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Nationales Vorwort

Dieses Dokument (prEN 17504:2020) wurde vom Technischen Komitee CEN/TC 327 ,Futtermittel -
Probenahme- und Untersuchungsverfahren” erarbeitet, dessen Sekretariat von NEN (Niederlande) gehalten
wird.

Das zustdandige deutsche Normungsgremium 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:

[SO 5725-5 siehe DIN ISO 5725-5

Nationaler Anhang NA
(informativ)

Literaturhinweise

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

Dieses Dokument (prEN 17504:2020) 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 Europdische Freihandelsassoziation CEN erteilt haben, und unterstiitzt grundlegende
Anforderungen der EU-Richtlinien.
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Einleitung

Gossypol ist ein polyphenolisches Pflanzengift, das von Arten der Gattung Gossypium (Baumwollpflanze)
produziert wird. Die Pflanzen werden in erster Linie fiir die Faser- und Olproduktion angebaut. Die Samen
und die Produkte aus verarbeiteten Samen werden auch als Futtermittel verwendet. Gossypol kommt in den
Samen in zwei Formen vor: als freies Gossypol und als (meist an Proteine) gebundenes Gossypol. Der Gehalt
an freiem Gossypol, der gemessen wird, hdngt vom Extraktionsverfahren und von der Spezifitit des
anschlieffend verwendeten Untersuchungsverfahrens ab ([1],[2]). Folglich ist dieses Verfahren
moglicherweise nicht direkt vergleichbar mit vorhandenen Normen, die auf spektralphotometrischen
Messungen basieren (z. B. [3], [4]).

WARNUNG — Diese Verfahrensvorschrift erhebt nicht den Anspruch, alle mit seiner Anwendung
verbundenen Sicherheitsprobleme anzusprechen. Es liegt in der Verantwortung des Anwenders
dieser Verfahrensvorschrift, geeignete Sicherheits- und Gesundheitsschutzmafdnahmen festzulegen
und sicherzustellen, dass behordliche und gesetzliche Anforderungen eingehalten werden.
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1 Anwendungsbereich

Dieses Dokument beschreibt ein Verfahren zur Bestimmung von freiem Gossypol, das mittels angesduertem
Acetonitril/Wasser extrahierbar ist, in Baumwollsamen, aus Baumwollsamen hergestellten Produkten und
Alleinfuttermitteln durch Fliissigchromatographie mit Tandem-Massenspektrometrie (LC-MS/MS).

Durch einen Ringversuch mit den nachfolgend angegebenen Matrices ist dieses Dokument fiir den Bereich
von 69 mg/kg bis 5950 mg/kg erfolgreich validiert worden: Baumwollsamen, Baumwollsamenprodukte
(Kuchen/Mehl, Schalen) und Alleinfuttermittel fiir Rinder, Schweine und Gefliigel.

2 Normative Verweisungen

Die folgenden Dokumente werden im Text in solcher Weise in Bezug genommen, dass einige Teile davon
oder ihr gesamter Inhalt Anforderungen des vorliegenden Dokuments darstellen. Bei datierten
Verweisungen gilt nur die in Bezug genommene Ausgabe. Bei undatierten Verweisungen gilt die letzte
Ausgabe des in Bezug genommenen Dokuments (einschlieflich aller Anderungen).

EN ISO 3696:1995, Wasser fiir analytische Zwecke — Anforderungen und Priifungen (1SO 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:

— [EC Electropedia: verfligbar unter http://www.electropedia.org/

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

4 Kurzbeschreibung

Freies Gossypol wird durch Mischen einer Probe von 0,4g Baumwollsamen oder 10g
Baumwollsamenprodukt oder Mischfuttermittel mit 40ml Acetonitril : Wasser : Phosphorsaure
(80:20:0,1) extrahiert. Das Gemisch wird 1 h lang geschiittelt. Nach dem Zentrifugieren wird ein Teil des
Uberstandes mit Extraktionslosemittel in einem Flischchen verdiinnt. Der Endextrakt wird mittels
Umkehrphasen-Fliissigchromatographie mit Tandem-Massenspektrometrie (LC-MS/MS) analysiert. Die
Quantifizierung von Gossypol in Baumwollsamen und Baumwollsamenprodukten basiert auf einer
Mehrpunktkalibrierung unter Verwendung von Standards in Extraktionslosemittel. Die Quantifizierung von
Gossypol in Mischfuttermitteln basiert auf einer Mehrpunktkalibrierung unter Verwendung von Standards in
Extraktionslosemittel und einer Korrektur um die beobachtete Wiederfindung.

