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Nationales Vorwort

Dieses Dokument (prEN 18032:2023) wurde vom Technischen Komitee CEN/TC 275 ,Lebensmittelanalytik -
Horizontale Verfahren“ erarbeitet, dessen Sekretariat von DIN (Deutschland) gehalten wird.

Das zustdndige deutsche Normungsgremium ist der Arbeitsausschuss NA 057-01-08 AA ,Pestizide“ im
DIN-Normenausschuss Lebensmittel und landwirtschaftliche Produkte (NAL).

Um Zweifelsfalle in der Ubersetzung auszuschlieRen, ist die englische Originalfassung beigefiigt. Die Nutzungs-
bedingungen fiir den deutschen Text des Norm-Entwurfes gelten gleichermafden auch fiir den englischen Text.

Aktuelle Informationen zu diesem Dokument konnen {iber die Internetseiten von DIN (www.din.de) durch eine
Suche nach der Dokumentennummer aufgerufen werden.
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Europaisches Vorwort

Dieses Dokument (prEN 18032:2023) wurde vom Technischen Komitee CEN/TC 275 ,Lebensmittelanalytik -
Horizontale Verfahren“ erarbeitet, dessen Sekretariat von DIN gehalten wird.

Dieses Dokument ist derzeit zur CEN-Umfrage vorgelegt.

WARNUNG — Die Anwendung dieses Dokuments kann den Einsatz gefiahrlicher Stoffe, Arbeitsgidnge
und Gerite bedingen. Dieses Dokument erhebt nicht den Anspruch, dass alle mit seiner Anwendung
verbundenen Sicherheitsprobleme angesprochen werden. Es liegt in der Verantwortung des Anwen-
ders dieses Dokuments, geeignete Vorkehrungen fiir den Arbeits- und Gesundheitsschutz zu treffen
und vor der Anwendung festzulegen, welche einschrinkenden Vorschriften gelten.
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1 Anwendungsbereich

Dieses Dokument legt ein Verfahren zur Bestimmung von Riickstdnden hochpolarer Pestizide und ihrer Meta-
boliten in verschiedenen Arten von Lebensmitteln pflanzlichen und tierischen Ursprungs, einschliefilich Obst,
Gemiise, Getreide, Hiilsenfriichte, Olsaaten, Niisse, Milch, Leber und Honig, fest, die mit iiblichen Multiverfahren
nicht untersucht werden konnen. Das Verfahren wurde in dem beim CVUA Stuttgart ansassigen EURL-SRM ent-
wickelt [1],[2], [3] und ist in Ringversuchen an einer grofden Zahl von Lebensmittel-Pestizid-Kombinationen
ndher untersucht worden. Leitlinien fiir die Kalibrierung sind in CEN/TS 17061:2019 dargelegt.

2 Normative Verweisungen

Die folgenden Dokumente werden im Text in solcher Weise in Bezug genommen, dass einige Teile davon oder
ihr gesamter Inhalt Anforderungen des vorliegenden Dokuments darstellen. Bei datierten Verweisungen gilt
nur die in Bezug genommene Ausgabe. Bei undatierten Verweisungen gilt die letzte Ausgabe des in Bezug
genommenen Dokuments (einschlieflich aller Anderungen).

CEN/TS17061:2019, Lebensmittel — Anleitung zur Kalibrierung und quantitativen Bestimmung von
Pflanzenschutzmittelriickstdnden und organischen Kontaminanten mit chromatographischen Verfahren

3 Begriffe
In diesem Dokument werden keine Begriffe aufgefiihrt.

ISO und IEC stellen terminologische Datenbanken fiir die Verwendung in der Normung unter den folgenden
Adressen bereit:

— ISO Online Browsing Platform: verfiigbar unter https://www.iso.org/obp

— IEC Electropedia: verfiigbar unter https://www.electropedia.org/

4 Kurzbeschreibung

Die Riickstdnde werden aus der homogenen Einwaage nach Anpassung des Wasservolumens und Zugabe von
angesduertem Methanol extrahiert. Im Falle von Obst und Gemiise wird die Mischung zentrifugiert, filtriert
und direkt mittels LC-MS/MS oder IC-MS/MS analysiert. Bei Getreide, Hiilsenfriichten, Niissen, 6lhaltigen
Samen und Lebensmitteln tierischen Ursprungs wird EDTA hinzugegeben, um Metallionen wie z. B. Calcium
und Magnesium zu komplexieren, die die Analyse bestimmter Verbindungen (z.B. Glyphosat und AMPA)
beeintrachtigen konnen. Da diese Lebensmittel auch einen bedeutenden Anteil an Protein enthalten, werden
sie zusatzlich mit Acetonitril verdiinnt, um Proteine auszufallen. Proben mit hohem Lipidgehalt werden einer
dispersiven SPE mit C18-Sorbent unterzogen. In diesem Dokument werden verschiedene LC- und IC-MS/MS-
Verfahren, welche die gleichzeitige Analyse unterschiedlicher Kombinationen von Pestiziden erméglichen,
beschrieben. Die Quantifizierung erfolgt unter Verwendung isotopenmarkierter analoger Verbindungen der
Zielanalyten als interne Standards (IL-ISs), sofern diese verfiigbar sind. Wenn IL-ISs zu Beginn des Verfahrens
direkt zur Einwaage gegeben werden, lassen sich dadurch alle Faktoren kompensieren, die einen Einfluss
auf die Wiederfindungsraten haben, beispielsweise Volumenabweichungen und Analytverluste wahrend der
Probenvorbereitung. Auch Matrixeffekte wahrend der Messung werden korrigiert. Die Verwendung von IL-ISs
stellt eine gute Genauigkeit und Reproduzierbarkeit sicher. Die Quantifizierung ohne IL-ISs ist zwar moglich,
in diesem Fall sind jedoch eine sorgfiltige Anpassung des Wasservolumens und weitere Vorgehensweisen zur
Kompensation von Wiederfindungsverlusten oder Matrixeffekten erforderlich. Das Analyseverfahren umfasst
nur wenige Arbeitsschritte und ist mit geringem Materialverbrauch verbunden. Einen kurzen Uberblick {iber
das Verfahren geben die Ablaufdiagramme in den ,Ergdanzenden Online-Informationsquellen®, die {iber einen
in Anhang C angegebenen Hyperlink abrufbar sind.
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5 Vorbereitung und Lagerung der Proben
5.1 Allgemeine Uberlegungen

Die Verfahren der Probenverarbeitung und Lagerung sollten nachweislich keinen signifikanten Effekt auf die in
der Untersuchungsprobe (gelegentlich auch als ,, Analysenprobe”bezeichnet) vorhandenen Riickstdnde haben.
Durch die Verarbeitung sollte sichergestellt werden, dass die Untersuchungsprobe ausreichend homogen ist,
sodass die Variabilitat zwischen Teilproben (Einwaage zu Einwaage) annehmbar ist. Wenn eine einzelne analy-
tische Einwaage wahrscheinlich nicht reprasentativ fiir die Untersuchungsprobe ist, miissen grofiere Einwaa-
gen oder Parallelproben der Einwaagen analysiert werden, um eine bessere Schatzung des wahren Wertes zu
liefern. Der Grad der Zerkleinerung sollte eine quantitative Extraktion der Riickstdnde unterstiitzen; andern-
falls muss die Extraktion eine ergdnzende Zerkleinerung mit einschliefden, z. B. durch eine Homogenisierungs-
vorrichtung (A.2.2) oder durch Mahlhilfsmittel (z. B. Metallkugeln (A.2.3)).

5.2 Laborprobe

Eine Laborprobe ist die zur Analyse beim Labor eingehende Probe; sie sollte idealerweise nach interna-
tionalen Probenahmeprotokollen entnommen werden [4], [5]. Eine Laborprobe, die iberméf3ig verdorben
ist oder deren Zustand sich verschlechtert hat, sollte im Normalfall nicht untersucht werden. Mit einer
Haltbarkeitsdauer versehene Proben sollten iiblicherweise innerhalb ihrer angegebenen Haltbarkeitsdauer
untersucht werden. Laborproben sollten, wenn mdglich, unmittelbar nach ihrem Eingang im Labor, auf jeden
Fall bevor es zu signifikanten physikalischen oder chemischen Anderungen gekommen ist, verarbeitet werden.
Wenn eine Laborprobe nicht unverziiglich verarbeitet werden kann, sollte sie unter geeigneten Bedingungen
gelagert werden, um sie frisch zu halten und eine Verschlechterung ihres Zustands moglichst gering zu halten.

Wenn die Laborprobe in einem Zustand ist, der vor der Untersuchung keine Mahlung erfordert (z. B. Safte,
Milch und Getreidemehl), wird die Probe geriihrt oder gut geschiittelt und dann werden direkt die analytischen
Einwaagen entnommen. Wenn allerdings die Probe nicht ausreichend homogen ist oder davon auszugehen ist,
dass die Extraktion der Rickstinde durch die Anwesenheit grofierer Partikel erheblich beeintrachtigt wird,
sollte eine intensive Zerkleinerung mithilfe von geeigneten Hilfsmitteln durchgefiihrt werden.

5.3 Behandlung der Laborproben vor dem Mahlen

Zur Herstellung der Analysenprobe wird nur die Menge der Laborprobe genommen, flir die die Hochstriick-
standsgehalte gelten [6], [7]. Wenn aus praktischen Griinden eine Verkleinerung der Laborprobe erforderlich
ist, muss dies so vorgenommen werden, dass die Reprasentativitat sichergestellt ist. Dies gilt zum Beispiel,
wenn Proben aus grofieren Einheiten bestehen und das Nennvolumen des verfiigbaren Mixers zu klein ist, um
die erforderliche Anzahl auf einmal zu verarbeiten. In diesem Fall kdnnen Teile der Probe, d.h. keilférmige
Ausschnitte (z. B. bei Melonen) oder Querschnitte (z. B. bei Gurken), einschlief3lich der Haut (duf3eren Oberfla-
che), verwendet werden. Zum Mischen sollten dann gegeniiberliegende Ausschnitte jeder Einheit (z. B. Viertel)
verwendet werden (siehe z. B. [8]). Bei Proben von kleineren Einheiten (z. B. kleine Friichte wie Beeren, Hiilsen-
friichte, Getreide) muss die Probe griindlich gemischt werden, bevor ein Aliquot fiir die weitere Verarbeitung
entnommen wird.

Alle Teile, die Schwierigkeiten bei der Homogenisierung verursachen wiirden, diirfen vor dem Mahlvorgang
entfernt werden (z.B. die Kerne im Falle von Steinfriichten). Die Masse der Probe muss vor und nach dem
Entfernen der stérenden Probenanteile aufgezeichnet werden. Es sollten Vorkehrungen getroffen werden, um
einen Verlust von Fruchtsaft oder -fleisch zu vermeiden. Die auf diese Weise erhaltene Probe wird als Untersu-
chungsprobe bezeichnet. Die Riickstandsberechnung muss auf der Masse der urspriinglichen Untersuchungs-
probe (einschliefdlich der Kerne und unter der Annahme, dass diese Teile frei von Riickstinden sind) beruhen.

Im Falle einer kryogenen Zerkleinerung mithilfe von Trockeneis ldsst sich die Verarbeitung vereinfachen,

indem die Proben vor der Zerkleinerung mit einem Messer grob zerteilt (z. B. in Stiicke von 3 x 3 cm) und in
einen Tiefkiihlschrank (z. B. bei < -18 °C liber Nacht) gelagert werden.
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5.4 Homogenisierung der Probe
5.4.1 Allgemeine Uberlegungen

Bei frischen Erzeugnissen (z. B. Obst und Gemiise) ist die Homogenisierung bei Umgebungstemperatur oder
unter gekiihlten Bedingungen moglich; in den meisten Fallen ist jedoch die Kaltmahlung zu bevorzugen, da
dadurch Verluste von empfindlichen Analyten verringert werden und sie iiblicherweise zu kleineren Partikel-
grofden und einem héheren Grad der Homogenitét fiihrt. Im Falle von frischen, nicht gefrorenen Erzeugnissen
wird der zeitliche Abstand zwischen Homogenisierung und Extraktion so kurz wie moglich gehalten, um den
Abbau empfindlicher Zielanalyten auf ein moglichst geringes Maf zu reduzieren.

Die Homogenisierung wird bei Lebensmitteln mit widerstandsfahiger Haut (z. B. Tomaten oder Weintrauben)
tiblicherweise durch Kaltmahlung (zusatzlich unterstiitzt durch Trockeneis oder fliissigen Stickstoff (A.1.12))
weiter verbessert. Werden Untersuchungsproben bei niedrigen Temperaturen verarbeitet, sind Mafdnahmen
zu ergreifen, um die Kondensation der Feuchtigkeit auf der Probe auf ein moglichst geringes Maf3 zu redu-
zieren. Ein ausreichendes Verfliichtigen von restlichem Kohlendioxid sollte erméglicht werden, sodass des-
sen Beitrag zur Probenmasse vernachlassigbar ist. Fiir die Homogenisierung unter Verwendung von fliissigem
Stickstoff wird das Probenmaterial (z. B. ganze Einheiten oder grob zerschnittene Einheiten) in einen geeigne-
ten Kunststoffbehalter (z. B. aus PP oder Polystyrol) mit fliissigem Stickstoff eingetaucht. Sobald es vollstdndig
eingefroren ist, wird es in eine leistungsstarke Messermiihle tiberfiihrt und so lange gemahlen, bis ein feines
Pulver erhalten wird. Das gefrorene Pulver sollte rasch in ein Lagergefafs tiberfiihrt werden. Es wird sicher-
gestellt, dass der fliissige Stickstoff vollstdndig verdampft ist, bevor das Lagergefaf3 dicht verschlossen und in
den Tiefkiihlschrank gestellt wird.

Bei trockenen Lebensmitteln besteht der Zweck der Mahlung darin, Partikel mit einer Gréf3e von <1 mm her-
zustellen. Kleinere Partikelgrofien erleichtern die Extraktion. Es ist allerdings zu beachten, dass durch die Rei-
bung wiahrend des Mahlvorgangs sehr hohe Temperaturen entstehen kdnnen. Kaltmahlung unter Zugabe von
fliissigem Stickstoff oder Trockeneis ist hilfreich, um die Temperaturen niedrig zu halten. Die Verwendung von
Ultra-Zentrifugalmiihlen mit Ringfiltern tragt dazu bei, die maximale Partikelgrofde zu begrenzen. Das Mahlen
mit einer Messermiihle ergibt iiblicherweise eine breite Verteilung der Partikelgréfien. Eine in zwei Schritten
durchgefiihrte Mahlung ist iiblicherweise hilfreich, um die durchschnittliche Partikelgrofie weiter zu reduzie-
ren. Bei der Verarbeitung von trockenen Lebensmitteln mit hohem Olgehalt fiihrt iiberméRiges Mahlen mit
einer Messermiihle oder das Mahlen mit Ultra-Zentrifugalmiihlen aufgrund der Freisetzung von fliissigem Ol
haufig zur Bildung einer Paste. In solchen Fallen ist die Kaltmahlung vorzuziehen. Homogenate von trocke-
nen Lebensmitteln sollten optimalerweise auch im Tiefkiihlschrank gelagert werden, obwohl die Stabilitdt der
Analyten unter Umgebungsbedingungen liblicherweise deutlich besser ist als bei fliissigen Homogenaten.

ANMERKUNG  Durch Zerkleinerung (einschliefdlich der zuvor genannten groben Zerteilung mit einem Messer) von nicht
gefrorenen Proben mit hohem Feuchtegehalt (z.B. Obst und Gemiise) werden Matrix-Safte freigesetzt, die den Abbau
bestimmter empfindlicher Pestizide, mit denen sie in Kontakt kommen, beschleunigen kénnen. Dies schlief3t auf der Haut
von Erzeugnissen befindliche Pestizide mit ein, die Saften aus Friichten ausgesetzt werden, wenn diese (fiir die spatere
Kaltmahlung) in grobe Stiicke geschnitten und in einem Beutel gemischt werden.

5.4.2 Vorbereitung der Homogenate von getrockneten Friichten und dhnlichen Lebensmitteln

Getrocknete Friichte und dhnliche Lebensmittel (~ 15 % bis < 40 % Feuchtegehalt) kénnen als Aufschlammung
oder in tiefgefrorenem Zustand ohne Zugabe von Wasser verarbeitet werden. Fiir die Verarbeitung als Auf-
schlammung werden 500 g gefrorene trockene Friichte eingewogen und X g kaltes Wasser (A.1.1) zugegeben
(siehe Tabelle 1 und Tabelle B.1); die Mischung wird dann, wenn moglich, mit einem starken Mixer (A.2.1) unter
Zugabe von Trockeneis (A.1.12) homogenisiert, um chemische und enzymatische Reaktionen zu verhindern
oder zu verlangsamen. Fiir Extraktionen nach E3 (siehe Tabelle 2) werden Y g des Homogenats eingewogen
(siehe Tabelle 1 und Tabelle B.1 entsprechend einer Probe von 5 g). Alternativ wird das Probenmaterial in ein
Kunststoff- oder Polystyrolgefafd mit fliissigem Stickstoff eingetaucht. Sobald es vollstdndig eingefroren ist,
wird es in eine leistungsstarke Messermiihle tberfiihrt und solange gemahlen, bis ein feines Pulver erhalten
wird. Es darf nicht zu lange gemahlen werden, und das gefrorene Pulver wird unverziiglich in ein Lagergefaf3
tiberfiihrt und in den Tiefkiihlschrank gestellt, um zu vermeiden, dass es klumpig und schwieriger zu handha-
ben wird.
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Tabelle 1 — Getrocknete Friichte/Wassermenge wiahrend der Homogenisierung

Feuchtegehalt des Produkts Probenmenge Zugegebene Masse der analytischen Einwaage
Wassermenge (Y g; entsprechend 5 g der
urspriinglichen trockenen Probe)
% 8 Xg g
~15bis <25 500 900 14
25 bis<35 500 850 13,5
>35 bis 40 500 800 13

Gefriergetrocknetes Obst und Gemiise (liblicher Feuchtegehalt 0,3 % bis 4 %) werden mit einer Messermiihle
mit hoher Drehzahl (A.2.1) homogenisiert, vorzugsweise nach Zugabe von Trockeneis oder fliissigem Stick-
stoff (A.1.12), um das Material kiihl zu halten. Davon werden 2 g Probe fiir die Analyse eingesetzt (wie im Falle
von anderen trockenen extraktreichen Lebensmitteln wie Gewtirzen und trockenen Krautern).

5.5 Analytische Einwaage

Eine oder mehrere einzelne Einwaagen, jede fiir eine Analyse ausreichend, sollte(n) aus dem Probenhomo-
genat, das wie zuvor beschrieben hergestellt wurde, entnommen werden. Wenn die Untersuchungsprobe vor
der Entnahme der Einwaagen gelagert war und festgestellt wird, dass die Homogenitat der Untersuchungs-
probe wihrend der Lagerung beeintrachtigt worden ist, muss die Untersuchungsprobe vor der Entnahme von
Einwaagen erneut gemischt werden, um sicherzustellen, dass die Homogenitat wiederhergestellt worden ist.

Wenn frische Erzeugnisse in einem nicht gefrorenen Zustand homogenisiert werden, sollten die Priifmengen
unmittelbar nach der Mahlung eingewogen und analysiert werden, es sei denn es konnte nachgewiesen wer-
den, dass in der Zeitspanne zwischen Zerkleinerung und Beginn der Analyse kein bedeutender Abbau der Ziel-
analyten stattfindet. Wenn die Einwaagen nicht direkt analysiert werden kdnnen, miissen sie eingefroren wer-
den, bis sie bendtigt werden. Zu beachten ist, dass in solchen nicht gefrorenen fliissigen Homogenaten eine
Trennung von (Frucht-)Fleisch und -Saft auftreten und die Variabilitat zwischen den Einwaagen erhéhen kann.
Daher ist das Homogenat vor der Einwaage gut zu rithren.

