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Nationales Vorwort

Dieses Dokument (prEN ISO 18363-4:2020) wurde vom Technischen Komitee ISO/TC 34 ,Food products” in
Zusammenarbeit mit dem Technischen Komitee CEN/TC 307 ,Olsaaten, tierische und pflanzliche Fette und
Ole und deren Nebenprodukt — Probenahme- und Untersuchungsverfahren“ erarbeitet, dessen Sekretariat
von AFNOR (Frankreich) gehalten wird.

Das zustdndige deutsche/nationale Normungsgremium ist der Arbeitsausschuss NA 057-05-05 AA
»Gemeinschaftsausschuss von DIN und DGF fiir die Analytik von Fetten, Olen, Fettprodukten, verwandten
Stoffen und Rohstoffen (GA Fett)“ im DIN-Normenausschuss Lebensmittel und landwirtschaftliche Produkte
(NAL).

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

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

ISO 3696 siehe DIN ISO 3696
ISO 5555 siehe DIN EN ISO 5555
ISO 661 siehe DIN EN ISO 661

Aktuelle Informationen zu diesem Dokument kénnen tiber die Internetseiten von DIN (www.din.de) durch
eine Suche nach der Dokumentennummer aufgerufen werden.

Nationaler Anhang NA
(informativ)

Literaturhinweise

DIN ISO 3696, Wasser fiir analytische Zwecke; Anforderungen und Priifungen
DIN EN ISO 5555, Tierische und pflanzliche Fette und Ole - Probenahme

DIN EN ISO 661, Tierische und pflanzliche Fette und Ole - Vorbereitung der Untersuchungsprobe

Documents
2 Document Sharing Hub

Full document details: E DIN EN ISO 18363-4:2021-01


http://www.avadocuments.com/doc/e-din-en-iso-18363-4-2021-01
http://www.avadocuments.com/doc/e-din-en-iso-18363-4-2021-01

- Entwurf -

2020-12

prEN ISO 18363-4:2020

Titel de: Tierische und pflanzliche Fette und Ole — Bestimmung von
fettsauregebundenem Chlorpropandiol (MCPD) und Glycidol mittels
GC/MS — Teil 4: Verfahren mittels schneller alkalischer Umesterung und
Messung fiir 2-MCPD, 3-MCPD und Glycidol (ISO/DIS 18363-4:2020)

Titel en: Animal and vegetable fats and oils — Determination of fatty-acid-bound
chloropropanediols (MCPDs) and glycidol by GC/MS — Part 4: Method
using fast alkaline transesterification and measurement for 2-MCPD,
3-MCPD and glycidol by GC-MS/MS (ISO/DIS 18363-4:2020)

Titel fr:

Documents

Document Sharing Hub

Full document details: E DIN EN ISO 18363-4:2021-01


http://www.avadocuments.com/doc/e-din-en-iso-18363-4-2021-01
http://www.avadocuments.com/doc/e-din-en-iso-18363-4-2021-01

E DIN EN ISO 18363-4:2021-01 - Entwurf -
prEN ISO 18363-4:2020 (D)

Inhalt

Seite
EUropaiSChes VOIWOTT . ssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasasasasases
B0 00
00D 0 11
1 ANWeNndUNGSDErEiCh .. i —————————————— 8
2 NOIMAtIVE VeI WEISUINZEIL ...curucresesarsrsesmsmssssessssssssssssssssssssssssssss s sssssas e s e as s s e msa s e e E SRR RS R AR R AR e R R R AR R AR RE RS 8
3 570 1 (. 8
4 KUrzbeSCRIeibUNE ..o s ssns 9
5 LT T o) 1 VA =) o 9
5.1 AlIZEIMEINES ... A RS 9
5.2 Standard- und Referenzverbindungen ... 9
5.3 R 100 b 0 0 R L0 0= o 10
5.3.1  StAMIMIOSUNZEI cuciciuiesimsmsseisesmsssssssssssssessssssss s EEEE AR AR A RS R AR R AR R AR RS E R R AR R AR R R AR R R AR 10
5.3.2  ArDeitSIOSUNZEI c.uiuruieiaiaraisissssssssssssssssssssssssssssssss s RE SRR SRR R R R R AR AR RS 11
5.4 R L) L e T L] 1A o 11
5.5 LT T o) (VA L 1Y) 12
6 PrifeiNriChtung. ..o 12
7 Probe uUnd LagerUung .....ccmmmsmsssssmssssssssssssssssssssssssssssssssssss st ssssasssssssssssssssssassssssssssssssess 12
7.1 Probenahme e EE AR SEE R R R 12
7.2 Vorbereitung der Untersuchungsprobe.........oms 13
7.3 LagerungsbediNGUINZEN ... s s R 13
8 DUrChfliNIUNG...coccieinrcinsss s —————————————— 13
8.1 Vorbereitung der Untersuchungsprobe..........on. 13
8.2 Erstellung der KalibrieTrKUIVe ... ssssssssssseses 14
8.3 Gaschromatographie/Massenspektrometrie-Referenzen ... 14
9 Angabe der ErgebniSSe ... s s ssss s sssss s s ansses 15
9.1 Quantitative Bestimmung von 2-MCPD- und 3-MCPD-EStern ... 16
9.2 Quantitative Bestimmung von Glycidylestern.........mmmn. 17
9.3 L0 10 BTNz T S0 10 00 20
10 ANMETKUNGEN ..o s s s 20
11 5 V4 1) 0 22
TV ) 14 Y 0L 22
11.2  WiederholPraziSion ... s ssssssssses 22
11.3  Vergleichprizision zwischen Tagen ..., 22
Anhang A (Unterstiitzende Tabellen) ... 23
Anhang B (informativ) Statistische Ergebnisse des Ringversuchs von ISO........ccovnnnmnnsnnnsnns 25
Anhang C (informativ) Chromatogramme........mmmm: 29
LiteraturNiNWeISe. .. e 31

Documents

2 Document Sharing Hub

Full document details: E DIN EN ISO 18363-4:2021-01


http://www.avadocuments.com/doc/e-din-en-iso-18363-4-2021-01
http://www.avadocuments.com/doc/e-din-en-iso-18363-4-2021-01

- Entwurf - E DIN EN ISO 18363-4:2021-01
prEN ISO 18363-4:2020 (D)

Europaisches Vorwort

Dieses Dokument (prEN ISO 18363-4:2020) wurde vom Technischen Komitee ISO/TC 34 ,Food products” in
Zusammenarbeit mit dem Technischen Komitee CEN/TC 307 ,Olsaaten, tierische und pflanzliche Fette und
Ole und deren Nebenprodukte — Probenahme- und Untersuchungsverfahren“ erarbeitet, dessen Sekretariat
von AFNOR gehalten wird.

Dieses Dokument ist derzeit zur parallelen Umfrage vorgelegt.

