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Nationales Vorwort 

Dieses Dokument (prEN 12393-2:2012) wurde vom CEN/TC 275 �Lebensmittelanalytik � Horizontale 
Verfahren� (Sekretariat: DIN, Deutschland) nach eingehenden Vorarbeiten der Arbeitsgruppe 4 �Pestizide in 
pflanzlichen Lebensmitteln� (Sekretariat: DIN, Deutschland) erarbeitet.  

Deutsche Experten aus dem Arbeitsausschuss NA 057-01-08 AA �Pestizide� des Normenausschusses 
�Lebensmittel und landwirtschaftliche Produkte� (NAL) haben maßgeblich an diesem Papier mitgewirkt. 

Änderungen 

Gegenüber DIN EN 12393-2:2009 wurden folgende Änderungen vorgenommen: 

a) Verfahren L: Extraktion mit Aceton, Flüssig/Flüssig-Verteilung mit Dichlormethan und Reinigung an einer 
Kieselgel/Aktivkohle-Säule wurde aus der Norm gestrichen; 

b) die Verfahren N und P erlauben nun auch die Trennung der Analyten mit Flüssig/Flüssigchromatographie 
mit MS/MS-Detektion; 

c) Informationen zum GC-MS/MS Verfahren wurden eingefügt; 

d) die Norm wurde bezüglich Verweise etc. redaktionell überarbeitet. 
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Vorwort 

Dieses Dokument (prEN 12393-2:2012) wurde vom Technischen Komitee CEN/TC 275 �Lebensmittelanalytik 
- Horizontale Verfahren� erarbeitet, dessen Sekretariat vom DIN gehalten wird. 

Dieses Dokument ist derzeit zur CEN-Umfrage vorgelegt. 

Dieses Dokument wird EN 12393-3:2008 ersetzen. 

Änderungen: 

Gegenüber der EN 12393-2:2008 wurden folgende wichtige Änderungen vorgenommen: 

a) Einführung der Flüssigchromatographie in Kombination mit Tandem-Massenspektrometrie (LC-MS/MS) 
zur Quantifizierung und/oder Bestätigung von Pestizidrückständen; 

b) Einführung der GC-MS/MS; 

c) Streichung des Verfahrens L; 

d) Erweiterung des Anwendungsbereiches des Verfahrens N bezüglich der Anzahl der Pestizide und derer 
Validierungsdaten. 

Der Europäische Normentwurf prEN 12393 Pflanzliche Lebensmittel � Multiverfahren zur Bestimmung von 
Pestizidrückständen mit GC oder LC-MS/MS  besteht aus drei Teilen: 

 Teil 1: Allgemeines enthält allgemeine Hinweise zu Chemikalien, Geräten, Gaschromatographie usw. bei 
jedem der ausgewählten Verfahren; 

 Teil 2: Verfahren zur Extraktion und Reinigung enthält die Verfahren M bis P zur Extraktion und zur 
Reinigung mit Flüssig/Flüssig-Verteilung, Adsorptions-Säulenchromatographie oder Gelpermeations-
Chromatographie; 

 Teil 3: Verfahren zur Bestimmung und Absicherung enthält einige empfohlene Techniken zur qualitativen 
und quantitativen Ermittlung der Rückstände und Absicherung der Ergebnisse. 
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Einleitung 

Diese Europäische Norm umfasst eine Reihe von Verfahren von gleicher Bedeutung: Kein einzelnes 
Verfahren kann als vorrangig angesehen werden, weil sich die Verfahren auf diesem Gebiet stetig 
weiterentwickeln. Die für diese Europäische Norm ausgewählten Verfahren sind in Ringversuchen erfolgreich 
geprüft worden und/oder werden in ganz Europa weithin angewandt. 

Diese Verfahren, die unterschiedliche Arbeitsweisen zur Bestimmung vorsehen, können für besonders viele 
Pestizide und Lebensmittel angewendet werden. Deshalb ist es in bestimmten Fällen angebracht, von den 
beschriebenen Geräten und Bedingungen zur Extraktion, Reinigung und Chromatographie abzuweichen, um 
bessere Ergebnisse zu erhalten, siehe Abschnitt 3. 
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1 Anwendungsbereich 

Diese Europäische Norm legt Verfahren für die Extraktion und Reinigung pflanzlicher Lebensmittel zur 
Bestimmung von Pestizidrückständen fest. 