6 Durchfiihrung

Die Extraktion wird in den Modulen E1 bis E7 (Tabelle 2) beschrieben. In Abhdngigkeit vom Lebensmittel wer-
den die zentrifugierten Rohextrakte entweder filtriert und direkt entsprechend den Messmodulen M1 bis M5
(Tabelle 5) weiterverarbeitet oder vor der Messung durch Anwendung eines oder mehrere der Reinigungs-
module C1 bis C4 (Tabelle 3) gereinigt. Ein Verdiinnungsmodul DL (Tabelle 4) vor der Messung ist entweder
angezeigt oder wird empfohlen; dies hdangt aber auch von der Empfindlichkeit der verwendeten Messein-
richtungen ab. Die Riickstandskonzentrationen in den Proben kdnnen mithilfe der unter Q1 bis Q6 beschrie-
benen Quantifizierungsansatze berechnet werden (siehe Tabelle 6 mit Verweisung auf Kalibrierverfahren in
CEN/TS17061:2019). Fiir die Anwendung der Q-Module findet sich ein Entscheidungsbaum unter [11]. Wei-
tere Kalibrier-/Quantifizierungsverfahren konnen CEN/TS 17061:2019 entnommen werden.

Bevorzugte Kombinationen von Modulen fiir eine Vielzahl von rohen und verarbeiteten Lebensmitteln, welche
die Extraktion von Proben und Reinigung von Rohextrakten betreffen, sind in Tabelle B.1 aufgefiihrt.
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=~ Tabelle 2 — Extraktionsmodule T ™
o 2
Modul Kurzbeschreibung? Bevorzugte Anwendung'D und Einschrankungen Beispiele / Anmerkungenb E ﬁ
(=)
E1l Extraktion von 10 g Probe ohne Wasserzugabe Lebensmittel mit hohem Wassergehalt (= 80 %) Obst, Gemiise, Fruchtsifte 8 E
E2 Extraktion von 10 g Probe nach Zugabe von z. B. Lebensmittel mit mittlerem Wassergehalt (> 40 % I) Kartoffel, Petersilie z g
. i 0,
[) zwei ml Wasser bis <80 %) II) Banane, Meerrettich, frische 3 N
1) 2,5ml Wasser Erbsen, Ingwer w g
1) drei ml Wasser [II) Avocado, Olive ’e g
L
IV) 3,5ml Wasser IV) Knoblauch S
N
E3 Extraktion von z. B. 13,5 g Homogenat, das mit Lebensmittel mit geringem Wassergehalt (15 % bis getrocknete Friichte und dhnliche
Wasserzugabe hergestellt wurde, siehe Tabelle 1 40 %) Erzeugnisse (z.B.
Konfitiiren/Marmeladen)
E4 Extraktion von 5 g Honig nach Zugabe von 7,5 ml Wasser | Honig
E5a Extraktion von 2 g oder 5 g Probe nach Zugabe von 10 ml | Lebensmittel mit sehr geringem Wassergehalt geringer Fettgehalt: raffiniertes
Wasser (<15 %) Getreide, Pseudogetreide,
Einschrinkungen: nicht empfohlen fiir Pestizide und | Hulsenfriichte, Magermilchpulver
Metaboliten, die einen Phosphonsdure-Anteil hoher Fettgehalt: Vollkorngetreide,
enthalten (z. B. Glyphosat, AMPA, MPPA), siehe E5b Olsaaten, Niisse, Gewiirze, Kriuter,
E5b Extraktion von 2 g oder 5 g Probe nach Zugabe von 9 ml Lebensmittel mit sehr geringem Wassergehalt Milchpulver, Sduglingsnahrung
Wasser, 1 ml 10 % EDTA, 0,1 ml Ameisensaure (<15 %)
empfohlen fiir Pestizide und Metaboliten, die einen
Phosphonsaure-Anteil enthalten (z. B. Glyphosat,
AMPA, MPPA)
Documents

Full document details: E DIN EN 18032:2024-02

Document Sharing Hub


http://www.avadocuments.com/doc/e-din-en-18032-2024-02
http://www.avadocuments.com/doc/e-din-en-18032-2024-02

- Entwurf -

Tabelle 2 ( fortgesetzt)

Modul Kurzbeschreibung? Bevorzugte Anwendung® und Einschrinkungen Beispiele / Anmerkungen®
E6a Extraktion von 10 g Probe nach Zugabe von z. B. Lebensmittel tierischen Ursprungs mit einem ) Magermilch (geringer Fettgehalt)
I) einml Wasser Wassergehalt (> 30 %) 1) Vollmilch
1) 1,5 ml Wasser Einschriankungen: nicht empfohlen fiir Pestizide und 1) Niere, Fisch
1 il Wi Metaboliten, die einen Phosphonsdure-Anteil T
) zweiml Wasser enthalten (z. B. Glyphosat, AMPA, MPPA), siehe E6b IV) Ei, Muskel
IV) 2,5ml Wasser V) Leber
V) drei ml Wasser Im Falle von verarbeiteten
E6b Extraktion von 10 g Probe nach Zugabe von Lebensmittel tierischen Ursprungs mit einem Fleischerzeugnissen wird die )
Wasser /10 % EDTA / Ameisenséure, z. B. wie folgt: Wassergehalt (> 30 %) Wgssermenge erho}}t (z.B. werden bei
Raucherschinken mit 50 %
) 0/1/0,1ml empfohlen fiir Pestizide und Metaboliten, die einen Feuchtegehalt 5 ml Wasser oder
1) 0,5/1/0,1 ml Phosphonsaure-Anteil enthalten (z. B. Glyphosat, 4/1/0,1ml
1) 1/1/0,1ml AMPA, MPPA) Wasser/10 % EDTA/Ameisenséure zu
V) 1,5/1/0,1 ml 10 g Probe gegeben).
V) 2/1/0,1ml
E7 Extraktion von 5 g fettiger Probe, unterstiitzt durch Fette (Lipide, die bei Raumtemperatur eine Fette tierischen und pflanzlichen
mechanische Hilfsmittel (z. B. Metallkugeln) nichtfliissige, z. B. feste, wachsartige oder pastdse, Ursprungs
Konsistenz haben)
a Die Angabe ,,ohne Wasserzugabe“ bezieht sich auf Verfahren, bei denen ein IL-IS vor einer Aliquotierung des Extrakts hinzugegeben wird. Wenn kein IL-IS verwendet wird oder wenn
ein solcher zu einem Aliquot des Extrakts zugegeben wird, ist eine Anpassung des Wasservolumens bis zu einem Gesamtvolumen von 10 ml (Probenwasser + zugegebenes Wasser)
angezeigt, um die systematische Abweichung zu mindern.
b per Wassergehalt der verschiedenen Lebensmittel kann Tabelle B.1 entnommen werden.
Tabelle 3 — Reinigungsmodule
Modul Beschreibung Bevorzugte Anwendungen Beispiele
rm
Co keine Reinigung das meiste Obst und Gemiise ]
"c ]
C1 Ausfrieren zur Ausfallung von schwach Lebensmittel, von denen die Extrakte schwierig zu | Rohextrakte von z. B. Ananas, Kartoffeln, Fn’ 2
l6slichen Koextraktivstoffen oder um die filtrieren sind oder die Koextraktivstoffe enthalten, | Getreidemehlen (insbesondere fein gemahlenen 2 Ej
Filtration zu unterstiitzen welche bei niedrigen Temperaturen ausfallen (z.B. | Mehlen), Avocado, Oliven, Erdbeeren -
Lipide, Zucker, Proteine) g g
C2 dispersive SPE mit C18-Sorbent Lebensmittel mit hohem Fett- und geringem Avocado, Oliven S ﬁ
Proteingehalt N 1
(=}
C3a Ausfallung mit Acetonitril zur Entfernung von Lebensmittel mit hohem Proteingehalt raffiniertes Getreide, Pseudogetreide, N S
Proteinen und anderen Koextraktivstoffen mit Hiilsenfriichte, Magermilchpulver Doc ume g@
[ begrenzter Loslichkeit in Acetonitril
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'~ Tabelle 3 ( fortgesetzt) S g
% —
Modul Beschreibung Bevorzugte Anwendungen Beispiele N :
- (=)
C3b Ausfallung mit Acetonitril in Kombination mit | Lebensmittel mit hohem Protein- und hohem Olsaaten, Niisse, Getreide, Leber, Niere, Sz
C18-Sorbent zur Entfernung von Proteinen, Fettgehalt Vollmilch, Muskel ﬁ B
Lipiden und anderen Koextraktivstoffen mit ) 8
begrenzter Loslichkeit in Acetonitril S N
C4 Ultrafiltration mit Filtern mit einer Lebensmittel mit hohem Proteingehalt Olsaaten, Niisse, Hiilsenfriichte, Getreide, 2 g
Ausschlussgrenze bei 5 kDa oder 10 kDa Pseudogetreide, Leber, Niere, Vollmilch, Muskel (=] g
L
ll?J
Tabelle 4 — Verdiinnungsmodule — Beispiele
Modul DLx? Beschreibung der Verdiinnung Umstidnde (zur Orientierung)‘ Beispiele / Empfehlungen
DL1 unverdinnte Extrakte — Messung unverdiinnter Extrakte mit
zufriedenstellender Leistung méglich
— Empfindlichkeit des Analyten erlaubt keine
Verdiinnung, aber Matrixeffekte sind (verglichen mit
der Kalibrierung) vernachléssigbar (< ca. + 20 %) oder
werden ausreichend kompensiert (z. B. tiber IL-IS oder
Matrixanpassung)
DL2 2-fache Verdinnung (V1+V2,1+1) | _ grgRere (nicht vernachlissigbare) Matrixeffekte (z.B. | — DL2 vor der Analyse mittels M3a oder M3b
zwischen * 20 % und * 40 %), die anderweitig nicht von Probenextrakten von E5b und E6b (mit
ausreichend kompensiert werden (z. B. tiber IL-IS oder EDTA) nach C3 oder C3a (wie es die
Matrixanpassung) Empfindlichkeit des Messgerats zuldsst)
— siehe auch die nachfolgend aufgefiihrten allgemeinen
Ziele und Voraussetzungen
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Tabelle 4 ( fortgesetzt)

Modul DLx? | Beschreibung der Verdiinnung® Umstidnde (zur Orientierung)‘ Beispiele / Empfehlungen
DLx 5 bis 10 5-fache Verdiinnung (V1 +V3,1+4) | _ starke Matrixeffekte (z.B. zwischen + 40 % — DL10 zur Analyse von Chlorat, Perchlorat,
7.B. 10-fache (V1 + V4, 1+9) und 90 %), die anderweit.i.g nicht ausreichend Phosphonsaure, Bromid mittels M3b
_ 5 (DLS): kompensiert werden (z. B. tiber IL-IS oder — DL5 bei Anwendung von IC-MS/MS (M4 oder
x=5 (DL5); Matrixanpassung) M5)
x=10 (DL10) — starke Matrixbgladung im Extrakt: die__die.Leistung — DL5 vor der Analyse mittels M3a oder M3b
oder Robustheit der Messung beeintrachtigt von Probenextrakten von E5b und E6b (mit
— siehe auch die nachfolgend aufgefiihrten allgemeinen EDTA) nach C3a oder C3b (wie es die
Ziele und Voraussetzungen Empfindlichkeit des Messgerdts zuldsst)
DLx>10 50-fache Verdinnung (Vy + V3, — sehr starke Matrixeffekte (z. B.> +90 %), die — zur Quantifizierung von Bromid (hohe
7.B. 1+49) anderweitig nicht ausreichend kompensiert werden Hochstgehalte an Riickstinden (MRLs) und
50 (DL50) (z.B. tiber IL-IS oder Matrixanpassung) hohe Hintergrundkonzentrationen) (wie es
X=

— starke Matrixbeladung im Extrakt, die die Leistung
oder Robustheit der Messung beeintrachtigt

— siehe auch die nachfolgend aufgefiihrten allgemeinen
Ziele und Voraussetzungen

die Empfindlichkeit des Messgerats zuldsst)

Die Modulnummer zeigt den Verdiinnungsfaktor an und dient der Dokumentation des Verfahrens. Jeder Verdiinnungsfaktor kann angewendet werden, solange die Voraussetzungen
(siehe Liste unter Tabelle 4) erfiillt sind.

Verdiinnungen konnen hergestellt werden, indem ein bestimmtes Volumen des Extrakts (/1) mit einem bestimmten Volumen eines mit Wasser mischbaren Losemittels (V3), welches
eine mobile Phase bzw. ein Eluent der LC sein darf (siehe A.6), gemischt wird. Die Verdiinnung kann bei dem LC- oder IC-Injektionsvorgang erfolgen. Falls durch die Verdiinnung eine
Ausfallung ausgelost wird, wird empfohlen, nach der Verdiinnung eine Filtration mit einem Spritzenfilter (A.2.11) durchzufiihren. Verdiinnungen mit Blindproben-Extrakten sind
ebenfalls méglich und manchmal sinnvoll (z. B. um Matrixeffekte auf vergleichbarem Niveau zu halten).

Erlduterung zu Matrixeffekten: Eine Anderung des Messsignals (d. h. Unterdriickung oder Verstirkung) von z. B. 90 % ist in diesem Dokument wie folgt festgelegt: + 90 %

[y
w
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Die allgemeinen Ziele bei der Verdiinnung durch Anwendung der Tabelle 4 sind:

— Vermindern von Matrixeffekten,

— Verringern von Retentionszeit-Verschiebungen,

— Verbessern der Peakformen,

- Entwurf -

— Verbessern der chromatographischen Trennung von stérenden Verbindungen,

— Erhalten eines Signals innerhalb des Kalibrierbereichs bzw. linearen Wertebereichs,

— Verringern der Einwirkung der Matrix auf das Messgerat (zur Erhohung der langfristigen Robustheit und

Verkiirzung der Instandhaltungsintervalle).

Daraus ergeben sich die folgenden allgemeinen Voraussetzungen fiir die Verdiinnung:

— Signalintensitaten des (der) Analyten und IL-IS(s) bleiben nach Verdiinnung zufriedenstellend;

— alle Verschiebungen durch Matrixeffekte werden angemessen kompensiert.

Tabelle 5 — Messmodule

Modul Angaben zum Messgerit Beispiele fiir Analyten Beispiele fiir Saulen
M1 LC-MS/MS Glyphosat, APPC?
HILIC-Phase Glufosinat, Torus DEA?
ESI, negativer Modus Fosetyl, Raptor Polar X¢
Chlorat, Obelisc N4
Perchlorat usw. Trinity Q1P
Luna Polar Pesticide®
M2 LC-MS/MS Chlormequat, Amide BEH?
HILIC-Phase Mepiquat, Obelisc R4
ESI, positiver Modus Cyromazin, Trinity p1b
Matrin,
Nicotin usw.
M3 LC-MS/MS Glyphosat, Hypercarb?
Phase aus porésem Graphit-Kohlenstoff Glufosinat,
ESI, negativer Modus Fosetyl,
Chlorat,
Perchlorat usw.
Documents
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Tabelle 5 ( fortgesetzt)

Modul Angaben zum Messgerit Beispiele fiir Analyten Beispiele fiir Sdulen
M4 IC-MS/MS Glyphosat, AS19P
Anionenaustauscher-Phase Glufosinat, AS24Pb
ESI, negativer Modus Fosetyl,
Chlorat,
Perchlorat usw.
M5 IC-MS/MS Chlormequat, CS17P
Kationenaustauscher-Séule Mepiquat,
ESI, positiver Modus Cyromazin,
Matrin,
Nicotin usw.

APPC, Torus DEA, Amide BEH sind die Handelsnamen der von WATERS gelieferten Produkte. Diese Angabe dient nur zur
Unterrichtung der Anwender dieses Dokuments und bedeutet keine Anerkennung dieses genannten Produkts durch CEN oder
CENELEC. Gleichwertige Produkte diirfen verwendet werden, wenn sie nachweisbar zu identischen Ergebnissen fiihren.

Trinity Q1, Trinity P1, Hypercarb, AS19, AS24, CS17 BEH sind die Handelsnamen der von Thermo gelieferten Produkte. Diese
Angabe dient nur zur Unterrichtung der Anwender dieses Dokuments und bedeutet keine Anerkennung dieses genannten
Produkts durch CEN oder CENELEC. Gleichwertige Produkte diirfen verwendet werden, wenn sie nachweisbar zu identischen
Ergebnissen fiithren.

Raptor Polar X ist der Handelsname eines von Restek gelieferten Produkts. Diese Angabe dient nur zur Unterrichtung der
Anwender dieses Dokuments und bedeutet keine Anerkennung dieses genannten Produkts durch CEN oder CENELEC.
Gleichwertige Produkte diirfen verwendet werden, wenn sie nachweisbar zu identischen Ergebnissen fiihren.

Obelisc N, Obelisc R sind die Handelsnamen der von Sielc gelieferten Produkte. Diese Angabe dient nur zur Unterrichtung der
Anwender dieses Dokuments und bedeutet keine Anerkennung dieses genannten Produkts durch CEN oder CENELEC.
Gleichwertige Produkte diirfen verwendet werden, wenn sie nachweisbar zu identischen Ergebnissen fiihren.

Luna Polar Pesticides ist der Handelsname eines von Phenomenex gelieferten Produkts. Diese Angabe dient nur zur
Unterrichtung der Anwender dieses Dokuments und bedeutet keine Anerkennung dieses genannten Produkts durch CEN oder
CENELEC. Gleichwertige Produkte diirfen verwendet werden, wenn sie nachweisbar zu identischen Ergebnissen fiihren.
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Tabelle 6 — Quantifizierungsmodule

Modul®

Beschreibung

Umstinde

Effekte

Verwendung
von
angepasster
Blind-
proben-
Matrixa

IL-IS

(zu Beginn
des
Verfahrens
Zu-
gegeben)b

Dieser Ansatz...

korrigiert

korrigiert

eine Matrix-

schlechte
absolute
Wieder-
findungc

effekted

reduziert die
Auswirkung
von Wechsel-
wirkungen
im Injektore

Voraussetzungen,
Anmerkungen und Beispiele

Verweisung in

CEN/TS17061:2019

Qla

Quantifizierung mittels
Kalibrierung, die auf externen
Standards in Losemittel beruht

(l16semittelbasiert ohne IL-IS)

nein

nein

nein

nein

nein

Voraussetzungen: Da dieser
Ansatz nicht die Wiederfindung
oder Matrixeffekte korrigiert,
miissen absolute
Wiederfindungsraten
ausreichend sein, und
Matrixeffekte sollten
vernachldssigbar oder durch
Verdiinnung ausreichend
reduziert sein).

Beispiel: Bromid (wenn sich
praktisch keine Blindproben-
Matrizes finden lassen und kein
IL-IS verfiigbar ist)

6.4.2 bis 6.4.5

Q1b

Quantifizierung mittels
Kalibrierung, die auf externen
Standards in Losemittel und
IL-IS beruht

(l16semittelbasiert mit IL-1Sf)

nein

ja

ja

ja

nein

Voraussetzungen: Die
Abwesenheit einer Matrix (in
den Kalibrierl6sungen) hat keine
erhebliche Auswirkung auf das
chromatographische Verhalten
des Zielanalyten.

