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1 Einleitung

Pflanzenschutzmittel sind Substanzen, die in der Landwirtschaft, im Obst- und
Gemulseanbau sowie in vielen Kleingarten Anwendung finden. Ziel dieser
Anwendung ist es, die Kulturpflanzen und Ernteglter vor Schadlingen zu schitzen
und somit Verluste an Erntegutern und Vorraten zu minimieren [1]. Derzeit sind
285 Wirkstoffe und Uber 1500 Pflanzenschutzmittel in Deutschland zugelassen
(Stand Januar 2018, [2]). Allein in der Landwirtschaft gibt es etwa 240 bedeutende
Schaderreger, von denen eine Bedrohung fur Pflanzen ausgeht. Dazu gehdren
zum Beispiel Blattlause, Spinnmilben, Rost- und Mehltau-Pilze sowie Viren und
Bakterien. Hinzu kommen Unkrauter, die den Nutzpflanzen Nahrstoffe, Wasser
und Licht entziehen kénnen [3]. Der Einsatz von Pflanzenschutzmitteln ist jedoch
nur zugelassen, wenn keine Gefahr fur Mensch, Tier und Umwelt besteht [7].
Dabei geht die Gefahr nicht nur vom Wirkstoff selbst aus, sondern auch dessen
Abbauprodukte (,Metaboliten®) kbnnen ein Risiko darstellen.

Um schadliche Wirkungen ausschlieBen zu koénnen, sind Hersteller von
Pflanzenschutzmitteln verpflichtet, diese ausgiebig zu erforschen [5]. Hierzu gehort
nicht nur die Ermittlung toxikologischer und okotoxikologischer Auswirkungen,
sondern auch die Erforschung des Abbauverhaltens sowie der Ruckstandssituation
dieser Substanzen und ihrer Metaboliten nach sachgerechter Anwendung [71].
Letzteres bedarf Analysenmethoden, mit deren Hilfe die Rulckstande des
Wirkstoffes und dessen Metaboliten ermittelt werden kdnnen. Dabei werden nicht
nur alle Teile der Pflanzen und daraus hergestellte Lebensmittel analysiert. Es
mussen zusatzlich Umweltproben, wie Boden, Wasser und Luft untersucht werden.
Handelt es sich bei den angebauten Pflanzen um Futtermittel, so muss
sichergestellt werden, dass keine bedenklichen Ruckstande in Lebensmitteln
tierischer Herkunft vorliegen. Die typischerweise eingesetzten Analysenverfahren
beruhen zumeist auf einer chromatographischen Trennung und der Detektion
mittels UV, FID oder Massenspektrometer. Die Art der Trennung und Detektion
hangt dabei sehr stark von den chemischen und physikalischen Eigenschaften der
Analyten ab.



Nicht nur bei der Zulassung von Pflanzenschutzmitteln ist die Rickstandsanalytik
von Bedeutung. Im Rahmen der amtlichen Lebensmitteliuberwachung dient sie der
Aufdeckung von Hochstmengenulberschreitungen oder dem Nachweis verbotener
Anwendungen [4]. Um mdgliche Risiken frihzeitig zu erkennen, werden Lebens-
und Futtermittel durch das Monitoring-Programm langfristig auf Rlckstande von
Pflanzenschutzmitteln untersucht [89, LFGB §§50-52].

In Deutschland werden jahrlich Uber 15.000 Lebensmittelproben auf das
Vorkommen von Pflanzenschutzmittelrickstanden behdrdlich gepruft. Dazu zahlen
sowohl die Proben die im Rahmen des Monitoring-Programmes als auch die
Proben die im Bereich der amtlichen LebensmittelUberwachung untersucht
werden [2].

Aufgrund der hohen Probenzahlen und der Wirkstoffvielfalt sind Multimethoden

unerlasslich geworden.



2  Zielstellung

In Deutschland gibt es drei bedeutsame Multimethoden zur Untersuchung von
Pflanzenschutzmitteln in Lebens- und Futtermitteln: die S19-Methode der
Deutschen Forschungsgesellschaft (DFG-Methode S19), die Methode nach Klein
und Alder und die QUEChERS-Methode. Doch es gibt Wirkstoffe und vor allem
Abbauprodukte, die mit diesen Methoden nicht erfasst werden kénnen. Grund
hierfur ist in ihren chemischen Eigenschaften zu suchen. Hierbei handelt es sich
u.a. um Substanzen, die eine sehr hohe Polaritdt und ein kleines
Molekulargewicht aufweisen. Um diese in verschiedenen Matrizes zu bestimmen,
wurden Einzelanalysenmethoden entwickelt. Jedoch weisen diese Schwachen auf.
So sind sie zum Teil sehr arbeits- und zeitaufwendig. Mitunter besitzen die
Methoden keine ausreichende Spezifitat und sind dadurch anfallig fir
Matrixinterferenzen, die zu falschen Analyseergebnissen fuhren kénnen.
Ziel dieser Arbeit ist es, neue Ansatze fur die Analytik kleiner und hochpolarer
Pflanzenschutzmittelriickstande in den unterschiedlichsten pflanzlichen Materialien
zu entwickeln. Dabei sollen die Prazision der Analysenergebnisse, der
Arbeitsaufwand, sowie die Robustheit der Methoden und die daraus resultierende
Ubertragbarkeit fiir die Routineanalytik berticksichtigt werden.
Folgende Schritte einer Analysenmethode stehen zur Diskussion:

e Die Extraktion

e Die Extraktaufreinigung

e Die Derivatisierung

e Das Messsystem: Trennung und Detektion
Bei der Extraktion soll gepruft werden, ob durch die Wahl des
Extraktionsverfahrens ein Einfluss auf die Mitextraktion von Matrixkomponenten
genommen werden kann, ohne dabei eine schlechtere Extraktionseffizienz des
Analyten zu erhalten.
Sofern mdglich, gilt es den Extrakt unaufgereinigt bzw. lediglich verdinnt zu
vermessen. Fur den Fall von interferierenden Matrixkomponenten sollen aber auch

Aufreinigungsprozeduren untersucht werden.



Derivatisierungsschritte sind in der Regel nicht nur zeit- und kostenintensiv,
sondern kdénnen auch stoéranfallig gegenlber verschiedensten Matrixbestandteilen
sein. Daher wird die Derivatisierung von Analyten zunadchst nicht weiter
berucksichtigt.

Aufgrund der hohen Polaritdt der Analyten ist die Fllssigkeitschromatographie
gegenuber der Gaschromatograhie das effektivere Trennverfahren. Aber auch die
Kapillarelektrophorese, welche bisher kaum in der Ruckstandsanalytik zum Einsatz
kam, soll als Trennverfahren einbezogen werden.

In der RuUckstandsanalytik haben sich massenselektive Detektionssysteme
durchgesetzt. Diese ermoglichen eine Detektion anhand des Masse-zu-Ladungs-
Verhaltnisses. Neben den gangigen Tripelquadrupolgeraten sollen auch mit
hochauflésenden MS-Systemen, die zunehmend an Bedeutung gewinnen,
Versuche durchgefuhrt werden. Zusatzlich soll ein neues System, die Differential-

Mobilitats-Spektrometrie (DMS), getestet werden.



3  Theoretische Grundlagen von Pflanzenschutzmitteln

3.1  Begriffsdefinition

Pflanzenschutzmittel sind Stoffe, die dazu dienen ,Pflanzen oder
Pflanzenerzeugnisse vor Schadorganismen zu schutzen [...], in einer anderen
Weise als Nahrstoffe die Lebensvorgange von Pflanzen zu beeinflussen (z. B.
Wachstumsregulatoren), Pflanzenerzeugnisse zu konservieren [...], unerwinschte
Pflanzen oder Pflanzenteile zu vernichten [...], ein unerwiinschtes Wachstum von
Pflanzen zu hemmen oder einem solchen Wachstum vorzubeugen® [56, Kapitel 1
Artikel 2 (1)].

In Abhangigkeit von ihrem Anwendungsgebiet sind sie in verschiedene Gruppen
eingeteilt. In Tab. 1 sind die unterschiedlichen Anwendungsbereiche und die
entsprechenden Zielorganismen aufgefuhrt. Mit einem Inlandsabsatz von fast 18
000 Tonnen stellen die Herbizide dabei einen sehr bedeutsamen
Anwendungsbereich dar, gefolgt von den Fungiziden mit rund 10 500 Tonnen
(Stand 2011, [6]).

Tab. 1: Typische Anwendungsbereiche von Pflanzenschutzmitteln

Anwendungsbereich Zielorganismus
Herbizide Unkrauter
Fungizide Pilze und Pilzsporen
Insektizide Insekten
Akarizide Milben / Spinnentiere
Rodentizide Nagetiere
Nematizide Nematoden (Fadenwtrmer)
Molluskizide Weichtiere / Schnecken
Bakterizide Bakterien




3.2  Forschung und Entwicklung

Die Entwicklung eines Pflanzenschutzmittelwirkstoffes ist ein sehr aufwendiger
Prozess. Im Durchschnitt dauert es 10 Jahre, bis ein neues Produkt auf den Markt
gebracht werden kann.

In Abb. 1 ist der Entwicklungsprozess schematisch dargestellt. Dieser beginnt mit
der Synthese von neuen Verbindungen. Dabei eignet sich nur jede 100.000ste zu
einem neuen Pflanzenschutzmittelwirkstoff. Zur Untersuchung der Wirkung neu
synthetisierter Substanzen werden zunachst Screening-Tests an sogenannten
.1argets” durchgefuhrt, bevor Tests an kompletten Organismen folgen. Unter
.rargets“ versteht man Proteine, die lebenswichtig fir den zu bekampfenden
Organismus sind. Dies sind zum Beispiel bedeutsame Stoffwechselenzyme. Nur
Substanzen, die im Screening-Prozess diese ausgewahlten Proteine in ihrer
Aktivitdt hemmen, werden am komplexen biologischen System getestet [7].
Werden neue Verbindungen mit gewilnschter Wirkung gegen Schadorganismen
gefunden, so muss nun ihr Verhalten im Boden, im Wasser, in der Luft, in Pflanzen
und bei Tieren untersucht werden. Hierzu gehdren u. a. das Abbauverhalten sowie
die Ruckstandssituation dieser Substanzen und ihrer Abbauprodukte in der Umwelt
zu erforschen. Des Weiteren muss eine toxikologische Bewertung durchgefihrt
werden sowie die Ermittlung okotoxikologischer Auswirkungen, wie zum Beispiel
die Wirkung auf Nutzorganismen und die Anreicherung von Rulckstanden in der
Nahrungskette. Nur wenn die neuen Wirkstoffe sicher und umweltvertraglich sind,

erhalten sie spater eine Marktzulassung [1, 5].
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Abb. 1: Die Entwicklung eines Pflanzenschutzmittels [1]

Ist ein neuer Pflanzenschutzmittelwirkstoff gefunden, so muss dieser letztlich noch
in eine geeignete Anwendungsform gebracht werden.
Produktionswege definiert und der Markt in Form von Werbung vorbereitet werden.

Pflanzenschutzmittel durfen jedoch erst vertrieben werden, nachdem sie amtlich

zugelassen sind.

AulRerdem mussen



3.3  Zulassung und rechtliche Grundlagen fiir Pflanzenschutzmittel

Bevor ein neues Pflanzenschutzmittel marktfahig ist, muss es amtlich zugelassen
werden. Die Zulassungspflicht besteht in Deutschland bereits seit 1968. Die
Anforderungen fur eine amtliche Zulassung sind sehr hoch. Es ist ausfuhrlich zu
belegen, dass das Pflanzenschutzmittel wirksam die gewunschten
Schadorganismen bekampft, ohne dabei die Pflanze selbst zu schadigen. Des
Weiteren mussen Ergebnisse umfangreicher Studien vorgelegt werden, die die
Unbedenklichkeit der Anwendung flr Mensch, Tier und Umwelt nachweisen [7].
Die Zustandigkeit der Zulassung ist nicht allein auf nationale Ebene beschrankt,
sondern erfolgt seit 1993 mit Inkrafttreten der Richtlinie 91/414/EWG Uber das
Inverkehrbringen von Pflanzenschutzmitteln auf Ebene der Europaischen Union.
Mit dieser Richtlinie wurden einheitliche Regelungen Uber die Zulassung von
Pflanzenschutzmittelwirkstoffen festgesetzt. In Deutschland wurde diese Richtlinie
durch das Pflanzenschutzgesetz [9] in nationales Recht umgesetzt. Dieses regelt
die Anwendung, die Uberwachung und die Zulassung von Pflanzenschutzmitteln
sowie die Zustandigkeiten der Behérden bei der Zulassung und Uberwachung [2].
Im Juni 2011 erfolgte die Ablosung der Richtlinie 91/414/EWG durch die
Verordnung (EG) 1107/2009. Die Zustandigkeiten der Wirkstoffprifung wurden
dabei nicht geandert und bestehen weiterhin auf der Basis der Europaischen
Union. In Deutschland steuert das Bundesamt fur Verbraucherschutz und
Lebensmittelsicherheit (BVL) das Zulassungsverfahren. Diese Behdrde ist fur das
Risikomanagement verantwortlich. Das BVL  Dbesitzt das Recht, ein
Pflanzenschutzmittel nur in Verbindung mit besonderen Anwendungs-
bestimmungen und Auflagen zuzulassen und darf eine Zulassung jederzeit andern
oder widerrufen. Unterstutzt wird das BVL vom Bundesinstitut fur Risikobewertung
(BfR), vom Julius-Kihn-Institut (JKI) und vom Umweltbundesamt (UBA). Das BfR
ist fur die Bewertung des Risikos fir Mensch und Tier, das vom
Pflanzenschutzmittel ausgeht, verantwortlich. Das JKI beurteilt die Wirksamkeit,

die Pflanzenvertraglichkeit und den Nutzen des jeweiligen Pflanzenschutzmittels.



Die moglichen Auswirkungen des Pflanzenschutzmittels auf die Umwelt werden
vom UBA bewertet. Neben den Bewertungsberichten dieser drei Institutionen hort
das BVL auch noch einen unabhangigen Sachverstandigenausschuss an, bevor es
eine Zulassungsentscheidung trifft [2].

Der Vorgang des Zulassungsverfahrens ist in Abb. 2 graphisch dargestellt.
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Abb. 2: Zustandigkeiten der Wirkstoffzulassung in Deutschland [1]

Im Falle einer Zulassung eines neuen Wirkstoffes gelangt dieser auf die
sogenannte Positivliste. Nur Wirkstoffe, die sich auf dieser EU-weiten Positivliste
befinden, durfen in Pflanzenschutzmitteln eingesetzt werden [2].

Die Gultigkeit einer Zulassung ist auf 10 Jahre beschrankt. Nach dieser Dauer
muss jeder Wirkstoff erneut gepruft werden.

Die Zulassung eines Pflanzenschutzmittels ist nur dann mdglich, wenn fir die
vorgesehenen Anwendungsgebiete entsprechende Ruckstandshochstgehalte
(MRL: Maximum Residue Level) festgesetzt sind. Unter dem MRL versteht man
nach Artikel 3 Abschnitt 2d der VO (EG) 396/2005 [13] die Menge eines
Pflanzenschutzmittelwirkstoffes in Milligramm, die in einem Kilogramm eines

verkehrsfahigen Lebens- oder Futtermittels maximal enthalten sein darf.



Es handelt sich dabei nicht um einen Grenzwert, ab dem eine Gefahrdung der
menschlichen Gesundheit besteht, sondern um einen Wert, der die
Verkehrsfahigkeit von Lebens- und Futtermitteln regelt [2].

Die Festsetzung des MRLs erfolgt gemal} Artikel 14 der VO (EG) 396/2005 [13]
auf Grundlage der in den Feld-Rlckstandsversuchen ermittelten Rickstande, den
Daten zur Toxikologie und den Ublichen Verzehrmengen der jeweiligen
Erzeugnisse [2]. Dabei wird das Minimierungsprinzip, auch als ALARA-Konzept
(As Low As Reasonably Achievable) bekannt, angewandt. Gemeint ist dabei, dass
nur so viel an Pflanzenschutzmittel eingesetzt werden soll, wie es fir die
angestrebte Wirkung notwendig ist, um so den Ruckstandsgehalt so gering wie
moglich zu halten [3].

Mit der Verordnung (EG) Nr. 396/2005 des Europaischen Parlaments und des
Rates vom 23. Februar 2005 Uber die Hochstgehalte an Pestizidrickstanden in
oder auf Lebens- und Futtermitteln pflanzlichen und tierischen Ursprungs fand eine
einheitliche Festsetzung des MRLs in der EU statt. Mit dieser Verordnung wurde
ein Standardhdchstwert von 0,01 mg/kg eingefuhrt. Dieser gilt fur alle Rickstande
in Erzeugnissen, die in Anhang 1 dieser Verordnung aufgelistet sind. Davon
ausgenommen sind Rickstande in Erzeugnissen, fir die ein spezifischer MRL in

Angang 2 und 3 der genannten Verordnung festgelegt ist [2, 10, 13].

10



4 Matrixeffekte in der LCMS-Analytik

Ein Faktor, der sich in der Rickstandsanalytik auf die Richtigkeit und Prazision von
Ergebnissen sehr stark auswirkt, sind Matrixeffekte [14].

Es ist unvermeidbar, dass neben den Analyten auch Komponenten der Matrix
extrahiert werden. Diese Komponenten konnen nachteilige Effekte bei der
Bestimmung hervorrufen und stellen daher ein nicht zu unterschatzendes Problem
dar. So kdnnen sie Einfluss auf das Analytsignal nehmen. Dies geschieht entweder
in Form einer Steigerung oder Unterdrickung des Signals, wobei vor allem
letzteres beobachtet wird. Der Mechanismus der Matrixeffekte ist noch nicht genau
bekannt. Man geht aber davon aus, dass die mit-extrahierten Matrixbegleitstoffe
die Effektivitat des lonisierungsprozesses beeinflussen. Dies geschieht entweder
durch die Konkurrenz zwischen Analyten und Matrixkomponenten um die
Ladungstrager, durch Adduktbildung der Analyten mit Matrixkomponenten oder
durch das Vorhandensein nichtflichtiger Matrixkomponenten. Letztere verhindern
die Verkleinerung der Tropfchenradien, welche Voraussetzung fur die Coulomb-
Explosion bei der lonisierung ist [14].

Liegen Matrixeffekte vor, so sollten MalRnahmen zur deren Kompensation
vorgenommen werden. Dazu gehoren die Verwendung von Matrixstandards als
Kalibrierstandards oder der Einsatz von isotopenmarkierten internen Standards.

Es gibt einige Mallnahmen, mit Hilfe derer eine Verminderung bzw. Elimination der
Matrixeffekte moglich ist. Dazu gehoért die Minimierung des Gehaltes an
Matrixkomponenten in der Messlosung oder die Optimierung des Trennverfahrens

von Analyten und mit-extrahierten Matrixkomponenten.
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5 Vorstellung der Zielanalyten und bisherige Analytik

Bei den in dieser Arbeit untersuchten Analyten handelt es sich um Rickstande von
Pflanzenschutzmitteln. Dabei werden sowohl Wirkstoffe als auch Abbauprodukte
berlcksichtigt. Die Auswahl der Analyten beruht auf ihren physikalischen und
chemischen Eigenschaften. Es werden die Metaboliten der Triazol-Fungizide,
Difluoressigsaure, Ethephon und dessen Abbauprodukt, der Metabolit von Fosetyl-
Aluminium und Glufosinat einschlieRlich dessen Abbauprodukte untersucht. Sie
alle weisen sowohl eine hohe Polaritat als auch ein kleines Molekulargewicht auf.
Daraus ergibt sich eine besondere Schwierigkeit in der heutigen

Ruckstandsanalytik. In Tab. 2 sind alle Analyten dieser Arbeit zusammengefasst.

Tab. 2: Untersuchte Analyten der vorliegenden Arbeit

Zielanalyten
Triazol-Metaboliten: 1,2,4-Triazol
Triazolyl-essigsaure
Triazolyl-milchsaure
Triazolyl-alanin
Metabolit eines neuen Bayerprodukts: Difluoressigsaure

Ethephon und Metabolit: Ethephon
HEPA
Metabolit von Fosetyl-Aluminium: Phosphonsaure
Glufosinat und Metaboliten: Glufosinat-ammonium
MPPA
NAG

Die physikalisch-chemischen Eigenschaften der Analyten wurden in Tab. 52
Anhang 9.2 zusammengestellt. Die Strukturformeln der Analyten sowie die
Strukturen der zugehdrigen isotopenmarkierten internen Standards befinden sich

im Anhang 9.3. Anwendungsbeispiele der Analyten sind im Anhang 9.4 aufgefihrt.
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51 Triazol-Metaboliten

1,2,4-Triazol (TRZ) ist Grundbaustein der Triazol-Fungizide, wie zum Beispiel
Triadimefon, Propioconazol und Tebuconazol. Die Triazol-Fungizide inhibieren die
Demethylierung bei der Sterolbiosynthese, einem lebenswichtigen Prozess der
Pilze [18].

Im Boden zersetzen sich die Triazol-Fungizide unter aeroben Bedingen zu 1,2,4-
Triazol. In Pflanzen wird dieses dann schnell zu Triazolyl-alanin (TAL), -milchsaure
(TLA) und -essigsaure (TAA) umgewandelt (siehe Abb. 3) [16]. In Abhangigkeit von
der Pflanzenart, zerfallen bis zu 17 % des Wirkstoffes zu TRZ, 0 -89 % zu TAL
und 0-76 % zu TAA [17]. Die Bildung von TLA tritt nur zu einem geringen Anteil
auf. In der Literatur werden TRZ und dessen Konjugate oft auch als ,Triazole

Derivative Metabolites* (TDMs) zusammengefasst.

N==\
NH
N

IQ. —

1,2,4-Triazol

Triazol-Fungizid

Exde

Abb. 3: Abbau von Triazol-Fungiziden
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Der Nachweis von TRZ und dessen Konjugate in Wasser, Pflanzenmaterialien und
tierischen Produkten weckte die Aufmerksamkeit der U.S. Environmental
Protection Agency (EPA), welche daraufhin toxikologische Untersuchungen dieser
Komponenten forderte, um so ein mogliches Risiko fur die menschliche
Gesundheit abschatzen zu kénnen. Bei dem FAO/WHO Meeting von 2008 Uber
Pflanzenschutzmittelrlickstande, wurde TRZ bei oraler Exposition als moderat
toxische Substanz eingestuft [77]. Der LDso bei oraler Exposition in Ratte liegt bei
1648 mg/kg Kopergewicht [19]. TRZ zeigt Effekte auf das zentrale und periphere
Nervensystem, das sexuelle Fortpflanzungssystem und das hamatologische
System [17]. TAA und TAL weisen bei oraler Exposition ein niedriges toxisches
Potential auf mit einem LDso-Wert (Ratte, oral) von > 5000 mg/kg Korpergewicht
[19]. Fur TLA liegen bisher noch keine toxikologischen Informationen vor, die flr
eine Risikoeinschatzung ausreichend waren.

Um die Exposition des Verbrauchers fir die Triazol-Metaboliten besser
einschatzen zu kénnen, mussen Hersteller von Pflanzenschutzmitteln im Rahmen
eines Zulassungsprozesses auch Informationen zu deren Rulckstanden in
pflanzlichen und tierischen Materialien sowie Umweltweltproben vorlegen [20].

Ein MRL fur die Triazol-Metaboliten liegt noch nicht vor. Grund hierfir ist, dass auf
EU-Ebene noch keine Entscheidung getroffen wurde, wie mit den Triazol-
Metaboliten bezuglich ihrer Risikoeinschatzung weiter verfahren werden soll. Sie
sind auch noch nicht Bestandteil der Rulckstandsdefinitionen von Triazol-
Fungiziden, da sie nicht ausreichend spezifisch fir diese Wirkstoffe sind. So kann
nicht mit Gewissheit gesagt werden, dass ausschlieRlich das angewandte Triazol-
Fungizid die Quelle fur die Kontamination von Pflanze, Tier und Umwelt darstellt
[21].

Da kein Grenzwert flr die Triazol-Metaboliten vorliegt, wird in dieser Arbeit der
Standardhochstwert von 0,01 mg/kg der Verordnung (EG) Nr. 396/2005 als
Bestimmungsgrenze gewahlt, die mindestens bei der Analytik der Triazol-

Metaboliten erreicht werden muss.
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Die hohe Polaritdt und das geringe Molekulargewicht der Triazol-Metaboliten
machen ihre qualitative und quantitative Analyse in pflanzlichen Materialien
schwierig. In der Routineanalytik hat sich fur eine Vielzahl von
Pflanzenschutzmitteln die direkte Vermessung des verdinnten Rohextraktes
mittels  FlUssigkeitschromatographie und anschlieRender Tripelquadrupol-
Massenspektrometrie (LC-MS/MS) als Standard durchgesetzt. Das fuhrt aber im
Falle der Triazol-Metaboliten zu unbefriedigenden analytischen Ergebnissen. Die
erhaltenen LC-MS/MS-Chromatogramme sind charakterisiert durch einen hohen
chemischen Untergrund. Zusatzlich sind die Signale der Analyten zum Teil durch
Interferenzsignale von mit-extrahierten Matrixkomponenten Uberlagert. Die daraus
resultierenden quantitativen Ergebnisse sind zum Teil nicht ausreichend
reproduzierbar. Es besteht zudem das Risiko falsch positiver Ergebnisse und die
Bestimmungsgrenze von 0,01 mg/kg wird nicht fur alle Triazol-Metaboliten erreicht.
In Abb. 4 werden zur Veranschaulichung Beispielchromatogramme von Futterribe

gezeigt, bei denen die Schwierigkeit der Analytik sichtbar ist.
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Abb. 4: TDMs 0,01 mg/kg in Riibe (oben) und 5 ng/ mL in L6sungsmittel (unten)
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Schermerhorn et al. entwickelten eine Methode zur Analyse von TRZ, TAA und
TAL in Pfirsich, Apfel, Mehl und Wasser mittels SPE-Aufreinigung [22]. Diese
Prozedur ist sehr zeitaufwendig und erbringt hinsichtlich der Spezifitat keine
zufriedenstellenden Ergebnisse. Trotz der zusatzlichen Aufreinigung liegt zum Teil
immer noch ein hoher chemischer Untergrund vor und Interferenzen konnen
dadurch auch nicht vollstandig eliminiert werden. Als Beispiel hierfir wird in Abb. 5
TRZ in Apfel gezeigt. Die Methode ist auch nicht auf alle Matrizes gleich gut
anwendbar. In Abb. 6 zeigt sich bei dem internen Standard des TAL, dass eine
eindeutige Auswertung des Analytsignals in Apfel mdglich ist. In Pfirsich hingegen
wird das Signal durch Matrixinterferenzen Uberlagert und kann fur eine

zuverlassige, quantitative Auswertung nicht mehr verwendet werden.
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Abb. 5: 0,025 mg/kg TRZ in Apfel, Schermerhorn et al. [22]
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Abb. 6: TAL-ISTD in Apfel (links) und in Pfirsich (rechts), Schermerhorn et al. [22]

Philipowski et al. entwickelten eine Methode zur Bestimmung der Triazol-
Metaboliten nach Derivatisierung [23]. Diese Methode basiert auf der Arbeit von
Westberg [24]. Hierbei wird TRZ nach Dansylierung, TAA nach Veresterung mit
Butanol und TAL nach Veresterung mit Butanol und anschlie3iender Acetylierung
mit Heptafluorbuttersdureanhydrid analysiert [23]. Die Derivatisierung ist sehr
aufwendig und teuer. Des Weiteren erfordert sie ein gewisses Mal} an Erfahrung

beim Laborpersonal, um eine Reproduzierbarkeit zu gewahrleisten.
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Auch die Derivatisierungsmethode ist nicht auf alle Matrizes gleich gut anwendbar,
wie in Abb.7 beispielhaft dargestellt ist. Obwohl der Brokkoli frei von
Triazolrickstanden ist, erkennt man bereits in der Kontrolle ein Signal welches zur
gleichen Zeit eluiert wie Triazol-dansyl. Dieses Storsignal entspricht ca. 30 % der
Peakflache von Triazol-dansyl bei 0,01 mg/kg Ruckstand. Somit hat diese
Interferenz Einfluss auf die quantitative Analyse und kann zu falsch-positiven

Ergebnissen fuhren.
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Abb. 7: Brokkoli Kontrolle (links) und 0,01 mg/kg TRZ-dansyl in Brokkoli (rechts)
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5.2 Difluoressigsaure

Difluoressigsaure (DFA) ist Metabolit eines neuen Insektizids der Bayer
CropScience AG, welches sich aktuell noch in der Entwicklung befindet.

Da derzeit noch kein Grenzwert fur diesen Wirktstoff vorliegt, wird in dieser Arbeit
der Standardhochstwert von 0,01 mg/kg der Verordnung (EG) Nr. 396/2005 als
Bestimmungsgrenze des Ausgangswirkstoffes gewahlt. Geht man nun bei dem
Ausgangswirkstoff von einem Grenzwert von 0,01 mg/kg aus, so ergibt sich unter
Berucksichtigung des prozentualen Umsatzes des Wirkstoffes zu DFA, eine
erforderliche Bestimmungsgrenze fur DFA von 0,0033 mg/kg.

Fir die Bestimmung von DFA in pflanzlichen Materialien sind zum bisherigen
Zeitpunkt keine Publikationen bekannt. Es gibt jedoch eine Reihe von
Veroffentlichungen, bei denen man sich mit der Analyse von Halogensauren in den
verschiedensten Matrizes beschaftigte.

Wujcik et al. entwickelten eine Methode zur Analyse von Trifluoressigsaure in
Umweltwasserproben. Hier wird Trifluoressigsaure mit 10%iger Schwefelsaure in
Methanol derivatisiert und anschlielend mittels GC-ECD vermessen [25]. Generell
sind Derivatisierungen zeit- und arbeitsaufwendig und dadurch unbeliebt in der
Routineanalytik. Im Falle der Derivatisierung in Gegenwart von Schwefelsaure
kommt noch der Nachteil hinzu, dass dadurch die Lebensdauer der GC-Saulen
verkurzt wird. Neben schwefelsauren Derivatisierungsreagenzien findet man auch
andere wie zum Beispiel 1-(Pentafluorphenyl)-diazoethan [26]. Diese alternativen
Reagenzien sind jedoch oft karzinogen oder explosiv und somit nicht flr den
Einsatz in der Routineanalytik geeignet.

Hettiarachchi et al. und Strege et al. bestimmen Trifluoressigaure underivatisiert
mittels Kapillarelektrophorese und UV-Detektion [27, 28]. Nachteil dieser Methode
ist die schlechte Sensitivitat des UV-Detektors.

Neben GC und CE als Trennverfahren, liegen auch Publikationen vor, bei denen
man die Flussigkeitschromatographie (LC) gekoppelt an massenselektiven
Detektoren zur Bestimmung von Halogensauren verwendet. Rusyn et al.
analysierten Di- und Trichloressigsaure in Serum und Blut mittels eines LC-MS/MS

Verfahrens.
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Bei den LC-Bedingungen handelt es sich um eine HILIC/lonenaustausch-
Chromatographie, wobei hier eine Saule eingesetzt wurde, deren stationares
Material freie Aminogruppen enthalt. Zur besseren lonisierung der Analyten
setzten Rusyn et al. 2-(2-Methoxyethoxy)-ethanol den LC-Eluenten zu [20]. Auch
bei Bartlett et al. kam HILIC/lonenaustausch-LC-MS/MS zum Einsatz. Hier wurde
Dichloressigsaure in Blut, Leber, Niere und Lunge bestimmt [30]. Auffallend in
dieser Publikation sind die starken Matrixeinflisse auf die lonisierung des Analyten
wahrend der MS/MS-Detektion. So liegen bei Blut bis zu 70 % Suppressionseffekte
vor [30]. Chen et al. analysierten 10 chlorierte und bromierte Essigsauren in
Trinkwasser mittels LC-MS/MS. Dabei testeten Sie zwei verschiedene LC-
Bedingungen. Die LC-Chromatographie-Bedingungen mit der HILIC-Phase
erbrachten im Vergleich zu einer BetaMax-Acid-Phase die besten
Empfindlichkeiten [31].
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5.3 Ethephon und HEPA

Ethephon, auch 2-Chlorethylphosphonsaure genannt, dient als
Wachstumsregulator von Pflanzen durch seine systemischen Eigenschaften. Der
Einfluss auf die Pflanzenwachstumsprozesse beruht auf dem Abbau des
Ethephons zu Ethylen (siehe Abb. 8) [34]. Die Pflanzen absorbieren das gebildete
Ethylen, welches anschlieRend die Mechanismen im Pflanzenwachstum stort
[37, 38]. In Pflanzen absorbiertes Ethephon wird zunachst zu HEPA
(2-Hydroxyethylphosphonsaure) abgebaut, bevor es zu Ethylen zerfallt.

(0]

nur in Pflanze

HO——CH,CHy;—P—OH <=2 C|—CH,CHy—P—OH ————» H,C=—=CH, + HO—P—OH + ¢I’
OH OH OH
HEPA Ethephon Ethylen

Abb. 8: Abbau von Ethephon in Wasser, Erde, Pflanze und Tier [34]

Ethephon ist als Wirkstoff mit einer mittleren akuten Toxizitat einzustufen. Bei
Ratten wurde ein LDso-Wert bei oraler Exposition von 1564 mg/kg Kopergewicht
ermittelt [38]. Ethephon hemmt die Plasma-Cholinesterase und mit zunehmender
Exposition auch die Erythrozyten-Cholinesterase [37, 38]. Mutagene und
karzinogene Effekte konnten bei Ethephon nicht festgestellt werden [37].

Im Rahmen der Uberwachung wird nur der Wirkstoff Ethephon analysiert. Da
Ethephon in Pflanzen jedoch recht schnell zu HEPA abgebaut wird, wird bei
Untersuchungen im Rahmen einer Risikobewertung neben dem Wirkstoff
Ethephon auch der Metabolit HEPA analytisch erfasst [35]. Der
Ruckstandshéchstgehalt von Ethephon ist mit der VO (EG) Nr. 396/2005 im
Anhang 2 geregelt und betragt 0,05 mg/kg bei den meisten pflanzlichen
Materialien. Fur einige wenige pflanzliche Materialien, sind auch hdhere
Ruckstandsgehalte zugelassen. Im Rahmen einer Risikobewertung wird der
Ruckstand von Ethephon und HEPA insgesamt ermittelt und ausgedrickt als
Ethephon (Masse von 144,5 g/mol) [13, 36].
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Ein zunachst haufig verwendetes Verfahren zur Bestimmung von Ethephon war die
indirekte Quantifizierung uUber Ethylen [39-47]. Mit Hilfe eines hohen pH-Wertes
und/oder erhohter Temperatur wurde das Ethephon vollstandig zu Ethylen zersetzt
und dieses mittels GC analysiert. Nachteil dieses Verfahrens ist die geringe
Spezifitat das Ethylens. Man setzt voraus, dass das gebildete Ethylen
ausschlieBlich vom Ethephon stammt. Jedoch kann dieses auch noch aus
verschiedenen anderen Komponenten gebildet werden, deren Vorkommen in
komplexen pflanzlichen Matrizes nicht unwahrscheinlich ist. Es besteht demnach
ein Potential fir falsch positive Ergebnisse und die Vorgehensweise ist somit fur
die Routineanalytik nicht geeignet.

Ein weiteres Verfahren Ethephon durch GC zu analysieren ist die Methylierung
mittels Diazomethan [42, 43]. Diazomethan ist jedoch giftig und krebserzeugend.
Des Weiteren ist die Derivatisierung auch immer mit einem Aufwand an Zeit und
Kosten verbunden. Daher eignet sich auch dieses Verfahren nicht fir die
Routinebestimmung von Ethephon. Bis auf die Methode von Takenaka [43] sind
die Publikationen Uber die Analyse von Ethephon mittels GC in den Hintergrund
geraten. Heutzutage findet man Publikationen mit Trennverfahren, bei denen man
sich die polaren Eigenschaften des Ethephons zu Nutze macht. So entwickelten
Cai et al. eine Methode zur Bestimmung von Ethephon in Wasser mittels
lonenchromatographie gekoppelt mit ICP-MS [44]. Das ICP-MS Chromatogramm
wurde dabei mit einem m/z 31 (Phosphor) aufgezeichnet. Gefahr bei der ICP-MS
ist, dass auch polyatomare lonen wie 'N'H'®O* oder '°N'0O* und andere
phosphorhaltige Verbindungen ein Signal im Chromatogramm erzeugen [44],
welches bei nicht ausreichender Trennung durch die lonenchromatographie zu
falsch-positiven Signalen flhrt.

Auch Dusek et al. verdffentlichten eine Methode zur Analyse von Ethephon mittels
lonenchromatographie. Sie nutzen jedoch eine massenspektrometrische Detektion
mittels eines Tripelquadrupolgerates [45]. Getestet wurde diese Methode an
verschiedenen pflanzlichen Materialien, wobei starke Matrixeffekte beobachtet
wurden [45].
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Hooijschur et al. bestimmten Ethephon in Wasser und pflanzlichen Materialien
mittels mikro-Flussigkeitschromatographie (ULC) und Kapillarelektrophorese [46].
Zur Detektion wurde ein FPD-Detektor verwendet. Die Nachweisgrenze wurde auf
0,1-0,2 mg/kg bestimmt und somit weist die Methode eine nicht ausreichende
Empfindlichkeit auf, um pflanzliche Materialien auf einen Rickstandshdchstgehalt
von 0,05 mg/kg zu prufen. Takenaka bemangelte an dieser Methode das
Vorhandensein von Interferenzen, wodurch diese fur die Bestimmung von
Ethephon in pflanzlichen Materialien nur bedingt geeignet ist [43].

Hernandez et al. veroffentlichten eine Methode zur Bestimmung von Ethephon in
Apfel, Kirsche und Tomate mittels lonenpaar-Fllssigkeitschromatographie
gekoppelt mit MS/MS Detektion [47]. Hierbei wurde Tetrabutylammoniumacetat als
lonenpaarbildner zum Extrakt zugegeben, wodurch die Retention des hochpolaren
Ethephons auf der C18-Phase verbessert wurde.

Bei allen erwahnten Publikationen wurde nur der Wirkstoff Ethephon bestimmt.
Dessen Metabolit HEPA wurde nicht berucksichtigt, was jedoch bei einer

Risikoeinschatzung gefordert ist.
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5.4 Phosphonsaure

Die Phosphonsaure, veraltet auch als Phosphorige Saure bezeichnet, ist Metabolit
des Fungizides Fosetyl-Aluminium. Hinter dem Trivialnamen Fosetyl-Aluminium
verbirgt sich die chemische Substanz Aluminium-tris(ethylphosphonat). In der
Regel spricht man von Fosetyl-Aluminium und nicht Fosetyl, da der Wirkstoff in
den meisten Formulierungen als Aluminiumsalz eingesetzt wird. Es dient im
Pflanzenschutz u. a. zur Bekdmpfung von Faulniskrankheiten verursacht durch
verschiedene Phytophthora Spezies [18]. Nach Anwendung einer solchen
Formulierung wird das Fosetyl-Aluminium schnell von der Pflanze absorbiert und
uber alle Pflanzenteile, einschlieBlich Wurzel und Frichte, verteilt. Hier verhindert
der Wirkstoff das Keimen der Pilzsporen und blockiert die Entwicklung der
Myzelien [18].

In der Pflanze und im tierischen Organismus wird Fosetyl-Aluminium zur
Phosphonsaure metabolisiert (siehe Abb.9). Dies geschieht durch die
hydrolytische Spaltung der Esterbindung, wodurch Phosphonsaure und Ethanol
entstehen. Sofern das Ethanol sich nicht verflichtigt, wird es zur Bildung von
natlirlichen Bestandteilen des pflanzlichen und tierischen Organismus genutzt.

Dazu zahlen zum Beispiel Glukose, Starke oder Cellulose [48].
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Abb. 9: Abbau von Fosetyl-Aluminium in Tier und Pflanze [48]

Die Phosphonsaure weist nur eine geringe akute Toxizitat auf. Bei Ratten betragt
der LDso-Wert bei oraler Exposition 3624 mg/kg Kopergewicht [48]. Es konnten
bisher keine genotoxischen Eigenschaften festgestellt werden und ein

karzinogenes Potential wird ebenfalls ausgeschlossen [48].
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Da Fosetyl-Aluminium zu einem grof3en Teil zur Phosphonsaure metabolisiert, wird
letztere in der Rickstandsdefinition bericksichtigt. Daher ist der MRL-Wert flr
Fosetyl-Aluminium definiert als die Summe aus Fosetyl, Phosphonsaure und deren
Salzen und wird ausgedrickt als Fosetyl (Molekulargewicht von 110,05 g/mol)
[13, 35, 36]. Die MRL-Werte fur die verschiedenen pflanzlichen Materialien
unterscheiden sich sehr. So betragt dieser zum Beispiel fur Zitrusfrichte, Gurke,
Melone oder Salat 75 mg/kg. Hingegen ist zum Beispiel fir Olsamen, Getreide,
Leguminosen oder Nussen ein Gehalt von 2 mg/kg zugelassen [13, 36]. Der
niedrigere MRL-Wert von 2 mg/kg steht jedoch zur Diskussion und wird eventuell
in der Zukunft auf 75 mg/kg erhoht.

Neben Fosetyl-Aluminium gibt es noch weitere Quellen, die zu Phosphonsaure-
Ruckstanden auf Pflanzen fuhren. Hierzu gehdren verschiedene Dungerprodukte,
welche auf die Blatter der Pflanzen aufgetragen werden. Dies flhrte in der
Vergangenheit zu mehrmaligen MRL-Uberschreitungen, die nicht auf die
unsachgemafle Anwendung von Fosetyl-Aluminium zurtickzufihren waren [49].
Zur Analytik von Phosphonsaure gibt es nur wenige Publikationen. In vielen Fallen
hat man sich zunachst auf den Wirkstoff Fosetyl-Aluminium konzentriert. In den
90iger Jahren beschaftigte man sich mit der Analytik der Phosphonsaure, welche
auch Hydrolyseprodukt von militdrischen Kampfstoffen ist. Morin et al. bestimmten
Phosphonsaure in Oberflachenwasser mittels CE-UV (quantitativ) und CE-MS/MS
(qualitativ) [50]. Auch Dreux et al. fuhrten die qualitative Analyse mittels CE-
MS/MS in Oberflachenwasser durch [57]. FUr die Quantifizierung verwendeten sie
aber die LC-MS/MS-Technik. Mit Ergebnissen im mg/L-Bereich erreichten Sie aber

keine ausreichende Empfindlichkeit.
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5.5 Glufosinat-Ammonium und dessen Metaboliten

Unter dem Namen Glufosinat, auch Phosphinothricin genannt, verbirgt sich die
chemische Substanz 2-Amino-4-(hydroxy-methyl-phosphoryl)butansaure. In den
Pflanzenschutzmittelformulierungen  wird der  Wirkstoff in Form des
Ammoniumsalzes eingesetzt, weshalb man oft die Bezeichnung Glufosinat-
Ammonium findet. Es handelt sich bei diesem Wirkstoff um ein Breitbandherbizid,
welches zur Bekampfung gegen ein- und zweikeimblattrige Pflanzen eingesetzt
wird [62].

