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Nationales Vorwort

Dieses Dokument (EN17853:2023) wurde vom Technischen Komitee CEN/TC327 ,Futtermittel -
Probenahme- und Untersuchungsverfahren“ erarbeitet, dessen Sekretariat von NEN (Niederlande) gehalten
wird.

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

Fiir die in diesem Dokument zitierten Dokumente wird im Folgenden auf die entsprechenden deutschen Doku-
mente hingewiesen:

[SO 5725-5 siehe DINISO 5725-5
ISO9167 siehe DINENISO 9167

Aktuelle Informationen zu diesem Dokument konnen {iber die Internetseiten von DIN (www.din.de) durch eine
Suche nach der Dokumentennummer aufgerufen werden.
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Diese Europdische Norm wurde vom CEN am 3. Mérz 2023 angenommen.

Die CEN-Mitglieder sind gehalten, die CEN/CENELEC-Geschéftsordnung zu erfiillen, in der die Bedingungen festgelegt sind, unter
denen dieser Europaischen Norm ohne jede Anderung der Status einer nationalen Norm zu geben ist. Auf dem letzten Stand
befindliche Listen dieser nationalen Normen mit ihren bibliographischen Angaben sind beim CEN-CENELEC-Management-
Zentrum oder bei jedem CEN-Mitglied auf Anfrage erhaltlich.

Diese Europdische Norm besteht in drei offiziellen Fassungen (Deutsch, Englisch, Franzdsisch). Eine Fassung in einer anderen
Sprache, die von einem CEN-Mitglied in eigener Verantwortung durch Ubersetzung in seine Landessprache gemacht und dem
Management-Zentrum mitgeteilt worden ist, hat den gleichen Status wie die offiziellen Fassungen.

CEN-Mitglieder sind die nationalen Normungsinstitute von Belgien, Bulgarien, Danemark, Deutschland, Estland, Finnland,
Frankreich, Griechenland, Irland, Island, Italien, Kroatien, Lettland, Litauen, Luxemburg, Malta, den Niederlanden, Norwegen,
Osterreich, Polen, Portugal, der Republik Nordmazedonien, Ruménien, Schweden, der Schweiz, Serbien, der Slowakei, Slowenien,
Spanien, der Tschechischen Republik, der Tiirkei, Ungarn, dem Vereinigten Kénigreich und Zypern.
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Europaisches Vorwort

Dieses Dokument (EN17853:2023) wurde vom Technischen Komitee CEN/TC327 ,Futtermittel -
Probenahme- und Untersuchungsverfahren erarbeitet, dessen Sekretariat von NEN gehalten wird.

Diese Europdische Norm muss den Status einer nationalen Norm erhalten, entweder durch Veroffentlichung
eines identischen Textes oder durch Anerkennung bis Oktober 2023, und etwaige entgegenstehende nationale
Normen miissen bis Oktober 2023 zuriickgezogen werden.

Es wird auf die Moglichkeit hingewiesen, dass einige Elemente dieses Dokuments Patentrechte beriihren kon-
nen. CEN ist nicht dafiir verantwortlich, einige oder alle diesbeziiglichen Patentrechte zu identifizieren.

Dieses Dokument wurde im Rahmen eines Normungsauftrages erarbeitet, den die Europadische Kommission
und die Europaische Freihandelsassoziation CEN erteilt haben.

Riickmeldungen oder Fragen zu diesem Dokument sollten an das jeweilige nationale Normungsinstitut des
Anwenders gerichtet werden. Eine vollstandige Liste dieser Institute ist auf den Internetseiten von CEN abruf-
bar.

