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1 Einleitung

1 Einleitung

“The world is becoming smaller and smaller through improved transportation and electronic
communication. We share each other’s cultures, foods and even pesticide residues. =

Pflanzenschutzmittel und ihre Rickstande in Lebensmitteln sind in der heutigen Zeit ein viel
diskutiertes Thema. Zwar lasst der hohe Bedarf an Lebensmitteln derzeit keinen Verzicht auf
ihren Einsatz zu, jedoch ist man sich bei der Anwendung von Pflanzenschutzmitteln
gesundheitlicher Risiken bewusst. Die tagliche Nahrungszufuhr bestimmt unser Leben und
eben deshalb ist die Kontrolle und Einhaltung der Qualitat unserer Lebensmittel so wichtig.
Damit die Gesundheit des Endverbrauchers keinen Schaden erféhrt, wurden nach Verordnung
(EG) Nr. 396/2005 des europaischen Parlaments und Rates vom 23. Februar 2005 Uber
Hochstgehalte an Pestizidriickstanden in oder auf Lebens- und Futtermitteln pflanzlichen und
tierischen Ursprungs und zur Anderung der Richtlinie 91/414/EWG des Rates Hochstmengen
fiir Pestizidruckstdnde in Lebensmitteln festgelegt, welche nicht Gberschritten werden dirfen
[2]. Jedes Unternehmen, welches in Europa Lebensmittel vertreibt, ist daflr verantwortlich,
dass diese Hochstmengen nicht berschritten werden. Da die Gesundheit des Menschen an
erster Stelle steht, muss sichergestellt sein, dass hinsichtlich dieser Hochstmengen
zuverlassige Analysen von Pestizidriuckstdnden durchgefiihrt werden. Deshalb ist es
notwendig, auf validierte Methoden zum Nachweis von Pestizidriickstanden in Lebensmitteln
zuruckzugreifen [2]. Die Untersuchungen von Lebensmitteln auf Pestizidriickstdnde erfolgen
in Kontrolllaboren, welche geprifte Untersuchungsmethoden einsetzen. Eines dieser
Kontrolllabore in Deutschland ist die SGS Institut Fresenius GmbH in Berlin. Dort werden

Stichproben von Lebensmitteln auf Pestizidrickstande untersucht und deren Gehalt bestimmt.

Der Weg vom Lebensmittel bis zu der zu analysierenden Probe besteht aus hauptséchlich
zwei Schritten: die Probenvorbereitung und die anschlieRende Probenanalyse. Die Analyse
selbst erfordert durch automatisierte Verfahren geringen Aufwand, jedoch ist die
Probenvorbereitung ein zeit- und kostenintensiver Schritt. Bei der Probenvorbereitung erfolgt
die Homogenisierung des Lebensmittels, die Extraktion der Pestizidrickstdnde und je nach
anschlieBender Analysemethode, die Aufreinigung der Probe, wodurch stérende
Matrixbestandteile des Lebensmittels entfernt werden. Bei der SGS Institut Fresenius GmbH

bestehen bereits Methoden fiir den Nachweis von Pestiziden in fetthaltigen Lebensmitteln.

! Wheeler, Willis B. / Lee, S. Mark / Richman, Sylvia J.: Pesticides in Agriculture and the Environment, Basel,
2002, S. 204.




1 Einleitung

Bisher angewandte Methoden der Probenvorbereitung fur fetthaltige Lebensmittel, wie zum
Beispiel Soxhlet- oder beschleunigte Losemittelextraktion (ASE), erfordern jedoch im
Vergleich zu nicht fetthaltigen Lebensmitteln einen hoéheren Kosten- und Zeitfaktor, da
grolere Mengen an Losemittel verbraucht werden und diese Extraktionsverfahren der
Pestizidrickstande sehr zeitaufwendige Prozesse sind. Deshalb soll der Schritt der

Probenvorbereitung fetthaltiger Lebensmittel optimiert und zeitlich verkdrzt werden.

In diesem Fall wird eine bestehende Methode fiir die Analyse von nicht fetthaltigen
Lebensmitteln auf fetthaltige Lebensmittelmatrices Ubertragen. Diese Methode wird als
,,QUEChERS-Methode* bezeichnet, welche sich aus den englischen Worten Quick, Easy,
Cheap, Effective, Rugged und Safe zusammensetzt. Sie findet in sehr vielen Kontrolllaboren
Einsatz und wird auch bei der SGS Institut Fresenius GmbH angewandt [3]. Bei der Methode
handelt es sich um die Probenvorbereitung mittels Flissig-Flussig-Extraktion und dispersiver
Festphasenextraktion. Anschlieend erfolgt die Analyse mit Hilfe der Kopplung von
flissigchromatographischen Trennverfahren und massenspektrometrischer Vermessung der
Probe. Diese Methode ist im Vergleich zu anderen sehr schnell und einfach zu handhaben.
Der Kostenfaktor ist gering, da nur ein geringer Verbrauch an Ldsemitteln wahrend der
Probenvorbereitung besteht. Sie ist effektiv, da sie eine Vielzahl an Pestizidanalyten erfassen
kann und durch ihre einfache Handhabung Fehlerquellen reduziert werden kénnen, wodurch
die Methode sichere Ergebnisse liefert. Aufgrund dieser Punkte eignet sich die Methode gut
fiir die Anpassung an fetthaltige Systeme und findet bereits in verschiedenen Kontrolllaboren

fur die Untersuchung von fetthaltigen Lebensmitteln Anwendung.




2 Aufgabenstellung

2 Aufgabenstellung

Im Mittelpunkt dieser Arbeit steht die Validierung einer analytischen Methode zur
Bestimmung von Pflanzenschutzmittelriickstdnden in fetthaltigen Lebensmitteln. Bei der
Methode handelt es sich um eine Probenvorbereitung mit Flussig-Flissig-Extraktion sowie
Aufreinigung mittels dispersiver Festphasenextraktion und anschlieBender Analyse durch
Kopplung von  Flissigchromatographie  (Liquid  Chromatographie - LC) und
Massenspektrometrie (MS). Die QUEChERS-Methode wurde bisher fur die Untersuchung von
hydrophilen Lebensmitteln in der SGS Institut Fresenius GmbH angewandt und sollte nun fir
die  Analyse von fetthaltigen  Systemen  angepasst werden. Die  neuen
Probenvorbereitungsschritte wurden im Validierungsplan erfasst. Die Analysemethode selbst
sollte nicht veréndert werden und von der bisherigen Anwendung bei hydrophilen Systemen,
auf die Analyse von lipophilen Lebensmitteln Gibertragen werden. Die Validierung erfolgte flr
die bereits in der Routine eingesetzten 287 Pestizidanalyten. Eine Validierung mit reinen
Standardlosungen ware nicht repréasentativ, da die Analyseergebnisse beispielsweise von
Matrixeinflissen abhé&ngen. Deshalb wurden verschiedene Lebensmittelmatrices fur die
Validierung ausgewahlt, welche ein moglichst breites Spektrum an unterschiedlichen
fetthaltigen Systemen abdecken. Fir die Validierung wurden folgende sechs verschiedene
fetthaltige Lebensmittelmatrices ausgewahlt: Kakaopulver, Kirbiskerne, Sonnenblumendl,
Sojabohnen, Sesam und Walniisse. In dieser Arbeit wird die Validierung fur die drei
Pestizidmodellanalyten  Butoxycarboxim, Linuron und MCPB in den Matrices

Sonnenblumendl und Kirbiskerne vorgestellt.
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3 Grundlagen

3.1 Richtlinien im Lebensmittelbereich

Lebensmittel werden nach der Verordnung (EG) Nr. 178/2002 des Européischen Parlaments
und des Rates zur Festlegung der allgemeinen Grundsatze und Anforderungen des
Lebensmittelrechts, zur Errichtung der Européaischen Behdrde fur Lebensmittelsicherheit und
zur Festlegung von Verfahren zur Lebensmittelsicherheit als alle Stoffe definiert, die dazu
bestimmt sind, vom Menschen, zum Teil verarbeitet oder unverarbeitet, aufgenommen zu
werden [4]. Bevor das Lebensmittel jedoch fir den Endverbraucher, den Menschen, zur
Verflgung gestellt werden kann, muss eine gute Qualitat des Produktes gewahrleistet sein.
Die Produktqualitat umfasst beispielsweise die Einhaltung geltender Rechtsvorschriften sowie
den Wert des Lebensmittels hinsichtlich Gesundheit, Genuss und Gebrauch [5]. Im Bereich
der Lebensmittelsicherheit bestehen verschiedene Institutionen und Behdrden, welche bei der
Uberwachung und Kontrolle von Lebensmitteln in der Europaischen Union und Deutschland
mitwirken. In der EU gibt es 3 wichtige Institutionen: Die EU-Generaldirektion (GD) fir
Gesundheit und Verbraucherschutz, das Europdische Lebensmittel- und Veterindramt und die
Européaische Behdrde fur Lebensmittelsicherheit (EFSA - European Food Safety Authority).
Die EFSA hat eine beratende Funktion in Bereichen wie Ernahrung und Lebensmittel- und
Futtermittelsicherheit. Die GD kann Rechtsvorschriften vorschlagen und setzt die vom
europdischen Parlament und Rat erstellten Beschlisse im Gesundheits- und
Verbraucherschutzbereich um. Die Prifung der Umsetzung rechtlicher Vorschriften in den
Mitgliedstaaten der EU wird durch das Européische Lebensmittel- und Veterindramt
durchgefuhrt. In Deutschland sind die Bundeslédnder zustdndig fur die Kontrolle der
Einhaltung europdischer Richtlinien und Verordnungen. Sie Uberwachen dabei beispielsweise
die Lebensmittelherstellung und den Verkauf. Das in Deutschland zustdndige Bundesamt fur
Verbraucherschutz und Lebensmittelsicherheit dient als Kontaktstelle im Bereich der
Lebensmittelsicherheit zwischen der EU und Deutschland und hilft beispielsweise bei der
Durchfuhrung von Inspektionen durch das Européischen Lebensmittel- und Veterindramt.
Werden im Bereich der Lebens- oder Futtermittel in deutschen Bundesldndern Risiken
erkannt, kontaktiert das Bundesinstitut fur Verbraucherschutz und Lebensmittelsicherheit
(BVL) nach Uberpriifung die Europdische Kommission, welche das Risiko in das
Europdische Schnellwarnsystem fir Lebensmittel und Futtermittel (RASFF) einpflegt.
Weitere in Deutschland zustandige Behdrden sind das Bundesinstitut fir Risikobewertung

(BfR) und der Zoll. Das BfR nimmt Stellung zu Themen im Bereich der Sicherheit von
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Lebensmitteln und dem Verbraucherschutz und erfasst dazu Gutachten. Der Zoll Uberprift
Lebensmittel, die nach Deutschland importiert werden und kontrolliert, ob die Ware den
gesetzlichen Vorschriften entspricht. All diese Institutionen sind wichtig fur die Sicherheit der
Lebensmittel in der EU und Deutschland und beteiligen sich mit an der stetigen Verbesserung
hinsichtlich Qualitat und Verbraucherschutz [6]. Der Schutz der Verbraucher bezieht sich
ebenfalls auf die kritische Betrachtung fur die Anwendung von Pflanzenschutzmitteln.
Aufgrund der hohen Nachfrage an Lebensmitteln ist heutzutage eine Optimierung der
Lebensmittelherstellung notwendig. Das Bevoélkerungswachstum in den letzten 50 Jahren in
der EU und der Export in Dritte-Welt-Lander erfordern die Produktion hoher Mengen an
Lebensmitteln und dies ist ohne die Nutzung von Pestiziden nicht moglich.

3.2 Pestizide

Der Begriff Pestizid wird als Synonym fiir Pflanzenschutzmittel verwendet. So finden in
vielen Literaturquellen keine Unterscheidungen zwischen den Begriffen statt. Auch in der
vorliegenden Arbeit werden beide Begriffe sinngleich verwendet. Laut dem
Pflanzenschutzgesetz wird Pflanzenschutz bei nichtparasitarer Stérung und Befall mit
Schadorganismen angewendet. In der Verordnung (EG) Nr. 1107/2009 des europaischen
Parlaments und des Rates vom 21. Oktober 2009 uUber das Inverkehrbringen von
Pflanzenschutzmitteln und zur Aufhebung der Richtlinien 79/117/EWG und 91/414/EWG des
Rates werden weitere Verwendungszwecke aufgezéhlt [7] :

1. Einfluss auf Lebensvorgange von Pflanzen im Unterschied zum Einfluss von
Né&hrstoffen

2. Konservierung von Pflanzenerzeugnissen

3. Zerstorung von einigen Pflanzen oder bestimmten Teilen von Pflanzen

4. Hemmung oder Vorbeugung von Pflanzenwachstum

Eine Einteilung der verschiedenen Pflanzenschutzmittel kann nach ihrem Anwendungsgebiet
erfolgen. Im Folgenden werden die wichtigsten Pestizidgruppen aufgezéhlt und né&her

erlautert:
Insektizide:

Insektizide sind Bekampfungsmittel gegen Insekten. Die Hauptwirkung von

Insektizidwirkstoffen ist die Beeinflussung der Reizweiterleitung oder —Ubertragung im
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Nervensystem des Insekts. Das Nervensystem von Insekten hat als Grundbaustein
Nervenzellen. Die Reizubertragung findet zwischen mehreren Nervenzellen statt bis zum
Zielorgan. Uber den synaptischen Spalt erfolgt eine Reizweiterleitung zwischen zwei
Nervenzellen. Dieser Prozess wird durch Acetylcholin induziert. Damit es jedoch nicht zur
dauerhaften Reizleitung kommt, wird Acetylcholin durch das Enzym Acetylcholinesterase
abgebaut. Einige der Insektizidwirkstoffe verhindern diesen Schritt, da sie die
Acetylcholinesterase hemmen. Dazu gehoren beispielsweise Carbamate oder organische
Phosphorséureester. Eine weitere Wirkungsweise von Insektiziden ist die, dass sie anstelle des
Acetylcholins den Prozess der Reizweiterleitung induzieren. Die Acetylcholinesterase kann
den Pestizidwirkstoff nicht abbauen und so kommt es ebenfalls zur dauerhaften

Reizweiterleitung, wodurch das Insekt getotet wird [8].

Insektizide konnen lokal oder systemisch wirken. Unter lokaler Wirkung versteht man das
direkte Benetzen des Insekts oder die eigenstdndige Aufnahme durch das Insekt nach
Verteilung des Insektizids auf der Pflanzenoberflache. Die systemische Wirkung erfolgt,
wenn das Insektizid der Pflanze in geloster Form, beispielweise Uber den Boden und damit
uber die Wurzeln, zugefuhrt wird. Das Insektizid verteilt sich so in der Pflanze,

pflanzenfressende Insekten nehmen es auf und kdnnen getdtet werden.

Beispiele fir chemische Gruppen, die als Insektizid Anwendung finden: Organophosphate,
Carbaminsaureester(Carbamate), Pyrethrine und Pyrethroide sowie chlorierte cyclische

Kohlenwasserstoffe.
Herbizide:

Diese Pflanzenschutzmittel wirken gegen Unkrauter. Sie dienen der Zerstérung
unerwinschter Pflanzen, indem sie hauptsachlich in verschiedene Stoffwechselprozesse
eingreifen. Beispielsweise konnen sie Vorgénge wie Photosynthese, Aminosduresynthese
oder Zellatmung storen, indem sie Enzymaktivitdten hemmen [9]. Wichtige chemische
Gruppen, die als Herbizid Einsatz finden sind Carbamate, Harnstoffderivate,
Phenoxycarbonsduren sowie Triazine [8,10]. Herbizide kdnnen hinsichtlich verschiedener
Kriterien eingeteilt werden. Dazu gehort der Aussaatzeitpunkt der Kulturpflanze und darauf
bezogen der Anwendungstermin des Herbizids, der Applikationsbereich sowie der Ort der
Aufnahme des Herbizids durch die Pflanze. Des Weiteren findet eine Einteilung nach
Wirkungsbereich und Wirkungsweise statt [8]. Eine der wichtigsten Einteilungen ist die nach

dem Wirkungsbereich. Dabei unterscheidet man selektive Herbizide von Totalherbiziden. Die
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Wirkung von selektiven Herbiziden bezieht sich auf bestimmte Pflanzen, wahrend

Totalherbizide gegen eine Vielzahl von Pflanzenarten wirken [11].

Fungizide:

Fungizide wirken gegen Pilze, welche die Pflanze schédigen kdnnen. Sie kdnnen nicht-
systemisch oder systemisch wirken. Systemisch wirkende Fungizide kdnnen tber die Wurzeln
oder die Blattoberflachen in die Pflanze eindringen und durch die Verteilung so den Befall
des Pilzes von innen verhindern, wahrend nicht-systemisch wirkende Fungizide die Keimung
von Pilzsporen, beziehungsweise das Vordringen des Pilzes in die Pflanze von aufRen,
verhindern [12]. Die allgemeine Wirkungsweise ist die Hemmung oder Zerstérung von
Enzymen und Proteinen, welche beispielsweise bei der Ausbildung von Pilzsporen,
beziehungsweise bei der Zellteilung, beno6tigt werden. Die Atmungskette in den
Mitochondrien oder die Ausbildung der Zellmembran kann gehemmt werden und somit zum
Tod des Pilzes beziehungsweise zur Wachstumsstagnation fiihren. Wichtige Vertreter der
Fungizide sind z.B. Aldehyde, Carbonséurederivate, Benzimidazole und Imidazole, Triazine
sowie Antibiotika [8,13].

Die beschriebenen Wirkungen von Pestiziden sind fiir den Schutz von Kulturpflanzen
winschenswert, stellen fur die menschliche Gesundheit jedoch eine Gefahr dar, da gewisse
Ruckstandsmengen in den pflanzlichen Lebensmitteln bleiben. Die Toxizitat der Pestizide
besteht bereits in geringen Mengen und deshalb ist es wichtig, den Menschen mit so wenig
Mengen wie mdoglich in Kontakt treten zu lassen. Damit keine Lebensmittel an den
Endverbraucher gelangen, welche schadigende Wirkungen aufweisen, werden diese vor ihrem

Verkauf auf Pestizidruckstande analysiert.

3.3 Analyse von Pestizidrickstanden in Lebensmitteln

Im LFGB ist der § 9 “Pflanzenschutz- oder sonstige Mittel“ mafigebend fiir den Schutz des
Verbrauchers vor berhohten Rickstdanden [14]. Wenn ein Erntegut oder ein Lebensmittel
tierischer Herkunft in den Verkehr kommt, diirfen die vorhandenen Riickstdnde die zul&ssigen
Rickstandshdchstmengen nicht Uberschreiten, welche in der gultigen Fassung der bisherigen
nationalen Rickstands-Hochstmengen-Verordnung (RHmMV) aufgefuhrt sind. Das BVL fihrt
mehrjéhrig Untersuchungen verschiedenster Lebensmittel auf Pestizidriickstdnde durch, die
im Verdacht stehen Konzentrationen Uber den HoOchstmengen aufzuweisen. Diese

Untersuchungen basieren auf der Anwendung von prazisen und zuverlassigen
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Analysemethoden in der Pestizidriickstandsanalytik. Durch die Vielzahl an unterschiedlichen
Lebemsmittelmatrices und verwendeten Pestiziden stellen Untersuchungen im Bereich der
Lebensmittel eine grolRe Herausforderung dar. Deshalb muss néher betrachtet werden, was flr
die Analyse von Pestizidriickstanden in Lebensmitteln bei der Probenvorbereitungen
notwendig ist, um die zu untersuchenden Pestizidanalyten aus dem Lebensmittel zu
extrahieren und eine spezifische Analyse zu ermdglichen. Da Bestandteile des Lebensmittels
die analytischen Untersuchungen stéren konnen und so zu falschen Analyseergebnissen
fihren wirden, werden alle Storstoffe weitestgehend durch die Probenvorbereitung entfernt.
Man unterscheidet bei der Analyse von Pestiziden zwischen Multi- und Einzelmethoden.
Multimethoden konnen eine groBe Anzahl an Pestizidwirkstoffen aus der Lebensmittelprobe
extrahieren und nachweisen. Da jedoch bei der Anwendung von Multimethoden nicht alle
Pestizidrlickstande erfasst werden, kénnen bestimmte Pestizidanalyten nur mit spezifischen

Einzelmethoden nachgewiesen werden.

3.4 Trennverfahren FlUssigchromatographie

Die Flussigchromatographie basiert auf dem Prinzip der Wechselwirkung und Verteilung
eines Probeanalyten zwischen zwei nicht miteinander mischbaren Phasen, welche als mobile
und stationdre Phase bezeichnet werden. Bei der mobilen Phase handelt es sich um ein
Losungsmittel (FlieB- oder Elutionsmittel), welches aus mehreren Komponenten bestehen
kann, wahrend die stationdre Phase ein Feststoff ist [15]. Je starker die Wechselwirkung
zwischen dem Analyten und der stationdren Phase ist, desto spater wird der Analyt mithilfe
des FlieBmittels wvon der Séule gespllt. Dieser Vorgang kann durch den
Verteilungskoeffizienten K beschrieben werden. Der Verteilungskoeffizient berechnet sich
aus dem Quotienten der Analytkonzentration in der stationdren Phase und der Konzentration

des Analyten in dem FlieBmittel.

Cstationéire Phase

K =

Cmobile Phase

Der Verteilungskoeffizient ist substanzspezifisch und abhdngig von den verwendeten
Materialien fir die stationdre und mobile Phase. Bei einem Wert Uber 1 weist die Substanz
eine groRere Affinitdt zur stationdren Phase auf, wéhrend Substanzen mit einem
Verteilungskoeffizienten kleiner 1 starker mit dem FlieBmittel wechselwirken. Durch dieses

Prinzip lassen sich Analyten mit unterschiedlichen chemischen oder je nach verwendeter
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Séaule, mit verschiedenen physikalischen Eigenschaften trennen. Am héufigsten findet in der
Analytik die Trennung mittels HPLC (High Performance Liquid Chromatographie) statt.
Dabei wird das FlieBmittel durch die stationare Phase gepumpt. Die stationdre Phase ist in der
HPLC in Form einer Séule gepackt. Durch die Pumpe wird das FlieBmittel Gber Schlauche zur
Mischkammer gepumpt, in der, bei Nutzung mehrerer FlieBmittelkomponenten,
homogenisiert wird. Mittels einer Injektionsspritze wird die Probeldsung Gber ein
Ventilsystem zu dem bereits vorhandenen Fliemittel gegeben und gelangt zur VVorsaule. Dort
werden bereits grébere Verunreinigungen entfernt, um die Hauptséule nicht zu stark zu

verschmutzen.

] Injektor mit
Pumpe l Injektionsspritze

Mischkammer —é — Vorsaule

FlieRmittel-
vorrat

—— Hauptsdule

Ausgabesystem— | _/\_ [— Detektor

Abbildung 1: Allgemeiner Aufbau einer HPLC-Anlage

AnschlieBend lauft die Probe Uber die Hauptsaule, die Probenkomponenten werden getrennt
und kommen zu unterschiedlichen Zeiten beim Detektor an. Im vorliegenden Fall handelt es
sich um eine massenspektrometrische Detektion der Analyten, die die ermittelten Daten
weiter an ein Auswertesystem leitet. Dort wird das Ergebnis in einem Chromatogramm
dargestellt, indem das detektierte Signal in Abhangigkeit von der Zeit aufgetragen ist. Der
Zeitpunkt, zu dem der Analyt beim Detektor ankommt, wird Retentionszeit genannt. Das
Signal, welches in Abhangigkeit von der Zeit detektiert wird, wird als Peak dargestellt und

besitzt eine bestimmte Flache. Uber die Fliche erfolgt die Quantifizierung des Analyten [16].

