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Zusammenfassung

Agilent Bond Elut QUEChERS Enhanced Matrix Removal—Lipid (EMR—Lipid) gehort zur
nachsten Generation der Produkte zur Probenvorbereitung und verwendet ein
praktisches Verfahren der dispersiven Festphasenextraktion (dSPE) zur hochselektiven
Matrixentfernung, ohne die Wiederfindung der Analyten zu beeinflussen, vor allem fiir
fettreiche Proben. Diese Studie zeigt die Anwendung dieses neuartigen Produkts fiir die
Analyse von 23 GC-nachweisharen Pestiziden in Avocado durch GC/MS/MS. Das
Verfahren umfasst eine QUEChERS AOAC-Extraktion, gefolgt von EMR—Lipid dSPE und
Feinaufreinigung mit Salzen. EMR—Lipid erméglicht eine bedeutend bessere
Matrixentfernung pro Gewichtseinheit, GC/MS-Full-Scan und die Bestimmung von
Matrixeffekten im Vergleich zu C18/PSA- und Zirkonoxid-basierten Sorbenzien.
AuRerdem wird weniger Matrix in den Analyse-Flussweg eingebracht. Die Daten
demonstrieren aullerdem eine deutlich verbesserte Reproduzierbarkeit der Analyten Giber
100 Injektionen verglichen mit C18/PSA und besonders Zirkonoxid, welche zu
signifikanten Response-Abweichungen fiihren.

EMR—Lipid ist hoch selektiv beziiglich Lipiden und hat keinen negativen Einfluss auf die
Wiederfindung der Analyten. Die Wiederfindungswerte der Analyten sind hoch und die
Prazision ausgezeichnet. Diese Arbeit demonstriert, dass EMR—Lipid dSPE sich gut in
einen QUEChERS-Arbeitsablauf einfiigt und eine schnelle, robuste und effektive
Probenvorbereitung mit der vollstandigsten Entfernung der Matrix, die fir die

Multiriickstandsanalytik von Pestiziden in Avocado zur Verfligung steht, erméglicht.

Agilent Technologies



Einfiihrung

Die Analyse von Pestizidriickstanden im Lebensmittelbereich
mittels der QUEChERS-Methode (Quick, Easy, Cheap, Effective,
Rugged, and Safe) [1,2] ist fiir viele Labors zur Routine geworden.
Dadurch kénnen hunderte Pestizide niedriger Konzentrationen mit
einer einzigen Extraktion analysiert werden. Wahrend sich die
Methode bei verschiedenen Obst- und Gemiisesorten als gut
geeignet erwiesen hat, stellen fettreiche Lebensmittel wie
Avocados, Niisse und Lebensmittel tierischen Ursprungs neue
Herausforderungen dar [3,4]. Diese Herausforderungen zu
Giberwinden hat héchste Prioritat fiir die Labors, denen die
Aufgabe iibertragen wurde, die Einhaltung der strengen, von
Regierungsbehérden geforderten Validierungskriterien zu
erreichen und so zu gewahrleisten, dass die Lebensmittel fiir den
menschlichen Verzehr unbedenklich sind.

Die Analyse kann mittels einer Kombination aus LC und GC
durchgefiihrt werden, um sowohl fliichtige, halbfliichtige als auch
nicht fliichtige Pestizide mit Multiriickstandsmethoden zur
Analyse von Pestiziden unterschiedlicher chemischer Klassen
abzudecken [4]. Viele Pestizide sind sowohl durch LC als auch
durch GC zu erfassen, viele andere jedoch nicht. Jedes
chromatographische Verfahren hat seine inharenten Vor- und
Nachteile, was die Quantifizierung der Analyten und die
Beeintrachtigungen durch die mitextrahierte Matrix betrifft. Die
Entfernung dieser mitextrahierten Stoffe ist wesentlich fiir die
exakte Quantifizierung in komplexen Lebensmittelmatrices, was
die Bearbeitung mit matrixbeseitigenden Sorbenzien wie C18,
PSA und GCB erforderlich macht [5]. Andere Materialien, die
Zirkonoxid enthalten, sind im Handel verfiigbar und verbessern im

Vergleich zu den typischen matrixbeseitigenden Sorbenzien
normalerweise die Lipidentfernung. Jedoch gilt das nicht fiir alle
Lipidklassen und es konnen fiir die Analyse wesentliche Analyten
adsorbiert werden [6,7]. Proben mit hohem Lipidanteil miissen
gegebenenfalls mit Festphasenextraktionskartuschen (SPE-
Kartuschen) [7,8,9] oder mittels Gelpermeationschromatographie
(GPC) [10] aufgereinigt werden, was zu steigenden Kosten und
héherem Zeitaufwand fiir normalerweise routinemaBig
durchzufiihrende Analysen fiihrt.

Agilent Bond Elut EMR—Lipid ist ein neuartiges Sorbens-
Material, dass selektiv wichtige Lipidklassen aus dem
Probenextrakt entfernt, und zwar ohne unerwiinschten
Analytverlust. Die Entfernung von Lipidinterferenzen aus
komplizierten Matrices ist fiir QUEChERS von besonderer
Bedeutung, weil grole Mengen von Matrix zusammen mit den
Zielanalyten extrahiert werden. Avocados sind wegen ihres hohen
Lipidgehalts (15 - 20 %) als schwierige Matrix bekannt und
wurden deshalb als reprasentative Probe fiir die Evaluierung von
EMR—Lipid ausgewahlt. Diese Studie untersucht die
Probenvorbereitung fiir die Analyse von 23 GC-nachweisbaren
Pestiziden in Avocado mittels einer QUEChERS AOAC-Extraktion,
gefolgt von einer EMR—Lipid-dSPE und Feinaufreinigung mit
Salzen. Die Pestizide stammen aus 10 verschiedenen Klassen, um
den Umfang der Applikation zu erweitern (Tabelle 1). Diese
Application Note zeigt die auRergewdhnliche Aufreinigung, die
EMR—-Lipid fir komplexe und fetthaltige Proben wie Avocados
ermdglicht, sowie die hohe Wiederfindung und Prazision bei

