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ERSTE RICHTLINIE DER KOMMISSION
vom 15. Juni 1971

zur Festlegung gemeinschaftlicher Analysemethoden fiir die amtliche Untersuchung von
Futtermitteln

(71/250/EWG)

DIE KOMMISSION DER EUROPAISCHEN GEMEINSCHAFTEN —

gestiitzt auf den Vertrag zur Griindung der Europdischen Wirtschaftsgemeinschaft,

gestiitzt auf die Richtlinie des Rates vom 20. Juli 1970 iiber die Einfiihrung
gemeinschaftlicher Probenahmeverfahren und Analysemethoden fiir die amtliche
Untersuchung von Futtermitteln (1), insbesondere auf Artikel 2,

in Erwigung nachstehender Griinde :

Dic obengenannte Richtlinie bestimmt, daf die amtlichen Untersuchungen von
Futtermitteln zur Feststellung, ob die auf Grund der Rechts- und Verwaltungsvor-
schriften festgelegten Vorschriften hinsichtlich der Beschaffenheit und der Zusammen-
setzung der Futtermittel erfiillt sind, nach gemeinschaftlichen Probenahmeverfahren und
Analysemethoden durchgefiihrt werden.

Es erscheint nunmehr geboten, schnellstméglich zu einer Festlegung aller erforderlichen
Analysemethoden zu gelangen. Einen ersten Schritt sollen dabei die Methoden fiir die
Bestimmung von Blausiure, Calcium, Carbonaten, Rohasche, in Salzsiure unloslicher
Asche, Chlor aus Chloriden, Senfsl, Lactose, Kalium, Natrium, Zucker, Theobromin
und Harnstoff, die Bestimmung von Alkaloiden in Lupinen und die Bestimmung der
Ureaseaktivitit von Sojaprodukten bilden.

Die in dieser Richtlinie vorgesehenen MafSnahmen entsprechen der Stellungnahme des
Standigen Futtermittelausschusses —

HAT FOLGENDE RICHTLINIE ERLASSEN :

Artikel 1

Die Mitgliedstaaten schreiben vor, daf§ die Analysen fiir die amtliche Untersuchung von
Futtermitteln auf ihren Gehalt an Blausiure, Calcium, Carbonaten, Rohasche, in
Salzsiure unloslicher Asche, Chlor aus Chloriden, Senfél, Lactose, Kalium, Natrium,
Zucker, Theobromin und Harnstoff, an Alkaloiden in Lupinen sowie auf die
Ureaseaktivitit von Sojaprodukten nach den in der Anlage zu dieser Richtlinie
beschriebenen Methoden durchgefiihrt werden.

Artikel 2

Die Mitgliedstaaten setzen spitestens am 1. Juli 1972 die erforderlichen Rechts- oder
Verwaltungsvorschriften in Kraft, um den Bestimmungen dieser Richtlinie nachzu-
kommen. Sie setzen die Kommission unverziiglich davon in Kenntnis.

Artikel 3
Diese Richtlinie ist an alle Mitgliedstaaten gerichtet.

Briissel, den 15. Juni 1971
- Fiir die Kommission

Der Prisident
Franco M. MALFATTI

(1) ABlL. Nr. L 170 vom 3. 8. 1970, S. 2.
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ANLAGE

ANALYSENMETHODEN FUR FUTTERMITTELBESTANDTEILE

1. EINFUHRUNG

Die Analysenmethoden fur Futtermittelbestandteile gelten allgemein fiir alle Einzel- und
Mischfuttermittel. Allerdings erfordern manche Futtermittel wegen der Besonderheit ihrer
Zusammensetzung besondere, ganz auf sie zugeschnittene Analysenmethoden. Derartigen Fillen
wird in der Beschreibung der Methode jeweils unter ,,Bemerkungen” Rechnung getragen.

Werden zwei oder mehr Methoden zur Bestimmung ein und desselben Futtermittelbestandteils
angegeben, so ist die Wahl der Methode — sofern nicht anders bestimmt — dem
Kontrollaboratorium {iberlassen; die schlieBlich angewandte Methode muff jedoch im
Untersuchungsattest angegeben werden.

Vorbereitung der Analysenprobe

Eine chemische Analyse ist umbedingt an einer homogenen Probe vorzunehmen. Hingegen
konnen bestimmte makroskopische oder mikroskopische Bestimmungen sowie Feuchtigkeitsbe-
stimmungen an der Probe in dem Zustand vorgenommen werden, in dem sie im Laboratorium
ankommt. Um dieser doppelten Forderung Geniige zu tun, wird die Probe in zwei Teile geteilt.
Ein Teil wird unverindert gelassen ; der andere wird fiir die chemische Analvse wie folgt
vorbereitet :

Die Probe wird entweder mit einem mechanischen Probenteiler oder, nach Ausschiitten der
ganzen Probe auf eine saubere und trockene Unterlage, mit der Hand geteilt. In letzterem Fall
empfiehlt sich eine Vierteilungsmethode, wobei nacheinander aus den jeweils sich diagonal
gegeniiberliegenden Vierteln entnommen wird. Schlieflich wird fiir die Analyse ein
Probenanteil von etwa 100 g entnommen und gegebenenfalls soweit zerkleinert, dafl er ginzlich
durch ein Rundlochsieb mit Lochern von 1 mm Durchmesser hindurchgeht. Diese Probe wird
unverziiglich in ein trockenes, luftdicht verschlieSbares Gefidfs gefiille und das Gefif
verschlossen.

Ist die Probe sehr feucht, so ist der Feuchtigkeitsgehalt durch Vortrocknung auf 8 — 12 v. H.
herabzusetzen. Hierfiir ist die Probe bei angemessener Temperatur und Zeitdauer
vorzutrocknen.

Reagenzien und Gerite

Bei der Beschreibung der einzelnen Analysenmethoden werden nur besondere oder besonderen
Normen entsprechende Instrumente oder Gerite namentlich angefiihrt. Fine Aufzihlung der
Geridte und Instrumente, die zum ublichen Instrumentarium eines Kontrollaboratoriums
gehoren, eriibrigt sich.

Ferner handelt es sich bei der Erwahnung von Wasser fiir Verdunnungen bzw. Waschungen
immer um destilliertes Wasser, ebenso bei Erwidhnung einer Reagenz-Lisung, ohne sonstige
Angabe, immer um eine Losung in destilliertem Wasser.

Formulierung der Ergebnisse

Das im Untersuchungsattest angegebene Ergebnis stellt den Mittelwert aus mindestens zwei
Bestimmungen dar. Von besonderen Vorschriften abgesehen, wird es in Prozentanteilen der
Originalprobe, wie sie im Laboratorium eintraf, angegeben. Das Ergebnis soll nicht mit mehr
Ziffern angegeben werden, als es die Genauigkeit der Analysenmethode zuldfit.
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2. BESTIMMUNG VON BLAUSAURE

Zweck und Anwendungsbereich

Die Methode erlaubt die Bestimmung des Gehaltes an freier und in Glykosiden gebundener
Blausdure in Futtermitteln, insbesondere in Leinsaatprodukten, Tapiokamehl und
bestimmten Bohnenarten.

Prinzip

Die Probe wird in Wasser aufgeschlimmt. Die Blausdure wird unter der Einwirkung von
Fermenten abgespalten, im Wasserdampfstrom abdestilliert und in einem bestimmten
Volumen von angesduerter Silbernitratldsung aufgefangen. Das Silbercyanid wird abfiltriert
und der Uberschuf$ an Silbernitrat mit einer Ammoniumthiocyanatldsung zuriicktitriert.

Reagenzien

3.1.  Aufschlimmung von siifen Mandeln : 20 siifSe, geschilte Mandeln werden in 100 ml
Wasser bei 37 bis 40°C zerkleinert. 10 ml dieser Aufschlimmung werden auf
Abwesenheit von abspaltbarer Blausdure entweder mit Natriumpikratpapier oder
durch einen Blindversuch, wie unter 5. letzter Absatz angegeben, gepriift.

3.2. Natriumacetatlosung 10 v. H. (G/V), neutralisiert gegen Phenolphthalein
3.3.  Antischaum-Emulsion (z. B. Silicon)

3.4. Salpetersdure, D : 1,40

3.5. 0,02 N Silbernitratlésung

3.6. 0,02 N Ammoniumthiocyanatlosung

3.7. Gesittigte Ammonium-Eisen (I1I)-Sulfatlosung

3.8. Ammoniaklésung, D : 0,958

Gerite
4.1, Brutschrank mit Thermostat, auf 38 °C eingestellt

42. Apparatur zur Wasserdampfdestillation, deren Kiihler mit einem verlangerten,
gebogenen Einleitungsrohr versehen ist

4.3. 1 000-ml-Stehkolben mit Schliffstopfen
44. Olbad

4.5. Birette mit /20 ml Teilung

Ausfithrung

20 g der Probe werden auf 5 mg genau eingewogen und in einen 1 000-ml-Stehkolben mit
50 m] Wasser und 10 ml Aufschlimmung von siifen Mandeln (3.1) gebracht. Der Kolben
wird verschlossen und wihrend 16 Std. bei 38 °C im Brutschrank stehen gelassen. Nach
Abkiihlen auf Raumtemperatur werden 80 ml Wasser, 10 ml Natriumacetatlésung (3.2)
und 1 Tropfen Antischaum-Emulsion (3.3) zugesetzt.

Der Kolben wird an die Wasserdampfdestillationsapparatur angeschlossen und in einem
Olbad, das auf eine Temperatur von etwas mehr als 100°C vorgeheizt worden ist,
erhitzt. Durch einen kriftigen Wasserdampfstrom und unter leichtem Erhitzen des Olbades
werden 200 bis 300 ml abdestilliert. Das Destillat wird in einem vor Licht geschiitzten
Erlenmeyerkolben, der genau 50 ml 0,02 N Silbernitratlosung (3.5) und 1 ml Salpetersiure
(3.4) enthilt, aufgefangen. Es ist zu beachten, daf§ das Verlingerungsrohr des Kiihlers in die
Silbernitratldsung taucht.

Der Inhalt des Erlenmeyerkolbens wird in einen 500-mi-Mefkolben iiberfiithrt, bis zur
Marke aufgefiillt, gemischt und filtriert. In 250 ml des Filtrats wird der Uberschuff an



Nr. L 155/16

Amtsblatt der Europiischen Gemeinschaften

12. 7. 71

Silbernitrat nach Zusatz von ca. 1 ml Ammonium-Eisen(IIl)-Sulfatlésung (3.7) mit 0,02 N
Ammoniumthiocyanatldsung (3.6) aus der auf /20 ml geteilten Biirette zuriicktitriert.

Gegebenentalls wird ein Blindversuch nach dem beschriebenen Verfahren mit 10 ml
Aufschlimmung von siifen Mandeln (3.1) ohne Analysenprobe ausgefiihrt.

Berechnung der Ergebnisse

Wenn der Blindversuch einen Verbrauch an 0,02 N Silbernitratlosung zeigt, dann wird
dieser von dem Silbernitratverbrauch des Analysenprobedestillats abgezogen.

