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Nachweis der Aromatisierung von Lebensmitteln
mit y-Lactonen. Wie identisch mit der Natur miissen
«naturidentische» Aromen sein?

Determination of y-Lactones Added to Foods as Flavours. How far
must «Nature-Identical» Flavours be Identical with the Nature?

Anna Artho und Konrad Grob

Kantonales Laboratorium, Ziirich

Einleitung

Chirale Lactone sind Bestandteil vieler Fruchtaromen, so z.B. von Erdbeeren,
Aprikosen, Pfirsichen und Kokosniissen. Da diese Aromen auch synthetisch her-
gestellt werden, interessierte uns, ob ein Aroma aus der entsprechenden Frucht
stammt oder zugesetzt wurde.

Gemiss eidgendssischer Lebensmittelverordnung werden drei Typen von Aro-
men unterschieden: natiirliche Aromen, synthetisch hergestellte «naturidenti-
sche» Aromen sowie kiinstliche Aromen mit Substanzen, die in natiirlichen Aro-
men nicht vorkommen. Die Verwendung «naturidentischer» Aromen ist gemass
Zusatzstoffverordnung fiir viele Lebensmittel gestattet, z.B. fiir Milchprodukte,
Bonbons und Likore. Eine Aromatisierung muss aber deklariert werden (synthe-
tisch-naturidentische Aromen werden als «Aromen» deklariert). Andere Lebens-
mittel, z.B. Fruchtbranntweine, miissen aus den entsprechenden Friichten herge-
stellt werden und diirfen keine synthetischen Aromen enthalten. Schliesslich
sind definierte kiinstliche Aromen fiir gewisse Lebensmittel zugelassen.

Am Beispiel der y-Lactone zeigte sich, dass in der Praxis natiirliche und syn-
thetische Aromen nicht immer geniigend klar auseinandergehalten werden. Zu-
dem mochten wir auf die Problematik «naturidentischer» Aromen aufmerksam
machen: Viele verwendete «naturidentische» Aromen sind weit davon entfernt,
der Konsumentenerwartung einer getreuen Naturimitation zu entsprechen.

y-Lactone sind chiral, wobei in natiirlichen Aromen die R-Enantiomeren vor-
wiegen, aber S-Enantiomere ebenfalls zu 1-15% der R-Enantiomeren vorkom-
men. Ein 5%-Anteil S-Enantiomeres ist typisch fiir das y-Decalacton (Abb. 1) von
Aprikosen (2—9% fiir 9 Proben von 6 verschiedenen Sorten (1)), 1—2% fiir Erdbee-
ren (2), 11% fiir Pfirsiche (eine Probe) (3) und 13% fiir Nektarinen (4). Diese Re-
sultate lassen erwarten, dass das R/S-Verhiltnis als Kenngrdsse fur bestimmte
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Abb. 1. y-Decalacton

Friichte herangezogen werden kann. Dazu ist heute allerdings die Datenbasis
noch zu schmal.

Synthetisch hergestellte y-Lactone sind normalerweise racemisch und oft
auch in ithrer Zusammensetzung beziiglich Molekulargrésse nicht identisch mit
den aus Friichten extrahierten Lactonen. Allerdings ist heute auch ein aus Rici-
nolsiure fermentativ hergestelltes y-Lacton erhiltlich, das aus praktisch reinem
R-y-Decalacton besteht.

In vielen Friichten kommen neben den y-Lactonen (5-Ring) auch 8-Lactone
(6-Ring) vor, werden hier aber nicht analysiert.

Chirale Trennung

Die Analytik chiraler Verbindungen wurde durch die Einfithrung von Cyclo-
dextrinen als stationire Phasen fiir die GC um einen grossen Schritt vorange-
bracht (5). Vor allem wenig polare Verbindungen, welche durch die Dipeptidpha-
sen (z. B. Chirasil-Val) nicht in die Enantiomeren trennbar waren, kénnen seither
einfach analysiert werden. Die Selektivitit ist stark abhingig von der Derivatisie-
rung des Cyclodextrins, und die Voraussage, welches Derivat welche Verbindun-
gen 1n Enantiomere trennen wiirde, gelingt noch selten (ein CHIRAL-Test ist in
Bearbeitung, der die Wahl der Phase erleichtern soll) (6). So trennen nur wenige
Cyclodextrinderivate die y-Lactone. Wir verwendeten das 2,6-di-O-pentyl-3-O-
acetyl-a-cyclodextrin, das dem Lipodex B von Macherey Nagel entspricht.

Effiziente Vorreinigung

Die Analytik chiraler Verbindungen setzt eine intensive Vorreinigung voraus,
damit keine Storpeaks die Interpretation des Enantiomerenverhiltnisses verfil-
schen. Zudem enthalten die Lebensmittelextrakte oft viel Fett und anderes Mate-
rial, das die GC behindert.

Mosandl et al. (2) sowie Schreier et al. (7) setzten zweidimensionale GC ein:
Die y-Lactonpeaks aus einer achiralen ersten Kapillartrennsiule (d. h. das Ge-
misch der Enantiomeren) wurden auf eine Cyclodextrinsiule iibertragen und
dort in die Enantiomeren getrennt. GC-GC resultiert in einer guten Isolierung
der Enantiomerenpaare von Storpeaks, setzt aber eine vorgingige Probenaufbe-
reitung voraus. Schmarr et al. (8) beschrieben eine on-line LC-GC-Methode: LC
reinigt die Probe (trennt z. B. das Fett ab), eriibrigt also die erste Probenaufarbei-
tungsstufe, und isoliert mit grosser Trennleistung die y-Lactone in einer Fraktion.
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Die Methode wurde auf die Analyse von Erdbeeraroma in Milchprodukten (z. B.
Quark) angewandt.

Mit on-line gekoppelter LC-GC steht uns erstmals eine Technik zur Verfu-
gung, die eine vollautomatische Analyse eines rohen Extraktes aus Lebensmitteln
erméglicht, also eine «billige» Analyse vieler Proben auf ihre Aromatisierung er-
laubt.

Experimentelles
Gerdt

LC-GC wurde auf dem Prototypen des Carlo Erba Dualchrom HPLC-HRGC
3000 ausgefiihrt, ausgeriistet mit Autosampler, Spritzenpumpe, LC-Riickspiilven-
til, einem on-column und einem loop-type Interface sowie einem automatischen
Dampfausgang. Als Laufmittel verwendete Losungsmittel wurden destilliert.

Extraktion

Den Proben wurde 0,1—2 ppm interner Standard zugesetzt: racemisches y-
Octalacton (Roth, Karlsruhe, BRD). Alkoholische Getrinke (typisch 10 ml) wur-
den mit 5 ml n-Hexan/20% Methyl-tert. Butylether (MTBE) extrahiert. 10 g Kon-
fitiire wurde mit 20 ml 20% NaCl-Losung aufgeschlimmt und mit 5 ml des glei-
chen Lésungsmittelgemisches extrahiert. 10 ml Fruchtsaft (Nektar) wurde mit
10 ml Wasser verdiinnt und mit 5 ml Losungsmittel ausgeschiittelt. Resultierende
Extrakte wurden mittels LC-GC analysiert.

