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Detection of the animal species of milk and milk products with isoelectrical focusing
Recherche des species animaux du lait et produits laitiers avec focussion isoélectrique

Vorwort

Diese Norm wurde vom Normenausschuf3 Lebensmittel und landwirtschaftliche Produkte, Arbeitsausschuf3 “Chemische und
physikalische Milchuntersuchung”, bearbeitet. Das der Norm zugrundeliegende Verfahren wurde von der Bundesgesund-
heitsamt-Arbeitsgruppe “Tierarten — Identifizierung in Milch und Milchprodukten” erarbeitet und in der Amtlichen Sammlung
nach § 35 Lebensmittel- und Bedarfsgegenstandegesetz (LMBG) als Methode L 01.00-39 veréffentlicht.

1 Anwendungsbereich

Diese Norm legt ein Verfahren zum Nachweis der Tierart von
Milch und Milchprodukten mit der isoelektrischen Fokussie-
rung (PAGIF) fest.

2 Normative Verweisungen

Diese Norm enthalt durch datierte oder undatierte Verwei-
sungen Festlegungen aus anderen Publikationen. Diese nor-
mativen Verweisungen sind an den jeweiligen Stellen im Text
zitiert, und die Publikationen sind nachstehend aufgefuhrt.
Bei datierten Verweisungen gehéren spatere Anderungen
oder Uberarbeitungen dieser Publikationen nur zu dieser
Norm, falls sie durch Anderung oder Uberarbeitung eingear-
beitet sind. Bei undatierten Verweisungen gilt die letzte Aus-
gabe der in Bezug genommenen Publikation.

DIN 10327
Milch und Miichprodukte — Probenahmetechnik

3 Kurzbeschreibung des Verfahrens

Mit Hilfe der isoelektrischen Fokussierung in harnstoffhalti-
gen Polyacrylamidgelen werden unter EinfluB3 eines elektri-
schen Feldes die gelésten und mit Plasmin zur Freisetzung
der y-Caseine behandelten Milchproteine nach ihren unter-
schiedlichen isoelektrischen Punkten getrennt und fokus-
siert. Die Auswertung erfolgt durch Vergleich der gefarbten
y-Caseinbanden (Kuhmilchnachweis) zwischen der zu
bestimmenden Probe und der im selben Gel behandelten
Referenzproben. Zur Differenzierung von Schaf und Ziege
in Kése bzw. in Lab-behandelten Milchprodukten erfolgt
eine Auswertung der para-y-Caseinbanden. Die reduzierten
[Laktoglobulinzonen dienen der Tierartenidentifizierung bei
MolkeneiweiB3kase.

4 Chemikalien

Es sind analysenreine Chemikalien zu verwenden. Das ver-
wendete Wasser muf3 destilliert oder mindestens von ent-
sprechender Reinheit sein.

4.1 Harnstoffhaitige Polyacrylamidgele fiir die
isoelektrische Fokussierung

ANMERKUNG: Die folgenden Angaben gelten fir
selbsthergestellte harnstoffhaltige Polyacrylamidgele
mit den MaBen 265 mm x 125 mm x 0,25 mm.
Andere Geirezepturen oder -abmessungen dirfen
verwendet werden, wenn die Trennungsbedingungen
gegebenenfalls angepal3t werden.

Achtung: Acrylamide sind neurotoxisch. Deshalb
sollte anstelle der Einwaage von 0,15 g Festsubstanz
eine im Handel erhéltliche Acrylamid-Fertigldsung
verwendet werden. Bei einer solchen Ldésung mit
Massenanteilen von 30% Acrylamid und 0,8%
N,N'-Methylen-bis-acrylamid (BIS) mussen anstelle
der Festeinwaage 16,2 ml fir die Gelstammldsung
eingesetzt werden.

