DEUTSCHE NORM

Bestimmung des Molkenprotein- und Caseinanteils
im Gesamtprotein von Milch und Milchprodukten
Derivativspektroskopisches Verfahren
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Determination of whey protein content and casein content in total
protein of milk and milk products — Derivative spectroscopic method

Détermination de la teneur en protéines du sérum et de la teneur en
caséins dans les protéines totales du lait et des produits laitiers —

Methode derevative spectroscopie

Vorwort

Diese Norm wurde vom NormenausschuB Lebensmittel und landwirtschaftliche Produkte, ArbeitsausschuB ,Chemische

und physikalische Milchuntersuchung®, erarbeitet.
Die Anhénge A, B und C sind informativ.

1 Anwendungsbereich

Diese Norm legt ein derivativspektroskopisches Verfahren
zur Bestimmung des Casein- und Molkenproteinanteils im
Gesamtprotein von Milch und Milchprodukien fest.

Es ist fiir Milch, Milch- und Molkenpulver, Casein, Caseinat
und Speisequark anwendbar.

2 Normative Verweisungen

Diese Norm enthdlt durch datierte oder undatierte Verwei-
sungen Festlegungen aus anderen Publikationen. Diese
normativen Verweisungen sind an den jeweiligen Stellen
im Text zitiert, und die Publikationen sind nachstehend
aufgefiihrt. Bei datierten Verweisungen gehdren spétere
Anderungen oder Uberarbeitungen dieser Publikationen
nur zu dieser Norm, falls sie durch Anderung oder Uber-
arbeitung eingearbeitet sind. Bei undatierten Verweisun-
gen gilt die letzte Ausgabe der in Bezug genommenen
Publikation.

DIN EN ISO 707
Milch und Milchprodukte — Leitfaden zur Probenahme
(1ISO 707 : 1997);
Deutsche Fassung EN ISO 707 : 1997

DIN ISO 5725-1
Genauigkeit (Richtigkeit und Prazision) von MeBver-
fahren und MeBergebnissen — Teil 1: Allgemeine
Grundlagen und Begriffe (ISO 5725-1 : 1994)

E DINISO 5725-2
Genauigkeit (Richtigkeit und Prazision) von MeBver-
fahren und MefBergebnissen — Teil 2: Ein grundlegen-
des Verfahren fiir die Ermittlung der Wiederhol- und
Vergleichprazision von festgelegten MeBverfahren
(ISO 5725-2 : 1994)

3 Prinzip

Um eine Exponierung der proteingebundenen aromati-
schen Aminoséauren zu ermdéglichen und um eine homoge-
ne Umgebung fiir die chromophoren Gruppen zu erreichen,
werden die Proben in Guanidiniumchlorid-Lésung geldst.
Die Bestimmung des Molkenprotein- bzw. Caseinanteils
wird mit der Ultraviolett (UV)-Derivativspektroskopie
durchgefiihrt. Die quantitative Auswertung wird mit der
vierten Ableitung anhand der UV-Absorption der Amino-
sauren Tryptophan und Tyrosin, die charakteristische
Maxima und Minima zwischen 270nm und 300nm im
Derivativspektrum aufweisen, vorgenommen.

Der Quotient (Qp-Werte) der Ableitungen 54A/6A* des
Minimums bei 294nm und des Maximums bei 283 nm
ergibt eine lineare Korrelation zum Gehalt an Molken-
protein bzw. Casein im Gesamtprotein von Milch und
Milchprodukten. Die Kalibrierung erfolgt mit Referenz-
proben, die ein bekanntes Casein/Molkenprotein-Verhalt-
nis aufweisen.

4 Chemikalien
4.1 Allgemeines

Es sind analysenreine Chemikalien zu verwenden. Das
verwendete Wasser muB3 destilliert oder mindestens von
entsprechender Reinheit sein.

4.2 Natriumacetat-Pufferlésung, pH = 5,0

13,6 g Natriumacetat (C,H;NaO, - 3H,0) werden in 11
Wasser gelést. 5,6ml Essigsdure w(C,H,;0,) =100%
werden mit etwa 995 ml Wasser vermischt.

678 ml der Natriumacetat-Loésung werden durch Zugabe
von etwa 320 ml der verdiinnten Essigsaure auf den pH-
Wert von 5,0 £ 0,1 eingestellt.
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4.3 Guanidiniumchlorid-Pufferlésung
(GNA-Puffer); c (CHzCIN3) = 6 mol/1

573 g Guanidiniumchlorid (CHgzCIN;)") werden in einem
1 000-ml-MeBkolben mit Natriumacetat-Pufferlésung (sie-
he 4.2) geldst und anschlieBend bis zur Marke mit Natri-
umacetat-Pufferlésung aufgefiillt. Die Lésung wird (ber
ein Faltenfilter filtriert.

