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Nationales Vorwort

Dieses Dokument (ENISO 9167:2019) wurde vom Technischen Komitee ISO/TC 34 ,Food products”
(Sekretariat: AFNOR, Frankreich) in Zusammenarbeit mit dem Technischen Komitee CEN/TC 307 ,Olsaaten,
tierische und pflanzliche Fette und Ole und deren Nebenprodukte — Probenahme- und Untersuchungs-
verfahren” erarbeitet, dessen Sekretariat von AFNOR (Frankreich) gehalten wird.

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

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

ISO 664 siehe DIN EN ISO 664

ISO 665 siehe DIN EN ISO 665

ISO 3696 siehe DINISO 3696

[SO 5725:1986 sieche DINISO 5725:1988-04
[SO 5725 (all parts)  siehe DINISO 5725 (alle Teile)
[SO 21294 siehe DIN EN ISO 21294
Anderungen

Gegeniiber DIN EN ISO 9167-1:2013-12 wurden folgende Anderungen vorgenommen:

a) Aufnahme von Rapsschrot in den Anwendungsbereich mit Hinzufiigung eines neuen Ringversuchs;

b) normative Verweisungen aktualisiert bzw. erganzt;

c) Aufnahme des Abschnittes 3 ,Begriffe”;

d) Aktualisierung des Abschnittes 5 “Reagenzien” (z. B. bei ,Interner Standard“ und ,Mobile Phasen®);

e) in Abschnitt 9.2 70%iges Methanol wegen der geringeren Toxizitat durch 50%iges Methanol ersetzt [6];
f)  in Abschnitt 9.2 wird anstelle von zwei nur eine Extraktion durchgefiihrt;

g) ausfiihrliche Aktualisierung des Abschnitts 9.6.2 ,Gerateeinstellung” (ehemals 8.6.1);

h) in Abschnitt 10.2 und Abschnitt E.5.1 den Begriff "relativer Proportionalititsfaktor" anstelle von
"Kalibrierfaktor" verwendet;

i) AnhangA (informativ) ,Ergebnisse von Ringversuchen — HPLC-Verfahren mit Gradientenelution“ neu
aufgenommen;

j) AnhangB (normativ) ,Uberpriifung des Titers der vorbereiteten internen Standardlésung“ neu
aufgenommen;

k) Anhang C (normativ) ,Herstellung und Priifung einer gereinigten Sulfatase-Losung und Uberpriifung des
Desulfatierungsschritts auf lonenaustauschsaulen“ neu aufgenommen;

Documents
2 Document Sharing Hub

Full document details: DIN EN ISO 9167:2019-09


http://www.avadocuments.com/doc/din-en-iso-9167-2019-09
http://www.avadocuments.com/doc/din-en-iso-9167-2019-09

DIN EN ISO 9167:2019-09

1) AnhangD (informativ) ,Qualifizierung der Leistungskriterien von HPLC-System und -Sdule“ neu
aufgenommen;

m) in Anhang E isokratischen Modus aufgenommen;
n) Norm redaktionell iiberarbeitet und an die derzeit giiltigen Gestaltungsregeln angepasst.
Frithere Ausgaben

DIN EN IS0 9167-1: 1995-09, 2013-12
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Nationaler Anhang NA
(informativ)

Literaturhinweise

DIN EN ISO 664, Olsamen — Verkleinerung der Laboratoriumsprobe auf die Untersuchungsprobe
DIN EN ISO 665, Olsamen — Bestimmung des Gehaltes an Feuchtigkeit und fliichtigen Bestandteilen
DIN EN ISO 21294, Olsamen — Manuelle oder automatische diskontinuierliche Probenahme

DIN ISO 3696, Wasser fiir analytische Zwecke — Anforderungen und Priifungen

DIN ISO 5725:1988-04, Prdzision von Messverfahren — Ermittlung der Wiederhol- und Vergleichprdzision von
festgelegten Messverfahren durch Ringversuche; Identisch mit ISO 5725, Ausgabe 1986

DIN ISO (alle Teile), Genauigkeit (Richtigkeit und Prdzision) von MefSverfahren und MefSergebnissen
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EUROPAISCHE NORM ENISO 9167
EUROPEAN STANDARD
NORME EUROPEENNE Juni 2019

ICS 67.200.20 Ersatz fiir EN ISO 9167-1:1995

Deutsche Fassung

Rapssamen und Rapsschrot —
Bestimmung des Glucosinolatgehaltes —

Verfahren mittels Hochleistungsfliissigchromatographie
(IS0 9167:2019)

Rapeseed and rapeseed meals — Graines et tourteaux de colza —
Determination of glucosinolates content — Dosage des glucosinolates —
Method using high-performance liquid chromatography Méthode par chromatographie liquide a haute performance
(IS0 9167:2019) (IS0 9167:2019)

Diese Europdische Norm wurde vom CEN am 4. Mai 2019 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 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 9167:2019) wurde vom Technischen Komitee 1SO/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 Veroffentlichung
eines identischen Textes oder durch Anerkennung bis Dezember 2019, und etwaige entgegenstehende
nationale Normen miissen bis Dezember 2019 zuriickgezogen werden.

