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Nationales Vorwort

Das Dokument prEN 18082:2024 wurde vom Technischen Komitee CEN/TC275 ,Lebensmittelanalytik —
Horizontale Verfahren“ erarbeitet, dessen Sekretariat von DIN (Deutschland) gehalten wird.

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

Um Zweifelsfille in der Ubersetzung auszuschliefRen, 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 18082:2024) 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 Umgang mit gefahrlichen Substanzen und Aus-
ristungsteilen und die Ausfiihrung gefahrlicher Arbeitsgange einschlief3en. Dieses Dokument erhebt nicht
den Anspruch, dass alle mit seiner Anwendung verbundenen Sicherheitsprobleme angesprochen werden. Es
liegt in der Verantwortung des Anwenders dieses Dokuments, geeignete Vorkehrungen fiir den Arbeits- und
Gesundheitsschutz zu treffen und vor der Anwendung zu ermitteln, welche regulatorischen Einschrankungen
gelten.
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1 Anwendungsbereich

Dieses Dokument legt ein Verfahren fiir die Analyse von Pestizidriickstdnden in Lebensmitteln tierischer Her-
kunft mit einem Fettgehalt von bis zu ca. 10 %, wie z. B. Fleisch, Eier oder Milch, mittels LC-MS/MS fest. Auf-
grund der geringen Materialanforderungen fiir die miniaturisierte Verarbeitung und der wenigen Arbeits-
schritte ist das Verfahren besonders zeit- und kostensparend bei hoher Zuverlassigkeit und Effektivitit. Das
Verfahren wurde im Ringversuch mit einer Reihe an Erzeugnis-/Pestizidkombinationen gepriift. Die Prazisi-
onsdaten sind in Tabelle B.1 zusammengefasst. Eine Anleitung zur Kalibrierung ist in CEN/TS 17061 angege-
ben.

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/TS 17061, Lebensmittel — Anleitung zur Kalibrierung und quantitativen Bestimmung von
Pestizidrtickstdnden 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:

— IS0 Online Browsing Platform: verfiigbar unter https://www.iso.org/obp

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

4 Kurzbeschreibung

Die homogene Probe wird mit Wasser versetzt und mit Hilfe von Acetonitril extrahiert. Nach Zugabe
von Magnesiumsulfat, Natriumchlorid und puffernden Citratsalzen wird das Gemisch kraftig geschiittelt
und zur Phasentrennung zentrifugiert. Ein aliquoter Anteil der organischen Phase wird durch dispersive
Festphasenextraktion (D-SPE) mit Aminosorbentien (z.B. primires sekunddres Amin, PSA) gereinigt,
wobei Magnesiumsulfat zur Entfernung des Restwassers eingesetzt wird. Nach der Reinigung werden die
Extrakte zentrifugiert. In der Probe enthaltenes Fett wird durch Ausfrieren entfernt, indem der gereinigte
Acetonitrilextrakt im Gefrierschrank gelagert wird. Die in der fettfreien Lésung enthaltenen Pestizide konnen
direkt durch eine Analyse auf LC-Basis bestimmt werden. Fiir die Analyse durch Fliissigchromatographie ist
die Kopplung mit der Tandem-Massenspektrometrie (LC-MS/MS) oder der hochauflésenden Massenspektro-
metrie (LC-HR-MS) besonders geeignet. Die Quantifizierung darf unter Anwendung eines internen Standards
erfolgen, der der Untersuchungseinheit vor der ersten Extraktion hinzugefiigt wird, aber nicht zwingend
vorgeschrieben ist. Einzelheiten zur Kalibrierung siehe 7.2.

5 Vorbereitung und Lagerung der Proben
5.1 Allgemeines

Probenverarbeitungs- und -lagerungsverfahren sollten nachweislich keinen signifikanten Einfluss auf die in
der Untersuchungsprobe (manchmal auch ,Analysenprobe“ genannt) vorhandenen Riickstinde haben. Die
Verarbeitung sollte auch sicherstellen, dass die Untersuchungsprobe ausreichend homogen ist, damit die
Schwankung zwischen Untersuchungseinheiten (Teilprobenahme) akzeptabel ist. Wenn es unwahrscheinlich
ist, dass eine einzelne Einwaage (Analysenportion) die Untersuchungsprobe reprasentiert, miissen grofiere
Mengen oder mehrere einzelne Einheiten analysiert werden, um den wahren Wert besser beurteilen zu
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konnen. Der Zerkleinerungsgrad sollte die quantitative Extraktion der Riickstande begiinstigen. Andernfalls
muss die Extraktion mit Hilfe eines mechanischen Zerkleinerungsgerits (z. B. eines Homogenisierungsstabs)
erfolgen.

5.2 Laborprobe

Eine Laborprobe, die vollig oder stark verdorben oder zersetzt ist, sollte nicht analysiert werden. Wenn mog-
lich, werden die Laborproben unmittelbar nach dem Eintreffen im Labor und auf jeden Fall vor dem Eintreten
deutlicher Anzeichen fiir physikalische oder chemische Veranderungen untersucht. Falls eine Laborprobe nicht
ohne Verzogerung bearbeitet werden kann, sollte sie unter geeigneten Bedingungen gelagert werden, um sie
frisch zu halten und um ihren Verderb zu vermeiden. Generell sollten Laborproben insgesamt nicht langer als
3 Tage gelagert werden, mit Ausnahme von getrockneten oder verarbeiteten Proben, die innerhalb der ange-
gebenen Mindesthaltbarkeitsdauer zu analysieren sind.

5.3 Teilweise praparierte Untersuchungsprobe

Fiir die Herstellung einer teilweise praparierten Untersuchungsprobe wird nur der Anteil der Laborprobe ver-
wendet, fiir den der Riickstandshdchstgehalt gilt; so sollten z. B. Knochen oder Schalen entfernt werden.

5.4 Untersuchungsprobe

Wenn die Untersuchungsprobe nicht hinreichend homogen ist oder wenn die Extraktion der Riickstinde
durch grofde Stlicke wesentlich beeintrachtigt werden konnte, sollte sie mit geeigneten Mitteln intensiv
zerkleinert werden. Das ist bei Raumtemperatur moglich, sofern weder eine Trennung von Fleisch und Saft
noch ein Abbau der zu untersuchenden Pestizide in nennenswerten Umfang stattfindet. Die Zerkleinerung
der Proben im gefrorenen Zustand kann Verluste von chemisch instabilen Pestiziden signifikant reduzieren
und ergibt meistens kleinere Partikelgrofien und somit einen hoheren Grad an Homogenitat. Das grobe (z. B.
3 cm x 3 cm) Zerschneiden der Proben mit einem Messer und die Lagerung in einem Gefrierschrank (z. B. tiber
Nacht bei -18°C) vor der Zerkleinerung erleichtert die nachfolgende Verarbeitung. Die Verarbeitung kann
auch durch Tieftemperatur-Mahlen (mit Trockeneis oder fliissigem Stickstoff) unterstiitzt und verbessert
werden, wobei die Temperatur unterhalb von 0°C gehalten wird. Wenn die Untersuchungsproben bei
niedrigen Temperaturen verarbeitet werden, sollte eine durch hohe Feuchtigkeit verursachte Kondensation
vermieden werden. Restliches Kohlendioxid sollte so weit entweichen konnen, dass sein Anteil an der Masse
der Probe vernachlassigbar ist.

5.5 Einwaage

Einzelne Einwaagen, die jeweils grof3 genug fiir eine Untersuchung sind, sollten von der zerkleinerten Untersu-
chungsprobe entnommen werden. Diese Einwaagen sollten sofort analysiert werden. Falls die Einwaagen nicht
direkt analysiert werden konnen, miissen die Untersuchungsprobe oder die Einwaagen bis zum Gebrauch ein-
gefroren werden. Wenn festgestellt wird, dass die Homogenitit der Untersuchungsprobe wahrend der Lage-
rung beeintrachtigt wurde, muss die Untersuchungsprobe gemischt werden, bevor Einwaagen entnommen
werden, um sicherzustellen, dass die Homogenitat wiederhergestellt wurde.

6 Durchfiihrung

Die Extraktion der Proben ist in Modul E beschrieben. Auf die Extraktion folgen in der Regel eine Reinigung der
erhaltenen Rohextrakte (Ausfrieren des Fetts nach Modul C1 und/oder Reinigung mit PSA nach Modul C2) und
die Analyse nach Modul D. Alle Module sind ausfiihrlich in Anhang A beschrieben. Erganzende Informationen
sind in Anhang B aufgefiihrt.

