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Einfacher, schneller, robuster...

Analyse von EtO und 2-CE in Sesamsamen mit GCMS/MS

Ethylenoxid (EtO) wird aufgrund seiner hohen Diffusionsfahigkeit und seiner star-
ken Penetrationseigenschaften in der Lebensmittelindustrie haufig eingesetzt. Diese
Eigenschaften machen es duBerst effektiv bei der Entwesung und/oder Desinfektion
von trockenen Lebensmitteln. EtO ist jedoch hochgefahrlich fiir den Menschen, wes-
halb es unerlasslich ist, die Menge an EtO in Lebensmittelmatrizen zu quantifizie-

ren. Die Tests der EtO- und 2-CE-Spurengehalte in Sesamsamen mit dem Shimadzu
GCMS-TQ8050 NX, dem Flissigautosampler AOC-20i und dem dynamischen Head-
space-Sampler HS-20NX Uibertrafen die aktuellen regulatorischen Grenzwerte.

I Abb. 1: Sashimi von Thunfisch mit Sesamsamen. Letztere haben das Risiko, mit EtO- und 2-CE-Spuren-
gehalten belastet zu sein.

MRM-Ubergange

Analyte MRM-1 CE MRM-2 CE MRM-3 CE
3 {0] 44 >29 6 44>28 6 44 >14 18
2-CE 80>31 6 80>44 5 82>31 6

1 Tabelle 1: MRM-Ubergénge von EtO und 2-CE.

Methode 1 (fliissig) EtO und 2-CE
Methode 2 (HS) EtO und 2-CE
Methode 3 (HS) Nur 2-CE

Methode 4 (HS) Nur EtO

I Tabelle 2: Analytische Bedingungen: Entwickelte Injektionsmethoden.
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Ethylenoxid (EtO, C,H,0) ist ein farbloser,
brennbarer gasférmiger Ether mit leicht siB-
lichem Geruch. Aufgrund der sehr stark anti-
bakteriellen Eigenschaften wird es haufig in
der Lebensmittelindustrie eingesetzt. Die hohe
Diffusionsfahigkeit und starken Penetrations-
eigenschaften machen es sehr effektiv bei der
Desinfektion von trockenen Lebensmitteln und
fast zehn Mal wirksamer als Methylbromid und
Phosphin.

AuBerst giftig und stark reguliert

EtO ist aber auch stark krebserregend, erbgut-
verandernd und genotoxisch fiir Lebewesen.
Infolgedessen ist es stark reguliert. So stuft die
Européische Chemikalienagentur (ECHA) EtO in
die Kategorie 1B ein und listet es in der Katego-
rie 3 (Gesundheitsgefahrdung) hinsichtlich seiner
akuten Toxizitdt. Das US-amerikanische Natio-
nal Institute of Health (NIH) klassifiziert EtO als
.bekanntermaBen krebserregend beim Men-
schen, basierend auf ausreichenden Beweisen der
Karzinogenitdt aus Studien am Menschen, ein-
schlieBlich epidemiologischer Studien und Studien
zu den Mechanismen der Karzinogenese”. Die US-
amerikanische Environmental Protection Agency
(EPA) ist ferner zu dem Schluss gelangt, dass EtO
fir den Menschen iiber den Atemweg krebserre-
gend ist. Deshalb es unerlasslich, die EtO-Menge
in Lebensmittelmatrizen genau zu quantifizieren.

EtO-Begasung von Sesamsamen

Rohstoffe wie Gewiirze, Olsaaten und Niisse sind
besonders anfallig fiir die EtO-/2-CE-Nachbega-
sung und weisen einen hohen Lipidgehalt sowie
einen geringen Wassergehalt auf. Ein Beispiel
sind Sesamsamen, bei denen die EtO-Begasung
(vor allem als SchutzmaBnahme in vielen Ent-
wicklungsléndern) eingesetzt wird, um die Kon-
tamination mit Salmonellen und anderen Fékal-
bakterien zu reduzieren.

