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Nationales Vorwort

Dieses Dokument (prEN 17641:2021) wurde vom Technischen Komitee CEN/TC 275 ,Lebensmittelanalytik -
Horizontale Verfahren“ erarbeitet, dessen Sekretariat von DIN (Deutschland) gehalten wird.

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

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.

Aktuelle Informationen zu diesem Dokument kénnen liber die Internetseiten von DIN (www.din.de) durch
eine Suche nach der Dokumentennummer aufgerufen werden.
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Europaisches Vorwort

Dieses Dokument (prEN 17641:2021) wurde vom Technischen Komitee CEN/TC 275 ,Lebensmittelanalytik -
Horizontale Verfahren“ erarbeitet, dessen Sekretariat von DIN gehalten wird.

Dieses Dokument ist derzeit zur CEN-Umfrage vorgelegt.
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Einleitung

Mykotoxine sind Metabolite von Schimmelpilzen, die in verschiedenen Lebensmitteln vorkommen kénnen,
wie z. B. Getreide, Niisse, Gewiirze, Friichte, Olsaaten oder Kaffee. Mykotoxine kénnen vor der Ernte in der
Pflanze und sogar nach der Ernte gebildet werden, wenn die klimatischen Bedingungen fiir ein weiteres
Pilzwachstum giinstig sind. Milch kann auch mit Aflatoxin M1, dem Hauptmetaboliten von Aflatoxin B4
kontaminiert sein, wenn Kiihe mit Aflatoxin Bi-kontaminiertem Futtermittel gefiittert werden. Zum Schutz
der Gesundheit der Verbraucher wurden Hochstkonzentrationen flir Mykotoxine in Lebensmitteln festgelegt,
die in einer breiten Palette von Lebensmittelbedarfsgegenstanden enthalten sind, darunter auch solche, die
fiir den Verzehr durch Sauglinge und Kleinkinder bestimmt sind.

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

WARNUNG 2 — Bei der Anwendung dieser Europiischen Norm ist es mdglich, dass gefahrliche
Substanzen, Arbeitsgiange und Gerite angewendet werden. Diese Norm erhebt nicht den Anspruch,
dass alle mit ihrer Anwendung verbundenen Sicherheitsprobleme angesprochen werden. Es liegt in
der Verantwortung des Anwenders dieser Norm, geeignete Vorkehrungen fiir den Arbeits- und
Gesundheitsschutz zu treffen und vor der Anwendung festzulegen, welche einschrankenden
Vorschriften gelten.

WARNUNG 3 — Es ist bekannt, dass Aflatoxine karzinogene Wirkungen haben und sowohl akut als
auch chronisch toxisch sind. Die Aflatoxine By, B2, G1, G2 und M; wurden von der Internationalen
Agentur fiir Krebsforschung (IARC) als fiir Menschen krebserregend eingestuft (Gruppe 1).
Fumonisin B;, Fumonisin B, und OchratoxinA wurden als fiir Menschen wahrscheinlich
krebserregend eingestuft (Gruppe 2B) und Zearalenon, Deoxynivalenol und T-2 als nicht fiir
Menschen krebserregend eingestuft (Gruppe 3) [2].
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1 Anwendungsbereich

Dieses Dokument beschreibt ein Verfahren der Isotopenverdiinnung fiir die quantitative Bestimmung der
Aflatoxine B1, Bz, Gi, G2 undMi (AFB1, AFB2, AFG1, AFGZ und AFM1), OchratoxinA (OTA),
Deoxynivalenol (DON), Zearalenon (ZEN), T-2 und HT-2-Toxine (T-2 und HT-2) und Fumonisine B; und B>
(FB1 und FB2) in Lebensmitteln durch Fliissigchromatographie (LC), gekoppelt mit Tandem-Massen-
spektrometrie (MS/MS).

Flir Aflatoxine (AF) und OTA in Saduglings- und Kleinkindernahrung (z. B. Zerealien fiir Kleinkinder, Pulver
auf Milchbasis), in Gewiirzen, in Trockenfriichten und in Niissen ist eine spezifische
Immunaffinitatssaulen (IAC)-Reinigung erforderlich.

Das Verfahren wurde durch eine gemeinschaftliche Studie zu verschiedenen Bereichen validiert: Getreide
und Produkte auf Getreidebasis einschlief}lich Nahrung fiir Sduglinge und Kleinkinder, Niisse, Gewlirze,
Trockenfriichte und Milchpulver. Die Konzentrationsbereiche der einzelnen Mykotoxine in diesen natiirlich
kontaminierten und/oder aufgestockten Lebensmittelproben waren:

— Aflatoxin Bi: 0,085 7 pg/kg - 11,4 pg/kg;
— Aflatoxin By: 0,079 2 pg/kg - 12,5 pg/kg;
— Aflatoxin G1: 0,062 8 pg/kg - 20,9 pg/kg;
— Aflatoxin Go: 0,052 0 pg/kg - 15,0 pg/kg;
— Aflatoxin My: 0,034 2 pg/kg - 0,110 pg/kg;

— Ochratoxin A: 0,448 pg/kg - 17,2 ug/kg;

— Deoxynivalenol: 45,2 ug/kg - 743 pg/kg;

— Zearalenon: 9,57 ug/kg - 131 ug/kg;
— T-2-Toxin 10,3 ug/kg - 57,9 pg/kg;
— HT-2-Toxin 9,50 pug/kg - 81,8 ng/kg;

— Fumonisin B1: 31,1 ug/kg - 4 262 ng/kg;
— Fumonisin By: 44,2 ug/kg -1 299 pg/kg.

Die Messbereiche der Verfahren fiir jede Mykotoxin-/Matrix-Kombination sind in Tabelle 7 angegeben.

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

In diesem Dokument werden keine Begriffe aufgefiihrt.

[SO und IEC stellen terminologische Datenbanken fiir die Verwendung in der Normung unter den folgenden
Adressen bereit:

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

— IEC Electropedia: verfiigbar unter http://www.electropedia.org/

4 Kurzbeschreibung

Die Mykotoxine werden mit Wasser und angesduertem Acetonitril aus der Einwaage extrahiert und nach
Zugabe von Magnesiumsulfat- und Natriumchloridsalzen wird eine Fliissig-Fliissig-Verteilung eingeleitet.
Der entstehende Acetonitril-Uberstand wird dann mit Hexan entfettet. Abhingig von der
Mykotoxin-/Matrix-Kombination wird der Probenextrakt dann zwei verschiedenen Protokollen unterzogen
(ein allgemeines Schema ist in Anhang B angegeben):

— ohne IAC-Reinigung: allgemeines Verfahren zur Bestimmung aller Mykotoxine in Getreide und
Produkten auf Getreidebasis. Ein Aliquot des Acetonitril-Uberstandes wird zur Trockenheit verdampft,
dann in einer Methanol-Wasserlosung rekonstituiert und anschlieféend mittels LC-MS/MS analysiert;

— mit IAC-Reinigung: spezifisches Verfahren zur Bestimmung von AF und OTA in Sauglings- und
Kleinkindernahrung (z. B. Zerealien fiir Kleinkinder, Milchpulver) zum Zweck der Empfindlichkeit und
in Gewiirzen, Niissen und Trockenfriichten zur Vermeidung von Matrixeffekten im Massenspektrometer.
Ein Aliquot des Acetonitril-Uberstands wird zundchst in einer phosphatgepufferten
Kochsalzlésung (PBS) verdiinnt, und der gesamte Extrakt wird dann auf eine IAC aufgetragen, die fiir AF
und OTA spezifische Antikdrper enthdlt. Die IAC wird mit Wasser gewaschen und die Mykotoxine
werden mit Methanol eluiert. Das Eluat wird zur Trockenheit verdampft, in einer Methanol-
Wasserlosung rekonstituiert und anschliefRend mittels LC-MS/MS analysiert.

Die Quantifizierung erfolgt durch den Ansatz der Isotopenverdiinnung unter Verwendung von !3C-isotopen-
markierten Mykotoxinen als interne Standards (ISTD).

5 Reagenzien

Falls nicht anders festgelegt, werden nur Reagenzien von anerkannter Analysenreinheit und Wasser der
Qualitit1 nach ENISO 3696 verwendet. Losemittel miissen, wenn nicht anders festgelegt, von
LC-MS-Reinheitsgrad fiir die LC-MS-Analyse sein. Handelsiibliche Losungen mit gleichwertigen
Eigenschaften wie die aufgefiihrten diirfen verwendet werden.

