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Anwendungswarnvermerk

Dieser Norm-Entwurf mit Erscheinungsdatum 2013-06-24 wird der Offentlichkeit zur Priifung und
Stellungnahme vorgelegt.

Weil die beabsichtigte Norm von der vorliegenden Fassung abweichen kann, ist die Anwendung dieses
Entwurfes besonders zu vereinbaren.

Stellungnahmen werden erbeten

— vorzugsweise online im Norm-Entwurfs-Portal des DIN unter www.entwuerfe.din.de bzw. fir Norm-
Entwirfe der DKE auch im Norm-Entwurfs-Portal der DKE unter www.entwuerfe.normenbibliothek.de,
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Gesamtumfang 26 Seiten

Normenausschuss Lebensmittel und landwirtschaftliche Produkte (NAL) im DIN

Docuinents

Document Sharing Hub

Full document details: E DIN EN 16618:2013-06


http://www.avadocuments.com/doc/e-din-en-16618-2013-06
http://www.avadocuments.com/doc/e-din-en-16618-2013-06

E DIN EN 16618:2013-06 — Entwurf —

Nationales Vorwort

Dieses Dokument (prEN 16618:2013) wurde vom Technischen Komitee CEN/TC 275 ,Lebensmittelanalytik —
Horizontale Verfahren® erarbeitet, dessen Sekretariat vom DIN (Deutschland) gehalten wird.

Das zustadndige nationale Normungsgremium ist der Arbeitsausschuss NA 057-01-14 AA ,Prozess-
kontaminanten® im Normenausschusses Lebensmittel und landwirtschaftliche Produkte (NAL) im DIN.
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Lebensmittelanalytik — Bestimmung von Acrylamid in Lebensmitteln mit
Flussigkeitschromatographie und Tandem-Massenspektrometrie (LC-ESI-
MS/MS)

Analyse des produits alimentaires — Détermination de la teneur en acrylamide dans les produits alimentaires, par
chromatographie en phase liquide couplée a la spectrométrie de masse en tandem (CL-ESI-SM/SM)

Food analysis — Determination of acrylamide in food by liquid chromatography tandem mass spectrometry (LC-
ESI-MS-MS)
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Vorwort

Dieses Dokument (prEN 16618:2013) wurde vom Technischen Komitee CEN/TC 275 ,Lebensmittelanalytik —
Horizontale Verfahren® erarbeitet, dessen Sekretariat vom DIN gehalten wird.

Dieses Dokument ist derzeit zur CEN-Umfrage vorgelegt.

Dieses Dokument wurde unter einem Mandat erarbeitet, das die Europaische Kommission und die
Europaische Freihandelszone dem CEN erteilt haben, und unterstitzt grundlegende Anforderungen der
EU-Richtlinien.

Die Anhange A und B sind informativ.

WARNUNG — Bei der Anwendung dieses Dokuments ist es moéglich, dass gefidhrliche Substanzen,
Arbeitsgange und Gerdte angewendet werden. Dieses Dokument erhebt nicht den Anspruch, dass alle
mit seiner Anwendung verbundenen Sicherheitsprobleme angesprochen werden. Es liegt in der
Verantwortung des Anwenders dieses Dokuments, geeignete Vorkehrungen fiir den Arbeits- und
Gesundheitsschutz zu treffen und vor der Anwendung die Anwendbarkeit einschrankender
Vorschriften zu bestimmen.
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1 Anwendungsbereich

Das vorliegende Dokument legt ein Verfahren zur Bestimmung von Acrylamid in Backwaren, wie z. B. Brot,
getoastetem (gerdstetem) Brot, Knackebrot, Butterkeksen und Keksen, sowie in Kartoffelprodukten, wie z. B.
Pommes frites, Kartoffelchips und Kartoffelpuffern, und Rdstkaffee durch Flissigkeitschromatographie in
Kombination mit Elektrospray-lonisation und Tandem-Massenspektrometrie (LC-ESI-MS/MS) fest. Dieses
Verfahren wurde in einem Ringversuch durch die Analyse sowohl natirlich kontaminierter als auch
aufgestockter Proben im Bereich von 14,3 ug/kg bis 9 083 ug/kg validiert. Es wurde von der Schwedischen
Behorde fir Lebensmittelsicherheit (Swedish National Food Administration) entwickelt und in einer Studie
validiert, die von der Generaldirektion Gemeinsame Forschungsstelle (Directorate General Joint Research
Centre, DG JRC), der Schwedischen Behorde fiir Lebensmittelsicherheit und dem Nordischen Ausschuss fiir
Lebensmittelanalyse (Nordic Committee on Food Analysis, NMKL) organisiert wurde, siehe [1] und [2].