Beispiel: Chlorat in Milch (wenn
sich praktisch keine Blind-
proben-Matrizes finden lassen,
ein IL-IS aber verfiigbar ist)

6.5.3

(a) €zoz:zgogt N3Id
20-%202Z:Z€08T N4 NId A
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Tabelle 6 ( fortgesetzt)

Modul5 Beschreibung Umstidnde Effekte Voraussetzungen, Verweisung in
Al ki d Beispiel CEN/TS17061:2019
Verwendung | IL-IS Dieser Ansatz... nmeriingen und Beispiele /
von .
angepasster (zu Beginn | korrigiert korrigiert | reduziert die
Blind- des eine Matrix- Auswirkung
proben- Verfahrens | schlechte effekted | von Wechsel-
Matrixa zu- absolute wirkungen
gegeben)b | Wieder- im Injektore
findungc
Q2a Quantifizierung mittels nein nein nein nein ja Beispiel: wenn ein Labor 6.4.2 bis 6.4.5
Kalibrierung, die auf externen mehrere Typen von Proben in
Standards in Extrakten derselben Charge analysiert,
generischer riickstandsfreier wodurch es praktisch schwierig
Proben (bevorzugt mit geringer ist, matrixangepasste Standards
Extraktbeladung), z. B. Gurke, herzustellen
Tomate, ohne Verwendung von
IL-IS beruht
(matrixbasiert ohne IL-IS)
Q2b Quantifizierung mittels nein ja ja ja ja Beispiel: wenn ein Labor 6.5.3
Kalibrierung, die auf externen mehrere Typen von Proben in
Standards in Extrakten derselben Charge analysiert,
generischer riickstandsfreier wodurch es praktisch schwierig
Proben (bevorzugt mit geringer ist, matrixangepasste Standards
Extraktbeladung), z. B. Gurke, herzustellen
Tomate, und IL-IS beruht
(matrixbasiert mit IL-ISf)
Q3a Quantifizierung mittels ja nein nein ja ja Voraussetzung: Die absolute 6.4.2 bis 6.4.5
Kalibrierung, die auf externen Wiederfindungsrate des
Standards in Extrakten Analyten sollte ausreichend sein
riickstandsfreier Proben des (da dieser Ansatz keine <s]
gleichen Matrixtyps beruht Wiederfindungsverluste = E
(matrixangepasst ohne IL-IS) korrigiert). Fn’ 2
57|
Q3b Quantifizierung mittels ja ja ja ja ja 6.5.3 Z2 2z
Kalibrierung, die auf externen E‘ =
Standards in Extrakten =) g
riickstandsfreier Proben des S ﬁ
gleichen Matrixtyps mit IL-IS o 5
beruht ==
( ) Docu AN
matrixangepasst mit IL-IS me §.®
. _
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5 Tabelle 6 ( fortgesetzt) S g
m P
Modul® Beschreibung Umstinde Effekte Voraussetzungen, Verweisung in E :
A k d Beispiel CEN/TS 17061:2019
Verwendung | IL-IS Dieser Ansatz... nmerkungen und Belsplete / g Z
von . W =
angepasster (zu Beginn | korrigiert | korrigiert | reduziert die N g
Blind- des eine Matrix- Auswirkung g w
proben- Verfahrens | schlechte effekted | von Wechsel- o N
; zu- absolute wirkungen w
Matrixa —_
gegeben)b | wieder- im Injektore o g
findungc ~ &
Q4a Quantifizierung mittels externer (ja) nein (ja) (ja) ja Voraussetzung: Eine angepasste | 6.7 N
Standards, mit denen angepasste inhirent, inhirent, Matrix sollte verwendet werden,
Probenmengen riickstandsfreier Matrix wenn wenn um Wiederfindung und
Proben dotiert werden, d. h. bevorzugt angepasste ange- Matrixeffekte zu korrigieren (da
Quantifizierung durch Matrix passte kein IL-IS verwendet wird).
Kalibrierung tiber das .gesar.nte verwendet Matrix Anmerkung: Zu beachten ist,
V.erfahren (w wird verwendet dass die absoluten
einer angepassten Matrix) wird Wiederfindungswerte einiger
(verfahrensbegleitend ohne Analyte schwankend sind, selbst
IL-IS) zwischen verschiedenen Proben
des gleichen Matrixtyps (z.B.
verschiedene Sorten von Reis).
Q4b Quantifizierung mittels externer (Ga) ja ja ja ja Anmerkung: Der IL-IS korrigiert | 6.7
Standards, mit de"nen . angepasste soyvohl Matrlxeffekte als auch
Probenmengen riickstandsfreier Matrix Wiederfindungsraten und sollte
grobenfdotiert V\Zierdehn, d.h. bevorzugt Zu Be}gﬂinn des Verfahrcelns,
uantifizierung durc sowohl zur Einwaage der zu
Kalibrierung iiber das gesamte analysierenden Probe als auch
Verfahren (mit IL-IS und zu den fiir die Kalibrierung des
vorzugsweise mit einer Verfahrens verwendeten
angepassten Matrix) Einwaagen zugegeben werden
(verfahrensbegleitend mit \(/‘\;2;fr?l:ir;n;lt:jf}ii;izgri'cl;lS).
IL-ISf)
verwendet wird, werden
Matrixeffekte und
Wiederfindungsraten zusatzlich
iiber die Matrixanpassung und
den verfahrensbegleitenden
Ansatz korrigiert. Wenn eine
angepasste Matrix nicht
verfligbar ist, ist eine Matrix mit
dhnlicher Auswirkung auf die
Wiederfindung zu bevorzugen.
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Tabelle 6 ( fortgesetzt)

Endextrakt (wahlweise mit IL-IS,
falls verfiigbar).

Wird kein IL-IS verwendet, gilt
Modul Q5a, und wenn ein IL-IS
verwendet wird, gilt Modul Q5b.
Flir weitere Informationen siehe
den Entscheidungsbaum, der
unter [11] abgerufen werden
kann.

(Standardadditionen zu
Aliquoten des Extrakts)

Matrix wird
verwendet)

Modul® | Beschreibung Umstidnde Effekte Voraussetzungen, Verweisung in
A k d Beispiel CEN/TS17061:2019
Verwendung | IL-IS Dieser Ansatz... nmeriingen und Beispiele /
von .
angepasster (zu Beginn | korrigiert korrigiert | reduziert die
Blind- des eine Matrix- Auswirkung
proben- Verfahrens | schlechte effekted | von Wechsel-
Matrixa zu- absolute wirkungen
gegeben)b | Wieder- im Injektore
findungc
Q5a/b Quantifizierung mittels nein (ja) nein ja ja Ein beliebiger IS kann hierbei 6.6.2
Standardaddition zum (identische wahlweise (inharent) eingesetzt werden. Durch

Einsatz eines IL-IS erfolgt keine
Korrektur der Wiederfindung.

Dieser Ansatz ist fiir Analyten
mit zufriedenstellenden
absoluten Wiederfindungsraten
anzuwenden, bei denen nicht
annehmbare Matrixeffekte durch
andere Mafinahmen aber nicht
angemessen kompensiert
werden. Es wird angenommen,
dass jeder Aliquot des Extrakts
den gesamten Riuickstand enthalt,
der urspriinglich in dem durch
diesen Aliquot reprasentierten
Anteil der Matrix enthalten war.
Es ist daher wichtig
sicherzustellen, die richtige
Menge Wasser zu erganzen
(Tabelle B.1), sodass das
Gesamtvolumen des Extrakts
gleich 20 ml Wasser ist.

[y
O
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N o

P Tabelle 6 ( fortgesetzt) =g

—

Modul® Beschreibung Umstidnde Effekte Voraussetzungen, Verweisung in E :

Verwendung | IL-IS Dieser Ansatz .. Anmerkungen und Beispiele CEN/TS17061:2019 g =

von . N B

angepasster (zu Beginn | korrigiert | korrigiert | reduziert die N3

Blind- des eine Matrix- Auswirkung g w

proben- Verfahrens | schlechte effekted | von Wechsel- o N

Matrixa zu- absolute wirkungen 2 g

gegeben)b | wieder- im Injektore o g

findungc ~ &

Q6a/b Quantifizierung mittels nein (ja) ja ja ja Beispiel: Félle, in denen eine 6.6.3 N
Standardaddition zu einzelnen (identische (inharent) (inharent) angepasste Matrix, die zur

Einwaagen der Probe (wahlweise
mit [L-IS, falls verfiigbar) Wird
kein IL-IS verwendet, gilt

Modul Q6a, und wenn ein IL-IS
verwendet wird, gilt Modul Q6b.
Fir weitere Informationen siehe
den Entscheidungsbaum, der

unter [11] abgerufen werden
kann.

(Standardadditionen zu
Einwaagen der Probe)

Matrix wird
verwendet)

Kalibrierung verwendet werden
konnte, nicht verfligbar ist und
eine Korrektur der
resultierenden Wiederfindung
notwendig ist

d  Wenn Matrixeffekte nicht vernachlassigbar sind, werden Verfahren empfohlen, die mit ,ja“ gekennzeichnet sind.

a  Angepasste Blindproben-Matrizes mit vernachldssigbaren Konzentrationen des Zielanalyten (= die zur Herstellung von Kalibrierstandards verwendet werden koénnten) sind jederzeit
verfiighar und werden verwendet, dann ,ja“, bzw. sind nicht verfiigbar, dann ,nein“

b ,Ja“gibtan, dass ein geeigneter IL-IS verfiigbar ist und zu Beginn des Verfahrens (vor einer Aliquotierung) zugegeben wird. ,Nein“ gibt an, dass ein IL-IS nicht verfiigbar ist oder
verfiigbar ist, aber nicht zugegeben wird.

¢ Wenn Wiederfindungsverluste wahrend der Extraktion nicht vernachlassigbar sind, werden Verfahren empfohlen, die mit ,ja“ gekennzeichnet sind. Wenn die Korrektur der
Wiederfindung allein auf der Verwendung eines IL-IS beruht, muss der IL-IS zu Beginn des Verfahrens (vor einer Aliquotierung) zu den Proben gegeben werden.

e  Wenn die chromatographische Leistung in Abwesenheit einer (beliebigen) Matrix (z. B. aufgrund von Wechselwirkungen mit dem Injektor) beeintrachtigt ist, werden Verfahren
empfohlen, die mit ,ja“ gekennzeichnet sind.

f  Im Falle von geringen Wiederfindungsraten sollte der IL-IS zu Beginn des Verfahrens zugegeben werden (= verfahrensbegleitender IL-IS).

&  Fiir die Anwendung der Q-Module findet sich ein Entscheidungsbaum unter [11].
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7 Auswertung der Ergebnisse
7.1 Identifizierung

Zur ldentifizierung wird auf die letzte Version des DG-SANTE-Dokuments verwiesen: Analytical quality control
and method validation procedures for pesticide residues analysis in food and feed [9]. Der Identifizierungsprozess
umfasst die Sammlung einer Reihe von Nachweisen, die zusammengenommen die Entscheidung iiber die Iden-
titdt des Analyten begriinden. Der Prozess umfasst den Vergleich der Retentionszeiten und Peakformen der
in der Probe zu identifizierenden Analyten und eines mitinjizierten IL-IS und/oder eines Referenzstandards
der nativen Verbindung sowie einen Vergleich der relativen Abundanz (d.h. des Signalverhaltnisses) eines
oder mehrerer Paare von aufgezeichneten LC-MS/MS-Masseniibergdngen mit denen eines Referenzstandards.
Falls weitere Zweifel bestehen, konnen weitere Nachweise gewonnen werden, indem der Extrakt mithilfe eines
anderen chromatographischen Trennsystems (Sdule, Losemittel) erneut analysiert wird.

Matrizes, die eine sehr starke Signalunterdriickung bei den Analytsignalen verursachen, erhohen die
Wahrscheinlichkeit falsch negativer Ergebnisse. Die Verwendung eines IL-IS hilft, Matrixeffekte (Signalunter-
driickung) abzuschétzen. Im Falle sehr starker Unterdriickungen (z. B. >80 %) wird die Durchfiihrbarkeit des
Nachweises des Analyten an der Bestimmungsgrenze (LOQ) tberpriift, um das Risiko eines falsch negativen
Ergebnisses moglichst gering zu halten. Zu diesem Zweck wird der Probenextrakt mit dem Zielanalyten an
der LOQ und/oder einer hoheren Konzentration aufdotiert und (erneut) injiziert. Falls erforderlich, wird die
LOQ erhoht.

7.2 Kalibrierung und Quantifizierung

Die verwendeten Messsysteme (z.B. LC-MS/MS) sind entsprechend den Anforderungen in CEN/
TS17061:2019 zu kalibrieren, wobei die Vorgaben zu beriicksichtigen sind, die im Dokument iiber
die analytische Qualitatskontrolle und die Verfahren zur Methodenvalidierung[9] beschrieben sind. In
Tabelle 6 sind die Quantifizierungsmodule (Q1 bis Q6) aufgefiihrt, die spezifisch fiir die Kalibrierung und
Quantifizierung empfohlen werden, wenn bestimmte Umstinde und Voraussetzungen erfiillt sind. Ein
Entscheidungsbaum, der die Priorisierung der Quantifizierungsmodule erleichtern soll, findet sich in [11].

Wenn ein bestimmter Analyt Wiederfindungsraten aufweist, die nicht die anerkannten Leistungskriterien
erfiillen (siehe z. B. [9]), sollten Kalibrierungsansitze angewendet werden, die diesen Aspekt berticksichtigen.
Die Zugabe des IL-IS zu Beginn des Verfahrens ist der praktisch unkomplizierteste Ansatz. Bei Fehlen von
[L-ISs ist der Ansatz der Standardadditionen zu Einwaagen (Q6) oder der Ansatz der Kalibrierung iiber das
Gesamtverfahren (Q4a) anzuwenden (siehe auch Tabelle 6).

Der Konzentrationsbereich der Kalibrierlosungen sollte die Riickstandskonzentrationen der Zielanalyten in
den Probenextrakten umfassen.

Kalibrierung ohne IL-IS: Wenn kein adaquater IL-IS eingesetzt wird und die Auswirkung von Matrixeffekten
wahrend der Messung erheblich oder unbekannt ist, sollten die Kalibrierungsansatze eine Kompensation der
Matrixeffekte sicherstellen. Im umgekehrten Fall sollten die gewonnenen Ergebnisse lediglich als eine erste
Schatzung (semiquantitativ) angesehen werden. Wenn relevante Riickstandskonzentrationen detektiert wer-
den (z.B. vermutete MRL-Uberschreitungen), ist eine prizisere Analyse notwendig. Diese kann unterschied-
liche Ansatze einschliefden, beispielsweise die Verwendung von matrixangepassten Kalibrierstandards (Q3a),
Standardadditionen (Q5 und Q6, wobei Letzteres auch Wiederfindungsverluste korrigiert) oder Kalibrierung
tiber das Gesamtverfahren (Q4a). Des Weiteren ist es wichtig sicherzustellen, dass das Gesamtvolumen des
Rohextrakts vor jedweder Verdiinnung moglichst nahe bei 20 ml liegt (entspricht einer Massenkonzentration
der Probe von 0,5 g/ml Extrakt, wenn die Einwaage 10 g betragt). Dies erfolgt durch Anpassung des Wasserge-
halts wie in Tabelle B.1 dargestellt.

Kalibrierung mit IL-IS: Die Verwendung von IL-ISs macht die Matrixanpassung liblicherweise tberfliissig,
jedoch werden matrixbasierte Kalibrierungen (Q2 bis Q6) haufig gegeniiber 16semittelbasierten bevorzugt, da
die Abwesenheit von Matrixkomponenten zu Peakverzerrungen aufgrund von Wechselwirkungen verschiede-
ner Analyten mit Oberflachen innerhalb des chromatographischen Systems fiihren kann.
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Fiir Zwecke der Quantifizierung ist es daher von gréfdter Wichtigkeit, dass das Verhéltnis zwischen der absolu-
ten IL-IS-Menge, die vor der Extraktion der Probe (oder dem isolierten Aliquot des Probenextrakts) zugesetzt
wird, und der absoluten IL-IS-Menge, die den Kalibrierstandardlésungen zugesetzt wird (oder mindestens das
Verhaltnis der beiden Mengen), bekannt ist, da es in Berechnungen verwendet wird.

Alternativ kann ein IL-IS einem Aliquot (z. B. 1 ml) des Probenextrakts zugesetzt werden, das in das Injekti-
onsflaschchen tiberfiihrt wird. Auf diese Weise wird die erforderliche IL-IS-Menge um einen Faktor von z. B. 20
vermindert, wodurch die Kosten der Analyse gesenkt werden. Dies stellt dennoch sicher, dass Matrixeffekte
zuverladssig kompensiert und Retentionszeit-Verschiebungen zuverlassig detektiert werden. Dieser Ansatz kor-
rigiert allerdings keine Abweichungen des Extraktvolumens und Analytverluste, die vor der IL-IS-Zugabe (z. B.
wahrend der Extraktion und Reinigung) auftreten. Im Falle von grofleren Abweichungen des Extraktvolumens
und bei Analyten, die bekanntermafien geringe oder variable absolute Wiederfindungsraten aufweisen, sollten
die auf diesem Wege (spate IL-IS-Zugabe) erhaltenen Ergebnisse als semiquantitativ angesehen werden und
eine erneute Analyse unter Zugabe eines geeigneten IL-IS vor der Extraktion sollte durchgefiihrt werden, bevor
quantitative Ergebnisse ausgegeben werden.

7.3 Berechnung der Riickstandskonzentrationen
7.3.1 Berechnung der Riickstandskonzentrationen durch externe Kalibrierung ohne IL-ISs

Die Riickstandskonzentration des identifizierten Analyten A in der Probe, in mg/kg (w,), wird nach Glei-

chung (1) unter Verwendung der Massenkonzentration der Probe im Endextrakt (p?iir:lp;itract) und der

Massenkonzentration des Analyten im Endextrakt (p,, siehe Quantifizierungsmodule) berechnet:

PA

WA = sample (1)
final extract
Dabei ist
PA die Massenkonzentration des identifizierten Analyten A in der Analyseldsung (Endextrakt),
in ug/ml, siehe die jeweiligen Verweisungen auf CEN/TS 17061:2019, 6.4.2 bis 6.4.5, unter Q1
bis Q6;
?iarllrzrallpelﬂitract die Massenkonzentration der Probe im Endextrakt, in g/ml.
Die Massenkonzentration der Probe im Endextrakt wird wie folgt nach Gleichung (2) berechnet:
sample _ msample
final extract — . (2)
ex
Dabei ist
Msample die Masse der analytischen Einwaage der Probe;
Vex das Volumen des Extrakts nach der Extraktion oder Reinigung. Vorausgesetzt, dass der Wasserge-

halt der Probe wie in Tabelle B.1 dargestellt angepasst worden ist, kann das Extraktionsvolumen
(inml) gleich 20 ml angenommen werden (oder 40 ml, falls ein Reinigungsschritt entsprechend
Modul C3a oder C3b, mit zweifacher Verdliinnung des Probenextrakts mit Acetonitril, einbezogen
ist).

Da kein IL-IS verwendet wird, muss das Volumen des Extrakts (Voy) bekannt sein. Wenn eine Verdiinnung
erfolgt ist (Modul DL), ist der Verdiinnungsfaktor (Fgiution) ZU beriicksichtigen, siehe Gleichung (3). Verdiin-

nungen, die auf Probenextrakt und Kalibrierlésungen gleichermafien angewendet werden, sind bei dem
sample

Verdiinnungsfaktor nicht zu berticksichtigen. Die Massenkonzentration der Probe im Endextrakt pg i axiract

(siehe auch die Quantifizierungsmodule unter XXX) wird nach Gleichung (4) berechnet:
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Vy+ Vg
F gilution = v (3)
A
psample _ Msample 1 _ Msample Va )
final extract Vex F dilution Vex (VA + VB)
Dabei ist
Va das Volumen des fiir die Verdiinnung eingesetzten Rohextrakt-Aliquots (in ml);
Vg das Volumen des fiir die Verdiinnung von V 5 zugegebenen Losemittels (in ml);

F dilution der Verdiinnungsfaktor in Bezug auf Verdiinnungen des Endextrakts (ausgenommen Verdiinnun-
gen, die auf gleiche Weise auf die Kalibrierstandards angewendet werden).

Durch Einsetzen der gemessenen Peakflache des Pestizids in der Probe (y4) wird die Konzentration des Ana-
lyten im Endextrakt (pa) bestimmt, wie in CEN/TS 17061:2019, 6.4.2 bis 6.4.5, beschrieben. Der Massenanteil
wp des Analyten in der Probe wird nach Gleichung (1) berechnet.

7.3.2 Berechnung der Riickstandskonzentrationen durch externe Kalibrierung mit IL-IS

Der folgende Berechnungsansatz erfordert, dass das Verhaltnis der IL-IS-Massen, die zu den Einwaagen und
zu dem (den) Kalibrierstandard(s) zugegeben werden, mgg,;i,sle m{-7'S, bekannt und konstant ist. Indem der

[L-IS iiber die Kalibrierstufen konstant gehalten wird, kann das Peakverhdltnis ¥a/yy s jeder Kalibrierstufe

graphisch gegen die absolute Masse des Analyten mzér;?ly te aufgetragen werden, statt gegen das Verhaltnis

manalyte mlL1S (mLT1S wird gleich 1 gesetzt). Siehe auch CEN/TS 17061:2019, 6.5.3.

