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Nationales Vorwort

Dieses Dokument (EN 16858:2017) wurde vom Technischen Komitee CEN/TC 275 ,Lebensmittelanalytik —
Horizontale Verfahren“ erarbeitet, dessen Sekretariat von DIN (Deutschland) gehalten wird.

Das zustidndige nationale Normungsgremium ist der Arbeitsausschuss NA 057-01-14 AA ,Prozess-
kontaminanten“ im DIN-Normenausschuss Lebensmittel und landwirtschaftliche Produkte (NAL).

Fiir die in diesem Dokument zitierte Europdische und Internationale Norm wird im Folgenden auf die
entsprechenden Deutschen Normen hingewiesen:

EN ISO 3696:1995 siehe  DIN ISO 3696:1991-06
IS0 5725-2:1994 siehe  DINISO 5725-2:2002-12
Nationaler Anhang NA
(informativ)
Literaturhinweise

DIN ISO 3696:1991-06, Wasser fiir analytische Zwecke — Anforderungen und Priifungen; Identisch mit
150 3696:1987

DIN ISO 5725-2:2002-12, Genauigkeit (Richtigkeit und Prdzision) von Messverfahren und Messergebnissen —

Teil 2: Grundlegende Methode fiir Ermittlung der Wiederhol- und Vergleichprdzision eines vereinheitlichten
Messverfahrens (ISO 5725-2:1994 einschliefslich Technisches Korrigendum 1:2002)
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EUROPAISCHE NORM EN 16858
EUROPEAN STANDARD
NORME EUROPEENNE Mai 2017

ICS 67.050

Deutsche Fassung

Lebensmittel —
Bestimmung von Melamin und Cyanursaure in Lebensmitteln
mit Flissigchromatographie und Tandem-
Massenspektrometrie (LC-MS/MS)

Foodstuffs — Produits alimentaires —
Determination of melamine and cyanuric acid in Détermination de la teneur en mélamine et en acide
foodstuffs by liquid chromatography and tandem mass cyanurique dans les produits alimentaires par
spectrometry (LC-MS/MS) chromatographie en phase liquide couplée a la

spectrométrie de masse en tandem (CL-SM/SM)

Diese Europdische Norm wurde vom CEN am 10. April 2017 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 CEN-CENELEC-Management-
Zentrum oder bei jedem CEN-Mitglied auf Anfrage erhaltlich.

Diese Europaische Norm besteht in drei offiziellen Fassungen (Deutsch, Englisch, Franzgsisch). 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
jugoslawischen Republik Mazedonien, Estland, Finnland, Frankreich, Griechenland, Irland, Island, Italien, Kroatien, Lettland,
Litauen, Luxemburg, Malta, den Niederlanden, Norwegen, Osterreich, Polen, Portugal, Ruménien, Schweden, der Schweiz,
Serbien, der Slowakei, Slowenien, Spanien, der Tschechischen Republik, der Tiirkei, Ungarn, dem Vereinigten Kénigreich und

Zypern.
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© 2017 CEN  Alle Rechte der Verwertung, gleich in welcher Form und in welchem Ref. Nr. EN 16858:2017 D
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Europaisches Vorwort

Dieses Dokument (EN 16858:2017) wurde vom Technischen Komitee CEN/TC 275 ,Lebensmittelanalytik —
Horizontale Verfahren“ erarbeitet, dessen Sekretariat von DIN gehalten wird.

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

Es wird auf die Moéglichkeit hingewiesen, dass einige Elemente dieses Dokuments Patentrechte beriihren
konnen. CEN [und/oder CENELEC] ist/sind nicht dafiir verantwortlich, einige oder alle diesbeziiglichen
Patentrechte zu identifizieren.

Dieses Dokument wurde unter einem Mandat erarbeitet, das die Europdische Kommission und die
Europdische Freihandelszone dem CEN erteilt haben.

