. Sartorius AG, Géttingen)

o Heizblock mit Bohrungen fiir Probenflaschchen (z.B. Barkey GmbH & Co. KG, Leopoldshdhe)

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

o Vortex-Mischer (z.B. Multi-Tube Vortexer, VWR International GmbH, Darmstadt)

o Vakuumzentrifuge (z.B. Jouan GmbH, Unterhaching)

«  Handdispenser fiir die Zugabe von 10 pl, 20 pl, 25 pl, 50 pl und 100 pl (z. B. Multipette®, Eppendorf AG, Hamburg)
. 10-ml-Messkolben (z.B. VWR International GmbH, Darmstadt)

o 2-ml-Autosampler-Vials (z.B. Klaus Ziemer GmbH, Langerwehe)

o 250-pl-Mikro-Inserts (z.B. Agilent Technologies Germany GmbH & Co. KG, Waldbronn)

o 10-ml-Polypropylenrohrchen (z.B. BRAND GMBH + CO KG, Wertheim)

o 2-ml-Reaktionsgefifle (z.B. Safe-Lock Tubes, Eppendorf AG, Hamburg)

o 10-ml-Schraubgliser (Borosilikat) mit Teflondichtung (z.B. SCHOTT AG, Mainz)

«  Variable Kolbenhubpipetten (0,5-10 pl, 10-100 pl und 100-1000 pl) (z. B. Eppendorf AG, Hamburg)

o Urinbecher (z.B. Sarstedt AG & Co. KG, Niimbrecht)

«  Urin-Monovetten® (z.B. Sarstedt AG & Co. KG, Niimbrecht)

4.2 Chemikalien

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

e Acetonitril (z.B. Nr. 11317080, Fisher Scientific GmbH, Schwerte)

. Methanol (z.B. Nr. 136806, Biosolve BV, Valkenswaard, Niederlande)

. Trifluoressigsdureanhydrid, 99 % (z.B. Nr. 91719, Merck KGaA, Darmstadt)
. 2,2,2-Trifluorethanol, 99 % (z.B. Nr. T63002, Merck KGaA, Darmstadt)
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«  Aminomethylphosphonsiure (AMPA), 10 pg/ml in Wasser (z.B. Nr. L10205000WA, Dr. Ehrenstorfer™,
LGC Standards GmbH, Wesel)

o BCBN-Aminomethylphosphonsiure (BC’N-AMPA), 100 pg/ml in Wasser (z.B. Nr. XA10205100WA,
Dr. Ehrenstorfer™, LGC Standards GmbH, Wesel)

. Glyphosat, 10 pg/ml in Wasser (z.B. Nr. L14050000WA, Dr. Ehrenstorfer™, LGC Standards GmbH, Wesel)
o Phosphonomethyl-d,-glycin (Glyphosat-d,); Reinsubstanz, 99 % Isotopenreinheit (z. B. Nr. D-8030, C/D/N Isotopes,
Pointe-Claire, Kanada)

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

4.3 Interne Standards (ISTDs)

o  Glyphosat-d, Stammlésung (1000 mg/1)
10 mg Glyphosat-d, werden in einen 10-ml-Messkolben exakt eingewogen, mit hochreinem Wasser bis zur
Markierung aufgefiillt, umgeschwenkt und die Losung in ein 10-ml-Polypropylenréhrchen iiberfithrt.

o ISTD-Arbeitslosung (10 mg/1)
In einen 10-ml-Messkolben, in den etwas hochreines Wasser vorgelegt wurde, werden 100 pl der Glyphosat-d,-
Stammlésung und 1 ml der *C,’N-AMPA-Lsung pipettiert. AnschlieBend wird der Messkolben mit hochreinem
Wasser bis zur Markierung aufgefillt, umgeschwenkt und die Losung in ein 10-ml-Polypropylenréhrchen iiber-
fithrt. Die Endkonzentrationen an Glyphosat-d, und *C,>’N-AMPA betragen jeweils 10 mg/1.

Bei -18°C betrégt die verlustfreie Lagerungszeit 12 Monate.

o ISTD-Dotierlosung (0,01 mg/1)
In ein 10-ml-Polypropylenrohrchen werden etwa 5 ml hochreines Wasser vorgelegt, 10 ul der ISTD-Arbeitslosung
zugegeben und mit hochreinem Wasser auf 10 ml aufgefiillt. Die Endkonzentrationen fiir Glyphosat-d, und
3C,’N-AMPA betragen jeweils 0,01 mg/1.

Bei Lagerung bei 2-8 °C sind Glyphosat-d, und *C,>N-AMPA in der ISTD-Dotierl3sung mindestens vier Wochen stabil.
Bei -18°C betrégt die verlustfreie Lagerungszeit 12 Monate.

4.4 Kalibrierstandards

o Dotierlésung I (0,05 mg/1)
In einen 10-ml-Messkolben, in dem etwas hochreines Wasser vorgelegt wurde, werden je 50 pl der Standardlésungen
fur Glyphosat (10 mg/l) und AMPA (10 mg/1) pipettiert. Anschliefend wird der Kolben mit hochreinem Wasser bis
zur Markierung aufgefiillt und die Losung in ein 10-ml-Polypropylenréhrchen iiberfithrt. Die Endkonzentrationen
fir Glyphosat und AMPA betragen jeweils 0,05 mg/1.

