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Nationales Vorwort

Dieses Dokument (prEN 17853:2022) wurde vom Technischen Komitee CEN/TC327 ,Futtermittel -
Probenahme- und Untersuchungsverfahren” erarbeitet, dessen Sekretariat von NEN (Niederlande) gehalten
wird.

Das zustdndige nationale Normungsgremium ist der Arbeitsausschuss NA 057-03-03 AA , Futtermittel” im
DIN-Normenausschuss Lebensmittel und landwirtschaftliche Produkte (NAL).

Um Zweifelsfille in der Ubersetzung auszuschlieflen, ist die englische Originalfassung beigefiigt. Die Nutzungs-
bedingungen fiir den deutschen Text des Norm-Entwurfes gelten gleichermafden auch fiir den englischen Text.

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

[SO5725-5 siehe DINISO 5725-5
[S09167:2019 siehe DIN ENISO9167:2020-03

Aktuelle Informationen zu diesem Dokument konnen iiber die Internetseiten von DIN (www.din.de) durch eine
Suche nach der Dokumentennummer aufgerufen werden.
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Europaisches Vorwort

Dieses Dokument (prEN 17853:2022) wurde vom Technischen Komitee CEN/TC327 ,Futtermittel -
Probenahme- und Untersuchungsverfahren erarbeitet, dessen Sekretariat von NEN gehalten wird.

Dieses Dokument ist derzeit zur CEN-Umfrage vorgelegt.

Dieses Dokument wurde im Rahmen eines Mandats erarbeitet, das die Europdische Kommission und die Euro-
paische Freihandelsassoziation CEN erteilt haben, und unterstiitzt grundlegende Anforderungen der EU-Richt-

linie(n).
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Einleitung

Glucosinolate sind eine Gruppe von pflanzlichen Sekundarmetaboliten, die hauptsachlich in der Familie der
Kreuzbliitler (Senf und Kohl) vorkommen ([1] [2] [3]). Viele Gemiisesorten, wie Brokkoli, Rosenkohl, Kohl
und Blumenkohl, gehoren zu dieser Pflanzenfamilie. Gleichzeitig sind Arten der Gattungen Brassica, Camelina,
Crambe, Rhaphanus und Sinapis landwirtschaftliche Nutzpflanzen, die zur Herstellung von Pflanzenélen, wie
z.B. Rapsol, verwendet werden. Der Presskuchen wird als Einzelfuttermittel verwendet. Glucosinolate gelten
als unerwtiinschte Stoffe in Futtermitteln [4]. Glucosinolate in Rapssamen und Rapserzeugnissen konnen auch
nach enzymatischer Desulfatisierung durch Hochleistungsfliissigkeitschromatographie (HPLC) in Verbindung
mit UV-Detektion gemessen werden. Dieses Verfahren ist in der Norm EN ISO 9167 [5] beschrieben.

WARNUNG — Diese Verfahrensvorschrift erhebt nicht den Anspruch, alle mit seiner Anwendung
verbundenen Sicherheitsprobleme anzusprechen. Es liegt in der Verantwortung des Anwenders
dieser Verfahrensvorschrift, geeignete Sicherheits- und Gesundheitsschutzmafdnahmen festzulegen
und sicherzustellen, dass behdrdliche und gesetzliche Anforderungen eingehalten werden.
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1 Anwendungsbereich

Dieses Dokument legt ein Verfahren zur Bestimmung der einzelnen Glucosinolate in Olsaaten, Olsaaten-
erzeugnissen und Alleinfuttermitteln durch Hochleistungsfliissigkeitschromatographie (HPLC) in Verbindung
mit Tandem-Massenspektrometrie (MS/MS) fest.

Das in diesem Dokument beschriebene Verfahren wurde im Rahmen eines Ringversuchs mit den folgenden
Matrices erfolgreich validiert: Rapssamen, Leindottersamen, Brassica-oleracea-Samen, gemischte Olsaaten,
Rapssamenflocken, Mischfuttermittel fiir Rinder, Schweine und Gefliigel.

Das Verfahren ist anwendbar fiir die quantitative Bestimmung von Epiprogroitrin, Glucoalyssin, Glu-
coarabin, Glucobrassicanapin, Glucobrassicin, Glucocamelinin, Glucoerucin, Glucoiberin, Gluconapin,
Gluconapoleiferin, Gluconasturtiin, Glucoraphanin, Glucoraphenin, Glucotropaeolin, Homoglucocamelinin,
4-Hydroxyglucobrassicin, 4-Methoxyglucobrassicin, Neoglucobrassicin, Progoitrin, Sinalbin und Sinigrin.

Die im Ringversuch gepriiften Konzentrationsbereiche fiir jedes einzelne Glucosinolat und fiir den Gesamt-
gehalt an Glucosinolaten sind in Tabelle 1 zusammengefasst.

Tabelle 1 — Zusammenfassung der im Ringversuch gepriiften Glucosinolat-Konzentrationsbereiche

Anzahl der Proben mit Gepriifter Konzentrationsbereich

annehmbaren mmol /kg

Ergebnissen .y —
Epiprogoitrin 7 0,01 0,93
Glucoalyssin 6 0,02 2,10
Glucoarabin 3 0,31 6,15
Glucobrassicanapin 5 0,01 0,38
Glucobrassicin 5 0,02 0,31
Glucocamelinin 3 0,82 16,1
Glucoerucin 3 1,07 15,6
Glucoiberin 3 1,51 18,5
Gluconapin 6 0,23 1,68
Gluconapoleiferin 5 0,01 0,33
Gluconasturtiin 7 0,01 11,0
Glucoraphanin 5 0,01 3,11
Glucoraphenin 1 15,6
Glucotropaeolin 2 0,03 18,3
Homoglucocamelinin 3 0,17 3,23
4-Hydroxyglucobrassicin 6 0,23 7,33
4-Methoxyglucobrassicin 1 0,16
Neoglucobrassicin 5 0,01 0,13
Progoitrin 6 0,62 14,8
Sinalbin 4 0,01 41,1
Sinigrin 3 0,25 23,7
Gesamtgehalt 8 1,48 117,3

Documents
6 Document Sharing Hub

Full document details: E DIN EN 17853:2022-06


http://www.avadocuments.com/doc/e-din-en-17853-2022-06
http://www.avadocuments.com/doc/e-din-en-17853-2022-06

- Entwurf -

E DIN EN 17853:2022-06
prEN 17853:2022 (D)

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 (einschlieflich aller Anderungen).

EN ISO 3696, Wasser fiir analytische Zwecke — Anforderungen und Priifungen (1S0 3696:1987)

EN ISO 6498, Futtermittel — Leitfaden fiir die Probenvorbereitung (1SO 6498:2012)

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:

— IEC Electropedia: verfiigbar unter https://www.electropedia.org/

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

4 Kurzbeschreibung

Die Glucosinolate werden aus der homogenisierten Probe mit Methanol: Wasser (70:30) extrahiert. Nach
dem Zentrifugieren werden die Extrakte verdiinnt, gefiltert und mit Fliissigchromatographie in Verbindung
mit Tandem-Massenspektrometrie (HPLC-MS/MS) gemessen. In Olsaaten und Olsaatenerzeugnissen werden
einzelne Glucosinolate durch Mehrpunktkalibrierung unter Verwendung von Standards in wassriger Losung

quantifiziert. In Mischfuttermitteln werden einzelne Glucosinolate durch Mehrpunktkalibrierung unter Ver-
wendung von Standards in einem Extrakt aus der Futtermittelmatrix quantifiziert.

5 Reagenzien
5.1 Analysestandards

Die Analysestandards sollten eine nachgewiesene Reinheit von mindestens 90 %, vorzugsweise von 95 % oder
hoéher aufweisen.

ANMERKUNG  In diesem Abschnitt werden Glucosinolatstandards aufgefiihrt, die derzeit von mindestens einem kom-
merziellen Anbieter erhaltlich sind. Je nach beabsichtigter Anwendung kann eine Auswahl der aufgefiihrten Glucosinolat-
standards verwendet werden.

