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Nationales Vorwort

Dieses Dokument (prEN 17212:2017) wurde von der Arbeitsgruppe 1l ,Organische Kontaminanten“
(Sekretariat: NEN, Niederlande) des Technischen Komitees CEN/TC 327 ,Futtermittel — Probenahme- und
Untersuchungsverfahren, 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-Normenausschuss Lebensmittel und landwirtschaftliche Produkte (NAL)
verantwortlich.

Um Zweifelsfille in der Ubersetzung auszuschliefRen, ist die englische Originalfassung beigefiigt. Die
Nutzungsbedingungen fiir den deutschen Text des Norm-Entwurfes gelten gleichermafien auch fiir den
englischen Text.

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
1SO 5725-1 siehe DIN ISO 5725-1
IS0 5725-2:1994 siehe DIN ISO 5725-2:2002-12
1SO 11843-2 siche DIN ISO 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
(1S0 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 Vergleichprdzision eines vereinheitlichten
Messverfahrens (1SO 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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Europaisches Vorwort

Dieses Dokument (prEN 17212:2017) wurde vom Technischen Komitee CEN/TC 327 ,Futtermittel —
Probenahme- und Untersuchungsverfahren“ erarbeitet, dessen Sekretariat von NEN gehalten wird.

Dieses Dokument ist derzeit zur CEN-Umfrage vorgelegt.
Dieses Dokument wurde im Rahmen eines Normungsauftrages erarbeitet, den die Europaische Kommission

und die Européische Freihandelszone dem CEN erteilt haben, und unterstiitzt grundlegende Anforderungen
der EU-Richtlinien.
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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 Cyanursdure in Futtermitteln erarbeitet.
Beide Substanzen wurden illegal in Futtermittel eingemischt.

WARNUNG — Die Anwendung dieser Vorschrift bringt den Einsatz gefihrdender Stoffe,
Arbeitsabldufe und Gerate mit sich. Diese Vorschrift beansprucht nicht, simtliche mit ihrer
Anwendung verbundenen Sicherheitsprobleme zu behandeln. Es liegt in der Verantwortung des
Anwenders dieser Vorschrift, die angemessenen Mafdnahmen in Bezug auf den Gesundheits- und
Arbeitsschutz einzuleiten und vor der Anwendung die Anwendbarkeit regulatorischer
Einschriankungen zu bestimmen.
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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
in dem Konzentrationsbereich zwischen < 1 mg/kg und 100 mg/kg Futtermittel fest.

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

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

Da die Empfindlichkeit der LC-MS/MS fiir Cyanursdaure wesentlich 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 iiber 100 mg/kg ist méglich, 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 (1SO 6497)

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

EN ISO/IEC 17043:2010, Konformitdtsbewertung — Allgemeine Anforderungen an Eignungspriifungen
(1SO/IEC 17043:2010)

ISO 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.

31

Kalibrierung

vollstandiger Satz von Tatigkeiten, mit dem die Kalibrierfunktion unter den angegebenen Bedingungen
geschatzt wird aus Beobachtungswerten der Messgrofde, die fiir mehrere Bezugszustidnde 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 Behiltnissen zur Konservierung verarbeitet,
verpackt, luftdicht verschlossen und sterilisiert wurde

[QUELLE: EN ISO 6498:2012, 2.3.15]

3.4

Ringversuch

Vergleichspriifung zwischen Laboratorien

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

Anmerkung 1 zum Begriff:  Vergleichspriifungen zwischen Laboratorien werden fiir vielfdltige Zwecke genutzt und
kommen in zunehmendem Mafie international zur Anwendung. Vergleichspriifungen zwischen Laboratorien kommen
iiblicherweise fiir folgende Zwecke zum Einsatz: [...]

h) Bewertung der Leistungsmerkmale eines Verfahrens - haufig beschrieben als Ringversuche

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

3.5

Erganzungsfuttermittel

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

[QUELLE: Verordnung (EG) Nr. 767/2009 (Artikel 3, 1j)] [1]
3.6
Alleinfuttermittel

Mischfuttermittel, das wegen seiner Zusammensetzung fiir eine tégliche 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
Ergdanzungsfuttermittels bestimmt sind

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

3.8

kontaminierte Materialien

Futtermittel, die einen hdoheren Gehalt an unerwiinschten Stoffen enthalten als geméafs 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, S ist, bei einer
Wahrscheinlichkeit von a, ihre Anwesenheit falschlicherweise anzugeben

Anmerkung 1 zum Begriff:  Die IUPAC empfiehlt Standardwerte fiir « und § 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 Erndahrungsbedarfs 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]
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3.11

HorRat

Verhaltnis der relativen Vergleichstandardabweichung zu der nach der Horwitz-Gleichung berechneten
Standardabweichung

Anmerkung 1 zum Begriff: ~ Vorhergesagte relative Standardabweichung PRSD, = 2C — 0,15.

HorRatg = RSDg/PRSDy (1)
HorRat, = RSD,/PRSDy (2)

Anmerkung 2 zum Begriff:  Bei Anwendung auf Untersuchungen innerhalb eines Laboratoriums betrédgt der iibliche
Bereich von HorRat(r) 0,30 bis 1,30.

Anmerkung 3 zum Begriff:  Um die ordnungsgemafie Berechnung von PRSDy zu iiberpriifen, sollte eine C von 106
eine PRSDy von 16 % ergeben. C ist die Konzentration, angegeben als Massenanteil (sowohl Zahler als auch Nenner

werden in den gleichen Einheiten angegeben). Der HorRat-Wert lasst 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 Ergdanzung oder als Ersatz der postkolostralen Muttermilch verabreicht oder an zur
Schlachtung bestimmte junge Tiere wie Kalber, Limmer oder Kitze verfiittert wird

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

3.13

Prazision

Ausmaf} der Ubereinstimmung von Anzeigen oder gemessenen Gréfenwerten, 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 gebraucht, um die Wiederholprazision, die Prézision unter
Zwischenbedingungen und die Vergleichprazision einer Messung zu definieren.