Bei Lagerung bei 2-8°C sind Glyphosat und AMPA in der Dotierlosung I mindestens vier Wochen stabil. Bei -18°C
betragt die verlustfreie Lagerungszeit 12 Monate.

o Dotierlésung II (0,005 mg/1)
In ein 2-ml-Reaktionsgefaf3 (Safe-Lock Tube) werden zu 450 pl hochreinem Wasser 50 pl der Dotierlosung I pipet-
tiert. Die Endkonzentrationen fiir Glyphosat und AMPA betragen jeweils 0,005 mg/1.

Die Dotierlosung II wird arbeitstéglich frisch angesetzt.

Die Kalibrierstandards werden in Glasflaschchen, in denen 1 ml Acetonitril vorgelegt wurde, angesetzt. Die Funktion
des Acetonitrils besteht darin, die Adsorption der Analyte an der Glasoberfliche zu unterbinden. Durch das
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Hinzupipettieren von Wasser und Dotierldsung gemaf Pipettierschema (Tabelle 4) entstehen Kalibrierlgsungen mit
Analytkonzentrationen von 0,1 bis 10,0 pg/1 (bezogen auf den Wasseranteil). Die Kalibrierstandards werden analog zu
den Urinproben gemafl Abschnitt 5.2 aufgearbeitet, beginnend mit der Zugabe des ISTD.

Tab.4 Pipettierschema zur Herstellung der Kalibrierstandards fir die Bestimmung von Glyphosat und AMPA in Urin

Kalibrierstandard Acetonitril Wasser Dotierlosungl DotierlosungII Wasseranteil Konzentration im Wasseranteil

[p1] [p1] [11] [11] [p1] [ng/1]
0 1000 50 - - 50 0,0
1 1000 49 - 1 50 0,1
2 1000 48 - 2 50 0,2
3 1000 45 - 5 50 0,5
4 1000 40 - 10 50 1,0
5 1000 32,5 - 17,5 50 1,75
6 1000 25 - 25 50 2,5
7 1000 12,5 - 37,5 50 3,75
8 1000 - - 50 50 5,0
9 1000 40 10 - 50 10,0

5 Probenahme und Probenaufbereitung

5.1 Probenahme

Der Urin wird in verschliebaren Urinbechern gesammelt und gegebenenfalls auf Urinmonovetten® gezogen. Bei
Lagerung bei -18 °C sind die Urinproben mindestens ein Jahr haltbar.

5.2 Probenaufbereitung

Die Urinproben werden aufgetaut und intensiv geschiittelt. Ein Aliquot von 50 pl wird entnommen und in ein 10-ml-
Schraubglaschen tiberfiihrt, in dem 1 ml Acetonitril vorgelegt wurde. Nach der Zugabe von 25 pl der ISTD-Dotierlosung
und kurzem Homogenisieren wird die Losung in einer Vakuumzentrifuge zur Trockene eingeengt. Zu dem meist 6ligen
Rickstand werden nacheinander 0,5 ml TFE und 1 ml eiskaltes (-18 °C) TFA A gegeben, dann wird kurz auf dem Vortex-
Mischer gemischt. Abhingig von der Restwassermenge kann es gegebenenfalls zu einer starken Warmeentwicklung
kommen. Fiir die Derivatisierung wird das festverschlossene Glaschen im Heizblock fiir eine Stunde auf 80-85°C
erhitzt. AnschlieSend wird die Losung bei gedffnetem Glaschen bei 80-85 °C ohne Stickstoffzufuhr auf 50-100 pl ein-
geengt. An dieser Stelle darf nicht bis zur Trockene eingedampft werden, da dies zu Verlusten an AMPA fiihrt. Der ab-
gekiihlte Riickstand wird in 50 pl Methanol aufgenommen und in ein Autosampler-Vial mit Mikro-Einsatz tiberfiihrt.
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6 Instrumentelle Arbeitsbedingungen

Die analytische Bestimmung erfolgte an einem Gaschromatographen mit Tandem-Massenspektrometer.

Gaschromatographie
Kapillarsiule: stationire Phase: Polyethylenglykol
Léange: 30 m
Innendurchmesser: 0,25 mm
Filmdicke: 0,25 pm
Temperaturen: Séule: Ausgangstemperatur 75 °C, 0,5 min isotherm, dann Anstieg
mit 20°C/min auf 170 °C, 5 min isotherm, dann Anstieg mit
40°C/min auf 265°C, 3,5 min bei Endtemperatur
Injektor: 255°C
Transfer-Line: 280°C
Tragergas: Helium 4.6 Flussrate: 1,2 ml/min, ab 10 min 2,0 ml/min
Injektion: Injektionsvolumen: 1 ul (pulsed splitless, 120 kPa fiir 30 s), Split on nach 0,5 min
Liner: 4 mm Innendurchmesser mit Quarzwolle

Tandem-Massenspektrometrie

Ionisierung: Negative chemische Ionisation (NCI)
CI-Gas: Methan 4.5

Ionisierungsenergie: 240 eV

Quellentemperatur: 150°C

Quadrupoltemperatur: 150°C

Kollisionsgas: Argon 5.0

Kollisionsenergie: siehe Tabelle 5
Elektronenmultiplier: 1700 V

Alle anderen Parameter sind nach Herstellerangaben zu optimieren.

7 Analytische Bestimmung

Zur analytischen Bestimmung werden 1 pul der nach Abschnitt 5.2 aufgearbeiteten Proben in den Gaschromatographen
injiziert. Bei jeder Analysenserie werden mindestens eine Qualitdtskontrollprobe (siehe Abschnitt 10) und ein
Reagenzienleerwert mitanalysiert. Fir letzteren wird anstelle von Urin hochreines Wasser wie beschrieben
aufgearbeitet.