5.1.1 Epiprogoitrin (2-(S)-Hydroxy-3-butenylglucosinolat) oder sein Kaliumsalz (CAS 19237-18-4)

5.1.2  Glucoalyssin (5-(Methylsulfinyl)pentylglucosinolat) oder sein Kaliumsalz (CAS 499-37-6)

5.1.3 Glucoarabin (9-(Methylsulfinyl)nonylglucosinolat) oder sein Kaliumsalz (CAS 67920-64-3)

5.1.4 Glucobrassicanapin (4-Pentenylglucosinolat) oder sein Kaliumsalz (19041-10-2)

5.1.5 Glucobrassicin (3-indoylmethylglucosinolat) oder sein Kaliumsalz (CAS 4356-52-9)

5.1.6 Glucocamelinin (10-(Methylsulfinyl)decylglucosinolat) oder sein Kaliumsalz (CAS 67884-10-0)

5.1.7 Glucoerucin (4-Methoxythiobutylglucosinolat) oder sein Kaliumsalz (CAS 21973-56-8)

5.1.8 Glucoiberin (3-Methylsulfinylpropylglucosinolat) oder sein Kaliumsalz (CAS 554-88-1)
ocuments

Document Sharing Hub

Full document details: E DIN EN 17853:2022-06


http://www.avadocuments.com/doc/e-din-en-17853-2022-06
http://www.avadocuments.com/doc/e-din-en-17853-2022-06

- Entwurf -

E DIN EN 17853:2022-06
prEN 17853:2022 (D)

5.1.9 Gluconapin (3-Butenylglucosinolat) oder sein Kaliumsalz (CAS 19041-09-9)
5.1.10 Gluconapoleiferin (2-(S)-Hydroxy-4-pentenylglucosinolat) oder sein Kaliumsalz (CAS 19764-03-5)

Gluconapoleiferinistnurals 1: 1-Gemisch aus 2-S- und 2-R-Isomeren erhaltlich. Fiir 2S-Gluconapoleiferin wird
eine Reinheit von 50 % angenommen.

5.1.11 Gluconasturtiin (2-Phenylethylglucosinolat) oder sein Kaliumsalz (CAS 499-30-9)

5.1.12  Glucoraphanin (4-Methylsulfinylbutylglucosinolat) oder sein Kaliumsalz (CAS 21414-41-5)
5.1.13  Glucoraphenin (4-Methylsulfinylbutenylglucosinolat) oder sein Kaliumsalz (CAS 28463-24-3)
5.1.14 Glucotropaeolin (Benzylglucosinolat) oder sein Kaliumsalz (CAS 499-26-3)

5.1.15 Homoglucocamelinin  (11-(Methylsulfinyl)undecylglucosinolat) oder sein  Kaliumsalz
(CAS186037-18-3)

5.1.16 4-Hydroxyglucobrassicin (4-Hydroxy-3-indoylmethylglucosinolat) oder sein Kaliumsalz
(CAS83327-20-2)

5.1.17 4-Methoxyglucobrassicin (4-Methoxy-3-indoylmethylglucosinolat) oder sein Kaliumsalz
(CAS83327-21-3)

5.1.18 Neoglucobrassicin (1-Methoxy-3-indoylmethylglucosinolat) oder sein Kaliumsalz (CAS 5187-84-8)
5.1.19 Progoitrin (2-(R)-Hydroxy-3-butenylglucosinolat) oder sein Kaliumsalz (CAS 585-95-5)

5.1.20 Sinalbin (4-Hydroxybenzylglucosinolat) oder sein Kaliumsalz (CAS 16411-05-5)

5.1.21 Sinigrin (2-Propenylglucosinolat), Monohydrat oder sein Kaliumsalz (CAS 3952-98-5)

5.2 Chemikalien

5.2.1 Methanol (HPLC-Qualitit)

5.2.2 Essigsdure (98 % bis 100 %)

5.2.3 Wasser

Wasser mit LC-MS-Reinheitsgrad, doppelt destilliertes Wasser oder Wasser der Qualitdt 1 nach EN ISO 3696.
5.3 Standardlosungen

5.3.1 Allgemeines

Von jedem Standard (5.1.1 bis 5.1.21) werden zwischen 5 mg und 10 mg prazise eingewogen (6.1) und in ein
separates Braunglasfladschchen von 4 ml (6.8) gefiillt. Ein Volumen des Extraktionslésemittels (5.4.1) wird hin-
zugefiigt, um eine Losung mit einer Konzentration von 10 pmol/ml herzustellen. Das Gewicht, die Reinheit und
das Aussehen des Standards werden beriicksichtigt (sieche ANMERKUNGEN 1 bis 4). In Tabelle 2 sind Beispiel-

rechnungen fiir die Vorbereitung von 1 ml Stammlésung angegeben.

ANMERKUNG1  Glucosinolatstandards sind in der Regel als Kaliumsalze erhéltlich. Einige Glucosinolatstandards ent-
halten zusatzlich ein Molekiil Wasser.
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Die meisten Analysestandards fiir einzelne Glucosinolate werden in der Regel in Mengen von 5 mg bis

10 mg gewonnen. Da es sich bei Glucosinolaten um stark hygroskopische Verbindungen handelt, ist es besser, den festen
Standard nur einmal zu verwenden.

ANMERKUNG 3

verwendet werden.

ANMERKUNG 4

Je nach beabsichtigter Anwendung kann eine Auswahl der nachfolgend aufgefiihrten Standardldsungen

Die Standard-Stammldsungen sind 24 Monate lang stabil, wenn sie unterhalb von < -18 °C gelagert wer-

den. Methanol : Wasser (70 :30) ist das bevorzugte Losemittel, da es eine bessere Stabilitidt der Glucosinolate bietet als

Wasser.
Tabelle 2 — Vorbereitung der Standard-Stammlésungen
Molekiilmasse Gewichtsstandard fiir 1 ml
Kaliumform Standardlésung von 10 pmol/ml
g/mol mg
Epiprogoitrin 427,48 4,274 8
Glucoalyssin 489,63 4,896 3
Glucoarabin 545,73 5,457 3
Glucobrassicanapin 42551 4,2551
Glucobrassicin 486,26 4,862 6
Glucocamelinin 559,76 5,597 6
Glucoerucin 459,61 4,596 1
Glucoiberin 461,56 46156
Gluconapin 411,49 4,1149
Gluconapoleiferin 441,51 4,4151
Gluconasturtiin 461,16 46116
Glucoraphanin 475,66 4,756 6
Glucoraphenin 473,58 47358
Glucotropaeolin 447,52 4,475 2
Homoglucocamelinin 573,79 5,7379
4-Hydroxyglucobrassicin 502,56 50256
4-Methoxyglucobrassicin 516,59 51659
Neoglucobrassicin 516,59 5,1659
Progoitrin 427,49 42749
Sinalbin 463,52 4,6352
Sinigrin 397,47 39747
5.3.2  Epiprogoitrin (10 pmol/ml)
5.3.3 Glucoalyssin (10 umol/ml)
5.3.4 Glucoarabin (10 umol/ml)
5.3.5 Glucobrassicanapin (10 pmol/ml)
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5.3.6  Glucobrassicin (10 umol/ml)

5.3.7 Glucocamelinin (10 umol/ml)

5.3.8 Glucoerucin (10 pmol/ml)

5.3.9 Glucoiberin (10 pumol/ml)

5.3.10 Gluconapin (10 pmol/ml)

5.3.11 Gluconapoleiferin (10 umol/ml)

5.3.12 Gluconasturtiin (10 umol/ml)

5.3.13 Glucoraphanin (10 pmol/ml)

5.3.14 Glucoraphenin (10 pmol/ml)

5.3.15 Glucotropaeolin (10 pmol/ml)

5.3.16 Homoglucocamelinin (10 pmol/ml)
5.3.17 4-Hydroxyglucobrassicin (10 umol/ml)
5.3.18 4-Methoxyglucobrassicin (10 umol/ml)
5.3.19 Neoglucobrassicin (10 umol/ml)
5.3.20 Progoitrin (10 pmol/ml)

5.3.21 Sinalbin (10 pmol/ml)

5.3.22  Sinigrin (10 umol/ml)

5.3.23 Mischstandardlésung (100 nmol/ml)

In einen 10-ml-Messkolben werden 100 pl jeder Stammlésung 5.3.1 bis 5.3.22 (10 umol/ml) pipettiert und mit
Extraktionslosemittel (5.4.1) bis zur Markierung aufgefiillt.

ANMERKUNG1 Je nach beabsichtigter Anwendung kann eine Auswahl der Standardlésungen verwendet werden.

ANMERKUNG2  Bei Lagerung unter <-18°C ist die Losung 1]ahr lang stabil. Das Extraktionslésemittel [Metha-
nol: Wasser (70 : 30)] ist das bevorzugte Losemittel, da es eine bessere Stabilitdt der Glucosinolate bietet als Wasser.

