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Planare SPE und microliter flow injection analysis TOFMS — ein
schnelles Pestizid-Screening fur Obst und Gemiise

Zusammenfassung

Fir ein schnelles Pestizid-Screening wurde das vor kurzem
entwickelte, hocheffiziente High-Throughput Planar Solid
Phase Extraction (HTpSPE) Clean-up mit der hochauf-
I6senden Time-of-Flight Massenspektrometrie (TOFMS) kom-

biniert.  Zur  Kopplung wurde eine  Mikroliter-Flie3-
injektionsanalyse (uL-FIA) ohne Chromatographie entwickelt,
bei der nur ein einziger Probenpeak innerhalb weniger Minu-
ten erhalten wird. Das resultierende Massenspektrum liefert
die gesamte Probeninformation und ermdglicht die simultane
Identifizierung aller Pestizide anhand ihrer genauen Massen.
Das neue HTpSPE-pL-FIA-TOFMS Screening wurde erfolg-
reich fir diverse dotierte pflanzliche Matrices sowie fir
Handelsproben eingesetzt. [1]

Einleitung
Die stetig wachsenden Anforderungen des Verbraucher-
schutzes zur Uberpriffung der EU-weit festgelegten Riick-
standshdchstgehalte (RHG) in Lebens- und Futtermitteln
erfordern die standige Weiterentwicklung analytischer Metho-
den. Um die kontinuierlich wachsende Anzahl an Wirkstoffen
schneller und sensitiver bestimmen zu konnen, werden
leistungsféhige Methoden bendétigt, die vor allem die Analytik
sogenannter non-target Substanzen mittels hochauflésenden
Massenspektrometern (HRMS) erméglichen, da unbekannte
Wirkstoffe oder Abbauprodukte mit den heute standardméRig
eingesetzten Target-MS/MS Methoden nicht erfasst werden.

Um sichere und robuste Ergebnisse in der Rick-
standsanalytik von Pestiziden in pflanzlichen und tierischen
Proben zu erhalten, ist zuallererst eine sorgfaltige Reinigung
der Extrakte die wichtigste Voraussetzung, um stérende
Matrixkomponenten zu entfernen, die in der Gaschroma-
tographie (GC) und der Flussigkeitschromatographie (LC)
gekoppelt an die MS interferieren und zu den bekannten
Matrixeffekten flhren. Diese verursachen Signalverstarkung
oder Signalunterdriickung, fuhren zu falsch-negativen und
falsch-positiven Treffern und sind fir unsichere quantitative
Ergebnisse verantwortlich [2-5]. Zur Eliminierung dieser
Effekte werden unterschiedliche Clean-up Techniken wie die
Gelpermeationschromatographie [6] sowie die Kartuschen-
oder die dispersive Festphasenextraktion (cSPE oder dSPE)
[7-9] eingesetzt. Zusétzlich werden diverse Kalibriertechniken
angewendet wie die matrix-matched Kalibrierung [5, 7-9], das
Standardadditionsverfahren [5, 9] oder die Kalibrierung mit
Stabilisotop-markierten Standards [4, 5].

Fur das hier vorgestellte Pestizid-Screening wurde das
bereits fir Obst und Gemiise [10] sowie fiir Tee [11] erfolg-
reich eingefiihrte High-Throughput Planar Solid Phase
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Extraction (HTpSPE) Clean-up zur effektiven und effizienten
Extrakt-Reinigung eingesetzt und mit der HRMS gekoppelt.
Mit der Zielsetzung eines einfachen und schnellen target und
non-target Screenings wurden die HTpSPE-Extrakte mit einer
vollig neuen Microliter-Flow Injection Analysis—Time-of-Flight
MS (UL-FIA-TOFMS) Strategie analysiert - ohne eine chro-
matographische Trennung - und nachfolgend Datenbank-
basiert ausgewertet.

