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RAT

ENTSCHEIDUNG DES RATES

vom 14, November 1992

zur Festlegung von Analyse- und Testverfahren fiirr wirmebehandelte Milch, die zum unmittelba-
ren Genuf durch Menschen bestimmt ist

(92/608/EWG)

DER RAT DER EUROPAISCHEN GEMEINSCHAFTEN —

gestiitzt auf den Vertrag zur Grindung der Europdischen
Wirtschaftsgemeinschaft,

gestiitzt auf die Richtlinie 85/397/EWG des Rates vom -

5. August 1985 zur Regelung gesundheitlicher und tierseu-
chenrechtlicher Fragen im innergemeinschaftlichen Handel
mit wirmebehandelter Milch (!), insbesondere auf Arti-
kel 11 Absatz 6,

auf Vorschlag der Kommission,

in Erwigung nachstehender Griinde:

Gemifd Artikel 11 Absatz 6 der Richtlinie 85/397/EWG

legt der Rat insbesondere die Modalititen der in Absatz 2
desselben Artikels genannten Kontrollen fest. Diese von
den Betrieben unter Aufsicht und Verantwortung der amt-
lichen Behorde sowie unter regelmifliger Kontrolle der
amtlichen Behorde durchzufithrenden Kontrollen zielen
darauf ab, die Erfiillung der Anforderungen der Richtlinie
85/397/EWG, insbesondere der in Artikel 3 Abschnitt A
* Nummer 3 genannten, zu gewihrleisten.

Bei der Festlegung der Kontrollmodalititen sind auch die
notwendigen Verfahren sowie die Art ihrer Durchfithrung
festzulegen, :

Fir wirmebehandelte Milch, die zum unmittelbaren
Genuf! durch Menschen bestimmt ist, sind die Verfahren
zur Bestimmung des Trockenmassegehalts, des Fettgehalts,
des Gehalts an fettfreier Trockenmasse, des Gesamtstick-
stoffgehalts,. des Eiweiflgehalts und der relativen Dichte
- festzulegen.

(1) ABL. Nr. L 226 vom 24. 8. 1985, S. 13. Richtlinie zuletzt
geindert durch die Richtlinie 89/662/EWG (ABL. Nr. L 395
vom 30. 12. 1989, S. 13).

Aus technischen Griinden miissen zunichst die Analyse-
und Test-Referenzverfahren erlassen werden, damit ge-
wihrleistet ist, daf die in Artikel 3 Abschnitt A Nummer 3
der Richtlinie 85/397/EWG genannten Anforderungen
erfiillt werden. Insbesondere miissen noch die Durchfih-
rungsbedingungen fiir die routinemifigen Analyse- und
Testverfahren gepriift werden. Solange die Ergebnisse die-
ser Priifung noch nicht vorliegen, ist es Aufgabe der
zustandigen Behérden, dariiber zu wachen, ob es mit den
verwendeten Routineverfahren méglich ist, die Erfiillung

. der genannten Anforderungen sicherzustellen.

Bei der Festlegung von Referenzverfahren sind insbeson-
dere die Analyseverfahren und die Zuverlissigkeitsbedin-

gungen festzulegen, damit die Vergleichbarkeit der Ergeb-

nisse gewihrleistet ist —

HAT FOLGENDE ENTSCHEIDUNG ERLASSEN:

Artikel 1

Wirmebehandelte Milch, die zum unmittelbaren Genuf§
durch Menschen bestimmt ist, wird mit Hilfe von Refe-
renzverfahren auf folgende Kriterien untersucht und
gepriift:

— Trockenmassegehalt,

— Fettgehalt,

— Gehalt an fettfreier. Trockenmasse,
— Gesamtstickstoffgehalt,

— Eiweiﬁgehalt,

— relative Dichte.
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Artikel 2 ' ‘ Artikel 4

Fiir die Durchfihrung der Analyse- und Test-Referenzver- Diese Entscheidung ist an die Mitgliedstaaten ge;lchtet.
fahren, die Zuverlissigkeitsbedingungen und die Probe-

nahme gelten die Vorschriften des Anhangs 1.

Geschehen zu Briissel am 14. November 1_992.

Artikel 3 Im Namen des Rates

Anhang II enthilt die Arbeitsvorschriften fiir die in Arti- Der Prasident
kel 1 genannten Verfahren. J. GUMMER
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ANHANG I

L ALLGEMEINE BESTIMMUNGEN

1. EINLEITUNG

Dieser Teil enthilt allgemeine Bestimmungen fiir Reagenzien, Laboreinrichtungen, die Darstellung der

- Ergebnisse, die- Zuverlissigkeit und die Analyseberichte. Diese allgemeinen Bestimmungen sind von den
zustindigen Behérden der Mitgliedstaaten und den mit der Milchprobenahme und -analyse betrauten
Kontrollabors einzuhalten.

2. REAGENZIEN
2.1. Wasser _
2.1.1. Sofern nicht ausdriicklich anders spezifiziert, handelt es sich bei dem zu verwendenden Wasser um destilliertes
Wasser, entionisiertes Wasser oder entmineralisiertes Wasser von mindestens entsprechender Reinheit.
2.1.2. Sofern nicht niher bestimmt, handelt es sich bei den zu verwendenden ,Lésungen“ oder , Verdiinnungen“ um
] wiflrige Losungen® bzw. ,Verdiinnungen in Wasser“.
2.2 Chemikalien

Sofern nicht anders spezifiziert, miissen simtliche verwendeten Chemikalien von anerkannter analysenreiner
Qualitit sein.

3. LABOREINRICHTUNG

3.1. Angegebene Laboreinrichtung
Die fiir die einzelnen Referenzverfahren angegebene Laboreinrichtung umfafft nur Spezialzubehér sowie
Zubehor fiir eine besondere Verwendung.

3.2. Analysenwaage

Unter ,Analysenwaage® ist eine Waage mit einer Ableseméoglichkeit von 0,1 mg zu verstehen.

4. AUSWERTUNG .
4.1. Ergebnisse -

Sofern nicht niher bestimmt, ist in den Untersuchungsbericht das arithmetische Mittel zweier Analysen
aufzunehmen, welche die fiir das betreffende Verfahren festgelegten Anforderungen an die Wiederholbarkeit
(5.1.1) erfilllen. Sofern diese Wiederholbarkeitsbedingungen nicht erfillt sind, muff die Analyse nach
Maéglichkeit wiederholt werden, anderenfalls ist das Ergebnis ungiiltig.

4.2. Angabe in Prozenten

Sofern nicht anders spezifiziert, ist das Ergebnis in Massenprozenten der Probe anzugeben.

5. ZUVERLASSIGKEITSBEDINGUNGEN: WIEDERHOLBARKEIT (r) UND VERGLEICHBARKEIT (R)

5.1, Nachfolgend werden die Zuverlissigkeitsbedingungen fiir die einzelnen Verfahren definiert:

5.1.1. Die Wiederholbarkeit gilt als erfiillt, wenn die absolute Differenz zweier Untersuchungen, die nach demselben
Verfahren mit identischem Untersuchungsmaterial unter denselben Bedingungen (derselbe Untersucher,
dieselben Gerite, dasselbe Labor) unmittelbar nacheinander durchgefiihrt werden, den jeweils festgesetzten
Wert (r) nicht iiberschreitet.

5.1.2. Die Vergleichbarkeit gilt als erfiillt, wenn die absolute Differenz zweier Untersuchungen, die nach demselben
Verfahren mit identischem Untersuchungsmaterial unter verschiedenen Bedingungen (verschiedene Untersu-
cher, verschiedene -Gerite, verschiedene Labors) und/oder zu verschiedenen Zeitpunkten durchgefiihrt
wurden, den jeweils festgesetzten Wert (R) nicht iiberschreitet.

5.1.3. Sofern nicht anders bestimmt, entsprechen die Anforderungen an die Wiederholbarkeit (r) und die Vergleich-
barkeit (R) dem 95-%-Vertrauensbereich nach ISO 5725: Ausgabe 1986.

5.1.4.  Die erforderlichen Ringversuche und Bestimmungen sind entsprechend den internationalen Leitlinien durchzu-
fithren.
6. UNTERSUCHUNGSBERICHT

In dem Untersuchungsbericht sind das verwendete Verfahren sowie die erzielten Ergebnisse anzugeben.
Dariiber hinaus sind weitere, in der Verfahrensbeschreibung nicht genannte oder zur Wahl gestellte sowie
sonstige Einzelheiten anzugeben, die das erzielte Ergebnis beeinfluffit haben kénnten. Der Untersuchungsbe-
richt enthilt simtliche Angaben, die fiir eine eindeutige Identifizierung der Probe erforderlich sind.
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IL. ENTNAHME VON PROBEN WARMEBEHANDELTER MILCH

1. ZWECK UND ANWENDUNGSBEREICH

Diese Arbeitsvorschrift beschreibt das Referenzverfahren fiir die Probenahme, den Transport und die
Aufbewahrung von Proben wirmebehandelter Milch.

