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Nationales Vorwort

Dieses Dokument (EN 16877:2016) wurde von der Arbeitsgruppe 5 ,Natlirliche Toxine“ (Sekretariat: NEN,
Niederlande) des Technischen Komitees CEN/TC 327 ,Futtermittel — Probenahme- und Untersuchungs-
verfahren®, dessen Sekretariat von NEN (Niederlande) gehalten wird, unter Beteiligung deutscher Experten
erarbeitet.

Fiir die deutsche Mitarbeit ist der Arbeitsausschuss NA 057-03-03 AA ,Futtermittel” (Spiegelausschuss zu
CEN/TC327) im DIN-Normenausschusses Lebensmittel und landwirtschaftliche Produkte (NAL)
verantwortlich.

Fiir die in diesem Dokument zitierten Internationalen Normen wird im Folgenden auf die entsprechenden
Deutschen Normen hingewiesen:

ISO 5725-2 siehe DIN ISO 5725-2
ISO 5725-5 siehe DIN ISO 5725-5

Nationaler Anhang NA
(informativ)

Literaturhinweise

DIN ISO 5725-2, Genauigkeit (Richtigkeit und Prdzision) von Messverfahren und Messergebnissen —
Teil 2: Grundlegende Methode fiir die Ermittlung der Wiederhol- und Vergleichprdzision eines vereinheitlichten
Messverfahrens

DIN ISO 5725-5, Genauigkeit (Richtigkeit und Prdzision) von Messverfahren und Messergebnissen —
Teil 5: Alternative Methoden fiir die Ermittlung der Prdzision eines vereinheitlichten Messverfahrens
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EUROPAISCHE NORM EN 16877
EUROPEAN STANDARD
NORME EUROPEENNE November 2016

ICS 65.120; 71.040.50

Deutsche Fassung

Futtermittel —

Probenahme- und Untersuchungsverfahren —
Bestimmung von T-2- und HT-2-Toxinen, Deoxynivalenol
und Zearalenon in Einzelfuttermitteln und
Mischfuttermitteln mittels LC-MS

Animal feeding stuffs — Aliments des animaux —
Methods of sampling and analysis — Méthodes d’échantillonnage et d’analyse —
Determination of T-2 and HT-2 toxins, Dosage par CL-SM des toxines T-2 et HT-2, du
Deoxynivalenol and Zearalenone, in feed materials déoxynivalénol et de la zéaralénone dans les matieres
and compound feed by LC-MS premiéres pour aliments et les aliments composés

Diese Europdische Norm wurde vom CEN am 26. September 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
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, der
Slowakei, Slowenien, Spanien, der Tschechischen Republik, der Tiirkei, Ungarn, dem Vereinigten Kénigreich und Zypern.

. — |

EUROPAISCHES KOMITEE FUR NORMUNG
EUROPEAN COMMITTEE FOR STANDARDIZATION
COMITE EUROPEEN DE NORMALISATION

CEN-CENELEC Management-Zentrum: Avenue Marnix 17, B-1000 Briissel

© 2016 CEN  Alle Rechte der Verwertung, gleich in welcher Form und in welchem Ref. Nr.EN 16877:2016 D
Verfahren, sind weltweit den nationalen Mitgliedern von CEN
vorbehalten. Docu ments

Document Sharing Hub

Full document details: DIN EN 16877:2017-03


http://www.avadocuments.com/doc/din-en-16877-2017-03
http://www.avadocuments.com/doc/din-en-16877-2017-03

DIN EN 16877:2017-03
EN 16877:2016 (D)

