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Abb.4.2.2: SDS-Polyacrylamidgel

pasteurisierten (Past.), ESL- und UHT-Milchen.

Auftragemenge: Marker: 13 pl, Referenz, Rohmilch, pasteurisierte, ESL und UHT-Milch: 52 pl.
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5. Diskussion

5.1. Ermittlung des Gehaltes an nativem 3-Lactoglobulin in
ESL-Milch mittels RP-HPLC

Der Gehalt des Hauptmolkenproteins B-Lactoglobulin kann mittels RP-HPLC

sehr gut nachgewiesen werden.

5.1.1. Chromatographisches System und Probenaufbereitung

Als stationare Phase wurde eine Reversed Phase Saule 2,1 x 150 mm mit einer
Partikelgrofle von 3,5 pm verwendet. Die geringe Partikelgrofie der
verwendeten Saule bewirkt eine hohe Trennleistung, ist jedoch auch anfalliger
fur Verschmutzungen. Dieses Problem trat wahrend meiner gesamten Analyse-

dauer nicht auf, da eine regelmafige Reinigung der Saule durchgeflhrt wurde.

Als polare Eluenten werden Acetonitril und UHQ-Wasser verwendet, welche mit
0,1 %iger Trifluoressigsaure versetzt werden (Laufmittel A: UHQ-Wasser +
0,1 % Trifluoressigsaure, Laufmittel B: 100 % Acetonitril + 0,1 % Trifluoressig-
saure).

Die verwendeten Laufmittel weisen einen hohen Reinheitsgrad auf, da
Verunreinigungen zu zusatzlichen Peaks (Geisterpeaks) im Chromatogramm

fuhren konnen. Sie wurden vor dem Einsatz filtriert.

Die UV-Detektion wurde bei einer Wellenlange von 205 nm durchgefiihrt. Die

Chromatogramme weisen eine gute Auflosung der Peaks auf.

Die im IDF Standard 178A:1999 beschriebene Probenaufbereitung ist sehr gut

wiederzugeben.
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5.1.2. B-Lactoglobulingehalt in Kuhmilch

Die durchschnittliche Zusammensetzung der Kuhmilch ist abhangig von der
Gattung, Altersklasse, Futtermitteln, Haltung und gesundheitlichem Wohl-
befinden (SPREER, 2005; SCHLIMME und BUCHHEIM, 1999) sowie von
Genetik, Laktationsverlauf und Umgebungsbedingungen (KROMKER und
BRUCKMAIER, 2007).

Der Gehalt an nativem B-Lactoglobulin in Kuhmilch unterliegt gro3en saisonalen
Schwankungen und ist abhangig von den jeweils eingesetzten Erhitzungs-
verfahren (Zeit-Temperatur-Bedingungen) sowie von diversen Faktoren der
Lagerung.

Dieses Molkenprotein ist ein geeigneter Indikator im Bereich der Pasteurisation,
ab einer Temperatur von > 62° C, sowie im Hocherhitzungs- (86° — 125° C) und
Ultrahocherhitzungsbereich (140° C).

Von den zwei Hauptmolkenproteinen ist p-Lactoglobulin der geeignetere
Hitzeindikator wegen der geringeren Hitzestabilitat (SCHLIMME et al., 1996).

Ein bestehender Zusammenhang der B-Lactoglobulin-Denaturierung mit dem
Fettgehalt ist noch strittig, der Laktosegehalt beeinflusst diesen protektiv
(CLAEYS et al., 2002).

Aufgrund des hohen Anteils an essentiellen a-Aminosauren (Vor allem Lysin) ist
das p-Lactoglobulin erndhrungsphysiologisch von sehr groRer Bedeutung
(SPREER, 2005).