Die Ionisation und Fragmentierung der Analyten in der Ionenquelle des Massenspektrometers erfolgt durch nega-
tive chemische Ionisation mit Methan als Reaktandgas. Unter Verwendung von Argon als Kollisionsgas kommt es
durch stoinduzierten Zerfall ausgewahlter Vorldufer-Ionen zur Bildung spezifischer Produkt-Ionen, welche detektiert
werden. Die zeitlichen Verlaufe der in Tabelle 5 aufgefithrten Ioneniiberginge wurden im MRM (Multiple Reaction
Monitoring)-Modus des Triple-Quadrupol-Massenspektrometers aufgezeichnet.
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Tab.5 Retentionszeiten, registrierte lonenibergédnge und verwendete Kollisionsenergien fir die Bestimmung von Glyphosat und

AMPA in Urin
Parameter Retentionszeit Vorlaufer-Ion Produkt-Ion Kollisionsenergie Detektiertes
[min] [m/z] [m/z] [eV] Fragment

Glyphosat?, 1. Ubergang 8,4 370 245 10 (CF;CH,-0),-P=01"
Glyphosat, 2. Ubergang - 351 268 5 351 - CF,CH,|~
Glyphosat-d, 8.4 372 245 10 (CF,CH,-0),-P=01"
AMPA®, 1. Ubergang 10,4 351 268 5 351 - CF,CH, |~
AMPA, 2. Ubergang - 271 188 5 271 - CF,CH,|"

13C 15N-AMPA 10,4 353 270 5 353 - CF,CH,|~

3 zur quantitativen Auswertung herangezogener Ubergang

Die in Tabelle 5 angegebenen Retentionszeiten konnen nur als Anhaltspunkt dienen. Der Anwender hat sich selbst von

der Trennleistung der verwendeten Kapillarsidule und dem daraus resultierenden Retentionsverhalten der Analyten zu

iiberzeugen. Die MRM-Parameter sind geritespezifisch und miissen vom Anwender angepasst werden. Abbildungen 2
und 3 zeigen exemplarische Chromatogramme auf den Q,-Massenspuren von Glyphosat und AMPA. Die gezeigten

Chromatogramme sind nicht geglattet.

Abundanz [cps]

2
x10
a) MRM (370 — 245) Glyphosat
100 A RT: 8,429 min
50
0 " -
x10
b) MRM (370 — 245)
100 -
50
0
x10
C) MRM (370 — 245)
100 4
50 4
0
10°
X
d) MRM (370 — 245)
100 4
50 A RT: 8,429 min
0 1 T T T AT T T
Zeit [min] 6,50 7,00 7,50 8,00 8,50 9,00 9,50 10,00

Abb.2 Beispielchromatogramme aufgearbeiteter Proben auf der Q,-Massenspur von Glyphosat (MRM 370 — 245): a) belastete
Urinprobe (0,53 pg/l), b) unbelastete Urinprobe, c) Reagenzienleerwert, d) Kalibrierstandard (0,1 pg/l; BG)
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Abundanz [cps]
x 10°

AMPA

61 a) MRM (351 — 268) ‘
RT: 10,395 min

71 b) MRM (351 — 268)

61 ¢) MRM (351 — 268)

x 10°
61 d) MRrM (351 — 268)
44
24 RT: 10,401 min
. - | | | AW S — A
Zeit [min] 8,50 9,00 9,50 10,00 10,50 11,00 11,50 12,00

Abb.3 Beispielchromatogramme aufgearbeiteter Proben auf der Q,-Massenspur von AMPA (MRM 351 — 268): a) belastete
Urinprobe (0,16 pg/l), b) unbelastete Urinprobe, c) Reagenzienleerwert, d) Kalibrierstandard (0,1 pg/l; BG)

8 Kalibrierung
In jeder Analysenserie wird eine Kalibrierreihe mitgefithrt und die Kalibriergeraden werden neu erstellt.

Zur Erstellung der Kalibriergeraden werden die gem&fl Abschnitt 4.4 angesetzten Kalibrierstandards aufgearbeitet und
mittels GC-MS/MS analysiert. Die Kalibriergeraden werden erstellt, indem die Peakfldchenverhéiltnisse der Analyten
und ISTDs gegen die jeweiligen Analytkonzentrationen aufgetragen werden. Die Steigung und der Achsenabschnitt
der Kalibriergeraden werden mittels linearer Regression berechnet.

Die Kalibriergeraden verlaufen zwischen der Bestimmungsgrenze (0,1 pg/l) und 10 pg/l linear. Abbildung 4 zeigt
exemplarische Kalibriergeraden fiir Glyphosat und AMPA, die in Wasser und in Poolurin angesetzt wurden. Die
Kalibriergeraden in beiden Matrizes verlaufen nahezu parallel. Unter Routinebedingungen wird bevorzugt auf Basis
von Wasser kalibriert, da Poolurin Hintergrundgehalte an Glyphosat und AMPA aufweisen kann.
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a) 357 b) 3,57
O Wasser y =0,3027x - 0,003
3,0 R?=0,9999