Inhalt

Seite
| 200 0 0 F= T 0 LT V0 o 10 o F 4
00 11 5
1 ANWeNnduUNGShereiCh.... i —————————————————————— 6
2 NOIrmative VEerWeiSUNGEN ... s s s s s 6
3 KUrzbeSChreibung.... ..o s s s s nms s 6
4 LT ¥ L) 114 L) | 6
5 L) o L T, 8
6 1D 110 af 0¥ 10 0o 0 9
6.1 ProbenvorbDereituUN. ..o uismsmsmseissmssssssssnssssssssnsssssssss s s sn s e s e e R e R e RS 9
6.2 20 (0 = 1 0 10
6.3 ProbenmesSIOSUNG ... A A s R 10
6.4 AUFStOCKVEIfANIeN ...t 11
7 L T D 7= 11
7.1 AllZEIMEINES ... 11
7.2 OO 2 TTs 1 011 o 11
7.3 M S-BeAINGUINZIN...cuitiuiscsmseiassnsssasssssssssssssssssssssssssssssssssssassessssssssesssassesesnsss sesssmsss seERRS R RE SRR RS BE SR SRR SR BE R AR R R R R AR R R RS 11
7.4 Chargenabfole ... e 12
7.5 Identifizierung des PeaKS ... sssssssssssssssssssssnsssssssssseses 12
7.6 Bestimmung von DON, HT2, T2 und ZON in Kalibrier- oder/und Probenmesslésungen ........... 12
7.7 0T 110 T 1 12
8 Bestimmung des Massenanteils .....ssssssssss———————s——ms 13
9 50 1 A 1] L) 14
9.1 L L o 14
9.2 WiederhOlPrazZiSion. .. e e 14
9.3 Y222 o2 123 T 11 0) iz VA 1] ) 15
10 Untersuchungsbhericht ... ——————————————— 15
Anhang A (informativ) PraziSionSAaten.......s s 16
Anhang B (informativ) BeiSpiele ... 21
B.1 37y 1] L 21
3300 s LV 1 41 =Y 1 ¢ L 21
B.1.2  LC-BediNGUIGEN...ciiiiiiinsismsmsnimssimssisisssssssssssssssas s s s s R AR AR AR AR R SRR R 21
3300 T T/ 0 20 U0 07 1 = o 22
B.2 37251 1) () 22
330 RV 1 11 =Y 1 ¢ L 22
B.2.2  LC-BediNGUIGEN...cciiiiiiissisnimssimssinsssssssssssssssssassas s s s s AR AR AR R RS e e R 23
B.2.3  MS-BediNGUINZENacuuiuiisiseiassmssssssssmssssssssssssassssssssassssssassssssssassssssssasssss sasas sess sassssesssas sssssasss sess sasssesssassssessssssesssasanss 23
B.3 372 1 1) 1) U 24
B.3.1  AllZeIMEINES...ciiiiiinnininn s RS R RS RS R R R 24
B.3.2  LC-BediNGUINGEN...ciuicriserarsmsesssassmsssssssssssssssssssssassssssssssssssssssssesssassesssssas sess sassssess sas s e sssas sess sassssesssassssesssassssssasasss 24
B.3.3  MS-BediNGUINZENcuuiuiisiseiassnssssssssmssssssssssssassssssssassssssssssssssssssssssssasssss sasas sess sassssesssas sesssasss sess sassssesssassnsssssassesssasasss 25

Documents

2 Document Sharing Hub

Full document details: DIN EN 16877:2017-03


http://www.avadocuments.com/doc/din-en-16877-2017-03
http://www.avadocuments.com/doc/din-en-16877-2017-03

DIN EN 16877:2017-03
EN 16877:2016 (D)

Anhang C (informativ) Beispiel-Chromatogramme entsprechend den Einstellungen in den

Beispielen in ANhang B saaaas———s 27
L= 2 L0 D 40N Y SN 32
Documents

Document SharingBHub

Full document details: DIN EN 16877:2017-03


http://www.avadocuments.com/doc/din-en-16877-2017-03
http://www.avadocuments.com/doc/din-en-16877-2017-03

DIN EN 16877:2017-03
EN 16877:2016 (D)

Europaisches Vorwort

Dieses Dokument (EN 16877:2016) wurde vom Technischen Komitee CEN/TC 327 ,Futtermittel —
Probenahme- und Untersuchungsverfahren“ erarbeitet, dessen Sekretariat vom NEN gehalten wird.

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

Es wird auf die Moéglichkeit hingewiesen, dass einige Elemente dieses Dokuments Patentrechte beriihren
konnen. CEN ist 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.

Entsprechend der CEN-CENELEC-Geschaftsordnung sind die nationalen Normungsinstitute der folgenden
Lander gehalten, diese Europdische Norm zu libernehmen: Belgien, Bulgarien, Danemark, Deutschland, die
ehemalige jugoslawische Republik Mazedonien, Estland, Finnland, Frankreich, Griechenland, Irland, Island,
[talien, Kroatien, Lettland, Litauen, Luxemburg, Malta, Niederlande, Norwegen, Osterreich, Polen, Portugal,
Rumaénien, Schweden, Schweiz, Slowakei, Slowenien, Spanien, Tschechische Republik, Tirkei, Ungarn,
Vereinigtes Konigreich und Zypern.
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Einleitung