Methode

Herstellung der Probenextrakte

Im Handel erhaltliche Bio Obst- und Gemiise-Proben (Apfel,
Gurken, rote Trauben, Tomaten) wurden nach der
QUEChERS-Methode [12] mit Acetonitril extrahiert. Fir die
Phasentrennung und zur Regulierung des pH-Wertes wurde
ein Puffersalzgemisch bestehend aus Magnesiumsulfat
(wasserfrei), Natriumchlorid, Trinatriumcitratdihydrat und
Dinatriumhydrogencitratsesquihydrat eingesetzt. Ein Aliquot
der erhaltenen Probenextrakte wurden anschlieBend mittels
HTpSPE Clean-up gereinigt oder einem dSPE Clean-up [12]
unterzogen.

Herstellung der Pestizid-Standardldsungen

Die Probenextrakte wurden mit sieben reprasentativen
Pestiziden auf 0,5 — 2,0 mg/kg dotiert: Acetamiprid, Azoxy-
strobin, Chlorpyrifos, Fenarimol, Mepanipyrim, Penconazol
und Pirimicarb. Als interne Standards wurden zur Quanti-
fizierung TDCPP und zur Sichtbarmachung der Pestizid-
Zonen Sudan Il verwendet.

HTpSPE Clean-up

DC Aluminiumfolien Kieselgel 60 NH2 F254s (Merck), 20 x 20
cm, wurden zweimal mit Acetonitril vorgewaschen. Nach
Schneiden entlang der Vorwaschrichtung auf der Breite von
10 cm ergaben sich zwei 20 x 10 cm Halften, die fur das
Clean-up verwendet wurden. Vor der Auftragung wurde die
Schicht 2 cm tief in eine 2%ige Ameisensaureldsung in
Acetonitril getaucht und getrocknet. Die Probenauftragung (je
50 pL) erfolgte flachenférmig (3 mm x 4 mm) mit dem DC
Probenautomat 4 (CAMAG). Das planare Festphasen Clean-
up wurde anschlieBend in der automatischen Entwicklungs-
kammer (CAMAG) durchgefiihrt. Es erfolgte eine 2-fache
Entwicklung mit Acetonitril bis zu einer Laufstrecke von 75
mm und nach 180° Drehung der Folie mit Aceton in
Ruckwartsrichtung bis zu einer Laufstrecke von 45 mm.
Danach lagen alle Wirkstoffe fokussiert in einer Ziel-Zone vor.
Die Plattenaktivitat wurde vor beiden Entwicklungen auf 33%
rel. Luftfeuchtigkeit eingestellt. Fir die visuelle Dokumen-
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tation des Clean-up kam der TLC Visualizer (CAMAG) unter
254 nm, 366 nm und WeiRlicht-Beleuchtung zum Einsatz.

HTpSPE-pL-FIA-TOFMS Kopplung

Nach dem HTpSPE Clean-up wurden alle Ziel-Zonen einer
Schicht hintereinander mittels TLC-MS Interface (CAMAG) in
Autosampler-Vials  eluiert; Eluent: Aceto-nitril/10 mM
Ammoniumformiatpuffer (1/1, v/v), 0,2 mL/min. Jede Ziel-
Zone wurde 60 Sekunden eluiert, gefolgt von der Elution an
einer freien Stelle der Schicht, um Carryover-Effekte zu
vermeiden.

Das JL-FIA-TOFMS Messsystem bestand aus einer
modularen HPLC Anlage (Agilent) mit einer Kapillarpumpe
und einem Micro wellplate Autosampler, die ohne eine
analytische Trennséule Uber eine PEEK-Kapillare und ein
nano-Electrospray lonisation Interface (nano-ESI) an ein
TOFMS (LECO) angeschlossen waren. Die direkte Aufgabe
der Probe auf das TOFMS erfolgte mittels Flieinjektion in
einen Fluss von 2 pL/min mit einem Injektionsvolumen von 2
uL. Der Eluent (Acetonitril/0.1% wassrige Ameisenséaure, 1/1,
viv) enthielt zusétzlich funf Substanzen fiur die Massen-
kalibrierung des TOFMS.