1 ml 0,02 N AgNO, entspricht 0,54 mg HCN. Das Ergebnis wird in Hundertteilen der
Probe ausgedriickt.

Bemerkung

Enthilt die Probe eine bedeutende Menge an Sulfiden (z. B. bei Bohnen), dann bildet sich
ein schwirzlicher Niederschlag von Silbersulfid, der zusammen mit dem Niederschlag von
Silbercyanid abfiltriert wird. Die Bildung dieses Niederschlags verursacht einen Verbrauch
an 0,02 N Silbernitratlosung, dessen Volumen von dem Volumen abzuziehen ist, das fiir die
Berechnung des Gehaltes an HCN beriicksichtigt wird. Zu diesem Zweck wird wie folgt
verfahren :

Der Niederschlag auf dem Filter wird mit 50 ml Ammoniaklosung (3.8) behandelt, wobei
sich Silbercyanid l6st. Nach Auswaschen mit verdiinnter Ammoniaklosung wird der
Silbergehalt des Riickstandes bestimmt und in ml 0,02 N Silbernitratlésung umgerechnet.

Der Gehalt an HCN der Probe kann auch durch Titration des ammoniakhaltigen Filtrats
nach Ansiduern mit Salpetersiure bestimmt werden.

3. BESTIMMUNG VON CALCIUM

Zweck und Anwendungsbereich

Die Methode erlaubt die Bestimmung des Gehaltes an Gesamt-Calcium in Futtermitteln.

Prinzip

Die Probe wird verascht, die Asche wird mit Salzsiaure behandelt und das Calcium in Form
von Calcium-Oxalat gefillt. Nach Auflosung des Niederschlags in Schwefelsiure wird die
gebildete Oxalsidure mit Kaliumpermanganatlésung titriert.

Reagenzien
3.1. Salzsdurep.a.,D: 1,14
3.2. Salpetersdure p.a.,, D : 1,40

3.3. Schwefelsiure p.a., D : 1,13

3.4. Ammoniak p.a., D : 0,98

3.5, Kalt gesittigte Ammonium-Oxalatlosung p.a.
3.6. Citronensiurelésung p.a. 30 v. H. (G/V)

3.7.  Ammoniumchloridlosung p.a. 5 v. H. (G/V)

3.8. Brombkresolgriinlosung 0,04 v. H. (G/V)

3.9. 0,1 N Kaliumpermanganatlgsung

Gerite
4.1.  Elektrischer Muffelofen mit Thermostat
4.2, Veraschungsschalen aus Platin, Quarz oder Porzellan

4.3. Glasfiltertiegel, Porositit G,
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5. Ausfithrung

Etwa S g der Analysenprobe (oder, wenn nétig, mehr), auf 1 mg genau gewogen, werden
bei 550 °C verascht. Die Asche wird in ein 250-ml-Becherglas gebracht. Danach werden 40
ml Salzsdure (3.1), 60 ml Wasser sowie einige Tropfen Salpetersdure (3.2) hinzugefiigt. Man
kocht auf und hilt 30 Minuten lang im Sieden. Nach dem Abkiihlen wird die Lésung in
einen 250-ml-MefSkolben iibergespiilt und das Becherglas ausgewaschen. AnschlieRend wird
der MeRkolben bis zur Marke mit Wasser aufgefiillt, umgeschiittelt und fileriert.

Je nach dem vermuteten Gehalt der Probe an Calcium wird ein aliquoter Teil, der 10 bis
40 mg Calcium enthdlt, in ein 250-ml-Becherglas abpipettiert, 1 ml Citronensiurelésung
(3.6) und 5 ml Ammoniumchloridlésung (3.7) hinzugefiigt und auf etwa 100 ml mit Wasser
aufgefiillt. Nach Aufkochen werden 8 bis 10 Tropfen Bromkresolgriinlésung (3.8) sowie 30
ml heile Ammonium-Oxalatldsung (3.5) hinzugefiigt. Falls ein Niederschlag entsteht,wird
dieser durch Hinzufiigung einiger Tropfen Salzsiure (3.1) aufgelost.

Anschliefend wird sehr langsam und unter bestindigem Schiitteln mit Ammoniak (3.4)
neutralisiert, bis der pH-Wert etwa zwischen 4,4 und 4,6 liegt (Umschlag des Indikators).
Zum Absetzen des Niederschlags wird das Becherglas 30 Minuten lang auf ein Bad mit
kochendem Wasser gesetzt. Dann wird das Becherglas vom Wasserbad heruntergestellt und
sein Inhalt nach einer Stunde durch einen Filtertiegel G, filtriert. Das Becherglas und der
Tiegel werden mit Wasser gewaschen, bis der iiberschiissige Ammonium-Oxalat entfernt ist.
(Die Abwesenheit von Chlorid im Waschwasser zeigt an, daff geniigend ausgewaschen
wurde.)

Der Niederschlag wird auf dem Filter mit 50 ml heifer Schwefelsdure (3.3) aufgelést, der
Tiegel mit heifflem Wasser ausgewaschen und das Filtrat auf etwa 100 ml aufgefillt. Nach
Erwirmen auf 70 bis 80 °C wird tropfenweise mit Kaliumpermanganatldsung (3.9) titriert,
bis die Farbe 1 Min. lang rosa bleibt.

6. Berechnung der Ergebnisse

1 ml 0,1 N Permanganatlosung entspricht 2,004 mg Calcium. Das Ergebnis wird in
Hundertteilen der Probe ausgedriickt.

7. Bemerkungen

7.1. Bei einem sehr geringen Calciumgehalt wird wie folgt verfahren: Der Calcium-
Oxalat-Niederschlag wird durch ein aschefreies Papierfilter filtriert. Nach dem
Auswaschen wird das Filter getrocknet und in einer Platinschale bei 550 °C verascht.
Der Riickstand wird mit einigen Tropfen Schwefelsdure (3.3) aufgelost, zur Trockne
verdampft, nochmals bei 550 °C verascht und gewogen. Wird das Gewicht des
erhaltenen Calciumsulfats = p gesetzt, so enthilt der aliquote Teil der Probe p X
0,2944 Calcium.

7.2. Wenn das Erzeugnis nur aus Mineralstoffen besteht, dann wird die Einwaage ohne
vorherige Veraschung mit Salzsdure aufgelost. Gewisse Erzeugnisse, wie z.B.
Calciumaluminiumphosphate, sind in Sduren schwer 18slich. In diesem Fall fiihrt man
vor der Auflésung einen alkalischen Aufschluff wie folgt durch : In einer Platinschale
wird die Probe mit etwa der fiinffachen Menge einer Mischung aus gleichen Teilen
Kaliumcarbonat und Natriumcarbonat gemischt. Man erhitzt vorsichtig, bis die
Mischung vollstindig geschmolzen ist; anschliefend wird abgekiithlt und mit
Salzsiure aufgelost.

7.3. Wenn der Gehalt an Magnesium der Probe hoch ist, wird der Oxalatniederschlag
umgefallt.
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4, BESTIMMUNG VON CARBONATEN

Zweck und Anwendungsbereich

Die Methode erlaubt die Bestimmung von Carbonaten, konventionell ausgedriickt als
Calciumcarbonat, in den meisten Futtermitteln. In bestimmten Fillen (z. B. Eisencarbonat)
ist jedoch eine besondere Methode anzuwenden.

Prinzip

Die Carbonate werden mit Salzsiure zersetzt; die freigewordene Kohlensiure wird in
einem graduierten Rohr aufgefangen. Das erhaltene Gasvolumen wird mit demjenigen
verglichen, welches unter den gleichen Bedingungen aus einer bekannten Menge
Calciumcarbonat p.a. erhalten wird.

Reagenzien
3.1. Salzsdure, D : 1,10
3.2. Calciumcarbonat p.a.

3.3 Etwa 0,1 N Schwefelsiure, mit Methylrot angeférbt.

Geriat

Apparatur nach Scheibler-Dietrich (s. Skizze) oder gleichwertiges Gerit.

Ausfiithrung
Je nach dem Carbonatgehalt der Probe wird eine Einwaage wie folgt eingewogen :
0,5 g bei Erzeugnissen mit 50 bis 100 v. H. Carbonaten, ausgedriickt als Calciumcarbonat ;

1 g bei Erzeugnissen mit 10 bis 50 v. H. Carbonaten, ausgedriickt als Calciumcarbonat ;

2 g bis 3 g bei anderen Erzeugnissen.
Man bringt die Einwaage in die Spezialflasche (4) der Apparatur, die mit einem Roéhrchen
aus unzerbrechlichem Material versehen ist, das 10 ml Salzsiure (3.1) enthilt, und schlief3t
an die Apparatur an. Dann dreht man den Drei-Weg-Hahn (5) so, daf8 das Rohr (1) mit
der Aufenluft in Verbindung steht. Mit dem beweglichen Rohr (2), das mit ausgefirbter
Schwefelsdure (3.3) gefiillt und mit dem graduierten Rohr (1) verbunden ist, wird das
Niveau der Fliissigkeit auf den Nullpunkt der Skala eingestellt. Der Hahn (5) wird so

gedreht, daff das Rohr (1) mit dem Rohr (2) verbunden ist, dann wird der Nullpunkt
kontrolliert.

Nun 146t man langsam durch Neigen der Flasche (4) die Salzsdure auf die Substanz fliefen
und gleicht den Druck durch Senken des Rohres (2) aus. Man bewegt die Flasche (4) so
lange hin und her, bis die Kohlensaureentwicklung ganz aufgehort hat.

Der Druckausgleich erfolgt, indem die Fliissigkeit in den Rohren (1) und (2) auf gleiches
Niveau gebracht wird. Bevor abgelesen wird, wartet man einige Minuten, bis das Volumen
konstant bleibt. '

Ein Vergleichsversuch mit 0,5 g Calciumcarbonat (3.2) wird unter denselben Bedingungen
durchgefiihrt.

Berechnung der Ergebnisse

Der Gehalt an Carbonaten, ausgedriickt als Calciumcarbonat, in g pro Hundertteilen der
Probe wird durch folgende Formel berechnet :

Vv - 100
T - 2P
wobei : V = ml CO, entwickelt aus der Einwaage,
T = ml CO, entwickelt aus 0,5 g CaCO; p.a.,

P = Gewicht der Einwaage in g.

12. 7. 71
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7. Anmerkungen

7.1. Wenn die Einwaage mehr als 2 g betrigt, bringt man vorher 15 ml destilliertes Wasser
in die Flasche (4) und mischt den Inhalt vor Beginn des Versuchs. Man fiigt dasselbe
Wasservolumen bei dem Vergleichsversuch zu.

7.2. Wenn man einen Apparat benutzt, dessen Volumen von demjenigen von Scheibler-
Dietrich abweicht, muff man die Einwaage, die Vergleichsmenge und die Berechnung
entsprechend anpassen.

