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(Verdffentlichungsbediirftige Rechtsakte, die in Anwendung des EG-Vertrags/Euratom-Vertrags erlassen wurden)

VERORDNUNGEN

VERORDNUNG (EG) Nr. 273/2008 DER KOMMISSION

vom 5. Mirz 2008

mit Durchfithrungsbestimmungen zu der Verordnung (EG) Nr. 1255/1999 des Rates hinsichtlich
der Methoden fiir die Analyse und Qualititsbewertung von Milch und Milcherzeugnissen

DIE KOMMISSION DER EUROPAISCHEN GEMEINSCHAFTEN —

gestiitzt auf den Vertrag zur Griindung der Europiischen
Gemeinschaft,

gestiitzt auf die Verordnung (EG) Nr. 1255/1999 des Rates vom
17. Mai 1999 iiber die gemeinsame Marktorganisation fiir Milch
und Milcherzeugnisse (1), insbesondere auf die Artikel 10 und 15,
Artikel 26 Absatz 3, Artikel 29 Absatz 1 und Artikel 31 Absatz 4,

regelmifig von diesen Organisationen aktualisiert werden.
In bestimmten Fillen wird eine Referenzmethode der
Gemeinschaft erlassen; in anderen Fillen enthalten die
Gemeinschaftsvorschriften keine Referenzmethode. Um
sicherzustellen, dass Referenzmethoden einheitlich ange-
wendet werden, ist eine Liste mit Referenzmethoden zu
erstellen und vorzusehen, dass die Kommission diese Liste
gegebenentfalls anpasst.

(4)  Die Verwendung von Routinemethoden sollte nicht ausge-
in Erwigung nachstehender Griinde: schlossen werden; entsprechend sind auch die mafigebli-
chen Mindestanforderungen zu spezifizieren.

(1) Inder Verordnung (EG) Nr. 213/2001 der Kommission (3 ) . .
wird die Umsetzung der Verordnung (EG) Nr. 1255/1999 ®) F.eme.r §1nd gemeinsame Verfahren festzulegen, um cine
des Rates hinsichtlich der Methoden zur Analyse und zur einheitliche Pra'x1$ ﬁ}r die Be\yertgng der Analyseenrgebmsse
Qualitdtsbewertung von Milch und Milcherzeugnissen aus- herzustellen. Dies gilt auch fiir die sensorische Priifung der
fithrlich erldutert. In Anbetracht der technischen Entwick- betreff§nden Erzeugnisse und die Uberpriifung strittiger
lungen im Bereich der Analysemethoden ist festzustellen, Ergebnisse.
dass weitere erhebliche Anderungen vorgenommen wer-
den miissen. Im Interesse der Klarheit und der Wirksam- (6)  Fur die Durchfithrung bestimmter Analysen existieren zur-
keit sowie angesichts der Anzahl und der technischen zeit keine international anerkannten und validierten
Merkmale der Anderungen ist die Verordnung (EG) Referenzmethoden; daher sind keine Informationen tiber
Nr. 213/2001 aufzuheben und durch eine neue Verord- die Unterschiede zwischen den Analyseergebnissen der
nung zu ersetzen. einzelnen Laboratorien verfiigbar. Somit sind Methoden

auf Gemeinschaftsebene festzulegen, die nach internatio-

() Die Zusammensetzung und die Qualititsmerkmale von nal festgelegten Regeln validiert wurden und als Referenz-
Milch und Milcherzeugnissen sind gemaf der Verordnung methoden angewandt werden sollten.

(EG) Nr. 12551999 zu priifen, um die genaue Uberein-
stimmung mit den vorgesehenen Anforderungen (7)  Die Verordnung (EG) Nr. 1898/2005 der Kommission (3)

sicherzustellen.

Referenzmethoden fiir diese Priifungen sind hiufig von
internationalen Organisationen wie etwa dem Europii-
schen Normenausschuss (CEN), der IDF (International
Dairy Federation), der ISO (International Standards Orga-
nisation) und der AOAC International (Association of Offi-
cial Analytical Chemists) veroffentlichte Methoden, die

(") ABL. L 160 vom 26.6.1999, S. 48. Verordnung zuletzt gedndert durch

enthilt ausfihrliche Bestimmungen zur Anwendung der
Verordnung (EG) Nr. 1255/1999 betreffend Mafinahmen
zum Absatz von Rahm, Butter und Butterfett auf dem
Gemeinschaftsmarkt und sieht in bestimmten Fillen die
Kennzeichnung von Rahm, Butter und Butterfett vor, um
eine bestimmungsgemifSe Endverwendung dieser Erzeug-
nisse sicherzustellen. Die Kennzeichnung ist fiir ein rei-
bungsloses Funktionieren des Systems wichtig. Um
sicherzustellen, dass die beteiligten Marktteilnehmer gleich
behandelt werden, sollten gemeinsame Methoden fiir die
Bestimmung einiger dieser Kennzeichnungsmittel festge-

die Verordnung (EG) Nr. 1152/2007 (ABL L 258 vom 4.10.2007,
S. 3). Verordnung (EG) Nr. 1255/1999 wird ab 1. Juli 2008 durch die
Verordnung (EG) Nr. 1234/2007 (ABL. L 299 vom 16.11.2007, S. 1)
ersetzt.

(3 ABL L 37 vom 7.2.2001, S. 1.

legt werden.

(%) ABL L 308, 25.11.2005, S. 1. Verordnung zuletzt gedndert durch die
Verordnung (EG) Nr. 1546/2007 (ABL. L 337 vom 21.12.2007, S. 68).
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(8)  Fur die private Lagerhaltung von aus Schaf- oder Ziegen-
milch hergestellten Késesorten kann gemafl Artikel 9 der
Verordnung (EG) Nr. 1255/1999 eine Beihilfe gewihrt
werden. Fiir diese Erzeugnisse kann gemif$ Artikel 31 der
genannten Verordnung aufferdem eine besondere Erstat-
tung gewahrt werden. Fiir die Einfuhr von Kése aus Schaf-,
Ziegen- oder Biiffelmilch oder aus Gemischen von Schaf-,
Ziegen- oder Biiffelmilch aus bestimmten Drittlindern in
die Gemeinschaft gelten Praferenzregelungen. Wegen der
genannten Vorschriften muss im Wege geeigneter Kontrol-
len nachgewiesen werden, dass dem betreffenden Erzeug-
nis keine Kuhmilch zugesetzt wurde. Es empfiehlt sich
daher, eine gemeinschaftliche Referenzmethode fiir den
Kuhmilchnachweis festzulegen, die auch mit Routine-
methoden durchgefiihrt werden kann, wenn sie bestimmte
Kriterien erfiillen.

(9)  Gemif der Verordnung (EWG) Nr. 2921/90 der Kommis-
sion vom 10. Oktober 1990 iiber die Gewdhrung von Bei-
hilfen fiir zur Herstellung von Kasein und Kaseinaten
bestimmte Magermilch (') muss nachgewiesen werden,
dass keine coliformen Keime vorhanden sind. ISO 4831 ist
international als Referenzmethode fiir den Nachweis coli-
former Keime in Milch und Milcherzeugnissen anerkannt.
Ausgehend von dieser Norm wird daher eine Referenz-
methode der Gemeinschaft fiir die Untersuchung auf coli-
forme Keime beschrieben.

(10)  Die Verordnung (EWG) Nr. 2658/87 des Rates vom 23. Juli
1987 iiber die zolltarifliche und statistische Nomenklatur
sowie den Gemeinsamen Zolltarif (2) sicht abhingig vom
Anteil an Milcherzeugnissen unterschiedliche Zollsitze fir
Mischfuttermittel vor, die der Tarifposition Nr. 2309 zuzu-
rechnen sind. Um eine einheitliche Anwendung der betref-
fenden Bestimmungen zu gewihrleisten, ist eine allgemein
anerkannte und fur alle Mitgliedstaaten verbindliche
Methode zur Bestimmung des Laktosegehalts festzulegen.

(11)  Gemdf der Verordnung (EG) Nr. 1255/1999 miissen bei
Butter und Magermilchpulver, die zur Intervention
bestimmt sind, bzw. bei Magermilchpulver zur Tier-
futterung bestimmte Qualititsbedingungen eingehalten
werden. Daher sind Referenzmethoden fiir die Uberprii-
fung der Einhaltung dieser Bedingungen festzulegen.

(12)  Einige Methoden werden in dieser Verordnung erstmals
eingefithrt. Nach Inkrafttreten dieser Verordnung sollte
ausreichend Zeit eingerdumt werden, um diese Methoden
ordnungsgemdf einfithren und anwenden zu kénnen.
Wenn eine in Anhang 1 genannte Methode von der
Normungsbehorde gedndert und anschlieend veréffent-
licht wird, sollte den Laboratorien eine Frist von sechs
Monaten zur Anpassung ihrer Analyseverfahren an die
neue Norm gewihrt werden.

(13)  Die in dieser Verordnung vorgesehenen Mafinahmen ent-
sprechen der Stellungnahme des Verwaltungsausschusses
fur Milch und Milcherzeugnisse —

() ABL.L279,11.10.1990, S. 22. Verordnung zuletzt gedndert durch die
Verordnung (EG) Nr. 1487/2006 (ABL. L 278 vom 10.10.2006, S. 8).

(3 ABLL256vom 7.9.1987,S. 1. Verordnung zuletzt gedndert durch die
Verordnung (EG) Nr. 1352/2007 der Kommission (ABL. L 303 vom
21.11.2007, S. 3).

HAT FOLGENDE VERORDNUNG ERLASSEN:

KAPITEL 1

ALLGEMEINE BESTIMMUNGEN

Artikel 1

Gegenstand und Anwendungsbereich

(1)  Mit dieser Verordnung werden bestimmte Referenz-
methoden fiir die chemische, physikalische und mikrobiologische
Analyse und fiir die sensorische Priifung von Milch und Milcher-
zeugnissen gemidfl den Regelungen im Rahmen der mit der
Verordnung (EG) Nr. 1255/1999 festgelegten gemeinsamen
Marktorganisation fiir Milch und Milcherzeugnisse erlassen und
Regelungen fiir die Anwendung dieser Methoden beschrieben.

(2)  Anhang I dieser Verordnung enthilt eine Liste der
Referenzmethoden, die bei den in Absatz 1 genannten Analysen
anzuwenden sind.

(3)  Die Kommission bringt die genannte Liste mindestens ein-
mal jahrlich nach dem Verfahren des Artikels 42 der Verordnung
(EG) Nr. 1255/1999 auf den neusten Stand.

Artikel 2

Routinemethoden

Fiir die gemif den Gemeinschaftsvorschriften erforderlichen Ana-
lysen diirfen Routinemethoden verwendet werden, wenn an die
Routinemethoden die gleichen Mafistibe wie an die Referenz-
methode angelegt werden und die Routinemethoden regelmifig
tiberpriift werden. Die Ergebnisse werden unter Beriicksichtigung
des jeweiligen systematischen Fehlers sowie der Wiederholbarkeit
und der Vergleichbarkeit verglichen.

Im Streitfalle sind die Ergebnisse der Referenzmethode
mafigeblich.

Die Mitgliedstaaten benachrichtigen die Kommission iiber die
Anwendung von Routinemethoden bei den in Artikel 1 genann-
ten Analysen.

KAPITEL 11

ANALYSEMETHODEN

Artikel 3

Bewertung der Konformitit einer Partie mit den
gesetzlichen Grenzwerten

Aufer bei der Analyse von Kennzeichnungsmitteln ist die Kon-
formitit mit den gesetzlichen Anforderungen an die Zusammen-
setzung der Erzeugnisse nach Mafigabe von Anhang II dieser
Verordnung nachzuweisen.
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Artikel 4

Sensorische Priifung

(1) Bei Milch und anderen Milcherzeugnissen als Butter, die
zur Offentlichen Lagerhaltung vorgesehen sind, wenden die Mit-
gliedstaaten als Referenzmethode fiir die sensorische Priifung
entweder die Norm IDF 99C:1997 oder andere vergleichbare
Methoden an, die sie der Kommission mitteilen.

Die Methoden gemif Anhang IIT kénnen fiir die Uberpriifung der
Leistung der Priifpersonen und der Zuverlissigkeit der Ergebnisse
verwendet werden.

(2)  Bei Butter zur offentlichen Lagerhaltung werden die Metho-
den gemif Anhang III fiir die Uberpriifung der Leistung der Priif-
personen und der Zuverlissigkeit der Ergebnisse verwendet.

Die in Anhang IV beschriebene Methode wird als Referenz-
methode fiir die sensorische Priifung angewendet.

Artikel 5

Kennzeichnungsmittel

(1)  Die in Anhang V beschriebene Analysemethode wird als
Referenzmethode zur Bestimmung des Anteils an Onanthsaure-
Triglycerid in Butter, Butterschmalz und Rahm verwendet.

(2)  Die in Anhang VI beschriebene Analysemethode wird als
Referenzmethode zur Bestimmung von Vanillin in Butterfett, But-
ter oder Rahm angewendet.

(3)  Die in Anhang VII beschriebene Analysemethode wird als
Referenzmethode zur Bestimmung des Gehalts an Beta-Apo-8’-
Karotinsaure-Ethylester in Butterfett oder Butter angewendet.

(4)  Die in Anhang VIII beschriebene Analysemethode wird als
Referenzmethode zur Bestimmung des f-Sitosterin- oder Stigma-
steringehalts von Butter und Butterfett angewendet.

(5)  Butterfett und Rahm werden als gemafl der geltenden
Gemeinschaftsregelung kennzeichnungspflichtig betrachtet, wenn
die ermittelten Ergebnisse im Einklang mit den Spezifikationen
der Nummern 10 und 11 in Anhang V und von Nummer 8 der
Anhinge VI, VII und VIII stehen.

Atrtikel 6

Nachweis von Kuhmilchkasein

(1)  Damit gewihrleistet ist, dass ausschlieflich aus Schaf-,
Ziegen- oder Biiffelmilch oder aus Gemischen von Schaf-, Ziegen-
oder Biiffelmilch herzustellender Kise kein Kuhmilchkasein ent-
halt, ist fur die Untersuchung die in Anhang IX beschriebene
Referenzmethode anzuwenden.

Kuhmilchkasein gilt als nachgewiesen, wenn der festgestellte
Kuhmilchkaseingehalt der Analyseprobe gleich dem Gehalt der in
Anhang IX beschriebenen 1 % Kuhmilch enthaltenden Referenz-
probe oder grofer ist.

(2)  Zum Nachweis von Kuhmilchkasein in Kise der in Absatz 1
genannten Kategorien diirfen Routinemethoden verwendet wer-
den, wenn sie folgende Bedingungen erfiillen:

a) Die Nachweisgrenze betrdgt maximal 0,5 %,
b) es wurden keine falsch-positiven Ergebnisse ermittelt,

¢) auch nach im Handel iiblichen lingeren Reifezeiten ist eine
ausreichende Empfindlichkeit zum Nachweis von Kuhmilch-
kasein gegeben.

Wenn eine dieser Bedingungen nicht erfullt ist, kommt die in
Anhang IX beschriebene Referenzmethode zur Anwendung.

Artikel 7
Untersuchung auf coliforme Keime
Coliforme Keime in Butter, Magermilchpulver, Kasein und Kase-

inaten werden gemaf$ der in Anhang X beschriebenen Referenz-
methode nachgewiesen.

Atrtikel 8
Nachweis des Laktosegehalts
Der Laktosegehalt von Produkten des KN-Codes 2309 wird

gemifl der in Anhang XI beschriebenen Referenzmethode
bestimmt.

Artikel 9
Nachweis von Labmolke
(1)  Labmolke in zur 6ffentlichen Lagerhaltung vorgesehenem

Magermilchpulver ist gemdf der in Anhang XII beschriebenen
Referenzmethode nachzuweisen.

(2)  Labmolke in Magermilchpulver und in Gemischen zur Tier-
futterung ist gemaf$ der in Anhang XII beschriebenen Referenz-
methode nachzuweisen. Wenn Labmolke nachgewiesen wurde,
ist gemafs Anhang XIII zu verfahren.

Artikel 10

Nachweis von Buttermilch

Buttermilch in Magermilchpulver ist gemdf der in Anhang XIV
beschriebenen Referenzmethode nachzuweisen.

Artikel 11
Nachweis von Antimikrobiotika-Riickstinden
Riickstinde von Antimikrobiotika in Magermilchpulver sind

mit der in Anhang XV beschriebenen Referenzmethode
nachzuweisen.
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Artikel 12

Ermittlung des Gehalts an Magermilchpulver

Der Gehalt an Magermilchpulver ist gemdf der in Anhang XVI
beschriebenen Referenzmethode nachzuweisen.

Artikel 13

Nachweis von Stirke

Stirke in Magermilchpulver, denaturierten Milchpulver und
Mischfutter ist gemafl der in Anhang XVII beschriebenen
Referenzmethode nachzuweisen.

Artikel 14

Bestimmung der Feuchtigkeit von Trockenrahm

Die Feuchtigkeit von Trockenrahm ist gemafd der in Anhang XVIII
beschriebenen Referenzmethode zu bestimmen.

Artikel 15

Bestimmung der Feuchtigkeit von saurem
Buttermilchpulver

Die Feuchtigkeit von saurem Buttermilchpulver zur Tierfiitterung
ist geméf der in Anhang XIX beschriebenen Referenzmethode zu
bestimmen.

Artikel 16

Bestimmung der Reinheit von Milchfett

Die Reinheit von Milchfett ist gemaf8 der in Anhang XX beschrie-
benen Referenzmethode zu bestimmen.

KAPITEL 1II

SCHLUSSBESTIMMUNGEN

Artikel 17

Qualititssicherung

Analysen werden in Laboratorien mit bestehendem System zur
Sicherung der Analysequalitit und mit internen Qualitdtskontroll-
verfahren durchgefiihrt. Nicht zugelassene Laboratorien unterzie-
hen sich mindestens einmal jdhrlich Leistungstests, und
ihre Ergebnisse diirfen vom gemeinsamen Wert hochstens um
20 (in der Referenzmethode vorgesehene Wiederhol-
standardabweichung) abweichen. Eine genaue Beschreibung der
angewendeten Methode muss im Laboratorium verfiigbar sein.

Gemaf$ den in Artikel 12 der Verordnung (EG) Nr. 882/2004
des Europdischen Parlaments und des Rates vom 29. April 2004
iiber amtliche Kontrollen zur Uberpriifung der Einhaltung des
Lebensmittel- und Futtermittelrechts sowie der Bestimmungen
tiber Tiergesundheit und Tierschutz (*) genannten Anforderungen
zugelassene Laboratorien sind von der Verpflichtung zur Teil-
nahme an Leistungspriifungen befreit.

Artikel 18

Probenahme und Beanstandung der Analyseergebnisse

(I)  Probenahmen erfolgen gemdf der geltenden Verordnung
fur das jeweils zu prifende Erzeugnis. Wenn keine sonstigen
Bestimmungen zur Probenahme genannt werden, sind die Bestim-
mungen in ISO 707|IDF 50, Milk and milk products — Guidance
of sampling zu beriicksichtigen.

(2)  Laborberichte iiber die Ergebnisse der Analyse miissen
geniigend Informationen fiir eine Bewertung der Ergebnisse
gemils den Anhingen II und XXI beinhalten.

(3)  Fir die in der Gemeinschaftsregelung vorgesehenen Ana-
lysen sind Doppelproben zu entnehmen.

(4)  Das in Anhang XXI dargestellte Verfahren wird in Fillen
verwendet, in denen die Analyseergebnisse vom Marktteilnehmer
nicht akzeptiert werden.

(5)  Erbringt der Erzeuger innerhalb von fiinf Tagen nach der
Probenahme den Nachweis, dass diese nicht ordnungsgemifS
durchgefithrt wurde, muss die Probenahme moglichst wiederholt
werden. Ist eine erneute Probenahme nicht moglich, wird die Par-
tie angenommen.

Artikel 19
Ubergangsfrist

Eine Bewertung der Konformitit gemafl Anhang II dieser Verord-
nung erfolgt binnen 12 Monaten nach Inkrafttreten der Verord-
nung. Wenn in diesem Zeitraum gravierendere Probleme mit dem
statistischen Kontrollverfahren auftreten, iibermitteln die Mit-
gliedstaaten der Kommission gegebenenfalls unverziiglich einen
entsprechenden Bericht.

Artikel 20

Aufgehobene Verordnungen
Die Verordnung (EG) Nr. 213/2001 wird aufgehoben.

Verweise auf die aufgehobene Verordnung sind als Verweise auf
diese Verordnung zu verstehen und gemif$ der Korrelationstabelle
in Anhang XXII auszulegen.

() ABL L 165 vom 30.4.2004, S. 1.
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Artikel 21

Inkrafttreten
Diese Verordnung tritt am dritten Tag nach ihrer Veroffentlichung im Amtsblatt der Europdischen Union in Kraft.

Sie gilt ab dem 31. Mérz 2008.
Diese Verordnung ist in allen ihren Teilen verbindlich und gilt unmittelbar in jedem Mitgliedstaat.

Briissel, den 5. Midrz 2008

Fiir die Kommission
Mariann FISCHER BOEL
Mitglied der Kommission



ANHANG [
(Artikel 1)

LISTE DER REFERENZMETHODEN

Index  Mind. = Mindestwert, Max. = Hochstwert, Anhang = Anhang der zitierten Verordnung, FFTM = Fettfreie Trockenmasse, PZ = Peroxidzahl, A = Aussehen, G = Geschmack, K = Konsistenz, TBC = Gesamtkolonienzahl, Therm = thermophile
Keimzahl, MS = Mitgliedstaat, IDF = International Dairy Federation, 1SO = International Standards Organisation, IUPAC = International Union of Pure and Applied Chemistry, ADPI = American Dairy Products Institute, LCS = gezuckerte Kondensmilch,

LCC = eingedampfte Milch oder Sahne).

TEIL A
Verordnung der Kommission Erzeugnis Parameter Grenzwert (1) Referenzmethode Anmerkung
Verordnung (EG) Nr. 2771/1999 — | Ungesalzene Butter Fett Mind. 82 % m/m ISO 17189:2003|IDF 194:2003
Offentliche Lagerhaltung
Wasser Bis zu 16 % m/m ISO 3727-1:2001|IDF 80-1:2001
FFTM Bis zu 2 % m/m ISO 3727-2:2001|IDF 80-2:2001
Sduregrad 1,2 mmol/100 g Fett ISO 1740:2004|IDF 6:2004
PZ (max.) 0,3 mEq. ISO 3976:2006|IDF 74:2006 Anmerkung 1

Sauerstoff/1 000 g Fett

Punkten fiir Aussehen,
Geschmack und Konsis-
tenz

Coliforme Keime Nicht nachweisbar in 1 g | Anhang X Anmerkung 3
Fremdfett Nicht nachweisbar durch | Anhang XX
Triglyceridanalyse

Sterol- Nicht nachweisbar, Anhang VIII

Kennzeichnungsmittel p-Sitosterin <40 mg/kg

Sonstige

Kennzeichnungsmittel

—  Vanillin Nicht nachweisbar Anhang VI

—  Carotinsdure- <6 mglkg Anhang VII
Ethylester

—  Onanthsiure- Nicht nachweisbar Anhang V
Triglyceride

Sensorische Merkmale Mindestens 4 von 5 Anhang IV

9/88 1

i

uoru) udydsiedoiny 1op 1e[qsIuy

800C°¢6C



Verordnung der Kommission Erzeugnis Parameter Grenzwert (1) Referenzmethode Anmerkung

Wasserdispersion Mindestens 4 Punkte ISO 7586:1985|IDF 112A:1989

Verordnung (EG) Nr. 2771/1999 — | Ungesalzene Butter Fett Mind. 82 % m/m ISO 17189:2003|IDF 194:2003

Private Lagerhaltung
Wasser Bis zu 16 % m/m ISO 3727-1:2001|IDF 80-1:2001
FFTM Bis zu 2 % m/m ISO 3727-2:2001|IDF 80-2:2001

Verordnung (EG) Nr. 2771/1999 — | Gesalzene Butter Fett Mind. 80 % m/m ISO 17189:2003|IDF 194:2003

Private Lagerhaltung
Wasser Bis zu 16 % m/m ISO 3727-1:2001|IDF 80-1:2001

FFTM (ohne Salz)

Bis zu 2 % m/m

ISO 3727-2:2001|IDF 80-2:2001

Salz Bis zu 2 % m/m ISO 15648:2004|IDF 179:2004
Verordnung (EG) Nr. 1898/2005 Ungesalzene Butter Fett Mind. 82 % m/m ISO 17189:2003|IDF 194:2003
Kapitel 1I
Fremdfett Anhang XX
Wasser Bis zu 16 % m/m ISO 3727-1 2001|IDF 80-1:2001
FFTM Bis zu 2 % m/m ISO 3727-2:2001|IDF 80-2:2001
Kennzeichnungsmittel
— Sterole Siehe Anhang VIII Anhang VIII
—  Vanillin Sieche Anhang VI Anhang VI
— Carotinsiure- Siehe Anhang VII Anhang VII
Ethylester
—  Onanthsiure- Sieche Anhang V Anhang V
Triglyceride
Verordnung (EG) Nr. 1898/2005 Gesalzene Butter Fett Mind. 80 % m/m ISO 17189:2003|IDF 194:2003
Kapitel II
Fremdfett Anhang XX
Wasser Bis zu 16 % m/m ISO 3727-1:2001|IDF 80-1:2001

FFTM (ohne Salz)

Bis zu 2 % m/m

ISO 3727-2:2001|IDF 80-2:2001

Salz Bis zu 2 % m/m ISO 15648:2004|IDF 179:2004
Kennzeichnungsmittel

—  Sterole Sieche Anhang VIII Anhang VIII

— Vanillin Sieche Anhang VI Anhang VI

800C°¢°6¢C

i

uorun udydstedoiny Iop 1e[qsiury

£[88 1



Verordnung der Kommission Erzeugnis Parameter Grenzwert (*) Referenzmethode Anmerkung
—  Carotinsiure- Siehe Anhang VII Anhang VII
Ethylester
—  Onanthsiure- Sieche Anhang V Anhang V
Triglyceride
Verordnung (EG) Nr. 1898/2005 Butterfett Fett Mind. 99,8 % m/m |IDF 24:1964
Kapitel II
Wasser und FFTM Bis zu 0,2 % m/m ISO 5536:2002|IDF 23:2002 (Feuchtigkeit)
IDF 24:1964 (FFTM)
Sauregrad 1,2 mmol[/100 g Fett ISO 1740:2004|IDF 6:2004
PZ (max.) 0,5 mEq Sauerstoff] ISO 3976:2006|IDF 74:2006 Anmerkung 1
1000 g Fett
Fremdfett Ohne Anhang XX
Geschmack Unverfilscht
Geruch Kein Fremdgeruch
Sonst. Keine Neutralisierungs-
mittel, Antioxidantien
und Konservierungsmittel
Kennzeichnungsmittel
— Sterole Siehe Anhang VIII Anhang VIII
—  Vanillin Siehe Anhang VI Anhang VI
— Carotinsiure- Siehe Anhang VII Anhang VII
Ethylester
—  Onanthsiure- Sieche Anhang V Anhang V
Triglyceride
Verordnung (EG) Nr. 1898/2005 Rahm Fett Mind. 35 % m/m ISO 2450:1999|IDF 16 C:1987
Kapitel II
Fremdfett Anhang XX
Kennzeichnungsmittel
— Sterole Siehe Anhang VIII Anmerkung 2
—  Vanillin Siehe Anhang VI Anhang VI
—  Carotinsiure- Siehe Anhang VII Anmerkung 2
Ethylester
—  Onanthsiure- Siehe Anhang V Anhang V
Triglyceride
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Verordnung der Kommission Erzeugnis Parameter Grenzwert (1) Referenzmethode Anmerkung
Verordnung (EG) Nr. 1898/2005 Butterfett Fett Mind. 96 % m/m Anmerkung 2
Kapitel III

Fremdfett Anhang XX
FFTM Bis zu 2 % m/m Anmerkung 2
Kennzeichnungsmittel
—  Stigmasterin (95 % 15 g/100 kg Butterfett Anhang VIII
m/m)
—  Stigmasterin (85 % 17 g/100 kg Butterfett Anhang VIII
m/m)
—  Onanthsiure- 10,34 kgt Butterfett Anhang V
Triglyceride

—  Ethylester der Butter-
sdure und Stigma-
sterin

—  Ethylester der Butter-
sdure und
Onanthsiure-
Triglyceride

—  Ethylester der Buttersiure
—  Stigmasterin: Anhang VIII

—  Ethylester der Buttersiure
—  Onanthséure-Triglyceride: Anhang V

Anmerkung 2

Anmerkung 2

Lecithin (E 322)

Bis zu 0,5 % m/m

Anmerkung 2

NaCl Bis zu 0,75 % m/m ISO 15648:2004|IDF 179:2004
Sauregrad 1,2 mmol[/100 g Fett ISO 1740:2004|IDF 6:2004
PZ (max.) Bis zu 0,5 mEq. ISO 3976:2006|IDF 74:2006 Anmerkung 1
Sauerstoff/1 000 g Fett
Geschmack Unverfilscht
Geruch Ohne Fremdgeruch
Sonstige Ohne Neutralisierungs-
mittel, Antioxidantien
und Konservierungsmittel
Verordnung (EG) Nr. 1898/2005 Ungesalzene Butter Fett Mind. 82 % m/m ISO 17189:2003|IDF 194:2003
Kapitel IV
Wasser Bis zu 16 % m/m ISO 3727-1:2001|IDF 80-1:2001
FFTM Bis zu 2 % m/m ISO 3727-2:2001|IDF 80-2:2001
Verordnung (EG) Nr. 1898/2005 Gesalzene Butter Fett Mind. 80 % m/m ISO 17189:2003|IDF 194:2003

Kapitel IV
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Verordnung der Kommission

Erzeugnis

Parameter

Grenzwert (1)

Referenzmethode

Anmerkung

Wasser

Bis zu 16 % m/m

ISO 3727-1:2001|IDF 80-1:2001

FFTM (ohne Salz)

Bis zu 2 % m/m

ISO 3727-2:2001|IDF 80-2:2001

Salz Bis zu 2 % m/m ISO 15648:2004|IDF 179:2004
Artikel 9 und Titel II der Kése aus Schafsmilch und/oder | Kuhmilch <1 % m/m Anhang IX
Verordnung (EG) Nr. 1255/1999 Ziegenmilch
Verordnung (EWG) Nr. 2921/90 Anhang | — Saurekasein Wasser Bis zu 12,00 % m/m ISO 5550:2006|IDF 78:2006
Fett Bis zu 1,75 % m/m ISO 5543:2004|IDF127:2004

Freie Sdure

Bis zu 0,30 ml 0,1 n
NaOH-Losung

ISO 5547:1978|IDF 91:1979

Verordnung (EWG) Nr. 2921/90 Anhang I — Labmolke Wasser Bis zu 12,00 % m/m ISO 5550:2006|IDF 78:2006
Fett Bis zu 1,00 % m/m ISO 5543:2004|IDF 127:2004
Asche Mind. 7,50 % m/m ISO 5545:1978|IDF 90:1979

Verordnung (EWG) Nr. 2921/90 Anhang | — Kaseinate Wasser Bis zu 6,00 % m/m ISO 5550:2006|IDF 78:2006
Milcheiweifd Mind. 88,00 % m/m ISO 5549:1978|IDF 92:1979

Fett und Asche

Bis zu 6,00 % m/m

ISO 5543:2004|IDF 127:2004

Gebundene Asche

ISO 5544:1978|IDF 89:1979

Asche ISO 5545:1978|IDF 90:1979
Verordnung (EWG) Nr. 2921/90 Anhang IT — Sdurekasein Wasser Bis zu 10,00 % m/m ISO 5550:2006|IDF 78:2006
Fett Bis zu 1,50 % m/m ISO 5543:2004|IDF 127:2004

Freie Sdure

Bis zu 0,20 ml 0,1 n
NaOH-Losung/g

ISO 5547:1978|IDF 91:1979

TBC (max.)

30 000/g

ISO 4833:2003

Anmerkung 3

Coliforme Keime

Keine in 0,1 g

Anhang X

Anmerkung 3

Therm. (max.)

5000/g

ISO 4833:2003

Anmerkungen 3 und 4

Verordnung (EWG) Nr. 2921/90 Anhang Il — Labkasein Wasser Bis zu 8,00 % m/m ISO 5550:2006|IDF 78:2006
Fett Bis zu 1,00 % m/m ISO 5543:2004|IDF 127:2004
Asche Mind. 7,50 % m/m ISO 5545:1978|IDF 90:1979
TBC (max.) 30 000/g ISO 4833:2003 Anmerkung 3

Coliforme Keime

Keine in 0,1 g

Anhang X

Anmerkung 3

01/88 1

i

uoru) udydsiedoiny 1op 1e[qsIuy

800C°¢6C



Verordnung der Kommission

Erzeugnis

Parameter

Grenzwert (1)

Referenzmethode

Anmerkung

Therm. (max.)

5 000/g

ISO 4833:2003

Anmerkungen 3 und 4

Verordnung (EWG) Nr. 2921/90

Anhang II — Kaseinate

Wasser

Bis zu 6,00 % m/m

ISO 5550:2006]IDF 78:2006

Milcheiweifd

Mind. 88,00 % m/m

ISO 5549:1978|IDF 92:1979

Fett und Asche

Bis zu 6,00 % m/m

ISO 5543:2004|IDF 127:2004
ISO 5544:1978|IDF 89:1979 oder
ISO 5545:1978|IDF 90:1979

TBC (max.)

30 000/g

ISO 4833:2003

Anmerkung 3

Coliforme Keime

Keine in 0,1 g

Anhang X

Anmerkung 3

Therm. (max.)

5 000/g

ISO 4833:2003

Anmerkungen 3 und 4

Verordnung (EWG) Nr. 2921/90 Anhang Il — Kaseinate Wasser Bis zu 6,00 % m/m ISO 5550:2006|IDF 78:2006
Milcheiweif3 Mind. 85,00 % m/m ISO 5549:1978|IDF 92:1979
Fett Bis zu 1,50 % m/m ISO 5543:2004|IDF 127:2004
Laktose Bis zu 1,00 % m/m ISO 5548:2004|IDF 106:2004
Asche Bis zu 6,50 % m/m ISO 5544:1978|IDF 89:1979 oder
ISO 5545:1978|IDF 90:1979
TBC (max.) 30 000/g ISO 4833:2003 Anmerkung 3

Coliforme Keime

Keine in 0,1 g

Anhang X

Anmerkung 3

Therm. (max.)

5 000/g

ISO 4833:2003

Anmerkungen 3 und 4

Anderung der Verordnung (EG)
Nr. 2799/1999

Mischfutter und Magermilch-
pulver (MMP) (Fiitterung)

Wasser (saures Buttermilch-
pulver)

Bis zu 5 % m/m

Anhang XIX

Eiweif}

31,4 % m/m (mind.) der
fettfreien Trockenmasse

1SO 8968-1]2(3:2001IDF 20-1{2|3:2001

Wasser (MMP)

Bis zu 5 % m/m

ISO 5537:2004|IDF 26:2004

Fette (MMP) Bis zu 11 % m/m ISO 1736:2000|IDF 9C:1987
Labmolke (MMP) Keine Anhang XIII Anmerkung 6
Stirke (MMP) Keine Anhang XVII

Wasser (Mischungen)

Bis zu 5 % m/m der fett-
freien Trockenmasse

ISO 5537:2004|IDF 26:2004

Fett (Mischungen)

Kommissionsrichtlinie 84/4/EWG (ABL. L 15 vom
18.1.1984, S. 29)
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Verordnung der Kommission

Erzeugnis

Parameter

Grenzwert (1)

Referenzmethode

Anmerkung

Labmolke (Mischungen)

Keine

Anhang XIII

MMP-Gehalt (im
Endprodukt)

Mind. 50 % m/m

Anhang XVI

Fett (im Endprodukt)

Mind. 2,5 % m/m oder
5% m/m

Kommissionsrichtlinie 84/4/EWG (ABL. L 15 vom

18.1.1984, S. 29)

Anmerkung 7

Starke (im Endprodukt)

Mind. 2 % m/m

Anhang XVII

Anmerkung 8

Kupfer (im Endprodukt)

25 ppm

Kommissionsrichtlinie 78/633/EWG (ABL L 206

vom 26.7.1987, S. 43)

Verordnung (EG) Nr. 214/2001 MMP (sprithgetrocknet) Fett Bis zu 1,0 % m/m ISO 1736:2000|IDF 9C:1987
Eiweifd 31,4 % ()m/m (mind.) ISO 8968-1/2:2001|IDF 20-1/2:2001
der fettfreien
Trockenmasse
Wasser Bis zu 3,5 % m/m ISO 5537:2004|IDF 26:2004
Sauregrad Bis zu 19,5ml, 0,1 n ISO 6091:1980|IDF 86:1981
NaOH, 10 g fettfreie
Trockenmasse
Laktate Bis zu 150 mg[100 g ISO 8069:2005|IDF 69:2005
fettfreie Trockenmasse
Phosphatase Negativ ISO 11816-1:2006|IDF 155-1:2006
Loslichkeit Bis zu 0,5 ml bei 24 °C ISO 8156:2005|IDF 129:2005

Verbrannte Teilchen

Filterscheiben A oder B
(15,0 mg)

ADPI (1990)

TBC 40 000/g ISO 4833:2003 Anmerkung 3
Coliforme Keime Negativ/0,1 g Anhang X Anmerkung 3
Buttermilch Negativ Anhang XIV
Molke-Lab Negativ Anhang XII
Molke-Saure Negativ Anmerkung 2
Antibakterielle Stoffe Anhang XV

T1/88 1

i

uoru) udydsiedoiny 1op 1e[qsIuy

(") Unbeschadet der Anforderungen der jeweiligen Verordnung.
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TEIL B

Die in Teil B genannten Referenzmethoden konnen bei der Analyse simtlicher Produkte verwendet werden, die mindestens einer der in Spalte 1 genannten Verordnungen unterliegen.

