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Einflihrung

3-Monochlor-1,2-propandiol (3-MCPD), 2-Mono-
chlor-1,3-propandiol (2-MCPD) und Glycidol ge-
héren zur Gruppe der herstellungsbedingten
Kontaminanten in Lebensmitteln. MCPD-Fetts&u-
reester kdnnen wahrend der Raffination bei ho-
hen Temperaturen in Anwesenheit chloridhaltiger
Salze gebildet werden. Die Raffination ist jedoch
ein notwendiger chemischer und physikalischer
Veredelungsprozess bei der Herstellung vieler
Ole. Erst durch diese Temperaturbehandlung
kénnen in der Weiterverarbeitung unerwinschte
Geruchs- und Geschmacksstoffe sowie eventuell
vorhandene Spuren toxischer Verbindungen wie
Pestizide, Schwermetalle oder Mykotoxine ent-
fernt werden. Die Analytik dieser Kontaminanten
gewinnt aufgrund ihrer Karzinogenitat immer
mehr an Bedeutung.

Laborversuche mit Tieren haben gezeigt, dass
bei einer anhaltenden erhdéhten Aufhnahme von
freiem 3-MCPD ein gesteigertes Risiko fur Krebs-
erkrankungen besteht. Bereits im Marz 2016
wurde von der Europdischen Behorde fur Le-
bensmittelsicherheit (EFSA) ein neuer Wert fir
die tolerierbare tagliche Aufnahmemenge von
0,8 pg/kg Korpergewicht fir 3-MCPD abgeleitet.
Fir die Analytik der MCPD-Ester gibt es heute
eine Vielzahl von Methoden, die sich in zwei
Gruppen unterteilen lassen: die direkte Bestim-
mung mittels LC-MS/MS oder die indirekte durch
GC-MS. Die direkte Analyse ist aufgrund der gro-
Ren Anzahl von Estern sehr aufwendig, da jeder
Ester einzeln bestimmt wird, sodass die indirekte
Methode in der Routine haufigere Anwendung
findet. Die manuelle Umsetzung ist jedoch mit ei-
nem hohen Zeitaufwand verbunden.

Axel Semrau hat daher die gangigen manuellen
Methoden automatisiert und optimiert.

Automatisierte Methoden

Axel Semrau empfiehlt die DGF C-VI 18(10), ISO
18363-1 oder AOCS Cd 29c- 13 Methode als leis-
tungsstarkste Methode in der Routine-Analytik
und hat sie daher als Grundlage fiir die Automa-
tisierung gewahlt. Die Probenvorbereitung, wie
sie in Abbildung 1 zu sehen ist, erfolgt vollauto-
matisch auf dem Sampler. Zeitgleich wurde ein
Eindampfungsschritt eingespart, welcher erwie-
senermalfien nicht in verbesserter Messgenauig-
keit resultiert.

Ein weiterer Schritt wurde mit der selbst entwi-
ckelten Clean-Technology integriert und somit
die Methode ,DGF Fast & Clean” entwickelt.
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Eine Anwendung ist sowohl fiir 3-MCPD als auch
fur 2-MCPD moglich sowie zur Bestimmung des
Glycidolgehaltes. Dabei werden die an Fettsau-
ren gebundenen Analyten zunéachst in ihre jewei-
lige freie Form Uberflihrt. Die Freisetzung aus den
Fettséureestern geschieht durch Umesterung.
Entsprechend der DGF-Methode werden zur Be-
stimmung des Glycidolgehaltes zwei Ansétze in
der Probenvorbereitung benétigt (Abbildung 1).
In Ansatz A wird die Umesterung durch Zugabe
von Natriumchlorid gestoppt. Dabei reagieren
MCPD-Fettsaureester und Glycidyl Ester beide
zu freiem MCPD. In Ansatz B geschieht das Ab-
stoppen der Reaktion mit einer chloridfreien Salz-
I6sung (Natriumbromid). Hier reagieren nur die
MCPD-Fettsaureester zu freiem MCPD. Das freie
MCPD wird dann extrahiert und in einem weiteren
Schritt derivatisiert.