5 Reagenzien

WARNUNG — Gossypol kann gesundheitsgefiahrdend sein. Es hat eine starke toxische Wirkung auf
die Fortpflanzungsorgane. Je nach Expositionsgrad sind sowohl akute als auch chronische
Wirkungen moglich.

5.1 Gossypol, > 95 %, HPLC-Qualitat.

ANMERKUNG 1 Gossypol ist ein racemisches Gemisch aus (+)- und (—)-Gossypol. Bei diesem Verfahren erfolgt keine
Trennung der Enantiomeren des Gossypols.

ANMERKUNG 2 Gossypol steht auch in Form eines 1:1-Komplexes mit Essigsdure zur Verfligung. Bei diesem
Verfahren kann entweder ein Standard von Gossypol oder von Gossypol-Essigsdure verwendet werden.

ANMERKUNG 3  Gossypol ist lichtempfindlich.
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5.2 Acetonitril, LC-MS- oder HPLC-Qualitat.

5.3 Phosphorsaure 85 %

5.4 Ameisensiure

5.5 Wasser

Wasser mit LC-MS-Reinheitsgrad, doppelt destilliertes Wasser oder Wasser der Qualitdt 1 nach EN ISO 3696.
5.6 Extraktionslésemittel: 0,1%ige Phosphorséure in Acetonitril : Wasser (80 : 20).

800 ml Acetonitril (5.2) und 200 ml Wasser (5.5) werden in einer 1 000-ml-Flasche gemischt. Es wird 1,0 ml
Phosphorséaure (5.3) beigemischt. Diese Losung wird bei Raumtemperatur aufbewahrt und kann 1 Monat
lang verwendet werden.

5.7 Mobile Phase A: 0,5%ige Ameisensdure in Acetonitril : Wasser (5 : 95).

50 ml Acetonitril (5.2) und 950 ml Wasser (5.5) werden in einer 1 000-ml-Flasche gemischt. Es werden 5 ml
Ameisensdure (5.4) beigemischt. Diese Losung wird bei Raumtemperatur aufbewahrt und kann 1 Monat lang
verwendet werden.

5.8 Mobile Phase B: 0,5%ige Ameisensaure in Acetonitril : Wasser (95 : 5).

950 ml Acetonitril (5.2) und 50 ml Wasser (5.5) werden in einer 1 000-ml-Flasche gemischt. Es werden 5 ml
Ameisensdure (5.4) beigemischt. Diese Losung wird bei Raumtemperatur aufbewahrt und kann 1 Monat lang
verwendet werden.

5.9 Gossypol-Stammlésung, 1 mg/ml

20 mg Gossypol (5.1) werden eingewogen (6.1) und in einen 20-ml-Messkolben tiberfiihrt. Das Gewicht, die
Reinheit und die Erscheinungsform des Standards sind zu beriicksichtigen. Es wird Extraktions-
losemittel (5.6) zugegeben, durch Mischen geldst und mit Extraktionslosung (5.6) bis zur Marke aufgefiillt.
Die Stammlosung wird in eine Flasche aus Braunglas (6.7) iiberfiihrt und bei < —18 °C aufbewahrt. Unter
diesen Bedingungen kann die Losung 6 Monate lang verwendet werden.

5.10 Gossypol-Standardlésung, 10 ug/ml

Mit einer Pipette werden 100 pl Gossypol-Stammlosung (5.9) in eine Flasche aus Braunglas (6.7) tberfiihrt.
Es werden 9,90 ml Extraktionslosemittel (5.6) zugegeben, und es wird gemischt. Die Standardlésung wird
bei < 18 °C aufbewahrt. Unter diesen Bedingungen kann die Losung 2 Monate lang verwendet werden. Diese
Standardlésung wird zur Erstellung von Kalibrierkurven verwendet.

5.11 Gossypol-Standardlésung, 1 pg/ml

Mit einer Pipette wird 1,00 ml Gossypol-Standardlésung (5.10) in eine Flasche aus Braunglas (6.7) tiberfiihrt.
Es werden 9,00 ml Extraktionslosemittel (5.6) zugegeben, und es wird gemischt. Die Standardlésung wird
bei < 18 °C aufbewahrt. Unter diesen Bedingungen kann die Losung 2 Monate lang verwendet werden. Diese
Standardlésung wird zur Erstellung von Kalibrierkurven verwendet.