Die Eignung des fir die Durchfiihrung der UV-Spektro-
skopie vorgesehenen Guanidiniumchlorids sollte vor der
Bestimmung durch eine Kontrolimessung Gberpriift wer-
den. Hierzu wird von dem GNA-Puffer ein UV-Spektrum
gegen Wasser im Bereich von 310 nm bis 250 nm mit der-
selben Geréteeinstellung wie zur Messung der Proben
(siehe 7.2.2) aufgenommen. Im Normalspektrum diirfen
bis etwa 265 nm keine Peaks auftreten. Das Derivativspek-
trum von geeigneten GNA (vierte Ableitung) zeigt in
diesem Bereich eine Linie, die weitgehend parallel zur
Abszisse verlauft.

4.4 Referenzproben

Es miissen mindestens drei Referenzproben mit bekann-
ten Molkenprotein- bzw. Caseinanteilen im Gesamtprotein
zur Verfiigung stehen, welche in dem MeBbereich zur
Untersuchung der Proben liegen (siehe Anhang A).

5 Gerate

Ubliche Laboratoriumsgeréte und insbesondere die fol-
genden:

51 Zentrifuge, geeignet zum Entfetten von Milch bei
einer wirksamen Zentrifugalbeschleunigung am auBeren
Ende der GefaBe von etwa 3 000 g.

5.2 Ultraschallbad mit Schwingwanne, geeignet zur
Aufnahme der ProbengefaBe.

5.3 Membranfilter mit integriertem Glasfaser-Vorfilter?).

5.4 Registrierendes Spektralphotometer (Doppel-
strahlgerét)2) zur Aufnahme von Spektren im ultravioletten
Bereich von 310nm bis 250 nm, ausgestattet mit einem
Auswerteprogramm fiir die Berechnung von Derivativ-
spektren der vierten Ableitung.

6 Probenahme
Nach DIN EN ISO 707.

7 Durchfiihrung

7.1 Herstellung der Probenlésung

7.1.1  Milch, getrocknete Milchprodukte und
Speisequark

Milchproben werden vor der Einwaage durch Zentrifu-
gieren (siehe 5.1) fir etwa 30 min bei 3 000 g entfettet. Die
Fettschicht ist vor der Einwaage abzuheben.

Die in Tabelle 1 angegebenen Mengen werden in geeig-
nete ProbengefaBe (z. B. 20 — ml-Reagenzglaser) einge-
wogen. Aufgrund des Prinzips des Verfahrens ist eine
genaue Einwaage nicht erforderlich. Die in der Tabelle 1
angegebenen Einwaagen sind Richtwerte, die den Ansatz
der MeBlosung (siehe 71.2) erleichtern sollen.

Tabelle 1: Einwaagen der Proben

Produkt Ei"‘g%age
Milch, entfettet 300
Milchpulver 25
Casein; Caseinat 15
Molkenpulver 60
Speisequark 150

Die Probe wird mit 10 ml GNA-Puffer (siehe 4.3) im Pro-
bengefaB grindlich gemischt, das anschlieBend etwa
20 min in das Ultraschallbad (siehe 5.2) gestellt wird.
Danach wird — auBer bei Speisequark-Proben — (iber
das Membranfilter mit integriertem Glasfaser-Vorfilter
(siehe 5.3) filtriert. Das Filtrat wird zum Ansatz der
MeBlésung (siehe 71.2) verwendet. Speisequark-Proben
werden direkt nach der Ultraschallbehandlung zum
Ansatz der MeBlésung (siehe 71.2) eingesetzt (siehe
Anhang B).

7.1.2 Ansatz der MeBlésung

Von der nach 711 vorbereiteten Probenlésung wird die
Extinktion bei 280 nm im Doppelstrahlbetrieb gegen GNA-
Puffer (siehe 4.3) im Spekiralphotometer (siche 5.4)
gemessen. Die gemessene Extinktion (Ejgy) muB im
Bereich von 0,9 bis 1,0 liegen. Anderenfalls wird das Filtrat
mit einer entsprechenden Menge an GNA-Puffer (siehe
4.3) verdiinnt. Die auf einen Wert von 0,9 < E,g; < 1,0
eingestellte Lésung wird als MeBlésung eingesetzt.

7.2 Bestimmung
7.2.1 Untergrundkorrektur

Es wird (iber den gesamten fiir die Messung gewabhlten
Wellenlangenbereich ein Nullabgleich durchgefiihrt. Dazu
werden zwei gleiche Kiivetten mit GNA-Puffer (siehe 4.3)
in den Proben- und Referenzhalter des Spektralphoto-
meters (siehe 5.4) eingesetzt und mit denselben Gerate-
einstellungen wie bei der Messung (siehe 7.2.2) abge-
glichen.

7.2.2 Messung

Mit der MeBlésung (siehe 7.1.2) wird ein UV-Spektrum im
Wellenlangenbereich von 310nm bis 250nm mit einer
Abtastgeschwindigkeit von 120nm/min und einer Auf-
I6sung von 1,0 nm aufgenommen; die Messung erfolgt im
Doppelstrahlbetrieb gegen GNA-Puffer (siehe 4.3). Sofern
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