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Nationales Vorwort

Dieses  Dokument  (prEN 17203:2019) wurde vom  Technischen @ Komitee @ CEN/TC 275
,Lebensmittelanalytik — Horizontale Verfahren“ erarbeitet, dessen Sekretariat von DIN (Deutschland)
gehalten wird.

Das zustdndige deutsche Normungsgremium ist der Arbeitsausschuss NA 057-01-03 AA ,Biotoxine“ im
DIN-Normenausschuss Lebensmittel und landwirtschaftliche Produkte (NAL).

Um Zweifelsfille in der Ubersetzung auszuschlieRen, ist die englische Originalfassung beigefiigt. Die

Nutzungsbedingungen fiir den deutschen Text des Norm-Entwurfes gelten gleichermafien auch fiir den

englischen Text.

Anderungen

Gegeniiber DIN EN 17203:2019-03 wurde folgende Anderungen vorgenommen:

a) die Notwendigkeit, tiglich neue Kalibrierl6sungen herzustellen, wurde gestrichen (5.24);

b) die Anforderung fiir Kreuzkontamination unter 1 % wurde gestrichen (6.14.2);

c) der letzte Teil ,im negativen lonenmodus” des zweiten Absatzes vor Tabelle 2, beginnend mit ,wenn ein
Addukt-lIon als Vorganger-lon verwendet wird“, wurde gestrichen, da fiir dieses Verfahren nicht
anwendbar (7.5.2);

d) in Tabelle 2 wurde die letzte Spalte fiir den zweiten Qualifier wieder eingefiihrt (7.5.2);

e) Absatz 3 wurde mit anderen Normen der CEN/TC 275/WG 5 abgestimmt (8.1).
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Europaisches Vorwort

Dieses  Dokument  (prEN 17203:2019) wurde vom  Technischen @ Komitee = CEN/TC 275
»Lebensmittelanalytik - Horizontale Verfahren“ erarbeitet, dessen Sekretariat von DIN gehalten wird.

Dieses Dokument ist derzeit zur CEN-Umfrage vorgelegt.
Dieses Dokument wird EN 17203:2018 ersetzen.

Dieses Dokument wurde unter einem Normungsauftrag erarbeitet, den die Europdische Kommission und die
Europadische Freihandelszone dem CEN erteilt haben.

Gegeniiber der Ausgabe von 2018 wurden die folgenden Anderungen vorgenommen:

— 5.24 Die Anforderung, Kalibrierlosungen téglich neu herzustellen, wurde gestrichen.

— 6.14.2 Die Anforderung einer Kreuzkontamination unter 1 % wurde gestrichen.

— 7.5.1 Der erste Satz wurde im Sinne einer besseren Ausdrucksweise umformuliert.

— 7.5.2 Der letzte Teil ,im negativen lonenmodus“ des vorletzten Absatzes vor Tabelle 2, beginnend mit
»,Wenn ein Addukt-Ion als Vorgidnger-lon verwendet wird"“, wurde gestrichen, da er fiir dieses Verfahren
nicht relevant ist.

— 7.5.2, Tabelle 2 Die letzte Spalte fiir den zweiten Qualifier wurde wieder eingefiihrt.

— 7.6, Absatz 2, Zeile 1 wurde im Sinne besserer Verstandlichkeit umformuliert.

— 8.1, Absatz 3 wurde an andere Normen der CEN/TC 275/WG 5 angepasst.
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Einleitung

Das Mycotoxin Citrinin ist ein Polyketid-Sekundarmetabolit, das hauptsachlich nach der Ernte in
Lebensmitteln und Futtermitteln durch mehrere Pilze der Gattungen Penicillium (z.B. P.citrinum),
Aspergillus (z.B. A. candidus) und Monascus (z. B. M. purpureus) gebildet wird. Citrinin tritt vorwiegend in
gelagerten Kornern wie Reis, Mais, Weizen, Gerste, Hafer und Roggen auf. Citrinin kann als Schadstoff in
rotem mit Monascus purpureus fermentiertem Reis und daraus formulierten Nahrungserganzungsmitteln
gefunden werden.

WARNUNG 1 — Sofern Arbeitsschritte mit gefihrlichen Chemikalien durchgefiihrt werden, sind
geeignete Vorsichts- und Schutzmafdinahmen zu treffen. Die EU-Chemikalienverordnung hinsichtlich
gefiahrlicher Stoffe, (EG) Nr.1907/2006 [5] (in der neuesten Fassung), sowie geeignete nationale
Erklarungen sollten beriicksichtigt werden.