IS hinzufiigen
Abspaltung

Stoppen

NaCl / \ NaBr

Wash Wash
Extraktion Extraktion
Derivatisierung Derivatisierung

Clean Technology Clean Technology

Injektion Injektion
3-MCPD 3-MCPD
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Abbildung 1: Schematische Darstellung der Proben-
vorbereitung fir die indirekte MCPD-Analytik mit der
,DGF Fast & Clean” von Axel Semrau - automatisiert
mit der CHRONECT Workstation MCPD.

Anschliel3end erfolgt der von Axel Semrau entwi-
ckelte Reinigungsschritt, um das GC-MS zu
schonen und langere Wartungsintervalle zu er-
mdglichen.
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Danach erfolgt die Messung mittels GC-MS/MS.
Die Differenz zwischen Ansatz A und B wird
schlieBlich mit einem Transformationsfaktor (t)
multipliziert, der experimentell bestimmt wurde.
Daraus ergibt sich der Glycidolgehalt.

Gerateaufbau der ,,DGF Fast &
Clean*

Der Gerateaufbau fir die ,DGF Fast & Clean®
Methode wird in Abbildung 2 schematisch darge-
stellt. Fir die Automatisierung der Probenvorbe-
reitung wahlt Axel Semrau einen 160 cm CHRO-
NECT Robotic DHR, da dieser ausreichend Platz
fur alle notwendigen Module bietet und leicht an
alle anderen Methoden und weitere Applikatio-
nen angepasst werden kann. Eine Variante mit
einem 120 cm CHRONECT Robotic RTC ist je-
doch auch maglich. Der Dilutor wird mit zwei L6-
semitteln ausgestattet (n-Hexan und Extraktions-
mittel). Der CHRONECT Robotic Autosampler
wurde fur diese Applikation auf einem Bruker
EVOQ GC-TQ mit 456 GC montiert, um die fertig
vorbereiteten Proben direkt im Anschluss injizie-
ren zu kdnnen. Die Installation kann aber auch
mit Geraten anderer Hersteller erfolgen sowie auf
bereits vorhandene GC-MS.

Damit sich das Derivatisierungsreagenz Phe-
nylboronsaure nicht so schnell auf der analyti-
schen Trennsaule und in der lonenquelle des

Triple Quadrupols niederschlagt, wurde das GC-
System zusatzlich mit einer Clean-Technology
ausgestattet. Dies tragt zu einer langeren Stand-
zeit des Triple-Quadrupols auch bei Giber 3000 In-
jektionen bei und sichert robuste Daten. Dabei
wird mittels einer chemischen Reinigung das
Uberschissige Derivatisierungsreagenz entfernt
und mittels physikalischer Reinigung ein Grof3teil
der Matrix mittels Backflush entfernt. Die ge-
samte Steuerung des Systems erfolgt benutzer-
freundlich durch die Software CHRONOS.

So werden auch komplexe Verfahren einfach in
der Anwendung. Die CHRONECT-L6sungen von
Axel Semrau werden im Applikationslabor vorin-
stalliert, getestet (Factory Acceptance Test) und
direkt einsatzfertig beim Anwender installiert und
erneut getestet (Site Acceptance Test). So ist die
schnellstmoégliche Aufnahme des routinemafi-
gen Messbetriebes sichergestellt.

Dank CHRONECT Robotic und CHRONOS kon-
nen Arbeitsschritte verschachtelt durchgeflhrt
werden (Abbildung 3). Mit der ,DGF Fast &
Clean“ Methode liegen so bereits nach ca. 48 Mi-
nuten die Messergebnisse einer Probe von Teil A
und Teil B vor, wie Abbildung 3 zeigt. Andere Me-
thoden bendtigen bis zu 18 h fur das erste Pro-
benergebnis.
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Abbildung 2: Schematischer Aufbau des CHRONECT Robotic DHR RSI/RTC mit Modulen.
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Aufgrund verschachtelter Arbeitsschritte kdnnen
so 36 Proben innerhalb von 24 Stunden gemes-
sen werden (72 Probendurchlaufe). Daher er-
mdoglicht dieses System neben hdéchster Prazi-
sion eine signifikante Zeiteinsparung. Das erhal-
tene Ergebnis mit ,DGF Fast & Clean” ist dabei
immer konform zur herkdmmlichen DGF-Me-
thode. Durch das modulare CHRONECT Robotic
System kdnnen aber auch andere Methoden au-
tomatisiert und in den Laboralltag integriert wer-
den. Beispielsweise kann die 3-in-1-Methode