WARNUNG 1 — Verfahren zur Dekontamination von Aflatoxin-haltigen Laborabfillen sind von der IARC
entwickelt worden, siehe [3, 4].

5.1 Stickstoff-Druckgas, Reinheit von 99,99 % oder hoher.
5.2 Wasser, HPLC-Reinheitsgrad.

5.3 Wasser, LC-MS-Reinheitsgrad.

5.4 Methanol (MeOH), Analysenreinheit.

5.5 Methanol (MeOH), LC-MS-Reinheit.
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5.6 Acetonitril (MeCN), Analysenreinheit.

5.7 Ameisensdure, Analysenreinheit.

5.8 Ammoniumformiat, LC-MS-Reinheit.

5.9 Essigsidure, Analysenreinheit.

5.10 n-Hexan, Analysenreinheit.

5.11 Magnesiumsulfat (MgS04) wasserfrei, Analysenreinheit.
5.12 Natriumchlorid (NaCl), Analysenreinheit.

5.13 Trennsalzgemisch, MgS04-NaCl (4 + 1, w + w).

4,0g+ 0,2 gMgS04(5.11) und 1,00 g+ 0,05gNaCl (5.12) werden in ein 15-ml-Polypropylenréohrchen
eingewogen.

Alternativ kann eine gebrauchsfertige Trennsalzmischung aus kommerziellen Quellen geliefert werden.
5.14 Kaliumchlorid (KCI) ,Analysenreinheit.

5.15 Kaliumdihydrogenphosphat (KH2PO4) ,Analysenreinheit.

5.16 Dinatriumhydrogenorthophosphat (Na;HPO4) ,Analysenreinheit.

5.17 Natriumhydroxid (NaOH), Analysereinheit.

5.18 Natriumhydroxid-Losung (NaOH), Stoffmengenkonzentration ¢ = 0,1 mol/l.

0,4 g Natriumhydroxid (5.17) werden in 100 ml Wasser (5.2) geldst.

5.19 Salzsidurelésung (HCl), Analysereinheit, (HCI) = 37 %.

5.20 Verdiinnte Salzsdure-Lésung, c = 0,1 mol/l.

8,4 ml Salzsdure-Losung (5.19) werden in einen 1-1 Messkolben gegeben und das Volumen wird mit Wasser
aufgefiillt (5.2).

5.21 Phosphatgepufferte Kochsalzlésung (PBS), pH 7,3 + 0,2
0,20 g KCI (5.14), 0,20 g KH2PO4 (5.15), 1,15 g NapHPO4 (5.16) und 8,00 g NaCl (5.12) werden auf 0,01 g
gewogen und in einen 1-1-Messkolben gefiillt. Die Chemikalien werden in Wasser (5.2) geldst, und es werden

900 ml Wasser (5.2) hinzugefiigt.

Nach der Auflésung wird der pH-Wert auf pH = 7,3 + 0,2 mit HCI-Losung (5.20) oder NaOH-Losung (5.18)
eingestellt und die Flasche wird bis zur Marke mit Wasser (5.2) aufgefiillt.

Alternativ kann eine PBS-L6osung mit gleichen Eigenschaften aus handelsiiblichem PBS-Material hergestellt
werden.

5.22 Extraktionslosung, 5 ml/l Essigsdure in Acetonitril,
500 ml Acetonitril (5.6) und 5 ml Eisessig (5.9) werden in einen 1-1-Messkolben gemischt. Das Volumen wird

mit Acetonitril (5.6) aufgefiillt und gut durchgemischt. Diese Losung kann bei Lagerung bei Zimmer-
temperatur 3 Monate verwendet werden.
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5.23 Verdiinnungsléosung, Methanol-Wasser (15 + 85, V + V).

15 ml Methanol (5.4) werden mit 85 ml Wasser (5.2) in einem 100-ml-Messkolben gemischt. Diese Losung
kann bei Lagerung bei Zimmertemperatur 3 Monate verwendet werden.

5.24 Mykotoxine analytischer Standard z. B. kristallin, als Film oder als zertifizierte Standardlosung.
5.24.1 Aflatoxin B1 (AFB1).

5.24.2 Aflatoxin B; (AFB2).

5.24.3 Aflatoxin G1 (AFG1).

5.24.4 Aflatoxin G2 (AFG2).

5.24.5 Aflatoxin M1 (AFM1).

5.24.6 Ochratoxin A (OTA).

5.24.7 Deoxynivalenol (DON).

5.24.8 Zearalenon (ZEN).

5.24.9 T-2 Toxin (T-2).

5.24.10 HT-2 Toxin (HT-2).

5.24.11 Fumonisin B (FB1).

5.24.12 Fumonisin B; (FB2).

5.25 Mykotoxin-Standard-Stammlésungen.

Die einzelnen Standard-Stammlésungen werden entweder durch Auflésen von sauberen (festen) Standard-
substanzen in einem geeigneten Losungsmittel hergestellt oder aus getrockneten Filmen hergestellt und
anschliefdend nach dem Zertifikat jeder einzelnen Standardsubstanz rekonstituiert oder als gebrauchsfertige
Losungen gekauft (5.24).

Die in diesem Dokument behandelten Mykotoxine lésen sich gut in Acetonitril, mit Ausnahme der
Fumonisine fiir die Acetonitril/Wasserldsung, (50 + 50, V + V) die fiir die Herstellung von individuellen
Stammlésungen empfohlen wird.

5.26 Mykotoxin-Standardarbeitslésungen

Die Standardarbeitslosungen werden wie nachstehend beschrieben durch Kombinieren der entsprechenden
Volumina der einzelnen Standard-Stammldsungen (5.25) unter Verwendung der entsprechenden
Pipetten (6.1) und des genannten Losungsmittels hergestellt. Diese Losungen werden zur Erstellung der

Kalibrierkurve (5.29) und zur Vorbereitung von positiven Kontrollproben (7.6) verwendet.

5.26.1 Kombinierte Aflatoxin (AF)-Standardarbeitslosung, AFB1, AFB2, AFG1 und AFG2, jeweils in der
Massenkonzentration p = 0,1 ug/ml in Acetonitril.

5.26.2 Kombinierte Aflatoxin (AF)-Standardarbeitslosung, AFB1, AFB2, AFG1 und AFG2, jeweils bei
p = 0,01 pg/ml in Acetonitril.

5.26.3 AFM1-Standardarbeitslésung, p = 0,1 pg/ml in Acetonitril.
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5.26.4 AFM1-Standardarbeitslésung, p = 0,01 pg/ml in Acetonitril.

5.26.5 Kombinierte [DON, T-2, HT-2, ZEN]-Standardarbeitslésung, in Acetonitril bei den in Tabelle 1
angegebenen Massenkonzentrationen.

Tabelle 1 — Kombinierte [DON, T-2, HT-2, ZEN]-Standardarbeitslosung

Verbindung | Massenkonzentration
ug/ml
DON 5,0
T-2 2,5
HT-2 2,5
ZEN 2,0

5.26.6 Kombinierte Fumonisine (FB)-Standardarbeitslosung, FB1 und Fb2,jeweils bei p = 5,0 pg/ml in
Acetonitril-Wasserlésung (50 + 50, V + V).

5.26.7 OTA-Standardarbeitslosung, p = 0,1 pg/ml in Methanol-Wasserlosung (15 + 85, V + V).
5.27 13C-isotopenmarkierte Mykotoxin-Analysestandards als zertifizierte Standardlosung.

5.27.1 13C-isotopenmarkiertes Aflatoxin; (13C-AFB1), z.B. (13Cy7)-AflatoxinB1, p=0,5pug/ml in
Acetonitril.

5.27.2 13C-isotopenmarkiertes Aflatoxin B, (13C-AFB2), z.B. (13Cy7)-Aflatoxin B2, p=0,5pg/ml in
Acetonitril.

5.27.3 13C-isotopenmarkiertes Aflatoxin G1 (13C-AFG1), z.B. (13Cy7)-Aflatoxin G;, p=0,5pug/ml in
Acetonitril.

5.27.4 13C-isotopenmarkiertes Aflatoxin G2 (13C-AFG2), z.B. (13Cy7)-Aflatoxin Gz, p=0,5pug/ml in
Acetonitril.

