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3-MCPD- und Glycidyl-Fettsaureester

Die indirekten Methoden im Uberblick

Anna Dingel und Reinhard Matissek

In den letzten funf Jahren ist eine Vielzahl von verschiedenen Analysenmethoden zur Quan-

tifizierung von 3-MCPD- und Glycidyl-Fettsaureestern entwickelt worden. Der hier vorge-
stellte Uberblick soll zur Ubersichtlichkeit ilber die methodische Vielfalt der indirekten Un-
tersuchungsverfahren beitragen und die Méglichkeit geben, fir jede Fragestellung eine

zielorientierte Methode wahlen zu kénnen.
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Das Vorkommen von 3-Monochlorpropan-
diol-Fettsaureestern (3-MCPDE) wurde
erstmals im Jahre 2004 in Lebensmitteln
beschrieben [1]. In raffinierten Speisefet-
ten und -6len konnten 3-MCPDE Ende des
Jahres 2006 erstmals nachgewiesen wer-
den[2]unddiesimJahre 2007 durch detail-
lierte Messungen des CVUA Stuttgart be-
statigt werden. Neben 3-MCPDE wurden
im Jahr 2008 zusatzlich auch Glycidyl-Fett-
saureester (GE) in Speisefetten und -6len
nachgewiesen. Eine Ubersicht der Grund-
strukturen ist in Abbildung 1 dargestellt.
Durch Variation der veresterten Fettsau-
ren ergibt sich fur die 3-MCPDE eine Viel-
zahl von méglichen Einzelverbindungen
(Kongenere). Zum Beispiel liefern sechs
verschiedene Fettsduren eine theore-
tische Anzahl von 96 moéglichen 3-MCPD-
Mono- und -Diestern, einschlieBlich aller
Stereoisomeren (s. Gleichung 1) [3].
X=6xn+4x§(i—1) Gleichung 1
Rechenmodell zur Anzahl méglicher
3-MCPDE-Kongenere mit: X = Anzahl
moglicher 3-MCPDE, n = Anzahl der in
Betracht kommenden Fettsauren.

Bislang liegen noch keine ausreichenden
toxikologischen Daten Uber 3-MCPDE vor.

Das Bundesinstitut fur Risikobewertung
(BfR) geht davon aus, dass im Verdau-
ungstrakt sowohl 3-MCPD als auch Gly-
cidol aus den Estern freigesetzt wird [4].
Die International Agency for Research on
Cancer (IARC) hat freies 3-MCPD als mog-
liches Humankarzinom (IARC-Gruppe 2B)
eingestuft [5]. Die duldbare tagliche Auf-
nahmemenge (Tolerable Daily Intake, TDI)
liegt fur freies 3-MCPD bei 2 pg/kg Kor-
pergewicht. Glycidol wird von der IARC
als wahrscheinlich krebserregend fir den
Menschen (IARC-Gruppe 2A) eingestuft
[6], ein TDI wird daher nicht abgeleitet.

Direkte vs. indirekte Methoden

Mittlerweile wurde eine Reihe von ver-
schiedenen Analysenmethoden zur Quan-
tifizierung von 3-MCPDE entwickelt (Aus-
wahl: [7-19]). Es wird zwischen sog.
direkten und indirekten Analysenme-
thoden unterschieden. Direkte Analysen-
methoden erfassen einzelne 3-MCPD-Es-
ter-Kongenere mittels LC-MS/MS; hierbei
ist fur eine exakte Quantifizierung jedes
moglichen Esterkongeners die entspre-
chende stabilisotopenmarkierte Stan-
dardsubstanz erforderlich. Die indirekten
Analysenmethoden liefern nach Spaltung
der Fettsaureester und Freisetzung der ge-
meinsamen Komponente 3-MCPD bzw.
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Glycidol Summenergebnisse der vielen
verschiedenen Esterkongenere mittels GC-
MS (meist angegeben als Aquivalente von
3-MCPD bzw. Gycidol). Inzwischen gibt
es eine Fulle von Analysenmethoden,
die neben der Differenzierung zwischen
3-MCPDE und GE auch eine Quantifizie-
rung des isomeren 2-MCPDE ermoglichen.

