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Nationales Vorwort

Dieses Dokument (EN 14526:2017) ist vom Technischen Komitee TC 275 ,Lebensmittelanalytik —
Horizontale Verfahren (Sekretariat: DIN, Deutschland) des Europadischen Komitees fiir Normung (CEN) nach
eingehenden Vorarbeiten der Arbeitsgruppe 14 ,Marine Biotoxine“ erarbeitet worden.

Das zustdndige deutsche Arbeitsgremium ist der Arbeitskreis NA 057-01-03-01 AK ,Algentoxine” des
DIN-Normenausschusses , Lebensmittel und landwirtschaftliche Produkte“ (NAL).

Anderungen
Gegeniiber DIN EN 14526:2004-11 wurden folgende Anderungen vorgenommen:
a) Der Titel wurde gedndert;

b) die Anwendbarkeit wurde erweitert, da das Verfahren an mehreren Proben in Ringversuchen gepriift
wurde;

c) die Extraktionsvorschrift in 6.2 wurde liberarbeitet;
d) die chromatographischen Bedingungen in Abschnitt 7 wurden {iberarbeitet;
e) Leitlinien fiir die Berechnung bei Vorhandensein mehrerer Toxine wurden eingefiligt (Tabelle 7);

f) das Verfahren wurde in neuen Ringversuchen getestet und die Prazisionsdaten in Anhang A wurden
liberarbeitet.

Friihere Ausgaben

DIN EN 14526: 2004-11
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Deutsche Fassung

Lebensmittel —
Bestimmung von Toxinen der Saxitoxingruppe in
Schalentieren —
HPLC-Verfahren mit Vorsaulenderivatisierung und
Peroxid- oder Periodatoxidation

Foodstuffs — Produits alimentaires —
Determination of saxitoxin-group toxins in shellfish — Détermination de la teneur en toxines du groupe
HPLC method using pre-column derivatization with de la saxitoxine dans les coquillages —
peroxide or periodate oxidation Méthode par CLHP avec dérivation pré-colonne et

par oxydation au peroxyde ou au periodate

Diese Europdische Norm wurde vom CEN am 7. November 2016 angenommen.

Die CEN-Mitglieder sind gehalten, die CEN/CENELEC-Geschéftsordnung zu erfiillen, in der die Bedingungen festgelegt sind, unter
denen dieser Europaischen Norm ohne jede Anderung der Status einer nationalen Norm zu geben ist. Auf dem letzten Stand
befindliche Listen dieser nationalen Normen mit ihren bibliographischen Angaben sind beim Management-Zentrum des CEN-
CENELEC oder bei jedem CEN-Mitglied auf Anfrage erhaltlich.

Diese Europdische Norm besteht in drei offiziellen Fassungen (Deutsch, Englisch, Franzdsisch). Eine Fassung in einer anderen
Sprache, die von einem CEN-Mitglied in eigener Verantwortung durch Ubersetzung in seine Landessprache gemacht und dem
Management-Zentrum mitgeteilt worden ist, hat den gleichen Status wie die offiziellen Fassungen.

CEN-Mitglieder sind die nationalen Normungsinstitute von Belgien, Bulgarien, Ddnemark, Deutschland, der ehemaligen
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Europaisches Vorwort

Dieses Dokument (EN 14526:2017) wurde vom Technischen Komitee CEN/TC 275 ,Lebensmittelanalytik —
Horizontale Verfahren“ erarbeitet, dessen Sekretariat vom DIN gehalten wird.

Diese Europdische Norm muss den Status einer nationalen Norm erhalten, entweder durch Veroffentlichung
eines identischen Textes oder durch Anerkennung bis Juli 2017, und etwaige entgegenstehende nationale
Normen miissen bis Juli 2017 zuriickgezogen werden.

Es wird auf die Moéglichkeit hingewiesen, dass einige Elemente dieses Dokuments Patentrechte beriihren
koénnen. CEN ist nicht dafiir verantwortlich, einige oder alle diesbeziiglichen Patentrechte zu identifizieren.

Dieses Dokument ersetzt EN 14526:2004.

EN 14526:2017 enthidlt die folgenden signifikanten technischen Anderungen im Vergleich zur
EN 14526:2004:

— die Anwendbarkeit wurde erweitert, da das Verfahren an mehreren Proben in Ringversuchen gepriift
wurde;

— die Extraktionsvorschrift in 6.2 wurde tiberarbeitet;
— die chromatographischen Bedingungen in Abschnitt 7 wurden iiberarbeitet;
— Leitlinien fiir die Berechnung beim Vorhandensein mehrerer Toxine wurden eingefiigt;

— das Verfahren wurde in mehreren Ringversuchen zusatzlich validiert und die Prazisionsdaten in
Anhang A wurden iiberarbeitet.

Entsprechend der CEN-CENELEC-Geschéftsordnung sind die nationalen Normungsinstitute der folgenden
Lander gehalten, diese Europaische Norm zu libernehmen: Belgien, Bulgarien, Ddnemark, Deutschland, die
ehemalige jugoslawische Republik Mazedonien, Estland, Finnland, Frankreich, Griechenland, Irland, Island,
Italien, Kroatien, Lettland, Litauen, Luxemburg, Malta, Niederlande, Norwegen, Osterreich, Polen, Portugal,
Rumadnien, Schweden, Schweiz, Serbien, Slowakei, Slowenien, Spanien, Tschechische Republik, Tiirkei,
Ungarn, Vereinigtes Konigreich und Zypern.
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Einleitung

PSP-Toxine (en: paralytic shellfish poisoning) sind Derivate des Saxitoxins. Diese Toxine wurden in
zweischaligen Weichtieren, die sich durch Filtration des Meerwassers erndhren, an verschiedenen Orten der
Welt nachgewiesen. Bei einer Vergiftung mit PSP-Toxinen zeigen sich charakteristische Symptome, die von
leichtem Kribbeln oder einem Taubheitsgefiihl um die Lippen bis hin zu todlichen Atemlahmungen reichen.
Dieses Dokument beschreibt ein Untersuchungsverfahren fiir die Quantifizierung dieser PSP-Toxine durch
Extraktion aus dem Muschelgewebe nach mehreren Reinigungsschritten und einer Trennung mit
Hochleistungsfliissigchromatographie (HPLC) mit Fluoreszenzdetektion (FLD).

WARNUNG — Die Anwendung dieser Europidischen Norm kann die Anwendung gefihrlicher Stoffe,
Arbeitsginge und Gerate mit sich bringen. Diese Norm erhebt nicht den Anspruch, dass alle mit ihrer
Anwendung verbundenen Sicherheitsprobleme angesprochen werden. Es liegt in der Verantwortung
des Anwenders dieser Norm, vor deren Anwendung geeignete Mafdnahmen fiir die Sicherheit und
den Gesundheitsschutz des Personals zu ergreifen und dafiir Sorge zu tragen, dass behérdliche und
gesetzliche Anforderungen eingehalten werden.
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1 Anwendungsbereich