WARNUNG 2 — Bei der Anwendung dieses Dokuments ist es méglich, dass gefihrliche Substanzen,
Arbeitsginge und Gerite angewendet werden. 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 einschrankenden
Vorschriften gelten.

WARNUNG 3 — Von Citrinin sind nephrotoxische Eigenschaften bekannt, die proximale Tubuli der
Niere schidigen [6].
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1 Anwendungsbereich

Dieses Dokument beschreibt ein Verfahren zur Bestimmung des Citriningehalts in Lebensmitteln (Getreide,
rotem Reis [RYR, en: red yeast rice]), Krautern und Nahrungsergdnzungsmitteln mittels
Fliissigchromatographie und Tandem-Massenspektrometrie (LC-MS/MS).

Dieses Verfahren wurde fiir Citrinin in rotem Reis und in entsprechend zusammengesetzten
Nahrungsergdanzungsmitteln im Bereich von 2,5 ug/kg bis 3 000 ug/kg sowie fiir Citrinin in Weizenmehl im
Bereich von 2,5 pg/kg bis 100 pg/kg validiert.

Laborerfahrungen haben gezeigt, dass dieses Verfahren auch auf weifden Reis, auf Krauter wie Ginkgo-

Biloba-Blitter in Pulverform und entsprechend zusammengesetzte Nahrungsergidnzungsmittel im Bereich
von 2,5 pg/kg bis 50 pg/kg anwendbar ist.

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 (einschlieRlich aller Anderungen).

EN ISO 3696, Wasser fiir analytische Laborzwecke — Spezifikation und Priifverfahren (I1SO 3696)

3 Begriffe

Es werden keine Begriffe in diesem Dokument angegeben.

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/

— 1SO Online Browsing Platform: verfligbar unter http://www.iso.org/obp

4 Kurzbeschreibung

Eine Einwaage wird mit einer wassrigen Salzsdurelosung versetzt und mit einem
Ethylacetat/Acetonitril/Eisessig-Gemisch 60 min extrahiert. Der Extrakt wird mit Magnesiumsulfat und
Natriumchlorid versetzt, gerithrt und zum Abscheiden des Wassers zentrifugiert, um die Phasentrennung
der Mischung zu erméglichen. Ein Aliquot des Uberstands wird gesammelt, filtriert, mit einer
Isotopenmarkierten internen Standardlésung (ISTD) versetzt und mit Umkehrphasen-LC-MS/MS analysiert.
Der Analyt wird anhand des entsprechenden Citrinin/Citrinin-13C-Verhiltnisses und den
Citrininkonzentrationen quantifiziert.
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5 Reagenzien

Falls nicht anders festgelegt, werden nur analysenreine Chemikalien und Wasser der Qualitit1 nach
EN ISO 3696 verwendet. Handelsiibliche Losungen mit gleichwertigen Eigenschaften wie die aufgefiihrten
diirfen auch verwendet werden.

5.1 Ethylacetat, analysenrein oder hoher.

5.2 Acetonitril, LC-MS-Reinheit.

5.3 Eisessig (CH3COOH), analysenrein oder hoher.
5.4 Eisessig (CH;COOH), LC-MS-Reinheit.
5.5 Magnesiumsulfat, wasserfrei (MgS0,), analysenrein oder hoher.

5.6 Natriumchlorid (NaCl), analysenrein oder hoher.
5.7 Salzsaure-Losung (HCl), analysenrein oder hoher, Volumenanteil ¢ (HCl) = 37 % (acidimetrisch).

5.8 Wasser (H,0), entionisiert (Ultrapure).
5.9 Wasser (H,0), LC-MS-Reinheit.

5.10 Methanol (MeOH), LC-MS-Reinheit.

5.11 Ammoniumacetat (CH3COONH,), LC-MS-Reinheit.

5.12 Extraktionslésung 1.

990 ml Wasser (5.8) werden mit 10 ml Eisessig(5.3) versetzt und gemischt (Wasser + Eisessig,
99 + 1, v + v). 100 g Natriumchlorid (5.6) werden in 11 dieser Mischung aufgeldst und diese wird mit 16 ml
Salzsaureldsung (5.7) versetzt. Diese Losung kann bei Raumtemperatur gelagert 1 Monat verwendet werden.
5.13 Extraktionslésung 2.

