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Nationales Vorwort

Dieses Dokument (EN 17424:2020) wurde vom Technischen Komitee CEN/TC 275
,Lebensmittelanalytik - Horizontale Verfahren“ erarbeitet, dessen Sekretariat von DIN (Deutschland)
gehalten wird.

Das zustindige deutsche Normungsgremium ist der Arbeitsausschuss NA 057-01-03 AA ,Biotoxine“ 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:

ENISO 3696 siehe DINISO 3696"
ISO 5725 siehe  DINISO 5725 (alle Teile)

Aktuelle Informationen zu diesem Dokument kénnen iiber die Internetseiten von DIN (www.din.de) durch
eine Suche nach der Dokumentennummer aufgerufen werden.

Nationaler Anhang NA
(informativ)

Literaturhinweise

DIN ISO 3696, Wasser fiir analytische Zwecke — Anforderungen und Priifungen

DIN ISO 5725 (alle Teile), Genauigkeit (Richtigkeit und Prdizision) von Messverfahren und Messergebnissen

Die Internationale Norm ISO 3696:1987 wurde 1995 von CEN als EN ISO 3696:1995 ilibernommen. Davor war
[SO 3696:1987 bereits als DINISO 3696:1991-06 in das Deutsche Normenwerk aufgenommen worden. Fiir
EN ISO 3696:1995 erfolgte eine Anerkennungsnotiz, die Nummer DIN ISO 3696 wurde beibehalten.
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Foodstuffs — Produits alimentaires —
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Diese Europdische Norm wurde vom CEN am 14. September 2020 angenommen.

Die CEN-Mitglieder sind gehalten, die CEN/CENELEC-Geschiaftsordnung 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 Europaische Norm besteht in drei offiziellen Fassungen (Deutsch, Englisch, Franzésisch). 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 Kénigreich und Zypern.
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Europaisches Vorwort

Dieses Dokument (EN 17424:2020) wurde vom Technischen Komitee CEN/TC 275 ,Lebensmittel-
analytik - Horizontale Verfahren“ erarbeitet, dessen Sekretariat von DIN gehalten wird.

Diese Europaische Norm muss den Status einer nationalen Norm erhalten, entweder durch Veréffentlichung
eines identischen Textes oder durch Anerkennung bis Mai 2021, und etwaige entgegenstehende nationale
Normen miissen bis Mai 2021 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 im Rahmen eines Mandats erarbeitet, das die Europdische Kommission und die
Europdische Freihandelsassoziation CEN erteilt haben.

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

Bei Aflatoxinen handelt es sich um eine Gruppe von ungefihr zwanzig verwandten Pilzmetaboliten, von
denen jedoch fliblicherweise nur die Aflatoxine By, B, G; und G, in Lebensmitteln zu finden sind. Die

Aflatoxine B, und G, sind die Dihydroderivate der entsprechenden Ausgangsverbindungen. Aflatoxine
werden von mindestens drei Arten von Aspergillus, A. flavus, A. parasiticus und A. nominus, gebildet und

kénnen in einer Vielzahl wichtiger roher Lebensmittelerzeugnisse, einschliefdlich Getreide, Niissen,
Gewlirzen, Feigen und Trockenobst, vorkommen.

WARNUNG 1 — Sofern Arbeitsschritte mit gefihrlichen Chemikalien durchgefiihrt werden, miissen
geeignete Vorsichts- und Schutzmafinahmen getroffen werden. Die aktuelle Version der
Gefahrenstoffverordnung, Verordnung (EG) Nr.1907/2006[3], sowie geeignete nationale
Mitteilungen, wie z. B. in [4], sollten beriicksichtigt werden.

WARNUNG 2 — Die Anwendung dieses Dokuments kann die Verwendung gefiahrlicher Substanzen,
Arbeitsginge und Gerite einschliefRen. Dieses Dokument erhebt nicht den Anspruch, dass alle mit
seiner Anwendung verbundenen Sicherheitsprobleme angesprochen werden. Es liegt in der
Verantwortung des Anwenders dieses Dokuments, geeignete Vorkehrungen fiir den Arbeits- und
Gesundheitsschutz zu treffen und vor der Anwendung festzulegen, welche einschrinkenden
Vorschriften gelten.

WARNUNG 3 — Es ist bekannt, dass Aflatoxine karzinogene Wirkungen haben und sowohl akut als
auch chronisch toxisch sind.
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1 Anwendungsbereich

Dieses Dokument beschreibt ein Verfahren zur Bestimmung der Aflatoxine By, B,, G; und G, und des
Gesamtgehalts an Aflatoxinen (Summe von B4, B,, G; und G;,) in Gewiirzen aufler Paprika, fiir die

EU-Hochstgehalte festgelegt wurden, mittels Hochleistungsfliissigchromatographie (en: High Performance
Liquid Chromatography, HPLC) mit Nachsaulenderivatisierung (en: post-column derivatization, PCD) und
Fluoreszenzdetektion (FLD) nach Reinigung an der Immunoaffinitatssiule (en: immunoaffinity column, IAC).