4.1.1 Gelstammidsung
a) Zusammensetzung

- 4,85 g Acrylamid;

— 0,15 g N,N'-Methylen-bis-acrylamid (BIS);

— 48,05 g Harnstoff;

— 15,00 g Glycerin (w = 87 %)1);

— 2,00 g Mischbettionenaustauscher mit Farbindikator2).
b) Herstellung

Die Bestandteile bis auf den Mischbettionenaustauscher
werden in Wasser geldst und auf 100 ml aufgefiilit. Anschlie-
Bend werden der Ldésung 2 g Mischbettionenaustauscher
zugesetzt und 30 min geriihrt. Nach Filtration Giber 0,45 pm
Membranfilter wird die Lésung in Braunglasflaschen kihl auf-
bewahrt. Bei entsprechender Lagerung ist die Gelstamm-
I6sung bis 2 Monate haltbar. Die Leitfahigkeit sollte unter
2,5 uS liegen.

1) Massenanteil

2) Uber Bezugsquellen gibt Auskunft: DIN-Bezugsquellen fiir
normgerechte Erzeugnisse im DIN Deutsches Institut fir
Normung e. V., BurggrafenstraBe 6, 10787 Berlin, Post-
anschrift 10772 Berlin.
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ANMERKUNG: Falls es zur Auskristallisation von
Harnstoff in Gel kommt, sollte die Harnstoffmenge bei
der Zusammensetzung auf 40 g reduziert werden
und die Glycerinmenge auf 20 g angehoben werden.

4.1.2 Gelldsungen

Je nach Anwendungsbereich werden verschiedene Ampho-
lyten und Additive mit der Gelstammlésung nach 4.1.1
gemischt.

ANMERKUNG: Von den im Handel erhaltlichen
Ampholyten haben sich nur wenige als geeignet
erwiesen.

4.1.2.1 Kuhmilchnachweis Gber y-Caseine
— 9,0 ml Gelstammlésung,

— 24 mg B-Alanin,

— 250 pl Ampholyt pH = 5 bis 72),

— 250 pl Ampholyt pH = 6 bis 82),

— 500 pl Ampholyt pH = 3,5 bis 9,52).
4.1.2.2 Differenzierung Schaf/Ziege tber die

para-y-Caseine

- 9,4 ml Gelstammldsung,

— 300 pl Ampholyt pH = 3,5 bis 9,52),

— 300 pl Ampholyt pH = 7 bis 92).

4.1.2.3 Tierartennachweis bei MolkeneiweiBkase iiber die
BLactoglobuline

- 9,4 ml Gelstammldsung,

— 100 pl Ampholyt pH = 5 bis 72),
— 100 pl Ampholyt pH = 6 bis 82),
— 250 pl Ampholyt pH = 2,5 bis 52),
~ 200 pl Ampholyt pH = 4 bis 6,52).

Die Gellésung ist zu mischen. Gelldsung ist erst unmittelbar
vor GieBvorgang nach 4.1.4 anzusetzen.

4.1.3 Katalysatorlésungen

PER: 800 mg Ammoniumpersulfat mit Wasser zu 2 ml lésen.
TEMED: N,N,N',N'-Tetramethylethylendiamin.

Die PER-L&sung ist stets frisch herzustellen.

4.1.4 Herstellung der harnstoffhaltigen
Polyacrylamidgele

Auf eine Glasplatte nach 5.1 wird die Geltragerfolie nach 5.2

mit Hilfe einiger Tropfen Wasser aufgewalzt, wobei ausgetre-

tenes Wasser entfernt wird. In gleicher Weise wird die mit

Abstandshaltern (Dicke = 0,25 mm) versehene Gegenfolie

nach 5.3 auf eine weitere Glasplatte aufgewalzt.