Entsprechend der CEN CENELEC Geschiftsordnung sind die nationalen Normungsinstitute der folgenden
Lander gehalten, diese Europdische Norm zu tibernehmen: Belgien, Bulgarien, Danemark, Deutschland, die
Republik Nordmazedonien, Estland, Finnland, Frankreich, Griechenland, Irland, Island, Italien, Kroatien,
Lettland, Litauen, Luxemburg, Malta, Niederlande, Norwegen, Osterreich, Polen, Portugal, Ruménien, Schwe-
den, Schweiz, Serbien, Slowakei, Slowenien, Spanien, Tschechische Republik, Tiirkei, Ungarn, Vereinigtes
Konigreich und Zypern.
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Einleitung

Glucosinolate sind eine Gruppe von pflanzlichen Sekundarmetaboliten, die hauptsachlich in der Familie der
Kreuzbliitler (Senf und Kohl) vorkommen ([1],[2], [3]). Viele Gemiisesorten, wie Brokkoli, Rosenkohl, Kohl
und Blumenkohl, gehoren zu dieser Pflanzenfamilie. Gleichzeitig sind Arten der Gattungen Brassica, Camelina,
Crambe, Rhaphanus und Sinapis landwirtschaftliche Nutzpflanzen, die zur Herstellung von Pflanzenélen, wie
z.B. Rapsol, verwendet werden. Der Presskuchen wird als Einzelfuttermittel verwendet. Glucosinolate gelten
als unerwiinschte Stoffe in Futtermitteln [4]. Glucosinolate in Rapssamen und Rapserzeugnissen kénnen auch
nach enzymatischer Desulfatisierung durch Hochleistungsfliissigchromatographie (HPLC) in Verbindung mit
UV-Detektion gemessen werden. Dieses Verfahren ist in der Norm EN ISO 9167 [5] beschrieben.

WARNUNG — Diese Verfahrensvorschrift erhebt nicht den Anspruch, alle mit ihrer Anwendung verbun-
denen Sicherheitsprobleme anzusprechen. Es liegt in der Verantwortung des Anwenders dieser Ver-
fahrensvorschrift, geeignete Sicherheits- und Gesundheitsschutzmafnahmen festzulegen und sicher-
zustellen, dass behordliche und gesetzliche Anforderungen eingehalten werden.
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1 Anwendungsbereich

Dieses Dokument legt ein Verfahren zur Bestimmung der einzelnen intakten Glucosinolate in Futtermittel-
Ausgangserzeugnissen einschlieRlich Olsaaten und Olsaatenerzeugnissen sowie in Mischfuttermitteln durch
Hochleistungsfliissigchromatographie (HPLC) in Verbindung mit Tandem-Massenspektrometrie (MS/MS) fest.

Das in diesem Dokument festgelegte Verfahren wurde im Rahmen eines Ringversuchs mit den folgenden Matri-
ces erfolgreich validiert: Rapssamen, Leindottersamen, Brassica-oleracea-Samen, gemischte Olsaaten, Rapssa-
menflocken, Mischfuttermittel fiir Rinder, Schweine und Gefliigel.

Das Verfahren ist anwendbar fiir die quantitative Bestimmung von Epiprogroitrin, Glucoalyssin, Glu-
coarabin, Glucobrassicanapin, Glucobrassicin, Glucocamelinin, Glucoerucin, Glucoiberin, Gluconapin,
Gluconapoleiferin, Gluconasturtiin, Glucoraphanin, Glucoraphenin, Glucotropaeolin, Homoglucocamelinin,
4-Hydroxyglucobrassicin, 4-Methoxyglucobrassicin, Neoglucobrassicin, Progoitrin, Sinalbin und Sinigrin.

Die im Ringversuch gepriiften Konzentrationsbereiche fiir jedes einzelne Glucosinolat und fiir den Gesamtge-
halt an Glucosinolaten sind in Tabelle 1 zusammengefasst.

Tabelle 1 — Zusammenfassung der im Ringversuch gepriiften Glucosinolat-Konzentrationsbereiche

Glucosinolat Anzahl der Proben mit Gepriifter Konzentrationsbereich
annehmbaren mmol /kg
Ergebnissen .y —
Epiprogroitrin 7 0,01 0,93
Glucoalyssin 6 0,02 2,10
Glucoarabin 3 0,31 6,15
Glucobrassicanapin 5 0,01 0,38
Glucobrassicin 5 0,02 0,31
Glucocamelinin 3 0,82 16,1
Glucoerucin 3 1,07 15,6
Glucoiberin 3 1,51 18,5
Gluconapin 6 0,23 1,68
Gluconapoleiferin 5 0,01 0,33
Gluconasturtiin 7 0,01 11,0
Glucoraphanin 5 0,01 3,11
Glucoraphenin 1 15,6
Glucotropaeolin 2 0,03 18,3
Homoglucocamelinin 3 0,17 3,23
4-Hydroxyglucobrassicin 6 0,23 7,33
4-Methoxyglucobrassicin 1 0,16
Neoglucobrassicin 5 0,01 0,13
Progoitrin 6 0,62 14,8
Sinalbin 4 0,01 41,1
Sinigrin 3 0,25 23,7
Gesamtgehalt 8 1,48 117,3
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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, Wasser fiir analytische Zwecke — Anforderungen und Priifungen (1SO 3696)

