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Mitt. Gebiete Lebensm. Hyg. 69, 85—95 (1978)

P. Kobler, Kantonales Laboratorium, Solothurn

Enzymatische Triglyceridbestimmung in Weichkédse —
eine Schnellmethode zur Fettbestimmung
in Milchprodukten

Einleitung

Enzymatische Analysenmethoden zeichnen sich im allgemeinen durch einen
geringen Arbeitsaufwand aus, weil die Spezifitit der Enzyme keine weitgehende
Aufarbeitung des Analysengutes erfordert.

Da Fettbestimmungen in Milchprodukten wie Kise in amtlichen Laboratorien
zum taglichen Brot gehoren und die im Schweizerischen Lebensmittelbuch ange-
botenen Methoden (1) mit relativ viel Zeitaufwand verbunden sind, erschien uns
die Moglichkeit einer enzymatischen Fettbestimmung priifenswert.

In einer Methodensammlung zur enzymatischen Lebensmittelanalytik (2)
bietet die Firma Boehringer, Mannheim, eine Methode zur Bestimmung von Milch-
triglyceriden an.

Sie diente als Grundlage fiir die vorliegende Arbeit.

Theorie

Das Ziel aller enzymatischen Bestimmungsmethoden ist, die zu ermittelnde
Substanz in eine enzymatische Reaktionssequenz, deren letzter Schritt mefibar ist,

einzuschleusen.

Die meflbaren Schritte sind meist Oxidation von NADH und NADPH bzw.
Reduktion von NAD* und NADP. Diese Substanzen lassen sich aufgrund ihrer
Absorption bei 340 nm (auch 334, 365 nm) quantitativ bestimmen.

Bei der chemischen oder enzymatischen Verseifung von Triglyceriden entsteht
neben den Fettsduren Glycerin. Dieses eignet sich als Mef3grofle fiir Triglyceride
und nimmt an der enzymatischen Reaktion gemafl Abbildung 1 teil.

Dabei ist der Verbrauch an NADH der Glycerinmenge und somit auch der
Triglyceridmenge dquivalent.
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Abb. 1. Reaktionsschema fiir die enzymatische Triglyceridbestimmung
ATP = Adenosintriphosphat ~ ADP = Adenosindiphosphat
NAD = Nicotinamid-adenin-dinucleotid

Ausarbeitung der Methode

Verseifung
Enzymatische Verseifung

Eine enzymatische Verseifung erfordert die Herstellung eines Homogenisates
in wallriger Phase, weil die Lipase Triglyceride nur dann hydrolisiert, wenn das
Substrat moglichst fein verteilt ist (3).

Eingehende Versuche zur Herstellung von Homogenisaten auch mit stabili-
sierenden Zusdtzen wie Citrat und Taurocholat fiihrten nicht zu reproduzier-
baren Resultaten. Obwohl neuerdings eine entsprechende Methode von der Firma
Boehringer erschienen ist, wurde vor allem aus Kostengriinden (Lipase und
Esterase sind sehr teuer) von der enzymatischen Verseifung Abstand genommen.

Chemische Verseifung
1. Allgemeines

Die Verseifungen wurden gemifl (4 und 5) mit 0,5 n dthanolischer Kalilauge
durchgefiihrt. Anschliefend wurden die Proben mit 2,5 n-Perchlorsidure neutrali-
siert und nach Carrez geklirt.

Schon bald zeigte sich, daff diese Verseifung das Kernstiick der Methode dar-
stellt.