5.3.24 Mischstandardlésung (10 nmol/ml)

2ml der Mischstandardlésung 100 nmol/ml (5.3.23) werden in einen 20-ml-Messkolben pipettiert und mit
Extraktionslosemittel (5.4.1) bis zur Marke aufgefiillt.

ANMERKUNG  Bei Lagerung unter <-18°C ist die Losung 1]ahr lang stabil. Das Extraktionslosemittel [Metha-
nol : Wasser (70 : 30)] ist das bevorzugte Losemittel, da es eine bessere Stabilitat der Glucosinolate bietet als Wasser.

5.3.25 Mischstandardlésung (1 nmol/ml)

500 pl der Mischstandardlésung 100 nmol/ml (5.3.23) werden in einen 50-ml-Messkolben pipettiert und mit
Extraktionslosemittel (5.4.1) bis zur Marke aufgefiillt.
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ANMERKUNG  Bei Lagerung unter <-18°C ist die Losung 1Jahr lang stabil. Das Extraktionslosemittel [Metha-
nol: Wasser (70 : 30)] ist das bevorzugte Losemittel, da es eine bessere Stabilitdt der Glucosinolate bietet als Wasser.
5.3.26 Kalibrierl6sungen in wiéssriger L6sung

Die Kalibrierlosungen werden nach Tabelle 3 hergestellt. Es wird direkt in HPLC-Flaschchen (siehe ANMER-
KUNG) pipettiert.

Tabelle 3 — Herstellung der Kalibrierstandards in wassriger Losung

Miscl{standard- Misch"standard- Mischstandardlésung
Konzen- 16sung l16sung Wasser
tration 1 nmol/ml 10 nmol/ml 100 nmol/ml (5.3.23) (5.2.3)
(5.3.25) (5.3.24)

nmol/ml ul ul ul ul
Kal1 0 0 0 0 1000
Kal 2 0,01 10 0 0 990
Kal 3 0,02 20 0 0 980
Kal 4 0,05 50 0 0 950
Kal 5 0,10 0 10 0 990
Kal 6 0,25 0 25 0 975
Kal 7 0,50 0 50 0 950
Kal 8 1,0 0 0 10 990
Kal9 2,5 0 0 25 975
Kal 10 5,0 0 0 50 950

Die Kalibrierungsstandards sollten an jedem neuen Analysentag erstellt werden.

ANMERKUNG  Die erforderlichen Kalibrierpunkte sind von den in den Proben (siehe 7.3) erwarteten Konzentrationen,
dem verwendeten Verdiinnungsfaktor (siehe 7.3) und dem Dynamikbereich des Massenspektrometers (siehe Abschnitt 8)
abhingig. Es wird empfohlen, alle Kalibrierstandards zu verwenden, jedoch mindestens die Kalibrierstandards Kal 1, 3
bis 8.

5.4 Reagenzien
5.4.1 Extraktionslosemittel: Methanol : Wasser (70 : 30)

700 ml Methanol (5.2.1) werden mit 300 ml Wasser (5.2.3) gemischt. Die Losung wird bei Raumtemperatur
aufbewahrt und kann einen Monat verwendet werden.
5.4.2 Mobile Phase A: 0,1%ige Essigsaure in Wasser

1 ml Essigsaure (5.2.2) wird in 1 000 ml Wasser (5.2.3) pipettiert. Die Losung wird bei Raumtemperatur auf-
bewahrt und kann einen Monat verwendet werden.

ANMERKUNG  Die Essigsdaurekonzentration kann in einem Bereich von 0,01 % bis 0,1 % eingestellt werden, um die Auf-
bewahrung der Analyten auf der analytischen Saule zu optimieren.

5.4.3 Mobile Phase B: Methanol (5.2.1)
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5.5 Qualitatskontrollmaterial

Ein geeignetes Material, d. h. ein Referenzmaterial (5.6) bzw. ein Material mit bekannter natiirlicher Kontami-
nation oder eine mit bekannten Mengen der Glucosinolate angereicherte Blindprobe, wird in jede Serie aufge-
nommen und fiir Qualititszwecke verwendet.

5.6 Referenzmaterialien

Referenzmaterialien kdnnen zu Zwecken der internen Qualitdtskontrolle verwendet werden. Beispiele fiir
Referenzmaterialien sind:

5.6.1 ERM®-BC366R Rapssamen
5.6.2 ERM®-BC190R Rapssamen

5.6.3 ERM®-BC367R Rapssamen

6 Gerate

Ubliche Laborausriistung und insbesondere folgende Gerite

6.1 Analysenwaage mit einer Prazision von 0,02 mg

6.2 Analysenwaage mit einer Prazision von 1 mg

6.3 (Mikro-)Miihle

6.4 Zentrifugenrohrchen aus Polypropylen, 50 ml, mit Schraubverschluss
6.5 Wasserbad

Geeignet, eine Temperatur von 75 °C + 1 °C aufrechtzuerhalten.

6.6 Vortex-Mischer oder Minishaker

6.7 Vertikal- oder Horizontalschiittler, einstellbar

6.8 Flasche aus Braunglas von 4 ml mit Schraubverschluss

6.9 HPLC-Autosampler-Fldschchen, Glas oder Propylen, 1,5 ml

6.10 Zentrifuge, fiir die Verwendung mit 50-ml-Zentrifugenréhrchen (6.4) geeignet
6.11 Messkolben, kalibriert auf 10 ml, 20 ml, 50 ml

6.12 Kalibrierte mikrometrische Pipette(n)

6.13 HPLC-System, bestehend aus:

6.13.1 Autosampler, thermostatisiert

Geeignet, eine Temperatur von 10 °C + 1 °C aufrechtzuerhalten.

6.13.2 Binidres Pumpensystem

Geeignet, einen bindren Gradienten bei fiir die verwendete analytische S&ule geeigneten Flief3-
geschwindigkeiten mit ausreichender Genauigkeit zu etablieren.
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6.13.3 Saulenofen, thermostatisiert

Geeignet, eine Temperatur von 50 °C + 1 °C aufrechtzuerhalten.

6.13.4 Analytische Saule

Enthalt C18-Umkehrphasen-Packungsmaterial, das zur Basislinientrennung der Analyten mit identischer
Molekiilmasse geeignet ist. Eine stationdre C18-Phase mit chemisch geladener Oberflache hat sich als gut
geeignet erwiesen.

6.13.5 Vorsaule, optional

Sie enthalt das gleiche Material fiir die stationdre Phase wie die analytische Sdule und mit geeigneten Abmes-
sungen.

6.14 Tandem-Massenspektrometer
Geeignet, im negativen Modus ein Multiple/Selected Reaction Monitoring bei ausreichend groféem Dynamik-
bereich und ausreichender Abtastgeschwindigkeit durchzufiihren, und zur Trennung von Masseneinheiten

geeignet sowie mit einem rechnergestiitzten Datenverarbeitungssystem ausgestattet. Es darf jede lonenquelle
eingesetzt werden, die zu einer ausreichenden lonisierung fiihrt.

7 Durchfithrung
7.1 Probenvorbehandlung

Laborproben sollten, falls méglich, in Ubereinstimmung mit Europaischen Rechtsvorschriften [6] oder in jedem
anderen Fall nach EN ISO 6498 genommen und vorbereitet werden.

Die Proben werden in einer Miihle (6.3) auf <1 mm homogenisiert.
7.2 Einwaage
7.2.1 Olsaaten und Olsaatenerzeugnisse

Die Menge der untersuchten homogenisierten Olsaaten- oder Olsaatenerzeugnisprobe (7.1) betrigt
(1,0£0,02) g.

Die Menge der homogenisierten Olsaaten- oder Olsaatenerzeugnisprobe darf auf (0,5 + 0,01) g reduziert wer-
den. In diesem Fall muss die Menge des Extraktionslosemittels entsprechend angepasst werden (7.3.1).

7.2.2 Mischfuttermittel

Die Menge der homogenisierten Mischfuttermittelprobe (7.1), die untersucht wird, betragt (1,0 + 0,02) g.