(AOCS Cd 29b-13 bzw. ISO 18363-2) automati-
siert werden. Dabei wird ein zusatzliches Kihltray
fur -22 °C eingepflegt. Fur die Unilever- Methode
(AOCS Cd 29a-13 bzw. ISO 18363-3) kann eine
Zentrifuge und eine Eindampfeinheit ergénzt und
eingebunden werden. Diese Methode ist damit
ebenso wie Methode nach Zwagerman (Draft ISO
18363-4) leicht automatisierbar. Auch die altere
Weisshaar-Methode wurde bereits implementiert.

i
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Abbildung 3: Ausschnitt Software-Plattform CHRONOS: Uberlappende Arbeitsweise und Probenergebnis nach 48

Minuten.

Messparameter und Ergebnisse

Schauen wir uns die ,DGF Fast & Clean® genauer
an. Die Komponenten 3-MCPD und 2-MCPD so-
wie ihre jeweiligen deuterierten Varianten wurden
mittels Triple-Quadrupol-Technik detektiert. Hier-
fur wurde jeweils ein lon zur Qualifizierung und
eines zur Quantifizierung ausgewahlt. Die ent-
sprechenden Kollisionsenergien zur Fragmentie-
rung der Mutter-lonen nach dem ersten Quadru-
pol wurden experimentell ermittelt.
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Wichtige Parameter fur die jeweiligen Kompo-
nenten sind in Tabelle 1 dargestellt. Zur Validie-
rung der Applikation wurde zunéchst die Methode
,DGF klassisch* validiert. Dabei wird die Probe
automatisiert exakt nach den Vorgaben in der
DGF-Norm aufgearbeitet und injiziert (inklusive
Abdampfen des Extraktionsmittels). Zur Validie-
rung wurden rac-1,2-Bis-palmitoyl-3-chloropro-
panediol und rac-1,3-Distearoyl-2-chloropropa-
nediol verwendet.
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Tabelle 1: Messparameter des Triple-Quadrupols fur die Detektion von 3-MCPD und 2-MCPD.

Injektor SSL, 1 pL Injektionsvolumen, Splitless (Split 1:30 nach 1 min)
Temperatur [°C] Heizrate [°C/min] Haltezeit [min] Total [min]

85,0 0,10 0,10

200,0 200,0 1,00 1,68

300,0 200,0 10,00 12,18

Druckregelung 1,5 mL/min Constant Flow, Backflush nach 8,5 min einschalten \

Trennsaule

2x Rxi-5 MS 15 m, 0,25 mm Innendurchmesser, 0,25 um Film

Ofenprogramm \

Temperatur [°C] Heizrate [°C/min] Haltezeit [min] Total [min]
80,0 1,00 1,00
150,0 10,0 0,00 8,00
320,0 30,0 10,00 23,67
Detektor Transfer-Leitung 280 °C, CID-Gas Argon, MRM-Modus
Name Retentionszeit [min] Precursor-lon Produkt-lon
2-MCPD 7,71 198,00 104,00
196,00 104,00
2-MCPD-d5 7,66 203,00 107,00
201,00 93,00
3-MCPD 7,36 196,00 147,00
196,00 91,00
3-MCPD-d5 7,32 201,00 150,00
201,00 93,00

Tabelle 2: Wiederfindung (WF in %) und Reproduzierbarkeit (RP in %) der Methoden ,DGF klassisch® und ,DGF Fast