Zu diesem Zweck können verschiedene Lösemittel verwendet werden. Die Pestizidrückstände liegen im 
Allgemeinen gemeinsam mit mitextrahierten Begleitstoffen vor, die bei der Analyse stören können. Zur 
Reinigung dieser rohen Extrakte können unterschiedliche Verfahren angewendet werden. 

Diese Europäische Norm enthält die folgenden Extraktions- und Reinigungsverfahren, die in Ringversuchen 
erfolgreich geprüft worden und/oder in ganz Europa anerkannt sind: 

 Verfahren M: Extraktion mit Aceton und Flüssig/Flüssig-Verteilung mit Dichlormethan/Petroleumbenzin, 
falls erforderlich, Reinigung an Florisil®1) [1], [2], [3]; 

 Verfahren N: Extraktion mit Aceton, Flüssig/Flüssig-Verteilung mit Dichlormethan oder Cyclohexan/Ehtyl-
acetat und Reinigung durch Gelpermeations- und Kieselgel-Chromatographie [4], [5];  

 Verfahren P: Extraktion mit Ethylacetat und, falls erforderlich, Reinigung durch Gelpermeations-
Chromatographie [6]. 

Diese Europäische Norm legt Einzelheiten der Verfahren M bis P zur Extraktion und Reinigung von Proben 
pflanzlicher Lebensmittel fest. Zur Extraktion werden mehrere Lösemittel in unterschiedlichen Mengen 
verwendet. Als Reinigungsverfahren werden z. B. die Flüssig/Flüssig-Verteilung, die Flüssigkeitschromatogra-
phie an verschiedenen Adsorptionsmitteln und die Gelpermeations-Chromatographie aufgeführt. 

Soweit möglich, ist in jedem Verfahren der jeweilige Anwendungsbereich beschrieben, und die Pestizid/ 
Matrix-Kombinationen, die in Ringversuchen untersucht wurden, sind tabellarisch aufgelistet, siehe Tabelle 3. 

2 Normative Verweisungen 

Die folgenden zitierten Dokumente sind für die Anwendung dieses Dokuments erforderlich. Bei datierten 
Verweisungen gilt nur die in Bezug genommene Ausgabe. Bei undatierten Verweisungen gilt die letzte 
Ausgabe des in Bezug genommenen Dokuments (einschließlich aller Änderungen). 

prEN 12393-3:2012, Pflanzliche Lebensmittel � Multiverfahren zur Bestimmung von Pestizidrückständen mit 
GC oder LC-MS/MS � Teil 1: Allgemeines 

prEN 12393-3:2012, Pflanzliche Lebensmittel � Multiverfahren zur Bestimmung von Pestizidrückständen mit 
GC oder LC-MS/MS � Teil 3: Verfahren zur Bestimmung und Absicherung 

3 Kurzbeschreibung 

Wie bereits in der Einleitung beschrieben, ist es in bestimmten Fällen möglich, bessere Ergebnisse zu 
erhalten, wenn von den beschriebenen Geräten und Bedingungen zur Extraktion, Reinigung und 
Chromatographie abgewichen wird. Solche Abweichungen müssen immer eindeutig dokumentiert und 
daraufhin geprüft werden, dass sie zu verlässlichen Ergebnissen führen. 

Die Extraktion der Rückstände aus der Probenmatrix mit geeigneten Lösemitteln hat das Ziel, die Rückstände 
möglichst vollständig zu extrahieren und gleichzeitig möglichst wenig Begleitstoffe mitzulösen, die bei der 
Bestimmung stören können. Bei der Reinigung werden störende Stoffe so weit wie möglich aus dem 
Probenextrakt entfernt, so dass die extrahierten Pestizidrückstände schließlich in einer Lösung vorliegen, die 
zur quantitativen Bestimmung geeignet ist. 

                                                      

1) Florisil® ist ein Beispiel für ein geeignetes handelsübliches Produkt. Diese Information dient lediglich zur 
Unterrichtung der Anwender dieser Europäischen Norm und bedeutet keine Anerkennung dieses Produktes durch 
CEN. 
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4 Allgemeines: Zusammenfassung der Extraktions- und Reinigungsverfahren 

4.1 Extraktion 

Die Extraktionsverfahren sind in Tabelle 1 zusammengefasst. 