Verordnung der Kommission Produkt KN-Code Parameter Grenzwert Referenzmethode Anmerkung
Verordnung (EWG) Nr. 2658/87 | Milch und Rahm, weder ein- 0401 Fett (<6 % m/m) Die Grenzwerte wurden der Beschreibung des | 1SO 1211:2001|IDF 1D:1996
Verordnung (EG) Nr. 2535/2001 | gedickt noch mit Zusatz von KN-Codes des jeweiligen Produkts bzw. Teil 9

Zucker oder anderen Siifs- der in der Verordnung (EWG) Nr. 3846/87
Verordnung (EG) Nr. 1282/2006 mitteln der Kommission (ABL L 366 vom
24.12.1987, S. 1) enthaltenen Nomenklatur
fur Ausfuhrerstattungen oder der Verordnung
(EG) Nr. 25352001 (ABL. L 341 vom
22.12.2001, S. 29) entnommen.
Fett (> 6 % m/m) 1SO 2450:1999|IDF
16C:1987
Milch und Rahm, eingedickt 0402 Fett (fliissig) ISO 1737:1999|IDF
oder mit Zusatz von Zucker 13C:1987
oder anderen SiifSmitteln
Fett (fest) ISO 1736:2000|IDF 9C:1987
Eiweifs ISO 8968-1|2|3:2001|
IDF20-1|2|3:2001
Saccharose (normaler 1SO 2911:2004 |IDF 35:2004
Gehalt)
Saccharose (niedriger Anmerkung 2
Gehalt)
Gesamtfeststoffe (LCS) 1SO 6734:1989|IDF
15B:1991
Gesamtfeststoffe (LCC) 1SO 6731:1989|IDF
21B:1987
Wasser (Milchpulver) ISO 5537:2004/IDF 26:2004
Wasser (Rahmpulver) Anhang XVIII
Buttermilch, fermentierte 0403 Fett ISO 1211:2001|IDF 1D:1996

oder gesduerte Milch (ein-
schlieflich Rahm) eingedickt
oder nicht eingedickt unter
Zusatz von Zucker oder
anderen Stifmitteln

1SO 1736:2000|IDF 9C:1987
1SO 2450:1999]

IDF 16 C:1987

1SO 7208:1999]

IDF 22B:1987

1SO 8262-3:2005]

IDF 124-3:2005
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Verordnung der Kommission Produkt KN-Code Parameter Grenzwert Referenzmethode Anmerkung
Eiweifs ISO 8968-1]2|3:2001|
IDF 20-1|2|3:2001
Saccharose (normaler ISO 2911:2004|IDF 35:2004
Gehalt)
Saccharose (niedriger Anmerkung 2
Gehalt)
Wasser (saures Anhang XIX
Buttermilchpulver)
Wasser (siifles ISO 5537:2004|IDF26:2004
Buttermilchpulver)
Gesamtfeststoffe (sonst. Von der zustindigen Behorde
Produkte) zugelassene Methoden
Molke, auch eingedickt oder 0404 Fett 1SO 1736:2000|IDF 9C:1987
mit Zusatz von Zucker oder 1SO 2450:1999|
sonstigen Siilmitteln; IDF 16C:1987
Eraifl;llglél}llisrf die aus 1SO 7208:1999|
Milchbestandteilen bestehen IDF 228:1987
Eiweifs ISO 8968-1]2|3:2001]
IDF 20-1/2|3:2001
Saccharose (normaler ISO 2911:2004|IDF 35:2004
Gehalt)
Saccharose (niedriger Anmerkung 2
Gehalt)
0404 90 Eiweifd 1SO 8968 1/2 2001|
IDF 20-1/2:2001
Wasser IDF 21B:1987
Gesamtfeststoffe 1SO 6734:1989|
IDF 15B:1991
(Eingedickte Produkte) 1SO 6731:1989]
IDF 21B:1987
Butter und sonstige Fettstoffe 0405 Fett (wenn < 85 % ISO 17189:2003|
aus Milch; Milchstreichfette m/m) IDF 194:2003
Butter Wasser ISO 3727-1:2001]
IDF 80-1:2001
FFTM ISO 3727-2:2001]

IDF 80-2:2001
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Verordnung der Kommission Produkt KN-Code Parameter Grenzwert Referenzmethode Anmerkung
NaCl ISO 15648:2004|
IDF 179:2004

Fett (wenn > IDF 24:1964
99 % m/m)

Butterschmalz Wasser (wenn Fett < ISO 5536:2002|IDF 23:2002
99 % m/m)

Kise und Quark/Topfen 0406 Fett ISO 1735:2004|IDF 5:2004
Trockenmasse ISO 5534:2004|IDF 4:2004

Trockenmasse (Ricotta)

ISO 2920:2004|IDF 58:2004

NaCl ISO 5943:2006|IDF 88:2006
Laktose I1SO 5765-1/2:2002|
IDF 79-1/2:2002
Verordnung (EWG) Nr. 2658/87 | Mischfutter 2309 Laktose Anhang XI

Anmerkungen zur Liste der EU-Referenzmethoden

Anmerkung 1: Milchfettisolierung siehe ISO 1740:1991 (Lichtschutz).

Anmerkung 2: Es wurde keine Referenzmethode festgelegt. Die Methoden wurden von der zustindigen Behorde zugelassen.
Anmerkung 3: Vorbereitung der Probe gemafs ISO 8261:2001|IDF 122:2001.

Anmerkung 4: Bebriitung 48 Stunden bei einer Temperatur von 55 °C; das Austrocknen des Nihrmediums ist zu verhindern.
Anmerkung 5: % m/m FFTM = % m/m Trockenmasse — % m/m Fett.

Anmerkung 6: Richtlinie 84/4/EWG der Kommission.

Anmerkung 7: Verordnung (EG) Nr. 2799/1999 der Kommission (ABL. L 340 vom 31.12.1999, S. 3-27).

Anmerkung 8: Richtlinie 78/633/EWG der Kommission.
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L 88/16

Amtsblatt der Europiischen Union

29.3.2008

1.

ANHANG II
(Artikel 3)

BEWERTUNG DER KONFORMITAT EINER PARTIE MIT DEN GESETZLICHEN GRENZWERTEN

KURZBESCHREIBUNG

Wenn die mafigeblichen Rechtsvorschriften ausfithrliche Verfahren fiir die Probenahme vorsehen, sind diese Verfahren
einzuhalten. Ansonsten ist aus einer zur Kontrolle vorgelegten Partie grundsitzlich eine aus mindestens drei Proben-
einheiten bestehende Stichprobe zu nehmen. Es kann eine Sammelprobe hergestellt werden. Das ermittelte Ergebnis wird
mit den gesetzlichen Grenzwerten verglichen, indem ein Konfidenzintervall von 95 % (zweifache Standardabweichung)
berechnet wird; die jeweilige Standardabweichung hingt davon ab, 1. ob die betreffende Methode im Wege einer inter-
nationalen Zusammenarbeit durch Werte fiir or und oy, validiert wurde bzw. 2. — bei interner Validierung — ob ein
Wert fiir die interne Wiederholbarkeit berechnet wurde. Dieses Konfidenzintervall gibt dann Aufschluss tiber die Mes-
sunsicherheit des Ergebnisses.

. DIE METHODE WIRD IM WEGE INTERNATIONALER ZUSAMMENARBEIT VALIDIERT

In diesem Fall wurden die Wiederholstandardabweichung or und die Vergleichsstandardabweichung o, ermittelt, und
das Laboratorium kann die Konformitit mit den Leistungsmerkmalen der validierten Methode nachweisen.

Das arithmetische Mittel x der n wiederholten Messungen wird verglichen.

Die erweiterte Messunsicherheit (k = 2) von x wird mit folgender Formel berechnet:

n-1
U=2'\/0]2{——0r2
n

Wenn das Endergebnis x der Messung mit einer Gleichung der Form x =y, +y,, x =y, —y,, x =y, "y, oder x = y; | y,
berechnet wird, sind die iiblichen Verfahren zur Kombination von Standardabweichungen in diesen Fillen anzuwenden.

Die Partie wird als nicht konform mit dem oberen gesetzlichen Grenzwert UL eingestuft, wenn gilt:
x-U> UL

Ansonsten ist die Konformitdt der Partie mit UL festzustellen.

Die Partie wird als nicht mit dem unteren gesetzlichen Grenzwert LL eingestuft, wenn
x+U<LList.

Ansonsten wird die Konformitit mit LL festgestellt.

. INTERNE VALIDIERUNG UNTER BERECHNUNG DER INTERNEN VERGLEICHSSTANDARDABWEICHUNG

Wenn in dieser Verordnung nicht spezifizierte Methoden verwendet werden und keine Prazisionsmessungen durchge-
fithrt wurden, ist eine interne Validierung vorzunchmen. Die interne Wiederholstandardabweichung s;. und die interne
Vergleichsstandardabweichung s;; sind anstelle von o, bzw. oy in der Formel zur Berechnung der erweiterten Messun-
sicherheit U zu verwenden.

Es gelten die in Absatz 1 genannten Entscheidungskriterien. Wenn die Partie allerdings als nicht mit den gesetzlichen
Grenzwerten konform bewertet wird, miissen die Messungen mit der in dieser Verordnung genannten Methode wieder-
holt werden, und es ist eine Entscheidung gemif§ Absatz 1 zu treffen.
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ANHANG 111

(Artikel 4)

BEWERTUNG DER PRUFPERSONEN UND DER ZUVERLASSIGKEIT DER ERGEBNISSE BEI SENSORISCHEN
PRUFUNGEN

Von den Verfahren mit Skala (IDF-Norm 99C:1997) sind folgende Verfahren anwendbar:

A. BESTIMMUNG DES ,WIEDERHOLINDEXES*

Wihrend eines Zeitraums von 12 Monaten werden mindestens zehn Proben als Blind-Doppelanalysen durch eine Priif-
person analysiert. Diese Analyse erfolgt gewohnlich zu verschiedenen Zeitpunkten. Die Ergebnisse fiir individuelle
Produktmerkmale werden anhand folgender Formel bewertet:

Wy L+ ((Z (Xu 7X12)2)/n)
Dabei sind:

w,: Wiederholindex

x;;: Punktzahl fiir die erste Bewertung der Probe x;
X;,: Punktzahl fiir die zweite Bewertung der Probe x,
n:  Anzahl Proben

Die zu beurteilenden Proben miissen einen breiten Qualititsbereich umfassen. w; darf den Wert 1,5 (5-Punkte-Skala)
nicht tiberschreiten.

B. BESTIMMUNG DES ,ABWEICHUNGSINDEXES*

Dieser Index ist zu verwenden um nachzupriifen, ob eine Priifperson die gleiche Skala fiir Qualititsbewertung wie eine
erfahrene Priifpersonengruppe verwendet. Die von der Priifperson erzielten Ergebnisse werden mit dem Durchschnitt
der von der Priifpersonengruppe erzielten Ergebnisse verglichen.

Folgende Formel wird fiir die Bewertung der Ergebnisse verwendet:

Dabei sind:

Xi1; X;p: Siehe Abschnitt A)

X X,,; Durchschnittspunktzahl der Priifpersonengruppe fiir die erste bzw. zweite Bewertung von Probe x;

n: Anzahl Proben (mindestens zehn innerhalb von 12 Monaten)

Die zu bewertenden Proben miissen einen weiten Qualititsbereich erfassen. D, darf den Wert 1,5 (5-Punkte-Skala) nicht
tiberschreiten.

Die Mitgliedstaaten teilen alle Schwierigkeiten bei der Anwendung dieses Verfahrens mit.

Wenn festgestellt wird, dass bei einzelnen Priifpersonen der Grenzwert 1,5 fiir den Abweichungs- oder den
Wiederholungsindex iiberschritten wurde, miissen Experten der zustindigen Behorden binnen der jeweils néchsten
Wochen mindestens eine Stichprobe unter den von diesen Priifpersonen bewerteten Proben einer ,erneuten Priifung®
unterziehen oder mindestens eine weitere ,begleitete” Priifung gemeinsam mit diesen Priifpersonen durchfiihren. Eine
sorgfiltige Uberwachung ist die Voraussetzung fiir die Entscheidung, ob diese Priifpersonen weiter in Anspruch genom-
men werden sollen. Die Ergebnisse sollten dokumentiert und fiir etwaige Folgemaffnahmen als Nachweis aufbewahrt
werden.
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C. VERGLEICH DER IN VERSCHIEDENEN REGIONEN EINES MITGLIEDSTAATS UND IN VERSCHIEDENEN MITGLIED-
STAATEN ERZIELTEN ERGEBNISSE

Wenn durchfiihrbar, wird mindestens einmal pro Jahr ein Versuch organisiert, um den Vergleich der Ergebnisse der Priif-
personen verschiedener Regionen zu ermdglichen. Werden signifikante Unterschiede beobachtet, miissen die erforder-
lichen Maffnahmen getroffen werden, um die Griinde zu ermitteln und zu vergleichbaren Ergebnissen zu gelangen.

Die Mitgliedstaaten konnen Versuche organisieren, die den Vergleich der Ergebnisse ihrer eigenen Priifpersonen mit den
Ergebnissen von Priifpersonen der benachbarten Mitgliedstaaten erméglichen. Bei signifikanten Unterschieden muss eine
griindliche Untersuchung erfolgen, um zu vergleichbaren Ergebnissen zu gelangen.

Die Mitgliedstaaten teilen der Kommission die Ergebnisse dieser Vergleiche mit.
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4.1.

ANHANG IV
(Artikel 4)

SENSORISCHE PRUFUNG VON BUTTER

ANWENDUNGSBEREICH

Diese Arbeitsvorschrift beschreibt ein Verfahren fiir die sensorische Priiffung von Butter, das einheitlich in allen Mit-
gliedstaaten angewandt werden soll.

Nihere Informationen sind der geltenden Norm fiir Milch und Milcherzeugnisse IDF 99 — Teile 1, 2 und 3 iiber sen-
sorische Priiffungen zu entnehmen.

BEGRIFFSBESTIMMUNGEN
Sensorische Priifung (Sinnenpriifung): Beurteilung der Merkmale eines Erzeugnisses durch menschliche Sinne.

Priifergruppe: Gruppe von ausgewdahlten Priifern, bei deren Arbeit es nicht zu einem Gedankenaustausch oder einer
gegenseitigen Beeinflussung kommen darf.

Priifperson: eine Person, die wegen ihrer Fihigkeit zur Durchfithrung einer sensorischen Priifung ausgewahlt wurde;
dieser Typ von Priifpersonen kann iiber eingeschrinkte Erfahrung verfiigen.

Fachkundige Priifperson: eine Person mit hoch entwickelter sensorischer Empfindlichkeit und ausgepragter Erfahrung
mit Methoden zur sensorischen Priifung, die konsistente und zuverlissige sensorische Bewertungen unterschiedlicher
Produkte vornehmen kann; dieser Typ von Priifpersonen verfiigt iiber ein gutes sensorisches Langzeitgedichtnis.

Bewertende Priifung: sensorische Priifung durch eine Priifergruppe anhand einer Punkteskala; eine Terminologie zur
Bezeichnung von Fehlern ist zu verwenden.

Benotende Priifung: Qualititseinstufung aufgrund der bewertenden Priifung.

Priifformulare: Formulare zur Aufzeichnung der Einzelmesswerte fiir jedes Merkmal und der Gesamtnote des Erzeug-
nisses. (Dieses Formular kann auch zur Aufzeichnung der chemischen Zusammensetzung verwendet werden.)

PRUFRAUM
Siche ISO 8589 und ISO/DIS 22935-2|IDF 99-2 Absatz 7.
Es ist dafiir Sorge zu tragen, dass die Priifer im Priifraum nicht durch duflere Einfliisse gestort werden.

Der Priifraum muss frei von Fremdgeriichen und einfach zu reinigen sein. Die Wande miissen hell sein und diirfen nicht
reflektieren.

Der Priifraum und seine Beleuchtung miissen so beschaffen sein, dass die zu priifenden Produktmerkmale nicht beein-
flusst werden.

Der Raum muss mit einer geeigneten Thermostatregelung ausgestattet sein, um eine gleich bleibende Temperatur der
Butter sicherstellen zu konnen. Die Butter sollte bei der benotenden Priifung eine Temperatur von 12 °C (¢ 2 °C) haben.

AUSWAHL DER PRUFPERSONEN

Die Priifperson muss mit Buttererzeugnissen vertraut und zur sensorischen Priifung geeignet sein. Ihre Eignung ist von
der zustindigen Behorde regelmifig zu iiberpriifen (mindestens einmal jahrlich).

ISO/DIS 22935-1|IDF 99-1 Absatz 4 (Einstellung) und Absatz 5.1 sind beziiglich der allgemeinen Anforderungen
sowie der Priifungen zu beachten, die moglicherweise vor dem offiziellen Einsatz einer neuen Priifperson durchzufiih-
ren sind.

Wesentlich ist, dass stindig Schulungsmafinahmen durchgefithrt werden, und regelmifig sollten allgemeine Zusam-
menkiinfte stattfinden. Beziiglich der Qualifizierung der Priifergruppe ist ISO 8586-1 zu beachten.

4.2. Eine erste Qualifizierungsmafnahme sollte folgende Inhalte zum Gegenstand haben:

— allgemeine Theorie und praktische Bedeutung der sensorischen Priifung;
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— Methoden, Punkte-Skalen und Beschreibung sensorischer Eindriicke;
—  Erkennung und Nachweis sensorischer Merkmale und spezifische sensorische Begriffe;
— allgemeine Unterweisung zur Herstellung von Butter;

— validierte Referenzen und Proben, die der Priifperson helfen konnen, spezifische Qualititen und Intensititen des
Produktgeschmacks zu bestimmen.

ANFORDERUNGEN AN DIE PRUFERGRUPPE

Die Gruppe soll sich aus einer ungeraden Zahl von Priifern zusammensetzen und mindestens drei Priifer umfassen.
Dabei muss es sich mehrheitlich um Bedienstete der zustindigen Behorde oder um eigens dazu befugte Personen han-
deln, die nicht fur die Milchwirtschaft titig sind.

Ein Pritfungsleiter ist fiir das gesamte Verfahren verantwortlich; er kann der Priifergruppe angehéren.

Vor der Priifung miissen mehrere Faktoren beriicksichtigt werden, damit die Priifer bestmégliche Leistungen erbrin-
gen konnen:

— Die Priifer diirfen an keiner Krankheit leiden, die ihre Leistungen beeintrichtigen kénnte. Ansonsten muss ein
anderer Priifer in die Gruppe aufgenommen werden;

— die Pritfer misssen sich piinktlich zur Priifung einfinden und dafiir sorgen, dass sie gentigend Zeit fiir ihre Priifung
haben;

— die Priifer sollten keine stark riechenden Erzeugnisse wie Parfiim, Rasierwasser, Deodorants usw. benutzen und
keine stark gewiirzten Speisen gegessen haben;

— die Pritfer diirfen wihrend der letzten halben Stunde vor der Priifung nicht rauchen und nicht essen und aus-
schlielich Wasser trinken.

LEISTUNGSFAHIGKEIT

Alle Priifpersonen sollten regelmifSig in Gruppen zur Durchfithrung sensorischer Priifungen eingesetzt werden, damit
sie ihre Kompetenz nicht verlieren. Die Haufigkeit wird von der Menge und dem Durchsatz der zu priifenden Butter
abhidngen; nach Maglichkeit sollte pro Monat mindestens eine Priifergruppe zusammenkommen.

Auch erfahrenere Priifpersonen sollten jahrlich an mehreren Priifergruppen beteiligt werden (moglichst mindestens ein-
mal pro Vierteljahr).

PROBENAHME UND VORBEREITUNG DER PROBE

Entscheidend ist, dass keine storenden Riickschliisse auf die Identitit der Proben gezogen werden konnen; die Proben
sollten codiert werden.

Die entsprechenden Vorkehrungen sollten vor der Priifung getroffen werden. Die Butter muss wihrend der Beforde-
rung zum Priifraum entsprechend temperiert sein (6 °C £ 2 °C).

Erfolgt die sensorische Bewertung in einem Kiihlhaus, wird die Probe mit Hilfe eines Butterbohrers entnommen. Fin-
det die sensorische Bewertung an einem anderen Ort statt, sollte mindestens eine 500-g-Probe entnommen werden.
Wiihrend der Priifung sollte die Butter eine Temperatur von 12 °C (¢ 2 °C) haben; (in ISO/DIS 22935-2|IDF 99-2 wird
die Priiftemperatur fir Butter mit 14 °C £ 2 °C angegeben.) Grofere Abweichungen sind unter allen Umstinden zu
vermeiden.

BEWERTUNG DER PRUFMERKMALE
Die sensorische Priifung bezieht sich auf drei Merkmale: Aussehen, Konsistenz und Geschmack.

Das ,Aussehen wird durch folgende Kriterien bestimmt: Farbe, augenscheinliche Reinheit, Fehlen physikalischer Ver-
unreinigungen, Fehlen von Schimmelbildung und Einheitlichkeit der Wasserdispersion. Die Wasserdispersion wird
gemif$ der IDF-Norm 112A/1989 gepriift.

Die ,Konsistenz* ergibt sich aus folgenden Kriterien: Struktur, Textur undFestigkeit. Die Streichfahigkeit kann physisch
gepriift werden, wenn ein einzelner Mitgliedstaat dies wiinscht, um den Anforderungen der Kunden nachzukommen.
Die Kommission kann beschliefen, die Methodik kiinftig zu harmonisieren.
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11.

Der Begriff , Struktur bezieht sich auf die Stabilitdt des Produktes in der vom Verbraucher verwendeten Form. Im All-
gemeinen besteht ein Zusammenhang zwischen Struktur, Festigkeit und Streichfdhigkeit, und die Struktur sollte im
Allgemeinen im gesamten Produkt einheitlich sein. Dieses Merkmal steht in engem Zusammenhang auch mit der Tex-
tur und beschreibt die Formstabilitdt des Produktes unter dem Eigengewicht. Die Struktur zeigt sich in der Schnitt-
festigkeit und kann mechanisch sowie mit dem Mund und den Fingern erfiihlt werden.

Als ,,Geschmack” wird die im Mund, vornehmlich durch die Geschmacksknospen der Zunge, wahrnehmbare Beschaf-
fenheit bezeichnet.

Als ,Aroma“ wird die mit der Nase und mit dem Geruchssinn wahrnehmbare Beschaffenheit bezeichnet.

Bei einer deutlichen Abweichung von der empfohlenen Temperatur ist eine zuverldssige Priifung der Konsistenz und
des Geschmacks nicht méglich. Die Temperatur ist von grofSter Bedeutung.

Die benotende Priifung von Butter muss auf einen spiteren Zeitpunkt verschoben werden, wenn die Temperatur aufSer-
halb der empfohlenen Bandbreite liegt.

Jedes Merkmal ist separat zu beurteilen. Die Bewertung der Merkmale erfolgt gemif Tabelle 1.

Vor dem Beginn der Priifung sollten die Priifer eine gemeinsame Beurteilung einer oder zweier Kontrollproben auf Aus-
sehen, Konsistenz und Geschmack bzw. Aroma durchfithren, um Ubereinstimmung hinsichtlich der Kriterien zu
erzielen.

Fiir die Akzeptanz erforderliche Bewertung

Siehe Teil 7 — Terminologie und Beschreibung der jeweils mafSgeblichen Bewertungskriterien.

Hochstwert Mindestanforderung
Aussehen 5 4
Konsistenz 5 4
Geschmack/Aroma 5 4

—  Wird die erforderliche Mindestpunktzahl nicht erreicht, ist der jeweilige Mangel zu beschreiben.

— Die von den einzelnen Priifern vergebenen Punktzahlen sind auf dem Priifformular zu vermerken.

—  Das Erzeugnis wird aufgrund der Mehrheitsentscheidung akzeptiert oder verworfen.

—  Fille, in denen zwischen den einzelnen bewertenden Priifungen auf die jeweiligen Merkmale grofSere Unterschiede

auftreten als zwischen benachbarten Punkten, sollten Ausnahmen darstellen (hochstens eine von 20 Proben).
Anderenfalls ist die Eignung der Priifergruppe vom Priifungsleiter zu tiberpriifen.

UBERWACHUNG

Der Priifungsleiter, bei dem es sich um einen offiziellen Bediensteten der zustindigen Behorde handeln muss und der
auch Mitglied der Priifergruppe sein kann, muss generell fiir das gesamte Verfahren verantwortlich sein. Er muss alle
fiir jedes Merkmal vergebenen und auf dem Priifformular vermerkten Bewertungen erfassen und bescheinigen, dass das
Erzeugnis akzeptiert oder zuriickgewiesen wurde.

TERMINOLOGIE

Siche Anhang, Tabelle 2.

LITERATUR

FIL-|IDF 99C:1997 Sensory evaluation of dairy products by scoring — Reference method.
ISO/DIS 22935|IDF 99 Milch und Milcherzeugnisse — Sensorische Analyse — Teile 1-3.

ISO 8586-1 Sensorische Analyse; Allgemeine Richtlinien fiir die Auswahl, Schulung und Uberpriifung von Priifper-
sonen, Teil 1.

ISO 8589 Sensorische Analyse; Allgemeine Richtlinien fiir die Gestaltung von Priifraumen.

FIL-|IDF 112A:1989 Butter — Determination of Wasser dispersion value.
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Tabelle 1
Bewertende Priifung von Butter
Aussehen Konsistenz Geschmack + Aroma
Punkt- Punkt-
Punkt- zahlep zahlh
zahlen Nr. (1) Bewertung (Q}lah— Nr. (1) Bewertung (Q”uall— Nr. (1) Bewertung
tts- tits-
klasse) klasse)
5 Sehr gut 5 Sehr gut 5 Sehr gut
Idealtyp Idealtyp Idealtyp
Hochste Qualitit Hochste Qualitdt Hochste Qualitit
(uniform, seco) (gut streichfahig) (absolut rein, feinstes
Aroma)
4 Gut () 4 Gut (%) 4 Gut ()
Keine offensichtlichen 17 hart keine offensichtlichen
Mingel 18 weich Mingel
3 Geniigend (geringe Mingel) 3 Geniigend (geringe Mingel) 3 Geniigend (geringe Mingel)
1 wasserldssig 14 kurz, sprode, kriimelig 21 unrein
2 zweifarbig (bunt) 15 salbig, teigig, schmierig 22 Fremdgeschmack
3 streifig 16 klebrig 25 sauer
4 geflammt, marmoriert 17 hart 27 Kochgeschmack
5 fleckig 18 weich 33 Futtergeschmack herb
6 ausgeolt 34 bitter
7 tiberfarbt 35 versalzen
8 locker, nicht kompakt
2 Mangelhaft 2 Mangelhaft 2 Ungeniigend
(offensichtliche Mdngel) (offensichtliche Mdngel) (wahrnehmbare Mingel)
1 wasserldssig 14 kurz, sprode, kriimelig 21 unrein
3 streifig 15 salbig, schmierig, teigig 22 Fremdgeschmack
4 geflammt, marmoriert 16 klebrig 23 schal
5 fleckig 17 hart 25 sauer
6 ausgeolt 18 weich 32 Oxydationsgeschmack,
10 Fremdbestandteile Metallgeschmack
11 schimmelig 33 Futtergeschmack
12 ungeldstes Salz 34 | herb, bitter
35 versalzen
36 dumpf, muffig, faulig
38 Chemikaliengeschmack
1 Schlecht 1 Sehr mangelhaft 1 Sehr mangelhaft
(ausgepragte Mdngel) (ausgepragte Mangel) (ausgepragte Mdngel)
1 wasserldssig 14 kurz, brockelig, kriimelig 22 Fremdgeschmack
3 streifig 15 salbig, schmierig, teigig 24 kisig, kdsigsauer
4 geflammt, marmoriert 16 klebrig 25 sauer
5 fleckig 17 hart 26 hefeartig
6 ausgeolt 18 weich 28 Schimmelgeschmack
7 tiberfarbt 29 ranzig
9 kornig 30 olig, fischig
10 Fremdbestandteile 31 talgig
11 schimmelig 32 Oxidationsgeschmack,
12 ungeldstes Salz Metallgeschmack
34 grob, bitter
35 versalzen
36 dumpf, muffig, faulig
37 Malzig
38 Chemikaliengeschmack
(1) Tabelle 2.

(2 Die unter der Bewertung ,gut* genannten Mingel sind nur als sehr geringfiigige Abweichungen vom Idealtyp zu betrachten.
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Tabelle 2

Mingelbezeichnungen bei Butter

I.  Aussehen

1. Wasserldssig

Zweifarbig (bunt)

Streifig

Geflammt, marmoriert

Fleckig

Uberfirbt

Locker (nicht kompakt) (mit Lochern und Spalten)

2
3
4
5
6. Ausgeolt
7
8
9

Kornig

10. Fremdbestandteile

11. Schimmelig

12. Ungelostes Salz

II. Konsistenz

14. Kurz, sprode, kriimelig, brockelig

15. Salbig, teigig, schmierig

16. Klebrig

17. Hart

18. Weich

III. Geruch und Geschmack

20. Ohne Geschmack

21. Unrein (1)

22. Fremdgeschmack

23. Schal

24. Kisig, kisigsauer

25. Sauer

26. Hefeartig

27. a) Kochgeschmack

b) Anbrenngeschmack (brandig)

28. Schimmel-Geschmack

29. Ranzig
30. Olig, fischig
31. Talgig

32. a) Oxydationsgeschmack

b) Metall-Geschmack

33. Futtermittel-Geschmack

34. Grob, bitter

35. Versalzen

36. Dumpf, muffig, faulig

37. Malzig

38. Chemikalien-Geschmack

(") Diese Mingelbezeichnung soll moglichst wenig verwendet und auf die Fille beschrankt werden, in denen der

Geschmacksmangel nicht genauer umschrieben werden kann.
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4.4.

5.1.

5.2.

5.3.

5.4.

5.5.

5.6.

5.7.

ANHANG V

(Artikel 5)

BESTIMMUNG DES GEHALTS AN ONANTHSAURE-TRIGLYCERID IN BUTTER, BUTTERSCHMALZ

UND RAHM DURCH GASCHROMATOGRAFISCHE ANALYSE DER TRIGLYCERIDE

ANWENDUNGSBEREICH

Im Folgenden wird eine Methode zur Bestimmung des Gehalts an Onanthsiure-Triglycerid in Butterschmalz, But-
ter und Rahm beschrieben.

BEGRIFFSBESTIMMUNGEN

Qnanthséure-Gehalt: Der mit dem in dieser Methode beschriebenen Verfahren ermittelte Gehalt an
Onanthsaure-Triglycerid.

Anmerkung:  Der Onanthséure-Gehalt wird bei Butterschmalz und Butter ausgedriickt in kg/t Produkt und bei
Rahm in kg/t Milchfett.

KURZBESCHREIBUNG

Milchfett wird aus den verschiedenen Produkten gemaf$ ISO 14156|IDF 172:2001 extrahiert. Die quantitative
Bestimmung des Gehalts an Onanthsiure-Triglycerid im gewonnenen Fett erfolgt durch Kapillarsiulen-
Gaschromatografie. Das fiir die Probe ermittelte Ergebnis wird unter Annahme des Capronsaure-Triglycerids als
interne Standardprobe bewertet.

Anmerkung:  Auch Tributyrin hat sich als ausreichende interne Standardprobe erwiesen.
REAGENZIEN

Es sind ausschlieGlich anerkannt analysenreine Reagenzien zu verwenden.

n-Hexan

Standard-Capronsiure-Triglycerid, Reinheit mindestens 99 %
Standard-Onanthséure-Triglycerid, Reinheit mindestens 99 %

Wasserfreies Natriumsulfat (Na,SO,)

APPARATUR

Normale Laborausriistung sowie insbesondere:

eine Analysewaage, Genauigkeit 1 mg

Messkolben, Fiillmengen 10 ml und 20 ml

Zentrifugenréhrchen, Fiillmenge 30 ml

ein Rotationsverdampfer

ein Ofen, in dem eine gleich bleibende Temperatur von 50 °C + 5 °C aufrechterhalten werden kann
Filterpapier, mittlere Porengr6fe, Durchmesser ca. 15 cm

Gaschromatografie-Ausriistung:

ein Gaschromatograf mit Injektor (split/splitless oder on-column) und Flammenionisations-Detektor (FID);
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5.7.2.

5.7.2.1.

5.7.2.2.

5.8.

7.1.

eine GC-Saule, mit einer stationdren Phase, in der erfolgreich eine Triglycerid-Abtrennung durchgefithrt wurde
(100 % Dimethylpolysiloxan oder 5 % Phenyl — 95 % Methylpolysiloxan). Die stationidre Phase, die Sdulenhohe
(4 bis 15 m), der Innendurchmesser (0,22 bis 0,50 mm) und die Filmstirke (mindestens 0,12 pum) sind aufgrund
von Erfahrungen im Laboratorium sowie abhingig vom jeweiligen Injektionssystem zu wahlen. In jedem Fall miis-
sen mit der gewihlten Siule der Losungsmittel-Peak und der Capronsdure-Triglycerid-Peak klar getrennt darge-
stellt und eine Basislinien-Auflosung zwischen dem Capronsiure-Triglycerid- und dem Onanthsiure-Triglycerid-
Peak ermoglicht wird. Im Folgenden werden exemplarisch einige mégliche Aufbauten beschrieben.

Beispiele moglicher Aufbauten mit Split-Injektor:

—  Trégergas: Helium;

—  Kopfdruck Saule: 100 kPa;

—  Sdule: 12 m Hohe, 0,5 mm Innendurchmesser, 0,1 pm Filmstirke Quarzglassaule;

— stationdre Phase: 100 % Dimethylpolysiloxan oder 5 % Phenyl/95 % Dimethylpolysiloxan (z. B. HT5);

—  Sdulentemperatur: Ausgangstemperatur 130 °C, Dauer 1 Minute, steigend um 20 °C/min bis auf 260 °C;
anschliefend weiterer Anstieg um 30 °C/min bis auf 360 °C; 10 min bei 360 °C;

— Detektortemperatur: 370 °C;

— Injektortemperatur: 350 °C;

—  Splitverhaltnis: 1:30;

— injiziertes Probenvolumen: 1 pl;

Beispiel eines moglichen Aufbaus mit On-Column-Injektor:

—  Tragergas: Wasserstoff (Constant-Flow-System);

— Kopfdruck Saule: 89 kPa;

—  Sédule: 4 m Hohe, 0,32 mm Innendurchmesser, 0,25 pm Filmstirke, Quarzglassiule;
— stationdre Phase: 5 % Phenyl/95 % Dimethylpolysiloxan;

—  Sdulentemperatur: Ausgangstemperatur 60 °C, Dauer 2 min, ansteigend um 35 °C/min auf 340 °C, Beibehal-
tung dieser Temperatur 5 min;

—  Detektortemperatur: 350 °C;
— injiziertes Probenvolumen: 1 pl;

eine Injektionsspritze, Fassungsvermdgen 5 pl.

PROBENAHME

Wichtig ist, dass das Laboratorium eine Probe erhilt, die tatsichlich reprasentativ ist und bei Transport oder Lage-
rung nicht beschddigt oder verandert wurde.

Die Probenahme ist nicht Bestandteil der in dieser internationalen Norm spezifizierten Methode. Eine empfohlene
Methode zur Probenahme ist IDF-Norm 50C: 1995 bzw. ISO 707-1997 — ,Milch und Milchprodukte — Leitfa-
den zur Probenahme“ zu entnehmen.

VERFAHREN
Herstellung der Testprobe und der Probeneinwaage

Verfahren gemaf ISO 14156|IDF 172:2001
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7.1.1.

7.1.1.1.

7.1.1.2.

7.1.1.3.

7.1.2.

7.1.2.1.

7.1.2.2.

7.1.2.3.

7.1.2.4.

7.1.2.5.

7.1.2.6.

7.2

7.2.1.

7.2.2.

7.2.3.

7.2.4.

7.2.5.

7.3.

7.3.1.

Butterschmalz, Butter
50 bis 100 g der Testprobe werden im Ofen (5.5) geschmolzen.
0,5 bis 1,0 g wasserfreies Natriumsulfat (5.4) werden auf ein Faltenfilterpapier gegeben.

Das Fett wird durch das Filterpapier mit dem wasserfreien Natriumsulfat gefiltert, und das entstehende Filtrat in
einem im Ofen (5.5) vorgehaltenen Becherglas aufgefangen. Beim Dekantieren der geschmolzenen Butter auf das
Filterpapier ist darauf zu achten, dass kein Serum tibertragen wird.

Rahm
Die Testprobe wird auf 20 °C + 2 °C erwédrmt.
Die Probe wird griindlich gemischt oder geriihrt.

Von der Testprobe wird eine geeignete Menge aufgeldst, so dass sich eine Probeneinwaage von 100 ml mit einem
Fettmasseanteil von etwa 4 % ergibt.

Anschliefend ist das Fett wie bei Rohmilch und bei homogenisierter Milch (siche ISO 14156|IDF 172:2001,
Absatz 8.3) aus dem Rahm abzutrennen.

In einen 10-ml-Messkolben (5.2) wird 1 g des gewonnenen Fetts gegeben (Toleranz 1 mg). 1 ml der in Absatz 7.2.2
genannten Losung wird hinzugegeben. Anschlieend ist der Messkolben unter Zugabe von n-Hexan (4.1) auf eine
Fiillmenge von 10 ml aufzufiillen und zu homogenisieren.

1 ml der in Absatz 7.1.1.2 genannten Losung wird in einen 10-ml-Messkolben (5.2) gegeben; anschliefend wird
mit n-Hexan (4.1) auf 10 ml aufgefiillt.

Vorbereitung der Kalibrierungsstandards
100 mg Onanthsiure-Triglycerid (4.3) werden in 10 ml n-Hexan (4.1) aufgelost.
100 mg Capronsiure-Triglycerid (4.2) werden in 10 ml n-Hexan (4.1) aufgelost.

1 ml der in Absatz 7.2.2 genannten Losung wird in einen 10-ml-Messkolben (5.2) gegeben; anschliefend wird mit
n-Hexan (4.1) auf 10 ml aufgefiillt.

Jeweils 1 ml der in Absatz 7.2.1 und der in Absatz 7.2.2 genannten Losung wird in einen 10-ml-Messkolben (5.2)
gegeben; anschlieend wird mit n-Hexan (4.1) auf 10 ml aufgefiillt.

1 ml der in Absatz 7.2.4 genannten Losung wird in einen 10-ml-Messkolben (5.2) gegeben; anschliefend wird mit
n-Hexan (4.1) auf 10 ml aufgefiillt.

Chromatografische Bestimmung
Von der in Absatz 7.2.5 genannten Standardlosung wird zweimal 1 pl injiziert.

Von jeder Probenlosung ist jeweils 1 pl zu injizieren.

Anmerkung:  Wenn der On-Column-Injektor eingesetzt wird, sollten sowohl die Standardlosung als auch die
Probenlosungen in einer erhohten Verdiinnung verwendet werden.

Das in Absatz 7.3.1 genannte Verfahren ist bei jeder dritten Probe zu wiederholen, damit jeweils am Anfang und
am Ende einer Probenreihe eine Standardinjektion erfolgen kann. Die Ergebnisse beruhen auf den mittleren durch-
schnittlichen Kalibrierfaktoren der Standardchromatogramme.

BERECHNUNG DER ERGEBNISSE

Bei jedem Chromatogramm sind die Peak-Flichen des Onanthsiure- und des Capronsiure-Triglycerids zu
integrieren.

Diese Anweisungen sind fiir alle Probenfolgen zu wiederholen, bei denen jeweils vorher und nachher die Stan-
dardlosung injiziert wird. (Unmittelbar vor jeder Probenreihe wird zweimal die Standardlosung STD, injiziert, und
unmittelbar nach jeder Probenreihe wird zweimal die Standardlosung STD, eingespritzt.)
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8.1.1.

8.2.

9.1.

9.2.

10.

10.1.

Kalibrierung
Jeweils fiir die zweite Probe von STD;, Rf;(a) und Rf;(b) ist der Reaktionsfaktor zu berechnen.
Rf, (a) oder (b) = (Peak-Fliche Capronsaure-Triglycerid/Peak-Fliche Onanthsiure-Triglycerid) x 100
Der mittlere durchschnittliche Reaktionsfaktor Rf; wird berechnet:
Rf, = (Rf,(a) + Rf; (b)) | 2

Ahnlich wird der mittlere durchschnittliche Reaktionsfaktor fiir STD, und Rf, berechnet.
Der mittlere durchschnittliche Reaktionsfaktor Rf wird berechnet:

Rf = (Rf; + Rf,) [2
Testproben

Fiir jedes ermittelte Proben-Chromatogramm zwischen STD, und STD, wird der Onanthsiuregehalt (C (in kg/t))
berechnet:

C = (Peak-Fliche fiir Onanthsaure-Triglycerid x Rf x 100)/(Peak-Fliche Capronsiure-Triglycerid x Wt x 1 000)

Dabei sind:

— Wt = Gewicht des gewonnenen Fetts (g),
— 100 = Verdiinnungsvolumen der Probe,

— 1000 = Umrechnungsfaktor (ug/g in kg/t).

Bei Butterproben wird der Fettgehalt der Butter beriicksichtigt und ein bereinigter Konzentrationswert Cp,., (kg/t
Butter) berechnet

Coutter = Crewe * F

Butter

Dabei ist: F = Fettgehalt der Butter.

GENAUIGKEIT

Nihere Informationen zu einem Leistungstest mit Butter gemafl ISO 5725-1 und ISO 5725-2 (Genauigkeit der
Methode) sind Ziffer 12 zu entnehmen.

Die Grenzwerte fur die Wiederholbarkeit und die Vergleichbarkeit werden fiir das Konfidenzintervall 95 % ausge-
driickt und sind auf andere als die genannten Konzentrationsbereiche und Matrizen maéglicherweise nicht
iibertragbar.

Wiederholbarkeit

Die absoluten Unterschiede zwischen zwei einzelnen Testergebnissen, die nach derselben Methode bei identischem
Testmaterial im selben Laboratorium von demselben Analytiker und mit derselben Ausriistung binnen eines kur-
zen Zeitraums ermittelt wurden, liegen in hochstens 5 % aller Fille tiber 0,35 kgt

Vergleichbarkeit

Die absoluten Unterschiede zwischen zwei einzelnen Testergebnissen, die nach derselben Methode bei identischem
Testmaterial in verschiedenen Laboratorien von verschiedenen Analytikern und mit unterschiedlicher Ausriistung
ermittelt wurden, liegen in hochstens 5 % aller Fille iiber 0,66 kg/t.

