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Determination of casein and whey protein contents
of milk and mitk products — Electrophoretic method

Détermination de la teneur en caséines et en protéines

du sérum dans le lait et les produits laitiers — Méthode electrophorétique

Vorwort

Diese Norm wurde vom NormenausschuB Lebensmittel und landwirtschaftliche Produkte, Arbeitsausschuf3 “Chemi-

sche und physikalische Milchuntersuchung’, erarbeitet.
Anhang A und Anhang B sind informativ.

Die mit diesem elektrophoretischen Verfahren erhaltenen Ergebnisse sind mit den nach DIN 10464 (Casein-Phosphor-
Verfahren) oder DIN 10466 (Polarographisches Verfahren) ermittelten Ergebnissen vergleichbar.

1 Anwendungsbereich

Diese Norm legt ein elektrophoretisches Verfahren zur
Bestimmung des Casein- und Molkenproteinanteils am
Gesamtprotein fest.

Es ist fir Milch, Speisequark, Milchpulver, Casein und
Caseinat anwendbar.

2 Normative Verweisungen

Diese Norm enthalt durch datierte oder undatierte Verwei-
sungen Festlegungen aus anderen Publikationen. Diese
normativen Verweisungen sind an den jewsiligen Stellen
im Text zitiert, und die Publikationen sind nachstehend
aufgefiihrt. Bei datierten Verweisungen gehdren spatere
Anderungen oder Uberarbeitungen dieser Publikationen
nur zu dieser Norm, falls sie durch Anderung oder Uberar-
beitung eingearbeitet sind. Bei undatierten Verweisungen
gilt die letzte Ausgabe der in Bezug genommenen Publi-
kation.
DIN 10327

Milch und Milchprodukte — Probenahmetechnik
DIN ISO 5725

Prazision von MeBverfahren — Ermittlung der Wieder-

hol- und Vergleichprazision von festgelegten MeBver-

fahren durch Ringversuche;

Identisch mit ISO 5725 : 1986

3 Definitionen

Fir die Anwendung dieser Norm gelten folgende Defini-
tionen:

31 Caseinanteil am Gesamtprotein

Der Caseinanteil am Gesamtprotein von Milch bzw. Milch-
produkten ist der mit dem elektrophoretischen Verfahren
bestimmte Massenanteil an Substanzen, angegeben in %.

3.2 Molkenproteinanteil am Gesamtprotein

Der Molkenproteinanteil am Gesamtprotein von Milch bzw.
Milchprodukten ist der mit dem elektrophoretischen Ver-
fahren bestimmte Massenanteil an Substanzen, angege-
benin%.

4 Kurzbeschreibung des Verfahrens

Die Bestimmung des Molkenprotein- bzw. Caseinanteils
am Gesamtprotein erfolgt mit einer Natriumdodecylsul-
fat(SDS)-Polyacrylamidgel-Elektrophorese. Die Probe
wird mit SDS-L6ésung und Dithiothreitol-Lésung versetzt
und in kochendem Wasser inkubiert. Dabei entstehen
SDS-Protein-Komplexe, die sich im elektrischen Feld wie
Anionen verhalten. Die Elektrophorese in einem Polyacryl-
amidgel mit geringer PorengréBe fithrt zu einem Moleku-
larsiebeffekt, wobei die Proteine entsprechend der unter-
schiedlichen Molekiilgrée voneinander getrennt werden.
Aufgrund ihrer geringeren MolekiilgroBe wandern die
Molkenproteine schneller als die Caseine. Durch Verwen-
dung von Porengradientengelen werden nach Anfarbung
des Elektropherogramms scharf voneinander abge-
grenzte Proteinbanden erhalten. Diese Proteinbanden
werden durch densitometrische Messung quantitativ aus-
gewertet, wobei sich der Molkenproteinanteil aus den
Peakflachen der B-Lactoglobulin- und a-Lactalbumin-
Bande im Verhiltnis zu den Peakflachen von a-, - und
x-Casein ergibt.
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5 Chemikalien

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

ANMERKUNG: Bei Verwendung von geeigneten,
im Handel erhaltlichen, gebrauchsfertigen
Geltragerfolien') mit Probeaufnahmekammern
sowie gebrauchsfertigen Pufferstreifen fur die
Anode und die Kathode werden die unter 5.1, 5.2
und 54 bis 5.6 aufgefihrten Chemikalien bzw.
Lésungen nicht bendtigt.