Tabelle 1 enthalt eine kurze Beschreibung der Module, Hinweise zur Anwendung und einige Beispiele dazu.

Fiir die Berechnung der Riickstandskonzentrationen in den Probenextrakten sind alle Vorgehensweisen zur
Kalibrierung und alle Quantifizierungsverfahren geeignet, die in den Optionen Q1 bis Q7 beschrieben sind.
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Tabelle 1 — Ubersicht der méglichen Module

Modul Beschreibung Bevorzugte Anwendung
E Nach Hinzufiligen von Wasser wird eine | Fleisch, Milch und Eier mit einen Fettgehalt von bis
Einwaage von 5 g in Anwesenheit von zuca. 10 %
puffernden Salzen mit Acetonitril
extrahiert
C1 Ausfrieren Entfernung von mitextrahiertem Fett (auch in
Kombination mit weiteren Reinigungsschritten,
z.B.C2)
Cc2 Dispersive SPE mit Aminosorbens (PSA) Reinigung der Rohextrakte vor der Bestimmung
neutraler und basischer Pestizide
D LC-MS AnschliefRende Reinigung der nach Modul E
gewonnenen Extrakte nach Modul C1 und C2
Q1 Quantifizierung mit externen Standards Bestimmungen, bei denen Matrixeffekte als
in Losemittel vernachlassigbar betrachtet werden
Q2 Quantifizierung mit externen Standards Bestimmungen, bei denen Matrixeffekte
in Matrix berticksichtigt werden miissen
Q3 Quantifizierung mit einem Bestimmungen, bei denen Matrixeffekte als
verfahrensinternen Standard und vernachldssigbar betrachtet werden
Standards in Losemittel
Q4 Quantifizierung durch Standardaddition Bestimmungen, bei denen Matrixeffekte
zum Endextrakt berticksichtigt werden miissen und geeignete
Leerwertmatrices fehlen
Q5 Quantifizierung mit einem Bestimmungen, bei denen Matrixeffekte zur
verfahrensinternen Standard und Kompensation einer geringen Wiederfindung
Standards in Matrix oder beriicksichtigt werden miissen
isotopenmarkierten internen Standards
Q6 Quantifizierung durch Standardaddition Bestimmungen, bei denen Matrixeffekte
zur Probe berticksichtigt werden miissen ohne Verfiigharkeit
von Leerwert-(Kontroll-)Proben, oder wenn
unvollstiandige Extraktionen von Analyten erfolgen
Q7 Quantifizierung durch Kalibrierung des Bestimmungen, bei denen Matrixeffekte
Gesamtverfahrens berticksichtigt werden miissen oder unvollstdndige
Extraktionen des Analyten auftreten

7 Auswertung der Ergebnisse
7.1 Identifizierung und Quantifizierung

Eine Reihe von Parametern konnen verwendet werden, um einen Analyten im Probenextrakt zu identifizieren.
Hierzu zdhlen:

— die Retentionszeit (R;) des in Frage kommenden Analyten oder, besser noch, die relative Retentionszeit
gegenuber dem internen Standard ISTD (Ry(a)/Ry(1sTD)) aus demselben Chromatogramm;

— im Fall von MS- oder MS/MS-Detektion die relative Abundanz von gleichzeitig aufgezeichneten Massen

bzw. Ubergingen (im Allgemeinen erfordert die MS/MS 2 SRM-Uberginge und die MS-Detektion 3 Ionen);
siehe auch [1], [2], [3], [4];
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— charakteristische(s) Peakform/Peakmuster des Analyten.

Die Parameter, die fiir den im Probenextrakt zu identifizierenden Analyten erhalten wurden, werden mit den
Parametern verglichen, die fiir die Pestizide in der (den) Kalibrierlosung(en) erhalten wurden. Ist zur Identifi-
zierung der Analyten eine weitere Absicherung erforderlich, konnen zusatzliche Mafinahmen notwendig sein,
wie z.B. das Anwenden anderer chromatographischer Trennbedingungen oder die Auswertung zusatzlicher
m/z oder SRM-Uberginge. Weitere Informationen zu erforderlichen Bestitigungskriterien (z. B. die empfohle-
nen hochsten Toleranzen fiir lonenverhéltnisse bei Verwendung verschiedener MS-Techniken) finden sich in
den EU Quality Control Procedures [2]. In Tabelle A.1 sind die ISTDs aufgelistet, die verwendet werden konnen.
Die Verwendung von mehr als einem ISTD liefert einige Informationen zur Absicherung.

Zur Priifung der Linearitdt und zur Bestimmung der Kalibrierfunktion fiir die einzelnen Analyten werden
Standardlosungen verwendet. Die Verwendung von matrixabgestimmten Standardlosungen ist vorzuziehen,
allerdings konnen, um eine erste Abschatzung des Riickstandsgehaltes von Pestiziden in einem Lebensmit-
tel vorzunehmen oder um deren Abwesenheit zu zeigen, auch die Standardlésungen in reinem Losemittel
verwendet werden. Standardlosungen in reinem Losemittel konnen auch fiir die Quantifizierung verwendet
werden, wenn Vorversuche zeigen, dass beobachtete Unterdriickungs- oder Verstarkungseffekte das Ergeb-
nis nicht signifikant beeinflussen. Sobald relevante Riickstandsgehalte nachgewiesen werden (z. B. vermutete
MRL-Uberschreitungen, sollte eine genauere Bestimmung mit matrixabgestimmten Standardlésungen durch-
gefiihrt oder das Standard-Additionsverfahren verwendet werden.

ANMERKUNG  Matrixeffekte beeinflussen die Response der Zielanalyten in Probenextrakten verglichen mit der Res-
ponse der Standardlésungen in reinem Losemittel.

Der Kalibrierbereich sollte dem zu quantifizierenden Riickstandsgehalt entsprechen. Daher kann es erforder-
lich sein, mehr als eine Kalibrierkurve aus den Ergebnissen der Kalibriermessungen zu erstellen.

Diese Norm enthalt die Option, einen internen Standard fiir die Quantifizierung und Identifizierung zu verwen-
den. Dennoch ist auch eine Quantifizierung ohne ISTD moglich. Ohne ISTD wird das Volumen der Acetonitril-
phase als identisch zu dem Volumen des der Probe zugesetzten Acetonitrils (10 ml) angenommen.

Bei diesem Verfahren dient der interne Standard im Wesentlichen zur Verfahrenskontrolle bei der Probenvor-
bereitung, wird jedoch standardmaf3ig nicht zur Quantifizierung eingesetzt. Es besteht jedoch die Option, einen
internen Standard fiir die Quantifizierung zu verwenden, dessen Validitat jedoch sichergestellt werden muss.

7.2 Kalibrierung

Das Analyseverfahren muss nach CEN/TS 17061 kalibriert werden. Dariiber hinaus darf es in Ubereinstim-
mung mit den EU Quality Control Procedures [2] kalibriert werden. Ein geeignetes Kalibrierverfahren sollte
aus einer der Quantifizierungsoptionen Q1 bis Q7 in A.6 ausgewahlt werden.

7.3 Berechnung der Riickstandskonzentration

Der Massenanteil wy eines jeden identifizierten Analyten hangt ab von der Massenkonzentration der Probe im

Endextrakt pgglrilpfé‘tra“ nach der Reinigung (Module C1 und C2) und von der Konzentration p, der Substanz in

diesem Extrakt (bestimmt nach einer der Optionen Q1 bis Q7 in A.6). Er wird in mg/kg angegeben und nach
Gleichung (1) berechnet.

_ PA
WA = “fnal extract (1)
psample
Dabei ist
PA die Massenkonzentration des Analyten im Probenextrakt (Option Q, siehe A.6.1.3, A.6.2.3,
A.6.3.3,A.6.5.3 und A.6.7.3) in pg/ml;
pgi;‘r‘;‘llpfg‘tra“ die Massenkonzentration der Probe im Endextrakt (Module C, siche A.4.1.3, A.4.2.3) in g/ml.
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7.4 Validitat des Verfahrens

Die Wiederfindung bei Versuchen (Dotierungsniveaus 0,01 mg/kg oder 0,05 mg/kg bis 0,1 mg/kg) betrug iibli-
cherweise zwischen 70 % und 110 %.

Ringversuche zur Verfahrensvalidierung deckten eine Vielzahl an Analyten in reprasentativen Erzeugnissen ab
(Fleisch, Eier und Milch). Des Weiteren wurden umfangreiche Einzelvalidierungen durchgefiihrt. Alle Validie-
rungsdaten, die von den Laboratorien zur Verfligung gestellt wurden, sind im Datenpool der Referenzlabora-
torien der Europaischen Union verdffentlicht [3].