5.27.5 13C-isotopenmarkiertes Aflatoxin M1 (13C-AFM1), z.B. (13Cy7)-Aflatoxin My, p=0,5pg/ml in
Acetonitril.

5.27.6 13C-isotopenmarkiertes Ochratoxin A (13C-OTA), z.B. (13Cz)-OchratoxinA, p =10 pug/ml in
Acetonitril.

5.27.7 13C-isotopenmarkiertes Deoxynivalenol (13C-DON), z. B. (13Cys)-Deoxynivalenol, p = 25 pg/ml in
Acetonitril.

5.27.8 13C-isotopenmarkiertes Zearalenon (13C-ZEN), z.B. (13Cig)-Zearalenon, p=25ug/ml in
Acetonitril.

5.27.9 13C-isotopenmarkiertes T-2-Toxin (13C-T2), z. B. (13C24)-T-2-Toxin, p = 25 ug/ml in Acetonitril.

5.27.10 13C-isotopenmarkiertes HT-2-Toxin (13C-HT2), z.B. (13C2)-HT-2-Toxin, p=25pug/ml in
Acetonitril.

5.27.11 13C-isotopenmarkiertes Fumonisin B1 (13C-FB1), z.B. (}3C34)-Fumonisin By, p =25 pg/ml in
Acetonitril-Wasserlosung (50 + 50, V+ V).
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5.27.12 13C-isotopenmarkiertes Fumonisin B> (13C-FB2), z.B. (13C3s4)-Fumonisin B2, p =10 pug/ml in
Acetonitril-Wasserlésung (50 + 50, V + V).

5.28 Interne Standardlésungen (ISTD)

Die ISTD-Losungen werden wie nachstehend beschrieben hergestellt, indem die entsprechenden Volumina
der einzelnen isotopenmarkierten Mykotoxinlosungen unter Verwendung der entsprechenden
Pipetten (6.1) und des genannten Losungsmittels kombiniert werden. Diese Losungen werden verwendet,
um die Kalibrierkurve zu erstellen (5.29) und um jede Einwaage vor der Extraktion aufzustocken (7.3).

5.28.1 Interne 13C-Aflatoxin 13C-AF) Standardlésung, 13C-AFB1, 13C-AFB2, 13C-AFG1, 13C-AFG2, jeweils
bei p = 0,1 pg/ml in Acetonitril.

5.28.2 13C-interne AFM1-Standardlésung, p = 0,1 pg/ml in Acetonitril.

5.28.3 13C-[DON, T-2, HT-2, ZEN] interne Standardlésung, in Acetonitril in den in Tabelle 2 angegebenen
Konzentrationen.

Tabelle 2 — Interne 13C-[DON, T-2, HT-2, ZEN] Standardlésung

Verbindung | Massenkonzentration
ug/ml

13C-DON 5,0

13C-T-2 2,5

13C-HT-2 2,5

13C-ZEN 2,0

5.28.4 Interne 13C-Fumonisin (13C-FB) Standardldsung, 13C-FB1 und 13C-FB2, jeweils bei p = 10 pg/ml in
Acetonitril-Wasserlosung (50 + 50, V+ V).

5.28.5 Interne 13C-OTA Standardlésung, p = 0,1 pg/ml in Methanol-Wasserlosung (15 + 85, V + V).
5.29 Standardlésungen fiir externe Kalibrierkurve.

Die Standardlosungen fiir die Kalibrierung werden in neun separaten 15-ml-Polypropylenréhrchen
vorbereitet, wie z. B. in Tabelle 3a beschrieben.

Die Standardlésungen werden unter einem Stickstoffstrom bei 40 °C bis zur Trockenheit verdampft und
dann weiter fiir die Kalibrierung vorbereitet, wie z. B. in Tabelle 3b beschrieben.

Die Kalibriersubstanzen Kal 0 bis Kal 8 werden etwa 1 min lang im Ultraschall behandelt. Diese Losungen
werden in Glasflaschchen tiberfiihrt und bei —20 °C lichtgeschiitzt bis zu 3 Monate gelagert.

Die Konzentration jedes Mykotoxins in jeder Kalibriersubstanz ist in Tabelle 4 angegeben.
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Tabelle 3 a — Beispiel fiir ein Pipettierschema fiir die Vorbereitung der Kalibrierlosungen vor dem

Verdampfungsschritt
Kal 0 Kal 1 Kal 2 Kal 3 Kal 4 Kal 5 Kal6 | Kal72 | Kal 82
Mykotoxin
ul ul ul ul ul ul ul ul ul
AF (5.26.1) 0 - - - 20 40 160 320 640
AF (5.26.2) - 5 20 40 - - - - -
AFM1 (5.26.3) 0 - - - 20 40 160 320 640
AFM1 (5.26.4) - 5 20 40 - - - - -
[DON, T-2, HT-2,
7EN] (5.26.5) 0 5 10 20 40 80 160 320 640
FB (5.26.6) 0 5 10 20 40 80 160 320 640
13C-AF (5.28.1) 20 20 20 20 20 20 20 20 20
13C-AFM1 (5.28.2) 20 20 20 20 20 20 20 20 20
13C-[DON, T-2,
HT-2, ZEN] (5.28.3) 20 20 20 20 20 20 20 20 20
13C-FB (5.28.4) 20 20 20 20 20 20 20 20 20
a8 Zur Quantifizierung stark kontaminierter Proben kann der Kalibrierbereich erweitert werden (9.2). Typischerweise kénnen
Kal 7 und Kal 8 wie in Tabelle 3a beschrieben vorbereitet werden, um den Bereich um den Faktor 2 (Kal 7) und um den
Faktor 4 (Kal 8) zu erweitern.
ANMERKUNG  Die Robustheit der Verfahren wird nicht beeintréachtigt, solange die gleichen ISTD-Losungen sowohl
fir die Herstellung der Kalibrierstandardlosungen als auch fiir die Aufstockung der Einwaage verwendet
werden (7.3).

Tabelle 3b — Beispiel fiir ein Pipettierschema fiir die Herstellung der Kalibrierlé6sungen nach dem
Verdampfungsschritt

Kal0 | Kal1 Kal 2 Kal 3 Kal 4 Kal 5 Kal 6 Kal 72 | Kal 82

Verbindung
ul ul ul ul ul ul ul ul ul
OTA (5.26.7) 0 2,5 5 10 20 40 160 320 640
13C-OTA (5.28.5) 20 20 20 20 20 20 20 20 20

MeOH-H,0 (15 + 85,

V+ V) (5.23) 1980 | 1978 | 1975 | 1970 | 1960 | 1940 | 1820 | 1660 | 1340

a@  Zur Quantifizierung stark kontaminierter Proben kann der Kalibrierbereich erweitert werden (9.2). Typischerweise kénnen

Kal 7 und Kal 8 wie in Tabelle 3a beschrieben vorbereitet werden, um den Bereich um den Faktor 2 (Kal 7) und um den
Faktor 4 (Kal 8) zu erweitern.

ANMERKUNG 1 Die Robustheit der Verfahren wird nicht beeintrachtigt, solange die gleichen ISTD-Lésungen sowohl
fir die Herstellung der Kalibrierstandardlésungen als auch fiir die Aufstockung der Einwaage verwendet
werden (7.3).

ANMERKUNG 2 OTA-Losungen werden nach dem Verdampfungsschritt hinzugefiigt, um unvorhersehbare OTA-
Verluste bei der Verdampfung zu vermeiden.

