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Gesamtumfang 42 Seiten

Normenausschuss Lebensmittel und landwirtschaftliche Produkte (NAL) im DIN

Docuinents

Document Sharing Hub

Full document details: E DIN EN 16619:2013-06


http://www.avadocuments.com/doc/e-din-en-16619-2013-06
http://www.avadocuments.com/doc/e-din-en-16619-2013-06

E DIN EN 16619:2013-06 — 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 zustandige 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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Vorwort

Dieses Dokument (prEN 16619:2013) 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, B und C sind informativ.

WARNUNG — Bei der Anwendung dieses Dokuments ist es méglich, dass gefahrliche Substanzen,
Arbeitsgidnge und Geriate 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 einschriankender
Vorschriften zu bestimmen.
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1 Anwendungsbereich

Die vorliegende Europaische Norm legt ein Verfahren zur Bestimmung von 4 der 15+ 1 von der EU als
prioritar eingestuften polyzyklischen aromatischen Kohlenwasserstoffe (PAK) fest, die als Ziel-PAK bezeichnet
werden. Diese Verbindungen sind Benz[a]anthracen (BaA), Benzo[a]pyren (BaP), Benzo[b]fluoranthen (BbF)
und Chrysen (CHR). Das Verfahren ermdglicht deren quantitative Bestimmung in Gegenwart der anderen 12
von der EU als prioritdr eingestuften PAK (Benzo[jlfluoranthen (BjF), Cyclopenta[cdlpyren (CPP),
Benzo[k]fluoranthen (BkF), Dibenz[a,hlanthracen (DhA), Benzo[c]fluoren (BcL), Dibenzo[a,elpyren (DeP),
Benzo[ghilperylen (BgP), Dibenzo[a,hlpyren (DhP), Dibenzo[a,ipyren (DiP), Dibenzol[a,/Jpyren (DIP),
Indeno[1,2,3-cd]pyren (IcP), 5-Methylchrysen (5MC)) in extrudiertem Weizenmehl, gerduchertem Fisch,
pulverformigem Sauglingsnahrungsmittel, Wurstbrat, gefriergetrockneten Muscheln, Speise6l und Weizen-
mehl mittels Gaschromatographie-Massenspektrometrie (GC-MS). Die Extraktion von PAK aus Feststoff-
proben erfolgt durch beschleunigte Ldsemittelextraktion (PLE). Als Alternative zur PLE kann die Soxhlet-
Extraktion angewendet werden. Die Aufreinigung der Probe erfolgt unter Anwendung der folgenden
Techniken in der angegebenen Reihenfolge: Grolenausschlusschromatographie (en: size exclusion
chromatography, SEC) und Festphasenextraktion (en: solid phase extraction, SPE).

Dieses Verfahren entspricht den in der Verordnung (EU) Nr.836/2011 der Kommission (siehe [1])
festgelegten Leistungskenngroéfien.

Das Verfahren wurde in einem Ringversuch durch die Analyse sowohl naturlich kontaminierter als auch
aufgestockter Proben im Bereich von 0,5 ug/kg bis 11,9 ug/kg validiert. Die Linearitat des Ansprechverhaltens
des Gerates wurde jedoch fur den Konzentrationsbereich von 0,5 pg/kg bis 20 ug/kg nachgewiesen.

Zur Bestimmung von PAK in Speisefetten und -6len stehen auch zwei andere CEN-Normen zur Verfiigung,
EN ISO 22959 und EN ISO 15753, hinsichtlich weiterfiihrender Informationen siehe [2] und [3].

2 Normative Verweisungen

Die folgenden Dokumente, die in diesem Dokument teilweise oder als Ganzes zitiert werden, sind fur 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

Die Probe wird homogenisiert, eine Einwaage wird mit Trockenmittel, Sand und der Lésung des mit einem
stabilen Isotop markierten internen Standards gemischt. AnschlieRend erfolgt eine Extraktion mit n-Hexan
oder Cyclohexan mittels beschleunigter Losemittelextraktion oder alternativ mittels Soxhlet-Extraktion.
Gegebenenfalls wird das gemeinsam extrahierte Wasser von der organischen Phase des Extrakts abgetrennt.
AnschlielRend wird der organische Extrakt durch Verdampfen auf ein kleines Volumen eingeengt, filtriert und
unter Verwendung einer Mischung aus Ethylacetat und Cyclohexan als Elutionsmittel mit SEC gereinigt.

