Validierung LC-MS basierter Prufmethoden zur Bestimmung uner-
L U AOREIBEC g .

wunschter Stoffe in Milch und Milchprodukten

Im Sommer 2021 wurde die Validierung von drei Prufmethoden zur Bestimmung unerwunschter Stoffe in Milch und Milcherzeugnissen durch die DAKkS im Rahmen der Akkreditierung be-
gutachtet. Nach erfolgreichem Abschluss dieser Begutachtung stehen der MLUA nun die drei hier aufgefuhrten akkreditierten Prufmethoden zur Verfugung.

Zum einen konnen Melamin und dessen Abbauprodukt Cyanursaure, sowie Perchlorat als unerwunschte Kontaminanten, Chlorat als Pestizidruckstand oder Kontaminant und zum anderen
Chloramphenicol und Thiamphenicol als Tierarzneimittelrlckstande sensitiv quantifiziert werden.

Melamin und Cyanursaure Tabelle 1: Ubersicht Validierung Melamin / Cyanursiure
Melamin und Cyanursaure werden mit Acetonitril und heillem Wasser Leis- Parameter Kriterium Ergebnis Validierung Bewertung
mittels Zentrifugation aus der Probe extrahiert. Storendes Fett wird tungs-
durch Ausfrieren entfernt. para-
Beide Analyten werden chromatografisch Uber einen Gradienten aus meter : : _ _ _
Ammoniumacetatlosung (10 mmol/l) und Acetonitril getrennt. - Re.tenthrlms"- + 0,1 min. Dmelamin = 1,42 min I Smetamin = 0,03 min erfallt
_ _ _ ) _ :© zeitstabilitat Dcyanurs. = 1,67 min / Scyanurs. = 0,06 min
Die Detektion erfolgt massenspektrometrisch Uber die Methode =N
,MRM*, wobei die Precursor- und zugehorige Produkt-lonen tber die L § : : _
Software ,MassHunter” ermittelt wurden. Hierbei wurden die Produkt- 2 8 Signal- ) SINz3 Exmpla_rlsch kl. St.: erfullt
lonen mit hdherer Signalintensitat als Quantifier und die mit niedrigerer ‘® § Rauschverhalt- Melam|n5.71
: : . o . = £ nis (S/N) Cyanursaure: 24
Signalintensitat als Qualifier ausgewahlt. 2 2
FUr beide Analyten wird jeweils ein isotopenmarkierter interner Stan- % Spezifitat Signal BW = 30 % | Melamin 10,6 % erflllt
dard (**C) zur Kompensation von Matrix-Effekten eingesetzt. 2 of LOQ Cyanursaure 2,4 %
Die Bestimmungsgrenze (LOQ) wurde Uber die Methode des kleinsten Matrix | LOQ (Limit of < MRL 0,1 mg/kg 2 1/10 MRL erfullt
Standards ermittelt und betragt fur beide Analyten jeweils 0,1 mg/kg. Quantification) (Héchstmenge) (Melamin und Cyanursaure)
Die Wiederholprazision wurde fur beide Analyten bei niedrigen Gehal-
ten (< 1 mg/kg) mit r = 0,1 mg/kg und bei Gehalten Uber 1 mg/kg mit ST S B = S | S| S S Ts e T ha i1 45 12 15 13 55 114 15 15 1be e 1bs 17 175 s tbs 19 1s ¥ 20n 21 2%s 22 2¥m 2 2be 2s Recovery (Wdf.) |70 =120 % Referenzmaterial: erfullt
r=10 % vom Mittelwert bestimmt. Abbildung 1: Beispiel Peaks Standardreihe Melamin (links) / Cyanursiure (rechts) (0,001 mg/l bis 0,500 mg/l) (TIC) Melamin (30 — 140 % fur 3 verschiedene FAPAS:
Eine Ubersicht Giber wichtige ValidierungskenngréRRen ist in Tabelle 1 : —— . Routinev.) Ower =93 % [ Sate = 11 %
aufgefiht, | as-kontrolikarte || Melamin, zertifizierter Gehalt (1,118 +/- 0,352) me/ke || Referenzmaterial || FaPASs 3096 | Zusatz Referenzstandard zur Matrix:
. . . . . L Eresbnisin me/lke Bwar = 100 % / saie = 11 %
Die Ergebnisse der bisher durchgefuhrten Ringversuche sind in Tabel- 1800 1,000
le 2 aufgefuhrt. Die erzielten z-Scores mit einem Betrag < 2 zeigen die :Z - 0.800 = Recovery (Wdf.) |70 — 120 % Referenzmaterial: orfullt
Vergleichbarkeit der Methode mit anderen Ringversuchsteilnehmern. 1:500 . _—5 Cyanursaure (30 — 140 % fiir 3 verschiedene FAPAS:
Insgesamt wurde die Methode erfolgreich validiert, so dass Gehalte an 1,400 | o700 % Routine) Bwar = 107 % [ Saie = 19 %
Melamin und Cyanuraure mit ausreichender Empfindlichkeit, Reprodu- 1.300 v Zusatz Matrix (Milch/Kase):
zierbarkeit und Richtigkeit quantifiziert werden kénnen. 1.200 A — = [ Bwar = 107 % / Saie =7 %
1,100 # X — ——— 5_~\*/ 0,500
1,000 t”"’/ \ // | 0.400 Zertifiziertes Re- | Gemal Zertifikat, | eingehalten, erflllt
Tabelle 2: Ubersicht Ergebnisse Ringversuche o800 . ferenzmaterial Ringversuchsma- | siehe Beispiel in Abbildung 2
Jahr |Melamin Gehalt |z-score | Soll [mg/] Wdf. zu Soll - terial £ |z| = 2
[mg/kg] kgl [%] 0.600 : : : : : : _
0500 - 0.100 Wiederholbarkeit (r) Ziel: Bei Gehalt jeweils <1 mg/kg: erfullt
2019 |FAPAS 3096 1,15 0,2 1,118 102,9 0500 | . | | | , | , | , | , | | 6,000 relativ etwa 20 % | r= 0,1 mg/kg
2020 |FAPAS 30106 1,218 | -04 1,31 93,0 3 S S E = = S E = S 5 2 S = - : Bei Gehalt jeweils > 1 mg/kg:
Cyanursiure e e —c—— p— TR R R R =10 % vom MW
2020 |FAPAS 30106] 1,158 0.6 1,05 110.3 Abbildung 2: QS-Kontrollkarte Melamin (FAPAS, Referenzmaterial)

