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Nationales Vorwort

Dieses Dokument (EN 17212:2019) wurde vom Technischen Komitee CEN/TC 327 ,Futtermittel —
Probenahme- und Untersuchungsverfahren” erarbeitet, dessen Sekretariat von NEN (Niederlande) gehalten
wird.

Das zustdndige deutsche Normungsgremium ist der Arbeitsausschuss NA 057-03-03 AA , Futtermittel” im
DIN-Normenausschuss Lebensmittel und landwirtschaftliche Produkte (NAL).

Fiir die in diesem Dokument zitierten internationalen Dokumente wird im Folgenden auf die
entsprechenden deutschen Dokumente hingewiesen:

1SO 3534-2:2006 siehe DIN ISO 3534-2:2013-12
IS0 5725-1 siehe DINISO 5725-1
1SO 5725-2:1994 siehe DIN ISO 5725-2:2002-12
1SO 11843-2 siehe DINISO 11843-2
1SO 24276:2006 siehe DIN EN ISO 24276:2013-10
Nationaler Anhang NA
(informativ)
Literaturhinweise

DIN EN ISO 24276:2013-10, Lebensmittel — Verfahren zum Nachweis von gentechnisch modifizierten
Organismen und ihren Produkten — Allgemeine Anforderungen und Definitionen
(1S0 24276:2006 + Amd 1:2013); Deutsche Fassung EN 1SO 24276:2006 + A1:2013

DIN ISO 3534-2:2013-12, Statistik — Begriffe und Formelzeichen — Teil 2: Angewandte Statistik
(150 3534-2:2006); Text Deutsch und Englisch

DIN ISO 5725-1, Genauigkeit (Richtigkeit und Prdzision) von MefSverfahren und MefSergebnissen — Teil 1:
Allgemeine Grundlagen und Begriffe

DIN ISO 5725-2:2002-12, Genauigkeit (Richtigkeit und Prdzision) von Messverfahren und Messergebnissen —
Teil 2: Grundlegende Methode fiir Ermittlung der Wiederhol- und Vergleichprizision eines vereinheitlichten
Messverfahrens (ISO 5725-2:1994 einschliefslich Technisches Korrigendum 1:2002)

DIN ISO 11843-2, Erkennungsfihigkeit — Teil 2: Verfahren im Fall der linearen Kalibrierung
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EUROPAISCHE NORM EN 17212
EUROPEAN STANDARD
NORME EUROPEENNE September 2019

ICS 65.120

Deutsche Fassung

Futtermittel —

Probenahme- und Untersuchungsverfahren —
Bestimmung des Gehaltes von Melamin und Cyanursaure
mittels flussigkeitschromatographischem Verfahren mit

massenspektrometrischem Nachweis (LC-MS/MS)

Animal Feeding stuffs — Aliments des animaux —
Methods of sampling and analysis — Méthodes d’échantillonnage et d’analyse —
Determination of melamine and cyanuric acid content Détermination des teneurs en mélanine et en acide
by liquid chromatographic method with mass cyanurique par chromatographie liquide couplée a la
spectrometric detection (LC-MS/MS) spectrométrie de masse (LC-MS/MS)

Diese Europdische Norm wurde vom CEN am 7. Juli 2019 angenommen.

Die CEN-Mitglieder sind gehalten, die CEN/CENELEC-Geschaftsordnung zu erfiillen, in der die Bedingungen festgelegt sind, unter
denen dieser Europiischen 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 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, Danemark, Deutschland, Estland, Finnland,
Frankreich, Griechenland, Irland, Island, Italien, Kroatien, Lettland, Litauen, Luxemburg, Malta, den Niederlanden, Norwegen,
Osterreich, Polen, Portugal, der Republik Nordmazedonien, Ruménien, Schweden, der Schweiz, Serbien, der Slowakei, Slowenien,
Spanien, der Tschechischen Republik, der Tiirkei, Ungarn, dem Vereinigten Konigreich und Zypern.

