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Nationales Vorwort

Dieses Dokument (EN 17521:2021) wurde vom Technischen Komitee CEN/TC 275 ,Lebensmittelanalytik —
Horizontale Verfahren“ erarbeitet, dessen Sekretariat von DIN (Deutschland) gehalten wird.

Das zustiandige 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 Dokumente wird im Folgenden auf die entsprechenden deutschen
Dokumente hingewiesen:

[SO 5725 (all parts)  siehe DIN ISO 5725 (alle Teile)
EN ISO 3696 siehe DIN ISO 3696

Aktuelle Informationen zu diesem Dokument kénnen tiber 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 Prdzision) von MefSverfahren und MefSergebnissen

Die Internationale Norm ISO 3696:1987 wurde 1995 von CEN als ENISO 3696:1995 {ibernommen. Davor war
ISO 3696:1987 bereits als DINISO 3696:1991-06 in das Deutsche Normenwerk aufgenommen worden. Fir
EN ISO 3696:1995 erfolgte eine Anerkennungsnotiz, die Nummer DIN ISO 3696 wurde beibehalten.
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EUROPAISCHE NORM EN 17521
EUROPEAN STANDARD
NORME EUROPEENNE August 2021

ICS 67.050

Deutsche Fassung

Lebensmittel —
Bestimmung von Alternariatoxinen in Tomaten, Weizen und
Sonnenblumenkernen mit SPE clean-up und HPLC-MS/MS

Foodstuffs — Produits alimentaires —
Determination of Alternaria toxins in tomato, wheat Détermination de la teneur en toxines d'Alternaria dans
and sunflower seeds by SPE clean-up and HPLC-MS/MS la tomate, le blé et les graines de tournesol purification

par SPE et CLHP-SM/SM

Diese Europdische Norm wurde vom CEN am 21. Juni 2021 angenommen.

Die CEN-Mitglieder sind gehalten, die CEN/CENELEC-Geschaftsordnung 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 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, 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.

. — |

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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Europaisches Vorwort

Dieses Dokument (EN 17521:2021) 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 Veréffentlichung
eines identischen Textes oder durch Anerkennung bis Februar 2022, und etwaige entgegenstehende nationale
Normen miissen bis Februar 2022 zurtickgezogen 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 Normungsauftrages erarbeitet, den die Europdische Kommission
und die Europaische Freihandelsassoziation CEN erteilt haben.

Rickmeldungen oder Fragen zu diesem Dokument sollten an das jeweilige nationale Normungsinstitut des
Anwenders gerichtet werden. Eine vollstindige Liste dieser Institute ist auf den Internetseiten von CEN
abrufbar.

Entsprechend der CEN-CENELEC-Geschéftsordnung sind die nationalen Normungsinstitute der folgenden
Lander gehalten, diese Europdische Norm zu libernehmen: Belgien, Bulgarien, Ddnemark, 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

Die Spezies Alternaria, unter denen A.alternata die am weitesten verbreitete ist, bilden mehr als
70 Sekundarmetabolite, von denen jedoch nur wenige ihrer Struktur nach als Mykotoxine identifiziert und
dokumentiert wurden [1]. Bei Alternaria-Pilzen handelt es sich um héaufige Pflanzenschadorganismen an
Getreide, Olsaaten, Obst und Gemiise und anderen Lebensmitteln, und das Auftreten von Alternaria-Toxinen
bei diesen Erzeugnissen wurde umfassend dokumentiert [1]. Diese Toxine kontaminieren nicht nur Ernten,
sondern kénnen Lebensmittel auch bei Kiihlschranktemperaturen verderben.

Von diesen Alternaria-Toxinen sind Altenuen (ALT), Alternariol (AOH), Alternariolmonomethylether (AME),
Tentoxin (TEN) und Tenuazonsaure (TEA) von grof3tem Belang. ALT, AOH und AME sind Dibenzo-a-Pyrone,
TEN ist ein zyklisches Tetrapeptid und TEA ein Derivat der Tetramsaure. ALT und TEA weisen in vitro sowie
in Tierversuchen eine akute Toxizitat auf. AME und AOH sind nicht sehr akut toxisch, wurden jedoch als
Ausloser von genotoxischen und mutagenen Wirkungen beschrieben [1 - 3].

