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Nationales Vorwort

Dieses Dokument (prEN IS0 9167:2017) wurde vom Technischen Komitee ISO/TC 34 ,Food products” in
Zusammenarbeit mit dem Technischen Komitee CEN/TC 307 ,Olsamen, tierische und pflanzliche Fette und
Ole und deren Nebenprodukte — Probenahme- und Untersuchungsverfahren“ erarbeitet, dessen Sekretariat
von AFNOR (Frankreich) gehalten wird.

Das zustiandige nationale Gremium 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 landwirtsachaftliche Produkte (NAL).

Um Zweifelsfille in der Ubersetzung auszuschlieRen, 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 internationalen Dokumente wird im Folgenden auf die
entsprechenden deutschen Dokumente hingewiesen:

ISO 542:1990 siehe DIN EN ISO 542:1995-07

ISO 664 siehe DIN EN ISO 664

ISO 665 siehe DIN EN ISO 665

ISO 3696 siehe DIN ISO 3696

[SO 5725:1986 siehe DIN ISO 5725:1988-04
Anderungen

Gegeniiber DIN EN ISO 9167-1:2013-12 wurden folgende Anderungen vorgenommen:

a) Aufnahme von Rapsschrot in den Anwendungsbereich;

b) normative Verweisungen aktualisiert bzw. erganzt;

c) Aufnahme des Abschnittes 3 ,Begriffe”;

d) Aktualisierung des Abschnittes ,Reagenzien (z. B. bei ,Interner Standard“ und ,Mobile Phasen®);
e) ausfiihrliche Aktualisierung des Unterabschnitts ,Gerdteeinstellung” (ehemals 8.6.1);

f) Anhang A (informativ) ,Ergebnisse von Ringversuchen“ neu aufgenommen;

g) Anhang B (normativ) ,Uberpriifung des Titers der vorbereiteten internen Standardldsung” neu aufge-
nommen;

h) Anhang C (normativ) ,Vorbereitung und Priifung der gereinigten Sulfatase-Lésung und Uberpriifung des
Entsulfatierungsschrittes auf lonenaustauschsdulen neu aufgenommen;

i) Anhang D (informativ) ,Elution im isokratischen Modus“ neu aufgenommen;

i) Norm redaktionell iiberarbeitet und den derzeit giiltigen Gestaltungsregeln angepasst.
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Nationaler Anhang NA
(informativ)

Literaturhinweise

DIN EN ISO 542:1995-07, Olsamen — Probenahme (ISO 542:1990); Deutsche Fassung EN ISO 542:1995
DIN EN ISO 664, Olsamen — Verkleinerung der Laboratoriumsprobe auf die Untersuchungsprobe

DIN EN ISO 665, Olsamen — Bestimmung des Gehaltes an Feuchtigkeit und fliichtigen Bestandteilen
DIN ISO 3696, Wasser fiir analytische Zwecke — Anforderungen und Priifungen

DIN ISO 5725:1988-04, Prdzision von Messverfahren — Ermittlung der Wiederhol- und Vergleichprdzision von
festgelegten Messverfahren durch Ringversuche; Identisch mit ISO 5725, Ausgabe 1986
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Europaisches Vorwort

Dieses Dokument (prEN IS0 9167:2017) wurde vom Technischen Komitee ISO/TC 34 ,Food products” in
Zusammenarbeit mit dem Technischen Komitee CEN/TC 307 ,Olsamen, 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.

Dieses Dokument wird EN IS0 9167-1:2013 ersetzen.

Anerkennungsnotiz

Der Text von ISO/DIS9167:2017 wurde von CEN als prEN ISO 9167:2017 ohne irgendeine Abdnderung
genehmigt.
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Vorwort

ISO (die Internationale Organisation fiir Normung) ist eine weltweite Vereinigung nationaler
Normungsorganisationen (ISO-Mitgliedsorganisationen). Die Erstellung von Internationalen Normen wird
tiblicherweise 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 Themen 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 I1SO/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 dient nur zur Unterrichtung der Anwender und
bedeutet keine Anerkennung.

Eine Erlauterung zum freiwilligen Charakter von Normen, der Bedeutung ISO-spezifischer Begriffe und
Ausdricke in Bezug auf Konformitatsbewertungen, sowie Informationen dariiber, wie ISO die Grundsatze
der Welthandelsorganisation (WTO) hinsichtlich technischer Handelshemmnisse (TBT) beriicksichtigt,
enthalt der folgende Link www.iso.org/iso/foreword.html.

Dieses Dokument wurde vom Technischen Komitee ISO/TC 34, Food products, Unterkomitee SC 2,
Oleaginous seeds and fruits and oilseed meals erarbeitet.

Diese zweite Ausgabe ersetzt die erste Ausgabe (ISO 9167-1:1992), die technisch iiberarbeitet wurde.
Die wesentlichen Anderungen im Vergleich zur Vorgingerausgabe sind folgende:

— Hinzufligung von Rapsschrot im Anwendungsbereich dieser Norm mit Hinzufiigung eines neuen
Ringversuchs,

— Hinzufligung des isokratischen Modus in Anhang D

ISO/PWI12788 Rapeseed — Determination of glucosinolates content — Spectrometric method for total
glucosinolates by glucose release
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Einleitung

Die Glucosinolate in Rapssamen konnen durch chromatographische, enzymatische oder spektroskopische
Verfahren analysiert werden. In der vorliegenden Norm wird ein chromatographisches Verfahren mit zwei
Elutionsbedingungen (Gradienten- und isokratische Elution) zur qualitativen und quantitativen Analyse von
einzelnen Glucosinolaten in Rapssamen beschrieben. Das Verfahren mit Gradientenelution wird als
Referenzverfahren angesehen, wahrend das Verfahren mit isokratischer Elution als vereinfachtes Verfahren
betrachtet wird und in Anhang D als Information dargelegt ist.

Die Norm legt ein Verfahren unter Anwendung von HPLC mit Gradientenelution als Referenzverfahren fest.
Bei dem isokratischen Modus unterscheiden sich die Wahl des internen Standards, die chromatographischen
Bedingungen und die Ergebnisse der Trennung vom Referenzverfahren. Folglich sind die Abschnitte in
Bezug auf diese Aspekte in Anhang D enthalten.