Der Massenanteilw, des Analyten in der Probe, in Milligramm je Kilogramm, wird mittels Gleichung (5)
berechnet:

YA _ IL-1S
WA = (YIL—IS C) 1 Msample 5)
A= ' ‘ -
b Msample mlclél IS
Dabei ist
YA die Peakflache des Analyten im Endextrakt (Zahlung (en: counts));

yiL-is die Peakfldache des IL-IS im Endextrakt (Zahlung);
c der Achsenabschnitt der linearen Kalibrierfunktion;
b die Steigung der linearen Kalibrierfunktion;

Mgample die Masse der Einwaage (in g);

IL-IS

sample die Masse des IL-IS, der vor der Extraktion der Probe zugesetzt wird (irrelevant, da eliminiert);

m

mIC];JIS die Masse des IL-IS in den Kalibrierstandards (irrelevant, da eliminiert).
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Falls der IL-IS einem Aliquot des Endextrakts zugesetzt wird, muss mgample ersetzt werden durch mgample-aL,
die mittels Gleichung (6) erhalten wird:

Msample 1 Msample Va
Msample—AL = X = 6
sample VeX Fdilution Vex (VA + VB) ( )
Dabei ist
Msample—AL die Probenmasse, die im Aliquot, welcher fiir die Zugabe des IL-IS eingesetzt wird,

sample—AL
reprasentiert wird (in g).

Dabei darf jede Verdiinnung, die nach der Zugabe des IL-IS zu einem festgelegten Aliquot vorgenommen wird,
nicht im Verdiinnungsfaktor berticksichtigt werden.

7.3.3 Berechnung der Riickstandskonzentration mit dem Standardadditionsverfahren

Der Ansatz der Standardaddition ist das Verfahren der Wahl, wenn kein geeigneter IL-IS verfligbar ist. Durch
diesen Ansatz werden Matrixeffekte iiblicherweise besser kompensiert als bei Anwendung einer matrixange-
passten Kalibrierung (CEN/TS 17061:2019, 6.6).

Bei den Standardadditionen zum Endextrakt wird die Konzentration des Analyten p, im Endextrakt tiber die
lineare Regressionsgerade der Peakflachen gegen die dotierten Konzentrationen und die Masse der Probe, die
durch das eingesetzte Aliquot des Endextrakts reprasentiert wird, bestimmt, wie in CEN/TS 17061:2019, 6.6.2,
beschrieben. Der Massenanteil wy des Analyten in der Probe wird nach Gleichung (1) berechnet. Dabei wird
angenommen, dass das Gesamtvolumen des Probenextrakts genau 20 ml betragt (oder 40 m], falls ein Reini-
gungsschritt entsprechend Modul C3a oder C3b, mit zweifacher Verdiinnung mit Acetonitril, einbezogen ist),
vorausgesetzt, dass der Wassergehalt der Probe eingestellt worden ist, wie in Tabelle B.1 dargestellt.

Im Falle von Standardadditionen zu mehreren Einwaagen wird die Masse des Analyten in der Probenein-
waage iiber die lineare Regressionsgerade der Peakflichen gegen die dotierten Analytmassen bestimmt, wie
in CEN/TS17061:2019, 6.6.3, beschrieben. Der Massenanteil des Analyten in der Probe ergibt sich aus dem
Quotienten der Masse des Analyten my in der Einwaage und der Masse der Einwaage mgample-

Wenn die Messsignale der Extrakte mit Standardaddition auflerhalb des linearen Detektionsbereichs der
LC-MS/MS liegen, sollten die Losungen verdiinnt werden.

Beim Standardadditionsverfahren wird die gesuchte Analytkonzentration durch lineare Extrapolation ermit-
telt. Deshalb ist es wichtig, dass der Analyt im untersuchten Kalibrierbereich ein lineares Detektionsverhalten
zeigt.

7.3.4 Berechnung der Riickstandskonzentrationen bei komplexen Riickstandsdefinitionen

Im Falle von komplexen gesetzlichen Riickstandsdefinitionen miissen einige Komponenten so angegeben wer-
den, wie durch den Text der jeweiligen Riickstandsdefinition festgelegt, indem Umrechnungsfaktoren (Cf), die
aus den Molekularmassen abgeleitet werden, angewendet werden. Davon sind gegenwartig die folgenden bei-

den Komponenten betroffen, die in diesem Dokument einbezogen sind: Glufosinat und Fosetyl. Nachstehend
ist ein Beispiel einer Berechnung fiir Fosetyl gezeigt.

CFosetyl (Summe) = CFosetyl + CPhosphonsé’lure X Cf(Phosphonséiure — Fosetyl)
= CFosetyl + CPhosphonsé’\ure X (MWFosetyl/MWPhosphonséiure)

= CFosetyl + CPhosphonsé’\ure % (110,05/81,99) = CFosetyl + CPhosphonséiure X 1,342
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8 Validitat des Verfahrens

Das Verfahren wurde durch Ringversuche gemeinschaftlich fiir verschiedene Analyt-Matrix-Kombinationen
validiert. Die in[2] [3] und [11] dargestellten Validierungsdaten wurden im Rahmen von mehreren Vali-
dierungsstudien durch Ringversuche erhalten. Dabei wurden die Labore gebeten, Validierungsversuche
nach einem detaillierten analytischen Protokoll durchzufiihren und ihre gewonnenen Daten vorzulegen.
Die benotigten Analyten und IL-ISs wurden den Laboren von den Organisatoren bereitgestellt, wiahrend die
Blindproben-Matrizes durch die Labore selbst beschafft und homogenisiert wurden. Die Art der in diesen
Untersuchungen zu verwendenden Matrizes war festgelegt. Insgesamt wurden drei separate Validierungs-
runden durchgefiihrt, jede mit 10 bis 20 teilnehmenden Laboren. Es wurde als unerlasslich angesehen, dass
eine erhebliche Anzahl an Kombinationen aus Analyt, Matrix und Konzentration von mindestens 8 Laboren
erfolgreich validiert wurde.

Eine ausreichende Validitat des Verfahrens fiir eine bestimmte Analyt-Matrix-Kombination wurde angenom-
men, wenn mindestens drei Labore mit mindestens fiinf Parallelproben zur Wiederfindung je Konzentration
mittels IL-IS korrigierte Wiederfindungsraten im Bereich von 80 % bis 120 % sowie eine relative Standard-
abweichung unter Wiederholbedingungen (RSD) von <20 % erreichten. Die Validierungsergebnisse sind in
zusammengefasster Form in [11] und in detaillierter Form in [10] zu finden. Die Bestimmungsgrenzen hdangen
vom Analyten, der Matrix und der Empfindlichkeit der verwendeten analytischen Messgerdte ab. In Tabelle 7
ist zusammengefasst, fiir welche Kombinationen von Analyten und Lebensmittelgruppen (zur Klassifizierung
siehe [9]) mit dem vorgestellten Verfahren Validierungsdaten erhalten wurden, die die oben genannten Krite-
rien erfillen.

Zusétzliche Validierungsdaten zu diesem Verfahren oder zu Varianten dieses Verfahrens finden sich in [10].

Tabelle 7 — Uberblick iiber verfiigbare Validierungsdaten, die im Rahmen von Validierungsstudien
durch Ringversuche erhalten wurden (erfolgreiche Validierung durch = 3 Laboratorien mit n =5 fiir
2 Konzentrationen)

Lebensmittelgruppe (Codes wie in [9])
Hoher Hoher Hoher Hoher Hoher Fleisch Milch
Wasser- | Sdurege- Olgehalt Olgehalt Stirke- (Muskel) und
I gehalt halt und und sehr und und/oder und Milch-
Analyt hoher geringer mittlerer Protein- Meeres- | erzeug-
Wasser- Wasser- Wasser- gehalt und friichte nisse
gehalt gehalt gehalt geringer
Wasser- und
Fettgehalt
(1) (2) (4a) (4b) (5) (7) (8)
AMPA X X X X X X
Bromid X X X X X
Chlorat X X X X X
Chlormequat X X X X X
Cyanursaure X X X
Cyromazin X X X X X
Daminozid X X X X X
Ethephon X X X X X X
Fosetyl-Al X X X X X X
Glufosinat X X X X X X
Glyphosat X X X X X X
HEPA X X X X X X
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Tabelle 7 ( fortgesetzt)

Lebensmittelgruppe (Codes wie in [9])
Hoher Hoher Hoher Hoher Hoher Fleisch Milch
Wasser- | Sdurege- Olgehalt Olgehalt Stiarke- (Muskel) und
I gehalt halt und und sehr und und/oder und Milch-
Analyt hoher geringer mittlerer Protein- Meeres- | erzeug-
Wasser- Wasser- Wasser- gehalt und friichte nisse
gehalt gehalt gehalt geringer
Wasser- und
Fettgehalt
Maleinsdurehydrazid X X
Melamin X X X X X
Mepiquat X X X X X
MPPA X X X X X X
N-Acetyl-Glufosinat X X X X X X
N-Acetyl-Glyphosat X X X X X X
Nereistoxin X X X X X
Perchlorat X X X X X
Phosphonsaure X X X X X
Trimethylsulfonium X X X X X

Tabelle 8 — Uberblick iiber aktuell geltende Hochstgehalte (MRLs) und Vergleich mit den niedrigsten
erfolgreich validierten Konzentrationen (LSVLs) im Ringversuch

Anmerkung | Verbindung Hoher Wasser-/Sauregehalt Trocken - geringer Trocken - hoher Fettgehalt
Fettgehalt
LSVL N Niedrigster LSVL N Niedrigs- LSVL N | Niedrigster
MRL ter MRL MRL
mg/kg mg/kg mg/kg mg/kg mg/kg mg/kg
Rechtlich AMPA 0,05 12 0,1 5 0,1 6
nicht
relevant
Bromid 0,1 10 20/5 10 9 50 20
(Beeren)
Chlorat 0,01 12 0,05 0,02 12 0,05 0,05
Chlormequat 0,01 10 0,01 0,01 10 0,01 0,01
(€D
Rechtlich Cyanursaure 0,05 5 0,1 1 0,1 1
nicht
relevant
Cyromazin 0,01 10 0,05 0,01 7 0,05 0,05
Daminozid 0,01 8 0,06 0,01 5 0,06 0,1
Ethephon 0,01 10 0,05 0,02 4 0,05 0,02 6 0,1
Fosetyl-Al 0,01 12 2 (fur die 0,02 5 2 (fur die 0,02 6 2 (fur die
Summe) Summe) Summe)
Glufosinat 0,03 9 0,03 (fiir die 0,06 5 0,03 (fir 0,06 7 0,03 (fir die
Summe) die Summe)
Summe)
Glyphosat 0,05 11 0,1 0,1 6 0,1 0,1 7 0,1
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Tabelle 8 ( fortgesetzt)

Anmerkung | Verbindung Hoher Wasser-/Sauregehalt Trocken - geringer Trocken - hoher Fettgehalt
Fettgehalt
LSVL N Niedrigster LSVL N Niedrigs- LSVL N | Niedrigster
MRL ter MRL MRL
mg/kg mg/kg mg/kg mg/kg mg/kg mg/kg
Rechtlich HEPA 0,02 10 0,04 5 0,04 7
nicht
relevant
Maleinsdure- 0,02 4 0,2 0,04 1 0,2 0,04 1 0,2
hydrazid
Rechtlich Melamin 0,01 8 0,01 7
nicht
relevant
Mepiquat (Cl) 0,01 10 0,02 0,01 10 0,02 0,05
MPPA 0,02 11 siehe 0,04 6 siehe 0,04 6 siehe
Glufosinat Glufosinat Glufosinat
N-Acetyl- 0,02 12 siehe 0,04 7 siehe 0,04 7 siehe
Glufosinat Glufosinat Glufosinat Glufosinat
Rechtlich N-Acetyl- 0,05 9 0,1 4 0,1 6
nicht Glyphosat
relevant
Rechtlich Nereistoxin 0,01 9 0,01 7
nicht
relevant
Kontami- Perchlorat 0,01 11 0,02 11
nant
Phosphon- 0,1 6 siehe Fosetyl 0,2 5 siehe siehe Fosetyl
sdure Fosetyl
Trimethyl- 0,01 11 0,05 0,01 10 0,05 0,05
sulfonium
Rechtlich AMPA 0,05 8 0,05 8 0,05 3
nicht
relevant
Bromid 0,05 5 7 0,05 0,05
Chlorat 0,05 0,01 6 0,1 0,05
Chlormequat 1,5/0,15 0,01 9 0,5 1,5/0,15
cn (Gefltigel) (Gefliigel)
Rechtlich Cyanursaure 0,05 2 0,05 2 0,05 2
nicht
relevant
Cyromazin 0,01 0,01 9 0,01 0,01
Daminozid 0,06 0,01 8 0,06 0,06
Ethephon 0,01 6 0,4/0,08 0,01 7 0,05 0,01 2 0,4/0,08
(Gefltigel) (Gefliigel)
Fosetyl-Al 0,01 7 0,5 (fiir die 0,01 7 0,5 (fir die 0,01 3 0,5 (fir die
Summe) Summe) Summe)
Glufosinat 0,03 7 3/0,1 0,03 8 0,03 (fiir 0,03 3 3/0,1
(Gefliigel) die (Gefliigel)
(fir die Summe) (fur die
Summe) Summe)
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Tabelle 8 ( fortgesetzt)

Anmerkung | Verbindung Hoher Wasser-/Sauregehalt Trocken - geringer Trocken - hoher Fettgehalt
Fettgehalt
LSVL N Niedrigster LSVL N Niedrigs- LSVL N | Niedrigster
MRL ter MRL MRL
mg/kg mg/kg mg/kg mg/kg mg/kg mg/kg
Glyphosat 0,05 8 0,05/0,2 0,05 8 0,05 0,05 4 0,05/0,1
(Rind) (Geflugel)/
0,5
(Schwein)/2
(Rind)
Rechtlich HEPA 0,02 8 0,02 1
nicht
relevant
Maleinsdure- 0,02 2 0,1/0,02 0,02 1 0,07 2/0,02
hydrazid (Gefluigel) (Geflugel)
Rechtlich Melamin 0,01 8
nicht
relevant
Mepiquat (Cl) 0,05 0,01 9 0,07 0,05
MPPA 0,02 8 siehe 0,02 8 siehe 0,02 5 siehe
Glufosinat Glufosinat Glufosinat
N-Acetyl- 0,02 8 siehe 0,02 8 siehe 0,02 4 siehe
Glufosinat Glufosinat Glufosinat Glufosinat
Rechtlich N-Acetyl- 0,05 6 0,05 7 0,05 2
nicht Glyphosat
relevant
Rechtlich Nereistoxin 0,01 8
nicht
relevant
Kontami- Perchlorat 0,01 6
nant
Phosphon- siehe Fosetyl 0,1 5 siehe siehe Fosetyl
sdure Fosetyl
Trimethyl- 0,05 0,01 9 0,1 0,05
sulfonium
9 Untersuchungsbericht
Der Untersuchungsbericht muss mindestens folgende Angaben enthalten:
— alle Informationen, die zur Identifikation der Probe notwendig sind;
— eine Verweisung auf diese Europdische Norm (einschliefilich des Jahres ihrer Veroéffentlichung);
— die Ergebnisse und die Einheiten, in denen sie angegeben wurden;
— das Datum und die Art der Probenahme (wenn mdglich);
— das Eingangsdatum der Probe im Labor;
— das Untersuchungsdatum;
— alle Besonderheiten, die wahrend der Untersuchung festgestellt wurden;
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— alle Arbeitsschritte, die nicht in diesem Verfahren festgelegt sind oder als wahlfrei angesehen wurden und
die Ergebnisse moglicherweise beeinflusst haben.

10 Zusatzliche Informationen iiber die Analyse
10.1 Extraktionsdauer

Bei Obst und Gemiise ist eine Schiittelzeit von 1 min meist ausreichend. Im Falle von Getreide und ande-
ren trockenen Proben ist es wichtig sicherzustellen, dass solche Proben fein gemahlen werden, um die
Zuganglichkeit der Riickstdnde fiir das Extraktionslosemittel zu verbessern. Dariiber hinaus ist eine Extrak-
tionsdauer von mindestens 15 min fiir diese Matrizes notwendig. Im Falle von unzureichend zerkleinerten
Untersuchungsproben oder wenn Hinweise vorliegen, dass die Extraktionsausbeute des Analyten nicht
ausreichend ist, sollte die Extraktion zeitlich verlangert und/oder durch mechanische Hilfsmittel (z.B.
Schiittelmaschine (A.2.8), Hochleistungs-Dispergiergerat (A.2.2)) verbessert werden. Bei Verwendung eines
Hochleistungs-Dispergiergerdts wird nach Zusatz von 10 ml angesduertem Methanol und des IL-IS das
dispergierende Element in die Probe eingetaucht und diese fiir etwa 2 min bei hoher Drehzahl homogenisiert.
Da der IL-IS bereits in der Probe vorhanden ist, besteht keine Notwendigkeit, den am Dispergierelement
haftenden Probenrest abzuspiilen. Das Dispergierelement muss jedoch immer vor seiner Verwendung bei der
nichsten Probe gereinigt werden. Schiittel- oder Einweich-/Eintauchzeiten sollten 60 min nicht iiberschreiten,
um einen Abbau instabiler Analyten auf ein Mindestmaf} zu reduzieren.

10.2 Skalierung

In diesem Dokument werden in den Extraktionsmodulen E1 bis E7 bestimmte Massen in Bezug auf die Proben-
masse spezifiziert. Sowohl die Extraktion als auch die Reinigung kdnnen unabhangig voneinander im Maf3stab
erhoht oder verringert werden. Bei der mafstiblichen Verringerung der Extraktion (d.h. der Masse der Ein-
waage) ist es duferst wichtig sicherzustellen, dass die Variabilitat zwischen den Einwaagen annehmbar bleibt.
Wenn der Homogenitatsgrad unzureichend ist, ist eine mafdstabliche Erhohung oder eine Mittelwertbildung
bei den betreffenden Analysen notwendig.
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Anhang A
(informativ)

Beschreibung der Module

A.1 Reagenzien

Sofern keine anderslautenden Festlegungen bestehen, werden Reagenzien von anerkannter Analysenreinheit
verwendet und alle Vorsichtsmafdnahmen getroffen, um eine mogliche Kontamination von Wasser, Losemitteln,
Sorbentien, anorganischen Salzen usw. zu vermeiden.

Alle beim Verfahren verwendeten Verbrauchsmaterialien und Chemikalien sollten regelmafdig durch z.B.
Reagenzien-Blindpriifungen auf relevante Konzentrationen der zu untersuchenden Analyten tberprift
werden.

A.1.1 Wasser, deionisiert, fiir Wasserzugaben zu den Proben

A.1.2 Wasser, ultrarein, z. B. hergestellt mit einem Laborwasser-Reinigungssystem

Im Handel erhéltliches, fiir MS geeignetes Wasser kann fiir mobile Phasen bei der LC-MS/MS bzw. fiir IC geeig-
netes Wasser kann fiir mobile Phasen bei der IC-MS/MS verwendet werden.

A.1.3 Methanol, mindestens fiir HPLC geeignet; fiir die Herstellung mobiler Phasen wird bevorzugt Metha-
nol in MS-Qualitat verwendet.

A.1.4 Acetonitril, mindestens fiir HPLC geeignet; fiir die Herstellung mobiler Phasen wird bevorzugt Ace-
tonitril in MS-Qualitit verwendet.

A.1.5 Ameisensiure, konzentriert, > 98 %; fiir die Herstellung mobiler Phasen wird bevorzugt Ameisen-
saure in MS-Qualitat verwendet.

A.1.6 Essigsdure, konzentriert, > 98 %; fiir die Herstellung mobiler Phasen wird bevorzugt Essigsdure in
MS-Qualitat verwendet.

A.1.7 Angesauertes Methanol, fir die Extraktion der Mehrzahl der Proben

10 ml Ameisensdure (A.1.5) werden in einen 1 000-ml-Messkolben pipettiert und bis zur Marke mit Metha-
nol (A.1.3) aufgefiillt.