APPARATUR NACH SCHEIBLER-DIETRICH ZUR BESTIMMUNG VON CO,

3_5:5'1 sali'sgazs 3

iiisz g

Mafistab : 1/8

(Messungen in mm)
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5. BESTIMMUNG VON ROHASCHE

Zweck und Anwendungsbereich

Die Methode erlaubt die Bestimmung des Gehaltes an Rohasche in Futtermitteln.

Prinzip

Die Probe wird bei 550 *C verascht ; der Riickstand wird gewogen.

Reagenzien

Ammoniumnitratlosung 20 v. H. (G/V).

Gerite
4.1. Heizplatte
4.2. Elektrischer Muffelofen mit Thermostat

4.3. Veraschungsschalen aus Platin oder Platin-Gold-Legierung (10 v. H. Pt, 90 v. H. Au),

rechtwinklig (60 X 40 X 25 mm) oder kreisférmig (Durchmesser: 60 bis 75 mm,
Hohe : 20 bis 25 mm).

Ausfiihrung

Etwa 5 g (2,5 g bei Stoffen, die zur Blasenbildung neigen) der Probe werden auf 1 mg
genau in eine vorher gegliihte und tarierte Veraschungsschale eingewogen. Die Schale wird
auf der Heizplatte allmdhlich bis zum Verkohlen des Stoffes erhitzt. Die Schale wird dann
in den auf 550°C * 5°C eingestellten Muffelofen gebracht und darin so lange gehalten,
bis man. eine weiffe, hellgraue oder rétliche Asche erhilt, die offensichtlich frei von
Kohlepartikeln ist. Dann wird die Schale in einen Exsikkator gestellt und nach dem
Abkiihlen unmittelbar gewogen.

Berechnung der Ergebnisse

Das Gewicht des Riickstandes wird berechnet, indem das Leergewicht abgezogen wird. Das
Ergebnis wird in Hundertteilen der Probe ausgedriickt.

Bemerkungen

7.1. Bei schwer zerstorbaren Stoffen werden der abgekiihlten Rohasche einige Tropfen 20
v. H. Ammoniumnitratlosung nach einer Veraschung von mindestens 3 Std. zugefiigt
(jedoch mit Vorsicht, um ein Zerstauben und Ankleben der Asche zu vermeiden).
Nach Trocknung im Trockenschrank wird die Veraschung weitergefiihrt. Die
Operation wird gegebenenfalls bis zur vollstindigen Veraschung wiederholt.

7.2. Bei Stoffen, die der unter 7.1 beschriebenen Behandlung widerstehen, ist wie folgt
vorzugehen. Nach einer Veraschung von 3 Std. wird die Asche mit heifflem Wasser
aufgenommen und durch ein kleines aschefreies Filter abfiltriert. In der
urspriinglichen Schale werden Filter und dessen Inhalt verascht. Das Filtrat wird in
die abgekiihlte Schale gebracht, zur Trockne eingedampft, verascht und gewogen.

7.3. Bei Olen und Fetten wird eine Einwaage von etwa 25 g in einer Schale entsprechender
Abmessung genau gewogen. Es wird dann durch Anziinden des Stoffes mit einem
Streifen aus aschefreiem Filterpapier verkohlt. Nach der Verkohlung wird mit einer
eben ausreichenden Menge Wasser angefeuchtet. Anschliefend wird getrocknet und
wie unter 5. angegeben zu Ende gefiihrt.
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6. BESTIMMUNG VON IN SALZSAURE UNLOSLICHER ASCHE

Zweck und Anwendungsbereich

Die Methode erlaubt die Bestimmung des Gehaltes an in Salzsdure unldslichen,
mineralischen Bestandteilen der Futtermittel. Abhdngig von der Art der Probe sind zwei
Verfahren vorgesehen.

1.1. Verfahren A: anzuwenden bei organischen Einzelfuttermitteln und bei den meisten
Mischfuttermitteln ;

1.2. Verfahren B : anzuwenden bei Mineralstoffen und Mineralstoffmischungen sowie bei
allen Mischfuttermitteln, die nach Verfahren A einen Gehalt an in Salzsiure
unléslicher Asche von mehr als 1 v. H. ergeben haben.

Prinzip

2.1. Verfahren A : Die Probe wird verascht, die Asche in Salzsdure zum Sieden gebracht
und der unlésliche Riickstand abfiltriert und gewogen.

2.2. Verfahren B : Die Probe wird mit Salzsdure behandelt. Die Losung wird abfiltriert, der
Riickstand wird verascht und die Asche wird dann weiter behandelt, wie unter
Verfahren A beschrieben.

Reagenzien

3.1. 3 N Salzsdure
3.2. Trichloressigsdurelosung 20 v. H. (G/V)
3.3. Trichloressigsdurelosung 1 v. H. (G/V)

Gerite

4.1. Heizplatte
4.2. Elektrischer Muffelofen mit Thermostat

4.3. Veraschungsschalen aus Platin oder Platin-Gold-Legierung (10 v. H. Pt, 90 v. H. Au),
rechtwinklig (60 X 40 X 25 mm) oder kreisformig (Durchmesser: 60 bis 75 mm,
Hohe : 20 bis 25 mm). :

Ausfiithrung

S.1. Verfabhren A

Die Einwaage wird unter den Bedingungen, die fiir die Bestimmung der Rohasche
beschrieben sind, verascht. Es kann auch die bei der Rohaschebestimmung erhaltene
Asche verwendet werden.

Die Asche wird in ein Becherglas von 250 ml bis 400 ml Inhalt mit 7§ ml 3 N
Salzsidure (3.1) iiberfithrt. Man erhitzt vorsichtig zum Sieden und kocht 15 Min.
gelinde weiter. Die Losung wird heiff durch ein aschefreies Papierfilter fileriert und
der Riickstand mit heiffem Wasser bis zum Ausbleiben der sauren Reaktion
ausgewaschen. Das Filter mit Riickstand wird nach dem Trocknen bei einer
Temperatur von mindestens 550 °C und héchstens 700°C in einer tarierten
Veraschungsschale verascht. Nach dem Abkiihlen im Exsikkator wird gewogen.

5.2. Verfahren B

S g der Analysenprobe werden auf 1 mg genau eingewogen und in ein 250-ml- bis
400-ml-Becherglas gebracht. Man fiigt nacheinander 25 ml Wasser und 25 ml 3 N
Salzsdure (3.1) hinzu, schwenkt um und wartet bis zum Nachlassen des Aufbrausens.
Dann gibt man weitere 50 ml 3 N Salzsdure (3.1) hinzu. Nach dem Nachlassen der
eventuell erneut auftretenden Gasentwicklung stellt man das Becherglas 30 Min. lang
in ein siedendes Wasserbad oder, wenn notwendig, linger, bis die vollstindige
Hydrolyse eventuell vorhandener Stirke eingetreten ist.
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Man filtriert heiff durch ein aschefreies Filter und wischt mit etwa 50 ml heiSem
Wasser aus (s. Bemerkung 7). Man bringt das Filter mit Riickstand in eine
Veraschungsschale, trocknet und verascht bei einer Temperatur von mindestens
550 °C und héchstens 700 °C. Die Asche wird in ein 250-ml- bis 400-ml-Becherglas
mit 75 ml 3 N Salzsiure (3.1) iiberfiihrt und weiter verfahren wie in 5.1 Absatz 2.

Berechnung der Ergebnisse

Das Gewicht des Riickstandes wird berechnet, indem das Leergewicht abgezogen wird. Das
Ergebnis wird in Hundertteilen der Probe ausgedriickt.

Bemerkung

Wenn die Filtration Schwierigkeiten bereitet, so wird die Bestimmung wiederholt. Hierbei
werden an Stelle von 50 ml 3 N Salzsdure 50 ml Trichloressigsiureldsung 20 v. H. (3.2)
zugegeben und das Filter mit einer heiflen Trichloressigsdurelosung 1 v.H. (3.3)
ausgewaschen.

7. BESTIMMUNG VON CHLOR AUS CHLORIDEN

Zweck und Anwendungsbereich

Die Methode erlaubt die Bestimmung des Chlors aus wasserloslichen Chloriden,
konventionell ausgedriickt als Natriumchlorid. Sie ist bei allen Futtermitteln anwendbar.

Prinzip

Die Chloride werden in Wasser gelost. Handelt es sich um Erzeugnisse, die organische
Stoffe enthalten, wird eine Klirung vorgenommen. Die Losung wird mittels Salpetersdure
schwach angesduert, und die Chloride werden mit einer Silbernitrat-Losung als
Silberchlorid gefillt. Der Silbernitrat-Uberschu8 wird mit einer Ammoniumthiocyanat-
losung nach Methode Volhard zuriicktitriert.

Reagenzien

3.1. 0,1 N Ammoniumthiocyanatlésung

3.2. 0,1 N Silbernitratlésung

3.3. Gesittigte Ammonium-Eisen(III)-Sulfatlosung
3.4. Salpetersiure, D : 1,38

3.5. Diathyldther p.a.

3.6. Aceton p.a.

3.7. Carrez-Losung 1: 24 g Zinkacetat, (CH;COO),Zn - 2 H,O und 3 g Fisessig werden
in Wasser gel6st und auf 100 ml mit Wasser aufgefiillt.

3.8. Carrez-Losung II: 10,6 g Kaliumhexacyanoferrat (II), K, [Fe(CN)¢] - 3 H,O werden
in Wasser gelost und auf 100 ml mit Wasser aufgefiillt.

3.9. Aktivkohle p.a., chloridfrei und keine Chloride adsorbierend.

Gerit
Mechanischer Schiittelapparat, ungefihr 35 bis 40 U/Min.

Ausfithrung
5.1. Herstellung der Losung

Je nach der Art der Probe wird, wie unter 5.1.1, 5.1.2 oder 5.1.3 beschrieben, eine
Losung hergestellt.

Im Vergleich muf ein Blindversuch ohne Analysenprobe durchgefiihrt werden.
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5.1.1. Probe, frei von organischem Stoffen

Eine Menge (nicht mehr als 10 g) der Analysenprobe mit einem Gehalt von
héchstens 3 g Chlor in Form von Chloriden wird auf 1 mg genau abgewogen
und in einen 500-ml-Meflkolben mit 400 ml Wasser von etwa 20°C
gebracht. Dann wird 30 Min. lang in dem Schiittelapparat rotiert, bis zur
Marke aufgefiillt, gemischt und filtriert.

5.1.2. Probe, die organische Stoffe enthilt, mit Ausnabme von den in 5.1.3
angefiibrten
§ g der Analysenprobe werden auf 1 mg genau eingewogen und mit 1 g
Aktivkohle in einen 500-ml-Mefkolben gebracht. Hierzu werden 400 ml
Wasser von etwa 20°C und 5 ml Carrez-Losung 1 (3.7) gegeben,
umgeschiittelt und 5§ ml Carrez-Losung II (3.8) zugesetzt. Dann wird 30 Min.
lang in dem Schiittelapparat rotiert, bis zur Marke aufgefiillt, gemischt und
filtriert.

