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Predmluva

ISO (Mezinarodni organizace pro normalizaci) je celosvétova federace narodnich normalizacnich
organtl

(¢lent1 ISO). Mezinarodni normy obvykle vypracovavaji technické komise 1SO. Kazdy ¢len ISO, ktery
se zajima o predmeét, pro ktery byla vytvorena technickd komise, ma pravo byt v této technické
komisi zastoupen. Prace se zucastnuji také vladni i nevladni mezindrodni organizace, s nimiz ISO
navazala pracovni styk. ISO tzce spolupracuje s Mezinarodni elektrotechnickou komisi (IEC) ve
vSech zalezitostech normalizace v elektrotechnice.

Postupy pouzité pri tvorbé tohoto dokumentu a postupy urcené pro jeho dalsi udrzovani jsou
popsany ve smérnicich ISO/IEC, Cast 1. Zejména se ma vénovat pozornost rozdilnym schvalovacim
kritériim potrebnym pro rizné druhy dokumentt ISO. Tento dokument byl vypracovéan v souladu

s redak¢nimi pravidly uvedenymi ve smérnicich ISO/IEC, ¢ast 2 (viz www.iso.org/directives).

Upozornuje se na moznost, ze nékteré prvky tohoto dokumentu mohou byt predmétem patentovych
prav. ISO nelze Cinit odpovédnou za identifikaci jakéhokoliv nebo vSech patentovych prav.
Podrobnosti o jakychkoliv patentovych pravech identifikovanych béhem pripravy tohoto dokumentu
budou uvedeny v Givodu a/nebo v seznamu patentovych prohlaseni obdrzenych ISO (viz
WWwWw.iso.org/patents).

Jakykoliv obchodni nazev pouzity v tomto dokumentu se uvadi jako informace pro usnadnéni prace
uzivateli a neznamend schvaleni.

Vysvétleni nezavazného charakteru technickych norem, vyznamu specifickych termint a vyraza ISO,
které se vztahuji k posuzovani shody, jakoz i informace o tom, jak ISO dodrzuje principy Svétové
obchodni organizace (WTO) tykajici se technickych prekazek obchodu (TBT), jsou uvedeny na tomto
odkazu: URL:

www.iso.org/iso/foreword.html.

Tento dokument vypracovala technicka komise ISO/TC 34 Potravindrské vyrobky, subkomise SC 11
Zivoci$né a rostlinné tuky a oleje ve spolupraci s technickou komisi Evropského vyboru pro
normalizaci (CEN) CEN/TC 307 Olejnatd semena, rostlinné a zivocisné tuky a oleje a jejich vedlejsi
produkty. Metody odbéru vzorki a analyzy na zakladé Dohody o technické spolupraci mezi ISO

a CEN (Videnska dohoda).

Seznam vSech casti souboru ISO 18363 1ze nalézt na webovych strankach ISO.

Jakakoli zpétna vazba nebo otazky tykajici se tohoto dokumentu maji byt adresovany narodnimu
normaliza¢nimu organu uzivatele. Uplny seznam téchto orgéni lze nalézt na adrese
www.iso.org/members.html.
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Uvod

Soubor ISO 18363 je skupina mezinarodnich norem, které mohou byt vyuzity pro stanoveni esterové
vazanych MCPD a glycidolu. Tento uvod popisuje metody specifikované v jednotlivych ¢astech, aby
se analytik mohl rozhodnout, které metody jsou vhodné k pouziti. Detailni aplikace kazdé z metod je
uvedena v predmétu jednotlivé metody.

ISO 18363-1 je diferen¢ni metoda ekvivalentni standardu DGF C-VI 18 (10)"* a identické s oficialni
metodou AOCS Cd 29¢-13. Ve stru¢nosti Ize fict, Ze je zaloZena na rychlém alkalicky katalyzovaném
uvolnéni 3-MCPD a glycidolu z esterovych derivatt. Glycidol je nasledné konvertovan na indukovany
3-MCPD. Norma ma dvé ¢asti. Prvni ¢ast (A) umoznuje stanoveni sumy esterové vazanych 3-MCPD

a esterové vazaného glycidolu, zatimco druha cast (B) stanovuje pouze esterové vazany 3-MCPD.
Obé stanoveni jsou zaloZena na uvolnéni cilovych analyta 3-MCPD a glycidolu z esterové vazanych
forem alkalicky katalyzovanou alkoholyzou provadénou za labo-

ratorni teploty. V ¢asti A se pouziva okyseleny roztok chloridu sodného pro zastaveni reakce

a nasledné konverzi glycidolu na indukovany 3-MCPD. Tak se 3-MCPD a glycidol stanou v ¢asti