Anerkennungsnotiz

Der Text von ISO/DIS 18363-4:2020 wurde von CEN als prENISO 18363-4:2020 ohne irgendeine
Abdnderung genehmigt.
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Vorwort

ISO (die Internationale Organisation fiir Normung) ist eine weltweite Vereinigung nationaler Normungs-
institute (ISO-Mitgliedsorganisationen). Die Erstellung von Internationalen Normen wird iiblicherweise von
Technischen Komitees von ISO durchgefiihrt. Jede Mitgliedsorganisation, die Interesse an einem Thema hat,
fiir welches ein Technisches Komitee gegriindet wurde, hat das Recht, in diesem Komitee vertreten zu sein.
Internationale staatliche und nichtstaatliche Organisationen, die in engem Kontakt mit ISO stehen, nehmen
ebenfalls an der Arbeit teil. ISO arbeitet bei allen elektrotechnischen Normungsthemen eng mit der
Internationalen Elektrotechnischen Kommission (IEC) zusammen.

Die Verfahren, die bei der Entwicklung dieses Dokuments angewendet wurden und die fiir die weitere Pflege
vorgesehen sind, werden in den ISO/IEC-Direktiven, Teil 1 beschrieben. Es sollten insbesondere die
unterschiedlichen Annahmekriterien fiir die verschiedenen ISO-Dokumentenarten beachtet werden. Dieses
Dokument wurde in Ubereinstimmung mit den Gestaltungsregeln der ISO/IEC-Direktiven, Teil 2 erarbeitet
(siehe www.iso.org/directives).

Es wird auf die Moglichkeit hingewiesen, dass einige Elemente dieses Dokuments Patentrechte beriihren
konnen. ISO ist nicht dafiir verantwortlich, einige oder alle diesbeziiglichen Patentrechte zu identifizieren.
Details zu allen wahrend der Entwicklung des Dokuments identifizierten Patentrechten finden sich in der
Einleitung und/oder in der ISO-Liste der erhaltenen Patenterklarungen (siehe www.iso.org/patents).

Jeder in diesem Dokument verwendete Handelsname wird als Information zum Nutzen der Anwender
angegeben und stellt keine Anerkennung dar.

Fiir eine Erlauterung des freiwilligen Charakters von Normen, der Bedeutung ISO-spezifischer Begriffe und
Ausdriicke in Bezug auf Konformitdtsbewertungen sowie Informationen dartiber, wie ISO die Grundséatze der
Welthandelsorganisation (WTO, en: World Trade Organization) hinsichtlich technischer Handelshemmnisse
(TBT, en: Technical Barriers to Trade) beriicksichtigt, siehe www.iso.org/iso/foreword.html.

Das fiir dieses Dokument verantwortliche Komitee ist ISO/TC 34, Food products, Unterkomitee SC 11, Animal
and vegetable fats and oils.

ISO 18363 besteht unter dem allgemeinen Titel Animal and vegetable fats and oils — Determination of fatty-
acid-bound chloropropanediols (MCPDs) and glycidol by GC/MS aus den folgenden Teilen:

— Part 1: Method using fast alkaline transesterification and measurement for 3-MCPD and differential
measurement for glycidol

— Part 2: Method using alkaline transesterification and measurement of 2-MCPD, 3-MCPD and glycidol
— Part 3: Method using acid transesterification and measurement of 2-MCPD, 3-MCPD and glycidol

— Part4: Method using fast alkaline transesterification and measurement for 2-MCPD, 3-MCPD and
glycidol (MS/MS)
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Einleitung

Die Normenreihe ISO 18363 ist eine Familie Internationaler Normen, die zur Bestimmung von
estergebundenem MCPD und Glycidol verwendet werden kann. Diese Einleitung beschreibt die in den
derzeit veroffentlichten oder vorgeschlagenen Dokumenten festgelegten Verfahren, damit der Analytiker
entscheiden kann, welche Verfahren fiir die Anwendung geeignet sind. Die genaue Anwendung jedes
Verfahrens ist im Anwendungsbereich des einzelnen Verfahrens enthalten.

ISO 18363-1 ist ein Differenzverfahren, das der DGF-Einheitsmethode C-VI 18 (10) gleichwertig und mit der
AOCS Official Method Cd 29c-13 identisch ist. Kurz gefasst, beruht es auf einer schnellen alkalisch
katalysierten Freisetzung von 3-MCPD und Glycidol aus Ester-Derivaten. Glycidol wird anschliefRend in
induziertes 3-MCPD umgewandelt. Es besteht aus zwei Teilen. Der erste Teil (A) ermoglicht die Bestimmung
der Summe von estergebundenem 3-MCPD und estergebundenem Glycidol, wahrend der zweite Teil (B) nur
estergebundenes 3-MCPD bestimmt. Beide Priifungen basieren auf der Freisetzung der Ziel-Analyten
3-MCPD und Glycidol aus der estergebundenen Form durch eine alkalisch katalysierte Alkoholyse bei
Raumtemperatur. In Teil A wird eine angesduerte Natriumchloridlosung verwendet, um die Reaktion zu
beenden und anschliefiend das Glycidol in induziertes 3-MCPD umzuwandeln. 3-MCPD und Glycidol werden
daher in Teil A ununterscheidbar. In Teil B wird die Beendigung der Reaktion durch das Hinzufiigen einer
angesduerten chloridfreien Salzlosung erreicht, die auch die Umwandlung von Glycidol in induziertes MCPD
verhindert. Teil B ermoglicht somit die Bestimmung des tatsdchlichen 3-MCPD-Gehalts. Schlief3lich ist der
Glycidolgehalt der Probe proportional zur Differenz zwischen beiden Priifungen (A - B) und kann berechnet
werden, sobald das Umwandlungsverhéltnis von Glycidol zu 3-MCPD bestimmt worden ist. ISO 18363-1 ist
anwendbar fiir die schnelle Bestimmung von estergebundenem 3-MCPD und Glycidol in raffinierten und
nicht raffinierten pflanzlichen Olen und Fetten. ISO 18363-1 kann auch auf tierische Fette und gebrauchte
Frittierdle und -fette angewendet werden, vor der Analyse dieser Matrices muss jedoch eine Validierungs-
studie erfolgen. Alle freien Analyten in der Probe wiirden in die Ergebnisse einbezogen werden, aber das
Dokument ldsst keine Unterscheidung zwischen freien und gebundenen Analyten zu. Zum Zeitpunkt der
Veroffentlichung hat die Forschung jedoch keinen Nachweis eines Gehaltes an freien Analyten in gleicher
Héhe wie der Gehalt an veresterten Analyten in raffinierten pflanzlichen Olen und Fetten erbracht.
Grundsatzlich kann ISO 18363-1 auch so modifiziert werden, dass die Bestimmung von 2-MCPD
durchfithrbar ist, aber auch hier ist vor der Analyse dieses Analyten eine Validierungsstudie durchzufiihren.
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ISO 18363-2 stellt das AOCS Official Method Cd 29b-13 dar. Kurz gefasst, beruht es auf einer langsamen
alkalischen Freisetzung von MCPD und Glycidol aus Ester-Derivaten. Glycidol wird anschlief3end in 3-MBPD
umgewandelt. ISO 18363-2 besteht aus zwei Probenvorbereitungen, die sich in der Verwendung interner
Standards unterscheiden. Beide Vorbereitungen werden fiir die Bestimmung von estergebundenem 2-MCPD
und 3-MCPD verwendet. In Teil A wird ein vorldufiges Ergebnis fiir estergebundenes Glycidol bestimmt. Da
das in der Probe vorhandene 3-MCPD zu einem geringen Grad durch die Probenvorbereitung in induziertes
Glycidol umgewandelt wird, dient Teil B dazu, diese Menge des induzierten Glycidols quantitativ zu
bestimmen, die anschlief3end von dem vorlaufigen Glycidolergebnis aus Teil A subtrahiert wird. Durch die
Verwendung von isotopenmarkierten freien MCPD-Isomeren in Priifung A und isotopenmarkiertem
estergebundenem 2-MCPD und 3-MCPD in Teil B kann die Wirksamkeit der Esterspaltung iiberwacht
werden. Beide Priifungen, A und B, basieren auf der Freisetzung der Ziel-Analyten 2-MCPD, 3-MCPD und
Glycidol aus der estergebundenen Form durch eine langsame alkalisch katalysierte Alkoholyse bei Kélte. In
beiden Probenvorbereitungen wird die Reaktion durch das Hinzufiligen einer angesduerten konzentrierten
Natriumbromidl6sung beendet, um das instabile und fliichtige Glycidol in 3-MBPD umzuwandeln, das mit
3-MCPD vergleichbare Eigenschaften hinsichtlich seiner Stabilitdt und des chromatographischen Verhaltens
aufweist. Dariiber hinaus verhindert der erhebliche Uberschuss an Bromidionen die unerwiinschte Bildung
von 3-MCPD aus Glycidol im Fall von Proben, die natiirlich auftretende Chloridmengen enthalten.
[SO 18363-2 ist anwendbar fiir die Bestimmung von estergebundenem 3-MCPD, 2-MCPD und Glycidol in
raffinierten und nicht raffinierten pflanzlichen Olen und Fetten. Sie wird auch auf tierische Fette und
gebrauchte Frittierole und -fette angewendet, vor der Analyse dieser Matrices muss jedoch eine Vali-
dierungsstudie erfolgen. Alle freien Analyten in der Probe wiirden in die Ergebnisse einbezogen werden,
aber das Dokument lasst keine Unterscheidung zwischen freien und gebundenen Analyten zu. Zum Zeitpunkt
der Veroffentlichung dieses Dokuments hat die Forschung jedoch keinen Nachweis eines Gehaltes an freien
Analyten in gleicher Hohe wie der Gehalt an veresterten Analyten in pflanzlichen Olen und Fetten erbracht.