& Clean” fur Teil A und Teil B gemessen an vier aufeinander folgenden Tagen.
,,DGF klassisch* ,,DGF Fast & Clean \

WEF RP WF RP
3-MCPD Teil A 102,6 3,9 91,6 7,7
3-MCPD Teil B 94,3 3,9 101,9 8,8

Die beiden Komponenten wurden in definierten
Mengen nativem Olivendél hinzugefiigt und an-
schlieend mit der CHRONECT Workstation
MCPD aufgearbeitet. Natives Olivendl eignet sich
in diesem Fall als Blindwert-Matrix, da es kalt ge-
presst wird und somit keine MCPD-Ester enthal-
ten sollte. Entsprechende Blindwert-Messungen
bestatigten die Vermutung mit einem Blindwert
von < 0,02 mg/kg Probe fur 3-MCPD und 2-
MCPD. Die Ergebnisse der Validierung sind in
Tabelle 2 dargestellt.
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Es ergab sich fur 3-MCPD eine Nachweisgrenze
von 0,011 mg/kg in hundert Prozent Fett mit einer
Bestimmungsgrenze von 0,025 mg/kg in hundert
Prozent Fett. Ergdnzend wurde ein Referenzél
von FAPAS gemessen, dessen 3-MCPD- und 2-
MCPD-Gehalte aus einem Ringversuch bekannt
sind. Zusatzlich wurde die Methode ,DGF Fast
and Clean“ nach der EU Comission regulation EU
N0836/2011 in der Routine komplett validiert. Die
Ergebnisse dieser Validierung sind in Tabelle 3
zu sehen.
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Tabelle 3: Ergebnisse der Validierung einer CHRONECT Workstation MCPD in einem Routine-Labor mit einem ge-
setzte LOQ von 0,05 mg/kg Fett.

Validierungspara-
meter

Validierungsdaten

Kriterium fur Charakte-
ristiken der Methode

Kriterien erfullt

Systemprazision 29 % <10 v
Kalibrierung 2
0,05 — 0,5 mg/kg EZ: g’gggg R?> 0,09 v
0,5 - 5,0 mg/kg T
LOQ TellA 7,4% RSD <20 % v
0,05 mg/kg TeilB 9,0 % SIN 1:10
Linearitat TeilA 42% 2

! v
0,05/20/10 mgkg | TelB 3.9% RO

o TeilA 95 % &
- v
Genauigkeit TeilB 88 % 75-110 %
: : TeilA 3,9% 0

g v

Reproduzierbarkeit TeilB 2.8 % RSDr< 1,5 %

einem Ringversuch stammen. In Tabelle 4 sind
die Ergebnisse dieses Vergleichs dargestellt.

Eine weiterflhrende Validierung der Methode ist
der Vergleich der Messergebnisse mit denen ei-
ner Referenzprobe. Hierflr wurde ein Referenzol
von FAPAS verwendet, dessen Messwerte aus

Tabelle 4: Gehalte eines Referenzdls von FAPAS (T2646QC) nach den Methoden ,DGF klassisch® und ,DGF Fast &
Clean® sowie Realproben, die nur nach der Methode ,DGF Fast & Clean” bestimmt wurden. Im Vergleich mit Werten
aus einem Kundenlabor mit manueller Probenvorbereitung.

Messung 3-MCPD [mg/kg] 2-MCPD [mg/kg]  Glycidol [mg/kg]
Manuell ,DGF 0.59 0,31 0,26
Referenzol Kasstsch
s "Bgi I;Iastsgch 0,49 0,30 bz
» ras 0,50 0,38 0,36
Clean
Manuell ,DGF
Unbekanntes | klassisch® 0.78 059 o5
Speisedl ,,DGFfaSt & 0.80 0,58 0,73
Clean
Manqell ,,‘I‘Z)GF 0.14 <0,10 0,10
Rapsd| klassisch
,DGF fast & 011 0,08 0,13
Clean
Manuell ,DGF
Sonnenblu- klassisch* 0.84 0:39 -
mendl-HL ,DGF Fast & 0,73 0,60 0,29
Clean
Manuell ,DGF
Sonnenblu- klassisch® 0,31 015 00
menol-HO ,,DGFfast & 0,25 0,19 0,58
Clean
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Bewertung der Ergebnisse

Die interne Validierung der Methoden (DGF klas-
sisch und ,DGF Fast & Clean®) erfolgte anhand
dotierter Standards, um die Wiederfindung und
die Reproduzierbarkeit des Gesamtverfahrens zu
bestimmen. Fir das MCPD wurde eine Reprodu-
zierbarkeit von ca. 94 % festgestellt.