7.3 Extraktion

7.3.1 Olsaaten und Olsaatenerzeugnisse

Eine Priifmenge von (1,0+0,02)g der homogenisierten Probe (7.2.1) wird in ein 50-ml-Zentrifugen-
rohrchen (6.4) eingewogen. 25 ml Extraktionslosemittel (5.4.1) werden zugegeben, 10 s lang geschiittelt und
das Rohrchen in ein Wasserbad bei 75 °C (6.5) gestellt (siehe ANMERKUNG 1). Die Probe wird 15 min lang

erhitzt und dann auf Raumtemperatur abgekiihlt. Das Réhrchen wird 60 min lang in einen Schiittler gestellt,
der mit mafdiger Geschwindigkeit rotiert (6.7).
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Das Zentrifugieren des Rohrchens erfolgt 5 min bei 2 000 g und Raumtemperatur (6.10). 5 pl des Uberstandes
werden in ein HPLC-Flaschchen (6.9) tiberfiihrt, es werden 995 ul Wasser zugegeben, und das Flaschchen wird
geschlossen (sieche ANMERKUNG 2).

ANMERKUNG1 Ein Extraktionslosemittel, das 70 % Methanol enthilt, bietet den besten Kompromiss zwischen Analy-
tenstabilitdt und Extraktionseffizienz. Ein Extraktionslosemittel mit einem hdheren organischen Anteil (z. B. 80 % Metha-
nol) erhoht die Stabilitdt der Analyten (langsamer Abbau durch Myrosinase), fithrt aber auch zu einer geringeren Extrak-
tionsleistung. Ein Extraktionslésemittel mit einem geringeren organischen Anteil (z. B. 60 % Methanol oder 50 % Ethanol)
fiithrt zu einer vergleichbaren Extraktionseffizienz, aber auch zu einer stark erhéhten Myrosinaseaktivitdt. Dies kann zu
einem teilweisen Abbau der Analyten und zu einer geringeren Vergleichprazision fithren. ISO9167:2019 beschreibt ein
alternatives Extraktionsverfahren fiir Rapssamen und Rapsschrot unter Verwendung von 50 % Ethanol als Extraktionslo-
semittel. Dieses alternative Extraktionsverfahren wurde in diesem Ringversuch nicht gepriift.

ANMERKUNG 2 In bestimmten Produkten konnen Konzentrationen vorhanden sein, die den Arbeitsbereich der Kali-
brierkurve tiberschreiten. Fiir diese Produkte wird der Extrakt weiter mit Wasser verdiinnt, um eine Konzentration zu
erhalten, die in den Arbeitsbereich der Kalibrierkurve fallt.

7.3.2 Mischfuttermittel

Eine Priifmenge von (1,0+0,02)g der homogenisierten Probe (7.2.2) wird in ein 50-ml-Zentrifugen-
rohrchen (6.4) eingewogen. 25 ml Extraktionslosemittel (5.4.1) werden zugegeben, 10 s lang geschiittelt und
das Rohrchen in ein Wasserbad bei 75 °C (6.5) gestellt. Die Probe wird 15 min lang erhitzt und dann auf
Raumtemperatur abgekiihlt. Das Réhrchen wird 60 min lang in einen Schiittler gestellt, der mit mafdiger
Geschwindigkeit rotiert (6.7).

Das Zentrifugieren des Réhrchens erfolgt 5 min bei 2 000 g und Raumtemperatur (6.10). 25 ul des Uberstandes
werden in ein HPLC-Flaschchen (6.9) iiberfiihrt, es werden 975 ul Wasser zugegeben, und das Flaschchen wird
geschlossen.

7.3.3 Wiederfindungsprobe fiir Mischfuttermittel

Zur Herstellung der Wiederfindungsprobe wird eine reprdsentative Futtermittel-Blindwertprobe genom-
men (5.5) (sieche ANMERKUNG), vorzugsweise dieselbe, die fiir die Herstellung des Kalibrierbereichs im
Blindextrakt (7.3.4) verwendet wird.

Eine Priifmenge von (1,0+0,02)g der homogenisierten Probe(7.2.2) wird in ein 50-ml-Zentrifugen-
rohrchen (6.4) eingewogen. 1,00 ml der Mischstandardlésung 100 nmol/ml (5.3.22) werden der Probe
zugegeben. Dies ist dquivalent zu 0,1 mmol/kg. 10 s lang wird kraftig geschiittelt.

25 ml Extraktionslosemittel (5.4.1) werden zugegeben, 10 s lang geschiittelt und das Rohrchen in ein Wasser-
bad bei 75 °C (6.5) gestellt. Die Probe wird 15 min lang erhitzt und dann auf Raumtemperatur abgekiihlt. Das
Rohrchen wird 60 min lang in einen Schiittler gestellt, der mit méafiger Geschwindigkeit rotiert (6.7).

Das Zentrifugieren des Réhrchens erfolgt 5 min bei 2 000 g und Raumtemperatur (6.10). 25 pl des Uberstandes
werden in ein HPLC-Flaschchen (6.9) tiberfiihrt, es werden 975 ul Wasser zugegeben, und das Flaschchen wird
geschlossen.

ANMERKUNG  Eine Probe, die nach einer vorangegangenen Analyse die Zielanalyten nicht in einer Konzentration ober-
halb der Nachweisgrenze enthilt.

7.3.4 Herstellung der Kalibrierstandards in einem Blindprobenextrakt

Zur Herstellung der Kalibrierkurve wird eine reprasentative Futtermittel-Blindwertprobe (5.5) genommen
(siehe ANMERKUNG).

Eine Priifmenge von (1,0+£0,02)g der homogenisierten Probe (7.2.2) wird in ein 50-ml-Zentrifugen-
rohrchen (6.4) eingewogen. 25 ml Extraktionslosemittel (5.4.1) werden zugegeben, 10 s lang geschiittelt und

das Rohrchen in ein Wasserbad bei 75°C (6.5) gestellt. Die Probe wird 15 min lang erhitzt dann auf
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Raumtemperatur abgekiihlt. Das Réhrchen wird 60 min lang in einen Schiittler gestellt, der mit mafdiger
Geschwindigkeit rotiert (6.7).

Das Zentrifugieren des Rohrchens erfolgt 5 min bei 2000g und Raumtemperatur (6.10). Ein aliquoter Teil
von 1 ml wird in ein neues 50-ml-Zentrifugenréhrchen (6.4) liberfiihrt, 39 ml Wasser hinzugegeben und gut
gemischt. Dieser verdiinnte Extrakt wird zur Herstellung von Kalibrierlésungen nach Tabelle 4 verwendet. Es
wird direkt in HPLC-Flaschchen pipettiert.

ANMERKUNG  Eine Probe, die nach einer vorangegangenen Analyse die Zielanalyten nicht in einer Konzentration ober-
halb der Nachweisgrenze enthalt.

Tabelle 4 — Herstellung der Kalibrierstandards in einem Blindprobenextrakt

Mischstandard- Mischstandard- Mischstandard-
lésung lésung lésung Blindproben-
Konzentration 1 nmol/ml 10 nmol/ml 100 nmol/ml extrakt
(5.3.25) (5.3.24) (5.3.23) (7.3.4)
nmol/ml ul ul ul ul

Kal 1 0 0 0 0 1000
Kal 2 0,01 10 0 0 990
Kal 3 0,02 20 0 0 980
Kal 4 0,05 50 0 0 950
Kal 5 0,10 0 10 0 990
Kal 6 0,25 0 25 0 975
Kal 7 0,50 0 50 0 950
Kal 8 1,0 0 0 10 990
Kal9 2,5 0 0 25 975
Kal 10 5,0 0 0 50 950

8 LC-MS/MS-Analyse
8.1 Allgemeines

Die chromatographischen und massenspektrometrischen Bedingungen kénnen frei gewahlt werden. Die opti-
malen Messbedingungen hangen in starkem Mafde von der verwendeten gerdtetechnischen Ausriistung ab.
Nachfolgend werden jedoch einige wichtige Kriterien und Parameter hinsichtlich der chromatographischen
Trennung und des Nachweises der Analyten behandelt.

Analytische Sdulen mit C18-Umkehrphasen-Packungsmaterial konnen fiir die Trennung von Analyten mitiden-
tischer Molekiilmasse verwendet werden. Es sollte auf die starker polaren Glucosinolate geachtet werden,
die frith im Chromatogramm eluieren. Diese Analyten reagieren empfindlicher auf kleine Unterschiede in der
Zusammensetzung der mobilen Phase, was zu instabilen Retentionszeiten und verzerrten Peakformen fiihrt.
Eine stationdre C18-Phase mit chemisch geladener Oberflache hat sich als gut geeignet erwiesen und bietet
eine verbesserte Retention und Peakform.

