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Nationales Vorwort

Dieses Dokument (prEN 16852:2015) 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® des DIN-Normenausschuss Lebensmittel und landwirtschaftliche Produkte (NAL).

Um Zweifelsfalle in der Ubersetzung auszuschlieRen, ist die englische Originalfassung der prEN 16852:2015

beigefligt. Die Nutzungsbedingungen flir den deutschen Text des Norm-Entwurfes gelten gleichermallen auch
fur den englischen Text.
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Vorwort

Dieses Dokument (prEN 16852:2015) 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.

WARNUNG — Bei der Anwendung dieses Dokuments ist es moéglich, dass gefidhrliche Substanzen,
Arbeitsgange und Gerate 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

Dieses Dokument legt ein Verfahren zur Bestimmung von Ethylcarbamat (EC) in Steinobstbranden, Obst-
branden und anderen alkoholischen Getranken mit Gaschromatographie und Massenspektrometrie (GC-MS)
fest.

Das Verfahren wurde in einem Ringversuch fur Steinobstbrédnde und Obstlikére im Bereich von 0,253 mg/I bis
1,11 mg/l validiert. Die Linearitat des Ansprechverhaltens des Gerates wurde jedoch fir den Konzentrations-
bereich von 0,10 mg/l bis 4,0 mg/l (vereinfachtes Verfahren) und von 0,025 mg/l bis 3,0 mg/l (Verfahren mit
Probenreinigung) nachgewiesen.

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)

3 Kurzbeschreibung

Steinobstbrande mit einem Gesamt-Trockenextraktgehalt von weniger als 10 g/l werden nach der Einstellung
des Alkoholgehaltes des Getrankes, falls angegeben, und der Zugabe des internen Standards (ISTD), direkt
in das Gaschromatographie/Massenspektrometrie-System (GC-MS) injiziert. Mit Zucker versetzte (gesufite)
Brandys, Likdre und andere alkoholische Getranke mit einem héheren Gesamt-Trockenextraktgehalt werden
zuerst auf eine Kartusche fir die Festphasenextraktion (en: solid phase extraction, SPE) Uberfiihrt und das
Ethylcarbamat mit einem Gemisch von Cyclohexan und Ethylacetat eluiert.

Steinobstbrande kénnen Vorstufen von Ethylcarbamat enthalten, die unter dem Einfluss von Sonnenlicht in
EC umgewandelt werden, z. B. wahrend der Haltbarkeitsdauer einer Spirituose. Um den tatsachlichen Gehalt

an EC zu ermitteln, missen vor Licht schitzende Glasgerate (z. B. Braunglas) wahrend der Analyse
eingesetzt werden.

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 einen fir die HPLC-Analyse
geeigneten Reinheitsgrad (HPLC-Qualitat) aufweisen.

WARNUNG — Weil Ethylcarbamat als toxisch und méglicherweise als karzinogen fiir Menschen (von
der Internationalen Agentur fiir Krebsforschung (International Agency for Research on Cancer (IARC)
in Gruppe 2A eingestuft) angesehen wird, miissen bei der Arbeit mit den Standardsubstanzen
geeignete SchutzmalRnahmen getroffen werden.

41 Ethanol absolut

4.2 Ethanollésungen

4.2.1 Ethanollésung, mit einem Volumenanteil von 65 %.

65 ml Ethanol (4.1) werden in einen 100-ml-Messkolben pipettiert und der Inhalt wird mit Wasser bis zum
Nennvolumen verdinnt.
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4.2.2 Ethanollésung, mit einem Volumenanteil von 35 %.

35 ml Ethanol (4.1) werden in einen 100-ml-Messkolben pipettiert und der Inhalt wird mit Wasser bis zum
Nennvolumen verdinnt.