. — |

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

CEN-CENELEC Management-Zentrum: Rue de la Science 23, B-1040 Briissel
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Europdisches Vorwort

Dieses Dokument (EN 17212:2019) wurde vom Technischen Komitee CEN/TC 327 ,Futtermittel —
Probenahme- und Untersuchungsverfahren” erarbeitet, dessen Sekretariat von NEN gehalten wird.

Diese Europaische Norm muss den Status einer nationalen Norm erhalten, entweder durch Veréffentlichung
eines identischen Textes oder durch Anerkennung bis Marz 2020, und etwaige entgegenstehende nationale
Normen miissen bis Mdrz 2020 zuriickgezogen werden.

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

Dieses Dokument wurde im Rahmen eines Mandats erarbeitet, das die Europdische Kommission und die
Europdische Freihandelszone CEN erteilt haben.

Entsprechend der CEN-CENELEC-Geschaftsordnung sind die nationalen Normungsinstitute der folgenden
Lander gehalten, diese Europdische Norm zu iibernehmen: Belgien, Bulgarien, Ddanemark, Deutschland, die
Republik Nordmazedonien, Estland, Finnland, Frankreich, Griechenland, Irland, Island, Italien, Kroatien,
Lettland, Litauen, Luxemburg, Malta, Niederlande, Norwegen, Osterreich, Polen, Portugal, Ruménien,
Schweden, Schweiz, Serbien, Slowakei, Slowenien, Spanien, Tschechische Republik, Tirkei, Ungarn,
Vereinigtes Konigreich und Zypern.
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Einleitung

Das vorliegende Dokument wurde als Antwort auf den Bedarf an einem zuverldssigen Verfahren zum
Nachweis und zur quantitativen Bestimmung von Melamin und Cyanursiure in Futtermitteln erarbeitet.
Beide Substanzen wurden illegal in Futtermittel eingemischt.

WARNUNG — Das in dieser Norm beschriebene Verfahren beinhaltet die Verwendung von
Reagenzien, die eine Gefahr fiir die Gesundheit darstellen. Die Norm erhebt nicht den Anspruch, alle
damit verbundenen Sicherheitsprobleme anzusprechen. Es liegt in der Verantwortung des
Anwenders dieser Norm, vor der Anwendung dieser Norm geeignete Mafinahmen fiir den
Gesundheitsschutz und die Sicherheit des Personals zu ergreifen, und sicherzustellen, dass
behordliche und gesetzliche Anforderungen eingehalten werden.
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1 Anwendungsbereich

Das vorliegende Dokument legt ein hochleistungsfliissigkeitschromatographisches Verfahren (HPLC) mit
massenspektrometrischem Nachweis (MS) fiir das Screening und die quantitative Bestimmung von Melamin
und Cyanursadure in dem Konzentrationsbereich zwischen 1 mg/kg und 100 mg/kg Futtermittel fest.

Das Verfahren wurde in einem internationalen Ringversuch fiir Melamin in Alleinfuttermittel,
Ergdnzungsfuttermittel, Einzelfuttermittel, = Milchaustausch-Futtermittel und Heimtierfuttermittel,
einschliefdlich Dosenfutter fiir Heimtiere, im Bereich zwischen 1 mg/kg und 80 mg/kg unter besonderer
Berticksichtigung des durch die Europdische Kommission festgelegten Hochstgehaltes von 2,5 mg/kg
validiert.

Laborerfahrungen haben gezeigt, dass das Verfahren auch fiir Cyanursdure im gleichen
Konzentrationsbereich in Alleinfuttermittel (n = 7), Erganzungsfuttermittel (n = 6), Einzelfuttermittel (n = 7
bzw. 9), Milchaustausch-Futtermittel (n = 7) und Heimtierfuttermittel (n = 7), einschlieflich Dosenfutter fiir
Heimtiere, anwendbar ist.