3.4.1 Stationire Phase

In der HPLC werden Trennsaulen als stationdre Phase verwendet. Sie bestehen meist aus

gepackten, portésen Kieselgelpartikeln, deren Korngréfie im Bereich von 5 bis 10 um liegt
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[17]. Es gibt verschiedene Trennwirkungen, welche durch die unterschiedlichen
Eigenschaften des Saulenmaterials zustande kommen. In der HPLC werden hauptséchlich
folgende Trennmethoden angewandt:

e Normalphasenchromatographie

e Umkehrphasenchromatographie

Diese beiden Trennsysteme unterscheiden sich hinsichtlich der chemischen
Oberflachenbeschaffenheit der Kiesegelpartikel, welche funktionelle Gruppen aufweisen

kdnnen.

Normalphasenchromatographie

Bei der Normalphasenchromatographie weist die stationare Phase eine hohere Polaritat als die
mobile Phase auf, da es sich bei den funktionellen Gruppen des Kieselgels um polare
Hydroxygruppen handelt.

/N S S
0 0 O 0

\ | | \
-51-0-51i-0-51i-0-51-
| | \ |

Abbildung 2: Kieselgel mit Hydroxygruppen

Durch die Polaritat der Saule werden bei der Trennung die polaren Stoffe zuriickgehalten und

eluieren spéter als die unpolaren Stoffe.

Umkehrphasenchromatographie (RP Reversed Phase)

Bei der Umkehrphasenchromatographie ist die stationdre Phase unpolarer als das
Elutionsmittel. Ein Vorteil bei der Verwendung von Kieselgel als eines der Trennmaterialien
ist, dass die Oberflache leicht modifiziert werden kann. Unter Abspaltung von Salzsaure wird

die Octadecyldimethylsilyl-Gruppe an die Oberflache des Kieselgels gebunden (Abb. 3).

CHs CH, CH;

(CHa)y (CH),, (CHy),,
Poopn MR nemsicom paemsizcn
? ? ? ? ? ?
-Si-0-5i-0-5i- _pel -81-0-81-0-8i-

Abbildung 3: C18-Modifizierung von Kieselgel
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Diese Kieselgele sind unpolar, da es sich bei der Octadecyldimethylsilyl-Gruppe um eine
unpolare funktionelle Gruppe handelt. Sdulen mit dieser Modifizierung werden als C18-
Sdulen bezeichnet, da es sich um eine Kohlenstoffkette mit 18 Kohlenstoffatomen handelt. Da
diese Form der Modifizierung aus sterischen Griinden nicht alle polaren Hydoxygruppen
ersetzt, kann eine weitere Modifizierung erfolgen, bei der weitestgehend alle Hydroxygruppen
substituiert werden. Diesen Schritt bezeichnet man als ,,endcapping“. Haufig erfolgt eine
Substitution mit einem kurzkettigen Molekul, wie zum Beispiel mit der Trimethylsilangruppe
[16]. Dadurch wird verhindert, dass es trotz der ersten Modifizierung weiterhin zu starkeren
Wechselwirkungen mit polaren Analyten kommt. Bei der Trennung von polaren und
unpolaren Analyten muss jedoch verhindert werden, dass, je nach Séule, keiner der Analyten
zu frih eluiert und so womadglich in der Totzeit beim Detektor ankommt und nicht erfasst
wird. Bei der SGS Institut Fresenius GmbH erfolgt die Trennung der Pestizide mit
Kieselgelen, an die unpolare Kohlenstoffketten mit polaren gebunden sind. Saulen mit dieser

Substitution nennt man ,,embedded-polar-group* —gebundene Phasen.

Um reproduzierbare Ergebnisse zu gewéhrleisten, wird die Séule Uber einen S&ulenofen
temperiert, da die Temperatur Einfluss auf das Verteilungsgleichgewicht zwischen Analyt und
der mobilen und stationdren Phase hat. Je hoher die Temperatur, desto schneller kommen die
Probeanalyten beim Detektor an, wahrend geringe Temperaturen die Einstellung eines
Verteilungsgleichgewichtes begunstigen und sich so der Analyt langsamer Uber die Saule
bewegt. Deshalb ist die Aufrechterhaltung einer bestimmten Temperatur fir die
Reproduzierbarkeit der Ergebnisse wichtig.

3.4.2 Mobile Phase

Die mobile Phase kann aus einem oder mehreren Solvenzien bestehen [18]. Bei der Nutzung
eines Losungsmittelgemisches gibt es zwei Arten der Elution: die isokratische Elution und die
Gradientenelution. Bei der isokratischen Elution bleibt die Zusammensetzung des
Elutionsmittels wahrend des gesamten Laufs konstant. Bei der Gradientenelution wird die
Zusammensetzung verandert. Fir die Auswahl eines geeigneten FlieBmittels miissen wichtige
Kriterien beachtet werden: die Probe muss im Fliemittel 16slich sein, es muss sich zwischen
der Probesubstanz und den beiden Phasen ein Verteilungsgleichgewicht einstellen und die
Probe muss mit der mobilen Phase vollstdndig von der stationdren Phase entfernt werden
konnen. Ein weiterer wichtiger Aspekt ist die Flielmittelstarke bzw. Elutionskraft. Sie gibt
an, wie stark die Wechselwirkung der Probe mit dem FlieBmittel ist. Eine Anordnung der

Losungsmittel nach ihrer FlieBmittelstarke wird elutrope Reihe genannt [18].
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Tabelle 1: Elutrope Reihe fir Solvenzien nach zunehmender Polaritat [17]

Losungsmittel | Polaritatsindex | Elutionsstarke €°
(Si0y)
Cyclohexan 0,04 0,03
n-Hexan 0,1 0,01
Toluol 2,4 0,22
Ethanol 4,3 0,68
Methanol 51 0,73
Acetonitril 5,8 0,50
Wasser 10,2 stark

Die Elutionskraft €¢° der Lésungsmittel wird (Tab. 1), bei einer stationdren Phase aus
Kieselgel, mit steigender Polaritat gréfer. Die FlieBmittelstarke ist abh&ngig von der
verwendeten stationdren Phase. Bei einer polaren stationdren Phase steigt auch die
Elutionskraft mit steigender Polaritét des FlieBmittels. Bei einer unpolaren stationdren Phase
besitzt jedoch das Losungsmittel die groite Elutionskraft, welches am unpolarsten ist. Das
bedeutet, die mobile und die stationare Phase treten in Konkurrenz um den Probeanalyten. Bei
der Wahl des FlieBmittels sollte jedoch beachtet werden, dass sich zwischen beiden Phasen
und dem Probeanalyten ein Verteilungsgleichgewicht einstellen muss. Deshalb sollte die
Elutionskraft einerseits nicht zu grol? sein, andererseits den Analyten jedoch immer noch
vollstandig von der S&ule abtragen. Vor Verwendung muss das FlieBmittel frei von geldsten
Gasen sein, da es bei einer Blasenbildung zur Stérung im Detektor kommen kann, was durch
die Verwendung eines Ultraschallbades bei der Herstellung des FlieBmittels sowie durch

einen HPLC-internen Entgaser geschehen kann.

3.4.3 Modifier

Bei Modifiern handelt es sich um Substanzen, die die Eigenschaften des Fliemittels fur die
Analyse verandern. Am haufigsten werden Stoffe verwendet, die den pH-Wert beeinflussen.
Je nach verwendeter S&ule und zu analysierenden Analyten ist eine Protonierung oder
Deprotonierung des Analyten erwinscht. Beispielsweise werden Basen im sauren Milieu
protoniert, wéhrend der Dissoziation von Séuren entgegengewirkt wird. Bei einer RP-Phase
wurde der saure Analyt somit friher eluieren, da der Wechselwirkung mit der stationéren

Phase entgegengewirkt wird.
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3.5 Massenspektrometrie

Die  Massenspektrometrie  ist  eines der  wichtigsten  Verfahren in  der
Pestizidriickstandsanalytik. Das Prinzip ist die Erzeugung gasformiger lonen aus den
Analytmolekilen der zu untersuchenden Probe, welche dann nach ihrer Ladung und Masse

getrennt werden. Ein Massenspektrometer hat folgenden Aufbau (Abb. 4):

1. Einlass-System

2. lonenquelle 3. Massenanalysator . Detektor

Ausgabe-System

Abbildung 4: Allgemeiner Aufbau eines Massenspektrometers

Durch das Einlass-System wird die Probe fur die Abldufe im Massenspektrometer vorbereitet
und diesem zugefuhrt. In der lonenquelle kommt es zur lonisierung der Probeanalyten,
wodurch positive oder negative lonen entstehen kdnnen. Dieses lonengemisch wird im
Massenanalysator beschleunigt und zu einem lonenstrahl gebindelt. AnschlieRend erfolgt die
Trennung der lonen mithilfe von unterschiedlichen Analysator-Trennverfahren. Die lonen
werden bis zum Detektor weitergeleitet, dort registriert und das erfasste Signal weiter an das
Ausgabesystem geleitet. Die Schritte vom Analysator bis zum Detektor finden im
Hochvakuum statt, da lonen ansonsten mit den in der Luft enthaltenden Molekilen
zusammenstol3en wiirden. In vielen Fallen arbeitet die lonenquelle ebenfalls im Hochvakuum,
vereinzelt jedoch auch unter Atmosphéarendruck (101 325 Pa) [19].

Bei der SGS Institut Fresenius GmbH erfolgt die massenspektrometrische Analyse mit dem
AB Sciex QTrap® 5500. In den folgenden Kapiteln werden das verwendete Einlass-System,

die lonenquelle sowie der verwendete Massenanalysator genauer beschrieben.

3.5.1 Einlass-System

Die Probe wird durch das Einlass-System nicht nur dem Massenspektrometer zugefihrt,
sondern auch fur die erforderliche Messung vorbereitet. Dazu bestehen 3 Mdglichkeiten zur
Probeneinfuhrung: das Verdampfen der Probe vor der lonisation (indirekter Einlass), das
Uberfiithren in die Gasphase von festen oder fliissigen Proben durch die lonenquelle (direkter

Einlass) und das Zerstdauben der flissigen Probe zu einem Nebel, aus dem die lonen in die
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Gasphase (bergehen (Spray-Verfahren). Die Wahl der Probeneinfuhrung ist von der
Beschaffenheit der Probe und der genutzten lonenquelle abhéngig [19].

In der vorliegenden Arbeit wird das Spray-Verfahren als Einlass-System verwendet, da die
Probe in gel6ster Form vorliegt. Diese wird im Zusammenhang mit der lonenquelle

beschrieben, da die Probeneinfiihrung und die lonisierung flieRBend ineinander Ubergehen.

3.5.2 Ionenquelle

Das Prinzip der lonisierung ist die Gewinnung von lonen durch die Zerstérung von
Probenmolekdilen, was durch verschiedene lonisierungsverfahren geschehen kann. Prinzipiell
wird jedoch eine Zufuhr von einer Mindestenergie erfordert, um aus dem hdochstbesetzten
Orbital des Probenmolekiils Elektronen zu entfernen. Bei der ElektronenstoR-lonisation wird
beispielsweise ein Elektronenstrahl erzeugt, der Elektronen aus dem Probenmolekil
herausstolRt oder Elektronen auf unbesetzte Orbitale hinzufligt. So entstehen negativ oder
positiv geladene lonen. Einem &hnlichem Prinzip folgt die Oberfl&chenionisation. Dabei wird
die Probe auf ein Tragermodul gegeben und auf dessen Oberfliche mit einem Laserstrahl
beschossen, wodurch die Probe in lonen zerféllt. Es bestehen weitere lonenquellen, jedoch
liegt das Hauptaugenmerk auf der Elektrospray-lonisation, da sie bei der SGS Institut
Fresenius GmbH zur Untersuchung von Pestizidriickstanden Anwendung findet.

Bei der Elektrospray-lonisation wird die Probe durch das Spray-Verfahren in die lonenquelle
gegeben. Die Substanz, welche in einem fliichtigen Losungsmittel geldst ist, wird dabei durch
eine dinne Metallkapillare gegeben, an der eine Spannung angelegt ist. Die Zudosierung der
Losung erfolgt mit einer Geschwindigkeit von weniger als einem Milliliter pro Minute in eine
am Massenspektrometer auf3en angebrachte Kammer. Durch die entgegengesetzte Zufiihrung
eines Stickstoffstroms und der angelegten Spannung kommt es zur Trépfchenbildung, welche
je nach angelegter Spannung einen Uberschuss an positiv oder negativ geladenen lonen
aufweisen. Die Tropfchen wandern durch das elektrische Feld zu einer Gegenelektrode, in
diesem Fall das Curtain Plate, und dabei verdampft das Ldsemittel, wodurch sich der
Tropfchenradius verkleinert. Die gleich geladenen lonen stoRen sich gegenseitig ab, es kommt
zur Auflésung der Trépfchen und durch ein Hochvakuum im Massenspektrometer werden die
lonen durch eine Offnung (Orifice), eingesaugt [20]. Bei der lonisierung mittels Elektrospray-
lonisation kdénnen positive und negativ geladene lonen gebildet werden, was von der

angelegten Spannung an der Metallkapillare abhéngig ist. Im Negativ-lonenmodus wird eine
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negative Spannung angelegt und es bilden sich negative lonen, wahrend im Positiv-Modus

umgekehrt verfahren wird.

lonenarten

Bei der massenspektrometrischen Untersuchung kénnen Molekile und lonen fragmentiert
werden. Die Art der entstandenen lonen héngt ebenfalls von der lonenquelle ab. Bei der
lonisierung von Molekiilen kénnen beispielsweise Molekdilionen, Quasi-Molekilionen und
mehrfach geladenen lonen entstehen. Molekiilionen, dargestellt als M™", sind Radikale, da sie
ein nicht gepaartes Elektron und somit eine kurze Lebensdauer besitzen. Sie koénnen
beispielweise bei der ElektronenstoRionisation (EI) entstehen. Die EI wird ebenfalls in
Tandem-MS verwendet, um Molekilionen zu weiteren lonenfragmenten zu spalten. Besitzt
ein lon mehrere positive Ladungen, so bezeichnet man diese als mehrfach geladene lonen. Sie
kénnen, wie die Quasi-Molekdlionen, bei der Elektrospray-lonisation entstehen. Quasi-
Molekiilionen werden beispielsweise als [M+H]" (Protonierung) oder [M-H]
(Deprotonierung) dargestellt [19, 21].

3.5.3 Massenanalysator

Nachdem lonen bestimmter Ladung gebildet wurden, werden sie im Massenanalysator nach
ihrer Masse getrennt. Daftr mussen die lonen, mithilfe von elektrischen Feldern, beschleunigt
werden. Die lonen fligen sich dadurch zu einem lonenstrahl zusammen und kénnen getrennt
werden [19].

Bei der SGS Institut Fresenius GmbH erfolgt die lonentrennung mithilfe von Triple-Quad-
Analysatoren. Ein Quadrupol besteht aus 4 Metallstdben, welche parallel und im Quadrat
positioniert sind. An zwei diagonal benachbarte Stadbe wird eine Wechselspannung angelegt,
wodurch sich im Raum zwischen den Stdben abwechselnd ein positiv oder negativ geladenes
Feld bildet. Gleichzeitig erfolgt das umgekehrte Anlegen einer Wechselspannung an den
beiden anderen Metallstdben. Je nach Ladung der lonen bewegen diese sich im Raum
zwischen den Staben oder auf diese zu. In Abhdngigkeit von der Frequenz wandern die lonen
zwischen den Staben hin und her und werden je nach lonenmasse starker oder schwéacher von
der Mitte des Stabsystems abgelenkt. Dadurch wird erreicht, dass nur lonen einer bestimmten

Masse durch den Quadrupol geleitet werden und so getrennt zum Detektor gelangen.

Das Triple-Quad-Massenspektrometer besteht aus 3 hintereinander geschalteten Quadrupolen.
Die Verwendung von zwei Analysator-Einheiten bezeichnet man als Tandem-

Massenspektrometer (MS/MS). Bei dem Triple-Quad-Analysator findet im ersten Quadrupol
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die lonentrennung (MS1) statt. Die lonen werden zum zweiten Quadrupol weitergeleitet, dort
durch ElektronenstoRionisation fragmentiert und im dritten Quadrupol erneut getrennt und
analysiert (MS2) [19]. Diese Analysator-Schaltung wird auch als Mutliple Reaction
Monitoring (MRM) bezeichnet. Bei dieser Analyse konnen Analyten spezifischer
nachgewiesen werden, da die erneute lonisierung lonen erzeugt, die mit groRerer Sicherheit
dem Analyten zugeordnet werden kénnen. Dabei spricht man von Massenubergangen des
Analyten.

3.5.4 Detektor

Die lonen konnen in der Massenspektrometrie mit verschiedenen Detektoren erfasst werden.
Die am haufigsten angewandten Detektoren sind Elektronenvervielfacher, Faraday-
Detektoren und die Registrierung auf einer Photoplatte. Beim Farady-Detektor nehmen
mehrere Auffanger die Bewegungsenergie der lonen auf und wandeln diese in elektrische
Energie um. Bei der Photoplatte schlagen die lonen auf eine Platte auf, was zur Schwérzung
fihrt. Die Intensitat der Schwarze kann durch ein Linienspektrum wiedergegeben werden. Die
erfassten Daten der Detektoren sind immer proportional zur Menge an lonen.

Der Sekundarelektronenvervielfacher soll in der vorliegenden Arbeit genauer beschrieben
werden. Dabei handelt es sich um in Kaskaden angeordnete Dynoden, auf die die lonen
auftreffen und dadurch ein bestimmtes Vielfaches an Sekundarelektronen erzeugen. Diese
Elektronen treffen wiederum auf die nachste Dynode auf und schlagen dort ebenfalls ein
bestimmtes Vielfaches an Elektronen heraus. Durch diese Kaskade kommt es zu einer
Signalverstarkung und zur Ausbildung einer Stromstdrke, welche proportional zur

lonenkonzentration gemessen werden kann.

3.6 Gekoppeltes LC-MS/MS-Verfahren

Da es sich bei der QUEChERS-Methode um eine Multimethode handelt, kann eine Vielzahl
an Analyten aus der Lebensmittelprobe extrahiert werden. Bei einer unbekannten Probe wére
es moglich, mit dem Massenspektrometer einen groRen Bereich an lonen zu erfassen und zu
analysieren. Jedoch weisen Massenspektrometer eine begrenzte Registrierung der
analytischen Signale innerhalb einer Messung auf. Somit gehen viele Signale verloren, welche
beispielsweise bei der Quantifizierung sehr wichtig sind. Bei zu wenigen Signalen kann keine

prazise Bestimmung der Signalintensitat und somit der Analytkonzentration gemacht werden,
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weshalb eine separate Quantifizierung der einzelnen Analyten optimal ist. Bei einer Vielzahl
an bekannten Analyten in einer Probe werden diese deshalb getrennt, damit sie zu
unterschiedlichen  Zeitpunkten im Massenspektrometer auftreffen. Dazu kann das
Massenspektrometer an Trennsysteme, wie beispielsweise der Flissigchromatographie,
gekoppelt werden (LC-MS/MS). Das bedeutet, der Analysezeitpunkt der Analyten ist
abhéngig von der Retentionszeit. Damit die Analyten von der HPLC-Anlage direkt in das
Massenspektrometer eingebracht werden kdnnen, wird ein sogenanntes Interface benutzt. Von
der HPLC gelangt die Probe zum lonisierungsraum der ESI-lonenquelle. Dort ist eine
Interfaceplatte (Curtain Plate) mit einer Mikrodffnung eingebaut. Zwischen dieser
Interfaceplatte und dem Orifice des Massenspektrometers wird ein Stickstoffstrom
durchgeleitet, der mit nicht ionisierten Molekilen der Probe kollidiert und verhindert, dass
diese in das Massenspektrometer gelangen. Dieses Gas bezeichnet man als Curtain Gas,
welches die Aufgabe eines Vorhangs einnimmt und dadurch das Massenspektrometer, trotz

hoher Probenzufuhr, vor starker Verschmutzung schiitzt.

3.7 Validierung einer analytischen Methode des gekoppelten LC-MS/MS
Verfahrens im Zusammenhang mit der QUEChERS-Probenaufbereitung

Eine Validierung im Sinne der DIN EN 1SO 17025 bestatigt, dass spezielle Forderungen fir
bestimmte und gezielte Anwendungen erfillt werden. Diese Bestatigung erfolgt mittels einer
Untersuchung und Erbringung eines Nachweises, dass die QUEChERS-Methode
Pestizidrlickstande in fetthaltigen Lebensmitteln qualitativ und quantitativ zuverlassig
bestimmt. Die Methodenvalidierung beginnt mit der Erstellung eines Validierungsplans, in
dem die zu validierende Methode beschrieben wird und welche Analyten hinsichtlich der
Validierung untersucht werden. Im Allgemeinen erfordert die Validierung einer analytischen
Methode die Untersuchung hinsichtlich Linearitdt, Nachweis- und Bestimmungsgrenze,
Richtigkeit, Prazision sowie Selektivitat [22, 23].

Linearitét

Unter dem Begriff Linearitat wird die direkte Proportionalitat einer Messgroiie, in diesem Fall
die Peakflache, und der Analytkonzentration verstanden [24]. Dazu werden Kalibrierlésungen
bestimmter Pestizidkonzentration hergestellt und analysiert. Es muss jedoch berlicksichtigt

werden, dass die Konzentration der Bestimmungsgrenze im Bereich zwischen der ersten und

17



3 Grundlagen

letzten Konzentration der Kalibrierlosungen liegt. Mit Hilfe der erhaltenen Signalstarke der

jeweiligen Losung wurde eine lineare Kalibrierfunktion errechnet.

Als Akzeptanzkriterium wurde die Erfullung des Linearitatstests nach Mandel gesetzt. Dabei
wird gepruft, ob sich die Messergebnisse an eine lineare oder quadratische Funktion

annéhern.
Lineare Funktion: y=a+ bx
Quadratische Funktion: y = a+ bx + cx?

Der Linearitatstest nach Mandel wird mithilfe der Qualitatssicherungs- und Statistiksoftware
QSM (Qualitatssicherung mit statistischen Methoden) Netzwerkversion 4.01 durchgefiihrt.
Zur Bestatigung der Linearitdt mussen mindesten funf Kalibrierpunkte unterschiedlicher

Konzentration in der Geraden vorhanden sein.

Nachweis- und Bestimmungsgrenze

Die Bestimmungsgrenze wird auch als Limit of quantitation (LOQ) bezeichnet. Sie gibt die
kleinste Analytkonzentration an, die mit einer bestimmten Genauigkeit quantifiziert werden
kann. Bei der Nachweisgrenze handelt es sich um die kleinste Konzentration, die eine
qualitative Bestimmung des Analyten zulésst. Sie wird auch als Limit of detection (LOD)
bezeichnet. Vor der Analyse wird die erforderliche Bestimmungsgrenze abgeschatzt.
AnschlieBend erfolgt die Ermittlung des Signal-Rausch-Verhaltnisses S/N um den
Analytenpeak, zur Bestéatigung der Bestimmungsgrenze.

S/N = H
/ - hn
SIN - Signal-Rausch-Verhaltnis
H - Signalhdhe
hn - Rauschen

Die Bestimmung der Nachweisgrenze erfolgt unter der Annahme eines Signal-Rausch-
Verhéltnisses von 3:1, beziehungsweise ein Drittel des Wertes der Bestimmungsgrenze
[22,23].

Des Weiteren wird die Bestimmungsgrenze durch die Kalibriergeraden bestétigt

beziehungsweise widerlegt. Sie gibt den Arbeitsbereich fur zukinftige Routinemessungen an.
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Die zu quantifizierenden Analytkonzentrationen dirfen nicht unter der Bestimmungsgrenze

liegen.

Richtigkeit

Die Uberpriifung der Richtigkeit kann tber verschiedene Methoden erfolgen. Es kénnen
Proben analysiert werden, deren Gehalt bereits bekannt ist (Referenzmaterial) oder Proben,
denen der Analytstandard in bestimmter Konzentration hinzugegeben wurde. Zusétzlich
missen Blank-Proben der jeweiligen Matrix vermessen und, bei Vorhandensein von
Pestizidrlickstanden, diese von den ermittelten Konzentrationen abgezogen werden. Anhand

der Wiederfindung kann die Richtigkeit bestatigt werden.

