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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 mal3geblich an diesem Papier mitgewirkt.
Anderungen

Gegeniiber DIN EN 12393-2:2009 wurden folgende Anderungen vorgenommen:

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

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

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

d) die Norm wurde bezlglich Verweise etc. redaktionell Gberarbeitet.
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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.

Anderungen:

Gegeniiber der EN 12393-2:2008 wurden folgende wichtige Anderungen vorgenommen:

a) Einfuhrung der Flissigchromatographie in Kombination mit Tandem-Massenspektrometrie (LC-MS/MS)
zur Quantifizierung und/oder Bestatigung von Pestizidriickstanden;

b) Einfiihrung der GC-MS/MS;
c) Streichung des Verfahrens L;

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

Der Europaische Normentwurf prEN 12393 Pflanzliche Lebensmittel — Multiverfahren zur Bestimmung von
Pestizidriickstdnden mit GC oder LC-MS/MS besteht aus drei Teilen:

— Teil 1: Alilgemeines enthélt allgemeine Hinweise zu Chemikalien, Gerédten, Gaschromatographie usw. bei
Jjedem der ausgewdhlten Verfahren;

— Teil 2: Verfahren zur Extraktion und Reinigung enthélt die Verfahren M bis P zur Extraktion und zur
Reinigung mit Flissig/Flissig-Verteilung, Adsorptions-Sdulenchromatographie oder Gelpermeations-
Chromatographie;

— Teil 3: Verfahren zur Bestimmung und Absicherung enthélt einige empfohlene Techniken zur qualitativen
und quantitativen Ermittlung der Riickstédnde und Absicherung der Ergebnisse.
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Einleitung

Diese Europdische 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 fir diese Europaische Norm ausgewahlten Verfahren sind in Ringversuchen erfolgreich
geprift worden und/oder werden in ganz Europa weithin angewandt.

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

Diese Europaische Norm legt Verfahren fiir die Extraktion und Reinigung pflanzlicher Lebensmittel zur
Bestimmung von Pestizidriickstanden fest.

Zu diesem Zweck koénnen verschiedene Losemittel verwendet werden. Die Pestizidriickstdnde liegen im
Allgemeinen gemeinsam mit mitextrahierten Begleitstoffen vor, die bei der Analyse stdren kdnnen. Zur
Reinigung dieser rohen Extrakte kdnnen unterschiedliche Verfahren angewendet werden.

Diese Europaische Norm enthalt die folgenden Extraktions- und Reinigungsverfahren, die in Ringversuchen
erfolgreich geprift worden und/oder in ganz Europa anerkannt sind:

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

— Verfahren N: Extraktion mit Aceton, Flissig/Flissig-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 Europaische Norm legt Einzelheiten der Verfahren M bis P zur Extraktion und Reinigung von Proben
pflanzlicher Lebensmittel fest. Zur Extraktion werden mehrere Ldsemittel in unterschiedlichen Mengen
verwendet. Als Reinigungsverfahren werden z. B. die Flissig/Flissig-Verteilung, die Flissigkeitschromatogra-
phie an verschiedenen Adsorptionsmitteln und die Gelpermeations-Chromatographie aufgefiihrt.

Soweit moglich, 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 flr 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 (einschliellich aller Anderungen).

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

prEN 12393-3:2012, Pflanzliche Lebensmittel — Multiverfahren zur Bestimmung von Pestizidriickstdnden 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 Fallen méglich, bessere Ergebnisse zu
erhalten, wenn von den beschriebenen Geraten und Bedingungen zur Extraktion, Reinigung und
Chromatographie abgewichen wird. Solche Abweichungen missen immer eindeutig dokumentiert und
daraufhin geprift werden, dass sie zu verlasslichen Ergebnissen fihren.

Die Extraktion der Rickstande aus der Probenmatrix mit geeigneten Ldsemitteln hat das Ziel, die Rickstande
maoglichst vollstandig zu extrahieren und gleichzeitig méglichst wenig Begleitstoffe mitzuldésen, die bei der
Bestimmung stéren koénnen. Bei der Reinigung werden stérende Stoffe so weit wie mdglich aus dem
Probenextrakt entfernt, so dass die extrahierten Pestizidriickstande schlief3lich in einer Lésung vorliegen, die
zur quantitativen Bestimmung geeignet ist.