23 Pestizidriickstanden verschiedener chemischer Klassen iiber
drei Konzentrationsbereiche.

Tabelle 1. Zielanalyten, Klasse, log P, Wasserl6slichkeit und chemische Struktur [11].
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Experimentelles

Alle Reagenzien und Losemittel waren von HPLC- oder
Analysenqualitat. Acetonitril (ACN) und Methanol wurden von
Honeywell (Muskegon, MI, USA), Essigsaure zur Synthese (AA),

Pestizidstandards und interne Standards von Sigma-Aldrich, Corp.

(St Louis, MO, USA) erworben.

Losung und Standards

Essigsaure 1 % in ACN wurde erhalten durch Zugabe von 10 ml
Essigsaure zu 990 ml ACN. Stammlésungen der Standards und
internen Standards (IS) wurden entweder in ACN oder in
Methanol mit 2,0 mg/ml hergestellt. Eine kombinierte
Arbeitslosung wurde in ACN mit 25 ug/ml bereitet, auler fir
Captan, Folpet, Trichlorfon und Bupirimat. Aufgrund relativ
schwachen Responses des Gerates wurde in der kombinierten
Arbeitslésung die Konzentration fiir diese vier Verbindungen um
das Fiinffache, namlich auf 125 pg/ml, erhéht. Ein 25 pg/ml
Aliquot der kombinierten IS-Arbeitslésung wurde in ACN
einschlieBlich TPP, Parathion- ethyl- d,, und 13.C-DDT bereitet.

Gerateausriistung

Fiir die Probenvorbereitung eingesetzte Gerate und Materialien:
*  Geno/Schleifer (SPEX, Metuchen, NJ, USA)

«  Centra CL3R Zentrifuge (Thermo IEC, MA, USA)

+  Eppendorf Mikrozentrifuge (Brinkmann Instruments,
Westbury, NY, USA)

*  Vortexer und Multirohrchen-Vortexer
(VWR, Radnor, PA, USA)

+  Flaschenaufsatzdispenser (VWR, So. Plainfield, NJ, USA)
*  Eppendorf-Pipetten und Mehrkanalpipette
+  Agilent Bond Elut EMR—Lipid-Rohrchen (Best.-Nr.: 5982-

1010) und Agilent Bond Elut Final Polish for Enhanced Matrix

Removal—Lipid-Rohrchen (Best.-Nr.: 5982-0101)

Analysensystem

Die Analyse wurde mit einem Agilent 7890A GC-System mit
einem Agilent 7693B automatischen Probengeber und einem
Agilent 7000C Triple Quadrupol GC/MS-System ausgefiihrt. Es
wurde Saulen-Backflushing verwendet, was fiir komplexe
Probenmatrices sehr zu empfehlen ist [12]. Die Gesamtlaufzeit
einer Probe, die mit einem Standard versetzt war, betrug

23 Minuten, wovon zwei Minuten dem Backflushing vorbehalten
waren.

Geratebedingungen

GC-Bedingungen
Automatischer
Probengeber:

Séule:

Tragergas:
Gasfilter:

Einlass-Liner:

Einlass:

Injektions-Impulsdruck:

Purge-Fluss zur
Splitentliftung:

Einlassdruck:
Ofen:

Nachlaufzeit:
Capillary Flow-Technologie:

Aux. EPC-Gas:
Entnahmeleitung:

Aux. Druck:
Anschliisse:
Restriktor:

Anschliisse:

MSD-Bedingungen
MSD:

Vakuumpumpe:
Modus:

Tuning-Datei:

Temp. Transferleitung:
Temp. Quelle:

Temp. Quad:

Solvent Delay:
Kollisionsgasfluss:

MS-Auflosung:

Agilent 7693 automatischer Probengeber und
Probenteller 10 pl-Spritze (Best.-Nr.: G4513-80220),
1 pl Injektionsvolumen

Drei Spiilvorgénge nach der Injektion mit
Losemittel A (Acetonitril)

Drei Probenpumpen

Drei Spiilgéange nach der Injektion mit Losemittel B
(Isopropanol)

Agilent J&W DB-5ms Ultra Inert,
0,25 mm x 15 m, 0,25 pm (Best.-Nr.: 122-5512Ul)

Helium, konstanter Druck

Gas Clean Tragergasfilterkit, 1/8 Zoll (Best.-
Nr.: CP17974)

Agilent Ultra Inert konischer Splitlos-Liner mit
Glaswolle (Best.-Nr. 5190-2293)

MMI-Einlass im gepulsten Cold Splitless-Modus,
75 °C Anfangstemperatur, Verweilzeit 0,02 Min, dann
Anstieg auf 350 °C mit 750 °C/Min

36 psi bis 0,75 Min

60 ml/min bei 0,75 Min
17 psi wahrend des Laufs, 1,0 psi wahrend Backflush

60 °C fiir 2,57 Min, bis 150 °C mit 50 °C/Min,
bis 200 °C mit 6 °C/Min, bis 300 °C mit 16 °C/Min
und 3 Min Verweilzeit

2 Min bei 300 °C

UltiMetal Plus Purged Ultimate Union
(Best.-Nr.: G3182-61581) fiir Backflushing von
Analyseséule und Einlass

Helium, angeschlossen an Purged Ultimate Union

0,0625 Zoll od x 0,010 Zoll id x 100 cm,
3168S Leitung oberhalb des Ofens

4 psi wahrend des Laufs, 75 psi wahrend Backflush
Zwischen Einlass und Purged Ultimate Union

