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Nationales Vorwort

Dieses Dokument (EN ISO 18363-4:2021) wurde vom Technischen Komitee ISO/TC 34 ,Food products” in
Zusammenarbeit mit dem Technischen Komitee CEN/TC 307 ,Olsaaten, tierische und pflanzliche Fette und

Ole und deren Nebenprodukt — Probenahme- und Untersuchungsverfahren“ erarbeitet, dessen Sekretariat
von AFNOR (Frankreich) gehalten wird.

Das zustidndige nationale Normungsgremium ist der Arbeitsausschuss NA 057-05-05AA
»Gemeinschaftsausschuss von DIN und DGF fiir die Analytik von Fetten, Olen, Fettprodukten, verwandten
Stoffen und Rohstoffen (GA Fett)” im DIN-Normenausschuss Lebensmittel und landwirtschaftliche Produkte
(NAL).

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

ISO 3696 siehe DIN ISO 3696
ISO 5555 siehe DIN EN ISO 5555
[SO 18363 (all parts) siehe DIN EN ISO 18363 (alle Teile)

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

Nationaler Anhang NA
(informativ)

Literaturhinweise

DIN EN ISO 5555, Tierische und pflanzliche Fette und Ole — Probenahme

DIN EN ISO 18363 (alle Teile), Tierische und pflanzliche Fette und Ole — Bestimmung von
fettsduregebundenem Chlorpropandiol (MCPD) und Glycidol mittels GC/MS

DIN ISO 3696, Wasser fiir analytische Zwecke; Anforderungen und Priifungen
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ICS 67.200.10

Deutsche Fassung

Tierische und pflanzliche Fette und Ole —
Bestimmung von fettsauregebundenem Chlorpropandiol
(MCPD) und Glycidol mittels GC/MS —

Teil 4: Verfahren mittels schneller alkalischer Umesterung
und Messung fiir 2-MCPD, 3-MCPD und Glycidol mittels
GC-MS/MS (ISO 18363-4:2021)

Animal and vegetable fats and oils — Corps gras d'origines animale et végétale —
Determination of fatty-acid-bound chloropropanediols Détermination des esters de chloropropanediols
(MCPDs) and glycidol by GC/MS — (MCPD) et d'acides gras et des esters de glycidol et
Part 4: Method using fast alkaline transesterification d'acides gras par CPG/SM —
and measurement for 2-MCPD, 3-MCPD and glycidol by Partie 4: Méthode par transestérification alcaline rapide
GC-MS/MS (ISO 18363-4:2021) et mesure pour le 2-MCPD, le 3-MCPD et le glycidol par

CPG-SM/SM (ISO 18363-4:2021)

Diese Europdische Norm wurde vom CEN am 26. Juli 2021 angenommen.

Die CEN-Mitglieder sind gehalten, die CEN/CENELEC-Geschéftsordnung zu erfiillen, in der die Bedingungen festgelegt sind, unter
denen dieser Europiischen 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, Franzosisch). 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, Ddnemark, 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 Konigreich und Zypern.

. — |

EUROPAISCHES KOMITEE FUR NORMUNG
EUROPEAN COMMITTEE FOR STANDARDIZATION
COMITE EUROPEEN DE NORMALISATION

CEN-CENELEC Management-Zentrum: Rue de la Science 23, B-1040 Briissel
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Europaisches Vorwort

Dieses Dokument (EN ISO 18363-4:2021) wurde vom Technischen Komitee ISO/TC 34 ,Food products” in
Zusammenarbeit mit dem Technischen Komitee CEN/TC 307 ,Olsaaten, tierische und pflanzliche Fette und

Ole und deren Nebenprodukte — Probenahme- und Untersuchungsverfahren“ erarbeitet, dessen Sekretariat
von AFNOR gehalten wird.

Diese Europdische Norm muss den Status einer nationalen Norm erhalten, entweder durch Veroéffentlichung
eines identischen Textes oder durch Anerkennung bis Februar 2022, und etwaige entgegenstehende
nationale Normen miissen bis Februar 2022 zuriickgezogen werden.

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

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

Entsprechend der CEN-CENELEC-Geschaftsordnung 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, Ruminien,
Schweden, Schweiz, Serbien, Slowakei, Slowenien, Spanien, Tschechische Republik, Ttrkei, Ungarn,
Vereinigtes Konigreich und Zypern.