2. ALLGEMEINES

Die Entnahme von Proben wirmebehandelter Milch aus Milchtanks usw. ist von sachkundigem Personal
durchzufithren, das vor dem Einsatz eine geeignete Ausbildung erfahren hat.

Die zustindigen Behérden oder das Untersuchungslabor unterweisen das Probenahmepersonal in Fragen der
Probenahmetechnik, damit eine reprisentative und der Charge entsprechende Probenahme gewahrleistet ist.

Die zustindigen Behdrden oder das Untersuchungslabor unterweisen erforderlichenfalls das Probehahmeperso-
. nal in Fragen der Kennzeichnung der Proben, damit eine identititsgerechte Untersuchung jeder Probe gesichert
ist. :

3. PROBENAHMEGERATE

3.1. Allgemeines

Probenahmegerite miissen aus rostfreiem Stahl oder einem anderen geeigneten Werkstoff mit ausreichender
Festigkeit gefertigt sein und eine zweckdienliche Bauweise (Mischen, Entnahme usw.) aufweisen. Riihrstibe
und Rithrwerke zum Mischen von Flissigkeiten in Groflbehiltern sollen so ausgelegt sein, dafl eine
austeichende Durchmischung des Erzeugnisses gewihrleistet ist, jedoch keine Fettschidigung zu befiirchten ist.
Schopfloffel miissen einen stabilen Handgriff ausreichender Linge aufweisen, damit aus jeder beliebigen Tiefe
des Tanks eine Probe gezogen werden kann. Schépfloffel miissen ein Nennvolumen von mindestens 50 ml
aufweisen.

Probengefifle und -verschliisse sollen aus Glas, geeignetem Metall oder Kunststoff gefertigt sein.

Die fiir die Fertigung von Probenahmegeriten (einschlieflich Gefifle und Verschliisse) verwendeten Werkstoffe
diirfen keine Verinderung der Probe bewirken, die sich auf die Untersuchungsergebnisse auswirken kénnte..
Probenahmegerite und Probenbehilter miissen saubere, trockene, glatte und rifffreie Oberflichen sowie
abgerundete Ecken aufweisen.

4. PROBENAHMETECHNIK
4.1. Allgemeines

Ungeachtet der Art der anstehenden Untersuchungen ist die Milch vor der Probenahme entweder von Hand
oder maschinell griindlich zu durchmischen.

Die Probe ist unmittelbar nach dem Durchmischen zu entnehmen, solange die Milch noch in Bewegung ist.

Das Probenvolumen muf fiir den Untersuchungszweck ausreichen. Der Nenninhalt der verwendeten Proben-
gefafle ist so zu wihlen, dafl diese von der Probe nahezu ginzlich gefiillt werden, damit eine geeignete
Durchimischung des Inhalts vor der Untersuchung méglich ist, ohne dafl die Gefahr besteht, daf8 die Proben
wihrend des Transports anbuttern.

4.2. Probenahme : N
4.2.1. Sammelproben

Ist die zur Probenahme anstechende Milch auf mehrere Tanks aufgeteilt, wird aus jedem Tank eine
reprisentative Menge entnommen und die Menge jeder einzelnen Probe protokolliert. Sofern die Proben aus
jedem Tank nicht einzeln untersucht werden, sind diese reprisentativen Proben im Verhiltnis zu ihrem Anteil
am Nennvolumen des Tanks, aus dem sie entnommen wurden, miteinander zu vermischen. Nach dem
Durchmischen wird davon eine Sammelmilchprobe entnommen.

4.2.2. Probeentnabme aus Grofbehiltern — Lagertanks, Tankwagen (Schiene und Strafie)
4.2.2.1. Vor der Probenahme wird die Milch nach einem geeigneten Verfahren durchmischt.
Bei Grofbehiltern, Lagertanks und Tankwagen sollte der Inhalt maschinell (4.2.2.2) durchgeriihrt werden.

Das Durchmischen der Milch soll der Standzeit entsprechend griindlich durchgefiihrt werden. Das verwendete
Riithrverfahren muf unter allen Umstinden fiir die Zwecke der anstehenden Untersuchungen erprobt sein. Die
griindliche Durchmischung ist eine wesentliche Voraussetzung fiir die Vergleichbarkeit der Analyseergebnisse
von Proben aus verschiedenen Teillieferungen oder von Proben, die in bestimmten Abstinden bei der
Tankentladung aus dem Auslaufhahn gezogen wurden. Ein Verfahren zum Riihren von Milch gilt dann als
effizient, wenn die Differenz des Fettgehalts von zwei unter denselben Bedingungen gezogenen Proben weniger
als 0,1% betrigt.
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Bei Grofsbehiltern mit Bodenauslaufhahn kann es vorkommen, daf§ sich am Auslaf8 eine geringe Milchmenge
befindet, die auch nach dem Durchmischen fiir die Gesamtlieferung nicht reprisentativ ist. In solchen Fillen
werden Proben vorzugsweise durch ein Mannloch entnommen. Werden Proben am Auslaufhahn entnommen,
so ist zunichst eine ausreichende Milchmenge abzulassen, damit gewihrleistet ist, dafl die Proben fiir die
‘Gesamtlieferung reprisentativ sind.

4.2.2.2. Fiir das Durchmischen des Inhalts von Grofbehiltern oder von Lagertanks und Tankwagen kénnen verwendet
werden:

— Einbaurithrwerke mit Elektromotor;

— Propeller- oder andere Rithrwerke mit Elektromotor, die durch das Mannloch in die Milch eingefiihrt
werden;

— im Fall von Tankwagen (Schiene oder Strafle) durch Umwilzen der Milch mit Hilfe des in das Mannloch
eingefithrten und an die Férderpumpe des Tankwagens angeschlossenen Umpumpschlauchs;

— saubere gefilterte Druckluft; in diesem Fall soll beim Einblasen mit geringstméglichem Luftdruck und
-volumen gearbeitet werden, um ein Ranzigwerden zu vermeiden.

4.3. Entnahme von‘Proben wirmebehandelter Milch fiir den unmittelbaren Genuf in Einzelhandelspackungen

Als Proben wirmebehandelter Milch fiir den unmittelbaren Genuf$ in Einzelhandelspackungen werden die
ganzen versiegelten Packungen herangezogen. Nach Méglichkeit sind die Proben unmittelbar nach der
Verarbeitung aus der Verpackungsanlage bzw. dem Kiihllager im Bearbeitungsbetrieb zu entnehmen, bei
pasteurisierter Milch am -Tag der Verarbeitung.

Es werden von jeder Kategorie wirmebehandelter Milch (pasteurisierte, ultrahocherhitzte und sterilisierte
Milch) Proben in einem Umfang entnommen, der den durchzufiihrenden Untersuchungen sowie den vom
Untersuchungslabor oder einer anderen zustindigen Behorde festgelegten Vorschriften entspricht.

5. " KENNZEICHNUNG DER PROBE

Die Probe wird entsprechend den Vorschriften der zustindigen Behérde oder des Untersuchungslabors zur
Gewihrleistung der identititsgerechten Untersuchung der Probe (vgl. 2) mit einer Kennzeichnungsnummer
versehen, damit jede Verwechslung ausgeschlossen ist.

6. - HALTBARMACHUNG, TRANSPORT UND AUFBEWAHRUNG VON PROBEN

Die Vorschriften fiir die Bedingungen der Haltbarmachung, Beforderung, Lagerung sowie den Zeitabstand
zwischen Probenahme und Milchanalyse werden vom Priiflabor fiir die einzelnen Milcharten und zu
verwendenden Analysenverfahren ausgearbeitet. Diese Vorschriften werden im Einvernehmen mit der zustin-
digen einzelstaatlichen Behorde festgelegt.

Diese Vorschriften sollen folgende Einzelheiten umfassen:

~ Bei Transport und Lagerung sind Vorkehrungen gegen Fremdgeruch und direkte Sonnenbestrahlung zu
treffen. Bei Verwendung eines durchsichtigen Probengefifies ist dieses im Dunkeln aufzubewahren.
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ANHANG 11
I BESTIMMUNG DES TROCKENMASSEGEHALTS
1. ’ ZWECK UND ANWENDUNGSBEREICH
Diese Arbeltsvorschnft beschreibt das Referenzverfahren zur Bestimmung des Trockenmassegehalts von
Milch.
2. BEGRIFFSBESTIMMUNG

Trockenmassegehalt: Darunter ist der Riickstand, ausgedriickt in Massenprozenten zu verstehen, der nach
dem beschriebenen Trocknungsverfahren zuriickbleibt.
3. KURZBESCHREIBUNG

Man entzieht der Probe das Wasser durch Verdampfen bei 102 = 2 °C in einem Trockenschrank.

4, GERATE UND HILFSMITTEL
Ubliche Laboreinrichtung, insbesondere:
4.1. Analysenwaage

4.2. Exsikkator, beschickt mit einem wu'ksamen Trocknungsmittel (z. B. frisch getrocknetes Silica-Gel mit
Feuchtigkeitsindikator).