4.3 Cyclohexan

4.4 Ethylacetat

4.5 Elutionsmittel, ein Volumenteil Cyclohexan wird mit einem Volumenteil Ethylacetat gemischt.
4.6 n-Pentan

4.7 Stabiles Tragermaterial

Etwa 20 g einer Festphase aus chemisch inerter, grol3poriger und hochreiner Diatomeenerde (Kieselgur), z.B.
Extrelut® NT1)

4.8 Natriumchlorid
4.9 Ethylcarbamat, > 99 %.
4.10 Butylcarbamat

4.11 dg-Etylcarbamat, > 99 %.

412 Ethylcarbamat-Stammlésung, Massenkonzentration p(EC) = 1 000 mgl/I.

50 mg Ethylcarbamat (4.9) werden auf 0,01 mg genau in einen 50-ml-Messkolben eingewogen und der Inhalt
wird mit Ethanol (4.1) bis zum Nennvolumen verdinnt.

413 Ethylcarbamat-Arbeitslésung 1, o(EC) = 100 mg/l.

5 ml Ethylcarbamat-Stammlésung (4.12) werden in einen 50-ml-Messkolben pipettiert und der Inhalt wird mit
Ethanol (4.1) bis zum Nennvolumen verdinnt.

414 Ethylcarbamat-Arbeitslosung 2, o(EC) = 10 mg/l.

5 ml Ethylcarbamat-Arbeitslosung 1 (4.13) werden in einen 50-mI-Messkolben pipettiert und der Inhalt wird mit
Ethanol (4.1) bis zum Nennvolumen verdinnt.

4.15 Butylcarbamat-Stammlésung, o(BC) =1 000 mg/l.

50 mg Butylcarbamat (4.10) werden auf 0,01 mg genau in einen 50-ml-Messkolben eingewogen und mit
Ethanol (4.1) bis zum Nennvolumen verdinnt.

4.16 dg-Ethylcarbamat-Stammlésung, p(ds-EC) = 1 000 mg/l.

50 mg dg-Ethylcarbamat (4.11) werden auf 0,01 mg genau in einen 50-ml-Messkolben eingewogen und der
Inhalt wird mit Ethanol (4.1) bis zum Nennvolumen verdinnt.

417 Butylcarbamat-Arbeitslosung, o(BC) = 40 mgl/l.

2 ml Butylcarbamat-Stammlésung (4.15) werden in einen 50-ml-Messkolben pipettiert. 33 ml Ethanol (4.1)
werden zugeflgt und der Inhalt wird mit Wasser bis zum Nennvolumen verdunnt.

1) Diese Angabe dient nur zur Unterrichtung der Anwender dieser Europaischen Norm und bedeutet keine Anerkennung
des genannten Produkts durch CEN. Gleichwertige Produkte diirfen verwendet werden, wenn sie nachweisbar zu den
gleichen Ergebnissen flihren.
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4.18 dg-Ethylcarbamat-Arbeitslésung, o d5-EC) = 40 mg/l.

2 ml dg-Ethylcarbamat-Stammldsung (4.16) werden in einen 50-ml-Messkolben pipettiert. 33 ml Ethanol (4.1)
werden zugeflgt und der Inhalt wird mit Wasser bis zum Nennvolumen verdinnt.

4.19 Ethylcarbamat-Stammlésungen fiir das vereinfachte Verfahren, Trockenextrakt < 10 g/I.

Die Injektion von Proben mit einem Trockenextraktgehalt von mehr als 10 g/l kénnte abhangig von der Art des
verwendeten Liners und der GC-Saule zu einem schnellen Verlust der Empfindlichkeit des GC-MS-Systems
fuhren. Bei Proben mit einem gréfleren Trockenextraktgehalt wird eine Reinigung der Probe empfohlen
(siehe 6.2).

Die Ethylcarbamat-Stammldsungen flr das vereinfachte Verfahren werden nach Tabelle 1 hergestellt. Zur
Durchfiihrung der GC-Analyse werden die Ethylcarbamat-Stammlésungen bis zum ausgewahlten Alkohol-
gehalt hergestellt.