240 ml Acetonitril (5.2) werden mit 750 ml Ethylacetat (5.1) und 10 ml Eisessig (5.3) versetzt und gemischt.
Diese Losung (Ethylacetat + Acetonitril+Eisessig, 75+ 24+ 1,v+v+v) kann bei Raumtemperatur
gelagert 1 Monat verwendet werden.

5.14 Verdiinnungslésung.

80 ml Methanol (5.10) werden mit 18 ml Wasser (5.9) und 2 ml Eisessig (5.4) versetzt und gemischt. Diese
Losung (Methanol + Wasser + Eisessig, 80 + 18 + 2, v + v + v) kann bei Raumtemperatur gelagert 1 Monat
verwendet werden.

5.15 Ammoniumacetat/Eisessig in Wasser.

9,5 g Ammoniumacetat (5.11) werden in 12,5 ml Wasser (5.9) aufgeldst, mit 12,5 ml Eisessig (5.4) versetzt
und griindlich gemischt. Diese Losung kann bei < —18 °C gelagert 12 Monate verwendet werden.

5.16 Mobile Phase A: Ammoniumacetat/Eisessig in Wasser, ¢ = 5 mmol/l.

999 ml Wasser (5.9) werden mit 1 ml Ammoniumacetat/Eisessig in Wasser (5.15) versetzt und sorgfaltig
gemischt.
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5.17 Mobile Phase B: Ammoniumacetat/Eisessig in Methanol, c = 5 mmol/I.

999 ml Methanol (5.10) werden mit 1 ml Ammoniumacetat/Eisessig (5.15) versetzt und sorgfaltig gemischt.
5.18 Citrinin, analytischer Standard > 99 %, z. B. kristallin oder als zertifizierte Standardlésung.

5.19 Citrinin-Stammlésung, Massenkonzentration p = 500 ug/ml.

5 mg kristallines Citrinin werden auf 0,1 mg in einen 10 ml-Messkolben eingewogen, in Acetonitril (5.2)
gelost und damit bis zur Marke aufgefiillt. Die Massenkonzentration dieser Stammlésung muss tiberpriift
werden. Dies kann mit LC-MS/MS gegen die zertifizierte Standardlésung (5.18) oder durch photometrische
Konzentrationsbestimmung mit dem molaren Extinktionskoeffizienten geschehen [8].

Die zertifizierte Standardlosung (5.18) kann alternativ als Stammlésung verwendet werden.

5.20 Citrinin-Arbeitslosung, p = 100 pg/ml

1ml Stammldsung (5.19) wird zu 4 ml Verdiinnungslosung (5.14) pipettiert und die Mischung wird
homogenisiert.

Zur Korrektur der exakten Konzentration dieser Arbeitslosung (Massenkonzentration p = 100 pg/ml) muss
ein Korrekturfaktor (5.19) bestimmt und verwendet werden. Dieser Schritt darf bei der Verwendung der
zertifizierten Standardlosung (5.18) entfallen.

Die Stamm- und Arbeitslosungen konnen 12 Monate verwendet werden, wenn sie bei < —18 °C gelagert und
vor Licht und Feuchtigkeit geschiitzt werden.

5.21 Citrinin-Zwischenlésung, p = 1 pg/ml.

4 950 pl Verdiinnungslésung (5.14) werden mit einer Pipette mit 50 pl Citrinin-Arbeitslosung (5.20) versetzt
(ergibt 5 ml) und die Mischung wird homogenisiert.

Diese Zwischenlosung wird als Aufstocklosung fiir die Wiederfindung verwendet. Sie kann 3 Monate
verwendet werden, wenn sie in Braunglaskolben (6.13) bei < —18 °C aufbewahrt wird.

5.22 Citrinin-13C-Stammlésung, als Standardlésung bei einer gegebenen Massenkonzentration, z.B.
p =100 pg/ml

Nach dem Offnen kann die Stammldsung iiblicherweise 12 Monate verwendet werden, wenn sie bei
< —18 °C in Braunglaskolben gelagert wird (siehe Verfallsdatum im Analysenzertifikat).

Wenn die Substanz in kristalliner Form erworben wurde, wird Citrinin-13C in einer geeigneten Menge an
Acetonitril (5.2) geldst, was eine Stammldsung mit passender Massenkonzentration (z. B. p =100 pg/ml)
ergibt. Auch diese Stammlésung kann Ublicherweise 12 Monate verwendet werden, wenn sie bei < —18°C
gelagert wird.