5.1.3. Backfutter, Leinkuchen wund Leinmehl, Erzeugnisse mit einem hoben
Leinmeblgehalt oder sonstige Erzeugnisse mit einem hoben Gehalt an
Pflanzenschleim oder kolloidalen Stoffen (z.B. verkleisterte Stirke)

Die Losung wird wie unter 5.1.2 beschrieben zubereitet, ausgenommen das
Filtrieren. Es wird dekantiert (falls erforderlich, zentrifugiert) ; dann werden
100 ml des oberen Teils der Losung in einen 200-ml-MefBkolben pipettiert. Es
wird mit Aceton (3.6) zunichst.gemischt und sodann mit Aceton bis zur
Marke aufgefiillt, geschiittelt und filtriert.

5.2. Titration

25 bis 100 ml des Filtrats (je nach dem zu erwartenden Chlorgehalt), das nach 5.1.1,
5.1.2 oder 5.1.3 erhalten wurde, werden in einen Erlenmeyerkolben pipettiert. Die
aliquote Menge darf nicht mehr als 150 mg Chlor (Cl) enthalten. Falls erforderlich,
wird mit Wasser auf mindestens 50 ml verdiinnt. Dann werden 5 ml Salpetersiure
(3.4), 20 ml Ammonium-Eisen-Sulfatldsung (3.3) und 2 Tropfen Ammoniumthiocya-
natlésung (3.1) aus einer bis zum Nullpunkt gefiillten Biirette hinzugesetzt.
Anschliefend wird aus einer Biirette Silbernitratlosung (3.2) zugegeben, bis ein
Uberschuff von § ml vorhanden ist. Dann werden 5 ml Diidthylither (3.5) zugegeben
und kriftig geschiittelt, um den Niederschlag zum Ausflocken zu bringen.

Der Uberschufs an Silbernitrat wird mit Ammoniumthiocyanatlésung (3.1) titriert, bis
eine rotbraune Farbe auftritt, die eine Min. bestindig ist.

6. Berechnung

Die Menge Chlor (p), ausgedriickt als Natriumchlorid, die in dem Volumen des fiir die
Titration entnommenen Filtrats vorhanden ist, wird nach folgender Formel berechnet :

p = 5845 (V, — V,) mg

wobei : V,; = ml der zugegebenen 0,1 N Silbernitratlosung,
V, = ml der 0,1 N Ammoniumthiocyanatlésung, die fiir die Titration ver-
braucht werden.

Falls der Blindversuch einen Verbrauch an 0,1 N Silbernitratlosung anzeigt, wird dieser
Wert von dem (V, — V,) Volumen abgezogen.

Das Ergebnis wird in Hundertteilen der Probe ausgedriickt.

Bemerkungen
7.1.  Man kann auch die potentiometrische Titration anwenden.

7.2. Bei sehr fettreichen Erzeugnissen ist eine vorherige Entfettung mit Didthylither oder
Petrolidther durchzufiihren.

7.3. Bei Fischmehl kann die Titration nach der Methode Mohr durchgefiihrt werden.

Nr. L 155/23



Amtsblatt der Europiischen Gemeinschaften 12. 7. 71

8. BESTIMMUNG VON SENFOL

-

Die Methode erlaubt die Bestimmung des Gehaltes an wasserdampffliichtigen Senfélen,
berechnet als Allylisothiocyanat, in Kuchen von Brassica und Sinapis-Arten, sowie in
senfolhaltigen Mischfuttermitteln.

Zweck und Anwendungsbereich

Prinzip

Die Probe wird in Wasser aufgeschlimmt. Die Senfdle werden unter der Einwirkung von
Fermenten abgespalten, nach Zusatz von Athanol abdestilliert und in verdiinnter
Ammoniaklosung aufgenommen. Die Loésung wird mit einem bestimmten Volumen

Silbernitratlosung erhitzt, abgekiihlt und filtriert. Der Uberschuff an Silbernitrat wird mit
einer Ammoniumthiocyanatldsung zuriicktitriert.

Reagenzien

3.1. Weifle Senfsaat (Sinapis alba)

3.2. Athanol, 95 bis 96 v. H. (V/V)

3.3. Antischaum-Emulsion (z. B: Silicon)
3.4. Ammoniaklésung, D : 0,958

3.5. 0,1 N Silbernitratlésung

3.6. 0,1 N Ammoniumthiocyanatlésung
3.7. Salpetersdure, D : 1,40

3.8. Gesittigte Ammonium-Eisen(III)-Sulfatlésung.

Gerite
4.1. 500-ml-Stehkolben mit Schliffstopfen

4.2. Destillationsapparatur mit Kiihler und Destillieraufsatz, der verhindert, dafd
Fliissigkeitstropfen mitgerissen werden.

Ausfithrung

10 g der Probe werden auf 1 mg genau eingewogen und in einem 500-ml-Stehkolben mit 2
g fein zerriebener weifler Senfsaat (3.1) (Fermenttriger) und 200 ml Wasser von 20 °C
versetzt. Der Kolben wird verschlossen und wihrend 2 Std. unter hdufigem Schiitteln auf
etwa 20 °C gehalten. Dann werden nach Zugabe von 40 ml Athanol (3.2) und einem
Tropfen Antischaum-Emulsion (3.3) etwa 150 ml abdestilliert und das Destillat in einem
250-ml-Mefkolben, der 20 ml Ammoniak enthilt, aufgefangen, wobei das Ende des
Kiihlers in die Flissigkeit eintauchen mufl. Nach Zusatz von 50 ml 0,1 N Silbernitratidsung
(3.5) (oder, wenn notig, mehr) wird dem MefSkolben ein kleiner Trichter aufgesetzt und die
Mischung 1 Std. lang auf einem kochenden Wasserbad erhitzt. Nach Abkiihlen wird mit
Wasser zur Marke aufgefillt, geschiittelt und filtriert. 100 ml des klaren Filtrats werden
entnominen, und nach Zusatz von 5 ml Salpetersdure (3.7) und etwa 5 ml Ammonium-
Eisen(Il)-Sulfatldsung (3.8) wird der Uberschufl an Silbetnitrat mit 0,1 N Ammoniumthio-
cyanatlosung (3.6) zuriicktitriert.

Ein Blindversuch wird unter Anwendung desselben Verfahrens mit 2 g fein zerriebener
weifSer Senfsaat ohne Analysenprobe ausgefiihrt.

Berechnung der Ergebnisse

Das Volumen an 0,1 N Silbernitratlésung, das im Blindversuch verbraucht wird, wird von
dem Verbrauch der Analysenprobenlésung abgezogen. Der so erhaltene Wert gibt den
Verbrauch in ml 0,1 N Silbernitratldsung durch das Senfs] der Analysenprobe an.

1 ml 0,1 N AgNO, entspricht 4,956 mg Allylisothiocyanat. Das Ergebnis wird in
Hundertteilen der Probe ausgedriickt.
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9. BESTIMMUNG. VON LACTOSE

Zweck und Anwendungsbereich

Die Methode erlaubt die Bestimmung des Gehaltes an Lactose in Futtermitteln, die mehr
als 0,5 v. H. Lactose enthalten.

Prinzip
Die Zucker werden in Wasser gelost. Die Losung wird mit Hefe — Saccharomyces
cerevisiae — vergoren, wobei die Lactose nicht angegriffen wird. Nach Klirung und

Filtration wird der Gehalt an Lactose nach Luff-Schoorl im Filtrat bestimmt.

Reagenzien

3.1. Saccharomyces cerevisiae-Suspension : 25 g frische Hefe werden in 100 ml Wasser
suspensiert. Im Kiihlschrank ist die Suspension hochstens eine Woche lang haltbar.

3.2. Carrez-Losung I: 24 g Zinkazetat Zn (CH;COO), - 2 H,0 und 3 g FEisessig werden
in Wasser gelost und auf 100 ml mit Wasser aufgefiillt.

3.3. Carrez-Losung II: 10,6 g Kaliumhexacyanoferrat(ll), K,[Fe(CN)y] - 3 H,O werden
in Wasser gelost und auf 100 ml mit Wasser aufgefiillt.

3.4. Reagenz nach Luff-Schoorl :

Unter vorsichtigem Umschwenken wird die Zitronensiurelosung (3.4.2) in die
Natriumcarbonatlésung (3.4.3) gegossen, dann wird die Kupfersulfatldsung (3.4.1)
hinzugefiigt und zu 1 I mit Wasser aufgefiillt. Man 14t iiber Nacht stehen und
filtriert. Die Normalitit des so erhaltenen Reagenzes muf$ nachgepriift werden (0,1 N
Cu ;2 N Na,COj). Der pH-Wert betrigt etwa 9,4.

3.4.1. Xupfersulfatlosung : 25 g Kupfersulfat p.a., CuSO,5 H,O, eisenfrei, werden
in 100 ml Wasser gelst.

3.4.2. Zitronensdurelosung: 50 g Zitronensdure p.a., CgHiO,H,O, werden in
50 ml Wasser geldst.

3.4.3. Natriumcarbonatlésung : 143,8 g Natriumcarbonat p.a., wasserfrei, werden in
ungefihr 300 ml warmem Wasser gelost. Die Losung wird abgekiihlt.

3.5. Bimssteinkdrner mit Salzsdure ausgekocht, mit Wasser gewaschen und getrocknet.
3.6. Kaliumjodidlosung 30 v. H. (G/V)

3.7. 6 N Schwefelsiure

3.8. 0,1 N Natriumthiosulfatlosung

3.9. Stirkelosung ; eine Aufschlimmung von 5 g loslicher Stirke in 30 ml Wasser wird zu
1 1 siedendem Wasser hinzugefiigt und 3 Min. lang im Sieden gehalten ; dann wird
abgekiihlt und gegebenenfalls als Konservierungsmittel 10 mg Quecksilberjodid
hinzugefiigt.

Gerat

Wasserbad mit Thermostat auf 38 bis 40 °C eingestellt.

Ausfiihrung

1 g der Probe wird auf 1 mg genau eingewogen und mit 25 bis 30 ml Wasser in einen 100-
ml-Meflkolben gebracht. Der Kolben wird 30 Min. lang in kochendem Wasser stehen
gelassen und danach auf etwa 35°C abgekiihlt. S ml Hefesuspension (3.1) werden
hinzugefiigt. Dann wird der Kolben umgeschiittelt, 2 Std. lang in einem Wasserbad bei
38 ° bis 40 °C stehen gelassen und danach auf etwa 20 °C abgekiihlt.

Sodann werden 2,5 ml Carrez-Losung I (3.2) hinzugefiigt, es wird 30 Sek. lang geschiittelt ;
dann werden 2,5 ml Carrez-Losung II (3.3) hinzugefiigt und wieder 30 Sek. lang
geschiittelt ; nun wird mit Wasser auf 100 ml aufgefiillt, geschiittelt und filtriert. Vom
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Filtrat wird eine Menge von hdchstens 25 ml, die moglichst 40 bis 80 mg Lactose enthilt,
in einen 300-ml-Erlenmeyerkolben abpipettiert und, wenn nétig, mit Wasser auf 25 ml
erganzt.