Indirekte Analysenmethoden

Alle indirekten Analysenmethoden zur
Bestimmung von 3-MCPDE unterliegen
dem gleichen Grundprinzip: Nach Zugabe
eines stabilisotopenmarkierten internen
Standards (3-MCPD-d, oder 3-MCPDE-d,)
werden die Fettsaureester hydrolysiert
und das 3-MCPD als gemeinsame Kom-
ponente aller Kongenere freigesetzt. Das
freie 3-MCPD wird dann nach Extraktion
der unverseifbaren Anteile derivatisiert
und mittels GC-MS quantifiziert.

Die Unterschiede der beschriebenen
zahlreichen Analysenmethoden beruhen
im Wesentlichen auf den verschiedenen
Arten der Esterhydrolyse und den un-
terschiedlichen Derivatisierungsmaoglich-
keiten. Die Esterspaltung kann entweder
im sauren oder alkalischen Milieu aber
auch enzymatisch durchgeftihrt werden.
Die haufig beschriebene alkalische Es-
terhydrolyse mit Natriummethylat setzt
das 3-MCPD in sehr kurzer Zeit und bei
Raumtemperatur aus seinen Estern frei.
Die saure Hydrolyse kann bei 40 °C inner-
halb von 16 Stunden durchgefuhrt wer-
den. Neben der Umsetzung des freigesetz-
ten 3-MCPD mit Phenylboronsaure (PBS)
ist auch eine Derivatisierung mit Hepta-
fluorbuttersaure-Anhydrid (HFBA) bzw.
Heptafluorbutyrimidazol (HFBI) moéglich.
Das Grundschema der indirekten Metho-
den mit alkalischer Hydrolyse und PBS-
Derivatisierung ist in Abbildung 2 darge-
stellt.

Ubersicht tiber indirekte
Analysenmethoden

Eine schematische Ubersicht Gber die ak-
tuell publizierten indirekten Analysen-
methoden und den damit erfassbaren
Analyten zeigt Abbildung 3. Nach den
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vorangestellten Nummern geordnet, wer-
den im Folgenden die einzelnen Metho-
den naher erlautert.

(1) Ur-Weisshaar-Methode

Die zunachst publizierte, unter dem
Schlagwort ,Ur-Weisshaar-Methode"” be-
kannte Analysenmethode basierte auf
einer alkalischen Hydrolyse mit Natrium-
methylat und anschlieBender Derivatisie-
rung mit PBS in Natriumchlorid-Lésung
[10]. Im Methodenvergleich zu parallel
entwickelten anderen Analysenmethoden
konnte bereits zu Beginn des Jahres 2008
festgestellt werden, dass die Anwesenheit
von Chloridionen in alkalisch hydrolysier-
ten Reaktionsansitzen zu 3-MCPDE-Uber-
befunden fuhrt [20].

Diese Uberbefunde wurden nach kur-
zer Zeit als GE identifiziert [21]. Die Zu-
gabe von chloridhaltigen Lésungen wah-
rend der Aufarbeitung liefert zusatzliches
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Die Entwicklung der
Analytik von 3-MCPDE,
2-MCPDE und GE im
Uberblick

3-MCPD durch eine nucleophile Ring-
6ffnung am Epoxidring des Glycidols
(s. Abb. 4). Im Folgenden stand nun die
Differenzierung zwischen 3-MCPDE und
GE im Blickpunkt der Methodenent-
wicklungs- und -optimierungsstrategien.
Zwischenzeitlich sind Analysenansatze
entwickelt und optimiert worden, die
entweder eine indirekte Quantifizierung
der GE Uber Differenzrechnung oder
eine direkte Quantifizierung ermdéglichen
[16-19].