Inerte Fused Silica-Kapillare, 0,65 m x 0,15 mm (Best.-
Nr.: 160-7625-5)

Zwischen Purged Ultimate Union und dem MSD

Agilent 7000C Triple Quadrupol GC/MS, inert, mit
Leistungselektronik

Leistungs-Turbo
MRM

Atune.u

280°C

300°C

150 °C fir Q1 und Q2
2,57 Min

Helium-Quenchgas bei 2,35 ml/Min, N,-Kollisionsgas
bei 1,5 ml/Min

MST und MS2=12u



Die MRM-Parameter wurden fiir jeden Analyten mithilfe der
Agilent-MRM-Datenbank fiir Pestizide und Umweltschadstoffe
(G9250AA), in der MS/MS-Bedingungen und Retentionszeit-
Informationen von mehr als 1070 Substanzen gespeichert sind

[13], leicht optimiert. Tabelle 2 fithrt die MRM-Ubergénge fiir die
Zielanalyten, die in dieser Studie verwendet wurden, auf. Ein
Beispiel fiir ein typisches GC/MS/MS-Chromatogramm ist in
Abbildung 1 fiir die 23 untersuchten Pestizide zu sehen.

Tabelle 2. GC/MS/MS MRM-Bedingungen und Retentionszeit fiir Pestizidanalyse.

Analyt RT (Min) MRMs
Quant.-Kanal CE (v)  Qual.-Kanal CE (v)

Dichlorvos 4,70 184,9 - 93 10 109 - 79 5
Trichlorfon 5,94 1108 = 47 30 81,8 =47 50
2-Phenylphenol 6,39 169 - 115,1 25 170 = 1411 25
Ethalfluralin 7,58 275,9 - 2021 15 3159-2759 10
Sulfotep 7.83 237,8 = 1459 10 201,8-1459 10
Atrazin 8,69 214,9 - 58,1 10 2149 -12002 5
Lindan 8,83 181 - 145 15 216,9 - 181 5
Chlorthalonil 9,20 263,8 - 168 25 265,8 - 231 20
Diazinon 9,22 1371 =54 20 1991 - 93 20
Chlorpyrifos-methyl 10,30 285,9 - 92,9 20 1249 - 47 15
Dichlorfluanid 11,31 223,9 - 123,1 20 123 - 77 20
Aldrin 11,55 262,9 - 1929 35 254,9 - 220 35
Parathion-ethyl-Dy, (IS) 11,96 98,7 - 67 10 114,9 - 82,9 20
Tolylfluanid 12,80 136,9 - 91 20 136,9 - 65 30
Captan 12,96 151 = 79,1 15 149 - 79,1 10
Forpet 13,13 259,8 - 130,1 15 261,8 - 130,1 15
Procymidon 13,13 282,8 - 96 10 96 - 67,1 10
Bupirimat 15,44 272,9 - 1931 15 272,9 - 108 5
Endrin 15,68 316,7 - 280,8 5 2448 - 173 30
Endosulfansulfat 17,44 273,9 - 2389 15 271,9 - 237 15
13C-DDT (IS) 17,69 2465 > 1771 15 2485 - 1771 15
DDT 17,69 235 - 165,2 20 237 - 165,2 20
TPP (IS) 18,20 3259 - 169 30 3259 - 233 27
Iprodion 18,82 313,8 = 55,9 20 187 - 124 25
Permethrin 20,68 183,1 - 153,1 15 183,1 - 153,1 15
Deltamethrin 22,51 252,9 - 93 15 181 = 152,1 25
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Abbildung 1. Ein typisches GC Triple Quadrupol Chromatogramm (MRM) einer
Avocadoprobe, angereichert mit 50 ng/g Pestizidstandard. Die Probenvorbereitung
verwendete QUEChERS, gefolgt von einer Aufreinigung mit Agilent Bond Elut EMR—Lipid.



Probenvorbereitung

Das Verfahren fiir die Probenvorbereitung wurde schlielich wie
folgt optimiert:

1. 15 ¢ (0,1 g) homogenisierte Avocado in ein 50 ml
Zentrifugenréhrchen geben.

2. 15 ml Acetonitril (1 % AA) zugeben und 10 Sek. lang
vortexen.

3. AOAC Extraktionssalz-Paket zugeben.

4, Zum Mischen auf einem mechanischen Schiittler 2 Min. lang
schitteln.

5. Bei 5000 U/Min 5 Min. lang zentrifugieren.

6. 5 ml Wasser in ein 15 ml EMR—Lipid dSPE-Réhrchen geben
und 5 ml Uberstand in EMR—Lipid-Réhrchen tiberfiihren.

7. Sofort vortexen, um die Probe zu dispergieren, und dann die
gesamte Charge weitere 60 Sek. lang auf einem
Multirshrchenvortexer vortexen.

8. Bei 5000 U/Min 3 Min. lang zentrifugieren.

9. 5 ml Uberstand in ein 15 ml EMR—Lipid-
Feinaufreinigungsrohrchen geben, das 2 g Salz enthélt
(1:4, NaCl:MgSQ,). und 1 Min lang vortexen.

10. Bei 5000 U/Min 3 Min. lang zentrifugieren.

11. Die obere ACN-Schicht zur GC/MS/MS-Injektion in eine
Probenflasche tibertragen.

Der ganze Arbeitsablauf der Probenvorbereitung wird in
Abbildung 2 gezeigt.

Kalibrierungsstandards und Qualitdtskontrollproben

Vordotierte QC-Proben wurden entsprechend mit einer
kombinierten Standardarbeitslésung in passender Konzentration
nach Schritt 1 fiir sechs Replikate vorangereichert. Die QC-Proben
entsprechen 5, 50 und 300 ng/g in der Avocadoprobe. Bei den
QC-Proben handelte es sich um 25, 250 und 1500 ng/g fiir
Captan, Folpet, Trichlorfon und Bupirimat. Alle Proben wurden
auch mit einer IS-Ldsung angereichert, bis auf die Matrix-
Blindprobe, entsprechend 250 ng/g in den Avocadoproben.