Anerkennungsnotiz

Der Text von ISO 18363-4:2021 wurde von CEN als EN ISO 18363-4:2021 ohne irgendeine Abanderung
genehmigt.
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Vorwort

ISO (die Internationale Organisation fiir Normung) ist eine weltweite Vereinigung nationaler Normungs-
institute (ISO-Mitgliedsorganisationen). Die Erstellung von Internationalen Normen wird iiblicherweise von
Technischen Komitees von ISO durchgefiihrt. Jede Mitgliedsorganisation, die Interesse an einem Thema hat,
fiir welches ein Technisches Komitee gegriindet wurde, hat das Recht, in diesem Komitee vertreten zu sein.
Internationale staatliche und nichtstaatliche Organisationen, die in engem Kontakt mit ISO stehen, nehmen
ebenfalls an der Arbeit teil. ISO arbeitet bei allen elektrotechnischen Normungsthemen eng mit der
Internationalen Elektrotechnischen Kommission (IEC) zusammen.

Die Verfahren, die bei der Entwicklung dieses Dokuments angewendet wurden und die fiir die weitere Pflege
vorgesehen sind, werden in den ISO/IEC-Direktiven, Teil 1 beschrieben. Es sollten insbesondere die
unterschiedlichen Annahmekriterien fiir die verschiedenen ISO-Dokumentenarten beachtet werden. Dieses
Dokument wurde in Ubereinstimmung mit den Gestaltungsregeln der ISO/IEC-Direktiven, Teil 2 erarbeitet
(siehe www.iso.org/directives).

Es wird auf die Moglichkeit hingewiesen, dass einige Elemente dieses Dokuments Patentrechte beriihren
konnen. ISO ist nicht dafiir verantwortlich, einige oder alle diesbeziiglichen Patentrechte zu identifizieren.
Details zu allen wahrend der Entwicklung des Dokuments identifizierten Patentrechten finden sich in der
Einleitung und/oder in der ISO-Liste der erhaltenen Patenterklarungen (siehe www.iso.org/patents).

Jeder in diesem Dokument verwendete Handelsname wird als Information zum Nutzen der Anwender
angegeben und stellt keine Anerkennung dar.

Fiir eine Erlauterung des freiwilligen Charakters von Normen, der Bedeutung ISO-spezifischer Begriffe und
Ausdriicke in Bezug auf Konformitdtsbewertungen sowie Informationen dartiber, wie ISO die Grundséatze der
Welthandelsorganisation (WTO, en: World Trade Organization) hinsichtlich technischer Handelshemmnisse
(TBT, en: Technical Barriers to Trade) beriicksichtigt, siehe www.iso.org/iso/foreword.html.

Dieses Dokument wurde vom Technischen Komitee ISO/TC 34, Food products, Unterkomitee SC 11, Animal
and vegetable fats and oils, in Zusammenarbeit mit dem Europdischen Komitee fiir Normung (CEN),
Technisches Komitee CEN/TC307, Olsaaten, tierische und pflanzliche Fette und Ole und deren
Nebenprodukte — Probenahme- und Untersuchungsverfahren, in Ubereinstimmung mit der Vereinbarung zur
technischen Zusammenarbeit zwischen ISO und CEN (Wiener Vereinbarung) erarbeitet.

Eine Auflistung aller Teile der Normenreihe ISO 18363 ist auf der ISO-Internetseite abrufbar.
Riickmeldungen oder Fragen zu diesem Dokument sollten an das jeweilige nationale Normungsinstitut des

Anwenders  gerichtet werden. Eine vollstindige Auflistung dieser Institute ist unter
www.iso.org/members.html zu finden.
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Einleitung

Die Normenreihe ISO 18363 ist eine Familie Internationaler Normen, die zur Bestimmung von
estergebundenem MCPD und Glycidol verwendet werden kann. Diese Einleitung beschreibt die in den
verschiedenen Teilen festgelegten Verfahren, damit der Analytiker entscheiden kann, welche Verfahren fiir
die Anwendung geeignet sind. Die genaue Anwendung jedes Verfahrens ist im Anwendungsbereich des
einzelnen Verfahrens enthalten.