WARNUNG — Die Anwendung dieser Norm bringt den Einsatz gefiahrdender Stoffe, Arbeitsablaufe
und Gerate mit sich. Diese Norm erhebt nicht den Anspruch, alle Sicherheitsaspekte, die bei ihrer
Anwendung auftreten konnen aufzuzeigen. Es liegt in der Verantwortung des Anwenders dieser
Norm, geeignete Vorkehrungen fiir den Arbeits- und Gesundheitsschutz des Personals zu treffen und
vor der Anwendung zu priifen, welche einschrinkenden Vorschriften und Regelungen zu
beriicksichtigen sind.

Entsprechend der CEN-CENELEC-Geschéftsordnung sind die nationalen Normungsinstitute der folgenden
Lander gehalten, diese Europdische Norm zu iibernehmen: Belgien, Bulgarien, Ddnemark, Deutschland, die
ehemalige jugoslawische Republik Mazedonien, Estland, Finnland, Frankreich, Griechenland, Irland, Island,
[talien, 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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1 Anwendungsbereich

Diese Europaische Norm legt ein Verfahren zur Bestimmung von Melamin und Cyanursdure in
Lebensmitteln mit Fliissigchromatographie und Tandem-Massenspektrometrie (LC-MS/MS) fest.
Das Verfahren wurde in einem Ringversuch durch die Analyse von aufgestockten Proben von Babynahrung
auf Milchbasis, Babynahrung auf Sojabasis, Milchpulver, Vollmilch, Sojagetrank und Milchschokolade im
Bereich von 0,71 mg/kg bis 1,43 mg/kg fiir Melamin und von 0,57 mg/kg bis 1,45 mg/kg fiir Cyanursaure
validiert. Die Bestimmungsgrenzen (en: limit of quantification, LOQ) fiir Melamin und Cyanursdure in
Lebensmitteln liegen bei 0,05 mg/kg beziehungsweise 0,25 mg/kg. Die Obergrenze des Arbeitsbereichs fiir
Melamin reicht bis 10 mg/kg und fiir Cyanursédure bis 25 mg/kg.

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 3696:1995, Wasser fiir analytische Laborzwecke — Spezifikation und Priifverfahren (1SO 3696:1987)

3 Kurzbeschreibung

Eine Einwaage der homogenen Lebensmittelprobe wird mit 13C-markierten internen Standards (Melamin und
Cyanursdure) versetzt. Nach der Inkubation fiir mindestens eine Stunde wird Wasser zur Probe gegeben und
nach Schiitteln wird die Aufschlammung in einem Gemisch aus Acetonitril und Wasser gelost. Die Probe wird
geschiittelt und zentrifugiert. Nach Abtrennung des Uberstands von den Sedimenten wird Benzoguanamin als
Wiederfindungsstandard hinzugefiigt. Ein Aliquot des wissrigen Uberstands wird in ein LC-MS/MS-System
injiziert. Das Triple-Quadrupol-Massenspektrometer wird entweder mit Hochleistungsfliissigchromatographie
(en: high performance liquid chromatography, HPLC) oder mit Ultra-Hochleistungsfliissigchromatographie
(en: ultra performance liquid chromatography, UHPLC) verbunden. Die Chromatographie beruht auf der
hydrophilen Interaktionsfliissigchromatographie (en: hydrophilic interaction liquid chromatography, HILIC).
Die lonisierung erfolgt durch Elektrosprayionisierung (en: electrospray ionization, ESI) bei multiplem
Reaktionsmonitoring (en: multiple reaction monitoring, MRM).

4 Reagenzien

Sofern nicht anders festgelegt, sind nur Reagenzien von anerkannter Analysenreinheit und Wasser der
Qualitat 1 nach EN IS0 3696:1995 zu verwenden. Es sind nur Reagenzien mit einer fiir die Melamin- und
Cyanursdure-Analyse geeigneten Reinheit zu verwenden. Die Reinheit der Reagenzien und Referenz-
materialien (z. B. Standardlésungen) wird gepriift, indem eine Blindprobe unter den gleichen Bedingungen
untersucht wird, die im Verfahren angewendet werden. Das Chromatogramm darf keine stérende
Verunreinigung bei der Retentionszeit der zu untersuchenden Verbindung aufweisen.
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4.1 Ameisensiure, Massenanteil 98 % bis 100 % (CAS 64-18-6).
4.2 Acetonitril, HPLC-Qualitit (CAS 75-05-8).