A neodlisitelné. V Casti B se zastaveni reakce docili pomoci dodani okyseleného roztoku soli prosté
chloridu, ktery také zabrani konverzi glycidolu na indukovany MCPD. Nésledné Cast B umozni
stanoveni skute¢ného obsahu 3-MCPD. Konecéné je obsah glycidolu ve vzorku imérny rozdilu mezi
obéma stanovenimi (A - B) a mize byt vypocCitan po ur¢eni transformacniho

poméru z glycidolu na 3-MCPD. ISO 18363-1 je vyuZzitelna pro rychlé stanoveni esterové vazanych 3-
MCPD a glycidolu v rafinovanych a nerafinovanych rostlinnych olejich a tucich. ISO 18363-1 Ize také
pouzit pro zivo¢isné tuky a pouzité oleje a tuky na smazeni, ale pred analyzou téchto matric musi
probéhnout valida¢ni studie. Do vysledkd by byly zahrnuty jakékoli volné analyty ve vzorku, ale
dokument neumoznuje rozliSeni mezi volnymi a vazanymi analyty. V dobé zverejnéni tohoto
dokumentu v$ak vyzkum neprokéazal zadny dukaz obsahu volného analytu tak vysokého, jako je
obsah esterifikovaného analytu v rafinovanych rostlinnych olejich a tucich. V principu lze

ISO 18363-1 také modifikovat tak, ze je stanoveni 2-MCPD mozné, ale opét je pred provedenim
stanoveni tohoto analytu nutna validacni studie.

ISO 18363-2 predstavuje oficidlni metodu AOCS Cd 29b-13"'. Ve stru¢nosti lze Tict, Ze je zaloZena na
pomalém alkalickém uvolnéni MCPD a glycidolu z esterovych derivata. Glycidol je nasledné
konvertovan na 3-MBPD. ISO 18363-2 obsahuje dva zplsoby pripravy vzorku, jez se li$i pouzitymi
internimi standardy. Obé pripravy se pouzi-

vaji pro stanoveni esterové vazanych 2-MCPD a 3-MCPD. V casti A se stanovi predbézné vysledky
pro esterové vazany glycidol. Protoze 3-MCPD pritomny ve vzorku je pri pripravé vzorku do urcité
mensi miry konvertovan

na indukovany glycidol, ¢ast B slouzi pro stanoveni tohoto mnozstvi indukovaného glycidolu, ktery je
nasledné odecten z predbézného vysledku pro glycidol z ¢asti A. Pouzitim izotopové znaCenych
volnych izomert MCPD ve stanoveni A a izotopové znaCenych esterové vazanych 2-MCPD a 3-MCPD
v Casti B lze monitorovat uc¢innost Stépeni. Obé stanoveni, A a B, jsou zalozeny na uvolnéni cilovych
analyta 2-MCPD, 3-MCPD a glycidolu z esterové vazanych forem pomalou alkalicky katalyzovanou
alkoholyzou za studena. U obou priprav vzorku se reakce zastavi pridanim okyseleného
koncentrovaného roztoku bromidu sodného pro konverzi nestabilniho a tékavého glycidolu na 3-
MBPD, ktery vykazuje srovnatelné vlastnosti jako 3-MCPD s ohledem na jeho stabilitu

a chromatografické vysledky. Navic znacny prebytek iontti bromidu brani nezéddouci tvorbé 3-MCPD
z glycidolu u vzorku, které obsahuji prirozené se vyskytujici mnozstvi chloridu. ISO 18363-2 je
vyuzitelna pro stanoveni esterové vazanych 3-MCPD, 2-MCPD a glycidolu v rafinovanych

a nerafinovanych rostlinnych olejich a tucich. Je také pouzitelna pro zivocisné tuky a pouzité oleje

a tuky na smazeni, ale pred analyzou téchto matric musi probéhnout validacni studie. Jakékoli volné



analyty ve vzorku jsou obsazeny ve vysledku, ale dokument neumoznuje rozliSeni mezi volnymi

a vazanymi analyty. V dobé zverejnéni tohoto dokumentu vSak vyzkum neprokézal zadny dukaz
obsahu volného analytu tak vysokého, jako je obsah esterifikovaného analytu v rostlinnych olejich
a tucich.

ISO 18363-3 predstavuje oficidlni metodu AOCS Cd 29a-13". Ve stru¢nosti lze fict, Ze je zaloZena na
konverzi esterd glycidylu na estery 3-MBPD a pomalém Kkysele katalyzovaném uvolnéni MCPD

a MBPD z esterovych

derivatl. ISO 18363-3 je zaloZena na jedné pripravé vzorku, pri které jsou estery glycidylu
konvertovany na

monoestery MBPD a nésledné jsou volné analyty 2-MCPD, 3-MCPD a 3-MBPD uvolnény pomalou
kysele

katalyzovanou alkoholyzou. 3-MBPD predstavuje skuteény obsah védzaného glycidolu. ISO 18363-3 je
vyuzitelna pro stanoveni esterové vazanych 2-MCPD, 3-MCPD a glycidolu v rafinovanych

