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1 Einleitung

Pestizide finden seit Jahrzehnten Anwendung in der Land- und Forstwirtschaft, im Obst-,
Gemiise- und Weinbau sowie bei der Entkrautung von Frei- und Verkehrsfldchen. Allein in
Deutschland werden jédhrlich rund 28.000 — 31.000 t Pflanzenschutzmittel eingesetzt. Dabei
entfallen 55% auf Herbizide (vor allem im Getreidebau), 30% auf Fungizide (Obst-, Wein-
und Kartoffelbau) und 4% auf Insektizide (besonders bei Obst, Wein und Hopfen). Die
restlichen 11% setzen sich aus Pestizidgruppen wie z.B. Akarizide, Bakterizide, Molluskizide
und Rodentizide zusammen [1].

Neben Kontamination von Boden, Gewéssern und Atmosphére verursacht der Einsatz von
Pflanzenschutzmitteln Riickstdnde in den behandelten pflanzlichen Erzeugnissen. Die
Aufgabe der Riickstandsanalytik bei Lebensmitteln ist die Aufdeckung von Hochstmengen-
iberschreitungen oder unerlaubten Anwendungen und die kontinuierliche Ermittlung der
Lebensmittelbelastung, um eine Abschitzung der daraus eventuell folgenden Risiken zu
ermdglichen.

Die Vielzahl der eingesetzten Pflanzenschutzmittelwirkstoffe stellt eine grofle Herausforde-
rung fiir die Riickstandsanalytik dar. Nach einem deutlichen Riickgang zu Beginn der 90er
Jahre, hat die Anzahl der in Deutschland zugelassenen Wirkstoffe wieder leicht zugenommen
und lag Anfang 2003 bei 255. In Europa wurden Anfang der 90er Jahre noch tiber 800
Wirkstoffe gelistet, weltweit wird mit dem Einsatz von liber 1000 Wirkstoffen gerechnet. Im
Rahmen der Harmonisierungsmafnahmen in der Européischen Union wurden im Jahr 2003
iiber 400 Altwirkstoffe vom Markt genommen. Bis zum geplanten Abschluss der Harmonisie-
rungsverfahrens im Jahre 2008 werden europaweit ca. 60% aller Pflanzenschutzmittel, die

1993 noch auf dem Markt waren, nicht mehr zugelassen sein [2].

Weil die zulédssigen Riickstandshdchstmengen fiir Lebensmittel meist zwischen 0,01 und 10
mg/kg liegen, muss der Analytiker in diesem Spurenbereich, qualitativ und quantitativ,
zuverlédssige Analysenergebnisse erzielen kdnnen. Dariiber hinaus unterliegt das
Wirkstoffspektrum einem kontinuierlichen Wandel, weil stindig neue Wirkstoffe auf den
Markt kommen, wéhrend den élteren die Zulassung entzogen wird.

Augrund der oft unbekannten Vorgeschichte der Proben, der groen Anzahl der moglichen
Pflanzenschutzmittel und der geringen Konzentrationen, die es in Lebensmitteln aufzuspiiren
gilt, stellt die Analytik von Pflanzenschutzmittel-Riickstéinden oft ein sehr schwieriges

Unterfangen dar. Der analytische Schwierigkeitsgrad erhoht sich im allgemeinen mit der
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Komplexitit der Probenzusammensetzung, weil eine sichere Bestimmung meist nur nach
einer selektiven Anreicherung der Riickstdinde moglich wird. Folglich zielen die analytischen
Strategien auf die moglichst verlustfreie Trennung der Riickstdnde von anderen
Matrixbestandteilen. Dabei wird versucht, die Unterschiede in den physikalisch-chemischen
Eigenschaften von Pflanzenschutzmitteln und Matrixbestandteilen (z.B. Lipophilie / Hydro-
philie, Dampfdruck, Molekiilgrof3e) so zu nutzen, dass der erwiinschte Trennungsgrad erzielt
wird. Dafiir werden verschiedene Methoden wie Extraktion, Verteilung, Wasserdampfdestilla-

tion und Chromatographie verwendet.

Da sich die Eigenschaften von Pflanzenschutzmitteln sehr unterscheiden, ist es praktisch
unmdglich, das gesamte Spektrum mit einer einzigen Multimethode zu erfassen. Daher ist
eine Multimethode stets ein Kompromiss, der insbesondere darin besteht, dass auf die
Erfassung bestimmter Pflanzenschutzmittel verzichtet werden muss, um einen akzeptablen
Reinigungseffekt zu erzielen. Eine Ausweitung des erfassbaren Spektrums geht somit oft
zwangslaufig auf Kosten der Selektivitdt der Methode.

Effiziente Probenvorbereitung, Detektion und Identifizierung im Spurenbereich sind wichtige
Aspekte fiir die Entwicklung einer Analysenmethode, insbesondere wegen der stindig
sinkenden Nachweisgrenzen, die von den verantwortlichen Behdrden verlangt werden, und

wegen der komplexen Natur der Matrizes, die die zu untersuchenden Analyten enthalten.

In der Riickstands-Hochstmengenverordnung (RHmV) [3] sind Grenzwerte fiir Pflanzen-
schutzmittelwirkstoffe in Lebensmitteln angegeben. Lebensmittel und deren Ausgangspro-
dukte werden auf diese Wirkstoffe laufend untersucht, wobei viele Analyten in Multikompo-
nentenverfahren gemeinsam bestimmt werden. Die in Deutschland am meisten eingesetzten
Verfahren sind in der DFG-Methodensammlung zur Riickstandsanalytik [4] beschrieben, aber
auch die Methoden der US-amerikanischen Food and Drug Administration (FDA) [5] sind
allgemein anerkannt.

Die Entwicklung eines Multikomponentenverfahrens setzt die Erfiillung zweier schwierig zu
vereinigenden Bedingungen voraus: die gemeinsame, zuverldssige und ausreichend
empfindli-che Bestimmung vieler Wirkstoffe mit verschiedenen physikalisch-chemischen
Eigenschaften und die Trennung der Analyten von den Begleitstoffen aus der Matrix, die
einen storenden Einfluss auf die Analytik haben konnten.

Die Trennung der Matrixinhaltsstoffe von den Analyten ist ein schwieriges Unterfangen, weil

sie oft sehr dhnliche Eigenschaften wie die Analyten haben. Aus diesem Grund werden haufig
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Multikomponentenmethoden fiir Analyten einzelner Wirkstoffgruppen mit sehr dhnlichen
physikalischen Eigenschaften und identischen chemischen Grundstrukturen entwickelt (DFG
S6, S6A, S7, S12, S16, S17, S22, S24, S25, S26) [4].

Mit diesen Methoden kdnnen die Analyten weitestgehend von den Matrixbestandteilen
abgetrennt werden, und zwar durch Ausnutzung der sehr spezifischen Wirkstoffeigenschaften.
Allerdings sind diese Methoden auf die Bestimmung der Wirkstoffe dieser speziellen Gruppe
beschrinkt.

Die gemeinsame Analyse von Substanzen verschiedener Wirkstoffgruppen wird durch die
Breite der physikalisch-chemischen Eigenschaften der Analyten erschwert, weil hier das
Problem der mangelnden Abtrennung mitextrahierter Matrixbestandteile zum Tragen kommt.
Der storenden Einfluss der Matrixkomponenten kann aber durch Fraktionierung des Extraktes
und Anwendung verschiedener selektiven Detektionsmethoden, wie in der DFG S19
beschrieben, vermindert werden [4]. Diese Methode wurde von Specht & Tillkes [6] fiir iiber
400 Wirkstoffe und deren Abbauprodukte entwickelt, und ist sicher das in Deutschland am
hdufigsten angewandte Multikomponentenverfahren [7,8].

Alle erwidhnten DFG-Methoden beinhalten die Gas-Chromatographie (GC) als sehr leistungs-
fahiges Trennsystem mit variablen Detektionsmdglichkeiten. Fiir Substanzen die nicht
fliichtig oder temperaturinstabil, und somit fiir die gaschromatographische Trennung nicht
geeignet sind, bietet sich die LC/MS als universell einsetzbares und trotzdem selektives und

empfindliches Analysensystem fiir Multimethoden an.

Fliissig-Chromatographie / Massenspektrometrie-Methoden (LC/MS) werden meistens fiir
schwerfliichtige oder thermolabile Substanzen entwickelt, die mittels GC nicht analysierbar
sind. Darunter fallen auch Pflanzenschutzmittelwirkstoffe wie N-Methylcarbamate, Benzoyl-
und Phenylharnstoffe, sowie saure Substanzen. Viele Wirkstoffe, meistens mit &hnlichen
Eigenschaften, werden in Multikomponentenverfahren gemeinsam analysiert. Es gibt aber
auch Wirkstoffe, wie Glyphosat [9] oder geladene Substanzen wie Chlormequat [10], die
schwer in solche Multikomponentenverfahren zu integrieren sind.

Aufgrund der hohen Selektivitdt ist die LC/MS gerade fiir komplexe und sehr unterschiedli-
che Matrizes wie Lebensmittel gut geeignet. Die Fliissig-Chromatographie /Tandem Massen-
spektrometrie (LC/MS/MS) ist seit dem Jahr 2000 als allgemein verfiigbare analytische
Technik etabliert, und darf somit in Uberwachungsmethoden eingesetzt werden [11].

Wie in einigen Féllen demonstriert wurde, kann prinzipiell auf eine Aufreinigung des

Extraktes verzichtet werden [12]. Meistens werden Acetonitril, Aceton, Methanol oder
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Ethylacetat als Extraktionslosungsmittel eingesetzt, wobei je nach Losungsmittel und
Probenart mehr oder weniger hohe Gehalte an Inhaltstoffen der Probenmatrix mitextrahiert
werden. Die Interferenzen dieser mitextrahierten Substanzen sind trotz der hohen Selektivitét
zwar selten, aber nicht auszuschlieen. Die Inhaltstoffen der Probenmatrix konnen zudem das
MS-Gerit verschmutzen und damit die Standzeiten zwischen den Reinigungsintervallen
erheblich verkiirzen. Wéhrend der Ionisierung kénnen mitextrahierte Matrixbestandteile in
Konkurrenz zu den Analyten treten, die lonisierungsausbeute verringern (Ionensuppression)
und damit zu einem falschen Ergebnis fithren [13,14].

Die unterschiedlichen Verfahren, die zur Extraktreinigung herangezogen werden, sind
meistens fiir bestimmte Substanzklassen und Probenmatrizes entwickelt worden, und es bleibt
fraglich, ob der Reinigungseffekt flir andere Matrizes ausreicht, um lange Standzeiten zu
ermOglichen und lonensuppression zu verhindern.

Die Auswirkungen der mitextrahierten Matrixbestandteile auf die Analytenbestimmung, die
sich meist durch die Signalverringerung bestimmter Analyten bemerkbar machen, stellen ein
grof3es Problem in der Riickstandsanalytik von Pflanzenschutzmitteln dar. Diese Matrixeffek-
te konnen erhebliche Fehler verursachen, wenn die Wirkstoffe in matrixhaltigen Probeldsun-
gen gegen Kalibrierstandards in reinem Losungsmittel gemessen werden. Um dieses Problem
zu umgehen, wird die Herstellung von Standardlosungen aus wirkstofffreien Matrixextrakten
empfohlen. Jedoch ist das Beschaffen dieser Proben sehr aufwendig. In der Praxis wird daher
oft die Quantifizierung nach den Verfahren der Standardaddition durchgefiihrt. Die wohl
eleganteste Moglichkeit, diese Fehlerquellen zu minimieren, ist die Verwendung von
isotopenmarkierten Standards, die iiber nahezu gleiche chemische und physikalische
Eigenschaften verfiigen wie die jeweiligen Wirkstoffe (Isotopenverdiinnungsanalyse).
Problematisch ist allein, dass solche Standards entweder sehr teuer sind oder nicht auf dem

Markt angeboten werden.

Fiir die Routineanalytik ist es daher notwendig, ein einfaches Multikomponentenverfahren fiir
die gemeinsame Analyse von basischen, neutralen und sauren Pflanzenschutzmittelwirksto-
ffen in Lebensmitteln mittels LC/MS zu entwickeln, aber auch sicherzustellen, dass die

Methode fiir verschieden Probenarten richtige Ergebnisse liefert.
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2 Ziele der Arbeit

Polare Pflanzeschutzmittel konnen bisher nur mit schwierigen und aufwendigen Methoden in
Erntegiitern analysiert werden. Durch die erfolgreiche Kopplung von Fliissigkeitschromato-
graphie und Massenspektrometrie (LC/MS) steht ein sehr selektives und empfindliches
Analysenverfahren zur Verfiigung, mit dem prinzipiell schwerfliichtige und temperatur-
empfindliche Substanzen bestimmt werden konnten. Damit wiirde ein auf der LC/MS
basierendes Multikomponenten-Analysenverfahren eine dringend benétigte Ergénzung zur
bisherigen Analytik von Pflanzenschutzmitteln darstellen.
Anhand von iiber 100 der wichtigsten Pflanzenschutzmittelwirkstoffe und Metabolite mit sehr
unterschiedlichen physikalisch-chemischen Eigenschaften soll gekldrt werden, ob und unter
welchen Bedingungen die LC/MS fiir diese Substanzen eine robuste und sichere Analysen-
methode darstellen kann.
Zudem muss ein geeignetes Aufarbeitungsverfahren fiir sehr unterschiedliche Lebensmittel
entwickelt werden, das die sichere und mdglichst kostengiinstige Analyse erlaubt.
Es soll eine Analysenmethode entwickelt werden, welche

e die Analyten effektiv extrahiert

e die mitextrahierten Begleitstoffe entfernt

e ecine selektive Bestimmung der Analyten im Spurenbereich und deren quantitative

Wiederfindung ermoglicht.

Im Rahmen der Arbeit sind einige grundlegende Untersuchungen und Optimierungen
einzelner Verfahrensschritte durchzufiihren, deren Resultate fiir die Erweiterung der Methode
auf andere polare Wirkstoffe und zusdtzlichen Matrizes hilfreich sein werden.
Die durch Matrixeffekte verursachte Verfilschungen des Analysenergebnisses sollen durch
geeignete Analysen- und Kalibrationstechniken weitestgehend kompensiert werden, damit
eine hohe Analysenqualitdt garantiert werden kann.

Die entwickelte Methode wird schlieBlich an sehr unterschiedlichen Ertntegiitern validiert.
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3 Stand der Forschung und theoretische Grundlagen

3.1 Entwicklung von Multimethoden

Die ersten nennenswerten Multimethoden fiir Pflanzenschutzmittelriickstdnden in
Lebensmitteln wurden Anfang der 60er Jahre in den USA entwickelt — in zeitlichem
Zusammenhang mit der Ausreifung der Gaschromatographie zu einem leistungsfédhigen
Trennverfahren, sowie der steigenden Sensibilisierung der Offentlichkeit fiir die Gefahren, die
aus der unkontrollierten Anwendung von Pflanzenschutzmitteln resultieren.

Die ersten Multimethoden waren relativ einfach und darauf bedacht, die damals angewende-
ten stark lipophilen Organochlor- und Organophosphor-Verbindungen zu erfassen [15]. Der
Extraktion nach Zugabe von Acetonitril folgte eine fliissig/fliissig-Verteilung mit Petrolether.
Mit der steigenden Anwendung von polareren Wirkstoffen in der Landwirtschaft Anfang der
70er Jahre ergab sich die Notwendigkeit zur Entwicklung neuer Multimethoden. Dabei wurde
das Extraktionmittel Acetonitril durch Aceton ersetzt, das sich beim Verteilungsschritt besser
in die organische Phase iiberfiihren ldsst, wodurch diese eine breitere Palette an polaren
Wirkstoffen aufnehmen kann. Die Ausweitung des erfassbaren Polarititsspektrums brachte
jedoch auch Schwierigkeiten mit sich, da gleichzeitig viele storende Komponenten aus der
Matrix mitextrahiert wurden. Um dennoch einen ausreichenden Reinigungseffekt zu erzielen,
wurden die Extrakte zahlreichen Reinigungsschritten unterworfen [6]. Mitte der 90er Jahre
fiihrte die Forderung nach einer drastischen Reduzierung chlorierter Losungsmittel zu
Varianten dieser Methoden, bei denen Dichlormethan durch nichthalogenierte Losungsmittel
ersetzt wurde [7].

Der steigende Bedarf an kostengiinstigeren und schnelleren Analysenverfahren fiihrte ab
Mitte der 90er Jahre zur Entwicklung von Geréten, die eine Automatisierung verschiedener
Arbeitsschritte der Probenaufarbeitung ermoglichten. Dies betraf sowohl die Extraktion als
auch die Aufreinigung der Extrakte. Ein hoher Automatisierungsgrad wurde z.B. bei der Gel
Permeation- Chromatographie (GPC) und der Festphasenextraktion (SPE) erreicht. Zur
Automatisierung der Extraktion wurden im Bereich der Pflanzenschutzmittelanalytik vor
allem die beschleunigte Losemittelextraktion (ASE) und die ,,supercritical fluid extraction*

(SFE) eingesetzt.
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3.2 Sequenzschritte in der klassischen Multimethode fiir die Pestizidanalyse

3.2.1 Probenvorbereitung

Um eine repriasentative Probenahme unabhédngig von der Matrixheterogenitit zu
gewdhrleisten, werden verschiedene Methoden fiir die Zerkleinerung und Homogenisierung
der Matrizes angewandt. Représentative Portionen von der festen Probe, ganzem Obst oder
Gemiise, werden zerkleinert und/oder homogenisiert mittels Morsermiihle, Mixgerit, Riithrer

[16] oder Schiittler [17].

3.2.2 Extraktion

Im Idealfall sollen Pestizidriickstinde moglichst quantitativ extrahiert werden und gleichzeitig
moglichst wenige Begleitsubstanzen in den Extrakt iibergehen, wobei die Polaritét des
Analyten und ihre Wasserloslichkeit wichtige Aspekte sind. Die Beschaffenheit der Matrix,
insbesondere der Fettgehalt, entscheidet dariiber, welche Methode fiir Trennung, Reinigung
und Analyse geeignet ist [18]. Proben mit Fettgehalt tiber 2% gelten als fett [18]. Fiir nicht-
fette Proben ist der Wassergehalt wichtiger, da er zur Probenklassifizierung hinsichtlich der
Extraktion fiihrt, und zwar in Proben mit grolem oder mittlerem Wassergehalt, einschlielich
denen mit 5-30% Zuckergehalt, und trockene Proben [19,20]. Ein inhdrentes Problem bei
einer Multiriickstandsmethode ist, dass je breiter der Polaritétsbereich der Analyten ist, desto
mehr Begleitstoffe mitextrahiert werden. Keine aktuelle Methode ist dazu geeignet, alle
Pestizide aus allen Matrizes zu extrahieren [21].

Obst, Gemiise und Getreide werden iiblicherweise mit einem organischen Losungsmittel,
Losungsmittelgemischen, Wasser oder Wasser mit eingestelltem pH extrahiert. Aceton,
Acetonitril, Methanol und Ethylacetat sind die meist benutzten organischen Losungsmittel fiir
die Extraktion von Pestiziden aus pflanzlichen Matrizes [22].

Anfanglich wurde Acetonitril als Extraktionslosungsmittel eingesetzt, seine Nachteile sind
aber die hohen Kosten, die Toxizitdt und die Phasentrennung bei zucker- oder salzreichen
Matrizes [17,23-28]. Bei den meist benutzten Methoden fiir die Analyse von Pestiziden in
Obst und Gemiise, wie die FDA PAM 1302 E1 [5] oder die Luke Methode, wurde spiter
Acetonitril (Siedepunkt 81,6°C) durch Aceton ersetzt wegen dessen hoheren Fliichtigkeit
(Siedepunkt 56,5°C) [8, 17, 29-33]. Extraktion mit trocknendem Na,SO,4 und Ethylacetat ist
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weniger arbeitsaufwendig, eignet sich aber nicht fiir fettreiche Matrizes [12, 24, 31, 34-36]. In
vielen anderen Methoden wird Methanol fiir die Extraktion eingesetzt [37-43].

Fliissige Proben wie Obstsaft, Wein und Honig werden direkt extrahiert, manchmal nach
Verdiinnung mit destilliertem Wasser, um die Matrixeffekte zu minimieren [19]. Fiir Pestizide
mit starker Matrixaffinitét, wie quartdre Amine, wurden spezielle Verfahren entwickelt, wie

z.B. Erhitzen in Schwefel- oder Salzséure unter Riickfluss [44].

Im Folgenden werden die verschiedenen Extraktionsmethoden beschrieben:

Soxhlet- Extraktion

Die Extraktion in einem Soxhlet Gerit, mit einem organischen Losungsmittel wie Hexan,
Dichlormethan oder Methanol war lange Zeit die Standardextraktionsmethode und wird heute
immer noch angewandt. Die Systemgrdfle kann variieren, die meisten Konfigurationen aber
benutzen etwa 100 ml Losungsmittel und 5 bis 50 g Probe, bei Extraktionszeiten von 4 bis 18

Stunden [45].

Festphasenextraktion

Der wesentliche Vorteil der Festphasenextraktion (Solid Phase Extraction) liegt in der
erheblichen Einsparung von Losungsmittel und in der Moglichkeit zur Automatisierung. SPE
kann direkt als Extraktionstechnik fiir fliissige Matrizes, oder als Reinigungsmethode fiir
Extrakte in Losungsmitteln benutzt werden [19,46]. Das wohl wichtigste analytische Gebiet,
in dem die SPE zum Einsatz kommit, ist die Wasseranalytik. Gro3e Volumina von Wasser
werden durch SPE- Kartuschen gesaugt, wobei lipophile Substanzen extrahiert werden. Die
erzielbaren Anreicherungsraten sind erheblich. SPE- Verfahren, die verschiedene Festphasen
wie C8- oder C18- modifizierte Kiesegele, pordsen graphitischen Kohlenstoff, Polymerharze,
Kationenaustauscher und Umkehrphasensorbentien benutzen, fanden eine breite Anwendung

[44, 46-49].

Immunoaffinittits-chromatographie

Die Immunoaffinitdts-chromatographie (IAC) ist sehr viel selektiver [50]. Es werden Antikor-
per auf der Festphase angebracht, was zur spezifischen Retention bestimmter Analyten auf
diesem Material fiihrt. Diese Methode hat die Analyse von einzelnen Phenylharnstoffen und
Triazinen in Pflanzenproben wesentlich erleichtert [51]. Aufgrund der sehr spezifischen

Wechselwirkungen sind diese Materialien nur fiir wenige Analyten geeignet.
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Festphasenmikroextraktion

Die ,,Solid-Phase Microextraction® ist ein einfaches automatisierbares, losungsmittelfreies
Extraktionsverfahren mit hoher Anreicherungskapazitét [52]. Sie erlaubt Extraktion und
Anreicherung in einem einzigen Schritt. Am haufigsten werden Sorbentien auf Polydimethyl-
siloxan-Basis eingesetzt, die auf verschiedenen Tragermaterialien als sehr diinne Schichten
auf diinne Fasern (SPME) oder auf Magnetriihrstibchen (SBSE) aufgezogen werden. Bei
Kontakt mit fliissigen Proben werden die hydrophoben Analyten angereichert bzw. extrahiert.
In einem speziellen Injektor des Gaschromatographen erfolgt die Desorption thermisch,
teilweise automatisiert. Obwohl dieses Verfahren auf organische Losungsmittel vollig
verzichtet, wirken sich jedoch Einfliisse der Matrix und lange Equilibrierungszeiten nachteilig
aus. Diese Methode eignet sich nicht fiir polare Analyten, weil das Gleichgewicht ungiinstig

und die Extraktionseffizienz niedrig ist [53, 54].

SBSE

Bei der ,,Stir Bar Sorptive Extraction* handelt es sich, wie bei der SPE, um ein Verfahren zur
Anreicherung von Analyten aus fliissigen Proben [54]. Der wesentliche Unterschied zur
SPME besteht darin, dass das Sorbens nicht aussen, sondern um einen Magnetkern in einer

Glasummantelung in groBerer Filmdicke angebracht ist.

MSPD

Die ,,Matrix Solid-Phase Dispersion® ist eine Extraktions- und Reinigungsmethode, die fiir
Multirtickstandsmethoden entwickelt wurde [55]. Sie erlaubt die Pestizidextraktion von
homogen mit Florisil oder Kieselgel (C8, C18) gemischten Proben. Die homogenisierte
Matrix wird in eine Rohre gefiillt, und die Analyten mit organischen Losungsmitteln eluiert.
Auf diese Art werden Extraktion und Reinigung im selben Schritt durchgefiihrt, mit guten
Wiederfindungsraten und guter Reproduzierbarkeit, wihrend die Extraktionszeit und das
Losungsmittelvolumen reduziert werden. Multiriickstandsmethoden auf MSPD- Basis mit
Aluminiumoxid, Kieselgel und Florisil wurden fiir die Pestizidanalyse in Gemiise entwickelt
[56-58]. Fiir Carbamate in Orangen, Trauben, Zwiebel und Tomaten [59] und fiir Carbamate

und Harnstoffe in Zitrusfriichte wurden C8-Phasen erfolgreich eingesetzt [60].
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SFE

Die ,,Supercritical Fluid Extraction® hat wegen des niedrigen Losungsmittelverbrauchs und
der guten Selektivitit viel Beachtung gefunden [21]. Die Technik benutzt Gase im
tiberkritischen Zustand, die fliissigkeitsdhnliche Dichten, niedrigere Viskositét und hohere
Diffusionskoeffizienten haben. Aufgrund dieser Eigenschaften extrahiert dieses Medium die
Analyten mit besserem Auflosungsvermdgen, und schneller als fliissige Losungsmittel [61].
Prinzipiell erlaubt die SFE eine hohere Extraktionsselektivitit, im Vergleich zu
solvensbasierten Verfahren. In Kombination mit Festphasen gelingen Extraktion und

Reinigung in einem Schritt [62, 63].

3.2.3 Aufreinigung

Welche Extraktionstechnik auch benutzt wird, es miissen immer verschiedene mitextrahierte
Komponenten, wie Lipide, Pigmente und Harze entfernt werden, um eine sicherere
Identifizierung der Riickstéinden zu ermdglichen und Storungen an den Detektoren zu
minimieren. Nur wenige Multimethoden konnen auf den Reinigungsschritt verzichten [24, 26-
28, 31, 37, 64]. Urspriinglich wurden vor allem Fliissig-fliissig- Verteilung und
Adsorptionschromatographie fiir die Extraktreinigung eingesetzt, mittlerweile werden aber

SPE und GPC immer populérer.

Flissig-flissig-Verteilung (LLE)

Durch die Fliissig-fliissig-Verteilung (Liquid-Liquid Extraction) zwischen zwei nicht
miteinander mischbaren Losungsmitteln lassen sich die zu analysierenden Substanzen von
einem groflen Anteil der mitextrahierten Begleitstoffen abtrennen. In Deutschland, wo die
Pestizidanalyse in Obst und Gemiise meist nach der DFG-S19-Methode durchgefiihrt wird,
wird das Dichlormethan in der LLE teilweise durch Ethylacetat-Cyclohexan ersetzt [7, 8, 33].
Mittels LLE kann eine sehr gute Reinigung bei der Analyse saurer oder basischer Pestizide
erreicht werden. Die notwendige Vorgehensweise mit lonisierung der Wirkstoffe und pH-
Einstellung der wissrigen Phase verhindert aber die gleichzeitige Extraktion dieser

Substanzen [65].



Stand der Forschung und theoretische Grundlagen 11

Die wichtigsten Nachteile der LLE sind:

e csist sub-optimal fiir 6lige Erntegiiter, die zusdtzliche Reinigung verlangen

e der niedrige Probendurchsatz, wegen handdurchgefiihrte Aufkonzentrierungsschritte

e die groBBen Mengen an organischem Losungsmittel, die als grole Mengen Abfall

enden

Eine Bedingung fiir die LLE ist die Unmischbarkeit von wissriger und organischer Phase, die
bei polaren Losungsmitteln nicht gegeben ist. Neue miniaturisierte LLE, auf Basis von
Fliessinjektionstechnologie, werden die Herabsetzung des organischen Solvensvolumens

erlauben und eine giinstige Phasenverteilung ergeben [50].

Adsorptionschromatographie

Die Anwendung der Adsorptionschromatographie (AC) zur Extraktreinigung mit
Aluminiumoxid, Kieselgel oder Florisil in verschiedenen mesh-GroBen, Aktivitdtsniveaus und
Séulendimensionen, entweder getrennt oder kombiniert, um Probenhandhabung und

Analysenzeit zu reduzieren, ist weit verbreitet [19].

GPC

Die Gel-Permeations-Chromatographie hat sich als universelle Reinigungsmethode bewéhrt,
und wird in vielen offiziellen Methoden eingesetzt (USA, Holland, Deutschland und
Schweden) [31]. Die automatisierbare Chromatographie an Trenngelen mit niedriger
Ausschlussgrenze ist ein besonders schonendes Reinigungsverfahren, gleichermaBlen geeignet
fiir unpolare und polare Pestizidriickstdnde und ebenso fiir thermisch empfindliche Wirkstoftfe
und Umwandlungsprodukte. Weil die molaren Massen der Pestizide geringer sind als die von
vielen natiirlichen Pflanzenbestandteilen, werden sie bei der GPC erst nach den
Begleitsubstanzen eluiert, wobei die Reihenfolge der Elution auch von Wechselwirkungen
zwischen Gel, Losungsmittel und chromatographierten Substanzen beeinflusst wird [65]. Bei
der Aufarbeitung von Pflanzenextrakten, Fetten und Olen fiir die Analyse verschiedener
Pestizide haben sich insbesondere Polystyrol- Gele als Substrat bewidhrt. Nachteile dieser

Technik sind die Zeitaufwendigkeit und die groBen notwendigen Losungsmittelvolumina.
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SPE

Die Festphasenextraktion wurde als Alternative zur LLE fiir die Trennung, Reinigung,
Anreicherung und/oder das Losungsmittelwechsel der gelosten Analyten entwickelt. Dank
ihrer Einfachheit und Sparsamkeit in Bezug auf Zeitaufwand und Losungsmittelsverbrauch
hat diese Methode eine weite Akzeptanz gefunden.

Die Entwicklung der SPE in den 70er Jahren [66] folgte unmittelbar nach Einfiihrung der
HPLC. Bei der SPE werden im wesentlichen die gleichen Sorbentien verwendet wie bei der
HPLC, jedoch sind hier die PartikelgroBen mit einem Durchmesser von typischerweise 40 um
grofBler als bei der HPLC (5 um). Die Sorbentien werden entweder in kleine Saulen unter-
schiedlicher Grof3e gepackt oder in eine Membran (meist Teflon) eingebettet. Die wichtigsten
Nachteile der klassischen Sdulenchromatographie, wie fehlende Automatisierungsfahigkeit,
zeitaufwendige Sdulenfertigung im Labor oder schwierige Einstellung des Aktivitédtsgrades
der Sorbentien, lieBen sich weitgehend beseitigen durch die industrielle Herstellung der SPE-

Sdulen und die Verwendung von Formaten, die eine automatisierte Anwendung ermoglichen.

Zur Isolierung der Analyten wird bei der SPE meist nach zwei Prinzipien vorangegangen.
Entweder werden die Analyten selektiv an das Sdulenmaterial adsorbiert, die Begleitstoffe aus
der Sdule gespiilt und anschlieBend die Analyten eluiert, oder die Begleitstoffe werden
zurilickgehalten, wiahrend die Analyten die Séaule passieren. Die Wahl des Adsorbens und der
Elutionsbedingungen hidngt von der Natur der Analyten und der Matrix ab; sie werden meist

empirisch ermittelt.

Die SPE besteht aus vier verschiedenen Schritten:

Zuerst wird das Sorbens mit einem Losungsmittel konditioniert, um die Reproduzierbarkeit
der Analytenretention zu verbessern und mdgliche Unreinheiten von der Festphase zu
entfernen.

Das Konditionierungsldsungsmittel wird dann mit dem Probenlésungsmittel ersetzt und die
Probe wird unter kontrolliertem Fluss auf die Phase gegeben. Die Flussrate ist insbesondere
fiir Kartuschen wichtig, da hier Kanile gebildet werden konnen. Der pH-Wert der Probe kann
eingestellt werden, um die lonisierung von schwachen Sduren oder Basen zu reduzieren.
Das Sorbens wird weiter mit einem Losungsmittel von mittlerer Starke gewaschen, um
Matrixkomponenten zu entfernen, ohne aber Analyten zu eluieren. Die Trocknungszeit muss
ausreichend sein, damit das in den Sorbensporen befindliche Losungsmittel entfernt werden

kann.
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AnschlieBend werden die Analyten mit einem starken Losungsmittel eluiert.

Die Auswahl eines geeigneten SPE- Sorbens hingt von den Wechselwirkungen zwischen
Material und den zu analysierenden Komponenten ab [67].

Unpolare Wechselwirkungen treten zwischen Kohlenwasserstoffresten der funktionellen
Gruppen des Sorbens und des Analyten auf. Die meisten organischen Komponenten kénnen
auf unpolaren Sorbentien liber van-der-Waals-Kréfte adsorbiert werden. Fast alle organischen
Verbindungen haben ein gewisses Potential fiir unpolare Wechselwirkungen. Ausnahmen sind
Verbindungen, die sehr viele polare oder sogar ionische Gruppen enthalten (z.B. Kohlenhy-
drate).

Unmodifiziertes Kieselgel zeigt im Gegensatz zu den meisten modifizierten Kieselgelen keine
unpolaren Wechselwirkungen. Da die funktionellen Gruppen an die Kieselgeloberfliche
gebunden sind, zeigen die modifizierten Varianten dieses Sorbens zu einem gewissen Grad
unpolare Wechselwirkungen.

Typische Sorbentien mit einem stark ausgepragten unpolaren Charakter sind z.B. C18- und
C8- modifizierte Kieselgele. Diese besitzen eine scheinbar geringe Selektivitét, da sie iiber die
den Alkyl- Rest in der Lage sind, nahezu alle unpolaren Substanzen anzureichern. Dies kann
man besonders fiir die Isolierung von Substanzgruppen mit unterschiedlicher Struktur nutzen.
Die apolare C18- Phase zeigt keine Affinitét fiir ionische Analyten [44], eignet sich aber sehr
gut fiir unpolaren Substanzen [66]. Das Sorbens wurde in verschiedenen Analysenmethoden
fiir Pestizide eingesetzt [5, 28, 32].

Allgemein wird die Adsorption unpolarer Analyten an unpolaren Oberflichen durch eine
polare Losungsmittelumgebung begiinstigt, wihrend die Elution dieser Analyten mit
unpolaren Losungsmitteln gelingt. Genau umgekehrt verhélt es sich bei der Adsorption von
polaren Verbindungen an polaren Sorbentien, die gut aus einer unpolaren Umgebung auf
polaren Sorbentien adsorbiert werden und sich dann bevorzugt mit polaren Losungsmitteln

eluieren lassen.

Zu den polaren Wechselwirkungen gehdren Wasserstoffbriickenbindungen, Dipol/Dipol- und
n-n-Wechselwirkungen, die zwischen vielen verschiedenen Sorbentien und funktionellen
Gruppen des Analyten zustande kommen. Solche Wechselwirkungen kénnen von Amino-,
Hydroxyl- und Carbonylgruppen sowie aromatischen Ringen, Doppelbindungen und Gruppen

mit Heteroatomen wie Stickstoff, Schwefel, Phosphor und Sauerstoff gebildet werden.
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Typische Vertreter fiir Sorbentien mit polaren Wechselwirkungen sind unmodifiziertes
Kieselgel und modifizierte Kieselgele mit CN-, NH,- und Diol- Gruppen.

Kieselgel wird aufgrund seiner groflen Kapazitit oft fiir Normalphasen- SPE eingesetzt [68].
Modifizierte Kieselgele besitzen, solange sie nicht einer Silanisierung der verbliebenen
Silanolgruppen mit kurzkettigen Silanen (Endcapping) unterzogen wurden, noch viele freie

Silanolgruppen, die sekundire Wechselwirkungen eingehen koénnen.

Ionische Wechselwirkungen treten zwischen geladenen Analyten und einem Sorbens mit
umgekehrt geladener funktioneller Gruppe auf. Kationische Gruppen sind protonierte
primire, sekundére und tertidare Amine, geladene quartire Aminen oder anorganische
Kationen, wie z.B. Calcium, Natrium, Magnesium etc. Beispiele fiir anionische Gruppen sind
deprotonierte Carboxyl- und Sulfonsduren. Fiir die Elution werden Eluenten mit hoher

Tonenstirke und hoher Selektivitit (z.B. Citrat bzw. Ca®>" ) bevorzugt.

Fiir Matrizes mit hohem Wassergehalt existieren verschiedene Anwendungsmdglichkeiten der

SPE.

Unpolare bis mittelpolare Analyten werden aus polaren Losungen mit unpolaren Kieselgel-
Festphasen extrahiert, die mit Octadecyl-, Octyl-, Cyclophenyl- oder Phenyl-Gruppen
modifiziert wurden [19, 69, 70].

Das Copolymer Styrol-Divinylbenzol ist gut bekannt als hydrophobes Sorbens mit gleicher
oder groBerer Retention als C18-Kieselgel. Chromabond HR-P wurde fiir die Extraktion
polarer Substanzen im Umweltbereich entwickelt [71]. Die extrem grof3e spezifische
Oberfliche (1200 m*/g) und die spezielle Struktur erkliren die sehr gute Adsorptionskapazitit
fiir polare organische Substanzen. Bei der Herstellung bleiben Doppelbindungen erhalten,
demzufolge steht ein grofBeres delokalisiertes System von n-Elektronen zur Verfiigung, um
n-n- Verbindungen aufzubauen und zur leichten Induzierung von Dipolen. Als Vorteil
zeichnet sich auch der mogliche Einsatz von Séuren oder Basen iiber den ganzen pH- Bereich

aus [72,73].
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Graphitisierte Kohlenstoffe wie EnviCarb haben ein grof3es Potential fiir die Extraktion
polarer Substanzen [68]. Aufgrund seiner positiv geladenen Aktivzentren auf der Oberflédche,
konnen Anionen besonders stark adsorbiert werden. Mit einer gezielten Elution kann die
Trennung der basischen und neutralen Substanzen von den sauren Wirkstoffen erreicht
werden. Graphitische Festphasen werden normalerweise fiir Extraktion und Aufreinigung
wassriger Proben eingesetzt [74]. Die Untersuchungen von Di Corcia [40] zeigen, dass diese
Festphase fiir die Analyse bestimmter Substanzen in verschiedenen pflanzlichen Matrizes

geeignet ist.

Die Oasis-HLB-, MCX- und MAX- Festphasen bestehen aus einem N-Vinylpyrrolidon-
Divinylbenzol-Copolymer, mit gebundenen Sulfonsiduregruppen bei MCX und quartédren
Aminogruppen bei MAX. Das Sorbens ist wasserbenetzbar, weshalb es ohne Auswirkung auf
die Wiederfindungsraten der retardierten Substanzen zeitweise trocken laufen darf.

Die HLB-Phase hat einen hydrophil-lipophilen Gleichgewicht (hydrophilic-lipophilic-
balance), und eine spezifische Oberfliche von 831 m*/g. Das Material ist stabil iiber den
ganzen pH-Bereich und sowohl fiir polare als auch fiir unpolare Substanzen einsetzbar.

MCX und MAX retardieren die Analyten sowohl durch Adsorption als auch durch
Ionenaustauschmechanismus. MCX ist ein starker Kationenaustauscher mit grof3er
Selektivitdt fiir basische Substanzen. Der Anionenaustauscher Oasis MAX hat
dementsprechend eine hohe Selektivitit flir saure Substanzen. Die Oasis-Festphasen finden
Anwendung in der Analyse zahlreicher unterschiedlicher Pestizidwirkstoffe in verschiedenen

Matrizes [75, 76].

Die SPE- Kartuschen sind sehr gut brauchbar und effizient fiir die automatisierte
Extraktreinigung, da sie weniger Losungsmittel und Zeitaufwand erfordern. Bisher werden
C18- und Aminopropyl- Festphasen fiir Acetonitrilextrakte, und Hydromatrix fiir
Acetonextrakte in offiziellen Methoden (USA) angewandt [23, 77].

Die vereinfachte Variante der Sdulen- SPE ist die dispersive SPE, bei der das Sorbens direkt
mit dem Extrakt vermischt und anschlieBend durch Zentrifugation entfernt wird [17].
Alternativ wurden Membranextraktionsdisks entwickelt, in denen das Sorbens in einer
Membran integriert wurde. Diese Disks erlauben hohen Probendurchfluss, mit geringerem

Risiko einer Verstopfung der Poren im Vergleich zur konventionellen SPE [78].
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Spul- und Co-Destillation

Die kombinierte Spiil- und Co-Destillation (Sweep co-distillation) ist gleichzeitig
Extraktions- und Reinigungsmethode, geeignet fiir unzersetzt fliichtige Substanzen. Unter
einem Strom von inertem Gas, z.B. Stickstoff, werden die Extrakte in einem erhitzten
GlasgefdB destilliert, das Glaswolle oder Glaspartikel enthilt. Die gelosten Bestandteile aus
der Probe werden als diinne Schicht auf dem heiflen Inertmaterial niedergeschlagen. Mit dem
Dampf eines leichtfliichtigen Losungsmittels (z.B. Hexan, Essigsdureethylester) werden
bevorzugt die Spurenbestandteile aus dem Niedeschlag herausgelost, wihrend die meist
weniger fliichtigen Begleitsubstanzen aus der Probe zuriickbleiben. Das Destillat wird
eingeengt, gegebenenfalls mit SPE gereinigt und mittels GC analysiert. Die Methode eignet
sich fiir viele Pestizide, wie N-Methylcarbamate, Triazine und ihre Metaboliten, wird aber

allmdhlich durch GPC ersetzt [79, 80].

Dialyse

Die Dialyse (passive diffusion) durch eine polymere Membran mit Porengréf3e von 50 um ist
eine einfache Reinigungsmethode. Die Analyten diffundieren in das umgebende Losemittel,
wéhrend mitextrahierte Substanzen in der Probe bleiben [81]. Die Methode hat sich fiir die

Bestimmung von Pestiziden in fettreichen Matrizes, wie z.B. Ole oder Eier, bewihrt [45].

3.2.4 Instrumentelle Analytik

3.2.4.1 Chromatographische Verfahren

Chromatographische Verfahren sind aus der modernen Riickstandsanalytik nicht mehr
wegzudenken, da sie sowohl bei der Probenaufarbeitung zur Anreicherung von Wirkstoffen
und Abtrennung von Begleitstoffen als auch beim Bestimmungsschritt die Methoden der

Wahl sind.

Gaschromatographie

Die GC ist die am weitesten verbreitete Trenntechnik fiir Gemische aus unzersetzt
verdampfbaren organischen Substanzen. Die im Injektor verdampften Gemische werden mit
dem Trégergas (mobile Phase) durch eine mit der stationdren Phase belegte Trennsiule
transportiert. Durch die unterschiedlichen Verteilungskoeffizienten der Substanzen zwischen

der mobilen und der stationdren Phase (Verteilungschromatographie) konnen die
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Komponenten des Gemisches am Sdulenende zeitlich getrennt detektiert werden. Die in der
GC vorhandene grofle Vielfalt an Injektorsystemen, mobilen und stationdren Phasen, Sdulen
(Materialien, Sdulenldngen und —durchmesser) und Detektoren erlaubt eine optimale
Anpassung an verschiedene analytische Aufgabenstellungen.