Wie aus den Ringversuchen ersichtlich, wurden bei einzelnen Laboratorien bei
den Proben durchwegs zu hohe Werte gefunden, wihrend die gleichzeitig unter-
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suchten Trioleinstandards die erwarteten Werte lieferten. Andererseits wurden in
andern Labors fiir die Proben und die Standards zu tiefe Werte festgestellt.
Eine eingehende Besprechung mit Herrn Dr. H. O. Beutler, Forschungsleiter
bei der Firma Boehringer*, ergab folgende Sachlage:
Die Ausbeute an Glycerin aus der Verseifung ist von folgenden Faktoren
abhingig:
— von der Alkalitat der Kalilauge: zu starke Lauge induziert Nebenreaktionen
(vgl. unten), zu schwache Lauge ergibt zu niedrige Ausbeuten;
— vom Wassergehalt der verwendeten Kalilauge;
— von der genauen Einhaltung der Verseifungsbedingungen.

2. Einfluff der Verseifungsdauner

Nach Hadorn und Ziircher (6) geniigt eine Verseifungsdauer von 5 Minuten
fir eine vollstindige Verseifung. Diese Erfahrung konnte bestitigt werden
(Abb. 2). Allerdings ergaben sich nur Ausbeuten von ca. 96%.
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Abb. 2. Fettausbeute in Funktion der Verseifungsdauer

Gemif} Beutler benGtigen aber Triglyceride gewisser Fettsiuren bis ca. 18 Mi-
nuten zur Verseifung.

Durch die Aenderung der Verseifungsdauer von 15 auf 20 Minuten konnten so
die Ausbeuten an Glycerin auf Werte zwischen 98 und 100% verbessert werden.

Zu lange Verseifungszeiten fiihren allerdings bei den Proben zu Sekundir-
effekten, da die darin enthaltenen Zucker zu Glycerin gespalten werden, was zu
hohe Ausbeuten zur Folge hat.

* Unver6ffentlichte Resultate der Firma Boehringer Mannheim, Werk Tutzing, BRD
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Abb. 3. Fettausbeute in Funktion des Wassergehaltes der dthanolischen KOH

3. Einflufs des Wassergebaltes der Kalilange

Der Wassergehalt der dthanolischen Kalilauge beeinflufit den Siedepunkt der
Losung. Im allgemeinen fiihrt ein zu hoher Wassergehalt zu Verlusten (Abb. 3),
kann aber aus den gleichen Griinden, wie oben dargestellt, zu hohe Werte liefern.
So wurden bei Boehringer nach Verseifung einer 5%igen Glucoselosung Glycerin
und Milchsiure gefunden.

4. Bedingungen bei der Verseifung

Der Wassergehalt der dthanolischen Kalilauge sollte 5% nicht iiberschreiten.

Als Heizbad sollte ein siedendes Wasserbad beniitzt werden. Erhitzen auf of-
fener Flamme fiithrt zu ortlichen Ueberhitzungen und induziert die oben be-
schriebenen Effekte.

Dariiber hinaus geben wir der Verseifungslosung einen Magnetrithrstab bei
und rithren die Proben nach vorheriger Erwdrmung bis zum Siedepunkt kriftig,
weil sonst leicht eine Verklumpung der Kiseprobe stattfindet, was zu Verlusten

fihre.
Enzymatische Glycerinbestimmung

Sie verlduft nach dem Schema in Abbildung 1 und wurde mit einer Glycerin-
Testkombination fiir Lebensmittelanalytik der Firma Boehringer, Mannheim®,
durchgefiihrt. Die der Kombination beigelegte Arbeitsanweisung wurde geringfii-
gig abgedndert (vgl. praktischer Teil).

Es wurden von jeder verseiften Probe jeweils Doppelbestimmungen ausge-
fiihrt und die daraus resultierenden Mittelwerte zur Berechnung verwendet.

* Wir danken der Firma Boehringer, Mannheim in Zirich fiir die Ueberlassung einiger
Testkombinationen.
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Reproduzierbarkeit

Tabelle 1 zeigt die Zusammenstellung der durchgefiihrten Reproduzierbar-
keitsversuche. .

Die statistischen Berechnungen erfolgten nach Kaiser und Gottschalk (7) und
ergaben einen mittleren Streubereich von £ 0,5—0,6%.