WARNUNG — Das in dieser Norm beschriebene Verfahren erfordert den Einsatz
gesundheitsgefihrdender Reagenzien. Diese Norm beansprucht nicht, alle damit verbundenen
Sicherheitsprobleme zu behandeln. Es liegt in der Verantwortung des Anwenders dieser Norm, vor
ihrer Anwendung geeignete Mafdnahmen fiir die Sicherheit und den Gesundheitsschutz des Personals
zu ergreifen, und dafiir Sorge zu tragen, dass behérdliche und gesetzliche Regelungen eingehalten
werden.
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1 Anwendungsbereich

Dieses Analysenverfahren ist fiir die Bestimmung von HT-2-Toxin (HT2) im gepriiften Bereich von 22 pg/kg
bis 178 pg/kg, von T-2-Toxin (T2) im gepriiften Bereich von 7 pug/kg bis 50 pg/kg, von Deoxynivalenol
(DON) im gepriiften Bereich von 88 pg/kg bis 559 pg/kg und von Zearalenon (ZON) im gepriiften Bereich
von 14 pg/kg bis 430 ug/kg in Getreide und in Mischfuttermitteln auf Getreidebasis anwendbar. Die
tatsachlichen Arbeitsbereiche diirfen iiber die gepriften Bereiche hinausgehen. Es liegt in der
Verantwortung des Laboratoriums nachzuweisen, dass die Bestimmungsgrenze (LOQ, en: limit of
quantitation) fiir HT-2- und T-2-Toxine < 10 pg/kg, fiir DON < 100 pg/kg und fiir ZON < 20 pg/kg ist.

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

Fein gemahlenes und homogenes Untersuchungsmaterial wird in Wasser suspendiert. Nach Zugabe von
Ethylacetat wird die Probe umgeriihrt. Anschlieffend wird zur Unterstiitzung der Phasentrennung
Natriumsulfat hinzugefiigt und mit zeitlicher Verzogerung wird die Probe zentrifugiert, um Feststoffteilchen
am Boden des Extraktionsrohrchens zu pelletieren. Fiir eine mogliche Lagerung wird die organische Phase in
ein sauberes Probenflaschchen iiberfiihrt. Ein Aliquot der organischen Phase wird mit stabilen isotopen-
markierten Analoga des Analyten gemischt und in deaktivierten Probenflaschchen aus Glas bis zur Trockne
eingedampft. Nach der Rekonstitution des Trockenextraktes mit Modifiziermittel der organischen mobilen
Phase und Wasser und dem griindlichen Durchmischen der Losung werden die Analyten quantitativ mit
einem System der Fliissigkeitschromatographie-Massenspektrometrie (LC-MS) bestimmt.

4 Reagenzien

WARNUNG — Das in dieser Norm beschriebene Verfahren erfordert den Einsatz
gesundheitsgefihrdender Reagenzien. Diese Norm beansprucht nicht, alle damit verbundenen
Sicherheitsprobleme zu behandeln. Es liegt in der Verantwortung des Anwenders dieser Norm, vor
ihrer Anwendung geeignete Mafdnahmen fiir die Sicherheit und den Gesundheitsschutz des Personals
zu ergreifen, und dafiir Sorge zu tragen, dass behérdliche und gesetzliche Regelungen eingehalten
werden.

4.1 Wasser (deionisiert).

4.2 Wasser (LC-MS-Reinheit, zweifach destilliertes Wasser oder Wasser der Qualitit1, wie in
EN ISO 3696:1995 festgelegt).

4.3 Methanol (LC-MS-Reinheit).
4.4 Methanol (zur Analyse (p.a.)).
4.5 Ethylacetat (zur Analyse (p.a.)).

4.6 Ameisensiure (98%ig bis 100%ig, LC-MS-Reinheit).
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4.7 Acetonitril (LC-MS-Reinheit).

4.8 Natriumsulfat, wasserfrei, granuliert.
4.9 Deoxynivalenol (DON).

4.10 HT-2-Toxin (HT2).

4.11 T-2-Toxin (T2).

4.12 Zearalenon (ZON).

4.13 13C,.-Deoxynivalenol (13C;<-DON).
4.14 13C,,-HT-2-Toxin (13C,,-HT2).
4.15 13C,,-T-2-Toxin (13C,,-T2).

4.16 13C,g-Zearalenon (13C;4-ZON).

4.17 Multitoxin-Stammlésung

Ein Gemisch, das Deoxynivalenol (4.9), HT-2-Toxin (4.10), T-2-Toxin (4.11) und Zearalenon (4.12) in reinem
Acetonitril (4.7) in den entsprechenden Konzentrationen enthalt.

