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1 Anwendungsbereich

Pyrrolizidinalkaloide (PA) sind sekundare Pflanzenstoffwechselprodukte, denen karzinogene
und genotoxische Eigenschaften zugeschrieben werden. Derzeit sind etwa 600 dieser Ver-
bindungen bekannt, die hauptsachlich in den Pflanzengattungen der Boraginaceae, Aster-
aceae und Fabaceae gebildet werden. Auf Grund der weltweiten Verbreitung dieser Pflan-
zen, kann es leicht zu Kontaminationen von pflanzlichen Lebensmitteln, Honig, Nahrungser-
ganzungsmitteln (NEM) oder auch tierischen Futtermitteln kommen (EFSA 2017; Mulder et
al. 2017).

Die Methode beschreibt die Bestimmung von PA in NEM pflanzlicher Herkunft, bienenpro-
duktbasierten NEM und Olen. Die Methode ist fiir folgende 28 PA inhouse validiert: Echimi-
din (Em), Echimidin-N-oxid (EmN), Erucifolin (Er), Erucifolin-N-oxid (ErN), Europin (Eu), Eu-
ropin-N-oxid (EuN), Heliotrin (Hn), Heliotrin-N-oxid (HnN), Intermedin (Im), Intermedin-N-oxid
(ImN), Jacobin (Jb), Jacobin-N-oxid (JbN), Lasiocarpin (Lc), Lasiocarpin-N-oxid (LcN), Lyco-
psamin (La), Lycopsamin-N-oxid (LaN), Monocrotalin (Mc), Monocrotalin-N-oxid (McN), Ret-
rorsin (Re), Retrorsin-N-oxid (ReN), Senecionin (Sc), Senecionin-N-oxid (ScN), Seneciphyllin
(Sp), Seneciphyllin-N-oxid (SpN), Senecivernin (Sv), Senecivernin-N-oxid (SvN), Senkirkin
(Sk) und Trichodesmin (Td).

Die Methode wurde fur Nahrungserganzungsmitteln pflanzlicher Herkunft (getrocknete, ge-
mahlene Pflanzenteile), bienenproduktbasierten NEM (Gelee Royale, Propolis, Bienenpollen)
und Olen (bspw. Samendle) inhouse validiert. Die Leistungskrieterien, die wahrend der in-
house-Validierung bestimmt wurden, befinden sich im Anhang (9.2).

2 Kurzbeschreibung

NEM pflanzlicher Herkunft und bienenproduktbasierte NEM

Die PA werden aus den Nahrungserganzungsmitteln mit 0,05 M H,SO,4 unter Verwendung
eines Ultraschallbades zweifach extrahiert. Die Proben werden anschlieRend zentrifugiert.
Ein Aliquot des Uberstandes wird durch Festphasenextraktion (SPE) unter Verwendung von
C-18-Material aufgereinigt. Nach methanolischer Elution der PA wird das Eluat zur Trockne
gebracht, in Methanol/Wasser (HPLC-Anfangsbedingungen) aufgenommen und zur Vorbe-
reitung der LC-MS/MS-Messung nochmals filtriert.

NEM aus Olen

Die PA werden aus den Olen mit 0,05 M H,SO, in Methanol unter Verwendung eines Uber-
kopfschiittlers zweifach extrahiert. Der methanolische Uberstand wird durch Festphasenex-
traktion (SPE) unter Verwendung von SCX-Material aufgereinigt. Nach basisch-
methanolischer Elution der PA wird das Eluat zur Trockne gebracht, in Methanol/Wasser
(HPLC-Anfangsbedingungen) aufgenommen und zur Vorbereitung der LC-MS/MS-Messung
filtriert.

Zur chromatographischen Trennung wird eine RP-HPLC-Saule mit einem bindren Gradien-
ten verwendet. Die Analyten werden mittels Triple Stage Quadrupole Massenspektrometrie
detektiert. Die Konzentration der Pyrrolizidinalkaloide wird Uber eine Matrix-Standardreihe
(Matrix-Matched-Calibration) oder gegebenenfalls Uber eine Standardaddition bestimmt.
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3 Chemikalien und Lésungen

3.1 Aligemein

Hinweis:  Die in dieser Methode vorgesehenen Arbeiten mit gesundheitsschadlichen
Chemikalien sind unter geeigneten Vorsichts- und Schutzmalnahmen, wie
Vermeidung des Hautkontaktes und Benutzung des Abzuges durchzufiihren.
Soweit nicht anders angegeben, sind analysenreine Chemikalien und fir die
HPLC-MS/MS geeignete Losungsmittel zu verwenden. Das verwendete Wasser
muss in Glasgeraten destilliert oder entmineralisiert bzw. von entsprechender
Reinheit sein.
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3.2 Chemikalien

3.2.1 Senecionin (Sc)
3.2.2 Senecionin-N-oxid (ScN)
3.2.3 Seneciphyllin (Sp)
3.2.4 Seneciphyllin-N-oxid (SpN)
3.2.5 Monocrotalin (Mc)
3.2.6 Monocrotalin-N-oxid (McN)
3.2.7 Retrorsin (Re)
3.2.8 Heliotrin (Hn)
3.2.9 Heliotrin-N-oxid (HnN)
3.2.10 Trichodesmin (Td)
3.2.11 Retrorsin-N-oxid (ReN)
3.2.12 Echimidin (Em)
3.2.13 Intermedin (Im)
3.2.14 Lycopsamin (La)
3.2.15 Senkirkin (Sk)
3.2.16 Lasiocarpin (Lc)
3.2.17 Lasiocarpin-N-oxid (LcN)
3.2.18 Europin-N-Oxid (EuN)
3.2.19 Europinhydrochlorid (Eu)
3.2.20 Echimidin-N-oxid (EmN)
3.2.21 Erucifolin (Er)
3.2.22 Erucifolin-N-Oxid (ErN)
3.2.23 Intermedin-N-Oxid (ImN)
3.2.24 Jacobin (Jec)
3.2.25 Jacobin-N-Oxid (JcN)
3.2.26 Lycopsamin-N-Oxid (LaN)
3.2.27 Senecivernin (Sv)
3.2.28 Senecivernin-N-Oxid (SvN)

Hinweis: Das Lésen der Standardsubstanzen erfolgt gemaf der Angabe des Herstellers

3.2.29 Ameisensaure 98 — 100 %, z.B. Sigma-Aldrich

3.2.30 Methanol (MeOH), LC-MS Qualitat, z.B. Merck LiChrosolv®
3.2.31 Schwefelsaure 98 %, z.B. Merck

3.2.32 Ammoniak 32 %, z.B. Merck

3.2.33 Ammoniumformiat, LC-MS Qualitat, z.B. Fluka

3.2.34 Acetonitril, z.B. Merck LiChrosolv®
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3.3 Lo6sungen

3.3.1 Extraktionsmittel fir NEM pflanzlicher Herkunft und bienenproduktbasierte NEM (0,05
M H,SO,)

Zur Herstellung des Extraktionsmittels werden 2,665 ml H,SO, (3.2.31) mit Wasser
auf 1 L aufgeflllt. Die Endkonzentration der Lésung betragt 0,05 M.