[SO 18363-1 ist ein Differenzverfahren, das der DGF-Einheitsmethode C-VI 18 (10) [9] gleichwertig und mit
der AOCS Official Method Cd 29c¢-13 [6] identisch ist. Kurz gefasst beruht es auf einer schnellen alkalisch
katalysierten Freisetzung von 3-MCPD und Glycidol aus den Ester-Derivaten. Glycidol wird anschlief3end in
induziertes 3-MCPD umgewandelt. Es besteht aus zwei Teilen. Der erste Teil (A) ermdglicht die Bestimmung
der Summe von estergebundenem 3-MCPD und estergebundenem Glycidol, wahrend der zweite Teil (B) nur
estergebundenes 3-MCPD bestimmt. Beide Priifungen basieren auf der Freisetzung der Ziel-Analyten
3-MCPD und Glycidol aus der estergebundenen Form durch eine alkalisch katalysierte Alkoholyse, die bei
Raumtemperatur erfolgt. In Teil A wird eine angesduerte Natriumchloridlésung verwendet, um die Reaktion
zu beenden und anschliefiend das Glycidol in induziertes 3-MCPD umzuwandeln. 3-MCPD und Glycidol
werden daher in Teil A ununterscheidbar. In Teil B wird die Beendigung der Reaktion durch das Hinzufiigen
einer angesduerten chloridfreien Salzlosung erreicht, die auch die Umwandlung von Glycidol in induziertes
MCPD verhindert. Folglich ermdglicht Teil B die Bestimmung des tatsdchlichen 3-MCPD-Gehalts.
Letztendlich ist der Glycidolgehalt der Probe proportional zur Differenz zwischen beiden Priifungen (A - B)
und kann berechnet werden, sobald das Umwandlungsverhaltnis von Glycidol zu 3-MCPD bestimmt worden
ist. ISO 18363-1 ist anwendbar fiir die schnelle Bestimmung von estergebundenem 3-MCPD und Glycidol in
raffinierten und nicht raffinierten pflanzlichen Olen und Fetten. ISO 18363-1 kann auch auf tierische Fette
und gebrauchte Frittierdle und -fette angewendet werden, jedoch muss vor der Analyse dieser Matrices eine
Validierungsstudie durchgefithrt werden. Alle freien Analyten in der Probe wiirden in die Ergebnisse
einbezogen werden, aber das Dokument ldsst keine Unterscheidung zwischen freien und gebundenen
Analyten zu. Zum Zeitpunkt der Veroffentlichung hat die Forschung jedoch keinen Nachweis eines Gehaltes
an freien Analyten in gleicher Héhe wie der Gehalt an veresterten Analyten in raffinierten pflanzlichen Olen
und Fetten erbracht. Grundsatzlich kann ISO 18363-1 auch so modifiziert werden, dass die Bestimmung von
2-MCPD durchfiihrbar ist, aber auch hier muss vor der Analyse dieses Analyten eine Validierungsstudie
durchgefiihrt werden.

[SO 18363-2 stellt die AOCS Official Method Cd 29b-13 [5] dar. Kurz gefasst, beruht sie auf einer langsamen
alkalischen Freisetzung von MCPD und Glycidol aus den Ester-Derivaten. Glycidol wird anschliefiend in
3-MBPD umgewandelt. ISO 18363-2 besteht aus zwei Probenvorbereitungen, die sich in der Verwendung
interner Standards unterscheiden. Beide Vorbereitungen werden fiir die Bestimmung von estergebundenem
2-MCPD und 3-MCPD verwendet. In Teil A wird ein vorldufiges Ergebnis fiir estergebundenes Glycidol
bestimmt. Da das in der Probe vorhandene 3-MCPD zu einem geringen Grad durch die Probenvorbereitung
in induziertes Glycidol umgewandelt wird, dient Teil B dazu, diese Menge des induzierten Glycidols
quantitativ zu bestimmen, die anschlieflend von dem vorldufigen Glycidolergebnis aus Teil A subtrahiert
wird. Durch die Verwendung von isotopenmarkierten freien MCPD-Isomeren in PriifungA und
isotopenmarkierten estergebundenem 2-MCPD und 3-MCPD in Teil B kann die Wirksamkeit der
Esterspaltung tiberwacht werden. Beide Priifungen, A und B, basieren auf der Freisetzung der Ziel-Analyten
2-MCPD, 3-MCPD und Glycidol aus der estergebundenen Form durch eine langsame alkalisch katalysierte
Alkoholyse bei Kalte. In beiden Probenvorbereitungen wird die Reaktion durch das Hinzufiigen einer
angesduerten konzentrierten Natriumbromidlésung beendet, um das instabile und fliichtige Glycidol in
3-MBPD umzuwandeln, das mit 3-MCPD vergleichbare Eigenschaften hinsichtlich seiner Stabilitdt und des
chromatographischen Verhaltens aufweist. Dariiber hinaus verhindert der erhebliche Uberschuss an
Bromidionen die unerwiinschte Bildung von 3-MCPD aus Glycidol im Fall von Proben, die natiirlich
auftretende Chloridmengen enthalten. [SO 18363-2 ist anwendbar fiir die Bestimmung von
estergebundenem 3-MCPD, 2-MCPD und Glycidol in raffinierten und nicht raffinierten pflanzlichen Olen und