Tabelle 1 � Extraktionsverfahren 

Verfahren 
Einwaage (E)  Volumen des Lösemittels (V ) Verhältnis (E/V ) 

g ml g/ml 

M 100 Aceton: 200 ½ 

N 100a Aceton: 200 ½ 

P 10 Ethylacetat: 20 ½ 

a Nur relevant, wenn der Wassergehalt der Matrix über 70 % liegt. 

 

4.2 Reinigung 

4.2.1 Flüssig/Flüssig-Verteilung 

Die Verfahren zur Flüssig/Flüssig-Verteilung sind in Tabelle 2 zusammengefasst. 

Tabelle 2 � Flüssig/Flüssig-Verteilung 

Verfahren 

Aliquoter Anteil 
des Extraktes 

(A) 

Volumen des 
Wasserzusatzes  

(W) 

Volumen des 
Lösemittels  

(V) 

Verhältnis 
 

(A/W) 

ml ml ml  

M 80 0 200 �a 

N 200 xa 100 �a 

a Hängt vom Wassergehalt der Matrix ab. 

 

Zwei Techniken zur Flüssig/Flüssig-Verteilung werden vorgeschlagen: 

 mit Wasserzusatz (Verfahren N); 

 ohne Wasserzusatz (Verfahren M). 

4.2.2 Adsorptions-Säulenchromatographie 

Verfahren M, N mit unterschiedlichen Adsorptionsmitteln: Kieselgel, Aktivkohle, Florisil®, die allein oder in 
Gemischen verwendet werden. 

4.2.3 Gelpermeations-Chromatographie mit BioBeads® S-X3-Harz2) 

Verfahren N oder, falls erforderlich, Verfahren P. 

                                                      

2) BioBeads® S-X3-Harz ist ein Beispiel für ein geeignetes handelsübliches Produkt. Diese Information dient lediglich zur 
Unterrichtung der Anwender dieser Europäischen Norm und bedeutet keine Anerkennung dieses Produktes durch 
CEN. 
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5 Verfahren M: Extraktion mit Aceton und Flüssig/Flüssig-Verteilung mit 
Dichlormethan/Petroleumbenzin, falls erforderlich, Reinigung an Florisil® 

5.1 Kurzbeschreibung 

Die zerkleinerte Probe wird mit Aceton homogenisiert und der Extrakt filtriert. Ein aliquoter Anteil des Filtrates 
wird mit einem Gemisch aus Petroleumbenzin und Dichlormethan und dann mit Dichlormethan ausge-
schüttelt. Die organische Phase kann direkt ohne Reinigung in einen Gaschromatographen mit einem dafür 
geeigneten Detektor eingespritzt oder an einer Florisil®-Säule gereinigt werden. Die Eluate werden eingeengt 
und gaschromatographisch untersucht. 

5.2 Chemikalien 

5.2.1 Allgemeines  

Alle Chemikalien müssen zur Pestizid-Rückstandsanalyse geeignet sein und EN 12393-1:2008, Abschnitt 4 
entsprechen. 

5.2.2 Aceton 

5.2.3 Petroleumbenzin, Siedebereich 40 °C bis 60 °C 

5.2.4 Natriumchlorid, mindestens 4 h auf 500 °C erhitzt, abgekühlt und in einer verschlossenen Flasche 
aufbewahrt 

5.2.5 Dichlormethan 

5.2.6 Acetonitril 

5.2.7 Natriumsulfat, mindestens 4 h auf 500 °C erhitzt, abgekühlt und in einer verschlossenen Flasche 
aufbewahrt 

5.2.8 Florisil®  (Floridin oder eine entsprechende Qualität), 150 µm bis 250 µm (60 mesh bis 100 mesh). 

Florisil® wird mindestens 5 h auf 130 °C bis 135 °C erhitzt, in einem Exsikkator abgekühlt und in einer luftdicht 
verschlossenen Flasche aufbewahrt. Es behält seine Aktivität 4 Tage, kann aber auf die gleiche Weise wieder 
aktiviert werden. Die Aktivität sollte von Zeit zu Zeit durch Eluieren von Standardsubstanzen nach dem 
beschriebenen Verfahren überprüft werden. 