(2) DGF C-VI 17 (10)

Durch eine gezielte Vorbehandlung der
Proben vor der alkalischen Hydrolyse mit
einem Gemisch aus Schwefelsdure und
Propanol sollten GE aus dem Reaktions-
ansatz entfernt werden und die Quantifi-
zierung in den Proben Uber indirekte Dif-
ferenzrechnung erfolgen. Die zunachst als
Einheitsmethode C-IlIl 18 (09) Teil A und
B der Deutschen Gesellschaft fur Fettwis-
senschaften (DGF) veroffentlichte Me-
thode wurde aber Anfang 2011 zurtick-
gezogen, da festgestellt wurde, dass die
Zerstdrung der GE in Vorfeld der Analyse
nicht zuverlassig gelang, um sichere Ana-
lysenergebnisse zu gewahrleisten. Teil A
der Methode, ohne vorgeschaltete Elimi-
nierung der GE, ist seither jedoch als eva-
luierte Einheitsmethode DGF C-VI 17 (10)
veroffentlicht und liefert ein Summen-
ergebnis von 3-MCPDE und GE [14].

(3) BfR-Methoden

Das BfR hat im Jahr 2009 im Rahmen einer
Laborvergleichsuntersuchung drei ver-
schiedene chloridfreie Methodenansatze
vorgestellt, die ausschlieBlich 3-MCPDE
erfassen [11-13]. Wahrend eine der Me-
thoden die saure Esterspaltung und die
Verwendung von PBS als Derivatisierungs-
reagenz kombiniert [11], beruhen die bei-
den weiteren Methoden auf einer alka-
lischen Esterspaltung: einmal kombiniert
mit PBS-Derivatisierung [12], im ande-
ren Fall mit HFBA als Derivatisierungsrea-
genz [13]. Im Rahmen eines weiteren BfR-
Ringversuches in den Jahren 2010 bis 2011
wurden die Methoden dahingehend op-
timiert, dass eine beschleunigte Fettex-
traktion mittels ASE (Accelerated Solvent
Extraction) vorgeschaltet wurde und ne-
ben 3-MCPDE auch 2-MCPDE quantifiziert
werden kénnen.

(4) Kuhlmann classic

Als eine weitere Variante der indirekten
Differenzierung zwischen 3-MCPDE und
GE wurde im Jahr 2011 die Kuhlmann-clas-
sic-Methode als Einheitsmethode DGF C-VI
18 (10) publiziert [15]. Diese Methode ba-
siert ebenso auf einem Zwei-Ansatz-Prin-
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zip: In einem Reaktionsansatz (An-
satz A) erfolgt das Abstoppen der
alkalischen Hydrolyse mit angesau-
erter Natriumchlorid-Lésung, freige-
setztes Glycidol reagiert unter die-
sen Bedingungen zu zusatzlichem
3-MCPD. Fur Ansatz B erfolgt das
Abstoppen mit angesduerter, chlo-
ridfreier Salzlésung, das freigesetzte
Glycidol bildet hier kein zusatzliches
3-MCPD. Zur Differenzrechnung wird
ein experimentell ermittelter Trans-
formationsfaktor herangezogen.

(5) Kuhlmann 3-in-1

Bei milden Bedingungen fir die alka-
lische Esterhydrolyse (16 Stunden bei
-22 °C) ist die simultane Quantifizie-
rung von 3-MCPDE, 2-MCPDE und GE
nach der Kuhlmann-3-in-1-Methode
moglich. Durch Abstoppen der Hy-
drolyse mit angesduerter Natrium-
bromid-Lésung wird freigesetztes
Glycidol gezielt in 3-Monobrom-
(3-MBPD) umgesetzt
(s. Abb. 5) und kann als solches auch

propandiol

unmittelbar quantifiziert werden.
Die milden Bedingungen der Es-
terspaltungen
risierungsreaktionen von 3-MCPD

reduzieren Isome-
zu Glycidol und erméglichen so die
Quantifizierung von allen drei Ver-
bindungen in nur einem Reaktions-
ansatz [16].