4.3 Ammoniumacetat, Massenanteil etwa 98 % (CAS 631-61-8).
4.4 Methanol, Ultra LC-MS-Qualitat (CAS 67-56-1).

4.5 Melamin, Massenanteil > 99 %, fest (CAS 108-78-1).

4.6 Cyanursdure, fest, (CAS 108-80-5).

4.7 Benzoguanamin, fest, (CAS 91-76-9).

4.8 13C-Melamin, 13C5 (99 %), Amino-15N; (98 %), Lésung mit der Massenkonzentration p = 1 000 pg/ml.
4.9 13C-Cyanursiure, 13C;5 (99 %), 1°N; (98 %), Lésung mit p =1 000 pg/ml.

4.10 Herstellung der Stammlésungen

4.10.1 Melamin-Stammlésung, o= 1 000 pg/ml

Etwa 100 mg Melamin (4.5) werden auf 0,01 mg in ein 100-ml-Glasgefafd (5.2) eingewogen und eine Menge
Wasser unter Wagen so hinzugegeben, dass sich eine Konzentration von 1 000 pg/ml ergibt. Die Losung
wird im Kiihlschrank bei 4 °C (+ 3 °C) aufbewahrt. Unter diesen Bedingungen ist die Losung mindestens
1 Jahr stabil, wenn deren Masse sorgfaltig tiberpriift wird.

4.10.2 Cyanursaure-Stammlésung, p =1 000 ug/ml

Etwa 100 mg Cyanursaure (4.6) werden auf 0,01 mg in ein 100-ml-Glasgefaf3 (5.2) eingewogen und eine
Menge Wasser unter Wagen so hinzugegeben, dass sich eine Konzentration von 1 000 pg/ml ergibt. Die
Losung wird im Kiihlschrank bei 4 °C (+ 3 °C) aufbewahrt. Unter diesen Bedingungen ist die Ldosung
mindestens 1 Jahr stabil, wenn deren Masse sorgfiltig tiberpriift wird.

4.10.3 Benzoguanamin-Stammlésung, p=1 000 pg/ml

Etwa 100 mg Benzoguanamin (4.7) werden auf 0,01 mg in ein 100-ml-Glasgefaf3 (5.2) eingewogen und eine
Menge Methanol (4.4) unter Wagen so hinzugegeben, dass sich eine Konzentration von 1 000 pg/ml ergibt.
Die Losung wird im Kiihlschrank bei 4 °C (+ 3 °C) aufbewahrt. Unter diesen Bedingungen ist die Losung
mindestens 1 Jahr stabil, wenn deren Masse sorgfaltig tiberpriift wird.

4.10.4 13C-Melamin-Stammlésung, p = 20 ug/ml

1,0 ml 13C-Melamin (4.8) wird in einen 50-ml-Messkolben (5.3) pipettiert. Es wird bis zur Marke mit Wasser
aufgefiillt und gemischt. Die Endkonzentration betragt 20 ug/ml. Diese Losung wird in ein
100-ml-Glasgefafs (5.2) tiberfiihrt. Unter diesen Bedingungen ist die Losung mindestens 1 Jahr stabil, wenn
deren Masse sorgfiltig liberpriift wird.