Diese Europdische Norm legt ein Verfahren [1] fiir die quantitative Bestimmung von Saxitoxin (STX),
Decarbamoyl-Saxitoxin (dcSTX), Neosaxitoxin (NEO), Decarbamoyl-Neosaxitoxin (dcNEO), Gonyautoxin 1
und 4 (GTX1,4; Summe der Isomere), Gonyautoxin 2 und 3 (GTX2,3; Summe der Isomere), Gonyautoxin 5
(GTXS5, auch als B1 bezeichnet), Gonyautoxin 6 (GTX6, auch als B2 bezeichnet), Decarbamoyl-Gonyautoxin 2
und 3 (dcGTX2,3; Summe der Isomere), N-Sulfocarbamoyl-Gonyautoxin 1 und 2 (C1,2; Summe der Isomere)
und (je nach Verfiigbarkeit von zertifizierten Referenzmaterialien [CRM, en: certified reference material]) N-
Sulfocarbamoyl-Gonyautoxin 3 und 4 (C3,4; Summe der Isomere) in (rohen) Miesmuscheln, Austern,
Jakobsmuscheln und Venusmuscheln fest. Laborerfahrungen haben gezeigt, dass das Verfahren auch auf
andere Schalentiere [2], [3] und gekochte Schalentiererzeugnisse anwendbar ist. Das beschriebene
Verfahren wurde in einem Ringversuch [4], [5] validiert und auch in einer EURL-Leistungspriifung
verifiziert, die auf die Gesamttoxizitit der Proben ausgerichtet war [6]. Toxine, die nicht im ersten
Ringversuch [4], [5] verfligbar waren, wie z.B. dcGTX2,3 und dcNEO, wurden in zwei weiteren
Ringversuchen [7], [8] validiert. Die niedrigsten validierten Werte [4], [5], [8] sind in pg Toxin (freie
Base)/kg Schalentiergewebe und auch in pmol/kg Schalentiergewebe angegeben und in Tabelle 1

aufgefiihrt.
Tabelle 1 — Niedrigste validierte Werte
Toxin ug/kg umol/kg
Saxitoxin (STX) [5] 22¢ 0,07¢
Gonyautoxin 2,3 (GTX2,3) [5] 1140 0,29
Gonyautoxin 5 (GTXS5, B1) [5] 27¢ 0,07¢
dcSaxitoxin (dcSTX) [5] 8¢ 0,03¢
Neosaxitoxin (NEO) [5] 33¢ 0,10¢
Gonyautoxin 1,4 (GTX1,4) [5] 61,4¢ 0,15¢
N-Sulfocarbamoyl-Gonyautoxin 1,2 (C1,2) [5] 93¢ 0,20¢
N-Sulfocarbamoyl-Gonyautoxin 3,4 (C3,4) [5] 725P 1,48P
Gonyautoxin 6 (GTX6, B2) direkt [4] 30 0,08
indirekt [9] 834b 2,11b

dcGonyautoxin 2,3 (dcGTX2,3) [8] 2712 0,772
dcNeosaxitoxin (dcNEO) [8] 594b 2,18b
4 niedrigster aufgestockter Wert, mittlere Wiederfindung: 58 % [8]
b niedrigste untersuchte Konzentration
¢ niedrigste untersuchte Konzentration mit einem HorRat-Wert < 2 [4], [5]

GTX6 (B2) wurde im ersten Ringversuch nicht quantitativ bestimmt, jedoch wiesen mehrere Laboratorien
dieses Toxin direkt nach der Reinigung mit Festphasenextraktion an einem lonenaustauscher (SPE-COOH)
nach. Diese Laboratorien gaben eine Massenkonzentration von 30 pg/kg oder hoher in einigen Proben an.
Aus diesem Grund ist das vorliegende Verfahren, abhangig von der Verfiigbarkeit der Standardsubstanz, fiir
die direkte Quantifizierung von GTX6 (B2) anwendbar. Derzeit ist es moglich, GTX6 nach einer Hydrolyse
der Fraktion 2 der SPE-COOH-Reinigung als NEO zu bestimmen, wie in 6.4 beschrieben. Die indirekte
Quantifizierung von GTX6 wurde in zwei zusatzlichen Ringversuchen [7], [8] validiert.

C3,4 wurde im ersten Ringversuch quantitativ bestimmt. Das vorliegende Verfahren ist, abhdngig von der
Verfligbarkeit der Standardsubstanz, fiir die direkte Quantifizierung von C3,4 anwendbar. Wenn keine
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Standardsubstanz verfligbar ist, kann C3,4 nur als GTX1,4 quantifiziert werden, wenn die gleiche Hydro-
lysevorschrift wie fiir GTX6 (6.4) auf die Fraktion 1 der SPE-COOH-Reinigung angewendet wird, siehe [10].

2 Normative Verweisungen

Die folgenden Dokumente, die in diesem Dokument teilweise oder als Ganzes zitiert werden, sind fiir 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
(einschlieRlich aller Anderungen).

EN ISO 3696, Wasser fiir analytische Laborzwecke — Spezifikation und Priifverfahren (ISO 3696)

3 Kurzbeschreibung

WARNUNG — PSP-Toxine sind Neurotoxine, die oral oder durch Inhalation aufgenommen werden
konnen. Daher miissen angemessene Schutzmaf3nahmen ergriffen werden.

Die PSP-Toxine werden aus dem Homogenat von Schalentiergewebe durch Erhitzen mit Essigsdure
extrahiert. Nach dem Zentrifugieren wird der Uberstand durch Festphasenextraktion (SPE, en: solid phase
extraction) iiber eine C18-Reinigungskartusche gereinigt. Dieser wird nach der Periodat- oder
Peroxidoxidation durch HPLC mit Fluoreszenzdetektion (FLD) analysiert. Die meisten Toxine (STX, C1,2,
GTX5 (B1), dcSTX, GTX2,3 und dcGTX2,3) kénnen nach der SPE-C18-Reinigung quantifiziert werden.1)

Die Oxidation von PSP-Toxinen fiihrt zu verschiedenen Reaktionsprodukten, die durch Umkehrphasen-HPLC
getrennt und mit Fluoreszenzdetektion nachgewiesen werden. Tabelle 2 zeigt die entstandenen Reaktions-
produkte fiir PSP-Toxine nach der Periodat- oder Peroxidoxidation. Zusatzlich sind die entsprechenden
Chromatogramme in Bild 1 dargestellt.

Die Gonyautoxine GTX2 und GTX3 sowie GTX1 und GTX4, die Decarbamoyl-Gonyautoxine dcGTX2 und
dcGTX3 und die N-Sulfocarbamoyl-Gonyautoxine C1 und C2 sowie C3 und C4 sind Strukturisomere und
fithren mit beiden Oxidationsverfahren zu den gleichen Reaktionsprodukten. Der Anteil der Strukturisomere
wird als Summe der beiden Toxine bestimmt.

STX reagiert in beiden Oxidationsreaktionen (sowohl in der Peroxid- als auch in der Periodatoxidation) zu
demselben einen Oxidationsprodukt. Dasselbe gilt fiir GTX2,3, GTX5 (B1) und C1,2. Im Unterschied dazu
ergeben dcSTX und dcGTX2,3 bei beiden Reaktionen jeweils zwei verschiedene Oxidationsprodukte, siehe
auch Tabelle 2. Das Toxin dcNEO reagiert nur bei der Periodatoxidation zu zwei Oxidationsprodukten. Jedes
der Toxine NEO, GTX6 (B2), GTX1,4 und C3,4 ergibt drei Peaks nach der Periodatoxidation, jedoch wird nur
der zweite Peak fiir die Quantifizierung herangezogen (die Peroxidoxidation kann fiir die Quantifizierung
nicht verwendet werden).

Das gleichzeitige Auftreten von verschiedenen PSP-Toxinen in Schalentieren kann die Analysenergebnisse
beeinflussen, denn einige PSP-Toxine kdnnen (teilweise) zu den gleichen Reaktionsprodukten fiihren (siehe
Tabelle 2). Daher miissen die Chromatogramme nach der SPE-C18-Reinigung sorgfaltig interpretiert werden.