Mit Standard- und IS-Arbeitslésungen zubereitete
matrixangepasste Kalibrierstandards wurden entsprechend in die
Matrix-Blindproben nach Schritt 10 gegeben, was jeweils 1, 5, 10,
50, 100, 200, 300 und 400 ng/g in der Avocadoprobe und

250 ng/g IS entsprach. Firr die vier Verbindungen wurden
Kalibrierstandards mit 5, 25, 50, 250, 500, 1000, 1500 und

2000 ng/g verwendet.

‘ 15 g genau abgewogene und zerkleinerte Avocadoprobe in ein 50-ml-Zentrifugenréhrchen geben. ‘

v

QC-Proben mit IS und STD und alle Proben
auBer den Matrix-Blindproben mit IS dotieren; vortexen.

v

15 ml einer 1 %-igen Losung von Essigsaure in Acetonitril (ACN) und das AOAC QuEChERS-Extraktionskit zugeben.

v

Vit dem Deckel verschlieBen und 2 Minuten lang auf einem mechanischen Schttler griindlich schiitteln

v

‘ Bei 5000 U/Min 5 Min. lang zentrifugieren. ‘

v

5 ml Wasser hinzufiigen, danach 5 ml des oberen ACN-Extraktes
in ein 15 ml EMR-Lipid dSPE-Réhrchen geben.

v

‘ Vortexen und zentrifugieren. ‘

v

‘ 5 ml Uberstand in ein EMR-Lipid-Feinaufreinigungsrohrchen geben. ‘

v

‘ Vortexen, zentrifugieren und die obere ACN-Phase in eine andere Probenflasche geben, wenn nétig. ‘

v

Matrix-Blindprobe mit STD und IS nachdotieren, um
matrixangepasste Kalibrierstandards herzustellen.

v

‘ Proben sind nun fiir GC/MS/MS-Analysen einsatzbereit. ‘

Abbildung 2. Der Probenvorbereitungs-Arbeitsablauf zeigt eine
QuEChERS-Extraktion mit Agilent Bond Elut EMR—Lipid-
Aufreinigung fir die Analyse von Pestiziden in Avocado durch
GC/MS/MS.

Beurteilung der Matrixaufreinigung

Die Avocadoextrakte wurden mit drei verschiedenen
Aufreinigungsmaterialien behandelt: dSPE (C18/PSA) fiir
fetthaltige Matrices, Zirkonoxid-Sorbens und EMR—Lipid. Ein
Experiment verglich die GC/MS-Full-Scan-Profile der endgiiltigen
Extrakte vor und nach der Aufreinigung. Um den Umfang der
Matrixaufreinigung anhand des chromatographischen
Hintergrunds zu vergleichen, wurden die Chromatogramme
tbereinandergelegt. Um die Matrixaufreinigung quantitativ
beurteilen zu kénnen, wurde das GC/MS-Full-Scan-
Chromatogramm wahrend des gesamten Zeitfensters manuell
integriert. Danach wurde die Effizienz der Matrixentfernung
entsprechend Gleichung 1 kalkuliert.

gesamt, —F gesamt,

f
% Entfernung der Matrix = x 100
Peakfléchen, gesamt,, , .

Gleichung 1

Ein gravimetrisches Experiment, welches das Gewicht von
mitextrahierter Avocadoprobe nach der Behandlung mit EMR—
Lipid, C18/PSA und Zirkonoxid-Sorbens verglich, wurde
veroffentlicht [14].



Vergleichs- und Validierungsmethoden

Ein Experiment zur Wiederfindung der Analyten verglich mit

50 ng/g vor- und nachdotierte Avocadoproben. Die
Probenbehandlung fand mit der QUEChERS AOAC-
Extraktionsprozedur statt, gefolgt von einer Aufreinigung mit
EMR—Lipid, C18/PSA oder Zirkonoxid. Fiir die Aufreinigung mit
EMR-—Lipid wurde das in Abbildung 2 gezeigte Protokoll befolgt.
Die anderen Materialien erfuhren dieselbe QuEChERS-Extraktion
mit einer C18/PSA- und Zirkonoxid-Sorbens-Aufreinigung. Ein
Aliquot von 1 ml ACN-Rohextrakt wurde in ein 2-mI-C18/PSA
dSPE-Réhrchen (Best.-Nr.: 5982-5122) oder in eine 2-ml-
Probenflasche mit 100 mg Zirkonoxid-Sorbens {ibertragen. Alle
Proben wurden eine Minute lang gevortext und bei 13 000 U/Min
drei Minuten lang in einer Mikrozentrifuge zentrifugiert. Die ACN-
Schicht wurde dann zur GC/MS/MS-Analyse in eine
Probenflasche iberfiihrt. Durch Nachdotierung des Avocado-
Blindwertextrakts mit Standards und internen Standards wurden
matrixangepasste Kalibrierstandards hergestellt. Die
Wiederfindung wurde durch das Verhéltnis der Analyt-
Peakflachen aus vor- und nachdotierten Proben kalkuliert.

Die EMR—Lipid-Methode wurde in Avocado in drei
Konzentrationen mit sechs Replikaten validiert, wobei eine
matrixangepasste Acht-Punkte-Kalibrierungskurve eingesetzt
wurde. Ein interner Standard (IS) wurde fiir die Quantifizierung
benutzt, und die Daten wurden als Genauigkeit und Prazision
dargestellt.