Die allergieauslosenden Eigenschaften der Proteine in der Kuhmilch, vor allem
B-Lactoglobulin, kann durch diverse Herstellungsprozesse (Erhitzung mit hohen
Temperaturen etc.) herabgesenkt werden (EL-AGAMY, 2007). Erfolgt eine
Kombination von physikalischen mit enzymatischen Behandlungen kommt es

ebenfalls zu einer Reduktion der Proteinunvertraglichkeit (MAIER et al., 2006).
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5.1.2.1. B-Lactoglobulingehalt der Rohmilchproben
Der durchschnittliche B-Lactoglobulin-Gehalt fur Rohmilch liegt bei 3300 — 3500
mg/L (SCHLIMME et al., 1996; BRANDL, 1997).

Bei den untersuchten Chargen weisen die pasteurisierten Milchen Clever
Volimilch und NOM Vollmilch einen héheren Gehalt an nativem B-Lactoglobulin
auf, als die beiden Rohmilchproben Amstetten und Erlach.

Es ist sehr auffallend, dass die Rohmilch Erlach einen so deutlich geringen
Gehalt an nativen pB-Lactoglobulin (3182 mg/L) aufweist. Dies ist hochst-
wahrscheinlich auf saisonale Schwankungen bzw. eine Erwarmung > 40° C
zuruckzufuhren.

Der ermittelte B-Lactoglobulin-Gehalt von den pasteurisierten Milchen Almsana
Vollmilch und Echt Bio Vollmilch ist ebenfalls hoher als jener der Rohmilch
Erlach. Diese pasteurisierten Milchen wurden einer sehr schonenden Erhitzung

unterzogen.

Die angegebenen Rohmilchwerte des nativen p-Lactoglobulin in diversen
Literaturen liegen um ein vielfaches hoéher als meine analysierten Ergebnisse
(SCHLIMME et al., 1996; CLAEYS et al. 2004).

5.1.2.2. B-Lactoglobulingehalt der pasteurisierten Milchproben
Pasteurisierte Milchen weisen eine hohe ernahrungsphysiologische Qualitat
aufgrund des eingesetzten schonenden Erhitzungsverfahrens auf.

Der Mindestgehalt an nativem B-Lactoglobulin fur Kurzzeitpasteurisierung ist bei
2600 mg/L und fir Hochpasteurisierung bei 2000 mg/L festgelegt (SCHLIMME
et al., 1996; BRANDL, 1997; CLAEYS et al., 2004).

Bei den acht analysierten, pasteurisierten Milchen liegen die Messwerte
deutlich oberhalb der empfohlenen Mindestgrenzwerte laut Literatur. Diese

pasteurisierten Milchen wurden einer Kurzzeiterhitzung unterzogen.
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RABA (2008) ermittelte ebenfalls den Gehalt an nativem p-Lactoglobulin bei
unterschiedlich hoch erhitzten Milchen (anderer Chargen). Bei der Gegen-
Uberstellung meiner ermittelten nativen p-Lactoglobulin-Gehalte mit jenen von
RABA werden nur sehr geringe Abweichungen festgestellt. Diese sind auf

saisonalen Schwankungen zurtckzufuhren.

Die pB-Lactoglobulin-Werte im Bereich der Pasteurisation bei SCHLIMME et al.
(1996) liegen um vielfaches hoher als meine analysierten Messwerte. Bei
ELLIOTT et al. (2003) ist der B-Lactoglobulin-Gehalt in pasteurisierten Milchen
im Bereich von 3203 - 1392 mg/L angesiedelt.

5.1.2.3. B-Lactoglobulingehalt der ESL-Milchproben

Die Extended-shelf-life Milch hat in der heutigen Gesellschaft einen sehr hohen
Stellenwert aufgrund der verlangerten Haltbarkeit im Bezug auf pasteurisierte
Milch und des héheren Nahrstoffgehaltes im Vergleich zur UHT-Milch.

DYCK (1999) setzt den Mindestwert an nativem B-Lactoglobulin bei 1800 mg/L
fest, bei GALLMANN et al. (2001) liegt die untere Grenze bei 1600 mg/L.