Nach der Begasung mit EtO sind Verdamp-
fung und Reaktionen mit Matrixbestandteilen
die Hauptdissipationswege von EtO in Lebens-
mitteln. EtO durchlauft verschiedene Reaktionen
innerhalb der Matrix und erzeugt eine Reihe
von Reaktionsprodukten, darunter Ethylengly-
kol, Diethylenglykol, 1,4-Dioxan, 2-Bromethanol
und Ethylenchlorhydrin (2-CE). EtO reagiert
auBerdem direkt mit Matrixkomponenten
wie Aminosauren, Purinen und Fettséuren zu
Hydroxyethyladdukten. 2-CE ist das wichtigs-
te Reaktionsprodukt von EtO und ist selbst ein
extrem gefahrlicher Stoff. In der Matrix reagiert



Systemkonfiguration

GCMS-System

Flissigsampler

Teilungsverhaltnis

Temp.-Programm

Ionisationsmodus EI

Temp. Ionenquelle 230 °C
Temp. Interface 230°C
Modus MRM

GCMS-TQ8050 NX
AOC-20i/ AOC-20s
Headspace-Sampler HS-20 NX (dynamischer Headspace)

Gaschromatographieparameter

Kapillarsaule RTX-VMS (60 m x 0,45 mm ID x 2,55 pm df)
Injektionsmodus  Geteilt

Flusskontrollmodus Saulendurchfluss

Trégergas Helium

Sdulendurchfluss 3 ml/min

1: 5 bei Fliissiginjektion
35 °C fiir 5 min, 20 °C/min bis 235 °C, 235 °C fiir 5 min

MS-Parameter

Headspace-Parameter und Teilungsverhaltnis

Methode2 Methode3 Methode 4

I Tabelle 3: Analytische Bedingungen fiir HS-GCMS-/MS-System.

2-CE mit Fettsauren zu 2-CE-Estern. EtO, 2-CE
und die verschiedenen Reaktionsprodukte wer-
den wahrend der Beliftung nur in begrenztem
Umfang entfernt und kdnnen als Marker fiir EtO-
Begasungen dienen.

Natdrlich erfordert die EtO-Begasung eine
strenge Qualitatskontrolle. Eine Vernachlassigung
kann zu Fallen wie der Entdeckung 2020 in Indien
fiihren, wo der EtO-Wert noch iber den regulier-
ten Grenzwerten von behandeltem Sesam lag.

Verbesserung der Analysemethoden

Da EtO so niitzlich und doch so toxisch fiir den
Menschen ist, muss unbedingt sichergestellt
werden, dass sich die in Lebensmitteln hinter-
lassenen Spuren innerhalb sicherer Leitlinien fiir
den menschlichen Verzehr bewegen. Traditionell
wurden fiir Labortests auf Spuren von EtO und
2-CE zwei zeitaufwendige manuelle Extraktions-
methoden angewandt: A) die QUEChERS-Metho-
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de (EN15662) und B) die QuOil-Methode (CEN/
TS 17062:2019 modifiziert). Beide Methoden
erfordern Extraktionsverfahren mit dem einzigen
Unterschied in den verwendeten Materialien.
Das Verfahren héangt von der Art der Probe ab,
wobei die Effizienz der Extraktion von Probe zu
Probe unterschiedlich sein kann.

Das Experiment

Die mit diesen Methoden extrahierten Lésungen
wurden mittels GCMS/MS oder GC-MS/MS mit
einem Flissigsampler analysiert. Einige Matrizen
erfordern eine Optimierung der Reinigungsrea-
genzien, was sich variabel auf die Extraktionsef-
fizienz auswirken kann. Zur Uberwindung dieser
Herausforderungen wurden drei verschiedene
dynamische Headspace-Methoden mit einem
GCMS-TQ8050 NX-System mit einem Head-
space-Sampler HS-20NX entwickelt und opti-
miert (Abb. 2). Dies ermdglichte eine genauere
Bestimmung der vorhandenen Analyten.

Zur ldentifikation wurde eine Mischung aus
EtO- und 2-CE-Standards (2 ppm) im Scanmodus
analysiert. Es wurden Schritte wie die Vorlaufer-
lonenauswahl und eine Optimierung des Multi-
ple Reaction Monitoring (MRM) bei verschiede-
nen Kollisionsenergien (CE) durchgefiihrt. Dabei
wurde ein Verfahren mit segmentiertem MRM
und optimalen Kollisionsenergien geschaffen.
Die optimierten MRM-Ubergange der EtO- und
2-CE-Standards sind in Tabelle 1 dargestellt.

Analytische Bedingungen

Ofentemperatur 115 °C 110 °C 115 °C Die Beschreibung der analytischen Bedingungen
fur die Flussiginjektion und drei Headspace-

Temp. der Probenleitung 120 °C 120°C 120 °C Methoden sind in Tabelle 2 und Tabelle 3 zusam-
mengefasst.