Die Validitat des Verfahrens fiir eine bestimmte Erzeugnis-/Pestizidkombination ist bestatigt, wenn mindes-
tens vier Laboratorien unabhangig voneinander Validierungsuntersuchungen mit derselben Matrix bei zwei
Dotierungsniveaus mit mindestens fiinf Wiederholungen je Niveau durchgefiihrt und dabei eine Wiederfin-
dung zwischen 70 % und 120 % erhalten haben. Des Weiteren war in jedem Laboratorium fiir beide Dotie-
rungsniveaus eine relative Standardabweichung kleiner oder gleich 20 % gefordert.

Fiir die entsprechende Berechnung der relativen Standardabweichung waren von jedem Labor fiir jede Kon-
zentrationsstufe mindestens 5 zusatzliche Tests gefordert. Auf der Grundlage dieser Bedingungen wurde fest-
gestellt, dass fiir 41 Pestizide oder Pestizidmetaboliten ausreichende Validierungsdaten verfiigbar sind. Eine
Ubersicht ist in Tabelle 2 dargestellt. Zusitzlich zu den in Tabelle 2 aufgefiihrten Wirkstoffen wurden auch
Fenpropimorph, die Metaboliten Flusilazol-IN-F7321 und loxynil-Octanoat untersucht. Fiir diese Substanzen
konnte mit der beschriebenen Methode keine giiltige Validierung durchgefiihrt werden.

Die ausfuhrlichen Validierungsergebnisse sind in Tabelle B.1 aufgefiihrt. Diese Tabelle enthalt auch erfolg-
reiche Validierungen, die nicht von mindestens vier Laboratorien fiir dieselbe Analyt-Matrix-Kombination
durchgefithrt wurden oder fiir die keine Werte fiir mindestens zwei Konzentrationsstufen verfiigbar
sind. Tabelle B.1 enthdlt auch Validierungsdaten fiir Analyt-Matrix-Kombinationen mit durchschnittlicher
Wiederfindung und/oder RSD aufderhalb des akzeptablen Bereichs. Diese Daten sollten als unterstiitzende
Informationen betrachtet werden.

Die Bestimmungsgrenze eines Analyten hangt von der Leistungsfahigkeit des verwendeten Analysegerats und
der Probenmatrix ab. Mit modernen Analysegeraten konnen in der Regel Riickstdnde bei 0,01 mg/kg (in den
meisten Fallen der niedrigste Riickstandshdchstgehalt) analysiert werden (siehe Tabelle B.1).

Tabelle 2 zeigt die bestatigten Validierungsdaten des Verfahrens fiir einzelne Analyten und Erzeugnisgruppen.

Tabelle 2 — Validierungsdaten

Nr. Analyt CAS-Nr. Erzeugnisgruppe (siehe [2])
Fleisch? Milch und Eier
(Muskel) und | MilchprodukteP
Meeresfriichte
1 Azinphos-ethyl 2642-71-9 X X X
2 Bifenthrin 82657-04-3 X X
3 Bixafen 581809-46-3 X X X
4 Boscalid 188425-85-6 X X X
5 Boscalid-M 510F01 — X X X
6 Carbendazim 10605-21-7 X X X
7 Chlorpyrifos 2921-88-2 X X
8 Chlorpyrifos-methyl 5598-13-0 X X
9 Cyfluthrin 68359-37-5 X X
10 Cypermethrin 52315-07-8 X X X
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Nr. Analyt CAS-Nr. Erzeugnisgruppe (siehe [2])
Fleisch? Milch und Eier
(Muskel) und | MilchprodukteP
Meeresfriichte

11 Deltamethrin 52918-63-5 X X

12 Diazinon 333-41-5 X X X
13 Etofenprox 80844-07-1 X X

14 Famoxadon 131807-57-3 X X X
15 Fenthion 55-38-9 X X X
16 Fenthion-oxon 6592-12-1 X X X
17 Fenthion-oxon-sulfon 14086-35-2 X X X
18 Fenthion-oxon-sulfoxid 6552-13-2 X X X
19 Fenthion-sulfon 3761-42-0 X X X
20 Fenthion-sulfoxid 3761-41-9 X X X
21 Fenvalerat/Esfenvalerat 51630-58-1 X X

22 Fluopyram 658066-35-4 X X X
23 Fluquinconazol 136426-54-5 X X X
24 Flusilazol 85509-19-9 X X X
25 Indoxacarb 144171-61-9 X X X
26 [oxynil 1689-83-4 X X X
27 Metaflumizon 139968-49-3 X X X
28 Methidathion 950-37-8 X X X
29 Paraoxon-methyl 950-35-6 X X X
30 Parathion-methyl 298-00-0 X X X
31 Permethrin 52645-53-1 X X

32 Pirimiphos-methyl 29232-93-7 X X X
33 Prochloraz 67747-09-5 X X X
34 Profenofos 41198-08-7 X X X
35 Pyrazophos 13457-18-6 X X X
36 Resmethrin 10453-86-8 X X

37 Spiroxamin 118134-30-8 X X X
38 Tau-Fluvalinat 102851-06-9 X X X
39 Tetraconazol 112281-77-3 X X X
40 Thiophanat-methyl 23564-05-8 X X X
41 Triazophos 950-35-6 X X X

@ Fiir die Validierung wurde Schweinefleisch mit einem Fettgehalt von 10 % eingesetzt.
b Firdie Validierung wurde Milch mit einem Fettgehalt von 3,8 % eingesetzt.
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8 Prazision
Einzelheiten {iber den Ringversuch zur Ermittlung der Prazision des Verfahrens sind in Tabelle B.1 zusammen-

gefasst. Die Werte aus dem Ringversuch sind nicht unbedingt auf andere als die in Tabelle B.1 angegebenen
Konzentrationsbereiche der Pestizide und Erzeugnisse anwendbar.

9 Priifbericht

Der Priifbericht muss mindestens die folgenden Angaben enthalten:

— alle notwendigen Informationen zur Identifizierung der Probe;

— eine Verweisung auf diese Europaische Norm (einschliefilich des Jahres der Veroffentlichung);
— die Ergebnisse und die Einheiten, in denen sie angegeben sind;

— das Datum der Probenahme und die Art des Probenahmeverfahrens (sofern méglich);

— das Datum des Probeneingangs im Labor;

— das Datum der Untersuchung;

— alle Besonderheiten, die wahrend der Untersuchung beobachtet wurden;

— alle Arbeitsschritte, die nicht in dem Verfahren festgelegt sind oder als optional angesehen wurden und die
Ergebnisse moglicherweise beeinflusst haben.
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Anhang A
(informativ)

Beschreibung der Module

A.1 Bei den Extraktions- (E) und Reinigungsmodulen (C) verwendete Reagenzien
Sofern keine anders lautenden Festlegungen bestehen, werden Reagenzien bekannter Reinheit verwendet. Es
istjede Vorsichtsmafdnahme zu ergreifen, um eine mogliche Kontamination von Wasser, Losemittel, Sorbentien

oder anorganischen Salzen zu vermeiden.

A.1.1 Loésung des internen Standards und des Qualitidtskontrollstandards in Acetonitril, p = 10 ug/ml
bis 50 pg/ml.

In Tabelle A.1 sind mogliche interne Standards (ISTDs) und Standardlésungen fiir die Qualitatskontrolle (QC)

aufgelistet, die in diesem Verfahren verwendet werden diirfen. Die vorgeschlagenen Konzentrationswerte

(Cistp) beziehen sich auf die ISTD-Losungen, die beim ersten Extraktionsschritt hinzugefiigt werden sollten.

Flir die Vorbereitung der Standardldésungen sollte eine geeignete Verdiinnung dieser Losung (Clcsqu];niX)

hergestellt werden.

A.1.2  Acetonitril, HPLC-Reinheitsgrad.

A.1.3 Magnesiumsulfat, wasserfrei, gekornt.

Enthaltene Phthalate diirfen im Muffelofen bei 550 °C (z. B. tiber Nacht) entfernt werden.

A.1.4 Natriumchlorid.

A.1.5 Dinatriumhydrogencitrat-Sesquihydrat.

A.1.6 Trinatriumcitrat-Dihydrat.

A.1.7 Puffersalzgemisch fiir die zweite Extraktion und Verteilung.