Es wird auf dieselbe Weise ein Blindversuch mit 5 ml Hefesuspension (3.1) ausgefiihrt.

Dann wird der Gehalt an Lactose nach Luff-Schoorl wie folgt bestimmt: Nach Zugabe
von genau 25 ml Reagenz nach Luff-Schoorl (3.4) und von 2 Kérnchen Bimsstein (3.5) wird
unter Schiitteln mit der Hand iiber freier Flamme von mittlerer Hohe erhitzt, so daf die
Fliissigkeit in etwa 2 Min. zum Sieden kommt. Anschliefend wird der Etlenmeyerkolben
sofort auf ein Drahtnetz mit einer Asbestscheibe, in die ein Loch von etwa 6 cm
Durchmesser gestanzt wurde, gestellt; vother wird unter dem Drahtnetz eine Flamme
entziindet und so eingestellt, daf8 der Kolben nur am Boden erhitzt wird ; dann wird der
Kolben mit einem RiickflufSkithler verbunden. Von diesem Augenblick an lifft man genau
10 Min. sieden, kiihlt dann sofort in kaltem Wasser ab und titriert nach etwa 5 Min. wie
folgt :

Zu der Fliissigkeit werden 10 ml Kaliumjodidlésung (3.6) und anschliefend sofort, aber
vorsichtig (wegen der Gefahr des iibermdfigen Schiumens), 25 ml 6 N Schwefelsiure (3.7)
hinzugegeben. Dann wird mit 0,1 N Natriumthiosulfatlésung (3.8) zunichst bis zum
Auftreten einer mattgelben Farbe titriert und nach Zugabe von Stirkelosung (3.9) als
Indikator die Titration zu Ende gefiihrt.

Die gleiche Titration wird in einer Mischung aus genau 25 ml Reagenz nach Luff-Schoorl
(3.4) und 25 ml Wasser durchgefiihrt nach Zugabe von 10 ml Kaliumjodidlésung (3.6) und
25 ml 6 N Schwefelsiure (3.7), jedoch ohne vorheriges Erhitzen.

Berechnung der Ergebnisse

Aus der beigefiigten Tabelle wird diejenige Menge Lactose in mg abgelesen, die der
Differenz der Ergebnisse beider Titrationen, ausgedriickt in ml 0,1 N Natriumthiosulfat-
16sung, entspricht.

Das Ergebnis entspricht dem Gehalt an wasserfreier Lactose und wird in Hundertteilen der
Probe ausgedriickt.
Bemerkungen

Wenn mehr als 40 v.H. vergirbare Zucker vorhanden sind, werden mehr als 5 ml
Hefesuspension (3.1) benutzt.

Tabelle fiir 25 ml des Reagenzes nach Luff-Schoorl
ml 0,1 N Na,5,0; bei 2 Min. Anheizen, 10 Min. Sieden

|

|
i
i
|
{
{

| 7Glui<oserFruktosc ‘ “” o o V ‘
01N | (rlukose, 08, Lac ‘ Maltose 0,1N
Nay$,03 mvencli%e‘;g;tkﬂ } C122}:{$§)eu ‘ Cw;{ztssotu NayS204
4_ml mg n li)iAffAerenzw , 7 mg l Differenz }“ 7 mg o ‘4&1¥:r;zi ‘“Mml
1 2,4 2,4 “ 3,6 3,7 3,9 3,9 1
2 4,8 2,4 3 7,3 3,7 7,8 3,9 2
3 7,2 2,5 11,0 3,7 11,7 39 3
4 9,7 2,5 14,7 3,7 15,6 4,0 4
S 12,2 { 2,5 18,4 3,7 19,6 3,9 5
6 14,7 | 2,5 22,1 3,7 23,5 4,0 6
7 17,2 2,6 25,8 3,7 27,5 4.0 7
8 19,8 | 2,6 29,5 3,7 31,5 4,0 8
9 224 | 2,6 | 33,2 3,8 35,5 4,0 9
10 25,0 3 2,6 | 37,0 3,8 39,5 4,0 10
11 27,6 2,7 40,8 3,8 43,5 4,0 11
12 30,3 2,7 44,6 3,8 | 47,5 4,1 12
13 33,0 2,7 ! 48,4 3,8 ‘ 51,6 4,1 13
14 35,7 2,8 | 522 3,8 55,7 4,1 14
15 38,5 2,8 ! 56,0 3,9 | 59,8 4,1 15
16 41,3 2,9 59,9 39 | 639 4,1 16
17 44,2 29 63,8 2,9 68,0 4,2 17
18 47,1 2,9 i 67,7 4.0 72,2 4,3 18
19 50,0 3,0 ‘ 71,7 4,0 76,5 4,4 19
20 53,0 3,0 | 75,7 4.1 80,9 4,5 20
21 560 31| 798 41| 854 46 21
22 59,1 3,1 | 83,9 4,1 90,0 4,6 22
23 62,2 | 88,0 94,6 23
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10. BESTIMMUNG VON KALIUM

Zweck und Anwendungsbereich

Die Methode erlaubt die Bestimmung des Gehaltes an Kalium in Futtermitteln.

Prinzip

Die Probe wird verascht und die Asche in Salzsdure gelost. Der Kaliumgehalt der Lésung
wird flammenphotometrisch in Gegenwart von Caesiumchlorid und Aluminiumnitrat
bestimmt. Durch den Zusatz dieser Substanzen wird eine Beeinflussung der Bestimmung
durch Stérelemente weitgehend verhindert.

Reagenzien

3.1. Salzsdure p.a., D : 1,12

3.2. Caesiumchlorid, p.a.

3.3.  Aluminiumnitrat, Al(NO,),'9 H,O, chemisch rein

3.5. Kaliumchlorid, p.a., wasserfrei

3.5. Pufferlésung : 50 g Caesiumchlorid (3.2) und 250 g Aluminiumnitrat (3.3) werden in
Wasser gelost, mit Wasser auf 1 1 aufgefiillt und umgeschiittelt. Die Losung wird in
Plastikflaschen aufbewahrt.

3.6. Kalium-Standardlésung : 1,907 g Kaliumchlorid (3.4) werden in Wasser unter Zusatz
von 5 ml Salzsdure (3.1) geldst, mit Wasser auf 1 1 aufgefiillt und umgeschiittelt. Die
Losung wird in Plastikflaschen aufbewahrt. 1 ml dieser Losung enthilt 1,00 mg
Kalium.

Gerite

4.1. Veraschungsschalen aus Platin, Quarz oder Porzellan, eventuell mit Deckel

4.2. Elektrischer Muffelofen mit Thermostat

4.3. Flammenphotometer

Ausfiihrung

5.1. Analysengang der Probe

Vermutlicher Kaliumgehalt

Im allgemeinen werden 10 g der Probe, auf 10 mg genau, in eine Veraschungsschale
eingewogen und die Substanz bei 450°C etwa 3 Std. lang verascht. Nach dem
Abkiihlen spiilt man den Veraschungsriickstand quantitativ mit etwa 250 bis 300 ml
Wasser, gefolgt von 50 ml Salzsdure (3.1), in einem 500-ml-MefSkolben iiber. Nach
Aufhoren einer eventuellen Kohlendioxidentwicklung erhitzt man die Losung und
hilt sie anschliefend 2 Std. lang, unter gelegentlichem Umschiitteln, auf einer
Temperatur von etwa 90 °C. Nach Abkiihlen auf Zimmertemperatur fiillt man mit
Wasser zur Marke auf, schiittelt um und filtriert. Ein aliquoter Teil des Filtrats, der
héchstens 1,0 mg Kalium enthalten darf, wird in einen 100-ml-MefSkolben pipettiert,
man gibt 10,0 ml Pufferlésung (3.5) zu, fiillt mit Wasser zur Marke auf und schiittelt
um. Bei hoheren Kaliumgehalten muff die Analysenlésung vor Zugabe der
Pufferlésung im geeigneten Verhiltnis verdiinnt werden. Als Richtlinie bei einer
Einwaage von etwa 10 g kann die folgende Tabelle dienen :

der Probe
(°o K)

Verdiinnungsverhaltnis Aliquoter Teil der Losung in ml

bis 0,1 — 50
01 — 05 — 10
0,5 — 1,0 — 5
1,0 — 50 1:10 10
5,0 — 10,0 ‘ 1:10 s
10,0 — 20,0 \ 1:20 | 5

Die Messung erfolgt flammenphotometrisch bei einer Wellenldnge von 763 nm.

Das Ergebnis wird mit Hilfe der Eichkurve berechnet.
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5.2. Eichkurve

10 ml der Standardlésung (3.6) werden in einen 250-ml-MefSkolben pipettiert, dann
wird mit Wasser aufgefiillt und umgeschiittelt. Von dieser Losung werden 5, 10, 15, 20
und 25 ml, entsprechend 0,2, 0,4, 0,6, 0,8 und 1,0 mg Kalium, in 100-ml-MefSkolben
pipettiert. Der Reihe wird ein 100-ml-Mefkolben ohne Zusatz von Standardldsung

beigegeben. Man fiigt in jedem Kolben 10,0 ml der Pufferlosung (3.5) hinzu, fiillt mit.

Wasser zur Marke auf und schiittelt um. Die Messungen werden wie unter 5.1
durchgefithrt. Der Verlauf der Eichkurve ist im allgemeinen bis zu einer
Konzentration von 1 mg Kalium in 100 ml Lsung linear.

Berechnung der Ergebnisse

Das Ergebnis wird in Hundertteilen der Probe ausgedriickt.

Bemerkungen

Zusatz von Pufferlosung (3.5) zur Ausschaltung der Storelemente ist nicht immer
notwendig.

11. BESTIMMUNG VON NATRIUM

Zweck und Anwendungsbereich

Die Methode erlaubt die Bestimmung des Gehaltes an Natrium in Futtermitteln.

Prinzip

Die Probe wird verascht und die Asche in Salzsdure gelost. Der Natriumgehalt der Lésung
wird flammenphotometrisch in. Gegenwart von Caesiumchlorid und Aluminiumnitrat
bestimmt. Durch den Zusatz dieser Substanzen wird eine Beeinflussung der Bestimmung
durch Stérelemente weitgehend verhindert.

Reagenzien

3.1. Salzsdurep.a,D:1,12

3.2. Caesiumchlorid, p.a.

3.3. Aluminiumnitrat, AI(NO,);9 H,O, chemisch rein
3.4. Natriumchlorid, p.a., wassetfrei

3.5. Pufferlosung : 50 g Caesiumchlorid (3.2) und 250 g Aluminiumnitrat (3.3) werden in
Wasser gelost, mit Wasser auf 1 1 aufgefiillt und umgeschiittelt. Die Lsung wird in
Plastikflaschen aufbewahrt.