Das Verfahren ist anwendbar auf die Gewiirze Capsicum (aufder Paprika), Pfeffer, Muskatnuss, Ingwer,
Kurkuma und Mischungen daraus.

Dieses Verfahren wurde fiir die Aflatoxine By, B,, G; und G, und die Gesamtaflatoxine in einer Reihe von

Untersuchungsproben validiert. Diese umfassten: Ingwer, Pfeffer, Muskatnuss, Chili, Kurkuma als einzelne
Gewiirze und gemischten Pfeffer + Chili + Muskatnuss (90 +5+5, m+m+m), gemischte
Gewlirze + Ingwer (6 + 4, m + m) gemischtes Gewiirz, gemischtes Kurkuma + Ingwer (2 + 8, m + m).

Die Validierung wurde fiir die folgenden Konzentrationsbereiche durchgefiihrt: Aflatoxin B; = 1 ug/kg bis
16 pg/kg und Gesamtaflatoxine = 2,46 ug/kg bis 36,1 ug/kg.

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 (einschlieflich aller Anderungen).

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

3 Begriffe

In diesem Dokument werden keine Begriffe aufgefiihrt.

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

— IEC Electropedia: verfiigbar unter http://www.electropedia.org/

— IS0 Online Browsing Platform: verfiigbar unter https://www.iso.org/obp

4 Kurzbeschreibung

Aflatoxine werden aus den Gewiirzen mit einem Gemisch aus Methanol, Acetonitril und Wasser extrahiert.
Der Probenextrakt wird filtriert, mit phosphatgepufferter Kochsalzldésung (en: phosphate buffered saline,
PBS) verdiinnt und auf eine Immunoaffinitidtssidule gebracht, die spezifische Antikorper gegen die
Aflatoxine By, B,, G; und G, enthdlt. Die Aflatoxine werden aus der IAC eluiert und durch

Umkehrphasen-HPLC mit PCD gefolgt von FLD quantifiziert.

5 Chemikalien

Falls nicht anders festgelegt, werden nur Chemikalien von anerkannter Analysereinheit, p.a. (pro analysis),
und Wasser der Qualitit1 nach ENISO 3696 verwendet. Die Losemittel miissen, wenn nicht anders
festgelegt, von geeignetem Reinheitsgrad fiir die HPLC-Analyse sein.
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WARNUNG 1 — Verfahren zur Dekontamination von aflatoxinhaltigen Laborabfillen sind von der
»International Agency for Research on Cancer” (IARC) entwickelt worden, siehe [5], [6].

WARNUNG 2 — Aflatoxine sind lichtempfindlich. Das Labor, in dem die Untersuchungen
durchgefiihrt werden, muss ausreichend vor Tageslicht geschiitzt sein, z. B. durch Anbringen von
UV-Licht absorbierender Folie an den Fenstern in Verbindung mit Dimmerlicht (kein direktes
Sonnenlicht) oder durch Vorhidnge oder Jalousien in Verbindung mit Kkiinstlichem Licht
(Leuchtstoffrohren konnen verwendet werden). Aflatoxin enthaltende Lésungen miissen so weit wie
moglich vor Licht geschiitzt werden (im Dunklen aufbewahren unter Verwendung von
Aluminiumfolie oder Braunglas) und bei der vom Hersteller angegebenen Temperatur (z. B.-18 °C)
aufbewahrt werden.

5.1 Methanol (CH;0H)
5.2 Acetonitril (CH;CN)

5.3 Kaliumbromid (KBr)

5.4 Natriumhydroxid (NaOH)

5.5 Natriumhydroxidlésung, Stoffmengenkonzentration c(NaOH) = 2 mol/]
8,0 g Natriumhydroxid (5.4) werden in 100 ml Wasser gelost.

5.6 Natriumhydroxidlésung, c(NaOH) = 0,1 mol/]

0,4 g Natriumhydroxid (5.4) werden in 100 ml Wasser gelost.

5.7 Salzsaurelosung (HCI), Volumenanteil ¢(HCI) = 37 % (acidimetrisch)
5.8 Salzsaureldésung, c(HCl) = 0,1 mol/]

8,28 ml Salzsaurel6sung (5.7) werden mit Wasser auf 1 1 verdiinnt.