Beispielsweise wird fur eine Ethanollésung mit einem Volumenanteil von 70 % die in Tabelle 1 angegebene
Menge der Ethylcarbamat-Verdinnung in einen 10-ml-Messkolben pipettiert und die entsprechende Menge
Ethanol (4.1) zugeflugt. Der Messkolben wird mit einer Ethanollésung mit einem Volumenanteil von 65 %
(4.2.1) bis zu Marke aufgefillt.

Fir eine Ethanollésung mit einem Volumenanteil von 40 % wird eine Ethanollésung mit einem Volumenanteil
von 35 % (4.2.2) zum Auffiillen der Messkolben verwendet.

Tabelle 1 — Herstellung von Ethylcarbamat-Stammlosungen fiir das vereinfachte Verfahren

Standardldsung c Vc?lur_r_ien der Volumen des Ethanols Konzentration des
C-Arbeitslosung 2 (4.14) (4.1) Ethylcarbamats
i i mg/l
co 0 500 0,00
C1 100 400 0,10
Cc2 200 300 0,20
C3 500 0 0,50

Volumen der
EC-Arbeitsléosung 1 (4.13)

i
C4 80 420 0,80
C5 100 400 1,00
C6 200 300 2,00
c7 300 200 3,00
C8 400 100 4,00

Nach dem Fiillen des Kolbens bis zur Marke werden 0,25 ml Butylcarbamat-Arbeitslésung (4.17) in jeden der
10-ml-Messkolben pipettiert.

Es ist sehr wichtig, dass die Volumina der StandardiGsungen und der Probenlosungen (vor einer optionalen
Einstellung des Alkoholgehaltes, siehe 6.1) gleich sind. Ublicherweise werden 10 ml verwendet.

Die Ldésung wird grundlich durchmischt und ein aliquoter Anteil in ein GC-Fladschchen uberfuhrt, das
anschlielend mit einer Septumkappe verschlossen wird.
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4.20 Ethylcarbamat-Standardiésungen fiir das Verfahren mit Probenreinigung

Die in Tabelle 2 angegebene Menge der Ethylcarbamat-Standardidsung wird in ein GC-Flaschchen pipettiert
und die entsprechende Menge Ethanol (4.1) und 100 pl ds-Ethylcarbamat-Arbeitslosung (4.18) werden

zugefligt. Das GC-Flaschchen wird mit einer Septumkappe verschlossen und der Inhalt griindlich durch-
mischt.

Die in Tabelle 2 in mg/l angegebene Ethylcarbamatmenge ist auf eine Probenmenge von 20 ml bezogen.

Bei Verwendung eines anderen Probenvolumens muss die Menge, in ug/ISTD, durch die Probenmenge, in
ml, geteilt werden, um die Ethylcarbamatmenge, in mg/l, zu ermitteln.

Tabelle 2 — Herstellung von Ethylcarbamat-Stammldsungen fiir das Verfahren mit Probenreinigung

Stﬁndard- EC-\K:LL:H:I?:'.:SLQ 2 Volumen des Konzentration des Konzentration des
I6sung (4.14) Ethanols (4.1) Ethylcarbamats Ethylcarbamats
i i Mg/ISTD mg/l, 20 ml Probe
Co 0 900 0,00 0,00
C1 50 850 0,50 0,025
Cc2 200 700 2,00 0,10
C3 500 400 5,00 0,25
Volumen der
EC-Arbeitslosung 1
(4.13)
pl
C4 100 800 10,0 0,50
C5 150 750 15,0 0,75
C6 200 700 20,0 1,00
Cc7 400 500 40,0 2,00
C8 600 300 60,0 3,00

ANMERKUNG Die von den Teilnehmern des Ringversuchs bereitgestellten Daten haben gezeigt, dass es moglich ist,
verschiedene interne Standards fir das vereinfachte Verfahren zu verwenden (z. B. dg-Ethylcarbamat, Propylcarbamat

(PC) oder Methylcarbamat (MC)).

5 Geriate

Ubliche Laborausriistung und insbesondere Folgende. Die Messkolben sollten EN ISO 1042:1999
entsprechen.

