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Vorwort

Diese Norm wurde vom Normenausschuss Lebensmittel und landwirtschaftliche Produkte, Arbeitsaus-
schuss ,Chemische und physikalische Milchuntersuchung® erarbeitet.

1 Anwendungsbereich

Diese Norm legt ein chemometrisches Verfahren zur Bestimmung der Buttersorte nach der Butter-
Verordnung vom 03.02.1997 [1] fest.

Diese Norm gilt fir die Deklarationskontrolle der Handelsklasseneinstufung der Buttersorten Sauerrahm-
butter, SGRrahmbutter und mildgesauerte Butter.

2 Normative Verweisungen

Diese Norm enthalt durch datierte oder undatierte Verweisungen Festlegungen aus anderen Publikationen.
Diese normativen Verweisungen sind an den jeweiligen Stellen im Text zitiert, und die Publikationen sind
nachstehend aufgefiihrt. Bei datierten Verweisungen gehoren spatere Anderungen oder Uberarbeitungen
dieser Publikationen nur zu dieser Norm, falls sie durch Anderung oder Uberarbeitung eingearbeitet sind.
Bei undatierten Verweisungen gilt die letzte Ausgabe der in Bezug genommenen Publikation (einschlieRlich
Anderungen).

DIN 10325, Bestimmung des Citronenséuregehaltes in Schmelzkdse — Enzymatisches Verfahren.
DIN 10349, Bestimmung des pH-Wertes im Butterserum.

DIN EN ISO 707, Milch- und Milchprodukte — Leitfaden zur Probenahme (ISO 707:1997); Deutsche
Fassung EN ISO 707:1997.

DIN EN ISO 3727-1, Butter — Bestimmung des Wassergehaltes, der fettfreien Trockenmasse und des

Fettgehaltes — Teil 1: Bestimmung des Wassergehaltes (Referenzverfahren) (ISO 3727-1:2001); Deutsche
Fassung EN ISO 3727-1:2001.

3 Begriffe

Far die Anwendung dieser Norm gelten die folgenden Begriffe.

31

Butterplasma

fettfreie wasserige Phase, die durch Zentrifugation aus der bei 65 °C aufgeschmolzenen Butter vom Butter-
0l abgetrennt und durchmischt wird

3.2

Butterserum
enteiweildtes Butterplasma, das durch Zentrifugation aus dem Butterplasma abgetrennt wird

4 Abkiirzungen

HPLC Hochleistungsflissigchromatographie (High Performance Liquid Chromatography).
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5 Kurzbeschreibung

Eine Deklarationskontrolle bezlglich der Handelsklasseneinstufung der Buttersorten wird durch eine
VerknUpfung kompositioneller Produktparameter ermoglicht. Zu diesen Butterserumparametern zahlen
Citronensaure, die Ribonucleoside Adenosin und Uridin und der pH-Wert. Zur Merkmalsextraktion wird ein
neuronales Netzwerk mit Hilfe computergestitzter Berechnungen erstellt und zur Befundung der
analytischen Daten eingesetzt. Mit einem dreilagigen, vorwarts verknlpften neuronalen Netz ist eine che-
mometrische Klassifizierung der drei Buttersorten mdglich. Mit einem Minimum von zwei Eingabeneuronen

(pH-Wert, Citronensaure) und einer Zwischenschicht sowie drei simultanen Ausgabeneuronen ist eine
fehlerfreie Zuordnung der drei Buttersorten zu erreichen.

6 Chemikalien

6.1 Allgemeines

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

6.2 Ammoniaklosung, w (NH;) = 25 %), wéasserige Ldsung.

6.3 Ameisensaure, w (HCOOH) = 98 % bis 100 %").

6.4 Elutionsmittel fir HPLC

6.4.1 di-Ammoniumhydrogenphosphat, (Elutionsmittel A; siehe Bild 1).

Lésung von 0,1 mol di-Ammoniumhydrogenphosphat in Wasser mit einem pH-Wert von 9,8

13,2 g di-Ammoniumhydrogenphosphat werden in einem 100-ml-Becherglas in etwa 80 ml Wasser unter
Ruhren (Magnetrihrer, siehe 7.6) geldst. Die Losung wird in einen 1 000-ml-Messzylinder tUbergeflhrt, auf
etwa 980 ml mit Wasser aufgefillt und mit Ammoniaklésung (6.2) auf pH = 9,8 eingestellt. Unter Kontrolle
des pH-Wertes wird mit Wasser aufgefllt.

6.4.2 Ammoniumformiat, (Elutionsmittel B; siehe Bild 1).

Lésung von 0,03 mol Ammoniumformiat in Wasser mit einem pH-Wert von 3,4

1,9 g Ammoniumformiat werden in einem 100-ml-Becherglas in etwa 50 ml Wasser unter Rihren (Magnet-
rihrer, siehe 7.6) gelost. Die Losung wird in einen 1 000-mI-Messzylinder Ubergefihrt, mit Wasser auf etwa
980 ml aufgeflllt und mit Ameisensaure (6.3) auf pH = 3,4 eingestellt. Unter Kontrolle des pH-Wertes wird

mit Wasser aufgefullt.

6.4.3 Weitere Elutionsmittel, (Elutionsmittel C: Methanol, geeignet fir HPLC; Elutionsmittel D: Wasser;
siehe Bild 1).

6.5 Weitere Chemikalien

Nach DIN 10325 und DIN EN ISO 3727-1.