Das Injektionsvolumen sollte auf die Sdulenmafie und die Empfindlichkeit des Massenspektrometersystems
abgestimmt sein. Je nach Empfindlichkeit und linearem Dynamikbereich des Massenspektrometers kann es
erforderlich sein, die Kalibrierstandards und die Probenextrakte um einen zusatzlichen Faktor mit Wasser zu
verdiinnen.
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Die massenspektrometrischen Bedingungen sollten geeignet sein, die Analyten mit ausreichender Empfind-
lichkeit und Spezifitdt zu messen. Glucosinolate lassen sich am besten im negativen lonisationsmodus ana-
lysieren. Mindestens zwei Uberginge sollten ausgewihlt werden und in das Verfahren des multiplen Reak-
tionsmonitorings (MRM) aufgenommen werden. Im Allgemeinen ist das intensivste Produkt-lon die Bildung
des Hydrogensulfat-Anions (m/z 97). Weitere Produkt-lonen, die in den Spektren der meisten Glucosinolate
vorkommen, sind das C,H30S-Anion (m/z 75) und das Glucose-Sulfat-Anion (m/z 259). Bei mehreren Glucosi-
nolaten werden auch strukturspezifische Anionen gebildet. Ausfiihrliche Informationen dariiber, welche ande-
ren Produkt-lonen gebildet werden, sind in Tabelle B.3 enthalten. Vorzugsweise sollten keine Produkt-lonen
ausgewdahlt werden, die durch den Verlust von Wasser aus dem protonierten Molekiilion gebildet werden.

Glucosinolate, die einen Indol-Substituenten enthalten (Glucobrassicin und seine 4-Hydroxy-, 4-Methoxy-
und N-Methoxy-Derivate), konnen im Massenspektrometer 7-Hydroxy- und 7-Methoxy-Addukte erzeu-
gen. Die Menge der gebildeten Addukte hingt von der Bauart des Massenspektrometers ab und ist
daher je nach Typ oder Marke des Massenspektrometers sehr unterschiedlich. Die Neigung zur Bil-
dung dieser Addukte nimmt in der Reihenfolge ab: 4-Hydroxyglucobrassicin >4-Methoxyglucobrassi-
cin > Glucobrassicin > > Neoglucobrassicin. Die Bildung von Addukten kann zu einer (stark) verminderten
Empfindlichkeit des Muttermolekiils fithren. Es wird daher empfohlen, die 7-Hydroxy- und 7-Methoxy-
Addukte in das Analyseverfahren einzubeziehen. Die Produkt-lonen, die wiahrend des Analyselaufs am
empfindlichsten und stabilsten sind, sollten fiir die Quantifizierung verwendet werden.

Das Gerat sollte iiber eine ausreichende Empfindlichkeit verfiigen, um die Analyten bei einem Gehalt von
0,1 mmol/kg in der Olsaat oder dem Olsaatenerzeugnis bei einem Gehalt von 0,02 mmol/kg im Misch-
futtermittel mit einem Signal-Rausch-Verhaltnis von3 fiir das schwachste ausgewdhlte Produkt-Ion und
einem Signal-Rausch-Verhaltnis von 10 fiir das starkste Produkt-Ion nachzuweisen.

Die Linearitat des Massendetektors sollte iber den gesamten Kalibrierbereich verifiziert werden, bevor die
Analyse der Proben durchgefiihrt wird. Je nach Empfindlichkeit und linearem Dynamikbereich des Massen-
spektrometers kann es erforderlich sein, das Injektionsvolumen zu vermindern. Wenn dies nicht moéglich ist,
wird empfohlen, die Kalibrierstandards und die Probenextrakte um einen zuséatzlichen Faktor mit Extraktions-
losemittel (5.4.1) zu verdiinnen.

Ein Beispiel fiir geeignete Messbedingungen ist in Anhang B gegeben, und Beispielchromatogramme sind in
Anhang C angegeben.

8.2 Analysensequenz
8.2.1 Olsaaten und Olsaatenerzeugnisse
Eine geeignete Analysensequenz fiir Olsaaten und Olsaatenerzeugnisse:

— Kalibrierstandard 8 von 1 nmol/ml in Wasser, der mindestens dreimal oder so lange injiziert wird, bis sta-
bile Messbedingungen erreicht sind;

— Wasser;

— Bereich des Kalibrierstandards in wassriger Losung (5.3.25);
— Wasser;

— Probenextrakt fiir die Qualitidtskontrolle (5.5);

— Probenextrakte (7.3.1);

— Wasser;

— Bereich des Kalibrierstandards in wassriger Losung (5.3.25).
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In Abhangigkeit von der Probenanzahl diirfen zwischen den Proben zuséatzliche Kalibrierstandards eingefiigt
werden.

8.2.2 Mischfuttermittel
Eine fiir Mischfuttermittel geeignete Analysensequenz:

— Kalibrierstandard 8 von 1 nmol/ml in Blindmatrixextrakt, der mindestens dreimal oder so lange injiziert
wird, bis stabile Messbedingungen erreicht sind;

— Wasser;

— Bereich des Kalibrierstandards in Blindmatrixextrakt (7.3.4);
— Wasser;

— Wiederfindungsprobe (7.3.3);

— Probenextrakte (7.3.2);

— Wasser;

— Bereich des Kalibrierstandards in Blindmatrixextrakt (7.3.4).

In Abhdngigkeit von der Probenanzahl diirfen zwischen den Proben zusatzliche Kalibrierstandards eingefiigt
werden.

9 Auswertung der Ergebnisse
9.1 Identifizierung

Nachweis und Identifizierung der einzelnen Glucosinolate in der Probe basieren auf dem Vorhandensein von
koeluierenden chromatographischen Peaks fiir die gemessenen Uberginge. Retentionszeit und relative Haufig-
keit der Ubergange sollten mit denen der Kalibrierstandards iibereinstimmen. Die Abweichung der Retentions-
zeit des Analyten in der Probe sollte nicht mehr als 0,2 min gegeniiber der durchschnittlichen Retentionszeit
in den Kalibrier-Extrakten betragen. Die relativen Intensititen der Uberginge in der Probe sollten nicht mehr
als 30 % vom Durchschnitt der relativen Intensititen der Uberginge bei den Kalibrier-Extrakten abweichen.

9.2 Quantifizierung
9.2.1 Allgemeines

Bei Olsaaten und Olsaatenerzeugnissen basiert die Quantifizierung auf einer Mehrpunktkalibrierung mit
einem Kalibrierstandard in wassriger Losung (5.3.25). Bei Mischfuttermitteln basiert die Quantifizierung auf
einer Mehrpunktkalibrierung unter Verwendung von Kalibrierstandards in einem Blindmatrixextrakt (7.3.4)
(sieche ANMERKUNG 1). Fiir samtliche Berechnungen wird die summierte Fliche beider Produkt-lonen
verwendet (siehe ANMERKUNG 2).

ANMERKUNG1 Unter den in diesem Dokument beschriebenen Bedingungen waren Matrixeffekte (Ionenunterdrii-
ckung oder -verstirkung) bei Olsaatenproben nicht signifikant. Bei Mischfuttermitteln kénnen Matrixeffekte festgestellt

werden.

ANMERKUNG 2  Optional kann bei den Berechnungen der Analytkonzentration und der Wiederfindung nur die Flache
des Quantifier-lons verwendet werden.
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9.2.2 Linearitat der Kalibrierkurve

Die Summe der Produkt-lonenflichen wird fiir den Analyten in den Kalibrierstandards in wassriger
Losung (5.3.25) oder fiir die Kalibrierstandards im Matrixextrakt (7.3.4) in Abhdngigkeit von der zugesetzten
Konzentration aufgetragen. Die Schatzung der Steigung und des Ordinatenabschnitts der Kalibriergeraden
erfolgt mittels gewichteter linearer Regression iiber alle Datenpunkte. Die Linearitdt der Kalibrierkurven
wird mit einem geeigneten Test auf Linearitat gepriift (z. B. Auftragen der Residuen gegen die angepassten
Werte; Berechnung des Korrelationskoeffizienten). Wenn die Priifung eine Nichtlinearitiat erkennen lasst,
ist ihre Ursache zu ermitteln und es sind geeignete Mafdnahmen zu ergreifen (z.B. durch Verringerung des
Injektionsvolumens, durch Verringerung des Arbeitsbereichs der Kalibrierkurve, durch Verwendung einer
gewichteten Kalibrierung oder durch Verdiinnung der Extrakte).