Die Analyse der 19 ESL-Proben zeigten erstaunliche Ergebnisse. Natur aktiv
Bio-Vollmilch, Milbona, NOM Laktosefrei, Bioness Bio-Vollmilch, NOM Halbfett,
NOM Vollmilch, Die leichte Muh und Himmeltau Kinder-Volimilch wiesen
B-Lactoglobulin-Gehalte deutlich oberhalb der erwahnten Mindestgrenzwerte
auf.

A faire Milch mit einem nativen B-Lactoglobulin-Gehalt von 1882 mg/L liegt auch
noch knapp uber dem Mindestwert.

Die restlichen analysierten ESL-Milchen zeigen einen deutlichen Sprung im
Bezug auf den B-Lactoglobulin-Gehalt. Ja naturlich Vollmilch, Spar Bio-Voll-
milch, Ja naturlich Leichtmilch, Spar Laktosefrei weisen einen p-Lactoglobulin-
Gehalt im Bereich von 400 - 331 mg/L auf. Bei Milchkanne, Schardinger — Die
schlanke Linie, Bio Bio Vollmilch, NOM Schulmilch, NOM Fasten und NOM
Guten Morgen liegen die Gehalte des B-Lactoglobulins unterhalb der UHT-Milch
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Maresi — Die Leichte (272 mg/L). Die Herstellung dieser ESL-Milchen erfolgte
hdchstwahrscheinlich auf UHT-Anlagen. Die zuletzt erwahnten ESL-Milchen
konnen aus diesem Grund qualitativ der UHT-Milch gleichgesetzt werden und
bedurfen im Verkaufsgebaude keiner kuhlen Lagerung.

Es ist sehr erschreckend, dass von 19 analysierten ESL-Milchen nur neun den

Qualitatsanforderungen einer ESL-Milch entsprechen.

Einige ESL-Milchen, vor allem NOM Schulmilch, werden fiir Kinder als
geeignete Trinkmilch angepriesen, obwohl eine verminderte ernahrungs-
physiologische Qualitat vorliegt. Bei Himmeltau Kinder-Vollmilch soll der hohe

Gehalt von Calcium, Kalium, Magnesium und Vitamin D zum Kauf animieren.

Die Konsumenten werden teilweise auch zum Kauf verfluhrt, wenn zum Beispiel
wie bei Spar Laktosefrei ein hoher Gehalt an Calzium angepriesen wird, obwohl
dieses Produkt mit einer UHT-Milch gleichzusetzen ist. Schardinger — Die
schlanke Linie und NOM Guten Morgen locken zusatzlich noch mit einem

hohen Ballaststoffgehalt bzw. mit Vitamin D-Zusatz.

Die ermittelten p-Lactoglobulin-Werte werden mit jenen von RABA (2008)
verglichen, um etwaige Unterschiede zu ermitteln. Die analysierten Ergebnisse
bei NOM Laktosefrei, Ja natirlich Leichtmilch, Spar Laktosefrei, NOM
Schulmilch, NOM Guten Morgen und NOM Fasten weichen nur sehr gering von
meinen ermittelten Werten ab. Saisonale Schwankungen sind auch hierfur
wieder der Grund.

Bei A faire Milch ist eine deutlich Abweichung des Gehaltes an p-Lactoglobulin
zu erkennen. RABA (2008) ermittelte einen Wert von 2690 mg B-Lactoglobulin/L
(MHD 02.03.2007), welcher um Uber 800 mg hoher liegt, als der von mir
analysierte Wert. Meine analysierte Charge von A faire Milch wurde bei hohen
Erhitzungstemperaturen hergestellit.

Geringere Unterschiede im pB-Lactoglobulin-Gehalt sind auch bei Himmeltau

Kinder-Vollmilch und NOM Vollmilch nachzuweisen.
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5.1.2.4. B-Lactoglobulingehalt der UHT-Milchproben

Milchen, welche durch UHT (Ultra high temperature processing) -Verfahren
hergestellt werden, besitzen eine langere Haltbarkeit, welche mit hohen
Nahrstoffverlusten einhergenht.

Der Mindestgehalt an nativem p-Lactoglobulin liegt laut GALLMANN et al.
(2001) bei 700 mg/L fur direkte UHT-Verfahren bzw. bei 150 mg/L fur indirekte
UHT-Verfahren.