2. Aceton

‘Ziel-Zone nach HTpSPE Clean-up™

1. Acetonitril

Auftragezone

To Gu Ap Tr To Gu Ap Tr
WeiBlicht vor Entwicklung WeiBlicht
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Ergebnisse und Diskussion

Die Planar-Chromatographie wurde als integraler Bestandteil
der HTpSPE Reinigung eingesetzt, um Wirkstoffe und Matrix-
komponenten quantitativ voneinander zu trennen. Durch eine
2-fache Entwicklung auf Amino-modifizierten Kieselgel-
schichten mit einer Gesamt-Entwicklungszeit von 20 min
wurden alle Wirkstoffe quantitativ von der Matrix abgetrennt
und in einer scharfen Zone fokussiert (gleicher RF-Wert)
(Abb. 1).

Nach diesem planaren Clean-up wurden die Ziel-Zonen
(Pestizide) einfach mittels TLC-MS Interface in Autosampler-
Vials eluiert (Abb. 2 a) und die gereinigten Extrakte durch eine
UL-FIA direkt, ohne chromatographische Trennung, mit einem
TOFMS analysiert (Abb. 2 b). Alle im Extrakt enthaltenen
Substanzen eluieren somit in einem einzigen FIA-Peak im
Full-scan Chronogramm. In dem resultierenden, einzigen
Massenspektrum, das die gesamte Probeninformation enthalt,
werden die Pestizide eindeutig anhand der exakten Massen
identifiziert (Abb. 2 ¢). Zudem werden in diesem Massen-
spektrum noch alle weiteren Substanzen des Extraktes auf-
gezeigt.

Vor... nach der 2-facifiEntwicklung ——s|

To Gu Ap Tr FS
UV 366 nach Primulindetektion

Abb. 1: HTpSPE clean-up von Tomaten (To)-, Gurken (Gu)-, Apfel (Ap)- und Trauben (Tr)-Extrakten, 50 pL Auftragevolumen,
2-fach Entwicklung auf einer DC Aluminiumfolie Kieselgel 60 NH2 F254s, Dokumentation unter Weif3licht, UV 366 nm und UV
366 nm nach Primulindetektion. Als eine v.a. in der GC-MS stdrende Matrixsubstanz wurde ein Fettsdurestandard (FS) auf-

getragen.
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Abb. 2: Kopplung der HTpSPE mit uL-FIA-TOFMS unter Verwendung des TLC-MS Interface; HTp-SPE und Elution der Ziel-
Zone (a), nano-ESI und pL-FIA-TOFMS Full-scan Chronogramm eines Gurken-Extraktes dotiert mit einem Pestizid-Mix aus
verschiedenen Substanzklassen (b) und Massenspektrum des pL-FIA-Probenpeaks bei Rt=1,5 min mit allen dotierten Pestizid-
massen (c).
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Die Massensignale im hochaufldsenden Massenspektrum des
FIA-Probenpeaks zeigen die Reinigungs-Effizienz der
HTpSPE. In der Intensitdt und der Anzahl der Pestizid- und
Hintergrundsignale unterschieden sich dotierte Gurken-
Extrakte (Abb. 3) nach HTpSPE (Spektrum b) praktisch nicht
von einem reinen Losungsmittelstandard (Spektrum c). In
dem Massenspektrum nach HTpSPE waren praktisch nur die
dotierten Wirkstoffmassensignale enthalten. Im Vergleich zu
den Extrakten nach dSPE (Spektrum a) waren die HTpSPE-
Extrakte (Spektrum b) deutlich sauberer, hier wurden nahezu
keine Interferenzen durch Matrixsignale beobachtet. Die
erhebliche Matrixlast, die nach dSPE Clean-up noch vor-
handen war, wurde durch die vielen Matrixsignale ber den
gesamten Massenbereich deutlich, die zu starken Inter-
ferenzen fiir alle Wirkstoffe fiihrte. Fir Tomaten-, Apfel- und
Trauben-Extrakte lieferte die HTpSPE praktisch identische
Ergebnisse hinsichtlich der Clean-up Effizienz.