ANMERKUNG  Ein Verfahren zur Bestimmung des Glucosinolatgehaltes in Rapsschrot unter Anwendung einer
Flissigkeitschromatographie mit Gradientenelution ist Gegenstand von ISO 10633-1.
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1 Anwendungsbereich

Diese Internationale Norm legt ein Verfahren zur Bestimmung der einzelnen Glucosinolate in Rapssamen
und Rapsschrot mittels Hochleistungsfliissigkeitschromatographie mit Gradientenelution fest.

ANMERKUNG 1 Glucosinolate, die am Glucose-Molekiil substituiert sind, werden mit diesem Verfahren nicht erfasst,
sind fiir handelsiibliche Rapssamen jedoch auch von untergeordneter Bedeutung.

ANMERKUNG 2 Dieses Verfahren wurde an Rapssamen und Rapsschrot (Brassica rapa, Brassica napus und Brassica
juncea) gepriift, ist jedoch auf andere Pflanzenmaterialien unter der Bedingung anwendbar, dass die vorkommenden
Glucosinolate zuvor identifiziert wurden und in der vorliegenden Norm beschrieben sind. Andererseits/andernfalls
erfolgt keine quantitative Bestimmung des (der) betreffenden Glucosinolats (Glucosinolate).

ANMERKUNG 3 Die Analyse des Glucosinolatgehalts in Rapssamen kann auch unter Anwendung eines isokratischen
Elutionsmodus erfolgen. Das erfordert einige Modifikationen des Verfahrens (interner Standard, HPLC-Sdule und
HPLC-Pufferlésungen), die im informativen Anhang D am Endes dieses Dokuments beschrieben sind.

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 (einschliefilich aller Anderungen).

ISO 664, Oilseeds — Reduction of laboratory sample to test sample

ISO 665, Oilseeds — Determination of moisture and volatile matter content

ISO 771, Oilseed residues — Determination of moisture and volatile matter content

ISO 3696, Water for analytical laboratory use — Specification and test methods

ISO 5502, Oilseed residues — Preparation of test samples

3 Begriffe
Es werden keine Begriffe in diesem Dokument angegeben.

ISO und IEC stellen terminologische Datenbanken fiir die Verwendung in der Normung unter den folgenden
Adressen bereit:

— 1EC Electropedia: unter http://www.electropedia.org/

— IS0 Online Browsing Platform: unter http://www.iso.org/obp

4 Kurzbeschreibung

Extraktion der Glucosinolate mit einem Wasser-Ethanol-Gemisch, danach Reinigung sowie enzymatische
Desulfatierung mit lonenaustauschersdulen. Bestimmung mittels Umkehrphasen-Fliissigkeitschromato-

graphie und Gradientenelution (Referenzverfahren) oder isokratischer Elution (Schnellverfahren) mit
anschliefdender Detektion mittels UV-Absorptionsmessung.
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5 Reagenzien

Soweit nicht anders festgelegt, sind Reagenzien mit anerkanntem Reinheitsgrad ,zur Analyse“ sowie Wasser
zu verwenden, das der Qualitdt 2 nach ISO 3696 entspricht.

5.1 Ethanol, Volumenanteil = 50 %.

5.2 Natriumacetat, ¢=0,02mol/l bei pH4,0, hergestellt durch Mischen von Natriumacetat,
¢ = 0,02 mol/1 und Essigsaure, ¢ = 0,02 mol/], um eine Lésung mit pH = 4,0 zu erhalten.

5.3 Sulfatase, Helix pomatia, Typ H1, gereinigt und verdiinnt wie in Anhang C beschrieben.
5.4 Imidazolformiat, c = 6 mol/L

204 g Imidazol werden in einem 500-ml-Becherglas in 113 ml Ameisensdure geldst. Das Gemisch wird in
einen 500-ml-Messzylinder iiberfiihrt und mit Wasser auf 500 ml aufgefiillt.

5.5 Interner Standard

Es wird entweder Sinigrin (Kalium-Allylglucosinolat-Monohydrat, M = 415,5 g/mol (siehe 5.5.1) oder
Glucotropaeolin (Kalium-Benzylglucosinolat, M =447,5 g/mol oder Tetramethylammonium-Benzylgluco-
sinolat, M =482,6 g/mol) (siehe 5.5.2) verwendet. Das Glucotropaeolin darf in hydratisierter Form
verwendet werden; dann miissen die Molmasse und die Reinheit bekannt sein und bei der Herstellung der
Losung berticksichtigt werden.

Die Wahl des internen Standards wird durch seine perfekte chromatographische Trennung von anderen
Glucosinolaten der Probe bestimmt. Das naturgemafie Nichtvorhandensein des internen Standards oder von
Glucosinolaten, die nicht von letzterem getrennt sind, in der Probe darf mit einem Blindversuch (9.5)
tiberprift werden.

Bei der Gradientenelution an einer Octyl- oder Octadecyl-Phase als stationdre Phase kann Sinigrin oder
Glucotropaeolin verwendet werden. Es ist jedoch manchmal schwierig, Glucotropaeolin von anderen
natiirlich vorkommenden Glucosinolaten von geringerer Bedeutung (Minor-Glucosinolaten) zu trennen.

ANMERKUNG  Bei der isokratischen Elution an einer Cyanopropyl-Phase als stationdre Phase (siehe Anhang D) kann
Sinigrin nicht fiir die Analyse von Rapssamen verwendet werden, weil es nicht von den anderen Glucosinolaten getrennt
wird. Folglich ist Glucotropaeolin zu verwenden.

In den haufigsten Fallen, d.h. wenn die Rapssamen einen angenommenen Glucosinolatgehalt zwischen
jeweils einschliefdlich 10 pmol/g und 50 pmol/g haben, wird der internen Standard in Form einer Losung
von 20 mmol/l verwendet. Fiir Rapssamen mit einem angenommenen Glucosinolatgehalt von weniger als
10 umol/g oder mehr als 50 umol/g sind die je Probe verwendeten Konzentrationen der Losungen des
internen Standards in Tabelle 1 angegeben.