4.10.5 13C-Cyanursiure-Stammlésung, p = 20 ug/ml
1,0 ml 13C-Cyanursiure (4.9) wird in einen 50-ml-Messkolben (5.3) pipettiert. Es wird bis zur Marke mit
Wasser aufgefiillt und gemischt. Die Endkonzentration betrdgt 20 pg/ml. Diese Losung wird in ein

100-ml-Glasgefaf? (5.2) tiberfiihrt. Unter diesen Bedingungen ist die Losung mindestens 1 Jahr stabil, wenn
deren Masse sorgfaltig tiberpriift wird.
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4.11 Herstellung der Standardlésungen
4.11.1 Melamin-Standardlésung I, p = 20 pg/ml

1,0 ml Melamin-Stammlésung (4.10.1) wird in einen 50-ml-Messkolben (5.3) pipettiert. Es wird bis zur
Marke mit Verdiinnungslosung (4.16) aufgefiillt und gemischt. Die Konzentration betrdgt 20 pg/ml. Diese
Losung wird in ein 100-ml-Glasgefafs (5.2) tberfiihrt und im Kiihlschrank bei 4 °C (+ 3 °C) aufbewahrt.
Unter diesen Bedingungen ist die Losung mindestens 1 Monat stabil, wenn deren Masse sorgfaltig iberpriift
wird.

4.11.2 Cyanursaure-Standardlésung I, o = 20 pg/ml

1,0 ml Cyanursdure-Stammlésung (4.10.2) wird in einen 50-ml-Messkolben (5.3) pipettiert. Es wird bis zur
Marke mit Verdiinnungslésung (4.16) aufgefiillt und gemischt. Die Konzentration betrdagt 20 pg/ml.
Diese Losung wird in ein 100-ml-Glasgefaf3 (5.2) tiberfiihrt und im Kiihlschrank bei 4 °C (+ 3 °C) aufbewahrt.
Unter diesen Bedingungen ist die Losung mindestens 1 Monat stabil, wenn deren Masse sorgfaltig tiberpriift
wird.

4.11.3 Melamin-StandardlésungII, p = 0,2 pg/ml

1,0 ml verdiinnte Melamin-Stammldsung I (4.11.1) wird in einen 100-ml-Messkolben (5.3) pipettiert. Es
wird bis zur Marke mit Verdiinnungslosung (4.16) aufgefiillt und gemischt. Die Konzentration betragt
0,2 pg/ml. Diese Losung wird in ein 100-ml-Glasgefaf3 (5.2) iiberfithrt und im Kiihlschrank bei 4 °C (+ 3 °C)
aufbewahrt. Unter diesen Bedingungen ist die Losung mindestens 1 Monat stabil, wenn deren Masse
sorgfaltig Uiberpriift wird.

4.11.4 Cyanursaure-Standardlésung II, p = 0,2 pg/ml

1,0 ml verdiinnte Cyanursaure-StammlosungI (4.11.2) wird in einen 100-ml-Messkolben (5.3) pipettiert.
Es wird bis zur Marke mit Verdiinnungslosung (4.16) aufgefiillt und gemischt. Die Konzentration betragt
0,2 pg/ml. Diese Losung wird in ein 100-ml-Glasgefafs (5.2) tiberfiihrt und im Kiihlschrank bei 4 °C (+ 3 °C)
aufbewahrt. Unter diesen Bedingungen ist die Losung mindestens 1 Monat stabil, wenn deren Masse
sorgfiltig tiberpriift wird.

4.11.5 Benzoguanamin-Standardlésung I, p= 20 pg/ml

1,0 ml Benzoguanamin-Stammlésung (4.10.3) wird in einen 50-ml-Messkolben (5.3) pipettiert. Es wird bis
zur Marke mit Verdiinnungslosung (4.16) aufgefiillt und gemischt. Die Konzentration betragt 20 pg/ml.
Diese Losung wird in ein 100-ml-Glasgefaf3 (5.2) tiberfiihrt und im Kiihlschrank bei 4 °C (+ 3 °C) aufbewahrt.
Unter diesen Bedingungen ist die Losung mindestens 1 Monat stabil, wenn deren Masse sorgfaltig iberpriift
wird.