© Wasser y =0,2993x + 0,001
30 R? = 0,9999

O Poolurin y = 0,2932x + 0,0255
R?=0,9987

O Poolurin y = 0,2926x + 0,0087
R? = 0,9997

13 15

Peakflichenverhiltnis AMPA/ C N-AMPA

2,5 2,5

2,0 2,0
1.5 1,5
1,0 1,0

0,51 0,54

Peakflichenverhaltnis Glyphosat/Glyphosat-d,

0,0

. . . : ) 0,0 . . . . ,
0,0 2,0 4,0 6,0 8,0 10,0 0,0 2,0 4,0 6,0 8,0 10,0

Glyphosat [pg/1] AMPA [pg/1]

Abb.4 In Wasser und in Poolurin angesetzte Kalibriergeraden fiir a) Glyphosat und b) AMPA

9 Berechnung der Analysenergebnisse

Die Berechnung der Glyphosat- und AMPA-Konzentrationen in den Analysenproben erfolgt mithilfe der zur
Analysenserie gehérenden Kalibrierfunktion (Abschnitt 8). Die in den Proben ermittelten Peakflichenverhiltnisse der
jeweiligen Analyten und ISTDs werden von der Auswertesoftware des GC-MS/MS-Systems in die Kalibrierfunktionen
eingesetzt und die Analytgehalte in pg/l errechnet. Bei beiden Analyten ist kein oder nur ein geringer Leerwert
(< 0,03 pg/l) zu erwarten.

Liegt der Messwert auflerhalb des Kalibrierbereichs (>10 pg/l), wird die Urinprobe mit hochreinem Wasser ent-
sprechend verdiinnt, erneut aufgearbeitet und vermessen.

10 Standardisierung der Messergebnisse und Qualitatssicherung

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

Zur Prazisionskontrolle wird in jeder Analysenserie mindestens eine Qualitatskontrollprobe mituntersucht, die eine
konstante Konzentration an Glyphosat und AMPA aufweist. Da kaufliches Material derzeit nicht zur Verfiigung steht,
muss das Kontrollmaterial selbst hergestellt werden. Dazu werden individuelle Urinproben zu einem Poolurin in der
Weise zusammengestellt, dass sich Konzentrationen in dem bei den Analysen zu erwartenden Konzentrationsbereich
ergeben. Im Bedarfsfall wird der Poolurin mit entsprechenden Mengen an Analyten aufdotiert. Von diesem Kontroll-
material wird ein Jahresbedarf hergestellt, in 2-ml-Reaktionsgefafie aliquotiert und bei -18 °C tiefgefroren aufbewahrt.
Der Sollwert und die Toleranzbereiche des Qualitdtskontrollmaterials werden im Rahmen einer Vorperiode (einfache
Analyse des Kontrollmaterials an 20 Tagen) ermittelt.

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 und durch die erfolgreiche Teilnahme am German External Quality
Assessment Scheme (G-EQUAS; https://app.g-equas.de/web/) bestatigt.
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11.1 Prazision

Prazision in der Serie

Fiir die Bestimmung der Prazision in der Serie wurden Urinproben von beruflich nicht gegen Glyphosat exponierten
Personen gepoolt und mit Glyphosat und AMPA in den Konzentrationen von jeweils 0,1 pg/l, 0,5 pg/l, 1,0 pg/l und
5,0 pg/l dotiert. Jeweils zehn dieser Proben wurden an einem Tag aufgearbeitet und analysiert. Die so ermittelten
Prézisionen sind Tabelle 6 zu entnehmen. Hintergrundgehalte an Glyphosat und AMPA waren in dem verwendeten
Poolurin nicht nachweisbar (<0,03 pg/l).

Tab.6 Prazision in der Serie fir die Bestimmung von Glyphosat und AMPA in Urin (n = 10)

Analyt Dotierte Konzentration Standardabweichung (rel.) s,, Streubereich u
[ng/1] [%] [#]
Glyphosat 0,1 9,13 20,7
0,5 2,68 6,06
1,0 2,70 6,11
5,0 4,74 10,7
AMPA 0,1 8,91 20,2
0,5 4,37 9,88
1,0 2,70 6,11
5,0 2,41 5,45

Préazision von Tag zu Tag

Dariiber hinaus wurde die Préizision von Tag zu Tag bestimmt. Mit 0,5 pg/l und 2,5 pg/1 dotierte Poolurine wurden
an 15 verschiedenen Tagen aufgearbeitet und analysiert. Die so ermittelten Prézisionen sind Tabelle 7 zu entnehmen.
Hintergrundgehalte an Glyphosat und AMPA waren in den verwendeten Poolurinen nicht nachweisbar (<0,03 pg/l).

Tab.7 Prazision von Tag zu Tag fur die Bestimmung von Glyphosat und AMPA in Urin (n = 15)

Analyt Dotierte Konzentration Standardabweichung (rel.) s,, Streubereich u
[pg/1] [%] [%]

Glyphosat 0,5 5,15 11,1
2,5 3,35 7,19

AMPA 0,5 4,32 9,27
2,5 3,03 6,50

11.2 Richtigkeit

Wiederfindung

Zur Priufung der Richtigkeit des Verfahrens wurden Wiederfindungsversuche durchgefiithrt. Hierzu wurden Urinproben
von unbelasteten Personen gepoolt, mit Glyphosat und AMPA in den Konzentrationen von jeweils 0,1 pg/l, 0,5 pg/l,
1,0 pg/l und 5,0 pg/1 dotiert, zehnfach parallel aufgearbeitet und analysiert. Die mittlere relative Wiederfindung ist in
Tabelle 8 zusammengestellt.
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Tab.8 Mittlere relative Wiederfindung fur die Bestimmung von Glyphosat und AMPA in Urin (n = 10)

Analyt Dotierte Konzentration Rel. Wiederfindung r [%]

(ng/1] Mittelwert Bereich
Glyphosat 0,1 98,1 85,5-115

0,5 110 104-116

1,0 86,6 79,5-102

5,0 102 98,6-106
AMPA 0,1 100 89,2-116

0,5 111 102-121

1,0 99,4 94,4-106

5,0 99,0 95,2-105

Zusétzlich wurde die Wiederfindung unter Verwendung dotierter Individualurine gepriift. Die Ergebnisse sind in
Abschnitt 11.3 dargestellt.

