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Nationales Vorwort

Dieses Dokument (prEN 17256:2018) wurde vom Technischen Komitee CEN/TC 327 ,Futtermittel —
Probenahme- und Untersuchungsverfahren” erarbeitet, dessen Sekretariat von NEN (Niederlande) gehalten
wird.

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

Um Zweifelsfille in der Ubersetzung auszuschlieflen, 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:

ISO 5725-5:1998 siehe DIN ISO 5725-5:2002-11

Nationaler Anhang NA
(informativ)

Literaturhinweise

DIN ISO 5725-5:2002-11, Genauigkeit (Richtigkeit und Prdzision) von Messverfahren und Messergebnissen —
Teil 5: Alternative Methoden fiir die Ermittlung der Prdzision eines vereinheitlichten Messverfahrens
(IS0 5725-5:1998)
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Europaisches Vorwort

Dieses Dokument (prEN 17256:2018) 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 unter einem Mandat erarbeitet, das die Europdische Kommission und die
Europaische Freihandelszone dem CEN erteilt haben.
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Einleitung

Mutterkornalkaloide sind Mykotoxine, die von der Gattung Claviceps produziert werden. In Europa ist
Claviceps purpurea die am meisten verbreitete Pilzart. Der Pilz kann Pflanzenarten der Familie der Poaceae
(echte Graser) befallen und dunkel gefirbte Korper bilden, sogenanntes sklerotisches oder
(Roggen-)Mutterkorn. Wirtschaftlich wichtige Getreidearten, die von C. purpurea infiziert werden kénnen,
sind Roggen, Weizen, Triticale, Gerste, Hirse und Hafer. Die Sklerotien enthalten eine Reihe von
Mutterkornalkaloiden, von denen zwdlf als Hauptbestandteile anerkannt sind: Ergocornin, Ergocorninin,
Ergocristin, Ergocristinin, a-Ergocryptin, a-Ergocryptinin, Ergometrin, Ergometrinin, Ergosin, Ergosinin,
Ergotamin und Ergotaminin.

Tropanalkaloide sind Pflanzengifte, die durch mehrere Gattungen der Familie der Solanaceae
(Nachtschattengewdachse) produziert werden. Die wichtigsten Arten sind Datura (Stechapfel), Hyoscyamus
(Bilsenkraut) und Atropa (Belladonna, Tollkirsche). Samen und andere Pflanzenteile enthalten erhebliche
Mengen an Atropin (Hyoscyamin) und Scopolamin, die die wichtigsten toxischen Prinzipien darstellen.
Datura-, Hyoscyamus- und Atropa-Gattungen koénnen als Unkraut auf Ackerflachen vorkommen und kénnen
gemeinsam geerntet werden, was zu kontaminierten Futterkérnern und Futtermitteln fiihrt.

WARNUNG — Bei der Anwendung dieses Protokolls werden gefihrliche Substanzen, Arbeitsginge
und Gerite angewendet. Es wird empfohlen, Inhalation und Hautkontakt mit den verwendeten
Standards, Reagenzien und anderen L6ésungen zu vermeiden und einen Laborkittel zu tragen und
gegebenenfalls einen Abzug, Schutzbrille und Schutzhandschuhe zu verwenden.

Dieses Protokoll erhebt nicht den Anspruch, alle damit verbundenen Sicherheitsprobleme zu
behandeln. Es liegt in der Verantwortung des Anwenders dieses Protokolls, geeignete Maf3nahmen
fiir die Sicherheit und den Gesundheitsschutz zu ergreifen und dafiir Sorge zu tragen, dass
behordliche und gesetzliche Regelungen eingehalten werden.
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1 Anwendungsbereich

Dieses Dokument beschreibt ein Verfahren zur Bestimmung einzelner Mutterkornalkaloide und
Tropanalkaloide in unverarbeitetem Getreide und getreidebasierten Mischfuttermitteln durch
Hochleistungs-Fliissigkeitschromatographie mit Tandem-Massenspektrometrie (LC-MS/MS).

Dieses Verfahren wurde im Rahmen von Ringversuchen in folgenden Matrizen erfolgreich validiert: Roggen,
Gerste, Weizen, Komplettfuttermittel fiir Rinder, Schweine und Gefliigel. Die Validierung in Buchweizen
ergab akzeptable Ergebnisse, die relative Standardvergleichsprazision war jedoch bei den meisten Analyten,
verglichen mit anderen Matrizen, hoher. Dies kann mit der Matrix zusammenhdngen. Der validierte
Verfahrensbereich liegt etwa zwischen 10 pg/kg und 250 pg/kg fir einzelne Alkaloide. Durch Anwendung
eines hoheren Dotierniveaus und der Verdinnung des Probenextrakts ist die Bestimmung von
Konzentrationen iiber 250 pg/kg moglich, wurde jedoch im Ringversuch nicht validiert.

Dieses Verfahren ist flir die Bestimmung von Ergocornin, mittels einer Ein-Punkt-Standardaddition der
Probe, im gepriiften Bereich von 12 pg/kg bis 221 pg/kg, Ergocorninin im gepriiften Bereich von 9 pg/kg bis
196 ng/kg, Ergocristin im gepriiften Bereich von14 pg/kg bis 312 pg/kg, Ergocristinin im gepriiften Bereich
von 12 pg/kg bis258 pug/kg, a-Ergocryptin im gepriiften Bereich von 10 pug/kg bis 184 pg/kg, a-Ergocryp-
tinin im gepriiften Bereich von 8 pug/kg bis 171 pg/kg, Ergometrin im gepriiften Bereich von 12 pg/kg bis
174 pg/kg, Ergometrinin im gepriiften Bereich von 3 pug/kg bis 172 pg/kg, Ergosin im gepriiften Bereich von
12 pg/kg bis 226 pg/kg, Ergosinin im gepriiften Bereich von 9 pg/kg bis 273 ug/kg, Ergotamin im gepriiften
Bereich von 11 pg/kg bis 443 ug/kg, Ergotaminin im gepriiften Bereich von 10 pg/kg bis 273 pg/kg, Atropin
im gepriiften Bereich von 16 pg/kg bis 252 pg/kg und Scopolamin im gepriiften Bereich von 15 pg/kg bis
246 pg/kg anwendbar.

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 3696:1995, Wasser fiir analytische Laborzwecke — Spezifikation und Priifverfahren (ISO 3696:1987)

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: unter http://www.electropedia.org/

— ISO Online Browsing Platform: unter http://www.iso.org/obp

4 Kurzbeschreibung

Die Alkaloide werden durch Mischen von 4 g einer homogenisierten, fein gemahlenen Probe mit 40 ml
Methanol/Wasser 60/40 (v/v), das 0,4 % Methansdure enthdlt, extrahiert. Die Mischung wird 30 min
geschiittelt. Nach der Zentrifugation wird ein Teil der iiberstehenden Fliissigkeit weiter durch einen
30-kD-Ultrafilter gereinigt. Das Filtrat wird in ein Flaschchen transferiert und mit einem
Fliissigchromatographie-Tandem-Massenspektrometer (LC-MS/MS) analysiert. Zur Trennung der Analyten
wird eine Umkehrphasensaule in Kombination mit einer wassrigen mobilen Phase mit einem pH-Wert > 7
und einem organischen Modifikator verwendet. Die Quantifizierung erfolgt durch eine
Ein-Punkt-Standardaddition der Probe.
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5 Reagenzien
5.1 Analytische Standards

Analytische Standards sollten eine nachgewiesene Reinheit von mindestens 90 %, vorzugsweise 95 % oder
mehr, aufweisen.