L C-Bedingungen

Als LC-Siulenpackungsmaterial diente Kieselgel (Spherisorb S-5-W). Kiesel-
gel bedingt Vorsicht beziiglich Retentionsstabilitit: diese ist anfillig auf Feuch-
tigkeit und polare Bestandteile in den Proben. Mit Natriumsulfat kann Feuchtig-
keit leicht entfernt werden, nicht aber z. B. Ethanol aus alkoholischen Getrin-
ken. Derivatisierte Kieselgele, wie sie fiir reversed-phase LC verwendet werden,
sind diesbeziiglich stabiler. Doch die Cyano-Phasen, die fiir diese Anwendung 1n
Frage kimen, haben zu geringe Retentionskraft: Lactone werden selbst mit Pen-
tan an der Losungsmittelfront elurert.

Fiir LC-GC werden enge LC-Sidulen bevorzugt, da das Volumen der zu trans-
ferierenden Fraktion mit dem Quadrat des Siulendurchmessers abnimmt. Aller-
dings sinkt die Siulenkapazitit ebenso schnell. Die Siulenkapazitit kann aus
zwei Griinden knapp werden: Wenn Proben mit grossen Mengen von Neben-
komponenten (z. B. Fett) eingespritzt werden miissen, besteht die Gefahr von
Uberladung; Uberladung dussert sich vor allem in Peakverbreiterung. Wir beno-

546

Mitt. Gebiete Lebensm. Hyg., Band 81 (1990)



tigten Kapazitit weniger wegen der Menge als wegen der Natur der Nebenkom-
ponenten und der Stabilitit der Retentionszeiten: je grosser die Kapazitit der
LC-Sidule, desto weniger beeinflusst polares Material das Fenster der zu transfe-
rierenden Fraktion. 2 mm I.D.-Sdulen (10 cm Linge) haben sich als Kompromiss
bewihrt.

Als mobile Phasen werden fliichtige Losungsmittel vorgezogen, um die selek-
tive Losungsmittelabdampfung zu erleichtern. Das anfinglich beniitzte Gemisch
von n-Pentan mit 20% MTBE bewihrte sich nicht, da die y-Lactonfraktion teil-
weise mit den Triglyceriden co-eluierte und MTBE empfindliche UV-Detektion
bei kurzen Wellen (220 nm) behindert. n-Pentan mit 3% Methanol l&ste diese
Probleme, doch konnten so die d-Lactone nicht mehr von den y-Lactonen ge-
trennt werden (8-Lactone werden im GC teilweise mit den y-Lactonen co-eluiert).
Pentan gesdttigt mit Acetonitril geniigte allen diesen Anspriichen.

Bestimmung des Transferfensters

Das Fenster der in den GC zu transferierenden LC-Fraktion wurde mittels ei-
ner 100-ppm-L6sung von drei Standards bei 220 nm bestimmt: Mit y-Dodecalac-
ton, dem zuerst eluierten y-Lacton (Abb. 2), wurde der Beginn der Fraktion fest-
gelegt, mit y-Octalacton, dem zuletzt eluierten der interessierenden y-Lactone,
deren Ende. §-Decalacton diente zur Absicherung, dass die iibertragene Fraktion

kein 6-Lacton enthielt.

‘ |
| |
delta Decalacton \

i |
= [l
! | |r
) |
| |

|

‘ !
‘l | gamma Octalacton
|

T

1'\

gamma Dodecalacton
|
!

|

l |

idies foig

|
mfj \'\j \~ I’L

Fett

Abb. 2. Flissigchromatogramm von Standards zur Festlegung des Fensters der y-Lactone.
Triglyceride (Fett) und 6-Lactone miissen von den y-Lactonen abgetrennt werden,
was durch die Verwendung von acetonitrilgesittigtem n-Pentan erreicht wurde
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Fraktionen aus Proben wurden nach absoluten LC-Retentionszeiten iibertra-
gen, da der UV-Detektor keine Lactone in den Lebensmittelproben zu detektie-
ren vermag (die Empfindlichkeit ist zu gering und andere Substanzen storen das
Fliissigchromatogramm). Das Fenster der transferierten LC-Fraktion konnte beid-
seits um 30 s verbreitert werden, ohne dass damit im GC Storpeaks auftraten. So
entstand eine Fraktionsbreite von 3,5 min, entsprechend einem Fraktionsvolu-
men von 665 ul. Zur Uberpriifung eventueller Verschiebungen des LC-Fensters
durch polares Material in den Lebensmittelextrakten wurden einigen Proben im
UV-Detektor sichtbare Mengen &-Decalacton zugesetzt. Relevante Verschiebun-
gen wurden keine festgestellt.

Wahl der Abdampfiechnik und des Transfer-Interfaces

Gekoppelte LC-GC wird mit zwei verschiedenen Transfertechniken realisiert
(9); die Wahl der Transfertechnik richtet sich in erster Linie nach der GC-Elu-
tionstemperatur. Die y-Octalactone werden bei ca. 120 °C eluiert. Fiir den Trans-
fer grosserer Fraktionen mit vollstindig simultaner Abdampfung («concurrent
eluent evaporation») ist bei diesen Elutionstemperaturen mit breiten Peaks und/
oder mit Verlusten durch den frithen Dampfausgang zu rechnen. Bei Retention-
Gap-Techniken wird Solvent Trapping (ein Losungsmitteleffekt) ausniitzbar, was
fliichtige Komponenten bis zum Ende der Losungsmittelabdampfung im Sdulen-
eingang zuriickhilt. Dadurch kénnen schon bei der Siulentemperatur wiahrend
des Transfers scharfe Peaks eluiert werden, wobei die Transfertemperaturen tief
liegen konnen (sie miissen unter dem druckkorrigierten Siedepunkt des Losungs-
mittels bleiben).

Die klassische Retention-Gap-Technik wird fiir Fraktionen bis etwa 100 ul ver-
wendet. Ihre Anwendung ist einfach, da die Ubertragungsgeschwindigkeit in den
GC keine Rolle spielt. Bei grosseren Fraktionen wiirde eine ibermissig lange un-
belegte Vorsiule notig (die Probenfliissigkeit muss als Film auf der Wand der un-
belegten Vorsiule von der Trennsiule ferngehalten werden). Statt dessen wird ein
Teil des Eluates vom LC wihrend des Eintrags in den GC abgedampft (partiell si-
multanes Abdampfen, «partially concurrent eluent evaporation»). Partiell simul-
tanes Abdampfen heisst aber auch, dass die Ubertragungsgeschwindigkeit (bzw.
der LC-Fluss) und die Abdampfrate im GC aufeinander abgestimmt werden miis-
sen.