Inter-Labor-Methodenvergleich

Mit der vorliegenden GC-MS/MS-Methode (MVZ Medizinisches Labor Bremen GmbH) und einer LC-MS/MS-Methode
(Health and Safety Executive, Harpur Hill, Buxton, UK) wurden 33 native Urinproben im Rahmen eines Inter-Labor-
Methodenvergleichs analysiert. Bei 20 Proben lagen die Glyphosatkonzentrationen oberhalb der Bestimmungsgrenzen
beider Methoden. Die Messergebnisse dieser Proben wiesen eine starke Korrelation auf (R?=0,9891, siche Abbildung 5).
AMPA wurde in den Inter-Labor-Methodenvergleich nicht einbezogen, da dieser Parameter nicht mittels LC-MS/MS
bestimmt wurde.

12 1
y = 0,9401x + 0,0068

= 10 - 2 _

g R? = 0,9891 o
3
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%)
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%)
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0 T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12

Glyphosat [pg/1]; mit LC-MS/MS bestimmt

Abb.5 Ergebnisse des Inter-Labor-Methodenvergleichs unter Verwendung von GC-MS/MS (MVZ Bremen, DE) bzw. LC-MS/MS
(HSE, Buxton, UK) fur die Glyphosatbestimmung
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G-EQUAS Ringversuche

Der Methodenentwickler nahm mit dem hier beschriebenen Verfahren durchgehend erfolgreich an den G-EQUAS-
Ringversuchen (RV) Nr. 64 bis 70 teil (Hoppe 2021 a), wobei die Kontrollmaterialien nur Glyphosat aber kein AMPA ent-
hielten. In Tabelle 9 werden die Ergebnisse von RV 64 bis RV 67 detailliert aufgefithrt. Die Kontrollmaterialien (Urine)
wurden mit dem aktuellen ISTD Glyphosat-d, und dem Vorgianger-ISTD 1,2-3C,,’>N-Glyphosat parallel gemessen. Die
Abweichungen von den Sollwerten sind gering und belegen die Richtigkeit der Methode sowie die Gleichwertigkeit
beider ISTDs.

Tab.9 G-EQUAS Ringversuchsergebnisse fiir die Bestimmung von Glyphosat in Urin

Probe Sollwert Toleranzbereich Glyphosat-d, als ISTD 1,2-13C,,>'N-Glyphosat als ISTD
(k1] (k1] Ergebnis [pg/l]  Abweichung [%] Ergebnis [pg/1] Abweichung [%]
64 A 0,88 0,52-1,24 0,87 -1,1 0,86 -2,3
64 B 3,73 2,47-4,99 3,73 0,0 3,74 0,3
65 A 0,42 0,27-0,57 0,45 7.1 0,45 7.1
65B 1,78 1,33-2,23 1,88 5,6 1,81 1,7
66 A 0,64 0,49-0,79 0,67 4,7 0,62 -3,1
66 B 1,20 0,93-1,47 1,25 4,2 1,17 -2,5
67 A 0,30 0,21-0,39 0,27 -9,3 0,28 -6,7
67 B 2,39 1,85-2,93 2,39 0,0 2,49 4,2

11.3 Matrixeffekte

Zur Uberpriifung von Matrixeffekten wurden Kalibrierstandards fiir Glyphosat und AMPA im Konzentrationsbereich
0,1-10 pg/l sowohl in gepooltem Urin als auch in hochreinem Wasser angesetzt (siehe Abschnitt 4.4), aufgearbeitet und
analysiert. In Abbildung 4 (siehe Abschnitt 8) ist zu erkennen, dass die Kalibriergeraden in beiden Matrices nahezu
parallel verlaufen, mogliche Matrixeffekte also durch die isotopenmarkierten ISTDs gut kompensiert werden. Unter
Routinebedingungen kann daher statt in Urin in hochreinem Wasser kalibriert werden.

Zur weiteren Uberpriifung von Matrixeffekten wurden zehn Individualurine sowohl undotiert als auch nach Dotierung
mit je 0,5 pg, 2,5 pg bzw. 5,0 pg Glyphosat und AMPA pro Liter aufgearbeitet und analysiert. Die Glyphosat- und
AMPA-Konzentrationen der undotierten Proben lagen im Bereich < NWG-0,08 pg/l bzw. < NWG-0,09 pg/l. Die mitt-
leren relativen Wiederfindungen sind in Tabelle 10 dargestellt und lassen erkennen, dass kein relevanter Matrixeffekt
vorliegt.