Die Bestimmungsgrenze (LOQ) hangt von der Art des eingesetzten Gerates und dessen tatsachlichem
Leistungsvermdgen ab. Die Mehrheit der an der Validierungsstudie teilnehmenden Laboratorien war in der
Lage, Acrylamid in einer Butterkeksprobe bei einer Konzentration von 14,3 ug/kg zu bestimmen. Die
Validierung durch den Ringversuch zeigte, dass die Bestimmungsgrenze im Bereich von weniger als 15 ug/kg
bis 30 ug/kg erwartet werden kann.

2 Normative Verweisungen

Die folgenden Dokumente, die in diesem Dokument teilweise oder als Ganzes zitiert werden, sind fir die
Anwendung dieses Dokuments erforderlich. Bei datierten Verweisungen gilt nur die in Bezug genommene
Ausgabe. Bei undatierten Verweisungen gilt die letzte Ausgabe des in Bezug genommenen Dokuments
(einschlieBlich aller Anderungen).

EN ISO 3696:1995, Wasser fiir analytische Laborzwecke — Spezifikation und Priifverfahren (ISO 3696:1987)

EN ISO 1042:1999, Laborgeréte aus Glas — Messkolben (ISO 1042:1998)

3 Kurzbeschreibung

Acrylamid wird mit Wasser extrahiert und Isotopen-markiertes Acrylamid hinzugefiigt. Der Extrakt wird
zentrifugiert und der Uberstand wird mit zwei Festphasenextraktionssaulen (SPE-S&ulen) aufgereinigt. Die
erste SPE-Saule enthalt C18-Gruppen auf Kieselgelbasis und sowohl Anionen- als auch Kationen-
austauscher, und da Acrylamid von der S&ule nicht zurlickgehalten wird, 1&uft der Extrakt sofort durch und
wird gesammelt. Der Grund fur die Verwendung dieser Sdule besteht darin, so viele Matrixbestandteile
(unpolare Verbindungen ebenso wie Anionen und Kationen) wie maéglich zurlckzuhalten, ohne dabei
Acrylamid zurtickzuhalten, d. h. diese erste SPE-Saule wird als chemischer Filter eingesetzt.

Die zweite SPE-Saule enthalt eine Phase auf Polymerbasis mit einem verhaltnismaRig hohen Vermégen
Acrylamid zu binden. Der Extrakt wird auf die Saule aufgebracht, die Sdule wird mit Wasser gewaschen und
abschlieBend mit einem Gemisch aus 60 Volumenteilen Methanol und 40 Volumenteilen Wasser eluiert. Der
Zweck dieses Schrittes besteht, neben der weiteren Aufreinigung des Extrakts, in der Konzentrierung des
Extrakts, um geringe Bestimmungsgrenzen zu erreichen.

Nach dem Verdampfen des Methanols wird der Extrakt durch LC-MS/MS analysiert. Zu diesem Zweck wird
eine HPLC-Saule mit graphitiertem Kohlenstoff als stationare Phase verwendet, weil der Retentionsfaktor (k)
im Vergleich zu anderen handelsiblichen Saulen verhaltnismaig hoch ist (wenn zu der mobilen Phase kein
organisches Lésemittel hinzugeflgt wird, ist £ = 4).
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4 Chemikalien

Sofern nicht anders festgelegt, sind nur Chemikalien von anerkannter Analysenreinheit und Wasser der
Qualitdt 1 nach EN ISO 3696:1995 zu verwenden. Die Ldsemittel missen von fir die HPLC-Analyse
geeignetem Reinheitsgrad sein.