Die Wahl der Sdule hingt von der Natur der zu trennenden Pestizide ab. Dank ihrer
Robustheit werden unpolare Phasen generell bevorzugt [51]. Weil sie die Trennung einer
grof3en Zahl von Pestiziden mit dhnlichen physikalisch-chemischen Eigenschaften
ermoglichen, haben in den letzten Jahren die Quarz- Kapillarsdulen die gepackten Sadulen fast
ersetzt [18, 64].

Phenylharnstoffe und Carbamate sind thermisch zu labil und Carbonsduren zu polar, somit
werden fiir diese Substanzen meist Derivate hergestellt, die fiir die GC-Trennung besser
geeignet sind [19, 65, 82, 83]. Die Derivate sind fliichtiger und unpolarer als die Ausgangs-
substanzen und lassen sich effizienter trennen.

Die meisten GC-Methoden benutzen element-selektive Detektoren wie Elektroneneinfang-
detektoren (Electron-Capture Detector) oder Termionische Detektoren (Nitrogen-Phosphorus
Detektor) [24, 84-90]. Die Detektoren werden manchmal parallel verbunden, um mittels einer
einzigen Injektion mehrere Ergebnisse zu ermdglichen [61, 64].

Die GC/MS Kopplung iibertrifft alle anderen spezifischen GC-Detektoren in Bezug auf
Einsatzbreite, Identifizierungsvermogen und Strukturaussage. Zur Kopplung an die GC lassen
sich Quadrupolgerite, lon-Trap-Massenspektrometer und hochauflosende Sektorfeldgerite
einsetzen (siehe Abschnitt 3.3.2.2). Im ,,Single Ion Recording®- (SIR) Modus zihlt das
Massenspektrometer zu den empfindlichsten Detektoren. In der Laborpraxis sind Quadrupol-
und lon-Trap-Massenspektrometer als Detektoren fiir die GC am weitesten verbreitet. Sie
haben sich durch ihre Robustheit und geringe Grof3e bewéhrt und bieten mit der
dazugehorigen Software oft komfortable Spektrenbibliotheken, womit die Identifizierung der
Substanzen stark erleichtert wird.

Matrixkomponenten, die gleichzeitig mit den gesuchten Analyten eluieren, komplizieren die
Pestizidanalyse mit GC-MS, und zwar besonders fiir Analyten mit niedrigen Massen. Dieses
Problem kann z.B. durch die Optimierung der chromatographischen Trennung geldst werden.
Im Vergleich zu der konventionellen GC hat die neu entwickelte GC x GC- Technik, die mit
zwei seriell verbundenen Sdulen arbeitet, ein erheblich tliberlegenes Trennungspotential. Der
Durchbruch dieser Technik in der Spurenanalyse wurde aber erst durch die Kopplung mit

dem TOF- (Time-of-Flight) Massenspektrometer ermoglicht [91].



Stand der Forschung und theoretische Grundlagen 18

Die Kopplung der GC mit der Massenspektrometrie ist bei der Entwicklung von
Multiriickstandsmethoden fiir die Pestizidanalyse sehr erfolgreich eingesetzt worden [8, 24-

28, 68, 72,73, 91-94].

Hochleistung- Flussig- Chromatographie

Wegen hoherer Empfindlichkeit und Auflésung der GC wurde die ,,High Performance Liquid
Chromatography* lange Zeit nur komplementér zur GC verwendet und zwar fiir solche
Stoffe, die wegen ihrer hohen Polaritit, geringen Fliichtigkeit oder ihrer Thermolabilitit nicht
mittels GC bestimmt werden konnten. Im Gegensatz zur GC, wo man nur mit Hilfe
unterschiedlicher stationdrer Phasen und Temperaturen trennt, kann man bei der HPLC den
Chromatographiemechanismus (Adsorption, Verteilung, lonenaustausch, Ionenpaarbildung
usw.) und die Zusammensetzung der mobilen Phase in weitem Umfang variieren. Die
Gradientenelution bietet dabei dhnliche Trennmoglichkeiten wie das Temperaturprogramm in
der GC.

Die Techniken der HPLC sind fiir die Trennung von polaren und thermolabilen Verbindungen
weit verbreitet. Ziel der Optimierung einer Trennung ist die Verbesserung der Auflosung bei
moglichst kurzer Analysenzeit. Die Aufldsung ist von der Selektivitidt und Trennleistung des
chromatographischen Systems anhédngig. Die Selektivitit kann weiterhin durch
Verdnderungen der Eigenschaften der mobilen und stationdren Phasen (z.B. Polaritit, pH-
Wert, Hydrophobizitdt, PartikelgroBe, Porenvolumen) beeinflusst werden [85].

Typische analytische Sdulen sind zwischen 50 und 300 mm lang und haben einen
Innendurchmesser zwischen 2 und 4 mm. Die Trennung wird thermostatisiert bei einem
Druck zwischen 50 und 250 bar durchgefiihrt.

Bei der Fliissigchromatographie wird unter anderem je nach Polaritét der stationiren Phase
zwischen Normalphasen- (NP) und Umkehrphasen- (RP) Chromatographie unterschieden.
Bei der NP-Chromatographie wird als stationdre Phase hochpordses Material mit gro3er
spezifischer Oberfliche, oft Kieselgel (SiO,) oder Aluminiumoxid (Al,O3) verwendet
(Adsorptionschromatographie). Um die Trenneigenschaften weiter zu modifizieren, konnen
diese Materialien durch Einbringen von funktionellen Gruppen (z.B. NO»-, NH3-) verdndert
werden. Die Analyten werden durch unterschiedlich starke Adsorption an die stationédre Phase

getrennt. Als mobile Phase werden unpolare Losungsmittel, z.B. n-Hexan eingesetzt [65].

Bei der RP-Chromatographie wird die Polaritét der stationdren Phase durch chemische

Anbindung einer unpolaren Verbindung an das Basismaterial umgekehrt. Am weitesten
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verbreitet ist die sogenannte ODS-Phase (von octadecyl silica) auf Kieselgelbasis. Bei diesem
Material wird meistens durch Reaktion mit Alkyldimethylchlorsilan eine lange apolare C18
Alkygruppe chemisch an das Kieselgel gebunden. Kommerziell sind aber auch Materialien
mit anderer Alkylkettenlédnge erhiltlich. Neben den stark unpolaren Alkylsilanen werden
haufig Silane eingesetzt, die Nitrile, Diole oder andere funktionellen Gruppen besitzen. Einen
gravierender Nachteil der Sdulen auf Kieselgelbasis sind die restlichen Silanolgruppen, die
insbesondere die Analyse basischer Substanzen erschweren. Die meist angewandte
Moglichkeit, diese Gruppen zu eliminieren, ist das sogenannte Endcapping. Viele der bei der
ersten Derivatisierung mit langkettigen Silanen verbleibenden Silanolgruppen werden im
,Endcappingverfahren durch kurze Silane, meist mit Trimethylchlorsilan, zu inaktiven

Gruppen umgesetzt.

Fiir Untersuchungen sehr polarer Molekiilen werden polare RP- Sorbentien eingesetzt. Bei
diesen Phasen werden zwischen hydrophober Alkylkette und Kieselgeloberflache polare
Gruppen eingebunden, die vorhandene Restsilanole ,,deaktivieren* und sogar den Einsatz rein

wassriger Eluenten ermdglichen.

Die in der HPLC eingesetzten Sorbentien haben sehr kleine Partikelgroen und homogenen
KorngroBenverteilungen. Diese kleine Partikel erzeugen jedoch einen betriachtlichen
Gegendruck, was zum Absetzen oder zu Risse des Sdulenbettes fiihren kann.

Im Gegensatz zu partikuldr gefiillten HPLC-Saulen weisen monolitische Sdulen eine hohere
Permeabilitdt und stark erniedrigte Gegendriicke auf. Diese Sorbentien sind beispielweise fiir

die Pestizidanalytik im Wasser eingesetzt worden [95, 96].

Als stationdre Phasen fiir die LC sind etliche neue RP- Materialien entwickelt worden [97]:
e Endcapping- und Doppelendcapping- Phasen
e alternatives Basismaterial wie z.B. TiO,, Al,O3, ZrO,
e Sorbentien mit einer Polymerschicht als Schutzschicht
¢ Phasen aus metallionenfreien Kieselgelen
e geschiitzte Phasen

e Hybridphasen
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Der breite Einsatz von RP-Trennsdulen bei der Pestizidanalytik ist neben ihrer Robustheit
unter anderem darauf zuriickzufiihren, dass die Analyte in fliissigen polaren Matrizes auf das
Trennsystem aufgegeben werden kdnnen. Im Bereich der Umweltanalytik ist dies vor allem
fiir die Wasseranalyse von zentraler Bedeutung und beispielweise bei GC-Techniken hiufig
nicht mdglich. Da die untersuchten Pestizide sich oft in ihren physikalisch-chemischen
Eigenschaften stark unterscheiden, muss die Trennung mit einem Lésungsmittelgradienten
erfolgen.

Die Retentionszeiten der Analyten unterscheiden sich normalerweise so stark voneinander,
dass die Analyse eines komplexen Gemisches innerhalb realistischer Analysenzeiten nicht
moglich ist. Der gebrduchlichste Weg zur Beeinflussung der Retentionszeiten der Analyte ist
die zeitlich programmierte Anderung der Zusammensetzung der mobilen Phase (L&sungs-
mittelgradienten). Dabei dndert sich vor allem die Polaritdt des Losungsmittelgemisches und
somit die Loslichkeit der Analyte in der mobilen Phase, wodurch sich die Retentionszeiten
verkiirzen. Die Trenneigenschaften des Systems kdnnen durch Zusatz von Additiven zu den
Losungsmitteln der mobilen Phase beeinflusst werden, indem beispielweise der pH-Wert
verdndert wird. Bei der Variation der Zusammensetzung der mobilen Phase muss jedoch
darauf geachtet werden, dass die Detektion nicht gestort wird. So konnen bei der
massenspektrometrischen Analyse keine unverdampfbaren Puffer eingesetzt werden, da ihre

Riicksténde die Einlasssysteme verstopfen konnen [98].

Der Nachweis von Pestiziden erfolgt vorherrschend mit UV-vis- und Fluoreszenzdetektoren.
Bei Einsatz eines Dioden-Array-Detektors (DAD) liefert die UV- Detektion neben der
Retentionszeit als zusétzliche Information noch das Spektrum der Analyten, so dass sich
Spektrenbibliotheken aufbauen lassen, die bei der Untersuchung unbekannter Analyten
hilfreiche Aussagen liefern. Die HPLC mit UV-Detektion wird z.B. fiir die Multiriickstands-
analyse von schwerfliichtigen Bipyridylium-Herbiziden und temperaturempfindlichen
Benzoylharnstoffen eingesetzt, ohne die Notwendigkeit einer Derivatisierung und ohne
komplizierte Reinigungsprozeduren [60].

Die UV- Bestimmung von sauren Pestiziden in Wasser wird von mitextrahierten Huminstoffe
erschwert. Hier hat sich die LC- LC-UV-Methode erfolgreich erwiesen, indem C18- und
»Restricted Access Medium®- Sdulen seriell gekoppelt wurden [51].

Weil es nur wenige gut fluoreszierende Pestizide gibt, kann der Fluoreszenz- Detektor nur fiir
bestimmte Stoffe oder erst nach einer Derivatisierung zu fluoreszierenden Substanzen, wie

z.B. fiir N-Methylcarbamate, eingesetzt werden [28, 65].



Stand der Forschung und theoretische Grundlagen 21

Unter den HPLC- Detektoren nimmt die Massenspektrometrie wegen ihrer Universalitét eine
besondere Stellung ein. Sie ist einerseits empfindlich und selektiv, andererseits auch in der
Lage, Molekulargewicht- und Strukturaussagen zu liefern. Die Selektivitit ermdglicht es in
vielen Féllen sogar, chromatographisch unvollstindig getrennte Komponenten massenspek-

trometrisch aufzulésen und quantitativ zu erfassen.

Die Anzahl der Publikationen im Bereich der Untersuchungen von Pestiziden in
Lebensmitteln mittels LC/MS ist in den letzten Jahren erheblich angewachsen. Zu den
untersuchten Substanzgruppen gehoren Benzoylharnstoffe [75, 99, 100], Benzimidazole [12,
75, 101, 102, 118], Carbamate [12, 37, 40, 59, 75, 100, 102-108], Imidazole [12, 75, 101,
109], Sulfonylharnstoffe [43], Phenylharnstoffe [37, 75, 106], quartire Ammoniumsalze [110,
111], Triazine [37, 105] und Organophosphor-Verbindungen [37, 102, 112]. Fiir die
gemeinsame Bestimmung von Benzimidazolen, Carbamaten, N-Methylcarbamaten und
Organophosphor-Verbindungen wurde eine Multimethode mit Ethylacetatextraktion, keine

Reinigung und eine Nachweisgrenze von 10 ppm veroffentlicht [113].

Dinnschichtchromatographie
Die Diinnschichtchromatographie (Thin Layer Chromatography) wird fiir die Analyse von N-
Methycarbamaten, Pyretrhoiden und deren Metaboliten eingesetzt, seltener aber als GC und

HPLC wegen ihrer hohen Bestimmungsgrenzen [65].

3.2.4.2 andere Bestimmungsverfahren

Kapillarelektrophorese und Kapillarelektrochromatographie

Die Kapillarelektrophorese (Capillar Electrophoresis) ist eine vorteilhafte analytische
Technik, hdufig angewandt in der Pestizidanalytik wegen ihrer Einfachheit und
Trennungseffizienz [114, 115].

Die Kapillarelektrochromatographie (Capillar Electrochromatography) ist eine Hybridtechnik,
die die HPLC- Selektivitdt mit der Trennungseffizienz von CE verbindet [54]. Der Einsatz
beider Techniken in der Spurenanalytik ist aber durch hohe Bestimmungsgrenzen und das

Fehlen selektiver Detektoren limitiert.
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Biotechniken

Die Immunoassay- Technik (IA) ergénzt traditionelle Analysenmethoden, aufgrund extremer
Empfindlichkeit, niedriger Kosten und einfachen Instrumenten. Die meist benutzten IA fiir
die Pestizidanalyse sind Immunsensoren (IS), Immunoassay- Chromatographie (IAC),
,Immunolabeling* und ,,enzym-linked immunosorbent assay* (ELISA) [64].
Molekiilimpriagnierte Polymere sind sehr selektiv und hochempfindlich, eignen sich aber nur
fiir einzelne Substanzen [116, 117]. ELISA ist sehr spezifisch, weil Matrixeffekte und die
Notwendigkeit fiir Reinigung und Aufkonzentrierung stark reduziert werden. Notwendige
Antikorper sind aber nur fiir wenige Substanzen verfiigbar und machen Multiriickstands-

analysen sehr schwierig. Das Verfahren hat Nachweisgrenzen im ppb- Bereich [83, 118, 103].

Andere Techniken
Verschiedene polarographische, photokinetische, voltametrische oder spektrophotometrische
Techniken wurden fiir die Bestimmung von Pestiziden in Lebensmitteln entwickelt, obwohl

sie weniger informativ sind als jene die GC oder HPLC benutzen [54, 64, 83].
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3.3 Massenspektrometrie

Die erfolgreiche Kopplung der HPLC mit der Massenspektrometrie erdffnete der
Riickstandsanalytik neue Moglichkeiten. Das Erfassungsspektrum der Multimethoden konnte
drastisch erweitert werden, so dass viele Verbindungen, die lange Zeit wegen der
komplizierten Analysenverfahren nicht routineméafig untersucht wurden, jetzt einfach
miterfasst werden kdnnen.

Um Verbindungen in kleinsten Konzentrationen mit hoher Sicherheit zu identifizieren, ist die
Massenspektrometrie heute die Methode der Wahl, nach ihrem Einzug als routinemafige
GC/MS-Kopplung in der Pflanzenschutzmittelanalytik vor etwa 10 Jahren. Hierzu werden
MS-Detektoren der GC oder HPLC nachgeschaltet. Massenspektrometer sind empfindlicher
als UV- Detektoren, universell einsetzbar, und liefern dazu substanzspezifische
Informationen, wodurch die Identifizierungssicherheit drastisch erhoht wird.

Das Prinzip der Massenspektrometrie beruht auf der Ionisierung der Analytmolekiile oder
Atome, welche dann anhand ihres Masse/Ladungsverhéltnisses m/z getrennt und detektiert
werden. Diese physikalische Trennungsart haben alle Massenspektrometer gemeinsam,
dennoch gibt es starke Unterschiede in Aufbau und Auswertung.

Der generelle Aufbau der Gerite setzt sich aus einem Einlasssystem, einer lonenquelle, einem

Trennsystem und einem Detektor zusammen.

3.3.1 Kopplungstechniken

Die normalen Arbeitsbedingungen eines Massenspektrometers (Hochvakuum, hohe
Temperatur, lonen in Gasphase) sind denen der HPLC diametral entgegengesetzt (fliissige
Phase, hoher Druck, relativ niedrige Temperaturen). Wegen dieser Gegensitzlichkeit der
Bedingungen ist es erst seit kurzer Zeit gelungen, effektive und robuste Kopplungstechniken
zu entwickeln [119].

Durch die Entwicklung von Ionisierungsverfahren, die bei Atmosphérendruck (Atmospheric
Pressure Ionization) arbeiten und nahezu vollstindig kompatibel mit der RP-Chromatographie
sind, lassen sich auch thermolabile und schwerfliichtige Substanzen sehr empfindlich
analysieren.

Charakteristisch fiir die lonisierungstechniken ist die geringe Energie, die auf die Analyten
tibertragen wird. Hieraus resultiert nur eine geringe Fragmentierung und einfache Spektren,

deren Basispeak meist dem protonierten (im positiven Modus) bzw. deprotonierten (im
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negativen Modus) entspricht. Hiufig werden auch Addukte der Analyten mit Ammonium-
und Natriumionen im positiven Modus oder Chloridionen im negativen Modus beobachtet.
Die Uberfiihrung in die Gasphase und die Ionisierung der Analytmolekiile erfolgen in einer

dem hochevakuierten Massenanalysator vorgeschalteten lonenquelle.

3.3.1.1 ESI

Die Elektrospray- lonisierung basiert auf der Uberfiihrung der Ionen, die in der fliissigen
Phase vorgebildet wurden, in die Gasphase [121]. Die Vernebelung der fliissigen Probe
erfolgt mit Hilfe von Stickstoff-Gas in ein Hochspannungsfeld, wobei kleine positiv oder
negativ geladene Tropfchen entstehen. Im weiteren Prozess der Losungsmittelverdampfung
verkleinert sich der Tropfenradius, wodurch sich die Oberflichenspannung bis zu einer
kritischer Grof3e erhoht und der Tropfen platzt (Coulomb- Explosion). Nach kompletten
Verdampfen und Absaugen des Losungsmittels liegen die geladenen Teilchen am Ende
gasformig in der Ionenquelle vor (Abbildung 3.1). Bei Molekiilen mit groBem
Molekulargewicht (Proteine, Peptide, Oligonucleotide) entstehen mehrfach geladene
(protonierte) Molekiilionen, die dann mit konventionellen Massenanalysatoren detektiert

werden konnen [121].
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Abbildung 3.1: Electrospray Ionisierung, verdndert nach Applied Biosystems [122]

3.3.1.2 APCI
Die APCI (Athmospheric Pressure Chemical Ionisation) ist der ESI- Technik sehr dhnlich.
Die Ionisationsbedingungen sind jedoch hirter als bei der ESI- Technik, so dass auch die

Ionisierung weniger polarer Verbindungen gelingt.
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Es findet eine chemische Ionisierung statt, bei der die Ladung mittels eines Reaktands, in der
Regel die mobile Phase, iibertragen wird. Der Unterschied zwischen ESI und APCI besteht
darin, dass bei der APCI keine Hochspannung an der Einlasskapillare anliegt, sondern das
Eluat durch verschiedene Gasfliisse zerstaubt, fokussiert und anschlieSend mit einem Heizer
verdampft wird (sieche Abbildung 3.2).

Die mobile Phase wird unter Temperaturen von bis zu 600°C durch eine Kapillare verspriiht
und komplett verdampft. Eine unter Spannung stehende Stahlnadel erzeugt Entladungen, in
deren Folge die im Uberschuss vorhandenen Bestandteile der mobilen Phase wie z.B.
Methanol oder Wasser protoniert bzw. deprotoniert werden. AnschlieBend erfolgt ein
Protonentransfer zu (positiver Modus) oder von (negativer Modus) den Analytmolekiilen.
Diese chemische Reaktionen sind Gleichgewichtreaktionen und damit von der Gasphasen-

Saure-Base-Chemie der beteiligten Molekiile abhédngig.
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Abbildung 3.2: Chemische Ionisierung bei Atmosphérendruck, verdndert nach Applied Biosystems
[122]

3.3.1.3 APPI

Fiir Substanzen von geringer Polaritit, die mit ESI oder APCI nicht zugénglich sind, besteht
die Moglichkeit der Photoionisierung in der ,,Atmospheric Pressure Photoionization* (APPI)-
Interface. Die Photoionisierung erfolgt mit Hilfe einer Lampe, die energiereiches Licht
ausstrahlt. Das Emissionsmaximum der Lampe ist so gewahlt, dass die Analyten in der

Gasphase photoionisiert werden, das Losungsmittel und die Trigergaskomponenten jedoch
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nicht. Die Ionisierung wird hierbei durch Photonen anstelle von Elektronen erreicht, was die

APPI unabhéngig von der Sdure-Base-Chemie macht.

Fiir die HPLC-MS Kopplung standen in dieser Arbeit die zu den API zdhlenden ESI- und
APCI- Techniken zur Verfiigung. Sie sind empfindlich, robust, erfassen ein breites
Substanzspektrum und werden deshalb auch in der Umweltanalytik verstirkt eingesetzt. In
der Tabelle 3.1 sind die kennzeichnenden Eigenschaften dieser lonisierungstechniken

zusammengefasst.

Tabelle 3.1 Gegeniiberstellung der beiden mdglichen lonisierungstechniken APCI und ESI

lonisierungstechnik APCI ESI
verfligbare Probenkdpfe Heated Nebulizer (HN) IonSpray (IS),
TurbolonSpray (TIS)
unterer Massenbereich ab ca. 100 ab ca. 100
(ausnahmsweise ab 30) (ausnahmsweise ab 30)
oberer Massenbereich bis ca. 2000 >> 3000
Ionisierung einfache Ionisierung ein- oder mehrfache Ionisierung
(positiv oder negativ) (positiv oder negativ)
Flussraten (bei 90% Wasser) bis ca. 1.5 mL/min bis ca. 40 uL/min (IS),
bis ca. 400 uL/min (TIS)
ionische Analyten ungeeignet gut geeignet
polare Analyten geeignet gut geeignet
unpolare Analyten gut geeignet wenig geeignet
(nur iiber Adduktbildung)
Polaritit der Analyten gering bis mittel mittel bis hoch
Verdamptbarkeit der Analyten erforderlich nicht erforderlich
Eluenten- Split verringert Intensitét anndhernd keine Wirkung
Sensitivitit bestimmender Faktor eingebrachte Masse Konzentration
thermolabile Analyten bedingt geeignet geeignet (IS),
bedingt geeignet (TIS)
einsetzbare Puffer nur fliichtige Puffer, nur fliichtige Puffer,
max. ca. 100 mM max. ca. 100 mM
bevorzugt gebildete lonen |[M+H]", [M-H] | [M + xHT*, [M — H]

3.3.2 Massenanalysatorsysteme

Abhingig von ihrem Masse/Ladung-Verhiltnis, werden die Gasphasenionen im
Massenanalysator physikalisch getrennt und dann zum Detektor, einem Sekundérelektronen-

Vervielfacher, weitergeleitet.

Die verschiedenen verfiigbaren Massenanalysatoren konnen jeweils fiir unterschiedliche
Applikationsbereiche eingesetzt werden. Namentlich sind das Sektorfeld-MS, Quadrupol-MS,
Ionenfalle (Ion Trap), Flugzeit- (Time of Flight)-Systeme und Ionen-Cyclotron-Resonanz

(ICR)- Systeme [85,120].
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3.3.2.1 Beschleunigung

Um ein Massenspektrum zu erhalten, miissen die gebildeten lonen nach ihren Massen
getrennt werden. Die Ionen werden generell durch ein schwaches Feld aus der
Ionisierungsregion der Quelle entfernt und anschlieBend iiber ein Potentialgefille
beschleunigt. Die Geschwindigkeit v der einzelnen Ionen hdngt von der Ladung e und der

Masse m der lonen sowie von der Beschleunigungsspannung U ab:

m-v

e-U= 1
5 (1)

b 2-e-U @)
m

3.3.2.2 Massenspektrometer

Sektorfeld-Massenspektrometer

Die Ionen werden mit der Hochspannung U beschleunigt, dann in einem Magnetfeld B
entsprechend ihres m/z getrennt und mit einem zusitzlichen elektrischen Sektorfeld beziiglich
ihrer Energiedispersion fokussiert.

Der Ablenkungsradius r ergibt sich durch Gleichsetzen von Lorentz- (B-e-v ) und

Zentrifugalkraft (m- v */r) aus Gleichung (3).

m-ov

r=—— 3
o B 3)
Substituiert man v nach Gleichung (2), so wird fiir jede Masse m einen bestimmten
Bahnradius r erhalten:
2m- m B’-r’
r= LZJ So—= 4)
e-B e 2U

Aus der Gleichung (4) geht hervor, dass die lonen nicht nach ihrer Masse, sondern nach dem
Verhéltnis Masse zu Ladung (m/e, praktisch m/z) getrennt werden.
Das so erreichte Auflosungsvermogen ermdglicht die Differenzierung von Isonukliden und in

vielen Fillen eine sichere Identifizierung der Substanz iiber ihre Elementarzusammensetzung.
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Doppelfokussierende Gerite konnen wie mehrfach hintereinandergeschaltete
Massenspektrometer (MS/MS) zur Untersuchung des Fragmentierungsverhaltens und damit
zur Strukturaufkldrung der Substanzen eingesetzt werden. Ein bekanntes
Fragmentierungsverhalten ist im umgekehrten Fall eine extrem selektive Nachweismethode,

die sowohl in der Pharmaforschung als auch in der Umweltanalytik verstarkt Eingang findet.

Quadrupol-Massenspektrometer

Der Quadrupol ist ein Massenfilter aus vier parallelen Metallstiben, wo unter vorgegebenen
physikalischen Bedingungen nur lonen mit bestimmten m/z-Werten den Detektor erreichen.
Die Metallstébe sind kreuzweise miteinander leitend verbunden. Die lonentrennung erfolgt
mit Hilfe elektrischer Felder.

An je zwei gegeniiberliegende Stéibe werden jeweils eine Wechselspannung und eine positive
bzw. eine negative Gleichspannung angelegt. Die zweite Wechselspannung ist um 7 versetzt.
Die Wechselspannung bewirkt, dass relativ zur Mittelachse abwechselnd positive und
negative Felder entstehen. Durch das Stabsystem fliegende positive Ionen werden wihrend
der positiven Phase zur Mittelachse, wihrend der negativen zu den Stidben hin beschleunigt.
Die seitliche Ablenkung hiangt von der angelegten Spannung, der Frequenz und der Masse der
Ionen ab. Die positive Gleichspannung bewirkt eine generelle Ablenkung zur Mittelachse hin,
und unterstiitzt damit schwere lonen, die das System passieren konnen. Leichte Ionen
schwingen aus und werden entladen, indem sie die Stibe treffen. Eine umgekehrte Wirkung
hat die negative Gleichspannung, die Ionen iiber eine bestimmte Masse zu den Stidben hin
ablenkt. Das positive Feld der entsprechenden Wechselspannung reicht aus, um Ionen mit
niedrige Massen zur Mitte des Stabsystems zu bringen.

Zwei gegeniiberliegende Stibe sperren somit fiir niedrige Massen, die anderen zwei flir hohe
Massen. Durch die geeignete Abstimmung dieser Spannungen wird erreicht, dass jeweils nur

Ionen einer Masse das Stabsystem durchfliegen konnen.

lonenfalle

Die Ionenfalle ist die zyklische Variante des Quadrupol. Hier werden lonen iiber einen weiten
m/z-Bereich in einem elektrischen Feld gespeichert. Die Auswahl der gesuchten Ionen erfolgt
durch Veridnderung der angelegten Elektrodenspannungen. Die Erzeugung und Registrierung
der Ionen findet gepulst statt. In der Ionenfalle kann man auch Reaktionen ablaufen lassen

oder ausgewihlte Ionen durch StoBaktivierung fragmentieren. Die lonenfalle ermoglicht die
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Durchfiihrung multipler MS/MS-Experimente, wobei die MS"- Spektren vollautomatisch und

datenabhéngig generiert werden konnen.

Flugzeit-Massenspektrometer

TOF- Analysatoren nutzen die unterschiedlich langen Flugzeiten von Ionen mit unterschied-
lichen m/z-Werte durch den evakuierten Raum. Setzt man in Gleichung (2) fiir v =S/t ein (S
Léange des Flugrohres und t Flugzeit), so ergibt sich nach Gleichung (5), dass leichtere Ionen
das Ende des Flugrohres schneller erreichen als schwerere und so nacheinander registriert

werden konnen.

m 2U -t?
—== &)

€ S

Die Messung findet gepulst statt, um die gleichzeitige Ankunft von Ionen mit unterschiedli-
chen m/z-Werten zu vermeiden. Die hohe Auflosung und genaue Massenbestimmung der

TOF- Systemen ist fiir die qualitative Analytik sehr hilfreich [123].

lonen-Cyclotron-Resonanz-Massenspektrometer

Der ICR- Massenspektrometer erlaubt eine Speicherung der Ionen in einem starken
magnetischen Feld. Hier bewegen sich Ionen auf Kreisbahnen entsprechend Gleichung (3).
Fiir die einzelnen Ionenmassen ist v nicht konstant, weil die Ionen sich in unterschiedlicher
Entfernung vom Zentrum der Zelle befinden. Deshalb wird statt v die Winkelgeschwindigkeit

o verwendet, und liber v die Winkel- oder Cyclotronfrequenz.

p=t-%B 6)
rom

@

— =V 7
e (7)
Fiir m/e ergibt sich nach Gleichung (8)

m B

- 8
e 2av ®)
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Die Ionen werden in ihrer kreisenden Bewegung durch Plattenelektroden eingegrenzt. Bei
modernen Gerdten werden die Ionen durch einen Hochfrequenzimpuls in Phase gebracht, was
letztlich zu einer komplexen elektromagnetischen Welle fiihrt. Durch Fourier-Transformatio-
nen wird aus dieser Welle das Massenspektrum erhalten (FT-ICR).

Diese Gerite zeichnen sich durch eine sehr hohe Auflésung aus. Weil dabei die Moglichkeit
der exakten Massenbestimmung besteht, kann iiber die Isotopenverteilung die Elementar-

zusammensetzung eines Molekiils berechnet werden [51,119,120,124-128].

Kopplung

Als Kopplung mit der LC werden einzelne Detektoren oder verschiedene Kombinationen
eingesetzt, wobei Informationen iiber das Molekiilargewicht der untersuchten Substanzen in
erster Linie von Single- Quadrupol (Q) und TOF- Systemen geliefert werden. Kombinationen
des TOF- Systems mit einer lonenfalle oder ein zweites TOF sind schon untersucht worden.
Das meist eingesetzte ist das Hybridinstrument Q-TOF, mit dem MS/MS- Daten mit hoher
Auflésung und Massengenauigkeit erzeugt werden konnen [127]. Dreidimensionelle
Quadrupol- Ionenfalle- Gerdte (Q-Trap) sind besonders erfolgreich in Strukturaufklarungs-

studien eingesetzt worden [127].

3.3.2.3 Auflésung

In Massenspektren werden die lonenmassen gewohnlich als ganze Zahlen angegeben, obwohl
die Massen einzelner Isotope nicht exakt ganzen Zahlen entsprechen. Doppeltfokussierende
Massenspektrometer konnen Ionen gleicher nominaler Massenzahl und verschiedener
Zusammensetzung trennen, und die entsprechenden Massen bis in die 4. Dezimale
bestimmen.

Zur Beurteilung der Trennleistung eines Massenspektrometers dient das sogenannte

Auflosungsvermogen A:

Ein Auflosungsvermdgen von 1000 bedeutet, dass die Masse m=1000 von der Masse m=1001
getrennt wird (Am=1) [120].

Fiir moderne Gerite wird das Auflosungsvermdgen durch die Breite des Signals (Peak) in
halber Hohe (full width half maximum, FHMW) definiert. Das MS/MS- System in dieser

Arbeit hat eine ,,unit resolution von 0.7 £ 0.1 amu (FHMW).
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3.3.3 MS/MS

Durch Nacheinanderschalten von mehreren Massenspektrometer- Einheiten ergibt sich eine
Kopplungsmdglichkeit, die Tandem- MS oder auch MS/MS genannt wird. Diese ist an ein
chromatographisches Trennsystem angeschlossen. Die Kopplung ermdéglicht eine exakte
Identifizierung und Quantifizierung sowohl von reinen Substanzen als auch von
Substanzengemischen. Vor allem die Schnelligkeit ist ein groBer Vorteil der MS/MS. So
kénnen Messungen innerhalb von Millisekunden durchgefiihrt werden.

Das Tandem- MS umfasst meist 3 Quadrupole, auch Triple- Quadrupol genannt, wobei nur
beim Ersten und beim Dritten eine Messung erfolgt. Der mittlere Quadrupol (StoSkammer)
dient zur zweiten lonisierung des vorher ausgesuchten Analyten (Abbildung 3.3). Die
gebildeten lonen werden mithilfe mehreren Potentialdifferenzen fokussiert, fragmentiert und

durch die Vakuumkammer geleitet.

Orifice
Dp Skimmer (geerdet)

Fokus-
sierungs-
ring

FP
CEP CXP
/ EP ST Q1/RO1 Q2ROZ/CE Q3/R0O3 CEM
s | m e | s | ——
N | N | N | B —
'

\\ -

1-2 Torr 6-8 mTorr 10 uTorr

Abbildung 3.3 Schematische Darstellung des verwendeten MS/MS-Systems, Q1-3= Quadrupole, ST=
Stubbies (Vorfilter), DF= Deflector, CEM= Channel Electron Multiplier, RO= offset voltages;
DP= declustering potential, EP= entrance potential, CEP= cell entrance potential, CE= collision

energy, CXP= cell exit potential

Scan-Modi

Beim Scan- Modus werden Ionen verschiedener Massen nacheinander in den stabilen Bereich
des Quadrupols gebracht und konnen ihn auf einer stabilen Flugbahn passieren. Hier werden
die Massen eines bestimmten Bereiches in der gleichen Weise gemessen, wobei die Intensitét
des Signals verglichen mit dem SIM- bzw. SRM-Modus geringer ausfallt.

Im ,,Single Ion Monitoring® (SIM)- Modus (Single- Quadrupol) kann nur ein m/z-Wert den
Quadrupol passieren. Das vergleichbare ,,Selected Reaction Monitoring* (SRM)- Modus fiir
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den Triple- Quadrupol hat wegen der Selektivitit der MS/MS eine hohere Empfindlichkeit.
SIM und SRM sind die besten Techniken fiir quantitative Bestimmungen, da sie beste

Empfindlichkeit und Prézision gewdhrleisten.

Die Fragmente einer Verbindung kénnen mit dem Produkt Ion Scan detektiert werden. Q1
filtert dabei die gewéhlten m/z-Verhéiltnisse heraus, die im Q2 durch Kollisionen mit
Stickstoffmolekiilen (Collisionally Activated Dissociation, CAD) fragmentiert werden. Im Q3
werden analog zum Q1-Scan alle Massen des festgelegten Massenbereichs herausgefiltert und
zum Detektor weitergeleitet. Molekiilfragmente konnen auch in der Ionenquelle generiert
werden, und zwar {iber die sogenannte ,,In Source collision induced dissociation* (CID). Hier

erfolgt die Fragmentierung durch Kollisionen mit Stickstoff- und Losungsmittelmolekiile.

Im ,,Multi Reaction Monitoring* (MRM) wird das Molekiilion im ersten Quadrupol selektiert,
und in das zweite Quadrupol transferiert, wo es durch Kollisionen mit zudosiertem Stickstoff-
gas fragmentiert wird. Ein charakteristisches Produkt-Ion wird im dritten Quadrupol selektiert
und anschlieBend detektiert (Abbildung 3.4). Ein Messsignal kommt somit nur dann zustande,
wenn gleichzeitig im ersten Quadrupol das entsprechende Vorlduferion und im dritten

Quadrupol das daraus entstehende Produkt-Ion vorliegt.

Weitere Messmodi wie Precursor-lon-Scan und Neutral-Loss-scan werden besonders zur
Identifikation unbekannter Analyten und Aufklarung von Molekiilstrukturen eingesetzt.
Wird unter Verwendung von Scanfenstern gemessen, werden nur bestimmte Massen/
Masseniibergénge oder auch bestimmte Scanbereiche in zeitlich festgelegten Abschnitten des

Messprogramms detektiert, wodurch eine Intensitétssteigerung erreicht werden kann.

1. Quadrupol 2. Quadrupol 3. Quadrupol

O ® 2 >

® * >

lon selektieren Fragmentieren Spezifisches
(CAD) Bruchstiick

Abbildung 3.4: Multi Reaction Monitoring, verdndert nach Applied Biosystems [122]
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3.4 Matrixeffekte in der LC/MS

Ein grofles Problem der Analytik mit der LC/MS sind die Matrixeffekte, die auf
unterschiedliche Weise auftreten. Wenn die im vielfachen Uberschuss vorliegenden
Matrixkomponenten die lonenausbeute des Analyten verringern, findet eine lonensuppression
durch konkurrierende Ionisierung statt. Die organischen Komponenten in der Probe
konkurrieren mit den Analyten um die Oberfliche des geladenen Tropfens, um in die
Gasphase zu gelingen. In Einzelféllen ist auch eine erhdhte lonenausbeute bei Anwesenheit
von Stormatrix beobachtet worden.

Eine andere Hypothese fiir die Verringerung der Ionisierungseffizienz ist, dass die geladenen
Tropfen den kritischen Radius nicht erreichen kdnnen, wenn die Probe nicht fliichtige
Komponenten enthélt. Matrixkomponenten kénnen auch die Oberfldchenspannung
beeintrachtigen und mit den Analyten Addukte bilden [129]. Dabei werden andere Ionen
gebildet, als bei Proben in organischem Losungsmittel (z.B. Standard liefert [M+H]",
aufgestockte Matrix liefert [M+Na]").

Die Verbindungen, die Ionensuppression verursachen, sind weitestgehend unbekannt [129].

Zur Elimination oder Verringerung des Matrixeffektes konnen verschiedene Strategien
eingesetzt werden [14]:

- Abreicherung der Matrixbestandteile durch verbesserte Probenvorbereitung

- Verdnderung der chromatographischen Bedingungen um zeitgleiche Elution zu vermeiden

- Verdiinnung der Probe

Mit den ersten beiden Strategien kann versucht werden, die Analytik matrixunabhingig zu
gestalten. Aus Kostengriinden und hinsichtlich der Analysenqualitét ist ein Hauptziel dieser
Methoden die Vermeidung von manuellen Arbeitschritten.

Die Vermeidung der Matrixeffekte durch optimierte Gradientenelution ist eine erfolgreiche
Strategie [130], kann aber in Multimethoden wegen der Vielzahl der untersuchten Substanzen
nicht eingesetzt werden.

Die HPLC- Bedingungen konnen weiter durch den Einsatz verschiedener Sdulen oder durch
zwei dimensionale Chromatographie (LC x LC) optimiert werden. Die néchste Alternative
wire die Modifizierung der mobilen Phase, wobei die Matrixeffekte auf Kosten der

Empfindlichkeit verringert werden [129].
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Eine Probenverdiinnung scheidet bei Messungen im Spurenbereich aus. Um den Matrixanteil
in den injizierten Proben zu reduzieren, muss eine selektivere Extraktionsmethode oder eine
intensivere Extraktenreinigung eingesetzt werden. Dieser Ansatz kann zu niedrigeren

Matrixeffekten fiihren, ist aber zeitaufwendig und erhoht das Risiko der Analytenverluste.

Zur Kompensation von Matrixeffekten, die sich durch o.g. Punkte nicht vermeiden lassen,

werden in der Literatur weitere Verfahren diskutiert [14, 129]:

- Quantifizierung tiber Standardadditionsverfahren

Die Standardaddition stellt bei nicht reproduzierbaren Matrixeffekten eine Quantifizierungs-
moglichkeit dar, die jedoch laborintensiv und somit nicht fiir Routineanalysen geeignet ist.
Die zu erwartende Konzentration der Analyten in der Probe sollte bekannt sein, weil die
Konzentration des addierten Mischstandards in dem selben Bereich liegen muss. Fiir eine
Multimethode mit unterschiedlichen Bestimmungsgrenzen stellt sich dies aufgrund der

Vielzahl der Analyten als schwierig heraus.

- Quantifizierung iiber externe Matrixstandards

Ein Matrixstandard ist der Extrakt einer unbelasteten Probe, der mit den Kalibrierlosungen
versetzt wurde. Matrixstandards beinhalten im Idealfall identische Matrixkomponenten wie
die unbekannten Proben. Die Matrixeffekte betreffen dadurch die Analyten im Kalibrierstan-
dard und die Analyten in der Probe gleichermalen, was zu richtigen Ergebnissen fiihrt. Es
muss aber gesichert werden, dass der Extrakt flir die Kalibrierlosung und der Probenextrakt
gleiche Konzentrationen an Matrixkomponenten enthalten. Die Methode ist zeit- und

arbeitsaufwendig, wird jedoch in der Pestizidanalyse hiufig eingesetzt [17,129].

- Quantifizierung iiber interne isotopenmarkierte Standards

Als interne Standards konnen "*C- oder *D-markierte Wirkstoffe eingesetzt werden. Die
Matrixeffekte werden dadurch nicht verhindert, sie beeinflussen aber die nativen und
markierten Substanzen gleichermaflen und konnen somit effektiv kompensiert werden. Die
Aufarbeitung kann im Idealfall ohne zusétzliche Aufreinigung der Extrakte durchgefiihrt
werden. Verluste, die wihrend der Aufarbeitung auftreten, werden durch die Berechnung der
Ergebnisse iiber isotopenmarkierte interne Standards exakt ausgeglichen. Somit kann die

Genauigkeit des Analysenergebnisses erhoht werden. Die Auswertung iiber interne Standards
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stellt zudem einen deutlich geringeren Aufwand zur Kalibrierung des LC/MS/MS-Systems
dar.

Fiir eine sichere Analyse beliebiger Matrizes miisste aber jeder Analyt in isotopenmarkierter
Form eingesetzt werden. Isotopenmarkierte Standards von Dibenzo-p-Dioxinen und Dibenzo-
Furanen, polychlorierten Biphenylen (PCB), chlorierten Insektiziden und polyzyklischen
aromatischen Kohlenwasserstoffe (PAH) sind mittlerweile giinstig erhiltlich. Hier hat sich
der Einsatz von markierten internen Standards bewihrt, und ist in vielen Fillen sogar
unumgénglich [131,132].

Im Bereich der polaren Pflanzenschutzmittel gibt es bisher keine etablierte Methode, die die
vorteilhafte Kombination von Massenspektrometrie und markierten internen Standards
ausnutzt. Dabei ist der Einsatz isotopenmarkierter Standards fiir instabile Substanzen, wie die

Carbamatmetabolite, weniger moglich.