Tab.10 Mittlere relative Wiederfindung fur die Bestimmung von Glyphosat und AMPA in Individualurinen (n = 10)

Analyt Dotierte Konzentration Rel. Wiederfindung r [%]
(ue/1] Mittelwert Bereich
Glyphosat 0,5 95,0 86,9-105
2,5 96,9 92,7-105
5,0 101 95,9-109
AMPA 0,5 95,0 89,2-103
2,5 98,3 93,1-101
5,0 106 99,5-110
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11.4 Nachweis- und Bestimmungsgrenze

Unter den angegebenen Arbeitsbedingungen und basierend auf einem Signal/Rausch-Verhéltnis von 10 zu 1 betragen
die Bestimmungsgrenzen fiir Glyphosat und AMPA jeweils 0,1 pg/1 (Tabelle 11). Der Variationskoeffizient (die Prazision)
an der Bestimmungsgrenze betragt 9% und die Wiederfindung 85-116 % fiir beide Analyten. Die Nachweisgrenzen
liegen jeweils bei 0,03 pg/l (Signal/Rausch-Verhiltnis von 3 zu 1). Die Nachweis- und Bestimmungsgrenzen wurden
mit der Kalibriergeradenmethode nach DIN 32645 (DIN 2008) bestatigt.

Tab.11 Nachweis- und Bestimmungsgrenze fir die Bestimmung von Glyphosat und AMPA in Urin

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

Glyphosat 0,03 0,1

AMPA 0,03 0,1

11.5 Storeinfliisse

Die Bestimmung von Glyphosat und AMPA in Humanurin ist anspruchsvoll. Folgende Punkte der beschriebenen
Methode sollten besonders beachtet werden:

Um in den Proben und Kalibrierstandards die Adsorption der underivatisierten Analyten an der Glasoberfliche
zu vermeiden, sollten die Urinproben und die Standardlésungen stets auf vorgelegtes Acetonitril pipettiert wer-
den. Das Einengen der Probenlésungen ist unkritisch, da die sehr polaren Analyten nicht fliichtig sind. Nach der
Derivatisierung darf allerdings nicht bis zur Trockene eingeengt werden, um Verluste an AMPA zu vermeiden. Das
derivatisierte Glyphosat verhilt sich dagegen unkritisch. Nach dem Einengungsschritt wird dem Riickstand Methanol
zugesetzt, um iiberschiissiges TFAA durch Umsetzung zum Trifluoressigsduremethylester zu eliminieren.

Auch an das Messsystem werden hohe Anforderungen gestellt. An Borosilikat-Verdampferrohren (Linern) konnen be-
reits nach wenigen Injektionen der matrixhaltigen Messlosungen starke Adsorptionseffekte auftreten. Die resultierende
Peakverbreiterung und das Tailing fithren dann zu einer Beeintrachtigung von Nachweisgrenze und Wiederfindung.
Zudem reagiert AMPA besonders empfindlich auf Verschmutzungen am Saulenkopf und im Injektionssystem. Diese
Problematik kann zuverldssig umgangen werden, indem hochgradig deaktivierte Liner (z.B. Topaz-Liner von Restek
GmbH, Bad Homburg vor der Hohe) benutzt werden, die etwas Quarzwolle zur Unterstiitzung der Verdampfung
enthalten.

Auch die Wahl der Trennséule ist entscheidend. Unter Routinebedingungen hat sich die polare HP INNOWax (Agilent
Technologies Germany GmbH & Co. KG, Waldbronn) durch hohe Trennleistung und lange Standzeiten (ca. 600—
800 Proben) bewihrt, soweit der Sdulenkopf regelmiBig gekiirzt wird. Die unpolare Zebron™ ZB-5-Siule (Phenomenex
Ltd. Deutschland, Aschaffenburg) weist anfangs ebenfalls eine hohe Trennleistung auf, aufgrund der hohen Matrixlast
der Messlosungen ist sie aber nur kurzzeitstabil und erwies sich als nicht routinetauglich.

12 Diskussion der Methode

Bedingt durch die gute Wasserloslichkeit, die Polaritit und die geringe Molekiilmasse der Analyten sind Methoden
zur Quantifizierung von Glyphosat und AMPA in humanbiologischem Material relativ anspruchsvoll. Die Mehrzahl
der publizierten, alteren HPLC-Methoden basiert auf Fluoreszenzdetektion nach Proteinfiallung und anschliefender
Derivatisierung mit o-Phthaldialdehyd (OPA) oder Fluorenylmethoxycarbonyl (Fmoc) (Acquavella et al. 2004;
Hori und Fujisawa 2005). Anreicherung und Matrixabtrennung erfolgen meist durch Festphasenextraktion an
Kationenaustauschern oder einem Chelex-Harz (Freuze et al. 2007). Die Nachweisgrenze fiir die Bestimmung von
Glyphosat in Urin und Serum wird bei diesen Verfahren meist mit 1 pg/l angegeben. Erst die modernen, nachweis-
starken LC-MS/MS-Methoden erméglichen eine direkte Chromatographie ohne Derivatisierung. Eine Retention der
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beiden Analyten gelingt auf Anionenaustausch-Saulen, auf HILIC-S4ulen oder mittels Ionenpaar-Chromatographie
unter Verwendung von Urin (Jensen et al. 2016), Serum (Wang et al. 2008) oder Muttermilch (Jensen et al. 2016; Steinborn
et al. 2016). Die Probenvorbereitungsschritte umfassen Proteinfallung, Ultrafiltration oder Festphasenextraktion
(Wang et al. 2008). Die Bestimmungsgrenzen werden mit 0,1 bis 10 pg/l angegeben.

