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Identifizierung von Milchfett in anderen Fetten mit Hilfe der
Diinnschicht-Chromatographie

Von J.Cerbulisund C. A. Zittle
Eastern Regional Research Laboratory ¥, Philadelphia, Pennsylvania

Es wird eine diinnschicht-chromatographische Methode zur
Identifizierung von Milchfett in anderen Fetten beschrieben.
Kuh-, Schafs- und Ziegenmilch sowie Kuhkolostrum zeigen im
Triglycerid-Gebiet zwei Flecke, wahrend alle anderen Fette nur
einen Triglycerid-Fleck aufweisen. Der zweite Fleck im Chroma-
togramm der Milchfette besteht aus den langsamer wandernden
Triglyceriden mit einer niedrigen C-Zahl der Fettsdure-Kette
(Cg6—Cyq). 190 Milchfett ist in einem Fettgemisch noch nachweis-
bar, wenn 200 bis 400 pg des Fettgemisches verwendet werden.

Detection of Milk Fat in other Fats by Thinlayer-Chromatography

A method is described for the detection of milk fat in other
fats using thinlayer-chromatography. Cow, sheep, and goat milk
fat and cow colostrum showed two spots in the triglyceride
region; all other fats showed only one spot. Triglycerides with
a lower total number of carbon atoms in fatty acid chains
(C36—Cyo) migrate slower and show up as a second distinct spot,
which is characteristic of milk fat only. One per cent of milk
fat in a fat mixture is detectable when 200 to 400 pg of a fat
mixture is applied.

Das Auffinden von Mildprodukten in anderen Nah-
rungsmitteln war der Gegenstand umfangreicher Unter-
suchungen der Vergangenheit. Diese Entdeckung ba-
sierte auf der Identifizierung der Fette und Proteine,
der Lactose, der Sterine, Mineralstoffe oder anderer

* Eastern Utilisation Research and Development Division,
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Identification de la graisse de lait dans d’'autres lipides a l'aide
de la chromatographie sur couche mince

Le lait de vache, de brebis et de chévre, ainsi que le colostrum
de vache présentent dans la zone triglycéridique deux taches,
tandis que tous les'autres lipides n'en présentent qu'une seule.
On peut déceler jusqu'a 19 de graisse de lait dans un mélange
lipidique, si l'on emploie 200 & 400 pg de celui-ci.

Unentuduranusa MOJOYHOTO IKHPa B APYTHX JKHpaxX C
IIOMOIILI0O TOHKOCIOHHONH XpoMaTorpaduu.

OmnUCHBAETCA TOHKOCJIOWHO-XpOMaTorpaduyeckuit me-
TON, MACHTHQHUKALUH MOJOUYHOTO JKUPA B APYTHUX IKHPaX.
MOJIOKO KOPOBBI, OBIIBL 1 KO3BI H KOPOBbE MOJIO3HBO HMEIOT
B 006JlacTH TPUINIHLUEPHIOB JBa INATHA, BCe OCTaJIbHBIE
JKUPBI TOJBKO OJHO MATHO. BTOPOE NATHO XPOMATOIPaM MBI
MOJIOUHBIX 3KHPOB COCTOUT M3 6oJiee MENJIEeHHBIX TPUIJIH-
LEePHIOB ¢ MAJUBIM 4uciI0M C-aToOMOB (Cge-Cy). Ilpu mpu-
meHenuu 200-400b Ur sxHpOCMECH MOIKHO MJEHTHPHUIMPO-
BaThb 19, MOJIOUHOIO JKHDPA.

Bestandteile der Milch'. Die Identifizierung von tie-
rischen Fetten in Nahrungsmitteln bezog sich hauptsdch-
lich auf die Anwesenheit von Cholesterin, das der wesent-
liche Bestandteil des tierischen Fettes ist, seien es Milch-
oder Depotfette. Vor kurzem haben A. Kuksis und Mit-

1 J. Cerbulis, Detection of Milk Products in Chocolate and
other Foods by Paper-Chromatography, Rev. int. chocolat.
10, 342 [1955]. )



arb.? die gas-chromatographische Analyse der Trigly-
ceride des Butterfettes durchgefithrt. Die Entdeckung
beruhte auf der Molekulargewichtsverteilung der Fett-
Triglyceride.