5.2.9 Diethylether, peroxidfrei, mit 2 % (V/V) Ethanol stabilisiert 

5.2.10 Elutionsmischung A: Diethylether : Petroleumbenzin 6+94 (V/V) 

5.2.11 Elutionsmischung B: Diethylether : Petroleumbenzin 15+85 (V/V) 

5.2.12 Elutionsmischung C: Diethylether : Petroleumbenzin 50+50 (V/V) 

5.2.13 Elutionsmischung D: Dichlormethan : Petroleumbenzin 20+80 (V/V) 

5.2.14 Elutionsmischung E: Dichlormethan : Petroleumbenzin : Acetonitril 50+49,65+0,35 (V/V/V) 

5.2.15 Elutionsmischung F: Dichlormethan : Petroleumbenzin : Acetonitril 50+48,5+1,5 (V/V/V) 

5.3 Geräte 

Übliche Laborgeräte in Übereinstimmung mit prEN 12393-1 und insbesondere die folgenden: 

5.3.1 Hochgeschwindigkeitsmischer oder Homogenisierstab mit geeignetem Mischgefäß 

5.3.2 Chromatographierohr mit PTFE-Hahn, 22 mm Innendurchmesser, 300 mm lang. 

5.3.3 Lösemittelverdampfer Kuderna Danish oder ähnliches. 
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5.4 Durchführung 

5.4.1 Vorbereitung der Probe 

Die Probe wird in kleine Stücke zerkleinert und sorgfältig gemischt, damit sich homogene Einwaagen 
ergeben. 

Wenn der Wassergehalt der Probe unter 30 % liegt, wird er durch Wasserzugabe auf etwa 80 % eingestellt. 

5.4.2 Extraktion und Verteilung 

100 g (m) der vorbereiteten Probe werden in ein Mischgefäß (5.3.1) eingewogen, mit 200 ml Aceton versetzt 
und 3 min mit hoher Geschwindigkeit gemischt. Das Gemisch wird in einen Büchnertrichter überführt, der ein 
mit Aceton angefeuchtetes Filtrierpapier enthält, und unter Unterdruck in den Büchnerkolben filtriert. Das 
Volumen des Filtrates wird gemessen. 

80 ml Filtrat werden in einen 1-l-Scheidetrichter überführt, der 100 ml Dichlormethan und 100 ml 
Petroleumbenzin (5.2.3) enthält. Die Mischung wird 3 min geschüttelt. Nach der Phasentrennung wird die 
untere wässrige Phase in einen zweiten 1-l-Scheidetrichter überführt. Die obere organische Phase aus dem 
ersten Scheidetrichter wird durch einen 10-cm-Trichter, der einen gewaschenen Glaswollebausch und eine 
3 cm hohe Natriumsulfat-Schicht (5.2.7) enthält, gegeben und in einem Rundkolben aufgefangen. 

7 g Natriumchlorid (5.2.4) werden zur wässrigen Phase zugegeben, und die Mischung wird 30 s geschüttelt, 
bis sich das Natriumchlorid gelöst hat. 100 ml Dichlormethan werden zugefügt, und die Mischung wird 3 min 
geschüttelt. Nach der Phasentrennung wird die wässrige Phase in einen dritten Scheidetrichter überführt und 
die organische Phase wiederum über demselben Natriumsulfat getrocknet. Zum Inhalt des dritten 
Scheidetrichters werden 100 ml Dichlormethan zugefügt; dieser wird 3 min geschüttelt, die organische Phase 
wird abgetrennt und die wässrige Phase verworfen; die organische Phase wird wieder über demselben 
Natriumsulfat getrocknet. Das Natriumsulfat wird mit 50 ml Dichlormethan gewaschen, und alle organischen 
Phasen werden auf 2 ml eingeengt. 100 ml Petroleumbenzin werden zugegeben. Die Lösung wird erneut auf 
2 ml eingeengt und dies solange wiederholt, bis das gesamte Dichlormethan verschwunden ist. 20 ml Aceton 
werden zugegeben und die Lösung wird wieder auf 2 ml eingeengt (Vend). Dieses Konzentrat darf direkt in 

einen Gaschromatographen eingespritzt werden, der mit einem HECD (Hall-Detektor), NPD oder FPD 
ausgestattet ist (Verfahren M). 

In einigen Fällen wird für die Bestimmung mit dem Elektroneneinfang-Detektor (ECD) eine Reinigung durch 
Verfahren M1 oder Verfahren M2 empfohlen. Dazu wird die Analysenlösung auf 1 ml Aceton (anstatt auf 2 ml) 
eingeengt und mit Petroleumbenzin auf 10 ml aufgefüllt. 