Die bisher publizierten GC-MS-Methoden stammen aus dem Bereich der klinischen Chemie und verwenden Serum als
Untersuchungsmaterial. Da Glyphosat und AMPA zu polar fiir die Gaschromatographie sind, miissen beide Analyten
derivatisiert werden. Nach Proteinfallung und Festphasenextraktion auf Styrol-Divinylbenzol- (Motojyuku et al. 2008)
oder Anionenaustausch-Kartuschen (Hori et al. 2003) werden die Analyten silyliert und auf unpolaren GC-Trennsiulen
(Typ DB5) chromatographiert. Die Nachweisgrenzen der GC-MS-Methoden sind relativ hoch und liegen bei 100 pg/1
(Hori und Fujisawa 2005).

Die vorliegende GC-MS/MS-Methode beruht auf dem Ansatz von Alferness und Iwata (1994) zur direkten Bestimmung
von Glyphosat und AMPA in wassrigen Proben. Urspriinglich fir die Lebensmittelanalytik entwickelt (Alferness
und Wiebe 2001; Kittlaus et al. 2009), kann das Verfahren auch fiir die sehr empfindliche Bestimmung von Glyphosat
und AMPA in Humanurin (Hoppe 2013; Kriiger et al. 2014) und Muttermilch (Steinborn et al. 2016) genutzt werden.
Aufwendige Extraktions- und Aufreinigungsschritte entfallen dabei. Um die Fliichtigkeit der polaren Analyten zu
erhohen, werden die funktionellen Gruppen (Phosphonsaure-, Amino- und Carboxylgruppe) mit TFE/TFAA direkt in
der aufkonzentrierten Urinprobe derivatisiert. Die Reagenzien werden in hohem Uberschuss zugesetzt, um Wasserreste
zu binden. Auf einer polaren Kapillarsiule (z.B. HP INNOWax, Agilent Technologies Germany GmbH & Co. KG,
Waldbronn) ergeben derivatisiertes Glyphosat und AMPA schmale, symmetrische Peaks.

Die eingefithrten Trifluoralkylgruppen erméglichen zudem die hohe Empfindlichkeit und Selektivitat der vorliegenden
GC-MS/MS-Methode im NCI-Modus. Abbildung 6 zeigt die Strukturen der derivatisierten Analyten und ihrer iso-
topenmarkierten ISTDs.
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Abb.6 Strukturen von jeweils mit TFE/TFAA derivatisiertem a) Glyphosat (511 g/mol), b) Glyphosat-d, (513 g/mol), c) AMPA
(317 g/mol) und d) 13C,15N-AMPA (373 g/mol)

Unter NCI-Bedingungen unterliegen derivatisiertes Glyphosat und AMPA nur einer sehr geringen Fragmentierung
und bilden intensive Vorldufer-Ionen bei m/z 370 bzw. m/z 351. Die aus dem natiirlichen *C-Anteil resultierenden
M +1-Satellitenpeaks bei m/z 371 bzw. m/z 352 sind von den Vorldufer-Ionen der isotopenmarkierten Standards
Glyphosat-d, und 3C,>"N-AMPA bei m/z 372 bzw. m/z 353 abgetrennt. Die Massenspektren der Vorldufer-Ionen von
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Glyphosat und Glyphosat-d, sind in Abbildung 7 dargestellt, die entsprechenden Spektren von AMPA und ¥C,’N-AMPA
in Abbildung 8 und die der jeweiligen Produkt-Ionen in Abbildungen 9 und 10.
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Abb.7 Massenspektren der Vorlaufer-lonen (NCI-Modus) von derivatisiertem a) Glyphosat und b) Glyphosat-d,
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Abb.9 Massenspektren der Produkt-lonen von derivatisiertem a) Glyphosat und b) Glyphosat-d,
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Der Basispeak m/z 370 im Massenspektrum von Glyphosat reprasentiert die Abspaltung eines [CH,-CO-O-CH,CF;]-
Fragments vom nicht detektierbaren Molekiil-Ion. Im Massenspektrum von AMPA ist das Molekiil-Ton m/z 371 schwach
sichtbar. Der Basispeak m/z 351 entsteht durch Abspaltung von HF, das intensitdtsschwache Fragment m/z 271 durch
Abspaltung von Trifluorethanol aus dem Molekiil-Ton.

Die durch stoflinduzierte Fragmentierung entstehenden Produkt-Ionen sind in Tabelle 5 (Abschnitt 7) aufgelistet. Die
Qualifieriibergénge 351 — 268 und 271 — 188 erwiesen sich in der Praxis im angestrebten niedrigen Konzentrations-
bereich als wenig niitzlich, da sie erst bei sehr hohen Konzentrationen (> 10 pg/1) verlassliche Informationen lieferten.
Aus diesem Grund wurden sie nicht in die Validierung miteinbezogen.

Im Zuge der Methodenoptimierung wurde der anfangs genutzte ISTD 1,2-13C,,>N-Glyphosat durch Glyphosat-d,
ersetzt. 1,2-3C,,’N-Glyphosat fragmentiert unter Verlust von zwei Isotopenmarkierungen zum Vorldufer-Ion bei
m/z 371, das mit dem Satellitenpeak gleicher Masse des nativen Glyphosats interferiert. Der Einfluss dieser spektralen
Uberlappung auf den ISTD auf der MRM-Spur m/z 371 — 245 wurde rechnerisch kompensiert. Parallelmessungen von
G-EQUAS-Proben unter Verwendung beider ISTDs ergaben gleichermaf3en geringe Abweichungen von den Sollwerten
und belegen deren Gleichwertigkeit (sieche Tabelle 9, Abschnitt 11.2) sowie die Richtigkeit der GC-MS/MS-Methode.
Der Vorteil von Glyphosat-d, besteht darin, dass die unerwiinschte Interferenz mit dem nativen Glyphosat entfallt.
Zudem ist aufgrund des grofieren Abstandes der Precursor-Masse von Glyphosat (m/z 370) zu Glyphosat-d, (m/z 372)
ein Reagenzienleerwert praktisch nicht mehr detektierbar.