1) Florisil® ist ein Beispiel flr ein geeignetes handelstbliches Produkt. Diese Information dient lediglich zur
Unterrichtung der Anwender dieser Europaischen 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

Einwaage (E) | Volumen des Lésemittels (V) | Verhéltnis (E/V)
Verfahren
g ml g/ml
M 100 Aceton: 200 Yz
N 1002 Aceton: 200 Ya
P 10 Ethylacetat: 20 V2
a Nur relevant, wenn der Wassergehalt der Matrix tiber 70 % liegt.
4.2 Reinigung
4.21 Flissig/Flussig-Verteilung
Die Verfahren zur Flussig/Flissig-Verteilung sind in Tabelle 2 zusammengefasst.
Tabelle 2 — Fliissig/Fliissig-Verteilung
Aliquoter Anteil Volumen des Volumen des | Verhaltnis
des Extraktes Wasserzusatzes Losemittels
Verfahren (4) (w) v (AlW)
mi mi ml
M 80 0 200 —a
N 200 x2 100 —a
@  Hangt vom Wassergehalt der Matrix ab.

Zwei Techniken zur FlUssig/FlUissig-Verteilung werden vorgeschlagen:

— mit Wasserzusatz (Verfahren N);

— ohne Wasserzusatz (Verfahren M).

4.2.2 Adsorptions-Saulenchromatographie

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-Harz?)

Verfahren N oder, falls erforderlich, Verfahren P.

2) BioBeads® S-X3-Harz ist ein Beispiel fur ein geeignetes handelstbliches Produkt. Diese Information dient lediglich zur
Unterrichtung der Anwender dieser Europaischen Norm und bedeutet keine Anerkennung dieses Produktes durch
CEN.
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5 Verfahren M: Extraktion mit Aceton und Flussig/Fllissig-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-
schittelt. Die organische Phase kann direkt ohne Reinigung in einen Gaschromatographen mit einem dafr
geeigneten Detektor eingespritzt oder an einer Florisil®-S&aule gereinigt werden. Die Eluate werden eingeengt
und gaschromatographisch untersucht.

5.2 Chemikalien
5.2.1 Allgemeines

Alle Chemikalien missen zur Pestizid-Rlckstandsanalyse 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, abgekihlt 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, abgekuhlt und in einer verschlossenen Flasche
aufbewahrt

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

Florisil® wird mindestens 5 h auf 130 °C bis 135 °C erhitzt, in einem Exsikkator abgekiihlt und in einer luftdicht
verschlossenen Flasche aufbewahrt. Es behalt seine Aktivitdt 4 Tage, kann aber auf die gleiche Weise wieder
aktiviert werden. Die Aktivitat sollte von Zeit zu Zeit durch Eluieren von Standardsubstanzen nach dem
beschriebenen Verfahren Uberprift 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/1)

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

5.2.13 Elutionsmischung D: Dichlormethan : Petroleumbenzin 20+80 (V/7)

5.2.14 Elutionsmischung E: Dichlormethan : Petroleumbenzin : Acetonitril 50+49,65+0,35 (V/VIV)
5.2.15 Elutionsmischung F: Dichlormethan : Petroleumbenzin : Acetonitril 50+48,5+1,5 (V/VIV)
5.3 Gerite

Ubliche Laborgerate in Ubereinstimmung mit prEN 12393-1 und insbesondere die folgenden:

5.3.1 Hochgeschwindigkeitsmischer oder Homogenisierstab mit geeignetem Mischgefal

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

5.3.3 Losemittelverdampfer Kuderna Danish oder ahnliches.
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5.4 Durchfiihrung
5.4.1 Vorbereitung der Probe

Die Probe wird in kleine Stucke zerkleinert und sorgfaltig 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 Mischgefaly (5.3.1) eingewogen, mit 200 ml Aceton versetzt
und 3 min mit hoher Geschwindigkeit gemischt. Das Gemisch wird in einen Blchnertrichter Uberflhrt, der ein
mit Aceton angefeuchtetes Filtrierpapier enthalt, und unter Unterdruck in den Bilichnerkolben filtriert. Das
Volumen des Filtrates wird gemessen.