ANMERKUNG 1 Ergotamin und Ergometrin sind als Drogenausgangsstoffe der Kategorie I aufgefiihrt und fiir diese
Verbindungen wére eine behordliche Zulassung erforderlich und besondere Verfahren fiir die Lagerung und Verwaltung
waren einzuhalten (EC 273/2004) [1].

Atropin ist das racemische Gemisch aus L-(—)-Hyoscyamin und D-(+)-Hyoscyamin. In diesem Verfahren werden die
Enantiomere des Hyoscyamins nicht getrennt. Beide Enantiomere erzeugen identische Fragmentierungsspektren. In
diesem Verfahren kann entweder ein Standard von Atropin oder Hyoscyamin verwendet werden.

B-Ergocryptin und B-Ergocryptinin fallen nicht in den Anwendungsbereich des Verfahrens, da von
gewerblichen Anbietern keine analytischen Standards ausreichender Reinheit und Qualitat zur Verfiigung
stehen. Es sollte beachtet werden, dass B-Ergocryptin und (3-Ergocryptinin auf natiirliche Weise in Sklerotien
der Claviceps-Arten vorkommen. In Abschnitt 8 sind weitere Informationen zur Analyse dieser Alkaloide zu
finden.

ANMERKUNG 2 Isotopisch markierte Analoga von Atropin und Scopolamin sind bei gewerblichen Anbietern erhaltlich.
Optional kénnen diese isotopisch markierten Analoge als interne Standards verwendet werden, vorausgesetzt, dass die
Massenzunahme im Molekiil durch die isotopischen Markierungen mindestens 3 betragt. Isotopisch markierte Analoga
sind derzeit fiir keines der Mutterkornalkaloide verfiigbar.

5.1.1 Ergocornin

5.1.2 Ergocorninin

5.1.3 Ergocristin

5.1.4 Ergocristinin

5.1.5 oa-Ergocryptin

5.1.6 oa-Ergocryptinin

5.1.7 Ergometrin (Maleat)

5.1.8 Ergometrinin

5.1.9 Ergosin

5.1.10 Ergosinin

5.1.11 Ergotamin (Tartrat)

5.1.12 Ergotaminin

5.1.13 Atropin oder Hyoscyamin

5.1.14 Scopolamin (Hydrochlorid)

5.2 Chemikalien

5.2.1 Acetonitril, LC-MS- oder HPLC-Qualitit

5.2.2 Methanol, LC-MS- oder HPLC-Qualitait
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5.2.3 Methansiure, 98 % bis 100 %, p.a.-Qualitit

5.2.4 Ammoniumcarbonat, anhydrisch

5.2.5 Ammoniak, 25 %

5.2.6 Wasser

Wasser, LC-MS-Qualitdt, doppelt destilliert oder Wasser der Qualitat 1, wie in EN ISO 3696:1995 festgelegt.
5.3 Standardlésungen

Von jedem Standard (5.1.1 bis 5.1.14) werden zwischen 5 mg und 6 mg in eine separate bernsteinfarbene
Glasflasche mit 60 ml Kapazitit (6.12) abgewogen (6.1). Ein Volumen Acetonitril (5.2.1) wird hinzuzugeben,
um eine Losung mit einer Konzentration von 100 pg/ml herzustellen. Dabei ist das Gewicht, die Reinheit und
das Aussehen des Standards zu berticksichtigen.

Viele Mutterkornalkaloid-Standards sind nur in geringen Mengen (5 mg oder weniger) im Handel erhaltlich.
Vorzugsweise sollte ein Standard mit einer Menge von mindestens 5 mg hergestellt werden. Wenn der
Standard jedoch nur in einer Menge von 5 mg oder weniger verfiigbar ist, kann eine geringere Menge
abgewogen werden, vorausgesetzt, dass eine genaue Gewichtsmessung gewdahrleistet werden kann.
Grundsatzlich ist dies dem Spiilen des Behélterinhalts mit mehreren Volumina Lésemittel vorzuziehen, um
das Material zu ldsen und zu sammeln. Dennoch kénnen einige Mutterkornstandards nur als getrocknete
Standards verfligbar sein, die in Losemitteln rekonstituiert werden miissen.

Stammlésungen sind 6 Monate unter —18°C stabil. Mutterkornalkaloidstandards sind allerdings
lichtempfindlich und kénnen, wenn Saure oder Base vorhanden ist, schnell epimerisieren. Standardlésungen
sollten in bernsteinfarbenen Glasflaschen aufbewahrt und bei einer Temperatur unter —18 °C gelagert
werden. Acetonitril ist das bevorzugte Losemittel, da in diesem die Epimerisierungsrate am geringsten ist.

Vor der Verwendung miissen Stammlésungen und gemischte Standardlésungen, die im Gefrierschrank
gelagert wurden, moglicherweise im Vortex-Schiittler (6.7) behandelt oder beschallt (6.8) werden, um die
vollstandige Losung der Analyten sicherzustellen.

Zur weiteren Reduzierung der Auswirkungen der Epimerisierung koénnen gemischte Standard-
Stammlésungen, die die jeweiligen Epimer-Paare enthalten, hergestellt werden.

5.3.1 Ergocornin-Stammlosung (100 pg/ml)

5.3.2 Ergocorninin-Stammlésung (100 pg/ml)

5.3.3 Ergocristin-Stammlésung (100 pg/ml)

5.3.4 Ergocristinin-Stammlésung (100 pg/ml)

5.3.5 a-Ergocryptin-Stammldsung (100 pg/ml)

5.3.6 a-Ergocryptinin-Stammlésung (100 pg/ml)

5.3.7 Ergometrin-Stammlésung (50 pg/ml)

ANMERKUNG  Ergometrin ist mdglicherweise schwer 16slich (insbesondere, wenn es als maleate Salzform vorliegt).
Die Losung kann fiir bis zu 30 min beschallt (6.8) oder in ein Wasserbad mit einer Temperatur von 60 °C, fiir die Dauer

von bis zu 30 min gegeben werden. Die Beschallung ist der Erwdrmung im Wasserbad vorzuziehen. Alternativ kann dem
Losemittel eine geringe Menge Wasser (10 %) zugesetzt werden, um die Losung der Salzform zu erleichtern.
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5.3.8 Ergometrinin-Stammlésung (100 pg/ml)