3.3.2 Ammoniakalische Losung zur Neutralisation

Zur Herstellung der ammoniakalischen Losung zur Neutralisation werden 5 ml Am-
moniak (3.2.32) mit Wasser auf 25 ml aufgefulit.

3.3.3 Extraktionsmittel fiir Ole (0,05 M H,SO,4 in MeOH)

Zur Herstellung des Extraktionsmittels werden 2,665 ml H,SO, (3.2.31) mit Methanol
(3.2.30) auf 1 L aufgeflllt. Die Endkonzentration der Lésung betragt 0,05 M.

3.3.4 SPE-Elutionsmittel fiir Ole (2,5 %iger Ammoniak in Methanol)

Zur Herstellung der ammonikalischen Elutionslésung werden 7,8 ml Ammoniak
(3.2.32) mit Methanol (3.2.30) auf 100 ml aufgefillt.

Hinweis: Die Lésungen sind arbeitstaglich frisch anzusetzen

3.3.5 Eluenten fur die Chromatographie:

Eluent A:
315 mg Ammoniumformiat (3.2.33) werden in 5 ml Wasser gelost, 1 ml Ameisensaure
(3.2.29) wird hinzugefiigt und mit Wasser auf 1 L aufgeflit.

Hinweis: Eluent A sollte nicht langer als 1 Woche verwendet werden, da lagerungsbe-
dingte Veranderungen der Lésung zu Retentionszeitschwankungen fiihren
koénnen.

Eluent B:

315 mg Ammoniumformiat (3.2.33) werden in 5 ml Wasser geldst, 1 ml Ameisensaure
(3.2.29) wird hinzugefiigt und mit Methanol (3.2.30) auf 1 L aufgefllit.

3.3.6 5%iges Methanol

Zur Herstellung des 5%igen Methanols werden 5 ml Methanol (3.2.30) mit 95 ml
Wasser vermischt und kraftig geschuttelt.
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4  Gerate und Hilfsmittel

4.1 Kolbenhubpipetten, Mehrfachdispenser, z.B. Fa. Brand

4.2 Prazisionswaage

4.3 Miuhle z.B. Fa. Retsch Grindomix GM 200

4.4 Prazisionswaage, Genauigkeit: 0,0001 g

4.5 50 ml Zentrifugenréhrchen aus PP

4.6 250 ml Zentrifugenflaschen aus PP

4.7 Kuihlzentrifuge mit Ausschwingrotor fur 50 ml Gefalle

4.8 Ultraschallbad

4.9 Vortex Mischer

4.10 Uberkopfschttler

4.11 Verdampfungsstation TurboVap

4.12 Schraubflaschen 30 oder 50 ml

4.13 Reagenzglaser 15 ml

4.14 Diverse Messzylinder

4.15 Messkolbchen, 10, 20 und 100 ml

4.16 Faltenfilter, z.B. Munktell

4.17 SPE-Kartuschen: Discovery DSC-18 SPE, 500 mg /6 ml

4.18 SPE-Kartuschen: HF Bond Elut LRC-SCX, 500 mg Sorbensmaterial
4.19 SPE-Vakuumkammer

4.20 Zentrifugalfilter 0,5 ml Nylon, modifiziert, 0,2 ym, z.B. von VWR
4.21 Zentrifuge fir Reaktionsgefalie, z.B. Microfuge RV Fa. Beckman
4.22 1,5 ml Reaktionsgefalie, z.B. Eppendorf

4.23 2 ml HPLC-Probenvials

4.24 250 pl konische Glaseinsatze fiir 2 ml Probenvials

4.25 Alu-Bordelkappe 11 mm flr Probenvials PTFE/Silikon/PTFE-Septum
4.26 HPLC-Saule: z.B. Fa. Thermo, Hypersil Gold® C18; 150 x 2,1 mm; Korngréf3e: 1,9 um
4.27 LC-MS/MS System
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5 Durchfihrung

5.1 Getrocknete Pflanzenbestandteile, Bienenprodukte

5.1.1 Probenvorbereitung

Um fir die Gesamtprobe ein reprasentatives Analysenergebnis zu erhalten, werden die ein-
zelnen Einheiten (Pastillen, Tabletten, Dragées oder ahnliche zu untersuchende Darrei-
chungsformen) einer ganzen Packung in einer Muhle (4.3) gemahlen und in ein geeignetes
Gefald Uberfiihrt. Sollten verkapselte Proben vorliegen, bei denen ein Pulver lediglich umhuillt
ist, wird die Hulle entfernt und alle Einheiten einer Packung in einem geeigneten Gefal} ver-
einigt.

Bienenpollen werden unter Zugabe von Trockeneis gemahlen (4.3) und in ein geeignetes
Aufbewahrungsgefaly Gberflhrt.

Die Probe wird anschlieRend im Uberkopfschuttler (4.10) fiir 30 min homogenisiert.

Zu Qualitatssicherungszwecken wird ein PA-freies Material dotiert und wie die unbekannten
Proben aufgearbeitet. Die Akzeptanzkriterien bezlglich der Prazision und Wiederfindung fir
die Anwendung von Multianlytmethoden in der Routine sind in der SANTE/11813/2017 be-
schrieben.

Des Weiteren wird PA-freies Material als Blankprobe und fur die Herstellung der Matrix-
Standardreihe (siehe Tabelle 1) aufgearbeitet.

5.1.2 Probeneinwaage
Es werden je 0,50 g £ 0,01 g der homogenisierten Probe zur Analyse eingewogen.

5.1.3 Extraktion

1. Extraktion Auf die komplette Probe werden 20 ml 0,05 M H,SO, (3.3.1) gege-
ben. Dabei muss darauf geachtet werden, dass das gesamte Pro-
benmaterial mit dem Lésungsmittel benetzt ist (gegebenenfalls unter
zu Hilfenahme des Vortex-Mischers (4.9)). Die Extraktion wird dann
bei 45°C flir 15 min im Ultraschallbad durchgeflhrt.

1. Zentrifugation Die Probe wird fiir 5 min mit 2500 U/min zentrifugiert (4.7).
1. Filtration Der Uberstand in einem 50 ml ZentrifugengefaR (4.5) Uberflhrt.
2. Extraktion Auf den Riickstand der ersten Zentrifugation werden erneut 20 ml

0,05 M H,S0O4 (3.3.1) gegeben. Dabei muss ebenfalls darauf geach-
tet werden, dass das gesamte verbliebene Probenmaterial mit dem

Lésungsmittel benetzt ist (gegebenenfalls unter zur Hilfenahme des
Vortex-Mischers (4.9)). Die zweite Extraktion wird dann bei 45°C flr
15 min im Ultraschallbad durchgeflihrt.