5.12 Kalibrierlésungen

Kalibrierl6sungen werden unter Verwendung der Standardlésungen (5.10)und (5.11) sowie des Extraktions-
l6semittels (5.6) nach Tabelle 1 angesetzt. Es wird direkt in HPLC-Flaschchen (6.8) pipettiert.
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Konzentration Standardlésung von Standardlésung von Extraktions-
1 pg/ml (5.11) 10 pg/ml (5.10) losemittel (5.6)
ug/ml ul ul pl
Kal 1 0,00 0 0 1000
Kal 2 0,025 25 0 975
Kal 3 0,05 50 0 950
Kal 4 0,10 100 0 900
Kal 5 0,25 0 25 975
Kal 6 0,50 0 50 950
Kal 7 0,75 0 75 925
Kal 8 1,00 0 100 900
6 Gerate

Ubliche Laborausriistung und insbesondere folgende Gerite:

6.1 Analysenwaage, mit einer Fehlergrenze von 0,1 mg oder besser.

6.2 Laborwaage, mit einer Fehlergrenze von 0,01 g oder besser.

6.3 Pipettierer

Einstellbar, geeignet flir organische Losemittel, ordnungsgemaf kalibriert, mit entsprechenden Spitzen.

6.4 Filterscheibeneinheiten, Polytetrafluorethylen (PTFE), mit einer Porengrofie von 0,45 pm oder

kleiner.

6.5 Zentrifugenréhrchen, Polypropylen, 50 ml, mit Schraubverschluss.

6.6 Zentrifuge, fiir 50-ml-Zentrifugenréhrchen (6.5) geeignet.

6.7 Glasflaschen, braun, verschiedene Grofien.

6.8 HPLC-Autosampler-Flaschchen, Braunglas, 1,5 ml, mit Kappen.

6.9 Minishaker oder Vortex-Mischer

6.10 Ultraschallbad

6.11 Vertikal- oder Horizontalschiittler, einstellbar.

6.12 Labormiihle

Full document details: E DIN EN 17504:2020-05
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6.13 HPLC-System, bestehend aus:

6.13.1 Autosampler, thermostatisiert

Geeignet, eine Temperatur von 10 °C + 1 °C zu halten.
6.13.2 Bindres Pumpensystem

Geeignet, einen bindren Gradienten bei fiir die verwendete analytische Saule geeigneten
Flief3geschwindigkeiten mit ausreichender Genauigkeit zu etablieren.

6.13.3 Saulenofen, thermostatisiert.
Geeignet, eine Temperatur von mindestens 40 °C + 1 °C zu halten.
6.13.4 Analytische Saule

Enthalt C18-Umkehrphasen-Packungsmaterial, das zur Basislinientrennung des Analyten von Verbindungen
mit identischer Molekiilmasse geeignet ist.

6.13.5 Vorsiule, optional

Mit dem gleichen Material fiir die stationdre Phase wie die analytische Sdule und mit geeigneten
Abmessungen.

6.14 Tandem-Massenspektrometer

Geeignet, im negativen Ionisationsmodus ein Multiple/Selected Reaction Monitoring bei ausreichend
grofiem Dynamikbereich durchzufithren; zur Trennung von Masseneinheiten geeignet und mit einem
rechnergestiitzten Datenverarbeitungssystem ausgestattet. Es darf jede lonenquelle eingesetzt werden, die
zu einer ausreichenden lonisierung fithrt.

7 Verfahren

7.1 Allgemeines

Ein Futtermittel stellt eine komplexe Matrix dar, die sehr viele verschiedene Inhaltsstoffe in
unterschiedlichen Mengen enthdlt. Es koénnen proben- und instrumentenabhidngige Matrixeffekte
(Unterdriickung/Verstarkung) auftreten, die die Quantifizierung des Analyten in der Probe beeinflussen
konnen (sieche ANMERKUNG). Um diese Matrixeffekte zu korrigieren, wird eine Wiederfindungsprobe (7.4.3)
einbezogen.

