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EUROPAISCHE NORM EN ISO 1211
EUROPEAN STANDARD
NORME EUROPEENNE August 2001

ICS 67.100.10 Ersatz fur EN ISO 1211:1995

Deutsche Fassung

Milch - Bestimmung des Fettgehaltes - Gravimetrisches
Verfahren (Referenzverfahren) (ISO 1211:1999)

Milk - Determination of fat content - Gravimetric method Lait - Détermination de la teneur en matiére grasse -
(Reference method) (ISO 1211:1999) Méthode gravimétrique (Méthode de référence)
(ISO 1211:1999)

Diese Europaische Norm wurde vom CEN am 14.Juni 2001 angenommen.

Die CEN-Mitglieder sind gehalten, die CEN/CENELEC-Geschaftsordnung zu erfllen, in der die Bedingungen festgelegt sind, unter denen
dieser Européischen Norm ohne jede Anderung der Status einer nationalen Norm zu geben ist. Auf dem letzen Stand befindliche Listen
dieser nationalen Normen mit ihren bibliographischen Angaben sind beim Management-Zentrum oder bei jedem CEN-Mitglied auf Anfrage
erhéltlich.

Diese Europdische Norm besteht in drei offiziellen Fassungen (Deutsch, Englisch, Franzésisch). Eine Fassung in einer anderen Sprache,
die von einem CEN-Mitglied in eigener Verantwortung durch Ubersetzung in seine Landessprache gemacht und dem Management-
Zentrum mitgeteilt worden ist, hat den gleichen Status wie die offiziellen Fassungen.

CEN-Mitglieder sind die nationalen Normungsinstitute von Belgien, Danemark, Deutschland, Finnland, Frankreich, Griechenland, Irland,
Island, Italien, Luxemburg, Niederlande, Norwegen, Osterreich, Portugal, Schweden, Schweiz, Spanien, der Tschechischen Republik und
dem Vereinigten Konigreich.

. — |

EUROPAISCHES KOMITEE FUR NORMUNG
EUROPEAN COMMITTEE FOR STANDARDIZATION
COMITE EUROPEEN DE NORMALISATION

Management-Zentrum: rue de Stassart, 36 B-1050 Brussel

© 2001 CEN  Alle Rechte der Verwertung, gleich in welcher Form und in welchem Ref. Nr. EN ISO 1211:2001 D
Verfahren, sind weltweit den nationalen Mitgliedern von CEN
vorbehalten.
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Vorwort

Der Text der Internationalen Norm 1SO 1211:1999 des Technischen Komitees ISO/TC 34 ,Food products” der
International Organization for Standardization (ISO) wurde als Europaische Norm durch das Technische
Komitee CEN/TC 302 ,Milch und Milchprodukte — Probenahme- und Untersuchungsverfahren® tibernommen,
dessen Sekretariat vom NEN gehalten wird.

Diese Européische Norm ersetzt EN ISO 1211:1995.

Diese Européische Norm muss den Status einer nationalen Norm erhalten, entweder durch Veréffentlichung
eines identischen Textes oder durch Anerkennung bis Februar 2002, und etwaige entgegenstehende nationale
Normen muissen bis Februar 2002 zuriickgezogen werden.

Entsprechend der CEN/CENELEC-Geschéftsordnung sind die nationalen Normungsinstitute der folgenden
Lander gehalten, diese Norm zu Ubernehmen: Belgien, Dénemark, Deutschland, Finnland, Frankreich,
Griechenland, Irland, Italien, Luxemburg, Niederlande, Norwegen, Osterreich, Portugal, Schweden, Schweiz,
Spanien, die Tschechische Republik und das Vereinigte Konigreich.

Anerkennungsnotiz
Der Text der Internationalen Norm 1SO 1211:1999 wurde von CEN als Europaische Norm ohne irgendeine
Abanderung genehmigt.

WARNHINWEIS Bei der Anwendung dieser Internationalen Norm ist es moglich, dass gefahrliche Substanzen,
Arbeitsgange und Gerite angewendet werden. Diese Norm erhebt nicht den Anspruch, dass alle mit ihrer Anwendung
verbundenen Sicherheitsprobleme angesprochen werden. Es liegt in der Verantwortung des Anwenders dieser Norm,
geeignete Vorkehrungen fiir den Arbeits- und Gesundheitsschutz zu treffen und vor der Anwendung festzulegen,
welche einschrankenden Vorschriften gelten.

1 Anwendungsbereich

Diese Internationale Norm legt das Referenzverfahren fir die Bestimmung des Fettgehaltes von Milch fest.
Das Verfahren gilt fir Rohmilch, bearbeitete flissige Milch, teilentrahmte Milch und Magermilch, in der keine
merkliche Trennung oder Fettspaltung eingetreten ist (siehe Anmerkung im Abschnitt 8).

ANMERKUNG Falls fur Magermilch eine héhere Bestimmungsgenauigkeit erforderlich ist, z. B. um die Wirksamkeit von
Rahmseparatoren festzustellen, sollte das in ISO 7208 speziell fir entrahmte Produkte festgelegte Verfahren angewandt
werden.

2 Normative Verweisungen

Die folgenden normativen Dokumente enthalten Festlegungen, die durch Verweisungen in diesem Text
Bestandteil dieser Internationalen Norm sind. Bei datierten Verweisungen gelten spatere Anderungen oder
Uberarbeitungen dieser Publikationen nicht. Anwender dieser Internationalen Norm werden jedoch gebeten,
die Méglichkeit zu prifen, die jeweils neuesten Ausgaben der nachstehend angegebenen normativen Dokumente
anzuwenden. Bei undatierten Verweisungen gilt die letzte Ausgabe des in Bezug genommenen normativen
Dokuments. Mitglieder von ISO und IEC fuhren Verzeichnisse der giiltigen Internationalen Normen.

ISO 3889, Milk and milk products — Determination of fat content — Mojonnier-type fat extraction flasks.

3 Begriffe

Fur die Anwendung dieser Internationalen Norm gilt der folgende Begriff:

3.1
Fettgehalt von Milch

Massenanteil der Substanzen, die mit dem in dieser Internationalen Norm festgelegten Verfahren bestimmt
werden

ANMERKUNG Der Fettgehalt wird als Massenanteil in Prozent [friher % (m/m)] angegeben.