Bei der Darstellung der Riickstinde gegen die angepassten Werte sollten die fiir einzelne Kalibrierpunkte
berechneten Konzentrationen um weniger als 20 % abweichen. Der Korrelationskoeffizient der Kalibrierkurve
sollte mindestens 0,990 betragen.

9.2.3 Berechnung der Glucosinolatkonzentration in der Olsaat oder dem Olsaatenerzeugnis

Die Konzentration des Analyten in der Olsaatenprobe wird nach Gleichung (1) berechnet.

(A—b) |4
C= X — XD (1)

a w
Dabei ist
C die Konzentration des Analyten in der Olsaat oder dem Olsaatenerzeugnis, in mmol/kg;
A die Summe der Flache der Produkt-lonen;
b der Ordinatenabschnitt der Kalibriergeraden (5.3.25);
a die Steigung der Kalibriergeraden (5.3.25);
V das Volumen des zur Probe gegebenen Extraktionslosemittels, in ml;
W die Probenmenge, in g;
D der Verdiinnungsfaktor des Ausgangsextrakts.
9.2.4 Berechnung der Glucosinolatkonzentration im Mischfuttermittel

Die Konzentration des Analyten in der Mischfuttermittel-Probe wird nach Gleichung (2) berechnet.

A-b |4 100
C:( >><—><D><— (2)

a w R
Dabei ist
C die Konzentration des Analyten im Mischfuttermittel, in mmol/kg;
A die Summe der Flache der Produkt-Ionen;
b der Ordinatenabschnitt der Kalibriergeraden im Matrixextrakt (7.3.4);
a die Steigung der Kalibriergeraden im Matrixextrakt (7.3.4);

V' das Volumen des zur Probe gegebenen Extraktionslésemittels, in ml;
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W die Probenmenge, in g;
D der Verdiinnungsfaktor des Ausgangsextrakts;
R die Wiederfindung, in %.

Die Wiederfindung wird nach Gleichung (3) berechnet.

_ (ARec— b %4
R_< ><W><D 3

a
Dabei ist
R die Wiederfindung, in %;

ARec die Summe der Flache der Produkt-lonen des Analyten in der Wiederfindungsprobe von
0,1 mmol/kg (7.3.3);

b der Ordinatenabschnitt der Kalibriergeraden;

a die Steigung der Kalibriergeraden;

vV das Volumen des zur Probe gegebenen Extraktionsldsemittels, in ml;
W  die Probenmenge, in g;

D  der Verdiinnungsfaktor des Ausgangsextrakts;

R die Wiederfindung, in %;

ARec die Summe der Fliche der Produkt-lonen des Analyten in der Wiederfindungsprobe von
0,1 mmol/kg (7.3.3);

b der Ordinatenabschnitt der Kalibriergeraden;
9.3 Angabe der Ergebnisse

Die erhaltene Konzentration wird in mmol/kg angegeben. Neben der Konzentration der einzelnen Glucosi-
nolate kann auch die Gesamtkonzentration der Glucosinolate angegeben werden. Die Gesamtkonzentration
der Glucosinolate ist die Summe der quantifizierten Glucosinolate. Die fiir Olsaaten oder Olsaatenerzeugnisse
erhaltenen Ergebnisse werden nicht um die Wiederfindung korrigiert. Die fiir Mischfuttermittel erhaltenen
Ergebnisse werden um die Wiederfindung korrigiert, wenn die Wiederfindung fiir den Analyten weniger als
90 % oder mehr als 110 % betragt.

Zusétzlich muss bei einer Probenanalyse im Rahmen der EU-Richtlinie 2002 /32 das Endergebnis fiir Berichts-
zwecke auf der Grundlage eines Feuchtegehalts von 12 % angegeben werden, und die Konzentration muss

unter Bertcksichtigung des tatsachlichen Feuchtegehalts der Probe angepasst werden [6].

Um den Gesamtgehalt an Glucosinolaten in mg/kg Allylisothiocyanat auszudriicken, wird die Konzentration in
mmol/kg mit dem Faktor 99,15 multipliziert.

10 Genauigkeit
10.1 Allgemeines

Die Prazisionsdaten wurden im Rahmen eines Ringversuchs gewonnen. Die Details zur Prazision des Verfah-
rens sind in Anhang A dargestellt. Neben der Wiederholprazision und Vergleichprazision werden auch die funk-
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tionellen Zusammenhénge zwischen der gemessenen Analytkonzentration und der Wiederholprazision und
Vergleichprazision gezeigt.

10.2 Wiederholpriazision
Die absolute Differenz zwischen zwei einzelnen Untersuchungsergebnissen, die an identischem Untersu-
chungsmaterial durch einen Bearbeiter mit derselben Gerdteausstattung in kiirzest moglichem Zeitabstand
gewonnen werden, wird in nicht mehr als 5 % der Félle die Wiederholgrenze r iberschreiten. Daraus kann die
Wiederholgrenze r wie folgt berechnet werden:
r=28Xst (4)
Dabei ist
r die Wiederholgrenze;
s, die Wiederholstandardabweichung.
10.3 Vergleichprazision
Die absolute Differenz zwischen zwei einzelnen Untersuchungsergebnissen, die von zwei Laboratorien an iden-
tischen Untersuchungsmaterialien erhalten wurden, tiberschreitet die Vergleichgrenze R in nicht mehr als 5 %
der Falle. Daraus kann die Vergleichgrenze R wie folgt berechnet werden:
R =28Xsp (5)
Dabei ist

R die Vergleichgrenze;

sg die Vergleichstandardabweichung.

11 Untersuchungsbericht

Der Untersuchungsbericht muss mindestens folgende Daten enthalten:

a) die zur Identifizierung der Probe notwendigen Informationen;

b) das Datum des Probeneingangs;

c) eine Verweisung auf dieses Dokument und das Jahr der Veréffentlichung;

d) dasin diesem Dokument angewendete Verfahren;

e) die Untersuchungsergebnisse und die Einheiten, in denen sie angegeben wurden;
f) jegliche Abweichungen vom Verfahren;

g) jegliche ungewohnlichen Beobachtungen;

h) das Datum der Analyse der Probe.
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Anhang A
(informativ)

Prazisionsdaten

Die folgenden Daten wurden bei einem Ringversuch ermittelt, der nach den Leitlinien der Association of Official
Agricultural Chemists (AOAC) zu den Verfahrensweisen bei Ringversuchen zur Validierung der Merkmale eines
Analyseverfahrens [7] durchgefiihrt wurde. Um die Notwendigkeit eines Ausschlusses einzelner ,Ausreifser”
von den Ergebnissen zu vermeiden, wurden robuste statistische Verfahren, wie in ISO 5725-5 [8] beschrieben,
eingesetzt.

Die Materialien1 bis4 waren gemahlene Olsaatenproben. Material 1 bestand aus einer Mischung von
3 Brassica-oleracea-Proben (3 verschiedene Sorten), die in gleichen Mengen gemischt wurden. Material 2
bestand aus einer Mischung von 7 verschiedenen Olsaatenarten (Eruca sativa, Iberis umbellata, Lepidium
campestre, Lepidium sativum, Nasturtium officinale, Rhaphanus sativus, Sinapis alba), die in gleichen Men-
gen gemischt wurden. Material 3 war eine Probe aus Rapssamen (Brassica napus), die als zertifiziertes
Referenzmaterial ERM® BC366R erhdltlich ist. Material4 war gemahlener Leindottersamen (Camelina
sativa). Material 5 waren gemahlene Rapssamenflocken. Material 6 war ein Mastgefliigelfuttermittel, das
mit 10 % gemahlenen Samen von Camelina sativa und 20 % Rapsflocken gemischt war. Material 7 war ein
Erganzungsfuttermittel fiir Kithe, das mit 10 % gemahlenen Samen von Brassica oleracea und 5 % gemahlenen
Samen von Camelina sativa gemischt war. Material 8 war ein Mischfuttermittel fiir Schweine, das mit 25 %
Rapsschrot gemischt war.