2. Zentrifugation Die Probe wird fr 5 min mit 2500 U/min zentrifugiert (4.7).

2. Filtration Der zweite Uberstand wird mit dem ersten Uberstand vereinigt. Der
verbleibende Rickstand kann verworfen werden.
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Der Uberstand wird kurz mittels Vortex-Mischer (4.9) homogenisiert und anschlieRend mit
einer ammoniakalischen Lésung (3.3.2) neutralisiert (ca. 500-800 ul). Sollte durch die Neut-
ralisation sich ein Niederschlag bilden, kann nochmals unter den oben angegebenen Bedin-
gungen zentrifugiert werden. Anschliel3end wird die Probe Uber einen Faltenfilter (4.16) ge-
geben und in einem 50 ml Zentrifugalgefall aufgefangen. Fir die SPE wird ein Aliquot von
10 ml dieser Lésung verwendet.

5.1.4 Festphasenextraktion

Die Probenextrakte werden mittels SPE-Kartuschen Discovery DSC-18 SPE, 500 mg / 6 ml
(4.17) gereinigt und angereichert. Die SPE wird mit Hilfe einer Vakuumkammer (4.19) durch-
gefuhrt.

Konditionierungsschritt 1 5 ml Methanol (3.2.30)
Konditionierungsschritt2 5 ml H,O

Probenauftrag 2 x 5 ml Extraktlésung
Waschschritt 4 ml H,O

Waschschritt 4 ml H,O

Trocknung 15 min (hierbei Vakuum anlegen)
Elution 2 x 5 ml Methanol (3.2.30)

Im Anschluss wird das Eluat unter Stickstoffstrom bei 50 °C £ 5 °C zur Trockne gebracht
(4.11).

5.1.5 Rekonstruktion der Probe

Der Rickstand wird in 1 ml Methanol/Wasser (5/95, v/v) (3.3.6) aufgenommen und durch
Schiitteln auf dem Vortex-Mischer (4.9) geldst. Die Probe wird durch einen geeigneten Filter
mit einer PorengrélRe von 0,2 um filtriert (4.20). Falls ein Zentrifugalfilter verwendet wird,
werden 500 pl der Probe bei 20000 x g fur 10 min zentrifugiert. 200 pl des Filtrats werden zur
Messung in ein HPLC-Vial (4.23) mit Glasinsert (4.24) Gberflhrt.

5.1.6 Herstellung der Kalibrierldsungen

Um eventuell auftretende Matrixeffekte zu kompensieren wird eine Matrix-Standardreihe
verwendet. Voraussetzung hierflr ist die Verfugbarkeit von PA-freiem, reprasentativen Pro-
benmaterial.

Um die gleiche Matrixstarke in der Kalibration wie in den Proben sicherzustellen, wird das
unbelastete Probenmaterial in der gleichen Weise wie die Proben aufgearbeitet (Kapitel 5).
Die MMS-Level werden, wie Tabelle 1 beschrieben, pipettiert.

Hinweis: Die Linearitat des gewahlten Kalibrierbereiches ist gerateabhangig und ist in der
jeweiligen Messung sicherzustellen. Die Uberpriifung der Linearitat erfolgt durch das Rekal-
kulieren der eingesetzten Kalibrierlevel anhand der ermittelten Kalibrierfunktion. Dabei muss
die Abweichung der rekalkulierten Konzentration von der wahren Konzentration kleiner 20 %
sein (SANTE/11813/2017).

Prifvorschrift - BfR-PA-NEM-1.0/2018 Seite 9 von 27



I
. . .
Bestimmung von PA in NEM £ ,( BfR
mittels SPE-LC-MS/MS r

Tabelle 1: Pipettierschema zur Herstellung der Matrix-Kalibrationsreihe (getrocknete
Pflanzenbestandteile, Bienenprodukte

Konzentration | Konzentration Aliguot Aliquot Aliguot ent- | Gesamt-
der in der Probe | entnommen | Volumen nommen volumen
Matrix- aus aus Blank pl
Kalibration Extrakt
ng/ml uag/kg pl ul
MMS_1 1,0 8 MMS_3 20 180 200
MMS_2 50 40 MMS_6 20 280 300
MMS_3 10,0 80 MMS_9 20 280 300
MMS_4 25,0 200 MMS_9 20 100 120
MMS_5 50,0 400 MMS_9 50 100 150
MMS_6 75,0 600 PA-Mix 15 185 200
MMS_7 100.0 800 PA-Mix 20 180 200
MMS_8 125,0 1000 PA-Mix 25 175 200
MMS_9 150,0 1200 PA-Mix 60 340 400

5.2 Durchfiihrung (Ole)

5.2.1 Probenvorbereitung

Olhaltige Proben werden mit Hilfe einer Spritze mit aufgesetzter Kaniile aus den Kapseln
entfernt und in ein geeignetes Aufbewahrungsgefald Gberflhrt.

Die Probe wird anschlieRend im Uberkopfschuttler (4.10) fiir 30 min homogenisiert.

Zu Qualitatssicherungszwecken wird ein PA-freies Material dotiert und wie die unbekannten
Proben aufgearbeitet. Die Akzeptanzkriterien flir die Anwendung von Multianlytmethoden in
der Routine sind in der SANTE/11813/2017 geschrieben.

Des Weiteren wird PA-freies Material als Blankprobe und fur die Herstellung der Matrix-
Standardreihe (siehe Tabelle 2) aufgearbeitet

5.2.2 Probeneinwaage
Es werden je 5,0 g £ 0, 1 g der homogenisierten Probe zur Analyse eingewogen.
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5.2.3 Extraktion

1. Extraktion Auf die komplette Probe werden 15 ml Methanol (0,05 M H,SO,
3.3.3) gegeben. Die Extraktion wird dann fiir 15 min im Uberkopf-
schuttler durchgeflhrt.

1. Zentrifugation Die Probe wird fr 5 min mit 2500 U/min zentrifugiert (4.7).

1. Filtration Der methanolische Uberstand wird mit Hilfe einer Pipette in ein 50 ml
Zentrifugengefal’ (4.5) Gberflhrt.

2. Extraktion Auf den Riickstand der ersten Zentrifugation werden erneut 15 ml

Methanol (0,05 M H,SO4 (3.3.3)) gegeben. Die zweite Extraktion wird
dann dann fir 15 min im Uberkopfschittler durchgefiihrt.

2. Zentrifugation Die Probe wird flr 5 min mit 2500 U/min zentrifugiert (4.7).

2. Filtration Der zweite Uberstand wird mit dem ersten Uberstand vereinigt. Das
verbleibende Ol kann verworfen werden.

Der methanolische Uberstand wird kurz mittels Vortex-Mischer (4.9) homogenisiert. Fur die
SPE wird ein Aliquot von 25 ml dieser Lésung verwendet.