Die Wirkung beruht auf der Hemmung des Enzyms Glutamin-Synthetase in den
Pflanzen. Die Glutamin-Synthetase ist ein sehr wichtiges Enzym bei der
Assimilation von Pflanzen. Durch sie wird das fur die Zellen toxische Ammoniak
zur Synthese der Aminosaure Glutamin verbraucht. Glutamin benétigt die Pflanze
u. a. zur Bildung weiterer Aminosauren und zur Nukleotid-Biosynthese. Ist das
Enzym gehemmt, so steigt der Gehalt an Ammoniak und gleichzeitig fallt der des
Glutamins in den Pflanzen, was letztendlich zum Tod der Pflanze fuhrt [18, 52, 53].
Glufosinat ist ein racemisches Gemisch. Die Fahigkeit die Glutamin-Synthetase zu
hemmen weist jedoch nur das L-Enantiomer auf [18].

Als unselektives Herbizid wirkt Glufosinat auch gegen Nutzpflanzen, wie zum
Beispiel Reis oder Raps und konnte somit zunachst bei diesen Kulturen nicht zur
Unkrautbekampfung eingesetzt werden. Daher suchte man nach einer Losung, bei
der diese Pflanzen eine Resistenz gegenuber Glufosinat-Ammonium aufweisen.
Dies gelang, indem man diese Pflanzen genetisch so veranderte, dass sie das
Enzym Phosphinothricin-Acetyl-Transferase (PAT) synthetisieren kdnnen. Dieses
Enzym acetyliert das Glufosinat zu N-Acetyl-Glufosinat (NAG), so dass die
Glutamin-Synthetase-Hemmung ausbleibt und folglich keine negative Wirkung auf
die Pflanze mehr vorliegt [18]. Die Inaktivierung von Glufosinat in transgenen

Nutzpflanzen ist in Abb. 10 dargestellt.
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Abb. 10: Inaktivierung von Glufosinat in transgenen Nutzpflanzen durch PAT [18]

Beispiele fur die genetisch veranderten Nutzpflanzen sind die Reissorten Liberty
Link 62 (LL 62) und Liberty Link 601 (LL 601). Der Reis LL 62 ist in den USA
zugelassen und darf angebaut werden. In der Europaischen Union ist dies derzeit
noch nicht erlaubt. Ein Antrag auf Zulassung wurde aber gestellt [54].

In Pflanzen wird Glufosinat Uberwiegend zu 3-Methylphosphinico-propansaure
(MPPA) abgebaut. Die Metaboliten 3-Methylphosphinico-butansdure und
-ethansaure liegen, wenn uberhaupt, nur in vernachlassigbaren Mengen vor und
werden bei rlckstandsanalytischen Untersuchungen von Pflanzen nicht
berlcksichtigt [67].

Der MRL-Wert fur Glufosinat ist definiert als die Summe aus Glufosinat und dessen
Salzen, MPPA und NAG und wird ausgedrickt als Glufosinataquivalent
(Molekulargewicht von 181,13 g/mol) [13, 35, 36]. Auch wenn NAG nur bei
transgenen Pflanzen auftritt, ist dieser Metabolit in der allgemeinen
Ruckstandsdefinition einbezogen. Fir die meisten pflanzlichen Materialien liegt ein

MRL-Wert der Glufosinataquivalente von 0,1 mg/kg vor [36].
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Glufosinat weist bei Ratten eine mittlere akute Toxizitat auf. Bei oraler Exposition
betragt der LDso-Wert 1500-2000 mg/kg Koépergewicht. Die akute Toxizitat des
Wirkstoffes ist jedoch zwischen den Spezies sehr schwankend. So liegt zum
Beispiel bei Hunden der LDso-Wert bei oraler Exposition im Bereich von
200-400 mg/kg Kopergewicht. Der Metabolit NAG wird im tierischen Organismus
wieder zum freien Glufosinat abgebaut und weist daher ahnliches toxisches
Potential wie der Ausgangswirkstoff auf. Der LDso-Wert bei oraler Exposition in
Ratte betragt 2900 mg/kg Kopergewicht. MPPA zeigt ebenfalls eine mittlere akute
Toxizitat. In Ratten wurde fur diesen Metaboliten LDso-Wert bei oraler Exposition
im Bereich von 1900-2900 mg/kg Koépergewicht ermittelt. Glufosinat weist ein
neurotoxisches Potential auf. Dies ist auf die Ahnlichkeit zur Aminoséaure
Glutaminsaure zurlckzufuhren, die im Gehirn als exzitatorischer Neurotransmitter
fungiert. Auch der Hauptmetabolit von Glufosinat, MPPA, wirkt neurotoxisch.
Glufosinat ist des Weiteren als fruchtschadigend eingestuft. Bei Tierversuchen kam
es nach Exposition mit diesem Wirkstoff zu einer erhdhten Rate an Frih- und
Fehlgeburten und es wurden Unterentwicklungen von Gehirn und Nieren bei den
Nachkommen beobachtet. Genotoxische, mutagene und krebserzeugende
Eigenschaften wurden bei Glufosinat bisher nicht festgestellt [52, 53].

Im Jahr 2013 kam es mit der Durchfihrungsverordnung (EU) Nr. 365/2013 der
Européischen Kommission zur Anderung der Zulassungsbestimmungen von
Glufosinat. Grund hierfur liegt in der Toxizitat des Wirkstoffes. Es ist nicht
auszuschlielen, dass dessen Verwendung eine Gefahr fur die Gesundheit von
Mensch und Tier darstellt. Das BVL setzte die Durchfuhrungsverordnung von
Glufosinat in Deutschland um und anderte dessen Zulassungsbestimmungen bis
zum November 2013. Fur einen Teil der Anwendungsbereiche wurde die
Zulassung widerrufen. Fur den anderen Teil besteht weiterhin die Zulassung
jedoch nur unter Einhaltung neuer und strengerer Anwendungsbedingungen [55].
So durfen ,nur streifenweise oder punktuelle Anwendungen als Herbizid [...]
zugelassen werden, und zwar in Dosierungen von hdchstens 750 g Wirkstoff/ha
(behandelte Oberflache) je Ausbringung und mit héchstens zwei Ausbringungen
pro Jahr® [66, Anhang Teil A].
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Zur analytischen Bestimmung von Glufosinat finden sich in der Literatur
verschiedene Ansatze. In den meisten Fallen beschranken sich diese Methoden
jedoch nur auf Glufosinat, nicht jedoch auf dessen Abbauprodukte. Zum einen gibt
es Verfahren mittels GC. Da Glufosinat aufgrund der chemischen Eigenschaften
nicht direkt mittels GC analysierbar ist, ist dessen vorherige Derivatisierung
notwendig. Verschiedene Derivatisierungsverfahren sind in der Literatur
beschrieben. Communal et al. [60] und Watanabe et al. [61] verwenden
Trimethylorthoacetat und Eisessig zur Bestimmung von Glusfosinat in Wasser bzw.
pflanzlichen Materialien. Kataoka et al. [62] derivatisieren das Glufosinat mittels
Isopropylchloroformiat und Diazomethan, wobei diese aufgrund ihrer Toxizitat und
explosiven Eigenschaften nicht im Alltag eines Routinelabors verwendet werden
sollten. Bei Tsunoda et al. [63] wird das tert-Butyldimethylsilyl-Derivat vom
Glufosinat gebildet. Neben GC-Verfahren werden in der Literatur auch LC-
Verfahren beschrieben, die eine UV-, Fluoreszenz- oder MS-Detektion nutzen.
Auch hier wird Glufosinat nicht direkt analysiert, sondern eine Derivatisierung des
Analyten ist erforderlich. Fast ausschlief3lich wird daflr -
Fluorenylmethoxycarbonylchlorid (FMOC-CI) verwendet. Vor allem im Bereich der
Wasseranalytik lassen sich Veroéffentlichungen mit diesem Verfahren finden. Dazu
zahlen die Arbeit von van Zoonen et al. [65], Hogendoorn et al. [66] oder Bobeldijk-
Pastorova et al. [67]. Auch mit Hilfe der Kapillarelektrophorese und anschlieender
UV-, Fluoreszenz- oder MS-Detektion kann Glufosinat bestimmt werden [68-71].

Sehr niedrige Bestimmungsgrenzen konnen mit Hilfe eines
Derivatisierungsverfahrens erreicht werden. Watanabe et al. kdnnen Glufosinat bis
zu 0,01 mg/kg in Obst und Gemulse bestimmen [67]. Im Wasser werden

Bestimmungsgrenzen im Bereich von 50-100 ng/ L berichtet [60, 67].
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6 Experimenteller Teil

6.1 Extraktion

Um fur alle Versuchsreihen einheitliches Probenmaterial zu nutzen, wurden fur die
Tests verschiedener Extraktionsverfahren zwei Arten von Probenmaterialien
verwendet. Die Gurke wird in der Ruckstandsanalytik auf Grund des sehr hohen
Wassergehalts von Uber 95 % als die einfachere der beiden pflanzlichen Matrizes
angesehen. Hartweizenkorn hingegen ist eine Matrix mit sehr geringem
Wasseranteil (< 15%) und hohem Starkegehalt (> 50 %). Diese
Zusammensetzung fuhrt haufig zu starkeren Matrixeinflissen.

Beide Materialien wurden unter Verwendung von Trockeneis homogenisiert und im
Gefrierschrank bei ca. -25 °C gelagert.

Uber einen Vortest wurde gepriift, dass die gewahlten Materialien keine

nennenswerten Ruckstande der zu testenden Analyten enthielten.

6.1.1 Test verschiedener Extraktionsmittel

Im Rahmen dieser Untersuchung wurden als Extraktionsmittel die drei organischen
Ldsungsmittel MeOH, ACN und Aceton in unterschiedlichen
Mischungsverhaltnissen mit Wasser getestet. Dabei wurden 100 % Wasser als
Extraktionsmittel (0/1, v/v), Mischungsverhaltnisse von Wasser mit dem
organischen Ldsungsmittel von 1/4, 1/2, 1/1, 2/1, 4/1 (v/v) und 100 % des
organischen Lésungsmittels (1/0, v/v) Uberprift. Ein Uberblick aller verwendeten

Lésungsmittelgemische fur die Extraktion ist in Tab. 3 abgebildet.

Tab. 3: Getestete Lésungsmittelgemische

viv
MeOH / H20 07k 1/4 1/2 1/1 2/1 4/1 1/0
ACN / H20 07k 1/4 1/2 1/1 2/1 4/1 1/0
Aceton / H20 01 1/4 1/2 1/1 2/1 4/1 1/0
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Je Extraktionsmittel wurden 5,00 = 0,05g Pflanzenmaterial in ein 100 mL-
Becherglas eingewogen und mit 30 mL Ld&sungsmittelgemisch versetzt. Das
Matrix-Losungsmittel-Gemisch wurde fur ca. 2 Minuten mit einem Ultra Turrax
homogenisiert. Anschliel3end erfolgte eine Filtration mittels Faltenfilter, wobei das
Eluat in einen 50 mL-Messkolben Ubergeflhrt wurde. Becherglas und Filterkuchen
wurden zweimal mit wenigen Millilitern Extraktionsmittel gespult. Der Messkolben
wurde anschlielfend mit dem Extraktionsmittel aufgefullt. Ein Aliquot von 2,5 mL
Rohextrakt wurde im Stickstoffevaporator bis zur Trockne eingeengt und der
Ruckstand wurde mit 1 mL Mili-Q-Wasser geldst. Zusatzlich wurde je
Extraktionsmittel auch ein Blindwert ohne Matrix hergestellt, um so eine
Blindwertkorrektur der Chromatogramme vornehmen zu kénnen.

Die so entstandene Messlosung wurde mittels eines Q3-Fullscans vermessen. Die
dabei verwendeten HPLC-Bedingungen sind in Tab. 4 und die massenspektro-
metrischen Parameter des Q3-Fullscans in Tab. 5 aufgelistet. Verwendet wurde
ein Agilent 1290 Infinity LC-System mit einem HTC PAL Autosampler und SCIEX
API1 4000™ MS/MS System.

Tab. 4: Verwendete HPLC-Bedingungen zum Test verschiedener Extraktionsverfahren

Saule: Aquasil C18 (Thermo Fisher Scientific)
150 x 3 mm /3 uym
Saulentemperatur: | 60 °C
Injektionsvolumen: | 20 L
Eluenten: A) H20 + 5 mL/L Ameisensaure
B) Acetonitril + 5 mL/L Ameisensaure
Fluss: 600 mL/min
Gradient: [min] [%] A | [%] B
0 100 0
3 100 0
5 50 50
6 50 50
6,01 100 0
8 100 0
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Tab. 5: Verwendete MS-Parameter zum Test verschiedener Extraktionsverfahren

Masse [Da] 30 bis 1.000
Zeit [s] 1,0

DP [V] 20 bis 90
EP [V] 10

CXP [V] 5 bis 20
Gas 1/2 [psi] 90/90
Curtain Gas [psi] 40
Quellentemperatur [°C] 600
lonisierungsspannung [V] 5000

Zur Bestimmung der Extraktionseffizienz wurden die Pflanzenmaterialen noch ein
weiteres Mal eingewogen und vor Zugabe des Extraktionsmittels mit
Standardlésung versetzt, um somit dessen Wiederfindung zu ermitteln. Der daraus
resultierende Ruckstand der untersuchten Analyten entsprach hierbei dem 10-
fachen der erforderlichen Bestimmungsgrenze. Um prazise Werte fir die
Extraktionseffizienz zu erhalten, wurde die Wiederfindung jedes Analyten bei
jedem Extraktionsmittel dreifach bestimmt. Es wurden die gleichen LC-
Bedingungen wie bei den undotierten Matrizes verwendet. Die
massenspektrometrischen Parameter befinden sich im Anhang 9.5. Fur eine
bessere Richtigkeit der ermittelten Wiederfindungen wurden eventuell vorhandene
Matrixeffekte durch isotopenmarkierte interne Standards korrigiert. Im Falle der
Phosphonsaure  mussten  Matrixstandards  genutzt werden, da ein

isotopenmarkierter interner Standard nicht verfugbar war.

6.1.2 Test verschiedener Behandlungen wahrend der Extraktion

Fir die Untersuchung verschiedener Behandlungen wurden jeweils 5,00 £ 0,05 g
Pflanzenmaterial in ein 100 mL-Becherglas eingewogen und mit 30 mL
Extraktionsmittel versetzt. Zur besseren Vergleichbarkeit der Extraktionsverfahren
mittels Q3-Fullscans wurde fir alle Analyten das gleiche Extraktionsmittel MeOH /
H20 (1/1, vIv) verwendet. Die Ermittlung der Wiederfindungen zur Uberpriifung der
Extraktionseffizienz erfolgte mit dem jeweils radiovalidierten Extraktionsmittel
(siehe Tab. 8).
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Es wurden folgende 4 Extraktionsverfahren untersucht:

a) 2 min Homogenisierung mit einem Ultra Turrax (TL5 basic, IKA Labortechnik)
bei einer Leerlaufdrehzahl von 9500 [Bayer CropScience AG]

b) 15 min Horizontalschuttler (SM 30, Edmund Buhler GmbH) bei 125 Schuttler
pro Minute [77]

c) 2 min Mikrowellenbehandlung (MLS-Ethos 1600, mLS GmbH) bei 200 W und
unter Zugabe eines Ruhrfisches, wobei sich immer 10 Gefalle in der
Mikrowelle befanden [Bayer CropScience AG]

d) 10 min Ultraschallbad (Transsonic TS 540, Elma) [77]

Danach erfolgte eine Filtration mittels Faltenfilter, wobei das Eluat in einen 50 mL-

Messkolben Ubergefihrt wurde. Becherglas und Filterkuchen wurden zweimal mit

wenigen Millilitern Extraktionsmittel gespult. Der Messkolben wurde anschlie3end

mit dem Extraktionsmittel aufgeflllt. Ein Aliquot von 2,5 mL Rohextrakt wurde im

Stickstoffevaporator bis zur Trockne eingeengt und der Rickstand wurde mit 1 mL

Milli-Q-Wasser gelost. Zusatzlich wurde je Extraktionsmittel auch ein Blindwert

ohne Matrix hergestellt, um so eine Blindwertkorrektur der Chromatogramme

vornehmen zu konnen.

Die so entstandene Messlésung wurde mittels eines Q3-Fullscans vermessen. Die

dabei verwendeten HPLC-Bedingungen sind in Tab.4 angegeben und die

massenspektrometrischen Parameter des Q3-Fullscans in Tab. 5. Verwendet
wurde ein Agilent 1290 Infinity LC-System mit einem HTC PAL Autosampler und

SCIEX APl 4000™ MS/MS System.

Zur Bestimmung der Extraktionseffizienz wurden die Pflanzenmaterialen noch ein

weiteres Mal eingewogen und vor Zugabe des Extraktionsmittels mit

Standardlésung versetzt. Der daraus resultierende Rickstand der untersuchten

Analyten entsprach hierbei dem 10-fachen der erforderlichen Bestimmungsgrenze.

Um prazisere Werte fur die Extraktionseffizienz zu erhalten, wurde die

Wiederfindung jedes Analyten bei jedem Extraktionsmittel dreifach bestimmt. Es

wurden die gleichen HPLC-MS-Bedingungen wie bei den undotierten Matrizes

verwendet. Die massenspektrometrischen Parameter befinden sich im Anhang 9.5.
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FUr eine bessere Richtigkeit der ermittelten Wiederfindungen wurden eventuell
vorhandene Matrixeffekte durch isotopenmarkierte interne Standards korrigiert. Im
Falle der Phosphonsaure mussten Matrixstandards genutzt werden, da ein

isotopenmarkierter interner Standard nicht verfugbar war.
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6.2 Extraktaufreinigung

6.2.1 Extraktverdiinnung

Je Pflanzenmaterial wurden 5,00 £ 0,05 g in ein 100 mL-Becherglas eingewogen
und mit 30 mL Methanol-Wasser-Gemisch (4/1, v/v) versetzt. Nach 2 minutiger
Behandlung mit dem Ultra Turrax erfolgte eine Filtration mittels Faltenfilter, wobei
das Eluat in einen 50 mL-Messkolben Ubergefihrt wurde. Becherglas und
Filterkuchen wurden zweimal mit wenigen Millilitern Extraktionsmittel gespult. Der
Messkolben wurde anschlieffend mit dem Extraktionsmittel aufgefullt. Ein Aliquot
von 2,5 mL und 1,0 mL Rohextrakt wurden im Stickstoffevaporator bis zur Trockne
eingeengt und der Rickstand wurde mit 1 mL Milli-Q-Wasser gelost. Dies
entspricht den Verdinnungsfaktoren 0,4 und 1. Weitere Aliquote wurden mit Milli-
Q-Wasser so verdunnt, dass eine 1:2, 1:10 und 1:100 Verdunnung getestet
wurden (Verdunnungsfaktor 2, 10 und 100). Alle Matrixverdinnungen enthielten
die internen Standards in der gleichen Konzentration von 12,5 ng/ mL wie die
Lésungsmittelstandards. So konnte die Berechnung des Matrixeffekts mittels der
isotopenmarkierten Standards durchgefuhrt werden. Die so erhaltenen
Messlosungen wurden mittels LC-MS/MS vermessen. Verwendet wurde ein Agilent
1290 Infinity LC-System mit einem HTC PAL Autosampler und SCIEX API 4000™
MS/MS System. Die dabei verwendeten HPLC-Bedingungen entsprechen denen
aus Tab.4. Die massenspekirometrischen Parameter befinden sich im
Anhang 9.5.

6.2.2 Festphasenextraktion

Alle getesteten SPE-Materialien sind in Tab. 6 zusammengefasst. Es wurden
unpolare SPE-Materialien, Kationenaustausch- und Anionenaustausch-SPE-

Materialien getestet.
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Tab. 6: Verwendete SPE-Materialien

SPE-Material
(Materialmenge, Kartuschenvolumen)

Beschreibung *

Agilent Bond Elut C18
(29,12 mL)

Kieselgelbasierendes Material mit
C18 Kohlenstoffketten

Merck Lichrolut EN
(200 mg, 3 mL)

Polymerbasierendes Material,
Ethylvinylbenzol-Divinylbenzol-
Copolymer

Agilent Bond Elut ENV
(500 mg, 6 mL)

Polymerbasierendes Material,
Polystyrol-Divinylbenzol-Copolymer

Waters Oasis HLB 3cc
(60 mg, 3 mL)

Unpolar

Polymerbasierendes Material, sowohl
hydrophile als auch lipophile
Eigenschaften

i

Phenomenex Strata-X
(30 mg, 3 mL)

PonmerbaS|erendes Material

n

8
-

Alltech Carbograph
(300 mg, 8 mL)

Graphitbasierendes pordses Material

.. Informationen stammen vom jeweiligen Hersteller
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Tab. 6 (Fortsetzung): Verwendete SPE-Materialien

SPE-Material Beschreibung *
(Materialmenge, Kartuschenvolumen)
Phenomenex Strata-X-CW Schwacher Kationenaustauscher,
(200 mg, 6 mL) Polymerbasierendes Material
HsC
(0]
CH, OH
Phenomenex Strata-X-AW Schwacher Anionenaustauscher,
(200 mg, 6 mL) Polymerbasierendes Material

HaC

NH1
CHj NH,

Phenomenex Strata NH2 Schwacher Anionenaustauscher,
- (500 mg, 6 mL) Kieselgelbasierendes Material
(&)
!
g +o—éi
2 Tj
g + NH,
Phenomenex Strata-X-C Starker Kationenaustauscher,
(200 mg, 6 mL) Polymerbasierendes Material
HsC . o
[,
|
CH,
Phenomenex Strata SAX Starker Anionenaustauscher,
(2g,12mL) Kieselgelbasierendes Material

HaC
8 CHs

.. Informationen stammen vom jeweiligen Hersteller



Tab. 6 (Fortsetzung): Verwendete SPE-Materialien

SPE-Material Beschreibung *
(Materialmenge, Kartuschenvolumen)
Waters Oasis MCX 3cc Kationenaustauscher,
(60 mg, 3 mL) Polyrperbasierendes Material

/

2 s
N\
g . . o
g Waters Oasis MAX 3cc Anionenaustauscher,

e | (60 mg, 3 mL) Polymerbasierendes Material
2 o]

/

* ... Informationen stammen vom jeweiligen Hersteller
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6.2.2.1  Triazol-Metaboliten

Alle verwendeten Pflanzenmaterialien wurden unter Verwendung von Trockeneis
homogenisiert und im Gefrierschrank bei ca. -25 °C gelagert.

Bei den Vortests zur Optimierung der Festphasenextraktion wurden zunachst
Losungsmittelstandards verwendet. Nach dieser Optimierung erfolgte die
Extraktaufreinigung bei Gurke und Hartweizenkorn (Hartweizen), den Matrizes die
auch bei der Untersuchung verschiedener Extraktionsverfahren verwendet wurden.
Konnte ein positiver Einfluss des jeweiligen Aufreinigungsverfahrens festgestellt
werden, so wurde dieses auch noch bei weiteren pflanzlichen Materialien
angewandt.

Die Auswahl weiterer Matrizes erfolgte entsprechend dem OECD-Dokument
ENV/JM/MONO(2007)17 [87]. Hiernach missen wasser-, saure-, starke-, fett- und
proteinhaltige Materialien verwendet werden, um ein reprasentatives Spektrum an
pflanzlichen Matrizes abzudecken. Dieses wird erfullt mit den Materialien Salatkopf
(Salat), Weintrauben (Wein), Futterribe (Rube), Flachssamen (Flachs) und
Sojabohnen (Soja). Zusatzlich wurde auch noch Brokkoli untersucht. Bei der Matrix
Brokkoli wurden bei bisherigen Studien der Bayer CropScience AG starke
Matrixeffekte beobachtet.

Es wurden 5,00 + 0,05 g Pflanzenmaterial in ein 100 mL-Becherglas eingewogen
und mit 30 mL Methanol-Wasser-Gemisch (4/1, v/v) versetzt. Nach 2 minutiger
Behandlung mit dem Ultra Turrax erfolgte eine Filtration Uber ein Reservoir mit
Filtereinsatz, wobei das Eluat in einen 50 mL-Messkolben Ubergeflhrt wurde.
Becherglas und Filterkuchen wurden zweimal mit wenigen Millilitern
Extraktionsmittel gespult. Der Messkolben wurde anschlieRend mit dem
Extraktionsmittel aufgeflllt. Ein Aliquot von 2,5 mL Rohextrakt wurde im
Stickstoffevaporator bis zur Trockne eingeengt und fir die SPE-Aufreinigung
verwendet.

Zur Bestimmung der Wiederfindung bei der Extraktaufreinigung wurden die
Pflanzenmaterialen vor Zugabe des Extraktionsmittels mit Standardlésung
versetzt. Der daraus resultierende Ruckstand der Analyten entsprach hierbei
0,10 mg/kg, dem 10-fachen der erforderlichen Bestimmungsgrenze.
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FUr eine bessere Richtigkeit der ermittelten Wiederfindungen wurden eventuell
vorhandene Matrixeffekte durch isotopenmarkierte interne Standards Kkorrigiert.
Diese wurden nach der SPE-Aufreinigung den Matrixextrakten zugegeben. Die
Matrixextrakte enthielten die internen Standards in der gleichen Konzentration von
12,5 ng/ mL wie die Losungsmittelstandards. So konnte die Berechnung des
Matrixeffekts mittels der isotopenmarkierten Standards durchgefuhrt werden.

Nach SPE-Aufreinigung wurden alle Losungen mittels LC-MS/MS vermessen.
Verwendet wurde ein Agilent 1290 Infinity LC-System mit einem HTC PAL
Autosampler und SCIEX APl 4000™ MS/MS System. Die dabei verwendeten
HPLC-Bedingungen sind in Tab. 4 dargestellt. Die massenspektrometrischen

Parameter befinden sich im Anhang 9.5.

6.2.2.1.1 Unpolare SPE

Die SPE-Kartuschen wurden einmal mit Methanol und zweimal mit Wasser, jeweils
in einer Menge die dem Kartuschenvolumen entspricht, konditioniert. Der
getrocknete Extraktionsrickstand wurde in 1 mL Milli-Q-Wasser geldst und auf die
SPE-Kartusche aufgegeben. Das Probengefal® wurde zweimal mit je 1 mL Wasser
ausgesplult, welche ebenfalls auf die SPE-Kartusche gegeben wurde. Das SPE-
Material wurde anschlielend mit ca. 2 mL Wasser gewaschen. Das komplette
Eluat wurde aufgefangen und im Stickstoffevaporator bis zur Trockne eingeengt.
Der getrocknete Ruckstand wurde in Milli-Q-Wasser gelost und mittels LC-MS/MS

vermessen.

6.2.2.1.2 Kationenaustausch-SPE

Die SPE-Kartuschen wurden einmal mit Methanol und zweimal mit ameisensaurem
Milli-Q-Wasser (pH 2,3), jeweils in einer Menge die dem Kartuschenvolumen
entspricht, konditioniert. Der getrocknete Extraktionsrickstand wurde in 1 mL
ameisensaurem Milli-Q-Wasser (pH 2,3) gelést und auf die SPE-Kartusche

aufgegeben.
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Das Probengefall wurde zweimal mit je 1 mL ameisensaurem Milli-Q-Wasser
(pH 2,3) ausgespllt, welche ebenfalls auf die SPE-Kartusche gegeben wurde. Das
SPE-Material wurde anschlieBend mit je einem Kartuschenvolumen
ameisensaurem Milli-Q-Wasser (pH 2,3) und Methanol gewaschen. Das bisherige
Eluat wurde verworfen. Danach erfolgte die Elution der Analyten mit zweimal
2,5mL:

a) Strata X-C (TAA und TLA): ammoniakalischem Milli-Q-Wasser (pH 10,8)

b) Oasis MCX (TAL und TRZ): schwefelsaurem Milli-Q-Wasser (pH 12,3)
Das Eluat wurde im Stickstoffevaporator bis zur Trockne eingeengt. Der
getrocknete Rulckstand wurde in Milli-Q-Wasser geldst und mittels LC-MS/MS

vermessen.

6.2.2.1.3 Anionenaustausch-SPE

Die SPE-Kartuschen wurden einmal mit Methanol und zweimal mit basischem Milli-
Q-Wasser, jeweils in einer Menge die dem Kartuschenvolumen entspricht,
konditioniert. Bei Oasis MAX wurde dabei das Milli-Q-Wasser bei der
Konditionierung mit Ammoniak auf pH 10,8 gebracht und bei Strata SAX mit
Natronlauge auf pH 12,3. Der getrocknete Extraktionsriickstand wurde in 1 mL
basischem Milli-Q-Wasser des entsprechenden pH-Wertes geldst und auf die SPE-
Kartusche aufgegeben. Das Probengefal® wurde zweimal mit je 1 mL basischem
Milli-Q-Wasser ausgespult, welche ebenfalls auf die SPE-Kartusche gegeben
wurde. Das SPE-Material wurde anschlieRend mit je einem Kartuschenvolumen
basischem Milli-Q-Wasser und Methanol gewaschen. Das bisherige Eluat wurde
verworfen. Danach erfolgte die Elution der Analyten mit zweimal 2,5 mL
ameisensaurem Milli-Q-Wasser (pH 2,3). Das Eluat wurde im Stickstoffevaporator
bis zur Trockne eingeengt. Der getrocknete Ruckstand wurde in Milli-Q-Wasser

geldst und mittels LC-MS/MS vermessen.
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6.2.2.2 DFA

Alle verwendeten Pflanzenmaterialien wurden unter Verwendung von Trockeneis
homogenisiert und im Gefrierschrank bei ca. -25 °C gelagert.

Bei den Vortests zur Optimierung der Festphasenextraktion wurden zunachst
Losungsmittelstandards verwendet. Das optimierte Aufreinigungsverfahren wurde
anschlie3end bei verschiedenen pflanzlichen Materialien getestet. Die Auswahl der
Matrizes erfolgte entsprechend dem OECD-Dokument ENV/JM/MONO(2007)17
[87]. Um ein reprasentatives Spektrum an pflanzlichen Matrizes abzudecken,
wurden die Materialien Salatkopf (Salat), Orangenfrucht (Orange), Futterribe
(Rube), Flachssamen (Flachs) und Sojabohnen (Soja) eingesetzt. Zusatzlich
wurde auch noch Hopfendolden (Hopfen) gewahlt. Bei dieser Matrix wurden bei
bisherigen Studien der Bayer CropScience AG starke Matrixeffekte beobachtet.

Es wurden 5,00 + 0,05 g Pflanzenmaterial in ein 100 mL-Becherglas eingewogen
und mit 20 mL ACN-Wasser-Ameisensaure-Gemisch (4/1/0,011, v/v/v) versetzt.
Nach 1 minatiger Behandlung mit dem Ultra Turrax erfolgte eine Filtration Gber ein
Reservoir mit Filtereinsatz, wobei das Eluat in einen 50 mL-Messkolben
Ubergefihrt wurde. Becherglas und Filterkuchen wurden zweimal mit wenigen
Millilitern Extraktionsmittel gespult. Die Extraktion wurde mit weiteren 20 mL
Extraktionsgemisch wiederholt. Der Messkolben wurde anschlieliend mit dem
Extraktionsmittel aufgeflllt. Ein Aliquot von 2,5 mL Rohextrakt wurde im
Stickstoffevaporator bis zur Trockne eingeengt und fur die SPE-Aufreinigung
verwendet.

Zur Bestimmung der Wiederfindung bei der Extraktaufreinigung wurden die
Pflanzenmaterialen vor Zugabe des Extraktionsmittels mit Standardlosung
versetzt. Der daraus resultierende Ruckstand der Analyten entsprach hierbei
0,10 mg/kg PE  Bayerwirkstoff, =~ dem  10-fachen der erforderlichen

Bestimmungsgrenze.
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FUr eine bessere Richtigkeit der ermittelten Wiederfindungen wurden eventuell
vorhandene Matrixeffekte durch den isotopenmarkierten internen Standard
korrigiert. Dieser wurde nach der SPE-Aufreinigung den Matrixextrakten
zugegeben. Die Matrixextrakte enthielten die internen Standards in der gleichen
Konzentration von 1,0 ng/ mL wie die Ldsungsmittelstandards. So konnte die
Berechnung des Matrixeffekts mittels des isotopenmarkierten Standards
durchgefuhrt werden.

Nach SPE-Aufreinigung wurden alle Losungen mittels LC-MS/MS vermessen.
Verwendet wurde ein Agilent 1290 Infinity LC-System mit einem HTC PAL
Autosampler und SCIEX QTRAP® 5500 MS/MS System. Die dabei verwendeten
HPLC-Bedingungen sind in Tab. 7 dargestellt. Die massenspektrometrischen

Parameter befinden sich im Anhang 9.5.

Tab. 7: HPLC Bedingungen Extraktaufreinigung DFA

Saule: Hypercarb (Fisher Scientific)
100 X3 mm/5 um
Saulentemperatur: | 60 °C
Injektionsvolumen: | 20 pL
Eluenten: A) H20 + 5 mL/L Ameisensaure
B) Methanol + 5 mL/L Ameisensaure
Fluss: 700 mL/min
Gradient: [min] [%] A | [%] B
0 30 70
0,5 30 70
2,5 90 10
3,4 90 10
3,51 30 70
6 30 70

42



6.2.2.2.1 Unpolare SPE

Die SPE-Kartuschen wurden einmal mit Methanol und zweimal mit ameisensaurem
Milli-Q-Wasser (pH 2,3), jeweils in einer Menge die dem Kartuschenvolumen
entspricht, konditioniert. Der getrocknete Extraktionsriuckstand wurde in 1 mL
ameisensaurem Milli-Q-Wasser (pH 2,3) gelost und auf die SPE-Kartusche
aufgegeben. Das Probengefall wurde zweimal mit je 1 mL ameisensaurem Milli-Q-
Wasser (pH 2,3) ausgespllt, welche ebenfalls auf die SPE-Kartusche gegeben
wurde. Das SPE-Material wurde anschlieend mit ca. 2 mL ameisensaurem Milli-
Q-Wasser (pH 2,3) gewaschen. Das komplette Eluat wurde aufgefangen und im
Stickstoffevaporator bis zur Trockne eingeengt. Der getrocknete Rickstand wurde

in Milli-Q-Wasser geldst und mittels LC-MS/MS vermessen.

6.2.2.2.2 Kationenaustausch-SPE

Die SPE-Kartuschen wurden einmal mit Methanol und zweimal mit ameisensaurem
Milli-Q-Wasser (pH 2,3), jeweils in einer Menge die dem Kartuschenvolumen
entspricht, konditioniert. Der getrocknete Extraktionsrickstand wurde in 1 mL
ameisensaurem Milli-Q-Wasser (pH 2,3) gelost und auf die SPE-Kartusche
aufgegeben. Das Probengefaly wurde zweimal mit je 1 mL ameisensaurem Milli-
Q-Wasser (pH 2,3) ausgespult, welche ebenfalls auf die SPE-Kartusche gegeben
wurde. Das SPE-Material wurde anschlie®end mit ca. 2 mL ameisensaurem Milli-
Q-Wasser (pH 2,3) gewaschen. Das komplette Eluat wurde aufgefangen und im
Stickstoffevaporator bis zur Trockne eingeengt. Der getrocknete Rickstand wurde

in Milli-Q-Wasser geldst und mittels LC-MS/MS vermessen.
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6.2.2.3 Ethephon und HEPA

Alle verwendeten Pflanzenmaterialien wurden unter Verwendung von Trockeneis
homogenisiert und im Gefrierschrank bei ca. -25 °C gelagert.

Bei den Vortests zur Optimierung der Festphasenextraktion wurden zunachst
Losungsmittelstandards verwendet. Das optimierte Aufreinigungsverfahren wurde
anschlie3end bei verschiedenen pflanzlichen Materialien getestet. Die Auswahl der
Matrizes erfolgte entsprechend dem OECD-Dokument ENV/JM/MONO(2007)17
[87]. Es wurden die Materialien Brokkoli, Orangenfrucht (Orange), Futterribe
(Rube), Olivenfrucht (Olive) und weil3e Bohne (Bohne) eingesetzt.

Es wurden 5,00 £ 0,05 g Pflanzenmaterial in ein 100 mL-Becherglas eingewogen
und mit 60 mL Methanol-Wasser-Ameisensaure-Gemisch (1/1/0,002, v/v/v)
versetzt. Nach 2 minatiger Behandlung mit dem Ultra Turrax erfolgte eine Filtration
Uber ein Reservoir mit Filtereinsatz, wobei das Eluat in einen 100 mL-Messkolben
Ubergefihrt wurde. Becherglas und Filterkuchen wurden zweimal mit wenigen
Millilitern Extraktionsmittel gespult. Der Messkolben wurde anschlieffend mit dem
Extraktionsmittel aufgeflllt. Ein Aliquot von 1,5mL Rohextrakt wurde im
Stickstoffevaporator bis zur Trockne eingeengt und flr die SPE-Aufreinigung
verwendet.

Zur Bestimmung der Wiederfindung bei der Extraktaufreinigung wurden die
Pflanzenmaterialen vor Zugabe des Extraktionsmittels mit Standardlosung
versetzt. Der daraus resultierende Ruckstand der Analyten entsprach hierbei
0,50 mg/kg PE Ethephon, dem 10-fachen der erforderlichen Bestimmungsgrenze.
Fir eine bessere Richtigkeit der ermittelten Wiederfindungen wurden eventuell
vorhandene Matrixeffekte durch den isotopenmarkierten internen Standard
korrigiert. Dieser wurde nach der SPE-Aufreinigung den Matrixextrakten
zugegeben. Die Matrixextrakte enthielten die internen Standards in der gleichen
Konzentration von 50 ng/ mL wie die Lésungsmittelstandards. So konnte die
Berechnung des Matrixeffekts mittels des isotopenmarkierten Standards

durchgefuhrt werden.
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Nach SPE-Aufreinigung wurden alle Lésungen mittels LC-MS/MS vermessen.
Verwendet wurde ein Agilent 1290 Infinity LC-System mit einem HTC PAL
Autosampler und SCIEX APl 4000™ MS/MS System. Die dabei verwendeten
HPLC-Bedingungen sind in Tab.8 dargestellt. Die massenspektrometrischen

Parameter befinden sich im Anhang 9.5.

Tab. 8: HPLC Bedingungen Extraktaufreinigung Ethephon und HEPA

Saule: Hypercarb (Fisher Scientific)
100 X 3 mm /5 um
Saulentemperatur: | 60 °C
Injektionsvolumen: | 20 yL
Eluenten: A) H20 + 5 mL/L Ameisensaure
B) Methanol + 5 mL/L Ameisensaure
Fluss: 600 mL/min
Gradient: [min] [%] A | [%] B
0 45 55
1,5 45 55
2,8 95 5
6,7 95 5
6,71 45 55
8,5 45 55

6.2.2.3.1 Unpolare SPE

Die SPE-Kartuschen wurden einmal mit Methanol und zweimal mit Milli-Q-Wasser,
jeweils in einer Menge die dem Kartuschenvolumen entspricht, konditioniert. Der
getrocknete Extraktionsruckstand wurde in 1 mL ameisensaurem Milli-Q-Wasser
(pH 2,3) geldst und auf die SPE-Kartusche aufgegeben. Das Probengefald wurde
zweimal mit je 1 mL ameisensaurem Milli-Q-Wasser ausgespult, welche ebenfalls
auf die SPE-Kartusche gegeben wurden. Das SPE-Material wurde anschliel3end
mit ca. 2 mL ameisensaurem Milli-Q-Wasser gewaschen. Das komplette Eluat
wurde aufgefangen und im Stickstoffevaporator bis zur Trockne eingeengt. Der
getrocknete Rickstand wurde in 1,5 mL Methanol-Wasser-Ameisensaure-Gemisch
(1/1/0,002, v/viv) geldst und mittels LC-MS/MS vermessen.
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6.2.2.3.2 Kationenaustausch-SPE

Die SPE-Kartuschen wurden einmal mit Methanol und zweimal mit ameisensaurem
Milli-Q-Wasser (pH 2,3), jeweils in einer Menge die dem Kartuschenvolumen
entspricht, konditioniert. Der getrocknete Extraktionsriuckstand wurde in 1 mL
ameisensaurem Milli-Q-Wasser (pH 2,3) gelost und auf die SPE-Kartusche
aufgegeben. Das Probengefall wurde zweimal mit je 1 mL ameisensaurem Milli-Q-
Wasser (pH 2,3) ausgesplult, welche ebenfalls auf die SPE-Kartusche gegeben
wurden. Das SPE-Material wurde anschlieend mit ca. 2 mL ameisensaurem Milli-
Q-Wasser (pH 2,3) gewaschen. Das komplette Eluat wurde aufgefangen und im
Stickstoffevaporator bis zur Trockne eingeengt. Der getrocknete Rickstand wurde

in Milli-Q-Wasser geldst und mittels LC-MS/MS vermessen.
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6.3 Trennverfahren

6.3.1 Flussigkeitschromatographie

Alle getesteten LC-Phasen sind in Tab. 9 zusammengestellt. Neben verschiedenen

RP-LC-Saulen, wurden auch lonenaustauschersaulen sowie die Spezialphasen

HILIC und Hypercarb untersucht.

Tab. 9: Verwendete LC-Saulen

LC-Saule
(Bezeichnung - Hersteller)

Beschreibung *

Luna C18(2) - Phenomenex

Octadecyisilylierte Kieselgeloberflache,
unpolar endcapped durch Trimethylsilan-
Gruppen

Aquasil C18 - Thermo

Kieselgelbasiertes Material mit einem
hohen Gehalt an C18-Ketten, hydrophil
endcapped

Zorbax Eclipse XDB-C8 - Agilent

Besonders dicht gebundene
octadecylsilylierte Kieselgeloberflache,
doppelt endcapped durch Trimethylsilan-
Gruppen

Pinnacle DB Aqueous C18 - Restek

Polar modifiziertes und C18-Gruppen
enthaltenes Kieselgel, Kohlenstoffgehalt
6 %

Ultra Aqueous C18 - Restek

Polar modifiziertes und C18-Gruppen
enthaltendes Kieselgel, Kohlenstoffgehalt
15 %

Synergi Fusion-RP - Phenomenex

Reversed Phase Chromatographie

Polar eingebette C18-Gruppen,
endcapped durch Trimethylsilan-Gruppen

Synergi Polar-RP - Phenomenex

Uber Etherbindungen verkniipfte
Phenylphase, polar endcapped

Luna NH2 - Phenomenex

Kieselgeloberflache mit gebundenen

ﬁ é ° primaren Aminogruppen, schwache
c » ®c Anionenaustauschereigenschaften,
ew g = endcapped durch Trimethylsilan-Gruppen
2a8=5 Luna SCX - Phenomenex Kieselgeloberflache mit

© O Benzylsulfonsauregruppen, starke

Kationenaustauschereigenschaften

Hypercarb™ - Thermo

Bestehend aus 100 % porésem Graphit

ZIC®-pHILIC - Merck

Spezial-
Phasen

Polymerbasiertes Material,
zwitterionisch durch Sulfonsaure- und
Amino-Gruppen welche zu gleichen
Anteilen vorliegen

* ... Informationen stammen vom jeweiligen Hersteller
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Zunachst wurden Testmessungen durchgefuhrt, um den maximal maoglichen
Kapazitatsfaktor zu ermitteln. Hierfir wurde Standardlésung der Analyten injiziert
und bei isokratischen Bedingungen die Retentionszeit ermittelt. Die
Zusammensetzung der Eluenten wurde dabei von 100 % Eluent A (bzw. 95 %
wenn die Saule nicht mit 100 % Wasser betrieben werden darf) bis auf 100 % B
variiert.