5.9 Schwefelsidurelésung, zum Spiilen von Glasgeraten, ¢(H,S04) = 2 mol/]

5.10 Natriumchlorid (NaCl)
5.11 Kaliumchlorid (KCl)

5.12 Kaliumdihydrogenphosphat (KH,PO,)

5.13 Dinatriumhydrogenorthophosphat (Na,HPO,)
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5.14 Phosphatgepufferte Kochsalzlésung (PBS), pH = 7,4
0,20 g Kaliumchlorid (5.11), 0,20 g Kaliumdihydrogenphosphat (5.12), 1,16 g Dinatriumhydrogenortho-
phosphat (5.13) und 8,00 g Natriumchlorid (5.10) werden auf 0,01 g gewogen und in einen 1-1-Messkolben

gefiillt. Die Chemikalien werden in Wasser geldst, und es werden 900 ml Wasser hinzugefiigt.

Nach dem Auflésen wird der pH-Wert mit Salzsdurelésung (5.8) oder Natriumhydroxidlésung (5.6) je nach
Bedarf auf pH = 7,4 eingestellt und mit Wasser bis zur Markierung aufgefiillt.

Alternativ kann eine PBS-L6ésung mit gleichen Eigenschaften aus handelsiiblichem PBS-Material hergestellt
werden.

5.15 Polysorbat 20, z. B. Tween® 201, Laurinsiure > 40 %

5.16 PBS/Polysorbat-20-Lésung

Polysorbat 20 (5.15) wird mit PBS (5.14) gemischt (1 + 9, V+ V).

5.17 Extraktionslésung

Acetonitril (5.2), Methanol (5.1) und Wasser werden gemischt (40 + 35+ 25, V+ V+ V).

5.18 Salpetersiaurelosung (HNO3), c(HNO3) = 4 mol/]

Langsam werden 25,5 ml konzentrierte HNO3 (70 %, Massenkonzentration p(HNO3) = 1,413 g/ml bei 25 °C)
zu 25 ml Wasser hinzugefiigt, das Endvolumen wird mit Wasser auf 100 ml erhoht.

5.19 Pyridiniumbromidperbromid-Lésung (PBPB), p(PBPB) = 50 mg/1

50 mg + 10 mg PBPB werden in ein 20-ml-Glasflaschchen eingewogen. Das PBPB wird in etwa 20 ml Wasser
gelost, bei Bedarf unter Verwendung eines Ultraschallbades, und die Losung wird quantitativ in eine
1-1-Flasche aus Braunglas gefiillt. Die Losung wird mit Wasser auf 11 aufgefiillt. Die Lésung kann in einem

dunklen Raum bei Raumtemperatur vier Tage lang gelagert werden.

5.20 Aflatoxin By, z. B. kristallin, als Film oder als zertifizierte Standardléosung

5.21 Aflatoxin B,, z. B. kristallin, als Film oder als zertifizierte Standardléosung

5.22 Aflatoxin G4, z. B. kristallin, als Film oder als zertifizierte Standardlosung

5.23 Aflatoxin Gy, z. B. kristallin, als Film oder als zertifizierte Standardlosung

5.24 Aflatoxin (B4, By, G; und G;)-Stammlésungen

Die Aflatoxine B4 (5.20), B (5.21), G; (5.22) und G, (5.23) werden jeweils einzeln in Acetonitril (5.2) gelost,

sodass sich einzelne Losungen mit einer Massenkonzentration von 10 pg/ml fiir jedes Aflatoxin ergeben. Die
Stammloésungen werden in Fldschchen aus Braunglas gefiillt und bei Nichtbenutzung bei unter 4 °C gelagert.

1 Tween 20 ist die Herstellerbezeichnung eines nichtionischen Detergenzes der Art Polysorbat 20, das von
verschiedenen Herstellern bezogen werden kann. Diese Angabe dient nur zur Unterrichtung der Anwender dieser
Europaischen Norm und bedeutet keine Anerkennung des genannten Produktes durch CEN. Gleichwertige Produkte
diirfen verwendet werden, wenn sie nachweislich zu den gleichen Ergebnissen fiihren.
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Zur Bestimmung der exakten Massenkonzentration des Aflatoxins in jeder Stammldosung wird die
Absorptionskurve zwischen 330nm und 370nm in 1-cm-Quarzkivetten unter Verwendung eines
UV-Spektralphotometers (6.5) mit Acetonitril (5.2) als Referenz aufgenommen. Die Massenkonzentration
jedes Aflatoxins, p, in ug/ml, wird nach Gleichung (1) berechnet:

Apax X M x 100

p= dXe (1)
Dabei ist
An.x der aus der Absorptionskurve bestimmte maximale Extinktionswert (hier bei einer Wellenldange

von 350 nm bestimmt);
M die relative Molmasse des jeweiligen Aflatoxins, in g/mol;
1) die optische Wegldnge der Quarzkiivette, in cm;
€ der molare Absorptionskoeffizient des jeweiligen Aflatoxins in Acetonitril (5.2), in m%/mol.