4 Kurzbeschreibung

Eine ammoniakalische ethanolische L&sung einer Untersuchungsmenge (Einwaage) wird mit Diethylether und
Petroleumbenzin extrahiert. Die Losemittel werden durch Destillation oder Verdampfen entfernt. Die Masse der
extrahierten Substanzen wird bestimmt.

ANMERKUNG Dies ist allgemein als Rése-Gottlieb-Prinzip bekannt.
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5 Chemikalien

Falls nicht anders festgelegt, dirfen bei der Untersuchung nur Reagenzien von anerkannter Analysenreinheit
und destilliertes oder entmineralisiertes Wasser oder Wasser von mindestens gleichwertiger Reinheit verwendet
werden.

Die Reagenzien dirfen keinen merklichen Trocknungsriickstand hinterlassen, wenn die Bestimmung nach dem
festgelegten Verfahren durchgefihrt wird (siehe 9.2.2).

5.1 Ammoniakldsung, mit einem Massenanteil an NH; von etwa 25 %, (0,, = 910 g/l)

ANMERKUNG Falls Ammoniaklésung dieser Konzentration nicht erhaltlich ist, darf eine konzentriertere L6sung bekannter
Konzentration verwendet werden (siehe 9.4.1).

5.2 Ethanol (C,H;OH) oder mit Methanol vergélltes Ethanol, mit einem Volumenanteil an Ethanol von
mindestens 94 %.

(Siehe A.5)

5.3 Kongorot-Lésung
1 g Kongorot wird in einem 100-ml-Messkolben (6.14) in Wasser gelést und mit Wasser bis zur Marke aufgefillt.

ANMERKUNG Die Verwendung dieser Lésung, die die klarere Erkennung der Grenze zwischen der Lésemittelphase und
der wassrigen Phase ermdglicht, ist freigestellt (siehe 9.4.2). Andere wassrige Farblésungen dirfen verwendet werden,
sofern sie das Ergebnis der Bestimmung nicht beeinflussen.

5.4 Diethylether (C,H;OC,H;), peroxidfrei (siehe A.3). Der Diethylether darf hochstens 2 mg/kg Anti-
oxidantien enthalten und muss den Anforderungen des Blindversuchs (siehe 9.2.2, A.1 und A.4) entsprechen.

ANMERKUNG Die Verwendung von Diethylether kann zu Gefahrensituationen fihren. Auf Grund der zu erwartenden
Anderungen in den Sicherheitsbestimmungen sind derzeit Untersuchungen zum Ersatz von Diethylether durch ein anderes
Reagenz im Gange, vorausgesetzt, dass dadurch nicht das Endergebnis der Bestimmung beeinflusst wird.

5.5 Petroleumbenzin, Siedebereich von 30°C bis 60°C, oder als gleichwertige Substanz Pentan
(CH5[CH,];CH5) mit einem Siedepunkt von 36 °C, jeweils entsprechend den Anforderungen des Blindversuchs
(siehe 9.2.2, A.1 und A.4).

ANMERKUNG Wegen seiner hdheren Reinheit und gleichbleibenden Qualitat sollte Pentan verwendet werden.

5.6 Losemittelgemisch
Kurz vor der Verwendung werden gleiche Volumenteile Diethylether (5.4) und Petroleumbenzin (5.5) gemischt.

6 Gerate

WARNHINWEIS Da bei der Bestimmung fliichtige entflammbare Losemittel verwendet werden, miissen die einge-
setzten elektrischen Gerate die rechtlichen Bestimmungen erfiillen, die beziiglich der Gefahren beim Verwenden
derartiger Losemittel gelten.

Ubliche Laborausriistung sowie:
6.1 Analysenwaage, mit der auf 1 mg gewogen werden kann und die auf 0,1 mg ablesbar ist.

6.2 Zentrifuge, in die die Fettextraktionskolben oder -rohre (6.6) eingestellt werden kénnen und die auf eine
Drehzahl von 500 min~! bis 600 min~! mit einer wirksamen Zentrifugalbeschleunigung von 80 g bis 90 g, am
auleren Ende der Kolben oder Rohre, einstellbar ist.

ANMERKUNG Die Verwendung der Zentrifuge ist freigestellt, sie wird jedoch empfohlen (siehe 9.4.5).

6.3 Gerat zum Abdestillieren oder Verdampfen, um die Lésemittel und das Ethanol aus den Rund- oder
Erlenmeyerkolben abzudestillieren oder aus Bechergldasern und Schalen (siehe 9.4.12) bei héchstens 100 °C
zu verdampfen.

6.4 Warmeschrank, elektrisch beheizt, mit vollstandig gedffneter(n) Beltftungséffnung(en), fir den gesamten
Arbeitsraum auf (102 £ 2) °C einstellbar.

Der Warmeschrank muss mit einem geeigneten Thermometer ausgestattet sein.

6.5 Wasserbad, einstellbar auf 35 °C bis 40 °C.
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6.6 Fettextraktionskolben nach Mojonnier, nach ISO 3889.

ANMERKUNG Wahlweise dlrfen auch Fettextraktionsrohre, die mit einem Siphon- oder Waschflascheneinsatz ausgestattet
sind, verwendet werden. Die in diesem Fall abweichende Arbeitsweise ist in Anhang B beschrieben.

Die Fettextraktionskolben missen mit Korkstopfen guter Qualitdt oder Stopfen aus sonstigem Material
(zum Beispiel Silikonkautschuk oder Polytetrafluorethylen (PTFE)) versehen sein, die durch die verwendeten
Reagenzien nicht beeinflusst werden. Korkstopfen miissen mit Diethylether (5.4) extrahiert und danach
mindestens 15 min in Wasser von mindestens 60 °C gelagert werden. Anschliefiend werden die Korkstopfen
im Wasser abgekihlt, so dass diese bei Gebrauch mit Wasser gesattigt sind.

6.7 Stander fur Fettextraktionskolben (oder -rohre) (6.6).

6.8 Waschflasche, die flur die Verwendung mit dem Lésemittelgemisch (5.6) geeignet ist.
Waschflaschen aus Kunststoff diirfen nicht verwendet werden.