Diese wird dann auf einem Nivelliertisch horizontal ausge-
richtet. Zur vorbereiteten, auf Raumtemperatur gebrachten
und fir 5 min im Vakuum entgasten Gellésung nach 4.1.2
werden je 10 pl der Katalysatorldsungen nach 4.1.3 (TEMED
und PER) zugeben. Danach wird kurz gemischt und gleich-
mé&Big auf die Mitte der Gegenfolie ausgegossen. Die Geltra-
gerplatte (Folienseite nach unten zeigend) wird mit einer
Kante auf die nivellierte Gegenfolienplatte aufgesetzt und
langsam abgesenkt, so daB3 sich zwischen den Folien ein
Flassigkeitsfilm bildet, welcher sich gleichmaBig und blasen-
frei ausbreiten kann (siehe Bild A.3). Die Geltragerfolien wer-

1) Siehe Seite 1
2) Siehe Seite 1
3) Volumenkonzentration

den mit Hilfe eines dinnen Spatels vollsténdig aufgesetzt
und drei weitere Glasplatten als Andruckgewichte aufgelegt.
Nach vollsténdiger Polymerisierung (etwa 60 min) wird das
auf der Geltragerfolie anpolymerisierte Gel mitsamt Gegen-
folie durch Verkanten der Glasplatten herausgeldst. Die
Rickseite der Tragerfolie wird sorgféitig von Gelresten und
Harnstoff gesdubert. Das “Gelsandwich” wird nun in einen
Folienschlauch eingeschweiBt und im Kihlschrank aufbe-
wahrt (max. 6 Wochen).

ANMERKUNG: Die Gegenfolie mit den Abstands-
haltern darf wiederverwendet werden. Das Polyacryl-
amidgel darf auf kleinere Abmessungen zurecht-
geschnitten werden, dies sollte bei geringer Proben-
anzahl oder bei Verwendung eines Elektrophorese-
automaten (2 Gele mit den MaBen 4,5 cm x 5 cm)
erfolgen.

4.2 Kontaktfliissigkeit
Kerosin oder n-Decan

4.3 Anodenfliissigkeit

5,76 g Phosphorsdure, w = 85 %1) mit Wasser auf 100 ml
auffillen.

4.4 Kathodenflissigkeit

2,00 g Natriumhydroxid in Wasser I6sen und auf 100 ml auf-
fullen.

4.5 Reagenzien zur Proteinisolierung

Dichlormethan; Essigsaure o= 25 %3); Aceton, liber Moleku-
larsieb 0,3 nm getrocknet.

4.6 Protein-Pufferlésung
— 5,75 g Glycerin, w = 87 %),
— 24,03 g Harnstoff

mit destilliertem Wasser I6sen und auf 50 ml auffiillen, mit 2 g
Mischbettionenaustauscher wahrend 40 min unter Riihren
entionisieren und filtrieren, anschlieBend 250 mg Dithio-
threitol (siehe 4.12) zugeben.

Im Kihischrank lagern, nach 4 Wochen gegebenenfalls neu
entionisieren.

4.7 Reagenzien fiir die enzymatische Probenvor-
behandlung

4.7.1 Fiir die Plasminspaltung

4.7.1.1  Ammoniumcarbonat-Pufferlésung
NH4HCO;-Lésung (1,58 g/100 ml Wasser, ¢ = 0,2 mol/l)4) mit
(NH,),CO3-Lésung (1,92 g/100 ml Wasser, ¢ = 0,2 mol/l)4)
auf pH = 8,0 titrieren.

4.7.1.2 Plasmin vom Rind (E.C.3.4.21.7) min. 5 U/ml5)

4.7.1.3 &Aminocapronsaurelésung zur Enzymaktivierung,
2,624 g e-Aminocapronséure in 100 ml Ethanol, w = 40 %,1)
i0sen.