Partiell simultanes Abdampfen erfordert die Verwendung des on-column In-
terfaces, damit die Eintragsgeschwindigkeit durch den LC-Fluss bestimmt wird
und das Trigergas an die Abdampfstelle einfliesst.

G C-Vorsdulensystem

Transfer einer Fraktion von 665 ul Volumen mit Retention-Gap-Technik setzt
partiell simultanes Abdampfen voraus, d. h. eine Abdampfrate im GC, die dem
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Fluss des LC-Eluenten nahe kommt. Wenn die Losungsmitteldimpfe bei norma-
lem Trigergaseingangsdruck durch die ganze GC-Trennsiule abfliessen, werden
Abdampfraten von 5—30 ul/min erreicht. Diese sind zu tief, um bei LC-Fliissen
von ca. 200 pl/min (optimal for 2 mm I.D. LC-Sidulen) einen namhaften Anteil
simultan abdampfen zu lassen. Damit sich die Abdampfraten erhéhen, muss der
Abfluss der Dimpfe mit einem frithen Losungsmittelausgang beschleunigt wer-
den. Dazu wird ein Dampfausgang nach einer weiten (0,53 mm [.D.) unbelegten
Vorsdule und einer belegten Vorsiule (retaining pre-column) von ca. 3 m Linge
eingefligt. Der Ausgang steht wihrend des Abdampfens offen, wird dann aber fiir
die GC-Analyse bis auf einen kleinen Spiilstrom geschlossen. Typische Abdampf-
raten mit einem frithen Dampfausgang liegen bei 120—180 ul/min und damit im
gewiinschten Bereich wenig unter dem LC-Fluss.

Entsprechend dem Standardsystem fiir partiell simultanes Abdampfen wurde
eine 10 m x 0,53 mm i.d. unbelegte Vorsidule verwendet: Duran-Glas, persilyliert
mit Diphenyltetramethyldisilazan (DPTMDS).

Die belegte Vorsidule besteht normalerweise aus einem Stiick der Trennsiule.
Aus drei Griinden wurde in unserem Falle aber ein 3 m x 0,32 mm I[.D. Stiick ei-
ner anderen Sidule eingesetzt: Die Trennsdule war zu eng (0,23 mm [.D.) und hit-
te damit die Abdampfrate massiv erniedrigt. Zweitens zeigte sich, dass die Lacto-
ne nicht bei der Transfertemperatur in die Trennsiule gelangen sollten (die Peaks
sind verbreitert, moglicherweise weil der Cyclodextrin-Phasenanteil fest ist); von
einer mit einer fliissigen Phase belegten Vorsiule wurden die Lactone erst bei ho-
heren Temperaturen in die Cyclodextrinsiule iibertragen. Schliesslich war die
stationdre Phase der Trennsdule nicht immobilisiert, was im Falle eines Flutens in
die belegte Vorsdule zur Zerstorung des Films der stationidren Phase gefiihrt hitte.
Wegen der guten Immobilisierung wurde eine unpolare Phase beniitzt (PS-255).
Da die Retentionskraft ungefihr jener der Trennsdule entsprechen muss, wurde
eine Filmdicke von 0,3 um gewihlt.

GC-Bedingungen

Als Trennsidule diente eine 25 m x 0,23 mm 1.D. Glaskapillare, persilyliert (10)
und belegt mit einer Mischung von 33% 2,6-di-O-pentyl-3-O-acetyl-a-Cyclodex-
trin (11) und 67% OV-1701-OH (0,17 um Filmdicke). Das Trigergas war druckre-
guliert: 1 bar Wasserstoff.

Fir die Retention-Gap-Techniken muss die Ofentemperatur wihrend des
Transfers unter dem druckkorrigierten Eluentensiedepunkt gehalten werden (der
Eluentendampfdruck muss unter dem Trigergaseingangsdruck bleiben). Tempe-
raturen nahe diesem Maximum sind jedoch vorteilhaft, um die Abdampfrate
hoch zu halten. Sie diirfen erst iiberschritten werden, wenn die Abdampfung
beendet ist.

Nach Clausius Clapeyron betrigt der druckkorrigierte Siedepunkt von Pentan
ca. 60 °C (12). Aus praktischen Griinden muss die Transfertemperatur um eine
«Sicherheitsmarge» tiefer bleiben. Fur die on-column Einspritzung gilt als Regel,
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dass die maximale Siulentemperatur bei der Einspritzung dem Standardsiede-
punkt des Losungsmittels plus 1 Grad pro 0,1 bar Eingangsdruck entsprechen darf
(13). Fiir Pentan mit einem Standardsiedepunkt von 36 °C und 1 bar Eingangs-
druck wire die maximale Transfertemperatur also 46 °C.

Wir wihlten eine Abdampftemperatur von 48 °C, nach 4 min gefolgt von ei-
nem schnellen Temperaturanstieg (20 °/min) auf 100 °C und einer Analyse mit
1,5 °/min bis 165 °C. Fiir die gute Auflosung chiraler y-Lactone ist eine tiefe Elu-
tionstemperatur entscheidend, was uniiblich hohe Trigergasfliisse und langsame
Temperaturprogramme erfordert (14).

Erforderlicher Anteil simultaner Abdampfung

10 m x 0,53 mm L.D. unbelegte Vorsiulen kénnen maximal ca. 100 1 Flissig-
keit zuriickhalten (vorausgesetzt der LC-Eluent benetzt die Kapillarwand). Da die
LC-Fraktion ein Volumen von 665 ul aufwies, mussten 85 % des Eluenten wih-
rend des Transfers abgedampft werden. Das setzt eine relativ genaue Abstim-
mung des LC-Flusses auf die Abdampfrate voraus, was als erste Stufe die Bestim-
mung der Abdampfrate nétig macht.

Bestimmung der Abdampfrate

Abdampfraten wurden via Dauer des Dampfaustritts aus dem Losungsmittel-
ausgang gemessen: Der ausstromende Trigergas-Wasserstoff wurde entziindet.
Wasserstoff brennt als praktisch farblose Flamme. Tritt aber Losungsmitteldampf
aus, verfirbt sich die Flamme gelb. Die Dauer der Gelbfirbung entspricht ziem-
lich genau der Abdampfzeit.

In einem ersten Schritt wurde die ungefihre Abdampfrate mit einem LC-Fluss
bestimmt, der sicher iiber der Abdampfrate lag: 300 ul/min. Daber muss darauf
geachtet werden, dass die unbelegte Vorsdule nicht iiberladen wird. Es wurde da-
von ausgegangen, dass keine namhafte Menge Losungsmittel simultan abdampft,
womit maximal 100 ul Eluent iibertragen werden konnte: das Transferventil wur-
de wihrend 20 s auf «transfer» gestellt. Die Flamme firbte sich wihrend 36 s gelb,
woraus sich eine Abdampfrate von 165 ul/min ergibt.