5.2.4 Festphasenextraktion
Die Probenextrakte werden mittels SPE-Kartuschen HF Bond Elut LRC-SCX, 500 mg Sor-

bensmaterial (4.18) gereinigt und angereichert. Die SPE wird mit Hilfe einer Vakuumkammer
(4.19) durchgefihrt.

Konditionierungsschritt 1 5 ml Methanol (3.2.30)
Konditionierungsschritt2 5 ml 0,05 M H,SO,4 in MeOH (3.3.3)

Probenauftrag 5 x 5 ml Extraktlésung

Waschschritt 4 ml MeOH (3.2.30)

Waschschritt 4 ml MeOH (3.2.30)

Trocknung 15 min (hierbei Vakuum anlegen)
Elution 2 x 5 ml Methanol (2,5 % NH;3) (3.3.4)

Im Anschluss wird das Eluat unter Stickstoffstrom bei 50 °C £ 5 °C zur Trockne gebracht
(4.11).

5.2.5 Rekonstitution der Probe

Der Rickstand wird in 1 ml Methanol/Wasser (5/95, v/v) (3.3.6) aufgenommen und durch
Schutteln auf dem Vortex-Mischer (4.9) geldst. Die Probe wird durch einen Zentrifugalfilter
aus Nylon mit einer Porengrofie von 0,2 um filtriert (4.20). Falls ein Zentrifugalfilter verwen-
det wird, werden 500 ul der Probe bei 20000 x g fir 10 min zentrifugiert. 200 ul des Filtrats
werden zur Messung in ein HPLC-Vial (4.23) mit Glasinsert (4.24) Gberfuhrt.
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5.2.6 Herstellung der Kalibrierlésungen

Um eventuell auftretende Matrixeffekte zu kompensieren wird eine Matrix-Standardreihe
verwendet. Voraussetzung hierflr ist die Verfiigbarkeit von PA-freiem, reprasentativen Pro-
benmaterial.
Um die gleiche Matrixstarke in der Kalibration wie in den Proben sicherzustellen, wird das
unbelastete Probenmaterial in der gleichen Weise wie die Proben aufgearbeitet (Kapitel 5).
Die MMS-Level werden, wie in Tabelle 2 beschrieben, pipettiert.

Hinweis: Die Linearitdt des gewahlten Kalibrierbereiches ist gerateabhangig und ist in der

jeweiligen Messung sicherzustellen. Die Uberpriifung der Linearitat erfolgt durch das Rekal-
kulieren der eingesetzten Kalibrierlevel anhand der ermittelten Kalibrierfunktion. Dabei muss
die Abweichung der rekalkulierten Konzentration von der wahren Konzentration kleiner 20 %
sein (SANTE/11813/2017).

Tabelle 2: Pipettierschema zur Herstellung der Matrix-Kalibrationsreihe (Olproben)

Konzentration | Konzentration Aliquot Aliquot Aliguot ent- | Gesamt-
der in der Probe | entnommen | Volumen nommen volumen
Matrix- aus aus Blank pl
Kalibration Extrakt
ng/ml ug/kg pl ul
MMS_1 1,0 1,2 MMS_3 20 180 200
MMS_2 5,0 6,0 MMS_5 20 180 200
MMS_3 10,0 12,0 MMS_5 40 160 200
Standard-
MMS_4 25,0 30,0 Mix 5 195 200
(1 pg/ml)
Standard-
MMS_5 50,0 60,0 Mix 10 190 200
(1 pg/ml)
6 HPLC-MS/MS
6.1 Chromatographische Trennung
Die Messungen kdnnen mit verschiedenen Flissigkeitschromatographen (LC) und

Trennsaulen durchgefiihrt werden. Die chromatographischen Bedingungen kdnnen frei ge-
wahlt werden. Die akzeptable Mindestretentionszeit betragt das Doppelte der Retentionszeit
fur das Totvolumen der Saule (SANTE/11813/2017). Die im Anhang (9.1) aufgefiihrten Be-
dingungen unter Verwendung einer C18-Saule (4.26) und den unter 3.3.5 angegebenen
FlieBmitteln haben sich in Vorversuchen als geeignet erwiesen, sind jedoch nur als Beispiel
zu verstehen.

6.2 Tandem-Massenspektrometrische Bestimmung
Die Messungen im SRM-Modus kénnen mit MS/MS-Geraten verschiedener Hersteller
durchgefiihrt werden. Im Anhang (9.1) sind beispielhaft die geratespezifischen Bedingungen
eines Messsystems aufgeflhrt, die sich als geeignet erwiesen haben. Die Analyten werden
im Selected Reaction Monitoring (SRM) Modus detektiert. Zur Identifikation wurden drei spe-
zifische Ubergange auf drei Fragment-lonen gewahlt.

6.3 Identifizierung von PA (Qualitativer Nachweis)
Die Identifizierung der PA erfolgt durch den Vergleich der Retentionzeit und des lonenver-
haltnisses der spezifischen Ubergange (mindestens 2) eines PA in der Probe mit dem ent-
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sprechenden Signal im Matrixstandard. Fur die maximal erlaubte Abweichung der Retenti-
onszeiten und lonenverhaltnisse erfolgt gemaf der Kriterien der SANTE/11813/2017.

6.4 Bestimmung des PA-Gehaltes (Quantifizierung)

Fir die quantitative Analyse mittels LC-MS/MS missen Matrixeffekte (unterschiedliche
Response des Analyten in Losungsmittel bzw. in der Matrix) kompensiert werden. Das
kann(?) anhand einer Matrix-Standardreihe erfolgen (5.1.6 und 5.2.6). Voraussetzung hierfir
ist die Verfugbarkeit geeigneter unbelasteter Proben.

Andere geeignete Verfahren, wie z.B. Standardaddition oder die Verringerung von Matrixef-
fekten durch Verdiinnung sind ebenfalls anwendbar.

6.5 Aufbau der Messsequenz fir die quantitative Analyse

Fur die quantitative Analyse werden folgende Kriterien festgelegt. Alle Proben und Matrix-
Standards (MMS) werden doppelt injiziert. Mittels dieses Vorgehens werden die Wiederhol-
barkeit der MS-Detektion sowie der mogliche Responsedrift innerhalb der Sequenz gepriift.
Die relative Wiederholstandardabweichung RSD; sollte <20 % sein (SANTE/11813/2017).

= empfohlener Sequenzaufbau
Fir die Bestimmung der Pyrrolizidinalkaloide wird die folgende Reihenfolge der
Analysen in einer Sequenz festgelegt.
1. Kalibrationslésungen
Lésungsmittelblindwert
Proben (erste Injektion)
Ldsungsmittelblindwert
Kalibrationslésungen
Ldsungsmittelblindwert
Proben (zweite Injektion)

No koD

6.6 Malnahmen zur Qualitatskontrolle
Generell sollten MaRnahmen zur Uberprifung der Performance des LC-MS/MS-Gerates und
der Probenaufarbeitung fiir jede Probenserie vorgenommen werden.

