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Detection and determination of foreign fats in milk fat by gaschromato-

graphic analysis of triglycerides

Détection et détermination des matiéres grasses étrangeéres dans les
matiéres grasses du lait par chromatographie en phase gazeuse des

triglycérides

1 Anwendungsbereich und Zweck

Diese Norm legt ein Verfahren zum Nachweis von Fremd-
fetten, sowohl von pflanzlichen Fetten als auch von tieri-
schen Fetten wie Rindertalg und Schweinefett, im Milchfett
von Milch und Milchprodukten anhand einer gaschroma-
tographischen Triglyceridanalyse fest.

Unter Verwendung bestimmter Triglyceridformein werden
qualitativ und quantitativ pflanziiche und tierische Fette,
unabhangig von futterungs- und laktationsbedingten Ein-
flissen, in reinem Milchfett nachgewiesen.

ANMERKUNG 1: Aufgrund der nur im Milchfett
vorkommenden Buttersdure (C4) kdénnen zwar
quantitative Abschatzungen Uber geringe bis mitt-
lere Anteile von Milchfett in Pflanzenfetten vor-
genommen werden, jedoch kdnnen infolge des
groBen Schwankungsbereiches von C4 — etwa
3,5 bis 45% (Massenanteil) — kaum qualitative
und quantitative Aussagen im Bereich eines
Zusatzes bis mindestens 20% (Massenanteil)
Fremdfett zu reinem Milchfett Uiber den Butterséu-
regehalt erfolgen.

ANMERKUNG 2: Quantitative Ergebnisse kénnen
praktisch nur durch Triglyceridanalysen erzielt
werden, da der Steringehalt der Pflanzenfette in
Abhéngigkeit von deren Herstellungs- und
Behandlungsbedingungen unterschiedlich ist.

2 Begriff
Fremdfette in Milchfett

Fremdfette im Sinne dieser Norm sind alle pfianzlichen
und tierischen Fette auBer Milchfett.

) D. Precht und J. Molkentin: Quantitative triglyceride
analysis using short capillary columns. Chrompack
News 4, 16 - 17 (1993).

) Geeignete Produkte sind im Handel erhaltlich. Uber
Bezugsquellen gibt Auskunft: DIN Bezugsquellen fir
normgerechte Erzeugnisse im DIN Deutsches Institut
fur Normung e.V, BurggrafenstraBe 6, 10787 Berlin,
Postanschrift 10772 Berlin.

%) Die Angabe der Kérnung wurde nach BS 410 :1988
“British Standard Specification for test sieves” in die
SI-Einheit um Ubertragen.

3 Kurzbeschreibung des Verfahrens

Nach Extraktion des Milchfettes wird eine Stammlidsung
hergestellt.
Aus dieser Ldsung werden gaschromatographisch an
gepackten Séaulen die Triglyceride bestimmt (Gesamtkoh-
lenstoffzahlen). Durch Einsetzen der Gewichtsanteile der
verschieden groBen Fettmolekile (C24 bis C54 — nur
gerade Zahien) in die Triglyceridformel werden die
Fremdfette qualitativ nachgewiesen bzw. quantitativ
bestimmt.
ANMERKUNG: Die Kapillargaschromatographie
kann bei Beibehaltung der hier beschriebenen
Auswertung verwendet werden, wenn sicherge-
stellt wird, daB vergleichbare Ergebnisse erzielt
werden. Geeignete Verfahren sind bereits verdf-
fentlicht worden.")

4 Chemikalien
Es sind analysenreine Chemikalien zu verwenden.

41 Tragergas: Stickstoff, Reinheitsgrad = 99,996%
(Volumenanteil)

4.2 Standard-Triglyceride?), geséttigt, sowie Cholesterin
zur Standardisierung eines Standardmilchfetts nach
Abschnitt 6.5.4

43
4.4
45
4.6

4.7 Dimethyldichlorsilan-Lésung: 50 mt Dimethyldichior-
silan werden in 283 ml Toluol geldst.

Methanol, wasserfrei
n-Hexan
n-Heptan

Toluol

4.8 Brenngas: Wasserstoff und synthetische Luft

4.9 Stationdre Phase, 3% OV-1 auf 125 bis 150 um
(100 bis 120 mesh)?)?)

410 10%ige
n-Heptan

(Massenanteil) Kakaobutterlésung in
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5 Geriate

Ubliche Laboratoriumsgerdte und insbesondere die fol-
genden:

5.1 Hochtemperaturgaschromatograph

Geeignet flir Temperaturen von mindestens 400 bis
450°C, ausger(istet mit Flammenionisationsdetektor (FID)
und konstantem MassenfluBregler flir das Tragergas.
Brenngas: 30 ml/min H,, 270 ml/min synthetische Luft.
Aufgrund des groBen Tragergasdurchflusses ist vorzugs-
weise ein Gerdt mit einer besonders weiten Gasaustritts-
dise zu verwenden.
ANMERKUNG: Durch die bei der Triglyceridana-
lytik auftretenden hohen Temperaturen mussen
haufig die Glasinserts im FID oder im Injektor-
system gereinigt werden.
Der Gaschromatograph muB mit Septa ausgestattet sein,
die hohe Temperaturen aushalten, haufig benutzt werden
kénnen und generell sehr wenig “bleeding” aufweisen.?)

Die Septa mussen regelmaBig, z.B. nach etwa 100 Ein-
spritzungen oder bei Verschlechterung der Aufldsung
(siehe Bild 4), gewechselt werden.

5.2 Chromatographiesiule

U-férmige Glasséule (Innendurchmesser 2mm, Lénge
500 mm), die zur Deaktivierung der Glasoberfliche
zunachst mit Dimethyldichlorsilan nach Abschnitt 6.1 sila-
nisiert wird.
ANMERKUNG: Geeignet sind auch etwas ldngere
(800 bis 2000 mm Lé&nge), gepackte Saulen. Mit
ihnen kann eine geringfligig bessere Reproduzier-
barkeit der Ergebnisse erreicht werden. Allerdings
weist nach der Inbetriebnahme die stationare
Phase nach einiger Zeit gelegentlich Bruchstellen
auf, was wiederum zu schlechteren quantitativen
Ergebnissen fiuhren kann. Auch wird die FID-
Flamme durch den erforderlichen extrem hohen
TragergasdurchfluB von 75 bis 85 ml/min leicht
geldscht.

5.3 Vorrichtung zur Fillung
der Chromatographieséaule (siehe Bild 1)
5.31 Kunststoffsaule mit verschraubten Endstiicken,

versehen mit einer Markierung, um die bendtigte Menge
stationérer Phase abmessen zu kdnnen

5.3.2 Feines Sieb (Maschenweite etwa 100 um) mit
SchraubverschiuB, passend zum VerschlieBen der Glas-
séule nach Abschnitt 5.2

5.3.3 Deaktivierte, silanisierte Quarzwolle

5.3.4 Vibrator zum gleichméBigen Verteilen der statio-
naren Phase wahrend des Flilivorganges

54 1- bis 3-ml-Extrelut-Fertigsdule*) mit Kieselgur-
flllung. Diese Saule kann wahlweise zur Extraktion flir die
Milchfettgewinnung eingesetzt werden.

5.5 Graphitdichtung 6,4 mm (1/4”) mit 6 mm Bohrung

2) Siehe Seite 1.

4 Uber Bezugsquellen gibt Auskunft: DIN Bezugsquellen
fir normgerechte Erzeugnisse im DIN Deutsches Insti-
tut fiir Normung e.V, BurggrafenstraBe 6, 10787 Berlin,

Zufuhr von N,

bis zur Markierung
0V -1 einfillen Schraubverschlu3 mit
S Sieb, gegen das die
silanisierte Quarzwolle
und das Fuillmaterial

gepref3t werden

zu fullende Glassaule

Bild 1: Fiillen der Chromatographieséule

5.6 Gerate fiir die Silanisierung der
Glasoberflache der Chromatographiesaule
nach Abschnitt 6.1

5.6.1 Woulffsche Flasche
5.62 Wasserstrahlpumpe

5.7 Wasserbad, einstellbar auf (50 + 2)°C

5.8 Wairmeschrank, einstellbar auf (50 £2)°C und
(100 £ 2)°C

5.9 Mikroliterpipette

510 5-ml-MeBpipette zum Abmessen von 15ml
Methanol

511 50-ml-Rundkolben

512 Erlenmeyerkolben, Nennvolumen 50 ml
513 Trichter

514 Feinporiges Filter

5.15 Rotationsverdampfer

516 Ampullen, Nennvolumen 1 ml, verschlieBbar, mit
einer Aluminiumkappe mit einem Septum im Inneren

517 Injektionsspritze, der Stempel der verwendeten

Spritze darf nicht bis in die Nadelspitze reichen
ANMERKUNG: Die Verwendung derartiger Sprit-
zen fuhrt zu einer besseren Reproduzierbarkeit
der Ergebnisse.