4 +0,2 g wasserfreies Magnesiumsulfat (A.1.3), 1+ 0,05 g Natriumchlorid (A.1.4), 1+ 0,05 g Trinatriumcitrat-
Dihydrat (A.1.6) und 0,5 # 0,03 g Dinatriumhydrogencitrat-Sesquihydrat (A.1.5) werden in einem Zentrifugen-
rohrchen (A.2.4) abgewogen. Diese Mengen beziehen sich auf etwa 10 ml Wasser in der Probe. Es konnen auch

kommerziell erhaltliche Salzgemische mit identischer Zusammensetzung verwendet werden.

ANMERKUNG  Es wird empfohlen, eine ausreichende Anzahl Puffersalzgemische im Voraus vorzubereiten, damit die
Extraktionsreihe schnell und ohne Unterbrechung durchgefiihrt werden kann.

A.1.8 Kaltes Wasser.
A.1.9 Trockeneis.
A.1.10 Flussiger Stickstoff.

A.1.11 Magnesiumsulfat, wasserfrei, feines Pulver, enthaltene Phthalate diirfen im Muffelofen bei 550 °C
(z.B. iiber Nacht) entfernt werden.

A.1.12 Primares sekundires Amin als Sorbens.

Andere Aminosorbentien kdonnen verwendet werden, es sind jedoch Untersuchungen erforderlich, um die
Gleichwertigkeit insbesondere beziiglich Analytenverlusten und des pH-Werts der Endextrakte nﬁiéuweisen.
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Tabelle A.1 — Mégliche interne Standardlésungen (ISTDs) oder Qualitidtskontrollstandardlésungen

(QQ)
Verbindung Log P2 Chlor- pP LC
atome | ol | Ms/MS | MS/MS
CisTD ESI (+) ESI (-)
Mogliche interne Standards
Triphenylphosphat 4,59 f 20 d f
Tris-(1,3-dichlorisopropyl)-phosphat | 3,65 6 50 d €
2,4-D13C6 (Ring) je nach 2 10 f d
pH-Wert
Chlorpyrifos D10 (diethyl D10) 4,7 3 10 d f
Diuron D6 2,9 2 10 d f
(dimethyl D6)
Diazinon D10 3,8 f 20 d f
(diethyl D10)
Metalaxyl D6 1,65 0 10 d f
(dimethyl D6)
N,N’-Bis-4-nitrophenyl)-harnstoff 3,76 f 10 f d
(BNPU)
Mogliche Qualitatskontrollstandardlosungen (diirfen in demselben Gemisch wie die anderen ISTDs
enthalten sein oder bei einem anderen Schritt hinzugefligt werden, um Fehlerquellen zu identifizieren und
lokalisieren)
a@  Octanol-/Wasser-Verteilungskoeffizient
b Vorgeschlagene Konzentration; Losemittel: Acetonitril
¢ Bestandteil von Nicarbazin
d  Sehr gut nachweisbar
€ Schlecht nachweisbar
£ Nicht geeignet

Weitere generische ISTDs konnen verwendet werden, das Laboratorium muss jedoch zeigen, dass die einge-
setzten ISTDs fiir den Zweck geeignet sind.

A.2 Beiden Extraktions- (E) und Reinigungsmodulen (C) verwendetes Gerit
Ubliche Laborgerite und insbesondere Folgendes:
A.2.1 Zentrifugenréhrchen mit Schraubverschluss, 50 ml.

Beispielsweise 50-ml-Zentrifugenrohrchen aus Polytetrafluorethylen mit Schraubdeckeln oder 50-ml-
Polypropylen-Zentrifugenrohrchen mit Schraubdeckeln zur einmaligen Verwendung.

A.2.2 Loésemittelspender fiir Acetonitril, Kapazitdt 10 ml, fiir das Dosieren des Extraktionsmittels.

A.2.3 Automatische Pipetten, geeignet fiir die Handhabung von Volumina von 10 pl bis 100 ul, 200 pl bis
1000 pl und 1 ml bis 10 ml, oder 10-ml-Messpipetten aus Glas.
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A.2.4 Einwegzentrifugenrohrchen aus Polypropylen mit Schraubverschluss, 10 ml oder 12 ml.

A.2.5 Schiittler, Horizontal-, Vertikal- oder Orbitalschiittler, mindestens 200 min~1.

A.2.6 Zentrifugen, die fiir die in (A.2.1, A.2.4) angegebenen Zentrifugenrohrchen geeignet sind und min-
destens 3 000 g erreichen konnen.

A.2.7 Hochgeschwindigkeitsdispergiergerit, der Durchmesser der Dispergierelemente sollte in die Off-
nungen der verwendeten Zentrifugenréhrchen (A.2.1) passen.

A.2.8 Mahlvorrichtung.
A.2.9 Gefriergerit, betrieben bei —18 °C bis -25 °C.
A.2.10 Injektionsflischchen, 1,5 ml, geeignet fiir LC-Autosampler, gegebenenfalls mit Mikroeinsatzen.

A.2.11 Glasflischchen mit Schraubverschluss, 10 ml oder 20 ml, gegebenenfalls zur Aufbewahrung tiber-
schiissiger Mengen des Endextrakts.

A.2.12 Vortex-Mischer.

A.3 Beschreibung des Extraktionsmoduls (E)

A.3.1 Modul E: Extraktion einer Einwaage von 5 g ohne Wasserzugabe unter Verwendung
von Acetonitril

A.3.1.1 Kurzbeschreibung

Nach Hinzufiigen von Wasser wird das homogenisierte Priifmaterial mit Acetonitril extrahiert. Nach Zugabe
von Magnesiumsulfat, Natriumchlorid sowie Citratsalzen zum Puffern wird die Mischung noch einmal kraftig
geschiittelt und anschliefdend zentrifugiert. Die Acetonitrilphase wird abgetrennt und gereinigt (Modul C).

A.3.1.2 Durchfithrung
A.3.1.2.1 Einwaage

Eine reprasentative Einwaage von 5g+ 0,1 g (mpyope) der zerkleinerten homogenen Probe wird in ein 50-ml-
Zentrifugenrdhrchen (A.2.1) Uberfiihrt. 5,0 ml Wasser (A.1.8) werden hinzugegeben.

A.3.1.2.2 ISTD-Zugabe

Ein kleines festgelegtes Volumen der ISTD-Losung (A.1.1) (Vf‘sgr%, z.B. 100 pl), die eine oder mehrere der in
Tabelle A.1 aufgefiihrten Verbindungen in den exemplarisch angegebenen Konzentrationen (Cistp) enthalt,

wird hinzugegeben.
A.3.1.2.3 Erste Extraktion

10 ml Acetonitril (A.1.2) (Vgx) werden hinzugegeben. Das R6hrchen wird verschlossen und bei Raumtempera-
tur befindliche Proben werden fiir 1 min bis 3 min, gefrorene Proben fiir 15 min, gegebenenfalls mithilfe eines
Schiittlers (A.2.5), kraftig geschiittelt.

Proben sollten im gefrorenen Zustand oder wahrend des Auftauens extrahiert werden. Werden Proben bei
Raumtemperatur extrahiert, muss sichergestellt sein, dass kein signifikanter Abbau der zu untersuchenden
Pestizide erfolgt. Eine langere Extraktionszeit darf verwendet werden, wenn nachgewiesen wird, dass dies die
Wiederfindungsrate nicht signifikant beeinflusst.
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Wenn der Zerkleinerungsgrad einer Probe unzureichend ist, kann die Extraktion durch ein
Hochgeschwindigkeits-Dispergiergerat (A.2.7) unterstiitzt werden. In diesem Fall ist die Zugabe eines ISTD
vor dem Dispergierschritt obligatorisch. Hierzu wird das Dispergierelement in das Probe-Acetonitril-Gemisch
getaucht und dieses wird etwa 2 min mit hoher Drehzahl gemischt. Das Dispergierelement muss griindlich
gereinigt werden, bevor es fiir die ndchste Probe verwendet wird, um Kreuzkontamination zu vermeiden.

A.3.1.2.4 Zweite Extraktion und Verteilung

Das vorbereitete Puffersalzgemisch (A.1.7) wird zur Suspension aus A.3.1.2.3 gegeben. Das Rohrchen wird
geschlossen und sofort einige Sekunden lang kraftig geschiittelt, um die Bildung von Klumpen zu vermeiden.
Anschlief3end wird es zwischen 1 min und 20 min von Hand oder mit einem Schiittler (A.2.5) erneut geschiittelt
und 5 min bei >3 000 g zentrifugiert.