3 Begriffe
In diesem Dokument werden keine Begriffe aufgefiihrt.

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

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

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

4 Kurzbeschreibung

Die Glucosinolate werden aus der homogenisierten Probe mit Methanol : Wasser (70:30) (V:V) extrahiert.
Nach dem Zentrifugieren werden die Extrakte verdiinnt, gefiltert und mit Fliissigchromatographie in Verbin-
dung mit Tandem-Massenspektrometrie (HPLC-MS/MS) gemessen. In Olsaaten und Olsaatenerzeugnissen
werden einzelne Glucosinolate durch Mehrpunktkalibrierung unter Verwendung von Standards in wassriger

Losung quantifiziert. In Mischfuttermitteln werden einzelne Glucosinolate durch Mehrpunktkalibrierung
unter Verwendung von Standards in einem Extrakt aus der Blindfuttermittelmatrix quantifiziert.

5 Reagenzien
5.1 Analysestandards

Die Analysestandards sollten eine nachgewiesene Reinheit von mindestens 90 %, vorzugsweise von 95 % oder
hoher, aufweisen.

ANMERKUNG In diesem Abschnitt werden Glucosinolatstandards aufgefiihrt, die derzeit von mindestens einem kom-
merziellen Anbieter erhaltlich sind (siehe Anhang D). Je nach beabsichtigter Anwendung kann eine Auswahl der aufge-
fithrten Glucosinolatstandards verwendet werden.

5.1.1 Epiprogroitrin (2-(S)-Hydroxy-3-butenylglucosinolat) oder sein Kaliumsalz (CAS 19237-18-4)

5.1.2  Glucoalyssin (5-(Methylsulfinyl)pentylglucosinolat) oder sein Kaliumsalz (CAS 499-37-6)

5.1.3 Glucoarabin (9-(Methylsulfinyl)nonylglucosinolat) oder sein Kaliumsalz (CAS 67920-64-3)

5.1.4 Glucobrassicanapin (4-Pentenylglucosinolat) oder sein Kaliumsalz (CAS 19041-10-2)

5.1.5 Glucobrassicin (3-Indolylmethylglucosinolat) oder sein Kaliumsalz (CAS 4356-52-9)

5.1.6  Glucocamelinin (10-(Methylsulfinyl)decylglucosinolat) oder sein Kaliumsalz (CAS 67884-10-0)
5.1.7 Glucoerucin (4-Methoxythiobutylglucosinolat) oder sein Kaliumsalz (CAS 21973-56-8)

5.1.8 Glucoiberin (3-Methylsulfinylpropylglucosinolat) oder sein Kaliumsalz (CAS 554-88-1)

5.1.9 Gluconapin (3-Butenylglucosinolat) oder sein Kaliumsalz (CAS 19041-09-9) D t
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5.1.10 Gluconapoleiferin (2-(S)-Hydroxy-4-pentenylglucosinolat) oder sein Kaliumsalz (CAS 19764-03-5)
Gluconapoleiferinistnurals 1: 1-Gemisch aus 2-S- und 2-R-Isomeren erhaltlich. Fiir 2S-Gluconapoleiferin wird
eine Reinheit von 50 % angenommen.