- Quantifizierung durch Doppelinjektion von Probe und Kalibrierstandard

Die Echo-Peak- Technik ist eine neue Variante der Quantifizierung iiber interne Standards.
Dabei werden Probe und Kalibrierstandard kurz nacheinander oder vor bzw. hinter der
Vorséule injiziert. Damit werden die Peaks durch sogenannte Echo-Peaks in der selben
Chromatogramm bestétigt. Die Analyten haben sehr dhnlichen Retentionszeiten, und werden
auf gleicher Weise von den Matrixkomponenten beeinflusst, was zur Kompensation der
Matrixeffekte fiihrt [129]. In diesem Verfahren werden gleiche oder strukturdhnliche
Substanzen fiir die Kalibrierung eingesetzt. Es ist eine kostengiinstige Moglichkeit, gut
geeignet flir Spezialfragestellungen. Fiir eine Multimethode kommt sie aber aufgrund des
komplexen Aufbaus und der extremen Anfilligkeit gegeniiber Retentionszeitschwankungen

nicht in Frage.
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4 Materialien und Methoden

4.1 Verwendete Gerate

Eine Ubersicht iiber die verwendeten Gerite gibt die folgende Aufstellung:

Probenvorbereitung
Miihle Messermiihle Grindomix GM200, Retsch, Haan, Deutschland
Waagen Prazisionswaage Standard TS400S, Ohaus Corporation, New Jersey, USA
Sartorius analytic A210P-OD1, Sartorius, Géttingen, Deutschland
Extraktion  Ultra Turrax Polytron PT-MR 2100 Fa. Kinematica AG, Luzern, Schweiz
Zentrifugen Cryofuge 85001, Kendro Laboratory Products, Hanau, Deutschland
Hettich Universal, Hettich Zentrifugen, Tuttlingen, Deutschland
Filtration Glas-Vakuum-Filtrationsgerét 47/50mm 250ml, Sartorius, Gottingen,
Deutschland
Filter Faltenfilter 597 Y, Schleicher&Schuell, Dussel, Deutschland
Rundfilter GF6 Glasfaser, Schleicher&Schuell, Dussel, Deutschland
Spritzenaufsitze Spartan 13/0.2 RC 0.2um, Schleicher&Schuell, Dussel,
Deutschland
SPE Vakuum-Box Supelco Visiprep, Bellefonte, USA
Rotationsverdampfer RE 111A mit:
Vacuum/Distillation Controller 168, Biichi, Flawil, Schweiz
IKA TS2 Temperierbad, IKA Labortechnik, Staufen, Deutschland
Trockentemperier- System TCS, Labor Technik Barkey, Leopoldshéhe, Deutschland

Ultraschallbad Bandelin electronic, Berlin

LC/MS/MS
API 2000 Triple- Quadrupol, Applied Biosystems, Darmstadt, Deutschland
HPLC 1100: G1322A degasser
G1311A quaternary pump
G1329A autosampler
G1330A autosampler thermostat
G1316A column oven, Agilent Technologies, Waldbronn, Deutschland
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Sdulen: BDS Hypersil C18 50 x 2.1mm 5pu
Aquasil C18 50 x 2.1mm 5p
HyPurity C18 50 x 2.1mm 5, mit Vorsdulen, Thermo Finnigan, Dreieich,
Deutschland
Synergi MAX-RP C12 75 x 2.0mm 4p
Synergi MAX-RP C12 150 x 3.0mm 4p
Synergi MAX-RP 150 x 4.6mm 4p mit Vorsdulen MAX-RP 4 x 2.0mm
Luna C18(2) 250 x 4.60 mm 5u, Phenomenex, Aschaffenburg, Deutschland
Saulentemperatur: 20°C

Software: Analyst 1.2, 1.3.2, 1.4, Applied Biosystems, Darmstadt, Deutschland

HPLC-DAD
sample processor ISS200
200 lc pump
Degasys DG-1310
DAD 235c¢
900 series interface, PE Nelson, Cupertino, California, USA
column oven Mistral, Spark, Holland
Sdule: Luna C18 (2) 250 x 4.60 mm, Phenomenex, Aschaffenburg, Deutschland
Séulentemperatur: 25°C
Software: Turbochrom 4, PE Nelson, Cupertino, California, USA

GPC-Anlage
dilutor 401C
sampling injector 231 XL
305 pump
fraction controller 201-202
fraction collector 201, Abimed Gilson, Villiers Le Bel, Frankreich
Saule: 33 x 3 cm, mit Bio Beads SX3 200-400 mesh, Bio-Rad Laboratories, Hercules, USA

Laufmittel: Ethylacetat/Cyclohexan 1:1 mit einem Fluss von 5 ml/min

Weitere Geréate
Ofen Heraeus, Hanau, Deutschland

Reinstwasseranlage Millipore Molsheim, Deutschland
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4.2 Verwendete Materialien

Reinheiten und Hersteller aller verwendeten Chemikalien befinden sich im Anhang (Seite

157).

Standards

Die ausgewdhlten Analyten, einschlielich ihrer RHmV- Grenzwerte [3] sind in Tabelle 4.1
aufgefiihrt. Thre physikalisch-chemischen Eigenschaften sind in der Tabelle 9.1 (Seite 158)
zusammengefasst.

Die Stammldsungen der Einzelstandards mit einer Konzentration von 1mg/ml wurden in
Acetonitril vorbereitet, mit Ausnahme von Carbendazim in Tetrahydrofuran und die Triazole
in Cyclohexan. Aus den Stammldsungen wurden Mischstandards mit 1 ng/pul in Acetonitril
hergestellt, aus denen die gewlinschten Endverdiinnungen hergestellt werden konnten. Die
Messstandards mit einer Konzentration von 100 pg/ul wurden in Methanol / 10 mM NH4Ac
1:1 eingesetzt, und sofort verwendet.

Fiir die isotopenmarkierten Standards wurden einzelne Stammldsungen mit einer Konzentra-
tion von 10 ng/pul in Acetonitril vorbereitet. Das Arbeitsstandard mit 1 ng/ul wurde in Metha-
nol eingesetzt.

Die Stammldsungen und die Zwischenverdiinnungen der Einzel- und Mischstandards wurden

bei —4°C im Kiihlschrank aufbewahrt.

Proben
Erntegiitern aus verschiedenen Gruppen [3] wurden ausgewdhlt (Tabelle 4.3) und im

Einzelhandel besorgt.

Tabelle 4.2: Ausschnitt aus den in der RHmV [3] beschriebenen Erntegiitern, mit denen die Methode
entwickelt und validiert werden soll, einschlieBlich ihre pH-Werte [134]

Gruppen von Erntegiitern Ausgewihlte Erntegiiter pH
Gemiise und Obst mit hohem Erdbeere 5.2-6.8
Wassergehalt Griinkohl 4.3-4.9
Pfirsich 3.3-4.0
Tomate 3.0-3.9
Obst mit hohem Séuregehalt Apfel 3.3-4.0
Zitrone 2.0-2.4
Trockene Getreide Reis
Weizen 6.0-6.7
Fettreiche Erntegiiter Avocado 6.3-6.6

Raps
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Tabelle 4.1 Ausgewéhlte Analyten und ihre RHmV- Grenzwerte [3] in pflanzlichen Lebensmitteln
Grenzwerte
Wirkstoff Wirkstoffbezeichnung mg/kg
N-Methylcarbamate und
Metabolite
I Aldicarb 2-Methyl-2-(methylthio)-propionaldehyd-O- 0.05-0.5 (a)
(methylcarbamoyl)oxim
Aldicarb-sulfoxid 2-Methyl-2-(methylsulfinyl)-propionaldehyd-O-
(methylcarbamoyl)oxim
Aldoxycarb 2-Methyl-2-(methylsulfonyl)-propionaldehyd-O-
(methylcarbamoyl)oxim
I Butocarboxim 3-Methylthio-2-butanon-O-methylcarbamoyl-oxim 0.1-4 (a)
Butocarboxim-sulfoxid  3-Methylsulfinyl-2-butanon-O-methylcarbamoyl-oxim
I Butoxycarboxim 3-Methylsulfonyl-2-butanon-O-methylcarbamoyl-oxim
I Carbaryl 1-Naphtylmethylcarbamat 0.1-10
I Carbofuran 2,3-Dihydro-2,2-dimethyl-7-benzofuranyl-methylcarbamat 0.1-10 (al)
3-Hidroxy-carbofuran 2,3-Dihydro-2,2-dimethyl-3-hidroxy-7-benzofuranyl-
methylcarbamat
I Ethiofencarb 2-(Ethylthiomethylphenyl)-N-methylcarbamat 0.05-10 (a)
Ethiofencarb-sulfoxid 2-(Ethylsulfinylmethylphenyl)-N-methylcarbamat
Ethiofencarb-sulfon 2-(Ethylsulfonylmethylphenyl)-N-methylcarbamat
I Fenobucarb (2-sek-Butylphenyl)-methylcarbamat
I Methiocarb 3,5-Dimethyl-4-methylthiophenyl-N-methylcarbamat 0.01-1 (a)
I Methomyl S-Methyl-N-[(methylcarbamoyl)-oxy]-thioacetimidat 0.05-10 (a2)
I Thiodicarb Dimethyl-N,N’-[thiobis-(methylimino) carbonyloxy]-bis-
(ethanimidothioat)
I Oxamyl Methyl-N,N-dimethyl-N’-[(methylcarbamoyl)oxy]-1-thio- 0.05
oxamidat
I Promecarb 3-Methyl-5-isopropylphenyl-N-methylcarbamat 0.05-0.2
I Propoxur 2-Isopropoxyphenyl-N-methyl-carbamat 0.05-3
I Thiofanox 3,3-Dimethyl-1-methylthio-2-butanon-O-methylcarbamoyl- 0.01-0.05 (a)
oxim
Carbamate
I Fenoxycarb Ethyl-2-(4-phenoxy-phenoxy)-ethylcarbamat 0.05-0.5
I Furathiocarb O-Butyl-O’-(2,3-dihydro-2,2-dimethylbenzofuran-7-y1)-N,N’-  0.05-5
dimethyl-N,N’-thiodicarbamat
I Pirimicarb 2-dimethylamino-5,6-dimethylpyrimidin-4-yl-dimethylcarbamat  0.05-1 (a3)
F  Propamocarb Propyl-3-(dimethylamino)-propylcarbamat 0.1-15
H  Prosulfocarb S-Phenylmethyl-N,N-di-n-propyl-thiocarbamat 0.05
Benzimidazole
F  Carbendazim Methyl-benzimidazol-2-yl-carbamat 0.1-5 (a4)
F  Thiophanat-methyl Dimethyl-4,4’-0-phenylen-bis-(3-thioallophanat)
F  Thiabendazol 2-(4’-Thiazolyl)-benzimidazol 0.01-6
Harnstoffderivate
Sulfonylharnstoffe
H  Metsulfuron-methyl Methyl-2-[3-(4-methoxy-6-methyl-1,3,5-triazin-2- 0.05
yl)ureidosulfonyl]-benzoat
H  Thifensulfuron-methyl Methyl-3-[3-(4-methoxy-6-methyl-1,3,5-triazin-2-yl)- 0.05
ureidosulfonyl]-2-thiophencarboxylat
Benzoylharnstoffe
I Diflubenzuron 1-(4-Chlorphenyl)-3-(2,6-difluorbenzoyl)-harnstoff 0.05-2
I Hexaflumuron 1-83,5-Dichlor-4-(1,1,2,2-tetrafluoretoxy)phenyl]-3-(2,6-

difluorbenzoyl)harnstoff
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Tabelle 4.1 (Fortsetzung)
Grenzwerte
Wirkstoff Wirkstoffbezeichnung mg/kg
I Teflubenzuron 1-(3,5-Dichlor-2,4-difluorphenyl)-3-(difluorbenzoyl)-harnstoff ~ 0.05-1
I Triflumuron N-(2-Chlorbenzoyl-N’-(4-trifluormethoxyphenyl)-harnstoff 0.05-1
Phenylharnstoffe
H  Buturon 3-(4-Chlorphenyl)-1-methyl-1-(1-methyl-prop-2-inyl)-harnstoff  0.05-1 (c1)
H  Monolinuron 3-(4-Chorphenyl)-1-methoxy-1-methylharnstoff 0.05-1 (c1)
H  Monuron 3-(4-Chlorphenyl)-1,1-dimethylharnstoff 0.05-1 (c1)
H  Chloroxuron 3-[4-(Chlorphenoxy)-phenyl]-1,1-dimethylharnstoff 0.05-0.5 (c2)
H  Chlortoluron 3-(3-Chlor-p-tolyl)-1,1-dimethylharnstoff 0.05-0.1 (c3)
H  Difenoxuron
H  Dimefuron N,N-Dimethyl-N’-[3-chlor-4-(2-tert-butyl-1,3,4-oxadiazolin-5-  0.05-0.1
on)-4-yl]-phenylharnstoff
H  Diuron 3-(3,4-Dichlorphenyl)-1,1-dimethylharnstoff 0.05-0.5 (c4)
D1M-Diuron 3-(3,4-Dichlorphenyl)-1-methylharnstoff 0.05-0.5 (c4)
D2M-Diuron 3-(3,4-Dichlorphenyl)-harnstoff 0.05-0.5 (c4)
H  Linuron 3-(3,4-Dichlorphenyl)-1-methoxy-1-methylharnstoff 0.05-0.5 (c4)
H  Neburon 3-(3,4-Dichlorphenyl)-1-methyl-1-n-butylharnstoff 0.05-0.5 (c4)
H  Fenuron 1,1-Dimethyl-3-phenylharnstoff
H  Fluometuron 1,1-Dimethyl-3-(3-trifluor-methylphenyl)harnstoff
H Isoproturon 3-(4-Isopropylphenyl)-1,1-dimethylharnstoff 0.01-0.05(c5)
DI1M-Isoproturon N',-(4-Isopropylphenyl)-N-methyl-harnstoff
D2M-Isoproturon N',-(4-Isopropylphenyl)-harnstoff
H  Metoxuron 3-(3-Chlor-4-methoxyphenyl)-1,1-dimethyl-harnstoff
F  Pencycuron 1-(4-chlorbenzyl)-1-cyclopentyl-3-phenylharnstoff 0.05-0.1
Andere Harnstoffe
Methabenzthiazuron 3-(2-benzthiazol-2-yl)-1,1-dimethylharnstoff 0.1
Séure
Propionséuren
H  Dalapon Natrium-2,2-dichlorpropionat 0.1-50
H  Diclofop 2-[4-(2’,4’-Dichlorphenoxy)-phenoxy]-propionsdure 0.1-0.5 (b1)
H  Dichlorprop 2-(2,4-Dichlorphenoxy)-propionsdure 0.05-0.2 (b)
H  Fenoprop
H  Fenoxaprop (RS)-2-[4-(6-Chlor-1,3-benzoxyzol-2-yloxy)phenoxy]- 0.1 (b)
propionséure
H  Flamprop N-Benzoyl-N-(3-chlor-4-fluorphenyl)-2-aminopropionséure 0.05 (b2)
H  Fluazifop (RS)-2-[4-(5-trifluormethyl-2-pyridyloxy)-phenoxy]- 0.05-5 (b)
propionsédure
H  Haloxyfop 2-[4-(3-chlor-5-trifluormethyl-pyridin-2-yl-oxy)-phenoxy]- 0.02-1 (b)
propionséure
H  Mecoprop 2-(4-Chlor-2-methylphenoxy)-propionsiure 0.1 (b)
H  Quizalofop 2-[4-(6-chlorchinoxalin-2-yl-oxy)-phenoxy]-propionséure 0.05-0.1 (b)
H  Essigsaure
2,4-D (2,4-Dichlorphenoxy)-essigséure 0.1-2 (b)
Fluroxypyr 4-Amino-3,5-dichlor-6-fluorpyridin-2-yl-oxy-essigsdure 0.05-0.1 (b)
MCPA (4-Chlor-2-methylphenoxy)-essigsiure 0.1 (b)
2,4,5-T (2,4,5-Trichlorphenoxy)-essigsdure 0.05 (b)
Benazolin 4-Chlor-2,3-dihydro-2-oxobenzothiazol-3-yl-essigsaure 0.05-0.1 (b)
Oxynile
H  Bromoxynil 3,5-Dibrom-4-hydroxybenzonitril 0.02-0.1 (b)
H  loxynil 3-(3,5-Dichlorphenyl)-N-isopropyl-2,4-dioxo-1- 0.02-10 (b)

imidazolidincarboxamid
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Tabelle 4.1 (Fortsetzung)
Grenzwerte
Wirkstoff Wirkstoffbezeichnung mg/kg
Sonstige Derivate
H  Acifluorfen 5-(2-Chlor-4-trifluormethyl-phenoxy)-2-nitrobenzoesaure
H  Bifenox Methyl-5-(2’,4’-dichlorphenoxy)-2-nitrobenzoat 0.01-0.05
2,4-DB 4-(2,4-Dichlorphenoxy)-buttersidure
I DDA 1-(2,2-bis-(4-Chlorphenyl)-essigsdure
H Dicamba 2-Methoxy-3,6-dichlor-benzoeséure 0.05
H  Dinoseb 6-(1-Methyl-propyl)-2,4-dinitrophenol 0.05-0.1 (b)
H  Dinoterb 2,4-Dinitro-6-tert-butylphenol 0.05 (b)
H MCPB 4-(4-Chlor-o-tolyloxy)-butterséure
HF PCP Pentachlorphenol
Phosphor-Verbindungen
I Acephat 0,S-Dimethyl N-acetylamidothiophosphat 0.02-3
I Dimethoat 0,0-Dimethyl-S-(n-methyl-carbamoylmethyl)-dithiophosphat ~ 0.05-1
I Ethoprophos O-Ethyl-S,S-dipropyl-dithiophosphat 0.01-0.02
I Methamidophos 0,S-Dimethyl-amidothiophosphat 0.01-2
I Omethoat 0,0-dimethyl-S-(N-methylcarbamoylmethyl)-thiophosphat 0.05-10
Triazole
F  Difenoconazol 1-{2-[4-(4-Chlorphenoxy)-2-chlorphenyl-(4-methyl)-1,3- 0.05-0.2
dioxolan-2-yl)-methyl]}-1H-1,2,4-triazol
F  Diniconazol (E)-(RS)-1-(2,4-Dichlorphenyl)-4,4-dimethyl-2-(1H-1,2,4-
triazol-1-yl)-pent-en-3-ol
F  Epoxiconazol (2RS,3SR)-1-[3-(2-Chlorphenyl)-2,3-epoxy-2-(4-fluor- 0.05-0.2
phenyl)propyl)]-1H-1,2 4-triazol
F  Etaconazol (¥)-1-[2-(2,4-Dichlorphenyl)-4-ethyl-1,3-dioxolan-2-yl-methyl]-
1H-1,2,4-triazol
F  Flusilazol 1-[Bis(4-fluorphenyl)methyl]-1H-1,2,4-triazol-1-yl-methyl-silan 0.01-0.2
F  Hexaconazol (RS)-2-(2,4-dichlorphenyl)-1-(1H-1,2,4-triazol-1-yl)-hexan-2-ol  0.01-0.1
F  Propiconazol 1-[2-(2,4-Dichlorphenyl)-4-propyl-1,3-dioxalan-2-yl-methyl)]- ~ 0.05-0.5
1H-1,2,4-triazol
F  Tebuconazol (RS)-1-p-Chlorphenyl-4,4-dimethyl-3-1H-1,2,4-triazol-1- 0.05-2
ylmethalpentan-3-ol
Imidazole
F  Imazalil 1-[2-(2,4-dichlorphenyl)-2-(2-propenyloxy)-ethyl]-imidazol 0.02-5
I Imidacloprid 1[(6-Chlor-3-pyridinyl)methyl]-4,5-dihydro-N-nitro-1H- 0.05-2 (d)
imidazol-2-amin
Anilinopyrimidine
F  Cyprodinil 4-Cyclopropyl-6-methyl-2-phenylamino-pyrimidin 0.05-2
F  Pyrimethanil 2-Anilino-4,6-dimethylpyrimidin 0.05-5
Andere Wirkstoffe
F  Azoxystrobin Methyl-(E)-2-[2-[6-(2-cyanophenoxy)-pyrimidin-4- 0.05-2
yloxy]phenyl]-3-methoxy-acrylat
Fenhexamid N-(2,3-Dichlor-4-hydroxyphenyl)-1-methyl- 0.02-5
cyclohexancarbonsédure-amid
F  Fludioxonil 4-(2,2-Difluor-1,3-benzodioxol-4-yl)-1H-pyrrol-3-carbonitril 0.05-2
Ipo-anilin 4-Isopropylanilin
F  Procymidon N-(3,5-Dichlorphenyl)-1,2-dimethylcyclopropan-1,2- 0.02-10
dicarboximid
F  Tolylfluanid N-Dichlorfluormethylthio-N,N’-dimethyl-N-p-tolylsulfamid 0.1-30
I Tebufenozid N-tert-Butyl-N-(4-ethylbenzoyl)-3,5-dimethylbenzohydrazid 0.02-1

Die markierten Wirkstoffe (fettgedruckt) waren im Jahr 2003 zugelassen [133,134].
F= Fungizid, H= Herbizid, I= Insektizid
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a: EinschlieBlich Sulfon- und Sulfoxid-Metabolite, insgesamt berechnet als...

al: Carbofuran und 3-Hidroxycarbofuran, insgesamt berechnet als Carbofuran

a2: Methomyl und Thiodicarb, insgesamt berechnet als Methomyl

a3: Pirimicarb, Desmethyl-pirimicarb und Desmethyl-formamido-pirimicarb, insgesamt berechnet als Pirimicarb
a4: Benomyl, Carbendazim, Thiophanat-methyl, insgesamt berechnet als Carbendazim

b: einschlieBlich Salze und Ester, insgesamt berechnet als...

b1: Diclofop und Diclofop-methyl, insgesamt berechnet als Diclofop-methyl

b2: Flamprop-isopropyl, Flamprop und deren Konjugate, insgesamt berechnet als Flamprop-isopropyl

c1: Buturon, Monolinuron, Monuron insgesamt einschlieflich Abbau- und Reaktionsprodukte, soweit sie noch
die 4-Chloranilin-gruppe enthalten, berechnet als 4-Chloranilin

c2: einschlieBlich Abbau- und Reaktionsprodukte, soweit sie noch die 4-(4-Chlorphenoxy)-anilin-gruppe
enthalten, insgesamt berechnet als 4-(4-Chlorphenoxy)anilin

c3: einschlieBlich Abbau- und Reaktionsprodukte, soweit sie noch die 3-Chlor-4-methylanilin-gruppe enthalten
c4: Diuron, Linuron und Neburon insgesamt, einschlie8lich Abbau- und Reaktionsprodukte, soweit sie noch die
3,4-Dichloranilingruppe enthalten, berechnet als 3,4-Dichloranilin

c5: einschlieBlich Abbau- und Reaktiosprodukte, soweit sie noch die 4-Isopropylanilingruppe enthalten,
insgesamt berechnet als 4-Isopropylamin

d: Imidacloprid einschlieBlich der Abbau- und Reaktionsprodukte, die als 6-Chlornicotinséure bestimmt werden

kdnnen, insgesamt berechnet als Imidacloprid

Festphasen
Kieselgel, Merck, Deutschland
Das Sorbens wurde bei 400°C fiir 12 Stunden aktiviert, dann mit 1.5% H20
deaktiviert und in 1 g - Kartuschen gepackt.
Chem Elut CE 1005 5 ml, ungepuffert, Varian, Harbor City, USA
Mega BondElut-C18 1 g, 6ml, Varian, Darmstadt, Deutschland
Envicarb 250 mg, 3 ml, Supelco, Bellefonte, USA
Chromabond HR-P 200 mg, 3 ml, Macherey-Nagel, Diiren, Deutschland
Oasis HLB 200 mg, 6ml
Oasis MCX 150 mg, 6 ml
Oasis MAX 150 mg, 6 ml, Waters, Massachusetts, USA

Losungen

Puffer pH=7: 2.24 ml KH,PO4 + 2.58 ml Na,HPO, auf 1 L. Wasser

Puffer pH=6: 0.93 ml KH,PO4 + 0.11 ml Na,HPO4 auf 1 L Wasser

Puffer pH=4: 321 pl CH3COOH konz. + 10 ml NaAc 100 mM auf 1 L Wasser
Losung pH=3: 0.1% HCOOH

Losung pH=2: 0.1% H3PO4
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4.3 Statistische und mathematische Methoden
4.3.1 Statistische Methoden

Pearsonscher Korrelationskoeffizient r [135]

> (Xi - ;Xyi - 9)

r— =l

-5 35

i=1 i=1

N

i Laufindex

X unabhdngige Variable
y abhingige Variable

X Mittelwert aller x;

9 Mittelwert aller y;

Anzahl aller x;
BestimmtheitsmaR = 12

Standardabweichung s [135]

S = Z(Xi _;)2
\ n-1
Variationskoeffizient (relative Standardabweichung) Vi [135]

V, = >-100%
X

Xi FEinzelwert

X Mittelwert
n Anzahl der Messungen
S Standardabweichung

Vi Variationskoeffizient (relative Standardabweichung)
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4.3.2 Mathematische Methoden
Auflosung [85]

Rs=1.177 * (trpa — tr1) / (Wh2 + Wh1)
Rs Auflésung
tr1, tro Retentionszeit

Whi1, Who Peakbreite in halber Hohe
Nachweisgrenze (NWG) und Bestimmungsgrenze (BSG) [135]

NWG = 3- Blindwert oder NWG =3-S/N
BSG =10- Blindwert BSG =9-S/N
S/IN  Signal/Rausch- Verhéltnis

Wasservolumen
Die gewihlte Formel dient der Berechnung des Wasservolumens, das bei der Extraktion von

10 g Probe eingesetzt wurde.

W=10ml-10 mI* x
W notwendiges Wasservolumen, ml

X Wasseranteil der Probe, %
Wiederfindungsrate

WFR:E-IOO
P

S
WFR Wiederfindungsrate, %
Pp gemessene Peakhdhe in der Probe

Ps gemessene Peakhohe im Standard
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4.4 Weitere Angaben

HPLC
Die Laufmittel fiir die HPLC wurden je nach Bedarf, jedoch mindestens alle drei Wochen
erneuert. Die hierfiir benotigten Puffer wurden frisch hergestellt. Fiir die Herstellung der

Laufmittel wurden bidestilliertes Wasser und HPLC-reine Losungsmitteln verwendet.

Reinigungsmethode

Wihrend der Arbeiten wurde festgestellt, dass die regelmiBige Reinigung der Sdulen und
Erneuerung der Vorsdulen notwendig sind. Dementsprechend wurde die Sdule nach jedem
Probensatz 5 Minuten mit Wasser, 5 Minuten mit 35% Wasser in Acetonitril, 50 Minuten mit
Acetonitril und 20 Minuten mit Methanol gereinigt. Zur Schutz der analytischen Sdulen vor

Verunreinigungen wurden die Vorsdulen beim Druckanstieg im System gewechselt.

Quantifizierung
Die automatische Integration aller quantifizierten Peaks wurde iiberpriift und gegebenenfalls

manuell korrigiert.
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5 Ergebnisse

5.1 Trennung und Detektion

Um eine mdglichst hohe Empfindlichkeit der Methode zu erreichen, miissen eine Vielzahl von
Parameter zu Beginn der Methodenentwicklung optimiert werden. Die Wahl der Laufmittel
und der Modifier, das HPLC- Programm und die Tuning- Parameter konnen die Empfindlich-
keit der Detektion beeinflussen [85, 126, 130]. Zahlreiche Publikationen wurden bereits iiber
die Analyse von Pflanzenschutzmitteln mit LC/MS/MS mit ESI oder APCI veréffentlicht,
diese sind untereinander jedoch schwer vergleichbar, da bestimmte Grof3en wie Laufmittel-
zusammensetzung und Gerdteparameter differieren [43]. Selbst zwischen baugleichen Gerédten
konnen die auf maximale Empfindlichkeit optimierten Geréteparameter variieren, so dass eine
Methode fiir jedes Gerit separat entwickelt werden muss und nicht einfach aus Literaturdaten

ubernommen werden kann.

Neben Losemitteln haben organische und anorganische Modifier wie Sduren und Puffer mit
unterschiedlichen pH-Werten Einfluss auf die Retentionszeiten und die Signalintensitéten
einer Verbindung. Da eine Kontamination der lonenquelle mit nicht fliichtigen Substanzen zu
einer Verringerung der lonisierungseffizienz fithren kann, miissen bei der LC/MS/MS-
Analytik fliichtige Modifier verwendet werden [120, 126].

Fiir die Auswirkungen von Modifiern und Laufmitteln auf die Signalintensitdt einer
Verbindung existieren jedoch keine allgemein giiltigen Regeln, diese Effekte sind stark von

der Verbindung und der verwendeten Methode abhingig [37].

Um mdglichst niedrige Nachweisgrenzen zu erreichen, sollten fiir die Analyten eine moglichst
grofle Peakhohe durch eine schmale Peakform sowie eine moglichst hohe Signalintensitét
durch die Wahl der intensivsten Ausgangs- und Fragmentionen, der Optimierung der
Ionisierungs- und Detektionsbedingungen und die Wahl der Laufmittel und Modifier erreicht

werden.
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5.1.1 Optimierung der lonisierung

Die optimale Einstellung der Ionisierungsparameter ist fiir einen hohe lonisierungsausbeute
und einen moglichst vollstindigen Transfer der lonen in das erste Quadrupol (Q1)
ausschlaggebend. Die Position der Spriihkegel auf die ,,curtain plate* ist wichtig, um den
maximalen lonentransfer zu gewihrleisten, dabei aber die lonenoptic hinter der curtain plate

nicht tibermiBig zu verschmutzen.

Die Geschwindigkeit bzw. die Driicke der Vernebelungsgase (nebulizer gas) und des
Turbogases sowie dessen Temperatur miissen an den Probenfluss und den organischen Anteil
der mobilen Phase angepasst werden. Die Spannung am Ausgang der Kapillare (IonSpray
voltage) sollte um 4000-5000V betragen. Es wurde aber eine optimale Spannung von 1100 V
ausgewdhlt, bei der die Signale bis zu 4-fach hoher waren, als mit 5000 V.

Die Ionisierungsparameter wurden mittels Fliessinjektion (Pumpenspritze) mit 10 ng/pl
Pirimicarb in Methanol / 10 mM NH4Ac 1:1 nach Herstellerempfehlungen (Applied

Biosystems) optimiert und sind in der Tabelle 5.1.1 zusammengefasst.

Tabelle 5.1.1: Optimierte lonisierungs- und Fragmentierungsparameter

Parameter ESI+ ESI- APCI+ APCI-
Curtain gas (N) CUR [psi] 20 20 20 20
Heater gas temperature TEM  [°C] 350 350 500 500
Collision gas (N,) CAD [psi] 3 3 3 3
Ion spray voltage IS [V] 1100 -1100

Nebulizer gas GS1  [psi] 50 50

Heater gas GS2  [psi] 60 60

Auxiliary gas GS1  [psi] 75 75
Nebulizer gas GS2  [psi] 60 50

Needle current NC [LA] 3 3
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5.1.2 Bestimmung der intensivsten Ausgangs- und Tochterionen und Optimierung der

substanzabhangigen Detektionsparameter

Die Ionisierung- und Detektionsbedingungen wurden manuell fiir jeden einzelnen Analyten
optimiert, um moglichst hohe Signalintensitéten zu erreichen.
Verschiedene verbindungsspezifische Groen konnen beim ,, Tuning* fiir die Optimierung der
Signalintensitit in der angegebenen Reihenfolge fiir jede Verbindung variiert werden (siehe
auch Abbildung 3.3):
e Optimierung Ausgangsion

Ionisierungsmodus: positiv bzw. negativ

Declustering Potential DP

Focussing Potential FP

Entrance Potential EP
Diese Potentialdifferenzen werden bendtigt, um Wasser- und Losungsmittelcluster zu
zerstoren, die Ionen zu fokussieren und in die Vakuumkammer zu leiten. Um eine effektive
Fragmentierung des Mutterions zu erreichen miissen folgende Parameter optimiert werden:
e Optimierung Tochterion

Cell Entrance Potential CEP

Collision Energy CE

Cell Exit Potential CXP

Fiir jeden Wirkstoff wurden zuerst durch Injektionen der Einzelsubstanz mittels FlieBinjektion
die Massen der intensivsten Ausgangs- und Tochterionen ermittelt. Die Analyten wurden mit
einer Konzentration von 10 ng in Methanol / 10 mM Ammoniumacetat 1:1 eingespritzt.

Um den fiir die Optimierung notwendigen konstanten Fluss zu erreichen, wurden die
Losungen mittels einer Spritzenpumpe mit einer Flussrate von 20 pl/min direkt in die

Ionenquelle des MS/MS gepumpt.

Die Optimierung wurde fiir die Mutterionen als Q1- Scan fiir die um 1 erhohte (positive
Ionisierung) bzw. verringerte (negative lonisierung) Masse der haufigsten Isotopenzusammen-
setzung der jeweiligen Verbindung mit einem Scanintervall von + 4 amu durchgefiihrt. Der
Betrag der Ladung z war stets 1, da die Analyten nur einfach ionisiert wurden. Fiir die

Bestimmung der intesivsten Fragmentionen wurde ein Product Ion Scan von 50 amu bis
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50 amu tiber die Masse des Mutterions durchgefiihrt, um die Bildung von Cluster zu
iiberpriifen. Die Fragmentionen mit den hdchsten Intensitéten wurden fiir die Detektion und

Quantifizierung ausgewéhlt.

Fiir die ermittelten Massenpaare wurden die DP-, FP- und EP-Werte im Product lon Scan-
Modus, die CEP-, CE- und CXP-Werte im MRM- Modus optimiert. Eine Anderung des
Foccusing Potential im Bereich von 300 bis 400 V bewirkte bei allen Substanzen nur geringe

Intensitdtsdnderungen. Deswegen wurde ein Wert von 350 V fiir jeden Analyten verwendet.

Nach der Entwicklung der HPLC- Methode wurden die optimierten Potentiale, auler dem FP-
Wert, unter HPLC- Fluss und HPLC- Losungsmittelzusammensetzung iiberpriift. Fiir jeden
Parameter wurden innerhalb des eigenen Wertebereiches gleichmifig verteilte Werte
ausgewdhlt, mit denen neue LC/MS/MS- Methoden gebildet wurden. Das Declustering-
Potential kann z.B. Werte zwischen 0 und 180 V haben, und wurde in 5er- Schritten variiert.
Mit dieser Methode wurden keine starken Unterschiede festgestellt im Vergleich zu den
mittels FlieBinjektion optimierten Werten, au8er flir das Declustering-Potential. Hier bewirkt
die Umstellung von Fliessinjektion (20 pl/min) auf HPLC-Bedingungen (300 pl/min) eine
Anderung des optimalen DP-Wertes.

Die Carbamate und ihre Metabolite, die Organophosphate, die Triazole und die meisten
Phenylharnstoffe zeigten im positiven lonisierungsmodus die hochsten Intensitdten bzw.
konnten nur im positiven lonisierungsmodus detektiert werden. Die Sulfonylharnstoffe
wurden in beiden lonisierungsmodi detektiert, die hochsten Signale wurden aber im positiven
Modus erreicht. Die Benzoylharnstoftfe, die zweifach chlorierten Phenylharnstoffe und die

Sduren konnten bei negativer Ionisierung empfindlicher detektiert werden.

Fiir die meisten Analyten wurden die einfach protonierten oder deprotonierten Molekiile
[M+H]" bzw. [M-H] als Ausgangsion ermittelt. Aldoxycarb, Butocarboxim, Butoxycarboxim,
Butocarboxim-sulfoxid, Carbofuran-3-hydroxy, Ethiofencarb sulfon, Methiocarb und Oxamyl
bildeten auch intensive Ammoniumaddukte [M+NH,]" und wurden in dieser Form analysiert.
Wegen der sanften lonisierungsart konnte fiir Pentachlorphenol keine Fragmentierung erzielt
werden. Fiir diesen Analyt wurden die nicht fragmentierten Ionen gemessen (Single lon

Recording).
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Fiir einige Substanzen, die nur ein einziges intensives Fragment zeigten, wurde zur
Absicherung der Ergebnisse zusitzlich die Spur der nicht fragmentierten lonen mitgemessen.
In der Abbildung 5.1.1 sind beispielweise die fiir Metoxuron in einer Rapsprobe

aufgenommenen Chromatogramme verglichen.

XIC of +MRM (161 pairs): 229,0/72,0 amu 11,06 Max. 1,2e5 cps

1 XIC of +MRM (161 pairs): 229,0/229,0 amu 11,06 Max. 1,9e5 cps.

1 2 2 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 18 20 21 22 23 24 28
Time, min

Abbildung 5.1.1: MRM- und SIR- Spuren von Metoxuron in Rapsextrakt

Der Masseniibergang 229/72 liefert auch in Matrixproben sehr ,,saubere Chromatogramme,
wihrend in der Spur des nicht fragmentierten lonen (229/229) mehrere Signale auftreten.
Dies bestitigt, dass durch Fragmentierung eine viel bessere Empfindlichkeit erreicht werden
kann, und dass die Selektivitdt des MRM- Scanmodus fiir die Spurenanalyse matrixhaltiger

Proben sehr gut geeignet ist.

Aniline und einige Phenylharnstoffe, wie Desmethyl-Diuron (D1M-Diuron), Didesmethyl-
Diuron (D2M-Diuron), Diuron, Monolinuron und Linuron haben relativ geringe Intensitéten
bei Ionisierung im positiven Modus. Die Ursache sind die Zusammensetzung des HPLC-
Eluenten und der pH- Wert [136]. Die Experimente von Di Corcia et al. [136] zeigten, dass
Methanol/NH4Ac mit einem pH-Wert von 6,6 die Ionisierung dieser Substanzen nicht
ausreichend unterstiitzt, da die Protonenkonzentration in der Losung relativ gering ist. Mit

Acetonitril und Ameisensdure (pH=4) konnten bessere Intensitéiten erreicht werden [136].
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Fiir die sauren Wirkstoffe konnten nur relativ niedrige Intensitdten erreicht werden. Bei der
Ionisierung spaltet die ladungstragende Sauregruppe (COOH) leicht ab und bewirkt somit
geringe Signalintensitéten fiir die restlichen Fragmente. Wegen der Stabilisierung der positi-
ven Ladung auf den symmetrischen Molekiilrest trat bei DDA keine weitere Fragmentierung
auf. Diese Substanz wurde im SIR- Modus gemessen.

Fiir die chlorierten Substanzen wurden 2 Mutter- und/oder Tochterionen detektiert, entspre-

chend der **Cl- und *’Cl- Isotopen.

Bei den Carbamaten und Carbamatmetaboliten spaltete sich hdufig die Carbamatgruppe,
wobei eine Isocyanatgruppe abging und der positiv geladene Rest detektiert wurde. In einigen
Féllen bildete die ganze Carbamatgruppe das intensivste Fragmention, z.B. bei Butocarboxim

und Butocarboxim-sulfoxid.

Fiir die Phenylharnstoffe war im positiven Ionisierungsmodus der Harnstoffrest [R,N-CO] als
geladenes Fragmention charakteristisch. Bei Linuron und Monolinuron traten Natriumaddukte

als Fragmentionen auf.

Fiir die Triazole wurde hiufig die protonierte Triazolgruppe als Fragmentionen registriert.

Je nach Signalintensitdt wurden zwei bis vier Masseniiberginge pro Analyt ausgewéhlt, um
eine sichere Substanzenbestimmung zu gewihrleisten. Die Molekiilstrukturen und die

Fragmentierung der untersuchten Analyte sind in der Anlage (Seite 161) aufgefiihrt.

Die ermittelten lonenmassen, die Retentionszeiten, die optimierten Parameter und die
erzielten Signalintensititen (Peakhdhe) in cps (counts per second) sind fiir die zwei
Ionisierungsarten in der Tabellen 5.1.2 bzw. 5.1.3 aufgefiihrt.

Die Literaturangaben in diesen Tabellen beziehen sich auf Stellen in der Literatur, an denen

die in dieser Arbeit verwendeten Masseniibergiinge bereits angegeben wurden.

Die optimierten Gerdteparameter der intensivsten Ausgangs- und Tochterionen wurden mit

den HPLC- Parametern in zwei Analysenmethoden zusammengefasst.
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5.1.3 Auswahl der lonisierungsquelle (Vergleich ESI-APCI)

Weil fiir APCI hohere Fliisse notwendig sind als fiir ESI, wurden hier separate Methoden
entwickelt, mit einer ldngeren und breiteren Sdule, die Phenomenex Synergi MAX-RP

150 x 4.6 mm, 4u Korngrofe.

Der Vergleich der lonisierung mit ESI und APCI zeigte, dass nur wenige Substanzen ein
hoheres Signal mit APCI erreichen, und zwar Carbaryl, Carbendazim, Fenoxycarb,
Furathiocarb, Methiocarb, Promecarb, Prosulfocarb und Thiofanox. Fiir die meisten
Substanzen und insbesondere fiir die polarsten eignet sich die sanftere ESI besser.