[SO 18363-3 stellt das AOCS Official Method Cd 29a-13 dar. Kurz gefasst, beruht es auf der Umwandlung von
Glycidylestern in 3-MBPD-Ester und einer langsamen sauer katalysierten Freisetzung von MCPD und MBPD
aus den Esterderivaten. Dieses Dokument beruht auf einer einzelnen Probenvorbereitung, in der
Glycidylester in MBPD-Monoester umgewandelt werden; anschliefiend werden die freien Analyten 2-MCPD,
3-MCPD und 3-MBPD durch eine langsame saurekatalysierte Alkoholyse freigesetzt Das 3-MBPD steht fiir
den tatsiachlichen Gehalt an gebundenem Glycidol. Dieses Dokument kann filir die Bestimmung von
estergebundenem 2-MCPD, 3-MCPD und Glycidol in raffinierten und nicht raffinierten pflanzlichen Olen und
Fetten angewendet werden. Es kann auch auf tierische Fette und gebrauchte Frittierdle und -fette
angewendet werden, vor der Analyse dieser Matrices muss jedoch eine Validierungsstudie erfolgen. Das
Verfahren eignet sich fiir die Analyse von gebundenen (veresterten) Analyten, bei Bedarf kann dieses
Dokument aber auch ohne die urspriingliche Umwandlung von Glycidylestern angewendet werden. Bei einer
derartigen Anordnung waren sowohl freie als auch gebundene 2-MCPD- und 3-MCPD-Formen in den
Ergebnissen enthalten und die Menge an freien Analyten kann als Differenz zwischen zwei Bestimmungen
berechnet werden, die in beiden Anordnungen vorgenommen wurden. Zum Zeitpunkt der Vero6ffentlichung
hat die Forschung jedoch keinen Nachweis eines Gehaltes an freien Analyten in gleicher Hohe wie der Gehalt
an veresterten Analyten in pflanzlichen Olen und Fetten erbracht.
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In ISO 18363-4 wird ein schnelles Verfahren auf der Grundlage einer schnellen alkalischen Spaltung von
MCPD und Glycidylestern beschrieben. Das freigesetzte Glycidol wird anschlieffend in 3-MBPD
umgewandelt. Der pH-Wert der schnellen alkalischen Spaltung fiihrt im Allgemeinen dazu, dass sich das
freigesetzte MCPD wahrend der Spaltung der Ester teilweise in Glycidol umwandelt, was zu einer
Uberschitzung des Glycidylestergehalts der Probe fithrt. Durch Hinzufiigen von zwei unterschiedlichen
internen Standards von isotopenmarkiertem estergebundenem 3-MCPD und Glycidol ist es moglich, die
Menge an markiertem Glycidol quantitativ zu bestimmen, die sich aus dem Abbau des freigesetzten internen
Standards ergibt. Diese Informationen konnen verwendet werden, um eine Uberschitzung des Glycidylester-
induzierten Glycidols durch 3-MCPD-induziertes Glycidol zu korrigieren. Die gleichen beiden internen
Standards werden fiir die quantitative Bestimmung des gebundenen MCPD und Glycidols verwendet, wobei
eine einzige Probenvorbereitung erforderlich ist, um die gebundenen 2-MCPD-, 3-MCPD- und Glycidolester
quantitativ zu bestimmen. Analog zu Teil 1 bis Teil 3 werden die freigesetzten MCPD und 3-MBPD vor der
GC-MS/MS-Analyse mit Phenylboronsaure derivatisiert. Im Gegensatz zu den anderen Teilen von ISO 18363
erfordert Teil 4 eine Geradteausstattung fiir GC-MS/MS, um jedes der (isotopenmarkierten) MBPD eindeutig
nachzuweisen, die fiir die korrekte quantitative Bestimmung des Glycidylester-induzierten Glycidols
erforderlich sind. ISO 1363-4 ist anwendbar fiir die Bestimmung von estergebundenem 3-MCPD, 2-MCPD
und Glycidol in raffinierten und nicht raffinierten pflanzlichen Olen und Fetten. Sie wird auch auf tierische
Fette und gebrauchte Frittierole und -fette angewendet, vor der Analyse dieser Matrices muss jedoch eine
Validierungsstudie erfolgen. Alle freien Analyten in der Probe wiirden in die Ergebnisse einbezogen werden,
aber das Dokument lasst keine Unterscheidung zwischen freien und gebundenen Analyten zu. Zum Zeitpunkt
der Veroffentlichung dieses Dokuments hat die Forschung jedoch keinen Nachweis eines Gehaltes an freien
Analyten in gleicher Hoéhe wie der Gehalt an veresterten Analyten in pflanzlichen Olen und Fetten erbracht.
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1 Anwendungsbereich

Dieser Teil von ISO 18363 beschreibt ein schnelles Verfahren fiir die gleichzeitige Bestimmung von 2-MCPD-
Estern (gebundenes 2-MCPD), 3-MCPD-Estern (gebundenes 3-MCPD) und Glycidylestern (gebundenes
Glycidol) in einer einzigen Priifung auf der Grundlage einer alkalisch katalysierten Esterspaltung und der
Derivatisierung der abgespaltenen (freien) Analyten vor der GC-MS/MS-Analyse mit Phenylboronsaure
(PBA).