Die Wiederfindung wird wie folgt berechnet:

WDF [%)] =
XSoll
Xist - Ermittelte Konzentration (Ist-Wert)
Xsoll - Zudotierte Konzentration (Soll-Wert)
WDF - Wiederfindung [%]
Mit Berechnung des Mittelwerts der Wiederfindungsrate kann der Variationskoeffizient VK
berechnet werden.
s *100%
K -
X
VK - Variationskoeffizient [%]
S - Standardabweichung
X - Mittelwert

Der Mittelwert wird wie folgt berechnet:

x|
Il
S|
*
D=
=

n - Anzahl der Messungen
X; - Ermittelter Messwert
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Prézision

Die Prézision ist ein Mal} der Genauigkeit und Robustheit der analytischen Methode. Mit ihr
lasst sich bestimmen, ob die Analysemethode, bei unterschiedlichen Bedingungen,
reproduzierbare Ergebnisse liefert. Es gibt drei Prazisionsparameter fur die Validierung der

analytische Methode: Wiederholprézision, intermedidre Prézision und Systempréazision.
a. Wiederholprazision

Die Wiederholprazision, beziehungsweise Wiederholbarkeit, pruft auf die Reproduzierbarkeit
von Messergebnissen innerhalb einer Messreihe. Dazu werden mehrere Lebensmittelproben

derselben Charge mit der gleichen Konzentration dotiert und vermessen.
b. Intermediére Préazision

Bei der intermediaren Prazision handelt es sich um eine Priifung der Reproduzierbarkeit unter
Einfluss unterschiedlicher Bedingungen. Dabei kann es sich um einen zweiten Mitarbeiter, die
Nutzung eines anderen Messgerétes oder die Durchfiihrung an einem anderen Tag handeln. Es
werden aus den Messungen die Wiederfindung, dessen Mittelwert, die Standardabweichung

sowie der Varianzkoeffizient berechnet. Die Standardabweichung s wird wie folgt berechnet:

(x — x;)?

n—1

)
I

c. Systemprazision

Mit der Systempréazision wird die Genauigkeit und Robustheit der Messinstrumente bestimmt.
Dazu wird ein und dieselbe Probe mehrfach gemessen und erfasst, in wie weit die Werte vom

Mittelwert abweichen.
Selektivitat

Die Selektivitdt gibt an, ob die Bestimmung von einer Vielzahl von unterschiedlichen
Analyten gleichzeitig mdglich ist. Die Analyten stéren sich gegenseitig nicht und lassen sich

qualifizieren und quantifizieren.
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4 Untersuchungen

4.1 QUEChERS-Methode flr nicht fetthaltige Lebensmittel

Die  QuEChERS-Methode ist eine  Multimethode  zur  Bestimmung  von
Pflanzenschutzmittelrlickstanden in pflanzlichen Lebensmitteln mittels GC-MS(/MS) oder LC-
MS/MS nach Acetonitril-Extraktion/Verteilung und Aufreinigung mittels dispersiver SPE
(L 00.00-15, amtliche Sammlung von Untersuchungsverfahren nach § 64 LFGB) und findet
bei der SGS Institut Fresenius GmbH Anwendung fir den Nachweis von Pestiziden in
Lebensmitteln, die einen hohen Wasseranteil und nur sehr geringen bis gar keinen Fettanteil
aufweisen. Das Grundprinzip der QUEChERS-Methode basiert auf der Extraktion der
Pestizidrlickstande mit dem Losungsmittel Acetonitril unter Zugabe von bestimmten Salzen
und einer anschliefenden Aufreinigung, auch bezeichnet als Cleanup, durch dispersive
Festphasenextraktion (Solid phase extraction - SPE). Der Schritt des Cleanup soll alle
storenden Matrixbestandteile entfernen. Die Extraktion mit Acetonitril erfordert ein
ungefahres 1:1-Verhéltnis vom Wassergehalt in der Probe und dem zugegebenen Acetonitril.
Das bedeutet, bei einem Wassergehalt von weniger als 80% in der Lebensmittelprobe, wird
zusétzlich Wasser zugegeben. Im Folgenden werden alle Schritte der QUEChERS-Methode
fur nicht fetthaltige Lebensmittel beschrieben.

1. Homogenisierung der Lebensmittelprobe

Damit eine optimale Extraktion der Pestizidanalyten gewdhrleistet ist, muss die zu
untersuchende Lebensmittelprobe homogen sein. Des Weiteren muss die geringe Einwaage
reprasentativ fir den kompletten Lebensmittelbatch sein. Die Homogenisierung (1) erfolgt
durch die Probenzerkleinerung mithilfe eines Mixers. Die Probe wird dabei fur 20 Sekunden
bei 850 U/min zerkleinert und vermischt. Ein wichtiger Aspekt bei der
Probenhomogenisierung ist, dass die Proben durch die Rotation nicht zu stark erwarmt

werden, da bestimmte Pestizide hitzeempfindlich sind und so zerstort werden konnen.

2. Einwaage der Lebensmittelprobe

AnschlieRend werden 10 g der homogenen Probe in ein 50 ml — Zentrifugenréhrchen
eingewogen. Sollte es sich dabei um eine Probe handeln, die weniger als 80% Wassergehalt
hat, wird die Einwaage, bezogen auf den Wassergehalt angepasst, zusatzlich Wasser
zugegeben und geschiittelt. Beispielsweise werden von Getreideproben 5 g eingewogen und
anschlieBend werden 10 ml Wasser ergénzt. Bestimmte Proben weisen bereits in diesem

Schritt sehr geringe pH-Werte auf, weshalb eine Zugabe von Natriumhydroxid erforderlich
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ist, bis sich ein pH-Wert von 7 einstellt. Auch ein pH-Wert dariber sollte verhindert werden,

da es sonst zum Zerfall einiger Pestizidanalyten kommen kann.

Diagramm 1: FlieBschema der QUEChERS-Methode fiir nicht fetthaltige Lebensmittel [38]

1 Homogenisierung der Lebensmittelprobe
» Mixen: 20 sec, 850 U/min
v
Einwaage der Lebensmittelprobe : 10g
2 > Bei Wassergehalt < 80% : Geringere Einwaage, zusatzliche
Wasserzugabe, Quellzeit: 30 min
v
Extraktion
3a > Zugabe Acetonitril: 10 ml
» Schutteln: 1 min
v
Extraktion/Phasentrennung
» Zugabe Chromabond® QUEChERS Citrat-Extraktionsmix Mix |
e 49gMgSO,
e 1gNaCl
3b e 0,5 g Na,H-Citrat * 1,5 H,0
e 1gNas-Citrat * 2 H,0
» Schitteln: 1 min
» Zentrifugieren: 10 min, 4000 U/min, 10 °C
\’
Dispersive SPE
» Entnahme eines Aliquots der organischen Phase: 3 ml
» Zugabe in Chromabond® Quechers Clean-up-
Mischung Mix 11l
4 e 0,15 g Diamino
e 0,9 MgSO,
» Schitteln: 1 min
» Zentrifugieren: 10 min, 4000 U/min, 10°C
v
GC-MS/MS-Analyse LC-MS/MS-Analyse
5 Weitere Probenvorbereitung » Entnahme eines Aliquots der
notwendig organischen Phase: 200 pl

3. Extraktion und Phasentrennung

Bei dem Arbeitsschritt Extraktion handelt es sich um eine Flussig-Flissig-Extraktion. ES
handelt sich bei den zu extrahierenden Pestiziden um leicht (100-1000 g/I), wenig (10-33 g/l)
und sehr schwer in Wasser l6sliche Analyten (0,1-33 g/l). Grolenteils sind jedoch alle
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Pestizide gut in organischen Lésungsmitteln I6slich. Als Extraktionsmittel wird ebenfalls ein
organisches Losungsmittel verwendet. Dabei hat sich das Losungsmittel Acetonitril bewéhrt,
da es gut mit Wasser mischbar ist und eine mittlere Polaritdt aufweist, sodass sich eine
Vielzahl an Pestizidmolekdilen darin 16st. Des Weiteren ist fur eine spatere Phasentrennung,
wie im Falle einer Aceton-Extraktion, kein zusétzliches unpolares Lésungsmittel notwendig,
sondern kann durch die Zugabe von verschiedenen Salzen hervorgerufen werden [25].
Zusétzlich ist Acetonitril selektiv flr die Pesitzidanalyten und extrahiert nur wenige
Lebensmittelbestandteile [25] Es wird fur die Herstellung der Pestizidstandardlésungen
Acetonitril verwendet, weshalb eine Extraktion in diesem Ldsungsmittel am représentativsten
ist. Deshalb wird der Probe fur die Extraktion 10 ml Acetonitril zugegeben und fiur eine
Minute geschuttelt. Fir eine optimale Extraktion sollten die Komponenten Wasser und
Acetonitril im Verhéltnis 1:1 vermischt werden. Es handelt sich in diesem Fall um eine
Flussig-Flussig-Extraktion, da die lipophilen Pestizide aus der wassrigen Phase in die
organische Phase (bergehen [26]. Da Acetonitril jedoch vollstdndig mit Wasser mischbar ist,
findet zunédchst keine Phasentrennung und deshalb keine Verteilung der Analyten in den
unterschiedlichen Ldsungsmitteln statt. Zusétzlich ist die Loéslichkeit einiger Pestizide in
Wasser groRer als in Acetonitril und wirden somit nicht nachweisbar sein. Deshalb erfolgt im
Schritt  Extraktion/Phasentrennung die Zugabe von 0,5 g Dinatriumhydrogencitrat
Sesquihydrat (Nap;H-Citrat * 1,5 H,0), 1g Trinatriumcitrat Dihydrat (Nas-Citrat * 2 H,0), 1 g
Natriumchlorid (NaCl) und 4 g Magnesiumsulfat (MgSQO,). Dinatriumhydrogencitrat
Sesquihydrat und Trinatriumcitrat Dihydrat sind wasserhaltige Salze der Citronensdure. Sie
wirken als pH-Puffer in der Ldsung. Dinatriumhydrogencitrat Sesquihydrat ist ein weifles
kristallines Pulver, welches in wassriger Losung zu einem pH-Wert von 4,5 — 5,5 fuhrt [27].

0

N

0 ONa
OH *1,5H,0

NaO
HO |
o)

Abbildung 5: Strukturformel Dinatriumhydrogencitrat Sesquihydrat

Trinatriumcitrat Dihydrat ist ein weier, geruchloser Feststoff der in wassriger Losung einen
pH-Wert von 7,9 — 9,5 puffert [28].
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Abbildung 6: Strukturformel Trinatriumcirtrat Dihydrat

Werden die beiden Citratsalze in Kombination zur Probe zugegeben, stellt sich ein leicht
saurer pH-Wert ein, bei dem die Extraktion saurer Herbizide gewahrleistet ist und sich base-
und séureempfindliche Pestizide nicht abbauen. Natriumchlorid und Magnesiumsulfat fiihren
zum Aussalzeffekt und die hydrophilen Pestizidmolekdle gehen in die organische Phase uber

[26]. Die dissoziierten Salze binden Wassermolekiile und es kommt zur Hydratisierung.
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Abbildung 7: Hydratisierung der Salzionen am Beispiel von NaCl [29]

Durch den Aussalzeffekt kommt es zur Sattigung der wéssrigen Phase, wodurch deren Dichte
erhoht und eine Phasentrennung der beiden Ldsungsmittel erreicht wird [30].
Magnesiumsulfat ist eine stark hygroskopische Substanz, die als Trockenmittel eingesetzt
wird und hier die Entfernung von waéssrigen Rickstanden aus der organischen Phase bewirkt
[31]. Beispielsweise bindet wasserfreies Magnesiumsulfat bis zu 12 Wassermolekiile [32].
Dieses Gemisch wird eine Minute geschttelt, damit es zu einer schnellen Dissoziation der
Salze und Verteilung der Pestizidanalyten kommt. Dieser Vorgang ist exotherm, da die
Hydratationsenthalpie von den lonen der zugegebenen Substanzen hoher ist als die bendétigte
Gitterenergie zum Dissoziieren der Molekile. Damit es zu keiner Zerstérung der
Pestizidwirkstoffe durch die Temperaturerhéhung kommt, erfolgt die anschlieBende
Zentrifugierung bei einer Temperatur von 10°C tber 10 Minuten bei 4000 U/min und damit
zur Phasentrennung. Bei der SGS Institut Fresenius GmbH erfolgt nach diesem Schritt bereits
die Probennahme zur Analyse mittels LC-MS/MS. Noch vorhandene Storstoffe kdnnen durch

Flussigchromatographie ausreichend abgetrennt werden und stéren die Analyse der Pestizide
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nicht. Fur die GC-MS/MS-Methode muss jedoch der Aufreinigungsschritt mittels dispersiver
Festphasenextraktion durchgefuhrt werden, da die Gaschromatographie empfindlicher

gegentiiber Storstoffen ist als die Flissigchromatographie.
4. Dispersive Festphasenextraktion

Bei dem Schritt der dispersiven Festphasenextraktion werden von der organischen Phase 3 ml
entnommen und in ein Zentrifugenréhrchen, welches 0,15 g primére und sekundéare Amine
auf Siliziumdioxid (PSA), die Diaminophase, sowie 0,9 g Magnesiumsulfat enthélt, gegeben.
Unter dispersiver Festphasenextraktion versteht man die Bindung bestimmter Stoffe aus einer
fliissigen Probe an eine feste Phase. Die feste Phase liegt jedoch nicht gepackt als S&ule,
sondern als Suspension vor. Bei der festen Phase handelt es sich in diesem Fall um
modifiziertes Kieselgel, welches primére und sekundare Amine gebunden hat. Das Kieselgel
selbst besitzt normalerweise Hydroxygruppen als funktionelle Gruppe. Bei einer
Modifizierung werden jedoch die Hydroxygruppen mehr oder weniger von priméren und
sekundaren Aminogruppen ausgetauscht. Chemisch gesehen handelt es sich bei Aminen um
Ammoniakderivate. Je nach Substitutionsgrad der Wasserstoffatome des Ammoniaks, kénnen
die Amine in primére, sekundare und tertidare Amine eingeteilt werden. Die Substitution der
Wasserstoffatome erfolgt durch organische Molekilgruppen wie zum Beispiel Alkylreste. In
Tabelle 2 sind die allgemeinen Strukturformeln von priméren und sekundéren Aminen

aufgezeigt [33].

Tabelle 2 : Allgmeine Strukturformel primérer und sekundérer Amine

Strukturformel

H
ima i ~
Primare Amine R—N

Sekundére Amine R—N\

Diese Molekiile sind als funktionelle Gruppen an die Oberflache des Kieselgels gebunden. In
Abbildung 8 8 ist ein Beispiel fur ein Kieselgel mit einem priméren und einem sekundaren

Amin dargestellt.

25



4 Untersuchungen

-51i- 0 -Si- O -Si-

Abbildung 8: Modifiziertes Kieselgel mit primarem Amin (links) und sekundarem Amin (rechts)

Kieselgele mit primaren und sekunddren Aminen entfernen hauptsachlich polare Stoffe wie
Zucker, organische Sauren und Farbstoffe. Primdre Amine reagieren beispielsweise mit
Aldehyden. Dabei kommt es zur Additionsreaktion des primaren Amins an die

Aldehydgruppe und es bildet sich eine Schiff*sche Base.

2 2 1
R R R
RANH,+ >=0 — 5  >—n~
H H
- H,0

<

Abbildung 9: Additionsreaktion des primaren Amins an eine Aldehydgruppe

Diese Reaktion kann auf reduzierende Zucker bertragen werden, da diese ebenfalls eine
Aldehydgruppe enthalten. Aulierdem bilden sich zwischen den Wasserstoffatomen der Zucker
und der Diamino-Einheit Wasserstoffbriickenbindungen, wodurch die Zucker ebenfalls
gebunden werden. Des Weiteren kdnnen Amine durch Anionenaustauschereffekte organische
Sduren binden. Dabei bindet sich das Anion der Sdure an die Aminogruppe unter Abspaltung
von Wasserstoffionen. Beispielsweise kdnnen so Fruchtséuren oder dissoziierte Farbstoffe aus
der Lebensmittelmatrix entfernt werden. Das Problem bei der Verwendung der Diaminophase
ist, dass sich saure Pestizidgruppen ebenfalls an die Phase binden und somit die
Wiederfindung verringert ist. Damit es zu keiner Storung durch Ruckstdnde von Wasser
kommt, befindet sich in dem Cleanup-Mix ebenfalls Magnesiumsulfat, welches das Wasser
bindet. Diese Mischung wird eine Minute lang geschittelt und anschliefend 10 Minuten bei
4000 U/min zentrifugiert. Bei dem Uberstand handelt es sich um die aufgereinigte Probe, die
mittels GC- oder LC-MS/MS analysiert wird.

4.2 Modifizierte QUEChERS-Methode flr fetthaltige Lebensmittelproben

Die Problematik bei der Pestizidriickstandsanalyse in fetthaltigen Lebensmitteln liegt darin,
dass die Fettbestandteile die Wiederfindung von Pestiziden beeinflussen kdnnen und die zur

Analyse verwendeten Gerate verschmutzen kénnen. Chemisch gesehen handelt es sich bei
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Fetten, beziehungsweise fetten Olen, um mit Glycerol veresterte Fettsauren
(Triacylglycerole). Die in Lebensmittel vorhandenen Fettsduren sind vorwiegend
unverzweigte Kohlenstoffketten mit einer Sduregruppe. Fettsauren, die nur Einfachbindungen
zwischen den Kohlenstoffen aufweisen nennt man geséttigte Fettsauren, wéhrend Fettsauren
mit Doppelbindungen als ungesattigt bezeichnet werden. Fette sind unpolare Substanzen,
weshalb der Aufreinigungsschritt mit der Diaminophase nicht ausreicht, da diese nur polare
Substanzen bindet und die Fette aus dem Extrakt nicht entfernt wiirden. Deshalb muss dieser
Schritt fir die Validierung verandert werden. In wissenschaftlichen Artikeln wurde bereits
uber die Untersuchungen hinsichtlich der Pestizidriickstandsanalytik in fetthaltigen
Lebensmitteln berichtet. Cunha et al [34] befassen sich in ,,Evaluation of the QUEChERS
sample preparation approach for the analysis of pesticides residues in olives® mit der
Untersuchung von Pestizidriickstdnden in Oliven und Olivendl. Darin wird in der
Probenvorbereitung der Schritt des Cleanup mit einer Mischung aus PSA, Magnesiumsulfat
und C18-Kieselgelmaterial durchgefiihrt. Kieselgele mit dieser Modifizierung sind unpolar
und wechselwirken stark mit unpolaren Stoffen. Die Wiederfindungen der untersuchten
Analyten weisen trotzdem Werte im Akzeptanzbereich von 70% - 109% auf [34]. Aufgrund
solcher Untersuchungen wurde bei der Anpassung der QUEChERS-Methode auf fetthaltige
Lebensmittel der Cleanup-Schritt ebenfalls mit C18-Kieselgelmaterial durchgefihrt.
Zwischen dem C18-Material kann es zu Wechselwirkung mit sehr unpolaren Pestizidanalyten
kommen. Deshalb wurde die Menge des C18-Materials so klein wie méglich gehalten. Eine
Einwaage von 10 g Probe wie bisher ware deshalb zu grof? und wirde bei der Aufreinigung
mit nur geringen Mengen des C18-Materials keine Erfolge versprechen. Deshalb wurde die
Einwaagemenge der Probe auf 2 g reduziert, wodurch auch die Materialien Magnesiumsulfat

und die Diaminophase in ihren Mengen verringert werden kénnen.

Damit fetthaltige pflanzliche Lebensmittelproben ebenso einfach und schnell fir die Analytik
vorbereitet werden kénnen wie nichtfetthaltige Lebensmittel (LM), wurde die QUEChERS-

Methode wie folgt verandert.

1. Homogenisierung der Lebensmittelprobe

Die Rickstandanalyse in fetthaltigen Systemen erfordert ebenfalls eine Homogenisierung der

Lebensmittelprobe.
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Diagramm 2: Vergleich der QUEChERS-Methoden (Schritt: Homogenisierung)

QUEChERS QUECHERS fiir fetthaltige LM

Homogenisierung der Lebensmittelprobe
» Mixen: 20 sec, 850 U/min

Die fettehaltigen Proben wurden ebenfalls, wenn nétig, fir 20 Sekunden bei 850 U/min

zerkleinert und vermischt. Dieser Schritt wurde nicht verandert.

2. Einwaage der Lebensmittelprobe

Diagramm 3: Vergleich der QUEChERS-Methoden (Schritt: Einwaage)

QUEChERS QUEChERS fir fetthaltige LM
Einwaage der LM-Probe : 10g
> Bei Wassergehalt < 80% : Einwaage der LM-Probe : 29
2 Geringere Einwaage, » Wasserzugabe: 10ml
zusétzliche Wasserzugabe, > Quellzeit: 30 min

Quellzeit: 30 min

Der Schritt der Einwaage wurde fir die fetthaltigen Lebensmittel von 10 g auf 2 g reduziert.
Es wurden zu jeder Probe 10 ml Wasser gegeben, gevortext und eine Quellungszeit von 30
Minuten eingehalten. Hydrophile Pestizide gehen hier in der wassrigen Phase in Lésung,

wahrend die liophilen Pestizide in der Fettphase bleiben.

3. Extraktion und Phasentrennung

Diagramm 4: Vergleich der QUEChERS-Methoden (Schritt: Extraktion/Phasentrennung)

QUEChERS QUECHERS fr fetthaltige LM

Extraktion
3a » Zugabe Acetonitril: 10 ml
» Schitteln: 1 min

Extraktion/Phasentrennung
» Zugabe Chromabond® QUEChERS Citrat-Extraktionsmix Mix |
1 g NaCl
0,5 g NaH-Citrat * 1,5 H,O
1 g Nas-Citrat * 2 H,0O

» Schitteln: 1 min
» Zentrifugieren: 10 min, 4000 U/min, 10 °C

3b
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Die Arbeitsschritte (3a) Extraktion und (3b) Extraktion/Phasentrennung wurden nicht
verandert. Es wurden 10 ml Acetonitril zu der Probe gegeben und 1 min geschiittelt.
AnschlieRend erfolgte die Zugabe des Citrat-Salz-Mixes, welcher die gleiche Menge an
Dinatriumhydrogencitrat Sesquihydrat, Trinatriumcitrat Dihydrat, Magnesiumsulfat und
Natriumchlorid enthélt. Durch die Zugabe von Acetonitril, 16sen sich die Fettbestandteile in
diesem und mit ihnen die lipophilen Pestizide. Mittels des Citrat-Salz-Mixes kommt zu

Phasentrennung.

Bei nicht fetthaltigen Lebensmittelproben erfolgte nach diesem Schritt bereits die
Probennahme zur Analyse mittels LC-MS/MS, da bei fetthaltigen Systemen jedoch eine
Entfernung der Fettbestandteile notwendig ist, wurde anschliefend der Cleanup-Schritt

durchgefunhrt.

4. Dispersive Festphasenextraktion

Diagramm 5: Vergleich der QUEChERS-Methoden (Schritt: dispersive SPE)

QUEChERS QUEChERS fir fetthaltige LM
Dispersive SPE Dispersive SPE
» Entnahme eines Aliquots der » Entnahme eines Aliquots der
organischen Phase: 3 ml organischen Phase: 2 ml
» Zugabe in Chromabond® » Zugabe in Chromabond®
Quechers Clean-up-Mischung Quechers Clean-up-Mischung
4 Mix 1 Mix XIX
e 0,15 g Diamino e 0,05 g Diamino
e 0,9MgSO, e 0,159 MgSO,
> Schitteln: 1 min « 0059 .C18-_Material
» Zentrifugieren: 10 min, 4000 > Schut.teln: 1 m.|n .
U/min. 10°C > Zent_rlfugleren. 10 min, 4000
' U/min, 10°C

Dieser Schritt wurde verandert. Es wurde ein Aliquot der organischen Phase von 2 ml anstelle
von 3 ml entnommen, damit so wenig Matrixbestandteile wie mdglich mitentnommen
werden. Dieses Aliquot wurdr in ein Zentrifugenréhrchen mit 0,05 g Diaminophase, 0,15 g
Magnesiumsulfat und 0,05 g C18-Material gegeben. Aufgrund der geringen Einwaage des
Lebensmittels von 2 g, den verhdltnisméRig geringeren Mengen an Zuckern und organischen
Séuren in fetthaltigen LM und dem geringen Volumen des Aliquots wurde die Menge der
Diaminophase und des Magnesiumsulfats reduziert. Zur Entfernung der Fettbestandteile sind
0,05 g C18-Material im Cleanup-Mix vorhanden. Die Anlagerung der Fette an die C18-

Gruppen des Kieselgels basiert auf hydrophoben Wechselwirkungen. Dabei kommt es zu

29



4 Untersuchungen

Aggregation der unpolaren Molekil [35]. Die Problematik bei der Verwendung des C18-
Materials ist, dass sich unpolare Pestizidmolekiile an das Kieselgel binden kdnnen. Diese
Mischung wurde eine Minute lang geschttelt und anschlieend 10 Minuten bei 4000 U/min
zentrifugiert. Bei dem Uberstand handelte es sich um die aufgereinigte Probe, die mittels LC-
MS/MS analysiert wird.