Daher wurden die Analysen einheitlich mit EST durchgefiihrt, allerdings mit verschiedenen

Polaritaten.
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Tabelle 5.1.2 Masseniiberginge und Detektionsparameter der untersuchten Analyten, positiven

Ionisierungsmodus
Ubergang Analyt tr DP EP CEP CE CXP Intensitit Referenzen
min cps

142.0/94.0  Metamidophos 432 22 8 9 20 5 41217 43,137,138

142.0/125.0 Metamidophos 43 22 8 6 20 9 14867 43,137,138

184.0/143.0  Acephat 5,02 14 8 9 12 12 67533 43,137,138

143.0/95.0  Acephat 5,01 30 2 9 23 8 21633

207.0/75.0 Butocarboxim-sulfoxid 5,93 15 7 6 14 6 24533 12,43,112

224.0/132.0  Butocarboxim-sulfoxid 5,93 10 2 9 15 11 46600

214.0/125.0 Omethoat 6,09 24 7 2 30 10 47517 43,138

214.0/183.0 Omethoat 6,08 23 6 9 17 16 42733

224.0/132.0  Aldicarb-sulfoxid 6,65 5 2 9 10 11 121333

207.0/89.0  Aldicarb-sulfoxid 6,65 12 7 3 14 6 32783 12,43,138,139

240.0 /106.0  Butoxycarboxim 7,3 10 2 9 15 3 53750 42,138

223.0/106.0  Butoxycarboxim 7,31 25 10 7 10 3 45533 113

240.0/86.0  Aldicarb-sulfon 7,53 10 4 3 25 7 53633 12,126

223.0/86.0  Aldicarb-sulfon 7,53 10 1 8 17 3 28217

237.0/72.0  Oxamyl 7,54 11 4 9 28 6 257833 12,43,113,126,138,139

237.0/90.0 Oxamyl 7,54 10 4 7 13 7 76050 43,126,138,139

163.0/88.0 Methomyl 8,33 20 6 9 15 7 173833 40,43,126,138,139

163.0/106.0 Methomyl 8,33 10 8 6 18 3 102550 40,43,113,126,138,139

189.0/102.0  Propamocarb 8,59 25 5 6 20 3 237800 43

189.0/144.0  Propamocarb 8,59 20 6 3 15 13 43683 43

382.0/167.0 Metsulfuron-methyl 8,72 20 6 8 19 6 79550 43,140,141

388.0/167.0  Thifensulfuron-methyl 8,75 15 5 2 18 6 41500 43,140,141

275.0/107.0  Ethiofencarb-sulfon 9,21 5 4 6 23 9 185833 43,138

258.0/107.0  Ethiofencarb-sulfon 9,22 17 0 0 17 3 127500 113

242.0/107.0 Ethiofencarb-sulfoxid 9,3 20 6 3 33 3 318000 43,113,138

242.0/185.0  Ethiofencarb-sulfoxid 9,3 10 9 3 10 6 107800 43,138

256.0/175.0  Imidacloprid 9,37 15 0 21 28 15 154000 43,138,142,143

256.0/209.0 Imidacloprid 937 20 8 15 26 18 144500 43,113,138,142,143

255.0/163.0 Carbofuran-3-hydroxy 9,9 10 4 6 20 15 115167 126

238.0/163.0 Carbofuran-3-hydroxy 9,9 10 9 7 17 15 73250 43,139,143

165.0/165.0  Fenuron 10,1 23 8 6 5 14 595667

165.0/72.0 Fenuron 10,1 23 8 8 30 6 344167

230.0/199.0 Dimethoat 10,2 9 8 6 14 16 193667 37,43,141,143,144

230.0/125.0 Dimethoat 10,2 5 7 4 30 3 146000 43,141,143,144

192.0/192.0 Carbendazim 10,9 25 0 9 10 16 1275000

192.0/160.0 Carbendazim 10,9 25 8 9 25 14 1161667 12,36,43,74,76,113
138,142,143,144,145

229.0/229.0 Metoxuron 11 20 6 9 5 21 328500

229.0/72.0  Metoxuron 11 25 6 6 42 6 212333 37

208.0/75.0 Butocarboxim 11,1 5 2 12 22 5 280000 43,138

191.0/75.0 Butocarboxim 11,1 10 8 9 15 6 120667

208.0/116.0 Aldicarb 11,3 10 3 6 11 10 351833 43,113,126,138,141

208.0/89.0  Aldicarb 11,3 10 3 9 23 6 213833 43,126,138,141

343.0/151.0 Thiophanat-methyl 11,5 20 6 12 30 6 513167 12,36,43,77,113,138,142

343.0/93.0  Thiophanat-methyl 11,5 15 8 18 70 8 113333
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Tabelle 5.1.2 (Fortsetzung)
Ubergang Analyt tr DP EP CEP CE CXP Intensitit Referenzen
min A% \% \% \% \% cps
202.0/175.0 Thiabendazol 1,7 35 12 15 37 15 745667 12,36,43,75,77
113,138,142,144
202.0/131.0  Thiabendazol 1,7 40 10 12 47 9 628500 43,77,138,142,144
228.0/171.0 ICarbofuran 11,9 14 8 9 17 15 33550
222.0/165.0 Carbofuran 1,9 20 12 9 17 15 431667 12,16,37,43,75,113,126,
138,139,141,143,146,147
222.0/123.0  Carbofuran 1,9 20 8 15 30 9 403000 16,37,43,126,138,
139,143,146,147
210.0/111.0  Propoxur 11,9 10 6 9 21 10 277500 16,43,113,138,139,144
210.0/168.0  Propoxur 11,9 13 5 9 10 14 165000 16,43,138,139,144
205.0/78.0  Imonuron 1,9 40 6 6 35 6 18800
199.0/72.0  Monuron 12 26 6 8 35 6 129333
201.0/72.0  Monuron 11,9 15 6 9 35 6 36217
355.0/88.0  Thiodicarb 12,3 12 5 12 27 7 137667 12,43,113,138
355.0/108.0  Thiodicarb 12,2 14 7 13 23 9 54967 42
219.0/127.0 DIM-Diuron 12,3 5 2 6 40 3 41533
208.0/151.0  ICarbaryl 12,3 20 8 10 17 13 23050
202.0/145.0 Carbaryl 12,3 10 8 9 17 13 155667 12,16,43,75,113,
126,138,139,141
202.0/127.0 Carbaryl 12,3 20 8 13 42 10 58050 16,40,43,126,
138,139,141
226.0/107.0  Ethiofencarb 12,7 20 4 11 23 10 293333 12,16,43,113,138,143
226.0/164.0  Ethiofencarb 12,7 15 6 12 10 7 73500 16,43,138,143
233.0/233.0 Fluometuron 12,8 25 8 9 5 15 184167
233.0/72.0 Fluometuron 12,8 25 8 9 38 6 163000
215.0/148.0  Monolinuron 12,8 25 6 12 22 13 8428
215.0/88.0  Monolinuron 12,8 20 10 9 18 4 1637
179.0/137.0 D2M-Ipo 12,8 23 4 8 18 12 84017
179.0/94.0  D2M-Ipo 12,7 25 6 9 30 3 54217
239.0/72.0  Pirimicarb 12,9 24 6 10 30 6 1295000 16,40,43,143,144
239.0/182.0  Pirimicarb 129 30 10 9 22 17 245833 18,40,43,143,144
219.0/57.0 Thiofanox 12,9 10 6 9 15 3 142500 43
219.0/61.0 Thiofanox 12,9 10 6 10 15 3 36783 43
219.0/78.0  IChlortoluron 13,1 34 8 9 37 5 35850
213.0/72.0  Chlortoluron 13,1 28 6 6 37 5 245667
215.0/72.0  Chlortoluron 13,1 25 8 9 37 5 76467
287.0/72.0 Difenoxuron 13,2 20 6 12 45 6 222167
287.0/123.0  Difenoxuron 132 20 12 12 26 6 122500
193.0/193.0 DI1M-Ipo 13,3 25 6 6 5 12 258833
193.0/94.0 DI1M-Ipo 13,3 20 6 6 32 8 183500
136.0/136.0  Ipo-anilin 13,5 40 4 6 5 8 12333
136.0/94.0  Ipo-anilin 13,3 50 12 3 30 6 7323
237.0/84.0 Buturon 13,4 20 7 10 22 6 44517
237.0/126.0 Buturon 13,4 25 6 12 41 9 19017
222.0/222.0 Methabenzthiazuron 13,4 16 8 9 5 19 190500
222.0/165.0 Methabenzthiazuron 13,4 15 8 15 25 14 116167
213.0/78.0 [Isoproturon 13,4 30 9 9 35 6 93450
207.0/72.0 Isoproturon 13,4 25 8 6 35 5 432500 43,141,145,146
207.0/165.0  Isoproturon 13,4 30 8 7 21 15 74783 43,141,145,146
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Tabelle 5.1.2 (Fortsetzung)

Ubergang Analyt tR  DP EP CEP CE CXP Intensitit Referenzen

min A% cps

339.0/72.0  Dimefuron 13,5 30 10 12 48 6 161167
341.0/72.0  Dimefuron 13,5 25 12 12 48 6 45683
404.0/372.0 Azoxystrobin 13,6 10 6 12 20 32 2491667 12,43
404.0/344.0  Azoxystrobin 13,6 10 6 15 34 30 744333 43
239.0/78.0  IDiuron 13,7 30 8 8 38 6 11750
233.0/72.0  Diuron 13,7 25 8 8 38 6 76100 37,43,141,143,146
235.0/72.0  Diuron 13,7 20 10 9 38 6 37333
208.0/95.0 Fenobucarb 14,3 25 8 15 21 8 208667
208.0/152.0 Fenobucarb 14,3 15 10 6 13 13 107467
249.0/160.0 Linuron 146 25 10 8 19 15 1975 37,43,75,113,138,141,147
249.0/182.0 Linuron 14,6 35 8 15 20 17 1818 43,75,138,141,147
226.0/169.0 Methiocarb 14,6 16 10 8 15 15 167167 75,113
243.0/169.0 Methiocarb 14,6 5 4 9 17 8 129667 43,138
208.0/109.0 Promecarb 14,8 25 8 9 22 10 214333 43,138,147
208.0/151.0 Promecarb 14,8 25 6 6 14 13 143000 43,113,138,147
200.0/200.0  Pyrimethanil 149 35 10 12 16 17 3246667
200.0/107.0  Pyrimethanil 149 40 10 12 34 9 491500 12,43
200.0/82.0  Pyrimethanil 14,9 35 8 6 37 6 365000 43
302.0/97.0  Fenhexamid 15,1 35 12 9 36 8 96367 12,43
302.0/55.0  Fenhexamid 15,1 30 12 12 66 5 97517 43
291.0/72.0  Chloroxuron 15,2 30 6 11 48 6 188167
293.0/72.0  Chloroxuron 152 20 8 12 48 6 66833
330.0/121.0  Epoxiconazol 15,4 15 6 12 30 3 155333 75
330.0/70.0  Epoxiconazol 15,4 15 8 9 50 6 21617
328.0/159.0 Etaconazol 15,5 20 8 12 40 15 55683
330.0/161.0 Etaconazol 155 20 10 21 42 13 41433
316.0/247.0 Flusilazol 157 26 10 12 27 21 129000
316.0/165.0 Flusilazol 15,7 25 10 18 38 14 107167
243.0/243.0 Ethoprophos 15,7 15 8 6 5 22 2498333
243.0/173.0  Ethoprophos 15,7 20 8 6 22 15 1006667
243.0/215.0  Ethoprophos 15,7 20 6 12 15 19 543500
302.0/88.0  Fenoxycarb 15,9 25 8 9 25 3 62783 16,43,138
302.0/116.0 Fenoxycarb 159 20 8 9 15 10 43483 16,43,113,138
353.0/297.0 Tebufenozid 16 5 4 9 15 25 1042333 43
353.0/133.0 Tebufenozid 16 15 6 15 30 9 1680000 43
308.0/70.0  Tebuconazol 16,4 23 8 6 48 5 191833 12,43,145
310.0/70.0  Tebuconazol 164 30 10 9 48 5 63016
275.0/88.0  Neburon 16,4 25 10 9 23 8 63700
275.0/114.0 Neburon 16,4 20 10 12 21 9 30333
342.0/159.0 Propiconazol 16,6 30 6 16 42 13 26950 12,40,75,144
342.0/69.0  Propiconazol 16,7 30 8 9 35 5 21150
297.0/297.0 Imazalil 16,6 30 10 9 15 26 3565000 36,148
297.0/159.0 Imazalil 16,6 30 10 12 34 7 491333 12,43,77,113,138
297.0/69.0  Imazalil 16,6 25 12 9 38 5 350333
226.0/226.0 Cyprodinil 16,9 35 10 12 15 20 5248333
226.0/93.0  Cyprodinil 16,9 40 8 12 50 7 843667 43
226.0/77.0  Cyprodinil 16,9 30 12 12 68 5 620000 43
314.0/70.0  Hexaconazol 17 20 10 12 40 5 57167
316.0/70.0  Hexaconazol 17 20 6 9 46 5 37067
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Tabelle 5.1.2 (Fortsetzung)
Ubergang Analyt tr DP EP CEP CE CXP Intensitit  Referenzen
min A% A% A% \% A% cps
406.0/251.0  Difenconazol 17,1 25 12 18 36 22 58383
408.0/253.0 Difenconazol 17,1 25 10 12 37 22 38783
329.0/125.0 Pencycuron 17,1 20 10 15 40 3 422000
331.0/127.0  Pencycuron 17,1 30 8 12 35 10 110000
326.0/70.0  Diniconazol 17,5 35 12 12 55 5 61700
328.0/70.0  Diniconazol 17,5 30 8 12 55 5 39033
252.0/91.0  Prosulfocarb 18 15 6 6 33 8 339000
252.0/86.0 Prosulfocarb 18 15 6 12 20 6 19900
383.0/195.0 Furathiocarb 18,1 25 8 12 25 17 266000 12,43,113,138
383.0/252.0  Furathiocarb 18,1 20 6 12 18 10 163333 43,138

Tabelle 5.1.3 Masseniibergénge und Detektionsparameter der untersuchten Analyten, negativen

Ionisierungsmodus
Ubergang Analyt tr DP EP CEP CE CXP Intensitit Referenzen
min \% v v v v cps

141.0/97.0 Dalapon 3,3 15 8 6 10 10 8330

141.0/105.0 Dalapon 3,31 25 4 6 10 11 2282

219.0/219.0 Dicamba 6,1 2 4 15 5 21 1775

219.0/175.0 Dicamba 6,08 5 4 6 7 18 7892

198.0/170.0 Benazolin 6,86 15 10 6 10 18 1555

242.0/198.0 Benazolin 6,79 15 4 12 7 21 840

242.0/170.0 Benazolin 6,82 10 4 12 15 18 1554

282.0/81.0 IBromoxynil 8,76 25 10 10 50 9 12600

276.0/81.0 Bromoxynil 8,78 24 10 13 45 9 55050 43,146,149,150
278.0/81.0 Bromoxynil 8,78 25 10 8 50 9 55567 43,146,149,150
225.0/167.0 12,4-D 99 35 4 14 55 18 7320

219.0/219.0 2,4-D 10 10 2 6 5 21 9190

219.0/161.0 2,4-D 9,97 10 4 12 15 15 12375 12,43,141,146,149,150
221.0/163.0 2,4-D 9,99 5 10 10 14 15 8113

199.0/199.0 MCPA 10 10 10 6 5 21 28100

199.0/141.0 MCPA 10 10 9 12 18 15 29950 8,43,146,149,150
201.0/143.0 MCPA 10 5 9 12 18 15 9105

370.0/370.0 Ioxynil 10,4 25 9 12 5 39 371000

370.0/127.0 Ioxynil 10,4 30 10 10 45 12 252000 43,146,150
370.0 /243.0 Toxynil 10,4 20 10 10 32 24 8293 43,146,150
213.0/213.0 Mecoprop 10,9 10 5 6 5 21 48300

213.0/141.0 Mecoprop 10,9 10 4 15 16 15 54417 8,43,141,146,149
215.0/143.0 Mecoprop 10,9 10 4 15 16 15 16850

239.0/167.0 IDichlorprop 11 5 4 15 17 15 17300

233.0/233.0 Dichlorprop 11,1 10 5 6 5 24 51450

233.0/161.0 Dichlorprop 11,1 10 5 6 13 18 61350

235.0/163.0 Dichlorprop 11 10 5 6 13 18 33333

320.0/320.0 Flamprop 11 10 10 11 5 36 7493

320.0/121.0 Flamprop 11 22 10 15 20 13 7678

326.0/254.0 Fluazifop 11,1 10 10 12 20 24 19550

254.0/108.0 Fluazifop 11,1 35 10 10 40 11 2815

254.0/226.0 Fluazifop 11,1 33 10 6 24 22 3460

259.0/201.0 12,4,5-T 11,6 5 10 15 20 21 5370
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Tabelle 5.1.3 (Fortsetzung)

Ubergang Analyt tr DP EP CEP CE CXP Intensitit Referenzen
min A% A% \% \% \% cps
253.0/253.0 2,4,5-T 11,6 5 4 6 5 25 7763
253.0/195.0 2,4,5-T 11,6 5 4 15 15 18 14125
255.0/197.0 2,4,5-T 11,6 12 4 15 13 21 12733
326.0/326.0 Bifenox 11,9 2 4 8 5 30 2115
326.0/282.0 Bifenox 11,9 5 10 15 12 27 3720
239.0/194.0 Dinoseb 12 30 9 6 28 18 95950
239.0/134.0 Dinoseb 12 30 10 7 60 14 143167
247.0/247.0 2,4-DB 12,2 5 4 15 5 21 1393
247.0/161.0 2,4-DB 12,2 2 4 8 10 21 10553
249.0/163.0 2,4-DB 12,2 2 4 6 10 15 6118
239.0/207.0 Dinoterb 12,3 40 10 12 33 21 195167
239.0/176.0 Dinoterb 12,3 40 10 15 50 18 77467
227.0/227.0 MCPB 12,2 5 4 6 5 24 3148
227.0/141.0 MCPB 12,2 5 5 3 13 14 8775
229.0/143.0 MCPB 12,2 5 5 12 15 15 4063
269.0/269.0 Fenoprop 12,5 10 10 10 5 25 18750
269.0/197.0 Fenoprop 12,5 10 4 10 15 21 29150
271.0/199.0 Fenoprop 12,5 5 10 10 20 18 9488
360.0 /360.0 Acifluorfen 12,6 5 4 10 5 35 8785
360.0 /316.0 Acifluorfen 12,6 5 4 8 12 35 11375
362.0/318.0 Acifluorfen 12,6 2 4 12 10 35 3885
343.0/343.0 Quizalofop 12,7 16 9 10 5 36 6520
343.0/271.0 Quizalofop 12,8 20 9 15 17 26 7697
345.0/273.0 Quizalofop 12,8 5 10 15 20 26 2580
332.0/152.0 Fenoxaprop 13,1 20 10 15 30 18 4845
332.0/260  Fenoxaprop 13,1 25 10 &8 17 25 3955
231.0/186.0 Fluometuron 12,2 23 10 15 25 21 107000
231.0/231.0 Fluometuron 12,2 20 10 10 5 22 984333
205.0/162.0 D2M-Diuron 12,3 22 10 15 18 16 62825
203.0/160.0 D2M-Diuron 12,3 20 11 6 17 15 104967
360.0 /288.0 Haloxyfop 13,2 10 g8 15 18 27 9735
362.0/290.0 Haloxyfop 13,2 13 10 15 18 27 3728
360.0 /360.0 Haloxyfop 13,2 20 9 10 5 41 11017
235.0/235.0 DDA 13,5 10 10 8 5 24 76525
237.0/237.0 DDA 13,5 20 10 8 5 24 44633
219.0/162.0 D1M-Diuron 13 7 10 15 15 16 186000
219.0/219.0 D1M-Diuron 13 25 10 6 5 21 173500
271.0/271.0 IPCP 14 56 4 10 11 25 54200
265.0/265.0 PCP 14 25 10 12 5 24 215500
267.0/267.0 PCP 14 26 10 15 5 25 157333
325.0/325.0 Diclofop 14,2 20 10 10 5 31 11517
325.0/253.0 Diclofop 14,3 10 10 12 20 24 13050
327.0/255.0 Diclofop 14,3 10 10 15 20 24 7563
337.0/166.0 Dimefuron 13,1 10 9 12 27 15 3060
339.0/212.0 Dimefuron 13,1 10 9 12 20 21 1718
237.0/192.0 IDiuron 13 25 11 12 15 19 5470
231.0/186.0 Diuron 13,2 30 11 15 20 18 44117
233.0/188.0 Diuron 13,2 15 11 15 20 18 27125
247.0/160.0 Linuron 14,2 10 4 6 15 15 3585
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Tabelle 5.1.3 (Fortsetzung)

Ubergang Analyt tr DP EP CEP CE CXP Intensitit Referenzen
min A% A% \% A% \% cps
249.0/162.0 Linuron 14,2 10 4 6 15 15 2925
247.0/126.0 Fludioxonil 14,4 38 11 8 42 13 48350 43
247.0/169.0 Fludioxonil 14,4 37 10 8 44 18 20000 43
247.0/180.0 Fludioxonil 14,4 36 11 25 41 18 52200
289.0/134.0 Chloroxuron 14,9 20 10 10 43 12 12867
289.0/178.0 Chloroxuron 14,9 20 10 12 25 18 8918
289.0/244.0 Chloroxuron 14,9 25 10 12 25 24 14675
309.0/289.0 Diflubenzuron 15,7 5 4 9 12 24 12125 75,148
309.0/156.0 Diflubenzuron 15,7 10 4 10 13 15 26825 43,148
311.0/156.0 Diflubenzuron 15,7 15 4 12 13 18 7378
273.0/160.0 Neburon 16,2 20 11 15 27 16 104000
275.0/162.0 Neburon 16,2 20 10 10 27 16 84650
357.0/154.0 Triflumuron 16,5 5 10 10 17 17 104000 43,75
357.0/85.0 Triflumuron 16,5 10 10 15 60 9 29183
459.0/439.0 Hexaflumuron 17 5 4 15 18 21 28875 43
459.0/175.0 Hexaflumuron 17,1 15 10 13 48 17 21967
441.0/42.3 Hexaflumuron 17 33 10 15 45 6 15817
439.0/42.3 Hexaflumuron 17 25 10 15 47 6 22167
379.0/339.0 Teflubenzuron 18,5 5 4 10 15 32 43333 43,75
379.0/196.0 Teflubenzuron 18,5 10 10 12 28 21 26083
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5.1.4 HPLC- Methode

5.1.4.1 Vorversuche mit HPLC-DAD

Fiir die Analyse der Carbamate, Carbamatmetabolite und sauren Wirkstoffe wurde fiir die
Voruntersuchungen jeweils eine HPLC-Methode mit UV/Dioden-Array-Detektion entwickelt.
Hierzu sind Losungsmittelgradienten und Detektionswellenldngen fiir die Trennung,

Detektion und Quantifizierung einiger ausgewdhlten Analyten optimiert worden.

Fiir die Trennung der Carbamate war der pH-Wert sehr wichtig. Mit reinem Wasser konnten
einige Substanzen wie Carbendazim und Pirimicarb nur schlecht detektiert werden. Dies
gelang besser mit einem Phosphatpuffer (0.5 M KH,PO4, 0.5 M Na,HPOy) bei pH=6.
Ebenfalls war eine pH-Wert- Einstellung des wissrigen Eluenten mit Phosphorsiure auf pH=2

fiir die Analyse von sauren Wirkstoffen notwendig.

Die Analysenmethoden sind in der Tabelle 5.1.4, die Analyten und ihre Retentionszeiten in der

Tabelle 5.1.5 aufgefiihrt.

Tabelle 5.1.4: HPLC-DAD Analysenmethoden

Carbamate und Metabolite Saure Wirkstoffe

Zeit Eluent A % Eluent B% Zeit Eluent A % Eluent B%

0.2 85 15 0.5 60 40

2.2 70 30 8.5 40 60

12.2 50 50 18.5 0 100

17.2 0 100 23.8 0 100

22.2 0 100 27.5 60 40

23.2 85 15 32.5 60 40

32.2 85 15

Séule: Phenomenex Luna C18(2) 250 x 4.60 mm

Detektor: Kanal A: 220nm Detektor: Kanal A: 220nm
Kanal B: 240nm Kanal B: 280nm

Eluent A: Puffer pH=6 (KH,PO, + Na,H PO,) Eluent A: 0,1% H;PO,

Eluent B: Acetonitril Eluent B: Acetonitril

Fluss: 1 ml/min Fluss: 1 ml/min

Injektion: 10 pl
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Tabelle 5.1.5: Retentionszeiten der Analyten

Carbamate tr Carbamatmetabolite tr Saure tr
Oxamyl 5.79 Butocarboxim-sulfoxid 3.56 Picloram 391
Methomyl 6.48 Methomyl-oxim 4.90 Metsulfuron  6.80
Carbendazim 8.59 Aldicarb-sulfon 5.90 Dicamba 7.54
Butoxycarboxim 10.31 Ethiofencarb-sulfoxid  6.90 2,4-D 9.03
Aldicarb 11.07 Methiocarb-sulfoxid 7.44 Flamprop 9.78
Thiodicarb 13.24 Carbofuran 3-OH 8.07 Dichlorprop  10.62
Propoxur 13.60 Ethiofencarb-sulfon 8.07 2,4,5-T 10.92
Pirimicarb 14.18 Methiocarb-sulfon 10.10 2,4-DB 11.44
Carbaryl 15.03 Carbofuran 3-keto 11.15 Fenoprop 12.61
Ethiofencarb 15.57 Bifenox 13.49
Methiocarb 17.86 Haloxyfop 13.75
Promecarb 18.2 DDA 14.18
Fenoxycarb 19.15 Diclofop 15.02
Benfuracarb 21.03 Dinoseb 15.75
Carbosulfan 23.41 PCP 16.56

5.1.4.2 Laufmittel

Bei allen LC/MS-Untersuchungen wurden Pestizidmischungen mit einer Konzentration von
100 pg/ul in Methanol/Wasser 1:1 eingesetzt.

Kombinationen von Methanol bzw. Acetonitril mit 10 mM NH4Ac (pH=6.8) und 0.1%
Ameisensdure (pH=2.4) wurden fiir die Gradientenmethoden getestet und hinsichtlich der
jeweils erreichbaren Empfindlichkeit verglichen.

Die Analysen wurden auf einer C18-Saule durchgefiihrt, die HyPurity Aquastar 5 x 2.1 mm,
mit 5 p PartikelgroBe und 190 A Porenweite. Diese Siule ist speziell fiir die RP-Trennung
polarer Komponenten entwickelt worden, verfiigt {iber eine hohe Konzentration an C18-
Alkylketten und ein hydrophiles (polares) Endcapping. Beides tragt dazu bei, dass hochpolare,
wasserlosliche Substanzen mit deutlicher Verzogerung von der Saule eluieren. Die Saule kann
fiir basische, polare und saure Komponenten eingesetzt werden [151].

Bei der Gradientenelution wurde das organische Losungsmittel in 10 Minuten von 30, 20 oder
10% auf 100 % gebracht und 2 Minuten gehalten, dann wurde es in 1 Minute zuriick auf die
Anfangsbedingungen gefahren. Die letzten 7 Minuten dienten der Equilibrierung der Sdule fiir

den nachsten Lauf.

Fiir beide Ionisierungsmodi, positiv und negativ, war Methanol / 10 mM NH4Ac die beste
Eluentenkombination. Die ESI- Ionisierungsausbeute hingt von der Protonierbarkeit des
Solvens ab, dementsprechend lieferte Methanol im Vergleich zu Acetonitril viel bessere
Signalintensititen. Durch die Variation der Gradientensteigung wurden die Peakhdhen nicht

entscheidend geédndert.
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Die im negativen lonisierungsmodus mit Methanol / Ameisensdure erzielten Signalhdhen sind
in der Abbildung 5.1.1 dargestellt. Als Referenz (100%) wurden hierzu die entsprechenden
Peakhohen mit Methanol / Ammoniumacetat genommen. Mit Ameisensdure wurden
niedrigere Intensitdten erreicht, weil die verfiigbare Konzentration an Wasserstoffionen bei
der Ionisierung eine wichtige Rolle spielt. Bei einem pH-Wert von 2,4 wird die

Deprotonierung der Analyten negativ beeintrachtigt, wie aus der Abbildung 5.1.2 ersichtlich.
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Abbildung 5.1.2: Signalh6hen im negativen lonisierungsmodus

5.1.4.3 Trennsaulen

Fiir die Sdulenauswahl wurden drei weitere Séulen eingesetzt, die sich, wie HyPurity, fiir MS-
Anwendungen eignen. Aquasil (50 x 2.1mm, 5p) und Hypersil (50 x 2.1mm, 5p) sind C18-
Saulen, die auch fiir polare Komponenten entwickelt wurden. Der Porendurchmesser von
Aquasil betrigt nur 100 A, und daraus ergibt sich eine vergroBerte spezifische Oberfliche, die
lingere Retentionszeiten fiir polare Substanzen bewirkt [152].

Hypersil BDS ist ein ,,basendeaktiviertes Kieselgel* mit reduzierter silanophiler Aktivitit, das
fiir die Chromatographie basischer Komponenten besonders gut geeignet ist [153].

Synergy MAX-RP (75 x 2.0mm, 4p) ist ein C12-modifiziertes Kieselgel, endcapped mit
Trimethylsilan und stabil bei pH-Werten zwischen 1,5 und 10. Die Porenweite betriigt 80 A.
Die groBBe Oberfliche bewirkt C18- dhnliche Selektivitit und zeigt bis zu 25% weniger
Silanolgruppen als vergleichbare C18- Phasen. Die Séule eignet sich fiir polare oder
hydrophobe, saure oder basische Substanzen, und insbesondere fiir MS-Analysen mit

verschiedenen Modifiern [154].
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Es wurde mit 30% Methanol angefangen, in 10 Minuten auf 100 % gefahren, weitere
2 Minuten gehalten, dann in 1 Minute zuriick auf die Anfangsbedingungen gefahren. Die

letzten 7 Minuten dienten der Equilibrierung der Saule fiir den folgenden Lauf.

Mit der Synergi Max-RP C12- Saule wurden die besten Ergebnisse erzielt. Durch die
Chromatographie mit dem Methanol/ 10 mM Ammoniumacetat- Gradienten konnte eine gute

Trennung der Analyten in 13 min erreicht werden (Abbildung 5.1.3).

n XIC of +MRM (74 pairs): 207.0/75.0 amu

(Sample008) of MS100.wiff (Turbo Spray) Max. 1.5e4 cps

6.2e5
6.0e5
5.5e5 4
5.0e5 4

4.5e5

nh0e5

cp

3565

=

Si

= ]
@©3-0e5

Int

2.5e5 4

2.0e5 4

1.5e5 4

1.0e5 1

5.0e4 -

0.0

13 14 15 16 17 18 19 20

Time, min
Abbildung 5.1.3 Chromatogramm — Gradientenelution von 48 Einzelsubstanzen im ESI (+) Modus

5.1.4.4 HPLC- Gradienten

Obwohl die doppelte Ionisierung und Selektion im Tandem-MS Betrieb eine sehr selektive
Detektion erlaubt, konnte auf der Trennung bestimmter Substanzen nicht verzichtet werden,
die hochste Intensitdten bei den gleichen Fragment- und Tochterionen zeigten:
Butocarboxim-sulfoxid und Aldicarb-sulfoxid (Ammoniumaddukt) m/z 224—132
Carbofuran und Methabenzthiazuron m/z 222—165

I-Carbaryl und Promecarb m/z 208—151

Diuron und Fluometuron ESI+ m/z 233—72 bzw. ESI- m/z 2315186

Acifluorfen und Haloxyfop ESI- m/z 360—360.

Das kritischste Paar war Butocarboxim-sulfoxid und Aldicarb-sulfoxid, das, wie die

Chromatogramme in der Abbildung 5.1.4 zeigen, auf keiner dieser Sdulen getrennt werden
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konnte. Anderungen der Anfangsbedingungen des Elutionsgradienten waren nicht erfolgreich.

Fiir alle anderen Substanzen traten keine Trennprobleme auf.
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Abbildung 5.1.4: Versuche zur Trennung von Butocarboxim sulfoxid und Aldicarb sulfoxid

(224.0 — 132.0) mit verschiedenen Anfangsbedingungen (% Methanol) auf:
a - HyPurity 30%, b - HyPurity 20%, c - HyPurity 10%, d - Aquasil 10%, e - Hypersil 10% und

f - Synergi MAX-RP 30%.

Die zwei Substanzen lielen sich auch durch eine raschere Gradientensteigung, von 20 oder
10% Methanol auf 100% in 10 Minuten, nicht trennen. Eine lingere Variante der C12- Séule
wurde daher hinsichtlich der Trennmdéglichkeiten fiir diese Analyten untersucht. Durch eine
stiarkere Retention der Substanzen auf der Sédule konnte auch die Trennung der ersten

eluierenden Analyten von sehr polaren Matrixbestandteilen erreicht werden.

Abbildung 5.1.5 zeigt die Trennung der Analyten auf einer Synergi MAX-RP - Sédule mit 15
cm Linge (MAX 15) innerhalb von 20 Minuten. Die ersten Substanzen sind viel starker
retardiert und besser voneinander getrennt im Vergleich zur Synergi MAX-RP - Sdule mit 7,5
cm Lénge. Die Auflésung betrdgt aber nur 0.896. Die meisten Analyten eluieren zwischen 11

und 16 Minuten.



Trennung und Detektion 64

s.ce0 XIC of +MRM (96 pairs): 207.0/75.0 amu from Sample 6 (Sample006) ;. Max. 1.1e4 cps.
s0es | of Carbur_7030.wiff (Turbo Spray) \‘
|

4.5e5 ] ‘
|
4.0e5 ‘

3.5e5

w
=]
@
a

2.5e5 4

Intensity, cps

2.0e5 1

15e5 4 H

1.0e5 o ‘N

5.0e4 - f’\
N ,
00 ‘ ‘ ‘ Sm aleby LU,
6

1 2 3 4 5 7 g 9 10 11
Time, min

Abbildung 5.1.5: Trennung der 48 Substanzen im ESI+ auf MAX 15

17 18 19

Die Trennung von Butocarboxim-sulfoxid und Aldicarb-sulfoxid war auf MAX 15 immer
noch nicht ausreichend. Daher musste der Gradienten so optimiert werden, dass die Peaks

dieser Substanzen besser getrennt wurden, und sich die Analyten generell besser auf der Sdule

verteilten.
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Abbildung 5.1.6: Trennung von Butocarboxim sulfoxid und Aldicarb sulfoxid auf MAX 15
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Die erreichte Auflosung von Butocarboxim-sulfoxid und Aldicarb-sulfoxid betrug 1,4
(Abbildung 5.1.6). Auch Methamidophos und Acephat wurden stark genug retardiert, um
ihre Beeinflussung durch die polarsten Matrixinhaltstoffe zu verringern. Zudem wurde die
Analysenzeit auf 25 min verldngert (vgl. Abbildung 5.1.7). Die letzten 7 Minuten dienten

dabei der Equilibrierung der Séule vor dem nachfolgenden Lauf.

Die Analyten zeigten mit Ausnahme von Propamocarb ein relativ geringes Tailing.
Propamocarb schien Wechselwirkungen mit dem Adsorbens der Séule einzugehen, weshalb

ein starkes Tailing des Peaks zu beobachten war.

In der Tabelle 5.1.6 sind die Gradienten aufgefiihrt, die sich fiir die weiteren Untersuchungen

als geeignet erwiesen haben.

Tabelle 5.1.6: Optimierte HPLC- Gradienten

ESI+ ESI-
Zeit A B A B
0.1 20 80 40 60
5 70 30 70 30
15 100 0 100 0
17 100 0 100 0
18 20 80 40 60
25 20 80 40 60

A: Methanol
B: 10 mM NH;Ac
Fluss: 300 pl/min

Fiir beide HPLC- Methoden wurden 10 pl Probe eingespritzt und die Temperatur des
Sdulenofens auf 20°C eingestellt. Bei Messungen von Proben im Losungsmittel
(Solventstandards) wurde wihrend der Arbeiten die Zersetzung einiger Substanzen nach
lingeren Standzeiten beobachtet, deswegen wurde die Temperatur des Autosamplers auf 15°C

eingestellt.
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5.1.4.5 Scanfenster

Mit diesen Gradienten konnten ausreichende ,,Liicken* zwischen den Peaks in den jeweiligen
Chromatogrammen fiir die Wechsel der zu analysierenden m/z-Werte geschaffen werden
(Abbildung 5.1.7).

Die Analyst- Software bietet die Moglichkeit des Aufbaus von Multiperiodenmethoden an. In
der ESI+ Methode konnten z.B. 5 Perioden oder Fenster eingebaut werden. Eine Periode kann
als einziges Chromatogramm betrachtet werden, innerhalb derer nur die Massen der in diesen
Fenstern auftretenden Substanzen abgefragt und abgescannt werden. Dadurch kann fiir jede
Masse mehr Messzeit verwendet werden, was die Genauigkeit des Messpunktes erhdht und
die Nachweisgrenze verringert. Fiir eine Periodenmethode miissen aber stabile Retentions-
zeiten gewahrleistet werden.

Dieser Ansatz, der zwar sehr vielversprechend fiir eine Multimethode ist, konnte aber nicht
weiter verfolgt werden, weil wihrend der Messungen das Gerét softwarebedingt sehr instabil
wurde. Somit musste fiir weitere Untersuchungen auf die Periodenmethoden verzichtet
werden.

Um auch fiir die schmalsten Peaks, am Ende der Chromatogramm, eine minimale Anzahl von
10 Messpunkten pro Peak zu gewihrleisten, wurde pro Ionenpaar eine Analysenzeit von

10 ms ausgewahlt.
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Abbildung 5.1.7: Trennung von 77 Substanzen im ESI+, 5 Perioden- Methode
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5.1.5 Empfindlichkeitssteigerung

5.1.5.1 Vergleich von Modifiern

Fiir die Verbesserung der Signalintensitit empfehlen die Hersteller (Fa. Applied Biosystems)
den Einsatz von Formiat- lonen fiir die Analysen im positiven Modus und Ammonium- Ionen
fiir den negativen Modus. Diese Ionen unterstiitzen die Ionisierungsausbeute durch Deproto-
nierung bzw. Protonierung der zu untersuchenden Substanzen. Polare Analyten, die keine
basischen oder sauren Gruppen aufweisen, konnen durch Protonierung oder Deprotonierung
nicht ionisiert werden. Diese Substanzen werden ,,ionisiert™ durch Assoziation mit anderen
Ionen in der Losung [121].

Fiir den Vergleich wurde die 10 mM Ammoniumacetat-Losung (pH=6,8) durch 10 mM
Ammoniumformiat ersetzt (pH=3,45).

Die mit Ammoniumformiat erreichten Peakhéhen waren bis zu 7-mal héher. Propamocarb
eluiert mit Ammoniumformiat 3 Minuten frither, ohne Tailing und mit einer Peakbreite von
nur 1 Minute im Vergleich zu Ammoniumacetat (etwa 4 Minuten). Zwischen dem basischen
Propamocarb und dem Saulenmaterial entstehen Ionenaustauschwechselwirkungen mit den
sauren Silanolgruppen und hydrophobe Wechselwirkungen [155]. Weil die lonisierung der
Silanolgruppen bei einem niedrigeren pH-Wert (3,45 statt 6,8) geringer ist, wurden fiir

Propamocarb mit Ammoniumformiat bessere Ergebnisse erreicht.
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Abbildung 5.1.8 Einfluss des Puffers auf die Signalintensitéten in einem Griinkohlextrakt
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Diese Daten sprechen deutlich fiir den Einsatz von Ammoniumformiat. Jedoch wurde bei den
Untersuchungen festgestellt, dass die Matrixeffekte durch Ammoniumformiat verstirkt
wurden. Die Messungen an Zitronen- und Griinkohlextrakten zeigten mit Ammoniumformiat
bis zu 10 mal stirkere Matrixeffekte als mit Ammoniumacetat (Abbildung 5.1.8).

Deswegen wurden die Arbeiten weiterhin mit Ammoniumacetat 10 mM fortgefiihrt.

5.1.5.2 Injektionsvolumina

Es wurde versucht, die Signalintensitdt der Analyten zu erhéhen, indem 20 pl Standard statt
10 pl eingespritzt wurden. Das groBere Injektionsvolumen fiithrte besonders fiir die polarsten
Substanzen zu breiteren Peaks. Zudem konnten Butocarboxim-sulfoxid und Aldicarb-sulfoxid
nicht mehr getrennt werden. Diese Peakverbreiterung wurde von den Unterschieden in der
Zusammensetzung der Probe und des Laufmittels hervorgerufen. In der Probe befanden sich
die Analyten in einem 50:50 Methanol / Wasser- Gemisch, wihrend die anfangliche
Eluentenzusammensetzung etwa 20% Methanol und 80 % Ammoniumacetat betrug (vgl.
Tabelle 5.1.6). Dementsprechend wurde es weiterhin mit einem Injektionsvolumen von 10 pl

gearbeitet.

5.1.6 Kenndaten der instrumentellen Analyse

5.1.6.1 Ermittlung der Nachweisgrenze und Bestimmungsgrenze

Unter der Nachweisgrenze (NWG) versteht man die kleinste nachweisbare Menge. Unter der
Bestimmungsgrenze (BSG) versteht man die kleinste quantifizierbare Menge, die mit einer
vorgegebenen Richtigkeit und Prizision quantitativ erfasst werden kann (DIN 32645) [135].
Es gibt eine Reihe von verschiedenen Mdglichkeiten zur Ermittlung von Nachweis- und
Bestimmungsgrenzen. In dieser Arbeit wurde die Bestimmung iiber das Peak/Rausch-
Verhiltnis gewihlt, da diese auch von der zur Verfiigung stehenden Software unterstiitzt
wurde.

Fiir die Ermittlung der Nachweisgrenze wird ein Signal/Rausch Verhéltnis von 3:1 und fiir die
Bestimmungsgrenze von 9:1 empfohlen [135].

Es muss hierzu angemerkt werden, dass das Peak/Rausch- Verhéltnis stark vom aktuellen
Zustand der Anlage und den experimentellen Bedingungen abhéngt, z.B. Detektor, Reinheit

des Losungsmittels, Temperatur usw. [135].



Trennung und Detektion 69

Ein Standard in Methanol/10 mM Ammoniumacetat mit einer Konzentration von 100 ng/ml
wurde in beiden Ionisierungsmodi jeweils 10-fach gemessen. Aus den erzielten Peak/Rausch-
Verhiltnissen wurden die Mittelwerte berechnet.

In der Tabelle 5.1.7 und 5.1.8 sind die auf dieser Weise ermittelten Bestimmungsgrenzen und

Nachweisgrenzen der im ESI+ bzw. ESI- analysierten Substanzen zusammengefasst.

Tabelle 5.1.7: Bestimmungsgrenzen und Nachweisgrenzen der im ESI+ untersuchten Substanzen

Analyt BSG [pg/ul] NWG [pg/ul] Analyt BSG [pg/ul] NWG [pg/ul]
Acephat 0,18 0,06 Fluometuron 0,20 0,07
Aldicarb 0,02 0,01 Flusilazol 0,22 0,07
Aldicarb-sulfon 0,32 0,11 Furathiocarb 0,34 0,11
Aldicarb-sulfoxid 0,15 0,05 Hexaconazol 1,15 0,38
Azoxystrobin 0,12 0,04 Imazalil 0,25 0,08
Butocarboxim 0,04 0,01 Imidacloprid 0,31 0,10
Butocarboxim-sulfoxid 0,28 0,09 Ipo-anilin 1,59 0,53
Butoxycarboxim 0,26 0,09 Isoproturon 0,05 0,02
Buturon 0,38 0,13 Linuron 1,90 0,63
Carbaryl 0,13 0,04 Metamidophos 0,13 0,04
Carbendazim 0,11 0,04 Methabenzthiazuron 0,36 0,12
Carbofuran 0,08 0,03 Methiocarb 0,10 0,03
Carbofuran-3-OH 0,11 0,04 Methomyl 0,07 0,02
Chloroxuron 0,08 0,03 Metoxuron 0,06 0,02
Chlortoluron 0,12 0,04 Metsulfuron-methyl 0,11 0,04
Cyprodinil 0,22 0,07 Monolinuron 0,51 0,17
D1M-Diuron 0,31 0,10 Monuron 0,13 0,04
DI1M-Ipo 0,14 0,05 Neburon 0,20 0,07
D2M-Ipo 0,34 0,11 Omethoat 0,23 0,08
Difenconazol 0,59 0,20 Oxamyl 0,09 0,03
Difenoxuron 0,03 0,01 Pencycuron 0,03 0,01
Dimefuron 0,10 0,03 Pirimicarb 0,05 0,02
Dimethoat 0,05 0,02 Promecarb 0,10 0,03
Diniconazol 0,45 0,15 Propamocarb 0,16 0,05
Diuron 0,28 0,09 Propiconazol 0,43 0,14
Epoxiconazol 0,31 0,10 Propoxur 0,03 0,01
Etaconazol 0,26 0,09 Prosulfocarb 0,16 0,05
Ethiofencarb 0,08 0,03 Pyrimethanil 0,12 0,04
Ethiofencarb-sulfon 0,17 0,06 Tebufenozide 0,10 0,03
Ethiofencarb-sulfoxid 0,08 0,03 Terbuconazol 0,29 0,10
Ethoprophos 0,10 0,03 Thiabendazole 0,29 0,10
Fenhexamid 2,09 0,70 Thifensulfuron-methyl 0,14 0,05
Fenobucarb 0,07 0,02 Thiodicarb 0,06 0,02
Fenoxycarb 0,21 0,07 Thiofanox 0,04 0,01

Fenuron 0,10 0,03
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Tabelle 5.1.8: Bestimmungsgrenzen und Nachweisgrenzen der im ESI- untersuchten Substanzen

Analyt BSG [pg/ul] NWG [pg/ul] Analyt BSG [pg/ul] NWG [pg/ul]
2,4,5-T 2,16 0,72 Diuron 0,76 0,25
2,4-D 3,28 1,09 Fenoprop 1,38 0,46
2.4-DB 1,62 0,54 Fenoxaprop 6,87 2,29
Acifluorfen 2,65 0,88 Flamprop 3,77 1,26
Benazolin 19,40 6,47 Fluazifop 2,51 0,84
Bifenox 2,80 0,93 Fludioxonil 0,82 0,27
Bromoxynil 0,35 0,12 Fluometuron 0,50 0,17
Chloroxuron 3,06 1,02 Haloxyfop 3,21 1,07
DI1M-Diuron 0,37 0,12 Hexaflumuron 0,69 0,23
D2M-Diuron 0,51 0,17 Toxynil 0,10 0,03
Dalapon 5,52 1,84 Linuron 2,88 0,96
DDA 2,75 0,92 MCPA 1,26 0,42
Dicamba 2,95 0,98 MCPB 3,30 1,10
Dichlorprop 0,57 0,19 Mecoprop 0,43 0,14
Diclofop 2,53 0,84 Neburon 0,40 0,13
Diflubenzuron 1,17 0,39 PCP 0,54 0,18
Dimefuron 7,56 2,52 Quizalofop 3,38 1,13
Dinoseb 0,20 0,07 Teflubenzuron 0,74 0,25
Dinoterb 0,22 0,07 Triflumuron 0,49 0,16

Auler fiir einige wenige Wirkstoffe konnten mit einem Injektionsvolumen von 10 pl
Bestimmungsgrenzen von 20 fg/ul bis 6 pg/ul erreicht werden. Damit ist die LC/MS-
Methode ausreichend empfindlich, um Konzentrationen im Bereich der niedrigsten

Grenzwerte in Lebensmitteln nach RHmV (10 pg/kg) sicher analysieren zu konnen.