A.1.8 (C18-Sorbent, Schiittgut, Partikelgrofde 30 pm bis 300 um (auch als ODS-Sorbent bezeichnet)
A.1.9 Ammoniumformiat, analysenrein (p.a.)

A.1.10 Ethylendiamintetraessigsaure-Tetranatriumsalz, Nas-EDTA

BEISPIEL  Tetranatriumdihydrat-Salz (CAS-Nr.: 10378-23-1)(MW=416,20) oder Tetranatriumtetrahydrat-Salz
(CAS-Nr:: 13235-36-4)(MW =452,23).

A.1.11 Nay-EDTA-Lésung, 10 %, wassrig (EDTA-Losung)
15,85 g EDTA-Tetranatriumtetrahydrat (oder 14,59 g EDTA-Tetranatriumdihydrat) (A.1.10) werden in einen
100-ml-Messkolben mit Stopfen eingewogen, in 80 ml Wasser geldst und mit Wasser auf 100 ml aufgefiillt.

Diese Lésung enthélt 10 % EDTA-Tetraanionen-Aquivalente (Massenanteil je Volumeneinheit).

A.1.12 Hilfsmittel fiir die Kaltmahlung, z. B. Trockeneis oder fliissiger Stickstoff
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Hilfsmittel von technischem Reinheitsgrad konnen verwendet werden. Es ist regelméf3ig zu tiberpriifen, dass
das jeweilige Hilfsmittel keine relevanten Konzentrationen der zu untersuchenden Verbindungen enthalt.

A.1.13 Pestizidstandards.
A.1.14 Interne Standards (IL-ISs).

Fiir Beispiele von Bezugsquellen wird auf die aktuelle Version von [2] verwiesen. Es wird regelmafig tiberpriift,
ob die IL-ISs native Verbindungen in Konzentrationen enthalten, die zu falsch positiven Ergebnissen oder zu
nicht annehmbaren Quantifizierungsfehlern fithren wiirden.

A.1.15 Mobile Phasen fiir LC-MS/MS.
Siehe detaillierte Angaben bei den Modulen M1 (A.6.2), M2 (A.6.3) und M3 (A.6.4).
A.1.16 Pestizid-Stammlésungen.

Unter Verwendung von wassermischbaren Loésemitteln werden Stammlosungen aller zu analysierenden
Pestizide in einer Konzentration hergestellt, die hoch genug ist (z.B. 1 mg/ml), um die Herstellung kom-
plexer Arbeitslosungen zu ermdglichen. Beispiele geeigneter Losemittel sind in [11] aufgefiihrt (siehe auch
Anhang C).

Einige Standards werden als Salze oder Hydrate verkauft. Beispiele fiir einige Umrechnungsfaktoren, die bei
Umrechnungen zwischen tiblichen Standards und den Analyten anzuwenden sind, sind in [11] enthalten (siehe
auch Anhang C). Die Losungen werden in Kunststoffgefafien aufbewahrt, da einige der durch dieses Verfahren
abgedeckten Verbindungen zu Wechselwirkungen mit Glasoberflachen neigen (siehe Beispiele fiir Kunststoff-
gefafde unter A.2.15).

Die Stammlésungen sollten {iblicherweise bei < 6 °C gelagert werden. Die Stabilitdt der Stammldsungen wird
wahrend der Lagerung regelmafiig kontrolliert [9]. Vor der Entnahme eines Aliquots aus der Stammldsung
wird iiberpriift, ob sich ein Niederschlag darin gebildet hat, der gegebenenfalls wieder aufgeldst wird.

A.1.17 Pestizid-Arbeitslosungen/-mischungen.

Pestizid-Arbeitslosungen werden in geeigneten Konzentrationen durch Verdiinnen der Stamm-
losungen (A.1.16) eines oder mehrerer Pestizide mit wassermischbaren Losemitteln hergestellt, wie
fiir die Dotierung von Proben in Wiederfindungsversuchen und fiir die Herstellung der Kalibrierstandards
(siehe A.1.22 und A.1.23) erforderlich. Vorschldge flir Losemittel zur Herstellung von Arbeitslosungen werden
in [11] gegeben (siehe auch Anhang C).

Bei der Herstellung matrixangepasster Standards (siehe A.1.22) sollte die Konzentration der Pestizid-
Arbeitslosung mindestens das Fiinffache der Konzentration des Pestizids in dem herzustellenden matrixan-
gepassten Standard betragen, sodass die Verdiinnung des Blindproben-Extrakts <20 % bleibt.

Die Losungen werden in Kunststoffgefafien aufbewahrt, da einige der durch dieses Verfahren abgedeckten
Verbindungen zu Wechselwirkungen mit Glasoberflichen neigen (siehe Beispiele fiir Kunststoffgefafie
unter A.2.15).

Die Stammlosungen sollten iiblicherweise bei < 6 °C gelagert werden. Die Stabilitdt der Stammldsungen wird
wahrend der Lagerung regelmafiig kontrolliert [9]. Vor der Entnahme eines Aliquots aus der Stammldsung
wird Uberpriift, ob sich ein Niederschlag darin gebildet hat, der gegebenenfalls wieder aufgelost wird.

A.1.18 Interne Standards (IL-ISs) und IL-IS-Stammlésungen.

Stammlosungen aller relevanten IL-ISs werden in einer Konzentration hergestellt, die hoch genug ist, um die
Herstellung der gewtinschten IL-ISs-Mischungen zu ermdglichen. Wenn die Losungen der IL-ISs selbst herge-
stellt werden, miissen wassermischbare Losemittel verwendet werden. Weitere Informationen zu geeigneten
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Losemitteln kdnnen [11] entnommen werden. IL-ISs, die als Losungen im Handel erworben werden, kdnnen
in Abhangigkeit von der Konzentration als Stamm- oder Arbeitslosungen verwendet werden.

Die Losungen werden in Kunststoffgefifien aufbewahrt, da einige der durch dieses Verfahren abgedeckten
Verbindungen zu Wechselwirkungen mit Glasoberflichen neigen (siehe Beispiele fiir Kunststoffgefafie
unter A.2.15).

Im Allgemeinen sind die absoluten Konzentrationen der IL-IS-Losungen nicht wichtig, solange die IL-IS-
Konzentration im Endextrakt hoch genug ist, um ein gut messbares Signal zu erzeugen, das nicht relevant
durch miteluierte Matrixkomponenten gestoért wird. Ein IL-IS-Standard von relativ geringer Reinheit ist
weiterhin annehmbar, solange der Gehalt an nativen Analyten (unabhédngig davon, ob sie urspriinglich - als
Verunreinigung - vorhanden waren oder ob sie wahrend der Lagerung der Arbeitslésungen entstanden sind)
niedrig genug ist, um falsch positive Ergebnisse ausschliefien und sicherstellen zu kénnen, dass jeglicher
Einfluss auf die Quantifizierung bei positiven Ergebnissen vernachlassigbar ist.

Einige Beispiele, wo Sorgfalt notwendig ist, um die Bildung nativer Analyten aus IL-ISs zu vermeiden, sind:
— N-Acetyl-Glyphosat (Acetyl-D3): deacetyliert unter Bildung von nativem Glyphosat;
— Fosetyl-D5: hydrolysiert zu nativer Phosphonséure;

— Maleinsdurehydrazid-D2: Der Standard enthalt {iblicherweise einen kleinen, aber relevanten Anteil der
nativen Verbindung als Verunreinigung.

A.1.19 IL-IS-ArbeitslésungI (IL-IS-WSIn-1), fiir die Dotierung von Proben vor der Extraktion

IL-IS-Arbeitslosungen |, die einen oder mehrere geeignete [L-ISs in geeigneten Konzentrationen enthalten, tibli-
cherweise 20 pg/ml, werden durch Verdiinnen der IL-IS-Stamml6sungen (A.1.18) mit wassermischbaren Lose-
mitteln hergestellt. Ausnahmen hinsichtlich der Konzentrationen sind in Tabelle A.1 aufgefiihrt. Eine detaillier-
tere Tabelle mit vorgeschlagenen Konzentrationen der Arbeitslosungen sowie eine Tabelle mit Vorschlégen fiir
die zu verwendenden Losemittel konnen [11] entnommen werden.

Die Losungen werden in Kunststoffgefafien aufbewahrt, da einige der durch dieses Verfahren abgedeckten
Verbindungen zu Wechselwirkungen mit Glasoberflichen neigen (siehe Beispiele fiir Kunststoffgefafie
unter A.2.15).

In Gegenwart von Wasser, und insbesondere bei hohen pH-Werten, wird 1803.Phosphonsaure nach und nach
in 180,160, 180,10,- und schlieRlich (native) 1©03.Phosphonsiure umgewandelt. Die von den EURLs
gelieferte 1803-Phosphonsiure-Standardlésung sollte bevorzugt in Acetonitril verdiinnt werden, worin die
18(05-Spezies fiir langere Zeitspannen stabil ist, wie nachgewiesen werden konnte.

A.1.20 IL-IS-ArbeitslosungII (IL-IS-WSIn-2), fiir die Herstellung der Kalibrierstandards

[S-WSIn-2 wird in einer geeigneten Konzentration, tblicherweise 1pg/ml, durch Verdiinnen von
IL-IS-WSIn-1 (A.1.19) mit einem wassermischbaren Losemittel hergestellt. Ausnahmen hinsichtlich der
Konzentrationen sind in Tabelle A.1 aufgefiihrt. Eine detailliertere Tabelle mit vorgeschlagenen Konzentratio-
nen der Arbeitslosungen sowie eine Tabelle mit Vorschldgen fiir die zu verwendenden Losemittel konnen [11]
entnommen werden.

Die Losungen werden in Kunststoffgefafien aufbewahrt, da einige der durch dieses Verfahren abgedeckten

Verbindungen zu Wechselwirkungen mit Glasoberflichen neigen (siehe Beispiele fiir Kunststoffgefafie
unter A.2.15).

Documents
32 Document Sharing Hub

Full document details: E DIN EN 18032:2024-02


http://www.avadocuments.com/doc/e-din-en-18032-2024-02
http://www.avadocuments.com/doc/e-din-en-18032-2024-02

- Entwurf -

E DIN EN 18032:2024-02
prEN 18032:2023 (D)

Tabelle A.1 — Beispiele fiir Konzentrationen von IL-IS-Arbeitslésungen (IL-IS-WSIn)

Interner Standard | IL-IS-Zugabe zu Einwaagen (5.5) IL-IS-Zugabe zu Ungefahre
(IL-1S)?, Kalibrierstandards (A.1.22) IL-IS-Konz. in
K_ennzelchnungen Vorgeschla- Absolute Masse des Vorgeschla- Absolute Masse Probenextrak-
siehe A.6.7.3 K IL-IS. mit der di K d des IL-IS mit d ten (von
und A.6.7.4 gene Konz. -IS, mit der die gene Konz. der | des IL-IS, mitder | 7, ml) oder

der Probe dotiert wird IL-IS-WSIn-2 Kalib.-Std. dotiert Kalibrier-

IL-IS-WSIn-1 | (100 pl IL-IS-WSIn-1) | (A.1.20)P wird (100 pl

(A1.19) (m ) IL-IS-WSIn-2) standards

o jLigSample ( ) (~1ml)
m, gcal-mix

pg/ml Hg pg/ml Hg pg/ml
Meiste 20 2 1 0,1 0,1
Verbindungen
Desphenyl- 40 2 2 0,2 0,2
Chloridazon, AMPA
Chlormequat, 10 1 0,5 0,05 0,05
Mepiquat, Nereis-
toxin, Nicotin, PTU,
Trimethylsulfonium
Propamocarb 2 0,2 0,1 0,01 0,01

a4 Die Konzentration des IL-IS sollte hoch genug sein, um eine gute Detektion mit nur geringem Einfluss durch Rauschen

sicherzustellen (ein S/N-Verhaltnis von > 20 ist liblicherweise ausreichend). Es sollte jedoch beachtet werden, dass
isotopenmarkierte interne Standards (IL-ISs) manchmal kleine Mengen der nicht markierten analogen Verbindungen enthalten.
Um das Risiko falsch positiver Ergebnisse moglichst weit zu reduzieren, sollte die Menge an IL-IS, die zu den Proben zugegeben
wird, deshalb nicht grofder sein als notwendig. Die Quantifizierung der Ausgangsverbindung ist tiblicherweise nicht in
grofierem Mafde beeintrachtigt, da eine Kreuzkontamination tiblicherweise nur in geringen Konzentrationen auftritt und zudem
auch vergleichbare Konzentrationen des nativen Pestizids, die aus dem IL-IS stammen, in den Kalibrierstandards vorhanden
sind und folglich tiber den Achsenabschnitt subtrahiert werden.

Zur Herstellung der Kalibrierstandards wird eine 20-fache Verdiinnung der IL-IS-Arbeitslosung verwendet, vorausgesetzt dass
der Rohextrakt nicht weiter durch C3a oder C3b und/oder DLx verdiinnt wurde.

A.1.21 Blindproben-Extrakte, zur Herstellung von Standardlésungen verwendet

Unter Verwendung von Lebensmitteln, die keine relevanten Mengen des zu untersuchenden Analyten enthal-
ten, werden Extraktion und Reinigung wie fiir das jeweilige Lebensmittel vorgesehen durchgefiihrt, allerdings
ohne IL-IS zuzusetzen. Der Extrakt wird fiir die Herstellung von matrixangepassten oder matrixbasierten Stan-
dards (A.1.22) verwendet.

A.1.22 Standardldsungen fiir die Kalibrierung, l6semittelbasiert, matrixbasiert und matrixangepasst
Standardldsungen fiir Kalibrierungszwecke werden hergestellt, indem verschiedene Volumina einer Pestizid-
Arbeitslosung und gleiche Volumina von IL-IS-Arbeitslosung I1 (A.1.20) zugegeben werden und alle Lésungen

auf ein festgelegtes Volumen verdiinnt werden, und zwar mit entweder:

a) einer Mischung aus Wasser (A.1.1) + angesduertem Methanol (A.1.7), V1 +V,, 1+ 1 (im Falle von 16semit-
telbasierten Standards); oder

b) einem Extrakt einer generischen Blindproben-Matrix (matrixbasiert); oder
c) einem Extrakt des gleichen Matrixtyps (matrixangepasst).
Die in den Fillen b) und c) zu verwendenden Blindproben-Extrakte werden wie in A.1.21 beschrieben erzeugt.

Die Verwendung von Standards mit verschiedenen Pestizidkonzentrationen ermdglicht die Erstellung einer
Kalibrierkurve. Siehe das Beispiel eines Pipettierschemas in Tabelle A.2.
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N Tabelle A.2 — Beispiel eines Pipettierschemas fiir die Herstellung von Kalibrierstandards: = g
m P
Kalibrierstandards E :
=]
Losemittelbasiert mit IL-I1S¢ Matrixbasiert mit IL-IS¢ Matrixangepasst ohne IL-IS’ | Matrixangepasst mit IL-IS¢ 8 E
Kalibrierstufe (ug Analyt/ml) oder 0,05 0,1 0,25 0,05 0,1 0,25 0,05 0,1 0,25 0,05 0,1 0,25 z 8
(ug Pestizid/,IL-1S-Menge“?) P S
NS
Mischung aus Wasser (A.1.1) + 850 ul 800 ul 850 ul 50 ul — 50 ul 100 ul 50 ul 100 pl 50 ul — 50 ul w g
angesauertem Methanol (A.1.7), ’e o
Vl + V2, 1+1 — .IP
(=]
Extrakt der generischen Blindproben- — — — 800 ul 800 ul 800 pl — — — — — — [}
Matrix (z. B. Gurke oder Tomate)
Blindproben-Extrakt (A.1.21) — — — — — — 850 ul 850 ul 850 ul 800 ul 800 pl 800 pl
Pestizid- 1 pug/ml 50 ul 100 pl — 50 ul 100 wl — 50 ul 100 pl — 50 ul 100 wl —
Arbeitslosung
(A1.17)P 5ug/ml — — 50 ul — — 50 ul — — 50 ul — — 50 ul
IL-IS-WSIn-2 (A.1.20)? € 100 pul 100 pul 100 ul 100 ul 100 ul 100 pul — — — 100 ul 100 ul 100 ul
Gesamtvolumen [pl] 1000pl | 1000pl [ 1000l [ 2000l [ 2000l [ 2000l | 2000l | 1000pl | 1000pl | 1000pl | 1000pl | 1000l
e  Wenn IL-ISs nicht verfiigbar sind oder nicht eingesetzt werden, sind matrixangepasste Standards (siehe A.1.22 und Anhang A.XXX) bzw. ist der Ansatz der Standardaddition (A.7.9)
besonders wichtig, um Matrixeffekte bei der Messung zu kompensieren. In beiden Féllen wird angenommen, dass das Gesamtvolumen der Probenextrakte genau 20 ml ist, was jeweils
einem Probendquivalent von 0,5 g je ml entspricht.
4 Eine IS-Einwaage wiirde der Masse an IS entsprechen, die in 100 ul IS-WSIn-2 enthalten ist (die in dem konkreten Beispiel zu jedem Kalibrierstandard zugegeben wird).
b Die Konzentration der Pestizid-Arbeitslosung(en) sollte ausreichend hoch sein, um eine tibermafiige Verdiinnung des Blindproben-Extrakts zu vermeiden, was durch einen
Matrixeffekt bedingte Abweichungen zur Folge hatte.
¢ Fiir Kalibrierstandards von 1 ml wird dringend empfohlen, die IL-IS-WSIn-2 (A.1.20) durch 20-fache Verdiinnung der IL-IS-WSIn-1 (A.1.19) herzustellen. Zur Herstellung der
Kalibrierstandards kénnen dasselbe Volumen und dieselbe Pipette wie bei der IL-IS-Zugabe wahrend der Extraktion verwendet werden.
d  Bej Verwendung von IL-ISs sind Matrixanpassung und Volumeneinstellungen von geringerer Bedeutung, da der IS sdmtliche matrixbedingten Signalunterdriickungen/-verstarkungen
kompensiert. Dariiber hinaus kdnnen hierbei l6semittelbasierte Kalibrierungen verwendet werden. Wichtig ist, dass a) das Massenverhéltnis von Pestizid und IS in den jeweiligen
Kalibrierstandards und b) das Verhaltnis zwischen der zur Probe zugegebenen IL-IS-Masse (E-Module; A.3) und der zu dem/den Kalibrierstandard(s) zugegebenen IL-IS-Masse
bekannt ist und aufgezeichnet wird. Aus Griinden der Zweckmaf3igkeit sollte das letztgenannte Massenverhéltnis iiber alle Kalibrierstufen hinweg konstant gehalten werden (z. B. bei
20 zu 1, wenn Kalibrierstandards von 1 ml hergestellt werden).
f Die Kalibrierstufe von 0,05 pg/ml entspricht 0,1 mg Pestizid/kg Probe, wenn Einwaagen von 10 g, bzw. 0,2 mg/kg Probe, wenn Einwaagen von 5 g verwendet werden. Wenn der
Rohextrakt weiter verdiinnt wird und wenn Einwaagen von 5 g verwendet werden (z. B. bei Hiilsenfriichten, Niissen und Olsaaten), entspricht die Kalibrierstufe 0,05 pg/ml der
Pestizid-Konzentration von 0,4 mg/kg Probe.
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— Im Sinne einer guten Laborpraxis sollten die folgenden Empfehlungen berticksichtigt werden:

— Empfehlung 1: Die Verwendung von IL-IS wird dringend empfohlen. Wenn kein IL-IS verwendet wird, ist
eine Wasserzugabe angezeigt, sodass zusammen mit dem Wasser in der Probe insgesamt 10 g erreicht
werden.

— Empfehlung 2: Das Massenverhaltnis des IL-IS, der zur Standardlésung und zur Analysenprobe zugegeben
wird, wird bei der Berechnung des Pestizidgehalts in der Probe einbezogen.