Die obere Acetonitrilphase wird unverziiglich abgetrennt und der erhaltene Rohextrakt nach einem geeigneten
Reinigungsmodul C weiterbehandelt.

In Gegenwart von Wasser neigt Magnesiumsulfat zur Bildung von Klumpen, die schnell hart werden kénnen.
Dies kann vermieden werden, indem das Zentrifugenréhrchen unmittelbar nach der Zugabe des Salzgemischs
einige Sekunden kriftig geschiittelt wird. Die einminiitige oder dreiminiitige Extraktion der gesamten Charge
kann nach der Salzzugabe zu sdmtlichen Proben parallel durchgefiihrt werden.

A.3.1.3 Berechnung

raw extract

sample gibt das Verhaltnis der Menge der Probe, aus

Die Massenkonzentration der Probe im Rohextrakt p

der die Riickstande extrahiert werden, zu dem Extraktionsvolumen an. In der Regel wird pggxpﬁ’gra“ ing/ml
angegeben und nach Gleichung (A.1) berechnet:
m 1
t t sample
Pl et = T (A1)
Dabei ist

Msample die Masse der Einwaage in g;

Vex das Volumen der organischen Phase nach der Extraktion in ml (iblicherweise 10 ml).

raw extract

Die Massenkonzentration des ISTD im Rohextrakt Psample

chung (A.2) berechnet:

wird in pg/ml angegeben und nach Glei-

add add
raw extract _ PISTD X VISTD A2
PISTD = T (A.2)
Ex
Dabei ist
add

pistp die Massenkonzentration der hinzugegebenen ISTD-Lésung in pg/ml;

VI""S@F% das Volumen des der Probe hinzugegebenen ISTD in ml;

Vgx  das Volumen der organischen Phase nach der Extraktion in ml (iiblicherweise 10 ml).

A.3.1.4 Arbeitsablauf von Modul E

Schritt 1: 5 ml Wasser werden zu der Einwaage (5 g+ 0,1 g) hinzugegeben.
Schritt 2: Optional wird ISTD (z. B. 100 pl) zu der Einwaage hinzugegeben.
Schritt 3: 10 ml Acetonitril werden zu der Einwaage hinzugegeben.
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Schritt 4: Bei Raumtemperatur befindliche Proben werden fiir 1 min bis 3 min, gefrorene Proben fiir
15 min kraftig geschiittelt.

Schritt 5: Puffersalzgemisch wird hinzugegeben und das Rohrchen wird sofort einige Sekunden lang
kraftig geschiittelt, um die Bildung von Klumpen zu vermeiden. Anschliefend wird es von
Hand oder mit einem Schiittler erneut zwischen 1 min und 20 min geschiittelt.

Schritt 6: Die Proben werden fiir 5 min bei >3 000 g zentrifugiert.
Schritt 7: Die obere Acetonitrilphase wird fiir die Weiterbehandlung nach einem der Module C abge-
nommen.

A.4 Beschreibung der Reinigungsmodule (C)
A.4.1 Modul C1: Reinigung durch Ausfrieren von mitextrahiertem Fett
A.4.1.1 Kurzbeschreibung

Dieses Reinigungsmodul C1 wird in Kombination mit anderen Reinigungsmodulen (C2) angewendet. Der mit-
hilfe der Module E erhaltene Extrakt wird durch Ausfrieren von Fett befreit.

A.4.1.2 Durchfithrung

Ein Aliquot von 6 ml der Acetonitrilphase aus den Modulen E wird in ein Zentrifugenrohrchen (A.2.4) tiberfiihrt
und liber Nacht mindestens 4 h lang in einem Gefriergerat (A.2.9) gelagert, wobei der grofdte Teil der Fett- oder
Wachsanteile erstarrt und ausfillt. Nach kurzem Zentrifugieren (sofern erforderlich) werden 4 ml des noch
kalten Extrakts flir die Messung entnommen.

ANMERKUNG  Des Weiteren tragt das Ausfrieren dazu bei, einige zusitzliche Koextraktstoffe mit begrenzter Loslichkeit
in Acetonitril aus der Probe zu entfernen.

Um Matrixeffekte zu reduzieren, kann ein Aliquot des Rohextrakts (V4) mit einem festgelegten Volumen eines
geeigneten Losemittels (V) auf ein resultierendes Gesamtvolumen von (V5 + Vg) verdiinnt werden, wenn die
Empfindlichkeit des verwendeten Nachweissystems ausreichend ist.

A.4.1.3 Berechnung

Die Massenkonzentration der Probe im Endextrakt pgg‘r?}pfg‘tra“ gibt das Verhéltnis der Menge der Probe, aus

der die Riickstdnde extrahiert werden, zu dem Extraktionsvolumen an. In der Regel wird p
angegeben und nach Gleichung (A.21) berechnet:

final extract
sample

ing/ml

plia et = pran et s (A3
Dabei ist
pgg"n‘r’lpel’étra“ die Massenkonzentration des Rohextrakts in g/ml;
Va das verwendete Aliquot des Rohextrakts in ml;
B das hinzugefligte Volumen eines geeigneten Losemittels in ml.

final extract

Die Massenkonzentration des ISTD im Endextrakt Psample

chung (A.22) berechnet:

wird in pg/ml angegeben und nach Glei-
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add add
X Vistp Va

pfinal extract _ PISTD
ISTD VEx (Va +B)

(A4)

Dabei ist

pfg‘%%) die Massenkonzentration der hinzugegebenen ISTD-L6sung in pg/ml;

Vf}sgr% das Volumen des der Probe hinzugegebenen ISTD in ml;

Vex  das Volumen der organischen Phase nach der Extraktion in ml (iiblicherweise 10 ml);
/N das verwendete Aliquot des Rohextrakts in ml;

B das hinzugefiligte Volumen eines geeigneten Losemittels in ml.

A4.1.4 Arbeitsablaufvon Modul C1

Schritt 1: 6 ml Rohextrakt werden in ein Zentrifugenrohrchen tiberfiihrt und mindestens 4 h lang in
einem Gefriergerat gelagert.

Schritt 2: (Gegebenenfalls) zentrifugieren und 4 ml des immer noch kalten Extrakts entnehmen.

Schritt 3: (Gegebenenfalls) verdiinnen und entsprechend den Modulen C2 oder D weiterverarbeiten.

A.4.2 Modul C2: Reinigung durch dispersive SPE mit Aminosorbens (PSA)
A.4.2.1 Kurzbeschreibung

Dieses Reinigungsmodul wird bei Extrakten, die nach Modul C1 erhalten werden, zur Bestimmung neutraler
und alkalischer Pestizide in allen nicht gesondert genannten Erzeugnissen angewendet.

Der nach Modul C1 erhaltene Extrakt wird durch dispersive Festphasenextraktion (SPE) unter Verwendung
eines primdren sekunddren Aminosorbens (PSA) gereinigt.

A.4.2.2 Durchfithrung

Ein Aliquot von 4ml der nach ModulC1l erhaltenen Acetonitrilphase wird in ein Polypropylen-
Einmalzentrifugenrohrchen (A.2.4) uberfiihrt, das bereits 100 mg PSA(A.1.12) und 600mg Magnesi-
umsulfat (A.1.11) enthalt. Das Rohrchen wird verschlossen, fiir 30 s kraftig geschiittelt, gegebenenfalls mit
einem Schiittler (A.2.5), und fiir 5 min bei > 3 000 g zentrifugiert. Der klare Extrakt wird sofort isoliert.

Je 1 ml Extrakt werden 150 mg Magnesiumsulfat und 25 mg PSA benétigt.

ANMERKUNG  Es ist hilfreich, die Zentrifugenrohrchen mit dem Sorbens fiir die dispersive SPE-zu befiillen, bevor mit
dem Extraktionsprozess fiir eine Probenserie begonnen wird.

Um Matrixeffekte zu reduzieren, kann ein Aliquot des Rohextrakts (V 4) mit einem festgelegten Volumen eines
geeigneten Losemittels (VVg) auf ein resultierendes Gesamtvolumen von (V5 + Vg) verdiinnt werden, wenn die
Empfindlichkeit des verwendeten Nachweissystems ausreichend ist.

A.4.2.3 Berechnung

final extract

Die Massenkonzentration der Probe im Endextrakt Psample

gibt das Verhaltnis der Menge der Probe, aus
final extract

der die Riickstande extrahiert werden, zu dem Extraktionsvolumen an. In der Regel wird Psample ing/ml
angegeben und nach Gleichung (A.5) berechnet:
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pla e = i o s b (A5)
Dabei ist
pg%pﬁ’gra“ die Massenkonzentration des Rohextrakts in g/ml;
Va das verwendete Aliquot des Rohextrakts in ml;
B das hinzugefiligte Volumen eines geeigneten Losemittels in ml.