Diagramm 6: Zusammenfassung der verdnderten QUEChERS-Methode fiur fetthaltige Lebensmittel

Homogenisierung der Lebensmittelprobe
» Mixen: 20 sec, 850 U/min

v

Einwaage der Lebensmittelprobe : 2g
2 > Wasserzugabe: 10m|
» Ouellzeit: 30 min

v

Extraktion
3a » Zugabe Acetonitril: 10 ml
» Schutteln: 1 min

v

Extraktion/Phasentrennung
» Zugabe Chromabond® QUEChERS Citrat-Extraktionsmix Mix |
4 g MgSO,
1 g NaCl
0,5 g NayH-Citrat * 1,5 H,0O
1 g Nas-Citrat * 2 H,O

» Schitteln: 1 min
» Zentrifugieren: 10 min, 4000 U/min, 10 °C

3b

Dispersive SPE
» Entnahme eines Aliquots der organischen Phase: 2 ml
» Zugabe in Chromabond® Quechers Clean-up-Mischung (Mix
XIX

4 e 0,059 Diamino

e 0,15 MgSO4

e 0,05 g C18-Material
» Schitteln: 1 min
» Zentrifugieren: 10 min, 4000 U/min, 10°C

LC-MS/MS-Analyse
» Entnahme eines Aliquots der organischen Phase: 200 pl
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4.3 Materialien

4.3.1 Lebensmittelmatrices

Bei der Methodenvalidierung wurden pflanzliche fetthaltige Lebensmittelmatrices
ausgewadhlt. Da die Matrix der zu untersuchenden Lebensmitteln bei der Rlckstandsanalytik
einen Einfluss auf die einzelnen Schritte von der Probenvorbereitung bis hin zur Analyse der
Probe hat, mussten représentativ verschiedene Matrices ausgewahlt werden. Fir die
Validierung wurden 6 verschiedene fetthaltige Lebensmittelmatrices ausgewahlt:
Kakaopulver, Kirbiskerne, Sonnenblumendl, Sojabohnen, Sesam und Walnisse. In der
vorliegenden Arbeit wird die Auswertung der Validierung hinsichtlich der Matrices
Sonnenblumendl und Kurbiskerne stattfinden.

Sonnenblumendl

Das Sonnenblumendl der Firma BioPlanéte (Bram, Frankreich) wird aus
Sonnenblumensamen gewonnen, besitzt eine hellgelbe Farbe und gehort zu den fetten Olen.
Das Sonnenblumendl enthalt kein Wasser oder Kohlenhydrate und besitzt einen Fettgehalt
von 100%.

Kirbiskerne

Die untersuchten Kiirbiskerne des sterischen Olkiirbisses stammen von der Firma Alnatura
Produktions- und Handels GmbH (Bickenbach, Deutschland). Sie weisen eine dunkelgriine

Féarbung und einen Fettgehalt von ca. 50% auf.

4.3.2 Modellanalyten

4.3.2.1 Butoxycarboxim
IUPAC Name: 3-methylsulfonylbutanone-O-methylcarbamoyloxime

Butoxycarboxim ist ein Isomerengemisch, deren Verbindungen zu den Wirkstoffgruppen der
Carbamate und Oxime z&hlen. Carbamate sind Ester oder Salze der Carbamidsaure [36].

O
[
C R?
HO™ N~
Ly

Abbildung 10: Allgemeine Strukturformel Carbamidsaure
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Oxime sind oxidierte Amine, die ein chirales Stickstoffatom besitzen (Abb. 11).

Abbildung 11: Allgemeine Strukturformel Oxim

Bei Butoxycarboxim ist an das chirale Stickstoffatom eine Carbamatgruppe mit einer
Methylgruppe und einem Wasserstoff gebunden. Der Rest R® an dem Kohlenstoffatom ist

ebenfalls eine Methylgruppe und der R* ist eine Ethyl-Methyl-Sulfonyl-Gruppe.

H
CH—N._

C—0 CH CH

o7 “N=c Ox N=c_’

~CH-SO;CH, _~Cc—0 “CH-SO;CH,
2
CH, CHs—E CH,
(E)-Butoxycarboxim (Z2)-Butoxycarboxim

Abbildung 12: Isomere des Butoxycarboxims

Das farblose und geruchlose Kristall wird als Insektizid verwendet und ist leicht 16slich in
Wasser (209 g/l) und organischen Losungsmitteln. Butoxycarboxim besitzt hinsichtlich seines
Abbauprozesses eine Halbwertszeit von 501 d, im leicht sauren Milieu jedoch 18 d und 16 d
im neutralen und leicht basischen Milieu. Eine temperaturabhéngige Zersetzung findet bei
Uber 100°C statt [37].

4.3.2.2Linuron

IUPAC Name: 3-(3,4-dichlorophenyl)-1-methoxy-1-methylurea

Linuron gehort zu der Gruppe der Phenylharnstoffe. Diese besitzen eine Phenyl- und eine

Methylharnstoffgruppe sowie drei Restgruppen.

(|3H
‘ \/NTN\R3
R! = ©
R2

Abbildung 13: Allgemeine Strukturformel Phenylharnstoffe
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Linuron enthalt als R* und R? Chloratome am Phenylring und eine Methoxygruppe R*am

Methylharnstoff (Summenformel CgH;oCI;N205).

H (|3H3
|
‘ \/NYN\O/CI_%
o)
ol NF
Cl

Abbildung 14: Strukturformel Linuron

Linuron bildet geruchlose, farblose Kristalle und ist mit 63,8 mg/l praktisch unléslich in
Wasser (20°C), jedoch gut loslich in organischen Lésungsmitteln (>100 g/kg). In wassriger
Losung bei pH-Wert 5,7 und 9 ist es bis zu einer Temperatur von 95°C stabil und besitzt,
hinsichtlich des Abbauprozesses, eine Halbwertszeit von 945 Tagen bei allen drei pH-Werten.
Linuron gehort zu den Herbiziden und wirkt als Inhibitor im Photosystem I1. Dort inhibiert es
den bei der Photosynthese erforderlichen Elektronentransport. Es wirkt als selektiv systemisch
wirkendes Herbizid, wird vor der Aussaat der Kulturpflanze oder kurze Zeit spéter bei dem
Feldanbau von beispielsweise Kartoffeln, Sojabohnen, Sonnenblumen, Kaffee und Tee
dazugegeben und hauptséchlich tGber die Wurzeln und das Blattwerk aufgenommen [37].

4.3.2.3 MCPB

IUPAC Name: 4-(4-Chloro-2-methylphenoxy)butyric acid

MCPB ist eine Sdure und gehdrt damit zu der Gruppe der sauren Herbizide.

c—/ N O(CH,),COOH

CH,

Abbildung 15: Strukturformel MCPB

MCPB bildet farblose Kristalle, welche in wassriger Losung bei pH-Wert 5 mit 0,11 g/l sehr
schwer, bei pH 7 mit 4,4 g/l schwer und bei pH 9 mit 444 g/l leicht l6slich sind. In geldster
Form weist der Zerfallsprozess eine Halbwertszeit (DTsp) von 2,2 Tagen auf. MCPB gehort
zu den Herbiziden und wirkt als Inhibitor im Photosystem Il. Dort inhibiert es den bei der
Photosynthese erforderlichen Elektronentransport. Es ist ebenfalls ein selektiv und systemisch

wirkendes Herbizid und wird tber die Wurzeln und das Blattwerk aufgenommen [37].
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4.4 Analysemethode
4.4.1 LC-MS/MS - Analyseparameter

Bei der Analyse der fetthaltigen Lebensmittel wurde die HPLC-Anlage der Firma Agilent
Technologies mit dem Massenspektrometer AB Sciex QTrap® 5500 gekoppelt. Fir die
Probennahme und -injektion wurde das PAL System der Firma CTC Analytics AG
verwendet. Alle Gerate waren mit der Analyst® 1.5.2 Instrument Control and Data Processing
Software der Firma AB SCIEX verbunden. Uber diese Software wurden alle
Analyseparameter eingestellt und automatisch von den Geréten ({bernommen. Der
Autosampler des Typs HTC PAL System (Abb. 16) besteht aus einer beweglichen
Injektionseinheit 2 mit Spritzenhalterung (3), einer temperierbaren
Probenaufbewahrungseinheit (5,6) und einem Injektionsventil mit 6 Anschlissen (4). Es
besitzt ein Bedienpanel (1) fir spezifische Geréateinstellungen, die mithilfe der Analyst
Software nicht eingestellt werden konnen, wie beispielsweise die Eintauchtiefe der

Injektionsspritze in die Probenvials.

Bedienpanel (1)

Bewegliche
Injektionseinheit (2)

Spritzenhalterung mit
Injektionsspritze (3)

Injektionsventil (4)

Probenaufbewahrungs-
einheit (5)

Temperiereinheit (6)

Abbildung 16: HTC PAL Systems Autosampler der Fa. CTC Analytics

Im Autosampler wurden die Proben in eine der 6 Racks gestellt, die sich in der
Probenaufbewahrungseinheit befinden und bei 10°C gelagert. Jeder Probe wurde in der
Analyst Software eine bestimmte Platzierungsnummer im jeweiligen Rack zugeordnet.
Mittels Injektionsspritze wurde ein Probevolumen von 20 pl entnommen und diese in das
Injektionsventil injiziert. Bei der Injektionsspritze handelte es sich um ein
25 ul-Spritze des Typs Gastight der Hamilton Company. Die injizierte Probe wurde im

Probeloop des Injektionsventils aufbewahrt bis die Probe, durch Offnen des Ventils zur
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HPLC, in dessen FlieBmittelstrom zugegeben wurde. Als Spullmittel des Injektionsventils

wurden reines Acetonitril und Methanol verwendet.

Die HPLC-Anlage der Firma Agilent Technologies (Santa Clara, Vereinigte Staaten) besteht
im Allgemeinen aus 4 Grundbauteilen (Abb. 17), wozu der FlieBmittelvorrat (1), der Entgaser
(2), das Pumpsystem mit der Mischkammer (3) sowie die Einheit zur Installation und

Temperierung der Vor- und Hauptsédule (4) gehéren.

FlieBmittelvorrat (1)

Entgaser
(1200 Series) (2)

Binédres Pumpsystem
mit Mischkammer
(1200 Series) (3)

Temperierbare Sdulen-
Einheit
(1290 Infinity) (4)

Abbildung 17: Agilent Technologies HPLC-Anlage

Fir die Trennung mittels HPLC wurden die in Tabelle 3 und Tabelle 4 dargestellten

Parameter verwendet.
Tabelle 3: HPLC-Parameter
Parameter Einstellung
Hauptséule Synergie 2u Fusion RP
Vorsdule Synergie 2u  Fusion RP
(Vorséule)
Séulenofentemperatur | 30 °C
Flussrate 0,37 ml/min

Bei der Hauptséule handelt es sich um die Synergie 2u Fusion RP der Firma Phenomenex
(Aschaffenburg, Deutschland). Die Vorsaule sollte aus dem gleichen Material wie die
Hauptséule bestehen und ist ebenfalls vom gleichen Typ und Hersteller wie die Hauptséule.
Die Hauptsdule ist 10 cm lang und weist einen Durchmesser von 2 mm auf. Da es sich bei den

untersuchten Analyten um polare und unpolare Verbindungen handelt, wurde mit C18-
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Material gearbeitet, welches ebenfalls einem ,Endcapping unterzogen wurde und
,,embedded-polar-groups* enthélt. Damit die polaren Analyten nicht zu zeitig eluieren und die
unpolaren Analyten nicht zu spét von der Saule kommen, wurde mit einer Gradientenelution
gearbeitet (Tab. 4). Die FlieBmittelkomponenten waren MilliQ-Wasser und Methanol, welche
zusétzlich 5 mM Ammoniumformiat enthielten. Das Ammoniumformiat wurde als Modifier
fur das Trennverfahren verwendet. Es verdndert den pH-Wert des Fliemittels leicht in den
sauren Bereich (pH-Wert: 5,5) und tragt so zu einer kirzeren Retentionszeit von sauren
Analyten bei. Jedoch ist der pH-Wert nicht zu sauer und flhrt somit nicht zur Zersetzung
bestimmter pH-empfindlicher Pestizidwirkstoffe oder zu stark erhdhten Retentionszeiten von
basischen Analyten. Zusétzlich findet bei Verwendung von Ammoniumformiat keine erhohte
lonensupression im Massenspektrometer statt.

Tabelle 4: Einstellung der Gradientenelution

Zeit Methanol + 5mM | Wasser + 5mM

[min] Ammoniumformiat | Ammoniumformiat
[%] [%]

0 78 22

2 78 22

14 20 80

16 0 100

19 0 100

19,5 78 22

22 78 22

Zu Beginn war das FlieBmittel stark unpolar durch 78% Methanol, wodurch die stark polaren
Pestizidwirkstoffe langer auf der Sdule gehalten wurden, da die Wechselwirkung zwischen
dem Analyten und der Sdule grofRer war. Ansonsten waren einige Analyten bereits in der
Totzeit und somit zu frih fur die anschlieBende massenspektrometrische Untersuchung
eluiert. Damit die unpolaren Pestizide optimal getrennt werden, wurde nach 2 Minuten und
innerhalb von 12 Minuten ein Verhaltnis von 80% Wasser und 20% Methanol eingestellt.
Nach 16 Minuten wurde in einem Zeitraum von 3 Minuten mit 100% Wasser gearbeitet, da
stark unpolare Analyten ansonsten zur gleichen Zeit eluieren. Nach 19 Minuten eluieren alle
Pestizide von der Sdule, sodass das Anfangsverhaltnis von 80% Wasser und 20% Methanol
fir anschlielende Probentrennungen eingestellt wurde. Da es sich bei den Standardlésungen
um neu hergestellte Mixe handelte, wurden die Retentionzeiten der Analyten tberprift und
festgelegt (Tab. 5).
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Tabelle 5: Retentionszeiten der Modellanalyten in Minuten

Analyt Retentionszeit
[min]

Butoxycarboxim | 1,3

Linuron 12,2

MCPB 10,0

Nach der Trennung der Analyten wurde die Probe im Massenspektrometer QTrap® 5500 der

Firma AB Sciex analysiert. Die Probe wurde tiber das Probeventil und den Probezulauf zum
lonisator geleitet (Abb. 18).

Probezulauf

Probeventil

HPLC-Zulauf

Ablauf

A
Abbildung 18: QTrap® 5500 Massenspektrometer der Fa. AB Sciex

N,-Gaszufuhr

ESI -
lonenquelle
(Turbo V™
Quelle)

=

Die Elektrosprayionisation erfolgt mit der Turbo V™ Quelle unter Hochspannung. Diese

besitzt zwei Heizer, wodurch die Probe schneller verdampft. Das Curtain Gas (Stickstoff)

wird Uber die Gaszufuhr in das Massenspektrometer geleitet. Die Trennung der lonen erfolgt

nach den Masse-Ladungszahlen im jeweiligen ESI-Modus (Tab. 6).

Tabelle 6: Masse-Ladungszahl der Modellanalyten nach Ubergang

Analyt Masseniubergang 1 | Masseniibergang 2 | ESI-Modus
(m/z) (m/z)

Butoxycarboxim | 106 63 Positiv

Linuron 160 182 Positiv

MCPB 140 - Negativ
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4.4.2 Akzeptanzkriterien der Validierungsparameter
Linearitat

Zur Uberprifung der Linearitat der analytischen Methode wurden 7 Bezugslésungen mit
Konzentrationen, die den Arbeitsbereich der Methode abdecken, hergestellt und analysiert
(0,25 ng/ml; 0,5 ng/ml; 1 ng/ml; 2 ng/ml; 4 ng/ml; 6 ng/ml; 8 ng/ml). Die Lésungen wurden
mit dem Losungsmittel Wasser:Methanol (Verhdltnis 5:3) hergestellt. Die Prifung auf
Linearitdt wurde mit der Qualitatssicherung- und Statistiksoftware QSM (Qualitatssicherung
mit statistischen Methoden) Netzwerkversion 4.01 durchgefiihrt. Das Akzeptanzkriterium ist

erflllt, wenn die Kalibrierungen nach dem Mandel-Test linear sind.

Nachweis- und Bestimmungsgrenze

Die Bestimmungsgrenze wurde fur jede Matrix im Validierungsplan auf 0,020 mg
Pestizidrlckstand je 1 kg Lebensmittelprobe festgelegt, was einer Konzentration von 0,8 ng
Pestizidrlckstand je 1 ml aufgereinigter Probe entspricht. Mit dieser Konzentration wurden
die Proben mit den Pestizid-Standard-L6sungen dotiert. Zu der jeweiligen dotierten Probe
erfolgte eine Blank-Messung der Matrix. Das Akzeptanzkriterium fir die Bestimmungsgrenze

ist erfullt, wenn der Analytenpeak 9 mal groRer ist als das Rauschen des Matrix-Blanks [22].

Richtigkeit
In diesem Fall wurden Proben mit einer Konzentration von 4,0 ng/ml dotiert und 7fach
analysiert. Es wurden ebenfalls Blank-Proben der jeweiligen Matrix vermessen und von den

ermittelten Konzentrationen abgezogen. Das Akzeptanzkriterium der Wiederfindung liegt im

Bereich von 70% - 120%, das des Varianzkoeffizienten bei + 20%.
Prézision
a. Wiederholprazision

Fur die jeweilige Matrix wurden 7 Proben mit einer Analytkonzentration von 0,8 ng/ml und 7
weitere Proben mit 4,0 ng/ml dotiert und vermessen. Die Akzeptanzkriterien fur die
Wiederholbarkeit liegen bei einer Wiederfindung im Bereich von 70% - 120% sowie einem

Varianzkoeffizienten von + 20%.
b. Intermediare Prazision

Fiur die intermediédre Prazision wird der Versuch von einem zweiten Mitarbeiter an einem

weiteren Arbeitstag durchgefihrt. Dazu wird der Mitarbeiter 7 Proben der jeweiligen Matrix
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mit der Analytkonzentration von 0,8 ng/ml und 7 weitere Proben mit 4,0 ng/ml dotieren und
vermessen. Die Validierung hinsichtlich der intermedidren Prézision ist erfolgreich, wenn die
folgenden Akzeptanzkriterien erfillt sind. Die Wiederfindungsrate soll im Bereich von 70% -
120% liegen, der Varianzkoeffizient soll einen Wert von + 20% aufweisen und die
Abweichung zwischen dieser Messserie und der aus a. Wiederholprazision durchgefiihrten
Messerie soll hochstens 25% betragen beziehungsweise eine Standardabweichung von + 2 %

aufweisen.

Da die intermedidre Prazision zu einem spateren Zeitpunkt durchgefuhrt wird, wird dieser

Punkt in der Auswertung der Ergebnisse nicht betrachtet.
c. Systemprazision

In der vorliegenden Arbeit erfolgte eine 7fach-Messung einer Probe der jeweiligen Matrix mit
einer dotierten Analytkonzentration von 4,0 ng/ml. Aus den ermittelten Wiederfindungsraten
wurde der Varianzkoeffizient des jeweiligen Dotierungslevels berechnet. Als
Akzeptanzkriterium fur die Systemprazision wird ein Varianzkoeffizient von + 20%

festgelegt.
Selektivitat

Zur Uberpriifung der Selektivitat wurden eine Losung, die den Analytstandard enthalt, eine
Probe der jeweiligen Matrix mit zudotiertem Analyten sowie ein Matrix-Blank analysiert. Das
Akzeptanzkriterium ist erfillt, wenn die Signalstarke des Matrix-Blanks einen Wert < 20%

der dotierten Probe aufweist.

4.5 Durchfihrung

Herstellung der Standardldsungsmixe

Die in der Routine verwendeten 287 Analyten befanden sich bereits in unterschiedlichen
Losungsmixen. Eingeteilt nach der Wirkstoffgruppe, der jeweiligen lonisierungsart und der
Haufigkeit der Kundenanfrage auf Analyse dieser Pestizide wurden diese als 3

Standardlosungsmixe zusammengefasst, welche eine Konzentration von 1ug/l aufwiesen.

Im Mix ,,LC1+PHH" befanden sich zundchst unterschiedliche Wirkstoffgruppen (LC1) und
Vertreter der Phenylharnstoffgruppen (PHH). Im Mix ,,CA+LC2+Sofia_pos“ befanden sich
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hauptséchlich Pestizide der Carbamatgruppe (CA) und unterschiedliche Wirkstoffgruppen
(LC2+Sofia). Diese beiden Mixe wurden im positiven ESI-Modus ionisiert (pos). Der dritte
Mix ,,LC3+SH+Sofia neg® beinhaltete unterschiedliche Wirkstoffgruppen (LC3+Sofia) und
Pestizide, die zur Gruppe der sauren Herbizide gehdren und wurde im negativen ESI-Modus
gemessen (neg). Die Mixe wurden alle in Acetonitril gelést und auf eine Konzentration von
1pg/ml verdunnt. Da es sich bei den Pestizidlosungen um neu hergestellte Losungen handelte,
wurden diese zunachst mit einer Konzentration von 10 ng/ml vermessen. Mit dieser Messung
wurden die Retentionszeiten fur die einzelnen Analyten und fur die Validierung festgelegt.
Jeder der Pestizidlosungsmixe wurde flr die jeweilige Matrix an einem Tag untersucht. Das
bedeutet, dass der Losungsmix einmal hergestellt wurde und dann fiir die Zeit von mindestens
6 Werktagen verwendet wurde. Die Kalibrierungen wurden mit dem jeweiligen Mix jeden

Versuchstag neu hergestellt.

Butoxycarboxim befand sich im Mix“ CA+LC2+Sofia pos“, Linuron im Mix ,,LC1+PHH*
und MCPB im Mix ,LC3+SH+Sofia neg“. Die analytischen Standards sind von Dr.
Ehrenstorfer GmbH (Augsburg, Deutschland).