5.1 Glasflaschchen fiir die GC-Analyse, aus Braunglas mit Septumkappen.
5.2 Saulen fiir die Festphasenextraktion (SPE), 20 ml Volumen.

5.3 Rotationsverdampfer, mit einem Wasserbad oder ein geeigneter Verdampfer zu Einengung.
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5.4 Gaschromatograph mit massenspektrometrischem Nachweis (GC-MS), geeignet zur
Einzelionenregistrierung (en: single ion monitoring, SIM), vorzugsweise mit einem temperaturprogrammierten
Verdampfungsinjektor (en: programmed temperature vaporising, PTV).

ANMERKUNG Die PTV-Injektion ermdglicht die Injektion groRerer Extraktvolumina im Vergleich zur Split-/splitlosen
(SSL) Injektion. Dies bietet gréRere Signalintensitaten und kann im Hinblick auf die Nachweisgrenze (LOD) von Vorteil

sein. Jedoch erwies sich in der Validierungsstudie wahrend des Ringversuchs fiir den Anwendungsbereich dieser
Europaischen Norm die Split-/splitlose Injektion als geeignet.

5.5 Kapillarsaule fiir die Gaschromatographie, stationare Phase mit Polyethylenglycol (PEG), z. B.
DB-WAX, 30 m x 0,25 mm Innendurchmesser x 0,25 ym Filmdicke.

6 Durchfiuhrung

6.1 Vorbereitung von Proben fiir das vereinfachte Verfahren, Trockenextrakt < 10 g/l

10 ml der Probe werden in Probenkolben aus Braunglas pipettiert. Um den bevorzugten Alkoholgehalt zu
erhalten, werden die berechnete Menge Ethanol oder Wasser (siehe Formel 1 bis Formel 4) und 0,25 ml des
internen Standards Butylcarbamat-Arbeitslésung (4.17) hinzugefiigt. Die dadurch erhaltende Probenlésung
wird grindlich durchmischt.

Ein aliquoter Anteil der so erhaltenen Probenlosung wird in ein GC-Flaschchen Uberfiihrt und der GC-MS-
Analyse unterzogen.

Fir die GC-MS-Analyse eines Alkoholgehalts mit einem Volumenanteil von 70 % wird die Zugabe wie folgt
berechnet:

Alkoholgehalt > 70 Volumen-%:

Yy
=2_10 1
i (1)

Alkoholgehalt < 70 Volumen-%:

e= (703_ y) (2)

Fir die GC-MS-Analyse eines Alkoholgehalts mit einem Volumenanteil von 40 % wird die Zugabe wie folgt
berechnet:

Alkoholgehalt > 40 Volumen-%:

w=10-200 3)

y
Alkoholgehalt < 40 Volumen-%:

(400-10y)
= )
(100~ y)

Dabei ist
y  der ursprungliche Alkoholgehalt des Getrankes, in Volumen-% (Volumenanteil);
e die zugefiugte Menge des Ethanols (4.1), in ml;

w  die zugefligte Wassermenge, in ml.

Unsicherheiten beim Alkoholgehalt, die sich aus der Volumenkontraktion ergeben, wenn der Alkohol mit
Wasser gemischt wird, haben keinen signifikanten Einfluss auf die gemessene Menge von EC.
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6.2 Vorbereitung von Proben fiir das Verfahren mit Probenreinigung

20 g der Festphase aus chemisch inerter, groRporiger und hochreiner Diatomeenerde (Kieselgur) (4.7)
werden mit 10 g Natriumchlorid (4.8) gemischt und auf eine Saule fir die Festphasenextraktion Gberfihrt. In
einem Labor-Becherglas werden 20 ml der Probe mit 100 pl ds-Ethylcarbamat-Arbeitsldsung (4.18) gemischt.