Tabelle 1 — Konzentration der Losung des internen Standards zur Verwendung entsprechend dem
angenommenen Glucosinolatgehalt der Probe

Glucosinolatgehalt der Probe Konzentrationen der L6sungen des internen Standards
pumol/g mmol/]
<10 5
>10und <50 20
>50 40
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5.5.1 Sinigrin-Losung

Die Sinigrin-Losung mit der bendtigten Konzentration (Tabelle 1) wird nach Tabelle 2 hergestellt. Das
Sinigrin wird auf 0,5 mg eingewogen und in einem 100-ml-Messkolben in Wasser gelost. Der Messkolben
wird mit Wasser bis zur Marke aufgefillt. Die so hergestellte Losung darf in einem Kiihlschrank bei etwa 4 °C
bis zu einer Woche oder in einem Tiefgefrierschrank bei —18 °C fiir einen ldngeren Zeitraum aufbewahrt
werden.

Tabelle 2 — Masse von Sinigrin in 100 ml Wasser zur Herstellung von Lésungen mit 5 mmol/l,
20 mmol/1 und 40 mmol/l1

Form von Sinigrin Relative Molekiilmasse Masse von Sinigrin

g
g/mol
5 mmol/1 20 mmol/1 40 mmol/1
Kaliumsalz, Monohydrat 415,5 0,207 7 0,8310 1,662 0

5.5.2 Glucotropaeolin-Losungl)

Die Glucotropaeolin-Losung mit der benétigten Konzentration (Tabelle 1) wird nach Tabelle 3 hergestellt.
Das Glucotropaeolin wird auf 0,5 mg eingewogen und in einem 100-ml-Messkolben in Wasser geldst. Der
Messkolben wird mit Wasser bis zur Marke aufgefiillt. Die so hergestellte Losung darf in einem Kiihlschrank
bei etwa 4 °C bis zu einer Woche oder in einem Tiefgefrierschrank bei —18 °C fiir einen ldngeren Zeitraum
aufbewahrt werden.

Tabelle 3 — Masse von Glucotropaeolin in 100 ml Wasser zur Herstellung von Lésungen mit
5 mmol/1, 20 mmol/l und 40 mmol/]

Form von Glucotropaeolin | Relative Molekiilmasse Masse von Glucotropaeolin
g
g/mol
5 mmol/1 20 mmol/1 40 mmol/1
Kalium 447,5 0,2237 0,8950 1,7901
Tetramethylammonium 482,6 0,241 3 0,965 2 1,930 3

5.6 Mobile Phasen fiir die Gradientenelution

5.6.1 Elutionsmittel A: Wasser, gereinigt durch Filtrieren {liber eine Aktivkohle-Kartusche oder Wasser
entsprechender Reinheit.

ANMERKUNG  Die Verwendung von unzureichend gereinigtem Wasser kann bei der Analyse zu Geisterpeaks
aufgrund von Verunreinigungen fiihren, die eluiert werden, wenn sich der Anteil an Acetonitril im Elutionsmittel erhoht.

5.6.2 Elutionsmittel B: Acetonitril, fiir HPLC mit Gradientenelution geeignet, Losung in gereinigtem
Wasser, Volumenanteil = 20 %. Die Konzentration darf je nach der verwendeten Sdule modifiziert werden.

1) Glucotropaeolin kann zum Beispiel bezogen werden von: MERCK oder von Dr MICHALSKI Krzysztof, [HAR
Strzezynska 36, 60-479 Poznan, Poland — Fax: 48 61 823 38 71. E-Mail: km@nico.ihar.poznan.pl.

Diese Angabe dient nur zur Unterrichtung der Anwender dieses Dokuments und bedeutet keine Anerkennung des
genannten Produkts durch ISO.
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5.6.3 Losemittel zum Spiilen: Acetonitril , HPLC-Qualitat, Losung in Wasser, Volumenanteil = 70 %.

5.7 lonenaustauscherharz: DEAE Sephadex A252), auf folgende Weise angesetzte Suspension.

10 g DEAE Sephadex A25-Harz (oder ein gleichwertiges Harz) mit einem Uberschuss Essigsdure-Lésung von
2 mol/l mischen. Absetzen lassen. Essigsdaure von 2 mol/l hinzufligen, bis das Gesamtvolumen dem
doppelten Volumen des abgesetzten Materials entspricht.

6 Gerate
Ubliche Laborgerite und im Besonderen die folgenden:

6.1 HPLC-Gerat mit Gradienten- oder isokratischer Elution, Regelung der Sdulentemperatur bei 30 °C und
Detektion durch UV-Absorptionsmessung bei einer Wellenldnge von 229 nm und, falls méglich, bei einer
Wellenldnge 275 nm.

ANMERKUNG  Wenn die Umgebungstemperatur mehr als 25°C betrdgt, kann eine wirksame Regelung der
Sdulentemperatur bei 30 °C unmoglich sein. In diesem Fall wird ein Ofen mit einer Kiihl- und Heizeinrichtung
empfohlen.

6.2 HPLC-Saulen fiir Gradientenelution

HPLC-Saulen, die als stationdre Phase eine Octyl-(C8-) oder Octadecyl-(C18-)Phase, gebunden an eine
Siliciumdioxid-Saulenpackung, mit einer Teilchengrofie von weniger als oder gleich 5 pm enthalten.

Die Trennleistung der Saule sollte regelmafdig liberpriift werden, vorzugsweise mit einer Referenzprobe aus
Raps-Desulfoglucosinolat3). Die Siule darf insbesondere Desulfo-4-hydroxyglucobrassicin, ein wichtiges,

aber relativ instabiles Desulfoglucosinolat, nicht zersetzen. In Bild 1 ist ein Beispiel fiir die Trennung von
Glucosinolaten unter Anwendung des HPLC-Gradientenmodus dargestellt. Neue Sdulen sind vor der Analyse
nach den Anweisungen des Herstellers zu konditionieren, so dass reproduzierbare Ergebnisse erzielt
werden kénnen.

