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Bestimmung des Proteingehalts

von Caseinen und Caseinaten
Referenzverfahren

DIN
10 454

Norm 1SO 5549 — 1978 siehe Erlauterungen.

1 Anwendungsbereich

Diese Norm legt ein Referenzverfahren zur Bestimmung
des Proteingehalts von Caseinen und Caseinaten fest.
Bei Ammoniumcaseinaten und Produkten, die Ammo-
niumverbindungen enthalten, mufl der Ammoniak-Stick-
stoff gesondert bestimmt werden und vom Gesamtstick-
stoff in Abzug gebracht werden.

2 Begriff

Unter dem Proteingehalt von Caseinen und Caseinaten
wird der nach dem in dieser Norm festgelegten Verfahren
bestimmte Stickstoffgehalt, multipliziert mit 6,38, und
angegeben als Massengehalt in %, verstanden.

3 Kurzbeschreibung

Die Untersuchungsprobe wird mit einem Gemisch von
Kaliumsuifat und Schwefelsdure in Anwesenheit von
Kupfer-(ID-sulfat als Katalysator aufgeschlossen, wodurch
der organisch gebundene Stickstoff in ammoniakalischen
Stickstoff ibergefiihrt wird. Das Ammoniak wird ab-
destittiert und in Borsdure-Lésung aufgefangen. An-
schlieBend wird das Ammoniak titriert. Der EiweiRBgehalt
wird aus dem Stickstoffgehalt der Probe durch Multipli-
kation mit dem Faktor 6,38 berechnet.

4 Bezeichnung des Verfahrens

Bezeichnung des Verfahrens zur Bestimmung des Protein-
gehalts von Caseinen und Caseinaten (A):

Priiffung DIN 10454 — A

5 Chemikalien

Es sind analysenreine Chemikalien zu verwenden. Das
verwendete Wasser muBl destilliert oder mindestens von
entsprechender Reinheit sein.

5.1 Schwefelsiure, konzentriert, 059 = 1,84 g/ml

5.2 Kaliumsulfat, KoSO4, wasserfrei

Determination of protein content of caseins and caseinates; reference method
Détermination de la teneur en protéines dans les caséines et caséinates; méthode de référence

Zusammenhang mit der von der International Organization for Standardization (1SO) herausgegebenen Internationalen

NormenausschuB8 Lebensmittel und landwirtschaftliche Produkte (NAL) im DIN Deutsches Institut fiir Normunge.V.

5.3 Kupfer-(II)-sulfat-Pentahydrat, CuSO4 - 56H,0

5.4 Borsdure-Losung, Konzentration 40 g/l

5.5 Natronlauge, Massengehalt 30 %

5.6 Salzsdure-MaBldsung, Konzentration etwa 0,1 mol/L,
eingestellt gegen Dinatriumtetraborat-Decahydrat
(NapB407 - 10H20) oder wasserfreies Natriumcarbonat
(NapCO3).

5.7 Mischindikator, 2 g Methylrot und 1g Methylen-
blau werden in 1000 mt Ethanol (Volumenkonzentration

96 %) geldst.

6 Gerite

Bei der Verwendung von Mefgeraten sind die eichrecht-
lichen Vorschriften zu beachten.

6.1 Analysenwaage

6.2 500-mt-Kjeldahlkolben, z.B. Kjeldahlkoilben nach
DIN 12360

6.3 AufschluBapparatur, passend zu dem Kjeldahlkolben
6.4 Liebigkiihler, Mantellange mindestens 400 mm

6.5 Ablaufrohr mit Sicherheitskugel, angeschlossen an
das untere Ende des Liebigkiihlers mit einem Schliff oder
Gummischlauch. Bei Verwendung eines Gummischlauchs

missen sich die Enden der Glasrohre beriihren.

6.6 Tropfenfanger, mit dem Kjeldahlkolben und Liebig-
kiihler verbunden mit dichten Weichgummistopfen.

6.7 500-ml-Erlenmeyerkolben
6.8 50-ml- und 100-ml-MeRzylinder

6.9 Birette, Skalenteilungswert 0,1 ml, 50 ml Nenn-
volumen
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6.10 Siedehilfen

6.10.1 Fiir den AufschiuB: Hartporzellanscherben oder
Glasperlen

6.10.2 Fir die Destillation: Frisch gegliihte Bimsstein-
stiicke

6.11 Zerkleinerungsgerdt, zum Zerkleinern der Labora-
toriumsprobe, falls es nach Abschnitt 8.1.4 erforderlich
ist. Das Zerkleinern soll ohne unnotige Erwarmung und
ohne Feuchtigkeitsverlust oder -aufnahme erfolgen. Es
darf keine Hammermiihle verwendet werden.

6.12 Analysensieb mit Drahtsiebboden, Maschenweite
0,5 mm, Durchmesser etwa 200 mm, mit Auffang-
behaltnis, z.B. mit Drahtsiebboden nach DIN 4188
Teil 2.

7 Probenahme
Nach DIN 10327

8 Durchfithrung

8.1 Vorbereitung der Probe

8.1.1 Die Laboratoriumsprobe wird sorgfaltig durch
wiederholtes Schiittein und Stirzen des Behaltnisses
durchgemischt (falls erforderlich, wird die Laboratoriums-
probe dazu in ein luftdichtes Behaltnis mit einem aus-
reichenden Fassungsvermogen ibergefiihrt, das diese
Vorgehensweise ermoglicht).

8.1.2 Etwa 50g der sorgfdltig gemischten Laborato-
riumsprobe werden auf das Analysensieb (siehe Ab-
schnitt 6.12) gegeben.