— Empfehlung 3: Die Stabilitdat der Analyten und IL-ISs in den Standardlésungen sollte sorgfaltig unter
praktischen Bedingungen (Temperatur, Lichteinwirkung, Lagerzeit) untersucht werden, um ihre jeweilige
hochstmogliche Lagerungszeit zu bestimmen. Wenn Analyten und ihr entsprechender IL-IS in denselben
Standardlésungen wahrend der gesamten Lagerdauer zusammen vorhanden sind, kann davon ausge-
gangen werden, dass diese sich in dhnlicher Weise verhalten und dass ihr Konzentrationsverhaltnis
weitestgehend konstant bleibt.

— Empfehlung 4: Die Masse des zu der (den) Standardlosung(en) zugesetzten IL-IS hdngt von dem Volumen
der herzustellenden Standardlésung ab und sollte so sein, dass die Konzentration des IL-IS in der Stan-
dardlésung anndhernd der in den Probenextrakten entspricht. Wenn zum Beispiel das Volumen der her-
zustellenden Standardlésung 1 ml betragt und der Extrakt der anfidnglichen Einwaage innerhalb von etwa
20 ml verteilt ist, sollte die Masse des IL-IS, der in die Standardldsung(en) zuzugeben ist, 20-mal geringer
sein als die Masse, die der Analysenprobe zugesetzt wurde. Dieses Verhaltnis erhéht sich von 20 auf 40,
wenn der Probenextrakt im Laufe des Verfahrens um den Faktor 2 verdiinnt wird (z. B. bei C3a und C3b in
Tabelle 3).

A.1.23 Loésungen fiir den Ansatz der Standardadditionen zu Aliquoten des Extrakts

Es werden vier gleiche Mengen des Endextrakts hergestellt und drei von ihnen mit steigenden Mengen Analyt
dotiert. Die zuzugebenden Mengen sollten so gewahlt werden, dass sie innerhalb des linearen Bereichs bleiben.
Es sollte vermieden werden, dass die zugegebenen Konzentrationen zu nahe an der geschatzten Konzentration
des Analyten sind (W (approx), diese Information ergibt sich aus einer vorlaufigen Analyse), um zu vermeiden,
dass die Messvariabilitdt einen zu starken Einfluss auf die Steigung hat, die zur Berechnung der Analytkonzen-
tration verwendet wird. Falls die Konzentrationen aufderhalb des linearen Bereichs liegen, ist eine Verdiinnung
aller vier Extrakte mit dem Extraktionslosemittel angezeigt.

Es wird eine Arbeitslosung (A.1.17) des Analyten bei einer Konzentrationsstufe hergestellt, bei der 50 pl oder
100 pl der Losung die niedrigste Menge des zuzugebenden Analyten enthélt.

BEISPIEL1  Flaschchen 1) ohne Zugabe, Flaschchen 2) 0,5 x Wpapprox), Flaschchen 3) 1 x wp(approx) und Flédschchen 4)
1,5x WA (approx)-

BEISPIEL2  Flaschchen 1) ohne Zugabe, Fldschchen 2) 1 x w(approx), Fldschchen 3) 2 x waapprox) und Fldschchen 4)
3 X Wa(approx)-

Das Volumen wird in allen Flaschchen durch Zugabe der entsprechenden Mengen Losemittel eingestellt.

Ein Beispiel fiir ein Pipettierschema entsprechend Beispiel B ist in Tabelle A.3 dargestellt. Die Berechnung des
Massenanteils des Pestizids in der Probe, w,, wird in 7.3.3 gezeigt. Dieser Ansatz funktioniert sowohl {iber
die Flachen der Signale (ohne Verwendung eines internen Standards) als auch iiber Signalflachen-Verhaltnisse
von Analyt zu internem Standard (nicht notwendigerweise ein IL-IS). Wenn ein interner Standard verwen-
det wird, muss dieser der Einwaage der Probe nicht notwendigerweise vor der Extraktion zugesetzt werden.
Tabelle A.3 bezieht sich auf den Ansatz, bei dem den Aliquoten, die bei der Standardaddition verwendet wer-
den, kein interner Standard zugesetzt wird. Die Menge des zugegebenen internen Standards sollte zu einer
geeigneten Konzentration in dem Flaschchen fithren. Das Verhaltnis des Signals zu dem eines IS jeden Typs
korrigiert Abweichungen beim Injektionsvolumen; ein IL-IS tragt aufRerdem dazu bei, die Linearitit im Falle
eines nichtlinearen Ansprechverhaltens bei der Detektion zu verbessern.
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Tabelle A.3 — Beispiel fiir ein Pipettierschema fiir Standardadditionen zu Aliquoten des Extrakts

Beispiel fiir einen Probenextrakt, der 0,5 g Probendquivalente je ml und einen geschatzten Riickstandsgehalt
(WA(approx)) von 0,5 mg/kg=0,25 pg/1 000 pl enthalt:
Flaschchen1 | Fldschchen 2 Flaschchen3 | Flaschchen 4

Volumen des Probenextrakts fiir 0,5 g Probe 1000 pul 1000 pl 1000 pul 1000 pl
Volumen der Pestizid-Arbeitslésung, die — 50 ul 100 ul 150 ul
5 pg/ml enthilt (A.1.17)
Masse des Pestizids, das in jedes Flaschchen — 0,25pg 0,5ug 0,75 pug

. aliquot
gegeben wird (mZ 34 )
Losemittel (fiir Volumenangleichung) 150 ul 100 pul 50 pl —
Endvolumen 1150pl 1150 pl 1150 ul 1150pl

Dieser Ansatz korrigiert die Ergebnisse nicht hinsichtlich der Wiederfindung, kompensiert aber Matrixeffekte.
Auch bei Verwendung eines IL-IS wird die Wiederfindung nicht korrigiert.

A.2 Priifeinrichtungen und Gerate
Ubliche Laborgerite und insbesondere die folgenden:

A.2.1 Probenverarbeitungsausriistung mit hoher Leistung, zum Mahlen der Proben

Messermiihlen sind fiir alle Arten von feuchten Lebensmitteln gut geeignet. Bei der Kaltmahlung ist sicherzu-
stellen, dass eine Miihle verwendet wird, bei der Verdampfen von Trockeneis oder fliissigem Stickstoff mog-
lich ist. Fiir trockene Lebensmittel eignen sich auch Schneidmiihlen oder Ultra-Zentrifugalmiihlen, die z. B. mit
0,5-mm-Sieben ausgestattet sind.

A.2.2 Hochleistungs-Dispergiergerit, zur Homogenisierung oder unterstiitzten Extraktion
Siehe 10.1.
A.2.3 Mahlkugeln aus nichtrostendem Stahl, Durchmesser 7 mm bis 10 mm

A.2.4 Zentrifugenréhrchen mit Schraubdeckeln, Nennvolumen von 50 ml

A.2.5 Zentrifugenréhrchen mit Schraubdeckeln, Nennvolumen von 10 m], fiir den Schritt der dispersiven
SPE (A.4.4)

A.2.6 Automatische Pipetten, geeignet fiir die Handhabung von Volumina von 10 pl bis 100 pl, 200 pl bis
1000 pl und 1 pl bis 10 ml

A.2.7 Loésemittel-Dispenser, Nennvolumen von 10 ml, fiir angesduertes Methanol (A.1.7)

A.2.8 Mechanische Schiittelvorrichtung, z. B. fiir 50-ml-Zentrifugenréhrchen geeignet

A.2.9 Zentrifuge, geeignet fiir die im Verfahren verwendeten Zentrifugenrohrchen und die >3 000 g errei-
chen kann

Zentrifugen, die hohere Zentrifugalkrifte erreichen und die Proben wahrend der Zentrifugation kiihlen kon-
nen, sind zu bevorzugen.
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ANMERKUNG  Hohere relative Zentrifugalkréfte (z.B. RCF>10 000 g) und Kiihlung wahrend der Zentrifugation (z.B.
auf -10 °C) sind vorteilhaft, indem sie eine vermehrte Ausfillung von Matrixkomponenten verursachen. Die Zentrifugen-
rohrchen sind auf ihre Eignung fiir hdhere Drehzahlen zu priifen.

A.2.10 Spritzen fiir Einmalgebrauch, geeignet fiir die verwendeten Filter
BEISPIEL  2-ml- oder 5-ml-Einmalspritzen aus Polypropylen mit Luer-Spitze.
Hinsichtlich geeigneter Spritzenfilter siehe A.2.11.

A.2.11 Einmal-Spritzenfilter, Partikelfilter

BEISPIEL  Filter mit 25 mm Durchmesser (@) mit einer Porengréfie von 0,2 pm und aus den folgenden Membranma-
terialien: hydrophilisiertes Polytetrafluorethylen (H-PTFE) oder Cellulose-Mischester oder Polyester. Filter mit 0,45 um
Porengrofie der genannten Typen kdnnen vor den 0,2-pm-Filtern angebracht werden, falls letztere bei direkter Verwen-
dung verstopfen. PTFE-Filter mit 5 um Porengrofde zur Entfernung von Pollen aus Honigextrakten.

Empfehlung: Die Filter werden hinsichtlich einer Kontamination durch die zu untersuchenden Analyten iiber-
priuft. Beispielsweise sind PTFE-Filter auf TFA zu liberpriifen. In den oben genannten Polyesterfiltern wur-
den erhebliche Konzentrationen an Perchlorat und Chlorat nachgewiesen, ebenso in PES-, Nylon-, PTFE- und
PVDF-Filtern. Fiir die Eignungspriifung wird von dem Worst-Case-Szenario ausgegangen, bei dem die Filter
schnell verstopfen (z.B. wenn nur 200 pl durch jedes Filter eluiert werden). Ein derartig starkes Verstopfen
wurde zum Beispiel bei industriell gemahlenem Getreide, Birnen und Ananas beobachtet. Weiterfithrende
Informationen siehe Literaturhinweis [2] und [3].

A.2.12  Filter fiir die Ultrafiltration, flir Zentrifugen geeignete Filter mit einer Ausschlussgrenze bei einer
molekularen Masse von 5 kDa oder 10 kDa

A.2.13 Autosampler-Flidschchen, geeignet fiir LC- und IC-Autosampler

Die Verwendung von Kunststoffflischchen wird dringend empfohlen, da mehrere der in diesem Dokument
behandelten Verbindungen dazu neigen, mit Glasoberflichen zu interagieren (z.B. Phosphonat, Nicotin,
Paraquat, Diquat und Glyphosat- dies ist keine vollstindige Auflistung). Solche Wechselwirkungen mit
Glasoberflachen treten tblicherweise vermehrt in Losungen auf, die aus aprotischen Losemitteln bestehen
(z. B. Acetonitril). Durch Erhohen des Wassergehalts und/oder der Aziditat werden solche Wechselwirkungen
iiblicherweise vermindert. Prozentuale Verluste aufgrund derartiger Wechselwirkungen sind bei niedrigen
Konzentrationen iiblicherweise hoher.

A.2.14 Messkolben mit Stopfen, fiir die Herstellung von Stamm- und Arbeitslosungen, z. B. 20-ml-, 25-ml-,
50-ml-, 100-ml-Glaskolben

Die Verwendung von Messkolben und Stopfen aus Kunststoff wird dringend empfohlen, da mehrere der in
diesem Dokument behandelten Verbindungen dazu neigen, mit Glasoberflachen zu interagieren.

A.2.15 Kunststoffgefif3e, fiir die Lagerung von Stamm- oder Arbeitslosungen und die Lagerung von Extrak-
ten, z. B. 15-ml-Gefafde aus Polypropylen mit Schraubverschluss

A.2.16 LC-MS/MS-System, ausgestattet mit ESI-Quelle und geeigneten Saulen
Zu Einzelheiten siehe A.6.2, A.6.3 und A.6.4.
A.2.17 IC-MS/MS-System, ausgestattet mit ESI-Quelle und geeigneten Sdulen

Zu Einzelheiten siehe A.6.5 und A.6.6.
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A.3 Extraktionsmodule (E)
A.3.1 Allgemeines

Empfehlung 1: Proben sollten vor der Extraktion bevorzugt eingefroren aufbewahrt werden und vorzugs-
weise in gefrorenem oder angetautem Zustand extrahiert werden. Honig ist diesbeziiglich eine Ausnahme.

Empfehlung 2 (Verwendung von IL-ISs): Durch Verwendung eines IL-IS werden Abweichungen vom Volu-
men des Endextrakts kompensiert. Wenn Nachweise einer Verbindung eher selten durchgefiihrt und der IL-IS
teuer ist, ist es ratsam, den IL-IS zu dem 1-ml-Aliquot, der in das Autosampler-Flaschchen tiberfiihrt wurde, zu
geben. Alternativ konnte der IL-IS bei der ersten Screening-Analyse sogar vollstandig ausgelassen und erst bei
einer zweiten Analyse im Fall eines Nachweises zugegeben werden. Die erste Vorgehensweise ist vorzuziehen,
insbesondere wenn die Retentionszeit der Verbindung eine Tendenz zur Verschiebung zeigt. Durch Vergleich
der Retentionszeiten zwischen dem IS und dem vermuteten Peak, sowie der Peakform, wird die Sicherheit der
Identifizierung erheblich verbessert.

Empfehlung 3 (Ausfrieren (F-0) vor der Aliquotierung): Es wird empfohlen, die R6hrchen mit den darin
enthaltenen Proben vor oder wéhrend der Zentrifugation abzukiihlen. Sobald der Schiittelvorgang beim
Extraktionsschritt abgeschlossen ist, wird das Zentrifugenrohrchen mit der Untersuchungsprobe/Losemittel-
Mischung in einen Tiefkiihlschrank gestellt (z.B. fiir 30 min bei etwa -80°C oder fiir > 120 min bei etwa
-20°C) und zentrifugiert, wahrend es noch kalt ist (5 min bei=>3000g). Eine gekiihlte Zentrifugation ist
gegeniiber der Zentrifugation bei Umgebungstemperatur vorzuziehen, da sie dazu beitragt, zusatzliche
Koextraktivstoffe zu entfernen. Dazu werden Zentrifugenvorrichtungen verwendet, die Temperaturen von
deutlich unter -5°C (z.B. =10 °C) erreichen, und es wird fiir > 20 min bei hoher Zentrifugalgeschwindigkeit
(z.B.>10000g) zentrifugiert. Die Zentrifugationszeit kann auf 5 min verkiirzt werden, wenn der Extrakt
vorgefroren ist. Diese Vorgehensweise eignet sich fiir Extrakte aller Proben und wird insbesondere fiir Proben
empfohlen, die zu Schwierigkeiten bei der Filtration fithren. Wenn ein solches Ausfrieren durchgefiihrt wird,
kann das Ausfrieren von Aliquoten des isolierten Rohextrakts (siehe Modul C1) entfallen.

Empfehlung 4 (Filtration von Partikeln): Eine Filtration vor der Messung wird empfohlen. Zu diesem
Zweck wird der Extrakt mithilfe einer Spritze (A.2.10) und Spritzenfiltern mit einer Porengréfde von
0,2 pm (A.2.11) filtriert, entweder direkt in ein Autosampler-Flaschchen (A.2.13) oder in ein verschlief3bares
Lagergefafs (A.2.15). Falls es wihrend der Verdiinnung zu Ausfillungen kommt, sollte der Extrakt nach dem
Verdiinnungsschritt filtriert werden.

ANMERKUNG  Unter Beriicksichtigung des natiirlichen Wassergehalts der Probe und des zugegebenen Wassers (falls
kein IL-IS verwendet wird) hat der Rohextrakt ein Gesamtvolumen von etwa 20 ml. Bei Verwendung von 10 g Probenma-
terial entspricht dies 0,5 g Probe je ml Extrakt.

A.3.2 Modul E1: Extraktion von 10 g Probe mit = 80 % Feuchtegehalt
A.3.2.1 Kurzbeschreibung

Dieses Extraktionsmodul wird fiir Lebensmittel mit einem Wassergehalt von =80 %, beispielsweise Obst,
Gemiise und Fruchtsifte, verwendet. In Tabelle B.1 ist angegeben, fiir welche Lebensmittel dieses Modul
vorzugsweise verwendet wird. Das homogenisierte Priifmaterial wird, wenn méglich, in gefrorenem Zustand
verwendet. Nach Zugabe von 10 ml angesduertem Methanol wird es kraftig geschiittelt und dann zentrifugiert.
Ein Ausfrieren wahrend oder nach der Extraktion sowie eine Filtration des Endextrakts werden empfohlen.

A.3.2.2 Durchfithrung
A.3.2.2.1 Einwaage der analytischen Priifmenge und Anpassung des Wasservolumens

Als eine représentative analytische Prifmenge werden 10,0 g+ 0,1 g (msampie) der homogenisierten Probe in
ein 50-ml-Zentrifugenrohrchen (A.2.4) eingewogen. Wird kein IL-IS verwendet, wird Wasser entsprechend den
in Tabelle B.1 angegebenen Mengen in das Zentrifugenréhrchen gegeben, sodass ein Gesamt-Wassergehalt von
10 g erreicht wird. Bei Verwendung eines IL-IS erfolgt die Anpassung des Wasservolumens wahlweise.
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A.3.2.2.2 Zugabe von IL-IS (empfohlen)

Ein festgelegtes kleines Volumen der IL-IS-Arbeitslosung (IL-IS-WSIn-1) (A.1.19) (Vf}gg, z.B. 100 pl, die eine

festgelegte Masse des IL-IS (mg‘;li)sle) enthalten) wird der analytischen Einwaage zugesetzt. Mogliche interne

Standards sind in A.6.7.3 und A.6.7.4 aufgefiihrt.
A.3.2.2.3 Extraktion und Zentrifugation

10 ml angesduertes Methanol (A.1.7) werden zu der analytischen Einwaage gegeben. Das Zentrifugenréhrchen
wird verschlossen und fiir 1 min bis 15 min von Hand oder mit einem mechanischen Schiittelgerat (A.2.8) kraf-
tig geschiittelt. Danach wird der Extrakt fiir 5 min bei =3 000 g (A.2.9) zentrifugiert.

Die Empfehlung 4 und die ANMERKUNG in A.3.1 sind zu beachten.

A.3.3 Modul E2: Extraktion von 10 g Probe mit 40 % bis 80 % Feuchtegehalt, nach Zugabe
von Wasser

A.3.3.1 Kurzbeschreibung

Dieses Extraktionsmodul wird fiir Lebensmittel mit einem Wassergehalt von > 40 % und < 80 %, z. B. Avocado
oder Ingwer, verwendet. In Tabelle B.1 ist angegeben, fiir welche Lebensmittel dieses Modul vorzugsweise ver-
wendet wird. Zum homogenisierten Priifmaterial wird Wasser zugegeben, sodass ein Gesamt-Wassergehalt
von etwa 10 g im Extraktionsrohrchen erreicht wird. Das homogenisierte Priifmaterial wird, wenn méglich,
in gefrorenem Zustand verwendet. Nach Zugabe von 10 ml angesduertem Methanol wird es kraftig geschiittelt
und dann zentrifugiert. Ein Ausfrieren wahrend oder nach der Extraktion sowie eine Filtration des Endextrakts
werden empfohlen.

A.3.3.2 Durchfithrung
A.3.3.2.1 Einwaage der analytischen Priifmenge und Anpassung des Wasservolumens

Als eine reprasentative analytische Priifmenge werden 10,0 g+ 0,1 g (msample) der homogenisierten Probe in
ein 50-ml-Zentrifugenréhrchen (A.2.4) eingewogen.

Die entsprechende Menge Wasser (A.1.1) wird zugegeben, sodass ein Gesamt-Wassergehalt von etwa 10g
erreicht wird. Abhéngig vom jeweiligen Lebensmittel (siehe Tabelle 2 und Tabelle B.1) werden 2 ml Wasser
(E2(D)), 2,5 ml Wasser (E2(11)), 3 ml Wasser (E2(I1I)) oder 3,5 ml (E2(IV)) hinzugegeben.

A.3.3.2.2 Zugabe von IL-IS (empfohlen)

Ein festgelegtes kleines Volumen der IL-IS-Arbeitslosung (IL-IS-WSIn-1) (A.1.19) (V34<, z. B. 100 pl, die eine

festgelegte Masse des IL-IS (my;;l{osle) enthalten) wird der analytischen Einwaage zugesetzt. Mogliche interne

Standards sind in A.6.7.3 und A.6.7.4 aufgefiihrt.