5.3.9 Ergosin-Stammlésung (100 pg/ml)

5.3.10 Ergosinin-Stammlésung (100 pg/ml)

5.3.11 Ergotamin-Stammlésung (100 pg/ml)

5.3.12 Ergotaminin-Stammlésung (100 pg/ml)

5.3.13 Atropin-Stammlésung (100 pg/ml)

ANMERKUNG  Anstelle von Atropin kann Hyoscyamin verwendet werden.
5.3.14 Scopolamin-Stammlésung (100 pg/ml)

5.3.15 Gemischte Standardlésung (5 pg/ml)

Es werden von jeder Stammldésung 5.3.1 bis 5.3.7 und 5.3.9 bis 5.3.14 (100 ug/ml) 1 ml und 2 ml der
Stammlésung 5.3.8 (50 ug/ml) in einen 20 ml kalibrierten Messkolben (6.11) pipettiert (6.10) und das
Volumen mit Acetonitril (5.2.1) aufgefiillt und gemischt. Die Inhalte werden in eine bernsteinfarbene 30-ml-
Glasflasche (6.12) transferiert. Die Losung kann bei Lagerung im Dunkeln unter —18°C 12 Monate
verwendet werden.

ANMERKUNG  Es wird empfohlen, die zubereitete gemischte Standardlésung in 4 Teile zu 5 ml aufzuteilen und diese
in getrennten bernsteinfarbenen 10-ml-Glasflaschen (6.12) zu lagern.

5.3.16 Gemischte Standardlésung (1 000 ng/ml)

Es werden 4 ml der gemischten Standardlésung (5 pg/ml) (5.3.15) in einen kalibrierten 20-ml-Messkolben
(6.11) pipettiert (6.10) und das Volumen mit Acetonitril (5.2.1) aufgefiillt und gemischt. Der Inhalt wird in
eine bernsteinfarbene 30-ml-Glasflasche (6.12) transferiert. Die Lésung kann bei Lagerung im Dunkeln unter
—18 °C 12 Monate verwendet werden.

ANMERKUNG Es wird empfohlen, alle 3 Monate eine neue gemischte Standardlosung herzustellen, indem ein neuer,
nicht verwendeter Teil der gemischten Standardlésung 5.3.15 verwendet wird.

5.3.17 Gemischte Standardlésung (200 ng/ml)

Es werden 4 ml der gemischten Standardlésung (1000 ng/ml) (5.3.16) in einen Kkalibrierten 20-ml-
Messkolben (6.11) pipettiert (6.10) und das Volumen mit Acetonitril (5.2.1) aufgefiillt und gemischt. Der
Inhalt wird in eine bernsteinfarbene 30-ml-Glasflasche (6.12) transferiert. Die Losung kann bei Lagerung im
Dunkeln unter —18 °C 12 Monate verwendet werden.

ANMERKUNG  Es wird empfohlen, alle 3 Monate eine neue gemischte Standardlésung aus einer frisch hergestellten
gemischten Standardlésung 5.3.16 herzustellen.

5.3.18 Gemischte Standardlésung (50 ng/ml)

Es werden 5ml der gemischten Standardldosung (200 ng/ml) (5.3.17) in einen kalibrierten 20-ml-
Messkolben (6.11) pipettiert (6.10) und das Volumen mit Acetonitril (5.2.1) aufgefiillt und gemischt. Der
Inhalt wird in eine bernsteinfarbene 30-ml-Glasflasche (6.12) transferiert. Die Losung kann bei Lagerung im
Dunkeln unter —18 °C 12 Monate verwendet werden.

ANMERKUNG  Es wird empfohlen, alle 3 Monate eine neue gemischte Standardlésung aus einer frisch hergestellten
gemischten Standardlésung 5.3.17 herzustellen.
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5.3.19 Standardarbeitslésung (10 ng/ml)

Die gemischte Standardlosung von 1000ng/ml (5.3.16) wird mit Extraktionslosemittel (5.4.1) im
Volumenverhaéltnis 1:100 verdiinnt. An jedem neuen Analysetag wird eine neue Losung vorbereitet. Es wird
bei +4 °C gelagert.

5.4 Reagenzlosungen

5.4.1 Extraktionsléosemittel 0,4 % Methansdure in Methanol/Wasser (60:40) (v/v)

600 ml Methanol (5.2.2), 400 ml Wasser (5.2.6) und 4 ml Methansdure (5.2.3) werden in einer 1 000-ml-
Glasflasche gemischt. Diese Losung wird bei Raumtemperatur gelagert und kann 3 Monate verwendet
werden.

5.4.2 LC-MS/MS mobile Phase A: 10 mM Ammoniumcarbonat, pH 10,0

0,96 g Ammoniumcarbonat (5.2.4) werden abgewogen und in 1 000 ml Wasser (5.2.6) in einer 1 000-ml-
Glasflasche geldst. Mit einer Direktverdrangungspipette (6.10) werden 25 % Ammoniak (5.2.5) zugegeben,
um den pH-Wert auf 10,0 £ 0,1, mit einem pH-Messgerat zu berichtigen (6.9). Diese Losung wird bei
Raumtemperatur gelagert und kann 1 Monat verwendet werden.

Eine mobile Phase A, bestehend aus 10 mM Ammoniumcarbonat pH 9,0 hat sich als gleichermafien
funktionsfahig erwiesen. 0,96 g Ammoniumcarbonat werden abgewogen und in 1 000 ml Wasser (5.2.6) in
einer 1000-ml-Glasflasche gelost. Falls notwendig wird der pH-Wert mit Methansdure (5.2.3) oder
Ammoniak (5.2.5) unter Verwendung eines pH-Messgerats (6.14) auf 9,0 £ 0,1 berichtigt. Diese Losung wird
bei Raumtemperatur gelagert und kann 1 Monat verwendet werden.

Eine mobile Phase A, bestehend aus einer Losung von 6 mM Ammoniak in Wasser, hat sich als
gleichermafien funktionsfahig erwiesen. 500 ul Ammoniak 25 % (5.2.5) werden mit 1 000 ml Wasser (5.2.6)

in einer 1 000-ml-Glasflasche gemischt. Diese Losung wird bei Raumtemperatur gelagert und kann 1 Woche
verwendet werden.

6 Priifgerate

Ubliche Laborausstattung und insbesondere die folgenden Gerite.

6.1 Analysewaage mit einer Massenauflésung von 0,1 mg oder besser
6.2 Laborwaage, mit einer Massenauflosung von 0,1 g oder besser
6.3 Miihle

Einzelne Miihle oder Mehrfachmiihlen, die geeignet sind, die Priifmaterialien auf eine Partikel-
grofie < 500 pm zu mahlen.