Anmerkung 4 zum Begriff: = Manchmal wird ,Messprazision“ 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 zahlenmafdig ausgedriickt werden durch Merkmale fiir die
Streuung der Ergebnisse.

[QUELLE: ISO 3534-2:2006, 3.3.5]
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3.15

Wiederholbedingungen

Beobachtungsbedingungen, bei denen voneinander unabhédngige 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:

— denselben Bearbeiter;

— dieselbe Gerateausriistung, die unter denselben Bedingungen benutzt wird;
— 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 Maf fiir die Streuung der Verteilung der
Ermittlungs- oder der Messergebnisse unter Wiederholbedingungen.

Anmerkung 2 zum Begriff: In gleicher Weise koénnen ,Wiederholvarianz“ und ,Wiederholvariationskoeffizient*

definiert werden; diese konnen als Mafle fiir die Streuung der Ermittlungs- oder der Messergebnisse unter
Wiederholbedingungen benutzt werden.

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

3.18
Vergleichprizision
Prézision unter Vergleichbedingungen

Anmerkung 1 zum Begriff:  Die Vergleichprézision kann zahlenmaf3ig ausgedriickt werden durch die Merkmale fiir die
Dispersion der Ergebnisse.

Anmerkung 2 zum Begriff:  Unter Ergebnissen werden tiblicherweise korrigierte Ergebnisse verstanden.
[QUELLE: ISO 3534-2:2006, 3.3.10]

3.19

Vergleichbedingungen

Beobachtungsbedingungen, bei denen voneinander unabhingige 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]
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3.20

Vergleichgrenze

R

kritischer Vergleichdifferenzbetrag fiir eine festgelegte Wahrscheinlichkeit von 95 %

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

3.21

Vergleichstandardabweichung

Standardabweichung von Ermittlungsergebnissen oder Messergebnissen, die unter Vergleichbedingungen
erhalten wurden

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

Anmerkung 2 zum Begriff:  In gleicher Weise kénnen ,Vergleichvarianz“ und ,Vergleichvariationskoeffizient" definiert

werden; diese konnen 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 grofen Anzahl negativer (oder
positiver) Untersuchungsproben und Beschrdanken der Anzahl an Untersuchungsproben, die die Anwendung
eines exakten Verfahrens erfordern

[QUELLE: ISO 24276:2006, 3.1.24]

4 Kurzbeschreibung

Um das Vorliegen von Melamin und Cyanursaure in einem Screening-Verfahren zu liberpriifen, werden die
Proben mit einem Gemisch aus Trichloressigsdure, 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 Bestidtigungsverfahren durchgefiihrt
werden.

Beim Bestitigungsverfahren 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 Cyanursdure erfolgt mittels Standardaddition.
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5 Reagenzien
5.1 Allgemeines

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

WARNUNG — Die Inhalation von und das Aussetzen gegeniiber toxischen Materialien und Losungen
davon ist 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 Trichloressigsiure (TCA).

5.2.3 Wasser, Reinheitsgrad fiir HPLC oder vergleichbare Qualitét (z. B. mit Milli-Q gereinigtes Wasser).
5.2.4 Acetonitril, hochrein fiir LCMS.

5.2.5 Methanol, hochrein fiir LCMS.

5.2.6 Extraktionsléosemittel A: 80 g TCA (5.2.2) werden eingewogen und 600 ml Extraktionslésemittel B
(Losemittel B, 5.2.7) werden hinzugefiigt.

5.2.7 Extraktionslosemittel B: Acetonitril (5.2.4) und Wasser (5.2.3) werden in einem Verhéltnis von
10 + 30 (V/V) gemischt.

5.2.8 LC-MS/MS.

5.2.8.1 Ammoniumacetat.

5.2.8.1.1 Ammoniumacetat-Lésung, c = 10 mmol/l.

0,77 g Ammoniumacetat (5.2.8.1) werden auf 0,01 g in einen 1 000-ml-Messkolben (6.11) eingewogen und in
Wasser (5.2.3) gelost. Mit Wasser (5.2.3) wird auf 1 000 ml aufgefiillt. Wochentlich wird eine neue Losung
hergestellt.

5.2.9 Mobile Phase fiir HPLC.

5.2.9.1 Mobile Phase A.

Acetonitril (5.2.4) und Ammoniumacetat-Losung (5.2.8.1.1) werden in einem Verhaltnis von 95+ 5 (V/V)
gemischt.

5.2.9.2 Mobile Phase B.

Ammoniumacetat-Losung (5.2.8.1.1) und Acetonitril (5.2.4) werden in einem Verhaltnis von 95 + 5 (V/V)
gemischt.
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5.2.10 Referenzsubstanzen

Angaben zu Reinheit von jeder Charge des Referenzstandards sind notwendig.

ANMERKUNG  Die Standardsubstanzen oder Standardlésungen konnen von Sigma-Aldrich, Restek oder Witega
bezogen werden. Das sind Beispiele fiir geeignete handelsiibliche Produkte. Diese Angabe dient nur zur Unterrichtung

der Anwender dieser Norm und bedeutet keine Anerkennung dieser genannten Produkte durch CEN. Andere Produkte
konnen verwendet werden, wenn die Ergebnisse vergleichbar sind.