A.3.3.2.3 Extraktion und Zentrifugation

10 ml angesauertes Methanol (A.1.7) werden zu der analytischen Einwaage gegeben. Das Zentrifugenrohrchen
wird verschlossen und fiir 1 min bis 15 min von Hand oder mit einem mechanischen Schiittelgerat (A.2.8) kraf-

tig geschiittelt. Danach wird der Extrakt fiir 5 min bei =3 000 g (A.2.9) zentrifugiert.

Die Empfehlung 4 und die ANMERKUNG in A.3.1 sind zu beachten.
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A.3.4 Modul E3: Extraktion eines rehydratisierten Homogenats von Proben mit einem
urspriinglichen Feuchtegehalt zwischen 15 % und 40 %

A.3.4.1 Kurzbeschreibung

Dieses Extraktionsmodul wird fiir Lebensmittel mit einem Wassergehalt von > 15 % und 40 %, z. B. getrock-
nete Friichte, die nach Wasserzugabe homogenisiert wurden, verwendet. In Tabelle B.1 ist angegeben, fiir wel-
che Lebensmittel dieses Modul vorzugsweise verwendet wird. Das nach (5.4.2) erhaltene rehydratisierte und
homogenisierte Priifmaterial wird, wenn moglich, in gefrorenem Zustand verwendet. Nach Zugabe von 10 ml
angesauertem Methanol wird es kraftig geschiittelt und dann zentrifugiert. Ein Ausfrieren wahrend oder nach
der Extraktion sowie eine Filtration des Endextrakts werden empfohlen.

A.3.4.2 Durchfithrung
A.3.4.2.1 Einwaage der analytischen Priifmenge

Als eine reprasentative analytische Priifmenge werden Y g (z.B. 13,5g+ 0,1 g, siehe einzeln aufgefiihrte Men-
gen in Tabelle 1 und Tabelle B.1) des nach (5.4.2) erhaltenen rehydratisierten und homogenisierten Materials
(entsprechend 5 g Probe) in ein 50-ml-Zentrifugenréhrchen (A.2.4) eingewogen.

Empfehlung: Wenn die Lebensmittel mit einem urspriinglichen Feuchtegehalt zwischen 15 % und 40 % ohne
Wasserzugabe homogenisiert wurden (z. B. unter Verwendung von fliissigem Stickstoff), wird wie folgt fortge-
fahren: Eine Menge von 5,0 g + 0,05 g (mgample) des gefrorenen Pulvers wird in das Zentrifugenrohrchen einge-
wogen; dazu werden 8 ml Wasser zugegeben, falls die Proben einen Feuchtegehalt von ~ 35 % bis 40 % haben,
bzw. 8,5 ml Wasser, falls der Feuchtegehalt der Proben ~ 25 % bis < 35 % bzw. 9 ml Wasser, falls der Feuchtege-
halt der Proben ~ 15 % bis < 25 % betragt (siehe auch Tabelle B.1).

A.3.4.2.2 Zugabe von IL-IS (empfohlen)

Ein festgelegtes kleines Volumen der IL-IS-Arbeitslosung (IL-IS-WSIn-1) (A.1.19) (Vf‘ﬁg, z.B. 100 pl, die eine

festgelegte Masse des IL-IS (mg‘;;sle) enthalten) wird der analytischen Einwaage zugesetzt. Mogliche interne

Standards sind in A.6.7.3 und A.6.7.4 aufgefiihrt.

A.3.4.2.3 Extraktion und Zentrifugation

10 ml angeséduertes Methanol (A.1.7) werden zu der analytischen Einwaage gegeben. Das Zentrifugenréhrchen
wird verschlossen und fiir 1 min bis 15 min von Hand oder mit einem mechanischen Schiittelgerat (A.2.8) kraf-
tig geschiittelt. Danach wird der Extrakt fiir 5 min bei > 3 000 g (A.2.9) zentrifugiert.

A.3.5 Modul E4: Honig

A.3.5.1 Kurzbeschreibung

Dieses Extraktionsmodul wird fiir Honig verwendet, der einen durchschnittlichen Feuchtegehalt von {ibli-
cherweise 17 % bis 20 % hat, siehe Tabelle B.1. Zum homogenisierten Priifmaterial werden 7,5 ml Wasser und
10 ml angesduertes Methanol zugegeben, sodass ein Gesamtvolumen von etwa 20 ml im Extraktionsrohrchen
erreicht wird. Der verdiinnte Honig wird kraftig geschiittelt und dann zentrifugiert.

A.3.5.2 Durchfithrung

A.3.5.2.1 Einwaage der analytischen Priifmenge

Als eine reprasentative analytische Priifmenge werden 5,0 g+ 0,05 g (mgample) der homogenisierten Probe in
ein 50-ml-Zentrifugenrohrchen (A.2.4) eingewogen.

7,5 ml Wasser (A.1.1) werden zugegeben, sodass ein Gesamt-Wassergehalt von etwa 10 g erreicht wird.
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A.3.5.2.2 Zugabe von IL-IS (empfohlen)

Ein festgelegtes kleines Volumen der IL-IS-Arbeitslésung (IL-IS-WSIn-1) (A.1.19) (Vfﬁg, z.B. 100 pl, die eine

festgelegte Masse des IL-IS (mg‘;li)sle) enthalten) wird der analytischen Einwaage zugesetzt. Mogliche interne

Standards sind in A.6.7.3 und A.6.7.4 aufgefiihrt.
A.3.5.2.3 Extraktion und Zentrifugation

10 ml angesduertes Methanol (A.1.7) werden zu der analytischen Einwaage gegeben. Das Zentrifugenréhrchen
wird verschlossen und fiir 1 min bis 15 min von Hand oder mit einem mechanischen Schiittelgerat (A.2.8) kraf-
tig geschiittelt. Danach wird der Extrakt fiir 5 min bei =3 000 g (A.2.9) zentrifugiert.

ANMERKUNG  Einige Honigextrakte, insbesondere wenn sie zuvor mit moderater Zentrifugalkraft zentrifugiert wur-
den, kénnen immer noch erhebliche Mengen an Pollen (iiblicher Durchmesser > 10 pm) enthalten, der ein Verstopfen von
engporigen Partikelfiltern (mit einer Porengréfie von <1 pm) verursachen kann. In diesem Fall wird das Passieren des
Extrakts durch ein Filter mit 5 um Porengrofde erwogen, an den wahlweise in Reihe ein 0,2-pm-Filter angebracht ist. Bei
hohen Zentrifugationskraften (z.B.> 10 000 g) ist dieses Problem gemindert.

A.3.6 Modul E5a: Extraktion von 2 g oder 5 g Probe mit einem Feuchtegehalt von <15 %
nach Zugabe von 10 ml Wasser

A.3.6.1 Kurzbeschreibung

Dieses Extraktionsmodul wird fiir Lebensmittel mit einem sehr niedrigen Wassergehalt von<15 %, z.B.
Getreide oder Hiilsenfriichte, verwendet. In Tabelle B.1 ist angegeben, fiir welche Lebensmittel dieses Modul
vorzugsweise verwendet wird. Zum homogenisierten Priifmaterial wird Wasser zugegeben, sodass ein
Wassergehalt von etwa 10 g in der analytischen Einwaage erreicht wird. Nach Zugabe von 10 ml angeséuertem
Methanol wird es kraftig geschiittelt und dann zentrifugiert. Ein Ausfrieren wéhrend oder nach der Extraktion
sowie eine Filtration des Endextrakts werden empfohlen. Fiir die Analyse von Pestiziden und Metaboliten,
die einen Phosphonsdure-Anteil enthalten (z.B. Glyphosat, AMPA, MPPA) wird das gleichwertige Modul E5b
empfohlen.

A.3.6.2 Durchfithrung
A.3.6.2.1 Einwaage der analytischen Priifmenge und Anpassung des Wasservolumens

Als eine reprasentative analytische Priifmenge werden 2,08+0,02g oder 50g+0,05g (msample) (siehe
Tabelle B.1) der homogenisierten Probe in ein 50-ml-Zentrifugenréhrchen (A.2.4) eingewogen. Die ent-
sprechende Menge Wasser wird zugegeben, sodass ein Gesamt-Wassergehalt von etwa 10g erreicht
wird.

A.3.6.3 Zugabe von IL-IS (empfohlen)

Ein festgelegtes kleines Volumen der IL-IS-Arbeitslosung (IL-IS-WSIn-1) (A.1.19) (V34¢, z.B. 100 yl, die eine

festgelegte Masse des IL-IS (myé‘r;li)sle) enthalten) wird der analytischen Einwaage zugesetzt. Mogliche interne

Standards sind in A.6.7.3 und A.6.7.4 aufgefiihrt.
A.3.6.3.1 Extraktion und Zentrifugation

10 ml angesduertes Methanol (A.1.7) werden zu der analytischen Einwaage gegeben. Das Zentrifugenrédhrchen
wird verschlossen und fiir 15 min mit einem mechanischen Schiittelgerat (A.2.8) kraftig geschiittelt. Danach
wird der Extrakt fiir 5 min bei >3 000 g (A.2.9) zentrifugiert.

Empfehlung 1: Im Falle von Chiasamen und Leinsamen (Flachs) fiihrt die direkte Zugabe von Wasser zu den
Proben zu einem Einweichen und zur Bildung einer gelartigen Schicht, die die Zugédnglichkeit der Riickstande
behindert. Um dieses Phanomen zu umgehen, wird die Reihenfolge bei der Losemittelzugabe wie folgt gedn-
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dert. Zuerst werden 10 ml angesduertes Methanol (A.1.7) zugegeben, es wird kurz geschiittelt, und dann wer-
den 10 ml Wasser zugegeben und es wird fiir 15 min mit einem mechanischen Schiittelgerit (A.2.8) geschiittelt.

Empfehlung 2: Wenn kein automatischer Schiittler zur Verfiigung steht, diirfen trockene Produkte fiir 1 min
von Hand geschiittelt werden; danach erfolgt eine Einweichdauer von 15 min, bevor anschliefdend ein zweites
Mal fiir 1 min kraftig von Hand geschiittelt wird.

A.3.7 Modul E5b: Extraktion von 2 g oder 5 g Probe mit einem Feuchtegehalt von <15 %
nach Zugabe von Wasser, 10 % EDTA und Ameisensaure

A.3.7.1 Kurzbeschreibung

Dieses Extraktionsmodul wird fiir die Analyse von Pestiziden und Metaboliten, die einen Phosphonsaure-Anteil
enthalten (z. B. Glyphosat, AMPA, MPPA), aus Lebensmitteln mit sehr niedrigem Wassergehalt von < 15 %, z. B.
Getreide oder Hiilsenfriichte, empfohlen. In Tabelle B.1 ist angegeben, fiir welche Lebensmittel dieses Modul
vorzugsweise verwendet wird. Zum homogenisierten Priifmaterial wird Wasser zugegeben, sodass ein Was-
sergehalt von etwa 10 g in der analytischen Einwaage (einschliefilich des durch die EDTA-L6sung zugegebenen
Wassers) erreicht wird. Nach Zugabe von 10 ml angesduertem Methanol, einer zusatzlichen Menge an Ameisen-
sdure und 10%iger wassriger EDTA-Losung wird es kraftig geschiittelt und dann zentrifugiert. Ein Ausfrieren
wahrend oder nach der Extraktion sowie eine Filtration des Endextrakts werden empfohlen.

A.3.7.2 Durchfithrung
A.3.7.2.1 Einwaage der analytischen Priifmenge und Anpassung des Wasservolumens

Als eine reprasentative analytische Priifmenge werden 2,08+0,02g oder 50g+0,05g (msample) (siehe
Tabelle B.1) der homogenisierten Probe in ein 50-ml-Zentrifugenréhrchen (A.2.4) eingewogen. Die entspre-
chende Menge Wasser wird zugegeben, sodass ein Wassergehalt von etwa 10 g (einschliefdlich des durch die
EDTA-Losung zugegebenen Wassers) erreicht wird.

A.3.7.2.2 Zugabe von IL-IS (empfohlen)

Ein festgelegtes kleines Volumen der IL-IS-Arbeitslosung (IL-IS-WSIn-1) (A.1.19) (V34¢, z.B. 100 yl, die eine
festgelegte Masse des IL-IS (mg‘;l;sle) enthalten) wird der analytischen Einwaage zugesetzt. Mogliche interne

Standards sind in A.6.7.3 und A.6.7.4 aufgefiihrt.
A.3.7.2.3 Extraktion, Zentrifugation und Filtration

10 ml angesduertes Methanol (A.1.7) und eine zusdtzliche Menge von 100 ul konzentrierter Ameisen-
saure (A.1.5) werden zu der analytischen Einwaage gegeben. Das Zentrifugenréhrchen wird verschlossen und
zur Verteilung der Saure flir wenige Sekunden geschiittelt, um Proteine gerinnen (koagulieren) zu lassen.
Ein ml der 10%igen wassrigen EDTA-L6sung (A.1.11) wird hinzugegeben und das Zentrifugenrohrchen wird
verschlossen, bevor es fiir 15 min mit einem mechanischen Schiittelgerat (A.2.8) kraftig geschiittelt wird. Der
Extrakt wird fiir 5 min bei> 3 000 g (A.2.9) zentrifugiert.

Die Empfehlungen 1 und 2 in A.3.6.3.1 sind zu beachten.

A.3.8 Modul E6a: Extraktion von 10 g Probe tierischen Ursprungs mit einem Feuchtegehalt
von > 30 %, nach Zugabe von Wasser

A.3.8.1 Kurzbeschreibung

Dieses Extraktionsmodul wird fiir Lebensmittel tierischen Ursprungs mit einem Feuchtegehalt von >30 %,
z. B. Milch, Muskel (Fleisch) oder Leber, verwendet. In Tabelle B.1 ist angegeben, fiir welche Lebensmittel die-
ses Modul vorzugsweise verwendet wird. Zum homogenisierten Priifmaterial wird Wasser zugegeben, sodass
ein Wassergehalt von etwa 10 g in der analytischen Einwaage erreicht wird. Nach Zugabe von 10 ml angesau-
ertem Methanol wird es kraftig geschiittelt und dann zentrifugiert. Fiir die Analyse von Lebensmitteln mit
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einer erheblichen Menge an nicht trennbarem Fett (z. B. Hackfleisch) sollte die Probe wahrend des Extrakti-
onsschritts erwarmt werden. Fiir die Analyse von Pestiziden und Metaboliten, die einen Phosphonsaure-Anteil
enthalten (z. B. Glyphosat, AMPA, MPPA) wird das gleichwertige Modul E6b empfohlen.

A.3.8.2 Durchfithrung
A.3.8.2.1 Einwaage der analytischen Priifmenge und Anpassung des Wasservolumens

Als eine reprasentative analytische Prifmenge werden 10,0 g+ 0,1 g (msample) (siehe Tabelle B.1) der homoge-
nisierten Probe in ein 50-ml-Zentrifugenréhrchen (A.2.4) eingewogen.

Die entsprechende Menge Wasser wird zugegeben, sodass ein Gesamt-Wassergehalt von etwa 10 g erreicht
wird. Abhdngig vom jeweiligen Lebensmittel (siehe Tabelle 2 und Tabelle B.1) werden 1 ml (E6a (I)), 1,5 ml
(E6a (1)), 2 ml (E6a (I1I)), 2,5 ml (E6a (IV)) oder 3 ml Wasser (E6a (V)) hinzugegeben. Wenn ein IL-IS verwen-
det wird, darf auf die Wasserzugabe zur Volumenkorrektur verzichtet werden, wenn es sich um Lebensmittel
mit >80 % Wassergehalt handelt (z. B. Vollmilch, Magermilch), siehe auch Tabelle B.1.

A.3.8.2.2 Zugabe von IL-IS (empfohlen)

Ein festgelegtes kleines Volumen der IL-I1S-Arbeitslésung (IL-IS-WSIn-1) (A.1.19) (Vf‘Lclig, z.B. 100 pl, die eine

festgelegte Masse des IL-IS (m?g;li)sle) enthalten) wird der analytischen Einwaage zugesetzt. Mogliche interne

Standards sind in A.6.7.3 und A.6.7.4 aufgefiihrt.
A.3.8.2.3 Extraktion und Zentrifugation

10 ml angesduertes Methanol (A.1.7) werden zu der analytischen Einwaage gegeben. Das Zentrifugenrohrchen
wird verschlossen und fiir 1 min bis 15 min von Hand oder mit einem mechanischen Schiittelgerat (A.2.8) kraf-
tig geschiittelt. Danach wird der Extrakt fiir 5 min bei =3 000 g (A.2.9) zentrifugiert.

Empfehlung 1: Fiir die Analyse von Lebensmitteln mit einer erheblichen Menge an nicht trennbarem Fett (z. B.
Hackfleisch, Salami, Wiirstchen) wird das Zentrifugenréhrchen, nach der Zugabe des angesduerten Methanols,
fiir 3 min bis 4 min in ein auf 80 °C erwarmtes Wasserbad gestellt, bis das Fett vollstdndig geschmolzen ist. Es
wird dann, wahrend es noch heif? ist, fiir 1 min von Hand oder fiir 2 min bis 15 min mit einem automatischen
Schiittler kréftig geschiittelt, um die Verteilung der polaren Pestizide in die wassrige Phase sicherzustellen.

Empfehlung 2: Die Probe sollte nicht ldnger erhitzt werden als notwendig.

A.3.9 Modul E6b: Extraktion von 10 g Probe tierischen Ursprungs mit einem Feuchtegehalt
von > 30 %, nach Zugabe von Wasser, 10 % EDTA und Ameisensiure

A.3.9.1 Kurzbeschreibung

Dieses Extraktionsmodul wird fiir die Analyse von Pestiziden und Metaboliten, die einen Phosphonsdure-Anteil
enthalten (z.B. Glyphosat, AMPA, MPPA), in Lebensmitteln tierischen Ursprungs mit einem Wassergehalt
von > 30 %, z.B.Milch, Muskel (Fleisch) oder Leber, empfohlen. In Tabelle B.1 ist angegeben, fiir welche
Lebensmittel dieses Modul vorzugsweise verwendet wird. Zum homogenisierten Priifmaterial wird Wasser
zugegeben, sodass ein Wassergehalt von etwa 10 g in der analytischen Einwaage (einschliefdlich des durch die
EDTA-L6sung zugegebenen Wassers) erreicht wird. Nach Zugabe von 10 ml angesduertem Methanol, einer
zusatzlichen Menge an Ameisensdure und 10%iger wassriger EDTA-Losung wird es kréaftig geschiittelt und
dann zentrifugiert. Fiir die Analyse von Lebensmitteln mit einer erheblichen Menge an nicht trennbarem Fett
(z. B. Hackfleisch) sollte die Probe wahrend des Extraktionsschritts erwdrmt werden. Ein Ausfrieren wahrend
oder nach der Extraktion sowie eine Filtration des Endextrakts werden empfohlen.
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A.3.9.2 Durchfiihrung
A.3.9.2.1 Einwaage der analytischen Priifmenge und Anpassung des Wasservolumens

Als eine reprasentative analytische Priifmenge werden 10,0 g+ 0,1 g (msample) der homogenisierten Probe in
ein 50-ml-Zentrifugenrohrchen (A.2.4) eingewogen.

Die entsprechende Menge Wasser wird zugegeben, sodass ein Wassergehalt von etwa 10 g (einschlief3lich
des durch die EDTA-Losung zugegebenen Wassers) erreicht wird. Abhdngig vom jeweiligen Lebensmittel
(siehe Tabelle B.1) werden 0,5ml (E6b (1I)), 1 ml (E6b (1II)), 1,5 ml (E6a (IV)) oder 2 ml Wasser (E6b (V))
hinzugegeben. Wenn ein IL-IS verwendet wird, darf auf die Wasserzugabe zur Volumenkorrektur verzichtet
werden, wenn es sich um Lebensmittel mit >80 % Wassergehalt handelt (z. B. Vollmilch, Magermilch), siehe
auch Tabelle B.1.