6.4 Mixwerkzeug

Geeignet zur ausreichenden Homogenisierung der gemahlenen Priifmaterialien.
6.5 Vertikaler oder horizontaler Laborschiittler, einstellbar

6.6 Zentrifuge

Geeignet fiir 50 ml-Zentrifugenréhrchen (6.13) und Ultrafilter (6.15) und in der Lage, eine relative
Zentrifugalkraft (rcf) (en: relative centrifugal force) von 3 000 g zu erzeugen.
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6.7 Mini-Laborschiittler oder Vortex-Mischer

6.8 Ultraschallbad

6.9 pH-Messgerit

6.10 Pipettierer

Einstellbar, geeignet fiir organische Losemittel, ordnungsgemaf kalibriert, mit geeigneten Spitzen.
6.11 Messkolben, kalibriert, 20 ml

6.12 Bernsteinfarbene Glasflasche in den Grofien 10 ml, 30 ml und 60 ml mit
Schraubverschluss

6.13 Zentrifugenrohrchen, Polypropylen, 50 ml, mit Schraubverschluss

6.14 Ultrafilter (Zentrifugalfiltereinheit) mit einer Trenngrenze von 30 kD

Die Zentrifugalfiltereinheit muss mit 60 % Methanol und 0,4 % Methansaurelosung vertraglich sein. Die
Membran sollte aus regenerierter Zellulose bestehen. Der Ultrafilter sollte eine Kapazitidt von 4 ml und die
Membran sollte eine aktive Oberfliche von > 300 mm? aufweisen.

6.15 HPLC-Fldschchen, Glas oder Polypropylen, 2 ml

6.16 HPLC-System, bestehend aus

6.16.1 Autosampler, mit Temperaturregler

In der Lage, eine Temperatur von (10 + 1) °C aufrechtzuerhalten.

6.16.2 Bindres Pumpensystem

In der Lage, einen Bindrgradienten mit den fiir die Analysensdule geeigneten Durchflussmengen mit
ausreichender Genauigkeit zu liefern.

6.16.3 Saulenofen, mit Temperaturregler
In der Lage, eine Temperatur von mindestens 50 + 1 °C aufrechtzuerhalten.
6.16.4 Analytische Saule

Mit hohem pH-resistenten, vernetzten C18-Umkehrphasen-Verpackungsmaterial, das in der Lage ist, die
Basislinien-Trennung von Analyten mit identischer Molekiilmasse durchzufiihren.

6.16.5 Vorsiule, optional

Mit dem gleichen stationdren Phasenmaterial wie die analytische Sdule und mit geeigneten Abmessungen.
6.17 Tandem-Massenspektrometer

In der Lage, mehrfach ausgewdhlte Reaktionsiiberwachung im positiven Modus durchzufiihren, mit einem
ausreichend breiten dynamischem Bereich und in der Lage, Massentrennung durchzufithren und

ausgestattet mit einem computergestiitzten Datenverarbeitungssystem. Jede lonisationsquelle, die ein
ausreichendes Feld bietet, darf eingesetzt werden.
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7 Durchfiihrung
7.1 Allgemeines

Tierfuttermittel ist eine komplexe Matrix mit einer Vielzahl von Inhaltsstoffen in unterschiedlichen Mengen.
Aus diesem Grund ist es aufgrund variabler und probenabhingiger Matrixeffekte (Unterdriickung/
Verbesserung) nicht méglich, die Quantifizierung der Analyten in einer Probe iiber einen direkten Vergleich
mit einem Satz an Kalibrierungsproben durchzufiihren. Jede Futtermittelprobe wird mittels der
Standardaddition der Probe vor der Extraktion quantifiziert. Die Ergebnisse sind fiir die Wiederfindung nicht
zu korrigieren.

Abhédngig von der Empfindlichkeit und dem linearen Bereich des Massenspektrometers kann es erforderlich
sein, die Probenextrakte (7.4, 7.5, 7.6) mit einem geeigneten Faktor mit Extraktionslosemittel (5.4.1) zu
verdliinnen, dabei ist die Summe der erwarteten Konzentration des Analyten in der Probe und die
zugegebene Konzentration zu bertiicksichtigen, um die Reaktion des Detektors innerhalb des dynamischen
Bereichs des Massenspektrometers zu halten. Alternativ kann das Injektionsvolumen der Probe innerhalb
des kalibrierten Bereichs des Injektionssystems reduziert werden.

7.2 Probenvorbehandlung

Die Laborproben sollten, sofern anwendbar, nach der Europaischen Gesetzgebung [2] oder, in allen anderen
Fallen, nach EN ISO 6498 entnommen und vorbereitet werden.

Um eine homogene Probe zu erhalten ist es von wesentlicher Bedeutung, dass die Probe fein gemahlen
(£0,5mm) und mit einem Mahlwerk (6.3) homogenisiert wird. Abhdngig vom Ausgangsmaterial
(gemahlenes oder ungemahlenes Material), kann es ratsam sein, die Probe zundchst durch ein Sieb von
1 mm zu mahlen, um eine iibermifdige Warmeentwicklung beim Mahlen zu vermeiden, die zu einer
teilweisen Zersetzung der Analyten fithren kdnnte. AnschliefRend wird die Probe durch ein Sieb von 0,5 mm
gemahlen. Die Proben werden bei Raumtemperatur gelagert.

7.3 Untersuchungsprobenmenge

Die Menge der homogenisierten Untersuchungsprobe betragt 4,0 g+ 0,1 g.

Das Laboratorium kann eine gréfiere Untersuchungsprobengrofie verwenden, um die Reprasentativitit der
Probe zu verbessern. Die Menge des Extraktionslosemittels muss in diesem Fall entsprechend angepasst
werden (7.4). Die Verwendung einer grofderen Untersuchungsprobengréfie sollte nicht als Losung fiir das
Mahlen der Probe durch ein Sieb verwendet werden, das grofier als 0,5 mm ist.

7.4 Probenextraktion

Eine Priifmenge von 4,0 g+ 0,1 g wird in ein Zentrifugenréhrchen von 50 ml (6.13) abgewogen. 40 ml
Extraktionslosung (5.4.1) werden in die Flasche hinzugegeben; diese wird verschlossen und kraftig von
Hand oder mit dem Vortex-Mischer (6.7) geschiittelt. Das Réhrchen wird 30 min in einen Schiittler gelegt,
der sich mit mafdiger Geschwindigkeit dreht (6.5).

Das Réhrchen wird fiir 15 min bei 3 000 g bei Raumtemperatur (6.6) zentrifugiert. Der Uberstand von 2 ml
wird in Ultrafilterréhrchen (6.14) tberfiihrt. Das Rohrchen wird 15 min bei 3 000 g bei Raumtemperatur
(6.6) zentrifugiert (siehe ANMERKUNG).

1 ml des Ultrafiltrats wird in ein HPLC-Flaschchen (6.15) iiberfiihrt und das Flaschchen wird verschlossen.

ANMERKUNG  Die erforderliche Zeit ist abhdngig vom Matrixtyp und dem Mindestvolumen, das fiir die Vorbereitung
der Probenextrakte bendtigt wird.
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7.5 Standardadditionsprobe

Zur Vorbereitung der Standardadditionsprobe wird eine Priifmenge von 4,0g+0,1g in ein
Zentrifugenréhrchen von 50 ml (6.13) abgewogen. Die Priifmenge wird mit 200 pl der gemischten
Standardlésung 5 pg/ml (5.3.15) dotiert (6.10). Dies entspricht 250 pg/kg. Die dotierte Priifmenge wird 15 s
lang im Vortex-Mischer (6.7) geschiittelt und 30 min eingeweicht.