Quantitativ wurde die Leistungsfahigkeit der Methode anhand
der Wiederfindungen eines Pestizid-Mixes in dotierten Obst-
und Gemise-Extrakten ermittelt. Fir die Berechnung wurden
die Intensitaten der Massensignale im Massenspektrum des
FIA-Peaks verwendet. Mittelwerte von 86 — 116% mit sehr
geringen relativen Standardabweichungen von 1,5 — 10%
(n=5) fur die einzelnen Wirkstoffe bestimmt gegen reine
Lésungsmittelstandards zeigten, dass das neue HTpSPE pL-
FIA TOFMS Screening reproduzierbar und verlustfrei arbeitet.
Im Vergleich zu den Extrakten nach dSPE wurden Matrix-
effekte nahezu vollstandig eliminiert, Signalverstarkungen und
Signalabschwachungen wurden nicht beobachtet (Abb. 4).
Nach dSPE Clean-up traten hauptsachlich Signalverstar-
kungen auf, besonders starke Effekte wurden hier fir
Fenarimol und Chlorpyrifos erhalten.
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Abb. 3: pL-FIA-TOFMS Massenspektren des FIA-Probenpeaks bei Rt=1,5 min eines dotierten Gurken-Extraktes (0,5; 1,0 und 2
mg/kg je Pestizid) nach dSPE (a), nach HTpSPE (b) und eines reinen Lésungsmittelstandards nach HTpSPE mit gleicher
Konzentration (c), wobei alle dotierten Pestizidmassen (*) und ISTDs (#) sichtbar sind.

Wiederfindung [%] 0 50 100 150 200
f
Acetamiprid -
1 \
. f —
Mepanipyrim _m
1 \
Pirimicarb —] =
1 \
Penconazol | =
1 \
Fenarimol A »>
, | |
Chlorpyrifos | —_—
1 \
Azoxystrobin i QUEChERS, dSP
. QUEChERS, HTpSPE

Abb. 4: Wiederfindungen aus gespikten QUEChERS-Extrakten von Apfel, Gurken, Tomaten, und Trauben (0,5 mg/kg, n = 5),
nach HTpSPE und dSPE Clean-up, wirkstoffspezifische Mittelwerte Giber die vier untersuchten Matrices.

Grundlage fiir eine einfache Datenbank-basierte Suche fir die
neue Methode waren zwei EXCEL-Tabellen: eine Pestizid-
Datenbanktabelle, die aus ~250 Wirkstoffdaten bestand, und
die Ergebnistabelle der TOFMS-Messung. Diese wurden Uber
eine ACCESS-Abfrage, die mehreren Suchkriterien unterlag,
miteinander verknupft.

Der entwickelte Datenbank-basierte target Suchprozess,
der ,bekannte“ Pestizide listete, wurde anhand des bereits
erwahnten Wirkstoff-Mixes in den genannten Matrices Uber-
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prift. Bei dem Abgleich mit der Pestizid-Datenbank ergaben
sich hier sehr erfolgreiche Ergebnisse fir die HTpSPE
gereinigten Extrakte (Abb. 5). Im Unterschied zu den dispersiv
gereinigten Extrakten wurden nur 1-2 falsch positive Treffer in
den Gurken- und Tomaten-Extrakten registriert. In den dotier-
ten Apfel-, Trauben- und Gurken-Extrakten wurden alle Wirk-
stoffe wiedergefunden und eindeutig identifiziert, nur in den
Tomaten-Extrakten konnte Fenarimol aufgrund einer recht
groRen Massenabweichung nicht korrekt identifiziert werden.
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Nach dSPE clean-up konnten jedoch bis zu vier der sieben
dotierten Wirkstoffe nicht korrekt identifiziert werden, wobei
auch hier die Tomate die gré3ten Probleme bereitete.

Ein zuséatzlich entwickelter non-target Suchprozess lieferte
ferner eine Liste aller ,unbekannten* Massen(-Bestandteile)
der Probe, ohne die Wirkstoffmassen aus der Pestizid-Daten-
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bank, die bereits durch die target Suche identifiziert wurden.
Die Option dieses echten und einfach durchfiihrbaren non-
target Screenings beruht auf dem Vorliegen der gesamten
Probeninformation, gesammelt in einem einzigen Massen-
spektrum.
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Abb. 5: Anzahl der falsch-positiven und richtig-positiven Pestizid-Treffer nach Anwendung des target Screenings auf dotierte
Probenextrakte nach dSPE oder HTpSPE Clean-up.