Nach der SEC werden 200 pl Toluen als Ruckhaltesubstanz der gesammelten SEC-Fraktion hinzugefugt. Die
SEC-Fraktion wird anschlielendes durch Verdampfen auf etwa 200 ul eingeengt und mit SPE an Kieselsaure
weiter gereinigt, wobei Cyclohexan als Elutionsmittel verwendet wird. Der aufgereinigte Probenextrakt wird
erneut durch Verdampfen auf etwa 200 ul eingeengt. AbschlieRend wird vor der Messung mit GC-MS eine
Injektionsstandard-Ldsung zu der Probe hinzugefigt.

Die Injektion wird mit einem PTV-Injektorblock durchgefiihrt. Die chromatographische Trennung erfolgt an
einer Kapillarsaule mittlerer Polaritdt mit hoher Selektivitat fur PAK. Die Analyte werden durch Elektronen-
ionisation bei 70 eV ionisiert. Die Ziel-PAK werden im Modus der Einzelionenregistrierung (en: single ion
monitoring, SIM) aufgezeichnet und durch Vergleich mit den mit einem stabilen Isotop markierten Analogen
quantitativ bestimmt.
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4 Chemikalien

41 Allgemeines

Sofern nicht anders festgelegt, sind nur Chemikalien von anerkannter Analysenreinheit und Wasser der
Qualitdt 1 nach EN ISO 3696:1995 zu verwenden. Samtliche Chemikalien und Standardidsungen miissen
nach den vom Lieferanten angegebenen Festlegungen aufbewahrt werden. Die in diesem Verfahren ange-
fihrten Festlegungen fir gedffnete handelsiibliche Lésungen oder im Labor hergestellte Lésungen dienen der
Minimierung der Verdunstung des Losemittels und dem Schutz der Analyte (PAK) vor Abbau.

Die Standardlésungen werden gravimetrisch hergestellt. In Abhangigkeit von der gehandhabten Menge der
Substanz werden fir die Herstellung von Losungen sowohl nativer als auch mit einem stabilen Isotop
markierter PAK eine Mikrowaage (6.4) und/oder eine Analysenwaage (6.5) verwendet. Samtliche
Konzentrationen sind als Masse je Masseneinheit angegeben. Bei Bedarf kénnen die als Masse je

Volumeneinheit angegebenen Konzentrationen unter Anwendung der Gleichung fir die Dichte (Gleichung 1)
erhalten werden:

p= (1)

mn
V
Dabei ist
p die Dichte, in g/ml;
m die gemessene Masse der Substanz, in g;

V' das Volumen der Lésung, in ml.

Die Dichte von Toluen bei 20 °C betragt 0,866 9 g/ml. Umfassende Informationen zur Dichte von Lésemitteln
bei verschiedenen Temperaturen sind im Handbuch der Chemie und Physik, siehe [4], angefiihrt.

Samtliche Lésungen und Substanzen werden bei Raumtemperatur verwendet.

WARNUNG 1 — Einige PAK werden als karzinogen angesehen. Personen, die dieses Dokument
anwenden, sollten mit der liblichen Laborpraxis vertraut sein. Es liegt in der Verantwortung des
Anwenders dieses Dokuments, Vorkehrungen zu treffen, die mit den geltenden Praktiken des Arbeits-
und Gesundheitsschutzes iibereinstimmen.

WARNUNG 2 — Chemikalienabfille sind nach den geltenden Umweltschutzregeln und -bestimmungen
zu entsorgen.

WARNUNG 3 — PAK werden durch UV-Licht abgebaut. PAK-L6sungen sind vor Licht zu schiitzen
(Aufbewahrung im Dunkeln, Verwendung von Aluminiumfolie oder Glasgeraten aus Braunglas).

4.2 Helium, gereinigtes Druckgas (mit einer Reinheit von 99,995 % oder besser).
4.3 Stickstoff, gereinigtes Druckgas (mit einer Reinheit von 99,995 % oder besser).

4.4 (Di-)Natriumsulfat, (Na,SO,), wasserfrei, gekdrnt.

4.5 Polyacrylsaure, anteilig Natriumsalz, pfropfpolymerisiert mit Polyethylenoxid, gekornt, TeilchengroRe
von 90 um bis 850 um.