40 ml Extraktionslosung (5.4.1) werden in die Flasche hinzugegeben; diese wird verschlossen und kraftig
von Hand oder mit dem Vortex-Mischer (6.7) geschiittelt. Die R6hrchen werden 30 min in einen Schiittler
gelegt, der sich mit mafdiger Geschwindigkeit dreht (6.5).

Das Rohrchen wird fiir 15 min bei 3 000 g bei Raumtemperatur (6.6) zentrifugiert. Der Uberstand von 2 ml
wird in Ultrafilterrohrchen (6.14) iberfiihrt. Das Rohrchen wird 15min bei 3000g bei
Raumtemperatur (6.6) zentrifugierdt. (Siehe ANMERKUNG).

1 ml des Ultrafiltrats wird in ein HPLC-Flaschchen (6.15) tiberfiihrt und das Flaschchen wird verschlossen.

ANMERKUNG  Die erforderliche Zeit ist abhdngig vom Matrixtyp und dem Mindestvolumen, das fiir die Vorbereitung
der Probenextrakte bendtigt wird.

7.6 Vorbereitung Kalibrierungsbereich im Blindprobenextrakt

Zur Identifizierung der Analyten (9.1) und zur Uberpriifung der Linearitit des massenspektrometrischen
Detektors (9.2.2) wird eine Kalibrierkurve im Blindprobenextrakt vorbereitet. Diese ist nicht fiir die
Quantifizierung der Proben zu verwenden. Eine reprasentative Blindprobe wird verwendet.

ANMERKUNG 1 Eine Probe, die nach einer vorherigen Analyse keine der Mutterkornalkaloide und Tropanalkaloide
oberhalb der Nachweisgrenze (LOD) enthilt.

Eine Prifmenge von 4,0g+ 0,1 g wird in ein Zentrifugenréhrchen von 50 ml (6.13) abgewogen. 40 ml
Extraktionslosung (5.4.1) werden in die Flasche hinzugegeben; diese wird verschlossen und kraftig von
Hand oder mit dem Vortex-Mischer (6.7) geschiittelt. Das Zentrifugenrohrchen wird 30 min in einen
Schiittler gelegt, der sich mit mafdiger Geschwindigkeit dreht (6.5).

Das Rohrchen wird fiir 15 min bei 3 000 g bei Raumtemperatur (6.6) zentrifugiert. Bis zu 9 Aliquoten von
2 ml des Uberstands werden in Ultrafilterréhrchen (6.14) iiberfiihrt.

ANMERKUNG 2 Die Anzahl der erforderlichen Kalibrierungsextrakte ist abhingig von den zu erwartenden
Konzentrationen in den Proben (7.4 und 7.5) und dem Dynamikbereich des Massenspektrometers. Es wird empfohlen,
mindestens Kalibrierungsextrakte 1, 3 bis 8 aufzunehmen.

Die Rohrchen wird fiir 15 min bei 3 000 g bei Raumtemperatur (6.6) zentrifugiert.

ANMERKUNG 3 Die erforderliche Zeit ist abhdngig vom Matrixtyp und dem Mindestvolumen, das fiir die Vorbereitung
der Probenextrakte bendtigt wird.

Aliquoten des Ultrafiltrats werden zur Vorbereitung von Kalibrierungsextrakten nach Tabelle 1 verwendet.
Der Inhalt des Flaschchens wird gut gemischt (6.7) und das Flaschchen (6.15) wird verschlossen.
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Tabelle 1 — Vorbereitung des Kalibrierungsbereiches in Blindprobenextrakten

Gemischte | Gemischte Gemischte Gemischte Extrak-
Konzentration Proben- Standard- Standard- Standard- Standard- tionslése-
Kenn- im Extrakt extrakt l6sung l6sung l6sung 16sung mittel
buch- (7.6) 50ng/ml | 200 ng/ml | 1000 ng/ml 5 ug/ml (5.4.1)
stabe (5.3.18) (5.3.17) (5.3.16) (5.3.15) o
(ng/ml) (1) (ul) (u) (mD) (u) (u)
Cal1l 0 950 0 0 0 0 50
Cal 2 0,5 950 10 0 0 0 40
Cal 3 1 950 20 0 0 0 30
Cal 4 2,5 950 50 0 0 0 0
Cal 5 5 950 0 25 0 0 25
Cale6 10 950 0 50 0 0 0
Cal7 25 950 0 0 25 0 25
Cal 8 50 950 0 0 50 0 0
Cal9 100 950 0 0 0 20 30
8 Analyse

8.1 Allgemeines

Die chromatographischen und massenspektrometrischen Bedingungen diirfen frei gewahlt werden. Die
optimalen Messbedingungen hdngen stark von der verwendeten Gerateausstattung ab. Wichtige Kriterien
und Parameter in Bezug auf die chromatographische Trennung und den Nachweis der Analyten sind jedoch:

Die gewahlten Saulenabmessungen und chromatographischen Bedingungen sollten geeignet sein, um die
Grundlinientrennung von Epimeren oder Isomeren mit der gleichen Molekiilmasse zu erhalten. Es sollte
beachtet werden, dass Proben zwei Mutterkornalkaloide, 3-Ergocryptin und B-Ergocryptinin, enthalten
konnen, fiir die derzeit keine analytischen Standards zur Verfiigung stehen. Im LC-MS/MS Chromatogramm
eluiert B-Ergocryptin direkt nach a-Ergocryptin (siehe Bild C.2), wahrend B-Ergocryptinin unter den meisten
chromatographischen Bedingungen mit a-Ergocryptinin co-eluiert. Die Trennung von a-Ergocryptinin und
B-Ergocryptinin wird unter den in diesem Verfahren beschriebenen chromatographischen Bedingungen
nicht verfolgt. Wahrend der hauseigenen Validierung war es nicht moglich, chromatographische
Bedingungen zu finden, bei denen die Grundlinientrennung zwischen beiden Isomeren erreicht wurde.

Eine zufriedenstellende Trennung der Mutterkornalkaloid-Epimeren wurde nur mit einer mobilen Phase A
bei einem pH-Wert > 7 erreicht. Als pH-Moderator haben sich, neben Ammoniumcarbonatpuffer pH 10,
Ammoniumcarbonatpuffer pH 9 und 6 mM Ammoniumhydroxid bewahrt. Die Verwendung eines mobilen
Phasensystems mit einem pH-Wert > 7 erfordert eine analytische Saule, die eine stationdre Phase mit hoher
pH-Bestdndigkeit enthalt.