Da die Empfindlichkeit der LC-MS/MS fiir Cyanursdure geringer ist als fiir Melamin, ist sicherzustellen, dass
sich das LC-MS/MS-System in ausgezeichnetem Betriebszustand befindet. Das Verfahren gilt fiir

Futtermittel, wurde jedoch nicht fiir Vormischungen und Futtermittelzusatzstoffe gepriift.

Die quantitative Bestimmung von Konzentrationen tiber 100 mg/kg ist moglich, aber das Verfahren muss
durch den Bearbeiter validiert werden.

2 Normative Verweisungen

Die folgenden Dokumente werden im Text in solcher Weise in Bezug genommen, dass einige Teile davon
oder ihr gesamter Inhalt Anforderungen des vorliegenden Dokuments darstellen. Bei datierten
Verweisungen gilt nur die in Bezug genommene Ausgabe. Bei undatierten Verweisungen gilt die letzte
Ausgabe des in Bezug genommenen Dokuments (einschlielich aller Anderungen).

EN ISO 6497, Futtermittel — Probenahme (I1SO 6497)

EN ISO 6498:2012, Futtermittel — Leitfaden fiir die Probenvorbereitung (1SO 6498:2012)

EN ISO/IEC 17043:2010, Konformitdtsbewertung — Allgemeine Anforderungen an Eignungspriifungen
(ISO/IEC 17043:2010)

[SO 3534-2:2006, Statistics — Vocabulary and symbols — Part 2: Applied statistics
ISO 16577:2016, Molecular biomarker analysis — Terms and definitions

[SO 24276:2006, Foodstuffs — Methods of analysis for the detection of genetically modified organisms and
derived products — General requirements and definitions

ISO/IEC GUIDE 99:2007, International vocabulary of metrology — Basic and general concepts and associated
terms (VIM)
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3 Begriffe
Fiir die Anwendung dieses Dokuments gelten die folgenden Begriffe.

[SO und IEC stellen terminologische Datenbanken fiir die Verwendung in der Normung unter den folgenden
Adressen bereit:

— 1EC Electropedia: verfiigbar unter http://www.electropedia.org/
— ISO Online Browsing Platform: verfiigbar unter http://www.iso.org/obp

31

Kalibrierung

vollstandiger Satz von Tatigkeiten, mit dem die Kalibrierfunktion unter den angegebenen Bedingungen
geschatzt wird aus Beobachtungswerten der Messgrofie, die fiir mehrere Bezugszustdnde erhalten worden
sind

[QUELLE: ISO 3534-2:2006, 3.5.13]

3.2

Kalibrierfunktion

funktionale Beziehung zwischen dem erwarteten Wert der Messgrofde und dem Wert der
Zustandsgrofiendifferenz

[QUELLE: ISO 3534-2:2006, 3.5.12]

3.3

Dosenfutter fiir Heimtiere

Futtermittelprodukt fiir Heimtiere, das in Dosen oder dhnlichen Behéltnissen zur Konservierung verarbeitet,
verpackt, luftdicht verschlossen und sterilisiert wurde

[QUELLE: EN ISO 6498:2012, 2.3.15]

3.4

Ringversuch

Vergleichspriifung zwischen Laboratorien

Organisation, Durchfiihrung und Bewertung von Messungen oder Priifungen gleicher oder gleichartiger
Prifgegenstande durch zwei oder mehrere Laboratorien nach vorgegebenen Bedingungen

Anmerkung 1 zum Begriff:  Vergleiche zwischen Laboratorien werden fiir vielfaltige Zwecke genutzt und kommen in
zunehmendem Mafie international zur Anwendung. Vergleiche zwischen Laboratorien kommen {iblicherweise fiir
folgende Zwecke zum Einsatz: Uberpriifung der Leistungsmerkmale eines Verfahrens, im Englischen hiufig beschrieben
als ,Collaborative trial“ [QUELLE: EN ISO/IEC 17043:2010, Einleitung].