In einer zweiten Stufe wurde die Abdampfrate bei Bedingungen uberpriift, die
niher bei den gewiinschten Ubertragungsbedingungen lagen; Uberladung der un-
belegten Vorsiule wurde iiber den geschitzten Anteil simultan abdampfenden
Losungsmittels verhindert. Der LC-Fluss betrug 190 ul/min, war also 25 ul/min
iber der vorher gemessenen Abdampfrate. Der Transfer erfolgte wihrend 2 min
(380 ul). Aus einer gemessenen Abdampfzeit von 133 s ergab sich eine Abdampf-
rate von 172 gl/min. Da die Abdampfzeit die Transferzeit um 13 s tiberschritt, be-
fand sich am Ende des Transfers 41 ul Fliissigkeit in der unbelegten Vorsdule,
d. h. deren Kapazitit wurde bei weitem nicht ausgeschopft. Schliesslich wurde so
iibertragen, wie es fiir die Methode notig war: Transfer eines Volumens von
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665 ul bei 190 ul/min, d. h. wihrend 3,5 min. Aus der Abdampfzeit von 233 s er-
gab sich eine Abdampfrate von 171 ul/min. Da die Abdampfzeit die Transferzeit
um 23 s {iberschritt, befand sich am Ende des Transfers 66 ul Eluent in der unbe-
legten Vorsdule. Mit etwas Erfahrung oder aufgrund publizierter Abdampfraten
(8,15) reduziert sich das obige Prozedere auf eine oder zwei Bestimmungen.

Verschluss des Dampfausgangs

Der Losungsmitteldampfausgang wurde nach vollstindigem Ausspiilen des
Dampfes geschlossen (die belegte Vorsidule verhinderte ein Entweichen der Lac-
tone mit den Losungsmitteldimpfen). Der Zeitpunkt fir den Verschluss dieses
Ausgangs war relativ unkritisch, weil ein fliichtiger Eluent verwendet wurde: Da
der Transfer bei1 48 °C erfolgte, der erste Peak von Interesse (Octalacton) aber erst
bei etwa 120 °C eluiert wurde, hatte die belegte Vorsiule eine hohe Retentions-
kraft und konnte ein Entweichen von Probenmaterial auch dann verhindern,
wenn der Ausgang spit verschlossen wurde. Der Ausgang wurde automatisch 40 s
nach Riickstellung des Transferventils verschlossen (bzw. auf eine starke Restrik-
tion, 1 m x 75 gm L.D., umgestellt, die einen kleinen Spiilstrom zuliess). Der
Ablauf der Analyse, insbesondere der Ubertragung, ist in Tabelle 1 aufgelistet.

Tabelle 1. Fahrplan (min, s) der LC-GC-Analyse von y-Lactonen mit dem Proto-
typen des Carlo Erba Dualchrom 3000

0,00 GC-Ofentemperatur auf 48 °C eingestellt, die LC-Pumpe auf 190 ul/
min mit einer «run time» von 20 min (automatisches Auffiillen der
Spritzenpumpe, falls Inhalt nicht fiir diese Analysendauer ausreicht)

0,00 Einspritzung von 10 ul Probe

5,00 Transferventil auf Ubertragung gestellt, Losungsmitteldampfausgang
geoffnet und GC gestartet (4 min isotherm bei 48 °C)

8,30 Transferventil zuriickgestellt

8,40 Riickspiilung der LC-Siule mit 1 ml MTBE (Schaltung des Back-
flush-Ventils)

9,10 Losungsmitteldampfausgang geschlossen

18,40 Riickstellung des Backflush-Ventils
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Resultate

Joghurt

Wir analysierten eine Reihe von Friichtejoghurts aus dem Schweizer Handel,
insbesondere auch solche, welche als «extra-fruchtig» beschriftet waren. Das Gas-

chromatogramm der y-Lactone entsprach der

Erwartung, dass Milchprodukte ne-

ben viel synthetischen Aromen kaum Aromen aus Friichten enthalten: Im Ge-
misch der racemischen y-Lactone waren keine signifikanten Mengen von Lacto-
nen aus den Friichten feststéllbar, insbesondere kein Uberschuss an R-y-Decalac-
ton und R-y-Dodecalacton (Nachweisgrenze ca. 2% beziiglich der racemischen y-
Lactone). Beziiglich Molekulargrosse waren die gefundenen y-Lacton-Mischun-
gen meistens jener dhnlich, welche Schmarr (8) fur einen (ebenfalls schweizeri-
schen) Erdbeerquark festgestellt hat: dominantes racemisches y-Undecalacton
mit etwas kleineren Doppelpeaks fiir y-Deca- und y-Dodecalacton.

Konfitiire
C8
RIS
1 ppm||1 ppm
Erdbeerkonfitiire
670 ul
Pentan
gesattigt rTIit
Acetonitril 010
R
0.6 ppm
Transfer C1 2
48 °C ” R
a0 S 0.1 ppm
\A -J\W_M_M____‘_AJ ,2 %o ’_’_L__MJ
L ol
1.5 °/min 165 °C

100 °C

Abb. 3. y-Lactone einer Erdbeerkonfitiire. Racemisches y-Octalacton (Cy) diente als in-
terner Standard. Die nahezu enantiomerenreinen y-Deca- und Dodecalactone

entsprechen der natiirlichen Verteilung

315

in Erdbeeren

Mitt. Gebiete Lebensm. Hyg., Band 81 (1990)



Abbildung 3 zeigt ein LC-GC-FID-Chromatogramm der y-Lactone aus einer
Erdbeerkonfitiire. R-y-Deca- und Dodecalacton dominieren, die entsprechenden
S-Enantiomere sind klein und die y-Undecalactone fehlen, was zeigt, dass keine
synthetischen y-Lactone zugefiigt worden waren. Die Zusammensetzung ent-
spricht jener, die von Schmarr et al. (8) fiir Erdbeeren beschrieben wurde. Die ab-
soluten Gehalte sind aber gering. In vielen anderen Erdbeer- und Aprikosenkon-
fitiiren waren sie noch tiefer oder gar unter der Nachweisgrenze (0,05 ppm). Of-
fenbar gehen die y-Lactone bei der Herstellung der Konfitiiren durch Abdamp-
fung oder Zersetzung verloren. In keiner der ca. 20 Konfitiiren wurden Aromen-
zusitze nachgewiesen.