6.9 Fettsammelkolben, Rundkolben (Stehkolben) mit Nennvolumina von 125 ml bis 250 ml, Erlenmeyerkolben
mit einem Nennvolumen von 250 ml oder Metallschalen.

Falls Metallschalen verwendet werden, sind Schalen aus nichtrostendem Stahl mit flachem Boden, einem
Durchmesser von 80 mm bis 100 mm und einer Hohe von etwa 50 mm einzusetzen.

6.10 Siedehilfsmittel, fettfrei, aus nicht porésem Porzellan oder Siliciumcarbid (Verwendung bei Metallschalen
freigestellt).

6.11 Messzylinder, Nennvolumina 5 ml und 25 ml.
6.12 10-ml-Messpipetten, graduiert.
6.13 Zange, aus Metall, zum Halten von Kolben, Becherglasern oder Schalen.

6.14 Messkolben, Nennvolumen 100 ml.

7 Probenahme

Die Probenahme ist nicht Bestandteil des in dieser Internationalen Norm festgelegten Verfahrens. Ein als
geeignet zu empfehlendes Probenahmeverfahren ist in ISO 707 angegeben.

Es ist wichtig, dass dem Labor eine Probe zur Verfligung gestellt wird, die tatséchlich reprasentativ ist und die
wahrend des Transports oder der Lagerung nicht beschadigt oder verdndert wurde.

Die Proben missen vom Zeitpunkt der Probenahme bis zum Beginn der Untersuchung bei 2 °C bis 6 °C
aufbewahrt werden.

8 Vorbereitung der Untersuchungsprobe

Die Untersuchungsprobe wird, falls erforderlich im Wasserbad (6.5), auf 35 °C bis 40 °C erwarmt und durch
vorsichtiges wiederholtes Stirzen der Probenflasche griindlich durchmischt, ohne jedoch Schaumbildung oder
Ausbuttern zu verursachen. AnschlieBend wird schnell auf etwa 20 °C abgekihlt. Ausgebutterte Milch darf
nicht geklhlt werden, da diese bei 30 °C bis 40 °C (siehe 9.1) eingewogen werden muss.

Falls eine homogene Untersuchungsprobe ohne Erwarmung auf 35 °C bis 40 °C erhalten werden kann (z. B.
bei Magermilchproben), sollte die folgende Arbeitsweise angewandt werden:

Die Untersuchungsprobe wird auf 20 °C erwarmt. Anschlieend wird griindlich durchmischt, um eine homogene
Verteilung des Fettes in der Untersuchungsprobe sicherzustellen. Beim Schiitteln ist darauf zu achten, dass
dadurch weder Schaumbildung noch Ausbuttern verursacht werden.

ANMERKUNG Ein zuverlassiger Wert fiir den Fettgehalt kann nicht erwartet werden:

a) wenn die Milch ausgebuttert ist;

b) wenn ein ausgepréagter Geruch nach freien Fettsduren wahrzunehmen ist;

c) falls wahrend oder nach der Vorbereitung der Probe weile Partikel an den Wandungen der Probenflasche erkennbar

sind oder Fetttrépfchen auf der Oberflache der Probe schwimmen.
9 Durchfiihrung

ANMERKUNG 1 Falls es erforderlich ist, das Einhalten der Wiederholgrenze (11.2) nachzuprifen, sind zwei Einzel-
bestimmungen nach 9.1 bis 9.4 vorzunehmen.

ANMERKUNG 2 Ein alternatives Verfahren unter Verwendung von Fettextraktionsrohren mit Siphon- oder Wasch-
flascheneinsétzen (siehe Anmerkung zu 6.6) ist im Anhang B beschrieben.

4
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9.1 Einwaage

Die Untersuchungsprobe (siehe Abschnitt 8) wird durch vorsichtiges drei- oder viermaliges Drehen des
Probenbehaltnisses durchmischt. Unmittelbar anschliefend werden 10 g bis 11 g der Untersuchungsprobe
direkt oder durch Differenzwagung auf 1 mg in einen Fettextraktionskolben (6.6) eingewogen.

Die Einwaage ist so vollstandig wie moglich in die untere (kleine) Kugel des Fettextraktionskolbens zu tberfuhren.

9.2 Blindversuche

9.2.1 Blindversuch fiir das Verfahren

Gleichzeitig mit der Bestimmung ist ein Blindversuch mit 10 ml Wasser anstelle der Einwaage (siehe 9.4.1)
durchzufihren, bei dem die gleiche Arbeitsweise anzuwenden und die gleichen Chemikalien zu verwenden
sind (siehe A.2).

Falls der im Blindversuch erhaltene Wert regelmaRig 1,0 mg tberschreitet, sind die Reagenzien zu tberprifen,
sofern dies nicht erst kiirzlich erfolgt ist (siehe 9.2.2). Korrekturen Gber 2,5 mg sollten im Untersuchungsbericht
erwahnt werden.

9.2.2 Blindversuch fiir die Reagenzien

Zur Prifung der Qualitat der Reagenzien ist ein Blindversuch, wie in 9.2.1 beschrieben, durchzufthren. Hierfir
wird zusétzlich ein leerer nach 9.3 vorbereiteter Fettsammelkolben zur Uberpriifung der Massenabweichungen
verwendet. Die Reagenzien dirfen keinen gréReren Trocknungsriickstand als 1,0 mg hinterlassen (siehe A.1).

Falls die Masse des Rickstandes der gesamten Blindreagenzien 1,0 mg Uberschreitet, wird der Riickstand der
Losemittel getrennt bestimmt, indem je 100 ml Diethylether (5.4) und Petroleumbenzin (5.5) destilliert werden.
Um die wahre Masse des Riickstands zu bestimmen, die 1,0 mg nicht tiberschreiten darf, wird ein leerer Fett-
sammelkolben verwendet, der, wie oben beschrieben, fiir Uberpriifungszwecke vorbereitet wird.