Je nach Empfindlichkeit und linearem Bereich des Massenspektrometers kann es erforderlich sein, die
Probenextrakte (7.4) einem geeigneten Faktor entsprechend mit Extraktionslosemittel (5.6) zu verdiinnen,
wobei die erwartete Konzentration des Analyten in der Probe zu bertcksichtigen ist, um die Response des
Detektors innerhalb des Dynamikbereiches des Massenspektrometers zu halten. Als Alternative darf das
Injektionsvolumen der Probe innerhalb des kalibrierten Bereiches des Injektionssystems reduziert werden.

ANMERKUNG  Unter den in diesem Dokument beschriebenen Bedingungen waren Matrixeffekte
(Ionenunterdriickung oder -verstirkung) bei Baumwollsamen und Baumwollsamenprodukten nicht signifikant. Bei
Mischfuttermitteln wurden Matrixeffekte festgestellt.

7.2 Probenvorbehandlung

Laborproben sollten, falls méglich, in Ubereinstimmung mit Europdischen Rechtsvorschriften [2] oder in
jedem anderen Fall nach EN ISO 6498 genommen und vorbereitet werden.

Documents
8 Document Sharing Hub

Full document details: E DIN EN 17504:2020-05


http://www.avadocuments.com/doc/e-din-en-17504-2020-05
http://www.avadocuments.com/doc/e-din-en-17504-2020-05

- Entwurf - E DIN EN 17504:2020-05
prEN 17504:2020 (D)

Die Proben werden in einer Labormiihle (6.12) auf < 1 mm homogenisiert.

Baumwollsamen kénnen grofie Mengen an Gossypol enthalten. Um eine signifikante Verschleppung zu
vermeiden, sind zwischen den Proben alle Teile der Miihle sorgfiltig zu reinigen. Wenn Baumwoll-
samenproben zusammen mit Baumwollsamenprodukten oder Mischfuttermitteln analysiert werden, sollten
die Proben der Baumwollsamenprodukte und des Mischfutters vor den Baumwollsamenproben gemahlen
werden.

7.3 Priifmenge
7.3.1 Baumwollsamen
Die Menge des homogenisierten Baumwollsamens, die untersucht wird, betragt 0,4 g + 0,01 g.

Das Laboratorium darf eine grofiere Untersuchungsprobenmenge verwenden, um die Reprasentativitat der
Probe zu verbessern. In diesem Fall muss die Menge des Extraktionslésemittels entsprechend angepasst
werden (7.4).

7.3.2 Baumwollsamenprodukte und Mischfuttermittel

Die Menge des homogenisierten Baumwollsamenprodukts oder Mischfuttermittels, die untersucht wird,
betragt 1,0 g+ 0,05 g.

Das Laboratorium darf eine grofiere Untersuchungsprobenmenge verwenden, um die Reprasentativitat der
Probe zu verbessern. In diesem Fall muss die Menge des Extraktionslosemittels entsprechend angepasst
werden (7.4).

7.4 Extraktion
7.4.1 Baumwollsamen

Eine Priifmenge von 0,4g+ 0,01 g der homogenisierten Probe (7.3) wird in ein 50-ml-Zentrifugen-
rohrchen (6.5) eingewogen (6.2). Es werden 40,0 ml Extraktionslosemittel (5.6) zugegeben, und mit einem
Vortex-Mischer (6.9) wird 15 s lang gemischt. Das Réhrchen wird fiir 5 min in ein Ultraschallbad (6.10)
gestellt, und anschlief3end wird das Rohrchen 1 h lang geschiittelt (6.11).

Das Zentrifugieren des Réhrchens erfolgt 5 min lang bei 3 000 min—! und Raumtemperatur (6.6). 10 ul des
Extrakts werden in ein HPLC-Flaschchen (6.8) Uberfiihrt, es werden 990 pl Extraktionslosemittel (5.6)
zugegeben, und es wird gemischt (siehe ANMERKUNG).

ANMERKUNG Baumwollsamen kann Gossypol in hohen Konzentrationen (im Bereich von 2000 mg/kg bis
8 000 mg/kg) enthalten. Die erwartete Gossypolkonzentration in unverdiinnten Baumwollsamenextrakten liegt im
Bereich von 20 pg/ml bis 80 pg/ml. Nach der Verdiinnung des Probenextrakts liegt die erwartete Konzentration im
Bereich von 0,2 pg/ml bis 0,8 ug/ml.