3.6. Natrium-Standardldsung : 2,542 g Natriumchlorid (3.4) werden in Wasser unter
Zusatz von § ml Salzsiure (3.1) geldst, mit Wasser auf 1 1 aufgefiille und
umgeschiittelt. Die Losung wird in Plastikflaschen aufbewahrt. 1 ml dieser Losung
enthilt 1,00 mg Natrium.

Gerite
4.1. Veraschungsschalen aus Platin, Quarz oder Porzeilan, eventuell mit Deckel
4.2. Elektrischer Muffelofen mit Thermostat

4.3. Flammenphotometer

Ausfiihrung
5.1. Analysengang der Probe

Im allgemeinen werden 10 g der Probe, auf 10 mg genau, in eine Veraschungsschale
eingewogen und die Substanz bei 450 °C etwa 3 Std. lang verascht. Ein Uberhitzen
(Aufgliihen) muf vermieden werden. Nach dem Abkiihlen spiilt man den
Veraschungsriickstand quantitativ mit etwa 250 bis 300 ml Wasser, gefolgt von 50 ml
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Salzsdure (3.1), in einen 500-ml-Mefkolben iiber. Nach Aufhéren einer eventuellen
Kohlendioxidentwicklung erhitzt man die Lésung und hilt sie anschliefend 2 Std.
lang, unter gelegentlichem Umschiitteln, auf einer Temperatur von etwa 90 °C.
Nach Abkiihlen auf Zimmertemperatur fiillt man mit Wasser zur Marke auf,
schiitteft um und filtriert. Ein aliquoter Teil des Filtrats, der hochstens 1,0 mg
Natrium enthalten darf, wird in einen 100-ml-Mefkolben pipettiert, man gibt 10,0 ml
Pufferlésung (3.5) zu, fiillt mit Wasser zur Marke auf und schiittelt um. Bei héheren
Natriumgehalten muf§ die Analysenlésung vor Zugabe der Pufferlésung im geeigneten
Verhiltnis verdiinnt werden. Als Richtlinie bei einer Einwaage von etwa 10 g kann
die folgende Tabelle dienen :

Vermutlicher Natriumgehal: i !
der Probe | Verdiinnungsverhalinis ] Aliquoter Teil der Losung in ml
i

(*o Na)
bis 0,1 | — 50
0,1 — 05 i — 10
0,5 — 1,0 | — 5
10 — 5.0 } 110 10
5,0 — 10,0 i I:10 5
10,0 — 20,0 | 1120 5

Die Messung erfolgt flammenphotometrisch bei einer Wellenldnge von 589 nm.

Das Ergebnis wird mit Hilfe der Eichkurve berechnet.

Eichkurve

n
o

10 ml der Standardlosung (3.6) werden in einen 250-ml-MefSkolben pipettiert, dann
wird mit Wasser aufgefiillt und umgeschiittelt. Von dieser Losung werden 3, 10, 15,
20 und 25 ml, entsprechend 0,2, 0,4, 0,6, 0,8 und 1,0 mg Natrium, in 100-ml-
Meflkolben pipettiert. Der Reihe wird ein 100-ml-Mefkolben ohne Zusatz von
Standardlésung beigegeben. Man fiigt in jeden Kolben 10,0 ml der Pufferlosung (3.5)
hinzu, fiillt mit Wasser zur Marke auf und schiittelt um. Die Messungen werden wie
unter 5.1 durchgefiihrt. Der Verlauf der Eichkurve ist im allgemeinen bis zu einer
Kenzentration von 1 mg Natrium in 100 ml Lésung linear.

Berechnung der Ergebnisse

Das Ergebnis wird in Hundertteilen der Probe ausgedriickt.

Bemerkungen

7.1. Bei Produkten mit einem Gehalt von mehr als 4 v. H. Natrium empfiehlt es sich, dic
Substanz 2 Std. lang in einer mit Deckel versehenen Schale zu veraschen. Nach dem
Abkiihlen fiigt man Wasser hinzu, verteilt den Riickstand mit Hilfe eines Platindrahts
bis zur Bildung einer Suspension, trocknet und verascht nochmals 2 Std. lang in der
bedeckten Schale.

>
=]

Wenn das Produkt nur aus Mineralstoffen besteht, dann wird die Einwaage ohne
vorherige Veraschung aufgeldst.

12. BESTIMMUNG VON ZUCKER

Zweck und Anwendungsbereich

Die Methode erlaubt die Bestimmung von reduzierenden Zuckern und des Gesamtzuckers
nach Inversion, berechnet als Glukose oder gegebenenfalls multipliziert mit dem Faktor
0,95 als Saccharose. Sie ist anwendbar bei Mischfuttermitteln. Fiir andere Futtermittel sind
besondere Verfahren zu beachten. Gegebenenfalls muf§ der Gehalt an Lactose getrennt
bestimmt werden und das Ergebnis bei der Berechnung beriicksichtigt werden.
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Prinzip

Die Zucker werden in verdiinntem Athanol gelost ; die Losung wird mit den Reagenzien
Carrez 1 und 11 geklirt. Nach dem Verdunsten des Athanols werden vor und nach der
Inversion die Bestimmungen nach der Methode Luff-Schoorl durchgefiihrt.

Reagenzien

3.1

Athanol 40 v.H. (V/V), D: 0,948 bei 20°C, auf den Umschlagspunkt von
Phenolphthalein eingestellt

3.2. Carrez-Losung 1: 24 g Zinkazetat Zn (CH;COO), - 2 H,O und 3 g Eisessig werden
in Wasser gelost und auf 100 ml mit Wasser aufgefiillt
3.3. Carrez-Losung 11: 10,6 g Kaliumhexacyanoferrat(ll), K, [Fe(CN)¢-3 H,O werden
in Wasser geldst und auf 100 ml mit Wasser aufgefiillt
3.4. Methylorangelosung 0,1 v. H. (G/V)
3.5. 4 N Salzsdure
3.6. 0,1 N Salzsaure
3.7. 0,1 N Natriumhydroxidldsung
3.8. Reagenz nach Luff-Schoor] :
Unter vorsichtigem Umschwenken wird die Zitronensiurelésung (3.8.2) in die
Natriumcarbonatlosung (3.8.3) gegossen, dann wird die Kupfersulfatlosung (3.8.1)
hinzugefiigt und zu 1 | mit Wasser aufgefiillt. Man lifit iiber Nacht stehen und
filtriert. Die Normalitit des so erhaltenen Reagenzes muf§ nachgepriift werden (0,1 N
Cu ; 2 N N2,CQj). Der pH-Wert betrigt etwa 9,4.
3.8.1. Kupfersulfatlosung: 25 g Kupfersulfat p.a., CuSO, - 5 H,O, eisenfrei,
werden in 100 ml Wasser gelost.
3.8.2. Zitronensidurelosung : 50 g Zitronensiure p.a., CgH.O, - H,O, werden in
50 ml Wasser gelost.
3.8.3. Natriumcarbonatlosung : 143,8 g Natriumcarbonat p.a., wasserfrei, werden
in ungefihr 300 ml warmem Wasser gelost. Die Losung wird abgekiihlt.
3.9. 0,17 N Natriumthiosulfatlosung
3.10. Starkelosung ; eine Aufschlimmung von 5 g loslicher Stirke in 30 ml Wasser wird
zu 1 1 siedendem Wasser hinzugefiigt und 3 Min. lang im Sieden gehalten ; dann wird
abgekiihlt und gegebenenfalls als Konservierungsmittel 10 mg Quecksilberjodid
hinzugefiigt.
3.11. 6 N Schwefelsdure
3.12. Kaliumjodidldsung 30 v. H. (G/V)
3.13. Bimssteinkorner mit Salzsdure ausgekocht, mit Wasser gewaschen und getrocknet
3.14. Isopentanol
Geriite

Mechanischer Schiittelapparat, ungefihr 35 bis 40 U/min.

Ausfiihrung

S.1.

Auflosung

2,5 g der Probe werden auf 1 mg genau in einen 250-ml-Mefkolben eingewogen.
Nach Zugabe von 200 ml Athanol (3.1) wird der Kolben 1 Std. lang im
Schiittelapparat geschiittelt. Sodann werden 5 ml Carrez-Lésung 1 (3.2) hinzugefiigt,
und es wird 1 Min. lang geschiittelt ; dann werden 5 ml Carrez-Losung 11 (3.3)
hinzugefiigt und wieder 1 Min. lang geschiittelt ; nun wird mit Athanol (3.1) zur
Marke aufgefiillt, geschiittelt und filtriert. 200 ml des Filtrats werden abpipettiert und
auf ungefihr die Hilfte des Volumens eingedampft, wobei der grofte Teil des
Athanols verdunstet. Der Abdampfriickstand wird mit heifem Wasser in einen 200-
ml-MeRkolben iibergespiilt, abgekiihlt, mit Wasser zur Marke aufgefiillt, geschiittelt
und, falls erforderlich, filtriert. Diese- Lésung wird fiir die Bestimmung der
reduzierenden Zucker und nach Inversion zur Bestimmung des Gesamtzuckers
verwendet.
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Bestimmung der reduzierenden Zucker

Eine Menge von hochstens 25 ml der Losung, die weniger als 60 mg reduzierende
Zucker, ausgedriickt als Glukose, enthilt, wird abpipettiert, falls erforderlich mit
destillicrtem Wasser auf 25 ml aufgefiille und der Gehalt an reduzierendem Zucker
nach Luff-Schoorl bestimmt. Das Ergebnis wird in Hundertteilen Glukose
ausgedriickt.

Bestimmung des Gesamtzuckers nach Inversion

50 ml der Losung werden in einen 100-ml-MefSkolben abpipettiert, einige Tropfen
Methylorangelosung (3.4) hinzugefiigt und sodann vorsichtig unter Schiitteln 4 N
Salzsiure (3.5) bis zum eindeutigen Umschlag nach Rot hinzugegeben. Dann werden
15 mi 0,1 N Salzsdure (3.6) hinzugefiigt, der Kolben wird 30 Min. lang in ¢in Bad mit
kriftig siedendem Wasser gestellt, schnell auf die Temperatur von etwa 20°C
abgekiihlt und 15 ml 0,1 N Natriumhydroxidlosung (3.7) hinzugefiigt. Der Kolben
wird mit Wasser zur Marke aufgefillt, umgeschiittelt und eine Menge von hochstens
25 ml entnommen, die weniger als 60 mg reduzierende Zucker, ausgedriickt als
Glukose, enthilt, falls erforderlich, wird mit Wasser auf 25 ml aufgefille und der
Gehalt an reduzierenden Zuckern nach Luff-Schoorl bestimmt. Das Ergebnis wird in
Hundertteilen Glukose angegeben oder gegebenenfalls nach Multiplikation mit dem
Faktor 0,95 als Saccharose.