1) wist der Massenanteil
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7 Gerate

Ubliche Laborgerate sowie:
7.1 Ribonucleosid-HPLC-Analysensystem

7.1.1 Apparativer Aufbau

Der apparative Aufbau des Analysensystems besteht aus einem Zweisdulen-Hochleistungs-
flissigchromatographen, wobei die Vorsaule (C1) mit der Trennsdule (C2) Uber ein automatisches
Saulenschaltventil (AS) gekoppelt ist (siehe Bild 1).

Das Analysensystem besteht daruber hinaus aus zwei Pumpen (P1, P2), einem Steuermodul (SM), einem
Probeaufgabesystem (PA), einem UV-Detektor (UV) und einem Auswertemodul (AM).
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Bild 1 — Apparativer Aufbau des Ribonucleosid-HPLC-Analysensystems

7.1.2 Automatisches Saulenschaltventil

In der Stellung ,LOAD* ist die Vorsaule mit dem Probeaufgabesystem verbunden. Parallel kann Uber die
Pumpe P 2 die Trennséule (C2) betrieben werden (siehe Bild 2).

In der Stellung ,INJECT® koppelt das automatische Saulenschaltventil (AS) die Vorsaule (C1) mit der
Trennsaule (C2) zum Transfer der Ribonucleoside von der Vorsaule auf die Trennsadule (siehe Bild 2).
Nach Umschaltung in die Stellung ,LOAD* erfolgt die analytische Trennung der Ribonucleoside Adenosin
und Uridin auf der Trennsaule und gleichzeitig die Reaquilibrierung der Vorsaule.
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Bild 2 — Ventil-Stellungen des Saulenschaltventils

7.2 Neuronales Netzwerk
Es wird ein dreilagiges, vorwartsverknipftes neuronales Netzwerk mit zwei (Berechnungsweg |) oder mit

drei (Berechnungswege lI, Ill) Eingabeneuronen (Eingabe-Schicht) und einer Zwischenschicht (verdeckte
Schicht) sowie drei simultanen Ausgabeneuronen (Ausgabe-Schicht) verwendet.

7.3 Zentrifugen
7.3.1 Zentrifuge, einstellbar auf 12 000 g bis 15000 g.

7.3.2 Zentrifuge, einstellbar auf (350 + 50) g.

7.4 Zentrifugengefife

7.41 ZentrifugengefaBe aus Kunststoff, konische Malte etwa 10 mm x 40 mm, passend fir die
Zentrifuge nach 7.3.1.

7.4.2 ZentrifugengefaBe aus Glas, beidseitig mit Stopfen, zylindrische MalRe etwa 22 mm x 110 mm,
passend fur die Zentrifuge nach 7.3.2.

7.5 pH-Meter, nach DIN 10349.
7.6 Magnetriihrer
7.7 Messzylinder, Nennvolumen 1 000 ml.

7.8 Becherglaser, Nennvolumen 100 ml.
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7.9 Analysenwaage
7.10 Messkolben, Nennvolumen 10 ml.

7.11 Spektralphotometer, Zweistrahlig, geeignet zur Bestimmung der Absorption bei einer Wellenlange
von 260 nm bzw. 262 nm.

7.12 Membranfilter, Porendurchmesser 0,2 um und 1,2 ym.

8 Probenahme

Nach DIN EN ISO 707.

9 Durchfiihrung
9.1 Herstellung der Probenlésung

9.1.1 Butterplasma (siehe 3.1)

80 g bis 90 g Butter (Lagerung bei 4 °C) werden abgewogen und bei 65 °C geschmolzen. Das Butter-
plasma wird durch Zentrifugation (10 min bei (350 + 50) g) vom Butterdl abgetrennt. Nach der Entnahme
aus der Zentrifuge wird die Butterprobe bis zur Erstarrung der Fettphase gekulhlt. Das Butterplasma wird in
ein Reagenzglas bzw. Becherglas abgegossen und durchmischt. Das Butterplasma kann bis zur Analyse
bei —20 °C gelagert werden.

9.1.2 Butterserum (siehe 3.2)
Zur Bestimmung des Adenosin- und Uridingehalts (siehe 9.2.3) wird das Butterplasma (siehe 9.1.1) mit
Ameisensaure auf einen pH-Wert von 3,5 eingestellt, 20 min bei 12 000 g bis 15 000 g zentrifugiert und der

Uberstand abschlieRend durch ein Membranfilter (Porendurchmesser 0,2 um) filtriert. Das anges&uerte
Butterserum kann bis zur Analyse bei —20 °C gelagert werden.

9.2 Bestimmungen

9.2.1 Wassergehalt

Der Wassergehalt der Butterprobe wird nach DIN EN ISO 3727-1 bestimmt.

9.2.2 Citronensiuregehalt

100 pl des nach 9.1 erhaltenen Butterplasmas werden mit 900 yl Wasser in einem Zentrifugengefa® nach
7.4.1 gemischt und in einer Zentrifuge nach 7.3.1 zentrifugiert. Der Uberstand wird mikrofiltriert (Poren-
durchmesser 1,2 ym). Die enzymatische Bestimmung der Citronensaure erfolgt in 0,2 ml der verdiinnten
Butterplasmaldsung nach DIN 10325. Bei der Verwendung von im Handel verfiigbaren Fertigreagenzien ist
die Arbeitsvorschrift des Herstellers zu berticksichtigen. Der Gehalt an Citronensaure wird als Massenanteil
in mg je 100 g Butter angegeben.

9.2.3 Adenosin- und Uridingehalt

Adenosin und Uridin werden flissigchromatographisch aus dem Butterserum bestimmt (siehe 9.3). Die
Nucleosidgehalte werden in ug je 100 g Butter angegeben.
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