A.3.9.2.2 Zugabe von IL-IS (empfohlen)

Ein festgelegtes kleines Volumen der IL-IS-Arbeitslosung (IL-IS-WSIn-1) (A.1.19) (V24d, z.B. 100 yl, die eine

festgelegte Masse des IL-IS (mg‘;l;sle) enthalten) wird der analytischen Einwaage zugesetzt. Mogliche interne

Standards sind in A.6.7.3 und A.6.7.4 aufgefiihrt.
A.3.9.2.3 Extraktion und Zentrifugation

10 ml angesduertes Methanol (A.1.7) und eine zusdtzliche Menge von 100 ul konzentrierter Ameisen-
saure (A.1.5) werden zu der analytischen Einwaage gegeben. Das Zentrifugenrohrchen wird verschlossen
und zur Verteilung der Saure fiir wenige Sekunden geschiittelt, um Proteine gerinnen (koagulieren) zu
lassen. Einml der 10%igen wassrigen EDTA-Losung (A.1.11) wird hinzugegeben und das Zentrifugenrdhr-
chen wird sorgfiltig verschlossen, bevor es fiir 1 min bis 15 min von Hand oder mit einem mechanischen
Schiittelgerat (A.2.8) kraftig geschiittelt wird. Der Extrakt wird fiir 5 min bei >3 000 g (A.2.9) zentrifugiert.

Die Empfehlungen 1 und 2 in A.3.8.2.3 sind zu beachten.

A.3.10 Modul E7: Extraktion von 5 g fettiger Probe, unterstiitzt durch mechanische
Hilfsmittel

A.3.10.1 Kurzbeschreibung

Dieses Extraktionsmodul wird fiir Lebensmittel mit einem hohen Fettgehalt und einem niedrigen Wasser-
gehalt, z. B. Fett pflanzlichen oder tierischen Ursprungs, verwendet. In Tabelle B.1 ist angegeben, fiir welche
Lebensmittel dieses Modul vorzugsweise verwendet wird.

A.3.10.2 Durchfithrung

A.3.10.2.1 Einwaage der analytischen Priifmenge

Als eine reprasentative analytische Priifmenge werden 5,0 g+ 0,05 g (msample) der homogenisierten Probe in
ein 50-ml-Zentrifugenréhrchen (A.2.4) eingewogen.

Es wird kein Wasser zugegeben.
A.3.10.2.2 Zugabe von IL-IS (empfohlen)

Ein festgelegtes kleines Volumen der IL-IS-Arbeitslésung (IL-IS-WSIn-1) (A.1.19) (Vﬁf}g, z.B. 100 pl, die eine

festgelegte Masse des IL-IS (my;r;{osle) enthalten) wird der analytischen Einwaage zugesetzt. Mogliche interne

Standards sind in A.6.7.3 und A.6.7.4 aufgefiihrt.
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A.3.10.2.3 Extraktion, Zentrifugation und Filtration

In das Gefafd werden 10 ml Methanol (A.1.7), das 30 % Wasser (A.1.1) und (1) % Ameisensdure (A.1.5) ent-
hélt, sowie mechanische Hilfsmittel (z. B. 3 bis 5 Mahlkugeln aus nichtrostendem Stahl mit einem Durchmes-
ser von 7 mm bis 10 mm) gegeben. Das Zentrifugenrohrchen wird verschlossen und fiir 5 min bis 20 min mit
einem mechanischen Schiittelgerat (A.2.8) kraftig geschiittelt. Der Extrakt wird in den Tiefkiihlschrank gestellt
und/oder mit einer Kiihlzentrifuge fiir 5 min bei >3 000 g (A.2.9) zentrifugiert.

A.4 Reinigungsmodule (C)
A.4.1 Allgemeines

Empfehlung 1: Im Anschluss an die Zentrifugation sollte der dekantierte Extrakt durch ein Filter passiert wer-
den, wenn er direkt einem Messmodul (M) unterzogen wird. Zu diesem Zweck wird der Extrakt mithilfe einer
Spritze (A.2.10) und Spritzenfiltern mit einer Porengréfde von 0,2 um (A.2.11) filtriert, entweder direkt in ein
Autosampler-Flaschchen (A.2.13) oder in ein verschliefSbares Lagergefafd (A.2.15).

A.4.2 Modul CO: Keine Reinigung
A.4.2.1 Kurzbeschreibung

In Abhdngigkeit von der Matrix, dem Messmodul und dem Leistungsvermogen der verfiigbaren Messgerdate
werden die Extrakte aus E1 bis E7 oder aus C1 bis C5 direkt mithilfe von LC- oder IC-Methoden gemessen. Wenn
die Umstande eine Verdiinnung ermdglichen, ist diese wie unter den Verdiinnungsmodulen (DL) beschrieben
durchzufiihren.

ANMERKUNG  Dieses,Modul“dient hauptsachlich der systematischen Dokumentation der Verfahren durch eine Abfolge
von Modulen, wie beispielhaft in Tabelle B.1 gezeigt.

A.4.3 Modul C1: Ausfrieren zur Ausfallung von schwach léslichen Koextraktivstoffen

A.4.3.1 Kurzbeschreibung

Dieses Modul wird fiir die Entfernung von schwach loslichen Koextraktivstoffen der Matrix (z. B. Fett, Saccha-
ride) aus dem Extrakt verwendet. Der Reinigungseffekt beruht auf der verminderten Loslichkeit der meisten
Substanzen bei niedrigen Temperaturen. C1 kann entweder nach einem der Extraktionsmodule (E1 bis E7)
oder vor oder nach einem der anderen Reinigungsschritte durchgefiihrt werden. Wenn es vor der Messung
durchgefiihrt wird, ist eine Filtration des Extrakts angezeigt. In Tabelle B.1 ist angegeben, fiir welche Lebens-
mittel dieses Modul vorzugsweise verwendet wird.

A.4.3.2 Durchfithrung

Der nach einem der Extraktionsschritte (E1 bis E7) oder einem der anderen Reinigungsmodule (CO, C2, C3a,
C3b und C4) erhaltene Extrakt wird in einen Tiefkiihlschrank gestellt (z.B. fiir 30 min bei etwa —80 °C oder
fiir > 120 min bei etwa -20 °C) und kurz zentrifugiert, wahrend er noch kalt ist (z. B. 3 min bei =3 000 g). Das
Dekantieren des Extrakts ist durchzufiihren, wahrend der Extrakt noch kalt ist, um zu vermeiden, dass sich die
Matrixkomponenten wieder auflosen.

Empfehlung 1: Niedrige Temperaturen senken die Loslichkeit storender Matrixkomponenten, was zu ver-
starkter Ausfillung fiihrt; dies erleichtert den Filtrationsschritt erheblich. Auch die nachfolgende LC- oder
IC-MS/MS-Analyse wird erleichtert, indem Matrixeffekte reduziert werden und die Lebensdauer der Saulen
erhoht wird. Um ein Wiederaufl6sen der Matrixkomponenten zu verhindern, wird empfohlen, einen Aliquot
des kalten Uberstands zur spiteren Verwendung in ein verschlieBbares Gefif3 zu iiberfiihren oder sofort mit
den nachsten Schritten fortzufahren, wahrend der Extrakt noch kalt ist.
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Empfehlung 2: Nach Ausfrieren des Aliquots wird eine Kiihlzentrifugation statt einer Zentrifugation
bei Umgebungstemperatur empfohlen: Der Extrakt wird fiir 5min bei hoher Zentrifugalgeschwindigkeit
(z.B.>10000g) und niedriger Temperatur (z. B. unter -5 °C) zentrifugiert.

Empfehlung 3: Dieses Modul (C1) ist fiir Extrakte aller Proben geeignet, und wird besonders empfohlen, wenn
ein Ausfrieren (en: freeze-out, F-0) des Extraktionsgefifies nicht durchgefiihrt wurde (siehe A.3.1).

Empfehlung 4: Der Zentrifugationsschritt kann durch eine schnelle Filtration oder ein Dekantieren des gefro-
renen Extrakts ersetzt werden.

Empfehlung 5: Durch die Kombination von Ausfrieren (C1) mit C3a oder C3b, bei denen Extrakte mit Acetoni-
tril verdiinnt werden, wird die Ausfallung polarer Matrixkomponenten, z. B. von Zuckern, unterstiitzt.

A.4.4 Modul C2: Dispersive SPE mit C18-Sorbent
A.4.4.1 Kurzbeschreibung

Dieses Modul wird fiir die Entfernung von Lipiden aus Extrakten von Lebensmitteln, die hohe Lipidgehalte
aufweisen, z. B. Avocado, Oliven, Kokosnuss und tierisches Fett, verwendet. In Tabelle B.1 ist angegeben, fiir
welche Lebensmittel dieses Modul vorzugsweise verwendet wird. Der nach E1bis E7 erhaltene Rohextrakt
wird durch dispersive Festphasenextraktion (dSPE) mit C18-Sorbent gereinigt.

A.4.4.2 Durchfithrung

Ein festgelegter Aliquot, z.B. 4 ml, der Methanol-Phase aus den nach E1 bis E7 erhaltenen Extrakten wird in
ein Zentrifugenrohrchen (A.2.5) tiberfiihrt, das bereits die entsprechende Menge an C18-Sorbent (A.1.8), z. B.
200 mg (50 mg/ml Extrakt) enthalt. Das Rohrchen wird dicht verschlossen, fiir mindestens 30 s kraftig geschiit-
telt, dann in eine Zentrifuge (A.2.9) eingebracht und fiir 5 min bei = 3 000 g zentrifugiert.

A.4.5 Modul C3a: Ausfillung mit Acetonitril
A.4.5.1 Kurzbeschreibung

Dieses Modul wird fiir die Ausfiallung von Proteinen in Lebensmitteln, die hohe Mengen an Proteinen und
geringe Mengen an Lipiden enthalten, verwendet (z. B. Hiilsenfriichte, weifde Getreidemehle, Magermilchpul-
ver, Magermilch, magerer Fisch). In Tabelle B.1 ist angegeben, fiir welche Lebensmittel dieses Modul vorzugs-
weise verwendet wird. Ublicherweise wird dieses Reinigungsmodul auf den nach E5a, E5b bis E6a, E6b erhal-
tenen Rohextrakt angewendet.

A.4.5.2 Durchfithrung

Ein festgelegter Aliquot V5 (x ml, z. B. 2 ml), des Uberstands nach E5a, E5b bis E6a, E6b wird in ein Zentrifugen-
rohrchen (A.2.5) Uiberfiihrt, das bereits das gleiche Volumen Vg Acetonitril (A.1.4) (x ml) enthalt. Das R6hrchen
wird dicht verschlossen, fiir mindestens 30 s kraftig geschiittelt, dann in eine Zentrifuge (A.2.9) eingebracht
und fiir 5 min bei >3 000 g zentrifugiert.

Empfehlung1: Der Unterschied zwischen Modul C3a und C3b besteht in der Zugabe von C18-Sorbent.
Lebensmittel, fiir die Modul C3a empfohlen wird, diirfen auch durch Modul C3b, ohne nachteilige Auswirkung

auf die Analyten, gereinigt werden.

Empfehlung2: Durch dieses Reinigungsmodul wird der Extrakt zweifach verdiinnt. Dies sollte bei der Her-
stellung von Kalibrierstandards beachtet werden.
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A.4.6 Modul C3b: Ausfdllung mit Acetonitril kombiniert mit C18-Sorbent
A.4.6.1 Kurzbeschreibung

Dieses Modul wird fiir die Ausfallung von Proteinen in Lebensmitteln, die hohe Mengen an Proteinen enthal-
ten, und fiir die Entfernung von Lipiden verwendet (z. B. Vollkorngetreide, Olsaaten, Niisse, Sauglingsnahrung,
Vollmilch, Niere, Eier, Muskel, Leber und Niere). In Tabelle B.1 ist angegeben, fiir welche Lebensmittel dieses
Modul vorzugsweise verwendet wird. Ublicherweise wird dieses Reinigungsmodul auf den nach E5a, E5b bis
E6a, E6b erhaltenen Rohextrakt angewendet.

A.4.6.2 Durchfithrung

Ein festgelegter Aliquot V5 (x ml, z. B. 2 ml), des Uberstands nach E5a, E5b bis E6a, E6b wird in ein Zentrifugen-
rohrchen (A.2.5) Uberfiihrt, das bereits C18-Sorbent (50 mg je ml Probenextrakt) enthalt. AnschliefSend wird
das gleiche Volumen (x ml) Acetonitril (A.1.5) in das Rohrchen gegeben, das dann dicht verschlossen, fiir min-
destens 30 s kraftig geschiittelt, anschliefiend in eine Zentrifuge (A.2.9) eingebracht und fiir 5 min bei=3 000 g
zentrifugiert wird.

Siehe auch die Empfehlungen 1 und 2 in A.4.5.2.

A.4.7 Modul C4: Ultrafiltration mit Filtern mit einer Ausschlussgrenze bei 5 kDa oder
10 kDa (wahlfrei)

A.4.7.1 Kurzbeschreibung

Dieses Modul umfasst eine durch Zentrifugation unterstiitzte Ultrafiltration durch Filter mit einer Ausschluss-
grenze bei einer molekularen Masse von 5 kDa oder 10 kDa. Das Hauptziel bei diesem Schritt besteht darin,
geloste oder kolloidal dispergierte Proteine, Peptide und Polysaccharide zu entfernen, die zuvor nicht durch
Ausfallung und Zentrifugation, und auch nicht durch Standardfiltration mit 0,2-pm-Filter, entfernt wurden
(siehe A.2.11). Die Entfernung solcher Partikel ist iiblicherweise von Vorteil fiir die Lebensdauer der Chromato-
graphiesaulen. Dieser Reinigungsschritt kann wahlweise und mit einem beliebigen aus den E- oder C-Modulen
erhaltenen Extrakt durchgefiihrt werden, er wird aber fiir Lebensmittel empfohlen, die durch E5a, E5b bis E6a,
E6b extrahiert werden (z. B. fiir Hiilsenfriichte, Olsaaten, Niisse, Vollkorngetreide und -mehle, Milch, Leber). In
Tabelle B.1 ist angegeben, fiir welche Lebensmittel dieses Modul vorzugsweise verwendet wird.

A.4.7.2 Durchfithrung

Ein Aliquot, z.B. 3 ml, der Methanol-Phase aus den nach E1 bis E7 erhaltenen Extrakten oder aus den nach
CO bis C3b erhaltenen gereinigten Extrakten wird in eine Ultrafiltrationseinheit (A.2.12) fiir die Zentrifugation
tiberfiihrt und in einer Zentrifuge (A.2.9) bei = 3 000 g fiir 10 min zentrifugiert.

Empfehlung: Wenn die Zentrifugation langer dauert, wird mit einem zweiten 10-miniitigen Zentrifugations-
schritt fortgefahren.

A.5 Verdiinnungsmodule (DL)
A.5.1 Kurzbeschreibung

In Abhdngigkeit von der Matrix, dem Messmodul und dem Leistungsvermogen der verfiigbaren Messgerate
konnen die nach den E- oder C-Modulen erhaltenen Extrakte (Einzelheiten siehe unten) vor der LC- oder
IC-basierten Messung mit einem wassermischbaren Lésemittel oder Losemittelgemisch verdiinnt werden.
In besonderen Féllen sind auch Verdiinnungen mit geeigneten Blindproben-Extrakten mdoglich, z. B. wenn
der Zweck der Verdiinnung darin besteht, die Analytkonzentration im Probenextrakt zu reduzieren, sodass
sie innerhalb des Kalibrierbereichs liegt. Das Hauptziel bei diesem Schritt ist es, die Matrixkonzentration
im Extrakt zu verringern, weil dies dazu beitrigt, die chromatographische Trennung der Analyten von hoch
konzentrierten Verbindungen in der Matrix zu verbessern und allgemein Matrixeffekte bei der Messung zu
reduzieren.
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Tabelle 4 enthélt Beispiele, bei denen dieses Modul bevorzugt angewendet wird und wie die Codierung vorge-
nommen wird. Die Codierung der Verdiinnungsmodule besteht aus den Buchstaben DL und der Zahl, die den
Verdiinnungsfaktor reprasentiert.

A.5.2 Durchfiihrung

Ein Aliquot (V) der nach den Modulen E1 bis E4 und E7 erhaltenen Extrakte oder aus den nach den Modu-
len C1bis C5 vorliegenden gereinigten Extrakten wird mit einem festgelegten Volumen eines wassermisch-
baren Losemittels (Vg) auf ein resultierendes Gesamtvolumen (V5 + Vg) verdiinnt. Die Verdiinnung kann in
einem Autosampler-Flaschchen (A.2.13) oder in einem geeigneten Lagergefafd (A.2.15) vorgenommen werden.
Wenn die Verdliinnung zu einer sichtbaren Ausfallung fiihrt, ist eine Filtration des Extrakts durch ein 0,2-pm-
Filter (A.2.11) angezeigt. Die Verdiinnung kann auch beim LC- oder IC-Injektionsvorgang erfolgen.

Die Extrakte nach E5a, E5b, E6a und E6b miissen durch Anwendung der Module C2 oder C3a oder C3b gereinigt
werden, bevor sie verdiinnt werden.

Die Reinigungsmodule C3a und C3b beinhalten auch einen Verdiinnungsschritt, der jedoch jeweils als ein Rei-
nigungsschritt aufzufassen ist.

Anderungen in der Zusammensetzung des Losemittels (infolge einer Verdiinnung des Extrakts) konnen zu
einer Ausfillung von Matrixkomponenten (Reinigungseffekt) und moglicherweise zu Analytverlusten fiihren.
Durch die Kombination der Verdiinnung mit einem Ausfrierschritt (C1) wird dieser Effekt verstarkt. Wenn
der organische Anteil erhoht wird (z. B. wenn mit angesduertem Methanol (A.1.7) verdliinnt wird), kann es zu
einer Ausfillung von polaren Komponenten der Matrix (z.B. Zucker) kommen. Wenn dagegen der wassrige
Anteil erhoht wird (z. B. wenn mit Wasser verdiinnt wird), konnen lipophile Matrixkomponenten und Ana-
lyte ausfallen. Im Falle einer sichtbaren Ausfiallung, und wenn keine weiteren Reinigungsschritte (C1 bis C5)
mehr vor der Messung durchzufiihren sind, wird empfohlen, die Extrakte mithilfe einer Spritze (A.2.10) und
Spritzenfiltern mit einer Porengrofie von 0,2 um (A.2.11) zu filtrieren, entweder direkt in ein Autosampler-
Flaschchen (A.2.13) oder in ein verschliefdbares Lagergefafs (A.2.15). Bei Verdiinnungen, die im Injektorsystem
erfolgen, sind Ausfillungen oft nur voriibergehend, da sich die Ausfallungen iiblicherweise wieder auflosen, da
sich die Zusammensetzung der mobilen Phase wahrend des chromatographischen Durchlaufs verandert.

Beim Verdiinnen ist sicherzustellen, dass die Empfindlichkeit des Messgerats weiterhin flir eine adaquate Mes-
sung niedrigerer Konzentrationen des Zielanalyten und IL-IS ausreichend ist. In bestimmten Fallen muss die
Menge an IL-IS, die zu den Proben zugegeben wird, angepasst werden, um eine geeignete Messung sicherzu-
stellen. Aufserdem ist zu beachten, dass die verminderte Matrixbeladung auch Matrixeffekte und das chroma-
tographische Verhalten des Analyten (z. B. Peaktailing) beeinflussen kann.

A.5.3 Berechnung

Siehe 7.3.

A.6 Messmodule (M)
A.6.1 Allgemeines

Die Messung kann mit verschiedenen Gerdten, Gerdteparametern und Trennsdulen durchgefiithrt werden.
Einige Gerateparameter und Trennséulen sind in diesem Modul aufgefiihrt. Die folgenden Betriebsbedingun-
gen flir die LC-MS/MS und IC-MS/MS haben nachweislich zu zufriedenstellenden Ergebnissen gefiihrt, es
handelt sich aber lediglich um Beispiele fiir die experimentellen Bedingungen beim Betrieb der genannten
Gerate. Variationen dieser Bedingungen stellen keine Abweichungen von dem Verfahren dar.

Typische Chromatogramme mit den iiblicherweise erhaltenen Retentionszeiten und Peakformen der Analyten

sowie einige Hinweise, wie bestimmte Trennsdulen zu konditionieren sind, finden sich in der aktuell giiltigen
Version des QuPPe-Verfahrens [2], [3].
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