5.2.10.1 Melamin (2,4,6-Triamino-1,3,5-triazin, sym-Triaminotriazin).

5.2.10.1.1 Melamin-Standardsubstanz mit einer Reinheit von mindestens 99 %.
5.2.10.1.2 Alternativ Melamin-Standardlésung, c = 1 mg/ml oder ¢ = 0,1 mg/ml.
5.2.10.2 Cyanursaure (1,3,5-Triazin-2,4,6-triol, 2,4,6-Trihydroxy-1,3,5-triazin).
5.2.10.2.1 Cyanursadure-Standardsubstanz mit einer Reinheit von mindestens 98 %.

5.2.10.2.2 Alternativ Cyanursaure-Standardlésung, c = 1 mg/ml oder ¢ = 0,1 mg/ml.

5.2.10.3 13C3;-Melamin.

5.2.10.3.1 13C;-Melamin-Standardsubstanz mit einer Reinheit von mindestens 95 %.
5.2.10.3.2 Alternativ, 13C;-Melamin-Standardlésung ¢ = 0,1 mg/ml.

5.2.10.4 13C;-Cyanursiure.

5.2.10.4.1 13C;-Cyanursiure-Standardsubstanz mit einer Reinheit von mindestens 97 %.
5.2.10.4.2 Alternativ, 13C;-Cyanursiure-Standardlésung ¢ = 0,1 mg/ml.

5.3 Standardlésungen
ANMERKUNG  Die Herstellung von gemischten Losungen von Melamin und Cyanursaure ist nicht ratsam.
5.3.1 Melamin-Stammlésung 1, c =1 mg/ml.

10 mg Melamin-Referenzstandard (5.2.10.1.1) werden auf 0,1 mg in einen 10-ml-Messkolben (6.11)
eingewogen. Die wahre Masse ist aufzuzeichnen. Der Standard wird in 2,5 ml DEA (5.2.1) und etwa 5 ml
Wasser (5.2.3) gelost, fiir 15 min bis 30 min in einem Ultraschallbad (6.8) angeordnet und mit Wasser (5.2.3)
auf 10 ml verdiinnt. Die Stammldsung wird bei —20 °C aufbewahrt und ist nach sechs Monaten frisch
herzustellen.

Alternativ: Verwendung von handelsiiblichen Standardlésungen (5.2.10.1.2).
5.3.2 Melamin-Stammlésung 2, c = 0,1 mg/ml.

Alternativ zu 5.3.2 werden 10 mg Melamin-Referenzstandard (5.2.10.1.1) auf 0,1 mg in einen
100-ml-Messkolben (6.11) eingewogen. Die wahre Masse ist aufzuzeichnen. Der Standard wird in
Wasser (5.2.3) gelost, fiir 15 min bis 30 min in einem Ultraschallbad (6.8) angeordnet und mit Wasser (5.2.3)
auf 100 ml verdiinnt. Die Stammlésung wird bei +4 °C aufbewahrt und ist nach sechs Monaten frisch
herzustellen.

Alternativ: Verwendung von handelsiiblichen Standardlésungen (5.2.10.1.2).
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5.3.3 Melamin-Arbeitslésung 1, c = 0,01 mg/ml.

1 ml der Melamin-Stammlésung 2 (5.3.2) oder alternativ 100 pl der Melamin-Stammldsung 1 (5.3.1) werden
mit einer geeigneten Pipette (6.5) in einen 10-ml-Messkolben (6.11) pipettiert und mit Wasser (5.2.3) auf
10 ml verdiinnt. Die Losung wird bei +4 °C aufbewahrt und ist nach drei Monaten frisch herzustellen.

5.3.4 Melamin-Arbeitsléosung 2, c = 0,001 mg/ml.

1ml der Melamin-Arbeitslosung1 (5.3.1) wird mit einer geeigneten Pipette(6.5) in einen
10-ml-Messkolben (6.11) pipettiert und mit Wasser (5.2.3) auf 10 ml verdiinnt. Die Losung wird bei +4 °C
aufbewahrt und ist nach drei Monaten frisch herzustellen.

5.3.5 Melamin-Arbeitslésung 3, c = 0,01 pg/ml.

1ml der Melamin-Arbeitslosung2 (5.3.2) wird mit einer geeigneten Pipette(6.5) in einen
10-ml-Messkolben (6.11) pipettiert und mit Wasser (5.2.3) auf 10 ml verdiinnt. Die Losung wird bei +4 °C
aufbewahrt und ist nach drei Monaten frisch herzustellen.

5.3.6 Cyanursiure-Stammlésung 1, c =1 mg/ml.

10 mg Cyanursdure-Referenzstandard (5.2.10.2.1) werden auf 0,1 mg in einen 10-ml-Messkolben (6.11)
eingewogen. Die wahre Masse ist aufzuzeichnen. Der Standard wird in 1 ml DEA (5.2.1) und etwa 5 ml
Wasser (5.2.3) gelost, fiir 15 min bis 30 min in einem Ultraschallbad (6.8) angeordnet und mit Wasser (5.2.3)
auf 10 ml verdiinnt. Die Losung wird bei —20 °C aufbewahrt und ist nach sechs Monaten frisch herzustellen.

Alternativ: Verwendung von handelsiiblichen Standardlésungen (5.2.10.2.2).
5.3.7 Cyanursiure-Stammlésung 2, c = 0,1 mg/ml.