4.3, Trockenschrank, beliiftet, einstellbar auf eine konstante Temperatur von 102 + 2 °C,

4.4, Flache Schalen, 20 bis 25 mm Héhe, 50 bis 75 mm Durchmesser, aus geeignetem Werkstoff mit
dichtschliefendem, leicht abnchmbarem Deckel.

4.5. . Wasserbad

4.6. Homogenisiergerit

5. VORBEREITUNG DER PROBE FUR DIE UNTERSUCHUNG ' '

Die Probe wird auf eine Temperatur von 20 bis 25 °C gebracht und griindlich durchmischt, damit eine
homogene Verteilung des Fetts in der ganzen Probe gewihrleistet ist. Dabei ist so vorsichtig zu schiitteln, daf
ein Schiumen oder Anbuttern der Probe vermieden wird. Ist das Untermischen der Rahmschicht nicht ohne
weiteres moglich, wird die Probe langsam auf 35 bis 40 °C angewidrmt und auch die der Gefiffwand
anhaftende Rahmschicht durch vorsichtiges Mischen gleichmifig verteilt. Anschliefend wird die Probe rasch
auf 20 bis 25 °C abgekiihlt. .

Wahlweise kann auch ein Homogenisiergerit fiir die Verteilung des Fetts eingesetzt werden.

Korrekte Ergebnisse sind nicht zu erwarten, wenn die Probe unverteiltes fliissiges Fett oder mit dem bloflen
Auge erkennbare unverteilte, unregelmifig geformte weifle Teilchen enthilt, die an den Gefiflwinden haften

bleiben.
6. VERFAHREN
6.1. Vorbereitung der Schale

Schale (4.4) und Deckel werden mindestens dreiffig. Minuten im Trockenschrank bei einer konstanten
Temperatur von 102 + 2 °C gehalten. Die Schale wird mit aufgelegtem Deckel sofort in den Exsikkator (4.2)
verbracht, wo man sie auf Zimmertemperatur abkiihlen lit (d. h. mindestens 30 Minuten); anschliefend
wird auf 0,1 mg genau gewogen. .

6.2. Probeneinwaage

3 bis 5§ g der vorbereiteten Probe (vgl. 5) werden sofort in die vorbereltete Schale (6.1) auf 0,1 mg genau
eingewogen.

6.3. Bestimmung

6.3.1. Die Schale wird 30 Minuten auf dem Wasserbad (4.5) vorgetrocknet.
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6.3.2. Schale und Deckel werden im Trockenschrank (4.3) bei konstanter Temperatur von 102 + 2 °C zwei Stunden
erwirmt. Deckel auf Schale aufsetzen und aus dem Ofen nehmen. .

6.3.3. Im Exsikkator (4.2) (mindestens 30 Minuten) auf Zimmertemperatur abkiihlen lassen, anschliefend auf
0,1 mg genau wiegen.

6.3.4. Schale und Deckel werden erneut im Trockenschrank eine Stunde lang érwirmt, Die Schale wird mit dem
Deckel verschlossen und aus dem Trockenschrank genommen. Schale etwa 30 Minuten im Exsikkator
abkiihlen lassen, anschliefend auf 0,1 mg genau wiegen.

6.3.5. Das Verfahren nach 6.3.4 wird so lange wiederholt, bis die Massendifferenz zwischen zwei aufeinanderfolgen-
den Wigungen 0,5 mg nicht iiberschreitet. Die niedrigste Masse wird angegeben.

7. AUSWERTUNG

7.1. Berechnung
Der Trockenmassegesamtgehalt in Prozenten wird nach folgender Formel berechnet:

m; - My

Wy = 22 00
m; — M

W; = Trockenmassegehalt in g pro 100 g,

m, = Masse von Schale und Deckel in Gramm (6.1),

m; = Masse von Schale, Deckel und Produkt in Gramm (6.2),

m, = Masse von Schale, Deckel und Produkt nach der Trocknung in Gramm (6 3.5).
Das erzielte Ergebnis ist auf 0,01 Massenprozent abzurunden:

7.2. Zuverlissigkeit

7.2.1. Wiederholbarkeit (r): 0,10 g Trockenmasse pro 100 g Produke.

7.2.2. Vergleichbarkeit (R): 0,20 g Trockenmasse pro 100 g Prokukt.

IL BE_STIMMUNC DES FETTGEHALTS

1. ZWECK UND ANWENDUNGSBEREICH

Diese Arbeitsvorschrift beschreibt das Referenzverfahren zur Bestimmung des Fettgehalts von wirmebehandel-
ter Vollmilch, teilentrahmter Milch und Magermilch.

2. BEGRIFFSBESTIMMUNG

Pettgehalt Darunter ist der mit dem beschriebenen Verfahren bestimmte Gesamtgehalt an Fett und fettdhn-
lichen Stoffen, ausgedriickt in Gewichtsprozenten, zu verstehen

3. KURZBESCHREIBUNG

Eine ammoniakalische ethanolische Lésung der Probe wird mit Diethylether und Petroleumbenzin extrahiert;
anschliefend werden die Losungsmittel abdestilliert und die Masse der in Petroleumbenzin loslichen Substan-
zen bestimmt. Dieses Verfahren ist als Rose-Gottlieb-Verfahren allgemein bekannt.

4. REAGENZIEN

Simtliche Reagenzien miissen von anerkannt analysenremer Quahtdt sein und diirfen beim Blindversuch
keinen nachweisbaren Riickstand hinterlassen.

Zur Qualititskontrolle der Reagenzien ist ein Blindversuch gemif8 6.3 durchzufiihren. Fiir die Einwaage ist ein
leerer Kolben, Kochbecher oder eine leere Metallschale (5.8) zu verwenden, die gemif 6.4 als Tara vorbereitet
wird (damit eine Korrektur des Einflusses veranderter Umgebungsbedingungen auf das Wiegeergebnis moglich
ist). Hat der um die scheinbare Anderung der Taramasse bereinigte Riickstand eine Masse von tber 2,5 mg,
so ist der Lésungsmittelriickstand durch Eindampfen von jeweils 100 ml Diethylether (4.4) und 100 ml
Petroleumbenzin (4.5) einzeln zu bestimmen. Vor der Einwaage ist ebenfalls die Taramasse zu bestimmen.
Hat der Riickstand eine Masse von iiber 2,5 mg, ist das Lésungsmittel durch Destillation zu reinigen oder
_durch ein anderes Losungsmittel zu ersetzen.

4.1. Ammoniaklésung mit einem Massengehalt von etwa 25% NH;. Es kann auch eine stirker konzentrierte
Ammoniaklésung (6.5.1 und A.1.5.1) verwendet werden. -
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4.2, Ethanol mit mindestens 94 Volumen-%. Mit Methanol vergilltes Ethanol darf verwendet werden, sofern
sichergestellt ist, daf8 die Ergebnisse der Bestimmung nicht beeinflult werden.

4.3. Kongorot- oder Krv.;solrotlﬁsung
1 g Kongorot oder Kresolrot wird in Wasser gelést und auf 100 ml aufgefiillt.

Anmerkung: Zur deutlicheren Unterscheidung der Grenzfliche zwischen dem L('isimgsmittel und der willri-
gen Phase konnen diese Losungen wahlweise (vgl. 6.5.2) verwendet werden.

Es konnen auch andere wiflrige Farbstofflosungen verwendet werden, sofern sie das Unter-
suchungsergebnis nicht beeinflussen.

4.4, Diethylether, peroxidfrei, mit weniger als 2 mg/kg Antioxydantien, der den Anfordcrungen des Blindversuchs .
" (6.3) geniigen muf.

4.5, Petroleumbenzin, Siedebereich 30—60 °C.

4.6 Lésungsmittelgemisch, unmittelbar vor der Untersuchung durch Mischen gleicher Volumenteile Diethylether

(4.4) und Petroleumbenzin (4.5) angesetzt. .

5. GERATE UND HILFSMITTEL

Achtung: Da bei der Bestimmung fliichtige, entflammbare Lésungsmittel verwendet werden, miissen even-
. tuell verwendete elektrische Gerite den gesetzhchen Bestlmmungen fir den Umgang mit solchen
Losungsmitteln entsprechen.

Ubliche Laboreinrichtung, insbesondere:
5.1, Analysenwaage

5.2, Zentrifuge zum Zentrifugieren der Extraktionsgefiffe oder -rohre (5.6) bei 500—600 min~! zur Erzeugung
einer Zentrifugalbeschleunigung von 80—90 g am 4ufleren Ende der Gefifle oder Rohre.

Anmerkung: Die Wahl der Zentrifuge ist freigestellt (6.5.5).

5.3. Destillations- oder Eindampfanlage zum Abdestillieren von Ethanol und Lésungsmitteln aus den Gefiaflen bzw.
zum Eindampfen in Becherglasern und Schalen (vgl. 6.5.12 und 6.5.15) bei einer Temperatur von héchstens
100 °C.