TOLERANZGRENZEN: UNTERGRENZE (BEI UNZUREICHENDEN MENGEN)

Zur Priifung der richtigen Kennzeichnung des Erzeugnisses sind dem gekennzeichneten Erzeugnis drei
Proben zu entnehmen.
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Butter und Butterfett

Die Beimischungsquote betrdgt 11 kg Onanthséure-Triglycerid mit einer Reinheit von 95 % pro Tonne Butter
(d. h. 10,45 kg|v).

Die Ergebnisse von drei Proben, die aus der Analyse des Produkts ermittelt wurden, werden zur Priifung der Quote
und der Homogenitit der Beimischung des Kennzeichnungsmittels verwendet; das niedrigste dieser Ergebnisse wird
bezogen auf die folgenden Grenzwerte beurteilt:

— 9,51 kgt (95 % der Mindestquote der Beimischung von Onanthséure-Triglycerid mit einer Reinheit von 95 %,
einfache Bestimmunyg);

— 6,89 kgt (70 % der Mindestquote der Beimischung von Onanthséure-Triglycerid mit einer Reinheit von 95 %,
einfache Bestimmunyg);

— s wird die Kennzeichnungsmittelkonzentration der Probe mit dem niedrigsten Ergebnis verwendet, das man
durch Interpolierung zwischen 9,51 kg und 6,89 kg erhalt.

Rahm

Die Beimischung betrigt 10 kg Onanthséure-Triglycerid mit einer Reinheit von mindestens 95 % pro Tonne Milch-
fett (d. h. 9,50 kg/t gekennzeichnetes Milchfett).

Aufgrund der Ergebnisse der drei in der Produktanalyse untersuchten Proben wird die Homogenitit der Beimi-
schung des Kennzeichnungsmittels gepriift; das niedrigste Ergebnis wird bezogen auf die folgenden Grenzwerte
beurteilt:

— 8,60 kgt (95 % der Mindestquote der Beimischung von Onanthséure-Triglycerid mit einer Reinheit von 95 %,
einfache Bestimmunyg);

— 6,23 kg/t (70 % der Mindestquote der Beimischung von Onanthsaure-Triglycerid mit einer Reinheit von 95 %,
einfache Bestimmunyg);

— s wird die Kennzeichnungsmittelkonzentration der Probe mit dem niedrigsten Ergebnis verwendet, das man
durch Interpolierung zwischen 8,60 kg und 6,23 kg erhalt.

TOLERANZGRENZEN: OBERGRENZEN (BEI UBERSCHREITUNG DER MENGE UM MEHR ALS 20 %)

Zur Priifung der richtigen Kennzeichnung des Erzeugnisses sind dem gekennzeichneten Erzeugnis drei
Proben zu entnehmen.

Butter und Butterfett

Die Ergebnisse von drei Proben, die aus der Analyse des Produkts ermittelt wurden, werden zur Priifung der Quote
und der Homogenitit der Beimischung des Kennzeichnungsmittels verwendet; das niedrigste dieser Ergebnisse wird
bezogen auf den folgenden Grenzwert beurteilt:

—  oberer Grenzwert 12,96 kg|t.
Rahm

Die Ergebnisse von drei Proben, die aus der Analyse des Produkts ermittelt wurden, werden zur Priifung der Quote
und der Homogenitit der Beimischung des Kennzeichnungsmittels verwendet; das niedrigste dieser Ergebnisse wird
bezogen auf den folgenden Grenzwert beurteilt:

— oberer Grenzwert 11,82 kg/t.

WEITERE INFORMATIONEN: STATISTISCHE ANALYSE VON ERGEBNISSEN BEI DER BESTIMMUNG VON
ONANTHSAURETRIGLYCERID IN BUTTERFETT DURCH TRIGLYCERIDANALYSE

Zur Bestimmung des Onanthsiuretriglycerid-Gehalts in gekennzeichneter Butter wurden vier gemeinsame Versu-
che durchgefiihrt.

Am ersten Ringtest haben sich neun Laboratorien beteiligt; es wurden keine Spezifikationen beziiglich der anzu-
wendenden Analysemethoden vorgegeben.
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Am zweiten Ringtest nahmen zehn Laboratorien teil; es wurden vier unterschiedliche Methoden angewendet:
— quantitative Methylheptanoat-Bestimmung mit n-Nonan oder Methylnonanoat als interner Standardprobe;
— quantitative Onanthsauretriglycerid-Bestimmung mit Tricaproat als interner Standardprobe;

— quantitative Methylheptanoat-Bestimmung mit einer Kalibrierungsprobe/Gemisch;

—  quantitative Methylheptanoat-Bestimmung mit einem Kalibrierungsgemisch.

Wenn FAME analysiert wiirde, miissten zudem zwei verschiedene Verfahren zum Methylierungsnachweis (De Fran-
cesco und Christopherson & Glass) eingesetzt werden.

Wegen der ermittelten Ergebnisse wurden zwei Methoden zur Durchfithrung des dritten Ringtests gewéhlt:
— quantitative Methylheptanoat-Bestimmung mit n-Nonan oder Methylnonanoat als interner Standardprobe;
— quantitative Onanthsiuretriglycerid-Bestimmung mit Tricaproat als interner Standardprobe.

Die Ergebnisse von sieben Laboratorien zeigten, dass sich mit der FAME-Methode eine hohere Variabilitit ergab,
und entsprechend wurde entschieden, ausschlieRlich die Bestimmung mit Onanthsiuretriglycerid als Triglycerid
gemifl dem Verfahren zum quantitativen Onanthsauretriglycerid-Nachweis mit Tricaproat als interner Standard-
probe zu verwenden. Zudem muss die Triglyceridanalyse mit einer Kapillarsdule durchgefithrt werden.

Im vierten Ringtest wurden vier Proben (A, B, C und D) verteilt, und neun Laboratorien iibermittelten Ergebnisse
(Tabellen 1-2).

Zwei Laboratorien (DE und EU) analysierten die Proben nach der FAME-Methode.

Wegen der geringeren Anzahl der Laboratorien wurde die statistische Berechnung sowohl fiir die gesamte Daten-
gruppe (Abbildungen 1-2) einschlielich der FAME-Ergebnisse als auch fiir die aus der TG-Analyse ermittelten
Daten durchgefiihrt.

Tests auf Ausreifser

—  Probe A: In Dixon-, Cochran- und Grubbs-Tests mit 1 und 5 % wurde ein Ausreifer in einem Laboratorium
festgestellt.

—  Probe B: Im Grubbs-Test mit 5 % wurde ein AusreifSer in einem Laboratorium festgestellt.

—  Probe C: In Dixon- und Grubbs-Tests mit 1 und 5 % wurde in einem Labor ein AusreifSer festgestellt.

—  Probe D: In Dixon- und Grubbs-Tests mit 1 und 5 % wurde in einem Laboratorium ein Ausreifer festgestellt.
Der Ausreifler wurde bei der Berechnung nicht berticksichtigt.

Die mit der FAME-Methode ermittelten Ergebnisse wurden mit den durchgefiihrten Tests nie als Ausreifler gewertet.
Parameter fiir die Genauigkeit

In den Tabellen 1 und 2 sind die Ergebnisse aller Laboratorien und die Parameter fiir die Genauigkeit genannt, die
fiir eine annehmbare Anzahl (8) an Laboratorien berechnet wurden; die Ergebnisse beruhen leider aber nicht alle
auf derselben Analysemethode.

In den Tabellen 3 und 4 sind ausschlieBlich mit der TG-Methode ermittelte Ergebnisse sowie die entsprechenden
Genauigkeitsparameter zusammengestellt. Die Annahme dieser Parameter unterliegt dem Vorbehalt der Annahme
der geringen Anzahl an Laboratorien (6).

Aus den Abbildungen 2 und 3 gehen die Trends der berechneten Werte fiir Sr und SR der vier Proben der beiden
beschriebenen Datenreihen hervor.

In Tabelle 5 sind die Werte fiir Sr und SR mit den entsprechenden Pool-Werten und den Gesamtparametern r und
R zusammengestellt.

Auferdem wurde die kritische Differenz bei einem Konfidenzintervall von 95 % berechnet.
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Tabelle 1

Statistische Ergebnisse TG- und FAME*-Methode

Verbleibende Laboratorien nach Aus-

Probe A Ry R, Mittelwert scheiden von Ausreiflern 8
RENNES FR1 11,0 11,1 11,1 Anz. Ausreifler 1
RIKILT NL 11,2 11,2 11,2 Ausreifler DK
ZPLA DE* 11,6 11,8 11,7 Mittelwert 11,3
ADAS GB 11,4 11,2 11,3 Tatsichlicher Wert 11,0
CNEVA FR2 11,4 11,4 11,4 Wiederholstandardabweichung (Sr) 0,09
LODI IT 11,1 11,3 11,2 Relative Wiederholbarkeit sd (RSDr %) 0,80
EELA FI 11,3 11,2 11,3 Wiederholbarkeit < r (95 %) 0,26
ISPRA EU* 11,0 11,0 11,0 Relative Wiederholbarkeit r % 2,24
D.V.EA. DK 13,3 11,8 12,6 Vergleichsstandardabweichung (SR) 0,23
Relative Vergleichbarkeit sd (RSDR %) 2,04
Vergleichbarkeit R (95 %) 0,84
Relative Vergleichbarkeit R % 5,71
Probe B R, R, Mittelwert Verbleibende Labqratorlen nach Aus-
schluss von AusreifSern 8
RENNES FR1 12,7 12,8 12,8 Anz. Ausreifler 1
RIKILT NL 13,5 13,3 13,4 Ausreifler DK
ZPLA DE* 14,0 13,8 13,9 Mittelwert 13,4
ADAS GB 13,4 13,5 13,5 Tatsichlicher Wert 13,5
CNEVA FR2 13,3 13,4 13,4 Wiederholstandardabweichung (Sr) 0,14
LODI IT 13,9 13,5 13,7 Relative Wiederholbarkeit sd (RSDr %) 1,04
EELA FI 13,4 13,2 13,3 Wiederholbarkeit r (95 %) 0,40
ISPRA EU* 13,2 13,3 13,3 Relative Wiederholbarkeit r % 2,91
D.V.EA. DK 14,1 14,8 14,5 Vergleichsstandardabweichung (SR) 0,35
Relative Vergleichbarkeit sd (RSDR %) 2,61
Vergleichbarkeit R (95 %) 0,99
Relative Vergleichbarkeit R % 7,31
Tabelle 2
Statistische Ergebnisse TG- und FAME*-Methode
Probe C R, R, Mittelwert Verbleibende Labqratorlen nach Aus-
schluss von AusreifSern 8
RENNES FR1 8,9 9,2 9,1 Anz. Ausreifler 1
RIKILT NL 9,2 9,3 9,3 Ausreifler DK
ZPLA DE* 9,2 9,4 9,3 Mittelwert 9,3
ADAS GB 9,5 9,3 9,4 Tatsichlicher Wert 9,3
CNEVA FR2 9,4 9,4 9,4 Wiederholstandardabweichung (Sr) 0,14
LODI IT 9,2 9,5 9,4 Relative Wiederholbarkeit sd (RSDr %) 1,50
EELA FI 9,4 9,6 9,5 Wiederholbarkeit r (95 %) 0,40
ISPRA EU* 9,4 9,3 9,4 Relative Wiederholbarkeit r % 4,20
D.V.EA. DK 10,7 10,9 10,8 Vergleichsstandardabweichung (SR) 0,17
Relative Vergleichbarkeit sd (RSDR %) 1,82
Vergleichbarkeit R (95 %) 0,47
Relative Vergleichbarkeit R % 5,10
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Probe D R, R, | Mitelwere | 'oroieibende Labotatorien nach Aus- | 8
RENNES R1 1,6 1,6 1,6 Anz. Ausreifer 1
RIKILT NL 2,1 2,1 2,1 Ausreifler DK
ZPLA DE* 2,3 2,3 2,3 Mittelwert 2,1
ADAS GB 2,1 2,2 2,2 Tatsidchlicher Wert 2,1
CNEVA FR2 2,1 2,1 2,1 Wiederholstandardabweichung (Sr) 0,08
LODI IT 2,2 1,9 2,1 Relative Wiederholbarkeit sd (RSDr %) 3,81
EELA FI 2,3 2,3 2,3 Wiederholbarkeit r (95 %) 0,22
ISPRA EU* 2,3 2,3 2,3 Relative Wiederholbarkeit r % 10,67
D.V.FA. DK 3,4 2,9 3,2 Vergleichsstandardabweichung (SR) 0,24
Relative Vergleichbarkeit sd (RSDR %) 11,43
Vergleichbarkeit R (95 %) 0,67
Relative Vergleichbarkeit R % 32,00
Tabelle 3
Statistische Ergebnisse TG- und FAME*-Methode
Probe A R, R, | Mitielwere | erpleibende Laboratorien nach Aus-— 1
RENNES FR1 11,0 11,1 11,1 Anz. Ausreifer 1
RIKILT NL 11,2 11,2 11,2 Ausreifler DK
ADAS GB 11,4 11,2 11,3 Mittelwert 11,2
CNEVA FR2 11,4 11,4 11,4 Tatsdchlicher Wert 11,0
LODI IT 11,1 11,3 11,2 Wiederholstandardabweichung (Sr) 0,09
EELA FI 11,3 11,2 11,3 Relative Wiederholbarkeit sd (RSDr %) 0,80
D.V.EA. DK 13,3 11,8 12,6 Wiederholbarkeit r (95 %) 0,25
Relative Wiederholbarkeit r % 2,24
Vergleichsstandardabweichung (SR) 0,13
Relative Vergleichbarkeit sd (RSDR %) 1,16
Vergleichbarkeit R (95 %) 0,36
Relative Vergleichbarkeit R % 3,25
Probe B R, R, | Mitielwer | Vorpleibende Laboratorien nach Aus- 1
RENNES FR1 12,7 12,8 12,8 Anz. AusreifSer 1
RIKILT NL 13,5 13,3 13,4 Ausreifler DK
ADAS GB 13,4 13,5 13,5 Mittelwert 13,3
CNEVA FR2 13,3 13,4 13,4 Tatsichlicher Wert 13,5
LODI IT 13,9 13,5 13,7 Wiederholstandardabweichung (Sr) 0,15
EELA FI 13,4 13,2 13,3 Relative Wiederholbarkeit sd (RSDr %) 1,13
D.V.FA. DK 14,1 14,8 14,5 Wiederholbarkeit r (95 %) 0,42
Relative Wiederholbarkeit r % 3,16
Vergleichsstandardabweichung (SR) 0,33
Relative Vergleichbarkeit sd (RSDR %) 2,48
Vergleichbarkeit R (95 %) 0,93
Relative Vergleichbarkeit R % 6,94
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Tabelle 4

Statistische Ergebnisse TG-Methode

Probe C R, Ry | Miwer | o o | g
RENNES FR1 8,9 9,2 9,1 Anz. Ausreifler 1
RIKILT NL 9,2 9,3 9,3 Ausreifler DK
ADAS GB 9,5 9,3 9,4 Mittelwert 9,3
CNEVA FR2 9,4 9,4 9,4 Tatsdchlicher Wert 9,3
LODI IT 9,2 9,5 9,4 Wiederholstandardabweichung (Sr) 0,15
EELA FI 9,4 9,6 9,5 Relative Wiederholbarkeit sd (RSDr %) 1,61
D.VFA. DK 10,7 10,9 10,8 Wiederholbarkeit r (95 %) 0,42
Relative Wiederholbarkeit r % 4,51
Vergleichsstandardabweichung (SR) 0,19
Relative Vergleichbarkeit sd (RSDR %) 2,04
Vergleichbarkeit R (95 %) 0,53
Relative Vergleichbarkeit R % 5,71
Probe D R, Ry | Mindvere | o Ao
RENNES FR1 1,6 1,6 1,6 Anz. Ausreifler 1
RIKILT NL 2,1 2,1 2,1 Ausreiller DK
Mittelwert
Mittelwert 2,1
ADAS GB 2,1 2,2 2,2 Tatsichlicher Wert 2,1
CNEVA FR2 2,1 2,1 2,1 Wiederholstandardabweichung (Sr) 0,09
LODI IT 2,2 1,9 2,1 Relative Wiederholbarkeit sd (RSDr %) 4,29
EELA FI 2,3 2,3 2,3 Wiederholbarkeit r (95 %) 0,26
D.V.EA. DK 3,4 2,9 3,2 Relative Wiederholbarkeit r% 12,01
Vergleichsstandardabweichung (SR) 0,25
Relative Vergleichbarkeit sd (RSDR %) 11,90
Vergleichbarkeit R (95 %) 0,69
Relative Vergleichbarkeit R % 33,32
Tabelle 5
Wiederholbarkeit und Vergleichbarkeit (mit FAME)
Anz. Laboratorien Ausreifler Wiegfrgosll?%r keit Versg}l; i(cgh;) ;f)k cit
Probe A 8 1 0,09 0,23
Probe B 8 1 0,14 0,35
Probe C 8 1 0,14 0,17
Probe D 8 1 0,08 0,24
Pool-Wert 0,116 0,256
r R
Pool-Wert * 2,8 0,324 0,716

CrD95 = 0,40

Erklirte Mindestreinheit fiir Onanthsauretriglycerid = 95 %
Erklarter unterer Grenzwert fiir Onanthsauretriglycerid in Butterfett = 11 kgt
In Anbetracht der kritischen Differenz bei einem Konfidenzintervall von 95 % darf der Mittelwert dieser beiden Ergebnisse folgende Werte

nicht unterschreiten:

bei Beimischung von Onanthséuretriglycerid mit einer Reinheit von 95 % 10,05 kg|t.
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Wiederholbarkeit und Vergleichbarkeit (ohne FAME)

Anz. Laboratorien Ausreifler Wie(slfr(l';osl‘t;)rkeit Ver;g,lge i(c()hsb ;;keit
Probe A 6 1 0,09 0,13
Probe B 6 1 0,15 0,33
Probe C 6 1 0,15 0,19
Probe D 6 1 0,09 0,25
Pool-Wert 0,124 0,237
r R

Pool-Wert * 2,8 0,347 0,663
CrD95 = 0,36

Erklrte Mindestreinheit fiir Onanthsauretriglycerid = 95 %
Erklarter unterer Grenzwert fiir Onanthsauretriglycerid in Butterfett = 11 kg/t

In Anbetracht der kritischen Differenz bei einem Konfidenzintervall von 95 % darf der Mittelwert dieser beiden Ergebnisse folgende Werte
nicht unterschreiten:

bei Beimischung von Onanthsauretriglycerid mit einer Reinheit von 95 % 10,09 kg/t.
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Abbildung 3
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3.1.

3.2

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

3.7.

4.1.

4.2.

4.3.

4.4.

4.5.

ANHANG VI
(Artikel 5)

BESTIMMUNG DES VANILLIN-GEHALTS IN BUTTERFETT, BUTTER ODER RAHM DURCH HPLC

GEGENSTAND UND ANWENDUNGSBEREICH

Beschrieben wird ein Verfahren zur quantitativen Bestimmung von Vanillin in Butter, Butterfett oder Rahm.

KURZBESCHREIBUNG

Extraktion einer bekannten Probemenge mit Hilfe eines Isopropanol-Ethanol-Acetonitril-Gemisches (1:1:2); Abschei-
dung des Hauptteils des Fetts durch Kithlung bei — 15 °C bis — 20 °C und anschlieRendes Zentrifugieren.

Nach Verdiinnung mit Wasser Bestimmung des Vanillingehalts durch Hochleistungs-Fliissigkeitschromatografie
(HPLO).

APPARATUR

Normale Laborausstattung und insbesondere:

Gefrierschrank zur Kiihlung auf einen Temperaturbereich von — 15 bis — 20 °C;

Einwegspritzen mit einem Fassungsvermogen von 2 ml;

Membranmikrofilter (Porengrofe 0,45 um), bestindig gegen eine Losung mit 5 % Extraktionslosung (4.4);

Fliissigkeitschromatografie-System, bestehend aus einer Pumpe (Durchfluss von 1,0 ml/min), einem Injektor
(20 pl Injektionsvolumen, automatisch oder manuell), einem UV-Detektor (306 nm, 0,01 A gesamter Bereich), einem
Aufzeichnungsgerit oder Integrator und einem Sdulenthermostat fiir eine Betriebstemperatur von 25 °C;

Analysesdule (250 mm x 4,6 mm ID), gepackt mit LiChrospher RP 18 (Merck, 5 pm) oder gleichwertigem Material;

Vorsdule (ca. 20 mm x 3 mm ID), trocken gepackt mit LiChrospher RP 18 (5 bis 10 pm) oder gleichwertigem
Material;

Zentrifuge (2 000 Umin™).

REAGENZIEN

Alle verwendeten Reagenzien miissen analysenrein sein.

Isopropanol

Ethanol 96 % (v/v)

Acetonitril

Extraktionslosung

Gemisch aus Isopropanol (4.1), Ethanol (4.2) und Acetonitril (4.3) im Verhiltnis 1:1:2 (v/v)

Vanillin (4-Hydroxy-3-methoxy-benzaldehyd) =98 %

. Vanillin-Stammlésung (= 500 pg/ml)

Etwa 50 mg Vanillin (4.5) auf 0,1 mg (CM mg) werden genau in einen 100-ml-Messkolben eingewogen; anschlie-
Bend werden 25 ml Extraktionslosung (4.4) hinzugeftigt und mit Wasser aufgefillt.
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4.5.2. Vanillin-Standardlosung (= 10 pg/ml)
5 ml der Vanillin-Stamml6sung (4.5.1) werden in einen 250-ml-Messkolben pipettiert und mit Wasser aufgefiillt.
4.5.3. Methanol, HPLC-Qualitdt
4.5.4. Eisessigsdure
4.5.5. Wasser, HPLC-Qualitit
4.5.6. HPLC, mobile Phase

300 ml Methanol (4.5.3) werden mit etwa 500 ml Wasser (4.5.5) und 20 ml Essigsdure (4.5.4) in einem 1 000-ml-
Messkolben gemischt und mit Wasser (4.5.5) aufgefiillt. Dieses Gemisch wird durch einen Filter mit einer Poren-
grofie von 0,45 pm (3.3) gefiltert.

5. VERFAHREN
5.1.  Vorbereitung der Probe
5.1.1. Butter

Die Probe wird erhitzt, bis sie zu schmelzen beginnt. Eine Uberhitzung auf etwa 30 °C ist zu vermeiden. Moglicher-
weise trennt sich die Butter nicht in zwei Phasen. Wenn die Probe ausreichend pastos ist, ist sie durch Schiitteln zu
homogenisieren. Nach 15-miniitigem Riihren der Butter wird eine Probe genommen. Etwa 5 g (SM g) Butter werden
auf 1 mg genau in einen 100-ml-Messkolben eingewogen.

5.1.2. Butterfett

Unmittelbar vor der Probenahme wird der Behilter mit dem Butterfett in einen Ofen mit einer Temperatur
von 40 bis 50 °C gegeben und dort belassen, bis das Butterfett vollstindig geschmolzen ist. Die Probe wird durch
Schiitteln oder Rithren vermischt; dabei ist die Bildung von Blasen durch zu starkes Riihren zu vermeiden. Etwa 4 g
(SM g) Butterfett werden auf 1 mg genau in einen 100-ml-Messkolben eingewogen.

5.1.3. Rahm

Die Probe wird in einem Wasserbad oder einem Inkubator auf 35 bis 40 °C erwdarmt. Anschliefend wird das Fett
durch Schiitteln bzw. wenn nétig durch Rithren homogenisiert. Die Probe wird rasch auf 20 £2 °C abgekiihlt. Nun
miisste die Probe homogen aussehen; ansonsten ist das Verfahren zu wiederholen. Etwa 10 g (SM g) Rahm werden
auf 1 mg genau in einen 100-ml-Messkolben eingewogen.

5.2.  Vorbereitung der Versuchslésung

Zur Probe (5.1.1, 5.1.2 oder 5.1.3) werden etwa 75 ml der Extraktionslosung (4.4) hinzugefiigt; anschliefend wird
ca. 15 Minuten umgerithrt oder stark geschiittelt und mit Extraktionslosung (4.4) aufgefiillt. Etwa 10 ml dieses
Extrakts werden in ein Reagenzglas mit Stopfen gegeben. Das Reagenzglas wird in den Gefrierschrank (3.1) gesetzt
und ca. 30 Minuten stehen gelassen. Der kalte Extrakt wird 5 Minuten bei etwa 2 000 min™ zentrifugiert und sofort
abgegossen. Die abgegossene Losung muss auf Zimmertemperatur abkithlen. 5 ml der abgegossenen Losung wer-
den in einen 100-ml-Messkolben pipettiert; danach wird mit Wasser aufgefillt. Ein Aliquot wird mit einer Spritze
(3.2) durch einen Membran-Mikrofilter (3.3) gefiltert. Das Filtrat ist nun fur die HPLC bereit.

5.3.  Kalibrierung

5 ml der Vanillin-Standardlosung (4.5.2) werden in einen 100-ml-Messkolben pipettiert. 5 ml Extraktionslosung (4.4)
werden hinzugefiigt; anschlieend wird bis zur Markierung mit Wasser aufgefiillt. Diese Losung enthilt 0,5 pg/ml
Vanillin.

5.4.  Bestimmung durch HPLC

Das Chromatografiesystem wird zur Stabilisierung etwa 30 Minuten stehen gelassen. Die Standardlosung (5.3) wird
eingespritzt. Dieser Vorgang wird wiederholt, bis die Differenz der Peak-Flachen oder Peak-Hohen zwischen zwei auf-
einanderfolgenden Einspritzungen weniger als 2 % betrdgt. Unter den beschriebenen Bedingungen betrdgt die
Retentionszeit von Vanillin etwa 9 Minuten. Die Kalibrierlésung (5.3) wird doppelt analysiert, indem 20 pl einge-
spritzt werden. 20 pl der Versuchslosungen (5.2) werden eingespritzt. Die Peak-Flichen oder -Héhen fiir Vanillin wer-
den ermittelt. Nach 10 Einspritzungen der Testproben (5.2) wird erneut zweimal die Kalibrierlosung (5.3) eingespritzt.
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7.1.

7.2.

8.1.

8.2

8.2.1.

8.2.2.

BERECHNUNG DER ERGEBNISSE

Fiir jede Partie Versuchslosungen wird die durchschnittliche Peak-Fliche (oder -Hohe) (AC) der Vanillin-Peaks in
Zusammenhang mit den Doppeleinspritzungen der Kalibrierlosung jeweils vor und nach einer Probenreihe berech-
net (insgesamt 4 Flichen oder Hohen).

Der Kalibrierfaktor (R) wird wie folgt berechnet:
R=AC/CM
Dabei ist CM die Masse des Vanillins in mg (4.5.1).
Der Vanillin-Anteil (C) der Testprobe (in mg/kg) wird wie folgt berechnet:
C=|(AS %20 0,96) | (SMxR)|
Dabei sind:

AS = Peak-Fliche des Vanillin-Peaks der Testprobe
SM = Masse der Testprobe in g (5.1.1, 5.1.2 oder 5.1.3)

Anmerkung:  Bei der Untersuchung von Rahm auf Vanillin wird die Kennzeichnungsmittelkonzentration als mg
Kennzeichnungsmittel kg Milchfett ausgedriickt. Dazu wird C mit 100/f multipliziert. Mit f wird der
Fettgehalt von Rahm in Prozent (m/m) bezeichnet.

20
0,96

Faktor zur Beriicksichtigung der Verdiinnung der Standard- und der Testprobe

Korrekturfaktor fiir den Fettgehalt in der ersten Verdiinnung der Testprobe

Anmerkung:  Anstelle von Peak-Flichen konnen auch Peak-Hohen verwendet werden (siehe 8.3).

GENAUIGKEIT DER METHODE
Wiederholbarkeit (r)

Die Ergebnisse zweier Bestimmungen, die von demselben Analytiker mit denselben Geriten am gleichen Testmaterial
so rasch wie maoglich nacheinander ausgefithrt worden sind, diirfen um nicht mehr als 16 mg/kg voneinander
abweichen.

Vergleichbarkeit (R)

Die Ergebnisse zweier Bestimmungen, die von Analytikern in verschiedenen Laboratorien mit verschiedenen Gera-
ten am gleichen Testmaterial durchgefiithrt worden sind, diirfen um nicht mehr als 27 mg/kg voneinander abweichen.

TOLERANZGRENZEN
Dem gekennzeichneten Erzeugnis sind drei Proben zu entnehmen, um die Homogenitit zu priifen.
Das Kennzeichnungsmittel wird entweder aus Vanille oder aus synthetischem Vanillin gewonnen.

Die Beimischungsquote fiir 4-Hydroxy-3-methoxy-benzaldehyd betrdagt 250 g je Tonne Butterfett oder Butter. Bei
der Kennzeichnung von Rahm betrdgt die Beimischungsquote 250 g je Tonne Milchfett.

Die Ergebnisse der drei in der Produktanalyse gewonnenen Proben werden verwendet, um die Quote und die Homo-
genitdt der Beimischung des Kennzeichnungsmittels zu bestimmen; das niedrigste ermittelte Ergebnis wird bezogen
auf die folgenden Grenzwerte beurteilt:

— 220,8 mg/kg (95 % der Beimischungsmindestquote),
— 158,3 mg/kg (70 % der Beimischungsmindestquote).

Es wird die Kennzeichnungsmittelkonzentration der Probe mit dem niedrigsten Ergebnis verwendet, das man durch
Interpolierung zwischen 220,8 mg/kg und 158,3 mg/kg erhilt.
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8.3.

9.1.

9.2.

9.3.

9.4.

Das Kennzeichnungsmittel wird ausschlieflich aus Vanilleschoten oder deren vollstindigen Ausziigen gewonnen.

. Die Beimischungsquote fiir 4-Hydroxy-3-methoxy-benzaldehyd betrdgt 100 g je Tonne Butterfett oder Butter. Bei

der Kennzeichnung von Rahm betrdgt die Beimischungsquote 100 g je Tonne Milchfett.

. Aufgrund der Ergebnisse der drei aus der Produktanalyse gewonnenen Proben werden die Quote und die Homoge-

nitdt der Beimischung des Kennzeichnungsmittels gepriift; das niedrigste dieser Ergebnisse wird bezogen auf die fol-
genden Grenzwerte beurteilt:

— 78,3 mgfkg (95 % der Beimischungsmindestquote),
— 53,3 mgfkg (70 % der Beimischungsmindestquote).

Es wird die Kennzeichnungsmittelkonzentration der Probe mit dem niedrigsten Ergebnis verwendet, das man durch
Interpolierung zwischen 78,3 mg/kg und 53,3 mg/kg erhalt.

ANMERKUNGEN

Die Wiederfindung von Vanillinzusitzen liegt bei einer Menge von 250 mg/kg Butterschmalz zwischen 97
und 103,8 %. Durchschnittlich wurde ein Gehalt von 99,9 % mit einer Standardabweichung von 2,7 % ermittelt.

Die Standardlsung enthilt 5 % Extraktionslosung, um die Peak-Erweiterung durch die in den Proben vorhandenen
5 % Extraktionslosung zu kompensieren. Dadurch wird eine Quantifizierung iiber die Peak-H6hen maoglich.

Die Analyse basiert auf einer linearen Kalibrierungslinie mit Nullachsenabschnitt.

Die Linearitit sollte bei der ersten Analyse und spiter in regelmiRigen Abstanden sowie nach Anderungen oder Repa-
raturen der HPLC-Gerite durch Verwendung geeigneter Verdiinnungen der Standardlosung (4.5.2) gepriift werden.
Vanillin kann durch in unpasteurisiertem Rahm oder in Erzeugnissen aus unpasteurisiertem Rahm enthaltene
Enzyme zu Vanillinsdure, Divanillin und sonstigen Verbindungen abgebaut werden.
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ANHANG VII

(Artikel 5)

BESTIMMUNG VON BETA-APO-8-CAROTINSAURE-ETHYLESTER IN BUTTERFETT UND IN BUTTER

3.1.

3.2.

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

DURCH SPEKTROMETRIE

GEGENSTAND UND ANWENDUNGSBEREICH

Die Methode beschreibt ein Verfahren fiir die quantitative Bestimmung von Beta-Apo-8'-Carotinsaure-Ethylester
(Apo-Carotin-Ester) in Butterfett und Butter. Apo-Carotin-Ester stellt die Summe aller Stoffe in einem Extrakt von
Proben dar, die unter den in der Methode dargestellten Bedingungen gewonnen werden und Licht bei 440 nm
absorbieren.

KURZBESCHREIBUNG

Das Butterfett wird in Petrolether gelost; anschliefend wird die Absorption bei 440 nm gemessen. Der Apo-
Carotinester-Gehalt wird bezogen auf eine externe Standardprobe bestimmt.

APPARATUR
Messpipetten mit Fassungsvermogen von 0,25, 0,50, 0,75 und 1,0 ml

Spektrophotometer, geeignet fiir die Verwendung bei 440 nm (und 447-449 nm), ausgestattet mit Kiivetten mit opti-
scher Weglinge von 1 cm

Messkolben, 20 ml und 100 ml
Analysewaage, Empfindlichkeit 0,1 mg, Messgenauigkeit 1 mg, Skalenteilung 0,1 mg
Ofen, 45°C £1°C

Aschefreie Schnellfilter

REAGENZIEN
Alle Reagenzien miissen analysenrein sein.

Apo-Carotinester-Suspension (ungefdhr 20 %)

. Der Gehalt der Suspension ist wie folgt zu bestimmen:

Die Suspension wird auf 45 bis 50 °C erwédrmt und in der ungedffneten Originalverpackung homogenisiert. Etwa
400 mg werden genau in einen 100-ml-Messkolben eingewogen und in 20 ml Chloroform (4.4) aufgelost; anschlie-
Bend wird bis zur Marke mit Cyclohexan (4.5) aufgefiillt. 5 ml dieser Losung werden mit Cyclohexan auf 100 ml
aufgefiillt (Losung A). 5 ml der Losung A werden mit Cyclohexan auf 100 ml verdiinnt. Die Absorption wird bei
447-449 nm gemessen. (Das Maximum im Vergleich zu Cyclohexan unter Verwendung von 1-cm-Kiivetten wird als
Blindprobe gemessen.)

P Apo-Carotin-Ester-Gehalt (%) = (Abs,,,, x 40 000) | (M, * 2 550) bzw. (Abs_,,. [ 2 550) x (100 [ 5) x (100 [ 5) x

susp

(100 / Msusp)

Abs,.. = Hochstabsorption der Kalibrierlosung
Musp = Masse der Suspension (g)

2550 = Referenzlaboratorien (1 %, 1 cm)

P = Reinheit (Gehalt) der Suspension (%)

Anmerkung:  Apo-Carotin-Ester-Suspension ist empfindlich gegeniiber Luft, Hitze und Licht. In der ungeoffneten
Originalverpackung (unter Stickstoffsiegel) und an einem kiihlen Platz kann sie etwa zwolf Monate auf-
bewahrt werden. Nach Offnung ist der Inhalt innerhalb kurzer Zeit zu verwenden.
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4.2.

4.3.

4.4.

4.5.

5.1.

5.1.1.

5.2

5.3.

6.1.

. Apo-Carotin-Ester-Standardlosung, ungefihr 0,2 mg/ml

0,100 g Apo-Carotin-Ester-Suspension (4.1.1) (W) werden auf 1 mg genau abgewogen, in Petroleumbenzin (4.2)
aufgelost und quantitativ in einen 100-ml-Messkolben gegeben; anschliefend wird bis zur Marke mit Petroleum-
benzin aufgefillt.

Diese Losung enthlt (W x P) 10 mg/ml Apo-Carotin-Ester.

Anmerkung:  Die Losung muss kiihl und dunkel aufbewahrt werden. Nicht verwendete Losung ist nach einem Monat
zu beseitigen.

Petroleumbenzin (40-60 °C)
Natriumsulfat, wasserfrei, granular, zuvor 2 Stunden lang bei 102 °C getrocknet.
Chloroform

Cyclohexan

VERFAHREN
Vorbereitung der Probe
Butterfett

Die Probe wird in einem Ofen bei etwa 45 °C geschmolzen.

. Butter

Die Probe wird in einem Ofen bei etwa 45 °C geschmolzen und ein reprisentativer Teil durch einen Filter mit etwa
10 g wasserfreiem Natriumsulfat (4.3) gefiltert; diese Schritte werden unter Abschirmung von starkem natiirlichem
oder kiinstlichem Licht und bei einer gleich bleibenden Temperatur von 45 °C durchgefiihrt. Es wird eine geeignete
Menge Butterfett entnommen.

Bestimmung

Etwa 1 g Butterfett oder Milchfett (5.1.2) (M) werden auf 1 mg genau abgewogen. Das Fett wird unter Verwendung
von Petroleumbenzin (4.2) quantitativ in einen 20-ml-(V)-Messkolben gegeben; anschlieend wird bis zur Marke auf-
gefiillt und griindlich gemischt.

Ein Aliquot dieses Gemisches wird in eine 1-cm-Kiivette gebracht; dann wird die Absorption bei 440 nm im Ver-
gleich zur Blindprobe mit Petroleumbenzin gemessen. Die Konzentration des Apo-Carotin-Esters in der Losung wird
durch Vergleich mit der Kalibrierkurve C (pg/ml) ermittelt.

Kalibrierung

0, 0,25, 0,5, 0,75 und 1,0 ml der Apo-Carotin-Ester-Standardlosung (4.1.2) werden in fiinf 100-ml-Messkolben
pipettiert. Anschliefend wird mit Petroleumbenzin (4.2) aufgefillt und gemischt.

Die ungefihren Konzentrationen der Losungen liegen im Bereich 0 bis 2 pg/ml und werden im Vergleich mit der
Konzentration der Standardlésung (4.1.2) (W x P) [ 10 mg/ml genau berechnet. Die Absorptionswerte bei 440 nm
werden bezogen auf die Petroleumbenzin-Blindprobe (4.2) gemessen.

Die Absorptionswerte auf der y-Achse und die jeweiligen Apo-Carotin-Ester-Konzentrationen werden auf der
x-Achse eintragen. Die Formel der Kalibrierkurve wird berechnet.

BERECHNUNG DER ERGEBNISSE
Der Apo-Carotin-Ester-Gehalt, ausgedriickt in mg/kg des Erzeugnisses, wird mit den folgenden Formeln berechnet:
Butterfett: Butterfett (C x V)/M

Butter: 0,82 (C x V)M
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7.2.

7.2.1.

7.3.

7.4.

8.1.

8.2.

8.2.1.

8.2.2.

Dabei sind:

C = Apo-Carotin-Ester-Gehalt in pg/ml, von der Kalibrierkurve (5.3) abzulesen
A% = Volumen (ml) der Versuchslosung (5.2)

M = Masse (g) der Testprobe (5.2)

0,82 = Berichtigungsfaktor fiir den Milchfettgehalt der Butter

GENAUIGKEIT DER METHODE

Wiederholbarkeit

. Butteranalyse

Die Ergebnisse zweier Bestimmungen, die von demselben Analytiker mit denselben Geriten am gleichen Testmaterial
so rasch wie moglich nacheinander ausgefithrt worden sind, diirfen um nicht mehr als 1,4 mg/kg voneinander
abweichen.

. Butterfettanalyse

Die Ergebnisse zweier Bestimmungen, die von demselben Analytiker mit denselben Geriten am gleichen Testmaterial
so rasch wie moglich nacheinander ausgefithrt worden sind, diirfen um nicht mehr als 1,6 mg/kg voneinander
abweichen.

Vergleichbarkeit
Butteranalyse

Die Ergebnisse zweier Bestimmungen, die von Analytikern in verschiedenen Laboratorien mit verschiedenen Geri-
ten am gleichen Testmaterial durchgefithrt worden sind, diirfen um nicht mehr als 4,7 mg/kg voneinander
abweichen.

Butterfettanalyse

Die Ergebnisse zweier Bestimmungen, die von Analytikern in verschiedenen Laboratorien mit verschiedenen Gera-
ten am gleichen Testmaterial durchgefithrt worden sind, diirfen um nicht mehr als 5,3 mg/kg voneinander
abweichen.

Herkunft der Prizisionsdaten

Die Prizisionsdaten stammen aus einem 1995 unter Beteiligung von elf Laboratorien und zwolf gekennzeichneten
Proben (sechs Blindduplikate) fiir Butter und zwolf gekennzeichneten Proben (sechs Blindduplikate) fiir Butterfett
durchgefiihrten Versuch.