Documents
Document Shariringub

Full document details: E DIN EN 17641:2021-02


http://www.avadocuments.com/doc/e-din-en-17641-2021-02
http://www.avadocuments.com/doc/e-din-en-17641-2021-02

E DIN EN 17641:2021-02 - Entwurf -
prEN 17641:2021 (D)

Tabelle 4 — Beispiel fiir Massenkonzentrationen von Mykotoxinen und verwandte ISTD in

Kalibrierlésungen
Mykotoxin Kal 0 Kal 1 Kal 2 Kal 3 Kal 4 Kal 5 Kal 6 Kal 7 Kal 8
ng/ml | ng/ml | ng/ml | ng/ml | ng/ml | ng/ml | ng/ml | ng/ml | ng/ml
AF 0 0,025 0,1 0,2 1 2 8 16 32
AFM1 0 0,025 0,1 0,2 1 2 8 16 32
DON 0 12,5 25 50 100 200 400 800 1600
T-2 und HT-2 0 6,25 12,5 25 50 100 200 400 800
ZEN 0 5 10 20 40 80 160 320 640
FB 0 12,5 25 50 100 200 400 800 1600
OTA 0 0,125 0,25 0,5 1 2 8 16 32
13C-AF 1 1 1 1 1 1 1 1 1
13C-AFM1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
13C-DON 50 50 50 50 50 50 50 50 50
P 25 25 25 25 25 25 25 25
13C-ZEN 20 20 20 20 20 20 20 20 20
13C-FB 100 100 100 100 100 100 100 100 100
13C-0TA 1 1 1 1 1 1 1 1 1

6 Geridte und Ausriistung

Glaswaren und Ausriistung (Messzylinder, Glastrichter, Becherglaser, Pipette usw.) und insbesondere die
Folgenden:

6.1

6.2

6.3

6.4

6.5

6.6
kann.

6.7

6.8

6.9

12

Pipetten, geeignet fiir organische Losungsmittel im Bereich von 1 pl bis 1 ml.

Konische Zentrifugenréhrchen aus Polypropylen mit Schraubverschluss, 50 ml mit Kappe.
Konische Zentrifugenréhrchen aus Polypropylen mit Schraubverschluss, 15 ml mit Kappe.
Zentrifugenrohrchen aus Polypropylen, 1,5 ml.

HPLC-Glasflischchen, 1,5 ml mit Schraubverschluss.

Einstellbarer mechanischer Vertikal- oder Horizontalschiittler, der mit 300 U/min schiitteln

Laborschiittler.
Ultraschall-Wasserbad
Laborwaage, Fehlergrenze: 0,01 g.
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6.10 Analysenwaage, Fehlergrenze: 0,000 1 g.

6.11 Zentrifuge, mit Rotoren, die fiir Polypropylenréhrchen mit 15 ml und 50 ml Volumen geeignet sind
und eine relative Zentrifugalkraft von 4 000 g erzeugen kénnen.

6.12 Zentrifuge, mit Rotoren, die fiir Polypropylenréhrchen von 15 ml Volumen geeignet sind und eine
relative Zentrifugalkraft von 8 400 g erzeugen kénnen.

6.13 Probenverdichter, mit Temperaturregelung und Stickstoffgasversorgung.

6.14 Vakuumverteiler fiir die Aufreinigung von SPE, mit Hihnen.

6.15 Vorratsbehilter aus Polypropylen (ungefahr 25 ml), passend zu den SPE-Saulen.
6.16 Einwegspritzen, 5 ml

6.17 Pasteurpipetten aus Kunststoff, unsteril, 7 ml.

6.18 Immunoaffinititssidulen (IAC) fiir AFB1, AFB2, AFG1, AFG2 und OTA.

Die IAC enthalt Antikorper gegen AFB1, AFB2, AFGy, AFG2 und OTA mit einer Kapazitdt von mehr als
100 ng1).

6.19 Immunaffinitiatssiulen fiir AFM1.
Die IAC enthalt Antikorper gegen das Aflatoxine M mit einer Kapazitdt von mehr als 100 ng.

Alternativ konnte auch eine IAC mit Antikérpern gegen AFB1, AFB2, AFG1, AFG2 mit einer Kreuzreaktivitat
zu AFM1 geeignet sein?).

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

6.20.1 LC-Pumpe, geeignet fiir einen Bindrgradienten mit geeignetem Fluss fiir die Trennsdule mit
ausreichender Prazision.

6.20.2 Degaser, optional, zum Entgasen wahrend der mobilen LC-Phasen.

6.20.3 Injektionssystem, geeignet fiir die Injektion eines geeigneten Volumens an Injektionslésung mit
ausreichender Genauigkeit.

6.20.4 LC-Sdule, die in der Lage ist, den ersten eluierenden Analyten mit mindestens der doppelten
Retentionszeit, die dem Totvolumen der Saule entspricht, zuriickzuhalten. Beispiele geeigneter Saulen und
Gradienten sind in Anhang C angegeben.

6.20.5 LC-Vorsaule, optional, mit dem gleichen Material fiir die stationdre Phase wie die LC-Saule (6.20.4).

6.20.6 Saulenofen, geeignet zur Aufrechterhaltung einer konstanten Temperatur.

AFLAOCHRA PREP®-Sdule von R-biopharm, ist ein Beispiel fiir ein geeignetes, kommerziell erhaltliches Produkt.
Diese Angabe dient nur zur Unterrichtung der Anwender dieses Dokuments und bedeutet keine Anerkennung des
genannten Produkts durch CEN. Gleichwertige Produkte diirfen verwendet werden, wenn sie nachweisbar zu den
gleichen Ergebnissen fiihren.
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6.20.7 Dreistufiges Massenspektrometer (z. B. Tripel-Quadrupol- oder Quadrupol-Linear-lonenfalle), das
mit einer Elektrospray-lonisations-(ESI-)Schnittstelle ausgestattet ist und im MRM-Modus (Multiple
Reaction Monitoring) betrieben wird. Es darf jeder Ionisationsmodus (in der Regel negativ oder positiv)
verwendet werden, mit dem eine ausreichende Ausbeute erreicht wird.

6.20.8 Rechnergestiitztes System zur Geritesteuerung und Datenevaluierung.

7 Durchfiihrung
7.1 Vorbereitung der Laborprobe

Die Proben miissen in luftdichten Behaltern aufbewahrt, vor Licht geschiitzt und vor der Analyse griindlich
gemischt werden. Die Laborproben werden fein gemahlen und/oder weitgehend homogenisiert.

7.2 Wiegen der Einwaage
7.2.1 Getreide, Produkte auf Getreidebasis

Von der homogenisierten Probe wird eine Einwaage von 5,00 g in ein 50-ml-Polypropylenrohrchen (6.2) auf
0,05 g eingewogen.

7.2.2  Milchpulver, Niisse, Gewiirze, Trockenfriichte

Von der homogenisierten Probe wird eine Einwaage von 2,00 g in ein 50-ml-Zentrifugenréhrchen (6.2) auf
0,02 g eingewogen.

7.3 Aufstockung mit internen Standardlésungen (ISTD)
Jede Einwaage wird mit 50 pl ISTD-Losungen (5.28) aufgestockt, wie in Tabelle 5 dargestellt. Die Wahl der zu
dosierenden ISTD hangt vom Endzweck der Analyse ab, d.h. von dem/den zu iiberwachenden

Mykotoxin(en).

ANMERKUNG  Die Robustheit des Verfahrens wird nicht beeintrachtigt, solange die gleichen ISTD-Losungen sowohl
fiir die Herstellung der Kalibrierstandards (5.29) als auch fiir die Aufstockung der Einwaage verwendet werden.

Tabelle 5 — Aufstockung von ISTD-L6sungen

ISTD-Losungen Aufstockniveau Menge jeder ISTD, die
zur Einwaage
hinzugefiigt wird

pl ng
13C-AF, p=0,1 pg/ml (5.28.1) 50 5
13C-AFM1, p = 0,1 ug/ml (5.28.2) 50 5
13C-[DON, T-2, HT-2, ZEN] (5.28.3) 50 250, 125, 125,100
13C-FB-Mischung, p = 10 pg/ml (5.28.4) 50 500
13C-0TA, p = 0,1 ug/ml (5.28.5) 50 5
a Massenkonzentration fiir 13C-DON, 13C-T-2, 13C-HT-2 und 3C-ZEN betragt 5,0 pg/ml, 2,5 pg/ml, 2,5 pg/ml

bzw. 2,0 pg/ml.
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7.4 Extraktion
7.4.1 Allgemeine Durchfiihrung

10 ml Wasser (5.2) werden in das Polypropylenrohrchen gegeben, verschlossen und von Hand kriftig
geschiittelt, bis die gesamte Probe vollstdndig in der Losung verteilt ist.

10 ml der Extraktionslosung (5.22) werden in das Polypropylenrohrchen gegeben, verschlossen und
mindestens 5 s kraftig von Hand geschiittelt.

Das Rohrchen wird auf einen mechanischen Schiittler (6.6) gelegt und etwa 10 min geschiittelt.