Im Allgemeinen treten diese Toxine bei Tomatenerzeugnissen, Getreide und Olsaaten (z.B.
Sonnenblumenkernen) auf, weshalb diese in diesem Dokument schwerpunktmafdig behandelt werden.
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1 Anwendungsbereich
Dieses Dokument legt ein Verfahren zur Bestimmung von fiinf Alternaria-Toxinen an Weizen, Tomatenmark
und Sonnenblumenkernen durch Hochleistungs-Fliissigkeitschromatographie (HPLC, en: high-performance

liquid chromatography) in Verbindung mit Tandem-Massenspektrometrie (MS/MS) fest.

Das Verfahren wurde mit natirlich kontaminierten als auch dotierten Weizen-, Tomatenmark- und
Sonnenblumenkernproben validiert.

Die Validierungsstufe fiir Altenuen (ALT) lagen im Bereich von 2,18 pg/kg bis 13,8 ug/kg.

Die Validierungsstufe fiir Alternariol (AOH) lagen im Bereich von 1,82 ng/kg bis 46,7 ug/kg.

Die Validierungsstufe fiir Alternariolmonomethylether (AME) lagen im Bereich von 1,29 pg/kg bis 47,2 ug/kg.
Die Validierungsstufe fiir Tentoxin (TEN) lagen im Bereich von 5,29 pg/kg bis 218 pg/kg.

Die Validierungsstufe flir Tenuazonsdure (TEA) lagen im Bereich von 41,8 ug/kg bis 1 618 pg/kg.

Mit diesem Verfahren sind Bestimmungsgrenzen von 1 pg/kg fiir ALT (ausgenommen bei Weizen und
Sonnenblumenkernen - 1,4 ug/kg bzw. 1,2 ng/kg), AOH und AME, von 5 pg/kg fiir TEN und von 10 pg/kg fiir
TEA oder niedriger erreichbar.

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

WARNUNG 2 — Die Anwendung dieses Dokuments kann die Verwendung gefihrlicher Substanzen,
Arbeitsginge und Gerite einschliefden. 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 — Einige Alternaria-Toxine weisen genotoxische und mutagene Wirkungen auf.

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 (einschliefilich aller Anderungen).

EN ISO 3696, Water for analytical laboratory use — Specification and test methods (1SO 3696)

3 Begriffe
In diesem Dokument werden keine Begriffe aufgefiihrt.

[SO 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
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4 Kurzbeschreibung

Eine Priiffmenge der Probe, die mit den isotopenmarkierten internen Standards dotiert ist, wird mit einem
Gemisch aus Methanol, Wasser und Essigsaure extrahiert. Das Gemisch aus Probe und Extraktionsmittel wird
zentrifugiert und ein Aliquot des Uberstands wird aufgefangen. Der Extrakt wird mit einem gleichen Volumen
1 %iger (¢) wassriger Essigsaureldosung verdiinnt und an einem Adsorbens zur polymerischen Festphasen-
Extraktion (SPE, en: solid-phase extraction) aufkonzentriert. Der Extrakt wird von der SPE-Sdule mit einer

Losung aus Methanol und Essigsdureethylester eluiert. Dann wird das Eluat verdampft, rekonstituiert, durch
einen Spritzenfilter aus Polytetrafluorethylen (PTFE) gefiltert und anschliefiend per HPLC-MS/MS analysiert.

5 Reagenzien

Sofern keine anderslautenden Festlegungen bestehen, werden nur Reagenzien von anerkannter
Analysenreinheit und Wasser der Qualitit 1 nach EN [SO 3696 verwendet. Die Losungen miissen, sofern nicht
anders festgelegt, von geeigneter Qualitdt fiir die LC-MS-Analyse sein. Handelsilibliche Losungen mit
gleichwertigen Eigenschaften wie die aufgefiihrten diirfen verwendet werden.