5.4. Trockenschrank, elektrisch behéizt, versehen mit weit gedffneten Entliiftungsklappen und einem geeigneten

Thermometer, einstellbar auf eine konstante' Temperatur von 102 & 2 °C.
5.5. Wasserbad zur Gewihrleistung einer konstanten Temperatur von 35—40 °C.

5.6. - Extraktionsgefifle (Mojonnier-Art)

Anmerkung: Es diirfen auch Extraktionsgefifle mit Heber oder Waschflaschenarmatur benutzt werden; in
diesem Fall ist allerdings ein anderes Verfahren zu verwenden, das in der Anlage beschrieben
wird.

Die Extraktionsgefafle (bzw. -rohre) miissen mit eingeschliffenen Glasstopfen oder hochwertigen Korkstopfen
oder anderen reagenzunempfindlichen Stopfen verschliefbar sein. Korkstopfen miissen mit Diethylether (4.4)
extrahiert und mindestens 15 Minuten bei 60 °C gewissert werden; anschliefend miissen sie in Wasser
abgekiihlt werden, damit sie bei der Verwendung mit Wasser vollgesogen sind. -

5.7’. Gestell zur Aufnahme der Extraktionsgefifle (bzw. -rohre) (5.6).

5.8. Waschflasche, die sich fiir das verwendete Lésungsmittelgemisch (4.6) eignet. Waschflaschen auf Kunststoff
: sind ungeeignet. .

5.9. Fettsammelgefife, z. B. Bechergliser (mit flachem Boden), oder Erlenmeyerkolben mit einem Fassungsvermé-
gen von 125—250 ml oder Metallschalen. Die verwendeten Metallschalen miissen vorzugsweise aus rostfreiem

- Stahl gefertigt sein, einen flachen Boden und nach Méglichkeit einen flachen Ausgufi, einen Durchmesser von
80—100 mm und eine Hohe von etwa 50 mm aufweisen.

5.10. Siedesteinchen, fettfrei, aus nicht porosem Porzellan oder Slhcnumcarbxd oder Glaskiigelchen (bei Verwendung
von Metallschalen wahlweise). .

5.11, Mefzylinder, 5§ und 25 ml Inhalt.
5.12. Pipetten, 10 ml Inhalt, mit MaRteilung.

5.13. Zangen, aus Metall, zum Halten der Gefifle, Kochbecher bzw. Schalen.
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6. . VERFAHREN

Anmerkung: Das alternative Verfahren unter Verwendung von Extraktionsrohren mit Heber bzw. Wasch-
flaschenarmatur (vgl. Anmerkung zu 5.6) wird in der Anlage beschrieben.

6.1. Vorbereitung der Probe fiir die Untersuchung

Die Laborprobe ist 15 Minuten auf etwa 35—40 °C anzuwirmen, gegebenenfalls im Wasserbad. Die Probe
wird durch wiederholtes Stiirzen des GefafSes griindlich, aber so vorsichtig durchmischt, daff Schiumen oder
Anbuttern vermieden wird; anschlieend wird sie rasch auf 20 °C abgekiihlt.

6.2. Probeneinwaage

Die zu untersuchende Probe (6.1) wird durch drei- oder viermaliges Stiirzen des Gefifles durchmischt. 10 bis
11 g der Probe werden direkt oder durch Riickwigen in eines der Extraktionsgefie (5.6) auf 1 mg genau
eingewogen. Die Probeneinwaage ist so schnell wie méglich in die untere (kleinere) Blase des Extraktions-
gefifles zu uberfithren.

6.3. Blindversuch

Parallel zur Untersuchung wird ein Blindversuch durchgefiihrt; dabei sind die gleichen Reagenzien, jedoch
anstelle der Probeneinwaage 10—11 ml Wasser zu verwenden.

Der scheinbare Massenverlust des Fettsammelgefifles, berichtigt um den scheinbaren Massenverlust des
Kontrollgefifles, darf hochstens 2,5 mg betragen.

6.4, Vorbereitung des Fettsammelgefifies

Ein (zur Erzielung eines leichten Siedens bei dem anschlieBenden Austreiben des Lésungsmittels) mit einigen
Siedesteinchen (5.10) beschicktes Gefifl (5.9) wird im Trockenschrank (5.4) 1 Stunde lang getrocknet. Das
Gefaf} (nicht im Exsikkator, aber staubgeschiitzt) auf Raumtemperatur abkiihlen lassen (Glasgefiffe minde-
stens 1 Stunde, Metallschalen mindestens !/, Stunde). Auf konstante Temperatur achten, das Gefiff mit
Zangen auf die Waage stellen und auf 0,1 mg genau wiegen.

6.5. Bestimmung

"6.5.1. . Die Probeneinwaage in der kleinen Blase des Gefifles wird mit 2 ml Ammoniaklosung (4.1) oder einer °
entsprechenden Menge einer stirker konzentrierten Ammoniaklosung versetzt und griindlich vermischt. Sofort
nach der Ammoniakzugabe wird die Bestimmung durchgefiihrt.

6.5.2. Die Probe mit 10 ml Ethanol (4.2) versetzt und durch 'vorsichtiges Schiitteln griindlich vermischt, wobei der
Gefiflinhalt zwischen den beiden Blasen hin und her flieen muf; dabei darf die Fliissigkeit den Flaschenhals -
nicht benetzen. Wahlweise 2 Tropfen Kongorot- oder Kresolrot-Losung (4.3) zugeben.

6.5.3. Die Probe wird mit 25 ml Diethylether (4.4) versetzt. Anschliefend wird das Gefif mit einem wassergesittig-
ten Korkstopfen oder einem befeuchteten Stopfen (5.6) verschlossen und eine Minute lang in horizontaler Lage
und mit obenliegender Offnung der kleinen Blase griindlich aber vorsichtig geschiittelt (damit sich keine
bleibenden Emulsionen bilden). Dabei muff die Fliissigkeit mehrmals zwischen der groffen und der kleinen
Blase hin- und herfliefen. Das Gefif$ gegebenenfalls unter flieBendem Wasser abkiihlen lassen, anschlieffend
den Korken bzw. Stopfen vorsichtig entfernen und diesen sowie den Gefifirand mit ein wenig Losungsmittel-
gemisch (4.6) unter Verwendung der Waschflasche (5.8) so spiilen, daff die Spiilfliissigkeit in das Gefaf
fliefe. :

6.5.4. Die Proben werden mit 25 ml Petroleumbenzin (4.5) versetzt; anschliefend wird das Gefifd mit dem erneut
(durch Eintauchen in Wasset) befeuchteten Korken oder Stopfen verschlossen und, wie unter 6.5.3 beschrie-
ben, 30 Sekunden lang vorsichtig geschiittelt.

6.5.5. Das geschlossene Gefafs sollte 1 bis 5 Minuten lang bei einer Drehzahl von 500—600 min~1!(5.2) zentrifugiert
werden. Steht keine Zentrifuge zur Verfiigung (5.2), so ist das geschlossene Gefif§ im Gestell (5.7) mindestens
30 Minuten lang stehen zu lassen, bis sich der Uberstand geklirt und vollstindig von der wiflrigen Schicht
getrennt hat. Das Gefif8 ist erforderlichenfalls unter flieBendem Wasser zu kiihlen.

6.5.6.. Der Korken oder Stopfen wird vorsichtig entfernt und ebenso wie die Innenseite des GefifShalses mit ein wenig
Losungsmittelgemisch (4.6) so abgespiilt, dafl die Spiilfliissigkeit in das Gefaf hineinflieft.

Sofern die Trennungslinie zwischen den beiden Schichten unterhalb des unteren Gefiffhalses liegt, wird sie
durch vorsichtiges Eingieflen von Wasser an der Gefiflwand entlang auf die vorgesehene Hohe eingestellt,
damit das Lésungsmittel ohne weiteres abgegossen werden kann.

6.5.7. Der Uberstand wird méglichst vollstindig in das mit Siedesteinchen (5.10) beschickte Fettsammelgefaf (6.4)
dekantiert, wobei das Extraktionsgefif an der kleinen Blase gehalten wird. Bei Verwendung von Gefiflen
(alternativ zu Metallschalen) ist darauf zu achten, daff kein Wasser mit abgegossen wird.

6.5.8. Der Hals des Extraktionsgefifies wird am Auflenende mit ein wenig Losungsmittelgemisch gespiilt, wobei
dieses im Fettsammelbehilter aufgefangen wird; dabei ist darauf zu achten, dafl das Lésungsmittelgemisch
(4.6) nicht aus dem Extraktionsgefaf iberlauft.

Das Losungsmittel kann ganz oder teilweise aus dem Gefiff entweder durch Destillation oder Verdampfen
gemif 6.5.12 ausgetrieben werden. - ’
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6.5.9. Der Inhalt des Extraktionsgefifles wird mit 5 ml Ethanol (4.2) versetzt; dabei wird zunichst der Gefiffhals an
der Innenseite mit Ethanol abgespiilt und dieses anschliefend gemif 6.5.2 untergemischt.