Documents
Document Sharinq;Hub

Full document details: DIN EN ISO 18363-4:2021-11


http://www.avadocuments.com/doc/din-en-iso-18363-4-2021-11
http://www.avadocuments.com/doc/din-en-iso-18363-4-2021-11

DIN EN ISO 18363-4:2021-11
EN ISO 18363-4:2021 (D)

Fetten. Sie wird auch auf tierische Fette und gebrauchte Frittierdle und -fette angewendet, jedoch muss vor
der Analyse dieser Matrices eine Validierungsstudie durchgefiihrt werden. Alle freien Analyten in der Probe
werden in die Ergebnisse einbezogen, aber das Dokument lasst keine Unterscheidung zwischen freien und
gebundenen Analyten zu. Zum Zeitpunkt der Veroffentlichung dieses Dokuments hat die Forschung jedoch
keinen Nachweis eines Gehaltes an freien Analyten in gleicher Héhe wie der Gehalt an veresterten Analyten
in pflanzlichen Olen und Fetten erbracht.

[SO 18363-3 stellt die AOCS Official Method Cd 29a-13 [4]dar. Kurz gefasst, beruht sie auf der Umwandlung
von Glycidylestern in 3-MBPD-Ester und einer langsamen sauer katalysierten Freisetzung von MCPD und
MBPD aus den Ester-Derivaten. ISO 18363-3 beruht auf einer einzelnen Probenvorbereitung, in der
Glycidylester in MBPD-Monoester umgewandelt werden; anschliefdend werden die freien Analyten 2-MCPD,
3-MCPD und 3-MBPD durch eine langsame sdurekatalysierte Alkoholyse freigesetzt. Das 3-MBPD steht fiir
den tatsdchlichen Gehalt an gebundenem Glycidol. ISO 18363-3 ist fiir die Bestimmung von
estergebundenem 2-MCPD, 3-MCPD und Glycidol in raffinierten und nicht raffinierten pflanzlichen Olen und
Fetten anwendbar. Sie gilt auch fiir tierische Fette und gebrauchte Frittierdle und -fette, jedoch muss vor der
Analyse dieser Matrices eine Validierungsstudie durchgefiihrt werden. Das Verfahren eignet sich fiir die
Analyse von gebundenen (veresterten) Analyten, aber bei Bedarf kann ISO 18363-3 auch ohne die
urspriingliche Umwandlung von Glycidylestern angewendet werden. Bei einer derartigen Anordnung sind
sowohl freie als auch gebundene 2-MCPD- und 3-MCPD-Formen in den Ergebnissen enthalten und die Menge
an freien Analyten kann als Differenz zwischen zwei Bestimmungen berechnet werden, die in beiden
Anordnungen vorgenommen wurden. Zum Zeitpunkt der Veroffentlichung hat die Forschung jedoch keinen
Nachweis eines Gehaltes an freien Analyten in gleicher Hohe wie der Gehalt an veresterten Analyten in
pflanzlichen Olen und Fetten erbracht.