[QUELLE: EN ISO/IEC 17043:2010, 3.4]

3.5

Ergidnzungsfuttermittel

Mischfuttermittel, das einen hohen Gehalt an bestimmten Stoffen aufweist, aber aufgrund seiner
Zusammensetzung nur mit anderen Futtermitteln zusammen fiir eine tagliche Ration ausreicht

[QUELLE: Verordnung (EG) Nr. 767/2009 (Artikel 3, 1j)] [1]

3.6
Alleinfuttermittel
Mischfuttermittel, das wegen seiner Zusammensetzung fiir eine tdgliche Ration ausreicht

[QUELLE: Verordnung (EG) Nr. 767/2009 (Artikel 3, 1i)] [1]
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3.7

Mischfuttermittel

Mischung aus mindestens zwei Einzelfuttermitteln, mit Futtermittelzusatzstoffen oder ohne
Futtermittelzusatzstoffe, die zur oralen Fiitterung in Form eines Alleinfuttermittels oder
Erganzungsfuttermittels bestimmt sind

[QUELLE: Verordnung (EG) Nr. 767/2009 (Artikel 3, 1h)] [1]

3.8

kontaminierte Materialien

Futtermittel, die einen hoheren Gehalt an unerwiinschten Stoffen enthalten als gemafd der
Richtlinie 2002/32/EG zulassig ist

[QUELLE: Verordnung (EG) Nr. 767/2009 (Artikel 3, 1p)] [1]

3.9

Nachweisgrenze

Grenze der Nachweisbarkeit

gemessener Groflenwert, der mittels eines vorgegebenen Messverfahrens erhalten wird, fiir den die
Wahrscheinlichkeit, falschlich das Fehlen einer Komponente in einem Material anzugeben, £ ist, bei einer
Wahrscheinlichkeit von «, ihre Anwesenheit falschlicherweise anzugeben

Anmerkung 1 zum Begriff: Die [UPAC empfiehlt Standardwerte fiir « und 8 von 0,05.

Anmerkung 2 zum Begriff: Manchmal wird auch die englische Abkiirzung LOD benutzt.

Anmerkung 3 zum Begriff: Von der Benennung ,Empfindlichkeit” fiir ,Nachweisgrenze“ wird abgeraten.
[QUELLE: ISO/IEC Guide 99:2007, 4.18]

3.10

Einzelfuttermittel

Erzeugnisse pflanzlichen oder tierischen Ursprungs, die vorrangig zur Deckung des Ernahrungsbedarfs von
Tieren dienen, im natiirlichen Zustand, frisch oder haltbar gemacht, und Erzeugnisse ihrer industriellen
Verarbeitung sowie organische oder anorganische Stoffe, mit Futtermittelzusatzstoffen oder ohne
Futtermittelzusatzstoffe, die zur Tiererndhrung durch orale Fiitterung bestimmt sind, sei es unmittelbar als
solche oder in verarbeiteter Form, fiir die Herstellung von Mischfuttermitteln oder als Tragerstoff fiir
Vormischungen

[QUELLE: Verordnung (EG) Nr. 767/2009 (Artikel 3, 1g)] [1]

3.11

HorRat

Verhdltnis der relativen Vergleichstandardabweichung zu der nach der Horwitz-Gleichung berechneten

Standardabweichung
Anmerkung 1 zum Begriff: Vorhergesagte relative Standardabweichung PRSD = 2 €015
HorRatg = RSDg/PRSDg 1)

HorRat, = RSD,/PRSDg (2)

Anmerkung 2 zum Begriff: Bei Anwendung auf Untersuchungen innerhalb eines Laboratoriums betrdgt der iibliche
Bereich von HorRat(r) 0,30 bis 1,30.
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Anmerkung 3 zum Begriff: Um die ordnungsgeméf3e Berechnung von PRSDy zu iiberpriifen, sollte eine C von 1076 eine
PRSDp von 16 % ergeben. C ist die Konzentration, angegeben als Massenanteil (sowohl Zahler als auch Nenner werden

in den gleichen Einheiten angegeben). Der HorRat-Wert ldsst bei einer iiberwiegenden Mehrheit von Verfahren in der
Chemie auf die Verfahrensleistung schlief3en. Ubliche Werte liegen zwischen 0,50 und 2,00.