1) Dieses Verfahren beruht auf einer Vorgehensweise, die von Lawrence et al. [4] beschrieben und auch als AOAC
Official Method 2005.06 veroffentlicht wurde [1].
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Tabelle 2 — Reaktionsprodukte nach der Periodat- oder Peroxidoxidation

Toxin Oxidationsprodukte und Intensitat Oxidationsprodukt bei der gleichen
HPLC-Elutionsreihenfolge Retentionszeit wie
Peroxid Periodat Peroxid Periodat Peroxid Periodat
STX ein ein ++ + NEO2 {3}b NEO {3}; GTX6 (B2) {3}
dcSTX erstes {1} erstes {1} ++ - dcNEO {1}
zweites {2} zweites {2} + + NEO?2 {2} NEO {2}; GTX6 (B2) {2};
dcNEO {2}
NEO kein erstes {1} — + GTX6 (B2) {1}
zweites {2} zweites {2} - ++ dcSTX {2} GTX6 (B2) {2};
dcSTX {2}, dcNEO {2}
drittes {3} drittes {3} - STX STX; GTX6 (B2) {3}
C1,2 ein ein ++
C3,4 kein erstes {1} — GTX1,4 {1}
kein zweites {2} — ++ GTX1,4 {2};
dcGTX2,3 {2}
kein drittes {3} — GTX1,4 {3}; GTX2,3
GTX1,4 kein erstes {1} — C3,4 {1}
kein zweites {2} — ++ C3,4 {2}; dcGTX2,3 {2}
drittes {3} drittes {3} - ++ GTX2,3 C3,4 {3}; GTX2,3
GTX2,3 ein ein ++ ++ GTX1,42 {3} C3,4 {3}; GTX1,4 {3}
GTX5 ein ein ++ -
(B1)
GTX6 kein erstes {1} — + NEO {1}
(B2)
kein zweites {2} — ++ NEO {2}; deSTX {2};
dcNEO {2}
kein drittes {3} — - NEO {3}; STX
dcGTX2,3 erstes {1} erstes {1} ++ +
zweites {2} zweites {2} + ++ C3,4{2}; GTX1,4 {2}
dcNEO erstes {1} erstes {1} - ++ dcSTX {1}
zweites {2} zweites {2} - + dcSTX {2} dcSTX {2}; NEO {2};
GTX6 (B2) {2}
Intensitit:—  nicht sichtbar
- sehr gering
+ gering
++ hoch
a4 Eine hohe Konzentration des angegebenen Toxins kann die Quantifizierung durch Vortiuschen eines erhohten Gehaltes
beeinflussen.
b Dje Zahlen in den geschweiften Klammern beziehen sich auf die Elutionsreihenfolge.
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1 1
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_J\_ U —
0,6 0,6 -
dcSTX dcSTX
04 04
02 | | dcGTX2,3 0.2 |-dcGTX2,3
N N
L1l [
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a) nicht-hydroxylierte Toxine: Peroxid b) nicht-hydroxylierte Toxine: Periodat
Y Y
1,6 - 1,6 —
141 NEO 14 [NEO
_—A_A__A_
12 - 12 B2
B2
(= 1 o
0,8 |- GTX1,4 08 |- yGTX1,4
| W
06 -— 06 -
C3.4 C3.4
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0,2 | dcNEO 0,2 I c
0 0 F———-
[ [ -
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c) N-hydroxylierte Toxine: Peroxid d) N-hydroxylierte Toxine: Periodat

Legende

Y Nachweisresponse (V)
X  Zeit (min)

Bild 1 — Reaktionsprodukte nach der Derivatisierung mit Peroxid und Periodat (die Peaks fiir die
Quantifizierung sind mit Pfeilen gekennzeichnet)
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Flr die quantitative Bestimmung von N-hydroxylierten Toxinen ist eine Fraktionierung durch SPE-COOH-
Reinigung notwendig (in Tabelle 3 dargestellt), da die Oxidationsprodukte bestimmter PSP-Toxine [NEO und
GTX6 (B2), GTX1,4 und C3,4] identisch sind. Dieser Arbeitsschritt trennt die PSP-Toxine durch Elution mit
mobilen Phasen unterschiedlicher lonenstirke in drei eindeutige Gruppen, die als C-Toxin-Gruppe,
GTX-Toxin-Gruppe und als Saxitoxin-Gruppe bezeichnet werden. Die C-Toxine eluieren unverziiglich mit
Wasser, die GTX-Toxine (sowohl GTX1 bis GTX6 als auch dcGTX2 und dcGTX3) eluieren mit 0,05 mol/I
NaCl-Loésung, wahrend die Saxitoxin-Gruppe (STX, NEO, dcNEO und dcSTX) fiir die Elution eine 0,3 mol/l
NaCl-Losung erfordert. Diese Fraktionen konnen mit HPLC nach der Periodat- oder Peroxidoxidation
analysiert werden.

Tabelle 3 — Toxin-Elutionsreihenfolge nach der SPE-COOH-Reinigung

Fraktion Eluent Eluiertes Toxin
1 Wasser C1,2; C3,4
2 0,05 mol/1 NaCl dcGTX2,3; GTX2,3; GTX1,4; GTX5; GTX6 (B2)
3 0,3 mol/1 NaCl dcSTX; STX; NEO; dcNEO

4 Chemikalien

Soweit nicht anders festgelegt, miissen analysenreine (p.a.) Chemikalien und fiir HPLC-FLD geeignete Lose-
mittel verwendet werden.

Das verwendete Wasser muss vor der Anwendung in Glasgefafden destilliert oder entmineralisiert werden
oder von entsprechender Reinheit nach EN ISO 3696 sein.

Wenn nicht bereits festgelegt, sollte die Stabilitdt der Losungen durch das Labor gepriift werden.
4.1 Methanol, HPLC-Qualitat.

4.2 Acetonitril, HPLC-Qualitat.

4.3 Ammoniumformiatlésung, Stoffmengenkonzentration ¢ = 0,3 mol/l.
1,892 g Ammoniumformiat (kristallines Pulver) werden in 100 ml Wasser gelost.
4.4 Eisessig

4.4.1 Essigsaurelosung 1, Massenkonzentration p= 1 %.

1 ml Eisessig (4.4) wird mit Wasser auf 100 ml verdiinnt.

4.4.2 Essigsaurelosung 2, c = 0,1 mol/l.

572 pl Eisessig (4.4) werden mit Wasser auf 100 ml verdiinnt.

4.4.3 Essigsaurelosung 3, c = 0,1 mmol/l.

100 pl Essigsaureldsung 2 (4.4.2) werden mit Wasser auf 100 ml verdiinnt.
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4.5 Ammoniumacetat
4.5.1 Ammoniumacetatlésung 1, c = 0,1 mol/l.

0,77 g Ammoniumacetat (4.5) werden in 100 ml Wasser geldst.

4.5.2 Ammoniumacetatlésung 2, c = 0,01 mol/l.

10 ml Ammoniumacetatlésung 1 (4.5.1) werden in 100 ml Wasser gelost.
4.6 Natriumchlorid

4.6.1 Natriumchloridlésung 1, c = 0,05 mol/l.

0,29 g Natriumchlorid (4.6) werden in 100 ml Wasser gelost.

4.6.2 Natriumchloridlésung 2, c = 0,3 mol/L

1,75 g Natriumchlorid (4.6) werden in 100 ml Wasser gelost.

4.7 Salzsdure, c =1 mol/l.

4.8 Dinatriumhydrogenphosphat-Lésung, c = 0,3 mol/I

4,26 g Dinatriumhydrogenphosphat werden in 100 ml Wasser gelost oder 8,04 g Dinatriumhydrogen-
phosphat-Heptahydrat werden in 100 ml Wasser gelost.

4.9 Natriumhydroxid

4.9.1 Natriumhydroxidléosung 1, c = 1 mol/l.

4 g Natriumhydroxid (4.9) werden in 100 ml Wasser gelost.

4.9.2 Natriumhydroxidlésung 2, c = 0,2 mol/L

10 ml Natriumhydroxidlosung 1 (4.9.1) werden mit Wasser auf mit 50 ml verdlinnt.

4.10 Wasserstoffperoxidlosung, w = 10 %.

3 ml kommerziell erhéltliche Wasserstoffperoxidlosung, Massenkonzentration w = 30 %, werden mit 6 ml
Wasser verdiinnt. Die Losung wird téglich frisch hergestellt. Beide Losungen werden im Dunkel bei etwa
+4 °C aufbewahrt.

4.11 Periodsaure

4.11.1 Periodsaurelésung 1, c = 0,1 mol/l.

0,227 9 g Periodsdure (4.11) werden in 10 ml Wasser gelost.