Bei der Analyse von sieben UHT-Milchen einer bestimmten Charge lagen die
B-Lactoglobulin-Gehalte oberhalb bzw. an der Grenze des genannten Mindest-
gehaltes des indirekten UHT-Verfahrens (272 - 150 mg/L).

Auch hier wurden die ermittelten B-Lactoglobulin-Werte von RABA (2008) zu
Vergleichszwecken herangezogen. Es konnten keine signifikanten Unter-
schiede festgestellt werden. Dies lasst darauf schlielen, dass die Milchen auf

Anlagen der gleichen Bauart dem Erhitzungsprozess unterzogen wurden.

Die angegebenen Gehalte des nativen p-Lactoglobulins in diversen Literaturen
liegen im selben Bereich bzw. etwas hoher als meine analysierten Ergebnisse
(SCHLIMME et al., 1996; CLAEYS et al. 2004; ELLIOTT et al., 2003).

5.1.3. Reproduktionsiiberprifung

Bei der Uberpriifung der Prazision wurden drei ESL-Milchen aufgetaut, der

Probenaufbereitung unterzogen und mittels RP-HPLC analysiert.

Bei Milbona (Einfrierdauer: 7 Wochen) zeigten sich nach einmaliger Auf-
arbeitung und sechsfacher Injektion keine signifikanten Unterschiede im
B-Lactoglobulin-Gehalt. Dies traf auch bei Himmeltau Kinder-Vollmilch
(Einfrierdauer: 4 %2 Wochen) und NOM Fasten (Einfrierdauer: 4 Wochen),

welche einer jeweils dreifachen Aufarbeitung und Doppelinjektionen unterzogen
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wurden, zu. Daraus ergibt sich, dass Einfrieren keinen Verlust an nativem

B-Lactoglobulin bei oben erwahnter Einfrierdauer zur Folge hat.

Bei Himmeltau Kinder-Vollmilch wird bei B-Lactoglobulin ein Variations-
koeffizient von 1,1 % ermittelt, bei NOM Fasten liegen die Werte bei 0,7 %. Die
Grenze dieser einfachen Bestimmungen liegt bei 3 %. Daraus ergibt sich eine
hohe Prazision des chromatographischen Systems bzw. minimalste Fehler bei

der Aufarbeitung der Proben.

Der ermittelte Wert der ESL-Milchprobe Milbona liegt auch noch knapp
unterhalb der definierten Grenze (0,7 %), begrindet durch Abweichungen bei

der Probenaufarbeitung.

5.2. Ermittlung des Gehaltes an nativem [B-Lactoglobulin in
ESL-Milchen mittels Nativer und SDS-PAGE

Um den Denaturierungsgrad der Molkenproteine durch elektrophoretische
Verfahren qualitativ zu ermitteln, wurde eine Native und Sodiumdodecylsulfat-
Polyacrylamidgelelektrophorese durchgefihrt.

Bei Durchfihrung einer SDS-PAGE ist die richtige Menge an Natrium-
dodecylsulfat und DDT als Reduktionsmittel sehr wichtig. SDS fuhrt zu einer
Denaturierung der Proteine. Dies bewirkt, dass die Proteine eine ahnlich
negative Ladung aufweisen (HOEFER, 1994).

Die Auftragemenge ist von sehr groRer Bedeutung. Bei einer geringen

Auftragemenge sind die Intensitaten der Banden sehr schwach. Eine geringere

Trennleistung tritt bei grolRen Auftragemengen auf.
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Es wurden 13 ausgewahlte, tiefgefrorene Milchproben (Eine Rohmilch, drei
pasteurisierte Milchen, acht ESL-Milchen und 2zwei UHT-Milchen) zur

qualitativen Bestimmung des p-Lactoglobulins herangezogen.