Da kein zertifiziertes Referenzmaterial pyrrolizidinalkaloidhaltigr NEM zur Verfugung steht,
sollte die Wiederfindung anhand von dotiertem Leermaterial tGberpriift werden.

Fir eine zusatzliche Uberpriifung auf Verluste wahrend der Aufarbeitung unbekannter Pro-
ben kann Trichodesmin als Wiederfindungskontrollstandard eingesetzt werden (aufgrund des
seltenen Vorkommens).

Dazu wird vor der Probenaufarbeitung eine definierte Menge an Trichodesmin-
Standardldsung zur Probe gegeben. Die Menge wird so gewahlt, dass die resultierende
Konzentration im mittleren Bereich der Matrixstandardreihe liegt. Die Konzentration von
Trichodosmin wird dann anhand der Matrixstandardreihe bestimmt und die Wiederfindungs-
rate wird berechnet.

Bei starker Abweichung (z. B. > £ 25 %) von der im Rahmen der inhouse-Validierung ermit-
telten Wiederfindungsrate flir Trichodesmin, sollte die Analyse der unbekannten Probe wie-
derholt werden.
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7 Berechnung

7.1 Kalibrierfunktion
Gleichung 1: Kalibriergerade

foy=y=ax+b
wobei:
y  Flache unter dem Peak des Zielanalyten
a  Steigung der Kalibrierfunktion
X Konzentration des Zielanalyten [ng/mi]
b Achsenabschnitt der Kalibrierfunktion

7.2 Quantifizierung

Gleichung 2: Berechnung des Gehaltes an PA (Analysengleichung)

Gehalt PA = 8 x DF = {(y—b) X 1} x Vews 1 X Vo obe
a m Einwaage VAuftrag
wobei:
yis Massenkonzentration [ng/ml]
DF Umrechnungsfaktor von ng/ml auf pg/kg
y Peakflache des Zielanalyten
b Achsenabschnitt aus Matrixkalibrierung
a Steigung aus Matrixkalibrierung

Vewae  Volumen des Extraktionsmittels [ml]

Meinwaage Masse der eingewogenen Probe [g]

Vaurag  Volumen des auf die SPE aufgetragenen Extrakts [ml]
Verobe Endvolumen der Probe [ml]

Gleichung 3: Umrechnung des PA-Gehalte auf die jeweilige Darreichungsform

S = c{ﬂ} «E[g]
g
wobei:
S PA-Gehalt in ng pro Darreichungsform
C PA-Gehalt in ng/g aus Gleichung 2
E Gewicht in g der einzelnen Darreichungsform (Tablette, Dragée, etc.)

8 Angabe der Ergebnisse

Die Angabe der Ergebnisse kann in der Einheit ,ug/kg“ mit zwei signifikanten Stellen erfol-
gen. Bei Einhaltung des unter Kapitel 5 beschriebenen Probenaufarbeitungsverfahrens liegt
der Faktor zur Berechnung des Gehalts in pg/kg bei 8 fir Nahrungserganzungsmittel, die auf
getrockneten Pflanzenbestandteilen oder Bienenprodukten basieren. Bei Einhaltung des
unter Kapitel 5 beschriebenen Probenaufarbeitungsverfahrens liegt der Faktor zur Berech-
nung des Gehalts in pg/kg bei 0,24 fiir Nahrungserganzungsmittel aus Olen. Durch die Glei-
chung 3 ist ebenfalls méglich, den PA-Gehalt in ng/Darreichungsform anzugeben.
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9 Anhang

9.1 LC-MS/MS Messung
LC-MS/MS System bestehend aus

Triple-Quadrupole-Massenspektrometer (z. B. Thermo TSQ Vantage)
HPLC-Anlage z.B. Ultimate 3000 UHPLC (Thermo Fisher Scientific)

bestehend aus UHPLC-Pumpe, Degasser, Autosampler und
Saulenofen

HPLC-Einstellungen

Eluent Aund B 3.3.5

Temperatur Saule 40 °C

Flussrate 300 pl/min

Injektionsvolumen 2 uL

Saule z.B. Thermo Hypersil Gold ® C18; 150 x 2,1 mm, 1,9 ym

Gesamtlaufzeit 15 Minuten

Gradient Zeit [min] % A % B
0,0 95 5
0,5 95 5
7,0 50 50
7,5 20 80
7,6 0 100
9,0 0 100
9,1 95 5
15,0 95 5

MS-Gerateeinstellungen

lonisation Elektrospray positiv (ESI +)
lon Spray Voltage (V) 4000 (positive polarity)
Capillary Temperature (°C) 275

Vaporizer Temperature (°C) 350

Sheath Gas Pressure (psi) 45.0

lon Sweep Gas Pressure (psi) 2.0

Aux Gas Pressure (psi) 10

Substanzspezifische Parameter

Die Analyten werden im Selected Reaction Monitoring (SRM) Modus detektiert. Zur Identifi-
kation wurden drei spezifische Ubergange auf drei Fragment-lonen gewahlt. Die entspre-
chenden Ubergéange und die Kollisionsenergie (CE) sind Tabelle 3 zu entnehmen. Ebenso ist
dort die unter den beschriebenen Bedingungen vorliegende Retentionszeit jedes Analyten
aufgeflhrt.

Prifvorschrift - BfR-PA-NEM-1.0/2018 Seite 16 von 27



I
. . .
Bestimmung von PA in NEM £ ,( BfR
mittels SPE-LC-MS/MS r

Tabelle 3: Substanzspezifische Parameter der LC-MS/MS Methode (SRM-Modus)

Kurzbezeichnung Vorlauferion S-Lens Fragmention CE Retentignszeit

(amu) Spannung (V) (amu) V) (min)

Mc 326,2 129 1201 36 4,25
1941 29
280,2 23

Er 350,2 110 120,3 32 4,87
138,1 30
136,3 32

McN 342,1 90 118,3 37 4,99
120,2 34
136,2 37

ErN 366,1 129 136,1 30 5,16
120,1 33
118,1 34

Jb 352,1 120 1201 36 5,25
155,2 29
280,1 22

Im 300,1 112 120,2 24 5,40
138,3 18
156,3 28

Eu 330,1 89 138,1 20 5,34
156,2 28
254,1 16

JbN 368,1 110 120,1 32 5,51
296,1 23
324,0 26

EuN 346,1 91 11,2 41 5,63
172,1 31
328,1 37

La 300,1 112 138,3 18 5,53
156,3 28
156,3 28

ImN 316,1 95 11,2 37 5,91
138,1 26
172,1 26

LaN 316,1 95 11,2 37 6,02
9 138,1 26
172,1 26

Re 352,2 120 120,3 36 7,54
138,3 28
324,2 27

Td 354,2 109 120,3 35 6,37
222,3 28
308,3 22
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Kurzbezeichnung Vorlauferion S-Lens Fragmention CE Retentignszeit