Bei der Methode ,DGF Fast & Clean“ wurden
Wiederfindungswerte im Bereich von 91 bis
116 % bestimmt. Die Methode ,DGF klassisch®
liegt mit 93 — 96 % Reproduzierbarkeit etwas tber
der Methode ,DGF Fast & Clean* mit 87 — 92 %.
Eine Verwendung der jeweiligen Methoden im
Routinebetrieb wird bei beiden Varianten die
Werte fUr die Reproduzierbarkeit im Vergleich zur
manuellen Probenvorbereitung deutlich verbes-
sern. Die hier durchgeflihrte Validierung beruht
auf Messungen an vier aufeinander folgenden
Tagen.

Die Validierung der Methode ,DGF Fast & Clean®
nach der EU Commission (Tabelle 3) zeigt zu-
satzlich das Erreichen aller notwendigen Kriterien
fur den Einsatz dieser Methode in der Routine
z.B. fur die Freigabe-Analytik einer Produktions-
raffinerie.

Betrachtet man die Reichweite der Werte aus
dem Ringversuch fir das Referenzél FAPAS
2646 (3-MCPD 0,352 - 0,821 mg/kg) ist zu erken-
nen, dass es bei der Bestimmung von 3-MCPD
signifikante Abweichungen zwischen Laborato-
rien von +/- 40 % zu geben scheint. Dabei ist zu
beachten, dass die Werte aus dem Ringversuch
mit verschiedenen manuellen Methoden ermittelt
wurden (DGF, Unilever, 3-in-1). Eine Automati-
sierung wurde hier mit Sicherheit zu geringeren
Abweichungen der Werte fuhren.
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Beispielchromatogramme

Das Chromatogramm in Abbildung 4 demons-
triert, dass auch bei geringen Konzentrationen
eine hohe Sensitivitat und ein sauberer Peak ge-
wahrleistet sind. Als Beispiel wurden hier in Oli-
vendél 0,05 mg/kg 3-MCPD nachgewiesen. Die
Chromatogramme in Abbildung 5 zeigen eine ex-
zellente Reproduzierbarkeit der automatisierten
Messung von 2- und 3-MCPD bei unterschiedli-
chen Konzentrationen.

1 | Eed FMEPD;, (+) 196.0> 1470, Kab(l xms, Fillered (014

0,05 mg/kg
St 11 3-MCPD

M 41,300

Abbildung 4: Chromatogramm der Messung \/on
0,05 mg/kg 3-MCPD in Olivendl.
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Abbildung 5: Chromatogramme der Messungen mehrerer Proben 2- bzw. 3-MCPD in unterschiedlichen Konzentraﬁ-

onen in Olivendl.

Beispielmessungen

Abbildung 6 und Tabelle 5 zeigen eine exzellente
Vergleichbarkeit der Methoden ,DGF klassisch®,
,DGF Fast & Clean® und der 3-in-1-Methode. Da-
bei fuhrt im Vergleich zur manuellen Probenvor-
bereitung gerade ,DGF Fast & Clean® zu einer er-
heblichen Zeitersparnis.