Kokosaroma
Abbildung 4 zeigt das Resultat einer Analyse von «natiirlichem Kokosaroma»,

erhoben in einer Confiserie. Da y-Lactone in Kokosniissen nicht racemisch sind,
kann das Aroma nicht natiirlich (d. h. aus Kokosnuss gewonnen) sein, sondern

«naturliches Kokosaroma»

Cog

R[S
5 ppm||5 ppm

C1O C12
ﬂ\"“‘\—o\ﬁjl‘;&_ Ll J\__,_J\EA—L‘L—

id]

Abb. 4. y-Lactone in einem Kokosaroma. Der Unterschied zwischen natiirlichen und syn-
thetischen («naturidentischen») Aromen ist vielerorts unklar — auch weil der Be-
grift «naturidentisch» irrefihrend ist. Die Analyse dieses Kokosaromas zeigt klar,
dass das Aroma synthetisch hergestellt ist; in der Zusammensetzung ist es nicht
wirklich identisch mit dem natirlichen Aroma
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entspricht dem, was man als «naturidentisch» bezeichnet (allerdings mit den na-
tiirlichen y-Lactonen nicht identisch ist!). Die Probe soll als Beispiel fiir manche
andere zeigen, dass in der Praxis der Unterschied zwischen natiirlichen und syn-
thetischen Aromen nicht geniigend beachtet wird (das Aroma wurde im Glauben
verwendet, es stamme aus Kokosniissen).

Aprikosenschndpse

Abbildung 5 zeigt die y-Lactone aus einem Aprikosennektar sowie aus drer al-
koholischen Getrinken auf Basis von Aprikosen oder Aprikosenaromen. Das
Chromatogramm des Aprikosennektars zeigt einen grossen Peak fiir R-y-Decalac-
ton, einen etwas kleineren fiir R-y-Dodecalacton sowie einen S-y-Decalacton-
Peak, der 4,4% des R-y-Decalactons entspricht. Das Verhiltnis von R-y-Decalac-
ton zu R-y-Dodecalacton von 2,7 ist wesentlich kleiner als in (1) angegeben: dort
schwankten die Verhiltnisse zwischen 5,8 und 50, also wurde im Verhiltnis zu R-
y-Decalacton wesentlich weniger R-y-Dodecalacton gefunden. Fiir Aprikosen-
konfitiiren fanden wir ebenfalls Verhiltnisse unter 3.

Im «Aprikosen-Brandy» 1 dominiert R-y-Dodecalacton sogar das R-y-Decalac-
ton (R-y-Decalacton/R-y-Dodecalacton-Verhiltnis: 0,77). Der Anteil an S-y-De-
calacton betrigt 4,7%. Weitgehend identische Resultate wurden fiir drei weitere
Aprikosendestillate erhalten: R-y-Decalacton/R-y-Dodecalacton 0,52—0,81, 4—
5% S-y-Decalacton. Die Schnipse sind offensichtlich nicht aromatisiert. Die Zu-
sammensetzung der y-Lactone wird aber vermutlich durch die Vergirung und/
oder die Destillation verindert. Geht bei der Destillation soviel y-Decalacton
verloren?

Die Vorziige des «Aprikosen-Brandys» 2 sind auf der Etikette in blumigen
Worten beschrieben: «This delicate amber liqueur, distilled and infused from the
kernel and the juicy pulp of ripe Apricots, has a fruity flavor». Doch in der Analy-
se findet man nur zwei kleine Peaks, welche racemisches y-Decalacton anzeigen.
Die R-y-Decalactonkonzentration ist 15mal geringer als im Brandy 1 (und ande-
ren echten Aprikosenbranntweinen). Der Anteil des aus Aprikosen gewonnenen
Alkohols muss sehr gering gewesen sein (kleiner als 1%), da der R-y-Decalacton-
Peak nicht signifikant grosser ist als der S-y-Decalacton-Peak und keinerlei R-y-
Dodecalacton zu sehen ist.

Aus der Anschrift «Aprikosen-Brandy» sowie aus der Anpreisung wird der
Konsument 100% Aprikosendestillat erwarten. Das sollte auch die Richtschnur
fiir die amtliche Beurteilung sein. Klein gedruckt findet sich auf der Etikette auch
die Bezeichnung «Likor»: wohl ein (bisweilen sogar erfolgreicher) Versuch, sich
juristisch aus der Schlinge zu ziehen. In der Zuammensetzung wird auch «natiirli-
ches Aroma» aufgefiihrt, was aber nach der Analyse unhaltbar ist: mindestens die
y-Lactone sind synthetisch hergestellt.

Das letzte Chromatogramm stammt von einem Aprikosenlikor. Gemdss Zu-
satzstoffverordnung des schweizerischen Lebensmittelbuches darf ein Likor mit
Aromen «leicht» verstirkt werden, wobei als Aromen nur «naturidentische» Aro-
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men zugelassen sind. Die Analyse zeigt einen hohen Gehalt an y-Lactonen, wo-
bei das y-Undecalacton dominiert. Alle y-Lactone sind racemisch, lassen damit
keinerlei R-y-Lactone aus Aprikosen erkennen. Derartige Resultate wurden fiir
die Mehrzahl der untersuchten Likors erhalten, was die Frage offen lisst, was als
«leichte Verstirkung» des Aromas durch synthetisch erzeugte Aromen gelten

darf.

0.0

Abo." 5.
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0.1 ppm
R||S
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N R
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% 1 .. S
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y-Lactone aus Aprikosenprodukten. Die Zusammensetzung der y-Lactone im

Nektar entspricht jener in Aprikosen. In aus Aprikosen hergestellten Branntwei-
nen («Brandy» 1) ist das y-Dodecalacton gegeniiber dem y-Decalacton -angerei-
chert. «Brandy» 2 diirfte aus aromatisiertem Feinsprit bestehen. Auch der Likor
enthilt keine nachweisbare Menge Aroma aus Aprikosen

Aromakonzentrat aus Aprikosen ()

Abbildung 6 zeigt die y-Lactone eines Aromakonzentrates, bezeichnet als De-
stillat aus Aprikosen. Die Zusammensetzung der y-Lactone weicht stark von jener
der Abbildung 5, insbesondere von jener des Nektars, ab: Das Verhiltnis von
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R-y-Decalacton zu R-y-Dodecalacton tiberschreitet 300. Der Gehalt an S-y-Deca-
lacton entspricht 1,6% des R-y-Decalactons, was ebenfalls abnormal ist. Die Ana-
lyse legt eine kriftige Verstirkung durch fermentativ aus Ricinolsiure hergestell-
tes y-Decalacton nahe, das praktisch R-enantiomerenrein ist. Der Zusatz von sol-
chem Aroma kann fast nur iiber das Verhiltnis von R-y-Decalacton zu R-y-Dode-
calacton festgestellt werden, da das «passende» R/S-Verhiltnis leicht tiber einen
kleinen Zusatz von racemischem y-Lacton erhalten werden kann (was in diesem

Falle jedoch nicht geschah).

Aprikosendestillat
I |

Cg Cqo
RIS R

10 ppm [{10 ppm36 ppm

S
1.6 % C1

el | i S

B8

Abb. 6. Aprikosen-Aromakonzentrat. Die y-Lactone dieses angeblich aus Aprikosen de-
stillierten Aromas weisen eine fir Aprikosen uniibliche Zusammensetzung auf:
beinahe reines R-y-Decalacton. Das wire zu erwarten, wenn das Aroma fast nur
aus Ricinolsidure hergestelltes Lacton enthielte

Diskussion

Breitere Analytik der y-Lactone wurde erst durch die Einfithrung chiraler
Trennphasen mdéglich und hat wesentlich von der effizienten Vorreinigung durch
LC profitiert. Die Resultate zeigen ein Bild, wie es in einem Gebiet zu erwarten
ist, das bisher analytisch vernachlissigt wurde: Die Moglichkeit, Friichte durch
billigere Aromen zu ersetzen, wurde (mindestens) bis an den Rand der gesetzli-
chen Anforderungen ausgeniitzt.