Alternativ zu 5.3.6 werden 10 mg Cyanursiure-Referenzstandard (5.2.10.2.1) auf 0,1 mg in einen
100-ml Messkolben (6.11) eingewogen. Die wahre Masse ist aufzuzeichnen. Der Standard wird in
Wasser (5.2.3) gelost, fiir 15 min bis 30 min in einem Ultraschallbad (6.8) angeordnet und mit Wasser (5.2.3)
auf 100 ml verdiinnt. Die Stammldsung wird bei +4 °C aufbewahrt und ist nach sechs Monaten frisch
herzustellen.

Alternativ: Verwendung von handelsiiblichen Standardlésungen (5.2.10.2.2).

5.3.8 Cyanursiure-Arbeitslésung 1, c = 0,01 mg/ml.

1 ml der Cyanursaure-Stammlosung 2 (5.3.7) oder alternativ 100 pl der Cyanursiure-Stammlésung 1 (5.3.6)
werden mit einer geeigneten Pipette (6.5) in einen 10-ml-Messkolben (6.11) pipettiert und mit
Wasser (5.2.3) auf 10 ml verdiinnt. Die Losung wird bei +4 °C aufbewahrt und ist nach drei Monaten frisch
herzustellen.

5.3.9 Cyanursiure-Arbeitslésung 2, c = 0,001 mg/ml.

1ml der Cyanursdure-Arbeitslosung1 (5.3.6) wird mit einer geeigneten Pipette(6.5) in einen
10-ml-Messkolben (6.11) pipettiert und mit Wasser (5.2.3) auf 10 ml verdiinnt. Die Losung wird bei +4 °C
aufbewahrt und ist nach drei Monaten frisch herzustellen.

5.3.10 Cyanursiure-Arbeitslésung 3, c= 0,1 ng/ml.

1ml der Cyanursdure-Arbeitslosung 2 (5.3.9) wird mit einer geeigneten Pipette (6.5) in einen

10-ml-Messkolben (6.11) pipettiert und mit Wasser (5.2.3) auf 10 ml verdiinnt. Die Losung wird bei +4 °C
aufbewahrt und ist nach drei Monaten frisch herzustellen.
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5.3.11 13C4-Melamin-Stammlésung, ¢ = 0,1 mg/ml.

10 mg 13C3-Melamin-Referenzstandard (5.2.10.3.1) werden auf 0,1 mg in einen 100-ml-Messkolben (6.11)
eingewogen. Die wahre Masse ist aufzuzeichnen. Der Standard wird in Wasser (5.2.3) gelost, fiir 15 min bis

30 min in einem Ultraschallbad (6.8) angeordnet und mit Wasser (5.2.3) auf 100 ml verdiinnt. Die
Stammlésung wird bei +4 °C aufbewahrt.

Alternativ: Verwendung von handelsiiblichen Standardlésungen (5.2.10.3.2).

5.3.12 13C3-Melamin-Arbeitslésung, ¢c=0,01 mg/ml.

1ml der 13C;-Melamin-Stammlésung (5.3.12) wird mit einer geeigneten Pipette (6.5) in einen

10-ml-Messkolben (6.11) pipettiert und mit Wasser (5.2.3) auf 10 ml verdiinnt. Die Lésung wird bei +4 °C
aufbewahrt.

5.3.13 13C3-Cyanurséiure-Stammltisung, c=0,1 mg/ml

10 mg 13C;-Cyanursiure-Referenzstandard (5.2.10.4.1) werden auf 0,1mg in einen 100-ml-Mess-
kolben (6.11) eingewogen. Die wahre Masse ist aufzuzeichnen. Der Standard wird in Wasser (5.2.3) gelost,

fiir 15 min bis 30 min in einem Ultraschallbad (6.8) angeordnet und mit Wasser (5.2.3) auf 100 ml verdiinnt.
Die Stammldsung wird bei +4 °C aufbewahrt.
Alternativ: Verwendung von handelsiiblichen Standardlésungen (5.2.10.4.2).

5.3.14 13C;-Cyanursiure-Arbeitslosung, c = 0,01 mg/ml.

1ml der 13C;-Cyanursiure-Stammlosung (5.3.14) wird mit einer geeigneten Pipette (6.5) in einen

10-ml-Messkolben (6.11) pipettiert und mit Wasser (5.2.3) auf 10 ml verdiinnt. Die Losung wird bei +4 °C
aufbewahrt.

6 Priifeinrichtung

6.1 Allgemeines

Ubliche Laborglasgerite und -ausstattung und insbesondere Folgendes:

6.2 HPLC-System, fahig zur Gradientenelution, bestehend aus:

6.2.1 Pumpe.

6.2.2 Unterdruck-Entgasungsgerit.

6.2.3 LC-Injektionssystem.

6.2.4 Thermostatisches Siulenfach.

6.2.5 Tripel-Quadrupol-Massenspektrometer mit Elektrosprayionisierung und MRM-Modus.
6.2.6 Computersystem fiir Datenerfassung und -auswertung.

6.2.7 Saule, HILIC, 150 mm (Linge) X 2,1 mm (Durchmesser), 5 um Partikelgréfie, 200 A.

Das S/N-Verhaltnis fiir den Standard mit 2 pg/pl muss mindestens 150 fiir Melamin und 30 fiir Cyanursaure
betragen.
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6.2.8 Vorsdule, HILIC Guard PEEK, 20 mm (Linge) X 2,1 mm (Durchmesser), metallfreie Vorsdule
(empfohlen).

6.3 durchsichtige 2-ml-HPLC-Glasfldschchen.

6.4 11-mm-Bordelkappen mit PTFE-/Silicon-Dichtungen.
6.5 Automatische Pipetten oder Glaspipetten (Klasse A).
6.6 Kiihlzentrifuge, Tischgerit.