TOLERANZGRENZEN

Zur Priifung der richtigen Kennzeichnung des Erzeugnisses sind dem gekennzeichneten Erzeugnis drei Proben zu
entnehmen.

Butter
Der Beimischungsanteil fiir Butter betrdgt unter Beriicksichtigung der Hintergrundabsorption 22 mg/kg.

Die Ergebnisse der drei aus der Produktanalyse erhaltenen Proben werden verwendet, um die Quote und die Homo-
genitit der Beimischung des Kennzeichnungsmittels zu priifen; das niedrigste dieser Ergebnisse wird bezogen auf die
folgenden Grenzwerte beurteilt:

— 17,7 mgfkg (95 % der Beimischungsmindestquote),
— 12,2 mgfkg (70 % der Beimischungsmindestquote).

Es wird die Kennzeichnungsmittelkonzentration der Probe mit dem niedrigsten Ergebnis verwendet, das durch Inter-
polierung zwischen 17,7 mg/kg und 12,2 mg/kg ermittelt wurde.



29.3.2008 Amtsblatt der Europaischen Union L 88/43

8.3.  Butterfett
8.3.1. Der Beimischungsanteil fiir Butterfett betrdgt unter Beriicksichtigung der Hintergrundabsorption 24 mg/kg.

Die Ergebnisse der drei aus der Produktanalyse erhaltenen Proben werden verwendet, um die Quote und die Homo-
genitdt der Beimischung des Kennzeichnungsmittels zu priifen; das niedrigste dieser Ergebnisse wird bezogen auf die
folgenden Grenzwerte beurteilt:

— 19,2 mgfkg (95 % der Beimischungsmindestquote),
— 13,2 mgfkg (70 % der Beimischungsmindestquote).

Es wird die Kennzeichnungsmittelkonzentration der Probe mit dem niedrigsten Ergebnis verwendet, das durch Inter-
polierung zwischen 13,2 mg/kg und 19,2 mg/kg ermittelt wurde.
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ANHANG VIII

(Artikel 5)

BESTIMMUNG DES SITOSTERIN- ODER DES STIGMASTERIN-GEHALTS IN BUTTER ODER BUTTERFETT

3.1.

3.2.

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

3.7.

3.8.

3.8.1.

3.8.2.

3.8.3.

3.8.4.

3.9.

DURCH KAPILLARSAULEN-GASCHROMATOGRAFIE

GEGENSTAND UND ANWENDUNGSBEREICH

Die Methode beschreibt ein Verfahren zur quantitativen Bestimmung von Sitosterin bzw. Stigmasterin in Butter-
fett und Butter. Sitosterin ist dabei die Summe von p-Sitosterin und 22-Dihydro-f-Sitosterin; die anderen Sitoste-
rine werden als unbedeutend betrachtet.

KURZBESCHREIBUNG

Das Butterfett bzw. die Butter wird mit ethanolischer Kaliumhydroxidlésung verseift. Die unverseifbaren Bestand-
teile werden mit Ether extrahiert.

Die Sterine werden zu Trimethylsilylethern derivatisiert und durch Kapillarsiulen-Gaschromatografie mit Betulin
als interner Standardprobe analysiert.

APPARATUR

150-ml-Verseifungskolben mit Riickflusskiihler und Schliffverbindungen
500-ml- Scheidetrichter

250-ml-Kolben

Druckausgleichtrichter (etwa 250 ml) zum Auffangen von tiberschiissigem Ether
Glassiule, 350 mm x 20 mm, mit Sinterglasfritte

Wasserbad oder Heizhaube

Reaktionsglas, 2 ml

Zur Verwendung mit einer Kapillarsdule geeigneter Gaschromatograf, ausgeriistet mit einem ,Split-System*“ und
folgenden Bestandteilen:

Sdulenofen, der die gewiinschte Temperatur mit einer Genauigkeit von * 1 °C halten kann;
Verdampfer mit einstellbarer Temperatur;

Flammenionisationsdetektor und einem Signal-Verstarker;

Aufzeichnungsgerit mit Integrator fiir den Signal-Verstarker (3.8.3).

Quarzglas-Kapillarsdule, vollstindig mit BP1 oder einem gleichwertigen Material beschichtet (oder eine sonstige
Sdule mit mindestens gleicher Auflosung) mit einheitlicher Stirke von 0,25 pm; die Sdule muss die Trimethylsi-
lylderivate von Lanosterin und Sitosterin trennen kénnen. Geeignet ist eine mit BP 1 beschichtete Siule von 12 m
Linge und 0,2 mm Innendurchmesser.

1-pl-Gaschromatografie-Mikrospritze mit geharteter Nadel.

REAGENZIEN

Alle Reagenzien miissen analysenrein sein. Das verwendete Wasser muss destilliert sein oder einen mindestens
gleichwertigen Reinheitsgrad aufweisen.
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4.1. Ethanol, Reinheitsgrad mindestens 95 %

4.2. 60 %ige Kaliumhydroxid-Losung (600 g Kaliumhydroxid (mindestens 85 %) werden in Wasser gelost; die Losung
wird anschlieend mit Wasser bis auf einen Liter aufgefiillt

4.3. Betulin, Reinheitsgrad mindestens 99 %
4.3.1.  Betulinlgsungen in Diethylether (4.4)
4.3.1.1. Die zur Bestimmung von Sitosterin verwendete Betulinlosung muss eine Konzentration von 1,0 mg/ml aufweisen.

4.3.1.2. Die zur Bestimmung von Stigmasterin verwendete Betulinlosung muss eine Konzentration von 0,4 mg/ml

aufweisen.
4.4. Diethylether, analysenrein (frei von Peroxiden oder Riickstinden)
4.5. Natriumsulfat, wasserfrei, granular, zuvor 2 Stunden bei 102 °C getrocknet

4.6. Silylierungsreagens, z. B. TRI-SIL (erhaltlich von Pierce Chemical Co., Kat.-Nr. 49001) oder vergleichbares Rea-
genz. (Achtung: TRI-SIL ist entflammbar, giftig, dtzend und potenziell kanzerogen. Das Laborpersonal muss mit
den Sicherheitsdaten zu TRI-SIL vertraut sein und die erforderlichen Vorsichtsmafinahmen treffen.)

4.7. Lanosterol

4.8. Sitosterin, bekannter Reinheitsgrad mindestens 90 % (P)

Anmerkung 1:  Die Reinheit der Standardstoffe fiir die Kalibrierung ist durch Normalisierung zu bestimmen. Dazu
wird angenommen, dass das Chromatogramm alle in der Probe vorhandenen Sterine wiedergibt,
dass die Gesamtfliche der Peaks 100 % der Sterinbestandteile darstellt und dass alle Sterine ein
gleich starkes Detektorsignal hervorrufen. Es ist sicherzustellen, dass das System in den mafigeb-
lichen Konzentrationsbereichen linear verlduft.

4.8.1.  Sitosterin-Standardlosung: Sitosterin (4.8) wird in Diethylether (4.4) mit einer Konzentration von etwa 0,5 mg/ml
(Genauigkeit 0,001 mg/ml) gelost;

4.9. Stigmasterin, bekannter Reinheitsgrad mindestens 90 % (P);

49.1.  Stigmasterin-Standardlosung: Stigmasterin (4.9) wird in Diethylether (4.4) mit einer Konzentration von etwa
0,2 mg/ml (Genauigkeit 0,001 mg/ml) gelost;

4.10.  Testlosung fiir die Priifung der Auflosung: Lanosterin (4.7) (0,05 mg/ml) und Sitosterin (4.8) (0,5 mg/ml) werden
in Diethylether (4.4) gelost.

5. METHODE
5.1. Herstellung der Standardlosungen fiir die Chromatografie:

Die interne Standardlosung (4.3.1) muss der entsprechenden Sterin-Standardlésung und der verseiften Probe gleich-
zeitig zugesetzt werden (siche 5.2.2).

5.1.1.  Sitosterin-Standardlosung fiir die Chromatografie: je 1 ml der Sitosterin-Standardlosung (4.8.1) werden
in 2 Reaktionsgldser (3.7) gegeben; der Ether ist durch einen Stickstoffstrom zu entfernen. 1 ml der internen
Standardlosung (4.3.1.1) werden hinzugegeben und der Ether durch einen Stickstoffstrom entfernt.

5.1.2.  Stigmasterin-Standardlosung fiir die Chromatografie: je 1 ml der Stigmasterin-Standardlosung (4.9.1) wird
in 2 Reaktionsgldser (3.7) gegeben und der Ether durch einen Stickstoffstrom entfernt. 1 ml der internen
Standardlosung (4.3.1.2) wird hinzugegeben und der Ether durch einen Stickstoffstrom entfernt.

5.2. Vorbereitung der unverseifbaren Bestandteile
5.2.1.  Die Butterprobe wird bei hichstens 35 °C geschmolzen und unter Rithren griindlich durchgemischt.

Ungefihr 1 g Butter (W,) oder Butterfett (W,) werden auf 1 mg genau in einen 150-ml-Kolben (3.1) eingewogen.
50 ml Ethanol (4.1) und 10 ml Kaliumhydroxid-Losung (4.2) werden hinzugegeben. Der Riickflusskiihler wird
angebracht und 30 Minuten auf etwa 75 °C erhitzt. Der Kiihler wird abgenommen; danach wird gewartet, bis sich
der Kolben auf Raumtemperatur abgekiihlt hat.
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5.2.2.

5.2.3.

5.3.

5.4.

5.4.1.

1,0 ml der internen Standardlosung (4.3.1.1 bei der Bestimmung von Sitosterin bzw. 4.3.1.2 bei der Bestimmung
von Stigmasterin) werden in den Kolben gegeben. Die Losung wird griindlich gemischt. Der Inhalt des Kolbens wird
quantitativ in einen 500-ml-Scheidetrichter (3.2) gegeben, in dem der Kolben nacheinander mit 50 ml Wasser
und 250 ml Diethylether (4.4) ausgespiilt wird. Der Scheidetrichter wird zwei Minuten kriftig geschiittelt; anschlie-
Rend wird die Phasentrennung abgewartet. Die untere Wasserschicht wird abgelassen und die Etherschicht viermal
mit je 100 ml Wasser ausgeschiittelt.

Anmerkung 2:  Damit keine Emulsion entsteht, ist es wichtig, die ersten beiden Waschvorginge mit Wasser vor-
sichtig auszufithren (10 Drehungen). Beim dritten Waschvorgang kann 30 Sekunden lang kriftig
geschiittelt werden. Sollte sich eine Emulsion bilden, kann diese durch Zugabe von 5-10 ml Etha-

nol aufgelost werden. Bei Zugabe von Ethanol muss unbedingt noch zweimal kriftig mit Wasser
ausgeschiittelt werden.

Die klare seifenfreie Etherschicht wird durch eine Glassiule (3.5) mit 30 g wasserfreiem Natriumsulfat (4.5) elu-
iert. Der Ether wird in einem 250-ml-Kolben (3.3) aufgefangen. Ein Siedesteinchen wird hinzugegeben; anschlie-
Bend wird die Fliissigkeit auf einem Wasserbad oder einer Heizhaube fast bis zur vélligen Trockenheit eingedampft;
dabei wird das iiberschiissige Losungsmittel aufgefangen.

Anmerkung 3:  Werden die Probenextrakte bei zu hoher Temperatur vollstindig getrocknet, konnen Sterinverluste
auftreten.

Vorbereitung der Trimethylsilylether

Die im Kolben verbliebene Etherlosung mit 2 ml Ether wird in ein 2-ml-Reaktionsglas (3.7) gegeben und der Ether
durch einen Stickstoffstrom entfernt. Der Kolben wird mit 2 weiteren 2-ml-Aliquoten Ether ausgespiilt; dabei wird
jeweils der Inhalt in das Reaktionsglas umgefillt und der Ether durch einen Stickstoffstrom entfernt.

Die Probe wird durch Zugabe von 1 ml TRI-SIL (4.6) silyliert. Das Glas wird verschlossen und kriftig geschiittelt,
damit sich die Probe auflost. Wenn sich die Probe nicht vollstandig auflost, wird die Probe auf 65-70 °C erwérmt.
Danach wird die Probe mindestens fiinf Minuten stehen gelassen, bevor sie in den Gaschromatografen injiziert
wird. Die Standardlosungen werden in gleicher Weise wie die Proben silyliert. Die Mischung zur Priifung der Auf-
losung (4.10) wird ebenfalls in gleicher Weise wie die Proben silyliert.

Anmerkung 4:  Die Silylierung ist in wasserfreier Umgebung vorzunehmen. Die unvollstindige Silylierung von
Betulin wird durch einen zweiten Peak dicht neben dem von Betulin angezeigt.

Ethanol-Riickstdnde in der Silylierungsphase konnen die Silylierung beeintrichtigen. Moglicher-
weise wurde in der Extraktionsphase nicht hinreichend gespiilt. In diesem Fall muss bei der Extrak-
tion ein funftes Mal gespiilt werden (30 Sekunden kriftiges Schiitteln).

Analyse durch Gaschromatografie

Herstellung der Arbeitsbedingungen

Der Gaschromatograf wird gemdf der Herstelleranweisung vorbereitet.
Als Leitlinie gelten die folgenden Arbeitsbedingungen:

—  Sdulentemperatur: 265 °C

— Injektortemperatur: 265 °C

—  Detektortemperatur: 300 °C

—  Durchflussgeschwindigkeit des Trigergases: 0,6 ml/min

—  Wasserstoffdruck: 84 kPa

— Luftdruck: 155 kPa

—  Splitverhiltnis: 10:1 bis 50:1; das Splitverhaltnis ist nach den Herstelleranweisungen zu optimieren; anschlie-
Bend wird die Linearitdt des Detektorsignals im interessierenden Konzentrationsbereich iiberpriift.

Anmerkung 5:  Es ist unbedingt darauf zu achten, dass die Injektionsrohre regelmifig gereinigt wird.
—  Menge der eingespritzten Substanz: 1 ul TMSE-Losung.

Vor Beginn jeglicher Analysen muss gewartet werden, bis das System édquilibriert ist und ein hinreichend stabiles
Response-Signal liefert.
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5.4.2.

6.1.

7.1.

7.1.1.

7.1.1.1.

Diese Bedingungen konnen je nach Beschaffenheit der Siule und des Gaschromatografen abgewandelt werden,
damit Chromatogramme entstehen, die den folgenden Anforderungen geniigen:

— Der Sitosterin-Peak muss vom Lanosterin-Peak geniigend abgesetzt sein. Abbildung 1 zeigt ein typisches
Chromatogramm, das sich aus der silylierten Testlosung zur Priifung der Auflosung ergeben sollte (4.10).

— Die relativen Retentionszeiten der folgenden Sterine sollten ungefahr betragen:
Cholesterin: 1,0
Stigmasterin: 1,3
Sitosterin: 1,5
Betulin: 2,5

— Die Retentionszeit fuir Betulin sollte etwa 24 Minuten betragen.
Analyseverfahren

1 pl der silylierten Standardlosung (Stigmasterin bzw. Sitosterin) wird eingespritzt; danach sind die Parameter fur
die Kalibrierung des Integrators einzustellen.

Darauf wird nochmals 1 pl der silylierten Standardlosung eingespritzt, um die Response-Faktoren in Bezug auf
Betulin zu bestimmen.

1 pl der silylierten Probelosung wird eingespritzt; danach werden die Peak-Flichen gemessen. Am Anfang und am
Ende einer jeden gaschromatografischen Analysenfolge muss die Standardlosung eingespritzt werden.

Als Leitlinie sollte nach je sechs Probelosungen die Standardlosung eingespritzt werden.

Anmerkung 6:  Bei der Integration des Stigmasterin-Peaks ist auch das durch die Punkte 1, 2 und 3 in Abbildung
2b markierte Tailing mit zu erfassen.

Bei der Integration des Sitosterin-Peaks ist die Fliche des Peaks von 22-Dihydro-f-Sitosterin (Stig-
mastanin), das unmittelbar nach Sitosterin eluiert wird, mit zu erfassen, wenn das gesamte Sitos-
terin berechnet werden soll.

BERECHNUNG DER ERGEBNISSE

Die Flache der Sterin-Peaks und der Betulin-Peaks fiir die zu Beginn und am Ende eines Durchlaufs eingespritzten
Standardlosungen bestimmen und R; berechnen:

R; = (durchschnittliche Fliche des Sterin-Peaks der Standardlosung)/(durchschnittliche Fliche des Betulin-Peaks der
Standardlosung)

Die Fliche des Sterin-Peaks (Stigmasterin und Sitosterin) und des Betulin-Peaks der Probe werden bestimmt, und
R, wird berechnet:

R, = (Fliche des Sterin-Peaks der Probe)/(Fliche des Betulin-Peaks der Probe)

W, = Steringehalt der Standardprobe (mg) in 1 ml Standardlosung (4.8.1 oder 4.9.1)
W, = Gewicht der Probe (g) (5.2.1)
P = Reinheitsgrad des Standardsterins (4.8 oder 4.9)

Steringehalt der Probe (mg/kg) = ((R,) | (Ry)) x (W) | (W) x P x 10

GENAUIGKEIT DER METHODE
Butter

Wiederholbarkeit
Stigmasterin

Die Ergebnisse zweier Bestimmungen, die von demselben Analytiker mit denselben Geriten am gleichen Test-
material so rasch wie moglich nacheinander ausgefiithrt worden sind, diirfen um nicht mehr als 19,3 mg/kg von-
einander abweichen.
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7.1.1.2.

7.1.2.1.

7.1.2.2.

7.2.

7.2.1.

7.2.1.1.

7.2.1.2.

7.2.2.

7.2.2.1.

7.2.2.2.

7.2.3.

8.1.

Sitosterin

Die Ergebnisse zweier Bestimmungen, die von demselben Analytiker mit denselben Gerdten am gleichen Test-
material so rasch wie moglich nacheinander ausgefiihrt worden sind, diirfen um nicht mehr als 23,0 mg/kg von-
einander abweichen.

Vergleichbarkeit
Stigmasterin

Die Ergebnisse zweier Bestimmungen, die von Analytikern in verschiedenen Laboratorien mit verschiedenen Geré-
ten am gleichen Testmaterial durchgefithrt worden sind, diirfen um nicht mehr als 31,9 mg/kg voneinander
abweichen.

Sitosterin

Die Ergebnisse zweier Bestimmungen, die von Analytikern in verschiedenen Laboratorien mit verschiedenen Geré-
ten am gleichen Testmaterial durchgefithrt worden sind, diirfen um nicht mehr als 8,7 % des Durchschnitts der
Bestimmungen voneinander abweichen.

Herkunft der Prizisionsdaten

Die Prazisionsdaten stammen aus einem 1992 durchgefiihrten Versuch, an dem 8 Laboratorien beteiligt waren und
bei dem 6 Proben (3 Blindproben) auf Stigmasterin und 6 Proben (3 Blindproben) auf Sitosterin untersucht wurden.

Butterfett
Wiederholbarkeit
Stigmasterin

Die Ergebnisse zweier Bestimmungen, die von demselben Analytiker mit denselben Gerdten am gleichen Test-
material so rasch wie moglich nacheinander ausgefiihrt worden sind, diirfen um nicht mehr als 10,2 mg/kg von-
einander abweichen.

Sitosterin

Die Ergebnisse zweier Bestimmungen, die von demselben Analytiker mit denselben Gerdten am gleichen Test-
material so rasch wie moglich nacheinander ausgefiihrt worden sind, diirfen um nicht mehr als 3,6 % des Durch-
schnitts der Bestimmungen voneinander abweichen.

Vergleichbarkeit
Stigmasterin

Die Ergebnisse zweier Bestimmungen, die von Analytikern in verschiedenen Laboratorien mit verschiedenen Geré-
ten am gleichen Testmaterial durchgefithrt worden sind, diirfen um nicht mehr als 25,3 mg/kg voneinander
abweichen.

Sitosterin

Die Ergebnisse zweier Bestimmungen, die von Analytikern in verschiedenen Laboratorien mit verschiedenen Geré-
ten am gleichen Testmaterial durchgefithrt worden sind, diirfen um nicht mehr als 8,9 % des Durchschnitts der
Bestimmungen voneinander abweichen.

Herkunft der Prizisionsdaten

Die Prizisionsdaten stammen aus einem 1991 durchgefiihrten Versuch, an dem neun Laboratorien beteiligt waren
und bei dem 6 Proben (3 Blindproben) auf Stigmasterin und 6 Proben (3 Blindproben) auf Sitosterin untersucht
wurden.

TOLERANZBEREICH

Zur Priifung der richtigen Kennzeichnung des Erzeugnisses sind dem gekennzeichneten Erzeugnis drei Proben zu
entnehmen.
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8.2.

8.2.1.

8.2.1.1.

8.2.1.2.

8.2.2.

8.2.2.1.

8.2.2.2.

8.3.

8.3.1.

8.3.1.1.

8.3.1.2.

Butter
Stigmasterin

Der Beimischungsanteil fiir Stigmasterin betrdgt 150 g bei mindestens 95 % reinem Stigmasterin je Tonne Butter,
d. h. 142,5 mg[kg, bzw. 170 g bei mindestens 85 % reinem Stigmasterin je Tonne Butter, d. h. 144,5 mg/kg.

Die in der Produktanalyse fiir die drei Proben ermittelten Ergebnisse werden verwendet, um die Quote und die
Homogenitit der Beimischung des Kennzeichnungsmittels zu priifen; das niedrigste dieser Ergebnisse wird bezo-
gen auf die folgenden Grenzwerte beurteilt:

— 115,8 mgfkg (95 % der Beimischungsmindestquote bei 95 % reinem Sitosterin),
— 117,7 mg[kg (95 % der Beimischungsmindestquote bei 85 % reinem Stigmasterin).
— 80,1 mgfkg (70 % der Beimischungsmindestquote bei 95 % reinem Stigmasterin),
— 81,5 mgfkg (70 % der Beimischungsmindestquote bei 85 % reinem Stigmasterin).

Es wird die Kennzeichnungsmittelkonzentration der Probe mit dem niedrigsten Ergebnis verwendet, das durch
Interpolierung zwischen 115,8 mg/kg und 80,1 mg/kg bzw. 117,7 mg/kg und 81,5 mg/kg ermittelt wurde.

Sitosterin

Der Beimischungsanteil fir Sitosterin betrdgt 600 g bei mindestens 90 % reinem Sitosterin je Tonne Butter,
d. h. 540 mg/kg.

Die in der Produktanalyse fiir die drei Proben ermittelten Ergebnisse werden verwendet, um die Quote und die
Homogenitit der Beimischung des Kennzeichnungsmittels zu priifen; das niedrigste dieser Ergebnisse wird bezo-
gen auf die folgenden Grenzwerte beurteilt:

—  482,6 mglkg (95 % der Beimischungsmindestquote bei 90 % reinem Sitosterin),
— 347,6 mg[kg (70 % der Beimischungsmindestquote bei 90 % reinem Sitosterin).

Es wird die Kennzeichnungsmittelkonzentration der Probe mit dem niedrigsten Ergebnis verwendet, das man durch
Interpolierung zwischen 482,6 mg/kg und 347,6 mg/kg erhalt.

Butterfett
Stigmasterin

Der Beimischungsanteil fiir Sitosterin betrdgt 150 g bei mindestens 95 % reinem Sitosterin je Tonne Butterfett,
d. h. 142,5 mgfkg oder 170 g bei mindestens 85 % reinem Stigmasterin je Tonne Butterfett, d. h. 144,5 mg/kg

Aufgrund der Ergebnisse der drei in der Produktanalyse untersuchten Proben wird die Homogenitit der Beimi-
schung des Kennzeichnungsmittels gepriift; das niedrigste Ergebnis wird bezogen auf die folgenden Grenzwerte
beurteilt:

— 118,5 mg/kg (95 % der Beimischungsmindestquote bei 95 % reinem Sitosterin),
— 120,4 mgfkg (95 % der Beimischungsmindestquote bei 85 % reinem Stigmasterin),
— 82,9 mgfkg (70 % der Beimischungsmindestquote bei 95 % reinem Stigmasterin),
— 84,3 mgfkg (70 % der Beimischungsmindestquote bei 85 % reinem Stigmasterin).

Es wird die Kennzeichnungsmittelkonzentration der Probe mit dem niedrigsten Ergebnis verwendet, das man durch
Interpolierung zwischen 118,5 mg/kg und 82,9 mg/kg bzw. 120,4 mg/kg und 84,3 mg/kg erhilt.
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8.3.2.  Sitosterin

8.3.2.1. Der Beimischungsanteil fiir Sitosterin betrigt 600 g bei mindestens 90 % reinem Sitosterin je Tonne Butterfett,
d. h. 540 mg/kg.

8.3.2.2. Aufgrund der Ergebnisse der drei in der Produktanalyse untersuchten Proben wird die Homogenitit der Beimi-
schung des Kennzeichnungsmittels gepriift; das niedrigste Ergebnis wird bezogen auf die folgenden Grenzwerte
beurteilt:

— 480,99 mg/kg (95 % der Beimischungsmindestquote bei 90 % reinem Sitosterin),
—  345,9 mgfkg (70 % der Beimischungsmindestquote bei 90 % reinem Sitosterin).

Es wird die Kennzeichnungsmittelkonzentration der Probe mit dem niedrigsten Ergebnis verwendet, das man durch
Interpolierung zwischen 480,9 mg/kg und 345,9 mg/kg erhilt.

Abbildung 1

Chromatogramm Auflésung Testgemisch

Wiinschenswert ist eine vollstindige Auflosung, d. h. der Peak-Verlauf muss zur Basislinie zuriickfithren, bevor der nichste
Sitosterin-Peak beginnt; allerdings ist auch eine unvollstindige Auflosung annehmbar.
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Abbildung 2a Abbildung 2b

Stigmasterol standard Butter sample denatured with stigmasterol
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Hinweis: Die Integration des Stigmasterin-Peaks muss etwaige
Tailings gemaf$ den Ziffern 1, 2 und 3 beinhalten.
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Abbildung 3a Abbildung 3b
Sistosterol standard Butter sample denatured with p-Sitosterol
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Stigmastanol
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Hinweis: -Sitosterin enthalt hiufig eine Verunreinigung (als Stigmastanol), die unmittelbar nach dem p-Sitosterin eluiert. Die Flichen dieser beiden Peaks
sind bei der Bewertung des Gesamtgehalts an f-Sitosterin zusammenzufassen.
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ANHANG IX

(Artikel 6)

REFERENZMETHODE ZUM NACHWEIS VON KUHMILCH UND KASEIN IN KASE AUS SCHAF-, ZIEGEN-

3.1.

3.2.

3.3.

3.4.

4.1.

ODER BUFFELMILCH ODER AUS GEMISCHEN VON SCHAF-, ZIEGEN- ODER BUFFELMILCH

ANWENDUNGSBEREICH

Diese Arbeitsvorschrift beschreibt ein Verfahren zum Nachweis von Kuhmilch und Kasein in Kise aus Schaf-,
Ziegen- oder Biiffelmilch oder aus Gemischen von Schaf-, Ziegen- oder Biiffelmilch mit Hilfe der isoelektrischen
Fokussierung der y-Kaseine nach Plasminolyse.

ANWENDBARKEIT

Dieses Verfahren dient dem empfindlichen und spezifischen Nachweis von Kuhmilch und Kasein (jeweils mit und
ohne Wirmebehandlung) in frischem und gereiftem Kése aus Schaf-, Ziegen- oder Biiffelmilch oder aus Gemi-
schen von Schaf-, Ziegen- oder Biiffelmilch. Es ist ungeeignet fiir den Nachweis von Milch- und Kisefdlschung
durch hitzebehandeltes Rindermolkekonzentrat.

KURZBESCHREIBUNG
Das Kasein wird aus Kdse und Referenzproben isoliert.
Das isolierte Kasein wird gelost; anschliefend wird eine Plasminspaltung vorgenommen (EC.3.4.21.7).

Die plasminbehandelten Kaseine werden in Anwesenheit von Harnstoff und unter Anfirben der Proteine isoelek-
trisch fokussiert.

Die Auswertung erfolgt durch Vergleich der gefirbten y;- und y,-Kaseinbanden (Kuhmilchnachweis) zwischen der
zu bestimmenden Probe und der im selben Gel laufenden, 0 % und 1 % Kuhmilch enthaltenden Referenzproben.

REAGENZIEN

Soweit nicht anders angegeben, sind analysenreine Reagenzien zu verwenden. Das Wasser muss zweimal destil-
liert oder von entsprechender Reinheit sein.

Anmerkung: Die folgenden Angaben gelten fiir im Labor hergestellte harnstoffhaltige Polyacrylamidgele im
Format 265 x 125 x 0,25 mm. Bei Verwendung anderer Gelrezepturen und -formate miissen die
Elektrophoresebedingungen gegebenenfalls angepasst werden.

Isoelektrische Fokussierung
Reagenzien zur Herstellung der harnstoffhaltigen Polyacrylamidgele
Gelstammlosung

4,85 g Acrylamid,

0,15 g N, N-Methylen-bis-acrylamid (BIS),
48,05 g Harnstoff und

15,00 g Glycerin (87 % w|w)

werden in Wasser aufgeldst; anschlieSend wird die Losung auf 100 ml aufgefiillt, in Braunglasflaschen gegeben und
im Kiihlschrank aufbewahrt.

Anmerkung:  Statt der angegebenen Festeinwaagen der neurotoxischen Acrylamide kann vorzugsweise eine der
handelsiiblichen Acrylamid-Fertiglosungen verwendet werden. Bei einer solchen Losung mit 30 %
(w/w) Acrylamid und 0,8 % (w/v) BIS miissen anstelle der Festeinwaagen 16,2 ml fiir die genannte
Rezeptur eingesetzt werden. Die Haltbarkeit der Gelstammldsung betrigt maximal 10 Tage. Betrigt
die Leitfahigkeit mehr als 5 pS, wird die Losung mit 2 g Amberlite MB-3 versetzt, unter Rithren
30 Minuten lang entionisiert und dann membranfiltriert (0,45 pm).
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4.1.3.1.

4.1.3.2.

4.2

4.3.

4.4.

4.7.

Gellosung

Aus der Gelstammlosung (siche 4.1.1) wird durch Versetzen mit verschiedenen Ampholyten und Additiven eine
Gellosung hergestellt:

9,0 ml Gelstamml6sung,

24 mg p-Alanin,

500 ul Ampholyt pH 3,5-9,5 (1),
250 pl Ampholyt pH 5-7 (1),
250 pl Ampholyt pH 6-8 (1).

Die Gellosung wird durchmischt und 2 bis 3 Minuten im Ultraschallbad oder im Vakuum entgast.
Anmerkung:  Die Gellosung darf erst unmittelbar vor dem Giefen (siche 6.2) angesetzt werden.
Katalysatorlosungen

TEMED: N, N, N’, N-Tetramethylethylendiamin

40 % (w/w) PER: Ammoniumpersulfat

800 mg PER werden mit Wasser versetzt und auf 2 ml aufgefllt.
Anmerkung:  Der PER-Losung muss immer frisch angesetzt werden.
Kontaktfliissigkeit

Kerosin oder n-Decan.

Anodenlosung

5,77 g Phosphorsdure (85 % w/w) werden mit Wasser auf 100 ml aufgefullt.

Kathodenlosung

2,00 g Natriumhydroxid werden in Wasser gelost und mit Wasser auf 100 ml aufgefiillt.
Probenvorbereitung
Reagenzien zur Proteinisolierung

Verdiinnte Essigsdure (25,0 ml Eisessigsaure werden mit Wasser auf 100 aufgefiillt.)
Dichlormethan

Aceton

Protein-Losungspuffer

5,75 g Glycerin (87 % w/|w),
24,03 g Harnstoff und
250 mg Dithiothreitol

werden in destilliertem Wasser aufgelost und auf 50 ml aufgefiillt.

Anmerkung: Die Losung ist im Kithlschrank aufzubewahren und hochstens 1 Woche haltbar.
Reagenzien fiir die Plasminspaltung des Kaseins

Ammoniumcarbonat-Pufferlosung

0,2 mol/l NH,HCO;-Losung (1,58 g/100 ml Wasser), die mit 0,05 mol/l Ethylendiamintetraessigsdure (EDTA
1,46 g/100 ml) versetzt wurde, wird mit 0,2 mol/l (NH,)2CO5-Losung (1,92 g/100 ml Wasser), die mit 0,05 mol/l
EDTA versetzt wurde, auf pH 8 titriert.

(") Die Produkte Ampholine® pH 3,5-9,5 (Pharmacia) und Resolyte® pH 5-7 und pH 6-8 (BDH, Merck) haben sich als besonders geeignet
fur die erforderliche Trennung der y-Kaseine erwiesen.
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4.7.2.

4.7.3.

4.8.

4.9.

4.10.

4.11.

4.11.1.

4.11.2.

4.11.3.

5.1.

5.2.

5.3.

Bovines Plasmin (EC. 3.4.21.7), Aktivitit mindestens 5 Ufml

e-Aminocapronsiure zur Enzyminaktivierung

2,624 g e-Aminocapronsiure (6-Amino-n-Hexansdure) werden in 100 ml 40 %igem Ethanol (v/v) gelost.
Standardproben

Zertifizierte Standardproben eines Gemisches von mit Lab versetztem Schaf- und Ziegen-Magermilchpulver, das jeweils 0 %
und 1 % Kuhmilch enthalt, sind erhaltlich beim Kommissionsinstitut fiir Referenzmaterialien und Messwesen, B-2440 Geel,
Belgien.

Ansetzen der Interim-Standardproben von labversetzter Biiffelmilch mit 0 % bzw. 1 % Kuhmilch

Zur Gewinnung von Magermilch wird eine rohe Biiffel- bzw. Kuhsammelmilch bei einer Temperatur von 37 °C
mit 2 500 g 20 Minuten lang zentrifugiert. Nach raschem Abkiihlen des Zentrifugenbechers nebst Inhalt auf 6
bis 8 °C wird die Fettschwimmschicht restlos entfernt. Zum Ansetzen der 1 %igen Standardprobe werden 495 ml
Biiffelmagermilch in einem 1-1-Becherglas mit 5,00 ml Kuhmagermilch versetzt und durch Zusetzen verdiinnter
Milchsdure (10 % wfw) auf einen pH-Wert von 6,4 eingestellt. Die Temperatur wird auf 35 °C eingestellt; anschlie-
Bend werden 100 pl Kélberlab (Labstirke 1: 10 000, ca. 3 000 U/ml) hinzugegeben. 1 Minute wird geriihrt; danach
wird das Becherglas mit einer Aluminiumfolie abgedeckt eine Stunde bei einer Temperatur von 35 °C stehen gelas-
sen, damit sich der Quark/Topfen bilden kann. Anschliefend wird die gesamte dickgelegte Milchprobe ohne vor-
heriges Homogenisieren oder Abscheiden der Molke gefriergetrocknet. Nach dem Gefriertrocknen wird das
Produkt gleichmifig und homogen vermahlen. Zum Ansetzen der 0 %igen Standardprobe wird das gleiche Ver-
fahren mit reiner Biiffelmagermilch durchgefiihrt. Die Standardproben sind bei — 20 °C aufzubewahren.

Anmerkung:  Es empfiehlt sich, die Reinheit der Biiffelmilch durch isoelektrische Fokussierung der plasminbehan-
delten Kaseine vor dem Ansetzen der Standardproben zu priifen.

Reagenzien zur Proteinfirbung

Fixierlosung

150 g Trichloressigsdure werden in Wasser gelost und auf 1 000 ml aufgefiillt.
Entfirbel6sung

500 ml Methanol und 200 ml Eisessig werden mit destilliertem Wasser auf 2 000 ml aufgefiillt.

Anmerkung: Die Entfirbelosung ist jeden Tag frisch anzusetzen; sie kann zweckmifigerweise aus Vorrats-
16sungen 50 % (v/v) Methanol und 20 % (v[v) Eisessig durch Mischen gleicher Volumina zubereitet
werden.

Firbelosungen
Farbelosungen (Vorratslosung 1)

3,0 g Coomassie Brilliant Blau G-250 (C.I. 42655) werden in 1 000 ml 90 % (v/v) Methanol mit einem Magnetriih-
rer (etwa 45 Minuten) verrithrt und anschlieend durch zwei mittelschnelle Faltenfilter gefiltert.

Firbelosung (Vorratslisung 2)
5,0 g Kupfersulfatpentahydrat werden in 1 000 ml 20 %iger Essigsdure (v/v) gelost.
Farbelosung (gebrauchsfertig)

Unmittelbar vor dem Firben werden jeweils 125 ml der Vorratslosungen (4.11.1 und 4.11.2) miteinander
vermischt.

Anmerkung:  Die Firbelosung ist am Tag des Ansetzens aufzubrauchen.

AUSRUSTUNG
Glasplatten (265 x 125 x 4 mm); Gummiroller mit Walzenbreite von 15 c¢m; Nivelliertisch
Geltrigerfolie (265 x 125 mm)

Gegenfolie (280 x 125 mm); beide Langsseiten werden mit je einem Klebestreifen (280 x 6 x 0,25 mm) abgeklebt
(Abbildung 1).
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5.4.

5.5.

5.6.

5.7.

5.8.

5.9.

Elektrofokussierkammer mit Kithlplatte (z. B. 265 x 125 mm) mit geeignetem Spannungsgeber (> 2,5 kV) oder
Elektrophoreseautomat

Umlaufkryostat, thermostatregelbar auf 12 + 0,5 °C

Zentrifuge, einstellbar auf 3 000 g

Elektrodenstreifen (2265 mm lang)

Tropfflaschen aus Kunststoff, fiir Anoden- und Kathodenlosung

Probenapplikatoren 10 x 5 mm (Viskose oder Filterpapier mit geringer Proteinadsorption)
Scheren, Skalpelle und Pinzetten aus Edelstahl

Firbe- und Entfirbeschalen aus Edelstahl oder Glas (z. B. Instrumentenschalen 280 x 150 mm)
Regelbarer Homogenisierstab (Schaftdurchmesser 10 mm), Drehzahlbereich 8 000-20 000 min™
Magnetrithrer

Ultraschallbad

Folienschweifdgerit

25-pl-Mikropipetten

Vakuumzentrifuge oder Gefriertrockner

Thermostatregelbares Wasserbad, einstellbar auf 35 und 40 + 1 °C, mit Schiittelvorrichtung

Densitometerausriistung, Registrierung bei A = 634 nm

VERFAHREN
Probenvorbereitung
Kaseinisolierung

Eine 5 g Trockenmasse entsprechende Menge Kise oder die Referenzstandardproben werden in ein 100-ml-
Zentrifugenrohrchen gegeben; 60 ml destilliertes Wasser werden hinzugegeben; anschliefend wird die Probe mit
einem Homogenisierstab (8 000 bis 10 000 Umin™' homogenisiert. Mit verdiinnter Essigsdure (4.5.1) wird der
pH-Wert 4,6 eingestellt; dann wird die Probe zentrifugiert (5 Minuten, 3 000 g). Fette und Molke werden dekan-
tiert und der Riickstand in 40 ml destilliertem Wasser, das mit verdiinnter Essigsdure (4.5.1) auf einen pH-Wert
von 4-5 eingestellt wurde, homogenisiert (20 000 Umin™), mit 20 ml Dichlormethan (4.5.2) versetzt, nochmals
homogenisiert und dann zentrifugiert (5 Minuten bei 3 000 g). Die zwischen wissriger und organischer Phase
schwimmende Kaseinschicht (siche Abbildung 2) wird mit einem Spatel angehoben, damit beide Phasen dekan-
tiert werden konnen. Das Kasein wird nochmals in 40 ml destilliertem Wasser (siehe oben) und 20 ml Dichlor-
methan homogenisiert und zentrifugiert. Dieser Vorgang ist zu wiederholen, bis beide Extraktionsphasen farblos
sind (zwei- bis dreimal). Der Proteinriickstand wird mit 50 ml Aceton (4.5.3) homogenisiert und iiber ein mittel-
schnelles Faltenpapierfilter abfiltriert. Das Filterretentat wird zweimal mit je 25 ml Aceton gewaschen, an der Luft
oder im Stickstoffstrom getrocknet und in einer Reibschale fein zerrieben.