Sehr selten kénnen die Lésemittel flichtige Substanzen enthalten, die vom Fett hartnackig zuriickgehalten
werden. Falls Anzeichen fir das Vorhandensein derartiger Substanzen vorliegen, sind mit allen Reagenzien
und furr jedes L&semittel Blindversuche unter Verwendung eines Fettsammelkolbens mit etwa 1 g wasserfreiem
Butterfett durchzufihren. Falls erforderlich, sind die Lésemittel zusammen mit 1 g wasserfreiem Butterfett je
100 ml L&semittel erneut zu destillieren. Die Lésemittel dirfen nur kurze Zeit nach der Redestillation verwendet
werden.

Nicht zufrieden stellende Reagenzien und Lésemittel sind zu ersetzen oder die Losemittel erneut zu destillieren.

9.3 Vorbereitung des Fettsammelkolbens
Ein Fettsammelkolben (6.9) wird mit einer geringen Menge Siedehilfsmittel (6.10) bei 102 °C im Warme-
schrank (6.4) 1 h getrocknet.

ANMERKUNG 1 Die Verwendung von Siedehilfsmitteln ist wiinschenswert, um wahrend des folgenden Abdestillierens
der Loésemittel ein gelindes Sieden zu férdern, insbesondere bei der Verwendung von Fettsammelkolben aus Glas; die
Verwendung von Siedehilfsmitteln bei Metallschalen ist freigestellt.

Der Fettsammelkolben wird staubgeschiitzt auf die Temperatur des Wéageraums abkiihlen gelassen (Fett-
sammelkolben aus Glas mindestens 1 h, Metallschalen mindestens 30 min).

ANMERKUNG 2 Um unzureichendes Abkuhlen oder UbermégRig lange Abkihlzeiten zu vermeiden, sollte der Fettsammel-
kolben nicht in einen Exsikkator gestellt werden.

Zum Aufstellen des Fettsammelkolbens auf die Waage wird eine Zange (6.13) verwendet. Der Fettsammelkolben
wird auf 1,0 mg gewogen.

ANMERKUNG 3 Eine Zange sollte vorzugsweise verwendet werden, um insbesondere Temperaturdnderungen zu
vermeiden.

9.4 Bestimmung
9.4.1 Die Bestimmung wird unverziglich durchgefiihrt.
2 ml Ammoniaklésung (5.1) oder eine &quivalente Menge einer konzentrierteren Ammoniaklésung (siehe

Anmerkung zu 5.1) werden zu der Einwaage (9.1) gegeben und mit dieser grindlich in der (kleinen) Kugel des
Fettextraktionskolbens durchmischt.

9.4.2 10 ml Ethanol (5.2) werden zugegeben. Es wird vorsichtig, aber griindlich durchmischt, indem der
Inhalt des Fettextraktionskolbens zwischen der (kleinen) Kugel und dem Kérper hin- und herflieRt. Dabei ist zu
vermeiden, dass die Flussigkeit zu nahe an den Hals des Fettextraktionskolbens gelangt. Wahlweise kénnen
zwei Tropfen Kongorot-Lésung (5.3) zugesetzt werden.
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9.4.3 25 ml Diethylether (5.4) werden zugegeben. Der Fettextraktionskolben wird mit einem mit Wasser
gesattigten Korkstopfen oder mit einem mit Wasser befeuchteten Stopfen aus anderem Material (6.6)
verschlossen. Der Fettextraktionskolben wird 1 min kraftig geschuttelt, jedoch nicht tibermagig, um die Bildung
bestandiger Emulsionen zu vermeiden.

Wahrend des Schuttelns wird der Fettextraktionskolben horizontal, mit der (kleinen) Kugel nach oben gerichtet,
gehalten, so dass die Flussigkeit abwechselnd aus der (kleinen) Kugel in den Kérper und zuriick fliesen kann.
Falls erforderlich, wird der Fettextraktionskolben unter flieRendem Wasser auf Raumtemperatur abgekihit. Der
Korken oder Stopfen wird vorsichtig entfernt und dieser und der Hals des Fettextraktionskolbens mit etwas
Lésemittelgemisch (5.6) gesplilt. Dazu wird die Waschflasche (6.8) in der Weise verwendet, dass die Spulflissig-
keit in den Fettextraktionskolben flief3t.

9.4.4 25 ml Petroleumbenzin (5.5) werden zugegeben. Der Fettextraktionskolben wird mit dem (durch Ein-
tauchen in Wasser) wieder befeuchteten Korken oder Stopfen verschlossen und erneut, wie in 9.4.2 beschrieben,
vorsichtig 30 s durchmischt. AnschlieRend ist mit Schitteln, wie in 9.4.3 beschrieben, fortzufahren.

9.4.5 Der verschlossene Fettextraktionskolben wird 1 min bis 5 min bei einer Zentrifugalbeschleunigung von
80 g bis 90 g zentrifugiert. Steht keine Zentrifuge zur Verfligung, wird der verschlossene Fettextraktionskolben
mindestens 30 min im Stander (6.7) stehen gelassen, bis die Uberstehende Phase klar geworden ist und sich
deutlich von der wassrigen Phase getrennt hat. Falls erforderlich, wird der Fettextraktionskolben unter flieRendem
Wasser auf Raumtemperatur abgekuhilt.

9.4.6 Der Korken oder Stopfen wird vorsichtig entfernt und dieser und die Innenseite des Halses des Fett-
extraktionskolbens mit etwas Lésemittelgemisch (5.6) gespult. Dazu wird die Waschflasche (6.8) in der Weise
verwendet, dass die Spulflissigkeit in den Fettextraktionskolben flie3t. Falls sich die Phasengrenzschicht
unterhalb des unteren Endes des Kolbenschaftes befindet, wird sie durch vorsichtiges Zugief3en von Wasser,
das an der GefalRwand herunterlaufen muss, geringfiigig Uber dieses Niveau gehoben (siehe Bild 1), um das
Dekantieren der Lésemittel zu erleichtern.

ANMERKUNG In den Bildern 1 und 2 wurde einer der drei in 1ISO 3889 beschriebenen Fettextraktionskolbentypen
ausgewahlt. Dies bedeutet aber nicht, dass diesem der Vorzug gegeniiber den anderen Typen gegeben wird.