6.7 Vortex-Mischer.

6.8 Ultraschallbad.

6.9 Konische Zentrifugenréhrchen aus Polypropylen mit Schraubkappen, Fassungsvermégen 50 ml
und 15 ml.

6.10 Schiittelvorrichtung fiir Probenhomogenisierung und -extraktion, Geschwindigkeit stufenlos
regelbar.

6.11 Messkolben, 10 ml, 50 ml, 100 ml, 1 000 ml.
6.12 Trichter.

6.13 Dispenser.

6.14 Messzylinder, verschiedene Volumina.

6.15 Mikrozentrifuge fiir mindestens 20 000 X g.

6.16 20 ml Gewindeglasflischchen zur Aufbewahrung mit Schraubverschluss mit festem Oberteil
und Septum.

Um eine Migration zu vermeiden, sollte das Material der Verschliisse kein oder nur geringe Mengen von
Melamin enthalten.

6.17 2-ml-Mikro-Zentrifugenrohrchen aus Polypropylen mit Verschluss.

6.18 Zentrifugenfilter aus Nylon, 0,2 pm.

6.19 Analysenwaage, mit einer Fehlergrenze von nahezu 0,1 mg.

6.20 Miihle mit Rotor aus nichtrostendem Stahl zum Zerkleinern auf mindestens 1 mm.

6.21 Zerkleinerungsgerit fiir Futtermittel mit einem hohen Feuchtegehalt (z.B. Heimtier-
futtermittel).
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7 Vorbereitung der Probe
7.1 Allgemeines

Der Umfang der Probe muss ausreichend sein und Verpackung, Transport und Lagerung miissen die
Unversehrtheit der Probe bewahren.

Die Probenahme ist nicht Bestandteil des vorliegenden Dokuments. Ein empfohlenes Probenahmeverfahren
istin EN ISO 6497 angefiihrt.

Die Probe wird nach EN ISO 6498 hergestellt.
7.2 Laborprobe

Die Laborprobe (iiblicherweise 50 g) wird in der Miihle (6.20) auf eine Partikelgr6fe von mindestens 1 mm
zerkleinert, um reprasentative Daten sicherzustellen. Die Probe wird griindlich gemischt.

Bei Proben mit einem Feuchtegehalt > 75 % wird die Probe in einem Zerkleinerungsgerét (6.21) zerkleinert.
7.3 Untersuchungsmaterial

Die Laborprobe (7.2) wird vor der Weiterverarbeitung fiir mindestens 10min in einer
Schiittelvorrichtung (6.10) bei geringer Geschwindigkeit homogenisiert. Laborproben mit einem
Feuchtegehalt > 75 % wurden mit einem Spatel gemischt.

7.4 Probenmaterial

Bei Probenmaterial mit einem Feuchtegehalt < 20 % werden 2,0 g des Untersuchungsmaterials (7.3) auf
0,1 g in ein 50-ml-Zentrifugenrdhrchen (6.9) eingewogen. Die Masse der Probe, in g, wird aufgezeichnet.

Bei Probenmaterial mit einem Feuchtegehalt > 75 % werden 10,0 g des Untersuchungsmaterials (7.3) auf
0,1 gin ein 50-ml-Zentrifugenrdhrchen (6.9) eingewogen. Die Masse der Probe, in g, wird aufgezeichnet.

Die Probe wird weiter nach dem beschriebenen Verfahren gereinigt.

8 Durchfiihrung
8.1 Allgemeines

In einem Screening-Verfahren wird das Vorliegen von Melamin und Cyanursdure untersucht. Nach einer
positiven Priifung auf die Analyten im Screening-Verfahren ist das Bestatigungsverfahren durchzufiihren.
Aufgrund der Vielfalt von Futtermittelproben wurden verschiedene Matrixeffekte (Verstarkung/Unter-
driickung) beobachtet. Diese Effekte werden nicht immer durch isotopenmarkierte Standards kompensiert.
Deshalb erfolgt die quantitative Bestimmung bei positiv gepriiften Proben mittels einer
Drei-Punkt-Standardaddition.

Es ist moglich, Ammelin und Ammelid mit diesem Verfahren zu identifizieren. Eine quantitative Bestimmung

ist als problematisch anzusehen, weil die Standardsubstanzen dieser Analyten hdufig mit Melamin und/oder
Cyanursdure verunreinigt sind.

Documents
16 Document Sharing Hub

Full document details: E DIN EN 17212:2018-01


http://www.avadocuments.com/doc/e-din-en-17212-2018-01
http://www.avadocuments.com/doc/e-din-en-17212-2018-01

- Entwurf - E DIN EN 17212:2018-01
prEN 17212:2017 (D)

8.2 Screening-Verfahren
Beim Screening-Verfahren wird kein interner Standard hinzugefiigt.
8.2.1 Probenextraktion

15 ml Extraktionslosemittel A (5.2.6) werden mit einem Dispenser (6.13) zu der Probe (7.4) hinzugefiigt und
alles wird fiir 15s auf einem Vortex-Mischer (6.7) gemischt. Die Probe wird fiir 15 min in einem
Ultraschallbad (6.8) angeordnet. Anschliefdend wird die Mischung bei etwa 4 000 X g und 15 °C fiir 10 min in
der Zentrifuge (6.6) zentrifugiert. Der Uberstand wird in einen 50-ml-Messkolben (6.11) dekantiert und
dieser wird mit Extraktionslosemittel B (5.2.7) bis zur Marke aufgefiillt.