(6) Unilever-Methode

Die gezielte Umsetzung von GE zu
3-MBPD nutzt in abgewandelter
Form auch die Unilever-Methode.
Noch vor der sauren Hydrolyse der Es-
ter (Schwefelsaure/Methanol, 40 °C,
16 Stunden) werden die GE durch an-
gesauerte Natriumbromid-Loésung se-
lektiv in 3-MBPD-Monoester umge-
wandelt. Eine nachgeschaltete saure
Esterspaltung und Derivatisierung mit
PBS ermdéglicht auch hier die Quan-
tifizierung von 2-MCPDE, 3-MCPDE
und GE in einem Ansatz ohne Diffe-
renzrechnung [17].
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(7) Kusters 2-in-1

Alternativ zur oben erwahnten Um-
setzung der GE wird in der KUsters-
2-in1-Methode eine gezielte Ring-
6ffnung und Umwandlung der GE
in 3-Methoxypropan-1,2-diol-Ester
(3-MPDE) beschrieben (s. a. Abb. 6).
Durch Zugabe von Methanol/Schwe-
felsaure (100:1, v/v) wird der Epo-
xidring des GE regioselektiv ge6ffnet
und in 3-MPDE umgewandelt. Nach
alkalischer Esterhydrolyse und Deri-
vatisierung mit PBS erfolgt die Quan-
tifizierung gemeinsam mit 3-MCPD
[18].

(8) Enzymatische Esterspaltung
Neben der alkalischen oder sauren
Esterspaltung findet auch die enzy-
matische Hydrolyse der Fettsaure-
ester Anwendung. Der Einsatz der
Candida rugosa-Lipase bei gleich-
zeitiger Dosierung von Natriumbro-
mid ermdglicht eine besonders scho-
nende Freisetzung von 3-MCPD und
Glycidol sowie die Umsetzung von
Glycidol zu 3-MBPD innerhalb von
30 Minuten bei Raumtemperatur
[19].

Fazit

Jede der hier vorgestellten Metho-
den hat im Rahmen der noch jungen
analytischen Historie der 3-MCPDE
bzw. GE ihre eigene Berechtigung.
Durch fortwahrende Neu- und Wei-
terentwicklungen und Gegenuber-
stellen verschiedener analytischer
Ansatze konnte bisher eine ganze
Reihe an Erkenntnissen gewonnen
werden.

So wurde mittlerweile beschrie-
ben, dass 3-MCPD im alkalischen
Medium nicht ausreichend stabil ist
und innerhalb weniger Minuten Ab-
baureaktionen zu beobachten sind
[23]. Durch Verwendung von stabi-
lisotopenmarkiertem 3-MCPDE im
Gegensatz zu markiertem 3-MCPD
kénnen Stérungen der Analysener-
gebnisse durch Neben- und Abbau-
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reaktionen minimiert werden. Diese Ein-
flusse werden auch durch Anwendung der
sehr schonenden, aber zeitaufwendigen,
sauren Esterspaltung ausgeschlossen [22].
Die ebenfalls sehr schonende enzyma-
tische Hydrolyse wird bisher nur verein-
zelt angewendet.

Allen neuerlich publizierten Methoden
gemein ist die Derivatisierung mit Phenyl-
boronsaure. Zwar ermdéglicht eine Deri-
vatisierung mit HFBA auch die Quanti-
fizierung des isomeren 2-MCPD, streng
wasserfreies Arbeiten erschwert jedoch
die Anwendung.

Neben der Differenzierung und der
simultanen Analyse von 3-MCPDE und
GE ist auch die Quantifizierung der iso-
meren 2-MCPDE ein Vorzug der jungsten
Methodenentwicklungen. Durch Labor-
vergleichsuntersuchungen werden zur-
zeit die Differenzierungsmethoden DGF
C-VI 18 (10), Kuhlmann-3-in-1-Methode
und die Unilever-Methode offiziell getes-
tet und validiert. [ |
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