Das Injektionsvolumen sollte fiir die Sdulenabmessungen und die Empfindlichkeit des Massenspektrometers
optimiert werden. Die Verwendung von Volumina grofder als 20 pl auf einer analytischen Siule mit einem
Durchmesser von 3 mm oder Volumina grofder als 10 pl auf einer analytischen Sdule mit einem Durchmesser
von 2,1 mm, kann zu verzerrten Peak-Formen fiihren.
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Die gewahlten massenspektrometrischen Bedingungen sollten geeignet sein, um die Analyten mit
ausreichender Empfindlichkeit und Spezifitit zu messen. Vorzugsweise sollte die protonierte
Ausgangsmolekiilmasse als Vorldufermasse gewahlt werden und die Produkt-Ionen sollten fiir die Mischung
spezifisch sein. Vorzugsweise sollten Produkt-lonen, die durch den Verlust von Wasser aus dem
protonierten Molekiil-lon gebildet werden, nicht ausgewdahlt werden. Mindestens zwei Vorlaufer der
Produkt-lonen-Kombinationen werden ausgewdhlt, um in das Verfahren zur mehrfachen
Reaktionsiiberwachung (MRM) einbezogen zu werden. Jeder chromatographische Peak sollte aus
mindestens 10 Datenpunkten bestehen.

Das Gerét sollte ausreichend empfindlich sein, um die Analyten auf einem Gehalt von 10 pg/kg in der
Futtermittelprobe mit einem maximalen Signal-Rausch-Verhiltnis von 6 fiir das schwéachste Produkt-lon
nachzuweisen. Dies entspricht in etwa einem Signal-Rausch-Verhaltnis von 50 fiir das schwéchste
Produkt-Ion im Arbeitsstandard 10 ng/ml (5.3.19).

Die Analysenserie sollte nicht begonnen werden, bevor nicht durch mindestens dreimaliges Injizieren des
Arbeitsstandards (5.3.19) iberpriift wurde, dass das System stabile Retentionszeiten des Analyten erzeugt
und dass die Empfindlichkeit des Detektors ausreichend und stabil ist.

In Anhang B sind Beispielmessbedingungen und Beispielvorlaufer von Produktkombinationen gegeben.
Beispielchromatogramme sind in Anhang C dargestellt.

8.2 Analysenabfolge

Fiir die Qualitatskontrolle des Analysendurchlaufs wird empfohlen, in jede Analysenreihe eine unabhangige
Probe aufzunehmen, die sich in einer vorherigen Analyse als frei von Analyten erwiesen hat.

Eine geeignete Analysenabfolge:

— Standardarbeitslosung 10 ng/ml (5.3.19), mindestens drei Mal injiziert oder bis stabile
Messbedingungen erreicht sind

— Extraktionsblindprobenlésung (5.4.1)
— Kalibrierungsbereichsextrakte (7.6)

— Extraktionsblindprobenlésung (5.4.1)
— Probenextrakt (7.4)

— Standardadditionsextrakt (7.5)

— Nachster Probenextrakt (7.4)

— Naéchster Standardadditionsextrakt (7.5)
—  (usw.)

— Extraktionsblindprobenlésung (5.4.1)

— Standardarbeitslésung 10 ng/ml (5.3.19)
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9 Priifergebnisse
9.1 Identifizierung

Der Nachweis und die Identifizierung von Mutterkorn- und Tropanalkaloiden in der Probe basiert auf
vorhandenen co-eluierenden chromatographischen Peaks fiir die fiir jeden Analyten gemessenen Uberginge.
Retentionszeit und relative Hiufigkeit der Uberginge sollten mit denen in den Kalibrierproben
libereinstimmen. Die Abweichung der Retentionszeit des Analyten in der Probe sollte 0,2 min im Vergleich
zur durchschnittlichen Retentionszeit in den Kalibrierungsextrakten 3 bis 9 nicht iiberschreiten (Tabelle 1).
Die relativen Intensititen der Uberginge in der Probe sollten um nicht mehr als 30 % im Vergleich zum
Durchschnitt der relativen Intensitidten von Ubergingen in den Kalibrierungsextrakten 3 bis 9 abweichen
(Tabelle 1).

9.2 Quantifizierung
9.2.1 Allgemeines

Die Quantifizierung basiert auf der Ein-Punkt-Standardaddition der Probe vor der Extraktion. Der
Summenbereich beider Produkt-lonen wird fiir alle Berechnungen herangezogen.

ANMERKUNG  Optional kann der Bereich des Quantifizierungs-lons nur in den Berechnungen der
Analytkonzentration und -wiederfindung herangezogen werden. Dies kann zu einem leicht erhéhten, jedoch
akzeptablen Fehler in den berechneten Ergebnissen fiihren.

9.2.2 Linearitit der Kalibrierkurve

Die Summe der Produkt-lonenbereiche ist fiir jeden Analyten in den Kalibrierungsextrakten (7.6) in
Abhingigkeit von der ergdnzten Konzentration einzutragen. Die abgewogene lineare Regression der
kleinsten Quadrate ist iiber alle Datenpunkte zu verwenden, um Steigung und Achsenabschnitt der
Kalibrierlinien zu schétzen. Die Linearitdt der Kalibrierkurven ist mittels einer geeigneten Priifung auf
Linearitdt zu priifen (z.B. grafische Darstellung der Residuen gegen angepasste Werte; Berechnung des
Korrelationskoeffizienten, Siehe ANMERKUNG). Zeigt die Priifung eine Nichtlinearitit an, ist die Ursache zu
ermitteln und geeignete Mafdinahmen zu ergreifen (z.B. durch Reduzierung des Arbeitsbereichs der
Kalibrierkurve oder durch Verdiinnung der Extrakte).

In der grafischen Darstellung der Residuen gegen angepasste Werte, sollten die berechneten
Konzentrationen fiir einzelne Kalibrierpunkte um weniger als 20 % abweichen. Der Korrelationskoeffizient
der Kalibrierkurve sollte mindestens 0,990 betragen.

9.2.3 Berechnung der Analytkonzentration durch Standardaddition

Die Konzentration des Analyten in der Probe wird anhand von Gleichung (1) berechnet.

Cprobe = ( Ahinzugffz:b—e Apmbe> X Chinzugefiigt (1
Dabei ist

Cprobe die Konzentration des Analyten in der Probe, in ug/kg;

Aprobe die Summe des Bereichs der Produkt-lonen des Analyten im Probenextrakt (7.4);

Apinzugefigt die Summe des Bereichs der Produkt-lonen aus dem Probenextrakt, dem das Analyt in

der Konzentration Cyj,,gefiigr (7-5) hinzugefiigt wurde;
Chinzugefige ~ die Konzentration des der Probe hinzugefiigten Analyten, in pg/kg.

ANMERKUNG  Inder Regel betragt Chinzugefiigt 250 ug/kg.
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9.2.4 Angabe der Ergebnisse

Die erhaltene Konzentration (in pg/kg) befindet sich auf der Probe, wie sie vom Laboratorium erhalten
wurde.