5.1.6.2 Kalibrierfunktionen

Die Linearitdt der Analysenmethoden wurden durch Standardaddition von Tomatenextrakten
ermittelt. Zu diesem Zweck wurde ein Tomatenextrakt mit SPE gereinigt (siehe Kapitel 5.7.1)
und mit verschiedenen Mengen Standardmischung (100 ng/ul) versetzt, so dass 10 Proben a

1 ml mit folgenden Konzentrationen angesetzt wurden: 0.5, 1, 2.5, 5, 10, 25, 50, 100, 250, 500
und 1000 ng/ml. Die Messungen wurden mit den LC/MS/MS- Methoden im positiven und

negativen lonisierungsmodus durchgefiihrt.

Der Korrelationskoeftizient r gilt als das wichtigste Kriterium fiir die Linearitét einer
Kalibriergeraden und soll moglichst >0.999 sein [135]. Die Kalibriergeraden der Substanzen
erfiillen im Bereich der Bestimmungsgrenze (vgl. Tabelle 5.1.7 und 5.1.8) bis 100 pg/kg
dieses Kriterium.

Korrelationsunterschiede werden jedoch mithilfe des Bestimmtheitsmal3es r’, welches durch

eine Quadrierung von r ermittelt wird, stirker sichtbar.
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In dem Bereich 0,5 — 100 pg/kg kdnnten lineare Kalibrierfunktion mit guten Ergebnissen
angewandt werden, wie die in der Tabelle 5.1.9 beispielhaft dargestellten

Bestimmtheitsmassen zeigen.

Tabelle 5.1.9 Ermittelte Bestimmtheitsmassen einiger Analyten in Tomatenextrakten

Lineare Regression Quadratische Regression
Analyt ¥ 1-100pg/kg r* 1-1000 pg/kg r’ 1 - 1000 ung/kg
Aldicarb-sulfoxid 0,9982 0,9460 0,9993
Carbendazim 0,9982 0,8776 0,9665
Dimethoat 0,9979 0,9668 0,9912
Epoxiconazol 0,9997 0,9466 0,9995
Etaconazol 0,9996 0,9986 0,9999
Ethoprophos 0,9986 0,9761 0,9995
Furathiocarb 0,9981 0,9857 0,9976
Hexaconazol 0,9995 0,9864 0,9998
Methabenzthiazuron 0,9986 0,9748 0,9937
Omethoat 0,9993 0,9941 0,9991
Pyrimethanil 0,9983 0,9908 0,9996
Terbuconazol 0,9978 0,9866 0,9992
Thiabendazole 0,9986 0,9682 0,9999
Thifensulfuron-methyl 0,9992 0,9933 0,9998
Thiodicarb 0,9986 0,8895 0,9998
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Abbildung 5.1.9 Beispiel von ermittelten Kalibrierfunktionen fiir einige Analyten in

Tomatenextrakten, quadratische Regression

Fiir Konzentrationen ab 100 pg/kg wiirde sich die quadratische Regression besser eignen

(Abbildung 5.1.9).
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Bei groBeren Konzentrationen wurde eine Abnahme der Signalintensititen beobachtet, die
von der Konkurrenz der Analyten um die Ladung wahrend des Ionisierungsprozesses herriihrt
[43]. Um eine sichere Analytik zu gewéhrleisten, sollten in diesem Fall die Proben verdiinnt,

oder eine nicht lineare Kalibration angewandt werden.

5.1.6.3 Prazisionstest der LC/MS/MS-Methode

Prizision ist das Maf fiir die Ubereinstimmung unabhiingiger Analysenergebnisse
untereinander, oder das MaB fiir die Streuung von Analysenergebnissen. Als Streuung und
damit als Prazisionsmal} wird die Standardabweichung s oder der Variationskoeffizient

(relative Standardabweichung) Vi verwendet.

Die Wiederholprézision ist die Prazision unter Wiederholbedingungen.
Wiederholbedingungen sind Bedingungen, unter denen voneinander unabhingige
Ermittlungsergebnisse in kurzen Zeitabstanden erhalten werden, und zwar mit demselben
Verfahren, an identischen Objekten, in demselben Labor, durch denselben Bearbeiter und mit
derselben Gerdteausriistung. Es gibt eine Prézision ,,within day* oder ,,inter day* und eine
Prizision ,,day to day* oder ,,inter day*.

Fiir die Ermittlung der Messprézision ,,within day* wurde ein Standard in Methanol/ 10 mM
Ammoniumacetat mit einer Konzentration von 100 ng/ml 6-fach gemessen. Fiir die
Messpriézision ,,day to day* wurden Daten verwendet, die an 6 verschiedenen Tagen mit
frisch vorbereiteten Standards erzielt wurden. Aus diesen Daten wurden die Mittelwerte

gebildet.

Der Variationskoeffizient fiir die Messprézision ,,within day* soll nach Kromidas [135] bei
HPLC- Bestimmungen in der Umweltanalytik unter 15% liegen. Diese Prédzision wurde in
diesem Fall fiir alle Analyten erreicht.

Die Prézision ,,day to day“ war naturgemal3 etwas schlechter, mit Variationskoeffizienten
unter 20% jedoch akzeptabel. Die erzielten Daten sind in der Anlage (Seite 170)
zusammengefasst.

Die neu entwickelte Bestimmungsmethode mit der LC/MS/MS ist somit routinefdhig und
wurde in der vorliegenden Arbeit zur Quantifizierung von polaren Wirkstoffen in Erntegiitern

eingesetzt.
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5.2 Optimierung der Extraktion

Das am hiufigsten in der Literatur beschriebene Extraktionsverfahren fiir Lebensmittel ist das
Zerkleinern der Probe im Losungsmittel mit einem Dispergiergerit oder Mixer. Da es sich um
ein einfaches, preiswertes und schnelles Verfahren handelt, das in den meisten Laboratorien
mit guten Ergebnissen verwendet wird, soll es auch in der neuen Methode beibehalten

werden. Fraglich ist das fiir die Extraktion zu verwendende Losungsmittel.

5.2.1 Vorversuche

Bei den Vorversuchen wurden die in der Fachliteratur vorgestellten Extraktionsmethoden
(S19 [4], S19 on-line[8], Godula et al. [35], Stan [8]) mit verschiedenen Matrizes (Griinkohl,
Weizen, Raps, Tomate, Zitrone, Apfeln) durchgefiihrt, um sie in Hinsicht auf
Durchfiihrbarkeit, Handhabung und Eignung fiir die zu untersuchenden Matrizes zu
vergleichen.

Dementsprechend wurden Aceton:Wasser 2:1 (S19 [4]), Ethylacetat mit Na;SOq4 [31,35],
Aceton und Ethylacetat [8], und Methanol [40] als Losungsmittel eingesetzt.

Neben grolem Zeitaufwand, traten bei der S19- Methode Probleme beim Ablesen des
Volumens auf. Die Leichtfliichtigkeit des Acetons verursachte Verluste wahrend der
Extraktion, die zu einer ungenauen Volumenbestimmung fiihrten. Das Extraktionsverfahren
der S19- Methode wurde in dieser Arbeit weiter untersucht und optimiert (siche Abschnitt
5.2.3).

Bei der Extraktion mit Ethylacetat bildeten sich hartndckige Emulsionen und grofle Mengen
von unpolaren Begleitstoffen wurden mitextrahiert. Obwohl Ethylacetat und Wasser nicht

komplett mischbar sind, musste das Restwasser mit Na,SO4 aus dem Extrakt entfernt werden.

5.2.2 Einfluss des pH-Wertes

Die gleichzeitige Extraktion und Weiterverarbeitung von sauren, neutralen und basischen
Wirkstoffen ist ein Ziel dieser Methodenentwicklung. Die vom pH-Wert abhéngige
Ionisierbarkeit der Substanzen kann aber wiahrend der Extraktion und der fliissig-fliissig-
Verteilung die entsprechenden Ausbeuten beeinflussen. Die ersten Vorversuche zeigten

geringere Wiederfindungsraten einiger saurer Substanzen bei pH-Werten von 4 und 6
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(Abbildung 5.2.1). Die meisten untersuchten sauren Substanzen konnten unabhéngig vom pH-

Wert gut extrahiert werden.
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Abbildung 5.2.1: Einfluss des pH-Wertes auf die Wiederfindungsraten saurer Substanzen nach der
Fliissig-Fliissig-Verteilung zwischen Aceton/Wasser und Aceton/Ethylacetat/Cyclohexan

5.2.3 Losungsmittel

Die in der Literatur favorisierten Losungsmittel Methanol/Wasser [40, 43] und Aceton/Wasser
[4, 8] haben ihre speziellen Vor- und Nachteile. Methanol/Wasser ist sehr polar, hat gute
Extraktionseigenschaften fiir sehr polare Analyten, aber auch fiir unerwiinschte polare
Matrixinhaltstoffe, und kann theoretisch ohne weitere Bearbeitung direkt injiziert werden.
Aceton/Wasser ist das Losungsmittel der klassischen S19 Multimethode. Es ist sowohl fiir die
Extraktion polarer als auch unpolarer Substanzen geeignet. Eine Multimethode fiir polare
Substanzen konnte sehr elegant mit der schon bestehenden S19 Methode verkniipft, und damit
unpolare und polare Substanzen aus einem Extraktionsansatz bestimmt werden.

Acetonitril hat den Vorteil, dass es weniger Begleitsubstanzen, vor allem weniger Fette und
Wachse, mitextrahiert [65, 75].

Diese Losungsmittel wurden daher hinsichtlich des Gehaltes an mitextrahierten
Matrixbegleitstoffen, ihrer Handhabung und einer moglichen weiteren Extraktreinigung

untersucht.
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Das Extraktionsverfahren mit Aceton/Wasser basiert auf der S19-Methode und einer
Modifikation der von Stan [8] entwickelten Methode. Statt einer Ethylacetat-Cyclohexan 1:1-
Mischung wurde reines Ethylacetat eingesetzt. Bei dem untersuchten Aceton/Wasser/
Ethylacetat Verhéltnis von 10:4:5 kommt es mit dieser Mischung zu einer einheitlichen Phase.
Aceton hat einen niedrigen Siedepunkt (57°C), und ist daher leicht zu konzentrieren und zu
entfernen, zumal es mit dem Ethylacetat ein Azeotrop bildet. Es ist billig, sehr effizient und

nicht toxisch.

Die Proben wurden mit der Labormessermiihle vorzerkleinert und vorhomogenisiert. Ein
Aliquot von 40 g wurde in ein Zentrifugenglas oder in ein Dispergiergefill eingewogen und
mit soviel Wasser versetzt, dass mit dem Wasser in der Probe 40 ml erreicht wurden (siche
Tabelle 5.2.1). 100 ml Aceton wurden zugegeben und die Probe 2 Minuten mit dem
Dispergiergerit intensiv gemischt. Dabei wurde die Probe stark zerkleinert und damit eine
verbesserte Extraktion der Analyten ermoglicht. Zum Aceton/Wasser-Extrakt wurden 50 ml
Ethylacetat zugegeben und die Probe wurde weitere 2 Minuten gemischt. Danach wurden die
Extrakte 10 Minuten lang zentrifugiert. Vom klaren Aceton/Wasser/ Ethylacetat-Extrakt
wurde ein Aliquot entnommen, in einen Messzylinder gegeben und mit 25 g Kochsalz und 25
ml Cyclohexan versetzt. NaCl bewirkt das Verdriangen der Analyten in die organische Phase
(Aussalzeffekt), die durch Cyclohexan unpolarer wird, und somit weniger Wasser enthilt. Die
Phasentrennung erfolgte somit nicht durch Schiitteln, sondern wurde abgewartet ({iber Nacht,
im Kiihlschrank). Das Volumen wurde abgelesen, ein Aliquot des Aceton/Ethylacetat/
Cyclohexan- Gemisches entnommen und am Vakuum-Rotationsverdampfer bis zu einer

Konzentration von 5 g Probe/ml aufkonzentriert.

Die in Ethylacetat/Cyclohexan vorliegenden Aceton-Extrakte konnen mit der GPC analog der

S19- Vorschriften weiterverarbeitet werden.

Die bei der Extraktion verwendeten Wasservolumina sind in der Tabelle 5.2.1 dargestellt,

zusammen mit den Wasser- und Fettanteilen der untersuchten Matrizes [156].
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Tabelle 5.2.1: Wassergehalt und Fettgehalt der untersuchten Matrizes [156],

fiir die Extraktion eingesetztes Wasservolumen

Matrix % Fett % Wasser ml Wasser/
1o g Probe

Apfel 0.17 85.56 1.44

Avocado 19.66 70.23 2.98

Erdbeere 0.30 90.95 0.90

Grinkohl 0.70 84.46 1.55

Olive 15.32 75.28 2.47

Pfirsich 0.25 88.97 1.10

Raps 48.31 7.80 9.22

Reis 0.55 10.46 8.95

Tomate 0.33 93.76 0.62

Weizen 0.98 11.92 8.81

Zitrone 0.30 88.98 1.10

Eine zweite Extraktionsvariante basierte auf der Extraktion mit Methanol bzw. Acetonitril
[43]. Methanol ist ein deutlich polareres protisches Losungsmittel mit der moglichen
Ausbildung von Wasserstoffbriickenbindungen. Dadurch eignet sich Methanol gerade fiir die
Extraktion polarer Substanzen. Der Zusatz von Wasser (33%) bewirkt eine weitere Steigerung
der Polaritét, so dass die Extraktion von unpolaren Stoffen, wie z.B. Fette vermindert werden
sollte. Im Gegensatz dazu hat Acetonitril als nicht-protisches Losungsmittel keine von
Wasserstoff unterstiitzten Wechselwirkungen [43].
Nach dem oben vorgestellten Verfahren wurden 10 g Probe mit Wasser bis zu 10 ml Gesamt-
gehalt versetzt und mit 20 ml Methanol oder Acetonitril homogenisiert, dann 10 Minuten lang
zentrifugiert.
Die Methanol/Wasser- und Acetonitril/Wasser- Extrakte konnen durch SPE weiterverarbeitet
oder direkt analysiert werden. Diese Verfahren sind einfach zu handhaben und eignen sich fiir
jede der untersuchten Probenmatrizes. Dabei zeigen sich folgende Vorteile:

e kleinere Mengen an Losungsmitteln

e keine LLE notwendig

e Schnelligkeit

Zur Untersuchung der Menge der mitextrahierten Probeninhaltstoffe wurden die nach diesen
Verfahren gewonnenen Extrakte eingeengt, bis zur Gewichtskonstanz getrocknet und der

Riickstand abgewogen.
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Tabelle 5.2.2: Extraktriickstdnde einiger Matrizes (mg/g Probe)

| Methanol/Wasser | Aceton/EtOAc | Acetonitril/Wasser
Raps 71 127 85
Zitrone 71 14 53
Tomate 31 5 30
Avocado 40 94 50

Aus den Daten der Tabelle 5.2.2 wird ersichtlich, dass durch die Verteilung der Substanzen
zwischen Wasser/Aceton — Ethylacetat/Cyclohexan schon ein gewisser Reinigungseffekt

erzielt wird, obwohl bei den fettreichen Matrizes eine weitere Reinigung notwendig ist.

5.2.4 Extraktion fettreicher Matrizes

Obwohl durch die polare Methanol/Wasser- Mischung nur wenig Fett gelost wird, kommt es
bei fettreichen Matrizes zu niedrigeren Wiederfindungsraten fiir mittelpolare bis unpolare
Substanzen (log Ko > 2.5, vgl. Tabelle 9.1). Mitextrahierte Begleitstoffe konnen wihrend der
Anreicherung die Festphase belegen (siehe Abschnitt 5.3.2.5), und somit bewirken, dass die

weniger polaren Analyten nicht ausreichend retardiert werden.

Raps hat sich wihrend der Untersuchungen als eine schwierige Matrix herausgestellt. Der
hohe Fettgehalt (bis zu 50% [156]) und die Komplexitit dieser Matrix bereiteten Probleme bei
der Extraktion mit Methanol/Wasser 2:1. Grofe Mengen an Inhaltstoffen wurden aus der
Probe mitextrahiert und verursachten starke Matrixeffekte. Dabei wurden insbesondere fiir die

weniger polaren Analyten niedrige Wiederfindungsraten erzielt (Abbildung 5.2.2).

Fiir diese Matrix wurden verschiedene Extraktionsmoglichkeiten untersucht, deren Ergebnisse
in der Abbildung 5.2.3 dargestellt sind.
Rapsproben a 10 g wurden jeweils mit 1 pg pro Analyt gespikt, und nach der oben
dargestellten Extraktionsmethode mit folgenden Losungsmitteln extrahiert:

e 30 ml Acetonitril /Wasser 2:1 (9.22 ml Wasser + 20 ml Acetonitril)

¢ 30 ml Methanol/Wasser 9:1 (0.32 ml Wasser + 20 ml Methanol)

¢ 30 ml Methanol
Nach dem Zentrifugieren wurden jeweils 3 ml Extrakt auf der HRP- Festphase gereinigt
(siche Abschnitt 5.3.2.5) und mit LC/MS/MS vermessen.
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Abbildung 5.2.2: Wiederfindungsraten der mittelpolaren Analyte (ab log K, = 2.5) fiir einen
Rapsextrakt, nach Extraktion mit Methanol/Wasser 2:1; Bestimmung mit LC/MS/MS im positiven
Modus
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Abbildung 5.2.3: Wiederfindungsraten der Analyten aus gespikten Rapsproben nach Extraktion mit

verschiedenen Losungsmitteln, LC/MS/MS- Bestimmung im positiven Modus

Fiir die Wiederfindungsraten der mittelpolaren und unpolaren Analyten ist die Verteilung
zwischen Methanol/Wasser und Fett sehr ungiinstig. Selbst mit nur 10% Wasser in Methanol
war die Wiederfindungsrate unpolarer Substanzen nicht befriedigend. Erst mit 100 %

Methanol oder Acetonitril/Wasser-Mischung (2:1) konnte eine gute Extraktionseffizienz
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erreicht werden. Dadurch wurden aber wiederum mehr Fette mitextrahiert, die eine

zusitzliche Reinigung erforderten.
Die Polaritit des Methanols ermdglicht bessere Wiederfindungsraten fiir die polarsten
Analyten. Die Extraktion der Rapsproben wurde daher fiir weitere Untersuchungen ohne

Wasserzugabe durchgefiihrt.

Die Extraktion mit Methanol bzw. Acetonitril wurde fiir weitere fetthaltige Matrizes

untersucht, die iiber 70% Wasser beinhalten.

Bei der Extraktion mit Methanol/Wasser 2:1 wurden erwartungsgemal fiir die weniger

polaren Analyte niedrige Wiederfindungsraten erzielt (Abbildung 5.2.4). Eine Extraktion mit

,,reinem Methanol ist fiir diese Matrizes nicht machbar, weil sie schon einen hohen

Wassergehalt aufweisen.
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Abbildung 5.2.4: Wiederfindungsraten der weniger polaren Analyte aus Avocado und Oliven nach

Extraktion mit Methanol/Wasser 2:1; Bestimmung mit LC/MS/MS im positiven Modus.

In der Abbildung 5.2.5 sind die nach Extraktion mit Acetonitril/Wasser 2:1 erzielten

Wiederfindungsraten der Analyte fiir Avocado und Oliven dargestellt. Da Avocado im

Vergleich zu Oliven einen groferen Fettgehalt aufweist, sind fiir diese Matrix die

Wiederfindungsraten der weniger polaren Analyten merklich niedriger.
Die Ursache der stark erhohten Wiederfindungsraten wurde in einer Aufkonzentrierung des

Acetonitril/Wasser- Gemisches vermutet.
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Abbildung 5.2.5: Wiederfindungsraten der Analyte aus Avocado und Oliven nach Extraktion mit
Acetonitril/Wasser 2:1; Bestimmung mit LC/MS/MS im positiven Modus

Die Untersuchungen zeigten, dass nach der Extraktion nur 20 bis 22 ml Extrakt vorhanden
waren. Wenn Acetonitril als Extraktionsldsungsmittel eingesetzt wird, ist eine genaue
Analytik wegen dieser Aufkonzentrierung des Extraktes nur mit internen Standards mdglich.
Die leichtere Verdampfbarkeit des Acetonitril im Vergleich zu Methanol und die
Mischungsliicke, die bei zucker- und salzreichen Matrizes entsteht, erschweren die genaue

Bestimmung des Extraktvolumens.

Eine Einstellung des pH-Wertes bei der Extraktion fettreicher Matrizes mit Acetonitril zeigte
keine eindeutige Verbesserung der Wiederfindungsraten, im Vergleich zur Extraktion mit

Acetonitril/Wasser.

Im Gegensatz zu Oliven und Avocado, wurden bei der Extraktion von Rapsproben mit
Acetonitril/Wasser flir die weniger polaren Analyte keine Responseabnahme festgestellt (vgl.
Abbildung 5.2.3). Weil der matrixeigene Wasseranteil die Methanol- Extraktion ohne
Wasserzugabe erschwert, Acetonitril jedoch die Extraktion von weniger polaren Substanzen

unterstiitzt, wurde weiter untersucht, ob diese Ansitze kombiniert werden konnen.
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Avocadoproben a 10 g wurden jeweils mit 1 pg pro Analyt gespikt, und ohne Wasserzugabe
mit folgenden Losungsmittelkombinationen extrahiert:

e 20 ml Methanol + 3 ml Acetonitril

e 11 ml Methanol + 12 ml Acetonitril
Das Volumen des organischen Losungsmittels wurde so ausgewihlt, dass zusammen mit dem
Wassergehalt der Probe (7 ml) insgesamt 30 ml erreicht wurden. Die eingesetzten
Acetonitrilvolumina entsprachen 10, bzw. 40% in 30 ml Endextrakt.
Nach dem Zentrifugieren wurden jeweils 3 ml Extrakt auf der HRP- Festphase gereinigt
(siche Abschnitt 5.3.2.5) und mittels LC/MS/MS vermessen.
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Abbildung 5.2.6: Wiederfindungsraten der weniger polaren Analyte (ab log K, = 2.5) fiir
Avocadoextrakte mit verschiedenen Anteilen an Acetonitril in dem Extraktionslosungsmittel,

Bestimmung mit LC/MS/MS im positiven Modus

Wie in der Abbildung 5.2.6 zu sehen, konnten fiir die weniger polaren Analyte schon mit der
Zugabe von 10% Acetonitril gute Wiederfindungsraten erzielt werden. Fiir weitere
Untersuchungen wurden die Avocadoproben mit Methanol/Acetonitril 20:3 (v/v) extrahiert.
Fiir die fettreichen Matrizes konnte, wie oben dargestellt, kein einheitliches
Extraktionsverfahren entwickelt werden. Um gute Wiederfindungsraten fiir unterschiedlich
polare Substanzen zu erzielen, muss bei der Extraktion von fettreichen, trockenen Proben

(Raps) reines Methanol, statt Methanol/Wasser 2:1 eingesetzt werden.
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Die Extraktion von fett- und wasserhaltigen Proben (Avocado, Oliven) wird unter

Beriicksichtigung des Wassergehaltes mit Methanol und Acetonitril durchgefiihrt.

Alder und Klein [43] setzten ebenfalls Methanol/Wasser 2:1 fiir die Extraktion von
Erntegiitern ein. Die Untersuchungen von Avocadoproben ergaben fiir weniger polare
Analyte, wie Diflubenzuron, Fenoxycarb, Furathiocarb, Pyrimethanil, Teflubenzuron und

Triflumuron Wiederfindungsraten unter 70% und Standardabweichungen {iber 25%.

5.2.5 Extraktion trockener Matrizes

Die Effizienz verschiedener Losungsmittel wurde auch fiir die Extraktion weiterer trockener
Matrizes untersucht. Fraglich war, ob bei der Extraktion mit Methanol/Wasser 2:1 Verluste
fiir die weniger polaren Analyte auftreten, wie es bei Raps festgestellt wurde, und welches
Losungsmittel bessere Wiederfindungsraten liefern kann.

Weizen und Reis enthalten sehr wenig Fett, und ihr Wassergehalt liegt unter 12% (vgl.
Tabelle 5.2.1).

Fiir diesen Versuch wurden je 10 g Weizen mit 1 pg pro Analyt gespikt und mit
Methanol/Wasser 2:1 bzw. Acetonitril/Wasser 2:1, nach dem oben vorgestellten Verfahren
extrahiert. Jeweils 3 ml Extrakt wurde aufgereinigt (siche Abschnitt 5.3.2.5 und 5.3.3) und die
Proben mit LC/MS/MS vermessen.

Die Wiederfindungsraten der unpolaren Substanzen, z.B. Diniconazol, Prosulfocarb und
Furathiocarb, lagen bei der Extraktion mit Acetonitril unter 70% (Abb. 5.2.7). Im Gegensatz
dazu wurden bei der Extraktion mit Methanol fiir alle Analyten Wiederfindungsraten iiber
80% erzielt.

Die Extraktionen von Weizen und Reis konnten demzufolge mit Methanol/Wasser 2:1

durchgefiihrt werden.
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Abbildung 5.2.7: Wiederfindungsraten der weniger polaren Analyte (ab log K, =2.5) fiir

Weizenproben, nach Extraktion mit Acetonitril/Wasser 2:1 bzw. Methanol/Wasser 2:1

Die Untersuchungen von Alder und Klein [43] fiir die Extraktion von Weizenproben mit

Methanol/Wasser ergaben fiir weniger polaren Analyten niedrige Wiederfindungsraten, z.B.

Furathiocarb unter 50%. Wie auch die Experimente der vorliegenden Arbeit gezeigt haben,
(siehe Kapitel 5.3) entstehen die haufigsten Verluste nicht wiahrend der Extraktion, sondern

aufgrund von Wirkstoffzersetzungen bei der Aufreinigung der Extrakte.
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5.3 Aufreinigung der Extrakte

Die Vorversuche und die verschmutzte ,,curtain plate* (Abbildung 5.3.1) nach Messungen der
Rohextrakte belegen, dass eine minimale Aufreinigung der Extrakte notwendig ist. Dies kann
schon durch einfache Fliissig-Fliissig-Verteilungen oder Festphasenextraktion erfolgen. Ein

Teil der Matrixinhaltstoffe kann auch durch GPC- Reinigung, wie sie in der S19- Methode

beschrieben ist, abgetrennt werden.

LS
Abbildung 5.3.1 Verschmutzung der ,,curtain plate* des API 2000 nach Injektion von ungereinigten

Probenextrakten

Eine intensive Extraktreinigung kann auch eine wirksame Strategie zur Vermeidung des
Matrixeffektes sein, indem die Stérsubstanzen soweit abgetrennt werden, dass sie das
Detektorsignal nicht mehr negativ beeinflussen kdnnen. Dies ist ein fiir ein Multikomponen-
tenverfahren mit Substanzen unterschiedlicher physikalisch-chemischer Eigenschaften
schwierig zu realisierenden Anspruch. Sobald ein Teil der Matrix abgetrennt wird, besteht
auch die Gefahr, dass ein Teil der zu untersuchenden Substanzen verloren geht.

Das Ziel unserer Untersuchungen war dementsprechend die Erzielung maximaler
Wiederfindungsraten der Analyten nach Extraktaufreinigung, begleitet von einer moglichst
weitgehenden Abtrennung der mitextrahierten Matrixinhaltsstoffe. Zu diesem Zweck wurden
die GPC- und SPE- Techniken eingesetzt. Bei der Gelchromatographie beruht die Trennung
auf einer Klassierung der Probenkomponenten nach MolekiilgroBe, was zu einer besonderen

Aufreinigungseffizienz fiihrt. Dagegen ist bei SPE die Polaritdt der entscheidende Faktor,
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daher konnen mit dieser Technik polare und unpolare Matrixkomponente besonders gut

abgetrennt werden.

5.3.1 Reinigung der Acetonextrakte

5.3.1.1 GPC- Aufreinigung

Matrixabtrennung

Fiir die Abtrennung von groBen Molekiilen, vor allem Fette und Ole, wurde die GPC mit
BioBeads SX3 und Cyclohexan/Ethylacetat (1:1) eingesetzt.

Die Elutionszeiten der Begleitstoffe wurden mithilfe eines Rapsextraktes ermittelt.

Als Probe wurden 2 ml Acetonextrakt (siche Kapitel 5.2.3), Matrixkonzentration 1 g/ml, mit 2
ml Ethylacetat/Cyclohexan 1:1 verdiinnt und auf die Trennsédule gegeben. Die Vorversuche
ergaben, dass die Elution der untersuchten Analyten zwischen 90 und 180 ml erfolgt.
Dementsprechend wurden bei der Elution des Rapsextraktes zwischen 80 und 116 ml
Fraktionen a 4 ml aufgefangen, danach noch eine Fraktion von 74 ml. Diese Eluate wurden

bis zur Trockene eingeengt und abgewogen.

Die Chromatographie des Rapsextraktes ergab folgende Elution der nichtfliichtigen
Matrixbegleitstoffe. Wie in der Abbildung 5.3.2 zu sehen, wird der grofite Teil der

Matrixkomponenten, iiber 95%, schon mit den ersten 80 ml Losungsmittel eluiert.

Rickstand GPC-Fraktionen Raps
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Abbildung 5.3.2: Elution von mitextrahierten Begleitstoffe eines Rapsextraktes
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GPC - Elutionszeiten der Analyten

Um die Elutionszeiten der Analyten zu bestimmen wurden 4 ml Ethylacetat / Cyclohexan mit
100 ng pro Analyt gespikt und auf der Polymersdule getrennt. Fraktionen mit verschiedenen
Volumina wurden bis zu 1 Stunde Laufzeit, insgesamt 300 ml, aufgefangen, und zwar: eine
erste Fraktion von 86 ml, dann von 86 ml bis 130 ml Fraktionen a 4 ml, von 130 ml bis 190
ml Fraktionen a 10 ml, und schliefllich 60 ml und 50 ml. Diese Fraktionen wurden mit dem
Rotationsverdampfer bis zu etwa 1 ml eingeengt, dann unter Stickstoffstrom bis zur Trockene
aufkonzentriert, in 1 ml Methanol / 10 mM NH4Ac 1:1 aufgenommen und mittels LC/MS/MS
bestimmt.

Die Ergebnisse sind in der Abbildung 5.3.3 vorgestellt.
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Abbildung 5.3.3: GPC- Fraktionierung der Analyten

Die fluorhaltigen Analyten haben sehr kurze Elutionszeiten, deswegen ist eine GPC-
Abtrennung dieser Substanzen von den Fetten und Olen in der Probe nicht vollstéindig
moglich.

Carbendazim und Propamocarb wurden nach der GPC- Aufreinigung nicht wiedergefunden,
diese Substanzen adsorbieren moglicherweise irreversibel auf der Polymeroberflache.

Weil auch Pirimicarb sehr langsam eluiert wurde, sollte das Eluat zwischen 90 und 200 ml

aufgefangen und weiter verarbeitet werden.
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Es hat sich aber herausgestellt, dass beim Einengen der GPC- Eluate insbesondere fiir die
oxidationsempfindlichen Analyten starke Verluste auftreten. Beim Aufkonzentrieren einer
Probe aus Aceton/Ethylacetat/Cyclohexan konnte die Metabolisierung von Ethiofencarb,
Aldicarb und Butocarboxim auch unter Stickstoffzufuhr nicht verhindert werden. Versuche

mit Tocopherol und Ascorbinsdure als Stabilisatoren waren nicht erfolgreich.

5.3.1.2 Erprobung verschiedener Festphasen fiir die Extraktreinigung

Gruppenselektive Trennung

Eine Moglichkeit der Extraktreinigung mit Hilfe der Festphasenextraktion ist die gruppen-
selektive Fraktionierung der Extrakte. So konnen etwa die sauren Substanzen von den
neutralen Substanzen und von dem groften Teil der Begleitstoffe abgetrennt werden, so dass
diese Substanzen ohne Beeinflussung durch den Matrixeffekt analysiert werden konnen.

Es wurden daher verschiedene Festphasen hinsichtlich ihrer Fahigkeit zur Extraktreinigung,
zur gruppenselektiven Trennung von sauren und neutralen Substanzen, vor allem aber
hinsichtlich der Wiederfindungsraten der Analyten untersucht.

Zu diesem Zweck sind in den Vorversuchen verschiedene Verfahren, mit getrennten
Standardmischungen fiir Carbamate und saure Wirkstoffe (vgl. Tab. 5.1.4) und HPLC-DAD-

Bestimmung, entwickelt worden

Fiir die gruppenselektive Trennung von Sduren und Carbamaten wurden drei Festphasen,

Kieselgel, EnviCarb und Oasis MAX mit folgenden Verfahren miteinander verglichen:

Kieselgel (mit 1,5% H20O deaktiviert) 1 g
Das Sorbens in einer 6 mL Kartusche wurde mit 10 ml n-Hexan konditioniert. 1 ml Extrakt
oder 5 pg Standardmischung in 1 ml Hexan wurden auf das Sorbens aufgetragen. Die

Carbamate wurden mit 10 ml Aceton eluiert, die Sduren mit 10 ml MeOH.

Graphitisierter Kohlenstoff EnviCarb 250 mg

Die Konditionierung des Sorbens erfolgte mit 2.5 ml HCI 1%, 2.5 ml Methanol und 5 ml
Ethylacetat/ Cyclohexan 1:1. Der Extrakt oder 5 pg Standardmischung in 5 ml Ethylacetat/
Cyclohexan 1:1 wurde aufgetragen und die Kartusche mit 2.5 ml Ethylacetat/Cyclohexan 1:1
gespiilt. Die Carbamate wurden mit 6 ml Dichlormethan/Methanol 4:1 eluiert, die Sduren mit

0.2% Trifluoressigsdure in Dichlormethan/Methanol 4:1.
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Anionenaustauscher Oasis MAX 150 mg

Die Festphase wurde mit 5 ml 0.1% Essigsdure, 5 ml Aceton und 5 ml Ethylacetat/Cyclohexan
1:1 konditioniert. Der Extrakt oder 5 ng Standardmischung in 5 ml Ethylacetat/Cyclohexan
1:1 wurde aufgetragen und aufgefangen. Es wurde mit 5 ml Ethylacetat/Cyclohexan 1:1 und 3
ml Aceton mit 2% NH4OH- Losung pH=7 eluiert. Die Elution der Siuren erfolgte mit 6 ml

2% Ameisensdure in Aceton.

Alle Eluate wurden bei 30°C unter Stickstoff autkonzentriert, in 500 pl MeOH aufgenommen
und mittels HPLC-DAD gemessen.

Tabelle 5.3.1: Wiederfindung der Carbamate und Saduren nach Anreicherung und gruppenselektiver

Elution auf verschiedenen Festphasen

Kieselgel ENVICarb MAX Kieselgel ENVICarb MAX
Oxamyl 101 100 100 Picloram 101 64 98
Methomyl 100 98 99 Metsulfuron 35 93 96
Carbendazim 24 83 93 Dicamba 96 84 95
Butocarboxim 96 97 94 2,4-D 94 77 96
Aldicarb 97 93 92 Flamprop 91 82 97
Thiodicarb 81 40 95 Dichlorprop 94 81 96
Propoxur 101 83 95 2,4,5-T 94 76 97
Pirimicarb 102 76 98 2,4-DB 91 78 96
Carbaryl 103 82 93 Fenoprop 94 82 97
Ethiofencarb 80 71 91 Bifenox 89 80 97
Methiocarb 104 96 96 Haloxyfop 91 82 96
Promecarb 101 95 95 DDA 90 87 96
Fenoxycarb 103 99 97 Diclofop 91 76 98
Benfuracarb 103 96 99 Dinoseb 91 86 88
Carbosulfan 100 99 99 PCP 92 90 90

Extraktenreinigung

Zur Abschétzung der Extraktreinheit wurden die Matrizes Apfel, Tomate, Raps und Weizen
nach der Aceton/Wasser-Methode extrahiert. Nach Phasentrennung mit Ethylacetat /
Cyclohexan und GPC- Aufreinigung wurden die Extraktproben mit der jeweiligen Festphase
gereinigt. Die Extraktreinheit wurde anhand von UV- Chromatogrammen miteinander

verglichen und beispielhaft an einem Rapsextrakt in Abbildung 5.3.4 dargestellt.

Die gruppenselektive Trennung der Analyten gelang sehr gut auf Kieselgel und auch die
Wiederfindungsraten waren bis auf wenige Ausnahmen iiber 90%. Durch das relativ polare
Elutionsmittel Aceton konnte aber kein nennenswerter Reinigungseffekt fiir die Carbamat-

Fraktion erreicht werden, wohl aber fiir die Fraktion der sauren Substanzen.
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Methode: Carbamate Methode: Saure Wirkstoffe
Matrix: Raps 1 g/ml Matrix: Raps 1g/ml
Ohne Reinigung Ohne Reinigung
M M
GPC + Kieselgel GCP + Kieselgel

GPC + EnviCarb GPC + EnviCarb

Ml

GPC + MAX GPC + MAX
A N a A .AA_,..._.A._I‘/\\_. ‘_-/\_/\AIL‘ " N ﬂ
Standard + IS Standard + IS

10 pg/ml n 10 ng/pl H

Abbildung 5.3.4: UV- Chromatogramme von Rapsextrakten nach verschiedenen Reinigungsverfahren

und Fraktionierung (Kieselgel, EnviCarb, Oasis MAX)

Der graphitisierte Kohlenstoff ist bekannt fiir seine guten Eigenschaften zur Trennung von
neutralen und sauren Substanzen unter RP- Bedingungen. Wurde das Material dagegen als
Normalphase verwendet, mit Aufgabe des unpolaren Ethylacetat/Cyclohexan- Extraktes,
konnte keine gruppenselektive Trennung mehr erreicht werden. Zudem kam es zu deutlich
verringerten Wiederfindungsraten einiger Carbamate und Séduren. Die guten Sorptionseigen-
schaften werden durch Oxidationsprodukte in der Kohlenstoffmatrix unterstiitzt, deren genaue
Zusammensetzung aber unbekannt ist [157]. Diese unbekannten Sorptionsstellen kdnnten fiir

die irreversible Adsorption und Oxidation verantwortlich sein.

Eine sehr gute gruppenselektive Trennung der Carbamaten und Sduren wurde mit Oasis MAX
durch die quartidren Amine erzielt. Auch die Wiederfindungsraten lagen mit Ausnahme des
Dinoseb iiber 90%. Ein Grofteil der im UV- Chromatogramm sichtbaren Verunreinigungen
konnten sowohl in der Carbamat- Fraktion, als auch in dem fiir die Analyten relevanten

Bereich der Sdure-Fraktion entfernt werden.
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Wegen seiner guten Eigenschaften wurde dieses auf einem Styrol-N-Divinylpyrrolidon-
Copolymer basierende Festphasenmaterial nun fiir die weiteren Untersuchungen der

modifizierten S19 Methode eingesetzt.

5.3.1.3 Matrixeinfluss

Es wurde mit den erarbeiteten LC/MS/MS- Methoden gepriift, ob auch unter Matrixeinfluss
ebenso gute Trenneigenschaften und Wiederfindungsraten fiir alle Analyten zu erreichen sind
und ob durch diese Aufreinigung Matrixeffekte verhindert bzw. verringert werden kdnnen.
Die Wiederfindungsraten nach Aceton- Extraktion, GPC- und MAX- Aufreinigung wurden
mit verschiedenen Matrizes (Raps, Weillkohl, Tomate, Zitrone, Hopfen) untersucht und
miteinander verglichen.

Fiir diesen Versuch wurden die Acetonextrakte jeweils vor der Extraktion, vor GPC und vor
der MAX- Phase mit je 100 ng pro Analyt gespikt. Um die Wiederfindungen zu berechnen,
wurde ein vierter Extrakt nach der Aufreinigung auf der MAX- Phase mit derselben
Pestizidmenge gespikt und als Matrixstandard eingesetzt. Die erzielten Ergebnisse sind

beispielweise fiir Weillkohl in der Abbildungen 5.3.5 und 5.3.6 dargestellt.
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Abbildung 5.3.5: Wiederfindungsraten fiir Wei3kohlextrakte, positiven Ionisierungsmodus



Aufreinigung der Extrakte 91

120 m Extraktion  mGPC MAX |
100 1 — 1 ]
80
60 -
40 -
20 -
0 1
cm_E=D<=Q_|_Q.><Q_Q_Q_CQ.CD':QQ.D.Q.-Q-Q<Q—D‘
2 €S8 S35 S22 e 9320y oe@sgaep
T 5§ N X Q ¥ a4 2 5 "N € &3 S 9 >0 o O 98
g S s 2 N=85IFIEL s g S eNZ=g g K 2 o
& 9 5 b oTumg2Fd 3 5 T
m [a) < OEL’

Abbildung 5.3.6: Wiederfindungsraten fiir Weilkohlextrakte, negativer lonisierungsmodus

Die ESI+ Messungen (erste MAX- Fraktion) der WeiBBkohlextrakte zeigten gute

Wiederfindungsraten, wenn auch starke Metabolisierungen einiger Substanzen.

Aldicarb, Butocarboxim, Ethiofencarb und Thiofanox sind oxidationsanfillig. In der RHmV
[3] sind die Grenzwerte dieser Analyten als Summe von Ausgangsubstanz und Metabolite
angegeben. Deswegen wurden die durchschnittlichen Wiederfindungsraten berechnet (Tabelle
5.3.2). Fiir die Aldicarb-, Butocarboxim- und Ethiofencarb- Gruppen lagen diese Werte iiber

80%. Die Oxidationsprodukte von Thiofanox wurden in dieser Arbeit nicht untersucht.