Die Probe wird auf das Material der Festphasenextraktion tiberfiihrt und das Becherglas mit 2 ml Ethanol (4.1)
ausgespult. Der Probe wird ermdglicht, fir 15 min in das Material einzudringen. AnschlieRend wird das
Extraktionsmaterial zweimal mit 20 ml n-Pentan (4.6) gewaschen, das Eluat wird verworfen. Das Ethyl-
carbamat wird in mehrere Portionen von etwa 20 ml mit insgesamt 90 ml Elutionsmittel (4.5) eluiert. Das Eluat
wird auf etwa 1 ml eingeengt und in ein GC-Flaschchen Uberfuhrt.

Wird zur Einengung des Eluats ein Rotationsverdampfer eingesetzt, haben sich die folgenden Bedingungen
als geeignet erwiesen: 25 kPa bis 30 kPa (250 mbar bis 300 mbar) und eine Wasserbadtemperatur von 40 °C.

ANMERKUNG Falls die Proben wahrend des SPE-Reinigungsverfahrens triib werden, kann das eingeengte Eluat
durch ein 0,45-mm-Spritzenfilter filtriert werden.

7 Gaschromatographie und Massenspektrometrie (GC-MS)

7.1 GC-Bedingungen

Die folgenden Bedingungen geben ein Beispiel flir angemessene GC-Arbeitsbedingungen, die zur Analyse
von Ethylcarbamat mithilfe eines PTV-Injektors geeignet sind. Wie in der ANMERKUNG in 5.4 angegeben,
darf ebenso ein SSL-Injektor verwendet werden.

Saule: WAX, 30 m x 0,25 mm Innendurchmesser x 0,25 ym Filmdicke (siehe 5.5)
Injektionsprogramm: PTV, splitlos
Splitlose Zeit: 1,00 min, Split-Durchfluss: 20 ml/min

PTV-Programm: 50 °C — 14,5 °C/s — 250 °C (5 min)

Tragergas He, 1,2 ml/min konstanter Durchfluss

Injektionsvolumen: 1l

Ofenprogramm: 50 °C (1 min) — 5 °C/min — 150 °C — 20 °C/min — 220 °C (10,5 min)
Retentionszeiten: EC, d5-EC etwa 18 min, BC etwa 22 min
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7.2 MS-Bedingungen

Die folgenden Bedingungen geben ein Beispiel fur angemessene MS-Arbeitsbedingungen, die zur Analyse
von Ethylcarbamat geeignet sind.

lonisation: Elektronenstol3, Positiv-Modus (El+), Einzelionenregistrierung (SIM)
Quellentemperatur: 230 °C
Elektronenionisierungsenergie 70 eV
lonenfalle: Ubertragungsleitung: 240 °C
Mikroscans: 3
max. lonenzeit: 20 ms
Massendefekt: 0
Quadrupol: Ubertragungsleitung: 250 °C
Verweilzeit: 100 ms
Ausgewahlte lonen: mlz 44 und m/z 62 fir EC und BC
mlz 64 fir ds-EC

Beispiele fir typische Chromatogramme sind in Anhang A enthalten.

8 Berechnung

Am Anfang jeder Reihe werden die in 4.19 oder 4.20 aufgefuhrten Kalibrierlésungen injiziert. Vor der Injektion
werden alle Lésungen auf Raumtemperatur gebracht. Die Injektion der Standards muss von der niedrigeren
zur héheren Konzentration erfolgen, um das Risiko einer Kreuzkontamination zu verringern.

Die Kalibrierkurve wird mit der analytischen Software des betreffenden GC-MS-Systems oder mit anderen
Berechnungsprogrammen (z. B. Tabellenkalkulation) durch Auftragen der Peakflachenverhaltnisse von EC
und ISTD gegen die Konzentration von EC in den Kalibrierldsungen berechnet.

Die EC-Menge in den Proben wird mit der ermittelten Kalibrierfunktion berechnet. Die Menge wird auf zwei
signifikante Stellen, Gblicherweise in mg/l, angegeben.

Liegen die Peakflachenverhalinisse aulerhalb des Kalibrierbereiches, werden die Proben entsprechend
verdunnt.
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