Anschlief3end erfolgten Testmessungen mit Pflanzenmaterialien. Alle verwendeten
Pflanzenmaterialien wurden unter Verwendung von Trockeneis homogenisiert und
im Gefrierschrank bei ca. -25 °C gelagert. Die Auswahl der Matrizes erfolgte
entsprechend dem OECD-Dokument ENV/JM/MONO(2007)17 [87]. Um ein
reprasentatives Spektrum an pflanzlichen Matrizes abzudecken, wurden die
Materialien Salatkopf (Salat), Weintrauben (Wein) oder Orangenfrucht (Orange),
Futterribe (Rube), Flachssamen (Flachs) oder Rapssamen (Raps) und
Sojabohnen (Soja) ausgewahlt.

Es wurden 5,00 + 0,05 g Pflanzenmaterial in ein 100 mL-Becherglas eingewogen
und mit 30 mL radiovalidiertem Extraktionsgemisch (siehe Tab. 12) versetzt. Nach
zweiminutiger Behandlung mit dem Ultra Turrax erfolgte eine Filtration Uber ein
Reservoir mit Filtereinsatz, wobei das Eluat in einen 50 mL-Messkolben
Ubergefuhrt wurde. Becherglas und Filterkuchen wurden zweimal mit wenigen
Millilitern Extraktionsmittel gespult. Der Messkolben wurde anschliefend mit dem
Extraktionsmittel aufgeflllt. Die Extrakte wurden mit Standardldsung der Analyten
versetzt, so dass diese einen Rickstand vom 10-fachen der Bestimmungsgrenze
(siehe Tab. 10) enthielten. Anschliefend wurden diese entsprechend Tab. 15
verdinnt bzw. aufkonzentriert. Dabei wurde ein Losungsmittelgemisch verwendet,
welches den jeweiligen chromatographischen Startbedingungen der Eluenten
entsprach.

Die verwendeten LC-Bedingungen der jeweiligen LC-Phasen sind in Anhang 9.6
aufgefuhrt. Verwendet wurde ein Agilent 1290 Infinity LC-System mit einem HTC
PAL Autosampler. Die Detektion erfolgte mit einem SCIEX APl 4000™ oder SCIEX
QTRAP® 5500 MS/MS System. Die dabei verwendeten massenspektrometrischen

Parameter befinden sich im Anhang 9.5.
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6.3.2 Kapillarelektrophorese

Zunachst wurden Testmessungen fur die TDMs, Ethephon und HEPA, DFA und
Phosphonsaure durchgefihrt. Die hierfir verwendeten Standardldsungen waren in
reinem Milli-Q-Wasser hergestellt.

Fir die TDMs und DFA erfolgten zusatzlich Testmessungen in den Matrizes
Brokkoli und Salat. Diese beiden Pflanzenmaterialien wurden unter Verwendung
von Trockeneis homogenisiert und im Gefrierschrank bei ca. -25 °C gelagert. Es
wurden 5,00 £ 0,05 g Pflanzenmaterial in ein 100 mL-Becherglas eingewogen und
mit 30 mL radiovalidiertem Extraktionsgemisch (siehe Tab. 12) versetzt. Nach
zweiminutiger Behandlung mit dem Ultra Turrax erfolgte eine Filtration Uber ein
Reservoir mit Filtereinsatz, wobei das Eluat in einen 50 mL-Messkolben
Ubergefuhrt wurde. Becherglas und Filterkuchen wurden zweimal mit wenigen
Millilitern Extraktionsmittel gespult. Der Messkolben wurde anschliefend mit dem
Extraktionsmittel aufgeflllt. Die Extrakte wurden mit Standardldsung der Analyten
versetzt, so dass mehrere Rulckstandslevels eingestellt wurden. Anschliel3end
wurden diese entsprechend Tab. 15 verdinnt bzw. konzentriert. Dabei wurde Milli-
Q-Wasser ohne weitere Additive verwendet.

Die verwendeten CE-MS/MS-Parameter sind in Anhang 9.7 aufgefiihrt. Verwendet
wurde ein Agilent 7100 Kapillarelektrophorese-System, welches gekoppelt wurde

mit einem Agilent 6490 Tripelquadrupol System.
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6.4 Detektion

6.4.1 Tandem-Massenspektrometrie

Fur die lonisation der Analytmolekile wurde das ESI-Verfahren verwendet. Die
Optimierung der massenspektrometrischen Parameter aller untersuchten Analyten
erfolgte Uber ein automatisches Tuning. Hierfur wurden Analytldsungen mit einer
Konzentration von ca. 50 pg/L, geldst in einem Gemisch aus Wasser und Methanol
im Verhaltnis 9/1 (v/v) mit Zusatz von 630 mg/L Ammoniumformiat und 120 uL/L
Ameisensaure, eingesetzt. Uber eine Spritzenpumpe wurden diese Lésungen
direkt der lonenquelle zugefiihrt. Neben den MRM-Ubergangen wurden die
optimalen Werte fir die einflussreichen Parameter Declustering Potential (DP),
Collision Energy (CE), Cell Exit Potential (CXP) fur jeden Analyten ermittelt.

Alle verwendeten Pflanzenmaterialien wurden unter Verwendung von Trockeneis
homogenisiert und im Gefrierschrank bei ca. -25 °C gelagert. Die Auswahl der
Matrizes erfolgte entsprechend dem OECD-Dokument ENV/JM/MONO(2007)17
[87]. Wasserhaltige Materialien wurden reprasentiert durch Salatkopf (Salat),
Tomatenfrucht (Tomate) und Brokkoli. Als saurehaltige Materialien wurden
Weintrauben (Wein) und Orangenfrucht (Orange) ausgewahlt. Futterribe (Rube),
Karotte und Gerstenkorn (Korn) stellen Beispiele fur starkehaltige Materialien dar.
Flachssamen (Flachs) und Rapssamen (Raps) sind Vertreter fir fetthaltige
Materialien. Sojabohnen (Soja) und Gartenbohnen (Bohne) reprasentieren
proteinhaltige Materialien.

Es wurden 5,00 + 0,05 g Pflanzenmaterial in ein 100 mL-Becherglas eingewogen
und mit 30 mL radiovalidiertem Extraktionsgemisch (siehe Tab. 12) versetzt. Nach
zweiminutiger Behandlung mit dem Ultra Turrax erfolgte eine Filtration Uber ein
Reservoir mit Filtereinsatz, wobei das Eluat in einen 50 mL-Messkolben
Ubergefihrt wurde. Becherglas und Filterkuchen wurden zweimal mit wenigen
Millilitern Extraktionsmittel gespult. Der Messkolben wurde anschliefiend mit dem
Extraktionsmittel aufgeflllt. Die Extrakte wurden mit Standardiésung der Analyten
versetzt, so dass diese einen Ruckstand der Bestimmungsgrenze und vom 10-

fachen der Bestimmungsgrenze (siehe Tab. 10) enthielten.
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Anschlieend wurden diese entsprechend Tab. 15 verdunnt bzw. konzentriert.
Dabei wurde ein Losungsmittelgemisch verwendet, welches den jeweiligen
chromatographischen Startbedingungen der Eluenten entsprach.

Die verwendeten LC-Bedingungen sind in Anhang 9.6 aufgefuhrt. Verwendet
wurde ein Agilent 1290 Infinity LC-System mit einem HTC PAL Autosampler. Die
Detektion erfolgte mit einem SCIEX API 4000™ MS/MS System oder einem
QTRAP® 5500 MS/MS System. Die dabei verwendeten massenspektrometrischen

Parameter befinden sich im Anhang 9.5.

6.4.2 Differential-Mobilitats-Spektrometrie

Zunachst wurden die DMS spezifischen Parameter optimiert in Hinsicht auf
maximale Empfindlichkeit und Selektivitat. Dies erfolgte Uber eine T-Infusion von
Standardlosung mit einer Konzentration von 250 ng/ mL in den LC-Fluss. Die LC-
Parameter entsprachen dabei denen der spater bei der LC-DMS-MS/MS-Messung
verwendeten Bedingungen. Die Eluentenzusammensetzung wurde entsprechend
den vorliegenden Bedingungen der Analyten-Elution gewahlt. Sowohl mit als auch
ohne Verwendung von Modifier wurden Kombinationen von SV und CoV bestimmit,
die die beste Signalintensitat des Analyten aufwiesen. Als Modifier wurden
Acetonitril, Isopropanol und Methanol getestet. Sie wurden mit einer Konzentration
von 1,5% dem Curtain Gas eingesetzt. Fur die Optimierung der DMS-
Zellentemperatur wurden 150, 225 und 300°C gepruft. Die DMS-Auflésung wurde
bei allen Messungen auf gering gesetzt.

Nach der Optimierung Uber die Infusion erfolgten LC-DMS-MS/MS-Messungen in
Matrix. Zunachst zur Beurteilung, welche DMS-Bedingungen die beste Abtrennung
von Matrixkomponenten aufweisen und anschlieBend die Anwendbarkeit der
optimierten Bedingungen auf eine reprasentative Auswahl verschiedener
Pflanzenmatrizes. Alle verwendeten Pflanzenmaterialien wurden unter
Verwendung von Trockeneis homogenisiert und im Gefrierschrank bei ca. -25 °C

gelagert.

51



Die Auswahl der Matrizes erfolgte entsprechend dem OECD-Dokument
ENV/UM/MONO(2007)17 [87]. Wasserhaltige Materialien wurden reprasentiert
durch Salatkopf (Salat), Tomatenfrucht (Tomate) und Brokkoli. Als saurehaltige
Materialien wurden Weintrauben (Wein) und Orangenfrucht (Orange) ausgewahilt.
Futterribe (Rube), Karotte und Gerstenkorn (Korn) stellen Beispiele fur
starkehaltige Materialien dar. Flachssamen (Flachs) und Rapssamen (Raps) sind
Vertreter fur fetthaltige Materialien. Sojabohnen (Soja) und Gartenbohnen (Bohne)
reprasentieren proteinhaltige Materialien.

Es wurden 5,00 + 0,05 g Pflanzenmaterial in ein 100 mL-Becherglas eingewogen
und mit 30 mL radiovalidiertem Extraktionsgemisch (siehe Tab. 12) versetzt. Nach
zweiminutiger Behandlung mit dem Ultra Turrax erfolgte eine Filtration Uber ein
Reservoir mit Filtereinsatz, wobei das Eluat in einen 50 mL-Messkolben Uberfuhrt
wurde. Becherglas und Filterkuchen wurden zweimal mit wenigen Millilitern
Extraktionsmittel gespult. Der Messkolben wurde anschlieRend mit dem
Extraktionsmittel aufgeflllt. Die Extrakte wurden mit Standardldsung der Analyten
versetzt, so dass diese einen Ruckstand der Bestimmungsgrenze und vom 10-
fachen der Bestimmungsgrenze (siehe Tab. 10) enthielten. Anschlieliend wurden
diese entsprechend Tab. 15 verdlinnt bzw. aufkonzentriert. Dabei wurde ein
Lésungsmittelgemisch verwendet, welches den jeweiligen chromatographischen
Startbedingungen der Eluenten entsprach.

Die verwendeten LC-Bedingungen sind in Anhang 9.6 aufgeflihrt. Verwendet
wurde ein Agilent 1290 Infinity LC-System mit einem HTC PAL Autosampler. Die
Detektion erfolgte mit einem SCIEX QTRAP® 5500 MS/MS System, welches mit
der SCIEX SelexlON® lon Mobility Einheit gekoppelt war. Die dabei verwendeten
massenspektrometrischen Parameter befinden sich im Anhang 9.5 und die
verwendeten DMS-Paramater sind in Anhang 9.8 aufgeftihrt.

Neben der LC-DMS-MS/MS wurden auch alle Probelésungen mit LC-MS/MS
vermessen. Hierfir wurden die gleichen LC- und massenspektrometrischen
Parameter verwendet. Jedoch wurde die SCIEX SelexlON® lon Mobility Einheit

vom Massenspektrometer entfernt.
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6.4.3 Time-of-Flight Detektion

Alle verwendeten Pflanzenmaterialien wurden unter Verwendung von Trockeneis
homogenisiert und im Gefrierschrank bei ca. -25 °C gelagert. Die Auswahl der
Matrizes erfolgte entsprechend dem OECD-Dokument ENV/JM/MONO(2007)17
[87]. Um ein reprasentatives Spektrum an pflanzlichen Matrizes abzudecken,
wurden die Materialien Salatkopf (Salat), Weintrauben (Wein) oder Orangenfrucht
(Orange), Futterribe (Rube), Flachssamen (Flachs) oder Rapssamen (Raps) und
Sojabohnen (Soja) ausgewahlt.

Es wurden 5,00 + 0,05 g Pflanzenmaterial in ein 100 mL-Becherglas eingewogen
und mit 30 mL radiovalidiertem Extraktionsgemisch (siehe Tab. 12) versetzt. Nach
zweiminutiger Behandlung mit dem Ultra Turrax erfolgte eine Filtration Uber ein
Reservoir mit Filtereinsatz, wobei das Eluat in einen 50 mL-Messkolben
Ubergefihrt wurde. Becherglas und Filterkuchen wurden zweimal mit wenigen
Millilitern Extraktionsmittel gespult. Der Messkolben wurde anschlieffiend mit dem
Extraktionsmittel aufgeflllt. Die Extrakte wurden mit Standardldsung der Analyten
versetzt, so dass diese einen Ruckstand der Bestimmungsgrenze und vom 10-
fachen der Bestimmungsgrenze (siehe Tab. 10) enthielten. Anschlieiend wurden
diese entsprechend Tab. 15 verdunnt bzw. konzentriert. Dabei wurde ein
Losungsmittelgemisch verwendet, welches den jeweiligen chromatographischen
Startbedingungen der Eluenten entsprach.

Die verwendeten LC-Bedingungen sind in Anhang 9.6 aufgefuhrt. Verwendet
wurde ein Agilent 1290 Infinity LC-System mit einem HTC PAL Autosampler. Die
Detektion erfolgte mit einem SCIEX Triple TOF® 5600 QTOF-System. Die dabei

verwendeten massenspektrometrischen Parameter befinden sich im Anhang 9.9.
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7 Ergebnisse und Diskussion

Ziel dieser Arbeit ist es zu analysieren, welche Verfahren bzw. Parameter sich zur
Bestimmung von hochpolaren Pflanzenschutzmittelrickstanden mit niedrigen
Molekulargewichten in pflanzlichen Materialien eignen und welche nicht geeignet
sind. Dabei werden folgende Bereiche der analytischen Bestimmung diskutiert:
Extraktion, Extraktaufreinigung, Trennung, Detektion und die Notwendigkeit einer
Derivatisierung.

Tab. 10 enthalt eine Zusammenstellung der Bestimmungsgrenzen, die ausgehend
von den gesetzlich vorgeschriebenen MRL-Werten, mindestens fir die gewahlten
Analyten erfullt werden muissen. Fur die meisten der gewahlten Analyten ist die
erforderliche Bestimmungsgrenze im Bereich von 0,01 mg/kg. Bei einigen
Metaboliten ist der Riickstand als Aquivalent zum Pflanzenschutzmittelwirkstoff zu
ermitteln. In diesen Fallen ist die erforderliche Bestimmungsgrenze als

Wirkstoffaquivalent (PE) angegeben.

Tab. 10: Ubersicht erforderlicher LOQ-Werte der Analyten

Analyt Erforderliche LOQ
1,2,4-Triazol 0,01 mg/kg
Triazolyl-essigsaure 0,01 mg/kg
Triazolyl-milchsaure 0,01 mg/kg
Triazolyl-alanin 0,01 mg/kg
Difluoressigsaure 0,01 mg/kg PE Bayerwirkstoff
Ethephon 0,05 mg/kg
HEPA 0,05 mg/kg PE Ethephon
Phosphonsaure 2 mg/kg PE Fosetyl
Glufosinat-ammonium 0,1 mg/kg Glufosinat
MPPA 0,1 mg/kg PE Glufosinat
NAG 0,1 mg/kg PE Glufosinat
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71 Extraktion

Durch die Variation verschiedener Extraktionsverfahren soll untersucht werden, ob
die Menge an mit-extrahierten  Matrixkomponenten bei  gegebener
Extraktionseffizienz des Analyten minimiert werden kann. Dabei steht jedoch nicht
die Gesamtmenge der mit-extrahierten Matrixkomponenten im Fokus, sondern nur
jene Matrix, die aufgrund ahnlicher chemischer Eigenschaften die Bestimmung des
Analyten stort.

Bei der Extraktion wird zu einer definierten und homogenen Menge an pflanzlicher
Matrix ein Extraktionsmittel gegeben, mit dem die Analyten aus der Probe
herausgelost werden sollen. Beliebte Extraktionsmittel in der Ruckstandsanalytik
von Pflanzenschutzmitteln sind Gemische aus Wasser und einem organischen
Losungsmittel, wie Acetonitril (z. B. QUEChERS-Methode), Methanol (z. B.
Methode nach Klein und Alder) sowie Aceton (z. B. DFG-Methode S19) [72-75].
Zur Steigerung der Extraktionseffizienz und zur Verringerung der Extraktionsdauer
werden zusatzlich Verfahren eingesetzt, wie das Schitteln, eine weitere
Homogenisierung mittels Ultra Turrax oder die Behandlung mit Mikro- oder
Ultraschallwellen. Durch ein anschlieBendes Filtrieren oder Dekantieren werden
die nicht gelésten Bestandteile der Probe abgetrennt, da diese sonst die folgende
Analytik storen. [76-78]
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7.1.1 Test verschiedener Extraktionsmittel

Im Rahmen dieser Untersuchung wurden die drei in der Ruckstandsanalytik
vornehmlich genutzten organischen Lésungsmittel (MeOH, ACN und Aceton) in
unterschiedlichen Mischungsverhaltnissen mit Wasser getestet.

In Abb. 11 sind die Q3-Fullscans der verschiedenen Methanol-Wasser-Gemische
von Hartweizen dargestellt. Es fallt auf, dass mit zunehmendem Anteil an Methanol
im Extraktionsmittel, die Intensitaten der Q3-Fullscans zu den Retentionszeiten der
Analyten abnehmen. Dies bedeutet eine Abnahme der mit-extrahierten
Matrixbestandteile. Bei der Gurke (siehe Abb. 12) zeigt sich ein ahnliches Bild,
wenn auch die Matrixeffekte nicht so stark ausgepragt sind wie bei Hartweizen.
Demnach sollten die Matrixeffekte bei hohem Methanolanteil im Extraktionsmittel
am geringsten ausfallen. Limitiert wird dies jedoch mit einer Abnahme der

Extraktionseffizienz einiger Analyten.
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Abb. 11: Q3-Fullscan von MeOH-H;0-Extraktionsgemischen in Hartweizen
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Abb. 12: Q3-Fullscan von MeOH-H,O-Extraktionsgemischen in Gurke
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Die Extraktionseffizienz wurde Uber die Bestimmung der Wiederfindung an der 10-
fachen Bestimmungsgrenze ermittelt. Ist die Wiederfindung sehr gering, so ist dies
ein Zeichen fur eine mangelnde Effizienz des Extraktionsmittels. Wird hingegen
eine zu hohe Wiederfindung beobachtet, so ist dies ein Indiz fur das
Vorhandensein von Interferenzen durch mit-extrahierte Matrixkomponenten. Da es
sich um Wiederfindungen in Matrix handelt, werden Wiederfindungen von
75 - 120 % toleriert. Die Ergebnisse der Wiederfindungen der einzelnen Analyten
bei den verschiedenen Extraktionsmitteln befinden sich in Tab.11. Mit
Wiederfindungen von 90 % in Gurke und 100 % in Hartweizen beim Analyten
Triazol kann 100 % Methanol fur die Extraktion verwendet und dadurch eine
minimale Mitextraktion von Matrixbestandteilen erreicht werden. Jedoch wird
neben dem Triazol auch noch TAL, TAA und TLA analysiert. Die Analytik des
Triazols mit einem anderen Extraktionsverfahren als bei den Ubrigen TDMs
durchzufihren wirde ggf. Vorteile fir die Bestimmung des Triazols bringen, ist
aber in der Ruckstandsanalytik nicht routinetauglich aufgrund des hdheren Zeit-
und Kostenaufwands. Fur TAL, TAA und TLA wurden v.a. in Hartweizen
ungenugende Wiederfindungen bei 100 % Methanol als Extraktionsmittel mit 48 %
fir TAL, 44 % far TLA und 50 % fur TAA bestimmt. Daher ist fur die TDMs ein
Extraktionsmittel mit einem Methanol-zu-Wasser-Anteil von maximal 4/1 geeignet.
Gleiches Verhalten zeigen Ethephon und HEPA. Auch hier ist ein Methanol-zu-
Wasser-Anteil von maximal 4/1 geeignet, da bei héherem Anteil von Methanol
Wiederfindungen fur das HEPA von 78 % in Gurke bzw. 64 % in Hartweizen
erreicht werden. Auch bei der Phosphonsaure wird eine Abnahme der
Extraktionseffizienz mit zunehmendem Anteil an Methanol beobachtet. Eine
optimale Extraktion von Glufosinat wird erreicht, wenn auf Methanol bei der
Extraktion verzichtet wird. Hier wurden bei Hartweizen nur Wiederfindungen im
Bereich von 14 - 74 % bestimmt. Fur die DFA hingegen kann mit Wiederfindungen
von 92 % in Gurke und 86 % in Hartweizen reines Methanol fur die Extraktion

verwendet werden.

58



Die Ergebnisse der Tests mit Acetonitrii und Aceton ahneln sehr denen mit
Methanol und sind in Abb. 13 bis Abb. 16 dargestellt. Auch hier sinkt mit
steigendem Organikanteil im Extraktionsmittel die Menge mit-extrahierter
Matrixkomponenten.

Auch bei Aceton und ACN werden Limitierungen anhand der Extraktionseffizienz
der Analyten (siehe Tab. 11) beobachtet, weshalb ein hoher Anteil dieser

organischen Losungsmittel im Extraktionsmittel nicht in jedem Fall anwendbar ist.
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Abb. 13: Q3-Fullscan von ACN-H,0O-Extraktionsgemischen in Hartweizen
1 Phosphonséure, 2 Glufosinat, 3 HEPA, 4 TAL, 5 DFA, 6 TRZ, 7 Ethephon, 8 MPPA, 9 TAA, 10
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Abb. 14: Q3-Fullscan von ACN-H,O-Extraktionsgemischen in Gurke
1 Phosphonséure, 2 Glufosinat, 3 HEPA, 4 TAL, 5 DFA, 6 TRZ, 7 Ethephon, 8 MPPA, 9 TAA, 10

TLA, 11 NAG
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Abb. 15: Q3-Fullscan von Aceton-H.O-Extraktionsgemischen in Hartweizen
1 Phosphonséure, 2 Glufosinat, 3 HEPA, 4 TAL, 5 DFA, 6 TRZ, 7 Ethephon, 8 MPPA, 9 TAA, 10
TLA, 11 NAG
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Abb. 16: Q3-Fullscan von Aceton-H.O-Extraktionsgemischen in Gurke
1 Phosphonséure, 2 Glufosinat, 3 HEPA, 4 TAL, 5 DFA, 6 TRZ, 7 Ethephon, 8 MPPA, 9 TAA, 10
TLA, 11 NAG
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Tab. 11: Wiederfindungen Analyten bei verschiedenen Extraktionsmitteln

[%] WF* vom Analyt (Retentionszeit-Nr.) bei 10xLOQ

TRZ (6) TAL (4) TLA (10) TAA (9) DFA (5) Ethephon (7) HEPA (3) Phosphons. (1) | Glufosinat (2) MPPA (8) NAG (11)
Guk  Weizen  Guike  Weizen  Guke  Weizen  Guke  Weizen | Guke  Weizen | Guke  Weizen  Cu®  Weizen | Gurke Weizen | Guke  Weizen  Guke  Weizen  Guke  Weizen
H20 106 115 108 92 90 72 85 71 82 87 104 99 112 103 97 85 108 92 94 97 89 101
MeOH/H20 1/4 104 121 112 101 112 84 80 79 99 119 118 91 96 117 105 87 79 71 95 103 122 106
MeOH/H20 1/2 100 122 107 103 84 78 85 81 95 92 91 96 102 106 95 79 76 74 102 91 100 92
MeOH/H20 1/1 99 105 98 82 82 75 82 70 90 104 112 94 88 119 101 88 75 68 111 99 114 84
MeOH/H20 2/1 97 123 106 93 92 76 79 82 85 82 95 85 94 98 87 78 67 7 94 117 103 93
MeOH/H20 4/1 91 104 98 79 97 75 81 79 84 87 88 98 85 81 83 71 46 35 98 84 97 98
MeOH 90 100 102 48 90 44 78 50 92 86 91 86 78 64 7 43 29 14 81 83 88 91
ACN/H20 1/4 96 121 103 94 90 73 79 73 85 93 106 110 91 86 95 88 75 79 81 72 84 86
ACN/H20 1/2 87 117 91 91 77 76 75 75 91 84 121 99 90 83 91 98 77 71 87 84 99 103
ACN/H20 1/1 91 121 102 91 86 59 76 75 98 95 105 80 86 61 102 104 68 74 97 86 80 98
ACN/H20 2/1 106 123 122 67 111 67 87 72 103 88 98 117 77 69 89 82 73 72 105 75 83 107
ACN/H20 4/1 101 100 110 18 102 35 79 34 111 86 102 92 72 49 82 74 65 54 93 68 86 112
ACN 80 16 51 0 85 1 69 0 94 98 94 87 74 36 54 55 44 39 82 79 81 95
Aceton/H20 1/4 99 112 98 93 82 67 79 77 82 76 97 102 86 82 97 89 81 73 78 75 93 97
Aceton/H20 1/2 100 115 103 98 64 76 77 76 85 78 104 91 86 78 83 90 74 69 72 76 92 86
Aceton/H20 1/1 95 104 96 90 83 75 80 77 93 71 87 106 74 76 85 82 72 70 67 63 87 74
Aceton/H20 2/1 97 106 102 66 76 65 78 59 75 74 91 88 55 58 54 53 55 43 70 65 85 73
Aceton/H20 4/1 88 106 93 24 78 37 75 30 72 59 100 106 41 37 18 49 33 69 58 68 65
Aceton 82 52 81 1 90 1 74 1 78 53 98 84 36 15 11 5 4 56 47 76 61

*... Mittelwert aus Dreifachbestimmung, CV <15 %, Matrixeffekte korrigiert mittels interner Standardsubstanzen bzw.

Matrixstandards
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Durch die bisher durchgeflhrten Untersuchungen wurde festgestellt, dass mit
zunehmendem Organikanteil im Extraktionsmittel die Extraktion von gegebenfalls
storenden Matrixbestandteilen abnimmt. In Abb. 17 sind die Q3-Scans von
Methanol, Acetonitrii und Aceton gegenubergestellt. Bei diesen Daten kann
beurteilt werden, bei welchem dieser organischen Losungsmittel am wenigsten
storende Matrixbestandteile aus Hartweizen mit-extrahiert werden. Hierbei erweist
sich Acetonitril als das Losungsmittel, bei dem die geringsten und Methanol bei
dem die héchsten Mengen an Matrixbestandteilen mit-extrahiert werden. Jedoch
liegt im Falle der TDMs TAL, TLA und TAA eine schlechtere Extraktionseffizienz
mit Acetonitril und Aceton vor, weshalb Methanol zu bevorzugen ist. Beispielhaft
sei hier TAL in Hartweizen genannt, wo bei einem Methanol-Wasser-Gemisch (4/1,
vIv) 79 %, bei einem ACN-Wasser-Gemisch (4/1, v/iv) 18 % und bei einem Aceton-
Wasser-Gemisch (4/1, viv) 24 % Wiederfindung ermittelt wurden. Im Falle von der
Difluoressigsaure und der Phosphorigen Saure ist ein Gemisch aus Wasser und
Acetonitril sehr gut fur die Extraktion geeignet und aufgrund der geringeren

Mitextraktion von Matrixbestandteilen dem Methanol zu bevorzugen.
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Abb. 17: Q3-Fullscan verschiedener organischer Lésungsmittel in Hartweizen
1 Phosphonséure, 2 Glufosinat, 3 HEPA, 4 TAL, 5 DFA, 6 TRZ, 7 Ethephon, 8 MPPA, 9 TAA, 10
TLA, 11 NAG
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In Tab. 12 sind die Extraktionsmittel fur die Analyten aufgelistet, die von der Bayer
CropScience AG radiovalidiert wurden. Bei einer Radiovalidierung wird die
Extraktionseffizienz des  Extraktionsmittels anhand der Wiederfindung
gewachsener, radioaktiver Ruckstande ermittelt. Vergleicht man diese mit den
Ergebnissen dieses Extraktionsmitteltests, so stimmen flir viele Analyten die
Extraktionsmittel Uberein. Somit konnte mit diesen Untersuchungen bestatigt
werden, dass es sich bei den meisten der von Bayer CropScience AG
radiovalidierten Extraktionsmittel um optimale Bedingungen hinsichtlich der
Mitextraktion von Matrixbestandteilen handelt. Im Falle der Difluoressigsaure gibt
es Unterschiede, so wird ein Acetonitril-Wasser-Gemisch von 4/1 verwendet
anstelle von reinem Acetonitril. Bei reinem Acetonitrii im Vergleich zu dem
Gemisch werden weniger Matrixbestanteile extrahiert. Der Unterschied zwischen
diesen beiden Extraktionsmitteln ist jedoch gering und rechtfertigt somit nicht den
Aufwand einer Radiovalidierung von Acetonitril als Extraktionsmittel fur die
Difluoressigsaure. Daher werden fur alle nachfolgenden Untersuchungen dieser

Arbeit die radiovalidierten Extraktionsmittel der Bayer CropScience AG verwendet.

Tab. 12: Ergebnisse und radiovalidierte Extraktionsmittel [Bayer CropScience AG]

Analvt Ergebnis Test Radiovalidiertes
y Extraktionsmittel Extraktionsmittel

1,2,4-Triazol ACN / H20 (4/1, viv)
Triazolyl-essigsaure MeOH / H20 (4/1, viv) *
Triazolyl-milchséure MeOH / H20 (4/1, viv) * | MEOH 1 H20 (471, viv)
Triazolyl-alanin MeOH / H20 (4/1, viv) *
Difluoressigsaure ACN '&?1'\/10/ CI)_I 1210 (/ /I\-I//I?/c;
Ethephon ACN MeOH / H20 / HFo
HEPA MeOH / H20 (4/1, viv) * | (1/1/0,002, v/v/v)
Phosphonsaure ACN / H20 (1/1, viv) ACN / H20 (1/1, viv)
Glufosinat-ammonium H20 *
MPPA MeOH / H20 (4/1, viv) H20
NAG ACN / H20 (4/1, viv)

* ... fur alle Analyten einer Wirkstoffgruppe geeignet
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7.1.2 Test verschiedener Behandlungen wahrend der Extraktion

Der Unterschied zwischen den Extraktionsverfahren beziglich der mit-extrahierten
Matrixkomponenten ist sehr gering. In Hartweizen (siehe Abb. 18) ist eine leichte
Tendenz zu erkennen, dass bei der Ultraschallbehandlung und beim Schutteln
weniger Matrix mit-extrahiert wird als bei der Behandlung mit Ultra Turrax und
Mikrowelle. Ein vergleichbares Ergebnis wurde auch in Gurke (siehe Abb. 19)
ermittelt, wenn auch die Matrixeffekte nicht so stark ausgepragt sind wie bei dem

Hartweizen.
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Abb. 18: Q3-Fullscan verschiedener Extraktionsverfahren in Hartweizen

1 Phosphonséure, 2 Glufosinat, 3 HEPA, 4 TAL, 5 DFA, 6 TRZ, 7 Ethephon, 8 MPPA, 9 TAA, 10
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Abb. 19: Q3-Fullscan verschiedener Extraktionsverfahren in Gurke
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Die ermittelten Unterschiede bezlglich der mit-extrahierten Matrixkomponenten
hatten nur sehr geringe Auswirkungen auf die bestehenden Matrixeffekte. Die
Auswirkungen verschiedener Extraktionen werden exemplarisch am Beispiel des
internen Standards fur TAL in Hartweizen gezeigt (Abb. 20). Die Berechnung des
Matrixeffektes erfolgte nach Formel 4. Bei der Aufarbeitung mittels Ultraschall
wurde ein Matrixeffekt des TAL-IS von -49 % bestimmt. Dies bedeutet eine
Signalunterdrickung durch mit-extrahierte Matrixkomponenten um 49 %. Bei der
Extraktion mit Schattler wurde ein Matrixeffekt von -51 %, mit dem Ultra Turrax von
-53 % und mit Mikrowellen von -54 % ermittelt. Bei der Behandlung mit dem Ultra
Turrax und der Mikrowelle sind die Suppressionseffekte demnach nur um wenige
Prozent starker ausgepragt. Es kann daher kein nennenswerter Einfluss auf die
Mitextraktion von Matrixkomponenten Uber das Extraktionsverfahren genommen

werden.
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Abb. 20: Suppression TAL-ISTD in Hartweizen bei den Extraktionsverfahren

Die Extraktionseffizienz wurde Uber die Bestimmung der Wiederfindungen bei dem
10-fachen der Bestimmungsgrenze geprift. Die Ergebnisse sind in Tab. 13
zusammengefasst. Bis auf TLA und TAA wurden bei allen getesteten
Extraktionsverfahren ausreichend gute Extraktionseffizienzen fur die Analyten
bestimmt. So liegen die ermittelten Wiederfindungen im Bereich von 80 - 116 %.
Im Falle von TLA und TAA wurden bei der Behandlung mit Mikrowellen und
Ultraschallwellen geringere Extraktionseffizienzen ermittelt. So liegen die

bestimmten Wiederfindungen im Bereich von 59 - 79 %.
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Fur die weitere Arbeit wurde die Homogenisierung mittels Ultra Turrax als
Extraktionsverfahren verwendet. Dieses Verfahren wurde auch bei der
Radiovalidierung der Bayer CropScience AG bei allen Analyten verwendet und so
ist gesichert, dass auch bei gewachsenen Rulckstanden eine ausreichende

Extraktionseffizienz gegeben ist.
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Tab. 13: Wiederfindungen Analyten bei verschiedenen Extraktionsverfahren

TRZ (6)

[%] WF* vom Analyt (Retentionszeit-Nr.) bei 10xLOQ

TAL (4) TLA (10) TAA (9) DFA (5) Ethephon (7) HEPA (3) Phosphons. (1) | Glufosinat (2) MPPA (8) NAG (11)

Gurke Weizen Gurke Weizen Gurke Weizen Gurke Weizen Gurke Weizen Gurke Weizen Gurke Weizen Gurke Weizen Gurke Weizen Gurke Weizen Gurke Weizen
Ultra Turrax 99 93 107 84 85 87 85 91 94 87 109 97 81 84 80 107 90 87 93 87 91 88
Schittler 89 105 99 99 80 83 94 85 111 82 95 82 100 108 86 98 92 86 102 116 90 91
Mikrowelle 80 113 85 95 64 65 79 74 89 85 86 103 89 95 91 101 97 91 86 88 96 83
Ultraschall 83 110 89 97 73 59 75 69 103 91 104 85 96 90 84 96 84 81 82 77 80 79

*... Matrixeffekte korrigiert mittels interner Standardsubstanzen bzw. Matrixstandards
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7.2  Extraktaufreinigung

Im Abschnitt 7.1 wurde gezeigt, dass trotz Optimierung des Extraktionsverfahrens
Matrixkomponenten in den erhaltenen Extrakten vorliegen. Diese storen die
nachfolgende Analytik der gewahlten Komponenten. Dies auf3ert sich zum einen in
Interferenzen und hohem chemischen Untergrund in den MS-Chromatogrammen,
so wie es der Fall bei den TDMs ist (beispielhaft in Abb. 4 gezeigt). Zum anderen
liegen Matrixeffekte vor. Nach Anwendung des in Abschnitt 7.1 optimierten
Extraktionsverfahrens liegen fur die Analyten in Tab. 14 zusammengestellten
Matrixeffekte in Gurke und Hartweizen vor. Die Ermittlung der Matrixeffekte
erfolgte anhand der Peakflachen des internen Standards in Lésungsmittel sowie in
Matrix und wurde mit Formel 4 berechnet. Da kein interner Standard fur die
Phosphonsaure zur Verfugung stand, wurden die Peakflachen des Analyten in

Lésungsmittel und Matrixstandards verwendet.

Tab. 14: Matrixeffekte der Analyten in Gurke und Hartweizen

Analyt Matrixeffekt [%]
Gurke Weizen

TRZ -37 -58
TAL -58 -53
TLA -32 -47
TAA -55 -76
DFA -17 -42
Ethephon -3 -6
HEPA 12 -38
Phosphons. -3 -7
Glufosinat -7 -38
MPPA -17 -13
NAG -5 -33

Alle Analyten weisen negative Matrixeffekte auf, welches eine Unterdrickung des
Analytsignales bedeutet. Im Vergleich zu Gurke, gilt Hartweizen aufgrund des
geringeren Wassergehaltes als die ,schwierigere” der beiden Matrizes. Dies aullert
sich auch bei den Matrixeffekten, die bei Hartweizen starker vorliegen. Vergleicht
man die Analyten untereinander, so fallt auf, dass besonders bei den TDMs grof3e
Matrixeffekte bestehen. So gibt es hier Unterdriickungen der Analytsignale um 37 -
58 % in Gurke und 47 - 76 % in Hartweizen.
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Die starksten Signalunterdrickungen liegen bei TAA vor. Hier wurde ein
Matrixeffekt von -55 % in Gurke und -76 % in Weizen bestimmt.

In diesem Kapitel wird zum einen die Verringerung der Matrixeffekte durch
Extraktverdunnung diskutiert als auch die Entfernung der mit-extrahierten

Komponenten durch Aufreinigung der Extrakte.

7.2.1 Extraktverdinnung

Die Verdlinnung des Extraktes ist eine sehr einfache Methode zur Reduzierung
von Matrixeffekten. In der Analytik von Pflanzenschutzmitteln in pflanzlichen
Materialien ist es eine bewahrte Methode. Der erforderliche Verdlinnungsfaktor,
bei dem Matrixeffekte ausreichend eliminiert sind, schwankt in Abhangigkeit vom
Analyten und der Matrix um den Faktor 10 bis 100 [79-80]. Es soll daher getestet
werden, ob auch im Falle von hochpolaren Pflanzenschutzmitteln eine
Extraktverdinnung hilfreich zur Vermeidung der Matrixeffekte ist. Da die
Matrixeffekte am starksten bei den TDMs auftraten, wurde fir diese am Beispiel
Gurke und Hartweizen der Test verschiedener Extraktverdunnungen durchgefuhrt.

Fir alle 4 TDMs lasst sich ein exponentielles Verhalten zwischen
Verdinnungsfaktor und Matrixeffekt feststellen. Bei der Gurke lassen sich die
Matrixeffekte mit einer 1:10 Verdinnung des Extraktes relativ gut eliminieren. So
liegt eine Unterdrickung des Analytsignals von unter 13 % vor. Beim Hartweizen
liegen bei einer 1:10 Verdunnung noch starkere Matrixeffekte vor. Besonders bei
TLA mit -24 %. Hier ist eine 1:10 Verdinnung noch nicht ausreichend zur
Reduzierung der Matrixeffekte. Erst bei einer Verdinnung von 1:100 kann ein
Matrixeffekt von -10 % beobachtet werden. Diese starken Matrixeffekte lassen sich
mit der Co-Elution von mit-extrahierten Matrixkomponenten erklaren, die bei TLA
sehr stark ausgepragt ist (siehe Abb. 18). Je hoher die Menge an ko-eluierenden
Matrixkomponenten ist, desto hdher ist die Wahrscheinlichkeit, dass grofke

Matrixeffekte auftreten. Die Ergebnisse dieses Tests sind in Abb. 21 dargestellt.
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Abb. 21: Matrixeffekt bei verschiedenen Verdiinnungen bei den TDMs

Nachteil bei der Reduzierung der Matrixeffekte mittels Verdlinnung ist, dass die
Analyten selbst auch verdinnt werden. So reicht die Empfindlichkeit des API
4000™ nicht aus, um die TDMs nach einer 1:10 Verdlinnung bei einem Ruckstand
von 0,01 mg/kg zu detektieren. So ist es bei den TDMs notwendig, weiterhin den
Extrakt leicht anzureichern, entsprechend einem Verdinnungsfaktor von 0,4.

So muss entweder ein empfindlicheres Detektionssystem verwendet werden oder
die mit-extrahierten Matrixverbindungen muissen abgetrennt werden. Letzteres
kann entweder durch eine Extraktaufreinigung mittels SPE erfolgen oder durch

Optimierung des Trennverfahrens vor der MS/MS-Detektion.
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Auch bei den Analyten Ethephon, HEPA, Phosphonsaure, Glufosinat und den
Glufosinat-Metaboliten reicht die Empfindlichkeit nicht aus, um die Extrakte im
starken MalRe verdunnen zu konnen. Daher werden bei diesen Analyten die
Extrakte unverdinnt (Verdunnungsfaktor = 1,0) gemessen. Bei DFA kann eine
1:2 Verduinnung durchgefihrt werden, um die Matrixeffekte zu verringern. Welcher
Verdinnungsfaktor in den nachfolgenden Tests bei den einzelnen Analyten

verwendet wird, ist in Tab. 15 zusammengefasst.