6.3 pH-Messgerit

6.4 Mikromiihle, z. B. eine Kaffeemiihle.

6.5 Zentrifuge, geeignet fiir die Anwendung mit Zentrifugenréhrchen (6.6) und in der Lage, eine
Zentrifugalbeschleunigung von 5 000 g zu erreichen.

6.6 Zentrifugenrohrchen aus Polypropylen, Nennvolumen 6 ml.
6.7 Wasserbad oder eine andere Heizvorrichtung, einstellbar auf eine Temperatur von 75 °C + 3 °C.

6.8 Pasteurpipetten, ausgestattet mit Glaswolle, 150 mm lang, sowie ein geeignetes Gestell oder eine
andere geeignete Vorrichtung.

2) Die angefiihrten Beispiele sind geeignete handelsiibliche Produkte. Diese Angabe dient nur zur Unterrichtung der
Anwender von ISO 9167 und bedeutet keine Anerkennung dieser genannten Produkte durch ISO.

3) Referenzproben von Raps-Desulfoglucosinolat konnen bezogen werden von: The Institute for Reference, Materials
and Measurements (IRMM) — Retieseweg, B-2440 GEEL, Belgium.
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7 Probenahme

Es ist wichtig, dass das Laboratorium eine Probe erhalt, die tatsdchlich reprasentative ist und wahrend des
Transports oder der Lagerung nicht beschadigt oder verandert worden ist.

Die Probenahme ist nicht Bestandteil des in diesem Teil von ISO 9167 festgelegten Verfahrens. Ein
empfohlenes Probenahmeverfahren fiir Olsamen ist in ISO 542 [3] und fiir Olsamenschrot in ISO 5500 [8]
angegeben.

Wenn grofde, nicht olhaltige Fremdkoérper vor der Verkleinerung der Laboratoriumsprobe ausgelesen
wurden, ist das bei der Berechnung zu berticksichtigen.

8 Vorbereitung der Untersuchungsprobe
Die Laboratoriumsprobe wird bei Olsamen nach ISO 664 und bei Olsamenschrot nach ISO 5502 verkleinert.

Falls die Samen einen Gehalt an Feuchtigkeit und fliichtigen Bestandteilen von w = 10 % aufweisen, sind sie
vorher bei 45 °C + 5 °C in einem Luftstrom zu trocknen.

Der Anteil an Verunreinigungen betrdgt im Allgemeinen 2 % (Massenanteil). Wird Sinigrin in der Probe
festgestellt (mit der Blindprobe), sind die Verunreinigungen getrennt zu analysieren, da Sinigrin aus Samen
von zufédlligen Cruciferae (Kreuzbliitlern) stammen kann, die Verunreinigungen in Rapssamen sind.

Wurden die Samen einer Vorbehandlung unterzogen, sind sie mit Dichlormethan zu waschen und mit einem
Luftstrom bei Umgebungstemperatur zu trocknen.

Die Probe wird auf zwei Teilproben von jeweils 20 g verkleinert.

Der Gehalt an Feuchtigkeit und fliichtigen Bestandteilen einer Teilprobe ist fiir Olsamen nach ISO 665 und
fiir Olsamenschrot nach ISO 771 oder einem entsprechenden Verfahren zu bestimmen.

Die Samen der anderen Teilprobe sind in der Mikromiihle (6.4) 20 s zu mahlen. Alles mischen und erneut 5 s
mahlen. Die hergestellt Probe ist schnell zu wégen (9.1), um eine Verdnderung des Gehalts an Feuchtigkeit
und fliichtigen Bestandteilen zu vermeiden.

9 Durchfiihrung
9.1 Einwaage

Zwei Zentrifugenrohrchen (6.6) werden mit A und B bezeichnet und in jedes Réhrchen werden 200 mg der
vorbereiteten Untersuchungsprobe (8) bei Olsamen und 100 mg bei Olsamenschrot, jeweils auf 0,5 mg
eingewogen, liberfiihrt.

ANMERKUNG  Réhrchen B wird als Blindprobe betrachtet und kann weggelassen werden, wenn zuvor festgestellt
wurde, dass kein Glucosinolat zusammen mit dem internen Standard eluiert (siehe 9.6.2.1.2).

9.2 Extraktion der Glucosinolate

Die Zentrifugenrohrchen sind in dem auf 75°C temperierten Wasserbad oder in einer anderen
Heizvorrichtung (6.7) 1 min zu erhitzen. Danach sind in jedes Zentrifugenrohrchen 3 ml siedende Ethanol-
Losung (4.1) zu geben, und unmittelbar darauf folgt die Zugabe von

— 200pl auf 3pl der Losung des internen Standards, hergestellt in Ubereinstimmung mit dem
HPLC-Elutionsmodus und dem angenommenen Glucosinolatgehalt der Probe (5.5), in R6hrchen A;

— 200 pl Wasser in Rohrchen B.
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Die Temperatur der Ethanol-Losung muss moglichst nahe am Siedepunkt liegen, um eine schnelle
Denaturierung des Enzyms Myrosinase sicherzustellen, das im Allgemeinen in der Einwaage vorkommt.

ANMERKUNG 1 Nicht denaturierte Myrosinase kann die Glucosinolate innerhalb weniger Minuten abbauen.

ANMERKUNG 2 Das in 1S09167-1:1995 verwendete 70%ige Methanol wurde fiir eine geringere Toxizitdt durch
50%iges Ethanol ersetzt [5].

Die Zentrifugenréhrchen sind weitere 10 min bei 75 °C zu erhitzen und dabei in regelmafdigen Abstanden zu
schiitteln. Das Volumen der Zentrifugenrohrchen A und B ist mit Wasser auf etwa 4 ml aufzufiillen, der Inhalt
ist zu mischen und anschlieffend 3 min bei einer Beschleunigung von 5 000 g zu zentrifugieren.