80 ml Filtrat werden in einen 1-I-Scheidetrichter Uberfuhrt, der 100 ml Dichlormethan und 100 mi
Petroleumbenzin (5.2.3) enthalt. Die Mischung wird 3 min geschiittelt. Nach der Phasentrennung wird die
untere wassrige Phase in einen zweiten 1-I-Scheidetrichter Uberfiihrt. 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) enthalt, gegeben und in einem Rundkolben aufgefangen.

7 g Natriumchlorid (5.2.4) werden zur wassrigen Phase zugegeben, und die Mischung wird 30 s geschiittelt,
bis sich das Natriumchlorid geldst hat. 100 ml Dichlormethan werden zugefiigt, und die Mischung wird 3 min
geschuttelt. Nach der Phasentrennung wird die wassrige Phase in einen dritten Scheidetrichter Gberfihrt und
die organische Phase wiederum Uber demselben Natriumsulfat getrocknet. Zum Inhalt des dritten
Scheidetrichters werden 100 ml Dichlormethan zugefuigt; dieser wird 3 min geschittelt, die organische Phase
wird abgetrennt und die wassrige Phase verworfen; die organische Phase wird wieder (ber 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 Losung wird erneut auf
2 ml eingeengt und dies solange wiederholt, bis das gesamte Dichlormethan verschwunden ist. 20 ml Aceton
werden zugegeben und die Lésung wird wieder auf 2 ml eingeengt (V,,4). Dieses Konzentrat darf direkt in

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

In einigen Fallen wird fur die Bestimmung mit dem Elektroneneinfang-Detektor (ECD) eine Reinigung durch
Verfahren M, oder Verfahren M, empfohlen. Dazu wird die Analysenlésung auf 1 ml Aceton (anstatt auf 2 ml)
eingeengt und mit Petroleumbenzin auf 10 ml aufgefillit.

5.4.3 Reinigung
5431 Verfahren M,

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) gefiillt. Dabei wird gegen die Saulen-
wand geklopft, damit sich die Fullung besser absetzt. Die Saulenfullung wird mit 1 cm bis 2 cm Natriumsulfat
(5.2.7) abgedeckt und mit etwa 30 ml Petroleumbenzin gewaschen. Das Verdampfergefald wird zum
Auffangen des Eluates unter die Saule gestellt. Der Extrakt aus 5.4.2 wird aufgegeben und mit einer
Geschwindigkeit von nicht mehr als 5 ml/min eluiert. Das Gefaly wird zweimal mit jeweils 5 ml Petroleum-
benzin gesplilt, die ebenfalls auf die Saule gegeben werden; die innere Wand des Chromatographierohrs wird
mit zusatzlichen kleinen Anteilen Petroleumbenzin gespllt. Die Saulenfillung wird mit 200 ml Elutions-
mischung A (5.2.10) bei einer Durchflussgeschwindigkeit von 5 ml/min eluiert.

AnschlieRend wird die Saule mit 200 ml Elutionsmischung B (5.2.11) und schlieRlich 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 (V,,4) eingeengt.
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5.4.3.2 Verfahren M,

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) gefiillt. Dabei wird gegen die Saulen-
wand geklopft, damit sich die Fillung besser absetzt. Die Saulenfillung wird mit 1 cm bis 2 cm Natriumsulfat
(5.2.7) abgedeckt.

Das Adsorbens wird mit etwa 30 ml Petroleumbenzin gewaschen. Das Verdampfergefal® wird zum Auffangen
des Eluates unter die Saule gestellt. Der Extrakt aus 5.4.2 wird aufgegeben und mit einer Geschwindigkeit
von nicht mehr als 5 ml/min eluiert. Das Gefal} wird zweimal mit jeweils 5 ml Petroleumbenzin gespllt, die
ebenfalls auf die Saule gegeben werden; die innere Wand des Chromatographierohrs wird mit zuséatzlichen
kleinen Anteilen Petroleumbenzin gespult. Die Saulenfullung wird mit 200 ml Elutionsmischung D (5.2.13) bei
einer Durchflussgeschwindigkeit von 5 ml/min eluiert.