8.2.2 Probenverdiinnung.

Zuerst werden 900 ul Acetonitril (5.2.4) in die 2-ml-Mikro-Zentrifugenréhrchen aus Polypropylen (6.17)
pipettiert, 100 ul Probenextrakt (8.2.1) werden hinzugefiigt, alles wird fiir 15s auf einem
Vortex-Mischer (6.7) geschiittelt und bei 20 000 X g fiir 10 min bei +4 °C in der Mikrozentrifuge (6.15)
zentrifugiert. Alternativ oder zusétzlich diirfen 0,2-pm-Zentrifugenfilter aus Nylon (6.18) verwendet werden.

8.2.3 Injektionslésungen fiir LC-MS/MS.

Der Uberstand wird vorsichtig ohne den méglicherweise auftretenden Niederschlag(8.2.2) in das
HPLC-Glasflaschchen (6.3) dekantiert und diese Losung wird in das LC-MS/MS-System (6.2) injiziert.

8.3 Bestitigungsverfahren
8.3.1 Zugabe eines internen Standards

Bei dem Bestdtigungsverfahren flir Proben mit einer erwarteten Konzentration von weniger als 10 mg/kg
werden 0,15 ml der Losung des internen Standards Melamin (5.3.11) und 0,15 ml der Lésung des internen
Standards Cyanursaure (5.3.13) zu den Proben (7.4) hinzugefiigt.

Fiir Proben mit einer erwarteten Konzentration zwischen 10 mg/kg und 100 mg/kg werden 1,5 ml der
Losung des internen Standards Melamin (5.3.11) und 1,5ml der Losung des internen Standards
Cyanursdure (5.3.13) zu den Proben (7.4) hinzugefiigt.

ANMERKUNG  Wenn ein Analyt > 10 mg/kg und der andere < 10 mg/kg aufweist, unterscheiden sich die Volumina
der hinzugefiigten Standards voneinander.

8.3.2 Probenextraktion

15 ml Extraktionslosemittel A (5.2.6) werden mit einem Dispenser (6.13) zu der Probe (8.3.1) hinzugefiigt
und alles wird fiir 15s auf einem Vortex-Mischer (6.7) gemischt. Die Probe wird fiir 15 min in einem
Ultraschallbad (6.8) angeordnet. Anschliefdend wird die Mischung bei etwa 4 000 X g und 15 °C fiir 10 min in
der Zentrifuge (6.6) zentrifugiert. Der Uberstand wird in einen 50-ml-Messkolben (6.11) dekantiert.

Zusatzlich  werden  fiir eine  zweite  Extraktion mit einem  Dispenser (6.13) 15ml
Extraktionslosemittel B (5.2.7) zu dem verbliebenen Riickstand hinzugefiigt, alles wird kraftig auf einem
Vortex-Mischer (6.7) geschiittelt, bis der Riickstand aufgeschiittelt ist, und die Probe wird fiir 15 min in
einen Uberkopfschiittler (6.10) gegeben. AnschlieRend wird die Mischung bei etwa 4 000 X g und 15 °C fiir
10 min in der Zentrifuge (6.6) zentrifugiert. Der zweite Uberstand wird mit dem ersten Extrakt in dem
50-ml-Messkolben (6.11) vereinigt und die zweite Extraktion wird mit 10 ml Extraktionslésemittel B (5.2.7)
wiederholt.

AbschlieRend werden die vereinigten Uberstinde im 50-ml-Messkolben (6.11) bis zur Marke mit
Extraktionslosemittel B (5.2.7) verdiinnt.

Die Extraktion einiger Futtermittel fiihrt zu kleinen Partikeln und Fett auf der Oberflache der Fliissigkeit.
Diese kleinen Partikel miissen sich nach dem Auffiillen oberhalb der Marke des Messkolbens befinden.
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8.3.3 Probenverdiinnung und Standardaddition

Beim Bestdtigungsverfahren wird in diesem Schritt die Standardaddition durchgefiihrt. Bei Proben mit
erwarteten Konzentrationen von weniger als 10 mg/kg wird jeweils 1,0 ml Extrakt(8.3.2) in vier
15-ml-Polypropylen-Réhrchen (6.9) pipettiert. Zu den Extrakten werden 9 ml Acetonitril (5.2.4) pipettiert.

Bei Proben mit erwarteten Konzentrationen zwischen 10 mg/kg und 100 mg/kg wird jeweils 0,1 ml
Extrakt (8.3.2) in vier 15-ml-Polypropylen-Réhrchen (6.9) pipettiert. Zu den Extrakten werden 9,9 ml
Acetonitril (5.2.4) pipettiert.

In drei Roéhrchen werden Standardlosungen unterschiedlicher Konzentrationen hinzugefiigt. Die
empfohlenen hinzugefiigten Konzentrationsstufen sollten im Bereich von 20 %, 60 % und 100 % der
erwarteten Konzentration in gleichmafdigen Schritten liegen. In ein Rohrchen wird kein Standard
hinzugefiigt. Ein Beispiel ist in Tabelle 1 angefiihrt. Das hinzugefiigte Volumen der Standardlésung sollte
100 pl fiir jeden Analyten (zusammen 200 pl) nicht tiberschreiten.

ANMERKUNG 1 Proben im Konzentrationsbereich zwischen 10 mg/kg und 100 mg/kg werden in diesem Schritt
zehnmal stiarker verdinnt (0,1 ml Probenextrakt in 10 ml) als Proben mit Konzentrationen < 10 mg/kg (1,0 ml
Probenextrakt in 10 ml). Deshalb sind die Mengen der hinzugefiigten Standardlésungen gleich denen beim Bereich
zwischen 1 mg/kg und 10 mg/kg.

ANMERKUNG 2 Wenn ein Analyt > 10 mg/kg und der andere < 10 mg/kg aufweist, wird die Standardaddition fiir
jeden Analyten getrennt in zwei eigenstindigen Abfolgen durchgefiihrt.