5.1 Stickstoff-Druckgas, Reinheit von ¢ = 99,99 % oder besser.

5.2 Wasser (H20), HPLC-Qualitat.

5.3 Wasser (H20), LC-MS-Qualitat.

5.4 Methanol (CH30H), analysenrein.

5.5 Methanol (CH30H), LC-MS-Qualitat.

5.6 Essigsdureethylester (CH3COOC:Hs), analysenrein oder hoher.

5.7 Ammoniumhydroxid (NH4OH), LC-MS-Qualitit, Massenanteil w(NH4OH) = 25 %.

5.8 Ammoniumhydroxid (NH4+OH), w(NH4OH) = 2,3 %.

1ml Ammoniumhydroxid 25% (5.7) wird in einen mit ungefidhr 5ml Wasser (5.3) gefiillten
10-ml-Messkolben gegeben und bis zur Marke mit Wasser (5.3) aufgefiillt.

5.9 Essigsiaure (CH3COOH), w > 99,7 %.

5.10 Ammoniumacetat (CH3COONH4), LC-MS-Qualitat.

5.11 Ammoniumacetat-Lésung (CH3COONH,), Stoffmengenkonzentration ¢ = 1 mol/l.

77,08 g Ammoniumacetat (5.10) werden in 1 1 Wasser (5.3) gelost.

5.12 Extraktionsgemisch, Gemisch aus Methanol + Wasser + Essigsaure (85 + 14+ 1, V+ V+ V).
850 ml Methanol (5.4) werden mit 140 ml Wasser (5.2) und 10 ml Essigsaure (5.9) gemischt.

5.13 Wassrige Essigsaureldsung, Essigsaure + Wasser (1 +99,V+ V), ¢ =1 %.

10 ml Essigsdure (5.9) werden mit 990 ml Wasser (5.2) gemischt und gut homogenisiert.

5.14 Elutionslésung, Methanol + Essigsaureethylester (75 + 25, V+ V).

750 ml Methanol (5.4) werden mit 250 ml Essigsdureethylester (5.6) gemischt und gut homogenisiert.
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5.15 Mobile HPLC-Phase A, 5 mmol/l Ammoniumacetatpuffer mit einem pH-Wert von ungeféahr 8,0.
5 ml Ammoniumacetat-Losung (5.11) und ungefdhr 200 pl Ammoniumhydroxid 2,3 % (5.8) werden mit
900 ml Wasser (5.3) gemischt. Das Volumen wird mit Wasser (5.3) auf 1 1 aufgefiillt und das Gemisch wird gut

homogenisiert.

Der pH-Wert der mobilen Phase A wird iiberpriift. Der pH-Wert muss zwischen 7,95 und 8,05 liegen. Mit
Ammoniumhydroxid 2,3 % (5.8) wird der pH-Wert auf diesen Bereich eingestellt.

5.16 Mobile HPLC-Phase B, Methanol (5.5).

5.17 Standards der Alternaria-Toxine, z. B. kristallin, als Film oder als Referenzmaterial.
5.17.1 Altenuen, Reinheit mindestens w = 96 %.

5.17.2 Alternariol, Reinheit mindestens w = 96 %.

5.17.3 Alternariolmonomethylether, Reinheit mindestens w = 96 %.

5.17.4 Tentoxin, Reinheit mindestens w = 96 %.

5.17.5 Tenuazonsaure, Reinheit mindestens w = 96 %.

Labore konnen sich um eine hohere Reinheit bemiihen, sofern diese auf dem Markt erhaltlich ist.
5.18 Isotopenmarkierte interne Standards, z. B. kristallin oder als Standardldsung.