Die Trennsalzmischung (5.13) wird in das Rohrchen gegeben, verschlossen und sofort einige Sekunden lang
von Hand geschiittelt, um Klumpenbildung mit dem Magnesiumsulfat zu vermeiden.

Das Réhrchen wird auf einem mechanischen Schiittler (6.6) etwa 1 min lang geschiittelt.
Das Polypropylenrohrchen wird bei 4 000 g fiir etwa 10 min bei Raumtemperatur zentrifugiert (6.11).

5 ml des Acetonitrilphasen-Uberstandes werden in ein 15-ml-Polypropylenréhrchen (6.3) iiberfiihrt und mit
5 ml n-Hexan (5.10) versetzt.

Das Polypropylenrohrchen wird auf einen mechanischen Schiittler (6.6) gelegt und etwa 10 min geschiittelt.

Bei Raumtemperatur wird bei 4 000 g fiir etwa. 1 min zentrifugiert, um eine effiziente Phasentrennung zu
ermoglichen.

Das n-Hexan (obere Phase) wird mit einer Pasteurpipette aus Kunststoff (6.17) entsorgt.

Der Probenextrakt wird zwei verschiedenen Protokollen mit den Bezeichnungen ,ohne IAC-Reinigung"“ bzw.
»mit AC-Reinigung“ entsprechend der Tabelle 6 unterzogen.

Tabelle 6 — Je nach Mykotoxin/Matrix-Kombination anzuwendendes Protokoll

Lebensmittelart Zu analysierende Mykotoxine Verfahren

Getreide und Produkte auf AFB1, AFB2, AFG1, AFGZ, OTA .

. . ohne Reinigung (7.4.2)
Getreidebasis FB1, FB2,ZEN, DON, T-2, HT-2
Gewiirze, Niisse, Trockenfriichte AFB1, AFB2, AFG1, AFG2, OTA mit IAC-Reinigung (7.4.3)
Getreide und Produkte auf AFB1, AFB2, AFG1, AFG2, OTA mit IAC-Reinigung (7.4.3)
Getreidebasis, die fiir Sduglinge und
Milchpulver AFM1 mit IAC-Reinigung (7.4.3)

7.4.2 Ohne IAC-Reinigung

Ein Aliquot von 1ml der entfetteten Acetonitril-Phase (untere Phase, 7.4.1) wird in ein weiteres
15-ml-Polypropylenréhrchen (6.3) tiberfiihrt.

Der Extrakt wird unter einem Stickstoffstrom (5.1) bei etwa 40 °C bis zur Trockenheit (6.13) verdampft.
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Der trockene Riickstand wird mit 75 pl Methanol (5.4) rekonstituiert und etwa 1 min lang mit Ultraschall
behandelt, um den Riickstand wieder aufzulésen. 425 pl Wasser (5.2) werden hinzugegeben und etwa 5 s
lang mit einem Laborschiittler (6.7) gemischt.

Die resultierende Mischung wird in ein 1,5 ml-Polypropylen-Mikrozentrifugenréhrchen (6.4) tiberfiihrt und
bei 8 500 g fiir etwa 10 min bei Raumtemperatur zentrifugiert.

Der Uberstand wird in ein LC-Glasfldschchen (6.5) iiberfiihrt und mit der LC-MS/MS-Analyse fortgesetzt.
7.4.3 MitIAC-Reinigung

Das Protokoll fiir die Verwendung von Immunaffinitatssaulen kann je nach Hersteller leicht variieren. Das
Verfahren wird unter Beriicksichtigung der Anweisungen der Hersteller angepasst.

Ein Aliquot von 2ml der entfetteten Acetonitril-Phase (untere Phase,7.4.1) wird in ein weiteres
50-ml-Polypropylenréhrchen (6.3) liberfiihrt.

Die PBS-Losung (5.21) wird bis etwa zur 25-ml-Marke des Polypropylenrohrchens zugegeben. Die Losung
wird gut durchmischt.

Die IAC (6.18 oder 6.19) wird vor der Anwendung an die Raumtemperatur angepasst. Die IAC wird an den
Vakuumverteiler (6.14) angeschlossen und ein SPE-Schlauchadapter mit einem Reservoir mit mindestens
25 ml Fassungsvermoégen oben auf der IAC angebracht (6.15).

Laststufe:

Der gesamte verdiinnte Extrakt (25 ml) wird in das IAC-Reservoir iiberfiihrt und mit einer ungefahren
Flussrate von 1 Tropfen/s bis 2 Tropfen/s durch die IAC geleitet. Es kann ein leichtes Vakuum angelegt
werden.

Waschschritt:

Die Saule wird mit 20 ml Wasser (5.2) bei einer ungefdhren Durchflussgeschwindigkeit von 1 Tropfen/s bis
2 Tropfen/s gewaschen. Das Reservoir wird entfernt und die Saule getrocknet.

Elutionsschritt:

Ein 15-ml-Polypropylenrohrchen wird unter die Sdule gestellt und es werden zundchst 800 pl
Methanol (5.4) aufgegeben.

Der erste Tropfen wird langsam eluiert und die Elution gestoppt. Das Methanol wird etwa 3 min lang
diffundiert.

Das verbleibende Methanol wird durch Schwerkraft eluiert. Zwei weitere 800 pl Methanol werden tiberfiihrt
und durch Schwerkraft eluiert. Das 15-ml-Polypropylenrohrchen wird verschlossen und mit einem
Laborschiittler (6.7) etwa 10 s lang gemischt.

Abschliefsende Behandlung:
Das Extrakt wird unter einem Stickstoffstrom (5.1) bei maximal 40 °C bis zur Trockenheit (6.13) verdampft.

Der trockene Riickstand wird mit 30 ul Methanol (5.4) rekonstituiert und etwa 1 min lang mit Ultraschall
behandelt, um den Riickstand wieder aufzulésen. 170 ul Wasser (5.2) wird hinzugefiigt und es wird mit
einem Laborschiittler (6.7) etwa 5 s lang gemischt.

Die resultierende Mischung wird in ein 1,5-ml-Polypropylen-Zentrifugenrdhrchen (6.4) tiberfiihrt und bei
8 500 g fiir etwa 10 min bei Raumtemperatur zentrifugiert (6.12).
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Der Uberstand wird in ein LC-Glasflaschchen (6.5) iiberfiihrt und mit der LC-MS/MS-Analyse fortgesetzt.
7.5 Negativkontrolle

Fiir jede Serie von Routineproben muss eine Negativkontrolle enthalten sein, d. h. eine Probe, die frei von
den angestrebten Mykotoxinen (d. h. nicht nachweisbaren Konzentrationen) ist.

7.6 Positivkontrolle

Fiir jede Serie von Routineproben sollte eine Positivkontrolle enthalten sein. Es konnte ein Referenzmaterial
verwendet werden, von dem bekannt ist, dass es die angestrebten Mykotoxine enthalt. Alternativ kann eine
Probe analysiert werden, die frei von den angestrebten Mykotoxinen ist (d.h. nicht nachweisbare
Konzentrationen), die mit den Mykotoxinen innerhalb des Messbereichs angereichert sind.

8 LC-MS/MS-Analyse
8.1 Betriebsbedingungen

Die analytischen Parameter (Auswahl des lonisationsmodus, Auswahl der Massen von Vorldufer- und
Produkt-lonen, Optimierung von Quellenparametern und Kollisionsenergien) werden durch Infusion jeder
einzelnen Mykotoxin-Standardlésung optimiert. Mindestens zwei loneniibergangsreaktionen sollten fiir
jedes unmarkierte Mykotoxin iiberwacht werden. Als Quantifier muss der Ionentiibergang mit dem grofdten
Signal-Rausch-Verhiltnis gewihlt werden. Es wird die MRM-Ubergangsreaktion desjenigen internen
Standards ausgewdhlt, der diesem unter Beriicksichtigung des Grads der Isotopenmarkierung entspricht.

Analytische Sdule, Zusammensetzung der mobilen Phase, Gradienteneinstellungen und Injektionsvolumen
miissen so kombiniert werden, dass eine annehmbare Trennung erreicht und zuverlassige Ergebnisse bei

den erforderlichen Massenkonzentrationen und mit ausreichender Selektivitit erhalten werden. Anhang C
enthdlt einige geeignete Parameter.

8.2 Injektionsreihenfolge

Die Messreihe beginnt mit der Injektion eines Losungsmittel-Blindwertes, um die Nicht-Kontamination des
Systems nachzuweisen (5.23).