6.5.10. Es wird eine zweite Extraktion unter Wiederholung der Arbeitsginge 6.5.3 bis 6.5.8 durchgefiihrt, dabei
jedoch -nur 15 ml Diethylether (4.4) und 15 ml Petroleumbenzin (4.5) verwendet; die Innenseite des
Extraktionsgefiffhalses wird dabei mit Ether abgespiilt. Wenn notwendig, wird die Trennungslinie zwischen
den beiden Schichten bis zur Mitte des Gefif8halses eingestellt, damit das Lésungsmittel moglichst vollstindig
abgegossen werden kann. .

6.5.11.  Es wird eine dritte Extraktion unter erneuter Wiederholung der Arbeitsginge 6.5.3 bis 6.5.8 durchgefiihrt,

' wobei jedoch nur 15 ml Diethylether (4.4) und 15 ml Petroleumbenzin (4.5) verwendet werden; die Innenseite

des Extraktionsgefiffhalses wird dabei mit Ether abgespiilt. Wenn notwendig, wird die Grenzfliche zwischen

den beiden Phasen bis zur Mitte des Gefiflhalses eingestellt, damit das Lésungsmittel moglichst vollstindig
abgegossen werden kann.

" Bei Magermilch kann auf die dritte Extraktion verzichtet werden.

6.5.12.  Die Losungsmittel (einschlieflich Ethanol) werden aus dem Gefif8 méglichst restlos abdestilliert bzw. aus dem
Kochbecher oder der Schale durch Verdampfen (5.3) ausgetrieben, wobei vor der Destillation die Innenseite
des Gefiflhalses mit ein wenig Losungsmittelgemisch (4.6) abgespiilt wird.

6.5.13.  Das Fettsammelgefafl wird (in Seitenlage zwecks leichterer Abfithrung der Lésungsmittelreste) im Trocken-
schrank (5.4) eine Stunde auf einer konstanten Temperatur gehalten. Anschliefend wird es aus dem
Trockenschrank genommen und in dem Raum, in dem die Wigung erfolgt (nicht in einem Exsikkator, jedoch

. vor Staub geschiitzt), auf Raumtemperatur abkiihlen gelassen (bei Glasgefiffen mindestens 1 Stunde, bei
Metalischalen mindestens !/, Stunde); anschliefend wird auf 0,1 mg genau gewogen.

Das Gefif darf unmittelbar ‘vor der Wigung nicht abgewischt werden. Das Gefiff wird mit Hilfe von Zangen
auf die Waage gestellt; dabei ist auf gleichbleibende Temperatur zu achten.

6.5.14.  Der Arbeitsgang 6.5.13 wird so lange wiederholt, bis das Gewicht des Fettsammelgefiffes um hochstens
0,5 mg zuriickgeht oder zwischen zwei aufeinanderfolgenden Wigungen ansteigt. Als Gewicht des Fettsam-
- melgefifles mit dem Extrakt wird der niedrigste Meflwert herangezogen.

6.5.15. Dem Fettsammelgefal werden 25 ml Petroleumbenzin zugegeben, um zu priifen, ob der Extrakt restlos léslich
ist. Das Gefafl wird vorsichtig unter Schwenken erwirmt, bis alles Fett gelost ist.
Ist der Extrakt in Petroleumbenzin restlos 16slich, so wird als Masse des Fetts die Differenz zwischen der
Anfangs- (6.4) und der Endmasse des Gefifles mit dem Extrakt (6.5.14) herangezogen.

6.5.16.  Ist der Extrakt in Petroleumbenzin nicht restlos 16slich oder bestehen dariiber Zweifel, wird das Fett durch

mehrmaliges Spiilen' mit warmem Petroleumbenzin restlos aus dem Gefif ausgezogen.

Unlésliche Stoffe vollstindig absetzen lassen und das Petroleumbenzin vorsichtig ohne Mitreiflen der
unléslichen Stoffe abkippen. Dieser Arbeitsgang wird dreimal wiederholt, wobei die Innenseite des Gefifhal-
ses mit Petroleumbenzin abgespiilt wird.

Zum Schluf wird das obere Ende des Gefifles aufen mit Lésungsmittelgemisch abgespiilt, wobei kein
Losungsmittel iiber die Auflenwand des Gefifes fliefen darf. Das Petroleumbenzin wird aus dem Gefif durch
einstiindiges Verdampfen im Trockenschrank ausgetrieben. Anschliefend wird abkiihlen gelassen und gemaf$
6.5.13 und 6.5.14 gewogen.

Als Masse des Fetts wird die Differenz zwischen der nach 6.5.14 bestimmten Masse und dieser endgiiltigen
Masse angesehen. )

7. AUSWERTUNG

7.1, Berechnung

Der Fettgehalt in Prozenten wird nach folgender Formel berechnet:

(my — my) — (m; — my) »
me

F = 100

Hierin bedeuten:

F = Fettgehalt,
Probeneinwaage (6.2) in Gramm,
my Masse des Fettsammelgefifles mit Extrakt, bestimmt nach 6.5.14, in Gramm,

m, = Masse des vorbereiteten Fettsammelgefafles oder, bei Auftreten unléslicher Stoffe, Masse des Fettsam-
melgefifles mit unléslichem Riickstand, bestimmt nach 6.5.16, in Gramm,

‘m3 = Blindwert des Fettsammelgefifles (6.3) mit Extrakt, bestimmt nach 6.5.14, in Granim,

m, = Blindwert (6.3) des vorbereiteten Fettsammelgefifles (6.4) oder, bei Auftreten unléslicher Stoffe,
Masse des Fettsammelgefifles mit unloslichem Riickstand, bestimmt nach 6.5.16, in Gramm.

.

[}

Mo

Das Ergebnis wird auf 0,01 % genau protokolliert.
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7.2 Zuverlissigkeit _

7.2.1. Wiederholbarkeit (r) ‘
— bei Vollmilch und teilentrahmter Milch: 0,02-g Fett pro 100 g Produkt,
— bei Magermilch: 0,01 g Fett pro 100 g Produkt.

7.2.2. Vergleichbarkeit (R)
— bei Vollmilch: 0,04 g Fett pro 100 g Produkt,
. — bei teilentrahmter Milch: 0,03 g Fett pro 100 g Produkt,v
— bei Magermilch: 0,025 g Fett pro 100 g Produkt.

. BESTIMMUNG DES GESAMTGEHALTS AN FETTFREIER TROCKENMASSE

1. ZWECK UND ANWENDUNGSBEREICH
Diese Arbeitsvorschrift beschreibt das Referenzverfahren zur Bestimmung des Gesamtgehalts warmebehandel-
ter Milch an fettfreier Trockenmasse. ’

2. BEGRIFFSBESTIMMUNG UND BERECHNUNG

Der Gesamtgehalt an fettfreier Trockenmasse wird als Massenanteil in Prozenten angegeben. Der Gehalt an
fettfreier Trockenmasse ist definiert als: Trockenmassegehalt (vgl. Abschnitt I) minus Fettgehalt (vgl. Ab-

schnitt II).
Iv. BESTIMMUNG DES GESAMTSTICKSTOFFGEHALTS DER MILCH
1. ZWECK UND ANWENDUNGSBEREICH

Diese Arbeitsvorschrift beschreibt das Referenzverfahren zur Bestimmung des Gesamtstickstoffgehalts von
wirmebehandelter Vollmilch, teilentrahmter Milch und Magermilch.

2, BEGRIFFSBESTIMMUNG

Gesamtstickstoffgehalt: Darunter ist der. mit der beschriebenen Methode nach Kijeldahl bestimmte Stickstoff-
gehalt, ausgedriickt in Massenprozenten, zu verstehen.

3. KURZBESCHREIBUNG

Eine Milchprobeneinwaage wird mit konzentrierter Schwefelsiure, Kaliumsulfat und in Gegenwart von
Kupfer-(II)-Sulfat als Katalysator aufgeschlossen. Dabei wird der Aminostickstoff des Eiweifies in Ammonium-
sulfat tbergefilhrt. Durch Zugabe von Natriumhydroxidlosung wird Ammoniak freigesetzt, der durch
Destillation in eine Borsiurevorlage iibergetrieben wird. Diese wird mit einer Sdurelosung titriert.

4, REAGENZIEN

4.1. Kaliumsulfat (K,S0,)

4.2. Kupfcrsul’fatlésu‘ng. Es werden 5,0 g Kupfersulfat (CuSO, - § H,0) in Wasser geldst und in einem Mefkolben
auf 100 ml (bei 20 °C) aufgefiillt.

4.3. Schwefelsiure (H,S0,), Massenanteil mindestens 98 %.

4.4, Natriumhydroxidlésung, Massenanteil 47 %, 704 g NaOH/1 (20 °C).

Anmerkung: Es kann auch eine weniger stark konzentrierte Natriumhydroxidlosung verwendet werden,
z. B. Massenanteil 40%, 572 g/1, 20 °C oder Massenanteil 30 %, 399 g/l, 20 °C.