5.1.11 Gluconasturtiin (2-Phenylethylglucosinolat) oder sein Kaliumsalz (CAS 499-30-9)

5.1.12 Glucoraphanin (4-Methylsulfinylbutylglucosinolat) oder sein Kaliumsalz (CAS 21414-41-5)

5.1.13  Glucoraphenin (4-Methylsulfinylbutenylglucosinolat) oder sein Kaliumsalz (CAS 28463-24-3)
5.1.14 Glucotropaeolin (Benzylglucosinolat) oder sein Kaliumsalz (CAS 499-26-3)

5.1.15 Homoglucocamelinin (11-(Methylsulfinylundecylglucosinolat) oder sein  Kaliumsalz
(CAS186037-18-3)

5.1.16 4-Hydroxyglucobrassicin (4-Hydroxy-3-indolylmethylglucosinolat) oder sein Kaliumsalz
(CAS83327-20-2)

5.1.17 4-Methoxyglucobrassicin (4-Methoxy-3-indolylmethylglucosinolat) oder sein Kaliumsalz
(CAS83327-21-3)

5.1.18 Neoglucobrassicin (1-Methoxy-3-indolylmethylglucosinolat) oder sein Kaliumsalz
(CAS5187-84-8)

5.1.19 Progoitrin (2-(R)-Hydroxy-3-butenylglucosinolat) oder sein Kaliumsalz (CAS 585-95-5)

5.1.20 Sinalbin (4-Hydroxybenzylglucosinolat) oder sein Kaliumsalz (CAS 16411-05-5)

5.1.21 Sinigrin (2-Propenylglucosinolat), Monohydrat oder sein Kaliumsalz (CAS 3952-98-5)

5.2 Chemikalien

5.2.1 Methanol, LC-MS-Qualitit

5.2.2 Essigsaure, 98 % bis 100 %, HPLC-Qualitat

5.2.3 Wasser

Wasser mit LC-MS-Reinheitsgrad, doppelt destilliertes Wasser oder Wasser der Qualitdt 1 nach EN ISO 3696.
5.3 Standardléosungen

5.3.1 Allgemeines

Von jedem Standard (5.1.1 bis 5.1.21) werden zwischen 5 mg und 10 mg prézise eingewogen (6.1) und in ein
separates Braunglasflaschchen von 4 ml (6.8) gefiillt. Ein Volumen des Extraktionslésemittels (5.4.1) wird hin-
zugefiigt, um eine Losung mit einer Konzentration von 10 umol/ml herzustellen. Das Gewicht, die Reinheit und
das Aussehen des Standards werden berticksichtigt (sieche ANMERKUNGEN 1 bis 4). In Tabelle 2 sind Beispiel-

rechnungen fiir die Vorbereitung von 1 ml Stamml6sung angegeben.

ANMERKUNG1  Glucosinolatstandards sind in der Regel als Kaliumsalze erhaltlich. Einige Glucosinolatstandards ent-
halten zusatzlich ein Molekiil Wasser.
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ANMERKUNG 2  Die meisten Analysestandards fiir einzelne Glucosinolate werden in der Regel in Mengen von 5 mg und
10 mg gewonnen. Da es sich bei Glucosinolaten um stark hygroskopische Verbindungen handelt, wird der feste Standard
nur einmal verwendet.

ANMERKUNG 3  Jenachbeabsichtigter Anwendung kann eine Auswahl der nachfolgend aufgefiihrten Standardlésungen
verwendet werden.

ANMERKUNG4  Die Standard-Stammldsungen sind 24 Monate stabil, wenn sie bei <-18°C gelagert werden. Metha-
nol: Wasser (70:30) (V: V) ist das bevorzugte Losemittel, da es eine bessere Stabilitat der Glucosinolate bietet als Wasser.

Tabelle 2 — Vorbereitung der Standard-Stammlésungen

Glucosinolat Molekiilmasse Gewichtsstandard fiir 1 ml
Kaliumform Standardlésung von 10 pmol/ml
g/mol mg
Epiprogroitrin 427,48 4,274 8
Glucoalyssin 489,63 4,896 3
Glucoarabin 545,73 5,457 3
Glucobrassicanapin 425,51 4,2551
Glucobrassicin 486,26 4,862 6
Glucocamelinin 559,76 5,597 6
Glucoerucin 459,61 4,596 1
Glucoiberin 461,56 4,6156
Gluconapin 411,49 4,1149
Gluconapoleiferin 441,51 44151
Gluconasturtiin 461,16 46116
Glucoraphanin 475,66 4,756 6
Glucoraphenin 473,58 4,7358
Glucotropaeolin 447,52 4,475 2
Homoglucocamelinin 573,79 5,7379
4-Hydroxyglucobrassicin 502,56 50256
4-Methoxyglucobrassicin 516,59 51659
Neoglucobrassicin 516,59 5,1659
Progoitrin 427,49 42749
Sinalbin 463,52 4,6352
Sinigrin 397,47 39747