Chlorat und Perchlorat

R s Tabelle 3: Ubersicht Validierung Chlorat / Perchlorat
Chlorat und Perchlorat werden mit Methanol, der 1 % Ameisensaure 2 e e Leis- Parameter Kriterium Ergebnis Validierung Bewertung
enthalt, extrahiert. Nach Ausfrieren und Zentrifugation des Fettes wird tungs-
der Extrakt durch einen PTFE-Filter filtriert. Der so gewonnene Extrakt . para-
wird Uber die LC-MS untersucht. o meter
Chromatografisch werden die beiden Analyten Uber eine Graphit-Saule o Retentions- + 0,1 min. Dchiorat = 5,85 min nicht erfullt,
mittels eines Gradienten aus Wasser mit 1 % Essigséaure, 5 % Metha- zeitstabilitat Schiorat = 0,91 min aber o.K.
nol und Methanol mit 1% Essigséure getrennt. ] Bperchiorat = 12,74 min
. . . . DEE 11':':5'5 SPerchk)rat = 0,61 min
Masse“nspekt.ro'metrlsch erfolgt die AUSV\./.e.rtung uber die Metﬁode | =5 os2] - Signal- S/INS 3 Exmplarisch kI, Std (0,001 pg/mi) orfillt
,MRM" wobei die Precursor- und zugehorige Produkt-lonen Uber die et :g Rauschverhaltnis Chlorat: 15
Softwarg ,,Mass"Hunter“ grmit’felt wu.rc.j.en. Hierbei.v.vurden die Prlodukt- o 'q:J_ % (SIN) Perchlorat: 7
lonen mit der hoheren Signalintensitat als Quantifier und die mit der » % | Sensitivitat/ Line- | Abweichung der | Accuracy: erfullt
niedrigeren Signalintensitat als Qualifier ausgewanhlt 47 = = aritat riickgerechneten | Chlorat:
Der isotopenmarkierte Perchlorat-Standard ('°0,) wird als interner "o =] /\ s £ Konzentration zur | 118 % (kl. Std.) / 99 %(hochster Std.)
Standard zur Kompensation von Matrix-Effekten eingesetzt. cesl A e 1_'__'__'_ij______\—xx_ — *é o’ theoret. Konz.: Perchlorat:
=5 55 57 5= 59 =3 =1 5z (=] =4 55 (=2 (=3 (=% 59 ra i | TE TE 125 1225 1= 122 124 125 125 14 14 144 145 145 1= 152 154 155 15= < + o 0 0 s