Dann werden die Kalibrierlosungen von Kal 0 bis Kal 6 (5.29) injiziert und sorgfaltig gepriift, ob alle
Mykotoxine und ihre jeweiligen IS auf der niedrigsten Kalibrierstufe (Kal 1) sichtbar sind.

Ein Losungsmittel-Blindwert wird injiziert, um eine mégliche Verschleppung zu priifen (5.23).

Die Probenextrakte (7.4.2 und/oder 7.4.3) werden injiziert und es wird regelmafdig ein Losungsmittel-
Blindwert injiziert, um eine mogliche Verschleppung zu tiberprifen.

Die Reihe wird durch erneutes Injizieren der Kalibrierlésungen von Kal 0 bis Kal 6 beendet (5.29). Kal 7 und
Kal 8 (5.29) kéonnen am Ende der Reihe injiziert werden. Die Sdule wird anschliefend durch Injektion einer
Losungsmittel-Blindlésung (5.23) gespiilt.

8.3 Datenbearbeitung

Die Daten werden mit der geeigneten Auswertungssoftware verarbeitet. Fiir alle weiteren Berechnungen

werden Peakflachen herangezogen. Die Zuordnung der und Integration der Signale fur die jeweils
gemessenen Ubergange werden tiberpriift.

Documents
Document Sharirig7Hub

Full document details: E DIN EN 17641:2021-02


http://www.avadocuments.com/doc/e-din-en-17641-2021-02
http://www.avadocuments.com/doc/e-din-en-17641-2021-02

E DIN EN 17641:2021-02 - Entwurf -
prEN 17641:2021 (D)

9 Berechnungen

9.1 Identifizierung und Bestitigung
Mykotoxine gelten als in der Probe positiv identifiziert, wenn die folgenden Kriterien erfiillt sind [5]:

— ein Signal fiir mindestens zwei diagnostische Ubergangsreaktionen ist sichtbar, die fiir jedes Mykotoxin
ausgewahlt wurden;

— die Retentionszeit des Mykotoxins muss der Retentionszeit des markierten internen Standards
entsprechen, mit einer Grenzabweichung von +0,05 min;

— das Peakflichenverhiltnis aus den beiden fiir jedes Mykotoxin aufgezeichneten Ubergangsreaktionen
(niedrigstes  Flachen-/hochstes Flachenverhaltnis) betrdgt +30% vom  durchschnittlichen
Ionenverhaltnis der Kalibrierlésungen.

9.2 Kalibrierkurve und Messbereich

Die Kalibrierkurve wird durch Auftragen des Quantifier-Peakflachenverhaltnisses jedes Mykotoxins und
seiner ISTD (= y-Achse) gegen das Konzentrationsverhaltnis jedes Mykotoxins und seiner ISTD (= x-Achse)
unter Verwendung von Kalibrierlosungen von Kal 0 bis Kal 6 gezeichnet.

Um die Genauigkeit an den niedrigen Kalibrierpunkten zu verbessern, ist es ratsam, einen
Gewichtungsfaktor (z.B.1/x oder 1/x2) fiir die Kalibrierkurve zu verwenden. Alternativ konnte die
Regressionsgerade auf null erzwungen werden.

Die Steigung und der Achsenabschnitt werden durch lineare Regression berechnet. Es wird tiberpriift, ob die
Abweichung der rilickberechneten Konzentration der Kalibrierstandards von der tatsdchlichen
Konzentration unter Verwendung der Kalibrierkurve nicht mehr als +20% betrdgt. Wenn hohere
Abweichungen oder Nichtlinearitdt beobachtet werden, wird die Ursache ermittelt und die Analysen werden
gegebenenfalls erneut durchgefiihrt.

Kal 7 und Kal 8 (5.29) werden bei stark kontaminierten Proben nur dann beriicksichtigt, wenn die
Mykotoxinwerte aufierhalb des Kalibrierbereichs (Kal 0 bis Kal 6) liegen.

Die entsprechenden Messbereiche der einzelnen Mykotoxine sind in Tabelle 7 angegeben.

Tabelle 7 — Beispiel Messbereiche von Mykotoxinen in Lebensmittelbedarfsgegenstinden

Getreide und Produkte auf Getreidebasis und Gewiirze. Niisse
Mykotoxin Getreide und Produkte auf Getreidebasis fiir - ’ | Milchpulver?
. o L Trockenfriichte?
Sduglinge und Kleinkinder?
ug/kg ug/kg ug/kg
AF 0,0250-32,0 0,062 5-380 n. z.
OTA 0,125-32,0 0,312 -80 n. z.
DON 12,5-1600 n. z. n. z.
T-2 und HT-2 6,25 - 800 n. z. n. z.
ZEN 5,00 - 640 n. z. n. z.
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Getreide und Produkte auf Getreidebasis und Gewiirze. Niisse
Mykotoxin Getreide und Produkte auf Getreidebasis fiir - ’ | Milchpulver?
. .. Trockenfriichte?
Sduglinge und Kleinkinder?
ug/kg ug/kg ug/kg
FB 12,5-1600 n. z. n. z.
AFM1 n. z. n. z. 0,062 5-80

4 Lebensmittelbedarfsgegenstand, fiir den eine IAC-Reinigung erforderlich ist.

n. z.: nicht zutreffend

9.3 Berechnungen

Der Massenanteil jedes Analyten, w,, (1g/kg) in der Probe wird anhand der folgenden Gleichung berechnet:

_ (Ai-(;D) -1 % Mistp
a S mg
Dabei ist:
Aa die Peakfliche eines bestimmten Mykotoxins (Quantifier-Ubergangsreaktion);
Aistp  die Peakfliche der entsprechenden ISTD (Quantifier-Ubergangsreaktion);
1 der Schnittpunkt der (gewichteten) Regressionsgerade.
S die Steigung der (gewichteten) Regressionsgerade;
m,  die Masse der Einwaage, in g (entweder 2,0 g oder 5,0 g);

mistp die Masse der zur Einwaage hinzugefiigten ISTD in ng (siehe Tabelle 5).

10 Prazision

10.1 Allgemeines

Einzelheiten zur Prazision des Verfahrens, die sich aus einem Ringversuch ergibt, sind in AnhangA
zusammengefasst. Die aus dem Ringversuch abgeleiteten Werte sind moglicherweise nicht auf andere als die
in Anhang A angegebenen Konzentrationsbereiche und Matrizen des Analyten anwendbar.

10.2 Wiederholprazision

Die absolute Differenz zwischen zwei einzelnen Untersuchungsergebnissen, die an identischem
Untersuchungsmaterial durch einen Bearbeiter mit derselben Gerdteausstattung in kiirzest moglichem
Zeitabstand gewonnen wurde, darf in nicht mehr als 5% der Félle die Wiederholgrenze r tiberschreiten
(Tabelle 8 bis Tabelle 15).

10.3 Vergleichprazision
Die absolute Differenz zwei einzelnen Prifungsergebnissen, die an identischem Priifmaterial in zwei

verschiedenen Laboratorien gewonnen wurde, darf in nicht mehr als 5 % der Félle die Vergleichgrenze R
iiberschreiten (Tabelle 8 bis Tabelle 15).
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Tabelle 8 — Prizisionsdaten fiir Aflatoxin B; und Aflatoxin B2