Der Matrix-Effekt auf die GC/MS/MS-
System leistung

Der Matrix-Effekt auf die GC/MS/MS-Systemleistung wurde
untersucht, indem die Konsistenz der Analytresponse iiber
mehrfache Injektionen von Avocadoproben hinweg bewertet
wurde. Das Experiment verglich die Analytresponse bei
GC/MS/MS im zeitlichen Verlauf durch mehrfache Injektionen
von Avocadoextrakten, die mit EMR—Lipid, C18/PSA oder
Zirkonoxid-Sorbens behandelt wurden. In jeder Testcharge gab es
Matrix-Blindproben und nachdotierte 50 ppb QC-Proben. Die
Sequenz injizierte vier Blindproben und eine QC-Probe bei der
finften Injektion und wurde fiir insgesamt 100 Injektionen
ausgefiihrt. Dies wurde durchgefiihrt, um den Effekt von nicht
entfernter Matrixansammlung auf den Oberflachen des GC/MS-
Flusswegs auf die Analytresponse des Systems fiir die
verschiedenen Aufreinigungsoptionen zu bestimmen. Fiir jedes
Aufreinigungsverfahren wurde die Analytresponse (Peakflache)
verwendet, um die %RSD (relative Standardabweichung) tiber
den 100-Injektionen-Durchgang zu berechnen. Um einen Einfluss
des GC-Flusswegs auszuschlieRen, wurden inerte Flussweg-
Verbrauchsmaterialien von Agilent sowie neue Agilent Ultra Inert
Liner und Saulen fiir jede Aufreinigungsmethode verwendet.

Ergebnisse und Diskussion

Beurteilung der Matrixaufreinigung

Komplexe Matrices haben entscheidende Auswirkungen auf die
GC/MS-Leistung, da die Matrix aktive Stellen auf der GC-
Oberflache des Flusswegs bildet, Matrixeffekte im
Massenspektrometer induziert und zu Interferenzen im
Endchromatogramm fiihrt. Wahrend GC/MS (SIM) und
GC/MS/MS (MRM) erhdhte Selektivitét fiir die Zielionen zeigen,
kann nicht entfernte Matrix noch immer Interferenzen
verursachen und die Leistung im Laufe der Zeit schmalern. Um
diesen negativen Auswirkungen von Matrices mit hohem
Fettgehalt wie Avocado entgegenzuwirken, miissen
verlasslichere Methoden zur Probenvorbereitungsaufreinigung
angewendet werden, um die Proben einer GC/MS-Analyse
besser zuganglich zu machen.

Abbildung 3A zeigt die iibereinandergelegten GC/MS-Full-Scan-
Chromatogramme fiir eine Avocado-Matrix-Blindprobe sowie die
chromatographischen Profile, die aus EMR—Lipid-, C18/PSA-
und Zirkonoxid-Sorbens-Aufreinigungsmethoden gewonnen
wurden. Das Chromatogramm der Probe ohne weitere
Aufreinigung (schwarze Spur) zeigt eine Fiille von
Matrixinterferenzen, was die Analyse der Zielanalyten behindern
wird. Die Chromatogramme von Extrakten, die mit C18/PSA-
(blau) und Zirkonoxid-Sorbens- (griin) Aufreinigung behandelt
wurden, zeigen 36 % und 55 % Matrixentfernung, siehe auch
Gleichung 1. Die EMR—Lipid dSPE-Spur (rot) zeigt jedoch eine
Entfernung dieser Interferenzen bis fast zur Basislinie im GC/MS-
Full-Scan-Chromatogramm, was einer Matrixentfernung von 95 %
entspricht. Die weitgehende Aufreinigung, die mit EMR—Lipid
erreicht wird, hat offensichtliche Auswirkungen auf die
Pestizidanalyse in Avocado, da entscheidend weniger
Matrixbestandteile in den Proben enthalten sind, welche die
Gerateleistung beeinflussen kénnen. Zudem wird dies durch die
Verwendung einer einfachen dSPE mit EMR—Lipid in einem
konventionellen QUEChERS-Arbeitsablauf erreicht.

Abbildung 3B zeigt die tiberlagerten GC/MS/MS-MRM-
Chromatogramme fiir Avocadoproben, die mit 50 ppb
Pestizidstandard dotiert wurden. Aufgrund der hoheren
Selektivitat des MS/MS-Systems ist der Matrixhintergrund
weniger signifikant als fiir ein GC/MS-SIM oder ein Full-Scan-
Chromatogramm. Trotz der hervorragenden Selektivitat fiir die
untersuchten Analyten sind zwischen 11 und 20 Minuten auf
dem Chromatogramm fiir C18/PSA (blau) und Zirkonoxid (griin)
noch immer Interferenz-Peaks sichtbar. Diese Interferenzen
storen die genaue Integration mancher Analyt-Signale. Die
EMR—Lipid-Extrakte zeigen einen wesentlich saubereren
Hintergrund, wie die rote Spur in Abbildung 3B belegt, was die
Integrationsgenauigkeit dramatisch verbessert.
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Abbildung 3B. GC/MS/MS-MRM-Chromatogramm, Uberlagerung einer Avocadoprobe, die unter Verwendung
einer QUEChERS AOAC-Extraktion vorbereitet wurde, mit anschlieBendem Agilent Bond Elut EMR—Lipid (rot),
C18/PSA (blau) und Zirkonoxid-Sorbens (griin). Alle Proben wurden mit einem 50-ppb-Pestizidstandard dotiert.