5.3.2 Epiprogroitrin (10 umol/ml)
5.3.3 Glucoalyssin (10 umol/ml)

5.3.4 Glucoarabin (10 umol/ml)

5.3.5 Glucobrassicanapin (10 pmol/ml)

5.3.6  Glucobrassicin (10 umol/ml)
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5.3.7 Glucocamelinin (10 umol/ml)

5.3.8 Glucoerucin (10 pmol/ml)

5.3.9 Glucoiberin (10 pumol/ml)

5.3.10 Gluconapin (10 pmol/ml)

5.3.11 Gluconapoleiferin (10 pmol/ml)

5.3.12 Gluconasturtiin (10 umol/ml)

5.3.13 Glucoraphanin (10 umol/ml)

5.3.14 Glucoraphenin (10 pmol/ml)

5.3.15 Glucotropaeolin (10 pmol/ml)

5.3.16 Homoglucocamelinin (10 umol/ml)
5.3.17 4-Hydroxyglucobrassicin (10 pmol/ml)
5.3.18 4-Methoxyglucobrassicin (10 umol/ml)
5.3.19 Neoglucobrassicin (10 pmol/ml)
5.3.20 Progoitrin (10 umol/ml)

5.3.21 Sinalbin (10 pumol/ml)

5.3.22  Sinigrin (10 pmol/ml)

5.3.23 Mischstandardlésung (100 nmol/ml)

In einen 10-ml-Messkolben (6.11) werden 100 pl jeder Stammldsung5.3.2 bis5.3.22 (10 umol/ml) pipet-
tiert (6.12) und mit Extraktionslosemittel (5.4.1) bis zur Markierung aufgefiillt.

ANMERKUNG1 Je nach beabsichtigter Anwendung kann eine Auswahl der Standardlésungen verwendet werden.

ANMERKUNG 2  Bei Lagerung<-18°C ist die Losung 1]ahr stabil. Das Extraktionslésemittel [Methanol:Wasser
(70:30) (V:V)] ist das bevorzugte Losemittel, da es eine bessere Stabilitat der Glucosinolate bietet als Wasser.

5.3.24 Mischstandardlésung (10 nmol/ml)

2ml der Mischstandardlésung 100 nmol/ml(5.3.23) werden in einen 20-ml-Messkolben (6.11) pipet-
tiert (6.12) und mit Extraktionslosemittel (5.4.1) bis zur Marke aufgefiillt.

ANMERKUNG  Bei Lagerung < -18 °Cist die Losung 1 Jahr stabil. Das Extraktionslosemittel [Methanol : Wasser (70 : 30)
(V:V)] ist das bevorzugte Losemittel, da es eine bessere Stabilitdt der Glucosinolate bietet als Wasser.

5.3.25 Mischstandardlésung (1 nmol/ml)

500 pl der Mischstandardlésung 100 nmol/ml (5.3.23) werden in einen 50-ml-Messkolben (6.11) pipet-
tiert (6.12) und mit Extraktionslosemittel (5.4.1) bis zur Marke aufgefiillt.

ANMERKUNG  BeiLagerung <-18°Cist die Losung 1 Jahr stabil. Das Extraktionslésemittel [Methanol : Wasser (70 : 30)
(V:V)] ist das bevorzugte Losemittel, da es eine bessere Stabilitdt der Glucosinolate bietet als Wasser.
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5.3.26 Kalibrierl6sungen in wissriger L6sung

Die Kalibrierlosungen werden nach Tabelle 3 hergestellt. Es wird direkt in HPLC-Flaschchen (siehe ANMER-
KUNG) pipettiert (6.12).