Probe Aflatoxin B Aflatoxin B;
Mittelwert r R Mittelwert r R
ug/kg ug/kg ug/kg ug/kg ug/kg ug/kg
Paprika 6,46 0,887 1,87 4,06 0,336 0,625
Schwarzer Pfeffer 8,42 2,00 3,43 6,52 1,28 2,36
Haselniisse 12,7 1,48 3,21 13,7 1,99 2,55
Mandelpulver 8,44 0,851 1,69 4,22 0,487 1,01
Getrocknete Rosinen 12,7 1,32 3,67 0,991 0,173 0,323
Getrocknete Feigen 2,89 0,406 0,840 1,09 0,131 0,244
Mais 1 4,86 0,801 1,93 - - -
Mais 2 2,33 1,26 1,52 2,07 0,406 0,690
Weizen 4,97 1,09 1,61 2,10 0,722 0,669
Sauglings- und
Kleinkindernahrung auf 0,237 0,0359 0,087 3 0,269 0,062 0 0,0752
Weizenbasis
Sauglings- und
Kleinkindernahrung auf 0,491 0,077 3 0,100 0,483 0,062 0 0,0868
Maisbasis
Sauglings- und
Kleinkindernahrung auf 0,084 8 0,028 3 0,043 3 0,077 8 0,0216 0,0339
Reisbasis
Tabelle 9 — Prizisionsdaten fiir Aflatoxin G; und Aflatoxin G:
Probe Aflatoxin G1 Aflatoxin G2
Mittelwert r R Mittelwert r R
ug/kg ug/kg ug/kg ug/kg ug/kg ug/kg
Paprika 2,06 0,263 0,432 2,32 0,270 0,540
Schwarzer Pfeffer 3,58 0,734 0,975 3,46 0,918 1,04
Haselniisse 21,6 2,10 4,45 16,4 2,83 5,18
Mandelpulver 1,79 0,261 0,406 0,814 0,165 0,372
Getrocknete Rosinen 10,2 1,37 2,21 11,3 1,81 2,71
Getrocknete Feigen 3,02 0,670 0,745 0,885 0,155 0,202
Mais 1 - - - - - -
Mais 2 1,71 0,482 0,661 3,13 1,35 1,84
Weizen 8,42 1,82 3,09 6,14 1,57 2,93
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Probe Aflatoxin G1 Aflatoxin G2
Mittelwert r R Mittelwert r R
ng/kg ng/kg ng/kg ng/kg ng/kg ng/kg
Sauglings- und
Kleinkindernahrung auf 0,199 0,0749 0,063 7 0,304 0,116 0,136
Weizenbasis
Sauglings- und
Kleinkindernahrung auf 0,504 0,049 5 0,094 8 0,488 0,125 0,121
Maisbasis
Sauglings- und
Kleinkindernahrung auf 0,061 3 0,013 6 0,023 4 0,052 0 0,0217 0,0217
Reisbasis
Tabelle 10 — Prizisionsdaten fiir Gesamtaflatoxine und Ochratoxin A
Probe Gesamtaflatoxine: Ochratoxin A
Mittelwert r R Mittelwert r R
ng/kg ng/kg ng/kg ng/kg ng/kg ng/kg
Paprika 15,0 1,89 3,40 17,7 1,78 7,64
Schwarzer Pfeffer 21,7 3,65 6,61 20,9 3,52 11,7
Haselniisse 65,4 8,50 14,6 8,30 0,597 3,55
Mandelpulver 15,3 2,13 3,22 1,05 0,160 0,435
Getrocknete Rosinen 35,6 5,85 8,85 14,5 2,16 5,33
Getrocknete Feigen 7,83 0,979 1,58 9,81 0,857 3,72
Mais 1 - - - 3,37 1,05 1,19
Mais 2 8,90 1,81 3,80 4,51 1,52 3,56
Weizen 21,6 3,82 6,05 2,72 0,629 1,22
Sauglings- und
Kleinkindernahrung auf 1,00 0,144 0,205 0,604 0,0851 0,194
Weizenbasis
Sauglings- und
Kleinkindernahrung auf 1,95 0,161 0,271 0,535 0,096 6 0,169
Maisbasis
Sauglings- und
Kleinkindernahrung auf 0,268 0,085 3 0,098 3 0,444 0,095 4 0,158
Reisbasis
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Tabelle 11 — Prizisionsdaten fiir Deoxynivalenol und Zearalenon

Probe Deoxynivalenol Zearalenon
Mittelwert r R Mittelwert r R
ug/kg ug/kg ug/kg ug/kg ug/kg ug/kg

Mais 1 739 61,6 136 127 18,8 29,2
Mais 2 527 116 147 80,1 16,4 28,2
Weizen 195 34,5 38,2 19,8 2,75 6,74
Sduglings- und

Kleinkindernahrung auf 220 29,2 43,4 17,2 3,42 5,08
Weizenbasis

Sauglings- und
Kleinkindernahrung auf 269 53,0 70,8 26,3 5,92 7,73
Maisbasis

Sauglings- und
Kleinkindernahrung auf 43,7 9,19 10,8 8,79 2,05 3,17
Reisbasis

Tabelle 12 — Prizisionsdaten fiir T-2 und HT-2-Toxine

Probe T-2 HT-2
Mittelwert r R Mittelwert r R
ug/kg ug/kg ug/kg ug/kg ug/kg ug/kg

Mais 1 56,9 9,79 10,6 81,1 14,5 28,6
Mais 2 44,4 9,22 16,8 30,3 6,56 13,1
Weizen 9,66 2,19 6,03 32,3 7,42 13,0
Sauglings- und

Kleinkindernahrung auf 16,1 2,48 4,32 15,9 3,47 5,03
Weizenbasis

Sauglings- und
Kleinkindernahrung auf 22,2 4,25 6,16 16,1 5,02 8,06
Maisbasis

Sauglings- und

Kleinkindernahrung auf 10,6 1,95 2,43 8,10 2,31 2,89
Reisbasis
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Tabelle 13 — Prazisionsdaten fiir Fumonisin B; und Fumonisin B;

Probe Fumonisin B, Fumonisin B;
Mittelwert r R Mittelwert r R
ng/kg ng/kg ng/kg ng/kg ng/kg ng/kg

Mais 1 291 41,8 98,5 245 27,9 69,9
Mais 2 4735 721 1515 1500 202 504
Sauglings- und

Kleinkindernahrung auf 76,5 12,1 33,4 74,8 15,3 20,3
Weizenbasis

Sauglings- und
Kleinkindernahrung auf 125 22,8 52,0 134 20,9 28,0
Maisbasis

Sauglings- und
Kleinkindernahrung auf 33,1 8,79 15,5 41,1 11,7 13,0
Reisbasis

Tabelle 14 — Prizisionsdaten fiir Gesamtfumonisine und T-2+HT-2-Toxine

Probe Gesamtfumonisine T-2 + HT-2
Mittelwert r R Mittelwert r R

ug/kg ng/kg ug/kg ug/kg ug/kg ug/kg

Mais 1 536 51,9 144 137 18,2 35,3

Mais 2 6233 815 1647 74,7 12,4 18,8

Sduglings- und

Kleinkindernahrung auf 152 24,8 45,2 31,8 5,55 6,98

Weizenbasis

Sduglings- und
Kleinkindernahrung auf 263 34,5 74,7 38,4 7,93 11,1
Maisbasis

Sduglings- und
Kleinkindernahrung auf 76,0 15,7 31,7 18,7 3,28 5,37
Reisbasis
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Tabelle 15 — Prizisionsdaten fiir Aflatoxin M,

Probe Aflatoxin M,
Mittelwert r R
ug/kg ug/kg ng/kg
Milchpulver 1 0,127 0,0361 0,046 3
Milchpulver 2 0,0333 0,020 4 0,024 3

11 Priifbericht

Der Priifbericht sollte den Anforderungen von EN ISO/IEC 17025 entsprechen und muss mindestens die
folgenden Angaben enthalten:

a) alle notwendigen Informationen zur Identifizierung der Probe (Art der Probe, Bezeichnung);

b) eine Verweisung auf dieses Dokument;

c) das Datum des Probeneingangs und die Art des Probenahmeverfahrens (wenn bekannt);

d) das Datum der Untersuchung;

e) die Untersuchungsergebnisse und die Einheiten, in denen sie angegeben wurden, wo notwendig muss
die Wiederfindung mit den jeweiligen Priifergebnissen angegeben werden und ob die Prifergebnisse
anhand dieser Wiederfindungen korrigiert wurden;

f) alle Besonderheiten, die wiahrend der Untersuchung festgestellt wurden;

g) alle Arbeitsschritte, die nicht in diesem Verfahren festgelegt sind oder als wahlfrei angesehen wurden
und die Ergebnisse mdglicherweise beeinflusst haben.
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Anhang A
(informativ)

Prizisionsdaten

Das Verfahren wurde 2019 im Rahmen einer Ringversuchstudie mit 20 Teilnehmern gepriift [6]. Es wurden
sowohl natiirlich kontaminierte als auch aufgestockte Lebensmittelmatrizes beriicksichtigt, und zwar
Paprika, schwarzer Pfeffer, Mandeln, Haselniisse, getrocknete Rosinen, getrocknete Feigen, Weizen,
Mais (n = 2), Milchpulver (n = 2), Getreidekostproben auf Mais-, Reis- und Weizenbasis fiir Kleinkinder
gemafd den AOAC-Richtlinien fiir Ringversuche [7]. Die Liste der an der Ringversuchstudie verwendeten
Proben ist in Tabelle A.1 aufgefiihrt.