Reale Proben

Die Anwendung des HTpSPE-pL-FIA-TOFMS Screenings
auf diverse Handelsproben lieferte ebenfalls hervorragende
Ergebnisse. Die hierbei identifizierten Pestizide entsprachen
denjenigen, die bei einer Vergleichsmessung mittels LC—
MS/MS von dSPE-Extrakten in einem Handelslabor nach-
gewiesen wurden (Tab. 1). Der zuverlassige Nachweis der
Wirkstoffe in den HTpSPE-Extrakten gelang zwar vorwiegend
nur bei Wirkstoffgehalten >0,5 mg/kg, was allerdings allein auf
die relativ geringe Sensitivitdit des verwendeten TOFMS-
Gerates zuruckzufihren ist.

Probe Pestizid LC-MS/MS [mg/kg] pL-FIA-TOFMS [S/N] (n=2)
Bananen Thiabendazol 0.76 2004

Imazalil 0.73 1090

Bifenthrin <0.01 n.n.

Chlorpyrifos <0.01 n.n.
Brombeeren [ Cyprodinil 0.86 2347 |

Lambda-cyhalothrin

Thiacloprid

0.01
0.01

n.n.
n.n.

Johannisbeeren | Cyprodinil

0.47

1373

Boscalid

0.37

n.n.

Pyraclostrobin
Trifloxystrobin

0.14
0.06

124
121

Wirsing

1L, &
0.39

1770
317

Azoxystrobin
Difenoconazol
ymefrozin

Cyfluthrin
Indoxacarb
Thiacloprid

0.2
0.09
0.03

<0.01
<0.01

n.n.
n.n.
n.n.
n.n.
n.n.

Dimethomorph

Tab. 1: Untersuchung von Handelsproben: Ergebnisse der
LC-MS/MS Messungen von QUEChERS dSPE-Extrakten im
Vergleich zu den Ergebnissen des pL-FIA-TOFMS
Screenings von HTpSPE-Extrakten. Bei letzteren ist anstelle
der Wirkstoffkonzentrationen das jeweilige Signal/Rausch-
verhdltnis angegeben.

Fazit und Schlussfolgerung

Die pL-FIA-TOFMS zeigte erneut die hohe Clean-up Effizienz
der planaren SPE fiir Obst und Gemusematrices, die schon
bei der Einfuhrung der HTpSPE erhalten wur-de [10, 11]. Mit
der Entwicklung eines pL-FIA-TOFMS Konzeptes wurde hier
ein einfaches und schnelles Screening fur die Rickstands-
analytik von Pestiziden entwickelt. Unabdingbare Voraus-
setzung waren dabei die sehr sauberen und matrixfreien Pro-
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ben-Extrakte, da alle Rickstdnde in einem einzigen Peak
bzw. Massenspektrum erfasst wurden. Dadurch war ein
einfaches und schnelles Datenbank-basiertes target
Screening méglich, mit der zusétzlichen Option eines echten
non-target Screenings. Das entwickelte Konzept wurde
erfolgreich anhand reprasentativer Wirkstoffe in unter-
schiedlichen pflanzlichen Matrices geprift. Durch die hohe
Ubereinstimmung mit den Ergebnissen von LC-MS/MS
Messungen bei der Untersuchung realer Proben konnte die
Leistungsfahigkeit des Screenings und die sehr gute
Vergleichbarkeit der erhaltenen Ergebnisse gezeigt werden.
Da selbst ein niedrig auflésendes TOFMS mit sehr prazisen
Ergebnissen Uberraschte, wird ein leistungsfahiges HRMS die
Trefferquoten sicher nochmals verbessern.

Uber die gezeigten Anwendungen hinaus bietet das neue
Konzept zahlreiche Mdoglichkeiten zur organischen Spuren-
analytik von Umweltproben.
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