In Anbetracht dessen, dafl Verdiinnungen von 1:2500 verwendet werden und
ein Unterschied von 0,001 Extinktionseinheiten auf dem Photometer Differenzen
von mehr als 0,1% Fett ergibt, mufl diese Streuung als sehr klein bezeichnet
werden.

Tabelle 1. Reproduzierbarkeit

Késeprobe 1 2 3 4
Einzelwerte in %o 37,83 30,61 27,84 19,90
37.97 30,74 28,04 19,91
38,13 30,63 28,34 19,91
37,94 30,43 27,99 19,66
38,50 30,60 28,15 19,90
38,23 30,96 19,84
38,36 30,73
38,25 30,80
30,43
Mittelwerte in %o 38,15 30,66 28,07 19,85
Standardabweichung + 0,227 * 0,171 + 0,187 + 0,098
Streubereich (P = 95%) + 0,539 + 0,395 + 0,519 £ 0,257
Rel. Streubereich in % t 1,4 gl I +1,8 £33
Anwendungsgrenzen

Aufgrund der zur Verfiigung stehenden Coenzym- und Enzymmengen sind
richtige Resultate nur zwischen 0,25 und 4 g Triglyceriden pro Probe mdglich.
Unsere Versuche zeigten, daff die giinstigsten Bedingungen bei Einwaagen zwi-
schen 1,2 und 1,4 g Kise liegen.

Die enzymatische Triglyceridbestimmung eignet sich nur fiir einheitliche Fette,
da die Bestimmung eines mittleren Molekulargewichtes nur dort reproduzierbar
ist. Das Molekulargewicht fiir Milchfett betrigt 742* und lifit sich aus der Ver-
seifungszahl bestimmen (8).

Aufgrund der weiter oben genannten Storungsméglichkeiten darf bei paralleler
Verseifung von Probe und Trioleinstandard die Ausbeute iiber den Standard (als
100% angenommen) berechnet werden. Dadurch eliminieren sich die aus den Be-
dingungen erwachsenen Ausbeuteverluste.

* Gemif} einem Brief der Firma Boehringer in die Laiterie vaudoise in Lausanne: MG =
742 *+ 2.9%,,
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Tabelle 2. Ringversuch
Laboratorium 1 2 3 Gravimetrie
Kiseprobe 1206 | 1207 1206 ] 1207 1206 | 1207 1206 1207 1206 1207
Einzelwerte in %0 28,13 20,06 29.53 20,99 27,85 19,75 29,43 22,57
28,36 20,09 29,69 20,68 27,80 19,50 29,58 22,36
28.12 20,09 29,73 20,36 27515 19.55 29.19 22:55
28,11 20,08 30,02 20,58 27,60 19,10 29,36 22,06
28,39 19,98 29,58 20,43 27,60 19,75 28,93 22.19
Mittelwerte in %o 28,22 20,06 29.71 20,61 27,80 1953 29,30 2235 28,52 20,14
Standardabweichung + 0,140 | £ 0,046 |+ 0,191 [+ 0,248 |+ 0,226 |+ 0,266 |+ 0,249 |+ 0,223
Streubereich (P:95°/0) + 0,389 | £ 0,129 |+ 0,531 |+ 0,688 |+ 0,629 + 0,739 |+ 0,692 |+ 0,619
Rel. Streubereich in %o g Sl E e 1R (£33 (£23 [E38 . |F24 %28




Ringversuch

Zur Priifung der Labortauglichkeit und Reproduzierbarkeit wurde ein Ring-
versuch durchgefiihrt.

Der Versuch fand statt bevor die Probleme bei der Verseifung erkannt waren.
Die Verwendung verschieden hergestellter Kalilaugen fiihrte deshalb in zwei
Laboratorien zu erhShten Werten, ohne aber die Aussage des Versuches zu be-
eintrachtigen.