Tabelle 3 — Herstellung der Kalibrierstandards in wassriger Losung

Code | Konzentration | Mischstandard- Mischstandard- Mischstandard- Wasser
l6sung 16sung 16sung (5.2.3)
1 nmol/ml 10 nmol/ml 100 nmol/ml
(5.3.25) (5.3.24) (5.3.23)
nmol/ml ul ul ul ul
Kal1 0 0 0 1000
Kal 2 0,01 10 0 990
Kal 3 0,02 20 0 980
Kal 4 0,05 50 0 0 950
Kal 5 0,10 0 10 0 990
Kal 6 0,25 0 25 0 975
Kal 7 0,50 0 50 0 950
Kal 8 1,0 0 0 10 990
Kal9 2,5 0 25 975
Kal 10 5,0 0 50 950

Die Kalibrierstandards sollten an jedem neuen Analysentag erstellt werden. Es wird empfohlen, alle Kalibrier-
standards zu verwenden, jedoch mindestens die Kalibrierstandards Kal 1, 3 bis 8.

ANMERKUNG  Die erforderlichen Kalibrierpunkte sind von den in den Proben (siehe 7.3) erwarteten Konzentrationen,
dem verwendeten Verdiinnungsfaktor (siehe 7.3) und dem Dynamikbereich des Massenspektrometers (siehe Abschnitt 8)
abhingig.

5.4 Reagenzien
5.4.1 Extraktionslosemittel: Methanol: Wasser (70:30) (V:V)

700 ml Methanol (5.2.1) werden mit 300 ml Wasser (5.2.3) gemischt. Die Losung wird bei Raumtemperatur
aufbewahrt und kann einen Monat verwendet werden.

5.4.2 Mobile Phase A: 0,1%ige Essigsdure in Wasser

1 ml Essigsaure (5.2.2) wird in 1 000 ml Wasser (5.2.3) pipettiert (6.12). Die Losung wird bei Raumtemperatur
aufbewahrt und kann einen Monat verwendet werden.

ANMERKUNG  Die Essigsaurekonzentration kann in dem Bereich von 0,01 % bis 0,1 % eingestellt werden, um die Auf-
bewahrung der Analyten auf der analytischen Saule zu optimieren.

5.4.3 Mobile Phase B: Methanol (5.2.1)
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5.5 Qualitatskontrollmaterial
Ein geeignetes Material wird in jede Serie aufgenommen und fiir Qualitatszwecke verwendet. Dieses Material

kann ein Referenzmateriall bzw. ein Material mit bekannter natiirlicher Kontamination oder eine mit bekann-
ten Mengen der Glucosinolate angereicherte Blindprobe sein.

6 Gerate

Ubliche Laborausriistung und insbesondere folgende Gerite.

6.1 Analysenwaage mit einer Massenauflosung von 0,1 mg oder besser

6.2 Analysenwaage mit einer Massenauflosung von 1 mg oder besser

6.3 (Mikro-)Miihle

6.4 Zentrifugenrohrchen aus Polypropylen, 50 ml, mit Schraubverschluss
6.5 Wasserbad

Geeignet, eine Temperatur von 75 °C = 1 °C aufrechtzuerhalten.

6.6 Vortex-Mischer oder Minishaker

6.7 Vertikal- oder Horizontalschiittler, einstellbar

6.8 Flasche aus Braunglas von 4 ml mit Schraubverschluss

6.9 HPLC-Autosampler-Fldschchen, Glas oder Polypropylen, 1,5 ml

6.10 Zentrifuge, fiir die Verwendung mit 50-ml-Zentrifugenréhrchen (6.4) geeignet
6.11 Messkolben, kalibriert auf 10 ml, 20 ml, 50 ml

6.12 Kalibrierte mikrometrische Pipette(n)

6.13 HPLC-System, bestehend aus:

6.13.1 Autosampler, thermostatisiert

Geeignet, eine Temperatur von 10 °C + 1 °C aufrechtzuerhalten.

6.13.2 Binidres Pumpensystem

Geeignet, einen bindren Gradienten bei fiir die verwendete analytische S&ule geeigneten Flief3-
geschwindigkeiten mit ausreichender Genauigkeit zu etablieren.

