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English version 
- delete 4.2.15 and rewrite as follows: 
"4.2.15 Dephosphorylation enzyme, with the ability to hydrolyse bound thiamine from food. 
NOTE Taka-Diastase1) has been used for the determination of the precision data.'' 

 

- delete footnote 1 on page 5 and rewrite as follows: 
1) Taka-Diastase Nr. T00040 is the trade name of a product supplied by Pfaltz & Bauer, 
Waterbury, CT 06708, USA. This information is given for the convenience of users of this 
European standard and does not constitute an endorsement by CEN of the product named. 
Equivalent products may be used if they can be shown to lead to the same results. 

 

- delete clause 6.2.2 'Enzyme treatment' and rewrite as follows: 

6.2.2 Enzyme treatment 

After cooling to room temperature adjust the extract to the optimal pH for the enzyme used 
with sodium acetate solution (4.2.16) or (4.2.17) and add a suitable amount of 
dephosphorylating enzyme (4.2.15) to the sample. Incubate the mixture at the optimal time 
and temperature for the enzyme used. After cooling to room temperature transfer the solution 
to a light protected volumetric flask using distilled water, or another appropriate solvent and 
dilute to a defined volume (Ve). 

For each enzyme used, optimal pH, incubation time and incubation temperature shall be 
checked. 

To ensure an optimal dephosphorylation, the enzymatic step shall be checked with analysis of 
samples spiked with thiamine monophosphate chloride (4.3.3) or thiamine pyrophosphate 
chloride (4.3.4), and a material similar in sample type as the test sample. This material should 
be a certified reference material. 

If Taka-Diastase has been used for dephosphorylation, the amount of thiamine possibly 
brought in with the enzyme shall be considered in the calculation of the result. 
NOTE 1 For determination of the precision data given in this European standard, Taka-Diastase1) was 
used for dephosphorylation under the following conditions. The extract was adjusted to pH = 4,0 with 
sodium acetate (4.2.16) or (4.2.17) and 100 mg of Taka-Diastase per gram of sample was added. The 
mixture was incubated at 37 oC to 46 oC for 16 h to 24 h. 

NOTE 2 The dephosphorylation can depend on the sample matrix and on the enzyme used. Complete 
dephosphorylation can be reached within shorter time, see [8]. 
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Version française 
- supprimer 4.2.15 et le reformuler comme suit : 

‘’4.2.15 enzyme déphosphorylisante, permettant d’hydrolyser la thiamine liée à partir de 
l’aliment. 

NOTE La Takadiastase1) a été utilisée pour la détermination des données de fidélité’’. 

 

- page 5, supprimer la note de bas de page 1 et la reformuler comme suit : 
1) La Takadiastase n° T00040 est l’appellation commerciale d’un produit commercialisé par 
Pflatz & Bauer, Waterbury, CT 06708, USA. Cette information est donnée par souci de 
commodité à l’intention des utilisateurs de la présente norme européenne et ne saurait 
constituer un engagement du CEN à l’égard de ce produit. Il est possible d’utiliser des 
produits équivalents s’il est démontré qu’ils permettent d’obtenir les mêmes résultats. 

 

- supprimer le paragraphe 6.2.2 ‘Traitement enzymatique’ et le reformuler comme suit : 

6.2.2 Traitement enzymatique 

Après refroidissement à la température ambiante, ajuster le pH de l’extrait à une valeur 
optimale pour l’enzyme utilisée, à l’aide de la solution d’acétate de sodium (4.2.16) ou 
(4.2.17) et ajouter à l’échantillon une quantité appropriée d’enzyme déphosphorylisante 
(4.2.15). Incuber le mélange pendant une durée et à une température optimales pour 
l’enzyme utilisée. Laisser refroidir la solution à température ambiante, la transférer dans une 
fiole jaugée protégée de la lumière en utilisant de l’eau distillée ou tout autre solvant 
approprié, puis diluer jusqu’à obtention d’un volume défini (Ve). 

Le pH optimal ainsi que la durée et la température d’incubation doivent être contrôlés pour 
chaque enzyme utilisée. 

Pour garantir une déphosphorylation optimale, l’étape enzymatique doit être vérifiée en 
analysant des échantillons dopés au chlorure de monophosphate de thiamine (4.3.3) ou au 
chlorure de pyrophosphate de thiamine (4.3.4) et un matériau d’un type similaire à 
l’échantillon pour essai. Il convient que ce matériau soit un matériau de référence certifié. 