Nach Vorversuchen, die einige Aenderungen an der Versuchsanordnung er-
gaben, wurden je zwei Kiseproben an die vier beteiligten Laboratorien verteilt.
Von jeder Probe waren fiinf Ansitze zu verseifen und jeweils eine doppelte
enzymatische Bestimmung vorzunehmen.

Wie Tabelle 2 zeigt, konnten {iberall gut reproduzierbare Werte erreicht
werden.

Auch der aus den Versuchen in Tabelle 1 ermittelte Streubereich von * 0,5 bis
0,6%0 konnte fast durchwegs eingehalten werden. Abweichungen nach oben sind
lediglich der noch nicht routinierten Arbeitstechnik zuzuschreiben.

Diskussion

Der erfolgreiche Einsatz in unserem Laboratorium beweist, dafl sich die vor-
liegende Methode sehr gut zur routinemifligen Kontrolle der Fettgehalte von
Weichkise eignet.

Die Beurteilung der Resultate gemafl Deklaration und Lebensmittelverord-
nung erfordert allerdings bei einzelnen Proben zusitzliche Untersuchungen. Denn
wie zu erwarten findet man, enzymatisch ermittelt, leicht tiefere Werte als aus
parallel ausgefiihrten gravimetrischen Bestimmungen.

Die vorliegende Methode bestimmt ndmlich den Absolutgehalt an Triglyceri-
den, wihrend gravimetrisch auch Fettalkohole, Kohlenwasserstoffe, Sterine usw.
miterfaflit werden. So miissen Proben, deren enzymatisch ermittelter Fettgehalt
unter dem deklarierten Wert liegt, zusitzlich gravimetrisch untersucht werden.
Wie aus Tabelle 3 ersichtlich, wire dies von den insgesamt 13 unteruchten
Weichkisemustern nur bei 3 Proben notwendig.

Untersuchungen i{iber den Gehalt an freiem Glycerin in Weichkidse ergaben
in allen Fillen negative Resultate, so dafl von dieser Seite keine Verfilschungen
der Ergebnisse zu erwarten sind.

Bei der enzymatischen Bestimmung lohnt es sich, den Verlauf der Reaktion
auf dem Schreiber des Photometers mitzuverfolgen. Dadurch konnen Stérungen
sofort erkannt und oft auch ihre Ursache festgestellt werden.

Im Moment sind Untersuchungen im Gange, die vorliegende Methode auf
weitere Milchprodukte wie Joghurt und Quark anzuwenden. Die vorldufigen
Ergebn.isse sind sehr ermutigend, und wir hoffen in Kiirze dariiber berichten zu

onnen.
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Tabelle 3

Vergleich Enzymatik — Gravimetrie anhand einiger Proben aus dem Handel

e | Jett | Fett Angabe auf der
Kiseprobe Fett E | Fett G ™™ 1;:1;[‘1\}51 1{3}3‘1(\3‘[ Packung
Weichkise CH 9% 23,05 | 23,45 | 48,62 | 47,41 | 48,32 | Vollfett
Weichkise CH % 19,79 | 20,01 | 44,86 | 44,12 | 44,61 Vollfett
Weichkise F 9 34,21 | 34,67 | 53,08 | 64,45 | 65,32 | 63%0 Fett in TM
Weichkise CH 9% 25,05 | 25,72 | 51,39 | 48,74 | 50,01 | Vollfett
Weichkise F % 38,24 | 38,21 | 58,80 | 65,03 | 64,98 | 60%0 Fett in TM
Weichkise CH %o 19,02 | 19,50 | 40,73 | 46,70 | 47,86 | Vollfett
Weichkise CH b 20,96 | 21,08 | 44,09 | 47,58 | 47,81 Vollfett
Frischkise F 9 43,04 | 43,27 | 57,85 | 74,40 | 74,80 | 70%p Fett in TM
Weichkise F 9% 27,851 28,071 5491 | 50,72 | 5112 50%0 Fett in TM
Weichkise F 9% 18,25 | 18,68 | 41,78 | 43,68 | 44,71 50%0 Fett in TM
Frischkise F 9 43,18 | 43,28 | 55,78 | 77,41 | 77,59 70%0 Fett in TM
Weichkise F 9% 18,02 | 18,28 | 38,36 | 46,98 | 47,65 409 Fett in TM
Frischkise F 9 27,21 | 27,92 | 47,54 | 57,24 | 58,73 58%/o Fett in TM