5.18.1 Isotopenmarkierter interner Standard von Altenuen (ALT-ISTD), z.B. ALT-(Methoxy-ds,
Methyl-ds3) (ALT-de).

5.18.2 Isotopenmarkierter interner Standard von Alternariol (AOH-ISTD), z.B. AOH-(Methyl-ds)
(AOH-d3).

5.18.3 Isotopenmarkierter interner Standard von Alternariolmonomethylether, (AME-ISTD), z.B.
AME-(1-Methyl-d3) (AME-ds).

5.18.4 Isotopenmarkierter interner Standard von Tentoxin (TEN-ISTD), z. B. TEN-ds.

5.18.5 Isotopenmarkierter interner Standard von Tenuazonsaure (TEA-ISTD), z. B. TEA-(Acetyl-13Cy)
(TEA-13C3), Gemisch aus Diastereomeren in Methanol.

Labore konnen sich um isotopenmarkierte interne Standards mit hoherem Deuterierungsgrad oder
13C-Anreicherung bemiihen.

WARNUNG — Zu jeder Zeit sollten Schutzkleidung, Handschuhe und Schutzbrillen getragen werden
und alle Phasen der Standard- und Probenvorbereitung sollten unter einem Abzug ausgefiihrt werden.

5.19 Stammlésungen von ALT, AOH, AME, TEN und TEA, z.B. mit einer Massenkonzentration
p =100 pg/ml.

Bei kristallinen Pulvern werden z. B. 5 mg ALT (5.17.1), AOH (5.17.2), AME (5.17.3), TEN (5.17.4) und TEA
(5.17.5) auf 0,1 mg in einzelne 50-ml-Messkolben eingewogen und diese bis zur Marke mit Methanol (5.5)
aufgefiillt. Das Gemisch wird kraftig homogenisiert.

Bei getrockneten Filmen wird der Standard im Flaschchen nach dem Zertifikat des einzelnen Standards
rekonstituiert.
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Die Stammlodsungen sind fiir mindestens sechs Monate haltbar, sofern sie bei < —18 °C gelagert werden.

ANMERKUNG  Zur photometrischen Verifizierung der Konzentration gravimetrisch hergestellter Standards stehen
molare Extinktionskoeffizienten in der Literatur fiir AOH [5], AME [5], ALT [6], TEN [7] und TEA [8] zur Verfiigung.

5.20 Standardlésung 1.

Eine methanolhaltige Standardlésung, die ALT (5.17.1), AOH (5.17.2), AME (5.17.3) in einer Konzentration
von 500 ng/ml, TEN (5.17.4) in einer Konzentration von 2 500 ng/ml und TEA (5.17.5) in einer Konzentration
von 5 000 ng/ml enthélt, wird hergestellt.

Hierzu werden z.B. 25 pl der Stammloésung von ALT, AOH und AME (5.19) in einen 5-ml-Messkolben
tberfiihrt. In denselben 5-ml-Messkolben werden z. B. 125 pl der Stamml6ésung von TEN (5.19) und 250 pl der
Stammloésung von TEA (5.19) iiberfiihrt. Mit Methanol (5.5) wird bis zur Marke aufgefiillt. Die Losung wird
kraftig homogenisiert. Die Standardlésung 1 ist fiir mindestens sechs Monate haltbar, sofern sie bei < —18 °C
gelagert wird.

ANMERKUNG  Die exakten zu verwendenen Volumen fiir die Herstellung der Standardlésung 1 (5.20) werden aus der
exakten Konzentration der Stammldsungen (5.19) abgeleitet.

5.21 Standardlésung 2.

Eine methanolhaltige Standardlésung, die ALT (5.17.1), AOH (5.17.2), AME (5.17.3) in einer Konzentration
von 100 ng/ml, TEN (5.17.4) in einer Konzentration von 500 ng/ml und TEA (5.17.5) in einer Konzentration
von 1000ng/ml enthdlt, wird hergestellt. Die Standardlésung?2 wird durch Verdiinnung der
Standardlésung 1 (5.20) hergestellt.