Herstellung der Kalibrierlésungen

Aus dem jeweiligen 1ug/l Standard-Mix wurde eine Verdinnung mit der Konzentration von
100 ng/ml und eine Verdinnung mit der Konzentration von 10 ng/ml mit dem Ldsungsmittel
Acetonitril hergestellt. Anschlielend wurden die Kalibrierlosungen mit dem Losungsmittel
Wasser:Methanol (Verhéltnis 5:3) nach folgendem Schema hergestellt:

Tabelle 7: Herstellschema der Kalibrierlésung

Konzentration der Kalibrierung 025 | 05 1 2 4 6 8

[ng/ml]
ﬁagabe-Volumen Standard-Mix o5 50 100 | 200 40 60 80
Verwendeter Standard-Mix 10ng/ml-Ldsung 100 ng/ml-Losung

Volumen-Zugabe

Wasser:Methanol (5:3) [ul] 975 | 950 | 900 | 800 | 960 | 940 | 920
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Dotierung

1.Level 0,8 ng/ml

Die in Kapitel 4.3.2 geschétzte Bestimmungsgrenze musste in dieser Validierung bewiesen
werden. Deshalb wurden die Proben so dotiert, dass bei der Analyse ein Soll-Wert der
Analytkonzentration von 0,8 ng/ml untersuchter Probelésung bestand. Dieser Wert entsprach
der Bestimmungsgrenze von 0,02 mg Analyt in 1 kg Probe. Dazu wurden den 2 g Proben vor
der QUEChERS-Aufarbeitung 40 pl des Pestizidlosungsmixes mit einer Konzentration von
1pg/ml zugeben. Dies entsprach einer Pestizidanalytmenge von 40 ng in 2 g Probe. Durch die
Zugabe von 10 ml Wasser beziehungsweise Extraktion mit 10 ml Acetonitril, entsprach dies
einer Konzentration von etwa 4 ng/ml. Von dieser Lésung wurden fir die LC-MS/MS-
Analyse 200 pl entnommen und mit MilliQ-Wasser auf ein Volumen von 1 ml aufgefillt.
Diese Losung hatte dann eine Konzentration von 0,8 ng/ ml. Fir die Kontrollprobe des 1.
Levels wurden 200 pl des Matrix-Blanks entnommen und 80 pl einer Pestizidlosung mit der
Konzentration von 10 ng/ml zugegeben. Diese Ldsung wurde anschlieBend mit MilliQ-

Wasser auf 1 ml aufgefiillt und besaR nun eine Soll-Konzentration von 0,8 ng/ml.

2.Level 4,0 ng/ml

Zusétzlich erfolgte eine Dotierung mit der Konzentration von 4,0 ng/ml, da die Methode auf
mindesten 2 unterschiedliche Konzentrationen hin gepruft werden musste. Dies entsprach
einem Wert von 0,1 mg Analyt in 1 kg Lebensmittelprobe. Dazu wurden der 2 g Probe vor der
QUEChERS-Aufarbeitung 200 pl des Pestizidlosungsmixes mit einer Konzentration von
1ug/ml zugegeben. Dies entsprach einer Pestizidanalytmenge von 200 ng in 2 g Probe. Durch
die Zugabe von 10 ml Wasser, beziehungsweise Extraktion mit 10 ml Acetonitril, entsprach
dies einer Konzentration von etwa 200 ng/ml. Von dieser Lésung wurden fur die LC-MS/MS-
Analyse 200 pl entnommen und mit MilliQ-Wasser auf ein Volumen von 1 ml aufgefllt.
Diese Losung hatte dann eine Konzentration von 4 ng/ ml. Fur die Kontrollprobe des 2.
Levels wurden 200 ul des Matrix-Blanks entnommen und 40 pl einer Pestizidlosung mit der
Konzentration von 100 ng/ml zugegeben. Diese Ldsung wurde anschliefend mit MilliQ-
Wasser auf 1 ml aufgefiillt und besal3 nun eine Soll-Konzentration von 4,0 ng/ml.
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Probenvorbereitung

Die zu validierenden Matrices wurden, wenn notig, zerkleinert und homogenisiert.
Sonnenblumendl ist bereits eine homogene Flussigkeit und wurde direkt eingewogen,
wahrend die Kirbiskerne mit einem Mixer fir 20 Sekunden bei 850 U/min zerkleinert und
vermischt wurden (Grindomix des Typs GM 200, Firma Retsch — Abb. 19).

4

Abbildung 19: Grindomix GM 200 der Fa. Retsch

Es wurden jeweils 2 g der Matrix in vierzehn 50 ml- Zentrifugenréhrchen eingewogen und die
jeweiligen Dotierungslevel hinzugegeben (Abb. 20).

Proben D1 — D7 mit 2.
Level dotiert (4,0 ng/ml) D1 D2 D3 D4 D5 D6 D7
cUr o) Gy

Losemittel-Blank A

Matrix-Blank B

Proben C1 — C7 mit 1.
Level dotiert (0,8 ng/ml)

Abbildung 20: Probenibersicht

Zusatzlich wurden 2 g der Matrix eingewogen (Abb. 20 — Matrix-Blank B). Diese Probe
wurde direkt auf moégliche Pestizidverunreinigungen analysiert. Nach der Dotierung wurden
die Proben mit dem Vortexer des Typs Vortex-Genie®2 der Firma Scientific Industries (New
York, Vereinigte Staaten) geschuttelt und anschlieend fir 30 Minuten stehen gelassen,
sodass sich die Pestizidanalyten in der Matrix verteilen konnten. Die weiteren
Probenvorbereitungsschritte sind am Beispiel von Sonnenblumendl veranschaulicht (Abb.
21). Es wurden 10 ml Wasser fir das Herauslosen der Pestizide zu der Probe gegeben (2) und

gevortext, sodass sich die fetthaltige Probe so gut wie mdglich im Wasser verteilt. Es wurde
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ein Losemitteblank mit 10 ml Wasser in einem Zentrifugenrohrchen hergestellt (Abb. 20 —
Losemittel-Blank A). Dieser dient der Uberpriifung, ob sich bestimmte Storstoffe oder

Pestizidverunreinigungen in den Lésemitteln befinden. Die Mischungen wurden erneut fiir 30

Minuten stehen gelassen und anschlieBend erfolgte eine Zugabe von 10 ml Acetonitril fiir den
Schritt der Flussig-Flussig-Extraktion (3).

(6)

uttra High Pel

20K

Abbildung 21: Probenvorbereitungsschritte am Beispiel von Sonnenblumendél

Die Proben wurden mithilfe eines Rittlers der Firma Fast&Fluid und des Typs Skandex 450
(Sassenheim, Niederlande) fur 1 Minute maschinell geschittelt. Dieser besitzt ein
Bedienpanel zur Auswahl der Schittelzeit und eine automatische Anpassung an das zu
schuttelnde Gut, sodass beispielsweise Zentrifugenréhrchen unterschiedlicher Grofie darin
geschuttelt werden koénnen. AnschlieBend wurde der Chromabond® QUECHhERS Citrat-
Extraktionsmix (Mix 1) zugegeben und erneut fir 1 Minute maschinell geschittelt (4). Die
durchmischten Proben wurden dann bei 10°C fur 10 Minuten bei 4000 U/min zentrifugiert
(5). Die Phasentrennung ist deutlich zu erkennen (Abb. 22).

'.‘a
Organische Phase - Extrakt —— &
(Acetonitril) — 2
- ..__==-=.:-‘s
Olphase der Probe L
Wassrige Phase .
Ungeldste Salze 4\"

Abbildung 22: Phasentrennung
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Vom Extrakt wurden 2 ml mithilfe einer 2 ml-Glasspipette entnommen und in die in ein 15
ml-Zentrifugenréhrchen, welches die Chromabond® Quechers Clean-up-Mischung (Mix
XIX) enthalt, gegeben. Diese Mischung wurde ebenfalls maschinell geschittelt und dann fur
10 Minuten bei 10°C und 4000 U/min mit der Heraeus Multifuge des Typs X3R der Firma
Thermo Scientific (Waltham, Vereinigte Staaten) zentrifugiert (Abb. 23, Abb. 21 - 6).

Abbildung 23: Mutlifuge X3R der Fa. Thermo Scientific

Jeweils 200 pl wurden von jeder Probe entnommen und in HPLC-Vials gegeben. Von dem
Matrix Blank wurden zusatzlich zweimal 200 pl entnommen und davon jeweils 200 pl in ein
HPLC-Vial gegeben. Zu einer dieser Matrix-Blank-Proben wurden 80 pl mit einer
Konzentration von 10 ng/ml und zu der zweiten Probe 40 pl mit einer Konzentration von 100
ng/ml zugegeben. Diese Proben wurden als Kontrollproben fir die jeweiligen Dotierungslevel
hergestellt. Nun wurden alle Proben mit Wasser auf 1 ml aufgefullt. Die Proben wurden mit

Membran-Deckeln verschlossen, gevortext und anschlieRend mittels LC-MS/MS analysiert.
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5 Ergebnisse und Diskussion

Die Auswertung der Analytchromatogramme erfolgte mithilfe der AB Sciex Analyst® 1.6.2
Instrument Control and Data Processing Software der Firma AB SCIEX. Die Integrierung der
Peakflachen erfolgte automatisch durch die Software. Bei félschlicher Integration wurde

manuell verbessert.

5.1 Butoxycarboxim

5.1.1 Sonnenblumendol

Linearitét

Fur jeden Versuchstag wurde eine neue Kalibriergerade hergestellt, um mdgliche
Matrixeinflisse auf die Sdule sowie weitere &ullere Einflisse auf die Analysemethode und
dadurch auf die Berechnung der Wiederfindung zu bericksichtigen. Wahrend der Analyse
wurden nach jeder Messreihe (0,8 ng/ml, 4,0 ng/ml, 7fach Injektion 0,4 ng/ml) die
Kalibrierlosungen vermessen, um Einflisse wahrend des Analysezeitraums zu
beruicksichtigen. In der vorliegenden Arbeit wird nur die Kalibriergerade nach der ersten
Messreihe (0,8 ng/ml) betrachtet, da sich die Ergebnisse der Kalibrierungen nur geringfligig
verandert haben und diese Kalibrierung fiir den Beweis der Linearitat reprasentativ fur die

gesamte Messung des jeweiligen Analyten ist.

Diagramm 7: Kalibriergeraden Butoxycarboxim des Versuchstags mit Sonnenblumendél

Butoxycarboxim, Sonnenblumenol
2,00E+06

1,50E+06 y= 1934R825_x1+ 4865,6 * "

) @ 1.Ubergang

/. M 2. Ubergang
1,00E+06
y =161376x + 7792,8
R?=1

5,00E+05 /
0,00E+00 - , : . . .

0 2 4 cin ng/ml 6 8 10

Peakfldche in Einheiten

Die Kalibriergeraden der jeweiligen Masseniibergange von Butoxycarboxim weisen flir den
Versuchstag mit Sonnenblumendl ein BestimmtheitsmaR R? von 1 auf. Mithilfe der QSM-

Software konnte bestatigt werden, dass es sich um lineare Kalibrierfunktionen handelt
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(Anhang 2). Somit wurde die Linearitdt der Analysemethode fiir Butoxycarboxim am

Versuchstag mit Sonnenblumendl bestétigt.

Nachweis- und Bestimmungsgrenze

Das Signal H des Butoxycarboxim-Peaks in der Matrix Sonnenblumendl betrug zur

Retentionszeit von 1,3 Minuten ca. 1,25*10 Einheiten (Abb. 24).

|
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Abbildung 24: Butoxycarboxim-Peak in Sonnenblumendl (0,8 ng/ml)
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Abbildung 25: Lésemittel- und Matrix-Blank von Butoxycarboxim in Sonnenblumendl (0,8 ng/ml)

In diesem Fall wies die Peakhohe des Matrix-Blanks zur Retentionszeit von 1,3 Minuten
einen Wert von 16,5 Einheiten auf (Abb. 25 rechts)
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Das Signal-Rausch-Verhaltnis fir Butoxycarboxim im Sonnenblumendl betrdgt 757:1 und
liegt somit im Akzeptanzbereich des Signal-Rausch-Verhéltnisses von mindestens 9:1. Die
Nachweisgrenze liegt somit bei einer Signalintensitat von 4166 Einheiten.

Richtigkeit

Tabelle 8: Wiederfindung von Butoxycarboxim in Sonnenblumendl (0,8 ng/ml)

Proben-Nr. Konzentration | Wiederfindung Akzeptanzkriterium

ng/mL [%] 70,0% - 120,0%
1 0,8 100,0 erfullt
2 0,8 100,0 erfullt
3 0,8 100,0 erfullt
4 0,8 100,0 erflllt
5 0,8 100,0 erflllt
6 0,7 87,5 erflllt
7 0,8 100,0 erflllt
Mittelwert: 98,21 erfollt

VK (%): 4,810 AK : £20% erfullt

Alle Wiederfindungen der mit 0,8 ng/ml dotierten Proben sowie deren Mittelwert liegen im
Akzeptanzbereich (Rohdaten Anhang 1). Der Varianzkoeffizient der Messreihe betréagt 4,81%
und liegt somit ebenfalls im Akzeptanzbereich.

Tabelle 9: Wiederfindung von Butoxycarboxim in Sonnenblumendl (4,0 ng/ml)

Proben-Nr. Konzentration | Wiederfindung Akzeptanzkriterium

ng/mL [%] 70,0% - 120,0%
1 3,6 90,0 erfullt
2 3,7 92,5 erfullt
3 3,8 95,0 erfullt
4 3,8 95,0 erfullt
5 3,7 92,5 erflllt
6 3,8 95,0 erflllt
7 3,8 95,0 erflllt
Mittelwert: 93,57 erfullt

VK (%): 2,100 AK :220% | erfiillt

Auch die Wiederfindungen der Proben mit einer Dotierung von 4,0 ng/ml sowie der

Varianzkoeffizient liegen im Akzeptanzbereich.
Prazision
a. Wiederholprazision

Fur die Wiederholpréazision werden dieselben Messwerte betrachtet, welche auch im Punkt
Richtigkeit dargelegt sind (Tab. 8, Tab. 9). Alle Wiederfindungen der mit 0,8 ng/ml und 4,0
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ng/ml dotierten Proben sowie deren Mittelwerte liegen im Akzeptanzbereich. Die jeweiligen
Varianzkoeffizienten weisen ebenfalls Werte im Akzeptanzbereich auf. Dadurch kann die
Prézision der Methode innerhalb der Messreihen beider Dotierungslevel von Butoxycarboxim

in Sonnenblumendl bestatigt werden.
c. Systemprazision

In Tab. 10 sind die Ergebnisse der 7fach-Analyse der mit 4,0 ng/ml dotierten Probe
aufgezeigt.

Tabelle 10: Wiederfindung von Butoxycarboxim in Sonnenblumendl (7fach Injektion 4,0 ng/ml)

Proben-Nr. Konzentration | Wiederfindung Akzeptanzkriterium

ng/mL [%] 70,0% - 120,0%
1 3,7 92,5 erfullt
2 3,7 92,5 erflllt
3 3,8 95,0 erflllt
4 3,8 95,0 erflllt
5 3,8 95,0 erflllt
6 3,7 92,5 erflllt
7 3,8 95,0 erflllt
Mittelwert: 93,93 erfullt

VK (%): 1,420 AK:<20% |  erfillt

Der Varianzkoeffizient erfullt mit einem Wert von 1,42% das Akzeptanzkriterium. Die
Messinstrumente arbeiten somit sehr prézise und robust bei der Analyse von Butoxycarboxim

in Sonnenblumenol.

Selektivitat

Die Signalstirke von Butoxycarboxim betragt 1,25*10* Einheiten (Abb. 24). Das
Akzeptanzkriterium von < 20 % liegt somit bei einem Wert von < 2500 Einheiten. Der
Matrix-Blank weist einen Wert von 16,5 Einheiten auf und liegt somit im Akzeptanzbereich.
Das bedeutet, die Methode ist selektiv fur den Analyten Butoxycarboxim in der Matrix

Sonnenblumendl.
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5.1.2 Kiirbiskerne
Linearitat

Diagramm 8: Kalibriergeraden Butoxycarboxim des Versuchstags mit Kurbiskernen

Butoxycarboxim, Kiirbiskerne
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Alle Kalibriergeraden von Butoxycarboxim weisen fiir den Versuchstag mit Kirbiskernen ein
BestimmtheitsmaR® R? von 1 auf. Mithilfe der QSM-Software konnte bestatigt werden, dass es
sich in allen Fallen um lineare Kalibrierfunktionen handelt (Anhang 4). Somit wurde die

Linearitat der Analysemethode fuir Butoxycarboxim bestatigt.

Nachweis- und Bestimmungsgrenze

Peak Name: "Butoxycarboxim / 106" Mass(es): "223.100/106.000 Da"

] Sample Name: "1_Kuerbisk. +20ug/kg” Sample ID: ™" File: "260614.wif...
Comment: "™ Annotation: "™
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Abbildung 26: Butoxycarboxim-Peak in Kirbiskernen (0,8 ng/ml)

Das Signal H des Butoxycarboxim-Peaks in der Matrix Kilrbiskerne betrug zur Retentionszeit
von 1,3 Minuten ca. 1,34*10* Einheiten (Abb. 26).
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Abbildung 27: Losemittel- und Matrix-Blank von Butoxycarboxim in Kurbiskernen (0,8 ng/ml)

In diesem Fall wies die Peakhohe des Matrix-Blanks zur Retentionszeit von 1,3 Minuten
einen Wert von ca. 30 Einheiten auf (Abb. 27 rechts).

S 13400 446
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Das Signal-Rausch-Verhaltnis fir Butoxycarboxim in Kirbiskernen betragt 446:1 und liegt
somit im Akzeptanzbereich. Die Nachweisgrenze liegt bei einer Signalintensitat von 4466

Einheiten.

Richtigkeit
Alle Wiederfindungen der mit 0,8 ng/ml dotierten Proben sowie deren Mittelwert liegen im

Akzeptanzbereich (Rohdaten Anhang 3). Der Varianzkoeffizient der Messreihe betragt
10,39% und liegt somit ebenfalls im Akzeptanzbereich.

Tabelle 11: Wiederfindung von Butoxycarboxim in Kirbiskernen (0,8 ng/ml)

Proben-Nr. Konzentration | Wiederfindung Akzeptanzkriterium

ng/mL [%] 70,0% - 120,0%
1 0,9 112,5 erfillt
2 0,8 100,0 erfillt
3 0,8 100,0 erfillt
4 0,7 87,5 erfillt
5 0,7 87,5 erfillt
6 0,7 87,5 erflllt
7 0,7 87,5 erflllt
Mittelwert: 94,64 erfullt

VK (%): 10,390 AK :520% | erfillt
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Auch die Wiederfindungen der Proben mit einer Dotierung von 4,0 ng/ml sowie der

Varianzkoeffizient mit 1,51% liegen im Akzeptanzbereich.

Tabelle 12: Wiederfindung von Butoxycarboxim in Kirbiskernen (4,0 ng/ml)

Proben-Nr. Konzentration | Wiederfindung Akzeptanzkriterium

ng/mL [%] 70,0% - 120,0%
1 3,5 87,5 erfullt
2 3,6 90,0 erfullt
3 3,5 87,5 erflllt
4 3,5 87,5 erfullt
5 3,5 87,5 erflllt
6 3,6 90,0 erflllt
7 3,6 90,0 erflllt
Mittelwert: 88,57 erfullt

VK (%): 1,510 AK :220% | erfiillt

Da die Werte beider Konzentrationen die Akzeptanzkriterien erfiillen, kann die Richtigkeit

der Methode fur die Analyse von Butoxycarboxim in Kirbiskernen bestatigt werden.

Prazision
a. Wiederholprazision

Alle Wiederfindungen der mit 0,8 ng/ml und 4,0 ng/ml dotierten Proben sowie deren
Mittelwerte liegen im Akzeptanzbereich (Tab.11, Tab.12 — Richtigkeit). Die jeweiligen
Varianzkoeffizienten weisen ebenfalls Werte im Akzeptanzbereich auf. Dadurch kann die
Préazision der Methode innerhalb der Messreihen beider Dotierungslevel von Butoxycarboxim

in Klrbiskernen bestétigt werden.

b. Systemprézision

Tabelle 13: Wiederfindung von Butoxycarboxim in Kirbiskernen (7fach Injektion 4,0 ng/ml)

Proben-Nr. Konzentration | Wiederfindung Akzeptanzkriterium

ng/mL [%] 70,0% - 120,0%
1 3,7 92,5 erfullt
2 3,7 92,5 erfullt
3 3,6 90,0 erfullt
4 3,7 92,5 erfullt
5 3,7 92,5 erflllt
6 3,6 90,0 erflllt
7 3,8 95,0 erflllt
Mittelwert: 92,14 erfullt

VK (%): 1,870 AK :20% | erfiillt
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5 Ergebnisse und Diskussion

Der Varianzkoeffizient erfullt mit einem Wert von 1,87% das Akzeptanzkriterium. Die
Messinstrumente erzielen somit genaue und robuste Ergebnisse bei der Analyse von

Butoxycarboxim in Kirbiskernen.
Selektivitat

Wie Dbereits bei der Nachweis- und Bestimmungsgrenze veranschaulicht, betragt die
Signalstarke von Butoxycarboxim 1,34*10* Einheiten (Abb.26). Das Akzeptanzkriterium von
< 20 % liegt somit bei einem Wert von < 2680 Einheiten. Der Matrix-Blank weist einen Wert
von 30 Einheiten auf und liegt somit im Akzeptanzbereich. Das bedeutet, die Methode ist

selektiv fur den Analyten Butoxycarboxim in der Matrix Kirbiskerne.

5.1.3 Auswertung Butoxycarboxim

Tabelle 14: Zusammenfassung der Ergebnisse von Butoxycarboxim

Butoxycarboxim
Matrix Sonnenblumendl Kirbiskerne
Dotierungslevel 0,8 ng/ml |4,0ng/ml |0,8 ng/ml |4,0ng/ml
Kontrollprobe WDF [%)] 113 100 131 89
Mittelwert WDF [%] 98,21 93,57 94,64 88,57

Mit Werten im Bereich von 88,57% bis 98,21% weist die Analysemethode fiir
Butoxycarboxim sehr gute Wiederfindungen (WDF) auf. Diese Werte konnen durch die
chemischen Eigenschaften des Butoxycarboxims begriindet werden. Aufgrund seiner Polaritét
konnte der Analyt zundchst mithilfe der 10 ml Wasser gut aus den fetthaltigen Matrices
herausgeldst werden. Nachdem das Acetonitril zugegeben wurde, sollte der Analyt sich
weiterhin in der wéssrigen Phase befinden und anschlie}end, durch die Phasentrennung, sehr
gut in die organische Phase tbergehen. Wéhrend des Aufreinigungsschritts ist es nicht mit
dem C18-Material in Wechselwirkung getreten und da Butoxycarboxim keine starke
Séureeigenschaften aufweist, wurde es nicht an die Diaminophase gebunden. Dadurch ist es
wahrend der dispersiven SPE zu keinen Verlusten des Analyten gekommen. Da
Matrixeinflisse die Analyse stéren und somit verfdlschen konnen, konnen die
Wiederfindungen der Kontrollproben als Bestatigung der Wiederfindungen des Analyten
herangezogen werden. Diese wurden erst nach der Probenvorbereitung dotiert und zeigen
somit Ergebnisse unabhdngig von der Probenvorbereitung. Fir die Matrix Sonnenblumendl

weisen diese ebenfalls sehr gute WDF im Bereich von 113% bis 110% auf. Die Analyse
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5 Ergebnisse und Diskussion

wurde somit nicht durch Matrixkomponenten im Sonnenblumendl gestort. Betrachtet man die
WDF der Kontrollproben in der Matrix Kurbiskerne, ist eine Abhéangigkeit vom
Dotierungslevel zu erkennen. Bei der Konzentration 0,8 ng/ml zeigt die WDF der
Kontrollprobe einen Wert von 131% auf, welcher Gber dem Akzeptanzbereich liegt. Es
besteht die Mdoglichkeit, dass Komponenten der Kurbiskerne die massenspektrometrische
Analyse verfalscht haben konnen. Da der Wert ca. 10% uber dem Akzeptanzkriterium von
120% liegt, wurde die Wiederfindung von Butoxycarboxim mit ca. 84% weiterhin im
Akzeptanzkriterium liegen und hat somit keine grolRe Auswirkung auf das Analyseergebnis.
Die WDF der Kontrollprobe mit der Konzentration 4,0 ng/ml weist jedoch einen Wert im
Akzeptanzbereich auf, was nicht auf den Einfluss von Matrixkomponenten deutet. Es besteht
zusétzlich die Mdglichkeit, dass es bei der Dotierung der Kontrollprobe mit der Konzentration
von 0,8 ng/ml zu einem Pipettierfehler gekommen ist, wodurch sich unterschiedliche

Wiederfindungen der Kontrollproben zwischen den Dotierungsleveln ergeben.