5.23 Citrinin-13C-Zwischenlésung, p = 100 ng/ml.

Zur Herstellung einer Citrinin-13C-Zwischenldsung mit einer Massenkonzentration von p = 100 ng/ml wird
Citrinin-13C-Stammldsung (5.22) zur Verdiinnungsldsung (5.14) pipettiert und diese gemischt. Diese Lésung
wird als interner Standard (ISTD) verwendet und zu jedem der Probenextrakte, den Kalibrierl6sungen

(5.24) und der Citrinin-Kontroll-Losung (5.25) hinzugefiigt.

Diese Losung kann 6 Monate verwendet werden, wenn sie in Braunglaskolben bei < —18 °C gelagert wird.
Bei der Verwendung nach 6 Monaten muss die Stabilitdt der Losung tiberpriift werden.
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5.24 Kalibrierl6sungen.
Die folgenden Kalibrierlésungen (beispielsweise im Bereich von 0,25 ng/ml bis 50 ng/ml) wie in Tabelle 1
beschrieben = werden  unter  Verwendung der  Citrinin-Zwischenl6ésung (5.21) und  der

Verdiinnungslosung (5.14) hergestellt und die Mischungen homogenisiert.

Zuerst wird die Kalibrierlosung 6 hergestellt, die dann fiir die Herstellung der Kalibrierlésungen 1, 2 und 3
verwendet wird (siehe Tabelle 1).

Tabelle 1 — Beispiele geeigneter Kalibrierlosungen

Kalibrier- Massen- Gesamt- Cit_rinin- Kalibrier- Verdiinnungs-
l6sung konzentration volumen “Zw1schen- 16sung 6 l6sung (5.14)
l6sung (5.21)
ng/ml ul ul ul ul

1 0,25 1000 5 995

2 0,5 1000 10 990

3 1 1000 20 980

4 10 1000 10 990

5 20 1000 20 980

6 50 1000 50 950

Von jeder Kalibrierlosung (1 bis 6) werden 45ul entnommen, jeweils mit 5pl
Citrinin-13C-Zwischenldsung (5.23) versetzt und gemischt.

Die Volumina der Kalibrier- und Zwischenlésungen konnen auch proportional zueinander erh6ht werden.
5.25 Citrinin-Kontroll-Lésung, p = 25 ng/ml.

Eine Citrinin-Kontroll-Losung wird aus der zertifizierten Citrinin-Standardlésung (5.18) hergestellt.
Alternativ wird die Citrinin-Kontroll-Losung aus einer geeigneten unabhidngigen Citrinin-Stammlésung
hergestellt, die photometrisch oder tber die zertifizierte Standardlésung (5.18) gepriift wurde. Die
Kontroll-Losung (p = 25 ng/ml) wird durch Verdiinnen der Stammldsung mit der Verdiinnungslosung (5.14)

hergestellt.

45yl dieser Kontroll-Lésung werden vor der Untersuchung mit 5 ul Citrinin-13C-Zwischenlésung (5.23)
versetzt.

Diese Kontroll-Losung kann bei Lagerung in Braunglaskolben bei < —18 °C 3 Monate verwendet werden.
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6 Ausriistung und Gerite
Ubliche Laborglasgerite und Ausriistung, und insbesondere die Folgenden:

Um Lichteinwirkungen und den Abbau von Citrinin zu reduzieren, werden vorzugsweise Glasgerate aus
Braunglas verwendet.

6.1 Laborwaage, Fehlergrenze 0,01 g.

6.2 Analysenwaage, Fehlergrenze 0,1 mg.

6.3 Laborschiittler.

6.4 Zentrifuge, fiir 50 ml-Zentrifugenrohrchen geeignet.
6.5 Zentrifuge, fiir 1,5 ml-Zentrifugenréhrchen geeignet.

6.6 Pipetten, einstellbar, z. B. 1 pl bis 1 000 pl, geeignet fiir organische Losungsmittel, mit entsprechenden
Spitzen.

6.7 Zentrifugenréhrchen, 50 ml

6.8 Zentrifugenrohrchen aus Polypropylen, (z. B. Eppendorf®1-Réhrchen), 1,5 ml.

6.9 Spritze, 2 ml

6.10 Spritzenfilter, aus Polytetrafluorethylen, (PTFE) mit 0,2 pm Porengrofie.

6.11 Injektionsflischchen (1,5 ml), aus Braunglas, mit Schraubverschluss oder gleichwertig.
6.12 Glaseinsitze.

6.13 Braunglaskolben.

6.14 LC-MS/MS-System, bestehend aus:

6.14.1 LC-Pumpe, geeignet fiir Gradientenelution.

6.14.2 Injektionssystem, geeignet flir die Injektion eines geeigneten Volumens an Injektionslosung mit
ausreichender Genauigkeit.