4.5. °  Borsiurevorlage. 40 g Borsiure (H;BO;) wérden in 1 | heiflem Wasser gelést, abkithlen gelassen und in einer
Borsilikatglasflasche aufbewahrt. o

4.6. Indikatorlésung. 0,01 g Methylrot, 0,02 g Bromothymolblau und 0,06 g Bromokresolgriin werden in 100 ml
Ethanol gelést. Die Losung ist in einer verschlossenen braunen Flasche im Dunkeln und kiihl aufzubewah-
ren.

4.7. Titrierstandardlésung

¢ (*/, H,SO4) oder ¢ (HCl) = 0,1 mol/l, auf 0,0001 mol/l genau eingestellt.
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4.8. Stickstofffreie Saccharose
4.9. . Ammoniumsalz, rein, z. B. Ammoniumoxalat (NH,),C;0, * H;O oder Ammoniumsulfat (NH,),SO,.

4.10. Tryptophan (C;,H,,N,0,), Phenacetin (C,,H,CH,CONH,) oder Lysinmono- oder -di-hydrochlorid
(C¢H14N;0; - HCI oder C¢H,4N,0, - 2HCI).

Anmerkung: Die unter 4.9 una 4.10 aufgefithrten Reagenzien sollen reiner als analysenrein vorliegen. Es
sollte nach Méglichkeit zertifiziertes Ammoniumsalz (4.9) verwendet werden.

5. GERATE UND HILFSMITTEL

Ubliche Laborausriistung, insbesondere:

5.1. Kieldahl-Kolben, 500 ml Nenninhalt.

5.2. Geeignete Sicdcstcinchen; z. B. Glaskiigelchen mit etwa 5 mm Durchmesser, Hengargranulat, Bimsstein.

5.3 Biirette oder autoniatische Pipette, zum Abmessen von 1,0 ml.

5.4, Mefbecher mit Teilstrichen, aus Glas, Nenninhalt 50, 100 und 250 ml.

5.5. AufschluRapparat (Schriglage etwa 45°), mit Elektroheizung oder Gasbrennern, bei denen eine Erhitzung der

Kolben iiber den Fliissigkeitsspiegel hinaus ausgeschlossen ist, mit Rauchabzug.

S.6. Destillierapparat, aus Borsilikatglas, geeignet fiir Kjeldahl-Kolben (5.1), bestehend aus einem wirksamen
Destillierkopf, angeschlossen an einem wirksamen Kiihler mit geradem Innenrohr und Auslaffrohr am unteren
Ende; Verbindungsschlauch und Stopfen (s) miissen dicht schliefen und vorzugsweise aus Neoprengummi
gefertige sein. :

5.7. Pipette oder automatische Pipette, zum Abmessen von 0,10 ml.
5.8. Erlenmeyerkolben, 500 ml Inhalt, mit Graduiefung bei 200 ml.
5.9. Biirette, SO ml Inhalt, 0,1-ml-Graduierung, maximaler Fehler + 0,05 ml.

5.10. Lupe, zum Ablesen der Biirette (5.9).

5.11.  pH-MeRgerit

5.12. Automatische Biirette
6. VERFAHREN
6.1. Der Kjeldahl-Kolben (5.1) wird mit Siedesteinchen (5.2) (oder z. B. 3 Glaskiigelchen), 15 g Kaliumsulfat (4.1),

1,0 ml Kupfersulfatlésung (4.2), etwa 5 g der Milchprobe (auf 0,001 g genau eingewogen) und 25 ml
Schwefelsiure (4.3) beschickt. Mit der Saure werden Reste von Kupfersulfatlésung, Kaliumsulfat oder Milch
vom Kolbenhals abgespiilt; anschliefend wird der Kolbeninhalt vorsichtig vermischt.

Anmerkung: Da die organischen Verbindungen beim Kochen Schwefelsiure verbrauchen, sind bei Milch mit
einem Massenanteil von iber 5% Fett 30 ml H,SO, (4.3) anstatt 25 ml fiir den Aufschluff zu
verwenden. Gleiches gilt fiir den Blindversuch.

6.2, Jeder Kjeldahl-Kolben wird mit dem Destillierapparat (5.5) erwédrmt, und zwar zunichst ganz vorsichtig,
_damit der ganze schwarze Schaum in der Blase zuriickbleibt. Nachdem das anfingliche Schiumen aufgehort
und sich reichlich weiffer Dampf gebildet hat, wird hochgekocht (der Sduredampf kondensiert auf halber Hohe
des Kolbenhalses), bis keine schwarzen Partikel mehr zuriickbleiben und der Aufschluf8 eine klare blafigelbe
Farbe angenommen hat. Anschliefend eineinhalb Stunden lang leicht siedenlassen. Folgende Voraussetzungen
sind einzuhalten: :

a) Es darf héchstens eine Stunde vergehen, bis der Aufschluff eine klare Farbe angenommen hat. Der
Aufschlul darf insgesamt hochstens 2,5 Stunden dauern. Wenn mehr als eine Stunde vergeht, bis der
Aufschluff klar ist, muff die gesamte Aufschluf§zeit entsprechend verlangert werden.

b) Das zugegebene Kaliumsulfat fordert den Aufschluf durch Erhéhung der Siedetemperatur des Gemisches.
Betragt der H,SO,-Rest nach Ablauf der Aufschlufizeit weniger als-etwa 15 ml, so ist eventuell mit einem
Stickstoffverlust infolge einer lokalen Uberhitzung zu rechnen. Bei Verwendung eines Gasbrenners ist der
Kolben auf einer Platte aus wirmeisolierendem Material mit kreisférmiger Offnung zu erhitzen, wobei der
Durchmesser dieser Offnung gerade so grof8 sein soll, da die offene Flamme nur den Teil des Kolbens,
tiber dem die Fliissigkeit steht (5.5), beriihrt. '
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c) Gelangen schwarze Partikel in den Kolbenhals und werden nicht gleich zu Beginn des Hochkochens von
dem Siureriickflu in die Blase zuriickgespiilt (was durch Schwenken des Kolbens unterstiitzt werden
kann), so ist der Kolben lange genug abkiihlen zu lassen und mit ein wenig Wasser sorgfiltig zu spiilen.
Anschlieffend wird der Aufschluf wie vorstehend beschrieben fortgesetzt.

6.3. Nach dem Abkiihlen wird jedem Kjeldahl-Kolben 300 ml Wasser (vgl. Anmerkung) zugesetzt und damit der
Kolbenhals sorgfiltig gespiilt; anschlieend wird der Inhalt griindlich vermischt, bis die ausgefallten Kristalle
geldst sind. Einige Siedesteinchen (5.2) werden zugegeben, damit ein gleichmifRiges Sieden gewihrleistet ist.
Schlie@lich wird die Probe mit 70 ml Natriumhydroxidlésung (4.4) (vgl. Anmerkung) versetzt, wobei die
Lésung vorsichtig iiber den geneigten Kolbenhals einzugieflen ist, so daf§ sie am Grunde der Blase eine Schicht
bildet; das obere Ende des Halses darf von der Natriumhydroxidlésung nicht benetzt werden.

Anmerkung: Wasser und Natriumhydroxidlésung miissen insgesamt ein Volumen von 370 ml ergeben, damit
etwa 150 ml Destillat anfillt, bevor das unregelmiflige Sieden (Stpﬁen) einsetzt (6.4).

Daher muf bei Verwendung einer grofferen Menge Natriumhydroxidlésung mit einem Massen-
anteil von weniger als 47 % die zugesetzte Wassermenge entsprechend verringert werden. So
muf bei Verwendung von 85 ml 40 %iger oder 125 ml 30 %iger Natriumhydroxidlésung die
zugesetzte Wassermenge 285 ml bzw. 245 ml betragen.

6.4. Jeder Kjeldahl-Kolben wird sofort an einem Destillationsapparat (5.6) angeschlossen. Es muf§ gewihrleistet
sein, dafl der Kiihlervorstof in einen Erlenmeyerkolben mit 50 ml Borsiurelésung (4.5) und 0,20 ml (S bis
6 Tropfen) Indikatorlésung (4.6) eintaucht. Der Inhalt jedes Kjeldahl-Kolbens wird griindlich durchmischt
und allmihlich zum Sieden gebracht, um ein Uberschiumen zu vermeiden. Nach Austreiben von 100 bis
125 ml Destillat werden die einzelnen Erlenmeyerkolben etwas abgesenkt, damit der Kiihlervorstoff etwa
40 mm tiber der 200-ml-Marke steht. Die Destillation wird so lange fortgesetzt, bis das unregelmiflige Sieden
(Stof8en) einsetzt und dann sofort abgebrochen. Kjeldahl-Kolben abnehmen und Kiihlervorstoff mit etwas
Wasser spiilen, wobei der Spiilablauf im Erlenmeyerkolben aufgefangen wird. Dabei sind folgende Anforde-
rungen zu erfiillen:

a) Der Destillationsverlauf ist so zu wihlen, da bei Einsetzen des unregelmifigen Kochens (Stoflens) etwa
150 ml Destillat ausgetrieben sind und in jedem Erlenmeyerkolben noch etwa 200 ml verbleiben.

b) Der Wirkungsgrad der Kiihler ist so zu wihlen, daff die Temperatur des Erlenmeyerkolben~lnhalts
withrend der Destillation hochstens 25 °C betragt.
6.5. Jedes Destillat wird mit Standardlésung (4.7) unter Verwendung eines pH-MefSgerits und einer automatischen
Biirette auf einen pH-Wert von 4,6 + 0,1 eingestellt. Durch Zusatz eines Indikators kann gepriift werden, ob
Korrektur titriert wird. Mit der Biirette wird auf 0,01 ml genau titriert. Dazu wird ein Vergroflerungsglas
(5.10) verwendet; Parallaxenfehler sind zu vermeiden.