5.4.3 Reinigung 

5.4.3.1 Verfahren M1 

Das Chromatographierohr (5.3.2) wird am unterem Ende mit einem Wattebausch versehen und nacheinander 
20 cm hoch mit Petroleumbenzin (5.2.3) und mit 20 g Florisil® (5.2.8) gefüllt. Dabei wird gegen die Säulen-
wand geklopft, damit sich die Füllung besser absetzt. Die Säulenfüllung wird mit 1 cm bis 2 cm Natriumsulfat 
(5.2.7) abgedeckt und mit etwa 30 ml Petroleumbenzin gewaschen. Das Verdampfergefäß wird zum 
Auffangen des Eluates unter die Säule gestellt. Der Extrakt aus 5.4.2 wird aufgegeben und mit einer 
Geschwindigkeit von nicht mehr als 5 ml/min eluiert. Das Gefäß wird zweimal mit jeweils 5 ml Petroleum-
benzin gespült, die ebenfalls auf die Säule gegeben werden; die innere Wand des Chromatographierohrs wird 
mit zusätzlichen kleinen Anteilen Petroleumbenzin gespült. Die Säulenfüllung wird mit 200 ml Elutions-
mischung A (5.2.10) bei einer Durchflussgeschwindigkeit von 5 ml/min eluiert. 

Anschließend wird die Säule mit 200 ml Elutionsmischung B (5.2.11) und schließlich mit 200 ml Elutions-
mischung C (5.2.12) eluiert. Jedes Eluat wird in einer getrennten Vorlage aufgefangen und zur gaschromato-
graphischen Untersuchung auf ein geeignetes, definiertes Volumen (Vend) eingeengt. 
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5.4.3.2 Verfahren M2 

Das Chromatographierohr (5.3.2) wird am unterem Ende mit einem Wattebausch versehen und nacheinander 
20 cm hoch mit Petroleumbenzin (5.2.3) und mit 20 g Florisil® (5.2.8) gefüllt. Dabei wird gegen die Säulen-
wand geklopft, damit sich die Füllung besser absetzt. Die Säulenfüllung wird mit 1 cm bis 2 cm Natriumsulfat 
(5.2.7) abgedeckt. 

Das Adsorbens wird mit etwa 30 ml Petroleumbenzin gewaschen. Das Verdampfergefäß wird zum Auffangen 
des Eluates unter die Säule gestellt. Der Extrakt aus 5.4.2 wird aufgegeben und mit einer Geschwindigkeit 
von nicht mehr als 5 ml/min eluiert. Das Gefäß wird zweimal mit jeweils 5 ml Petroleumbenzin gespült, die 
ebenfalls auf die Säule gegeben werden; die innere Wand des Chromatographierohrs wird mit zusätzlichen 
kleinen Anteilen Petroleumbenzin gespült. Die Säulenfüllung wird mit 200 ml Elutionsmischung D (5.2.13) bei 
einer Durchflussgeschwindigkeit von 5 ml/min eluiert. 

Anschließend wird die Säule mit 200 ml Elutionsmischung E (5.2.14) und schließlich mit 200 ml Elutions-
mischung F (5.2.15) eluiert. Jedes Eluat wird in einer getrennten Vorlage aufgefangen und zur gaschromato-
graphischen Untersuchung auf ein geeignetes, definiertes Volumen (Vend) eingeengt. 

5.5 Gaschromatographie und Berechnung 

Zur Bestimmung von Organohalogen-, Organophosphor- und Organostickstoff-Pestizidrückständen wird ein 
geeignetes gaschromatographisches System angewendet. 

Das Äquivalent an Probeneinwaage in Milligramm je Mikroliter der Analysenlösung wird nach Gleichung (1) 
berechnet: 

end

w

V

m

W
10200

80
 (1) 

Dabei ist 

 das Probenäquivalent, in Milligramm je Milliliter; 

m die Probeneinwaage, in Gramm (hier: 100 g); 

W das Volumen des Wassers in der Probe, in Milliliter; 

W die Dichte des Wassers, in Milligramm je Mikroliter; 

Vend das Volumen der Analysenlösung, in Milliliter; 

10 die Volumenkontraktion, in Milliliter. 

Wenn zur Extraktion 200 ml Aceton verwendet werden, wird bei Proben, die einen durchschnittlichen 
Wassergehalt als Massenanteil von 80 g/100 g bis 95 g/100 g Wasser enthalten, mit einer Volumen-
kontraktion von 10 ml gerechnet. Der durchschnittliche Wassergehalt von Lebensmitteln ist der Literatur zu 
entnehmen. Beispiele für den durchschnittlichen Wassergehalt einiger Erntegüter und Lebensmittel sind in 
Tabelle A.1 aufgeführt. Der Wassergehalt der meisten frischen Obst- und Gemüsearten kann mit 85 g/100 g 
angenommen werden. 