Bei der Herstellung dieser Losung sind die zertifizierten Reinheiten der Mykotoxin-Referenzmaterialien fiir
den korrekten Nachweis erforderlich. In jedem Fall miissen die Reinheiten = 95 % sein.

ANMERKUNG 1 3,2 ug/ml DON, 0,5 pg/ml HT-2-Toxin, 0,3 pg/ml T-2-Toxin und 0,3 ug/ml ZON in reinem Acetonitril
sind im Ringversuch verwendet worden. Diese Losung ist bei Aufbewahrung im Dunkeln bei 2 °C bis 8 °C fiir drei
Monate stabil.

Um eine neue Stammldsung mit einer alten Stammldsung zu vergleichen, werden von jeder 25 pl in einzelne
deaktivierte Probenflischchen aus Glas (5.6) gegeben und es wird nach der Beschreibung in
,Probenmesslosung” (6.3) weiter verfahren.

ANMERKUNG 2 Falls 6.4 ,Aufstockverfahren“ durchgefiihrt wird, sind mindestens 6 ml der Stammldsung
erforderlich.

4.18 Multitoxin-Arbeitslésung

Multitoxin-Stammldsung (4.17) wird mit Methanol (4.3) so verdiinnt, dass die sich ergebende Konzentration
in der Arbeitslosung fiir den Kalibrierbereich der verschiedenen Bestandteile anwendbar ist. Es wird nur ein
fiir eine vollstandige Kalibrierung ausreichendes Volumen hergestellt.

ANMERKUNG  Die Zugabe von 188 ul Multitoxin-Stammldsung, wie in 4.17 Anmerkung 1 beschrieben, in einen
3-ml-Messkolben und das Auffiillen mit Methanol bis zur Marke wird eine Losung ergeben, die 0,2 pg/ml DON,
0,031 pg/ml HT-2-Toxin, 0,019 pg/ml T-2-Toxin und 0,019 pg/ml ZON in Methanol/Acetonitril (94/6, v/v) enthilt.
4.19 Interne Multi-Standard-Stammlésung (Multi-ISTD-Stammlésung)

Ein Gemisch, das 13C;5-DON (4.13), 13C,,-HT-2-Toxin (4.14), 13C,,-T-2-Toxin (4.15) und 13C;4-ZON (4.16)
in reinem Acetonitril (4.7) in den gleichen Konzentrationen wie die jeweiligen natiirlichen Bestandteile in
der Multitoxin-Stammldsung (4.17) enthélt.

ANMERKUNG  Diese Losung ist bei Aufbewahrung im Dunkeln bei 2 °C bis 8 °C fiir drei Monate stabil.
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4.20 Kalibrierung
In sechs deaktivierte Probenfldschchen aus Glas (5.6) werden unterschiedliche Volumina der
Multitoxin-Arbeitslosung (4.18) gegeben, sodass sich sechs &dquidistante Kalibrierebenen iiber den

Kalibrierbereich ergeben. Nach den Beschreibungen in 6.3 ,Probenmesslésung” wird weiter verfahren.

Die nachstehende Tabelle 1 stellt Beispiel-Kalibrierebenen dar, die die in der vorstehenden Anmerkung zu
4.18 beschriebene Losung verwenden.

Sobald sich gezeigt hat, dass sich eine Linearitit eingestellt hat, darf die Anzahl der Ebenen an die drtlichen
Erfordernisse und Anforderungen angepasst werden.

Tabelle 1 — Beispiel-Kalibrierlésungen

Volumen der Gesamtmasse des
Multitoxin-Arbeitslésung (4.18) Analyten je Probenfldschchen
(] [ng]
DON HT-2 T-2 ZON
25 5 0,78 0,48 0,48
180 36 5,6 3,4 3,4
335 67 10 6,4 6,4
490 98 15 9,3 9,3
645 129 20 12 12
800 160 25 15 15

4.21 Material zur Qualitatskontrolle

Geeignetes ausreichend stabiles Material, das eine natiirliche Kontamination oder Anreicherung der
untersuchten Mykotoxine aufweist.

5 Geriate
5.1 Miihle

Einzelne Miihle oder Mehrfachmiihlen, die geeignet sind, die Untersuchungsmaterialien auf eine Partikel-
grofie < 500 pm zu zerkleinern.