Titration nach Luff-Schoorl

25 ml Reagenz nach Luff-Schoorl (3.8) werden in einen 300-ml-Erlenmeyerkolben
pipettiert und anschliefend genau 25 ml der geklarten Zuckerldsung hinzugefiigt.
Nach Zugabe von 2 Kérnchen Bimsstein (3.13) wird unter Schutteln mit der Hand
iber freier Flamme von mittlerer Hohe erhitzt, so daf die Flussigkeit in etwa 2 Min.
zum Sieden kommt. AnschlieSend wird der Erlenmeyerkolben sofort auf ein
Drahtnetz mit einer Asbestscheibe, in die ein Loch von etwa 6 cm Durchmesser
gestanzt wurde, gestellt; vorher wird unter dem Drahtnetz eine Flamme entziindet
und so eingestellt, daf§ der Kolben nur am Boden erhitzt wird ; dann wird der Kolben
mit einem RiickflufSkiihler verbunden. Von diesem Augenblick an lifst man genau 10
Min. sieden, kiihlt dann sofort in kaltem Wasser ab und titriert nach etwa 5 Min.
wie folgt :

Zu der Flissigkeit werden 10 ml Kaliumjodidlosung (3.12) und anschlieSend sofort,
aber vorsichtig (wegen der Gefahr des iibermifligen Schaumens), 25 ml 6 N
Schwefelsdure (3.11) hinzugegeben. Dann wird mit 0,1 N Natriumthiosulfatlosung
(3.9) zunichst bis zum Auftreten einer mattgelben Farbe titriert und nach Zugabe
von Stirkeldsung (3.9) als Indikator die Titration zu Ende gefiihrt.

Die gleiche Titration wird in einer Mischung aus genau 25 ml Reagenz nach Luff-
Schoorl (3.8) und 25 ml Wasser nach Zugabe von 10 ml Kaliumjodidlésung (3.12)
und 25 ml 6 N Schwefelsdure (3.11) durchgefiihrt, jedoch ohne vorheriges Erhitzen.

Berechnung der Ergebnisse

Aus der beigefiigten Tabelle wird diejenige Menge Glukose in mg abgelesen, die der
Differenz der Ergebnisse beider Titrationen, ausgedriickt in ml 0,1 N Natriumthiosulfat-
16sung, entspricht.

Das Ergebnis wird in Hundertteilen der Probe ausgedriickt.

Besondere Verfahren

7.1

7.2.

Bei sehr stark melassehaltigen Futtermitteln und anderen wenig homogenen
Futtermitteln werden 20 g in einen 1-1-Meffkolben eingewogen, 500 ml Wasser
hinzugefiigt und 1 Std. lang geschiittelt. Danach wird mit jeweils der vierfachen
Menge der Carrez-Losungen 1 (3.2) und II (3.3) wie bei 5.1 gekldrt. Sodann wird mit
Athanol 80 v.H. {V/V) zur Marke aufgefiillt, gemischt und filtriert. In diesem Fall
wird das Athanol wie bei 5.1 entzogen. Bei Abwesenheit dextrinierter Stirke wird
mit Wasser aufgefiillt. :

Bei Melasse und bei Futtermitteln, die reich an Zucker, aber praktisch stirkefrei sind
(Johannisbrot, Zuckerriibentrockenschnitzel usw.), werden 5 g in einen 250-ml-
MefSkolben eingewogen, 200 ml destilliertes Wasser hinzugefiigt und 1 Std. lang oder,
falls erforderlich, linger geschiittelt. Danach wird mit den Carrez-Losungen 1 (3.2)
und 1T (3.3) wie bei 5.1 geklirt, mit Wasser zur Marke aufgefiillt, geschiittelt und
filtriert. Zur Bestimmung des Gesamtzuckers verfihrt man wie bei 5.3.
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Bemerkungen

Es wird empfohlen, vor dem Erhitzen mit dem Luff-Schoorl-Reagenz etwa 1 ml
Isopentanol (3.14) hinzuzufiigen (ohne das Volumen zu beriicksichtigen), um die
Schaumbildung zu vermeiden.

8.2. Die Differenz zwischen den Hundertteilen des Gesamtzuckers, nach Inversion,
ausgedriickt als Glukose, und den Hundertteilen der reduzierenden Zucker,
ausgedriickt als Glukose, ergibt mit 0,95 multipliziert das Ergebnis in Hundertteilen
Saccharose.

8.3. Wenn man den Gehalt an reduzierendem Zucker mit Ausnahme von Milchzucker
(Laktose) bestimmen will, kann man zwei Wege einschlagen :

8.3.1. Zur annihernden Berechnung multipliziert man den aus einer getrennten
Bestimmung gefundenen Gehalt an Laktose mit 0,675. Das Ergebnis wird von
dem Gehalt an reduzierendem Zucker abgezogen.

8.3.2. Fiir eine genaue Berechnung des reduzierenden Zuckers mit Ausnahme von
Laktose ist es aber notwendig, daff bei den beiden endgiiltigen Bestimmungen
die gleiche Menge der Einwaage zugrunde liegt. Die eine Bestimmung wird in
einem Teil der Lésung nach 5.1., die zweite Bestimmung wird in einem Teil
der Losung, die man bei der Bestimmung der Laktose nach der
diesbeziiglichen Methode erhilt (nach Vergidrung der anderen Zuckerarten
und Klirung) ausgefiihrt.

In beiden Fillen wird der anwesende Zucker nach Luff-Schoorl bestimmt und in

Milligramm Glukose berechnet. Diese beiden Werte werden voneinander abgezogen

und die Differenz wird auf Hundertteile der Probe umgerechnet.

Beispiel

Die beiden abpipettierten Mengen entsprechen bei jeder Bestimmung einer

Probeneinwaage von 250 mg.

Im ersten Fall werden 17 ml 0,1 N Natriumthiosulfatlésung verbraucht, entsprechend

44,2 mg Glukose, im zweiten Fall werden 11 ml verbraucht, entsprechend 27,6 mg

Glukose. Die Differenz betrigt also 16,6 mg Glukose.

Der Gehalt an reduzierendem Zucker ohne Laktose, berechnet als Glukose, ist

4% 166
demnach : 0 == 6,64 v.H.
Tabelle fiir 25 ml des Reagenzes nach Luff-Schoorl
ml 0,1 N Na,$,0; bei 2 Min. Anheizen, 10 Min. Sieden
Gluk?)sc Fruktosce ‘ “ 7 7 . :
AN Glukose, I G Lactose | Maltosc 01N
Na$2:03 "“’e'%i;;c‘lgg:cku 1 (;1._,:;—};23“ }; C ,21;11;;)8,, | NayS,0y

—_— — —— ——— ! —_— e - - - | —

ml mg Differenz | mg Differenz : mg Differenz ml

B . ! i > - :

t 24 24 1 36 3,7 39 | 39 1
2 L 48 24 173 3,7 7.8 3,9 1 2
3 7.2 25 ‘ 11,0 37 11,7 39 3
4 \ 9,7 ’ 25 14,7 3,7 15,6 4,0 4
S 122 23 18,4 3.7 19,6 3.9 5
6 147 | 25 221 37 1235 | 40 6
7 172 26 25.8 3.7 27.5 40 | 7
8 198 | 26 | 295 3.7 31,5 40 8
0 R4 26| 32 3,8 35.5 40 9
10 250 26 37.0 3.8 395 40 10
! 27,6 27 | 408 3,8 435 40 11
12 30,3 2,7 | 446 3,8 47,5 4,1 12
13 33.0 27 | 484 38 516 41 13
14 357 28 | 522 3.8 557 41 14
15 38.5 2.8 560 3.9 59.8 41 15
16 413 2.9 59.9 3.9 63.9 41 16
17 44,2 2,9 63,8 3,9 68,0 4,2 17
18 47,1 2,9 ‘ 67,7 4,0 72,2 4,3 18
19 50,0 3,0 71,7 4,0 76,5 4,4 19
20 53,0 1 3,0 75,7 4,1 80,9 4,5 20
21 560 3,1 79,8 4,1 85,4 4,6 21
22 591 31 83.9 41 90,0 46 22
23 622 | 880 94,6 23
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13. BESTIMMUNG VON THEOBROMIN

1. Zweck und Anwendungsbereich

Die Methode erlaubt die Bestimmung des Gehalts an Theobromin in Nebenerzeugnissen
aus der Verarbeitung von Kakaobohnen.

2. Prinzip

Theobromin wird mit Chloroform extrahiert. Der Extrakt wird zur Trockne eingedampft,
in Wasser gelost und mit einem bestimmten Volumen von Silbernitratldsung behandelt. Die
freigesetzte Salpetersdure wird mit einer Natriumhydroxidlosung titriert. :

3. Reagenzien
3.1. Chloroform p.a.
3.2. Ammoniaklésung, D : 0,958
3.3. Natriumsulfat p.a., wasserfrei
3.4. 0,1 N Natriumhydroxidlosung
3.5. 0,1 N Silbernitratlosung
3.6. Athanolische Phenolrotldsung 1 v. H. (G/V)
3.7. Diithylather

4. Gerit
500-ml-Stehkolben mit Schliffstopfen

5. Ausfithrung

Eine Einwaage von héchstens 10 g, die auf 1 mg genau abgewogen ist und nicht mehr als 80
mg Theobromin enthilt, wird in einen 500-ml-Stehkolben mit Schliffstopfen gegeben. 270
ml Chloroform (3.1) und 10 ml Ammoniaklosung (3.2) werden hinzugefiigt. Der Kolben
wird verschlossen und § Min. lang kriftig geschiittelt. Dann werden 12 g wasserfreies
Natriumsulfat (3.3) hinzugefiigt, nochmals geschiittelt und bis zum nichsten Morgen
stehengelassen. Dann wird in efnen 500-ml-Erlenmeyerkolben abfiltriert und der Riickstand
mit 100 ml Chloroform (3.1) gewaschen. Das Losungsmittel wird abdestilliert und die
letzten Spuren auf einem kochenden Wasserbad beseitigt. Der Extrakt wird mit 50 ml
Wasser versetzt und aufgekocht.

Nach dem Abkiihlen wird mit Natriumhydroxidlésung (3.4) nach Zusatz von 0,5 ml
Phenolrotldsung (3.6) genau neutralisiert und 20 ml Silbernitratldsung (3.5) zugegeben. Die
freigesetzte Salpetersiure wird mit Natriumhydroxidlésung (3.4) bis zum Umschlag des
Indikators (pH 7,4) titriert.

6. Berechnung der Ergebnisse
1 ml 0,1 N NaOH entspricht 18 mg Theobromin.

Das Ergebnis wird in Hundertteilen der Probe ausgedriickt.

7. Bemerkung

Produkte, deren Rohfettgehalt 8 v. H. iibersteigt, sind durch eine 6 Std. lange Extraktion
mit Petroldther (Kp. 40 °C) zu entfetten.
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14. BESTIMMUNG VON HARNSTOFF

Zweck und Anwendungsbereich

Die Methode erlaubt die Bestimmung des Gehaltes an Harnstoff in Futtermitteln.