Die Anforderung der eidgenossischen Lebensmittelverordnung, dass syntheti-
sche Aromen in den meisten Fillen «naturidentisch» sein miissen, bedarf wohl
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einer genaueren Definition. Die gezeigten Chromatogramme zeigen deutlich,
dass «naturidentische» Aromen oft weit davon entfernt sind, mit der Natur iden-
tisch zu sein. Weder stimmt das Verhiltnis der Enantiomeren untereinander
noch die Anzahl der Kohlenstoffatome mit den natiirlichen Aromen iiberein (in
«naturidentischen» Aromen tberwiegt hiufig das Undecalacton, das in der Natur
hochstens in geringen Spuren vorkommt). Im Sinne des Gesetzes gilt die Regel,
dass eine Substanz dadurch «naturidentisch» wird, dass sie irgendwo in der Natur
mindestens 1in Spuren vorkommt. Ein Aroma ist auch dann «naturidentisch»,
wenn eine solche Substanz in hohen Konzentrationen fiir Fruchtaromen, worin
die Substanz nicht vorkommt, verwendet wird.

Auf der anderen Seite erwartet ein Konsument zu Recht, dass ein «naturiden-
tisches» Aroma dem natiirlichen Aroma einer Frucht wenigstens sehr dhnlich sein
sollte. Also miissen entweder die synthetischen Aromen der Natur besser ange-
passt werden, oder aber die Vorschriften miissen den Ausdruck «naturidentisch»
fallen lassen.

Zusammenfassung

y-Lactone, wichtige Komponenten vieler Fruchtaromen, wurden enantioselektiv analy-
siert, um nachzuweisen, ob Lebensmittel aromatisiert sind. Die angewandte Technik, ge-
koppelte LC-GC mit teilweise simultaner Losungsmittelabdampfung, wird im Detail be-
schrieben. Analysen verschiedener Lebensmittel zeigen, dass Aromen auch eingesetzt wer-
den, wo dies nicht erlaubt ist oder wo dies im Widerspruch zur Deklaration steht. Zudem
sind die meisten verwendeten «naturidentischen» Aromen weit davon entfernt, mit den na-
tiirlichen Aromen identisch zu sein.

Résumé

Les énantiomeres des y-lactones, composants essentiels de nombreux arémes de fruits,
ont fait ’objet d’une analyse sélective afin de déceler une éventuelle adjonction d’ardbmes
synthétiques aux aliments. La méthode employée, soit le systéme CL-CG avec évaporation
en partie simultanée du solvant est décrite en détail. Les analyses montrent que des arémes
synthétiques sont parfois ajoutés a des aliments pour lesquels une telle adjonction n’est pas
permise ou que leur présence n’est pas mentionnée correctement dans la liste des ingré-
dients. En outre, la majeure partie des aromes «identiques aux naturels» employés sont en
réalité loin d’étre identiques aux naturels.

- Summary

y-Lactons, important components of many fruit flavours, were enantioselectively analy-
zed for determining whether foods contain synthetic flavours. The analytical technique ap-
plied, coupled LC-GC involving partially concurrent eluent evaporation, is described in
detail. Analyses of several foods reveal that some artificial flavours are used against the law
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or against the declaration. Furthermore, most of the synthetic flavours, which must be
«identical with nature» according to Swiss law, are far removed from being so.
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Praktische Erfahrungen mit den Selektivmedien Oxford
und Palcam zum Nachweis von Listeria monocytogenes
aus kontaminierten Materialien

Practical Experiences with the Selective Media Oxford and Palcam for Iso-
lating Listeria monocytogenes from Contaminated Materials

T. Jemmi, P-F. Gobat und Susanne Guyer

Bundesamt fiir Veterinirwesen, Liebefeld-Bern

Einleitung

Vier Listerioseepidemien in Nordamerika und der Schweiz (1—4) haben einen
gesicherten Zusammenhang zu kontaminierten Lebensmitteln aufgezeigt. Diese
Ereignisse verstirkten das Bedurfnis nach selektiven Nachweisverfahren fiir L:ste-
ria (L.) monocytogenes aus Lebensmitteln und anderen kontaminierten Materia-
lien. Vor 1983 waren nur vier Selektivmedien in der Literatur beschrieben (5—8)
und meist wurde mit der Kalteanreicherung gearbeitet. In den letzten Jahren wur-
de eine Vielzahl an Kulturmedien und Methoden beschrieben (9). In mehreren
Studien wurden diese Nachweisverfahren untereinander verglichen (10—13).

In der Schweiz wurde 1988 ein Verfahren in das Schweizerische Lebensmittel-
buch (14) aufgenommen, das auf einer zweistufigen Warmanreicherung mit nach-
folgender Isolation auf den beiden Medien modified McBride-Agar (mMB) und
Acriflavin-Ceftacidime-Agar (AC) beruht (15—16). ;

1989 wurden zwei neue Agarmedien, Oxford (17) und Palcam (18), beschrie-
ben. Diese steigern im Gegensatz zu mMB- und AC-Agar die Isolationsraten fiir
Listerien aus Lebensmitteln deutlich (19). Das Ziel der vorliegenden Arbeit war,
die beiden Medien Oxford und Palcam miteinander zu vergleichen und ihre Eig-
nung fiir die Praxis genauer zu untersuchen.

Material und Methoden

Insgesamt wurden 1 814 Proben qualitativ auf das Vorkommen von L. monocy-
togenes untersucht. Dabei handelte es sich um 1048 Fleischerzeugnisse, 474
Fischerzeugnisse sowie 292 Proben aus Umgebungsuntersuchungen in Schlacht-
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hofen. Die Proben stammten teils aus unseren Untersuchungen zu Handen des
grenztierarztlichen Dienstes, teils wurden sie im Rahmen zweier Forschungspro-
jekte (20—21) erhoben.

Die Untersuchungen auf L. monocytogenes wurde gemiss dem Schweizerischen
Lebensmittelbuch (14) durchgefiihrt, ausser dass anstelle des AC- und mMB-
Agars die neuen Medien Oxford und Palcam eingesetzt wurden (19). Alle Medien
wurden teils selbst hergestellt, teils als Fertigmedien im Handel gekauft.

Statistische Auswertungen wurden mit Hilfe des t-Testes (22) durchgefiihrt.