10 Prizision

Einzelheiten des Ringversuchs zur Prazision dieses Verfahrens sind in Anhang A aufgefiihrt. Eine
Zusammenfassung der Prazisionsdaten ist in Tabelle A.2 angegeben.

10.1 Wiederholpriazision

Die absolute Differenz zwischen zwei einzelnen Untersuchungsergebnissen, die durch denselben Bearbeiter
an identischen Untersuchungsmaterialien mit denselben Gerdten innerhalb des kiirzesten Zeitabstandes
gewonnen wurde, wird in nicht mehr als 5 % der Fille die Wiederholgrenze r tiberschreiten. In Tabelle A.2

sind die funktionalen Verhéltnisse zwischen der gemessenen Konzentration fiir jeden der 14 Analyten und
die Wiederholstandardabweichung s, aufgefiihrt. Daraus kann die Wiederholgrenze r wie folgt berechnet

werden:

r=28Xxs, (2)
Dabei ist

r  die Wiederholgrenze;

s, die Wiederholstandardabweichung.

Fiir weitere Informationen siehe die Tabellen in Anhang A.

10.2 Vergleichprizision

Die absolute Differenz zwischen zwei einzelnen Untersuchungsergebnissen, die an identischen
Untersuchungsmaterialien in zwei Laboratorien gewonnen wurde, wird in nicht mehr als 5 % der Félle die

Vergleichgrenze R liberschreiten. In Tabelle A.2 sind die funktionalen Verhaltnisse zwischen der gemessenen
Konzentration fiir jeden der 14 Analyten und die Vergleichstandardabweichungsp aufgefiihrt. Daraus kann

die Vergleichgrenze R wie folgt berechnet werden:

R =28Xsg 3)
Dabei ist

R die Vergleichgrenze;

sp die Vergleichstandardabweichung.

Fiir weitere Informationen siehe die Tabellen in Anhang A.
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Tabelle 2 — Zusammenfassung der Prizisionsdaten fiir Mutterkornalkaloide und Tropanalkaloide in
unverarbeitetem Getreide und getreidebasierten Futtermischungen

Konzentration. C Wiederholstandard- Vergleichstandard-

Z , . .

Komponente abweichung, s, abweichung, sp,

ug/kg ug/kg ug/kg

Ergocornin 11,8 bis 221,2 0,179 x C 0,306 x C
Ergocorninin 9,0 bis 195,9 0,159 x C 0,211 xC
Ergocristin 14,1 bis 312,4 0,180 x C 0,228 X C
Ergocristinin 12,2 bis 258,3 0,316 x C 0,301 xC
a-Ergocryptin 10,3 bis 183,6 0,279 x C 0,299 x C
a-Ergocryptinin 7,6 bis 171,4 0,163 xC 0,281 x C
Ergometrin 11,5 bis 173,5 0,246 X C 0,243 x C
Ergometrinin 3,3bis172,4 0,199 x C 0,234 xC
Ergosin 11,8 bis 225,9 0,154 x C 0,194 x C
Ergosinin 9,4 bis 272,8 0,276 x C 0,346 x C
Ergotamin 10,9 bis 442,9 0,271 xC 0,277 x C
Ergotaminin 10,1 bis 272,5 0,245 x C 0,300 x C
Atropin 16,0 bis 252,0 0,313 x C 0,313 x C
Scopolamin 14,8 bis 245,9 0,342 x C 0,343 x C

11 Untersuchungsbericht

Der Untersuchungsbericht muss mindestens die folgenden Angaben enthalten:

a) alle erforderlichen Angaben zur vollstandigen Identifizierung der Probe;

b) das Datum des Probeneingangs;

¢) das Datum der Analyse der Probe;

d) eine Verweisung auf diese Europaische Norm;

e) die Untersuchungsergebnisse und die Einheiten, in denen sie angegeben wurden.
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Anhang A
(informativ)

Prazisionsdaten

Die folgenden Daten wurden in einem Ringversuch nach den AOAC-Richtlinien fiir die Durchfithrung von
Ringversuchen zur Validierung von Kennwerten eines Analyseverfahrens[3] erhalten. Um die
Notwendigkeit des Ausschlusses von einzelnen ,Ausreifder‘-Ergebnissen zu vermeiden, wurden robuste
Statistiken nach ISO 5725-5 [4] angewendet. Ein detaillierter Bericht tiber den Ringversuch ist verfiigbar [5].

Material A und Material B waren Gerste. Material A diente als Blindprobenmaterial, wahrend Material B mit
einer Mischung aus Mutterkorn- und Tropanalkaloid-Standards dotiert war. Material C2 war Buchweizen,
gemischt mit gemahlenen Stechapfelsamen, mit einer Mischung aus Mutterkornstandards nahe der
Bestimmungsgrenze LOQ dotiert. Material D2 war Weizen, gemischt mit Mutterkorn-Sklerotien und dotiert
mit einem Aceton-Extrakt aus Stechapfelsamen. Material E war Roggen, gemischt mit Mutterkorn-Sklerotien
und dotiert mit einer Mischung aus Tropanalkaloid-Standards. Material F war Ergdnzungsfuttermittel fiir
Rinder, gemischt mit gemahlenen Mutterkorn-Sklerotien und gemahlenen Stechapfelsamen. Material G war
ein Mischfutter fiir Schweine, gemischt mit gemahlenen Mutterkorn-Sklerotien und dotiert mit einer
Mischung aus Tropanalkaloid-Standards. Material H2 war Gefliigelfutter mit einem Aceton-Extrakt aus
gemahlenen Mutterkorn-Sklerotien und mit einem Aceton-Extrakt aus gemahlenen Stechapfelsamen. Fiir die
Herstellung der Materialien E und F wurden die gemahlenen Mutterkorn-Sklerotien wiarmebehandelt, um
die Epimerisierung der Mutterkorn-Alkaloide zu induzieren.

Vierzehn Laboratorien nahmen am Hauptringversuch teil. Dreizehn Laboratorien legten Ergebnisse vor.
Ein Datensatz wurde verworfen, da die vorgelegten Daten unvollstindig waren und sich die Empfindlichkeit
der Gerdte als unzureichend, die Mindestanforderungskriterien zu erfiillen, erwies. Die akzeptierten
Datensdtze wurden anhand robuster Statistiken ausgewertet. In der Datenauswertung wurden nur
Datenpunkte entfernt, die als fehlerhaft galten (z. B. nicht berichtete Ergebnisse oder Wiederholungsdaten,
bei denen einer der Datenpunkte einen negativen Wert aufwies). Die im Ringversuch erhaltenen
Untersuchungsergebnisse sind in Tabelle A.1 bis Tabelle A.14 aufgefiihrt.