Die Bestimmungsgrenze (LOQ) wurde Uber die Methode des kleinsten & _8(_) 3/0 <AA 103 % (k. Std.) 7100 Yo(hochster Std.)
Standards ermittelt und betragt firr beide Analyten jeweils 0,006 mg/kg. Abbildung 3: Beispiel Peaks Standardreihe Chlorat (links) / Perchlorat (rechts) (0,001 mg/l bis 0,200 mg/l) (TIC) (< 12; —% ccuracy
Dle. Kgllbrlerung erfolgt.mlt 7 externgn Standarfjs. Beispielhaft sind die T o | Spezifitat Signal BW < 30 % | Chiorat: 0,26 orfullt
Kalibriergeraden fur beide Analyten in den Abbildungen 4 und 5 darge- sample Information Window ¢ Koot | am?e nformation Window 45 nglentTachacloges of LOQ Serchlorat: 029
Ste”t. z: :;:h g;‘ln::f:ozr::r;zbﬁ\iﬁr:ﬂﬁcJekt_mED\zom_11_10 z::aoFi:am, :Iar:foﬂ%nl-:ilm_‘:l_l;r: R o
Die Wiederholprazision wurde fiir beide Analyten mit r = 20 % vom Mit- o s mometone Matrix | LOQ <MRL Perchlorat: erfullt
telwert bestimmt. T PRI C— o (Hochstmenge) | LOQ: 0,006 mg/kg < MRL 0,01 mg/kg
Eine Ubersicht Uber wichtige ValidierungskenngréRen ist in Tabelle 3 “525: Chlorat:
aufgefuhrt LN a5, LOQ: 0,006 mg/kg < MRL 0,1 mg/kg

' " T Recovery (Wdf.) |70 —120 % Referenzmaterial/ Vergleich erfullt
Bisher wurde an einem Ringversuch teilgenommen. Hierbei war nur - . el Perchlorat Bwar = 99 % / Saie = 11,7 %
Perchlorat mit einem Gehalt von 192 ug/kg dotiert, so dass fiir Chlorat oo - i
keine statistische Auswertung erfolgte. Fur Perchlorat wurde mit einem " L'e “ D Zusatz Matrix (Milch/Kase):
ermitteltem Gehalt von 205 pg/kg ein z-Score von 0,3 erzielt. Aus dem . f‘gﬁ Bwar = 111 % [ sq1e = 17 %
Ringversuchsbericht wurde fiir Chlorat aus den Ergebnissen des Ho- R S
mogenitats-Tests ein vergleichender Gehalt von 13 ug/kg ermittelt, der 5] N 02: o Zertifiziertes Re- | Gemal Zertifikat, | Derzeit noch keins im Einsatz, FAPAS | eingeschrankt
sehr gut durch eigene Untersuchungen (9 - 12 pg/kg) widergefunden o ' o) ferenzmaterial Ringversuchsma- | 05419 ab Juni 2021 flr Perchlorat, erfallt
wurde. . _?_;5: ‘. terial + |z| = 2, far Chlorat ,Orientierungswert”
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nsgesamt wurde die et' ode : olgreien va |d|.ert,'so dgss Gehalte an ! Wiederholbarkeit (r) Ziel: Beide Analyten: erfullt
Chlorat und Perchlorat mit ausreichender Empfindlichkeit, Reprodu- : o — on o :
: : e i . relativ etwa 20 % | r =20 % relativ

Zierbarkeit und Richtigkeit quantifiziert werden konnen. Abbildung 4: Kalibrierung Chlorat (R? = 0,9995) Abbildung 5: Kalibrierung Perchlorat (R? = 0,9995)