Das Verfahren ist auf feste und fliissige Fette und Ole anwendbar. Dieser Teil von ISO 18363 kann auch auf
tierische Fette und gebrauchte Frittierdle und -fette angewendet werden, vor der Analyse dieser Matrices
muss jedoch eine Validierungsstudie erfolgen. Fiir alle drei Analyten betrdgt die Bestimmungsgrenze (LOQ,
en: limit of quantification) 0,1 mg/kg und die Nachweisgrenze (LOD, en: limit of detection) 0,03 mg/kg.

Milch- und Milcherzeugnisse (oder Fett aus Milch und Milcherzeugnissen), Sduglings(anfangs)nahrung,
Emulgatoren, freie Fettsduren sowie andere aus Fetten und Olen gewonnene Matrices sind vom
Anwendungsbereich dieser Internationalen Norm ausgenommen.

WARNUNG — Es wird auf die Vorschriften hingewiesen, in denen die Handhabung von gefihrlichen
Stoffen festgelegt ist. Technische, organisatorische und persoénliche Sicherheitsvorkehrungen
miissen eingehalten werden

2 Normative Verweisungen

Die folgenden Dokumente, die in diesem Dokument teilweise oder als Ganzes zitiert werden, sind fiir 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
(einschlieRlich aller Anderungen).

[SO 3696, Water for analytical laboratory use — Specification and test methods
[SO 5555, Animal and vegetable fats and oils — Sampling

ISO 661, Animal and vegetable fats and oils — Preparation of test sample

3 Begriffe

31

gebundenes 2-MCPD

Menge an 2-MCPD, die durch alkalisch katalysierte Umesterung nach dem Referenzverfahren von ihren
veresterten (gebundenen) Formen abgespalten wurde

Anmerkung 1 zum Begriff: Der Gehalt an 2-MCPD wird als Massenanteil in Milligramm je Kilogramm (mg/kg)
berechnet und im Bericht angegeben.

3.2

gebundenes 3-MCPD

Menge an 3-MCPD, die durch alkalisch katalysierte Umesterung nach dem Referenzverfahren von ihren
veresterten (gebundenen) Formen abgespalten wurde

Anmerkung 1 zum Begriff: Der Gehalt an 3-MCPD wird als Massenanteil in Milligramm je Kilogramm (mg/kg)
berechnet und im Bericht angegeben.
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3.3

gebundenes Glycidol

Menge an Glycidol, die durch alkalisch katalysierte Umesterung nach dem Referenzverfahren von ihren
veresterten (gebundenen) Formen abgespalten wurde

Anmerkung 1 zum Begriff: Der Gehalt an Glycidol wird als Massenanteil in Milligramm je Kilogramm (mg/kg)
berechnet und im Bericht angegeben.

4 Kurzbeschreibung

Die Ol/Fett-Probe wird in Toluen und tert-Butymethylether gelést und die internen Standards
(3-MCPD-13C;-Diester und pentadeuterierter Glycidylester) werden hinzugefiigt. Die Probe wird
anschliefSend auf 10 °C abgekiihlt, bevor die alkalische Umesterung durch die Zugabe einer Natrium-
methoxid-Losung in Methanol eingeleitet wird. Nach einer Inkubation von 12 min bei 10 °C wird die Proben-
mischung mit einer sauren Losung von Natriumbromid angesauert, um das freigesetzte Glycidol in 3-MBPD
umzuwandeln. Die wahrend der Umesterung erzeugten Fettsduremethylester werden durch doppelte
Extraktion der organischen Schicht entfernt. Abschlief3end wird die gereinigte Probe - die die abgespaltenen
(freien) Analyten enthalt - vor der GC-MS/MS-Analyse mit Phenylboronsaure derivatisiert [1].

Die quantitative Bestimmung von estergebundenem 2- und 3-MCPD beruht auf dem Signalverhéltnis von
2-MCPD/3-MCPD-13C4 bzw. 3-MCPD/3-MCPD-13C5. Die quantitative Bestimmung von estergebundenem
Glycidol beruht auf dem Signalverhéltnis von 3-MBPD/3-MBPD-d5. Die Menge an 3-MBPD-13C5, die sich
nach der Umesterungsreaktion gebildet hat, zeigt die Menge an freigesetztem 3-MCPD-13C5 an, die aufgrund

der Bedingungen der alkalischen Umesterung zu Glycidol abgebaut wurde. Da zwischen 3-MCPD und
3-MCPD-13C5 kein Unterschied in der Abbaugeschwindigkeit beobachtet wurde, wird es dann verwendet,

um die durch diesen Abbau von 3-MCPD verursachte Uberschitzung des Glycidylester-induzierten Glycidols
zu korrigieren. Unter den angewendeten Bedingungen wird die 2-MCPD als stabil angesehen und tragt daher
nicht wesentlich zur méglichen Uberschitzung von Glycidol bei [2].

Dieses Verfahren ermdglicht die gleichzeitige quantitative Bestimmung aller drei Analyten in einer einzigen
Priifung.

5 Reagenzien
5.1 Allgemeines

Sofern nicht anders angegeben, miissen analytisch reine Reagenzien verwendet werden; Wasser muss der
Qualitat 3 nach ISO 3696 entsprechen.

5.2 Standard- und Referenzverbindungen

5.2.1 1,2-Dipalmitoyl-3-chlorpropandiol (PP-3-MCPD), Reinheit >95 % (z.B. geliefert von Toronto

Research Chemicals Inc., North York, ON, Canadal oder aus 3-MCPD und Palmitoylchlorid synthetisiert, wie
von Kraft u. a. beschrieben [1]).

ANMERKUNG  1,2-Dipalmitoyl-3-chlorpropandiol kann durch 1,2-Dioleyl-3-chlorpropandiol oder andere
Fettsdurediester von 3-MCPD mit dhnlicher Kettenldange (C16 bis C18 sollte bevorzugt werden, da sie in der Mehrzahl
der Ole/Fette am hiufigsten vorkommen) ersetzt werden.

1 Der Lieferant der Standard- und Referenzverbindung ist ein Beispiel fiir einen geeigneten Lieferanten von
handelsiiblichen Referenzstandards. Diese Angabe dient nur zur Unterrichtung der Anwender dieses Dokuments
und bedeutet keine Anerkennung des genannten Produkts durch ISO.
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5.2.2 1,3-Distearoyl-2-chlorpropandiol (SS-2-MCPD), Reinheit =95 % (z.B. geliefert von Toronto
Research Chemicals Inc., North York, ON, Canadal).