Ergebnisse und Diskussion

In insgesamt 280 Proben (15%) konnten Listerien gefunden werden, wovon
92mal (5%) L. monocytogenes. Die Isolationshiufigkeiten der beiden Medien Ox-
ford und Palcam sind in Tabelle 1 festgehalten. Meistens wurden die Listerien auf
beiden Medien nachgewiesen; es gab aber auch Fille, in denen sie nur auf einem
Medium festgestellt wurden. Auf dem Palcam-Medium werden zwar héhere Iso-
lationsraten sowohl fiir das Genus Listeria als auch die Spezies L. monocytogenes
verzeichnet, doch sind diese Unterschiede minim und statistisch nicht signifi-
kant. Oxford und Palcam sind demnach in bezug auf die Nachweishdufigkeit als
gleichwertig einzustufen.

Tabelle 1. Nachweishiufigkeiten von Listerien mit den beiden Agarmedien Oxford
und Palcam

Untersuchungsgut Nachweis von Nachweis von
Listerien L. monocytogenes
Oxford Palcam Oxford Palcam

Fleischerzeugnisse 144 52 39 43
(7 = 1048) (13,7%) | (15,2%) | (3,7%) (4,1%)

Fischerzeugnisse i 78 34 32
iy (16,2%) | (16,5%) | (7,2%) (6,8%)

Umgebungsproben 32 35 13 14
(z = 292) 11,0%) | (12,0%) (4,5%) (4.80%0)

TOTAL 255 272 86 89
(7 = 1814) (14,0%) | (15,0%) (4,7%) (4,9%)

Bei insgesamt 963 Proben (560 Fleisch- und 188 Fischerzeugnisse, 215 Umge-
bungsuntersuchungen) wurde auch das Wachstum bzw. die Hemmung der Be-
gleitflora untersucht, um Unterschiede in der Selektivitit der beiden Medien fest-
stellen zu konnen (Tabelle 2). Die Ergebnisse zeigen, dass der Palcam-Agar deut-
lich selektiver ist: wahrend beim Oxford-Agar 69,4% aller Platten Wachstum an-
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Tabelle 2. Wachstum von Listerien und anderen Keimen auf Oxford- und Palcam-

Agar
Oxford Palcam
Wachstum Listerien 134 140
Wachstum andere Keime 668 150
kein Wachstum 161 673
TOTAE 963 963

derer Keime zeigten, waren es mit Palcam nur 15,6%. Dieser Unterschied ist stati-
stisch hochsignifikant. Fur die routinemissige Isolierung von Listerien aus konta-
minierten Materialien ist dies insofern bedeutsam, weil mit Palcam, im Vergleich
zu Oxford, weniger storende Begleitflora in die Auswertung miteinbezogen wer-
den muss. Die Erkennbarkeit der listerienverdidchtigen Kolonien wird demnach
durch die Verwendung des Palcam-Agars vor allem fiir ungetibte Personen erheb-
lich erleichtert. Dieser Nachteil des Oxford-Agars wird aber, je mehr man damit
arbeitet, nicht mehr so ins Gewicht fallen.

Auf Oxford setzt sich die Begleitflora meistens aus Enterokokken, vereinzelt
Staphylokokken und selten Hefen zusammen, wihrend auf Palcam praktisch nur
Enterokokken festzustellen sind.

Beide Medien haben den Vorteil, dass die Henry-Beleuchtung (14, 23) im Ge-
gensatz zu mMB und AC wegfillt und die Diagnostik somit bedeutend erleich-
tert wird. Sie konnen fur die Untersuchung von L. monocytogenes aus Fleischer-
zeugnissen und anderen kontaminierten Materialien empfohlen werden. Der Pal-
cam-Agar hat den Vorteil der hoheren Selektivitit. Es sind aber die folgenden
Punkte zu beachten:

— In verschiedenen Laboratorien (Bundesamt fiir Veterinirwesen, Bundesamt
fiir Gesundheitswesen, Forschungsanstalt fiir Milchwirtschaft) wurden sowohl
beim kommerziell erhiltlichen als auch beim selbsthergestellten Palcam-Agar
mehrmals pH-Werte zwischen 6,2 und 6,5 festgestellt (Baumgartner und Kauf-
mann, pers. Mitteilungen). Agarplatten mit solchen pH-Werten weisen eine
manifest schlechtere Selektivitit auf, wodurch die Erkennbarkeit der listerien-
verdichtigen Kolonien sinkt. Der pH-Wert des Palcam-Agars muss daher auf
7,2 X 0,1 eingestellt werden (18).

—  Der Palcam-Agar muss mikroaerophil bebriitet werden, bei aerober Bebriitung
wachsen vermehrt andere Keime. :

- Im Unterschied zum Oxford-Agar muss der Palcam-Agar 72 Stunden bebriitet
werden, wenn Anaerobentdpfe mit mikroaerophiler Atmosphire verwendet
werden. Nach 48 Stunden ist oft nur wenig Wachstum festzustellen, was auch
anderweitig beobachtet wurde (Baumgartner, pers. Mitteilung). Wird aber ein
Anaerobenbrutschrank mit mikroaerophilem Gasgemisch verwendet, kann
auch beim Palcam-Agar die Bebriitungszeit auf 48 Stunden reduziert werden.
Der Grund dafiir ist, dass beim Anaerobenschrank die gewiinschten Bedin-
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gungen sofort herrschen, wohingegen bei den Anaerobentdpfen mit einer Verzo-
gerung von mehreren Stunden zu rechnen ist.

Bei Beachtung der obigen Punkte konnen beide Medien fiir den Nachweis
von L. monocytogenes aus kontaminierten Materialien bestens empfohlen werden.

Zusammenfassung

1 814 Proben (Fleisch- und Fischerzeugnisse, Proben aus Umgebungsuntersuchungen
aus Schlachthofen) wurden auf das Vorkommen von L. monocytogenes untersucht, wovon
sich 92 (5%) als positiv erwiesen. Die beiden selektiven Agarmedien Oxford und Palcam,
die wir fir die Untersuchungen verwendeten, wurden dabei verglichen. Es wurden anni-
hernd gleiche Isolationsraten festgestellt. In der Selektivitit unterschieden sich die Medien
jedoch deutlich, indem auf dem Palcam-Agar die Begleitflora bedeutend stirker unter-
driickt wurde.

Beide Medien konnen fiir den Nachweis von L. monocytogenes aus kontaminierten Mate-
rialien empfohlen werden.

Résumeé

1 814 échantillons (produits de viande et de poissons, échantillons de I’environnement
de chaines d’abattage) ont été examinés quant a la présence de L. monocytogenes; 92 (5%) se
sont révélés positifs. Les deux géloses Oxford et Palcam utilisées pour nos analyses ont été
comparées. On a constaté des fréquences d’isolation a peu pres semblables pour les deux
géloses. En ce qui concerne la sélectivité, les géloses se distinguent toutefois nettement
I’'une de I’autre en ce sens que la flore d’accompagnement est notablement mieux atténuée
par Palcam-agar que par Oxford-agar.

Les deux géloses peuvent étre recommandées pour la mise en évidence de L. monocytoge-
nes dans du matériel contaminé.