0,9
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0,7
0,6

[mg/kg]

0,5
04
03
0.2
0.1 I[I
0,0

Milchpulver Spritzgeback

In

Schokoladeneier

Kondensmilch

Mittlerweile sind mehr als 100 verschiedene Mat-
rices mit der ,DGF Fast & Clean® erfolgreich in
der Routine vermessen worden. Dies beinhaltet
sowohl normale Ole und Fette als auch Extrakte
von zusammengesetztem Lebensmittel wie in
Abbildung 6 zu sehen. Um die Methode noch at-
traktiver fur weitere Matrices zu machen, arbeiten
wir kontinuierlich, an Verbesserungen an der Me-
thode. Dies wurde zuletzt umgesetzt bei der An-
passung der Methode fiir die Analyse von durch-
geharteten Fetten. Dabei flie3t aktiv die Rickmel-
dung von Anwendern ein.

m Teil A (automatisiert)
a Teil A (manuell)
Teil B (automatisiert)
Teil B (manuell)
m Glycidylester (automatisiert)
O Glycidylester (manuell)

i Il] I wllsllen BOecln

Schokolade Butterkeks Hummus

Abbildung 6: Ergebnisse einer Beispielmessung auf den 2-/3-MCPD- und Glycidolgehalt ausgewahlter Lebensmittel.
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Tabelle 5: Ergebnisse aus einer Olmischung mit Sonnenblumen- und Rapsdl mit der ,DGF Fast & Clean“ Methode im

Vergleich zur manuellen DGF-Methode sowie zur 3-in-1-Methode.

Olmischung |

Olmischung Il

~ 3-MCPD-Ester | Glycidyl-Ester | 3-MCPD-Ester = Glycidyl-Ester
[mg/kg] [mg/kg] [mg/kg] [mg/kg]
“DGF Fast & Clean” | 0,14 0,05 0,11 <0,05
DGF manuell 0,15 0,08 0,13 0,05
3-in-1-Methode 0,14 < 0,05 0,1 < 0,05
Zusammenfassung

2- und 3-MCPD sowie Glycidol sind als Kontami-
nanten in unseren Lebensmitteln enthalten. Auf-
grund ihrer hohen Karzinogenitat gewinnt ihre Ana-
Iytik mehr und mehr an Bedeutung. Die stark wach-
sende Nachfrage erfordert eine Automatisierung
der Analysemethoden, um Durchsatz und Repro-
duzierbarkeit erhéhen zu kénnen.

Die hier gezeigte Umsetzung in Form der Methode
,DGF Fast & Clean“ ermdglicht es, in kurzer Zeit,
ca. 48 Minuten flir eine Probe mit Teil A und Teil B,
eine Aussage zu treffen. Axel Semrau empfiehlt
,DGF Fast & Clean“ daher als leistungsstarkste
Methode fur die Routineanalytik von 3-MCPD, 2-
MCPD und Glycidol.

Dank des modularen CHRONECT Robotic-Sys-
tems kénnen aber auch andere Methoden vollstan-
dig automatisiert werden. Beispiele sind die ISO
18363-2, ISO 18363-3 und Draft ISO 18363-4 oder
die Weisshaar-Methode.

Die CHRONECT Workstation
MCPD und das Modul ISO
18363-1 sind Entwicklungen
von Axel Semrau.
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CHRONECT Robotic, in diesem Fall ausgestat-
tet mit entweder der Dual-Head-Technologie o-
der einem Single-Head und CHRONOS, er-
mdoglicht die parallele Ausfiihrung einzelner Ar-
beitsschritte. Daher kann das System auch im
Dauereinsatz betrieben und Messungen zeit-
sparend durchgefihrt werden.

Die von Axel Semrau entwickelte Clean-Tech-
nology fuhrt zu einer exzellenten Robustheit
des Systems, da das GC-MS geschont und
Wartungsintervalle verlangert werden. Somit
eignet sich die hier entwickelte vollautomati-
sche Applikation exzellent fir den Betrieb in der
Routineanalytik, als Wareneingangskontrolle o-
der auch in der Online-Analytik. Sie fuhrt zu ex-
zellenten Ergebnissen in der Analytik von so-
wohl 2-MCPD als auch 3-MCPD und Glycidol.

Axel Semrau GmbH & Co. KG
Stefansbecke 42

45549 Sprockhovel

Tel.: 02339/ 12090

Fax: 02339 / 6030
www.axelsemrau.de
info@axelsemrau.de
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