Tab. 15: Verdiinnungsfaktoren der einzelnen Analyten

Analyt Verdiinnungsfaktor

1,2,4-Triazol
Triazolyl-essigsaure

. . - 0,4
Triazolyl-milchsaure
Triazolyl-alanin
Difluoressigsaure 2,0
Ethephon 10
HEPA ’
Phosphonsaure 1,0
Glufosinat-ammonium
MPPA 1,0
NAG

7.2.2 Festphasenextraktion

Die Festphasenextraktion (SPE = solid phase extraction) ist das gangigste
Verfahren in der Ruckstandsanalytik von Pflanzenschutzmitteln, um mit-extrahierte
Matrixkomponenten aus dem Extrakt zu entfernen. Neben der SPE wird auch die
Flissigextraktion mit einer Kartusche (SLE = solid supported liquid extraction) die
Diatomeenerde (ChemElut) enthalt, gern verwendet. Allerdings erfordert dies eine
gute Ldslichkeit des Analyten in unpolaren Losungsmitteln. Da dies bei den sehr
polaren Analyten dieser Arbeit nicht gegeben ist, ist die Extraktaufreinigung mittels

ChemElut nicht geeignet.
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Bei der SPE werden Kartuschen verwendetet, in denen sich ein Adsorbermaterial
befindet. |dealerweise zeigt der Analyt eine starkere Wechselwirkung mit diesem
Material als die Matrix, so dass diese abgetrennt werden kann. Es kann aber auch
der umgekehrte Fall vorliegen, wo die Matrix starker als der Analyt am
Adsorbermaterial gehalten wird und die Analyten mit dem Waschvorgang eluieren.
Die SPE bestent aus folgenden Arbeitsschritten: Konditionierung des
Adsorbermaterials, Probenaufgabe, Waschen, Trocknen und der Elution. [871, 82]
In  Abhangigkeit von dem Adsorbermaterial und den vorliegenden
Wechselwirkungen unterteilt man klassischerweise in 3 verschiedene Arten von
SPE: die polare SPE, die unpolare SPE und die lonenaustausch-SPE. Die polare
SPE eignet sich fur Extrakte, welche aus unpolaren Losungsmitteln bestehen. Die
Analyten weisen in der Regel polare Gruppen auf, Uber die mittels Dipol-Dipol-
Krafte und Wasserstoffbriickenbindungen Wechselwirkungen mit dem SPE-
Material stattfinden. Bei der unpolaren SPE muss der Extrakt wassrig bzw.
mischbar mit Wasser sein. Hier fuhren van-der-Waals-Krafte zur Retention der
Komponenten auf dem SPE-Material. Liegen die Analyten im Extrakt in ionischer
Form vor, so kann die lonenaustausch-SPE angewandt werden. Hier werden
elektrostatische Wechselwirkungen (Coulomb-Wechselwirkungen) genutzt. Die
SPE-Materialien bestehen meist aus einem kieselgelbasierenden oder aus einem
polymerbasierenden Material. [82]

Die gewahlten Analyten dieser Arbeit sind aufgrund ihrer Eigenschaften nicht mit
einem unpolaren Lésungsmittel extrahierbar und somit kann die polare SPE direkt
als Aufreinigungsverfahren ausgeschlossen werden. Sowohl die unpolare SPE als
auch die lonenaustausch-SPE kann bei den vorliegenden Analyten angewendet
werden.

Alle getesteten SPE-Materialen sind in Tab. 6 aufgelistet. Es wurden verschiedene
unpolare  SPE-Materialien eingesetzt, die entweder kieselgelbasierend,
polymerbasierend oder graphitbasierend sind. Des Weiteren wurden verschiedene
lonenaustauschmaterialien ausgewahlt. Darunter befinden sich sowohl starke als

auch schwache Anionen- und Kationenaustauscher.
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Bei der SPE, v.a. bei der lonenaustausch-SPE, ist es von entscheidender
Bedeutung, den Protonierungszustand der Analyten zu kennen. Hierzu kann die
Henderson-Hassalbalch-Gleichung zur Hilfe genommen werden. Diese beschreibt
das Gleichgewicht zwischen protonierter und deprotonierter Form einer schwachen
Base oder Saure in wassriger Losung. Ist der pH-Wert gleich dem pKs-Wert, so
liegen beide Protonierungsformen zu gleichen Teilen vor. Ist nun der pH-Wert
groBer als pKs+2, so verschiebt sich das Gleichgewicht zu 100 % zur
deprotonierten Form. Mochte man nur die protonierte Form vorliegen haben, so

muss der pH-Wert mindestens kleiner pKs-2 betragen. [82, 85]

7.2.2.1 Triazol-Metaboliten
7.2.2.1.1 Unpolare SPE

7.2.2.1.1.1 Vortests

Bei der unpolaren SPE sind es die van-der-Waals-Krafte, die fur die
Wechselwirkung des Analyten mit dem Adsorbermaterial verantwortlich sind. Diese
sind umso grofRer, je geringer die Anzahl ionischer Ladungen des Analyten ist.
TRZ hat die pKs-Werte 2,2 und 10,2 und liegt im pH-Bereich von 4,2 bis 8,2
ungeladen vor. TAA besitzt zwei pKs-Werte. Fur die protonierte Form des
Essigsaurerestes (pKs ~3,2) ist ein pH-Wert unter 1,2 erforderlich. Hier liegt jedoch
der Stickstoff des Triazolrings des TAAs (pKs ~2,0) zu Uber 75 % in deprotonierter
Form vor. Vergleichbares trifft auch auf TLA mit den pKs-Werten 3,1 und 2,0 zu.
TAL hat neben dem protonierbaren Stickstoff des Triazolrings (pKs ~2,2), eine
primare Aminogruppe mit einem pKs-Wert von 7,9. Damit diese nicht protoniert
vorliegt, ist mindestens ein pH-Wert von 9,9 erforderlich.

Ob die Verwendung eines stark basischen pH-Wertes zu verbesserten
Wechselwirkungen des TAL mit den unpolaren SPE-Materialien fuhrt, wurde
mittels eines Vortests Uberprift. Hierfir wurde TAL-Standardlésung mit den pH-
Werten 6 und 10 auf die ausgewahlten und entsprechend konditionierten SPE-
Materialien gegeben, das Eluat direkt aufgefangen und im Stickstoffevaporator bis
zur Trockne eingeengt. Der getrocknete Rickstand wurde in Milli-Q-Wasser gelost
und mittels LC-MS/MS vermessen.
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Lasst sich das TAL in diesem Eluat zu 100 % wiederfinden, so liegen zu geringe
Wechselwirkungen zwischen TAL und SPE-Material vor und die Substanz wird
nicht zurtckgehalten.

Das Ergebnis dieses Vortests ist in Abb. 22 dargestellt. Bei keiner der verwendeten
SPE-Phasen wurde eine Retention von TAL an den Adsorbermaterialien
nachgewiesen und somit liegen die ermittelten Wiederfindungen des TAL im
Bereich von 93 - 103 %. Die Erhéhung des pH-Wertes auf 10 flhrt bei keinem
SPE-Material zur verbesserten Wechselwirkung mit TAL. Daher wurde auf die
Verwendung eines solchen extremen pH-Wertes verzichtet und fir alle TDMs ein
neutraler bis schwach saurer pH-Wert bevorzugt. Da das verwendete Milli-Q-
Wasser einen pH-Wert von 6 aufwies, wurde diese Bedingung ohne Zusatz von

Saure bereits eingestellt.
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Abb. 22: Wiederfindungen TAL bei pH 6 und pH 10

Ob es Wechselwirkungen zwischen den TDMs und den unpolaren SPE-Materialien
gibt und welches Elutionsmittel notwendig ist, um diese wieder zu Uberwinden,
wurde mittels dieses Vortests Uberpruft. Hierfir wurde eine Standardldsung, die
alle 4 TDMs enthalt, auf die ausgewahlten und konditionierten SPE-Materialien
gegeben. Danach wurde mit Wasser, Wasser-Methanol (95/5, v/v), Wasser-
Methanol (9/1, v/v) bzw. Wasser-Methanol (8/2, v/v) eluiert. Das Eluat wurde
aufgefangen und im Stickstoffevaporator bis zur Trockne eingeengt.
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Der getrocknete Ruckstand wurde in Milli-Q-Wasser geldst und mittels LC-MS/MS
vermessen. Lassen sich die TDMs in diesem Eluat zu 100 % wiederfinden, so
liegen zu geringe Wechselwirkungen zwischen ihnen und dem SPE-Material vor
und sie werden nicht zurtickgehalten. Werden hingegen 0 % wiedergefunden, so
wird der Analyt vom SPE-Material festgehalten und kann eventuell somit von
storenden Matrixbestandteilen abgetrennt werden.

Bis auf TAA, TLA und TRZ bei dem SPE-Material Lichrolut EN wurden keine
starken Wechselwirkungen der TDMs mit den getesteten unpolaren SPE-
Materialien festgestellt. So eluieren sie direkt bei Aufgabe des wassrigen Extraktes
mit Wiederfindungen im Bereich von 89 - 108 %. Dennoch werden diese SPE-
Materialien weiter getestet. SchlieRlich besteht die Moglichkeit, dass storende
Matrixbestandteile mit diesen Materialien wechselwirken und somit entfernt werden
konnen. Es ist also nicht auszuschlielen, dass Interferenzen und Matrixeffekte
damit minimiert werden konnen. Die Ergebnisse dieses Vortests sind in Tab. 16

zusammengefasst.

Tab. 16: Ermittelte Wiederfindungen bei dem Elutionsmittel Wasser

SPE-Material [%] WF mit H20 als Elutionsmittel

TAA TLA TAL TRZ
Bond Elut C18 97 94 99 89
Lichrolut EN 28 13 93 6
Bond Elut ENV 97 94 97 98
Oasis HLB 3cc 108 107 100 95
Strata-X 105 100 103 97
Carbograph 94 91 96 104

Im Falle von Lichrolut EN liegen starkere Wechselwirkungen bei TAA, TLA und
TRZ vor. Jedoch bricht schon ein Teil der Analyten TAA und TLA bei der Aufgabe
des wassrigen Extraktes durch. Dies ist v. a. bei TAA zu sehen. Hier werden 28 %
des TAA in dem Eluat wiedergefunden. Demnach werden nur ca. 2/3 des TAA vom
Adsorbermaterial retardiert. Daher muss das wassrige Eluat fir die quantitative
Bestimmung der TDMs aufgefangen werden und kann nicht verworfen werden.
Zusatzlich ist ein Elutionsmittel mit organischem Anteil erforderlich. Es wurden
5 %, 10 % und 20 % Methanol in Wasser getestet.
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Wie Abb. 23 enthommen werden kann, sind mindestens 10 % Methanol im Wasser
erforderlich, um Wiederfindungen tber 90 % von TAA und TLA zu erzielen. Im Fall
von Triazol liegen die Wiederfindungen unter 20 %. Fur TRZ wurden zusatzlich
100 % Methanol als Elutionsmittel getestet. Hier lag die Wiederfindung bei 72 %.
Zusatzlich erhdhte sich das chemische Grundrauschen in den Chromatogrammen
von TRZ. Dieses konnte durch einen erhéhten Aufwand bei der Konditionierung
des SPE-Materials entfernt werden, indem die dreifache Menge an Methanol und
Wasser verwendet wurde. Demnach wurde das erhohte chemische
Grundrauschen durch Verunreinigungen vom SPE-Material verursacht, welche mit
der Analytik des TRZs interferieren. Der erhéhte Aufwand bei der Konditionierung
fuhrt zu einem hdheren Zeitaufwand und Losungsmittelverbrauch, weshalb es im
Routinealltag nicht praktikabel ist. Des Weiteren ist eine Wiederfindung von TRZ
mit 72 % ungenligend. Das Lichrolut EN Material wird daher bei der

Extraktaufreinigung von den TDMs nicht weiter berticksichtigt.
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Abb. 23: Wiederfindungen verschiedener Elutionsmittel bei Lichrolut EN
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7.2.2.1.1.2 Ergebnisse und Diskussion der finalen Durchfiihrung

Entsprechend der SANCO-Richtlinie [86] mussen 70-120 % des Analyten
wiedergefunden werden, damit eine ausreichende Richtigkeit der Analyse
gewahrleistet ist. Bis auf eine Ausnahme wurde bei den getesteten unpolaren
SPE-Materialien fur die TDMs in Gurke und Hartweizen Wiederfindungen von 70 -
117 % ermittelt und somit die Anforderung der SANCO Richtlinie erfullt. Lediglich
fur TAL in Gurke wurde bei dem Material Oasis HLB mit 123 % eine etwas zu hohe
Wiederfindung bestimmt. Somit kommt es auch in Anwesenheit von Matrix nicht zu
Verlusten der TDMs durch die Aufreinigung mit unpolaren SPE-Materialien. Auch
bei einer komplexen Matrix wie Hartweizen konnten gute Wiederfindungen erreicht

werden. Die erhaltenen Wiederfindungen sind in Tab. 17 zusammengestellt.

Tab. 17: Wiederfindungen TDMs nach unpolarer SPE

SPE-Material [%] WF vom Analyt bei 0,10 mg/kg
TAA TLA TAL TRZ
Gurke Weizen | Gurke Weizen | Gurke Weizen | Gurke Weizen

Bond Elut C18 87 85 90 86 96 108 92 100
Bond Elut ENV 84 90 112 114 91 108 109 106
Oasis HLB 3cc 99 70 109 95 123 117 105 101
Strata-X 95 79 94 98 101 90 89 107
Carbograph 91 78 77 83 102 101 93 104

Eine positive Auswirkung auf die Analytik der TDMs konnte durch diese SPE-
Materialien nicht beobachtet werden. Wie in Tab. 18 zusammengefasst, bewirkte
diese Art der Extraktaufreinigung keine Verringerung der Matrixeffekte (berechnet
nach Formel 4). So liegt zum Beispiel bei TAL in Weizen ohne SPE-Aufreinigung
ein Matrixeffekt von -46 % vor und nach den SPE-Aufreinigungen im Bereich von -
51 - -45 % vor. Es bestehen somit nach der Aufreinigung mit den unpolaren SPE-
Materialien vergleichbare Suppressionseffekte des Analytsignales wie ohne

Aufreiningung.
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Tab. 18: Matrixeffekte TDMs nach unpolarer SPE

SPE-Material Matrixeffekt [%]
TAA TLA TAL TRZ
Gurke Weizen | Gurke Weizen | Gurke Weizen | Gurke Weizen

ohne SPE -49 -67 -26 -46 -64 -46 -28 -73
Bond Elut C18 -53 -78 -26 -35 -62 -47 -32 -68
Bond Elut ENV -58 -76 -32 -46 -59 -45 -33 -67
QOasis HLB 3cc -54 -80 -29 -40 -62 -51 -35 -73
Strata-X -61 -81 -40 -46 -63 -51 -42 -69
Carbograph -42 -62 -11 -41 -55 -42 -48 -69

Auch in den MS-Chromatogrammen lassen sich keine Vorteile der Aufreiningung
mit unpolaren SPE erkennen. Interferenzen konnten nicht entfernt werden. Des
Weiteren wurde keine Erniedrigung des chemischen Untergrunds erreicht.
Letzteres lasst sich Uber die Bestimmung des Signal-zu-Rauschverhaltnisses
(Formel 6 und Formel 7) beobachten. Der Vergleich des chemischen Untergrunds
anhand der ermittelten Signal-zu-Rauschverhaltnisse wird in Abb. 24 beispielhaft
fur Triazol in Hartweizen dargelegt. Ohne SPE wurde ein Signal-zu-
Rauschverhaltnis von 47,1 (3 sigma) bzw. 36,3 (Peak-to-Peak) bestimmt. Nach
Aufreinigung mit unpolaren SPE-Materialien wurden Signal-zu-Rauschverhaltnisse
im Bereich von 35,9 - 42,6 (3 sigma) bzw. 26,9 - 36,2 (Peak-to-Peak) ermittelt.

Die unpolare SPE ist daher kein geeignetes Verfahren zur Extraktaufreinigung bei
der Analytik der TDMs.
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Abb. 24: Signal-Rausch-Verhiltnisse nach unpolarer SPE von TRZ in Hartweizen
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7.2.2.1.2 Kationenaustausch-SPE

Alle 4 TDMs weisen den 1,2,4-Triazol-Ring als Grundbaustein auf. Der Stickstoff
an der vierten Position dieses Grundbausteins weist einen pKs-Wert von ca. 2,0 -
2,2 auf. Bei sehr niedrigen pH-Werten ist demnach eine positive Ladung durch
Vorliegen der protonierten Form dieses Stickstoffs denkbar. TAL besitzt neben
diesem Triazol-Ring auch noch eine primare Aminogruppe (pKs 7,9) und weist
daher die starksten kationischen Eigenschaften von den vier TDMs auf. Bei TLA
und TAA sind aufgrund ihres Milch- bzw. Essigsaurerestes nur sehr schwache

kationische Eigenschaften zu erwarten.

7.2.2.1.2.1 Wahl des pH-Wertes flir die Probenaufgabe auf die SPE

Ziel ist es Bedingungen der Probenaufgabe zu ermitteln, bei denen eine Retention
der Analyten auf dem SPE-Material stattfindet. Hierfur wurde eine Standardldésung
verschiedener pH-Werte auf die ausgewahlten und entsprechend konditionierten
SPE-Materialien  gegeben, das Eluat direkt aufgefangen und im
Stickstoffevaporator bis zur Trockne eingeengt. Der getrocknete Rickstand wurde
in Milli-Q-Wasser gelost und mittels LC-MS/MS vermessen. Lassen sich die TDMs
in diesem Eluat zu 100 % wiederfinden, so liegen zu geringe Wechselwirkungen
zwischen ihnen und dem SPE-Material vor und sie werden nicht zurlickgehalten.
Werden hingegen 0 % wiedergefunden, so wird der Analyt vom SPE-Material
festgehalten und kann eventuell somit von stérenden Matrixbestandteilen
abgetrennt werden.

Die getesteten pH-Bereiche und die verwendeten Additive, um diesen einzustellen,

sind in Tab. 19 zusammengefasst.

Tab. 19: Getestete pH-Werte bei Probenaufgabe Kationenaustausch-SPE

pH-Wert Additiv zum Milli-Q-Wasser
6,9 Ammoniumacetat
6,0 Milli-Q-Wasser ohne Zusatz
2,3 Ameisensaure
1,4 Schwefelsaure

81



TAL und TRZ verhalten sich vergleichbar bei den getesteten Kationenaustausch-
SPEs. Auf dem Strata-X-CW-Material sind die ionischen Wechselwirkungen
zwischen dem Material und den Analyten zu schwach und somit werden nahezu
100 % an TAL und TRZ im Eluat wiedergefunden. Auf dem Oasis MCX-Material
wird ab pH 2,3 und kleiner eine Retention der Analyten auf dem SPE-Material
erreicht, die ermittelten Wiederfindungen liegen bei 0 %. Auf dem Strata-X-C-
Material findet bei allen getesteten pH-Werten eine Retention der Analyten statt,
es werden 0 % der Analyten wiedergefunden.

TLA und TAA verhalten sich auch vergleichbar bei diesem Test. Auf dem Strata-X-
CW-Material werden sie nicht zurickgehalten und eluieren nahezu 100%ig. Bei
dem Oasis MCX-Material nehmen die Wechselwirkungen zwischen den Analyten
und dem SPE-Material mit sinkendem pH-Wert zu, sind jedoch nicht ausreichend
stark, um TLA und TAA volistandig zu retardieren. So werden bei pH 1,4 bei
diesem Material 36 % TLA und 64 % TAA wiedergefunden. Auf dem Strata-X-C-
Material wird ab pH 2,3 und kleiner eine Retention der Analyten auf dem SPE-
Material erreicht.

Das schwache Kationenaustauscher-Material Strata-X-CW eignet sich nicht fur die
Analytik der TDMs. Das Oasis MCX Material wird weiter untersucht fur die
Extraktaufreinigung von TAL und TRZ. Dabei wird bei weiteren Tests ein pH-Wert
von 2,3 bei der Probenaufgabe eingestellt. Auch das Strata-X-C-Material wird bei
den anschlielenden Tests berticksichtigt. Hier wirde sich im Falle von TAL und
TRZ jeder der getesteten pH-Werte bei der Probenaufgabe eignen. Jedoch findet
erst bei einem pH-Wert von 2,3 und kleiner ein Zurtckhalten von TAA und TLA
statt. Daher wird bei diesem Material ein pH-Wert von 2,3 verwendet, um alle 4
TDMs gleichzeitig mit diesem SPE-Material aufreinigen zu kénnen.

Die Ergebnisse dieses Tests sind in Abb. 25 dargestellt.
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Abb. 25: Wiederfindungen verschiedener pH-Werte bei Probenaufgabe auf SPE

7.2.2.1.2.2 Wahl des pH-Wertes fiir die Elution vom SPE-Material

Nach Bestimmung der Retentionsbedingungen der einzelnen Analyten auf den
SPE-Materialien missen nun die optimalen Elutionsbedingungen ermittelt werden.
Hierfir wurde Standardlésung mit dem zuvor ermittelten pH-Wert auf die
ausgewahlten und entsprechend konditionierten SPE-Materialien gegeben.
Anschlieend wurden verschiedene wassrige Losungen mit unterschiedlichen pH-
Werten auf die SPE-Kartusche gegeben, das Eluat aufgefangen und im
Stickstoffevaporator bis zur Trockne eingeengt. Der getrocknete Rickstand wurde
in Milli-Q-Wasser gelost und mittels LC-MS/MS vermessen. Lassen sich die
Analyten in diesem Eluat zu 100 % wiederfinden, so konnten sie von dem SPE-
Material geldst werden. Werden hingegen 0 % wiedergefunden, so wird der Analyt

weiterhin vom SPE-Material festgehalten.
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Die getesteten pH-Bereiche fur die Elution vom SPE-Material und die verwendeten

Additive, um diesen einzustellen, sind in Tab. 20 zusammengefasst.

Tab. 20: Getestete pH-Werte zur Elution von Kationenaustausch-SPE

pH-Wert Additiv zum Milli-Q-Wasser
6,9 Ammoniumacetat
10,8 Ammoniak
12,3 Natriumhydroxid

Bei dem Strata-X-C-Material ist es auch mit einem stark basischen pH-Wert nicht
moglich, TAL und TRZ vom Material zu eluieren. Fir TAL und TRZ ist dieses
Material demnach nicht geeignet. TLA und TAA wechselwirken nicht so stark mit
diesem Material. Ab einem pH-Wert von 10,8 werden annahernd 100 % von diesen
beiden Analyten wiedergefunden.

Bei dem Oasis MCX Material nehmen die Wechselwirkungen zwischen TAL bzw.
TRZ mit diesem Material bei zunehmend basischen pH-Wert ab. Um annahernd
100 % wiederzufinden und somit TAL und TRZ vollstandig vom Material zu l6sen
ist ein pH-Wert von 12,3 erforderlich.

Die Ergebnisse dieses Tests sind in Abb. 26 zusammengefasst.
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Abb. 26: Wiederfindungen bei der Elution mit Losungen verschiedener pH-Werte

7.2.2.1.2.3 Ergebnisse und Diskussion der finalen Durchfiihrung

Entsprechend der SANCO-Richtlinie [86] mussen 70-120 % des Analyten
wiedergefunden werden, damit eine ausreichende Richtigkeit gewahrleistet ist.
Dieses ist sowohl bei Hartweizen als auch Gurke fur TAL und TRZ nach der SPE-
Aufreinigung mit Wiederfindungen im Bereich von 79 - 90 % gegeben. Vergleicht
man die Matrixeffekte mit und ohne SPE, so lasst sich bei Gurke und Hartweizen
eine leichte Verbesserung erkennen. So wurde der Matrixeffekt von TAL in
Hartweizen von -71 % auf -55 % reduziert. Aus diesem Grund wurde diese
Aufreinigung auch noch bei weiteren Matrizes getestet. Die Auswahl weiterer
Matrizes erfolgte entsprechend dem OECD-Dokument ENV/JM/MONO(2007)17

[87].
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Bis auf TAL in Weintrauben und Futterribe liegen die ermittelten Wiederfindungen
fir TRZ und TAL bei den getesteten Matrizes nach der SPE im Bereich von 72 -
118 % und die geforderten 70 -120 % werden erreicht. Bei Sojabohnen und
Brokkoli kann durch die SPE-Aufreinigung eine Verbesserung der Wiederfindung
fur TAL beobachtet werden. So steigt die Wiederfindung von TAL in Sojabohnen
von 66 % auf 107 % an und in Brokkoli von 60 % auf 98 %.

Mit Hilfe des internen Standards wurden zusatzlich die Matrixeffekte nach Formel 4
bestimmt. Betrachtet man die Matrixeffekte, so liegt nur in wenigen Fallen eine
Verbesserung vor. So wurde eine Verbesserung des Matrixeffekts fir TAL in
Flachs von -57 % auf -36 % ermittelt. Auch bei der Futterribe wurde eine
Verringerung des Matrixeffektes von -65 % auf -39 % beobachtet. Dies fuhrt zu
einer Verbesserung des Signal-Rausch-Verhaltnisses. Dies ist exemplarisch fur
TAL in Futterribe in Abb. 27 dargestellt. Durch die Aufreinigung des Extraktes
erhdht sich das Signal-Rausch-Verhaltnis (3 sigma) von 45,0 auf 105,1. Dies fuhrt
zu einer Verbesserung der Bestimmungsgrenze in der Matrix Futterribe um Faktor
2. Fur die Mehrzahl der Matrizes kann jedoch keine Minimierung der Matrixeffekte

beobachtet werden.

XIC from 120217b15_JJ wiff (sample 11) - 22_0.10 mg/kg_ne SPE, +MRM (S transiticns): TAL (157.1/70.7) XIC from 120217b15_JJ.wiff (sample 23) - 22_0.10 ma'kg_Oasis MCX Eluat B, +MRM (3 transitions): TAL (157.1 /70.7)

2.6eb 3.0e5
0.933 1.31¢
2.4e5
2.2e5 Ohne SPE 2565 Oasis MCX
2.0e5
1.8e5
2.0e5
1.6e5
> >
G 1.4e5 1311 z
c c
] . ) ) ] 1.5e5 . . )
z 1.2e5 Signal/Noise (3 sigma): 45.0 £ Signal/Noise (3 sigma). 105.1
Peak-to-Peak S/N: 32.2 Peak-to-Peak S/N: 74.2
1.0e5%
8.0ed 1.0e5y
6.0e4
4.004 5.0ed
2.0e4 /\-_‘A)
0.0e0 J 0.0e0
0.5 1.0 15 20 25 05 1.0 15 2.0 25
Time, min Time, min

Abb. 27: 0,10 mg/kg TAL in Futterriibe, ohne SPE (links) und Oasis MCX (rechts)
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Die SPE-Aufreinigung mittels des Materials Oasis MCX zeigt nur im Einzelfall
Erfolge. Als generelles Verfahren, welches die Analytik von TAL und TRZ
verbessert, kann es daher nicht angesehen werden.

Die Ergebnisse von der Extraktaufreinigung mittels des SPE-Materials Oasis MCX

sind in Tab. 21 zusammengestellt.

Tab. 21: Wiederfindungen und Matrixeffekte nach Oasis MCX

Matrix Wiederfindung bei 0,10 mg/kg [%] / Matrixeffekt [%]
TAL TRZ
Ohne SPE Oasis MCX Ohne SPE Oasis MCX

Gurke 76 / 86 / 90 / 84 |/
-19 -7 -60 -37

Hartweizen 86 / 85 / 82 / 79 |/
-71 -55 -30 -27

Salat 96 / 88 / 107 / 115 /
-56 -57 -33 -40

Wein 82 / 128 / 86 / 101 /
-50 -50 -67 -55

Soja 66 / 107 / 72 |/ 113 /
-64 -61 -97 -90

Flachs 103 / 96 / 102 / 118 /
-57 -36 -84 -85

Rilbe 105 / 122 |/ 109 / 114 /
-65 -39 -52 -53

. 60 / 98 / 77 |/ 90 /
Brokkoli -85 88 -84 73

Das SPE-Material Strata X-C wurde fur die Analyten TAA und TLA getestet. In
Tab. 22 die ermittelten Wiederfindungen zusammengestellt. Diese liegen bei den
verschiedenen Matrizes im Bereich von 80 - 106 %. Damit werden die geforderten
70 - 120 % Wiederfindung erreicht.

Mit Hilfe des internen Standards wurden zusatzlich die Matrixeffekte nach Formel 4
bestimmt. Betrachtet man die Matrixeffekte, so ergibt sich nur fir TAA in Soja eine
wesentliche Verringerung der Matrixeffekte von -66 % auf -36 %. Dies fihrt zu
einer Verbesserung des Signal-Rausch-Verhaltnisses, welches in Abb. 28 gezeigt
wird. Durch die Aufreinigung des Extraktes erhdht sich das Signal-Rausch-
Verhaltnis (3 sigma) von 97,6 auf 433,3. Dies fuhrt zu einer Verbesserung der

Bestimmungsgrenze in der Matrix Soja um den Faktor 3 bis 4.
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Abb. 28: 0,10 mg/kg TAA in Sojabohne, ohne SPE (links) und Strata X-C (rechts)

In Futterribe wurden Matrixeffekte fur TAA von -45 % ohne SPE und -37 % nach
Aufreinigung des Extraktes mit Strata X-C bestimmt. Eine deutliche Verringerung
des Matrixeffektes durch SPE wurde demnach nicht ermittelt. Jedoch konnte durch
die Aufreinigung des Futterribenextraktes mittels Strata X-C der chemische
Untergrund in den MS-Chromatogrammen reduziert werden. In Abb. 29 sind
0,10 mg/kg TAA in Futterribe dargestellt. Durch die Extraktaufreinigung mittels
Strata X-C erhoht sich das Signal-Rausch-Verhaltnis (3 sigma) von 5,2 auf 153,6.
Dadurch verbessert sich die Bestimmungsgrenze, welche ein Signal-Rausch-
Verhaltnis von 10 haben sollte, enorm. Fur TAA ist eine Bestimmungsgrenze von

0,01 mg/kg gefordert. Durch die Extraktaufreinigung mittels Strata X-C kann diese

Forderung erreicht werden.
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Abb. 29: 0,10 mg/kg TAA in Futterriibe, ohne SPE (links) und Strata X-C (rechts)

Die SPE-Aufreinigung mittels des Materials Strata X-C erwies sich im Einzelfall

erfolgreich. Als generelles Verfahren, welches die Analytik von TAA und TLA

verbessert, kann es aber nicht angesehen werden.

Die Ergebnisse von der Extraktaufreinigung mittels des SPE-Materials Strata X-C

sind in Tab. 22 zusammengestellt.

Tab. 22: Wiederfindungen und Matrixeffekte nach Strata X-C

Matrix Wiederfindung bei 0,10 mg/kg [%] / Matrixeffekt [%]
TAA TLA

Ohne SPE Strata X-C Ohne SPE Strata X-C

Salat 94 |/ 85 / 116 / 88 /
-28 -45 -41 -43

Wein 100 / 88 / 114 / 84 |/
-27 -36 -24 -34

Soja 94 |/ 91 / 121 / 80 /
-66 -26 -27 -28

Flachs 94 |/ 91 / 114 / 87 |/
-27 -28 -17 -25

Riibe 111 / 91 / 116 / 106 /
-45 -37 -30 -38
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7.2.2.1.3 Anionenaustausch-SPE

TAL, TAA und TLA haben alle einen Carbonsaurerest im Molekul und somit ist es
denkbar, dass diese Analyten von einem Anionenaustauscher-Material
festgehalten werden konnen. TRZ besitzt am ersten Stickstoff im Molekil die
Moglichkeit, ein Proton abzugeben, um somit negativ geladen vorzuliegen. Bei

einem pKs-Wert von 10,2 ist hier jedoch ein pH-Wert von 12,2 erforderlich.

7.2.2.1.3.1 Wahl des pH-Wertes flir die Probenaufgabe auf die SPE

Wie bei der Kationenaustausch-SPE werden auch hier zunachst die Bedingungen
der Probenaufgabe getestet. HierfUir wurde Standardlésung verschiedener pH-
Werte auf die ausgewahlten und entsprechend konditionierten SPE-Materialien
gegeben und das Eluat direkt aufgefangen und im Stickstoffevaporator bis zur
Trockne eingeengt. Der Ruckstand wurde in Milli-Q-Wasser geldst und mittels LC-
MS/MS vermessen. Lassen sich die TDMs in diesem Eluat zu 100 % wiederfinden,
so liegen zu geringe Wechselwirkungen zwischen ihnen und dem SPE-Material vor
und sie werden nicht zurlickgehalten. Werden hingegen 0 % wiedergefunden, so
wird der Analyt vom SPE-Material festgehalten und kann eventuell somit von
storenden Matrixbestandteilen abgetrennt werden.

Die getesteten pH-Bereiche und die verwendeten Additive, um diesen einzustellen,

sind in Tab. 23 zusammengefasst.

Tab. 23: Getestete pH-Werte bei Probenaufgabe Anionenaustausch-SPE

pH-Wert Additiv zum Milli-Q-Wasser
6,9 Ammoniumacetat
8,3 Ammoniak und Ammoniumacetat
10,8 Ammoniak
12,3 Natriumhydroxid
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Bis auf Oasis MAX wird TRZ von keinem der getesteten Materialien
zurlckgehalten und annahernd zu 100 % des Analyten wiedergefunden. Bei dem
Oasis MAX-Material hingegen liegen die Wiederfindungen des TRZ bei 57 % bei
pH 6,9, 42 % bei pH 8,3 und bei 0% ab einem pHvon 10,8 und basischer.
Auffallig ist, dass bereits bei einem pH-Wert von 6,9 eine Retention von ca. 50 %
TRZ beobachtet werden kann. Mit einem pKs-Wert von 10,2, sollte bei einem pH-
Wert von 6,9 noch kein deprotoniertes Triazol vorliegen. Es ist zu vermuten, dass
andere als die elektrostatischen Wechselwirkungen vorliegen. Denkbar sind
Wasserstoffbrickenbindungen und m-m-Wechselwirkungen zwischen TRZ und
dem Oasis MAX-Material.

TAL wird bei den Materialien Strata-X-AW, Strata NH2 und Strata SAX im Bereich
von 85-102 % wiedergefunden. Hier liegen keine ausreichend starken
Wechselwirkungen zwischen Analyt und SPE-Material vor, um diesen zu
retardieren. Bei dem Oasis MAX-Material hingegen wird der Analyt ab einem pH-
Wert von 10,8 wund basischer auf dem SPE-Material retardiert und
Wiederfindungen um 0 % wurden ermittelt.

Bei TLA und TAA nehmen mit steigendem pH-Wert die Wechselwirkungen
zwischen diesen Analyten und den SPE-Materialien zu. Mit Wiederfindungen bei
pH 12,3 im Bereich von 86 - 88 % auf dem Strata NH2-Material und im Bereich von
65 - 67 % auf dem Strata-X-AW-Material sind diese Wechselwirkungen jedoch
nicht ausreichend stark, um TLA und TAA auf den SPE-Materialien
zurtickzuhalten. Bei den Materialien Strata SAX und Oasis MAX liegen
ausreichend starke Wechselwirkungen zur Retention der Analyten auf dem SPE-
Material vor und so wurden Wiederfindungen von anndhernd 0 % im stark
basischen Bereich bestimmt. Bei dem Oasis MAX-Material ist hierfur ein pH-Wert
von 10,8 ausreichend. Bei dem Strata SAX-Material ist wegen des TLAs ein pH-

Wert von 12,3 notwendig.
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Die Materialien Strata-X-AW und Strata NH2 erweisen sich als ungeeignet fur die

Analytik der TDMs und werden bei den nachfolgenden Untersuchungen nicht
weiter berucksichtigt. Das Strata SAX-Material wird fur TLA und TAA weiter

untersucht. Der zuklnftig verwendete pH-Wert fur die Probenaufgabe liegt bei

12,3. Bei dem Oasis MAX-Material zeigen alle TDMs ausreichend starke

Wechselwirkungen. Hier wird bei den weiteren Tests ein pH-Wert von 10,8 bei der

Probenaufgabe verwen

det.

Die Ergebnisse dieser Voruntersuchung sind in Abb. 30 dargestelit.
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Abb. 30: Wiederfindungen verschiedener pH-Werte bei Probenaufgabe auf SPE
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7.2.2.1.3.2 Wahl des pH-Wertes fiir die Elution vom SPE-Material

Nachdem Bedingungen ermittelt wurden bei denen die Analyten vom SPE-Material
retardiert werden, mussen nun jene ermittelt werden um diese wieder vom Material
zu lésen.

Hierfir wurde Standardlosung mit dem zuvor ermittelten pH-Wert auf die
ausgewahlten und entsprechend konditionierten SPE-Materialien gegeben.
Anschliellend wurden verschiedene wassrige Losungen mit unterschiedlichen pH-
Werten auf die SPE-Kartusche gegeben, das Eluat aufgefangen und im
Stickstoffevaporator bis zur Trockne eingeengt. Der getrocknete Rickstand wurde
in Milli-Q-Wasser gelést und mittels LC-MS/MS vermessen. Lassen sich die
Analyten in diesem Eluat zu 100 % wiederfinden, so konnten sie von dem SPE-
Material geldst werden. Werden hingegen 0 % wiedergefunden, so wird der Analyt
weiterhin vom SPE-Material retardiert.

Die getesteten pH-Bereiche fir die Elution vom SPE-Material und die verwendeten

Additive, um diesen einzustellen, sind in Tab. 24 zusammengefasst.

Tab. 24: Getestete pH-Werte fiir Elution von Anionenaustausch-SPE

pH-Wert Additiv zum Milli-Q-Wasser
6,9 Ammoniumacetat
2,3 Ameisensaure
1,4 Schwefelsaure

Bei einem pH-Wert von 6,9 kann TAL von dem Oasis MAX-Material noch nicht
vollstandig geldst werden und es werden nur 75 % wiedergefunden. Ab einem pH-
Wert von 2,3 eluiert das TAL annahernd vollstandig vom SPE-Material und es
werden uber 90 % des Analyten wiedergefunden.

Bei TRZ wird eine Wiederfindung von nur ca. 50 % bei einem pH-Wert von 1,4
ermittelt. Somit ist das Oasis MAX-Material nicht zur Extraktaufreinigung fur diesen

Analyten geeignet.
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Uber 90 % Wiederfindung wurden fiir TLA und TAA bei allen getesteten pH-Werten
bei dem SPE-Material Oasis MAX bestimmt. Fur das Strata SAX SPE-Material ist

mindestens ein pH-Wert von 2,3 und niedriger notwendig, um fur diese Analyten

Wiederfindungen von nahezu 100 % zu erhalten. Bei einem pH-Wert von 6,9

belegen die ermittelten Wiederfindungen von 76 % fur TLA und 78 %, dass diese

beiden Analyten noch nicht vollstandig von dem SPE-Material gelést werden.

Fur die SPE-Materialien Strata SAX und Oasis MAX ergibt sich ein optimaler pH-
Wert von 2,3 fur die Elution der Analyten. Strata SAX wird dabei fur die
Extraktaufreinigung von TAA und TLA und Oasis MAX flr die Extraktaufreinigung
von TAA, TLA und TAL weiter untersucht.

Die Ergebnisse dieses Tests sind in Abb. 31 zusammengefasst.
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Abb. 31: Wiederfindungen bei der Elution mit Lésungen verschiedener pH-Werte
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7.2.2.1.3.3 Ergebnisse und Diskussion der finalen Durchfiihrung

Das SPE-Material Oasis MAX wurde flr die Extraktaufreinigung der Analyten TLA
und TAA untersucht. Die ermittelten Wiederfindungen in Gurke und Hartweizen (in
Tab. 25 als ,Eluat nach der Elution® bezeichnet) liegen im Bereich von 4 - 50 %.
Aufgrund dieser schlechten Wiederfindungen wurde das Eluat, welches bei der
Probenaufgabe auf dem SPE-Material anfallt und i. d. R. verworfen wird, ebenfalls
mittels LC-MS/MS gemessen. Hier werden 34-104 % an TAA und TLA
nachgewiesen. Demnach beeinflusst die Matrix die Wechselwirkungen zwischen
SPE-Material und TAA bzw. TLA, so dass diese Analyten nur in geringen Mengen
von dem Material festgehalten werden. Dies resultiert in mangelhaften
Wiederfindungen der Analyten. Daher wurde vor der Aufreinigung mit Oasis MAX
eine Aufreinigung des Extrakts mit dem unpolaren SPE-Material Bond Elut C18
nach 6.2.2.1.1 durchgefuhrt. Des Weiteren wurde die Menge des Rohextraktes von
2,5 mL auf 0,5 mL verringert. Trotz deutlicher Reduzierung des Gehalts an Matrix
bei der Probenaufgabe auf dem Oasis MAX-Material konnen Kkeine
Verbesserungen hinsichtlich der Wiederfindungen bestimmt werden. So liegen
diese auch hier nur im Bereich von 12 - 47 %.

In Tab.25 und Tab.26 sind die ermittelten Wiederfindungen von der
Extraktaufreinigung mit Oasis MAX fir TAA und TLA aufgefihrt. Da die
Wiederfindungen von TAA und TLA in Matrix bei diesem SPE-Material nicht im
Bereich von 70-120 % liegen, eignet sich diese Aufreinigung nicht fur die

quantitative Bestimmung dieser Analyten.

Tab. 25: Wiederfindungen nach Oasis MAX mit 2,5 mL Rohextrakt

Oasis MAX [%] WF vom Analyt bei 0,10 mg/kg

(2,5 mL Extrakt) TLA TAA TAL
Gurke  Weizen | Gurke  Weizen Gurke Weizen

Eluat nach Probenaufgabe 56 42 77 34 104 50

Eluat nach Elution 36 50 18 41 4 32
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Tab. 26: Wiederfindungen nach Bond Elut C18 und Oasis MAX mit 0,5 mL Rohextrakt

Bond Elut C18 & Oasis MAX [%] WF vom Analyt bei 0,10 mg/kg

(0,5 mL Extrakt) TLA TAA TAL
Gurke Weizen | Gurke  Weizen Gurke Weizen

Eluat nach Probenaufgabe 65 61 75 45 87 56

Eluat nach Elution 26 33 23 28 12 47

Nach der Extraktaufreinigung mit Strata SAX, konnte TLA im Bereich von 93 -
115 % in den getesteten Matrizes wiedergefunden werden. Die bestimmten
Matrixeffekte sind im Bereich von -58 bis -76 %. Diese sind zum Teil doppelt so
grol wie die Matrixeffekte ohne Aufreinigung mit Strata SAX. Grund hierfur ist der
stark saure pH-Wert, der fur die Elution der Analyten eingestellt werden muss und
zur Elution von Kontaminanten des SPE-Materials fuhrt. Dennoch eignet sich
dieses SPE-Material im Einzelfall fur die Bestimmung von TLA. Das Analytsignal
von TLA in Brokkoli, siehe Abb. 32, ist gestort durch eine Matrixinterferenz. Durch
diese Interferenz ist das Analytsignal von TLA nicht mehr eindeutig integrierbar.
Des Weiteren fuhrt dies zu einer erhdhten Wiederfindung des Analyten von 149 %.
Durch die Extraktaufreinigung mit Strata SAX, lasst sich diese Interferenz
entfernen und es konnte nun eine Wiederfindung des TLA von 115 % ermittelt
werden. Zusatzlich wird durch das SPE-Material der chemische Untergrund in dem
MS-Chromatogramm erniedrigt, wodurch sich das Signal-Rausch-Verhaltnis

(3 sigma) um Faktor zwei verbessert von 54,5 auf 106,5.

XIC from 10092329_JJ wiff (sample 12] - r_08-2133-01-0017E Brokkeli_10xLOG_o A.. +MRM (8 transitions): TLA (157.9/ 70.1) XIC from 10092323_JJ wiff (sample 12) - r_05-2133-01-0017E Brokkoli_10xL.OQ_SAX 1. +MRM (8 transitions): TLA (157.9/70.1)
3.5e5 2314 2.336
3.0e5
3.0e5 Ohne SPE Strata SAX
2.5e5
2.5e5
. 2 065 Signal/Noise (3sigma): 54.5 o 2.0e5 Signal/Noise (3 sigma): 106.5
5 e Peak-to-Peak S/N: 34.3 & Peak-to-Peak S/N: 63.7
5 15
£ £
1565 1.5e5
1,065 1.0e5
Interferenz
5.0e4 V4 5.0e4
’M y JLMA
0.0e0 0.0e0
2.0 25 3.0 35 2.0 25 3.0 35
Time, min Time, min

Abb. 32: 0,10 mg/kg TLA in Brokkoli, ohne SPE (links) und Strata SAX (rechts)
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Mit Ausnahme von Brokkoli liegen die bestimmten Wiederfindungen von TAA in
den getesteten Matrizes nach Extraktaufreinigung mittels Strata SAX im Bereich
von 73 - 76 %. Bei Brokkoli konnten nur 54 % Wiederfindung ermittelt werden. Bis
auf diese eine Ausnahme befinden sich die Wiederfindungen im Bereich von 70 -
120 %. Jedoch ist eine Tendenz von mindestens 15 % Verlust bei der
Wiederfindung zu erkennen. Ursache hierflr sind Verluste des Analyten bei der
Probenaufgabe, da durch die Matrix die Wechselwirkung zwischen Analyt und
SPE-Material gestort wird. Wie bei TLA sind auch bei TAA die Matrixeffekte mit
74 - 116 % zum Teil doppelt so grof3 aufgrund von interferierenden Komponenten
des SPE-Materials.