9.4.7 Der Fettextraktionskolben wird an der (kleinen) Kugel gehalten und es wird vorsichtig so viel wie méglich
von der Uberstehenden Phase in den vorbereiteten, im Falle eines Rund- oder Erlenmeyerkolbens mit Siede-
hilfsmittel (6.10) versehenen Fettsammelkolben (siehe 9.3) dekantiert (bei Metallschalen ist die Verwendung
von Siedehilfsmitteln freigestellt). Ein Dekantieren der wéssrigen Phase ist zu vermeiden (siehe Bild 2).

9.4.8 Der aulere Hals des Fettextraktionskolbens wird mit etwas L&semittelgemisch (5.6) abgespilt und die
Spilflissigkeit im Fettsammelkolben aufgefangen. Es ist darauf zu achten, dass das Losemittelgemisch nicht
Uber die AuRenseite des Fettextraktionskolbens fliefl3t. Falls erwiinscht, wird das Losemittel oder ein Teil davon,
wie in 9.4.12 beschrieben, durch Destillation oder Verdampfen aus dem Fettsammelkolben entfernt.

9.4.9 Zum Inhalt des Fettextraktionskolbens werden 5 ml Ethanol (5.2) gegeben. Das Ethanol dient zum
Abspulen der Halsinnenseite des Fettextraktionskolbens. Es wird durchmischt, wie in 9.4.2 beschrieben.

9.4.10 Es wird eine zweite Extraktion durchgefiihrt, indem die in 9.4.3 bis 9.4.7 beschriebenen Verfahrens-
schritte wiederholt werden. Anstelle von 25 ml werden jedoch nur 15 ml Diethylether (5.4) und 15 ml Petroleum-
benzin (5.5) verwendet. Der Diethylether wird auch dazu verwendet, die Halsinnenseite des Fettextraktions-
kolbens abzuspilen.

Falls erforderlich, wird die Phasengrenzschicht durch vorsichtiges Zugeben von Wasser entlang der Kolben-

innenseite (siehe Bild 1) geringflgig auf ein Niveau in der Mitte des Schaftes angehoben, um das Lésemittel
abschlielend so vollstandig wie méglich dekantieren zu kénnen (siehe Bild 2).

9.4.11 Es wird eine dritte Extraktion ohne Zugabe von Ethanol durch neuerliches Wiederholen der in 9.4.3 bis
9.4.7 beschriebenen Verfahrensschritte durchgefihrt, wiederum mit nur 15 ml Diethylether (5.4) und 15 ml
Petroleumbenzin (5.5). Der Diethylether wird wieder dazu verwendet, die Halsinnenseite des Fettextraktions-
kolbens abzuspiilen.

Falls erforderlich, wird die Phasengrenzschicht durch vorsichtiges Zugeben von Wasser entlang der Kolben-
innenseite (siehe Bild 1) geringfugig auf ein Niveau in der Mitte des Schaftes angehoben, um das Lésemittel
abschlieBend so vollstandig wie méglich dekantieren zu kdnnen (siehe Bild 2).

ANMERKUNG Die dritte Extraktion darf fur Milch mit einem Fettgehalt unter 0,5 % entfallen.
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L 1
== 3 2 —
- 3
T - — 5
Legende Legende
1 Loésemittel 1 bei der zweiten und dritten Extraktion
2 bei der zweiten und dritten Extraktion 2 bei der ersten Extraktion
3 bei der ersten Extraktion 3 wassrige Phase
4 Phasengrenzschicht 4 Phasengrenzschicht
5 wassrige Phase
Bild 1 — Vor dem Dekantieren Bild 2 — Nach dem Dekantieren

9.4.12 Die Losemittel (einschliellich des Ethanols) werden, sofern ein Rund- oder Erlenmeyerkolben
verwendet wurde, so vollstdndig wie méglich aus dem Fettsammelkolben abdestilliert oder aus dem Becher-
glas oder der Schale (6.3) verdampft. Vor Beginn der Destillation wird die Innenseite des Rund- oder Erlenmeyer-
kolbenhalses mit etwas Losemittelgemisch (5.6) abgespiilt.

9.4.13 Der Fettsammelkolben wird im Warmeschrank (6.4) 1 h bei 102 °C erwarmt, wobei der Rund- oder
Erlenmeyerkolben auf der Seite liegt, um das Entweichen der Lésemittelddmpfe zu ermdglichen. Der Fettsammel-
kolben wird aus dem Warmeschrank entnommen und sofort gepriift, ob das Fett klar ist. Falls es nicht klar ist,
ist das Vorhandensein fettfremder Substanzen anzunehmen, und der gesamte Arbeitsablauf muss wiederholt
werden. Falls das Fett klar ist, ist der Fettsammelkolben vor Staub geschutzt (jedoch nicht im Exsikkator) auf
die Temperatur des Wageraumes abkuhlen zu lassen (Fettsammelkolben aus Glas mindestens 1 h, Metall-
schalen mindestens 30 min).

Der Fettsammelkolben darf unmittelbar vor dem Wagen nicht abgewischt werden. Der Fettsammelkolben wird
mit einer Zange (6.13) auf die Waage gestellt und auf 1,0 mg gewogen.

9.4.14 Der Fettsammelkolben wird im Warmeschrank (6.4) 30 min bei 102 °C erwarmt, wobei der Rund- oder
Erlenmeyerkolben auf der Seite liegt, um das Entweichen der Lésemittelddmpfe zu ermdéglichen. Es wird, wie
in 9.4.13 beschrieben, abgekiihlt und zurlickgewogen. Falls erforderlich, werden die Erwarmungs- und Wage-
vorgdnge so oft wiederholt, bis die Masse des Fettsammelkolbens zwischen zwei aufeinander folgenden
Wagungen um hdéchstens 1,0 mg abnimmt oder wieder zunimmt. Die geringste ermittelte Masse wird als
Masse des Fettsammelkolbens mit den extrahierten Substanzen festgehalten.