1 000 pl der Standardlésung 1 (5.20) werden in einen 5-ml-Messkolben tiberfiihrt. Mit Methanol (5.5) wird
bis zur Marke aufgefiillt. Die Losung wird kraftig homogenisiert. Die Standardldsung 2 ist fiir mindestens sechs
Monate haltbar, sofern sie bei < —18 °C gelagert wird.

5.22 Stammlésungen von ALT-ISTD, AOH-ISTD, AME-ISTD, TEN-ISTD und TEA-ISTD, z.B. mit einer
Massenkonzentration p = 750 pg/ml.

Die Stammldsungen werden hergestellt, indem z. B. je 1,12 mg Kkristallines Pulver von ALT-ISTD (5.18.1),
AOH-ISTD (5.18.2), AME-ISTD (5.18.3), TEN-ISTD (5.18.4) und TEA-ISTD (5.18.5) in einzelnen Flaschchen mit
1 500 pl Methanol (5.5) gelost werden. Die Losungen werden kréftig homogenisiert. Die Stammldsungen sind
fiir mindestens sechs Monate haltbar, sofern sie bei < —18 °C gelagert werden. TEA-ISTD ist gegebenenfalls
bereits als methanolhaltige Losung mit ungefahr derselben Konzentration erhaltlich.

5.23 Interne Standardlésung 1.

Eine methanolhaltige Standardmischung wird hergestellt, die AOH-ISTD (5.18.2), AME-ISTD (5.18.3) und
TEN-ISTD (5.18.4) in einer Konzentration von 5 pg/ml, ALT-ISTD (5.18.1) in einer Konzentration von
10 pg/ml und TEA-ISTD (5.18.5) in einer Konzentration von 25 pg/ml enthalt.

Zu diesem Zweck werden z. B. 33 pl der Stammldsungen von AOH-ISTD, AME-ISTD und TEN-ISTD (5.22) in
einen 5-ml-Messkolben tiberfiihrt. Es werden z. B. 67 pl der Stammldsung von ALT-ISTD (5.22) und 167 pl der
Stammloésung von TEA-ISTD (5.22) in denselben 5-ml-Messkolben iiberfiihrt. Mit Methanol (5.5) wird bis zur
Marke aufgefiillt. Die Losung wird kraftig homogenisiert. Die interne Standardlésung 1 ist fiir mindestens
sechs Monate haltbar, sofern sie bei < —18 °C gelagert wird.

5.24 Interne Standardlosung 2.

Eine methanolhaltige Standardmischung wird hergestellt, die AOH-ISTD (5.18.2), AME-ISTD (5.18.3) und
TEN-ISTD (5.18.4) in einer Konzentration von 500 ng/ml, ALT-ISTD (5.18.1) in einer Konzentration von
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1000 ng/ml und TEA-ISTD (5.18.5) in einer Konzentration von 2500ng/ml enthdlt. Die interne
Standardlésung 2 wird durch Verdiinnung der internen Standardlésung 1 (5.23) hergestellt.

1 000 pl der internen Standardlésung 1 (5.23) werden in einen 10-ml-Messkolben iiberfiihrt. Mit Methanol
(5.5) wird bis zur Marke aufgefiillt. Die Losung wird kraftig homogenisiert. Die interne Standardlésung 2 ist
fliir mindestens sechs Monate haltbar, sofern sie bei < —18 °C gelagert wird.

5.25 Polysorbat 20 (CsgsH114026) (Tween®201), analysenrein.

5.26 Polysorbat-20-Losung (CssH114026-Losung), ¢ = 2 % in Wasser.

2 ml Polysorbat 20 (5.25) werden mit der Pipette in einen 100-ml-Messkolben gegeben und bis zur Marke mit
Wasser (5.2) aufgefiillt. Die Losung wird gut homogenisiert. Diese Losung kann drei Monate verwendet
werden, sofern sie bei ungefahr 4 °C gelagert wird.