Die verbesserte Matrixaufreinigung durch EMR—Lipid und der positive
Effekt einer ausgezeichneten Matrixentfernung fiir drei Beispielanalyten
ist in Abbildung 4 dargestellt. Bei allen Chromatogrammen, in denen
eine Aufreinigung mit EMBR—Lipid erfolgte, zeigen sich weniger
Interferenz-Peaks, ein besseres Signal/Rauschen-Verhéltnis und
stabilere Basislinienintegration. Diese Verbesserungen erméglichen
eine schnellere und einfachere Datenverarbeitung und -auswertung und
erzeugen ein hohes Mal an Vertrauen in die analytische Methode.
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Abbildung 4. Chromatogrammvergleich fiir die untersuchten Analyten und den Einfluss der Matrix auf Peak-Response, Peak-

Qualitat und Interferenzen im MRM-Fenster. Blindproben wurden entweder mit Agilent Bond Elut EMR—Lipid, Zirkonoxid oder

C18/PSA behandelt, und die endiiltige Probe wurde mit einem 50 ppb-Pestizidstandard nachdotiert.



Methodenvergleich fiir die Wiederfindung der
Analyten

Die optimierte EMR—Lipid-Methode wurde dann mit einer
herkémmlichen QuEChERS-Methode unter Verwendung von
C18/PSA oder Zirkonoxid-Sorbens verglichen. Abbildung 5 zeigt
den Vergleich der Wiederfindungen fiir alle 23 Pestizide unter
Verwendung dieser verschiedenen Aufreinigungsmaterialien. Die
Ergebnisse zeigen, dass eine Aufreinigung mit EMR—Lipid keine
signifikante Analyt-Retention verursacht und darum vergleichbare
Wiederfindungs-Ergebnisse zur C18/PSA-Aufreinigung erbringt.
Wir konnten jedoch aufzeigen, dass C18/PSA und Zirkonoxid-
Sorbens keine effiziente Matrixentfernung zulassen.

Ungeachtet der Aufreinigungsmethode zeigen einige Analyten
eine niedrigere absolute Wiederfindung. Aldrin, Endrin und DDT
zeigten eine Wiederfindung von weniger als 60 %, und
Permethrin sowie Deltamethrin erzielten Werte von 63 % bzw.
75 %. Die C18/PSA-Aufreinigung ermdglichte eine etwas hohere
Wiederfindung als eine EMR—-Lipid- und Zirkonoxid-Sorbens-
Aufreinigung. Diese Pestizide sind hoch lipophil (hoher log P) mit
einer sehr geringen Wasserloslichkeit und werden damit leicht
von Probenmatrices mit hohem Fettgehalt wie Avocado
aufgenommen, was es schwierig macht, sie mit polaren
Losemitteln wie Acetonitril zu extrahieren. Die Nutzung starkerer
Losemittel konnte die Effizienz der Extraktion dieser lipophilen
Analyten aus der fetthaltigen Matrix verbessern, was die
Extraktionseffizienz und die absolute Wiederfindung erhoht.
Zukiinftige Arbeiten werden die Effizienz der Extraktion lipophiler
Substanzen aus Matrices mit hohem Fettgehalt mit
anschlieBender verbesserter Matrixentfernung untersuchen. Um
die niedrige absolute Wiederfindung dieser Verbindungen zu
korrigieren, wurde ein stabil isotopenmarkierter interner Standard,
13C-DDT, angewendet, um die Genauigkeit im Endresultat der
Quantifizierung fir DDT, Aldrin und Endrin zu erhéhen. Die
Verwendung von TPP als interner Standard fir Permethrin und
Deltamethrin wurde zur Quantifizierung als geeignet erachtet.
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Abbildung 5. Vergleich der Wiederfindungen zwischen Agilent Bond Elut EMR—Lipid-, C18/PSA- und Zirkonoxid-Aufreinigung

bei 50 ppb in Avocado.



Methodenvalidierung

Die EMR—Lipid-Methode wurde durch ein komplettes
Quantifizierungsbatch validiert. Interne Standards wurden fiir die
Quantifizierung benutzt, und die Ergebnisse wurden in Form von
Genauigkeit und Prazision dargestellt. Zur Quantifizierung wurden
drei interne Standards genutzt: Parathion-ethyl-D,, 13C-DDT und
TPP. Fir Analyten mit Retentionszeiten von weniger als 12
Minuten wurde Parathion-ethyl-D, ;. fir diejenigen mit einer
Retentionszeit von mehr als 12 Minuten wurde TPP als IS
eingesetzt. Wie bereits erwahnt, wurde 13C-DDT als IS fiir Aldrin,
Endrin und DDT verwendet, um den Analytverlust durch
schwache Extraktionseffizienz zu korrigieren.

Detaillierte Validierungsergebnisse sind in Tabelle 3 aufgefihrt.
Abbildung 6 stellt eine Zusammenfassung dar, die aus der
durchschnittlichen Genauigkeit und Prazision generiert wurde, die
fiir 18 Gesamtreplikate von QCs (drei Konzentrationen, n = 6)
berechnet wurden. Die Genauigkeit fiir die Pestizide lag zwischen
70 % und 120 % fiir alle auRer einem Analyten (67 %). und die
Prazision lag unter 20 % RSD fiir alle Analyten, fiir 80 % sogar
unter 10 % RSD. Die Genauigkeit fur Aldrin betrug noch immer
etwas unter 70 %, wies jedoch eine gute Prazision auf (RSD

<6 %) und ist gemal der SANCO-Richtlinien akzeptabel [15].

Tabelle 3. Quantifizierungsergebnisse fiir Pestizide in Avocado, die mit den Mengen 5, 50

und 300 ng/g fiir sechs Replikate versetzt wurden.