7.4.2 Baumwollsamenprodukte und Mischfuttermittel

Eine Prifmenge von 1,0g+ 0,05g der homogenisierten Probe (7.3) wird in ein 50-ml-Zentrifugen-
rohrchen (6.5) eingewogen (6.2). Es werden 40,0 ml Extraktionsldosemittel (5.6) zugegeben, und mit einem
Vortex-Mischer (6.9) wird 15 s lang gemischt. Das Réhrchen wird fiir 5 min in ein Ultraschallbad (6.10)
gestellt, und anschlief3end wird das Rohrchen 1 h lang geschiittelt (6.11).

Das Zentrifugieren des Rohrchens erfolgt 5 min lang bei 3 000 min—1 und Raumtemperatur (6.6). 200 pl des

Extrakts (siehe ANMERKUNG 1) werden in ein HPLC-Fldschchen (6.8) tberfithrt, es werden 800 ul
Extraktionslosung (5.6) zugegeben, und es wird gemischt (sieche ANMERKUNG 2).
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Wenn eine Probe Gossypol in einer Konzentration enthalt, die den Bereich der Kalibrierkurve ilibersteigt, ist
eine erneute Analyse erforderlich (sieche ANMERKUNG 3). Dazu wird der Probenextrakt mit Extraktions-
losemittel (5.6) in einem geeigneten Verhdltnis verdlinnt, sodass eine Konzentration des Probenextrakts
erhalten wird, die innerhalb des Bereiches der Kalibrierkurve liegt.

ANMERKUNG 1 Bei triiben Extrakten kann 1 ml des Extrakts zunachst durch ein 0,45-pum-PFTE-Membranfilter (6.4) in
ein neues HPLC-Flaschchen filtriert werden. 200 pl dieses Extrakts werden mit 800 pl Extraktionsldsung verdiinnt.

ANMERKUNG 2 Der erwartete Bereich von Gossypol in Baumwollsamenprodukten oder in Mischfuttermitteln umfasst
10 mg/kg bis 200 mg/kg. Es wird erwartet, dass die Gossypolkonzentration in unverdiinnten Extrakten, die aus
Baumwollsamenprodukten oder Mischfuttermitteln gewonnen werden, im Bereich von 0,25 pg/ml bis 5 pg/ml liegt.
Nach der Verdiinnung des Probenextrakts wird die Konzentration voraussichtlich im Bereich von 0,05 pg/ml bis
1 pg/ml liegen.

ANMERKUNG 3 In bestimmten Produkten kénnen héhere Konzentrationen von Gossypol vorliegen, und zwar im
Bereich von 200 mg/kg bis 1 000 mg/kg. Bei diesen Produkten wird die Gossypolkonzentration in unverdiinnten
Extrakten voraussichtlich im Bereich von 5 pg/ml bis 25 pg/ml und in den verdiinnten Extrakten im Bereich von
1 pug/ml bis 5pug/ml liegen. Bei Ausfithrung eines zusatzlichen Finffach-Verdiinnungsschritts wird die Gossypol-
konzentration in den Probenextrakten voraussichtlich im Bereich von 0,2 pg/ml bis 1,0 pg/ml liegen.

7.4.3 Wiederfindungsprobe fiir Mischfuttermittel

Zur Herstellung der Wiederfindungsprobe wird eine reprdsentative Futtermittel-Blindwertprobe genommen
(sieche ANMERKUNG).

Eine Prifmenge von 1,0 g + 0,05 g der homogenisierten Probe wird in ein 50-ml-Zentrifugenréhrchen (6.5)
eingewogen (6.2). Es werden 100 pl der Gossypol-Stammlésung mit 1 mg/ml (5.9) zugegeben. Dies ist
aquivalent zu 100 mg/kg. Die mit Gossypol versetzte Probe wird 15 s lang mit dem Vortex-Mischer (6.9)
gemischt und 30 min eingeweicht. Es werden 40,0 ml Extraktionslésung (5.6) zugegeben, und mit einem
Vortex-Mischer (6.9) wird 15 s lang gemischt. Das Réhrchen wird fiir 5 min in ein Ultraschallbad (6.10)
gestellt, und anschlief3end wird das Rohrchen 1 h lang geschiittelt (6.11).