M und ¢ der Aflatoxine By, B,, G; und G, sind in Tabelle 1 [7] aufgefiihrt.

Tabelle 1 — Relative Molmasse und molarer Absorptionskoeffizient der Aflatoxine B4, B, G; und G,
in Acetonitril (5.2)

Aflatoxin M £
g/mol m2/mol
By 312 2070
B, 314 2250
Gy 328 1760
G, 330 1890

5.25 Gemischte Stamml6sung

Durch geeignete Verdinnung der Aflatoxin-Stammlésungen (B4, By, G; und G, 5.24) wird eine gemischte
Stammlosung hergestellt, die jeweils 1 000 ng/ml Aflatoxin B; und G; sowie jeweils 500 ng/ml Aflatoxin B,
und G, in Acetonitril (5.2) enthalt.

Alternativ darf eine zertifizierte gebrauchsfertige Aflatoxin-Standard-Stammlésung verwendet werden.

Die Losung vor Licht schiitzen und bei Nichtgebrauch unter 4 °C lagern. Unter diesen Bedingungen kann die
Losung zwei Monate lang gelagert werden.

5.26 Gemischte Zwischenlésung
Eine gemischte Zwischenl6sung wird hergestellt, indem 2,0 ml der gemischten Stammldsung (5.25) in einen

10-ml-Messkolben pipettiert werden. Der Messkolben wird bis zur Marke mit Acetonitril (5.2) aufgefiillt und
gut geschiittelt. Die Massenkonzentration dieser gemischten Zwischenlosung betragt 200 ng/ml Aflatoxin By

und G; und 100 ng/ml Aflatoxin B, und G,.
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Die Losung vor Licht schiitzen und bei Nichtgebrauch unter 4 °C lagern. Unter diesen Bedingungen kann die
Losung zwei Monate lang gelagert werden.

5.27 Gemischte Standardlésung

1,0 ml der gemischten Zwischenlésung (5.26) wird in einen 10-ml-Messkolben pipettiert, bis zur Marke mit
Acetonitril (5.2) aufgefiillt und gut geschiittelt. Dies ergibt eine Losung, die 20 ng/ml Aflatoxin B; und G und

10 ng/ml Aflatoxin B, und G, enthalt zur Herstellung von Kalibrierlésungen.

Die Losung vor Licht schiitzen und bei Nichtgebrauch unter 4 °C lagern. Unter diesen Bedingungen kann die
Losung zwei Monate lang gelagert werden.

5.28 Kalibrierlésungen

Verschiedene Volumina der gemischten Standardlosung (5.27) werden in fiinf verschiedene 10-ml-Mess-
kolben gegeben, sodass fiinf Kalibrierwerte iiber den gesamten Kalibrierbereich verteilt erhalten werden.
Die in Tabelle 2 angegebenen Werte wurden in der Methodenvalidierungsstudie verwendet.

Das Acetonitril wird bei Raumtemperatur unter einem Stickstoffstrom bis zur Trockne eingedampft. Zu
jedem Messkolben werden 4 ml Methanol (5.1) gegeben, die Aflatoxine durch Mischen geldst, bis zur
10-ml Marke mit Wasser aufgefiillt und gut geschiittelt. Methanol und Wasser unterliegen beim Mischen
einer Volumenkontraktion, daher ist das Volumen mit Wasser wieder auf das vorgegebene Volumen
einzustellen.

Die Kalibrierlésungen decken den Bereich von 0,48 pg/kg bis 9,6 ug/kg fir die Aflatoxine B; und G, und den
Bereich von 0,24 ug/kg bis 4,8 pug/kg fiir die Aflatoxine B, und G, ab.

Tabelle 2 — Beispiel fiir die Herstellung der HPLC-Kalibrierlésungen

Gemischte
Standardlésung Angestrebte Massenkonzentration je Analyt
(5.27)
Kalibrierlésung
By B, Gq Gy
pul ng/ml ng/ml ng/ml ng/ml
1 10 0,02 0,01 0,02 0,01
2 20 0,04 0,02 0,04 0,02
3 50 0,10 0,05 0,10 0,05
4 100 0,20 0,10 0,20 0,10
5 200 0,40 0,20 0,40 0,20

Die Losungen sollten an jedem Analysetag frisch hergestellt werden.
5.29 Mobile Phase A fiir die HPLC

Wasser, Acetonitril (5.2) und Methanol (5.1) werden gemischt (56 + 30+ 14, V+ V+ V). Falls bei der
HPLC (6.13) kein Online-System verfiigbar ist, wird die Losung vor Gebrauch entgast.
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