51 Dichlordimethylsilan-Lésung
2%ige Lésung in 1,1,1-Trichlorethan (C,H;Clg)

5.2 Polyacrylamidgele

Achtung:

Acrylamide sind als Monomere neurotoxisch. Einatmen,
Verschlucken und Beriihrung mit der Haut muB3 vermie-
den werden. Die Aufnahme erfolgt auch durch unverletzte
Haut, so daB unbedingt Einmalhandschuhe zu tragen
sind.

Deshalb sollten anstelle der Einwaagen der Acrylamide
kommerziell erhaltliche Acrylamid-Fertigldsungen ver-
wendet werden. Lésungen mit Massenanteilen von 30%
Acrylamiden (Massenverhaltnis 97 % Acrylamid und 3%
N,N'-Methylen-bis-acrylamid(BIS)) sind geeignet.

Reste von Acrylamiden sind mit einem Uberschuf von
Ammoniumperoxidisulfat (siehe 5.5) zum Auspolymerisie-
ren versetzt.

5.21 Gelstammiésung

291 g Acrylamid (C3HsNO) und 0,9 g N,N'-Methylenbis-
acrylamid werden in einem 100-ml-Becherglas in etwa
80 ml Wasser unter Rihren (Magnetrihrer, siehe 6.8)
geldst. Die Losung wird in einen 100-ml-MeBkolben Gber-
geflihrt, bis zur Marke aufgefllit und nach dem Mischen
uber ein Faltenfilter filtriert.

5.22 Trenngel-Pufferldsung

98¢g  Tris(hydroxymethylyaminomethan  (C4H;;NO3),
0,215 g Natriumdodecylsulfat (C4,H,5Na0,4S) und 5 mg
Natriumazid (NaN3) werden in einem 100-ml-Becherglas
in etwa 40 ml Wasser unter Riihren (Magnetriihrer) geldst
und der pH-Wert mit verdinnter Salzsaure ¢ (HCl) =
4 mol/l auf pH = 8,8 eingestellt. AnschlieBend wird die
Lésung in einen 50-mi-MeBkolben (bergefihrt und mit
Wasser aufgefllit.

5.23 Glycerin-Wasser-Mischung

60 g Glycerin (CaHgO3) werden mit 40 ml Wasser ver-
mischt.

5.24 Schwere Gellosung, Gelkonzentration
(Massenanteil der Acrylamide) = 4%

In ein 50-ml-Becherglas werden nacheinander 2,0 ml
Gelstammldsung (siehe 5.2.1), 3,5 ml Trenngel-Puffer-
Ibsung (siehe 5.2.2), 6 ml Glycerin-Wasser-Mischung
(siehe 5.2.3) und 3,5 ml Wasser pipettiert und anschlie-
Bend miteinander vermischt.

5.25 Leichte Gellésung, Gelkonzentration
(Massenanteil der Acrylamide) = 23%

In ein 50-ml-Becherglas werden nacheinander 9,2 mi

Gelstammldsung (siehe 5.2.1) und 2,8 ml Trenngel-Puffer-

16sung (siehe 5.2.2) pipettiert und miteinander vermischt.

5.3 Proben-Pufferlésung

In einem 25-ml-Becherglas werden zu 0,6 g SDS und
20 mg Dithiothreitol (DTT) (C4H190,S,) etwa 15 ml Was-
ser und genau 0,5 ml Trenngel-Pufferiésung (siehe 5.2.2)
zugegeben und unter Rihren (Magnetrihrer) geldst.

Die Losung wird in einen 20-ml-MeBkolben Ubergeflhrt
und bis zur Marke mit Wasser aufgefiilit. AnschlieBend
werden etwa 2 mg Bromphenoiblau (CygHgBrysO5S) zur
Sichtbarmachung der Front wahrend der Elektrophorese
zugegeben.

Die Pufferlésung ist bei Bedarf frisch herzustellen.