[QUELLE: ISO 16577:2016, 3.75]

3.12

Milchaustausch-Futtermittel

Mischfuttermittel, das in trockener Form oder nach Auflésung in einer bestimmten Fliissigkeitsmenge
jungen Tieren in Ergdnzung oder als Ersatz der postkolostralen Muttermilch verabreicht oder an zur
Schlachtung bestimmte junge Tiere wie Kdlber, Limmer oder Kitze verfiittert wird

[QUELLE: Verordnung (EG) Nr. 767/2009 (Artikel 3, 11)] [1]]

3.13

Prazision

Ausmaf der Ubereinstimmung zwischen den Anzeigen oder den gemessenen Grofenwerten, die durch
wiederholte Messungen an denselben oder dhnlichen Objekten unter festgelegten Bedingungen erhalten
wurden

Anmerkung 1 zum Begriff: Messprazision wird iiblicherweise numerisch durch Mafde der Ungenauigkeit angegeben, wie
Standardabweichung, Varianz oder Variationskoeffizient, unter den festgelegten Messbedingungen.

Anmerkung 2 zum Begriff: Die ,festgelegten Messbedingungen konnen z.B. Wiederholbedingungen, Zwischen-
bedingungen der Prazision oder Vergleichbedingungen der Messung (siehe ISO 5725-1) [2] sein.

Anmerkung 3 zum Begriff: Messprazision wird verwendet, um die Wiederholprazision, die Prézision unter
Zwischenbedingungen und die Vergleichprazision einer Messung zu definieren.

Anmerkung 4 zum Begriff: Manchmal wird , Messprézision” auch falschlicherweise fiir ,Messgenauigkeit” benutzt.
[QUELLE: ISO/IEC Guide 99:2007, 2.15]

3.14

Wiederholprizision

Prazision unter Wiederholbedingungen

Anmerkung 1 zum Begriff: Die Wiederholprazision kann zahlenmaflig ausgedriickt werden durch Merkmale fiir die
Streuung der Ergebnisse.

[QUELLE: ISO 3534-2:2006, 3.3.5]

3.15

Wiederholbedingungen

Beobachtungsbedingungen, bei denen voneinander unabhdngige Ergebnisse nach demselben Verfahren an
identischen Untersuchungseinheiten in demselben Laboratorium von demselben Bearbeiter mit derselben
Gerateausriistung innerhalb einer kurzen Zeitspanne ermittelt werden

Anmerkung 1 zum Begriff: Die Wiederholbedingungen umfassen:

— dasselbe Messverfahren oder Ermittlungsverfahren;

— denselben Bearbeiter;

— dieselbe Geréteausriistung, die unter denselben Bedingungen benutzt wird;
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— denselben Ort;

— die Wiederholung innerhalb einer kurzen Zeitspanne.
[QUELLE: ISO 3534-2:2006, 3.3.6]

3.16

Wiederholgrenze

r

kritischer Wiederholdifferenzbetrag fiir eine festgelegte Wahrscheinlichkeit von 95 %

[QUELLE: ISO 3534-2:2006, 3.3.9]

3.17

Wiederholstandardabweichung

Standardabweichung von Ermittlungsergebnissen oder Messergebnissen, die unter Wiederholbedingungen
ermittelt werden

Anmerkung 1 zum Begriff: Die Wiederholstandardabweichung ist ein Mafd fiir die Streuung der Verteilung der
Ermittlungs- oder der Messergebnisse unter Wiederholbedingungen.

Anmerkung 2 zum Begriff: In gleicher Weise konnen ,Wiederholvarianz® und ,Wiederholvariationskoeffizient"
definiert werden; diese konnen als Mafde fiir die Streuung der Ermittlungs- oder der Messergebnisse unter
Wiederholbedingungen benutzt werden.