Das Zentrifugieren des Réhrchens erfolgt 5 min lang bei 3 000 min~1 und Raumtemperatur (6.6). 1 ml des
Extrakts wird durch ein 0,45-um-Membranfilter (6.4) in ein HPLC-Flaschchen (6.8) filtriert. 200 pul dieses
Extrakts werden in ein neues HPLC-Flaschchen (6.8) pipettiert, es werden 800 pl Extraktionslésung (5.6)
zugegeben, und es wird gemischt.

ANMERKUNG Eine Blindwertprobe ist eine Probe, bei der in einer vorausgehenden Analyse nachgewiesen wurde,
dass sie kein Gossypol in einer Konzentration oberhalb der Nachweisgrenze enthalt.

8 LC-MS/MS-Analyse
8.1 Allgemeines

Die chromatographischen und massenspektrometrischen Bedingungen diirfen frei gewdhlt werden. Die
optimalen Messbedingungen hiangen in starkem Mafde von der verwendeten gerdtetechnischen Ausriistung
ab. Wichtige Kriterien und Parameter hinsichtlich der chromatographischen Trennung und Detektion des
Analyten sind:

Die gewdhlten Sdulenmafie und die chromatographischen Bedingungen sollten geeignet sein, eine
Basislinientrennung des Analyten von anderen Substanzen mit gleichem Molekllmasse-zu-Ladung-
Verhaltnis zu erzielen.

Die gewahlten massenspektrometrischen Bedingungen sollten geeignet sein, den Analyten mit

ausreichender Empfindlichkeit und Spezifitit zu messen. Vorzugsweise sollte das deprotonierte Eltern-
Molekiilion als Vorldufer-lon ausgewahlt werden, und es sollten mindestens zwei fiir die Verbindung

Documents
10 Document Sharing Hub

Full document details: E DIN EN 17504:2020-05


http://www.avadocuments.com/doc/e-din-en-17504-2020-05
http://www.avadocuments.com/doc/e-din-en-17504-2020-05

- Entwurf - E DIN EN 17504:2020-05
prEN 17504:2020 (D)

spezifische Produkt-lonen ausgewahlt werden. Die chromatographischen Peaks sollten aus mindestens
10 Datenpunkten bestehen.

Die Analysenreihe sollte nicht begonnen werden, bevor nicht durch mindestens dreimalige Injektion einer
Standardarbeitslosung (5.12) nachgewiesen wurde, dass das System stabile Retentionszeiten des Analyten
liefert und die Empfindlichkeit des Detektors ausreichend und stabil ist.

Es sollte gepriift werden, ob Verschleppungseffekte auftreten, und zwar durch Injizieren eines hohen
Losemittel- oder Matrixextrakt-Standards gefolgt von einer Losemittel-Blindprobe oder einem Leerextrakt.
Durch die Auswahl eines geeigneten Waschverfahrens fiir das Injektorsystem sollte die Verschleppung
betragsmaflig so weit wie moglich verringert werden. Durch den Einsatz eines Waschlosemittels mit hohem
Anteil an organischem Losemittel in Kombination mit einer organischen Saure (z. B. mobile Phase B (5.8))
kann die Verschleppung deutlich reduziert werden. Es kann erforderlich sein, zwischen den einzelnen
Probenextrakten eine oder mehrere Extraktionslosemittel-Blindproben zu injizieren.

Je nach Empfindlichkeit und linearem Dynamikbereich des Massenspektrometers kann es erforderlich sein,
die Kalibrierstandards und die Probenextrakte einem zusatzlichen Faktor entsprechend mit
Extraktionslosemittel (5.6) zu verdiinnen.

Ein Beispiel fiir geeignete Messbedingungen ist in AnhangB gegeben, und ein beispielhaftes

Chromatogramm ist in Anhang C angegeben. Andere Gerdte konnen bei entsprechenden Bedingungen
ebenfalls geeignet sein.

8.2 Analysensequenz
Eine fiir Baumwollsamen- und Baumwollsamenprodukt-Proben geeignete Analysensequenz ist die folgende:

— Kalibrier-Standardlésung 0,1 pg/ml (5.12), die mindestens dreimal oder so lange injiziert wird, bis
stabile Messbedingungen erreicht sind;

— Kalibrierstandards (5.12);

— Extraktionslésungs-Blindprobe (5.6);

— Probenextrakte (7.4.1 und/oder 7.4.2);

— Extraktionsldsungs-Blindprobe (5.6);

— Kalibrierstandards (5.12).