Temp. der Transferleitung 130°C 130°C 130 °C

Temp. der Kiihlfalle =10 °C =10/°C =10 °C Methode der Probenvorbereitung

Temp. der Desorbierungsfalle 280 °C 260°C 280°C Die Probenvorbereitungen fiir die vier Analyseme-

. ; ; thoden sind leicht unterschiedlich und umfassen
Ausgleichszeit (min) 15 15 15 bis zu sechs Schritte. Tabelle 4 zeigt die Schritte
. . fiir die EtO- und 2-CE-Extraktion aus der Probe.

Druckaufbauzeit (min) 0,5 0,5 0,5

Teilungsverhaltnis 20 5 20 Das Ergebnis

Gesamtdurchfluss (m0) R6 2l G Die Quantifizierung von EtO- und 2-CE-Spuren-

verunreinigungen in Sesamsamen wurde mit dem
Shimadzu GCMS-TQ8050 NX, dem Fliissigauto-
sampler AOC-20i und dem (dynamischen) Head-
space-Sampler HS-20NX erfolgreich durchgefiihrt.
Die verwendete Extraktionsmethode fiihrte bei
beiden Analyten zu einer guten Riickgewinnungs-
rate von 73 bis 102 % mit einer RSD von 2 bis 9 %.
Die tiefst mogliche Quantifizierungsgrenze (LOQ)
hangt von der jeweiligen Probenvorbereitungsme-
thode ab, lag aber in jedem Fall im Bereich von 0,5
bis 10 ppb. Die fiir die Sesamproben berechneten
quantitativen Werte sind in Tabelle 5 aufgefiihrt.

LVT LEBENSMITTEL Industrie 5-6 ® 2023 o 31



s Analytik

Headspace-Methode 2

EtO und 2-CE nur 2-CE

Headspace-Methode 3

Headspace-Methode 4
nur EtO

Fliissiginjektion 1
Methade EtO und 2-CE
5.000 mg Sesamsamen
1 +10.000 pL Acetonitril
flir 15 min gemischt
2
3 5.000 pl Uberstand
in 15-ml-Réhrchen umgefiillt
4 QUuEChERS hinzugeben und
fiir 5 min vortexen
5 Fiir 5 min bei 10 °C
zentrifugieren
6

1.000 mg Sesamsamen
+1.000 pL Acetonitril
fr 15 min gemischt

Mit 5.000 U/min fiir 5 min bei 10 °C zentrifugieren

100 pL Lésung entnommen,
in 20-ml-HS-Flaschchen umgefiillt

Nicht erforderlich

Nicht erforderlich

Entfernter Uberstand kann zur GCMS-Analyse verwendet werden

100 mg Sesamsamen
+1.000 pL Acetonitril
flir 15 min gemischt

5.000 mg Sesamsamen
+ 5.000 pL Acetonitril
fir 15 min gemischt

1.000 pl Losung entnommen,
in 20-ml-HS-Flaschchen umgefiillt

I Tabelle 4: Probenvorbereitung zur Extraktion von EtO und 2-CE aus Sesam.

Methode Methode 1 Methode 2 Methode 3 Methode 4
EtO 2-CE EtO 2-CE 2-CE EtO

LOQ-Konzentration (auf Saule) 5 ppb 5 ppb 10 ppb 10 ppb 0,5 ppb 6 ppb

ki:%:i?,;z::ft Larﬂg:} 10 ppb 10 ppb 10 ppb 10 ppb 5 ppb 6 ppb

%RSD (n = 6) &7 9.4 21 4,9 9,1 157

R2 0,99889 0,99917 0,99950 0,99785 0,99974 0,99906

Probenvorbereitungszeit 35-40 min 20-25 min

Kosten QuEChERS erforderlich QuEChERS nicht erforderlich

Fliissigkeitsinjektion

Headspace-Injektion

I Tabelle 5: Zusammenfassung von Vergleichsdaten.

Fazit

Es konnte eine einfachere, schnellere, robus-
tere (und damit kostengiinstigere) Methode
zur quantitativen Analyse von EtO und 2-CE
in Sesamsamen entwickelt werden. Mit einem
dynamischen  Headspace-basierten  Modus
tbertrafen die erzielten Ergebnisse aktuelle
regulatorische Grenzwerte und boten Vorteile

gegeniliber  Fliissiginjektionstechniken, ein-
schlieBlich einfacherer Probenvorbereitung,
geringerer Matrixinterferenz und praziserer
Quantifizierung. Dariiber hinaus verfiigt der
Shimadzu GCMS-TQ8050 NX iiber einen neu-
en, hocheffizienten Detektor und berlegene
Rauschunterdriickungstechnologie fir eine
hohere Empfindlichkeit und zur Quantifizie-
rung von EtO

B sumabnzu

I Abb. 2: GCMS-TQ8050 NX System.
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