Bis auf eine Ausnahme handelte es sich bei allen Einheiten um ehemalige empfohlene Priifmaterialien aus
den letzten 2 Jahren, die zum Zeitpunkt des Ringversuchs noch als QC-Materialien im Handel erhaltlich
waren. Nur die Getreidekostprobe auf Reisbasis fiir Kleinkinder (Probe S12) wurde unter Verwendung eines
myKkotoxinfreien Handelsprodukts speziell aufbereitet. Daher wurde die Richtigkeit (beobachtete
Wiederfindung, %) auf der Grundlage der zugewiesenen Werte bewertet, die von den Herstellern von
Eignungspriifungen fiir jedes einzelne Material angegeben wurden, mit Ausnahme der Probe S12, fiir die
Referenzwerte durch eine interne Analyse ermittelt wurden.

Die Prazisionsdaten fiir sind in Tabelle A2 bis Tabelle A.16 angegeben. HorRat-Werte werden unter
Verwendung der vorhergesagten Standardabweichung von Horwitz fiir Konzentrationen iiber 120 pg/kg
und unter Verwendung des 22 %-Wertes fiir Konzentrationen unter 120 pg/kg (Thompson) berechnet.

Alle mittleren Konzentrationen werden mit drei wertanzeigenden Stellen angegeben.

Tabelle A.1 — Liste der an der Ringversuchstudie verwendeten Proben (2019)

Probencode Probenart
S1 Paprika
S2 Schwarzer Pfeffer
S3 Haselniisse
S4 Mandelpulver
S5 Getrocknete Rosinen
S6 Getrocknete Feigen
S7 Mais 1
S8 Mais 2
S9 Weizen
S10 Getreidekost auf Weizenbasis fiir Kleinkinder
S11 Getreidekost auf Maisbasis fiir Kleinkinder
S12 Getreidekost auf Reisbasis fiir Kleinkinder
S13 Milchpulver 1
S14 Milchpulver 2
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Tabelle A.2 — Prizisionsdaten fiir Aflatoxin B

Parameter S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7 S8 S9 S10 S11 S12
Anzahl der Laboratorien 20 19 20 20 20 20 20 20 20 20 20 19
Anzahl der Ausreifder 1 0 2 2 2 1 2 0 0 0 2 0

Anzahl der angenommenen

. 19 19 18 18 18 19 18 20 20 20 18 19
Ergebnisse

Mittelwert, X, pg/kg 6,46 | 8,42 | 12,7 | 8,44 | 12,7 | 2,89 | 486 | 2,33 | 497 | 0,237 | 0,491 | 0,0848

Wiederholstandard-

. 03210711 053|030]| 047 (0,14 | 0,29 | 0,45 | 0,39 | 0,013 | 0,028 | 0,0101
abweichung s, pg/kg

Relative
Wiederholstandard- 5 8 4 4 4 5 6 19 8 5 6 12
abweichung RSD:, %

Wiederholgrenze r

0,89 |200| 1,5 |085| 1,3 | 041|080 | 1,26 | 1,09 | 0,036 | 0,077 | 0,0283
[r=2,8xs], pg/kg

Vergleichstandard-

. 067122 11 (060 1,3 | 030|069 | 054|057 |0,031]| 0,036 | 0,0155
abweichung sr, pg/kg

Relative Vergleichstandard-

abweichung RSDr, % 10 15 9 7 10 10 14 23 12 13 7 18
R, %0

Vergleichgrenze R

1,87 | 343 | 32 | 169 | 3,7 | 084|193 | 152 | 1,61 | 0,087 | 0,100 | 0,0433
[R=2,8 X sr], ug/kg

Beobachtete

Wiederfindung, % 120 | 129 | 111 | 103 | 113 | 116 | 100 | 116 | 109 91 96 99

Vorhergesagte

Standardabweichung, % 22 22 22 22 22 22 22 22 22 22 22 22

HorRat-Wert 0,5 0,7 0,4 0,3 0,5 0,5 0,6 1,1 0,5 0,6 0,3 0,8
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Tabelle A.3 — Prizisionsdaten fiir Aflatoxin B;

Parameter S1 | s2 | S3 | s4 | s5 S6 |[s7| s8 | s9 | s10 | s11 | s12
Anzahl der Laboratorien 20 19 20 20 20 20 - 18 20 20 20 19
Anzahl der Ausreifder 2 2 2 1 0 1 1 0 0 1 2
Anzahl der angenommenen | g | 47 | 15 | 19 | 29 19 17 | 20 | 20 19 17
Ergebnisse
Mittelwert, %, pug/kg 4,06 | 6,552 | 13,7 | 4,22 | 0,991 | 1,09 2,07 | 2,10 | 0,269 | 0,483 | 0,0778
Wiederholstandard- 0,12 | 046 | 0,71 | 0,17 | 0,062 | 0,05 0,15 | 0,26 | 0,022 | 0,022 | 0,0077
abweichung s, ug/kg
Relative
Wiederholstandard- 3 7 5 4 6 4 7 12 8 5 10
abweichung RSD:, %
Wiederholgrenze r 034128 20 |049| 02 | 013 0,41 | 0,72 | 0,062 | 0,062 | 0,0216
[r=2,8xs], pg/kg
Vergleichstandard- 0,22 | 084 | 0910360115 | 0,09 0,25 | 0,24 | 0,027 | 0,031 | 0,0121
abweichung sk, ug/kg
Relative Vergleichstandard-
abweichung RSDw, % 5 13 | 7 9 12 8 12 | 11 10 6 16
Vergleichgrenze R

062|236 26 |1,01] 03 | 024 0,69 | 0,67 | 0,075 | 0,087 | 0,033 9
[R=2,8 x sr], ug/kg
Beobachtete
Wiederfindung, % 123 | 117 | 109 | 96 | 110 | 113 109 | 105 | 108 | 97 98
Vorhergesagte
Standardabweichung, % 22 | 22 | 22 | 22 | 22 22 22 | 22 22 22 22
HorRat-Wert 02 | 06| 03| 04| 05 | 04 05| 05 | 05 0,3 0,7
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Tabelle A.4 — Prazionsdaten fiir Aflatoxin G

Parameter S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7 S8 S9 S10 S11 S12
Anzahl der Laboratorien 20 19 20 20 20 20 - 18 20 20 20 19
Anzahl der Ausreifier 1 2 1 0 1 0 1 0 1 0 3
Anzahl der angenommenen | 4 | 45 | 19 | 20 | 19 | 20 17 | 20 | 19 20 16
Ergebnisse

Mittelwert, X, ug/kg 2,06 | 3,58 2161 1,79 | 10,2 | 3,02 1,71 | 8,42 | 0,199 | 0,504 | 0,0613
Wiederholstandard- 0,09 | 026] 07 |009]| 05 |0,24 0,17 | 0,65 | 0,027 | 0,018 | 0,0049
abweichung s, pg/kg

Relative Wiederholstandard-

abweichung RSDx, % 5 4 3 5 5 8 10 8 13 4 8
Wiederholgrenze r 026073 21 [026]| 1,4 |067 048 | 1,82 | 0,075 | 0,050 | 0,0136
[r = 2,8 X Sr], Hg/kg

Vergleichstandard- 015 |035| 1,6 | 015| 08 | 0,27 0,24 | 1,10 | 0,023 | 0,034 | 0,0083
abweichung sk, ug/kg

Relative Vergleichstandard-

abweichung RSDr, % 7 10 7 8 8 9 14 13 11 7 14
Vergleichgrenze R

0,43 1097 | 44 | 041 2,2 0,75 0,66 | 3,09 | 0,064 | 0,095 | 0,0234

[R=2,8 x sr], ug/kg

Beobachtete

Wiederfindung, % 98 118 | 103 99 107 114 101 108 100 101 98
Vorhergesagte

Standardabweichung, % 22 22 22 22 22 22 22 22 22 22 22
HorRat-Wert 0,3 0,4 0,3 0,4 0,4 0,4 0,6 0,6 0,5 0,3 0,6
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