(amu) Spannung (V) (amu) V) (min)

ReN 368,2 110 136,2 31 6,41
118,2 29
120,1 32

Sp 334,2 100 120,3 26 6,56
138,4 26
306,2 26

Hn 314,2 91 138,3 19 6,72
156,3 28
120,3 32

SpN 350,2 110 118,2 36 6,79
136,3 32
120,3 32

HnN 330,2 110 136,1 30 7,03
1721 26
111,2 39

Sv 336,2 135 120,2 27 7,26
138,2 27
308,2 26

Sc 336,2 135 120,2 27 7,33
138,2 27
308,2 26

SvN 352,1 110 118,1 30 7,42
120,1 36
136,3 27

ScN 352,2 110 118,1 30 7,54
120,1 36
136,3 27

Em 398,2 112 120,3 21 8,02
220,3 14
336,2 16

EmN 414,2 129 2541 32 8,01
3521 27
396,2 24

Sk 366,2 106 150,3 24 8,19
168,2 28
122,3 31

Lc 412,2 94 120,2 30 8,99
336,3 17
220,2 18

LcN 428,1 110 136,1 33 9,33
253,9 27
352,3 21

Prifvorschrift - BfR-PA-NEM-1.0/2018

Seite 18 von 27



.
Bestimmung von PA in NEM 4 ,( BfR
r

mittels SPE-LC-MS/MS

9.2 Ergebnisse der inhouse-Validierung der Methode (Verfahrenskenndaten)

Nachweis- und Bestimmungsgrenze

Die Nachweis- und Bestimmungsgrenzen wurden anhand der Probe FP14/0711 (Baldrian
Tabletten) mittels Kalibriergeradenmethode nach DIN 32645 ermittelt.

Die Linearitat des Arbeitsbereiches wurde mit Hilfe des Anpassungstests nach Mandel (DIN

38402, Teil 51) gepruft.
Aus den beiden Reststandardabweichungen der Funktion 1. und 2. Grades wird die Differenz
der Abweichungsvarianzen berechnet und anschlieend ein F-Test durchgeflihrt.

(N-2)*S,,° —=(n-3)*S,,’
S,

Ist der errechnete Prifwert (PW) kleiner als der F-Tabellenwert (1; n-3; Signifikanzniveau
99%), wird durch die Kalibrierfunktion 2. Grades keine signifikant bessere Anpassung er-
reicht, die Kalibrierfunktion 1. Grades ist linear.

PW =

Matrix Pflanzenmatrix Blank-Matrix (FP14-0736, FP14-0751, FP14-0753)
Matrix Bienenprodukte Blank-Matrix (FP14-0735, FP14-0726, FP14-0740)
Matrix Ole Sonnenblumendl (FP14_902)

Einwaage: 0,5 g (Pflanzenmatrix, Bienenprodukte) 5,0 g (Ole)
Probenanzahl n: 4

Kalibrationsbereich: 1 ng/ml bis 150 ng/ml

Vergleichswert (Mandel) F: 8,40
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Tabelle 4: Linearitat, Nachweis- und Bestimmungsgrenzen in pflanzlichen NEM und
Bienenprodukten

Pflanzenmatrix Bienenprodukte
s Mandel Matrixstan- Probe Mandel Matrixstan- Probe
s Anpassungstest dard [Ma/kg] Anpassungstest dard [ug/kg]
< [ng/ml] [ng/ml]
PW R° |LOD |LOQ | LOD | LOQ | PW R* | LOD | LOQ | LOD | LOQ
Mc 0,536 | 0,999 0,439 | 0,998
6 7 0,4 1,4 3,0 10,8 8 9 0,3 0,9 2,0 7,3
Er 2,538 | 0,998 0,060 | 0,997
5 6 1,7 5,6 134 | 452 6 8 0,5 1,8 4,3 14,2
McN 2,726 | 0,998 3,887 | 0,999
4 3 2,3 8,3 18,6 | 66,3 1 5 0,5 1,6 3,6 13,0
ErN 7,913 | 0,997 7,207 | 0,997
9 1 0,6 2,3 50 18,1 0 8 04 1,4 3,0 10,8
Jb 4,520 | 0,998 0,076 | 0,996
0 4 2,2 8,0 17,9 | 64,1 1 4 0,5 1,6 3,7 13,2
Eu 1,550 | 0,999 0,059 | 0,997
5 0 0,3 1.1 24 8,6 7 3 0,2 0,8 4,2 15,1
Im 1,494 | 0,998 3,746 | 0,996
3 4 0,5 1,7 3,7 13,3 6 6 04 1,6 3,6 12,7
La 0,289 | 0,999 3,242 | 0,999
9 2 0,5 1,7 3,9 13,8 2 2 0,2 0,8 1,7 6,3
JbN 2,374 | 0,998 4,123 | 0,999
1 5 0,5 1,7 3,7 13,3 0 6 0,2 0,5 1,2 4,4
EuN 0,011 | 0,999 0,494 | 0,998
5 7 0,4 1,4 3,2 11,5 8 9 0,3 1,2 2,8 10,0
ImN 5,775 | 0,999 0,811 | 0,999
0 3 0,5 1,6 3,6 13,0 6 5 0,2 0,6 1,4 5,1
LaN 0,377 | 0,998 4,416 | 0,998
2 4 0,5 1,8 41 14,8 7 4 0,3 1,1 2,5 8,9
Re 0,011 | 0,997 0,485 | 0,998
8 1 21 7,4 16,8 | 59,1 8 7 0,3 1,0 2,2 8,0
Td 2,652 | 0,999 0,754 | 0,997
7 5 04 1,6 3,6 12,9 2 9 0,3 1,2 2,8 10,0
ReN 0,001 | 0,998 0,003 | 0,997
6 2 0,5 1,9 4,3 15,4 2 2 04 1,5 3,2 11,6
Sp 0,166 | 0,997 0,005 | 0,998
1 3 1,5 54 12,1 | 43,1 0 3 0,3 1,1 2,5 9,0
Hn 3,592 | 0,999 1,841 | 0,999
6 6 0,3 1,1 23 8,4 5 1 0,2 0,8 1,8 6,7
SpN 2,046 | 0,998 2,011 | 0,997
1 5 0,9 3,3 73 | 26,2 8 5 0,4 1,4 3,1 11,1
HNnN 1,004 | 0,999 1,492 | 0,999
9 7 0,4 1,3 29 10,4 0 1 0,2 0,8 1,8 6,6
Sc 6,605 | 0,997 3,252 | 0,998
3 4 0,5 1,7 3,7 13,3 8 0 0,3 1,2 2,7 9,8
ScN 0,113 | 0,999 0,505 | 0,994
4 4 0,4 1,3 29 10,4 0 1 0,6 21 4,7 16,8
EmN 1,468 | 0,999 1,563 | 0,997
4 6 0,5 1,9 4,3 15,5 1 2 04 1,5 3,3 11,7
Em 2,968 | 0,999 0,610 | 0,997
6 8 0,3 0,9 2,0 74 8 5 04 1,4 3,1 10,9
1,583 | 0,997 0,045 | 0,998
Sk 5 7 04 1,5 3,3 11,8 3 8 0,3 0,9 2,1 7,5
1,694 | 0,999 3,098 | 0,999
Lc 3 9 0,4 1,3 29 10,4 5 3 0,2 0,7 1,6 59
0,895 | 0,999 3,415 | 0,998
LcN 4 9 0,6 2,3 5,1 18,3 5 5 0,3 1,1 2,4 8,5
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Tabelle 6: Linearitat, Nachweis- und Bestimmungsgrenzen in 6lhaltigen NEM