Bekannt ist, dass Glyphosat und AMPA leicht an Glasoberflichen adsorbiert werden konnen (Alferness und Wiebe
2001). Die Probenaufarbeitung unserer Methode verwendet dennoch Glasréhrchen, da der Derivatisierungsschritt mit
TFE/TFAA bei 80°C inerte Gefafie erfordert. Mogliche Adsorptionseffekte werden durch das vorgelegte Acetonitril
unterbunden. Vorversuche mit drei handelsiiblichen Polypropylen-Reaktionsgefaflien wiesen auf eine Reihe mog-
licher Probleme hin. In den Rohrchen von BRAND (Nr. BR780755, BRAND GMBH + CO KG, Wertheim) und Roche
(Nr. 07857551001, Roche Diagnostics Deutschland GmbH, Mannheim) wurden unter den Reaktionsbedingungen erheb-
liche Mengen an AMPA gebildet. In den von Connolly et al. (2020) verwendeten Reaktionsgefafien von MACHEREY-
NAGEL (Nr. 702500, MACHEREY-NAGEL GmbH & Co. KG, Diiren) kam es zu einer starken Abnahme der Peakflachen
von Glyphosat und AMPA (ca. 63% bzw. 32 %) im Vergleich zu Glasrohrchen. Sowohl die beobachtete Bildung von
AMPA in den Leerrohrchen als auch die starke Abnahme der Signalintensitdten beider Analyten deuten auf Stérungen
durch Kunststoffadditive hin, die in das Reaktionsgemisch extrahiert werden.

Die Zuverlassigkeitskriterien der Methode sind fiir Glyphosat und AMPA als sehr gut zu bezeichnen. Die Richtigkeit
wurde durch die hohe Wiederfindung in Poolurin und Individualurinen nach Dotierung belegt. Auch die Selektivitat
der GC-MS/MS-Methode ist sehr hoch. Signifikante Begleitpeaks wurden auf den Spuren der Masseniibergdnge
beider Analyten nicht beobachtet. Fiir Glyphosat liegt zudem eine liickenlose Reihe bestandener Ringversuche
(G-EQUAS, siehe Tabelle 9, Abschnitt 11.2) vor und in einem Laborvergleich wurde eine gute Korrelation zwischen
den Analysenergebnissen fiir Glyphosat unter Verwendung der vorliegenden GC-MS/MS-Methode und einer unab-
hingigen LC-MS/MS-Methode ermittelt (siehe Abbildung 5, Abschnitt 11.2).

Zur Abschatzung einer Hintergrundbelastung mit Glyphosat und AMPA wurde im Jahr 2012 eine Studie an beruflich
unbelasteten Mitarbeitern der MVZ Medizinisches Labor Bremen GmbH durchgefithrt (Hoppe 2021 b). In Tabelle 12
sind die in dieser Studie ermittelten 95. Perzentile aufgelistet, welche laborintern als orientierende Referenzwerte
festgelegt wurden.

Tab.12 Glyphosat- und AMPA-Konzentrationen in Urinproben einer laborinternen Studie

Kollektiv Analytische  Analyt BG Konzentration [pg/1] Nachweishiufigkeit
(Personenanzahl) Methode [ng/1] 95. Perzentil Maximum [%]
Laborinterne Studie, GC-MS/MS Glyphosat 0,15 0,8 1,0 66

Erwachsene (90) AMPA 0.15 0,5 2,8 22
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In den Folgejahren wurden mit der hier vorgestellten GC-MS/MS-Methode bereits mehr als 2200 Urinproben
iberwiegend unspezifisch belasteter Personen gemessen (Conrad et al. 2017; Hoppe 2013; Lemke et al. 2021). Die
Empfindlichkeit reicht aus, um hohere umweltbedingte Belastungen zu erkennen. Die 95. Perzentile liegen in der Regel
zwischen 0,1 pg/l und 1 pg/l. Generell zeichnet sich die Methode durch einen geringen Probenbedarf von 50 pl und eine
relativ einfache Probenvorbereitung aus, da eine Extraktion der Analyten entféllt. Pro Tag konnen ca. 40 Urinproben
aufgearbeitet und gemessen werden.

Die instrumentellen Voraussetzungen sind deutlich geringer als die von vergleichbaren LC-MS/MS-Verfahren
(Jensen et al. 2016). Der etwas hohere Zeitaufwand durch die Derivatisierung kommt erst bei entsprechend grofier
Probenanzahl zum Tragen.

Verwendete Messgerite Gaschromatograph mit Split/Splitless-Aufgabesystem, tandem-massenspektrometrischem
Detektor, Autosampler und Datensystem zur Auswertung (Agilent Technologies Germany GmbH & Co. KG,
Waldbronn); Kapillargaschromatographische Saule (Liange: 30 m; Innendurchmesser: 0,25 mm; Filmdicke: 0,25 pm;
stationére Phase: Polyethylenglykol) (HP INNOWax, Nr. 19091N-133, Agilent Technologies Germany GmbH & Co. KG,
Waldbronn), Liner (z.B. Topaz Liner von Restek GmbH, Bad Homburg vor der Hohe)
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