4.11.2 Periodsaurelésung 2, c = 0,034 mol/l.

3,4 ml Periodsdurelésung1 (4.11.1) werden mit 6,6 ml Wasser verdiinnt. Die Lésung wird in einem
Kiihlschrank im Dunkel bei etwa +4 °C aufbewahrt. Die Losung wird téaglich frisch hergestellt.
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4.12 Periodat-Oxidationsreagenz

Ein Volumenteil Periodsdurelésung 2 (4.11.2) wird mit einem Volumenteil Dinatriumhydrogenphosphat-
Losung (4.8) und einem Volumenteil Ammoniumformiatlésung (4.3) gemischt. Durch tropfenweise Zugabe
von Natriumhydroxidlosung 2 (4.9.2) wird der pH-Wert auf 8,2 eingestellt, der mit einem pH-Messgerat
Uberpriift wird. Die Losung wird an jedem Analysentag frisch hergestellt.

4.13 PSP-Toxin-Standardsubstanzen
4.13.1 PSP-Toxin-Stammlésungen

Einfachheitshalber kénnen die Standardsubstanzen durch geeignete Verdiinnung der Standardlésungen mit
Wasser in drei Gemische zusammengefasst werden. Die Losungen werden mit 0,1 mol/l Essigsdurelosung 2
(4.4.2) auf einen pH-Wert von etwa 4 eingestellt. Fiir die Untersuchung auf C1,2 werden die Losungen auf
einen pH-Wert von 5 eingestellt, da ansonsten eine Zersetzung beobachtet wurde. Tabelle 4 zeigt geeignete
Konzentrationen fiir jedes PSP-Toxin in drei Stammldsungsgemischen. Die Lésungen werden im Dunkel bei
etwa +4 °C aufbewahrt und die Massenkonzentrationen werden regelmafig nach 2 Wochen tiberpriift oder
die Losungen werden im Dunkel bei etwa —18 °C oder darunter aufbewahrt und die Massenkonzentrationen
werden regelméafiig nach 6 Monaten iiberpriift.

Tabelle 4 — Beispiele fiir geeignete Konzentrationen fiir jedes PSP-Toxin in drei
Stammlésungsgemischen

Toxin-Konzentration
Stammloésungsgemische
pg/mi? nmol/ml
GTX1,4 0,192 0,467
Gemisch 1
NEO 0,189 0,600
GTX2,3 0,265 0,670
GTX5 (B1) 0,202 0,532
Gemisch 2 STX 0,201 0,672
dcSTX 0,054 0,211
dcGTX2,3 0,080 0,227
C1,2 0,203 0,427
Gemisch 3 C34 0,188 0,383
dcNEO 0,137 0,503
a8 bezogen auf die freie Base der Toxine

ANMERKUNG Ampullen, die jeweils separat STX-, NEO-, GTX1,4-, GTX2,3-, C1,2-, GTX5-, dcGTX2,3-, dcNEO-, dcSTX-
Standardsubstanzen in Salzsdure oder in wassriger Essigsdure mit einem Konzentrationsbereich von 100 pg/ml bis

2 000 pg/ml enthalten, sind kommerziell erhiltlich.2)

2) Geeignete Kalibrierlosungen sind beim National Research Council Canada, Halifax, Kanada erhaltlich. Weitere
Informationen iiber geeignete Kalibrierlosungen sind z. B. von der Homepage des Européischen Referenzlabors fiir
Marine Biotoxine unter http://aesan.msssi.gob.es/en/CRLMB/web/home.shtml und
http://www.aesan.msssi.gob.es/en/CRLMB/web/estandares_materiales_referencia/materiales_referencia.shtml
erhaltlich. Diese Angabe dient nur zur Unterrichtung der Anwender dieser Europdischen Norm und bedeutet keine
Anerkennung der genannten Bezugsquelle durch CEN. Gleichwertige Produkte diirfen verwendet werden, wenn sie
nachweislich zu den gleichen Ergebnissen fiihren.
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Einige der Standardsubstanzen kénnen mit anderen PSP-Toxinen kontaminiert sein; deshalb miissen die
Verunreinigungen fiir die Kalibrierzwecke (durch Quantifizierung der Verunreinigungen, Erstellen verschie-
dener Kalibrierkurven oder durch ihre Einbeziehung in die Messunsicherheiten) beriicksichtigt werden.

4.13.2 PSP-Toxin-Kalibrierlésungen

Fiir die Bestimmung der PSP-Toxine wird mit mindestens fiinf Punkten kalibriert, beispielsweise mit einer
unverdiinnten PSP-Toxin-Stammldsung, sowie einer 2,5fachen, einer 5fachen, einer 7,5fachen und einer
10fachen Verdiinnung der PSP-Toxin-Stammlésung (4.13.1) mit 0,1 mmol/l Essigsduresidurelésung 3 (4.4.3).
PSP-Toxin-Kalibrierlésungen diirfen auch durch Verdiinnen der Stammlésungsgemische mit Wasser (sofern
der pH-Wert im sauren Bereich liegt) hergestellt werden. Die Loésungen werden im Dunkel bei —18 °C
aufbewahrt und die Massenkonzentration wird regelméafiig nach 6 Monaten tberpriift.

ANMERKUNG 1  Es ist wichtig, dass die verdiinnten Standardlésungen in Kunststoffflischchen oder in deaktivierten
Glasbehaltern aufbewahrt werden: Diese Deaktivierung kann z. B. durch Eintauchen der Fldschchen in Natriumhydroxid
tiber Nacht, Spiilen mit Wasser und danach mit Methanol sowie anschliefRendem Trocknen erfolgen.

Fiir den Ringversuch in A.1 [4], [5], wurden drei Kalibrierpunkte angewendet. Um die Robustheit des
Verfahrens jedoch zu erh6hen, wird die Anwendung von mindestens fiinf Kalibrierpunkten empfohlen.

ANMERKUNG 2  Ein weiteres Verfahren ist es, die Kalibrierlosung im Oxidationsschritt (6.5.2 und 6.5.3) herzustellen.
Dazu werden verschiedene Aliquote aus der PSP-Toxin-Stammldsung jeweils mit 0,1 mmol/l Essigsaureldosung 3 (4.4.3)
auf ein Endvolumen von 100 pl aufgefiillt.

4.13.3 PSP-Losung zur Priifung der Wiederfindung

Zur Prifung der Wiederfindung der Toxine auf den Festphasenextraktions-Kartuschen (SPE-Kartuschen)
werden Losungen von Toxinen mit geeigneten Massenkonzentrationen (z.B. in 0,6%iger Essigsdure)
hergestellt.

4.14 Matrixmodifier fiir die Periodatoxidation

Ein PSP-freier Blindextrakt von Austern wird verwendet, der wie in 6.1 und 6.2 beschrieben hergestellt wird.
Dieser PSP-freie Austernrohextrakt ist bei Lagerung im gefrorenen Zustand bei —20 °C stabil und kann
innerhalb mindestens der nidchsten zwei Monate verwendet werden. Fiir die Verwendung als Matrixmodifier
wird der Extrakt nach 6.3.1 gereinigt und der pH-Wert mit Natriumhydroxidlosung 1 (4.9.1) auf pH = 6,5
eingestellt. Die Losung kann in einem Kiihlschrank zwei bis drei Tage gelagert werden, damit mitextrahiertes
Material ausfillt. Der Uberstand wird dekantiert oder durch ein 0,45-um-Filter (5.20) filtriert und der
erhaltene Matrixmodifier in einem Kiihlschrank aufbewahrt. Um vor der Verwendung die Abwesenheit von
Toxinen sicherzustellen, wird der Matrixmodifier auf PSP-Toxine durch Periodat- und Peroxidoxidation
untersucht. Er muss alle zwei Wochen hergestellt werden (z.B. erneut durch Reinigung aus dem
Rohextrakt).