Die iiberstehenden Ldsungen sind jeweils in zwei andere, mit A' und B‘ gekennzeichnete Zentrifugen-
rohrchen (6.6) zu Uberfiihren. Das Volumen in jedem Rohrchen A' und B ist mit Wasser auf etwa 5 ml
aufzufiillen und zu durchmischen.

Diese Extrakte diirfen zwei Wochen lang im Dunkeln bei —18 °C in einem Tiefgefrierschrank aufbewahrt
werden.

ANMERKUNG 3 Bei der Verwendung von 50%igem Ethanol als Losemittel hat sich eine einstufige Extraktion als
hinreichend wirksam herausgestellt [5]. In dieser neuen Ausgabe von IS0 9167-1 wird nur eine Extraktion
durchgefiihrt, anstelle von zwei in ISO 9167-1:1995.

9.3 Herstellung der lonenaustauschersiulen
Pasteurpipetten mit Glaswolle (6.8) in der erforderlichen Anzahl, d.h. fiir jeden vereinigten Extrakt eine
Pipette, sind so abzuschneiden, dass oberhalb des Halses ein Volumen von 1,2 ml verbleibt. Die Pipetten sind

senkrecht in ein Gestell zu stellen.

Es sind 0,5 ml der gut durchmischten Suspension des lonenaustauscherharzes (5.7) in jede Pipette zu
tiberfiihren und absetzen zu lassen.

Die Pipetten sind mit 2 ml der Imidazolformiat-L6sung (5.4) und anschliefiend zweimal mit jeweils 1 ml
Wasser zu waschen.

9.4 Reinigung und Desulfatierung

9.4.1 Fiirjeden Extrakt sind die Arbeitsgdnge in 9.4.2 bis 9.4.5 auszufiihren.

9.4.2 1ml oder 0,5ml des Extrakts (9.2), in Abhangigkeit vom angenommenen Glucosinolatgehalt der
Probe (siehe Tabelle 4), ist/sind ohne die Harzoberflache zu beschadigen auf die vorbereitete Saule (9.3) zu
geben und ablaufen zu lassen. Es ist zweimal 1 ml 0,02 M-Natriumacetat-Puffer mit einem pH-Wert von 4,0

(5.2) aufzugeben und jedes Mal ablaufen zu lassen.

Tabelle 4 — Volumen des Extrakts, das entsprechend dem erwarteten Glucosinolatgehalt der Probe
auf die Ionenaustauschersdule iiberfiihrt wird

Glucosinolatgehalt der Probe Volumen des Extrakts
pumol/g ml
<50 1,0
>50 0,5

9.4.3 Auf die Saule sind 75 ul der verdiinnten, gereinigten Sulfatase-Losung (C.4.4) zu geben. Diese ist etwa
15 h bei Umgebungstemperatur einwirken zu lassen.
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9.4.4 Ein Rohrchen (6.6) wird unter der Sdule angeordnet, um das Eluat zu sammeln. Die erhaltenen
Desulfoglucosinolate sind zweimal mit je 1 ml Wasser zu eluieren, wobei zu beachten ist, dass jedes Mal das
Wasser ablauft.

ANMERKUNG  Die Vollstindigkeit der Elution der Desulfoglucosinolate von der lonenaustauschersdule kann
Uberpriift werden, indem eine zusitzliche Portion Wasser (1 ml) zur Elution verwendet wird. Die Chromatographie
dieser zusitzlichen Portion ergibt keine signifikanten Mengen beliebiger Desulfoglucosinolate.

9.4.5 Das Eluat ist gut zu mischen. Sofern das Eluat nicht sofort zur Chromatographie verwendet wird, darf
es im Dunkeln im Tiefgefrierschrank bei —18 °C maximal 1 Woche aufbewahrt werden.

9.5 Blindversuch

Erforderlichenfalls (siehe 5.5) ist ein Blindversuch unter Anwendung der gleichen Verfahrensweise an einer
aus derselben Untersuchungsprobe entnommenen Einwaage durchzufiihren, jedoch ohne die Losung des
internen Standards (Sinigrin oder Glucotropaeolin), um in der Einwaage vorhandenes Sinigrin oder
Glucotropaeolin (oder eine gleichzeitig eluierende Verbindung) nachzuweisen und quantitativ zu
bestimmen.

9.6 Chromatographie mit Gradientenelution
9.6.1 Allgemeines

Beim Referenzverfahren wird eine Gradientenelution mit einer Sdule mit einer Octyl- oder Octadecyl-Phase
als stationare Phase (6.2) und Elutionsmitteln (5.6) angewendet.

9.6.2 Geriteeinstellung

9.6.2.1 Allgemeines

Die Saulentemperatur wird auf 30 °C und die Detektor-Wellenldnge auf 229 nm eingestellt. Das HPLC-Gerat
(6.1) wird so programmiert, dass die Sadule gespiilt wird, indem Elutionsmittel B mit einer Durchfluss-
geschwindigkeit von etwa 1 ml/min hindurchgeleitet wird. Wenn die Basislinie stabil ist, werden die
Anfangsbedingungen des Elutionsgradienten (Elutionsmittel A) angenommen und dem System wird
wahrend 5 min eine Gleichgewichtseinstellung ermoglicht.

Wenn die Basislinie nach dem 20-miniitigen Hindurchleiten von Elutionsmittel B instabil bleibt, wird das
Elutionsmittel zum Spiilen (70%iges Acetonitril) verwendet, um die Sdule zu reinigen, anschlieféend wird
erneut 5 min Elutionsmittel B verwendet und die Anfangsbedingungen (Elutionsmittel A) werden
angenommen.

Wenn sich das System mit Elutionsmittel A im Gleichgewicht befindet, muss die Probe ohne Verzégerung
injiziert werden. Wenn nicht, kdnnen im Wasser vorkommende Spuren von organischen Verbindungen auf
der Saule konzentriert und wahrend der Gradientenelution freigesetzt werden. Dann kann eine gemeinsame
Elution mit Desulfoglucosinolaten auftreten.