Anmerkung: Trockene Kaseinisolate sind bei — 20 °C aufzubewahren.
Plasminspaltung der f-Kaseine zur Anreicherung der y-Kasein-Konzentration

25 mg Kaseinisolat (6.1.1) werden in 0,5 ml Ammoniumcarbonatpufferlésung (4.7.1) suspendiert und 20 Minu-
ten z. B. im Ultraschallbad homogenisiert. Das Homogenisat wird auf 40 °C erwdrmt, mit 10 pl Plasmin (4.7.2)
versetzt, durchmischt und eine Stunde bei 40 °C unter stindigem Schiitteln bebriitet. Zur Enzyminhibierung wer-
den 20 pl e-Aminocapronsiurelosung (4.7.3), danach 200 mg fester Harnstoff und schlieflich 2 mg Dithiothrei-
tol zugesetzt.

Anmerkung:  Zur Verbesserung der Symmetrie der fokussierten Kaseinbanden empfiehlt es sich, die Losung nach
Zusatz von e-Aminocapronsiure gefrierzutrocknen und den Probenriickstand in 0,5 ml Harnstoff-
pufferlosung (4.6) zu 16sen.
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6.2.

6.3.

Herstellen der harnstoffhaltigen Polyacrylamidgele

Auf eine Glasplatte (5.1) wird die Geltragerfolie (5.2) mit Hilfe einiger Tropfen Wasser aufgewalzt; ausgetretenes
Wasser ist mit einem Papiertuch aufzunehmen. In gleicher Weise wird die mit Abstandshaltern (0,25 mm) verse-
hene Gegenfolie (5.3) auf eine weitere Glasplatte aufgewalzt. Diese wird dann horizontal auf einem Nivelliertisch
ausgerichtet.

Die frisch angesetzte, entgaste Gellosung (4.1.2) wird mit je 10 pl der Katalysatorlosungen TEMED und PER
(4.1.3.1) versetzt, kurz durchmischt und gleichmifig auf die Mitte der Gegenfolie ausgegossen. Die Geltrager-
platte wird (mit der Folie nach unten) mit einer Kante auf die nivellierte Gegenfolienplatte aufgesetzt und so lang-
sam abgesenkt, dass sich zwischen den Folien ein Gelfilm bilden und sich gleichmifig und blasenfrei ausbreiten
kann (Abbildung 3). Die Geltragerfolienplatte wird mit Hilfe eines diinnen Spatels vollstindig aufgesetzt; drei wei-
tere Glasplatten werden als Andruckgewichte aufgelegt. Nach vollstandiger Polymerisierung (ca. 60 Minuten) wird
das auf der Geltragerfolie anpolymerisierte Gel mitsamt Gegenfolie durch Verkanten der Glasplatten herausgelost.
Die Riickseite der Tragerfolie wird sorgféltig von Gelresten und Harnstoff gesdubert. Das ,Gel-Sandwich® wird nun
in einen Folienschlauch eingeschweifst und im Kiihlschrank (maximal 6 Wochen) aufbewahrt.

Anmerkung: Die Gegenfolie mit den Abstandshaltern kann wiederverwendet werden. Das Polyacrylamidgel kann
auf kleinere Formate zugeschnitten werden; dies ist bei kleinem Probenumfang oder bei Verwen-
dung eines Elektrophoreseautomaten zu empfehlen (2 Gele im Format 4,5 x 5 cm).

Isoelektrische Fokussierung

Der Kiihlthermostat wird auf 12 °C eingestellt. Nach Abwischen der Geltragerfolienriickseite mit Kerosin (4.2) wer-
den einige Tropfen Kerosin auf die Mitte des Kiihlblocks aufgebracht. Das ,Gel-Sandwich® wird mit der Tragerseite
nach unten blasenfrei aufgewalzt. Ausgetretenes Kerosin wird abgewischt und die Gegenfolie abgezogen. Die
Elektrodenstreifen werden mit den entsprechenden Elektrodenldsungen (4.3, 4.4) getrinkt, auf die Gellinge zuge-
schnitten und auf die dafiir vorgesehenen Stellen gelegt (Elektrodenabstand 9,5 c¢m).

Die Fokussierung ist unter folgenden Bedingungen durchzufithren:

Gelformat 265 x 125 x 0,25 mm
Schritt Dal.ier Spannung Stromstirke Leistung Voltstunden

(min) v) (mA) W) (Vh)

1. Vorfokussierung 30 max. 2 500 max. 15 konstant 4 ca. 300

2. Probenfokussierung (1) 60 max. 2 500 max. 15 konstant 4 ca. 1000

3. Endfokussierung 60 max. 2 500 max. 5 max. 20 ca. 3000
40 max. 2 500 max. 6 max. 20 ca. 3000
30 max. 2 500 max. 7 max. 25 ca. 3000

Probenauftrag: Nach der Vorfokussierung (Schritt 1) werden 18 pl der Probe und der Standardlosungen auf die Proben-
applikatoren (10 x 5 mm) pipettiert und in Abstinden von 1 mm voneinander sowie von 5 mm in Langsrichtung von der
Anode auf das Gel gebracht und leicht angedriickt. Die Fokussierung erfolgt unter den beschriebenen Bedingungen; nach der

60-miniitigen Probenfokussierung sind die Probenapplikatoren vorsichtig abzunehmen.

Anmerkung: Bei Anderung der Stirke oder Breite der Gele sind Strom und Leistung entsprechend anzupassen
(z. B. Verdopplung von Stromstirke und Leistung bei Verwendung eines 0,5 mm starken Gels im For-
mat 265 x 125 x 0,5 mm).

Beispiel eines Spannungsprogramms fiir einen Elektrophoreseautomaten (2 Gele je 5,0 x 4,5 cm); direkte Aufbringung der
Elektroden auf das Gel (ohne Elektrodenstreifen)

Schritt Spannung Stromstirke Leistung Temp. Voltstunden
1. Vorfokussierung 1000 V 10,0 mA 3,5W 8°C 85 Vh
2. Probenfokussierung 250V 5,0 mA 2,5W 8°C 30 Vh
3. Fokussierung 1200V 10,0 mA 35W 8°C 80 Vh
4. Fokussierung 1500V 5,0 mA 7,0 W 8°C 570 Vh

In Schritt 2 wird der Probenapplikator bei 0 Vh aufgesetzt.

In Schritt 2 wird der Probenapplikator bei 30 Vh abgenommen.
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6.4.

6.4.1.

6.4.2.

6.4.3.

7.1.

7.2.

Proteinanfirbung

Fixieren der Proteine

Unmittelbar nach Abschalten des Stroms werden die Elektrodenstreifen entfernt. Das Gel wird sofort in eine mit
200 ml Fixierlosung (4.9) gefiillte Firbe- und Entfirbeschale gegeben und 15 Minuten geschiittelt.

Waschen und Farben der Gelplatte

Die Fixierlosung wird restlos abgegossen und die Gelplatte zweimal je 30 Sekunden mit 100 ml Entfirbelosung
(4.10) gespiilt. Die Entfirbelosung wird abgegossen und die Schale mit 250 ml Firbelosung (4.11.3) gefiillt; die
Farbelosung wird 45 Minuten leicht geschwenkt, um die Lésung einwirken zu lassen.

Entférben der Gelplatte

Die Firbelosung wird abgegossen, die Gelplatte zweimal mit je 100 ml Entfirbelosung (4.10) gespiilt und anschlie-
Rend mindestens 2 x 15 Minuten in 200 ml Entfirbelosung geschwenkt, bis der Hintergrund klar und farblos ist.
Die Gelplatte wird dann mit destilliertem Wasser (zweimal 2 Minuten) gespiilt und an der Luft (2 bis 3 Stunden)
oder mit dem Fon (ca. 10 bis 15 Minuten) getrocknet.

Anmerkung 1:  Fixierung, Firben und Entfirben erfolgen bei einer Temperatur von 20 °C. Bei héheren Tempera-
turen diirfen diese Schritte nicht ausgefithrt werden.

Anmerkung 2:  Wird einer empfindlicheren Silberfirbelosung (z. B. Silberfirbelésungs-Kit, Protein Pharmacia Bio-
tech, Code Nr. 17-1150-01) der Vorzug gegeben, sind die plasminbehandelten Kaseinproben auf
5 mg/ml zu verdiinnen.

BEWERTUNG

Die Bewertung erfolgt durch Vergleich der Proteinbandenmuster der unbekannten Probe mit den Referenz-
standardproben auf demselben Gel. Der Nachweis von Kuhmilch in Kdsen aus Schaf, Ziegen- oder Biiffelmilch und
in Gemischen aus Schaf-, Ziegen- oder Biiffelmilch erfolgt aufgrund der y;- und der y,-Kaseine, bei denen die iso-
elektischen Punkte im pH-Wert-Bereich 6,5 bis 7,5 liegen (Abbildungen 4a und b und Abbildung 5). Die Nach-
weisgrenze des Verfahrens liegt unter 0,5 %.

Visuelle Bestimmung

Zur visuellen Bestimmung des Kuhmilchanteils empfiehlt es sich, die Konzentration der Proben und der Standard-
proben auf die Stirke der Schaf-, Ziegen- und/oder Biiffel-y, und -y;-Kaseine einzustellen (siehe ,y, E,G,B“ und
,Y3 E,G,B“ in den Abbildungen 4a und 4b und Abbildung 5). Nur dann kann der Kuhmilchgehalt (kleiner, gleich
oder grofler als 1 %) in der zu beurteilenden Probe durch direkten Vergleich der Stirken der Rinder-y,- und
-Y5-Kaseinzonen (siche ,y; C“und ,y, C*in den Abbildungen 4a, 4b und 5) mit denen der 0 %- und 1 %-Standard-
proben (Schaf, Ziege) oder laboreigenen Interims-Standardproben (Biiffelmilch) bestimmt werden.

Densitometrische Bestimmung

Nach Maéglichkeit ist mit Hilfe eines Densitometers (5.19) das Peak-Flichen-Verhaltnis der y,- und y;-Kaseine
(siehe Abbildung 5) zwischen Rind und Schaf, Ziege und/oder Biiffel zu ermitteln. Dieser Wert ist mit dem y,- und
y5-Kasein-Peak-Flachen-Verhiltnis der 1 %igen Standardprobe (Schaf, Ziege) oder der im selben Gel laufenden
laboreigenen Interims-Standardprobe (Biiffel) zu vergleichen.

Anmerkung:  Reagiert die 1 % Kuhmilch enthaltende Standardprobe eindeutig positiv sowohl auf y,- als auch auf
Ys-Kaseine, die 0 %ige Standardprobe dagegen nicht, liefert die Methode zuverldssige Ergebnisse.
Ansonsten ist das Verfahren unter genauer Beachtung der Verfahrensvorschrift zu optimieren.
Eine Stichprobe gilt als positiv, wenn die Kuhmilchkaseine y, und y; oder die entsprechenden Peak-
Fliachen-Verhiltnisse zumindest den Zahlen fir die 1 %ige Standardprobe entsprechen.
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Abbildung 1

Schematische Darstellung der Gegenfolie

Abstandshalter

0,25mmj-_ /,— rrrrrrrrrr _
/

Polyesterfolie

/Z/— 280 mm " -~

Abbildung 2

Kaseinschwimmschicht zwischen wissriger und organischer Phase nach dem Zentrifugieren

| H2O-Phase

: Casein

CHzCl2-Phase

Abbildung 3

Klapptechnik zur Herstellung ultradiinner Polyacrylamidgele

a = Abstandshalter (0,25 mm); b = Gegenplatte (5.3); ¢, e = Glasplatten (5.1); d = Gellosung (4.1.2); f = Geltragerplatte (5.2)
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Abbildung 4a

Isoelektrische Fokussierung plasminbehandelter Kaseine von Schaf- und Ziegenmilchkise mit unterschiedlichem Kuhmilchgehalt
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Abgebildet ist die obere Halfte des IEF-Gels.

Abbildung 4b

Isoelektrische Fokussierung plasminbehandelter Kaseine von Kise, der aus Gemischen von Schaf-, Ziegen- und Biiffelmilch mit
unterschiedlichem Kuhmilchgehalt hergestellt wurde
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% CM = Prozentanteil Kuhmilch; 1 + = Probe mit 1 % Kuhmilch, versetzt mit reinem Kuhmilchkasein in der Mitte des Durchlaufs C = Kuh, E = Schaf,

G = Ziege, B = Biiffel.
Abgebildet ist der gesamte Trennungsabstand des IEF-Gels.
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Abbildung 5

Densitogrammreihe der Standardproben (STD) und Kiseproben aus Gemischen von Schaf- und Ziegenmilch nach isoelektrischer
Fokussierung
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a, b = Standardproben mit 0 und 1 % Kuhmilch; c-g = Kdseproben mit 0, 1, 2, 3 und 7 % Kuhmilch; C = Kuh, E = Schaf, G = Ziege
Die obere Hilfte des [EF-Gels wurde bei A = 634 nm analysiert.
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1.

ANHANG X
(Artikel 7)

REFERENZMETHODE ZUM NACHWEIS COLIFORMER KEIME IN BUTTER, MAGERMILCHPULVER,
KASEIN UND KASEINATEN

VORBEREITUNG DER PROBEN

ISO-Norm 8261

. VERFAHREN

ISO-Norm 4831

Proben entsprechend 1 g Butter oder 0,1 ¢ Magermilchpulver oder Kasein/Kaseinate werden in das Kulturmedium
geimpft.

Je Probe sind drei Rohrchen zu impfen.

ERGEBNISSE

Wenn fiir die 3 Rohrchen 3 negative Befunde zu verzeichnen ist, lautet das Ergebnis ,konform®.

Fithren die 3 Rohrchen zu 2 oder 3 positiven Befunden, lautet das Ergebnis ,nicht konform®.

Werden fiir die 3 Réhrchen 2 negative Befunde festgestellt, wird die Analyse zweimal (mit zwei Rohrchen) wiederholt.

— Sind auch diese beiden Ergebnisse negativ, lautet das Ergebnis ,konform*.

— Ist mindestens ein Ergebnis positiv, lautet das Gesamtergebnis ,nicht konform®.
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5.1.

5.2

5.3.

5.4.

5.5.

ANHANG XI
(Artikel 8)

LAKTOSENACHWEIS IN MISCHFUTTER

GEGENSTAND UND ANWENDUNGSBEREICH

Bestimmung des Laktosegehalts in Mischfutter

HINWEIS

Unter dem Laktosegehalt wird der nach diesem Verfahren bestimmte Massenanteil in Prozent verstanden.

BEGRIFFSBESTIMMUNG

Der Gehalt an wasserfreier Laktose wird in g/100 g ausgedriickt.

KURZBESCHREIBUNG

Das Mischfutter wird in Wasser rekonstituiert. Eine ,Biggs“-Losung wird zu einem verdiinnten abgewogenen Ali-
quot hinzugegeben, um das Fett und die Proteinfraktionen des Mischfutters auszuféllen. Die Probe wird gefiltert
(oder zentrifugiert), und das Filtrat (oder der Uberstand) wird auf eine HPLC-Sdule mit Kationenaustauscher (Blei)
mit Wasser in HPLC-Qualitdt als mobiler Phase injiziert. Die eluierte Laktose wird mit einem Differenzrefraktometer
bestimmt (}).

REAGENZIEN
Kurzbeschreibung

Wenn nicht ausdriicklich anderweitig angegeben, sind ausschlieflich Reagenzien von anerkannter Analysequalitat
und entgastes Wasser in HPLC-Qualitit zu verwenden.

Laktose

D-Laktose-Monohydrat ((C,,H,,)O,,H,0) kann die erhohte Feuchtigkeit aufnehmen. Vor Gebrauch ist der tat-
sdchliche Wasseranteil nach der Karl-Fisher-Methode zu messen bzw. die erhohte Feuchtigkeit zu verdampfen,
indem die Laktose 8 Stunden in einen Ofen mit einer Temperatur von 105 °C gegeben wird. (Der Kristallwasser-
anteil der Laktose bleibt bei dieser Behandlung erhalten.)

Konzentrierte Biggs/Szijarto-Losung (i)

9,10g  Zinkacetatdihydrat  (Zn(CH,COO),.2H,0) und 5,46g Phosphorwolframsiure-Monohydrat
(H5[P(W;0,,),xH,0]) werden in etwa 70 ml Wasser in HPLC-Qualitdt (6.8) in einem 100-ml-Messkolben aufgelost.

5,81 ml Eisessigsdure (CH;COOH) werden hinzugegeben. AnschlieSend wird die Losung bis zur 100-ml-Marke mit
Wasser in HPLC-Qualitét (6.8) aufgefullt und gemischt. Die Losung kann bei Raumtemperatur 1 Jahr gelagert
werden.

Verdiinnte Biggs/Szijarto-Losung

25 ml konzentrierte Biggs/Szijarto-Losung (5.3) werden mit Wasser in einem Messkolben bis auf 500 ml aufge-
fullt. Die Losung kann bei Raumtemperatur einen Monat gelagert werden.

Vorbereitung des Wassers in HPLC-Qualitit

Das ultrareine Wasser (6.8) wird einer Vakuumfiltration (6.9) unterzogen. Um die Pumpleistung zu verbessern und
eine stabile Basislinie zu erhalten, ist die mobile Phase tiglich durch eines der verfiigbaren Verfahren (z. B. Helium-
einleitung, Ultraschallbehandlung, Vakuum- oder In-line-Entgasung) zu entgasen.

Anmerkung:  Um die Lebensdauer der Sdule zu verlingern, muss sichergestellt werden, dass der Kohlendioxidan-
teil des Elutionsmittels moglichst gering ist und dass eine erneute Aufnahme ausgeschlossen werden
kann.
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6.

6.1.

6.2.

6.3.

6.4.

6.5.

6.6.

6.7.

6.8.

6.9.

APPARATUR
Normale Laborausstattung und insbesondere:
HPLC-lonenaustauscher-Harzsiule

Saulenpackung: 8 % quervernetztes Polystyrol-divinylbenzol-Copolymer funktionalisiert mit Kationenaustauscher-
gruppen in der Bleiform;

Sdulenabmessungen: Linge 300 mm, Innendurchmesser ca. 8 mm.
Andere Durchmesser konnen verwendet werden, wenn der Durchfluss entsprechend angepasst wird.
Vorsiule

Die Vorsdule besteht aus einem getrennten Kationenaustauscher (H) kombiniert mit einem Anionen-Austauscher
(CO5-), jeweils in Sdulen von ca. 30 mm x 4,6 mm (H x ID) gepackt (z. B. Mikrovorsiulen in einem Mikrovor-
sdulenhalter); die Sdulen sind in Reihen hintereinander oder in Form eines gemischten Betts mit AG 50W-X4,
-400 mesh (H") und AG3-X4A, 200-400 mesh (OH-) im Verhdltnis 35:65 (m/m) angeordnet und werden von Hand
in eine ca. 20 x 9 mm (L x ID) grof8e Siule gepackt.

Siulenofen
Mit dem Ofen muss eine gleich bleibende Temperatur von 85 °C # 1 °C hergestellt werden konnen.
HPLC-Pumpe

Die Pumpe muss einen gleich bleibenden Durchfluss von 0,2-1,0 m/min (bei Schwankungen < 0,5 %) erzielen
konnen.

HPLC-Injektionssystem
Der Autosampler muss ein Volumen von 25 pl injizieren kénnen; die Wiederholbarkeit muss < 0,5 % sein.

Alternativ kann ein manuelles System eingesetzt werden, das die auch an den Autosampler gestellten Anforderun-
gen erfillt.

HPLC-Detektor
Benétigt wird ein hoch empfindlicher Refraktionsindex-Detektor mit einem Rauschpegel von < 5,107 RI.
Integrator

Fiir die Datenerfassung sowie zum Erzeugen von Peak-Flichen und Peak-Hohen, die in Laktose-Konzentrationen
umgerechnet werden konnen, wird eine Software oder ein eigener Integrator verwendet.

Wasserreinigungssystem
Das System muss ultrareines Wasser (Typ 1) mit einem spezifischen Widerstand > 14 MQ.cm herstellen konnen.
Losungsmittelfiltersystem

Das System muss das Wasser tiber einen Membranfilter mit einer Porengrofe von 0,45 pm filtern konnen.

Anmerkung:  Viele Wasserreinigungssysteme (6.8) besitzen einen integrierten 0,45- oder 0,2-um-Filter. Eine wei-
tere Filtration kann unterbleiben, wenn das Wasser sofort verwendet wird.

Analysewaage
Waage mit einer Empfindlichkeit von 0,1 mg
Wasserbad

Im Wasserbad muss eine Temperatur von 40 °C (£ 0,5 °C) aufrechterhalten werden kénnen.
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6.12.  Zentrifuge
Die Zentrifuge muss Eppendorf-Réhrchen oder gleichwertige bzw. grofere Rohrchentypen mit mindestens 3 000 g
beschleunigen konnen.
6.13.  Messkolben 50 ml
Filllmenge 50 ml, Klasse A
Anmerkung:  Bei Beriicksichtigung des jeweiligen Volumenfaktors konnen Kolben mit sonstigen Fiillmengen ver-
wendet werden.
6.14. Messkolben 100 ml
Fassungsvermogen 100 ml, Klasse A
6.15.  Messpipette
Messpipette, 10 ml
Anmerkung: ~ Alternativ kann eine manuelle Pipettierhilfe mit einem Fassungsvermagen von 5 ml verwendet wer-
den; in diesem Fall miissen zweimal 5 ml des Reagens verwendet werden (5.3).
7. PROBENAHME
Wichtig ist, dass das Labor eine Probe erhilt, die gemifs ISO 707|IDF 50 (i) entnommen wurde, die tatsichlich
reprasentativ ist und die bei Transport oder Lagerung nicht beschddigt wurde.
8. VORBEREITUNG DER LAKTOSE-STANDARDLOSUNG
8.1. Standardprobe 1
Eine auf 0,1 mg genau abgewogene Menge von ca. 50 mg Laktose-Monohydrat (5.2) wird in einem 100-ml-
Messkolben (6.14) aufgeldst; anschliefend wird bis zur Fiillmarke mit Wasser aufgefiillt.
8.2. Standardprobe 2
Eine auf 0,1 mg genau abgewogene Menge von ca. 100 mg Laktose-Monohydrat (5.2) wird in einem 100-ml-
Messkolben (6.14) aufgeldst; anschlieend wird mit Wasser aufgefiillt.
Anmerkung:  Die Standardlosungen konnen bei einer Temperatur von ca. 5 °C hochstens 1 Woche gelagert werden.
9. VORBEREITUNG DER PROBE
9.1. Rekonstituierung der Probe
Ca. 5 g des Pulvers werden in einen 50-ml-Kolben (6.13) eingewogen; das Gewicht wird auf 1 mg genau bestimmt
(W, (11)). Nach Zugabe von 50 ml Wasser wird die Zunahme des Gewichts (W, (11)) auf 0,01 g genau ermittelt.
Der verschlossene Kolben wird fiir 30 Minuten in das Wasserbad (6.11) gebracht und wihrend dieser Zeit einige
Male gestiirzt. Anschliefend muss der Kolben auf Raumtemperatur abkiihlen.
9.2. Probenbehandlung

Ca. 1 g dieser Losung wird entnommen und in einen 50-ml-Messkolben (6.13) gegeben; anschliefend wird das
Gewicht (W5 (11)) auf 1 mg genau bestimmt; danach werden zunichst 20 ml Wasser und dann 10 ml verdiinnte
Biggs/Szijarto-Losung (5.4) hinzugefiigt. Die Losung wird mit Wasser bis zur Marke aufgefillt. Der Kolben wird in
den ersten 30 Minuten fiinfmal vorsichtig gestiirzt.

Nach 1 Stunde wird eine Aliquote entnommen und 10 Minuten mit 3 000 g zentrifugiert (6.12). (Bei entsprechend
kiirzerer Zeit sind auch hohere Beschleunigungen maoglich.) Eine Aliquote des Uberstands wird fur die HPLC-
Analyse verwendet.
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10.

10.1.

10.1.1.

10.1.2.

10.1.3.

10.1.4.

10.1.5.

10.2.

10.3.

11.

HPLC-ANALYSE
Vorliufige Vorbereitung fiir die HPLC
Aufbau der Hauptsdule und der Vorsiule

Die Vorsiule (6.2) wird aulerhalb des Sdulenofens (6.3) angeordnet und die Hauptsiule (6.1) in den Ofen gebracht.

Anmerkung:  Wenn der Ofen nicht mit Rohren zur Vorheizung des Elutionsmittels ausgestattet ist, muss das
Elutionsmittel durch ein etwa 15 cm langes Edelstahlrohr in den Ofen geleitet werden, bevor es in
die Saule gelangt. (Das Elutionsmittel muss vor dem Eintritt in die Sdule erwdrmt worden sein; ansons-
ten werden die Peaks unangemessen breit.)

Detektor und Ausgangsdurchfluss

Um eine stabile Basislinie zu erhalten, wird der Detektor (6.6) mindestens 24 Stunden vor Beginn der Analyse ein-
geschaltet. Die Innentemperatur des Detektors wird auf 35 °C geregelt. Mindestens 20 Minuten wird ein Durch-
fluss von 0,2 ml/min (6.4) eingestellt; dabei wird der Siulenofen (6.3) auf Raumtemperatur geregelt.

Séulenofen und endgiiltiger Durchfluss

Der Siulenofen (6.3) wird auf 85 °C eingestellt. Wenn diese Temperatur erreicht ist, wird nach 30 Minuten allméh-
lich der Durchfluss von 0,2 ml/min auf 0,6 ml/min erhoht (6.4). Es wird gewartet, bis das Gerit sich bei diesem
Durchfluss und bei einer Temperatur von 85 °C dquilibriert hat (2 Stunden bzw. bis zum Erreichen einer stabilen
Basislinie).

Integration

Die Parameter fiir Erfassung und Integration der Daten (6.7) (z. B. Datenrate, Empfindlichkeit, Zeitkonstante, Peak-
Breite und Schwellenwert) sind sorgfaltig auszuwihlen.

Die Retentionszeit betrdgt bei Laktose etwa 11 Minuten.

Anmerkung:  Viele Software-Programme zur Datenerfassung (6.7) ermoglichen die bequeme Messung der theore-
tischen Plattenzahl. Die theoretische Plattenzahl von Standardlésung 1 (8.1) ist regelmifSig zu mes-
sen; wenn die Plattenzahl den Ausgangswert einer neuen Siule um mindestens 25 % unterschreitet,
ist die Sadule (6.1) zu ersetzen.

Vorsdulentest

Regelmifig (d. h. in jeder Analysereihe mindestens einmal) muss gepriift werden, ob die Vorsdule (6.2) Salze aus
der Probe abtrennen kann; dazu werden 25 pl einer 0,05 %igen Natriumchloridlosung injiziert. Wenn Peaks auf-
treten, sollte die Vorsaule ersetzt werden.

Messen der Standardproben

Jeweils zu Beginn einer Analysereihe werden 25 pl (6.5) von Standardprobe 1 (8.1) und anschlieSend von Standard-
probe 2 (8.2) injiziert. Diese Injektionen werden jeweils nach 10 bis 20 Proben sowie am Ende einer Analysereihe
wiederholt.

Messen der Proben

25 pl des Uberstands (9.2) der Probe werden injiziert.

BERECHNUNG UND DARSTELLUNG DER ERGEBNISSE
Kalibrierung

Normalerweise werden die Ergebnisse aufgrund von Peak-Hohen berechnet; bei zu starkem Rauschpegel konnen
auch die Peak-Flichen verwendet werden. (Bei der quantitativen Bestimmung anhand der Peak-Hohe bestehen gerin-
gere Beeintrichtigungen durch Peaks von in niedriger Konzentration vorliegenden Bestandteilen, die nur teilweise
und nicht hinreichend von Laktose-Peak abgegrenzt werden konnen.)

Die Software (6.7) muss eine lineare Kalibrierkurve berechnen, die durch das Ausgangsniveau fiihrt. Die Kurve ist
auf eine mogliche Linearitdtsabweichung zu priifen; (scheinbare Linearitdtsabweichungen sind meist auf einen Feh-
ler bei der Vorbereitung der Standardprobe 1 (8.1) oder 2 (8.2), auf eine schlechte Integration oder — seltener —
auf einen defekten Injektor zuriickzufiithren.)
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12.

12.1.

12.2.

13.

Als Ausgangsdaten werden die berechneten Laktosekonzentrationen in mg/ml der Standardprobe 1 (8.1) und 2 (8.2)
als wasserfreie Laktose angenommen.

Die Steigung (RF) der Kalibrierungslinie hangt vom Verhéltnis zwischen der Fliche und der Konzentration in mg/ml
ab.

Proben

Das Analyseergebnis wird in g/100 g ausgedriickt und mit der Software (6.7) bzw. mit der folgenden Formel
berechnet:
Hx (W, + W) x50

x0,1
RF x W, x W,

Dabei bedeuten:

C:  Laktosekonzentration in g/100 g Pulver

H: Hohe der Laktose-Peaks der Proben

RF: Kalibrierfaktor (oder Steigung) der Kalibrierkurve in mV/mg/ml
W,: Gewicht der Pulverprobe in g (9.1)

W,: Gewicht des zur Pulverprobe hinzugefiigten Wassers in g (9.1)
Wi Gewicht der rekonstituierten Losung des Probenpulvers in g (9.2)
50: Volumen des verwendeten Messkolbens (9.2)

0,1: Umrechnung des Ergebnisses in g/100 g
PRAZISION

Die in diesem Leistungstest ermittelten Werte sind moglicherweise nur auf die hier genannten Konzentrations-
bereiche und Matrizen anwendbar. Die Werte fiir die Wiederholbarkeit und die Vergleichbarkeit stiitzen sich auf
die Ergebnisse eines gemif$ ISO 5725 (v) durchgefiihrten Leistungstests.

Wiederholbarkeit

Der absolute Unterschied zwischen zwei einzelnen Testergebnissen, die nach derselben Methode bei identischem
Testmaterial in verschiedenen Laboratorien von verschiedenen Analytikern und mit unterschiedlicher Ausriistung
ermittelt wurden, liegt in hochstens 5 % aller Fille iiber xxx (durch gemeinsame Versuche zu iiberpriifen) (¥).

Vergleichbarkeit

Der absolute Unterschied zwischen zwei einzelnen Testergebnissen, die nach derselben Methode bei identischem
Testmaterial in verschiedenen Laboratorien von verschiedenen Analytikern und mit unterschiedlicher Ausriistung
ermittelt wurden, liegt in hochstens 5 % aller Falle tiber 0,5 g/100 g (durch gemeinsame Versuche zu tiberpriifen).

LITERATUR

() J. Koops en C. Olieman, Netherlands Milk and Dairy Journal, 39 (1985) 89-106.
() D.A. Biggs en L. Szijarto, Journal of Dairy Science, 46 (1963) 1196.

(i) ISO 707 (IDF 50), ,Milchprodukte — Leitfaden. zur Probenahme*.

(v) ISO 5725-1, Genauigkeit (Richtigkeit und Prézision) von Messverfahren und Messergebnissen — Teil 1: All-
gemeine Grundlagen und Begriffe.

(") ISO 5725-2, Genauigkeit (Richtigkeit und Prizision) von Messverfahren und Messergebnissen. Teil 2: Ein
grundlegendes Verfahren fiir die Ermittlung der Wiederhol- und Vergleichprizision von festgelegten
Messverfahren.
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ANHANG XII

(Artikel 9)

BESTIMMUNG VON LABMOLKE IN MAGERMILCHPULVER ZUR OFFENTLICHEN LAGERHALTUNG UNTER

5.1.

5.2.

NACHWEIS VON KASEINMAKROPEPTIDEN DURCH HOCHLEISTUNGS-
FLUSSIGKEITSCHROMATOGRAHE (HPLC)

GEGENSTAND UND ANWENDUNGSBEREICH

Durch die Bestimmung der Kaseinmakropeptide ermoglicht diese Methode den Nachweis von Labmolke in zur
offentlichen Lagerung bestimmtem Magermilchpulver.

LITERATUR

Internationale Norm ISO 707 — Milch und Milcherzeugnisse — Probenahmetechniken, gemif den Angaben in
Anhang I Ziffer 2 Buchstabe c letzter Unterabsatz.

BEGRIFFSBESTIMMUNG

Unter dem Gehalt an Labmolkepulver wird der unter Nachweis von Kaseinmakropeptiden nach diesem Verfahren
bestimmte Massenanteil in Prozent verstanden.

KURZBESCHREIBUNG

— Rekonstitution des Magermilchpulvers in warmem Wasser, Entfernen des Fettanteils und der Proteine mit Tri-
chloressigsdure und anschlieende Zentrifugierung oder Filtrierung.

— Bestimmung der im Uberstand vorhandenen Kaseinmakropeptidmenge (CMP) durch Hochleistungsfliissig-
keitschromatografie (HPLC).

— Beurteilung des Ergebnisses durch den Vergleich mit Standardproben aus Magermilchpulver, ohne oder mit
Zusatz eines bekannten Anteils an Labmolkepulver.

REAGENZIEN

Alle Reagenzien miissen analysenrein sein. Das verwendete Wasser muss destilliert sein oder einen mindestens
gleichwertigen Reinheitsgrad aufweisen.

Trichloressigsdure

240 g Trichloressigsaure (CCl;COOH) werden in Wasser aufgelost; anschliefend wird die Losung auf 1 000 ml auf-
gefiillt. Die Losung sollte klar und farblos sein.

Elutionsmittel, pH 6,0

1,74 g Di-Kaliumphosphat (K,HPO,), 12,37 g Mono-Kaliumphosphat (KH,PO,) und 21,41 g Natriumsulfat
(Na,SO,) werden in etwa 700 ml Wasser gelost. Wenn erforderlich, ist der pH-Wert mit Phosphorsiure- oder
Kaliumhydroxidlosung auf 6,0 zu korrigieren.

Die Losung wird mit Wasser auf 1 000 ml aufgefiillt und gut durchmischt.

Anmerkung: Die Zusammensetzung des Elutionsmittels kann so gedndert werden, dass die im Zertifikat der Stan-
dardlosungen vorgegebenen Anforderungen oder die Herstelleranweisungen bzw. die Anforderun-
gen an das Packmaterial der Saule erfiillt werden.

Vor der Verwendung wird die Elutionslosung durch einen Membranfilter mit einer Porengroffe von 0,45 pm
filtriert.
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5.3. Waschlosung

Ein Teil Acetonitril (CH;CN) wird mit 9 Teilen Wasser gemischt, und die Losung vor Gebrauch durch einen
Membranfilter mit 0,45 pm Porengrofe filtriert.

Anmerkung:  Es kann auch eine beliebige sonstige Waschlosung mit bakterizider Wirkung verwendet werden, die
die Trennleistung der Sdulen nicht beeintrichtigt.

5.4. Standardproben
5.4.1.  Magermilchpulver gemdfS den Anforderungen dieser Verordnung d. h. [0].

5.4.2.  Das gleiche Magermilchpulver, verfalscht durch Zugabe von 5 % (m/m) Labmolkepulver von durchschnittlicher Zusammen-
setzung, d. h. [5].

6. APPARATUR
6.1. Analysewaage

6.2. (Fakultativ:) Zentrifuge, mit der eine Zentrifugalkraft von 2 200 g erreicht werden kann, ausgeriistet mit
Zentrifugenrohrchen mit Verschlussstopfen oder -kappe und einem Fassungsvermégen von 50 ml

6.3. Mechanische Schiittelvorrichtung

6.4. Magnetriihrer

6.5. Glastrichter, ca. 7 cm Durchmesser
6.6. Filterpapier, mittlere Filtriergeschwindigkeit, ca. 12,5 cm Durchmesser
6.7. Filtriervorrichtung aus Glas mit Membranfilter, 0,45 pm Porendurchmesser

6.8. Messpipetten, Nennvolumen 10 ml (ISO 648, Klasse A oder ISO/R 835), bzw. ein Pipettiersystem, mit dem
in 2 Minuten ein Volumen von 10,0 ml iibertragen werden kann

6.9. Aufgabesystem zur Abgabe von 20,0 ml Wasser mit einer Temperatur von ca. 50 °C
6.10. Thermostatisierbares Wasserbad, eingestellt auf 25 £0,5 °C

6.11. HPLC-Ausriistung, bestehend aus:

6.11.1. einer Pumpe;

6.11.2. einem manuellem Injektor oder einem Autosampler mit 15 bis 30 pl Fassungsvermégen;

6.11.3. 2 TSK 2 000-SW-Sdulen in Reihe (Linge 30 cm, Innendurchmesser 0,75 cm) oder gleichwertige Sdulen (z. B. ein-
mal TSK 2 000-SWXL, einmal Agilent Technologies Zorbax GF 250) und einer Vorsdule (3 cm x 0,3 cm) gepackt
mit I 125 oder Material mit gleichwertiger Effizienz;

6.11.4. einem thermostatisierbarem Siulenofen, einstellbar auf 35 +1 °C;

6.11.5. einem UV-Detektor mit variabler Wellenldnge fiir Messungen bei 205 nm mit einer Empfindlichkeit von
0,008 A und

6.11.6. einem Integrator zur Messung der Peak-Hohe.
Anmerkung:  Die Sdulen konnen auch bei Raumtemperatur eingesetzt werden. Allerdings ist die Trennleistung

dann etwas geringer. In diesem Fall miissen die Temperaturschwankungen wihrend einer Analysen-
reihe unter + 5 °C betragen.

7. PROBENAHME

7.1. Die Probenahme erfolgt nach dem von der internationalen Norm ISO 707 vorgesehenen Verfahren. Die Mitglied-
staaten konnen jedoch ein anderes Probenahmeverfahren anwenden, wenn dieses die Anforderungen der genann-
ten Norm erfillt.

7.2. Die Probe ist so aufzubewahren, dass sie unversehrt bleibt und ihre Zusammensetzung sich nicht dndert.
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8. VERFAHREN
8.1.  Vorbereitung der Probe

Das Milchpulver wird in einen ungefihr das doppelte Volumen fassenden Behilter mit luftdichtem Verschluss gege-
ben und der Behilter sofort verschlossen. Das Milchpulver wird durch mehrmaliges Stiirzen des Behilters voll-
standig durchmischt.

8.2. Probeneinwaage

2,000 g £ 0,001 g der Probe werden in ein Zentrifugenréhrchen (6.2) oder ein geeignetes verschliefbares Gefafd
(50 ml) eingewogen.

8.3. Abtrennen von Fett und Eiweif§

8.3.1.  Die Probeneinwaage wird mit 20,0 ml warmem Wasser (50 °C) versetzt. Das Pulver wird durch fiinfminutiges
Bewegen auf dem Schiittelgerit (6.3) rekonstituiert. Das Réhrchen wird in ein Wasserbad (6.10) gegeben und bei
25 °C stehen gelassen.

8.3.2.  Innerhalb von 2 Minuten werden 10 ml Trichloressigsiure (5.1) unter stindigem Rithren mit dem Magnetrithrer
(6.4) hinzugegeben. Das Réhrchen wird in ein Wasserbad (6.10) gestellt und 60 Minuten stehen gelassen.

8.3.3.  Danach wird die Probe bei 2 200 g 10 Minuten zentrifugiert (6.2) oder durch Filterpapier (6.6) gefiltert. Die ersten
5 ml des Filtrats sind zu verwerfen.

8.4. Chromatografische Bestimmung

8.4.1.  Fin genau abgemessenes Volumen zwischen 15 und 30 ul vom Uberstand oder Filtrat (8.3.3) wird in das HPLC-
Gerit (6.10) injiziert; wahrenddessen wird das Elutionsmittel (5.2) mit einer Durchflussgeschwindigkeit von 1,0 ml
pro Minute zugefiihrt.

Anmerkung 1:  Abhingig vom Innendurchmesser der verwendeten Sdulen bzw. den Anweisungen des Sdulenhers-
tellers kommen moglicherweise auch sonstige Durchflussgeschwindigkeiten in Betracht.

Anmerkung 2:  Das Elutionsmittel (5.2) sollte wahrend der gesamten chromatografischen Analyse eine Tempera-
tur von 85 °C haben, um das Elutionsmittel gasfrei zu halten und unerwiinschtes Bakterien-
wachstum zu verhindern. Ergdnzend konnen auch sonstige Maflnahmen mit vergleichbarer
Wirkung durchgefiihrt werden.

Anmerkung 3:  Bei jeder Unterbrechung sind die Saulen mit Wasser zu spiilen. Das Elutionsmittel darf niemals in
den Sdulen bleiben (5.2).