Milchfette sind durch betrichtliche Anteile an kurz-
kettigen Fettsduren gekennzeichnet. Die Betrachtung der
Verteilung der Fettsduren mit unterschiedlicher Ketten-
linge im Milchfett der Kuh, der Ziege, des Schafes und
der Pferde®* zeigte allgemein, dafl erhebliche Mengen
von Fettsduren der C,- und der Cy—C,s-Gruppe vor-
kommen, obwohl die vorherrschenden Fettsiuren zu den
Ci6—Cis-Gruppen gehéren.

Pflanzliche Fette und tierische Depotfette enthalten in
der Hauptsache Cis-Fettsiuren®4 5, Kokosnufifett bildet
eine Ausnahme; dieses enthilt vornehmlich Cio-Fettsaure,
wahrend die Cy;—Cys-Sduren den kleineren Bestandteil
ausmachen .

Die Fettsduren kommen fast ausschlieflich als Trigly-
ceride vor, und zwar sowohl im tierischen als auch im
pflanzlichen Fett fast nur Triglyceride mit 52 bis 54
Kohlenstoffatomen. Die C-Atomzahl der Triglyceride
des Butterfettes jedoch liegt mehr bei Cs bis Cy und
bei Cyo bis Cyp &,

Die vorliegende Arbeit beschreibt eine Methode zur
Bestimmung von Milchfett in anderen Fetten mit Hilfe
der Diinnschicht-Chromatographie, wobei zwei Flecke im
Gebiet der Triglyceride erschienen, wo andere Fette nur
einen Fleck zeigen. Der untere der beiden Flecke gibt
vermutlich die Triglyceride mit den kurzkettigen Fett-
sduren wieder.

Seit dem Beginn unserer ersten Beobachtungen ist
eine Veroffentlichung? erschienen, die unsere Vermu-
tungen bestitigte. Wir hoffen, dafl diese charakteristische
Eigenschaft von Milchfett fiir die quantitative Bestim-
mung von Butterfett in Fettmischungen oder umgekehrt
eine Hilfe sein wird.

Materialien und Methoden

Es wurden die diinnschicht-chromatographischen Ausriistun-
gen der Firma Desaga, Heidelberg, benutzt; Silicagel G von
Merck, Darmstadt; bei den iibrigen Reagentien handelte es
sich um p.a.-Substanzen.

Reagentien zur ldentifizierung der Komponenten

1. Jod-Dimpfe und Permanganat-Sprithreagenz (ein Ge-
misch von 1 Teil 0.1 m KMnO,-Lésung und 8 Teilen 10%oiger
Schwefelsiure) 8.
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2. Eine 10%ige Lésung von Phosphormolybdinsiure °.

Beschreibung der Methode

Es wurden Dinnschicht-Platten nach einer von E. Stahl1®
beschriebenen Methode hergestellt, indem man 30 g Silicagel G
und 60 ml Wasser benutzte und 1 bis 2 Std. trocknete. Fett-
proben (8- bis 10%iger Konzentration) wurden in Benzol
geldst und mit Mikropipette auf die Platten aufgetropft. Fine
Menge von 200 bis 400 ug eines Fettgemisches, das bis 3%
Milchfett enthilt, ist fir 1.5 bis 2 ug der kurzkettigen Tri-
glyceride ausreichend. Die Platten wurden bei Raumtempe-
ratur entwickelt, bis die Losungsmittelfront die Spitzen der
Platte erreicht hatte (60 bis 120 Min.). Dann wurden die
Triglycerid-Flecke folgendermaflen identifiziert: Die Platten
wurden in eine Joddampf-Atmosphire gebracht. Diese Me-
thode ist sehr empfindlich, die erhaltenen Flecke sind . aber
nicht bestédndig. Sollen die Flecke fiir lingere Zeit noch sicht-
bar sein, dann wird der Joddampf abgedampft, dann das
Chromatogramm mit Permanganat-Lésung bespritht und 15
bis 20 Min. auf 110° bis 120° C erhitzt. Auf weifiem Untergrund
wurden braunschwarze Flecke sichtbar. Als Spriithlésung wurde
auch Phosphomolybdéinsdure benutzt. Alle drei Sprithreagen-
tien waren gleich empfindlich.