9.6.2.2 Qualifizierung der Leistungskriterien von HPLC-System und -Saule

Dieses Verfahren ist erforderlich, um die Eignung von HPLC-Saulen oder -Systemen zu bestimmen, die zuvor
nicht fiir die vorliegende Norm genutzt wurden.

9.6.2.2.1 Peakformen von Sinigrin und Glucotropaeolin
Die Standards werden nach den Festlegungen in 5.5 hergestellt. Unter Verwendung der Arbeitslésung des

internen Standards werden hdchstens 50 pl auf die HPLC-Sdule injiziert. Die Form des (der) Peaks wird
sorgfaltig untersucht. Sie sollte symmetrisch sein und Kkeine vorauslaufende Schulter bzw. Kkein
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stuhlahnliches Erscheinungsbild aufweisen. Eine vorauslaufende Schulter oder ein stuhldhnliches
Erscheinungsbild weisen auf ein libermafiiges Injektionsvolumen hin. Es ist sicherzustellen, dass das
Injektionsvolumen 50 pl nicht iberschreitet. Wenn eine Injektion mit vollstandiger Schleifenfiillung genutzt
wurde, kann das Problem durch ein iiberméaf3iges Totvolumen an der Stelle, an der die Schleife am Injektor
angebracht ist, verursacht werden. Um das Problem zu beheben, ist die Schleife auszutauschen. Auch eine
Sdule mit groflerem Durchmesser (4,6 mm im Vergleich zu 3 mm) kann das Problem beheben.

9.6.2.2.2 Aufldsung von internen Standards

Die Peaks fiir Sinigrin und Glucotropaeolin werden am gleichen Chromatogramm untersucht. Die
Retentionszeit fiir beide interne Standards wird bestimmt. Beide sollten bis zur Basislinie voneinander
getrennt sein (R > 2,5). In Bild 1 ist ein Beispiel fiir ein gutes Chromatogramm dargestellt.

9.6.2.2.3 Kritische Auflésung

Der Rapssamen-Extrakt wird wie in der Norm beschrieben hergestellt und analysiert. Es ist sicherzustellen,
dass die Peaks fiir (a) Desulfoglucoiberin (Peak 1) und Desulfoprogoitrin (Peak 2), (b) Desulfoglucobrassica-
napin (Peak 11) und Desulfoglucotropaeolin (Peak 12) und (c) Desulfogluconasturtiin (Peak 14) und
Desulfo-4-methoxyglucobrassicin (Peak 15) vollstandig voneinander abgesetzt sind (siehe Chromatogramm
in Bild 1). Einige HPLC-Saulen sind nicht in der Lage, diese Peaks aufzuldsen und somit nicht geeignet fiir
dieses Verfahren. Einige HPLC-S&ulen kénnen die Elutionsreihenfolge der Peaks dndern. Diese Sdulen
konnen bei diesem Verfahren angewendet werden, vorausgesetzt, die Peaks werden korrekt identifiziert
und sind vollstidndig voneinander abgesetzt. Eine Ursache von mangelhafter Auflosung kann ein
unzureichendes Vermischen der Losemittel A und B im HPLC-System sein, was in Form von zu breiten Peaks
und von Lauf zu Lauf schwankenden Retentionzeiten dieser Peaks ersichtlich ist. Das kann durch Hinzufiigen
eines Rithrwerks behoben werden.

9.6.2.3 Eignung des Systems

Ein Schritt zur Bestimmung der Eignung des Systems muss durchgefiihrt werden, um sicherzustellen, dass
das HPLC-System ordnungsgemaifd arbeitet. Vor dem Durchlauf beliebiger Priiflosungen werden die
Wiederholprazision und das Fehlen von Verschleppung beim HPLC-System wie folgt nachgewiesen:

9.6.2.3.1 A. Artefakte des Systems

Als die ersten beiden Injektionen am Tag wird nacheinander zweimal der Leerwert-Standard analysiert. Die
beiden Chromatogramme werden auf Artefakt-Peaks vom HPLC-System untersucht. In beiden Durchlaufen
vorhandene Artefakte weisen auf Verunreinigungen im System hin und sind in jedem Durchlauf vorhanden.
Das Vorhandensein von Artefakt-Peaks weist auf Verunreinigungen im HPLC-System hin, z. B. Losemittel,
Nadeln, Waschsystem oder Verschleppung im Injektionssystem. Diese Probleme, sofern vorhanden, miissen
behoben werden. Artefakte, die im ersten Chromatogramm vorhanden sind und im zweiten fehlen, weisen
auf eine Ansammlung von Verunreinigungen im System hin. In diesem Fall muss die erste Probe bei jeder
analytischen Priifung eine Leerwertlosung sein.

9.6.2.3.2 B.Verschleppung

Eine Losung des Rapssamen-Extrakts und anschliefiend die Leerwertprobe werden injiziert. Die Injektion
der Leerwertprobe wird sorgfiltig auf verschleppungsbedingte Peaks untersucht. Die Verschleppung wird
fiir alle in der Leerwertprobe festgestellten Peaks als prozentualer Anteil der Konzentration berechnet, die
unter Verwendung des vorgeschlagenen Berechnungsverfahrens (10.1 und 10.2) berechnet wurde. Die
Verschleppung von Proben in die Injektion der Leerwertprobe sollte < 0,1 % sein.

9.6.2.3.3 C.Prizision des Systems

5 Wiederholungsanalysen der Losung des internen Standards werden analysiert. Die Konzentration jedes
Analyten wird berechnet und Mittelwert, Standardabweichung und relative Standardabweichung (RSD) der
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Ergebnisse werden berechnet. Die RSD fiir alle Peaks sollte im Idealfall < 0,2 % sein. Ist die RSD > 0,5 %, ist
das System nicht fiir die Analyse geeignet und die Ursache fiir das Problem sollte gefunden und muss
behoben werden.

ANMERKUNG 1 Umkehrphasen-HPLC-Saule: wie in der Norm angefiihrt, sind alle C8- und C18-Umkehrphasen-
(RP-)Saulen, die die Anforderungen der Leistungskriterien erfiillen, annehmbar. Viele gegenwartig auf dem Markt
befindliche C8- und C18-RP-Séulen sind jedoch nicht in der Lage, diese Analyse auszufiihren, deshalb ist die Wahl der
Sdule ein kritischer Punkt beziiglich des Erreichens der gewiinschten Auflésung.