ANMERKUNG  In Analogie zu den Empfehlungen fiir PP-3-MCPD kann 1,3-Distearoyl-2-chlorpropandiol durch andere
Fettsdurediester von 2-MCPD mit dhnlicher Kettenldnge (C16 bis C18 sollte bevorzugt werden, da sie in der Mehrzahl
der Ole/Fette am haufigsten vorkommen) ersetzt werden.

5.2.3 Mit Kohlenstoff-13 markiertes 1,2-Dipalmitoyl-3-chlorpropandiol (PP-3-MCPD-13C;), Reinheit
=95 % (z. B. geliefert von Toronto Research Chemicals Inc., North York, ON, Canadal).

ANMERKUNG  Die gleiche Uberlegung, die fiir 1,2-Dipalmitoyl-3-chlorpropandiol gilt, gilt auch fiir sein mit
Kohlenstoff-13 markiertes Analogon, sieche Anmerkung in 5.2.1.

5.2.4 Glycidylstearat (Gly-S), Reinheit > 98 % (z. B. geliefert von Toronto Research Chemicals Inc., North
York, ON, Canadal).

ANMERKUNG  Glycidylstearat kann durch Glycidyloleat oder andere Fettsdureester von Glycidol mit dhnlicher
Kettenlange (C16 bis C18 sollte bevorzugt werden, da sie in der Mehrzahl der Ole/Fette am hiufigsten vorkommen)
ersetzt werden.

5.2.5 Pentadeuteriertes Glycidylstearat (Gly-S-d5), Reinheit =98 % (z.B. geliefert von Toronto
Research Chemicals Inc., North York, ON, Canadal).

ANMERKUNG  Die gleiche Uberlegung, die fiir Glycidylpalmitat gilt, gilt auch fiir sein pentadeuteriertes Analogon,
siehe Anmerkung in 5.2.4.

5.3 Standardlésungen

Alle Standardlosungen werden mit Toluen (5.4.4) hergestellt. Alle Standards werden unter Verwendung
estergebundener Referenzverbindungen (5.2) hergestellt. Die Konzentrationen sind als Aquivalent-
konzentration der freien Komponente angegeben. Beziiglich einer beispielhaften Berechnung der Umwand-
lung der Konzentration des estergebundenen Aquivalents in die des freien Aquivalents siehe Anmerkung 3.

5.3.1 Stammlésungen

a) Kalibrierstammlésung (3-MCPD: 52,7 ug/mL, Glycidol: 52,2 pg/mL, 2-MCPD: 48,1 pg/mL): 14,0 mg
PP-3-MCPD (5.2.1), 12,0 mg Gly-S (5.2.4) und 14,0 mg SS-2-MCPD (5.2.2) werden in einen 50-mL-
Messkolben eingewogen. Es wird bis zur Marke aufgefiillt, wobei sichergestellt wird, dass die Standards
vollstandig im Losemittel gelost sind.

b) Aufstockstammlésung (3-MCPD: 52,7 ug/mlL, Glycidol: 52,2 pg/mL, 2-MCPD: 34,4 pg/mL): 14,0 mg
PP-3-MCPD (5.2.1), 12,0 mg Gly-S (5.2.4) und 10,0 mg SS-2-MCPD (5.2.2) werden in einen 50-mL-
Messkolben eingewogen. Es wird bis zur Marke aufgefiillt, wobei sichergestellt wird, dass die Standards
vollstandig im Losemittel gelost sind.

¢) PP-3-MCPD-13C;-Stammlésung (3-MCPD-13C5: 38,5 pug/mL): 20 mg PP-3-MCPD-13C5 (5.2.3) werden in

einen 100-mL-Messkolben eingewogen. Es wird bis zur Marke aufgefiillt, wobei sichergestellt wird, dass
der Standard vollstdndig im Losemittel gelost ist.

d) Gly-S-d5-Stammlésung (Glycidol-d5: 45,8 ug/mL): 10 mg of Gly-S-d5 (5.2.5) werden in einen 50-mL-
Messkolben eingewogen. Es wird bis zur Marke aufgefiillt, wobei sichergestellt wird, dass der Standard

vollstandig im Losemittel gelost ist.

ANMERKUNG  Stammlésungen sind mindestens zwolf Monate stabil, wenn sie bei -18 °C gelagert werden. Die
Anwendung eines Ultraschallbades kann dabei helfen sicherzustellen, dass alle Standards vollstindig geldst sind.
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5.3.2  Arbeitslosungen

a) KalibrierarbeitsléosungI (3-MCPD: 7,9 ug/mlL, Glycidol: 7,8 pg/mL, 2-MCPD: 7,2 ug/mkL): 300 ul der
Stammloésung (5.3.1a) werden in ein 2,5-mL-GC-Glasflaschchen pipettiert, das 1 700 pl Toluen (5.4.4)
enthalt, und alles wird mit einem Vortexmischer homogenisiert.

b) Kalibrierarbeitslésung II (3-MCPD: 3,2 ug/mlL, Glycidol: 3,1 ug/mL, 2-MCPD: 2,9 pg/mL): 120 ul der
Stammlosung (5.3.1a) werden in ein 2,5-mL-GC-Glasfldschchen pipettiert, das 1 880 pl Toluen (5.4.4)
enthalt, und alles wird mit einem Vortexmischer homogenisiert.

c) Kalibrierarbeitslosung III (3-MCPD: 0,16 pg/mL, Glycidol: 0,16 ug/mL, 2-MCPD: 0,14 pg/mL): 40 pl
der Stammlosung (5.3.2a) werden in ein 2,5-mL-GC-Glasflaschchen pipettiert, das 1960 ul Toluen
(5.4.4) enthalt, und alles wird mit einem Vortexmischer homogenisiert.

ANMERKUNG Es ist ratsam, die Kalibrierarbeitslosungen am Tag des Gebrauchs frisch herzustellen.
d) Aufstockléosung (3-MCPD: 1,05 pg/mL, Glycidol: 1,04 ug/mL, 2-MCPD: 0,69 pg/mL): 5,0 mL der

Aufstockstammldsung (5.3.2b) werden in einen 250-mL-Messkolben pipettiert und dieser wird bis zur
Marke mit dem Losemittel aufgefiillt.

e) Losung des internen Standards (3-MCPD-13C5: 1,54 pug/mL, Glycidol-d5: 0,92 pg/mL): 5,0 ml Gly-S-d5
(5.3.21d) und 10,0 mL PP-3-MCPD-13C; (5.3.1c) werden in einen 250-mL-Messkolben pipettiert und
dieser wird bis zur Marke mit dem Losemittel aufgefiillt.

ANMERKUNG 1 Die Aufstocklésung (5.3.2d) und die Losung des internen Standards (5.3.2e) kénnen im Kiihlschrank
mindestens 3 Monate aufbewahrt werden.