6.13.3 Saulenofen, thermostatisiert
Geeignet, eine Temperatur von 50 °C + 1 °C aufrechtzuerhalten.

6.13.4 Analytische Saule

1 ERM®-BC366R Rapssamen, ERM®-BC190R Rapssamen und ERM®-BC367R Rapssamen sind Beispiele flir geeignete
handelsiibliche Produkte. Diese Angabe dient nur zur Unterrichtung der Anwender dieses Dokuments und stellt keine

Empfehlung des CEN fiir diese Produkte dar. DOC u ments
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Enthdlt C18-Umkehrphasen-Packungsmaterial, das zur Basislinientrennung der Analyten mit identischer
Molekiilmasse geeignet ist. Eine stationdre C18-Phase mit chemisch geladener Oberflache hat sich als gut
geeignet erwiesen.

6.13.5 Vorsaule, optional

Sie enthalt das gleiche Material fiir die stationdre Phase wie die analytische Saule und mit geeigneten Abmes-
sungen.

6.14 Tandem-Massenspektrometer
Geeignet, im negativen Modus ein Multiple/Selected Reaction Monitoring bei ausreichend groféem Dynamik-
bereich und ausreichender Abtastgeschwindigkeit durchzufiihren, und zur Trennung von Masseneinheiten

geeignet sowie mit einem rechnergestiitzten Datenverarbeitungssystem ausgestattet. Es darfjede lonenquelle
eingesetzt werden, die zu einer ausreichenden lonisierung fiihrt.

7 Durchfithrung
7.1 Probenvorbehandlung

Laborproben sollten, falls moglich, in Ubereinstimmung mit Europiischen Rechtsvorschriften [6] oder in jedem
anderen Fall nach EN ISO 6498 genommen und vorbereitet werden.

Die Proben werden in einer Miihle (6.3) auf <1 mm homogenisiert.

7.2 Priifmenge
7.2.1 Olsaaten und Olsaatenerzeugnisse

Die Menge der untersuchten homogenisierten Olsaaten- oder Olsaatenerzeugnisprobe (7.1) betrigt
1,00g+0,02g.

Die Menge der homogenisierten Olsaaten- oder Olsaatenerzeugnisprobe darf auf 0,50 g + 0,01 g reduziert wer-
den. In diesem Fall muss die Menge des Extraktionslosemittels entsprechend reduziert werden (7.3.1).

7.2.2 Mischfuttermittel

Die Menge der homogenisierten Mischfuttermittelprobe (7.1), die untersucht wird, betragt 1,00 g+ 0,02 g.
7.3 Extraktion

7.3.1 Olsaaten und Olsaatenerzeugnisse

Eine  Prifmenge von 1,00g+0,02g der homogenisierten Probe(7.2.1) wird in ein
50-ml-Zentrifugenrohrchen (6.4) eingewogen (6.2). 25 ml Extraktionslosemittel (5.4.1) werden zugegeben,
10 s geschiittelt (6.6) und das Rohrchen in ein Wasserbad bei 75 °C (6.5) gestellt (siehe ANMERKUNG 1). Die
Probe wird 15 min erhitzt und dann auf Raumtemperatur abgekiihlt. Das Réhrchen wird 60 min in einen
Schiittler gestellt, der mit mafdiger Geschwindigkeit rotiert (6.7).

Das Zentrifugieren des Rohrchens erfolgt 5 min bei 2 000 g und Raumtemperatur (6.10). 5 pl des Uberstandes
werden in ein HPLC-Flaschchen (6.9) iiberfiihrt, es werden 995 ul Wasser zugegeben, und das Flaschchen wird
geschlossen (sieche ANMERKUNG 2).

ANMERKUNG1 Ein Extraktionslosemittel, das 70 % (Volumenanteil) Methanol enthalt, bietet den besten Kompromiss
zwischen Analytenstabilitdt und Extraktionseffizienz. Ein Extraktionsldsemittel mit einem héheren organischen Anteil
(z. B. 80 % Methanol) erhoht die Stabilitdt der Analyten (langsamer Abbau durch Myrosinase), fithrt aber auch zu einer
geringeren Extraktionsleistung. Ein Extraktionslosemittel mit einem geringeren organischen Anteil (z. B. 60 % Methanol
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