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Nationales Vorwort

Diese Europäische Norm ist vom Technischen Komitee CEN/TC 275 �Lebensmittelanalytik � Horizontale
Verfahren� (Sekretariat: DIN) erarbeitet worden.

Die Mitarbeit des DIN wird über den Arbeitsausschuss �Biotoxine� des Normenausschusses Lebensmittel und
landwirtschaftliche Produkte (NAL) wahrgenommen.

Für die im Abschnitt 2 zitierte Norm wird im Folgenden auf die entsprechende Deutsche Norm hingewiesen:

EN ISO 3696 siehe DIN ISO 3696

Nationaler Anhang NA
(informativ)

Literaturhinweise

DIN ISO 3696, Wasser für analytische Zwecke � Anforderungen und Prüfungen; Identisch mit
ISO 3696:1987.
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Vorwort

Dieses Dokument (EN 14526:2004) wurde vom Technischen Komitee CEN/TC 275 �Lebensmittelanalytik �
Horizontale Verfahren� erarbeitet, dessen Sekretariat vom DIN gehalten wird.

Diese Europäische Norm muss den Status einer nationalen Norm erhalten, entweder durch Veröffentlichung
eines identischen Textes oder durch Anerkennung bis Februar 2005, und etwaige entgegenstehende
nationale Normen müssen bis Februar 2005 zurückgezogen werden.

WARNUNG � Bei der Anwendung dieser Europäischen Norm ist es möglich, dass gefährliche
Substanzen, Arbeitsgänge und Geräte angewendet werden. Diese Norm erhebt nicht den Anspruch,
dass alle mit ihrer Anwendung verbundenen Sicherheitsprobleme angesprochen werden. Es liegt in
der Verantwortung des Anwenders dieser Norm, geeignete Vorkehrungen für den Arbeits- und
Gesundheitsschutz zu treffen und vor der Anwendung festzulegen, welche einschränkenden
Vorschriften gelten.

Einleitung

Dieses Dokument basiert auf dem Verfahren nach Lawrence und Ménard [1]. In der Originalvorschrift wird die
Probe an einer C18-Festphase extrahiert und dann an einer anderen Festphase mit einem schwachen
Kationenaustauscher gereinigt. Bei Verwendung des Kationenaustauschers werden drei verschiedene
Gruppen an Muscheltoxinen durch Elution mit Eluenten verschiedener Ionenstärke und Polarität getrennt. Die
verschiedenen Toxingruppen werden dann mit Periodat oder Peroxid derivatisiert, um ein möglichst günstiges
Auftreten der Derivatpeaks im Chromatogramm zu ermöglichen. Das in diesem Dokument beschriebene
Verfahren gilt insbesondere für Saxitoxin und Decarbamoyl (DC)-Saxitoxin, sodass nur die C18-Reinigung
angewendet wird.

Das in diesem Dokument beschriebene Verfahren ermöglicht die Wahl zwischen einer Extraktion mit
Essigsäure (HAc) oder mit Salzsäure (HCl). Die Wahl durch den Analytiker hängt von der Zielstellung der
Untersuchung ab.

Die Salzsäureextraktion bei Siedetemperaturen führt zur teilweisen Hydrolyse der paralytic-shellfish-
poisoning-Toxine (PSP toxine), was zur Umwandlung mancher PSP-Toxine (C-1, C-2, GTX-5) in ihre
toxischeren Analoge führt (GTX-2, GTX-3, Saxitoxin). Dieser Vorgang erfolgt auch mehr oder weniger im
menschlichen Magen. Daher kann diese Art der Extraktion als vernünftige Annäherung angesehen werden,
die potenzielle Toxizität abzuschätzen.

Die Essigsäureextraktion bei niedrigeren Temperaturen ist eine mildere Extraktion, bei der das Toxinprofil in
der Probe praktisch intakt bleibt. Diese Extraktion kann angewendet werden, wenn es wichtiger erscheint, das
tatsächliche Toxinprofil abzuschätzen. Die Essigsäureextraktion wurde bei der Herstellung von zertifizierten
Referenzmaterialien für PSP-Toxine angewandt [2] und [3].
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1 Anwendungsbereich

Dieses Dokument legt ein Verfahren für die quantitative Bestimmung von Saxitoxin (STX) und Decarbamoyl-
Saxitoxin (DCSTX) in Miesmuscheln fest. Es darf auch auf andere Muscheln angewendet werden, z. B.
Jacobsmuscheln. Die Bestimmungsgrenze dieses Verfahrens (Signal/Rauschverhältnis = 10) ist 0,006 mg/kg
für Saxitoxin und 0,02 mg/kg für DC-Saxitoxin in Muschelfleisch. Dieses Verfahren wurde im Ringversuch für
Saxitoxingehalte von 0,4 mg/kg und 0,5 mg/kg und für DC-Saxitoxingehalte von 0,4 mg/kg und 1,6 mg/kg
geprüft.

2 Normative Verweisungen

Die folgenden zitierten Dokumente sind für die Anwendung dieses Dokuments erforderlich. Bei datierten
Verweisungen gilt nur die in Bezug genommene Ausgabe. Bei undatierten Verweisungen gilt die letzte
Ausgabe des in Bezug genommenen Dokuments (einschließlich aller Änderungen).

EN ISO 3696, Wasser für analytische Zwecke�Anforderungen und Prüfungen (ISO 3696:1987)

3 Kurzbeschreibung

Die PSP-Toxine (en: paralytic shellfish poisoning, de: paralytische Schalentiervergiftung) werden aus
Muschelhomogenat mit Essigsäure (HAc) oder Salzsäure (HCl) extrahiert. Nach Zentrifugieren wird der
Überstand durch Festphasenextraktion (en: solid phase Extraktion, SPE) über eine C18-Reinigungskartusche
gereinigt. Ein Teil des Extrakts wird mit Wasserstoffperoxid derivatisiert.

WARNUNG � PSP-Toxine sind starke Neurotoxine. Handschuhe und Schutzbrille müssen ständig
getragen werden und alle Arbeitsschritte der Standard- und Probenherstellung müssen unter dem
Abzug durchgeführt werden.

Die Derivatisierung von STX und DCSTX führt zu verschiedenen Oxidationsprodukten, die durch
Umkehrphasen-HPLC getrennt und mit Fluoreszenzdetektion nachgewiesen werden. Tabelle 1 zeigt die
Reaktionsprodukte für STX und DCSTX nach der Derivatisierung mit Wasserstoffperoxid.

Tabelle 1 � Reaktionsprodukte nach der Derivatisierung
mit Wasserstoffperoxid

Toxin
Elutions-

reihenfolge
Intensität

Peakbezeichnung des
Reaktionsproduktes

STX erstes Signal + DCSTX Oxidationsprodukt (1)

zweites Signal + DCSTX Oxidationsprodukt (2)

drittes Signal ++ STX Oxidationsprodukt

DCSTX erstes Signal ++ DCSTX Oxidationsprodukt (1)

zweites Signal + DCSTX Oxidationsprodukt (2)

Das in diesem Dokument beschriebene Verfahren eignet sich für die quantitative Bestimmung der PSP-
Toxine STX und DCSTX. Jedoch sollte Folgendes beachtet werden:

Das gemeinsame Auftreten verschiedener PSP-Toxine in Muscheln könnte das Analysenergebnis
beeinflussen, denn einige PSP-Toxine können (teilweise) zu denselben Reaktionsprodukten führen. Daher
müssen die Chromatogramme sorgfältig interpretiert werden.
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