Die Wiederfindungen und Matrixeffekte von TLA und TAA sind in Tab. 27

zusammengefasst.

Tab. 27: Wiederfindungen und Matrixeffekte nach Strata SAX

Matrix Wiederfindung bei 0,10 mg/kg [%] / Matrixeffekt [%]
TLA TAA
Ohne SPE Strata SAX Ohne SPE Strata SAX

Salat 116 / 104 / 94 / 74 |/
-41 -69 -28 -71

Wein 114 / 93 / 100 / 75 /
-24 -72 -27 -74

Soja 121 / 98 / 94 / 75 /
-27 -76 -66 -78

Flachs 114 / 93 / 94 / 76 /
-17 -71 -27 -73

Rilbe 116 / 106 / 111 / 73 /
-30 -72 -45 -74

. 149 |/ 115 / 96 / 54 |/
Brokkoli 64 58 66 40

Die SPE-Aufreinigung mittels Strata SAX erwies sich fur TLA erfolgreich. Als
generelles Verfahren, welches die Analytik von TAA und TLA verbessert, kann es
aber nicht angesehen werden. Fur TAA ist das Material nicht geeignet, da mit

mindestens 15 % Verlust des Analyten gerechnet werden muss.
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7.2.2.2 DFA
7.2.2.2.1 Unpolare SPE

7.2.2.2.1.1 Vortests

Bei der unpolaren SPE sind es - wie bereits bei den vorhergehenden Analyten
beschrieben, die van-der-Waals-Krafte - die fur die Wechselwirkung des Analyten
mit dem Adsorbermaterial verantwortlich sind. Diese sind umso gréfer, je geringer
die Anzahl ionischer Ladungen des Analyten ist. DFA hat einen pKs-Wert von 1,2.
Es handelt sich hierbei um eine starke Saure, die dissoziiert und somit geladen
vorliegt. Es ist zu erwarten, dass daher der pH-Wert bei der Probenaufgabe keinen
Einfluss zeigt. Um dies praktisch auch noch einmal zu bestatigen, wurde DFA-
Standardlésung mit dem pH-Wert 1,4 und 2,3 auf die ausgewahlten und
entsprechend konditionierten SPE-Materialien gegeben, das Eluat direkt
aufgefangen und im Stickstoffevaporator bis zur Trockne eingeengt. Zur
Einstellung des pH-Wertes wurden Ameisensaure (pH 2,3) und Schwefelsaure
(pH 1,4) verwendet. Der getrocknete Rlckstand wurde in Milli-Q-Wasser gelost
und mittels LC-MS/MS vermessen. Lasst sich DFA in diesem Eluat zu 100 %
wiederfinden, so liegen zu geringe Wechselwirkungen zwischen DFA und SPE-
Material vor und die Substanz wird nicht zurlickgehalten.

Bis auf Carbograph, lasst sich bei allen getesteten unpolaren SPE-Materialien die
DFA im Bereich von 87 - 96 % wiederfinden. Sowohl die Wiederfindungen bei
pH 2,3 als auch die bei pH 1,4 liegen in diesem Bereich. Dies bestatigt die
Annahme, dass der pH-Wert keinen Einfluss bei der Probenaufgabe hat. Die
bestimmten Wiederfindungen liegen bei annahernd 100 %. Demnach wird die DFA
nicht von den SPE-Materialien festgehalten. Das Material CarbograpH stellt eine
Ausnahme dar. Hier wurden Wiederfindungen von 1 -2 % ermittelt. Es findet ein
Zuruckhalten der DFA auf dem Material statt.

Die Wiederfindungen dieses Vortests sind in Tab. 28 zusammengestellt.
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Tab. 28: Wiederfindungen von DFA bei Probenaufgabe mit verschiedenen pH-Werten

SPE-Material WF [%] von DFA

Bond Elut C18 95 92
Lichrolut EN 96 92
Bond Elut ENV 90 87
Oasis HLB 3cc 94 93
Strata-X 94 96
Carbograph 1 2

Da bei dem Material Carbograph eine Retention von DFA beobachtet wurde,
erfolgte ein zweiter Test bezlglich des Elutionsmittels. Hierfir wurde DFA-
Standardlosung auf dem konditionierten Carbograph-Materialien gegeben. Danach
wurde mit Wasser, Wasser-Methanol (1/1, v/v), Methanol, 1 % Ammoniaklésung in
Methanol und Acetonitril eluiert. Das Eluat wurde aufgefangen und im
Stickstoffevaporator bis zur Trockne eingeengt. Der getrocknete Rickstand wurde
in Milli-Q-Wasser gelost und mittels LC-MS/MS vermessen.

Die Wiederfindungen von DFA im Elutionsmittel wurden in Bereich von 0 -4 %
bestimmt. Die Wechselwirkungen zwischen der DFA und dem Carbograph-Material
sind so stark, dass der Analyt mit keinem getesteten Elutionsmittel vom Material

gelost werden konnte. Die ermittelten Wiederfingen sind in Tab. 29 gelistet.

Tab. 29: Wiederfindungen beim Test verschiedener Elutionsmittel

Elutionsmittel WF [%] von DFA
H20 1
MeOH / H20 (1/1, viv) 2
MeOH 4
1 % NH3 in MeOH 1
ACN 0

Das SPE-Material Carbograph eignet sich nicht fur die Extraktaufreinigung von
DFA, da der Analyt sich nicht mehr vom Material |0sen lasst. Fur alle anderen
unpolaren SPE-Materialien werden weitere Tests mit Matrix durchgefihrt, um zu
untersuchen, ob diese Materialien positive Auswirkungen, wie z.B. die
Minimierung von Matrixeffekten, auf die Analytik von DFA haben. DFA wird von
diesen SPE-Materialien nicht festgehalten und eluiert direkt. Jedoch besteht die
Moglichkeit, dass mit-extrahierte Matrixkomponenten, die die Analytik storen, von

diesen Materialien absorbiert werden.
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7.2.2.2.1.2 Ergebnis und Diskussion der finalen Durchfiihrung

Sowohl mit als auch ohne SPE konnten gute Wiederfindungen fur DFA im Bereich
von 85 - 106 % bestimmt werden. Eine Reduktion der Matrixeffekte liel} sich mittels
SPE nicht ermitteln. So wurde z.B. in Salat ein Matrixeffekt von -63 ohne
Aufreinigung und von -64 bis -72 % nach Aufreinigung mit unpolaren SPE-
Materialien bestimmt. Zum Teil wurde sogar eine Zunahme der Matrixeffekte
beobachtet. Beispielhaft sei hier Raps genannt, wo der Matrixeffekt von 4 % ohne
SPE auf -57 % nach Aufreinigung mit Bond Elut C18 anstieg. Grund hierfur sind
Verunreinigungen der SPE-Materialien, die die Analytik von DFA interferieren. Es
kann geschlussfolgert werden, dass die Extraktaufreinigung mittels unpolaren
SPE-Materialien keine Verbesserung bei der quantitativen Bestimmung von DFA in
pflanzlichen Materialien darstellt.

Die Ergebnisse fur die Wiederfindungen und Matrixeffekte sind in Tab. 30 und

Tab. 31 zusammengestellt.

Tab. 30: Wiederfindungen DFA nach unpolarer SPE

SPE-Material [%] WF DFA bei 0,10 mg/kg PE

Salat | Orange | Soja Raps Ribe Hopfen
ohne SPE 101 106 106 104 105 99
Bond Elut C18 93 86 102 85 96 99
Lichrolut EN 105 98 105 97 100 99
Bond Elut ENV 101 98 103 98 101 96
Oasis HLB 3cc 101 91 104 95 101 99
Strata-X 99 101 93 105 97 94
Tab. 31: Matrixeffekte nach unpolarer SPE
SPE-Material Matrixeffekt [%]

Salat | Orange | Soja Raps Riibe Hopfen
ohne SPE -63 -27 -14 4 -29 -47
Bond Elut C18 -72 -62 -59 -57 -57 =77
Lichrolut EN -64 -33 -19 -4 -60 -61
Bond Elut ENV -64 -33 -18 -5 -58 -59
Oasis HLB 3cc -66 -32 -15 -1 -59 -57
Strata-X -65 -31 -19 -1 -55 -52
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7.2.2.2.2 Kationenaustausch-SPE

DFA ist ein Molekul mit einer negativen Ladung. Ein Festhalten dieses Analyten
auf Kationenaustausch-SPE-Materialien kann daher ausgeschlossen werden.
Jedoch besteht die Moglichkeit, dass interferierende Matrixkomponenten starke
Wechselwirkungen mit diesen Materialien aufweisen und somit abgetrennt werden
kénnen. Daher wurde auch die Kationenaustausch-SPE zur Extraktaufreinigung
bei der DFA untersucht. Es wurde dabei das starke Kationenaustauscher-Material
Oasis MCX getestet. Die Probenaufgabe erfolgte bei pH 2,3, da ein saurer pH-
Wert das Vorliegen von positiven Ladungen begunstigt.

Bei Salat, Orange und Raps konnte keine Reduktion der Matrixeffekte durch die
Behandlung mit einem Kationenaustauscher beobachtet werden. Bei Riube und
Hopfen erhdhen sich die Matrixeffekte von -29 % auf -54 % und -47 % auf -61 %.
Ursache hierfir ist in einer Kontamination von dem SPE-Material zu suchen,
welche ebenfalls eluiert wurde. Bei Soja wurde eine leichte Reduktion des
Matrixeffekts von -14 % auf -5 % beobachtet. Es Iasst sich schlussfolgern, dass die
Kationenaustausch-SPE keine starke Verbesserung bei der quantitativen
Bestimmung von DFA in pflanzlicher Matrix mit sich bringt. Die bestimmten

Matrixeffekte sind Tab. 32 zu entnehmen.

Tab. 32: Matrixeffekte nach Kationenaustausch-SPE

SPE-Material Matrixeffekt [%]

Salat | Orange | Soja Raps Riibe Hopfen
ohne SPE -63 -27 -14 4 -29 -47
Oasis MCX -65 -25 -5 6 -54 -61
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7.2.2.2.3 Anionenaustausch-SPE

7.2.2.2.3.1 Wahl des pH-Wertes flir die Probenaufgabe auf die SPE

Zunachst wurden die Bedingungen der Probenaufgabe gepruft. Hierfir wurde
Standardlosung verschiedener pH-Werte auf die ausgewahlten, entsprechend
konditionierten SPE-Materialien gegeben, das Eluat direkt aufgefangen und im
Stickstoffevaporator bis zur Trockne eingeengt. Der getrocknete Rickstand wurde
in Milli-Q-Wasser geldst und mittels LC-MS/MS vermessen. Lasst sich die DFA in
diesem Eluat zu 100 % wiederfinden, so liegen zu geringe Wechselwirkungen
zwischen dem Analyten und dem SPE-Material vor und er wird nicht
zurlckgehalten. Werden hingegen 0 % wiedergefunden, so wird der Analyt vom
SPE-Material retardiert und kann eventuell von stérenden Matrixbestandteilen
abgetrennt werden.

Die getesteten pH-Bereiche und die verwendeten Additive, um diesen einzustellen,

sind in Tab. 33 zusammengefasst.

Tab. 33: Getestete pH-Werte bei Probenaufgabe Anionenaustausch-SPE

pH-Wert Additiv zum Milli-Q-Wasser
2,3 Ameisensaure
6,0 -
6,9 Ammoniumacetat

Bei einem pH-Wert von 2,3 wird die DFA von den Anionenaustauscher-Materialien
noch vollstandig festgehalten und so lassen sich noch 5-14 % des Analyten
wiederfinden. Ab einem pH-Wert von 6,0 wird das DFA vollstandig gebunden und
die Wiederfindungen liegen bei 0 %. Die ermittelten Wiederfindungen sind in
Abb. 33 graphisch dargestellt.
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Abb. 33: Wiederfindungen verschiedener pH-Werte bei Probenaufgabe auf SPE

7.2.2.2.3.2 Wahl des pH-Wertes fir die Elution vom SPE-Material

Nachdem die Bedingungen ermittelt worden waren, unter denen DFA vom SPE-
Material retardiert wird, wurden in einem zweiten Schritt nun jene ermittelt, um
diese wieder vom Material zu l6sen.

Hierfir wurde Standardiésung mit einem pH-Wert von 6,0 auf die ausgewahlten
und entsprechend konditionierten SPE-Materialien gegeben. AnschlieRend wurden
verschiedene wassrige Losungen mit unterschiedlichen pH-Werten auf die SPE-
Kartusche gegeben, das Eluat aufgefangen und im Stickstoffevaporator bis zur
Trockne eingeengt. Der getrocknete Rickstand wurde in Milli-Q-Wasser geldst und
mittels LC-MS/MS vermessen. Lasst sich die DFA in diesem Eluat zu 100 %
wiederfinden, so konnte diese von dem SPE-Material geldst werden. Werden
hingegen 0 % wiedergefunden, so wird der Analyt weiterhin vom SPE-Material

festgehalten.
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Die getesteten pH-Bereiche fur die Elution vom SPE-Material und die verwendeten

Additive, um diesen einzustellen, sind in Tab. 34 zusammengefasst.

Tab. 34: Getestete pH-Werte fiir Elution von Anionenaustausch-SPE

pH-Wert Additiv zum Milli-Q-Wasser
1,4 Schwefelsaure
0,5 Salzsaure

Die ermittelten Wiederfindungen der DFA nehmen mit sinkendem pH-Wert zu.
Jedoch ist die DFA mit einem pKs-Wert von 1,2 eine so starke Saure, dass sie
sogar bei einem pH-Wert von 0,5 sich nicht vollstandig von den
Anionenaustauscher-Materialien |0sen lasst. So liegen die Wiederfindungen bei
pH 0,5 im Bereich von 7 - 28 %. Die Wechselwirkungen zwischen Analyt und SPE-
Materialien sind zu stark, weshalb die Extraktaufreinigung mittels
Anionenaustauscher-SPE fir die DFA nicht geeignet ist. Die ermittelten

Wiederfindungen sind in Abb. 34 graphisch dargestellt.

DFA

pH 1,4 pH 0,5

—¢— Strata-X-AW == Strata NH2 Strata SAX =>=0asis MAX

Abb. 34: Wiederfindungen bei der Elution mit L6sungen verschiedener pH-Werte
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7.2.2.3 Ethephon und HEPA
7.2.2.3.1 Unpolare SPE

7.2.2.3.1.1 Vortests

Ethephon weist pKs-Werte von 2,8 und 7,2 auf. Die von HEPA liegen bei 1,8 und
8,3. Je saurer der pH-Wert ist, desto hoher ist der Anteil der vollstandig
protonierten Phonsphonsauregruppe bei diesen Analyten und desto starker die
Wechselwirkungen mit den unpolaren SPE-Materialien.

Zum Test dieser Wechselwirkungen wurde Standardldsung dieser beiden
Substanzen mit dem pH-Wert 1,4 und 2,3 auf die ausgewahlten, entsprechend
konditionierten SPE-Materialien gegeben, das Eluat direkt aufgefangen und im
Stickstoffevaporator bis zur Trockne eingeengt. Zur Einstellung des pH-Wertes
wurden Ameisensaure (pH 2,3) und Schwefelsaure (pH 1,4) verwendet. Der
getrocknete Ruckstand wurde mit Milli-Q-Wasser gelost und mittels LC-MS/MS
vermessen. Werden Wiederfindungen von 100 % der Analyten in der Ldésung
ermittelt, so steht dies flir eine zu geringe Wechselwirkung der Analyten zum SPE-
Material und sie werden somit nicht auf dem Material zurlickgehalten.

Sowohl bei Ethephon als auch bei HEPA sind bei den verwendeten pH-Werten die
Wechselwirkungen zu schwach, um diese Analyten vollstandig auf den unpolaren
SPE-Materialien festzuhalten. So liegen die Wiederfindungen im Bereich von
71 -103 %. Dennoch kann nicht ausgeschlossen werden, dass interferierende
Matrixbestandteile bei diesen Bedingungen entfernt werden, weshalb Tests mit

verschiedenen Pflanzenmatrizes folgten.

Tab. 35: Wiederfindungen Ethephon und HEPA bei Probenaufgabe mit verschiedenen pH-
Werten

SPE-Material [%] WF bei 0,50 mg/kg PE
Ethephon HEPA
pH 2,3 pH 1,4 pH 2,3 pH 1,4

Bond Elut C18 100 103 100 92
Lichrolut EN 80 81 80 75
Bond Elut ENV 76 72 87 71
Oasis HLB 3cc 82 77 79 80
Carbograph 92 89 89 85
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7.2.2.3.1.2 Ergebnisse und Diskussion der finalen Durchfiihrung

Nicht alle unpolaren SPE-Materialien sind gleich gut fur die Bestimmung von
Ethephon und HEPA geeignet. Bei den Materialien Bond Elut C18, Lichrolut EN,

Bond Elut ENV konnten quantitative Verluste beobachtet werden und die

ermittelten Wiederfindungen liegen im Bereich von 37 - 77 % fur Ethephon und
58 - 77 % fur HEPA. Bei den SPE-Materialien Oasis HLB und CarbograpH wurden
Wiederfindungen von 77 - 102 % fur Ethephon und 70 - 99 % fur HEPA ermittelt
und entsprechen damit den Anforderungen der SANCO Richtlinie [86]. Aus

quantitativer Sicht sind diese Materialien besser fur die Analytik von Ethephon und

HEPA geeignet.

Tab. 36: Wiederfindungen Ethephon und HEPA nach unpolarer SPE

SPE-Material [%] WF bei 0,50 mg/kg PE
Brokkoli Orange Bohne Rube Olive
Eth. | HEPA | Eth. | HEPA | Eth. | HEPA | Eth. | HEPA | Eth. | HEPA

ohne SPE 72 81 97 79 76 76 89 80 95 83
Bond Elut C18 | 58 62 61 58 74 69 65 68 61 68
Lichrolut EN 45 74 37 68 58 68 49 76 44 72
Bond Elut ENV | 61 65 71 62 63 77 77 64 68 68
Oasis HLB 3cc | 78 78 82 72 79 70 83 78 86 77
Carbograph 100 | 93 | 100 | 76 97 73 | 100 | 87 [ 102 | 99

In Bezug auf die Matrixeffekte konnte bis auf eine Ausnahme keine Verbesserung

mit den unpolaren SPE-Materialien erreicht werden. Nur im Falle von HEPA in

Brokkoli konnte der Matrixeffekt von -39 % ohne SPE-Aufreinigung auf -11 % mit
Bond Elut C18 und -15 % mit Bond Elut ENV minimiert werden.
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Tab. 37: Matrixeffekte nach unpolarer SPE

SPE-Material Matrixeffekt [%]
Brokkoli Orange Bohne Rube Olive
Eth. | HEPA | Eth. | HEPA | Eth. | HEPA | Eth. | HEPA | Eth. | HEPA

ohne SPE 32 -46 -1 -55 42 -76 -18 -65 66 -39
Bond Elut C18 | 92 40 | 76 -51 41 70 | 83 -41 74 11
Lichrolut EN 21 -31 35 -57 45 72 | 41 62 | 69 -37
Bond Elut ENV | 87 -49 | 38 -55 60 76 | 54 64 | 82 -15
Oasis HLB 3cc | 37 -51 29 72 46 -81 34 56 | 70 -34
Carbograph 34 42 | 12 | -66 39 71 | 22 | -61 72 -41

Es kann geschlussfolgert werden, dass im Ausnahmefall eine Verbesserung fur die
Analytik von Ethephon und HEPA in pflanzlichen Materialien erreicht werden kann.
Die ermittelten Wiederfindungen und Matrixeffekte sind in Tab. 36 und in Tab. 37

zusammengefasst.

7.2.2.3.2 Kationenaustausch-SPE

Ethephon und HEPA sind Molekile mit negativen Ladungszustanden. Ein
Festhalten dieser Analyten auf Kationenaustausch-Materialien kann daher
ausgeschlossen werden. Jedoch besteht die Mdoglichkeit, dass interferierende
Matrixkomponenten starke Wechselwirkungen mit diesen Materialien aufweisen
und somit abgetrennt werden kdonnen. Daher wurde auch die Kationenaustausch-
SPE zur Extraktaufreinigung bei Ethephon und HEPA untersucht. Getestet wurde
das starke Kationenaustauscher-Material Strata X-C.

Aufgrund fehlender Wechselwirkungen mit dem SPE-Material kam es zu keinen
Analytverlusten und die ermittelten Wiederfindungen liegen im Bereich von
70 - 102 % nach Extraktaufreinigung. Vergleicht man die Matrixeffekte mit und
ohne Kationenaustausch-SPE, so kann keine Verbesserung festgestellt werden.
Die Kationenaustausch-SPE dient somit nicht zur Verbesserung der Analytik von

Ethephon und HEPA in pflanzlichen Materialien.
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Die ermittelten Wiederfingen und Matrixeffekte sind in Tab.38 und Tab. 39

zusammengefasst.

Tab. 38: Wiederfindungen Ethephon und HEPA nach Kationenaustausch-SPE

SPE-Material [%] WF bei 0,50 mg/kg PE
Brokkoli Orange Bohne Rube Olive
Eth. | HEPA | Eth. | HEPA | Eth. | HEPA | Eth. | HEPA | Eth. | HEPA
ohne SPE 72 81 97 79 76 76 89 80 95 83
Strata X-C 102 | 77 96 70 98 84 95 88 | 101 79

Tab. 39: Matrixeffekte bei Ethephon und HEPA nach Kationenaustausch-SPE

SPE-Material Matrixeffekt [%]
Brokkoli Orange Bohne Rube Olive
Eth. | HEPA | Eth. | HEPA | Eth. | HEPA | Eth. | HEPA | Eth. | HEPA
ohne SPE 32 46 | -11 | -85 42 76 | 18 | -65 | 66 -39
Strata X-C 30 42 | 11| -6 46 78 | -1 57 | 70 -43

7.2.2.3.3 Anionenaustausch-SPE

7.2.2.3.3.1 Wahl des pH-Wertes flir die Probenaufgabe auf die SPE

Zunachst wurden die Bedingungen der Probenaufgabe getestet. Hierfir wurde
Standardlésung verschiedener pH-Werte auf die ausgewahlten und entsprechend
konditionierten SPE-Materialien gegeben und das Eluat direkt aufgefangen und im
Stickstoffevaporator bis zur Trockne eingeengt. Der getrocknete Rickstand wurde
in Milli-Q-Wasser geldst und mittels LC-MS/MS vermessen. Lassen sich Ethephon
und HEPA in diesem Eluat zu 100 % wiederfinden, so liegen zu geringe
Wechselwirkungen zwischen dem Analyten und dem SPE-Material vor und dieser
wird nicht zurickgehalten. Werden hingegen 0 % wiedergefunden, so werden die
Analyten vom SPE-Material festgehalten und kénnen eventuell von stérenden
Matrixbestandteilen abgetrennt werden.

Die getesteten pH-Bereiche und die verwendeten Additive, um diesen einzustellen,

sind in Tab. 40 zusammengefasst.
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Tab. 40: Getestete pH-Werte bei Probenaufgabe Anionenaustausch-SPE

pH-Wert Additiv zum Milli-Q-Wasser
2,3 Ameisensaure
6,0 -
6,9 Ammoniumacetat

Unabhangig von den getesten pH-Werten konnte eine vollstandige Retention von
Ethephon und HEPA beobachtet werden. So werden auf beiden getesteten
Materialien 0 % der Analyten im Eluat wiedergefunden. Beide Analyten weisen so
starke saure Eigenschaften auf, dass diese sogar bei pH-Bedingungen von 2,3 im
negativ geladenen Zustand vorliegen.

Fur weitere Untersuchungen wurde ein pH-Wert von 2,3 verwendet. Dieser
entspricht dem pH-Wert des Extraktionsmittels von Ethephon und HEPA und ist
somit am einfachsten in die Analytik zu integrieren.

Die Wiederfindungen der Probenaufgabe bei verschiedenen pH-Werten sind in
Abb. 35 dargestellt.

Ethephon HEPA
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45 45
40 40
35 35
=30 =30
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w 25 w 25
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0 '=!=' ‘ 0 '=.=.
pH 2,3 pH 6,0 pH 6,9 pH 2,3 pH 6,0 pH 6,9
—&—Strata SAX —#—Strata NH2 —&—Strata SAX —#i—Strata NH2

Abb. 35: Wiederfindungen verschiedener pH-Werte bei Probenaufgabe auf SPE
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7.2.2.3.3.2 Wahl des pH-Wertes fir die Elution vom SPE-Material

Nachdem die Bedingung ermittelt wurde, bei der Ethephon und HEPA vom SPE-
Material festgehalten werden, missen nun jene bestimmt werden, um diese wieder
vom Material zu I6sen.

Hierfur wurde Standardldsung mit einem pH-Wert von 2,3 auf die ausgewahlten
und entsprechend konditionierten SPE-Materialien gegeben. AnschlieRend wurden
verschiedene wassrige Losungen mit unterschiedlichen pH-Werten auf die SPE-
Kartusche gegeben, das Eluat aufgefangen und im Stickstoffevaporator bis zur
Trockne eingeengt. Der getrocknete Ruckstand wurde in Milli-Q-Wasser gelost und
mittels LC-MS/MS vermessen. Lassen sich die Analyten in diesem Eluat zu 100 %
wiederfinden, so konnten diese von dem SPE-Material gelést werden. Werden
hingegen 0 % wiedergefunden, so werden die Analyten weiterhin vom SPE-
Material festgehalten.

Die getesteten pH-Bereiche fir die Elution vom SPE-Material und die verwendeten

Additive, um diesen einzustellen, sind in Tab. 41 zusammengefasst.

Tab. 41: Getestete pH-Werte fiir Elution von Anionenaustausch-SPE

pH-Wert Additiv zum Milli-Q-Wasser
10,8 Ammoniak
8,3 Ammoniak und Ammoniumacetat
1,4 Schwefelsaure
0,5 Salzsaure

Selbst bei einem stark saurem pH-Wert von 0,5 liegen Ethephon und HEPA in der
negativ geladenen Form vor und es kommt somit nicht zur Elution dieser Analyten
von den Anionenaustauscher-Materialien. Die ermittelten Wiederfindungen liegen
bei 0 %. Bei dem SPE-Material Strata NH2 kann im basischen pH-Bereich eine
Elution beobachtet werden. Diese lasst sich dadurch erklaren, dass die primare
Aminogruppe des SPE-Materials im basischen pH-Bereich die positive Ladung
verliert und neutral geladen vorliegt und somit die ionischen Wechselwirkungen zu
Ethephon und HEPA aufgehoben werden. Jedoch werden nur 66 % an Ethephon
und 68 % an HEPA wiedergefunden. Somit liegen zwischen dem SPE-Material und
den Analyten weitere Wechselwirkungen vor. Es findet keine vollstandige Elution

der Analyten statt.
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Aufgrund der fehlenden Elution beim Strata SAX-Material und der quantitativen
Verluste bei dem Strata NH2-Material, eignet sich die Anionenaustausch-SPE nicht
zur Extraktaufreinigung von Ethephon und HEPA.

Die ermittelten Wiederfindungen sind in Abb. 36 graphisch dargestellit.

Ethephon HEPA

pH 10,8 pH 8,3 pH 1,4 pH 0,5 pH 10,8 pH 8,3 pH 1,4 pH 0,5

—4—Strata SAX —=Strata NH2 ——o—Strata SAX —#i—Strata NH2

Abb. 36: Wiederfindungen bei der Elution mit Losungen verschiedener pH-Werte
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7.3  Trennverfahren

In diesem Kapitel werden verschiedene Verfahren untersucht, die zur Abtrennung
der Matrixbestandteile von den Analyten dienen sollen und so die darauf folgende

Detektion nicht mehr interferieren kbnnen.

7.3.1 Flussigkeitschromatographie

Bei der Chromatographie handelt es sich um ein physikalisch-chemisches
Trennverfahren, bei dem die zu trennenden Analyten zwischen zwei nicht
miteinander mischbaren Phasen verteilt werden. Dabei ist eine der beiden Phasen
eine festliegende Phase, die sogenannte stationare Phase und die andere eine
mobile Phase. Meist handelt es sich bei der stationaren Phase um Siliciumdioxid,
welches durch die Reaktion der freien Silanolgruppen mit Alkyldimethylchlorsilan
chemisch modifizierbar ist (siehe Abb. 37). [90-91]

R 0 T
I H,C—Si—CH, H,C—Si—CH
H,C—Si—CH, SCTRITCHs RCTII=CH,
A ! P
—Si-0—Si-0—Si— —Si-0—Si-0—Si—
| | | - HCl | | |

Abb. 37: Chemische Modifizierung von Kieselgel

Durch Variation des Restes R ergibt sich eine Vielzahl mdglicher Eigenschaften
der stationdren Phase. Uber den Rest R ist die stationare Phase in der Lage, mehr
oder weniger stark mit den einzelnen aufzutrennenden in Wechselwirkung zu
treten. Diese Wechselwirkungen sind nicht nur abhangig von den Eigenschaften
der stationaren Phase, sondern auch von denen der mobilen Phase und den
physikalisch-chemischen Eigenschaften der Analyten. Es finden mehrere
reversible Gleichgewichtseinstellungen der Komponenten zwischen der mobilen
und stationaren Phase statt, wodurch sich die Transportgeschwindigkeit der

einzelnen Analyten im Vergleich zur Eluentengeschwindigkeit verringert. [90-91]
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Je starker sich die physikalisch-chemischen Eigenschaften der Analyten
unterscheiden, desto besser sind diese voneinander trennbar. Bei schwachen
Wechselwirkungen mit der stationaren Phase liegt nur eine geringe Retention des
Analyten vor, wodurch dieser nur geringfugig langsamer eluiert als die mobile
Phase. Hingegen liegt bei starkeren Wechselwirkungen eine starkere Retention
und somit eine starker verzogerte Elution vor.

Die Flussigkeitschromatographie (LC) stellt neben der Gaschromatographie (GC)
ein Hauptverfahren der chromatographischen Trenntechniken dar. Hierbei wird als
mobile Phase eine Flussigkeit verwendet. Abhangig vom Betriebsdruck ergeben
sich unterschiedliche Arten der LC. In der Rilckstandsanalytik kommt heute
Uberwiegend die Hochleistungsflussigkeits-chromatographie (HPLC: High
Performance Liquid Chromatographie) zum Einsatz. [90-91]

Getestet wurden mehrere LC-Phasen. Zum einen verschiedene C18-Phasen, die
durch spezielles Endcapping auch flr polare Analyten geeignet sein sollten. Des
Weiteren wurden lonenaustauschphasen getestet, wo durch ionische
Wechselwirkungen eine chromatographische Auftrennung erreicht werden soll.
Ferner wurden die zwei Sonderphasen Hypercarb™ und ZIC®-pHILIC untersucht,
die laut Herstelleraussagen gezielt fir hochpolare Analyten entwickelt wurden.
Hypercarb™ ist ein Material bestehend aus 100 % porésem Graphit. Fir die
chromatographische Auftrennung bei diesem Material spielen zwei Mechanismen
eine Rolle: zum einen hydrophobe und zum anderen elektrostatische
Wechselwirkungen.

Die Abkurzung HILIC steht flr Hydrophilic Interaction Liquid Chromatography.
Aktuelle Theorien gehen davon aus, dass auf der Oberflache der stationaren
Phase ein Wasserfilm vorliegt, der durch die polaren Gruppen des Materials
stabilisiert wird. Zwischen diesem Wasserfilm und der verwendeten mobilen Phase
findet eine Flussig-Flussig-Verteilung statt. Je hydrophiler dabei der Analyt ist,
umso starker ist die Retention auf der stationaren Phase. Des Weiteren geht man
davon aus, dass zusatzlich elektrostatische Wechselwirkungen von groler
Bedeutung sind. [83]
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Zur Charakterisierung der getesteten LC-Phasen auf die ausgewahlten polaren
Analyten wird der Kapazitatsfaktor k', auch Retentionsfaktor genannt,
herangezogen. Dieser wurde aus der experimentell ermittelten Retentionszeit der
Analyten und Totzeit der LC-Saule ermittelt (siehe

Formel 8). Je groRer der Kapazitatsfaktor ist, desto starker ist die Wechselwirkung
des Analyten mit der stationaren Phase der LC-Saule.

Alle ermittelten Kapazitatsfaktoren sind zusammenfassend im Anhang 9.11.1 in
Tab. 82 aufgefuhrt.

7.3.1.1  Triazol-Metaboliten

Die Triazol-Metaboliten weisen durch ihren hohen Anteil an Stickstoff im Molekdl
und durch den zusatzlichen Esssigsaure-, Milchsaure- oder Alanin-Rest eine hohe
Polaritat auf. So zeigen diese Analyten auf den getesteten C18-Phasen nur eine
schlechte Retention und es wurden Kapazitatsfaktoren von kleiner eins ermittelt.
Auf den Phasen Luna C18(2) und Zorbax Eclipse XDB-C8 wurde dabei die
geringste Retention der Analyten beobachtet. Am besten schnitten bei den C18-
Phasen die Aquasil C18 und die Synergi Fusion-RP ab. Bezuglich der Peak-
Scharfe und des Signal-Rausch-Verhaltnisses, konnten keine signifikanten
Unterschiede bei diesen zwei Phasen festgestellt werden. Daher wurden nur mit
der Aquasil C18 weitere Testmessungen mit Matrixidsungen durchgefuhrt.

Die LC-Phase Luna NH: ist eine schwache Anionenaustauscher und somit konnte
nur fur die Sduren TAA und TLA eine Retention beobachtet werden. Die ermittelten
Kapazitatsfaktoren liegen hier bei grofler 10. Fir TAL und TRZ ist diese Phase
aufgrund fehlender Retention nicht geeignet. Bei beiden wurde ein Kapazitatsfaktor
von 0,13 ermittelt. Da dies eine doppelte Messung von den Triazol-Metaboliten
bedeuten wirde, was zu gesteigerten Kosten und Mehraufwand bei der Analytik
der Triazol-Metaboliten fuhrt, wird diese Phase bei weiteren Untersuchungen mit

Pflanzenmatrizes nicht mehr berlcksichtigt.

114



Die LC-Phase Luna SCX ist ein Kationenaustauscher. Alle 4 Triazol-Metaboliten
weisen den 1,2, 4-Triazol-Ring als Grundbaustein auf, dessen Stickstoff an der
vierten Position einen pKs-Wert von ca. 2,0 - 2,2 besitzt. Bei sehr niedrigen pH-
Werten liegt dieser positiv geladen vor und somit konnte eine Retention der
Analyten auf der Luna SCX Phase beobachtet werden. TAA und TLA weisen
aufgrund ihres Milch- bzw. Essigsaurerestes geringere kationische Eigenschaften
auf als TRZ und TAL. Hier wurden Werte fur den Kapazitatsfaktor von 1,9 und 3,6
ermittelt. TRZ besitzt keine zusatzlichen Reste, die die Wechselwirkungen mit der
LC-Phase storen. TAL besitzt neben dem Triazol-Ring auch noch eine primare
Aminogruppe (pKs = 7,9) und verfugt daher Uber die starksten kationischen
Eigenschaften. Fur TRZ und TAL wurde ein Kapazitatsfaktor von uber 15
bestimmt, welcher starke Wechselwirkungen der Analyten mit der Luna SCX
Phase bewirkt.

Hypercarb ist eine Phase aus 100 % porésem Graphit und wurde speziell far
hochpolare Analyten entwickelt. Eine starke Retention konnte v.a. bei den
Analyten TAA und TLA beobachtet werden und fur diese beiden Analyten konnte
ein Kapazitatsfaktor von tber 10 bestimmt werden. TAL und TRZ zeigen geringere
Wechselwirkungen mit dem Saulenmaterial. Hier wurden Werte flr den
Kapazitatsfaktor von 1,9 und 0,7 ermittelt.

Die HILIC-Phase ist ein speziell fur hochpolare Analyten entwickeltes Material. Hier
zeigen die Triazol-Metaboliten auch ein gutes Retentionsverhalten mit Werten fir
den Kapazitatsfaktor von 3,9 bei TAA, 4,0 bei TLA, 4,4 bei TAL und 2,85 bei TRZ.
Alle ermittelten Kapazitatsfaktoren fir die Triazol-Metaboliten sind in Abb. 38

graphisch dargestellt.
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Abb. 38: k’-Werte der Triazol-Metaboliten

1 Luna C18(2) - Phenomenex, 2 Aquasil C18 - Thermo, 3 Zorbax Eclipse XDB-C8 - Agilent, 4
Pinnacle DB Aqueous C18- Restek, 5 Ultra Aqueous C18 - Restek, 6 Synergi Fusion-RP -
Phenomenex, 7 Synergi Polar-RP - Phenomenex, 8 Luna NH;- Phenomenex, 9 Luna SCX -
Phenomenex, 10 Hypercarb - Thermo, 11 ZIC-pHILIC - Merck
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Fur die Phasen Aquasil C18, Hypercarb, Luna SCX und ZIC-pHILIC wurden

weitere Tests mit Matrixldsung durchgefihrt. Die erhaltenen Chromatogramme

aller Matrizes sind

in Anhang 9.11.1.1 zusammengestellt.

In Abb. 39 sind

exemplarisch die Ergebnisse von der Matrix Futterribe dargestellt.
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ZIC-pHILIC
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Abb. 39: 0,10 mg/kg TDMs in Futterriibe - verschiedene LC-Phasen

Bei der Phase Aquasil C18 weist das chromatographische Signal von TAA einen

hohen chemischen Untergrund. Dies kann zu ungenauen und falsch-positiven

Ergebnissen fihren. Des Weiteren wird dadurch die Bestimmungsgrenze von

0,01 mg/kg in der Matrix Futterribe unerreichbar. Die Signale von TLA und TAL

sind weniger gestort und koénnen ohne Einschrankungen fur die quantitative

Bestimmung dieser Analyten in Futterribe verwendet werden. Bei TRZ ist das

Analytsignal durch eine Interferenz Gberlagert und somit nicht auswertbar.
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Bei der Hypercarb-Phase eignen sich die Signale von TAA, TAL und TRZ fur die
quantitative Bestimmung in FutterrUbe. Bei TLA ist das Analytsignal durch eine
Interferenz Uberlagert und kann fur quantitative Aussagen nicht verwendet werden.
Die Luna-SCX weist fur TAA einen sehr hohen chemischen Untergrund auf. Dies
limitiert die Bestimmungsgrenze auf 0,10 mg/kg, also dem zehnfachen der
geforderten Bestimmungsgrenze. Bei TAL liegt zwar ein geringerer chemischer
Untergrund vor, jedoch zeigt dieser Analyt unter diesen LC-Bedingungen eine zu
geringe Empfindlichkeit. Vergleicht man die erreichten Intensitaten der Triazol-
Metaboliten bei der Luna SCX Phase mit denen der Aquasil C18 und Hypercarb,
so fallt auf, dass bei allen Triazol-Metaboliten die Empfindlichkeit bei der Luna SCX
am geringsten ist. Der Grund hierfir ist die LC-Eluenten-Zusammensetzung,
welche die lonisierung bei der MS/MS-Detektion nicht so gut fordert wie die
Eluenten bei der Aquasil C18 und Hypercarb-Saule. Im Falle von TRZ liegt bei der
Trennung mit der Luna SCX zusatzlich eine Interferenz vor, die das Analytsignal
vollstandig uberlagert.

Die HILIC-Phase eignet sich am wenigsten fur die quantitative Analyse der Triazol-
Metaboliten in Futterribe. Hier wurde nur fir TAL ein stérungsfreies Analytsignal
erhalten. Die Chromatogramme der anderen 3 TDMs sind mit Interferenzen
gestort, weshalb eine quantitative Auswertung dieser nicht maoglich ist.

Keine der getesteten LC-Phasen eignet sich flr die gleichzeitige quantitative
Analyse aller 4 TDMs in pflanzlichen Materialien. Abhangig von der Matrix ist
mindestens bei einem der 4 Analyten das Chromatogramm charakterisiert durch
einen hohen chemischen Untergrund oder das Analytsignal wird durch eine
Interferenz Uberlagert, wodurch die quantitative Bestimmung bei 0,01 mg/kg nicht
mdglich ist. Daher werden in den nachfolgenden Kapiteln Madoglichkeiten
untersucht, die Selektivitat der Detektion zu erhohen. Betrachtet werden die
Aquasil C18 und die Hypercarb, da diese gegenuber den beiden anderen LC-

Phasen bisher die besten Ergebnisse lieferten.
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7.3.1.2 DFA

Die DFA ist aufgrund der Sauregruppe ein hochpolarer Analyt. So zeigte dieser

Analyt nur sehr geringe Wechselwirkungen mit den getesteten C18-Materialien

(Abb. 40, Saulen 1-7) und es wurden Kapazitatsfaktoren kleiner eins bestimmt. Bei

der Luna NH2-Phase, einem schwachen Anionenaustausch-Material, wurde die

DFA sehr stark retardiert und der ermittelte Wert flr den Kapazitatsfaktor liegt bei

13. Auch bei den Phasen Hypercarb und HILIC zeigte die DFA gute Retention und

es wurden Werte fur den Kapazitatsfaktor von 4,1 und 2,9 bestimmt.

Eine grafische Darstellung der ermittelten Kapazitatsfaktoren fur DFA befindet sich

in Abb. 40.
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Abb. 40: k’-Werte der DFA

1 Luna C18(2) - Phenomenex, 2 Aquasil C18 - Thermo, 3 Zorbax Eclipse XDB-C8 - Agilent, 4
Pinnacle DB Aqueous C18 - Restek, 5 Ultra Aqueous C18- Restek, 6 Synergi Fusion-RP -
Phenomenex, 7 Synergi Polar-RP - Phenomenex, 8 Luna NH»- Phenomenex, 9 Hypercarb -

Thermo, 10 ZIC-pHILIC - Merck
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Durch die verwendeten Additive in den Eluenten zeigte die DFA bei der Luna NH2-
Phase eine sehr schlechte Empfindlichkeit. Daher wurden weitere Untersuchungen

mit Pflanzenmatrizes nur mit den Phasen Hypercarb und HILIC durchgefuhrt.
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Abb. 41: DFA in Soja - Vergleich LC-Saulen ZIC-pHILIC und Hypercarb

Vergleicht man die Ergebnisse beider LC-Phasen miteinander, so zeigen beide
Phasen unterschiedliche Starken. Beispielhaft wird dies fur die Matrix Sojabohne in
Abb. 41 gezeigt. Bei der HILIC-Phase ist das Analytsignal der DFA schmaler als
das bei der Hypercarb-Phase, was bei geringen Rickstanden aufgrund der daraus
resultierenden hoheren Signalintensitat von Vorteil sein kann. Jedoch ist der
chemische Untergrund bei der HILIC-Phase starker ausgepragt als bei der

Hypercarb-Phase. Die Ergebnisse aller getesteten Matrizes befinden sich im

Anhang 9.11.1.2.
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Es zeigt sich aber, dass beide LC-Phasen fiur die Bestimmung von DFA in allen
getesteten pflanzlichen Materialien geeignet sind. Entsprechend der Richtlinie der
SANCO [86] mussen 70 - 120 % des Analyten wiedergefunden werden, damit eine
Bei der HILIC-Phase liegen die
ermittelten Wiederfindungen im Bereich von 99 - 109 % und bei der Hypercarb im
Bereich von 88 - 107 %. Beide Phasen erflllen damit das Kriterium der SANCO-

ausreichende Richtigkeit gewahrleistet ist.