Vor jeder Unterbrechung von mehr als 24 Stunden sind die Sdulen mit Wasser zu spiilen und min-
destens 3 Stunden lang bei einem Durchfluss von 0,2 ml pro Minute mit der in Ziffer 5.3 genann-
ten Losung zu waschen.

8.4.2.  Die Ergebnisse der chromatogaphischen Analyse der Proben [E] werden in Form eines Chromatogramms gewon-
nen, in dem jeder Peak durch seine Retentionszeit RT identifiziert wird, d. h.:

Peak II: Zweiter Peak des Chromatogramms mit RT etwa 12,5 Minuten.

Peak III: Dritter Peak des Chromatogramms (entsprechend CMP) mit RT 15,5 Minuten.

Die Qualitdt der Sdulen kann die Retentionszeit der verschiedenen Peaks beeinflussen.

Der Integrator (6.11.6) berechnet automatisch die Fliche A der einzelnen Peaks, d. h.:

Ay Fliche von Peak II

Ay Fliche von Peak III

Vor der quantitativen Interpretation muss das Aussehen des Chromatogramms untersucht werden, um gegebe-
nenfalls Anomalien infolge einer Storung des Gerites oder der Sdulen oder infolge der Art und Herkunft der ana-
lysierten Probe feststellen zu konnen.

Im Zweifelsfall ist die Analyse zu wiederholen.
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8.5.

Kalibrierung
Fiir die Standardproben (5.4) ist das unter den Punkten 8.2 bis 8.4.2 beschriebene Verfahren genau einzuhalten.

Es sind frisch zubereitete Losungen zu verwenden, da die CMP im 8 %igen Trichloressigsaure-Milieu abgebaut wer-
den. Der Verlust wird bei 30 °C auf 0,2 % pro Stunde geschatzt.

Vor jeder chromatografischen Bestimmung der Proben sind die Sdulen durch wiederholte Injektionen der Losung
(8.5.1) der Standardproben (5.4.1) vorzubehandeln, bis die Flache und die Retentionszeit des dem CMP entspre-
chenden Peaks konstant bleiben.

Die Kalibrierfaktoren R werden durch Injektion des auch bei den Proben verwendeten Filtratvolumens (8.5.1)
bestimmt.

DARSTELLUNG DER ERGEBNISSE
Berechnungsformel

Berechnung der Kalibrierfaktoren R:

Peak II: | Ry = 100/(A,[0])

Dabei sind:
Ry = Kalibrierfaktoren der Peaks II
Ay [0] = Flichen der Peaks Il der gemidfl Absatz 8.5.3 hergestellten Standardprobe [0]
Peak IIL: | Ry = W/(A[5] = A[0])
Dabei sind:
Ry = Kalibrierfaktor fiir Peak III
Ay [0Jund Ay [5] = Flachen von Peak III in den gemifS Absatz 8.5.3 hergestellten Standardproben [0]
und [5]
w = Menge der Labmolke in der Standardprobe [5], d. h. 5

Berechnung der relativen Flichen der Peaks der Probe [E]:
SulE] = Ry x Ay[E]

SilEl = Ry x AyylE]

SwIE] = Ry x A [E]

Dabei sind:

Su [EL Si [E], Sy [E]
A [E], Ay [E]

relative Flachen der Peaks II, 1Il und IV der Probe [E]
Flichen der Peaks IT und IIT der gemafd Absatz 8.4.2 hergestellten Probe [E]

1

Ry, Ry = gemdfd Absatz 9.1.1 berechnete Kalibrierfaktoren

Berechnung der relativen Retentionszeit fiir Peaky, der Probe [E] RRT,[E] = (RT;,[E])/(RT [ 5])

Dabei sind:
RRTy; [E] =  relative Retentionszeit von Peak III in Probe [E]
RT;; [E] =  Retentionszeit von Peak IIl in der gemafs Absatz 8.4.2 hergestellten Probe [E]

RT;; [5] =  Retentionszeit von Peak IIl der gemafl Absatz 8.5.3 hergestellten Kontrollprobe [5]
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9.2

9.3.

9.3.2.

9.4.

9.4.1.

In Versuchen ist nachgewiesen worden, dass zwischen der relativen Retentionszeit von Peak III, d. h. RRTIII [E],
und der zugesetzten Menge an Labmolkepulver bis zu einer Konzentration von 10 % eine lineare Abhangigkeit
besteht:

— Die RRTy; [E] ist < 1,000, wenn der Gehalt an Labmolke > 5 % ist;

— die RRTy; [E] ist = 1,000, wenn der Gehalt an Labmolke < 5 % ist.

Die zuldssige Toleranz fiir die Werte von RRTy; liegt bei + 0,002.

In der Regel weicht der Wert fiir RRTy;; [0] kaum von 1,034 ab. Je nach dem Zustand der Sdulen kann sich dieser
Wert 1,000 anndhern, muss jedoch immer grofer sein.

Berechnung des Gehalts an Labmolkepulver in der Probe

W = Sy[E] - [1, 3 + (Sy[0] - 0, 9)]

Dabei sind:

W = Prozentanteil m/m der Labmolke in der Probe [E]

S [E] = relative Fliche von Peak III der gemifd Absatz 9.1.2 hergestellten Testprobe

1,3 = relative durchschnittliche Fliche von Peak IIT in Gramm Labmolke pro 100 g ermittelt in
unverfilschtem Magermilchpulver unterschiedlicher Herkunft. Der Wert wurde experi-
mentell bestimmt

Sy [0] = relative Fliche von Peak IIL; diese ist gleich Ry, x Ay, [0]; diese Werte wurden mit den in
den Absitzen 9.1.1 und 8.5.3 beschriebenen Verfahren bestimmt

(Sy; [0] - 0,9) = an der relativen durchschnittlichen Fliche vorzunehmende Korrektur (1,3), wenn Sy; [0]

nicht gleich 0,9 ist; im Versuch wurde fiir die relative durchschnittliche Fliache von Peak III
der Kontrollprobe [0] der Wert 0,9 ermittelt

Genauigkeit des Verfahrens

Wiederholbarkeit

Die Differenz der Ergebnisse zweier Untersuchungen, die mit identischem Untersuchungsmaterial unter denselben
Versuchsbedingungen von demselben Untersucher gleichzeitig oder unmittelbar nacheinander durchgefithrt wer-
den, darf Massenanteil von 0,2 % nicht iiberschreiten.

Vergleichbarkeit

Die Differenz zwischen zwei einzelnen unabhingigen Ergebnissen, die zwei Bearbeiter, welche in verschiedenen
Labors arbeiten, an identischem Probenmaterial erhalten, darf 0,4 % (m/m) nicht tiberschreiten.

Interpretation

Es muss darauf geschlossen werden, dass keine Labmolke enthalten ist, wenn die relative Flache von Peak III, Sy; [E],
ausgedriickt in Gramm Labmolke pro 100 g des Erzeugnisses, < 2,0 + (S;;[0] — 0,9) ist.

2,0 = in Anbetracht der relativen Fliche von Peak III (d. h. 1,3), der durch Schwankungen in
der Zusammensetzung des Magermilchpulvers bedingten Unsicherheit und der Vergleich-
barkeit der Methode (9.3.2) der hochstens zuldssige Wert fur die relative Fliche von
Peak 11l

(S [0] - 0,9) vorzunehmende Korrektur, wenn die Fliache Sy, [0] nicht gleich 0,9 ist (siche Absatz 9.2)
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9.4.2.

9.4.3.

9.4.3.1.

9.4.3.2.

Wenn die relative Fliche von Peak IIT Sy; [E] > 2,0 + (S;;[0] — 0,9) und die relative Fliche von Peak Il S;; [E] < 160
ist, muss der Labmolkeanteil wie in Absatz 9.2 beschrieben bestimmt werden.

Ist die relative Flache von Peak III Sy;; [E] > 2,0 + (S;;,[0] — 0,9) und die relative Fliche von Peak II S; [E] < 160, wird
der Gesamteiweiflgehalt (P %) bestimmt; anschliefend ist eine Bewertung aufgrund der Abbildungen 1 und 2
vorzunehmen.

Die nach Analyse von Proben von unverfilschtem Magermilchpulver gewonnenen Daten mit hohem Gesamt-
eiweiffgehalt sind in den Abbildungen 1 und 2 zusammengefasst.

Die durchgezogene Gerade ist die Gerade der linearen Regression, deren Koeffizienten nach dem Verfahren der
kleinsten Quadrate errechnet wurden.

Die gestrichelte Gerade gibt die Obergrenze der relativen Oberflache von Peak Il mit einer Wahrscheinlichkeit an,
die in 90 % der Fille nicht tiberschritten wird.

Die Formeln der gestrichelten Geraden der Abbildungen 1 und 2 lauten jeweils:

S =0,376 P%—10,7 (Abbildung 1)
Su =0,0123 S, [E] + 0,93 | (Abbildung 2)

dabei ist jeweils

St = die relative Fliche von Peak IIl berechnet entweder aufgrund des Gesamteiweiffgehalts oder auf-
grund der relativen Fliche von Peak S;; [E]

P % = der Gesamteiweifigehalt in Gewichtsprozent

Sy [E] = die relative Fliache der gemif8 Absatz 9.1.2 berechneten Probe

Die Gleichungen stimmen bei dem Wert 1,3 gemdf Punkt 9.2 iiberein.

Der Abstand (T, und T,) zwischen der gefundenen relativen Fliche S;; [E] und der relativen Oberfliche Sy, ergibt
sich aus folgenden Formeln: T, = Sy;; [E] - [(0,376 P% — 10,7) + (Sy;; [0] — 0,9)]T, = Sy, [E] - [(0,0123 S, [E] + 0,93)
+ (S [0]-0,9)]

Wenn T, und/oder T, Null oder kleiner sind, kann ein Labmolke-Nachweis nicht geftihrt werden.

Sind T, und T, grofer als Null, enthlt die Probe Labmolke.

Der Gehalt an Labmolke wird mit der Formel W =T, + 0,91 berechnet.

Dabei ist:

0,91 der Abstand zwischen der durchgezogenen Geraden und der gestrichelten Geraden auf der vertikalen Achse.
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ANHANG XIII

(Artikel 9)

BESTIMMUNG VON LABMOLKEPULVER IN MAGERMILCHPULVER UND IN DEN IN DER VERORDNUNG

5.1.

5.2.

5.3.

5.4.

5.4.1.

(EG) NR. 2799/1999 GENANNTEN GEMISCHEN

GEGENSTAND: NACHWEIS DES ZUSATZES VON LABMOLKEPULVER ZU:
a)  Magermilchpulver im Sinne von Artikel 2 der Verordnung (EG) Nr. 2799/1999 und

b)  Mischungen im Sinne von Artikel 4 der Verordnung (EG) Nr. 2799/1999.

LITERATUR: INTERNATIONALE NORM ISO 707

BEGRIFFSBESTIMMUNG

Unter dem Gehalt an Labmolkepulver wird der nach diesem Verfahren bestimmte Massenanteil an Kaseinmakro-
peptiden in Prozent verstanden.

KURZBESCHREIBUNG

Der Gehalt an Kaseinmakropeptid wird gemaff Anhang XII bestimmt. Proben mit positivem Ergebnis werden mit
dem HPLC-Verfahren (Umkehrphasen-Hochleistungsfliissigkeitschromatografie) auf Kaseinmakropeptid A (CKP,)
untersucht. Alternativ konnen die Proben auch sofort durch Umkehrphasen-HPLC analysiert werden. Das Ergebnis
wird im Vergleich zu Standardproben aus molkefreiem und molkehaltigem Magermilchpulver mit bekanntem
Gehalt ausgewertet. Labmolkepulver gilt als nachgewiesen, wenn der Massenanteil grofer als 1 % ist.

REAGENZIEN

Alle Reagenzien miissen analysenrein sein. Das verwendete Wasser muss destilliert sein oder einen mindestens
gleichwertigen Reinheitsgrad aufweisen. Die Reinheit von Acetonitril muss den Anforderungen der Spektroskopie
bzw. der HPLC geniigen.

Die fiir das Verfahren erforderlichen Reagenzien sind in Anhang XII dieser Verordnung genannt.
Reagenzien fiir die Umkehrphasen-HPLC:
Trichloressigsiure-Losung

240 g Trichloressigsaure (CCl;COOH) werden in Wasser aufgelost; anschlieend wird die Losung auf 1 000 ml auf-
gefiillt. Die Losung muss klar und farblos sein.

Elutionsmittel A und B

Elutionsmittel A: 150 ml Acetonitril (CH;CN), 20 ml Isopropanol (CH;CHOHCH;) und 1,00 ml Trifluoressigsiure
(TFA, CF;COOH) werden in einen 1 000-ml-Messkolben gegeben und mit Wasser auf 1 000 ml aufgefillt.

Elutionsmittel B: 550 ml Acetonitril, 20 ml Isopropanol und 1,00 ml TFA werden in einen 1 000-ml-Messkolben
gegeben und mit Wasser auf 1 000 ml aufgefillt. Vor der Verwendung wird die Elutionslosung durch einen
Membranfilter mit 0,45 pm Porendurchmesser filtriert.

Aufbewahrung der Siule

Nach den Analysen wird die Sdule mit Elutionsmittel B (iiber einen Gradienten) und danach mit Acetonitril
(30 Minuten, ebenfalls iiber einen Gradienten) gespiilt. Die Saule wird in Acetonitril aufbewahrt.

Standardproben

Magermilchpulver entsprechend den Anforderungen fiir die 6ffentliche Lagerhaltung (d. h. [0]).
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5.4.2.

5.4.3.

6.1.

6.2.

6.3.

6.4.

6.5.

6.6.

6.7.

6.8.

6.9.

6.11.

6.11.1.

6.11.2.

6.11.3.

6.11.4.

6.11.5.

6.11.6.

7.1.

7.2.

Das gleiche Magermilchpulver, verfdlscht durch Zusatz von 5 % (m/m) Labmolkepulver von durchschnittlicher
Zusammensetzung (d. h. [5]).

Das gleiche Magermilchpulver, verfilscht durch Zusatz von 50 % (m/m) Labmolkepulver von durchschnittlicher
Zusammensetzung (d. h [50].) ().

APPARATUR
Die fiir das beschriebene Verfahren erforderliche Apparatur wird in Anhang XII dieser Verordnung spezifiziert.
Analysewaage

(Fakultativ:) Zentrifuge zur Herstellung einer Zentrifugalkraft von 2 200 g, Zentrifugenrohrchen mit Stopfen oder
Kappe und einem Fassungsvermogen von etwa 50 ml

Mechanische Schiittelvorrichtung

Magnetrithrer

Glastrichter, ca. 7 cm Durchmesser

Filterpapier, mittlere Filtriergeschwindigkeit, ca. 12,5 cm Durchmesser
Filtriervorrichtung aus Glas mit Membranfilter, 0,45 pm Porendurchmesser

Messpipetten, Nennvolumen 10 ml (ISO 648, Klasse A oder ISO/R 835) bzw. ein Pipettiersystem zur Aufgabe von
10,0 ml in 2 Minuten

Aufgabesystem zur Ubertragung von 20,0 ml Wasser bei einer Temperatur von ca. 50 °C
Thermostatisierbares Wasserbad, eingestellt auf 25 + 0,5 °C

HPLC-Ausriistung, bestehend aus:

einem Pumpensystem fiir bindre Gradienten;

einem manuellen Injektor oder einem Autosampler mit einem Nennvolumen 100 pl;

einer Sdule (Agilent Technologies Zorbax 300 SB-C3, 25 cm x 0,46 cm (Hohe x Innendurchmesser)) oder einer
gleichwertigen groffporigen Umkehrphasen-Siule auf Silicagelbasis;

einem thermostatisierbaren Siulenofen, einstellbar auf 35 + 1 °C;

einem UV-Detektor mit variabler Wellenlingeneinstellung zur Messung bei 210 nm mit einer Empfindlichkeit von
0,02 A (ggf. auch Wellenldngen bis zu 220 nm) und

einem Integrator, mit dem eine Integration auf die allgemeine Basislinie oder von Tal zu Tal vorgenommen werden
kann.

Anmerkung: Die Sdule kann auch bei Raumtemperatur betrieben werden, sofern diese um hochstens 1 °C
schwankt. (Ansonsten dndert sich die Retentionszeit fiir CMP, zu stark.)

PROBENAHME

Die Probenahme erfolgt nach dem von der internationalen Norm ISO 707 vorgesehenen Verfahren. Die Mitglied-
staaten konnen jedoch ein anderes Probenahmeverfahren anwenden, sofern es den Prinzipien der genannten Norm
entspricht.

Die Probe ist so aufzubewahren, dass sie unversehrt bleibt und ihre Zusammensetzung sich nicht dndert.

(1) Labmolkepulver der Standardzusammensetzung sowie das verfilschte Magermilchpulver sind zu bezichen von NIZO, Kernhemseweg 2,

PO Box 20 — NL-6710 BA Ede. Es konnen aber auch sonstige Pulver verwendet werden, mit denen entsprechende Ergebnisse wie mit
den NIZO-Pulvern erzielt werden.
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8. VERFAHREN
8.1.  Vorbereitung der Probe

Das Milchpulver wird in einen ungefahr das doppelte Volumen fassenden Behalter mit luftdichtem Verschluss gege-
ben und der Behdlter sofort verschlossen. Das Milchpulver wird durch mehrmaliges Stiirzen des Behilters vollstan-
dig durchmischt.

8.2. Probeneinwaage

2,00 £ 0,001 g der Probe werden in ein Zentrifugenrhrchen (6.2) oder ein geeignetes verschliefbares Gefifd
(50 ml) eingewogen.

Anmerkung:  Bei Gemischen ist die Testprobe in einer Menge einzuwiegen, bei der die entfettete Probeneinwaage
einem Gewicht von 2,00 g entspricht.

8.3. Abtrennen von Fett und Eiweifd

8.3.1.  Die Probeneinwaage wird mit 20,0 ml warmem Wasser (50 °C) versetzt. Zum Auflosen wird das Pulver mit Hilfe
eines mechanischen Schiittelgerites (6.3) 5 Minuten bzw. bei saurer Buttermilch 30 Minuten geriittelt. Das Rohr-
chen wird in ein Wasserbad (6.10) gegeben und bei 25 °C stehen gelassen.

8.3.2. 10,0 ml Trichloressigsdurelosung mit einer Temperatur von 25 °C (5.1) werden innerhalb von 2 Minuten unter
kriftigem Rithren mit Hilfe des Magnetriihrers (6.4) gleichmifig zugesetzt. Das Rohrchen wird in ein Wasserbad
(6,10) gestellt und 60 Minuten stehen gelassen.

8.3.3.  Bei 2200 g wird 10 Minuten lang zentrifugiert (6.2) oder durch Filterpapier (6.6) filtriert, wobei die ersten 5 ml
des Filtrats zu verwerfen sind.

8.4. Chromatografische Bestimmung

8.4.1. Eine HPLC-Analyse wird gemdfl Anhang XII durchgefithrt. Bei negativem Befund enthélt die analysierte Probe
keine nachweisbaren Mengen an Labmolkepulver. Bei positivem Befund ist die im Folgenden beschriebene
Umkehrphasen-HPLC durchzufithren. Alternativ kann auch sofort eine Umkehrphasen-HPLC vorgenommen wer-
den. Anteile an saurem Buttermilchpulver konnen bei Anwendung der in Anhang XII beschriebenen Methode
falsch-positive Ergebnisse zur Folge haben. Dies ist bei der Umkehrphasen-HPLC ausgeschlossen.

8.4.2.  Bevor die Umkehrphasen-HPLC durchgefithrt wird, sind die Gradientenbedingungen zu optimieren. Eine CMP -
Retentionszeit von 26 Minuten + 2 Minuten ist optimal fiir Gradientensysteme mit einem Totvolumen von ca. 6 ml
(Volumen ab der Stelle, an der die Losungsmittel zusammentreffen, bis einschlieflich Volumen der Probenschleife).
Bei Gradientensystemen mit geringerem Totvolumen (z. B. 2 ml) ist eine Retentionszeit von 22 Minuten optimal.

Zu analysieren sind Losungen labmolkefreier Standardproben (5.4) und von Standardproben mit 50 %
Labmolkeanteil.

100 pl des Uberstandes bzw. des Filtrates (8.3.3) werden in die HPLC-Apparatur injiziert, die unter den in Tabelle 1
genannten Bedingungen (Testgradient) betrieben wird.

Tabelle 1

Testgradientenbedingungen fiir eine optimale chromatografische Bestimmung

(i‘?r:) D(;rlc/lflﬁ;s %A %B Kurve
Anfinglich 1,0 90 10 *
27 1,0 60 40 linear
32 1,0 10 90 linear
37 1,0 10 90 linear
42 1,0 90 10 linear

Beim Vergleich beider Chromatogramme miisste die Lage des CMP ,-Peaks festzustellen sein.

Mit der folgenden Formel kann die anfingliche Zusammensetzung des fiir den Normalgradienten zu verwenden-
den Losungsmittels (siche Absatz 8.4.3) berechnet werden: % B = 10-2,5 + (13,5 + (RT, 26) [ 6) x 3027 %
B=75+(13,5+ (R, - 26) [ 6) x 1,11

cmpA
cmpA
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8.4.3.

8.4.4.

8.5.

Dabei bedeuten:

RT mpat  CMP-Retentionszeit im Testgradienten

10: Ausgangs-% B des Testgradienten

2,5: 2,5 % B zur halben Laufzeit abziiglich % B beim Start im Normalgradienten
13,5: halbe Laufzeit des Testgradienten

26: erforderliche Retentionszeit fiir CMP

6: Verhiltnis der Steigungen von Testgradient und Normalgradient

30: % B zu Beginn abziiglich % B nach 27 Minuten im Testgradienten

27: Laufzeit des Testgradienten

Analyse von Losungen der Testproben

Genau 100 pl des Uberstandes bzw. Filtrates (8.3.3) werden in die HPLC-Apparatur injiziert, in die das Elutions-
mittel (5.2) mit 1,0 ml/Minute geleitet wird.

Die Zusammensetzung des Elutionsmittels beim Beginn der Analyse wurde in Absatz 8.4.2 beschrieben. Norma-
lerweise entspricht sie einem Verhéltnis von A:B = 76:24 (5.2). Sofort nach der Injektion kommt es zur Ausbildung
eines linearen Gradienten, der nach 27 Minuten einen um 5 % hoheren prozentualen Anteil von B ergibt. Danach
beginnt ein Gradient, bei dem sich die Zusammensetzung des Elutionsmittels in 5 Minuten auf 90 % B einstellt.
Diese Zusammensetzung bleibt 5 Minuten konstant, um dann innerhalb von 5 Minuten mit einem linearen Gra-
dienten wieder auf die Zusammensetzung beim Start abzufallen. Je nach Fassungsvermogen des Pumpensystems
kann die nichste Injektion 15 Minuten nach Erreichen der Ausgangsbedingungen durchgefithrt werden.

Anmerkung 1: Die Retentionszeit des CMP, muss 26 + 2 Minuten betragen. Dies kann durch Verdnderung der
Ausgangs- und Endbedingungen des ersten Gradienten erreicht werden. Die prozentuale Differenz
von B am Anfang und Ende des ersten Gradienten muss jedoch in jedem Fall 5 % B betragen.

Anmerkung 2:  Die Elutionsmittel miissen ausreichend entgast werden und in diesem Zustand gehalten werden.
Dies ist fur den einwandfreien Betrieb des Gradientenpumpsystems von wesentlicher Bedeutung.
Die Standardabweichung der Retentionszeit ftir den CMP ,-Peak sollte <0,1 Minute (n = 10) sein.

Anmerkung 3: Bei jeder fiinften Probe ist die Standardprobe [5] zu injizieren und erneut der Kalibrierfaktor R
(9.1.1) zu bestimmen.

Im Chromatogramm der Testprobe [E] hat der CMP,-Peak cine Retentionszeit von ca. 26 Minuten.

Der Integrator (6.11.6) errechnet automatisch die Hohe H des CMP ,-Peaks. Die Lage der Basislinie ist bei jedem
Chromatogramm zu priifen. Bei unrichtiger Lage der Basislinie ist die Analyse bzw. die Integration erneut
durchzufiihren.

Anmerkung:  Wenn der CMP ,-Peak hinreichend von anderen Peaks abgegrenzt ist, sollte eine Zuordnung gemafy
der Basislinie von Tal zu Tal erfolgen; ansonsten sind Senkrechten auf einer gemeinsamen Basislinie
einzuzeichnen, die in der Ndhe des CMP,-Peak (und somit nicht bei t = 0 min!) beginnen sollte. Fiir
die Standardlosung und die Probenlosungen ist derselbe Integrationstyp zu verwenden; bei gemein-
samer Basislinie muss die Konsistenz fur die einzelnen Proben und fiir die Standardlosung gepriift
werden.

Vor der quantitativen Bestimmung sind die Chromatogramme unbedingt auf Unregelméfigkeiten zu iiberpriifen,
die sich durch Betriebsstorungen der Apparatur bzw. der Siule oder aufgrund von Herkunft oder Art der analy-
sierten Probe ergeben konnen. Im Zweifelsfall ist die Analyse zu wiederholen.

Kalibrierung

Die Standardproben (5.4.1 und 5.4.2) werden dem in den Absitzen 8.2 bis 8.4.4 beschriebenen Verfahren unter-
zogen. Dabei sind frisch angesetzte Losungen zu verwenden, da CMP in 8 %iger Trichloressigsiure bei Raum-
temperatur abgebaut wird. Die Losung ist bei 4 °C 24 Stunden haltbar. Bei langen Versuchsreihen ist die
Verwendung einer gekiihlten Probenschale im Autosampler zu empfehlen.

Anmerkung:  8.4.2 kann entfallen, sofern der prozentuale Anteil von B beim Beginn der Analyse aus vorangehen-
den Analysen bekannt ist.
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8.5.2.

9.2.

9.3.

9.3.2.

9.3.3.

9.4.

Das Chromatogramm der Referenzprobe [5] sollte wie in Abbildung 1 aussehen. Diese Abbildung zeigt zwei kleine
Peaks vor dem CMP ,-Peak. Es ist unbedingt fiir eine analoge Trennung zu sorgen.

Vor der chromatografischen Bestimmung der Proben sind 100 pl der labmolkefreien Standardprobe [0] (5.4.1) zu
injizieren.

Das entsprechende Chromatogramm darf bei der Retentionszeit des CMP ,-Peaks keinen Peak aufweisen.

Der Kalibrierfaktor R ist nach Injektion des gleichen Filtratvolumens wie bei den Proben (8.5.1) zu bestimmen.

DARSTELLUNG DER ERGEBNISSE
Methode und Berechnungsformel
Berechnung des Kalibrierfaktors R
CMP,-Peak: R = W/H

Dabei bedeuten:

R = Kalibrierfaktor des CMP,-Peaks
H Hohe des CMP ,-Peaks
w Labmolkegehalt der Standardprobe [5]

Berechnung des Labmolkepulvergehalts der Probe in Prozent
WIE] = R x H[E]

Dabei bedeuten:

WIE] prozentualer Massenanteil an Labmolkepulver in der Probe [E]
R Kalibrierfaktor des CMP ,-Peaks (9.1.1)
H[E] = Hohe des CMP,-Peaks der Probe (E)

Ist W[E] grofer als 1 % und ist die Differenz zwischen der entsprechenden Retentionszeit und der der Standard-
probe [5] kleiner als 0,2 Minuten, enthilt die Probe Labmolkepulver.

Genauigkeit des Verfahrens
Wiederholbarkeit

Die Differenz der Ergebnisse zweier Untersuchungen, die mit identischem Untersuchungsmaterial unter denselben
Versuchsbedingungen von demselben Analytiker gleichzeitig oder unmittelbar nacheinander durchgefiihrt wer-
den, darf einen Massenanteil von 0,2 % nicht iiberschreiten.

Vergleichbarkeit

Nicht bestimmt.

Linearitat

Im Bereich von 0 bis 16 % Labmolkepulveranteil muss Linearitit bei einem Korrelationskoeffizienten von > 0,99
gegeben sein.

Interpretation

Die 1-%-Grenze wurde gemafl den Vorschriften des Anhangs XIX Absitze 9.2 und 9.4.1 der Verordnung (EG)
Nr. 214/2001 festgesetzt und beinhaltet die durch die Vergleichbarkeit bedingte Unsicherheit.
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Table 1
Ni — 4,6 standard

GMPa

Absorbance (220 nm)

0 5 10 15 20 25 30
times (Minutes)
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4.1.

4.2.

4.2.1.

4.2.2.

4.2.3.

4.3.

4.4.

4.4.1.

4.4.2.

4.4.3.

4.4.4.

4.4.5.

ANHANG XIV

(Artikel 10)

GEHALT AN MAGERMILCHPULVER: QUANTITATIVE BESTIMMUNG VON PHOSPHATIDYLSERIN

UND PHOSPHATIDYLETHANOLAMIN

Methode: Umkehrphasen-HPLC

GEGENSTAND UND ANWENDUNGSBEREICH

Diese Methode beschreibt ein Verfahren zur quantitativen Bestimmung von Phosphatidylserin (PS) und Phospha-
tidylethanolamin (PE) in Magermilchpulver (MMP) und ist auch fiir den Nachweis von Buttermilch-Feststoffen in
Magermilchpulver geeignet.

BEGRIFFSBESTIMMUNG

Gehalt an PS + PE: Massenfraktion der mit dieser Methode festgestellten Substanz; das Ergebnis wird in mg
Phosphatidylethanolamin-Dipalmitoyl (PEDP) je 100 g Pulver ausgedriickt.

KURZBESCHREIBUNG

Extraktion von Aminophosholipiden aus dem rekonstituierten Milchpulver mit Hilfe von Methanol; Bestimmung
von PS und PE als o-Phthaldialdehyd (OPA)-Derivat durch Umkehrphasen(RP)-HPLC und Fluoreszenzdetektion;
Quantifizierung des PS- und PE-Gehalts der Testprobe anhand einer Referenzstandardprobe mit einem bekannten
PEDP-Gehalt.

REAGENZIEN

Alle Reagenzien miissen analysenrein sein. Wasser muss destilliert oder von mindestens gleicher Reinheit sein, wenn
nicht anderweitig angegeben.

Standardmaterial: PEDP, Reinheit mindestens 99 %.

Anmerkung: Das Standardmaterial ist bei — 18 °C zu lagern.

Reagenzien zur Vorbereitung der Standard- und der Testproben

Methanol in HPLC-Qualitét

Chloroform in HPLC-Qualitt

Tryptaminmonohydrochlorid

Reagenzien fiir die Derivatisierung des o-Phthaldialdehyds

Natriumhydroxid, 12 M wissrige Losung

Borsiure, 0,4 M wissrige Losung, mit Natriumhydroxyd (4.3.1) auf pH 10,0 eingestellt
2-Mercaptoethanol

o-Phthaldialdehyd (OPA)

HPLC-Elutionsmittel

Die Elutionsmittel miissen mit Reagenzien in HPLC-Qualitit zubereitet werden.
Wasser in HPLC-Qualitt

Methanol fur die fluorimetrische Reinheitsmessung

Tetrahydrofuran

Natriumdihydrogenphosphat
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4.4.6.

4.4.7.

5.1.

5.2.

5.3.

5.4.

5.5.

5.6.

5.7.

5.8.

5.9.

5.13.1.

5.13.2.

5.13.3.

5.13.4.

5.13.5.

5.13.6.

7.2.

7.2.1.

7.2.2.

Natriumacetat

Essigsdure

APPARATUR

Analysewaage, Messgenauigkeit 1 mg, Teilung 0,1 mg

Bechergliser, 25 und 100 ml

Pipetten, Aufgabemengen 1 und 10 ml

Magnetrithrer

Messpipetten, Aufgabemengen 0,2, 0,5 und 5 ml

Messkolben, 10, 50 und 100 ml

Spritzen, 20 und 100 pl

Ultraschallbad

Zentrifuge, Zentrifugalkraft 27 000 x g

Glasflaschchen, etwa 5 ml

Messzylinder, 25 ml

pH-Messgerit, Genauigkeit 0,1 pH

HPLC-Ausriistung

Gradientenpumpe, Pumpleistung 1,0 ml/min bei 200 bar

Autosampler mit Derivatisierungsfunktion

Saulenheizung zur Regelung einer Sdulentemperatur von 30 °C £ 1 °C
Fluoreszenz-Messgerit, Messbereich 330 nm, Emissionsbereich 440 nm
Integrator oder Datenverarbeitungs-Software zur Messung von Peak-Flachen

Lichrosphere-100-Sdule (250 x 4,6 mm) oder gleichwertige mit Octadecylsilan (C 18) gepackte Siule, Partikel-
grofle 5 pm

PROBENAHME

Die Probenahme ist nach der ISO-Norm 707 durchzufiihren.

VERFAHREN
Zubereitung der internen Standardlésung

30,0 mg (¢ 0,1 mg) Tryptamin-monohydrochlorid (4.2.3) werden in einen 100-ml-Messkolben (5.6) eingewogen
und bis zur Marke mit Methanol (4.2.1) aufgefillt.

Von dieser Losung wird 1 ml in einen 10-ml-Messkolben (5.6) einpipettiert (5.3) und bis zur Marke mit Methanol
(4.2.1) aufgefillt, um eine Tryptaminkonzentration von 0,15 mM zu erhalten.

Zubereitung der Testprobenlésung

1,000 £0,001 g der Magermilchpulver-Probe werden in ein 25-ml-Becherglas (5.2) eingewogen. 10 ml destilliertes
Wasser mit einer Temperatur von 40 °C 1 °C werden mit einer Pipette (5.3) hinzugegeben und mit einem Mag-
netrithrer (5.4) 30 Minuten geriihrt, um ggf. vorhandene Klumpen aufzulésen.

Danach werden 0,2 ml der rekonstituierten Milch (5.5) in einen 10-ml-Messkolben (5.6) einpipettiert und 100 pl
der 0,15 mM-Tryptaminlosung (7.1) mit einer Spritze (5.7) zugegeben und mit Methanol (4.2.1) bis zur Marke auf-
gefillt. Die Losung wird durch Stiirzen sorgfiltig gemischt und 15 Minuten mit Ultraschall (5.8) behandelt.
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7.2.3.

7.3.

7.4.

7.5.

Danach ist die Losung 10 Minuten mit einer Zentrifuge (5.9) bei 27 000 g zu beschleunigen und der Uberstand in
einem Glasflaschchen (5.10) aufzunehmen.

Anmerkung:  Die Testprobenlosung wird bis zur HPLC-Analyse bei 4 °C aufbewahrt.
Zubereitung der externen Standardlosung

55,4 mg PEDP (4.1) werden in einen 50-ml-Messkolben (5.6) eingewogen und etwa 25 ml Chloroform (4.2.2) mit
einem Messzylinder (5.11) zugegeben. Der verschlossene Kolben wird auf 50 °C erhitzt und der Inhalt sorgfiltig
gemischt, bis sich das PEDP aufgelost hat. Danach wird der Kolben auf 20 °C gekiihlt, mit Methanol (4.2.1) bis zur
Marke aufgefiillt und durch Stiirzen des Kolbens gemischt.

1 ml dieser Losung wird in einen 100-ml-Messkolben (5.6) einpipettiert (5.3) und bis zur Marke mit Methanol
(4.2.1) aufgefillt. Von dieser Losung wird 1 ml in einen 10-ml-Messkolben (5.6) einpipettiert (5.3), mit 100 pl (5.7)
der 0,15 mM Tryptaminldsung (7.1) versetzt und bis zur Marke mit Methanol (4.2.1) aufgefiillt. Die Losung wird
durch Stiirzen des Kolbens gemischt.

Anmerkung:  Die Standardprobenlosung ist bis zur HPLC-Analyse bei 4 °C aufzubewahren.
Vorbereitung des Derivatisierungsreagens

25,0 mg (+ 0,1 mg) OPA (4.3.4) werden in einen 10-ml-Messkolben (5.6) gegeben, mit 0,5 ml (5.5) Methanol
(4.2.1) versetzt und sorgfiltig gemischt, bis sich das OPA gel6st hat. Danach wird bis zur Marke mit der Borsdure-
16sung (4.3.2) aufgefiillt; mit einer Spritze (5.7) werden 20 pl 2-Mercaptoethanol (4.3.3) zugegeben.

Anmerkung: Das Derivatisierungsreagens kann ohne Stabilitdtsverlust eine Woche bei 4 °C in einer braunen Glas-
flasche aufbewahrt werden.

Bestimmung durch HPLC
Elutionslosungen (4.4)

Losungsmittel A: 0,3 mM Natriumdihydrogenphosphat und 3 mM Natriumacetatlosung (mit Essigsdure auf
pH 6,5 + 0,1 eingestellt): Methanol: Tetrahydrofuran = 558:440:2 (v/v/v)

Losungsmittel B: Methanol

Empfohlener Elutionsgradient:

Zeit Losungsmittel A Losungsmittel B Durchfluss
(min) (%) (%) (ml/min)

Anfinglich 40 60 0

0,1 40 60 0,1

5,0 40 60 0,1

6,0 40 60 1,0

6,5 40 60 1,0

9,0 36 64 1,0

10,0 20 80 1,0

11,5 16 84 1,0

12,0 16 84 1,0

16,0 10 90 1,0

19,0 0 100 1,0

20,0 0 100 1,0

21,0 40 60 1,0

29,0 40 60 1,0

30,0 40 60 0

Anmerkung:  Der Elutionsgradient muss unter Umstdnden geringfiigig verdndert werden, damit die in Abbildung 1
gezeigte Auflosung erreicht wird.

Saulentemperatur: 30 °C
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7.5.3.  Einspritzvolumen: 50 pl Derivatisierungsmittel und 50 pl Probelosung.
7.5.4.  Saulendquilibrierung

Wird die Saule tiglich neu gestartet, muss sie 15 Minuten lang mit Losungsmittel B (100 %) gespiilt, dann bei einem
Verhiltnis A:B von 40:60 eingestellt und mit einem Durchfluss von 1 ml/min 15 Minuten lang dquilibriert werden.
Danach wird ein Blindlauf unter Einspritzung von Methanol (4.2.1) durchgefiihrt.

Anmerkung:  Bevor die Sdule fiir lingere Zeit gelagert wird, sollte sie 30 Minuten mit einer Mischung von Metha-
nol und Chloroform im Verhaltnis 80:20 (v/v) gespiilt werden.

7.5.5.  Bestimmung des PS- und des PE-Gehalts des Testprobe

7.5.6.  Die chromatografischen Analysen werden in der entsprechenden Reihenfolge durchgefiihrt, wobei die Intervalle zwischen den
Durchléufen konstant bleiben miissen, um konstante Retentionszeiten zu erhalten. Die externe Standardlosung (7.3) wird in
alle 5-10 Testproben eingespritzt, damit der Kalibrierfaktor bewertet werden kann.

Anmerkung:  Die Saule ist nach ungefihr 20-25 Durchldufen 30 Minuten mit 100 %iger Losung B (7.5.1) zu
spiilen.

7.6. Integrationsbetrieb
7.6.1.  PEDP-Peak

Das PEDP wird als einzelner Peak eluiert. Die Peak-Fliche wird durch Integration von Tal zu Tal ermittelt.
7.6.2.  Tryptamin-Peak

Das Tryptamin wird als einzelner Peak (siche Abbildung 1) eluiert. Die Peak-Fliche wird durch Integration von Tal
zu Tal ermittelt.

7.6.3.  PS- und PE-Peak-Gruppen

Unter den beschriebenen Bedingungen (Abbildung 1) ergibt PS zweti teilweise getrennte Haupt-Peaks, denen ein klei-
nerer Peak vorausgeht. PE ergibt drei teilweise getrennte Haupt-Peaks. Die Gesamtflache des jeweiligen Peak-Biindels
wird ermittelt, indem die Basislinie wie in Abbildung 1 zu sehen gezogen wird.

8. BERECHNUNG UND DARSTELLUNG DER ERGEBNISSE

Der PS- und PE-Gehalt der Testprobe wird wie folgt berechnet: C = 55,36 x ((A,)/(A,)) * ((T1)/(T5))

Dabei sind:
C = PS- oder PE-Gehalt (mg/100 g Pulver in der Testprobe)
A, = Peak-Fliche PEDP der Standard-Probenldsung (7.3)
A, = Peak-Fliche PS oder PE der Testprobe (7.2)
T, = Peak-Fliche Tryptamin der Standard-Probenldsung (7.3)
T, = Peak-Fliche Tryptamin der Testprobe (7.2)

9. GENAUIGKEIT DER METHODE

Anmerkung: Die Werte fiir die Wiederholbarkeit wurden nach der Internationalen IDF-Norm berechnet (*). Der
vorldufige Vergleichbarkeitsgrenzwert wurde gemaf§ Anhang III Buchstabe b berechnet.