ANMERKUNG Das Probenäquivalent in der Analysenlösung für die Florisil®-Reinigung oder die direkte gas-
chromatographische Untersuchung kann durch Messung des Gesamtvolumens des ursprünglichen Acetonextraktes 
genau berechnet werden. 
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6 Verfahren N: Extraktion mit Aceton, Flüssig/Flüssig-Verteilung mit Dichlormethan 
oder Cyclohexan/Ethylacetat und Reinigung durch Gelpermeations- und 
Kieselgel-Chromatographie 

6.1 Kurzbeschreibung 

Die zerkleinerte Probe wird mit Aceton homogenisiert. Dabei wird so viel Wasser zugegeben, dass unter 
Berücksichtigung des natürlichen Wassergehaltes der Probe das Verhältnis Aceton:Wasser während der 
Extraktion jeweils 2 + 1 Volumenteile beträgt. Das Homogenat wird filtriert. Ein aliquoter Anteil des Filtrates 
wird mit Natriumchlorid gesättigt und mit Dichlormethan verdünnt, wodurch sich das überschüssige Wasser 
abscheidet. Alternativ wird Natriumchlorid und eine Mischung aus Cyclohexan und Ethylacetat zum 
Homogenat zugegeben, und anschließend wird die Mischung intensiv gemischt. 

Der Abdampfrückstand der organischen Phase wird durch Gelpermeations-Chromatographie (GPC) an 
BioBeads® S-X3-Harz (Polystyrolgel) mit einem Gemisch aus Cyclohexan und Ethylacetat als Elutionsmittel 
gereinigt. Die Fraktion mit den Rückständen wird eingeengt und direkt gaschromatographisch mit einem 
phosphor-/stickstoffselektiven Detektor, einem flammenphotometrischen Detektor oder einem Massen-
spektrometer untersucht. Nach Austausch des Lösemittels kann die selbe Fraktion für die Bestimmung mit 
LC-MS/MS verwendet werden. Bei der Untersuchung mit dem Elektroneneinfang-Detektor und in manchen 
Fällen auch mit dem stickstoffselektiven Detektor kann eine zusätzliche Reinigung an einer kleinen 
Kieselgelsäule erforderlich sein. Bei diesem Reinigungsschritt werden die Pestizide in mehrere Fraktionen 
aufgetrennt, so dass sich daraus zusätzliche Hinweise für die Identifizierung ergeben. 

6.2 Chemikalien 

6.2.1 Allgemeines 

Alle Chemikalien müssen zur Pestizid-Rückstandsanalyse geeignet sein und prEN 12393-1:2012, Abschnitt 4 
entsprechen. 

6.2.2 Aceton 

6.2.3 Dichlormethan 

6.2.4 Ethylacetat 

6.2.5 Cyclohexan 

6.2.6 GPC-Elutionsmischung: Cyclohexan/Ethylacetat 1+1 (V/V) 

6.2.7 n-Hexan 

6.2.8 Isooctan 

6.2.9 Toluol 

6.2.10 Wasser, in einer Glasapparatur destilliert 

6.2.11 Methanol  

6.2.12 Eisessig, zur Herstellung einer 0,1 %igen Essigsäurelösung  

6.2.13 Elutionsmittel 1: n-Hexan : Toluol 65 + 35 (V/V) 

6.2.14 Elutionsmittel 2: Toluol 

6.2.15 Elutionsmittel 3: Toluol : Aceton 95 + 5 (V/V) 

6.2.16 Elutionsmittel 4: Toluol : Aceton 80 + 20 (V/V) 

6.2.17 Elutionsmittel 5: Aceton 

6.2.18 Natriumchlorid, mindestens 4 h auf 500 °C erhitzt, abgekühlt und in einer verschlossenen Flasche 
aufbewahrt. 
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6.2.19 Natriumsulfat, Pulver, mindestens 4 h auf 500 °C erhitzt, abgekühlt und in einer verschlossenen 
Flasche aufbewahrt. 

6.2.20 Salzmischung, Natriumsulfat + Natriumchlorid 1 + 1 (w/w) 

6.2.21 Celite® 545 

6.2.22 Kieselgel 60, für  die Säulenchromatographie,  63 µm bis 200 µm (70 mesh bis 230 mesh), mit 1,5 % 
Wasser deaktiviert. 