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

Dieses Dokument ersetzt EN ISO 9167-1:1995.

Entsprechend der CEN-CENELEC-Geschéaftsordnung 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, Tirkei, Ungarn,
Vereinigtes Konigreich und Zypern.

Anerkennungsnotiz

Der Text von ISO 9167:2019 wurde von CEN als EN ISO 9167:2019 ohne irgendeine Abanderung genehmigt.
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Vorwort

ISO (die Internationale Organisation fiir Normung) ist eine weltweite Vereinigung nationaler
Normungsorganisationen (ISO-Mitgliedsorganisationen). Die Erstellung von Internationalen Normen wird
uiblicherweise 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 Themen 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 1SO/IEC-Direktiven, Teil 2 erarbeitet
(siehe www.iso.org/directives).

Es wird auf die Méglichkeit hingewiesen, dass einige Elemente dieses Dokuments Patentrechte beriihren
koénnen. 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 dient nur zur Unterrichtung der Anwender und
bedeutet keine Anerkennung.

Flr eine Erlauterung des freiwilligen Charakters von Normen, der Bedeutung ISO-spezifischer Begriffe und
Ausdriicke in Bezug auf Konformitdtsbewertungen sowie Informationen dartiber, wie ISO die Grundsatze 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 2,
Oleaginous seeds and fruits and oilseed meals erarbeitet.

Diese erste Ausgabe ersetzt 1SO 9167-1:1992, die technisch iliberarbeitet wurde. Sie enthilt auch die
Anderung IS0 9167-1:1992/Amd.1:2013. Die wesentlichen Anderungen sind folgende:

— Rapsschrot wurde in den Anwendungsbereich mit der Hinzufligung eines neuen Ringversuchs
aufgenommen;

— in 9.2 wurde 70%iges Methanol wegen der geringeren Toxizitat durch 50%iges Methanol ersetzt [6];
— in 9.2 wird nur eine Extraktion durchgefiihrt anstelle von zwei;

— in 10.2 und E.5.1 wurde die Benennung ,relativer Proportionalitdtsfaktor” anstelle von ,Kalibrierfaktor*
verwendet;

— der isokratische Modus wurde in Anhang E aufgenommen.
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 Glucosinolate in Rapssamen konnen durch chromatographische, enzymatische oder spektroskopische
Verfahren analysiert werden. Dieses Dokument beschreibt ein chromatographisches Verfahren mit zwei
Elutionsbedingungen (Gradienten- und isokratische Elution) zur qualitativen und quantitativen Analyse von
einzelnen Glucosinolaten in Rapssamen und Rapsschrot. Das Verfahren mit Gradientenelution wird als
Referenzverfahren angesehen, wahrend das Verfahren mit isokratischer Elution als vereinfachtes Verfahren
betrachtet wird und in Anhang E zur Information aufgefiihrt ist.

Dieses Dokument legt ein Verfahren unter Anwendung von Hochleistungsfliissigchromatographie (HPLC, en:
high-performance liquid chromatography) mit Gradientenelution als Referenzverfahren fest. Bei dem
isokratischen Modus unterscheiden sich die Wahl des internen Standards, die chromatographischen
Bedingungen und die Ergebnisse der Trennung vom Referenzverfahren. Diese Aspekte werden in Anhang E
behandelt.
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1 Anwendungsbereich

Dieses Dokument legt ein Verfahren zur Bestimmung der einzelnen Glucosinolate in Rapssamen und
Rapsschrot mittels Hochleistungsfliissigkeitschromatographie mit Gradientenelution fest.

Dieses Verfahren wurde an Rapssamen und Rapsschrot (Brassica rapa, Brassica napus und Brassica juncea)
geprift, ist jedoch auf andere Pflanzenmaterialien unter der Bedingung anwendbar, dass die vorkommenden
Glucosinolate zuvor identifiziert wurden und in diesem Dokument beschrieben sind. Die quantitative
Bestimmung des (der) betreffenden Glucosinolats (Glucosinolate) wird nicht durchgefiihrt.

ANMERKUNG Glucosinolate, die am Glucosemolekiil substituiert sind, werden mit diesem Verfahren nicht erfasst,
sind fiir handelsiibliche Rapssamen und Rapsschrot jedoch auch von untergeordneter Bedeutung.