E = enzymatisch G = gravimetrisch TM = Trockenmasse

Praktischer Teil

Reagenzien

— 0,5 n dthanolische KOH: Man stellt eine mindestens 10 n wifirige KOH her
(titrimetrisch bestimmt). Daraus verdiinnt man mit absolutem Alkohol auf
0,5 n. Dadurch wird der Wassergehalt maximal 5%. Die KOH p. A. der Firma
Merck enthilt garantiert kein Glycerin.

— 2,5 n Perchlorsinre

— Carrez-Lésung 1: 150 g K4 [Fe (CN)g] * 3 H2O zu 1 1 16sen.

— Carrez-Lésung I11: 300 g ZnSOy - 7 HoO zu 1 1 18sen.

— Glycerin-Testkombination fiir Lebensmittelanalytik, Boehringer fiir 3X10
Bestimmungen. Nr. 148270, erhiltlich bei Boehringer, Mannheim (Schweiz)
AG, Ziirich.

— Triolein, Fluka, puriss.

Gerdte

— 50 ml Schliffkolben NS 29/32

— Intensivkiihler NS 29/32 |

— Kolbenhubpipetten 10 pl, 100 pl, 1 ml oder Enzymtestpipetten

— Glas- oder Kunststoffkiivetten 1 cm

— UV/VIS Spektralphotometer, Wellenlinge 340 nm
Extinktionsbereich 0—2 E, moglichst mit Schreiber
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Ausfithrung der Bestimmung
Probenvorbereitung

— Kise entrinden und gut mischen, Hart- und Halbhartkdse konnen gerieben
werden.

— 1,2—1,4 g Kidsemasse in 50-ml-Schliffkolben auf 0,1 mg genau einwigen

— etwas Bimssteingrief§ und einen Magnetriihrstab zugeben

— mit 10 ml 0,5 n dthanolischer KOH versetzen

— im kochenden Wasserbad bis zum beginnenden Sieden erhitzen und anschlie-
end auf dem Magnetriihrer bis zur vollstindigen Losung rithren (ca. 1 Minute)

— am Riickflufl im kochenden Wasserbad vom Siedepunkt an 20 Minuten kraftig
kochen lassen

— anschliefend mit 2,5 n-Perchlorsiure (ca. 1 ml) mittels pH-Meter neutrali-
sieren

— quantitativ in einen 250-ml-Meflkolben tiberfiihren

— mit je 2 ml Carrez I und II versetzen, zur Marke auffiillen und durch ein
doppeltes Faltenfilter filtrieren, wobei die ersten 20 ml Filtrat verworfen
werden

— vom Filtrat werden 0,1 ml zum Test eingesetzt.

Enzymatische Bestimmung

Die der Glycerin-Testkombination beigelegte Arbeitsanleitung wurde ge-
ringfligig abgeindert.

1. Vorbereitung der Test-Kombination

— Die Puffer-Coenzym-Mischung in Flasche 1 wird mit 12 ml bidest. Wasser
versetzt und durch Schiitteln oder mittels Magnetriihrer gelost.
— Die Enzymlosungen in Flasche 2 und 3 werden unverindert verwendet.

2. Bestimmungsansatz

Die enzymatische Bestimmung erfolgt nach dem Schema in Tabelle 4.

Der Leerwert mufy pro Testkombination nur einmal bestimmt werden, da er
sich innerhalb einer Packung nicht verindert.