[QUELLE: ISO 3534-2:2006, 3.3.7]

3.18
Vergleichprizision
Prazision unter Vergleichbedingungen

Anmerkung 1 zum Begriff: Die Vergleichprazision kann zahlenmaf3ig ausgedriickt werden durch die Merkmale fiir die
Dispersion (0) der Ergebnisse.

Anmerkung 2 zum Begriff: Unter Ergebnissen werden iiblicherweise korrigierte Ergebnisse verstanden.

[QUELLE: ISO 3534-2:2006, 3.3.10]

3.19

Vergleichbedingungen

Beobachtungsbedingungen, bei denen voneinander unabhdngige Ergebnisse erhalten werden, die mit
demselben Verfahren an identischen Untersuchungseinheiten in verschiedenen Laboratorien von
verschiedenen Bearbeitern mit verschiedener Gerateausriistung gewonnen wurden

[QUELLE: ISO 3534-2:2006, 3.3.11]
3.20
Vergleichgrenze

R
kritischer Vergleichdifferenzbetrag fiir eine festgelegte Wahrscheinlichkeit von 95 %

[QUELLE: ISO 3534-2:2006, 3.3.14]
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3.21

Vergleichstandardabweichung

Standardabweichung von Ermittlungsergebnissen oder Messergebnissen, die unter Vergleichbedingungen
erhalten wurden

Anmerkung 1 zum Begriff: Die Vergleichstandardabweichung ist ein Maf3 fiir die Streuung der Verteilung der
Ermittlungs- oder der Messergebnisse unter Vergleichbedingungen.

Anmerkung 2 zum Begriff: In gleicher Weise konnen ,Vergleichvarianz“ und ,Vergleichvariationskoeffizient” definiert
werden; diese koénnen als Mafle fiir die Streuung der Ermittlungs- oder der Messergebnisse unter
Wiederholbedingungen benutzt werden.

[QUELLE: ISO 3534-2:2006, 3.3.12]

3.22

Screening-Verfahren

Verfahren zum schnellen und zuverldssigen Aussondern (,screen“) einer grofien Anzahl negativer (oder
positiver) Untersuchungsproben und Beschranken der Anzahl an Untersuchungsproben, die die Anwendung
eines exakten Verfahrens erfordern

[QUELLE: ISO 24276:2006, 3.1.24]

4 Kurzbeschreibung

Um das Vorhandensein von Melamin und Cyanursaure in einem Screening-Verfahren zu iiberpriifen, werden
die Proben mit einem Gemisch aus Trichloressigsaure, Acetonitril und Wasser extrahiert.

Der Extrakt wird weiter mit Acetonitril verdiinnt, zentrifugiert und in das LC-MS/MS-System injiziert. Bei
Proben, die im Screening-Verfahren positiv gepriift wurden, muss ein Bestdtigungsverfahren durchgefiihrt
werden.

Beim Bestétigungsverfahren wird ein interner Standard hinzugefiigt. Die Extraktion wird dreimal
durchgefiihrt. Das erste Mal erfolgt sie mit einem Gemisch aus Trichloressigsdure, Acetonitril und Wasser.
Das zweite Mal erfolgt sie zweifach mit einem Gemisch aus Acetonitril und Wasser.

Nach dem Verdiinnen und Zentrifugieren wird der Uberstand in das LC-MS/MS-System injiziert.

Die quantitative Bestimmung von Melamin und/oder Cyanursaure erfolgt mittels Standardaddition.

5 Reagenzien
5.1 Allgemeines

Sofern nicht anders festgelegt, sind nur Reagenzien von anerkannter Analysenreinheit oder besser zu
verwenden.

WARNHINWEIS — Die Inhalation von und das Aussetzen gegeniiber toxischen Materialien und
Losungen davon sind zu vermeiden. Bei der Handhabung von Lésemitteln und Lésungen ist in einem
Abzugschrank zu arbeiten. Sicherheitsbrille und Schutzkleidung sind zu tragen und Hautontakt ist zu
vermeiden.

5.2 Chemikalien

5.2.1 Diethylamin (DEA)

5.2.2 Trichloressigsdure (TCA)
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