ANMERKUNG 2 Die Konzentrationen aller Stamm- und Standardlésungen miissen hinsichtlich der Reinheit der
verwendeten Standards korrigiert werden.

5.4 Weitere Reagenzien

5.4.1 Methanol, analysenrein

5.4.2 Isooctan, analysenrein

5.4.3 Aceton, analysenrein

5.4.4 Toluen, analysenrein

5.4.5 tert-Butylmethylether, analysenrein

5.4.6 Wasser, ultrarein (z. B. erhalten unter Anwendung eines Milli-Q-Reinigungssystems von Millipore)
5.4.7 Schwefelsiaure (Reinheit =95 %)

5.4.8 Phenylboronsdure (Reinheit = 97 %)

5.4.9 Natriumbromid (Reinheit > 99,5 %)

5.4.10 Natriummethoxidldsung in Methanol (25 % Massenanteil)

5.4.11 Nicht warmebehandeltes, kaltgepresstes pflanzliches Ol (Blindwerts], siehe 9.3.1)
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5.5 Reagenzlésungen

5.5.2 Waissrige Schwefelsdurelosung (25%ig): 25 mL Schwefelsdure (5.4.7) werden in einen 100-mL-
Messkolben tberfiihrt, der 50 mL H,0 (5.4.6) enthalt. Der Kolben wird bis zur Marke mit H,0 (5.4.6)

aufgefiillt und der Inhalt homogenisiert.
5.5.3 Saure wissrige Losung von Natriumbromid (Natriumbromid 600 mg/mL, Schwefelsdure 0,9 %
Volumenanteil). 600 g Natriumbromid (5.4.9) werden in 700 mL von ultrareinem Wasser (5.4.6) gelost. Die

Natriumbromidlésung wird in einen 100-mL-Messkolben iiberfiihrt, der 36 mL Schwefelsdaurelésung (5.5.1)
enthalt. Der Kolben wird bis zur Marke mit H,O (5.4.6) aufgefiillt und der Inhalt homogenisiert.

5.5.4 Natriummethoxidlésung (0,35 M). 20 mL Natriummethoxid, 25 % Massenanteil, (5.4.10) werden in
einen 250-mL-Messkolben tiberfiihrt, dieser wird bis zur Marke mit Methanol (5.4.6) aufgefiillt und der
Inhalt homogenisiert.

ANMERKUNG  Die Natriummethoxidlésung (0,35 M) kann in einem Kiihlschrank mindestens 3 Monate aufbewahrt
werden.

5.5.5 Phenylboronsiureldsung (gesattigt). 12,0 g Phenylboronsaure (5.4.8) werden eingewogen und
100 ml einer Mischung (19/1 prozentuale Volumenanteile) aus Aceton (5.4.3)/ultrareinem Wasser (5.4.6)
werden hinzugefiigt. Es wird kraftig geschiittelt.

ANMERKUNG  Die Phenylboronsdure 16st sich in der Losemittelmischung nicht vollstindig. Fiir den Derivati-
sierungsschritt (8.1.118.1.11) wird nur die iberstehende Fliissigkeit verwendet. Die Losung kann bei Raumtemperatur
mindestens 3 Monate aufbewahrt werden.

6 Priifeinrichtung

6.1 Vortexmischer.

6.2  Gekiihlter Probentrager, eingestellt auf 10 °C + 0,5 °C.

6.3 Beheizter Probentrdger mit Rithrwerksfunktion, eingestellt auf 80 °C + 4,0 °C.

6.4 Ultraschallbad.

6.5 GC-MS/MS-System mit Split/splitlos-Injektor und Riickspiilfunktion.

6.6 Quarzglas-GC-Saule, stationdre Phase 5 %-Diphenyl-/95 %-Dimethylpolysiloxan oder 4dhnliche
Polaritdt, Linge 20 m, Innendurchmesser 0,18 mm, Filmdicke 0,18 um. Vorsdule: stationdre Phase
5 %-Diphenyl-/95 %-Dimethylpolysiloxan oder dhnliche Polaritdt, Ldnge 2 m, Innendurchmesser 0,53 mm,

Filmdicke 0,10 um.

ANMERKUNG  Die Vorsaule sollte regelmaflig ausgetauscht werden, um eine gute Peakform und Empfindlichkeit
beizubehalten.

7 Probe und Lagerung
7.1 Probenahme

Die Probenahme ist nicht Teil dieses Verfahrens. Ein empfohlenes Probenahmeverfahren ist in 1SO 5555
angegeben.
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7.2 Vorbereitung der Untersuchungsprobe

Fliissige Proben miissen ohne zusatzliche Behandlung verwendet werden. Feste oder triibe Fette miissen bei
etwa 60 °C in einem Trockenofen oder Wasserbad vorsichtig geschmolzen werden. Bei Fetten mit hohem
Schmelzpunkt muss die Temperatur vorsichtig in Schritten von 10 °C erh6ht werden, bis der Schmelzprozess
einsetzt. Proben, die grofde Mengen an Wasser enthalten, miissen vor der Probenahme getrocknet werden
(z. B. mit wasserfreiem NaSO,).

7.3 Lagerungsbedingungen

Die Lagerungsbedingungen der Proben koénnen die Glycidylesterkonzentration der Proben spezifisch
beeinflussen, wahrend die MCPD-Ester im Allgemeinen stabil sind. Raumtemperatur (22 °C) bietet
nachweislich die beste Stabilitit fiir Glycidylester und deshalb sollten Proben unter derartigen Bedingungen
gelagert werden. Die Proben diirfen nicht unter Kiihlbedingungen (4 °C) gelagert werden, da im Laufe der
Zeit ein Abbau von Glycidylestern wahrscheinlich ist.

8 Durchfiihrung

8.1 Vorbereitung der Untersuchungsprobe

8.1.1 100mg bis 120 mg der Ol-/Fettprobe werden (auf 0,01 mg) in ein 2,5-mL-GC-Glasflischchen
eingewogen.

ANMERKUNG  Bei Fett/Ol-Matrices mit Schmelzpunkten > 60 °C werden héchstens 100 mg Fett eingewogen, um ein
Erstarren des Reaktionsgemisches wahrend der Umesterung zu verhindern. (Siehe Anmerkung 1).

8.1.2 Zu allen Proben werden 100 pl Toluen (5.4.4d) und 200 ul tBME (5.4.4) hinzugefiigt, gefolgt von
100 pl Arbeitslosung I des internen Standards (5.3.2e).

ANMERKUNG  Die Schritte 8.1.3 bis 8.1.9 miissen ohne Unterbrechung ausgefiihrt werden, um eine Kkorrekte
quantitative Bestimmung sicherzustellen.

8.1.3 Alle Proben werden 120 s, oder bis das gesamte Fett geschmolzen und geldst ist, mit einem beheizten
Rithrwerk (80 °C, 250 min—1) geriihrt.

8.1.4 Mit einem Vortexmischer wird 10 Sekunden homogenisiert, die Glasflischchen werden in einen
gekiihlten Probentrager (10 °C) gestellt und zum Abkiihlen fiir genau 240 s belassen.