Bei den Messungen im negativen lonisierungsmodus wurden fiir die sauren Wirkstoffe sehr

gute Ergebnisse erzielt.

Die neutral-basische Fraktion des Zitronenextraktes zeigte gute Wiederfindungsraten, wenn
auch wieder eine starke Metabolisierung. In der sauren Fraktion dagegen war quantitativ sehr

wenig wiederzufinden (Abbildung 5.3.7).
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Tabelle 5.3.2: Wiederfindungsraten der Carbamate und ihrer Metabolite, WeiBBkohlextrakte

WFR Extraktion WFR GPC WFR MAX
Butocarboxim-sulfoxid 153 159 128
Butoxycarboxim 91 84 92
Butocarboxim 2 2 21
berechnete WFR 82 82 80
Aldicarb-sulfoxid 159 177 152
Aldicarb-sulfon 125 103 109
Aldicarb 5 4 29
berechnete WFR 97 95 97
Ethiofencarb-sulfon 133 142 96
Ethiofencarb-sulfoxid 160 162 192
Ethiofencarb 0 0 0
berechnete WFR 98 101 96
100 O Extraktion
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Abbildung 5.3.7: Wiederfindungsraten fiir Zitronenextrakte, negativer lonisierungsmodus

Es wurde angenommen, dass die in der Matrix enthaltenen Sduren die basischen

Adsorbtionsstellen der MAX- Festphase belegen, was zu einer verringerten Retention der

sauren Analyte fiihrt. Um das zu untersuchen, wurde die erste MAX-Fraktion im negativen

Modus vermessen. Die Ergebnisse sind in der Abbildung 5.3.8 dargestellt und bestétigen, dass

die gruppenselektive Trennung der Analyten auf der MAX- Festphase fiir saure Matrizes

nicht angewandt werden kann.

Obwohl die Acetonextraktion den Vorteil der Fettabtrennung mit GPC ohne Losungsmittel-

austausch hat, ist die entwickelte Methode fiir dieses Vorhaben nicht viel versprechend. Die

Aufreinigung auf der MAX- Phase wird von mitextrahierten Stoffe, wie matrixeigenen Sduren
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(Tomate, Zitrone) negativ beeinflusst. Die Methode ist dartiber hinaus zeitaufwendig und

benotigt eine Phasentrennung, was eine zusétzliche Fehlerquelle darstellt.
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Abbildung 5.3.8: Verteilung der im negativen Ionisierungsmodus gemessenen Analyten in den zwei

MAX- Fraktionen bei der Aufreinigung von Zitronenextrakten
5.3.2 Reinigung der Methanolextrakte

Alternativ zur intensiven Aufreinigung nach der S19 Methode sind einfachere Prozeduren zur
Reinigung der Extrakte moglich. Die durch Methanol- Extraktion gewonnenen Extrakte sind
relativ polar, daher bieten sich eine Fliissig-Fliissig-Extraktion mit einem unpolaren
Losungsmittel oder eine Festphasenextraktion mit einem unpolarem Sorbens an. Die Fliissig-
Fliissig-Extraktion kann auf Diatomeenerde (Hydromatrix) durchgefiihrt werden [4, 43].
Durch Verdiinnen der Extrakte mit Wasser besteht bei der Festphasenextraktion die
Moglichkeit, Extraktaliquote nicht autkonzentrieren zu miissen und entsprechende

Analytenverluste zu vermeiden. Zu diesem Zweck bieten sich verschiedene Sorbentien an:

Oasis HLB, EnviCarb, Chromabond HRP.

5.3.2.1 ChemElut (Hydromatrix)

Wegen seiner Fahigkeit, Wasser aufzunehmen, wird Hydromatrix fiir die LLE polarer
Losungsmittelextrakte eingesetzt. Das Hydromatrix- Material adsorbiert das Wasser aus der

Probe und verhélt sich wie die wissrige Phase einer konventionellen Fliissig-Fliissig-
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Extraktion [158]. Nach dem Auftragen des Extraktes ist fiir die Aufnahme des Wassers eine
Equilibrierungszeit ndtig. Danach werden die Analyten iiblicherweise mit Dichlormethan
eluiert. Die eingesetzten ChemElut- Festphasen hatten eine Kapazitét von 5 ml, dass heil3t, bis
zu 5 ml Wasser konnen theoretisch auf der Phase bleiben. Die Methanolextrakte enthielten
verfahrensgemél ein drittel Wasser und es galt, das Wasser ohne Analytenverluste zu
entfernen. Zu diesem Zweck wurde unter Beachtung der Kapazitit gesittigte Kochsalzlosung
zum Extrakt gegeben, um die Uberfiihrung der Analyten in die organische Phase zu

unterstiitzen. Nach der Equilibrierung wurden die Analyten mit Dichlormethan eluiert.

ChemElut- Verfahren, modifiziert nach Klein und Alder [43]:

In dieser Arbeit wurde dieses Verfahren gedndert, um eine Endkonzentration von 1 g Matrix
in 1 ml Solvent zu erreichen.

Der Wassergehalt von 10 g Probe wurde auf 10 ml gebracht, dann wurde die Probe mit 20 ml
Methanol 2 Minuten im Ultra Turrax homogenisiert und zentrifugiert. 5 ml Extrakt wurde mit
3,3 ml gesittigte Kochsalzlosung (20%) verdiinnt und 5 ml davon auf die ChemElut- Phase
gegeben. Nach 5 Minuten Equilibrierungszeit wurden die Analyten mit 20 ml Dichlormethan
eluiert. Das Eluat wurde bei 30°C bis zur Trockene aufkonzentriert, in 500 pul Methanol
aufgenommen, im Ultraschallbad aufgeldst und mit 500 pul NH4Ac auf 1 mL aufgefiillt. Der
Endextrakt wurde schlielich durch einen PTFE- Filter (0,2 um) filtriert und mittels
LC/MS/MS vermessen.

Wiederfindungsraten der Analyten nach ChemElut

Die ChemElut- Festphase wurde zuerst ohne Matrix eingesetzt, um ihre Eignung fiir die
untersuchten Analyte zu testen. Als Probe wurden ein Standardgemisch mit 100 ng pro Analyt
in 5 ml Methanol/Wasser 2:1 nach dem oben vorgestellten Verfahren verarbeitet. Es wurden
gute Wiederfindungsraten erzielt, mit Ausnahme von Ethiofencarb und Dicamba (Tabelle
5.3.3). Obwohl dieses Verfahren eine schonende Aufreinigungsmoglichkeit darstellt, traten
fiir Ethiofencarb Verluste durch Oxidation auf.

Dicamba ist eine der polarsten sauren Substanzen (log Kow= 2.21, pK,=1.97) und wurde mit

Dichlormethan nicht vollstindig eluiert.

Wiederfindungsraten der sauren Wirkstoffe nach ChemElut
Bei der Untersuchung von Matrixextrakten traten erwartungsgemal3, neben guten Ergebnisse

bei der ESI+ Messung, weitere Verluste fiir die polarsten sauren Substanzen auf.
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In der Abbildung 5.3.9 sind die Wiederfindungsraten der im ESI- Modus gemessenen
Analyten fiir einen Erdbeerextrakt dargestellt. Hierfiir wurde die Probe mit 100 ng pro Analyt
versetzt und nach der oben vorgestellten Methode verarbeitet. Fiir die Berechnung der
Wiederfindungsraten wurde ein zweiter Extrakt vorbereitet und mit derselben Analytenmenge
gespikt. Diese Ergebnisse zeigen, dass die polarsten sauren Wirkstoffe (Dalapon und

Dicamba) bei dem ChemElut- Verfahren nicht miterfasst werden kénnen.

Tabelle 5.3.3 Wiederfindungen der Analyten nach der Anreicherung auf der ChemElut- Festphase,
Bestimmung mit HPLC-DAD (siehe Abschnitt 5.1.4.1)

WEFR % WEFR %
Methomyl 98 Dicamba 69
Carbendazim 88 2,4-D 96
Butocarboxim 106 Flamprop 97
Aldicarb 91 Dichlorprop 96
Thiodicarb 84 2,4,5-T 98
Propoxur 104 2,4-DB 97
Pirimicarb 101 Bifenox 102
Carbaryl 104 Haloxyfop 100
Ethiofencarb 75 DDA 98
Methiocarb 103 Diclofop 99
Promecarb 103 Dinoseb 101
Fenoxycarb 105 PCP 102
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Abbildung 5.3.9: Wiederfindungsraten der sauren Analyten aus einem Erdbeerextrakt nach Extraktion

mit Methanol/Wasser 2:1 und Aufreinigung mit ChemElut, Bestimmung mit LC/MS/MS
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5.3.2.2 Oasis HLB

Ziel dieser Untersuchungen war, polare und unpolare Substanzen gemeinsam und mit guten
Wiederfindungsraten aus den mit Wasser verdiinnten Methanolextrakten anzureichern. In den
Vorversuchen wurde die Oasis HLB 200 mg getestet, die nach Herstellerangaben (Fa. Waters)
gute Adsorptionseigenschaften bietet, und fiir die Anreicherung polarer und unpolarer
Substanzen aus Wasserproben eingesetzt wird [76].

Die Anreicherungseffizienz dieses Sorbens, die auf hydrophoben Wechselwirkungen basiert,
wurde mit Wasserproben und zwei libereinander stehenden Kartuschen untersucht. Die
Kartuschen wurden mit 5 ml Methanol konditioniert und mit 5 ml pH=2 Ldsung (0.1%
H3PO,) fiir Sdure und pH=6 Puffer (Phosphatpuffer) fiir Carbamate equilibriert. 5 pg pro
Analyt wurden zu jeweils 100 ml Wasser mit entsprechend eingestelltem pH- Wert zugesetzt,
unter Vakuum angereichert und mit 5 ml Methanol und 5 ml Methanol/Aceton 8:2 eluiert.
Um etwaigen Verlusten beim Einengen vorzubeugen, wurde das Eluat bis etwa 200 pl im

Stickstoffstrom bei 30°C aufkonzentriert und mit Methanol auf 500 ul aufgefiillt.

Wie die Ergebnisse in Tabelle 5.3.4 zeigen, eignet sich diese Festphase gut fiir die
Anreicherung polarer Analyten aus Wasserproben. Fiir Carbendazim, Dinoseb und
Pentachlorphenol reichte aber die Elutionskraft von Methanol und Aceton nicht aus, um sie

quantitativ zu eluieren.

Tabelle 5.3.4 Wiederfindungsraten der Analyte nach Anreicherung von Wasserproben auf HLB,
Bestimmung mit HPLC-DAD

Kartusche 1  Kartusche 2 Kartusche 1 ~ Kartusche 2
Oxamyl 106 0 Picloram 107 0
Methomyl 103 0 Dicamba 104 0
Carbendazim 54 1 2,4-D 103 0
Butocarboxim 92 6 Flamprop 101 0
Aldicarb 94 0 Dichlorprop 103 0
Thiodicarb 91 0 2,4,5-T 102 0
Propoxur 89 0 2,4-DB 101 0
Pirimicarb 91 0 Bifenox 96 0
Carbaryl 94 0 Haloxyfop 96 0
Ethiofencarb 87 0 DDA 93 0
Methiocarb 96 0 Diclofop 91 2
Promecarb 97 0 Dinoseb 76 0
Fenoxycarb 93 1 PCP 72 1

Untersuchungen zur Anreicherung methanolhaltiger Wasserproben waren nicht erfolgreich.

Die Retention der Analyten wurde dabei schon von geringen Mengen an organischem
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Losungsmittel negativ beeinflusst. Aus diesen Griinden wurde die HLB- Festphase in dieser

Arbeit nicht weiter eingesetzt.

5.3.2.3 EnviCarb

Fiir die Bestimmung von Carbamaten in Obst und Gemiise wurde von Di Corcia ein
Anreicherungsverfahren entwickelt, das auf Verdiinnung eines Methanolextraktes mit Wasser
und SPE- Aufreinigung auf graphitisiertem Kohlenstoff basiert [40].

Die Effizienz von graphitisiertem Kohlenstoff wurde in den Vorversuchen mit der EnviCarb-
Festphase nach dieser Methode getestet.

Das Sorbens wurde mit 3 ml Methanol und 3 ml Wasser konditioniert. Eine mit 5 ug pro
Analyt gespikte Probe aus 5% Methanol in 250 ml Wasser wurde auf EnviCarb unter Vakuum
angereichert. Die Kartusche wurde mit 7 ml Wasser gewaschen und mit Luft, unter Vakuum,
getrocknet. Die Elution erfolgte mit 1 ml Methanol und 6 ml Dichlormethan/ Methanol 4:1.
Das Eluat wurde mit Stickstoff bei 30°C komplett autkonzentriert und mittels HPLC-DAD

vermessen. Die Wiederfindungsraten sind in der Tabelle 5.3.5 aufgefiihrt.

Tabelle 5.3.5: Wiederfindung der Analyten aus methanolhaltige Wasserproben nach Anreicherung auf
EnviCarb, Bestimmung mit HPLC-DAD (siehe Abschnitt 5.1.4.1)

Analyt WEFR Analyt WEFR
Oxamyl 72 Picloram 88
Methomyl 87 Metsulfuron 45
Carbendazim 77 Dicamba 83
Butocarboxim 45 2,4-D 83
Aldicarb 42 Flamprop 45
Thiodicarb 90 Dichlorprop 84
Propoxur 67 2.4.5-T 83
Pirimicarb 85 2,4-DB 46
Carbaryl 72 Fenoprop 86
Ethiofencarb 52 Bifenox 89
Methiocarb 56 Haloxyfop 63
Promecarb 75 DDA 51
Fenoxycarb 87 Diclofop 83
Benfuracarb 77 Dinoseb 74
Carbosulfan 34 PCP 56

Es zeigte sich, dass auch weniger empfindliche Substanzen, wie Propoxur oder Pentachlor-
phenol, mit diesem Verfahren von der EnviCarb- Phase nicht zufriedenstellend eluiert werden
konnen.

Damit haben sich graphitisierte Kohlenstoffe fiir dieses Vorhaben als ungeeignet erwiesen. Es

wurde weiter versucht, diesen Ansatz mit einer PS-DVB- Festphase zu kombinieren.
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Hierzu muss angemerkt werden, dass Luft die Zersetzung von Carbamaten und ihren
Metaboliten begiinstigt, wie von Santos Delgado et al. auch festgestellt wurde [89]. In dieser

Arbeit wurden die Sorbentien unter Vakuum, 15 Minuten lang mit Stickstoff getrocknet.

5.3.2.4 Chromabond-HRP

Wie bei der HLB- Festphase werden auch auf der HRP- Festphase hydrophobe, n-n- und
Dipol-induzierter Dipol-Wechselwirkungen zur Extraktion der Analyten aus dem polaren
Losungsmittel ausgenutzt. Das Festphasenmaterial ist chemisch reiner als der graphitisierte
Kohlenstoff und sollte dementsprechend wenigere Sekundiarwechselwirkungen aufweisen,
was zu besseren Wiederfindungsraten fiihren sollte. Wie EnviCarb bietet diese Festphase auch
die Moglichkeit, die angereicherten sehr polaren Matrixbestandteile durch einen Spiilschritt

aus dem Extrakt zu entfernen.

Fiir eine vollstindige Wiederfindung mussten Anreicherung und Elution, besonders fiir die
polaren Analyten, optimiert werden.

Um einen vorzeitiges Durchbruch der polarsten Analyten zu verhindern, wurde an erster
Stelle der Anteil an organischem Losungsmittel in der Probe optimiert.

Es wurde auch untersucht, ob die Anreicherung durch eine Einstellung des pH-Wertes
unterstiitzt werden kann. Die Experimente von Crescenzi et al. [157] ergaben, dass bei der
Anreicherung von sauren Wirkstoffen auf PS-DVB- Festphasen die Wasserproben ein pH-

Wert von 2 haben miissen.

Optimierung des Methanol-Anteils in der Probe

Die Anreicherungseffizienz der HRP- Festphase wurde in Vorversuchen mit einigen der
polarsten Analyten getestet, den Carbamatmetaboliten.

Drei Kartuschen wurden mit je 3 ml Methanol und 3 x 3 ml Puffer pH=6 (Phosphatpufter)
konditioniert.

Drei Proben aus 100 ml Wasser (pH=6, Phosphatpuffer) mit 20, 10 bzw. 5% Methanol
wurden vorbereitet und mit je 5 pug pro Analyt gespikt. Die Anreicherung der Proben fand
unter Vakuum, bei 4-5 mm Hg, statt. Nach dem Trocknen wurden die Kartuschen mit je

2 x 3 ml Aceton eluiert. Die Eluate wurden mit Stickstoff bei 30°C bis zur Trockene
aufkonzentriert, in 500 pul Methanol aufgenommen und mit HPLC-DAD vermessen.

Mit 5 und 10 % Methanol in Wasser wurden die besten Ergebnisse erreicht, wiahrend 20%

Losungsmittel den Durchbruch des polarsten Metaboliten, Butocarboxim-sulfoxid, bewirkten.
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Demzufolge wurden fiir weitere Untersuchungen Proben mit maximal 5% Methanol

eingesetzt.

Tabelle 5.3.6: Wiederfindungsraten von Carbamatmetabolite aus methanolhaltigen Wasserproben nach

Anreicherung und Elution auf HRP, Bestimmung mit HPLC-DAD (siehe Abschnitt 5.1.4.1)

Analyt 20% MeOH 10% MeOH 5% MeOH

Butocarboxim sulfoxid 5 82 103
Aldicarb sulfon 98 83 102
Ethiofencarb sulfon 102 88 101
Methiocarb sulfoxid 97 91 102
Carbofuran 3-OH 99 99 100
Methiocarb sulfon 96 100 102
Carbofuran 3-keto 99 99 101

5.3.2.5 Effizienz der HRP- Festphase fur die Reinigung von Probenextrakte

Die Aufreinigungseffizienz der HRP- Festphase, das Verhalten der Analyten auf der
Festphase und deren Wiederfindungsraten nach Anreicherung wurden mit verschiedenen
Matrizes untersucht. Zweck dieser Experimente war, beste Wiederfindungsraten der Analyten

und eine mdglichst vollstandige Matrixabtrennung zu erreichen.

10 g Weillkohl wurden mit Methanol/Wasser 2:1 nach der im Abschnitt 5.2.3 dargestellten
Methode extrahiert.

Die HRP- Festphase wurde mit 3 ml Methanol und 3 x 3 ml Wasser konditioniert.

3 ml Extrakt (1 g Probe) wurden mit 100 ng pro Analyt gespikt, dann mit Wasser auf 100 ml
verdiinnt und auf die HRP- Festphase unter Vakuum (4-5 mm Hg) angereichert. Die
Festphase wurde mit 10 ml 5% Methanol in Wasser gewaschen und unter Stickstoffstrom

15 Minuten lang getrocknet. Die Elution erfolgte mit 2 x 3 ml Aceton. Fiir die Analyse
wurden die Eluate mit Stickstoff bei 30°C bis zur Trockene eingeengt, in 1 ml Methanol/10
mM NH4Ac 1:1 aufgenommen und mit LC/MS/MS vermessen.

Bei der ESI+ Messung (Abbildung 5.3.10) zeigte das Verfahren sehr gute Ergebnisse. Wie bei
ChemElut, wurde die Oxidation des Ethiofencarb festgestellt. Die durchschnittliche
Wiederfindungsrate fiir Ethiofencarb, Ethiofencarb sulfon und Ethiofencarb sulfoxid lag
jedoch bei 82%.

Problematisch hat sich die Messung im ESI- Modus erwiesen (Abbildung 5.3.11). Hier

wurden fiir die Harnstoffe sehr gute Ergebnisse erzielt, doch die Wiederfindungsraten der
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sauren Analyten waren alle unter 70%. Ursache war der hohe pH-Wert und dementprechend

zu hohe Probenvolumen, die den Durchbruch der zum Teil deprotonierten sauren Substanzen

verursachten [157].
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Abbildung 5.3.10: Wiederfindungsraten der Analyten fiir einen WeiBBkohlextrakt (Methanol-

Extraktion) nach Anreicherung auf der HRP- Festphase, positiver lonisierungsmodus
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Abbildung 5.3.11: Wiederfindungsraten der Analyten fiir einen WeiBBkohlextrakt (Methanol-

Extraktion) nach Anreicherung auf der HRP- Festphase, negativer lonisierungsmodus
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pH-Wert und Volumen der Proben

Im folgenden Experiment wurde der Einfluss des pH-Wertes und des Probenvolumina auf die
Wiederfindungsraten der sauren Wirkstoffe bei der HRP- Aufreinigung untersucht.

20 g Raps wurden mit 60 ml Methanol nach der im Abschnitt 5.2.4 dargestellte Methode
extrahiert.

Folgende Losungen wurden fiir die Verdiinnung der Extraktproben vorbereitet:

e 0,1%ige Phosphorsédure (1ml H3POj kon, auf 1000ml, pH=2)

e pH=2 - Losung mit 5% Methanol

e pH=4 - Losung (321 pl HAc konz. + 10 ml NaAc 0.1 M auf 1000 ml)

e pH=4 - Losung mit 5% Methanol

Vier Aliquote a 3 ml Rapsextrakt wurden mit 100 ng pro Analyt gespikt und wie folgt
verdiinnt:

e mit Wasser auf 100 ml

e mit pH=4 - Losung auf 100 ml

e mit pH=4 - Losung auf 50 ml

e mit pH=2 - Losung auf 50 ml

Die HRP- Festphasen wurden mit je 3 ml Methanol und 3 x 3 ml Wasser oder Wasser mit
entsprechend eingestelltem pH-Wert konditioniert. Die Proben wurden unter Vakuum
angereichert, anschlieBend wurden die Kartuschen mit je 10 ml von der entsprechenden
5%-ige Methanollosung gewaschen. Die Sorbentien wurden unter Stickstoffstrom,

15 Minuten lang getrocknet und mit jeweils 2 x 3 ml Aceton eluiert. Die Eluate wurden mit
Stickstoff bei 30°C bis zur Trockene aufkonzentriert und in jeweils 500 pul Methanol
aufgenommen. Nach Auflosen der Riickstinde im Ultraschallbad wurden die Proben mit
10 mM Ammoniumacetat auf 1 ml aufgefiillt und mit LC/MS/MS vermessen.

Weitere 4 Aliquote a 3 ml Rapsextrakt wurden nach demselben Verfahren verarbeitet, vor der

Messung mit je 100 ng pro Analyt gespikt und als Matrixstandards verwendet.

In der Abbildung 5.3.12 sind die Ergebnisse der im negativen Modus durchgefiihrten
Messungen dargestellt. Die Wiederfindungsraten der Harnstoffe wurden von der Anderung
des pH-Wertes nicht negativ beeintrichtigt. Fiir die zwei Diuronmetabolite und die sauren
Wirkstoffe wurden schon bei pH=4 bessere Ergebnisse erreicht. Der Einfluss des
Probenvolumens konnte besonders bei Bromoxynil, loxynil und Mecoprop beobachtet
werden. Bei der 50 ml Proben wurden diese Substanzen mit {iber 80% wiedergefunden. Die

polarsten sauren Wirkstoffe konnten jedoch nur bei pH=2 gut retardiert werden.
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Die Wiederfindungsraten des Fenoxaprop sinken bei niedrigen pH-Werte, was auf die

Instabilitét dieser Substanz unter sauren Bedingungen zuriickzufiihren ist [74].
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Abbildung 5.3.12: Vergleich der Wiederfindungsraten von sauren Analyten und Harnstoffen fiir

Rapsextrakte (Methanol- Extraktion), nach Anreicherung verschiedener Probenvolumina auf der HRP-

Festphase, mit und ohne pH-Wert- Einstellung
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Abbildung 5.3.13: Vergleich der Wiederfindungsraten der im ESI+ gemessenen Analyten fiir

Rapsextrakte (Methanol- Extraktion), nach Anreicherung verschiedener Probenvolumina auf der HRP-

Festphase, mit pH-Wert- Einstellung
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Auch die im positiven Modus durchgefiihrten Messungen (Abb. 5.3.13) zeigten sehr gute
Ergebnisse nach der HRP- Anreicherung bei pH=2. Ausnahmen machten hier jedoch die
basischen Analyten, Carbendazim, Propamocarb und Isopropylanilin, die unter sauren
Bedingungen schneller durchbrechen.

Diese Ergebnisse haben bewiesen, dass die gemeinsame Anreicherung von neutralen und
sauren Substanzen auf der HRP- Festphase bei pH=2 erfolgreich durchgefiihrt werden kann.
Nachteilig fiir dieses Verfahren ist aber, dass basische Substanzen nicht miterfasst werden

konnen.

Fiir die weiteren Untersuchungen wurden dementsprechend die Extraktaliquote fiir die

Anreicherung auf der HRP- Festphase mit 0,1% H3;PO4 (pH=2) auf 50 ml verdiinnt.

Optimierung der Elution

Bei Elution der HRP- Festphase mit 6 ml reinem Aceton wurden niedrige Wiederfindungs-
raten fiir die mittelpolaren und basischen Analyte festgestellt. Fiir diese Substanzen hat sich
wihrend der Untersuchungen Methanol als gut geeignet erwiesen. Weil aber Methanol zu

polar und schwer einzudampfen ist, wurde es in Kombination mit Aceton getestet.

Drei HRP- Kartuschen wurden mit jeweils 3 ml Methanol und 3 x 3 ml 0,1% H3;PO4 (pH=2)
konditioniert. 3 x 3 ml Methanol/Wasser 2:1 (v/v) wurden jeweils mit 100 ng pro Analyt
gespikt und mit 0,1%ige H3PO4 auf 50 ml verdiinnt. Nach Anreicherung und Trocknen der
Festphase wurden die Analyten mit folgenden Losungsmitteln eluiert:

e 10 % Methanol in Aceton

e 20 % Methanol in Aceton

¢ 30 % Methanol in Aceton

e Aceton

Dabei wurden mehrere Fraktionen aufgefangen: die ersten 2 ml, die folgenden 4 x 1 ml und
die letzten 4 ml.

Die Fluate wurden im Stickstoffstrom bei 30°C bis zur Trockene autkonzentriert und in 1 ml
Methanol / 10 mM Ammoniumacetat aufgenommen. Nach der LC/MS/MS- Analyse erfolgte

die Berechnung der Wiederfindungsraten gegen einen Standard im Losungsmittel.
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Abbildung 5.3.14: Wiederfindungsraten der Analyten nach Anreicherung auf der HRP- Festphase und
Elution mit verschiedenen Losungsmittel; Bestimmung mit LC/MS/MS im positiven Modus

In der Abbildung 5.3.14 sind einige dieser Ergebnisse dargestellt. Die Elution mit 30%
Methanol in Aceton erzielte sehr gute Wiederfindungsraten fiir die sehr polaren Analyten. Der
Einsatz von Methanol war fiir die basischen Substanzen besonders wichtig. Fiir die
quantitative Elution der weniger polaren Substanzen war reines Aceton notwendig.

Die Hersteller der Chromabond- HRP- Sorbentien (Fa. Macherey-Nagel) empfehlen den

Einsatz von Ammoniak fiir eine quantitative Elution der basischen Substanzen von der
Festphase. Die Elution mit 10 und 100 mM NH4Ac in Methanol fiihrte zu Metabolisierung

der anfélligen Substanzen und erreichte nicht die Effizienz von Aceton.

HRP- Verfahren
3 ml Extrakt wurden mit 0,1 % iger H;PO4 auf 50 ml verdiinnt. Die HRP- Festphase wurde
mit 3 ml Methanol und mit 3 x 3 ml 0,1 % iger H;PO4 konditioniert. Die Probe wurde mit
Hilfe eines Teflonschlauches, unter Vakuum (4-5 mm Hg), langsam auf der Festphase
angereichert. Der Messkolben und die Kartusche wurden mit insgesamt 10 ml 5% Methanol
in 0,1 %iger H3PO4 gewaschen und anschlieBend unter Stickstoffstrom 15 Minuten lang

getrocknet. Die Festphase wurde mit 3 ml 30 % Methanol in Aceton und mit 1ml Aceton
eluiert. Das Eluat wurde unter Stickstoffstrom bis zur Trockene eingedampft. Der Riickstand
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wurde in 500 ul Methanol geldst und nach der Zugabe von 500 pl 10 mM NH4Ac-Lésung gut
durchmischt. Die Probe wurde in ein Glasvial iiberfithrt und an der LC/MS/MS gemessen.

5.3.2.6 Vergleich von ChemElut und HRP

Die Wiederfindungsraten der Analyten bei der Extrakaufreinigung wurden fiir ChemElut und
HRP mit einem Pfirsichextrakt verglichen.

20 g Probe wurden mit Methanol/Wasser 2:1 extrahiert (Abschnitt 5.2.3). Die Extraktaliquote
wurden jeweils mit 100 ng pro Analyt gespikt, und die Extraktreinigung erfolgte nach den
oben dargestellten Verfahren (Abschnitt 5.3.2.1 und 5.3.2.5). Die Proben wurden mit
LC/MS/MS vermessen. Fiir die Berechnung der Wiederfindungsraten wurden zwei weitere
Extraktaliquote verarbeitet, vor der Messung mit 100 ng pro Analyt gespikt und als

Matrixstandards eingesetzt.

Die ESI+ und ESI- Messergebnisse sind in der Abbildung 5.3.15 bzw. 5.3.16 dargestellt.
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Abbildung 5.3.15: Wiederfindungsraten der Analyten nach ChemElut bzw. HRP- Aufreinigung eines

Pfirsichextraktes, ESI+ Bestimmung

Im Vergleich zur HRP- Aufreinigung zeigte die ChemElut bessere Ergebnisse fiir die
polarsten Analyten, mit Ausnahme von Methamidophos und Acephat, deren Wiederfindungs-
raten immer noch unter 70% lagen. Von der ChemElut konnte Carbendazim mit iiber 80%

eluiert werden, die anderen zwei basischen Analyte, Propamocarb und Isopropylanilin lagen
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jedoch weit unter 70%. Diese Daten haben bewiesen, dass die HRP- Festphase besonders fiir
die Benzoylharnstoffe und die polarsten sauren Wirkstoffe bessere Ergebnisse liefern kann.
Einen Nachteil der HRP- Phase ist, dass die stark polaren Methamidophos und Acephat

(log Kow < 0) nicht ausreichend retardiert werden [74].
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Abbildung 5.3.16: Wiederfindungsraten der Analyten nach ChemElut bzw. HRP- Aufreinigung eines

Pfirsichextraktes, ESI- Bestimmung

Die Effizienz dieser Festphasen wurde weiter fiir Oliven untersucht. Die Proben wurden wie
die Pfirsichextrakte vorbereitet. Die Extraktion wurde fiir die HRP-Festphase mit 19.5 ml
Methanol und 3 ml Acetonitril (siche Abschnitt 5.2.4) ohne Wasserzugabe durchgefiihrt. Im
Vergleich wurde die Extraktion fiir die ChemElut- Aufreinigung mit Methanol/Wasser 2:1
durchgefiihrt. In dem Versuch, die Wiederfindungsraten der sauren Wirkstoffe bei der
ChemElut- Aufreinigung zu verbessern, wurde die geséttigte Salzlosung mit 0,1%ige H3PO4
statt Wasser vorbereitet.

Die in der Abbildung 5.3.17 und 5.3.18 dargestellten Wiederfindungsraten bestétigen die
Ergebnisse, die mit den Pfirsichextrakten erzielt wurden. Zusitzlich erkennt man deutlich die
niedrigeren Wiederfindungsraten der unpolareren Analyten, die durch die Extraktion mit

Methanol/Wasser 2:1 verursacht wurden.
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Abbildung 5.3.17: Wiederfindungsraten der Analyten fiir Olivenextrakte nach Aufreinigung auf

ChemElut bzw. Chromabond-HRP; Bestimmung mit LC/MS/MS im positiven Modus

Abbildung 5.3.18: Wiederfindungsraten der sauren Wirkstoffe fiir Olivenextrakte nach Aufreinigung

auf ChemElut bzw. Chromabond-HRP; Bestimmung mit LC/MS/MS
Mit der ChemElut- Festphase wurden bessere Wiederfindungsraten fiir die polarsten Analyten

erreicht. Analog der sehr polaren Substanzen wie Methamidophos und Acephat werden aber
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auch polare Matrixinhaltstoffe von der HRP- Festphase friihzeitig eluieren. Ein Teil der
Matrix wird auf diese Weise abgetrennt, und somit konnen Storwirkungen in der

Ionisierungsquelle minimiert werden.

Das Ansduern des Extraktes vor der ChemElut- Aufreinigung war nicht erfolgreich. Die
Wiederfindungsraten der polarsten sauren Analyten, Dalapon und Dicamba, lagen immer

noch unter 70 %, wie auch fiir Dinoseb und Dinoterb.

Der Vergleich der Wiederfindungsraten wurde auch mit Reisproben durchgefiihrt.

Zwei Reisproben a 10 g wurden mit Methanol/Wasser 2:1 extrahiert. Die Extraktaliquote
wurden mit jeweils 100 ng pro Analyt gespikt und auf ChemElut bzw. HRP gereinigt (siche
Abschnitt 5.3.2.1 und 5.3.2.5). Nach der LC/MS/MS- Analyse wurden die

Wiederfindungsraten gegen Matrixstandards berechnet.
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Abbildung 5.3.19: Wiederfindungsraten der Analyten fiir Reisextrakte nach Extraktion mit
Methanol/Wasser 2:1 und Aufreinigung auf ChemElut bzw. Chromabond-HRP; Bestimmung mit

LC/MS/MS im positiven Modus

Mit diesem Experiment wurde wiederholt bestitigt, dass die HRP- Festphase fiir die
Aufreinigung verschiedener Methanolextrakte sehr gut geeignet ist (Abbildung 5.3.19).
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5.3.3 Reinigung von Acetonitrilextrakten

Bei der Aufreinigung von Acetonitrilextrakten mit der HRP- Festphase traten Verluste fiir die
polarsten Substanzen (log Koy < 1) auf (Abbildung 5.3.20). Eine mdgliche Ursache dafiir war
die Belegung des Sorbens durch mitextrahiertes Fett. Um diese Verluste durch eine bessere
Matrixabtrennung zu minimieren, wurde die C18- Festphase als zusdtzliche Aufreinigungs-

moglichkeit eingesetzt.
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Abbildung 5.3.20: Wiederfindungsraten der polarsten Analyten fiir eine gespikte Rapsprobe, nach
Extraktion mit Acetonitril/Wasser 2:1, Bestimmung mit LC/MS/MS im positiven Modus

5331 Ci18
Die Aufreinigung von Acetonitrilextrakte kann durch LLE mit Hexan durchgefiihrt werden,
meistens wird aber die SPE mit C18- Festphasen eingesetzt, z.B. in der FDA- Methode [26].

In dieser Arbeit wurde eine C18- Phase vor der HRP- Aufreinigung eingesetzt.

Elution der C18- Festphase

Das C18- Sorbens (1 g) wurde mit 5 ml Acetonitril und 5 ml Wasser konditioniert.

100 ng pro Analyt in 5 ml Acetonitril/Wasser 2:1 wurden auf die C18- Festphase aufgetragen,
eluiert und aufgefangen. Die Elution der Analyten wurde mit 2 x 1 ml Acetonitril und 1 ml
Acetonitril / Aceton 1:1 durchgefiihrt, wobei die erste Fraktion des Eluates in dem Gefafl mit

der Probe aufgefangen wurde. Die drei Fraktionen wurden im Stickstoffstrom, bei 30°C bis
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zur Trockene eingedampft, und in 1 ml Methanol / 10 mM NH4Ac 1:1 aufgenommen. Die
Wiederfindungsraten der Analyten wurden mithilfe eines Messstandards derselben

Konzentration berechnet. Die Messungen wurden mit LC/MS/MS durchgefiihrt.
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Abbildung 5.3.21: Wiederfindungsraten der Analyten nach der C18- Festphase mit

verschiedenen Eluenten; Bestimmung mit LC/MS/MS im positiven Modus

Diese Ergebnisse zeigten, dass 2 ml Acetonitril ausreichend sind, um die Analyten quantitativ

von der C18- Phase zu eluieren.

Um gute Wiederfindungsraten fiir die polarsten Analyten zu erreichen, darf der verdiinnte
Extrakt maximal 5 % organisches Losungsmittel enthalten. Nach der Elution der C18-
Festphase waren aber insgesamt etwa 4 ml Acetonitril vorhanden, was zu 8 % Losungsmittel
in der Probe fiihrte.

Mithilfe eines Olivenextraktes wurde untersucht, ob das Aufkonzentrieren des Extraktes nach

der C18- Reinigung Analytenverluste verursacht.

Aufkonzentrieren des C18- Eluates

10 g Oliven wurden mit Acetonitril/Wasser 2:1 extrahiert, nach der im Abschnitt 5.2.3
dargestellten Methode. Das Sorbens (2 Kartuschen) wurde mit 5 ml Wasser und 5 ml
Acetonitril konditioniert. Zwei Aliquote a 3 ml wurden mit jeweils 100 ng pro Analyt gespikt,

auf der C18- Phase angereichert, eluiert und aufgefangen. In demselben Gefal wurden auch
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die 2 ml Acetonitril aufgefangen, die zur Elution der Analyte von der C18- Festphase
eingesetzt wurden.

Eine der Proben wurde im Stickstoffstrom, bei 30°C auf 3 ml eingedampft, die andere enthielt
weiterhin 4 ml Acetonitril. Die zwei Extrakte wurden dann mit 0,1%iger H;PO4- Losung auf
50 ml aufgefiillt und auf der HRP- Festphase aufgereinigt (siche Abschnitt 5.3.2.5).

Auf derselbe Weise wurden zwei Matrixstandards vorbereitet und vor der Messung mit

100 ng pro Analyt gespikt.
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Abbildung 5.3.22: Wiederfindungsraten der polarsten Analyten fiir einen Olivenextrakt nach HRP-

Aufreinigung von Proben mit verschiedenem Acetonitrilgehalt

Die groBere Elutionskraft der Probe mit 4 ml Acetonitril bewirkte niedrige Wiederfindungs-
raten fiir die polarsten Analyten (Abbildung 5.3.22). Mit nur 2 ml Acetonitril in der Probe
konnten fiir diese Analyten viel bessere Ergebnisse erzielt werden.

Weitere Experimente haben gezeigt, dass die C18- Eluate bis auf 1,5 ml aufkonzentriert
werden konnen, ohne zusitzlichen Verluste zu verursachen.

Wie im Abschnitt 5.2.4 dargestellt, wurde bei der Extraktion mit Acetonitril eine Aufkonzen-
trierung des Rohextraktes festgestellt, die die genaue Bestimmung des Volumens erschwerte
und zu erhohten Wiederfindungsraten fiihrte. Damit wurde auf diese Extraktionsmethode
verzichtet. Die Aufreinigungsmethode mit der C18- Festphase wurde aber fiir die
Verarbeitung von fettreichen Proben tibernommen. Das entsprechend optimierte Verfahren ist

unten dargestellt.
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C18- Verfahren

Die C18- Festphase wurde mit 5 ml Methanol und mit 5 ml Wasser konditioniert.

3 ml Extrakt wurden auf die C18- Phase gegeben und die Kartusche mit 3 ml Acetonitril
gewaschen. Das Eluat wurde zusammen mit der Waschlosung in einem Wasserbad unter

Stickstoffstrom bei 30°C auf 1,5 ml eingeengt.

5.3.4 Versuche mit Oasis MCX

Die bisherigen Untersuchungen zeigten, dass die basischen Analyten zum Teil sehr stark auf
die HRP- Festphase retardiert werden. Mit 10 mM NH4Ac in Methanol als Eluent konnten

maximal 70% Propamocarb und Carbendazim von der HRP eluiert werden.

Fiir die Elution basischer Substanzen von PS-DVB- Festphasen wurden Versuche mit
Triethylamin erfolgreich durchgefiihrt [72], jedoch wird der Einsatz dieser Substanz in der
LC/MS/MS nicht empfohlen. Triethylamin ist fiir diese Technik nicht ausreichend fliichtig,
sammelt sich in der Quelle und fiihrt zu hohen Hintergrundsignale bei Messungen im

positiven Modus [122].

Fiir die Anreicherung basischer Substanzen aus Apfelextrakten wurde ein Verfahren
entwickelt, welches auf Extraktion mit Acetonitril, Verdiinnung der Extrakte und
anschlieBender Aufreinigung auf der Oasis MCX basiert [75].

Dieses Verfahren wurde ohne Matrix getestet, mit verschiedenen Proben: Wasser mit 20 %

Acetonitril, 0,1% H3;PO4 mit 5% Methanol und Wasser mit 5% Methanol.

Bei der Probe in Acetonitril wurde Propamocarb mit iiber 80% wiedergefunden, Carbendazim
lag jedoch unter 70%. Fiir die restlichen Substanzen eignete sich die Anreicherung aus
Wasser bei pH=2 viel besser, wobei der kleinere Gehalt an organischem Losungsmittel die
Retention unterstiitzte. Die polarsten Analyten hatten sehr niedrige Wiederfindungsraten, sie

wurden auf der MCX- Phase sehr schwach retardiert.

Bei weiteren Untersuchungen fiir die Elution der basischen Analyten von der MCX-
Festphase wurden mit 1 M NH4Ac in Methanol gute Ergebnisse erzielt. Jedoch war die
Reproduzierbarkeit dieser Elutionsmethode sehr schlecht. Fiir drei parallel eingesetzte MCX-

Festphasen wurden relativen Standardabweichungen von bis zu 100% festgestellt.
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Die Eluate in Methanol lieen sich nur schwierig und langsam aufkonzentrieren. Die
Konzentration von Ammoniumacetat in der gemessenen Probe war auch sehr hoch, und

beeintrachtigte erheblich die Effizienz der ESI- Ionisierung [121].

Es wurde auch untersucht, ob eine starke Base bessere Wiederfindungsraten bewirken kann.
Elutionsversuche mit 0,1 Pyrrolidin in Aceton waren nicht erfolgreich, und die Analyten
waren in Anwesenheit dieser Base sehr instabil. Pyrrolidin wirkte ungiinstig auf die
Ionisierung, dabei waren auch die Standardmessungen nicht reproduzierbar.

Fiir dieses Vorhaben zeigte die MCX- Festphase insgesamt keine Vorteile gegeniiber der
HRP- Festphase.
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5.4 Untersuchungen zur Verminderung oder Vermeidung der Matrixeffekte

5.4.1 Einflisse der Matrix

Die doppelte Ionisierung und Massenselektion erlaubt eine einzigartige Selektivitdt, so dass
selbst in einer komplexen Matrix, wie z.B. einem Rapsextrakt, keine Interferenzen im

Chromatogramm auftreten (Abbildung 5.4.1).
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Abbildung 5.4.1: Chromatogramme von Pirimicarb (10 pg/ul) und Dichlorprop (10 pg/ul) in einer

komplexen Raps-Matrix

Prinzipiell konnte deshalb nach der Extraktion auf eine Extraktreinigung verzichtet werden.
Entsprechende Versuche zeigten aber schnell, dass die mitextrahierten Matrixbestandteile zu
einer Verschmutzung der Geréteoptik fiihren und damit zu einer Verringerung der
Empfindlichkeit.