ANMERKUNG 3 Es kann ein weifler Niederschlag auftreten (moglicherweise TCA). Vor der Durchfiihrung von 8.3.4 ist
zu warten, bis sich der Niederschlag abgesetzt hat.

8.3.4 Injektionslésung fiir LC-MS/MS

0,25 ml Probenextrakt (8.3.3) werden in die 2-ml-Mikro-Zentrifugenréohrchen aus Polypropylen (6.17)
pipettiert, 0,75 ml Acetonitril (5.2.4) werden hinzugefiigt, alles wird fiir 15 s auf einem Vortex-Mischer (6.7)
geschiittelt und bei 20000 X g fiir 10 min in der Mikrozentrifuge (6.15) zentrifugiert. Alternativ oder
zusatzlich diirfen 0,2-pm-Zentrifugenfilter aus Nylon (6.18) verwendet werden.

Der Uberstand wird in das HPLC-Glasflischchen (6.3) dekantiert und diese Loésung wird in das
LC-MS/MS-System (6.2) injiziert.
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Tabelle 1 — Beispiel einer Standardaddition fiir eine Probe mit einem Feuchtegehalt < 20 %
(Masse der Probe 2 g) und mit einer geschitzten Konzentration von 1 mg/kg bzw. 10 mg/kg.
Pipettierschema fiir Melamin und Cyanursiure (Zugabe in einen 10-ml-Messkolben)

Kalibrier- Erwartete Erwartete Hinzugefiigte Volumen der
kurve Konzentration Konzentration Konzentration in Arbeitslosung
(1 mg/kg) + (10 mg/kg) + der Probenlésung [Nummer der
hinzugefiigte hinzugefiigte (8.3.3) Arbeitslésung]
Konzentration Konzentration
[mg/kg] [mg/kg] [pg ul] [u]
MC-0 1+0,0 10+0 0,0 +0
MC-1 1+0,2 10+ 2 0,2 +80 MEL [3 (5.3.5)]
+80 CYA [3 (5.3.10]
MC-2 1+06 10+ 6 0,6 +24 MEL [2 (5.3.4)]
+24 CYA [2 (5.3.9)]
MC-3 1+1,0 10+ 10 1,0 +40 MEL [2 (5.3.4)]
+ 0 CYA [2 (5.3.9)]

Tabelle 2 — Beispiel einer Standardaddition fiir eine Probe mit einem Feuchtegehalt > 75 %
(Masse der Probe 10 g) und mit einer geschitzten Konzentration von 1 mg/kg und 10 mg/kg.
Pipettierschema fiir Melamin und Cyanursiure (Zugabe in einen 10-ml-Messkolben)

Kalibrier- Erwartete Erwartete Hinzugefiigte Volumen der
kurve Konzentration Konzentration Konzentration in Arbeitsléosung
(1 mg/kg) + (10 mg/kg) + der Probenlésung [Nummer der
hinzugefiigte hinzugefiigte (8.3.3) Arbeitslosung]
Konzentration Konzentration
[mg/kg] [mg/kg] [pg ul] [u]
MC-0 1+0,0 10+0 0,0 +0
MC -1 1402 10 +2 1,0 + 40 MEL [2 (5.3.4)]
+40 CYA [2 (5.3.9]
MC -2 1406 10+6 3,0 + 12 MEL[1 (5.3.3)]
+12 CYA[1 (5.3.8)]
MC - 3 1410 10 + 10 5,0 + 20 MEL[1 (5.3.3)]
+ 20 CYA [1 (5.3.8)]

8.4 Mafinahmen zu Qualitidtskontrolle beim Screening-Verfahren

8.4.1 Leerextrakt

Es ist sicherzustellen, dass das Material frei von Melamin und Cyanursaure ist.

Anschliefdend werden 50 ml Leerwertmaterial-Extrakt wie in 8.2 beschrieben hergestellt.
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8.4.2 Kontrollstandards
8.4.2.1 Allgemeines

Im Screening-Verfahren werden die Qualitdtskontrollmafdnahmen genutzt, um die Konzentrationsniveaus
von potentiell positiven Ergebnissen zu schdtzen. Deshalb werden Standards bei einem
Konzentrationsniveau von 20 pg/ul und 2,0 pg/ul hergestellt. Das entspricht Konzentrationen von 0,5 mg/kg
bzw. 5 mg/kg in den Proben. Aufgrund der Matrixunterdriickung wurde diese niedrigere Konzentration des
Standards gewahlt, um eine Unterschiatzung der Konzentration in der Probe zu vermeiden.

8.4.2.2 Herstellung eines Kontrollstandards (c = 20 pg/ul)
Die Konzentration in der Standardlésung entspricht einer Konzentration von 5 mg/kg in den Proben.

20 Wl Melamin-Arbeitslosung 1 (5.3.3) und 20 pl Cyanursdure-Arbeitslosung 1 (5.3.8) werden in einen
10-ml-Messkolben (6.11) pipettiert. Zusatzlich werden 10 pl der Losungen der internen Standards (5.3.12
und 5.3.14) hinzugefiigt und das Volumen wird mit Acetonitril (5.2.4) aufgefiillt.

Wenn die Peakflidche der Probe grofier ist als die Peakfldche des Standards, wird das Verfahren fiir Proben
mit mehr als 10 mg/kg durchgefiihrt.

8.4.2.3 Herstellung eines Kontrollstandards (c = 2,0 pg/ul)
Die Konzentration in der Standardlésung entspricht einer Konzentration von 0,5 mg/kg in den Proben.