Kalibrierungskurve

Genauigkeit und Prazision der Methode (ng/g QCs')

2

Analyt Regression Genau- R Kal. Bereich 3 (25) 50 (250) 300 (1500)
igkeit/ Gewicht (ng/g) Wdf%  RSD Wdf%  RSD Wdf%  RSD
Dichlorvos Linear, 1/x ~ 0,9967 1-400 97 8,2 108 49 m 12,7
Trichlorfon Linear, 1/x  0,9964  5-2000' 98 78 95 7.3 84 47
2-Phenylphenol Linear, 1/x  0,9996  10-4002 97 14,0 104 1,7 105 5.1
Ethalfluralin Linear, 1/x ~ 0,9969 1-400 109 32 98 7,6 110 6.5
Sulfotep Linear, 1/x  0,9958  1-400 96 58 76 39 85 9.8
Atrazin Linear, 1/x ~ 0,9967 1-400 91 5,0 80 2.1 76 39
Lindan Linear, 1/x 09991  1-400 92 6,7 104 4,0 98 12,5
Chlorthalonil Linear, 1/x ~ 0,9944  1-400 89 135 103 8.6 92 19.4
Diazinon Linear, 1/x  0,9993  1-400 102 6.8 116 5.1 108 8.9
Chlorpyrifos-methyl  Linear, 1/x 0,9984 1-400 101 6.2 123 45 113 15,0
Dichlofluanid Linear, 1/x ~ 0,9989  1-400 96 10,2 85 5.1 91 43
Aldrin Linear, 1/x 09982  1-400 76 4,8 59 2,3 65 5.1
Tolylfluanid Linear, 1/x ~ 0,9990 10-400 108 10,0 93 6.2 93 5.4
Captan Linear, 1/x 09959  25-2000'% 89 8.2 109 11.0 87 18,1
Folpet Linear, 1/x  0,9897  5-2000' 76 95 79 9.9 87 13,2
Procymidon Linear, 1/x  0,9977  1-400 87 5,0 76 19 79 7.2
Bupirimat Linear, 1/x  0,9957  5-2000' 101 6.5 100 5.6 85 10,3
Endrin Linear, 1/x  0,9967 1-400 75 10,8 88 6.7 80 13,6
Endosulfansulfat Linear, 1/x ~ 0,9996 1-400 96 9.9 97 6.4 95 49
DDT Linear, 1/x 09995  1-400 103 45 105 2,6 107 4.6
Iprodion Linear, 1/x ~ 0,9995 1-400 97 6.7 105 2,1 97 4,2
Permethrin Linear, 1/x ~ 0,9992  1-400 87 6.6 97 43 84 14,0
Deltamethrin Linear, 1/x  0,9963  1-400 89 13,8 92 8.3 98 115

T Verbindungen wurden wegen geringer Response in der kombinierten Standard-Arbeitslésung mit fiinffach
erhohter Konzentration eingesetzt. Darum lagen die Dotierungen fiir QC und Kalibrierungsstandards fiinf Mal

hoher als fiir die der anderen Verbindungen.

2 Erhohtes LOQ aufgrund schwacher Empfindlichkeit, oder ein Matrixinterferenz-Peak storte die Detektion des

Analyten bei urspriinglichem LOQ.
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Abbildung 6. Quantifizierungsergebnisse fiir 23 Pestizide in Avocado unter Verwendung einer
QuEChERS-Extraktion mit Agilent Bond Elut EMR—Lipid, dSPE. Die Datenpunkte reprasentieren
Genauigkeit und Prézision und wurden fiir drei Konzentrationsbereiche aus sechs Replikaten kalkuliert.
Fehlerbalken = 95 % KI.



Der Matrix-Effekt auf die GC/MS/MS-
Systemleistung

Matrixinterferenzen beeintrachtigen die GC/MS/MS-
Systemleistung im Laufe der Zeit umso starker, je mehr Proben in
das System injiziert werden. Aktive Stellen im GC-Flussweg
konnen die Geréateleistung negativ beeinflussen. Inerte Flussweg-
Komponenten von Agilent ergeben die beste Deaktivierung fiir
den gesamten GC-Flussweg und reduzieren die negativen
Wechselwirkungen zwischen Analyten und aktiven Stellen, die in
Analytverlust und chromatographischen Anomalien resultieren,
signifikant. Wenn die Matrix jedoch einen hohen Gehalt
hochsiedender Verbindungen (hoher Fettgehalt) aufweist, wird
sie sich auf der Oberflache des Flusswegs ansammeln und neue
aktive Stellen generieren. Mit der Zeit kann dies zu Anderungen
der Analytresponse fiihren, welche die Methodenzuverlassigkeit
entscheidend beeinflussen und die Anzahl der Injektionen je
Charge einschranken. Um dies zu verhindern, miissen Labore
verstarkt Geratewartung wie Liner-Wechsel, Abschneiden oder
Austauschen der Saulen durchfiihren, was zur Senkung der
Produktivitat im Labor fiihrt.

Wie in der Bewertung der Matrixaufreinigung und
gravimetrischen Bestimmung [14] demonstriert, erbrachten
Proben, die mit EMR—Lipid behandelt wurden, einen signifikant
saubereren Hintergrund, was beweist, dass wesentlich weniger
Matrix in das GC/MS/MS-System eingebracht wird. Die Anzahl
der aktiven Stellen, die sich im GC/MS-Flussweg ansammeln,
wird verringert, was zur Erhaltung der analytischen
Leistungsfahigkeit des Gerates beitragt. Dies zeigt sich in
verbesserter Analyt-Prézision (RSDs) fiir iber 100 Injektionen von
Avocadoproben in das GC/MS/MS-System (Tabelle 4). Proben,
die mit EMR—Lipid behandelt wurden, erreichten RSDs von

<15 % fiir 91 % der Analyten, meist im einstelligen Bereich. Zwei
Substanzen, Captan (RSD 29,9 %) und DDT (RSD 21,6 %) ergaben
hohere RSDs wahrend des 100-Injektionen-Experiments, jedoch
11,1 % bzw. 6,4 % RSD bei den ersten 50 Injektionen.