4.6 Sand, Korngrofte 50 mesh bis 70 mesh.

4.7 n-Hexan
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4.8 Aceton

49 Cyclohexan

410 Toluen

411 Ethylacetat

4.12 Elutionsmittel fiir die SEC.

1 Volumenteil Cyclohexan (4.9) wird mit 1 Volumenteil Ethylacetat (4.11) gemischt.

413 SPE-Séaule

Fur die Aufreinigung durch Festphasenextraktion wird eine Kieselgel-SPE-Saule verwendet. Es werden
handelsubliche Kartuschen von 500 mg — 4 ml oder selbstgefiilite Kartuschen der gleichen GréRe, die 500 mg
aktiviertes Kieselgel enthalten, verwendet. Der Oberflicheninhalt des Kieselgels solite etwa 500 m2/g
betragen.

4.14 Referenzmaterial fiir die Qualitatskontrolle.

Fir diesen Zweck kann ein zertifiziertes Referenzmaterial oder ein anderes geeignetes Material zur Qualitats-
kontrolle (z. B. Ubrig gebliebenes Material fir Eignungsprifungen) verwendet werden. Als Leitfaden darf der

CITAC/Eurachem Guide to Quality in Analytical Chemistry, siehe [5], genutzt werden.

Dieses Material ist mit jeder Probencharge zu analysieren und zur Kontrolle der Verfahrensleistung im
Zeitverlauf zu verwenden (siehe 10.4).

4.15 Native Referenzsubstanzen — handelsiibliches unverdiinntes Material oder Lé6sungen von PAK.
Die Auflistung der mit diesem Verfahren analysierten nativen Substanzen ist in Tabelle 1 angeflhrt. Die Ziel-
Analyte sind fett gedruckt angegeben. HandelsUbliche, vorzugsweise zertifizierte, Standardlésungen sind

aufgrund des héheren Malles an Sicherheit bei der Handhabung vorzuziehen.

Triphenylen, Benzo[jlfluoranthen und Benzo[k]fluoranthen Uberlagern sich madglicherweise mit den
Ziel-Analyten und werden deshalb fur die Bewertung der Selektivitat verwendet.
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Tabelle 1 — Namen und Strukturen der nativen PAK

Bild 7

CAS- CAS-
Name? Nummer Struktur Name? Nummer Struktur
Benz[a]lanthracen Benzo[b]fluoranthen
L=] 56-55-3 OO‘ [0] 205-99-2
(BaA) (BbF)
Bild 1 Bild 2
Benzo[a]pyren Chrysen
[2lpy 50-32-8 O“ i 218-01-9 O‘
(BaP) (CHR)
Bild 3 Bild 4
Triphenylen Oq‘ Benzoljlfluoranthen "O
217-59-4 205-82-3
(TRP) (BjF)
Bild 5 Bild 6
Benzo[k]fluoranthen ‘O’O
207-08-9
(BKkF)

a Das Akronym ist in Klammern angegeben, die Ziel-Analyte sind fett gedruckt.

4.16 Mit einem stabilen Isotop markierte Referenzstandards in Form handelsiiblicher L6sungen mit
einem stabilen Isotop markierten PAK.

Die fur die quantitative Bestimmung der Ziel-PAK verwendeten, mit einem stabilen Isotop markierten Analoge
sind in Tabelle 2 aufgefiihrt. Die in der Validierungsstudie mittels eines Ringversuchs verwendeten handels-
Ublichen Lésungen enthielten mit einem stabilen Isotop markierte PAK in Nonan in einer Konzentration von

etwa 100 ug/kg.

Alternativ zu mit 13C markierten Substanzen diirfen deuterierte Analoge der Ziel-Analyte verwendet werden.
Die Konzentrationen dieser Lésungen sollten den Konzentrationen ahnlich sein, die fiir die 13C-markierten
PAK-L6sungen festgelegt sind.

8
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Tabelle 2 — Namen und Strukturen von mit 13C markierten PAK

Name CAS-Nummer Struktur

Benz[a]anthracen-13Cg nicht verfiigbar

130 13(; Kj
19G, 26 o Ca

Bild 8

Benzo[a]pyren-'3C, nicht verfiigbar

130 Cs i ‘
13C o7

Bild 9

Benzo[b]fluoranthen-13Cg nicht verfligbar

13C1C

3¢ 13C
Il i/ 13138

Bild 10

Chrysen-13Cg nicht verfiigbar

13C, /"O
13¢7 3¢ I
13¢5, 13

qé ,,C\

Bild 11

Die Wiederfindungsrate des Verfahrens wird auf der Grundlage der mit einem stabilen Isotop markierten