Am Hauptringversuch nahmen zwdlf Laboratorien teil. Alle Laboratorien legten Ergebnisse vor. Die akzeptier-
ten Datensitze wurden mittels robuster statistischer Verfahren ausgewertet. Bei der Datenauswertung wur-
den 17 Datenpunkte entfernt, die als nichtkonform angesehen wurden. Dabei handelte es sich um Daten, bei
denen die angegebene Konzentration einer oder beider Wiederholungen weniger als 0,01 mmol/kg betrug,
was als Meldegrenzwert angesehen wurde. Die im Ringversuch erhaltenen Ergebnisse sind in Tabelle A.1 bis
Tabelle A.22 angegeben. Es sollte beachtet werden, dass die HorRat-Werte lediglich zur Information dienen.
In diesem Fall sind die HorRat-Werte aufgrund der hohen Mengen an Glucosinolaten nicht fiir auf LC-MS/MS
basierende Verfahren geeignet, da aufgrund der hohen Empfindlichkeit des massenselektiven Detektors Pro-
benextrakte stark verdiinnt werden miissen, um sich an den linearen, dynamischen Arbeitsbereich des Mas-
sendetektors wie in CEN/TS 17455 [9] erldutert anzupassen.

Bei den acht Materialien reichte der Gesamtglucosinolatgehalt von 1,48 mmol/kg bis 117,3 mmol/kg,
und die erzielte relative Vergleichstandardabweichung (RSDR) lag zwischen 7,8 % und 12,7 %. Insgesamt
wurden 90 einzelne Matrix-Analyt-Kombinationen bewertet. Fiir 72 Matrix-Analyt-Kombinationen wurden
annehmbare RSDR erzielt, die zwischen 5,5 % und 22,2 % lagen. Die Konzentration dieser Analyten reichte
von 0,01 mmol/kg bis 41,1 mmol/kg. Fiir 18 Matrix-Analyt-Konzentrationen wurde eine hohere, aber immer
noch annehmbare RSDy erzielt, die zwischen 22,6 % und 41,8 % lag. Die Konzentration dieser Analyten
reichte von 0,01 mmol/kg bis 0,25 mmol/kg. Eine grafische Darstellung der RSDR fiir die Analyten und den
Gesamtgehalt an Glucosinolaten in der gemeinsamen Studie ist in Bild A.1 zu sehen.

Auf der Grundlage dieser Ergebnisse wird der Schluss gezogen, dass dieses Dokument fiir die Bestimmung von

Glucosinolaten in Rapssaat und anderen Olsaaten, Olsaatenerzeugnissen und Mischfuttermitteln, die Olsaaten-
erzeugnisse als Zutat enthalten, geeignet ist.
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Tabelle A.1 — Prazisionsdaten zum Gesamtgehalt an Glucosinolaten = g
m P
B. oleracea Olsaaten Rapssamen Leindotter- Rapssamen Mast- Rinder Schweine E Z
samen gefliigel . %
A m
Saatgut- Mischung BC366R Samen Flocken Futter- Futter- Futtermittel w
mischung mittel mittel o 891
Beschreibung (1) 2) 3) 4) (5) (6) 7 (8) S W
NN
Jahr des Ringversuchs 2021 2021 2021 2021 2021 2021 2021 2021 ~Q
o
Anzahl der Laboratorien 12 12 12 12 12 12 12 12 = z
Anzahl der nicht konformen 0 0 0 0 0 0 0 0 o
Laboratorien
Anzahl der akzeptierten 12 12 12 12 12 12 12 12
Ergebnisse
Mittelwert X, mmol/kg 72,9 117,3 13,7 25,7 9,40 5,32 15,2 1,48
Wiederholstandardabweichung, 3,56 480 113 0,74 0,40 026 0,72 0,04
sy, mmol/kg
Relative
Wiederholstandardabweichung, 4,9 % 41% 8,2% 2,9% 4,2% 4,9 % 4,7 % 2,9%
RSD,
Wiederholgrenzer (= 2,85), 10,0 13,4 3,17 2,09 111 0,73 2,02 0,12
mmol/kg
Funktionelle Beziehung s =0042%+009 R=0985
zwischen s, und X e ’ ’
Vergleichstandardabweichung, 753 966 1,70 247 1,19 041 1,30 0,17
sg, mmol/kg
Relative
Vergleichstandardabweichung, 10,3% 8,2% 12,3% 9,6 % 12,7 % 7,8% 8,6 % 11,4 %
RSDg
Vergleichgrenze R (=2,8 sg), 21,1 27,0 4,75 6,92 3,34 1,16 3,65 0,47
mmol/kg
Fu1_1kt10nelle Bezzehung sp=0,085%+0,27 R=0,990
zwischen sp und X
HorRat 31 2,6 2,8 2,5 2,8 1,5 1,9 1,9
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Tabelle A.2 — Prézisionsdaten zu Epiprogoitrin

B. oleracea Olsaaten Rapssamen Leindotter- Rapssamen Mast- Rinder Schweine
samen gefliigel
Saatgut- Mischung BC366R Samen Flocken Futter- Futtermittel | Futtermittel
mischung mittel

Beschreibung (1) (2) 3) (4) (5) (6) (7) (8)

Jahr des Ringversuchs 2021 2021 2021 2021 2021 2021 2021

Anzahl der Laboratorien 9 12 9 8 7 9 9

Anzahl der nicht konformen 0 0 0 0 0 0 0

Laboratorien

Anzahl der akzeptierten 9 12 9 8 7 9 9

Ergebnisse

Mittelwert X, mmol/kg 0,26 0,93 0,12 0,05 0,01 0,09 0,02

Wiederholstandardabweichung, 00 01 00 001 0.00 00 000

s,, mmol/kg ) ) ) ) ) ) )

Relative

Wiederholstandardabweichung, 7,0 % 6,9 % 6,8 % 23,0% 12,1% 11,4 % 7,1%

RSD,

Wiederholgrenzer (= 2,85), 0,05 0,18 0,02 0,03 0,00 0,03 0,00

mmol/kg ) ) ) ) ) ) )

Funktionelle Beziehung s =0066%+000 R=0991

zwischen s, und X e ’ ’

Vergleichstandardabweichung, 0.02 010 0.02 001 0.00 002 001

sg, mmol/kg , ) , , ) , )

Relative

Vergleichstandardabweichung, 7,6 % 10,4 % 20,0 % 251% 27,4 % 20,5% 28,8% -

RSDg o

Vergleichgrenze R (=2,8 sg), 0,06 0,27 0,07 0,04 0,01 0,05 0,01 £

mmOl/kg ’ ) ) ’ ) ’ ’ % m

Z
. . ~ -

Fur'lktlonelle Bezgehung sp=0,096% +0,01 R=0983 2 :;

zwischen sp und X 891 )

HorRat 1,0 1,6 2,2 2,4 2,2 2,2 2,4 W &;1
i
So
NS
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Tabelle A.3 — Prizisionsdaten zu Glucoallysin = g
m P
B. oleracea Olsaaten Rapssamen Leindotter- Rapssamen Mast- Rinder Schweine E Z
samen gefliigel . %
A m
Saatgut- Mischung BC366R Samen Flocken Futter- Futtermittel | Futtermittel w N
mischung mittel B 891
Beschreibung 1) 2) 3) 4) (5) (6) (7) (8) S W
NN
Jahr des Ringversuchs 2021 2021 2021 2021 2021 2021 »a S
Anzahl der Laboratorien 12 12 12 12 12 12 = z
Anzahl der nicht konformen 0 1 0 0 0 0 o
Laboratorien
Anzahl der akzeptierten 12 1 12 12 12 12
Ergebnisse
Mittelwert X, mmol/kg 2,10 0,05 0,12 0,02 0,03 0,03
Wiederholstandardabweichung, 0,13 0,01 0,01 0,00 0,00 0,00
sy, mmol/kg
Relative
Wiederholstandardabweichung, 6,2% 10,7 % 5,9 % 6,8 % 6,8 % 4,3 %
RSD,
Wiederholgrenzer (=2,8s,), 0,37 0,01 0,02 0,00 0,00 0,00
mmol/kg
Fur}ktionelle Beziehung 5,=0,062% +0,00 R=1,000
zwischen s, und xa
Vergleichstandardabweichung, 0,18 0,02 0,03 0,00 0,00 0,00
sg, mmol/kg
Relative
Vergleichstandardabweichung, 8,4 % 35,4 % 25,8% 12,6 % 11,8 % 10,2 %
RSDg
Vergleichgrenze R (=2,8 sg), 0,49 0,05 0,09 0,01 0,01 0,01
mmol/kg
Fu1_1ktionelle BezEehung sp=0,081%+0,01 R=0993
zwischen sp und Xa
HorRat 1,5 3,5 2,9 1,1 1,1 0,9
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Tabelle A.4 — Prazisionsdaten zu Glucoarabin