Zusammenfassend ist zu sagen, dass die Methode fir die Analyse von Butoxycarboxim in den
Matrices Sonnenblumendl und Kirbiskerne die im Rahmen dieser Arbeit ausgewerteten
Akzeptanzkriterien erfullt.
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5 Ergebnisse und Diskussion

5.2 Linuron

Linuron befand sich wihrend der Analyse im Standardmix ,,LC1+PHH*. Wéhrend der
Analyse dieses Standardmixes ist es zu Verschleppungen einiger Analyten gekommen, was
durch mégliche Matrixkomponenten zustande gekommen sein kénnte. Deshalb wurde eine
erneute Messung fur die Analyten in diesem Mix durchgefuhrt und festgelegt, dass zwischen
jeder Probenmessreihe und jeder Messung der Kalibrierung finf Proben mit einer
Wasser/Methanol-Losung (Verhaltnis 5:3) zur Spulung der Messgerdte gemessen werden
sollten. Diese Anderung kann als unkritisch betrachtet werden, da sie Probenvorbereitungs-

oder Analyseschritten nicht beeinflusst.

5.2.1 Sonnenblumenol

Linearitat
Diagramm 9: Kalibriergeraden Linuron des Versuchstags mit Sonnenblumendl
Linuron, Sonneblumenol
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y =587950x + 25180
RZ=1

4,00E+06 /

¢ 1.Ubergang
3,00E+06 /. N

M 2.Ubergang

y =416416x + 15946
2 _

2,00E+06 /'//./ =l
1,00E+06 /
0,00E+00 - T

Peakfldache in Einheiten

4 Cin ng/ml 6

Alle Kalibriergeraden von Linuron weisen fur den Versuchstag mit Sonnenblumendl ein
BestimmtheitsmaR R? von 1 auf. Mithilfe der QSM-Software konnte bestatigt werden, dass es
sich in allen Fallen um lineare Kalibrierfunktionen handelt (Anhang 6). Somit wurde die
Linearitat der Analysemethode fiir Linuron bestétigt.
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Nachweis- und Bestimmungsgrenze

Das Signal H des Butoxycarboxim-Peaks in der Matrix Sonnenblumendl betrug zur
Retentionszeit von 12,2 Minuten ca. 3,8*10 Einheiten (Abb. 28).
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Abbildung 28: Linuron-Peak in Sonnenblumendél (0,8 ng/ml)
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Abbildung 29: Lésemittel- und Matrix-Blank von Linuron in Sonnenblumendl (0,8 ng/ml)

In diesem Fall wies die Peakhdhe des Matrix-Blanks zur Retentionszeit von 12,2 Minuten
einen Wert von ca. 200 Einheiten auf (Abb. 29 rechts).

S 38000 190

i

200

1

Das Signal-Rausch-Verhaltnis fur Linuron im Sonnenblumendl betragt 190:1 und liegt somit

im Akzeptanzbereich. Die Nachweisgrenze liegt bei einer Signalintensitat von 12666

Einheiten.
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Richtigkeit

Tabelle 15: Wiederfindung von Linuron in Sonnenblumendl (0,8 ng/ml)

Proben-Nr. Konzentration | Wiederfindung Akzeptanzkriterium

ng/mL [%] 700% - 120,0%
1 0,7 87,5 erfallt
2 0,7 87,5 erfallt
3 0,7 87,5 erflllt
4 0,7 87,5 erflllt
5 0,7 87,5 erflllt
6 0,6 75,0 erflllt
7 0,7 87,5 erflllt
Mittelwert: 85,71 erfillt

VK (%): 5,510 AK: £20% | erfillt

Alle Wiederfindungen der mit 0,8 ng/ml dotierten Proben sowie deren Mittelwert liegen im
Akzeptanzbereich (Rohdaten Anhang 5). Der Varianzkoeffizient der Messreihe betrégt 5,51%

und liegt somit ebenfalls im Akzeptanzbereich.

Tabelle 16: Wiederfindung von Linuron in Sonnenblumendl (4,0 ng/ml)

Proben-Nr. Konzentration | Wiederfindung Akzeptanzkriterium

ng/mL [%] 70,0 - 120,0%
1 34 85,0 erflllt
2 33 82,5 erflllt
3 34 85,0 erflllt
4 34 85,0 erfullt
5 34 85,0 erfullt
6 34 85,0 erfullt
7 3,3 82,5 erfullt
Mittelwert: 84,29 erfullt

VK (%): 1,450 AK: <20% | erfillt

Auch die Wiederfindungen der Proben mit einer Dotierung von 4,0 ng/ml sowie der
Varianzkoeffizient mit 1,45% liegen im Akzeptanzbereich. Da die Werte beider
Konzentrationen die Akzeptanzkriterien erfiillen, kann die Richtigkeit der Methode fiir die

Analyse von Linuron in Sonnenblumendl bestétigt werden.
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Prézision
a. Wiederholprazision

Alle Wiederfindungen der mit 0,8 ng/ml und 4,0 ng/ml dotierten Proben sowie deren
Mittelwerte liegen im Akzeptanzbereich (Tab. 15, Tab.16 — Richtigkeit). Die jeweiligen
Varianzkoeffizienten weisen ebenfalls Werte im Akzeptanzbereich auf. Dadurch kann die
Préazision der Methode innerhalb der Messreihen beider Dotierungslevel von Linuron in

Sonnenblumendl bestatigt werden.

c. Systemprazision

Tabelle 17: Wiederfindung von Linuron in Sonnenblumendl (7fach Injektion 4,0 ng/ml)

Proben-Nr. Konzentration | Wiederfindung Akzeptanzkriterium

ng/mL [%] 70,0% - 120,0%
1 3,3 82,5 erflllt
2 34 85,0 erflllt
3 34 85,0 erflllt
4 34 85,0 erflllt
5 34 85,0 erflllt
6 3,4 85,0 erflllt
7 34 85,0 erfullt
Mittelwert: 84,64 erfullt

VK (%): 1,120 AK: <20% | erfillt

Der Varianzkoeffizient erfullt mit einem Wert von 1,2% das Akzeptanzkriterium. Die
Messinstrumente arbeiten somit sehr prazise und robust fir die Analyse von Linuron in

Sonnenblumendl.

Selektivitat

Wie bereits bei der Nachweis- und Bestimmungsgrenze veranschaulicht, betragt die
Signalstarke von Linuron 3,8*10* Einheiten (Abb. 28). Das Akzeptanzkriterium von < 20 %
liegt somit bei einem Wert von < 7600 Einheiten. Der Matrix-Blank weist einen Wert von 200
Einheiten auf und liegt somit im Akzeptanzbereich. Das bedeutet, die Methode ist selektiv fir

den Analyten Linuron in der Matrix Sonnenblumendl.
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5.2.2 Kiirbiskerne
Linearitat

Diagramm 10: Kalibriergeraden Linuron des Versuchstags mit Kurbiskernen
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Alle Kalibriergeraden von Linuron weisen fir den Versuchstag mit Kurbiskernen ein
BestimmtheitsmaR R? von 1 auf. Mithilfe der QSM-Software konnte bestatigt werden, dass es
sich in allen Fallen um lineare Kalibrierfunktionen handelt (Anhang 8). Somit wurde die

Linearitat der Analysemethode fiir Linuron bestétigt.

Nachweis- und Bestimmungsgrenze

Peak Name: "Linuron / 182" Mass(es): "249.000/182.000 Da"

'I Sample Name: "1_Kuerbisk. +20ugikg” _Sammple ID: ™ File: "04...
Comment: " Annotation: ™

1221

Tensiy, cps

Abbildung 30: Linuron-Peak in Kirbiskernen (0,8 ng/ml)

Das Signal H des Butoxycarboxim-Peaks in der Matrix Kirbiskerne betrug zur Retentionszeit
von 12,2 Minuten ca. 2,4*10* Einheiten (Abb. 30).
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Abbildung 31: Lésemittel- und Matrix-Blank von Linuron in Kiirbiskernen (0,8 ng/ml)

In diesem Fall wies die Peakhdhe des Losemittel-Blanks zur Retentionszeit von 12,2 Minuten
einen Wert von 70 Einheiten auf (Abb. 31 links)

S 24000 342

N 70 1

Das Signal-Rausch-Verhdltnis fiir Butoxycarboxim im Sonnenblumendl betragt 342:1 und
liegt somit im Akzeptanzbereich. Die Nachweisgrenze liegt bei einer Signalintensitat von
8000 Einheiten.

Richtigkeit
Alle Wiederfindungen der mit 0,8 ng/ml dotierten Proben sowie deren Mittelwert liegen im
Akzeptanzbereich (Rohdaten Anhang 7).

Tabelle 18: Wiederfindung von Linuron in Kirbiskernen (0,8 ng/ml)

Proben-Nr. Konzentration | Wiederfindung Akzeptanzkriterium

ng/mL [%] 70,0% - 120,0%
1 0,7 87,5 erflllt
2 0,7 87,5 erflllt
3 0,7 87,5 erflllt
4 0,7 87,5 erflllt
5 0,7 87,5 erflllt
6 0,7 87,5 erflllt
7 0,7 87,5 erfillt
Mittelwert: 87,50 erfullt

VK (%): 0,000 AK: £20% | erfiillt
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Der Varianzkoeffizient der Messreihe betrdgt 0%

Akzeptanzbereich.

und liegt somit ebenfalls

Tabelle 19: Wiederfindung von Linuron in Kirbiskernen (4,0 ng/ml)

Proben-Nr. Konzentration | Wiederfindung Akzeptanzkriterium

ng/mL [%] 70,0% - 120,0%
1 34 85,0 erfullt
2 3,3 82,5 erfullt
3 3,3 82,5 erflllt
4 3,3 82,5 erfullt
5 3,3 82,5 erflllt
6 33 82,5 erflllt
7 3,3 82,5 erflllt
Mittelwert: 82,86 erfullt

VK (%): 1,140 AK:<20% | erfillt

im

Auch die Wiederfindungen der Proben mit einer Dotierung von 4,0 ng/ml sowie der

Varianzkoeffizient mit 1,14% liegen

im Akzeptanzbereich. Da die Werte beider

Konzentrationen die Akzeptanzkriterien erfullen, kann die Richtigkeit der Methode fur die

Analyse von Linuron in Kiirbiskernen bestatigt werden.

Prazision

a. Wiederholprazision

Alle Wiederfindungen der mit 0,8 ng/ml und 4,0 ng/ml dotierten Proben sowie deren

Mittelwert liegen im Akzeptanzbereich (Tab.17, Tab. 18 — Richtigkeit). Die jeweiligen

Varianzkoeffizienten weisen ebenfalls Werte im Akzeptanzbereich auf. Dadurch kann die

Prazision der Methode innerhalb der Messreihen beider Dotierungslevel von Linuron in

Kurbiskernen bestatigt werden.

b. Systemprézision

Der Varianzkoeffizient erfullt mit einem Wert von 1,49% das Akzeptanzkriterium. Die

Messinstrumente erzielen somit genaue und robuste Ergebnisse fiir die Analyse von

Linuron in der Matrix Kirbiskerne.
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Tabelle 20: Wiederfindung von Linuron in Kirbiskernen (7fach Injektion 4,0 ng/ml)

Proben-Nr. Konzentration | Wiederfindung Akzeptanzkriterium

ng/mL [%] 70,0% - 120,0%
1 3,2 80,0 erflllt
2 3,3 82,5 erflllt
3 3,2 80,0 erflllt
4 3,3 82,5 erflllt
5 3,3 82,5 erflllt
6 3,3 82,5 erflllt
7 3,3 82,5 erfullt
Mittelwert: 81,79 erfullt

VK (%): 1,490 AK:S20% | erfillt

Selektivitat

Wie bereits bei der Nachweis- und Bestimmungsgrenze veranschaulicht, betrégt die
Signalstarke von Linuron 2,4*10* Einheiten (Abb. 30). Das Akzeptanzkriterium von < 20 %
liegt somit bei einem Wert von < 4800 Einheiten. Der Lésemittel-Blank weist einen Wert von
70 Einheiten auf und liegt somit im Akzeptanzbereich. Das bedeutet, die Methode ist selektiv

fur den Analyten Linuron in der Matrix Kurbiskerne.

5.2.3 Auswertung Linuron

Tabelle 21: Zusammenfassung der Wiederfindungen von Linuron

Linuron
Matrix Sonnenblumendl Kirbiskerne
Dotierungslevel 0,8 ng/ml |4,0ng/ml |0,8 ng/ml |4,0ng/ml
Kontrollprobe WDF [%)] 100 100 99 101
Mittelwert WDF [%] 85,71 84,29 87,5 82,86

Mit Werten im Bereich von 82,86% bis 87,5% weist die Analysemethode fiir Linuron gute
Wiederfindungen auf, was auf geringe Verluste des Analyts wahrend der Probenvorbereitung
schlieBen lasst. Da Linuron schlecht in Wasser, aber gut in organischen Ldsungsmitteln
l6slich ist, wurde es wahrend der Extraktion mit Acetonitril direkt aus den fetthaltigen
Matrices herausgelost. Der Schritt der Phasentrennung beeinflusst die Wiederfindung des
Analyten nicht und kann auer Betracht gelassen werden. Da es sich bei Linuron jedoch um
einen unpolaren  Analyten handelt, konnen geringe Mengen wahrend des
Aufreinigungsschritts mit dem C18-Kieselgelmaterial in Wechselwirkung getreten sein. Es
handelt sich dabei nur um geringe Mengen, da Fettbestandteile und unpolarere Analyten
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starker an die C18-Phase gebunden wurden und mit Linuron in Konkurrenz getreten sind.
Betrachtet man die WDF der Kontrollproben hinsichtlich der Matrixeinflisse auf die
Analysemethode, so erkennt man, dass die Matrixkomponenten des Sonnenblumendls und der
Kirbiskerne die Methode nicht stéren. Die WDF der Kontrollproben liegen im Bereich von
99% bis 101% und zeigen damit sehr gute Werte auf.

Die Methode flr die Analyse von Linuron in den Matrices Sonnenblumendl und Kirbiskerne

erfullt somit die im Rahmen dieser Arbeit ausgewerteten Akzeptanzkriterien

5.3 MCPB

5.3.1 Sonnenblumendol

Linearitat
Diagramm 11: Kalibriergeraden MCPB des Versuchstags mit Sonnenblumendol
MCPB, Sonnenblumendol
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Die Kalibriergeraden von MCPB weisen fir den Versuchstag mit Sonnenblumendl ein
BestimmtheitsmaR R? von 1 auf. Der Kalibrierpunkt der Konzentration von 2 ng/ml hatte eine
zu grolle Abweichung, weshalb er nicht fir die Kalibriergerade verwendet wurde. Eine
maogliche Fehlerquelle kénnte ein Pipettierfehler bei der Herstellung der Kalibrierlésung sein.
Trotzdem ist die Gerade mit sechs Punkten im Akzeptanzbereich, da mindesten funf
unterschiedliche Konzentrationen vorhanden sein missen. Mithilfe der QSM-Software konnte
bestétigt werden, dass es sich um lineare Kalibrierfunktionen handelt (Anhang 10). Somit

wurde die Linearitat der Analysemethode fiir MCPB bestétigt.
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Nachweis- und Bestimmungsgrenze
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Abbildung 32: MCPB-Peak in Sonnenblumendél (0,8 ng/ml)

Das Signal H des MCPB-Peaks in der Matrix Sonnenblumendl betrug zur Retentionszeit von

10,2 Minuten ca. 370 Einheiten (Abb. 32).
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Abbildung 33: Losemittel- und Matrix-Blank von MCPB in Sonnenblumendl (0,8 ng/ml)

In diesem Fall wies die Peakhohe des Losemittel-Blanks zur Retentionszeit von 10,2 Minuten

einen Wert von 8 Einheiten auf (Abb. 33 links).

Das Signal-Rausch-Verhaltnis fur MCPB im Sonnenblumendl betrdgt 46:1 und liegt somit im

Akzeptanzbereich. Die Nachweisgrenze liegt bei einer Signalintensitat von 123 Einheiten.

Richtigkeit
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Tabelle 22: Wiederfindung von MCPB in Sonnenblumendl (0,8 ng/ml)

Proben-Nr. Konzentration | Wiederfindung Akzeptanzkriterium
ng/mL [%] 70,0% - 120,0%

1 0,3 41,3 nicht erfullt
2 0,4 43,8 nicht erfullt
3 0,3 38,8 nicht erfillt
4 0,3 38,8 nicht erfllt
5 0,3 36,3 nicht erfllt
6 0,2 28,8 nicht erfullt
7 04 43,8 nicht erfallt
Mittelwert: 38,800 nicht erfillt

VK (%): 13,410 AK: S20% | erfullt

Alle Wiederfindungen der mit 0,8 ng/ml dotierten Proben sowie deren Mittelwert liegen

unterhalb von 70% und erfullen damit nicht das Akzeptanzkriterium (Rohdaten Anhang 9).

Tabelle 23: Wiederfindung von MCPB in Sonnenblumendl (4,0 ng/ml)

Proben-Nr. Konzentration | Wiederfindung Akzeptanzkriterium
ng/mL [%] 70,0% - 120,0%

1 1,5 38,0 nicht erfallt
2 1,8 45,8 nicht erfullt
3 1,4 36,0 nicht erfallt
4 1,5 36,8 nicht erfullt
5 1,7 42,0 nicht erfallt
6 1,9 46,8 nicht erfillt
7 1,6 40,5 nicht erfillt
Mittelwert: 40,84 nicht erfillt

VK (%): 10,450 AK:S20% | erfullt

Auch die Wiederfindungen der Proben mit einer Dotierung von 4,0 ng/ml liegen ebenfalls
unterhalb des Akzeptanzkriteriums von 70%. Somit kann die Richtigkeit der Analysemethode

fir MCPB im Sonnenblumendl nicht bestatigt werden.
Prazision
a. Wiederholprazision

Zwar liegen die jeweiligen Varianzkoeffizienten der mit 0,8 ng/ml und 4,0 ng/ml dotierten
Proben im Akzeptanzbereich, wodurch eine Préazision bei der Analyse der Messreihen
bestatigt werden konnte, jedoch weisen die Wiederfindungen Werte unterhalb des
Akzeptanzkriteriums von 70% auf (Tab.20, Tab. — Richtigkeit). Deshalb kann die

Wiederholprézision fir MCPB in Sonnenblumendl nicht bestétigt werden.
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5 Ergebnisse und Diskussion

b. Systemprézision

Tabelle 24: Wiederfindung von MCPB in Sonnenblumendl (7fach Injektion 4,0 ng/ml)

Proben-Nr. Konzentration | Wiederfindung Akzeptanzkriterium
ng/mL [%] 70,0% -| 120,0%

1 1,46 36,5 nicht erfillt
2 1,48 37,0 nicht erfillt
3 1,56 39,0 nicht erfallt
4 1,49 37,3 nicht erfullt
5 1,65 41,3 nicht erfullt
6 1,54 38,5 nicht erfallt
7 1,53 38,3 nicht erfullt
Mittelwert: 38,27 nicht erfullt

VK (%): 4,190 AK: £20% | erfullt

Die Messinstrumente arbeiten sehr prazise, was man daran erkennt, dass der

Varianzkoeffizient mit einem Wert von 4,19% das Akzeptanzkriterium erftllt.

Selektivitat

Wie bereits bei der Nachweis- und Bestimmungsgrenze veranschaulicht, betragt die
Signalstarke von MCPB 370 Einheiten (Abb. 32). Das Akzeptanzkriterium von < 20 % liegt
somit bei einem Wert von < 74 Einheiten. Der Matrix-Blank weist einen Wert von 8
Einheiten auf und liegt somit im Akzeptanzbereich. Das bedeutet, die Methode ist selektiv flr
den Analyten MCPB in der Matrix Sonnenblumendl.
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5 Ergebnisse und Diskussion

5.3.2 Kiirbiskerne

Linearitat
Diagramm 12: Kalibriergeraden MCPB des Versuchstags mit Kiirbiskernen
MCPB, Kiirbiskerne
1,40E+05

1,20E+05
,20E+ y =15377x - 1046,5/’
2 _
1,00E+05 R°=1
/ @ MCPB 1.Level
8,00E+04
6,00E+04 /

4,00E+04

2,00E+04 /
0,00E+00

Peakfldche in Einheiten

4 Cin ng/ml 6

Die Kalibriergeraden von MCPB weisen fir den Versuchstag mit Kdirbiskernen ein
BestimmtheitsmaR R” von 1 auf. Der Kalibrierpunkt der Konzentration von 2 ng/ml hatte eine
zu grolRe Abweichung, weshalb er nicht fir die Kalibriergerade verwendet wurde. Auch hier
konnte eine mogliche Fehlerquelle ein Pipettierfehler bei der Herstellung der Kalibrierlésung
sein. Trotzdem ist die Gerade mit sechs Punkten im Akzeptanzbereich, da mindesten finf
unterschiedliche Konzentrationen vorhanden sein missen. Mithilfe der QSM-Software konnte
bestatigt werden, dass es sich um lineare Kalibrierfunktionen handelt (Anhang 12). Somit

wurde die Linearitat der Analysemethode fiir MCPB bestatigt.
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5 Ergebnisse und Diskussion

Nachweis- und Bestimmungsgrenze

Das Signal H des MCPB-Peaks in der Matrix Kirbiskerne betrug zur Retentionszeit von 10

Minuten ca. 520 Einheiten.

Sample Name: "1_Kuerbisk. +20ug/kg"
Peak Name: "MCPB"

|

Comment ™

Annotation: ™

Sample ID: ™

Mass(es): "227.000/140.900 Da"

File: "180614.wif...
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Abbildung 34: MCPB-Peak in Kiirbiskernen (0,8 ng/ml)

Sample ID:™  File: "180614.wiff"
Mass(es): "227.000/140.900 Da"

10.25

Sample Name: "Blindwert Loesemittel” Sample ID: ™" File: "180614.wiff... Sample Name: "Blank Kuerbisk."
Peak Name: "MCPB" Mass(es): "227.000/140.900 Da" Peak Name: "MCPB"
Comment: ""  Annotation: ™" Comment: " Annotation: ™"
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Abbildung 35: Losemittel- und Matrix-Blank von MCPB in Kirbiskernen (0,8 ng/ml)

In diesem Fall wies die Peakhthe des Matrix-Blanks zur Retentionszeit von 10 Minuten einen

Wert von 21 Einheiten auf (Abb. 35 rechts).
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5 Ergebnisse und Diskussion

Das Signal-Rausch-Verhéltnis fir MCPB in Kirbiskernen betragt 25:1 und liegt somit im
Akzeptanzkriterium. Die Nachweisgrenze liegt bei einer Signalintensitat von 173 Einheiten.

Richtigkeit
Tabelle 25: Wiederfindung von MCPB in Kirbiskernen (7fach Injektion 4,0 ng/ml)
Proben-Nr. Konzentration | Wiederfindung Akzeptanzkriterium
ng/mL [%] 70,0% - 120,0%

1 0,4 45,0 nicht erfullt

2 0,4 43,8 nicht erfullt

3 0,4 52,5 nicht erfullt

4 0,4 50,0 nicht erfallt

5 0,4 43,8 nicht erfullt

6 0,3 38,8 nicht erfullt

7 0,4 46,3 nicht erfullt

Mittelwert: 45,74 nicht erfullt
VK (%): 9,790 AK:$20% | erfullt

Alle Wiederfindungen der mit 0,8 ng/ml dotierten Proben sowie deren Mittelwert liegen nicht
im Akzeptanzbereich (Rohdaten Anhang 11). Der Varianzkoeffizient der Messreihe betréagt
9,79% und liegt somit im Akzeptanzbereich.