Bei den Matrixeffekten handelt es sich um eine Verstirkung oder, in der LC/MS héufiger,
eine Verminderung des Signals durch gleichzeitig eluierende Matrixbestandteile. Die ESI-
Ionisierung ist fiir Matrixeffekte anfélliger als die APCI [159], weil die Bildungs- und
Evaporationsprozesse stark matrixabhéngig sind. Die Bildung eines gewiinschten lons, z.B.
eines protonierten Molekiils, wird stark von den Bedingungen im lonisierungsraum
beeinflusst. Die Matrixkomponenten sind in dem Chromatogramm zwar nicht sichtbar, haben
aber im Vergleich zu den Analyten hohere Konzentrationen und moglicherweise niedrigere
Ionisierungspotentiale und héhere Protonenaftinitidten. Somit kdnnen sie die lonisierungs-
effizienz gravierend beeintridchtigen. Weil der Gehalt der Matrixinhaltstoffe von Matrix zu

Matrix unterschiedlich ist, kann der MS/MS- Response sehr variieren [159, 160].
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Wie grof3 dieser Matrixeffekt fiir die untersuchten Substanzen sein kann, wird an mehreren

nicht aufgereinigten Probenextrakten demonstriert.

Verschiedene Rohextrakte, mit Methanol/Wasser 2:1 extrahiert, wurden mit einer definierten
Menge Standardlosung versetzt und gleichzeitig ein Kontrollstandard gleicher Konzentration
und Losungsmittelzusammensetzung, aber ohne Matrix hergestellt und gegeneinander
vermessen. Die Probenkonzentration betrug 0,3 g/ml in Methanol/Wasser (2:1), die

Analytenkonzentration 100 ng/ml.

Die Signalintensititen der meisten Substanzen im ungereinigten Tomatenextrakt zeigten
kaum Abweichungen (<10%) zu denen im Lésungsmittel (Tabelle 5.4.1) und nur fiir vier
Substanzen wurden Abweichungen von iiber 20% festgestellt. Eine deutlich stérkere
Beeinflussung der Signale wurde in Zitronen- und Rapsextrakt beobachtet. Obwohl nicht alle
Abweichungen durch lonensuppression verursacht werden, zeigten diese Messungen deutlich,
dass die Matrixinhaltstoffe zu gravierenden Anderungen des Detektorsignals fiihren kénnen
und damit zu einer Verfilschung des Analysenergebnisses. Um eine gesichert hohe
Analysenqualitét zu erreichen, miissen daher Mafnahmen zur Vermeidung der negativen

Auswirkungen der Begleitmatrix getroffen werden.

Tabelle 5.4.1: Vergleich der Peakhdhen von Phenylharnstoffen und Carbamaten in einem

ungereinigten Probenextrakt mit denen in reinem Losungsmittel

Tomate Zitrone  Raps Tomate  Zitrone Raps

Aldicarb-sulfoxid 91 118 33 Chlortoluron 92 56 74
Butoxycarboxim 90 172 45| Methabenzthiazuron 92 81 71
Aldicarb-sulfon 112 150 27 D1M-Isoproturon 93 100 77
Methomyl-oxim 142 90 33 Isoproturon 103 99 81
Oxamyl 102 114 27 Buturon 104 77 81
Methomyl 107 104 49 D1M-Diuron 108 94 92
Fenuron 106 104 89 Difenoxuron 95 77 86
Carbendazim 136 851 97 Diuron 92 78 83
Butocarboxim 98 96 81 Dimefuron 107 113 83
Metoxuron 118 111 68 Fenobucarb 105 96 93
Aldicarb 101 95 75 Linuron 95 100 77
Monuron 98 92 59 Methiocarb 101 104 88
Propoxur 102 99 84 Promecarb 96 101 84
Carbofuran 102 112 73 Chloroxuron 97 111 91
Carbaryl 102 103 81 Diflubenzuron 107 94 93
Monolinuron 102 99 88 Fenoxycarb 97 106 83
Ethiofencarb 93 100 85 Neburon 63 90 86
Thiofanox 100 79 89 Triflumuron 97 120 82
Pirimicarb 96 65 72 Prosulfocarb 101 97 92
Fluometuron 105 70 83 Furathiocarb 97 98 81
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Ein wichtiges Ziel der weiteren Untersuchungen war daher der Vergleich und die Beurteilung
verschiedener Strategien zur Vermeidung der Matrixeffekte, um nicht nur ein einfaches,

sondern auch ein sicheres Analysenverfahren zu entwickeln.

5.4.2 Extraktreinigung

Es wurden verschieden Strategien iiberpriift, um Matrixeffekte zu verringern oder trotz der
Matrixeffekte ein korrektes Ergebnis zu erzielen. Eine Moglichkeit bestand darin, die

storenden mitextrahierten Begleitstoffe durch eine intensive Extraktreinigung abzutrennen.

5.4.2.1 Vergleich von GPC, Hydromatrix und SPE

Wie im Abschnitt 5.3.1 dargelegt, wurde die Multimethode DFG-S19 erweitert, so dass nach
einer Aceton/Wasser- Extraktion eine Fliissig-Fliissig-Verteilung, eine Gel-Permeations-
Chromatographie und eine Festphasen-Aufreinigung an einem Anionenaustauscher (MAX)
durchgefiihrt wurde.

Als Alternative wurden nach der Methanol/Wasser- Extraktion zwei einfache
Reinigungsverfahren durchgefiihrt, eine Fliissig-Fliissig-Verteilung mit Hilfe von
Hydromatrix (ChemElut) und eine Festphasenextraktion an dem hydrophoben PS-DVB-
Material (Chromabond HRP).

Diese drei Verfahren wurden mit verschiedenen Proben durchgefiihrt, die stark
unterschiedliche Wasser-, Sdure- und Fettgehalte aufweisen.

Fiir die Berechnung der Matrixeffekte wurden die Proben nach der Aufarbeitung und vor der
Messung mit 100 ng pro Analyt versetzt und gegen einen Standard derselben Konzentration
in Losungsmittelgemisch (Methanol / 10 mM NHsAc 1:1) vermessen. Die Matrixkonzentra-

tion in der Endprobe betrug 1 g/ml.
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Abbildung 5.4.2: Signaldnderung in Matrixstandards (MS) im Vergleich zu Standards in

Loésungsmittel (LS), fiir Tomatenextrakte verschiedener Aufarbeitungsmethoden

Fiir die meisten der untersuchten Probenarten (z.B. Apfel, Erdbeere, Pfirsich) reichten die
einfachen Reinigungsverfahren aus, um die Matrixeffekte auf ein akzeptables Maf3 zu
reduzieren. Die fiir Tomatenextrakte erzielten Ergebnisse zeigten bei der HRP- Reinigung
Signalreduktionen unter 30%, wéihrend bei GPC_MAX und ChemElut fiir einige Analyten
starkere Matrixeffekte auftraten (Abbildung 5.4.2).

Bei einigen Matrizes wie Hopfen, Oliven oder Raps traten jedoch selbst nach intensiver
Extraktreinigung betriachtliche Signalreduktionen auf (Abbildung 5.4.3). Obwohl ein Grof3teil
der mitextrahierten Probenbestandteile durch die verschiedenen Prozesse eliminiert werden
konnte, blieb ein Teil der stérenden Substanzen mit dhnlichen physikalischen Eigenschaften
wie die der Analyten im Extrakt zuriick.

Die intensive Extraktreinigung zeigte dabei keine Vorteile gegeniiber der einfachen

Extraktreinigung mit SPE.
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Abbildung 5.4.3: Vergleich der Matrixeffekte in Rapsextrakte, die nach verschiedenen Verfahren

extrahiert und gereinigt wurden

5.4.2.2 Vergleich von Extraktionsldsungsmittel

Die Reinigung mit SPE wurde in dieser Arbeit flir Extrakte eingesetzt, die mit
unterschiedlichen Losungsmitteln vorbereitet wurden. Protische oder nicht protische
Losungsmittel konnen dabei verschiedene Begleitstoffe aus der Matrix extrahieren, wie der
folgende Vergleich der Matrixeffekte zeigte. In der Abbildung 5.4.4 sind die Matrixeffekte

nach Extraktion mit Acetonitril bzw. Methanol beispielweise fiir Weizenextrakte dargestellt.

Die Weizenproben wurden mit Acetonitril/Wasser 2:1, bzw. Methanol/Wasser 2:1 extrahiert.
Die Aufreinigung der Extrakte erfolgte mit der HRP- Festphase, wobei fiir den
Acetonitrilextrakt auch die C18- Phase eingesetzt wurde. Die Konzentration der Matrix in der

Probe betrug 1 g/ml.

Diese Ergebnisse zeigten, dass die Matrixeffekte durch das Extraktionslosungsmittel
beeinflusst werden konnen. Die Signalabnahme ist geringer, wenn die Extraktion mit einem

protischen Losungsmittel wie Methanol durchgefiihrt wird [112].
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Abbildung 5.4.4: Vergleich der Matrixeffekte in Weizenextrakte, die mit Methanol bzw. Acetonitril

extrahiert wurden

5.4.2.3 Fettreiche Matrizes

Fiir fettreiche Matrizes bieten sich, wie im Kapitel 5.2 dargestellt, verschiedene Extraktions-
und Aufreinigungsmdoglichkeiten. Fiir Rapsproben wurden gute Ergebnisse bei der Extraktion
mit reinem Methanol erzielt, wobei der hohe Fettgehalt in der Probe durch Aufreinigung auf
der HRP- Festphase nicht ausreichend reduziert werden konnte. Fiir eine bessere Fettabtren-
nung wurde die C18- Festphase eingesetzt.

Im folgenden Experiment wurde die Effizienz einer zusétzlichen Aufreinigung von

Rapsextrakten fiir die Vermeidung von Matrixeffekten untersucht.

10 g Rapsprobe wurden mit 30 ml Methanol extrahiert. Zwei HRP- Festphasen wurden
jeweils mit 3 ml Methanol und 3 x 3 ml 0,1%-ige H3PO4 konditioniert.

3 ml des Extraktes wurden mit 0.1%-ige H3PO, auf 50 ml verdiinnt und auf HRP gereinigt.
Eine C18- Kartusche wurde mit 5 ml Methanol und 5 ml Wasser konditioniert. Weitere 3 ml
Rapsextrakt wurden zuerst auf die C18- Phase gegeben und aufgefangen. Im selben Gefal3
wurde die C18- Phase mit 2 ml Methanol eluiert. Das gesamte Eluat wurde im Stickstoffstrom
bei 30°C auf 1,5 ml aufkonzentriert, mit 0,1%-ige H3PO4 auf 50 ml verdiinnt und auf der
HRP- Phase gereinigt. Die HRP- Festphasen wurden mit 3 ml 30% Methanol in Aceton und

1 ml Aceton eluiert. Die Eluate wurden im Stickstoffstrom komplett aufkonzentriert und in
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1 ml Methanol / 10 mM Ammoniumacetat 1:1 aufgenommen. Die Proben wurden mit 100 ng

pro Analyt gespikt und mit LC/MS/MS gegen einen Standard in Losungsmittel vermessen.

Wie die Ergebnisse zeigten (Abbildung 5.4.5), ermoglicht die C18- Festphase eine zusétzliche
Abtrennung der Matrixinhaltsstoffe, die sich im Sinne einer verringerten Signalreduktion im

Vergleich zur Aufarbeitung ohne C18 auswirkt.
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Abbildung 5.4.5: Vergleich der Matrixeffekte von Rapsextrakten, die mit C18 und HRP bzw. nur mit
HRP gereinigt wurden

5.4.3 Quantifizierung Uber externe Standards

Entsprechend dieser Erkenntnisse ist die Kalibrierung iiber externe Standards fiir diese
Methode nicht moglich, da die Verringerung des ESI- Response vom Analyten und von der
Reinigung der Probe abhingig ist [160]. Die mitextrahierten Matrixbestandteile konnten
durch die intensive Extraktreinigung nicht vollstindig abgetrennt werden. Die im Extrakt

verbliebenen Begleitstoffe verursachten weiterhin signifikante Signalreduktionen.
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Es gibt wenige Literaturangaben iiber den Einsatz dieses Quantifizierungsverfahrens in einer
Multimethode. Sie wurde z.B. von Di Corcia [40] fiir die LC/MS- Analyse von 12

Carbamaten in Obst und Gemiise eingesetzt.

Die Eliminierung der Matrixinterferenzen durch eine gezielte Optimierung des HPLC-
Gradienten oder ihre Minimierung durch eine selektivere Extraktion [159] konnten in dieser
Arbeit wegen der stark unterschiedlichen Matrizes und der Vielzahl der Analyten nicht
untersucht werden. Mit dem Einsatz einer lingeren Sdule wurden jedoch viel bessere

Ergebnisse bei den polaren Substanzen erzielt.

5.4.4 Quantifizierung Uber isotopenmarkierte Standards

Durch den Einsatz isotopenmarkierter Substanzen als interne Standards kann eine

weitgehende Eliminierung der Auswirkungen der Matrixeffekte erreicht werden [159].

Wegen der identischen chemsichen Struktur werden fiir interne Standards fast die gleichen
Retentionszeiten wie fiir die untersuchten Analyten erreicht. So werden interner Standard und
Analyt im gleichen Mal3 durch Matrixkomponenten beeinflusst. Die Kalibrierung kann dann

iiber Solventstandards durchgefiihrt werden [129].

Fiir die verfiigbaren isotopenmarkierten Wirkstoffe (Tabelle 5.4.2) wurden die mdglichen
Vor- und Nachteile dieser Methode untersucht. Die isotopenmarkierten Substanzen wurden
bei den Validierungsarbeiten eingesetzt.

Die 3 ml Extraktaliquote wurden vor der Verdiinnung mit der 0,1%ige H;PO4 - Losung
jeweils mit 25 ng pro markierten Analyten gespikt. Die Wiederfindungsraten der 11

Substanzen wurden {iber die Standards im Lésungsmittel berechnet.

Tabelle 5.4.2 Verwendete isotopenmarkierte Substanzen

ESI+ ESI-
Carbaryl-"°C6 2,4,5-T-°C6
Carbofuran-*C6 2,4-D-13C6
Chlortoluron-D6 Bromoxynil-*C6
Diuron-D6 Dichlorprop-"*C6
Isoproturon-D6 Diuron-D6

Monuron-D6 Pentachlorphenol-*C6
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Fiir die isotopenmarkierten Substanzen und die entsprechenden Analyten wurden gleiche oder
sehr dhnliche Matrixeffekte beobachtet (Abbildung 5.4.6). Durch die Berechnung iiber interne
Standards konnten daher richtige Analysenergebnisse erzielt werden, ohne Matrixstandards
herstellen zu miissen. Durch den Einsatz von isotopenmarkierten Substanzen konnte die
Reproduzierbarkeit der Analysenmethode allerdings nicht verbessert werden. Fiir beide

Quantifizierungsmethoden wurden relative Standardabweichungen von maximal 10%

berechnet.
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Abbildung 5.4.6 Vergleich der Matrixeffekte auf Analyten und isotopenmarkierten Substanzen (I)

in einem Avocadoextrakt

Diese Methode konnte nur fiir wenige Analyten eingesetzt werden, da zur Zeit nur eine
geringe Zahl isotopenmarkierter Wirkstoffe erhéltlich ist. Aufgrund der durch einzelne
Matrixkomponenten zu verschiedenen Elutionszeiten verursachten lonensuppressionen wére
es weiterhin nicht ausreichend, einen markierten Standard fiir eine Pestizidgruppe zuzusetzen.
Ebenfalls miisste der in der Probe zu erwartende Konzentrationsbereich beriicksichtigt
werden. Diese Methode wire somit weder kostenglinstiger noch weniger laborintensiv als die

Kalibrierung tiber Matrixstandards.

Fiir den Einsatz dieser Quantifizierungsmethode gibt es weitere Einschrankungen. Die nicht
ausreichende Isotopenreinheit und die Kontamination des markierten Analyten durch

unmarkiertes Material stellen eine weitere Limitierung fiir hochempfindliche Analysen dar.
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Auch wenn die Isotopenreinheit 99,9 % betrdgt und der Gehalt des unmarkierten Material
unter 0,1 % liegt, kann der isotopenmarkierte Standard besonders bei niedrigen
Konzentrationen die Peakfliche (oder die Peakhohe) des Analyten signifikant beeinflussen.
Wenn die Stabilitdt des markierten Materials (deuteriert) nicht gewéhrleistet ist, konnen
wéhrend der Probenaufarbeitung acide Deuteriumionen abspalten.

In solchen Fillen sollten strukturdhnliche Substanzen eingesetzt werden, was wiederum eine
genaue Bestimmung der Matrixeffekte verlangt [159]. Zdllner et al. [161] empfehlen auch den
Einsatz strukturdhnlicher Substanzen als interne Standards. Dabei muss aber erreicht werden,
dass die betreffenden Substanzen so zeitgleich wie moglich eluieren, um eine maximale

Kompensierung der Matrixeffekte zu ermoglichen.

5.4.5 Quantifizierung Uber Matrixstandards

Eine gute Moglichkeit, exakte Ergebnisse zu erzielen, ist die Kalibrierung iiber
Matrixstandards, wobei die Kalibrierldsung in einem nicht belasteten Extrakt der zu
untersuchenden Matrix angesetzt wird. Damit erfolgt die Signalunterdriickung in Probe und
Kalibrierstandard gleichermaBlen. Es konnen aber keine allgemein giiltigen Regressions-
kurven benutzt werden, um sichere Daten in unterschiedlichen Matrizes zu bekommen, weil

diese Effekte sehr stark variieren konnen.

Standard und Probe miissen eine sehr &hnliche Komposition aufweisen, damit eine komplette
Vermeidung der Matrixeffekte erreicht werden kann. Deswegen sollten entsprechende
Messstandards fiir jede einzelne Matrix vorbereitet werden [161]. Es ist eine arbeitsaufwen-
dige Vorgehensweise, und oft steht die passende ,,reine Matrix nicht zur Verfiigung [129].
Auch ergaben die Untersuchungen von Mol et al. [112], dass die Matrixeffekte nicht nur von
der Matrixart und der Probenaufarbeitung, sondern auch durch das Messinstrument und das

eingesetzte Interface beeinflusst werden.

Diese Quantifizierungsmethode wird in der LC/MS/MS- Analyse von Pestizidriickstédnden oft
eingesetzt.

Taylor et al. [12] haben ein Aufarbeitungsverfahren fiir 38 Pestizide mit Matrixstandards
validiert, das auf der Extraktion mit Ethylacetat und einfacher Filtration des Extraktes basiert.
Die Quantifizierung iiber Matrixstandards war auch fiir instabile Analyten wie Aldicarb,

Butocarboxim und Thiophanat-methyl erfolgreich.
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Ein dhnliches Verfahren wurde von Jansson et al. [113] fiir die Bestimmung von
Benzimidazolen, Carbamaten und Organophosphor- Verbindungen in Obst und Gemiise
eingesetzt. Fiir insgesamt 57 Analyten und 7 verschieden Matrixgruppen wurden
Matrixeffekte unter 30 % festgestellt, mit relativen Standardabweichungen von 23%.

Die Validierung der LC/MS/MS- Analysenmethode mittels Matrixstandards wurde von
Zrostlikova et al. fiir polare Pestiziden in Apfel und Aprikosen [75], von Blasco et al. fiir
Fungiziden in Obst und Gemiise [109] und von Alder und Klein fiir iiber 100 Pestiziden in
Erntegiitern [43] durchgefiihrt.

Die Leitlinie zur Riickstandsanalysenmethoden fiir die Uberwachung [162] empfiehlt den
Einsatz von Matrixstandards bei der Validierung von Multimethoden, wenn die Wiederfin-
dungsraten aufgrund von Storwirkungen durch die Matrix auerhalb des zuldssigen Bereiches
liegen.

Auch in dieser Arbeit wurden die Wiederfindungsraten der Analyten iiber Matrixstandards
berechnet. Die Methode war deutlich aufwendiger, fiihrte aber zu guten Ergebnissen, die im

folgenden Kapitel dargestellt werden.
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5.5 Validierung der Methode

Zur Beurteilung eines Analysenverfahrens werden allgemein giiltige Grofen benétigt, die den
objektiven Vergleich mit anderen Verfahren und Methoden ermoglichen. Wiederfindungs-
raten und Verfahrensvariationskoeffizienten Vi, (relative Verfahrensstandardabweichung)
sind zwei wichtige Verfahrensmerkmale. Diese Kenngréfen miissen mit der kompletten
Probenaufarbeitung und anschlieBenden Quantifizierung fiir jeden einzelnen Analyten
bestimmt werden.

Zur Validierung der Methode wurden sémtliche Matrizes mit zwei Aufstockniveaus a

6 Wiederholungen auf die Analyten analysiert. Das untere Niveau lag im Bereich der

niedrigsten Grenzwerte der RHmV [3] bei 10 pg/kg, das obere bei 100 pg/kg.

Die Anforderungen fiir die Validierung von Multimethoden sind in der Leitlinie zur
Riickstandsanalysenmethoden fiir die Uberwachung beschrieben [162]:

e Bei jedem Zusatzniveau und Substrat soll die mittlere Wiederfindungsrate im Bereich
von 70 — 110% liegen.

e Die Wiederholbarkeit soll durch die relative Standardabweichung (%) und die Anzahl
der Proben (n) ausgedriickt werden. Die relative Standardabweichung soll im
allgemeinen < 20% betragen.

e Die Bestimmungsgrenzen miissen deutlich unterhalb des niedrigsten Grenzwertes der
RHmV [3] liegen. Die Blindwerte sollen 30% der Bestimmungsgrenze nicht

uberschreiten.

5.5.1 Methodenvorschrift

Die Validierung umfasste folgende Aufarbeitungs- und Bestimmungsverfahren.

Die Probe wurde mit der Labormessermiihle bei einer Drehzahl von 4000 Umdrehungen/min
fiir 2 Minuten vorzerkleinert und vorhomogenisiert. 10 g Probe wurden in ein 75 ml
Zentrifugenglas eingewogen, mit 100 bzw. 1000 ng pro Analyt gespikt und 30 Minuten ruhen
gelassen. Dazu wurde dann soviel Wasser gegeben, dass mit dem Wasser in der Probe ein
Volumen von 10 ml erreicht wurde. 20 ml Methanol wurden zugegeben und das
Probenmaterial 4 Minuten mit dem Dispergiergerit bei 11000 Umdrehungen/min zu feinsten

Partikeln zerkleinert und Probe und Losungsmittel intensiv miteinander gemixt. Die Probe
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wurde dann 10 Minuten bei 9000 Umdrehungen/min und 18°C zentrifugiert. Vom klaren
Methanol/Wasser- Extrakt wurde ein Aliquot von 3 ml entnommen und mit 25 ng pro
internen Standard gespikt, dann mit 0,1% H3;PO, in Wasser in einem Messkolben auf 50 ml

verdinnt.

Die HRP- Kartusche wurde auf die Vakuumbox gesetzt und mit 3 ml Methanol und 3 x 3 ml
0,1% H3POg4 konditioniert. Durch das Zuschrauben des Ventils wurde nach den ersten 6 ml
0,1% H3PO,4 der Durchfluss abgebrochen. Der Kolben mit der Probe wurde mittels Adapter
und Kunststoffschlauch mit der Kartusche verbunden. Das Ventil wurde gedftnet, die
Wasserstrahlpumpe angeschlossen und die Probe mit einem Druck von 4-5 mm Hg durch die
Festphase gesaugt. Wenn fast die ganze Probe durchgelaufen war, wurde das Ventil
geschlossen, 10 ml 5% Methanol in 0,1% H3PO4 zum Waschen der Kartusche in dem Kolben
gegeben und ebenfalls durchgesogen. Die Kartusche wurde anschliefend etwa 15 Minuten

unter Stickstoffstrom getrocknet.

Die Elution erfolgte mit 3 ml 30% Methanol in Aceton und 1 ml Aceton. Das Eluat wurde in
einem Reagenzglas (5 ml) aufgefangen und bei 30°C mit Stickstoff langsam aufkonzentriert.
Der Riickstand wurde in 500 pl Methanol aufgenommen und, falls notig, im Ultraschallbad
kurz aufgeldst. 500 ul 10 mM NHsAc wurden dazu gegeben, die Probe gemischt und in ein
Messvial iiberfiihrt.

Nach demselben Verfahren wurde je eine Leerprobe pro Matrix aufgearbeitet, vor dem
Uberfiihren ins Messvial mit der entsprechenden Menge an Standardmischung gespikt und als

Matrixstandard verwendet.

Die Extraktion fettreicher Matrizes, wie Raps und Avocado erfolgte ohne Wasserzugabe. 10 g
Raps wurden mit 30 ml Methanol versetzt und wie oben beschrieben extrahiert und
zentrifugiert. Die 10 g Avocadoproben wurde mit 20 ml Methanol und 3 ml Acetonitril
extrahiert.

Eine C18- Kartusche wurde mit 5 ml Methanol und 5 ml Wasser konditioniert. 3 ml Extrakt
wurden aufgetragen und in einem birnenférmigen markierten Kolben aufgefangen. Die
Festphase wurde mit 3 ml Acetonitril eluiert, die in demselben Kolben aufgefangen wurden.

Die Probe wurde bei 30°C unter Stickstoffstrom auf 1,5 ml eingeengt und mit 0,1% H3PO4
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auf 50 ml verdiinnt. Dann wurde wie oben beschrieben mit der HRP- Anreicherung
fortgefahren.
In der Abbildung 5.5.1 ist das entwickelte Aufarbeitungsschema fiir die Bestimmung polarer

Analyten in Erntegiitern dargestellt.

Vorzerkleinerung der Probe mit der Labormessermiihle

Extraktion mit dem Dispergiergerat
Methanol/Wasser bzw. Methanol

N

Aufreinigung auf C18
Elution mit MeOH
A 4
Festphasenextraktion an PS-DVB
Chromabond HRP

Elution mit 30% MeOH in Aceton

LC/MS/MS- Bestimmung
ESI+ und ESI-

Abbildung 5.5.1 Aufarbeitungsschema

Die Matrixkonzentration in der Endprobe betrug 1 g/ml, die Standardkonzentration 10 bzw.
100 ng/ml. Die Proben wurden mittels LC/ESI-MS/MS im positiven und negativen Modus
analysiert. Die Trennung der Analyten erfolgte an einer Synergi MAX-RP (C12) 150 x

4,6 mm 4 p - Sdule, mithilfe eines Methanol / 10 mM NHsAc- Gradienten, bei einem Fluss
von 300 pl/min. Der Gehalt an Methanol wurde in 5 Minuten von 20 % (im positiven
Ionisierungsmodus) bzw. 40 % (im negativen lonisierungsmodus) auf 70% Methanol erhdht,
dann in 10 min auf 100 % gebracht. Nach weiteren 2 Minuten bei 100 % wurde der Methanol-
anteil innerhalb einer Minute auf die Anfangsbedingungen gebracht, und die Sdule 7 Minuten
lang fiir die Analyse der nichsten Probe equilibriert. Die verwendeten Ionisierungsparameter

sind in der Tabelle 5.1.1 (Seite 47) dargestellt. Die registrierten Masseniibergénge, die
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Retentionszeiten und die Detektionsparameter der Analyten sind in den Tabellen 5.1.2 (Seite

53) und 5.1.3 (Seite 56) zusammengefasst.

5.5.2 Analytische Kenngrofen und statistische Bewertung

Fiir die Beurteilung der Qualitit eines quantitativen Analysenverfahrens werden eine Reihe
von Kenndaten verwendet, wie Prazision und Richtigkeit sowie die Nachweis- und

Bestimmungsgrenze.

Die Auswertung der Daten wurde automatisch mit der Analyst-Software durchgefiihrt. Nach
Uberpriifung der Ergebnisse und, wenn nétig, manueller Korrektur der Basislinie, wurden die
Ergebnisse in Excel ausgewertet und die Dateien als Excel- Files gespeichert. Diese Dateien
enthielten die Namen der untersuchten Substanzen, Masseniibergiinge, Retentionszeiten,
Peakhohen, Peakflachen und Signal/Rausch- Verhiltnisse. Somit konnte die Stabilitét der
Methode laufend iiberpriift werden. Mit diesen Dateien wurden die Bestimmungsgrenzen, die

Wiederfindungsraten und die relativen Standardabweichungen berechnet.

5.5.2.1 Bestimmungsgrenzen und Blindwerte

Die Bestimmungsgrenzen der Analysenmethode wurden in dieser Arbeit durch das
Signal/Rausch- Verhiltnis und zum Vergleich im Falle der besonders schwierigen Rapsmatrix
mit den Bestimmungsgrenzen nach der Leerwertmethode ermittelt.

Das Signal/Rausch- Verhéltnis wurde von der zur Verfiigung stehenden Software automatisch
berechnet. Aus dem Neunfachen des Signal/Rausch- Verhiltnisses wurden mit den Kalibrier-

standards die Bestimmungsgrenzen errechnet.

Zur Ermittlung der Bestimmungsgrenze nach der Leerwertmethode wurden 10 Rapsproben
mit einer Konzentration von 1 g/ml vorbereitet und mittels LC/ESI-MS/MS in beiden
Ionisierungsmodi analysiert. Aus den Standardabweichungen der Blindwerte wurden dann die

Bestimmungsgrenzen berechnet.

Die auf diese Weise ermittelten Werte sind in der Tabelle 5.5.1 beispielhaft fiir einige
Analyten und Matrizes dargestellt.
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Tabelle 5.5.1 Bestimmungsgrenzen der Analysenmethode, berechnet iiber das Signal/Rausch-

Verhéltnis bzw. durch die Leerwertmethode

Bestimmungsgrenzen [ug/kg] Leerwert-
Ubergang Modus Analyt Apfel  Erdbeere  Reis Tomate  Raps Methode
326.0/326.0 SIR Bifenox 4,3 6,1 5,3 45 3,9 2,6
326.0/282.0 MRM  Bifenox 0,4 0,4 0,7 0,4 0,6 0,4
193.0/193.0 SIR D1M-Isoproturon 1,1 1,3 2,1 11 18 2,6
193.0/94.0 MRM  D1M-Isoproturon 0,5 0,3 0,5 0,5 0,4 0,2
233.0/233.0 SIR Fluometuron 1,2 0,6 1,2 0,6 1,6 4,0
233.0/72.0 MRM  Fluometuron 0,5 0,4 0,5 0,4 0,5 0,3
199.0/199.0 SIR MCPA 0,7 0,5 0,8 0,5 11 0,8
201.0/143.0 MRM _ MCPA 04 0.5 0.5 0.9 0.5 0.4

Durch die zwei Ermittlungsmethoden wurden relativ dhnliche Bestimmungsgrenzen
errechnet, aufler fiir weniger polaren Analyten in fettreichen Matrizes. Die Signalintensitét
dieser Analyten wird besonders durch mitextrahierte unpolare Matrixinhaltstoffen verringert.
Bei den untersuchten Substanzen traten starke Empfindlichkeitsunterschiede zwischen Single
Ion Recording (SIR), in dem nur einmal ionisiert und nur ein lon selektiert wurde und Multi
Reaction Monitoring (MRM) auf. Die Bestimmungsgrenzen im SIR- Modus waren aufgrund

geringerer Selektivitit erheblich hoher als im MRM- Modus.

Samtliche ermittelte Bestimmungsgrenzen lagen zwischen 0,03 und 8,67 pg/kg. Der
niedrigste RHmV- Grenzwert ist aber 10 pg/kg, und gilt fiir Bifenox, Ethoprophos, Flusilazol,
Hexaconazol, Isoproturon, Methamidophos, Methiocarb, Thiabendazol und Thiofanox. Fiir
diese Analyten, aufler Bifenox, wurden Bestimmungsgrenzen zwischen 0,30 und 2,56 pg/kg
ermittelt. Die etwas hohere Bestimmungsgrenze des Bifenox, 8,5 ng/kg, wurde durch die
geringere Signalintensitdt verursacht. Diese Daten bezeugen, dass die entwickelte Methode

fiir Riickstandanalysen in Lebensmitteln eine ausreichende Empfindlichkeit aufweist.
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5.5.2.2 Wiederfindungsraten und Wiederholbarkeit
Die Wiederfindungsraten wurden mittels Matrixstandards berechnet.
Aus den Werten von 6 Wiederholungen wurden die durchschnittlichen Wiederfindungsraten

und die Standardabweichungen errechnet.

90 - Cwassrige Matr|zes
80 - msaure Matrlze§
1 / @trockene Matrizes
% gg | % m fettreiche Matrizes
£ 50 .
s B
2 40 %
30 %
+ i
<50% 50 - 70% 70 - 110% >110%

Abbildung 5.5.2 Wiederfindungsraten der 101 Analyten bei 2 Zusatzniveaus (0.01 pg/kg und
0.1 pg/kg)

Die erzielten Wiederfindungsraten, die {iber Matrixstandards berechnet wurden, sind in der
Abbildung 5.5.2 zusammengefasst. In der Tabelle 5.5.3a und 5.5.3b sind die Ergebnisse
dargestellt, die fiir das 10 pg/kg- Zusatzniveau erzielt wurden. Die mittleren Wiederfindungs-
raten und relativen Standardabweichungen fiir alle 101 Analyten und 10 Matrizes sind in der

Tabelle 5.5.3.a enthalten.

Wie in der Abbildung 5.5.2 zu sehen, wurden in einigen Fillen Wiederfindungsraten erzielt,
die auBerhalb des zugelassenen Bereiches von 70-110% lagen. Sie wurden hauptsichlich

durch Zersetzung und nicht ausreichenden Retardierung der Analyten verursacht.

Fiir Aldicarb, Butocarboxim, Carbofuran und Furathiocarb wurde im Gegensatz zu
Ethiofencarb, Thiodicarb und Thiophanat-methyl eine relativ niedrige Metabolisierung
beobachtet, was den schonenden Charakter des entwickelten Aufarbeitungsverfahrens

unterstreicht. Aldicarb, Butocarboxim und Ethiofencarb konnen zu Sulfonen und Sulfoxiden
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oxidiert werden, wahrend Carbofuran 3-Hydroxy-Carbofuran bildet. Furathiocarb wird zu
Carbofuran umgewandelt und Thiodicarb zu Methomyl. Thiophanat-methyl ist eine sehr

instabile Substanz, die unter anderem [43] zu Carbendazim metabolisiert.

Trotzdem haben die meisten dieser Umwandlungsprozesse eine genaue Quantifizierung der
Riickstdnde nicht beeintrichtigt, weil die Riickstandsdefinitionen der RHmV [3] die
Bestimmung des Mittelwertes der Wiederfindungsraten von Ausgangssubstanz und
Metaboliten vorschreiben. Die Tabelle 5.5.3 beruht demzufolge auf der mittleren
Wiederfindungsrate als Riickstandsdefinition fiir Aldicarb, Butocarboxim, Buturon,
Carbendazim, Ethiofencarb, Diuron, Isoproturon und Methomyl.

Trotz der signifikanten Zersetzung einiger Analyten wihrend der Aufarbeitung wurde die
Quantifizierung der Ergebnisse nicht negativ beeintrichtigt, da sich die Matrixstandards als

ausreichend stabil gezeigt haben.

Die geringen Wiederfindungsraten fiir Pirimicarb in Avocado, Griinkohl und Zitrone werden
auch durch Metabolisierung verursacht, doch wurden die Umwandlungsprodukte dieser
Substanz, Desmethyl-Pirimicarb und Desmethyl-formamido-Pirimicarb [3] in dieser Arbeit
nicht untersucht.

Fenoxaprop ist unter sauren Bedingungen instabil und wird nach der Anreicherung der Proben

auf der HRP- Festphase nicht quantitativ wiedergefunden.

Acephat, Dalapon und Methamidophos sind sehr polar und werden bei der Aufreinigung der
Extrakte auf der Festphase nicht ausreichend retardiert. Propamocarb und Imazalil sind
basisch und liegen wéhrend der Anreicherung bei einem pH-Wert von 2 zum grof3ten Teil
ionisiert vor. Sie werden durch die unpolare Festphase nicht ausreichend retardiert und damit

oft nicht zu 100 % angereichert.

Besonders fiir das 10 pg/kg - Zusatzniveau wurden Wiederfindungsraten unter 70%, vor
allem aber relative Standardabweichungen tiber 20 % aufgrund von Ionensuppression und
geringer Signalintensitit festgestellt, wie z.B. fiir Neburon, Linuron und Monolinuron. Auf
dem 100 pg/kg - Niveau waren die Kenndaten dieser Analyten dagegen zufriedenstellend.
Auch die Wiederfindungsraten von Cyprodinil und Ioxynil lagen in 5 Féllen unter 70%,

wegen Zersetzung bzw. lonensuppression.
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Fiir sehr polare Analyte wie Aldicarb-sulfoxid und Butocarboxim-sulfoxid wurden in den
Rapsproben fiir beide Zusatzniveaus niedrigere Wiederfindungsraten erzielt, wie auch fiir
Omethoat in den 100 pg/kg- Proben. Die quantitative Anreicherung dieser Substanzen wurde
in diesem Fall dadurch verhindert, dass Begleitstoffe aus der Matrix, hauptsiachlich Fett, die

Festphase wihrend der Anreicherung belegten.

Fiir etwa 90% von allen untersuchten Wirkstoff/Matrix- Kombinationen wurden
Wiederfindungsraten zwischen 70-110 % erzielt, mit relativen Standardabweichungen unter
20 %. Somit erfiillt die entwickelte Analysenmethode, fiir diese Substanzen, die Bedingungen

einer Uberwachungsmethode [162].