9.1. Wiederholbarkeit

Die relative Wiederholstandardabweichung beschreibt die Variabilitit der Ergebnisse, die von dem gleichen Ana-
lytiker mit den gleichen Geriten unter den gleichen Bedingungen mit der gleichen Probe in kurzen Zeitabstinden
unabhingig voneinander erzielt wurden; ein Relativwert von 2 % sollte nicht iiberschritten werden. Werden zwei
Bestimmungen unter diesen Bedingungen durchgefiihrt, sollte der relative Unterschied zwischen den beiden Ergeb-
nissen nicht mehr als 6 % des arithmetischen Mittels der Ergebnisse betragen.

(") Internationale [IDF-Norm 135B/1991: Milk and milk products. Precision characteristics of analytical methods. Outline of collaborative
study procedure.
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9.2.  Vergleichbarkeit

Werden zwei Bestimmungen von Analytikern in unterschiedlichen Laboratorien mit unterschiedlichen Gerdten
unter unterschiedlichen Bedingungen mit der gleichen Testprobe durchgefiihrt, sollte der relative Unterschied zwi-
schen den beiden Ergebnissen nicht mehr als 11 % des arithmetischen Mittels der Ergebnisse betragen.

10. LITERATUR

10.1.  Resmini P., Pellegrino L., Hogenboom J.A., Sadini V., Rampilli M., ,Detection of buttermilk solids in skimmilk powder by
HPLC quantification of aminophospholipids. Sci. Tecn. Latt.-Cas., 39,395 (1988).

Abbildung 1

HPLC-Ergebnis fiir die OPA-Derivate Phosphatidylserin (PS) und Phosphatidylethanolamin (PE) in einem Methanol-Extrakt aus
rekonstituiertem Magermilchpulver; die Integrationsform fiir die Peaks von PS, PE und Tryptamin (interner Standard) ist eingezeichnet
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ANHANG XV

(Artikel 11)

NACHWEIS VON ANTIMIKROBIOTIKA-RUCKSTANDEN IN MAGERMILCHPULVER

Es muss ein Hemmstoff-Screening-Test fiir Antimikrobiotika mit Geobacillus stearothermophilus var. calidolactis (entsprechend
Stamm C953) als Testorganismus durchgefiihrt werden, der empfindlich genug ist, um 4 pg Benzylpenicillin pro kg Milch
und 100 pg Sulfonamide pro kg Milch nachzuweisen. Handelsiibliche Tests konnen verwendet werden, wenn sie fiir Benzyl-
penicillin und Sulfonamid ausreichend empfindlich sind.

Fiir den Test wird rekonstituiertes Magermilchpulver verwendet (1 g Pulver + 9 ml destilliertes Wasser). Der Test wird wie in
ISO|TS 26844:2006 Milk and milk products — Determination of antimicrobial residues — Tube diffusion test IDF — Bulletin
Nr. 258/1991, Abschnitt 1, Kapitel 2, beschrieben oder gemiff den Anweisungen des Test-Kit-Herstellers (*) durchgefiihrt.

Positive Ergebnisse sind wie folgt zu interpretieren:

1. p-Laktame konnen durch Wiederholung des Tests unter Zugabe von Penicillinase zum Testsystem nachgewiesen
werden (2).

Negatives Ergebnis: Der Hemmstoff ist ein Beta-Lactam-Antibiotikum.

Positives Ergebnis: Der Hemmstoff kann mit diesem Verfahren nicht nachgewiesen werden; entsprechend ist mit Schritt
2 fortzufahren.

2. Sulfonamide kénnen durch Wiederholung des Tests unter Zugabe von p-Aminobenzoesiure zum Testsystem nachge-
wiesen werden.

Negatives Ergebnis: Der Hemmstoft ist ein Sulfonamid.
Erneut positives Ergebnis: Der Hemmstoff kann mit diesem Verfahren nicht nachgewiesen werden; weiter mit Schritt 3.

3. p-Laktame und Sulfonamid kénnen nachgewiesen werden, indem der Test unter Zugabe von Pencillinase + p-Amino-
benzoesdure zum Testsystem wiederholt wird.

Negatives Ergebnis: Der Hemmstoff ist ein Beta-Lactam-Antibiotikum und ein Sulfonamid.

Positives Ergebnis: Der Hemmstoff kann mit diesem Verfahren nicht nachgewiesen werden.

(") Achtung: Bei der Analyse von Magermilchpulver konnen falsch-positive Ergebnisse auftreten. Es muss daher unbedingt sichergestellt wer-

den, dass der Test keine falsch-positiven Ergebnisse erbringen kann.
(%) Einige p-Laktame sind weniger empfindlich gegeniiber f-Laktamase. In diesen Fillen ist eine zusitzliche vorherige Erwarmung der Probe
(1 ml Testprobe mit 0,3 ml Penase-Konzentrat bei 37 °C iiber 2 Std.) zu empfehlen.
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3.1.

3.2

3.3.

4.1.

4.2.

4.3.

4.4.

4.5.

4.6.

5.1.

5.2.

5.3.

5.4.

ANHANG XVI
(Artikel 12)

BESTIMMUNG DES GEHALTS AN MAGERMILCHPULVER IN EINEM MISCHFUTTERMITTEL UBER
PARAKASEIN NACH ENZYMATISCHER GERINNUNG

GEGENSTAND

Bestimmung des Gehalts an Magermilchpulver in einem Mischfuttermittel durch enzymatische Parakasein-Gerinnung

ANWENDUNGSBEREICH

Diese Methode gilt fiir Mischfuttermittel mit einem Anteil an Magermilchpulver von mindestens 10 %; das Vorhan-
densein groferer Mengen von Buttermilch und/oder bestimmter Nichtmilchproteine kann Interferenzen zur Folge
haben.

KURZBESCHREIBUNG
Losung des im Mischfuttermittel enthaltenen Kaseins durch Extraktion mit einer Natriumcitrat-Losung
Anpassung der zur Ausfillung des Kaseins notwendigen Kalziumionenkonzentration unter Zugabe von Lab

Der Stickstoffgehalt des ausgefillten Parakaseins wird nach der Kjeldahl-Methode bestimmt, wie in der ISO-Norm
8968-2:2001|IDF 20-2:2001 beschrieben; der Gehalt an Magermilchpulver wird aufgrund eines Kaseingehalts von
mindestens 27,5 % (sieche Absatz 8.1) berechnet.

REAGENZIEN

Die Reagenzien miissen den zu Analysezwecken erforderlichen Reinheitsgrad aufweisen. Das verwendete Wasser
muss destilliert sein oder einen mindestens gleichwertigen Reinheitsgrad aufweisen. Mit Ausnahme des Labs (4.5)
miissen alle verwendeten Reagenzien und Losungen frei von stickstoffhaltigen Stoffen sein.

Trinatriumcitrat als Dihydrat (Losung zu 1 % wv)
Calciumchlorid (Losung etwa 5 M)

75 g CaCl, . 2H,0 werden in 100 ml destilliertem Wasser unter Schiitteln aufgelost (Vorsicht: exotherme Reaktion).
Die Losung bleibt iiber Nacht stehen und wird dann gefiltert. Die Losung muss im Kiihlschrank gelagert werden.

0,1 n Natriumhydroxid
0,1 n Chlorwasserstoffsiure

Fliissiges Kalberlab (Stirke etwa 100 IMCU/ml gemaf ISO-Norm 11815|IDF 157); die Losung ist im Kiihlschrank
bei 4 bis 6 °C zu lagern.

Reagenzien fiir die quantitative Stickstoffbestimmung nach der Kjeldahl-Methode, wie in ISO 8968-2:2001|
IDF 20-2:2001 erldutert.

APPARATUR

Ubliche Laborgerite, insbesondere:

Reibschale oder Homogenisiergerat

Analysewaage mit einer Genauigkeit von 1 mg mit 0,1-mg-Teilung

Tischzentrifuge (500 g bzw. 2 000 bis 3 000 Umin™') mit 50-m-Rohrchen, Zentrifugalkraft 2 000 g

Magnetrithrer mit Rithrstdben von 10 bis 15 mm
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5.5.  Bechergliser 150 bis 200 ml

5.6.  250-und 500-ml-Kolben

5.7.  Glastrichter, Durchmesser 60 bis 80 mm

5.8.  Aschefreie Schnellfilter mit einem Durchmesser von 150 mm (Whatman Nr. 41 oder gleichwertig)
5.9.  Pipetten verschiedener Grofe

5.10. Thermostatisierbares Wasserbad, einstellbar auf 37 °C = 1 °C

5.11. pH-Messgerit, Genauigkeit 0,1 pH

5.12. Thermometer, Genauigkeit 1 °C

6. VERFAHREN
6.1.  Vorbereitung der Probe

10 bis 20 g Probe werden in einer Reibschale zerkleinert oder im Homogenisiergerit behandelt, um eine homogene
Mischung herzustellen.

6.2.  Das Milchpulver wird aufgelost und der nichtlgsliche Riickstand abgetrennt.

6.2.1. 1,000 * 0,002 g gut homogenisiertes Mischfutter (6.1) werden direkt in ein Zentrifugenrohrchen mit einem Fas-
sungsvermaogen von 50 ml eingewogen. 30 ml Trinatriumcitrat-Losung (4.1) werden auf 45 °C + 2 °C erwdrmt und
hinzugegeben. Die Losung wird mit dem Magnetrithrer mindestens fiinf Minuten gemischt oder kriftig von Hand
geschiittelt.

6.2.2. Die Probe wird 10 Minuten bei 500 g (2 000 bis 3 000 Umin™") zentrifugiert und der Uberstand in ein Becherglas
mit einem Fassungsvermdgen von 150 bis 200 ml abgegossen. Beim Abgiefen ist darauf zu achten, dass kein Mate-
rial verloren geht.

6.2.3. Nach dem gleichen Verfahren werden zwei weitere Extraktionen aus dem Riickstand durchgefiihrt; die beiden neuen
Extrakte werden zum ersten Extrakt hinzugegeben.

6.2.4. Scheidet sich Fett ab, ist die Probe bis zur Verfestigung der Fettphase abzukithlen und das verfestigte Fett mit einem
Spatel zu entfernen.

6.3.  Gerinnung des Kaseins durch Labenzyme

6.3.1. Unter stindigem Rithren werden tropfenweise 2 ml Calciumchlorid (4.2) zum gesamten wisserigen Extrakt (etwa
100 ml) hinzugegeben. Der pH-Wert wird mit NaOH- (4.3) oder HCI-Losung (4.4) auf 6,4-6,5 eingestellt. Die Losung
wird 15 bis 20 Minuten in einem auf 37 °C + 1 °C eingestellten thermostatisierbaren Wasserbad gelassen, bis sich
das Salzgleichgewicht eingestellt hat. Wenn die Losung ein milchiges Aussehen angenommen hat, ist das Gleichge-
wicht erreicht.

6.3.2. Die Flitssigkeit wird in ein (oder zwei) Zentrifugenréhrchen umgefiillt und 10 Minuten bei 2 000 g zentrifugiert, um
die Ausfillungen zu entfernen. Der Uberstand wird in ein (oder zwei) Zentrifugenrchrchen abgegossen, ohne den
Niederschlag auszuwaschen.

6.3.3. Der Uberstand wird wieder auf 37 °C + 1 °C erwirmt. Unter Rithren werden tropfenweise 0,5 ml des fliissigen Labs
(4.5) zum Extrakt gegeben. Die Koagulierung erfolgt binnen zwei Minuten.

6.3.4. Die Probe wird ins Wasserbad zuriickgestellt und 15 Minuten bei einer Temperatur von 37 °C £ 1 °C stehen gelas-
sen. Danach wird die Probe aus dem Wasserbad genommen und das Koagulum durch Umriihren aufgebrochen.
10 Minuten wird die Probe bei 2 000 g zentrifugiert. Der Uberstand wird durch ein geeignetes Filterpapier (5.8) gefil-
tert und das Filterpapier aufbewahrt. Der Niederschlag wird im Zentrifugenrohrchen mit 50 ml Wasser bei einer
Temperatur von etwa 35 °C durch Umrithren gewaschen.

AnschlieRend erfolgt nochmals eine Zentrifugierung iiber 10 Minuten mit 2 000 g. Der Uberstand wird durch das
aufbewahrte Filterpapier gefiltert.
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6.4.

6.4.1.

7.1.

7.2.

8.1.

9.1.

9.2.

10.

10.1.

10.2.

10.3.

10.4.

Bestimmung des Kaseinstickstoffs

Nach dem Waschen wird der Niederschlag unter Verwendung von destilliertem Wasser quantitativ auf das gemaf
Absatz 6.3.4 aufbewahrte Filterpapier gebracht. Das Filterpapier wird in den Kjeldahl-Kolben gegeben. Der Stickstoff-
gehalt wird nach der Kjeldahl-Methode bestimmt, wie in ISO-Norm 8968-2:2001|IDF 20-2:2001 beschrieben.

BLINDVERSUCH

Regelmifig wird ein Blindversuch durchgefiihrt, indem die Probe nach der Kjeldahl-Methode wie in ISO-Norm
8968-2:2001|IDF 20-2:2001 beschrieben mineralisiert wird. Ein aschefreies Filterpapier (5.8) wird mit einem
Gemisch aus 90 ml Natriumcitrat (4.1), 2 ml Calciumchlorid-Losung (4.2) und 0,5 ml fliissigem Lab (4.5) befeuchtet
und dreimal mit 15 ml destilliertem Wasser gewaschen.

Das fiir den Blindversuch erforderliche Sdurevolumen (4.4) ist von dem zur Titration der Probe verbrauchten Volu-
men abzuziehen.

DARSTELLUNG DER ERGEBNISSE

Der Gehalt an Magermilchpulver in einem Mischfuttermittel wird nach folgender Formel berechnet:

N x 6,38
x100] - 2,81

)

% SMP = 0,908

wobei gilt:
N = Prozentsatz des Parakasein-Stickstoffes;
27,5 = Faktor zur Umrechnung des ermittelten Kaseins in Prozent Magermilchpulver;

2,81 und 0,908 = aus der Regressionsanalyse erhaltene Berichtigungsfaktoren.

GENAUIGKEIT DER METHODE
Wiederholbarkeit

In mindestens 95 % der untersuchten Falle darf der Unterschied zwischen zwei einzelnen mit der gleichen Probe im
gleichen Labor vom gleichen Analytiker erhaltenen Ergebnissen 2,3 g Magermilchpulver auf 100 g gepriiftes Misch-
futter nicht iibersteigen.

Vergleichbarkeit

In mindestens 95 % der untersuchten Flle darf der Unterschied zwischen den von zwei Laboratorien mit einer glei-
chen Probe erhaltenen Ergebnissen 6,5 g¢ Magermilchpulver auf 100 g untersuchtes Mischfutter nicht tibersteigen.

BEOBACHTUNGEN

Die Zugabe groferer Mengen bestimmter Fremdproteine, insbesondere Sojaproteine, kann — wenn sie mit der Milch
erwiarmt worden sind — erhohte Werte zur Folge haben, da diese Stoffe gleichzeitig mit Milchparakasein ausgefallt
werden.

Die Zugabe von Buttermilch kann zu niedrigen Werten fithren, da bei der Bestimmung nur der fettfreie Anteil erfasst
wird. Die Zugabe bestimmter aus Sauerrahm gewonnener Buttermilcharten kann zu deutlich niedrigeren Werten fith-
ren, da sie in der Citrat-Losung nur unvollstindig gelost werden.

Die Zugabe von mindestens 0,5 % Lecithin kann ebenfalls zu niedrige Ergebnisse zur Folge haben.

Die Einbeziehung von auf hohe Temperaturen erwirmtem Magermilchpulver (high-heat) kann iberhohte Werte zur
Folge haben, da bestimmte Molkeproteine mit dem Parakasein der Milch ausfillen.
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ANHANG XVII

(Artikel 13)

BESTIMMUNG VON STARKE IN MAGERMILCHPULVER, DENATURIERTEM MILCHPULVER
UND MISCHFUTTER

1. ANWENDUNGSBEREICH

Diese Methode beschreibt ein Verfahren zum Nachweis von Stirke als Kennzeichnungsmittel in denaturierten
Milchpulvern.

Die Nachweisgrenze dieser Methode liegt bei etwa 0,05 g Stdrke je 100 g Probe.

2. KURZBESCHREIBUNG
Dieses Verfahren beruht auf einer iodometrischen Reaktion:
—  Fixierung des freien Iods durch die Kolloide in wissriger Losung,

—  Absorption durch die Stirke-Micellen und Farbentwicklung.

3. REAGENZIEN
3.1. lodlosung
— lod:1,0g,
— Kaliumiodid: 2,0 g,
— destilliertes Wasser: 100 ml.

— 1,0 glod und 2,0 g Kaliumiod werden in einem 100-ml-Messkolben mit Filllmarkierung in Wasser aufgelost. Die
Losung wird bis zur 100-ml-Marke mit Wasser gefiillt und gemischt.

4. APPARATUR
4.1. Analysewaage
4.2. Siedendes Wasserbad

4.3. Testrohrchen, 25 mm x 200 mm

5. VERFAHREN
1,0 g der Probe wird mit einer Genauigkeit von 0,1 g in das Reagenzglas (4.3) eingewogen.
Die Einwaage wird mit 20 ml destilliertem Wasser versetzt und durch Schiitteln aufgelost.
Das Reagenzglas wird ins siedende Wasserbad (4.2) gestellt und dort fiinf Minuten belassen.
Die Probe wird aus dem Wasserbad genommen, um sie bei Raumtemperatur abkithlen zu lassen.

0,5 ml lodl6sung (3.1) werden hinzugegeben; anschlieSend wird die Probe geschiittelt und die Farbe beurteilt.

6.  DARSTELLUNG DER ERGEBNISSE
Eine Blaufirbung ist als Anzeichen fiir native Stirke in der Probe zu werten.

Enthilt die Probe modifizierte Stirke, tritt nicht unbedingt eine Blaufirbung ein.
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7. ANMERKUNGEN

Je nach Ursprung der nativen Stirke (z. B. Mais oder Kartoffel) und der Art der modifizierten Stirke in der Probe fallen
Farbe, Farbintensitdt und mikroskopisches Erscheinungsbild der Stirke unterschiedlich aus.

Wenn modifizierte Starke enthalten ist, erfolgt ein Farbumschlag nach Violett, Rot oder Braun, je nach Grad der Modi-
fizierung der Kristallstruktur der nativen Stirke.
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4.1.

4.2

4.3.

4.4.

4.5.

ANHANG XVIII
(Artikel 14)

BESTIMMUNG DES FEUCHTIGKEITSGEHALTS VON TROCKENRAHM

ANWENDUNGSBEREICH

Dieser Anhang beschreibt ein Verfahren zur Bestimmung des Feuchtigkeitsgehalts von Trockenrahm.

BEGRIFFSBESTIMMUNGEN
In diesem Anhang werden die folgenden Begriffe verwendet:
Feuchtigkeitsgehalt: Mit dem in dieser internationalen Norm beschriebenen Verfahren ermittelter Masseverlust;

der Feuchtigkeitsgehalt wird als Massegehalt ausgedriickt.

KURZBESCHREIBUNG

Eine Probeneinwaage wird bei 102 + 2 °C auf eine konstante Masse getrocknet und gewogen, um den Masseverlust
zu bestimmen.

APPARATUR

Normale Laborausstattung und insbesondere:

Analysewaage, Messgenauigkeit 1 mg, Teilung 0,1 mg

Ofen, gut beliiftet, mit einem Thermostaten regelbar auf konstant 102 * 2 °C im gesamten Arbeitsbereich
Exsikkator mit frisch getrocknetem Silicagel mit Feuchtigkeitsanzeige oder ein sonstiges wirksames Trockenmittel

Schalen mit flachem Boden, Tiefe etwa 25 mm, Durchmesser etwa 50 mm, aus geeignetem Material (z. B. Glas, Edel-
stahl, Nickel oder Aluminium), mit gut sitzenden und leicht abnehmbaren Deckeln

Flaschen mit passgenau sitzenden Verschliissen zum Mischen der Laborproben

PROBENAHME

Wichtig ist, dass das Laboratorium eine Testprobe erhilt, die tatsichlich reprisentativ ist und nicht bei Transport
oder Lagerung beschidigt oder veridndert wurde.

Die Probenahme ist nicht Bestandteil der in dieser internationalen Norm beschriebenen Methode. Eine empfohlene
Methode zur Probenahme wird in ISO 707|IDF 50 erldutert.

Die Probe wird so aufbewahrt, dass eine Beeintrichtigung oder Anderung der Zusammensetzung verhindert wird.

VORBEREITUNG DER TESTPROBE

Die Testprobe wird griindlich gemischt, indem sie mehrfach geschiittelt und der Probenbehalter gestiirzt wird
(ggf. nach Ubertragung sdmtlicher Testproben in einen luftdichten Behélter mit hinreichendem Fassungsvermégen
fur die Durchfithrung dieses Schritts).

Wenn auf diese Weise eine vollstindige Homogenitdt nicht erzielt werden kann, sind (fiir zwei getrennte Bestim-
mungen) zwei Einwaagen der vorbereiteten Testprobe zu verwenden, die an zwei moglichst weit voneinander ent-
fernten Punkten genommen wurden.
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7.2.

7.3.

8.1.

9.1.

VERFAHREN

Vorbereitung der Schale

. Eine unbedeckte Schale und der dazugehérige Deckel (4.4) werden im auf 102 + 2 °C eingestellten Ofen (4.2) min-

destens 1 Stunde erwdrmt.

. Der Deckel wird auf die Schale gesetzt und die verschlossene Schale in den Exsikkator (4.3) gegeben; anschlieRend

muss die Schale auf die Temperatur des Raums abkiihlen, in dem sich die Waage befindet. Die Schale wird auf 1 mg
gewogen und das Ergebnis auf 0,1 mg genau protokolliert.

Probeneinwaage

1 bis 3 g der vorbereiteten Testrobe (6) werden in die Schale gegeben; der Deckel wird geschlossen. Die Schale wird
auf 1 mg gewogen und das Ergebnis auf 0,1 mg genau protokolliert.

Bestimmung

. Der Deckel wird abgenommen und die Schale mit dem dazugehorigen Deckel 2 Stunden in den auf 102 + 2 °C

gestellten Ofen gesetzt.

. Der Deckel wird auf die Schale gesetzt und die verschlossene Schale in den Exsikkator gegeben; anschliefend muss

die Schale auf die Temperatur des Raums abkiihlen, in dem sich die Waage befindet. Die Schale wird auf 1 mg gewo-
gen und das Ergebnis auf 0,1 mg genau protokolliert.

. Der Deckel der Schale wird gedffnet und die Schale mit dem dazugehérigen Deckel nochmals 1 Stunde im Ofen

erwiarmt. Anschlieend wird Schritt 7.3.2 wiederholt.

. Die Schale wird so oft erwdrmt und neu gewogen, bis die Masse nach dem erneuten Wiegen nur noch um hochstens

1 mg ab- oder zunimmt.

Fiir die Berechnung ist die niedrigste protokollierte Masse anzunehmen.

BERECHNUNG UND DARSTELLUNG DER ERGEBNISSE
Berechnung
Der Feuchtigkeitsgehalt, ausgedriickt in g/100 g, wird wie folgt berechnet:

m, —m,

x 100
m, —m,

Dabei sind:

m, = Masse der Schale und des Deckels (7.1.2) in Gramm;

m, = Masse der Schale, des Deckels und der Probeneinwaage vor dem Trocknen (7.2) in Gramm;
m, = Masse der Schale, des Deckels und der Probeneinwaage nach dem Trocknen (7.3.4) in Gramm.

Das Ergebnis wird auf zwei Dezimalstellen genau protokolliert.

GENAUIGKEIT

Anmerkung: Die Werte fir die Wiederholbarkeit und die Vergleichbarkeit wurden aus den Ergebnissen eines
Leistungstests (siche Steiger, G. Bulletin of IDF Nr. 285/1993, S. 21-28) abgeleitet, der gemafy
IDF-Norm 135B:1991 Milk and milk products — Precision characteristics of analytical methods — Outline
of collaborative study procedure durchgefithrt wurde.

Wiederholbarkeit

Der absolute Unterschied zwischen zwei einzelnen und voneinander unabhingigen Testergebnissen, die nach der-
selben Methode bei identischem Testmaterial im selben Laboratorium von demselben Analytiker und mit derselben
Ausriistung binnen eines kurzen Zeitraums ermittelt wurden, liegt in hochstens 5 % aller Fille tiber 0,20 g Feuch-
tigkeit pro 100 g Produkt.
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9.2.  Vergleichbarkeit

Der absolute Unterschied zwischen zwei einzelnen und voneinander unabhingigen Testergebnissen, die nach der-
selben Methode bei identischem Testmaterial in verschiedenen Laboratorien von verschiedenen Analytikern und mit
unterschiedlicher Ausriistung ermittelt wurden, liegt in hochstens 5 % aller Falle tiber 0,40 g Feuchtigkeit pro 100 g
Produkt.

10. PRUFPROTOKOLL
Das Priifprotokoll enthilt folgende Informationen:
— samtliche Informationen, die zur Bestimmung der Probe bendtigt werden;
— die verwendete Probenahmemethode (wenn bekannt);
— die verwendete Priifmethode unter Bezug auf diese internationale Norm;

— samtliche Arbeitsbedingungen, die in dieser internationalen Norm nicht genannt sind oder als fakultativ bewer-
tet werden, sowie nahere Informationen zu simtlichen Vorfillen, die sich auf die Testergebnisse ausgewirkt
haben konnten;

die ermittelten Testergebnisse sowie — wenn die Wiederholbarkeit gepriift wurde — das ermittelte Endergebnis.
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3.1.

3.2.

3.3.

3.4.

3.5.

ANHANG XIX
(Artikel 15)

BESTIMMUNG DES FEUCHTIGKEITSGEHALTS VON SAUREM BUTTERMILCHPULVER

ANWENDUNGSBEREICH

Ermittlung des Wassergehaltes von saurem Buttermilchpulver fiir die Tierfiitterung

KURZBESCHREIBUNG

Die Probe wird unter Vakuum getrocknet und der Gewichtsverlust durch Wiegen ermittelt.

APPARATUR
Analysewaage, Messgenauigkeit 1 mg, Teilung 0,1 mg;

Schalen aus korrosionsbestindigem Metall oder Glas, mit luftdicht schliefenden Deckeln; auf der nutzbaren Fliche
muss die Probe so verteilt werden kénnen, dass etwa 0,3 g auf 1 cm? kommen;

Einstellbarer, elektrisch beheizter Vakuumofen mit Olpumpe und einem Mechanismus zur Zufithrung heifer Luft, die
in einem Turm getrocknet wird, der z. B. mit Calciumoxid oder mit Calciumsulfat gefiillt ist (mit Feuchtigkeitsanzeige);

Exsikkator mit einem wirksamen Trocknungsmittel;

Thermostatisierbarer Ofen mit Liiftung, 102 £ 2 °C.

VERFAHREN

Eine Schale (3.2) wird zusammen mit dem Deckel im Ofen (3.5) mindestens 1 Stunde lang erhitzt. Nach Aufsetzen des
Deckels wird die Schale unverziiglich in einen Exsikkator (3.4) gestellt; die Schale wird herausgenommen und kiihlt
auf Raumtemperatur ab; anschliefend wird die Schale auf 1 mg gewogen und das Ergebnis auf 0,1 mg genau
protokolliert.

Die Schale wird geoffnet, und etwa 5 g der Probe werden auf die Schale gegeben; die Schale wird mit einer Toleranz
von 1 mg auf 0,1 mg genau gewogen und das Ergebnis protokolliert. Die Schale wird mit Deckel in den Vakuumofen
(3.3) gesetzt und auf 83 °C erwirmt. Um ein iibermifiges Absinken der Ofentemperatur zu verhindern, ist die Schale
moglichst rasch in den Ofen zu stellen.

Der Druck wird auf 100 Torr (13,3 kPa) erhoht; die Probe wird bei diesem Druck in einem heiflen trockenen Luft-
strom zum Trocknen im Ofen belassen, bis sich ein konstantes Gewicht einstellt (etwa nach 4 Stunden).

Die Trocknungszeit wird ab dem Moment gerechnet, in dem der Ofen wieder eine Temperatur von 83 °C erreicht hat.
Der Druck im Ofen wird vorsichtig wieder auf Atmosphirendruck reduziert. Nach dem Offnen des Ofens wird die
Schale sofort wieder verschlossen und aus dem Ofen genommen; die Schale wird 30 bis 45 Minuten in einen Exsik-
kator (3.4) gestellt. Anschlieend wird sie auf 1 mg gewogen und das Ergebnis auf 0,1 mg genau protokolliert. Die
Probe wird nochmals 30 Minuten bei 83 °C im Vakuumofen (3.3) getrocknet und erneut gewogen. Die Schale wird so
oft erwdrmt und neu gewogen, bis die Masse nach dem erneuten Wiegen nur noch um hochstens 1 mg ab- oder
zunimmt. Fir die Berechnung ist die niedrigste protokollierte Masse anzunehmen.

BERECHNUNG
% Feuchtigkeit = (m; — m,) [ (m; — m) x 100 %
Dabei ist

m, die Masse der Schale mit Deckel;
m,;  die Masse von Schale, Deckel und Probeneinwaage vor dem Trocknen;

m, die Masse von Schale, Deckel und Probeneinwaage nach dem Trocknen.

Das Ergebnis ist mit einer Genauigkeit von 0,1 g/100 g zu protokollieren.



L 88/96

Amtsblatt der Europiischen Union

29.3.2008

6.1.

6.2.

6.3.

GENAUIGKEIT
Wiederholbarkeit

Der absolute Unterschied zwischen zwei einzelnen und voneinander unabhingigen Testergebnissen, die nach dersel-
ben Methode bei identischem Testmaterial im selben Laboratorium von demselben Analytiker und mit derselben Aus-
riistung binnen eines kurzen Zeitraums ermittelt wurden, liegt in hochstens 5 % aller Falle iiber 0,4 ¢ Wasser/100 g
Buttermilchpulver.

Vergleichbarkeit

Der absolute Unterschied zwischen zwei einzelnen und voneinander unabhingigen Testergebnissen, die nach dersel-
ben Methode bei identischem Testmaterial in verschiedenen Laboratorien von verschiedenen Analytikern und mit
unterschiedlicher Ausriistung ermittelt wurden, liegt in hochstens 5 % aller Fille tiber 0,6 g Wasser/100 g saures
Buttermilchpulver.

Herkunft der Prizisionsdaten

Die Prizisionsdaten stammen aus einem 1995 durchgefithrten Versuch, an dem 8 Labors beteiligt waren und in dem
12 Proben (6 Blindproben) untersucht wurden.
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4.1.

ANHANG XX

(Artikel 16)

REFERENZMETHODE ZUR BESTIMMUNG DER REINHEIT VON MILCHFETT DURCH
GASCHROMATOGRAFIE — FASSUNG 2

GEGENSTAND UND ANWENDUNGSBEREICH

Diese Norm beschreibt eine Referenzmethode zur Bestimmung der Reinheit von Milchfett mittels einer Triglycerid-
bestimmung durch Gaschromatografie. Nachgewiesen werden konnen sowohl pflanzliche als auch tierische Fette
(z. B. Rindertalg und Schmalz).

Anhand definierter Triglycerid-Formeln wird die Zusammensetzung des Milchfetts gepriift. Grundsitzlich ist diese
Methode auf rohe Kuhmilch und auf Erzeugnisse anzuwenden, die aus roher Kuhmilch hergestellt wurden; dabei
sind die Fiitterungs- und Aufzuchtbedingungen ebenso unerheblich wie eine etwaige Laktation. Nur eine Fiitte-
rung mit reinen pflanzlichen Olen in duferst grofem Umfang (z. B. mit Rapsl) kann zu falsch-positiven Befun-
den fithren. Milcherzeugnisse einzelner Kithle konnen ebenfalls falsch-positive Ergebnisse zur Folge haben.

Insbesondere ist die Methode bei der Untersuchung von Fett anzuwenden, das aus Milcherzeugnissen extrahiert
wurde, die reines Milchfett in unveridnderter Zusammensetzung enthalten sollten (z. B. Butter, Rahm, Milch
und Milchpulver). Die technische Behandlung von Milchfett z. B. durch Abtrennung von Cholesterol oder durch
Fraktionierung kann falsch-positive Ergebnisse zur Folge haben. Dies gilt auch fiir Milchfett, das aus Magermilch
oder aus Buttermilch gewonnen wurde. Bei aus Kise extrahierten Fetten ist die Methode nicht immer anwendbar,
weil der Reifungsprozess die Fettzusammensetzung derart verandern kann, dass falsch-positive Befunde ermittelt
werden konnen.

Anmerkung 1:  Buttersdure (n-Buttersdure, C,) kommt ausschliefSlich in Milchfett vor und ermdéglicht quantitative
Schitzungen niedriger bis mafSiger Anteile an Milchfett in pflanzlichem und tierischem Fett. Wegen
der sehr unterschiedlichen C,-Anteile (Massegehalt ungefihr 3,1 % bis 3,8 %) sind qualitative und
quantitative Angaben zu Fremdfetten in reinen Milchfett-Massenfraktionen von bis zu 20 % jedoch
problematisch [1].

Anmerkung 2:  Quantitative Ergebnisse konnen in der Praxis nicht aus dem Sterolgehalt von pflanzlichen Fetten
abgeleitet werden; diese sind nimlich von den Produktions- und Verarbeitungsbedingungen abhin-
gig. AufSerdem ist die qualitative Bestimmung von Fremdfetten mit Sterolen nicht eindeutig.

BEGRIFFSBESTIMMUNG

Milchfettreinheit: Freiheit von pflanzlichen und tierischen Fetten, nachgewiesen durch das in dieser Norm genannte
Verfahren.

Anmerkung: Die Reinheit wird mit S-Werten ermittelt, die aufgrund der Triglycerid-Zusammensetzung berechnet
werden. Die Triglycerid-Massenfraktionen werden in Prozentanteilen ausgedriickt.

KURZBESCHREIBUNG

Das aus Milch oder Milcherzeugnissen extrahierte Fett wird durch Gaschromatografie in einer gepackten Saule oder
einer kurzen Kapillarsiule analysiert, um die Triglyceride (TG) zu bestimmen; eine Unterscheidung erfolgt nach der
Gesamtzahl der Kohlenstoffatome. Durch Einsetzen der Massenfraktion (als Prozentanteil) von Fettmolekiilen
unterschiedlicher Groflen (C,, bis Cs,, nur Geradzahlige) in geeignete TG-Formeln werden S-Werte berechnet. Eine
Uberschreitung der mit reinem Milchfett bestimmten Grenzwerte durch die S-Werte gilt als Fremdfett-Nachweis.

Anmerkung 1:  Die Eignung und die Gleichwertigkeit von gepackten Sdulen und Kapillarsaulen wurde bereits nach-
gewiesen [2-4].

Anmerkung 2: Der S-Wert ist die Summe von TG-Massenfraktionen multipliziert mit bestimmten definierten
Faktoren.

REAGENZIEN
Alle Reagenzien miissen analysenrein sein.

Tragergas: Stickstoff oder Helium oder Wasserstoff; jeweils mit einer Reinheit von mindestens 99,995 %
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4.2. Fett-Standardproben zur Herstellung einer Milchfett-Standardprobe gemif§ Absatz 7.3.3
4.2.1.  Triglycerid-Standards, gesittigt; geeignete Erzeugnisse sind im Handel erhiltlich.

4.2.2.  Cholesterol-Standardlosung

4.3. Methanol (CH;OH), wasserfrei

4.4. n-Hexan (CH;(CH,)4CH;)

4.5. n-Heptan (CH5(CH,)5CH5)

4.6. Sonstige Gase: Wasserstoff, Reinheit mindestens 99,995 %, frei von organischen Verunreinigungen (C,H,, < 1 pl/l);
synthetische Luft, frei von organischen Verunreinigungen (CnHm < 1 pl/l)

4.7. Wasserfreies Natriumsulfat (Na,SO,)

5. APPARATUR
Normale Laborausstattung und insbesondere:
5.1. Hochtemperatur-Gaschromatograf

Der Hochtemperatur-Gaschromatograf muss fiir Temperaturen von mindestens 400 °C ausgelegt und mit einem
Flammenionisations-Detektor (FID) ausgeriistet sein. Die im Injektor verwendeten Septa sind gegeniiber hohen
Temperaturen bestiandig und zeichnen sich durch sehr geringe Verluste (,bleeding®) aus. Wenn ein Gaschromato-
graf mit Kapillarrohr eingesetzt wird, ist ein On-Column-Injektor zu verwenden. Saule, Injektor und/oder Detektor-
einsitze (soweit vorhanden) werden immer unter Verwendung von Graphitdichtungen verbunden.

5.2 Chromatografiesiule
5.2.1.  Gepackte Saule

Fiir die Analyse wird eine Glassdule mit einem Innendurchmesser von 2 mm und einer Linge von 500 mm,
gepackt mit einer stationdren Phase (3 % OV-1 on 125 bis 150 pm, 100-120 mesh, Gas ChromQ (') verwendet.
Die Vorbereitung, Silanisierung, Packung und Vorbehandlung der gepackten Siule wird in Anhang A beschrieben.

Alternativ kann eine Kapillarsdule verwendet werden (5.2.2).
5.2.2.  Kapillarsiule

Fiir die Analysen wird eine kurze Kapillarsiule (z. B. 5 m) mit nicht-polarer stationdrer Phase verwendet, die fuir
Temperaturen bis zu mindestens 400 °C ausgelegt ist (). Die Saule ist durch 20 Analysen einer Milchfettlosung
(7.2) im Laufe von 2 bis 3 Tagen unter Verwendung der in Absatz 7.3.4.2. genannten Einstellungen vorzubehan-
deln. Anschliefend miissen die Kalibrierfaktoren (7.3.3) etwa 1 betragen und in jedem Fall unter 1,20 liegen.

Anmerkung:  Sdulen mit anderen Abmessungen und eine sonstige nicht-polare, gegeniiber hohen Temperaturen
bestandige Phase konnen verwendet werden, wenn sie die Anforderungen dieser Norm erfiillen
(siehe 7.3.4.2).

5.3. Extrelut-Sdule, Fassungsvermdgen 1-3 ml, gefillt mit Silicagel; benotigt zur Extraktion von Milchfett ausschlief3-
lich gemaf Absatz 7.1.3

5.4. Graphitdichtungen, bestindig gegeniiber Temperaturen von mindestens 400 °C; zur Verbindung der GC-Sdule
sowie des Injektors und/oder der Detektoreinsitze

5.5. Wasserbad; regelbar auf eine konstante Temperatur von 50 °C £ 2 °C
5.6. Ofen, regelbar auf konstante Temperaturen von 50 °C 2 °C und 100 °C + 2 °C
5.7. pl-Pipette

(1) Beispiel eines geeigneten handelsiiblichen Produkts; diese Angabe soll Benutzern dieser internationalen Norm zur Orientierung dienen
und ist nicht als Befiirwortung der Verwendung dieses Produktes zu verstehen.

(?) CP-Ultimetal SimDist (5 m x 0,53 mm x 0,17 pm) z. B. ist ein handelsiibliches geeignetes Produkt. Diese Angabe soll Benutzern dieser
internationalen Norm zur Orientierung dienen und ist nicht als Befiirwortung der Verwendung dieses Produktes zu verstehen.
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5.8.

7.1.2.

Messpipette mit einem Fassungsvermogen von 5 ml
Rundbodenkolben, Fassungsvermogen 50 ml
Erlenmeyer-Kolben, Nennvolumen 250 ml

Trichter

Feinporiges Filterpapier

Rotationsverdampfer

Ampullen, Nennvolumen 1 ml, mit Crimp-Verschluss aus Aluminium mit Polytetrafluorethylen-Beschichtung oder
mit Schraubverschluss

Injektionsspritze, bei der der Kolben nicht zur Spitze reicht (Gaschromatograf mit gepackter Saule)
Anmerkung:  Mit diesen Spritzen wird bei den Ergebnissen eine bessere Wiederholbarkeit erreicht.