4.7.2 Labspaltung
4.7.2.1 Natriumhydroxydlosung, c(NaOH)= 0,5 mol/4)
4.7.2.2 Kalberlab, Labstarke 1 : 10 000 bis 1 : 20 000

4) Stoffmengenkonzentration

5) Die Enzymaktivitat wird in dieser Norm in Internationalen
Einheiten (U) angegeben. 1 U ist die Enzymaktivitat, die
unter festgelegten Bedingungen eine Substratmenge von
1 pmol je min umsetzt.
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4.8 Fixierlésung

150 g Trichloressigsdure in Wasser lésen und auf 1000 ml
auffallen.

4.9 Entfarbelésung
500 ml Methanol und 200 ml Eisessig mit destilliertem Was-
ser auf 2000 ml auffillen.

ANMERKUNG: Entfarbeldésung taglich frisch herstel-
len; sie kann zweckmaBigerweise aus Vorratslosun-
gen (Methanol, w = 50 % bzw. Eisessig, w = 20 %)1)
durch Mischen gleicher Volumina zubereitet werden.

4.10 Farbeldésung (gebrauchsfertig)

Je 125 ml der Vorratslésungen nach 4.10.1 und 4.10.2 wer-
den unmittelbar vor der Farbung gemischt. Die Farbelésung
ist zum einmaligen Gebrauch bestimmt.

4.10.1 Vorratslésung 1

3,0 g Coomassie Brillant Blau G 250 (C.1.42655)8) in 1000 ml
Methanol, w =90 %') unter Einsatz eines Magnetrihrers
I16sen (etwa 45 min), durch Faltenfilter filtrieren.

4.10.2 Vorratslésung 2
5,0 g CuSO, - 5 H,O in 1000 ml Essigsaure, w = 20 %),
I6sen

4.11 Harnstoff
4.12 Dithiothreitol

5 Gerate und Hilfsmittel

Ubliche Laboratoriumsgeréte und insbesondere die folgen-
den:

5.1 Gilasplatten, 260 mm X 125 mm x 4 mm; Gummirol-
ler mit Walzenbreite 15 cm; Nivelliertisch.

5.2 Geltragerfolie, 265 mm X 125 mm.

5.3 Gegenfolie, 280 mm X 125 mm. Auf beiden Léngssei-
ten jeweils einen Streifen (280 mm x 6 mm X 0,25 mm)
eines Pragebandes (Abstandhalter) kieben (siehe Bild A.1).

5.4 Elektrofokussierkammer mit Kiihiplatte, (z.B.
265 mm X 125 mm) und geeignetem Spannungsgeber (max.
3000 V) oder Elektrophoreseautomat.

5.5 Kiihlthermostat, auf 12 °C + 0,5 °C einstellbar.
5.6 Zentrifuge, einstellbar auf 3000 g.
5.7 Elektrodenstreifen, mit einer Lange von = 265 mm.

5.8 Tropfflaschen aus Kunststoff, fir Anoden- und
Kathodenldsung.

5.9 Probenapplikatoren, 10 mm X 5 mm (Viskose oder
Filtrierpapier mit geringer Proteinadsorption).

5.10 Scheren, Skalpelle, Spatel und Pinzetten, aus Edel-
stahl.

5.11 Farbe-, Entfarbeschalen, aus Edelstahl (z. B. Instru-
mentenschalen 280 mm X 150 mm).

5.12 Regelbarer Stabhomogenisator, Drehzahlbereich
8000 min~" bis 20 000 min~".

5.13 Magnetriihrer.
5.14 Ultraschallbad.

5.15 FolienschweiBgerat und geeignete Folie aus Poly-
ester.

1) Siehe Seite 1

6) Colour Index, The Society of Dryers and Colorists, Brad-
ford (England) and The American Association of textile
Chemists and Colorists, North Carolina (USA), 1971
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5.16 Mikroliterpipetten 5 pl bis 25 pl.