5.4 N,N,N',N'-Tetramethylendiamin
(TEMED)-L6sung

5 g TEMED werden in 20 ml Wasser gelost.

Achtung:
TEMED reizt die Augen, Atemorgane und die Haut.

5.5 Ammoniumperoxidsulfat (APS)-Lésung
80 mg APS [(NH,),S,0g] werden in 1 ml Wasser geldst.
Die Losung ist bei Bedarf frisch herzustellen.

5.6 Elektroden-Pufferlésung
(Gebrauchsldsung)

In einem 1-I-Becherglas werden 144 g Glycin (CoHzNO,),
10 g SDS und 0,1 g Natriumazid in etwa 900 mi Wasser
unter Rilhren (Magnetriihrer etwa 1h) geldst. Anschlie-
Bend wird der pH-Wert durch portionsweise Zugabe von
etwa 30 g Tris(hydroxymethyl)aminomethan auf pH = 8,3
eingestellt (etwa 2 h, bis ein konstanter pH-Wert erreicht
wird). Danach wird die Losung in einen 1-1-MeBkolben
{ibergefiihrt und bis zur Marke aufgeflllt. 1 Volumenanteil
dieser Stammldsung wird mit 9 Volumenanteilen Wasser
zur Herstellung der Gebrauchsldsung verdinnt.

5.7 Kerosin fiir Kiihlzwecke

5.8 Fixierlésung

100 ml  Essigsdure w (C,H4Oy) =100%?) (Eisessig),
400 ml Ethanol w (CH40) = 96%2) und 500 ml Wasser
werden miteinander vermischt.

5.9 Farbelésung

0,25 g Coomassie Brilliant Blau R 250 (C.1.42655)%)
werden in 250 ml Entfarbelosung (siehe 5.10) geldst. Die
Farbelésung wird anschlieBend durch einen Faltenfilter
(mittlere Filtrationsgeschwindigkeit) filtriert.

) Uber Bezugsquellen gibt Auskunft: DIN-Bezugsquellen
fir normgerechte Erzeugnisse im DIN Deutsches
Institut fr Normung e.V, Burggrafenstr. 6, 10787 Berlin,
Postanschrift 10772 Berlin

2) Massenanteil
3) Colour Index, The Society of Dryers and Colorists,
Bradford (England) and The American Association of
textile Chemists and Colorists, North Carolina (USA),
1971
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5.10 Entfarbelésung

80 ml Essigséure, w (C,H40,) = 100%32), 250 ml Ethanol,
w (CH40) = 96%32) und 670 ml Wasser werden mitein-
ander vermischt.

5.11 Imprégnieriésung

25 ml Glycerin w = 99%2) werden mit 250 ml Entfarbe-
I6sung (siehe 5.10) vermischt.

6 Gerate und Hilfsmittel

Ubliche Laboratoriumsgerite und insbesondere die fol-
genden:

6.1 ZentrifugengefiBe aus Kunststoff, konische MaBe
etwa 10 mm x 40 mm, passend flr die Tischzentrifuge
(siehe 6.2)

6.2 Tischzentrifuge, einstellbar auf 3000 g

6.3 GieBkassette, bestehend aus einer Deckglasplatte
(MaBe etwa 260 mm x 125 mm x 3 mm) mit U-formigem
Abstandshalter (0,5 mm), einer Glasplatte (MaBe wie
Deckglasplatte) und 4 bis 8 Kammern, geeignet fur das
Zusammenklammern der beiden Glasplatten.

ANMERKUNG: Geeignete GieBkassetten sind bei
den Elektrophorese-Geréateherstellern erhaltlich.

6.4 Transparente Klebefolie aus Polypropylen
6.5 Handgummiroller, Walzenbreite etwa 20 cm

6.6 Geltragerfolie’) (MaBe etwa 260 mm x 125 mm
x 0,2 mm) aus Polyester mit speziell behandelter hydro-
philer Oberflaiche zur Erhéhung der Haftfahigkeit des
aufpolymerisierten Polyacrylamidgels.
ANMERKUNG: Geeignete Produkte sind im Fach-
handel erhdltlich. Folien verschiedener Hersteller
besitzen jedoch unterschiedliche Haftfahigkeiten.
Von den im Handel erhaltlichen Geltragerfolien
haben sich nur wenige als geeignet erwiesen.