Fliefimittel: a) Benzol, b) Petrolither (80° bis 60° C) — Di-
dthylather — Essigsdure (80:20:1).
Fettproben: 33 verschiedene Fette wurden erprobt:
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Abb. 1. Diinnschicht-Chromatogramm
FlieBmittel: Petroldther/Didthylither/Essigsiure (80 : 20 : 1)
Sichtbarmachung mit Joddampf

1. Kokosnuf$sl

2. Kakaobutter

3. Kuhmilchfett

4. Rinderfett

5. Fettgemisch mit 1 bis 3% Milchfett und Milchschoko-
lade-Fett

A. Triglyceride

B. Freie Fettsduren (reine Stearin-, Palmitin- und Olsdure
wurden als Vergleichssubstanzen benutzt)

C. Cholesterin (reines Cholesterin wurde als Vergleichs-
substanz benutzt)
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a) Tierische Fette

Kuhmilch, Kuhkolostrum, Ziegenkise (aus Frankreich) und
Schafkise (aus Jugoslawien); Ochsen-, Schweine-, Génse-,
Enten-Kiicken-Depotfette wurden in diesem Labor fir die
Untersuchung vorbereitet. :

Fischleberdl, Fischdl (kaltes Verfahren) und Hundedepotfet
waren handelsiibliche Produkte.

b) Pflanzliche Fette

Das Fett von Kakao, Sonnenblumen, Erdniissen, Sojabohnen,
Haselntissen und Kiirbis wurde in diesem Labor. -iseliert;
ferner wurden untersucht: Baumwollsaat-, Oliven-, Tung-,
Lein-, Ricinus-, Mais-, Kokosnuf3- und Pfirsichkernole sowie
Margarine als handelsiibliche Produkte.

-c) Milchschokolade-Fett wurde aus handelsﬁblichelr
Milchschokolade extrahiert. !

d) Fett-Gemische

1 bis 290 Kuhmilchfett enthaltende Mischungen wurden im
eigenen Laboratorium hergestellt. ~

Ergebnisse

Die Lage der Triglyceride auf den Diinnschicht-Plat-
ten bildete die Grundlage fiir die Erkennung der Unter-
schiede zwischen Milchfett und Nicht-Milchfett. Alle
Milchfette (Kuh, Ziege, Schaf und Kuhkolostrum) er-
gaben zwei Triglycerid-Flecke. Alle anderen Fette
zeigten nur einen Triglycerid-Fleck. Kokosnuflél gab
einen Fleck, dessen Rf-Wert etwas kleiner war als die-
jenigen der tbrigen pflanzlichen und tierischen Depot-
fett-Glyceride; die Wanderungsgeschwindigkeit liegt
etwa in der Mitte zwischen den langsam bzw. schneller
wandernden Milchfett-Triglyceriden. Ricinus6l weist nur
einen schwachen Fleck im Triglycerid-Gebiet auf. Die
Hauptkomponente des Ricinuséles blieb in der Néhe des
Startpunktes. R. Maier und R. T. Holman ' kamen mit
Ricinusol zu dhnlichen Ergebnissen.

Die Untersuchungen haben gezeigt, dafl die Trigly-
ceride mit 48 bis 54 C-Atomen in der Fettsdurekette
schneller wandern als die Triglyceride mit kurzkettigen
Fettsduren und daff sie einen intensiven Fleck geben.
Triglyceride mit kurzkettigen Fettsduren wandern lang-
samer und zeigen einen zweiten deutlichen Fleck (Abb. 1).
Der zweite Fleck ist charakteristisch fiir Milchfett und
ermoglicht einen Weg zur Unterscheidung von Milchfett
von anderen Fetten. Mit Benzol als Losungsmittel wurde
ein dritter kleiner Fleck zwischen den beiden gréfieren
beobachtet.