Um eine Beschéadigung des Septums zu vermeiden, sollte

in regelmaBigen Absténden eine Uberpriifung der Nadel-

Postanschrift: 10772 Berlin. spitze (z. B. mit einem Stereomikroskop) erfol%c um ents
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6 Durchfiihrung

6.1 Vorbereitung der Chromatographieséaule
(Silanisierung)

Nachdem die Woulffsche Flasche wie in Bild 2 dargestellt
mit der Wasserstrahlpumpe verbunden wurde, wird
Schlauch 2 in die Lésung nach Abschnitt 4.7 getaucht.
Durch SchlieBen des Hahns wird die Séule gefiillt, und an-
schlieBend werden die beiden Schlduche abgenommen.
Die Chromatographiesdule wird an einem Stativ ange-
bracht und unter Zuhilffenahme einer Pipette volistandig
mit der Dimethyldichlorsilan-Lésung gefiillt.

Nach 20 bis 30 min wird die Woulffsche Flasche durch
eine Saugflasche ersetzt und durch Verbindung mit der
Wasserstrahlpumpe die Saule entleert (siehe Bild 3).

6.2 Fullung der Chromatographieséule

AnschlieBend wird nacheinander mit 75ml Toluol und
50 ml Methanol gespult und die entleerte Sadule etwa
30 min im Warmeschrank bei 100 °C getrocknet.

Zum Fillen der Saule wird die in Bild 1 dargestellte
Anordnung verwendet.

Die stationdre Phase nach Abschnit 4.9 wird in die Kunst-
stoffsdule bis zur Markierung eingeftilit.

Das untere Ende der zu fillenden Glassdule wird mit
einem etwa 1 cm langen, vorher silanisierten Quarzwolle-
stopfen abgedichtet, der mit einem Stahlstab festgedrickt
wird. AnschlieBend wird das Ende der Saule mit dem Sieb
nach Abschnitt 5.3.2 verschiossen.

Das Fullen der Sdule mit stationarer Phase erfolgt durch
Anlegen eines Ny-Drucks von 3 bar. Um eine gleich-

Wasserstrahl- Hahn
pumpe

Schiauch 1

Glassaule
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méaBige, llickenlose, feste Packung zu erhalten, wird wah-
rend des Fillvorganges ein Vibrator an der Glassaule hin
und her bewegt.

Nach dem Flllen wird in die fertiggepackte Glasséule ein
fester Stopfen aus silanisierter Quarzwolle gedriickt, der
Uberstehende Rest abgeschnitten und der Stopfen mit
einem Spatel einige mm in die Saule hineingedriickt.

6.3 Vorbereitung der Proben

Zur Probenvorbereitung wird eines der drei folgenden
Verfahren verwendet:

6.3.1 Isolierung des Butterfettes aus Butter

5 bis 10 g Butter werden in einem geeigneten GefaB im
Wasserbad nach Abschnitt 5.7 bei 50 °C geschmolzen.
Ein 50-ml-Erlenmeyerkolben und ein Trichter mit einge-
legtem Filter nach Abschnitt 5.14 werden im Warme-
schrank auf 50°C erwarmt. Die Fettschicht der geschmol-
zenen Butterprobe wird mit dem vorgewarmten Gerat
filtriert.

Ein derartig gewonnenes Butterfett ist weitgehend
phospholipidfrei.

6.3.2 Extraktion der Fettfraktion nach Rose-Gottlieb
Die Extraktion erfolgt entweder nach DIN 10312-1,
DIN 10312-2, DIN 10312-3 oder DIN 10312-6.

Bei derart gewonnenem Milchfett kann infolge von Phos-
pholipiden ein um etwa 0,1% vergréBerter Cholesterin-
peak erhalten werden.

Das mit dem Cholesterin auf 100 eingestellte Triglycerid-
spektrum wird dadurch nur unwesentlich beeinfluBt.

Schlauch 2

Dimethyldichlorsilan
und Toluol

Bild 2: Anordnung fiir die Silanisierung

Schlauch 1

Wasserstrahl-
pumpe

Saugflasche

Schlauch 2

Spuimittel

Glassaule

Bild 3: Anordnung fiir das Spiilen DOCU ments
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