Die Massenkonzentration des ISTD im Endextrakt plﬁsrllf‘]% eXtract wird inul/ml angegeben und nach Glei-
chung (A.6) berechnet:

add add
final extract _ PIsTD X VisTD Va
PISTD =

x
Vex (Va +VB)

(A.6)

Dabei ist

pf‘s‘%% die Massenkonzentration der hinzugegebenen ISTD-Losung in pg/ml;

Vf‘s%% das Volumen des der Probe hinzugegebenen ISTD in ml;
Vgx  das Volumen der organischen Phase nach der Extraktion in ml (iiblicherweise 10 ml);
I/ das verwendete Aliquot des Rohextrakts in ml;

B das hinzugefiigte Volumen eines geeigneten Losemittels in ml.

A.4.2.4 Arbeitsablauf von Modul C2

Schritt 1: 4 ml Extrakt werden in ein Zentrifugenrohrchen tberfiihrt, das bereits 100 mg PSA und
600 mg Magnesiumsulfat enthilt.

Schritt 2: Das Rohrchen wird kraftig fiir 30 s geschiittelt und fiir 5 min bei> 3 000 g zentrifugiert.

Schritt 3: (Gegebenenfalls) verdiinnen und entsprechend den Modulen D weiterverarbeiten.

A.5 Beschreibung der Detektionsmodule (D)

A.5.1 Modul D: Bestimmung durch Fliissigchromatographie mit massenspektrometrischem
Nachweis (LC-MS)

A.5.1.1 Kurzbeschreibung

Die fliissigchromatographische Bestimmung mit Nachweis durch Massenspektrometrie eignet sich fiir alle
nach Modul E extrahierten und bei Atmosphdrendruck ionisierbaren Analyten. Eine Reinigung entsprechend
den Modulen C1 und C2 wird empfohlen, ist aber aufgrund der hohen Selektivitidt des massenspektrometri-
schen Nachweises nicht in jedem Fall erforderlich.

A.5.1.2 Durchfithrung

Losungen aus Modul C1 oder C2 werden in ein Fliissigchromatographiesystem injiziert, das mit einem Tandem-

Massenspektrometer gekoppelt ist.
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A.5.1.3 Gerat

Die Messungen konnen mit verschiedenen Geraten, Gerateparametern und Trennsaulen durchgefiihrt werden.
Einige Gerdateparameter und Trennsdulen sind in Tabelle A.2 und Tabelle A.3 in diesem Modul aufgefiihrt. Die
folgenden LC-MS-Betriebsbedingungen haben sich in der Praxis bewéhrt, sind aber nur als Beispiele von Unter-
suchungsbedingungen fiir die angegebenen Geréte zu verstehen. Abweichungen von diesen Bedingungen sind
keine Abweichungen von dem Verfahren.

A.5.1.4 Beispiele geeigneter Bedingungen
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S Tabelle A.2 — HPLC-Systeme S m
o 2
1 2 3 4 5 6 7 8 = z
(=)
Saule Phenomenex Waters Acquity | Zorbax Agilent Zorbax | Thermo Thermo Dionex Acclaim Waters Acquity SZ
Aqua? . UPLC BEH C18P, | XDBC18F, Eclipse Plus Scientific Scientific RSLC 120 C184 UPLC BEH C18P, % B
Sum C18125A, | 1,7 um, 3,5 pum, Rapid . . Acclaim . Acctécore aQ 2,2 um; 120 A, 1,7 pm, ) g
(50 x2) mm (50x2,1)mm | (150x21)mm | Resolution HD%, | RSLC 120 C18%, | C18%,2.6mm, | (1002 1)mm | (100x2,1) mm N
, 1,8 pm, 2,2 um, 120 A, (100 x2,1) mm , , NS
(100x2,1)mm | (100 x 2,1) mm =N
—
Mobile Metha- Metha- Essigsaurelo- Wasser mit Metha- 5 mmol/1 Milli-Q-Wasser Wasser )
Phase Al: nol + Wasser, nol + Wasser, sung in Wasser, | 5mmol/l nol + Wasser, Ammoniumfor- | mit 0,1 % Amei- mit 10 mmol/] )
Vi+Vy,2+8 Vi+Vy,2+8 0,1 ml Eisessig | Ammoniumfor- | V;+V;,,1+9 miatund 0,1% | sensdure und Ammoniumace-
mit 5 mmol/] mit 5 mmol/] zu 1000 ml miatund 0,1 % | mit 5 mmol/] Ameisensaure 5mmol/l Ammo- | tat
Ammoniumfor- | Ammoniumfor- | Wasser Ameisensaure Ammoniumfor- | in Wasser niumhydroxid
miat miat hinzugeben miat und 0,01 %
Ameisensaure
Mobile Metha- Metha- Essigsaurelo- Methanol mit Methanol mit 5 mmol/I Acetonitril mit Wasser mit
Phase B1: nol + Wasser, nol + Wasser, sung in 5 mmol/1 5 mmol/I Ammoniumfor- | 0,1% 10 mmol/1
Vi+Vy,9+1 Vi+Vy,9+1 Acetonitril, Ammoniumfor- | Ammoniumfor- | miatund 0,1% | Ameisensdure Ammoniumace-
mit 5 mmol/] mit 5 mmol/] 0,1 ml Eisessig | miatund 0,1% | miatund 0,01 % | Ameisensaure tat
Ammoniumfor- | Ammoniumfor- | zu1000ml Ameisensaure Ameisensaure in Methanol
miat miat Acetonitril
hinzugeben
Saulentemp. 20°C 20°C 40°C 30°C 30°C 40°C 30°C 45°C
Injektionsvo- 3ul 5ul 3ul 10 pl 5ul 5ul
lumen:
Flussrate 200 400 300 300 200 400 200, 200, 200, 450
ul/min 400, 400, 200,
200
Elutionsgradi- Zeit B1 Zeit B1 Zeit B1 Zeit B1 ZeitB1 ZeitB1 Zeit B1 ZeitB1
t
en min % min % min % min % min % min % min % min %
0-0 0-0 0-20 0-20 0-1 0-20 0-10 0-2
11-100 6,1-100 20-100 2-20 1-1 1,0-20 1-10 0,25-2
23-100 12,7-100 22-100 15-100 3-39 10,5-98 3-40 12,25-99
25-0 13,8-0 22,1-20 17-100 14-99,9 14,5-98 14-90 13,00-99
33-0 18,2-0 30-20 17,1-20 16-99,9 15,0-20 16-90 13,01-2
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Tabelle A.2 ( fortgesetzt)

4

5

19-20

16,1-1

19,0-20

16,1-10

17,00-2

20-1

20-10

Phenomenex Aqua ist der Handelsname eines von Phenomenex angebotenen Produkts. Diese Angabe dient nur zur Unterrichtung der Anwender dieses Dokuments und bedeutet keine
Anerkennung des genannten Produkts durch CEN oder CENELEC. Gleichwertige Produkte diirfen verwendet werden, wenn sie nachweislich zu den gleichen Ergebnissen fiithren.

b Waters Acquity UPLC BEH C18 ist der Handelsname eines von Waters angebotenen Produkts. Diese Angabe dient nur zur Unterrichtung der Anwender dieses Dokuments und bedeutet
keine Anerkennung des genannten Produkts durch CEN oder CENELEC. Gleichwertige Produkte diirfen verwendet werden, wenn sie nachweislich zu den gleichen Ergebnissen fiihren.
¢ Zorbax XDB C18, Agilent Zorbax Eclipse Plus Rapid Resolution HD sind Handelsnamen von Produkten, die von Agilent angeboten werden. Diese Angabe dient nur zur Unterrichtung
der Anwender dieses Dokuments und bedeutet keine Anerkennung des genannten Produkts durch CEN oder CENELEC. Gleichwertige Produkte diirfen verwendet werden, wenn sie
nachweislich zu den gleichen Ergebnissen fithren.
d Thermo Scientific Acclaim RSLC 120 C18, Thermo Scientific Accucore aQ C18, Dionex Acclaim RSLC 120 C18 sind Handelsnamen von Produkten, die von Thermo angeboten werden.
Diese Angabe dient nur zur Unterrichtung der Anwender dieses Dokuments und bedeutet keine Anerkennung des genannten Produkts durch CEN oder CENELEC. Gleichwertige
Produkte diirfen verwendet werden, wenn sie nachweislich zu den gleichen Ergebnissen fiihren.
Tabelle A.3 — MS-Systeme
1 2 3 4 5 6 7 8
MS/MS- AB Sciex QTRAP 5500 | Agilent 6460A Waters AB Sciex BRUKER Thermo 6550 Funnel | Xevo G2-S
Instrument: Xevo TQS TripleTOF 5600+ | IMPACTII | Scientific Q- | QTOF QTof
Exactive LC/MS, (YDA 172)
Agilent
Technologies
Ionen- Turbo Ion Spray (ESI) | Diisenstrahl- Elektros- DuoSpray-lonen- | Turbo lon | Heated Elec- | Agilent Jet Z-Spray
quelle: quelle (ESI) pray quelle (ESI) Spray (ESI) | trospray Stream ESI (ESI)
Ionization
Source ;
—(
(HESIII) -rgn =
23
[y
® %
2o
R
NN
D
SS
N
N Documeits
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A.5.1.5 Anmerkungen zum Verfahren

