Lebensmittelanalytik

Ei der Daus!

Der Lebensmittelskandal um den illegalen Einsatz des Insektizids Fipronil in Gefliigelbetrieben

macht einmal mehr deutlich, dass Vertrauen gut, analytische Kontrolle aber besser ist. Wir stellen

lhnen hier eine effizient automatisierte Methode zum Nachweis von Fipronil mittels GC/MS oder
LC/MS vor.

Von Guido DeufSing

oll iberpriift werden, ob ein Lebensmittel den Anfor-
derungen des Verbraucherschutzes gentigt, braucht es
eine wirksame Analytik, mit der sich relevante Analyten
empfindlich, richtig und reproduzierbar bestimmen las-
sen. Die Analytik sollte eine gewisse applikative Flexi-
bilitit bieten, um auf aktuelle Fragestellungen reagieren
zu kénnen, und sie sollte idealerweise kostengiinstig sein.
Nicht zuletzt erweist es sich, wie im Fall skandaltrichti-
ger Lebensmittelverunreinigungen, als erheblich, ob sich
groflere Probenzahlen ohne Schwierigkeiten untersu-
chen und vermessen lassen.
Unter diesem Vorzeichen hat die TeLA GmbH, ein
akkreditiertes Auftragslabor fiir Lebensmittel-
und Umweltanalytik, eine Chromatogra-
phie-basierte Analysenmethode zum Nach-

weis des Insektizids Fipronil aus Eiern und
Gefliigelfleisch entwickelt. Als Grundlage
fiir den Nachweis von Pestizidriickstin-
den in Lebensmitteln diente dem
Applikationsteam um Franziska
Chmelka und Dr. Norbert

Helle die von Anastassia-
des et al entwickelte
QuEChERS-
Clean-
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up-Methode [1]. Gegeniiber anderen Verfahren biete
die QUEChERS-Methode einige Mehrwerte, berichtet
Franziska Chmelka: ,Der Verbrauch teils toxischer Lo-
sungsmittel ist geringer, ebenso der manuelle Arbeitsauf-
wand. Nicht zuletzt lasst sich die Probe rasch aufarbeiten
und es wird ein breites Spektrum an Pestiziden mit hoher
Prizision erfasst.

Betrachtung der klassischen
QuEChERS-Methode

Um die klassische QuEChERS-Methode den Erfor-
dernissen anzupassen, nahmen Chmelka ez a/. die Au-
tomatisierung des in aller Regel arbeits- und zeitauf-
wendigen Clean-up-Prozesses in Angriff. Die manuelle
Arbeitsweise umfasst folgende Arbeits- und Zwischen-
schritte:

10 g homogenisierte Probe werden mit 10 mL Ace-
tonitril versetzt und extrahiert. Anschliefend werden
Magnesiumsulfat und Natriumchlorid hinzudosiert.
Die Probe wird geschiittelt und zentrifugiert. Die Salz-
zugabe ermoglicht die Trennung der Acetonitril- und
Wasserphase (untere Phase). Ein Aliquot des Uberstan-
des wird entnommen, mit Magnesiumsulfat und einem
geeigneten Sorbens versetzt (was den dispersiven Cha-
rakter dieser SPE-Methode erklirt), um extrahierte Ma-
trixbestandteile selektiv zu entfernen. Der Extrakt wird
geschiittelt und zentrifugiert und der Uberstand kann
zur chromatographischen Untersuchung — entweder
mittels GC/MS oder LC/MS — eingesetzt werden.
Allerdings hat sich herausgestellt, dass fiir
diverse Matrices eine Variation
des Verfahrens im Sinne

eines speziellen Auf-
reinigungsschrittes,
etwa mit Aktivkohle
oder modifiziertem

Kieselgel, un-

—
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Ergebnisse und statistische Werte; alle Angaben beziehen sich auf die HPLC-MS/MS-Analyse von Fipronil.