5.2 Mischer, geeignet zur ausreichenden Homogenisierung des zerkleinerten Materials.

ANMERKUNG  Ein Taumelmischer mit einer dreidimensionalen Umschichtung, entweder durch bewegliche Schaufeln
oder Lamellen oder durch eine Uberkopf-Bewegung, hat sich als geeignet erwiesen.

5.3 Konische Zentrifugenréhrchen aus Polypropylen, 50 ml mit Schraubkappen.
5.4 Messkolben: 3 ml, 5 ml und 10 ml
5.5 Pipettierer: einstellbar auf 10 pl bis 100 pl und einstellbar auf 100 pl bis 1 000 pl.

5.6 Deaktivierte Probenflischchen aus Glas: Flaschchen aus silanisiertem Glas, Mindestvolumen 1,5 ml.
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5.7 Fldschchen fiir Autosampler fiir Fliissigkeiten (ALS, en: auto liquid sampler, Probenehmer fiir
Fliissigkeiten), mit einer geeigneten Grofie fiir den angewendeten Autosampler fiir Fliissigkeiten.

5.8 Schiittelmaschine (Riittler) oder Ultraschallgerit (en: sonicator).

5.9 Verdampfer, geeignet zum Aufrechterhalten einer stabilen Temperatur im Bereich von 30 °C bis 60 °C
mit einem konstanten Durchfluss von trockenem Stickstoff.

5.10 Zentrifuge, zur Erzeugung einer relativen Zentrifugalkraft (RCF, en: relative centrifugal force) von
3000 g geeignet.

5.11 Spritzenfilter, kleines Innenvolumen, Nylon, Porengréfie: 0,2 um Nylon.
5.12 LC-MS:

5.12.1 System zur Ldsemittelzugabe, geeignet zur Lieferung eines bindren Gradienten bei
Durchflussraten, die fiir die angewendete analytische Sdule (Trennsdule) mit ausreichender Genauigkeit
geeignet sind.

5.12.2 Autosampler fiir Fliissigkeiten (ALS), geeignet zur Injektion eines geeigneten Volumens der
Injektionslésung mit ausreichender Genauigkeit, Kreuzkontamination unter 0,1 %.

5.12.3 Analytische Saule, zur Trennung der vier Analyten mit der folgenden Leistung geeignet:

Peak-Asymmetriefaktor bei 10 % Hohe: 0,9 < As < 1,4; scheinbarer Mindestretentionsfaktor fiir jeden der
vier Analyten: k > 2; Mindestanzahl der Platten fiir jeden der vier Analyten: N > 1 200; Mindestresolution
zwischen zwei angrenzenden Analytpeaks: Rs > 4.

5.12.4 Massenspektrometer:

Ein Messgerdt, das in der Lage ist, den Modus des selektiven Reaktionsmonitorings (SRM, en: selected
reaction monitoring) mit einem ausreichend breiten dynamischen Bereich durchzufiihren. Jede
Ionisationsquelle, die ein ausreichendes Feld bietet, darf eingesetzt werden.

5.13 Waage, mit einer Ablesbarkeitd = 0,001 g oder besser.

6 Durchfiihrung

6.1 Probenvorbereitung

Die Laborproben sollten sofern anwendbar nach der Europaischen Gesetzgebung ([1], [2]) oder, in allen
anderen Fillen, nach EN ISO 6498 entnommen und vorbereitet werden. Die Laborprobe sollte mit einer
Miihle (5.1) und einem Mischer (5.2) oder unter Anwendung eines anderen Prozesses, der nachweislich zu
einer vollstindigen Homogenisierung fiihrt, fein gemahlen und griindlich gemischt werden, bevor eine
Priifmenge fiir die Analyse entnommen wird.

Die empfohlene Vorgehensweise ist, die Laborprobe in mehreren Arbeitsschritten zu zerkleinern. Begonnen
wird mit der Gesamtheit der Laborprobe, jeder Arbeitsschritt besteht in der Entnahme eines reprasentativen
Aliquoten von dem vorhergehenden Schritt nach der ausreichenden Homogenisierung. Dieser Aliquot wird
dann bis zur nachstkleineren Partikelgrofie zerkleinert, bis eine Teilprobe von etwa 50 g mit der endgiiltigen
Partikelgrofie erhalten wird. Es ist von entscheidender Bedeutung, dass die Priifmenge (Einwaage) aus einer
Teilprobe entnommen wird, die ausreichend homogen mit einer Partikelgr6fde von < 500 um ist. Es sollte
besonders darauf geachtet werden, dass die Probe wahrend dieser Verfahrensweise nicht tiberhitzt wird.
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