4.15 Eluenten fiir die HPLC

4.15.1 Eluent A: Ammoniumformiat, ¢ = 0,1 mol/l

6,31 g Ammoniumformiat werden in 11 Wasser gelost und durch Zugabe von etwa 6 ml Essigsaurelosung 2
(4.4.2) wird der pH-Wert auf 6,0 eingestellt. Die Losung wird mit Unterdruck durch einen Membranfilter
(5.18) filtriert.

4.15.2 Eluent B: Ammoniumformiat, ¢ = 0,1 mol/l in 5%igem Acetonitril.

6,31 g Ammoniumformiat werden in 950 ml Wasser geldst und mit 50 ml Acetonitril (4.2) versetzt. Durch

Zugabe von etwa 6 ml Essigsdaureldsung 2 (4.4.2) wird der pH-Wert auf 6,0 eingestellt. Die Losung wird mit
Unterdruck durch einen Membranfilter (5.18) filtriert.
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5 Geriate

Ubliche Laborglasgerite und -ausriistung und insbesondere Folgendes:

5.1 Zerkleinerungsgerat.

5.2 Waage, fiir Wagungen auf 0,01 g.

5.3 Analysenwaage, fiir Wagungen auf 0,1 mg.

5.4 Zentrifugenrohrchen aus Kunststoff (Polypropylen), 50 ml, mit Verschlusskappen.
5.5 Zentrifuge, geeignet fiir 3 600 g3) am dufleren Ende der Zentrifugenréhrchen.

5.6 Pipetten, Kolbenhubpipetten mit Einwegspitzen aus Kunststoff.

5.7 Vortex-Mischer.

5.8 Wasserbad oder Heizplatte.

5.9 Messrohrchen oder Reagenzglas, konisch, mit Graduierung, (2 ml, 5 ml, 10 ml, 15 ml).
5.10 SPE-C18-Kartuschen, z. B. 500 mg je 3 ml Volumen.

Um sicherzustellen, dass die mit der C18-Kartusche erhaltene Wiederfindung mindestens 80 % betragt, wird
jede neue Charge der SPE-C18-Kartuschen (z.B. Supelcoclean LC18) mit den Standardlésungen (4.13.3)
gepriift. Diese Priifung ist infolge der wdhrend der Verfahrensentwicklung gesammelten Erfahrungen
notwendig, weil beobachtet wurde, dass Variationen auftreten kdnnen. Diese Priifung ist fiir GTX6 und C3,4
nicht moglich, da Standardsubstanzen kommerziell derzeit nicht verfiigbar sind.

Wenn das Laboratorium im Laufe der Zeit gezeigt hat, dass die Leistung der SPE-Kartuschen innerhalb einer
Charge stabil ist, darf wie folgt vorgegangen werden: Jede neue Charge der SPE-C18-Kartuschen muss mit
Probenlosungen mit genau bekannten Konzentrationen gepriift werden, um sicherzustellen, dass die
Mindestwiederfindung der gesamten Verfahrensweise dem Mindestniveau der Validierungsdaten entspricht.

5.11 Kartuschen fiir den SPE-COOH-Ionenaustausch, z. B. 500 mg je 3 ml Volumen.

Um sicherzustellen, dass die mit der COOH-Kartusche erhaltene Wiederfindung mindestens 80 % betragt
und die korrekten Elutionsmuster nach 6.3.2 erhalten werden, wird jede neue Charge von SPE-COOH-Kar-
tuschen (z. B. Bakerbond Carboxylic Acidsilane oder, optional, ein weicher Kationenaustauscher Strata-X®
von Phenomenex) mit Standardlésungen (4.13.3) gepriift. Diese Priifung ist infolge der wahrend der
Verfahrensentwicklung gesammelten Erfahrungen notwendig, weil beobachtet wurde, dass Variationen
auftreten konnen. Diese Priifung ist fiir GTX6 und C3,4 nicht moglich, da Standardsubstanzen kommerziell
derzeit nicht verfiligbar sind.

Wenn das Laboratorium im Laufe der Zeit gezeigt hat, dass die Leistung der COOH-Kartuschen innerhalb
einer Charge stabil ist, darf wie folgt vorgegangen werden: Jede neue Charge der COOH-Kartuschen muss mit
Probenlosungen mit genau bekannten Konzentrationen gepriift werden, um sicherzustellen, dass die
Mindestwiederfindung der gesamten Verfahrensweise dem Mindestniveau der Validierungsdaten entspricht.

3) g=981m-s2
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5.12 Mehrfach- oder Automatik-SPE-Station (fiir die SPE-Reinigungen).

5.13 Heizblock (oder ahnliches Gerit) fiir den Hydrolyse-Schritt.

5.14 Reaktionsgefif3e, z. B. Glasrohrchen mit Schraubverschluss oder Fldschchen mit 1,5 ml.
5.15 pH-Indikatorpapier, geeignet zur prazisen Identifizierung eines pH-Wertes von 6,5 + 0,3.
5.16 pH-Messgerit.

5.17 Rotationsverdampfer, optional fiir Proben mit geringen Konzentrationen.

5.18 Membranfilter, fiir wassrige Losungen, mit einer Porengréfie von 0,45 pm, z.B. regenerierte
Zellulose.

5.19 HPLC-Probenflischchen, z. B. Braunglas.

5.20 HPLC-System, bestehend aus Folgendem:

5.20.1 Injektor, vorzugsweise ein gekiihlter Injektor, geeignet fiir Injektionen bis zu 100 pl.
5.20.2 Pumpe, geeignet zur Gradientenelution.

5.20.3 Siulenofen, geeignet zum Heizen auf (40 + 2) °C.

5.20.4 Trennsdule, z. B. RP C18, Partikelgrofie 5 pm, 150 mm (Lange) X 4,6 mm (Durchmesser).

Die Messung darf mit unterschiedlichen Trennsdulen (Mafie, Hersteller) durchgefiihrt werden. Jedoch
miissen die PSP-Oxidationsprodukte basislinien-getrennt sein.

5.20.5 Fluoreszenzdetektor, Anregungswellenldnge A = 340 nm, Emissionswellenlange A = 395 nm, geeignet
fiir den Nachweis einer mit Peroxid behandelten (6.5.3) 400 pg STX-Standardsubstanz als freie Base auf der
Saule mit einem Signal-Rausch-Verhaltnis von mindestens 10:1.

6 Durchfiihrung
6.1 Probenvorbereitung

Die Aufienseite des Schalentiers wird griindlich mit Leitungswasser gereinigt. Das Schalentier wird durch
das Durchtrennen des Adduktormuskels (Schliefmuskel) gedffnet. Die Schalen werden einmal mit
Leitungswasser abgespiilt, um Sand und Fremdstoffe zu entfernen. Durch Abtrennen des mit dem
Scharnierbereich verbundenen Adduktormuskels und des Gewebes wird das Schalentiergewebe von den
Schalen entfernt. Nach dem Entfernen der Schale wird das Gewebe 5 min in ein Sieb zum Ablaufen des iiber-
schiissigen Wassers gegeben. Das Schalentiergewebe wird in einem Zerkleinerungsgerat (5.1) homogeni-
siert. Mindestens 100 g bis 150 g des zusammengefassten (gepoolten) homogenisierten Gewebes sollten
verwendet werden. Wenn die Untersuchung nicht sofort im Anschluss durchgefiihrt wird, kann das
homogenisierte Schalentiergewebe eingefroren werden.
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6.2 Extraktionsverfahren

Die homogenisierte Probe wird im Kiihlschrank oder bei Raumtemperatur aufgetaut oder direkt nach dem
Zerkleinern (6.1) verwendet.

Die Probe wird nicht erhitzt.
Alle nicht verwendeten Extrakte und Losungen werden gekiihlt.

Eine Probenmenge von (5% 0,1) g Schalentierhomogenat wird in ein 50-ml-Zentrifugenréhrchen (5.4)
eingewogen und nach Zugabe von 3 ml 1%iger Essigsdurelésung1l (4.4.1) mit einem Vortex-Mischer
durchmischt. Das Rohrchen wird lose verschlossen, um einen Druckaufbau wahrend des Erhitzens zu
vermeiden, und so in ein siedendes Wasserbad (100 °C) gestellt, dass sich der Inhalt des Rohrchens
unterhalb der Wasserlinie befindet. Die Proben werden 5 min erhitzt.