Tabelle 4. Vergleich der Analyt-Reproduzierbarkeit (RSDs) tiber 50 und 100 Injektionen von
Avocadoproben, die mit Agilent Bond Elut EMIR—Lipid, C18/PSA oder Zirkonoxid-Sorbens
behandelt wurden, mittels GC/MS/MS. Die Proben wurden mit 50 ng/g angereichert. Analyt-
Peakflachen wurden zur Kalkulation der RSD-Ergebnisse verwendet.

RSD fiir Analyt nach 100 Injektionen (n = 20) RSD nach 50 Injektionen (n = 10)

EMR-Lipid-  C18/PSA-  Zirkonoxid-Sorbens- EMR-Lipid-  C18/PSA-  Zirkonoxid-Sorbens-
Pestizide Aufreinigung  Aufreinigung Aufreinigung Aufreinigung Aufreinigung Aufreinigung
Dichlorvos 6,2 10,5 16,8 2,2 9,4 6,3
2-Phenylphenol 7.0 13,6 19,5 5,0 12,4 8.4
Ethalfluralin 12,4 18,8 32,0 58 10,3 7.9
Sulfotep 11 11,8 17,2 3.1 6,4 10,8
Atrazin 6.8 12,2 19,1 3.2 12,2 5,2
Lindan 8.5 10,8 20,0 4.6 10,9 5.1
Chlorthalonil 125 17 374 8,0 12,9 11,0
Dlazmon' 6.6 1.7 16,9 4,4 10,5 5.6
Chlorpyrlfos?methyl 8.4 8.9 14.9 38 86 6.6
AD\'IZ';':’“”E‘""’ n7 9.0 25,9 5.4 9,9 5,5
Tolylfluanid 9.8 19,3 25,7 8,6 19,3 71
Captan 10,5 6.6 17.8 4,2 6.9 6.6
Procymidon 29,9 51,9 471 1.1 24.9 21,7
Bupirimat 6,8 14,3 22,5 5,6 13,8 4.8
Endrin 6,8 10,4 20,7 7.6 11,0 6.2
Endosulfan 8.3 12,6 241 5.9 13,8 54
sulfat 8,5 121 22,4 5,3 12,7 6.4
DDT 21,6 22,4 42,6 6.4 12,0 1.8
Iprodion 11,0 10,7 40,0 8,2 10,9 16,3
Permethrin 6.8 11,8 18,8 5,2 11,2 8.6
Parathion-ethyl-d10 (I1S) 11,8 7.2 13,0 4,7 6,8 7.0
TPP(IS) 9.1 19.9 28,3 9,0 22,5 12,8



C18/PSA ergab im Vergleich dazu RSDs <15 % fiir 74 % der
Analyten und bei Zirkonoxid waren es mit nur 9 % noch deutlich
weniger. Der mit Zirkonoxid behandelte Extrakt war mit 100 % der
Analyten iiber 10 % RSD besonders problematisch, wovon bei
100 Injektionen 57 % deutlich Gber 20 % RSD lagen. Dies weist
darauf hin, dass die gréRere Menge der im C18/PSA- und
Zirkonoxid-Aufreinigungsextrakt enthaltenen Matrix die
Gerateleistung negativ beeinflusst, was zu einer signifikanten
Variabilitat der Analytresponse fiihrt. Diese Ergebnisse
bescheinigen die ausgezeichnete Matrixentfernung durch EMR—
Lipid, was fiir weniger Aktivitat im GC-Flussweg sorgt sowie zu
héherer Prézision iiber eine Vielzahl von Injektionen und einer
gréReren Anzahl Probendurchlaufe fiihrt, bevor das Gerat
gewartet werden muss.

Schlussfolgerungen

Eine schnelle, zuverlassige und robuste Methode unter
Verwendung einer QUEChERS AOAC-Extraktion, gefolgt von einer
Agilent Bond Elut EMR—Lipid-Aufreinigung, wurde fiir die
Analyse von 23 GC-nachweisharen Pestiziden in Avocado
entwickelt und validiert. Die Matrixeffekte wurden bewertet und
mit den traditionellen C18/PSA- und Zirkonoxid-Sorbens-
Aufreinigungsmethoden verglichen. Die Ergebnisse zeigen, dass
EMR—-Lipid eine bessere chromatographische Aufreinigung fiir
sowohl GC/MS als auch GC/MS/MS gegeniiber C18/PSA und
Zirkonoxid-Sorbens gewahrleistet. Die Einfiihrung der EMR—
Lipid-Aufreinigung erméglicht die Verwendung von GC/MS zur
Analyse von Proben mit hohem Fettgehalt der Matrix. Der
Vergleich der Wiederfindungen demonstriert, dass die EMR—
Lipid-Aufreinigung vergleichbare Analytwiederfindungen wie
C18/PSA und eine bessere Wiederfindung als bei Zirkonoxid-
Sorbens ermaglicht. Der groRte Vorteil von EMR—Lipid in dieser
Applikation betraf die hohe Effektivitat der Matrixentfernung, was
fiir ausgezeichnete Reproduzierbarkeit tiber 100 Injektionen in
das GC/MS/MS-System sorgt. Die Analytresponses von
C18/PSA- und besonders von zirkonoxid-behandelten Proben
wahrend dieses 100-Injektionen-Experiments waren hoch
variabel. Die Verwendung von EMR—Lipid als dSPE-
Aufreinigungsmaterial in einem QuEChERS-Arbeitsablauf
verbessert daher die allgemeine Produktivitat im Labor, erh6ht
den Probendurchsatz, verringert Datenbearbeitung und
-auswertung, reduziert erneute Analysen von Chargen und
verringert den Wartungsaufwand der Analysensysteme.
Zukiinftige Arbeiten werden die Vorteile verbesserter
Matrixentfernung fiir andere komplexe Proben und Zielanalyten
mit hohem Fettgehalt untersuchen.
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