Die Reihenfolge der Auftragung der Milchproben erfolgte mit absteigendem
B-Lactoglobulingehalt, welcher mittels RP-HPLC ermittelt wurde. Als Standard
diente eine Sauremolke, welche fur die Ermittlung der ProteingrofRe wichtig ist.
Nach Beendigung der Elektrophorese und Farbung wurde die Position
bestimmit.

Die jeweilige Art des eingesetzten Erhitzungsverfahrens ist durch die Intensitat

der Banden des B-Lactoglobulins sehr gut ersichtlich.

Bei der Nativen Polyacrylamidgelelektrophorese erfolgt die Trennung aufgrund
der elektrischen Ladung (HOEFER, 1994).

Bei der SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese erfolgt die Trennung aufgrund des
Molekulargewichtes (MEHRENS und MULLER, 1991).
B-Lactoglobulin (A + B) wird bei einem Molekulargewicht von rund 18 kDa,

a-Lactalbumin bei etwa 14 kDa lokalisiert.

Bei beiden Formen der Polyacrylamidgelelektrophorese ist ersichtlich, dass die
ESL-Milchen Ja natirlich Vollmilch und Schardinger — Die schlanke Linie
B-Lactoglobulin-Gehalte aufweisen, welche im Bereich von UHT-Milchen

anzusiedeln sind.

78



Schlussbetrachtung

6. Schlussbetrachtung

Der Nachweis des saureldslichen B-Lactoglobulins zur Klassifizierung der
eingesetzten Erhitzungsverfahren ist von sehr groRer Bedeutung. Dadurch
konnen Ruckschlisse auf die Beeintrachtigung der ernahrungsphysiologischen

und sensorischen Qualitat gezogen werden.

Die Analyse des nativen p-Lactoglobulins als Erhitzungsindikator in
unterschiedlich hoch erhitzten Milchen mittels RP-HPLC erweist sich als gut
durchfihrbar. Der eingesetzte Probengradient weist eine optimale
Trennleistung und eine relativ kurze Analysedauer von 25 Minuten auf. Es
wurden auch elektrophoretische Verfahren (Native und SDS-PAGE) zum

qualitativen Nachweis der Molkenproteinfraktionen durchgefihrt.

Die mittels RP-HPLC analysierten Extended-shelf-life Milchen weisen eine
groRe Bandbreite des p-Lactoglobulingehaltes auf. Weniger als die Halfte der
untersuchten ESL-Milchen besitzen einen Wert oberhalb des empfohlenen
Mindestgehaltes von 1800 mg/L. Die anderen sind bezuglich ihrer Qualitat mit
UHT-Milchen gleichzusetzen, da die Inhaltsstoffe stark durch nicht schonende
Behandlung beeintrachtigt wurden. Die zuletzt erwahnten ESL-Milchen wurden
auf UHT-Anlagen dem Erhitzungsprozess unterzogen und sollten nicht als
Konsummilch bevorzugt werden.

Von den untersuchten Rohmilchen konnte nur bei einer Probe der
durchschnittliche  B-Lactoglobulin-Gehalt  bestatigt werden.  Saisonale
Schwankungen bzw. eine Erwarmung > 40° C sind hierfur die Grinde.

Bei den pasteurisierten und UHT-Milchen wurden die empfohlenen Mindest-
gehalte fur Kurzzeitpasteurisierung (2600 mg/L) bzw. indirekte UHT-Erhitzung
(150 mg/L) an nativem p-Lactoglobulin Uberschritten. Dies weist auf eine

schonende Warmebehandlung der Milch hin.
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Die Native und SDS-PAGE zeigen eine gute Trennung der einzelnen Molken-
proteinfraktionen. Durch die Intensitat der Banden des B-Lactoglobulins kann

auf das jeweils eingesetzte Erhitzungsverfahren geschlossen werden.

Die RP-HPLC ist eine optimale Methode, um den Gehalt an nativem
B-Lactoglobulin in Milchen nachzuweisen. Die Probenaufbereitung laut IDF
Standard 178A:1999 sowie der eingesetzte Probengradient sind ohne Probleme
gut wiederholbar. Zur optischen Darstellung des Gehaltes an B-Lactoglobulin

eignen sich die eingesetzten elektrophoretischen Methoden sehr gut.
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7. Zusammenfassung

B-Lactoglobulin ist aufgrund der hohen Hitzelabilitat ein geeigneter
Hitzeindikator, um die zur Milchherstellung eingesetzten Warmebehandlungs-

verfahren nachzuweisen.