5.27 Kalibrierlosungen.

Verschiedene Volumen der Standardlésung (5.20 bzw. 5.21) und die interne Standardlésung 2 (5.24) werden
in finf HPLC-Flaschchen (6.18) gegeben, z.B. wie in Tabelle 1 aufgefiihrt. Die in Tabelle 1 festgelegten
Volumen an Methanol (5.5) werden hinzugegeben und alles wird vorsichtig gemischt. 600 ul der mobilen
HPLC-Phase A (5.15) werden hinzugegeben, das Flaschchen wird verschlossen und der Inhalt ungefahr 20 s
gemischt (6.15).

Ein sechstes Flaschchen (Blindprobe) ohne Standardlésungen und ohne interne Standardlésung wird
vorbereitet und als instrumentelle Blindprobe verwendet.

Tabelle 1 — Herstellung der Kalibrierlésungen

ALT | AOH | AME | TEN TEA
Kalibrier- | Standard- | Standard- Interne Methanol Entsprechende Konzentration
l6sung losung 1 lésung 2 | Standard- (5.5)
(5.20) (5.21) l6sung 2
(5.24)
ul ul ul ul ng/kg

1 — 10 50 340 1 1 1 5 10

2 — 50 50 300 5 5 5 25 50

3 — 100 50 250 10 10 10 50 100

4 50 — 50 300 25 25 25 125 250

5 200 — 50 150 100 | 100 | 100| 500| 1000
Blind- o o - 400 . . . . .
probe

1 Tween®20 ist der Handelsname eines nichtionischen Detergens vom Typ Polysorbat 20, das von verschiedenen
Lieferanten bezogen werden kann. Diese Angabe dient lediglich zur Unterrichtung der Anwender dieses Dokuments
und bedeutet keine Anerkennung des genannten Produkts durch CEN. Gleichwertige Produkte diirfen verwendet
werden, wenn sie nachweisbar zu den gleichen Ergebnissen fiihren.
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6 Gerate und Ausriistung

Ubliche Laborglasgerite und -ausriistung und insbesondere Folgendes.

6.1 pH-Messgerat.

6.2 Zentrifugenrohrchen aus Polypropylen (PP), (50 ml) mit Messskala.
6.3 Laborwaage, Fehlergrenze: 0,01 g.

6.4 Analysenwaage, Fehlergrenze: 0,01 mg.

6.5 Einstellbarer mechanischer Vertikal- oder Horizontalschiittler.
6.6 Hochgeschwindigkeitsriihrer (z. B. Ultra-turrax®2).

6.7 Zentrifuge, mit Temperaturregelung und in der Lage, eine relative Zentrifugalkraft von ungefdhr
3200 g zu erzeugen.

6.8 Vollpipetten mit Graduierung, Nennvolumen von 10 ml

6.9 Kolbenhubpipetten, z.B. Nennvolumen von 10ul, 20ul, 100ul, 250ul und 1000 ul, mit
entsprechenden Spitzen.

6.10 SPE-Sdule, mit einem hydrophil modifizierten Styrolpolymer, mit einem Reservoirvolumen von 6 ml,
200 mg Adsorbensmasse und einer Korngroéfse von 100 um oder Kleiner.

ANMERKUNG Es hat sich erwiesen, dass Phenomenex Strata-XL? mit einem Reservoirvolumen von 6 ml, 200 mg
Adsorbensmasse und einer Korngréfie von 100 pm diese Spezifikationen erfiillen.

6.11 Reservoirs aus Polypropylen (ungefihr 25 ml), passend zu den SPE-Saulen (6.10).

6.12 Spritzenfilter aus Polytetrafluorethylen (PTFE), mit einer Porengréfie von 0,2 um und einem
Durchmesser von z. B. 13 mm oder 15 mm.