ANMERKUNG 2 Die folgenden Sdulen wurden mit dieser Norm gepriift und arbeiten annehmbar?): Lichrospher
CN-Sdule, 5um (250 mm X 4,0 mm); Nucléosil CN-Sdule, 5pm (250 mm X 4,6 mm) oder Hypersil CN-Sdule, 5 pm
(250 mm X 4,6 mm).

9.6.2.4 Untersuchung

Es werden maximal 50 pl der nach 9.4.5 erhaltenen Desulfoglucosinolat-Losung in den Chromatographen
injiziert und die Konzentration von Acetonitril in der mobilen Phase wird einem linearen Gradienten
entsprechend verdndert (von 0 % auf 25 % innerhalb von etwa 20 min).

Ein der eingesetzten Trennsdule entsprechender Elutionsgradient ist anzuwenden.

ANMERKUNG  Die folgenden Elutiosgradienten sind als Beispiele angegeben und diirfen so verdndert werden, dass in
Abhangigkeit von den verwendeten Sdulen optimale Trennungen erreicht werden (siehe 9.6.2.3.3).

BEISPIEL 1 RP18-Saule, 5 pm (150 mm X 4,6 mm): 1 min 100 % Elutionsmittel A (4.6.1) hindurchleiten. Im Verlauf
von 20 min einen linearen Elutionsgradienten anwenden, bis 0 % Elutionsmittel A und 100 % Elutionsmittel B erreicht
werden. Im Verlauf von 5 min einen linearen Elutionsgradienten anwenden, bis 100 % Elutionsmittel A und 0 %
Elutionsmittel B erhalten werden. Fiir 5 min 100 % Elutionsmittel A zur Gleichgewichtseinstellung hindurchleiten.

BEISPIEL 2 RP8-Saule, 5 pm (125 mm X 4 mm): 2 min 30 s 100 % Elutionsmittel A hindurchleiten. Im Verlauf von
18 min einen linearen Elutionsgradienten anwenden, bis 0 % Elutionsmittel A und 100 % Elutionsmittel B erreicht
werden. Fiir 5min 100 % Elutionsmittel B hindurchleiten. Im Verlauf von 2 min einen linearen Elutionsgradienten

anwenden, bis 100 % Elutionsmittel A und 0 % Elutionsmittel B erhalten werden. Fiir 5 min 100 % Elutionsmittel A zur
Gleichgewichtseinstellung hindurchleiten.

9.6.2.5 Untersuchung der Chromatogramme

9.6.2.5.1 Peakidentifizierung

Unter der Anwendung dieses chromatographischen Verfahrens konnen die desulfatierten Derivate von
Raps-Glucosinolaten verhadltnismafdig leicht getrennt werden und die Elutionsreihenfolge entspricht im
Allgemeinen der Darstellung in Bild 1. Jedoch kénnen bei der Trennung der folgenden Desulfoglucosinolate
einige Probleme auftreten, die durch eine leichte Verdnderung des Elutionsgradienten oder den Wechsel der
Sdulenart behoben werden:

— Desulfoepiprogoitrin und Desulfoglucosinigrin;

— Desulfogluconapoleiferin und Desulfoglucoalyssin;

— Desulfoglucobrassicanapin und Desulfoglucotropaeolin;

— Desulfogluconasturtiin und Desulfo-4-methoxyglucobrassicin.

4) Die angefiihrten Beispiele sind geeignete handelsiibliche Produkte. Diese Angabe dient nur zur Unterrichtung der
Anwender von ISO 9167 und bedeutet keine Anerkennung dieser genannten Produkte durch ISO.
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Die Identifizierung der Peaks darf durch Vergleich mit einem sich aus einer Standardprobe ergebenden
Chromatogramm (6.2) oder durch UV-Detektion bei einer bestimmten Wellenldnge (275 nm fiir indolische
Glucosinolate) erfolgen.

9.6.2.5.2 Quantitative Bestimmung

Es werden lediglich Peaks beriicksichtig, die Desulfoglucosinolaten entsprechen und deren Flache mehr als
1 % der Summe aller Peakflachen betragt.

Es ist sicherzustellen, dass das Gerat zur Integrationsmessung bei schlecht getrennten Peaks und bei Peaks
mit hoher Intensitét auf geeignete Weise funktioniert. Falls notwendig, wird die Desulfoglucosinolat-Losung
(9.4.5) nach dem Verdiinnen mit Wasser erneut injiziert.

ANMERKUNG  Ungeachtet der Wahl von zwei internen Standards kann das Chromatogramm des Blindversuchs
(R6hrchen B, 9.2) einen Peak mit der gleichen Retentionszeit wie der in Rohrchen A verwendete interne Standard (9.2)
aufweisen. Dennoch kann die Berechnung des Glucosinolatgehalts moglich sein, indem der Einfluss des gleichzeitig
eluierenden Peaks auf die Peakfliche des internen Standards beseitigt wird. Wenn die Flache des gleichzeitig
eluierenden Peaks geringer ist als die Halfte der Flache des internen Standards, kann erstere von letzterer mit einer
Korrektur im Vergleich zu Flachen von anderen Hauptpeaks, die in beiden Chromatogrammen vorliegen, subtrahiert
werden. Im Priifbericht muss dieser Berechnungsmodus genau angegeben werden.