Alle Proben werden doppelt angesetzt und der daraus resultierende Mittel-
wert fiir die Berechnung beniitzt.

3. Berechnung

Man bildet fiir Probe und Leerwert die Extinktionsdifferenz E;—Es und be-
rechnet durch Differenzbildung A E.

NE = (E1—E2)Probe e (EI‘“‘EZ)Leerwert

Nach der allgemeinen Berechnungsformel fiir die Bestimmung der Konzen-
tration gilt:
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V- -MG

-AE £,
a-d-v-1ooo-4A i

C [g/250 ml] =

V = Testvolumen = 3,02 ml
v = Probevolumen = 0,1 ml
MG = Molekulargewicht = 742 fiir Milchtriglyceride
d = Schichtdicke =1 cm
¢ = Extinktionskoeffizient von NADH = 6,3 bei 340 nm
f¢¢ = Korrekturfaktor, aus dem Trioleinstandard bestimmt
Daraus ergibt sich:
3,02 742
C= *AEg40nm * fst = 0,889 - AE340 nm * fst

6,3+1-0,1 <1000 -4

Mit jeder Charge 0,5 n dthanolischer KOH wird eine Bestimmung des Trio-
leinstandards durchgefiihrt. Der Quotient aus Einwaage und dem enzymatisch
ermittelten Wert ergibt den Korrekturfaktor fs, mit welchem alle mit dieser KOH
verseiften Proben zu multiplizieren sind.

Vom Triolein werden 0,4 g eingewogen. Bei der Berechnung ist in der Formel
das Molekulargewicht 742 durch jenes von Triolein 885,5 zu ersetzen.

Tabelle 4. Bestimmungsansatz fiir die Enzymreaktion

In Kiivetten pipettieren Leerwert (ml) Probe (ml)
Losung 1 1,00 1,00
Bidest. Wasser 2,00 1,90
Probelésung - 0,10
Suspension 2 0,01 0,01

Mischen und nach genax 10 Minuten Extinktion E, messen
Reaktion starten durch Zugabe von

Suspension 3 0,01 0,01

Mischen und nach genax 15 Minuten Extinktion E, messen

Wellenlange: 340 nm Messung gegen Luft
Temperatur: 20—25°C Testvolumen: 3,02 ml
Dank

Wir danken den an den Ringversuchen beteiligten amtlichen Laboratorien der Kan-
tone Zug, Luzern und Bern, dem Zentrallabor des Migros-Genossenschaftsbundes in Zii-
rich fiir ihre spontane Mitwirkung sowie der Firma Boehringer, Mannheim, fiir ihre
wertvolle Unterstiitzung.
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Unser Dank gehort auch Herrn Tschirren fiir die gewissenhafte Ausfithrung der
laboreigenen Versuche.

Zusammenfassung

Es wird eine Methode zur Bestimmung des Fettgehaltes in Weichkise vorgestellt.
Der Kiase wird mit 0,5 n dthanolischer KOH verseift und das daraus entstehende Gly-
cerin enzymatisch bestimmt. Im Gegensatz zu gravimetrischen Methoden bendtigt diese
Bestimmung einen wesentlich geringeren Zeitaufwand und eignet sich deshalb gut zur
routinemifligen Kontrolle.

Résumeé

On décrit une méthode pour déterminer la teneur en matiere grasse du fromage.
Le fromage est saponifié avec KOH 0,5 n alcoolique et la glycérine formée est dosée
par une méthode enzymatique. Comparée aux méthodes gravimétriques, la détermination
enzymatique est nettement plus rapide et se préte bien a des contrbles en série.

Summary

A new and short method for determination of fat in cheese is presented. The cheese
is treated with alcoholic KOH. The resulting glycerol is determined by an enzymatic
reaction. Compared with gravimetric methods it needs much less time and is qualified
for routine controls.
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