Food Chem. Report 02382

Chloramphenicol / Thiamphenicol T - ‘

Chloramphenicol (CAP) und Thiamphenicol (TAP) werden nach dem hier vorge- 2o r .
stellten Verfahren als freies CAP/TAP (CAP - Base), also als unverandertes und 20 | +28 pamo :
nicht metabolisiertes CAP/TAP, verstanden. ‘o
Durch Fallung der Milcheiweil3e mit Acetonitril (ACN) werden beide Analyten extra- § 20 1 o880 paka
hiert. Die Uberstehende Losung wird leicht mit Wasser verdunnt. -1o
Chromatografisch werden die beiden Analyten tber eine C-18-S4ule mittels eines = e
Gradienten aus Ammoniumacetatiésung (10 mmol/l) und Methanol getrennt. -
Massenspektrometrisch erfolgt die Auswertung (iber die Methode ,MRM* wobei die S v A byt clindbisfieo/ il S el
Precursor- und zugehaorige Produkt-lonen Uber die Software ,MassHunter ermittelt Figure 2: =-Scores for Chloramphenicol (NOT using enzyme deconjugation)
wurden. Hierbei wurden die Produkt-lonen mit der hoheren Signalintensitat als Food Chem. Report 02357 . |
Quantifier und die mit der niedrigeren Signalintensitat als Qualifier ausgewahlt. o i "
Der isotopenmarkierte Chloramphenicol-Standard (CAP-d5) wird als interner E - ' __
Standard zur Kompensation von Matrix-Effekten eingesetzt. Weiterhin wird eine e £ at
matrixbezogene Kalibrierung erstellt. Fir Milch erfolgt die Kalibrierung hierbei 5 0 /\ = e
durch Aufstockung einer CAP/TAP-feien Milch mit 7 Standards (Bsp. in Abbil- S =0 e e— O A=
dung 7). oo - 0800 Lo S - -
—2:0 b 0.448 pgig .-LEI':-:W;:.;.-;; -:-a.,.;",;:' T e = i e =] o fee o]
Die Bestimmungsgrenze (LOQ) wurde uber die Methode des kleinsten Standards 2o - -
ermittelt und betragt fur CAP in Milch: 0,2 pg/kg und fur TAP: 1 pug/kg. S0 nmnuss Aol N R R E e S AR S AR e EE S S e O EE SN - o
Die Wiederholprazision wurde fur beide Analyten mit r = 20 % vom Mittelwert be- Figure 1: z-Scores for Chictamphenicol (NOT using cnzyme deconjugation) e |
stimmt.
Bisher wurde fiir CAP an drei Ringversuchen und fiir TAP an einem Ringversuch o -
teiilgenommen. Die Ergebnisse sind in Tabelle 4 und in Abbildung 6. dargestelit. > |
Insgesamt wurde die Methode erfolgreich validiert, so dass Gehalte an CAP und o e .
TAP mit ausreichender Empfindlichkeit, Reproduzierbarkeit und Richtigkeit quantifi- 7 f*
ziert werden konnen. s 717 pene
Tabelle 4: Ubersicht Ergebnisse Ringversuche o
Jahr |CAP Gehalt |z-score Soll Wdf. zu Soll I \% NNNNNNNNNNNNNNNNNNNN . <
[nglkg] [hgkg] 1 V Laboratory Number c e
2017 |FAPAS 02331| 0,304 -1,7 0,477 63,7 Flgure 3:  =z-Scores for Thiamphenicol B e T s e S S s S S e N e e e RS T o sz O
2018 |FAPAS 02357| 0,66 -0,8 0,800 75,0 Abbildung 6: Auszug Ringversuche _ o ) o
2019 |FAPAS 02382| 0,60 -1,5 0,886 67,7 Oben: CAP aus FAPAS 02832 (Labor 26) Abbildung 7: Beispiele fir Kalibrierungen
TAP Mitte: CAP aus FAPAS 02357 (Labor 10) Oben: CAP (Ri = 0,9977)
: Unten: TAP (R“=0,9978)
2018 |EAPAS 02357 651 0.4 717 908 Unten: TAP aus FAPAS 02357 (Labor 10)
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