Tabelle 26: Wiederfindung von MCPB in Kirbiskernen (4,0 ng/ml)

Proben-Nr. Konzentration | Wiederfindung Akzeptanzkriterium
ng/mL [%] 70,0% - 120,0%

1 2,0 49,3 nicht erfullt
2 2,3 56,8 nicht erfullt
3 2,2 54,3 nicht erfillt
4 2,0 50,8 nicht erfullt
5 1,8 46,0 nicht erfullt
6 1,9 47,5 nicht erfullt
7 1,9 47,0 nicht erfullt
Mittelwert: 50,24 nicht erfullt

VK (%): 7,990 AK: £20% erflllt

Auch die Wiederfindungen der Proben mit einer Dotierung von 4,0 ng/ml liegen ebenfalls
unterhalb des Akzeptanzkriteriums von 70%. Somit kann die Richtigkeit der Analysemethode
fir MCPB in Kirbiskernen nicht bestatigt werden.
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5 Ergebnisse und Diskussion

Prézision
a. Wiederholprazision

Zwar liegen die jeweiligen Varianzkoeffizienten der mit 0,8 ng/ml und 4,0 ng/ml dotierten
Proben im Akzeptanzbereich, wodurch eine Préazision bei der Analyse der Messreihen
angenommen werden kann, jedoch weisen die Wiederfindungen Werte unterhalb des
Akzeptanzkriteriums von 70% auf (Tab.25, Tab. 26 — Richtigkeit). Deshalb konnte die

Wiederholprézision fir MCPB in Kirbiskernen nicht bestatigt werden.

c. Systemprazision

Tabelle 27: Wiederfindung von MCPB in Kurbiskernen (7fach Injektion 4,0 ng/ml)

Proben-Nr. Konzentration | Wiederfindung Akzeptanzkriterium
ng/mL [%] 70,0% - 120,0%

1 2,0 50,5 nicht erfullt
2 2,0 50,0 nicht erfullt
3 2,1 51,5 nicht erfullt
4 2,0 50,0 nicht erfullt
5 2,1 52,5 nicht erfullt
6 2,0 50,5 nicht erfallt
7 2,0 50,0 nicht erfillt
Mittelwert: 50,71 nicht erfillt

VK (%): 1,880 AK:£20% | erfullt

Die Messinstrumente arbeiten sehr prazise, da der Varianzkoeffizient mit einem Wert von
1,88% das Akzeptanzkriterium erftillt.

Selektivitat

Wie bereits bei der Nachweis- und Bestimmungsgrenze veranschaulicht, betrégt die
Signalstarke von MCPB 520 Einheiten. Das Akzeptanzkriterium von < 20 % liegt somit bei
einem Wert von < 104 Einheiten. Der Matrix-Blank weist einen Wert von 21 Einheiten auf
und liegt somit im Akzeptanzbereich. Das bedeutet, die Methode ist selektiv fiir den Analyten
MCPB in der Matrix Kirbiskerne.
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6 Zusammenfassung und Ausblick

5.3.3 Auswertung MCPB

Tabelle 28: Zusammenfassung der Wiederfindungen von MCPB

MCPB
Matrix Sonnenblumendl Kirbiskerne
Dotierungslevel 0,8 ng/ml |4,0ng/ml |0,8 ng/ml |4,0ng/ml
Kontrollprobe WDF [%] 115 103 98 112
Mittelwert WDF [%] 38,8 40,84 45,74 50,24

Die WDF bei der Analyse von MCPB weist sehr schlechte Werte im Bereich von 38,8% bis
50,24% auf, was auf Verluste des Analyten bei der Probenvorbereitung schlieRen lasst. Da
das MCPB im Neutralen schwer Igslich in Wasser ist, wurde es bei dem Extraktionsschritt mit
Acetonitril aus den fetthaltigen Matrices extrahiert. Wahrend der Phasentrennung sollte es zu
keinen Verlusten gekommen sein, der Schritt der dispersiven SPE ist jedoch kritisch. Es
handelt sich bei dem MCPB um eine Séaure, welche mit der Diaminophase wechselwirkt und
somit nur geringe Mengen des zudotierten MCPB in Lésung bleiben. Die Methode fiir die
Analyse von MCPB in den Matrices Sonnenblumendl und Kirbiskerne erfillt nicht alle
Akzeptanzkriterien. Jedoch weist sie bei der Untersuchung der Wiederholprézision und der
Systemprazision Varianzkoeffizienten im Akzeptanzbereich auf. Das bedeutet, dass, trotz der
schlechten Wiederfindungen, die Probenvorbereitung reproduzierbare Ergebnisse liefert und
die Analysemethode prazise Ergebnisse erzielt. Da auch durch die WDF der Kontrollproben
im Bereich von 98% bis 115% Einflusse der Matrixkomponente ausgeschlossen werden
konnen, besteht die Mdglichkeit, bei zukunftiger Analyse des MCPB mit der Methode, die

richtige Konzentration tber einen Faktor zu bestimmen.

6 Zusammenfassung und Ausblick

Die QUEChERS-Methode bietet durch die einfache Handhabung, den geringen
Losemittelverbrauch und dem geringen Zeitaufwand flr die Probenvorbereitung viele
Vorteile fir die Rickstandsanalyse von Pestiziden in Lebensmitteln. Da bei der SGS Institut
Fresenius GmbH die QUEChERS-Methode bisher nur fir nicht fetthaltige Lebensmittel
Anwendung fand und fetthaltige Lebensmittel bislang mit hohem Zeitaufwand und
Losemittelverbrauch analysiert wurden, war es das Ziel dieser Arbeit, die QUEChERS-
Methode fir die Pestizidriickstandanalyse in fetthaltigen Lebensmitteln mittels LC-MS/MS
anzupassen. Aufgrund der storenden Fettbestandteile fiir die Analyse wurden der Schritt der

Einwaage und der Schritt der Aufreinigung verandert. Um die Menge an Storstoffen der
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6 Zusammenfassung und Ausblick

Matrix so gering wie moglich zu halten, wurde eine bisherige Einwaage von 10 g auf 2 ¢
reduziert. Der bisherige Aufreinigungsschritt beinhaltete die Verwendung von modifiziertem
Kieselgelmaterial mit priméaren und sekundaren Aminen, welche Zucker und organische
Sauren, jedoch keine Fette entfernen. Der Schritt des Cleanup wurde so angepasst, dass
zusétzlich unpolare Stoffe, wie Fette, mithilfe eines C18-Kieselgelsmaterials entfernt werden
sollten. Die Problematik bei der Verwendung dieser beiden Materialien ist, dass ebenso
unpolare als auch saure Pestizidanalyten gebunden werden kdnnen. Bei der Auswertung der
Ergebnisse wurden die Pestizidanalyten Butoxycarboxim, Linuron und MCPB in Betracht
gezogen. Butoxycarboxim ist eine polare Substanz, welche leicht in Wasser l6slich ist.
Linuron ist stark unpolar und I6st sich sehr schwer in Wasser, wéhrend das MCPB durch
seinen sauren Charakter je nach pH-Wert leicht bist schwer l6slich in Wasser ist. Die
Anpassung konnte fir die Pestizidanalyten Butoxycarboxim und Linuron erfolgreich
durchgefuhrt werden, da die in dieser Arbeit ausgewerteten Validierungsparameter der beiden
Analyten Werte in den Akzeptanzbereichen aufwiesen. Die Wiederfindungen von
Butoxycarboxim lagen im Akzeptanzbereich, da es bei dem Aufreinigungsschritt nicht an die
Diamino- oder C18-Phase gebunden wurde. Wider Erwarten lagen die Wiederfindungen von
Linuron ebenfalls im Akzeptanzbereich. Es wurde vermutet, dass nur geringe Mengen an die
C18-Phase gebunden wurden, da nur geringe Mengen fur den Aufreinigungsschritt verwendet
wurden und die Fettbestandteile strker mit der unpolaren C18-Phase wechselwirken. Die
Wiederfindungen von MCPB lagen jedoch auf3erhalb des Akzeptanzbereichs. Hier wurde eine
starke Wechselwirkung mit der Diaminophase vermutet, da es sich bei MCPB um eine Saure
handelt.

Die in dieser Arbeit vorgestellten Pestizidanalyten sind nur ein Ausschnitt der 287 zu
validierenden Analyten fiir die QUEChERS-Methode. Die Problematik bei der Anpassung von
Multimethoden an beispielsweise neue Matrices ist, dass bei der Vielzahl der zu
analysierenden Pestizide, nicht alle chemischen und physikalischen Eigenschaften
beriicksichtigt werden kénnen und somit Pestizidanalyten, die zuvor gute Wiederfindungen
aufwiesen, nicht mehr analysiert werden konnen. Die Entscheidung, ob eine validierte
Methode im Routinebetrieb angewendet wird, muss deshalb hinsichtlich der analysierbaren

Pestizide erfolgen.

Damit die Validierung der QUEChERS-Methode fur fetthaltige Lebensmittel abgeschlossen
werden kann, ist die Untersuchung der Methode auf die intermedidre Prézision erforderlich.
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Anhang 1 — Ergebnisse der Wiederfindung (Butoxycarboxim/Sonnenblumendl)

Anhang 1 - Ergebnisse der Wiederfindung
(Butoxycarboxim/Sonnenblumendl)
Analyt Butoxycarboxim
Matrix Sonnenblumendl
Level 0,8 ng/ml
MW
1. Ubergang 2.Ubergang Uberginge | MW
Probe [ng/ml] 1. WDF [%] | [ng/ml] 2. WDF [%] | [ng/ml] WDF [%]
Losemittel-Blank - - - - - -
Matrix-Blank - - - - - -
Dot. Matrix-Blank 0,93 116 0,88 110 0,90 113
1 0,81 102 0,75 94 0,78 98
2 0,75 94 0,78 97 0,76 95
3 0,74 92 0,79 98 0,76 95
4 0,75 94 0,77 97 0,76 95
5 0,77 96 0,77 96 0,77 96
6 0,72 90 0,71 89 0,72 89
7 0,77 96 0,78 98 0,77 97
Level 4,0 ng/ml
MW
1. Ubergang 2.Ubergang Ubergidnge | MW
Probe [ng/ml] 1. WDF [%] | [ng/ml] 2. WDF [%] | [ng/ml] WDF [%]
Losemittel-Blank - - - - - -
Matrix-Blank - - - - - -
Dot. Matrix-Blank 4,05 101 3,97 99 4,01 100
1 3,64 91 3,60 90 3,62 91
2 3,72 93 3,64 91 3,68 92
3 3,79 95 3,76 94 3,78 94
4 3,75 94 3,81 95 3,78 95
5 3,71 93 3,72 93 3,72 93
6 3,81 95 3,73 93 3,77 94
7 3,77 94 3,74 94 3,76 94
Level 7-fach Injektion 4,0 ng/ml
MW
1. Ubergang 2.Ubergang Ubergange MW
Probe [ng/ml] 1. WDF [%] | [ng/ml] 2. WDF [%] | [ng/ml] WDF [%]
1 3,67 92 3,65 91 3,66 92
2 3,63 91 3,77 94 3,70 93
3 3,78 95 3,81 95 3,80 95
4 3,75 94 3,86 97 3,81 95
5 3,78 95 3,77 94 3,78 94
6 3,64 91 3,80 95 3,72 93
7 3,76 94 3,92 98 3,84 96
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Anhang 2 — Linearitétstest (Butoxycarboxim/ Sonnenblumendl)

Anhang 2 - Linearititstest (Butoxycarboxim/ Sonnenblumenol)

1.Ubergang

ButoxycarboximiSonnenblumendl 1.Ubergang {106)
Kalibrnierfunktionen/Anpassungstest
Methode . CA+LC2+50fia_pos

Parameter () . Konzentration [ng/ml]
Messwert (y) . Peakflache [Einheiten]

LINEARE KALIBRIERUMNG :
Achsenabschnitt (a); 4865.6258 [Einheiten] M7 (y=a + b*x)
Steigung (b): 193485 [Einheiten)[na/mli] xm: 310671 [ng/ml]
Reststandardabw. (sy). 454.831 [Einheiten] ym. 605857.143 [Einheiten]

Verfahrens-Stdabw. (sxo): 0.0023507 [ng/ml]
rel. Verf.-Stdabw. (\Vxo): 0.08 %
lin. Korrelationskoeff. :1.000000

Untere Arbeitsbereichsar.: xp: 0.01092 [ng/ml] ; yp: 5922 1411 [Einheiten] (p=55%) Murvorlaufige Werte, da xp=xmin/2 |
Machweis- und Erfassungsarenze aus Kalibrierfunktion (p=95%, m=1):
Kritischer Wenrt vk: 5922 1411 [Einheiten]
Machweizgrenze xNG: 0.00546 [ng/ml]
Erfassungsgrenze xEG: 0.01092 [na/ml]
Bestimmunagsarenze (Fehler == 25%, k=4). 0.08859 [na/ml]

KALIBRIERFUNKTION 2. GRADES !

a: 5161.8135 [Einheiten] N7 [y=a + b™x + c"%)
b: 193157 [Einheiten)[ng/ml] xm: 3,106 [ng/ml]
c. 42 3177 [Einheiten}[ng/mIF ym: 05857 143 [Einheiten]

Reststandardabw. (sy): 41222 [Einheiten]
Verfahrens-Stdabw. (sxo0). 0.0021312 [ng/ml]
rel. Verf.-Stdabw. (\Vxo): 0.07 %

Untere Arbeitsbereichsgr.: xp: 0.01142 [ng/ml] ; yp: 6264.9997 [Einheiten] (p=95%) Murvaorlaufige Werte, da xp=xmin/2 |
Machweis- und Effassungsgrenze aus Kalibrierfunktion (p=95%, m=1}):
Kritischer Wert yk: 6264 9997 [Einheiten]
Machweisgrenze x¥NG: 0.00571 [na/ml]
Erfassungsgrenze *EG: 0.01142 [ng/ml]
Bestimmungsgrenze (Fehler == 258%, k=4). 0.09234 [ng/ml]

MANDEL-AMPASSUNGSTEST : Prifwert PW =2.09  (p=77.79%) (Prifwert <= Vergleichs-Wert: Lineare Kalibrierung ist besser!)
Vergleichswer F(1,4,99%) =212
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Anhang 2 — Linearitétstest (Butoxycarboxim/ Sonnenblumendl)

2.Ubergang

Butoxycarboxim/Sonnenblumendl 2.0bergang (63)
Kalbrierfunktionen/Anpassungstest
Methode : CA+LC2+Sofia_pos

Parameter (x) : Konzentration [na/ml]
Messwert (v) . Peakflache [Einheiten]

LIMEARE KALIBRIERUNG :
Achsenabschnitt (a). 10093088 [Einheiten] M7 (y=a + b*x)
Steigung (b). 89025.9 [Einheiteningiml] xm: 31056 [ngfmi]
Reststandardabw. (sy): 304,137 [Einheiten] ym: 277485714 [Einheiten]

Verfahrens-Stdabw. (sxo). 0.0024163 [ng/ml]
rel. Verf-Stdabw. (Wxo): 0.11 %
lin. Korrelationskoeff. :0.899999

Untere Arbeitsbereichsgr.. xp: 0.01586 [ng/ml] ; yp: 1715.1822 [Einheiten] (p=25%) Murvorlaufige Werte, da xp=xmin/2 |
Machweis- und Effassungsgrenze aus Kalibrierfunktion (p=85%, m="1):
Kritischer Wert yk: 17151822 [Einheiten]
Machweisgrenze *MNG: 0.00793 [nag/ml]
Erfassungsgrenze xEG: 0.01586 [ng/ml]
Bestimmungsgrenze (Fehler == 25%, k=4). 0.10058 [ng/ml]

KALIBRIERFUNKTION 2. GRADES :
a: 816.4841 [Einheiten] M7 (y=a + b*x + c*%%)
b: 892461 [Einheiten)[ng/ml] xm: 31056 [na/ml]
c. -28.6376 [Einheitenyna/mIF ym: 277485714 [Einheiten]
Reststandardabw. (sy). 285,144 [Einheiten]
Verfahrens-Stdabw. (sxo). 0.0022014 [ng/ml]
rel. Verf-Stdabw. (Wxo): 0.10 %

Untere Arbeitsbereichsgr.: xp: 0.01722 [ng/ml] ; yp: 1584.7188 [Einheiten] (p=85%) Murvorldufige Werte, da xp=xmin/2 |
Machweis- und Efassungsgrenze aus Kalibrierfunktion (p=985%, m=1}):
Kritischer Wert yk: 1584.7188 [Einheiten]
MNachweisgrenze xNG: 0.00861 [nag/ml]
Erfassungsgrenze xEG: 0.01722 [ng/ml]
Bestimmungsgrenze (Fehler == 25%, k=4). 010346 [na/ml]

MAMDEL-ANPASSUNGSTEST : Prifwert PW =1.69 (p=73.63%) (Prifwert ==Veragleichs-\Wert: Lineare Kalibrierung ist besserl)
Yergleichswert F(1,4,99%) =212
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Anhang 3 — Ergebnisse der Wiederfindung (Butoxycarboxim/Kdrbiskernen)

Anhang 3 - Ergebnisse der Wiederfindung
(Butoxycarboxim/Kiirbiskernen)
Analyt Butoxycarboxim
Matrix Kiirbiskerne
Level 0,8 ng/ml
MW
1. Ubergang 2.Ubergang Uberginge | MW
Probe [ng/ml] 1. WDF [%] | [ng/ml] 2. WDF [%] |[ng/ml] WDF [%]
Losemittel-Blank - - - - - -
Matrix-Blank - - - - - -
Dot. Matrix-Blank 1,04 130 1,06 133 1,05 131
1 0,93 116 0,937 117 0,93 117
2 0,85 106 0,826 103 0,84 105
3 0,80 99 0,757 95 0,78 97
4 0,74 93 0,706 88 0,72 90
5 0,73 92 0,727 91 0,73 91
6 0,74 92 0,708 89 0,72 90
7 0,70 87 0,712 89 0,71 88
Level 4,0 ng/ml
MW
1. Ubergang 2.Ubergang Ubergidnge | MW
Probe [ng/ml] 1. WDF [%] |[ng/ml] 2. WDF [%] | [ng/ml] WDF [%]
Losemittel-Blank - - - - - -
Matrix-Blank - - - - - -
Dot. Matrix-Blank 3,54 89 3,57 89 3,56 89
1 3,40 85 3,52 88 3,46 87
2 3,59 90 3,56 89 3,58 89
3 3,46 87 3,54 89 3,50 88
4 3,43 86 3,54 89 3,49 87
5 3,48 87 3,6 90 3,54 89
6 3,52 88 3,61 90 3,57 89
7 3,58 90 3,62 91 3,60 90
Level 7-fach Injektion 4,0 ng/ml
MW
1. Ubergang 2.Ubergang Ubergdnge MW
Probe [ng/ml] 1. WDF [%] |[ng/ml] 2. WDF [%] | [ng/ml] WDF [%]
1 3,57 89,25 3,77 94 3,67 92
2 3,81 95,25 3,60 90 3,71 93
3 3,52 88 3,63 91 3,58 89
4 3,66 91,5 3,66 92 3,66 92
5 3,85 96,25 3,55 89 3,70 93
6 3,64 91 3,64 91 3,64 91
7 3,56 89 3,95 99 3,76 94
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Anhang 4 — Linearitétstest (Butoxycarboxim/ Kirbiskerne)

Anhang 4 - Linearititstest (Butoxycarboxim/ Kiirbiskerne)

1.Ubergang

Butoxycarboxim/Kiirbiskerne 1.Ubergang (106)

Kalibrierfunktionen/Anpassungstest

Methode : CA+LC2+50fila_pos
Parameter (x) . Konzentration [ng/ml]
Messwert (y) . Peakflache [Einheiten]

LINEARE KALIBRIERUMG :
Achsenabschnitt (a) 6531.0517 [Einheiten] M7 (y=a + b*x)
Steigung (b); 179303 [Einheiten)ng/ml] xm: 2.1083 [ng/ml]
Reststandardabw. (sy). 1276.05 [Einheiten] ym: 63857143 [Einheiten]

Verfahrens-Stdabw. (sxo): 0.0071167 [ng/mi]
rel. Verf.-Stdabw. (Vxo). 0.23 %
lin. Korrelationskoeff. 10995993

Untere Arbeitsbereichsar.: xp: 0.03299 [ng/ml] ; yp: 9488 3371 [Einheiten] (p=95%) Mur vorlaufige Werte, da xp=xmin/2 |
Machweis- und Efassungsgrenze aus Kalibrierfunktion (p=95%, m=1).
Kritischer Wert vk 9488.3371 [Einheiten]
MNachweisgrenze xMG: 0.01649 [ng/ml]
Erfassungsgrenze xEG: 0.03299 [ng/ml]
Bestimmungsagrenze (Fehler == 25%, k=4): 0132071 [na/ml]

KALIBRIERFUNKTION 2. GRADES :
a: hh47 4393 [Einheiten] M7 (y=a + b*x + c*%%)
b: 180366 [Einheiten)ng/ml] xm: 2.1083 [ng/ml]
c: -133.799 [Einheiten}ng/mIF ym: 563857 143 [Einheiten]
Reststandardabw. (sy): 1011.61 [Einheiten]
Verfahrens-Stdabw. (sxo0). 0.0056346 [ng/ml]
rel. Verf-Stdabw. (Vxo): 0.18 %

Untere Arbeitsbereichsar.: xp: 0.02988 [ng/ml] ; yp: 8242 2607 [Einheiten] (p=95%) Murvorlaufige Werte, da xp=xmin/2 |
Machweis- und Efassungsgrenze aus Kalibrierfunktion (p=95%, m=1).
Kritischer Wert vk 8242 2607 [Einheiten]
MNachweisgrenze xMG: 0.01494 [ng/ml]
Erfassungsgrenze xEG: 0.02988 [ng/ml]
Bestimmungsagrenze (Fehler == 25%, k=4): 012763 [na/ml]

MANDEL-AMPASSUNGSTEST : Prifwert PW =396 (p=88.24%) (Prafwert ==Vergleichs-Wert : Lineare Kalibrierung ist besser!)
Vergleichswert F(1,4,99%) = 212
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Anhang 4 — Linearitétstest (Butoxycarboxim/ Kirbiskerne)

2.Ubergang

Butoxycarboxim/Kiirbiskerne 2.0bergang (63}

Kalibrierfunktionen/Anpassungstest

Methode ;| CA+LC2+Sofia_pos
Parameter (x) . Kanzentration [ng/mil]
Messwert (y) . Peakflache [Einheiten]

LINEARE KALIBRIERUNG :
Achsenabschnitt (a); 2510.8611 [Einheiten] M7 (y=a + b*x)
Steigung (b): 81857 .3 [Einheiten}[na/mIi] xm: 31077 [na/mli]
Reststandardabw. (sy). 419.562 [Einheiten] ym: 256900.000 [Einheiten]

Verfahrens-Stdabw. (sxo): 0.0051255 [ng/ml]
rel. Verf.-Stdabw. (Vxo). 0.16 %
lin. Korrelationskaoeff. 1 0.99994949

Untere Arbeitsbereichsgr: xp: 0.02379 [ng/ml] ; yp: 3484 3603 [Einheiten] (p=95%) Murvorldufige Werte, da xp=xmin/2 |
Machweis- und Erfassungsgrenze aus Kalibrierfunktion (p=95%, m=1}).
Kritischer Wert yk: 3484 3603 [Einheiten]
Machweisgrenze xMNG: 0.01189 [nag/ml]
Erffassungsgrenze xEG: 0.02379 [ng/ml]
Bestimmungsgrenze (Fehler == 25%, k=4). 0.11544 [na/ml]

KALIBRIERFUNKTION 2. GRADES :

a: 2675.9913 [Einheiten] M7 (y=a + b*x + c*¥%)
b 81673.9 [Einheiten)[ng/ml] xm: 31077 [ng/ml]
c: 23.5427 [Einheiteni[ng/mIF® ym: 256900.000 [Einheiten]

Reststandardabw. (sy). 438.532 [Einheiten]
Verfahrens-Stdabw. (sxo): 0.0053597 [ng/ml]
rel. Verf.-Stdabw. (Vxo): 0.17 %

Untere Arbeitsbereichsgr.. xp: 0.02870 [ng/ml] ; yp: 3847.9253 [Einheiten] (p=95%) Murvorlaufige Werte, da xp=xmin/2 |
Machweis- und Erfassungsgrenze aus Kalibrierfunktion (p=95%, m=1):
Kritischer Wert yk: 3847.9253 [Einheiten]
Machweisgrenze xMNG: 0.01435 [na/mi]
Erffazsungsgrenze xEG: 0.02870 [ng/ml]
Bestimmungsgrenze (Fehler == 25%, k=4): 012386 [na/ml]