6.13 Spritze mit Kaniile, 1 ml.

6.14 Vakuumverteiler, fiir die Aufreinigung von SPE, mit Hahnen.

6.15 Mixer, mit hoher Scherrate.

6.16 Probenverdichter, mit Temperaturregelung und Gasversorgung.

6.17 Aufnahmerohrchen aus Glas, fiir die Eluierung und Verdampfung der Probe.

6.18 HPLC-Fliaschchen aus silanisiertem Glas, Nennvolumen von etwa 1,5 ml und Bordelkappen oder
gleichwertig.

6.19 Bechergliser, Nennvolumen von 250 ml.

2 Ultra-turrax und Strata-XL sind Beispiele fiir im Handel erhaltliche geeignete Produkte. Diese Angabe dient lediglich
zur Unterrichtung der Anwender dieses Dokuments und bedeutet keine Anerkennung dieser Produkte durch CEN.
Gleichwertige Produkte diirfen verwendet werden, wenn sie nachweisbar zu den gleichen Ergebnissen fiihren.
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6.20 Messkolben, Nennvolumen von 5 ml, 10 ml, 50 ml, 100 mlund 1 L
6.21 HPLC-MS/MS-System, mit den folgenden Komponenten:

6.21.1 HPLC-Pumpe, geeignet fiir die Aufrechterhaltung eines bindren Gradienten bei
Flief3geschwindigkeiten geeignet fiir die verwendete analytische Sdule und mit ausreichender Genauigkeit.

6.21.2 Degaser, optional, zum Entgasen der mobilen HPLC-Phasen.

6.21.3 Injektionssystem, geeignet fiir die Injektion eines geeigneten Volumens an Probeldsung mit
ausreichender Genauigkeit.

6.21.4 HPLC-Umkehrphasensiule.

Eine geeignete Sdule und angemessene HPLC-Bedingungen, die eine ausreichende Retentionskapazitit des
ersten eluierenden Analyten sicherstellen. Annehmbare Chromatogramme, wie in Anhang A dargestellt,
konnen erreicht werden, indem eine Siule mit einem Kapazititsfaktor von mindestens 3 (k' = 3,0) und fiir
jeden der Analyten eine Mindestanzahl von 2 000 Béden (N = 2 000) verwendet werden.

Beispiele geeigneter Sdulen und Analysebedingungen sind in Anhang A und Anhang B angegeben.

6.21.5 Vorsdule, empfohlen, mit dem gleichen Material fiir die stationdre Phase wie die analytische Sdule
(6.21.4).

6.21.6 Saulenofen, geeignet zur Aufrechterhaltung einer konstanten Temperatur.

6.21.7 Drei-Phasen-Massenspektrometer.

Triple-Quadrupol-Gerate oder Gerdte mit lonenfalle oder linearer Quadrupol-lonenfalle, ausgestattet mit
einer Elektrosprayionisations-(ESI-)Schnittstelle und betrieben im Modus MRM (en: multiple reaction
monitoring). Es kann gegebenenfalls jeder Ionisationsmodus (in der Regel negativ oder positiv) verwendet

werden, mit dem eine ausreichende Ausbeute erreicht wird.

6.21.8 Computergestiitztes System zur Geritesteuerung und Datenauswertung.

7 Durchfiihrung

7.1 Allgemeines

Sofern nicht anders festgelegt, miissen alle Reagenzien, Proben und Gerdate, die in 7.2 bis 7.5 verwendet
werden, Raumtemperatur haben, bevor irgendeine Handhabung stattfindet.

7.2 Vorbereitung der Untersuchungsprobe
Feste Laborproben miissen fein gemahlen und homogenisiert werden. Es muss darauf geachtet werden, die
Probe wahrend des Prozesses nicht zu TUberhitzen. Bei fetthaltigen Proben ist unter Umstdnden

Kryovermahlen erforderlich.

Halbfeste Proben miissen griindlich homogenisiert werden, indem sie ungefahr 10 min kraftig geschiittelt
werden.

ANMERKUNG  Wenn Aufschlammungen verwendet werden, ist es wichtig, die vorgeschriebene Extraktionsmischung

zu erreichen. Ein zu niedriger Gehalt an organischem Losemittel kann die Extraktionsfahigkeit derjenigen
Alternaria-Toxine, die eine geringere Wasserloslichkeit aufweisen, einschranken.
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