Es wird sichergestellt, dass das Wasserbad den Siedepunkt erreicht hat, bevor die Proben hineingestellt
werden und die Erhitzungszeit beginnt. Um zu vermeiden, dass das Sieden des Wasserbades langer als 30 s
unterbrochen wird, werden in das Wasserbad nicht zu viele Proben auf einmal gestellt.

Die Proben werden dem Wasserbad entnommen, erneut mit dem Vortex-Mischer durchmischt und durch
Aufbewahren fiir 5 min in einem Kiihlschrank oder in einem Becher mit kaltem Wasser abgekiihlt und
10 min bei 3 600 g zentrifugiert. Der Uberstand wird in ein konisches 15-ml-Zentrifugenréhrchen mit
Graduierung (5.9) dekantiert.

3 ml 1%ige Essigsdurelosung 1 (4.5.1) werden in das Zentrifugenréhrchen gegeben, das die einmal extra-
hierte Probe (fester Riickstand) enthalt, sorgfaltig mit dem Vortex-Mischer durchmischt und nochmals
10 min bei 3 600 g zentrifugiert. Der Uberstand wird dekantiert und in demselben konischen 15-ml-Zentri-
fugenréhrchen mit Graduierung (5.9) gesammelt, das den zuerst gesammelten Rohextrakt enthalt, und dann
mit Wasser genau auf 10 ml aufgefiillt.

Das Verfahren kann an diesem Punkt unterbrochen werden und der Extrakt muss in einem Kiihlschrank
aufbewahrt werden.

6.3 Probenreinigung

6.3.1 SPE-C18-Reinigung

Die Kartusche wird nach den Anweisungen des Herstellers konditioniert, z.B. wird eine 3 ml SPE-C18-
Kartusche (5.10) mit 6 ml Methanol gefolgt von 6 ml Wasser konditioniert. Die Loésungen, die die Kartusche
durchlaufen haben, werden verworfen. Unter die Kartusche wird ein konisches 5-ml-Reagenzglas mit
Graduierung (5.9) gestellt. Auf die Kartusche wird 1ml (0,5g Schalentiergewebe-Aquivalent) des
Rohextraktes (6.2) aufgegeben. Die Durchflussrate wird fiir alle Elutionen auf 2 ml/min bis 3 ml/min
eingestellt. Das Eluat wird in dem graduierten Reagenzglas gesammelt. Die Kartusche wird mit 2 ml Wasser
gewaschen und die Waschfliissigkeit mit dem Eluat vereinigt, was den gereinigten Extrakt ergibt.

Das Trockenlaufen der Kartuschen ist wahrend des gesamten Verfahrens zu vermeiden.

Der pH-Wert dieses gereinigten Extraktes wird mit 1 mol/l NaOH-Losung (4.9.1) mit einem pH-Indikator-
papier (5.15) oder einem pH-Messgerat (5.16) auf 6,5 eingestellt und anschliefiend wird das Volumen mit
Wasser auf genau 4 ml aufgefiillt.

Fir Screeningzwecke kann die Probenreinigung an diesem Punkt beendet werden. Die Extrakte der

SPE-C18-Reinigung sind lblicherweise in einem Gefrierschrank mehr als ein Jahr stabil, was jedoch zu
verifizieren ist.
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Aliquote dieses Extraktes diirfen fiir die in 6.5.2 und 6.5.3 beschriebene Periodat- und Peroxidoxidation
verwendet werden.

Zusatzlich wird ein Aliquot dieses Extraktes als Kontrollprobe fiir die Peroxidoxidation ohne Oxidation
analysiert, um sicherzustellen, dass die Peaks im Chromatogramm der oxidierten Probe durch die
PSP-Toxine verursacht werden und nicht durch natiirlich fluoreszierende Verbindungen. Auferdem muss
ein Aliquot des Probenextraktes von der SPE-C18-Reinigung als Kontrollprobe fiir die Periodatoxidation mit
dem Matrixmodifier und Wasser (anstelle von Periodat-Oxidationsmittel) gemischt und analysiert werden.
Das sich ergebende Chromatogramm ermdoglicht die Identifizierung der aus den natiirlich fluoreszierenden
Proben-Coextrakten entstandenen Peaks. Unter diesen Bedingungen erzeugen PSP-Toxine keine Peaks.

Sofern N-hydroxylierte PSP-Toxine in diesem Extrakt nachgewiesen werden, wird mit der nachstehend
beschriebenen Reinigung tiber eine SPE-COOH-Ionenaustauscher-Kartusche fortgefahren.

ANMERKUNG  Bei der Untersuchung von mit NEO und GTX1,4 kontaminierten ganzen Grofden Pilgermuscheln
(Pecten maximus) und ganzen Kleinen Pilgermuscheln (Aequipecten opercularis) erhoht die Verwendung von 1,5 ml
Rohextrakt fiir die SPE-C18-Reinigung die Wiederfindung von GTX1,4 und NEO [3].

6.3.2 SPE-COOH-Reinigung (Fraktionierung)

Nach der SPE-C18-Reinigung werden nur die Extrakte fraktioniert, die N-hydroxylierte PSP-Toxine (z.B.
NEO, dcNEO, C3,4; GTX6 (B2) und GTX1,4) enthalten.

Die Kartusche wird nach den Anweisungen des Herstellers konditioniert, z. B. wird eine 3 ml SPE-COOH-
Kartusche (5.11) durch Aufgabe von 10 ml 0,01 mol/l Ammoniumacetatlosung 2 (4.6.2) konditioniert. Die
Durchflussrate wird fiir alle Elutionen auf 2 ml/min bis 3 ml/min eingestellt. Das Eluat wird verworfen.

Fraktion 1: 2ml Aliquot (0,25g Schalentiergewebe-Aquivalent) des Schalentierextraktes aus der
SPE-C18-Reinigung (6.3.1) werden durch die Kartusche laufen gelassen und das Eluat in einem als Fraktion 1
gekennzeichneten, konischen 10-ml-Zentrifugenréhrchen mit Graduierung gesammelt. Anschliefiend
werden 4 ml Wasser durch die Kartusche laufen gelassen und in demselben Réhrchen gesammelt. Das
Endvolumen wird auf insgesamt 6 ml aufgefiillt. Diese Fraktion enthélt die C-Toxin-Gruppe. Es folgen die
Oxidationsschritte wie unter 6.5.2 und/oder 6.5.3 beschrieben. Falls C3,4 vorhanden ist, wird nach 6.4
fortgefahren.

Fraktion 2: 4 m] 0,05 mol/l NaCl-L6ésung 1 (4.6.1) werden durch dieselbe Kartusche laufen gelassen und das
Eluat (gekennzeichnet als Fraktion 2) wird in einem konischen 5-ml-Zentrifugenréhrchen mit Graduierung
gesammelt. Das Endvolumen wird auf 4 ml aufgefiillt. Diese Fraktion enthdlt die Toxine GTX1,4, GTX2,3,
GTX5 (B1), GTX6 (B2) und dcGTX2,3. Es folgen die Oxidationsschritte wie unter 6.5.2 und/oder 6.5.3
beschrieben. Falls GTX6 (B2) vorhanden ist, wird nach 6.4 fortgefahren.

Fraktion 3: 5 ml 0,3 mol/l NaCl-Lésung 2 (4.6.2) werden durch dieselbe Kartusche laufen gelassen und in
einem als Fraktion 3 gekennzeichneten, konischen 5-ml-Zentrifugenréhrchen mit Graduierung gesammelt.
Das Endvolumen wird auf 5 ml aufgefiillt. Diese Fraktion enthalt STX, NEO, dcNEO und dcSTX. Es folgen die
Oxidationsschritte wie unter 6.5.2 und/oder 6.5.3 beschrieben.