Automatisierte Probenvorbereitung
ISTD Metazachlor-d6 Fipronil
relative | relative
Wieder- | Standard- | Standard-
Soll Ist WDF Soll Ist Mittelwert | findung |abweichung |abweichung
pghkg | ngkg % ughkg | wgkg | mgkg % % %
Ei Level 0 50 100 0 0
Ei Level 1a 50 100 - 10,2 05 .
erldsslich ist. Somit ist hdufig  [EiLlevel 1b 51 102 104 :
ein zweiter Clean-up-Schritt ~[EiLevel2a 20 100 100
twendig [1] Ei Level 2b = 51 102 103
notwendig 11]. Ei Level 2c 48 9% 100 97 100,8 101 2,49 25
Ei Level 2d 49 98 101
F Ei Level 2e 51 102 103
Au‘_"omatISI_er_ung Ei Level 3a 51 102 . 1021 e -
1 Level 3 51 102 | 1026 !
steigert Effizienz und Ei Level 3b
Produktivitat
Manuelle Probenvorbereitung
»Wir haben fiir die Automa- ISTD Metazachlor-d6 Fipronil
tisierung der QuEChERS- _ relative | relative
Schri kei di . Wieder- [ Standard- | Standard-
chritte cine 1Spersive Soll Ist WDF Soll Ist  [Mittelwert | findung [abweichung [abweichung
Festphasenextraktion  (SPE) ‘ pgkg | pglkg % pghkg | pghkg | ugkg % % %
durchgefiihrt, sondern kom- E: t:zz: ?a g? ]9022 0 ](?4
merziell erhidltliche QuE- g iaeb ) % 10 96 10 100
ChERS-spezifisch ~ gepackte  |EiLevel 2a 48 96 96
SPE-Kartuschen verwendet, |ELevel2b } ] i %
di . 7 bei Ei Level 2¢ 51 102 100 103 95,8 95,8 444 46
ie wir in Zusammenarbeit [Eraaod 2 % %
mit der Firma Macherey- |[EiLevel2e 46 92 91
Nagel und GERSTEL ent- E: t::: ;E ig gg 1.000 g;-;) 90 922
wickelt haben®, bemerkt Dr.

Norbert Helle. Das Sorbens-
bett dieser Fertigkartuschen besteht laut dem Applika-
tionsexperten aus einer Kombination unterschiedlicher
Adsorbentien. Versehen sind die kommerziell verfiigba-
ren QUEChERS-SPE-Kartuschen mit speziellen Trans-
portadaptern fir die automatisierte Handhabung und
Mobilisierung mit dem von der TeLA genutzten Multi-
PurposeSampler (GERSTEL-MPS).

In Vorbereitung auf die automatisierte Bearbeitung
durch den Autosampler werden zehn Gramm Probe in
ein 50-mL-Zentrifugenglas eingewogen und mit 30 mL
Acetonitril sowie dem internen Standard versetzt. Die
Probe wird geschiittelt und zentrifugiert; aus dem Uber-
stand werden 10 mL in ein Probenvial pipettiert, das auf
dem MPS platziert wird. Alle weiteren Arbeitsschritte
verlaufen automatisiert.

Die Arbeit des Autosamplers

Franziska Chmelka beschreibt den Ablauf der Proben-
vorbereitung mit dem MPS: ,Zunichst entnimmt der
Autosampler 7 mL Probenlésung und gibt sie auf die
erste SPE-Kartusche. Der Extrakt wird in einem leeren
Vial aufgefangen und zwischengelagert, die Kartusche
wird verworfen. Dann entnimmt der MPS 3,5 mL Ex-
trakt und dosiert sie auf eine zweite SPE-Kartusche. Der
von Matrix befreite Extrakt wird in einem 10-mL-Vial
aufgefangen und der MPS uberfiihrt ein Aliquot in ein
2-mL-Vial, das in der angeschlossenen Eindampfstati-
on ("VAP) bis zur Trockene eingedampft wird. Fiir die
Rekonstitution des Riickstands wihlt der MPS in Ab-
hingigkeit von der nachfolgenden Analyse das geeignete
Losemittel: Hexan, sofern es sich um eine GC-Messung
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handelt, ein Acetonitril-Wasser-Gemisch, wenn die
HPLC zur Anwendung kommt. Fiir beide Messungen
lassen sich Proben auch simultan vorbereiten.*

Fir die Vermessung der dotierten Proben mit der
HPLC-MS/MS nutzten Chmelka und Kollegen ein
Agilent  6470-Triple-Quadrupol-Massenspektrometer.
Die Trennung der Analyten erfolgte auf einer RP-Siule
der Marke Bluebird (100 x 2 mm) von Macherey-Nagel.
Fir die Fipronil-Analytik zeichne sich diese Phase ins-
besondere durch ihre sehr gute Stabilitit sowie durch be-
merkenswert schmale Peaks aus, sagt Franziska Chmelka.
Fir die gewihlte Variante habe Fipronil eine theoreti-
sche Bodenzahl von 120.000 aufgewiesen. Die Elution
erfolgte mit einem Gradienten, bestehend aus Acetonitril
und Wasser. Wie die Lebensmitteltechnologin berich-
tet, benotigt das verwendete Massenspektrometer — im

Fipronil

Das Insektizid Fipronil wird zur Schadlingsbekémp-
fung u. a. gegen Flohe, Lause, Zecken, Schaben, Mil-
ben und Ameisen eingesetzt. Es wirkt als Kontaktgift:
Beim Schédling gelangt Fipronil tiber das Exoskelett
in dessen Zentralnervensystem. Dort hemmt es den

ligandengesteuerten GABA-Rezeptor und damit das
Einstrdmen von Chloridionen. Bei Nutztieren darf
es nicht angewendet werden. Fipronil ist in der EU
aulerdem als Wirkstoff fur Pflanzenschutzmittel ge-
nehmigt. In Deutschland sind allerdings keine Pflan-
zenschutzmittel mit Fipronil zugelassen.