AnschlieRend wird die Saule mit 200 ml Elutionsmischung E (5.2.14) und schlieBlich 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 (7,4) eingeengt.

5.5 Gaschromatographie und Berechnung

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

Das Aquivalent an Probeneinwaage in Milligramm je Mikroliter der Analysenlésung wird nach Gleichung (1)

berechnet:
_ 80 L (1)
L W %
200 + — —10 ~“end
Oy
Dabei ist

P das Probenaquivalent, in Milligramm je Milliliter;

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

w das Volumen des Wassers in der Probe, in Milliliter;
ow die Dichte des Wassers, in Milligramm je Mikroliter;
Vena das Volumen der Analysenldsung, 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 95g/100 g Wasser enthalten, mit einer Volumen-
kontraktion von 10 ml gerechnet. Der durchschnittliche Wassergehalt von Lebensmitteln ist der Literatur zu
entnehmen. Beispiele fir den durchschnittlichen Wassergehalt einiger Ernteglter und Lebensmittel sind in
Tabelle A.1 aufgeflihrt. Der Wassergehalt der meisten frischen Obst- und Gemisearten kann mit 85 g/100 g
angenommen werden.

ANMERKUNG Das Probenaquivalent in der Analysenlésung fiir die Florisil®-Reinigung oder die direkte gas-

chromatographische Untersuchung kann durch Messung des Gesamtvolumens des urspriinglichen Acetonextraktes
genau berechnet werden.
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6 Verfahren N: Extraktion mit Aceton, Flussig/Flissig-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
Berucksichtigung des natlrlichen Wassergehaltes der Probe das Verhaltnis Aceton:Wasser wahrend der
Extraktion jeweils 2 + 1 Volumenteile betragt. Das Homogenat wird filtriert. Ein aliquoter Anteil des Filtrates
wird mit Natriumchlorid gesattigt und mit Dichlormethan verdlinnt, wodurch sich das Uberschissige Wasser
abscheidet. Alternativ wird Natriumchlorid und eine Mischung aus Cyclohexan und Ethylacetat zum
Homogenat zugegeben, und anschlieend wird die Mischung intensiv gemischt.

Der Abdampfriickstand 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 Ruckstanden wird eingeengt und direkt gaschromatographisch mit einem
phosphor-/stickstoffselektiven Detektor, einem flammenphotometrischen Detektor oder einem Massen-
spektrometer untersucht. Nach Austausch des Lésemittels kann die selbe Fraktion fur die Bestimmung mit
LC-MS/MS verwendet werden. Bei der Untersuchung mit dem Elektroneneinfang-Detektor und in manchen
Fallen auch mit dem stickstoffselektiven Detektor kann eine zusatzliche Reinigung an einer kleinen
Kieselgelsaule erforderlich sein. Bei diesem Reinigungsschritt werden die Pestizide in mehrere Fraktionen
aufgetrennt, so dass sich daraus zusatzliche Hinweise fur die Identifizierung ergeben.

6.2 Chemikalien
6.2.1 Allgemeines

Alle Chemikalien missen zur Pestizid-Rickstandsanalyse 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 Essigsaureldsung
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 (V1)

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, abgekuihlt und in einer verschlossenen Flasche
aufbewahrt.
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6.2.19 Natriumsulfat, Pulver, mindestens 4 h auf 500 °C erhitzt, abgekiihlt 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, fir die Saulenchromatographie, 63 uym bis 200 ym (70 mesh bis 230 mesh), mit 1,5 %
Wasser deaktiviert.