B. oleracea Olsaaten Rapssamen Leindotter- Rapssamen Mast- Rinder Schweine
samen gefliigel
Saatgut- Mischung BC366R Samen Flocken Futter- Futtermittel | Futtermittel
mischung mittel

Beschreibung (1) (2) 3) (4) (5) (6) (7) (8)

Jahr des Ringversuchs 2021 2021 2021

Anzahl der Laboratorien 12 12 12

Anzahl der nicht konformen 0 0 0

Laboratorien

Anzahl der akzeptierten 12 12 12

Ergebnisse

Mittelwert X, mmol/kg 6,15 0,64 0,31

Wiederholstandardabweichung, 026 004 002

sy, mmol/kg , ) E

Relative

Wiederholstandardabweichung, 4,2 % 6,0 % 6,0 %

RSD,

Wiederholgrenze r (= 2,8s,), 073 011 0.05

mmol/kg ’ ’ ’

Funktionelle Beziehung 6. =0041%+0.01 R=1.000

zwischen s, und X T ' '

Vergleichstandardabweichung, 066 0.05 0.03

sg, mmol/kg ’ ’ ’

Relative

Vergleichstandardabweichung, 10,8 % 7,3 % 9,5 % -

RSDg o

Vergleichgrenze R (= 2,8 sR), 185 013 008 E =

mmol/kg ’ ’ ’ % Ej

Funktionelle Beziehung sp=0110%- 001 R=1.000 P:; -

zwischen sp und X k=5 ' ’ ® -

HorRat 2,3 1,1 13 w o
i
o
NS
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> Tabelle A.5 — Prazisionsdaten zu Glucobrassicanapin = g
m P
B. oleracea Olsaaten Rapssamen Leindotter- Rapssamen Mast- Rinder Schweine E Z
samen gefliigel . %
A m
Saatgut- Mischung BC366R Samen Flocken Futter- Futtermittel | Futtermittel w N
mischung mittel B 891
Beschreibung 1) 2) 3) (4) (5) (6) (7) (8) S W
NN
Jahr des Ringversuchs 2021 2021 2021 2021 2021 »a S
Anzahl der Laboratorien 12 12 12 12 12 e z
Anzahl der nicht konformen 0 0 0 2 0 o
Laboratorien
Anzahl der akzeptierten 12 12 12 10 12
Ergebnisse
Mittelwert X, mmol/kg 0,31 0,38 0,09 0,02 0,08
Wiederholstandardabweichung, 003 0.02 0.00 0.00 0.00
sy, mmol/kg ’ ) ) ) )
Relative
Wiederholstandardabweichung, 9,2% 4,0 % 53% 4,1% 3,1%
RSD,
Wiederholgrenzer (=2,8s,), 008 0.04 001 0.00 001
mmol/kg ) ) ) ) )
Funktionelle Beziehung 5. =0060%-000 R=0832
zwischen s, und X v ’ ’
Vergleichstandardabweichung, 005 0.04 001 0.00 0.00
sg, mmol/kg ’ ’ ’ ’ ’
Relative
Vergleichstandardabweichung, 14,9 % 10,5% 7,9 % 21,6 % 53%
RSDg
Vergleichgrenze R (= 2,8 sp), 013 011 002 001 001
mmol/kg ) ) ) ) )
Funktionelle Beziehung sp=0125%- 000 R=0956
zwischen sp und X k=% ’ ’
HorRat 1,9 1,4 0,8 1,8 0,6
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Tabelle A.6 — Prazisionsdaten zu Glucobrassicin

B. oleracea Olsaaten Rapssamen Leindotter- Rapssamen Mast- Rinder Schweine
samen gefliigel
Saatgut- Mischung BC366R Samen Flocken Futter- Futtermittel | Futtermittel
mischung mittel

Beschreibung (1) (2) 3) (4) (5) (6) (7) (8)

Jahr des Ringversuchs 2021 2021 2021 2021 2021 2021

Anzahl der Laboratorien 12 9 12 12 12 10

Anzahl der nicht konformen 0 0 0 0 0 1

Laboratorien

Anzahl der akzeptierten 12 9 12 12 12 9

Ergebnisse

Mittelwert X, mmol/kg 0,31 0,08 0,18 0,04 0,02

Wiederholstandardabweichung, 002 001 001 0.00 0.00

s;, mmol/kg ’ ’ ’ ’ ’

Relative

Wiederholstandardabweichung, 5,9 % 12,9% 8,1% 7.2% 6,4 %

RSD,

Wiederholgrenzer (= 2,8s,), 005 003 0.04 001 0.00

mmol/kg ) ) ) ) )

Funktionelle Beziehung 5. =0058%+0.00 R=0939

zwischen s, und X e ’ ’

Vergleichstandardabweichung, 004 0.02 003 0.00 0.00

sg, mmol/kg ’ ’ ’ ’ ’

Relative

Vergleichstandardabweichung, 14,0 % 31,0% 16,6 % 9,4 % 24,7 % -

RSDg o

Vergleichgrenze R (= 2,8 sR), 012 007 0.09 001 001 E >

mmOl/kg ’ ’ ’ ] ’ % %

Funktionelle Beziehung sp=0133%+0.00 R=0937 P:; [y

zwischen sp und X k=5 ’ ’ 891 ;

HorRat 18 3,3 2,0 0,9 2,1 w o
i
So
NS
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> Tabelle A.7 — Prazisionsdaten zu Glucocamelinin "E, g
m P
B. oleracea Olsaaten Rapssamen Leindotter- Rapssamen Mast- Rinder Schweine E Z
samen gefliigel . %
A m
Saatgut- Mischung BC366R Samen Flocken Futter- Futtermittel | Futtermittel w N
mischung mittel B 891
Beschreibung 1) 2) 3) 4) (5) (6) (7) (8) S W
NN
Jahr des Ringversuchs 2021 2021 2021 »a S
Anzahl der Laboratorien 12 12 12 e z
Anzahl der nicht konformen 0 0 0 o
Laboratorien
Anzahl der akzeptierten 12 12 12
Ergebnisse
Mittelwert X, mmol/kg 16,1 1,73 0,82
Wiederholstandardabweichung, 043 010 004
sy, mmol/kg ) , ,
Relative
Wiederholstandardabweichung, 2,7 % 5,7 % 4,7 %
RSD,
Wiederholgrenzer (=2,8s,), 121 028 011
mmol/kg ’ ’ ’
Funktionelle Beziehung s =0025%+004 R=0996
zwischen s, und X T ’ ’
Vergleichstandardabweichung, 170 015 008
sg, mmol/kg ’ ’ ’
Relative
Vergleichstandardabweichung, 10,6 % 8,5% 9,5%
RSDg
Vergleichgrenze R (= 2,8 sp), 477 041 022
mmol/kg ’ ’ ’
Funktionelle Beziehung sp=0108%~002 R=1000
zwischen sp und X k=% ’ ’
HorRat 2,6 1,5 1,5
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Tabelle A.8 — Prazisionsdaten zu Glucoerucin

B. oleracea Olsaaten Rapssamen Leindotter- Rapssamen Mast- Rinder Schweine
samen gefliigel
S?atgut- Mischung BC366R Samen Flocken Futtermittel | Futtermittel | Futtermittel
mischung
Beschreibung (1) (2) 3) (4) (5) (6) (7) (8)
Jahr des Ringversuchs 2021 2021 2021
Anzahl der Laboratorien 12 12 12
Anzahl der nicht konformen 0 0 0
Laboratorien
Anzahl der akzeptierten 12 12 12
Ergebnisse
Mittelwert X, mmol/kg 3,22 15,6 1,07
Wiederholstandardabweichung, 0,14 0,77 0,05
sy, mmol/kg
Relative
Wiederholstandardabweichung, 4,4 % 4,9 % 4,7 %
RSD,
Wiederholgrenzer (= 2,8s,), 0,39 215 0,14
mmol/kg
Ful}ktionelle Beziehung 5,=0,050% - 0,01 R=1,000
zwischen s, und X
Vergleichstandardabweichung, 036 1,29 0,06
sg, mmol/kg
Relative
Vergleichstandardabweichung, 11,0% 8,3% 55 % -
RSDg -
. — —
Vergleichgrenze R (= 2,8 sg), 1,00 3,60 0,17 e Z
mmol/kg = o
Z
. . _ U=y
Fur'lktlonelle Bezgehung 5z=0,081%+0,03 R=0,995 3 b:;
zwischen sp und X 891 )
HorRat 2,0 1,9 0,9 % &
R 55
So
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