Abbildungen: TeLA GmbH

Foto: Guido Deufing
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Zwei Eiproben, dotiert mit 50 pg/kg Metazachlor-d6 (RT: 7.6min) sowie zehn
beziehungsweise 100 und 1.000 pg/kg Fipronil (RT: 10.1 min)

Die Vermessung externer Standards ergab eine ausgezeichnete Linearitét
zwischen 1 ng/mL und 50 ng/mL. Bei Standardlésungen mit Konzentrationen
Uber 50 ng/mL kommt es bereits partiell zu Séttigungseffekten.

Gegensatz zu anderen Systemen — keine Pufferung des
Eluentengemisches. Fiir die GC-MS/MS-Analytik wie-
derum nutzte das TeLA-Applikationsteam ein Agilent
7010-Triple-Quadrupol-Massenspektrometer. Als stati-
onire Phase diente eine Optima 5-MS (60 m x 0,25 mm
x 0,25 pm) von Macherey-Nagel.

Franziska Chmelka: ,Um die Verlisslichkeit der Metho-
de zu testen, haben wir unbelasteten Eiproben drei ver-
schiedene Mengen an Fipronil zugesetzt und diese Pro-
ben mehrmals manuell sowie automatisiert aufgereinigt.
Daraus haben wir die Wiederfindungen sowie Standard-
abweichungen bestimmt. Als internen Standard verwen-
deten wir Metazachlor-d6 aufgrund der strukturellen
Ahnlichkeit zum Fipronil. Jeder Probe wurden 50 pg/kg
Metazachlor-d6 zugesetzt. Die zugesetzten Mengen an
Fipronil lagen bei 10, 100 und 1.000 pg/kg.

Sowohl die manuelle als auch die automatisierte Pro-
benvorbereitung ergaben sehr gute Wiederfindungen,
berichtet Dr. Norbert Helle. Bei der automatisierten
Aufreinigung hitten sie zwischen 101 und 103 Prozent
gelegen, ohne dass eine Korrektur durch den internen
Standard vonnéten gewesen wire. Fiir die manuelle Auf-
reinigung habe die Wiederfindung zwischen 92 und 100
Prozent gelegen und auch hier bedurfte es keiner Kor-
rektur durch den internen Standard. Die Betrachtung der
Standardabweichung ergab in puncto Wiederholbarkeit
einen leichten Vorteil der automatisierten Probenvorbe-
reitung gegentiber der manuellen Aufreinigung. Ohne
weitere Schritte (Aufkonzentrieren) erreichen beide
Verfahren Bestimmungsgrenzen unter 1 pg/kg. Durch
Aufkonzentrierung (automatisch in das GERSTEL-
MPS-System zu integrieren) ist eine noch groflere Emp-
findlichkeit der Methode realisierbar. ,Dies kann vor
allem zur Beurteilung verarbeiteter Produkte, die Ei ent-
halten, von Bedeutung sein®, schildert Dr. Helle.

GC-MS/MS versus HPLC-MS/MS

y2Der Vergleich zwischen der HPLC-MS/MS- und der
GC-MS/MS-Methode zeigte, dass beide Verfahren
gleichermaflen geeignet sind zur empfindlichen Detek-
tion von Fipronil-Riickstinden in den Matrices Ei und
Hihnerfleisch®, sagt Franziska Chmelka; Bestimmungs-
grenze wie auch Wiederholbarkeit seien bei der HPLC-
MS/MS- etwas besser als bei der GC-MS/MS-Methode
gewesen. Das gaschromatographische Verfahren erforde-
re zudem die Verwendung eines internen Standards zur
Berechnung der Gehalte.
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Fur die Vermessung der dotierten Proben mit
der HPLC-MS/MS nutzten Chmelka und Kolle-
gen ein Triple-Quadrupol-Massenspektrometer
von Agilent Technologies; Probenvorbereitung
und Probenaufgabe verliefen automatisiert
unter Einsatz eines online-gekoppelten
GERSTEL-MultiPurposeSamplers (MPS).

GERSTEL Aktuell — April 2018