Analysewaage, Messgenauigkeit 1 mg, Teilung 0,1 mg

PROBENAHME

Eine reprisentative Probe wird an das Laboratorium geschickt. Die Probe darf beim Transport und wahrend der
Lagerung nicht beschddigt oder verdndert worden sein.

Die Probenahme ist nicht Bestandteil der in dieser internationalen Norm beschriebenen Methode. Eine empfoh-
lene Probenahmemethode wird in ISO 707|IDF50 [5] erldutert.

VERFAHREN

Vorbereitung der Testprobe

Die Testprobe ist nach einer der drei folgenden Methoden zur Extraktion von Milchfett vorzubereiten.
Trennung von Butter und Butterschmalz

50 bis 100 g der Testprobe werden in einem Wasserbad (5.5) oder einem Ofen (5.6) bei einer Temperatur von
50 °C geschmolzen. 0,5 bis 1,0 g Natriumsulfat (4.7) werden auf ein Faltenpapierfilter (5.12) gegeben. Ein 250-
ml-Erlenmeyer-Kolben (5.10) und ein Trichter (5.11) mit dem eingelegten Filterpapier werden im Ofen (5.6)
erwdrmt; der Ofen wurde auf 50 °C eingestellt. Nach erfolgter Erwdrmung werden Kolben, Trichter und eingeleg-
tes Filterpapier im Ofen belassen; dort wird die Fettschicht der geschmolzenen Probe abfiltriert. Dabei ist darauf zu
achten, dass keine Serumiibertragung erfolgt.

Wenn die Testprobe nur in einer begrenzten Menge verfiigbar ist, kann eine kleinere Testprobe verwendet werden,
und das Verfahren sollte entsprechend angepasst werden. Bei Verwendung einer kleineren Probeeinwaage besteht
jedoch das erhohte Risiko, dass die Probe nicht mehr reprasentativ ist.

Anmerkung 1:  Aus Rahm kann durch Schlagen und durch Spiilen der entstehenden Kliimpchen Butter hergestellt
werden.

Anmerkung 2:  Das mit dem in Absatz 7.1.1 beschriebenen Verfahren erhaltene Milchfett ist nahezu frei von
Phospholipiden.

Extraktion nach der gravimetrischen Rose-Gottlieb-Methode

Die Fettfraktion der Testprobe wird nach der in den Normen ISO 1211|IDFO01D, ISO 2450|IDF016C oder
ISO 7328|IDF116A beschriebenen gravimetrischen Methode extrahiert.

Anmerkung: Wenn das erhaltene Milchfett Phospholipide enthilt, erscheint ein um etwa 0,1 % erhohter
Cholesterol-Peak. Die auf 100 % (einschlieflich Cholesterol) standardisierte TG-Zusammensetzung
wird dadurch nur in vernachldssigbarem Umfang beeintrachtigt.



L 88/100

Amtsblatt der Europiischen Union

29.3.2008

7.2.

7.3.

7.3.2.

7.3.2.1.

7.3.2.2.

Extraktion von Milch mit Silicagelsaulen

Mit einer pl-Pipette (5.7) werden 0,7 ml der auf 20 °C temperierten Testprobe in eine Extrelut-Siule mit einem Fas-
sungsvermogen von 1 bis 3 ml (5.3) gegeben. In etwa 5 Minuten verteilt sich die Probe gleichmiafig auf dem
Silicagel.

Um die Proteinlipid-Komplexe zu denaturieren, werden mit der Messpipette (5.8) 1,5 ml Methanol (4.3) in die
Extrelut-Sdule gegeben. Anschliefend wird mit 20 ml n-Hexan (4.4) die Fettfraktion aus der Testprobe extrahiert.
Das n-Hexan wird langsam in geringen Anteilen hinzugegeben. Das ablaufende Losungsmittel wird in einem 50-ml-
Kolben mit Rundboden (5.9) aufgefangen, der vorher auf eine konstante, bekannte Masse getrocknet wurde; die
Masse wurde auf 1 mg gewogen und das Ergebnis auf 0,1 mg genau protokolliert.

Nach der Extraktion wird gewartet, bis die Fliissigkeit vollstandig aus der Siule abgelaufen ist. Die Losungsmittel
werden in einem Rotationsverdampfer (5.13) aus dem Eluat destilliert; das Wasserbad des Verdampfers wurde auf
eine Temperatur von 40 bis 50 °C eingestellt. Nachdem die Losungsmittel ausdestilliert wurden, wird der Rund-
bodenkolben getrocknet; anschliefend wird der Kolben mit Inhalt auf 1 mg gewogen und das Ergebnis auf 0,1 mg
genau protokolliert. Die erhaltene Fettmasse wird bestimmt, indem die Masse des getrockneten leeren Rundboden-
kolbens von der ermittelten Masse abgezogen wird.

Anmerkung:  Fettextraktionen nach den Methoden von Gerber, Weibull-Berntrop oder Schmid-Bondzynski-
Ratzlaff sowie die Abscheidung des Milchfetts durch Fettdetergentien (BDI-Methode) sind fiir
TG-Analysen nicht geeignet, da es bei diesen Methoden zum Ubertritt mehr oder weniger groRer
Mengen an Partialglyceriden oder an Phospholipiden in die Fettphase kommt. Entsprechend ist diese
internationale Norm bei bestimmten Produkten, insbesondere bei Kise, nur eingeschrankt
anwendbar.

Vorbereitung der Probenlésung

Zur Gaschromatografie mit einer gepackten Sdule wird eine 5 %ige Losung des Fettes (Volumenfraktion) (herge-
stellt gemdf Absatz 7.1) in n-Hexan (4.4) oder n-Heptan (4.5) aufgelst. Abhdngig von den Abmessungen der Siule
ist bei der On-Column-Injektion in Verbindung mit einer Kapillarsiule eine hochstens 1 %ige Konzentration
(0,53 mm, weiter ID) zu verwenden.

Je nach verwendeter Siule und nach der Masse des gemaf der Beschreibung in Absatz 7.1.3 erhaltenen Fetts wird
ermittelt, in welcher Menge das Losungsmittel (4.4 oder 4.5) zur Testprobe in den Kolben zu geben ist; dazu wird
das Material auf 1 mg gewogen und das Ergebnis auf 0,1 mg genau protokolliert. Das iibrige Material ist vollstin-
dig aufzulosen.

Etwa 1 ml der Probenlosung wird in eine Ampulle (5.14) gegeben.
Chromatografische Triglycerid-Bestimmung
Basislinien-Verschiebung

Um den Anstieg der Basislinie zu minimieren, wird die Siule vorbereitet, wie in Absatz 5.2.2 (Kapillarsdule) bzw.
in Anhang A.4 (gepackte Siule) beschrieben.

Anmerkung:  Wegen der hohen Sdulentemperatur ergibt sich bei der TG-Analyse besonders leicht ein Anstieg der
Basislinie bei hohen Kohlenstoff-Isotopwerten.

Einspritztechnik
Gepackte Sdule

Zur Vermeidung von Diskriminierungseffekten und Erzielung besserer quantitativer Ergebnisse mit den hoch-
siedenden Triglyceridkomponenten wird die ,Heiffeinspritztechnik® verwendet. Die Nadel wird mit Luft gefullt,
indem die Fettlosung auf die Spritze gezogen wird. Die Nadel wird in das Aufgabesystem eingesetzt. Vor der Injek-
tion wird die Nadel etwa 3 s erhitzt. Danach wird der Inhalt der Spritze umgehend injiziert.

Kapillarsdule

Wenn die Aufgabe mit einem kalten On-Column-System (7.3.4.2) erfolgt, wird die Spritzennadel eingefithrt und
der Inhalt sofort injiziert. Die Verweildauer der Nadel in der Einspritzoffnung sollte so gehalten sein, dass beim
Losungsmittel-Peak kein breites Tailing auftritt.

Anmerkung: Die optimale Verweildauer liegt in der Regel bei etwa 3 s.
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7.3.3.

7.3.3.1.

7.3.3.2.

7.3.3.3.

7.3.4.1.

Kalibrierung
Kurzbeschreibung

Zur Kalibrierung der Testproben wird jeweils am Beginn eines Tages standardisiertes Milchfett zwei- bis dreimal
analysiert. Aufgrund der letzten Analyse des standardisierten Milchfetts werden die Kalibrierfaktoren (RF,;)
(Massenfraktion/Flichenfraktion) der TG und des Cholesterols bestimmt und fiir die folgenden Testproben (siche
Absatz 9.1) angenommen:

_ Wgi ZASi

RF..
Si
ZWSi X Ag

Dabei bedeuten:

w Massenfraktion in Prozent des TG oder des Cholesterols des standardisierten Milchfetts und

si

Ay Wert (numerisch) der Peak-Fliche der einzelnen TG oder des Cholesterols im standardisierten Milchfett.

Standardisiertes Milchfett mit bekannter TG-Zusammensetzung wird nach den Beschreibungen in
Absatz 7.3.3.2 bzw. in Absatz 7.3.3.3 hergestellt.
Handelsibliche Milchfett-Standardprobe

Am besten wird der Kalibrierfaktor der einzelnen Bestandteile der Testprobe unter Verwendung eines standardi-
sierten Milchfetts mit zertifizierter TG-Zusammensetzung bestimmt.

Anmerkung:  Eine geeignete Norm ist etwa CRM 519 (wasserfreies Milchfett) (zu beziehen iiber das Institute for
Reference Materials and Measurements (IRMM), in Geel, Belgien) (?).

Laborstandardprobe Milchfett

Es wird etwa 1 g eines Fettstandard-Gemischs hergestellt (siche Absatz 4.2); um eine TG-Zusammensetzung dhn-
lich wie bei Milchfett zu erhalten, werden die gesittigte TG, C,,4, C5¢, C56, C42, C4g und Cs, und Cholesterol sowie
vorzugsweise Cs, und Cs, verwendet. Das Gewicht wird auf 1 mg gewogen und das Ergebnis auf 0,1 mg genau
protokolliert.

Mehrfach wird eine Losung des Fettstandard-Gemischs in n-Hexan (4.4) oder n-Heptan (4.5) analysiert, wie in
Absatz 7.3.4 beschrieben. In der betreffenden Analysereihe ist auch mehrfach Milchfett mit durchschnittlicher
Zusammensetzung zu analysieren.

Die TG-Kalibrierfaktoren des Fettstandard-Gemischs werden bestimmt. Vorldufige Kalibrierfaktoren von TG, die
in dem Gemisch nicht enthalten sind, konnen mathematisch interpoliert werden. Die ermittelten Kalibrierfaktoren
werden auf das Milchfett tibertragen, um eine standardisierte Zusammensetzung zu erhalten. Das so hergestellte
standardisierte Milchfett ist bei einer Temperatur von hochstens — 18 °C in Stickstoff mehrere Jahre lagerfahig.

Bedingungen fiir die chromatografische Analyse

Anmerkung: Die Verwendung von gepackten Sdulen oder von Kapillarsiulen ergibt gewohnlich eine Auflosung
dhnlich wie in Abbildung 1 dargestellt. Eine Aufteilung der TG mit geraden Isotopzahlen erfolgt nor-
malerweise nicht und ist zu vermeiden.

Gepackte Sdule

a) Temperaturprogramm: Die Ausgangstemperatur des Ofens wird auf 210 °C eingestellt. Diese Temperatur
wird 1 Minute aufrechterhalten. Danach wird die Temperatur um 6 °C/min auf 350 °C erhéht. Diese
(End-)Temperatur wird 5 Minuten beibehalten.

b)  Temperaturen von Detektor und Injektor jeweils 370 °C

¢)  Tragergas: Stickstoff wird mit einer gleich bleibenden Durchflussgeschwindigkeit von etwa 40 ml/min zuge-
fuhrt. Der Trigergasstrom wird so eingestellt, dass Cs, bei 341 °C eluiert wird.

d) Dauer der Analyse: 29,3 min

¢)  Einspritzvolumen: 0,5 pl einer 5 %igen Probenlosung (Volumenfraktion) werden injiziert.

(') Beispiel eines geeigneten handelsiiblichen Produkts; diese Angabe soll Benutzern dieser internationalen Norm zur Orientierung dienen

und ist nicht als Befirwortung der Verwendung dieses Produktes zu verstehen.
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7.3.4.2.

Wenn keine TG-Analysen durchgefiihrt werden, ist die unter Buchstabe a genannte anfingliche Ofentemperatur
aufrechtzuerhalten; im Detektor und im Injektor werden die unter Buchstabe b genannten Temperaturen beibe-
halten, und der Tragergas-Durchfluss wird in der unter Buchstabe ¢ genannten Hohe aufrechterhalten (auch tiber
Nacht und an Wochenenden und arbeitsfreien Tagen). Auf diese Weise ist gewihrleistet, dass die Sdule bestmog-
lich funktioniert.

Kapillarsdule

a)  Temperaturprogramm: Die Ausgangstemperatur des Ofens wird auf 80 °C eingestellt. Diese Temperatur wird
0,5 Minuten aufrechterhalten. Danach wird die Temperatur zunichst um 50 °C/min auf 190 °C und dann um
6 °C/min auf 350 °C erhoht. Diese (End-)Temperatur wird 5 Minuten aufrechterhalten.

b)  Detektortemperatur: 370 °C

O

) Trégergas: Stickstoff mit einem Durchfluss von konstant etwa 3 ml/min

oL

) Dauer der Analyse: 34,4 min
¢)  Einspritzvolumen: 0,5 pl einer 1 %igen Probenldsung (Volumenfraktion) werden injiziert.

Diese Einstellungen werden auch im Standby-Betrieb beibehalten, um ein bestmaégliches Funktionieren des Sys-
tems zu gewdhrleisten (siche Absatz 7.3.4.1).

Die in Absatz 7.3.4.2 genannten Analyseeinstellungen sind fiir eine Sdule mit grofem Innendurchmesser
(0,53 mm) (siehe 5.2.2) vorgesehen. Bei anderen Sdulenabmessungen oder Phasen miissen die Einstellungen mog-
licherweise angepasst werden.

INTEGRATION, BEWERTUNG UND KONTROLLE DES ANALYSEVERHALTENS

Die Chromatogramm-Peaks werden mit einem Integrationssystem bewertet, das eine Basislinie erstellen und eine
Riickintegrierung ausfithren kann. Abbildung 1 zeigt ein ordnungsgemaf integriertes Chromatogramm; das Chro-
matogramm in Abbildung 2 hingegen weist einen sporadischen Fehler in der Basislinie nach Cs, auf, der sich auf
die Prozentanteile aller TG auswirkt. Nach Cs, auftretende Peaks werden allerdings in der Analyse nicht
beriicksichtigt.

TG mit ungerader Acyl-C-Zahl (2n + 1) sind mit dem jeweils vorangehenden geradzahligen TG (2n) zu kombinie-
ren. Der niedrige Cs4-Gehalt wird nicht beriicksichtigt. Die Flichen-Prozentanteile der iibrigen TG einschlielich
Cholesterol werden mit den entsprechenden Kalibrierfaktoren des standardisierten Milchfetts (letze Kalibrierung)
multipliziert und insgesamt gemif$ Absatz 9.1 auf 100 % normalisiert:

Abbildung 1

Beispiel eines Milchfett-TG-Chromatogramms mit ordnungsgemifSer Basislinie

C38

26,d min

Abbildung 2

Beispiel eines Milchfett-TG-Chromatogramms mit verschobener Basislinie incorrect baseline

C38

incorrect
baseline

c24
\ | cog C28

2,4 min 26,0 min
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Um die Messbedingungen zu kontrollieren, werden die Werte mit den in Tabelle 1 genannten Variations-
koeffizienten (VK, in Prozent) der verschiedenen TG verglichen; die Koeffizienten beruhen auf 19 nacheinander aus-
gefithrten Analysen derselben Milchfettprobe.

Wenn die VK erheblich hoher als die in Tabelle 1 genannten Werte sind, miissen die Chromatografiebedingungen
als ungeeignet betrachtet werden.

Anmerkung: Die Werte in Tabelle 1 sind nicht bindend und geben nur einen Anhalt fir die Qualitdtskontrolle.

Auch wenn héhere VK-Werte beriicksichtigt werden, miissen die in Absatz 10 genannten Werte fiir
die Wiederholbarkeit und die Reproduzerbarkeit eingehalten werden.

Tabelle 1

Variationskoeffizienten von Triglycerid-Bestandteilen (19 nacheinander durchgefiihrte Analysen)

Triglycerid V%
Cy4 10,00
C o 2,69
C g 3,03
C 5 1,76
C,, 1,03
Csy 0,79
C 4 0,25
C 54 0,42
C .o 0,20
C . 0,26
C s 0,34
C e 0,37
C s 0,53
C s 0,38
C,, 0,54
C., 0,60

BERECHNUNG UND DARSTELLUNG DER ERGEBNISSE

Triglycerid-Zusammensetzung

Berechnung

Die Massenfraktion der einzelnen TG (i = C,4, Cy6, Cyg, C50, C32, Ci40 C36, Css0 Caor Cany Cass Cus Cagr Cso Csa
und Cs,) sowie von Cholesterol w; werden mit der folgenden Formel berechnet und in Prozent des
TG-Gesamtgehalts der Testprobe ausgedriickt:

Dabei bedeutet:

A Zahlenwert der Peak-Fliche der einzelnen TG der Testprobe und

RE;  durch Kalibrierung gemif 7.3.3 ermittelter Kalibrierfaktor der einzelnen TG.

si

Darstellung der Testergebnisse

Die Testergebnisse sind auf zwei Dezimalstellen genau anzugeben.
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9.2.

9.2.1.

9.2.1.1.

9.2.1.2.

9.2.1.3.

9.2.1.4.

9.2.1.5.

9.2.1.6.

9.2.2.

9.3.

S-Werte

Berechnung

Der S-Wert in Prozent wird berechnet, indem der berechnete Wert fiir w; (9.1.1) der betreffenden TG-Prozentanteile
in die Formeln 3 bis 7 eingesetzt wird. Alle Formeln sind unabhingig von der Art der mutmaflichen Fremdfette

zu verwenden.

Formeln fiir Sojadl, Sonnenblumendl, Olivendl, Rapsol, Leindl, Weizenkeimél, Maiskeimél, Baumwollol und
Fischol

S=2,0983 Wz + 0,728 8 Wesy + 0,692 7 - Wegg + 0,635 3 Wegg + 3,745 2 Wego— 1,292 9 - weyy + 1,354 4+
Weas + 1,701 3 weye + 2,528 3 - wesg (3)

Kokos- und Palmkernfett

S=3,7453 Wesp + 1,113 4 Wiy + 1,364 8 - Wegg + 2,154 4 weyy + 0,427 3 Weyy + 0,580 9 - weyg +1,292 6 -
Weag + 1,030 6 - wes + 0,995 3 - wesy + 1,239 6 - esy (4)

Palmol und Rindertalg

S=3,664 4 Wepg + 5,229 7 - Weso — 12,507 3 - gy + 4,428 5 - gy — 0,201 0 wegg + 1,279 1+ wesg +
6,743 3 Weyo— 4,271 4 Weyy 46,373 9 weyg (5)

Schmalz

S=6,5125 Wy + 1,205 2 - Wesy + 1,733 6 Weay + 1,755 7 - Wesg + 2,232 5 - Weyy + 2,800 6 - Wy + 2,543 2
Wesy + 0,989 2 - wesy (6)

Gesamt

S==2,7575 Weyg + 6,407 7 - Weyg + 5,543 7 Wegg — 15,324 7 - Wegy + 6,260 0 Wesy + 8,010 8 - Wy —
5,033 6 Wegy + 0,635 6 - Wegy + 6,017 1 weyg (7)

Darstellung der Testergebnisse
Die Testergebnisse sind auf zwei Dezimalstellen genau anzugeben.
Nachweis von Fremdfett

Die fiinf gemdf Absatz 9.2.1 ermittelten S-Werte werden mit den entsprechenden S-Grenzwerten in Tabelle 2
verglichen.

Die Testprobe ist als reines Milchfett zu betrachten, wenn alle fiinf S-Werte innerhalb der in Tabelle 2 genannten
Grenzwerte liegen. Uberschreitet ein S-Wert die betreffenden Grenzwerte, ist davon auszugehen, dass die Probe
Fremdfett enthlt.

Mit einigen der unter 3 bis 6 genannten Formeln konnen bestimmte Fremdfette zwar leichter nachgewiesen wer-
den als mit der Formel fiir den Gesamtfettanteil (7) (siche Tabelle B.1); ein positiver Befund mit nur einer der For-
meln 3 bis 6 lasst jedoch keine Riickschliisse auf die Art des Fremdfetts zu.

In Anhang B wird ein Verfahren zur Berechnung des Gehalts an pflanzlichem und tierischem Fett in verfilschtem
Milchfett beschrieben. Dieses Verfahren wurde nicht validiert und wird nur zur Information erlautert.

Tabelle 2

S-Grenzwerte fiir reine Milchfette

Fremdfett Formel S-Grenzwerte (%)

Sojadl, Sonnenblumendl, Olivendl, Rapsol, Leinol, Weizenkeimél, (3) 98,05 bis 101,95
Maiskeimol, Baumwollol und Fischol

Kokos- und Palmkernfett (4) 99,42 bis 100,58
Palmol und Rindertalg (5) 95,90 bis 104,10
Schmalz (6) 97,96 bis 102,04
Gesamt (7) 95,68 bis 104,32

(*) Berechnet mit einem Konfidenzintervall von 99 %; die Zugabe von Fremdfetten ist nur dann anzunehmen, wenn die Nach-
weisgrenzen der betreffenden Formel iiberschritten werden (siche Tabelle B.1).
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10.

10.1.

10.2.

10.3.

11.

GENAUIGKEIT
Leistungstest

Die Werte fiir die Wiederholbarkeit und die Vergleichbarkeit wurden mit den Formeln 3 bis 7 fiir reines Milchfett
bestimmt und sind auf andere als die hier genannten Matrizen unter Umstinden nicht anwendbar.

Wiederholbarkeit

Der absolute Unterschied zwischen zwei einzelnen Testergebnissen, die nach derselben Methode bei identischem
Testmaterial im selben Laboratorium von demselben Analytiker und mit derselben Ausriistung binnen eines kur-
zen Zeitraums ermittelt wurden, liegt in hochstens 5 % aller Fille iiber den in Tabelle 3 genannten Grenzwerten.

Tabelle 3
Wiederholbarkeit, r, fiir die Formeln 3 bis 7

Fremdfett Formel :%
Sojadl, Sonnenblumendl, Olivendl, Rapsol, Leinol, Weizenkeimél, Maiskeimol, (3) 0,67
Baumwollsl und Fischol
Kokos- und Palmkernfett (4) 0,12
Palmol und Rindertalg (5) 1,20
Schmalz (6) 0,58
Gesamt (7) 1,49
Vergleichbarkeit

Der absolute Unterschied zwischen zwei einzelnen Testergebnissen, die nach derselben Methode bei identischem
Testmaterial in verschiedenen Laboratorien von verschiedenen Analytikern und mit unterschiedlicher Ausriistung
ermittelt wurden, liegt in hochstens 5 % aller Fille tiber den in Tabelle 4 genannten Grenzwerten.

Tabelle 4
Vergleichbarkeit, R, fiir die Formeln 3 bis 7

Fremdfett Formel R%
Sojaol, Sonnenblumendl, Olivendl, Rapsol, Leindl, Weizenkeimél, Maiskeimol, (3) 1,08
Baumwollol und Fischol
Kokos- und Palmkernfett (4) 0,40
Palmol und Rindertalg (5) 1,81
Schmalz (6) 0,60
Gesamt (7) 2,07

UNSICHERHEIT DER MESSUNGEN

Aus der Wiederholbarkeit, r, und der Vergleichbarkeit, R, kann die erweiterte Messunsicherheit eines S-Werts
berechnet werden.

Die Beriicksichtigung der erweiterten Messunsicherheit (aufgrund von Doppelanalysen) bei den S-Grenzwerten in
Tabelle 2 fithrt zu erweiterten S-Grenzwerten; diese erweiterten Werte sind in Tabelle 5 zusammengestellt:

Tabelle 5
Erweiterte S-Grenzwerte fiir reine Milchfette unter Beriicksichtigung der erweiterten
Messunsicherheit
Fremdfett Formel Erweiterte S-Grenzwerte
Sojaol, Sonnenblumendl, Olivendl, Rapsol, Leinol, Weizenkeimol, (3) 97,36 bis 102,64

Maiskeimél, Baumwolldl und Fischol

99,14 bis 100,86

Kokos- und Palmkernfett )
) 94,77 bis 105,23
)
)

97,65 bis 102,35
94,42 bis 105,58

Schmalz

Gesamt

(
Palmol und Rindertalg (
(
(
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12. PRUFPROTOKOLL
Das Priifprotokoll enthilt folgende Informationen:
— samtliche Informationen, die zur Bestimmung der Probe benotigt werden;
— die verwendete Probenahmemethode (wenn bekannt);
— die verwendete Priiffmethode unter Bezug auf diese internationale Norm;

— samtliche Arbeitsbedingungen, die in dieser internationalen Norm nicht genannt sind oder als fakultativ
bewertet werden, sowie nahere Informationen zu samtlichen Vorfillen, die sich auf die Testergebnisse aus-
gewirkt haben konnten;

— die ermittelten Testergebnisse sowie — wenn die Wiederholbarkeit gepriift wurde — das ermittelte
Endergebnis.
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A.l.

Al.1.

Al1.2.

A.1.3.

A.l.4.

A.1.5.

A.1.6.

A.l1.6.1.

A.1.6.2.

A.1.6.3.

A.1.6.4.

A.1.6.5.

A.1.6.6.

A.1.6.7.

A2

ANHANG A

(normativ)

VORBEREITUNG DER GEPACKTEN SAULE

REAGENZIEN UND APPARATUR

Toluol (C,H;CH;)

Dimethyldichlorsilan-Lésung [Si(CH;)2Cl,]

50 ml Dimethyldichlorsilan werden in 283 ml Toluol (A.1.1) aufgelost.

Kakaobutter-Losung mit einer Massenfraktion von 5 % Kakaobutter in n-Hexan (4.4) oder n-Heptan (4.5)

Stationire Phase, 3 % OV-1 auf 125 bis 150 pm (100 bis 120 mesh) Gas ChromQ (?)

Anmerkung:  Die KorngroRenangabe wurde gemaf BS 410 (alle Teile) in Mikrometer umgerechnet [°].

Glassiule, Innendurchmesser 2 mm, Linge 500 mm, U-formig

Apparatur, zum Befiillen der gepackten Siule

Aufgabesdule mit Schraubkappen, versehen mit einer Markierung, bis zu der die Sdule mit der stationdren Phase zu
befiillen ist

Feines Sieb, Maschenweite etwa 100 pm, mit Schraubkappe zum Verschliefen der Glassiule wie in Abbildung A.3
dargestellt

Silanisierte Glaswolle, deaktiviert

Vibrator zur gleichmafigen Verteilung der stationdren Phase beim Befiillen

Silanisierungssysteme, zum Silanisieren der Glasoberflache der Siule

Woulff-Flasche

Wasser-Absaugpumpe

SILANISIERUNG (DEAKTIVIERUNG DER GLASOBERFLACHE)

Nach dem Anschliefen der Woulff-Flasche (A.1.6.6) an die Wasserstrahlpumpe (A.1.6.7) wird Schlauch 2 (siche
Abbildung A.1) in die Dimethyldichlorsilan-Losung (A.1.2) getaucht. Die Saule (A.1.5) wird mit dieser Losung
befiillt, indem der Absperrhahn geschlossen wird. Nach dem erneuten Offnen des Absperrhahns werden die bei-
den Schlduche wieder herausgenommen. Die Sdule wird auf einem Stinder befestigt. Anschliefend wird die Siule
mit einer Pipette vollstindig mit Dimethyldichlorsilan-Losung (A.1.2) gefiillt.

(') Beispiel eines geeigneten handelsiiblichen Produkts; diese Angabe soll Benutzern dieser internationalen Norm zur Orientierung dienen
und ist nicht dahin gehend auszulegen, dass die ISO oder der |IDF dieses Produkt unterstiitzen wiirde.
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Abbildung A.1

Aufbau fiir die Silanisierung

4 1

Lt 5 | ¢

Legende

Schlauch 1
Schlauch 2
Wasserstrahlpumpe
Absperrhahn

Glassiule

AR WwW N

Dimethyldichlorsilan und Toluol

Die Sdule wird 20 bis 30 Minuten stehen gelassen. Danach wird die Woulff-Flasche durch einen Saugflasche
ersetzt. Die Sdule wird entleert, indem sie an die Wasserstrahlpumpe (A.1.6.7) angeschlossen wird (siche Abbil-
dung A.2). Die entleerte Sdule wird anschlieend mit 75 ml Toluol (A.1.1) und mit 50 ml Methanol (4.3) gespiilt,
indem Schlauch 2 in das Losungsmittel getaucht wird. Die gespiilte Sdule wird bei einer Temperatur von 100 °C
etwa 30 Minuten im Ofen (5.6) getrocknet.

Abbildung A.2

Spiil-Apparatur

1 2

4

Legende

Schlauch 1
Schlauch 2
Wasserstrahlpumpe
Filterflasche

Glassdule

N B W N

Spiilmittel
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A.3.

A4

BEFULLEN

Die Sdule wird mit der in Abbildung A.3 dargestellten Apparatur befiillt. Die stationdre Phase (A.1.4) wird bis zur
Marke in die Aufgabesiule (A.1.6.1) gegeben. Der Boden der zu befiillenden Glassdule wird mit einem etwa 1 cm
langen Stopfen aus silanisierter und komprimierter Glaswolle (A.1.6.3) verschlossen. Die Sdule wird mit einem fei-
nen Sieb (A.1.6.2) verschlossen.

Abbildung A.3
Befiillen der Glassiule

T

2—

L

Legende

1 Stickstoffeinlass

2 Aufgabesiule, bis zur Marke mit OV-1 zu fiillen

3 Zu fillende Glassiule

4 Schraubkappe mit Filter; hier liegt der durch die Glasfaser und die stationire Phase ausgeiibte Druck an.

Die Sdule wird unter Druck (300 kPa unter Stickstoffzufuhr) mit der stationdren Phase befiillt. Zur Erzielung einer
homogenen, gleichmifigen und festen Packung ist wihrend des Befiillens ein Vibrator in der Saule auf- und abzu-
fithren. Nach dem Befiillen wird ein fester Stopfen aus silanisierter Glaswolle (A.1.6.3) auf das andere Ende der
gepackten Saule gesetzt. Das tiberstehende Material wird abgeschnitten. Der Stopfen wird mit einem Spatel einige
Millimeter in die Sdule gedriickt.

VORBEHANDLUNG

Um Verunreinigungen auszuschlieRen, darf das hintere Ende der Sdule wahrend der Durchfithrung der Schritte a
bis ¢ nicht mit dem Detektor verbunden werden. Die befiillte Sdule (A.3) ist wie folgt vorzubehandeln:

a) Die Sdule wird 15 Minuten mit Stickstoff gespiilt (Durchfluss 40 ml/min); der GC-Ofen wird auf 50 °C
eingestellt;

b)  die Sdule wird mit 1 °C/min auf 355 °C erwirmt; der Stickstoffdurchfluss betrdgt 10 ml/min;

¢) die Sdulentemperatur von 355 °C wird 12 bis 15 Stunden aufrechterhalten;
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in die Sdule wird zweimal 1 ul Kakaobutter-Losung (A.1.3) injiziert; dabei ist das in Absatz 7.3.4.1 genannte
Temperaturprogramm fiir die gepackte Saule zu beriicksichtigen;

Anmerkung:  Kakaobutter besteht nahezu ausschlielich aus den hoch siedenden Cs4- bis Cs4-Triglyceriden
und reduziert daher den erforderlichen Aufwand fiir die Vorbehandlung der Siule entsprechend
den jeweiligen Kalibrierfaktoren.

im Laufe von 2 bis 3 Tagen werden zwanzigmal jeweils 0,5 pl einer gemaf 7.2 hergestellten Milchfettlésung
injiziert; dabei sind die in Absatz 7.3.4.1 genannten Einstellungen fiir die gepackte Sdule vorzunehmen.

—  Zur Analyse von Testproben diirfen ausschlieflich Saulen mit Kalibrierfaktoren von etwa 1 verwendet
werden. Die Kalibrierfaktoren sollten nicht grofer als 1,20 sein.
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B.1.

B.2.

ANHANG B
(zur Information)

QUANTIFIZIERUNG DES FREMDFETTGEHALTS

KURZBESCHREIBUNG

In Tabelle B.1 sind die mit einem Konfidenzintervall von 99 % berechneten Nachweisgrenzen fiir verschiedene Fremd-
fette zusammengestellt. Der mittleren Spalte sind die Nachweisgrenzen der jeweils besten Formel unter den Einzel-
formeln 3 bis 6 zu entnehmen.

Die Nachweisgrenzen der Gesamtformel 7 (in der rechten Spalte) sind etwas hoher. Prinzipiell wird Formel 7 nur zur
Quantifizierung von Fremdfetten bendtigt.

Mit allen Formeln konnen auch Kombinationen der verschiedenen Fremdfette nachgewiesen werden. Die
Schwankungsbreiten der Triglyceride der verschiedenen Fremdfette eines Typs haben keinen groferen Einfluss auf die
Nachweisgrenzen.

Sowohl bei Verwendung der Einzelformeln als auch bei der Gesamtformel sind die Nachweisgrenzen der Einzelformeln
zu beachten. In bestimmten Fillen wird jedoch der S-Wert der Gesamtformel zur Quantifizierung benétigt (B.2).

Tabelle B.1

Grenzwerte fiir den Nachweis der Zugabe von Fremdfetten zu Milch in Prozent (Konfidenzintervall 99 %)

Fremdfett Einzelformel Gesamtformel
% %
Sojasl 21 44
Sonnenblumendl 2,3 4,8
Olivenol 2,4 4,7
Kokosfett 3,5 4,3
Palmol 4,4 4,7
Palmkernfett 4,6 5,9
Rapsol 2,0 4.4
Leinol 2,0 4,0
Weizenkeimol 2,7 6,4
Maiskeimol 2,2 4,5
Baumwollol 3,3 4,4
Schmalz 2,7 4,7
Rindertalg 52 54
Hydrogenisiertes Fischol 5,4 6,1

BERECHNUNG

Eine quantitative Fremdfettbestimmung ist nur dann vorzunehmen, wenn mindestens einer der S-Grenzwerte (Tabel-
len 2 oder 5) iiberschritten wird. Um quantitative Informationen zu erhalten, werden die in der verwendeten Test-
probe enthaltene Massenfraktion des Fremdfetts oder der Fremdfettmischung in Prozent we mit der folgenden Formel

berechnet:
(100-5)
w,=100-

——— | (B.1
(100-5) | 51
Dabei bedeuten:

S unter Verwendung von TG-Daten von Milchfett, zu dem ein Fremdfrett oder eine Fremdfettmischung hinzu-
gegeben wurde, mit einer der Formeln 3 bis 7 ermitteltes Ergebnis;

S¢  eine vom Typ des zugesetzten Fremdfetts abhdngige Konstante.
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Wenn der Typ des zum Milchfett zugesetzten Fremdfetts nicht bekannt ist, wird ein allgemeiner S-Wert von 7,46
(Tabelle B.2) verwendet. Der mit Formel 7 ermittelte S-Wert ist selbst dann anzunehmen, wenn nicht die S-Werte die-
ser Formel, sondern die Grenzwerte einer anderen Formel iiberschritten werden.

Wenn die Fremdfetttypen bekannt sind, werden die jeweiligen S-Werte (Tabelle B.2) in Formel B.1 eingesetzt. Zur
Berechnung von S wird die betreffende Fremdfettformel unter den Formeln 3 bis 6 ausgewahlt.

Tabelle B.2

Sf-Werte verschiedener Fremdfette

Fremdfett S5
Unbekannt 7,46
Sojaol 8,18
Sonnenblumensl 9,43
Olivenol 12,75
Kokosol 118,13
Palmol 7,55
Palmkernfett 112,32
Rapsol 3,30
Leinol 4,44
Weizenkeimol 27,45
Maiskeimol 9,29
Baumwollol 41,18
Schmalz 177,55
Rindertalg 17,56
Fischol 64,12

B.3. DARSTELLUNG DER TESTERGEBNISSE
Die Testergebnisse sind auf zwei Dezimalstellen genau anzugeben.
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ANHANG XXI
(Artikel 18)

VERFAHREN BEI STRITTIGEN ANALYSEERGEBNISSEN (CHEMISCHE ANALYSE)

. Auf Antrag eines Erzeugers wird in einem anderen von der zustindigen Stelle zugelassenen Laboratorium eine weitere

Analyse nach der jeweiligen Methode durchgefiihrt; wenn versiegelte Duplikatproben des Erzeugnisses vorliegen und bei
den zustdndigen Stellen unter angemessenen Bedingungen gelagert worden sind. Der Antrag ist binnen sieben Werkta-
gen nach Notifizierung der Befunde der ersten Analyse zu stellen. Die Analyse wird binnen 21 Werktagen nach Eingang
des Antrags durchgefiihrt. Die zustindige Stelle ibersendet diese Proben auf Antrag und Kosten des Marktteilnehmers
an ein zweites Laboratorium. Dieses muss zur Durchfithrung amtlicher Analysen ermichtigt sein und nachgewiesene
Befihigung fiir solche Analysen besitzen.

. Fiir die erweiterten Messunsicherheiten (k = 2) des Mittelwerts y, der n, wiederholten Messungen in Laboratorium 1 und

des Mittelwerts y, der n, wiederholten Messungen in Laboratorium 2 gilt:

1) 1)
.U = 2‘\/6]% - 63 (1 - —) und U = 2‘\/0]% - 03 (1 - —); dabei ist o, die Wiederholstandardabweichung und oy die

A n v, n
Vergleichsstandardabweic]hung der jeweiligen Methode. Wenn das Endergebnis y der Messung in den Laboratorien mit
einer Formel der Form y = x, +X,, ¥y =X, =X,, y = XX, oder y = X, [x, berechnet wird, sind die iiblichen Verfahren zur
Kombination von Standardabweichungen in derartigen Fillen einzuhalten, um die Unsicherheit zu ermitteln.

. Um zu priifen, ob die Ergebnisse der beiden Laboratorien fiir die Methode im Bereich der Vergleichsstandardabweichung

o, liegen, wird die erweiterte Messunsicherheit der Differenz y -y, berechnet:

— 1 1
.U = \/ Uf, + U; = 2’\/0,% - 03(2 -—- —) Wenn der absolute Wert der Differenz der Mittelwerte der Labora-
W ot ! 1 n, n,
torien, |y1 - y2|, nicht grofer ist als die Unsicherheit U~
7,7,
vy, -y, sU
[y, =, 7,-7,

erfiillen die Ergebnisse der beiden Laboratorien die Anforderungen an die Vergleichsstandardabweichung, o_und das
arithmetische Mittel der Mittelwerte der beiden Laboratorien,

_:;71+)_’2
y y

wird als Endergebnis angenommen. Die erweiterte Messunsicherheit betragt

1 —— 1 1
U=—\/U3+U3= 2_H2-—-—]|
y 2 " " RO n n

1 2

Die betreffende Partie wird als nicht konform mit einem oberen rechtlich zuldssigen Grenzwert UL zuriickgewiesen,
wenn

y-U >UL
y
ansonsten wird die Partie als konform mit UL betrachtet.
Die Partie wird als nicht konform mit einem unteren rechtlich zuldssigen Grenzwert LL zuriickgewiesen, wenn
y-U <LL;
y
ansonsten wird die Partie als konform mit LL betrachtet.

Wenn der absolute Wert der Differenz der Mittelwerte der beiden Laboratorien, |y, —,|, groRer als die betreffende
Unsicherheit U ist, gilt:
¥

1 2
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Die Ergebnisse der beiden Laboratorien erfiillen die Anforderungen an die Vergleichsstandardabweichung nicht.

In diesem Fall wird die Partie als nicht konform zuriickgewiesen, wenn die zweite Analyse die erste Analyse bestatigt.
Ansonsten wird die Partie als konform angenommen.

Das Endergebnis teilt die zustdndige Stelle dem Erzeuger moglichst umgehend mit. Die Kosten der zweiten Analyse tragt
der Erzeuger nur dann, wenn die Partie zuriickgewiesen wurde.
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