Standards berechnet. Deren physikalisch-chemische

Eigenschaften werden denen der nativen PAK als

gleichwertig angesehen. In Tabelle 3 ist die Ubereinstimmung zwischen jedem nativen PAK und dem mit

einem stabilen Isotop markierten Analog, dass zu
aufgezeigt.

dessen quantitativer Bestimmung verwendet wird,

Table 3 — Ubereinstimmung der mit einem stabilen Isotop markierten PAK und der nativen PAK

Mit einem stabilen Isotop markierte PAK

Native PAK?2

Benz[a]anthracen 13Cg4

Benz[a]lanthracen (BaA)

Benzo[a]pyren 13C,

Benzola]pyren (BaP)

Benzo[b]fluoranthen 13Cg

Benzo[b]fluoranthen (BbF)

Chrysen 13Cq

Chrysen (CHR)

a8 Das Akronym ist in Klammern angegeben.
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4.17 9-Fluorbenzo[k]fluoranthen, unverdiinnt oder in Form einer handelsiiblichen Lésung.

9-Fluorbenzo[k]fluoranthen (FBKF) wird als Injektionsstandard verwendet und vor der Injektion in das
GC-MS-Gerat zu dem Probenextrakt hinzugefiigt. Es dirfen sowohl unverdiinntes Material als auch handels-
Ubliche Lésungen verwendet werden. Die Konzentration einer handelslblichen Losung liegt vorzugsweise bei
100 ug/kg in Toluen.

Tabelle 4 — Name und Struktur des Injektionsstandards

Name? CAS-Nummer Struktur
9-Fluorbenzo[k]fluoranthen F O"O
113600-15-0
(FBKF)
Bild 12
@ Das Akronym ist in Klammern angegeben.

5 Herstellung der Standards

5.1 Allgemeines

Samtliche Standardldésungen werden gravimetrisch hergestellt. Die Leermassen (Eigenmassen) samtlicher
Behalter und die Massen nach jedem Herstellungsschritt werden aufgezeichnet und zur Berechnung der
Konzentrationen der Standards verwendet.

Standardldésungen durfen aus unverdinnten Materialien, handelstblichen Lésungen einzelner Substanzen
oder handelsublichen Mischungen hergestellt werden. Die Vertraglichkeit der Losemittel der handelsiblichen
Lésungen mit Toluen muss jedoch berlicksichtigt werden.

Vorzugsweise sollte zur Herstellung der intermediaren Standardlosung (5.7) und der Kalibrierstandard-
I6sungen (5.8) eine handelsibliche gemischte PAK-Standardlésung verwendet werden. Die Konzentration
dieser Losung muss die gleiche Grofienordnung aufweisen wie die gemischte PAK-Stammlésung (5.4).

5.2 Losung des Injektionsstandards

Es wird eine Losung von FBKF (4.17) in Toluen (4.10) mit einer Konzentration von etwa 400 ng/g hergestellt.
Die Umrechnung der Masse-je-Masse-Einheiten (ng/g) in Masse-je-Volumen-Einheiten (ng/ml) erfolgt anhand
der Gleichung fir die Dichte (Gleichung 1). Fiir Toluen wird ein Dichtewert von 0,866 9 g/ml angewendet.

Diese Losung wird zum Aufstocken des Probenextrakts vor der Messung mit GC-MS verwendet (siehe 7.9),
um die Wiederfindungsrate von einem stabilen Isotop markierten PAK abzuschatzen.

Diese Losung ist im Dunkeln bei einer Temperatur von weniger als 10 °C aufzubewahren. Eine auf diese
Weise aufbewahrte Losung ist mindestens sechs Monate stabil. Wenn eine Iangere Stabilitdt nachgewiesen
ist, kann die Lésung weiterhin verwendet werden.

5.3 Einzelsubstanz-Stammlésungen von nativen PAK

Falls fur die Herstellung der Kalibriermittel unverdiinnte Referenzmaterialien verwendet werden, muss fir jeden
der in Tabelle 1 aufgeflhrten nativen PAK eine Lésung in Toluen (4.10) mit einer Konzentration im Bereich von
50 pg/g bis 150 pg/g hergestellt werden. Diese einzelnen Standard-Stammldésungen werden durch Einwagen
von 1 mg bis 5 mg jeder unverdiinnten Substanz in Glaszylinder zum Einwagen (6.1) unter Anwendung einer
Mikrowaage (6.4) hergestellt. Der Glaszylinder zum Einwagen (6.1) wird mit einer Pinzette in einen
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100-ml-Messkolben aus Braunglas (6.2) Uberflhrt. Es werden etwa 40 ml Toluen hinzugefiigt und mit einer
Analysenwaage (6.5) gewogen. Andere Behélter aus Braunglas durfen eingesetzt werden, vorausgesetzt, die
Verdunstung des Losemittels wird wahrend der Herstellung des Standards minimiert. Jeder Kolben ist fir ein
paar Minuten mit Ultraschall zu behandeln, um ein vollstdndiges Ldsen der nativen PAK im Ldésemittel zu
erreichen.