Prinzip

Die Probe wird unter Zusatz eines Klirungsmittels mit Wasser geschiittelt. Die Suspension
wird filtriert. Nach Zugabe von 4-Dimethylaminobenzaldehyd (4-DMAB) wird der Gehalt
an Harnstoff im Filtrat durch Messung der Extinktion bei einer Wellenlinge von 420 nm
bestimmt.

Reagenzien

3.1.

4-Dimethylaminobenzaldehydlgsung : 1,6 g 4-DMAB werden in 100 ml Athanol p.a.
96 v. H. gelost und 10 ml Salzsdure p.a. (D : 1,19) hinzugefiigt. Das Reagenz hilt sich
nur zwei Wochen.

3.2. Carrez-Losung 1: 24 g Zinkazetat (CH; COO), Zn - 2 H,O und 3 g Eisessig werden
in Wasser gelost und auf 100 ml mit Wasser aufgefiillt,

3.3. Carrez-Lbsung I1: 10,6 g Kaliumhexacyanoferrat (II), K, [Fe(CN)4] - 3 H,O werden
in Wasser geldst und auf 100 ml mit Wasser aufgefiillt.

3.4. Aktivkohle p.a., keinen Harnstoff adsorbierend (zu priifen).

3.5. Harnstofflosung p.a. 0,1 v. H. (G/V).

Gerite

4.1. Mechanischer Schiittelapparat, ungefihr 35 bis 40 U/Min.

4.2. Reagenzgliser : 160 X 16 mm, mit Schliffstopfen

4.3. Spektralphotometer

Ausfithrung

S.1. Analysengang d;’r Probe

5.2

2 g der Probe werden auf 1 mg genau eingewogen und mit 1 g Aktivkohle (3.4) in
einen 500-ml-Mefkolben gebracht. Hierzu werden 400 ml Wasser und je 5 ml Carrez-
I- und -II-Losungen (3.2) (3.3) gegeben und 30 Min. lang in dem Schiittelapparat
rotiert. Dann wird mit Wasser bis zur Marke aufgefiillt, geschiittelt und filtriert. Von
den klaren und farblosen Filtraten werden je 5 ml in je ein Reagenzglas mit
Schliffstopfen pipettiert, 5,0 ml 4-DMAB-Losung (3.1) zugesetzt und gemischt. Die
Gliser werden in einem Wasserbad bei 20 °C temperiert. Nach 15 Min. wird die
Extinktion der Probeldsung im Vergleich mit der Blindprobelosung der Reagenzien
im Spektralphotometer bei 420 nm gemessen.

Eichkurve

Volumen von 1, 2, 4, 5 und 10 ml Harnstofflosung (3.5) werden entnommen, in 100-
mi-Mefkolben gebracht und bis zur Marke mit Wasser aufgefiillt. 5 ml jeder Losung
werden mit je 5 ml 4-DMAB-Losung (3.1) gemischt. Die Extinktion wird im
Vergleich mit einer Losung, frei von Harnstoff, die 5 ml 4-DMAB und 5 ml Wasser
enthilt, wie oben angegeben, gemessen. Eine Eichkurve wird aufgestellt.

Berechnung der Ergebnisse

Mit Hilfe der Eichkurve ist die Menge an Harnstoff der Versuchsprobe zu bestimmen. Das
Ergebnis wird in Hundertteilen der Probe ausgedriickt.
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7. Bemerkungen

7.1. Bei einem Gehalt an Harnstoff, hoher als 3 v.H., ist die Finwaage auf 1 g zu
erniedrigen bzw. die Anfangslsung soweit zu verdiinnen, dafl in 500 ml nicht mehr
als 50 mg Harnstoff enthalten sind.

7.2. Bei niederen Gehalten an Harnstoff soll die Einwaage erhéht werden, soweit man ein
Filtrat klar und farblos herstellen kann.

7.3. Enthilt die Substanz einfache Stickstofformen, insbesondere Aminosiuren, so ist die
Messung der Extinktion bei 435 nm zu empfehlen.

15. BESTIMMUNG VON ALKALOIDEN IN LUPINEN

Zweck und Anwendungsbereich

Die Methode erlaubt die Bestimmung des Alkaloidgehalts in Lupinensamen.

Prinzip

Die Alkaloide werden in einer Mischung von Diithylither und Chloroform gelost und mit
Salzsiure extrahiert. Die Alkaloide werden mit Kieselwolframsiure gefillt. Der
Niederschlag wird verascht und der Riickstand gewogen.

Reagenzien

3.1. Diathylither

3.2. Chloroform

3.3. 4 N Natriumhydroxidldsung

3.4. 0,3 N Salzsdure

3.5. Natriumchlorid p.a.

3.6. Kieselwolframsidurelosung, SiO, - 12WQ, - 26H,0, 10 v. H. (G/V)

Gerite
4.1. Mechanisches Riihrgerit

4.2. Veraschungsschalen aus Platin, Quarz oder Porzellan
4.3. Elektrischer Muffelofen

Ausfithrung

15 g der Probe werden auf 5§ mg genau eingewogen und in ein Gefifs (z. B. Scheidetrichter)
von ungefihr 200 ml Fassungsvermdgen mit Schliffstopfen gebracht. Danach werden genau
100 ml Diithylither (3.1) und 50 ml Chloroform (3.2) und mittels einer Biirette 10 ml
Natriumhydroxidldsung (3.3) zugefiigt und kriftig geschiittelt, damit eine Klumpenbildung
der Substanz vermieden wird.

Es wird mehrmals kriftig geschiittelt und bis zum nichsten Tag das Gefif stehengelassen.
Ist die iberstehende Fliissigkeit nicht vollkommen klar, werden einige Tropfen Wasser
hinzugefiigt. Die Ather-Chloroformschicht wird filtriert, ein 50-ml-Meflkolben mit dem
Filtrat aufgefiillt und mit 50 ml Diithylither (3.1) in einen Scheidetrichter von 150 ml
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Inhalt quantitativ hiniibergespiilt. Es wird dreimal mit je 20 ml Salzsdure (3.4) extrahiert,
dekantiert und die Sdureschicht nach jeder Extraktion aufgefangen. Die Siure-Extrakte
werden in einem 250-ml-Becherglas gesammelt. Durch leichtes Erhitzen wird die Losung
von den letzten Spuren Diithylither und Chloroform befreit. Man fiigt etwa 1 g
Natriumchlorid (3.5) hinzu, laft abkiihlen, fallt die Alkaloide mit der Kieselwolframsiure-
16sung (3.6) und rithrt 30 Min. lang mechanisch. Nach Stehenlassen liber Nacht wird durch
ein aschefreies Filter filtriert und der Niederschlag zweimal mit je 10 ml und zweimal mit
je 5 ml Salzsaure (3.4) ausgewaschen.

Das Filter mit dem Niederschlag wird in einer Veraschungsschale bei 900 °C verascht und
nach dem Abkiihlen gewogen.

Berechnung der Ergebnisse

Der Alkaloidgehalt der Einwaage wird durch Multiplikation des Gewichts des
Veraschungsriickstands mit dem Faktor 0,2 errechnet.

Das Ergebnis wird in Hundertteilen der Probe ausgedriickt.

16. BESTIMMUNG DER UREASEAKTIVITAT VON' SOJAPRODUKTEN

Zweck und Anwendungsbereich

Die Methode erlaubt die Bestimmung der Ureaseaktivitit in Sojaprodukten. Der Test dient
zur Feststellung eines ungeniigenden Toastungsgrades.

Prinzip

Man bewertet die Ureaseaktivitit durch die Menge Ammoniak-Stickstoff, die von 1 g
Substanz pro Min. bei 30 °C aus einer Harnstofflésung freigesetzt wird.

Reagenzien
3.1. 0,1 N Salzsiure
3.2. 0,1 N Natriumhydroxidlésung

3.3, 0,05 M Phosphatpufferlosung, enthaltend 4,45 g Dinatriumhydrogenphosphat
(Na,HPO, - 2H,0) und 3,40 g Kaliumdihydrogenphosphat (KH ,PO,) in 1000 ml.

3.4. Gepufferte Harnstofflosung, frisch hergestellt, enthaltend 30,0 g Harnstoff in 1 000 ml
Phosphatpufferlosung (3.3) ; pH-Wert 6,9 — 7,0.

Gerite

4.1. Titrierautomat fiir potentiometrische Titration oder hochempfindliches pH-Meter
(0,02 pH) mit Magnetriihrer

4.2. Wasserbad mit Thermostat auf 30 °C genau eingestellt

4.3. Reagenzgliser : 150 X 18 mm, mit Schliffstopfen.

Ausfithrung

Etwa 10 g der Probe werden so fein zerkleinert (z.B. mit einer Mokkamiihle), daf sie
durch ein Sieb von 0,2 mm Maschenweite hindurchgehen. 0,2 g dieser Probe werden auf 1
mg genau in ein Reagenzglas mit Schliffstopfen eingewogen und mit 10 ml gepufferter
Harnstoffldsung (3.4) versetzt. Das Reagenzglas wird sogleich verschlossen und nach
kriftigem Schiitteln in das genau auf 30 °C eingestellte Wasserbad gebracht, worin man es
genau 30 Min. lang belift. Unmittelbar danach gibt man 10 ml 0,1 N Salzsdure (3.1)
hinzu, kiihlt schnell auf 20 °C ab und iiberfithrt den Inhalt des Reagenzglases quantitativ
in ein Titriergefil, wobei man zweimal mit je 5 ml Wasser nachspiilt. Dann wird sofort
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und schnell mit 0,1 N Natriumhydroxidlésung (3.2) bis pH 4,7 elektrometrisch mit Hilfe
einer Glaselektrode titriert.
Ein Blindversuch wird wie folgt durchgefiihrt :

Man gibt in ein Reagenzglas mit Schliffstopfen schnell hintereinander 0,2 g der auf 1 mg
genau gewogenen Probe, 10 ml 0,1 N Salzsdure (3.1) und 10 ml gepufferte Harnstofflgsung
(3.4), kiihlt sofort in Eiswasser ab und beliflt das Glas 30 Min. darin. Sodann wird der
Inhalt des Reagenzglases unter den oben genannten Bedingungen in das Titriergefif§
iiberfiihrt und mit 0,1 N Natriumhydroxidlosung (3.2) bis pH 4,7 titriert.

Berechnung der Ergebnisse
Die Ureaseaktivitit ist nach folgender Formel zu berechnen :
1,4 (b —a) mg N
~30-F = g)’m bei 30 °C

wobei a = verbrauchte ml 0,1 N Natriumhydroxidlésung im Versuch,
b = verbrauchte ml 0,1 N Natriumhydroxidlésung im Blindversuch,

E = Einwaagein g.

Bemerkungen

7.1. Die Methode ist auf eine Ureaseaktivitit von hochstens 1 mg N/g- Min. bei 30°C
abgestellt. Bei Produkten mit héherer Aktivitit kann die Einwaage bis auf 50 mg
herabgesetzt werden.

7.2. Produkte, deren Rohfettgehalt 10 v. H. iibersteigt, sind vorher durch kalte Extraktion
zu entfetten.