8.1.5 Die Umesterung wird durch Zugabe von 200 ul Natriummethoxidlésung (5.5.4) begonnen. Nach der
Zugabe der Natriummethoxidldsung (5.5.3) wird fiir 10 s unter Einsatz eines Vortexmischers homogenisiert
und die Probe wird zuriick in den gekiihlten Probentrager gestellt.

8.1.6 Nach genau 12 min wird die Reaktion durch Zugabe von 700 ul wassriger angesduerter Natrium-
bromidlésung (5.5.3) beendet. Fiir 10 s wird mit einem Vortexmischer homogenisiert und fiir die
vollstandige Umwandlung des gesamten Glycidol in 3-MBPD wird die Temperatur mindestens 5 Minuten bei
Raumtemperatur stabilisieren gelassen.

8.1.7 Zu allen Proben werden 300 pl Isooctan (5.4.2) hinzugefiigt und mit einem Vortexmischer wird 10 s
homogenisiert.

8.1.8 Alle Proben werden 270 s + 10 s, oder bis die (teilweise) erstarrte/gelierte obere Schicht vollstindig

gelést und homogenisiert ist, mit einem beheizten Rithrwerk (80°C, 400 min—1) geriihrt. (Siehe
Anmerkung 2).
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8.1.9 Die Proben werden 3 min abkiihlen gelassen, bevor die organische Schicht extrahiert wird, wobei
darauf zu achten ist, dass nichts von der Wasserschicht extrahiert wird.

8.1.10 600 ul frisches Isooctan (5.4.2) werden hinzugefiigt und es wird 10 s mit einem Vortexmischer
homogenisiert, gefolgt von einer Extraktion der organischen Schicht, wobei darauf zu achten ist, dass nichts

von der Wasserschicht extrahiert wird.

8.1.11 100 I PBA-Losung (5.5.5) werden hinzugefiigt und mit einem Vortexmischer wird 10s
homogenisiert.

8.1.12 600 ul frisches Isooctan (5.4.2) werden hinzugefiigt und es wird 10 s mit einem Vortexmischer
homogenisiert, um die Derivate zu extrahieren, anschliefend erfolgt die Analyse mit einem

GC-MS/MS-System.

ANMERKUNG  Das Verfahren wurde fiir eine einzelne Probe angegeben. Ein Zeitplan fiir die parallele
Probenvorbereitung einer Charge von 20 Proben fiir die Schritte 8.1.5 und 8.1.6 ist in Anhang A, Tabelle A.2 angegeben.

8.2 Erstellung der Kalibrierkurve

8.2.1 100mg bis 120 mg Blindwertdél (5.4.11) werden in zehn separate 2,5-mL-GC-Glasflaschchen
eingewogen. Toluen (5.4.4), tBME (5.4.5), Losung des internen Standards (5.3.2e) und die entsprechende
Kalibrierlésung (5.3.2a bis ¢) werden wie in Tabelle A.1 angefiihrt hinzugefigt.

8.2.2 Die Kalibrierproben werden nach dem fiir die Untersuchungsproben angewendeten Verfahren
behandelt, beginnend mit der Losung der Probe (8.1.3).

ANMERKUNG  Alle Verhéltnisse von Losemittel und Reagenzien sollten bei Kalibrierproben denen fiir unbekannte
Proben entsprechen, wie in 8.1 beschrieben.

8.3 Gaschromatographie/Massenspektrometrie-Referenzen
8.3.1 Injektionsvolumen: 2,0 pl.

8.3.2 Injektionsmodus: splitlos, splitlose Zeit = 2,0 min.

8.3.3 Injektionstemperatur: 350 °C.

8.3.4 Tragergas: Helium, Durchfluss: 1,7 mL/min, konstanter Septum-Spiildurchfluss: 5,0 mL/min,
Split-Durchfluss = 100 mL/min.

8.3.5 Zeit des Auslosens der Riicksptilung: 6,0 Minuten.

ANMERKUNG  Die Einstellung fiir das Auslésen der Riickspiilung muss nach jeder Anderung an der Trenn- oder
Vorsaule erneut bestimmt werden.

8.3.6 GC-Ofentemperaturprogramm: 70 °C (isotherm fiir 1 min), von 70 °C auf 120 °C mit 15 °C/min
(isotherm fiir 0,5 min), von 120 °C auf 350 °C mit 40 °C/min (isotherm fiir 2,5 min).

8.3.7 Tandem-Massenspektrometer: Elektronenstofd (EI), Messung ausgewdhlter Uberginge (SRM, en:
Selected Reaction Monitoring), Temperatur der Transferleitung: 315 °C, Temperatur der lonenquelle:
290 °C.

8.3.8 Erwartete Retentionszeit + Erfassungsfenster: 3-MCPD (6,70 £+ 0,3) min, 2-MCPD (6,80 £ 0,3) min
und 3-MBPD (7,00 %+ 0,3) min.

Die Parameter fiir die MS/MS-Masseniibergange sind in Tabelle 1 angefiihrt.
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Tabelle 1 — Ubersicht iiber die Einstellungen des Tandem-Massenspektrometers fiir
Masseniiberginge jedes Ilonenpaars

Komponenten- Ausgangsion Kollisionszelle Tochterion .
Zweck des Masseniibergangs
name (Q1, m/z) (Q2, ev)? (Q3, m/z)

3-MCPD 196 8 147 Quantitative Bestimmung 3-MCPD
3-MCPD 198 8 147 Qualitative Bestimmung 3-MCPD
3-MCPD-13C3 199 8 149 Quantitative Bestimmung

Interner Standard 3-MCPD/2-MCPD
3-MCPD-13C3 201 8 149 Qualitative Bestimmung

Interner Standard 3-MCPD/2-MCPD
2-MCPD 196 14 104 Quantitative Bestimmung 2-MCPD
2-MCPD 198 14 104 Qualitative Bestimmung 2-MCPD
3-MBPD 240 8 147 Quantitative Bestimmung Glycidol
3-MBPD 242 8 147 Qualitative Bestimmung Glycidol
3-MBPD-13C3 b 243 3 149 (?uantitative Bestimmung

Uberschétzung von Glycidol aus 3-MCPD

Quantitative Bestimmung
3-MBPD-d5 245 8 150 )

Interner Standard Glycidol

Qualitative Bestimmung
3-MBPD-d5 247 8 150 )

Interner Standard Glycidol
a4  Die eV-Einstellungen an Kollisionszellen koénnen sich zwischen den Bauarten von Tandem-Massenspektrometern

und/oder -Systemen verschiedener Hersteller unterscheiden und erfordern eine Optimierung fiir jedes einzelne System.
b Einzur qualitativen Bestimmung geeigneter Masseniibergang fiir 3-MBPD-13C3 ist aufgrund des Storeinflusses des natiirlichen
13C-Isotops von 3-MBPD (m/z 242), das unter den beschriebenen Bedingungen gleichzeitig eluiert, nicht moglich.