Sobald die Ldésungen homogen sind, werden sie zur Aufbewahrung in 40-ml-Braunglasflaschchen (6.3)
Uberfuhrt. Diese Losungen werden zur Herstellung der gemischten PAK-Stammlésung (5.4) und schlieRlich
der Kalibrierldsungen (siehe 5.8) verwendet.

Diese Losungen sind im Dunkeln bei einer Temperatur von weniger als 10 °C aufzubewahren. Eine auf diese
Weise aufbewahrte Losung ist mindestens 12 Monate stabil. Wenn eine langere Stabilitat nachgewiesen ist,
kann die Lésung weiterhin verwendet werden.

5.4 Gemischte Stammlésung aus nativen PAK

Aus den Einzelsubstanz-Stammldsungen der nativen PAK (5.3) wird eine Lésung in Toluen (4.10) mit einer
Konzentration von etwa 2 pg/g hergestellt. Zu diesem Zweck werden sowohl die einzelnen Standard-
Stammldsungen (5.3) als auch das Toluen (4.10) mit einer Analyenwaage (6.5) eingewogen.

Die Losung wird zur Herstellung der gemischten intermedidren Losungen der nativen PAK (5.7) und
schlieRlich der Kalibrierstandards (siehe 5.8) verwendet.

Diese Loésung ist im Dunkeln bei einer Temperatur von weniger als 10 °C aufzubewahren. Eine auf diese
Weise aufbewahrte Losung war nachweislich mindestens 12 Monate stabil. Wenn eine langere Stabilitat
nachgewiesen ist, kann die Loésung weiterhin verwendet werden.

5.5 Gemischte Stamml6ésung aus mit einem stabilen Isotop markierten PAK

Aus den einzelnen Ldsungen der in Tabelle 2 aufgefihrten, mit einem stabilen Isotop markierten PAK (4.16)
wird eine Losung in Toluen (4.10) mit einer Konzentration von etwa 700 ng/g hergestellt. Fir diesen Zweck
wird eine Analyenwaage verwendet.

Die Lésung wird zur Herstellung der gemischten Prozesslosung mit einem stabilen Isotop markierten PAK
(5.6) verwendet.

Diese Loésung ist im Dunkeln bei einer Temperatur von weniger als 10 °C aufzubewahren. Eine auf diese

Weise aufbewahrte Losung ist mindestens 12 Monate stabil. Wenn eine langere Stabilitat nachgewiesen ist,
kann die Lésung weiterhin verwendet werden.

5.6 Gemischte Prozesslosung aus mit einem stabilen Isotop markierten PAK

Aus der gemischten Stammldsung mit einem stabilen Isotop markierten PAK (5.5) wird eine Lésung in Toluen
(4.10) mit einer Konzentration von etwa 150 ng/g hergestellt. Diese Konzentration wird durch Zugabe von
4,5 ml der gemischten Stammlésung mit einem stabilen Isotop markierten PAK (5.5) zu 16 ml Toluen (4.10)
erhalten. Die genauen Mengen der beiden Bestandteile werden gravimetrisch mit einer Analysenwaage (6.5)
bestimmt.

Diese Losung wird zum Aufstocken der Einwaage verwendet (siehe 7.2).
Diese Losung ist im Dunkeln bei einer Temperatur von weniger als 10 °C aufzubewahren. Eine auf diese

Weise aufbewahrte Losung ist mindestens sechs Monate stabil. Wenn eine langere Stabilitdt nachgewiesen
ist, kann die L6sung weiterhin verwendet werden.

5.7 Gemischte intermediare Losungen aus nativen PAK

Aus der gemischten PAK-Stammldsung (5.4) werden durch Verdinnung in Toluen (4.10) die intermedidren
Lésungen hergestellt, die fir die Kalibrierung verwendet werden.

Diese Lésungen werden zur Herstellung der Kalibrierstandards verwendet (siehe 5.8).
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