6.14.3 LC-Sdule, z. B. HSST3-C18-Saule, 1,8 um, 2,1 mm X 100 mm und mit entsprechendem Vorfilter oder
Vorsaule.

Es diirfen auch Saulen mit anderen Abmessungen verwendet werden, die eine Basislinientrennung zum
Unterscheiden des Citrininpeaks von allen anderen Peaks erméglichen.

6.14.4 Siulenthermostat.

1 Eppendorf ist die Herstellerbezeichnung eines Zentrifugenrohrchens von Eppendorf International. Diese Angabe
dient nur zur Unterrichtung der Anwender dieser Europdischen Norm und bedeutet keine Anerkennung dieses
genannten Produktes durch CEN. Gleichwertige Produkte diirfen verwendet werden, wenn sie nachweisbar zu
identischen Ergebnissen fiihren.
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6.14.5 Tandem-Massenspektrometer (MS/MS), geeignet fiir die lonisation von Citrinin mit ,multiple
reaction monitoring“ (MRM) mit einem ausreichend grofden dynamischem Bereich.

6.14.6 Datenauswertungssystem.

7 Verfahren

7.1 Vorbereitung der Untersuchungsprobe

Die Laborprobe wird fein gemahlen, homogenisiert und bis zur Entnahme der Einwaage im Dunkeln
aufbewahrt.

7.2 Extraktion von Citrinin

Von der homogenisierten Probe wird eine Einwaage von 4,00 g in ein 50 ml-Zentrifugenréhrchen (6.7) auf
0,02 g eingewogen.

10 ml Extraktionslésung 1 (5.12) und gleich darauf 20ml(V,,) Extraktionslésung2 (5.13) werden
hinzugefiigt und das Réhrchen wird verschlossen.

Die Mischung wird etwa 1 h mit einem Laborschiittler (6.3) bei Raumtemperatur geschiittelt.

Danach werden 6,0 g Magnesiumsulfat (5.5) und 1,5 g Natriumchlorid (5.6) zum Gemisch gegeben und
sogleich 30 s kraftig geschiittelt, um ein Zusammenklumpen der Salze zu vermeiden.

ANMERKUNG Dieser Schritt ist exotherm und fiihrt zu einer moderaten, aber spiirbaren Erwarmung des Roéhrchens
und seines Inhalts.

Die Mischung wird erneut mit einem Laborschiittler (6.3) etwa 3 min geschiittelt.
Die Phasen werden durch etwa 5-mintitiges Zentrifugieren (6.4) bei etwa 4 000 g getrennt.

1 ml der organischen Phase wird durch einen PTFE-Spritzenfilter (6.9, 6.10) in ein 1,5 ml-Zentrifugen-
rohrchen (6.8) filtriert.

Um die ,hoch kontaminierten“ Chargen (z. B. Hochstgehalt = 2 000 ug/kg) untersuchen zu kénnen, wird der
Extrakt bis zu 20-fach verdiinnt.

BEISPIEL 10 pl des Extrakts stark kontaminierter Proben werden in 190 pl Verdiinnungslésung (5.14) verdiinnt
und die Mischung wird homogenisiert.

Sollte dieser verdiinnte Extrakt triibe sein (besonders bei rotem Reis), wird ein Aliquot des verdiinnten
Extrakts (> 1 ml) in ein anderes 1,5 ml-Zentrifugenrohrchen (6.8) gegeben und die Mischung erneut bei
etwa 4 000 g (6.5) zentrifugiert.

7.3 Aufstocken

Eine 4 g-Einwaage wird mit 80 pl Citrinin-Zwischenlosung (5.21) versetzt (entsprechend einem
Massenanteil von 20 pg/kg Citrinin in der Probe) und mindestens 30 min bei Raumtemperatur stehen
gelassen (equilibriert). Fiir andere Kontaminationsbereiche wird die Aufstockkonzentration durch die
Zugabe eines geeigneten Volumens angepasst. Alternativ kann zertifiziertes Referenzmaterial verwendet
werden.