MAMDEL-ANPASSUMGSTEST : Prifwert PW =058 (p=51.01%) (Prifwer == Vergleichs-Wert : Lineare Kalibrierung ist besserl)
Vergleichswert F(1,4,99%) =212
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Anhang 5 — Ergebnisse der Wiederfindung (Linuron/Sonnenblumendl)

Anhang 5 - Ergebnisse der Wiederfindung (Linuron/Sonnenblumendl)

Analyt Linuron
Matrix Sonnenblumendl
Level 0,8 ng/ml
1. MW
Ubergang 2.Ubergang Ubergdnge |MW
Probe [ng/ml] 1. WDF [%] | [ng/ml] 2. WDF [%] | [ng/ml] WDF [%]
Losemittel-Blank - - - - - -
Matrix-Blank - - - - - -
Dot. Matrix-Blank 0,80 99 0,80 100 0,80 100
1 0,67 84 0,67 84 0,67 84
2 0,67 84 0,69 86 0,68 85
3 0,67 83 0,67 84 0,67 83
4| 0,65 81 0,66 82 0,65 81
5 0,67 84 0,65 81 0,66 82
6 0,64 80 0,64 79 0,64 80
7 0,66 83 0,64 80 0,65 81
Level 4,0 ng/ml
1. MW
Ubergang 2.Ubergang Ubergidnge | MW
Probe [ng/ml] 1. WDF [%] | [ng/ml] 2. WDF [%] | [ng/ml] WDF [%)]
Losemittel-Blank - - - - - -
Matrix-Blank - - - - - -
Dot. Matrix-Blank 3,91 98 4,05 101 3,98 100
1 3,38 85 3,38 85 3,38 85
2 3,33 83 3,28 82 3,31 83
3 3,39 85 3,36 84 3,38 84
4 3,37 84 3,37 84 3,37 84
5 3,41 85 3,42 86 3,42 85
6 3,36 84 3,37 84 3,37 84
7 3,31 83 3,28 82 3,30 82
Level 7-fach Injektion 4,0 ng/ml
1. MW
Ubergang 2.Ubergang Ubergdnge |MW
Probe [ng/ml] 1. WDF [%] | [ng/ml] 2. WDF [%] | [ng/ml] WDF [%]
1 3,31 83 3,32 83 3,32 83
2 3,34 84 3,35 84 3,35 84
3 3,36 84 3,39 85 3,38 84
4 3,38 85 3,41 85 3,40 85
5 3,39 85 3,43 86 3,41 85
6 3,39 85 3,39 85 3,39 85
7 3,41 85 3,42 86 3,42 85
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Anhang 6 — Linearitétstest (Linuron/ Sonnenblumendl)

Anhang 6 - Linearititstest (Linuron/ Sonnenblumendol)

1. Ubergang

Linuron/Sonnenblumendl 1.Ubergang {160)
Kalibrnierfunktionen/Anpassungstest
Methode : LC1+PHH

Parameter (x) . Konzentration [ng/ml]
Messwert (v): Peakfldche [Einheiten]

LINEARE KALIBRIERUNG :
Achsenabschnitt (a). 43656258 [Einheiten] M7 (y=a + b*x)
Steigung (b). 193485 [Einheiten)[ng/ml] xm: 3.1067 [ngfml]
Reststandardabw. (sy) 454 831 [Einheiten] ym: 605857 143 [Einheiten]

Verfahrens-Stdabw. (sxo) 0.0023507 [ng/ml]
rel. Verf.-Stdabw. (Vxo). 0.08 %
lin. Korrelationskoeff. :1.000000

Untere Arbeitsbereichsgr.. xp: 0.01092 [ng/mi] ; yp: 59221411 [Einheiten] (p=95%) Murvorlaufige Werte, da xp=xmin/2 |
Machweis- und Efassungsgrenze aus Kalibrierfunktion (p=95%, m="1):
Kritischer Wert vk 5922 1411 [Einheiten]
Machweisgrenze xMG: 0.00545 [ng/mil]
Erfassungsagrenze xEG: 0.01092 [nag/ml]
Bestimmunasarenze (Fehler == 25%, k=4) 0.08859 [na/ml]

KALIBRIERFUMKTION 2. GRADES :

a: 5161.8135 [Einheiten] M7 (y=a + b*x + c*%=)
b 193157 [Einheiten)[na/ml] xm: 3.1067 [ngfml]
c. 42 3177 [Einheiteni[na/mif ym: 605857 143 [Einheiten]

Reststandardabw. (sy). 41222 [Einheiten]
Verfahrens-Stdabw. (sxo0) 0.0021312 [ng/ml]
rel. Verf.-Stdabw. (Vxo). 0.07 %

Untere Arbeitsbereichsagr.: xp: 0.01142 [ng/ml] ; yp: 6264.9997 [Einheiten] (p=95%) Murvarlaufige Werte, da xp=xmin/2 |
Machweis- und Efassungsgrenze aus Kalibrierfunktion (p=95%, m=1):
Kritischer Wert vk 6264.9997 [Einheiten]
Machweisgrenze xNG: 0.00571 [ng/ml]
Erfassungsarenze xEG: 0.01142 [na/ml]
Bestimmunasarenze (Fehler == 25%, k=4) 0.09234 [nag/ml]

MANDEL-ANPASSUMNGSTEST : Prifwert PW =209 (p=77.79%) (Prifwert ==Vergleichs-Wert: Lineare Kalibrierung ist besserl)
Yergleichswert F(1,4,99%) =212
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Anhang 6 — Linearitétstest (Linuron/ Sonnenblumendl)

2. Ubergang

Linuron/Sonnenblumenol 2.Ubergang (182)
Kalibrierfunktionen/Anpassungstest
Methode : LC1+PHH

Parameter (x) : Konzentration [ng/ml]
Messwer (v) . Peakflache [Einheiten]

LINEARE KALIBRIERUNG ;
Achsenabschnitt (a): 1009.3088 [Einheiten] M7 (y=a + b*x)
Steigung (b): 89025.9 [Einheiten)[na/mi] x¥m: 310586 [na/mi]
Reststandardabw. (sy). 304.137 [Einheiten] ym: 277485.714 [Einheiten]

Verfahrens-Stdabw. (sxo): 0.0034163 [ng/ml]
rel. Verf-Stdabw. (Vxo): 0.11 %
lin. Korrelationskoeff. :0.899999

Untere Arbeitsbereichsgr.; xp: 0.01586 [ng/ml] ; yp: 17151822 [Einheiten] (p=95%) Murvorlaufige Werte, da xp=xmin/2 |
Machweis- und Efassungsgrenze aus Kalibrierfunktion (p=95%, m="1):
Kritischer Wert yk: 17151822 [Einheiten]
Machweisgrenze xMNG: 0.00793 [ng/ml]
Erfazsungsgrenze *EG: 0.01586 [ng/ml]
Bestimmungsarenze (Fehler == 25%, k=4). 0.10058 [ng/ml]

KALIBRIERFUNKTION 2. GRADES :
a: 816.4841 [Einheiten] M7 (y=a + b™x + ™)
b 89246.1 [Einheiten)[ng/ml] x¥m: 310586 [na/mi]
c: -28.6376 [Einheiteni[na/mIF ym: 277485714 [Einheiten]
Reststandardabw. (sy). 285.144 [Einheiten]
Verfahrens-Stdabw. (sxo): 0.0032014 [na/mi]
rel. Verf -Stdabw. (Vxo): 0.10 %

Untere Arbeitsbereichsgr.. xp: 0.01722 [ng/ml] ; yp: 1584.7188 [Einheiten] (p=95%) Murvorlaufige Werte, da xp=xmin/2 |
Machweis- und Efassungsgrenze aus Kalibrierfunktion (p=95%, m="1):
Kritischer Wert yk: 15847188 [Einheiten]
Machweisgrenze xMNG: 0.00861 [ng/ml]
Erfassungsgrenze xEG: 0.01722 [ngi/ml]
Bestimmungsarenze (Fehler == 25%, k=4). 0.10346 [ng/ml]

MANDEL-ANPASSUMNGSTEST : Prifwert PW =1.69 (p=73.63%) (Prafwer ==Vergleichs-Wert: Lineare Kalibrierung ist besser!)
Vergleichswert F(1,4,99%) =212
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Anhang 7 — Ergebnisse der Wiederfindung (Linuron/Kurbiskerne)

Anhang 7 - Ergebnisse der Wiederfindung (Linuron/Kiirbiskerne)

Analyt Linuron
Matrix Kirbiskerne
Level 0,8 ng/ml
1. MW
Ubergang 2.Ubergang Uberginge | MW
Probe [ng/ml] 1. WDF [%] | [ng/ml] 2. WDF [%] | [ng/ml] WDF [%]
Losemittel-Blank - - - - - -
Matrix-Blank - - - - - -
Dot. Matrix-Blank 0,78 98 0,81 101 0,79 99
1 0,64 80 0,68 85 0,66 83
2 0,67 84 0,67 84 0,67 84
3 0,64 80 0,68 85 0,66 82
4 0,66 83 0,67 84 0,67 83
5 0,65 81 0,68 85 0,66 83
6 0,64 81 0,67 84 0,66 82
7 0,65 81 0,65 81 0,65 81
Level 4,0 ng/ml
1. MW
Ubergang 2.Ubergang Ubergidnge |MW
Probe [ng/ml] 1. WDF [%] |[ng/ml] 2. WDF [%] | [ng/ml] WDF [%]
Losemittel-Blank - - - - - -
Matrix-Blank - - - - - -
Dot. Matrix-Blank 4,05 101 4,03 101 4,04 101
1 3,41 85 3,37 84 3,39 85
2 3,33 83 3,27 82 3,30 83
3 3,30 83 3,26 82 3,28 82
4 3,34 84 3,28 82 3,31 83
5 3,34 84 3,40 85 3,37 84
6 3,30 83 3,25 81 3,28 82
7 3,31 83 3,31 83 3,31 83
Level 7-fach Injektion 4,0 ng/ml
1. MW
Ubergang 2.Ubergang Ubergiange | MW
Probe [ng/ml] 1. WDF [%] | [ng/ml] 2. WDF [%] | [ng/ml] WDF [%]
1 3,22 81 3,19 80 3,21 80
2 3,23 81 3,28 82 3,26 81
3 3,28 82 3,20 80 3,24 81
4 3,24 81 3,31 83 3,28 82
5 3,24 81 3,26 82 3,25 81
6 3,25 81 3,24 81 3,25 81
7 3,45 86 3,14 79 3,30 82
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Anhang 8 — Linearitétstest (Linuron/ Kurbiskerne)

Anhang 8 - Linearititstest (Linuron/ Kiirbiskerne)

1.Ubergang

Linuron/Kiirbiskerne 1.Ubergang {160)
Kalibrierfunktionen/Anpassungstest
Methode : LG1+PHH

Parameter (x) . Konzentration [na/mi]
Messwert (v) . Peakflache [Einheiten]

LINEARE KALIBRIERUNG :
Achsenabschnitt (a): 16510.8660 [Einheiten] MN: T (y=a + b*x)
Steigung (b). 624175 [Einheiten)ng/ml] xm: 21073 [ng/ml]
Reststandardabw. (sy) 1040.19 [Einheiten] ym: 1956000.000 [Einheiten]

Verfahrens-Stdabw. (sxo). 0.0016E6E5 [ng/ml]
rel. Verf-Stdabw. (WVxo): 0.05 %
lin. Karrelationskoeff. :1.000000

Untere Arbeitsbereichsagr: xp: 0.00772 [na/ml] ; yp: 18921 1468 [Einheiten] (p=95%) Murvorlaufige Werte, da xp=xminf/2 |
Machweis- und Erfassungsgrenze aus Kalibrierfunktion (p=95%, m=1).
Kritischer Wert yk: 18821.1468 [Einheiten]
Machweisgrenze xMG: 0.002386 [ng/ml]
Erfassungsgrenze xEG: 0.00772 [ng/ml]
Bestimmungsgrenze (Fehler == 25%, k=4). 0.06150 [ng/ml]

KALIBRIERFUMNKTION 2. GRADES :
a: 15591.6826 [Einheiten] N7 (y=a + b*x + c*%®)
b: 625165 [Einheiten)[na/mi] ¥m: 31073 [ng/mi]
c -124 443 [Einheiten)[ng/mli} ym: 1956000.000 [Einheiten]
Reststandardabw. (sy) 705.161 [Einheiten]
Verfahrens-Stdabw. (sxo). 0.0011284 [ng/ml]
rel. Verf-Stdabw. (Vo) 0.04 %

Untere Arbeitsbereichsagr: xp: 0.00602 [na/ml] ; yp: 17474 7034 [Einheiten] (p=95%) Murvorlaufige Werte, da xp=xmin/2 |
Machweis- und Erfassungsgrenze aus Kalibrierfunktion (p=95%, m=1).
Kritischer Wert yk: 17474.7034 [Einheiten]
Machweisgrenze xMNG: 0.00301 [ng/ml]
Erfassungsgrenze xEG: 0.00602 [ng/ml]
Bestimmungsgrenze (Fehler <= 25%, k=4): 0.03698 [ng/ml]

MANMDEL-AMNPASSUMGSTEST : Prifwert PVW =6.88 (p=94-14%) (Prifwer ==Vergleichs-Wert : Lineare Kalibrierung ist besserl)
Vergleichswert F(1,4,99%) =21.2
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Anhang 8 — Linearitétstest (Linuron/ Kurbiskerne)

2.Ubergang

Linuron/Kurbiskerne 2.Ubergang (182)
Kalibrierfunktionen/Anpassungstest

Methode : LC1+PHH
Parameter (x) . Konzentration [ng/ml]
Messwert (y) . Peakflache [Einheiten]

LINEARE KALIBRIERUNG :
Achsenabschnitt (a) 4166.8184 [Einheiten] M7 (y=a + b*x)
Steigung (b): 432563 [Einheiteny[na/mi] ¥m: 3.1080 [na/mil]
Reststandardabw. (sy). 2004.02 [Einheiten] ym: 1348571.429 [Einheiten]

Verfahrens-Stdabw. (sx0): 0.0046329 [ng/ml]
rel. Verf-Stdabw. (Wxo). 0.15 %
lin. Korrelationzkoeff. :0.999999

Untere Arbeitsbereichsar.: xp: 0.02149 [ng/ml] ; yp: 8814.1154 [Einheiten] (p=95%) Murvaorlaufige Werte, da xp=xmin/2 |
Machweis- und Erfazsungsgrenze aus Kalibrierfunktion (p=95%, m=1)
Kritischer Wert yk: 88141154 [Einheiten]
Machweisgrenze xMNG: 0.01074 [nag/ml]
Erffassungsgrenze xEG: 0.02149 [ng/ml]
Bestimmungsarenze (Fehler == 25%, k=4): 011276 [ng/ml]

KALIBRIERFUNKTION 2. GRADES

a: 36841046 [Einheiten] M7 (y=a + b™x + c*%%)
b 433091 [Einheiten}[ng/ml] ¥m: 3.1080 [ng/ml]
¢ -67.207 [Einheiteni[ng/mIF ym: 1348571.429 [Einheiten]

Reststandardabw. (sy): 2186.78 [Einheiten]
Verfahrens-Stdabw. (sx0). 0.0050541 [ng/ml]
rel. Verf-Stdabw. (WVxo): 0.16 %

Untere Arbeitsbereichsgr.. xp: 0.02696 [ng/ml] ; yp: 9523.0682 [Einheiten] (p=95%) Murvarlaufige Werte, da xp=xmin/2 |
Machweis- und Erfassungsarenze aus Kalibrierfunktion (p=95%, m=1):
Kritischer Wert yk: 9523.0682 [Einheiten]
Machweizgrenze xNG: 0.01348 [ng/ml]
Erfassungsgrenze xEG: 0.02696 [na/mi]
Bestimmungsarenze (Fehler == 25%, k=4). 0.12214 [ng/ml]

MANMDEL-ANPASSUMNGSTEST : Prifwert PW =020 (p=32.15%) (Prufwert ==Vergleichs-Wert: Lineare Kalibrierung ist besserl)
Vergleichswert F(1,4,99%) =21.2

87



Anhang 9 — Ergebnisse der Wiederfindung (MCPB/Sonnenblumendl)

Anhang 9 - Ergebnisse der Wiederfindung (MCPB/Sonnenblumendol)

Analyt MCPB
Matrix Sonnenblumendl
Level 0,8 ng/ml
Konzentration
Probe [ng/ml] WDF [%]
Losemittel-Blank - -
Matrix-Blank - -
Dot. Matrix-Blank 0,92 115
1 0,33 41
2 0,35 44
3 0,31 39
4 0,31 39
5 0,29 37
6 0,23 28
7 0,35 44
Level 4,0 ng/ml
Konzentration
Probe [ng/ml] WDF [%]
Losemittel-Blank |- -
Matrix-Blank - -
Dot. Matrix-Blank 4,14 104
1 1,52 38
2 1,83 46
3 1,44 36
4 1,47 37
5 1,68 42
6 1,87 47
7 1,62 41
Level 7-fach Injektion 4,0 ng/ml
Konzentration
Probe [ng/ml] WDF [%]
1 1,46 37
2 1,48 37
3 1,56 39
4 1,49 37
5 1,65 41
6 1,54 39
7 1,53 38
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Anhang 10 — Linearitatstest (MCPB/ Sonnenblumendl)

Anhang 10 - Linearititstest (MCPB/ Sonnenblumenol)

MCPBi{Sonnenblumendl {140}
Kalibrierfunktionen/Anpassungstest
Methode : CA+LCZ2+3ofia_pos

Parameter (x) . Konzentration [ng/ml]
Messwert (y) . Peakflache [Einheiten]

LINEARE KALIBRIERUNG :
Achsenabschnitt (a) 36.3220 [Einheiten] MG (y=a+ b*x)
Steigunag (b); 12923.9 [Einheitenk[ng/ml] x¥m: 3.2915 [na/ml]
Reststandardabw. (sy): §3.9253 [Einheiten] ym: 42591 667 [Einheiten]

Verfahrens-Stdabw. (sxo). 0.0049444 [ng/mi]
rel. Verf-Stdabw. (vxo) 0.15 %
lin. Korrelationskoeff. :0.999999

Lntere Arbeitsbereichsgr.. xp: 0.02471 [ng/ml] ; yp: 196.0360 [Einheiten] (p=95%) Murvarlaufige Werte, da xp=xmin/2 |
Machweis- und Erfassungsgrenze aus Kalibriefunktion (p=95%, m=1}
Kritischer Went vk 196.0360 [Einheiten]
Machweisgrenze x¥MG: 0.01235 [ngiml]
Erfassungsgrenze xEG: 0.02471 [ng/ml]
Bestimmungsgrenze (Fehler == 25%, k=4). 0.13437 [ng/ml]

KALIBRIERFUMKTION 2. GRADES :
a: -5.1100 [Einheitan] M. G (y=a + b*x + ")
b 12984 1 [Einheiteni[na/ml] xm: 3.2915 [na/ml]
C. -7.17231 [Einheiten)ng/miP ym: 42591.667 [Einheiten]
Reststandardabw. (svy). 47.6523 [Einheiten]
Verfahrens-Stdabw. (sxo). 0.0036835 [ng/ml]
rel. Verf-Stdabw. (vxo): 0.11 %

Untere Arbeitsbereichsgr.. xp: 0.02153 [ng/ml] ; yp: 134.6694 [Einheiten] (p=95%) Murvarlaufige Werte, da xp=sxmin/2 |
Machweis- und Erfassungsarenze aus Kalibriefunktion (p=95%, m=1):
Kritischer Wert yi: 134.6694 [Einheiten]
Machweisgrenze xMNG: 0.01077 [ng/ml]
Erfassungsgrenze xEG: 0.02153 [ng/ml]
Bestimmungsgrenze (Fehler == 25%, k=4). 0.13125 [ng/ml]

MAMDEL-ANPASSUNGSTEST : Priufwert PW =420 (p=B6.71%) (Prifwert ==Vergleichs-Wert: Lineare Kalibrierung ist besser!)
Yergleichswert F(1,3,99%) = 34.1
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Anhang 11 — Ergebnisse der Wiederfindung (MCPB/Kirbiskerne)

Anhang 11 - Ergebnisse der Wiederfindung (MCPB/Kiirbiskerne)

Analyt MCPB
Matrix-Blank Kiirbiskerne
Level 0,8 ng/ml
Konzentration
Probe [ng/ml] WDF [%]
Losemittel-Blank - -
Matrix-Blank 0,08 -
Dot. Matrix-Blank 0,79 98
1 0,36 45
2 0,35 44
3 0,42 52
4 0,40 49
5 0,35 43
6 0,31 39
7 0,37 46
Level 4,0 ng/ml
Konzentration
Probe [ng/ml] WDF [%]
Losemittel-Blank Kein Peak -
Matrix-Blank Kein Peak -
Dot. Matrix-Blank 4,47 112
1 1,97 49
2 2,27 57
3 2,17 54
4 2,03 51
5 1,84 46
6 1,90 48
7 1,88 47
Level 7-fach Injektion 4,0 ng/ml
Konzentration
Probe [ng/ml] WDF [%]
1 2,02 51
2 2,00 50
3 2,06 52
4 2,00 50
5 2,10 53
6 2,02 51
7 2,00 50
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Anhang 12 — Linearitatstest (MCPB/ Kirbiskerne)

Anhang 12 - Linearitatstest (MCPB/ Kiirbiskerne)

Kalibrierfunktionen/Anpassungstest
Methode : LC3+5H+S0ofia_neg

Parameter (x) : Konzentration [ng/ml]
Messwert (y) . Peakflache [Einheiten]
LINEARE KALIBRIERUNG :
Achsenabschnitt (a), -1046.4682 [Einheiten] M. G (y=a + b*x)
Steigung (b}, 15376.6 [Einheiten]Ing/ml] xm: 3.2888 [ng/ml]
ym: 49540.000 [Einheiten]

Reststandardabw. (sy). 37.8013 [Einheiten]
Verahrens-Stdabw. (sxa). 0.0024649 [ng/ml]

rel. Verf-Stdabw. (Wxo): 0.07 %
lin. Korrelationskoeff. 1 1.000000
Murvorlaufige Werte, da xp=xmin/2 |

Untere Arbeitsbereichsar.: xp: 0.01231 [ng/mi] ; yp: -951.8053 [Einheiten] (p=95%)

Machweis- und Efassungsgrenze aus Kalibriefunktion (p=95%, m=1}):
kritischer Wert yk: -951.8053 [Einheiten]

Machweisgrenze xMG: 0.00616 [ng/mi]
Erffassungsgrenze xEG: 0.01231 [ngiml]
Bestimmungsgrenze (Fehler == 25%, k=4). 0.10319 [ng/ml]

KALIBRIERFUMNKTIOM 2. GRADES :
a: -1078.9405 [Einheiten] MG (y=a + b™x + ™))
¥m: 3.2888 [ng/ml]

b: 15420 2 [Einheiten)[na/ml]
c: -5.66335 [Einheiten)[ng/mI}® ym: 49540 000 [Einheiten]
Reststandardabw. (sy): 3.47293 [Einheiten]
Verfahrens-Stdabw. (sxa). 0.00022577 [ng/ml]

rel. Verf-Stdabw. (Wvxa): 0.01 %
Murvorlaufige Werte, da xp=xmin/2 |

Untere Arbeitsbereichsgr.: xp: 0.00132 [ng/ml] ; yp: -1068.7412 [Einheiten] (p=95%)

Machweis- und Effassungsgrenze aus Kalibrierfunktion (p=95%, m=1}):
Kritischer Wert yk: -1068.7412 [Einheiten]

Machweisgrenze xNG: 0.00066 [ng/ml]
Erffassungsgrenze xEG: 0.00132 [ng/iml]
Bestimmungsgrenze (Fehler == 25%, k=4): 0.01530 [na/ml]

(Prifwer = Vergleichs-Wert : Kalibrierung 2. Grades ist besserl)

MAMDEL-ANPASSUNGSTEST : Prifwert PW =473.4  (p=99.98%)
Vergleichswert F(1,3,99%) = 34.1
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