Geeignete Untersuchungsbedingungen fiir LC-MS/MS-Messungen siehe CEN/TR 15641:2007 ,,Determination
of pesticide residues by LC-MS/MS — Collection of mass spectrometric parameters“[1]. Dennoch bietet die
individuelle Einstellung des Messgerits flir die bei der Messung verwendeten Verbindungen grundsatzlich eine
hohere Empfindlichkeit.

Fiir die LC-MS/MS-Analyse sind Umkehrphasensaulen besonders gut geeignet, da diese einen hohen Wasser-
gehalt in der Gradientenlosung tolerieren.

Werden bestimmte Kombinationen von Gradienten und Sadulen verwendet, sind fiir die Verdiinnung des
Extrakts mit Wasser oder mobiler Phase A hochpolare Verbindungen erforderlich, damit eine geeignete
Peakform oder chromatographische Auflosung erreicht wird. In diesen Fallen ist zu beachten, dass eine
Erhohung des Wassergehalts zur Ausfillung hochlipophiler Verbindungen fiihren kann, die wahrend der
Filtration u.U. verloren gehen. Aus diesem Grund wird die automatische Verdiinnung der Ldosungen im
Instrumenteninjektor empfohlen.

Trotz der hohen Selektivitdt des MS/MS-Nachweises wird empfohlen, mindestens zwei Masseniibergiange jedes
Analyten zu beobachten, um eine zuverladssige Identifizierung zu ermoglichen. Bei der Wahl der Anzahl der
gleichzeitig erkannten Masseniibergiange muss beriicksichtigt werden, dass die Anzahl der Messpunkte fiir
einen Peak mindestens 10 betragen muss. Daher wird zur Messung von analyt-typischen Masseniibergangen
innerhalb eines schmalen Fensters um die erwartete Retentionszeit des Analyten die Anwendung von automa-
tischen Algorithmen (z.B. ,Scheduled MRM"“ oder , Triggered MRM“) empfohlen.

Innerhalb einer Sequenz miissen regelmaf3ig Standardlosungen injiziert werden; siehe hierzu auch die Anfor-
derungen der EU Quality Control Procedures [2].

A.6 Beschreibung der Quantifizierungsoptionen (Q)
A.6.1 Option Q1: Quantifizierung mit externen Standards in Losemittel
A.6.1.1 Kurzbeschreibung

Die Bestimmung der Konzentration des identifizierten Analyten im Endextrakt erfolgt durch Vergleich mit
Standards bekannter Konzentration in Losemittel. Es wird auf die allgemeinen Bemerkungen zur Durchfiih-
rung und Berechnung von Kalibrierungen in CEN/TS 17061:2019, 6.1 und 6.2, verwiesen.

Dieses Quantifizierungsmodul ist anwendbar, wenn innerhalb einer Messsequenz keine Schwankungen in der
Signalintensitét auftreten, wenn keine Kompensation von Verlusten wahrend der Extraktion, Reinigung und
Messung notwendig ist und wenn Matrixeffekte ausgeschlossen werden konnen (siehe Tabelle 1).

A.6.1.2 Durchfithrung

Losungen von Analysenstandards in verschiedenen Konzentrationen werden durch Verdiinnung von
Stammlésungen mit einem geeigneten Losemittel hergestellt. Diese Losungen werden zusammen mit
den Probenextrakten chromatographiert. Die Peakflichen (oder Hohen) der Analyten in den Standard-
losungen und den Probenextrakten werden bestimmt. Nach Auswahl einer geeigneten Kalibrierfunktion
(siehe CEN/TS17061:2019, 6.4.2 bis 6.4.5) kann die Konzentration des Analyten im Probenextrakt pp
berechnet werden.

A.6.1.3 Berechnung

Die Berechnung des Riickstands eines Analyten in der Probe kann auf der Basis von p, nach 7.3 erfolgen.
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A.6.2 Option Q2: Quantifizierung mit externen Standards in Matrix

A.6.2.1 Kurzbeschreibung

Die Bestimmung der Konzentration des identifizierten Analyten im Endextrakt erfolgt durch Vergleich mit
Standards bekannter Konzentration in Matrixextrakten von riickstandsfreien Materialien (matrixabgestimmte
Standards). Es wird auf die allgemeinen Bemerkungen zur Durchfithrung und Berechnung von Kalibrierungen
in CEN/TS 17061:2019, 6.1, 6.2 und 6.3 (Prifung auf Matrixeffekte), verwiesen.

Diese Quantifizierungsoption muss angewendet werden, wenn innerhalb einer Messsequenz keine Schwan-
kungen in der Signalintensitat auftreten, wenn keine Kompensation von Verlusten wahrend der Extraktion,
Reinigung und Messung notwendig ist und wenn Matrixeffekte nicht ausgeschlossen werden konnen.

A.6.2.2 Durchfithrung

Losungen von Analysenstandards in verschiedenen Konzentrationen werden durch Verdiinnung von Stammlo-
sungen mit Endextrakten von riickstandsfreien Materialien hergestellt. Ein anderer Ansatz zur Herstellung von
matrixabgestimmten Standards besteht darin, ein bekanntes Volumen von Extrakten riickstandfreier Matrices
unter einem leichten Stickstoffstrom bis zur Trockne einzudampfen und mit demselben Volumen des Standards
in Losemittel zu rekonstituieren. Diese Losungen werden zusammen mit den Probenextrakten chromatogra-
phiert. Die Peakflachen (oder Hohen) der Analyten in den Standardlosungen und den Probenextrakten werden
bestimmt. Nach Auswahl einer geeigneten Kalibrierfunktion (siehe CEN/TS 17061:2019, 6.4.2 bis 6.4.5) kann
die Konzentration des Analyten im Probenextrakt pp berechnet werden.

A.6.2.3 Berechnung
Die Berechnung des Riickstands eines Analyten in der Probe kann auf der Basis von pp nach 7.3 erfolgen.

A.6.3 Option Q3: Quantifizierung mit einem verfahrensinternen Standard und Standards in
Losemittel

A.6.3.1 Kurzbeschreibung

Die Bestimmung der Konzentration des identifizierten Analyten im Endextrakt erfolgt durch Vergleich mit
Standards bekannter Konzentration in Losemittel, das eine konstante Menge verfahrensinterner Standards
enthalt. Es wird auf die allgemeinen Bemerkungen zur Durchfiihrung und Berechnung von Kalibrierungen in
CEN/TS17061:2019, 6.5, verwiesen.

Diese Quantifizierungsoption muss angewendet werden, wenn ein Ausgleich von Verlusten wahrend
der Extraktion und Reinigung oder Schwankungen bei der Messung notwendig ist und Matrixeffekte
ausgeschlossen werden konnen.

A.6.3.2 Durchfithrung

Losungen von Analysenstandards in verschiedenen Konzentrationen werden durch Verdiinnung von ver-
schiedenen Volumen der Stammlésungen und einem konstanten Volumen der internen Standardlésung mit
einem geeigneten LOosemittel auf ein definiertes Volumen hergestellt. Diese Losungen werden zusammen mit
den Probenextrakten chromatographiert. Die Peakflaichen (oder Hohen) der Analyten in den Standardlo-
sungen und den Probenextrakten werden bestimmt. Nach Auswahl einer geeigneten Kalibrierfunktion nach
CEN/TS17061:2019, 6.5.1, wird die Konzentration des Analyten im Probenextrakt ps berechnet.