Richtlinie. Des Weiteren liegen die ermittelten relativen Standardabweichungen
unter 9 %. Entsprechend der SANCO-Richtlinie waren bis zu 20 % zulassig. Somit
weisen die ermittelten quantitativen Ergebnisse eine ausreichende Richtigkeit und
Reproduzierbarkeit auf.

Die bestimmten Wiederfindungen und Wiederholbarkeiten der DFA in den

getesteten pflanzlichen Materialien sind in Tab. 42 zusammengefasst.

Tab. 42: Wiederfindung und Reproduzierbarkeit ZIC-pHILIC und Hypercarb bei DFA

DFA ZIC-pHILIC Hypercarb
0,01 mg/kg PE 0,10 mg/kg PE 0,01 mg/kg PE 0,10 mg/kg PE
[%] WF | [%] CV* | [%] WF | [%] CV* | [%] WF | [%] CV* | [%] WF | [%] CV*

Salat 100 3 104 1,5 88 6,9 101 3,2
Orange | 104 1,5 104 0,6 96 4,2 96 1
Soja 108 3,3 109 4,3 92 8,5 107 2,6
Raps 99 1,3 103 1,4 98 7,74 102 1,3
Ribe 101 3 104 0,9 101 5,7 101 2

* ... 5 Wiederholungen

7.3.1.3 Ethephon und HEPA

Auch Ethephon und HEPA erwiesen sich als zu polar, um starke

Wechselwirkungen mit den stationdren Phasen der gewahlten C18-Phasen
einzugehen. Mit Kapazitatsfaktoren kleiner eins liegt hier eine zu geringe Retention
vor. Bei der Luna NH2-Phase konnte eine sehr gute Retention dieser beiden
Analyten beobachtet werden. Es wurden Werte fir den Kapazitatsfaktor von

gréler 10 ermittelt.
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Bei der Hypercarb-Phase konnte v. a. fur das Ethephon mit einem Kapazitatsfaktor
von 6,0 eine gute Retention beobachtet werden. Bei HEPA sind die
Wechselwirkungen auf dieser stationdren Phase geringer. Es wurde ein
Kapazitatsfaktor von 1,4 bestimmt. Die HILIC-Phase eignet sich nicht als
Trennverfahren fur Ethephon und HEPA. Trotz Variation von pH-Wert und
Pufferzusammensetzung bei den LC-Eluenten war es nicht mdglich, scharfe
Analytsignale zu erhalten.

Die ermittelten Kapazitatsfaktoren fur Ethephon und HEPA sind in Abb. 42
graphisch dargestellt.

m Ethephon mHEPA
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Abb. 42: k’-Werte von Ethephon und HEPA

1 Luna C18(2) - Phenomenex, 2 Aquasil C18 - Thermo, 3 Zorbax Eclipse XDB-C8 - Agilent, 4
Pinnacle DB Aqueous C18 - Restek, 5 Ultra Aqueous C18 - Restek, 6 Synergi Fusion-RP -
Phenomenex, 7 Synergi Polar-RP - Phenomenex, 8 Luna NH:- Phenomenex, 9 Hypercarb -
Thermo, 10 ZIC-pHILIC - Merck

Da fir die LC-Phasen Hypercarb und Luna NH:2 die besten Retentionen der
Analyten beobachtet wurden, folgten bei diesen Phasen Tests mit verschiedensten
Pflanzenmatrizes. Sowohl die Hypercarb-Phase als auch das LC-Material Luna

NH2 eignen sich fur die Bestimmung der Analyten Ethephon und HEPA.
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In Abb. 43 sind die Ergebnisse beispielhaft fir die Matrix Orange dargestellt. Die
beobachteten Signale sind frei von Interferenzen und ausreichend intensiv, um
diese auch im geforderten LOQ-Bereich auswerten zu kénnen.

Die Ergebnisse aller Matrizes befinden sich im Anhang 9.11.1.3.
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Abb. 43: Ethephon und HEPA in Orange - Vergleich Hypercarb und Luna NH:

Die ermittelten Wiederfindungen im LOQ- und zehnfach LOQ-Bereich liegen im
Bereich von 80 - 120 % bei der Hypercarb-Phase und im Bereich von 90 - 115 %
bei der Luna NH2 Phase fur beide Analyten. Die ermittelten relativen
Standardabweichungen befinden sich unter 10 %. Die Ergebnisse sind somit nach
der SANCO-Richtlinie ausreichend prazise und wiederholbar. Beide getesteten LC-
Phasen eignen sich fiur die quantitative Bestimmung von Ethephon und HEPA in

pflanzlichen Materialien.
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Alle ermittelten Wiederfindungen und

relativen Standardabweichungen von

Ethephon und HEPA in den verschiedensten pflanzlichen Materialien sind in

Tab. 43 und Tab. 44 zusammengefasst.

Tab. 43: Wiederfindung und Reproduzierbarkeit von Ethephon auf Hypercarb und Luna NH:

Ethe- Hypercarb Luna NH:
phon 0,05 mg/kg 0,50 mg/kg 0,05 mg/kg 0,50 mg/kg
[%] WF [%] CV* | [%] WF | [%] CV* | [%] WF | [%] CV* [%] WF [%] CV*

Salat 120 4.7 115 2.1 98 35 114 4,6
Orange 95 25 97 2.3 110 4.1 115 2,3
Soja 91 6,0 97 1,3 98 1,9 104 2.0
Raps 98 22 95 1,2 93 5,7 100 2,6
Riibe 118 9,8 84 22 107 6,2 100 2.4

* ... 5 Wiederholungen

Tab. 44: Wiederfindung und Reproduzierbarkeit von HEPA auf Hypercarb und Luna NH;

HEPA Hypercarb Luna NH2

0,05 mg/kg PE | 0,50 mg/kg PE | 0,05 mg/kg PE | 0,50 mg/kg PE

[%] WF | [%] CV* | [%] WF | [%] CV* | [%] WF | [%] CV* | [%] WF | [%] CV*
Salat 98 57 100 5.4 94 4.4 105 3.8
Orange | 102 3,1 102 1,4 94 25 104 1,5
Soja 119 2,6 116 1,5 101 3,9 94 2,2
Raps 108 7.3 106 5.4 93 53 95 1,9
Rube 80 9,2 98 6,8 90 7.6 103 52

* ... 5 Wiederholungen

7.3.1.4  Phosphonséure

Die Phosphonsaure zeigt auf der Luna NH2, der Hypercarb und auf der ZIC-pHILIC
ein gutes Retentionsverhalten. Hier wurden Kapazitatsfaktoren von >10, 4,25 und
3,7 ermittelt. C18-Phasen sind fur diesen Analyten nicht geeignet, da hier nur eine
sehr schwache bis gar keine Retention des Analyten auf der stationaren Phase

beobachtet wurde.

124



Alle ermittelten Werte fur den Kapazitatsfaktor der verschiedenen LC-Phasen sind
in Abb. 44 dargestellt.
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Abb. 44: k’-Werte der Phosphonsaure

1 Luna C18(2) - Phenomenex, 2 Aquasil C18 - Thermo, 3 Zorbax Eclipse XDB-C8 - Agilent, 4
Pinnacle DB Aqueous C18- Restek, 5 Ultra Aqueous C18 - Restek, 6 Synergi Fusion-RP -
Phenomenex, 7 Synergi Polar-RP - Phenomenex, 8 Luna NH;- Phenomenex, 9 Hypercarb -
Thermo, 10 ZIC-pHILIC - Merck

Die am besten von Matrix abgetrennten und intensivsten Signale fir
Phosphonsaure wurden bei dem LC-Material Hypercarb beobachtet, weshalb
hierfir weitere Tests mit pflanzlichen Materialien folgten. Die Hypercarb-Phase
erwies sich dabei als geeignet fur die Bestimmung der Phosphonsaure in den
getesteten pflanzlichen Matrizes. Es liegen keine Interferenzen vor, die das
Analytsignal storen. Des Weiteren ist der chemische Untergrund zwar leicht erhoht,
stort aber die quantitative Auswertung des Signales nicht. Problematisch ist das
ubiquitare Vorkommen der Phosphonsaure in pflanzlichen Materialien, weshalb
keine rlckstandsfreien Materialien gefunden wurden. Nach Abzug des Blindwertes
wurden Wiederfindungen fiir die Phosphonsaure in den getesteten Materialien von
91 - 115 % bestimmt. Die Werte fur die relativen Standardabweichungen lagen
unter 12 %. Somit eignet sich die Hypercarb fur die quantitative Bestimmung der
Phosphonsaure in pflanzlichen Materialien. Die ermittelten Ergebnisse sind

ausreichend prazise und reproduzierbar.
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Die Ergebnisse fur die Phosphonsaure-Bestimmung mittels Hypercarb sind in

Abb. 45 und in Tab. 45 dargestellt.

Phosphonsaure kommt in pflanzlichen

Materialien ubiquitar vor. Daher sind bereits in den Kontrollen Rickstande von

Phosphonsaure sichtbar und berechnete Wiederfindungen mussten um den

Blindwert korrigiert werden.
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Abb. 45: Hypercarb - Phosphonséaure in verschiedenen pflanzlichen Matrizes

Tab. 45: Wiederfindung und Reproduzierbarkeit von Phosphonsaure auf Hypercarb

Phosphonsaure

2 mg/kg PE

[%] WF*

Hypercarb

[OA) ] CV**

20 mg/kg PE
[%] CV**

[%] WF*

Salat

98

2,2

118

1,9

Wein

102

54

116

3,6

Soja

91

2,3

119

2,7

Raps

103

4,6

119

3,7

Riibe

107

11,8

115

9,5

* ... Blindwert korrigiert
** ... 5 Wiederholungen
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7.3.1.5 Glufosinat und dessen Metaboliten

NAG weist im Vergleich zu Glufosinat und MPPA die geringste Polaritat auf und
zeigt somit von diesen 3 Analyten das beste Retentionsverhalten auf den
getesteten C18-Phasen. Aber auch bei NAG ist dieses sehr gering und die
ermittelten Kapazitatsfaktoren liegen unter eins. Auf der Hypercarb-Phase wurde
eine etwas starkere Retention der Analyten beobachtet mit Kapazitatsfaktoren von
0,4 fur Glufosinat, 1,3 fur MPPA und 1,6 fur NAG. Die starksten Wechselwirkungen
zwischen den Analyten und der stationaren Phase wurden jedoch bei der HILIC-
Phase festgestellt mit Kapazitatsfaktoren von 6,6 fur Glufosinat, 6,6 fur MPPA und
5,9 fur NAG.

Alle ermittelten Kapazitatsfaktoren der 3 Analyten auf den verschiedensten LC-
Phasen sind in Abb. 46 dargestellt.

m Glufosinat = MPPA NAG

\\

k-Wert

Abb. 46: k’-Werte von Glufosinat, MPPA und NAG

1 Luna C18(2) - Phenomenex, 2 Aquasil C18 - Thermo, 3 Zorbax Eclipse XDB-C8 - Agilent, 4
Pinnacle DB Aqueous C18- Restek, 5 Ultra Aqueous C18 - Restek, 6 Synergi Fusion-RP -
Phenomenex, 7 Synergi Polar-RP - Phenomenex, 8 Hypercarb - Thermo, 9 ZIC-pHILIC - Merck

Aufgrund des Vermdgens die 3 Analyten zu retardieren, eignen sich die Phasen
Hypercarb und HILIC am besten zur Bestimmung dieser Analyten in pflanzlichen

Materialien. Es folgten somit Untersuchungen in Matrix.
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MPPA Glufosinat

NAG

Die Ergebnisse dieser Tests am Beispiel Sojabohne sind in Abb. 47 dargestellt.
Vergleicht man die zwei getesteten Phasen, so scheint bei der HILIC-Phase eine
bessere Auftrennung von Analyten und Matrix vorzuliegen. Bei der Hypercarb-
Phase sind die Analytsignale durch Interferenzen Uberlagert wie z.B. bei
Glufosinat in Soja. Des Weiteren ist das chemische Untergrundrauschen teilweise
so stark, dass die Analytsignale dadurch Uberlagert werden wie es bei MPPA in
Soja der Fall ist. Auf der HILIC-Phase sind die Analytsignale frei von Interferenzen
und das chemische Untergrundrauschen ist auch nicht so stark ausgepragt.
Jedoch sind die Analytsignale von NAG in einigen Matrizes nicht intensiv genug flr
die quantitative Auswertung im geforderten LOQ-Bereich.

Fur die Analytik von Glufosinat und dessen Metaboliten bedarf es einer hdheren
Selektivitat zur Entfernung von Interferenzen und auch mehr Empfindlichkeit, um
noch im geforderten LOQ-Bereich quantitativ auswerten zu kdnnen.

Die Ergebnisse von Glufosinat und dessen Metaboliten in den gewahlten

pflanzlichen Matrizes befinden sich im Anhang 9.11.1.5.
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Abb. 47: Glufosinat und Metaboliten in Soja - Vergleich Hypercarb und ZIC-pHILIC
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7.3.2 Kapillarelektrophorese

Die Elektrophorese ist ein Trennverfahren fir Analyten, die geladen sind. Unter
Anwesenheit eines elektrischen Feldes werden die in Losung vorliegenden lonen
aufgrund ihrer unterschiedlichen Mobilitaten innerhalb dieses Feldes aufgetrennt.
Die Mobilitat hangt dabei von der Ladung des Analyten, dessen Grdlde und von der
Viskositat des Puffers ab. Des Weiteren spielen die lonenstarke des verwendeten
Puffers, die Temperatur und der pH-Wert eine wichtige Rolle bei der Mobilitat der
Analyten in diesem elektrischen Feld. [92]

Ein Kapillarelektrophorese-System besteht aus einer fused-silica Kapillare, deren
Enden jeweils in einem Pufferreservoir eingetaucht sind. In diese Pufferreservoire
tauchen auch die Kathode bzw. Anode. Uber diese Elektroden wird der Kontakt
zwischen Kapillare und Hochspannungsfeld hergestellt. Fur die Probenaufgabe
wird eines der Pufferreservoire, meist das der Anode, durch ein Probenreservoir
ausgetauscht. Durch Anlegen eines elektrischen Feldes oder durch Ausubung von
Druck wird die Probe in die Kapillare tUbergeflihrt. Nach Wechsel vom Proben- in
das Pufferreservoir und Anlegen des Hochspannungsfeldes kann dann die
Auftrennung der lonen erfolgen. [92-93]

Es gibt eine Vielzahl von Ausflhrungen bei der Kapillarelektrophorese. Am
weitesten verbreitet ist die Kapillar-Zonenelektrophorese (CZE), die auch im
Rahmen dieser Arbeit flr die ausgewahlten Analyten getestet wurde.

Die Messzeit am Agilent CE-MS/MS-System war auf vier Tage beschrankt, so
dass nur wenige Testmessungen durchgefliihrt werden konnten. Technische

Unterstitzung erhielt ich dabei von Dr. Gordon A. Ross.
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7.3.2.1 Triazol-Metaboliten

Die Triazol-Metaboliten lassen sich gut mit der Kapillarelektrophorese auftrennen
und so wurden Migrationszeiten von 11,01 min far TAA, 10,83 min fur TLA, 8,73
min far TAL und 6,45 min fur TRZ bestimmt. Auch fur die Matrix Brokkoli erwies
sich die Kapillarelektrophorese als sehr gut geeignet. Neben den Analytsignalen
sind zwar Storsignale sichtbar, diese sind jedoch vollstdandig von den
Analytsignalen abgetrennt und interferieren somit nicht die quantitative
Bestimmung. Die Elektropherogramme der Triazol-Metaboliten in Losungsmittel
und Brokkoli-Matrix sind in Abb. 48 dargestellt und zudem fur einen besseren
Vergleich in Abb. 49 die LC-MS/MS-Chromatogramme der Triazol-Metaboliten.
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Abb. 48: CE-MS/MS-Ergebnisse der Triazol-Metaboliten
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Abb. 49: LC-MS/MS - 12,5 ppb Triazol-Metaboliten in Brokkoli
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Weder die LC-Phase Aquasil C18 noch die LC-Phase Hypercarb sind ausreichend
selektiv, um stérungsfreie Analytsignale zu erhalten. Hier erweist sich die
Kapillarelektrophorese als das bessere Trennverfahren, da die Analytsignale in
den Elektropherogrammen problemlos quantitativ auswertbar sind. Besonders im
Falle von TRZ kann eine bessere Auftrennung des Analyten von der Matrix im
Vergleich zur LC-MS/MS-Bestimmung beobachtet werden.

Nachteil der CE-MS/MS-Trenntechnik ist die mangelnde Empfindlichkeit der
Analyten, sodass die geforderten Bestimmungsgrenzen nicht erreicht werden. Bei
der Kapillarelektrophorese wurden im Losungsmittelstandard bedeutend geringere
Signal-Rausch-Verhaltnisse ermittelt als bei der LC-MS/MS-Bestimmung.
Besonders mit der LC-Phase Auqasil C18 werden viel hohere Werte fur das
Signal-Rausch-Verhaltnis ermittelt. So liegen diese bei CE-MS/MS fir die TDMs
bei 50 ppb im Bereich von 78 - 150. Bei der LC-MS/MS-Messung wurden Signal-
Rausch-Verhaltnisse bei einem um Faktor 5 geringeren Standard von 10 ppb im
Bereich von 158 - 393 bestimmt. Ursache fur die geringere Empfindlichkeit bei der
CE-MS/MS-Bestimmung ist zum einen das geringere Probenvolumen, welches flr
die Bestimmung verwendet wird. Des Weiteren werden bei der
Kapillarelektrophorese hohe Pufferkonzentrationen eingesetzt, die die lonisierung
negativ durch lonensuppressionseffekte beeinflussen kénnen. Auch die Kopplung
des Agilent 7100 CE-Systems mit dem Agilent 6490 Tripelquadrupol, welches
durch die Verwendung eines sogenannten ,Sheath Liquid Interface“ gewahrleistet
wird, hat negative Einflisse auf die Messempfindlichkeit. Hierbei wird ein
zusatzliches Ldésungsmittel wahrend der Elektrosprayionisation eingeleitet. Dies
fuhrt jedoch zur Verdinnung der Messlosung, wodurch die Messempfindlichkeit
reduziert wird.

Die ermittelten Signal-Rausch-Verhaltnisse im Losungsmittelstandard nach CE-

und LC-MS/MS-Bestimmung sind in Tab. 46 zusammengestellt.

Tab. 46: Vergleich S/N CE mit LC

Trennverfahren | Konzentration Peak-to-Peak S/N

TAA TLA TAL TRZ
CE 50 ppb 79 91 78 150
Aquasil C18 10 ppb 158 207 393 205
Hypercarb 10 ppb 34 83 150 47

132



DFA

7.3.2.2 Difluoressigséaure

Bei der Difluoressigsaure eignen sich die CE und die LC gleichermalien gut als
Trennsystem. Bei beiden sind die beobachteten Analytsignale frei von
Interferenzen und der chemische Untergrund stellt auch kein Problem dar.
Genauso wie bei den TDMs, kann auch bei der Difluoressigsaure ein grolder
Unterschied bezuglich der Empfindlichkeit beobachtet werden. So wurde mit CE-
MS/MS bei 25 ppb DFA in Salat ein Peak-to-Peak S/N von 9 bestimmt. Im
Vergleich dazu liegt bei der LC-MS/MS-Messung bei 5 ppb DFA in Salat, also
einem Funftel der Konzentration bei CE, ein Peak-to-Peak S/N von 101 vor.

Elektropherogramm und Chromatogramm der DFA in Salat sind in Abb. 50

dargestellt.
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Abb. 50: DFA in Salat - Vergleich CE-MS/MS mit LC-MS/MS

133



7.3.2.3 Ethephon und HEPA

Fur Ethephon und HEPA koénnen im Elektropherogramm schmale Signale
beobachtet werden, jedoch zeigen diese eine zu geringe Empfindlichkeit. So
wurden bei einem 500 ppb Losungsmittelstandard Werte fur das Peak-to-Peak S/N
von 24 fur Ethephon und 8 fir HEPA bestimmt. Bei einem um Faktor 10 geringer
konzertierterem Standard werden mit dem LC-MS/MS-Verfahren Werte fir das
Peak-to-Peak S/N von 553 fiur Ethephon und 922 fir HEPA erreicht. Die
Empfindlichkeit ist bei dem CE-MS/MS-Verfahren zu gering fur die quantitative
Bestimmung dieser Analyten in pflanzlichen Materialien.

Elektropherogramm und Chromatogramm von Ethephon und HEPA in

Losungsmittel sind in Abb. 51 dargestellt.

500 ppb in Losungsmittel 50 ppb in Losungsmittel
CE-MS/MS LC-MS/MS (Hypercarb)
x101 [Noise (PeakToPeak) =0.16; SNR (7.257min) = 7.8 R1-4.98 min-Area: 1.968c6
i +7187 4.98
431 1 20e5
484
479 185
4784 1 Be5
47
(- 4764 1.4e5
o 475 ,
e ol B 1265
% 47 2 s
e 724
3= L 8.0ed
LL 4714
47 6.0sd
489 fo
453 )
4674 2.0e4
b o5 T 15 2 25 § 95 & 45 5 55 § 65 7 75 & 45 9 00e0 T P I I z z
Counts vs. Acquisition Time (min) Time, min
101 |Noise (PeakToPeak) = 0.10; SNR (6.953min) = 243 R1-222min-Area: 19137
1944, ! 26e6 222
452 224685
q
% 2¢6
488
% 208
48 1288
48 16e6
E 48 5 14
L 478 2 e
L i_i 1066
47 8.0e5
") 5.0s5
43t 4065
466 2065
05 1 15 2 25 3 35 4 45 5 55 4 65 7 75 & 25 & ooe 7 p ] T : T
Counts vs. Acquisition Time {min) Time, min

Abb. 51: Ethephon und HEPA - Vergleich CE-MS/MS mit LC-MS/MS
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7.3.2.4 Phosphonséure

Die Phosphonsaure zeigt bei dem CE-MS/MS-Verfahren ein vergleichbares
Verhalten wie Ethephon und HEPA. Eine gute Trennleistung ist gegeben, jedoch
ist die beobachtete Empfindlichkeit ungenugend. So wurde bei einem 1 ppm
Losungsmittelstandard ein Peak-to-Peak S/N von 34 bestimmt. Wendet man die
LC-MS/MS-Bestimmung an, so wird bei einem 25 ppb Lésungsmittelstandard ein
Peak-to-Peak S/N von 331 erreicht.

Elektropherogramm und Chromatogramm von Ethephon und HEPA in

Losungsmittel sind in Abb. 52 dargestellt.
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Abb. 52: Phosphonséaure - Vergleich CE-MS/MS mit LC-MS/MS
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7.4 Detektion

Der Fokus dieser Arbeit liegt auf den massenspektrometrischen Detektions-
verfahren. Unter Massenspektrometrie versteht man ein physikalisches Verfahren,
bei dem lonen erzeugt und anschliel3end nach ihrem Masse-zu-Ladungsverhaltnis
getrennt werden.

Prinzipiell bestehen Massenspektrometer aus einem Einlasssystem zur
Probeneinfihrung, einer lonisationseinheit zur lonisierung der Analyten, einem
Analysator zur Fraktionierung der lonen nach dem Masse-zu-Ladungsverhaltnis
und einer Detektionseinheit. [94] Der Probeneinlass und die lonisation sind sowohl
unter Atmospharendruck als auch unter Vakuum maoglich. Bei der lonentrennung
und bei der Detektion hingegen muss ein Hochvakuum anliegen, da nur so eine
bleibende lonisierung und die Bildung von fokussierbaren lonenstrahlen mdglich
sind. [76]

7.41 Tandem-Massenspektrometrie

Bei allen bisher durchgefuhrten Messungen erfolgte die Detektion mittels eines
Tripelquadrupols. Hierbei handelt es sich um ein aus drei Quadrupolen
bestehendes System. Bei einem Quadrupol erfolgt die Trennung der lonen durch
ihre Ablenkung mittels elektrischer Felder. Er setzt sich aus vier Stabelektroden
zusammen, die parallel zueinander angeordnet und von denen die
gegenuberliegenden  Elektrodenpaare an  eine  Gleichspannungsquelle
angeschlossen sind. Dabei sind zwei Stabe an einer positiv gepolten und die
anderen zwei Stadbe an einer negativ gepolten Gleichspannungsquelle
angeschlossen. Zusatzlich liegt noch an jedem Paar gegenuberliegenden
Stabelektroden eine Wechselspannung an, wobei die zwei Wechselspannungen
um 1 voneinander versetzt sind. Wahrend der positiven Phase der
Wechselspannung erfolgt eine Ablenkung der positiven lonen zur Mittelachse,
hingegen in der negativen Phase diese zu den Staben beschleunigt werden. Der
Grad der Ablenkung der lonen hangt dabei von der Starke der angelegten

Spannung, deren Frequenz sowie der Masse der lonen und deren Ladung ab.
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Durch Abstimmung von Wechsel- und Gleichspannung der beiden Stabsysteme ist
es moglich, dass jeweils nur die ausgewahlten Masse-zu-Ladungsverhaltnisse den
Quadrupol passieren. [94]

Bei einem Tripelquadrupol wirken nur der erste und dritte Quadrupol als
Massenfilter. Der zweite Quadrupol fungiert als Kollisionszelle, in der die im ersten
Quadrupol ausgewahlten lonen mit Gasmolekilen zusammenstof3en. Dabei
entsteht ein Gemisch aus Fragment- und Neutralionen. Fir den im zweiten
Quadrupol stattfindenden stoBinduzierten Zerfall findet man in der Literatur haufig
die Abkirzung CAD, die fur Collisionally Activated Dissociation steht. Als Sto3gas
wird Helium, Stickstoff, Argon oder Xenon eingesetzt. Im dritten Quadrupol werden
ausgewahlte Fragment-lonen anhand ihrer Masse separiert, um sie anschliel3end
detektieren zu konnen. [15, 87]

Diese sogenannte Tandem-Massenspektrometrie weist eine hohe Selektivitat auf
und kann auch in Gegenwart von sehr komplexen Matrizes angewandt werden, da
hier charakteristische Zerfallsreaktionen durchgefihrt werden und eine zweifache
Massenselektion stattfindet. Bei den getesteten Analyten war diese Selektivitat
jedoch nicht ausreichend und die Analytsignale waren zum Teil Uberlagert von
Interferenzen und hohem chemischen Untergrundrauschen (siehe Abb. 58).
Ursache hierfur ist, dass die Zerfallsprodukte der Analyten sich nicht hinreichend
von denen der Matrixbestandteile abgrenzen. Des Weiteren flhrte das
vorgeschaltete Trennverfahren nicht zur Abtrennung storender
Matrixkomponenten, welches in Abschnitt 7.3 untersucht wurde. Daher werden im
Folgenden Techniken eingesetzt, mit denen eine hohere Selektivitdt erreicht
werden soll. Gepruft wurden die hochauflosende Massenspektrometrie und die

Differential-Mobilitats-Spektrometrie.
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7.4.2 Differential-Mobilitats-Spektrometrie

Bei der Differential-Mobilitats-Spektrometrie (DMS) werden lonen anhand ihrer
Mobilitat in einem elektrischen Feld in der Gasphase getrennt. Das getestete DMS-
Gerat befindet sich in einer keramischen Haltevorrichtung, die zwischen Curtain

Plate und Orifice Inlet des Massenspektrometers vorliegt (siehe Abb. 53).

Orifice Plate

Abstandsring flr
die TurboV Quelle

Curtain Plate DMS-Zelle

Abb. 53: Aufbau des DMS-MS/MS-Systems SelexlON™ [SCIEX]

Die DMS-Zelle setzt sich aus zwei planaren, parallel angeordneten Elektroden
zusammen. An einer dieser Elektroden ist ein hochfrequentes asymmetrisches
Wechselspannungsfeld angelegt, die sogenannte Separation Voltage (SV). Jede
Periode  dieser  Separation  Voltage besteht aus einer langen
Niedrigspannungsphase und einer kurzen Hochspannungsphase. Bedingt durch
die unterschiedlichen Mobilitdten in diesen Niedrig- und Hochspannungsphasen,
bewegen sich die lonen in Richtung einer dieser Elektroden. Bei Kontakt mit der
Elektrodenwand werden sie entladen und sind nicht mehr detektierbar. Um diese
Kollision mit der Elektrodenwand zu vermeiden, liegt =zusatzlich ein
Gleichspannungsfeld an, die sogenannte Compensation Voltage (CoV). [95-97]
Zusatzlich kann Uber das Curtain Gas auch noch ein Modifier zugeflihrt werden,
wodurch die Mobilitdt des Analyten verandert werden kann. Haufig werden dabei
Isopropanol, Acetonitril oder Methanol als Modifier verwendet.

Der Aufbau der DMS-Einheit ist in Abb. 54 dargestellt.
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Abb. 54: Aufbau des DMS-Systems [SCIEX]

Fir eine maximale Signalintensitat und optimale Abtrennung der mit-extrahierten
Matrixkomponenten mussen folgende Parameter optimiert werden: SV, CoV, DMS-
Zellentemperatur und ggf. Art und Konzentration des Modifiers. Des Weiteren kann
die DMS-Auflésung Uber die Nutzung eines sogenannten “Throttle Gas” verandert
werden. Erhéht man den Volumenstrom dieses Gases, so verlangert sich die
Verweilzeit der Analyten in der DMS-Zelle, wodurch eine hohere Aufldsung
resultiert. Durch die langere Verweilzeit der Analyten in der DMS-Zelle kommt es
jedoch verstarkt zu Diffusionsverlusten und somit zur Verringerung der
Signalintensitat. Daher wurde bei allen getesteten Analyten die geringste
Einstellung fur die Aufldsung gewahlt, um eine maximale Empfindlichkeit bei der

Detektion zu erreichen.

7.4.2.1  Triazol-Metaboliten

Fur die 4 TDMs wurde kein signifikanter Einfluss der DMS-Zellentemperatur auf die
Signalintensitat der Analyten ermittelt. Es wurde eine Temperatur von 150°C
gewahlt. Bei der SV wurde sowohl ein Einfluss auf die Auftrennung von Analyten
und Matrix mit der DMS-Zelle beobachtet als auch ein Einfluss auf die

Signalintensitat der Analyten.
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Abb. 55: DMS ohne Modifier - Optimierung SV fiir TDMs

In Abb.55 sind die Optimierungsergebnisse der TDMs fiur die SV ohne
Verwendung eines DMS-Modifiers dargestellt. Getestet wurde im Bereich von
2200 V bis 3200 V. Von 2200 bis 3000 V kann ein Anstieg der Signalintensitat fur
alle TDMs beobachtet werden. Dieser Anstieg lasst sich durch die Verringerung
von Diffusionsverlusten bei zunehmender SV erklaren. Bei SV gréRer 3000 V
scheint zu viel Energie vorzuliegen, die Analyten zersetzen sich und die
Signalintensitat nimmt dadurch wieder ab. Der optimale Wert fur die SV liegt somit
fur alle TDMs bei 3000 V. Hier liegt die maximale Signalintensitat der Analyten vor.
Bei allen 4 TDMs kann beobachtet werden, dass mit zunehmender SV die Mobilitat
der lonen in der Hochspannungsphase starker zunimmt als in der der
Niedrigspannungsphase der SV. Die daraus resultierende Abdrift muss somit mit

einer negativ geladen Gleichspannung, der CoV, korrigiert werden.

140



Bei nachfolgenden Testmessungen mit Matrix konnte bei dieser SV auch eine
ausreichende Abtrennung von mit-extrahierten Matrixbestandteilen erreicht
werden. Dies ist exemplarisch in Abb. 56 fur TAA in Futterribe dargestellt. Bei
einer geringen SV von 500 V zeigen die mit-extrahierten Matrixbestandteile ein
sehr ahnliches Verhalten in der DMS-Zelle wie der Analyt TAA. lhre Migration wird
mit der gleichen CoV korrigiert wie die des TAA und somit ist keine Abtrennung
moglich (siehe Abb. 56, links oben). Das resultierende Chromatogramm ist
charakterisiert von Interferenzen und hohem chemischen Untergrundrauschen
(siehe Abb. 56, links unten). Bei einer SV von 3000 V weist das TAA ein anderes
Verhalten als die mit-extrahierten Matrixkomponenten auf. Die Migration des TAA
wird mit einem anderen Wert fur die CoV korrigiert als die der Matrixkomponenten
und somit kdnnen letztere vom Analyten abgetrennt werden (siehe Abb. 56, rechts
oben). Das daraus resultierende Chromatogramm stellt nun das Analytsignal von

TAA storungsfrei dar (siehe Abb. 56, rechts unten).
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Abb. 56: 0,01 mg/kg TAA in Futterriibe - Vergleich SV 500 V und 3000 V
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Optimierungen mit verschiedenen DMS-Modifiern ergaben, dass diese fur die
Analytik der TDMs nicht geeignet sind. Bei Acetonitril und Isopropanol wurde eine
derart starke Verringerung der Signalintensitat der Analyten beobachtet, dass eine
Bestimmung der TDMs bei 0,01 mg/kg nicht moglich ist. Bei Methanol als DMS-
Modifier ist die Verringerung der Signalintensitat weniger stark ausgepragt. Eine
ausreichende Empfindlichkeit mit Methanol als Modifier ergab sich jedoch nur bei
einer SV von 2000 - 2200 V. In diesem SV-Bereich liegt jedoch eine zu geringe
Trennleistung vor. Beispielhaft ist dies in Abb. 57 dargestellt. Mit der Verwendung
von Methanol als Modifier ist das Analytsignal von TRZ Uberlagert von einer
Interferenz. Ohne Verwendung von Modifier konnte die Interferenz abgetrennt
werden. Somit eignet sich auch Methanol nicht als Modifier fur die Analytik der
TDMs.

Beste Signalintensitat und Trennleistung bei der Analytik der TDMs in pflanzlichen
Materialien wurde bei SV 3000 V beobachtet, ohne den Einsatz von DMS-Modifier.

SV 2200 V | Modifier MeOH
SV 2000 V I Modifier MeOH

Intensity

1500 SV 3000 V/ Ohne Modifier

1000

10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 286
Time, min

Abb. 57: 0,01 mg/kg TRZ in Weintraube - Vergleich DMS mit und ohne Modifier

Mit den optimierten Parametern wurde dann eine Validierung der LC-DMS-MS/MS
Methode fur die TDMs in verschiedenen pflanzlichen Materialien vorgenommen.

Die Extrakte wurden entsprechend den Angaben aus 6.4.2 hergestellt.
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Entsprechend der Richtlinie der SANCO [86] mussen 70 - 120 % des Analyten
wiedergefunden werden, damit eine ausreichende Richtigkeit gewahrleistet ist.
Eine ausreichende Reproduzierbarkeit ist gegeben bei einer relativen
Standardabweichung von <20 % [86].

Die Ergebnisse der Validierung sind in Tab. 47 zusammengefasst. Bis auf 3
Ausnahmen konnten fir alle 4 TDMs in allen getesteten Matrizes Wiederfindungen
bestimmt werden, die die Regularien der SANCO erfullen. Die ermittelten
Wiederfindungen liegen im Bereich von 74 - 117 %. Lediglich fur 0,01 mg/kg TAA
in Bohne, 0,01 mg/kg TRZ in Soja und 0,10 mg/kg TAL in Flachs konnten die
Anforderungen der SANCO nicht erflllt werden. Hier wurden Wiederfindungen von
129 %, 124 % und 65 % bestimmt. Sowohl die Analytsignale als auch die
dazugehdrigen Matrixblindwerte zeigten keinerlei Interferenzen. So lassen sich die
Wiederfindungen aullerhalb der Anforderungen der SANCO-Richtlinie nicht
aufgrund mangelnder Selektivitdt des Detektionssystems erklaren. Ursache ist
vielmehr eine mangelnde Stabilitat der Analyten nach Extraktion. So wurde die
Bestimmung der Wiederfindungen fur diese 3 Ausnahmen noch einmal wiederholt
mit sofortiger Messung der Extrakte nach Herstellung und es wurden nun
Wiederfindungen von 99 %, 94 % und 87 % ermittelt. Fur die relativen
Standardabweichungen aller TDMs in den verschiedenen Matrizes wurden Werte

unter 10 % bestimmt.
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Tab. 47: Validierungsergebnisse Analyse TDMs mittels LC-DMS-MS/MS

Matrix Level TAA TLA TRZ TAL
[mg/kg] | WF*| CV | WF*| CV |WF*| CV | WF* | CV
[%] | [%] | [%] | [%] | [%] | [%] | [%] | [%]
Salat 0,01 105 | 2,5 98 5,2 117 | 2,9 100 3,2
0,10 106 | 0,5 102 | 2,8 105 | 3,5 93 24
Tomate 0,01 104 1,0 104 1,7 77 6,9 111 4,3
0,10 101 2,1 98 29 74 2,2 94 1,3
Brokkoli 0,01 103 | 44 100 | 5,7 11 | 7,8 -2 -2
0,10 103 | 0,8 97 1,7 91 38 | 78 2,8
Bohne 0,01 129 | 3,3 |103'| 59 112 | 7,6 | 877 8,3
0,10 112 | 2,6 98 2,2 94 7,2 98 1,1
Soja 0,01 107'| 65 |1041| 1,6 124 | 9,3 | 707 6,2
0,10 93 1,5 90 24 76 2,5 76 2,3
Riibe 0,01 108 | 3,7 96 3,2 85 6,1 80 4,5
0,10 102 1,4 93 1,0 79 1,8 7 1,8
Karofte 0,01 100 | 2,2 100 1,5 85 4,1 92 1,5
0,10 100 | 2,3 96 0,5 85 1,8 87 1,5
Korn 0,01 761 | 4,2 94 53 85 6,0 | 75" 5,9
0,10 84 2,0 84 1,5 79 3,8 83 2,5
Orange 0,01 102 | 8,7 | 9" | 2,3 94 3,1 991 5,8
0,10 98 2,2 98 1,9 87 3,1 93 3,4
Wein 0,01 102 | 2,9 | 94 3,2 84 2,3 87 53
0,10 100 1,8 97 1,7 82 2,6 89 2,7
Flachs 0,01 81 34 | 7317 3,6 83 76 | 757 7,7
0,10 91 2,1 86 1,2 80 2,0 65 1,6
Mittel- 0,01 102 | 3,9 97 3,6 96 5,8 88 53
wert 0,10 99 1,8 94 1,8 85 3,1 85 2,1

Mittelwert der FlUnffachbestimmung, Matrixeffekte korrigiert mittels
interner Standardsubstanzen

Blindwertkorrektur wurde durchgefuhrt
Kein adaquates Material fur die Validierung war verfugbar
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In Abb. 58 und Abb. 59 sind die Chromatogramme der TDMs in einer Auswahl von
Matrizes nach MS/MS- und DMS-MS/MS-Detektion dargestellt. Bei der MS/MS-
Detektion sind die Chromatogramme charakterisiert durch einen hohen
chemischen Untergrund. Des Weiteren sind die Analytsignale durch Interferenzen
uberlagert, wie es zum Beispiel bei TRZ in allen abgebildeten Matrizes der Fall ist.
Durch die DMS-MS/MS-Detektion kann eine deutliche Verbesserung der
Selektivitat bei der Bestimmung der TDMs in pflanzlichen Materialien im Vergleich
zur ,konventionellen® MS/MS-Detektion erreicht werden. Der chemische
Untergrund in den Chromatogrammen ist deutlich reduziert und Interferenzen
konnten vollstandig eliminiert werden. So sind die Analytsignale praziser und
reproduzierbarer integrierbar. Des Weiteren liegen jetzt Signale vor, die auch von
einer MS-Auswertesoftware automatisiert ausgewertet werden konnen, welches
unverzichtbar im analytischen Routinealltag ist.

Die DMS-Technologie flhrt zu einer signifikanten Verbesserung der Analytik von
den TDMs in pflanzlichen Materialien. Das Verfahren ist valide, es konnten
akkurate und reproduzierbare Ergebnisse erzielt werden. Die Selektivitats-
steigerung flhrte zur Entfernung von Interferenzen und zur Reduktion des
chemischen Untergrunds. Es wurde ein robustes und prazises Verfahren
entwickelt, das sich in der Routineanalytik der TDMs in pflanzlichen Materialien

bereits etabliert hat.
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Abb. 58: LC-MS/MS-Bestimmung von 0,01 mg/kg TDMs (Aquasil C18)
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Abb. 59: LC-DMS-MS/MS-Bestimmung von 0,01 mg/kg TDMs (Aquasil C18)
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7.4.2.2 Difluoressigséaure

Anders als bei den TDMs lag bei der DFA kein Selektivitatsproblem vor. Wie in
Kapitel 7.3.1.2 dargelegt wurde, sind die LC-MS/MS-Ergebnisse bei Verwendung
eines HILIC-Materials als LC-Trennsaule fur die qualitative und quantitative
Bestimmung von DFA in pflanzlichen Materialien geeignet. Die erzielten
Chromatogramme sind frei von Matrixinterferenzen. Daher besteht nicht die
Dringlichkeit die Selektivitat der MS/MS-Detektion mittels DMS zu erhdéhen. Jedoch
weist der Analyt DFA auf Grund der kleinen MolekllgroRe nur einen MRM-
Ubergang auf. Nach SANCO-Richtlinie ist ein MRM-Ubergang nicht genligend,
damit das quantitative Ergebnis ausreichend abgesichert ist. Es bedarf eines
zweiten MRM-Uberganges oder eines zweiten Analysenverfahrens [86]. Ersteres
ist nicht gegeben und letzteres ist aufwendig und kostenintensiv. Alternativ kann
aber auch ein Analysenverfahren verwendet werden, welches selektiver ist als die
Detektion mittels MS/MS und somit das Vorhandensein von zwei MRM-
Ubergangen nicht notwendig ist. Aktuell sind das nach SANCO-Richtlinie die
hochauflosenden Detektionssysteme, die im folgenden Kapitel naher untersucht
werden. Bei diesen Systemen ist das quantitative Ergebnis ausreichend
verifizierbar durch das Mutterion und ein Fragmention [86]. Ein zweites
Fragmention, welches einem zweiten MRM entsprechen wurde, ist nicht
erforderlich. Folgende Untersuchungsergebnisse fur die DFA sollen zeigen, dass
auch die DMS-MS/MS zukunftig zu diesen selektiveren Verfahren der SANCO-
Richtlinie zahlen kénnte. Dabei wurden, wie bei hochauflésenden Systemen, das
Mutterion und ein Fragmention berucksichtigt.