Summary

1 814 samples (meat and fish products, samples from the environment in slaughterhou-
ses) were analysed for the presence of L. monocytogenes; 92 (5%) turned out to be positive.
We compared the selective agar media Oxford and Palcam, which were used in this study.
As for the detection frequency, no differences were found. But as far as the selectivity 1s
concerned, a clear distinction could be established, because the competitive flora on Pal-
cam-agar was heavily more inhibited than on the Oxford medium.

Both media can be recommended for the isolation of L. monocytogenes from contamina-
ted materals.
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Programme de calcul pour I’évaluation de la fidélité par
essais interlaboratoires

Computational Programme for the Determination of the Precision by Inter-

laboratory Tests

E. Martin et J. Vogel

Laboratoire cantonal de chimie, Genéve

Principe
Un programme a été établi qui permet a partir des données fournies par un es-
sal interlaboratoire de déterminer le niveau moyen, la répétibilité et la reproduc-

tibilité d’une méthode quantitative. Ce programme est applicable 4 un essai com-

portant des sous-niveaux. Il est basé sur les principes définis dans la norme inter-
nationale ISO 5725-1986 (1).

Appareillage

Calculatrice Hewlett-Packard 11-C ou 15-C (2)

Formules de calcul (1)

Pour faciliter la compréhension, la nomenclature ISO a été conservée.

&5
I
g
8

2 PS4‘ o Sj’

2p (v - 1)
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I

RS kST, 457
zip-1 2
S
?

LA

R =283 V/(S. +5)

Dans ces formules:

R

est la variance de la répétibilité

est la variance de la reproductibilité
représente la valeur moyenne

est la répétibilité

est la reproductibilité

Si §; < 0, il faut utiliser S; = 0 dans ’expression de R.

Le programme proposé comporte un branchement, qui tient compte de cette
condition. Il comporte 75 lignes. Il fait intervenir les adresses A et C. Les registres

utilisés sont:

Calculatrice HP-11C

R, : nombre de laboratoires

R[ % Zd/

2
R, = 24,
Ri : Zyj

R.. = ps,
Re 87
566

Calculatrice HP-15C

R, : inutilisé

R; : anutilise

R, : nombre de laboratoires
R e Zdj

Row Zdj

o Zj!‘,

R, : Zj,z

R, : inutilisé
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Rg : inutilisé Rgi o ps.

R, : inutilisé Ri oS

Programme

Passer en mode programme (séquence [g] [P/R]) et introduire le programme
sulvant:

Appuyer sur: Affichage: Appuyer sur: Affichage:
[f] ILBL] [A] 001—42,21, 11 [RCL] [5] 034— 45, 5
[§+] 002 — 49 [g] [x%] 035— " 43, 11
[R/S] 003— 31 [CHS] 036— 16
] REEETE 004—42,21, 13 [RCL] [8] 037— 45 8
[RCL] [5] 005— 45, 5 [+] 038— 40
[REL] {2] 006— 45, 2 [STO] [.] [4] 039— 44 4
[=] 007— 10 [RCL] [2] 040— . 45, 2
[R/S] 008— 31 [1] 041— 1
[BCLE} 3] QD9 SiEd5 = 042— 30
[g] [x?] 010— 43,11 [RCL] [2] 043— 45, 2
[SEGQ =] ]%]0] 011— 44 .0 [x] 044— 20
[RCL] [2] gi2—=el5. 2 [1/x] 045— 15
[RCL] [4] 013— 45, 4 [RCL] [.] [4] 046— 45 4
[x] 014— 20 [x] 047— 20
[RCL] [-] [0] 015— 45 .0 [STOLE 5] 048— 44 5
= 016— 30 [RCL] [9] 049— 45, 9
[STO] [.1 1] 017— 44 .1 [2] 050— 2
[RCL] [2] 18— 45580 = fi5 1= 10
[1] 19— 1 JCHS| 052— 16
[ 020— 30 [RCL] [] [5] 05324505
{RCL] [2] 021— 45, 2 [+] 054— 40
[x] 022— 20 [g] [PESE|S 21" 05543 30,2
[2] 0235= 2 [0] 056— 0
[x] 024— 20 STOT |1 {6] 057— 44 .6
ISEQIE T3] 025" 443 IREL} [9] 58— A5 Y
[RCL] | iT] 026— 45 .1 [vV~] 059— 1%
[REL] .1 ]3] 027" 45 3 (2] 060— 2
[=1] 028— 10 [.] 061— 48
[§TO] [9] 029—". 44, 9 [8] 062— 8
[RCL] [2] 30— 45,52 [3] 063— 3
[RCLLJ6] 031— 45, 6 [x] 064— 20
[x] 032 20 [R/S] 65— 31
[STO] [8] 033— 44, 8 [RCL] [.] [6] 066— 45 .6
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Appuyer sur: Affichage: Appuyer sur: Affichage:

[RCL] [9] Q67— 45,0 [8] (72 8
[+] 068— 40 3] 073— 3
V-] 069— 11 [x] 074— 20
2] 070— 2 [R/S] 075— 31
[] O7i— 48

Une fois le programme introduit dans la calculatrice, il est nécessaire de pas-
ser en mode utilisateur pour entrer les données numériques et procéder aux cal-
culs. Pour cela il faut effectuer les opérations suivantes:

Appuyez sur:
[f] [CLEAR] [REG]

Introduire les valeurs numériques de y; et de 4
y; [ENTER] 4, [A]
v, [ENTER] 4, [A]

5, [ENTER] d, [A]

Appuyer sur [C] et la valeur de m est affichée
Appuyer sur [R/S] et la valeur de 7 est affichée
Appuyer sur [R/S] et la valeur de R est affichée

Le programme a été appliqué aux données de base originales, sans codage, ci-
tées au § 14.11 de la norme ISO 5725-1981 et a fourni des résultats identiques a
ceux publiés dans cette norme. Il a également été appliqué aux résultats de I’essai
interlaboratoire sur le dosage des nitrates dans ’eau de boisson, qui sont publiés
a titre d’exemple au chapitre «Ringversuche» du Manuel suisse des denrées ali-
mentaires (3). Les résultats fournis par le programme de calcul concordent avec
ceux du Manuel.

Résumé

Un programme pour la détermination de la fidélité d’'une méthode d’analyse quantitati-
ve par essais interlaboratoires comportant des sous-niveaux est proposé. Il a été applique a
des données de la norme ISO 5725-1986.
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Zusammenfassung

Es wird ein Programm fiir die Bestimmung der Prizision einer quantitativen Analysen-
methode durch Ringversuche mit «Split-level» vorgeschlagen. Es wurden Werte der Norm
ISO 5725-1986 angewendet.

Summary

A computational programme is proposed which enables the determination of the preci-
sion of a quantitative analytical method by inter-laboratory tests with split-levels. It has
been applied to data given in the ISO Standard 5725-1986.
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