Eine grafische Darstellung der erhaltenen relativen Vergleichsstandardabweichung (RSDR) fiir die Analyten
im Hauptringversuch ist in Bild A.1 abgebildet. Aus Bild A.1 geht hervor, dass die meisten der erhaltenen
RSDR-Werte kleiner als 33 % sind. Die hoheren RSDR-Werte um 10 pg/kg beziehen sich alle auf
Buchweizenmaterial (C2), das moéglicherweise eine schwieriger zu analysierende Matrix ist, da fiir alle
anderen Matrizen bei dieser Konzentration niedrigere RSDR-Werte erhalten wurden. Buchweizen ist jedoch
auch keine bedeutende Futtermittelkomponente. Bei Analytkonzentrationen {liber etwa 250 pg/kg sind die
RSDR-Werte in der Regel hoher als bei niedrigeren Konzentrationen, dies deutet darauf hin, dass die
Prazision dieses Verfahrens auf etwa den angewendeten Grad der Standardaddition (250 ug/kg) begrenzt
ist. Es ist sehr plausibel, dass der Arbeitsbereich des Verfahrens erweitert werden kann, wenn eine
Standardaddition in einer hoheren Konzentration erfolgt. Dies wurde im Ringversuch jedoch nicht gepriift.
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Tabelle A.1 — Prizisionsdaten fiir Ergocornin

Gerste |Buchweizen |[Weizen Roggen Futter- Futter- Futter-
mittel fiir | mittel fiir | mittel fiir
Rinder Schweine | Gefliigel
Beschreibung (B) (C2) (D2) (E) (F) (G) (H2)
Jahr des Ringversuchs 2016 2016 2016 2016 2016 2016 2016
Anzahl der Laboratorien 13 13 13 13 13 13 13
Anzahl der Ausreifder
(Laboratorien) 1 1 1 2 1 2 1
Anzahl .der angenommenen |, 12 12 11 12 11 12
Ergebnisse
Mittelwert, X, ug/kg 77,6 12,4 61,9 221,2 71,2 139,7 11,8
Standardabweichung der
Wiederholprazision, 14,6 3,2 14,1 44,1 18,5 17,6 2,2
Sy Mg/kg
Relative
Standardabweichung der 188% [257 % 22,9 % 20,0 % 25,9 % 12,6 % 18,7 %
Wiederholprézision, RSD,
Wiederholgrenze 408 |89 39,6 123,6 51,7 49,4 6,2
r (= 2’8 Sr)’ ug/kg ’ 1] ’ ’ ] ’ y
Funktionaler
Zusammenhang zwischen s, 5. = 0,179 % + 1,15 R= 0,951
und x
Standardabweichung der 182 1 141 30 185 95 22
Vergleichprazision, sp, ug/kg ’ ’ ’ 73, ’ 7 ’
Relative
Standardabweichung der 23,4% (41,4% 22,9 % 33,0% 259 % 18,4 % 18,7 %
Vergleichprazision, RSDp
Vergleichgrenze 51,0 143 39,6 204,4 51,7 72,0 6,2
R (= 2'8 SR): P—g/kg ’ ] ’ 1] ] ’ y
Funktionaler
Zusammenhang zwischen s Sp= 0,306 X — 3,63 R= 0,955
und x
HorRat 1,1 1,9 1,0 1,6 1,2 0,9 0,9
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Tabelle A.2 — Prazisionsdaten fiir Ergocorninin

Gerste |Buchweizen |Weizen Roggen Futter- Futter- Futter-
mittel fiir |mittel fiir |mittel fir
Rinder Schweine | Gefliigel

Beschreibung (B) (C2) (D2) (E) (F) (G) (H2)
Jahr des Ringversuchs 2016 2016 2016 2016 2016 2016 2016
Anzahl der Laboratorien 13 13 13 13 13 13 13
Anzahl der Ausreifder

(Laboratorien) 1 1 1 1 1 1 1

Anzahl der angenommenen 12 12 12 12 12 12 12
Ergebnisse

Mittelwert, X, ug/kg 48,4 9,0 22,4 195,9 48,7 50,3 12,7
Standardabweichung der

Wiederholprézision, 7,7 2,2 3,0 31,4 11,2 5,8 2,5

Sy Hg/ke

Relative

Standardabweichung der 159% (242% 13,5% 16,0 % 229% 11,5% 20,0 %
Wiederholpraézision, RSD,

Wiederholgrenze 21,6 |61 8,4 88,0 31,3 16,2 71

r (= 2,8 Sr)' ug/kg ’ [ » ) ’ ) ’
Funktionaler

Zusammenhang zwischen s, 5. = 0,159 % + 0,34 R= 0,987

und x

Standardabweichung der

Vergleichprézision, 10,9 3,5 3,2 41,5 11,2 8,9 2,5

Sp H8/Kg

Relative

Standardabweichungder  (225% (38,8 % 14,2 % 21,2 % 22,9 % 17,7 % 20,0 %
Vergleichprézision, RSDp

Vergleichgrenze 305 |98 8,9 116,3 31,3 25,0 71

R (= 2’8 SR)! Hg/kg ) ] y ) ] ] )
Funktionaler

Zusammenhang zwischen sp= 0,211% — 0,02 R= 0,996

spund x

HorRat 1,0 1,8 0,6 1,0 1,0 0,8 0,9
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Tabelle A.3 — Prizisionsdaten fiir Ergocristin

Gerste |Buchweizen |[Weizen Roggen Futter- Futter- Futter-
mittel fiir | mittel fiir | mittel fiir
Rinder Schweine | Gefliigel

Beschreibung (B) (C2) (D2) (E) (F) (G) (H2)
Jahr des Ringversuchs 2016 2016 2016 2016 2016 2016 2016
Anzahl der Laboratorien 13 13 13 13 13 13 13
Anzahl der Ausreifder
(Laboratorien) 1 1 2 2 2 1 1
Anzahl .der angenommenen |, 12 11 11 11 12 12
Ergebnisse
Mittelwert, %, ug/kg 146,9 14,1 312,4 329,1 368,5 553,0 41,3
Standardabweichung der
Wiederholprézision, 31,1 3,7 56,5 155,0 265,8 463,5 7,3
sy ug/kg
Relative
Standardabweichung der 21,2% (26,5% 18,1 % 47,1 % 72,1 % 83,8% 17,6 %
Wiederholprazision, RSD,
Wiederholgrenze 872 104 158,3 434,0 744,3 12979 204
r(=28s,), ug/keg ’ ’ ’ ' ' ' :
Funktionaler
Zusammenhang zwischen s, s, = 0,180 8 + 1,47 R= 0,996
und %3
Standardabweichung der
Vergleichprazision, 40,6 4,8 70,6 155,0 265,8 463,5 7,8
sp Hg/kg
Relative
Standardabweichungder 27,6 % [33,8% 22,6 % 47,1 % 72,1 % 83,8 % 18,8 %
Vergleichprazision, RSDp
Vergleichgrenze 1135 |133 197,7 434,0 744,3 12979  |218
R(=28 SR)’ ug/kg , ’ , f 0 ’ ’
Funktionaler
Zusammenhang zwischen sp Sp= 0,228% + 1,63 R= 0,992
und X2
HorRat 1,3 1,5 1,2 2,5 3,9 4,8 0,9
a Daten fiir Proben E, F und G ausgenommen.
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