Die Titration kann mit Hilfe eines einzigen Indikators durchgefiihrt werden. Sie erfolgt, bis die Farbe des
Destillats der einer Lésung entspricht, die kurz vorher aus 150 ml Wasser mit 50 ml der Borsiureldsung und
0,2 ml des im Erlenmeyerkolben (5.8) enthaltenen Indikators aufbereitet wurde. '

6.6. Es wird ein Blindversuch gemif den Arbeitsvorschriften 6.1 bis 6.5 einschlieflich durchgefiihrt, wobei bei
diesem Verfahren anstelle der Milchprobe 5 ml destilliertes Wasser mit etwa 0,1 g Saccharose (4.8) zu
verwenden ist.

Anmerkung: Zur Titration des Blinddestillats ist nur eine ganz geringe Menge Titrierlésung (4.7) erforder-
lich, '

6.7. Die Richtigkeit der Durchfithrung ist mit Hilfe zweier Wiederfindungsversuche gemif§ den Arbeitsvorschriften
6.1 bis 6.5 einschliellich zu priifen.

6.7.1. Das Verfahren wu-d mit einer Einwaage von 0,15 g Ammoniumoxalat oder -sulfat (4. 9) auf 0,001 g genau
sowie 0,1 g Saccharose (4.8) auf etwaige Stickstoffverluste infolge lokaler ()berhltzung oder Leckverlustcn
wihrend der Destillation gepriift.

Der Anteil des wiedergefundenen Stickstoffs mufl 99 bis 100 % betragen.

Niedrigere oder hohere Ergebnisse weisen auf methodische Fehler und/oder auf ungeeignete Konzentration
der Standardlésung (4.7) hin.

6.7.2. Das Aufschlufverfahren wird durch Verwendung einer Einwaage von 0,20 g reinem Tryptophan, 0,35 g
Phenacetin oder 0,20 g Lysinhydrochlorid (4.10) daraufhin gepriift, ob der gesamte Eiweifstickstoff
freigesetzt wird. Die Einwaage ist jeweils auf 0,001 g genau vorzunehmen. Die Stickstoffauswaage mufl
mindestens 98 bis 99 % betragen.

7. UNFALLVERHUTUNGSVORSCHRIFTEN

Béim Umgang mit konzentrierter Schwefelsiure und Natriumhydroxid sowie mit Kjeldahl-Kolben sind immer
Laborkittel, Sicherheitsschutzbrille und sidurefeste Handschuhe zu tragen.
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8.1.

8.2.
8.2.1.
8.2.2.

9.1.

9.2,

9.3.

Waihrend der Destillation diirfen die Kjeldahl-Kolben niemals unbeaufsichtigt bleiben. Bei zu heftigem Stoflen
in den Kolben ist die Destillation aus Sicherheitsgriinden sofort abzubrechen. Fillt der Strom fiir iiber 2 bis
3 Minuten aus, so ist das Sammelgefifl tiefer zu stellen, so daff der Destilliervorstof nicht mehr in die
Fliissigkeit eintaucht. :

AUSWERTUNG

Berechnung
Der Stickstoffgehalt (W) in Gramm Stickstoff je 100 g Produkt wird nach folgender Formel berechnet:
w, = 140V - Vol
m

Hier bedeuten:
Wy = Stickstoffgehalt,

V = Volumen der bei der Bestinmung verwendeten Standardtitrierlésung in ml,
Vo = Volumen der beim Blindversuch verwendeten Standardtitrierlésung in ml,
¢ = Konzentration der Standardtitrierlésung (4.7) in mol/l,

m = Gewicht der Probeneinwaage in g.

Das Ergebnis ist auf 0,001 g je 100 g zu runden.

Zuverlissigkeit
Wiederbolbarkeit (r): 0,007 g je 100 g.
Vergleichbarkeit (R): 0,015 g je 100 g.

MODIFIZIERTE VERFAHREN

Anstelle des Aufschluf8gerits und der Kieldahl-Kolben gemif 5.5 und 5.1 wird eine Aufschluffapparatur mit
zylindrischen Gefiflen verwendet. In diesem Fall muf zur Bestimmung potentieller Fehlerquellen jeder Platz
einzeln gepriift werden (6.7).

Wasserdampfdestillation anstelle der direkten Erwirmung der Kolben (6.4). Laft das Gerit die Verwendung
von destilliertem Wasser nicht zu, so ist dafiir Sorge zu tragen, daff das Wasser keine Siure oder fliichtigen
alkalischen Bestandteile enthilt.

Anstelle einer Einwaage von 5 g (6.1) kann eine Probe von 1 g Milch (Semimakromethode nach Kjeldahi)
verwendet werden, sofern

— die Anteile der zur Mineralisierung (6.1) verwendeten Reagenzien H,SO,, CUSO,- 5 H,0, K,S0,
entsprechend (/s) verringert werden;

— die Gesamtaufschluf8zeit (6.2) auf 75 Minuten gesenkt wird;
— der Anteil von Natriumhydroxidlésung (6.3) im gleichen Verhiltnis (}/s) gesenkt wird;

— eine Standardsiurelésung (4.7) geringerer Konzentration (0,02—0,03 mol/1) verwendet werden muf.

Anmerkung: Die Verwendung eines oder mehrerer dieser wahlfreien Verfahren ist zulissig, sofern die gemifl
dieser- Arbeitsvorschrift festgesetzten Wiederholbarkeitsanforderungen (8.2.1) sowie die Anfor-
derungen an die Richtigkeit in 2 Kontrolluntersuchungen (6.7) erfiillt sind.

BESTIMMUNG DES EIWEISSGEHALTS

ZWECK UND ANWENDUNGSBEREICH

Diese Arbeitsvorschrift beschreibt das Referenzverfahren zur Bestimmung des Eiweifigehalts wirmebehandelter
Milch (Artikel 3 Buchstabe A Nummer 3 der Richtlinie 85/397/EWG).

BEGRIFFSBESTIMMUNG

Eiweifigebalt: Darunter ist der durch Multiplikation des Stickstoffgehalts (ausgedriickt in Massenprozenten
und bestimmt nach den unter IV beschriebenen Verfahren) mit einem geeigneten Faktor (vgl. 3) erzielte Wert
zu verstehen. ‘

BERECHNUNG

EiweifSgehalt der Milch in Massenprozenten = 6,38 x Gesamtstickstoffgehalt der Milch in Prozent.
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VI. - BESTIMMUNG DER DICHTE

1. UMFANG UND ANWENDUNGSBEREICH

Diese Arbeitsvorschrift beschreibt das amtliche Verfahren zur Bestimmung der Dichte von wirmebehandelter
Vollmilch, teilentrahmter Milch und Magermilch bei 20 °C.

2.. BEGRIFFSBESTIMMUNG

Die Dichte von Milch ist der Quotient aus der Masse eines bestimmten Volumens Milch bei 20 °C und der
Masse des gleichen Volumens Wasser bei 20 °C.

Y

3. KURZBESCHREIBUNG

Die Dichte von Milch bei 20 °C wird mit einem Thermoariometer gemessen.

4. GERATE UND HILFSMITTEL
Ubliche Laborausriistung, insbesondere:

4.1, Thermoariometer

‘Das Thermoariometer zur Bestimmung der Dichte besteht aus einem Glasschwimmer, der am unteren Ende
breit und schwer ist. An seinem oberen Ende sitzt ein koaxial angeordneter Glasstengel, der oben geschlossen
ist.

Der Glasschwimmer enthilt das zur Einjustierung der Thermoariometermasse notwendige Gewicht (Blei,
Quecksilber usw.). Der Stengel verfiigt Giber eine Mefskala von 1,025 bis 1,035 g/ml.

Das Thermoardometer muff pyknometrisch gepriift werden; dafiir ist ein Pyknometer mit etwa 100 ml Inhalt
und ein Prizisionsthermometer zu verwenden.

4.2, Standzylinder (Glas oder rostfreier Stahl),

Mindestabmessungen wie folgt:
— Innendurchmesser ca. 35 mm,

— Innenhéhe ca. 225 mm.

4.3, Wasserbad, einstellbar auf 20 + 0,1 °C.