10 ml Extraktionslésung 1 (5.12) und gleich darauf 20 ml (V,,) Extraktionslosung 2 (5.13) werden hinzu-
gefligt und das Rohrchen wird verschlossen. Citrinin wird nach 7.2 aus den Proben extrahiert.
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7.4 Vorbereitung der Probenmessléosung

45ul des gefilterten Extrakts(7.2) werden in einen Glaseinsatz (6.12) gegeben, mit 5l
Citrinin-13C-Zwischenldsung (5.23) versetzt und gut gemischt.

Der Glaseinsatz wird in das Injektionsflaschchen aus Braunglas (6.11) gegeben und dieses zugeschraubt.

Die Kalibrierlosungen (5.24) und die Kontroll-Losung (5.25) werden ebenso behandelt.

Eine geeignete Menge dieser Messlosungen wird in das LC-MS/MS-System (6.14) injiziert, wobei die
LC-MS/MS-Analysen aufgrund von Instabilitdt innerhalb von 24 h nach der Probenextraktion durchgefiihrt
werden miissen.

7.5 Bestimmung mit LC-MS/MS

7.5.1 Allgemeines

Die analytische Séule, die Zusammensetzung der mobilen Phase, die Gradienteneinstellungen und das
Injektionsvolumen missen so ausgewahlt und kombiniert werden, dass die Bedingungen eine akzeptable
Trennung und zuverlédssige Ergebnisse bei den erforderlichen Massenkonzentrationen ermoglichen, wobei
die Selektivitat fiir eine hinreichend niedrige Anzahl falsch verdéchtiger Ergebnisse ausreichend sein muss.
Die analytischen Parameter (Auswahl des lonisationsmodus, Auswahl der Massen von Vorldufer- und
Produkt-lonen, Optimierung von Cone-Spannungen und Kollisionsenergien) werden durch Infusion und
Injektion von Einzel-Analyt-Standardlésungen von Citrinin und isotopenmarkiertem Citrinin optimiert.

Zur Uberpriifung der Stabilitit des LC-MS/MS-Systems wird die Kontroll-Lésung (5.25) injiziert.

7.5.2 LC-MS/MS-Einstellungen

Die Standardlésungen, Verdiinnungslosung und die Extrakte werden in folgender Reihenfolge injiziert:

— Kontroll-Losung (5.25, Bestatigung der Spezifitat);

— Verdiinnungslosung (5.14, Priifen auf Verschleppung aus dem Injektor);

— Kalibrierkurve (5.24);

— Kontroll-Losung (5.25, Eignung des Systems);

— Probenextrakte (7.3, 7.2) (einschlieflich Verdiinnungslésung (5.14) und Kontroll-Lésung (5.25) nach
jeweils 6 bis 10 Probeninjektionen);

— Kontroll-Losung (5.25);
— Verdinnungslosung (5.14).

Bei Verwendung der Saule (6.14.3), der mobilen Phasen A (5.16) und B (5.17) und des in Tabelle A.1
angegebenen Elutionsverhaltnisses sind die folgenden Parameter anwendbar.
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Durchfluss: 0,5 ml/min

Temperatur des Sdulenofens: 40 °C

Injektionsvolumen: 1ul

Ionenquelle: Elektrospray

Ionisationsmodus: negativer lonisationsmodus

Funktionstyp: multiples Reaktionsmonitoring (MRM) mit 3 Kanalen

Ionenquelleneinstellungen: Quellentemperatur 150 °C, Desolvatisierungstemperatur 450 °C,
Desolvatisierungsgasfluss 10001/h, Cone-Gasfluss 1501/h und
Kapillarspannung 1 kV.

Die oben genannten LC-Parameter kdnnen als Richtwerte gelten. Je nach verwendeter Sdule miissen das
Elutionsmittelverhéltnis und/oder der Durchfluss so angepasst werden, dass die beste Trennung zwischen
dem Analyten und den anderen im Extrakt befindlichen Matrixbestandteilen erreicht wird.

Wenn ein Addukt-Ion als Vorginger-lon verwendet wird und die Abspaltung des Adduktes als Ubergang fiir
den Quantifier dient, miissen mindestens zwei Qualifier-lonen aufgenommen werden.