5.17 Rotationsverdampfer oder
(Konzentrator).

5.18 Wasserbad mit Schiitteleinrichtung, einstellbar auf
37°C+1°Cund40°C £1°C.

Vakuumzentrifuge

6 Probenahme
Nach DIN 10327

7 Durchfithrung

7.1 Probenvorbereitung
7.1.1 Isolierung der bei pH 4,6 unléslichen Proteine

7.1.1.1 Standardverfahren

Die einer Trockenmasse von etwa 5 g entsprechende Menge
wird in ein 100-ml-Zentrifugenglas eingewogen und mit
destilliertem Wasser auf 60 ml aufgefiillt. Die Mischung wird
mit einem Stabhomogenisator bei 8000 min—! bis
10000 min-! homogenisiert. Mit Essigsdure nach 4.5 wird
der pH-Wert auf pH = 4,6 eingestellt und anschlieBend zen-
trifugiert (5 min, 3000 g). Fett und Molke werden dekantiert.
Der Rickstand wird in 40 ml destilliertem Wasser (mit Essig-
saure nach 4.5 auf pH = 4 bis 5 eingestellt) homogenisiert
(20000 min~"), 20 ml Dichlormethan nach 4.5 zugesetzt und
erneut homogenisiert. Danach wird abzentrifugiert (5 min,
3000 g). Die zwischen wasseriger und organischer Phase
schwimmende Caseinschicht (siehe Bild A.2) wird mit einem
Spatel angehoben, und beide Phasen werden abgegossen.
Das Casein wird erneut in 40 ml destilliertem Wasser (siehe
oben) und 20 mt Dichlormethan nach 4.5 homogenisiert und
abzentrifugiert. Dieser Vorgang wird so lange wiederholt, bis
beide Extraktionsphasen farblos sind (2- bis 3mal). Die Pro-
teinriickstdnde werden mit 50 ml Aceton nach 4.5 homogeni-
siert und Uber ein Faltenfilter abfiltriert. Der Riickstand wird
2mal mit je 25 ml Aceton auf dem Filter nachgewaschen und
an der Luft oder im Stickstoffstrom getrocknet und in einer
Reibschale fein pulverisiert.

7.1.1.2 Schnellverfahren

Die einer Trockenmasse von etwa 5 g entsprechende Menge
wird 2mal mit je 50 ml Aceton nach 4.5 homogenisiert
(20000 min~"), 5 min ruhen gelassen und dann abzentrifu-
giert (5 min, 3000 g). Proteinrickstdnde werden wie in
7.1.1.1 beschrieben mit Aceton getrocknet.

ANMERKUNG: Trockene Proteinisolate sind bei
Raumtemperatur unbegrenzt haltbar. Die nach dem
Standardverfahren isolierten Proteine ergeben bei
der isoelektrischen Fokussierung etwas bessere
Trennbilder.

7.1.2 Enzymatische Vorbehandlung der Proteine

7.1.21 Plasminspaltung (Sensitiver Kuhmilchnachweis
Uber die y-Caseine)

20 mg Proteinisolat (aus dem Standardverfahren) bzw.
35 mg Proteinisolat (aus dem Schnellverfahren) werden in
0,5 ml Ammoniumcarbonat-Pufferlésung nach 4.7.1.1 sus-
pendiert und 20 min unter Ultraschalleinwirkung homogeni-
siert. Dann wird auf 40 °C temperiert und 10 pl Plasmin nach
4.7.1.2 zugegeben, gemischt und wahrend 1 h unter Schiit-
teln bei 40 °C inkubiert. Zur Enzyminhibierung werden 20 pl
e-Aminocapronsaurelésung nach 4.7.1.3 zugegeben und die
Lésung im Vakuum bei max. 40 °C eingetrocknet. Die Riick-
stdnde werden in 0,5 ml Protein-Pufferlosung, nach 4.6, auf-
genommen.

ANMERKUNG: Die Plasminspaltung ist in jedem Fall
durchzuftihren, sie fiihrt zu einer etwa 5- bis 7fachen
Zunahme der y-Caseine und damit zur Erhéhung der
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