In Abhangigkeit von der Probenanzahl kénnen zwischen den Proben zusidtzliche Kalibrierstandards
eingefligt werden (z. B. alle 20 Proben), um innerhalb der Sequenz auftretende Abweichungen der Response
des Analyten zu korrigieren.

Eine fiir Mischfuttermittel-Proben geeignete Analysensequenz ist die folgende:

— Kalibrier-Standardlésung 0,1 pg/ml (5.12), die mindestens dreimal oder so lange injiziert wird, bis
stabile Messbedingungen erreicht sind;

— Kalibrierstandards (5.12);
— Extraktionslésungs-Blindprobe (5.6);

— Wiederfindungsprobe (7.4.3);
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— Extraktionslosungs-Blindprobe (5.6);
— Probenextrakte (7.4.2);

— Extraktionslosungs-Blindprobe (5.6);
— Kalibrierstandards (5.12).

In Abhingigkeit von der Probenanzahl kdnnen zwischen den Proben zusatzliche Kalibrierstandards
eingefiigt werden (z. B. alle 20 Proben), um innerhalb der Sequenz auftretende Abweichungen der Response
des Analyten zu korrigieren.

9 Ergebnisse
9.1 Identifizierung

Nachweis und Identifizierung von Gossypol in der Probe basieren auf dem Vorhandensein von
koeluierenden chromatographischen Peaks fiir die fiir den Analyten gemessenen Uberginge. Retentionszeit
und relative Haufigkeit der Uberginge sollten mit denen der Kalibrierstandards iibereinstimmen. Die
Abweichung der Retentionszeit von Gossypol in der Probe sollte nicht mehr als 0,2 min gegeniiber der
durchschnittlichen Retentionszeit von Gossypol in den Kalibrierstandards 3 bis 8 (Tabelle 1) betragen. Die
relativen Intensititen der Uberginge in der Probe sollten nicht mehr als 30 % vom Durchschnitt der
relativen Intensititen der Uberginge bei den Kalibrierstandards 3 bis 8 abweichen (Tabelle 1).

9.2 Quantifizierung
9.2.1 Allgemeines

Bei Baumwollsamen und Baumwollsamenprodukten basiert die Quantifizierung von Gossypol auf einer
Mehrpunktkalibrierung in einem Extraktionslosemittel (5.12). Bei Mischfuttermitteln basiert die
Quantifizierung auf einer Mehrpunktkalibrierung in Extraktionslosemittel (5.12) und wird um die
beobachtete Wiederfindung korrigiert (sieche ANMERKUNG 1). Fiir sdmtliche Berechnungen wird die
summierte Flache beider Produkt-lonen verwendet (siehe ANMERKUNG 2)

ANMERKUNG 1 Die beobachtete Wiederfindung ist die Kombination von Verlusten des Analyten bei der Extraktion
und von Matrixeffekten, die bei der massenspektrometrischen Analyse auftreten.

ANMERKUNG 2 Optional kann bei den Berechnungen der Analytkonzentration und der Wiederfindung nur die Flache
des Quantifier-lons verwendet werden.

9.2.2 Linearitat der Kalibrierkurve

Die Summe der Produkt-lon-Flachen fiir Gossypol in den Kalibrierstandards (5.12) wird als Funktion der
zugegebenen Konzentration aufgetragen. Die Schitzung der Steigung und des Ordinatenabschnitts der
Kalibriergeraden erfolgt mittels gewichteter linearer Regression iiber alle Datenpunkte. Die Linearitit der
Kalibrierkurve wird mit einem geeigneten Linearitatstest (z.B. Auftragen der Residuen gegen die
angepassten Werte (rvfplot); Berechnung des Korrelationskoeffizienten) tberpriift. Wenn der Test eine
Nichtlinearitdt erkennen lasst, ist ihre Ursache zu ermitteln und es sind geeignete Mafdnahmen zu ergreifen
(z. B. Verwendung eines eingeschrankten Bereiches von Kalibrierstandards oder Verdiinnung der Extrakte).

Bei der Darstellung der Residuen gegen die angepassten Werte (rvfplot) sollten die fiir einzelne

Kalibrierpunkte berechneten Konzentrationen um weniger als 20 % abweichen. Der Korrelationskoeffizient
der Kalibrierkurve sollte mindestens 0,990 betragen.
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