In der vorliegenden Arbeit wurde der B-Lactoglobulingehalt in Extended-shelf-
life Milchen mittels RP-HPLC analysiert, um festzustellen, ob der empfohlene
Mindestgehalt von 1800 mg/L vorliegt. Die Probenvorbereitung wurde wie im
IDF Standard 178A:1999 beschrieben durchgefihrt. Als mobile Phase fir die
Gradienteneluation wurden UHQ-Wasser und Acetonitrii mit jeweils 0,1 %
Trifluoressigsaure eingesetzt. Ein Probengradient mit einer Analysendauer von

25 Minuten wurde verwendet.

Die Analyse der 19 ESL-Proben zeigten erstaunliche Ergebnisse. Neun
Extended-shelf-life Milchen wiesen einen B-Lactoglobulingehalt oberhalb der
Mindestgrenze von 1800 mg/L auf. Die anderen zehn zeigten einen
B-Lactoglobulingehalt < 400 mg/L. Diese Milchen wurden offenkundig auf UHT-
Anlagen erhitzt. Von den zwei analysierten Rohmilchproben wies nur eine einen
B-Lactoglobulingehalt im Durchschnittsbereich von 3300 — 3500 mg/L auf. Die
acht analysierten, pasteurisierten Milchen zeigen Messergebnisse im Bereich
von 2871 - 3460 mg/L, welche deutlich oberhalb des empfohlenen
Mindestgehaltes  fur  Kurzzeitpasteurisierung (2600 mg/L) liegen.
B-Lactoglobulingehalte oberhalb bzw. an der Grenze des empfohlenen Richt-
wertes (150 mg/L) bei indirekter UHT-Erhitzung wiesen die sieben UHT-Milchen
auf (150 - 272 mg/L).

Aus dieser Arbeit ist gut ersichtlich, dass sich die Analyse des nativen
B-Lactoglobulins als Erhitzungsindikator in ESL-Milchen mittels RP-HPLC als
gut durchfihrbar erweist. Native und SDS-PAGE wurden als zusatzliche

Verfahren zur qualitativen Bestimmung des pB-Lactoglobulins herangezogen.
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Abstract

Abstract

B-Lactoglobulin is an appropriate heat indicator due to the high heat instability. It

shows which heating processes were used for production of milk.

The B-Lactoglobulin content in extended-shelf-life milks was determined by
means of RP-HPLC in this present paper. The challenge was to find out if the
recommended threshold level of 1800 mg/L was kept. The sample preparation
was carried out as described in the IDF Standard 178A:1999. UHQ-water and
acetonitrile, each with 0,1 % trifluoroacetic acid, were used as mobile phase for

the HPLC gradient, analysis time was 25 minutes.

The analysis of the 19 extended-shelf-life milks showed astonishing results.
Nine ESL milks had a B-Lactoglobulin content above the threshold level of
1800 mg/L. The rest of the analyzed ten milks had p-Lactoglobulin contents
<400 mg/L. These milks were obviously heated on UHT-plants. One of the two
analyzed raw milk samples had a B-Lactoglobulin content in the average area of
3300 — 3500 mg/L. The eight tested pasteurized milks had results in the range
of 2871 - 3460 mg/L. These determined concentrations were above the
recommended minimum content for short-term pasteurization (2600 mg/L). The
seven UHT-milks had B-Lactoglobulin contents (150 — 272 mg/L) above or
rather at the threshold of the standard value of indirect UHT-heating (150 mg/L).

The present work shows that the analysis of native B-Lactoglobulin as a heating

indicator in extended-shelf-life milks is appropriate by means of RP-HPLC.
B-Lactoglobulin was additionally studied by Native and SDS-PAGE.
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