Geeignete massenspektrometrische Parameter sind in Tabelle 2 dargestellt.

Tabelle 2 — Substanzspezifische massenspektrometrische Bedingungen fiir die Citrininanalyse

Analyt Retentions- | Vorldufer-lon Cone- Produkt-lon m/z (Kollisionsenergie)
zeit [M + MeOH - H]~ | Spannung Quantifier | 1.Qualifier | 2. Qualifier
min m/z Vv
_ 249,0 205,0 177,0
Citrinin 281,0 50
(15eV) (25eV) (30eV)
3,8
Citrinin-13C 294,0 50 262,0 a
- , n. z. n. z.
itrinin (15 eV)
4 nicht zutreffend

Die besten Messbedingungen fiir Quantifier und Qualifier miissen daher fiir den betreffenden Gerateaufbau
ermittelt werden. Als Quantifier muss der Masseniibergang mit dem grofdten Signal-Rausch-Verhaltnis
gewahlt werden.

Die Empfindlichkeit kann durch eine optimale Auswahl des lonisationsmodus, der Vorlaufer-lonen und der
Produkt-lonen sowie die Optimierung von Conespannungen und Kollisionsenergie maximiert werden.

Beispielchromatogramme sind in Anhang B aufgefiihrt.
7.6 Ildentifizierung

Citrinin wird durch Vergleich der Retentionszeit der Standardldsung mit der der Probenmesslosung
identifiziert. Der Analyt wird anhand von mindestens zwei Masseniibergdngen identifiziert. Zusatzlich
miissen die Retentionszeiten (Peaks in beiden Massenspuren) und das Flachenverhéltnis der beiden Peaks
mit denen der Standardsubstanz libereinstimmen.

Die Retentionszeit der Probenpeaks sollte bei +0,2 min des Mittelwertes der Kalibrierl6sungen liegen [3].
Ionenverhaltnisse, die als Qualifier-Signalgrofie/Quantifier-Signalgrofde definiert sind, miissen denen der
Kalibrierlésungen aus derselben Analysensequenz entsprechen (+30 % des Mittelwertes) [3].
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8 Auswertung

8.1 Allgemeines

Eine Mehrpunktkalibrierung wird mit Kalibrierlésungen durchgefiihrt (siehe Beispiel in Tabelle 1).
ANMERKUNG Akzeptable Wiederfindungsbereiche konnen [4] und [7] entnommen werden.

8.2 Berechnung mit dem internem Standard

Eine Mehrpunktkalibrierung wird durchgefithrt (lineare Kalibrierkurven durch Auftragen des
Citrinin/Citrinin-13C-Verhailtnisses, gemessen in den Kalibrierlésungen, gegeniiber der Konzentration nach
Tabelle 1).

Fiir die lineare Regressionskurve wird das Peak-Flachenverhaltnis vom Analyten gegen das entsprechende

Konzentrationsverhaltnis aufgezeichnet. Die Massenkonzentration p von Citrinin in der injizierten Losung
leitet sich aus der linearen Regression in ng/ml ab, siehe Gleichung (1).

A, Pa
Aistp e P1sTD @ (1)
Dabei ist:

A die Peakfldache des Analyten in der Kalibrierlosung;

a
Aigtp die Peakflache des internen Standards in der Kalibrierlosung;

acy — die mit den Kalibrierlosungen ermittelte Steigung der Kalibrierkurve;

Pa die Massenkonzentration des Analyten in den Kalibrierldsungen in ng/ml;

pistp  die Massenkonzentration des internen Standards in der Kalibrierlosung in ng/ml;

bc,  der Achsenabschnitt der mit den Kalibrierlosungen ermittelten Kalibrierkurve.

Die Massenkonzentration p3 des Analyten in der Probenmesslésung in ng/ml wird mit Gleichung (2)

berechnet:
Isq—g — bcal
A a 2
p§ = ————pism (2)
Qcal
Dabei ist:
AS die Peakflache des Analyten in der Probenmesslésung;
bc,  der mit den Kalibrierldsungen ermittelte Achsenabschnitt der Kalibrierkurve.

Ajgrp  die Peakflache des internen Standards in der Probenmesslosung;

ac,  die mit den Kalibrierlsungen ermittelte Steigung der Kalibrierkurve;

pistp  die Massenkonzentration des internen Standards in der Probenmesslosung in ng/ml.
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