Tabelle 5.5.3a Wiederfindungsdaten® der 101 untersuchten Analyten

Apfel Avocado Erdbeere Griinkohl Pfirsich Mittelwerte gesamt®
Analyt WFR % RSA % b WFR% RSA% WFR% RSA% WFR % RSA % WFR% RSA% WFR % RSA %
2,45-T 99 16 85 12 78 11 82 9 99 5 91 9
2,4-D 105 11 99 9 106 13 107 8 105 11 94 9
2,4-DB 81 13 89 11 93 13 95 13 104 10 94 10
Acephat 70 5 103 16 70 23 69 10 62 9 62 12
Acifluorfen 89 9 92 14 107 15 103 11 92 17 92 9
Aldicarb 82 10 97 21 82 3 100 7 95 7 93 9
Aldicarb-sulfoxid 103 5 99 9 115 18 106 11 101 6 100 8
Aldoxycarb 109 6 112 16 101 10 99 8 108 4 99 10
Summe 3 ¢ 98 7 102 15 99 10 102 9 101 6 97 9
Azoxystrobin 90 9 105 14 101 9 101 10 98 3 93 8
Benazolin 94 11 95 15 103 15 102 13 102 17 97 12
Bifenox 95 18 94 12 100 14 105 18 83 15 89 11
Bromoxynil 90 11 87 5 101 10 96 5 81 4 89 7
Butocarboxim 85 10 77 9 99 18 97 2 94 4 90 9
Butocarboxim-sulfoxid 109 7 99 32 112 6 110 9 108 5 100 9
Butoxycarboxim 100 5 97 14 102 14 107 12 108 6 99 9
Summe 3 ¢ 98 8 91 18 104 13 105 7 104 5 96 9
Buturon 104 5 102 13 103 10 90 9 105 9 99 8
Monolinuron 95 9 95 16 101 11 108 8 101 8 95 10
Monuron 99 6 100 8 104 9 92 6 104 2 97 8
Summe 3 ¢ 99 7 99 13 103 10 97 8 103 6 97 9
Carbaryl 97 13 110 15 103 3 100 8 107 6 101 7
Carbendazim 102 8 120 7 102 10 85 4 116 5 91 8
Thiophanat methyl 48 16 20 20 89 13 92 14 42 18 72 13
Summe 2 d 75 12 70 14 95 11 88 9 79 11 82 10
Carbofuran 102 7 104 5 99 10 104 8 101 4 99 7
Carbofuran-3-hydroxy 99 5 93 5 110 14 107 11 109 10 97 8
Summe 2 d 101 6 98 5 105 12 106 9 105 7 98 8
Chloroxuron 100 2 88 13 105 7 59 9 101 3 93 6
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Tabelle 5.5.3a (Fortsetzung)

Apfel Avocado Erdbeere Griinkohl Pfirsich Mittelwerte gesamt
Analyt WFR % RSA % WFR% RSA % WFR% RSA% WFR % RSA % WFR% RSA% WFR % RSA %
Chlortoluron 94 6 101 14 85 10 102 4 106 3 97 7
Cyprodinil 91 9 60 10 97 14 87 15 101 5 81 10
Dalapon 56 14 73 12 72 13 93 12 57 12 65 12
DDA 100 9 104 8 106 12 89 12 100 9 93 8
Dicamba 101 20 91 11 101 16 106 15 82 17 95 11
Dichlorprop 96 11 105 8 103 16 99 13 102 4 98 7
Diclofop 88 15 80 11 99 12 97 17 92 6 90 9
Difenoconazol 99 9 77 8 86 7 91 5 95 7 90 7
Difenoxuron 97 4 103 12 101 101 4 100 5 98 6
Diflubenzuron 103 16 82 17 100 17 104 11 99 3 96 10
Dimefuron 102 5 109 9 104 8 107 7 102 5 98 7
Dimethoat 100 3 102 8 105 9 94 6 106 8 100 7
Diniconazol 88 6 81 15 96 7 87 7 99 3 90 7
Dinoseb 73 5 75 12 73 9 80 6 79 3 80 6
Dinoterb 72 5 75 11 72 14 81 4 72 2 7 6
Diuron 95 6 101 15 109 7 97 12 106 3 100 6
D1M-Diuron 97 4 92 15 108 6 102 6 102 2 98 5
D2M-Diuron 90 9 85 9 101 7 94 6 104 2 92 7
Linuron 86 10 105 13 109 19 103 15 105 6 100 12
Neburon 95 7 84 19 108 9 106 8 100 8 92 9
Summe 5 ° 93 7 93 14 107 10 100 9 103 4 97 8
Epoxiconazol 91 7 90 14 104 8 96 14 100 5 95 8
Etaconazol 98 6 102 12 99 11 94 12 98 4 95 7
Ethiofencarb 60 10 22 22 74 12 106 9 58 9 74 11
Ethiofencarb sulfon 91 5 104 13 103 12 84 9 104 5 97 8
Ethiofencarb sulfoxid 136 12 158 11 124 10 103 6 148 7 121 10
Summe 3 95 9 95 16 101 11 98 8 104 7 97 10
Ethoprophos 90 9 97 6 87 15 94 7 101 4 93 8
Fenhexamid 102 12 86 18 101 16 106 18 104 11 98 11
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Tabelle 5.5.3a (Fortsetzung)

Apfel Avocado Erdbeere Griinkohl Pfirsich Mittelwerte gesamt
Analyt WFR % RSA % WFR % RSA % WFR % RSA % WFR % RSA % WFER % RSA % WFR %  RSA %
Fenobucarb 97 5 94 10 96 15 104 5 100 6 97 8
Fenoprop 92 11 108 13 109 11 86 8 101 9 94 8
Fenoxaprop 34 15 88 16 36 14 95 16 77 11 70 11
Fenoxycarb 80 3 70 15 103 10 91 5 100 6 91 8
Fenuron 104 5 94 4 109 9 93 103 8 99 7
Flamprop 101 13 107 9 96 7 107 18 102 10 97 9
Fluazifop 92 11 97 6 101 14 102 5 101 7 95 9
Fludioxonil 101 10 77 6 104 9 88 6 104 3 94 7
Fluometuron 97 6 105 8 108 14 102 6 108 4 95 7
Flusilazol 98 3 97 16 106 8 95 8 100 5 94 7
Furathiocarb 88 11 59 12 94 9 83 5 104 9 87 8
Haloxyfop 93 14 102 10 100 10 101 17 100 6 97 10
Hexaconazol 103 5 82 12 106 8 97 5 101 2 94 7
Hexaflumuron 86 14 70 12 94 15 83 14 87 3 84 9
Imazalil 86 11 48 17 88 8 81 6 105 3 73 8
Imidacloprid 107 11 93 13 102 20 95 10 105 12 97 11
loxynil 74 4 84 7 86 10 61 11 59 6 76 6
Isoproturon 101 4 103 12 108 12 109 4 104 4 101 5
Isopropylanilin 45 18 84 12 107 23 80 17 110 7 70 12
D1M-Isoproturon 91 9 85 12 109 8 105 6 98 3 92 9
D2M-Isoproturon 78 13 70 18 97 12 98 6 92 5 87 9
Summe 4 ¢ 79 11 86 14 105 14 98 8 101 4 87 9
MCPA 92 8 86 12 104 11 95 13 99 6 94 7
MCPB 106 13 108 12 101 15 99 14 102 6 100 10
Mecoprop 94 6 100 10 105 9 101 6 101 6 97 6
Metamidophos 14 16 29 35 13 3 28 34 12 19 15 20
Methabenzthiazuron 104 6 98 15 106 9 96 5 99 4 99 6
Methiocarb 91 9 93 19 108 11 103 4 101 5 95 9
Methomyl 104 10 132 19 105 5 118 8 104 3 117 8
Thiodicarb 94 11 22 28 90 9 26 19 102 3 72 11
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Tabelle 5.5.3a (Fortsetzung)

Apfel Avocado Erdbeere Grunkohl Pfirsich Mittelwerte gesamt
Analyt WFR% RSA% WFR% RSA% WFR% RSA% WFR % RSA % WFR % RSA % WFR% RSA%
Summe 2 ° 99 10 77 24 97 7 72 14 103 3 95 10
Metoxuron 94 5 101 7 108 8 105 3 102 3 99 6
Metsulfuron-methyl 99 6 80 11 101 10 90 14 92 6 91 8
Omethoat 100 4 100 11 102 14 106 9 102 3 95 7
Oxamyl 98 6 94 14 109 11 103 9 99 4 96 9
PCP 80 5 78 6 89 5 86 5 81 3 80 5
Pencycuron 103 12 63 19 99 9 85 5 97 7 88 8
Pirimicarb 96 3 62 4 91 8 51 9 100 4 71 8
Promecarb 93 3 98 9 99 12 100 6 106 5 96 7
Propamocarb 74 6 25 13 63 13 40 8 44 6 37 11
Propiconazol 97 13 94 9 106 10 101 14 99 7 94 9
Propoxur 92 4 105 11 104 16 102 3 100 4 93 8
Prosulfocarb 85 18 62 12 85 11 86 10 78 9 80 11
Pyrimethanil 104 3 79 5 105 5 93 9 105 3 88 7
Quizalofop 86 6 104 11 101 10 107 15 98 10 91 11
Tebuconazol 98 10 91 14 97 8 91 8 101 6 90 8
Tebufenozid 93 14 63 12 95 8 75 9 85 4 84 10
Teflubenzuron 99 7 95 17 102 7 83 6 98 19 93 10
Thiabendazol 86 8 94 13 90 17 105 12 92 10 86 10
Thifensulfuron-methyl 93 11 84 17 105 13 101 10 104 10 94 8
Thiofanox 86 9 59 16 92 11 101 5 92 5 93 8
Triflumuron 97 7 72 7 102 6 108 6 98 5 93 7

* Zusatzniveau 10 pg/kg; n=6

® RSA relative Standardabweichung

¢ 2 Zusatzniveaus (10 pg/kg und 100 pg/kg), 10 Matrizes und je 6 Wiederholungen

4 mittlere Wiederfindungsrate der n Analyten
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Tabelle 5.5.3b Wiederfindungsdaten® der 101 untersuchten Analyten

Raps Reis Tomate Weizen Zitrone
Analyt WFR% RSA %" WFR% RSA% WFR% RSA% WFR% RSA% WFR% RSA%
2,4,5-T 80 17 89 6 102 7 83 15 94 8
2,4-D 81 13 88 10 101 13 87 12 100 12
2,4-DB 92 11 86 7 106 14 91 13 96 13
Acephat 41 27 66 11 65 9 67 18 62 12
Acifluorfen 73 8 83 5 88 10 100 10 87 19
Aldicarb 94 9 93 7 90 10 93 10 110 7
Aldicarb-sulfoxid 77 13 111 10 104 8 102 17 105 4
Aldoxycarb 66 16 106 9 105 9 118 14 90 3
Summe 3 © 79 12 103 9 100 9 104 14 102 5
Azoxystrobin 95 11 92 8 93 11 88 9 99 6
Benazolin 94 15 69 10 102 8 104 11 104 17
Bifenox 94 10 102 14 87 17 77 15 80 13
Bromoxynil 81 14 74 8 96 14 79 12 90 10
Butocarboxim 90 15 99 11 65 10 91 16 94 7
Butocarboxim-sulfoxid 62 15 107 12 107 7 99 19 114 7
Butoxycarboxim 93 13 101 14 106 7 101 19 117 11
Summe 3 © 82 14 102 12 92 8 97 18 108 8
Buturon 97 8 92 15 101 8 85 19 106 7
Monolinuron 92 18 28 12 82 5 98 13 109 14
Monuron 91 19 99 19 90 5 93 14 103 9
Summe 3 © 93 15 73 15 91 6 92 15 106 10
Carbaryl 97 8 90 13 102 7 98 7 106 7
Carbendazim 90 19 99 11 92 10 93 15 92 4
Thiophanat methyl 54 9 84 11 108 6 80 10 107 10
Summe 2 ¢ 72 14 91 11 100 8 87 13 100 7
Carbofuran 91 19 84 11 104 4 93 14 118 5
Carbofuran-3-hydroxy 79 17 104 11 97 8 100 10 77 8
Summe 2 ¢ 85 18 94 11 101 6 97 12 98 6
Chloroxuron 89 7 86 11 97 9 86 12 101 5
Chlortoluron 97 6 89 13 88 5 89 9 107 8
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Tabelle 5.5.3b (Fortsetzung)

Raps Reis Tomate Weizen Zitrone
Analyt WFR % RSA % WFR% RSA% WFR% RSA% WFR% RSA% WFR% RSA%
Cyprodinil 72 9 80 14 94 7 88 12 80 7
Dalapon 77 5 68 14 73 8 62 18 54 19
DDA 81 8 62 7 99 5 75 10 100 10
Dicamba 108 13 74 17 100 17 88 10 101 17
Dichlorprop 98 3 78 7 103 5 94 11 100 6
Diclofop 77 8 69 5 92 12 87 9 86 11
Difenoconazol 84 12 98 12 90 8 88 12 90 6
Difenoxuron 94 7 90 9 102 5 90 14 103 5
Diflubenzuron 92 14 84 10 106 12 89 15 100 8
Dimefuron 88 11 97 7 94 7 98 7 106 6
Dimethoat 92 12 104 13 96 5 100 11 108 4
Diniconazol 84 12 98 12 96 7 80 5 87 8
Dinoseb 76 7 69 4 73 6 71 6 81 8
Dinoterb 75 5 60 5 74 13 58 7 88 4
Diuron 100 5 92 5 109 6 104 9 101 6
D1M-Diuron 92 7 99 4 93 5 75 7 101 6
D2M-Diuron 88 9 95 5 71 8 71 10 84 9
Linuron 86 17 104 18 99 18 100 19 102 13
Neburon 96 16 87 13 77 14 82 14 101 7
Summe 5 © 92 11 95 9 90 10 86 12 98 8
Epoxiconazol 87 12 90 16 100 10 96 13 103 6
Etaconazol 77 10 90 8 98 5 96 7 109 4
Ethiofencarb 63 8 57 22 90 14 78 14 79 9
Ethiofencarb sulfon 81 11 96 12 101 9 92 17 107 9
Ethiofencarb sulfoxid 108 17 113 18 120 5 136 17 131 9
Summe 3 ¢ 84 12 89 17 104 9 102 16 105 9
Ethoprophos 90 5 96 9 98 8 99 13 102 3
Fenhexamid 89 7 86 11 97 5 98 12 103 12
Fenobucarb 104 15 89 16 87 6 100 10 102 5
Fenoprop 83 13 68 14 73 7 83 11 97 10
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Tabelle 5.5.3b (Fortsetzung)

Raps Reis Tomate Weizen Zitrone
Analyt WFR % RSA % WFR% RSA% WFR% RSA% WFR% RSA% WFR% RSA%
Fenoxaprop 67 13 51 5 51 15 70 18 70 18
Fenoxycarb 83 10 84 7 101 6 83 11 109 7
Fenuron 92 12 96 13 98 5 100 11 94 6
Flamprop 84 9 81 11 101 12 83 13 101 14
Fluazifop 90 7 78 14 101 11 69 15 100 12
Fludioxonil 88 8 101 6 93 4 80 15 100 10
Fluometuron 90 7 90 13 56 13 98 7 94 8
Flusilazol 90 5 96 9 84 9 99 13 108 7
Furathiocarb 83 12 74 11 96 7 75 5 84 19
Haloxyfop 92 11 86 7 107 13 88 15 99 15
Hexaconazol 83 9 88 8 102 6 86 9 105 9
Hexaflumuron 105 18 76 13 85 7 73 15 80 8
Imazalil 96 11 47 13 105 8 28 13 100 6
Imidacloprid 90 15 104 14 104 10 91 15 104 18
loxynil 78 12 40 8 76 5 66 9 86 4
Isoproturon 98 8 97 7 99 4 98 7 106 2
Isopropylanilin 97 15 58 15 100 4 90 13 18 13
D1M-Isoproturon 90 14 87 13 82 18 70 9 122 7
D2M-Isoproturon 90 7 86 15 87 6 80 14 65 21
Summe 4 © 94 11 82 13 92 8 85 11 78 11
MCPA 86 8 84 5 91 8 88 11 102 13
MCPB 96 17 98 7 101 18 75 16 100 18
Mecoprop 92 7 85 3 107 10 89 6 101 7
Metamidophos 19 31 16 28 17 10 22 27 14 16
Methabenzthiazuron 98 8 97 9 104 7 97 14 104 9
Methiocarb 97 10 89 7 81 10 74 11 104 12
Methomyl 124 14 128 9 115 5 145 15 94 3
Thiodicarb 73 14 78 16 96 5 35 16 103 9
Summe 2 ¢ 99 14 103 13 105 5 90 16 98 6
Metoxuron 95 10 93 7 89 8 97 11 102 4
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Tabelle 5.5.3b (Fortsetzung)

Raps Reis Tomate Weizen Zitrone
Analyt WFR % RSA % WFR% RSA% WFR% RSA% WFR% RSA% WFR% RSA%
Metsulfuron-methyl 71 19 70 7 94 6 83 16 88 9
Omethoat 79 14 104 5 98 6 98 13 80 5
Oxamyl 83 12 100 16 100 9 103 17 78 6
PCP 94 7 46 5 83 6 53 3 94 9
Pencycuron 80 9 74 8 82 11 88 9 94 5
Pirimicarb 97 6 89 13 101 6 89 15 36 9
Promecarb 88 10 89 7 99 6 74 10 104 5
Propamocarb 53 14 26 15 40 16 34 14 32 14
Propiconazol 76 9 91 8 92 8 84 9 104 9
Propoxur 91 11 80 5 82 8 82 18 109 8
Prosulfocarb 79 14 71 15 82 11 88 9 68 5
Pyrimethanil 77 10 78 13 107 12 98 12 87 6
Quizalofop 86 15 76 8 84 10 88 17 100 17
Tebuconazol 83 12 84 7 99 6 83 10 90 6
Tebufenozid 85 17 72 15 96 6 78 7 88 14
Teflubenzuron 83 12 91 13 97 10 84 11 107 17
Thiabendazol 91 11 82 12 100 6 82 14 106 10
Thifensulfuron-methyl 68 10 75 6 102 10 84 16 101 6
Thiofanox 94 7 90 10 102 5 105 10 101 5
Triflumuron 81 10 80 6 104 11 86 12 97 6

* Zusatzniveau 10 pg/kg; n=6
® RSA Relative Standardabweichung

¢ mittlere Wiederfindungsrate der n Analyten
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6 Zusammenfassung

Das wesentliche Resultat dieser Arbeit ist die Entwicklung einer Methode zur Bestimmung
von polaren Pflanzenschutzmitteln in Erntegiitern. 101 Substanzen aus den Gruppen der
Carbamate, Harnstoffderivate, sauren Wirkstoftfe, Triazole und anderer polarer Pestizide, die
mit der Gaschromatographie schwer bestimmbar sind, konnten durch Einsatz der LC/MS/MS-

Technologie und mit einem einfachen Aufarbeitungsverfahren zuverldssig analysiert werden.

Im Rahmen der Arbeit wurden grundlegende Untersuchungen und Optimierungen einzelner
Verfahrensschritte durchgefiihrt. Es wurden Extraktionsmethoden mit Losungsmitteln
verschiedener Polaritét entwickelt, und Aufreinigungsverfahren mit GPC- und SPE-
Techniken erarbeitet. Die verschiedenen Verfahren wurden hinsichtlich Wiederfindungsraten
der Analyten, Effizienz der Extraktreinigung und Schnelligkeit der Durchfiihrung miteinander

verglichen.

Die besten Resultate wurden mit einem Aufarbeitungsverfahren erzielt, in dem die meisten
Matrizes mit Methanol extrahiert und fiir fett- und wasserreiche Matrizes Methanol und
Acetonitril eingesetzt wurde. Mit der erarbeiteten Extraktionsmethode kdnnen saure, neutrale

und basische Wirkstoffe gleichzeitig extrahiert werden.

Durch die Anwendung der SPE mit PS-DVB- und C18-Festphasen gelang die Entwicklung
einer sehr effektiven und dennoch Zeit- und Material sparenden Aufreinigungsmethode, die

eine Abtrennung sehr polarer und unpolarer mitextrahierter Matrixinhaltstoffe ermoglicht.

Fiir die LC/MS/MS-Analysen im positiven und negativen Modus wurden Ionisierungsarten
und Detektionsmassen untersucht und die Detektionsparameter fiir jede Substanz optimiert.
76 Analyten wurden im positiven Modus, 44 Analyten im negativen lonisierungsmodus
detektiert. Fiir die Trennung der analysierten Verbindungen wurden zwei leistungsfahige
HPLC- Methoden mit einer C12- Siule und einem Methanol / 10 mM Ammoniumacetat-
Gradienten entwickelt.

Quantifizierungsprobleme entstanden vor allem durch die koextrahierten Matrixkomponenten,
die teilweise starke lonensuppression verursachten. Daher erfolgten die Kalibrierung und
Quantifizierung der Analyten liber Matrixstandards. Die Wirksamkeit des Einsatzes

isotopenmarkierter interner Standards wurde mit einigen Wirkstoffen untersucht.
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Trotz der starken Matrixeffekte konnten selbst mit dieser einfacheren Kalibrierung genaue
Ergebnisse erzielt werden. Isotopenmarkierte Standards sind aber nur fiir wenige Pestizide

erhéltlich. Deswegen kann dieses Kalibrationsverfahren nicht allgemein eingesetzt werden.

Leider kdnnen mit der erarbeiteten Methode einige Analyten nicht quantitativ analysiert
werden. Sehr polare Substanzen wie Acephat, Dalapon und Methamidophos (log K,,<0) sind
stark wasserldslich und adsorbieren nicht gut genug auf PS-DVB- Festphasen in Anwesenheit
organischer Losungsmittel. Basische Stoffe, wie Propamocarb oder Imazalil liegen wéhrend

der Anreicherung ionisiert vor und werden auf der Festphase nur teilweise retardiert.

Das Aufarbeitungsverfahren wurde fiir sehr unterschiedliche Obst-, Gemiise- und
Getreideproben entwickelt, und erlaubt eine sichere und kostengiinstige Analyse. Die
Validierung an 10 reprédsentativ ausgewéhlten Matrizes ergab gute Wiederfindungsraten, bis
auf wenige Ausnahmen grofer als 70%, sowie niedrige Variationskoeffizienten, in der Regel
kleiner als 20%, die fiir die gute Anwendbarkeit der Aufarbeitungs- und Bestimmungs-
verfahren sprechen.

Die meisten Analyten konnten sehr empfindlich mit Bestimmungsgrenzen zwischen 0.03 und
8.67 ng/kg analysiert werden, was deutlich unterhalb der niedrigsten gesetzlich
vorgeschriebenen Grenzwerte von 10 bis 50 pg/kg liegt.

Das entwickelte Aufarbeitungsverfahren ist einfach zu handhaben und erlaubt einen
Probendurchsatz von bis zu 10 Proben pro Tag. 96 polare Pflanzenschutzmittel-Wirkstoffe
und Metabolite lassen sich mit dieser Methode selbst in komplexen Matrizes schnell und

sicher bestimmen.

Durch ihre Einfachkeit, die breite Anwendbarkeit auf verschiedenartige Analyten in den
unterschiedlichsten Matrizes und ihre hohe Effizienz bildet die im Rahmen dieser Arbeit
entwickelten Analysenmethode einen wichtigen Beitrag zum Fortschritt in der

Lebensmittelanalytik.
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7 Ausblick

Im Rahmen weiterer Forschungsvorhaben konnte das Verfahren mit leichten Modifikationen
neben der Analyse von pflanzlichen Proben ebenso fiir die Bestimmung von Pflanzenschutz-
mittelwirkstoffen in anderen Umweltproben wie Wasser, Boden und Sediment eingesetzt

werden. Die vorteilhafte Automatisierungsfahigkeit des Aufreinigungsverfahrens wire dabei

nur eine Technikfrage.

Fiir bestimmte Analyten wie D1M-Diuron, D2M-Diuron, Diuron, Linuron und 3,4-
Dichloranilin, die mit der hier vorgestellten Methode relativ geringe oder gar keine ESI-
Intensitdten haben, konnten die HPLC- Methoden weiter optimiert werden, indem die
Zusammensetzung des HPLC- Eluenten und ihr pH- Wert gedndert wiirden. Eine Umstellung

auf Acetonitril und Ameisensdure konnte erfolgreich sein.

Die Ergebnisse dieser Arbeit konnen fiir die Erweiterung der Methode auf andere polare
Wirkstoffe und zusitzlichen Matrizes hilfreich sein. Die erarbeitete Methode oder einzelne
Verfahrensschritte konnen Ausgangspunkt fiir weitere Multimethoden werden, die mit Einsatz

der LC/MS/MS die Analyse polarer Verbindungen wesentlich erleichtert.

Die Analytik von Pflanzenschutzmittelriickstdnden in Lebensmitteln wird auch in Zukunft zur
Kontrolle der Einhaltung der guten landwirtschaftlichen Praxis, zur Abschédtzung der
Verbraucherbelastung, sowie zur Stirkung der Sicherheit der Verbraucher eine bedeutende
Rolle spielen. Fiir polare Substanzen und ihre Metaboliten bietet sich, wie in dieser Arbeit

bewiesen, die LC/MS/MS als selektives und empfindliches Analysensystem an.
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9 Anhang

Verwendete Chemikalien

Aceton Pestanal, Fluka Riedel-de-Haén, Sigma-Aldrich, Seelze, Deutschland
Acetonitril gradient grade fiir die LC Chromasolv, Riedel-de-Haén, Sigma-Aldrich, Seelze,
Deutschland

Ameisensdure p.a. 98-100%, Merck, Darmstadt, Deutschland

Ammoniakldsung 25%, Merck, Darmstadt, Deutschland

Ammoniumacetat p.a., Merck, Darmstadt, Deutschland

Cyclohexan fiir Pestizidanalyse Nanograde, Mallinckrodt Specialty Chemicals, Paris,
Kentucky, USA

Dichlormethan Pestanal mit Amylen stabilisiert (ca. 25mg/L), Riedel-de-Haén, Sigma-
Aldrich, Seelze, Deutschland

Ethylacetat Pestanal, Riedel-de-Haén, Sigma-Aldrich, Seelze, Deutschland

Flissiger Stickstoff, Reinheit 5.0, Linde, Gablingen, Deutschland

n-Hexan Pestanal, Riedel-de-Haén, Sigma-Aldrich, Seelze, Deutschland
Kaliumdihydrogenphosphat p.a., Merck, Darmstadt, Deutschland

Methanol gradient grade fiir die LC LiChrosolv, Merck, Darmstadt, Deutschland
Natriumchlorid p.a., Merck, Darmstadt, Deutschland

Natriumhydrogenphosphat p.a., Merck, Darmstadt, Deutschland

Natriumsulfat wasserfrei reinst, Merck, Darmstadt, Deutschland

Phosphorsédure min. 85% p.a., Merck, Darmstadt, Deutschland

Salzsdure 1M, Merck, Darmstadt, Deutschland

Tetrahidrofuran fiir die HPLC, Promochem, Wesel, Deutschland

Standardsubstanzen

Pestizid-Standards 95-99.8% Reinheit, Dr. Ehrenstorfer, Augsburg, Deutschland
mit Ausnahme von Benazolin, Clopyralid, Dinoterb, Fenoxaprop und Quizalofop von Riedel-
de-Haén, Sigma-Aldrich, Seelze, Deutschland

Isotopenmarkierte Standards

Dr. Ehrenstorfer, Augsburg, Deutschland:
Chlortoluron-D6, 99.5%, 100mg/L in Aceton
2,4-D-13C6, 99%, 100mg/L in Aceton
Diuron-D6, 99.2%, 100.1mg/L in Aceton
Isoproturon-D6, 99%, 100.1mg/L in Aceton
Monuron-D6, 99.6%, 100mg/L in Aceton
Pentachlorphenol-13C6, 95.5%, 100mg/L in Aceton

CIL Cambridge Isotope Laboratories, Massachusetts, USA:
2,4,5-T-13C6, 99%, 100ug/mL in Dichlormethan
Dichlorprop-13C6, 99%, 100+10pg/mL in Nonan
Bromoxynil-13C6, 99%, 50+5ppm in Nonan
Carbofuran-13C6, 99%, 100+10ug/mL in Acetonitril
Carbaryl-13C6, 99%, 100+10pg/mL in Nonan
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Tabelle 9.1 Physikalisch-chemischen Eigenschaften der ausgewihlten Analyten [163,164]

Wirkstoff Molekulare  Dampfdruck pk, Loslichkeit  Log Koy
Masse [mm Hg] 25°C [mg/L] 25°C
2,4,5-T 255.48 3.75E-005 2.83 278 3.31
2,4-D 221.04 8.25E-005 2.73 677 2.81
2,4-DB 249.09 1.11E-005 4.95 46 3.53
Acephat 183.17 1.7E-006 8.18E+005  -0.85
Acifluorfen 361.66 1.53E-008 120 3.70
Aldicarb 190.26 3.47E-005 6030 1.13
Aldicarb sulfoxid 206.26
Aldoxycarb 222.26 9,00E-05 1,00E+04 -0.57
Azoxystrobin 403.39
Benazolin 243.66 7,50E-12 3.04 500 1.34
Bifenox 342.13 1,00E-07 0.398 4.48
Bromoxynil 27691 7,50E-06 3.86 130
Butocarboxim 190.26 7,95E-05 3500 1.11
Butocarboxim-sulfoxid  206.26
Butoxycarboxim 222.26 2,00E-05 20900 1.11
Buturon 236.70 4.55E-006 30 * 3.00
Carbaryl 201.22 1.36E-006 110 * 2.36
Carbendazim 191.19 7.5E-010 * 4.2 29 1.52
Carbofuran 221.26 4.85E-006 * 320 2.32
Carbofuran 3-hydroxy  237.26
Chloroxuron 290.75
Chlortoluron 212.68 3.6E-008 * 70 * 2.41
Cyprodinil 225.30 3.68E-006 4.44 13 4.00
Dalapon 142.97 7,50E-08 1.74
DDA 281.14
Dicamba 221.04 3.38E-005 1.97 8310 2.21
Dichlorprop 235.07 7.5E-008 3.10 350 * 343
Diclofop 327.16 4.03E-008 343 453 * 4.58
Difenconazol 406.27 2,48E-04 <0 16 4.20
Difenoxuron 286.33 2.89E-008 20 * 2.54
Diflubenzuron 310.69 9E-10 0.08 3.88
Dimefuron 338.79 2.29E-010 16 * 2.51
Dimethoat 229.26 8.25E-006 2.5E+004 *  0.78
Diniconazol 326.23 3.68E-005 4 4.30
Dinoseb 240.22 7.5E-005 4.62 52 3.56
Dinoterb 240.22 1,50E-04 4.5
Diuron 233.10 6.9E-008 42 2.68
D1M-Diuron 219.07
D2M-Diuron 205.04
Epoxiconazol 329.76
Etaconazol 328.20 2.34E-007 80 * 3.10
Ethiofencarb 225.30 3,38E-06 1800 2.04
Ethiofencarb-sulfon 2573

Ethiofencarb-sulfoxid 241.3
Ethoprophos 242.34 0.00038 750 3.59
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Tabelle 9.1 (Fortsetzung)

Wirkstoff Molekulare  Dampfdruck pk, Loslichkeit  Log Koy
Masse [mm Hg] 25°C [mg/L] 25°C
Fenhexamid 302.2
Fenobucarb 207.27 0.000143 420 * 2.78
Fenoprop 269.51 9.97E-006 2.84 71 3.80
Fenoxaprop 333.73 3,15E-02 0.9
Fenoxycarb 301.34 6.5E-009 6 * 4.30
Fenuron 164.21 3.75E-005 4030 0.98
Flamprop 321.74 7.78E-009 3.72 18.2 * 2.90
Fluazifop 327.26 4,13E-07 1 4.5
Fludioxonil 248.19 2.93E-009 <0 1.8 4.12
Fluometuron 232.20 9.38E-007 110 * 2.42
Flusilazol 3154 2,93E-07 45 3.74
Furathiocarb 382.47 2.93E-008 11 4.70
Haloxyfop 361.70 1,23E-07 2.9 0.58 1.34
Hexaconazol 314.21 7,50E-08* 170 39
Hexaflumuron 461.15 4.43E-007 0.027 * 5.68
Imazalil 297.19 1.19E-006 6.53 180 * 3.82
Imidacloprid 255.67 3E-012 * 610 * 0.57
Toxynil 370.92 <7,50E-06*  3.96 50
Isopropylanilin 135.21
Isoproturon 206.29 2.47E-008 65 * 2.87
D1M-Isoproturon 192.26
D2M-Isoproturon 178.23
Linuron 249.10 1.43E-006 75 3.20
MCPA 200.62 5.9E-006 3.13 630 3.25
MCPB 228.67 4,33E-05 4.84 44 2.79
Mecoprop 214.65 7.5E-007 3.10 320 * 3.13
Methabenzthiazuron 221.28 1.13E-007 59 * 2.64
Methamidophos 141.13 3.53E-005 1E+006 * -0.80
Methiocarb 22531 2.7E-007 27 * 2.92
Methomyl 162.21 5.4E-006 5.8E+004 0.60
Metoxuron 228.68 3.23E-005 * 678 1.64
Metsulfuron-methyl 381.36 2.5E-012 3.64 9500 2.20
Monolinuron 214.65 0.00015 * 930 * 2.30
Monuron 198.65 5.03E-007 230 1.94
Neburon 275.18 1.01E-006 4.8 4.10
Omethoat 213.19 2.48E-005 * 1E+006 * -0.74
Oxamyl 219.26 0.00023 2.8E+005 -0.48
PCP 266.34 0.00011 4.70 14 5.12
Pencycuron 328.84 3.75E-012 0.3 * 4.82
Pirimicarb 238.29 7.28E-006 4.53 2700 1.70
Promecarb 207.27 3,00E-05 92 3.10
Propamocarb 188.27 6,00E-06 pKb=4.9 867000
Propiconazol 342.23 1,00E-06 1.09 110 * 3.72
Propoxur 209.24 9.68E-006 * 1860 * 1.52

Prosulfocarb 251.39 5.18E-007 132 * 4.65
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Tabelle 9.1 (Fortsetzung)

Wirkstoff Molekulare  Dampfdruck  pk, Loslichkeit  Log Koy
Masse [mm Hg] 25°C [mg/L] 25°C
Pyrimethanil 199.25 1,65E-05 3.52 121 2.84
Quizalofop 344.75 6,49E-06* 0.3% 1.9
Quizalofop 344.75 6,49E-06* 0.3*% 1.9
Tebuconazol 307.83 1.28E-008 36 * 3.70
Tebufenozid 352.48 2.25E-008 0.83 4.25
Teflubenzuron 381.11 6E-12 0.019 4.56
Thiabendazole 201.25 4,00E-09 4.64 50 247
Thifensulfuron-methyl ~ 387.40 1.28E-010 4.0 230 1.56
Thiodicarb 354.46 7,00E-05 35 1.70
Thiofanox 218.31 1,70E-05 5200
Thiophanat-methyl 342.40 7.13E-008 7.28 26.6 * 1.40
Triflumuron 358.70 3,00E-10%* 0.025%* 491

* bestimmt bei 20°C
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Struktur [164] und Fragmentierung der untersuchten Analyten
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Tabelle 9.2.a: Prézision der HPLC- Methoden (Messprézision) fiir die Bestimmung der

Analyten, ESI+ Methode
Variationskoeffizient Variationskoeffizient

Massen- "within day" [%] "day to day" [%]
iibergang Analyt n=6 n=6
184.0/143.0  Acephat 5,26 12,12
143.0/95.0 Acephat 1,42 11,91
208.0/116.0  Aldicarb 5,80 9,55
208.0/89.0 Aldicarb 4,99 14,13
240.0/ 86.0 Aldicarb-sulfon 4,24 10,36
223.0/86.0 Aldicarb-sulfon 9,80 14,41
224.0/132.0  Aldicarb-sulfoxid 6,28 11,30
207.0/89.0 Aldicarb-sulfoxid 4,82 12,83
404.0/372.0  Azoxystrobin 2,71 5,50
404.0/344.0  Azoxystrobin 8,51 13,94
208.0/75.0 Butocarboxim 11,37 11,47
191.0/75.0 Butocarboxim 13,56 13,84
207.0/75.0 Butocarboxim-sulfoxid 4,30 15,97
224.0/132.0  Butocarboxim-sulfoxid 5,12 9,98
240.0/106.0  Butoxycarboxim 2,18 12,84
223.0/106.0  Butoxycarboxim 7,95 13,74
237.0/84.0 Buturon 3,98 9,79
237.0/126.0  Buturon 7,47 7,69
202.0/145.0  Carbaryl 7,20 11,81
202.0/127.0  Carbaryl 4,06 13,14
192.0/192.0  Carbendazim 6,28 15,92
192.0/160.0  Carbendazim 9,73 14,78
222.0/165.0  Carbofuran 5,92 7,87
222.0/123.0  Carbofuran 3,01 11,04
238.0/163.0  Carbofuran-3-hydroxy 7,40 7,49
255.0/163.0  Carbofuran-3-hydroxy 6,05 12,58
291.0/72.0 Chloroxuron 6,64 7,74
293.0/72.0 Chloroxuron 6,09 9,27
213.0/72.0 Chlortoluron 3,87 7,75
215.0/72.0 Chlortoluron 8,53 8,91
226.0/226.0  Cyprodinil 2,88 17,90
226.0/93.0 Cyprodinil 6,78 12,08
226.0/77.0 Cyprodinil 8,32 12,01
193.0/193.0 DIM-Ipo 4,43 5,18
193.0/94.0 DI1M-Ipo 4,72 8,80
179.0/137.0 D2M-Ipo 5,95 13,48
179.0 /94.0 D2M-Ipo 4,53 13,98
406.0 /251.0  Difenconazol 6,50 13,86
408.0/253.0  Difenconazol 4,14 12,14
287.0/72.0 Difenoxuron 2,17 8,30
287.0/123.0  Difenoxuron 5,52 6,86
339.0/72.0 Dimefuron 6,11 8,08
341.0/72.0 Dimefuron 4,00 6,56
230.0/199.0  Dimethoat 8,12 11,45
230.0/125.0  Dimethoat 7,96 10,20
326.0/70.0 Diniconazol 6,48 13,43
328.0/70.0 Diniconazol 7,43 12,01
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Tabelle 9.2.a: (Fortsetzung)

Variationskoeffizient Variationskoeffizient

Massen- "within day" [%] "day to day" [%]
iibergang Analyt n=6 n=6
233.0/72.0 Diuron 10,92 11,13
235.0/72.0 Diuron 7,07 13,73
330.0/121.0  Epoxiconazol 6,28 8,21
330.0/70.0 Epoxiconazol 10,77 12,59
328.0/159.0  Etaconazol 8,45 10,19
330.0/161.0  Etaconazol 5,36 10,45
226.0/107.0  Ethiofencarb 9,00 11,47
226.0/164.0  Ethiofencarb 6,39 9,81
275.0/107.0  Ethiofencarb-sulfon 10,32 12,61
258.0/107.0  Ethiofencarb-sulfon 10,84 11,38
242.0/107.0  Ethiofencarb-sulfoxid 7,90 11,86
242.0/185.0  Ethiofencarb-sulfoxid 5,81 8,57
243.0/243.0  Ethoprophos 3,01 14,28
243.0/173.0  Ethoprophos 3,87 5,89
243.0/215.0  Ethoprophos 5,85 11,49
302.0/97.0 Fenhexamid 6,36 9,02
302.0/55.0 Fenhexamid 8,46 15,03
208.0/95.0 Fenobucarb 5,59 7,03
208.0/152.0  Fenobucarb 6,72 8,26
302.0/88.0 Fenoxycarb 9,75 11,98
302.0/116.0  Fenoxycarb 7,12 10,38
165.0/165.0  Fenuron 4,45 12,41
165.0/72.0 Fenuron 6,54 13,11
233.0/233.0  Fluometuron 4,05 5,22
233.0/72.0 Fluometuron 3,36 491
316.0/247.0  Flusilazol 4,28 11,03
316.0/165.0  Flusilazol 4,59 10,81
383.0/195.0  Furathiocarb 6,52 7,51
383.0/252.0  Furathiocarb 9,12 13,93
314.0/70.0 Hexaconazol 4,11 8,95
316.0/70.0 Hexaconazol 5,78 17,39
297.0/297.0  Imazalil 10,04 12,95
297.0/159.0  Imazalil 8,01 9,97
297.0/69.0 Imazalil 6,79 7,56
256.0/175.0  Imidacloprid 9,28 12,28
256.0/209.0  Imidacloprid 6,16 6,17
136.0/136.0  Ipo-anilin 1,81 6,40
136.0/94.0 Ipo-anilin 4,25 6,23
207.0/72.0 Isoproturon 2,84 9,15
207.0/165.0  Isoproturon 5,92 6,13
249.0/160.0  Linuron 9,16 11,64
249.0/182.0  Linuron 12,85 13,92
142.0/94.0 Metamidophos 0,98 9,62
142.0/125.0  Metamidophos 5,47 14,63
222.0/222.0  Methabenzthiazuron 424 7,43
222.0/165.0  Methabenzthiazuron 6,64 9,12
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Tabelle 9.2.a: (Fortsetzung)

Variationskoeffizient Variationskoeffizient

Massen- "within day" [%] "day to day" [%]
iibergang Analyt n=6 n=6
226.0/169.0  Methiocarb 7,81 8,00
243.0/169.0  Methiocarb 12,23 14,17
163.0/ 88.0 Methomyl 9,16 11,33
163.0/106.0  Methomyl 6,76 11,81
229.0/229.0  Metoxuron 6,40 11,58
229.0/72.0 Metoxuron 2,70 8,82
382.0/167.0  Metsulfuron-methyl 5,73 9,29
215.0/148.0  Monolinuron 6,98 9,13
215.0/88.0 Monolinuron 7,56 12,50
199.0/72.0 Monuron 2,74 6,71
201.0/72.0 Monuron 6,12 10,78
275.0/88.0 Neburon 8,04 9,12
275.0/114.0  Neburon 5,43 6,63
214.0/125.0  Omethoat 4,03 13,36
214.0/183.0  Omethoat 5,08 14,08
237.0/72.0 Oxamyl 9,49 10,79
237.0/90.0 Oxamyl 2,89 9,54
329.0/125.0  Pencycuron 6,36 9,09
331.0/127.0  Pencycuron 6,35 8,29
239.0/72.0 Pirimicarb 4,65 10,60
239.0/182.0  Pirimicarb 4,97 12,81
208.0/109.0 Promecarb 3,53 8,23
208.0/151.0  Promecarb 7,87 7,99
189.0/102.0  Propamocarb 4,04 8,29
189.0/144.0  Propamocarb 3,95 8,37
342.0/159.0  Propiconazol 7,31 15,47
342.0/69.0 Propiconazol 6,55 10,57
210.0/111.0  Propoxur 7,32 15,67
210.0/168.0  Propoxur 6,49 16,16
252.0/91.0 Prosulfocarb 6,09 10,22
252.0/86.0 Prosulfocarb 7,87 13,84
200.0/200.0  Pyrimethanil 7,13 18,07
200.0/107.0  Pyrimethanil 3,86 6,65
200.0/82.0 Pyrimethanil 6,92 8,28
353.0/297.0 Tebufenozide 4,88 5,85
353.0/133.0  Tebufenozide 8,64 9,85
308.0/70.0 Terbuconazol 5,24 8,73
310.0/70.0 Terbuconazol 6,15 9,85
202.0/175.0  Thiabendazole 7,89 9,74
202.0/131.0  Thiabendazole 9,42 16,44
388.0/167.0  Thifensulfuron-methyl 5,84 14,30
355.0/88.0 Thiodicarb 7,42 8,76
355.0/108.0  Thiodicarb 8,64 16,57
219.0/57.0 Thiofanox 4,14 12,34
219.0/61.0 Thiofanox 3,26 3,52
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Tabelle 9.2.b: Prazision der HPLC- Methoden (Messprézision), ESI- Methode
Variationskoeffizient Variationskoeffizient

Massen- "within day" [%] "day to day" [%]
iibergang Analyt n=6 n=6
253.0/253.0 2,4,5-T 5,43 14,93
253.0/195.0 2,4,5-T 6,54 6,91
255.0/197.0 2,4,5-T 6,07 12,89
219.0/219.0 2,4-D 3,23 16,92
219.0/161.0 2,4-D 1,14 14,41
221.0/163.0 2,4-D 3,53 16,52
247.0/247.0 2,4-DB 9,46 13,05
247.0/161.0 2,4-DB 7,38 12,40
249.0/163.0 2,4-DB 5,34 10,98
360.0/360.0  Acifluorfen 6,16 16,90
360.0/316.0 Acifluorfen 4,69 15,25
362.0/318.0  Acifluorfen 8,94 16,13
198.0/170.0  Benazolin 6,78 12,68
242.0/198.0 Benazolin 4,71 12,64
242.0/170.0 Benazolin 5,79 11,87
326.0/326.0  Bifenox 5,13 12,95
326.0/282.0  Bifenox 7,18 18,58
276.0/81.0 Bromoxynil 1,93 9,28
278.0/81.0 Bromoxynil 0,40 7,75
289.0/134.0 Chloroxuron 3,35 16,71
289.0/178.0 Chloroxuron 4,39 14,71
289.0/244.0 Chloroxuron 3,70 15,67
219.0/162.0 DIM-Diuron 3,06 11,08
219.0/219.0 D1M-Diuron 4,60 7,18
205.0/162.0 D2M-Diuron 2,50 3,98
203.0/160.0 D2M-Diuron 2,89 5,56
141.0/97.0 Dalapon 6,45 14,37
141.0/105.0 Dalapon 6,81 19,23
235.0/235.0 DDA 4,97 12,83
237.0/237.0 DDA 8,95 14,41
219.0/219.0 Dicamba 8,36 16,90
219.0/175.0 Dicamba 7,30 16,25
233.0/233.0 Dichlorprop 5,20 9,89
233.0/161.0 Dichlorprop 4,45 8,08
235.0/163.0 Dichlorprop 4,75 16,52
325.0/325.0 Diclofop 1,60 7,64
325.0/253.0 Diclofop 4,94 10,19
327.0/255.0 Diclofop 1,30 13,04
309.0/289.0 Diflubenzuron 3,13 17,94
309.0/156.0 Diflubenzuron 3,87 8,66
311.0/156.0 Diflubenzuron 6,86 14,22
337.0/166.0 Dimefuron 6,48 19,29
339.0/212.0 Dimefuron 6,38 10,53
239.0/194.0  Dinoseb 3,00 10,09
239.0/134.0 Dinoseb 5,31 8,87
239.0/207.0 Dinoterb 3,94 5,07
239.0/176.0 Dinoterb 3,00 6,75

231.0/186.0  Diuron 3,09 8,73
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Tabelle 9.2.b: (Fortsetzung)

Variationskoeffizient Variationskoeffizient

Massen- "within day" [%] "day to day" [%]
iibergang Analyt n=6 n=6
233.0/188.0 Diuron 1,24 8,75
269.0/269.0 Fenoprop 7,76 11,33
269.0/197.0 Fenoprop 4,38 14,97
271.0/199.0 Fenoprop 4,46 19,35
332.0/152.0 Fenoxaprop 5,47 15,89
332.0/260.0 Fenoxaprop 9,63 15,95
320.0/320.0 Flamprop 6,23 10,81
320.0/121.0 Flamprop 2,38 12,67
326.0/254.0  Fluazifop 6,33 13,82
254.0/108.0  Fluazifop 5,56 17,56
254.0/226.0 Fluazifop 2,36 8,42
247.0/126.0 Fludioxonil 1,30 3,40
247.0/169.0  Fludioxonil 2,10 5,42
247.0/180.0 Fludioxonil 3,07 9,14
231.0/186.0 Fluometuron 4,42 12,44
231.0/231.0  Fluometuron 2,87 11,23
360.0 /288.0 Haloxyfop 5,47 12,30
362.0/290.0 Haloxyfop 3,70 11,57
360.0 /360.0 Haloxyfop 5,12 17,00
459.0/439.0 Hexaflumuron 2,16 4,48
459.0/175.0 Hexaflumuron 0,99 14,10
441.0/42.3 Hexaflumuron 1,32 13,93
439.0/42.3 Hexaflumuron 5,38 13,89
370.0/370.0 Toxynil 0,93 12,13
370.0/127.0 Toxynil 3,83 9,40
370.0 /243.0 Toxynil 2,06 13,91
247.0/160.0 Linuron 5,36 11,58
249.0/162.0 Linuron 6,90 16,77
199.0/199.0 MCPA 6,30 11,30
199.0/141.0 MCPA 6,13 12,18
201.0/143.0 MCPA 6,26 17,40
227.0/227.0 MCPB 8,42 14,31
227.0/141.0 MCPB 4,48 13,72
229.0/143.0 MCPB 7,38 12,16
213.0/213.0 Mecoprop 1,80 6,38
213.0/141.0 Mecoprop 3,23 12,53
215.0/143.0 Mecoprop 5,63 19,04
273.0/160.0 Neburon 1,85 11,49
275.0/162.0  Neburon 0,92 12,67
265.0/265.0  PCP 1,80 14,72
267.0/267.0  PCP 0,46 12,68
343.0/271.0 Quizalofop 4,88 11,03
345.0/273.0 Quizalofop 6,61 11,08
379.0/339.0 Teflubenzuron 2,09 6,90
379.0/196.0 Teflubenzuron 4,77 10,07
357.0/154.0 Triflumuron 0,99 7,19
357.0/85.0 Triflumuron 5,21 13,54
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