10 Angabe der Ergebnisse
10.1 Berechnung des Gehalts der einzelnen Glucosinolate

Der Gehalt Cg eines jeden Glucosinolats, in Mikromol je Gramm Trockenmasse des Produkts, ist nach
Gleichung (1) zu berechnen:

A; n Ky 100
Cg=—"X—X—=X
A, m K, (100 —w)

(1)

Dabei ist

Ag der Zahlenwert der Peakflache, die dem Desulfoglucosinolat entspricht, in Integratoreinheiten;

A, der Zahlenwert der Peakfliche, die dem als interner Standard verwendeten Desulfoglucosinolat

S
entspricht, in Integratoreinheiten;

K, der Zahlenwert des relativen Proportionalitdtsfaktors des Desulfoglucosinolats;

der Zahlenwert des relativen Proportionalititsfaktors des als interner Standard verwendeten
Desulfoglucosinolats;

m der Zahlenwert der Masse der Einwaage, in Gramm;

n der Zahlenwert der Menge des dem Zentrifugenrohrchen in 9.2 zugesetzten internen Standards, in
Mikromol;

w der Zahlenwert des Gehalts an Feuchtigkeit und fliichtigen Bestandteilen in der Untersuchungs-
probe, angegeben als Massenanteil in Prozent.
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Falls gewlinscht wird, das Ergebnis auf einen bestimmten Gehalt an Feuchtigkeit und fliichtigen
Bestandteilen, wg, [z.B., wy =9 %], zu beziehen, wird das fiir die Trockenmasse (siehe oben) erhaltene

Ergebnis Cg mit Gleichung (2) multipliziert:

100 — w;

100 (2)

ANMERKUNG  In der vorherigen Ausgabe der Norm (ISO 9167-1:1992) wird die Benennung ,Kalibrierfaktor” anstelle
von ,relativer Proportionalitdtsfaktor” verwendet.

10.2 Relative Proportionalititsfaktoren

Die folgenden relativen Proportionalitdtsfaktoren (K;) sind anzuwenden (siehe Tabelle 5).

ANMERKUNG  Diese relativen Proportionalititsfaktoren (in der vorherigen Ausgabe der Norm als Kalibrierfaktoren
bezeichnet) sind in Versuchen ermittelt und zwischen den verschiedenen an der Priifung beteiligten Laboratorien nach
Absprache festgelegt worden; ihre spatere Uberarbeitung kann notwendig werden.

Tabelle 5 — Anzuwendende relative Proportionalitidtsfaktoren (K;)

Desulfoglucosinolat K;
1 Desulfoglucoiberin 1,07
2 Desulfoprogoitrin 1,09
3 Desulfoepi-progoitrin 1,09
4 Desulfosinigrin 1,00
5 Desulfoglucoraphanin 1,07
6 Desulfogluconapoleiferin 1,00
7 Desulfoglucoalyssin 1,07
8 Desulfosinalbin 0,50
9 Desulfogluconapin 1,11
10 Desulfo-4-hydroxyglucobrassicin 0,28
11 Desulfoglucobrassicanapin 1,15
12 Desulfoglucotropaeolin 0,95
13 Desulfoglucobrassicin 0,29
14 Desulfogluconasturtiin 0,95
15 Desulfo-4-methoxyglucobrassicin 0,25
16 Desulfoneoglucobrassicin 0,20
17 Sonstige Desulfoglucosinolate 1,00

10.3 Berechnung des Gesamtgehalts an Glucosinolaten
Der Gesamtgehalt an Glucosinolaten, angegeben in Mikromol je Gramm Trockenmasse des Produkts, ist

gleich der Summe aller einzelnen Glucosinolatgehalte (deren jeweilige Peakfliachen grofder als 1% der
Summe aller Peak Flachen ist).
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11 Prazision

11.1 Ringversuch

Einzelheiten eines Ringversuchs zur Prazision des Verfahrens sind in Anhang A zusammengefasst. Die aus
diesem Ringversuch abgeleiteten Werte sind moglicherweise nicht auf andere als die angegebenen
Konzentrationsbereiche und Matrices anwendbar.

11.2 Wiederholprazision

Die absolute Differenz zwischen zwei unabhdngigen einzelnen Untersuchungsergebnissen, die innerhalb
eines kurzen Zeitabstands mit demselben Verfahren an identischem Untersuchungsmaterial im selben
Laboratorium von demselben Bearbeiter unter Verwendung derselben Gerdte erhalten wurden, wird in
nicht mehr als 5% der Fille den in Tabelle A.1 bzw. A.2 angegebenen Wert der Wiederholgrenze r
liberschreiten.

11.3 Vergleichprizision

Die absolute Differenz zwischen zwei einzelnen Untersuchungsergebnissen, die mit demselben Verfahren an

identischem Untersuchungsmaterial mit verschiedenen Geraten erhalten wurden, wird in nicht mehr als 5 %
der Falle den in Tabelle A.1 bzw. A.2 angegebenen Wert der Vergleichgrenze R tiberschreiten.

12 Untersuchungsbericht

Im Untersuchungsbericht sind anzugeben:

— alle Angaben, die zur vollstandigen Identifikation der Probe erforderlich sind;

— das angewendete Probenahmeverfahren, wenn bekannt;

— das angewendete Untersuchungsverfahren unter Verweisung auf die vorliegende Internationale Norm;

— alle Einzelheiten zu Arbeitsschritten, die nicht in dieser Internationalen Norm festgelegt sind oder als
wahlfrei betrachten werden, sowie Einzelheiten zu allen Vorkommnissen, die das (die) Untersuchungs-
ergebnis(se) beeinflusst haben kénnen;

— das (die) erhaltene(n) Untersuchungsergebnis(se);

— wenn die Wiederholprazision gepriift wurde, das ermittelte Endergebnis.
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10

IRV | P

IA 8 12 16 20 min

Legende

1  Desulfoglucoiberin 9  Desulfogluconapin

2 Desulfoprogoitrin 10 Desulfo-4-hydroxyglucobrassicin

3 Desulfoepi-progoitrin 11 Desulfoglucobrassicanapin

4  Desulfosinigrin 12 Desulfoglucotropaeolin

5  Desulfoglucoraphanin 13 Desulfoglucobrassicin

6  Desulfogluconapoleiferin 14 Desulfogluconasturtiin

7  Desulfoglucoalyssin 15 Desulfo-4-methoxyglucobrassicin

8  Desulfosinalbin 16 Desulfoneoglucobrassicin

Bild 1 — Beispiel fiir ein typisches Chromatogramm von Rapssamen unter Anwendung der
Gradientenelution
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