Das Kieselgel wird mindestens 5 h auf 130 °C erhitzt, in einem Exsikkator abgekühlt und in einem dicht 
verschlossenen Gefäß im Exsikkator aufbewahrt. In einem 300-ml-Erlenmeyerkolben (mit Schliffstopfen) 
werden zu 98,5 g getrocknetem Kieselgel tropfenweise 1,5 ml Wasser aus einer Bürette unter laufendem 
Umschwenken zugegeben. Der Erlenmeyerkolben wird sofort mit dem Stopfen verschlossen, 5 min kräftig 
geschüttelt, bis keine Klumpen mehr sichtbar sind, und anschließend 2 h auf einer mechanischen 
Schüttelvorrichtung geschüttelt. Das Adsorptionsmittel wird in einem dicht verschlossenen Gefäß aufbewahrt. 

6.2.23 Glaswolle, erschöpfend mit Aceton extrahiert 

6.2.24 Watte, aus Baumwolle, erschöpfend mit Aceton extrahiert 

6.2.25 BioBeads® S-X3-Harz, 38 µm bis 75 µm (200 mesh bis 400 mesh) 

6.2.26 Filtrierpapier, 6 cm und 13,5 cm Durchmesser, Schnellfilterqualität, erschöpfend mit Aceton extrahiert 

6.3 Geräte 

Übliche Laborgeräte in Übereinstimmung mit prEN 12393-1 und insbesondere die folgenden: 

6.3.1 Hochgeschwindigkeitsmischer oder Homogenisierstab mit geeignetem Mischgefäß 

6.3.2 Rotationsverdampfer, mit Wasserbad 

6.3.3 Ultraschallbad 

6.3.4 Gerät für die GPC, z. B. GPC Autoprep® 1001 oder 10023) mit Chromatographierohr, 25 mm Innen-
durchmesser, 50 cm lang und mit dreiundzwanzig 5-ml-Probenschleifen; Säulenfüllung 50 g BioBeads® 
S-X3-Harz, über Nacht in der GPC-Elutionsmischung vorgequollen, Füllhöhe etwa 32 cm; Herstellung der 
Säulenfüllung siehe 6.4.3.2 

6.3.5 Chromatographierohr, 7 mm Innendurchmesser, 230 mm lang, mit ausgezogener Spitze. 

6.4 Durchführung 

6.4.1 Extraktion 

6.4.1.1 Allgemeines 

Der durchschnittliche Wassergehalt einiger Erntegüter und Lebensmittel ist im Anhang A aufgeführt. 

6.4.1.2 Pflanzenmaterial und andere Lebensmittel mit einem Wassergehalt über 70 g/100 g 

100 g (m) zerkleinertes Untersuchungsmaterial mit einem Wassergehalt von x g/100 g werden mit (100  x) g 
Wasser und 200 ml Aceton 3 min in einem Mischgerät (6.3.1) homogenisiert.  

                                                      

3) GPC-Autoprep® 1001 oder 1002 sind Beispiele für geeignete handelsübliche Produkte. Diese Information dient ledig-
lich zur Unterrichtung der Anwender dieser Europäischen Norm und bedeutet keine Anerkennung dieser Produkte 
durch CEN. 
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6.4.1.3 Pflanzenmaterial mit niedrigem Wassergehalt 

10 g bis 50 g (m) trockenes oder getrocknetes Pflanzenmaterial mit einem Wassergehalt von x g/100 g (z. B. 
25 g bis 50 g bei Trockenobst und Trockengemüse, 10 g bis 20 g bei Gewürzen und Tee, 50 g bei Getreide) 
werden eingewogen. Dann wird so viel Wasser zugegeben, dass insgesamt 100 g Wasser vorliegen. Die 
zuzugebende Wassermenge (W) wird nach der Gleichung W = 100  (m  x)/100 berechnet. Die Einwaage 
und das Wasser werden gemischt und 10 min bis 20 min stehengelassen. Anschließend werden 200 ml 
Aceton zugefügt, und die Mischung wird 3 min homogenisiert.  

6.4.2 Verteilung 

6.4.2.1 Verteilung mit Dichlormethan 

10 g Celite® 545 werden zugegeben, und die Mischung wird erneut 10 s homogenisiert. 