Das Trockenlaufen der Kartuschen ist wihrend des gesamten Verfahrens zu vermeiden.

Falls Probleme mit der Detektorempfindlichkeit auftreten, kann jede Fraktion konzentriert werden. Hierzu
wird empfohlen, jede Fraktion aus der SPE-COOH-Reinigung in einem 50-ml-Rundkolben anstelle eines
konischen Zentrifugenrohrchens mit Graduierung zu sammeln und auf etwa 1 ml einzuengen, und zwar z. B.
mit einem Rotationsverdampfer oder einem anderen gleichwertigen Verdampfer in einem auf 45 °C
eingestellten Wasserbad. Die Losung wird mit einer Pasteurpipette in ein konisches 5-ml-Zentrifugen-
rohrchen tberfiihrt. Der 50-ml-Rundkolben wird dreimal mit je etwa 0,2 ml bis 0,3 ml Wasser ausgespiilt,
dabei wird die Spiilfliissigkeit in das konische Zentrifugenréhrchen mit Graduierung tiberfiihrt, sodass das
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Endvolumen der Fraktion 2 aus der SPE-COOH Reinigung genau 2 ml betrdgt. Die Fraktionen 1, 2 und 3
werden mit HPLC nach den Periodat- und Peroxidoxidationen entsprechend 6.5.2 und/oder 6.5.3 analysiert.

ANMERKUNG Um die Empfindlichkeit des Verfahrens zu verbessern, wurde wihrend einer laborinternen
Validierung [2], [11], ein alternatives Reinigungsverfahren mit lonenaustausch-SPE entwickelt (Verfahrensweise siehe
6.3.3).

Die Probenreinigung kann an diesem Punkt unterbrochen werden. Gleich anschlief3end wird die Oxidation
und die HPLC-FLD-Analyse durchgefiihrt oder die Fraktion aus der SPE-COOH-Reinigung wird in einem
Kiihlschrank nicht mehr als eine Woche oder in einem Gefrierschrank nicht mehr als ein Jahr aufbewahrt.
6.3.3 Alternative Reinigung durch SPE mit schwachem Kationenaustausch [2], [11]

Zur Verbesserung der Empfindlichkeit und zur Reduzierung der Verschleppung in die angrenzenden
Fraktionen mit geringen PSP-Toxingehalten kann die folgende modifizierte Reinigung nach der

SPE-C18-Reinigung angewendet werden, jedoch wurde diese Verfahrensweise nur laborintern validiert.

Das Fraktionierungsverfahren entspricht dem in 6.3.2 beschriebenen. Im Gegensatz zu [1] differieren nur die
Konzentration der Natriumchloridlésungen und das Volumen fiir die Elution (siehe Tabelle 5).

Tabelle 5 — Vergleich der Fraktionierbedingungen [2], [11]

COOH-SPE schwacher Kationenaustauscher
(z. B. Bakerbond Carboxylic (z. B. Strata-X-CW, Phenomenex)
Acidsilane)
Fraktio Toxine Elutionslosemittel | Volumen | Elutionslosemittel Volumen
n
F1 C1,2; C3,4 Wasser 6,0 ml Wasser 5,0ml
F2 GTX1,4; GTX2,3; 0,05 mol/1 NaCl 4,0 ml 0,3 mol/1 NaCl 3,0 ml
dcGTX2,3; GTX5; GTX6
F3 STX:; NEO; dcNEO; 0,3 mol/1 NaCl 50ml 2,0 mol/1 NaCl 3,0ml
dcSTX

6.4 Umwandlung von GTX6 (B2) in NEO und/oder C3,4 in GTX1,4

6.4.1 Allgemeines

Derzeit ist keine GTX6 (B2)-Standardsubstanz verfiigbar. Um GTX6 (B2) analysieren zu kénnen, muss daher
das Toxin zu NEO hydrolysiert werden, das dann quantifiziert werden kann [7], [8]. Der Gehalt an GTX6 (B2)
kann indirekt durch Hydrolyse der Fraktion 2 aus der SPE-COOH-Reinigung bestimmt werden, in der NEO

nicht vorkommt.

Derzeit ist keine C3,4-Standardsubstanz kommerziell verfiigbar. Das Toxin, das in Fraktion 1 der SPE-COOH-
Reinigung vorhanden ist, kann indirekt durch die Hydrolyse zu GTX1,4 bestimmt werden [10].
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6.4.2 Hydrolyse der SPE-COOH-Fraktion 1 oder 2

In ein HPLC-Probenflaschchen oder in ein Glasréhrchen mit Schraubverschluss werden 75 pl 1 mol/l HCI zu
300 ul der Fraktion2 des SPE-COOH-Extraktes (6.3.2) gegeben. Das Flaschchen/Rohrchen wird fest
verschlossen und gewogen. Das Gemisch wird 20 min bei 90 °C in einem Wasserbad oder Heizblock erhitzt,
auf Raumtemperatur abgekiihlt und das Fldschchen erneut gewogen, um den Extrakt auf eine mogliche
Verdampfung zu tlberpriifen (falls ein Teil verdampft ist, wird Wasser bis zur urspriinglichen Masse
hinzugefiigt). Von der 1 mol/l1 NaOH-Lésung 1 (4.9.1) werden beispielsweise 5 mal kleine 15 pl-Anteile
hinzugegeben und der Inhalt jedes Mal durchmischt, bis insgesamt 75 pul hinzugefiigt sind. Diese Schritte sind
erforderlich, um die Siure zu neutralisieren, dabei aber die Uberalkalisierung der hydrolysierten Fraktion 2
zu vermeiden. Ein neutraler pH-Wert wird eingestellt.

Wahrend der Periodatoxidation (Kombination von hydrolysierter Fraktion 2, Matrixmodifier und Periodat-
Derivatisierungsreagenz) sollte sich der pH-Wert auf 8,2 einstellen. Wenn jedoch die oxidierte hydrolysierte
Fraktion den pH-Wert von 8,2 nicht erreicht, muss die hydrolysierte Fraktion 2 durch Zugabe von etwas
mehr NaOH-L6sung eingestellt und die zuséatzliche Menge fiir die Berechnungen [12] aufgezeichnet werden.

Die Probe wird mit der HPLC nach der Periodatoxidation, wie in 6.5.2 beschrieben, analysiert.
In dieser Weise kann auch mit der Fraktion 1 der SPE-COOH-Reinigung verfahren werden.

ANMERKUNG Abhangig vom Kkleinsten gemessenen Volumen des verwendeten pH-Messgerates ist es moglich, die
Volumina samtlicher Reagenzien im gleichen Verhéltnis zu vergréfiern (d. h. 900 pl Fraktion 2 des SPE-COOH-Extraktes
(filtriert) + 225 pl 1 mol/1 HCl und nach der Reaktion 225 pl 1 mol/l NaOH-Lésung 1).

6.5 Oxidationsverfahren
6.5.1 Allgemeines

Wahrend der Oxidationsreaktionen ist es wichtig, dass die Reaktionszeit fiir alle Proben- und Standard-
Gemische gleich bleibt, da Abweichungen die Effizienz der Oxidation beeinflussen und die Ausbeute von
Oxidationsprodukten verandern konnen, was die Wiederholprazision der Ergebnisse beeintrachtigt. Eine
Kontrollprobe, die die Abwesenheit natiirlicher fluoreszierender Bestandteile beweist, ist wie in Abschnitt 6
von 6.3.1. angegeben, erforderlich.

Bei der Untersuchung von mit NEO und GTX1,4 kontaminierten ganzen Grofien Pilgermuscheln (Pecten
maximus) und ganzen Kleinen Pilgermuscheln (Aequipecten opercularis) kann diese Vorgehensweise die
Empfindlichkeit vermindern. Zur Verbesserung der Empfindlichkeit kann die Modifikation in dem Periodat-
oxidationsschritt, wie in der Anmerkung in 6.5.2 beschrieben, angewendet werden.