20 pl Melamin-Arbeitslosung 2 (5.3.4) und 20 pl Cyanursdure-Arbeitslosung 2 (5.3.9) werden in einen
10-ml-Messkolben pipettiert. Zusatzlich werden 10 pl der Losungen der internen Standards (5.3.12 und
5.3.14) hinzugefiigt und das Volumen wird mit Acetonitril (5.2.4) aufgefillt.

Wenn die Peakflache der Probe grofier ist als die Peakflache des Standards, wird das Bestdtigungsverfahren
fiir Proben mit weniger als 10 mg/kg durchgefiihrt.

ANMERKUNG  Bei Proben mit einem Feuchtegehalt >75 % betrdgt die Masse das Fiinffache. Deshalb ist die
Peakflache der Proben etwa fiinfmal grofier.

8.5 Mafdnahmen zu Qualitidtskontrolle beim Bestitigungsverfahren
8.5.1 Leerextrakt
Vorher ist sicherzustellen, dass das Material frei von Melamin und Cyanursaure ist.

0,15 ml der Losung des internen Standards Melamin (5.3.11) und 0,15 ml der Losung des internen Standards
Cyanursdure (5.3.13) werden wie in 8.3.1 beschrieben zu dem eingewogenen Leerwertmaterial (7.4)
hinzugefiigt. Die 50 ml Leerwertmaterial-Extrakt werden wie in 8.3 beschrieben hergestellt.

8.5.2  Aufgestockte Matrixprobe

Um die Leistung innerhalb eines Laufs zu iiberpriifen, hat es sich als notwendig erwiesen, mindestens eine
QM-Probe je Abfolge im Bestatigungsverfahren mitzufiihren. Diese Probe sollte eine bekannte Konzentration
von Melamin und Cyanursdure enthalten, wie z. B. eine in einem Ringversuch verwendete Probe mit einem
zugewiesenen Wert, ein Labor-Referenzmaterial oder ein mit Standards aufgestocktes Leerwertmaterial. Die
Konzentration der Probe fiir die Qualititskontrolle sollte im erwarteten Bereich der Proben liegen. Auch die
Injektion einer Standardlésung ohne Matrix wird empfohlen. Fiir alle Qualitdatskontrollmafdnahmen wird das
Anlegen und Fiihren von Regelkarten empfohlen.

BEISPIEL Fiir die Herstellung einer Matrixprobe (1 mg/kg) werden zu dem Leerwertmaterial wie in 8.3.1
beschrieben 0,15 ml der Losung des internen Standards Melamin (5.3.11), 0,15 ml der Losung des internen Standards
Cyanursaure (5.3.13), zusétzlich 200 pl Melamin-Arbeitslésung 1 (5.3.3) und 200 pl Cyanursdure-Arbeitslosung 1 (5.3.8)
hinzugefiigt. Extraktion und Verdiinnung der Probe werden wie in 8.3.2 und 8.3.3 beschrieben durchgefiihrt.
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8.5.3 Kontrollstandards
Herstellung eines Kontrollstandards (¢ = 2,0 pg/ul).

Es wird die in 8.4.2 fiir das Screening-Verfahren hergestellte Standardlésung verwendet, im Bestatigungs-
verfahren betrédgt die Konzentration in den Proben jedoch 2 mg/kg.

9 HPLC-MS/MS-Analyse
9.1 Allgemeines

Die angegebenen Messbedingungen haben lediglich Hinweischarakter; sie diirfen an die entsprechenden
ortlichen Bedingungen angepasst werden. Tripel-Quadrupol-Tandem-Massenspektrometrie sollte
angewendet werden. Da Cyanursdure im ESI (—)-Modus gemessen wird und Melamin im ESI (+)-Modus,
muss die chromatographische Trennung ausreichend sein, um ein Umschalten des Modus zu ermdoglichen.

Bei Anwendung einer Polaritdtsumschaltung ist eine Trennung der Analyten nicht notwendig, es ist jedoch
sicherzustellen, dass die Empfindlichkeit und die vorgegebenen Parameter (z. B. LOQ und LOD) erfiillt sind.

Vor Beginn der Messungen muss das HPLC-System griindlich gespiilt werden (unter Anwendung der
Ausgangsbedingungen). Es wird empfohlen, vor Beginn der Abfolge mindestens eine Injektion eines
Standards vorzunehmen, um sicherzustellen, dass die Empfindlichkeit des Gerdtes ausreichend ist,
besonders fiir die Analyse von Cyanursaure.

9.2 HPLC-Betriebsbedingungen

Die chromatographischen Bedingungen diirfen frei gewahlt werden. Die annehmbare Mindestretentionszeit
betragt das Doppelte der Retentionszeit fiir das Totvolumen der Saule.

Bei Anwendung der in 6.2.7 festgelegten HILIC-Saule und der mobilen Phasen A (5.2.9.1) und B (5.2.9.2)
haben sich die Bedingungen in Tabelle 2 als geeignet erwiesen.

Tabelle 3 — HPLC-Betriebsbedingungen

Zeit Mobile Phase A Mobile Phase B
[min] [%] [%]
0,0 100,0 0,0
5,0 100,0 0,0
7,0 80,0 20,0
8,0 80,0 20,0
9,0 50,0 50,0
12,0 50,0 50,0
12,5 100,0 0,0
20,0 100,0 0,0

Durchflussrate der mobilen Phase: 0,3 ml/min.

Injektionsvolumen: 5 pl.

Saulenofentemperatur: 30 °C.

Um eine Verschleppung wihrend der Abfolge zu vermeiden, wird empfohlen, einen automatischen Injektor

mit interner und/oder externer Nadelreinigung zu verwenden.
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