Das nach 6.4.1.2 oder 6.4.1.3 gewonnene Homogenat wird in einem Büchnertrichter durch ein Filtrierpapier 
(6.2.24) bei schwach angelegtem Unterdruck filtriert, bis mehr als 200 ml Filtrat aufgefangen sind. 

Um Verluste durch verdampfendes Aceton bei zu starkem Unterdruck zu vermeiden, wird empfohlen, nur 
geringen Unterdruck anzulegen. Der Filterkuchen darf nicht völlig trocken werden. 

200 ml Filtrat (VR1) werden in einem Messzylinder abgemessen und in einen 500-ml-Scheidetrichter überführt. 

20 g Natriumchlorid (6.2.18) werden zugefügt, und die Mischung wird 3 min kräftig geschüttelt. 100 ml 
Dichlormethan werden hinzugefügt, die Mischung wird 2 min geschüttelt und dann etwa 10 min zur 
Phasentrennung stehengelassen. Die untere wässrige Phase wird verworfen. Die organische Phase wird in 
einem Kolben mit etwa 25 g Natriumsulfat (6.2.19) versetzt, etwa 30 min unter gelegentlichem Umschwenken 
stehengelassen und dann durch einen Trichter mit einem Wattebausch (6.2.22) filtriert, der mit einer 3 cm 
dicken Natriumsulfatschicht bedeckt ist. Das Filtrat wird in einem 500-ml-Rundkolben aufgefangen, und der 
Scheidetrichter und das Filter werden zweimal mit je 20 ml Ethylacetat ausgespült. Die Lösung wird im 
Rotationsverdampfer (6.3.2) auf 2 ml eingeengt. Die letzten Lösemittelanteile werden durch Überleiten eines 
schwachen Stickstoffstromes entfernt. 

6.4.2.2 Verteilung mit Cyclohexan/Ethylacetat 

Das nach 6.4.1.2 oder 6.4.1.3 gewonnene Homogenat wird mit 35 g Natriumchlorid (6.2.18) und genau 100 ml 
GPC-Elutionsmischung (6.2.6) versetzt, und die Mischung wird erneut 1 min homogenisiert. Nachdem sich die 
Phasen klar abgetrennt haben, wird die obere organische Phase abgenommen und weiterverwendet. Bei 
unzureichender oder lang andauernder Phasentrennung (länger als 30 min) wird die Mischung zentrifugiert. 
Exakt 200 ml (VR1) der organischen Phase werden mit einem Messzylinder abgemessen und durch einen 
Wattebausch (6.2.22) filtriert, der mit etwa 100 g Natriumsulfat (6.2.19) bedeckt ist. Das Filtrat wird in einem 
500-ml-Rundkolben gesammelt und der Messzylinder und der Glastrichter mit Wattebausch werden viermal 
mit etwa 20 ml GPC-Elutionsmischung nachgewaschen. Die vereinigten Filtrate werden mit einem 
Rotationsverdampfer (6.3.2) bis zu einem wässrigen Rückstand (nicht bis zur Trockene) eingeengt. 

6.4.3 Reinigung durch Gelpermeations-Chromatographie 

6.4.3.1 Allgemeines 

Wenn die Extrakte ohne Einsatz der GPC ausreichend sauber sind, um Chromatogramme ohne signifikante 
Störungen durch die Matrix zu ergeben, kann der GPC-Schritt entfallen. Die Validierungsdaten aus 6.7 und 
6.8 wurden jedoch unter Einsatz der GPC erhalten. Alternative Säulenarten und -dimensionen der GPC-
Säulen als in 6.3.3 beschrieben dürfen verwendet werden, wenn die Bedingungen angepasst werden und 
wenn gezeigt werden kann, dass sie zu vergleichbaren Ergebnissen führen. 

6.4.3.2 Packung der Gelpermeationssäule 

Das BioBeads® S-X3-Harz (etwa 50 g) wird über Nacht in der GPC-Elutionsmischung (6.2.6) quellen 
gelassen. Die Suspension wird in einem Guss in die Säule (Fassungsvermögen etwa 180 ml) gefüllt. Sobald 
sich das Gel (luftblasenfrei) bei einer Füllhöhe von etwa 32 cm abgesetzt hat, wird der Stempel eingesetzt, auf 
das Gel abgesenkt und festgeschraubt. Falls sich das Gel nach längerem Betrieb weiter verdichtet, muss der 
Stempel entsprechend nachgestellt werden (die Anweisungen des Herstellers müssen beachtet werden). 
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