Si de la Takadiastase a été utilisée pour la déphosphorylation, la quantité de thiamine 
apportée par l’enzyme doit être prise en considération pour le calcul du résultat. 
NOTE 1 Pour la détermination des données de fidélité indiquées dans la présente norme européenne, 
la Takadiastase1) a été utilisée pour la déphosphorylation dans les conditions suivantes. Le pH de 
l’extrait a été ajusté à 4,0 à l’aide de la solution d’acétate de sodium (4.2.16) ou (4.2.17) et 100 mg de 
Takadiastase ont été ajoutés par gramme d’échantillon. Le mélange a incubé à une température 
comprise entre 37 °C et 46 °C pendant une durée de 16 h à 24 h. 

NOTE 2 La déphosphorylation peut être fonction de la matrice de l’échantillon et de l’enzyme utilisée. 
Une déphosphorylation complète peut être atteinte dans un délai plus court, voir [8]. 
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Deutsche Fassung 
 
4.2.15 wird gestrichen und lautet wie folgt: 
 
4.2.15 Dephosphorylierungsenzym, das geeignet ist, gebundenes Thiamin in Lebensmitteln 
zu hydrolysieren. 
 
ANMERKUNG Taka-Diastase1) ist bei zur Ermittlung der Präzisionsdaten verwendet worden. 
 
Die Fußnote 1 auf Seite 5 wird gestrichen und lautet wie folgt: 

 
1) Taka-Diastase Nr. T00040 ist die Herstellerbezeichnung des Produkts, geliefert von Pfaltz & 
Bauer, Waterbury, CT 06708, USA. Diese Angabe dient nur zur Unterrichtung der Anwender 
dieser Europäischen Norm und bedeutet keine Anerkennung des genannten Produkts durch 
CEN. Gleichwertige Produkte dürfen verwendet werden, wenn sie nachweisbar zu 
identischen Ergebnissen führen. 
 
6.2.2 'Enzymatische Behandlung' wird gestrichen und lautet wie folgt: 

 
6.2.2 Enzymatische Behandlung 
Nach dem Abkühlen auf Raumtemperatur wird der pH-Wert des Extraktes mit Natriumacetat-
Lösung (4.2.16) oder (4.2.17) auf den für das verwendete Enzym optimalen Wert eingestellt 
und eine geeignete Menge des Dephosphorylierungsenzyms (4.2.15) zur Probe gegeben. Die 
Mischung wird für eine Zeitdauer bei einer Temperatur inkubiert, die für das gewählte Enzym 
optimal sind. Nach Abkühlen auf Raumtemperatur wird die Lösung mit destilliertem Wasser 
oder einem anderen geeigneten Lösemittel in einen lichtgeschützten Messkolben überführt 
und auf ein definiertes Volumen (Ve) verdünnt. 
 
Für jedes verwendete Enzym müssen der optimale pH-Wert sowie die optimale 
Inkubationszeit und –temperatur überprüft werden. 
 
Um eine optimale Dephosphorylierung sicherzustellen, müssen die enzymatischen Schritte 
durch die Untersuchung von mit Thiaminmonophosphatchlorid (4.3.3) oder Thiaminpyro-
phosphatchlorid (4.3.4) angereicherten Proben geprüft werden sowie mit einem der Probenart 
der Untersuchungsprobe entsprechenden Material. Bei diesem Material sollte es sich um ein 
zertifiziertes Referenzmaterial handeln. 
 
Falls Taka-Diastase zur Dephosphorylierung verwendet wurde, muss der mit dem Enzym 
möglicherweise eingebrachte Thiaminanteil bei der Berechung des Ergebnisses 
berücksichtigt werden.  
 
ANMERKUNG 1 Zur Ermittlung der in dieser Europäischen Norm angegebenen Präzisionsdaten wurde 
Taka-Diastase1) zur Dephosphorylierung unter folgenden Bedingungen eingesetzt. Der pH-Wert des 
Extrakts wurde auf pH = 4,0 mit Natriumacetat (4.2.16) oder (4.2.17) eingestellt und 100 mg der Taka-
Diastase je Gramm der Probe wurden zugegeben. Die Mischung wurde bei 37 °C bis 46 °C für 
16 Stunden bis 24 Stunden inkubiert. 
 
ANMERKUNG 2 Die Dephosphorylierung kann von der Probenmatrix und vom verwendeten Enzym 
abhängig sein. Eine vollständige Dephosophorylierung kann innerhalb kürzerer Zeit erreicht werden, 
siehe [8]. 
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