Diese Methode wurde auch zur Untersuchung der
Silicagelsdule-Eluate der Triglycerid-Fraktionen von
Milchfetten verwendet. Die Ergebnisse zeigten, daf}
.hohermolekulare Triglyceride schneller als solche mit
niedrigerem Molekulargewicht eluiert wurden.

Mischungen von Fetten mit 1 und 2% Kuhmilchfett
zeigten im Triglycerid-Gebiet einen schwachen, aber

1 R. Maier u. R. T. Holman, Naturally Occurring Triglycerides
Possessing Optical Activity in the Glycerol Moiety, Bio-
chemistry 3, 270 [1964].

merklich - langsamer wandernden Fleck, wenn 200 bis
400 pg der Fettmischung aufgetropft wurden. Dieser klei-
nere Fleck ist charakteristisch fiir Milchfett-Mischungen
mit Kokosnufifett. Jedoch konnte nicht mit derselben
Genauigkeit getrennt werden, vermutlich wegen des
hohen Gehaltes an kurzkettigen Fettsduren.

Diskussion

Die am einfachsten durchzufithrende Identifizierung
von Milchfett in anderen Fetten wurde diinnschicht-
chromatographisch auf modifizierten Silicagel-G-Platten
erhalten. Durch Imprignierung der Platten mit
(NH,),S0,* oder Auswaschen mit einer Ather-Metha-
nol-Mischung (20 : 80) * konnte die Trennung nicht ver-
bessert werden. Eine benzolische Losung ergab etwas
langliche Flecke, die Trennung zwischen den beiden
Flecken war jedoch gut zu erkennen. Durch Mehrfach-
Entwicklung war es méglich, die Trennung zu verbessern.

Mit einem Gemisch aus Petrolither-Ather-Essigsaure
(80:20:1) als FlieBmittel wurden runde Flecke mit
hoheren Rf-Werten erhalten, allerdings trat mitunter
Schwanzbildung zwischen den beiden grofieren Flecken
auf. Die Identifizierung von Milchfett in anderen Fetten .
war jedoch noch sehr gut. Die anderen Systeme ergaben
fir alle Triglycerid-Fraktionen nur einen Fleck. Diese
diinnschicht-chromatographisch ~ erhaltenen Ergebnisse
stehen in Ubereinstimmung mit dem Befund von A.
Kuksis und Mitarb., die die Gas-Chromatographie zur
Untersuchung anwandten.

Frithere Versuche haben gezeigt, dafi 1% Milchfett in
Ochsenfett und verschiedenen anderen Fetten diinn-
schicht-chromatographisch identifiziert werden kann. Um
diese Methode zur Bestimmung von anderen Fetten in
Butterfett einsetzen zu konnen, wire eine quantitative
Bestimmung des Gewichtsverhéltnisses der beiden Tri-
glycerid-Gruppen im Butterfett erforderlich. Wenn das
Verhiltnis ausreichend konstant bleibt, konnte aus dem
schneller wandernden Fleck das Nicht-Milchfett bestimmt
werden. Andere Methoden mogen ebenfalls anwendbar
sein. M. L. Blank, J. A. Schmit und O. S. Privett*® haben
kiirzlich eine dinnschicht-chromatographische Methode
zur Trennung von Lipoiden beschrieben. Diese Methode
erfordert ein starkes Erhitzen der Chromatographier-
Platten unter normalen Bedingungen und eine Analyse
mit dem Densitometer. Zur endgiiltigen Identifizierung
von Milchfett in Fettgemischen konnen die Triglyceride
des langsamer wandernden Fleckes durch Gas-Chromato-
graphie (Kuksis-Methode) oder die kiirzerkettigen Fett-
siuren nach der Verseifung analysiert werden.

Die Autoren mochten auch an dieser Stelle den Herren
Daniel G. Pitcher, R. W. Riemenschneider sowie H. E. Kenney
{iir das groRziigige Zurverfiigungstellen von Fettproben dan-
ken.
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