4.11.6 Benzoguanamin-Standardlésung II, p = 2 pg/ml

1,0 ml Benzoguanamin-Standardlésung I (4.11.5) wird in einen 10-ml-Messkolben (5.3) pipettiert. Es wird
bis zur Marke mit Verdiinnungslosung (4.16) aufgefiillt und gemischt. Die Konzentration betrdgt 2 pg/ml.
Diese Losung wird in ein 20-ml-Glasgefaf? (5.2) iiberfithrt und im Kiihlschrank bei 4 °C (+ 3 °C) aufbewahrt.
Unter diesen Bedingungen ist die Losung mindestens 1 Monat stabil, wenn deren Masse sorgfaltig tiberpriift
wird.
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4.11.7 13C-Melamin- und 13C-Cyanursiure-Standardlésung, p = 2 ug/ml

0,5ml 13C-Melamin-Stammlésung (4.10.4) und 0,5 ml 13C-Cyanursdure-Stammlésung (4.10.5) werden in
einen 5-ml-Messkolben (5.3) pipettiert. Es wird bis zur Marke mit Wasser aufgefiillt und gemischt. Die
Konzentrationen der beiden Verbindungen betragen 2pg/ml. Diese Ldésung wird in ein
20-ml-Glasgefaf (5.2) tiberfithrt und im Kiihlschrank bei4 °C(+3°C) aufbewahrt. Unter diesen
Bedingungen ist die Losung mindestens 1 Monat stabil, wenn deren Masse sorgfaltig liberpriift wird.

4.11.8 Herstellung der Kalibrierlosungen

Die in Tabelle 1 angegebenen Volumina werden in einen 10-ml-Messkolben (5.3) pipettiert und bis zur
Marke mit der Verdiinnungslésung (4.16) aufgefiillt.

Tabelle 1 — Herstellung der Kalibrierlésung

Kalibrierlésung Nr.

1 2 3 4 5 6 7
Melamin-Standardlésung I (4.11.1), ml 0 0 0 0 0 0,05 0,25
Cyanursdure-Standardlésung I (4.11.2), ml 0 0 0 0 0 0,05 0,25
Melamin-Standardlésung II (4.11.3), ml 0 0,05 0,25 1,25 2,5 0 0
Cyanursdure-Standardlésung II (4.11.4), ml 0 0,05 0,25 1,25 2,5 0 0
Benzoguanamin-Standardlésung II (4.11.6), ml 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5
13¢-Melamin- und 13C-Cyanurséure-Standardlésung 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5
(4.11.7), ml
Konzentration 13C-Melamin - 13C-Cyanursaure, pg/ml 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1
Konzentration nativ Melamin - Cyanursaure, ug/ml 0 0,001 | 0,005 | 0,025 | 0,05 0,1 0,5

4.12 Mobile Phase A fiir HPLC, Stoffmengenkonzentration c(Ammoniumacetat) = 10 mmol/L
0,77 g Ammoniumacetat (4.3) werden in 1 000 ml Wasser gelost.

4.13 Mobile Phase B fiir HPLC

Acetonitril (4.2).

4.14 Mobile Phase A fiir UHPLC

3 Volumenteile Ameisensaure (4.1) werden mit 97 Volumenteilen Wasser gemischt.

4.15 Mobile Phase B fiir UHPLC, c(Ammoniumacetat) = 20 mmol/l in einem Gemisch aus 3 Volumenteilen
Wasser und 97 Volumenteilen Acetonitril.

1,54 g Ammoniumacetat (4.3) werden in 30 ml Wasser geldst. 970 ml Acetonitril (4.2) werden dem Gemisch
zugefiigt und es wird kraftig geschiittelt. Das triibe Gemisch wird tiber Nacht klar.

ANMERKUNG  Die optimale Auswahl der mobilen Phasen A und B konnen von der Gerateeinstellung abhingen
(siehe 5.10 bis 5.12), insbesondere von der Art der verwendeten Sdule. Gleichwertige Produkte diirfen verwendet
werden, wenn sie nachweislich zu den gleichen Ergebnissen fiihren.

4.16 Verdiinnungslésung

70 ml Acetonitril (4.2) und 30 ml Wasser werden mit Messzylindern in einen 100-ml-Messkolben (5.3)
tiberfiihrt und gemischt. Es wird bei Raumtemperatur nicht langer als einen Monat aufbewahrt.
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