6.7 Gradientenmischer, bestehend aus zwei zylindri-
schen Kammern (Nennvolumen jeweils etwa 40 ml),
Schiebeventil zwischen den Kammern, Magnetrihrstab
fur die vordere Kammer und Kompensationsstab (Glas
oder Kunststoff) fir den Volumenausgleich in der hinteren
Kammer. Das Auslaufrohr der vorderen Kammer ist mit
einem etwa 20 cm langen Silikonschlauch (Innendurch-
messer 1,3 mm) versehen; in das vordere freie Ende des
Schlauches wird eine Kunststoffspitze (hergestellt durch
Abschneiden des vorderen Drittels einer gelben Pipetten-
spitze, passend fur 100-ul-Kolbenhubpipetten) gesteckt.

6.8 Magnetrithrer

6.9 Hoéhenverstellbare Laborplattform, etwa
140 mm x 120 mm

6.10 Verstellbare Kolbenhubpipette zum Abmessen
von Volumina zwischen 10 pl und 100 pl

6.11 Mikroliterspritze oder verstelibare Kolbenhub-
pipette zum Abmessen von 3 pl

) Siehe Seite 2
2) Siehe Seite 2
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6.12 Elektrodenbriicken

Chromatographiepapier, sehr schnell saugend, mit einem
Flachengewicht von 320 g/m?

Dicke: 0,9 mm; zurechtgeschnitten auf die MaBe von etwa
25cm xetwai2cm.

6.13 Farbe- und Entfarbeschalen (z. B. Instrumenten-
schalen), MaBe etwa 300 mm x 150 mm.

6.14 pH-Meter
6.15 Kryostat, einstellbar auf 15°C £ 1°C.

6.16 Stromversorgungsgerat, einstellbar auf 600V,
30 mA, 30 W.

6.17 Geschlossene Horizontal-Elektrophoresekam-
mer mit Kihiblock zur Aufnahme von Geltragerfolien
nach 6.6.

WARNHINWEIS:

Beim Offnen des Kammerdeckels muB eine Unterbre-
chung des Stromkreises sichergestelit sein.

6.18 Densitometer zur Transmissions-Messung der
gefarbten Proteinbanden mit einer computergestiitzten
Auswertung (automatisch und manuell) der gemessenen
Peakflachenwerte.

6.19 Skalpell

7 Probenahme
Nach DIN 10327

8 Durchfiihrung

ANMERKUNG: Bei Verwendung von geeigneten,
im Handel erhaltlichen, gebrauchsfertigen Gel-
tragerfolien mit dazugehdrigen Pufferstreifen
(siehe Anmerkung zu 5) sind die Arbeitsschritte
8.2 bis 8.4 nicht erforderlich.

8.1 Herstellung der Probenlésung

Der Proteinanteil der Probenidsung solite 3 mg Protein/ml
bis 5 mg Protein/ml betragen.
Etwa 40 mg Speisequark bzw. 12 mg Milchpulver bzw.
5 mg Casein bzw. Caseinat werden in ein Zentrifugenge-
faB nach 6.1 eingewogen, mit 1 ml Proben-Pufferlésung
(siehe 5.3) versetzt und grindlich durchmischt. Bei der
Untersuchung von Milch werden 100 ut Probe mit 900 pl
Proben-Pufferldsung versetzt. Die in der Proben-Pufferl6-
sung aufgenommene Probe wird 3 min im kochenden
Wasserbad erhitzt. Vor der Entnahme zur Elektrophorese
werden eventuell vorhandene unldsliche Bestandteile
durch Zentrifugation (siehe 6.2) abgetrennt.
ANMERKUNG: Zur Kontrolle der elektrophoreti-
schen Trennbedingungen bzw. Bandenzuordnung
kann eine milchproteinhaltige Kontrollprobe mitge-
fuhrt werden. Als Kontrollprobe eignet sich z. B. ein
Magermilchpulver, das Uber eine langere Zeit-
spanne bei —20°C ohne elektrophoretisch mef-

bare Veranderungen gelagertﬁerden kann.
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