6.5.2 Periodatoxidation

Fiir alle in den Oxidationsreaktionen verwendeten Reagenzien und Losungen werden Kolbenhubpipetten
mit Einwegspitzen aus Kunststoff benutzt.

Es ist sehr wichtig, den pH-Wert vor der Periodatoxidation auf 6,5 einzustellen [12].

100 pl der Standardlésung oder des Probenextraktes nach der SPE-C18-Reinigung (6.3.1) oder der Fraktion
nach der SPE-COOH-Reinigung (6.3.2) werden zu 100 pl Matrixmodifier-Losung in ein 1,5-ml-Flaschchen
gegeben. Anschlieflend werden 500 pl Periodat-Oxidationsreagenz (4.13) hinzugegeben und sorgfaltig mit
einem Vortex-Mischer durchmischt. Der Losung wird bei Raumtemperatur erméglicht, 1 min zu reagieren.
Anschliefiend werden 5 pl Eisessig (4.4) hinzugegeben und die Losung wird durchmischt. Das Gemisch wird
mindestens 10 min bei Raumtemperatur stehen gelassen, bevor 50 pl bis 100 pl in das HPLC-System injiziert
werden.
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Die Losung ist fiir nicht-hydroxylierte Toxine mindestens einen Tag stabil. Jedoch findet bei NEO, GTX6 (B2)
und GTX1,4 eine langsame Zersetzung der Oxidationsprodukte statt. Die Quantifizierung darf trotz dieses
Abbaus durchgefiihrt werden, wenn Standard- und Priiflésungen unter den gleichen Bedingungen gelagert
und analysiert werden, siehe [5].

ANMERKUNG  Bei der Untersuchung von mit NEO und GTX1,4 kontaminierten ganzen Grofden Pilgermuscheln
(Pecten maximus) und ganzen Kleinen Pilgermuscheln (Aequipecten opercularis) wurde festgestellt, dass die
Verwendung eines Matrixmodifiers der Grofien Pilgermuschel anstelle des Modifiers aus Austern (4.14) fiir die
Oxidation der Kalibrierstandards zu guten Wiederfindungen fiihrt. Ein modifiziertes Periodatreagenz, das das 5-fache
der normalen relativen Mengen der Periodsdure enthailt, zeigte eine gute Empfindlichkeit. Das fiir die Oxidation aller
Standardlésungen und Proben verwendete Periodat wurde mit 0,03 mol/l Periodsdurelésung 2 (4.11.2), 0,3 mol/l
Ammoniumformiatlésung (4.3) und 0,3 mol/l Dinatriumhydrogenphosphat-Lésung (4.8) im Verhéltnis von 5:1:1
hergestellt und der pH-Wert vor der Verwendung auf 8,2 eingestellt. Auch die Empfindlichkeit wurde mit der
Verwendung von grofien Injektionsvolumina (100 pl) erhoht [3].

6.5.3 Peroxidoxidation

25 pl 10%ige (w/v) wassrige H,0,-Losung (4.10) werden zu 250 pl 1 mol/l NaOH-Lésung 1 (4.9.1) in ein
1,5-ml-Flaschchen gegeben und durchmischt. Dann werden 100 pl Standardlésung oder Probenextrakt nach
der SPE-C18-Reinigung (6.3.1) oder SPE-COOH-Reinigung (6.3.2) hinzugegeben. Die Losung wird
durchmischt. Nach 2-miniitiger Reaktion bei Raumtemperatur werden 20 pl Eisessig (4.4) hinzugegeben und
die Losung wird erneut durchmischt. 25 pl bis 50 pl dieser Losung werden in das HPLC-System injiziert. Die
Losung ist bei Raumtemperatur mindestens 8 h stabil, siehe [5].

ANMERKUNG  Die Injektion von mehr als 50 pl kann zur Peakverbreiterung fiithren.

7 HPLC-Bestimmung

Der Anwender priift die Stabilitdt des Systems (% der Abweichung der Peakflachen und % der Abweichung
der Retentionszeit) anhand der eigenen HPLC-Bedingungen. Die PSP-Oxidationsprodukte werden injiziert
und chromatographisch getrennt, um die individuelle Identifizierung und Quantifizierung der Toxine zu
ermoglichen.

Es ist zu beachten, dass dcGTX2,3 und dcSTX jeweils zu zwei Peaks fithren, da sie bei der Peroxidoxidation
jeweils zwei Oxidationsprodukte bilden, die chromatographisch mit einer Auflésung grofier als 1,5 getrennt
werden miissen. Der FLD sollte zum Nachweis von 400 pg STX-Standardsubstanz als freie Base auf der Saule,
die mit Peroxid (6.5.3) behandelt wurde, mit einem Signal-Rausch-Verhéltnis von mindestens 10:1 geeignet
sein.

Die folgenden HPLC-Bedingungen haben zu zufriedenstellenden Ergebnissen gefiihrt:

Saule C18 Umkehrphase, 5 pm, 150 mm X 4,6 mm

Temperatur 40 °C

Durchfluss 2 ml/min

Injektionsvolumen 25 pl bis 50 pl (fiir Peroxidoxidation) oder 50 pl bis 100 pl (bei der
Periodatoxidation)

Fluoreszenzdetektor Anregung: 340 nm

Emission: 395 nm

Ein geeigneter HPLC-Gradient mit einem Durchfluss von 2 ml/min ist in Tabelle 6 aufgefiihrt.
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Tabelle 6 — Empfohlener Gradient der mobilen Phase bei einem Durchfluss von 2 ml/min

Zeit Eluent A Eluent B
min % %

0 100 0

5 95 5

9 30 70

11 100 0

15 100 0

ANMERKUNG1  Die Messung kann mit unterschiedlichen Trennsaulen (Maf3e, Hersteller) durchgefiihrt werden.

Der jeweilige pH-Wert der Eluenten A und B ist iiber die Zeit instabil. Sie miissen daher vor jeder
analytischen Sequenz frisch hergestellt werden [12].

Das folgende Injektionsschema hat sich bewdahrt: Vor der Injektion einer Probenreihe wird eine Reihe der
Kalibrierlésungen injiziert. Wahrend der Analyse der Proben werden die Kalibrierlosungen und/oder eine
Losung mit definierter Konzentration in regelméfdigen Abstdnden injiziert, um die Stabilitat des Systems zu
Uiberpriifen (z. B. ist jede vierte Injektion eine Losung mit festgelegter Konzentration). Nach Abschluss der
Probenreihe wird die Reihe der Kalibrierldsungen erneut injiziert.

ANMERKUNG 2  Bei der Anwendung eines automatischen Probengebers bei Raumtemperatur sind einige Toxin-
oxidationsprodukte instabil, deshalb kénnen sich die Empfindlichkeiten dieser Toxine (z. B. dcNEO und NEO) wahrend
einer Sequenz verringern. Dies konnte durch die Anwendung eines gekiihlten automatischen Probengebers (z. B. +6 °C)
verringert werden [12].

Die mit Periodat und Peroxid oxidierten Extrakte nach der SPE-C18-Reinigung (6.3.1) oder Fraktionen aus
der SPE-COOH-Reinigung werden untersucht. Extrakte nach der SPE-C18-Reinigung ohne Oxidation sollten
in der Periodat- und Peroxidsequenz analysiert werden, um zu verifizieren, dass die in den
Chromatogrammen gefundenen PSP-Toxinpeaks tatsachlich auf PSP und nicht auf die natiirlich
fluoreszierenden Proben-Coextrakte zuriickzufiihren sind (6.3.1). Extrakte mit PSP-Toxingehalten, die den
hochsten Kalibrierstandard tiberschreiten, miissen mit Wasser verdiinnt werden. Die Verdiinnungsfaktoren
werden aufgezeichnet.

Um dieses Verfahren effizient in der Routineanalyse anwenden zu kdnnen, bei der die Analyse einer grofden
Anzahl von Proben notwendig ist, wird die Verfahrensweise in Bild 2 empfohlen:
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