10 Auswertung

10.1 Berechnung
Der Fettgehalt der Probe wird nach der folgenden Gleichung berechnet:
(my—my) —(m3—my)

wp = — x 100 % (1)
0

Dabei ist:
w, der Massenanteil an Fett in der Probe, in Prozent;

m, die Masse der Einwaage (9.1), in Gramm;
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m, die Masse des Fettsammelkolbens und der extrahierten Substanzen, bestimmt nach 9.4.14, in Gramm;
m, die Masse des vorbereiteten Fettsammelkolbens (9.3), in Gramm;

m; die Masse des fiir den Blindversuch (9.2) verwendeten Fettsammelkolbens und der eventuell extrahierten
Substanzen, bestimmt nach 9.4.14, in Gramm;

m, die Masse des fur den Blindversuch (9.2) verwendeten Fettsammelkolbens (9.3), in Gramm.

10.2 Angabe der Ergebnisse
Das Ergebnis ist auf zwei Dezimalstellen gerundet anzugeben.

11 Prazision

11.1 Ringversuch

Einzelheiten Uber einen Ringversuch zur Préazision des Verfahrens nach 1SO 5725" wurden veréffentlicht
(siehe [6] und [7]).

Die Werte fur die Wiederhol- und die Vergleichgrenzen gelten fiir das 95 %-Wahrscheinlichkeitsniveau und
darfen nicht auf andere Konzentrationsbereiche und Matrizes angewendet werden als angegeben.

11.2 Wiederholprazision

Die absolute Differenz der Ergebnisse von zwei voneinander unabhdngigen Bestimmungen, die nach dem
gleichen Verfahren an identischem Untersuchungsmaterial durch einen einzigen Bearbeiter in demselben
Labor mit derselben Gerédteausstattung innerhalb einer kurzen Zeitspanne ermittelt werden, wird in nicht mehr
als 5% der Falle gréRer sein als ein Massenanteil von:

— 0,02 % fur Rohmilch und bearbeitete flissige Milch;
— 0,02 % fur Milch mit einem Massenanteil an Fett von 0,5 % bis 2 %;

— 0,01 % far Milch mit einem Massenanteil an Fett unter 0,5 %.

11.3 Vergleichprazision

Die absolute Differenz der Ergebnisse von zwei voneinander unabhdngigen Bestimmungen, die nach dem
gleichen Verfahren an identischem Untersuchungsmaterial in verschiedenen Laboren von verschiedenen
Bearbeitern mit verschiedenen Gerateausstattungen ermittelt werden, wird in nicht mehr als 5% der Falle
gréRer sein als ein Massenanteil von:

— 0,04 % fur Rohmilch und bearbeitete flissige Milch;
— 0,03 % fir Milch mit einem Massenanteil an Fett von 0,5 % bis 2 %;

— 0,025 % fur Milch mit einem Massenanteil an Fett unter 0,5 %.

12 Untersuchungsbericht

Der Untersuchungsbericht muss folgende Angaben enthalten:

alle Angaben, die zur vollstdndigen Identifizierung der Probe erforderlich sind;
— das Verfahren, nach dem die Probenahme durchgefiihrt wurde (falls bekannt);
— das verwendete Untersuchungsverfahren mit einem Hinweis auf diese Internationale Norm;

— alle Arbeitsbedingungen, die nicht in dieser Internationalen Norm festgelegt sind oder als wahlfrei erachtet
wurden, sowie alle Umsténde, die das (die) Ergebnis(se) beeinflusst haben kénnen;

— die vorgenommenen Korrekturen, falls in dem Blindversuch fur das Verfahren ein Wert erhalten wurde, der
2,5 mg Uberschreitet;

— das (die) erhaltene(n) Untersuchungsergebnis(se); oder falls die Wiederholprézision Gberprift wurde, das
endglltig erhaltene Ergebnis.

1) ISO 5725:1986 (jetzt zurlickgezogen) wurde zur Ermittlung der Prézisionsdaten verwendet.
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Anhang A
(informativ)

Hinweise zur Durchfiihrung

A.1 Blindversuch zur Priifung der Reagenzien (siehe 9.2.2)

In diesem Blindversuch ist ein Fettsammelkolben zur Uberpriifung der Massen zu verwenden, damit Anderungen
der atmosphéarischen Bedingungen im Wageraum oder Temperatureinwirkungen auf den Fettsammelkolben
nicht zu falschen Annahmen hinsichtlich der An- oder Abwesenheit nicht-flichtiger Bestandteile im Extrakt der
Reagenzien fuhren. Falls eine zweischalige Waage verwendet wird, darf dieser Fettsammelkolben als Gegen-
gewicht verwendet werden. Andernfalls sollten Abweichungen der scheinbaren Masse (m; — m, in 10.1) des
Kontroll-Fettsammelkolbens bei der Uberpriifung der Masse des fiir den Blindversuch verwendeten Fettsammel-
kolbens berlcksichtigt werden. Daher darf die auftretende Schwankung der scheinbaren Masse des Fettsammel-
kolbens, korrigiert um die scheinbare Massenschwankung des Kontroll-Fettsammelkolbens, keine gréRere
Massenzunahme als 1,0 mg aufweisen.

Sehr selten kénnen die Losemittel flichtige Substanzen enthalten, die vom Fett hartndckig zurlickgehalten
werden. Falls Anzeichen fur das Vorhandensein derartiger Substanzen vorliegen, sind mit allen Reagenzien
und fir jedes Lésemittel Blindversuche unter Verwendung eines Fettsammelkolbens mit etwa 1 g wasserfreiem
Butterfett durchzufiihren. Falls erforderlich, sind die Lésemittel zusammen mit 1 g wasserfreiem Butterfett je
100 ml Losemittel erneut zu destillieren. Die Losemittel diirfen nur kurze Zeit nach der Redestillation verwendet
werden.

A.2 Blindversuch, der gleichzeitig mit der Bestimmung durchgefiihrt wird (siehe 9.2.1)

Der im gleichzeitig mit der Bestimmung durchgefuhrten Blindversuch ermittelte Wert ermdglicht es, die schein-
bare Masse der aus einer Untersuchungsmenge (Einwaage) extrahierten Substanzen (m, — m,) hinsichtlich
anwesender nicht-flichtiger, aus den Reagenzien stammender Substanzen zu korrigieren; ebenso kann hinsichtlich
der Schwankungen der atmospharischen Bedingungen im Wageraum und vorhandener Temperaturdifferenzen
zwischen dem Fettsammelkolben und dem Wageraum bei den beiden Wagungen (9.4.14 und 9.3) korrigiert
werden.