Ole
% Mandel Matrixstandard Probe
£ Anpassungstest [ug/ml] [ug/kg]

PW R’ LOD | LOQ LOD LOQ
Mc 0,1863 0,9974 2,1 7,5 2,5 9,0
Er 0,6119 0,9951 4,5 14,8 54 17,8
McN 0,7358 0,9913 3,8 13,6 4,6 16,3
ErN 7,0654 0,9956 2,7 9,8 3,2 11,8
Jb 4,2637 0,9941 3,1 11,2 3,7 13,4
Eu 3,6782 0,9975 2,0 7,3 2,4 8,8
Im 5,2080 0,9979 1,9 6,8 2,3 8,2
La 1,6660 0,9970 2,2 8,0 2,6 9,6
JbN 1,6075 0,9972 2,2 7,8 2,6 9,4
EuN 5,2186 0,9993 1,0 3,8 1,2 4,6
ImN 4,1188 0,9982 1,7 6,2 2,0 7,4
LaN 2,8231 0,9983 1,7 6,0 2,0 7,2
Re 6,1483 0,9959 2,6 9,4 3,1 11,3
Td 1,4914 0,9973 2,1 7,7 2,5 9,2
ReN 8,0195 0,9986 1,5 5,4 1,8 6,5
Sp 7,9630 0,9987 1,5 5,4 1,8 6,5
Hn 2,6501 0,9973 2,1 7,7 2,5 9,2
SpN 8,0546 0,9970 2,2 8,0 2,6 9,6
HnN 7,8314 0,9981 1,8 6,4 2,2 7,7
Sc 5,2665 0,9995 0,9 3,3 1,1 4,0
ScN 1,8170 0,9981 1,8 6,5 2,2 7,8
EmN | 4,7516 0,9993 1,1 3,8 1,3 4,6
Em 2,3569 0,9984 1,7 6,0 2,0 7,2
Sk 2,1501 0,9994 1,0 3,6 1,2 4,3
Lc 4,3424 0,9992 1,1 4,1 1,3 4,9
LcN 1,2637 0,9989 1,4 50 1,7 6,0
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Tabelle 7: Wiederfindungsraten in NEM

Wiederfindung [%]

Analyt Pflanzenmatrix Bienenprodukte
80 ug/kg | 800 ug/kg | 80 ug/kg | 800 ug/kg | 6 ug/kg | 30 pg/kg

(n=14) (n=14) (n=4) (n=4) (n=2) (n=2)
Mc 91 90 91 85 72 61
Er 85 78 92 85 92 87
McN 107 91 92 71 83 79
ErN 105 95 91 87 100 97
Jb 88 85 84 86 83 88
Eu 102 91 95 91 104 96
Im 102 88 83 88 94 79
La 92 85 91 85 103 89
JbN 102 95 91 91 84 87
EuN 102 91 95 91 102 96
ImN 104 95 88 88 82 81
LaN 107 95 91 85 103 100
Re 98 95 79 83 84 86
Td 95 87 81 86 95 105
ReN 103 95 86 88 64 55
Sp 87 82 82 81 90 84
Hn 98 91 84 90 85 83
SpN 99 94 99 82 98 104
HnN 97 96 88 88 80 70
Sc 85 84 81 75 78 81
ScN 87 81 104 100 69 65
EmN 97 100 106 102 0 0
Em 93 92 98 90 67 58
Sk 96 93 91 82 28 42
Lc 96 95 84 77 68 64
LcN 104 98 91 86 0 0

Hinweis: In 6lhaltigen NEM weist die Methode fur einige N-Oxide eine nicht ausreichende
Wiederfindung auf. Da aufgrund ihrer physikochemische Eigenschaften PAs in &lhaltigen
Produkten nicht zu erwarten sind, wird dies als tolerierbar angesehen.
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Beispielchromatogram
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Abbildung 1: Chromatogramm eines Mischstandards [c = 1 ng/ml], SRM

Anbieter von PA-Standardsubstanzen

Pyrrolizidinalkaloid Molekllmasse CAS Hersteller/Vertreiber Bestellnummer
Oskar Tropitsch 7550006

Echimidin 397,47 520-68-3 PhytoLab* 89553
PlantaAnalytica -

Erucifolin 349.38 40158-95-0  PhytoLab* 83446
Erucifolin-N-oxid 365,37 123864-94-8 PhytoLab* 83434
Europin-hydrochlorid 365,86 570-19-4 PhytoLab* 83237
. . AppliChem A9574,0010
Europin-N-oxid 345,39 65582-53-8 Phytol ab* 83238
AppliChem A9583,0020

i Latoxan* L6007
Heliotrin 313,40 303-33-3  Gekar Tropitzsch 7550511
PhytoLab 80403

AppliChem A9590,0010

Heliotrin-N-oxid 329,39 6209-65-0 Oskar Tropitzsch* 755054
PhytoLab 83236

Indicin-hydrochlorid 335,83 1195140-94-3 PhytolLab 83234
- . AppliChem A9593,0010
Indicine-N-oxid 315,36 41708-76-3 Phytolab 83235
Intermedin 299,37 10285-06-0  PhytoLab* 82424
Intermedin-N-oxid 315,36 95462-14-9  PhytoLab* 83434
Lasiocarpin 411,49 303-34-4 AppliChem A9596,0010
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Bestimmung von PA in NEM
mittels SPE-LC-MS/MS