9 Angabe der Ergebnisse

Die Berechnung der Ergebnisse ist in einer spezifischen Reihenfolge auszufiihren, damit die Glycidol-
Uberschitzung quantitativ bestimmt und korrigiert werden kann. Das 3-MCPD ist die Quelle des wihrend
der Umesterungsreaktion in vitro gebildeten Glycidols (8.1.5) und die Menge des gebildeten Glycidols ist
direkt proportional zur Konzentration des 3-MCPD-Esters. Deshalb werden die 2-MCPD- und 3-MCPD-Ester
zuerst mit den in 9.1 dargestellten Gleichungen quantitativ bestimmt.

Die Berechnungen fiir die Glycidylester werden in 9.2 angegeben. Zu Beginn wird die Gesamtmenge an
Glycidol quantitativ bestimmt. Da das 3-MCPD-13C5 in einer bekannten Menge vorhanden ist, dient es als
Modellverbindung, um den 3-MCPD-Abbau wiahrend der Umesterung nachzubilden. Da sich sowohl
markiertes als auch unmarkiertes 3-MCPD mit der gleichen Geschwindigkeit und unabhdngig von der
3-MCPD-Konzentration in das Glycidol-Gegenstiick umwandelt, dient die Menge an Glycidol-13C5 (9.2.3) als
Einpunkt-Kalibrierung zur Berechnung der Menge an Glycidol, die durch die 3-MCPD-Ester induziert wird
(9.2.4). Das Phanomen der Umwandlung von 3-MCPD in Glycidol ist matrixunabhdngig. Deshalb miissen alle
in 9.1 und 9.2 beschriebenen Gleichungen ausnahmslos auf alle Proben, einschliefllich der fiir die
Wiederfindungsbestimmung aufgestockten Proben, angewendet werden.
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9.1 Quantitative Bestimmung von 2-MCPD- und 3-MCPD-Estern

9.1.1 Erstellt wird eine Kalibrierkurve, indem das Verhaltnis der Menge des Standards (angegeben als
freies x-MCPD-Aquivalent) zur Menge des internen Standards (angegeben als freies 3-MCPD-13C;-

Aquivalent) auf der x-Achse gegen das Verhiltnis der entsprechenden Peakflichen auf der y-Achse
aufgetragen wird. Fiir die quantitative Bestimmung werden lonen bei m/z 104 (2-MCPD) oder m/z 147

(3-MCPD) und m/z 149 (3-MCPD-13C5) verwendet. Die Regressionsgerade wird wie folgt berechnet:

y=ax+b (D
Dabei ist

y das gemessene Verhiltnis der 2-/3-MCPD- und 3-MCPD-13C5-Signale;

X das theoretische Verhéltnis von 2-/3-MCPD (ug) und 3-MCPD-13C5 (ug) in der Kalibrierprobe;

a die Steigung der Kalibrierkurve;
b der y-Achsenabschnitt der Kalibrierkurve.

Um eine gute Genauigkeit fiir Proben mit sehr niedriger Konzentration von 2-/3-MCPD-Estern zu erreichen,

ist zu bestitigen, dass die Linearitit gut (R2> 0,99) und der y-Achsenabschnitt vorzugsweise < |0,01] ist.
Siehe Anmerkung 5.

9.1.2 Die Konzentration der 2-MCPD- und 3-MCPD-Ester in der Untersuchungsprobe (mg/kg) wird mit der
folgenden Gleichung bestimmt:

(Aanalyte) —b
AIS . M 1 000 (2)

Cuncorrected = IS’ M
a sample

Dabei ist

Cuncorrected  die unkorrigierte Konzentration von 2-/3-MCPD-Estern in der Untersuchungsprobe

(angegeben als freies 2-/3-MCPD, mg/kg O1);

A die Flache des unmarkierten Analyten (2-MCPD, m/z 104 oder 3-MCPD, m/z 147);

analyte
Mg die Masse (in pg) von 3-MCPD-13C5, die der Untersuchungsprobe zugegeben wurde;
A die Flache des 3-MCPD-13C;-Derivatpeaks (m/z 149);
a die Steigung der Kalibrierkurve;
b der y-Achsenabschnitt der Kalibrierkurve;
Mample die Masse der Probe (in mg).
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9.1.3 Die Wiederfindung von 2-/3-MCPD-Estern in den aufgestockten Blindwertdlproben (mg/kg) wird
mit der folgenden Gleichung bestimmt:

CSpiked blank oil

Rec = -100 % 3)
Ctheoretical
Dabei ist
Rec die Wiederfindung (%) fiir 2-/3-MCPD-Ester in der Charge der untersuchten Proben;

Cspiked blankoil ~ die gemittelte unkorrigierte Konzentration von 2-/3-MCPD-Estern, die sich aus
Gleichung 2 fiir die aufgestockten Blindwertole ergibt;

Ciheoretical ist die berechnete theoretische Konzentration von 2-/3-MCPD-Estern in den

aufgestockten Blindwertolen (mg/kg), auf der Grundlage der Probenmasse und der
Konzentration der Aufstocklésung (5.3.2d).

9.1.4 Das Endergebnis fiir die 2-/3-MCPD-Ester in der Untersuchungsprobe (mg/kg) wird mit der
folgenden Gleichung bestimmt:

100
Cfinal =C- a (4)
Dabei ist

Cfpar  die korrigierte Endkonzentration der estergebundenen 2-/3-MCPD-Ester in der Untersuchungs-
probe (angegeben als freies 2-/3-MCPD, mg/kg Ol);

C die unkorrigierte Konzentration von 2-/3-MCPD-Estern in der Untersuchungsprobe (angegeben
als freies 2-/3-MCPD, mg/kg 01), die mit Gleichung (2) ermittelt wurde;

Rec die berechnete Wiederfindung (%), die mit Gleichung (3) ermittelt wurde.
9.2 Quantitative Bestimmung von Glycidylestern
9.2.1 Erstellt wird eine Kalibrierkurve, indem das Verhaltnis der Menge des Standards (angegeben als
Glycidol-Aquivalent) zur Menge des internen Standards (angegeben als deuteriertes Glycidol-Aquivalent) auf
der x-Achse gegen das Verhaltnis der entsprechenden Peakflachen auf der y-Achse aufgetragen wird. Fiir die
quantitative Bestimmung werden lonen bei m/z 147 (3-MBPD) und m/z 150 (3-MBPD-d5) verwendet. Die
Regressionsgerade wird wie folgt berechnet:

y=ax+b (5
Dabei ist

y das gemessene Verhaltnis der 3-MBPD- und 3-MBPD-d5-Signale;

X das theoretische Verhaltnis von 3-MBPD (pug) und 3-MBPD-d5 (ug) in der Kalibrierprobe;

a die Steigung der Kalibrierkurve;

b der y-Achsenabschnitt der Kalibrierkurve.

Documents
Document Sharirig7Hub

Full document details: E DIN EN ISO 18363-4:2021-01


http://www.avadocuments.com/doc/e-din-en-iso-18363-4-2021-01
http://www.avadocuments.com/doc/e-din-en-iso-18363-4-2021-01