Dieses Dokument legt ein schnelles Verfahren auf der Grundlage einer schnellen alkalischen Spaltung von
MCPD und Glycidylestern fest. Das freigesetzte Glycidol wird anschliefiend in 3-MBPD umgewandelt. Der
pH-Wert der schnellen alkalischen Spaltung fithrt im Allgemeinen dazu, dass sich das freigesetzte MCPD
wihrend der Spaltung der Ester teilweise in Glycidol umwandelt, was zu einer Uberschitzung des
Glycidylestergehalts der Probe fiihrt. Durch Hinzufiigen von zwei unterschiedlichen internen Standards von
isotopenmarkiertem estergebundenem 3-MCPD und Glycidol ist es mdglich, die Menge an markiertem
Glycidol quantitativ zu bestimmen, die sich aus dem Abbau des freigesetzten internen Standards ergibt.
Diese Information kann verwendet werden, um eine Uberschitzung des Glycidylester-induzierten Glycidols
durch 3-MCPD-induziertes Glycidol zu korrigieren. Die gleichen beiden internen Standards werden fir die
quantitative Bestimmung des gebundenen MCPD und Glycidols verwendet, wobei eine einzige
Probenvorbereitung erforderlich ist, um die gebundenen 2-MCPD-, 3-MCPD- und Glycidolester quantitativ zu
bestimmen. Analog zu ISO 18636-1, ISO 18636-2 und ISO 18363-3 werden die freigesetzten MCPD und
3-MBPD vor der GC-MS/MS-Analyse mit Phenylboronsdure derivatisiert. Im Gegensatz zu den anderen
Teilen der Normenreihe ISO 18363 erfordert dieses Dokument eine Gerdteausstattung fiir GC-MS/MS, um
jedes der (isotopenmarkierten) MBPD eindeutig nachzuweisen, die flir die korrekte quantitative
Bestimmung des Glycidylester-induzierten Glycidols erforderlich sind. Dieses Dokument ist anwendbar fiir
die Bestimmung von estergebundenem 3-MCPD, 2-MCPD und Glycidol in raffinierten und nicht raffinierten
pflanzlichen Olen und Fetten. Es wird auch auf tierische Fette und gebrauchte Frittierdle und -fette
angewendet, jedoch muss vor der Analyse dieser Matrices eine Validierungsstudie durchgefiihrt werden. Alle
freien Analyten in der Probe werden in die Ergebnisse einbezogen, aber das Dokument ldsst keine
Unterscheidung zwischen freien und gebundenen Analyten zu. Zum Zeitpunkt der Verdffentlichung dieses
Dokuments hat die Forschung jedoch keinen Nachweis eines Gehaltes an freien Analyten in gleicher Hohe
wie der Gehalt an veresterten Analyten in pflanzlichen Olen und Fetten erbracht.
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1 Anwendungsbereich

Dieses Dokument legt ein schnelles Verfahren fiir die gleichzeitige Bestimmung von 2-MCPD-Estern
(gebundenes 2-MCPD), 3-MCPD-Estern (gebundenes 3-MCPD) und Glycidylestern (gebundenes Glycidol) in
einer einzigen Priifung auf der Grundlage einer alkalisch katalysierten Esterspaltung und Derivatisierung der
abgespaltenen (freien) Analyten vor der GC-MS/MS-Analyse mit Phenylboronsdure (PBA) fest. Die
Uberschitzung des Glycidylesters wird durch Zugabe eines isotopenmarkierten, estergebundenen 3-MCPD
korrigiert, was die quantitative Bestimmung des durch 3-MCPD induzierten Glycidols wahrend des
Verfahrens ermoglicht.

Dieses Verfahren ist auf feste und fliissige Fette und Ole anwendbar. Dieses Dokument gilt auch fiir tierische
Fette und gebrauchte Frittierdle und -fette, jedoch wurden diese Matrices nicht in die Validierungsstudie
einbezogen. Fir alle drei Analyten betrdgt die Bestimmungsgrenze (LOQ, en: limit of quantification)
0,1 mg/kg und die Nachweisgrenze (LOD, en: limit of detection) 0,03 mg/kg.

Milch- und Milcherzeugnisse (oder Fett aus Milch und Milcherzeugnissen), Sauglings(anfangs)nahrung,
Emulgatoren, freie Fettsiuren sowie andere aus Fetten und Olen gewonnene Matrices sind vom
Anwendungsbereich dieses Dokuments ausgeschlossen.

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 (einschlieRlich aller Anderungen).

ISO 3696, Water for analytical laboratory use — Specification and test methods

3 Begriffe
Fiir die Anwendung dieses Dokuments gelten die folgenden Begriffe.

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

— IS0 Online Browsing Platform: verfiigbar unter https://www.iso.org/obp
— IEC Electropedia: verfligbar unter https://www.electropedia.org/

31

gebundenes 2-MCPD

Menge an 2-MCPD, die durch alkalisch katalysierte Umesterung nach dem Referenzverfahren von ihren
veresterten (gebundenen) Formen abgespalten wurde

Anmerkung 1 zum Begriff: Der Gehalt an 2-MCPD wird als Massenanteil in Milligramm je Kilogramm (mg/kg)
berechnet und im Bericht angegeben.