A.6.3.3 Berechnung

Die Berechnung des Riickstands eines Analyten in der Probe kann auf der Basis von pp nach 7.3 erfolgen.
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A.6.4 Option Q4: Quantifizierung durch Standardaddition zum Endextrakt
A.6.4.1 Kurzbeschreibung

Die Bestimmung der Konzentration des identifizierten Analyten im Endextrakt erfolgt durch Vergleich des Ana-
lytensignals im Endextrakt mit dem Analytensignal in denjenigen Endextrakten, in denen bekannte Mengen des
Analyten zudotiert wurden. Es wird auf die allgemeinen Bemerkungen zur Durchfithrung und Berechnung von
Kalibrierungen in CEN/TS 17061:2019, 6.6.3, verwiesen.

Diese Quantifizierungsoption muss angewendet werden, wenn lediglich Matrixeffekte zu kompensieren sind
und eine geeignete riickstandsfreie Matrix nicht zur Verfiigung steht. Die Anwendung dieser Option setzt vor-
aus, dass ein linearer Zusammenhang zwischen der Konzentration des Analyten und der Response im Detek-
tionssystem besteht.

A.6.4.2 Durchfithrung

Vor der Messung werden bekannte Mengen des zu bestimmenden Analyten zu Aliquoten des Endextraktes hin-
zugefiigt. AnschliefRend werden alle Aliquote durch Zugabe von Losemittel auf das gleiche Volumen gebracht.
Die unterschiedlich dotierten Endextrakte werden zusammen mit dem undotierten Endextrakt der Probe chro-
matographiert. Die Peakflachen (oder Hohen) des Analyten in den undotierten und dotierten Extrakten werden
bestimmt und aufgetragen (siehe CEN/TS 17061:2019, 6.6.2). Anhand der Regressionsgerade kann die Masse
des Analyten im Extrakt bestimmt werden.

A.6.4.3 Berechnung
Die Berechnung des Riickstands des Analyten in der Probe kann nach CEN/TS 17061:2019, 6.6.2., erfolgen.

A.6.5 Option Q5: Quantifizierung mit einem verfahrensinternen Standard und Standards in
Matrix oder isotopenmarkierten internen Standards

A.6.5.1 Kurzbeschreibung

Die Bestimmung der Konzentration des identifizierten Analyten im Endextrakt erfolgt durch Vergleich mit
Standards bekannter Konzentration in Matrixextrakten von riickstandsfreien Materialien (matrixabgestimmte
Standards), die eine konstante Menge eines verfahrensinternen Standards enthalten. Es wird auf die allgemei-
nen Bemerkungen zur Durchfiihrung und Berechnung von Kalibrierungen in CEN/TS 17061:2019, 6.5, verwie-
sen.

Ein Sonderfall ist die Verwendung eines isotopenmarkierten internen Standards, der sich nur beziiglich des
I[sotops vom Analyten unterscheidet. Hierbei erfolgt in der Regel eine sehr gute Kompensation der Matrixef-
fekte, so dass die Verwendung von riickstandsfreien Materialien fiir diese Standards nicht notwendig ist.

Diese Quantifizierungsoption muss angewendet werden, wenn Verluste wahrend der Extraktion oder Reini-
gung oder Schwankungen bei der Messung zu kompensieren sind oder signifikante Matrixeffekte auftreten.

A.6.5.2 Durchfithrung

Losungen von Analysenstandards in verschiedenen Konzentrationen werden durch Verdiinnung von verschie-
denen Volumen der Stammlosungen und einem konstanten Volumen der internen Standardlosung mit Matrix-
extrakten aus riickstandsfreien Materialien auf ein definiertes Volumen hergestellt. Diese Losungen werden
zusammen mit den Probenextrakten chromatographiert. Die Peakflichen (oder Hohen) der Analyten in den
Standardlésungen und den Probenextrakten werden bestimmt. Nach Auswahl einer geeigneten Kalibrierfunk-
tion (siehe CEN/TS 17061:2019, 6.5.1) kann die Konzentration des Analyten im Probenextrakt py berechnet
werden.

Beider Verwendung isotopenmarkierter interner Standards werden ein konstantes Volumen der isotopenmar-
kierten internen Standardldsung und variable Volumen der nativen Analytlosung in Losemittel auf ein definier-

tes Volumen gebracht.
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A.6.5.3 Berechnung
Die Berechnung des Riickstands eines Analyten in der Probe kann auf der Basis von p, nach 7.3 erfolgen.

Bei Verwendung von isotopenmarkierten internen Standards vereinfacht sich die Berechnung derart, dass
die genaue Kenntnis von Extraktionsmittelvolumen, Verdiinnungsfaktoren, Matrixeffekten usw. nicht notwen-
dig ist. Der Masseanteil des Analyten wp kann unter Verwendung der bekannten Probenmasse direkt aus der
Kalibrierung erhalten werden. Ein konstantes Volumen der isotopenmarkierten internen Standardlésung und
variable Volumen der nativen Analytlosung in Losemittel werden auf ein definiertes Volumen gebracht. Die
Berechnung des Riickstands des Analyten in der Probe kann nach CEN/TS 17061:2019, 6.5.2 und 6.5.3 erfol-
gen.

A.6.6 Option Q6: Quantifizierung durch Standardaddition zur Probe
A.6.6.1 Kurzbeschreibung

Die Bestimmung der Konzentration des identifizierten Analyten im Endextrakt erfolgt durch Vergleich des
Analytensignals im Endextrakt mit dem Analytensignal in denjenigen Endextrakten, in denen bekannte Men-
gen des Analyten zudotiert wurden. In diesem Fall werden vor der Extraktion bekannte Mengen des Analy-
ten zur Probe hinzugegeben. Es wird auf die allgemeinen Bemerkungen zur Durchfithrung und Berechnung in
CEN/TS17061:2019, 6.6.1, verwiesen.

Die Anwendung dieser Option setzt voraus, dass ein linearer Zusammenhang zwischen der Konzentration
des Analyten und der Response im Detektionssystem besteht. Diese Quantifizierungsoption muss angewen-
det werden, wenn Analytenverluste wahrend der Extraktion und Reinigung auftreten, Schwankungen in den
Messungen zu kompensieren sind und ein geeignetes riickstandsfreies Material nicht zur Verfiigung steht.

A.6.6.2 Durchfithrung

Vor der Extraktion werden bekannte Mengen des zu bestimmenden Analyten zu Einwaagen der Probe hin-
zugefiigt. Anschlieflend durchlaufen dotierte und undotierte Einwaagen das gesamte Analyseverfahren. Die
Peakflachen (oder Hohen) des Analyten in den undotierten und dotierten Proben werden bestimmt und auf-
getragen (siehe CEN/TS 17061:2019, 6.6.3). Anhand der Regressionsgerade kann die Masse des Analyten in
der Probe bestimmt werden.

A.6.6.3 Berechnung

Die Berechnung des Riickstands des Analyten in der Probe kann nach CEN/TS 17061:2019, 6.6.3, erfolgen.
A.6.7 Option Q7: Quantifizierung durch Kalibrierung des Gesamtverfahrens

A.6.7.1 Kurzbeschreibung

Die Bestimmung der Konzentration des identifizierten Analyten im Endextrakt erfolgt durch Vergleich des Ana-
lytensignals im Endextrakt der Probe mit dem Analytensignal aus Endextrakten von Kalibrierproben. Dabei
durchlaufen Analysenproben und Kalibrierproben das gesamte Analysenverfahren. Es wird auf die allgemei-

nen Bemerkungen zur Durchfiihrung und Berechnung in CEN/TS 17061:2019, 6.7, verwiesen.

Diese Quantifizierungsoption muss angewendet werden, wenn lediglich Matrixeffekte zu kompensieren sind
und eine geeignete riickstandsfreie Matrix nicht zur Verfiigung steht.

A.6.7.2 Durchfithrung

Vor der Extraktion werden bekannte Mengen des zu bestimmenden Analyten zu Einwaagen der Kalibrierprobe
hinzugefiigt. Anschlieféend durchlaufen die undotierten Proben und die dotierten Einwaagen das gesamte
Analyseverfahren. Die Peakflachen (oder Hohen) der Analyten in den undotierten und dotierten Kalibrierpro-

ben werden bestimmt. Nach Auswahl einer geeigneten Kalibrierfunktion (siehe CEN/TS17061:2019, 6.4.3
und 6.4.4) kann die Konzentration des Analyten im Probenextrakt p, berechnet werden.
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