Das Kieselgel wird mindestens 5 h auf 130 °C erhitzt, in einem Exsikkator abgekihlt und in einem dicht
verschlossenen Gefall im Exsikkator aufbewahrt. In einem 300-ml-Erlenmeyerkolben (mit Schliffstopfen)
werden zu 98,5 g getrocknetem Kieselgel tropfenweise 1,5 ml Wasser aus einer Blrette unter laufendem
Umschwenken zugegeben. Der Erlenmeyerkolben wird sofort mit dem Stopfen verschlossen, 5 min kraftig
geschittelt, bis keine Klumpen mehr sichtbar sind, und anschlieBend 2 h auf einer mechanischen
Schiuttelvorrichtung geschiittelt. Das Adsorptionsmittel wird in einem dicht verschlossenen Gefalt aufbewahrt.

6.2.23 Glaswolle, erschopfend mit Aceton extrahiert

6.2.24 Watte, aus Baumwolle, erschépfend mit Aceton extrahiert

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

6.2.26 Filtrierpapier, 6 cm und 13,5 cm Durchmesser, Schnellfilterqualitat, erschépfend mit Aceton extrahiert

6.3 Gerate

Ubliche Laborgerate in Ubereinstimmung mit prEN 12393-1 und insbesondere die folgenden:

6.3.1 Hochgeschwindigkeitsmischer oder Homogenisierstab mit geeignetem Mischgefaf

6.3.2 Rotationsverdampfer, mit Wasserbad

6.3.3 Ultraschallbad

6.3.4 Gerit fiir die GPC, z. B. GPC Autoprep® 1001 oder 10023) mit Chromatographierohr, 25 mm Innen-
durchmesser, 50 cm lang und mit dreiundzwanzig 5-ml-Probenschleifen; S&ulenfiillung 50 g BioBeads®
S-X3-Harz, Uber Nacht in der GPC-Elutionsmischung vorgequollen, Fillhdhe etwa 32 cm; Herstellung der
Saulenflllung siehe 6.4.3.2

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

6.4 Durchfiihrung

6.4.1 Extraktion

6.4.1.1  Allgemeines

Der durchschnittliche Wassergehalt einiger Erntegiter und Lebensmittel ist im Anhang A aufgefihrt.

6.4.1.2 Pflanzenmaterial und andere Lebensmittel mit einem Wassergehalt iiber 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 Mischgeréat (6.3.1) homogenisiert.

3) GPC-Autoprep® 1001 oder 1002 sind Beispiele fur geeignete handelsubliche Produkte. Diese Information dient ledig-
lich zur Unterrichtung der Anwender dieser Europaischen 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 Trockengemiuse, 10 g bis 20 g bei Gewirzen 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 x)/100 berechnet. Die Einwaage
und das Wasser werden gemischt und 10 min bis 20 min stehengelassen. AnschlieRend werden 200 ml
Aceton zugeflgt, 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 Bulchnertrichter 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 vollig trocken werden.

200 ml Filtrat (Vg4) werden in einem Messzylinder abgemessen und in einen 500-mi-Scheidetrichter Gberfuhrt.

20 g Natriumchlorid (6.2.18) werden zugefliigt, und die Mischung wird 3 min kraftig geschuttelt. 100 ml
Dichlormethan werden hinzugefigt, die Mischung wird 2 min geschittelt und dann etwa 10 min zur
Phasentrennung stehengelassen. Die untere wassrige 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-mI-Rundkolben aufgefangen, und der
Scheidetrichter und das Filter werden zweimal mit je 20 ml Ethylacetat ausgesplilt. Die Lésung wird im
Rotationsverdampfer (6.3.2) auf 2 ml eingeengt. Die letzten Lésemittelanteile werden durch Uberleiten 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 (langer als 30 min) wird die Mischung zentrifugiert.
Exakt 200 ml (Vr¢) 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 wassrigen Riickstand (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
Stérungen 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 Saulenarten und -dimensionen der GPC-
Saulen als in 6.3.3 beschrieben dirfen verwendet werden, wenn die Bedingungen angepasst werden und
wenn gezeigt werden kann, dass sie zu vergleichbaren Ergebnissen flhren.

6.4.3.2 Packung der Gelpermeationssaule

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