Wie fur die TDMs mussten auch fur die DFA die DMS-Zellenparameter optimiert
werden. Bei der DMS-Zellentemperatur konnte kein signifikanter Einfluss auf die
DFA-Analytik ermittelt werden und so wurde eine Temperatur von 150°C gewahlt.
Die Optimierungsergebnisse fir die SV ohne Verwendung eines DMS-Modifiers
sind in Abb. 60 dargestellt.
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Abb. 60: Optimierung SV fiir DFA

Getestet wurde im Bereich von 2000 V bis 3800 V. Mit zunehmender SV kann ein
Anstieg der Signalintensitat fur die DFA beobachtet werden. Dieser Anstieg lasst
sich durch die Verringerung von Diffusionsverlusten bei zunehmender SV erklaren.
Bei einer SV groler 3000V konnten gelegentlich Messabbriche durch
Uberschlage in der DMS-Zelle beobachtet werden. Diese lassen sich durch die
Verwendung von hohen Pufferkonzentrationen in den LC-Eluenten erklaren,
wodurch im negativen Messmodus zu viele Ladungstrager in der DMS-Zelle
vorliegen. Diese hohe Pufferkonzentration ist jedoch fur die HILIC-
Chromatographie notwendig. Um dennoch die Routinetauglichkeit der Methode
ohne Messabbriche zu gewahrleisten, wurde eine SV von 3000 V gewahlt, dem
maximalen Wert wo noch eine Messstabilitat gewahrleistet ist.

Bei nachfolgenden Testmessungen mit Orangenmatrix konnte bei dieser SV auch
eine ausreichende Abtrennung von mit-extrahierten Matrixbestandteilen
beobachtet werden (siehe Abb. 61). Bei einer geringen SV von 500 V zeigen die
mit-extrahierten Matrixbestandteile ein sehr ahnliches Verhalten in der DMS-Zelle
wie der Analyt. lhre Migration wird mit der gleichen CoV korrigiert wie die der DFA

und somit ist keine Abtrennung mdglich (siehe Abb. 61, rechts oben).
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In dem resultierenden Chromatogramm ist das Analytsignal fur DFA aufgrund des
chemischen Untergrunds nicht sichtbar (siehe Abb. 61, rechts unten). Bei einer SV
von 3000V weist die DFA ein anderes Verhalten als die mit-extrahierten
Matrixkomponenten auf. Die Migration wird mit einem anderen Wert fir die CoV
korrigiert als die der Matrixkomponenten und somit konnen letztere vom Analyten
abgetrennt werden (siehe Abb. 61, links oben). Das daraus resultierende
Chromatogramm stellt nun das Analytsignal von DFA storungsfrei dar (siehe Abb.

61, links unten).
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Abb. 61: DFA 0,01 mg/kg PE in Orange - Vergleich SV 3000 V und 500 V

Mit den optimierten Parametern wurde dann eine Validierung der LC-DMS-MS und
LC-DMS-MS/MS Methode fur die DFA in verschiedenen pflanzlichen Materialien
vorgenommen. Die Extrakte wurden, wie in 6.4.2 beschrieben, hergestellt.

Entsprechend der Richtlinie der SANCO [86] mussen 70 - 120 % des Analyten
wiedergefunden werden, damit eine ausreichende Richtigkeit gewahrleistet ist.
bei
Standardabweichung von <20 % [86]. Die Ergebnisse der Validierung sind in Tab.

Eine ausreichende Reproduzierbarkeit ist gegeben einer relativen

48 zusammengefasst.
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Tab. 48: Validierungsergebnisse Analyse DFA mittels LC-DMS-MS/MS und LC-DMS-MS

Matrix Level DFA DMS-MS/MS DFA DMS-MS
[mg/kg] PE | WF*[%] | CV[%] | WF*[%] | CV [%]

ot 0.01 77 1.9 108 28
0.10 101 2.0 113 0.9

Soia 0.01 71 76 100 57
0.10 103 51 108 3.2

b 0.01 105 33 118 9.4
0.10 102 35 99 5.2

o 0.01 114 1.2 111 27
0.10 102 06 99 15

Orange 0.01 103 0.8 98 1.2
0.10 95 0.7 97 0.9

Hopfen 0.01 119 2.1 114 3.6
0.10 100 10 103 29

Raps 0.01 105 0.8 104 16
0.10 103 0.7 109 3.0

. 0,01 99 2.5 108 3.9
Mittelwert 0.10 101 1.9 104 2.5

*

Mittelwert der FUnffachbestimmung, Matrixeffekte korrigiert mittels
interner Standardsubstanz
PE ... Parentequivalent

Fir alle getesteten Matrizes konnten Wiederfindungen und relative
Standardabweichungen bestimmt werden, die die Regularien der SANCO erfiillen.
Die ermittelten Wiederfindungen liegen im Bereich von 71-119 % und die
relativen Standardabweichungen unter 10 %.

In Abb. 62 und Abb. 63 sind die Chromatogramme von DFA bei einem Riickstand
von 0,01 mg/kg PE in den getesteten Matrizes dargestellt, gemessen ohne und mit
DMS.
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Abb. 63: DFA 0,01 mg/kg PE LC-DMS-MS/MS und LC-DMS-MS

Ohne DMS sind nur die Analytsignale der MS/MS-Detektion auswertbar, jedoch
nicht die der MS-Detektion. Bei letzterer sind die Chromatogramme gestoért durch
Interferenzen und hohen chemischen Untergrund. Durch Steigerung der
Selektivitat mittels DMS kénnen diese Interfenzen bei allen getesteten Matrizes
abgetrennt werden und die erhaltenen Signale der MS-DMS-Detektion sind
quantitativ auswertbar. Bei der DMS-MS/MS-Detektion kdénnen keine Nachteile
gegenuber der ,konventionellen® MS/MS-Detektion festgestellt werden und die
Chromatogramme weisen fur die Quantifizierung eine vergleichbar gute Qualitat

auf.
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Durch die selektivere Detektion mittels DMS besteht nun die Mdglichkeit, die DFA
sowohl auf dem Fragmention als auch auf dem Mutterion quantitativ zu
bestimmen. Dadurch liegt nun eine Verifizierung des Analysenergebnisses vor.
Aktuell ist die DMS-Technologie noch nicht in der SANCO-Richtlinie berlcksichtig.
Aber es ist sehr gut vorstellbar, dass in zukunftigen Revisionen dieser Richtlinie die
Quantifizierung eines Analyten auf Basis von Mutter- und Fragmention nicht nur

bei hochauflosenden MS-Detektoren, sondern auch mittels DMS anerkannt wird.

7.4.3 Time-of-Flight Detektion

Bei TOF-Geraten erfahren die gebildeten lonen durch einen Kkurzen
Spannungsstol3 eine Beschleunigung und gelangen anschlielend in ein
feldfreies, evakuiertes Flugrohr. Leichte lonen werden dabei starker beschleunigt
als schwere, wodurch die leichten das Ende des Flugrohres schneller erreichen als
schwere. Die Trennung der lonen erfolgt demzufolge nach der massenabhangigen
Flugzeit. Fur TOF-Gerate gilt [76]:

m_2-U-t2
z s?

mit m ... lonenmasse
Z ... lonenladung
U ... Beschleunigungsspannung
t... Flugzeit

s ... Flugstrecke

In TOF-Geraten ist demnach das Quadrat der Flugzeit proportional zum Masse-zu-

Ladungsverhaltnis. Der Betrieb erfolgt gepulst [94].
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Das Auflésungsvermodgen dient zur Beschreibung der Trennleistung eines
Massenspektrometers. Abhangig davon, wie gut zwei benachbarte Signale
voneinander getrennt werden konnen, unterscheidet man in hochauflosend und
niedrigauflosend. Als hochauflosende Massenspektirometer werden solche
bezeichnet, die C-, H-, N-, und O-Multipletts voneinander unterscheiden kénnen,
wo hingegen bei niedrigauflésenden Geraten nur die Trennung nach ganzen

Massenzahlen mdglich ist (Einheitsmassenauflésung) [87].
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Abb. 64: Selektivititsvergleich [SCIEX]

Bei einem QTOF-System sind dem Flugrohr zwei Quadrupole vorgeschalten.
Dadurch hat man nicht nur die Mdglichkeit das Mutterion hochaufgeldst zu
detektieren, sondern auch dessen Fragmentionen. Man kann somit vergleichbare
MRM-Messungen wie auf einem Tripelquadrupolsystem durchfihren. Durch die
Kombination von MRM und Hochauflésung erreicht man eine Steigerung der
Selektivitat des Detektionssystems (siehe Abb. 64). Im Folgenden wird gepruft, ob
diese selektivere Detektionsart auch fur die Analytik von den TDMs geeignet ist,
bei denen, wie bereits ausflhrlich gezeigt wurde, die ,konventionelle® MRM-
Detektion nicht ausreichend selektiv ist.
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7.4.3.1  Triazol-Metaboliten

Es wurde eine Validierung der LC-MRM"R-Detektion fir die TDMs in
verschiedenen pflanzlichen Materialien vorgenommen. Die Extrakte wurden
entsprechend den Angaben aus 6.4.3 hergestellt.

Nach Vorgaben der SANCO [86] mussen 70 - 120 % des Analyten wiedergefunden
werden, damit eine ausreichende Richtigkeit gewahrleistet ist. Eine ausreichende
Reproduzierbarkeit ist gegeben bei einer relativen Standardabweichung von <20 %
[86].

Die Extrakte wurden zunachst mit der Aquasil C18 LC-Phase gemessen. Bei
dieser Phase liegt eine nur sehr geringe Retention des TALs vor, viele mit-
extrahierte Matrixkomponenten ko-eluieren mit diesem Analyten und es kdnnen
starke Matrixeffekte in Form von Signalsuppression beobachtet werden. Bei der
Messung mit DMS-MS/MS storte diese Signalsuppression nicht. Die MRMHR-
Detektion ist jedoch etwas weniger sensitiv. Somit flhrt die starke
Signalsuppression bei TAL dazu, dass in einigen Matrizes, wie Soja und Bohne,
die erforderliche LOQ von 0,01 mg/kg nicht erreicht wird. Fir alle anderen Matrizes
wurden fur das TAL sehr hohe relative Standardabweichungen bestimmt. Bei
einem Rulckstand von 0,01 mg/kg wurde im Durchschnitt eine relative
Standardabweichung von 19 % ermittelt. Auch dies wird durch die schlechtere
Sensitivitat verursacht. Daher wurden die Extrakte ein weiteres Mal mit der LC-
Phase Hypercarb gemessen. Hier konnten deutlich bessere Ergebnisse fur das
TAL erreicht werden. Es wurden bei 0,01 mg/kg relative Standardabweichungen
von durchschnittlich 9,3 % ermittelt. Leider sind die Peakscharfen der anderen
TDMs auf der Hypercarb deutlich schlechter als auf der Aquasil C18 (siehe Kapitel
7.3.1.1), wodurch sich fur diese Analyten schlechtere Empfindlichkeiten auf dieser
LC-Phase ergeben. Die Validierung von TAA, TLA und TRZ mit MRMHR-Detektion
wurde daher mit der LC-Phase Aquasil C18 durchgefuhrt. Die Validierung fir TAL
erfolgte mit der Hypercarb. Die Ergebnisse der Validierung sind in Tab. 49
zusammengefasst. Die vollstandigen Ergebnisse fur alle TDMs bei beiden LC-

Phasen befinden sich im Anhang 9.11.4.
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Mit  Wiederfindungen von  durchschnittich 86-100% und relativen
Standardabweichungen im von durchschnittlich 3,7 - 14,3 % kann die quantitative
Analyse der TDMs mittels LC-MRMHR als weitere Option zur LC-DMS-MS/MS-
Bestimmung angesehen werden, bei der valide und akkurate Ergebnisse ermittelt

werden.

Tab. 49: Validierungsergebnisse Analyse TDMs mittels LC-MRM"R

Matrix Level TAA TLA TRZ TAL
(Aquasil C18) (Aquasil C18) (Aquasil C18) (Hypercarb)
[mg/kg] | WF* | CV | WF*| CV |WF*| CV | WF* Cv
[%] | [%] | [%] | [%] | [%] | [%] | [%] [%]
Salat 0,01 90 55 | 120 6,0 90 | 15,1 89 8,3
0,10 94 34 | 102 3,6 91 11,9 91 2,2
Tomate 0,01 90 6,6 70 10,3 90 | 12,1 | 102 5,0
0,10 104 | 5,3 71 8,7 88 5,3 87 2,3
Brokkoll 0,01 80 6,9 | 110 | 17,0 80 | 16,6 -2 -2
0,10 88 5,4 86 5,3 84 |11,3| 96" 6,8
Bohne 0,01 100 | 58 | 110" | 28,6 80 | 11,1 | 97’ 6,7
0,10 90 3,8 97 9,0 98 7,8 90 5,4
Soja 0,01 80" 106 | 90" | 12,7 | 110 | 11,2 | 78" 8,8
0,10 94 7,5 99 15,6 98 7,7 84 4,0
Riibe 0,01 90 5,2 90 6,2 100 | 16,5 82 7,6
0,10 106 | 3,2 84 9.1 85 5,8 97 3,7
Karofte 0,01 80 4,8 | 100 6,4 100 | 21,8 89 4.1
0,10 83 2,9 96 5,4 98 6,4 87 1,6
Korn 0,01 69" | 6,8 99 3,9 110 | 6,7 68" 17,1
0,10 86 4,7 71 2,2 85 4,2 72 6,1
Orange 0,01 100 | 7,8 | 110" | 14,0 90 |17,5| 87 18,7
0,10 98 58 | 102 7,3 89 7,3 88 2,1
Wein 0,01 100 | 8,0 | 90" 7,6 100 | 11,9 93 54
0,10 99 2,3 80 4,6 95 0,7 86 3,5
Flachs 0,01 90 6,1 [110'| 16,9 | 100 | 17,2 | 71" 11,1
0,10 81 5,1 105 9,3 94 51 71 2,8
Mittel- 0,01 88 6,7 | 100 | 11,8 | 95 | 143 86 9,3
wert 0,10 93 4,5 90 7,3 91 6,7 86 3,7
* Mittelwert der Flunffachbestimmung, Matrixeffekte korrigiert mittels
interner Standardsubstanzen
... Blindwertkorrektur wurde durchgefiihrt
2 ... Kein adaquates Material fiir die Validierung war verfligbar
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Vergleicht man die chromatographischen Ergebnisse der MRM"R-Detektion mit der

.konventionellen®, einheitsaufgelésten MRM-Detektion, so wird eine deutliche

Selektivitatssteigerung erreicht. Sowohl der hohe chemische Untergrund als auch

interferierende Signale kdnnen mittels MRM"R ausgeblendet werden. Ein Vergleich

von MRM, MRMHR, und DMS ist in Abb. 65 dargestellt.

MRMHR MRM

DMS

Abb. 65: 0,01 mg/kg TDMs in Futterriibe, Vergleich Detektionstechniken
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7.4.3.2 Interferenz des 1,2,4-Triazol

Im Vergleich zu den anderen Triazol-Metaboliten zeigte sich beim 1,2,4-Triazol in
den unterschiedlichen pflanzlichen Materialien ein ahnliches Verhalten der
Interferenzen. Kurz vor dem TRZ eluierte bei vielen Matrizes eine Interferenz, die
das Analytsignal Uberlagerte (siehe Abb. 66). Daher wurde mit Hilfe eines

hochauflosenden Detektionssystems diese nun naher untersucht.
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Abb. 66: 0,10 mg/kg TRZ in Orange

Als erstes wurde ein TOFMS-Scan durchgefuhrt, um die akkurate Masse der
Interferenz zu bestimmen. Die akkurate Masse des TRZs und der Interferenz
kénnen Abb. 67 entnommen werden. Analyt und Interferenz unterscheiden sich

lediglich um rund 0,02 amu.
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Abb. 67: 0,10 mg/kg TRZ in Orange, TOFMS-Spektrum

Des Weiteren wurde ein hochaufgeldstes Produktionen-Spektrum sowohl von dem
TRZ als auch von der Interferenz aufgezeichnet (siehe Abb. 68 und Abb. 69). Bei
dem TRZ fragmentiert das Mutterion m/z 70,039 zu dem Fragmention m/z 43,029.

Die Interferenz zeigt ahnliches Verhalten und fragmentiert vom Mutterion

m/z 70,065 auf das Fragmention m/z 43,054. Hier lasst sich die Ursache erkennen,

warum mit einem Tripelquadrupol-Massenspektrometer Analyt und Interferenz

nicht aufgetrennt werden kdnnen. Die Massendifferenz zwischen den beiden lonen

ist zu gering und kann von einheitsauflésenden Systemen nicht unterschieden

werden.
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Abb. 69: Produktionen-Scan von der Interferenz, Matrix Orange

Mit Hilfe der akkuraten Masse wurde die Summenformel der Interferenz bestimmt.
Es handelt sich hierbei um eine Substanz mit der Summenformel C4H7N. In der
ChemSpider-Datenbank sind aktuell 33 Substanzen mit dieser Summenformel
gelistet [98, Stand 2018], darunter das 3-Pyrrolin. Diese Substanz weist ahnliche
physikalisch-chemische Eigenschaften auf wie das TRZ und dessen Struktur ist

kompatibel mit dem gemessenen Produktionen-Spektrum.
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Es wurden LC-MS/MS-Testmessungen mit dieser Substanz durchgefuhrt um zu
Uberprufen, ob es sich bei dem 3-Pyrrolin um die Interferenz handelt. Das Ergebnis
istin Abb. 70 dargestellt. 3-Pyrrolin Iasst sich deutlich vom TRZ chromatographisch
abtrennen, im Gegenteil zur Interferenz. Somit handelt es sich hier nicht um das 3-
Pyrrolin, sondern um eine dem 3-Pyrrolin sehr ahnliche Substanz. Fur weitere

Angaben ware eine Vermessung mittels NMR-Spektroskopie erforderlich.
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Abb. 70: Chromatogramm von TRZ und 3-Pyrrolin
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8  Zusammenfassung und Ausblick

Pflanzenschutzmittel sind Substanzen, die in der Landwirtschaft, im Obst- und
Gemulseanbau sowie in vielen Kleingarten Anwendung finden. Ziel einer
Anwendung ist es, die Kulturpflanzen und Erntegiter vor Schadlingen zu schitzen
und somit Verluste an Erntegutern und Vorraten zu minimieren [1]. Der Einsatz von
Pflanzenschutzmitteln ist jedoch nur zugelassen, wenn keine Gefahr fur Mensch,
Tier und Umwelt besteht [71]. Dabei geht die Gefahr nicht nur vom Wirkstoff selbst
aus, sondern auch dessen Abbauprodukte (,Metaboliten) kdénnen ein Risiko
darstellen. Um schadliche Wirkungen ausschlie3en zu kénnen, sind Hersteller von
Pflanzenschutzmitteln verpflichtet, diese nach gesetzlichen Vorgaben zu
erforschen [5]. Hierzu gehdrt nicht nur die Ermittlung toxikologischer und
Okotoxikologischer  Auswirkungen, sondern auch die Erforschung des
Abbauverhaltens sowie der Rulckstandssituation dieser Substanzen und ihrer
Metaboliten nach  sachgerechter Anwendung [1]. Letzteres bedarf
Analysenmethoden, mit deren Hilfe die Ruckstande des Wirkstoffes und dessen
Metaboliten bestimmt werden konnen.

Nicht nur bei der Zulassung von Pflanzenschutzmitteln ist die Rickstandsanalytik
von Bedeutung. Im Rahmen der amtlichen Lebensmitteliberwachung dient sie der
Aufdeckung von Hochstmengenuberschreitungen oder dem Nachweis verbotener
Anwendungen [4]. Um mdgliche Risiken frihzeitig zu erkennen, werden Lebens-
und Futtermittel durch Monitoring-Programme langfristig auf Rickstande von
Pflanzenschutzmitteln untersucht [89, LFGB §§50-52].

Aufgrund der hohen Probenzahlen und der Wirkstoffvielfalt sind Multimethoden
unerlasslich geworden. Es gibt jedoch Wirkstoffe und vor allem Abbauprodukte, die
mit diesen Methoden nicht erfasst werden kénnen. Der Grund hierflr liegt in ihren
chemischen Eigenschaften. Vielfach handelt es sich hierbei um Substanzen, die
eine sehr hohe Polaritat und ein kleines Molekulargewicht aufweisen. Um diese in
verschiedenen Matrizes zu bestimmen, wurden Einzelanalysenmethoden
entwickelt. Jedoch weisen diese Schwachen auf. So sind sie zum Teil sehr arbeits-
und zeitaufwendig. Zudem erreichen sie mitunter keine ausreichende Selektivitat,
was sie anfallig fir Matrixinterferenzen macht und zu falschen Analyseergebnissen

fuhren kann.
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Das stellt nicht nur eine Gefahr fur Mensch, Tier und Umwelt dar, sondern
gefahrdet auch die Zulassung eines neuen Pflanzenschutzmittels, welches mit
einem enormen finanziellen Schaden fur den Hersteller verbunden ist.

Ziel dieser Arbeit war es, neue Ansatze fur die Analytik kleiner und hochpolarer
Pflanzenschutzmittelrickstande in unterschiedlichsten pflanzlichen Materialien zu
entwickeln. Dabei standen die Prazision der Analysenergebnisse, der
Arbeitsaufwand, sowie die Robustheit der Methoden und die daraus resultierende
Ubertragbarkeit fiir die Routineanalytik im Vordergrund. Hierzu wurden
verschiedene Arbeitsschritte von Analysenmethoden an ausgewahlten Beispielen
von hochpolaren Pflanzenschutzmittelriickstanden mit niedrigem Molekulargewicht
untersucht. Fir folgende Analyten wurden im Rahmen dieser Arbeit Methoden
entwickelt: die Metaboliten der Triazol-Fungizide, fur Difluoressigsaure, flr
Ethephon und dessen Abbauprodukt, fir den Metaboliten von Fosetyl-Aluminium
sowie fur Glufosinat einschliellich dessen Abbauprodukte. Fir die meisten der
gewahlten Analyten galt es, die erforderliche Bestimmungsgrenze von 0,01 mg/kg
zu erreichen. Bei den pflanzlichen Materialien wurden nicht nur wasserhaltige,
sondern auch saure-, starke-, protein- und fetthaltige Materialien untersucht.
Besonders fir komplexe Materialien wie Sojabohne oder Futterriibe sollten
Ldsungen gefunden werden, da hier die Analytik der genannten Substanzen sehr
storanfallig ist.

Zuerst wurde gepruft, ob durch die Wahl des Extraktionsverfahrens ein Einfluss auf
die Mitextraktion von Matrixkomponenten genommen werden kann. Hierbei wurden
sowohl unterschiedliche Losungsmittel als auch verschiedene physikalische
Verfahren gepruft. Die Mitextraktion von Matrixkomponenten konnte jedoch nicht
signifikant durch Anderung des Extraktionsverfahrens reduziert werden. Daher
sollte bei der Analytik von kleinen und hochpolaren
Pflanzenschutzmittelrickstanden die Auswahl des Extraktionsverfahrens auf
Grundlage der Extraktionseffizienz der Analyten gewahlt werden.

Eine sehr wirkungsvolle Methode, die Matrixeffekte zu reduzieren, ist die
Verdunnung des Extraktes. Je starker der verdunnt wird, desto mehr werden die
Matrixeffekte reduziert. Dabei wurde ein exponentielles Verhalten zwischen
Verdunnung und Matrixeffekt beobachtet. Wie sich es in dieser Arbeit zeigte, ist

dies aber nur bedingt moglich.
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Die geforderten Bestimmungsgrenzen der Analyten sind sehr niedrig und die
Messempfindlichkeit der verwendeten Systeme nicht ausreichend, um in den stark
verdunnten Extrakten die Analyten noch detektieren zu konnen. Dennoch sollte die
Extraktverdinnung als ein Mittel zur Reduktion der Matrixeffekte betrachtet
werden. Analytische Messgerate werden kontinuierlich mit dem Ziel
weiterentwickelt, die Messempfindlichkeit zu steigern.

Als Alternative zur Verdunnung, um die Matrixeffekte zu reduzieren, wurde die
Extraktaufreinigung mittels SPE untersucht. Hier zeigte sich, dass die SPE-
Materialien oft nicht ausreichend selektiv sind, um mit-extrahierte
Matrixkomponenten zu entfernen. Teilweise wurden sogar Substanzen Uber die
SPE dem Messextrakt zugefuhrt, welche die quantitative Analyse interferierten. In
Einzelfallen konnten Interferenzen mittels SPE eliminiert werden. Dies war aber
sehr von der Matrix abhangig. Eine allgemeine Empfehlung bei der Analytik kleiner
und hochpolarer Pflanzenschutzmittelriickstdnde eine  SPE-Aufreinigung
durchzufuhren, kann daher nicht ausgesprochen werden. Bei Problemfallen mit
einer spezifischen Matrix kann die SPE-Aufreinigung aber als hilfreich angesehen
werden. Als Beispiel sei hier TAA in Futterribe genannt. Durch die Aufreinigung
des Analysenextraktes mittels eines kationischen SPE-Materials konnten ko-
eluierende Matrixinterfenzen entfernt werden und das S/N um den Faktor 3 bis 4
verbessert werden. Dadurch wird eine akkurate Quantifizierung ohne falsch
positiver Ergebnisse erreicht an der erforderlichen Bestimmungsgrenze von 0,01
mg/kg.

Als Trennverfahren vor der Detektion wurden die FlUssigkeitschromatographie und
die Kapillarelektrophorese gepruft. Bei dem Test der Flussigkeitschromatographie
als Trennverfahren wurden neben verschiedenen RP-Saulen, auch
lonenaustauschersaulen sowie die Spezialphasen HILIC und Hypercarb
untersucht. Die beiden Spezialphasen sind zwar komplexer in ihrer Anwendung,
zeigten aber die besten Trennleistungen von allen getesteten LC-Phasen. Daher
sollten diese bei der Methodenentwicklung von kleinen und hochpolaren
Pflanzenschutzmittelrlickstande stets mit berlcksichtigt werden. So eignet sich
zum Beispiel fur kleine Sauren wie die DFA die HILIC-Phase. Fur Ethephon, HEPA
und die Triazol-Metaboliten wurden gute Trennleistungen mit der Hypercarb-Phase

erreicht.

163



Die Kopplung der Kapillarelektrophorese mit einem MS-Detektor ist noch eine
neuere Technologie. Bei dem getesteten System erfolgt die Kopplung dieser
beiden Einheiten Uber das sogenannten ,Sheath Liquid Interface®. Hier wird ein
zusatzliches Losungsmittel wahrend der Elektrosprayionisation eingeleitet. Dies
fuhrte jedoch zur starken Verdinnung der Messlésung, wodurch die
Messempfindlichkeit reduziert wird und somit erforderliche Bestimmungsgrenzen
fur die Analyten nicht erreicht werden konnten. Dennoch soll hervorgehoben
werden, dass mit der Kapillarelektrophorese die  mit-extrahierten
Matrixkomponenten von den Analyten abgetrennt werden konnten. Dies konnte
sehr gut fur die Analyten Ethephon und HEPA, als auch fir die Triazol-Metaboliten
belegt werden. Neuere CE-MS-Systeme verwenden anstelle des Sheath Liquid
Interface ein Interface, welches auf der Nanospray-LC-MS-Technologie basiert.
Hier muss kein zusatzliches Losungsmittel wahrend der Elektrosprayionisation
eingeleitet werden und somit kdnnen hohere Messempfindlichkeiten erreicht
werden [99]. Noch gibt es Probleme mit der Robustheit der CE-MS-Analytik bei
sehr komplexen pflanzlichen Matrizes. Die Entwicklung der CE-MS-Kopplung ist
gewiss noch nicht ausgereift. Aber aufgrund der hervorragenden Trenneffizienz der
Kapillarelektrophorese sollte diese Technologie zuklnftig nicht aufl’er Acht
gelassen werden bei der Analytik niedrigmolekularer und hochpolarer
Pflanzenschutzmittelriickstande. Neben der Kopplung von Kapillarelektrophorese
mit MS ist auch die Kopplung der lonenchromatographie mit MS eine
zukunftstrachtige Technologie bei der Bestimmung von hochpolaren Analyten
[100]. Auch mit der lonenchromatographie ist eine sehr gute Auftrennung von
Analyten und mit-extrahierten Matrixkomponenten gegeben [Jasak et al., 101].

In der RuUckstandsanalytik haben sich massenselektive Detektionssysteme
durchgesetzt. Fur die meisten der getesteten Analyten konnten sehr gute
Ergebnisse mit einem Tripelquadrupols-Massenspektrometers erreicht werden.
Nur bei den Triazol-Metaboliten war dieses Detektionssystem nicht ausreichend
selektiv. Dies fuihrte zu einem hohen chemischen Untergrund und zu Interferenzen,
die das Analytsignal Uberlagerten und die quantitativen Ergebnisse negativ
beeinflussten. Daher wurden fir die Triazol-Metaboliten Detektionssysteme mit

héherer Selektivitat getestet.
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Zum einen wurde ein hochauflosendes QTOF-System eingesetzt. Durch die
Kombination von MRM und Hochauflésung liel} sich die Selektivitat so sehr
steigern, dass die Interferenzen abgetrennt werden konnten und die Analytsignale
nun akkurat quantifizierbar sind. Diese Option des MRM"R wurde neben dieser
Arbeit auch bei Pflanzenschutzmittelriickstanden getestet, die weniger polar sind,
jedoch unspezifische MRM-Ubergange aufweisen. Auch hier konnte mittels
MRM"R die Qualitat der Analytsignale deutlich gesteigert werden, wodurch eine
akkurate quantitative Auswertung dieser gewahrleistet ist [Jasak et al., 102].
Neben dem hochauflésenden QTOF-System wurde die Differential-Mobilitats-
Spektrometrie als weitere Option der selektiveren Detektion gepruft. Die
Bestimmung der Triazol-Metaboliten mittels LC-DMS-MS/MS erwies sich als sehr
leistungsstark. Die quantitative Bestimmung der TDMs bei 0,01 mg/kg war damit in
allen getesteten pflanzlichen Matrizes gegeben. Durch die hohe Selektivitat
konnten alle Interferenzen von den verschiedenen pflanzlichen Materialien entfernt
und somit die Gefahr falsch-positiver Ergebnisse deutlich reduziert werden. Vor
dem in dieser Arbeit entwickeltem LC-DMS-MS/MS-Verfahren wurden die TDMs
meist nach Derivatisierung bestimmt. Diese Vorgehensweise war nicht nur zeit-
und kostenintensiv, sondern auch stéranfallig gegenuber verschiedensten
Matrixbestandteilen, wodurch es immer wieder zu falsch positiven Ergebnissen
kam. Unter Berucksichtigung von Verbrauchsmaterialien, Chemikalien und
Arbeitszeit ist die Bestimmung der TDMs mittels der in dieser Arbeit entwickelten
LC-DMS-MS/MS drei- bis funfmal kostenglnstiger als die Bestimmung nach
Derivatisierung. Es handelt sich um ein routinetaugliches Bestimmungsverfahren,
welches die Derivatisierungsmethode in vielen Industrie- und Auftragslaboren
erfolgreich ersetzt hat. Auch das Chemische und Veterinaruntersuchungsamt
(CVUA) Stuttgart, das Europaische Referenzlabor flir Einzelmethoden in der
Pestizidanalytik, wendet mittlerweile die in dieser Arbeit entwickelte Methode fur
die Bestimmung der TDMs an [103].
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Im Falle von der DFA wurde mit der DMS eine Mdglichkeit aufgezeigt, wie man im
Einklang mit der SANCO-Richtlinie das analytische Ergebnis verifizieren kann.
Durch die hohe Selektivitat der DMS-MS/MS-Detektion konnte die DFA neben dem
einzig vorhandenen Fragmention auch auf dem Mutterion quantitativ und
stérungsfrei bestimmt werden. Noch ist die DMS-Technologie nicht in der SANCO-
Richtlinie berlcksichtigt. Setzt man allerdings die Selektivitat der DMS gleich mit
der Selektivitat von hochauflosenden Systemen, so hatte man fur die DFA
ausreichend viele Identifizierungspunkte vorliegen.

Basierend auf diesen Ergebnissen lasst sich festhalten, dass die Differential-
Mobilitats-Spektrometrie eine sehr leistungsstarke Technologie bei der Analytik
von hochpolaren Pflanzenschutzmittelrickstdanden in  unterschiedlichsten
pflanzlichen Materialien darstellt.

Mit dieser Arbeit wurde aufgezeigt, dass bisher keine allgemeingultige Methode flr
die quantitative Bestimmung hochpolarer Pestizide und deren Metaboliten
vorhanden ist. In Abhangigkeit von den physikalisch-chemischen Eigenschaften
bedarf es spezifischer Methoden fur die verschiedenen Analyten. Die Ergebnisse
dieser Arbeit vereinfachen die Entwicklung dieser spezifischen Analysenmethoden.
So wurde dargelegt, dass der Fokus bei der Optimierung dieser Methoden v.a. auf
den Trenn- als auch Detektionsverfahren liegen sollte, nicht jedoch auf Extraktions-
und Aufreinigungsverfahren, und eine Derivatisierung nicht zwingend notwendig
ist. Auf Basis dieser Arbeit wurden somit der Aufwand und die damit verbundenen
Kosten einer Methodenentwicklung reduziert. Im Falle von Analyten mit hohem
Potenzial  falsch-positiver  Ergebnisse = wurde  gezeigt, dass neue
Detektionsmethoden wie MRM"R mittels eines hochauflosenden QTOF-Systems
und die Differential-Mobilitats-Spektrometrie neue Mdglichkeiten aufweisen diese
Analyten richtig und reproduzierbar zu analysieren. Im Falle aller Analyten konnte
die geforderte Bestimmungsgrenze, die bei den meisten Wirkstoffen bei
0,01 mg/kg lag, erreicht werden. Dadurch wird gewahrleistet, dass mit den
ermittelten Messdaten eine zuverlassige Gefahrdungsbeurteilung fir Mensch, Tier
und Umwelt bei Einsatz von Pflanzenschutzmitteln vorgenommen werden kann.
Hersteller von Pflanzenschutzmitteln generieren dadurch valide Daten, welche eine
unabdingbare Voraussetzung fur die Zulassung eines neuen Pflanzenschutzmittels

sind.
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9 Anhang

9.1 Verwendete Referenzsubstanzen und Interne Standards

Tab. 50: Verwendete Referenzsubstanzen

Referenzsubstanz Reinheit

[%]
1,2,4-Triazol 99,5
Triazolyl-essigsaure 87,0
Triazolyl-milchsaure 95,3
Triazolyl-alanin 98,6
Difluoressigsaure 98,3
Ethephon 98,2
HEPA 95,3
Phosphonsaure 96,2
Glufosinat-ammonium 98,5
MPPA 98,7
NAG > 90

Tab. 51: Verwendete Interne Standardsubstanzen

Interne Standardsubstanz von

Reinheit
[%]

1,2,4-Triazol
Triazolyl-essigsaure
Triazolyl-milchsaure
Triazolyl-alanin
Difluoressigsaure
Ethephon

HEPA
Phosphonsaure
Glufosinat-ammonium
MPPA

NAG

99,1
94,8
98,0
88,7
99,0
0,43 %ige Losung
5 %ige Losung

97,8
> 90
> 90
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9.2

Physikalisch-chemische Eigenschaften der Analyten

Tab. 52: Physikalisch-chemische Eigenschaften der Analyten

Analyt Molekular- log pow pKs Loslichkeit Hydrolyse-
gewicht [g/L] stabilitat
[g/mol] | wert pH Lsgm. Wert to, pH
Wasser 1250
-0,62 5
1,2,4-Triazol 6907 |-071 7 |, 22, | Akohol - gut | 554 59
10,2 1881 Ether maRig
-0,68 9 i
Benzole mahig
. i (2,0)
Triazolyl-essigsaure 127,1 (3.2)
. L . (2,0)
Triazolyl-milchsaure 157,1 (3.1)
Triazolyl-alanin 1561 2 5 53 Wasser 27
Difluoressigsaure 96,03 1,2
Wasser > 800
p-Xylen 0,083
-0,63 2 28 Methanol > 600 74 d 5
Ethephon 144,5 -1,89 7 7’2 Aceton > 600 24d 7
-1,81 10 ’ Acetonitril > 600 1.0d 9
DMSO > 600
Ethylacetat > 600
(1,8)
HEPA 126,1 (8.3)
Wasser
, 2,0 0°C 3090
Phosphonsaure 91,99 6.6 40°C 6940
Ethanol I6slich
Wasser 1370
Glufosinat- -3,77 5 <2 Aceton 0,16 57
ammonium 198,2 -4,01 7 29 Ethanol 0,65 | >300d 7
-4,07 9 9,8 Toluol 0,14 9
Methanol 0,12
Wasser 794
2.0) Aceton 29
MPPA 152.1 (2’7) Toluol < 0,01
’ Methanol > 500
Isopropanol 94
(2,0)
NAG 222.2 (4.1)
Die Daten entstammen, wenn nichts anderes angegeben ist, internen

Datenbanken der Bayer CropScience AG.

Die in Klammern stehenden Werte flr pKs sind theoretisch berechnete Werte [84].
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9.3  Strukturformeln der Analyten und Internen Standards

1,2,4-Triazol

Triazolyl-essigsaure

Triazolyl-milchsaure

Triazolyl-alanin

N
ZEN /
N(ﬁ /OH

HoN

1,2,4-Triazol ISTD

13 15N
/
/
H15C\; 15/NH
N:13CH

Triazolyl-essigsaure ISTD

15
N
Hc= 15
15[\\1:13 / WﬁO

CH
HO

Triazolyl-milchsaure ISTD

N 0
183 .~
H"CZ 15\ //
15\ 13/
N==CH OH
HO

Triazolyl-alanin ISTD

15
O

HGZ 15y J
15\ .13 /
N=CH OH

HoN



Difluoressigsaure Difluoressigsaure ISTD

/ | 13CH—130//O
SN

F o} F

Ethephon Ethephon ISTD

N A
T\ N

HEPA HEPA ISTD

/\\/\/ \\A\VW
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Phosphonsaure ISTD

Phosphonsaure
0] Nicht vorhanden
HO P OH
H
Glufosinat-ammonium Glufosinat-ammonium ISTD
D
CH4
D D
O- P o)
.
NH, o P 0
.
NH,

OH
HO
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MPPA MPPA ISTD
D

CH,
D D
HO P 0]
HO P o}
HO \o "o \O
NAG NAG ISTD
D
CH,4
D D
O- P o)
0- P o)
0
0
o\
\ NH 0
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9.4

Anwendungsbeispiele der Analyten

Tab. 53: Anwendungsbeispiele fiir die Triazol-Metaboliten [18]

Wirkstoff Markteinfiihrung Beispiele fiir die Anwendung
Hersteller (Jahr) Produkte Kulturen Zielorganismen
Ananas Ananas Faule (Ceratocystis paradoxa)
Kiefer Fusiformrost (Cronartium quercuum), Kiefernblasenrost (Endocronartium harknessii), Kiefernnadel-
Spaltlippe (Lophodermium pinastri)
Triadimefon Bayer (1976) Bayleton®
Fichte Sirococcus-Triebsterben (Sirococcus strobilinus)
(Weihnachtsbaum)
Gerste Mehltau (Erysiphe graminis)
Rosen Echter Mehltau (Sphaerotheca pannosa), SternruRtau (Marssonina rosea), Rost (Phragmidium
mucronatum)
Bitertanol Bayer (1979) Baycor®, Sibutol® Apfel Echter Mehltau (Podosphaera leucotricha)
Kirsche Spitzendurre (Monilia laxa),
Wein Echter Mehltau/Oidium (Uncinula necator)
Rosen Echter Mehltau (Sphaerotheca pannosa)
Gerste Streifenkrankheit (Pyrenophora graminea); Flugbrand (Ustilago nuda f.
sp. hordei); Netzfleckenkrankheit (Pyrenophora teres); Typhula-Faule (Typhula incarnata); Echter
Mehltau (Erysiphe graminis); Blattfleckenkrankheit (Rhynchosporium secalis)
Triadimenol Bayer (1980) Bayfidan®, Baytan® Roggen Echter Mehltau (Erysiphe graminis); Rhynchosporium secalis; Braunrost (Puccinia Recondite)

Weizen, ausgenommen

Echter Mehltau (Erysiphe graminis); Septoria nodorum; Braunrost (Puccinia recondita); Gelbrost

Hartweizen (Puccinia striiformis); Septoria-Blattdirre (Septoria tritici)
Winterraps Weilstéangeligkeit (Sclerotinia sclerotiorum); Wurzelhals- und Stangelfaule (Leptosphaeria
maculans)
Weizen Echter Mehltau (Erysiphe graminis), Blatt- und Spelzenbraune (Septoria nodorum), Braunrost
(Puccinia recondita), Gelbrost (Puccinia striiformis), DTR-Blattdiirre (Drechslera tritici-repentis)
Propioconazole | Ciba-Geigy (1980) Tilt® Gerste Echter Mehltau (Erysiphe graminis), Zwergrost (Puccinia hordei), Rhynchosporium-Blattflecken
(Rhynchosporium secalis), Netzfleckenkrankheit (Pyrenophora teres)
Roggen Echter Mehltau (Erysiphe graminis), Braunrost (Puccinia recondita)
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Tab. 53 (Fortsetzung): Anwendungsbeispiele fiir die Triazol-Metaboliten [18]

Wirkstoff Markteinfithrung Beispiele fiir die Anwendung
Hersteller (Jahr) Produkte Kulturen Zielorganismen
Weizen Halmbruchkrankheit (Pseudocercosporella herpotrichoides)
Erdnisse Blattfleckenkrankheit (Cercospora arachidicola, Cercosporidium personata), Grauschimmelfaule
Flusilazole DuPont (1986) Punch®, Nustar® (Botrytis cinerea), Rostpilz (Puccinia arachidis)
Erbse Echter Mehltau (Erysiphe pisi)
Mais Blattfleckenkrankheit (Cercospora zeae-maydis)
Rosen Echter Mehltau (Sphaerotheca pannosa)
Roggen Echter Mehltau (Erysiphe graminis); Rhynchosporium secalis; Braunrost (Puccinia Recondite)
Weizen, ausgenommen Echter Mehltau (Erysiphe graminis); Septoria nodorum; Braunrost (Puccinia recondita); Gelbrost
Tebuconazole Bayer (1988) Folicur®, Raxil® Hartweizen (Puccinia striiformis); Septoria-Blattdiirre (Septoria tritici)
Winterraps Weilstangeligkeit (Sclerotinia sclerotiorum); Wurzelhals- und Stangelfaule (Leptosphaeria
maculans)
Weinrebe Echter Mehltau (Uncinula necator); Schwarzfaule (Guignardia bidwellii)
Weizen Echter Mehltau (Erysiphe graminis); Blatt- und Spelzenbraune (Septoria nodorum); Septoria-
Tetraconazole Montedison (1991) Eminent® Blattdiirre (Septoria tritici); Gelbrost (Puccinia striiformis); Braunrost (Puccinia recondita)
Zuckerriibe Echter Mehltau (Erysiphe betae); Cercospora beticola; Ramularia-Blattflecken (Ramularia beticola)
Spargel Spargelrost (Puccinia asparagi)

Epoxiconazole

BASF (1993)

Juwel®, Xemium®

Kohlrlibe, Speiseriibe

Rote Bete

Gerste

Roggen

Weizen

Echter Mehltau (Erysiphe cruciferarum); Pilzliche Blattfleckenerreger

Echter Mehltau (Erysiphe betae); Cercospora beticola; Ramularia-
Blattflecken (Ramularia beticola)

Echter Mehltau (Erysiphe graminis); Zwergrost (Puccinia hordei); Netzfleckenkrankheit
(Pyrenophora teres); Rhynchosporium secalis

Echter Mehltau (Erysiphe graminis); Rhynchosporium secalis; Braunrost (Pucciniarecondita)

Echter Mehltau (Erysiphe graminis); Septoria-Blattdlirre (Septoria tritici); DTR-Blattdirre
(Drechslera tritici-repentis); Braunrost (Puccinia recondita)
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Tab. 54: Anwendungsbeispiele fiir die Difluoressigsaure

Wirkstoff Markteinfithrung Beispiele fiir die Anwendung
Hersteller (Jahr) Produkte Kulturen Zielorganismen
Bayer (in den Apfel, Salat, Gurke,
NN NN Kohl, Melone, Tomate, Insekten

nachsten Jahren)

Paprika, Weizen, Gerste

Tab. 55: Anwendungsbeispiele fiir Ethephon [18, 32, 33]

Wirkstoff Markteinfithrung Beispiele fiir die Anwendung
Hersteller (Jahr) Produkte Kulturen Zielorganismen
Roggen, Gerste, Halmfestigung
Weizen, Triticale
Cerone®, Apfel Forderung der Blutenbildung
Ethephon Bayer (1960iger) Camposan®, . .
Flordimex® Sauerkirsche Ernteerleichterung

Dendranthema x
grandiflorum,
Pelargonium zonale

Foérderung der Triebbildung
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Tab. 56: Anwendungsbeispiele fiir die Phosphonsaure [18, 33]

Wirkstoff Markteinfithrung Beispiele fiir die Anwendung
Hersteller (Jahr) Produkte Kulturen Zielorganismen
Erdbeere Rhizomfaule (Phytophthora cactorum), Rote Wurzelfaule (Phytophthora fragariae)
Ziergeholze Phytophthora-Arten (Phytophthora species)
Zierpflanzen Pythium-Arten (Pythium spp.), Phytophthora-Arten (Phytophthora species), Falsche Mehltaupilze
(Peronosporaceae)
Fenomenal®, . .
Aliette® WG, Salate, Endivien Falscher Mehltau (Bremia lactucae)
Previcur® Energy, . . .
Rhéne-Poulenc, Mikal®, Valiant®, Gurke Falscher Mehltau (Pseudoperonospora cubensis), Pythium-Arten (Pythium spp.)
Fosetyl- heute Bayer Proban®, Mikalix®
Aluminium ! ’ Zucchini, Kurbis- Falscher Mehltau (Pseudoperonospora cubensis)
(1977) Odyssee®, Hvbriden
Rhodax®, y
Almanach®, . .
Artimon® Echte Kamille Falsche Mehltaupilze (Peronosporaceae)

Hopfen
Kohlgemuse

Gemiusepaprika,
Aubergine, Tomate

Falscher Mehltau (Pseudoperonospora humuli)
Falscher Mehltau (Peronospora parasitica), Pythium-Arten (Pythium spp.)