a nerafinovanych rostlinnych

olejich a tucich. Je také pouzitelna pro zivocCisné tuky a pouzité oleje a tuky na smazeni, ale pred
analyzou téchto matric musi probéhnout valida¢ni studie. Metoda je vhodna pro analyzu vazanych
(esterifikovanych) analytt, ale je-li to vyzadovano, muze byt také provedena bez uvodni konverze
estert glycidylu. Pri takovém usporadani jsou ve vysledcich zahrnuty jak volné, tak vazané formy 2-
MCPD a 3-MCPD a mnozstvi volnych analyti 1ze vypocitat jako rozdil mezi dvémi stanovenimi
provedenymi za obou usporadani. V dobé zverejnéni tohoto dokumentu vsak vyzkum neprokazal
zadny dukaz obsahu volného analytu tak vysokého, jako je obsah esterifikovaného analytu

v rostlinnych olejich a tucich.

Tento dokument specifikuje rychly postup zaloZeny na rychlém alkalickém rozstépeni estert MCPD
a glycidolu. Uvolnény glycidol je nasledné konvertovan na 3-MBPD. Uroven pH rychlého alkalického
Stépeni obecné zplsobuje, ze uvolnény MCPD pri $tépeni estert ¢astecné konvertuje na glycidol, coz
vede k nadhodnoceni obsahu glycidylesteru glycidolu ve vzorku. Pridanim dvou odliSitelnych
izotopové znacenych internich standard esterové vazanych 3-MCPD a glycidolu je mozné
kvantifikovat mnozstvi znaceného glycidolu uvolnéného z degradace interniho standardu. Tato
informace muze byt pouzita pro korekci nadhodnoceni glycidolu uvolnéného z esteru glycidylu, které
bylo zpusobeno glycidolem pochézejicim z 3-MCPD. Stejné dva interni standardy se pouzivaji pro
kvantifikaci vazaného MCPD a glycidolu, coz vyzaduje jednu ptipravu vzorku pro kvantifikaci
véazanych estert 2-MCPD, 3-MCPD- a glycidolu. Analogicky s ISO 18363-1, ISO 18363-2 a ISO
18363-3 jsou uvolnéné MCPD a 3-MBPD pred GC-MS/MS analyzou derivatizovany pomoci
fenylboronové kyseliny. Na rozdil od dalSich c¢asti souboru ISO 18363 tento dokument vyzaduje
instrumentaci GC-MS/MS pro jednoznacnou detekci kazdého (izotopicky znaceného) MBPD
pozadovaného pro spravnou kvantifikaci glycidolu pochazejiciho z esteru glycidylu. Tento dokument
je vyuZzitelny pro stanoveni esterové vazanych 3-MCPD, 2-MCPD a glycidolu v rafinovanych

a nerafinovanych rostlinnych olejich a tucich. Je také pouzitelny pro zivocisné tuky a pouZité oleje

a tuky na smazeni, ale pred analyzou téchto matric musi probéhnout validacni studie. Jakékoli volné
analyty ve vzorku jsou obsazeny ve vysledcich, ale dokument nebude umoznovat rozliSeni mezi
volnymi a vazanymi analyty. V dobé zverejnéni tohoto dokumentu vsak vyzkum neprokazal zadny
dukaz obsahu volného analytu tak vysoky, jako je obsah esterifikovaného analytu v rostlinnych
olejich a tucich.



1 Predmet normy

Tento dokument specifikuje rychly postup pro simultanni stanoveni estera 2-MCPD (vazany 2-
MCPD), estertu 3-MCPD (vazany 3-MCPD) a esteru glycidylu (vazany glycidol) v jednom stanoveni,
zalozeném na alkalicky

katalyzovaném Stépeni estert a derivatizaci roz$tépenych (volnych) analytt pomoci kyseliny
fenylboronové (PBA) pred analyzou pomoci GC-MS/MS. Nadhodnoceni obsahu esteru glycidylu je
korigovano pridanim izotopoveé znaceného esterové vazaného 3-MCPD, které umozni kvantifikaci
glycidolu indukovaného 3-MCPD v prubéhu postupu.

Tato metoda je vyuzitelna pro tuhé a kapalné tuky a oleje. Tento dokument Ize také vyuzit pro
ZivoCisné tuky a pouzité oleje a tuky na smazeni, ale tyto matrice nebyly zahrnuty ve validaci. Pro
vSechny tri analyty je mez stanovitelnosti (LOQ) 0,1 mg/kg a mez detekce (LOD) je 0,03 mg/kg.

Z predmétu této metody jsou vylouceny mléko a mlécné vyrobky (nebo tuk pochazejici z mléka
a mlécnych

vyrobku), kojenecka mléka, emulgatory, volné mastné kyseliny a dal$i matrice odvozené z tuku
a oleju.

Konec nahledu - text dale pokracuje v placené verzi CSN.