Unter gunstigen Bedingungen (niedrige Werte im Blindversuch mit den Reagenzien, gleichmé&Rige Temperatur
des Wageraums, ausreichende Abkuhizeit fir den Fettsammelkolben) liegt der Wert in der Regel unter 1,0 mg
und kann dann bei Routineuntersuchungen bei der Berechnung vernachlassigt werden. Geringfiigig héhere
(positive und negative) Werte bis 2,5 mg werden ebenfalls oft festgestellt. Nach Korrektur um diese Werte sind
die Ergebnisse weiterhin genau. Falls ein Wert Uiber 2,5 mg korrigiert wird, sollte dies im Untersuchungsbericht
erwahnt werden (siehe Abschnitt 12).

Falls die in diesem Blindversuch ermittelten Werte regelmafig 1,0 mg Uberschreiten, sollten die Reagenzien
Uberprift werden, sofern dies nicht kirzlich erfolgt ist. Alle unreinen Reagenzien oder mit Substanzspuren
behafteten Reagenzien sollten ersetzt oder gereinigt werden (siehe 9.2.2 und A.1).

A.3 Priifung auf Peroxide

Zur Prufung auf Peroxide wird 1 ml einer frisch hergestellten Kaliumiodidlésung von 100 g/l zu 10 ml Diethyl-
ether zugegeben; dies erfolgt in einem kleinen mit Glasschliffstopfen versehenen Messzylinder, der vorher mit
dem Diethylether ausgespult worden ist. Der Messzylinder wird geschittelt und 1 min stehen gelassen. In der
Diethyletherschicht sollte keine gelbe Farbung erkennbar sein.

Andere zur Prifung auf Peroxide geeignete Verfahren durfen verwendet werden.

Um sicherzustellen, dass der Diethylether peroxidfrei ist und bleibt, wird der Diethylether mindestens drei Tage
vor dessen Verwendung wie folgt behandelt:

Zinkfolie wird in Streifen geschnitten, die mindestens die halbe L&nge der H6he der Flasche aufweisen, in der
der Diethylether aufbewahrt wird. Dabei sind etwa 80 cm? Zinkfolie je Liter Diethylether zu verwenden.

Vor deren Verwendung werden die Folienstreifen 1 min vollstdndig in eine Lésung getaucht, die 10 g/l
Kupfer(Il)-sulfat-Pentahydrat (CuSQO, - 5 H,0) und 2 ml/l konzentrierte Schwefelsdure [98 % Massenanteil]
enthalt. Die Folienstreifen werden vorsichtig, aber griindlich mit Wasser gespdlt und die feuchten mit Kupfer
Uberzogenen Streifen in die Flasche gebracht, die den Diethylether enthalt, und dort belassen.

Andere Verfahren durfen angewandt werden, falls sie das Ergebnis der Bestimmung nicht beeinflussen.
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A.4 Diethylether, der Antioxidantien enthalt

In einigen Landern ist, insbesondere fiir Fettbestimmungen, Diethylether mit etwa 1 mg Antioxidantien je Kilo-
gramm im Handel erhéltlich. Dieser Gehalt schliel3t dessen Verwendung fiir Referenzzwecke nicht aus.

In einigen Landern ist Diethylether mit einem hoéheren Gehalt an Antioxidantien, zum Beispiel bis 7 mg/kg, im
Handel. Derartiger Diethylether sollte nur fir Routineuntersuchungen bei obligatorischer Durchfiihrung eines
Blindversuches verwendet werden, der gleichzeitig mit der (den) Bestimmung(en) zur Korrektur der durch den
Antioxidantienrlickstand bedingten systematischen Abweichung erfolgt. Fir Referenzzwecke muss derartiger
Diethylether immer vor der Verwendung destilliert werden.

A.5 Ethanol

Auf andere Weise als durch die Zugabe von Methanol denaturiertes Ethanol darf nur verwendet werden, wenn
das Denaturierungsmittel das Ergebnis der Bestimmung nicht beeinflusst.
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Anhang B
(informativ)

Alternative Arbeitsweise unter Verwendung von Fettextraktionsrohren
mit Siphon- oder Waschflascheneinsiatzen

B.1 Allgemeines

Falls Fettextraktionsrohre verwendet werden, die mit Siphon- oder Waschflascheneinsdtzen ausgestattet sind,
ist die in diesem Anhang festgelegte Arbeitsweise anzuwenden. Die Fettextraktionsrohre miissen mit Korkstopfen
guter Qualitat oder Stopfen fiir Kolben, wie sie in 6.6 festgelegt sind, versehen sein (siehe Bild B.1 als Beispiel).

B.2 Durchfiihrung

B.2.1 Vorbereitung der Untersuchungsprobe
Siehe Abschnitt 8.

B.2.2 Einwaage

Es ist wie in 9.1 festgelegt zu verfahren, jedoch unter Verwendung der Fettextraktionsrohre (siehe Anmerkung
zu 6.6 und Bild B.1).

Die Einwaage ist so vollstédndig wie mdglich auf den Boden des Fettextraktionsrohres zu bringen.

B.2.3 Blindversuch
Siehe 9.2 und A.2.

B.2.4 Vorbereitung des Fettsammelkolbens
Siehe 9.3.

B.2.5 Bestimmung

B.2.5.1 Die Bestimmung wird unverziglich durchgefuhrt.

2 ml Ammoniaklésung (5.1) oder eine aquivalente Menge einer konzentrierteren Ammoniaklésung (siehe
Anmerkung zu 5.1) werden zu der Einwaage in das Fettextraktionsrohr (B.2.2) gegeben und griindlich mit der
vorbehandelten Einwaage am Boden des Fettextraktionsrohres durchmischt.

B.2.5.2 10 ml Ethanol (5.2) werden zugegeben. Es wird vorsichtig, aber griindlich am Boden des Fettextraktions-
rohres durchmischt. Wahlweise kénnen zwei Tropfen Kongorot-Lésung (5.3) zugesetzt werden.