Pythium-Arten (Pythium spp.)
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Tab. 57: Anwendungsbeispiele fiir Glufosinat-Ammonium [18, 33]

Wirkstoff

Markteinfithrung
Hersteller (Jahr)

Produkte

Kulturen

Beispiele fiir die Anwendung
Zielorganismen

Glufosinat-
Ammonium

Hoechst, heute
Bayer (1984)

Basta®, HYGANEX-
flissig, RA-200-
flussig

Feldsalat, Spargel,
Artischocke, Gurke,
Kurbis, Melone,
Kernobst, Steinobst,
Erdbeere, Brombeere,
Ziergeholze

Steinobst

Erdbeere

Einjahrige einkeimblattrige Unkrauter, Einjahrige zweikeimblattrige Unkrauter

Abtdétung von Wurzelschossern

Abtétung von Auslaufern

L)



9.5 Massenspektrometrische

API1 4000™ und am QTRAP® 5500 MS/MS-System

Parameter

der

Analyten

am SCIEX

Tab. 58: Komponentenspezifische Parameter am SCIEX APl 4000™ MS/MS System

Analyt Q1 Q3 DP | EP | CE |CXP Qmi

[Da] | [Da] | [V] | [V] [ [V] | [V]

TAA 128,0 | 70,1 | 56 10 | 29 12 [M+H]*

TAA-ISTD 133,0 | 75,1 | 56 10 | 29 12

TLA 158,1 | 70,1 | 36 10 | 29 6 [M+H]*

TLA-ISTD 163,1 | 75,1 | 36 10 | 29 6

TRZ 70,1 43,1 | 61 10 | 29 6 [M+H]*

TRZ-ISTD 75,1 46,1 | 61 10 | 29 6

TAL 157,1 | 70,1 | 46 10 | 25 6

TAL 157,1 | 88,1 | 46 10 17 14 [M+H]*

TAL-ISTD 162,1 | 75,1 | 46 10 | 25 6

DFA 952 | 51,1 | -40 | -10 | -18 | -7 [M-H]

DFA-ISTD 972 | 521 | -40 | -10 | -18 | -7

Ethephon 142,8 | 106,9| -20 | -10 | -10 | -7 [M-H]

Ethephon-ISTD 147 111 | =20 | -10 | -10 | -7

HEPA 1249 | 949 | -55 | -10 | -18 | -15 [M-H]

HEPA-ISTD 1289 | 969 | -55 | -10 | -18 | -15

Phosphonsaure 80,8 78,8 | -50 | -10 | -21 -9 [M-H]

Phosphonsaure 80,8 | 62,7 | -50 | -10 | -30 | -9

Glufosinat (ESI*) 182,0 | 56,0 | 21 10 | 33 10 [M+H]*

Glufosinat-ISTD (ESI*) 185,0 | 139,0 | 21 10 17 4

MPPA (ESI*) 153,0 | 135,0 | 61 10 15 10 [M+H]*

MPPA-ISTD (ESI*) 156,0 | 82,0 | 61 10 | 33 4

NAG (ESI*) 2241 | 56,1 | 61 10 | 47 10

NAG (ESI*) 2241 | 118,1| 61 10 | 27 4 [M+H]*

NAG-ISTD (ESI") 227,1 | 56,1 | 61 10 | 47 10
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Tab. 59: Komponentenspezifische Parameter am SCIEX QTRAP® 5500 MS/MS System

Analyt Q1 Q3 | DP | EP | CE |CXP Qmi

[Da] | [Da] | [V] | [V] | [V] | [V]

TAA 128,0 | 70,1 | 81 10 | 25 6 [M+H]*

TAA-ISTD 133,0 | 75,1 | 81 10 | 25 6

TLA 158,1 | 70,1 | 101 | 10 | 27 4 [M+H]*

TLA-ISTD 163,1 | 751 | 101 | 10 | 27 4

TRZ 70,1 | 43,1 | 156 | 10 | 29 8 [M+H]*

TRZ-ISTD 751 | 46,1 | 156 | 10 | 29 8

TAL 157,1 | 70,1 | 81 10 19 4

TAL 157,1 | 88,1 | 81 10 17 | 14 [M+H]*

TAL-ISTD 162,1 | 751 | 81 10 19 4

DFA 952 | 511 | 65 | -10 | -18 | -12 [M-H]

DFA-ISTD 972 | 521 | -65 | -10 | -18 | -12

Ethephon 106,9 | 78,9 [-120| -10 | -28 | -21 [M*-H]

Ethephon 106,9 | 62,7 |-120| -10 | -66 | -9

Ethephon 142,8 | 106,9| -30 | -10 | -14 | -11 [M-H]

Ethephon-ISTD 110,9 | 78,9 |-120| -10 | -28 | -21 [M*-H]

HEPA 1249 | 789 | -55 | -10 | -32 | -13

HEPA 1249 | 950 | -55 | -10 | -18 | -1 [M-H]

HEPA 1249 | 629 | -55 | -10 | -68 | -9

HEPA-ISTD 1289 | 789 | -55 | -10 | -32 | -13

Phosphonsaure 80,8 | 788 | -60 | -10 | -22 | -13 [M-H]

Phosphonsaure 80,8 | 62,7 | -60 | -10 | 46 | -9

Glufosinat (ESI) 179,0 | 62,9 |-110| -10 | -60 | -23

Glufosinat (ESI) 179,0 | 94,8 |-110| -10 | -26 | -13 [M-H]

Glufosinat (ESI) 179,0 | 85,0 |-110| -10 | -26 | -15

Glufosinat-ISTD (ESI) 1829 | 62,9 |-110| -10 | -60 | -23

MPPA (ESI") 150,7 | 62,9 | -50 | -10 | -54 | -3

MPPA (ESI") 150,7 | 133,0| -50 | -10 | -18 | -15

MPPA (ESI") 150,7 | 106,9| -50 | -10 | -22 | -7 [M-HJ

MPPA (ESI") 150,7 | 77,9 | -50 | -10 | -32 | -13

MPPA-ISTD (ESI) 153,7 | 629 | -50 | -10 | -54 | -3

NAG (ESI) 2219 (629 | 45| -10 | -80 | -9

NAG (ESI) 2219 (136,1| 45 | -10 | -30 | -9 [M-HJ

NAG-ISTD (ESI) 2249 | 629 | -45 | -10 | -80 | -9

Glufosinat (ESI*) 182,0 | 136,2 | 21 10 17 4

Glufosinat (ESI*) 182,0 | 56,0 | 21 10 | 33 | 10 [M+H]*

Glufosinat-ISTD (ESI*) 185,0 | 139,0 | 21 10 17 4

MPPA (ESI*) 153,0 | 135,0 | 61 10 15 | 10

MPPA (ESI*) 153,0 | 79,0 | 61 10 | 33 4 [M+H]*

MPPA-ISTD (ESI*) 156,0 | 82,0 | 61 10 | 33 4

NAG (ESI*) 2241 | 56,1 | 61 10 | 47 | 10

NAG (ESI*) 2241 1 136,0 | 61 10 | 29 8 [M+H]J*

NAG (ESI*) 2241 1 118,1 | 61 10 | 27 4

NAG-ISTD (ESI") 2271 | 56,1 | 61 10 | 47 | 10

179



Tab. 60: Quellenparameter am MS/MS-System fiir Triazol-Metaboliten

Parameter

Positiver ESI-Modus

Kollisionsgas (Stickstoff)

Curtain Gas (Stickstoff) API 4000™
Curtain Gas (Stickstoff) QTRAP® 5500
Gas 1/2 (Stickstoff)
Quellentemperatur
lonisierungsspannung

6 psi

30 psi
40 psi
70/80 psi
600 °C
5500 V

Tab. 61: Quellenparameter am MS/MS-System fiir DFA

Parameter

Negativer ESI-Modus

Kollisionsgas (Stickstoff)

Curtain Gas (Stickstoff) APl 4000™
Curtain Gas (Stickstoff) QTRAP® 5500
Gas 1/2 (Stickstoff)
Quellentemperatur
lonisierungsspannung

6 psi

30 psi
40 psi
70/80 psi
380 °C
-300 V

Tab. 62: Quellenparameter am MS/MS-System fiir Ethephon und HEPA

Parameter

Negativer ESI-Modus

Kollisionsgas (Stickstoff)

Curtain Gas (Stickstoff) APl 4000™
Curtain Gas (Stickstoff) QTRAP® 5500
Gas 1/2 (Stickstoff)
Quellentemperatur
lonisierungsspannung

6 psi

30 psi
40 psi
70/80 psi
450 °C
-4500 V

Tab. 63: Quellenparameter am MS/MS-System fiir Phosphonsaure

Parameter

Negativer ESI-Modus

Kollisionsgas (Stickstoff)

Curtain Gas (Stickstoff) APl 4000™
Curtain Gas (Stickstoff) QTRAP® 5500
Gas 1/2 (Stickstoff)
Quellentemperatur
lonisierungsspannung

6 psi

30 psi
40 psi
70/80 psi
450 °C
-4000 V

Tab. 64: Quellenparameter am MS/MS-System fiir Glufosinat und Metaboliten

Parameter

Positiver ESI-Modus

Negativer ESI-Modus

Kollisionsgas (Stickstoff)

Curtain Gas (Stickstoff) APl 4000™
Curtain Gas (Stickstoff) QTRAP® 5500
Gas 1/2 (Stickstoff)
Quellentemperatur
lonisierungsspannung

6 psi

30 psi
40 psi
70/80 psi
600 °C
3000 V

6 psi

40 psi
70/80 psi
600 °C
-4500 V
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9.6 Verwendete LC-Parameter

Tab. 65: Aquasil C18 - Triazol-Metaboliten

Saule:

Aquasil C18 (Thermo)

150 x 3 mm / 3um

Saulentemperatur:

60 °C

Injektionsvolumen:

15 uL

Eluenten: A) H20 + 5 mL/L Ameisensaure
B) Methanol + 5 mL/L Ameisensaure
Fluss: 600 mL/min
Gradient: [min] [%]A | [%]B
0 100 0
1,0 100 0
2,0 90 10
2,5 90 10
2,51 5 95
3,5 5 95
3,51 100 0
6,0 100 0

Tab. 66: Hypercarb - Triazol-Metaboliten

Saule: Hypercarb (Thermo)
100 x 3 mm /5 um

Saulentemperatur: | 60 °C

Injektionsvolumen: | 10 pL

Eluenten: A) H20 + 5 mL/L Ameisensaure
B) Methanol + 5 mL/L Ameisensaure
Fluss: 600 mL/min
Gradient: [min] [%] A [ [%] B
0 100 0

3,0 100 0

50 50 50

6,0 50 50

6,01 100 0

8,0 100 0
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Tab. 67: Luna SCX - Triazol-Metaboliten

Saule: Luna SCX (Phenomenex)
150 X2 mm /5 ym

Saulentemperatur: | 60 °C

Injektionsvolumen: | 20 pL

Eluenten: A) H20 + 15 mM Ammoniumacetat
B) H20 + 10 % Essigsaure
Fluss: 600 mL/min
Gradient: [min] [%]A | [%]B
0 5 95
1,5 5 95
2,8 95 5
6,7 95 5
6,71 5 95
8,5 5 95

Tab. 68: ZIC®-pHILIC - Triazol-Metaboliten

Saule:

ZIC®-pHILIC (Merck)
150 x 2,1 mm/5 um

Saulentemperatur: | Raumtemperatur

Injektionsvolumen: | 20 pL

Eluenten: A) H20 + 75 mM Ammoniumacetat + 1 % Essigsaure

B) Acetonitril
Fluss: 550 mL/min
Gradient: [min] [%] A | [%] B
0 5 95

1,0 5 95
3,0 30 70
4,0 50 50
4,5 50 50
4,51 5 95
8,0 5 95
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Tab. 69: ZIC®-pHILIC - DFA

Saule: ZIC®-pHILIC (Merck)
150 x4,6 mm /5 um

Saulentemperatur: | Raumtemperatur

Injektionsvolumen: | 20 pL

Eluenten: A) H20 + 50 mM Ammoniumacetat + 1mL/L Essigsaure
B) Acetonitril + 1 mL/L Essigsaure
Fluss: 800 mL/min
Gradient: [min] [%]A | [%]B
0 5 95
2,0 25 75
3,5 90 10
55 90 10
5,51 5 95
10,0 5 95

Tab. 70: Hypercarb - DFA

Saule:

Hypercarb (Fisher Scientific)

100 x 3 mm /5 um

Saulentemperatur:

60 °C

Injektionsvolumen:

20 pL

Eluenten: A) H20 + 5 mL/L Ameisensaure
B) Methanol + 5 mL/L Ameisensaure
Fluss: 700 mL/min
Gradient: [min] [%]A [ [%] B
0 30 70

0,5 30 70

2,5 90 10

3,5 90 10

3,51 30 70

6,0 30 70
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Tab. 71: Hypercarb - Ethephon und HEPA

Saule: Hypercarb (Fisher Scientific)
100 x 3 mm /5 um
Saulentemperatur: | 60 °C
Injektionsvolumen: | 20 pL
Eluenten: A) H20 + 5 mL/L Ameisensaure
B) Methanol + 5 mL/L Ameisensaure
Fluss: 600 mL/min
Gradient: [min] [%] A | [%] B
0 45 55
1,5 45 55
2,8 95 5
6,7 95 5
6,71 45 55
8,5 45 55

Tab. 72: Luna NH; - Ethephon und HEPA

Saule:

Luna NHz (Phenomenex)

50x2mm/3 um

Saulentemperatur: | 60 °C
Injektionsvolumen: | 20 pL
Eluenten: A) H20 + 20 mL/L Ameisensaure
B) Methanol + 20 mL/L Ameisensaure
Fluss: 600 mL/min
Gradient: [min] [%]A [ [%] B
0 90 10

3,8 90 10

3,81 100 0

4,5 100 0

4,51 90 10

6,0 90 10
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Tab. 73: Hypercarb - Phosphonsaure

Saule: Hypercarb (Fisher Scientific)
100 x 3 mm /5 um

Saulentemperatur: | 60 °C

Injektionsvolumen: | 20 pL

Eluenten: A) H20 + 5 mL/L Ameisensaure
B) Methanol + 5 mL/L Ameisensaure
Fluss: 500 mL/min
Gradient: [min] [%]A | [%]B
0 45 55

2,0 45 55

50 95 5

5,01 45 5

8,0 45 55

Tab. 74: Hypercarb - Glufosinat und Metaboliten

Saule: Hypercarb (Fisher Scientific)
100 X 3 mm /5 um

Saulentemperatur: | 60 °C

Injektionsvolumen: | 20 L

Eluenten: A) H20 + 5 mL/L Ameisensaure
B) Methanol + 5 mL/L Ameisensaure
Fluss: 600 mL/min
Gradient: [min] [%]A | [%]B
0 30 70
5,0 30 70

Tab. 75: ZIC®-pHILIC - Glufosinat und Metaboliten

Saule:

ZIC®-pHILIC (Merck)
150 x 2,1 mm/5 um

Saulentemperatur:

Raumtemperatur

Injektionsvolumen:

20 uL

Eluenten: A) H20 + 50 mM Ammoniumacetat + 4mL/L Essigsaure
B) Acetonitril + 1 mL/L Essigsaure
Fluss: 550 mL/min
Gradient: [min] [%]A | [%]B
0 20 80
0,8 20 80
50 40 60
5,01 20 80
7,0 20 80
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9.7 Verwendete CE-MS/MS-Parameter

Verwendet wurde ein Agilent 7100 Kapillarelektrophorese-System, welches

gekoppelt wurde mit einem Agilent 6490 Tripelquadrupol System.

Tab. 76: Bedingungen Kapillarelektrophorese

Kapillare: 60 cm x 50 ym Innendurchmesser
Injektion: 500 mbar*s

1000 mbar*s bei den TDMs
CE Puffer: 100 mM Ameisensaure

CE Bedingungen: 15 kV (+10 mbar)

Sheath Liquid: ESI*:
MeOH/H20 (1/1, viv) + 0,1% Ameisensaure (pH 2,6)

ESI:
5 mM Ammoniumformiat/Isopropanol (1/1, v/v)
+ 1% Ammoniumhydroxid (pH 8,0)

Fluss Sheath Liquid: | 10 yL/min

Tab. 77: Quellenparameter am CE-MS/MS-System

Parameter Positiver ESI-Modus Negativer ESI-Modus
Drying Gas Temperature 150 °C 150 °C
Drying Gas Flow 11 L/min 11 L/min
Nebulizer Pressure 10 psi 10 psi
Sheath Gas Temperature 195 °C 195 °C
Sheath Gas Flow 3,5 L/min 3,5 L/min
Capillary Voltage 4000 V 4000 V
Nozzle Voltage 2000 V 2000 V
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9.8 Verwendete Differential-Mobilitats-Spektrometrie Parameter

Tab. 78: DMS-Bedingungen fiir die Triazol-Metaboliten

DMS Temperatur: 150 °C

DMS offset: -3V
Resolution enhancement: | off

Modifier: Ohne Modifier
Separation Voltage: 3000 V

Compensation Voltage:

- TAA + TAA-ISTD:

- TLA + TLA-ISTD:

- TRZ + TRZ-ISTD:

- TAL + TAL-ISTD:

-46V
-1,7V
-146V
-0,3V

Tab. 79: DMS-Bedingungen fiir die DFA

DMS Temperatur: 150 °C

DMS offset: 3V
Resolution enhancement: | off

Modifier: Ohne Modifier
Separation Voltage: 3000 V
Compensation Voltage: -145V

Alle weiteren MS-Parameter sind Anhang 9.5 zu entnehmen.

)
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9.9 Verwendete QTOF-Parameter

Tab. 80: QTOF- Bedingungen fiir die Triazol-Metaboliten

Accumulation Time: | 25 ms

DP: 50V

CE: 29V mitCES 10V

Scan Range: m/z 50 — 400

Mode: High Sensitivity (Auflésung ~ 12 000)

Experiment 1:

Product lon Scan von 133,03

Experiment 2:

Product lon Scan von 158,06

Experiment 3:

Product lon Scan von 163,06

Experiment 4:

Product lon Scan von 157,07

Experiment 5:

Product lon Scan von 162,07

Experiment 6:

Product lon Scan von 70,04

Experiment 7:

Product lon Scan von 75,04

Experiment 8:

Product lon Scan von 128,04

Tab. 81: Quellenparameter am QTOF-System fiir Triazol-Metaboliten

Parameter Positiver ESI-Modus

Curtain Gas (Stickstoff)
Gas 1/2 (Stickstoff)
Quellentemperatur
lonisierungsspannung

30 psi
50/50 psi
600 °C
5500 V
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9.10 Verwendete Formeln

Formel 1: Mittelwert x

2%

i

X =
n

Formel 2: Standardabweichung s

Laufzahl;i=1,2,3, ...,n

i-ter Messwert

Anzahl der Messwerte

Laufzahl;i=1,2,3, ...,n
i-ter Messwert
Mittelwert

Anzahl der Messwerte

Formel 3: Relative Standardabweichung CV

CV =

Rl @

=

Formel 4: Matrixeffekt ME

ME:(M_IJIOO

Solvent

AM

Solvent

atrix

Standardabweichung
Mittelwert

Peakflache in Matrix

Peakflache im Lésungsmittel

189



Formel 5: Wiederfindung WF

Cist

WF=( )-100

Csoll

Cist ---

Csoll ---

Berechnete Konzentration

Erwartete Konzentration

Formel 6: Signal-Rausch-Verhaltnis S/N (Peak-to-Peak)

Hs

Hy max -

Hy min ---

S
N HN,max - HN,min HS

Hohe Analytsignal

Maximale HOhe des chemischen
Untergrundrauschens

Minimale HOhe des chemischen

Untergrundrauschens

Formel 7: Signal-Rausch-Verhaltnis S/N (3 sigma)

S Hg
N sy -3
N Hs ...
SN .-
Formel 8: k’-Wert
K = tg — to
to
mit te = Vgesamt
Fluss;
Vgesamt
Fluss;c ...

tg ...

to ...

Hohe Analytsignal
Standardabweichung des chemischen

Untergrundrauschens

Retentionszeit

Totzeit

Gesamtvolumen von Injektionsschleife,
LC-Kapillaren, LC-Saule

LC Flussgeschwindigkeit
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9.11 Ergebnisse

9.11.1 Test verschiedener LC-Phasen

Tab. 82: Ermittelte k’-Werte verschiedener LC-Phasen

i

TAA | TLA | TAL | TRz | DFa | Ethe- | ygpp | Phos- | Glufo- | ypp, | NaG
phon phons. sinat

Luna C18(2) 011 | 011 | o | 004 | 081 | 01 0 004 | 023 | 041

Phenomenex

Aquasil C18 071 | 079 | 009 | 05 | 044 | 063 | 0.03 0 007 | 067 | 097

Thermo

Zorbax Eclipse

XDB-C8 011 | 011 | o 0.04 o o025 | o 009 | 004 | 029 | 054

Agilent

Pinnacle DB

AqueousC18 | 0.18 | 054 | 0.14 | 004 | 004 | 018 | 0 0 0.06 03 | 057

Restek

Ultra Aqueous | 0.45 | 479 | 908 | 058 | 012 | 054 | 0.04 0 004 | 018 | 036

C18 - Restek

Synergi Fusion-

RP 069 | 08 | 021 | 045 | 068 | 1.20 | 047 ; 004 | 045 | 053

Phenomenex

Synergi Polar-

RP 062 | 063 | 014 | 033 | 016 | - ; ; 003 | 019 | 0.33

Phenomenex

Luna NH2

pnatie >15 [ 1038 | 013 | 0413 | 13 | >15 | 12 >15 NA NA | NA

Luna SCX

e SL 19 | 356 | >15 | >15 | NA | NA | NA NA NA NA | NA

Hypercarb KE. | KE. | 196 | 073 | 41 | 596 | 137 | 425 | 043 | 132 | 163

ZIC-pHILIC 4.04

o 399 | 40% | 441 | 285 | 203 | - ; 369 | 657 | 656 | 5.87

.. schlechte Peakbreite

k.E. ... keine Elution von Saule
- ... kein Peak

NA ... nicht getestet
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9.11.1.1 Triazol-Metaboliten

9.11.1.1.1Aquasil C18
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Abb. 71: Aquasil C18 - TAA in verschiedenen pflanzlichen Matrizes
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Abb. 72: Aquasil C18 - TLA in verschiedenen pflanzlichen Matrizes
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Abb. 73: Aquasil C18 - TAL in verschiedenen pflanzlichen Matrizes
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Abb. 74: Aquasil C18 - TRZ in verschiedenen pflanzlichen Matrizes

193




9.11.1.1.2Hypercarb
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Abb. 75: Hypercarb - TAA in verschiedenen pflanzlichen Matrizes
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Abb. 76: Hypercarb - TLA in verschiedenen pflanzlichen Matrizes
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Abb. 77: Hypercarb - TAL in verschiedenen pflanzlichen Matrizes
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Abb. 78: Hypercarb - TRZ in verschiedenen pflanzlichen Matrizes
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Abb. 79: Luna SCX - TAA in verschiedenen pflanzlichen Matrizes

Kontrolle

0,01 mg/kg

0,10 mg/kg

RT-2.08min-Area: 34454 RT: 2.08 min - Area: 1.531e5 RT: N/A min - Area: N/A RT: NI& min - Area: N/A RT: N/A min - Arez: HIA
15e5 1.5e5 1565 1.5e5 1.5e5
2 105 =) 1.0e5 2 105 = 1.0e5 2z 105
@ @ @ @ ]
5 g 5 g ]
= = = = =
B 5.0e4 - 5.0e4 208 - 5.0ed - 5.0e4 - 5.0ed
2,08 W R N
i —
006D e A 0.0e0 e L 006l T e 00ed L e
15 20 25 15 20 25 15 20 25 15 20 25 15 20 25
Time, min Time, min Time. min Time, min Time, min
RT: 2.07 min - Area: 1.065e5 RT: 2.07 min - Area: 95704 RT: 2.07 min - Area: 3917ed RT: 2.08 min - Area: 6.558e4 RT:2.07 min - Area: 5 9614
1565 1.5e5 1.5e5 1.5e5 1.5e5
2 105 2 1.0e5 2 105 = 1.0e5 2 105
@ @ @ @ ]
£ g £ g g
= = = = =
B 5.0e4 - 5.0e4 207 - 5.0ed - 5.0e4 - 5.0ed
L A e U P
0.0e0 0.0e0 0.0e0 0.0e0 00l -
15 20 25 15 20 25 15 20 25 15 20 25 15 20 25
Time, min Time. min Time, min Time. min Time. min
RT: 2.07 min - Area: 8.733e5 RT: 2.07 min - Area: 56445 RT: 2.07 min - Area: 3.591e5 RT: 2.09 min - Area: 4.506e5 RT: 2.07 min - Area: 7.335¢5
155 207 1.5¢5 1.5¢5 1.5¢5 1.5¢5 2.07
207
2 105 = 1.0e5 2 105 2 1.0e5 200 2 105
3 5 [ 207 4 2
3 2 3 2 =)
= = = = =
B 5.0e4 - 5.0e4 - 5.0ed - 5.0e4 - 5.0ed
0.0eD 0.0e0 0.0eD 0.0e0 0.0e0
15 20 25 15 20 25 15 20 25 15 20 25 15 20 25
Time, min Time. min Time, min Time. min Time. min

Abb. 80: Luna SCX - TLA in verschiedenen pflanzlichen Matrizes
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Abb. 81: Luna SCX - TAL in verschiedenen pflanzlichen Matrizes
RT-6 69min-Area 2 (604 RT: 668 min - Area: 2 B4bel RT: 663 min - Area: 5 556e4 RT: 664 min - Area: 2 107e5 RT: 661 min - Area: 1563eb
) 1.0e5 1.0e5 1.0e5 1.0e5 1.0e5
% 8Ost 8Ost 8Ost 8Ost 6.64 8Ost
— 2 =] =] =] =]
_E % 6.0e4 % 60ed % 60ed % 0ed % 60ed
o) = 40et = 4Det = 4Det 6.63 = 4Det = 4Det
! 20e4 660 20e4 20e4 20e4 20e4
0.00 i 0.00 0.00 0.0e0 0.0e0
60 65 70 60 65 7.0 60 65 70 60 65 70 60 65 70
Time. min Time. min Time. min Time. min Time, min
RT: .64 min - Area: 23124 RT: €.65 min - Area: 21365 RT: €.61 min - Area: 5.0934 RT: 6.65 min - Area: 2.0695 RT: 6.61 min- Area: 15436
()
~ 1.0e5 1.0e5 1.0e5 1.0e5 1.0e5
= 6.65 6.65
[@)) 8.0e4 8.0e4 8.0e4 8.0e4 ! 8.0e4
E |z s0e 2 6Dt 2 6Dt 2 6Dt 2 6Dt
g g g g g
~ = 4024 = 4024 = 404 6.61 = 4024 = 4024
O_ 20e4 5.64 20e4 20e4 20e4 20e4
o 0.0e0 I - 0.0e0 0.0e0 0.0e0 0.0e0
60 65 70 60 65 70 60 65 70 60 65 70 60 65 70
Time. min Time. min Time. min Time. min Time, min
RT: 6,66 min - Area: 3.028e4 RT: 6.66 min - Area: 2 325e5 RT: 661 min - Area: 8.718e4 RT: 6.65 min - Area: 2 136e5 RT: 661 min - Area: 1.40def
1.0e5 1.0e5 6.66 1.0e5 1.0e5 1.0e5
6.65
g’ 8.0e4 8.0e4 8.0e4 8.0e4 8.0e2
~
= Bled 2 Bhed 2 Bhed 2 Bhet 2 Bhet
E = 40e4 = 40e4 = 40e4 6.61 = 40e4 = 40e4
o 20e4 6.66 20e4 20e4 l 20e4 204
‘_. 0.0e0 0.0e0 0.0e0 0.0e0 0.0e0
. 7 . 7. . . 7. . 7.
o 60 65 70 60 65 70 60 65 60 65 70 60 65 70
Time. min Time. min Time. min Time. min Time, min
Abb. 82: Luna SCX - TRZ in verschiedenen pflanzlichen Matrizes
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Abb. 83: ZIC-pHILIC - TAA in verschiedenen pflanzlichen Matrizes
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Abb. 84: ZIC-pHILIC - TLA in verschiedenen pflanzlichen Matrizes
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Abb. 85: ZIC-pHILIC - TAL in verschiedenen pflanzlichen Matrizes
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Abb. 86: ZIC-pHILIC - TRZ in verschiedenen pflanzlichen Matrizes

199




9.11.1.2 Difluoressigséure

9.11.1.2.1ZIC-pHILIC
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Abb. 87: ZIC-pHILIC - DFA in verschiedenen pflanzlichen Matrizes
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Abb. 88: Hypercarb - DFA in verschiedenen pflanzlichen Matrizes

200




9.11.1.3 Ethephon und HEPA
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Abb. 89: Hypercarb - Ethephon (143>107) in verschiedenen pflanzlichen Matrizes
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Abb. 90: Hypercarb - Ethephon (107>79) in verschiedenen pflanzlichen Matrizes
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Abb. 91: Hypercarb - HEPA (125>79) in verschiedenen pflanzlichen Matrizes
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Abb. 92: Hypercarb - HEPA (125>95) in verschiedenen pflanzlichen Matrizes
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9.11.1.3.2Luna NH>
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Abb. 93: Luna NH; - Ethephon (143>107) in verschiedenen pflanzlichen Matrizes
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Abb. 94: Luna NH; - Ethephon (107>79) in verschiedenen pflanzlichen Matrizes
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Abb. 97: Hypercarb - PA (81>79) in verschiedenen pflanzlichen Matrizes
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9.11.1.5 Glufosinat und dessen Metaboliten

9.11.1.5.1Hypercarb
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Abb. 98: Hypercarb - Glufosinat (182>56) in verschiedenen pflanzlichen Matrizes
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Abb. 99: Hypercarb - MPPA (153>135) in verschiedenen pflanzlichen Matrizes
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Abb. 100: Hypercarb - NAG (224>136) in verschiedenen pflanzlichen Matrizes
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Abb. 101: ZIC-pHILIC - Glufosinat (182>56) in verschiedenen pflanzlichen Matrizes
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Abb. 102: ZIC-pHILIC - MPPA (153>135) in verschiedenen pflanzlichen Matrizes
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Abb. 103: ZIC-pHILIC - NAG (224>136) in verschiedenen pflanzlichen Matrizes
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9.11.2 Validierung LC-DMS-MS/MS fiir TDMs
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Abb. 105: Losungsmittelstandards und Kalibrierreihe fiir TLA
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Abb. 108: Validierung LC-DMS-MS/MS fiir TDMs in Salat
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9.11.3 Validierung LC-DMS-MS/MS fur DFA
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Abb. 119: Losungsmittelstandards und Kalibrierreihe fiir DFA DMS-MS
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Abb. 120: Losungsmittelstandards und Kalibrierreihe fiir DFA DMS-MS/MS
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Abb. 122: Validierung LC-DMS-MS & LC-DMS-MS/MS fiir DFA in Soja
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Abb. 123: Validierung LC-DMS-MS & LC-DMS-MS/MS fiir DFA in Riibe
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Abb. 124: Validierung LC-DMS-MS & LC-DMS-MS/MS fiir DFA in Korn
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Abb. 125: Validierung LC-DMS-MS & LC-DMS-MS/MS fiir DFA in Orange
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Abb. 126: Validierung LC-DMS-MS & LC-DMS-MS/MS fiir DFA in Hopfen
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9.11.4 Validierung MRMH"R fiir TDMs

Tab. 83: Validierungsergebnisse Analyse TDMs mittels LC-MRM"R (Aquasil C18)

Matrix Level TAA TLA TRZ TAL
[mg/kg] | WF* | CV | WF*| CV |WF*| CV | WF* cv
[%] | [%] | [%] | [%] | [%] | [%] | [%] | [%]
Salat 0,01 90 55 | 120 | 6,0 90 | 15,1 90 25,8
0,10 94 34 | 102 | 3,6 91 19| 85 7,5
Tomate 0,01 90 6,6 70 10,3 | 90 |[121 80 12,4
0,10 104 | 5,3 71 8,7 88 53 100 17,1
Brokkoli 0,01 80 69 | 110 | 170 | 80 | 16,6 -2 -2
0,10 88 54 86 53 84 |11,3| 75" 15,2
Bohne 0,01 100 | 5,8 | 1101 | 28,6 | 80 | 11,1 | <LOQ | <LOQ
0,10 90 3,8 97 9,0 98 7,8 101 21,2
Soja 0,01 801" (10,6 | 90" | 12,7 | 110 | 11,2 | <LOQ | <LOQ
0,10 94 7,5 99 156 | 98 7,7 97 29,5
Riibe 0,01 90 5,2 90 6,2 100 | 16,5 | 100 44 1
0,10 106 | 3,2 84 9,1 85 5,8 89 5,7
Karotte 0,01 80 48 | 100 | 6,4 100 [ 21,8 | 90 29,1
0,10 83 2,9 96 54 98 6,4 95 18,6
Ko 0,01 691 | 6,8 99 3,9 110 | 6,7 | 627 8,7
0,10 86 4,7 71 2,2 85 4,2 73 1,9
Orange 0,01 100 | 7,8 | 1101 | 14,0 | 90 | 17,5 | <LOQ | <LOQ
0,10 98 58 | 102 7,3 89 7,3 68 8,8
Wein 0,01 100 | 8,0 | 90 7,6 100 {119 70 11,3
0,10 99 2,3 80 4,6 95 0,7 87 17,7
Flachs 0,01 90 6,1 | 110" | 16,9 | 100 | 17,2 | 70" 2,0
0,10 81 5,1 105 | 9,3 94 5,1 61 4,8
Mittel- 0,01 88 6,7 | 100 | 11,8 | 95 | 143 | 80 19,0
wert 0,10 93 4,5 90 7,3 9 6,7 85 13,4

Mittelwert der FlUnffachbestimmung, Matrixeffekte korrigiert mittels
interner Standardsubstanzen
Blindwertkorrektur wurde durchgefihrt
Kein adaquates Material fur die Validierung war verfugbar
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Tab. 84: Validierungsergebnisse Analyse TDMs mittels LC-MRM"R (Hypercarb)

Matrix Level TAA TLA TRZ TAL
[mg/kg] | WF*| CV | WF*| CV |WF*| CV | WF* | CV
[%] | [%] | [%] | [%] | [%] | [%] | [%] | [%]
Salat 0,01 107 | 3,9 79 6,7 79 7,5 89 8,3
0,10 94 0,9 86 2,5 79 1,7 91 2,2
Tomate 0,01 97 5,1 116 | 149 | 98 |[11,6 | 102 50
0,10 88 4,8 108 | 4,9 93 4,7 87 2,3
Brokkoli 0,01 84 3,5 46 1,7 86 9,9 -2 -2
0,10 88 1,5 16 0,6 74 75 | 96’ 6,8
Bohne 0,01 80 6,1 707 5,9 8 | 13,0 977 6,7
0,10 93 3,4 45 1,4 81 8,6 90 54
Soja 0,01 881 | 46 | 741 | 47 108 | 5,3 | 787 8,8
0,10 99 3,3 91 5,6 119 | 2,0 84 4,0
Riibe 0,01 87 5,6 81 4,5 73 | 141 82 7,6
0,10 94 4,9 88 10,1 76 2,8 97 3,7
Karofte 0,01 82 2,1 91 8,4 88 4,3 89 4,1
0,10 96 1,6 61 1,1 90 3,7 87 1,6
Ko 0,01 92" | 6,7 106 | 5,0 107 | 49 | 68" 17,1
0,10 82 4,0 70 2,2 105 | 91 72 6,1
Orange 0,01 94 36 | 871 7,9 109 (17,0 | 87" | 18,7
0,10 100 | 24 95 2,6 101 | 5,0 88 2,1
Wein 0,01 78 6,8 | 92 8,0 92 | 157 | 93 54
0,10 86 4,8 101 8,3 100 | 34 86 3,5
Flachs 0,01 82 83 | 66" | 150 | 103 | 11,4 | 71" | 11,1
0,10 85 3,7 89 5,8 92 6,3 71 2,8
Mittel- 0,01 88 5,1 82 7,5 93 (104 | 86 9,3
wert 0,10 91 3,2 76 4,1 92 5,0 86 3,7

Mittelwert der FlUnffachbestimmung, Matrixeffekte korrigiert mittels
interner Standardsubstanzen

Blindwertkorrektur wurde durchgefuhrt
Kein adaquates Material fur die Validierung war verfugbar
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Abb. 128: Losungsmittelstandards und Kalibrierreihe fiir TAA (Aquasil C18)
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Abb. 129: Lésungsmittelstandards und Kalibrierreihe fiur TLA (Aquasil C18)
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Abb. 130: Losungsmittelstandards und Kalibrierreihe fiir TAL (Aquasil C18)
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Abb. 131: Losungsmittelstandards und Kalibrierreihe fiir TRZ (Aquasil C18)
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Abb. 132: Validierung LC-MRM"R fiir TDMs in Salat (Aquasil C18)
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Abb. 133: Validierung LC-MRM"R fiir TDMs in Tomate (Aquasil C18)
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Abb. 134: Validierung LC-MRM"R fiir TDMs in Brokkoli (Aquasil C18)
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Abb. 135: Validierung LC-MRM"R fiir TDMs in Bohne (Aquasil C18)
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Abb. 136: Validierung LC-MRM"R fiir TDMs in Soja (Aquasil C18)
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Abb. 137: Validierung LC-MRM"R fiir TDMs in Riibe (Aquasil C18)
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Abb. 138: Validierung LC-MRM"R fiir TDMs in Karotte (Aquasil C18)
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Abb. 139: Validierung LC-MRM"R fiir TDMs in Korn (Aquasil C18)

230



TAA

TLA

TAL

TRZ

100
g 400 I a0 178 - 1.30 30
o = 300 = = =
o = = 60 = =
= z 2 £ 60 £ 20
c T 200 ] 40 T [
o £ E £ @ £
X 100 20 20 1
0 e 0 0 A 0
10 15 "20 25 10 15 "20 25 05 15 20 10 _15° 20 25
Time, min Time, min Time, min Time, min
2 1000 500 1.77 1.30 .65
= 200 1.81 400 100 100
(o)) = El Eal Eal
€ z 600 z 300 £ e
- £ 40 £ 200 £ 50 £ 50
i 200 100
© 0 0 0- 0-
10 15 0 25 10 15 "20 25 05 10 "5 20 10 _15° 20 25
Time, min Time, min Time, min Time, min
7000
6000 *-8‘1 3000 .78 1.a1 364
@) 800 1000
X~ > 5000 2 - z
= ] 4000 @ 2000 & 800 &
m [= c c c
€ 2 3000 L g 400 g 500
= c = =
= 2000 = 1000 = =
o 1000 200
- 0 0 0 LN 0
o 10 15 0 25 1.0 1. 20 25 0.5 . 1.5 20 10 _15° 20 25
Time, min Time, min Time, min Time, min
Abb. 140: Validierung LC-MRM"R fiir TDMs in Orange (Aquasil C18)
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Abb. 141: Validierung LC-MRM"R fiir TDMs in Wein (Aquasil C18)
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Abb. 142: Validierung LC-MRM"R fiir TDMs in Flachs (Aquasil C18)
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Abb. 143: Losungsmittelstandards und Kalibrierreihe fiir TAA (Hypercarb)
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Abb. 144: Losungsmittelstandards und Kalibrierreihe fiir TLA (Hypercarb)
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Abb. 145: Losungsmittelstandards und Kalibrierreihe fiir TAL (Hypercarb)
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Abb. 146: Lésungsmittelstandards und Kalibrierreihe fiir TRZ (Hypercarb)
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Abb. 147: Validierung LC-MRM"R fiir TDMs in Salat (Hypercarb)
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Abb. 148: Validierung LC-MRM"R fiir TDMs in Tomate (Hypercarb)
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Abb. 155: Validierung LC-MRMP"R fiir TDMs in Orange (Hypercarb)
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