41 Acrylamid (CAS 79-06-1), Reinheit mindestens 99,9 %, Massenanteil.

Die chemische Struktur ist:

\)J\NH

Bild 1

2

WARNUNG — Acrylamid wurde von der Internationalen Agentur fiir Krebsforschung (International
Agency for Research on Cancer (IARC)) als méglicherweise krebserregend fiir Menschen eingestuft.
Es muss Schutzkleidung, wie z. B. Laborkittel, Handschuhe zu Einmalgebrauch und eine Sicherheits-
brille, getragen werden. Die gesamte Handhabung von Acrylamid und organischen Losemitteln muss
in einem Abzugsschrank mit angemessenem Luftstrom durchgefiihrt werden.
4.2 Mit Deuterium markiertes Acrylamid — Acrylamid-2,3,3-D; (CAS 122775-19-3).
Die chemische Struktur ist:

2H O

N NH,

2H

Bild 2

Alternativ darf 13C-markiertes Acrylamid (Acrylamid-13C5, CAS 287399-26-2) verwendet werden.

4.3 Methanol (CAS 67-56-1).

4.4 Eisessig (CAS 64-19-7).

4.5 n-Hexan (CAS 110-54-3).

Alternativ darf Cyclohexan (CAS 110-82-7) verwendet werden.

4.6 Eluent fir ENV+SPE-Saule.

60 Volumenteile Methanol (4.3) werden mit 40 Volumenteilen Wasser gemischt.
4.7 Mobile Phase fiur HPLC.

1 Volumenteil Eisessig (4.4) wird mit 1 000 Volumenteilen Wasser gemischt.
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4.8 Stamm-Standardlésungen von Acrylamid und Acrylamid-2,2,3-D;, Stoffmengenkonzentration
¢ =1000 pg/ml.

Etwa 100 g Acrylamid bzw. Acrylamid-2,2,3-D5 werden auf 0,05 mg in getrennte 100-ml-Messkolben einge-

wogen, in Wasser gelost und auf 100 ml aufgefillt. Die Losungen konnen bei 4 °C mindestens 3 Monate
aufbewahrt werden.

4.9 Losung des internen Standards, ¢ = 10 yg/ml.

1 000 pl der Stammldsung von Acrylamid-2,2,3-D5 (4.8) werden in einen 100-ml-Messkolben Gberflhrt und
der Kolben wird bis zur Marke mit Wasser aufgefullt.

4.10 Losung des internen Standards, ¢ = 1 000 ng/ml.

5 000 pl der intermediaren Lésung des internen Standards (4.9) werden in einen 50-ml-Messkolben Uberfuhrt
und der Kolben wird bis zur Marke mit Wasser aufgefiillt.

411 Acrylamid-Standardlésung, ¢ = 100 pg/ml.

5 000 pl der Stammldsung von Acrylamid (4.8) werden in einen 50-ml-Messkolben Uberfiihrt und der Kolben
wird bis zur Marke mit Wasser aufgeflillt.

412 Acrylamid-Standardlésung, ¢ = 10 yg/ml.

5000 pl der intermedidren Standardlosung (4.11) werden in einen 50-ml-Messkolben Uberflihrt und der
Kolben wird bis zur Marke mit Wasser aufgefiillt.

413 Acrylamid-Standardlésung, ¢ = 100 ng/ml.

1 000 pl der intermediaren Standardlésung (4.12) werden in einen 100-ml-Messkolben Uberfiihrt und der
Kolben wird bis zur Marke mit Wasser aufgefiillt.

414 Kalibrierlésungen fiir LC-MS.

Aliquote Anteile der Standardlésungen (4.9), (4.11), (4.12) und (4.13) werden mit Wasser verdinnt, um
Kalibrierlésungen von z. B. 0 ng/ml, 5 ng/ml, 10 ng/ml, 20 ng/ml, 50 ng/ml, 100 ng/ml, 250 ng/ml, 500 ng/ml,
1 000 ng/ml, 2000 ng/ml, 5000 ng/ml bzw. 10000 ng/ml Acrylamid zu erhalten, die alle 400 ng/ml
Acrylamide-2,2,3-D5 enthalten. Beispiele fiir die Herstellung von Kalibrierldsungen sind in Tabelle 1 angefihrt.
In Tabelle 2 ist der Zusammenhang zwischen den Konzentrationen der Kalibrierldésungen und den Acrylamid-
gehalten von Lebensmittelproben angefiihrt. Die Kalibrierung muss an mindestens sechs Konzentrations-
stufen durchgefiihrt werden, die gleichmalig tiber den Arbeitsbereich verteilt sind. Wenn ein derartig grol3er
Konzentrationsbereich (0 ug/kg bis 10 000 ug/kg) zu erfassen ist, sollte die Analyse einer noch gréReren
Anzahl von Kalibrierlésungen erfolgen.
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