5 BFR

Pyrrolizidinalkaloid Molekilmasse CAS Hersteller/Vertreiber Bestellnummer
Oskar Tropitzsch* 7500019
PhytoLab 80412
AppliChem A9600,0010
Lasiocarpin-N-oxid 457,5 127-30-0 Oskar Tropitzsch* 7501284
PhytoLab 83220
Oskar Tropitzsch 7501080
Lycopsamin 299,37 10285-07-1  PlantaAnalytica -
PhytoLab* 89726
Lycopsamin-N-oxid 315,36 95462-15-0  PhytoLab* 83447
Carl Roth 3418.1
Fluka 37024
Sigma C2401
. Oskar Tropitzsch 7550522
Monocrotalin 325,35 315-22-0 PhytoLab* 89251
R&D Chemicals 7351
Santa Cruz Biotechno-
logy Inc. sc-211921
Monocrotalin-N-oxid 341,36 35337-98-5  PhytoLab* 82629
AppliChem A4922,0020
Fluka 37025
Oskar Tropitzsch 7550659
Retrorsin 351,40 480-54-6 PhytolLab 89775
Santa Cruz Biotechno-
logy Inc. sc-215805
Sigma* R0382
. . AppliChem A8668,0010
Retrorsin-N-oxid 367,40 15503-86-3 Phytolab* 82630
AppliChem A2071,0020
Carl Roth* 2261.1
Fluka 37031
Oskar Tropitzsch 7550292
Senecionin 335,40 130-01-8 PhytoLab* 89789
R&D Chemicals 1828
Sigma 17806
Santa Cruz Biotechno-
logy Inc. sc-286770
AppliChem A8678,0010
Senecionin-N-oxid 351,40 13268-67-2  Oskar Tropitzsch 7500301
PhytoLab* 82631
AppliChem A2072,0020
Carl Roth* 6414.1
Fluka 37033
Seneciphyllin 333,39 480-81-9 R&D Chemicals 1850
Santa Cruz Biotechno-
logy Inc. sC-229697
ABCR GmbH AB167974

Prifvorschrift - BfR-PA-NEM-1.0/2018

Seite 24 von 27



I
. . .
Bestimmung von PA in NEM £ ,( BfR
mittels SPE-LC-MS/MS r

Pyrrolizidinalkaloid Molekilmasse CAS Hersteller/Vertreiber Bestellnummer
PhytoLab* 89275

AppliChem A8684,0010

Seneciphyllin-N-oxid 349,38 38710-26-8  Oskar Tropitzsch 7500573
PhytoLab* 82632

Senecivernin 335.40 72755-25-0  PhytoLab* 83436
Senecivernin-N-oxid 351,39 101687-28-9 PhytoLab* 83437
AppliChem A6765,0010

. Fluka 37032
Senkirkin 365,43 2318-18-5 Oskar Tropitzsch 7500441
PhytoLab* 89274

Trichodesmin 353,41 548-90-3 Latoxan* L6049

*wurden vom BfR fir die in-house-Validierung verwendet
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FlieBschema zur Probenaufarbeitung

Analysenschema — Nahrungsergdnzungsmittel (pflanzen- & bienenproduktbasiert)

Nahrungserganzungsmittel

-

Vorbereitung

r

- 3 Einheiten (Pastillen, Tabletten, Dragées, 0.4 ) werden separat gewogen
= Bildung des Gewichtsmittelwertes auf 2 Nachkommastellen
- kompletter Packungsinhalt auf einheitliche PartikelgoRe bringen (0.5 mm)

0,5 g Probe

Extraktion

- Extraktionsschritt 1: 20ml 0,05 M Hy50.im USB (45°C)

- Zentrifugation: 10 min bei 2500 U/min

- Uberstand in ein 50 ml Gefal

- Extraktionsschritt 2: 20ml 0,05 M H,SO.im USB (45°C)
- Zentrifugation: 10 min bei 2500 UW/min

- Zweiten Uberstand zum ersten Uberstand
- Neutralisation mit NH; und anschliefende Filtration

Festphasenextraktion

- Konditionierung 1: 5 ml Methanol

- Konditionierung 2: 5 ml H,O
- Probenaufgabe: 2 x5 ml Extraktionslosung
- Waschschritt 1: 4 ml H,O
- Waschschritt 2: 4 ml H,O

Trocknung der Kartusche fiir 15 min unter Vakuum
- Elution: 2 % 5 ml Methanol

das komplefte Eluat wird unter Stickstoffstrom zur Trockne gebracht

Rekonstitution der Probe

- Zugabe von 1 ml Methanol\Wasser (5/95, viv)
Losen der Probe
- Filtration in ein HPLC-Vial

Geréte
Mihle

Gerdte
Uberkopfschittler; Zentrifuge; 50 ml Gefal

Verbrauchsmaterialien
Faltenfilter

Lasungsmittel
0,05 M H,S0,—Ldsung,
konz. NH5 zur Neutralisation

Gerdte

SPE — Vakuumkammer, Verdampfungsstation

Verbrauchsmaterialien
Discovery DSC-18; 500 mg

Ldsungsmittel
Methanol: Wasser;

Verbrauchsmatenalien
HPLC-Vials; 0,2 pm Membranfilter

Lasungsmittel
Methanol/WWVasser
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Analysenschema — Nahrungserqgdnzungsmittel (Samendle)

Nahrungserganzungsmittel

L

: Vorbereitung

- 3 Einheiten (Pastillen, Tabletten, Dragées, 0.a.) werden separat gewogen
= Bildung des Gewichtsmittelwertes auf 2 Nachkommastellen
- mit Hilfe einer Spritz mit aufgesetzter Kanile wird das Ol aus der Kapsel entfernt

5 g Probe
Extraktion

- Extraktionsschritt 1: 15 ml MeOH (0,05 M H.S0.)im Uberkopfschittler (RT)
- Zentrifugation: 5 min bei 2500 U/min
- methanolischer Uberstand in ein 50 ml Gefalt pipettiert

- Extraktionsschritt 2: 15 ml MeOH (0,05 M H,SO.)im Uberkopfschittler (RT)
- Zentrifugation: 5 min bei 2500 U/min

- Zweiten Ubergtand zum ersten Uberstand pipettieren
- Organischer Uberstand wird kurz geschuttelt

Festphasenextraktion

5 ml Methanol
5ml 0,06 M H30,

- Konditionierung 1:
- Konditionierung 2:

- Probenaufgabe: 5 x 5 ml Extraktionsldsung
- Waschschritt 1: 4 ml Methanol
- Waschschritt 2: 4 ml Methanal

Trocknung der Kartusche fiir 15 min unter Vakuum
- Elution: 2 x5 mlMethanol (2,5% NH)

das komplefte Eluat wird unter Stickstoffstrom zur Trockne gebracht

Rekonstitution der Probe

- Zugabe von 1 ml Methanol\Wasser (5/95, viv)
Ldsen der Probe
- Filtration in ein HPLC-Vial

Gerdle
5 ml Spritze mit Kandle

Gerate
Uberkopfschiittler; Zentrifuge; 50 ml Gefal;
Pipette

L osungsmittef
MeOH (0,05 M H.S50.)

Gerdte
SPE - Vakuumkammer, Verdampfungsstation

Verhrauchsmatenalien
HF Bond Elut LRC-SCX, 500 mg

Lasungsmittel
Methanol: 0,05 M Ho50,; 2.5 % NH5 in MeOH

Verbrauchsmatenalien
HPLC-Vials; 0,2 pm Membranfitter

Lasungsmittel

MethanolVVasser
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