B.2.5.3 25 ml Diethylether (5.4) werden zugegeben. Das Fettextraktionsrohr wird mit einem mit Wasser
gesattigten Korkstopfen oder mit einem mit Wasser angefeuchteten Stopfen aus anderem Material (6.6)
verschlossen. Das Fettextraktionsrohr wird durch mehrfaches Stiirzen 1 min kraftig geschuttelt, jedoch nicht
Ubermafig, um die Bildung bestandiger Emulsionen zu vermeiden. Falls erforderlich, wird das Fettextraktions-
rohr unter flieendem Wasser abgekuhlt. Der Korken oder Stopfen wird vorsichtig entfernt und dieser und der
Hals des Fettextraktionsrohres mit etwas Lésemittelgemisch (5.6) gesplilt. Dazu wird die Waschflasche (6.8) in
der Weise verwendet, dass die Spilflissigkeit in das Fettextraktionsrohr flief3t.

B.2.5.4 25 ml Petroleumbenzin (5.5) werden zugegeben. Das Fettextraktionsrohr wird mit dem (durch Ein-
tauchen in Wasser) wieder befeuchteten Korken oder Stopfen verschlossen und, wie in B.2.5.3 beschrieben,
30 s vorsichtig geschiittelt.

B.2.5.5 Das verschlossene Fettextraktionsrohr wird 1 min bis 5 min bei einer Zentrifugalbeschleunigung von
80 g bis 90 g zentrifugiert. Steht keine Zentrifuge zur Verfigung, wird das verschlossene Fettextraktionsrohr
mindestens 30 min im Stander (6.7) stehen gelassen, bis die liberstehende Phase klar geworden ist und sich
deutlich von der wassrigen Phase getrennt hat. Falls erforderlich, wird das Fettextraktionsrohr unter flieRendem
Wasser auf Raumtemperatur abgekihit.

B.2.5.6 Der Korken oder Stopfen wird vorsichtig entfernt und dieser und der Hals des Fettextraktionsrohres
mit etwas Losemittelgemisch (5.6) gespult. Dazu wird die Waschflasche (6.8) in der Weise verwendet, dass die
Spulflussigkeit in das Fettextraktionsrohr flief3t.
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a) mit Siphoneinsatz b) mit Waschflascheneinsatz

Legende
1 Nennvolumen bis zu diesem Fllstand ohne Einsatz (105 + 5) ml

2 Wanddicke (1,5 + 0,5) mm

Bild B.1 — Beispiele fiir Fettextraktionsrohre
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B.2.5.7 In das Fettextraktionsrohr wird ein Siphon- oder Waschflascheneinsatz eingesetzt. Der lange innere
Schenkel des Einsatzes wird heruntergeschoben, bis dessen Ende etwa 4 mm oberhalb der Phasengrenz-
schicht steht. Der innere Schenkel des Einsatzes muss zur Achse des Fettextraktionsrohres parallel stehen.

Die Uberstehende Phase wird vorsichtig aus dem Fettextraktionsrohr in den, im Falle von Rund- oder Erlenmeyer-
kolben, mit Siedehilfsmittel (6.10) versehenen Fettsammelkolben (siehe 9.3) Gbergefihrt (bei Metallschalen ist
die Verwendung von Siedehilfsmitteln freigestellt). Ein Uberfiihren der wassrigen Phase ist zu vermeiden.
Der Auslassschenkel des Einsatzes wird mit etwas L&semittelgemisch abgespiilt und die Spilflissigkeit im
Fettsammelkolben aufgefangen.

ANMERKUNG Die Uberstehende Phase kann zum Beispiel mit Hilfe eines Gummiballs aus dem Fettextraktionsrohr
Ubergefuhrt werden, der zum Ausliben eines Drucks an dessen kurzem Schaft angebracht wird.

B.2.5.8 Der Einsatz wird am Hals des Fettextraktionsrohres gelockert. Der Einsatz wird leicht angehoben und
der untere Teil von dessen langem inneren Schenkel mit etwas L&semittelgemisch (5.6.) gespllt. Der Einsatz
wird wieder gesenkt, eingesetzt und die Spulflissigkeit in den Fettsammelkolben tbergefihrt.

Der Auslassschenkel des Einsatzes wird erneut mit etwas Losemittelgemisch gespult und die Spiilflissigkeit
im Fettsammelkolben aufgefangen. Falls erwlinscht, wird das L&semittel oder ein Teil davon, wie in 9.4.13
beschrieben, durch Destillation oder Verdampfen aus dem Fettsammelkolben entfernt.

B.2.5.9 Der Einsatz wird erneut am Hals des Fettextraktionsrohres gelockert. Der Einsatz wird leicht angehoben,
und 5 ml Ethanol werden zum Inhalt des Fettextraktionsrohres gegeben. Das Ethanol dient zum Abspulen des
langen inneren Schenkels des Einsatzes. Es wird durchmischt, wie in B.2.5.2 beschrieben.

B.2.5.10 Es wird eine zweite Extraktion durchgefiihrt, indem die in B.2.5.3 bis B.2.5.8 beschriebenen Verfahrens-
schritte wiederholt werden. Anstelle von 25 ml werden jedoch nur 15 ml Diethylether (5.4) und 15 ml Petroleum-
benzin (5.5) verwendet. Der Diethylether dient zum Abspiilen des langen inneren Schenkels des Einsatzes
wahrend der Enthahme des Einsatzes aus dem Fettextraktionsrohr nach vorangegangener Extraktion.

B.2.5.11 Es wird eine dritte Extraktion ohne Zugabe von Ethanol durch neuerliches Wiederholen der in
B.2.5.3 bis B.2.5.8 beschriebenen Verfahrensschritte durchgefiihrt, wiederum mit nur 15 ml Diethylether und
15 ml Petroleumbenzin. Der Diethylether dient, wie in B.2.5.10 beschrieben, zum Absplilen des langen inneren
Schenkels des Einsatzes.

ANMERKUNG Die dritte Extraktion darf fur Milch mit einem Fettgehalt unter 0,5 % entfallen.
B.2.5.12 Der weitere Arbeitsablauf erfolgt wie in 9.4.12 bis 9.4.14 beschrieben.
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