Anhang A enthalt die Ergebnisse der Ringversuche flir das HPLC-Verfahren mit Gradientenelution. Anhang B
stellt dar, wie der Titer der hergestellten internen Standardldsung tiberpriift wird. Anhang C stellt dar, wie
die gereinigte Sulfatase-Losung hergestellt und gepriift wird und wie der Desulfatierungsschritt an der
Ionenaustauschersdule iberpriift wird. Anhang D stellt die Qualifikation der HPLC- und Sdulenleistungs-
kriterien dar.

Die Analyse des Glucosinolatgehalts in Rapssamen kann auch unter Anwendung eines isokratischen

Elutionsmodus erfolgen. Das erfordert einige Modifikationen des Verfahrens (interner Standard, HPLC-Saule
und HPLC-Pufferlésungen), wie in Anhang E beschrieben.

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 664, Oilseeds — Reduction of laboratory sample to test sample

ISO 665, Oilseeds — Determination of moisture and volatile matter content

ISO 771, Oilseed residues — Determination of moisture and volatile matter content

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

ISO 5502, Oilseed residues — Preparation of test samples

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:

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

— IEC Electropedia: verfligbar unter http://www.electropedia.org/
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4 Kurzbeschreibung

Extraktion der Glucosinolate mit einem Wasser-Ethanol-Gemisch, danach Reinigung sowie enzymatische
Desulfatierung mit lonenaustauschersidulen. Bestimmung mittels Umkehrphasen-Fliissigkeitschromato-
graphie und Gradientenelution (Referenzverfahren) oder isokratischer Elution (Schnellverfahren) mit
anschliefdender Detektion mittels UV-Absorptionsmessung.

5 Reagenzien

Soweit nicht anders festgelegt, sind Reagenzien mit anerkanntem Reinheitsgrad ,zur Analyse“ zu verwenden
sowie Wasser, das der Qualitat 2 nach ISO 3696 entspricht.

5.1 Ethanol, Volumenanteil = 50 %.

5.2 Natriumacetat, c¢=0,02mol/l bei pH4,0, hergestellt durch Mischen von Natriumacetat,
¢ = 0,02 mol/l und Essigsaure, ¢ = 0,02 mol/l, um eine Lésung mit pH = 4,0 zu erhalten.

5.3 Sulfatase, Helix pomatia, Typ H1, gereinigt und verdiinnt wie in Anhang C beschrieben.
5.4 Imidazolformiat, c = 6 mol/l.

204 g Imidazol werden in einem 500-ml-Becherglas in 113 ml Ameisensdure geldst. Das Gemisch wird in
einen 500-ml-Messzylinder iiberfiihrt und mit Wasser auf 500 ml aufgefiillt.

5.5 Interner Standard.

Es wird entweder Sinigrin (Kalium-Allylglucosinolat-Monohydrat, M =415,5 g/mol) (5.6) oder Gluco-
tropaeolin (Kalium-Benzylglucosinolat, M = 447,5 g/mol oder Tetramethylammonium-Benzylglucosinolat,
M = 482,6 g/mol) (5.7) verwendet. Das Glucotropaeolin darf in hydratisierter Form verwendet werden;
dann miissen die Molmasse und die Reinheit bekannt sein und bei der Herstellung der Losung berticksichtigt
werden.

Die Wahl des internen Standards wird durch seine perfekte chromatographische Trennung von anderen
Glucosinolaten der Probe abhédngig gemacht. Das naturgemafie Nichtvorhandensein des internen Standards
oder von Glucosinolaten, die nicht von letzterem getrennt sind, in der Probe kann mit einem Blindversuch
(siehe 9.3) uiberpriift werden.

Bei der Gradientenelution an einer Octyl- oder Octadecyl-Phase als stationdre Phase kann Sinigrin oder
Glucotropaeolin verwendet werden. Es ist jedoch manchmal schwierig, Glucotropaeolin von anderen
natiirlich vorkommenden Glucosinolaten von geringerer Bedeutung (Minor-Glucosinolaten) zu trennen.

Bei der isokratischen Elution an einer Cyanopropyl-Phase als stationdre Phase (siehe AnhangE) kann
Sinigrin nicht fiir die Analyse von Rapssamen verwendet werden, weil es nicht von den anderen
Glucosinolaten getrennt wird. Stattdessen muss Glucotropaeolin verwendet werden.

In den haufigsten Féllen (d. h. wenn Rapssamen einen angenommenen Glucosinolatgehalt zwischen jeweils
einschliefdlich 10 pymol/g und 50 pmol/g haben) wird der interne Standard in Form einer Ldsung von
20 mmol/l verwendet. Fiir Rapssamen mit einem angenommenen Glucosinolatgehalt von weniger als
10 pmol/g oder mehr als 50 umol/g sind die je Probe verwendeten Konzentrationen der internen
Standardlésungen in Tabelle 1 angegeben.

Der Titer der hergestellten internen Standardlésung wird wie in Anhang B beschrieben {iberpriift.
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