3.2

gebundenes 3-MCPD

Menge an 3-MCPD, die durch alkalisch katalysierte Umesterung nach dem Referenzverfahren von ihren
veresterten (gebundenen) Formen abgespalten wurde

Anmerkung 1 zum Begriff: Der Gehalt an 3-MCPD wird als Massenanteil in Milligramm je Kilogramm (mg/kg)
berechnet und im Bericht angegeben.
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3.3

gebundenes Glycidol

Menge an Glycidol, die durch alkalisch katalysierte Umesterung nach dem Referenzverfahren von ihren
veresterten (gebundenen) Formen abgespalten wurde

Anmerkung 1 zum Begriff: Der Gehalt an Glycidol wird als Massenanteil in Milligramm je Kilogramm (mg/kg)
berechnet und im Bericht angegeben.

4 Kurzbeschreibung

Die Ol- oder Fett-Probe wird in Toluen und tert-Butymethylether gelést und die internen Standards
(3-MCPD-13C;-Diester und pentadeuterierter Glycidylester) werden hinzugefiigt. Die Probe wird

anschliefSend auf 10 °C abgekiihlt, bevor die alkalische Umesterung durch die Zugabe einer Natrium-
methoxid-Loésung in Methanol eingeleitet wird. Nach einer Inkubation von 12 min bei 10 °C wird die Proben-
mischung mit einer sauren Losung von Natriumbromid angesauert, um das freigesetzte Glycidol in 3-MBPD
umzuwandeln. Die wahrend der Umesterung erzeugten Fettsduremethylester werden durch doppelte
Extraktion der organischen Schicht entfernt. Abschlief3end wird die gereinigte Probe - die die abgespaltenen
(freien) Analyten enthalt - vor der GC-MS/MS-Analyse mit Phenylboronsaure derivatisiert.

Die quantitative Bestimmung von estergebundenem 2-MCPD und 3-MCPD beruht auf dem Signalverhaltnis
von 2-MCPD/3-MCPD-13C4 bzw. 3-MCPD/3-MCPD-13C5. Die quantitative Bestimmung von estergebundenem

Glycidol beruht auf dem Signalverhéltnis von 3-MBPD/3-MBPD-d5. Die Menge an 3-MBPD-13C5, die sich
nach der Umesterungsreaktion gebildet hat, zeigt die Menge an freigesetztem 3-MCPD-13C5 an, die aufgrund

der Bedingungen der alkalischen Umesterung zu Glycidol abgebaut wurde. Da zwischen 3-MCPD und
3-MCPD-13C5 kein Unterschied in der Abbaugeschwindigkeit beobachtet wurde, wird es dann verwendet,

um die durch diesen Abbau von 3-MCPD verursachte Uberschitzung des Glycidylester-induzierten
Glycidolsgehalts zu korrigieren. Unter den angewendeten Bedingungen werden die 2-MCPD als stabil
angesehen und triagt daher nicht wesentlich zur méglichen Uberschitzung von Glycidol bei [7] [8].

Dieses Verfahren ermdglicht die gleichzeitige quantitative Bestimmung aller drei Analyten in einer einzigen
Priifung.

5 Reagenzien

5.1 Allgemeines

WARNUNG — Es wird auf die Vorschriften hingewiesen, in denen die Handhabung von gefihrlichen
Stoffen festgelegt ist. Technische, organisatorische und personliche Sicherheitsvorkehrungen

miissen eingehalten werden.

Sofern nicht anders angegeben, miissen analytisch reine Reagenzien verwendet werden. Das Wasser muss
ISO 3696, Qualitat 3 entsprechen.

5.2 Standard- und Referenzverbindungen
5.2.1 1,2-Dipalmitoyl-3-chlorpropandiol (PP-3-MCPD), Reinheit > 95 %.

ANMERKUNG  1,2-Dipalmitoyl-3-chlorpropandiol kann durch 1,2-Dioleyl-3-chlorpropandiol oder andere
Fettsdurediester von 3-MCPD mit dhnlicher Kettenlinge (C16 bis C18 werden bevorzugt, da sie in der Mehrzahl der Ole
oder Fette am haufigsten vorkommen) ersetzt werden.
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