4.4. Wasserbad, einstellbar auf 40 + 2 °C.

4.5. Thermometer, Teilung 0,5 °C.

5. VERFAHREN

5.1. Zur guten Verteilung des Fetts wird die Probe durch Stiirzen griindlich durchmischt, ins Wasserbad (4.4)

tibergefiihrt, auf 40 °C erwirmt und 5 Minuten auf dieser Temperatur gehalten. Anschliefend wird die Probe
durch vorsichtiges Stiirzen erneut griindlich durchmischt, damit sich das Fett gleichmifig verteilt. Danach im
zweiten Wasserbad (4.3) auf 20 °C abkiihlen.

5.2 Die Probe wird durch vorsichtiges Stiirzen ohne Schaum- oder Blasenbildung griindlich durchmischt. Die
Milch wird in einen Standzylinder (4.2) gegossen, der dabei schrig zu halten ist, um eine Schaum- oder
Blasenbildung zu vermeiden. Es ist so viel von der Milchprobe einzugiefen, daf beim Aufsetzen des
Thermoariometers (4.1) etwas davon aus dem Standzylinder tiberflieft. Das Thermoariometer wird vorsich-
tig in die Milch eingefiihrt und nach Einstellen der Gleichgewichtslage frei schwimmen gelassen. Dabei mufl
der Standzylinder senkrecht stehen. Das Thermoariometer muE sich in der Mitte der. Fliissigkeitssaule
befinden und darf die thnderwandung nicht beriihren. .

5.3, Nach Einstellen der Gleichgewichtslage sind die Spindelgrade am oberen Wulstrand abzulesen,

5.4. Sofort nach dem Ablesen des Thermoariometers ist das Thermometer einzufiihren und die Temperatur auf
0,5 °C genau abzulesen. Die Temperaturabweichung von 20 °C darf nicht mehr als + 2 °C betragen.

6. TEMPERATURKORREKTUR

6.1. Betragt die Temperatur der Milchprobe bei der Bestimmung der Dichte nicht exake 20 °C, so muff das
Ergebnis in der Weise korrigiert werden, daf zu der bestimmten Dichte fiir jedes Grad Celsius iiber 20 °C
0,0002 addiert bzw. davon fiir jedes Grad Celsius unter 20 °C 0,0002 subtrahiert werden. Diese Korrektur
gilt nur fiir den Fall, daff die Temperatur um héchstens 5 °C von der Solltemperatur von 20 °C abweicht.
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7. ERGEBNISBERECHNUNG

Die Dichte der Probe wird in g/ml entrahmter Milch bei 20 °C entsprechend der ‘nachfolgenden Formel

ausgedriickt: ‘

1 000 - mv— MG - mv _092my (1 000 - MG)
10OO_MG'mv 920 - MG ' mv
0,92

Dabei bedeuten: ‘

mv = die Dichte der Probe, abgelesen auf dem Thermoardometer (5.4) in g/1,

MG = Fettgehalt der Probe in g/l,

0,92 = Dichte von Fett.
8. ZUVERLASSIGKEIT
8.1. Wiederholbarkeit (r): 0,0003 g/ml.
8.2. Vergleichbarkeit {R): 0,0015 g/ml.
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Anlage

zu Anhang II

1

ALTERNATIVVERFAHREN UNTER VERWENDUNG VON EXTRAKTIONSROHREN MIT HEBER ODER

WASCHFLASCHENEINSATZ
A.l. VERFAHREN
A.l.1. Vorbereitung der Probe fiir die Untersuchung
vgl. 6.1.
A.l.2. Probeneinwaage '

Arbeitsgang wie 6.2, jedoch unter Verwendung von Extraktionsrohren nach 5.6. Die Probeneinwaage muf
moglichst vollstindig auf den Boden des Extraktionsrohres gelangen.

A.1.3. ' * Blindversuch

Vgl. 6.3.
Al4, Vorbereitung des Fettsammelgefifles
Vgl. 6.4.
A.1.5. Bestimmung
A.1.5.1. ‘Die vorbehandelte Probeneinwaage am Boden des Gefifles wird mit 2 ml Ammoniaklésung (4.1) oder einer

entsprechenden Menge einer stirker konzentrierten Ammoniaklésung versetzt und damit griindlich vermischt.
Sofort nach der Ammoniakzugabe wird die Bestimmung durchgefiihrt. :

A.1.5.2. Die Probe wird mit 10 ml Ethanol (4.2) versetzt und am unteren Ende des Rohres durch vorsichtiges Schiitteln
griindlich vermischt. Wahlweise zwei Tropfen Kongorot- oder Kresolrot-Losung (4.3) zugeben.

A.1.5.3. Die Probe wird mit 25 ml Diethylether (4.4) versetzt. Anschliefend wird das Extraktionsrohr mit einem
. wassergesittigten Korkstopfen oder einem befeuchteten Stopfen (5.6) verschlossen und eine Minute lang unter
mehrmaligem Stiirzen griindlich, aber vorsichtig geschiittelt (damit sich keine bleibenden Emulsionen bilden).
Das Rohr wird gegebenenfalls unter fliefendem Wasser abkithlen gelassen, anschlieBend der Korken bzw.
Stopfen vorsichtig entfernt und dieser sowie der Hals des Rohres mit ein wenig Losungsmittelgemisch (4.6)

unter Verwendung der Waschflasche (5.8) abgespiilt, so daf das Spiilmittel in das Rohr hineinfliefit.

A.1.5.4, Die Probe wird mit 25 ml Petroleumbenzin (4.5) versetzt. Anschlieflend wird das Rohr mit dem erneut (durch
Eintauchen in Wasser) befeuchteten Korken oder Stopfen verschlossen und 30 Sekunden lang vorsichtig gemaf
A.1.5.3 geschiittelt. ‘

A.1.5.5. Das geschlossene Rohr wird 1 bis 5 Minuten lang bei einer Drehzahl von 500 bis 600 min~'(5.2)
- zentrifugiert. Steht keine Zentrifuge zur Verfiigung (vgl. Anmerkung zu 5.2), das geschlossene Rohr im Gestell
{5.7) mindestens 30 Minuten lang stehen lassen, bis sich der Uberstand geklirt und vollstindig von der

wiflrigen Schicht getrennt hat. Wenn notwendig, wird das Rohr unter flieSendem Wasser gekiihlt.

A.lS.6. Der Korken oder Stopfen wird vorsichtig entfernt und ebenso wie der Hals des Rohres mit ein wenig
Lésungsmittelgemisch so gespiilt, dafl das Spiilmittel in das Rohr hineinflieft.

A.1.5.7. Einen Heber oder einen Waschflascheneinsatz in das Rohr einsetzen und den Vorstoff des Einsatzes soweit
einfiihren, bis die Offnung etwa 3 mm Gber der Grenzschicht zwischen den beiden Schichten steht. Der
Vorstoff soll parallel zur Achse des Extraktionsrohres zu liegen kommen.

Der Uberstand wird vorsichtig in das vorbereitete, mit Siedesteinchen (5.10) beschickte Fettsammelgefif (6.4)
abgehebert. Bei Verwendung von Kolben (alternativ zu Metallschalen) ist darauf zu achten, dafl kein Wasser
mitgerissen wird. Das Austrittsrohr des Einsatzes wird mit ein wenig Lésungsmittelgemisch gespiilt und dieses
im Fettsammelgefif aufgefangen. '

A1.58. Der Einsatz wird vom Hals des Extraktionsrohres gelost, etwas herausgenommen und der untere Teil des
Vorstofles mit ein wenig Losungsmittelgemisch abgespiilt. Die Armatur wird wieder eingesetzt und das
Spiilmittel in das Fettsammelgefifl abgehebert.

Das Austrittsrohr des Einsatzes wird mit ein wenig Losungsmittelgemisch abgespilt und dieses im Gefaft
. aufgefangen, Das Losungsmittel kann ganz oder teilweise aus dem Fettsammelgefifl-entweder durch Destilla-
tion oder Verdampfen gemif 6.5.12 ausgetrieben werden.
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A.1.5.9. Der Einsatz wird nochmals am Hals geldst, etwas herausgenommen und der Rohrinhalt mit 5§ ml Ethanol
versetzt; dabei wird zunichst der Einsatz mit Ethanol abgespiilt; der Inhalt wird wie in A.1.5.2 beschrieben
vermischt. )

A.1.5.10. Es wird eine zweite Extraktion unter Wiederholung der Arbeitsginge A.1.5.3 bis A.1.5.8 durchgefiihrt, dabei
: jedoch nur 15 ml Diethylether (4.4) und 15 ml Petroleumbenzin (4.5) verwendet. Der Ether wird im Anschluff
an die vorangegangene Extraktion zum Spiilen des Vorstofles der vom Rohr gelésten Armatur verwendet.

A.1.5.11. Es wird eine dritte Extraktion unter erneuter Wiederholung der Arbeitsginge A.1.5.3 bis A.1.5.8 durchge-
fithrt, wobei jedoch nur 15 ml Diethylether und 15 ml Petroleumbenzin verwendet werden und der Vorstoff
wie in A.1.5.10 beschrieben abgespiilt wird.

Bei Magermilch kann auf die dritte Extraktion verzichtet werden.

A.1.5.12, Fiir das weitere Verfahren gelten die Arbeitsvorschriften 6.5.12 bis 6.5.16.