8.1.3 Falls die 50-g-Probe vollstindig oder fast voll-
standig das Analysensieb passiert, wird die nach Ab-
schnitt 8.1.1 vorbereitete Probe zur Bestimmung ver-
wendet.

8.1.4 Andernfalls werden 50 g der Probe im Zerkleine-
rungsgerat nach Abschnitt 6.11 zerkleinert, bis die Probe
das Analysensieb passiert. Unmittelbar danach wird die
gesiebte Probe in ein ausreichend groBes Behaltnis iiber-
gefithrt und sorgfaitig durch wiederholtes Schittein und
Stiirzen des Behaltnisses durchgemischt. Beim Zerkleinern,
Sieben und Mischen ist jede Anderung des Wassergehalts
des Produkts zu vermeiden.

8.1.5 Nach der Vorbereitung der Probe sollte mdglichst
schnell mit der Bestimmung begonnen werden. Es sind
zwei Bestimmungen mit derselben vorbereiteten Probe
durchzufiihren.

8.2 Priifung auf Anwesenheit von Nichtproteinstickstoff
Bei Verdacht auf Anwesenheit von Ammoniumcaseinat
oder anderer Ammoniumverbindungen wird folgende
Priifung durchgefiihrt:

1 g der Probe wird in einem kleinen Erlenmeyerkolben
mit 10 ml Wasser und 100 mg Magnesiumoxid versetzt.
An der Wandung haftendes Magnesiumoxid wird mit
Wasser heruntergespiilt und der Kolben mit einem Kork-
stopfen verschlossen. Dabei wird ein Indikatorstreifen
(z. B. rotes Lackmuspapier) zwischen den Stopfen und
den Kolbenhals geklemmt.

Der Inhalt des Kolbens wird vorsichtig gemischt und auf
einem Wasserbad auf 60 bis 65 °C erwarmt.

Falls das Indikatorpapier innerhalb von 15 min eine
alkalische Reaktion zeigt (z. B. Farbumschlag des Lack-
muspapiers nach Blau), sind Ammoniumverbindungen
enthalten. Dann muBl der Gehalt an Ammonium-Stick-
stoff getrennt bestimmt und vom Gesamtstickstoff in
Abzug gebracht werden.

8.3 Blindversuch

Parallel zur Bestimmung des Stickstoffgehalts der Probe
wird ein Blindversuch unter Verwendung der gleichen
Gerdte und der gleichen Mengen an Chemikalien nach
demselben Verfahren, wie in Abschnitt 8.5 beschrieben,
durchgefiihrt. Wenn das Ergebnis des Blindversuchs 0,5 ml
der Salzsaure-MaBlosung (Konzentration 0,1 mol/l) iber-
schreitet, missen die Chemikalien {iberpriift und verun-
reinigte Chemikalien gereinigt oder ersetzt werden.

8.4 Untersuchungsprobe

0,3 bis 0,4 g der nach Abschnitt 8.1 vorbereiteten Probe
werden auf * 0,1 mg in den Kjeldahlkolben eingewogen.

8.5 Bestimmung

8.5.1 In den Kjeldahikolben werden einige Hartporzel-
lanscherben oder Glasperlen und etwa 15 g wasserfreies
Kaliumsulfat gegeben. Danach werden 0,2 g Kupfer-(II}-
sulfat-Pentahydrat hinzugegeben und der innere Kolben-
hals wird mit wenig Wasser abgespiilt. Nach der Zugabe
von 20 ml konzentrierter Schwefelsdure wird der Inhalt
des Kolbens gemischt.

Der Kolben wird in der AufschiuBvorrichtung nach Ab-
schnitt 6.3 vorsichtig erhitzt, bis der Inhalt nicht mehr
schaumt. Danach wird solange vorsichtig gekocht, bis die
Losung klar und hell grinblau gefarbt ist. Wahrend des
Erhitzens wird der Kolben von Zeit zu Zeitumgeschwenkt.
Die klare Lésung wird 90 min lang so am Sieden gehalten,
daB die Dampfe in der Mitte des Kolbenhalses konden-
sieren und o&rtliche Uberhitzungen vermieden werden.
Nach dem Abkihlen auf Raumtemperatur werden vor-
sichtig etwa 200 ml Wasser und einige Bimssteinstiicke
(siehe Abschnitt 6.10.2) zugegeben. Es wird gemischt
und erneut abgekiihlt.

8.5.2 In den Erlenmeyerkolben werden 50 ml Borsaure-
Lésung und 4 Tropfen des Mischindikators gegeben und
vermischt. Der Erlenmeyerkolben wird so unter dem
Kiihler der Destillationsapparatur angebracht, daR die
Spitze des Ablaufrohrs in die Borsdure-Ldsung eintaucht.
Mit einem MeRzylinder werden 80 mt der Natronlauge in
den Kjeldahlkolben gegeben. Dabei wird der Kolben
schriag gehalten, damit die Natronlauge an der Wand des
Kolbens herunterlduft und am Boden des Kolbens eine
Schicht bildet. Unmittelbar danach wird der Kjeldahl-
kolben mit einem Tropfenfanger an den Liebigkiihler an-
geschlossen. Durch leichtes Umschwenken wird der
Kolbeninhalt vermischt. Danach wird der Kolbeninhalt
vorsichtig- zum Sieden gebracht, wobei jede Schaum-
bildung zu vermeiden ist. Die Destillation wird so einge-
stellt, daB 150 ml Destillat in etwa 30 min gesammelt
werden. Die Temperatur des Destillats soll hdchstens
25°C betragen. Etwa 2 min vor dem Ende der Destillation
wird der Erlenmeyerkolben gesenkt, so daR die Spitze
des Ablaufrohrs nicht mebr in die Sdurelésung eintaucht.
AnschlieBend wird das Ablaufrohr {iber der Fliissigkeit
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